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1. Bevezetés

1.1  Sejtpenetralé peptidek (SPP)

A daganatos ¢s mas nehezen gyodgyithatdé betegségek kezelésében a biotechnologia és az
orvostudomany egyarant arra torekszik, hogy a gydgyszermolekuldk célba jutdsanak
hatékonysagat noveljék. A legtobb hagyomanyos kemoterapids szer, mint a ciklofoszfamid
vagy a paclitaxel, konnyen atjut a sejtek membranjan, de sok uj, intracelluldris vagy
intraorganellaris strukturakat megcélzd molekuldk szamara a kettés foszfolipid réteg
athatolhatatlan akadalyt képez. Ennek oka a membran bels6 hidrofob rétege, ami szelektiven
gatolja a nagyobb, polaris molekuldk bejutasat. Emellett a daganatterapidk hatékonysagat a
sejtspecifitas hidnya is korlatozza. A kis, elektromosan semleges vagy nem polaris molekulak,
mint az oxigén vagy a szén-dioxid, kdnnyen atjutnak a membranon, mig az ionos vagy hidrofil
részecskék csatorndkon és transzportfehérjéken keresztiil jutnak be. A 500 Da-nal nagyobb
makromolekuldk, mint a peptidek, fehérjék vagy nukleinsavak azonban nem képesek spontan
atjutni a membranon, és aktiv vagy facilitalt transzportmechanizmust igényelnek. Ezen
kihivasok lekiizdésére szamos modszert fejlesztettek ki, példaul liposzomak, nanorészecskek,
virusvektorok vagy elektroporacio segitségével.

Az egyik legjelentOsebb attorést a sejtpenetrald peptidek felfedezése jelentette. Ezek az
oligopeptidek 8-30 aminosavbol allnak, és képesek kozvetleniil atjutni a sejtmembranon vagy
endocitdzissal bejutni a sejtekbe. Az els6 ilyen peptideket természetes fehérjék sejtekbe valod
bejutasi képessége alapjan azonositottdk, mint példaul a HIV-1 TAT fehérjéjébdl szarmazéd
TAT48-60 szekvenciat, vagy a Drosophila Antennapedia transzkripcios faktorabdl szarmazo
penetratint. Derossi és munkatarsai irtdk le a rovid, 16 aminosavbdl 4ll6 peptid, a pAntp(43-
58), mds néven penetratin, transzlokacios tulajdonsagait, amely megfelel az Antennapedia
homeodomén harmadik hélixének. Néhany évvel a TAT ¢és az Antennapedia homeodomén
sejtbe valo bejutasi képességének felfedezése utdn szdmos olyan peptidet azonositottak,
amelyek hasonl6 transzlokacios képességekkel rendelkezik, ezeket dsszefoglalé néven SPP-
nek (sejtpenetrald peptidek) nevezik Az SPP-k jellemzden amfipatikus, hidrofob és kationos
tulajdonsagokkal rendelkeznek, amelyek meghatarozzék a sejtekbe valo bejutasukat. A terapias
alkalmazasokhoz ezek a peptidek kémiai modositasokkal tehetok még hatékonyabbd, ndvelve
stabilitasukat és szelektivitasukat. Felfedezésiik 6ta a sejtpenetralod peptideket egyre szélesebb
korben alkalmazzdk az alapkutatdsban kiilonféle sejttipusok esetén, mint hatékony

transzfekcids eszkoz, illetve transzlacios kutatasokban is jelen vannak. Ez utobbi teriileten a
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SPP-k kulcsfontossagunak bizonyultak egyes terapias modszerekben: gydgyszermolekulak
nehezen hozzaférhetdek, ezaltal fokozva a terapias hatékonysagot. igy tehat az SPP-k igéretes
gyogyszerhordozo rendszerré valtak, amelyek képesek a kiilonb6zd molekuldkat (fehérjék,
DNS, antitestek, kontrasztanyagok) alacsony citotoxicitas mellett a sejt belsejébe juttatni.

Annak ellenére, hogy az SPP-k hatalmas potencidllal birnak, a jelenlegi klinikai
alkalmazasukat korlatozza alacsony biologiai hozzaférhetdségiik, rovid felezési idejiik és

specifitasuk hianya.

