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1. Bevezetés
1.1. Asejtmembran dipélpotencialja

Az eukaridta sejtmembran komplexitasanak megnyilvanuldsa a membrant alkot6 lipidek
sokfélesége és laterdlis heterogenitasa mellett a membranpotencialok ,.triumviratusa”, vagyis a
traszmembran, a feliileti, valamint a dipdlpotencial jelenléte. A harom koziil a legkevésbé ismert
a dipolpotencial, amely a lipidekhez asszocialt interfacialis vizmolekulak, illetve a foszfolipidek
molekularis dipolok elrendezddésének eredményeképpen rendkiviil nagy, tobbszaz mV-0sS
pozitiv intramembran elektrosztatikus potencidl jon létre, amely oOriasi, a masik két potencialnal
joval magasabb, 108-10° V/m nagysagrendii dip6l elektromos erdtér kialakulasat eredményezi.

A dipdlpotencidl az altala keltett elektromos erdtér révén befolyasolhatja kiilonb6zo
gyakorolt hatdsokon keresztiil. Ennek megfeleléen kimutattak, hogy a dipolpotencial jelentds
hatasokat fejthet ki bakterialis ionoforok, fesziiltségfiiggd ioncsatornak, Na*/K* ATPazok, P-
glikoproteinek, illetve G-fehérjéhez kapcsolt receptorok szerkezetére és funkciojara.

A dipoélpotencial nagysagat els6sorban a sejtmembran lipidosszetétele hatdrozza meg,
hiszen befolyasolja azt a foszfolipidek feji csoportjanak tipusa; az, hogy a foszfolipid hidrofob
jelenléte; valamint a membranban talalhato szterolok mennyisége. Emellett leirtak, hogy mértéke
kisérletesen csokkenthetd phloretin, mig novelhetd 6-ketocholestanol alkalmazasaval.

Mivel a dipdlpotencial teljes egészében a membran alacsony dielektromos allandoju,
hidrofob belsejében helyezkedik el, kozvetlen mérése rendkiviil nehéz. Bar szdmos modszert
alkalmaztak mar a dipolpotencidl mérésére (igy ellentétes toltésii, nagyméretii hidrofob ionok
permeabilitasanak  kiilonbozGségén alapuld  szamitasokat, krio-elektron mikroszkopiat,
molekularis dinamikai szimuldcidkat, atomeré mikroszkopiat, vibracios Stark-effektus
spektroszkopiat), a leginkabb elfogadott a fesziiltségszenzitiv fluoroférok hasznalata. Erre a
célra leggyakrabban aminosztirilpiridinium-szarmazékokat, elsésorban  di-8-ANEPPS
vegyiiletet alkalmaznak. A festék hasznalatanak alapja az elektrokromia jelensége (mas néven
Stark-effektus), vagyis a fluorofor spektralis tulajdonsagainak valtozasa az intramembran
elektromos erétér nagysaganak fiiggvényében. Di-8-ANEPPS esetén elsdsorban a gerjesztési
spektrum er6tér hatasara megfigyelhetd eltolodasa alkalmazhato excitacidos aranyméréses
modszer segitségével, amely soran a festék gerjesztési spektruma két ellentétes szélének
megfeleld hullamhosszon torténd excitacio utan mérjiik a festék altal kibocsatott fluoreszcencia

intenzitasat, majd kiszamitjuk a két esetben mért érték hanyadosat, amelyrdl kimutattak, hogy
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elsésorban a sejtmembran dipdlpotencialjanak nagysagéaval ardnyos. Bizonyos koriilmények
esetén a di-8-ANEPPS alkalmazasat célszerti kiegésziteni egyéb mddszerek hasznalataval is.
Erre alkalmasak lehetnek a 3-hidroxiflavon fluoroférok segitségével végzett mérések. Ezen
vegyiiletek emissziés spektruma ugyanis dramai modon megvaltozik az intramembran
elektromos erdtér fiiggvényében. Gerjesztett allapotban a fluoroférokban intramolekularis
proton transzfer (ESIPT) reakcio megy végbe, igy a molekulak excitacid utan N* (normal) és T*
(foto-tautomer termék) formaban fordulhatnak eld, amelyek emisszids tartomanya jol elkiiloniil.
Az N* és T* formak kozotti egyensulyi atmenetet az elektromos erétér nagysaga jelentdsen
befolyasolja, igy a vegyiiletek N* és T* éllapotdhoz tartozd emisszids savjainak megfeleld
intenzitasok hanyadosanak meghatarozasaval becsiilheté a sejtmembran dipolpotencialjanak
nagysaga. A 3-hidroxiflavonok alkalmazéasa kiilondsen kedvezd lehet akkor, ha két olyan
szarmazékot (példaul az F66 ¢és PPZ8 vegyiileteket) hasznalunk, amelyek ellentétes
membranbeli orientaciojuk révén ellentétes mdédon reagalnak a dipodlpotencial altal keltett
elektromos erétér valtozdsira. Valamilyen egyéb membranbiofizikai paraméter valtozasa
eredményeképpen ugyanis a két fluorofor spektralis tulajdonsagai varhatéan azonos iranyban
valtoznénak, ezéltal a dipdlpotencidl valtozasai elkiilonithetdk lehetnek az egyéb tényezok

modosulédsaitdl emisszids aranyméréses modszerek soran.

1.2. Az ErbB fehérjecsalad

Az epidermalis novekedési faktor receptor csalad tagjai, vagyis az ErbB fehérjék
(ErbB1=EGFR=HER1, ErbB2=HER2/Neu, ErbB3=HER3, ErbB4=HER4) a receptor tirozin
kindzok kozé tartoznak és fontos szerepet jatszanak a korai embriondlis fejlédésben, a kdzponti
¢s periférids idegrendszer, kiillonb6z0 mirigyek, a szivizom ¢€s a szivbillentylik kialakulédsaban.
Mivel aktivaciojuk sordn egyéb cellularis folyamatok mellett sejtosztédast eredményezd
jelatviteli utvonalakat inditanak be, jelent6sek bizonyos tumorok (emld-, tiidé-, nyel6cso-,
petefészek-, méhnyak-, vastagbélkarcinomak, glialis eredeti agytumorok) patogenezisében,
mutaciojuk, talzott kifejezédésiik ugyanis rakos transzformaciohoz vezethet.

Az ErbB fehérjék rendelkeznek egy extracellularis, ligandot ko6td, egy transzmembran és
egy intracellularis, kinazaktivitassal bir6 doménnel. Ezen receptorokkal kapcsolatos kiemelt
tudomanyos érdeklddés oka a daganatképzddésben jatszott szerep mellett az, hogy a dimerizacid
altal aktivalodott fehérjék prototipusainak tekinthetok. Az aktivaciojukat leird klasszikus
allosztérikus aktivacios modell alapjan ugyanis az inaktiv allapotban levo receptor monomerként
fordul el6 a sejtmembranban, majd ligand (példaul EGF) kotddésének hatdsara megvaltozik a

fehérje extracellularis doménjének (ECD) konformacidja. Ez a receptorok homo-, illetve
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heterodimerizaciojahoz vezet, amely altal a szomszédos citoplazmatikus tirozin kindz domének
aktivalédnak receptor-receptor kolcsonhatasok révén. A megnovekedett kinazaktivitas
eredményeképpen az alegységek (kereszt)autofoszforilacidja kdvetkezik be és az igy képz6do,
dokkolohelyként funkcionald foszforilalt tirozin oldallincokhoz sejtplazmai fehérjék
kotédhetnek, foszforilalodhatnak és aktivalodhatnak, amely a downstream jelatviteli utvonalak
beindulasat eredményezi. A klasszikus dogma szerint a receptorok dimerizaciojat és aktivaciojat
els6sorban a fehérjék ECD-je irdnyitja. Ez a régi6 nyugalmi allapotban zart konformaciéban
talalhat6, amelyben a ligandot koto régio képes a ligand megkotésére, viszont a dimerizacios kar
rejtve van. A ligand bekotddése indukalhatja a zart konformacio nyiltba vald atmenetét, vagy a
receptor konformacidja fluktualhat a zart és nyitott allapotok kozott és a ligand bekdtodése
stabilizalhatja az utobbit. A nyitott konformacioban pedig a dimerizacios kar exponalodik és

A klasszikus aktivaciés modell szerint az ECD elsddleges jelentdsége mellett a
transzmembran domén (TMD) csupan passziv szerepet jatszik a receptor aktivacidjaban azaltal,
hogy a fehérjét a membranba horgonyozza. Ennek ellentmondanak azonban azok a
megfigyelések, amelyek alapjan az ebben a régidban talalhaté mutacié (példaul az ErbB2 mutans
véltozata, a Neu esetén) jelentdsen befolyasolhatja a proteinek asszociacids, igy aktivacios
hajlamat. Ezzel 6sszhangban az ErbB fehérjék esetén a TMD-ben leirtak az un. Sternberg-
Gullick dimerizacios GxxxG motivumokat, amelyek segitségével a TMD-Kk dimerizacidja
alakulhat ki. A receptorcsalad tagjainak membranban talalhato a-hélixeiben két ilyen szekvencia
fordul el6, melyek funkcionalis szempontbdl kiilonb6z6 dimerek kialakulasat medialhatjak. A
C-termindlis motivum segitségével funkcionalisan inaktiv, mig az N-terminalis révén aktiv
aktivalédhatnak, igy a receptor elindithatja a megfeleld jelatviteli uUtvonalakat. A két
konformacio egyfajta rotdcids mozgas soran alakulhat at egymasba. Az Gjabb eredmények
alapjan az ErbB fehérjék aktivacidja egy ugynevezett rotacids aktivacios modellel jellemezhetd,
amely szerint a transzmembrén és intracellularis doméneknek intrinsic asszociacids tendenciaja
van, amelyet ellensulyoz az ECD zart konforméacioja, az inaktiv kinaz dimerek képzddése és az
intracellularis juxtamembran szegmentum kolcsOnhatdsa a membran anionos lipidjeivel. A
ligand megkdtése felszabaditja a receptorokat ezen inhibitoros mechanizmusok aldl, igy a
transzmembran ¢és intracellularis domének rotacids reorientacidja kovetkezik be, aktivalva a
fehérjék kinaz doménjét és ezaltal a jelatviteli titvonalakat. A dipolpotencidl nagysaga pedig a
TMD-re gyakorolt hatasok révén befolydsolhatja az ErbB fehérjék dimerizaciojat és igy az

aktivitasat is.



