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1. Roviditesek jegyzéke

DAG
DcR1
DcR2
DD

DISC

DR4
DR5
GM1
GPI
GRB2
IP3
MAPK

PDGF

PDGFR

P13-kinaz

PLCy
PtdIns(3,4,5)-P3
PtdIns(4,5)-P2
PTP1B

RasGAP

diacilglicerol

TRAIL-R3/decoy receptor 1

TRAIL-R4 / decoy receptor 4

death domain / sejthalal domén

death-inducing signaling complex /

sejthalal indukald szignalkomplex

TRAIL-R1/death receptor #4 / halalligand receptor #1
TRAIL-R2 / death receptor #5 / halalligand receptor #2
monosialotetrahexozilgangliozidban
glikozil-foszfatidilinozitol

Growth factor receptor binding protein-2

inozitol (1,4,5)-triszfoszfat

mitogén-aktivalt protein kinaz

Platelet-Derived Growth Factor/

trombocita eredetii n6vekedési faktor
Platelet-Derived Growth Factor Receptor / trombocita eredetti
ndvekedesi faktor receptora

foszfatidilinozitol 3-kinaz

foszfolipaz Cy1

foszfatidilinozitol (3,4,5)-triszfoszfat
foszfatidilinozitol (4,5)-biszfoszfat
protein-tirozin-foszfataz 1B

Ras GTPaz aktivator protein



SH2 domén Src homologia #2 domén

TRAIL tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand
TRAIL-R5 szolubilis osteoprotegerin

Tyr1021 Tirozin 1021-es aminosav

Tyr716 Tirozin 716-0s aminosav

Tyr751 Tirozin 751-es aminosav

Tyr771 Tirozin 771-es aminosav

Tyr857 Tirozin 857-es aminosav



2. Bevezetés

Az irodalomban szdmos publikacié mutat rd arra, hogy a sejtmembran monosialo-
tetrahexozil-gangliozidban (GM1) gazdag terlletei — melyek azonosithatok az Ugynevezett
lipid raftokkal, vagy lipid-tutajokkal — fontos szervezé-modulalé szerepet jatszanak a
kiilonbozé kimenetelti jelatviteli utvonalak szabalyozasaban. A citoplazmamembran ezen
koleszterinben és szfingolipidekben gazdag, szubmikron méretii strukturalis egységeinek tehat
nem pusztan morfologiai, hanem funkciondlis szerepe van. A raftok képesek egymastdl
szigetszeriien elkiilonitve akkumuldlni a kiillonbozo sejtélettani folyamatokban egylittmitk6do
membranfehérjéket, igy biztositva az eltérd kimeneteli jelatviteli kaszkddok hatékony
lejatszodasat. Ezek a lipid domének, mint membranon szo ,,forro teriiletek” egy kis atmér6ji
— 50-150 nm — teruletre képesek koncentralni a receptorokat és mas jarulékos fehérjéket, ami
egy sokkal hatékonyabb és intenzivebb lefolyast jelatvitelhez vezet. Dolgozatomban
szeretnék képet adni a membran GM1 gangliozidban gazdag mikrodoménjeinek szervezo és

Kisérleteimben megvizsgaltam a tirozinkinaz aktivitasu PDGF receptorok (PDGFR)
tipusanak lipid-tutaj- és konfluenciafiiggé szabalyozasat, tovabba feltartam a ciszplatin és egy
Uj, még nem torzskdnyvezett, igen hatékony platina alapt gyogyszerjelolt és a TRAIL
halalligand raftfiiggd szinergizmusat a DR4 és DR5 medialt, kaszpaz-8 dependens apoptozis
indukciojaban.

Megallapitottam, hogy a sejtmembran GM1 gazdag doménjei minden vizsgalt
rendszerben fontos szervezdi a kiilonb6z6 utvonalakon lejatszodo jelatviteli folyamatoknak,

és igy nélkllozhetetlenek a vizsgalt sejtfunkciok optimalis miikodtetésében.



3. lIrodalmi attekintés

3.1. A lipid-tutajok

A membranok szerkezetének leirdsara szdmos elmélet sziletett, ezek kozil
évtizedekig a legelfogadottabb az 1972-ben leirt Singer és Nicolson féle folyadék mozaik
modell volt (1), amely a lipid kett6sréteget olyan kétdimenzios folyadéknak tekinti, amelyben
a bedgyazott membranfehérjék lateralisan szabadon diffundalnak. A modell értelmében a
membrant amfipatikus lipid molekuldk kettés rétege alkotja. A két réteget a lipidek hidrofob
zsirsavlancai kapcsoljak egymashoz, mig a polaros hidrofil csoportok (fej) a membran kiilsé
felszinén helyezkednek el. A lipid kettésrétegbe Kisebb-nagyobb mértékben fehérjemolekulak
stllyednek, amelyek kozil egyesek teljesen atérik a membrant, kapcsolatot teremtve az intra-
és extracellularis tér kdzott. Ezeket integrans fehérjéknek nevezzilk, melyek nem tavolithatok
el a kettdsrétegbdl a membranszerkezet megbomlasa nélkiil. A lipidek szabadabb oldalirdnyu
elmozdulédsa bizonyos mértékli folyékonysagot, a fehérjemolekuldk mozaikos elrendezddése
és egymashoz vald kapcsolddasa pedig stabilitast biztosit a membrannak. A folyadék mozaik
modell az elektronspin-rezonancia modszerével szintetikus lipid kettOsrétegekben mérte az
egyedi lipidmolekuldk mozgasat. A mérések szerint két szomszédos lipid molekula lateralis
diffizidja gyakran, masodpercenként 107 —szer, mig a két lipid réteg kozotti molekularis
atjaras (flip-flop) spontan ritkan, kb. havonta egyszer kdvetkezik be. Hasonld0 meréseket
végeztek izolalt membranokon és egyszerti intakt sejteken (mikoplazmak, baktériumok és
vorosvértestek) is. Ezen kisérletek ugyanolyan eredményekre vezettek, mint a szintetikus
membréanokon végzett vizsgalatok. El§ sejtek membranjdban az ujonnan szintetizalt lipid
molekulak a membran citoplazmatikus, azaz belsé részébe épulnek be, ami latszélag nem
engedi a membran fellletének szabad ndvekedését, hiszen a lipidek kis valdszintiséggel

fordulnak &t az egyik membranrétegb6l a masikba. ValGjaban a sejtmembran felllete
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folyamatosan Vvaltozik a sejt aktudlis szlikségleteinek fuggvényében. A megoldast a
foszfolipid transzlokator (flippaz) enzimek jelentik, amelyek képesek atjuttatni a lipidek egy
részét a kils6é rétegbe. Fontos megemliteni, hogy a biolégiai membranok laterdlis
inhomogenitasanak fogalma mar a 70-es években felvet6dott, de a Singer-Nicolson féle
modellnek nem valt részévé (2). Bar a folyadék mozaik modell kidolgozasa nagy el6relépést
jelentett a membranstruktura leirasdban, szamos Gjonnan felvetédd funkcionalis kérdésre nem
adott valaszt.

A 80-as évek elejére szamos Uj megfigyelés és eredmény mutatott ra arra, hogy a
biol6giai membranok nem pusztan véletlenszeriien elrendez6d6 folyékony lipid Kett6srétegek,
amelyekben periférias és integrans fehérjék nagy témege szabadon diffundal, hanem olyan
hierarchikusan felépulé sejtalkotok, melyek Osszetételét és fizikai tulajdonsagait a lateralis
heterogenitas befolyasolja (3). Az 0j elméletek szerint az él6 dinamikus membran nem
egységes, azaz kiilonboz6 teriiletei ugyanazon pillanatban mas és mas permeabilitasi,
mozgékonysagi, folyékonysagi, vastagsagi és osszetételi allapotban lehetnek, amely
tulajdonséagok kiils6 vagy belsd jelek hatasara folyamatosan valtoznak. Ezek a jelenségek a
lipidek korabban nem ismert Oridsi kémiai diverzitdsdbol és azok membranbeli
klaszterizaciojabol vezethetok le. A plazmamembrant felépité lipidek és fehérjék magas fokd
lokalis rendezettsége, illetve a molekulak kozotti kommunikécié arra utal, hogy a
sejtmembranok egyedi szubmikronos mintazata nélkilozhetetlen lehet szamos sejtfunkcio
optimalis mikddtetéséhez (4, 5).

1997-ben Simons és Ikonen Uj elméletében (6) a membranban olyan szfingomielinbél,
glikolipidekbdl, koleszterinbdl és GPI-horgonyzott fehérjékbdl felépiilé rendezett struktirakat
irt le, amelyek a folyékony kettésrétegben diffundalnak. Ezeket a szervezett membran
doméneket nevezték el lipid raftoknak, vagy mas névvel detergens rezisztens membran

doméneknek (DRM), magyarul lipid-tutajoknak (1. abra). A raftok felépitésenek



kozéppontjaban a koleszterin 4all, ami gylriis szerkezetével biztositja azok rendezett
strukturdjat. Emellett a tutajok exoplazmatikusan szfingolipideket, endoplazmatikusan telitett
foszfolipideket tartalmaznak, melyek membranproteinekhez horgonyzott acillanca fokozza a
stabilitast. Az Gj modell a plazmamembrant olyan rendezetlen lipidekbdl all6 ,tengernek”
tekinti, amelyben a koleszterinbdl, telitett lipidekbdl, szfingolipidekbdl és proteinekbdl alld
rendezett struktirak, azaz a ,tutajok” tobbé-kevésbé szabadon Usznak. Bar a tutajok
felépitésében résztvevd kulcsmolekuldk zome a sejt endoplazmatikus retikulumaban
szintetizalodik (koleszterin és bizonyos szfingolipid egységek), emlés sejtekben intakt raftok
elészor a Golgi-komplexben figyelheték meg (7). 1997 6ta a raft hipotézis népszer(ivé valt a
kutatok korében, tobb ezer publikécid jelent meg az elmélet alapjan a legkiilonbozébb
szakmai folyoiratokban. Fontos kiemelni, hogy bar a lipid-tutajokra alapozott membranmodell
széles korben elfogadott, szamos a rendszerrel kapcsolatos sejtbiofizikai jelenség még

pontositasra var.

Lipid raft

@ Koleszterin -~ Extracellularis
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1. dbra: A sejtmembran lipid kettésrétege

A raft hipotézis kidolgozasat koveté idOszak kutatdsai vilagitottak ra arra a
lehet6ségre, hogy a lipid-tutajok nem pusztan strukturdlis egységek a sejtmembranban, hanem
jelenlétik funkciondlis kdvetkezmenyekkel is jarhat. Ezt alatdmasztja az a tény, hogy a lipid

kettosrétegbe GPI-horgonyzott és transzmembran proteinek vannak beagyazva (8-10),



konnyen elképzelhetd, hogy ezek mikodését és interakcidit a klaszteres szervezddés
befolyasolhatja. Erre utalnak azok a vizsgélatok is, melyek megéallapitottak, hogy a sejtek
jelatviteli folyamataiban fontos szereppel biré fehérjék megemelkedett koncentracidban
talalhatéak meg a lipid-tutajokban. llyen fehérjék példaul az Lck tirozinkindz (11), a Src
csaladbeli kindzok (12), és egyes G fehérjék (13), tovabba integrinek (14).

Az elmult évtized eredményei vilagitottak rd arra, hogy a lipid-raft medialt lateralis
rendezettség eredményeként a membranban meghatarozott fehérjemintazat jon létre. A lipid-
tutajok egyrészt képesek platformot képezni a tutajhoz kihorganyozott fehérjéknek a hatékony
kélcsonhatéshoz, mas molekulakat viszont kirekesztenek az interakciobdl (15). Egy specifikus
membranfehérjét a célszekvencidja irdnyit a sejthartya rendezett vagy rendezetlen fazisaba
(16). Peéldaul azok a transzmembran fehérjék, amelyek hosszabb transzmembran doménnel
rendelkeznek, nagy valosziniiséggel a membran vastagabb, rendezett strukturaihoz
kapcsolddnak, ezzel is minimalizalva a hidrofoéb részek pontatlan illesztésére forditando
energiét.

A lipidek és fehérjék kolcsonhatasdnak fontos kovetkezménye, hogy a raftok
struktardjat és ezzel funkcigjat a kiils6 kornyezetbdl szarmazod ingerek is képesek
befolyasolni. Megfigyelték azt is, hogy stimulaciot kovetéen a kisebb lipid-tutajok kénnyen
nagyobb egységekké olvadnak ©ssze. A reakciot szamos raft asszocialt fehérje
kihorgonyzodéasa kiseri, ami fokozza a lipid-tutaj és a citoszkeleton kozotti kdlcsonhatas
erdsségét (17). A fent leirt megfigyelések alapjan a korabban leirt, rendezett és rendezetlen
strukturakat feltételez6 raft hipotézis kiegésziilt a dinamikus atalakulas lehetéségével (18). A
dinamikusan strukturdlt mozaik modellben a fehérje — fehérje, illetve a fehérje - lipid
kolcsonhatasoknak legalabb akkora szerepe van, mint a rendezett vagy rendezetlen formaban
megjelend lipidek egymas kozotti kdlcsonhatasainak. A raftokban megvalosulo fehérje - lipid

interakcidk novelik a jelatviteli folyamatokhoz kapcsolddd intermolekularis kélcsonhatasok



élettartamat, tovabba lehetdvé teszik a sejtfelszini receptorfehérjek kapcsolodasat a kortikalis
aktin citoszkeletonhoz, illetve egyéb citoplazmatikus adaptor- és szignal proteinekhez (19) ,
ugyanakkor egyes fehérjéket el is valaszthatnak egymastol.

A mikroszkopos technika és az immunfluoreszcenciés jelolés teriiletén bekovetkezd
fejlodés lehet6vé tette a lipid-raftok strukturajanak és funkcidjanak pontosabb megfigyelését
(20). A legujabb eredmeények szerint a membran mikrodomének mérete a néhany nanométeres
lipidgytirtiktél (21) a szaz nanométernél kisebb tartomanyba esd szigeteken at (22) a
néhanyszaz nanométeres klaszterekig valtozhat (23). Néhany esetben a nagyobb domének
csak a kisebb raft egységek mesterséges Osszekapcsolasat kovetéen lesznek azonosithatdak a
nyugvo sejtek membranjaban (24), maskor a nyugvé sejtek felszinén is kimutathatdak a
szubmikronos tartomanyba es6 foltok, amelyek Osszetételiiket tekintve lipid-tutajként
azonosithatdak (20). Bar a kiilonb6z6 méretli membran mikrodomének lipid Osszetételiiket
tekintve nagy valtozatossagot mutatnak, a magas glikoszfingolipid és koleszterin tartalom
altalanosan jellemzo.

Az egyik legkordbbi marker, amit a lipid-tutajok mikroszképos azonositaséara
hasznéltak, a domének GM1 gangliozid komponenséhez direkten kapcsolddo koleratoxin B

alegysége volt (25).

3.2. A lipid-tutajok szerepének vizsgélataban felhasznalt molekuléaris

modellrendszerek

3.2.1. A PDGF receptor

Az elmult évtized tudomanyos irodalmaban szamos publikacio jelent meg a
trombocita eredetii novekedési faktor (Platelet-Derived Growth Factor / PDGF)

patofizioldgiai folyamatokban betdltott szerepével és a ra specifikus receptorok jelatvitelével



kapcsolatban. A PDGF jelentés élettani szereppel bir a kotdszoveti sejtek migracios
sebgyogyulés kontrollalt lejatszodasaban (26). Masrészrél, nagyszami betegség ismert az
irodalomban, amely valamilyen médon kapcsolatba hozhaté a PDGF, illetve receptora koros
expresszidjaval, és jelétvitelével. Jelenleg is tobb kutatds foglalkozik azzal, hogy a PDGF
ligandot, vagy annak receptordt mint lehetséges tdmadéspontot hasznélja fel kiilonb6z6

A PDGF-et, mint szolubilis novekedési faktort eldszor az 1970-es években mutattak ki
a Vérlemezkék alfa granulumaibol. Mar a legels6 publikaciok leirtak, hogy a ligand
nélkilozhetetlen a fibroblasztok, simaizom-, illetve glia sejtek normalis mitkdéséhez (28);
(29). Az 1980-as években megalkotott elsé hipotézis a PDGF molekularis szerkezetét két
kiilonboz6 — A, illetve B — polipeptid lanc altal alkotott heterodimerként irta le (30). Késébb
sikertlt kimutatni mind a PDGF-AA, mind a PDGF-BB homodimereket kiilonb6z6
szovetkulturakbol és ennek megfeleléen a szerkezetre vonatkozoan 1j hipotézis sziiletett.
Ennek értelmében a PDGF ndvekedési faktor csaladot két gén — PDGF-A, illetve PDGF-B —
altal kddoltan harom fehérje — PDGF-AA, PDGF-BB, illetve PDGF-AB — alkotja (26). Az Uj
évezred elsé évtizedében tovabbi variansokat — a PDGF-C-t (31), és a PDGF-D-t (32) —
fedeztek fel.

Heldin elmélete értelmében az A és B alegységek kovalens kapcsolataként leirt PDGF
dimer hasonlo dimer szerkezetii a és B lancokbol felépiild PDGF receptorhoz koétddik (33). A
B-tipust receptorhoz kizarolag a ligand B alegysége tud kapcsolddni, mig a receptor a-tipusa
egyarant kepes kotni a PDGF A és B alegységet. A ligandhoz hasonl6an a receptorok is
képesek mind homo, mind heterodimer kialakitasara. Erdekes megfigyelés, hogy az a és B
tipusu homodimer szerkezetii receptorok kevésbé hatdsos stimuléatorai a mitogenezisnek, mint

az o/p heterodimer szerkezetlieck. Ennek az oka Osszefiigg azzal a felismeréssel, hogy a o/



tipusi PDGF receptorok nem képesek megkotni a Ras GTPAaz aktivator proteint (RasGAP),
ami a Ras GTP&z negativ regulatora. A kapcsolat hianya a Ras fehérjék altal aktivalt mitogén-
aktivalt protein kindz (Ras-MAPK) utvonal megemelkedett aktivitasahoz, igy a proliferacios
¢s mas mitogén  szigndlok feler6sdodéséhez, végeredményben  kontrolldlatlan
sejtproliferaciéhoz vezet (34). A PDGF-CC és PDGF-DD ligandok a receptor aa, illetve B
homodimer formajahoz kapcsolodnak szamottevd affinitassal (31). Az a-tipusu PDGF
receptorok nagy fokban expresszalédnak a mezenchimalis sejtek, féleg a chondrociték (35),
valamint az oligodendrocitak (36) felszinén, mig a B-tipusi PDGF receptorok megtalalhatdak
a vaszkularis simaizom-sejteken (37), illetve nagy jelent6séggel birnak az glia eredetii
idegrendszeri tumorok szabalyozéasaban (38, 39). Utdbbiak esetében a PDGF receptor
expresszidja jol korrelal a tumor gréduséval, proliferacios aktivitdsaval, azaz a malignitas
fokéaval (40).

Ezen daganatok koziil felnéttkorban leggyakoribb a glioblasztoma multiforme, mely
rendkivil nagy malignitasu, rossz prognézisu primer idegrendszeri tumor. Nagyon variabilis
és kozel kétszer olyan gyors ndvekedésre képes, mint az eggyel alacsonyabb gradusba sorolt
anaplasztikus asztrocitdma. Terapia nélkul a diagnozis felallitasa utani 3 hdnapon belil a
betegek 95%-anak halalahoz vezet, de kombinalt miitéti, radio- és kemoterdpia
alkalmazaséval sem haladja meg az egy évet a varhatd talélési 1d6. A tumor rendkiviili
malignitdsa miatt a PDGF/PDGFR medialt tumor proliferacié jelatviteli dtvonalainak
felderitése nagy jelentdséggel birhat.

