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1. Bevezetés

Az orvostudomany, korunk egyik legmeghatidrozobb kutatasi teriilete fejlodésében a sejtek
szerkezeti €s molekuléris szinti miikddését tanulmanyozé sejtbioldgia, alapvetd szerepet
jatszik. A sejt a biologiai rendszerek legkisebb funkcionalis egysége, amely képes onalld
¢letfolyamatok végzésére, ezdltal azok alapvetd strukturdjat hatdrozza meg. A sejtek egyik
legfontosabb alkotoja a sejtet koriilvevd plazmamembran. A membran alapvetd szerkezeti
eleme a foszfolipid kettésréteg, amelynek kiilsé felében preferencidlisan kolin-foszfolipidek,
citoplazmatikus felében pedig amino-foszfolipidek taldlhatok [1]. Struktirdjanak
koszonhetden egy gatat képez a sejt €s kornyezete kozott, ugyanakkor szabélyozott, szelektiv
permeabilitasa révén Ossze is kapcsolja a sejtet a kornyezetével. A plazmamembran felépitése
¢s miikddése szempontjabdl sziikséges megemliteni a sejtfelszini fehérjéket, amelyek jelentds
szerepet jatszanak a transzport- €s jelatviteli folyamatokban, valamint a membranszerkezet
kialakulaséban is. Kutatasi t¢émam kozéppontjaban a sejtmembran olyan nem konvencionalis
szerepe all, amellyel a membran aktivan hozzdjarul sejtfelszini receptorokhoz kotédo
ligandumok koncentracidogradiensének kialakitdsahoz, ill. a membrdanon atjutni képes
lokalis ligandumkoncentracid kialakuldsa sordn a ligandumok a membranhoz koétddnek, és
kialakul6 koncentraciogradiens befolydsolja a receptorok miikodését. A sejtpenetrald peptidek
kiilonb6zd hozzajuk kapcsolt szallitmdnyok membranon vald atjuttatdsat célozzdk meg,
amelyet szintén meghataroz a membran rendezettségébdl eredd biofizikai tulajdonsagai és
aktiv mikodése (pl. endocitotikus folyamatok). Méréseimhez az elmult néhany évtizedben
elterjedt fluoreszcens technikakat alkalmaztam, melyek szamos biologiai folyamat kvantitativ
nyomon kovetésére adnak lehetdséget. Kutatdsom soran fluoreszcensen jelzett sejtpenetrald
peptidekkel végeztem kisérleteket, vizsgalva azok bejutasi hatékonysagat, felszabadulasat az
endoszomakbol az intracellularis térbe. A ligandumkoncentracid-gradiens kialakuldsanak
analizise esetén olyan fluoreszcens molekuldkat alkalmaztam, amelyek az altalam vizsgalt

receptorokhoz kotddnek.

1.1 Sejtpenetralé peptidek
Manapsag a biotechnoldgia és az orvostudomany egyik legfontosabb gyakorlati célja a
daganatok és mas, nehezen gyogyithato betegségek 1) kezelési lehetéségeinek kidolgozasa. A

legtobb hagyoményos kemoterdpias gyogyszer, példaul a ciklofoszfamid és paclitaxel nem



iitkozik akadalyokba a sejtmembranon keresztiili atjutast illetden, azonban szamos Gjszerti,
intracellularis vagy intraorganellaris célpontokat c€lz6 terapids molekula szdmara a kettds
foszfolipid réteg szinte 4thatolhatatlan. A lipidmembran, a belsd hidrofob rétegének
koszonhetden, szelektiv gatként szolgal az extracelluldris tér és a citoplazma kozott minden
nagyobb méretii és polaros molekula szamara. Emellett a daganatterapiaban jelentds problémat
jelent sejtspecifitas hidnya, ami a kezelések hatastalansdgdhoz vezet. A legtobb
makromolekula-alapu  gyogyszer (pl. peptidek, fehérjék, nukleinsavak), amelynek
molekulatdomege meghaladja az 500 Da-t, nem képes spontdn modon atjutni a membranon,
hacsak egy aktiv vagy facilitalt transzportmechanizmus nem konnyiti meg a bejutasukat.
Ezaltal a sejtmembranokon athatolni képes apré molekulak azonositasanak eredményeképpen
uj gyogyszerbeviteli modszerek jottek 1étre, amelyeknek jelentds szerepe lehet az
orvostudomanyban. Ezt az attorést a sejtpenetrald peptidek (SPP-k) figyelemre méltd
felfedezése hozta meg. Egy 13 aminosavbdl allo szekvenciat (TATass-60) fedeztek fel, amely a
humén immunhidnyt el6idézo virus (HIV-1) transzkripcids transzaktivator (TAT) fehérjéjének,
membranon valo atjutasi képességet kolcsondz [2]. Valamint a Drosophila Antennapedia
Homeotic transzkripcios faktorabol szarmazd sejtpenetrald peptid, a penetratin felfedezése
alapozta meg ezen kutatasi teriilet fellendiilését [3]. A sejtpenetrald peptidek olyan
oligopeptidek, amelyek koriilbeliil 8-30 aminosavbol épiilnek fel és képesek endocitozissal, de
akar kozvetleniil a sejtmembranon keresztiil bejutni a sejtekbe [4]. Az els6 SPP-k természetes
eredetliek voltak, ugyanis tobb fehérje sejtbe jutasi képessége alapjan jutottak a felfedezésiikre
[5]. A legkorabban felfedezett SPP-k eredend6en amfipatikus, hidrofob és kationos molekulak
voltak. A sejtpenetrald peptidek jellemzdéen ezen tulajdonsag legtobbjével rendelkeznek. A
sejtpenetrald peptideken alapuld terdpids kezelések kifejlesztését, hosszabb tavon azok
hatékonysagat kémiai modositasokkal lehet javitani azéltal, hogy a kdvetkez6 generacios SPP-
k sejtpenetracios képességét, stabilitasat és szelektivitasat noveljiilk. Ezek a tulajdonsagok
teszik a SPP-ket vonzo gydgyszerhordozo rendszerré, amely képes a tehermolekuldk széles
skalajat az intracellularis kdrnyezetbe juttatni mind kutatasi, mind terdpids célokra alacsony
citotoxicitassal. Bar jelenleg alacsony biologiai hozzaférhetdségiik, rovid felezési idejiik és
specifikussdguk hianya miatt korlatozott klinikai potenciallal rendelkeznek, nagy igéretet
mutatnak a kiilonb6z0 molekuldk, példaul fehérjék, DNS, antitestek, kontrasztanyagok
hordozojaként [6]. Egy tipikus nem-fagocita sejtben az SPP-k altal hasznalt 6 sejtfelvételi
mechanizmusok az endocitézis kiilonb6zé formai. A SPP-k ezen utakon keresztiil torténd
intracellularis bejutdsanak ¢és az altaluk szallitott molekuldk felszabaduldsanak nyomon

kovetésében a fluoreszcencia kivalo eszkoznek bizonyult. Egy fluorofor molekula SPP-hez
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valo kapcsolasaval a felvétel és a citoszolikus lokalizaci6 olyan modszerekkel vizsgalhato,
mint a fluoreszcens mikroszkdpia, az dramlasi citometria vagy a spektrofluorometria. Ebben
az értekezésben a SPP-kkel kapcsolatos kiilonbozd eréfeszitéseinket fogom feltarni, amelyek
célja, hogy azonositsak és lekiizdjék az SPP-k felvétele és potencidlis klinikai alkalmazasa
soran felmeriild akadalyokat. Konkrétan a penetratin nevezetli sejtpenetrald peptiden végzett

in vitro ¢€s in vivo vizsgalatok eredményeit szeretném bemutatni.

1.2 Ligandumok

A plazmamembran nem csak egy ellendrzott, félig ateresztd gatat képez a sejt belseje és a
kiilvilag k6zott, hanem otthont ad a membranfehérjéknek is, amelyek az emberi proteom 25%-
at ¢s a jelenlegi gyogyszercélpontok 60%-at teszik ki [7]. Bar a transzmembran jelatvitelt a
ligandumok membranreceptorokhoz vald kotdédése inditja el, a hagyomanyos kutatasok a
membran intracellularis oldaldn zajlé eseményekre, példaul a foszforilaciora 6sszpontosulnak.
Bér a kvantitativ biofizikai modszerek kezdik feltdrni a ligandumok altal indukalt és a
konstitutiv receptor oligomerizacido komplexitasat, amelyet fehérje-fehérje kolcsonhatasok,
membrandomének és a citoszkeleton szabalyoznak [8], azonban maga a ligandumkotés is
figyelemre mélto Osszetettséget mutat, mivel a receptorok affinitasa fligg a ligandum tipusatol
[9], valamint a receptor dimer ligandumhoz kotott allapotatol, ami a ligandumkotés
kooperativitasdhoz vezet [ 10]. A ndvekedési faktorok kotddését a plazmamembran tekervényes
¢s dinamikus jellege is befolyasolhatja [11]. Ezt a jelenséget eddig nagyrészt elhanyagolték,
mivel még a kvantitativ vizsgéalatok is azon az egyszerlsitd feltételezésen alapulnak, hogy a
ligandum, gradiens nélkiili 6ceanja homogén koncentraciét eredményez az extracellularis
térben. A ligandumkotodést befolydsold membranjelenségek miatt szamtalan véaratlan
jelenséget irtak mar le, példaul a receptor affinitdsanak latszolagos novekedését a
klaszterezddés és a disszocialt ligandumok ujrakdtodését eldsegitd akadalyozott diffizid révén
[12, 13]. Tovabba, a G-fehérje-kapcsolt receptorok eldre Gsszedllt klaszterei ultraalacsony,
femtomolaris ligandum-koncentracidokra reagaltak, ami tobb nagysagrenddel alacsonyabb,
mint az egyszerll tomeg-hatas elvek altal megjosolt kiiszobérték [14]. Bizonyos esetekben mar
azt az alapvetd feltételezést is megcafoltdk, hogy az extracellularis térben a ligandum
koncentracidja homogén, hiszen egy membranban o0ldod6 adrenoreceptor blokkolorol
megallapitottak, hogy a plazmamembranban és a plazmamembran kozvetlen kozelében

jelentésen nagyobb koncentracioban van jelen, mint a szabad oldatban [15]. Munkam masodik
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részében azt vizsgaltam, hogy a membran aktiv korforgésa €s az extracellularis matrix hogyan

¢€s miért vezet sziikségszertien a ligandumok inhomogén eloszlasdhoz az extracellularis térben.

2. Irodalmi attekintés

2.1 Membranok

A bioldgiai membranok kutatdsa nem konnyti, egyrészt molekuléris profiljuk és struktarajuk
miatt, masrészt pedig azért, mert miikodésiik széles id6beli skalan zajlik [16]. A sejthartyak
funkcionalis sokféleségét tiikkrozi a kiilonbozd formak kialakulasa, amelyek a nanométeres
méretii lipid-fehérje domének helyi szervezddéseitdl kezdve a mikrométeres méretil, sik, ives
¢és csdszer strukturaval rendelkezé organellumokig terjednek [17]. A sejthartydk alapvetd
struktardja egy kettds réteg, amely két rétegbdl allo amfipatikus lipid molekuldkbol épiil fel,
amelyekbe olyan kulcsfontossagu funkciokat ellato fehérjék, mint az enzimek, receptorok és
transzporterek, részben vagy teljesen bedgyazddnak (/.dbra) [18]. Jelentds anyagcsere-
folyamatok zajlanak a membranokon keresztiil, példaul szamos enzimrendszer 1ényegében
membranhoz kotott, ezért azok gyakran nem képesek ellatni funkcidikat ezeken a
membranokon kiviil. A sejthartydk legalapvetobb 0sszetevoi foszfolipidek, amelyek hidrofil
feji részlikkel a membran hidrofil kiilso6 feliiletét, mig hidrofob farki résziikkel a membran belsd
terét alakitjdk ki. Hasonldan a kétdimenzids rétegeken athatold fehérjemolekuldkhoz
(transzmembran fehérjék), ezek képezik a biologiai membranok folyékony mozaik
szerkezetének alapjat, €s meghatarozzak azok funkcidjat. A membranlipidek sokfélesége
valamint azok eltérd tartalma szorosan 0sszefligg a membranok szerepének sokoldalusagaval
[19]. A lipideken kiviil a biomembranok (kiilondsen a plazmalemma) fehérjékbdl, szabad
szterolokbol és mas, nem lipid jellegli elemekbdl allnak, ezek egyiitt hatarozzdk meg a
membranok bioldgiai aktivitdsainak specifikussagat és széles skalajat. A komponensek kozé
tartoznak a szénhidratok is, amelyek azonban nem kiilonallo vegyiiletek formajaban jelennek
meg, hanem a glikolipidek vagy fehérjemolekuldk részeként taldlhatok meg [20, 21]. A
biomembranok klasszikus modellje 50 éven keresztiil a Singer és Nicolson altal kidolgozott
,folyékony mozaik modell volt”. Ez azt sugallja, hogy az eukariéta membranok lipid kettds
rétege egy rendezetlen, folyékony allapot, amelyet a lipid- és fehérjemolekuldk rendezetlen és
kaotikus elrendezddése jellemez [22]. A modellt az elkovetkezd évtizedekben folyamatosan
tovabbfejlesztették. Sok attekintés koveti a kulcsfontossadgu eldrelépések idérendjét ezen a
terileten [23-26]. Jelentds fejlodésnek indult az eukaridta sejthartydk tanulmanyozasa,

kiilonosen a plazmamembran vonatkozasaban [27, 28]. A Singer ¢és Nicolson modell,
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vitathatatlan hasznossaga mellett, gyakran akadalyt jelentett a tovabbi kutatdsok szamara
egyrészt azért, mert ezt a modellt probaltak, részben helyteleniil, minden méas membran,
szdmos kiilonb6zd organizmus és organellum membranszerkezetének leirdsara felhaszndlni
[22, 29]. Masrészt a Singer-Nicolson modell ,rendezetlen lipid tenger” koncepcidja
évtizedeken keresztiil befolyasolta a membranokkal kapcsolatos gondolkodasunkat. 2014-ben
Nicolson moédositotta az eredeti modellt, és igy a biologiai membran szerkezete, mint
,.dinamikus Osszetett modell” avagy ,,mddositott folyékony mozaik modell” néven jelent meg
[23]. A moddositott modellben feltételezték, hogy a sejthartydk szdmos mikrodoménbdl allo
mozaik komplexekbdl épiilnek fel, amelyek kiilonb6z6 fehérje- és lipid klasztereket
tartalmaznak. Ezek a vékony membranréteg hatalmas teriiletén helyezkednek el [29-31]. A
membranok tanulmanyozasa nemcsak azok doménjeinek, hanem a domének egyes fajtainak,
nevezetesen a lipidtutajok felfedezéshez is vezetett [20, 32, 33]. 1997-ben Simons és Ikonen
[34] a ,lipidtutaj” fogalmat javasoltdk a membran oldaliranyban értelmezett
rendezetlenségének magyarazatara; a lipidtutajt egy kis (10-200 nm), heterogén, rendkiviil
dinamikus teriiletként irtdk le, amely gazdag szterolokban, gliko- és foszfo-szfingolipidekben,
valamint foszfolipidekben, telitett zsirsavakban [35]. A lipidtutajhoz tartozé6 mikrodomének
alatt a sejthartya lipid kettOs rétegének azon teriileteit értjiik, ahol a lipidmolekulak stirisége
nagyobb egyes fehérjék koril [36]. A citoszkeleton ¢és a glikokalix funkcioit késébb az
dsszetettebb membranmodellekben vazoltdk fel [26]. Osszességében elmondhato, hogy a
membranok mind a felépitésiiket, mind a funkciodikat tekintve rendkiviil specifikusak és
Osszetettek. Nem véletleniil foglalkoztatja a tudosokat ez a kutatasi teriilet, amely kiugro

fejlédésnek indult az utdébbi évtizedekben.
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1. abra: A plazmamembrin felépitése: kettés foszfolipid réteg és annak struktaraja [37]

A foszfolipidek kétrétegii szerkezetben rendezédnek, ugy, hogy a hidrofob farkak a belsé rész felé,
mig a hidrofil fejek a kiils6 rész felé néznek a vizes kornyezetben. A kettds rétegben elhelyezkednek
foszfolipidek, amelyek koz¢é beékelddik a koleszterin; ezek szabalyozzdk a membran permeabilitasat.
A lipidek k6zott szamos fehérje talalhatd: integrans membranfehérjék a lipidréteget szelik at, amelyek
transzportot, jelatvitelt és receptorfunkciokat latnak el. A periférids membranfehérjék lazabban
kapcsolodnak a membranhoz, tobbnyire a sejtvazhoz kotddnek és jelatviteli folyamatokban jatszanak
szerepet. A membran kiils6 felszinét szénhidratok is tarkitjak, amelyek glikoproteinekhez vagy
glikolipidekhez kapcsolodva vesznek részt a sejt—sejt felismerésben, az immunvalaszban és az
adhézios folyamatokban.

2.1.1 A bioldgiai membranok felépitése

Mivel munkam soran els6sorban a plazmamembrannal foglalkoztam, az irodalmi attekintésben
a sejtmembran szerkezetének bemutatasat helyezem a kozéppontba. Ugyanakkor
megjegyzendd, hogy a plazmamembran strukturaja nem szolgal az 0sszes tobbi membran
szerkezetének standardjaként, példaul a kloroplasztiszok és a mitokondriumok membranjainak
lipidosszetétele, nagy mértékben eltér a plazmamembran lipiddsszetételétdl. Az organellumok
megkiilonboztethetdek a membranjaik lipid tartalma alapjan: a membran két rétegének lipid
profilja szamos organellumban jelentdsen eltér, ami aszimmetriat eredményez az egész kettds
rétegben. Ezt az allapotot ATP-vezérelt flippazok tartjak fenn [38]. A plazmamembran egy
Osszetett rendszer, amely két rétegbdl allo lipidekbdl és fehérjékbdl épiil fel, amelyek
alegységei a nanodomének. Bar mindkét réteg aszimmetrikus, az azok kozotti kotés rendkiviil
erds. Ezt olyan kisérletekkel tamasztottak ala, amelyeket egy lipid-kettds réteggel rendelkezd
orids foszfolipid unilamellaris vezikuldkkal (,,giant unilamellar vesicle”) végeztek: arra az
eredményre jutottak, hogy a kiilsé rétegben kialakult nanodomének tokéletesen megegyeznek
a belso rétegben 1évokkel [39]. A plazmamembran lipid felépitése jelentdsen eltér a kiillonb6zo
organizmusok ¢és sejttipusok esetében: a sejtciklus allapota, valamint a kornyezeti tényezok is
befolyasoljak az Osszetételt. Eldszor vazlatosan attekintem a membranban talalhaté fObb
alkotéelemeket, majd ezek szervezddési szintjeit foglalom Ossze.

A fobb lipidek, amelyek plazmamembranban taldlhatok, harom osztalyba sorolhatok:
glicerolipidek, szfingolipidek ¢és szterolok. A glicerolipidek vazat a glicerol alkotja, a
szfingolipidekét pedig a szfingosin. A szfingoid vaz egy hidrofob farokkal is rendelkezik. A
szterolok négy gyurtibdl allnak, amelyek specifikus molekularis elrendezést alkotnak, egyik
végiikon hidroxilcsoporttal, a masik végiikon pedig egy rovid szénhidrogén-oldallanccal. A
glicerollipidek energia tarolasara szolgdlo lipidek, példaul a triacilglicerol (TAG), ahol a
glicerolvaz mindharom hidroxilcsoportjahoz zsirsavak kapcsolddnak. A foszfatot tartalmazd

lipidek a foszfolipidek, és ezek képezik membran 0 lipidjeit a koleszterinnel egyiitt. Tovabba
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a lipidmembran olyan fehérjéket is hordoz, amelyek alapvetd funkcidkat latnak el a sejt élettani
folyamataiban. Elhelyezkedésiik alapjan két nagy csoportra oszthatok: integrans
membranfehérjék és periféridas membranfehérjék. Az integrans membranfehérjék a foszfolipid
kettosrétegbe agyazddnak, és egy vagy tobb membranon athaladd domént (transzmembran
fehérjét) tartalmaznak [40]. A periféridas membranfehérjék (PMP-k) valtozatos csoportot
alkotnak, amelyek koz¢ tartoznak azok a fehérjék, amelyek kozvetleniil kapcsolodnak a
lipidmembranhoz, és a membran egyik oldalan helyezkednek el (valodi periférids
membranfehérje), valamint azok, amelyek kozvetetten, integrans membranfehérjékkel valod
kolcsonhatdsok révén kotddnek (membran-asszocialt fehérjék). A transzmembran
fehérjecsalad olyan membrant atszeld fehérjék csoportja, amelyek a plazmamembranban vagy
a sejten beliili organellumok membréanjaiban helyezkednek el. Ide tartoznak példaul a
mitokondriumok, a lizoszoémak, az endoszoémak, az endoplazmatikus retikulum és a Golgi-
membranok fehérjéi is [41]. Bizonyos lipidek a membranokban koncentraltan helyezkednek el.
Még egy adott membran kettdsrétegében is tobb szintli szervezddés figyelhetdé meg: a lipidek
aszimmetrikusan oszlanak meg a két réteg kozott, nem homogén az eloszlasuk, hanem lipid
tutajok vagy nanodomének formajaba rendezddnek [42]. Ez az aszimmetrikus szerkezet — tobb
anionos lipiddel a citoszolikus oldalon, és tobbnyire semleges lipidekkel az extracellularis
oldalon — két, elektrosztatikusan nagyon kiilonb6z6 feliiletet hoz 1étre. Ez erésen befolyésolja
fehérjék membranhoz vald kapcsolddasat és az integrans membranfehérjék aktivitasat [43].
Harom fehérjecsoportot irtak le, amelyek a membran aszimmetria kialakitdsaban fontos
szerepet toltenek be: flippazok, floppazok és szkramblazok [44]. A flippazok — amelyek az
aszimmetria létrehozasdban vesznek részt — a I[V-es tipusu P-tipusu ATPazok (P4-ATPazok),
amelyek katalizaljadk bizonyos foszfolipidek athelyezését az extracellularis rétegbdl a
citoszolikusba. A floppazok ABC-transzporterek, amelyek a forditott iranyt mozgast végzik.
Ezzel szemben a szkrambldzok ATP-fiiggetlenek, és a lipideket kétiranytan transzlokaljak,

kiegyenlitve ezzel a rétegek kozotti eloszlast (2.dbra) [45].
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A plazmamembrant szamos molekula alkotja, azok szervezddései és mechanizmusai rendkiviil
sokoldaluak. Haromféle membran-inhomogenitast, vagy membrandomént szeretnék targyalni

hierarchikus rend alapjan.
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2. abra: A plazmamembran aszimmetridjat kialakité strukturak: flippazok, floppazok,
szkramblazok

A flippazok a foszfolipideket a kiils6 membranrétegbdl a belsd, citoplazmatikus oldal felé szallitjak.
A floppazok ezzel szemben a lipideket a bels6 rétegbdl a kiilsé felé mozgatjak, fontos szerepet jatszva
a lipid exportban. A szkramblazok kétiranyu lipidmozgatast végeznek, és altalaban Ca?'-jelzés
hatasara aktivalodnak. A kaszpazok és a szkrambldzok az apoptdzis (programozott sejthalal)
folyamataban kapcsolodnak Ossze: kaszpazok egyik fontos célpontja a szkramblazok szabalyozo
fehérjéi, amelyeket képesek hasitani.

e A legkisebb doménhez a dimer/oligomer és nagyobb komplexek tartoznak [31]. Ezek
lehetnek homodimerek (azonos alegységekbdl) vagy heterodimerek (kiilonb6zo
alegységekbdl), és gyakran dinamikusan, jel hatasara allnak 0ssze vagy esnek szét. Az
Osszetartd kolcsonhatasok egyik fO tipusa a transzmembran hélixek kozti hidrofob
illeszkedés ¢és ,,packing”, ahol a helikalis felszinek egyméshoz komplementer mdédon
simulnak. Gyakoriak a specifikus motivumok is, példaul a GxxxG-szerti hélix-hélix
kapcsolddasi mintazatok, amelyek megkonnyitik a szoros érintkezést [46]. Emellett
elektrosztatikus kdlcsonhatdsok €s hidrogénkdtések is stabilizalhatjdk a kapcsolodast.
A membranlipidek sem passziv hattérszereplok: bizonyos lipidek (példaul koleszterin
vagy specifikus foszfolipidek) ,,ragasztoként” vagy szervezd elemként segithetik az
oligomerizaciot [47]. Sok receptor esetében a dimerizacid kozvetleniil a jelatvitel
kapcsoldja, mert az alegységek egymashoz rendelése aktivald konforméacios valtozast
indit. Klasszikus példa erre szamos receptor-tirozin-kindz, ahol a dimerizéacio
elofeltétele a hatékony foszforildcionak és a downstream utvonalak bekapcsolasanak.

e FErrdl részletesebben a 2.3.4.1. alfejezetben irok majd. Az oligomerizacido emellett
novelheti a fehérjék stabilitasdt a membranban, befolyasolhatja a lateralis diffuziot, és

segitheti a jelatviteli komplexek térbeli szervezddését. Osszességében a
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membranfehérje dimerek és oligomerek a sejtkommunikécid, az anyagcsere-aramlas és
az adaptiv valaszok kulcsfontossagu, finoman szabalyozhatdo molekularis egységei,
melyek létrehozasaban a kdzvetlen fehérje-fehérje kdlcsonhatasok jatsszak.

e A hierarchidban a mdasodik a ,tutajdomén”, amelyet lipidek és fehérjék kozotti
kiilonbozd szintli molekularis affinitdsok és Osszeférhetetlenségek, valamint a
plazmamembranon beliili kooperativ kondenzaciok hoznak létre [31]. A lipidek
heterogén eloszlasahoz jarul hozza a lipid-tutajok (3.dbra) jelenléte a membranban,
tutajok kicsi (10-200 nm), heterogén, erdsen dinamikus, szterol- és szfingolipid-gazdag
domének, amelyek a sejtfolyamatok kompartmentalizalasat végzik. A kis tutajok
1donként stabilizal6dhatnak, és nagyobb platformokkd alakulhatnak a fehérje-fehérje és
fehérje-lipid kolesonhatasok révén.” [48].

LIPIDTUTAJ

GPI (glicozil-foszfatidil-inozitol)

GLIKOLIPID HORGNYZOTT FEHERJE
1 ' Y
\ 1\ I\

.
KOLESZTERIN TSZFINGOMIELIN

PALMITOILALT FEHERJE
(poszttranszlaciés modositas)

3. abra: A lipidtutajok (lipid rafts)

A plazmamembran mikrodomainjei, amelyek koleszterinben és szfingolipidekben, példaul
szfingomielinben gazdag, kissé merevebb szerkezetli teriiletek. Funkcidjukat tekintve szerepiik van a
jelatvitelben, endo- és exocitozisban, fehérjék és lipidek szervezddésében. A palmitoilalt fehérjék
lipidmoédositasai elésegitik a fehérje membranhoz rogziilését és a lipidtutajokba valo tarsuldsat. A
GPI-hez horgonyzott fehérjéknek a jelatvitelben van szerepe.

Ezek nem-egyensulyi struktarak, kiilonboz6 oOsszetételiek: koleszterinben ¢és
szfingolipidekben gazdagok, kapcsolddhatnak hozzajuk palmitoildlt fehérjék (pl.:
ankyrin-G) ¢és GPI-hez horgonyzott fehérjék. Eltéré méretben, valamint tér- és

idédinamikéju formaban létezhetnek egyszerre. Elettartamuk a mikroszekundumoktol
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¢s milliszekundumoktol, akar masodpercekig is terjedhet. Ez a sokoldalisag
megerdsiti, hogy a lipid tutajok jelentds atrendezddésen mehetnek keresztiil kiilonféle
bioldgiai ingerek hatasara [49].

A legmagasabb szervezddési szint mar fénymikroszkoppal is detektdlhaté méretii
doméneket foglal magéba, amelyeket az aktin-alapi membranvaz (citoszkeleton) és
azzal valé kolcsonhatasok, valamint a membranvazhoz horgonyzott transzmembran
(TM) fehérjék alkotnak. Az aktin citoszkeleton és a membranhoz ko6tédd fehérjék
szerepe kulcsfontossdgih a nanodomének  stabilizdlasdban ¢és  méretének
szabalyozasaban. Az aktin halozat segiti a nanodomének szervez0dését, meggatolja
halozata ,,racsként” tagolja a membrant, és rekeszekre (kompartmentekre) osztja. Egyes
transzmembran fehérjék rogzitve vannak az aktinhoz, ezaltal fizikai és hidrodinamikai
akadalyt képeznek, igy lassitjdk a kornyezd lipidmolekuldk diffuzigjat, ¢és
hozzajarulnak a membran nanodomén-szervezddéséhez [32]. A plazmamembranban
talalhatd  transzmembran fehérjék citoplazmatikus doménjei iitkoznek a
citoszkeletonnal. Ez az iitkozés ideiglenes befogast okoz: a fehérjék rovid ideig kis
,rekeszekben” mozognak, majd ,,ugrassal” 1épnek at a szomszédos rekeszbe. Ezt
nevezik ,.hop” diffuziénak [50]. A membranvaznak tehat van egy elkiilonitd szerepe,
amely meghatarozza a membranfehérjék és lipidek diffuzids utvonalait. Ezenkiviil a
rogzitett transzmembran fehérjék is lokalis diffuzids gatat hoznak létre ezzel
stabilizalva a nanodoméneket [51]. Az aktin-alapi nanodomének lehetové teszik, hogy
receptorok (pl. EGF-, PDGF-, IL-6-receptorok) hosszabb ideig kozel maradjanak
egymashoz a rekeszekben. Ez eldsegiti a receptorok dimerizaciojat ¢és
autofoszforilaciojat, ami fokozza a kinaz aktivitast, ezaltal hatékonyabb downstream
jelatvitelt inditanak el (pl. Src kindzok, STAT faktorok aktivalédasa) [52]. Egyszeres
membran-atjutasu (single-pass) transzmembran fehérjék esetében — mint példaul az
epidermalis novekedési faktor (EGF), a vérlemezke-eredetli ndvekedési faktor (PDGF)
¢s az interleukin-6 (IL-6) receptorai (egy masik TM fehérje, a gp130 részvételével) —
dimerizacié hatasara a két receptor intracellularis doménje kozel keriil egymashoz.
Ezek a domének eredetileg csak gyenge kindz aktivitassal rendelkeznek, vagy
konstitutivan egy kindzhoz kotddnek. Bar a kezdeti kindz aktivitas alacsony lehet, a
tartos egymashoz kozeli pozicid lehetdvé teszi, hogy a kinazdomének kolcsondsen

foszforilaljak egymast, ezaltal fokozva kindz aktivitasukat. Ez a folyamat a downstream
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Src csalad kinazainak vagy transzkripcids faktoroknak az aktivacidjdhoz vezet.
Emellett a foszforilalt domének downstream jelatviteli molekulédkat toboroznak,
példaul a Grb2-SOS komplexet, amelyben az SOS (Son of sevenless) egy
guaninnukleotid-cserélé faktor (GEF), amely foként a Ras kis GTPazt aktivdlja,

valamint a jelatvivo és transzkripcids aktivator (STAT) fehérjéket [53].

2.1.2 A plazmamembran funkcio6i

A sejtet hatarolo membran egyrészt elvalasztja a sejtet az extracellularis tértdl, masrészt 6ssze
is koti azzal. A lipid kettdsréteg egy korlatozott difftzioval rendelkezd kétdimenzids és
képlékeny szerkezet, igy idedlis rendszer a jelatviteli ¢és anyagcsere-folyamatok
komponenseinek koncentraldsara, amely funkcibhoz a komponensek mobilitdsa
elengedhetetlen. A sejtmembran elhatarold funkciojahoz egyfajta merevség ¢€s stabilitas is
szlikséges, amit a membranok onmagukban nem képesek biztositani. Sejtfal hianyaban ezt
emberi sejtek esetében a membran alatti, Gn. szubkortikalis citoszkeletalis halozat biztositja. A
sejtmembran elvalasztd és 0sszekotd funkcidja részben 0sszemosddik a membran szelektiv
permeabilitdsdban, amihez mind a lipidek, mind a membranfehérjék hozzajarulnak. A
membranfunkci6 integrans részét képezi az, hogy a sejtmembranok rendkiviil dinamikus és
alakithato strukturak; lehetnek gorbiilt, csdszerti vagy lapos formajuak, ami kiilonb6zd
biofizikai tulajdonsagokat eredményeznek [54]. A szomszédos organellumok membranjai
egyedi haromdimenzids szerkezetben kapcsolodnak Ossze, ezzel funkcionalisan elkiilontilt
mikrodoméneket 1étrehozva, amelyek lehetdvé teszik az organellumok kdzotti kommunikéaciot
[55]. llyen kapcsolat példaul az endoplazmatikus retikulum (ER) és a mitokondriumok kozotti
kommunikécié: a mitokondriumhoz kapcsolddé membranok (MAM-ok), amelyek a két
organellum kozotti kontaktust hozzék 1étre, szamos alapvetd sejtfunkcioban vesznek részt,
mint példaul a kalciumjel, az apoptozis, az autofagia és a lipidszintézis [56]. Az organellumok
kozotti fizikai kapcsolatot szupramolekularis fehérjekomplexek biztositjak, amelyek kitoltik a
membranok kozotti teret, és fehérje—fehérje vagy lipid—fehérje kdlcsonhatasok révén hoznak
létre  kotderdket [55]. A Mitofuzin—GRP75-IP3R  komplex az ER-mitokondrium
kapcsolatokban kivalo példa a fizikai kapcsolatokra. Ez az egyik legismertebb fehérjekomplex,
amely stabilizdlja az ER és a mitokondriumok kozotti kontaktzonat [57]. A kovetkezd
alfejezetekben (2.1.2.1.-2.1.2.2.2.3.) a membranon keresztiili transzportfolyamatokat tekintem

at roviden.
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2.1.2.1 Nem facilitalt transzmembran transzport

A membrén hatarozza meg, hogy mely anyagok juthatnak be a sejtbe, illetve melyek tdvoznak
onnan. A membranon keresztiili transzportfolyamatokat a membran lipidjei, fehérjéi és
szénhidratjai kdzotti 6sszetett kdlcsonhatasok szabalyozzak. Azokat a transzportfolyamatokat,
melyek fehérje segitsége nélkiil torténnek, nem facilitalt transzportnak nevezziik. A
membranok permedbilisak a semleges, apolaris molekulak szamara, amelyek igy egyszeri
diffuzioval képesek atjutni a membranon. Ha egy anyag extra- ¢s intracelluldris koncentracioi
kiilonboznek egymastol, akkor nettd transzmembran diffuizid 1ép fel. Az anyagaram-siiriség

Fick 1. térvényével irhato le:

ahol ¢ 1 és cp2 a diffunddlandd anyag koncentracioja a d vastagsdgii membranban a vizzel
kozos hatarfeliileteknél, Dy, a diffuzids egyiitthaté a lipid membranban.

Azonban, ha egy anyag két egymassal érintkezd, de nem elegyedd hidrofob (pl. lipid membran)
¢s vizes kozegben (pl. az extracellularis tér vagy a citoplazma) is fel van oldva, egyensuly all
fenn az anyag koncentracioi kozott a két kiilonféle fazisban, €s a koncentraciok aranya allando
lesz. Az éllandé neve megoszlasi hanyados (K), ami az adott anyagra és az olddszerekre
jellemzd. K értéke kifejezi az anyag relativ oldhatdsagat a két kozegben. Hidrofob anyagokra
K>1, a hidrofil anyagokra K<I:

Cm1 Cmp2
K = =

Cv, 1 Cv,z

ahol cy,1 és ¢y az extracellularis és intracellularis vizes fazisban mérhetd koncentracié. Ezt

Osszefliggést felhasznélva kifejezhetjiik a koncentracidgradienst Fick 1. torvényében és az

egyenletet a kovetkez6 formara hozhatjuk:

Cm2 — Cma - D (KCv,1 B KCv,z) _ DmK
d m d d

ahol pm(egysége: m/) a membran permeabilitasi alland6ja az adott anyagra nézve. Ertéke fiigg

Jm = —Dp, (Cv,l - Cv,z) = pm(cv,l - Cv,z)

a diffazids allandotol a membranban (amit a Stokes egyenlet szerint a méret és az alak szab
meg), de f6 meghatérozoja a K megoszlasi hanyados. igy egy anyag minél jobban oldodik a
lipid fazisban, annal inkabb képes athatolni a membranon egyszeri diffuzioval [58]. Lathato,
hogy minél hidrofébabb egy anyag, azaz minél nagyobb a K megoszlasi hanyadosa, annal

nagyobb a membranpermeabilitasa.
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Azonban a plazmamembran nemcsak hidrofob anyagok szdmara atjarhatd, hanem hidrofil
molekuldk szdmara is. A hidrofil jelleg novekedésével csokken a permeabilitas mértéke
(csokken K), és szinten csokkenti a permeabilitasi allandé nagysagat a molekulaméret, hiszen
ez csokkenti a diffuzids allandot. A viszonylag jelentds membranpermeabilitast mutatd
anyagok koziil kiemelend6 a viz, bar megjegyzendd, hogy a viz sejtmembranon keresztiili
passziv transzportjat igen jelentOsen eldsegitik az aquaporin vizcsatorndk [59]. Az
aquaporinok, mas néven vizcsatornak, altalaban specifikusak a vizpermeabilitdsra, és kizarjak
mas oldott anyagok dramlasat, igy egyaltalan nem permeabilisek a t6ltott anyagokkal szemben
[60]. A legtobb, biologia szempontbol fontos oldott anyag (kiilonbdzd biokémiai anyagok és
so0k) szamara, amelyek a membrant koriilvevd oldatban talalhatdk, a plazmamembran nagyon
kevéssé atjarhato. Ezen koncepcid, vagyis a viz és mas oldott anyagok kozotti egyenldtlen
transzmembran-eloszlas és az eltéré permeabilitas, Charles Overton nevéhez flizédik az 1890-
es évekbol [61]. A hidrofil oldott anyagok mozgasanak akadalyat leginkabb a membran kb.
40 A vastag hidrofob kdzepe jelenti. Ezen kdzponti szerepet betdltd réteg ateresztoképessége
membranrél membranra valtozhat: minél szorosabban illeszkednek egymashoz a kettdsréteget
alkotd lipidek, annal kisebb a membran ateresztoképessége. A lipid kettdsréteg

ateresztoképessége nem allando, a kdrnyezeti tényezok befolyasoljak.