1.3. A lipidtutajok

A sejtmembran komplexitdsdhoz hozzajarul az azt felépitd lipidek inhomogén lateralis
eloszlasa, amely specidlis lipid- és fehérjedsszetételd, illetve szupramolekularis architektaraju,
szubmikronos, nanométeres nagysagii membran mikrodomének, ugynevezett lipidtutajok
(raftok) kialakulasahoz vezet. Ennek hatterében a klasszikus lipidtutaj elmélet szerint a
pakoldodasi denzitast, a modellmembranok folyékony rendezett doménjeihez sok szempontbol
hasonl6 régiok kialakulasat eredményezi. A membranfehérjék szerkezetiiktdl fiiggden szelektiv
modon dusulnak a lipidtutajokban vagy kiszorulnak belSliikk, amely megoszlas a fehérjék
befolyasolhatja azok funkciojat. A lipidtutajok klasszikus definicidja szerint tehat azok ,,kis (10-
200 nm-es), heterogén, nagyon dinamikus, szterolban és szfingolipidekben gazdag domének,
amelyek kompartmentalizaljak a sejtes folyamatokat”. A klasszikus definicié szerint a
fazisszeparécio alapja bizonyos lipidek keveredésének képtelensége, a fehérjék nem jatszanak
aktiv szerepet a folyamatban. Az alternativ jelenségek révén kialakuld lipid-fehérje
asszociatumok az eredeti definicio szerint nem tartoznak a lipidtutajok kozé. A raftokkal
kapcsolatos kutatdsok azonban mar a kezdetektdl fogva ellentmondasosak voltak, igy a
klasszikus elméletet folyamatosan modositottdk az wjabb kutatasi eredmények alapjan. A
manapsag leginkabb elfogadott nézetek alapjan képzddésiikben aktiv szereppel birnak a benniik
talalhato fehérjék, a membran alatti kortikdlis aktin héalézat az ugynevezett ,,colopkerités”
modellnek megfelelden, illetve bizonyos intracellularis organellumok (példaul az endoplazmas
retikulum) a membrannal val6 kozvetlen kapcsolodasok révén.

A lipidtutajok szelektiv jelolése lehetséges bizonyos markerek alkalmazasaval. Bar egyik
raftmarker sem tekinthet6 idealisnak, a leggyakrabban hasznalt és leginkabb elfogadott lipidtutaj
jelolési modszernek szamit a sejtek transzfekcidja a tutajokban dusulo gliikozilfoszfatidilinozitol
(GPI)-horgonyzott fehérjéket kodoldé plazmiddal, illetve a glikolipid receptor GMI1
gangliozidhoz szelektiven kotédé koleratoxin B alegység (CTX-B) vagy a rendezett,
koleszterinben gazdag doménekhez kotddd koleszterin ellenes antitestek (példaul az ACS)
alkalmazasa.

A lipidtutajokrol kimutattak, hogy jelentds szerepet jatszanak szamos fontos cellularis
migracidja, a szinaptikus transzmisszio, a citoszkeletalis organizacio €s a patogének sejtbe jutasa
soran. Emellett a tutajok az ErbB fehérjék funkcioit is befolydsolhatjak, példaul a raftokban
talalhato GM3 gangliozidrdl leirtdk, hogy gatolja az EGFR aktivacigjat.
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Mivel a lipidtutajok specialis, a membran egyéb régioitdl eltérd osszetétellel birnak és a
dipolpotencial nagysagat els6sorban a membran Osszetétele hatdrozza meg, logikus a
feltételezés, hogy a dipolpotencial nagysaga kiilonbozo lehet a sejtmembran raft és non-raft
doménjeiben. Bar modellmembranokon végzett atomerd mikroszkopos mérések soran
kimutattak, hogy a folyékony rendezett doménekben magasabb lehet a dipolpotencial, valamint
¢lo sejtekben di-8-ANEPPS festéket alkalmazé mérések soran a fluoreszcens jel, igy a
dipdlpotencial nagysaganak membranbeli lateralis heterogenitasa hatterében a lipidtutajok
jelenlétét feltételezték, €16 sejtek membranjaban kozvetlen médon még nem demonstraltdk a

kiilonbséget.

14. A Gaucher-koér

Bizonyos patologias allapotokban a sejtmembran lipidosszetétele megvaltozhat. Az
egyik olyan betegség, amelyben bizonyitott a membranok 0Osszetételének valtozasa, a
legismertebb lizoszomalis tarolasi betegség, a Gaucher-kor, amelynek legalapvetdbb jellemzdje
a gliikkozilceramid felhalmozodasa a gliikdcerebrozidaz enzim deficiencidjanak kdvetkeztében.
A betegségben a neurologiai és muszkuloszkeletalis abnormalitasok, valamint a belsé szervi
tiinetek (példaul massziv maj- és 1épmegnagyobbodas) mellett a leginkabb patognoémikus eltérés
az ugynevezett Gaucher-sejtek kialakulasa, amelyek a benniik felhalmozddott gliikozilceramid
kovetkeztében abnormalisan aktivalddott makrofagok.

A Gaucher-kor relative alacsony eléfordulasa, illetve a mintavétel nehézkessége miatt a
betegség vizsgalata soran eldszeretettel alkalmaznak kiilonb6zé modellrendszereket, amelyek
koziil az egyik leggyakoribb a forbol-12-mirisztat-13-acetat (PMA) segitségével makrofagga
differencialtatott monocita sejtek hasznélata. Ha a differencidltatds soran a PMA mellett
konduritol B epoxid (CBE) kezelést alkalmazunk, akkor a képz6dd makrofagokban a
gliikocerebrozidaz enzim gatlasa révén a Gaucher-korra jellemz6 fenotipus alakul ki.

A Gaucher-kér vizsgalata soran mind betegekbdl szarmazo mintakon, mind pedig
modellrendszerekben kimutattak, hogy az enzimdefektus kovetkeztében jelentdsen megvaltozik
a sejtmembran lipidosszetétele, hiszen jelentésen megnd a ceramid, a di- és trihexozilceramid, a
szfingomielin és a foszfatidilglicerol mennyisége, nemcsak a lizoszomakban, hanem egyéb
endoszomalis régiok mellett a sejtmembranban is, elsdsorban annak lipidtutaj doménjeiben. A
membran Osszetételben megfigyelhetd eltérések szerepét felvetették az abnormalis makrofag

aktivacio folyamataban is.



2. Célkitiizések

A daganatok patogenezisében fontos ErbB receptorok aktivacidjanak kulcslépése a
fehérjék homo-, illetve heterodimerizacidja. Az asszociacid folyamatdban kordbban
els6dlegesnek gondoltak a fehérjék extracellularis doménjének szerepét, ma azonban mar tudjuk,
hogy abban a transzmembran domének is aktiv szerepet jatszanak. Mivel utobbi a membran

crer

hidroféb belsejében, a dipolpotencial régiojaban helyezkedik el, annak valtozasai
aktivaciojan keresztiil a jelatviteli utvonalak beindulasat is. A dipdlpotencial jelentdségét
azonban még nem vizsgaltak, igy kisérleteink elsd fazisdban célul tiiztiik ki:

a) a mar leirt dipdlpotencialt valtoztatd kezelések (phloretin és 6-ketocholestanol)
hatasanak meghatarozasat a mi kisérletes rendszeriinkben,

b) a dipolpotencial modositasanak az EGFR sejtfelszini expresszidjara és ligand
iranti affinitdsara gyakorolt hatdsanak vizsgalatat,

C) a dipdlpotencidl valtoztatdsira az EGFR, ErbB2 és Neu fehérjék asszociacidiban

bekovetkezd eltérések elemzését,

d) a fenti kezelések funkciondlis jelentéségének tesztelését,
e) valamint a bekovetkez6 valtozasok lipidtutajok jelenlététél valo fiiggésének
vizsgalatat.

A dipolpotencial nagysagat elsésorban a membran lipidosszetétele hatarozza meg, igy
varhato, hogy az a specialis Osszetétellel biro lipidtutajokban eltérhet a membran egyéb régidiban
tapasztalt értékektdl. Ezt azonban még nem bizonyitottak €16 sejtek esetén. Emellett felmertil,
hogy a dipol pontencial mértéke megvaltozhat olyan betegségekben, amely soran a sejtmembran
osszetétele modosul. Ezek alapjan munkank mésodik részében vizsgalni kivantuk:

a) uj, fesziiltségszenzitiv 3-hidroxiflavon szarmazékok (F66 ¢és PPZS8) spektralis
valtozasait a dipolpotencialt moédositod kezelések esetén,

b) kiilonbozo fesziiltségre érzékeny fluoroforok dipdlpotencidl szenzitiv intenzitas

C) a dipdlpotencial nagysagaban a kiilonbozé membran mikrodomének kozott
tapasztalhato kiilonbségek mértékét,

d) az F66 ¢és PPZ8 emisszios spektrumaban megfigyelhetd eltéréseket a festék
lipidtutajokban, illetve egyéb membran régiokban torténd elhelyezkedése esetén,

e) valamint a dipdlpotencial nagysaganak esetleges valtozasat, illetve annak
mértékét egy, a sejtmembran (és foleg a lipidtutajok) lipidosszetételének megvaltozasaval jard
betegség, a Gaucher-kor in vitro modellrendszerében.
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3. Anyagok és médszerek
3.1. Az alkalmazott sejtvonalak, kezelések és a sejtek transzfekcidja

Vizsgalataink soran ErbB1 és ErbB2 fehérjéket jelentés mértékben expresszald human
emldtumor eredeti SKBR-3, EGFR-t nagymértékben expresszalé human epitelialis karcinoma
eredeti A431 ¢és kozepes mértékben kifejez0 méhnyak eredetli HeLa, valamint érdemi ErbB
mennyiséggel nem rendelkezd kinai horcsogbdl szarmazo petefészek eredetit CHO sejtvonalak
mellett az ErbB1-eGFP fuzidos fehérjét stabilan expresszald modositott, CHO eredetti F1-4
sejtvonalat alkalmaztunk. A sejteket bizonyos esetben éheztetés utin 100 ng/ml huméan
rekombinans EGF-fel stimulaltuk 37°C-on 5 percig, illetve a dipolpotencial mértékét
modositottuk 100 pM-os koncentracioban alkalmazott phloretin vagy 6-ketocholestanol
kezelésekkel szobahémérsékleten 10 percen keresziil Pluronic F-127 detergens jelenlétében.

A tranziensen transzfektalt sejteket Lipofectamine 2000 segitségével végzett
lipofekcioval, illetve Amaxa Nucleofector késziilékkel torténé elektroporacioval allitottuk eld.
Az intracellularis foszforilaciés mérések soran ErbB2-pcDNASJ, a NeuT vizsgélata soran az
pSV2neuNT, mig a number&brightness mérések soran PCDNAS3.1 ErbB2-short-mYFP, illetve
az altalunk el6allitott PCDNA3.1 ErbB2 (Val659Glu)-short-mYFP  plazmidokkal
transzfektaltuk a sejteket. A lipidtutajok vizualizacidjara GFP-GPI-t kodold plazmidot
hasznaltunk.

A Gaucher-kor modellrendszereként human akut monocitas leukémia eredetii THP-1
sejteket differencialtattuk 50 ng/ml PMA-val 5 napig, illetve a betegségre jellemz6 fenotipus

kialakuldsanak indukciojara parhuzamosan 500 uM-0s CBE kezelést alkalmaztunk.

3.2. A sejtek jelolése dipolpotencial-szenzitiv fluoroférokkal, illetve raft és non-raft

markerekkel

A dipélpotencial nagysaganak meghatarozasara di-8-ANEPPS, illetve F66 és PPZ8
fluoroférokat hasznaltunk konfokalis mikroszkdpia alkalmazasaval. A kisérletek soran 8-lyuka
fedolemez alji kamrakban novesztett sejteket jeloltiink 2 uM di-8-ANEPPS-sel 10 percig 12°C-
on, illetve 10 nM-os koncentracidoban alkalmazott F66 vagy PPZ8 vegyiiletekkel 20 percig jégen.