A PDGF ligand megkotését kovetéen a receptorok dimerizalodnak és a
szerkezetvaltozas hatasara aktivalodd intrinsic tirozinkinazuk segitségével transz-
foszforilaljak egymast regulatorikus, 857-es tirozinjukon. Ezt kovetden kaszkadszeriien
foszforilalodnak a receptor tovabbi intracellularis tirozinjai, melyek a szignaltranszdukcioban

kulcsszereppel biré Src homology 2 (SH2) és foszfotirozin-koté doménnel rendelkezé
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fehérjéknek biztositanak kapcsolddasi pontot (26). A korédbban emlitett 857-es tirozin
reziduum (Tyr857) kiemelked6 jelentéséggel bir, hiszen Onmagaban képes a receptor
tirozinkindz katalitikus aktivitisat szabalyozni (41). Ennek az aminosavnak a mutécidja a
receptor aktivitdsnak sulyos csokkenéséhez és az autofoszforilacios kaszkad elmaradashoz
vezet (42). A receptor 15 intracellularis tirozinja kozil 11 esetében figyelték meg, hogy a
ligandkotést kovetd Tyr857 medialt aktivacid sordn képesek foszforildlédni. Taldn a
legfontosabb koziluk a 716-os tirozin (Tyr716), mely foszorilalodasat kovetéen képes
megkotni az SH2 doménnel rendelkez6 novekedési faktor receptort kotd protein 2-t (growth
factor receptor binding protein-2/GRB2), mely a sejtek proliferacios aktivitasat fokozé Ras-
MAPK atvonal meginditdsdhoz szikséges (43). A Tyr716 specifikus defoszforilalasa a
protein-tirozin-foszfatdz 1B (PTP1B/PTPN1) &ltal a PDGF indukélt MAPK aktivaciot gatolja
(44). A PDGEF receptor intracellularis, 771-es tirozinja (Tyr771) foszforilalédasat kovetéen
kotéhelyként szolgal a mar korabban emlitett Ras-GAP szaméra, igy a Ras-MAPK (tvonalat
gatolja (45). A Tyr771 foszforildltsagi allapotdt az SHP-2 (PTPN11) tirozin-foszfataz
szabalyozza. Azokon a mutans PDGF receptorokon, melyek SHP-2 foszfataz kotéhelye
elveszett vagy miitkodésképtelenné valt joval nagyobb mértékii Tyr771 foszorilaltsag mérhetd
PDGF ligandstimulaciot kovetéen (46). A 751-es tirozin (Tyr751) a receptor kinaz-inzert
p85-0s szabalyozd alegységét képes megkotni (47). A PI3-kinaz katalizalja a membranhoz
asszocialt foszfatidilinozitol (4,5)-biszfoszfat (PtdIns(4,5)-P2) foszfatidilinozitol (3,4,5)-
triszfoszfatta (PtdIns(3,4,5)-P3) alakulasat. A PDGF stimulaciot kovetden indukalt P13-kinaz
aktivalja a DNS szintézist szabalyozo és az apoptozist gatlo Akt kindzt (48). A Tyr716-hoz
hasonléan a PTP1B/PTPN1 protein foszfataz képes defoszforilalni a Tyr751-et is, ami
drasztikusan csokkenti az Akt kinaz aktivaltsagi allapotat (44). A sejtek tulélésének Akt

kozvetitette szabalyozasan tul a P13-kindz szignaltranszdukcios utvonal fontos szerepet jatszik
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a sejtmigracio iranyitasaban is. A PDGF receptor 1021-es tirozin reziduuma (Tyr1021) a
foszfolipaz Cyl (PLCy) SH2 doménjének a kotéhelye (49). A PLCy katalizélja a PtdIns(4,5)-
P2 hidrolizisét az intracelluldris kalcium mobilizéciéban szerepet jatszd inozitol (1,4,5)-
triszfoszfatta (1P3) és a protein-kinaz-C-t aktivalé diacilglicerolld (DAG) (50). A PLCy részt
vesz a sejtmigrécié szabalyozasaban (51) példaul a RhoA fehérje foszforilalasan keresztil

(52) (2. abra).

PDGF " ﬂ receptor

—_— —
membrin _,{ [:lfz (ggysz -SOS }
PLCy ~— as
— \ SHP2
IP, DAG Raf
— " "\ PI3K ﬂ
Ca?* Src

T PKC Stat,  family MAPKK, MEK, INKK

\ Jak l
Rho, Akt /
// Rac PKB | MAPK, ERK, JNK
/ | |

nivekedés motilitas tilélés mitozis nivekedés
differencialodas
transzkripcio mitézis

/AP aAT

2. abra: A PDGF receptor medialt jelatviteli utak

A receptorok Tyr1021-es reziduumain foszforilalasa aktivalja a foszfolipaz Cy-t, ami a
membranban, annak alkotéelemeként talalhaté foszfatidilinozitol (4,5)-biszfoszfatot
(PtdIns(4,5)-P2) bontja inozitol-triszfoszfatta (IP3) és diacilglicerolla (DAG). Az IP3 a
sejtben talalhatd kalcium raktarakbdl kalciumot szabadit fel; az IP3 koncentracidjanak
ndvekedése az intracellularis kalcium koncentrécié atmeneti ndvekedésével jar. A
receptor Tyr751-es aminosavanak foszforilalasa a foszfatidilinozitol 3-kinaz Gtvonalat
inicidlja, amely az Akt kinazok aktivalasan keresztill a sejtek tulélését segiti el6. A
Tyr716-os foszforilacidja a Ras-MAPK Gtvonalon keresztill sejtproliferaciéhoz vezet.

Normalis korilmények kozott a sejtek novekedését es migracids tulajdonsagat nem
csak a novekedesi faktorok es azok receptorai szabalyozzak, hanem szamos pozitiv és negativ
stimulus is befolyasolja a kialakulo sejtvalaszt. Ezek a mddositd hatasok elsésorban az
extracellularis matrix, illetve a szomszédosan elhelyezkedd sejtek feldl érkeznek. A sejt-sejt
kapcsolatok névekvé szama a sejtek migracios és proliferacios aktivitasanak csokkeneéséhez,
azaz kontakt gatlashoz vezet (53). Amikor a normal sejtek tumorsejtekké dedifferencialédnak,
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elveszitik érzékenységiiket a kdrnyezetbdl érkezd jelekre, igy nem valosul meg a negativ
regulacio, ami kontrollalatlan proliferaciohoz és migraciohoz vezet (54). A PDGF receptor
esetében leirtdk, hogy a kontakt gatlds megvaldsitasaban a nektin fehérjecsalad és kiilonb6zé
protein tirozin-foszfatdzok vesznek részt (55).

Munkacsoportunk  kordbbi  kisérleteiben megallapitotta, hogy glioblasztoma
sejtkultarak kozil csak a konfluens, vélhetéen kontakt gatlas alatt 1évok valaszolnak PDGF
stimulusra komplett, kétfazist kalcium tranzienssel (56). A jelenség hatterében a konfluens
sejtek felszinén fokozottabb PDGF receptor expresszidt mutattunk ki. Azt is megallapitottuk,
hogy a receptorok a sejtfelszinen szubmikron méretli klaszteres eloszlast kovetnek. A
receptorklaszterek atfedést mutatnak GM1 gangliozidban gazdag lipid-tutajokkal, a tutajok
koleszterin tartalmanak csokkentése metil-B-ciklodextrinnel a klaszterek hatérait elmossa, az
atfedést és a receptorok aktivalhatosagat pedig csokkenti. A sejtkultira konfluenciajanak

novekedésével mind a klaszterek szama, mind azok receptorstiriisége no.

3.2.2. ATRAIL receptor

Napjainkban a daganatellenes terapiak legfontosabb célja, hogy szelektiven
indukéljanak apoptoOzist a malignus sejtekben Ugy, hogy ezzel parhuzamosan az egészséges
sejtekre nem hatnak. Az egyik igéretes megkozelités az extrinsic apoptotikus Utvonalak
indukélasa a tumor nekrozis faktor szupercsaladba tartéz6 TRAIL (tumor necrosis factor-
related apoptosis-inducing ligand) liganddal, ami szelektiven inditja be a daganatsejtek
programozott haldlat mind in vitro, mind in vivo (57, 58). A daganatos sejtek
érzékenységének és a normal sejtek rezisztencidjanak a pontos mechanizmusa még nem
ismert. Mind a sejtmembran, mind az intracellularis fehérjék szintjén szamos lehetséges
atvonal létezhet, ami a normal szovetekben, illetve bizonyos daganatokban TRAIL
rezisztenciahoz vezet. Malignus sejtekben valdsziniileg az apoptotikus Gtvonalak k&rosodasa

vagy a sejtek talélését segitd utvonalak fokozott aktivitasa vezet a rezisztencia kialakulasahoz
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(59-61). A rezisztenciahoz vezetd molekularis mechanizmusok vizsgalata nélkiilozhetetlen
ahhoz, hogy a citokint biztonsagosan lehessen alkalmazni tumorellenes szerként.

A TRAIL ligand receptoranak ot tipusa ismert. A death receptor 4 (DR4 vagy TRAIL-
R1) és a death receptor 5 (DR5 vagy TRAIL-R2) haldl ligand receptorok tartalmazzék az
ugynevezett sejthaldl domént (death domain, vagy DD), amely az apoptotikus szignal
tovabbitasaért felelds. A receptor harom masik tipusa alreceptor, sem a decoy receptor 1
(DcR1 vagy TRAIL-R3), sem a decoy receptor 2 (DcR2 vagy TRAIL-R4), sem a szolubilis
osteoprotegerin (TRAIL-R5) nem képes programozott sejthalal elinditasara. Fontos kiemelni,
hogy a TRAIL receptorok sejtfelszini expresszioja nem mindig korrelal a kivaltott apoptotikus
valasz mértékével. Szamos helyen publikéltak azt az érdekes megfigyelést, hogy néhany
daganatsejt felszinén megtalalhatd6 mindkét valddi receptor, de sejthalalt eredményez6 szignal
preferaltan vagy csak a DR4 (pl.: limfoid leukémia) (62), vagy csak a DR5 tipusrdl (pl.:
vastagbél rak) (63) indul. Leirtdk tovabba, hogy az Aalreceptorok magasabb fokban
expresszalddnak a normal sejtek felszinén, azonban ez a hatas nem szdévetspecifikus és nem
minden esetben elegendé a TRAIL medialt apopt6zis kivédéséhez (64, 65).

A DR4 és DR5 sejthalal receptorok egy Fas-asszocialt halaldomén fehérje (FADD) és
a pro-kaszpaz-8 részvételével kialakul6 sejthalal indukéld szignadlkomplexet (death-inducing
signaling complex vagy DISC) hoznak létre, ami medialja a TRAIL indukalt apoptozist (3.
abra). A DISC-ben aktivalt kaszpaz-8 mennyisége korrelal az apoptotikus valasz
progresszidjaval. Az ugynevezett l-es tipust sejtekben a bdségesen aktivalt kaszpaz-8
kozvetlenll hasitja és aktivalja az effektor kaszpazokat, ami sejthalalhoz vezet. A 1l-es tipusd
sejtekben a DISC-ben aktivalt kaszpaz-8 aktivacidja nem elegendd az effektor kaszpazok
indukciojahoz, ezért az apoptdtikus valasz ezekben a sejtekben a mitokondrialis Utvonalon

indul be (66, 67).
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3. abra: A TRAIL receptor medialt jelatviteli utak
A TRAIL ligand ket receptoran keresztll (DR4 és DR5 vagy TRAIL-R1 és TRAIL-R2)
képes a sejtek apoptozisahoz vezetd jelatviteli utvonalakat inicialni. A legfontosabb
iniciator kaszpdz a kaszpaz-8. A TRAIL receptorok emellett aktivaljak az NFxB
aktivacids kaszkadot a TRAF2-NIK-IKK, és a JNK-kindzokat a TRAF2-MEKK1-
MKK4 Gtvonalon (68).

Az irodalomban szdmos hivatkozés talalhaté a TRAIL-hez kapcsolt jelatvitel kezdeti
Iépéseivel, kilondsen a TRAIL receptor expresszidjanak szabalyozéasaval, ezek sejtfelszini
transzlokéacidjaval,  membran  eloszlasaval, lipid-tutaj  (ko)lokaliz&cidjaval  és
internalizaciojaval kapcsolatban. A legujabb kutatasok vilagitottak ra arra, hogy a lipid-raftok
mint szubmikron méretii platformok vesznek rész a DR-medialt apoptozisban (69). A TRAIL
receptorok akkumuléciéja a membran GM1 gazdag lipid-tutajaiban eldsegiti a DISC
kialakulasat és igy fokozza a kaszpadz-8 aktivaciojat, ami sejtek apoptozisdhoz vezetett.
Megfigyelték, hogy a TRAIL-DISC rafton kivdili felhalmozodésa gatolta a kaszpaz-8 hasitast
és anti-apoptotikus szignal kialakulasahoz vezet (69). TRAIL ligandstimulust kovetéen a
receptorok membranbeli eloszlasanak donté hatasa van mind a sejtek érzékenységére, mind

azok rezisztenciajara (70).
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Szamos daganat esetén megfigyelték, hogy a kiilonb6zé kombinacids kemoterapidk
TRAIL rezisztencia kialakulasdhoz vezetnek. Kiilonb6zé molekularis mechanizmusok
ismertek, amelyek szinergisztikus hatasukkal a célsejtek apoptozisdhoz vezetnek. A
kemoterapids szerek dontéen befolyasoljak a TRAIL indukalt sejtvalasz kezdeti 1épéseit,
példaul a receptorok sejtfelszini expresszidjdnak fokozésdval (71), azok lipid-tutajokba
gytijtésével (72, 73), a DISC kialakitasaval és a tarsult kaszpaz-8 aktivacidval (74), illetve a
proapoptétikus/apoptdtikus molekulak fel- és leszabalyozasaval (75). A kiilonb6z6 hatasok
részvétele az 0sszegzett valaszban fugg a sejtek (I-es, illetve Il-es), és a kemoterapias szer
tipusatol.

A kiilonboz6 platina komplexek (példaul ciszplatin, carboplatin és oxaliplatin)
széleskoriien alkalmazott kemoterapias szerek a szolid tumorok kezelésében. Azéltal, hogy
kovalens kotéseket képeznek a DNS kettés hélixszel, indukaljak a DNS karosodast jelz6
szignalt, ami megallitja a sejtciklust, emellett a platinaszarmazékok képesek azonnal aktivalni
az apoptozis intrinsic mitokondridlis Gtvonalat is, igy pusztitva el a malignus sejteket. A
vegylletek alkalmazasa ugyanakkor korlatozott a sulyos mellékhatasok és/vagy a rezisztencia
kialakulasa miatt. Az elmult két évtizedben szdmos Ujonnan szintetizalt platinavegyulet jelent
meg a klinikai vizsgalatokban, a legfontosabbak a Pt(IVV) komplexek voltak. A kisérleteinkben
hasznalt LA-12 is egy Uj tipusu Pt(IV) adamantylamin ligandot tartalmazo komplex, ami
jelenleg els6 fazisu klinikai kiprobalas alatt all. Az LA-12 lassitja a sejtciklust és apoptozist
indukal szamos vizsgalt daganatsejtben (76, 77). In vivo Kkisérletekben az LA-12
daganatellenes aktivitdsa joval magasabb mind a ciszplatinnal, mind a satraplatinnal, egy
masik Pt(1VV) komplexszel 6sszevetve, tovabba nagyobb mértékben penetral a szovetekbe és

kevésbé toxikus a szervezetre (78).
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4. Célkituzések

Munkank soran a lipid-tutajok szerepét vizsgaltuk meg a tumorok kifejlédésének és

progresszidjanak, illetve a tumorsejtek programozott sejthaléalanak vonatkozéaséaban.

Kisérleteinkben az aldbbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

o Van-e szerepe a lipid-tutajoknak és a sejtkonfluencidnak a PDGF receptor

(PDGFR) B tipuséanak szabalyozasaban?

e Van-e szerepe a lipid-tutajoknak a platinaszarmazékokkal és TRAIL receptorokon

keresztll kombinaltan el6idézett apoptotikus valasz kialakuldsaban?
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5. Anyagok, médszerek

5.1. Anyagok, torzsoldatok

1.

10.

11.

12.

13.

14.

HEPES pufferr 20 mM HEPES (Fluka, N-2-hidroxietilpiperazin-N'-2-
etanszulfonsav); pH 7,2 ; 120 mM NaCl; 5 mM KCI; 1 mM CaCl2; 1,5 mM MgSO4;
5 mM Na-piruvat desztillalt vizben oldva, 4°C-n tarolva. Felhasznalas el6tt 10 mM

=z = 7

TBS puffer: 50 mM Tris (trisz(hidroximetil)-aminometan) 150 mM NaCl desztillalt
vizben oldva, 4°C-n tarolva

DMEM téapoldat (Dulbecco's Modified Eagle's Medium), 4°C-n téarolva.

RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute medium), 4°C-n tarolva

McCoy’s 5a modositott tapoldat, 4°C-n tarolva

FCS (fetal calf serum = foetélis borju szérum), -20°C-n tarolva.

TE-oldat: EDTA (etiléndiamin-N,N,N',N'-tetraacetdt) 1 mM-os oldata PBS-ben,
0,05% (w/v) tripszinnel, -20°C-n tarolva.

PDGF: 5 pg/ml rekombinans PDGF BB homodimer; 10 mM ammdnium acetatot;
140 mM NaCl-t; 2,5% BSA-t tartalmazé oldatban; pH 6,0; -20°C-n tarolva.

RD lizis puffer: 20 mM Tris; 0,1% NP 40; 137 mM NaCl; 10% glicerol, 2 mM EDTA
desztillalt vizben oldva, 4°C-n tarolva

Elektroforézis puffer (10x): 30 g Tris; 144 g glicin; 100ml 10%-0s SDS desztillalt
vizzel 1000 ml végso térfogatra higitva, szobahdmérsékleten tarolva

30% Akrilamid (Acrilamide/bis-Acrilamide) 4°C-n tarolva

Mintapuffer (6x): 3 ml 1 M Tris; 1,2 g SDS; 3 ml glicerol; 2 mg brémfenolkék; 0,39
g DTT desztillalt vizzel 10 ml végs6 térfogatra higitva, -20°C-n tarolva
Néatrium-ortovanadat (NaoV) 100 mM-os térzsoldatban -20°C-n tarolva

DTT (Dithiothreitol) por 4°C-n tarolva
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15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

Fenil-metil-szulfonil-fluorid (PMSF) (Sigma) 200 mM HEPES-t tartalmaz6 oldatban;
pH 6,0; -20°C-n tarolva

Protedz inhibitor koktél (Protease Inhibitory Cocktail; Roche) tablettaként 4°C-n
tarolva, hasznalat el6tt 1,5 ml steril vizben feloldva

Anti-PDGFR(B) antitest (R&D Systems): a PDGF receptor [ tipusa elleni
monoklonalis antitest PBS-ben oldva, 1 mg/ml-es térzsoldatban, -70°C-n tarolva.
Anti-foszfo-PDGFR B pospho-Tyr716 (Santa-Cruz Biotechnology): a PDGF receptor
B intracelluléaris foszfo-Tyr716 tipusa elleni monoklonalis antitest PBS-ben oldva, 0,2
mg/ml-es torzsoldatban, 4°C-n tarolva.

Anti-foszfo-PDGFR B pospho-Tyr771 (Santa-Cruz Biotechnology): a PDGF receptor
B intracelluléaris foszfo-Tyr771 tipusa elleni monoklonalis antitest PBS-ben oldva, 0,2
mg/ml-es térzsoldatban, 4°C-n tarolva.

Anti-foszfo-PDGFR B pospho-Tyr751 (Santa-Cruz Biotechnology): a PDGF receptor
B intracellularis foszfo-Tyr751 tipusa elleni monoklonalis antitest PBS-ben oldva, 0,2
mg/ml-es torzsoldatban, 4°C-n tarolva.

Anti-foszfo-PDGFR [ pospho-Tyrl021 (Santa-Cruz Biotechnology): a PDGF
receptor (3 intracelluléris foszfo-Tyr1021 tipusa elleni monoklonalis antitest PBS-ben
oldva, 0,2 mg/ml-es térzsoldatban, 4°C-n tarolva.