1.2 Plazmamembran

A bioldgiai membranok kutatasa rendkiviil komplex teriilet, részben a molekularis felépitésiik
¢s szerkezetiik, részben pedig a mikodésiik széles skdldja miatt. A membranok
funkcionalitasanak sokféleségét a valtozatos megjelenésiik is mutatja: a nanométeres méretii
lipid-fehérje domének de akar a mikrométeres, ivelt vagy csdszerli strukturdkat alkotd
organellumok is el6fordulnak. A plazmamembran alapvetden egy kettds foszfolipid-rétegbdl
all, amely amfipatikus lipidmolekuldkbol épiil fel. Ezek a molekuldk egy hidrofil feji résszel
¢s egy hidrofob farki résszel rendelkeznek. A hidrofil fejek a membran kiilso, vizes feliilete
felé, mig a hidrofob farokrészek a membran belsd terébe rendezddnek. Ebbe a kettds rétegbe
agyazodnak be részben vagy teljesen a kulcsfontossagli transzmembran fehérjék, mint az
enzimek, receptorok ¢€s transzporterek. A lipidek sokfélesége, valamint a fehérjék és mas nem-
lipid elemek (pl. szterolok, szénhidratok) Osszetétele hatdrozza meg a membranok specifikus
biologiai funkciodit. A szénhidratok glikolipidek és glikoproteinek forméajaban vannak jelen.

A plazmamembranok klasszikus felépitését a tobb mint 50 éve kidolgozott Singer-Nicolson
"folyékony mozaik modell" irta le. Ez a modell azt feltételezte, hogy az eukariéta membranok
lipid kettés rétege egy rendezetlen, folyékony "tengert" alkot, amelyben a lipid- és
fehérjemolekulak kaotikusan helyezkednek el. Ez a gondolat évtizedekig meghatarozta a
membrankutatast, de egyben korlatozta is, mivel a modellt gyakran minden mas membranra is
alkalmazni probaltak. 2014-ben Nicolson maga is mddositotta az eredeti elképzelést, és egy
"dinamikus Osszetett modell" vagy "moédositott folyékony mozaik modell" nevet adott a
feliilvizsgalt elméletnek. Eszerint a sejthartydk valojaban szamos mikrodoménbol allo mozaik
komplexek, amelyekben a fehérje- ¢és lipidklaszterek rendezettebb, heterogén teriileteket
alkotnak. Ez a modositott szemlélet vezetett a "lipidtutajok" felfedezéséhez is. 1997-ben

Simons ¢és Ikonen javasoltdk a lipidtutajok koncepciojat: kis (10-200 nm), dinamikus,



szterolokban, gliko- ¢és szfingolipidekben gazdag teriiletek, ahol a lipidmolekulak stirisége

megnovekedett bizonyos fehérjék koriil. Fontos megjegyezni, hogy a plazmamembran

felépitése nem szolgal az Osszes tobbi membran alapjaul. Példaul a kloroplasztiszok és a

mitokondriumok membranjainak lipidosszetétele jelentdsen eltér a plazmamembranétol. A

plazmamembran egy komplex rendszer, amely kétrétegii lipidekbdl és fehérjékbdl all, amelyek

nanodoménekké szervezddnek. Bar mindkét réteg aszimmetrikus, a kozottiik 1évo kapcsolat

rendkiviil erds, amit az a megfigyelés is aldtdmaszt, hogy a kiilsé és belso rétegben kialakult

nanodomének tokéletesen megegyeznek. A plazmamembran lipidosszetétele rendkiviil

valtozatos, fligg a szervezettdl, sejttipustol, a sejtciklus allapotatol és a kdrnyezeti tényezoktol

is. A plazmamembrant meghatarozé doméneket 3 {6 csoportba sorolhatjuk:

1.