A sejtmembranban talalhato lipidtutajok vizualizaciojahoz a sejteket GFP-GPI-t kodolo
plazmiddal transzfektaltuk vagy 8 pg/ml AlexaFluor647-tel konjugalt koleratoxin B
alegységgel, illetve 10 pg/ml AC8 anti-koleszterin antitesttel jeldltiik 20 percig jégen. Utobbi
antitestet Cy5-tel konjugalt GAMIG Fab fragmentum segitségével tettiik 1athatova. A non-raft

membran domének jelolése 25 pg/ml AlexaFluor647-tel konjugalt transzferrinnel tortént.
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3.3.  Adipolpotencial EGF kotodésére gyakorolt hatisinak meghatarozasa

A dipodlpotencial EGF ErbB1 iranti affinitasara gyakorolt hatdsanak mérésére ¢heztetett
SKBR-3, A431 és Hela sejtek dipolpotencialjat modositottuk, majd meghataroztuk tetrametil-
rodaminnal konjugélt EGF (TAMRA-EGF) receptorhoz valo kotddésének mértékét dramlasi
citométer segitségével (nem-kompetitiv modszer). A sejteket a kiilonb6zé koncentraciokban
alkalmazott jelolt EGF-fel jégen, 30 percig inkubaltuk. Ennek alternativajaként valtozo
mennyiségii jeloletlen EGF alkalmazasa mellett mértik a TAMRA-EGF ErbBl-hez valo
kotodését  (kompetitiv. moddszer). A mintakban meghataroztuk a sejtek  atlagos
fluoreszcenciaintenzitasat és ezeket abrazoltuk az alkalmazott (nem-kompetitiv esetben a jelolt,
adatokra a megfelelé Hill-egyenlet szerint kotédési gorbéket illesztettiink és meghataroztuk az

EGF receptor iranti affinitasat jellemz6 paramétereket.

3.4. A dipélpotenciil ErbB fehérjék asszociacidojara gyakorolt hatasanak mérése

elobb aramlasi citometria segitségével hatdroztuk meg a receptorok kdzotti dimerizacid mértékét
fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET) mérések soran. A kisérletekben
transzfektalatlan SKBR-3 sejteket alkalmaztunk az ErbB2 homoasszociacio és az ErbB1-ErbB2
heteroasszociacio, transzfektalatlan HeLa sejteket az ErbB1 homoasszociacio mérésére, illetve
CHO sejteket transzfektaltunk elekroporacios modszerrel vad tipusa fehérjét tartalmazo ErbB2-
pcDNA3 vagy NeuT fehérjét kddoldo pSV2neuNT plazmiddal a transzmembran doménben
varians Osszehasonlitdsara. Eheztetés, dipolpotencialt modositd kezelés és EGF-fel torténd
stimulacié utan AlexaFluor546-tel (donor) vagy AlexaFluor647-tel (akceptor) konjugalt ErbB1
ellenes Ab11 és/vagy ErbB2 ellenes trastuzumab antitestekkel jeldltiik a sejteket jégen 30 percig,
majd meghatdroztuk a sejtenkénti donor, FRET ¢és akceptor csatorndknak megfeleld
fluoreszcenciaintenzitasokat. Végiil az értékek megfeleld korrekcidja utan kiszamitottuk az
asszociaciok fokat jellemz6 atlagos FRET hatékonysagokat.

A FRET mérések alternativajaként a receptorok kozotti asszocidciok mértékét konfokalis
mikroszkopos felvételek number&brightness (N&B) analizise segitségével is meghataroztuk. Az
EGFR molekulak k6zotti homoasszociacid elemzéséhez az ErbB1-eGFP fazios fehérjét stabilan
expresszalo F1-4 sejtvonalat hasznaltuk, mig az ErbB2 és Neu vizsgalata soran HeLa sejteket
transzfektaltunk PCDNA3.1 ErbB2-short-mYFP, illetve PCDNA3.1 ErbB2 (Val659Glu)-short-

mMYFP plazmiddal. A sejtek 8-lyuka fedélemez alju kamraban torténd ndvesztését kovetéen
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¢heztetés, a mintak egy részének dipolpotencialt mddositd kezelése €s EGF stimulacidja utan
konfokalis mikroszkoppal felvételeket készitettlink a sejtmembran feddlemezhez tapadd
régidjardl, majd meghataroztuk a fluoreszcencia intenzitas pixelenkénti atlagat és variancidjat,

majd azokbol az asszociacio mértékével aranyos atlagos molekularis fényesség értékeket.

3.5. A dipolpotencial valtoztatas funkcionalis hatasanak mérése és lipidtutajok
jelenlétével valo osszefiiggésének meghatarozasa

Eheztetést kovetden SKBR-3 sejtek egy részének dipdlpotencialjanak modositasa, EGF-
fel torténd stimulacioja, fixalasa és permeabilizalasa utan areceptorok foszforilacidjanak mérése
soran PY99 antitesttel jeloltiik a foszforilalt tirozin oldallancokat, Ab18 antitesttel az ErbB2
1248-as pozicioban, mig 1H12 antitesttel az ErbB1 1068-as pozicidban foszforilalt tirozinjait 10
pug/ml-es koncentraciot alkalmazva jégen 30 percig, amelyet 20 pg/ml-es AlexaFluor647-
GAMIG jelenlétében torténd inkubécio kovetett jégen 30 percig. Ezutan az egyedi sejtek atlagos
fluoreszcenciaintenzitasait hataroztuk meg aramlasi citométeren. Méréseinket megismételtiik
ErbB2-pcDNAZ3, illetve pSV2neuNT plazmiddal elektroporalt sejteken is.

Az ErbB2 foszforilacio és a lipidtutajok jelenléte kozotti Osszefliggés vizsgalatara
¢heztetett, 8-lyuki kamraban novesztett SKBR-3 sejtek egy részének dipolpotencialjanak
modositasa és EGF-fel torténd stimuldcidja utdn kombinalt AlexaFluor546-trastuzumab és
AlexaFluor647-CTX-B jelolést alkalmaztunk. A sejteket fixaltuk, permeabilizaltuk és
foszforilalt ErbB2-ellenes AbI18 antitesttel jeloltiik, amelyet AlexaFluord88-GAMIG
alkalmazéasaval vizualizaltunk. A sejtek feddlemezhez tapadd régidjardl konfokalis
mikroszkoppal felvételeket készitettiink, amelyek kiértékelése sordn a membrant manudlisan
azonositottuk, majd két maszkba szegmentaltuk, amelyek a magas, illetve alacsony CTX-B
intenzitasu pixeleket tartalmaztak (,,CTX magas™ ¢€s ,,CTX alacsony” régiok). A foszforilalt
ErbB2 mennyiséget jelzd Abl8 intenzitast pixelenként normaltuk az ErbB2 sejtfelszini
intenzitast a raft doméneknek megfeleld ,,CTX magas™ és a non-raft régioknak megfeleld ,,CTX
alacsony” membran teriileteken. Emellett kiszamitottuk az Ab18 és CTX-B intenzitas, valamint

a trastuzumab és CTX-B jelolddés kozotti Pearson-féle korrelacios koefficiensek nagysagat.
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3.6. A dipolpotencial mértéke és a membranmikrodomén-markerek intenzitasa kozotti

korrelacios koefficiens meghatarozasa

A dipolpotencial mértéke és a membranmikrodomén-markerek intenzitasa kozotti
korrelaci6 meghatarozasdhoz 8-lyuku fedélemez alju kamraban tenyésztett SKBR-3 és A431
sejteket jeloltiink dipdlpotencial-szenzitiv fluoroforral (di-8-ANEPPS, F66 vagy PPZ8),
valamint lipidtutaj (GFP-GPI, AlexaFluor647-CTX-B vagy AC18 és AlexaFluor647-GAMIG-
Fab) vagy non-raft membran régiokhoz asszocialodo jelolovel (AlexaFluor647-transzferrin), a
korabban leirtak szerint. A jelolés utan a sejtek fedélemezhez tapadd régiojarol 1ézer pasztazod
mikroszkoppal felvételeket készitettiink. A képek elemzése soran manualisan azonositottuk a
membrannak megfeleld régidkat, majd ezekben pixelenként meghataroztuk a dipolpotencial-
szenzitiv intenzitasaranyokat. Végiil ezen intenzitas aranyok ¢és raft vagy non-raft marker
intenzitasok kozotti Pearson-féle korrelacidés koefficiens nagysagat hatdroztuk meg. A
korrelacios koefficiensnek a korrelacid feltételezett hidnya esetén varhaté konfidencia
intervallumat Costes mddszere alapjan szamitottuk ki minden kép esetén. Pozitiv kontrollként
két lipidtutaj-marker, a GFP-GPI és a CTX-B kozotti korrelacios koefficienst hataroztuk meg.
A modszer alternativajaként a kiértékelést elvégeztiik ugy is, hogy az azonositott membranbol

az elemzés soran kihagytuk a legmagasabb intenzitasu pixeleket tartalmazoé ,,fényes foltokat™.

3.7. A dipdlpotenciil nagysaganak meghatirozasa raft és non-raft membran régiokban

Az SKBR-3 és A431 sejtekrol elkészitett felvételek elemzése soran a fentiek mellett
meghataroztuk a dipolpotencidl nagysagat a raft és non-raft mikrodoménekben. Ehhez a
kiértékelés soran a sejteket manudlisan azonositottuk, majd két maszkba szegmentaltuk oly
modon, hogy a lipidraft-marker (CTX-B vagy GFP-GPI) egy kiiszobintenzitasat hataroztuk meg,
vizualis ellendrzés mellett. A pixeleket ,raft” pixelekként azonositottuk, ha az intenzitas a
kiiszobintenzitas felett volt, mig alacsonyabb intenzitds esetén ,,non-raft” régionak tekintettiik
Oket. Végiil az atlagos di-8-ANEPPS excitacios és F66 emisszios aranyt szamitottuk ki az egyedi
pixelek adataibol kiilon a ,,raft”, illetve ,,non-raft” régiokban. Emellett a konfokalis mikroszkop
lambda modjanak hasznalataval meghataroztuk az F66 és a PPZ8 emisszids spektrumat kiilon-
kiilon a tutajokon beliil és azokon kiviil gy, hogy a kiilonb6z6é régiokat a kordbban leirt

modszerrel azonositottuk.
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3.8. A dipdlpotencial nagysaganak meghatarozasa kontroll és Gaucher-fenotipusu

THP1-eredetii makrofagokban

A mérések soran THP-1 monocitdkat differencialtattunk makrofaggd PMA kezelés
segitségével. A Gaucher-fenotipus indukcidjahoz a differenciacioval parhuzamosan a sejtek egy
részében CBE kezelést alkalmaztunk. A kitapado sejteket a korabban leirtaknak megfelelden di-
8-ANEPPS, F66 vagy PPZ8 fluoroforral jeloltik, majd a sejtek kozépsikjarol készitettliink
felvételeket. A kiértékelés soran azonositottuk a membranpixeleket, majd a hattérintenzitasok
levonasa utan ezekben meghataroztuk a dipdlpotencidl nagysagat jellemzd atlagos

intenzitdsardnyokat a korabbiak szerint.
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4. Eredmények
4.1. A 6-ketocholestanol noveli, mig a phloretin csokkenti a dipolpotencial nagysagat
A dipolpotencial nagysdga befolyasolja szdmos transzmembran fehérje szerkezetét és
funkcidjat, ugyanakkor az ErbB receptorcsalad tagjait még nem elemezték ilyen szempontbol.
Kisérleteink els6 fazisa soran ezért megvizsgaltuk, hogy a dipdlpotencial valtozasai
befolyasoljak-e az ErbB fehérjék (azon beliil is az EGFR ¢és az ErbB2) miikodését. Ehhez
azonban az ¢€l6 sejtek membranjanak dipdlpotencialjat modositanunk kellett, amelyre
alkalmasnak tiint a 6-ketocholestanol és a phloretin, hiszen irodalmi adatok alapjan elobbi ndveli,
mig utdbbi csokkenti a dipdlpotencial nagysdgat. Munkank elején ezek alkalmazhatdsagat
teszteltilk konfokalis mikroszkopos modszerrel. A dipélpotencial méréséhez a di-8-ANEPPS
fluorofért hasznaltuk egy excitacids racidmetrikus modszer segitségével. SKBR-3, A431 és
HeLa sejteket jeloltiink di-8-ANEPPS-sel a dipdlpotencialt modositd kezelés utan, majd
konfokalis 1ézer pdsztdzd mikroszkdppal felvételeket készitettiink a sejtek kozépsikjanak
megfeleléen. A képelemzés soran a membran pixelekben meghataroztuk a kétféle gerjesztés
esetén mért fluoreszcenciaintenzitasok atlagos aranyat. Varakozasainknak megfeleléen a 6-
ketocholestanol szignifikansan ndvelte, phloretin pedig szignifikansan csokkentette az excitacios
intenzitas aranyt, azaz a sejtmembran dipolpotencidljanak mértékét minden vizsgalt sejtvonal

esetén, vagyis ezen vegyiiletek alkalmazhatonak bizonyultak vizsgalataink soran.