Anti-foszfo-Akt  (Millipore): az intracellularis foszfo-Akt (Ser473) elleni
monoklonalis antitest PBS-ben oldva, 0,2 mg/ml-es térzsoldatban, 4°C-n tarolva
Anti-foszfo-p38, illetve p42/44 MAPK (Cell Signaling): az intracellularis foszfo-p38
(Tyr180/Tyr182), illetve foszfo-p42/44 MAPK (Thr202/Tyr204) elleni monoklonalis
antitest PBS-ben oldva, 1 mg/ml-es térzsoldatban, 4°C-n tarolva

Anti-foszfo-RhoA (Santa-Cruz Biotechnology): az intracellularis foszfo-RhoA elleni

monoklondlis antitest PBS-ben oldva, 0,2 mg/ml-es térzsoldatban, 4°C-n tarolva
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25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

anti-Ki-67 (F7268; Dako, Carpinteria, CA) az intranuklearis i-67 fehérje MIB-1
epitopja elleni monoklonalis antitest PBS-ben oldva, 1 mg/ml-es térzsoldatban, 4°C-n
tarolva

anti-DR4 (MA1-19025; Affinity Bioreagents, Golden, CO) az extracellularis TRAIL-
R1 elleni monoklonalis antitest PBS-ben oldva, 1 mg/ml-es tdrzsoldatban, 4°C-n
tarolva

anti-DR5 (MA1-19416; Affinity Bioreagents, Golden, CO) az extracelluléaris TRAIL-
R2 elleni monoklonalis antitest PBS-ben oldva, 1 mg/ml-es torzsoldatban, 4°C-n
tarolva

ciszplatin  [cis-diamminedichloroplatinum(ll); FW  300.1]  (Sigma-Aldrich
Corporation, St Louis, MO) hasznalat el6tt frissen oldva

LA-12 [(OC-6-43)-bis(acetato)(1-adamantylamine) ammine dichloroplatinum(1V);
FW 552,4] (Pliva-Lachema a.s., Brno, Czech Republic) hasznalat el6tt frissen oldva
TRAIL (Human N-terminally His-tagged recombinant Apo2L/TRAIL; aminosavak
95-281; Profos AG, Regensburg, Germany) hasznalat el6tt frissen oldva

Alexa Fluor 488-konjugalt koleratoxin B alegység (CTX-B, Molecular Probes-
Invitrogen) PBS-ben oldva, 0,7 mg/ml-es térzsoldatban, 4°C-n téarolva.

Alexa Fluor 647-konjugalt koleratoxin B alegység (CTX-B, Molecular Probes-
Invitrogen) PBS-ben oldva, 0,7 mg/ml-es tdrzsoldatban, 4°C-n tarolva

Alexa Fluor 546 és Alexa Fluor 647 (Invitrogen) fluoroférok, a fehérjék fluoreszcens
jelolését a gyarto leirasa alapjan vegeztik, 4°C-n tarolva.

Cy3 fluoroforral konjugalt kecske anti-egér Fab (Jackson Immunologicals)
fuoroforral konjugalt méasodlagos antitest PBS-ben oldva, 1 mg/ml-es térzsoldatban,

4°C-n tarolva.
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35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Alexa Fluor 488 kecske anti-egér 1gG (Invitrogen) fuoroférral konjugalt masodlagos
antitest PBS-ben oldva, 1,5 mg/ml-es térzsoldatban, 4°C-n térolva.

Alexa Fluor 546 szamér anti-nydl 1gG (Invitrogen) fuoroforral konjugélt masodlagos
antitest PBS-ben oldva, 1,5 mg/ml-es térzsoldatban, 4°C-n térolva.

Alexa Fluor 647 szaméar anti-kecske 1gG (Invitrogen) fuoroférral konjugélt
mésodlagos antitest PBS-ben oldva, 1,5 mg/ml-es térzsoldatban, 4°C-n térolva.

Egér-; nyul- és kecske- IgG ellen szamarban termeltetett, peroxidazzal konjugalt
maésodlagos antitest TBS-ben oldva, 1mg/ml-es térzsoldatban, -20°C-n tarolva.

Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific) a peroxidaz
enzim szubsztratja, 4°C-on tarolva

Triton-X 100 (Thermo Scientific), szobahdmérsékleten tarolva

Tween 20, szobahomérsékleten tarolva

Mowiol 4-88 (Hoechst Pharmaceuticals), 10 w/v%, 0,1 M Tris-HCI-ben, pH 8,5, 25

w/v% glicerinnel

A megjelolt kivételektdl eltekintve az 0sszes anyag a Sigma cég termeéke.
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5.2. A kisérletekhez hasznalt sejtvonalak

A PDGF B receptor lipid-tutaj fliggé szabalyozasat a fehérjét expresszalo Al72 és
T98G jeli (American Type Culture Collection) kitapadva nové human glioblasztoma
sejtvonalakon vizsgaltuk. A sejteket 10% FCS-el kiegészitett DMEM tépoldatban, 5% CO»-t
tartalmazé  parasitott légterli termosztatban, 37°C-n tenyesztettik. A konfokalis
mikroszkoppal végzett is situ mérésekhez a sejteket 12 mm-es fed6lemezek felszinére
novesztettik, majd jeldlés utan a rarétegezett Mowiollal targylemezre boritottuk.

A passzalas 1-1,5x10%/cm? koncentracional tortént. A passzalashoz elészor kétszer
mostuk a sejteket HEPES pufferben, majd 0,05% tripszint és 1 mM EDTA-t tartalmazé
standard tripszin-EDTA puffert adtunk a tenyészethez. 3 perc mulva a tripszin-EDTA oldatot
leszivtuk, és 10% FCS tartalmu DMEM-mel allitottuk le a sejteken maradt oldat hatasat. A
médiumban pipettaval szuszpendaltuk fel a sejteket. Az igy felvett sejteket szamlalas utan
10°%/ml-re higitottuk.

A PDGF receptorok membranbeli mintazatanak vizsgalatdhoz a konfluens és diszperz
sejteket parhuzamosan, azonos ideig (2 vagy 3 nap) novesztettiik, a kilonbséget a kitapasztott
sejtek szamanak megvalasztasaval hoztuk létre. A konfluens kultirakhoz 60.000/cm?, a
diszperzekhez 15.000/cm? siiriiségben passzaltuk a sejteket.

A Kkisérletben felhasznalt sejtek nagyobb szdma miatt a Western blot kisérletekben
hasznalt sejtkulturdk konfluencijat mas madszerrel allitottuk be. A passzalas napjan egyenld
sejtszamban kezdtiik el noveszteni a kultGrakat parhuzamosan 35 mm atmérdjii (~10 cm?
felszinii) Kis és 100 mm atmér6ji (~60 cm? felszinii) nagy Petri edényekben. A kezdeti
sejtszdm 570.000 sejt/edény volt. Elokisérletekkel tesztelve megallapitottuk, hogy 36 ora
elteltével a sejtek mind morfoldgiailag, mind anyagcseréjiiket tekintve bioldgiailag konfluens

kulturaként viselkednek a kis Petri edenyekben, mig a nagy Petri edényekben diszperz
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tulajdonsaguként viselkednek, azonban a letapadt sejtek szama kozel azonos a ketféle
kultdraban

A tenyészetek konfluencijat szemmel is kontrollaltuk: diszperznek tekintettiik azon
tenyészeteket, melyekben tilnyomoan kiilonalld, egymdéssal nem érintkezd sejtek voltak
lathatok. A konfluens tenyészetekben a sejtek legaldbb 5-15-sejtes csoportokban érintkeztek
egymassal.

A platinaszarmazékok hatasat a TRAIL receptorok lipid-tutaj lokalizaci6jara HCT-116
jeli human vastagbél eredetli adenokarcinoma (American Type Culture Collection / LGC
Promochem, Németorszag), illetve PC-3 jelii IV. gradusu prosztata karcinoma (American
Type Culture Collection / LGC Promochem) sejtvonalakon vizsgaltuk. A sejteket 10% FCS-el
kiegészitett McCoy’s 5a modositott tapoldatban, 5% CO2-t tartalmazo parasitott légterti
termosztatban, 37°C-n tenyésztettiik. A passzalast a glioblasztoma sejteknél leirt mdédon
végeztik. A konfokalis mikroszkdpos mérésekhez a sejteket 12 mm-es fed6lemez felszinére

névesztettik.

5.3. Glioblasztoma sejtek PDGF stimulalasa

Az A172 és T98G jelii glioblasztoma sejtvonalakat PDGF-BB ligandummal végzett
aktivalas elott 120 percen keresztul indikator- és szérummentes DMEM tapoldatban
¢heztettiik. Kozvetleniil a stimulalas eldtt 5 percig szobahémérsékleti HEPES-el mostuk a
sejteket nedves kamrdban. Ezutan a sejtek felszinére 50 ul 20 ng/ml koncentracioja PDGF-
BB oldatot pipettaztunk, majd kisérlett6l fiiggéen 2-120 percig inkubaltuk azokat
nedveskamraban 37°C-on. Ezt koveten a sejteket 5 percig jéghideg HEPES-el mostuk, igy
ledllitva a stimulalas hatasat. Western blot kisérletek esetén a ligandummal végzett aktivalast
feluletaranyosan nagyobb térfogatu oldattal végeztiik el, tovabba a lizist megel6z6en a masfél

oran keresztul indikator- és szérummentes DMEM tapoldatban éheztetett sejteket 1, 2, 5, 15,
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30 és 60 percig stimuldltuk 20 ng/ml koncentracioji PDGF-BB liganddal. Kontrolként

minden esetben stimulalatlan sejteket hasznaltunk.

5.4. A vastagbél és prosztata karcinoma sejtek kezelése TRAIL
ligandummal és platinaszarmazékokkal

A HCT-116 és PC3 karcindma sejtvonalakat a kezelések eldtt 120 percen keresztiil
indikator- és szérummentes DMEM tapoldatban éheztettilk. Kozvetleniil a kezelések elbtt 5
percig szobahdmérsékletii HEPES-el mostuk a sejteket nedves kamraban. Ezutan a sejtek
felszinére kezeléstol fliggéen 50 pl 10 uM-os ciszplatin (¢cDDP), 0,5 uM-0s LA-12 vagy 5
ng/ml-es TRAIL oldatot pipettaztunk, majd 5-60 percig inkubaltuk azokat nedveskamraban
37°C-on. Ezt kovetden a sejteket 5 percig jéghideg HEPES-el mostuk, igy leéllitva a kezelés

hatasat.

5.5. Immunfluoreszcencias jeldlések

A glioblasztéma, illetve a vastagbél és prosztata karcinbma sejtvonalakat a 5.2 pont
alatt leirt modon fed6lemezekre novesztettiik. Ezt kovetdéen a mintakat jégre helyezett
nedveskamraba tettilk, €s a tovabbi lépéseket itt végeztik el. A sejteket hdromszor (1, 3, €s 5
percig) mostuk HEPES pufferrel, majd 10 percig inkubaltuk a vizsgalt receptorra specifikus
monoklondlis antitest telité koncentracioju HEPES pufferes oldatdval. Ezutan harom HEPES
pufferrel torténé mosast kovetden a megfelelé fluoreszcens festékkel konjugalt, 15 pg/mi
koncentraciéju masodlagos antitesttel, illetve 4 pg/ml koncentracidju A488-konjugélt
koleratoxin B alegységgel inkubaltunk 10 percig. Ujabb harom mosas utan a sejteket 4 %-0s
frissen depolimerizalt paraformaldehiddel 5 percig jégen, majd 5 percig szobah6mérsékleten

fixaltuk.
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A glioblasztoma sejtek esetén a kiilonbozé jelatviteli Gtvonalakra specifikus
foszforilalt Tyr716, Tyr751, Tyr771, illetve Tyr1021, valamint a pRhoA, illetve a cortactin és
KI-67 fehérjék intracelluléris jelolését kozvetlenil az extracelluléris antigének jeltlését
kovetden végeztik el. A sejteket 1%-os frissen depolimerizélt paraformaldehiddel jégen 10
percig el6fixaltuk, majd ujabb 10 percen keresztiil 0,1% Triton-X 100-at és 1% BSA-t
tartalmaz6 HEPES oldattal permeabilizaltuk. Ezutan a sejteket 35 percen keresztil, jégen, a
megfelel6 monoklonalis antitestekkel inkubaltuk 0,05% Triton-X 100 1% BSA jelenlétében.
A mintékat 2, 4, és 5 percig 0,05% Triton-X 100-at és 1% BSA-t tartalmaz6 HEPES pufferrel
mostuk, majd a sejteket 20 percen keresztiil 0,05% Triton-X 100-at tartalmazo, az elsédleges
antitestet jelold Alexa Fluor 546 és Alexa Fluor 647 konjugélt masodlagos antitesttel
inkubaltuk. Ezt kovetéen a mintakat 2, 4, illetve 5 percig 0,05% Triton-X 100-at és 1% BSA-t
tartalmaz6 HEPES pufferrel mostuk. Végil a mintakat 4 %-os frissen depolimerizalt
paraformaldehiddel 10 percig jégen, majd 10 percig szobahdmérsékleten fixaltuk. A
kolokalizacios kisérletek eseten HEPES pufferrel vald 2x3 perces mosas utan 20 ul Mowiolt
pipettaztunk a sejtekre, majd azokat sejtekkel lefelé buborékmentesen targylemezre

forditottuk.

5.6. Konfokalis mikroszkdpia

A meéréseket Zeiss LSM 510 konfokalis lézerpasztazé mikroszkdppal végeztik. A Cy3
és Alexa Fluor 546 fluoreszcens festékeket HeNe lézer 543 nm-es vonaléval, a fluoreszceint
és az Alexa Fluor 488 festéket argon ion lézer 488 nm-es vonalaval, az Alexa Fluor 647-et
633 nm hullamhosszisagl HeNe lézerrel gerjesztettik. A digitalis képelemzéshez késziilt
haromszorosan jelzett mintak esetében az Alexa Fluor 488 fluoreszcencia detektalasara 505-
550 nm-es savsziirét, a Cy3 és Alexa Fluor 546 fluoreszencia detektalasara 560-615 nm-es
savszlrét, az Alexa Fluor 647 fluoreszencia detektalasara 650 nm-es feliilateresztd emisszios

szlir6t hasznaltunk. Az 512 x 512 pixeles, 1 um optikai vastagsagti konfokalis szeleteket 40x
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viz immerzios objektivvel (NA=1,2) készitettlik, 14,6 x 14,6 — 29,2 x 29,2 um ko6zo6tti méreti

tertiletekrol.

5.7.Digitalis képfeldolgozas

5.7.1. Kolokalizacié meghatarozasa a keresztkorrelacio alapjan
A sejtfelszini antigének kolokalizacids parjait a kettdsen jeldlt sejtek konfokalis

képeibdl hataroztuk meg. Az X, Y képparbdl a keresztkorrelacios koefficienst az alabbi képlet

alapjan szamoltuk ki:

C- ZiZj(Xi,j_X)(YLj_y)
)3T I CAS

ahol xij és yij az i és j koordinatakndl mért fluoreszcencia-értékek az x és y képen. Az
Osszegzéshez mind a két képrol csak azokat a pixeleket hasznaltuk, melyek a detektalhatosagi
kiiszob feletti értékkel rendelkeztek. Azonos képek esetén a teoretikus maximum érték C=1, a
C=0 kozeli érték pedig a két jelolés egymashoz képest véletlenszerli lokalizaciojat jelzi. A

szamitasokat LabView programnyelvben erre a célra irt programmal végeztik.

5.7.2. Digitalis képelemzé algoritmus a rafton beliili és rafton Kiviili receptor,

illetve specifikus foszfotirozin-siiriiség meghatarozasara
A sejtmembran GM1 gazdag mikrodoménjeiben a specifikus foszfotirozin reziduumok
denzitasanak meghatarozésara az alabbi digitalis képelemz6 algoritmust alkalmaztuk (4.

abra).
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4. &bra: Digitalis képelemz6 algoritmus az aktivalt PDGFR denzitis kvantitativ
Els6 1épésben a GM1 pozitiv raftokrol késziilt képbdl a hattér meghatarozasaval két
binaris maszkot hoztunk 1étre. Az els6 maszk a rafton beliili, a masodik a rafton kiviili
teriiletek kizarolagos figyelembe vételét tette lehetévé. A binéris maszkokat a
pPDGFR intenzitas képre alkalmazva meghataroztuk a rafton bellli és rafton kivdli
specifikus pixelenkénti receptorfoszforilaltsagot, valamint annak eloszlasat. Az
illusztaciéban megjelenitett konfokélis felvételek PDGF stimulalt A172 sejtek
felszinérdl késziltek.

Elsé 1épésben mind a GM1 gazdag teriileteket, mind a foszfotirozint és a PDGFR-t
reprezentald csatorndkat a hattérintenzitassal korrigaltuk. Ezt kovet6en a lipid-tutajokat
megjelenitd GMI1 csatornarol két egymassal inverz binaris maszkot hoztunk létre, mely
maszkok lehetdvé tették a rafton beliili és kiviili terlletek kizardlagos értelmezését. A
PDGFR-t, illetve a foszfo-PDGFR-t reprezentald képekre alkalmazva a binaris maszkokat a
rafton belili és Kivili tertletek receptor és foszforeceptor denzitds kepeit kapjuk meg.
Ezekbdl generaltuk a pixelintenzitasok eloszlas hisztogramjat, melyek eltolodasabol, illetve
atlagértékébol kovetkeztettiink a kiilonboz6 kezeléseket hatasara. A Kisérlet soran harom
fliggetlen mérest vegeztink, kezelésenként legalabb 40 sejtbdl kapott eredményt hasznaltunk

fel. A mikroszkdpos képek elemzését ImageJ (NIH) programmal végeztik (79). Az abrakon a
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goOrbék a 40-60 sejt kiértékeléséb6l kumulalt pixelintenzitas-eloszlasokat, az oszlopdiagramok

pedig, az egyszeriibb Osszehasonlithatosag végett, az eloszlasok atlagat mutatjak.

5.7.3. Digitalis képelemz6 algoritmus a rafton beliili és rafton kiviili atlagos

specifikus receptorfoszforilaltsag meghatarozasara

Ahhoz, hogy a rafton beltli és rafton kivili atlagos specifikus relativ (Tyr716, Tyr771,
Tyr751, Tyrl021) receptorfoszforilaltsagot kvantitativan, tobb fliggetlen jel6lés
Osszevondsadval is értékelhessik, a 5.7.2 pontban bemutatott digitalis képelemzd
algoritmusunkat tovabbfejlesztettiik (5. abra). El6szor normaltuk az egyes pixelekben mért
aktivalt, azaz foszforilalt PDGF receptorokat jellemzdé intenzitist az Osszes receptor
pixelenkénti mennyiségére. A GML1 pozitiv raftokbdl készult két binaris maszkkal kapuzva
meghataroztuk az atlagos rafton beltli és rafton kivlli  specifikus relativ
receptorfoszforilaltsagot. Ahhoz, hogy tdbb filiggetlen Kisérlet eredményét a jel6lés és
detektalas hatékonysaganak figyelmen kivil hagyasaval is 6sszegezhessik, a tovabbiakban a
rafton beltli és kivili receptorfoszforilaltsag hanyadosat vizsgaltuk kulonféle kezeléseket
kovetden. A kisérlet soran harom fiiggetlen mérést végeztiink, 0sszesen minta tipusonként

legaldbb 40-60 sejtbol kapott eredményt hasznaltunk fel.

28



Bradford modszere szerint megmértik és azt 6x-os mintapufferel

P-PDGFR p
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PDGFR §

5. dbra: Digitalis képelemz6 algoritmus a rafton beliili és rafton kiviili atlagos
receptorfoszforilaltsag kvantitativ jellemzésére

A PDGF stimulalt A172 glioblasztoma sejt felszini membranszeletében mért aktivalt
PDGF receptorokat jellemez6 intenzitast az 6sszes receptor pixelenkénti mennyiségére
normaltuk, majd a GM1 pozitiv raftokrol késziilt képbdl a hattér meghatarozasaval két
binaris maszkot hoztunk létre. Az elsé a raftok, a masodik a rafton kivili tertletek
kizarolagos figyelembe vételét tette lehetové a hanyados képen. A kapuzott képbol
meghataroztuk az altagos rafton bellli és rafton Kkivili relativ specifikus
receptorfoszforilaltsdgot. Végil a rafton beltli és kivili receptorfoszforilaltsag
hanyadosat képeztiik, hogy fliggetlen kisérleteink eredményeit 6sszehasonlithassuk a
kilonféle kezeléseket és fiiggetlen méréseket kovetden.