2.1.2.2 Fehérjék segitségével lejatszodo membrantranszport

Az oldott anyagok membranon keresztiili mozgasa gondosan szabalyozott folyamat: szamos
modja van annak, hogy hogyan haladhatnak at a vékony (~40 A) membran hidroféb gétjan.
Azokban az esetekben amikor az oldott anyag szdmara atjarhatatlan a membran, valamilyen
transzportfehérjére van sziikkség. A transzportot passziv diffazidra és aktiv transzportra
oszthatjuk. A passziv diffuzi6 (egyszerl és facilitalt) kizarolag az oldott anyag elektrokémiai
gradiense 4ltal biztositott energiat haszndlja, ¢és az anyag membranon keresztiili
kiegyenlitddéséhez vezet. Ezzel szemben az aktiv transzporthoz tovabbi energia (pl. ATP)
sziikséges, €és egyensulytalansdgot eredményez, azaz az oldott anyag nett6 felhalmozodasat. A
passziv transzport torténhet egyszert diffuzidval vagy facilitalt transzporttal, példaul ionoférok
vagy ioncsatornak segitségével. Az aktiv transzport szdmos, gyakran sszetett formaban van
jelen: elsddleges aktiv transzport (uniport), masodlagos aktiv transzport (kotranszport,
antiport), valamint a csoporttranszlokacid. Az Osszetett transzportrendszerek mellett az

anyagtranszport megvalosulhat réskapcsolatok (gap junctions), receptor-medialt endocitézis,
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fagocitozis, pinocitozis, exocitdzis, illetve apoptotikus membranhdlyagok (membrane

blebbing) altal is [61].

2.1.2.2.1 Facilitalt diffuzio

A facilitdlt diffazio (més néven hordozo-medialt difftizid), az egyszerli passziv diffuzidhoz
hasonldan, az oldott anyag elektrokémiai gradiensében rejlé energidt hasznositja. Az oldott
anyag transzportjahoz nincs sziikség kiilsd energiaforrasra, és az anyag eloszlasa a membran
két oldalan végiil egyenstlyba keriil. Ellentétben az egyszerti passziv diffuzidval, a facilitalt
diffuzié egy nagyon specifikus transzmembran integrans fehérjét vagy hordozot igényel, amely
segiti az oldott anyag atjutdsdt a membranon. Ilyenek példaul az ionoférok, mas néven
"ionhordozok". Az ionoforok kis, lipidoldékony molekuldk, amik feladata, hogy ionokat
széllitsanak a membranokon keresztiil [62]. Ezek facilitalt diffuzioval miikodo transzporterek,
amelyek ionokat széllitanak lefelé az elektro-kémiai gradiensiik mentén. Az ionoforokat két
alapvetd tipusba sorolhatjuk: csatornat képzok ¢és mobilis szallité molekuldk [63]. A

facilitatorok két alapvetd tipusba sorolhatok: hordozofehérjék és kapuzott ioncsatornak.

2.1.2.2.1.1 Hordozofehérjék altali transzport

A hordozofehérje altal medialt transzportfolyamat egyik jol ismert példaja a
gliikoztranszporter, vagyis a GLUT [64]. A GLUT transzporterek szinte minden sejtben
megtalalhatok, és kiilondsen nagy mennyiségben fordulnak eld a vékonybél hamsejtjeiben. A
gliikoztranszporterek csak egy tipust képviselnek a transzport facilitditorok egy nagy
szupercsaladjabol. A GLUT fehérjék integrans membranfehérjék, amelyet 12 a-hélix alkot a
membranon athaladd szakaszan. A GLUT-ok egy jellegzetes membrantranszport
mechanizmuson keresztiil miikddnek [65]: a glikéz a membran kiils¢ felszinén 1évo
kotdhelyhez kapcesolodik, ami konforméciovaltozast idéz eld, és lehetévé teszi az anyag
membréanon valé athaladasat. Ezutan a glilk6z a membran belso oldalan felszabadul a sejten
beliili vizes térbe. Mivel ez ,,learnyékolja” a hidrofil gliikkoz molekulét a hidroféb membranban,
a GLUT altal medialt gliikkoztranszport aktivalasi energidja 16 kJ/mol-ra csokken a tiszta

lipidmembranban mérhetd ~90 kJ/mol-rél [66].

2.1.2.2.1.2 loncsatornak
A specifikus makromolekularis transzportrendszerek, az ioncsatornak és pumpak biztositjak az

utvonalakat, amelyek lehetdvé teszik és egyben szabalyozzdk az ionok atjutdsat a
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lipildmembranon. Az ioncsatorndk energiafelhasznalas szempontjabol kedvezd atjarot
biztositanak az ionok szdmadra, lehetové téve, hogy azok gyorsan és passzivan diffundaljanak
az elektrokémiai potencialjuknak megfelelden. Ezzel szemben az ionpumpak az ATP
hidrolizisét hasznaljak fel, hogy koncentracidgradienst hozzanak létre és tartsanak fenn a
sejtmembranon keresztiil, az ionokat az elektrokémiai potencidljukkal ellentétes irdnyban
széllitva. A bioldgiai membranok csatornai és pumpai egyarant nagyon szelektivek lehetnek
bizonyos ionokra nézve. Az ioncsatornak egyediilallo tulajdonsdga azonban a rendkiviil nagy
transzportrata. A szelektivitas azt jelenti, hogy egy meghatarozott csatorna csak bizonyos ionok
szamara atjarhat6. Megkiilonboztetiink, jelvezérelt csatorndkat, ligandum-kapuzott
csatornakat, fesziiltség-kapuzott csatorndkat, membranfesziilés vezérelt csatornakat, illetve
szivargasi csatornakat, melyek folyton nyitva allnak bizonyos molekulak szamara (4.dbra). A
szelektiv.  membranpermeabilitds  kulcsfontossagh a membranpotencidl fogalmanak
alatdmasztasaban: két, kiilonboz6 koncentracioju ionoldat kozott, amelyeket egy féligateresztd
membran valaszt el, spontan potencialkiilonbség alakul ki (Nernst-potencidl) [67]. Az
ioncsatorndkat szelektivitdsuk alapjan harom csoportba sorolhatjuk: nagy szelektivitast
csatorndk, amelyek 4 alegységbdl allnak és kizardlag egy meghatarozott ion szamara
atjarhatéak (Na®, K'). Ide tartoznak tovabba a kis szelektivitdsii csatorndk, amelyek 5
alegységbdl épiilnek fel, kationokra specifikusak tehat bar tobbféle iont képesek atengedni,
azoknak azonos toltéssel kell rendelkezniiik, példaul a nikotinerg acetilkolin-receptor, amely
Na®, K és Ca®" ionokra nézve permeabilis. Emellett 1éteznek nem szelektiv ioncsatornak,
amelyeket 6 alegység épit fel és kationokat, illetve anionokat egyarant atengednek, példaul a
réskapcsolat csatorna. A szelekcid torténhet méret, toltés vagy specifikus kolcsonhatasok
alapjan. Méret alapjan torténd szelekcio esetén példaul azok az ionok, amelyek nem férnek be
a porusba, nem tudnak atjutni a membranon, példaul a réskapcsolat csatorna az 1 kDa-nal
nagyobb molekulak szdmdra nem atjarhatd. A nem szelektiv csatornak, a réskapcsolatok
lehetové teszik kis oldott anyagok, példaul ionok, cukrok, aminosavak és nukleotidok
transzmembranon vald athaladésat, de mindekdzben megakadalyozzak a sejtszervecskék és
nagyobb polimerek, mint példaul a fehérjék és nukleinsavak vandorlasat. A réskapcsolatok két
szomszédos sejt citoplazmajat kotik Ossze. Ezek a kapcsolatok olyan helyeken jonnek 1étre,
ahol a sejtek kozotti rés minddssze 2—3 nm, innen ered az elnevezés: ,,gap junction”
(réskapcsolat). A réskapcsolat minden egyes csatorndja 12 fehérjébdl, a connexinekbdl épiil
fel. Hat, hatszog alakban elhelyezkedett connexin kapcsolodik mindkét —sejt
plazmamembranjahoz, amelyeket a réskapcsolat 0sszekot. A hat connexinbdl all6 egységet

connexonnak nevezziik, és ez alkotja a réskapcsolat csatorna felét. Igy egy teljes réskapcsolat
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csatorna két egymassal szemben elhelyezkedd connexonbdl és dsszesen 12 connexinbdl all. A
réskapcsolatok biztositjak a folyamatos elektromos €s kémiai kapcsolatot a szomszédos sejtek
kozott. Kiilondsen fontos a kis masodlagos hirvivé molekulak — példaul az inozitol-trifoszfat
(IPs) és a Ca?" — gyors tovabbitasaban. A réskapcsolatok fontos szerepet toltenek be a majban
¢s szivizomban, mivel az 6sszehuzodashoz sziikséges elektromos jelek hatékonyan haladnak

at ezeken a csatornakon [68].

Jelvezérelt Fesziltség-kapuzott Ligand-kapuzott Membranfesziilés-
Szivargasi csatorna csatorna csatorna csatorna vezérelt csatorna
EXTRAGELLULARIS K+ 0 ® PP
TER % Ktee mechanlkal eré _ .
[ ] p p
° AT ONa o nar o
— +++ °®
l Y N‘;'U;ALMI @ \ MEGVALTOZDWm m m
| MEMBRAN- MEMBRAN
J POTENCIAL POTENCIAL
® L 4 —
@ (]
'O 00 K+ Na* . D.u
INTRACELLULARIS indi N ,.o Eay adott ext Iulari
TER minail . - a adott extracellularis T
nyitv y Egy adott intracelluldris 3 e neu.slgr);transzmitter hatdsara ME?h’anlkal’ero
yitva molekula hatdsara A membranfesziiltség hataséra nyilnak

nyilnak vagy zarodnak

nyilnak vagy zérédnak ~ (membranpotencidl) vagy zarédnak

megvaltozédsara
dtmenetileg nyilnak meg

4. abra: Ionok szabalyzott atjutasa a plazmamembranon: ioncsatornak

Fobb tipusai a szivargasi csatornak, jelvezérelt csatornak, fesziiltség-kapuzott csatornak, ligand-
kapuzott csatornak és a membranfesziilés-vezérelt csatornak. Nyitasuk és zarodasuk eltérd hatasokra
kovetkezik be.

2.1.2.2.2 AKktiv transzport

A membranok egyik fontos jellemzdje, hogy kialakitjak majd fenntartjak a transzmembran
gradiensiiket minden oldott anyag esetében: beleértve a sokat, biokémiai anyagokat,
makromolekuldkat, s6t még a vizet is. Az €106 sejtekben a Na* és K" nagy gradiensei kiillondsen
fontosak. Az €16 sejtek transzmembran elektromos potencialja (AY) —30 és —200 mV kozott
van, ami az 6sszes ionos oldott anyag, koztiik a Na* és a K* egyenetlen eloszlasanak, valamint
a membran szelektiv permeabilitasanak a kovetkezménye. A kémiai és elektromos
gradienseket aktiv transzportrendszerek sokasaga tartja fenn az egyensulytol tavol, melyek
energiat (gyakran ATP-t) igényelnek az oldott anyagok elektrokémiai gradienssel ellentétes
iranyba torténd mozgatasahoz. Az aktiv transzport kiilonb6zd tipusainak leirdsara szamos,

egymast nem kizaro €s atfedo kifejezést hasznalnak: uniport, szimport, antiport.
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2.1.2.2.2.1 Elsodlegesen aktiv transzport

Az elsédlegesen aktiv transzport mas néven direkt aktiv transzport. Energia (4ltalaban ATP)
felhasznalasaval torténik, hogy az oldott anyagot kozvetleniil at tudja pumpalni a membranon
keresztiil az elektrokémiai gradiensével ellentétes iranyba. A primer aktiv transzport legjobban

tanulmanyozott példaja a plazmamembran Na*, K*-ATPaz.

2.1.2.2.2.2 Na* K" ATP-az

A legfontosabb aktiv transzport fehérje a plazmamembranhoz kotott Na®, K*-ATPéaz. A Na®,
K*-ATPé4z mechanizmusa két konformacios allapot kozott vald ingadozason alapul, az ENZ-1
¢s ENZ-2 [69]. Harom Na® ion kotodik belilrél a Na*, K*-ATPaz-hoz az ENZ-1
konformacioban. Ez ATP segitségével foszforilalodik, ami konformacidvaltozast okoz, igy
létrehozva az ENZ-2~P-t. Az ENZ-2~P Na*-t nem, de két K* iont kot. Igy harom Na* ion
szabadul ki, és két K* ion kotédik kiviilrél, létrehozva az ENZ-2~P (2K*)-t. A ~P
hidrolizisével a Na*, K*-ATPaz (ENZ II) visszatér az eredeti ENZ-1 konformacidba, amely két
K* iont bocsat ki és harom Na* iont kot beliilrél. Az ouabain, melyet sokaig a szivelégtelenség

kezelésére hasznaltak, blokkolja a defoszforilacios Iépést.

2.1.2.2.2.3 Masodlagosan aktiv transzport

A masodlagosan aktiv transzport (mas néven kotranszport) rendszerek két kiilonallo funkciot
latnak el. Egy elsédlegesen aktiv transzport létrehozza egy ion (H', Na" vagy K") elektro-
kémiai gradiensét. Ezen ion mozgésa az elektrokémiai gradiensének mentén lefelé, facilitalt
diffuzioval torténik, és az ennek soran felszabaduld energia hasznalddik egy masik oldhato
anyag elektrokémiai potencialgradienssel szembeni mozgasahoz. A két transzport lejatszédhat
ugyanabba az irdnyba (szimport), vagy torténhet ellentétes iranyba (antiport). Szimport példaul
az SGLT1 (natrium-gliik6z transzportfehérje-1) a bélhamsejtekben [70].

2.1.2.3 Egyéb modok a membranon keresztiili athaladasra

Szamos egyéb mod ismert, amely lehetdvé teszi az oldott anyagok, beleértve a nagy
makromolekuldk atjutasat a membranokon (5.dbra). Ezen modszerek kozé tartozik a receptor-
medialt endocitézis (RME), a fagocitozis, a pinocitozis, az exocitdzis €s a membranbimbdzas.
Ezek a folyamatok a membran nagyobb szakaszait érintik, amelyek sok lipidet és fehérjét
tartalmaznak. Két régota ismert, hasonl6 transzportfolyamat a pinocitozis €s a fagocitédzis [71].

Mindkét esetben a felvétel (endocitozis) nem specifikus: a viz és ionok mellett nagy
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makromolekuldk atjutasa is lehetséges, a fagocitozis esetén akar egész sejteké. A pinocitozis
mas szoval ,sejtivas”, amely sordn a sejt extracellularis folyadékot €s annak Osszes
komponensét, példaul vizet, sdkat, biokémiai anyagokat, s6t oldott makromolekulakat is
bekebelez. A fagocitdzis jelentése ,,sejtevés™ a plazmamembran nagy, oldhatatlan szilard
anyagokat vesz fel betiiremkedés utjan. Az eukaridta sejtek rendelkeznek endolizoszomalis
rendszerrel, amely tobbféle organellumot foglal magéban, amelyek egyiitt hatdrozzak meg a
sejtbe bejutd €s a sejten beliili molekuldk ttjat. Az endolizoszomalis kompartmenteket
funkciondlisan a rakomany valogatasanak, ujrahasznositdsanak és lebontdsanak képessége
kiiloniti el egymastol, valamint ujabban a sejtmag felé torténd transzkripcids jelatvitel [72]. A
plazmamembranbol kis endocitotikus tubulo—vezikuladk altal torténd internalizaciot kovetden a
korai endoszoémak levalasztjdk a ligandumokat a receptorokrol, és valogatjak a fehérjéket
Ujrahasznositdsra vagy lebontasra [73, 74]. A korai endoszomak érés soran késoi
endoszomakka alakulnak, amelyek fehérjéket szallitanak vissza a transz-Golgi héaldzatba és
képesek autofagoszémakkal és lizoszomakkal fuziondlni [75, 76]. A késéi endoszéma—
lizoszoma fuzié hibrid endolizoszomékat hoz 1étre, amelyekben a lizoszémalis hidrolazok
lebontjdk a bekeriilt anyagokat, igy jonnek 1étre az amorf, siirQi tartalmu lizoszémak. A fuziot
kovetden a membranok visszanyerése révén uj lizoszomak képzédnek — ezt a folyamatot
endocitotikus lizoszéma-reformacionak, vagy ha autofagoszémakkal tortént fuzio, autofag
lizoszoma-reformécionak nevezik [77]. A kis GTPazok a membranforgalom f6 szabalyozoi,
amelyek effektorfehérjéikkel egylitt kozvetitik a fuziot, hasadast, szallitast és jelatvitelt [72].
Példaul a Rab5 kis GTPaz a frissen képzodott endocitikus vezikuldkhoz ¢és korai
endoszomakhoz toborzodik, igy jelolve az endocitézis korai szakaszait, amelyek az
ujrahasznositashoz ¢és valogatashoz kapcsolédnak [78]. A Rab5-pozitiv membranok két
alcsoportot hoznak Iétre kiilonboz6 effektorfehérjék vonzasaval: az APPL1 egy tobbfunkcios
adaptorfehérje, amely kiilonféle jelatviteli fehérjék szdmara biztosit vazat [79], és olyan
endoszomakat jelol, amelyek nagy valoszinliséggel gyors Gjrahasznositasra keriilnek [80]. Az
EEA1 horgonyfehérje kozvetiti a fuziot a Rab5-pozitiv endocitikus vezikuldk és a korai
endoszémalis vakuolumok kozott, valamint a korai endoszomak kozotti homotipusu fuziot is
[81]. Az APPL1- és EEAl-endoszomak rakomanyvalogatd allomasként muikodnek. Bar
fizikailag elkiiloniilnek egymastol, tartalmukat gyorsan és kolcsondsen kicserélik [80]. Az
elektronmikroszképos (EM) modszerekkel. Ezek a vizsgalatok alapvetd struktura és funkcio
kozotti 0sszefiiggéseket tartak fel nanométeres skéalan és egy integralt képet adtak a kiilonb6zo

crer
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morfologiajarol [82]. A legtdbb ligandum a korai endoszomék savas kornyezetében levalik
receptorarol. A levalt ligandumok a korai endoszémaék lumenében maradnak, mikézben azok
majd végiil lizoszoémakkal fuziondlnak [73]. A transzmembran receptorok €s a hozzajuk
kotédott ligandumok a korai endoszomakban haromféle itvonalon juthatnak tovabb:
e a periférids korai endoszomakbdl visszakeriilnek a sejtfelszinre  gyors
ujrahasznositassal,
e membrantubulusokba csomagolddnak, amelyek a perinukledris régioba szallitodnak,
ott Ujrahasznosité endoszomakat képeznek, majd lassabb kinetikaval térnek vissza a
plazmamembranhoz
e vagy intraluminalis vezikulakba (ILV-kbe) csomagolddnak, az endoszomalis érési
folyamat részeként, amely a multivezikularis testek (MVT-k) kialakulasahoz vezet
[83].
Ezeket a véalogatasi dontéseket részben a Rab GTPazok szekvencialis toborzasa és aktivalasa
kozvetiti, amelyek létrehozzak a sziikséges rendszert a rakomany valogatdsahoz ¢és az
Ujrahasznosité vezikuldk leflizédéséhez [78]. Az intralumindlis vezikuldk képzddését és a
rakomany ezekbe torténd valogatisat az endoszomalis vélogatd komplexek (ESCRT)
kozvetitik, amelyek felismerik az ubikvitinnel konjugalt receptorokat [84]. A jelatviteli
receptorok MVT-kbe csomagoldsa ¢s azok lizoszomakban torténd lebontasa a jelatvitel

megsziinéséhez vezet, €s ezt receptor down-regulacionak nevezziik [85].

2.1.2.3.1 Pinocitdzis, fagocitozis, membranbimbdzas (blebbing)

A pinocitozis az endocitdzis egy formaja, amely soran oldott anyagokat tartalmaz6 folyadékot
vesz fel a sejt. Emberben ez a folyamat a vékonybél hamsejtjeiben megy végbe, és elsdsorban
a zsircseppek felszivasara szolgal. Az endocitozis sordn a sejt plazmamembranja kinyulik,
majd betiiremkedik a kivant extracellularis anyag koré, ezaltal egy tasakot képezve, amely
leszakad, igy egy belsd vezikulum (hdlyag) jon 1étre [86].

A fagocitézis az endocitdzis egy olyan tipusa, amely nagy, szilard részecskék — gyakran >0,5
um — felvételét jelenti [87]. Ezek a fagocitalt részecskék Ilehetnek makromolekulak
aggregatumai, mas sejtek darabjai vagy akdr teljes mikroorganizmusok is. A pinocitdzissal
ellentétben a fagocitdzis soran a felszini fehérjék specifikusan felismerik és megkotik a szilard
részecskéket. Az emberi szervezetben a fagocitozis mechanizmusa kizarélag specialis sejtekre,

ugynevezett falosejtekre korlatozodik: ide tartoznak a fehérvérsejtek, példaul a neutrofilek és

27



a makrofagok. A pinocitdzishoz hasonldéan a fagocitozis sordn is sejten beliili vezikulumok,
fagoszomak képzdédnek, amelyek elszigetelik a szilard részecskéket, majd a lizoszéméba
szallitjak dket, ahol megemésztddnek. A fagocitdzis az immunrendszer egyik f6 mechanizmusa
a korokozok és sejttormelék eltavolitasara.

A plazmamembran bimbodzéasa (blebbing) azoknak a sejteknek a morfoldgiai jellemzdje,
amelyek a programozott sejthalal masnéven az apoptozis késéi szakaszdban vannak [88]. A
bleb egy szabalytalan “dudor” a sejt plazmamembranjan, amelyet a citoszkeleton és a
plazmamembran lokalis szétkapcsolodasa okoz. Ez a kitliremkedés végiil levalik az eredeti
plazmamembranrél, magéaval vive a citoplazma egy részét. Az apoptotikus sejt
plazmamembranja szétesik, és elveszti azt az integritast, amely sziikséges az alapvetd
transzmembran gradiensek fenntartdsadhoz [89]. A blebbing néhany normal sejtfunkcidban is

szerepet jatszik, példaul a sejtek mozgasaban €s osztodasaban.

2.1.2.3.2 Exocitozis

Az exocitézis a vezikulak altal kozvetitett transzportfolyamat, amely soran az intracellularis
kompartmentekben (példdul a Golgi-késziilékben vagy endoszoéméakban) képzodott
membranhdlyagok a plazmamembrannal fuzionalnak, és tartalmukat — fehérjéket, hormonokat,
neurotranszmittereket vagy mas nagy molekuldkat — a sejten kiviilre juttatjak. [90], ezaltal az
endocitozis ellentétének tekintjik. Az exocitdézis elézményeként szekrécidos vagy
transzportvezikulumoknak nevezett vezikulumok keletkeznek, melyek Osszeolvadnak a
plazmamembrannal, és az altaluk bezart vizes tartalmat a kiilvilagba engedik, mikozben a
vezikulum membranjanak hidrofob komponensei (foként lipidek és fehérjék) beépiilnek a
plazmamembranba [90]. A plazmamembran allando Osszetételét s teriiletét az endocitdzis €s
exocitdzis kozotti egyensuly tartja fent. A vezikulummembran ¢és a plazmalemma
Osszeolvadasa soran zajlé eseményeinek megértését Rand és Parsegian kutatdsai alapoztak
meg, akik ezt a folyamatot kiilonallé 1épésekként kezelték [91]. Azt allitottak, hogy a legtobb
membran nem olvad 0ssze, azonban amikor a membranfuzié megtorténik, kivételes, szigortan
szabalyozott  feltételek sziikségesek ahhoz, hogy meghatarozott —membranparok
Osszeolvadjanak. A membranfizid kivaltdsat az intracellularis kalciumszint emelkedésével
hoztak Osszefiiggésbe. A kontaktflizi6 a membranok szorosabb funkciondlis egyesiilését
jelentette, szorosabbat, mint a legtobb membran altal elért stabil appozicio. A fokuszalt
destabilizaciot ugy tekintették, hogy a kontaktusban 1évé membranok szerkezetének

destabilizalddnia kell, és hogy a destabilizaciot a kontaktus teriiletére kell korlatozni, hogy a
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membranok fuzidja ,,szivargadsmentes” legyen, azaz csak a megfeleld vizes kompartmentumok
keveredjenek. Membrankoaleszcencia: a destabilizalt szerkezetet gy tekintették, hogy az a két
membrénfeliilet koaleszcenciajahoz vezet. Ujra stabilizalodas: az egyesiilt membrant ugy
tekintették, hogy gyorsan Ujra stabilizalodik, hogy fenntartsa a membran és a sejt integritasat.
Rand és Parsegian megjegyezték, hogy az eldbbiekben leirt 1épések rendkiviil gyorsan,
mikroszekundumok alatt torténnek, még ha az ezeket megel6z6 események lasstiak is. Ez az
elképzelés vezette azt a gondolatot, hogy amint a fizios porus kialakul, az hirtelen és teljesen
ki kell szélesedjen. Ezt a tipust exocitozist gyakran teljes fzid (irreverzibilis) exocitozisnak
nevezik, ami azt jelenti, hogy a vezikulum membranja teljesen integralodik a
plazmamembrannal és beleolvad, majd csak szabalyozott endocitozis soran keriil vissza a
sejtbe. Ezzel szemben a kozelmultbeli adatok kimutattdk, hogy a fuziés podrus stabil,
dinamikusan szabalyozott allapotba is keriilhet, 4tmérdje a subnanométertél tobb szaz
nanométerig terjedhet [92]. Ezek a fuzids porusok visszafordithatod sziikiilésen/zarodason is
atmehetnek, vagy ismét ki tudnak szélesedni, 6sszhangban az eredeti megfigyeléssel, hogy a
szinaptikus vezikulumok az axonterminalis membranjaval fuzionalnak és abbdl ujra
kialakulnak a stimulaci6 soran, és az Gjrafuzionalt vezikulumok tarolni és felszabaditani tudjak
a neurotranszmittert [93]. Ezt az exocitdzis tipust ,,csok és futas” (kiss-and-run) exocitozisnak
nevezték [94]. Azok az atmenetek, amelyeken a vezikulum a membran 6sszeolvadéasa soran
keresztiilmegy, a vezikulum méretétdl fiigghetnek, és altalanosan elfogadott, hogy ezeket az
atmeneteket fehérjék szabalyozzadk, amelyek a fuziés porus falat is alkothatjak [92].
Valo6szintisithetd, hogy a fuzios porust proteolipid keveréke alkotja [95]. A vezikulumok fizios
porusai tobbségében teljesen nyitott allapottak, és csak egy kis résziik mutat &tmeneti fuzios
pérusnyitast. A fuzidés porus nyitdsa a kalcium trigger utan milliszekundumokon beliil
kovetkezik be, és Osszekapcsolhatdé a SNARE (soluble NSF-attachment protein receptors)
fehérjekomplexszel, amelyrdl ugy vélik, hogy elinditja az exocitotikus membranfuziot [96].

A szabalyozott exocitozis egy tobblépcsds folyamat. Kordbban ugy vélték, hogy a vezikulum
exocitdzis soran bekovetkezd allapotai hirtelen, csak meghatarozott helyeken kovetkeznek be,
ezért a folyamatot visszafordithatatlannak tekintették, amely teljes fuzioval zarul. Az utdbbi
1dok adatai azt mutattak, hogy a fuzios porusok figyelemre mélté stabilitast mutatnak: nemcsak
akkor, amikor nyitasuk kisebb, mint egy nanométer, hanem tobb szaz nanométeres nyitas
esetén is. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy egyensuly 4all fenn a porust nyitd és zard erdk
kozott. A fuzidés poérus atmérdjének szabalyozasat befolydsold tényezdknek a fehérjéket
(kiilonosen a SNARE fehérjéket) tekintik, bizonyiték van arra is, hogy a lipidek, koztik a

koleszterin, szerepet jatszanak a pre- és post-fiziés mechanizmusokban [97].
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fehérjékben gazdag
korai endoszomadlis
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EXOCITOZIS

5. abra: A plazmamembranon valé Aathaladas formai: pinocitézis, fagocitézis,
membranbimbdzas, endo- és exocitdozis

Attol fiiggden, hogy a sejt milyen halmazallapoti és méretli molekulakat juttat 4&t a membranon,
szamos mechanizmust kiilonboztetiink meg: példaul pinocitézis vagy fagocitdzis. A bejutast kovetden
az endoszomak végzik a sejten beliili anyagok szelektalasat €s iranyitasat, mig a lizoszomak
emésztOenzimeket (protedzok, lipazok, nukleazok) tartalmaznak, amelyek a lebontast végzik. Az
endolizoszoma a lebontas koztes allomasa a sejten beliili forgalomban: az endoszomakbol érkezd
anyagokat a lizoszoma enzimeivel bontja le, €s ezzel biztositja az anyagok jrahasznositasat.

2.2 Sejtpenetralo peptidek

A sejtpenetralo peptidek (SPP-k), ellentétben az eddigiekben targyalt molekulakkal, méretiik
¢és toltésiik ellenére képesek konnyedén atjutni a sejtek membranjanak kettds-foszfolipid
rétegén. Olyan molekulékat is képesek bejuttatni €16 sejtekbe, amelyek egyébként nem jutnak
at a sejtmembranon [5, 98]. Az elsOként azonositott SPP-k egyike, amely cellularis
transzdukcids aktivitast mutatott, a TAT transzkripcios aktivator volt, egy peptid, amely a HIV-
1 TAT fehérjébdl szarmazik [99]. Az elmult két évtizedben szamos peptidszekvenciardl dertilt
ki, hogy transzdukcids aktivitassal rendelkezik. Ezek kozé tartozik a penetratin, amely a
Drosophila antennapedia homeoproteinbdl szarmazik. Tovabba a VP22 peptid, amely a herpes

simplex virus VP22 fehérjéjébdl ered, a kiméra peptid transportan (TP), valamint a szintetikus
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poliarginin peptidek [3, 100]. Mas ismert SPP-k k6z¢ tartoznak az amfipatikus peptidek, mint
példaul az MPG, Pep-1, MAP ¢s PPTG1 [101]. Kimutattdk, hogy a sejtpenetrald peptidek
képesek kiilonféle molekuldkat, példaul DNS-t, siRNS-t, fehérjéket, fluoreszcens festékeket és
gyogyszereket bejuttatni sejtekbe, mind in vivo, mind in vitro koriilmények kozott [102, 103].
Bizonyos SPP-k, amikor kis szallitandé molekuldkhoz vannak kétédve, kozvetleniil at tudnak
jutni a sejtek plazmamembranjan [104]. Azonban, amikor makromolekulakhoz konjugaldédnak,
vagy alacsony koncentracioban alkalmazzak dket, a sejtpenetrald peptidek endocitozis utjan
jutnak be a sejtekbe [105]. A SPP-k képesek befolyasolni vagy akar indukélni egy vagy tobb
endocitozis mechanizmust, és ennek eredményeként a SPP-hez kotott molekuldk gyorsan
felhalmozodnak az endocitotikus organellumokban [106]. Szamos kutatas megerdsitette, hogy
a SPP-hez kotott molekulak képesek elhagyni az endocitotikus organellumokat, hogy elérjék a
sejtek citoszolikus terét [107]. A sejtpenetrald peptidek eldsegitik az altaluk szallitott
molekuldk endoszomalis felszabaduldsat, €és ez az aktivitds esszencidlis tényezd a sikeres
intracellularis széllitashoz. Azok a molekulédk, amelyek az endoszomakban ragadnak, nem
képesek bioldgiai aktivitast kifejteni, mivel nem érik el a citoszolikus célpontjaikat [108].
Tovabba a makromolekuldk a kés6éi endoszémakba vagy lizoszomakba keriilnek, és az
alacsony pH vagy a hidroldzok hatdsara degradalodnak [109]. A SPP-k altal medialt
endocitotikus  felvétel jellemzéen hatékony, ezzel szemben az endoszomabonto
(endoszomolitikus) aktivitasuk nagyon gyenge [110]. Példdul, ha a SPP-ket kis szerves
fluoroférokhoz  vagy fluoreszcens fehérjékhez konjugaljdk, akkor fluoreszcens
mikroszkopiaval vizsgalva pontszerli eloszlast mutatnak a sejtekben, ami az endoszomas
csapdazottsagra utal [111]. Gyakran a citoszolikus jel nem figyelhetd meg, ami arra utal, hogy
a SPP éltal szallitott molekula nem jutott el a citoszolba [112]. Ezt aldtdmasztja az is, hogy a
biologiailag aktiv molekuldkhoz konjugélt SPP-k gyakran nem mutatnak jelentds sejten beliili
aktivitast [113]. Jelenleg kihivast jelent a hatékonyabb bejutds ¢és szallitas elérése, amely
tobbek kozott a sejtpenetrald peptidek endoszomolitikus aktivitdsanak novelésével valosulhat

meg.

2.2.1 Felfedezésiik: a penetratin

A rekombinans fehérjék orvosi alkalmazasanak kezdete az 1980-as évek elejére nyulik vissza,
amikor az Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi Hivatala (FDA) elszor
engedélyezte a rekombinans human inzulint a cukorbetegség kezelésére. Azdta a biologiailag

aktiv molekulak, példaul fehérjék, peptidek vagy akar oligonukleotidok alkalmazésa jelentdsen
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kiszélesedett szamos terapias teriileten. Ezen 4gensek szamos eldnnyel rendelkeznek: altalaban
nagyfoku specificitast mutatnak, jol toleralhatok az emberi szervezet szamara, ¢s konnyebben
alkalmazhatok klinikai fejlesztés soran, mint a hagyomanyos kémiai gyogyszerek. Ugyanakkor
ezeknek a bioaktiv molekuldknak a hidrofil természete gyakran korlatozza terapids
hatékonysagukat, mivel gyenge membranpermeabilitdsuk miatt nem jutnak el intracellularis
célpontjaikhoz [114]. A korlatok lekiizdésére 1j lehetdségek nyiltak azaltal, hogy felfedezték
bizonyos fehérjék ,szallitd6” (shuttling) tulajdonsagait [115]. 1988-ban két fliggetlen
kutatocsoport is beszdmolt arr6l, hogy a HIV-1 virus transzkripcids aktivator fehérjéje (TAT)
in vitro korilmények kozott hatékonyan bejut a sejtekbe [2, 99]. Néhany évvel késobb, 1991-
ben kimutattadk, hogy a Drosophila melanogaster egyik homeoproteinjének, az Antennapedia-
nak a homeodoménje szintén képes bejutni a sejtekbe [116]. Ezen felismerések széles kort
szerkezet—miikodés vizsgalatokat inditottak annak érdekében, hogy azonositsak azt a legkisebb
aminosav-szekvenciat, amely 6nalldan is képes belépni a sejtekbe. Derossi ¢és munkatarsai
leirtdk egy rdévid, 16 aminosavbol allo peptid, a pAntp(s3-ss), mas néven penetratin,
transzlokacids tulajdonsagait, amely megfelel az Antennapedia homeodomén harmadik
hélixének [3]. Néhany évvel a TAT és az Antennapedia homeodomén sejtbe vald bejutasi
képességének felfedezése utan szdmos olyan peptidet azonositottak, amelyek hasonlo
transzlokaciés képességekkel rendelkeznek, ezeket Osszefoglaldo néven SPP-nek (cell-
penetrating peptides — sejtpenetrald peptidek) nevezik [117-119]. A SPP-k a peptidek kiilonféle
csaladjat alkotjék, jellemzden 5-30 aminosavbdl allnak, és képesek energiat igényld vagy attol
fliggetlen mechanizmusok révén atjutni szoveti €s sejtmembranokon, anélkiil hogy specifikus
receptorokhoz kotédnének [120]. Felfedezésiik 6ta a sejtpenetralod peptideket egyre szélesebb
korben alkalmazzdk az alapkutatdsban kiilonféle sejttipusok esetén, mint hatékony
transzfekcids eszkoz, illetve transzlacios kutatasokban is jelen vannak. Ez utdbbi teriileten a
SPP-k kulcsfontossagunak bizonyultak egyes terapias modszerekben: gydgyszermolekulak
nehezen hozzaférhetek, ezaltal fokozva a terdpids hatékonysagot. Kiilonféle betegségek
esetén alkalmaztak ket kiilonb6zd tipusu terdpids szerek sejtekbe juttatisara, beleértve az

antimikrobialis, gyulladascsokkentd, daganatellenes és neuroprotektiv hatéanyagokat is [121].