4.2. A dipélpotencial novelése csokkenti az EGFR ligand iranti affinitasat a sejtfelszini
expresszio valtoztatasa nélkiil

Mivel az EGFR funkcionalis aktivacidjanak elsé 1épése a ligand bekdtddése,
megvizsgaltuk, hogy a dipodlpotencial valtoztatasa befolyasolja-e az ErbB1 ligandkotési
tulajdonsagait. Enhez SKBR-3, A431 és HeLa sejteken valtoztattuk a dipolpotencial mértékét,
majd nem-kompetitiv mérések soran TAMRA-EGF torzsoldatabol készitett higitasi sor tagjaival
torténd jelolés utan aramlasi citométeren mértiik azok atlagos fluoreszcenciaintenzitasait. Végiil
az adatpontokra illesztett Hill-egyenlet analizisével meghataroztuk a disszociacios allando
nagysagat. Azt talaltuk, hogy a dipdlpotencial novelése szignifikdnsan csokkentette az EGF
ErbB1 iranti affinitasat.

Mivel egy fluoreszcens festék inkorporacidja esetlegesen megvaltoztathatja az EGF
dipodlpotenciallal vald kolcsonhatasat, kompetitiv kotddési kisérleteket végeztiink annak a
kizarasara, hogy a magas dipolpotencial mellett megfigyelhetd gatolt EGF kotddést a fluorofor
jelenléte okozza. Méréseinket a non-kompetitiv modszernél alkalmazott médon hajtottuk végre,

annyi kiilonbséggel, hogy jeloletlen EGF-bdl készitett higitasi sorral inkubaltuk a sejteket
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crer

eredményeinkkel Osszhangban azt talaltuk, hogy a jeloletlen EGF receptor iranti affinitasat a
magas dipolpotencial hasonld mértékben csokkentette, mint a fluoreszcens EGF esetén.

Mivel késobbi kisérleteink soran a dipolpotencial receptorokra gyakorolt hatasait
liganddal torténé stimulacioé mellett kivantuk vizsgalni, teszteltiik a fluoreszcens EGF kotédését
a kés6bbiekben hasznalt kisérletes koriilmények kozott is. A sejtek dipdlpotencialjanak
modositasa és 100 ng/ml koncentracioban alkalmazott TAMRA-EGF-fel torténd inkubacio utan
aramlasi citométerrel meghataroztuk a mintara jellemzd atlagos fluoreszcenciaintenzitast. A
hatasok homérséklettdl valo fliggésének vizsgalatara kisérleteinket elvégeztiik mind 37°C-on,
mind pedig jégen torténd inkubécio esetén. Eredményeink alapjan a dipdlpotencidl novelése a
fluoreszcens EGF kotodését kb. 50%-kal csokkentette fliggetleniil az alkalmazott
hémérséklettol. A tapasztalt valtozasok jo egyezést mutattak a korabbi kdtddési gorbék alapjan
vart értékekkel.

Mivel az EGF csokkent receptorhoz vald kotddésének hatterében elvileg a sejtfelszini
ErbB1 expresszio csokkenése is allhat, meghataroztuk a receptor sejtfelszini mennyiségét
phloretin, illetve 6 ketocholestanol alkalmazasa esetén. A dipdlpotencidl valtoztatdsa utan a
sejteket AlexaFluor546-tal konjugalt ErbB1 ellenes Ab11 monoklonalis antitesttel jeloltiik, majd
aramlasi citométerrel meghataroztuk a mintdkon beliil az atlagos fluoreszcenciaintenzitas
mértékét. Jollehet a dipolpotencial modositasa jelentdsen megvaltoztatta az EGF receptor iranti
affinitasat, eredményeink alapjdn az Abl1 intenzitasa nem mutatott érdemi kiilonbséget, igy

mindez az ErbB1 receptor valtozatlan sejtfelszini expresszioja mellett tortént.

4.3. A dipélpotencial noveléses serkenti az ErbB1 és az ErbB2 klaszterizaciojat

Mivel a ligand indukalt transzmembran jelatvitel beinduldsat megel6zi az ErbB
receptorok klaszterizacioja, kisérleteink sordan megvizsgaltuk, hogy a dipdlpotencial
megvaltoztatasa befolydsolja-e a receptorok oligomerizacigjat éheztetett vagy stimulalt
sejtekben. Erre a célra kétféle modszert alkalmaztunk, az asszociaciok mértékét meghataroztuk
ugyanis egyrészt aramlési citometrids FRET modszerrel, masrészt konfokalis mikroszkdpia
segitségével végzett number&brightness (N&B) analizissel.

Mind a FRET, mind pedig a N&B méréseink eredményei azt mutattadk, hogy
stimuldlatlan sejtekben a dipdlpotencial mddositasa csak kis valtozasokat eredményezett az
ErbB1 és ErbB2 homoasszociaciokban. Az ErbB1 stimulalatlan sejtekben elsésorban monomer
formaban fordult el6, mivel az ErbB1-EGFP szamitott molekularis fényessége (0,07) a monomer

EGFP esetén meghatarozott érték (0,06) kozelében volt. Ezzel szemben az ErbB2 nyugalomban
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levo sejtekben is klasztereket képezett, hiszen az ErbB2-mYFP szamitott molekularis fényessége
majdnem haromszor akkoranak adodott (0,08), mint a monomer mYFP esetén varhato érték
(0,032). A TMD-ben mutaciot hordozé NeuT homoklaszterizacidja szingifikansan
megndvekedett a dipolpotencial ndvelésének hatdsdra mar nyugalomban levo sejtekben is mind
a FRET, mind pedig a N&B mérések soran. Jollehet a dipdlpotencial ndovelésének hatasara a vad
tipusu ErbB2 homoklaszterizacidja is megnovekedett a FRET mérések alapjan, ez a ndvekedés
szignfikansan kisebb volt, mint a NeuT esetén (vad tipusu ErbB2 esetén 15%, mig NeuT esetén
52%).

A nyugalomban levd sejtekben megfigyeltekkel szemben a megnodvelt dipdlpotencial
szignifikansan ¢és szisztematikusan serkentette az ErbBl1 ¢és ErbB2 EGF altal indukalt
csOkkentésének hatasa kevésbé Dbizonyult jelentésnek, az ErbB2 EGF indukalt
homoklaszterizacidja szignifikdnsan csokkent phloretin hatdsara.

A dipolpotencial novelésének a NeuT EGF indukalt homoklaszterizaciojara kifejtett
hatasa mintegy kétszerese volt, mint vad tipusu ErbB2 esetén a FRET ¢s N&B mérések soran.
Az EGF stimulalt mintakban ugyanis a 6-ketocholestanol kezelés a FRET hatékonysagot 40%-
kal novelte NeuT, mig 19%-kal vad tipusu ErbB2 esetén, illetve a molekuléris fényesség
értekeket pedig rendre 33%-kal, valamint 13%-kal a kétféle esetben.

Mivel az ErbB2 az EGF Aéltal aktivalt ErbB1 preferalt heterodimerizacios partnere, a
dipolpotencial ErbB1 és ErbB2 klaszterekre gyakorolt hatdsdnak elemzése nem lett volna teljes
a kozottik létrejové heteroasszociacid vizsgalata nélkiil. FRET méréseink alapjan a
dipdlpotencial nem befolyasolta az ErbB1 és ErbB2 heteroklaszterizaciojat nyugalomban levd
sejteken, a két receptor kolcsonhatasanak EGF indukalt ndvekedése azonban szingifikansan
nagyobb volt a dipolpotencial novelése esetén. Mindezen eredményeink alapjan lesziirhetd, hogy

.....

dipdlpotenciallal, elsésorban liganddal torténd stimulacio esetén.

4.4. A dipélpotencial valtoztatasa befolyasolja az EGF-indukalt jelatvitelt

Az ErbB receptorok klaszterizacidja tirozin oldallancaik foszforilaciojahoz és a szignal
terjedéséhez vezet. A dipolpotencidl valtoztatasara a klaszterizacioban bekovetkezd eltérések
funkcionalis jelentdségének tesztelésére meghataroztuk a tirozin foszforilacio szintjét altalanos
foszfotirozin ellenes (PY99), az ErbB1 foszforilalt Tyr1068-ja (1H12) és az ErbB2 forszforilalt
Tyr1248-ja (Ab18) elleni antitestek segitségével. Ehhez a dipolpotencial valtoztatasa és a nem
kontroll mintak EGF stimulacigja utan SKBR-3 sejteket jeloltiink a fenti elsédleges
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antitestekkel, amelyeket Alexa647-GAMIG masodlagos antitesttel vizualizaltunk és aramlasi
citométeren meghataroztuk az atlagos sejtenkénti fluoreszcencia intenzitasokat. Méréseinket
megismételtiik plazmid nélkiil, vad tipust fehérjét tartalmazé ErbB2-pcDNA3 plazmiddal,
illetve NeuT fehérjét kodolo pSV2neuNT plazmiddal transzfektalt HeLa sejteken is.
Vizsgalataink alapjan a dipdlpotencial valtoztatdsa nem befolyasolta a stimuldlatlan
sejtek alacsony tirozin foszforilacios alap szintjeit, mig az EGF stimuléciora adott valasz mértéke
korrelalt a dipolpotencial nagysagaval. A FRET és N&B mérések soran tapasztaltakkal
Osszhangban a dipolpotencial NeuT fehérjékre gyakorolt hatdsa sokkal kifejezettebb volt, mint
vad tipusu ErbB2 esetén. Kisérleteink bizonyitottdk, hogy a dipolpotencidl szignifikdnsan

modositotta a sejtek novekedési faktor stimulaciora adott tirozin foszforilacios valaszat.