5.8. A foszfotirozin reziduumok és a jelatvitel végpontjainak vizsgélata

Western blot moédszerrel

A teljes sejt lizatumokat konfluens és ritka A172 és T98G sejtvonalbol készitettik. A

konfluencia az 5.2 pontban leirtaknak megfelelden lett beéllitva, a sejteket a 5.3 pontban
leirtak szerint stimulaltuk. A stimulalt és kontroll sejteket jéghideg HEPES pufferel mostuk,
majd lizaltuk (RD lizis puffer; 2 mM fenil-metil-szulfonil-fluorid (PMSF); 1 mM Na-orto-

vanadat; protedz inhibitor koktél gyartdi eldiras szerint). A lizatumok proteintartalmat
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Referencidnak a legkisebb protein koncentraciot tekintettilk, azt nem higitottuk, tovabba a
kiegyenlités el6tti legkisebb és legmagasabb proteinkoncentracié kozotti eltérés nem lehetett
tobb 20 szé&zaléknal. Amennyiben ezt az &ltalunk kijeldlt szintet meghaladtuk, a mintat nem
hasznaltuk fel. A fehérjetartalom kiegyenlitését kovetéen a mintakat 6x-0s mintapufferrel
maésfélszeresére higitottuk és 10 percig 99°C-on inkubaltuk. A fehérjéket kiilonb6z6 stiriiségii
SDS-PAGE géleken futtattuk és valasztottuk el. A gél minden féstijébe 20 pg fehérje keriilt.
A futtatast kovetéen a fehérjesavokat félszaraz blottoldval gélenként 100 mA aramerdsség
alkalmazéasaval poli(vinilidén)-fluorid membrénra (Millipore, USA) vittik at. A membrant
egy oran keresztll 5% zsirmentes tejport tartalmazé TBS pufferrel blokkoltuk, majd a vizsgalt
fehérjék ellen termeltetett monoklonalis antitesttel jel6ltiik egy éjszakan at 4°C-on folyamatos
billegé keverés mellett. Az antitesteket a gyartoi leirasok szerinti higitasban hasznaltuk. Ezt
kovetden a membrant fél 6ran keresztll tobbszori oldatcserével mostuk TBS-Tween oldattal.
Veégul a membrénokat 2 o¢ran Kkeresztil szobahémérsékleten az elsGdleges antitestnek
megfeleld peroxidaz konjugalt masodlagos antitesttel jel6ltiik. A masodlagos antitestet a gyari
leirasnak megfeleld koncentracioban alkalmaztuk. A jel6lést kdvetéen a membrant 0jbol
TBS-Tween oldattal mostuk egy 6ran keresztiil, majd a peroxidaz elohivo oldattal inkubaltuk
3 percig. A Western blot eredményét Protein Simple Alphaimager géldokumentacios

rendszerrel tettiik lathatova.

5.9. A sejtkulturak proliferacidjanak vizsgalata

A konfluens és ritka sejtkulturdk proliferacidjat MTT alap( kolorimetrids esszével
vizsgéltuk (EZ4U, Biomedica GmbH). Két nappal a mérés el6tt a sejteket kiilonbozo kezdeti
sejtkoncentraciokban (9000 sejt/cm? és 150,000 sejt/cm? kozétt) lapos felszint 96 lyuku
sejttenyész6 plate-re passzaltuk. EZ4U reagenssel torténé inkubaciot kovetéen a felullszo

abszorbancidjat Synergy HT Multi-Detection microplate Reader (Bio-Tek) készllékkel
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mértiik 488 nm-en, és a 620 nm-es abszorbancidval korrigaltuk. Az igy kapott abszorbancia
értékeket a kiilonboz6 kezdeti sejtstirliségben passzalt sejtkultirak letapadasa utan kozvetlendl
meghatarozott kalibracios gorbe segitségével konvertaltuk sejtszdmokka. A sejtproliferaciot a
hat mérés &tlagdbol szémitott (n=6) sejtszamok és a kiindulési sejtszdm hanyadosakent
értelmeztik és a kezdeti denzitas fliggvényében abrazoltuk.

A sejtosztddas valosidejii kovetésére impedancia alaptl sejtadhézids vizsgalatot
(RTCA) vegeztink ECIS ZO készuléken (Applied Biophysics). A T98G sejteket olyan
8W10E PET 8-lyuku kamraban ndvesztettilk, melynek a felszinén arany elektrodak vannak. A
kezdeti sejtstirtiségek 15.000 sejt/cm?, illetve 60.000 sejt/cm? voltak. Gyenge valtakozd
aramot alkalmazva az 1 — 10.0000 Hz frekvenciatartomanyban folyamatosan mértiik a
kitapado sejtek altal kialakitott komplex impedanciaspektrumot. A mért impedancia minden
id6pillanatban aranyos azzal a terilettel, amit a kitapado sejtek az elektrodan lefednek. Az id6
fuggvenyében abrazolt impedanciagdrbék 4 kamra atlagat mutatjak a kezdeti sejtszamokra

normalizalva.

5.10. Statisztikai elemzés

Munkank sorén a statisztikai vizsgalatokat XLSTAT modullal kiegészitett MS Office
Excel 2010 tablazatkezeld programmal végeztiik.

Két fiiggetlen, normalis eloszlast kovetd minta Osszehasonlitasara Student-féle t-
probat, tobb minta esetén egy vagy kétutas ANOVA-t, a normalis eloszlast nem kovetd
mintak esetén Kruskal-Wallis nonparametrikus ANOVA-t hasznaltunk. Szignifikans eltérések
esetén az kulonbségek okat Tukey-féle post-hoc teszttel vizsgaltuk. Szignifikansnak

tekintettlik az eltéréseket, ha p<0,05 volt.
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6. Eredmenyek és megbeszélés

6.1. APDGFR B lipid-tutaj- és konfluenciafiiggé szabalyozasa
glioblasztoma sejtvonalakon

6.1.1. A PDGFR [ Kklaszteres eloszlast mutat és jelentdés részben lipid-
tutajokban lokalizalodik

A PDGF receptorokat indirekt immunfluoreszcenciaval, PDGF receptor ellen
termeltetett primer antitesttel és Cy3 konjugalt masodlagos antitesttel jeloltik a mddszerekben
leirtaknak megfeleléen és konfokalis lézerpasztazd mikroszkoppal 1,5 mikronos optikai
szeletekben vizsgaltuk. A lipid-tutajokat kozvetlenul, koleratoxin B alegységhez kapcsolt
Alexa Fluor 488 fluoroférral tettiik lathatova. Megallapitottuk, hogy a receptort expresszald
A172 jeli (6/A dbra, felsé sor) és T98G jeli (6/A &bra, alsd sor) huméan glioblasztoma

sejtvonalakon a receptorok kolokalizalddtak a lipid-raftokkal.
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6. dbra: A PDGFR B raft-lokalizacidja konfluenciafiiggd
A: Az édbra bal oldalan lathatd sematikus rajzok jel6lik azt a z magassagot, ahol az
optikai szelet késziilt a sejtekb6l. Piros szinnel az indirekt immunfluoreszcenciaval
jelolt sejtfelszini PDGF receptorklaszterek, zold szinnel a CTX-B-vel direkt jelolt
lipid-tutajok vannak prezentalva a felsé sorban A172, az alsé sorban T98G
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glioblasztoma sejteken. A piros és a zold szin szuperpozicidjakor keletkezd sarga szin
a receptorklaszterek és a lipidraftok kolokalizaciojat jelzi. A felvételek azonos
beallitasokkal készultek, 40x-0s objektivvel. Az optikai szeletvastagsag 1,5 mikron. A
latotér terulete: 14,6 um % 14,6 um

B: Az atfedés kvantitativ értékelésére a keresztkorrelacios koefficienst vezettik be. A
sarga oszlopok altal reprezentalt sejtkultirdk egységesen 15.000 sejt/cm?
sejtstiriiségrol indultak és négy napos kultivaciot kovetden valtak konfluenssé.
Mintavétel a kultivalas minden napjan tortént. A piros oszlopok altal jelzett
sejtkultdra valtozé (1-2-3, illetve 4 x 15.000 sejt/cm?) sejtstirtiségrol indult, a
mintavételre 24h inkubaciot kovetéen Keriilt sor. Az oszlopok harom figgetlen
kisérletben vizsgalt 40-60 sejt atlagat (+ SEM) mutatjak.

A receptorok és lipid-tutajok kolokalizaciojanak kvantitativ értékelésére képelemzo
program segitségével meghataroztuk a keresztkorrelaciés koefficienst (1. 5.7.1.). Ennek értéke
-1 és 1 kdzott valtozhat. Ha az értéke egy, akkor a két 6sszehasonlitott kép teljesen azonos, ha
nulla, akkor a két képben az intenzitdsok egymashoz képest véletlenszerien oszlanak el.
Megallapitottuk, hogy a sejtkonfluencia novekedésével aranyosan nétt a keresztkorrelacios
koefficiens, azaz magasabb aradnyban lokalizalédnak a receptorklaszterek a lipid-raftokon
belul (p<0,05). A kolokaliz&cié mértéke nem fliggott a kultaraban eltoltott id6tél. Kozel
egyforma atfedést tapasztaltunk 15.000 sejt/cm? sejtszamrél induld sejtkultdra n. napi (6/B
abra, sarga oszlopok) és az n x 15.000 sejt/cm? sejtszamrdl induld sejtkultira masnapi
vizsgalatakor (6/B abra, piros oszlopok). A statisztikai 6sszehasonlitasra kétutas ANOVA tesztet
hasznaltunk. A konfluencia hatésa szignifikansnak bizonyult (p<0,05), viszont annak, hogy az
adott konfluenciat a sejtkultaraban eltoltott id6, vagy a kirakasi sejtstiriség valtoztatasaval

értiik el, nem volt jelentésége (p=0,38)

6.1.2. A PDGFR B lipid-tutaj és konfluenciafiiggé aktivalodasa

Az irodalom szamos fehérje esetén leirja, hogy a raft lokalizaci6 nem egyszeriien
molekularis szervezddési — morfologiai — jelenség, hanem funkcionalis kovetkezményei is
vannak. Szamos raft asszocialt membranfehérje sokkal hatékonyabb résztvevéje a kiillonb6zo

jelatviteli folyamatoknak, mint a raftokon kiviil elhelyezkeddk (12). Emiatt feltételeztik, hogy
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a PDGF receptorok konfluencia és raftfliggd szabalyozasa befolyasolja a receptor aktivaltsagi
allapotat.

LegelGszor arra kerestiik a valaszt, hogy 2 perces, 20 ng/ml koncentracioju PDGF-BB
ligandummal végzett aktivalas hogyan befolyasolja a specifikus tirozin reziduumokon
foszforilalt receptorok eloszlasat konfluens és ritka sejtek membranjaban. A PDGF receptor
specifikus  jelatviteli  dtvonalait  elindit6é  foszfotirozin  reziduumokat  indirekt
immunfluoreszenciaval jel6ltik, membréanbeli eloszlasukat a 5.7.2. pontban bemutatott
digitalis képelemzd algoritmussal kvantitaltuk.

A receptor intracellularis Tyr716 reziduumanak foszforilacidja kulcsfontossagu lépés a
Ras-MAPK proliferaciés Gtvonal meginditasdban (43). Kezeletlen sejtkultirédk esetén az
aktivalt Tyr716 denzitdsa a sejtmembranban fliggetlen a sejtkonfluenciatol. Két perces 20
stiriséggel aranyos atlagos pixelintenzitas a ritka sejtek raftjaiban megemelkedett. Ennek
megfeleléen a raftokon beliili pTyr716-ot jellemz6 intenzitas eloszlas gorbe (7/A &bra, fekete
vonal) a magasabb értékek felé eltolddott. Az atlagos intenzitds értékek Osszevetésébol
megallapitottuk, hogy a nyugvo kulturdk esetén az aktivalt Tyr716 eloszlasa a
BB ligandummal végzett aktivalast kovetéen az aktivalt Tyr716 denzitassal aranyos atlagos
pixelintenzitas a ritka sejtek membranjaban emelkedett meg, és a hatas kifejezettebb volt a

raftokon belul (8/A abra, sarga oszlopok).
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7. Abra: A kiilonboz6 foszfotirozin reziduumok eloszlasa a membran GM1 gazdag
doménjeiben

Az abran a raftokban lokaliz&lt PDGFRp egyes foszfotirozin reziduumainak

pixelenkénti intenzitds eloszlasa lathatd kezeletlen, illetve PDGF-BB stimulalt

allapotokban konfluens és ritka sejtek raftjaiban.

Az aktivalt Tyr716-ot jellemz6 intenzitas eloszlas gorbéket az A; a pTyr751-esét a

B; a pTyr771-esét a C; a pTyrl021-esét a D diagram mutatja. Az abran a z6ld

vonalak rendre a kezeletlen ritka (1,5 x 10 sejt/cm? sejtstirliség) a fekete vonalak

a 2 percig 20 ng/ml koncentraciéju PDGF-BB liganddal stimulalt ritka, a kék

vonalak a kezeletlen konfluens (1,5x10° sejtstirliség), a piros vonalak a

ligandstimulalt konfluens kultdrakat jellemzik.

A gorbék 40-60 sejtbél kumulalt pixelintenzitas-eloszlast mutatnak.

Az aktivalt Tyr751-es részt vesz az Akt kindz aktivaciojaban a PI3-kindz Utvonalon
keresztul (47). A foszforilalt tirozin 751 denzitdsa nyugvé diszperz kultdrakban magasabb
volt - elsésorban a lipid-tutajokon beldl, mint nyugvo strti kultarakban (8/B abra, sarga
oszlopok). PDGF-BB ligandummal veégzett aktivalast kovetéen a konfluens sejtek
membranjaban ezen aktivalt foszfotirozinok mennyisége nem nétt szamottevéen (7/B abra,
piros vonal, illetve 8/B &bra piros oszlopok), mig ritka sejtek raftjaiban a pTyr751 intenzitas
novekedését lattuk (7/B abra, fekete vonal, illetve 8/B abra sarga oszlopok).

A Ras-GAP-ot aktivalo Tyr771-es a Ras-MAPK proliferacios utvonal regulaciojaban

vesz részt a Tyr716-ossal ellentétben inhibitorként (46). Az aktivalt Tyr716-oshoz hasonldan
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nyugvo kultardk membréanjiban a konfluencidnak nincs hatésa a fehérjék eloszlasara (8/C
abra). Ligandummal végzett aktivalast kovetéen a konfluens sejtek membranjaban mért
atlagos pixelintenzitas megnétt (8/C abra, piros oszlopok). A hatas a raftokon belil joval
kifejezettebb volt, amit az intenzités eloszlas gorbe jelentds eltolodésa is mutat (7/C &bra,

piros vonal, illetve 8/C &bra, piros oszlopok).
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8. abra: A kiilonbo6z6 foszfotirozin reziduumok denzitasa a sejtmembranban

Az dbréan a 7. abra intenzitas-eloszlas gorbéinek atlagat abrazoltam a rafton
beldli, illetve azokon Kivili teruleteken kezeletlen, illetve 20 ng/ml
koncentraciojid PDGF-BB ligandkezelt sejtekben. A pTyr716-ot jellemzd
atlagos intezitast az A; a pTyr751-esét a B; a pTyr771-esét a C; a pTyrl021-esét a
D diagram mutatja. A sarga oszlopok a ritka, 1,5 x 10* sejt/cm? sejtstirliségben
tenyésztett kultirakat, a piros oszlopok a konfluens, 1,5 x 10° sejt/cm? siirtiségli
kultarakat jellemzik.

A PLC-t aktivalo Tyrl021-es aminosavnak kulcsfontossagl szerepe van a
ligandstimulaciot kovetd kétfazist kalciumvalasz beinditasaban (49). Nyugvo kultirdk esetén
mind a rafton beliill, mind azokon kiviil a foszorilalt Tyr1021 denzitast jellemzd atlagos
pixelintenzitas kdzel azonos a konfluens és ritka sejtek membranjaban (8/D abra). PDGF-BB

ligandstimulaciot kovetéen a konfluens sejtek membrédnjaban a specifikusan aktivalt
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receptorok a lipid-tutajokhoz asszocialodtak, amit az intenzitas eloszlas gorbék magasabb
értékek felé torténd eltolodasa jelez (7/D abra, piros vonal, illetve 8/D &bra, piros oszlopok).
Meg kell emliteni, hogy a pTyrl021 denzitdsa a ritka sejtek rafton Kivili terlletein is

fokozodott a stimulaciot kovetden (8/D abra, sarga oszlopok).

6.1.3. A PDGFR B relativ specifikus foszforilaltsaga fligg a sejtkonfluenciatol és
a receptorok lipid-tutaj lokalizaciojatol

A ritka és konfluens kultardban tenyésztett A172 glioblasztoma sejtek membranjanak
harmas jeldlésekor egyazon konfokalis szeletben tudtuk vizsgalni a receptorok sejtfelszini
mintazatanak, raft lokalizaciéjanak és aktivaltsagi allapotanak valtozasat ligandummal végzett
aktivalast kovetéen (9. abra). Lathato, hogy PDGF-BB stimulaciot kovetéen mind a tirozin
foszforilacié, mind a receptorok raftbeli lokalizacioja a sejtkonfluencia fliggvényében
valtozott. A képek szubjektiv elemzése azt mutatta, hogy mig a ritka sejtek membranjanak
GM1 gazdag doménjeiben a Tyr716-os (9. abra, C kép) és Tyr751-es (9. abra, G kép)
aminosav foszforilaldédott, addig a konfluens sejtek raftjaiban a Tyr771-es és Tyrl021-es

aminosavak foszforilacioja dominalt (9. abra, L és P képei).
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9. abra: A PDGFR foszforiléltsaga és raft-lokalizacioja

A konfokalis mikroszkopos felvételek a receptorok sejtfelszini mintazatan (piros) és
raft lokalizacidjan (z6ld) tal tajékoztatast nyGjtanak azok specifikus aktivaltsagi
allapotérol, a tirozin foszforilaci6 mértékérdl is. A foszfotirozinra specifikus
monoklonalis antitestet Alexa Fluor 647-tel konjugalt masodlagos antitesttel jel6ltik,
ezt az abra kék szinnel mutatja. Kezeletlen ritka (A;E;I;M képek) és konfluens
(B;F;J;N képek) sejtek esetén a piros, zold és kék szineket részben elkildnilten
latjuk, a raftok és foszfotirozin atfedés mértéke nem szamottevo. 2 perces 20 ng/ml
koncentracioju PDGF-BB ligandummal végzett stimulalast kovetéen a hirom szin
egymasra vetilését figyelhetjiik meg (6sszegzett szinként fehér latszik) a pTyr716 (C
kép) és a pTyr751 (G kép) esetén a ritka sejtek, mig a pTyr771 (L kép) és a pTyrl021
(P kép) esetén a konfluens sejtek membranjaban. A képeket ZEISS LSM 510
konfokalis mikroszkoppal 40x viz immerzids objektivvel (NA=1,2) készitettiik. Az
optikai szeletvastagsag 1,5 mikron volt. A latétér teriilete: 21,3 pm x 21,3 um

Képelemz6 algoritmusunk (5.7.3.) segitségével meghataroztuk a sejtfelszin relativ

receptorfoszforilaltsaganak lipid-tutajon belili és azon Kkivili megoszlasat. A modszer
lehetévé tette a foszfotirozin reziduumok sejtfelszini eloszlasdnak meghatarozésan tal (6.1.2
pont eredményei) az egyes specifikus aktivitasok membranbeli lokalizacidjanak vizsgalatat az
Osszes expresszalt receptorra vonatkoztatva. Ehhez a mddszertani részben leirtaknak (5.7.3.
pont) megfeleléen a foszforilalt intracellularis tirozinokbdl szarmazo jelet pixelenkent
normaltuk az sejtfelszinen expresszalt dsszes receptorbol szarmazé jelre, majd két, a GM1

képbdl eldallitott binaris maszkkal lehetdvé tettiik a rafton beliili és azokon kiviili teriiletek
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kilonalld értelmezéset és vizsgalatat. Ezzel az eljarassal informéacidt kaptunk a rafton beluli és
kivali specifikus (relativ) receptorfoszforilaltsagrol. Annak érdekében, hogy a kiilonb6z6
fiiggetlen kisérletekbdl szarmazo eredmények dsszehasonlithatéak legyenek, a rafton beliili és
azon kivuli receptorfoszforilaltsag hanyadosat vizsgaltuk (10. &bra). Amennyiben ennek a
hényadosnak az értéke magasabb, mint 1, akkor a rafton bellli teriileteken a receptorok
foszforilaltsaga igy azok aktivitasa magasabb, mint az azokon kiviil es6kon.