2.2.2 Klasszifikacio
Tobbféle szempont alapjan javasoltadk mar a SPP-k osztalyozésat: eredet, szekvencia, funkcio

vagy felvételi mechanizmus szerint, de jelenleg nem létezik egységes, altalanosan elfogadott
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rendszertan ezekre a peptidekre. Fizikai-kémiai tulajdonsagaik alapjan egyszertien harom {6

csoportba sorolhatok: kationos, amfipatikus €s hidrofob peptidek.

2.2.2.1 Kationos peptidek

A kationos SPP-k olyan peptideket foglalnak magukban, amelyek fizioldgias pH-n erésen
pozitiv nettd toltéssel rendelkeznek, €s elsOsorban arginin- és lizin-alapt, bazikus révid
szekvenciakbol szarmaznak. Ebbe az osztdlyba tartoznak tobbek kozott a TAT-szarmazék
peptidek, a penetratin, a poliargininek valamint a Diatos peptide vector 1047 (DPV1047)
(Vectocell®) [122, 123]. A kationos sejtpenetrald peptidek sejtfelvételéhez sziikséges
szerkezeti feltételeket szamos tanulméanyban vizsgaltak, elsésorban fluoreszcensen jelolt és
roviditett TAT49-s57 analdgok, valamint kiilonb6z6 hosszusagt poliargininek (R5—R12) sejtekbe
jutési képességének kvantitativ értékelésével [122, 124]. Ezek a vizsgalatok kimutattak, hogy
a roviditett analdgok sokkal kevésbé képesek bejutni a sejtekbe, mint az arginin nonamer (R9).
Ebbdl kovetkeztethetden a peptidszekvencian beliili aminosavak, elsdsorban az arginin, szama
¢s sorrendje kulcsszerepet jatszik a SPP-k transzdukciods tulajdonsdgainak meghatarozéasaban.
A tovabbi elemzések azt is kimutattak, hogy az argininmaradékok nagyobb mértékben jarulnak
hozza a sejtfelvételhez, mint a lizin [122, 124]. Ezt annak tulajdonitottdk, hogy az arginin
guanidin-csoportja képes kétfogasu (bidentat) hidrogénkotéseket kialakitani a sejthartya
negativ toltésti karboxil-, szulfat- és foszfatcsoportjaival, elésegitve ezzel a SPP-k sejten beliili
felvételét fiziologias pH mellett [125]. Ezzel szemben a lizin nem tartalmaz guanidin-csoportot,

igy a plazmamembranon valé atjutasi képessége alacsonyabb [126].

2.2.2.2 Amfipatikus peptidek

Az amfipatikus sejtpenetrald peptidek olyan peptidek, amelyek aminosavlancaikban egyarant
tartalmaznak polaris (hidrofil) és apolaris (hidrofob) régidkat. A lizin és arginin molekuladk a
szekvencian beliil szétszortan helyezkednek el. Emellett ezek a peptidek gazdagok hidrofob
aminosavakban is, példdul valinban, leucinban, izoleucinban ¢s alaninban [127]. Az
amfipatikus peptideket altalaban harom f6 csoportra osztjak: primer, szekunder és prolinban
gazdag SPP-kre [128]. A primer SPP-k esetén amfipatikus szerkezet mar a szekvencidban
(aminosavsorrendben) megjelenik. A hidroféb ¢és hidrofil aminosavak valtakozva
helyezkednek el, igy méar a primer struktara is amfipatikus jelleget mutat. Ezeknél nem
szlikséges masodlagos szerkezet (pl. alfa-hélix) kialakulasa ahhoz, hogy az amfipatikus jelleg

megjelenjen. Ezzel ellentétben a szekunder SPP-k amfipatikus jellege csak akkor alakul ki,
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amikor a peptid egy masodlagos szerkezetet vesz fel (példaul alfa-hélixet vagy béta-lemezt)
[129]. A szekunder amfipatikus sejtpenetralo peptidek altalaban egyedi szerkezeti jellemzdkkel
rendelkeznek, leggyakrabban o-hélix konformacidt vesznek fel, amelyben a hidrofil és
hidrofob aminosavak a hélix ellentétes oldalaira rendezddnek. Alternativ megoldasként ezek a
peptidek képesek B-lemez (B-sheet) szerkezetet felvenni, amikor foszfolipid membrannal
Iépnek kolcsonhatasba. Hasonloan az o-hélix szerkezetli sejtpenetralé peptidekhez, az
amfipatikus B-lemezes peptidek egy hidrofob ¢és egy hidrofil aminosav-szekvenciat
tartalmaznak. Ezzel a szerkezettel rendelkezik példaul a VTS peptid. A peptidek B-lemez
szerkezetet 1étrehozd képessége kulcsfontossagu a sejtinternalizdciohoz, mivel mar egyetlen
aminosav mutécio is elegendd lehet ahhoz, hogy ez a képesség redukalodjon, ezéltal a sejtek

altali felvételiik is csokken [130].

2.2.2.3 Hidrofob peptidek

A hidrofob SPP-k féként apoléris oldallancokat tartalmaznak, ami alacsony nettd toltést
eredményez. A hidrofob részeik, valamint a sejthartya hidrofob doménjeihez vald nagy
affinitasuk nagyban hozzajarul a sejtbejutds folyamatdhoz. Eddig csak korlatozott szamu
hidrofob peptidet fedeztek fel, és ezek internalizacidos mechanizmusairdl kevés informéciot
irtak le, a kationos ¢és amfipatikus osztdlyokkal ellentétben. Ugyanakkor felmeriilt az az
elképzelés, hogy ez a peptidcsalad képes lehet spontdn moddon, energiafiiggetlen
mechanizmussal athaladni a membranokon, igy viselkedésiik eltérhet mas peptid-osztalyoktol
[131]. A hidrofob SPP-k kdz¢ tartozik a C105Y peptid és annak PEVYLI C-terminalis szakasza
[132], valamint a Pep-7 peptid [133]. A természetes aminosavakon alapulé SPP-ken kiviil a
hidrofob osztalyba tartoznak kémiailag modositott peptidek is [134]. A peptidmddositasokat
kiilonféle stratégiakkal lehet elérni, példaul a-hélix stabilizalasara szolgald peptidkapcsolassal
(,,peptide stapling™) [135], prenilalassal a membrannal val6 kdlcsonhatas eldsegitésére [136],
illetve ,,pepducin” technologidval a G-fehérjéhez kapcsolt receptorok jelatviteli folyamatainak

modositasara [137].

2.2.3 Sejtbejutasi mechanizmusok

A SPP-k sejt internalizaciés mechanizmusait intenziv kutatasok 6vezik, azonban a folyamatban
részt vevd utak nincsenek teljesen feltarva. A peptidek sejtbe torténd bejutdsanak soran
felmertiil6 nehézségek elsésorban az eltérd fizikai és kémiai tulajdonsagoknak tulajdonithatok,

mint példaul a kiilonb6zé SPP-k és/vagy SPP-hez kotott konjugatum komplexek mérete és
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koncentracioja. Ezek a tulajdonsagok jelentds hatassal lehetnek a sejtekbe torténd bejutas
hatékonysagara [138]. Mindazonaltal vildgossd valt, hogy egyetlen SPP is kiilonb6zo
utvonalakon juthat be a sejtbe, és ezek az utak idénként parhuzamosan is mitkddhetnek, a
kisérleti koriilményektdl fiiggden (6.dbra). Ezen belépési utvonalak két nagy csoportra
oszthatok: az energiafiiggetlen, kdzvetlen membranpenetracio €s az energiafliggd endocitdzis.
A kozvetlen transzlokacio foként a peptid magas koncentracioja esetén domindl [139], de.
altalanosan elfogadott, hogy a legtobb SPP ¢s SPP konjugalt komplex sejtekbe vald bejutasa

endocitozis utjan torténik alacsonyabb koncentraciok esetén [140].

SPP és membran kdzotti interakciok
Hélix szerkezet

’\/6\ y\’ A A Y a RS aN
-)p —
Sejtpenetralo peptid (SPP) { \ Endocitézis
Direkt transzlokacié

Srdadvtbotignmy gfeslinetnss. vg

%, R
f’ \/\J
Intracelluléris szallitas

6. abra: A sejtpenetralé peptidek bejutisi mechanizmusai

Az SPP-k kotddnek a membranhoz elektrosztatikus kdlcsonhatas révén, mivel pozitiv toltéstiek, a
membranfoszfolipidek pedig negativak. Ezutan konformaciovaltozason mennek keresztiil (hélix
szerkezet), ¢s ennek koszonhetéen a membranba integralodnak. Internalizacidjuk torténhet
endocitézissal vagy direkt transzlokacio révén. A bejutast kdvetden biztositjdk az intracellularis
célhoz jutast: a peptidek elérik a citoplazmat, magot vagy egyéb intracellularis célorganellumokat, és
a szallitott molekulat is célba juttatjak.

2.2.3.1 Direkt penetracio

A kozvetlen penetracid, masnéven membran transzdukcio egy egyediilallo folyamat, mivel
nemcsak energiafiiggetlen, hanem alacsony hoémérsékleten és endocitozis gatldo anyagok
jelenlétében is végbe mehet. Tobbféle belépési utvonalat foglal magaba, amelyek a pozitiv
toltésti SPP-k és a negativ toltésti membrankomponensek, valamint a foszfolipid kettdsréteg
kozotti kolesonhatason alapulnak. Ezt az interakciot a peptid bejutdsa koveti kiillonbozo
mechanizmusokon keresztiil, amelyeket &atmeneti porusképzdédésként vagy membran
destabilizacioként irtak le. A javasolt atmeneti porusképzé modellekben arrél szamoltak be,

hogy a SPP-k ,toroidalis porusokat”, vagy ,hordo-nyildsu porusokat” alakitanak ki a
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plazmamembranban. A toroidalis porusok esetében a SPP-k felhalmozddnak a foszfolipid
kettds rétegének kiilsd felszinén, torzitva a membrant, ezaltal atmeneti porus képzodést
eredményeznek [141]. A kationos sejtpenetrald peptidek bejutdsi mechanizmusait vizsgalod
kutatasok egy Uj internalizacios folyamatot irtak le, amely a guanidinium csoportok, zsirsavak
¢s a plazmamembran pH-gradiense kozotti konzisztens kdlcsonhatason alapul. Pontosabban,
azt javasoltdk, hogy az extracellularis tér enyhén magasabb pH értékén a zsirsavak az
extracellularis SPP-k guanidinium csoportjait kotik meg, ezaltal egy atmeneti toroidalis
porusképzddést medidlnak plazmamembranon keresztiil. A citoszol alacsonyabb pH-javal
¢rintkezve a sejtmembran zsirsavai bejuttatjak a SPP-ket a sejtekbe, és a tranziens porus bezarul
[142]. A horddé-nyilasu poérusmodell szerint a peptidek a membranban a-hélix szerkezetet
vesznek fel, amelynek hidrofil oldallancai a porus belsé felszinét alkotjak. Ez teszi lehetévé a
SPP-k hidrofil elemeinek bejutasat [143]. Emellett tobb kozvetlen transzlokacios
mechanizmust is leirtak, amelyek a membran destabilizaciojanak révén mennek végbe. Az
egyik mechanizmus az ugynevezett ,,szOnyegszert’” modell, miszerint a SPP-k pozitivan toltott
aminosavainak kolcsonhatasa a membranfelszin negativ toltéseivel, atmeneti membran
fluiditas novekedést eredményez [144, 145]. Az ,,inverz micella” mechanizmus a foszfolipid
kettOs réteg befelé torténd betiiremkedésén alapul, és inverz micelldk képzddését eredményezi,
amelyek a peptidet korbezarjak [146]. A SPP-k sejthartyan keresztiili transzlokacioja ezekben
a micellakban torténik, amelyek a sejtbe jutast kovetden, a peptidet inverzid révén a citoszolba
juttatjak. A kutatasok eldrehaladtaval tovabb boviilt a rendelkezésre allo fontos informaciok
tarhaza, amely ezen mechanizmusokat taglalja. Kimutattdk, hogy a SPP-k és a foszfolipid
kettOs réteg kozotti elektrosztatikus kdlcsonhatasok konformacios valtozasokat idézhetnek el
a peptidben, amit a lipid kettds rétegbe vald beépiilés, végiil pedig a membran fizikai

tulajdonsagainak megvaltozasa kovet [147].

2.2.3.2 Endocitozis

Kezdetben a direkt membranpenetracidt tartottdk a SPP-k sejt internalizacidjanak 6
mechanizmusaként [3, 148]. KésObb azonban nyilvanvalova valt, hogy ez tobb esetben
bizonyos kisérleti eljarasok, példaul a sejtek fixalasanak mellékterméke, hiszen ezen eljarasok
a sejten belilli SPP-k ujboli eloszlasat, pl. endoszoémakbol valdé kiszabadulasukat
eredményezhetik. Ezaltal ujra értékelddott a SPP-k felvételi mechanizmusainak alapja, és a
késObbi vizsgalatokbol szarmazo adatok arra utalnak, hogy a legtobb SPP és SPP konjugalt

komplex esetében a f6 belépési utvonal az endocitozis [110]. Az endocitozis természetes,
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energiafliggd folyamat, amely minden sejtben végbemegy. Tobbféle utvonalon keresztiil
torténhet: makropinocitozis, klatrin- vagy kaveolin-medialt endocit6zis, valamint klatrin-
/kaveolin-fiiggetlen endocitozis [149]. Az, hogy melyik Gtvonal dominal, nagyrészt a szallitott
molekula méretétdl és fizikai-kémiai tulajdonsagaitol fiigg [150]. Mig a SPP-k a nem
endocitikus utakon torténd transzlokacidé utan kozvetleniil a citoszolba lokalizalodhatnak, a
peptidek az endocitdzis sordn az endoszomakban rekednek [151], hacsak nem szabadulnak ki
az endoszémakbol a citoszolba, hogy elkeriiljék a lizoszomalis lebomlést. Az endolizoszomalis
kiszabadulas (,,endolysosomal escape”) sziikséges ahhoz, hogy elérjék célhelyiiket, és kifejtsék
bioldgiai hatasukat. Ugy tiinik, hogy a funkcionélis makromolekulak hatékony intracellularis
szallitasanak legfobb korlatozé tényezdje endocitikus vezikulakbol vald felszabaduléas [152].
Az endoszomalis kijutas pontos mechanizmusa tovabbra is tisztdzatlan, bar tobb hipotézist is
felallitottak a folyamat magyarazatara. Az egyik modell példaul azt feltételezi, hogy a SPP-k
pozitiv toltései kolcsonhatasba Iépnek az endoszomalis membran negativ toltési
komponenseivel. Ez a kotddés a membran fluiditasanak elvesztéséhez vezet, ami a membran
szakadasat és a vezikula tartalméanak felszabadulasat eredményezi [153]. Egy mésik paradigma
az endoszomalis membran pH-gradiensének fontossdgat hangstlyozza, mivel a savas pH
fokozza a SPP-k membrannal valo kolcsonhatdsat, ezaltal a transzdukciot. Egy harmadik
az endoszomalis felszabadulast. Tobb adat is arra utal, hogy ezek a modellek inkébb a nagy
makromolekularis anyagok esetén alkalmazhatoak, ellenben a nagy méretii, kationos SPP-kkel,
amelyek kovalensen kotott rakomanyokkal rendelkeznek, és valoszinlileg az endocitikus
vezikulakban csapdazdédnak [152]. Ezen probléma megoldasara kiilonféle &agenseket
fejlesztettek ki annak érdekében, hogy javitsdk a SPP-rakomany komplexek endoszomalis
felszabadulasanak hatékonysagat, beleértve az endoszomolitikus peptideket és polimereket
[154]. Az egyik igéretesnek bizonyuld megkdzelités azon alapul, hogy a peptidszekvenciaba
pH-érzékeny doméneket épitenek be, amelyek az endoszomak savas pH-jan destabilizaljak a
lipidmembranokat, igy eldsegitve a SPP-k kijutasat az endocitikus vezikulakbol [155]. Egy
masik, hasonlé modszer azon alapul, hogy hisztidin-csoportokat épitenek be a SPP-kbe,
amelyek protont vesznek fel endoszomalis pH-n, ezaltal ndvelik az ozmotikus nyomast az
endoszomalis vezikuldban. Ez a membran felszakadasahoz és a tartalom felszabadulasahoz

vezet, ez az ugynevezett. ,,proton-szivacs hatas” [156].
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2.2.4 Bejutast befolyasolo tényezok

Szamos megkozelitést alkalmaztak annak érdekében, hogy noveljék a sejtpenetralo-peptidek
sejtekbe torténd bejutasat: a peptid gerincének ciklizéldsa, nem természetes aminosavak
beépitése, pegilacid (PEG-molekulak kapcsolasa) €s acilezés (zsirsavlancok kapcsolasat) is
befolyésolja a bejutasi hatékonysagot [157]. Mas stratégiak azon a felismerésen alapulnak,
hogy a SPP-nek, fiiggetleniil att6l, milyen mechanizmussal jut be, membrant kell atszelnie. A
kozvetlen transzlokacid a plazmamembran atlépésével torténik, mig az endocitikus tvonal
soran a SPP az endolizoszomalis rendszer membranjain keresztiil jut tovabb. Toltésiik miatt a
SPP-k elektrosztatikus kolcsonhatasokat alakitanak ki az anionos foszfolipidekkel és a
heparan-szulfat proteoglikdnokkal, amelyek a kozvetlen transzlokacioban, illetve az

endocitdzisban is szerepet jatszanak [158].

2.2.4.1 Dipoluspotencial

A toltéssel rendelkezd anyagok transzportjdt a plazmamembrdnon keresztiil haromféle
membranpotencidl befolydsolja: a transzmembrdn potencial, a felszini potencial és a
dipoluspotencial [159]. A dipdluspotencial egy elektromos potencial a lipidmembranok
belsejében, amely a lipidek dipolussal rendelkezd karbonilcsoportjainak ¢és/vagy a
vizmolekuldk dipolusainak rendezédése révén alakul ki a vizes fazis és a membran
szénhidrogén jellegli belseje kozotti régioban [160, 161]. A lipidek és a vizmolekuldk
preferencialis orientacidja altal 1étrejott dipoluspotencial nagysaga koriilbelil 200-300 mV,
ami legalabb négyszer-6tszor nagyobb, mint a jol ismert transzmembran potencial [162]. Mivel
a dipoluspotencidlhoz kapcsolodo elektromos tér a membran felszinére korlatozodik, annak
erossége elérheti a 10%-10° V/m értéket, ami 1-2 nagysagrenddel nagyobb, mint a
transzmembran potenciadlé. A dipdluspotencial ezért jelentds hatast gyakorol a transzmembran
fehérjék konformacidjara [163, 164], a molekuldk membrankstédésére [165] ¢és
transzmembran transzportjara [166]. A dipdluspotencidl egyik leginkabb meghatirozé
tényezdje a membran szteroltartalma. A koleszterin kozvetleniil — sajat dipélusmomentuma
révén —, illetve kozvetetten is noveli a membran dipdluspotencialjat, mivel noveli a lipidek és
a vizmolekuldk rendezddését, valamint megvaltoztatja a membran dielektromos allandojat
[164, 167]. Ennek megfeleléen a dipdluspotencial magasabb a sejtmembranok raft-szerti
doménjeiben [168]. Felfedezték, hogy ha koleszterint épitenek be egy szintetikus
lipildmembranba, a dipdluspotencial jelentdsen megnd. Szabd [169] kimutatta, hogy a

koleszterin hozzaadasa egy monolein kettOsréteghez akar 100 mV-tal is novelheti a
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dip(’)luspotenciélt. Arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a dip(’)luspotenciél valtozdsa a
membran felszinén, bar nem fejtette ki, hogy mely molekularis dipdlusok felelések ezért a
valtozasért. A sztatinok — a 3-hidroxi-3-metil-glutaril-koenzim-A (HMG-CoA) reduktaz gatloi
— csokkentik a sejtek koleszterinszintjét kisérletes és klinikai kortilmények kozott, és
kimutattak, hogy csokkentik a plazmamembran dipdluspotencialjat [167, 170]. A sztatinok a
leggyakrabban alkalmazott gyogyszerek a hiperkoleszterinémia kezelésére, mivel jotékony
hatassal vannak a sziv- és érrendszeri megbetegedések, valamint a halalozas csokkentésére
[171]. Bar a sztatinokkal kapcsolatban beszdmoltak mellékhatasokrol — példaul
izombantalomrol, majkarosodasrol és 2-es tipust diabéteszrdl —, ezek altalaban jol toleralhatok,
¢s gyakran sikeresen alkalmazzdk Oket kombinalt terapidkban is [172]. Bar minden sztatin
azonos elsddleges hatdsmechanizmussal rendelkezik, hatékonysagukban ¢és biologiai
hasznosulasukban jelentds kiilonbségek vannak [172]. Az atorvasztatin hatékonyabb mas
sztatinoknal, mivel kisebb doézisban is képes ugyanazt az LDL-koleszterin-csokkentd hatést
elérni [173]. Ellentétben a szimvasztatinnal és a lovasztatinnal, amelyek eldgyogyszerek, az
atorvasztatin aktiv formaban van jelen, igy nincs sziiksége enzimatikus aktivalasra — ez a
tulajdonsag kiilondsen fontos in vitro alkalmazasok soran [174]. Az el6zdekben ismertetett
elvekkel 6sszhangban feltételezhetd, hogy a membranpotencidlok befolyasoljak a penetratin
sejtfelvételét, mivel ez a peptid toltéssel rendelkezik (7.abra). Ennek ellenére csak korlatozott
szamu olyan tanulmany 4&ll rendelkezésre, amely az elektrosztatikus potencidlokat a
sejtpenetralo peptidek felvételével hozza Osszefiiggésbe. Kimutattdk, hogy a transzmembran
potencial nem fiziologids megsziintetése gatolja a pozitiv toltésii sejtpenetrald peptidek
sejtekbe jutasat [175].
+ Phloretin

Kontroll + Atorvasztatin 6-ketokolesztanol
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7. abra: A membran SPP-permeabilitasat befolyasolo6 tényezok: a dipéluspotencial

A dipéluspotencial a lipid kettOsrétegen beliili lokalis elektromos potencialkiilonbség, amely
kl'ilénb(’)z('j anyagok hatéséra megvéltozik A ﬂoretin csé')kkenti a dip(')luspotenciélt mivel rn(')dositja
szintet, igy modositja a membran hpldosszetetelet és ezaltal a dipoluspotencialt. A 6-ketokolesztanol
noveli a dipoluspotencialt, mivel a koleszterin-szarmazék, ennek koszonhetéen a membran
permeabilitasa is csokken.
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2.3 Plazmamembran altal indukalt helyi ligandum kotédés

2.3.1 Ligandumok

A ligandum olyan molekula, amely specifikusan kotédik egy receptorhoz vagy mas
biomolekuldhoz, és ezzel biologiai hatast valt ki. A ligandum lehet fehérje, hormon, gyogyszer,
neurotranszmitter vagy akar kisebb molekula, amely a receptorhoz valé kotédés révén
illetve kozvetetten befolydsolhatja a sejtmiikdodést. A ligandum-receptor kotddés altalaban
reverzibilis, és kiillonféle intermolekularis erdk (pl. ionos kotések, hidrogénkotések, Van der
Waals-erdk) révén jon létre. A ligandumok Ilehetnek intracelluldrisak (a sejten beliili
receptorokhoz kotddnek, példaul az Osztrogén) vagy extracellularisak (a sejtfelszini
receptorokhoz kotddnek, példaul az inzulin vagy neurotranszmitterek). Szamos kémiai és
biologiai folyamat soran 1épnek a ligandumok kdlcsonhatasba molekularis célpontjaikkal. Az
ilyen kolcsonhatasokat szabalyoz6 mechanizmusok iranti érdeklédés mar tobb mint egy
¢vszazada meghatarozza az elméleti és kisérleti vizsgalatokat. Molekularis megkozelités és
értelmezés fejlddésnek indult: a ligandum ¢és a célpont egyszerli merevtest-asszociaciojatol

elmozdult a konformacios atmenetek kulcsszerepének felismerése felé [176].

2.3.2 Szerkezetiik meghatarozasa

A ligandumok kiindulési szerkezetei kiilonbozd forrasokbdl szarmazhatnak, akar manudlis
rajzolas révén, akar vegyiilet-adatbazisokbol letdlthetéek. A  rendelkezésre allo
ligandumszerkezetek formatuma lehet 1D (pl. SMILES), 2D (.mol), vagy 3D (mol2, .sdf, .pdb
stb.). Néhany ingyenesen elérhetd szoftver — kizardlag oktatasi célra — a kémiai szerkezetek
generalasara: OpenBabel [177], ChemAxon ¢és az Avogadro grafikus feliileti program [178].
Adatbazisok, mint a ZincDB, ChemBank és PubChem, nagyszamu vegyiiletet tarolnak. A
ligandum geometriai szerkezetén tul fontos az atomtipusok pontos definidlasa is, mivel néhany
dokkoloprogram az ismeretlen vagy ritka atomtipusokat ,,alatomokra” (dummy atoms) cseréli,
ami pontatlan pontszamokhoz ¢és energiadkhoz vezethet [179]. A ligandum és a receptor kozotti
nemkotd kolesonhatasok mindsége a ligandum ¢és a receptor leirdsanak pontossagatol fiigg. A
van der Waals- és elektrosztatikus kdlcsonhatasokat az egyes atomok ionradiusza és toltése
alapjan lehet pontosan leirni. A kiilonb6z6 kémiai elemek ionradiuszait a szabvanyos erdtér-
modellek (force fieldek) hatarozzdk meg, és ezek az atomtipusok besorolasa alapjan keriilnek
hozzarendelésre. A ligandum toltésének meghatarozasa azonban bonyolult feladat a
ligandumok kémiai sokfélesége miatt. A ligandum formalis toltése a benne taldlhatd kémiai

csoportoktdl fiigg, mig az egyes atomokon taldlhatd részleges toltések (partial charges) a
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molekulén beliili polarizacids hatasoktol. Mas szoval, a részleges toltések azt mutatjdk meg,
hogyan oszlik el az elektronfelhd a molekuldn beliil az atomok kozott [180]. A ligandum
atomjainak részleges toltéseit tobbféle modszerrel Ilehet meghatarozni, példaul
kvantummechanikai (QM) eljarasokkal [181], félempirikus modszerekkel [182], er6tér-alapa
megkozelitéssel [183], vagy teljesen empirikus modszerekkel [184]. A kvantummechanikai és
félempirikus modszerek a legpontosabbak, de sok szamitast igényelnek. Az erétér-alapi vagy
empirikus modszerek gyorsabbak, és a legtobb gyodgyszerjelolt molekula esetén elfogadhato
eredményeket adnak, de nem alkalmasak szervetlen vegyiiletek vagy fémionokat koordinald
molekuldk esetében. A hibas toltéshalmazok alkalmazasa helytelen toltésparositast

eredményezhet a ligandum ¢€s a receptor kozott, ami hamis negativ eredményekhez vezethet.

2.3.3 Receptorok

2.3.3.1 Sejtfelszini receptorok

A sejtfelszini receptorok olyan membranba agyazott fehérjék, amelyek a sejt kiilsé felszinén
helyezkednek el, és a sejten kiviili, hidrofil ligandumokat vagy egyéb jelzomolekuldkat
specifikusan megkotik. A sejtfelszini receptorokat funkcidjuk és miitkodési mechanizmusuk
alapjan négy f6 csoportba sorolhatjuk: ioncsatorna-kapcsolt receptorok (ligand-gated ion
channels), G-fehérje-kapcsolt receptorok (GPCR — G protein-coupled receptors),
enzimkapcsolt receptorok (enzyme-linked receptors) és az adhézidés receptorok (vagy
szabalyozott intracelluléris jelatviteli receptorok).

A ligandum altal vezérelt ioncsatorndk olyan membranba agyazott fehérjék, amelyek egy
pérust tartalmaznak ¢és az lehetdvé teszi bizonyos ionok szabalyozott éaramlésat a
plazmamembranon keresztiil. Az iondramlas passziv, €s a permeabilis ionokra jellemzd
elektrokémiai gradiens hajtja. A ligandum 4altal vezérelt ioncsatornakhoz (LGIC-khez)
hagyomdanyosan a kdvetkezd receptorokat soroljak: nikotinos acetilkolin receptor [185], 5-HT3
(szerotonin) receptor [186], ionotrop glutamat receptor [187], P2X receptor [188], amelyek
serkentd (excitatoros), kation-szelektiv receptorok. Gatlo (inhibitoros), anion-szelektiv
receptorok: GABAA receptor [189], glicin receptor [190].

A G-fehérjéhez kapcsolt receptorok csaladja a legnagyobb és legsokoldalubb sejtfelszini
receptorcsoport, amely képes szamos kémiai jel rendkiviil szelektiv érzékelésére, majd a
ligandum-receptor kdlcsonhatasbol szarmazo jelet sejten beliili valassza alakitja. A GPCR-nek
harom alapveto része van: extracellularis szakasz (az N-terminalis vég), intracellularis szakasz

(a C-terminalis vég) €és egy kozépsO szakasz, amely hét transzmembran domént tartalmaz.
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Amikor a GPCR ligandumhoz kotédik, a ligandum konformaciovaltozast idéz eld a receptor
olyan anyagot toboroz, amely aktivalja a GPCR-hez kapcsolodo G-fehérjét [191].

Az enzimkapcsolt receptorok, hasonléan a G-fehérjéhez kapcsolt receptorokhoz,
transzmembran fehérjék, amelyek ligandumkoté doménje a plazmamembran kiilsé felszinén
helyezkedik el. A G-fehérjéhez kapcsolt receptorokkal ellentétben azonban a citoszolikus
doménjiilk vagy sajat enzimaktivitassal rendelkezik, vagy kozvetleniil kapcsolodik egy
enzimhez. Ezen receptorok minden alegysége daltaldban csak egyetlen transzmembran
szegmenssel rendelkezik. A sejtek novekedését, osztodasat, differencialodéasat vagy tulélését
elosegitd extracellularis ligandumokra adott valaszreakcidkban betoltott szerepiik alapjan
ismerték fel oket. Jelenleg 6 osztalyat azonositottdk az enzimkapcsolt receptoroknak: receptor
tirozin-kindzok, tirozin-kinaz asszocialt receptorok, receptorszert tirozin-foszfatazok, receptor
szerin/treonin kindzok, receptor guanilil-ciklazok ¢€s a hisztidin-kindz asszocialt receptorok,
amelyek mindegyike széleskori funkciokat 1at el. Ezek koziil a legnépesebbek a receptor-
tirozin-kindzok, amelyek az ATP felhasznalasaval katalizaljak a célfehérjék kivalasztott tirozin
oldallancainak foszforilaciojat [192]. A tirozin-kinaz asszocialt receptorok olyan intracelluléris
fehérjékhez kapcsolddnak, amelyek tirozin-kindz aktivitassal rendelkeznek (maguknak a
receptoroknak nincs enzimatikus aktivitasuk, de olyan fehérjékhez kotddnek, amelyeknek
van). A receptor-tirozin-kindzokkal ellentétben a receptorszerli tirozin-foszfatazok
foszfatcsoportokat tavolitanak el meghatarozott intracellularis jelatviteli fehérjék tirozin
aminosavairol. A receptor szerin/treonin kinadzok foszforildlnak meghatarozott szerin vagy
treonin aminosavakat tartalmazé, nyugalomban 1évd (latens) génszabalyozéd fehérjéken. A
receptor guanilil-cikldzok kozvetleniil katalizaljak a ciklikus GMP (cGMP) képzddését a
citoszolban. Végiil a hisztidin-kin4z asszocialt receptorok egy ugynevezett , kétkomponensii”
jelatviteli utvonalat aktivalnak, amely soran a kindz el6szor sajat magat foszforiladlja egy
hisztidin aminosavon, majd az igy keletkezett foszfatot azonnal athelyezi egy masik
intracellularis jelatviteli fehérjére [193].

A sejtek adhézidja kritikus szerepet jatszik a szovetek haromdimenzids szerkezetének
kialakulasaban ¢€s fenntartdsaban, valamint a szovetek fiziologias miikodésében. Az adhéziot
kozvetité biokémiai elemek tobbfehérjés komplexek, amelyek hdrom f6 makromolekula-
csoportbol allnak: az adhézios receptorokbol, az extracelluldris matrix molekuldkbol és az
adhézios plakkfehérjékbol [194]. Az adhézidés receptorok tipikusan transzmembran
glikoproteinek, amelyek az extracellularis matrix (ECM) molekuldkhoz vagy mas sejtek

ellenreceptoraihoz kotdédnek. Ezek a molekuldk hatdrozzak meg a sejt-sejt vagy sejt-ECM
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kolcsonhatds specifikussagat. Az ECM fehérjék altaldban fibrillaris természetiiek, ¢és egy
Osszetett szerkezeti és funkcionalis halozatot biztositanak, amely egyszerre képes tobb
sejtfelszini receptorral kdlcsonhatasba 1épni. Tovabba, a sejtadhézios komplexek mitkodését
pontosan szabalyozzik a sejten beliili biokémiai események. Igy a sejtadhézids receptorok
egyfajta csomopontot képeznek a kétiranyu jelatvitelben a sejt és a kiilsé kornyezete kozott
[195]. A sejtadhézidés receptorok 4 csoportba sorolhatok: integrinek, kadherinek,

immunglobulin (Ig) sejtadhézids szupercsalad és a szelektinek.

2.3.3.2 Tirozin-kinaz receptorok

Ahogyan korabbiakban is olvashattuk tirozin-kindzok olyan enzimek, amelyek szelektiven
foszforildlnak tirozin oldallancokat kiilonb6z6 szubsztratfehérjéken. A EGFR, az elsd
azonositott receptor tirozin-kindz, és az a felfedezés, hogy az Src onkogén rendelkezik
transzformalo hatasu, nem receptor tirozin-kindz tipusu aktivitassal [196], megnyitotta az utat
a tirozin-kinazok szerepének ¢s jelentdségének feltarasahoz a daganatok kialakuldsaban [197].
A Humin Genom Projekt feltérképezésével tobb mint 90 kiilonbozd tirozin-kinazt
azonositottak. Minél mélyebben tarja fel a tudomany a sejten beliili jelatvitel bonyolult
mechanizmusait, annal vilagosabba valik, hogy a tirozin-kindzok szdmos olyan sejtes jelatviteli
halozatban vesznek részt, amelyek kozvetleniil hozzéjarulnak a rak kialakuldsahoz. Az 6sszes
ismert onkoprotein jelentds részét a tirozin-kindzok teszik ki, és szdmos daganattipusban
transzformalo avagy daganatkeltd szerepet jatszanak. Azon terdpids szerek azonositisa és
kifejlesztése, amelyek a tirozin-kinazok rendellenes aktivaciojat (talzott expresszid, mutaciod
vagy autokrin stimulécido kovetkeztében) €s a kovetkezményes koros onkogén jelatvitelt
hivatottak gatolni, kdzponti szerepet kaptak a rakterapias célpontok kutatdsdban [198, 199]. A
receptor tirozin-kindzok akkor aktivalodnak, amikor a ligandum kotddik a receptor
extracellularis doménjéhez. A ligandumok extracelluldris szignalmolekuldk, példaul EGF,
PDGF stb., amelyek receptor-dimerizacidt valtanak ki. A kiilonb6z6 ligandumok eltérd
mechanizmusokkal érik el a stabil dimer konformacié kialakuldsat: egyes esetekben egy
ligandum két receptorhoz kotddik, igy 1:2 ardnyu ligandum:receptor komplexet hoz 1étre,
példaul a ndvekedési hormon és a hozza tartozo receptor esetén. Mas esetekben két ligandum
molekula egyidejiileg kotddik két receptorhoz, igy 2:2 aranyt ligandum:receptor komplex
alakul ki, és ez a legegyszerlibb modja a receptor-dimerizacionak, példaul VEGF és VEGFR
esetén. A receptor-dimerizaciot tovabba receptor-receptor kdlcsonhatasok is stabilizalhatjak.
A ligandum koétddése az extracellularis doménhez stabilizalja az aktiv dimerek kialakulasat,

ami végiil a tirozin-kindz enzimaktivitas aktivalodasahoz vezet [192]. A tirozin-kinazokat
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elsésorban két fO csoportba soroljak: receptor tirozin-kinazok (RTK), példaul az EGFR,
PDGFR, FGFR, inzulinreceptor (IR) és a nem-receptortipusu tirozin-kindzok (NRTK) mint
példaul a Src, Abl, Fak, Janus kindz. A receptor tirozin-kindzok nemcsak sejtfelszini
transzmembran receptorok, hanem enzimek is, amelyek kinaz aktivitassal rendelkeznek. A
receptor tirozin-kinadz szerkezete a kovetkezd elemekbdl all: egy tobb doménbdl alld
extracellularis ligandumkoto régio, amely a ligandumspecificitast biztositja, egy egyszeres
(single-pass) transzmembran hidrofob hélix, valamint egy citoplazmatikus rész, amely tirozin-
kindz domént tartalmaz. A kindz domén szabalyozd szekvencidkat tartalmaz mind az N-
terminalis, mind a C-terminalis végén [52, 200]. A receptor tirozin-kindzok aktivacidja soran
a ligandum az extracellularis doménhez kotédik, ezt kdveti a receptorok dimerizacidja, amely
lehetdvé teszi a citoplazmatikus domén transz-foszforilaciojat. Mivel munkam soran az EGF
receptorcsaladdal foglalkoztam, ezeket a receptorokat mutatom be részletesen a kovetkezd

fejezetben.