45. Az ErbB2 aktivacidja, lipidtutajokban valé lokalizacioja és a dipolpotencial
mértéke kozott korrelacio figyelheté meg

A dipélpotencial nagysaga kiilonb6z6 lehet a lipidtutajokban a membran egyéb régidihoz
képest, igy korrelacio varhatéd az ErbB2 aktivacids allapota, raft lokalizacioja és a dipdlpotencial
kozott. Ennek vizsgalatara ¢heztetett sejtek egy részének dipolpotencialjat noveltiik, amelyet a
mintdk egy részénél EGF stimulacio kovetett. A sejtek membranjaban az ErbB2 fehérjéket
AlexaFluor546-trastuzumabbal, a lipidtutajokat AlexaFluor647-CTX-B-vel jeloltik, majd
fixalas utan foszforilalt ErbB2 ellenes Ab18 elsddleges és AlexaFluor488-GAMIG mésodlagos
antitesteket alkalmaztunk. A sejtek feddlemezhez tapadd régiojardl konfokalis felvételeket
készitettiink, a képeken a membrant manualisan azonositottuk és két maszkba szegmentaltuk,
amelyek a magas, illetve alacsony CTX-B intenzitasu pixeleket tartalmaztak (,,CTX magas” és
,CTX alacsony” régiok). A foszforilalt ErtbB2 mennyiséget jelz6 Ab18 intenzitast pixelenként
normalizaltuk az ErbB2 expresszidjat jelzd trastuzumab jeloldédésre, majd kiilon-kiilon
meghataroztuk az atlagos normalizalt intenzitast a raft doméneknek megfeleld ,,CTX magas” és
a non-raft régidknak megfeleld ,,CTX alacsony” membran teriileteken. Emellett kiszdmitottuk
az Abl8 intenzitas és CTX-B jelolodés, valamint a trastuzumab intenzitds ¢s CTX-B jelolddes
kozotti Pearson-féle korrelacios koefficiensek nagysagat.

A kontroll sejtekben nem talaltunk Iényeges kiilonbséget az ErbB2 normalt
tirozinfoszforilacidjanak mértékében a membran kiilonb6zé régidi kozott. A dipdlpotencial
novelése az ErbB2 aktivacids szintjének emelkedését eredményezte, amely hatas jelentdsebb
mértékben a lipidtutajokon kiviil volt megfigyelhet6. A 6-ketocholestanollal nem kezelt
sejtekben az EGF stimulacié a foszforilaci6 ndvekedését eredményezte mindkét

membranrégioban, a valtozas viszont nagyobb volt a non-raft régiokban. Az EGF stimulaci6 a
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megnovelt dipolpotenciallal rendelkezé sejtekben nem emelte tovabb 1ényegesen az ErbB2
normalt tirozin foszforilacidjat.

Eredményeink alapjan a dipolpotencial nagysdganak a 6-ketocholestanol kezelés
eredményeképpen 1étrejovo ndovekedése az ErbB2 tirozin foszforilacidjat jelentdsebb mértékben
befolyasolta a lipidtutajokon kiviil. Az EGF stimulacio szintén jobban novelte az ErbB2 tirozin
foszforilaciot raftokon kiviil. Ez arra utalhatott, hogy a ligand preferencialisan a lipidtutajokon
kiviil elhelyezkedd ErbB2 molekulakat aktivalja, vagy az aktivalt ErbB2 kikertil a raftokbol. Ezt
alatdmasztotta, hogy a foszforilalt ErbB2 és a CTX jel kozotti korrelacios koefficiens nagysaga
szignifikansan lecsokkent EGF vagy 6-ketocholestanol kezelés hatdsara, mig ezeknek az ErbB2
¢és a CTX jel kozotti korrelaciora kifejtett hatasa sokkal kevésbé volt jelentds. Ezek alapjan az
EGF vagy a megndvekedett dipdlpotencial altal aktivalt ErbB2 preferencidlisan a lipidtutajokon
kivil talalhatdo vagy azért, mert az aktivacio itt torténik, vagy azért, mert a lipidtutajban

aktivalodo receptor elhagyja a raftokat.

4.6. Emissziés raciometrikus festékek alkalmazhatok a dipoélpotencial mérésére

A dipélpotencial ErbB fehérjékre gyakorolt hatdsainak vizsgalata soran felvetodott, hogy
benniik szerepet jatszhat a lipidtutajok jelenléte. Bar azt mar korabban felvetették, hogy a
membranban talalhato raftokban a specialis lipidosszetétel miatt a dipolpotencial nagysaga
magasabb lehet, mint a membran egyéb régidiban, ezt még nem igazoltdk kozvetleniil €16
sejtekben. Kisérleteink masodik felében ezért €16 sejtek membranjaban is bizonyitani kivantuk,
hogy a lipidtutajokban mérhet6 dipolpotencial magasabb, mint non-raft régiokban. Ehhez
azonban olyan megbizhatdé mérési modszerre volt sziikséglink, amellyel egyrészt kimutathat6 a
dipodlpotencial nagysagaban a két régid kozotti kiilonbség, masrészt pedig igazolhato, hogy azt
nem valamilyen egyéb membranbiofizikai paraméter (példaul membréanfluiditas) eltérései
okozzak. Di-8-ANEPPS hasznalataval végzett excitacios raciometrikus méréseinket ezért egyéb
modszerrel egészitettiik ki. Erre a célra alkalmasnak tlintek a PPZ8 és az F66 elnevezésii 3-
hidroxiflavon szarmazékok emisszios raciometrikus modszerek soran, kiilonosen akkor, ha a két
molekulat egymdssal parhuzamosan alkalmazzuk. Membranbeli orientdciojuk ellentétes volta
miatt ugyanis spektralis valtozasaik éppen ellentétesek a membranbeli elektromos erdtér
moddosulasa esetén. Ha azonban valamilyen egyéb paraméter (példaul fluiditas) valtozasa
eredményezné a spektrum eltéréseit, az ugyanabba az irdnyba hatna a két fluorofér esetén.
Kisérletes munkank mésodik fazisa kezdetén ezért teszteltiik, hogy a PPZS8 és az F66 alkalmas-
e a dipdlpotencial valtozasainak kimutatasara él6 sejtek membranjaban. Ehhez A431 és SKBR-

3 sejtek dipolpotencialjat noveltiikk, majd jeldlés utan a sejtmembran feddlemezhez tapado lapos
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régidjarol konfokalis felvételeket készitettiink. Az emittalt fluoreszcencia nagysagat a festékek
N* ¢s T* allapotaihoz tartoz6 savoknak megfeleld hulldmhossztartomanyokban mértiik és
pixelenként meghataroztuk a két intenzitds aranyat, amely a dipdlpotencial nagysagara utal.
Varakozasainknak megfelelden a 6-ketocholestanol PPZ8 esetén szignifikansan novelte,
mig F66-nal szignifikansan csokkentette az N*/T* intenzitasaranyt. Mind az emisszids arany
pixelenkénti megoszlasai, mind pedig az atlagos intenzitas aranyok megerdsitették, hogy a PPZ8
¢s az F66 alkalmas €16 sejtekben a dipolpotencidlban bekdvetkezd valtozasok meghatarozasara

egy konfokalis mikroszkdpon alkalmazott emisszids racidometrikus modszer segitségével.

4.7. A dipolpotencial nagysaga korrelal raft és non-raft doménmarkerek megoszlasaval

A kovetkezOkben vizsgalni kivantuk, hogy a lipidtutajok jelentdsen eltéré Osszetétele
miatt ezen mikrodoménekben a dipdlpotencial mértéke nagyobb-e, mint a membran egyéb
régioiban. Ehhez ¢16 A431 és SKBR-3 sejtekben a harom dipolpotencial-szenzitiv festék, a di-
8-ANEPPS, a PPZ8 és az F66 raciometrikus valasza és néhany altalanosan hasznalt lipidtutaj-
marker, a fluoreszcensen jelzett koleratoxin B alegység (CTX-B), a GPI-horgonnyal
fuzionaltatott GFP (GFP-GPI) és az anti-koleszterin AC8 antitest intenzitasa kozotti korrelacios
koefficiensek nagysagat szamitottuk ki. A mérések sordn hasznalt PPZ8 és di-8-ANEPPS
kromofoér csoportjai egymassal parhuzamosak a membranban, mig az F66 fluoroférjanak
beallasa ellentétes orientacioban torténik a membran normalvektorahoz képest.

Kisérleteink soran eldszor két lipidtutaj-marker kozotti korrelacios koefficiens nagysagat
hataroztuk meg pozitiv kontrollként. Sejteket transzfektaltunk GFP-GPI-t kodold plazmiddal,
majd jeloltiink CTX-B-vel és a sejtek feddlemezhez tapadd membranrégiojarol konfokalis
felvételeket készitettiink. A két lipidtutaj-marker pixelenkénti intenzitasainak adataibol
kiszamitottuk a Pearson-féle korrelacios koefficiensek atlagos nagysagat, amely 0,55-nek
adodott A431, mig 0,48-nak SKBR-3 sejtek esetén. Az erds pozitiv korrelaciot alatamasztotta,
hogy a kapott korrelacios koefficiensek jelentdsen kiviil estek a korrelacio feltételezett hidnya
esetén varhatdo konfidenciaintervallum hatarain. Ezen eredmények bebizonyitottak, hogy az
altalunk alkalmazott mddszer alkalmas két szignal kozotti korrelacio vizsgalatara €16 sejtekben.

Ezutan a dipolpotencial és a lipidraft-markerek intenzitasa kozotti kapcesolatot hataroztuk
meg. A sejteket a harom dipdlpotencial-szenzitiv fluorofor egyikével jeldltiik és pixelenként
meghatéaroztuk a dipolpotencidl nagysagéaval aranyos intenzitasaranyokat és kiszdmitottuk azok
monoklondlis antitest) intenzitasaval. A di-8-ANEPPS esetén kapott excitacios arany pozitiv

korrelaciot mutatott mindegyik alkalmazott lipidraft-markerrel. Ezzel szemben az F66 esetén
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mért N*/T* emisszios arany negativan korrelalt az alkalmazott tutaj jel6l6vel. Eredményeink
statisztikai szignifikanciajat bizonyitotta, hogy a szamitott korrelacios koefficiensek jelentdsen
kiviil estek a korrelacio feltételezett hidanya esetén varhato konfidenciaintervallumok hatarain.
Az eredmények bioldgiai szignifikanciajat pedig az tdmasztotta ala, hogy a dipdlpotencidl és a
lipidtutaj-markerek kozti korrelacios koefficiensek nagysagrendje hasonld volt, mint a pozitiv
kontroll esetén. Egy masik dipélpotencial mérésre alkalmas fluorofor, a PPZ8 intenzitas aranya
¢s a CTX-B tutaj jelold kozotti kapesolat vizsgalata soran negativ korrelaciot talaltunk. Mivel
F66 esetén a kromofor ellentétes orientacioban talalhatdo a membran normalvektorahoz képest,
mint a di-8-ANEPPS és a PPZ8 esetén, a dipdlpotencial nagysaganak a di-8-ANEPPS és a PPZ8
intenzitas aranyaval pozitiv, mig az F66 emisszidos aranyaval negativ korrelaciot kellene
a di-8-ANEPPS és az F66 hasznalataval kapott eredményeink alapjan a dipdlpotencial nagysaga
pozitivan korrelalt a raft mikrodomének jelenlétével, mig a PPZ8 segitségével nyert eredmények
ellentmondtak ezen konkluzionak. Ennek magyarazatat a késobbiekben adjuk meg.
Eredményeink fliggetlen megerdsitése céljabol megvizsgaltuk a dipolpotencial és a non-
raft marker transzferrin receptor kozotti kapcsolatot is. Korabbi méréseink megerdsitéseként azt
talaltuk, hogy a di-8-ANEPPS exciticiés arany szignifikdnsan negativan korrelalt a
fluoreszcensen jelolt trasznferrin megoszlasaval mind A431, mind SKBR-3 sejtekben, arra

utalva, hogy a dipdlpotencial alacsonyabb a non-raft membranrégiokban, mint a tutajokban.