Megallapitottuk, hogy stimulélatlan sejtek esetén a pTyrl021-es kivételével (10/D
abra) a specifikus relativ receptorfoszforilaltsag magasabb a lipid-tutajokon kiviil es6
membréanterileteken (10/A;B;C;D &bra, kezeletlen oszlopok). Ezt a receptorfoszforilaltsag
kvantitativ jellemzésére bevezetett hanyados 1 alatti értéke mutatja.

PDGF-BB stimulaciot kovetéen a kiillonbozo jelatviteli utvonalakat szabalyzé tirozin
reziduumok aktivitasprofilja jelent6sen eltért a ritka és konfluens sejtek raftjaiban. A Ras-
MAPK proliferaciés utvonalat stimulalé Tyr716 aktivaltsaga elsésorban a ritka sejtek GM1
gazdag doménjeiben fokozddott (10/A &bra), mig az ugyanezt gatl6 Tyr771 a konfluens
kultarak lipid-raftjaiban foszforilalodott (10/C &bra). A két tirozin reziduum rafton bellli és
kivili foszforilaltsaganak hanyadosa 1,6, illetve 1,8, azaz a raft asszocialt receptorok mintegy
60%-kal, illetve 80%-kal nagyobb aranyban aktivalddtak ligandummal végzett aktivalast

kovetben.
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10. &bra: Az atlagos specifikus receptorfoszforilaltsag valtozasanak sejtkonfluencia-

fuggése A172 glioblasztéma sejtekben
Az abra a kezeletlen és 20ng/ml koncentracioju PDGF-BB ligandstimulalt A172
glioblasztoma sejtek membranjanak rafton beliili és azokon kiviil esd teriiletein
mért relativ specifikus receptorfoszforilaltsdg hanyadosat mutatja. Az aktivalt
pTyr716-ét az A; a pTyr751-ét a B; a pTyr771-ét a C; a Tyrl021-ét a D rész
mutatja. Az dbrdn a sarga oszlopok ritka, 1,5 x 10* sejt/cm? sejtstirliségben
tenyésztett kultGrakat, a piros oszlopok konfluens, 1,5 x 10° sejt/cm? siirtiségii
kultdrékat jellemeznek. A hanyados numerikus értéke jellemzi a foszforilaltsag
membrantopoldgiai megoszlasat. Egynél magasabb érték azt mutatja, hogy a relativ
specifikus receptorfoszforilaltsag a raftokon belll volt magasabb. Az oszlopok
harom fliggetlen kisérlet (haromszor 13-18 sejt) atlagos receptorfoszforilaltsaganak
az atlagat (+ SEM) abréazoljak.

A sejtek tuleléset szabalyzo PI3-kinaz dtvonal a Tyr751-es oldallancardl, a sejtek
migracidés valaszaban és a kétfazisu kalciumvélasz meginditdsaban szerepet jatszé PLCy
utvonal a Tyr1021 oldallancéarol indul el. Megéllapitottuk, hogy a Tyr751-es a diszperz sejtek
raftjaiban aktivalddott, a rafton bellli és azokon kivili receptorfoszforilaltsag hanyadosa 1,6
volt, azaz ligandummal végzett stimulalast kovetden a ritka sejtek raftjain belil 60%-kal
hatékonyabban aktivalodtak a receptorok, mint a raftokon kivul (10/C abra). A Tyr1021-es
foszforilacidja a konfluens sejtek GM1 gazdag doménjeiben kovetkezett be (10/D abra). A

lipid-tutajokon belil a receptorok specifikus Tyr1021 aktivaltsaga kétszerese volt a raftokon
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kiviil es6 teriiletekének. A statisztikai 6sszehasonlitast kétutas ANOVA teszttel vegeztik. A
receptorfoszforilaltsdg ligandummal végzett aktivalas hatasara bekovetkez6 valtozasa
szignifikansnak bizonyult (p<0,05), mind a kezeletlen kontroll, mind a kezelt konfluens

(Tyr716 és Tyr751), illetve ritka (Tyr771 és Tyr1021) sejtekhez képest.

6.1.4. A Ras-MAPK utvonal aktivitasa és a kdvetkezményes sejtproliferacio
ritka kultdradkban dominal

Az el6zéekben ismertetett eredmények alapjan azt feltételeztiik, hogy a receptor
foszforilaltsag raft-fiiggd, illetve a receptorok sejtfelszini lokalizacidjanak konfluenciafiiggd
szabalyozésa funkcionalis kovetkezményekkel birhat. Hipotézisiinket Western blot analizissel
vizsgaltuk, melynek menetét a modszertani részben ismertettem. A kilonbozé jelatviteli
utvonalakban részt vevd specifikus aktivator és effektor proteinek expresszids szintjeit
kiilonboz6 idétartami PDGF-BB  stimulalast kovetéen vizsgéltam ritka és konfluens
kultarakbdl preparalt sejtlizatumokban.

A Ras-MAPK utvonal nagy szerepet jatszik a sejtproliferacio és a stresszre adott
sejtvalasz szabalyozasaban. Az Utvonalat a PDGF receptor Tyr716 foszforilacidja aktivalja,
mig a pTyr771 mint negativ regulator jatszik szerepet az inhibitor Ras-GAP fehérje
aktivalasan keresztul. Kisérleteinkben a receptort expresszalo A172 ¢és T98G jelii
glioblasztoma sejtvonalon két MAP kinaz aktivaltsagi allapotat vizsgaltuk meg a PDGF-BB
stimulalas id6figgésében. Az MKK3/MKKG6 kinazok altal aktivalt p38 MAPK elsGsorban
stressz indukalt kindz, mely kulcsfontossagu a gyullad&sos vélaszban, mig a féleg receptor
tirozinkinazok altal aktivalt p42/p44 MAPK-t inkabb a proliferaci6 és differenciacio
szabalyozojaként tartjak szamon (43).

A Western blot analizis alapjan megallapitottuk, hogy mindkeét stimulalt glioblasztoma

kultira diszperz sejtjeiben a Tyr716 foszforildcidja megndtt. Ilyen valtozds konfluens
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sejtekben nem tortént (11. &bra pTyr716 sor). PDGF-BB stimulust kovetéen az ellenregulald
Tyr771 elsésorban a konfluens kultarakban foszforilalodott, de kisebb mértékli aktivitas
ndvekedés a ritka sejtek esetén is lathatdé (11. abra pTyr771 sor). Mindkét foszfotirozin
esetében az aktivitas maximuma 1-5 perces stimulust kovetden jelentkezett. A Western blot

analizis 6sszességeben megerdsitette konfokalis mikroszkopids eredményeinket.
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11. Abra: A Ras-MAPK proliferacios utvonal konfluenciafiigg$ szabalyozasa
A Western blot mintdk a Tyr716-os és Tyr771-es specifikus foszfotirozin jelének
valtozasat, tovabba a p38-as, illetve a p42-es MAPK aktivalodasat mutatjak A172 és
T98G sejtvonalakban kiilonbdzd iddtartamu (0°-1°-2°-5’-15"-30°-60") 20ng/ml
koncentracioju PDGF-BB ligandummal végzett aktivalast kovetéen. Az abra also két
sora az aktin kontrollt mutatja.

Megallapitottuk tovabba, hogy ligandummal végzett stimulalast kovetden az aktivalt
pP38 fehérje mennyisége a ritka sejtekben megnétt, mig a konfluens kultdraban az aktivaltsag
gyakorlatilag nem valtozott. Ritka kultdrakban 15-30 perces ligandstimulussal lehetett

maximalis aktivitasndvekedést kivaltani (11. &bra pP38 sorok).
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A p42 fehérje ligandummal végzett aktivalast kovetéen aktivabb volt a ritka sejtekben,
de a T98G sejtvonal esetén a konfluens kulturaban 15 és 30 perces stimulust kovetden is
tapasztaltunk aktivitas emelkedést (11. &bra pP42 sorok).

Western blot analizissel igazoltuk, hogy a sejtek proliferaciojat szabalyoz6 Ras-
MAPK uatvonal eltéréen szabalyozodik stimulalt ritka és konfluens glioblasztéma
kultarakban. A proliferaciot stimulalé Gtvonalak elsésorban a ritka, az inhibitor hatasuak a
konfluens kultardkban dominaltak.

A kovetkezékben megvizsgaltuk, hogy ez az eltér6 szabalyozas érvényesiil-e a
jelatvitel végpontjan, azaz a sejtek proliferaciojanak a szintjén. Kisérleteinkben az onkoldgiai
rutinban proliferacios markerként hasznalt KI1-67 fehérje expressziojat vizsgaltuk 2 h PDGF-
BB stimulust kovetéen konfluens és ritka A172 glioblasztoma kultarakban.

A MKI67 néven is ismert Ki-67 antigén, amit az MKI67 jeli gén kodol (80), egy
olyan specialis sejtmagban lokalizalt fehérje, ami szlikséges a sejtproliferaciéhoz. A fehérje
nélkuldzhetetlen a riboszomalis RNS transzkripciojahoz (81), inaktivaldsa az RNS szintézis
ledllasahoz vezet (82). A Ki-67 elterjedten hasznalt a Kklinikai diagnosztikdban mint
proliferacids marker, hiszen megfigyelhet6 a sejtciklus minden aktiv szakaszaban (G1; S; G2;
mitozis), de nyugvo sejtekben (GO0) detektalhatatlan (83).

Konfokalis mikroszkopias felvételeken megallapitottuk, hogy 6sszhangban a ritka
sejtkulturaban mért emelkedett MAPK aktivitassal, a Ki-67 fehérje expresszios szintje

jelent6sen magasabb volt a ritka sejtek magjaban (12. abra F kep).
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12. Abra: A proliferacios aktivitas vizsgalata
Az A172 sejtek proliferdcios aktivitasat a Ki-67 proliferaciés marker indirekt
immunfluoreszcencias jel6lésével tettiik lathatova (Ki-67 sor), az egyes latoterekben
talalhatd Osszes sejtmagot propidium-jodiddal (propidium-jodid sor) jeloltik. A
képeket ZEISS LSM 510 konfokalis mikroszkdppal 40x viz immerzids objektivvel
(NA=1,2) készitettilk. Az optikai szeletvastagsag 1,5 mikron volt. A Iat6tér tertlete:
116,8 um x 116,8 pum

Két flggetlen kisérlet 3-3 random vélasztott latoterének elemzését kovetden azt
talaltuk, hogy 2 h PDGF-BB stimulust kovetéen a 1atotér 6sszes propidium-jodid festéssel
megjelolt (12. abra propidium-jodid sor) sejtmagjanak  85%-a mutatott erés Ki-67
pozitivitast (12. &bra F kép) a ritka sejtek esetén, mig konfluens kultirédkban ez az arany 1%
alatt maradt (12. abra H kép). Utébbi kultiraban az ©6sszes mag 12%-a enyhe
intenzitasndvekedést mutatott a Ki-67 jelet reprezentalé csatornaban. Stimulus nélkil a
sejtkonfluenciatdl  fuggetlenil nem tapasztaltunk proliferacidos aktivitdst, ami a
szérummegvonas hatasanak tudhato be (12. abra E és G képek).

A ritka sejtkulturakban tapasztalt aktivabb sejtproliferacidé kdzvetlen bizonyitasara a
sejtek metabolikus aktivitasan alapulo MTT kolorimetrias esszét végeztink. A korabbi
kisérletek alapjan a kezdeti sejtsiiriiséget a 9.000 sejt/cm2 és 150.000sejt/cm2 kozotti
tartomanyban valtoztattuk mindkét vizsgalt sejtvonal esetén.. A hisztogramon abrazolt

sejtproliferacio (13/A &bra) a két nap inkubaciot kovetéen meghatarozott metabolikus
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aktivitds és a kezdeti aktivitds hanyadosaként van kiszamitva az ,,Anyagok, modszerek”
fejezetben leirtak szerint.

Megallapitottuk, hogy mig a legkisebb sejtsiiriiségek esetén a kiindulasi sejtszam két nap alatt
megduplézddott (sejtproliferacio:~2), addig a kozepes és nagy sejtsiiriiségek esetén mért
proliferacios aktivitds visszafogottabb maradt (sejtproliferacio:~1,2-1,5). Extrém nagy kezdeti
sejtstirliség esetén a sejtek 6ssz metabolikus aktivitasa nem nétt, sét, a T98G sejtvonal eseten
csokkent is.

A konfluens és ritka sejtkultarak proliferacios kinetikajanak valds idejii 6sszehasonlitasat
impedancia alapu sejtadhézios vizsgalattal (RTCA) végeztik el a T98G sejtvonalon (13/B
abra). A sejtproliferaciot a kiindulasi sejtszammal normalizalt felszini lefedettséggel
jellemeztiik és az eltelt id6 fiiggvényében abrazoltuk. Méréseink azt mutattak, hogy az
inkubacié els6 tizennyolc 6rajaban a sejtek letapadnak (ennek végét jelzi a fekete nyil), majd
szétterlilnek a rendelkezéstkre allo felszinen. Az impedancia ndvekedése ebben a szakaszban
a sejtosztddastol fliggetlen. Ezutan (a szaggatott nyiltdl) kezdédik az aktiv ndvekedés, ahol az
impedancia valtozasat a sejtproliferacié okozza. Az &bran jol latszik, hogy a ritka kultdra
esetén meredekebb a gorbe, a sejtek nagyobb (temben szaporodnak, mint a konfluens
kulturdban. Fontos megjegyezniink, hogy a kezdeti sejtszammal val6é normalizélas a
konfluens kultirat jellemzé impedanciagdrbét ugyan az alacsonyabb tartomanyba tolja el, de

a sejtszam megduplazodasahoz sziikséges idére nincs kihatasa.
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13. Abra: A sejtosztodas és a kezdeti sejtstirtiség kapcsolata

A 9.000 sejt/cm? és 150.000 sejt/cm? kozotti kezdeti sejtkoncentraciokban lapos
felszinii 96 lyukt sejttenyész6 plate-re passzalt sejtkulturdk metabolikus aktivitasat
MTT alapu esszével hataroztuk meg. és frissen letapadt sejtek abszorbanciaja alapjan
konvertaltuk sejtszamokka. A sejtproliferaciét hat mérés atlagabdl szamoltuk (n=6),
és a kiindulasi sejtszamokra normalizélva a kezdeti denzitas fliggvényében abréazoltuk
(A diagram).

A T98G sejtvonal proliferacidjanak valosidejii kovetésére impedancia alapt
sejtadhézids vizsgalatot (RTCA) végeztink ECIS Z@® késziiléken. A kezdeti
sejtstirliség  15.000 sejt/cm? volt ritka, illetve 60.000 sejt/cm? volt konfluens
sejtkultira eseten. A mért impedancia minden iddpillanatban aranyos azzal a
teriilettel, amit a kitapadd sejtek az elektrodan lefednek. Az id6 fiiggvényében
abrazolt impedanciagérbék 4 kamra atlagat mutatjdk a kezdeti sejtszamokra
normalizalva (B diagram). A sejtkultira letapadasi szakaszanak végét jelzi a fekete
nyil, ezutan a sejtek szétteriilnek. A szétteriilést koveto proliferacios szakasz kezdetét
a szaggatott nyil mutatja.

6.1.5. A PLCy utvonal aktivitasa és a kovetkezményes sejtmigracié konfluens
kultarakban dominal

Western blot analizissel megerdsitettilk konfokalis mikroszkdpias eredményeinket,
azaz a Tyr751-es a ritka, mig a Tyr1021-es els6sorban a konfluens sejtekben foszforilalodott
Tyr751 1 perces PDGF-BB ligandstimulust kdvetéen aktivalodott, a hatds maximuma 2-15
perces ligandummal végzett aktivalas kdzott volt és 60 perces stimulalalas utan a foszforilacié
szintje a kiindulasi értékre csokkent. A hatds a ritka sejtkulturakban domindlt (14. abra

pTyr751 sorok). Megfigyeltik, hogy a ritka és konfluens sejtekben a tirozin foszforilacio
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szintjén mért kiillonbség nem érvényesiil a jelatviteli utvonalban intermedier elhelyezkedésti
Akt foszforilacidjaban, amit magyarazhat, hogy a fehérjét szabalyozé foszfoinozitid szintet a
PI3K-n Kivil a kiilonboz6 tumorok progresszidjaban szerepet jatsz6 PTEN (Phosphatase and

tensin homolog) is szabalyozza(84) (14. abra pAkt sorok).
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14. Abra: A PI3K és PLCy utvonalak konfluenciafiiggd szabalyozasa
A Western blot mintak a Tyr751-es és Tyrl021-es specifikus foszfotirozin jelének
valtozasat, tovabba az Akt, illetve a RhoA fehérjék aktivalodasat mutatjak A172 és
T98G sejtvonalakban kiilonbdzé iddtartamu (0°-1°-2°-5’-15"-30°-60") 20ng/ml

s

sora az aktin kontrollt mutatja.

A kétfazist kalciumvalasz kivéltasdban szerepet jatsz6 PLCy utvonal a PDGF receptor
aktivalt Tyrl021-es reziduumarol indul ki. Az irodalom még nem irt le pontosan egy
igazolhat6 kimeneti pontot sem, ami egyértelmtien és kizardlagosan a kalcium valasz altal
szabalyozott. Az irodalomban szdmos publikécié foglalkozik a kiilonb6z6 kiilsé stimulusok
hatasara bekovetkez6 sejtmigracio kalciumfliggésével (85). A migrécié folyamataban a
kalcium befolyasolja az aktin citoszkeleton és igy a fokalis adhézids plakkok atrendezddését

(86). Mindezek mellett a sejtekben leirtak tigynevezett ,.kalcium flicker” mikrodoméneket,
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amelyeket a PLCy utvonal szabdlyoz. A mikrodomének a migracios frontvonalon bedusulva
képesek a sejtek migraciojat kozvetlendl is iranyitani (87). Feltételeztik, hogy a
megnovekedett intracelluléris kalciumszint befolyasolja az aktin citoszkeleton atépulését,
ezért a Tyrl021-hoz kapcsolédd vizsgélatokat egy, a sejtmigraciohoz szorosan kotédo
intracelluléris fehérje, a RhoA vizsgalataval egészitettik ki.

A Tyr1021 foszforilacioja, hasonléan a tébbi vizsgalt tirozinhoz, a stimulalast koveto
elsé percben megkezdddik és a hatas 30 perc alatt lecseng. A hatdas maximuma 2-5 perces
ligandummal végzett aktivalast kovetéen alakult ki. Mindkét vizsgalt glioblasztoma sejtvonal
esetén megfigyeltlik, hogy a pTyr1021 jel magasabb a konfluens sejtek esetén (14. &bra pAkt
sorok). A PLCy / PKC utvonal fontos effektor hatasa a RhoA fehérje foszforilacioja (52), ami
a tirozin foszforilacidnak megfeleléen a konfluens sejtekben volt magasabb (14. abra pRhoA
sorok).