2.3.3.2.1 Epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR) és az ErbB2

Az epidermalis novekedési faktor receptor az ErbB receptorcsalad tagja, amely a receptor
tirozin-kindz szupercsaladhoz tartozik. Az ErbB receptorcsalad négy tagbol all: EGFR (mas
néven ErbB1 vagy HER1), ErbB2 (Neu vagy HER?2), ErbB3 (HER3) és ErbB4 (HER4) [201].
Az EGFR egyetlen transzmembran doménnel rendelkezd fehérje, amely a kovetkezd részekbol
all: extracellularis domén (ligandumkotd rész), transzmembran domén, juxtamembran (JM)
szegmens, kinaz domén, és egy C-terminalis szabalyozo6 ,,farok™ [202]. Az EGFR 20 tirozin
oldalldncot tartalmaz, amelyek koziil 12 foszforilalodhat [203]. Ezek a foszforilalt
tirozinmaradékok kiilonféle oldhaté vagy membranhoz horgonyzott effektorfehérjékhez
kotédnek, amelyek a receptor aktivacioja utan keriilnek toborzasra [53, 204]. Az EGFR t6bb
jelatviteli utvonalat is aktival: Ras/Raf/MAP kinaz utvonal, foszfoinozitid-3-kinaz (PI3K)/Akt
utvonal, foszfolipaz Cy (PLCy) utvonal [205]. A receptor akkor aktivalodik, amikor kiilonféle
ligandumok kotddnek hozzd, példaul: epidermadlis novekedési faktor (EGF), transzformald
novekedési faktor a (TGFa), amfiregulin (AREG), epigen, B-celulin, heparin-koté EGF (HB-
EGF), epiregulin [206]. A membranban taldlhat6 EGFR ¢és HER2/ErbB2 receptorok
ligandumkdtése, dimerizacioja és foszforilacigja (P) aktivalja a receptorok tirozinkinaz
aktivitasat. Az adaptor fehérjék GRB2, CBL, PI3Ka, TIAM1 kapcsoljak a receptorokat a sejten
beliili jelatviteli fehérjékhez. Az SOS enzimatikus jelatvitel aktivalja ELK transzkripcios
faktort (RAS-MAPK utvonal). PLCy — PKC — IKK — NF-xB tutvonal a gyulladésos
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citokinek expressziojahoz vezet. A RAC1-GTP ttvonal az aktin ujrarendezdédését idézi el6. A
PI3KPB — AKT utvonal gatolja a FOXO-t, elésegitve a sejt talélését. A transzkripcids faktorok,
mint ELK, NF-kB, FOXO a receptoraktivitas hatdsara szabalyozzak a gének expresszidjat.
Ezek kiilonbozd biologiai hatasokat fejtenek ki, mint példaul sejtndvekedés és migracio (ELK),
gyulladasos citokinek termelése (NF-«xB), aktin citoszkeleton wjrarendezédése (RAC1) és
sejttalélés (AKT/FOXO). Az utvonal végzédhet EGFR degradaciéval amikor a receptor

internalizalodik és lebomlik, igy negativ visszacsatolast biztosit. (8. abra)
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8. abra: Az EGFR-HER2 receptorok jelatviteli utvonalai

Ez az abra a HER2/EGFR (ErbB2/EGFR) jelatviteli Gitvonalakat mutatja be, a membranreceptorok
aktivaciojatol a biologiai hatasokig.

Az epidermalis novekedési faktor receptor volt az egyik elsé olyan receptor, amelynél a
ligandum-indukalt dimerizaciot tekintették a transzmembran jelatvitel molekularis
kulecsmechanizmusaként [207]. Az epidermalis novekedési faktor egy 53 aminosavbol allo

polipeptid [208], amely az egyik legfontosabb tagja azon ndvekedési faktor csaladnak, amelyek
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hatasukat egyetlen, 170 kDa tomegii plazmamembran-receptoron keresztiil fejtik ki. A szdveti
EGF- és EGF-receptor-koncentraciokat a pajzsmirigyhormonok, az dsztrogén, a
tesztoszteron és a novekedési hormon modulaljak, ami arra utal, hogy a pajzsmirigy- és szteroid

hormonok kivalasztott novekedési és fejlodési hatasait az EGF medialhatja [209].

Fluoreszcens mikroszkdpidval vagy mas fluoreszcencia-alapi modszerekkel vald vizsgalatok
sordn gyakran hasznalnak fluoreszcensen jelolt ligandumokat. A TAMRA-EGF egy
fluoreszcensen jelolt epidermalis ndvekedési faktor, amelyet a TAMRA (tetrametilrhodamin)
nevii fluoreszcens festékkel jelolnek meg. Ez a molekula az EGF receptorhoz kétddik: az EGF
fehérjét egy specialis, helyspecifikus modon beépitett TAMRA nevii fluoreszcens aminosavval
jelolik meg, ami lehet6vé teszi a pontos fluoreszcens jeldlést ezaltal az EGFR vizsgélatat [10].

Az ErbB2 egy transzmembran tirozin-kindz, amelynek sejtfelszini tulzott expresszidja
Osszefliggésben all a tumorgenezissel €s a rossz prognozissal emléradkos betegek esetén. Az
ErbB2 6nmagaban nem kot ligandumot, hanem a ligandum altal aktivalt testvér-receptorok
preferalt heterodimerizacios partnereként mitkodik, hogy felerdsitse a mitogén jelatvitelt. Az
ErbB2 ezen sajatos tulajdonsadgai szerkezetileg az extracellularis domén ,nyitott”
utanozza [210]. Az ErbB2 endocitézisanak magyarazatira két, egymassal ellentétes modell
alakult ki, amelyek egyardnt szdmot adnak annak talzott mértékii sejtfelszini kifejezddésérol
¢s az EGFR-lebontas elleni protektiv hatdsarol. Az egyik modell szerint az ErbB2 hatékonyan
recirkulal a bazalis endocitézist kovetden, és az aktivalt heterodimer EGFR-t is hasonlo sorsra
tereli [211]. A masik modell szerint az ErbB2-t tartalmazé dimerek a sejtfelszinen maradnak,
¢és kizarédnak az endocit6zisbol [212]. Mindkét modell arra utal, hogy az ErbB2 endocitikus
forgalma kulcsfontossagi a normal miikddés és esetleg a thlzott expresszio altal kivaltott
onkogenezis szempontjabol, mégis egymasnak ellentmondd kovetkeztetéseket vonnak le arra
vonatkozolag, miként csokkentheti a felszini ErtbB2 mennyiségét egy terapids antitest vagy a
geldanamicin (GA). Az elsd modell azt sugallja, hogy elegendd lehet az endoszomalis
szortirozas modositasa, mig a méasodik modell szerint az endocit6zis blokkjat kell feloldani. Az
azonban még nem tisztazott, hogy az antitestek vagy a GA az ErbB2 tjraelosztasat és
lebontésat fokozott endocitodzis, a lizoszomalis utvonal felé irdnyuld endoszomalis szortirozas
erdsitése, vagy mindkettdé révén idézik-e eld [213]. Bar az ErbB2 endocitézisanak nagy
jelentdsége van a rakterapiaban, keveset tudunk rola. Antitestvizsgalatok arra utaltak, hogy az
ErbB2 hasonlé mdédon képes indukélhato endocitikus degradacidra, mint az EGF altal stimulalt

EGFR, azonban késébbi kiméra receptorokon végzett vizsgalatok kimutattdk, hogy ebben az
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értelemben az EGFR egyediilallo, és hogy minden mas ErbB receptor — beleértve az ErbB2-t
is — nem rendelkezik ilyen tulajdonsaggal [214]. Bebizonyitottdk, hogy az ErbB2 felszini
készlete nem statikus, hanem dinamikus: alap endocitézison megy keresztiil, amit gyors és
hatékony recirkulacio kovet. Emellett funkcionalisan és ultrastrukturalisan is azonositottak a
GA hatésanak helyét az ErbB2 endocitikus forgalmaban, ¢s kimutattdk, hogy a GA kizarolag
az endoszoOmabol torténd lizoszomalis szortirozds javitdsa révén hat, anélkiil, hogy

befolyasolna a sejtfelszinrdl torténd endocitozis sebességét [213].

2.3.4 Ligandum kotodés

Két alapvetden eltéré megkozelités nagy hatast gyakorolt a ligandumkotés mechanizmusainak
megértésére. Az elsé megkdzelités az un. indukalt illeszkedés (induced fit), amely szerint a
konformacids valtozasok a kezdeti kotddést kovetden torténnek meg, hogy optimalizaljak a
ligandum ¢és célpont kozti komplexet. A masodik megkozelités a konformécids szelekcio
(conformational selection), amely szerint a szabad célmolekula tobbféle konformacidban
létezik egyensulyban, és a ligandum ezek koziil vélasztja ki a szdmara legmegfelelébbet a
kotddéshez [176]. A ligandum és egy bioldgiai makromolekula reverzibilis taldlkozasanak és
komplexképzodésének magyardzatara tett elsé kisérlet Fischer [215] nevéhez fiizddik, aki
1894-ben javasolta a ,,zar—kulcs” mechanizmust, amelyben a ligandum és a kotOhely szinte
tokéletes alakbeli komplementaritdst mutat. Ebben a modellben a ligandum ¢és célpontja
szerkezeti merevsége hatarozza meg a specificitds szabdlyait, és ez magyarazza meg, hogy
miért valtozik a kétddési affinitas kiilonbozo ligandumok esetén ugyanazon célponthoz, vagy
ugyanazon ligandum esetén kiilonb6z0 célpontokhoz vald kotddéskor. Fischer eredeti
elképzelése ma is relevans a gyogyszertervezésben, ahol a farmakoldgiai kiindulovegyiileteket
fokozatosan merevitik, hogy eldsegitsék a célfehérjével valo alak-komplementaritast [216], és
szintén ez az alapja a dokkolasnak is, amelyben egy flexibilis ligandumot kotnek in silico egy
merev receptorhoz. Evtizedekkel késébb a tudomanyos kozosség felismerte, hogy a biologiai
makromolekuldk  természetiiknél fogva rugalmasak, ¢és a kotdhely alakjanak
megvaltoztatasaval befolyasolhatjak a ligandumfelismerés energetikdjat. 1951-ben Wyman és
Allen radikalisan 1) magyarazatot javasolt a hemoglobin Bohr-effektusara, vagyis a pH és az
oxigénkotd képesség kapcsolatara azaltal, hogy kiilonb6zd, a fehérje szdmara hozzaférheto
konformacidkat vettek alapul [217]. Késébb Koshland kibdvitette a zar—kulcs modellt oly
modon, hogy figyelembe vette a kezdeti taladlkozads utdn bekovetkezd konformacios
valtozasokat, amely stabilabb komplexet eredményez. Ezt a mechanizmust nevezte el ,,indukalt

illeszkedésnek™ (induced fit) [218]. Az allosztéria fogalménak kidolgozdsa [219, 220]
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hamarosan a hires Monod—Wyman—Changeux-modell kialakulasdhoz vezetett, amely eltérd
ligandumkotd affinitassal rendelkezd alternativ konformacidk kozotti egyensulyan alapul
[221]. Ezen modell eleganciaja a funkcionalis viselkedés és a kooperativitas komplexitadsabol
ered, amelyet a ligandumkotés és a konformacios atmenetek kozott 1étrejott egyszerli kapcesolat
tesz lehetdévé. A rontgenkrisztallografia és a magneses magrezonancia spektroszkopia (NMR)
megjelenése szilard alapokra helyezte a biologiai makromolekuldk konformacios plaszticitasat
[222], valamint ennek relevancidjat a gyogyszertervezésben [223]. Az eredeti allosztérikus
elmélet elismerésre méltd tartalmakkal boviilt [224, 225], és ma mar a fehérjekonformaciok
dinamikussagat is magaba foglalja, amelyet a feltekeredés (folding) ¢és ligandumkotodés

(binding) soran kialakul6 allapotok sokasaga hoz Iétre [222, 226].

2.3.4.1 Ligandum indukalt EGF-receptor dimerizacioja és aktivalasa

Ahogy minden receptor-tirozinkinaz, az EGFR-csalad tagjai is egy extracellularis
ligandumko6td doménbdl, egyetlen transzmembran doménbdl, valamint egy citoplazmatikus
doménbdl allnak, amely egy konzervalt protein-tirozinkindz (PTK) magot tartalmaz,
szabalyozd szekvencidkkal koriilvéve. Az EGFR-csalad extracellularis doménje négy
alegységbdl all, amelyeket 1., I1., III. és IV. doménként, vagy mas elnevezéssel L1, S1, L2 és
S2 doménként jelolnek. Feltételezések szerint az 1. és III. domén alkotja az EGFR
ligandumkatd helyét, mig az extracellularis domén mas részei a receptor dimerizaciojat és mas
membranfehérjékkel vald kolcsonhatasait segitik eld [227]. Az EGFR dimerizaciojahoz két
monomer EGF-molekula kotddése sziikséges két EGFR-molekulahoz, igy alakul ki a 2:2
aranyt EGF:EGFR komplex, amely stabil 1:1 EGF:EGFR koztes komplexekbdl jon 1étre [228].
Korabban két modell is sziiletett arra, hogyan valtja ki az EGF a receptor dimerizaciojat. Az
egyik modell szerint az EGFR dimerizaciojat az EGF kétkotohelyes (bivalens) jellege kozvetiti
az EGFR felé, azaz az EGF két kiilonb6z6 EGFR-molekulahoz k6todik, ezzel hozva létre a
dimert [229]. Ez alapjan azt feltételezték, hogy az EGFR homodimerizacidjat, valamint az
ErbB3 ¢és ErbB4 heterodimerizacidjat az EGFR-csalad tobbi tagjaval szintén az EGF
bivalencidja kdzvetiti. Azonban az emlitett [228] tanulmanyban bemutatott kristalyszerkezetek,
amelyek az EGFR-t EGF- vagy TGFa-komplexben mutatjak, kizarjak ezt a mechanizmust.
Mindkét szerkezet szerint minden egyes ligandum (EGF vagy TGFa) kizarolag egyetlen
EGFR-molekuldhoz kotédik, és a dimerizacio teljes mértékben a receptorok kozotti
kolcsonhatasok révén valosul meg. A kristalyszerkezetek inkabb a ,receptor-medialt”
dimerizaciés mechanizmust tdmasztjak ald [228], mely szerint az EGF kotédése olyan

konformaciovaltozast idéz eld6 az EGFR-ben, amely felfedi a receptor-receptor kdlcsonhatési
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helyet az extracellularis doménen beliil. Az ErbB extracellularis régiodinak kiilonb6zo
aktivacios allapotokban késziilt rontgenkrisztallografias szerkezetei jelent6sen hozzajarultak
annak megértéséhez, hogyan segiti el6 a ligandumkotés a receptor dimerképzddését és
aktivaciojat [230]. A dimerképzddést teljes mértékben receptor—receptor kodlcsonhatasok
hajtjak, ahol a ciszteinben gazdag II-es doménben talalhato kritikus ,,dimerképzo kar” biztositja
az interfész érintkezéseinek nagy részét [231, 232]. Ligandum hianyaban, azaz monomer
receptor esetén, ez a dimerképzo kar egy intramolekularis ,,horgonyban” rejtve marad, mivel a
IV-es doménnel 1ép kolcsonhatasba ugyanazon molekuldn beliil [233, 234], igy a receptor
dimerképzddését ,,autoinhibicid™ akadalyozza [235]. Az aktivalo ligandumok két kiilonallo
kotéhelyet hidalnak 4t a receptoron (az I-es és a Ill-as doménen), ¢és jelentds
kulcskovetkezménye az autoinhibitorikus intramolekuladris horgony megszakitdsa ¢és a
dimerképz6 kar felszabaditasa. Bar a dimerképzo kar felszinre keriilése kétségteleniil kritikus
része az ErbB-receptor aktivacidos mechanizmusanak, onmagaban nem elegendd. Azok a
mutaciok, amelyek megszakitjak a Il-es és IV-es domének kozotti intramolekularis horgonyt,

nem aktivaljak az EGFR-t [234].

EGFR/ErbB1 ErbB2 EGFR + EGFR

Dimerizacios kar Dimerizacios kar

£

zart konformacio ny(djtott konformacid

9. abra: Az EGFR dimerizacidja

Az ErbB csalad abran szereplé két tagja azonos doménszervezOdést kovet zart és nyujtott
szerkezetben. A bal oldalon lathato monomer EGFR a ligand hianyaban 1évé receptor szerkezetét
mutatja, amelyben a dimerizacios kar a fehérjén beliil van eltemetve, és intramolekularis hidat képez
all. és IV. domén kozott. Amikor a ligandumok az 1. és III. doménhez ktddnek, kialakul a ligandk6td
zseb ¢és felszabadul a dimerizacios kar, amely igy készen all arra, hogy intermolekularis hidat
képezzen egy masik EGFR-rel, amelynek extracellularis doménje szintén ezt a nyujtott konformaciot
veszi fel (a jobb oldali dimer struktira).
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Tovabba a IV-es domén eltavolitasa. €és ezaltal a dimerképzd kar szabadda tétele nem okoz
van tovabbi, ligandum altal kivaltott valtozasokra, amelyek eldsegitik és stabilizaljak a receptor
dimerképzddését. Két, EGF altal elfoglalt EGFR-monomer képes dimerizalodni. Ismert, hogy

crer

ErbB4 receptorokkal, ami ezek tirozin-foszforilacidjahoz vezet. [237].

Az EGFR dimerizaciojanak receptor-medialt mechanizmusa egyszerti modellként irja le az
EGFR csalad homodimerjeinek €s heterodimerjeinek kialakuldsat. A dimerizacids hurok
elsddleges szerkezetének vizsgalata azt mutatja, hogy ez a szakasz erdsen konzervalt az EGFR
csalad minden tagjaban. Tovabba, a dimerizaciés hurkok kulcsfontossagli aminosavainak
konzervaltsaga az egyes ErbB receptorok kozott arra utal, hogy ez az interakcid kell6en
,promiszkuitasra képes” lehet, vagyis lehetdvé teszi heterodimerek kialakulédsat a kiillonb6z6
ErbB receptorcsalad-tagok kozott. Arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az ErbB2 preferalt
partnere a heterodimerizacionak az EGFR csalad minden tagja esetében [237]. Ez a jelenség
egyik lehetséges magyarazata az, hogy az ErbB2 gy fejlédott, mint egy ligandum nélkiili RTK
(receptor-tirozinkinaz), amelynek dimerizdciés hurokja allandéan nyitott, aktiv
konformdcioban van jelen. Ez lehetové tenné az ErbB2 ligandum nélkiili homodimerizaciojat,
illetve heterodimerizacidjat az EGFR csaldd mas tagjaival, miutan azok ligandumkdtés
hatadsara konformacios valtozast szenvednek el a sajat dimerizacidés hurokjukban. Ez a
mechanizmus okozhatja az ErbB2 magas aktivitdsat azokban a human réksejtekben, amelyek
tulexpresszaljak az ErbB2-fehérjét. Az aktivaciés hurok aktiv konformécidja miatt a
dimerizaci6 mar pusztdn az ErbB2 magas koncentraciéja révén is létrejohet, még
atalakulasat) eredményezheti [238]. A dimerizacios hurok altal kozvetitett dimerizacids
mechanizmus kulcsszerepet jatszhat az EGFR ¢és mas csalddtagok PTK aktivitdsanak
szabalyozasaban. Ennek megfelelden az EGF altal kivaltott receptor-medialt dimerizacid
elésegiti az intermolekularis autofoszforilacidt, ami a PTK domént aktiv allapotban tartja. Ez
a mechanizmus magyarazatot adhat arra is, hogy az ErbB2 tulzott expresszioja miért valt ki
erételjes PTK aktivaciot: mivel az ErbB2 dimerizacios hurokja allanddéan aktiv
konformacidban van, tulzott expresszio esetén a receptor spontdn modon dimerizalddik, ami

transz-autofoszforilaciot és tovabbi PTK aktivitasfokozast eredményez [238].
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2.3.5 Koncentracio gradiens kialakulasa

Az alapvetd egyenletek, amelyek a farmakoldgiai paraméterek, példaul egy ligandum
célreceptorhoz vald kotddési affinitdsdnak meghatdrozasara szolgalnak, azt feltételezik, hogy
a ligandum szabadon diffundal és homogén eloszlasu, vagyis a receptor kozvetlen kdzelében a
hogy a gyogyszerek képesek kozvetleniil kolcsonhatasba 1épni a plazmamembrannal, ami
potencialisan ndvelheti a helyi ligandum-koncentraciot a receptor koriil [239]. Tovabba azokrol
a ligandumokrol, amelyek képesek beépiilni a lipid kettds rétegbe, felvetették, hogy magasabb
helyi ligandum-koncentraciot okozhatnak a membranban [240]. A ligandum membranbeli
,raktarakbol” vald diffuzigja, valamint a ligandum-membran/viz hatdron torténd
kolesonhatasok szintén hozzajarulhatnak ahhoz, hogy a ligandum koncentracidja a membran
kozvetlen kdzelében magasabb legyen, mint a tomeges vizes fazisban, bar ilyen meghatarozott
helyi koncentraciokat csak egy-két tanulmany vizsgalt az eddigiek soran. Kozéjiik tartozik
Karolina Gherbi kutatdsa [241], ahol azt a hipotézist vizsgaltdk, miszerint a helyi
gyogyszerkoncentraciok magasabbak lehetnek, és kvantitativ médon mérték a fluoreszcens
propranolol-szdrmazék, a  BODIPY630/650-PEGS8-S-propranolol ~ (BY-propranolol)
fluoreszcencia-korrelacios spektroszkopia (FCS) segitségével. Az FCS a fluoreszcens
részecskék, egy kis (~0,25 fL) konfokalis térfogaton keresztiili diffuzidja kozben fellépd
fluoreszcencia-intenzitds ingadozésait detektalja id6ben, és ezeknek az ingadozasoknak az
¢s diffuzios egylitthatojanak meghatarozasat. Arra az eredményre jutottak, hogy az egyedi
CHO sejtek membranja kozvetlen kdzelében a BY-propranolol koncentracidja 1ényegesen
magasabb, mint a tomeges oldatban, és hogy ezek a koncentracidk a PB2-adrenoceptor

jelenlététdl is fiiggenek.

2.4 Biofizikai modszerek a membranvizsgalatokban

2.4.1 Fluoreszcens mikroszkopia: konfokalis 1ézer-pasztazé mikroszkopia (CLSM)

A festetlen bioldgiai mintdk hagyomanyos fénymikroszkopos vizsgélata sem a specificitas,
sem a kontraszt tekintetében nem ad kielégitd eredményt. A hagyoményos szdvettani (pl.
hematoxilin-eozin) vagy az immunhisztokémiai festések jelentdsen javitjdk a
fénymikroszkopos technika teljesitményét, de mind a specificitas, mind az elérhetd biologiai

feloldoképesség tekintetében a fluoreszcens mikroszkopia bevezetése hozott 1ényegi valtozast.
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A fluoreszcens mikroszkopia azon alapul, hogy a fluoroférokat egy meghatarozott
hullamhosszisagu fény gerjeszti, amelynek hatdsara hosszabb hullamhosszon bocsatanak ki
fényt. Savsziirdk segitségével kiszlirhetd a gerjesztd fény a latdbmezobdl, igy a fluoreszcens
mintdk altal kibocsatott fény célzottan észlelhetd a detektor altal. A fluoreszcens
mikroszkopiaban a specifikus jelolést fluoreszcens fehérjék vagy fluoreszcens jelzett
specifikus jeloléanyagok (pl. antitestek) hasznalataval érik el.

Ellentétben a hagyomanyos sz¢les latomezejli fény-mikroszkopidval, ahol az egész preparatum
egyenletes megvilagitast kap, a CLSM esetében egyszerre csak a minta egy kis része kertil
megvilagitasra. A CLSM egy lézersugarat hasznal fényforrasként, amelyet egy diffrakcio
limitalt pontra fokuszalnak a mintaban. Bar a megvilagitd fény egy adott pontra fokuszalt, a
fokuszsik folotti és alatti sikok is megvilagitasra keriilnek kisebb intenzitassal. A fokuszsikban
levé fluoroforok 4altal kibocsatott fény egy konjugdlt képsikra fokuszalodik vissza a
mikroszkop pasztazo fejében, ahol a tliszirasnyi lyuk (,,pinhole”) helyezkedik el. A konfokalis
pozicioban elhelyezett tiszardsnyi lyuk (,,pinhole”) segitségével a mikroszkoép blokkolja a
fokuszsikon kiviilrdl érkezd fénysugarakat, igy csak a minta egyetlen vékony optikai
szeletébol, a fokuszsikbol gylijti 6ssze a fényt, ami noveli a kontrasztot és csokkenti az
elmosodottsagot. A pinhole-on atjutott fénysugarak egy fotodetektorba (PMT, fotonelektron-
sokszorozo) jutnak, amely a fotonokat elektromos jellé alakitja, €s igy meghatarozza a detektalt
fény intenzitasat. Egy kétdimenzids kép létrehozasahoz a gerjesztési pontot végigpasztazzak a
mintan, és a kibocsatott fényt soronként, pontonként észlelik. Minden pont egy pixelt képvisel
a végso képen, €s minden pixelhez tartozik egy intenzitasérték. Az intenzitasokat kiillonb6zo
sziirkearnyalatokkal (vagy al-szinekkel) lehet megjeleniteni, igy szemmel lathatdé mindségi
informaciot adnak. A konfokalis mikroszkoppal késziilt képek nemcsak kvalitativ, hanem
kvantitativ informdaciokat is nyujthatnak, mivel a kép valdjaban egy intenzitasértékekbdl allo
matrix vizualis megjelenitése [242]. A CLSM technikdk szamos bioldgiai €s biomedicinalis
kutatasi teriileten attorést jelentettek: specifikus fluoreszcens probdk alkalmazésa révén,
lehetévé teszik az egyes komponensek, sejtalkotok vagy akar bizonyos folyamatok
jelenlétének, allapotanak és térbeli elrendezddésének egyidejli leképezését. A konfokalis
mikroszkopok tobb 1ézerrel, ill. tobbvonalas 1ézerekkel vannak felszerelve, amelyek lehetévé
teszik a gerjesztd hullamhosszok széles skalajanak alkalmazasat. Emellett a mikroszkopok
tobbféle emisszios sziirdvel is rendelkeznek, amelyek kiilonb6z6 fluoroférokhoz illeszkednek.
Ezek a szlir6k vagy sziik hullamhossztartomanyt engednek 4t ndvelve ezzel a specificitast,
vagy sz¢lesebb tartomanyokat, ami ndvelheti a detektalds érzékenységét. Egy mintat egyszerre

tobbféle fluoreszcens festékkel is megjeldlhetiink, amely rendkiviil hatékony modszer, fontos

52



kritérium, hogy az egyes fluoreszcens jelek egyértelmlien megkiilonboztethetok legyenek
egymastol. A fényut konfiguracidja négy f6 komponensbdl all: az objektivbdl, a 1ézervonalbol,
a dikroikus tiikorb6l és az emisszids sdvszlirobdl vagy a detektalt emisszios
hulldmhossztartomanybol. A dikroikus tiikr6t arra hasznaljdk, hogy a gerjesztéfényt
visszaverje, €s az objektiv felé¢ iranyitsa, ugyanakkor a hosszabb hullamhossz emittalt fényt
atengedje, hogy az elérje a detektorokat. Ezért a kisérleti elrendezéstdl fiiggden a megteleld
dikroikus tiikrot kell kivalasztani, amely illeszkedik a kivalasztott 1ézervonal(ak)hoz. Emellett
az emisszi0s savsziirdket vagy a detektalt emisszids hullimhossztartomanyt is gondosan kell
kivalasztani, mivel ezek hatarozzak meg, hogy a kibocsatott fény mely hulldamhossz-
tartomanyai jutnak el a detektorhoz, azaz a képalkotashoz. Fontos szempont a fokuszsik
kivalasztasa a képalkotashoz. Az egyik legjelentdsebb paraméter a lézer intenzitasa: a lehetd
legalacsonyabbnak kell lennie annak érdekében, hogy minimalizaljuk a fotoelhalvanyitast
(photobleaching) ¢és a fluoroférok telitddését, mikdzben elegendd jel-zaj aranyt biztositunk a
képelemzéshez. Ha noveljik a lézerteljesitményt, akkor azzal a fluoreszcens mintat érd
energiat is noveljiik, azonban ez azzal a hatrannyal jar, hogy fokozddik a fotoelhalvéanyitas. Ez
kiilondsen nagy problémat okozhat a kvantitativ elemzéseknél, mivel a jel intenzitdsa
folyamatosan csokkenhet a képalkotas soran. Kvantitativ elemzés esetén elengedhetetlen, hogy
a lézerteljesitmény konstans maradjon a teljes mérés soran, mivel a lézer intenzitasa
kozvetleniil befolyésolja a fluoroforok altal kibocsatott fény mennyiségét.

Egy masik meghatdroz6 paraméter, amely a konfokalis mikroszkopia alapja: a pinhole
mérete. Csokkentése élesebb képet eredményez, mivel kevesebb fokuszon kiviili fény jut el a
detektorhoz, viszont ezzel csokken a jel intenzitasa. A javasolt beallitas altalaban 1 AU (Airy
unit), mivel ez j6 kompromisszumot nyujt a kizart fokuszon kiviili fény mennyisége és a
detektorba jutd jel erdssége kozott. A pinhole atmérdjét Airy-egységekben (4U) adjak meg. Az
1 Airy egység definicidja a kovetkezo:

0.61AM
=i
ahol A a fény hullamhossza, M a teljes nagyitas, NA az objektiv numerikus apertiraja [243].
A pinhole mérete 1 AU f6l¢é is ndvelhetd, hogy tobb fény jusson a detektorhoz, azonban a kép
kevésbe¢ lesz ¢€les, mivel tobb fokuszon kiviili fény is bekeriil. A 1ézerpéasztazé konfokalis
mikroszkopia szamos biologiai minta elemzéséhez kinal vizsgalati modszereket, tovabba
nagyfelbontast, haromdimenzios képek készithetdk, ezaltal idedlis a preciz, kvantitativ

elemzésekhez is.
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2.4.2 Forster féle rezonancia energiatranszfer (FRET)

A Forster tipusii rezonancia energiatranszfer (FRET) egy tavolsagfiiggd fizikai folyamat,
amely soran az energiat sugarzasmentesen egy gerjesztett fluorofor, a donor, atadja egy masik
fluoroférnak, az akceptornak intermolekuléris, hossza tava dipol-dipol kdlesonhatés révén. A
FRET lejatszodasédhoz az alabbi feltételek teljesiilése kulcsfontossagu:

e a donornak magas kvantumhatéasfokkal kell rendelkeznie,

e a donor emisszios spektruma fedjen at az akceptor abszorpcios spektruméval (minél
nagyobb az atfedés, annal nagyobb a FRET mértéke). Ezt az un. atfedési integrallal (J)
jellemezziik. Okolszabalyként elmondhatd, hogy a donor kibocsatasi spektruma
legalabb 30%-ban at kell fedjen az akceptor gerjesztési spektrumaval a hatékony
energiaatvitel érdekében.

e a donor elektromos mezdje és az akceptor abszorpcids dipdlus vektora kozel
parhuzamosan helyezkedjen el. Ezt az orientacios faktorral (x°) jellemezziik, melynek
értéke 0-4 kozott valtozik. A FRET hatékonysag akkor a legnagyobb, amikor a két
vektor parhuzamos egymassal (x> = 4). A transzfer mértéke csokken, ha a két vektor
kozotti szog novekszik. Ha a két vektor kozotti szog 90°, a FRET akkor sem fog
lejatszodni, ha a tobbi feltétel egyébként teljesiil.

o feltétel tovabba, hogy a donor és akceptor kozotti tavolsagnak 1-10 nm kozott kell
lennie [244].

A FRET vizsgalatokban rendkiviil sokféle donor-akceptor part hasznalnak. A fluoroforok
kivalasztasanal fontos szempontok kozé tartozik, hogy a gerjesztési spektrumok megfeleléen
elkiiloniiljenek a donor szelektiv gerjesztése érdekében. Az emisszids spektrumoknak is
megfelelden el kell térnilik egymastol, hogy az egyes fluoroférok fluoreszcenciaja kiilon-kiilon
mérhetd legyen. A hagyomanyos heterotranszfer FRET vagy a hetero-FRET jelenség akkor
kovetkezik be, amikor egy gerjesztett donor kromoforjanak emisszids spektruma atfedésben
van egy kémiailag és spektroszkopialilag eltérd akceptor kromofor abszorpcids spektrumaval.
Gyakran el6forduld tévhit, hogy a FRET kialakulasahoz a két fluoroférnak spektroszkopialilag
el kell eltérnie egymastol. A FRET spektroszkopiailag azonos molekulak kozott is lejatszodhat,
bar feltételekhez szabott: kis mértékii Stokes-eltolodassal kell rendelkezniiik, vagyis kis
eltolodasnak kell 1étrejonnie az excitacios és emisszios csticsok kozott. Ezt a folyamatot homo-
FRET-nek nevezziik.

Szamos fotofizikai megnyilvanulasa miatt tobb kisérleti technika is rendelkezésre all a FRET

hatékonysaganak kimutatasara:
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e szenzitizalt emisszid: a donor gerjesztési hullamhosszan torténd gerjesztést
kovetden az akceptor emittal
e donor kioltds: a FRET miatt csokken a donor fluoreszcencia intenzitdsa és
fluoreszcencia élettartama
e adonor fluoreszcencia polarizacidjanak valtozasa: a csokkent donor fluoreszcencia
¢lettartam miatt ndvekszik a donor fluoreszcencia anizotropidja
e lassubb donor fotoelhalvanyitas: ennek oka az, a FRET miatt csokken a gerjesztett
allapotban levd donorok szama, ¢és igy a gerjesztett allapotbol induld
fotoelhalvanyitas sebessége is.
Homo-FRET esetében a donor és az akceptor spektroszkopiailag megkiilonboztethetetlen, igy
az anizotropia mérése az egyetlen alkalmazhatdo mdodszer kimutatasara [245].
A donor ¢és akceptor gerjesztésének szempontjabol a FRET lefolydsanak leegyszertisitett

modelljét a Jablonski diagram (/0.dbra) foglalja 6ssze.
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10. abra: Jablonski diagram

A diagram az elektronok energiaszintjeinek ¢és a szintek kozotti atmenetek folyamatat mutatja be. Az
energiaatadasi folyamatot gy szemlélteti, hogy a donor fluorofor gerjesztett allapotabol egy
sugarzasmentes, de iranyitott energiadtmenetet rajzol az akceptor fluorofor gerjesztett allapotaba. Igy
az akceptor képes fluoreszcenciat kibocsatani, mikozben a donor fluoreszcenciaja csokken. Egy
fluorofér gerjesztés soran fotont nyel el, aminek hatdsara az elektron egy magasabb energiajq,
gerjesztett allapotba keriil. Innen az elektron kiilonb6z6 modokon térhet vissza az alapallapotba:
torténhet sugarzasmentes relaxdcio, fluoreszcencia emisszid, vagy a FRET esetében az energia
kozvetleniil egy kozeli akceptor fluoroforra adodik at dipolus-dipolus kolesonhatas révén.

A FRET hatékonysag jellemzésére az energiatranszfer hatdsfokot (E) hasznaljuk, amely leirja
a FRET Altal relaxalddott donorok aranyat az dsszes gerjesztett donor molekuldhoz képest. Ez
fligg a donor ¢és akceptor kozotti tavolsag (R) negativ hatodik hatvanyatol, amit a Forster-

egyenlet egyenlet ir le:
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ahol Ry az a tavolsag, ahol az £=0,5. Ha a donor-akceptor tavolsag Ry-lal egyenld, akkor 50%
az esélye annak, hogy a gerjesztett donor energiaja atadodik egy akceptornak. Ez a tdvolsag
altaldban 3-6 nm kozott van. Ahogy a tavolsag né a donor ¢és az akceptor kozott, az
energiatranszfer hatasfokanak értéke csokken [244, 246]. Forster elmélete szerint a FRET
sebességi allandoja (krrer) €s hatasfoka (E) az alabbi képletekkel irhatok le:

kprer = const Jn~*R™0k?

kFRET

E =
kerer + krp) + knfp)

ahol a kr(pya donor fluoreszcencia emisszi6 sebességi allanddja és a knr () a donor egyéb, nem
fluoreszcens sebességi allandoinak Osszege. Az R a donor ¢és akceptor molekuldk kozotti
tavolsag, és a x° az orientdcios faktor, amit a donor emisszids dipolusa és az akceptor
abszorpcids dipolusa altal bezart sz6g hataroz meg. Tovabbi paraméter még az n, ami a kdzeg
torésmutatojat adja meg, €s a J atfedési integral, amit a donor emisszios spektruma és az
akceptor abszorpcios spektruma hataroz meg [247].