4.8. A dipolpotencial magasabb a lipidtutajokban, mint az egyéb membranrégiokban

Bar az eddig ismertetett eredmények meggy6zden alatamasztottak, hogy a dipdlpotencial
pozitivan korrelal a lipidraftok lokalizaciojaval, azt nem mutattak meg, hogy milyen mértékben
kiilonbozik a dipolpotencial nagysadga a tutajokban a membran egyéb régidihoz képest. Ezt a
kiilonbséget egy masik mddszerrel kvantifikaltuk. A korabbiakhoz hasonléan A431 és SKBR-3
sejteket transzfektaltunk GFP-GPI-vel vagy jeloltink CTX-B-vel, illetve di-8-ANEPPS vagy
F66 dipdlpotencial-szenzitiv festékkel. A sejtek also régidjardl késziilt konfokalis felvételeinket
raft és non-raft régiokra szegmentaltuk a GFP-GPI, illetve CTX-B intenzitasok alapjan. Az
atlagos di-8-ANEPPS, illetve F66 intenzitdsaranyt meghataroztuk kiilon a tutajokban (,,GFP-
GPImagas”, illetve ,,CTX-B magas” régiok), valamint a non-raft mikrodoménekben (,,GFP-GPI
alacsony”, illetve ,,CTX-B alacsony” teriiletek), majd minden sejt esetén a raftokban kapott
értékeket normaltuk a non-raft régiokban nyert értékekre.

Osszhangban a fentiekkel, a di-8-ANEPPS excitaciés arany szignifikinsan magasabb

volt a tutajokban a non-raft régiokhoz képest mindkét sejttipusban, mig az F66 emisszids arany
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esetén ellentétes kiilonbség volt megfigyelhetd, az arany ugyanis szignifikansan alacsonyabb
véve ez azt jelentette, hogy a dipélpotencidl nagysdga magasabb a tutajokban, mint a membran
non-raft régidiban. Mindezek megerdsitették hipotézisiinket, hogy a dipdlpotencial nagysaga

magasabb a lipidtutaj mikrodoménekben, mint az é16 sejtek membranjanak egyéb teriiletein.

4.9. A 3-hidroxiflavon festékek emisszios spektruma kiilonbozik a lipidtutajokban és az

egyéb membranrégiokban

Kisérleteink folytatdsaképpen meghataroztuk a 3-hidroxiflavon festékek emisszios
spektrumait a raftokon beliil és kiviil. A sejteket a kordbbiakhoz hasonldan jeldltiik, felvételeket
készitettiink és a membrannak megfeleld teriileteken meghataroztuk az emisszids spektrumot
minden egyes egyedi pixelben, majd azokat kiilon atlagoltuk a raft és a non-raft régidknak
megfeleléen. A spektrumok kozott a legnyilvanvalobb kiilonbség a non-raft teriileteken
megfigyelhetd szignifikdnsan alacsonyabb intenzitas volt a tutaj pixelekhez képest, valdszinlileg
a fluoreszcencia viz altal indukalt kioltasanak kovetkeztében. Emellett fontos kiillonbségnek
bizonyult, hogy az F66 emisszidjahoz jelentésen hozzajarult mind az N* allapotnak megfeleld
460 és 520 nm kozotti, mind pedig a T*-nak megfeleld 550 és 600 nm kozotti emisszios sav, a
PPZ8 esetén azonban az N*-nak megfeleld tartomanyban gyakorlatilag nem volt megfigyelhetd
emisszios csucs. Ez magyarazhatja, hogy miért nem volt képes a PPZ8 megbizhatéan kimutatni
a dipolpotencial kiillonbségét a tutajokon beliil, illetve kiviil.

A tovabbiakban az N* és T* allapotokhoz tartozé hullamhosszokon a spektrumok
integralasdval meghataroztuk az F66 emisszids aranyt a raftokon belill, illetve kiviil 6-
ketocholestanol kezelés mellett, valamint anélkiil. Az eredmények alapjan a vegylilet az F66

emisszios aranyt, vagyis a dipolpotencialt hasonlé mértékben novelte mindkét mikrodoménben.

4.10. A dipdlpotencial nagysiga emelkedik a Gaucher-kérra Kkarakterisztikus

szfingolipid akkumulacié hatasara

Mivel a dipolpotencial nagysaga elsdsorban a membrant alkoto lipidek Osszetételének a
fliggvénye, azok a betegségek, amelyek a sejtmembran Osszetételének megvaltozasaval jarnak,
modosithatjak a dipdlpotencial mértékét is. A Gaucher-kor vizsgalata soran kimutattdk, hogy a
betegség a sejtmembran altalanos lipidosszetételének jelentds megvaltozasaval jar, kiilonos
tekintettel a lipidtutajokra, igy kisérleteink soran tanulmanyoztuk, hogy ezek a valtozasok
elegendéek-e ahhoz, hogy a dipdlpotencial nagysagat modosithassak a Gaucher-kor egy in vitro

modelljében. Ehhez kontroll és Gaucher-fenotipusi THP-1 eredetii makrofagokat jel6ltiink di-
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8-ANEPPS, PPZ8 vagy F66 dipdlpotencial-szenzitiv fluoroférral, majd konfokalis
mikroszkopos felvételeket készitettiink és a képelemzés soran a dipolpotencidlra jellemzo
atlagos fluoreszcencia intenzitasardnyokat meghataroztuk az azonositott membran pixelek
adataibol. A Gaucher-fenotipus kialakuldsat indukalé CBE kezelés hatasara a di-8-ANEPPS
gerjesztési ¢és a PPZ8 emisszios aranyok szignifikdns mértékben novekedtek, mig az F66
emisszios arany szignifikdnsan csokkent. Mindharom dipolpotencidl-szenzitiv fluoroférral
kapott eredményiink arra utalt, hogy a Gaucher-korra jellemz6 szfingolipid-felhalmozodas
szignifikans mértékben novelte a sejtmembran dipdlpotencialjanak nagysagat. Megfigyeléseink
szerint patologids allapotokban a lipid 0sszetételben bekdvetkezd eltérések megvaltoztathatjak a
dipolpotencial nagysagat az ¢l6 sejtek membranjdban, amely akéar ezen betegségek

patomechanizmusaban is szerepet jatszhat.

22



5. Megbeszélés
5.1.  Adipélpotencial és az ErbB fehérjék kapcsolata

Jollehet a harom ismert membranpotencial koziil a dipdlpotencial hozza létre a
legnagyobb mértékii elektromos eréteret, ez a legkevésbé ismert a harom koziil. Bar kiilonféle
transzmembran fehérjék esetén kimutattdk, hogy nagysaga befolyasolja azok szerkezetét és
funkciojat a TMD-jeik stabilitasanak és konformacios valtozasainak befolyasolasan keresztiil,
receptor tirozin kindzok mikodésére gyakorolt hatasait eziddig nem vizsgaltak. Ugyanakkor
mivel felmeriilt a TMD ErbB fehérjék funkciojaban jatszott szerepe, logikus a feltételezés, mely
szerint a dipdlpotencial a TMD-n keresztiil befolyasolhatja az ErbB-k miikodését.

Kisérleteink elsé részében ezért a dipolpotencial ErbB fehérjék funkcidira gyakorolt
hatésait vizsgaltuk és aramlasi citometrids FRET mérések és konfokalis mikroszképos N&B
analizis segitségével Kimutattuk, hogy a dipdlpotencial nagysaga szignifikansan korrelal az
ErbB1 és ErbB2 (homo- és hetero)klaszterizacidjanak mértékével. A hatas szisztematikusan
megjelent EGF stimulaci6 esetén, mig anélkiil a dipdlpotencidl valtoztatdsa nem fejtett ki
Iényeges hatast. Az ErbB-k dipdlpotencial-emelkedés hatasara bekovetkezé megndvekedett
mérése sordn. A dipdlpotencidl emelkedése esetén megfigyelt nagyobb mértékii foszforilacid
azonban csokkent ligandkotéssel tarsult. Ha ezt is figyelembe vessziik, az EGF hatas
dipolpotencial altali felerdsitése még nagyobbnak adodik. Ez a latszolagos ellentmondas
feloldhato, ha feltételezziik, hogy a magasabb dipdlpotencial kedvezé a TMD dimerek aktiv
valtozasat indukélhatja. Ez hasonlithat arra a folyamatra, amelyet a ndvekedési faktor kotddése
indit el (vagy akar meg is egyezhet vele).

A lipidtutajok fontosak az EGF altal medialt jelatvitelben, hiszen mind az ErbB1, mind
pedig az ErbB2 a tutajokban talalhato. A raftok kettds szerepet jatszhatnak a receptorok
klaszterizacigjaban és jelatvitelében. Egyrészt gatoljak a ligand kotddését, masrészt viszont
potencirozzak a kivaltott jelatvitelt. Eredményeink alapjan a dipolpotencidl hatasai pontosan
tiikrozik ezeket. A dipolpotencial novelése az ErbB2 aktivaciojara nagyobb hatast gyakorolt a
tutajokon kiviil, mig a dipdlpotencidl valtozads mértéke megegyezett a kiilonbozd régidkban.
Ennek oka lehet, hogy a tutajokban kezelés nélkiil is olyan magas a dipélpotencial, hogy a TMD-
ket permissziv, a dimerizaciot eldsegité konformacioban tartja, igy itt a tovabbi ndvekménynek
kisebb a hatasa. A tutajokon kiviili alacsony dipdlpotencial azonban nem elég a TMD-k

crer

jelentds hatast fejt ki a dimerizaciora és az aktivaciora.

23



Annak a jelenségnek a magyarazatara, hogy a dipoOlpotencidl csak a ligandindukalt
klasztereket befolyasolta jelentdés mértékben anélkiil, hogy a konstitutiv dimerekre érdemi hatast
fejtett volna ki, hat lehetséges modellt alkottunk.

1. A dipdlpotencial a klaszterizaciora permissziv hatast gyakorol, amely nem elég erds ahhoz,
hogy a gyenge ¢€s tranziens konstitutiv dimereket és oligomereket érdemben befolyasolja.

2. Akonstitutiv dimerek és oligomerek azaltal keletkezhetnek, hogy a citoszkeleton Gsszezarja
a receptorokat, mig az aktiv klaszterek fehérje-fehérje kolcsonhatdsok révén jonnek 1étre.
Mivel az valosziniitlen, hogy a dipdlpotencidl a citoszkeleton 4altali behatarolodast
befolyasolja, hatasait csak a ligandindukalt klaszterekre fejtheti ki.