Konfokélis mikroszképiads eredményeink megerdsitették, hogy 2h PDGF-BB
stimulalast kovetéen a konfluens sejtek mindkét kezeletlen kontroll, illetve a kezelt ritka
sejtkultarakhoz képest joval magasabb pRhoA immunfluoreszencias jel6lddést mutattak (15.

abra p-RhoA sor).
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15. Abra: A migrécios aktivitas vizsgéalata
Az Al172 sejtek migréacios aktivitasat a RhoA (p-RhoA sor) és a cortactin (cortactin
sor) migracios markerek indirekt immunfluoreszencias jelolésével tettik lathatdva. A
képeket ZEISS LSM 510 konfokalis mikroszkdppal 40x viz immerzids objektivvel
(NA=1,2) készitettilk. Az optikai szeletvastagsag 1,5 mikron volt. A Iat6tér tertlete:
87,6 um x 87,6 um

Feltételeztiik, hogy a PLCy utvonal aktivacidjanak sejtkonfluencia-fiiggd szabalyozasa
regulalt (88) fehérje, ami részt vesz a fokalis adhézids plakkok kialakitasaban és igy a
sejtmigracid szabalyozasaban (89). Megallapitottuk, hogy a fehérje akkumulaciéja a migraciot
iranyitd fokalis adhézios plakkokban sejtkonfluencia-figgd. Mig stimulalatlan diszperz
sejtkultdra esetén a cortactin a sejtmembran alatti klaszterekben gytilik 6ssze (15. dbra E kép),
addig konfluens sejtekben citoplazmatikus lokalizaciot mutat (15. abra G kép). 2 h PDGF-BB
ligandstimulaciot kovetéen a ritka sejtekben a cortactin mennyisége csokken, lokalizacioja
perinukledrissa valik (15. abra F kép), mig konfluens sejtekben mennyisége megné, és a
polarizalt sejt vezeté szélén kialakulo kitiiremkedésekben, a lamellipodiumokban

akkumulalédik (15. dbra H kép).
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6.2. Platina alapu kemoterapias szerek eés a TRAIL raftfiiggo
szinergizmusa a DR4 és DR5 medialt, kaszpaz-8 dependens apoptozis
indukcidjaban

6.2.1. A TRAIL receptorok a sejtfelszinen klaszteres elrendezédést mutatnak és
jelentos részben atfednek a lipid-tutajokkal

Kisérleteinkben egy Uj platina-komplex az LA-12 érzékenyité hatasat vizsgaltuk
vastagbél- és prosztatarak sejtvonalak TRAIL medidlt apoptdzisa soran, tovabba
dsszehasonlitottuk az 0j gyogyszerjelolt hatékonysagat es raft-hatasait a kemoterapias
szerként elterjedten alkalmazott ciszplatin hatasaval.

Megallapitottuk, hogy a DR4 és DR5 tipusi TRAIL receptorok a sejtfelszinen
klaszteres eloszlast mutatnak, amelyek &tfednek a sejtmembran GM1 gazdag lipid

mikrodoménjeivel (16. abra).

HCT-116

TRAILR

16. Abra: A TRAIL receptorok a sejtfelszinen jelentds részben atfednek a lipid-
tutajokkal

Az abra bal oldalan lathatd sematikus rajzok jeldlik azt a sejtszintet, amit a képek
reprezentalnak. Zo6ld szinnel az indirekt immunfluoreszenciaval (DR4 receptor elleni
primer antitest + Alexa Fluor 488 GAMIG Fab) jelolt sejtfelszini TRAIL
receptorklaszterek, kék szinnel a direkten jelolt (Alexa Fluor 647 konjugalt
koleratoxin-B) lipid-tutajok vannak prezentdlva HCT-116 vastagbél tumor
sejtvonalon. Az atfedd képen lathatd, hogy a két szin egymasra vetiil és igy 0sszegzett
szinként a tirkiz jelenik meg. Eszerint a receptorklaszterek és a lipid raftok egymassal
kolokalizalddnak. A felvételek azonos bedllitdsokkal készlltek, 40x-es objektivvel.
Az optikai szeletvastagsag 1,5 mikron. A 1atotér terllete: 14,6 um x 14,6 pm.

Megfigyelésiink alapjan feltételeztiik, hogy az LA-12 és a ciszplatin altal indukalt

extrinsic apoptotikus Gtvonal szabalyozasaban a plazmamembrannak fontos szerepe lehet.
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6.2.2. A platinaszarmazékok fokozzak a TRAIL receptorok expresszios szintjét a
vizsgalt tumorsejt-vonalakban

Kisérleteinkben megallapitottuk, hogy mind az 1 6ras 10 uM-os ciszplatin (cDDP),
mind az 1 6rés 0,5 uM-os LA-12 kezelés fokozta a TRAIL receptorok expressziojat a vizsgalt
tumorsejt-vonalakon (17.abra). Konfokalis mikroszkopias vizsgalataink azt mutattak, hogy
mig a kezeletlen sejtek felszinén (17. abra, A kép) keves, halvanyan jel6lt receptorklaszter
azonosithatd, addig ciszplatin kezelést kovetéen mind a membranban mért receptorklaszterek

szama, mind azok fluoreszencia intenzitasa emelkedett (17. abra, B kép).
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17. Abra: A platinaszarmazékok fokozzak a membran TRAIL receptor expresszi6jat
A konfokalis felvételek PC-3 prosztata karcindbma sejtvonalon reprezentaljak a DR5
TRAIL receptor (z6ld) membranra lokalizalt expresszidjat. Mig kezeletlen sejtek
felszinén (A kép) kevés, halvanyan jel6lt receptorklaszter azonosithat6, addig 1h
idétartamu 10 uM  koncentracidoju  ciszplatin - kezelést kovetéen mind a
receptorklaszterek szama, mind azok intenzitasa megnétt (B kép). A felvételek azonos
beallitasokkal késziltek, 40%-es objektivvel. Az optikai szeletvastagsag 1,5 mikron. A
latotér terilete: 14,6 um x 14,6 um. Eredményeinket a hattérintenzités feletti pixelek
szamanak meghatarozéasaval kvantitaltuk. A C diagram a HCT-116, a D diagram a
PC-3 sejtvonal DR4 és DR5 receptorainak fluoreszcencia intenzitasait mutatja 10 uM
cDDp (sarga oszlopok) és 0,5 uM LA-12 kezelést kovetéen (kék oszlopok) a
kezeletlen kontroll (piros oszlopok) értékekre normélva. Az oszlopok harom
flggetlen kisérlet (3x20 sejt) atlagat (+ SEM) abréazoljak.
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Eredményeinket digitalis képelemz6 algoritmussal, a hattérintenzitas feletti pixelek
szamanak meghatarozasaval kvantitdltuk és a kontroll sejtek atlagos fluoreszencia
intenzitasahoz képest abrdzoltuk. Megéllapitottuk, hogy mindkét vizsgalt sejtvonal esetén a
DR4 és DR5 receptorok expresszioja megnétt a kezeléseket kovetéen. A kontrollhoz képest
jelzett véaltozas mértéke 20-200%-0s volt (17. abra, C és D). Kiugrd expresszids szint
emelkedést okozott a cDDP kezelés a HCT-116-0s sejtvonal DR5 TRAIL receptora esetén
(17. &bra, C diagram, DR5, sarga oszlop), illetve az LA-12 kezelés a PC-3 sejtvonal DR4
TRAIL receptoréndl (17. &bra, D diagram, DR4, kék oszlop). A statisztikai 6sszehasonlitést
Kruskal-Wallis nonparametrikus ANOVA prdbaval végeztik el. A HCT-116-0s sejtvonalon a

TRAIL receptor 2-es tipusan a 10uM cDDp kezelés, a PC-3 sejtvonalon a TRAIL receptor 1-

es tipusan a 0,5 uM LA-12 kezelés szignifikansan hatasosnak bizonyult (p<0,05).

6.2.3. A DR4 és DR5 receptorok lipid-tutaj lokalizaciéja né a platina
szarmazékokkal tortént kezeléseket kovetoen

Ahhoz, hogy kovetkeztethessiink a platinaszarmazékok sejtmembranra gyakorolt
hatdsara, a sejtek DR4 és DR5 receptorait indirekt immunfluoreszenciaval, a raftokat Alexa
Fluor 647 konjugalt koleratoxin-B alegységgel direkten jeloltik meg. A kolokalizacio
mértékét a Pearson-féle keresztkorrelacios koefficiens meghatarozasaval kvantitaltuk.
Megallapitottuk, hogy mindkét vizsgalt sejtvonalon a DR4 és DR5 TRAIL receptorok

kolokalizal6dnak a membran GM1 gazdag teriileteivel (18. abra A; B; C képek).
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18. Abra: Platinakezelések hatasa a TRAIL receptorok raft lokalizaciojara
1 6ra id6tartamt 10 uM-0s ciszplatin és 0.5 uM-o0s LA-12 kezelések fokoztak a DR4
és DR5 TRAIL receptorok (A; B; C zbld szin) kolokalizaciéjat a sejtmembran GM1
gazdag doménjeivel (A; B; C kék szin) mind a HCT-116 (A; B; C képek és D abra),
mind a PC-3 (E abra) sejtvonalakon. Az oszlopok harom fuiggetlen kisérlet (3x20 sejt)
atlagat (x SEM) abrazoljak. A felvételek azonos beéllitasokkal késziltek, 40%-es
objektivvel. Az optikai szeletvastagsag 1,5 mikron. A latétér terilete: 14,6 um x 14,6

um.

Mind az 1 Orés ciszplatin, mind az LA-12 kezelést kovetden azt tapasztaltuk, hogy a
TRAIL receptorok raft lokalizacioja a HCT-116 (18. abra D diagram) és a PC-3 (17. &bra E
diagram) sejtvonalakon fokozddott. A statisztikai 6sszehasonlitdst ANOVA probat kovetd
Tukey teszttel végeztik el. Mindkét sejtvonal 1-es tipusu TRAIL receptoran a 0,5 uM LA-12
kezelés, illetve a TRAIL receptor 2-es tipusan mindkeét kezelés szignifikansan hatasosnak

bizonyult (p<0,05).
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6.2.4. A DRA4 és DR5 receptorok lipid-tutaj lokalizaciéjat rovid idétartami
TRAIL kezelés fokozza
Vizsgaltuk TRAIL ligandummal végzett aktivalas hatasat a DR4, illetve DR5
receptorok raft lokalizacidjara. Megallapitottuk, hogy rovid idétartamu (5-20 perces) 5 ng/ml
koncentracioju TRAIL stimulalas fokozta a receptorok raft lokalizaciojat mindkét vizsgalt

sejtvonal DR4 és DR5 receptorai esetén (19. abra A; B képek, C és D diagramok).
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19. Abra:Kiilénbozd idétartami TRAIL kezelések hatésa a receptorok raft
lokalizacidjara

Rovid idétartamu (5-20 perc) 5 ng/ml koncentraciéjd TRAIL ligandummal végzett
aktivalas (sarga es kék oszlopok) fokozta a DR4 és DR5 TRAIL receptorok (A; B
z6ld szin) kolokaliz&cidjat a sejtmembran GM1 gazdag domeénjeivel (A; B kék
szin) mind a PC-3 (A; B; képek és D &bra), mind a HCT-116 (C 4bra)
sejtvonalakon. A konfokalis felvételek (A; B) egy-egy sejt fels6 membran
szeletér6l azonos beallitasokkal késziltek, 40%-es objektivvel. Az optikai
szeletvastagsag 1,5 mikron, a latotér terilete: 14,6 um x 14,6 um. Az oszlopok
harom flggetlen kisérlet (3x 15 sejt) atlagat (= SEM) abrazoljak.

1 6ras kezelést kovetden azt tapasztaltuk, hogy a TRAIL receptorok raft lokalizacidja

a HCT-116 (19. &bra C diagram) és a PC-3 (19. abra D diagram) sejtvonalakon az alapszint
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ala csokkent. A statisztikai ©sszehasonlitast kétutas ANOVA teszttel végeztik. A
keresztkorrelacios koefficiens mind a TRAIL receptor 1-es, mind a 2-es tipusa esetén
szignifikansan emelkedett 20 perces TRAIL ligand kezelést kovetéen (p<0,05). Egy ora

id6tartamu kezelés az atfedést szignifikdnsan csokkentette (p<0,05).

6.2.5. Az LA-12-vagy a ciszplatin altal kozvetitett TRAIL-indukalt citotoxicitas
az apoptdtikus kaszpaz kaszkad aktivalasan keresztil valosul meg

Annak érdekében, hogy feltarhassuk a platina szadrmazékok altal kivaltott citotoxicitas
molekularis alapjat, Western blot analizissel vizsgaltuk a kaszpaz kaszkad kialakitasaban részt
kombinacioban alkalmazott kezeléseket kovetden. Megallapitottuk, hogy HCT-116 sejtvonal
esetén (20. dbra, HCT-116 oldal) ciszplatin, vagy LA-12 el6kezelést kdvetéen alkalmazott
TRAIL ligandummal végzett aktivalas aktivalta a kaszpaz kaszkadot. TRAIL liganddal, vagy

platina komplexszel énalléan kezelt HCT-116 sejtekben ilyen hatast nem tapasztaltunk.

HCT 116 PC3
- + - + - + TRAIL Spgmly- + - + - +
- - + + - ciszplatin (10 pAf) - - + +

+ LA-12 (0.5 pADy -

+
cagpage_ﬂ _
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e
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20. Abra: Az LA-12-és a ciszplatin kezelés hatasa az apoptdtikus kaszpaz kaszkad
aktivalasara

Szubtoxikus koncentracidban alkalmazva a ciszplatint és az LA-12-t a kaszpaz-8 és -3
fehérjék nagyfoku degradécidja figyelhet6 meg TRAIL indukciot kovetden mind a
HCT-116, mind a PC-3 sejtvonalakban. A HCT-116 és a PC-3 sejteket LA-12-vel (0.5
uM) vagy ciszplatinnal (10 uM) kezeltiik el6 a stimulalast megel6z6 24 Oréban. A
TRAIL (5 ng/ml) ligandummal végzett stimulalas idtartama 4 h volt.

Eva Blanarova méreése.
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A pro-kaszpaz-8 és -3 fehérjék hasitasanak hasonld mértékli novekedése
megfigyelhetd volt a PC-3 sejtvonal esetén is (20. dbra PC3 oldal), azonban itt TRAIL

ligandummal végzett aktivalds 6nmagaban is hatdsosnak bizonyult.
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7. Kovetkeztetések

7.1. A PDGFR P lipid-tutaj- ¢és Kkonfluenciafiiggé6 szabalyozasa
glioblasztoma sejtvonalakon

Az idegrendszer glia eredetli tumoraiban a tirozinkinaz aktivitdsu PDGF receptorok
Kisérleteinkben megallapitottuk, hogy a sejtek felszinén a PDGF receptorok szubmikron
méretli klaszteres elrendez6dést mutatnak, ahol a klaszterek szdma és receptor tartalma,
tovabba a receptorok raftbeli lokalizacidja a sejtek konfluencidjaval aranyosan né. Emellett
megéllapitottuk, hogy a PDGFR [ specifikus tirozin reziduumairdl kiindul6 jelatviteli
Utvonalak aktivaltsaga fiigg a receptorok raftokhoz valé asszociaciéjatol valamint a
sejtkultdra konfluenciajatol. PDGF-BB stimulaciot kovetéen a Ras-MAPK  (tvonalra
specifikus Tyr716-os, illetve a PI3-kinaz / Akt utvonalra specifikus Tyr751 foszforilaltsagi
allapota ritka sejtekben megnétt, mig a MAPK utvonalat a Ras-GAP fehérje aktivalasan
keresztul gatlé Tyr771-es foszforilacidja csokkent. Ezzel 6sszhangban ritka kulturak PDGF
stimulusra 1ényegesen nagyobb MAPK foszforilaciét, magasabb aranyu Ki-67 proliferacios
antigén pozitivitast, és proliferacids ratdt mutattak. Ugyanakkor a foszfolipdz-C -y / PKC
utvonalra specifikus Tyr1021 aktivaltsaga a konfluens kulturakban volt magasabb, ugyanitt a
RhoA foszforilacio és a cortactin vezetd széleken torténd feldusulésa is sokkal jelentdsebb
volt, és a koztes PKC aktivaciohoz szilkseges, PLC-y mediélt kétfazisu kalciumvalasz is
megjelent. A PDGF stimulus altal kivaltott tirozin foszforilacidé a reziduumtol fliggetlendl
dominansan a GM1 pozitiv lipid doménekben kovetkezett be.

Az ismertetett kisérletek alapjan megallapithatjuk, hogy a konfokalis lézer pasztazo
mikroszkdpiaval kapott eredményeink, illetve a Western blot fehérjeanalizis aldtdmasztjak

munkacsoportunk azon koradbbi eredményét, miszerint a glioblasztoma sejtek
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crer

valamilyen mértékben és aton fliggenek. Munkacsoportunk és méasok kordbbi eredményei
alapjan feltételezhetjiik, hogy a raftokban kolokalizdléd6 membrénfehérjék nagyobb
hatékonysaggal képesek részt venni a sejtek jelatviteli folyamataiban. Megéllapitottuk, hogy a
PMAPK fliggé proliferacios utvonalak elsésorban a ritka, mig a PLC-gamma medialt
kétfazist kalciumvélasz és a PKC-fiiggd RhoA aktivacio a konfluens kulturakban volt
kifejezett. Eredményeink szerint ugyanazon stimulus konfluencia- és lipid-tutaj fiiggd
szabalyozd mechanizmusokon keresztiil eltéré iranyban képes befolydsolni olyan jelentds

jelatviteli kimeneteket, mint a sejtosztodas, tulélés, illetve a sejtmigracio (21. abra).

MEMBRAN MEMBRAN
PDGFR
p LIPID RAFT
e v
P
p-PDGFRp GBM  PDGF-BB

21. Abra: A PDGF receptor B tipusanak jelatviteli kimenetei

A irodalomban szdmos publikacio foglalkozik a PDGF receptorok ligandkotés
hatasara bekovetkez6 aktivalodasaval, illetve az ezt kovetden elinduld jelatviteli Utvonalak
leirdsdval (90). Tudjuk azt is, hogy ezen utvonalak kontrollalatlan aktivacioja

sejtproliferaciohoz, daganatképzdéshez, illetve a tumor malignitasanak fokozodasahoz vezet
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(91). Az utdbbi évek eredményei ravildgitanak arra, hogy a receptor inaktivaloédasanak illetve
PDGF receptorok downregulacioja két szinten szabalyzott. A rovid tava hatds soran a
receptorok ligandkotést kovetden Klatrin-burkos vezikulumokban internalizalédnak (93). A
downregulaci6 szabalyzasanak egy hosszabb id6t igényld6 mechanizmusaban az
internalizalodott receptorok ubiquitin fiiggd proteolizise torténik, amit egy ubiquitin-ligaz, a
c-Cbl katalizal (93). Mindkét szintli regulaciés mechanizmusban részt vesznek a foszfotirozin
foszfatdzok (94, 95), de azok miukodésenek konfluenciafiiggése még nem tisztazott. Mivel a
receptorok ligandkotést kovetd transzfoszforilacidja feltehetéleg nem lehet reziduum-
specifikus, Ugy Véljik, az altalunk tapasztalt szelektiv foszforilacié hatterében a foszfatazok
konfluenciafiiggd mikodése allhat, mely ligand stimulus Aaltal is szabalyozott. Ezt
alatdmasztani  latszik, hogy stimulus hidnyadban a lipid-tutajokon belul altalanos
defoszforilaciot mértiink, mig ligandkotést kovetéen ugyanezekben a lipid-raftokban — ahol a
receptorok nagy denzitasban gyiiltek Ossze — tapasztaltunk erds szelektiv foszforilaciét.
Emiatt tovabbi vizsgalataink eléterébe a PTPNI1, PTPN4, és PTPNI11 foszfatazok
konfluenciafliggd, lipid-tutajokhoz kothetd expresszids és lokalizacios szabalyozasa kerdl,

tekintve, hogy ezek szerepe merlt fel a PDGFR defoszforilacidjaban (96, 97).