A FRET pontosan mérheti a molekulak kozotti tdvolsagot angstrom nagysagrendben (10—100
A), ami érzékennyé teszi a technikdt kiilonféle bioldgiai jelenségek vizsgilatira, amelyek
molekularis kozelség valtozasat eredményezik [248]. A fénymikroszképos képalkotas
technologiai fejlédése, valamint a genetikai uton kodolt fluoreszcens fehérjék elérhetdsége
lehetové teszi a fehérjék térbeli és idObeli eloszlasanak megfigyelését €16 sejtekben [249]. A
FRET szdmtalan mérdmiiszerrel vizsgalhatd, melyek koziil biologiai szempontbdl kiemelendd
a mikroszkopos képalkotas és az aramlasi citometria. Az dramlési citometrids FRET (FCET)
mérések elonye az, hogy rovid 1d6 alatt nagy sejtpopulaciot tudunk megvizsgalni, addig a
mikroszkopos megkozelités lehetdséget ad arra, hogy sejten beliili részleteket megfigyeljiink,
illetve pixelenkénti elemzéssel FRET értékeket hasonlithassunk 0ssze mas fluoreszcensen

jelolt biologiai informacioval [250].
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2.4.3 Fluoreszcencia korrelacios spektroszkopia (FCS)

A fluoreszcencia korrelacios spektroszkopia (FCS) a fluktuacid-disszipacid tételen alapul.
Informéciot nytjt a fluoreszcens molekuldk kinetikai és termodinamikai tulajdonsdgair6l
oldatban. A mért fluoreszcencia fluktuaciok iddébeli relaxéacioja a kinetikai, mig a fluktuaciok
amplitidoja a termodinamikai jellemzoket tarja fel. Kordbban ezeket a paramétereket a
relaxacios technikakkal lehetett leirni, amelyeket Manfred Eigen fejlesztett ki [251]. A
relaxécios technikak esetében a rendszer hdmérsékletét, nyomasat vagy elektromos mezejét
tekintve valtozason esik at és az egyensulyi allapotba valo visszatérés folyamata ad informaciot
a rendszer reakciokinetikajardl. Ezzel szemben az FCS ezeket az egyiitthatokat olyan
rendszerekben hatarozza meg, amelyek allandosult allapotban vannak akér egyensulyi vagy
nem-egyensulyi allapotrdl legyen szd. Bar ezekben a rendszerekben az atlagos koncentraciod
térben és idében hosszu ideig allandé marad, a rendszer egyes helyein spontan fluktuaciok
Iépnek fel a Brown-mozgas (térbeli mozgas) ¢€s a kémiai reakciok (Poisson-folyamat)
kovetkeztében. A molekuldk tehat folyamatosan be- és kidramlanak a rendszer egy adott kis
térfogatabol, ezaltal fluktuaciokat okozva a helyi koncentracidjukban, és fluoreszcens
molekulak esetén, fluktuaciot idéznek eld az adott térfogatrészbdl mért fluoreszcencia jelben
is. Egy kémiai reakcidrendszer reaktansainak koncentracioi is fluktualnak az egyensulyi
értékiik koriil, és ha a reakcié fluoreszcencia valtozéassal jar, ez szintén fluoreszcencia
fluktuaciokhoz vezet. Ezek a fluktuaciok sztochasztikusak, és idoben ¢és térben egyediek,
vagyis nem ismétlédnek pontosan. Emiatt nem lehet pontosan meghatarozni példaul egy
transzport-egyiitthatot vagy egy kémiai reakciosebességi allandot egyetlen fluktuécio
megfigyelésével. Ennek ellenére a fluktudciok lecsengési sebességét atlagosan ugyanazok a
fenomenolodgiai transzport-egyiitthatok és reakciosebességi allandok hatarozzak meg, amelyek
a makroszkopikus dinamikai folyamatokat is vezérlik [252]. Az egyiitthatok meghatarozasdhoz
statisztikai elemzésre van sziikség: a fluoreszcenciafluktuaciés autokorrelacios fliggvény, G(t),
irja le azt, hogy a fluoreszcens jel mennyire korreldl sajat magaval egy adott t iddeltolas

esetében:

C(FOFGE+D)
¢ = = ONFD)

A F(t) a t idOpillanatban/mérési idOintervallumban detektalt fluoreszcencia intenzitas, ( ) az
id6beni atlagolast jeloli egy hossza (elvileg végtelen) id6tartamon, igy képlet szdmlaloja azt
mutatja, hogy az egy adott idoben mérhetd intenzitas €s a t idovel késobb mérhetd intenzitas
szorzatdnak mennyi az atlaga. Minél révidebb a t id6tartam, annal jobban korrelal a két
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intenzitas egymassal, ¢s anndl nagyobb lesz az autokorrelacids fliggvény értéke. A 1 idOtartam
novekedésével egyre nagyobb a valdszinlisége, hogy a 1 iddtartam alatt a fluoreszcens
molekuléaval tortént valami olyan, ami a fluoreszcencia intenzitast befolyasolja (pl. a molekula
kidiffundalt a konfokalis térfogatbol vagy fizikokémiai atalakulés sordn sotét allapotba keriilt).
fgy a t novekedésével az autokorrelacio mértéke csokken. Matematikai megfontolasokbol
kovetkezik, hogy nagy 1 értékek esetében a G(t) értéke nem nulldhoz, hanem egyhez tart, mig

=0 esetében értéke

1
G(D=1+—
(9 =1+

ahol N a konfokalis térfogatban levd fluoreszcens molekuldk atlagos szama. Azt, hogy a t=0
és t=o0 koz0tt az autokorrelacios fliggvény, hogy viselkedik, az hatdrozza meg, hogy milyen
folyamat okozza az autokorrelacié csokkenését. Munkam soran kétféle folyamatot vettem
figyelembe: egykomponensii szabad diffazio és triplet allapot. Ezen két jelenség esetében az

autokorrelacids fliggvényt az alabbi egyenlet adja meg:
6 = (1-T+Te Trowie) (N1 =T) M (1+/z,)"

ahol N a fluoreszcens részecskék atlagos szdma a konfokalis detektalasi térfogatban, T a triplett
allapotban 1év6 fluoroforok aranya, ziuipier @ triplett korrelacios 1d6 és 7y a diffuzids korrelacios
1d6. A fenti egyenlet illesztésébdl a kisérletek értelmezése szempontjabol a két legfontosabb
paraméter a részecskeszam (N) ¢és a diffuzids korrelacios 1d6. A részecskék konfokalis
térfogatra jutd szdmat molaris koncentraciokra szamoltuk at, a konfokalis térfogatra (Vc)

vonatkozo, alabbi kifejezéssel:

3/2) w3

e=m

Ahol x az axialis €s radialis sugér aranya, o a lateralis sugar.

A diffazios egyiitthatot (D) a diffazids korrelacios idébol hataroztuk meg a kovetkezd egyenlet

alapjan:
p=2" (1)

ahol w a sugér kozéppontja és az a pont kdzotti tavolsag, ahol a 1ézer optikai intenzitdsanak

maximuma e? értékre csokken. A sugarnyaldb radiuszat a szabad AlexaFluor546
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autokorrelacidos gorbéjének mérésével hataroztuk meg: az AlexaFluor546 ismert difftzids
egyiitthatojat (341 pm?/s 25°C-on) [253] beirva az (1) egyenletbe, és a w-t illesztett
paraméterként alkalmaztuk. Az autokorrelacids gorbéket a QuickFit 3 (Jan Wolfgang Krieger,
Jorg Langowski, German Cancer Research Center, Heidelberg, Németorszadg) programmal
illesztettilk. A dolgozatban szereplé FCS-eredmények legalabb tiz gorbe kiértékelésén

alapulnak.

Az FCS miikodési elve (//.abra) azon alapszik, hogy fluoreszcensen jeldlt molekuldk a
gerjesztO 1ézer hatasara fluoreszcencia-fotonokat bocsatanak ki. Ezek a fotonok visszajutnak a
mikroszkop objektivién keresztiil, amely 6sszegytijti és tovabbitja ket az optikai rendszerbe.
A visszaérkezd fény még tartalmazza a lézer gerjesztd sugarat is, amit egy dikroikus tiikor
valaszt szEt: a gerjesztd fényt eltereli, mig a hosszabb hulldmhosszi emisszios fényt atengedi.
Ezutan a fény egy emisszids sziirén halad at, amely eltavolitja a maradék gerjesztd fényt és a
nem kivant spektralis komponenseket, igy csak a fluoreszcencia jut tovabb. A jel belép a
konfokalis rendszer tiilyukdn (pinhole), amely kizarja a fokusz sikjan kiviilrél érkezd
fotonokat, biztositva ezzel a femtoliteres detekcios régiot. Végiil a fény eléri a nagy
érzékenységii lavina fotodiddat (APD), amely az egyes fotonokat elektromos jell¢ alakitja, és
igy a molekuldk szamabodl és mozgasabdl szarmazo intenzitasfluktudciok rogzithetok. A
modszer kulcsa a rendkiviil kicsi, jol definialt detekcios régio, amelyet a konfokalis optika hoz
létre. A mért intenzitasjel azonban zajos és idében fluktudlo, ezért a nyers adatokbol
autokorrelacids gorbét szamolnak, amelybdl kiolvashaté a molekuldk szama, diffuzios ideje,
illetve a kiilonbozé kolcsonhatasokra vagy allapotokra (példaul triplet-allapot) utalod

paraméterek.

Osszefoglalva, egy altalanos FCS kisérlet soran el8szor az észlelt fluoreszcencia
autokorrelacids fliggvényét szamitjadk ki kiilonbozo késleltetési idokre. Ezutan a kapott
fliggvényt egy megfeleld elméleti modellel illesztik, hogy meghatirozzak a fluktualé jel altal
kozvetitett fizikai paramétereket [254]. A konfokalis mikroszképia széleskorii elterjedése,

illetve fejlddése és maga a fluoreszcencia-korrelacids spektroszkopia, alkalmassa tette ezt a
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modszert kiilonféle fizikai és kémiai jelenségek tanulmanyozasara a sejtbiologia és a

fejlédésbiologia teriiletén [255].

Detektaldsi
régio
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11. abra: A fluoreszcencia korrelacios spektroszkopia miikodési elve

A fluoreszcensen jelolt mintak fluoreszcencia-fotonokat bocsatanak ki. Ezeket a fotonokat a
mikroszkop objektive Osszegylijti és tovabbitja 6ket az optikai rendszerbe. A fényt a dikroikus tiikor
valasztja szét: a gerjesztd fényt eltereli, mig a hosszabb hullamhosszi emisszids fényt atengedi.
Ezutan az emisszios sziir6n eltavolitja a maradék gerjeszt6 fényt. A jel athalad a pinhole-on, amely
kizarja a fokusz sikjan kiviilrdl érkezo fotonokat. Végiil a lavina fotodidda (APD), az egyes fotonokat
elektromos jellé alakitja, és igy a molekulak szamabdl és mozgasabol szarmazo intenzitasfluktuaciok
rogzithetok.
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2.4.4 1do-korrelalt egyfoton-szamlalas (TCSPC)

A fluoreszcencia-¢lettartam (t) meghatarozasanak leggyakrabban alkalmazott modszere az
id6-korrelalt egyfoton-szamlalas [256]. A TCSPC (Time-Correlated Single Photon Counting)
képalkoto technika elve a kovetkezo (/2.abra): tobb fotoelektron-sokszorozo (PMT) érzékeli
a minta altal kibocsatott fluoreszcencia egyedi fotonjait. A PMT-k egy iranyitd6 blokkhoz
csatlakoznak, amely minden egyes foton esetében egy iddzitési impulzust és egy digitalis
csatornaszdm jelet general, ez mutatja meg, hogy melyik PMT-ben észlelték a fotont. Az
1démérd csatorna a szokdsos TCSPC épitdelemeket tartalmazza. Két konstans frakcios
diszkriminator (CFD) kapja a detektorbol érkezé egyes foton impulzusokat, valamint a 1ézer
referenciapulzusait. Az idé—amplitud6 konverter (TAC) méri az id6t a foton és a kovetkezd
1ézerpulzus észlelése kozott. Ez a ,forditott start-stop” elv kulcsfontossdgi a magas
1ézerismétlési sebességek feldolgozasdban [257]. Amikor egy fotont észlelnek, a TCSPC
eszk6z meghatarozza az 1dét, ¢, a fluoreszcencia lecsengési gorbén beliil, valamint a 1ézerfolt
helyzetét a pasztazasi teriileten, x és y koordinatdkban. A detektor csatornaszamaval, n, egylitt
ezek az értékek szolgdlnak a hisztogram-memoria cimzésére. Ennek kovetkeztében a
memoridban felépiil a fotonok eloszlasa ¢, x, y €s n fliggvényében. Az eredmény ugy
értelmezhetd, hogy minden egyes detektorra vonatkozdan egy adatblokk jon létre, amely egy
pixelekbdl all6 tomb, €s tartalmazza a teljes fluoreszcencia lecsengési fliiggvényt. A detektorok
tipikusan kiilonb6zé hullamhossz-intervallumokban érzékelnek, ezért n a detektalt foton
hullamhosszat jelenti. Fontos kiemelni, hogy a tobbdetektoros TCSPC képalkotds nem hasznal
idokapuzast vagy hulldmhossz-szkennelést. Amig a fotonok jel-feldolgozasi ideje (az
ugynevezett ,,holtidd”) kicsi az atlagos fotonok kozotti id6hoz képest, a TCSPC technika kozel
tokéletes szamlalasi hatékonysagot és maximalis jel-zaj aranyt biztosit egy adott mérési idore.
Magasabb szamlalasi ratanal azonban egyre tobb foton vész el a holtidé miatt. A rogzitett
szamlalasi rata r egy detektor esetében, amelynek detektor szamlalasi ratdja rq a

kovetkezoképpen adhatd meg:
Ta
TR ————
1+ Tq X td

ahol 74 a holtidd. A szamlalasi hatékonysag E a rogzitett €s az észlelt rata aranyaként adhato
meg:
1
E= 1+ 14ty

61



Az élettartam-mérések mindségét gyakran a ,,Figure of Merit” (F) jellemzi [258, 259]. Ez a
mutatd Osszehasonlitja az idedlis eszkdzzel mért jel-zaj aranyt (SNR) a ténylegesen elért

¢lettartam SNR-rel egy adott fotonszam mellett.

Mivel az SNR a rogzitett fotonok négyzetgyokével aranyos, F' a szamlalasi hatékonysag
reciprok négyzetgyokével valtozik:
F = E-1/2

A gyakorlatban a TCSPC rendszerek hatékonysaga akar 0,89, a figure of merit értéke pedig
1,06 lehet 1 MHz detektorszamlalasi rataig, ami feliilmulja a tobbi fluoreszcencia-¢lettartam
képalkoto technikat. Nagyobb fotonszamu vagy stabil fluoroforokat tartalmazé mintak esetén
a szamlalasi ratak tovabb ndvelhetdk, azonban €16 sejtek esetén a photobleaching vagyis a
kiégés korlatozza az optimalis fotonszamot (~100 000 foton/s) [260]. A TCSPC tehat nagy
iddfelbontasu, nagy hatékonysagu és tobbdetektoros fluoreszcencia-képalkotast tesz lehetdve,
idealis eszkdze a molekularis és sejtszintli dinamika vizsgalatanak, beleértve a fluoreszcens
ligandumok, fehérjék ¢és lipid-interakciok tér- €s idobeli elemzését.

A TCSPC mérés soran (/2.abra) a gerjesztd impulzuslézer fénye egy optikai oszton keresztiil
két utra valik szét: az egyik a minta fel¢ halad, a mésik pedig a referencia nyalabként szolgal,
amely a lézerimpulzusok idézitését rogziti az elektronikai rendszerben. Amikor a minta
fluoreszcens molekulai gerjesztédnek, a kibocsatott fotonokat a mikroszkdp objektivje (vagy
spektroszkopidban a gyijtdoptika) Osszegyljti, majd a jel a monokromatorba keriil. A
monokromator kivalasztja a kivant hullamhossz-tartoméanyt, hogy csak a vizsgalt emisszios
fény jusson tovabb. Ezutan a szeparalt fotonokat a fotodetektor (tipikusan egy nagy
érzékenységli elektroncsokszorozé csé, PMT) érzékeli, amely az egyedi fotonokat elektromos
impulzussa alakitja. A detektor jelei az elektronikai feldolgozd egységbe keriilnek, ahol a
beérkezd foton idOpontjat Osszevetik a referencia nyaldb altal meghatirozott gerjesztési
idéponttal. Igy minden egyes fotonhoz hozzarendelheté egy pontos idokiilonbség a
gerjesztéshez képest. Sok ilyen esemény statisztikus 0sszegzésével all el a fluoreszcencia

¢lettartamot leiré gorbe.
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12. Abra: Az idé-korrelalt fotonszamlilas mddszer elve

A gerjeszté impulzuslézer fénye két utra valik szét: az egyik a minta felé halad, a masik pedig a
referencia nyalabként van jelen. A fluoreszcens molekula altal kibocsatott fotonokat a mikroszkop
objektivije 0Osszegyijti, majd a jel a monokromatorba halad tovabb. A monokromatornak
kdszonhetden csak a vizsgalt emisszios fény jut tovabb. Ezutan a fotonokat a fotodetektor elektromos
impulzussa alakitja. A detektor jeleit az elektronikai feldolgozo egység dolgozza fel: a beérkezo foton
idépontjat Osszeveti a referencia nyalab altal meghatarozott gerjesztési idéponttal.

2.4.5 Aramlasi citometria

Az aramlési citometria (flow cytometry) széles korben alkalmazott technika egyedi sejtek
kiilonbozd szempontok szerinti vizsgalatara. A citometria elve azon alapul, hogy a sejtek egy
kapillarison keresztiil haladnak at, ahol egy fénysugér vilagitja meg dket. A sejtszuszpenzio a
laminaris aramlasnak koszonhetden egyetlen sejtoszlopot alkot, amely lehetdvé teszi a sejtek
egyenkénti athaladdsat a vizsgalati ponton. A vizsgalati ponton egy monokromatikus
fénysugar, ami altalaban l1ézer, metszi a sejteket. A kibocsatott fény minden iranyban terjed, és
optikai elemek gytjtik Ossze, amelyek szlirokon és dikroikus tiikrokon keresztiil iranyitjak
tovabb a fényt, elkiilonitve a kiilonb6z6 hullamhosszokat. A fényjelet fotodetektorok érzékelik
¢s digitalizaljak szamitogépes elemzéshez. Ezek a detektorok mérik az emittalt vagy szort
fényt, lehetové téve a sejtek morfologiai €s funkcionalis elemzését. A tobb ezer elérhetd
fluoreszcens festék alkalmazasaval az eszk6z igen rugalmasan haszndlhat6 kvantitativ mérések
végrehajtasara [261]. Fluoreszcens festékek képesek kiilonféle sejtes komponensekhez, példaul
DNS-hez vagy RNS-hez kotddni vagy interkalaloédni. Emellett fluoreszcens festékkel jelolt

ellenanyagok képesek specifikusan fehérjékhez kotddni, akar a sejthartyan, akar a sejten beliil.
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Tobb kiilonbozo fluorokrom hasznalata lehetévé teszi, hogy tobb sejttulajdonsagot egyszerre
mérjlink, amennyiben a festékek vagy gerjesztési, vagy emisszids hullamhosszaik eltéroek.
Gyakran hasznalt festékek példaul a propidium-jodid, a fikocianin és a fluoreszcein, de sok
mas festék is elérhetd [262]. A sejtszeparalds, amit fluoreszcencia-alapu sejtszeparalasnak,
azaz FACS-nak is neveznek, az daramlasi citometria egy fontos kiterjesztése. A ,,sorterek” vagy
sejtszeparatorok, kiilonb6z6 mechanizmusokat alkalmaznak, példaul elektrosztatikus eltérités,
mikrofluidikai szeparalds, magnetikus szeparalds vagy dielektroforézis révén gyorsan és
pontosan képesek szétvdlasztani barmely populdcidt, amit &ramldsi citometriaval
meghataroztak. Ez lehetdvé teszi a sejtek igen Osszetett fenotipusos adatok alapjan torténd

szétvalasztasat.

2.4.6 Fluoreszcens jelolések

2.4.6.1 Penetratinok fluoreszcens jelolése az intracellularis lokalizacio meghatarozasara
A kutatasok soran gyakran hasznalnak tobb, eltérd fluoreszcens festéket a sejtekben lejatszodo
folyamatok pontosabb megértése érdekében. A fluoreszcens festékek eltérd tulajdonsagai
lehetévé teszik, hogy megkiilonboztethetd legyen példaul, hogy egy molekula
endolizoszomakban rekedt-e, vagy ténylegesen kiszabadult a citoszolba. A fluoreszcens
festékek tulajdonsagait tekintve fontos szempont a kérnyezet pH-ja. Az endolizoszomak savas
pH-jan bizonyos fluoroférok (pl. FITC, naftofluoreszcein) elhalvanyulnak vagy mas
spektrumon fluoreszkalnak, mig a citoszol semleges pH-jan erds jelet adnak. Mas fluoroforok
(pl. rodamin, Alexa Fluorok) stabilabbak savas kdzegben is, igy azok az endoszomalis kdzeg
vizsgélatat teszik lehetévé. A kettds jelolés kivaldan alkalmas a kompartment-specifikus

detektalasra.

2.4.6.2 Antitestek jelolése fluoroforokkal
Az ellenanyagok jelolése alapvetd kutatasi eszkoz a biologiai tudomanyokban. A kisérletekben
hasznélhatok jelolt elsddleges (primer) ellenanyagok, jelolt masodlagos (szekunder)
ellenanyagok, vagy ezek kombinacioja. Kiemelten fontos, hogy az ellenanyag jeldlése vagy
keresztkotése jelentdésen csOkkentheti annak antigénkotd aktivitasat. Az ellenanyagok
jelolésére szolgald legtobb stratégia négyféle kotddési mod egyikét hasznalja a fluoreszcens
festék ellenanyaghoz torténd kapcsoldsahoz:
e amino-csoportokon

e szénhidratcsoportokon
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e ciszteinben talalhaté szulthidrilcsoportokon

e valamint tirozinmaradvanyokon.
Az ellenanyagok vagy mas biomolekuldk jeldlésére a kiils6 felszinen elhelyezkedd aminosavak
szolgalnak. A primer aminok gyakori célpontjai a kémiai kotéskialakitdsnak, mivel boségesen
megtalalhatok, széles korben eloszlanak, és konnyen modosithatok, mivel erdsen reaktivak.

Fehérjék esetében az a-aminok (N-termindlis) és a lizin oldallanc e-aminjai a 6
célpontok. A N-hidroxiszukcinimid (NHS) észter az egyik leggyakoribb aktivalo vegyiilet a
reaktiv acilez6 agensek létrehozasara. Az NH»-csoportok jeldlésére szolgalo NHS-észterek
modszere azon alapul, hogy a karboxilat-csoportokat N-hidroxiszukcinimid (NHS) vagy
szulfo-NHS észterré alakitjak karbodiimid (példaul DCC vagy EDC) jelenlétében. A szulfo-
NHS-¢észter eldnyos tulajdonsaga, hogy vizben olddodik, hosszabb ideig stabil, és lassabban
hidrolizal. Az igy képzddott NHS-észter nukleofil csoportokkal, elsdsorban aminokkal reagal,
mikdzben az NHS kilép6 csoport felszabadul, és stabil amid- vagy imidkotést hoz 1étre. Az
NHS-¢észterek azonban képesek mas funkcios csoportokkal, példaul tirozin, szerin és treonin —
OH csoportjaival is reagalni, kiilondsen akkor, ha a polipeptidlancban hisztidin talalhato.
Ilyenkor a hisztidin gyorsan reagal az NHS-észterrel, €s a képz0dd instabil acil-imidazol koztes
termék végiil a kozeli —OH csoporttal észterkotést alakit ki. A tiol- és hidroxilcsoportokkal
1étrejovo kotések azonban instabilak vizes kozegben, illetve aminok jelenlétében amidkdtéssé
alakulhatnak [263].

Az antitestekkel torténd jelolésnek két 6 modszere 1étezik: direkt és indirekt jeldlés. A
kettd kozotti nagy kiilonbség, hogy a direkt jelolés alkalmazhatd in vivo képalkotashoz, mig az
indirekt jelolést foként in vitro kisérletekben hasznaljak, példaul ELISA-ban vagy fluoreszcens
mikroszkopiaban. A fluoreszcens jelet minden esetben a fluorofor biztositja, egy adott
hullamhosszasagu fény altali gerjesztés hatasara. Direkt jeldléskor a fluorofor kdzvetlentil az
antitesthez van kapcsolva, ezzel szemben indirekt jelolés esetén a fluorofor egy masodlagos
ellenanyaghoz van kétve, amely az elsddleges antitestet ismeri fel. A direkt antitest jeldlés
elényei kozé tartozik a gyors és kevés 1épésbdl allo protokoll, a kisebb hibalehetdség, a
jelzémolekula levalasanak csokkent kockazata, a magas jelolési hatékonysag, a kotoképesség
minimalis befolyasolasa, valamint az alkalmazhatdsag kutatdsban, diagnosztikdban ¢és
képvezérelt sebészetben. Az indirekt antitest jelolés soran a jeldld nem a primer, hanem egy
vagy tobb szekunder ellenanyaghoz kapcsolddik. Ezaltal érzékenyebb és sokoldalibb mddszer,
mivel a szekunder ellenanyag erdsitoként miikodik. Tobb kiillonbozoé primer ellenanyaghoz is

hasznalhat6, nincs sziikség a célzott elsddleges ellenanyag jeldlésére. Széles korben elérhetdk
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kereskedelmi forgalomban jel6lt szekunder antitestek, és lehetdéség van multiplex detektalasra
is, kiilonb6zo jelolésti masodlagos ellenanyagokkal. Szamos fluoreszcens festék hasznalhato
antitestek jeldlésére, sot, tobbszinli (multicolor) kisérletek is végezhetdk veliik. Ez lehetové
teszi tobb célmolekula egyidejii vizsgdlatat példaul 4&ramlédsi citometridval vagy
epifluoreszcens mikroszkopiaval. Az ilyen jelolt antitestek alkalmazhatok in vivo, ex vivo €s in
vitro kisérletekben is, mint példaul ELISA, aramlasi citometria vagy fluoreszcens

mikroszkopia [264].
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3. Problémafelvetés

Az irodalmi attekintésben bemutatott elvekbdl kovetkezik, hogy a plazmamembran kémiai,
fizikai ¢és biologiai tulajdonsdgai jelentdsen befolyasoljadk a membranokon keresztiili
transzportfolyamatokat és a transzmembran jelatvitelt. A membran egyrészt egy passziv,
szelektiv permeabilitast barrier. Mivel azonban a lipid kettdsrétég fizokokémiai tulajdonsagai
az ¢lo sejtben valtoznak, ill. ezek kisérletesen valtoztathatok, még a membran passziv barrier
szerepének, ill. ennek valtozasanak is vannak bioldgiai szempontbdl jelentds aspektusai.
Ezenkiviil a membran rendkiviil aktiv korforgasa, az egymast kovetd endo- és exocitotikus
folyamatok nyilvanvaldéan részt vesznek endogén anyagok és potencialis, elsésorban
makromolekuldris gydgyszerek felvételében, de feltételezhetd, hogy a membrankorforgalom
Munkdmban ezek alapjan azt a problémat vizsgaltam, hogy a plazmamembran biofizikai
tulajdonsagai ¢és aktiv korforgdsa hogyan hasznalhatéak sejtpenetrald peptidek felvételének és
az EGF membrankolcsonhatasainak magyarazatara, ill. ezen folyamatok szamunkra kedvezo

befolyasolasara.
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4. Célkitiizés

A membranjelenségek, a membran biofizikai tulajdonsdgainak ¢és korforgasanak

sejtpenetrald peptidek felvételére kifejtett hatdsaval kapcsolatban az aldbbi kérdésekre

kerestem a valaszt:

A dipdluspotencial, mint fontos membran-potencial tényezd, hogyan befolyasolja a
sejtpenetralo peptidek sejtbe torténd bejutasat?

Mi az atorvasztatin hatasa a sejtpenetraciora és az endoszomalis felszabadulasra?

crcr

crer

mértéke, a sejtbe torténd bejutast kovetden?

Milyen hatékonysaggal jut be a mddositott ,,3”-penetratin a sejtekbe? Hasonlosagot
mutat-e a bejutasi hatékonysaganak vizsgalati eredménye az o penetratinnal végzett
vizsgélatok eredményeivel?

Fennall-e a ,,3”-penetratin ,,0nkioltd” tulajdonsaganak lehetosége?

A ,,B”-penetratin sejtbe torténd bejutasa koncentraciofiiggd folyamat-e?

Milyen modszerekkel hatarozhatd meg a penetratin aggregacios képessége? A FRET
mérés alkalmas erre a célra?

Az aggregacios képesség hogyan befolyasolja a sejtpenetrald peptidek bejutasi

hatékonysagat?

Munkdm masodik fazisdban azt vizsgaltam, hogy egy latszolag teljesen passziv és

biologiai jelenségeket nem mutatd folyamatban, egy membran-impermeabilis ligandum, az

EGF, receptorokhoz vald kotddésében, a membranjelenségek hogyan befolyasoljdk az

extracellularis térben kialakul6 ligandumkoncentraciot:

crcr

fliggvényében, fluoreszcencia-korrelacios spektroszkopiaval (FCS)

Extracellularis matrix emésztésének hatdsa a membranforgalomra ¢és a
ligandumkoncentraciora

Hogyan befolyasoljdk az ioncsatorndk a membranforgalmat, ezéltal a tapasztalt
membran kézeli ligandum koncentracid cstucsot?

TAMRA-EGF koncentracios gradiensének vizsgélata: megegyezik-e sejtek, illetve
orias plazma-membran vezikulumok esetén?

Viszkozitas mérése BODIPY-alapt molekularis rotorral
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5. Anyagok és modszerek

5.1 A sejtpenetralo peptidek sejtbe torténo bejutasanak vizsgalata

5.1.1 Sejtvonalak

Kisérleteinket MDA-MB 231 és SKBR-3 sejtvonalakon végeztiik, amelyeket az American
Type Culture Collections cégtél (ATCC, Manassas,VA) vasaroltunk meg. Az MDA-MB-231
egy humén emlérdk sejtvonal, amely a tripla-negativ emldrak (triple-negative breast cancer,
TNBC) modellezésére alkalmas. A TNBC olyan emldrak tipus, amelyben nem fejezddik ki az
Osztrogén receptor, a progeszteron receptor és a HER2 receptor, tehat nem reagal a hormonalis
terapiakra, illetve a HER2-targetalt kezelésekre. Az SKBR-3 sejtvonal egy human emlérak
sejtvonal, amely a HER2-pozitiv emlérak kutatasaban jelentOs szerepet jatszik. Ez a sejtvonal
a HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2) gén tlzott expressziojat mutatja, ami
jellemzé a HER2-pozitiv emldrdkra. Mindkét sejtvonal tenyésztéséhez 10% fetalis borju
tartalmaz6 DMEM médiumot hasznaltunk, specifikdciojuknak megfeleléen. A tenyészeteket
37 °C-on, 5% CO: jelenlétében, ezen kornyezet kialakitdsara képes termosztatban,
Mikroszkdopos mérések esetén a sejteket 8 lyukti kamrédban ndvesztettiik (IBIDI, Martinsried,
Németorszag) 80%-os konfluencia eléréséig. Aramlasi citométerrel végzett kisérletek esetén a
sejteket T-25 és T-75 méretl sejttenyésztd flaskdban novesztettiik, a vizsgalathoz sziikséges
sejtszamtol fliggden. Ebben az esetben a mérést sejt-szuszpenzdban végeztiik, amelyhez
tripszin-EDTA-PBS (0,05% tripszin, 0,02% EDTA) oldatot hasznéltunk a sejtek letapadasanak

megszilintetésére, eltavolitasukra a flaska aljarol.

5.1.2 Sejtpenetralo peptidek

A penetratint (RQIKIWFQNRRMKWKK-amid, MW 224575 g-mol™) kollaboracios
partneriink, Mandity Istvan (Semmelweis Egyetem, Budapest) szintetizalta TentaGel R RAM
gyantan (Rapp Polymere, Tiibingen, Németorszag), amely egy alacsony keresztkotésii
polisztirol-PEG kopolimer (helyettesitési arany: 0,2 mmol-g™). Ezt Merrifield-féle szilard
fazisu modszerrel, standard Fmoc kémiaval hajtottak végre. Minden aminosav-analog az Iris
Biotech-tdl (Marktredwitz, Németorszag) szarmazott. Az utolsd, N-terminalis aminosav
kapcsolasa utan a lanchoz egy 6 szénatomos kapcsolot (Fmoc-6-aminohexansav, Iris Biotech)
adtunk. Ezt a kapcsolot a fluoreszcens festékek penetratinra gyakorolt potencialis hatasanak
csokkentésére hasznaltuk. Az Fmoc védOcsoport eltavolitasa utdn a penetratin felét, amely még

a gyantan volt, 1,5 ekvivalens AlexaFluor532 N-hidroxiszukcinimidil-észterrel (MW 723,77
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g'mol™, Fluoroprobes, Scottsdale, AZ, katalogusszam: 1041) és 1,5 ekvivalens diizopropil-
etil-amin (DIPEA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) jelenlétében dimetil-formamidban (DMF,
Sigma-Aldrich) egy éjszakan at kezeltik. A penetratin masik felét 1,5 ekvivalens 5(6)-
karboxinaftofluoreszcein N-szukcinimidil-észterrel (MW 573,51 g-mol™, Setareh, Eugene,
OR, katalogusszdm: 6964) reagaltattuk DIPEA jelenlétében DMF-ben. A jelolt peptideket
deprotektaltuk és eltavolitottuk a gyantarol, majd sziirést és kicsapast végeztiink. A durva
termékeket preparativ reverz fazisu HPLC-vel (JASCO, Victoria, Kanada) tisztitottuk C18-os
oszlopon, majd fagyasztva szaritottuk. A termékek tisztasdgat (>95%) reverz fazisa HPLC-vel
ellendriztiik analitikai C18 oszloppal. Minden peptid hitelességét Bruker elektrospray
ionizacidés tomegspektrometriaval igazoltuk. Az AlexaFluor532-penetratin  (M+H)+
forméjanak eldre jelzett és mért molekulatomege 2983,59 és 2983,548 volt, mig az NF-
penetratin (M+H)+ valtozatanak eldre jelzett €s mért molekulatomege 2833,33 ¢és 2832,5 volt.
Lehetdségiink nyilt a penetratin egy moédositott valtozataval folytatni a vizsgélatainkat. A
modositott peptidre [B-penetratinként fogok utalni a dolgozatban, szerkezete tervezett

szabadalombenyujtas miatt nem publikalhat6.

5.1.3 Penetratin bejutasi hatékonysagara iranyulo vizsgalatok

Sejtvonalak eldkészitése minden kisérlet esetében ugyantgy zajlott: a kisérletet megel6z6 3.
napon az MDA-MB231 ¢és SKBR-3 sejteket, 500.000-es sejtszammal, T75-06s méretszamu
flaskaba helyeztilk. A legaldbb 80%-0s konfluenciaval rendelkezd sejteket 0.05%-o0s
sejteken 6 ml médiumal (DMEM) éllitottuk le a tripszin altali emésztést, majd a gondosan
Osszegylijtott sejteket 15ml-es centrifugacsdbe helyeztiik. Ezutan centrifuga segitségével, az 5
percen keresztiili 1200 rpm (RCF~160xg) fordulat hatasara a sejtek a centifugacsd aljara
iilepedtek. A sejtszamlalashoz sziikséges elsd higitdst a keletkezd pellettdl fiiggden
alkalmaztuk. Atlagosan 3-5 ml PBS hozzaadasaval értik el a szamolashoz optimalis
sejtkoncentraciot. A sejtszamot Biirker-kamra  segitségével hataroztuk meg. A
megkozelitdleges sejtszam ismeretében tovabbi higitasokat alkalmaztunk, hogy elérjiik az

aramlasi citométerrel illetve a mikroszkdoppal vald mérésekhez sziikséges optimalis sejtszamot.
5.1.4 Dipoluspotencial szintjének megvaltoztatasara iranyulé kisérletek
A kisérlet soran kiilonb6z0 anyagok a membran dipdluspotencialjara gyakorolt hatasat

vizsgaltuk: a floretin (phloretin) csdkkenti a dipdluspotencidlt a membranban. Ellenben a 6-

70



ketocholestanol noveli a membran szterin tartalmat ezaltal a dipoluspotencialt is. Mindezek
mellett a Pluronic-sav segiti a hidrofob molekulak szolubilizaciojat. Az €16, illetve halott sejtek
ardnyanak feltérképezésére DAPI-t (4',6-diamidino-2-fenilindol) alkalmaztunk. A mérést
aramlasi citométer segitségével végeztiik, amelyhez az optimalis sejtszam esetiinkben 300.000-
helyeztiik a kisérlethez sziikséges mintaszdm alapjan. 4 mintat vizsgaltunk: csak Pluronic savat,
Pluronic savat és floretint, Pluronic savat és 6-ketocholestanolt tartalmazo6 kezeléseket kapott
sejtek, illetve kezelés nélkiili sejtek. A sejteket eldszor a dipoluspotencidl-modositd
anyagokkal inkubaltuk 10 percig, majd hozzdadtuk a DAPI-t tartalmaz6 oldatot 5 percre
szobahOmérsékleten. A DAPI esetén 1ug/ml végkoncentracioval dolgoztunk. Tovabba 2
kiilonbozd fluoreszeens festékkel jelolt penetratint hasznaltunk, az AlexaFluor 532-vel és
Naftofluoreszceinnel jeldlt penetratint. Ezek torzsoldatdnak koncentracigja 20 mM, amelyet
PBS hasznalataval kihigitottunk és a mérések soran 5 uM-os koncentraciot alkalmaztunk. Az
inkubaci6 37°C-on ment végbe 20 percig, igy mar a kezeldoldatok homérsékletét is noveltiik
az alkalmazasukat megel6zden. Mosasi 1épést kihagyva hajtottuk végre a mérést BD FACS
Aria III aramlasi citométer segitségével. A naftofluoreszcein festék excitaciés hulldmhossza
599 nm, emissziés hulldmhossza 674 nm, ezért az azzal jelolt penetratint a 633 nm
hullamhosszasagu 1ézerrel gerjesztettiik, detektalhato tartomanya 650—700 nm. Az AlexaFluor
532 fluoreszcens festék excitacios hullamhossza 534 nm, emisszids hullamhossza 553 nm,
ezért az azzal jelolt penetratint a 514 nm hulldmhosszisagu 1ézerrel gerjesztettiik, detektalhatod
tartomanya 540-570 nm. A DAPI excitacios hullamhossza 359 nm, emisszids hullimhossza
457 nm, ezért az azzal jelolt penetratint a 405 nm hullamhosszasagu 1ézerrel gerjesztettiik,

detektalhat6 tartoméanya 450—470 nm.