3. A fehérj¢k TMD-jében elhelyezkedd o-helikdlis szerkezet meghatarozasaban a
peptidkotések jelentés dipolmomentuma miatt fontosak az atomok altal generalt elektromos
erdterek kozotti kolcsonhatasok. A TMD-k specifikus dimerizacios motivumaik, példaul a
Sternberg-Gullick GxxxG asszociacios konszenzus szekvencia révén a fehérjék asszociacios
folyamataiban ¢és ezaltal azok aktivaciojaban is fO szerepet jatszanak. Az ErbB fehérjék
TMD-jében (az ErbB3 kivételével) két GxxxG motivum taldlhatd, az egyik a domén N-, a
masik a C-terminalis kozelében, amelyek kozotti kapcsolodas eredményeképpen két eltérd
atalakulhatnak egymasba, koztiik egyensulyi allapot alakulhat ki. A C-terminalis motivumon
keresztiili asszociacio esetén inaktiv, mig az N-terminalis kapcsolodasa esetén aktiv dimerek
keletkeznek. A manapsag elfogadott rotaciés modell szerint aktivacio (példaul ligand
kotddése) esetén az egyensuly eltolodik az aktiv dimerek irdnydba, amely a receptor
alegységek intracellularis doménjeinek aktivalodasahoz vezet. Kisérletes eredményeink
szervesen illeszkedhetnek ebbe a rotacids aktivacids elméletbe. A dipdlpotencial hatasainak
hatterében ugyanis az allhat, hogy a membranfehérjékben talalhatdo egymassal parallel a-
hélixek taszito elektrosztatikus erét fejtenek ki egymasra. A hatast eredményezo elektromos
potencialkiilonbség nagysaga az altalunk alkotott szemikvantitativ modell alapjan
Osszemérheté a membran dipdlpotencialjanak mértékével. Ennek novelése ellensulyozhatja
az N-terminusok kozotti taszitd hatdst, amely az aktiv dimerek kialakuldsaért felelds N-
terminalis dimerizacios motivumok kozotti kolcsonhatas stabilizaciojahoz vezethet. Ezzel
szemben a dipdlpotencial nem fejt ki hasonlé hatast a dipdlpotenciallal azonos orientacidban
elhelyezkedd C-termindlis dimerizaciés motivumokra, igy a két forma kozotti egyenstly
eltolodhat az aktiv dimerek képzddése felé. Mivel a fentiek alapjan a membranban talalhato
fehérjék transzmembran doménjeit felépitd hélixek kozotti kolcsonhatasok jelentdségét

szamos kiilonbdz0 protein (integrinek, citokin receptorok, egyéb receptor tirozin kindzok)
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esetén leirtak, elméletiink alkalmazhato lehet ezen fehérjék esetén is. A dipdlpotencial
nagysaga ebben az esetben altalanosan befolyasolhatja tobbféle biologiailag relevans
molekula asszociacios folyamatait az €16 sejtek membranjaban.

A TMD-k hélix terminusainak a vizes fazis felé torténd expozicidja a ,,szolvens screening”
jelensége miatt dipélmomentumaik, igy a kozottilk megfigyelheto taszitds csokkenéséhez
vezet. Ezért ha a dipolpotencial ndvekedése a membranvastagsag csokkenésével jar, a TMD-
k kozotti gyengébb taszitas kedvezd a receptor klaszterizacid szamara, amely magyarazhatna
eredményeinket. Ennek azonban ellentmond, hogy irodalmi adatok alapjan sem a phloretin,
sem pedig a 6-ketocholestanol nem befolyasolja a membranvastagsagot.

A rotacids aktivacios elmélettel 6sszhangban kimutattdk az ErbB fehérjék juxtamembran
doménjének (JMD) szerepét a dimerizacid és a kdvetkezményes aktivacio folyamataban. A
kinaz domének aktivacidjahoz ugyanis sziikséges, hogy azok megfelelé szerkezetii
aszimmetrikus dimert képezzenek, amelyhez nélkiilozhetetlen a TMD dimerhez csatoltan az
N-termindlis, a-helikalis szerkezetet kialakito részek (JM-A szegmensek) kozotti antiparallel
orientacioju dimer kapcsolodas. A kinaz domén inaktivitasat eredményezi azonban, ha a JM-
A szegmensben ¢és a kinaz doménben talalhato pozitivan toltott lizin és arginin aminosavak
és a sejmembran belsd rétegében levd negativan toltott lipidek kozotti kdlesonhatas révén
ezen régiok a membranhoz horgonyzodnak. Ez ugyanis lehetetlenné teszi a JM-A antiparallel
dimer kialakulasat, vagyis a receptor aktivalodasat is. A megfeleld aktiv szerkezet
kialakitasaban fontosak a TMD-k, az N-terminalis GxxxG motivum 4altal medialt
eltavolodasat és a JM-A szegmensek membrannal valo kapcsolddasanak szétvalasztasat
eredményezi. Az ECD jelenléte az N-terminalis motivumokon keresztiili TMD dimer
formaciot gatolja, mivel tavol tartja a hélixek N-terminalis végeit egymastol. Ligandk6todés
a TMD-eket, lehetdvé téve az aktiv TMD dimer, ezéltal a kindz aktivacio l1étrejottét.

A dipdlpotencial jelentésen befolydsolhatja ezt a folyamatot, egyrészt mivel a kordbban
leirtaknak megfeleléen elésegitheti a TMD-k N-terminalis dimerizacidos motivumainak
dipdlpotencidl pozitivitdsa ugyanis taszithatja a JM-A szegmens pozitiv aminosavait, igy
csokkentheti a gatlo konformaci6 stabilitasat. A dipdlpotencial novekedése pedig a taszitod
hatas fokozddasan keresztiil eldsegitheti a JIM-A membranba dgyazddasanak megsziinését,

crer

pedig a jelatviteli itvonalak beindulasat.
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6. A dipdlpotencial valtozasai, illetve az ennck hatasara a lipid-fehérje kolcsonhatasokban
bekovetkezd eltérések megvaltoztathatjdk az ErbB receptorok raft és non-raft membran
domének kozotti megoszlasat. Irodalmi adatok alapjan a lipidtutajok gatoljak az ErbBl
ligandkotését és a kivaltott jelatviteli folyamatokat, illetve az aktivacidé soran a receptor
kijuthat a raftokbol. Az altalunk kapott eredmények alapjan az ErbB2 EGF altali aktivacioja
preferencialisan a lipidtutaj doméneken kiviil torténik és a dipdlpotencial novelése ezt a
jelenséget utanozza. Ezek alapjan pedig a receptorok dipolpotencial indukalt redisztribucioja
szintén novelheti azok asszociaciojat és serkentheti azok jelatvitel folyamatait.

A fentebb leirt mechanizmus(ok) hatasara az ErbB monomerek dimerizacios hajlama
megnd a dipolpotencidlt noveld kezelés hatdsara, igy tobb monomer lesz képes homo- ¢és
heterodimerek 1étrehozasara novekedési faktor stimulacio esetén. Emiatt az ErbB1-ErbB2
mivel azok a megnovekedett dimerizacios hajlammal rendelkez6 monomerekbdl alakulnak ki.

A dipdlpotencidl jelentds lehet tumorok kialakuldsdban és kezelésében is. A tumoros
sejtekre jellemzd a lipidtutajok megnovekedett siiriisége és mivel a dipolpotencial nagyobb ezen
régiokban, ez hozzajarulhat a receptor tirozin kinazok aktivacidjahoz. Ez magaban foglalja
annak a lehetdségét, hogy a dipdlpotencidl csokkentése a jelatviteli folyamatok gyengitésén
keresztiil akar terapias szempontbol is hasznosithato lehet. Megfigyeléseink azt hangsulyozzak,
hogy a dipolpotencial hatasait nem szabad figyelmen kiviil hagyni olyan esetekben, amelyekben

a membrankornyezet receptor klaszterizacidjara gyakorolt hatasait elemzik.

5.2. Adipolpotencial és a lipidtutajok kapcsolata

Irodalmi adatok alapjan a koleszterin, a membran tomorsége, valamint a lipidek
rendezettsége mind befolyasolja a dipolpotencialt, igy indokoltnak tlinik az a feltételezes, mely
szerint a dipdlpotencial nagysaga kiilonbozhet a modellmembranok folyékony rendezett
doménjeihez hasonlo, raftszerli membran mikrodoménekben és a membran egyéb régidiban. Bar
erre utald megfigyeléseket leirtak modellmembranokban, illetve indirekt vizsgélatokkal
felvetették €106 sejtekben is, a korrelaciot még soha nem bizonyitottak direkt és kvantitativ modon
€16 sejtek membranja esetén. Kisérleteink mésodik fazisaban ezért célul tiiztiik ki, hogy (a)
bizonyitsuk a dipdlpotencial nagysaganak eltéréseit a lipidtutajokon beliil és kiviil; (b) becsiiljiik
ezen eltérés nagysagrendjét; (c) vizsgaljuk, hogy az anyagcsere-betegségekben (példaul
Gaucher-kérban) a sejtmembran lipid dsszetételében bekovetkez6 eltérések milyen mértékben

befolyasoljak a dipolpotencial nagysagat.
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Méréseink soran harom kiilonboz6 lipidtutaj-marker fluoreszcenciaja (GFP-GPI,
fluoreszcensen jelzett koleratoxin B alegység és rendezett koleszterin domén ellenes antitest) €s
az elektromos erdtér érzékeny festékek (di-8-ANEPPS és F66) dipolpotencial szenzitiv
intenzitasardnyai kozotti Pearson-féle korrelacios koefficiens kvantitativ meghatarozasa
segitségével bizonyitottuk, hogy a dipolpotencial pozitivan korrelalt a raftok jelenlétével. A
dipdlpotencial lipidtutajokon beliil és kiviil tapasztalhat nagysaga kozotti eltéréseket fiiggetlen
modon megerdsitették azon kisérleteink, amelyek sordn a non-raft doméneket jeloltiik
fluoreszcensen jeldlt transzferrin segitségével és azt taldltuk, hogy a dipdlpotencial
szignifikdnsan gyengébb a transzferrinnel jelolt nem-tutaj régiokban. Ezen eredményeink
szignifikancidjat két modon is meghataroztuk. A metodikai szignifikancidt megerdsitette az a
tény, hogy a korrelacios koefficiensek mindig a korrelacié feltételezett hidnya esetén szamitott
95%-o0s konfidenciaintervallumon kiviilre estek. A bioldgiai szignifikancia ellendrzése céljabol
két ismert lipidtutaj-marker, a GFP-GPI és a fluoreszcensen jelzett koleratoxin B alegység kozott
is meghataroztuk a korrelacios koefficiens nagysagat. Mivel a tutaj jelolok és a dipolpotencial
kozotti  korrelacidos  koefficiensek értéke 0Osszemérhetd volt a pozitiv kontroll esetén
tapasztaltakkal, lesziirhet6 a kovetkeztetés, hogy a korrelaciok erések és bioldgiai szempontbodl
relevansnak tekinthetdk.

A dipolpotencial-szenzitiv fluoroforok intenzitdsaranyainak a lipidtutajokon beliili,
illetve kiviili részeken elkiiloniilten torténd meghatarozasa lehetdséget nyujtott arra, hogy a
dipolpotencial nagysagaban a tutajfiiggd novekedés mértékét megbecsiiljiik. Mivel a di-8-
ANEPPS gerjesztési intenzitas aranyaban bekovetkez6 15%-os valtozas a dipdlpotencial kb. 100
mV-os eltérését jelenti, az excitacios arany ~7%-os kiilonbsége, amelyet a lipidtutajok és az
azokon kiviili membran régiok kozott figyeltiink meg, a dipdlpotencial nagysagrendileg 50 mV-
os differenciajat mutathatja. A dipdlpotencial raftokban megfigyelhetd ndvekedésének
becslésére egy fliggetlen modszer lehet, ha 6sszehasonlitjuk a 6-ketocholestanol kezelés, illetve
a lipidtutajok jelenlétének hatasara bekovetkezd valtozasok mértékét a fesziiltségszenzitiv
indikatorok emisszids aranya esetén. E célbol az F66 hasznalataval meghataroztuk a
dipolpotencial mértékét, illetve annak 6-ketocholestanol kezelésre torténd valtozasat a raftokon
beliil, illetve kiviil. A vegylilet hatasara az F66 emisszids arany ~35%-kal csokkent mind a
tutajokon beliil, mind pedig azokon kiviil, arra utalva, hogy a szterolszarmazék dipdlpotencialra
gyakorolt hatdsa megegyezik a raft mikrodoménekben és az egyéb membran régidkban. Kordbbi
méréseink alapjan a 6-ketocholestanol alkalmazasa a di-8-ANEPPS gerjesztési arany ~25%-0s
novekedését eredményezte, amely az irodalomban leirt kalibracié szerint a dipdlpotencialban

bekovetkez6 ~160-170 mV-os valtozasnak felelt meg. Azt feltételezve, hogy az F66 emisszids
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aranyban a 6-ketocholestanolra bekdvetkezd 35%-os valtozds a dipolpotencial nagysagaban
mintegy 160-170 mV-os eltérést jelent, az F66 fluoreszcencia intenzitasarany ~20%-0S
kiilonbsége a lipidtutaj mikrodomének és a membran egyéb régioi kozott ~100 mV-0s
dipolpotencial kiilonbséggel ekvivalens. Ha tekintetbe vessziik a dipolpotencidl szamitott, illetve
mért értékeinek variabilitasat az irodalomban, a fenti két becslésiink altal meghatarozott értékek
elfogadhatd mértékii egyezést mutatnak.