7.2. Platina alapi kemoterapias szerek és a TRAIL raftfiiggo
szinergizmusa a DR4 és DR5 medialt, kaszpaz-8 dependens apoptozis
indukcigjaban

A TNF csaladba tartoz6 TRAIL ligand — mas rakellenes szerekkel egyiittmiikodve —

szamos tumor sejtféleség esetén sejthalalt idéz el6, illetve modositja azok

kemoterapeutikumokkal szemben mutatott rezisztencidjat. A ligand ket receptoran keresztil

(DR4/TRAIL-R1 és DR5/TRAIL-R2) képes a sejtek apoptdzisahoz vezetd jelatviteli
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utvonalakat generélni. Kisérleteinkben megvizsgaltuk a HCT-116 jeli colon- és PC3 jelt
prosztata sejtvonalakon a kiilonb6z6 tipusi TRAIL receptorok (DR4 és DR5) sejtfelszini
expresszios szintjét, valamint ezek Kkolokalizaciojat a sejtfelszin GM1 gazdag lipid
doménjeivel. Vizsgaltuk tovabba, hogy elbézetes ciszplatin (¢cDDP) és ezt kovetd kiilonb6zo
id6tartami TRAIL stimulalas miként befolyasolja a receptorok expresszids szintjét és
kolokalizaciojat a lipid-tutajokkal. Eredményeink azt mutattdk, hogy ciszplatin és LA12
kezelés hatdsara mind a prosztata, mind a colon sejtvonal esetén a DR5 receptor sejtfelszini
expresszidja fokozodott. A TRAIL stimuléldas — fliggetlendl a ciszplatin elékezelést6l —
id6fiiggé modon befolyasolta a TRAIL receptorok membrdn expressziojat és raftbeli
lokalizaciojat. 5-20 percig tartd TRAIL kezelés fokozta a receptorok expresszios szintjét és
azok kolokalizéciojat a lipid doménekkel. Egy 6ras ligandummal végzett aktivalast kovetéen

a kolokalizéci6 az alapszint ald csokkent, feltehetéen a receptor internalizacidja miatt.

YANLIV

-~ . SN = X
- > I,

APOPTOZIS

MIMERAN MEMBERAN

T RAFT

rsy v

rAnp A

22. Abra: A TRAIL receptor jelatviteli kimenetei

A cDDP és a TRAIL egylttes hatasara a rendszerben egyszerre figyelhetd meg a

ciszplatin és a TRAIL receptorokat raftba lokalizald, valamint a TRAIL kezelés receptor

60



internalizaciot fokozo hatésa. A kombinalt hatas eredménye fokozott apopto6zis, mely felveti a

sikeres klinikai alkalmazas lehetdségét.
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8. Osszefoglalas

Kisérleteinkben megallapitottuk, hogy a sejtmembran koleszterolban és gangliozidban
gazdag lipid mikrodoménjei, az ugynevezett lipid-tutajok mindkét vizsgalt rendszerben fontos
szervezOi a kiillonbozo céllal lejatszodo jelatviteli folyamatoknak.

A PDGF receptor B vizsgalata soran kideriilt, hogy ugyanazon ndvekedési faktor és
adekvéat irdnyokban képes befolyasolni a jelentGs jelatviteli kimeneteket. A sejtosztodast
fokoz6 jelpalyak a ritka sejtkulturdkban aktivalédnak, mig a konfluens kulturdkban a
migraciot fokozd molekuldk aktivalodnak. Ugyanakkor a tulélést segitdé utvonalak
szabalyozésa kevesbe divergens.

Megfigyeltlik, hogy a kemoterapiaban hasznalt ciszplatin vegytiletek egyik lehetséges
hatdsmechanizmusa a sejthaldlhoz vezetd TRAIL receptorok sejtfelszini expresszidjanak és
lipid-tutajbeli lokalizacitjanak fokozésa. Mindkét hatds a receptorrol kiinduld jelatvitel
hatékonysaganak ndvekedéséhez, és fokozott sejthaldlhoz vezethet. Ez a lipid-raftokhoz
kapcsolodo szabalyozasi folyamat potencidlisan tumor terapias jelentdséggel bir.

Eredményeink a klinikumig terjedd attekintd képet adnak a membran GMI1
gangliozidban gazdag mikrodoménjeinek intracellularis jelatviteli folyamatokban bet6ltott

szertedgazo iranyitd es szabalyozo funkcidjarol.
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9. Summary

Cumulatively, our observations suggest that cholesterol and ganglioside enriched lipid
microdomains of the cell membrane, also termed lipid rafts, are important regulators of
various signaling processes.

We have shown that PDGF and its receptor, using the organizing ability of lipid raft
platforms, can initiate divergent signaling pathways as required by the sparse or confluent
state of the cell population. Proliferation is activated is sparse, while migration in confluent
cultures. Cell survival is regulated in a less divergent manner.

We observed that platinum complexes widely used for cytostatic therapy increased the
cell surface expression of TRAIL receptors and also their raft localization. Both of these
effects result in a more effective signaling and increased apoptotic cell death. This newly
observed lipid-raft dependent regulation has potential consequences in cancer therapy.

Our results give an overview extending to clinical aspects about the diverse regulatory

and organizing function of GM1 ganglioside rich membrane microdomains.

63



10.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Referenciak

Singer, S. J., and Nicolson, G. L. (1972) The fluid mosaic model of the structure of
cell membranes, Science 175, 720-731.

Phillips, M. C., Ladbrooke, B. D., and Chapman, D. (1970) Molecular interactions in
mixed lecithin systems, Biochimica et biophysica acta 196, 35-44.

Gebhardt, C., Gruler, H., and Sackmann, E. (1977) On domain structure and local
curvature in lipid bilayers and biological membranes, Zeitschrift fur Naturforschung.
Section C: Biosciences 32, 581-596.

Marcelja, S. (1976) Lipid-mediated protein interaction in membranes, Biochimica et
biophysica acta 455, 1-7.

Mouritsen, O. G., and Bloom, M. (1984) Mattress model of lipid-protein interactions
in membranes, Biophysical journal 46, 141-153.

Simons, K., and lkonen, E. (1997) Functional rafts in cell membranes, Nature 387,
569-572.

Brown, D. A., and London, E. (1998) Structure and origin of ordered lipid domains in
biological membranes, The Journal of membrane biology 164, 103-114.

Horejsi, V., Cebecauer, M., Cerny, J., Brdicka, T., Angelisova, P., and Drbal, K.
(1998) Signal transduction in leucocytes via GPIl-anchored proteins: an experimental
artefact or an aspect of immunoreceptor function?, Immunology letters 63, 63-73.
Ilangumaran, S., and Hoessli, D. C. (1998) Effects of cholesterol depletion by
cyclodextrin on the sphingolipid microdomains of the plasma membrane, The
Biochemical journal 335 ( Pt 2), 433-440.

Moran, M., and Miceli, M. C. (1998) Engagement of GPI-linked CD48 contributes to
TCR signals and cytoskeletal reorganization: a role for lipid rafts in T cell activation,
Immunity 9, 787-796.

Brdicka, T., Cerny, J., and Horejsi, V. (1998) T cell receptor signalling results in rapid
tyrosine phosphorylation of the linker protein LAT present in detergent-resistant
membrane microdomains, Biochemical and biophysical research communications
248, 356-360.

Horejsi, V., Drbal, K., Cebecauer, M., Cerny, J., Brdicka, T., Angelisova, P., and
Stockinger, H. (1999) GPI-microdomains: a role in signalling via immunoreceptors,
Immunology today 20, 356-361.

Resh, M. D. (1999) Fatty acylation of proteins: new insights into membrane targeting
of myristoylated and palmitoylated proteins, Biochimica et biophysica acta 1451, 1-
16.

Baron, W., Decker, L., Colognato, H., and ffrench-Constant, C. (2003) Regulation of
integrin growth factor interactions in oligodendrocytes by lipid raft microdomains,
Current biology : CB 13, 151-155.

Levental, I., Grzybek, M., and Simons, K. (2010) Greasing their way: lipid
modifications determine protein association with membrane rafts, Biochemistry 49,
6305-6316.

Brown, D. A. (2006) Lipid rafts, detergent-resistant membranes, and raft targeting
signals, Physiology 21, 430-439.

Kusumi, A., Nakada, C., Ritchie, K., Murase, K., Suzuki, K., Murakoshi, H., Kasai, R.
S., Kondo, J., and Fujiwara, T. (2005) Paradigm shift of the plasma membrane concept
from the two-dimensional continuum fluid to the partitioned fluid: high-speed single-

64



18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

molecule tracking of membrane molecules, Annual review of biophysics and
biomolecular structure 34, 351-378.

Vereb, G., Szollosi, J., Matko, J., Nagy, P., Farkas, T., Vigh, L., Matyus, L.,
Waldmann, T. A., and Damjanovich, S. (2003) Dynamic, yet structured: The cell
membrane three decades after the Singer-Nicolson model, Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America 100, 8053-8058.

Horejsi, V., Zhang, W., and Schraven, B. (2004) Transmembrane adaptor proteins:
organizers of immunoreceptor signalling, Nature reviews. Immunology 4, 603-616.
Vereb, G., Matko, J., Vamosi, G., Ibrahim, S. M., Magyar, E., Varga, S., Szollosi, J.,
Jenei, A., Gaspar, R., Jr., Waldmann, T. A., and Damjanovich, S. (2000) Cholesterol-
dependent clustering of IL-2Ralpha and its colocalization with HLA and CD48 on T
lymphoma cells suggest their functional association with lipid rafts, Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United States of America 97, 6013-6018.
Kawasaki, K., Yin, J. J., Subczynski, W. K., Hyde, J. S., and Kusumi, A. (2001) Pulse
EPR detection of lipid exchange between protein-rich raft and bulk domains in the
membrane: methodology development and its application to studies of influenza viral
membrane, Biophysical journal 80, 738-748.

Kellner, R. R., Baier, C. J., Willig, K. I, Hell, S. W., and Barrantes, F. J. (2007)
Nanoscale organization of nicotinic acetylcholine receptors revealed by stimulated
emission depletion microscopy, Neuroscience 144, 135-143.

Nagy, P., Vereb, G., Sebestyen, Z., Horvath, G., Lockett, S. J., Damjanovich, S., Park,
J. W., Jovin, T. M., and Szollosi, J. (2002) Lipid rafts and the local density of ErbB
proteins influence the biological role of homo- and heteroassociations of ErbB2,
Journal of cell science 115, 4251-4262.

Harder, T., Scheiffele, P., Verkade, P., and Simons, K. (1998) Lipid domain structure
of the plasma membrane revealed by patching of membrane components, The Journal
of cell biology 141, 929-942.

Brown, D. A., and London, E. (2000) Structure and function of sphingolipid- and
cholesterol-rich membrane rafts, The Journal of biological chemistry 275, 17221-
17224,

Heldin, C. H., and Westermark, B. (1999) Mechanism of action and in vivo role of
platelet-derived growth factor, Physiological reviews 79, 1283-1316.

Ren, H., Yang, B. F., and Rainov, N. G. (2007) Receptor tyrosine kinases as
therapeutic targets in malignant glioma, Reviews on recent clinical trials 2, 87-101.
Kohler, N., and Lipton, A. (1974) Platelets as a source of fibroblast growth-promoting
activity, Experimental cell research 87, 297-301.

Westermark, B., and Wasteson, A. (1976) A platelet factor stimulating human normal
glial cells, Experimental cell research 98, 170-174.

Johnsson, A., Heldin, C. H., Westermark, B., and Wasteson, A. (1982) Platelet-
derived growth factor: identification of constituent polypeptide chains, Biochemical
and biophysical research communications 104, 66-74.

Li, X., Ponten, A., Aase, K., Karlsson, L., Abramsson, A., Uutela, M., Backstrom, G.,
Hellstrom, M., Bostrom, H., Li, H., Soriano, P., Betsholtz, C., Heldin, C. H., Alitalo,
K., Ostman, A., and Eriksson, U. (2000) PDGF-C is a new protease-activated ligand
for the PDGF alpha-receptor, Nature cell biology 2, 302-309.

LaRochelle, W. J., Jeffers, M., McDonald, W. F., Chillakuru, R. A., Giese, N. A,
Lokker, N. A., Sullivan, C., Boldog, F. L., Yang, M., Vernet, C., Burgess, C. E.,
Fernandes, E., Deegler, L. L., Rittman, B., Shimkets, J., Shimkets, R. A., Rothberg, J.
M., and Lichenstein, H. S. (2001) PDGF-D, a new protease-activated growth factor,
Nature cell biology 3, 517-521.

65



33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45,

46.

47.

48.

Heldin, C. H., Ostman, A., and Ronnstrand, L. (1998) Signal transduction via platelet-
derived growth factor receptors, Biochimica et biophysica acta 1378, F79-113.

Ekman, S., Thuresson, E. R., Heldin, C. H., and Ronnstrand, L. (1999) Increased
mitogenicity of an alphabeta heterodimeric PDGF receptor complex correlates with
lack of RasGAP binding, Oncogene 18, 2481-2488.

Harvey, A. K., Stack, S. T., and Chandrasekhar, S. (1993) Differential modulation of
degradative and repair responses of interleukin-1-treated chondrocytes by platelet-
derived growth factor, The Biochemical journal 292 ( Pt 1), 129-136.

He, Y., Cai, W., Wang, L., and Chen, P. (2009) A developmental study on the
expression of PDGFalphaR immunoreactive cells in the brain of postnatal rats,
Neuroscience research 65, 272-279.

Lindner, V., Giachelli, C. M., Schwartz, S. M., and Reidy, M. A. (1995) A
subpopulation of smooth muscle cells in injured rat arteries expresses platelet-derived
growth factor-B chain mRNA, Circulation research 76, 951-957.

Nister, M., Claesson-Welsh, L., Eriksson, A., Heldin, C. H., and Westermark, B.
(1991) Differential expression of platelet-derived growth factor receptors in human
malignant glioma cell lines, The Journal of biological chemistry 266, 16755-16763.
Smith, D., Shimamura, T., Barbera, S., and Bejcek, B. E. (2008) NF-kappaB controls
growth of glioblastomas/astrocytomas, Molecular and cellular biochemistry 307, 141-
147.

Majumdar, K., Radotra, B. D., Vasishta, R. K., and Pathak, A. (2009) Platelet-derived
growth factor expression correlates with tumor grade and proliferative activity in
human oligodendrogliomas, Surgical neurology 72, 54-60.

Kazlauskas, A., and Cooper, J. A. (1989) Autophosphorylation of the PDGF receptor
in the kinase insert region regulates interactions with cell proteins, Cell 58, 1121-1133.
Wardega, P., Heldin, C. H., and Lennartsson, J. (2010) Mutation of tyrosine residue
857 in the PDGF beta-receptor affects cell proliferation but not migration, Cellular
signalling 22, 1363-1368.

Arvidsson, A. K., Rupp, E., Nanberg, E., Downward, J., Ronnstrand, L., Wennstrom,
S., Schlessinger, J., Heldin, C. H., and Claesson-Welsh, L. (1994) Tyr-716 in the
platelet-derived growth factor beta-receptor kinase insert is involved in GRB2 binding
and Ras activation, Molecular and cellular biology 14, 6715-6726.

Venkatesan, B., Ghosh-Choudhury, N., Das, F., Mahimainathan, L., Kamat, A.,
Kasinath, B. S., Abboud, H. E., and Choudhury, G. G. (2008) Resveratrol inhibits
PDGEF receptor mitogenic signaling in mesangial cells: role of PTP1B, FASEB journal
- official publication of the Federation of American Societies for Experimental Biology
22, 3469-3482.

Kashishian, A., Kazlauskas, A., and Cooper, J. A. (1992) Phosphorylation sites in the
PDGF receptor with different specificities for binding GAP and PI3 kinase in vivo,
The EMBO journal 11, 1373-1382.

Ekman, S., Kallin, A., Engstrom, U., Heldin, C. H., and Ronnstrand, L. (2002) SHP-2
is involved in heterodimer specific loss of phosphorylation of Tyr771 in the PDGF
beta-receptor, Oncogene 21, 1870-1875.

Courtneidge, S. A., Kypta, R. M., Cooper, J. A., and Kazlauskas, A. (1991) Platelet-
derived growth factor receptor sequences important for binding of src family tyrosine
kinases, Cell growth & differentiation : the molecular biology journal of the American
Association for Cancer Research 2, 483-486.

Valius, M., and Kazlauskas, A. (1993) Phospholipase C-gamma 1 and
phosphatidylinositol 3 kinase are the downstream mediators of the PDGF receptor's
mitogenic signal, Cell 73, 321-334.

66



49,

50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

Kundra, V., Escobedo, J. A., Kazlauskas, A., Kim, H. K., Rhee, S. G., Williams, L. T.,
and Zetter, B. R. (1994) Regulation of chemotaxis by the platelet-derived growth
factor receptor-beta, Nature 367, 474-476.

Rhee, S. G. (2001) Regulation of phosphoinositide-specific phospholipase C, Annual
review of biochemistry 70, 281-312.

Reddi, A. L., Ying, G., Duan, L., Chen, G., Dimri, M., Douillard, P., Druker, B. J.,
Naramura, M., Band, V., and Band, H. (2007) Binding of Chl to a phospholipase
Cgammal-docking site on platelet-derived growth factor receptor beta provides a dual
mechanism of negative regulation, The Journal of biological chemistry 282, 29336-
29347.

Thodeti, C. K., Massoumi, R., Bindslev, L., and Sjolander, A. (2002) Leukotriene D4
induces association of active RhoA with phospholipase C-gammal in intestinal
epithelial cells, The Biochemical journal 365, 157-163.

Fisher, H. W., and Yeh, J. (1967) Contact inhibition in colony formation, Science 155,
581-582.

Thiery, J. P. (2002) Epithelial-mesenchymal transitions in tumour progression, Nature
reviews. Cancer 2, 442-454.

Fiaschi, T., Chiarugi, P., Buricchi, F., Giannoni, E., Taddei, M. L., Talini, D., Cozzi,
G., Zecchi-Orlandini, S., Raugei, G., and Ramponi, G. (2001) Low molecular weight
protein-tyrosine phosphatase is involved in growth inhibition during cell
differentiation, The Journal of biological chemistry 276, 49156-49163.

Vereb, G., Feuerstein, B. G., Hyun, W. C., Fulwyler, M. J., Balazs, M., and Szollosi,
J. (2005) Biphasic calcium response of platelet-derived growth factor stimulated
glioblastoma cells is a function of cell confluence, Cytometry. Part A : the journal of
the International Society for Analytical Cytology 67, 172-179.

Wajant, H., Gerspach, J., and Pfizenmaier, K. (2005) Tumor therapeutics by design:
targeting and activation of death receptors, Cytokine & growth factor reviews 16, 55-
76.

Walczak, H., Miller, R. E., Ariail, K., Gliniak, B., Griffith, T. S., Kubin, M., Chin, W.,
Jones, J., Woodward, A., Le, T., Smith, C., Smolak, P., Goodwin, R. G., Rauch, C. T,
Schuh, J. C., and Lynch, D. H. (1999) Tumoricidal activity of tumor necrosis factor-
related apoptosis-inducing ligand in vivo, Nature medicine 5, 157-163.

Koschny, R., Walczak, H., and Ganten, T. M. (2007) The promise of TRAIL--
potential and risks of a novel anticancer therapy, Journal of molecular medicine 85,
923-935.

Makhov, P., Golovine, K., Uzzo, R. G., Rothman, J., Crispen, P. L., Shaw, T., Scoll,
B. J., and Kolenko, V. M. (2008) Zinc chelation induces rapid depletion of the X-
linked inhibitor of apoptosis and sensitizes prostate cancer cells to TRAIL-mediated
apoptosis, Cell death and differentiation 15, 1745-1751.

Ndozangue-Touriguine, O., Sebbagh, M., Merino, D., Micheau, O., Bertoglio, J., and
Breard, J. (2008) A mitochondrial block and expression of XIAP lead to resistance to
TRAIL-induced apoptosis during progression to metastasis of a colon carcinoma,
Oncogene 27, 6012-6022.

MacFarlane, M., Kohlhaas, S. L., Sutcliffe, M. J., Dyer, M. J., and Cohen, G. M.
(2005) TRAIL receptor-selective mutants signal to apoptosis via TRAIL-R1 in
primary lymphoid malignancies, Cancer research 65, 11265-11270.

Kelley, R. F., Totpal, K., Lindstrom, S. H., Mathieu, M., Billeci, K., Deforge, L., Pai,
R., Hymowitz, S. G., and Ashkenazi, A. (2005) Receptor-selective mutants of
apoptosis-inducing ligand 2/tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand

67



64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

reveal a greater contribution of death receptor (DR) 5 than DR4 to apoptosis signaling,
The Journal of biological chemistry 280, 2205-2212.

Sheridan, J. P., Marsters, S. A., Pitti, R. M., Gurney, A., Skubatch, M., Baldwin, D.,
Ramakrishnan, L., Gray, C. L., Baker, K., Wood, W. 1., Goddard, A. D., Godowski,
P., and Ashkenazi, A. (1997) Control of TRAIL-induced apoptosis by a family of
signaling and decoy receptors, Science 277, 818-821.