5.1.5 Az atorvasztatin hatasa a dipoluspotencialra

Az atorvasztatin csokkenti a membran koleszterol tartalmat, ezaltal csokkenti azok
dipoluspotencialjat is. A MDA-MB231 ¢s SKBR-3 sejtek flaskdba helyezése utan 24 éraval, a
nagy szamban letapado sejteket statin kezelés ala vetettiik. 4 koncentracioban alkalmaztuk az
atorvasztatint: 1 nM, 10 nM, 100 nM, 10 uM, 48-72 6ras inkubacids idovel. A kezeléseket
kovetden a megszokott mddon elvalasztottuk a sejteket a flaska aljarol, megszamoltuk Oket,
majd a megfeleld higitasokkal elértiik az optimalis sejtkoncentraciot az aramlasi citométerrel

valo méréshez, amely esetiinkben 300.000-500.000 sejt/minta volt. A megfeleld

crer
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alapjan, 200 pl/cs6 térfogatban. Az atorvasztatinnal kezelt sejtekhez a mar korabban emlitett
koncentracioban beoldott DAPI oldatot adtunk. A DAPI-t kétszeres koncentracidoval oldottuk
be, hogy a sejtekhez adést kdvetden megfeleld legyen a végkoncentracio. A vizsgalathoz
szintén az AlexaFluor 532-vel és a naftofluoreszceinnel jeldlt penetratint hasznaltuk, 5 pM-os
koncentracioban. Az inkubacié 37°C-on 20 percet vett igénybe. Mosasi 1épést melldzve
hajtottuk végre a mérést, az el6z0 kisérletekben leirtaknak megfeleléen, azonos gerjesztési €s

detektalasi koriilményekkel.

5.1.6 Sejtek endocitozis gatlasa

Az endocitozis gatlas kivitelezéséhez dyngo4a dinamin inhibitort alkalmaztunk, amely gatolja
a dinamin fiiggd endocitozist, melynek hatasara a fluoreszcensen jelolt sejtpenetrald peptidek
csak endocitdzis fliggetlen, direkt membranpenetracioval tudnak a sejtekbe bejutni. Ezen
kisérlet eredményeként meg tudtuk hatdrozni milyen ardnyban jutnak be a sejtpenetralo
peptidek a sejtekbe endocitdzissal. Az eddigi aramlasi citorméterrel valdo mérésekhez hasznalt
sejtmennyisségen nem valtoztattunk. Els6 1épésben az endocitozis gatlasara szolgald dinamin
sejteken. A dyngo4a nevill anyagot 4 kiilonb6zd koncentracidoban vizsgaltuk: 5 uM, 10 uM,
20 uM ¢és 40 uM. A dyngo4a torzsoldata 20 mM-os koncentracidju, igy higitdsok sziikségesek
az emlitett koncentraciok eléréséhez. A dinamin inhibitor miikdését a transzferrin AFDye 647
anyaggal kovettiik nyomon, amelyet minden esetben 50 pg/ml higitasban alkalmaztunk. A
kontroll csévek kivételével minden minta esetén 15 perces inkubacids idot alkalmaztunk 100 pl
dyngo4a oldat/minta mennyiségben, iddben eltolva, igy fenntartva a folyamatos mérést. Az
inkubacios 1d6 elteltével mintdhoz egyesével hozzdadtuk a 200 ul transzferrin AFDye647
oldatot, majd azonnal megkezdtiikk a mérést a FACS Aria aramlési citométer segitségével. 5
mérési pontot alkalmaztunk, 0. (kezdd) perc, 5 perc elteltével, 10 perc elteltével, 15 perc
dyngo4a oldat bizonyult a leghatékonyabbnak, igy ezzel a koncentracidval folytattuk tovabbi
vizsgalatainkat. Ezt kovetden a fluoreszcensen jeldlt sejtpenetrald peptidek dinamin fliggd
endocitozis gatlasat vizsgaltuk, a mar el6zéekben leghatékonyabbnak bizonyult
koncentracioval. Az AlexaFluor532-vel ¢és a naftofluoreszceinnel jelolt penetratin
inkubaciods id6t és a 100 ul dyngo4a oldatmennyiséget az adott mintak esetén. Idében eltolva

adtuk a sejtekhez a kezelGanyagot, igy fenntartva a folyamatos mérést. A SPP-t és DAPI-t

72



tartalmazo oldatot kdzvetlentil a mérés elott adtuk a 100 pl sejtszuszpenzidhoz, 900 pl/minta
mennyiségben. Ezt kdvetden a FACS Aria aramlési citométer segitségével kezdetben 5 mérési
pontot detektaltunk, a késdbbiekben ezt a mérési metddust folyamatos mérésre cseréltiik,
amikor a citométer a fluoreszcencia és fényszorasi paraméterek mellett a mérési idot is
elraktarozta, igy a kiértékelés soran folyamatos idofiiggd felvételt tudtunk vizsgalni. A mérést
az el6z60 kisérletekben leirtaknak megfeleléen, azonos gerjesztési ¢s detektalasi

koriilményekkel hajtottuk végre.

5.1.7 Fluoreszcensen jelolt sejtpenetralo peptidek lizoszomalis degradaciojanak
vizsgalata a sejtbe torténo bejutast kovetéen

kivéancsiak, hogy a fluoreszcensen jelzett penetratinnal torténd inkubacio sordn a fluoreszcencia
citoplazmaban torténé megjelenése az intakt, fluoreszcensen jelzett sejtpenetrald peptid
kiszabadulasat jelenti az endolizoszomalis rendszerbdl, vagy esetleg a lizoszomakban a
sejtpenetrald peptid lebomlik, és a szabadda valoé fluoroforok jutnak csak &t az
endolizoszomalis rendszer membranjan. A kisérletben a E-64d nevii cisztein protedz inhibitort
alkalmaztuk. A mar ismertetett modon eldkészitettiik a sejteket az dramlési citométeres
floretines kezelést is alkalmaztunk a sejteken melynek inkubécios ideje 10 perc volt,
szobahdmérsékleten, 100-szoros higitasban. 6 mintat vizsgaltunk:

e kezeletlen sejtek,

e kezeletlen sejtek, amelyekhez hozzdadtuk a proteaz inhibitort,

o floretinnel kezelt sejteket tartalmazo minta,

o floretinnel kezelt sejteket és proteaz inhibitort tartalmazéd minta

e atorvasztatinnal kezelt sejteket tartalmazd minta

o illetve atorvasztatinnal kezelt sejteket és proteaz inhibitort tartalmazo6 minta.
A megfeleld kezeléseket kovetden az adott mintdkhoz hozzdadtuk a proteaz inhibitort 10 mM-
os koncentracioban. 5 perces inkubécios id6 elteltével hozzaadtuk a fluoreszcensen jeldlt
sejtpenetralo peptideket és DAPI-t tartalmazo oldatot a sejtekhez, majd azonnal elinditottuk a
mérést az dramlasi citométeren. A mérést az eldzd kisérletekben leirtaknak megfelelden,

azonos gerjesztési és detektalasi koriilményekkel hajtottuk végre.

73



5.1.8 Modositott B-penetratin sejtbe torténé bejutasanak feltérképezése

A sejtek elokészitése az eddig alkalmazott modszernek megfelelden zajlott.

5.1.8.1 Sejtpenetralo peptidek felvételének vizsgalata Zeiss LSM880 konfokalis 1ézer-
pasztazo mikroszkoppal
A sejtszamlalast kovetden a sejteket 40.000 sejt/well koncentracioban 8-lyuka IBIDI kamréaba
(IBIDI, Martinsried, Németorszag) helyeztiik, majd 24 ora elteltével végeztiik a kisérletet,
mivel a sejteknek iddre van sziiksége a letapadashoz. A kisérlethez két kiilonb6z6 fluoreszcens
festékkel jelolt penetratint hasznaltunk, az AlexaFluor 532-vel és naftofluoreszceinnel jelolt
penetratint. Ezek torzsoldatanak koncentracigja 20 mM, amelybdl PBS hasznélataval a
mérések soran 5 uM-os koncentraciot alkalmaztunk. Az inkubacié 37°C-on ment végbe igy
mar a kezeldoldatok hdmérsékletét is noveltiik az alkalmazasukat megel6z6en. A penetratin-
oldattal val6 inkubacio 20 percet, mig a DAPI-val valo kezelés 5 percet vett igénybe, azutan
PBS segitségével kimostuk a felesleges oldatot a kamrak welljeibdl, majd a Zeiss LSM880
konfokalis lézer-pasztdzd mikroszkop segitségével készitettiink képeket a fluoreszcens jelet
mutatd sejtekrél. A naftofluoreszcein festék excitdciés hullamhossza 599 nm, emisszids
hullimhossza 674 nm, ezért az azzal jeldlt penetratint a 633 nm hullamhosszusagt 1¢ézerrel
gerjesztettiik, detektalasi tartomanya 650—700 nm volt. Az AlexaFluor532 fluoreszcens festék
excitacios hullamhossza 534 nm, emisszios hullamhossza 553 nm, ezért az azzal jelolt
penetratint a 514 nm hullamhosszisagh 1ézerrel gerjesztettiik, detektalasi tartoméanya 540570
nm volt. A DAPI excitacids hullamhossza 359 nm, emisszids hullamhossza 457 nm, ezért az
azzal jelolt mintainkat a 405 nm hullamhosszisagu 1¢ézerrel gerjesztettiik, a DAPI emissziojat
450470 nm kozott detektaltuk. A fluoreszcens képeket 40X (NA=1,2), vizimmerzios objektiv
segitségével készitettiik. A felvételek rogzitése tobb latomezordl, azonos intenzitdssal tortént.
A mérések soran 8,24 s pixelidét (dwell time), és 1 Airy egységnyi pinhole méretet

alkalmaztunk.

5.1.8.2 Penetratin felvételének vizsgalata FACS Aria aramlasi citométerrel

A sejtszam meghatarozasa utdn tovabbi higitdsokat alkalmaztunk, hogy elérjiik az aramlasi
citométerrel valdé méréshez optimalis sejtszamot, amely esetiinkben 300.000-500.000 sejt/
kisérlethez sziikséges mintaszdm alapjan. Ebben az esetben, hasonldéan a mikroszkopos

mérésekhez, két penetratin oldatot hasznaltunk. 37°C-on torténd 5 és 20 perc inkubécios 1d6
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elteltével a csovekben 1évo sejteket lecentrifugaltuk 1200 rpm fordulatszammal 5 percen
keresztiil, majd 200 pl PBS hozzaadasaval értiik el a méréshez sziikséges térfogatot. Az

alkalmazott 1ézerek ugyanazok voltak, mint a mikroszkopos mérés esetében.

5.1.8.3 A ,,B”-penetratin ,,0nkiolt6” tulajdonsaganak vizsgalata

A naftofluoreszceinnel jel6lt penetratinrol kapott eredmények, mind az aramlési citorméterrel,
mind a mikroszkoppal végzett vizsgalatok esetén jelentdsen eltérnek az AlexaFluor532-vel
jelolt penetratinhoz képest. Ezen eltérések lehetséges magyarazataul szolgal a ,,self-quenching”
jelensége. Ennek aldtdmasztasara két kiilonb6zo kozegben végeztiik a méréseinket: PBS-ben,
mint hidrofil, trifluoretanolban (TFE), mint hidrofob kézeg. Mindkét fluoreszcens festékbol 3-
3 mintat alkalmaztuk: szabad naftofluoreszcein festékbdl, naftofluoreszcein-konjugalt
penetratinbol és naftofluoreszceinnel konjugélt B-penetratinbol illetve szabad AlexaFluor532
festékbol, AlexaFluor532 -konjugalt penetratinbol ¢és AlexaFluor532 -konjugalt (-
emlitett mintakbol: 20 uM, 40 uM, 60 uM, 80 uM, 100 uM. A megfeleld oldatok elkészitését
kovetden, 200 pnl térfogattal végeztik el a méréseket a Yobin Yvon Fluorolog
spektrofluoriméter segitségével. A naftofluoreszcein festék gerjesztési maximuma 599 nm,
emissziés maximuma 674 nm, ezért az azzal jelolt penetratint 594 nm-en gerjesztettiik,
emissziojat pedig 650 és 700 nm kozott detektaltuk. Az AlexaFluor 532 fluoreszcens festék
excitacios maximuma 534 nm, emisszidés maximuma 553 nm, ezért az azzal jeldlt penetratint

535 nm-en gerjesztettiik, emissziojat pedig 550 és 650 nm kozott detektaltuk.

5.1.8.4 A penetratin cellularis felvétele koncentraciofiiggésének vizsgalata

A kisérlet soran azt a legkisebb koncentraciot szerettilk volna meghatarozni, amellyel a
fluoreszcensen jeldlt penetratin képes bejutni a sejtekbe. A sejteket az aramlasi citométerrel
valé mérésnek megfelelden készitettiik el6. A mintdk 300.000 sejtet tartalmaztak 200 pl PBS-
ben. Hat kiilonb6z6 koncentracidban vizsgaltuk a penetratin felvételét: 0.1 uM, 0.5 uM, 1 uM,
3 uM, 5 uM ¢és 10 pM. Az o penetratin és a B-penetratin AlexaFluor532-vel ¢és
naftofluoreszceinnel jelolt formdjat hasznaltuk. Inkubacids id6 nélkiil, a sejtekhez adast
kovetden inditottuk a mérést a FACS Aria aramlasi citométerrel, és idokorrelalt moédon

rogzitettiik a fluoreszcencia intenzitasokat az 5.1.1.4.2. részben leirtaknak megfelelden.
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5.1.8.5 A penetratin aggregacios képességének meghatarozasa FRET méréssel

A FRET mérésekhez két fluoroforra van sziikség, amely esetiinkben az AlexaFluor532-vel
jelolt és a Cy5-tel jelolt penetratin volt. Sem a Cy5, sem az AlexaFluor532 festék nem pH
szenzitiv, és az excitacids és emisszids hullamhosszaik optimalis donor-akceptor parra teszik
Oket. A méréseket Zeiss LSM880 konfokalis lézer-pasztazé mikroszkoppal végeztik. Az
AlexaFluor532-vel jelolt penetratin képezte a donor molekulat, amelyet 543 nm-es
hullamhosszasagh 1ézerrel gerjesztettiink, az emisszié detektalasa pedig 547-629 nm kozott
tortént. A CyS5-tel jelolt penetratin mint akceptor volt jelen, amelyet 633 nm-es
hullamhosszasagu 1ézerrel gerjesztettiink, az emissziod detektalasa pedig 637-759 nm kozott
valosult meg. A FRET csatornaban a donor molekulat, tehat az AlexaFluor532-vel jelolt
penetratint gerjesztettiik 543 nm-es hullamhosszisagu 1ézernyaldbbal, az emissziot pedig 637-
759 nm kozott mértik. A FRET hatasfokdnak meghatarozasat MDA-MB231 sejteken
végeztiik. A fluoreszcens képeket 40X (NA=1,2) vizimmerzios objektivvel készitettiik. A
felvételek rogzitése egy adott latdmezordl, ndvekvd intenzitas (1-5-10-15%) mellett zajlott. A
mérések soran alkalmazott pixelidé (dwell time) 8,24 ps volt, a pinhole méret pedig 1 Airy
egység. A donor, akceptor és FRET csatornakban mért intenzitasok alapjan a FRET hatasfokot
az tTFRET program segitségével szamitottuk ki. Az rFRET program egy grafikus felhasznaloi
feliilettel vezérelt Matlab-alkalmazas a ratiometrikus, intenzitasalapi mikroszkopos FRET-
mérések értékelésére. Ez a modszer kdzvetleniil gerjesztett donor és akceptor fluoreszcencia-
intenzitdsokat a szenzitizalt akceptor-emisszioval egyiitt rogziti [265]. Felhasznalt

paraméterek:

e §;—adonor emisszidjanak atvilagitdsa a FRET csatornaba

e §>—az akceptor emissziojanak atvilagitasa a FRET csatornaba

e S3—adonor emisszidjanak atvilagitasa az akceptor csatorndba

e S;—az akceptor emissziojanak atvilagitdsa a donor csatornaba

e o — a gerjesztett akceptor intenzitdsanak aranya, amelyet a FRET csatornaban mérnek
a gerjesztett donor intenzitdsdhoz képest a donor csatornaban

e ¢Pp — a donor moldris abszorpciods egyiitthatdja a donor gerjesztési hullamhosszan

e &"p —az akceptor molaris abszorpcids egyiitthatdja a donor gerjesztési hulldimhosszan

e P4 —a donor molaris abszorpcids egyiitthatoja az akceptor gerjesztési hullamhosszan

e ¢Mha — az akceptor molaris abszorpcids egyiitthatdja az akceptor gerjesztési

hullamhosszan
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e /;—intenzitas a donor csatornaban

e [, —intenzitds a FRET csatorndban

e [3—intenzitds az akceptor csatornaban

e /p—anem kioltott donor intenzitasa (a donor intenzitasa az akceptor hianyaban, azaz
amikor E=0)

e [,—akozvetlenill gerjesztett akceptor intenzitasa

e FE—aFRET hatékonysag

Intenzitas-alapu, ratiometrikus FRET-mérés sordn egy donor—akceptor kettdsen jel6lt minta

fluoreszcenciaintenzitasat harom csatorndban rogzitik:

1. Donor csatorna (I;): a donor abszorpcids €s emisszids hullamhosszan gerjesztve €s
detektalva.

2. FRET csatorna (I2): a donor abszorpcios hullamhosszan gerjesztve, de az akceptor

crcr

crer

A mért intenzitasok 7,12, 13 a kovetkezo egyenletekkel irhatok le (hattérkorrekciot feltételezve):

S
L= I,(1—E)+I,S, + IDEaS—4
2

12 = ID(]‘ - E)Sl + IASZ + IDECZ

1 €248
I3= ID(l—E)S3+IA+IDE0(— D A
S1€1p€ia

Az atvilagitasi intenzitasok (overspill) értékei a meghatarozhatéak a donor és akceptor
intenzitas értékekbdl. S; és S; a donor atvilagitasi faktorai a donor csatornabol a FRET ¢és az

akceptor csatornaba, amelyet csak a donorral jeldlt mintabol szamolhatunk ki:

I3 13

S:—; = —
1 11D 3 I?

Az S> és Ssértékek a kizardlag akceptorral jelolt mintabol hatarozhatdéak meg és megmutatjak

az akceptor atvilagitasat a FRET, illetve a donor csatornéba:
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I3 If

.S = =
4 Iéq

Sy = =
2 I§4

a a gerjesztett akceptor molekula intenzitdsat viszonyitja a FRET csatorndban a donor

intenzitasahoz, a donor csatornaban:

o= QaNaz
QpMp,1

ahol Q4 és Op az akceptor €s a donor fluoreszcencia kvantumhatékonysaga, na 2 és np,1 pedig
az akceptor foton detektdlasi hatékonysdga a FRET csatornaban, illetve a donor foton

detektalasi hatékonysaga a donor csatornaban.

5.2 Plazmamembran altal indukalt helyi ligandum-koncentracios gradiensek
kialakuldsanak vizsgalata

5.2.1 Sejtvonalak

Az F1-4 egy CHO sejtvonal (American Type Culture Collection, Manassas, VA), amelyet
stabil transzfekcidval modositottak, hogy expresszalja az EGF receptorat, amely enhanced
green fluorescent protein (EGFP) jelzomolekuléval rendelkezik a C-terminalis végén [266]. Az
F1-4 sejteket 37°C-on, 5% CO: jelenlétében, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
tapfolyadékban ndvesztettiik, amely 10% fetalis borjuszérumot és 50 pg/ml gentamicint is
tartalmaz. A kisérleteink soran hasznalt sejtek passzdzs-szama soha nem haladta meg a 15-6t.
Az F1-4 sejtek EGFR expressziojanak szintje koriilbeliil ~6-10°receptor/sejt volt, amelyet
aramlasi citometriaval és Qifikittel (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) hatdroztunk meg.
A mikroszkopos kisérletekhez a sejteket p-slide 8-well méretii fedélemez alju kamraban
(IBIDI, Martinsried, Németorszag) novesztettiik, ¢és sziikség esetén, transzfekaltuk ErbB2-
ECFP-vel (ErbB2-cyan fluorescent protein konstrukcié egy pECFP-N1 plazmidban, Donna J.
Arndt-Jovin, Max Planck Institute for Multidisciplinary Sciences, Gottingen, Németorszag,
jovoltabol). Az ErbB2-ECFP-vel tranziensen transzfektalt F1-4 sejteket F1-4 ErbB2-nek
neveztiik el. A transzfekcidt Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)

hasznalataval végeztiik a gyartd eldirasait kovetve.
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5.2.2 Fluoreszcencia korrelacios spektroszkopia

Az FCS-méréseket egy Plan Apo 60x vizimmerzids objektivvel (NA=1,27) felszerelt Nikon
A1 Eclipse Ti2 konfokalis 1ézerpasztazé mikroszkoépon (Nikon, Tokio, Japan) végeztiik, amely
egy PicoQuant-TCSPC-FCS upgrade kittel lett bovitve (PicoQuant, Berlin, Németorszag). A
TAMRA-t 561 nm-es lézerrel gerjesztettiik, és emissziojat 594 nm-es feliilateresztd sziiron
keresztiil egy egyfoton-szamlalo detektorral (PicoQuant, Berlin, Németorszag) detektaltuk. A
fluoreszcencia intenzitasat 10 alkalommal, 8 s-0s sorozatban rogzitettiik 1-100 pm tavolsagban
a sejtek plazmamembranja felett, és a SymPhoTime64 szoftverrel (PicoQuant, Berlin,
Németorszag) autokorrelacids gorbéket szamoltunk 200 idépontban, 300 ns-tdl 1 s-ig terjedo,
kvazi logaritmikus idOskalaval. A 10 autokorrelacios gorbe atlagolasa utan a kisérleti adatokra

a2.4.3. fejezet 2. egyenletét illesztettiik.

5.2.3 A sejtmembran korforgasanak gatlasa

Ezen kisérletek soran szerettiik volna a sejtmembran transzport funkcioit, azaz az endocitdzis
€s az exocitozis gyors valtakozasat gatolni anélkiil, hogy veszélyeztetnénk a sejtek
¢letképességét. Ezt egy haromkomponensti koktéllal értiik el, amely latrunculin B-t, para-
amino blebbistatint és mirisztoilalt dinamin inhibitor peptidet (DIP) tartalmazott, amelyek az
aktin polimerizaciot, a miozin és a dinaminnal kapcsolatos aktivitast gatoltak. A latrunkulin B
(L5288, Sigma-Aldrich, Burlington, MA), amely az aktin polimerizaciot gatolja, a para-amino-
blebbistatin (katalogus szam: 22699, Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI), amely egy
myosin inhibitor, és a mirisztoildlt dinamin inhibitor peptid (DIP, katalégus szam: 1775,
Tocris-BioTechne, Minneapolis, MN) 5 uM, 50 uM ¢és 50 uM koncentracidoban keriiltek
felhasznalasra a membranforgalom gatlasara. A sejteket ezekkel az anyagokkal 60 percig
inkubaltuk 37°C-on, és az egész kisérlet alatt az emlitett koncentracioban voltak jelen. A
sejteket tetrametilrodamin-konjugalt EGF (TAMRA-EGF, E3481, Thermo Fisher Scientific)
segitségével fluoreszcensen jeldltiik annak érdekében, hogy a megmérjiik a ndvekedési faktor
valositottuk meg. A mikroszkoppal készitett képek esetén az ErbB1-GFP transzfektalt sejtek
fluoreszcens jelét 488 nm-es hullamhosszusagu 1ézernyalabban gerjesztettiink, az emisszidjat
pedig 510 nm hulldmhosszon detektaltuk. A TAMRA-EGF-el jel6lt mintdinkat 561 nm-es
hulldmhossztsagu 1ézerrel gerjesztettiink, az emittalt fény detektadldsa pedig 595 nm
hullamhosszon valésult meg. Az FCS mérést csak a TAMRA-EGF-nek megfeleld
beallitasokkal végeztiik.
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5.2.4 Extracellularis matrix emésztése

Az extracellularis matrix emésztéséhez a sejteket 20 ug/mL Clostridium histolyticum eredetii
kollagenazzal (C8176, Sigma-Aldrich) és 20 U/mL Streptomyces hyalurolyticusb6l szarmazé
hialuronidazzal (H1136, Sigma-Aldrich) kezeltiik 90 percig 37°C-on. Majd az EGFR-t és
ErbB2-t is kifejezd F1-4 ErbB2 sejteket 10 nM TAMRA-EGF-fel inkubaltuk. A TAMRA-
EGF diffuzids egyiitthatdjat és konfokalis térfogategységenkénti szamat (N) FCS segitségével
mértiik. A mérés a membrantdl kezdédéen 100 pm-ig terjedt. 20 pm-en keresztiil minden
mikrométeren, majd 100 um-ig 10 pm-enként késziilt felvétel a plazmamembran felett. A

méréshez a korabbiakban hasznalt beallitasokat eszkozoltik.

5.2.5 Ioncsatornak blokkolasa

A sejtmembran a folyamatos endocitézis €s exocitozis révén az endocitdzissal 1étrejott
vezikuldkat potencidlisan vissza is juttatja sejtmembranba, igy fenntartva a membran konstans
feliiletét. Az endoszomak vagy makropinocitozist végzd vezikuldk zsugoroddsa és a
koncentralt endoszomak folyamatos exocitozisa okozhatja a membrankozeli EGF
koncentracioscsucs kialakulasat [267-269]. A vezikulumok éréséért és az endoszomak
zsugorodasaért a kétporusu ioncsatorndkat tartjadk felelésnek [270, 271]. A kétporusu
ioncsatorna 2 (TPC2) aktivitdsdnak gatlasara [272] a sejteket naringeninnel (N5893, Sigma-
Aldrich) kezeltiik 1 mM koncentracidoban 30 percig 37°C-on, és az inhibitor az FCS mérés

teljes idétartama alatt jelen volt. Az FCS mérés az eddigiekben leirtak alapjan zajlott.

52.6 A TAMRA-EGF Kkoncentracios gradiensének vizsgalata a GPMV-k
kornyezetében
A hatalmas plazmamembran vezikulumok (giant plasma membrane vesicles, GPMV) kivalo
modellek a plazmamembran tanulméanyozisara, mivel 0Osszetételik nagy mértékben
megegyezik a plazmamembranéval, de nem esnek 4t membranforgalmon. A GPMV-ket
ozmotikus vezikuldcioval allitottuk elé [273, 274]. A sejteket kétszer atmostuk hipotonias
mosopufferrel (desztillalt vizzel 30%-ra higitott PBS), majd 12 6ras inkubéciot alkalmaztunk
37°C-on, hipertdnias vezikulacios pufterrel (200 mM NacCl, 0,75 mM CaCl,, 5 mM KCl, 0,5
mM MgClz, 100 mM bicin, pH 8,5). A plazmamembranbdl szdrmaz6 vezikulak felszabadulasat
a flaska enyhe kopogtatasaval segitettiik eld. A GPMV-ket tartalmazo feliiluszot
Osszegyujtottiik, és 150 pl-t adtunk egy 8 lyuku kamra egy-egy lyukaba, amelyet poli-L-
lizinnel (0,1 % (w/v) (P1399, Sigma-Aldrich), 3 ora) eldkezeltink, hogy eldsegitsiik a
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vezikulak {vegfeliilethez valo rogziilését. A vezikulumokat 10 nM TAMRA-EGF-vel
inkubaltuk, és a konfokalis térfogatban 1év0 részecskeszamot (N) valamint a diffazids

egylitthatot FCS segitségével hataroztuk meg, az eddigiekben leirtakat alkalmazva.

5.2.7 A viszkozitas mérése BODIPY-alapu molekularis rotorral

A molekuléris rotorok olyan fluoreszcens riporterek, amelyekben a kémiai kotések forgasi
szabadsaga nagy viszkozitasu kornyezetben korlatozott, ami a fluoreszcencia élettartaméanak
novekedését eredményezi. Tehdt a molaris rotormolekuldk fluoreszcens <¢lettartama a
viszkézus kornyezetekben megnd. [275, 276]. 8-Phenyl-BODIPY 505/515-t adtunk az
F1-4 ErbB2 sejtekhez, és a festék fluoreszcencia-élettartamat mértiik TCSPC (id6é-korrelalt
egyedi fotonszamlalas) modszerrel a sejtek feletti extracellularis kozegben. Ehhez egy Nikon
A1 Eclipse Ti2 konfokalis 1ézerpasztazé mikroszkopot (Nikon, Tokio) hasznaltunk, amely egy
Plan-Apochromat 60x vizimmerzids objektivvel (NA=1,27) és egy TCSPC eszkdzzel
(PicoQuant, Berlin, Németorszag) volt felszerelve. Az impulzusgerjesztést egy kozel 1,5
pikoszekundumos impulzusokat kibocsatéd 1€zerrel valositottuk meg 485 nm-en, 10-40 MHz-
es ismétlési frekvencidval. A fluoreszcencia emissziot egy PMA hybrid 40 fotonszamlalo
fotomultiplierrel (PicoQuant) mértiik, amely az emisszidt 535 nm-en rogzitette. Az idofiiggd
fluoreszcencia-lecsengési  gorbékre kettds exponencidlis egyenletet illesztettiink a
SymPhoTime programban (PicoQuant), amely megadja a két komponens ¢élettartamat (71, )
¢s amplitadojat (4;, A2), amelybdl az intenzitassal sulyozott élettartamot (zesr) szamoltuk ki a

kovetkezd egyenlet szerint:
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TN AT

A méréseket kollagendzzal és hialuronidazzal kezelt sejteken is elvégeztiik.

5.3 Alkalmazott statisztikai analizisek

Tobbszoros Osszehasonlitasokat végeztiink ANOVA-val. Ha egy kisérletben sok hipotézist
tesztellink,  példdul  sok  mintacsoport  kozott  végziink  statisztikai  probat,
akkor a téves pozitiv eredmény (els6faju hiba avagy fals felfedezés, ,,false discovery”)
valoszinlisége felhalmozodik. Ennek kikiiszobolésére, ha a csoportok kozotti kiilonbségek
szignifikansnak bizonyultak (p < 0,05) és nem volt szignifikdns variancia-heterogenitas,
utdlagos Osszehasonlitdsokat végeztiink Tukey HSD-tesztjével vagy a Holm-Sidak-teszttel. A

Tukey teszt konzervativ, tehat kicsi az esélye a hamis pozitiv eredménynek, ezzel szemben a
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Holm-Sidak teszt kevésbé konzervativ, ezaltal minimalisan nagyobb esélye van a téves pozitiv
eredmények el6forduldsanak, de tobb valddi szignifikéns eltérést tar fel. Mindkét eljaras
biztositja, hogy a,,csaladon beliili hibarata” (familywise error rate) nem névekszik a tobbszoros
Osszehasonlitdsok szdméanak novekedésével. A statisztikai szamitdsokat GraphPad Prism

segitségével végeztiik.
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6. Eredmények

6.1 A sejtpenetralo peptidekkel valé vizsgalatok eredményei

6.1.1 A szintetizalt penetratin tomegspektroszkopias és HPLC-s analizise

Az 5.1.1.2. bekezdésben leirtaknak megfeleléen a jeldletlen és a fluoreszcensen jelolt
penetratin szintézise Merrifield-féle szilard fazisu modszerrel, standard Fmoc kémiaval zajlott.
A termékek tisztasagat (>95%) tomegspektrometridval és reverz fazisi HPLC-vel ellendriztiik
analitikai C18 oszloppal. Az elektrospray ionizacios tomegspektrometriat Bruker micrOTOF
késziilékkel végeztiik, a mintat 0,01 mg/mL koncentracidban metanolban oldva. A forditott
fazisu kromatografidt 1 mL/perc aramléasi sebességgel végeztiikk, 20 pL befecskendezett
térfogattal egy analitikai oszlopon (C18, 250x4,6 mm, részecskeméret: 5 um, porusméret: 100
A, Phenomenex Luna, 00G-4252-E0). Eltciés koriilmények: linearis AB gradiens, ahol A
0,1% TFA/viz, B pedig 80% acetonitril/0,1% TFA/20% viz. A B frakci6 aranyat 5%-r6l 80%-
ra noveltiik 25 perc alatt. Az elualt komponenseket mennyiségét UV-abszorpcioval (220 nm)

hataroztuk meg. (/3. abra).
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13. abra: Fluoreszcensen jelolt penetratin szirmazékok tomegspektrometrias és HPLC-
analizise

AlexaFluor532-vel vagy naphthofluoresceinnel (NF) jelolt penetratint tomegspektrometriaval (A,B)
¢s HPLC-vel (C,D) elemeztiik. Az A abran lathato két f6 csucs az NF-penetratin négyszeres és
OtszOros ionizalt kationjanak felel meg, mig a B abran lathaté harom f6 cstcs az AlexaFluor532-
penetratin +4, +5 és +6 t6ltési kationjainak felel meg.
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6.1.2 Penetratin bejutasi hatékonysagat befolyasolé tényezd, a dipoluspotencial
vizsgalata floretin és 6-ketokolesztanol alkalmazasaval
Korabbi megallapitasokra alapozva, miszerint a floretin, a 6-ketokolesztanol €s az atorvasztatin
kezelések az elvarasoknak megfelelden modositjdk a dipoluspotencidlt (/. kiegészito abra),
arra torekedtiink, hogy leirjuk a megvaltozott dipoluspotencidlnak a penetratin felvételére
gyakorolt hatdsat. A csokkent dipoluspotencidl szignifikansan fokozta mind a penetratin teljes
SKBR-3, mind az MDA-MB-231 sejtekben (/4. abra). Mivel mindkét folyamat fokozodott a
floretinnel elért alacsonyabb dipdluspotencial mellett, az NF és az AlexaFluor532 intenzitdsok
aranya, amely a savas kompartmentekbdl vald részleges felszabadulést jellemzi, valtozatlan
maradt. Ami a penetratin felvételének legfontosabb mutatdjat, a citoszolban mért
novekedést eredményezett ebben a paraméterben. Ezzel szemben a 6-ketokolesztanol, amely
szignifikansan novelte a dipdluspotencialt, statisztikailag nem szignifikans hatast gyakorolt
mind a penetratin teljes sejtfelvételére, mind az endo-lizoszoémalis felszabadulasara (/4. dbra).
A kontrollmintdkban, illetve a megvaltoztatott dipdluspotencial mellett kezelt mintdkban a
penetratin felvételi kinetikaja és a felvételt jellemz6 paraméterek, azaz a kezdeti csokkenés az
NF-penetratin/AlexaFluor532-penetratin intenzitas ardnyaban, valamint az NF-penetratin
fluoreszcencia elnyujtott telitddése hasonld volt. Ez azt sugallja, hogy a penetratin felvételi
mechanizmusa — amelyhez jelentdsen hozzéjarul az endocitozis — egyik kezelés hatdsara sem

valtozott meg.
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—&— Kontroll —>— Phloretin (csokkenti a dipdlus potencialt) —#— 6-ketokolesztanol (néveli a dipélus potencialt)
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14. abra: A csokkentett dipéluspotencidl fokozza a penetratin sejtfelvételét és az endo-
lizoszomalis kiszabadulasat.

A sejteket (SKBR-3, MDA-MB-231; a bal oldalon lathaté) AlexaFluor532-penetratin és NF-
penetratin keverékével kezeltiik 37 °C-on, majd fluoreszcencia-intenzitasukat aramlasi citometriaval
mértiik. A sejtek membran-dipoluspotencialjat floretinnel (phloretin) vald el6kezelés csokkentette,
mig 6-ketokolesztanollal novelte. Az id6fiiggd intenzitasokat és azok aranyat a tormelék és az elhalt
sejtek kizarasa utan hatdroztuk meg. A hibasavok az 6t bioldgiai ismétlésbol szarmazo 12—-14
mintabol szamitott SEM-et (atlag standard hibaja) mutatjdk. A csillagok a floretinnel (phloretin)
kezelt mintak ¢és a kontroll kozott, a 20. percnél mért szignifikans kiilonbséget jelolik (P <0,05).