Bar a harom lipidtutaj-marker, azaz a GFP-GPI, a CTX-B és az anti-koleszterin antitest
¢s a két dipolpotencial érzékeny indikétor, a di-8-ANEPPS és az F66 kozotti korrelaciok
egyértelmiien azt mutattak, hogy a dipolpotencial szignifikansan erésebb a lipidtutajokban, a
PPZ8 festékkel nyert eredmények a tobbi fluoroforral kapott adatokkal jelentds ellentmondast
mutattak. Ezen ellentmondas magyarazatahoz figyelembe kell venniink a 3-hidroxiflavon
festékek fotofizikai paramétereit. Ezen fluoroforok kétféle kiilonb6z6 alapallapotban fordulnak
eld: 1) egy hidrogén-kotott (hidralt, H-N); és 2) egy nem-hidrogén-kotott alakban. Utobbi forma
ESIPT reakcion megy keresztiil, amely eredményeképpen az emisszid az igy létrejove két
kiilonb6z6 molekularis allapot, egy normal (N*) és egy tautomer (T*) varidns relaxaciojabol
szarmazik. Az N* ¢és T* formék emisszidinak aranya a dipdlpotencidlra érzékeny. A
dipolpotencial mellett azonban mas tényezok is befolyasolhatjak a 3-hidroxiflavon festékek
fluoreszcencidjat: 1) a H-N forma relativ hozzajaruldsa a membran hidracidjatol fiigg, vagyis
attol, hogy a viz molekuldk milyen mélységbe tudnak penetrdlni a membranban és ott az
indikatorral hidrogén-kotéseket létesiteni; 2) a membran hidriacidja mindharom molekularis
forma fluoreszcencidjanak kioltasat eredményezheti. Az F66 esetén a dipolpotencidl novekedése
a T* forma emisszidjanak relativ novekedéséhez vezet az N* karara. Ezen valtozasok hatésai
mellett azonban fontos tényez6 még az is, hogy a lipidtutajokban a csokkent viz indukalta
fluoreszcencia kioltds mindhdrom forma esetén erdsebb fluoreszcenciat eredményez. A 3-
hidroxiflavon festékek esetén a dipdlpotencidl-szenzitiv intenzitdsaranyt gy szamitjuk, hogy az
alacsonyabb hulldmhossztartomanyban mért emisszidt osztjuk a magasabb tartomanyban kapott
intenzitassal. Mind a N*, mind pedig a H-N forma az alacsony hulldmhossztartoméanyba esd
emisszidhoz jarul hozzd. Az F66 esetén az emisszids arany varhatéoan negativan korreldl a
dipdlpotencial nagysagéaval, vagyis az alacsonyabb hulldmhossztartomanyhoz tartozo
emisszionak csokkennie, mig a magashoz tartozonak ndnie kellene. Mivel mind a N*, mind
pedig a H-N forma hozzajarulasa csokken az alacsony hullamhossztartomanyban, az emisszios
arany a varakozasoknak megfelelden valtozik.

A PPZS8 viselkedése azonban két szempontbol is eltér: 1) egyrészt az alacsony

hulldmhossztartomdnyban az indikatornak alig van érdemi emisszidja, amely potencialisan
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problémassa teszi a hattér intenzitas levonasakor a korrekcio mértékének meghatarozasat és igy
a specifikus fluoreszcencia intenzitas becslését; 2) masrészt a lipidtutajokban a magasabb
dipolpotencial és az alacsonyabb hidracio varhatéan ellentétes eldjellel valtoztatja a N* ¢s H-N
formak relativ hozzéjarulasat. Mivel a raftokban a dominans T*-nek megfeleld sdvban az
emisszi6 mértéke nd a csokkent viz indukalt kioltds miatt, PPZ8 esetén az alacsonyabb
hullamhossztartomanyba esé emisszionak jelentdsen novekedni kellene ahhoz, hogy az
emisszids arany a vart pozitiv korrelaciot mutassa a lipidtutajok magasabb dipolpotencialjaval.
Az alacsony hulldmhossztartoményban azonban a PPZ8 intenzitasa nem emelkedhet ehhez elég
erdteljesen az 1) és 2) pontok miatt.

A dipélpotencidl nagysagrendjét altalaban a 200-500 mV tartoményba teszik a
kiilonb6z6 modszerekkel végzett vizsgalatok. Mivel a dipolpotencial mértékének kiilonbsége a
lipidtutajok, illetve az egyéb membran régiok kozott becsléseink szerint 50-100 mV koriilinek
mutatkozott, ez a differencia elég nagy lehet ahhoz, hogy szignifikansan befolyéasolja azon
membranhoz kapcsolodd jelenségeket, amelyekben fehérjék is kozremiikodnek, igy a
membrantranszport, jelatvitel és membran trafficking folyamatait, illetve az azokban
tapasztalhato kiilonbségeket aszerint, hogy raft vagy non-raft mikrodoménekben mennek végbe.

A lipidosszetételben €s a membranrendezettségben tapasztalhatd kiilonbségek a
dipdlpotencialt és a membranhoz kotddd jelenségeket nemcsak fizioldgias allapotok, hanem
betegségek esetén is képesek befolyasolni. A Gaucher-kor egy in vitro modelljében a kialakulo
szfingolipid eltérések kovetkeztében létrejové dipolpotencidl-emelkedés nagysagrendje
hasonlonak bizonyult, mint a lipidtutajok és az egyéb membran régiok dipdlpotencialja kozott
talalt kiilonbség mértéke. Mivel az altalunk hasznalt in vitro modell esetén a membran
koleszterin- és szfingolipid-tartalmaban megfigyelhetd eltérések mértéke hasonlé ahhoz, mint
amelyeket egy kondicionalis gliikocerebrozidaz knock-out egér modellben talaltak, a kapott
eredmények arra utaltak, hogy altalanossagban human betegségekben, illetve kiilonds tekintettel
a Gaucher-kérban a sejtmembran lipidtartalmaban megfigyelhetd patologias valtozasok a
dipolpotencidl nagysagénak szignifikdns eltéréseit eredményezhetik. Ezek pedig a
membranfehérjék funkcidinak jelentés modositdsai révén hozzédjarulhatnak a betegségekben
megfigyelhetd tlinetek kifejlédéséhez is.

Kisérleteink masodik fazisaban kimutattuk, hogy a dipdlpotencial szignifikansan
nagyobb a lipidtutajokban a membran egyéb régioihoz képest. A kiilonbség elég lehet ahhoz,
tutajokba keriilnek, illetve elhagyjak azokat, igy a lipidtutajok jelenlétéhez kotheté hatasok

1étrejottéhez hozzajarulhat a raft mikrodoménekben megfigyelheté emelkedett dipdlpotencial is.
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6. Osszefoglalas

A membranpotencial legkevésbé ismert komponense, a dipdlpotencial, a membran alkotd
lipidek karbonil csoportjainak és a membranhoz asszocialodé vizmolekulak dipol
momentumainak rendezett orientacioja révén alakul ki. Az egyéb membranpotencialoknal joval
erésebb elektromos erdteret general, befolyasolva szamos fehérje transzmembran doménjének
(TMD) fesziiltségfiiggd konformaci6 valtozasait. Bar az ErbB receptorok aktivacidja az
intermolekularis kolcsonhatasok altal medialt oligomerizacion keresztiil zajlik, a TMD szerepe
ismeretlen a folyamatban. Bar a dipdlpotencial megvaltoztathatja a transzmembran peptidek

Kisérleteink soran aramlasi citometrias FRET mérések és konfokalis mikroszkopos
felvételeken végzett N&B analizis segitségével kimutattuk, hogy a dip6lpotencial ndvekedése
feler6siti az ErbB1 és ErbB2 receptorok kozotti homo- és heteroasszociaciok EGF hatasara
bekovetkez6 novekedését. Ezen hatasok még jelentdsebbeknek bizonyultak a TMD-ben egy
aktivalo Val — Glu mutéciot hordozé ErbB2 (NeuT) esetén. A receptorok jelatviteli kapacitasa
korrelalt a dipolpotencial nagysagaval. A dipolpotencial ndvekedése csokkentette az EGF ErbB1
iranti affinitasat, igy a ligand felersitett hatasai csokkent receptortelitettség mellett kovetkeztek
be. Eredményeinkbdl arra kovetkeztettiink, hogy a megnovekedett dipdlpotencial altal indukalt
dimerizacié a TMD-n keresztiil a receptorok aktivacidjahoz vezet az ECD-k és TMD-k kozotti
kolcsonhatasok altal stabilizalt dimerekben. A  dipolpotencial az ErbB receptorok
klaszterizacidjaban permissziv szerepet tolthet be és a lipidtutajok receptor tirozin kindzokra
gyakorolt hatdsai mogott részben a dipdlpotencial allhat.

Elméleti megfontolasok ¢és modellmembranok vizsgalatabol szarmazod kozvetett
kisérletes bizonyitékok alapjan a dipdlpotencial nagysaga magasabb lehet a lipidtutajokhoz t6bb
szempontbol hasonlitdo folyékony rendezett doménekben. Harom kiilonb6z6 dipolpotencialra
érzékeny fluorofor és négy kiilonbozo raft, illetve non-raft marker segitségével konfokalis
felvételek kvantitativ elemzése soran €16 sejtek esetén is bebizonyitottuk, hogy a dipdlpotencial
magasabb a tutajokban a membran egyéb régioihoz képest. A kiilonbség elég jelentdsnek tlinik
ahhoz, hogy a fehérjék TMD-jeinek konformacidja kiilonboz6 legyen a raft és non-raft
régiokban. A Gaucher-korra jellegzetes, szfingolipidekben gazdag ¢és kontroll sejtek
dipolpotencialjanak Osszehasonlitdsa sordn hasonldé mértékli eltérést tapasztaltunk, amely a
megfigyeléseink patofiziologiai jelentdségére utalhat. Eredményeink megerdsitették, hogy €l
sejtek membranjaban a dipolpotencial lateralis heterogenitasa korrelal a lipidtutajok jelenlétével
¢s a sejtmembran lipid Osszetételében bizonyos betegségek esetén bekovetkezd eltérések a

dipolpotencial jelentés megvaltozasat eredményezhetik.
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