Membran lipidjei illetve a kapcsolddd ¢€s integrans membranfehérjék. A lipidek
Osszetétele: a plazmamembran f6bb lipidjei a glicerollipidek, szfingolipidek és szterolok.
Tovéabba a lipidmembran fehérjéket is hordoz. Elhelyezkedésiik alapjan két nagy
csoportra oszthatok: integrans membranfehérjék ¢és periféridss membranfehérjék. Az
integrans membranfehérjék a foszfolipid kettOsrétegbe agyazodnak, még a periférias
membranfehérjék (PMP-k) kozé tartoznak azok a fehérjék, amelyek kozvetleniil
kapcsolddnak a lipidmembranhoz, és a membran egyik oldalan helyezkednek el (valodi
periférias membranfehérje), valamint azok, amelyek kozvetetten, integrans
membranfehérjékkel vald kolcsonhatasok révén kotddnek (membran-asszocialt
fehérjék). A membran alkot6i nem egy homogén eloszlasu struktarat alkotnak, hanem
aszimmetria jellemzi azokat. Ennek kialakitasaban fontos szerepet toltenek be a
flippazok, a floppazok és a szkramblazok.

A lipidtutajok vagy nanodomének: lipidek asszimetrikus eloszlasa révén koncentralt
teriiletek, ugynevezett lipidtutajok vagy nanodomének jonnek létre. Az aszimmetria
kiilonosen a két réteg kozott figyelhetd meg: a citoszolikus oldalon tébb anionos lipid,
mig az extracellularis oldalon tobbnyire semleges lipid taldlhat6. Ez az aszimmetria
eltérd elektrosztatikus feliileteket hoz létre, amelyek befolydsoljak a fehérjék
membranhoz val6 kapcsolodasat és az integrans fehérjék aktivitasat. A lipidtutajok nem-
egyensulyi  struktirdk, hanem kiilonbozé 0Osszetételiiek: koleszterinben  ¢és
szfingolipidekben gazdagok, kapcsoldodhatnak hozzajuk palmitoilalt fehérjék (pl.:
ankyrin-G) ¢és GPI-hez horgonyzott fehérjék. Eltér6 méretben, valamint tér- és
idédinamikajii forméban létezhetnek egyszerre. Elettartamuk a mikroszekundumoktol,

¢s a milliszekundumokto6l, masodpercekig is terjedhet. Ez a sokoldalusag megerdsiti,



hogy a lipidtutajok jelentds atrendezddésen mehetnek keresztiil kiilonféle bioldgiai
ingerek hatasara.

3. Az aktin citoszkeleton és a membranhoz k&tddo fehérjék: az aktin filamentumokbdl allo
halézat a sejtmembran alatt helyezkedik el, és "racsként" funkciondlva osztja fel a
membran teriiletét kompartmentekre. Az aktin halozat fizikai keretet biztosit, amely
membranban helyezkednek el, és citoplazmatikus részeik gyakran iitkoznek az aktin
citoszkeletonnal. Ez az "{itk6zési" mechanizmus nem csupan a fehérjék mozgasat

crer

membran rendezett, nanodomén-alapu szervezddéséhez.

1.3 A sejtbe torténo bejutas: a direkt transzlokacio és az endocitozis

Kezdetben azt gondoltdk, hogy a sejtpenetrald peptidek (SPP-k) foként kozvetleniil
membranon keresztiil transzlokacidval jutnak be a sejtekbe. A kdzvetlen penetracid, mas néven
membran transzdukcio, egy egyediilalld, energiafiiggetlen folyamat, amely alacsony
hoémérsékleten és endocitozis-gatlok jelenlétében is végbemehet. Ez a bejutasi mod a pozitiv
toltésti sejtpenetrald peptidek (SPP-k) és a negativ toltésii membrankomponensek kozotti
kolcsonhatason alapul. Ezt az interakcidot a peptid bejutdsa koveti, amely atmeneti
porusképzddés vagy membran destabilizacié révén torténik. Két porusképzodési modellt irtak
le: toroidalis porusok ¢és hordd-nyilasit porusok. Méas mechanizmusok a membran
destabilizacigjan alapulnak: amelyet a ,,szOnyegszeri” modell és inverz micella mechanizmus
ir le.