6.1.3 A sztatinok fokozzak a penetratin endo-lizoszomalis felszabadulasat a
dipoluspotencial csokkenése révén
Az MDA-MB-231 sejtek atorvasztatinnal valo kezelése 1 nM, 10 nM, 100 nM ¢és 10 uM
koncentraciotartomanyban  szignifikdnsan fokozta a penetratin  endo-lizoszémalis
felszabadulasat, mikozben a teljes sejtfelvételre csak csekély hatast gyakorolt (/5. dbra). Ezzel
szemben az atorvasztatin SKBR-3 sejtekre gyakorolt hatdsa kisebb volt, és a kisebb
koncentraciok esetében (1 nM, 10 nM) nem érte el a statisztikai szignifikanciat. Mivel kideriilt,
hogy e sejtvonal koleszterintartalmanak csokkenése kisebb mértékii volt (/.kiegészito abra),

mint az MDA-MB-231 esetében. Magasabb atorvasztatin-koncentraciokat is teszteltiink: 100

85



nM ¢és 10 uM atorvasztatin szignifikansan csokkentette a penetratin teljes sejtfelvételét az
SKBR-3 sejtekben. Ezt az eredményt vagy a sztatin kezelés altal gatolt endocitoézisnak [277,
278], vagy a sejtek életképességének csokkenésének tulajdonitjuk, noha azokat a sejteket,
amelyeknél a membran permeabilitasa fokozott volt (DAPI-pozitiv sejtek), kizartuk az
elemzésbdl. Ugyanakkor a penetratin endo-lizoszomalis kompartmentbdl vald kilépésének
mértéke szignifikdnsan magasabb volt ezekben a magas atorvasztatin-koncentraciokkal kezelt
sejtekben, még akkor is, ha a teljes sejtfelvétel alacsonyabb volt (15. abra). Ezt a megfigyelést
alatdmasztja az NF/AlexaFluor532 intenzitdsarany majdnem kétszeres ndvekedése, amely a
penetratin endoszomakbol vald kiszabaduldsanak mértékét jellemzi. A citoszolban elért
penetratin-koncentracio novekedése sztatin kezelés hatasara (10 nM az MDA-MB-231 ¢és 10
uM az SKBR-3 esetében) koriilbeliil 50%, illetve 30% volt. Egyik atorvasztatin-koncentracio
sem valtoztatott azon a tényen, hogy az AlexaFluor532-penetratin fluoreszcenciaintenzitdsa
sokkal hamarabb telitddott, mint az NF-penetratiné, ami arra utal, hogy az endocitdzis tovabbra

is jelentds mértékben hozzajarult a penetratin felvételéhez.
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15. abra: Az atorvasztatin fokozza a penetratin teljes felvételét vagy endo-lizoszémalis
kiszabadulasat.

AlexaFluor532-penetratin és az NF-penetratin felvételét aramlasi citometriaval kovettiilk nyomon. Az
1d6fliggd intenzitasokat és azok aranyat a sejttormelék és az elhalt sejtek kizarasa utan hataroztuk
meg. A hibasavok az 6t bioldgiai ismétlésbdl szarmazo 13—15 mintabol szamitott SEM-et (atlag
standard hibaja) mutatjak. A csillagok az abran a legmagasabb atorvasztatin-koncentracioval kezelt
minta €s a kontroll kdzott, a 20. percnél mért szignifikans kiillonbséget jelzik (P < 0,05).
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6.1.4 A penetratin endocitozis révén megvalésulo sejtbe torténo bejutasa

Annak érdekében, hogy feltarjuk az endocitézis hozzajaruldsat a penetratin felvételéhez,
kisérleteket végeztiink Dyngo4a jelenlétében is, amely a dinamin inhibitora [279]. A kezeletlen
sejtekhez viszonyitva az inhibitor szignifikdnsan, 50%—80%-kal csokkentette a fluoreszcens
gatlasa nem feltétlentil blokkolja az endocitotikus folyamatok minden tipusat, ezek a kisérletek

az endocitdzis dominans szerepére utalnak a penetratin felvételében.
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16. abra: Az endocitézis jelentds szerepet jatszik a penetratin sejtfelvételében.
A sejteket elokezeltiik 40 uM Dyngo4a-val, amely a dinamin inhibitora, majd 5 uM AlexaFluor532-
penetratin és 5 uM NF-penetratin egyenlé molaris keverékével inkubaltuk. A teljes sejtes penetratin
mennyiséget az AlexaFluor532-penetratin  fluoreszcencidja, mig a penetratin  semleges
aramlasi citometriaval hataroztunk meg. Az abrak a penetratin fluoreszcenciaintenzitasait mutatjak, a
kontrollmintak atlagara normalizalva, 20 percnél. A hibasavok az 6t biologiai ismétlésbol szamitott
atlag standard hib4jat jelzik. A csillagok a kontrollhoz képest szignifikans kiilonbséget mutatnak,
amelyet kétutas ANOVA ¢és Tukey-féle HSD teszt igazolt (p < 0,05).
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6.1.5 A penetratin lizoszomalis degradacioja a megvaltoztatott dipoluspotencial
esetében
Az endocitotikus felvétel és a penetratin jelenléte az endo-lizoszomalis kompartmentben
magaban hordozza a degradacio kockazatat [280], noha a penetratin hatékonyan ki is szabadul
ebbdl a kompartmentbdl. Attol tartottunk azonban, hogy a penetratin citoszolikus
felhalmozodasanak latszata, amelyet a naftofluoreszcein fluoreszcenciajanak ndvekedése
alapjan figyelhetlink meg, valdjdban a szabad festék vagy penetratin fragmentumok
nem képes atjutni a plazmamembranon, a szabad naftofluoreszcein anionos €s neutralis
izomerjeinek permeabilitdsa a plazmamembranon viszonylag magas. Ezek a kisérletek azt
mutatjak, hogy a szabad naftofluoreszcein valdban képes lehet kiszabadulni az endo-
lizoszomalis kompartmentbdl, ha jelentés mennyiségben keletkezik — ez pedig megnehezitené
az eredmények értelmezését. Annak megallapitasa érdekében, hogy a lizoszomalis degradacio
milyen mértékben jarul hozza a naftofluoreszcein-fluoreszcencia ndvekedéséhez, a penetratin
felvételi kisérleteket aloxistan (E-64d), a lizoszomalis cisztein-protedzok inhibitora
jelenlétében végeztiik el. A kisérletek azt mutattak, hogy a penetratin degradédcidja nem jatszik
jelentds szerepet az altalunk megfigyelt fluoreszcenciaintenzitas-valtozasokban a 20 perces
mérési idGablakon beliil (17.dbra). Ugy véljikk, hogy a jelentds mértékii lizoszomalis
degradaciohoz a sejtekbe jutd peptidek esetében hosszabb inkubacids id6 sziikséges, amint azt
mas tanulmanyokban (pl. [280]— 2 6rés inkubacié mellett) leirtak. Megallapitottuk tehat, hogy
a penetratin lizoszomalis degradaciojanak hozzdjaruldsa a citoszolban  torténd
felhalmozodasahoz elhanyagolhatd, az atorvasztatin ¢és floretin kezelés hatasara

megvaltoztatott dipdluspotencial koriilményei kozott is (7. dbra).
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—&—— Kontroll —®—— Phloretin —&—— 10 nM Atorvasztatin
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17. abra: Az liozémalis degradaci6 mértéke nem né a dipélpotenical értékének

megvaltoztatasaval sem.

Két kiilonbo6z0 sejttipust eldkezeltiink floretinnel (phloretin) és 10 nM atorvasztatinnal, majd E-64d
lizoszomalis cisztein-proteazok inhibitorat alkalmaztuk. A kezelést kovetden AlexaFluor532-vel
¢s NF-el jelolt penetratint adtunk a sejtekhez majd 20 percen keresztiil detektaltuk azok fluoreszcens
intenzitasat aramlasi citometria segitségével. A proteaz-inhibitort tartalmazé mintakat jel6ld
szaggatott vonal nem tér el szignifikansan az azzal nem kezelt mintakat jel616 folytonos vonaltdl, ami
arra enged kovetkeztetni, hogy a lizoszomalis degradacié mértéke elhanyagolhatd. Szignifikans
kiilonbség sem a kiilonb6z6 sejtvonalak esetén, sem a dipoluspotencial megvaltoztatasara hasznalt
kezelGanyagok esetén sem lathato.
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6.1.6 Az o penetratin és a B-penetratin felvételének vizsgalata Zeiss LSM880 konfokalis
1ézer-pasztazé mikroszkoppal
A fluoreszcensen jelolt sejtpenetraldo peptidek sejten beliili vizsgéalata kulcsfontossagu a
hatékony intracellularis célba juttatdst szolgdld szallitdsi rendszerek fejlesztésében. A
fluoreszcens penetratin-szarmazékok eloszldsanak konfokalis mikroszkopos vizsgalata
korabban feltarta, hogy az AlexaFluor532-penetratin erds fluoreszcenciat mutat még azokban
az endoszoémakban is, ahol az NF fluoreszcenciaja kioltodik, és hogy az NF sejthez kotott
fluoreszcencidja az endo-lizoszomalis kompartmenten kiviilrol szarmazik (2. kiegészito abra).
Azt feltételezziik tehat, hogy az  AlexaFluor532-penetratin  ¢és  NF-penetratin
fluoreszcenciaintenzitasa valoban a teljes sejtes penetratin-felvételt, illetve a sejten beliili,
endoszoéman kiviili mennyiséget tiikrozi. Ezt az eredményt szerettilk volna 0sszevetni a -
penetratinnal végzett kisérletek eredményeivel is (/8.abra), illetve aramlési citométeres
mérésekkel is alatdmasztani (/9.dbra). Az AlexaFluor546-tal jelolt vad tipusud, a-penetratint
felveszik mind az MDA-MB-231, mind az SKBR3 sejtek, de a moddositott, B-penetratin
felvétele sokkal nagyobb mértékii a konfokalis mikroszkopos vizsgalatok szerint (/8. dbra).
Az AlexaFluor532 fluoreszcenciaja egyenletes, citoplazmatikus eloszlast mutat a B-penetratin
felvételekor mindkét sejtvonal esetében, ami arra utal, hogy a sejtpenetrald peptid kijutott az
endoszomakbol, méghozza nagyobb mennyiségben, mint az o-penetratin. Ennek ellenére a
sejtpenetrald peptidek citoplazmatikus felhalmozddasat mutato NF fluoreszcencia mértéke
nem volt jelentdsen nagyobb B-penetratin esetében, mint az a-penetratinndl. Ennek lehetséges

magyarazatara a 6.1.8. fejezetben fogok visszatérni.
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18. abra: A B-penetartin hatékonyabb bejutast eredményez L.

Két kiilonbozo sejttipuson alkalmaztuk az a illetve a modositott B-penetratin fluoreszcensen jelolt
valtozatat 20 percen keresztiil 37°C-on. Az Alexa Fluor532-penetratin és az NF-penetratin felvételét
Zeiss LSM880 konfokalis 1ézer-pasztazo mikroszkoppal vizsgaltuk. Jol lathato, hogy a B-penetratin
mindkét sejtvonal esetén tobb sejtben mutat homogén eloszlast, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a
hatékonyabb bejutds mellett, az endolizoszémalis rendszerbdl is kijut. Ez kiilondsen az
AlexaFluor532-vel jeldlt penetratin esetén figyelhetd meg. Az NF-el jeldlt penetratin
endolizoszomakbol vald kijutasat nem tamasztja ala ez az eredmény.
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6.1.7 Az a és a B-penetratin felvételének vizsgalata FACS Aria aramlasi citométerrel

A fluoreszcensen jelolt SPP-k intracellularis vizsgalatara szintén alkalmas modszer az aramlasi
citometria, amely kiemelked6 a mennyiségi elemzésében. Ez a mérés a sejt-asszocialt
fluoreszcens jeleket detektdlja, igy lehetové teszi a fluoreszcensen jelolt penetratinok
sejtfelvételének és endo-lizoszomalis felszabaduldsanak elkiilonitett vizsgalatat és azok
mértékének meghatarozasat. Az AlexaFluor532-penetratin jele, amely a penetratin teljes
sejttartalmanak felel meg, két kiilonb6z6 sejtvonalban 100 masodpercnél ugrasszerii
novekedésnek indult a B-penetratin esetén mindkét sejtvonalon. Ez jelentdsen meghaladja az
a-penetartin - fluoreszcencia intenzitds novekedését (194. dbra). A  mikroszkopos
eredményekkel 6sszhangban, a pH-érzékeny NF-penetratin fluoreszcencidjat tekintve, a f-

penetratin fluoreszcencia intenzitdsa nem tér el Iényegesen az a-penetratin altal mutatottol. Ezt

alatdmasztjak a normalizalt fluoreszcencia intenzitas értékek is. Ezek alapjat a B-penetratin
fokozott felvételét mutatd, AlexaFluor532 intenzitasok alapjan kapott értékek, illetve ennek
sokkal kisebb mértékét mutatd, NF intenzitdsokbodl szarmazé értékek képezik (19B. abra).
Ezen fluoreszcencia intenzitds kiillonbségek (/8.-19.dbra) lehetséges magyarazatat a 6.1.8.

bekezdésben kivanom targyalni.

93



>
vs)

—¥— penetratin —8— B-penetratin m— AlexaFluor532 =—— NF
w0 [72]
-% AlexaFluor532 -%’ NF ﬁ *. p<0.05
§ g 12000 N 5
E 6000 E 2 *
o ® £ 4 *
Lo - 2 c
2 B € 8000 £
a| S 4000 et g 3
= ¢ & 2
< S 3 ]
a 4000
S| £ 2000 2 T2 * .
3 8 81— _ —
© 0 ] 0 N
E E ‘ ©
5 0 300 600 900 1200 3 0 300 600 900 1200 £ 0 :
< _ z 5 o >
Id& [masodperc] Id6 [masodperd] z ) Q&
¢ L
= =
2 3 ¥
= AlexaFIuor532 2 NF Y
< < 12000
< 6000 <
8 o]
3] o
@ 5 S 8000
& g 4000 g
x| ¢ g
a5 5
2 4000
< 2000 X 2
8 S
E 0 g 0 SE—
3 0 300 600 900 1200 g 0 300 600 900 1200
|dé [masodperc] |dé [masodperc]
19. abra: B-penetartin hatékonyabb bejutast eredményez 1L

Két kiilonbozo sejttipuson alkalmaztuk az a illetve a modositott B-penetratin fluoreszcensen jelolt
valtozatat 20 percen keresztiil 37°C-on. Az Alexa Fluor532-penetratin és az NF-penetratin felvételét
aramlasi citometridval vizsgaltuk. Az A panel tiikr6zi a fluoreszcencia intenzitasbol kovetkeztetett
bejutasi hatakonysag eredményét: a B-penetratin koriilbeliil négyszer akkora intezitas értékeket vesz
fel mint az a-penetratin az AlexaFluor532-vel jel6lt mintakat tekintve, mindkét sejtvonal esetén. A B
panel azt az eredményt mutatja, hogy a AlexaFluor532-vel jeldlt B-penetratin fluoreszcencia
intenzitasa, amelyek az a-penetratin fluoreszcencia intenzitasahoz lettek normalizalva (szaggatott
vonal),szintén négyszer akkora értékeket vesz fel. A csillagok a kontrollhoz/a-penetratinhoz képest

szignifikans kiilonbséget mutatnak, amelyet kétutas ANOVA ¢s Tukey-féle HSD teszt igazolt(p <
0,05).

6.1.8 A ,,B”-penetratin ,,0nkiolt6” tulajdonsaginak vizsgalata

A korabbiakban szemléltetett eredmények, kérdéseket vetnek fel a naftofluoreszceinnel jelolt
penetratint illetéen. Zeiss LSM880 konfokalis 1ézer-pasztazd mikroszkdppal (18. dbra) és a
FACS Aria aramlasi citométerrel (19. dbra) kapott eredmények esetén is jelentds eltérés van a
két fluoreszcens festékkel jelolt penetratin kozott. Egy lehetséges magyarazat erre a self-
quenching, vagyis az onkioltés jelensége. Ez akkor 1ép fel, amikor ugyanazokbol a fluorofor
molekulakbol tal nagy koncentracié van egy adott térfogatban, és emiatt a fluoreszcencia

intenzitasa a koncentracidé névekedésével nem tovabb nd, hanem csdkken. Ha a fluoroforok tul
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kozel keriilnek egymashoz (altaldban <10 nm), akkor a gerjesztett fluorofor atadhatja az
energidt egy masik, nem gerjesztett azonos molekuldnak. Ez az energiaatadas nem
fénykibocsatassal, hanem rezonancia, dipdlus—dip6lus kolcsonhatas révén megy végbe, ami
csokkentheti a fluoreszcencidt. Tovabba magas koncentracid esetén a fluoroforok
aggregatumokat képezhetnek (pl. m—m kolcsonhatasok révén), ami valtoztatja a gerjesztett
allapot energiadtmeneteit. Ezek az aggregatumok gyakran nem fluoreszkalnak, sokkal inkabb
elnyelik a jelet. Mivel ezen folyamatok esetében a koncentracio és a fluoreszcencia intenzitas
kozotti lineéris Osszefliggés nem érvényes, kivancsiak voltunk arra, hogy a fluoreszcensen
jelzett penetratin, els6sorban a naftofluoreszceinnel jelolt penetratin esetében kimutathato-e ez
festékkel jelolt penetratin, ill. B-penetratin oldat fluoreszcencidjat, és abrazoltuk a koncentraciod
fiiggvényében (20. é&bra). Az eredmények arra utalnak, hogy a két festék kozil a
naftofluoreszcein mutatja az onkioltas jelenségét, hiszen fluoreszcencia intenzitdsa mind vizes
kozeben (PBS), mind hidrofob kézegben (TFE) elmarad a linearis 0sszefiiggés esetén varhato
értéktdl. A penetratinnal valdé konjugéacié a naftofluoreszcein Onkiolto jellegét csokkentette
(valosziniileg az 6naggregacios hajlam csokkentésén keresztiil), de a f-penetratinnal konjugalt
naftofluoreszcein esetében ismét jelentds mértékii onkioltas volt észlelhetd. Ez arra utal, hogy
a B-penetratin valosziniileg nagyobb aggregacios hajlamot mutat, mint a vad tipust penetratin.
Az AlexaFluor532 nem mutatott jelentds dnkioltast sem szabad formédban, sem penetratinhoz
konjugélva (valoszinlileg az Onaggregacié hidnya miatt), azonban az aggregacids hajlam
felerdsitése miatt a B-penetratinnal konjugalt AlexaFluor532 mar mind vizes, mind hidrofob

kozegben enyhe Onkioltast mutatott.
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20. abra: A fluoreszcensen jelolt penetratin onkioltd6 képessége valos jelenség.
Két kiilonb6z6 oldoszerben (TFE és PBS) alkalmaztuk az a illetve a modositott B-penetratin
fluoreszcensen jelolt valtozatat. Az Alexa Fluor532-penetratin és az NF-penetratin fluoreszcencia
intenzitasat a koncentracio fliggvényében vizsgaltuk fluorimetriaval. A naftofluoreszceinnel jel6lt mintak
esetén a leirt gorbék joval eltérnek a szaggatott vonaltdl, amely az egyenes aranyossagot jeloli a
fluoreszcencia intenzitas és a molaris koncentracioé kozott.

6.1.9 A penetratin cellularis felvételének koncentraciofiiggésének vizsgalata

Ha egy molekula monomer forméban, egyszerli diffuzidval jut be a sejtbe, akkor a bejutés
linedrisan fligg a koncentraciotdl. Azonban, ha a bejutds koncentraciofiiggd, akkor az vagy
transzporter fiiggd transzportfolyamatra vagy endocitozisra utal, vagy arra, hogy a membranon
valo keresztiiljutds valami olyan intermedieren keresztiil torténik, amelynek kialakuldsa nem
linedrisan fiigg a koncentraciotol, pl. csak egy kiiszob felett kovetkezik be. Az AlexaFluor532-
penetratin és NF-penetratin fluoreszcencia intenzitdsdnak mérésére alapozva hataroztuk meg a
sejtbe torténd felvétel kiiszobkoncentracidjat. A 21. dbran lathatd eredmények azt mutatjak,
hogy a penetratin cellularis felvétele koncentraciofiiggd folyamat, amelyre 5 uM-os
peptidkoncentracios hatarérték jellemz6. Az 5 pM-os kiiszobkoncentracio eléréséig az
intenzitas jelentdsen nem valtozik, de a kiiszobérték elérése utan a folyamat robbanasszertien
aktivaloédik, amelyet tobb tényezd okozhat: akdr a membrdnon vald atjutashoz, akar az

endocitozis beinditasahoz elegendd mennyiségii peptidnek kell lennie a sejtmembranban. E két
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jelenség akar erdsitheti is egymast, ami elOsegiti a kooperativitdst mutatdé koncentraciofiiggés

megjelenését.
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21. abra: A penetratin cellularis felvétele fiigg a koncentraciotol.

Két kiilonb6z6 sejttipuson alkalmaztuk az a illetve a modositott B-penetratin fluoreszcensen jelolt
valtozatat 20 percen keresztiil 37°C-on. Az Alexa Fluor532-penetratin és az NF-penetratin felvételét
aramlasi citometridval vizsgaltuk. Az idéfliggd intenzitdsokat és azok aranyat a sejttormelék és az
elhalt sejtek kizarasa utan hataroztuk meg.

6.1.10 A penetratin aggregacios képességének meghatarozasa FRET méréssel

A fluoreszcensen jeldlt penetratinok aggregacids képességének, ezéaltal a bejutasi
hatékonysaganak hatterében 1év0 lehetséges magyarazat feltérképezése céljabol konfokalis
1ézer-pasztazd mikroszkop segitségével végeztiink FRET méréseket (22.abra). A FRET a
molekuldk kozotti nanométeres szintli interakcidkat jelzi, ezért az aggregacio FRET-méréssel
kimutathat6. Konfokalis mikroszkoppal mértiik az AlexaFluor532-penetratin és a CyS5-
penetratin kozott lejatszodd FRET jelenséget mind ai-penetratinnal, mind -penetratinnal jelolt

sejtek esetében (22. dbra). A FRET hatasfok kvantitativ kiértékelése arra utalt, hogy mindkét
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sokkal nagyobb mértékii, mint a vad tipusu penetratiné. Mivel a FRET csak akkor jatszodik le,
ha a donor és az akceptor molekularis kozelségben vannak egymashoz, ezen eredmények
egyértelmiien alatdmasztjak, hogy a penetratin molekularis klasztereket hoz 1étre a sejtekben,

¢s azt, hogy ennek mértéke a B-penetratin esetében jelentdsebb.
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22. abra: A P-penetratin magasabb aggregacios képességének alatamasztisa FRET-mérésekkel
Két kiulonbozo sejttipuson mértiik a penetratin aggregacios képességét tigy, hogy 20 percen keresztiil
37°C-on inkubaltuk Oket 5 uM donorral (AlexaFluor532) jelolt és 5 uM akceptorral (CyS5) jelolt
modositatlan (a) vagy mddositott B-penetratinnal. A B-penetratin FRET hatasfok értékei kdzel négyszer
magasabb értékeket vesznek fel mint az a-penetratiné. Ebbol arra kdvetkeztethetiink, hogy a B-penetratin
aggregacios képessége joval nagyobb, mint az a-penetratiné. A statisztikai Osszehasonlitas kétutas
ANOVA-t koveté Holm-Sidak teszttel tortént, és az a valamint a B-penetratin k6zotti kiilonbség p értéke
0,001-nél kisebb volt.

6.2 Plazmamembran altal indukalt helyi ligandum-koncentracios gradiensek
kialakuldsanak vizsgalata
A sejbiologiai kisérleteket végzd tuddsok magatol értetddonek veszik, hogy a ligandum szabad
oldatban mérhetd koncentracidja megegyezik a plazmamembran-receptorok kozvetlen
kozelében 1évé koncentracioval, kiilonosen hidrofil ligandumok esetében, amelyek nem
oszlanak meg a lipid kettdsrétegben. A plazmamembran dinamikus €s bonyolult jellege miatt
azonban megvizsgaltuk ezt a feltevést az EGF esetében, amelynek plazmamembran kozeli
koncentracioja fontos kovetkezményekkel jarhat a receptor—ligandum kolcsonhatasok

affinitdsdnak ¢és kooperativitdsdnak értelmezésében. A kisérletekhez két sejtvonalat
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hasznaltunk, mindkettét olyan CHO sejtekbdl hoztuk létre, amelyek endogén modon nem
expresszaltak ErbB fehérjéket. Az F1-4 sejtvonal stabilan GFP-vel jelolt EGFR-t expresszal,
¢és ezt alkalmaztuk az EGFR-specifikus hatasok jellemzésére més ErbB fehérjék befolyésa
nélkiil. Az F1-4 ErbB2 sejtvonalat az F1-4 sejtek tranziens transzfektaldsaval hoztuk létre
CFP-vel jelolt ErbB2-vel, ¢s ezt az ErbB2 egyiittes expresszidjanak esetleges hatasanak

vizsgélatara hasznaltuk.

erer

crer

crer

plazmamembrant6l 100 um tavolsdgig mértilk: a membrantdl szdmitott minden 1 pm-es
tavolsdgban 20 pm-ig, majd minden 10 pm-nél egészen 100 pm-ig. Mivel nagyobb
tavolsdgoknal nem mutatkozott jellegzetes eltérés, az F1-4 sejtek gorbéit csak 20 pum-ig
abrazoltuk. Az EGF koncentraciéja a membran kozvetlen kozelében egy cstcsot mutatott,
amely kb. 5 um-re terjedt ki a membrantdl, és amelynek maximalis koncentracioja
haromszorosa volt a szabad oldatban mérhet6 koncentracionak (23/4 abra). Bar ez a membran-
kozeli csucs az F1-4_ErbB2 sejtekben is jelen volt, ezekben a sejtekben egy mésodik, tdvolabbi
EGF-csucs is megjelent, amelynek nagysaga hasonl6 volt a membran-kézeli csticshoz, és a
membrantol kb. 10-20 pm-re helyezkedett el (23/B dbra). Az FCS gorbék illesztésébdl
nemcsak a konfokdlis térfogatban levd részecskeszamot, hanem a diffuzids allandot is
meghataroztuk. Ezek szerint a membranhoz kozel elhelyezkedd EGF koncentraciocsiics nem
mutatott 0sszefiiggést a diffuzids allandoval, mig az ErbB2-t koexpresszalo sejtek esetében
megjelend membrantdl tavoli EGF koncentracidcsucs egybeesett az EGF diffuzios
allanddjanak lokalis minimumaval. Szamitadsok azt mutattdk (4. kiegészité dbra), hogy a
diffuzios 4llando tapasztalt mértéki lokalis csokkenése elegendd a mért EGF

koncentraciocsucs kialakitasahoz. Ezek alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a membrantdl tavoli
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EGF cstcs a lokélisan korlatozott diffizié miatt jon 1étre, azonban a membranhoz kozeli

koncentraciocstics nem fligg 6ssze a korlatozott diffuzioval.
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23. abra: Az EGF koncentraciégradiensei a plazmamembran koézvetlen kozelében

EGFR-t expresszalo F1-4 sejtek (A), valamint EGFR-t és ErbB2-t koexpresszalo F1-4_ErbB2 sejtek
(B) 10 nM TAMRA-EGF jelenlétében lettek inkubalva. A transzfektalt sejtek EGFR- és ErbB2-
expresszidjat a megfeleld konstrukcié GFP- illetve CFP-fluoreszcenciaja alapjan azonositottak. Az
F1-4 sejtek koriil nem volt kimutathat6 diffuzids gradiens (A abra), viszont az F1-4 ErbB2 sejtekben
a membrantdl tavolabb megjelend koncentracidcsucs egybeesett a diffuzios egyiitthatd lokalis
minimumaval (B abra). A diffuzivitas és a koncentracid kozotti korrelacio hianya kizarja a térben
valtozo diffuzids egyiitthatot a membrankozeli EGF-csics magyarazataként, de a kizardlag F1-
4 ErbB2 sejtekben megfigyelt, membrantol tadvolabbi EGF-koncentraciocsucs lokalisan gatolt
diffuzié kovetkezménye lehet. A hibasavok a szorast (standard deviation) jeldlik.

6.2.2 A sejtmembran korforgasanak gatlasa

A membrankozeli ligandum-koncentraciés csics okdnak mélyebb vizsgalata érdekében
megprobaltuk gatolni a membranforgalmat anélkiill, hogy a sejtek ¢letképességét
veszélyeztettiik volna. Korabbi eredményekkel 6sszhangban az egyes inhibitorok 6nmagukban
nem bizonyultak elegendének a membranforgalom kelldé mértékli gatlasdhoz. Végiil egy
haromkomponensii koktélt alkalmaztunk, amely latrunculin B-t, para-amino blebbistatint és
mirisztoilezett dinamin novekedést gatlo peptidet (DIP) tartalmazott, amelyek rendre az aktin
polimerizaciét, a miozin- ¢és a dinamin-aktivitdst gatoljak. Az F1-4 sejtek ezzel a
kombinacioval torténd kezelése megsziintette a membrankdzeli csucsot, de egy masikat hozott
létre helyette (24. dbra). Az utal arra, hogy ez az (1 membrankdzeli koncentraciocstics mas,
mint az 5. kiegészito abran bemutatott, hogy az 0j koncentracidcsucs kiterjedése nagyobb (kb.
5-10 um-re is észlelheté a membrantol), illetve a diffuzios egyiitthatoval negativan korrelal
(24. abra). Ez utobbi megfigyelés egy diffuzios gat kialakuldsara utal, amelynek lehetséges

eredetét a ,,Diszkusszid” részben targyalom.
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Az EGF térbeli valtozo difftizids egyiitthatdjat hatvanyfiiggvénnyel modelleztiik, majd a
Fokker—Planck  egyenlet megoldasaval hataroztuk meg az EGF egyensulyi
koncentracioprofiljat (5. kiegészité dbra), amely meglepden hasonld a 24.abran lathato
kisérletileg megfigyelt gorbéhez.
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24. abra: A membranforgalom gatlisanak hatisa az EGF koncentraciés profiljara
Az F1-4 sejteket eldkezeltiik egy 5 uM latrunculin B-t, 50 uM para-amino blebbistatint és 50 uM
mirisztoilezett dinamin-gatld peptidet tartalmazé koktéllal 37 °C-on 1 oran keresztiil, majd 10 nM
TAMRA-EGF-fel inkubaltuk. Az inhibitorok a kisérlet teljes id6tartama alatt jelen voltak. Az FCS-t
az EGF-molekulak konfokalis térfogatra (N) esé szamanak és a diffazios egylitthatonak a
meghatarozasara hasznaltuk, amelyeket a membrantdl valod tavolsag fliiggvényében abrazoltunk. A
hibasavok a SEM szorast mutatjak.

6.2.3 Ioncsatornak blokkolasa

A membrankdzeli EGF-koncentraciés csucs eltlinése latrunculin, para-amino blebbistatin és
mirisztoilezett dinamin-gétlé peptidet tartalmazé koktéllal torténd kezelés utan arra utal, hogy
e csucs kialakulasdban a membrankorforgalom szerepet jatszik. Bar ez a folyamat
sziikségszerlien magéban foglalja az exocitdzist, a Golgibdl szarmazo és a reciklizal6 vezikulak
exocitozisanak széles korben hasznalt inhibitora, a monensin [281-283], nem tudta

megszlintetni a membrankdzeli ligandumkoncentracios csucsot (25. abra).
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25. abra: A monensin hatisa a membrankozeli ligandumkoncentracios csicsra

F1-4 ErbB2 sejtek 10 nM TAMRA-EGF jelenlétében lettek inkubélva, majd monensinnel lettek
kezelve 30 percen keresztiil, 100 uM-os koncentracidban. Az FCS moédszerével meghataroztuk a
ligandumok szamat konfokalis térfogatonként (N), illetve a TAMRA-EGF diffuziés egyiitthatdjat. A
gorbékrol leolvashato, hogy a hagyomanyos exocitikus titvonalak gatlojaként alkalmazott monensin
hatasa nem sziinteti meg a membrankozeli ligandumkoncentracios csticsot.

Egy lehetséges magyardzat arra, hogyan vezethet a membranforgalom — azaz az endocitézis és
exocitdzis nagyon gyors egymasutdnja — membrankozeli ligandumkoncentracids csucs
kialakulasahoz: az endocitalt tartalom azonnali vissza-exocitozisa révén lehet, miutan az
endoszomak zsugoroddsa miatt koncentralodott. Felvetették, hogy a kétporusu ioncsatornak
szerepet jatszanak ebben a folyamatban [270, 271]. Az F1-4 ErbB2 sejtek naringeninnel — egy
nemrégiben leirt kétporust ioncsatorna-géatloval [272]- torténd kezelése szignifikdnsan
csokkentette a membrankozeli cstics nagysagat, mikozben nem befolyasolta a membrantavoli
csucsot (26. dbra). Erdemes megjegyezni, hogy a membrantavoli csucs alakja ezekben a
kisérletekben némileg eltér az 23.dbrdan lathatotol. Feltételezziik, hogy az extracellularis
difftizids gat, amelyet a sejtek felépitettek, kissé kiillonbozott az itt bemutatott kisérletekben az
23.abran latottdl, ami kevésbé kifejezett membrantavoli csticsot eredményezett. Tekintettel a
jelenségekhez vezetd folyamatok Gsszetettségére, ugy véljiik, hogy ezek a kiilonbségek boven

az elfogadhatd bioldgiai variabilitas hatarain beliil vannak.
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26. abra: A TPC2 kétporusi ioncsatornak blokkoliasanak hatasa a plazmamembran kozvetlen
kozelében kialakul6 ligandumgradiensekre

F1-4 ErbB2 sejtek (A), valamint naringeninnel elokezelt F1-4 ErbB2 sejtek (B) 10 nM TAMRA-
EGF jelenlétében lettek inkubalva, majd az FCS moddszerével meghatdroztuk a ligandumok szamat
konfokalis térfogatonként (N), illetve a TAMRA-EGF diffuzios egyiitthatojat. A naringenin
szignifikansan csokkentette a membrankozeli cslics nagysagat, de nem Dbefolyasolta a
membrantavoli cstcsot.

6.24 A TAMRA-EGF koncentracios gradiensének vizsgalata a GPMV-k
kornyezetében
Feltételeztilk, hogy az aktiv membranforgalom allhat az EGF-koncentracids csucs
kialakuldsédnak hatterében, amely a plazmamembran kozvetlen kozelében figyelhetd meg. Az
orias plazmamembran vezikuldk (GPMV-k) hasznos eszkozdk a membranforgalom biologiai
jelenségekhez vald hozzajaruldsanak tisztazasara, mivel Osszetételiik nagyrészt hasonlit a
plazmamembranéhoz, ugyanakkor nem mennek keresztiil membranforgalmon [273]. Az F1-4
sejtekbdl eldallitott GPMV-k koriil a ligandumkoncentréci6 teljesen homogénnek bizonyult,
mig az F1-4 ErbB2 sejtek esetében membrankozeli cstcs jelent meg (27. abra). Mivel ez a
koncentracios csucs forditottan korrelalt a diffuzios egylitthatoval (27./B dbra), ezért helyileg
gatolt diffuzio hozhatta 1étre, amely pl. a vezikulumok képzddése soran a felsziniikre rakodo
extracellularis matrixkomponensekbdl allhat. Ezek az eredmények azt tamasztjak ald, hogy a
membrankdzeli EGF-koncentracios csucs 1étrejottéhez aktiv membranforgalmat mutato €16

sejthartya sziikséges.

103



—&— Részecskeszam —8— Diffuzios koefficiens
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27. abra: A TAMRA-EGF koncentraciogradiens a GPMV-k kornyezetében

GPMV-ket készitettink F1-4 (A) és F1-4 ErbB2 sejtekb6l (B), majd poli-L-lizin bevonati
fed6lemezekre tltettiik 6ket. A vezikulumokat 10 nM TAMRA-EGF jelenlétében inkubaltuk, és a
részecskék szamat konfokalis térfogatonként (N), valamint a TAMRA-EGF diffuzios egyiitthatojat
FCS segitségével hataroztuk meg. A hibasavok a szorast (standard deviaciot) jelzik.

6.2.5 Extracellularis matrix emésztése

A diffuzivitas lokalis minimumanak kézenfekvd magyardzata a viszkozitas lokalis maximuma
lehet, amelyet az extracellularis matrix komponenseinek szekrécidja okoz. Ezért megmértiik a
amelyeket kollagendz és hialuronidaz keverékével kezeltiink. Bar a kezelés megsziintette a
membrantol tadvolabbi cslicsot, egy nagyon erds ligandumkoncentracid-csticsot eredményezett
kozvetleniil a membran felett (28. dabra). Ez a nagymértékii koncentracidcsiucs szorosan
egybeesett a diffizids egyiitthatd jelentds csokkenésével, ami arra utal, hogy az eldbbit az
utébbi okozhatta. Ezt a jelenséget az extracellularis matrix enzimatikus lebontadsdnak és

fragmentumainak plazmamembranon valo lerakoddsanak tulajdonitjuk.
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28. abra: Az extracelluliris matrix és a lokalis mikroviszkozitas-valtozasok szerepe a
membrantol tavolabbi EGF-koncentracidcsucs kialakuldasaban

Az EGFR-t ¢és ErbB2-t egyarant expresszalo F1-4 ErbB2 sejteket 10 nM TAMRA-EGF-fel
inkubaltuk (A). Egy masik sejtmintdt 20 pg/mL kollagenazzal és 20 U/mL hialuronidazzal
eldkezeltiink 37 °C-on 90 percig, miel6tt 10 nM TAMRA-EGF-et adtunk volna hozza (B). Az FCS
segitségével minden mikrométeren a membrantdl 20 pm-ig, majd minden 10 pm-en a
plazmamembrantél 100 um tavolsagig meghataroztuk a ligandum részecskék szamat konfokalis
térfogategységenként (N), valamint a TAMRA-EGF diffuzios egyiitthatojat.