Zhang, X. D., Franco, A., Myers, K., Gray, C., Nguyen, T., and Hersey, P. (1999)
Relation of TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) receptor and FLICE-
inhibitory protein expression to TRAIL-induced apoptosis of melanoma, Cancer
research 59, 2747-2753.

Scaffidi, C., Schmitz, 1., Zha, J., Korsmeyer, S. J., Krammer, P. H., and Peter, M. E.
(1999) Differential modulation of apoptosis sensitivity in CD95 type | and type Il
cells, The Journal of biological chemistry 274, 22532-22538.

Li, S., Zhao, Y., He, X., Kim, T. H., Kuharsky, D. K., Rabinowich, H., Chen, J., Du,
C., and Yin, X. M. (2002) Relief of extrinsic pathway inhibition by the Bid-dependent
mitochondrial release of Smac in Fas-mediated hepatocyte apoptosis, The Journal of
biological chemistry 277, 26912-26920.

Wajant, H. (2004) TRAIL and NFkappaB signaling--a complex relationship, Vitamins
and hormones 67, 101-132.

Song, J. H., Tse, M. C., Bellail, A., Phuphanich, S., Khuri, F., Kneteman, N. M., and
Hao, C. (2007) Lipid rafts and nonrafts mediate tumor necrosis factor related
apoptosis-inducing ligand induced apoptotic and nonapoptotic signals in non small
cell lung carcinoma cells, Cancer research 67, 6946-6955.

Eramo, A., Sargiacomo, M., Ricci-Vitiani, L., Todaro, M., Stassi, G., Messina, C. G.,
Parolini, 1., Lotti, F., Sette, G., Peschle, C., and De Maria, R. (2004) CD95 death-
inducing signaling complex formation and internalization occur in lipid rafts of type |
and type Il cells, European journal of immunology 34, 1930-1940.

Kondo, K., Yamasaki, S., Sugie, T., Teratani, N., Kan, T., Imamura, M., and Shimada,
Y. (2006) Cisplatin-dependent upregulation of death receptors 4 and 5 augments
induction of apoptosis by TNF-related apoptosis-inducing ligand against esophageal
squamous cell carcinoma, International journal of cancer. Journal international du
cancer 118, 230-242.

Psahoulia, F. H., Drosopoulos, K. G., Doubravska, L., Andera, L., and Pintzas, A.
(2007) Quercetin enhances TRAIL-mediated apoptosis in colon cancer cells by
inducing the accumulation of death receptors in lipid rafts, Molecular cancer
therapeutics 6, 2591-2599.

Xu, L., Qu, X., Zhang, Y., Hu, X,, Yang, X., Hou, K., Teng, Y., Zhang, J., Sada, K.,
and Liu, Y. (2009) Oxaliplatin enhances TRAIL-induced apoptosis in gastric cancer
cells by CBL-regulated death receptor redistribution in lipid rafts, FEBS letters 583,
943-948.

Ganten, T. M., Haas, T. L., Sykora, J., Stahl, H., Sprick, M. R., Fas, S. C., Krueger,
A., Weigand, M. A., Grosse-Wilde, A., Stremmel, W., Krammer, P. H., and Walczak,
H. (2004) Enhanced caspase-8 recruitment to and activation at the DISC is critical for
sensitisation of human hepatocellular carcinoma cells to TRAIL-induced apoptosis by
chemotherapeutic drugs, Cell death and differentiation 11 Suppl 1, S86-96.

Sudhakar, C., Jain, N., and Swarup, G. (2008) Spl-like sequences mediate human
caspase-3 promoter activation by p73 and cisplatin, The FEBS journal 275, 2200-
2213.

Horvath, V., Soucek, K., Svihalkova-Sindlerova, L., Vondracek, J., Blanarova, O.,
Hofmanova, J., Sova, P., and Kozubik, A. (2007) Different cell cycle modulation

68



77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

following treatment of human ovarian carcinoma cells with a new platinum(1V)
complex vs cisplatin, Investigational new drugs 25, 435-443.

Roubalova, E., Kvardova, V., Hrstka, R., Borilova, S., Michalova, E., Dubska, L.,
Muller, P., Sova, P., and Vojtesek, B. (2010) The effect of cellular environment and
p53 status on the mode of action of the platinum derivative LA-12, Investigational
new drugs 28, 445-453.

Sova, P., Mistr, A., Kroutil, A., Zak, F., Pouckova, P., and Zadinova, M. (2006)
Comparative anti-tumor efficacy of two orally administered platinum(lV) drugs in
nude mice bearing human tumor xenografts, Anti-cancer drugs 17, 201-206.
Schneider, C. A., Rasband, W. S., and Eliceiri, K. W. (2012) NIH Image to ImageJ: 25
years of image analysis, Nature methods 9, 671-675.

Schonk, D. M., Kuijpers, H. J., van Drunen, E., van Dalen, C. H., Geurts van Kessel,
A. H., Verheijen, R., and Ramaekers, F. C. (1989) Assignment of the gene(s) involved
in the expression of the proliferation-related Ki-67 antigen to human chromosome 10,
Human genetics 83, 297-2909.

Bullwinkel, J., Baron-Luhr, B., Ludemann, A., Wohlenberg, C., Gerdes, J., and
Scholzen, T. (2006) Ki-67 protein is associated with ribosomal RNA transcription in
quiescent and proliferating cells, Journal of cellular physiology 206, 624-635.
Rahmanzadeh, R., Huttmann, G., Gerdes, J., and Scholzen, T. (2007) Chromophore-
assisted light inactivation of pKi-67 leads to inhibition of ribosomal RNA synthesis,
Cell proliferation 40, 422-430.

Scholzen, T., and Gerdes, J. (2000) The Ki-67 protein: from the known and the
unknown, Journal of cellular physiology 182, 311-322.

Wang, Y., Wang, X., Zhang, J., Sun, G., Luo, H., Kang, C., Pu, P., Jiang, T., Liu, N.,
and You, Y. (2012) MicroRNAs involved in the EGFR/PTEN/AKT pathway in
gliomas, Journal of neuro-oncology 106, 217-224.

Ridley, A. J., Schwartz, M. A., Burridge, K., Firtel, R. A., Ginsberg, M. H., Borisy,
G., Parsons, J. T., and Horwitz, A. R. (2003) Cell migration: integrating signals from
front to back, Science 302, 1704-17009.

Prevarskaya, N., Skryma, R., and Shuba, Y. (2011) Calcium in tumour metastasis:
new roles for known actors, Nature reviews. Cancer 11, 609-618.

Wei, C., Wang, X., Chen, M., Ouyang, K., Song, L. S., and Cheng, H. (2009) Calcium
flickers steer cell migration, Nature 457, 901-905.

Weed, S. A., Du, Y., and Parsons, J. T. (1998) Translocation of cortactin to the cell
periphery is mediated by the small GTPase Racl, Journal of cell science 111 ( Pt 16),
2433-2443.

Kim, Y. N., Choi, J. E., Bae, J. S., Jang, K. Y., Chung, M. J., Moon, W. S., Kang, M.
J., Lee, D. G., and Park, H. S. (2012) Expression of cortactin and focal adhesion
kinase in colorectal adenocarcinoma: correlation with clinicopathologic parameters
and their prognostic implication, Korean journal of pathology 46, 454-462.

Ward, C. W., and Garrett, T. P. (2004) Structural relationships between the insulin
receptor and epidermal growth factor receptor families and other proteins, Current
opinion in drug discovery & development 7, 630-638.

Mapstone, T. B. (1991) Expression of platelet-derived growth factor and transforming
growth factor and their correlation with cellular morphology in glial tumors, Journal
of neurosurgery 75, 447-451.

Chiarugi, P., Cirri, P., Taddei, M. L., Talini, D., Doria, L., Fiaschi, T., Buricchi, F.,
Giannoni, E., Camici, G., Raugei, G., and Ramponi, G. (2002) New perspectives in
PDGF receptor downregulation: the main role of phosphotyrosine phosphatases,
Journal of cell science 115, 2219-2232.

69



93.

94.

95.

96.

97.

Joazeiro, C. A., Wing, S. S., Huang, H., Leverson, J. D., Hunter, T., and Liu, Y. C.
(1999) The tyrosine kinase negative regulator c-Cbl as a RING-type, E2-dependent
ubiquitin-protein ligase, Science 286, 309-312.

Ostman, A., and Bohmer, F. D. (2001) Regulation of receptor tyrosine kinase
signaling by protein tyrosine phosphatases, Trends in cell biology 11, 258-266.
Kovalenko, M., Denner, K., Sandstrom, J., Persson, C., Gross, S., Jandt, E., Vilella,
R., Bohmer, F., and Ostman, A. (2000) Site-selective dephosphorylation of the
platelet-derived growth factor beta-receptor by the receptor-like protein-tyrosine
phosphatase DEP-1, The Journal of biological chemistry 275, 16219-16226.

Dagnell, M., Frijhoff, J., Pader, 1., Augsten, M., Boivin, B., Xu, J., Mandal, P. K.,
Tonks, N. K., Hellberg, C., Conrad, M., Arner, E. S., and Ostman, A. (2013) Selective
activation of oxidized PTP1B by the thioredoxin system modulates PDGF-beta
receptor tyrosine kinase signaling, Proceedings of the National Academy of Sciences
of the United States of America 110, 13398-13403.

Wu, J. H., Goswami, R., Cai, X., Exum, S. T., Huang, X., Zhang, L., Brian, L.,
Premont, R. T., Peppel, K., and Freedman, N. J. (2006) Regulation of the platelet-
derived growth factor receptor-beta by G protein-coupled receptor kinase-5 in vascular
smooth muscle cells involves the phosphatase Shp2, The Journal of biological
chemistry 281, 37758-37772.

70



11. Publikéciok
11.1. Kozlemeények

(’j DEBRECENI EGYETEM [] ; '
D EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR DD(
/
Nyilvéantartasi szam:  DEENK/255/2015.PL
Targy: PhD Publikaciés Lista

Jelolt: Szoér Arpad

Neptun kéd: ALEKKW

Doktori Iskola: Gy6gyszerészeti Tudomanyok Doktori Iskola
MTMT azonositd: 10034414

A PhD értekezés alapjaul szolgalé kozlemények

1. 8z66r, A., Ujlaky-Nagy, L., Téth, G., Szoli6si, J., Vereb, G.: Cell confluence induces switching
from proliferation to migratory signaling by site-selective phosphorylation of PDGF receptors
on lipid raft platforms.

Cell. Signal. "Accepted by Publisher" (2015)
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.cellsig.2015.11.012
IF:4.315 (2014)

2. Vondalova, B.O., Jelinkova, |., $zo6r, A., Skender, B., Soucek, K., Horvath, V., Vaculova, A.,
Andera, L., Sova, P., 8z6ll6si, J., Hofmanova, J., Vereb, G., Kozubik, A.: Cisplatin and a
potent platinum(lV) complex-mediated enhancement of TRAIL-induced cancer cells Killing is
associated with modulation of upstream events in the extrinsic apoptotic pathway.
Carcinogenesis. 32 (1), 42-51, 2011.

DOI: http://dx.doi.org/10.1093/carcin/bgq220
IF:5.702

Tovabbi Kozlemények

3. Govers, C., Sebestyén, Z., Roszik, J., van Brakel, M., Berrevoets, C., Sz66r, A. Panoutsopoulou,
K., Broertjes, M., Van, T., Vereb, G., Szollési, J., Debets-R.: TCRs genetically linked to CD28
and CD3[epszilon] do not mispair with endogenous TCR’g.:hain,s and mediate enhanced t cell
persistence and anti-melanoma activity. L !

J. Immunol. 193 (10), 5315-5326, 2014. ' ’
DOI: http://dx.doi.org/10.4049/jimmunol. 1302074 !
IF:4.922

Cim: 4032 Debrecen, Egyetem tér 1. = Postacim: 4010 Debrecen, Pf. 39. & Tel.: (52) 410-443
E-mail: publikaciok@]lib.unideb.hu # Honlap: www.lib.unideb.hu

71



2]
¥
i

[ DEBRECENI EGYETEM [I f ]
D EGYETEMI S NEMZETI KONYVTAR DD‘

J/

/|

/

s
/

4. Nagy, D, Génczi, M., Dienes, B., S$z66r, A., Fodor, J., Nagy, Z., Téth, A., Fodor, T., Bai, P.,
Szlcs, G., Rusznék, Z., Csernoch, L.: Silencing the KCNK9 potassium channel (TASK-3)
gene disturbs mitochondrial function, causes mitochondrial depolarization, and induces
apoptosis of human melanoma cells.

Arch. Dermatol. Res. 306 (10), 885-902, 2014.
DOI: http://dx.doi.org/10.1007/s00403-014-1511-5.
IF:1.902

5. Pazmandi, K., Kumar, B.V., Szabd, K., Boldogh, ., Sz66r, A., Vereb, G, Veres, A, Lanyi, A,
Rajnavolgyi, E., Bacsi, A.: Ragweed subpollen particles of respirable size activate human
dendritic cells.

PLoS One. 7 (12), e52085, 2012.
DOI: http://dx.doi.org/10.1371/journal. pone.0052085
IF:3.73

6. Roszik, J., Sebestyén, Z., Govers, C., Guri, Y., Sz66r, A. Palyi-Krekk, Z., Vereb, G., Nagy, P.,
Szo6ll8si, J., Debets, R.: T-cell synapse formation depends on antigen recognition but not CD3
interaction: Studies with TCR : zeta, a candidate transgene for TCR gene therapy.

Eur. J. Immunol. 41 (5), 1288-1297, 2011.
DOI: http://dx.doi.org/10.1002/eji.200940233
IF:5.103

7. 8z66r, A., Szoll6si, J., Vereb, G.: Rafts and the battleships of defense: The multifaceted
microdomains for positive and negative signals in immune cells.
Immunol. Lett. 130 (1-2), 2-12, 2010.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.imlet.2009.12.016
IF:2.511

A kozl6 folyéiratok dsszesitett impakt faktora: 28,185
A kozl6 folyéiratok osszesitett impakt faktora (az értekezés alapjaul szolgalé kozleményekre):
10,017

A DEENK a Jelolt altal az iDEa Tudéstérbe feltoltott adatok bibliografiai €s-tudomanymetriai
ellendrzéset a tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports.impact Factor lista alapjan
elvégezte. B ;

Debrecen, 2015.12.08.

Cim: 4032 Debrecen, Egyetem tér 1. # Postacim: 4010 Debrecen, Pf. 39. & Tel.: (52) 410-443
E-mail: publikaciok(@]ib.unideb.hu # Honlap: www.lib.unideb.hu

72



11.2. Az értekezés témajahoz kapcsolodo eloadasok, palyamunkak és
poszterek

11.2.1. Els6szerzés helyi TDK eléadasok:

1. A PDGF receptorok miikddésének ¢és sejtfelszini lokalizacidjanak vizsgélata
glioblasztdma sejteken (2005. Debrecen, 1. helyezés)

2. Glioblasztoma sejteken a lipid raftok a sejtkonfluencia fliggvényéban dinamikusan
szabalyozzdk a PDGF receptorok interakcioit és mikddését (2007. Debrecen II:
helyezés)

3. A foszfatdizok lipid raft- és konfluenciafiiggd modon szabalyozzak a PDGF
receptorokat (2008. Debrecen)

11.2.2. Elsé6szerzos orszagos TDK eloadasok:

1. A PDGEF receptorok lipid tutajbeli klaszteres lokalizacidja funkcionalis jelentéséggel
bir (2005. Szeged II. helyezés)

2. Glioblasztoma sejteken a lipid raftok a sejtkonfluencia figgvényéban dinamikusan
szabalyozzak a PDGF receptorok interakcidit és miikodését (2007. Budapest)

11.2.3. Els6szerzés palyamunkak:

1. A PDGEF receptorok lipid tutajbeli klaszteres lokalizacidja funkcionalis jelentdséggel
bir (2006. Debrecen)

2. A lipid raftok a sejtkonfluencia fiiggvényeben dinamikusan szabalyozzék a PDGF
receptorok interakcioit és mitkodését (2008. Debrecen)

11.2.4. Magyar nyelvii els6szerzés elé6adasok:

1. A PDGEF receptorok lipid tutajbeli klaszteres lokalizacidja funkcionalis jelentéséggel
bir
2006. Budapest Koranyi Emlékkonferencia

2. A lipid raftok dinamikusan szabalyozzak a membranfehérjék interakcioit és
miikodését
Gydgyszertudomanyok Doktori Iskola Ph.D. szimp6zium (2010. Debrecen)

3. A lipid raftok dinamikusan szabalyozzak a PDGF receptorok interakcidit és
miikodését
HMAA balatonfuredi diakkonferencia (2010. augusztus 20-21) gydztes eléadds

4. A specifikus PDGF receptor aktivaciacio konfluenciafiiggésének vizsgalata konfokalis
mikroszkop alapu kvantitativ citometriaval
Gydgyszertudomanyok Doktori Iskola Ph.D. szimp6zium (2011. Debrecen)
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11.2.5. Magyar nyelvii els6szerzés poszterek:

. Glioblasztoma sejteken a lipid raftok a sejtkonfluencia fliggvényéban dinamikusan
szabalyozzak a PDGF receptorok interakcioit és miikodését

Sz66r Arpad, Ujlaky-Nagy Laszl6, Vereb Gyorgy

XXXVII:Membréantranszport konferencia (2007. Slimeg)

. A triozin-foszfatazok dinamikus raft-lokalizacioja szabalyozza a PDGF receptorok
foszforilaltsagi allapotéat és jelatvitelét glioblasztéma sejtekben

Sz66r Arpad, Ujlaky-Nagy LdszI6, Sz61l6si Janos, Vereb Gyorgy

Nemzetkdzi Semmelweis szimp6zium (2007. Budapest)

. A TRAIL receptorok cisplatin kezelésre lipid raft fliggd modon aktivalédnak

Sz66r Arpad, Karel Soucek, Alois Kozubik, Sz6llési Janos, Vereb Gyorgy

MBFT (2009. Pécs)

. A sejt-konfluencia lipid tutajokhoz kotdtten szabalyozza a sejtek PDGF ndvekedési
faktorra adott kontextusaban adekvat proliferativ, illetve migratorikus valaszat

Sz66r Arpad, Szoll6si Janos, Vereb Gyorgy

VII. Magyar Sejtanalitikai Konferencia (2012. Budapest)

. Trastuzumab rezisztens Jimt-1 eml6tumor xenograftok kezelése ErbB2 célponta
kiméra receptorral Ujraprogramozott citolitikus T-limfocitakkal SCID egerekben

Sz66r Arpéd, Simon Laszl6, Liebrecht Valerie, Holzinger Astrid, Szo6ll6si Janos,
Abken Hinrich, Vereb Gyorgy

Magyar Immunologiai Tarsasag Vandorgytilés (2013. Pécs)

11.2.6. Idegen nyelvii elsdszerzos poszterek:

. Raft and confluence dependent regulation of PDGFR by tyrosine-phosphatases
Arpad Sz66r, LaszI6 Ujlaky-Nagy, Janos Széllési, Gyorgy Vereb

ISAC Congress (2008. Budapest)

. Cholesterol and raft dependent response of granulocytes to apoptosis modulators

Arpad Szé6r, Janos Szollési, Gyorgy Vereb

Balatondsz6d Immune Congress in memoriam Janos Gergely (2009. Balatondszod)

Raft localization of Cd16 modulated by a novel immune-modulator compound

Arpdd Sz66r, Janos Szollési, Gyorgy Vereb

Tatra Immune Congress EFIS (2010. Strbske Pleso)

Raft and confluence dependent regulation of PDGFR beta signalling

Arpdd Sz66r, LaszIlo Ujlaky-Nagy, Janos Sz6116si, Gyorgy Vereb

CYTO 2011 Congress (2011. Baltimore)

. Quantitative microscopic analysis reveals cell confluence regulated divergence of

PDGFR-initiated signaling pathways with logically streamlined cellular outputs

Arpdd Sz66r, Laszlé Ujlaky-Nagy, Janos Szollési, Gyorgy Vereb

EBSA 2011 (Budapest)
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