6.2.6 A viszkozitas mérése BODIPY-alapti molekularis rotorral

A membrantdl tdvoli EGF koncentracidcsucs diffuzios allandoval vald negativ korrelacioja
egyértelmiien arra utalt, hogy ezt a csucsot egy diffuzids gat, masnéven barrier hozta létre.
Sajnos szamtalan prébalkozasunk, amellyel a feltételezhetden itt lerakodott extracelluléris
matrixkomponenseket ki szerettiik volna mutatni, nem jart sikerrel. Ennek valdszinii oka az
lehet, hogy a CHO sejtek altal kivalasztott extracellularis matrix Osszetétele nem ismert, és a
horesog fehérjek (CHO=kinai horcsd6g ovarium) elleni antitestek egyébként is nagyon nehezen
elérhetéek. Ezért indirekt, de az eddigiektdl fliggetlen bizonyitékot probaltunk szerezni arra,
hogy a membrantdl tdvoli koncentraciocsucs valdban diffuzios barrier altal okozott. Ehhez egy
BODIPY-alapu molekularis rotort alkalmaztunk, amelynek fluoreszcencia-¢lettartama a
lokalis mikroviszkozitast jelzi [275, 276]. Sejtek hidnydban a szenzor élettartama allando volt
a kozegben, mig F1-4 ErbB2 sejtek membranja folott 10-20 pm-rel maximumot mutatott,
jelezve a lokalis mikroviszkozitds novekedését (29. dbra). Kollagendz és hialuronidaz
kombinacioval kezelt sejtek esetében ez a magas viszkozitasi régid6 a membran kdzelébe
helyezodott at (29. dabra), ugyanugy, ahogy a diffuzids egyiitthaté lokalis minimuma

kozvetleniil a membran folott volt a emésztdenzimekkel kezelt sejtekben (28./B dbra).
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Kovetkezésképpen elmondhatd, hogy F1-4 ErbB2 sejtekben a membrantol 10-20 pm-re 1évo
ligandumkoncentracios csucsot a lokalis viszkozitds maximuma okozza, ami valoszintlileg az

extracellularis matrix komponenseinek jelenlétébdl ered.
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29. abra: Lokalis mikroviszkozitas vizsgalata BODIPY-alapu molekularis rotorral

Egy molekularis rotor, a 8-fenil-BODIPY, fluoreszcencia-¢lettartamanak mérésével megbecsiiltiik
a kozeg mikroviszkozitasat. A méréseket sejtek nélkiili kozegben, kezeletlen és 20 pg/mL
kollagenazzal és 20 U/mL hialuronidazzal kezelt F1-4 ErbB2 sejtek felett végeztiik el. Az élettartam
értékek a sejtek membranja folott 10-20 pum-rel maximumot mutatnak, amelybdl a lokalis
mikroviszkozitas novekedésére lehet kdvetkeztetni. Kollagendz és hialuronidaz kezelés hatasara ez
a magas viszkozitast régiéo a membran kozelébe helyezodott at.
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7. Diszkusszio

Szamtalan sejtbiologiai folyamat els6 1épése a sejtmembranon keresztiil torténik. Munkam
soran két olyan jelenséget valasztottam ki, amelyek szabalyozdsdban a membranfolyamatok
fontos szerepet toltenek be. Elészor a SPP-k cellularis felvételét vizsgaltam. Bar az
alapmegfigyelés, azaz a SPP-k membranpenetracids képessége mar évtizedek oOta ismert, a
folyamat hatékonysaga, amit els6sorban az endolizoszomalis kiszabadulds elmaradésa
korlatoz, jelentds javitasra szorul. Ezért a SPP-kkel foglalkozd alprojekt elsé részében
plazmamembran biofizikai tulajdonségait és olyan jelenségeket vizsgaltam, amelyek a SPP-k
cellularis felvételének hatékonysaganak meghatarozasaban vesznek részt.

A pozitiv membran dipdluspotencial gatolja a penetratin teljes sejtfelvételét és annak
felszabadulésat a savas endo-lizoszomalis rendszerbdl. Ez a kovetkeztetés az AlexaFluor532-
jelolt és NF-jelolt penetratin sejtes intenzitasanak idobeli mérésén, ill. ennek dipoluspotencialt
modositd kezelés soran bekovetkezo valtozasan alapul. A dipdluspotencial hatasa a penetratin
endo-lizoszomalis kompartmentbdl valo kijutasara legvalosziniibben azon keresztiil valosul
meg, hogy a sejten atjuté peptid beépiil a membranba. Mivel a penetratin pozitiv toltésii, a
szintén pozitiv dipoluspotencial gatolja. Ezen megfigyelésiink 6sszhangban van azzal, hogy
peptidek ¢és kis hidroféb molekuldk membranba vald beépiilése €s penetracioja fligg a
dipdluspotencialtol [165]. Bar a dipoluspotencial hatdsa az endocitozisra valoszintileg kevésbé
jelentds, a dipoluspotencidl mégis moddosithatja az endocitozissal felvett penetratin
mennyiségét, mivel a peptid membranhoz valo kotddése, amelybdl az endocitotikus vezikuldk
keletkeznek, valtozik.

A dipdluspotencial mellett a membran viszkozitdsa és hidratacioja is fontos paraméterként
szolgal a membran rendezettségének leirdsdban. A munkacsoportunk altal végzett kiegészitd
mérések szerint — amelyek szorosan kapcsolddnak a bemutatott kutatasi projekthez, de jelen
értekezés nem taglalja Oket — a kezelések nemcsak a dipoluspotencialt, hanem mindharom
vizsgalt paramétert (dipoluspotencidl, viszkozitds és hidratacid) befolyasoltdk [284]. Ezek
koziil a dipoluspotencidl mutatta a legszorosabb korrelacidt a penetratin felvételével és az
endolizoszomalis felszabaduléssal. Ez az 0Osszefliggés mind a floretinnel, mind az
atorvasztatinnal kezelt mintdk esetében megfigyelhetd volt. Elmondhat6 tehat, hogy a
elemezve kideriilt, hogy a dipoluspotencil az egyetlen olyan jellemzd, amely elég prediktiv
erével rendelkezik a penetratin felvételének megjoslasara. Az a tény, hogy a penetratin

pozitivan toltott peptid, nemcsak nyilvdnvaldé magyardzatot ad arra, hogy a pozitiv
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intramembran dipoluspotencial miért jelent akadalyt ennek a peptidnek a membranon valo
atjutdsdhoz, hanem azt is sugallja, hogy ezek az elvek mas kationos sejtpenetralo peptidekre is
érvényesek lehetnek.

A floretin- és atorvasztatin-kezelés csokkentette a membran dipéluspotencidljat, és jelentosen
atorvasztatin-koncentracido megegyezik a klinikai alkalmazasban hasznalt dézissal, a statinnal
fokozott penetratin-felvétel potencialis orvosi jelentéséggel bir.

Kiilonosen érdekes, hogy bar az atorvasztatin jelentdsebben csokkentette a dipodluspotencialt,
csupan a savas endo-lizoszomakbol valo kijutast fokozta, ezzel szemben a floretin névelte a
penetratin teljes sejtfelvételét. Az a tény, hogy a floretin nem ndveli a penetratin endo-
lizoszomalis felszabaduladsat, azzal magyarazhatd, hogy ez a vegyiilet valdsziniileg nem éri el
a szlikséges koncentraciot az intracelluldris membranokban a révid, 10 perces inkubacio alatt,
igy ezeknek a kompartmenteknek a dipoluspotencidlja tobbnyire valtozatlan marad. Ezzel
szemben az atorvasztatinnal végzett 3 napos kezelés elegendden hosszu ahhoz, hogy jelentds
csokkenés kovetkezzen be a koleszterintartalomban, és ennek kovetkeztében az endo-
lizoszomalis membranok dipoluspotencialja is csokkenjen. A floretin altal indukalt minimalis
dipoluspotencial-csokkenés és a penetratin felvételének jelentdsen megnovekedett szintjének
kettOssége szintén magyarazatra szorul. Feltételezziik, hogy a fizioldgias dipoluspotencial mar
eleve korlatozza a penetratin felvételét a lehetd legnagyobb mértékben. Ezt alatdmasztja, hogy
a 6-ketocholesztanol kezelés utan jelentdsen fokozott dipoluspotencial szinte nem befolyasolta
a penetratin felvétel jellemzoit. Masrészt a dipdluspotencial viszonylag kis mértékii
csokkenése, amelyet floretin okozott, mar elég lehet a penetratin felvételének eldsegitésére.
Bér az atorvasztatin altal elért dipoluspotencial-csokkenés 1ényegesen nagyobb, mint a floretin
AlexaFluor532-penetratin  intenzitdsanak hirtelen emelkedése ¢és az NF-penetratin
intenzitasanak elnyujtott novekedése arra utal, hogy a kezdeti felvételt endocitozis medialja,
amelyet egyik kezelés sem valtoztatott meg. Ezért az atorvasztatin hatdsdra nem ndvekedett a
penetratin teljes felvétele, ami arra utal, hogy az endocitozist akadalyozza az atorvasztatin-
kezelés. Ez pl. az endocitozisban részt vevd G fehérjék prenilacidjanak gatlasan keresztiil
valosulhat meg [278]. Ez azért jelentds, mert a tumorsejtek membranfluiditasa altalaban
alacsonyabb, mint az egészséges sejteké, részben a telitett és telitetlen zsirsavak aranyanak
novekedése és a koleszterinszint emelkedése miatt. Ezen jellemzdk alapjan feltételezhetd — bar
ez még nem Kkeriilt kisérletileg igazolasra —, hogy a tumorsejtek membranjainak

dipoluspotencialja magasabb, mint az egészséges sejteké, igy varhatdéan csokkentett felvételt
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mutatnanak a sejtpenetraldo peptidek esetében is. Kovetkezésképpen a dipdluspotencial
atorvasztatinnal torténd csOkkentése ebben az Osszefiiggésben is eldnyos lehet, potencialisan
novelve a sztatinok terapias relevancidjat tumorok esetében, hiszen szelektiven novelhetik a
sejtpenetrald peptidek felvételét daganatsejtekben, amihez hozzdadodik tumorsejtek
szaporodasat gatlo hatasuk [285].

Az endocitozist kdvetden a molekulak az endolizoszémalis kompartmentekbe kertilnek, ahol
fennall a lizoszomalis degradécio lehetdsége, ami annak a veszélyét hordozza magaban, hogy
a molekuldk nem szabadulnak ki az endo-lizoszomakbol, hanem degradalddnak, igy nem érik
el a célhelyet. Ezért is kiilondsen fontos az, hogy az atorvasztatin fokozza a lizoszomalis
kiszabadulast. Eredményeink azt mutatjdk, hogy a lizoszomalis degradaci6 mértéke
elhanyagolhat6 a fluoreszcensen jelolt penetratinok esetében, megvaltozott dipdluspotencial
értekek mellett is, igy elmondhatd, hogy a citoszolba valo kijutdsban a lizoszomalis degradéciod
nem jatszik szerepet. A munkacsoportunk mas eredményei alapjan mas dipoluspotencialt
csokkentd kezelések is fokozzak az SPP felvételt [163, 168].

A membranok kiilonb6z0 biofizikai tulajdonsagait megvaltoztaté kezelések mellett mas
kisérleteket is tettiink az SPP-k hatékonyabb felvételének elérése érdekében. Ezt egy
stukturalisan modositott sejtpenetrald peptiddel kivantuk elérni, amelyet kollaboracids
partneriink, a Semmelweis Egyetem, Szerves Vegytani Intézetének kutatocsoportja szintetizalt,
azonban ennek részletei nem hozhatdk nyilvanossagra. Vizsgalataink soran kidertilt, hogy a
modositott valtozat, a f-penetratin SGnmagéban, dipoluspotencialt befolyasolo kezelések nélkiil
is jelentésen hatékonyabban jut be a sejtekbe, ezzel parhuzamosan jobban aggregéalodik (FRET
¢s Onkioltasi mérések). A homogén fényes festddés arra utal, hogy konnyedén kijut az
endolizoszomalis-rendszerbdl és eljut a citoplazmaba, amely aldtdmasztja az SPP-k orvosi
relevanciajat, mert a terapidk soran hordozoként alkalmazott peptideknek is ezekkel a
tulajdonsagokkal és hatékonysaggal kell rendelkezniiik. Azonban a B-penetratin esetében nem
lehet meghatarozni, hogy a megndvekedett FRET-hatasfok, mint ok vagy mint kovetkezmény
tapasztalhato. Egyrészt a [-penetratin nagyobb aggregacidos potencidlja eldsegitheti a
hatékonyabb membranpenetraciét. Masrészt a fokozott membranpenetracié onmagaban is
hozz4jarul a helyi peptidkoncentracié-ndvekedéséhez, ezaltal elésegitve az aggregaciot, ami
magasabb FRET-hatasfok értékeket eredményez. Erdemes megjegyezni, hogy kollaboracios
partneriink altal végzett NMR-mérések kimutattdk (az eredmények szintén nem képezik részét
az értekezésnek, ¢és a tervben 1évo szabadalmi eljaras miatt nem is hozzaférhetéek), hogy a -

penetratin azonos koncentracioban hidrofob oldészerben (TFE) erésebb homoaggregaciot
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mutat, mint az a-penetratin. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a B-penetratin fokozott
aggregacidja a modositasnak koszonhetd tulajdonsag, €s nem csupan a magasabb helyi

koncentracio kovetkezménye.

A ligandumkoétést mindenki egyszeri egyensulyi folyamatnak tartja, de eredményeinknek
koszonhetéen a plazmamembranrdl alkotott képilink, amelyet egy statikus hatérfeliilet
jellemzett, megvaltozott: egy térben és iddben is dinamikus rendszerré alakult at. Jelen
dolgozatban nemcsak bizonyitékokat mutattam be arra, hogy ez a dinamizmus hogyan
a jelenség lehetséges kovetkezményeit is szdmba vesszik.

Amennyiben az eredményeket sejtbioldgiai jelenségek 0sszefliggésében kivanjuk értelmezni,
meg kell megvizsgalnunk, milyen folyamatok képesek stabil koncentracidgradiensek
létrehozéasara. Fizikai elvek ¢és kordbbi kisérleti adatok azt mutatjadk, hogy
koncentraciogradiensek vagy (1) a diffuzivitas lokalis valtozasai (azaz a diffizids egyiitthato
térbeli eltérései), vagy (2) a ligandumok folyamatos, lokalis termelése révén keletkezhetnek —
ez utdbbi jol ismert mechanizmus a morfogének koncentracidgradienseinek kialakitasaban
[286]. A diffuzi6, amely a gradienseket elsimitja, nyilvanvaléan nem képes onmagaban
gradienst 1étrehozni. A diffuzivitas lokalis valtozasa a diffuzios egyiitthatd térben és idoben
stabil mintazatat jelenti, amely képes gradienst létrehozni. A diffizios egyiitthatd iddben és
térben stabil mintdzatat eldidézhetik: (1) térben szabalyozott konformaciés valtozasok [287];
(2) lokalis viszkozitas-gradiensek; vagy (3) a diffuzios allandé méretfiiggd valtozéasai a
membranfelszinek kozelében — ezek mind bizonyitottan képesek koncentraciogradiensek
létrehozasara [288]. Az utébbi mechanizmust kizarhatjuk, mivel ez a hatas csak az EGF-nél
joval nagyobb molekuldk esetében szignifikans, és csak nanométeres Iéptékben figyelhetd
meg, mikdzben az itt bemutatott koncentracidogradiensek mikrométerekre is kimutathatok a
plazmamembrant6l. Bar 6nmagukban nem generdlnak koncentracidogradienst vagy diffuzios
egyiitthato-valtozast, egy fluktudld membran kozelsége okozhatja az autokorrelacios fiiggvény
megvaltozasat. Ezt a lehetdséget szintén kizarhatjuk, mivel a membran fluktudlé megjelenése
a konfokalis térfogatban az autokorrelacidos fliggvény eltérését okozta volna az
egykomponensii, 3D diffuziot leird egyenlettél, ami azonban nem tortént meg. A térben
szabalyozott konformacids valtozasok szintén valdsziniitlenek, mivel az EGF esetében
nincsenek ismert konforméciovaltozasok, amelyek befolyasolndk a diffuzids egyiitthatojat.
Ami a membranhoz kézeli EGF-koncentracios cstcsot illeti, a lokalis viszkozitas-gradienseket

is kizéarhatjuk, mivel ez az EGF-gradiens nem korreldlt a diffuzios allandéval. Ebbdl a
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gondolatmenetbdl kovetkezik, hogy a helyi forras (lokalis termelés) marad az egyetlen
lehetséges magyarazat a membranhoz kozeli EGF-koncentracids cstucsra. Fontos megjegyezni,
hogy a membranreceptorokhoz vagy a lipid kettOsréteghez vald reverzibilis, egyensulyi
kotddés onmagaban nem okozhat stabil koncentracidgradienst, mivel koncentraciogradiens —
diffuzivitasvaltozas hianyaban — dramlast hoz létre, amely lecsokkenti a koncentraciocstcsot.
Ezért sziikség van egy allandd forrasra, amely potolja az &aramlas altal kimeritett
koncentraciocsucsot. Ha szigoruan biofizikai szempontbdl vizsgaljuk a membranhoz kdzeli
ligandum-koncentracids gradienst, az alabbiak mondhatdak el:
e passzivan nem johet létre, mivel egy kémiai potencidlgradiens spontdn felépiilése
sértené a termodinamika 2. fotételét; ezért
e mindenképpen valamilyen aktiv biologiai folyamatnak kell lennie (amit az is
alatamaszt, hogy GPMV-k esetén nem jelentkezik); ugyanakkor
e olyan folyamatrél kell sz6 legyen, amely biologiai egyensulyhoz vezet, mivel a
koncentraciogradiens idében stabil.
Munkénk soran arra a bioldgiai folyamatra probaltunk raviladgitani, amely képes 1étrehozni az
idoben stabil, membrankdzeli ligandum-koncentracids csticsot. A sejtek kezelése olyan
inhibitorkoktéllal, amely blokkolja az aktin polimerizaciot, a miozin- és a dinamin-aktivitast,
¢s ezzel egyiitt a membranforgalmat is, megsziintette a membrankozeli ligandum-
koncentracios csucsot, ugyanakkor egy masikkal helyettesitette azt. Bar ez a kisérleti eredmény
azt sugallja, hogy a membranforgalom részt vesz a membrankdzeli ligandum-koncentracios
csucs kialakitasaban, az jonnan megjelend cstics magyarazatra szorul. Miért hissziik, hogy ez
a két ligandum-koncentracios csucs eltérd jellegi? Kezeletlen F1-4 sejtekben a cstics 5 pm-en
beliil helyezkedik el a plazmamembrantol, €s nincs korrelacidoban a diffizios egyiitthatoval,
mig a koktéllal kezelt sejtekben ~10 um-ig terjed, és forditott korrelaciét mutat a difftizios
egyiitthatoval. Ez utdébbi megfigyelés magyarazhaté a latrunculin B exocitézist kivaltd
hatasaval, amely a szekrécios vezikuldk gyors felszabadulasat idézi el6 [90]. Bar nem ismerjiik
azoknak a vezikuldknak a tartalmat, amelyek felszabaduldsat a latrunculin B indukalja, a
diffuzios egyiitthatd €s a részecskeszam kozotti forditott korrelacio egyértelmiien arra utal,
hogy a sejtek kozotti térben diffuzios gat keletkezett.
Ahhoz, hogy az 4lland6 gradiens fennmaradjon, feltételezniink kell, hogy a membranforgalom,
vagyis az endocitozissal bejuttatott anyag 0jra-exocitozisa all a membrankozeli EGF-cstcs
mogott. Szimulaciok azt mutattak, hogy mind a ligandumhoz kotott receptorok, mind a szabad

ligandumok megjelenése képes biztositani a koncentraciogradiens fenntartasahoz sziikséges
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forrast [289]. Emellett a monenzin, a hagyomanyos exocitikus utvonalak inhibitora, nem
mutatott hatast [281-283], ami aldtamasztja, hogy a membrankdzeli EGF-koncentracios
csticsot a membran dinamikaja és forgalma okozhatja, amelyet kiilonbézdképpen ,,kiss-and-
run”, ,,open and closed” vagy ,.flicker” exocitdzisnak neveznek. Ezen folyamatok sordn nem
teljes vezikuldk képzddnek, illetve nem teljes egésziikben keriilnek exocitozisra. Ilyen
mechanizmust irtak le példaul a vérlemezke—endotél sejt adhézios molekuldnal (PECAM),
amelyet bar nem keriil endocitozisra, de funkcionalisan elhatarolédik a sejtfelszintdl, de
ugyanakkor nagyon gyorsan ujra elérhetdvé valhat a plazmamembranon [290]. Ezek a
mechanizmusok egyiitt valosziniileg képesek el6idézni azt a nagysagrendiit membranforgalmat,
amely a membrankdzeli EGF-cstcs kialakuldsahoz sziikséges.

Felmeriil a kérdés, hogy hogyan johet létre ligandumforras anélkiil, hogy folyamatosan
termelddne a ligandum. Mivel egy endocitotikus vezikula konvektiv modon telik meg a
kornyezetében levo anyagokkal [291], az endocitézis nem csokkenti a lokalis
ligandumkoncentraciot. Ezt gyors visszaexocitozis koveti, amely alland6 membranfelszint
biztosit. A membranfesziilés szerepe ebben jol dokumentélt: ezt az endo- és exocitozis
ellentétes iranyban befolyasolja [292].

Azt javasoljuk, hogy az endoszomak vagy makropinoszomak zsugorodasa, és a koncentralt
endoszomak ezt kovetd exocitdzisa lehet a membrankozeli EGF-koncentracios cstcs
kialakuldsdnak oka. A kétpdrusu ioncsatorndkat mar Osszefliggésbe hoztdk a vezikulumok
érésével €s az endoszomak zsugorodasaval. Az a tény, hogy a naringenin (a kétporusu
ioncsatornak blokkoloja) szignifikansan csokkentette a membrankozeli EGF-csucsot, szintén
alatdmasztja ezt a feltételezést.

A lokalisan megemelkedett ligandumkoncentracié a membran kdzelében nem pusztan érdekes
jelenség, hanem fontos biologiai kovetkezményekkel jar. Amint bemutattuk, jelentésen
modosithatja a receptoraktivacid koncentraciofiiggését, latszolag novelve az affinitast és
csokkentve a kooperativitast [289]. Ennek megfelelden a ligand-indukalt sejtvalaszok (pl.
jelatvitel, receptor-klaszterez6dés) koncentraciofiiggése eltérhet olyan rendszerekben,
amelyekben a jelenség fenndll, és amelyekben nem. Fontos hangstlyozni, hogy a receptor
latszolagos affinitasa és kooperativitasa valtozik meg, ha kiszdmitasukhoz a tomeges (bulk)
koncentraciot vessziik figyelembe a valds, helyi koncentracio helyett. A latszolagos affinitas
novekedése ugy racionalizalhatd, hogy a membrankozeli koncentracié magasabb, mint a
tomeges. Ha ez a hatés a disszociacios allando koriili tartomanyban jelentds, megnd a receptor
telitettsége, igy ugy tlinik, mintha a receptor nagyobb affinitasti lenne. A kooperativitas

csokkenése pedig abbol adodik, hogy a membrankozeli és a tomeges koncentracid kozotti
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kiilonbség nagyobb koncentracidknal csokken, igy a telitettség 10-90%-o0s tartomdnya
(tomeges koncentracié fliggvényében) kiszélesedik, ¢és ezen ¢érték a kooperativitas
csokkenésének felel meg [293]. Emellett az ultra-alacsony ligandumkoncentraciokra adott
receptorvalaszok — amelyeket gyakran eldre kialakult jelatviteli komplexeknek tulajdonitanak
— részben szintén erre a membrankozeli koncentraciocsucsra lehetnek visszavezethetok [14].
A membran kozvetlen kozelében megfigyelt ligandumkoncentracios csucs mellett egy masikat
is azonositottunk, amely tavolabb helyezkedik el a membrantdl. Ez az EGF-koncentracios
csucs egyértelmiien a helyi viszkozitas novekedésének tudhatod be, mivel forditottan korrelalt
az EGF lokalis diffuziés egyiitthatojaval. Ezt a kovetkeztetést alatamasztottdk azok a
szamitasok is, amelyek kimutattdk, hogy az EGF diffuzios egyiitthatdjanak a megtigyelt lokalis
csOkkenése elegendd a ligandumkoncentracids csucs kialakuldsdhoz. A molekularis rotor
megnovekedett ¢lettartama ezen a térbeli tartomédnyban szintén megerdsiti, hogy a membrantol
tavolabbi ligandumkoncentracidos csucsban a lassult diffuziot a magasabb helyi
mikroviszkozitds okozza (28.dbra). Béar egyértelmlien nem tudtuk kimutatni a fokozott
mikroviszkozitds eredetét, az a tény, hogy ezt a koncentraciés csucsot kollagenaz ¢és
hialuronidaz koktél eltolta az F1-4 ErbB2 sejtekben, azt sugallja, hogy az extracellularis
matrixhoz kothetd. CHO-eredetli sejtvonalainkban ez az EGF-koncentracios csucs csak az
ErbB2-t expresszalo sejtekben volt jelen, mas sejttipusokban azonban eléfordulhat ErbB2-
fiiggetlentil is.

A membrantol tavolabb es6 EGF-koncentraciocstlics szintén biologiai jelentéséggel birhat.
Kisérleteinkben ez a csucs a membrankozeli csucsra rakodott, igy befolyasolta a membrannal
érvényesiild koncentraciot. Az extracellularis matrix, striiségétol fiiggden, mint diffizids
akadaly és potencialis ligandum-raktdr, mddosithatja a ligandumkoncentraciok mértékét és
iddbeli lefutasat, aminek hatdsa még jobban érvényesiilhet in vivo kortiilmények kozott.
Osszességében tehat bebizonyitottuk, hogy egy peptid jellegii novekedési faktor eloszlasa a
plazmamembran kézelében nem homogén. Két kiilonbozo eredetii csticsot azonositottunk: az
egyik az aktiv membranforgalomhoz, a masik a lokalisan gatolt diffuzidhoz kapcsolodik. Ezek
a koncentracidos csucsok jelentdsen megvaltoztatjdk a plazmamembrannal mérhetd
ligandumkoncentraciot a tomegkoncentracidhoz képest, ezaltal modositva a dozisfiiggd
valaszokat. Meggy6zddésiink, hogy a bemutatott eredmények messzemend kdvetkezményeit
nem szabad figyelmen kiviil hagyni, amikor olyan kvantitativ sejtbiologiai kisérleteket
A jelen tanulmanyban bemutatott kisérletek ¢és elméleti modellek a ligandumkoncentracidok

kifejezetten nem homogén eloszlasat tarjak fel a plazmamembran kozelében. Bar a jelenségek
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€s a mogottes elvek elvileg barmely bioldgiai rendszerben érvényesiilhetnek az egysejtiiektol
a komplex szervezetekig, a koncentraciogradiensek fennalldsat minden rendszeren beliil kiilon
meg kell vizsgalni. A feltételezett molekularis magyardzatok sem feltétleniil altalanosithatok.
Tekintettel a mérések komplex jellegére, valosziniitlen, hogy a membrankozeli
ligandumkoncentracid rutinszeri meghatarozasa altalanos gyakorlattd valjon. Ugyanakkor a
bemutatott jelenségek kdvetkezményeit szem elott kell tartani minden olyan kisérleti eredmény

értelmezésekor, amely receptor—ligandum kolcsonhatasok kvantitativ elemzésén alapul.
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8. Osszefoglalas

A sejtpenetrald peptidekkel valo kutatas alapjaul annak a problémanak az 4thidalésa szolgalt,
hogy a legtobb molekula szdmara a sejtmembran kettds foszfolipid rétege szinte
athatolhatatlan. A sejtpenetraldé peptidek (SPP-k) olyan oligopeptidek, amelyek képesek
bejutni €s emellett a sejtmembranon egyébként at nem jutd molekuldkat bejuttatni a sejtekbe.
Az ¢értekezés a penetratin nevli peptidet helyezi a vizsgéalatok kozéppontjaba, amely a
Drosophila Antennapedia Homeotic transzkripciés faktorabol szarmazik. Az SPP-k
bejutasanak vizsgalata feltarta, hogy a penetratin elsésorban endocit6zis Gitjan jut be a sejtbe az
alkalmazott 5 uM-os koncentracioban. A felvételét a membréan dipdluspotencialjanak valtozasa
befolyésolja. Az atorvasztatin példaul a dipdluspotencial csokkentésével noveli a penetratin
endo-lizoszomalis felszabadulasat, ezzel szemben a 6-ketokolesztanol néveli a membran
szterin tartalmat, ezaltal annak merevségét is, igy a penetratin felvétele csokkent. A bejutast
a jelenség, eredményeink szerint, nem jatszik jelentds szerepet a penetratin citoszolikus
felhalmozodéasaban. A B-penetratinnak nevezett modositott penetratinszarmazék jelentOsen
jobb celluldris felvételt mutat, amely parhuzamba allithatdé magasabb aggregacios
képességével.

Az eddig ismert hagyomdnyos modellek homogén ligandum eloszlast feltételeznek az
extracellularis térben. Ezzel ellentétben ezen kutatdsi eredmények szerint az epidermalis
novekedési faktor (EGF) nem egyenletesen oszlik el a plazmamembran koriil, hanem két
kiilonbozo eredetili és jelentdségli koncentracios csucsot képez. A membranhoz kozeli cstcs,
amely néhany mikrométerre talalhaté a membrantdl, nem magyarazhat6 passziv diffazidval,
receptor kotddéssel vagy viszkozitasvaltozasokkal. Az aktin, a miozin és a dinamin egyidejli
gatldsa azt mutatja, hogy ez a cslcs az aktiv membranforgalomtol fligg. A szimulaciok
megerdsitik, hogy az endocitozis €s a re-exocitozis gyors ciklusai elegendd ligandummal kotott
receptort vagy szabad ligandumot biztositanak ennek a gradiensnek a fenntartasahoz. A
membrantol tdvolabb talalhaté disztalis csucs a helyileg gatolt diffuzidval hozhatd kapcsolatba.
Nagysaga korrelal az EGF csokkent diffuzios egyiitthatéival és a megndvekedett
mikroviszkozitassal, emellett ECM-emésztd enzimek altal eltolhatd, ami arra utal, hogy az
extracellularis matrix diffuzios gatat képez. Ezek a koncentracidés cstucsok jelentdsen
megvaltoztatjadk a sejtfelszini receptorok altal érzékelt ligandumszinteket. Az eredmények
ravilagitanak arra, hogy a kvantitativ receptor-ligandum interakciok értelmezésekor fontos

figyelembe venni a ligandumok helyi mikrokdrnyezetét.
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9. Summary

Research into cell-penetrating peptides was motivated by the problem that the double
phospholipid layer of the cell membrane is virtually impenetrable for most molecules. Cell-
penetrating peptides (CPPs) are oligopeptides that are able to enter cells and also transport
molecules that would otherwise not be able to pass through the cell membrane. The thesis
focuses on a peptide called penetratin, which is derived from the Drosophila Antennapedia
Homeotic transcription factor. Studies of CPP entry have revealed that penetratin enters cells
primarily by endocytosis at the concentration of 5 uM used in the study. Its uptake is influenced
by changes in the membrane dipole potential. For example, atorvastatin increases the
endolysosomal release of penetratin by reducing the dipole potential, whereas 6-
ketocholestanol increases the sterol content of the membrane, thereby increasing its rigidity
and reducing the uptake of penetratin. After entry, there is a possibility of penetratin
degradation in the endolysosomal system. According to our results, this phenomenon does not
play a significant role in the cytosolic accumulation of penetratin. A modified penetratin
derivative called B-penetratin shows significantly better cellular uptake, which can be
compared to its higher aggregation capacity.

Traditional models assume homogeneous ligand distribution in the extracellular space. In
contrast, according to these research results, epidermal growth factor (EGF) is not evenly
distributed around the plasma membrane, but forms two concentration peaks of different origin
and significance. The peak close to the membrane, located a few micrometers from the
membrane, cannot be explained by passive diffusion, receptor binding, or viscosity changes.
Simultaneous inhibition of actin, myosin, and dynamin shows that this peak depends on active
membrane traffic. Simulations confirm that rapid cycles of endocytosis and re-exocytosis
provide sufficient ligand-bound receptors or free ligands to maintain this gradient. The distal
peak, located further from the membrane, can be linked to locally inhibited diffusion. Its
magnitude correlates with reduced EGF diffusion coefficients and increased microviscosity,
and it can be shifted by ECM-degrading enzymes, suggesting that the extracellular matrix
forms a diffusion barrier. These concentration peaks significantly alter the ligand levels
perceived by cell surface receptors. The results highlight the importance of considering the

local microenvironment of ligands when interpreting quantitative receptor-ligand interactions.
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1.

14. Kiegészité abrak

Ebben a fejezetben olyan abrak keriilnek bemutatasra, amelyek nem a sajat készitéstiek, de
hozzéajarulnak a kutatds megértéséhez.
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kiegészito abra: A floretin, a 6-ketokolesztanol és az atorvasztatin membran biofizikai
tulajdonsagaira gyakorolt hatasainak jellemzése [294]
A sejteket elOkezelték floretinnel, 6-ketokolesztanollal (6-KC) vagy az atorvasztatin (ATO) két
di-8-ANEPPS segitségével mérték, amelynek gerjesztési intenzitdsaranya pozitiv korrelaciot mutat a
dipoluspotenciallal (a). A TMA-DPH fluoreszcencia-anizotropiaja forditottan aranyos a membran
fluiditasaval (b), mig a Laurdan altal mért generalizalt polarizacié (GP) forditottan aranyos a membran

crcr

szignifikans kiilonbséget jelolik (P < 0,05), amelyet ANOVA ¢és Tukey-féle HSD teszt igazolt.
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2. Kkiegészité abra: El6 sejtek konfokalis mikroszkopos felvételei, amelyek kettosen vannak jelolve
AlexaFluor532- és NF-penetratinnal [294]
A sejteket 37 °C-on 20 percen at inkubaltak AlexaFluor532-penetratinnal (a) és NF-penetratinnal (b),
majd a képeket konfokalis mikroszkopidval rogzitették. A (c) panel a sejtek differencial-interferencia
kontraszt képét mutatja. A fluoreszcenciaképeken lathato nyilak olyan teriiletekre mutatnak, ahol az
AlexaFluor532 pH-fiiggetlen fluoreszcencidja és az NF fluoreszcenciaja — amely savas pH-n kioltodik —
anti-korrelaciot mutat.
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3. Kkiegészitd abra: A penetratin sejtfelvétele és endo-lizoszomalis kiszabadulasa [294]

Két kiilonboz6 sejttipust inkubaltak 37 °C-on fluoreszcensen jel6lt penetratinok folyamatos jelenlétében
(5 uM AlexaFluor532-penetratin €s 5 pM NF-penetratin). A sejtek fluoreszcenciaintenzitasat idokorrelalt
aramlasi citometrias meéréssel rogzitettek. Az AlexaFluor532-penetratin atlagos intenzitasat — amely a
teljes sejtfelvételt jellemzi — valamint az NF-penetratin atlagos intenzitdsat — amely a pH-semleges
kompartmentekben jelenlévé penetratin mennyiségére utal — szamitottak ki az id6 fiiggvényében, miutan
kisztrték a tormeléket és az életképtelen sejteket. A két fluoreszcenciaintenzitas aranyat a jobb oldali
panel mutatja. A folytonos vonalak a 20 masodperces id6ablakokra szamitott atlagos
fluoreszcenciaintenzitast abrazoljak, normalizalva az elsé idGablak intenzitdsahoz. A hibasavval jelolt
szimbolumok — amelyek 6t biologiai ismétlésbol szdrmazé 13—15 minta alapjan szamitott SEM-et
jelolnek — az abra attekinthetdsége érdekében csak minden hatodik adatpontnal keriiltek feltiintetésre.

134



Viszkozitasi gradiens kdvetkeztében
4

NN

0

0 5 10 15 20 25

Membrantdl vald tavolsag [um]

4. Kkiegészito abra: Diffuzios egyiitthato lokalis minimumab6l ereddé TAMRA-EGF
koncentraciogradiens [289]
Az F1-4 ErbB2 sejtekben FCS-sel meghatarozott TAMRA-EGF diffuzios egyiitthatd lokalis
heterogenitdsanak analitikus modellezése utan, megoldottuk a Fokker—Planck-egyenletet
stacionarius allapotra. Az igy kapott, a diffuzios egyiitthatd lokalis minimumébdl eredd
TAMRA-EGF koncentracidégradiens lathatd az 5. kiegészité dbran.
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5. Kkiegészito abra: Az EGF egyensulyi koncentracioprofiljanak modellje [289]
A 24. abran bemutatott, nem homogén EGF-diffuzios egyiitthatdo alapjan varhato EGF-
koncentraciogradiens szadmitasanak eredményét mutatja be ez az dbra. A szamitds elve
megegyezik az 4. kiegészit abran bemutatottal. Az EGF térben valtozé diffizids egylitthatojat
hatvanyfiiggvénnyel modelleztiilk, majd a Fokker-Planck-egyenlet megoldasaval hataroztuk
meg az EGF egyensulyi koncentracioprofiljat, amely figyelemremélté médon nagyon hasonld a
24. abran lathato kisérletileg megfigyelt gérbéhez.
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