Késébb azonban kideriilt, hogy bizonyos kisérleti mddszerek, mint példaul a sejtek fixalasa,
megkérddjelezik az eredményeket. A legujabb elfogadott adatok szerint a legtobb SPP ¢és SPP-
komplex esetében a fo bejutasi Gtvonal az endocitozis. Az endocitdzis egy természetesen
lejatszodo, energiaigényes folyamat, amely soran a sejt bekebelezi a kiils6 molekulakat.
Kiilonb6z6 tipusai vannak, példaul a makropinocitézis, valamint a klatrin- vagy kaveolin-
medidlt endocitdézis. A domindns utvonal a molekula méretétdl ¢és fizikai-kémiai
tulajdonsagaitol fligg. Mig a nem endocitikus Gton bejutd SPP-k kozvetleniil a citoszolba
kertilnek, addig az endocitozissal bekeriild peptidek az endolizoszomalis rendszerbe jutnak.
Ahhoz, hogy elérjék a célpontjukat €s kifejtsék biologiai hatasukat, ki kell szabadulniuk az
endolizoszomakbol, hogy elkeriiljék a lizoszomalis lebomlast. Az endolizoszomalis

kiszabadulas a hatékony intracellularis gyogyszerszallitas egyik legfobb korlatozo tényezdje.



Az SPP-k bejutasi mechanizmusa a kovetkezdképpen alakul: kotddnek a membranhoz
elektrosztatikus kolcsonhatas révén, mivel pozitiv toltéstieck, a membranfoszfolipidek pedig
negativak. Ezutdn konformdcidvaltozason mennek keresztiil (hélix szerkezet) és ennek
koszonhetéen a membranba integralodnak. Internalizaciojuk torténhet endocitdzissal vagy
direkt transzlokacio révén. A bejutast kovetden biztositjak az intracelluldris célhoz jutast: a
peptidek elérik a citoplazmat, magot vagy egyéb intracellularis célorganellumokat, és a
szallitott molekulat is célba juttatjak. A kutatdsok elérehaladtaval egyre tobb informacid gytilik
Ossze ezekrdl a folyamatokrol. Kimutattak, hogy az SPP-k ¢és a lipid kettds réteg kozotti
elektrosztatikus kolcsonhatasok konformacios valtozasokat idéznek elé a peptidekben, ami a

membranba valo beépiilést és a fizikai tulajdonsagok megvaltozasat vonja maga utéan.

1.4 A bejutast befolyasolé tényezdk: dipéluspotencial

A plazmamembranon keresztiil torténd toltéssel rendelkezd anyagok transzportjat haromféle
membranpotencidl befolyasolja: a transzmembran potencial, a felszini potencial és a
dipoluspotencial. A dipoluspotencial, egy a lipidmembran belsejében 1évo elektromos
potencial, amelyet a membranhoz asszocialt vizmolekulak ¢és a lipidek dipolusos
oldalldncainak kedvez6 elrendezddése hoz 1étre. Ez a potencial 200300 mV nagysagrendi,
ami tobbszordsen meghaladja a transzmembran potencialt, és erdssége elérheti a 108-10° V/m-
t. Ennek koszonhetden a dipoluspotencial jelentds hatast gyakorol a transzmembran fehérjék
legfontosabb meghatarozo6ja a membran koleszterin-tartalma. A koleszterin kdzvetlentil (sajat
dip6élusmomentuma révén) és kozvetetten is noveli a potencidlt, mivel fokozza a lipidek és
vizmolekuldk rendezddését, valamint modositja a membran dielektromos allandojat. Ezért a
potencial magasabb a membran lipidtutaj doménjeiben, amelyek gazdagok koleszterinben.

A sztatinok a HMG-CoA reduktaz gatlasaval csokkentik a sejtek koleszterinszintjét, ezaltal
csokkentik a plazmamembran dipdluspotencialjat is. Ezeket a gyogyszereket széles korben
alkalmazzak a magas koleszterinszint (hiperkoleszterinémia) kezelésére, mivel hatékonyan
csOkkentik a sziv- €és érrendszeri megbetegedések kockézatat. Az atorvasztatin példaul
hatékonyabb mas sztatinoknal, mivel alacsonyabb dézisban is képes ugyanazt az LDL-
koleszterin-csokkentd hatast elérni. Az atorvasztatin aktiv forméaban van jelen, szemben a
szimvasztatinnal vagy a lovasztatinnal, amelyek el6szor enzimatikus aktivalast igényelnek. Az
ismertetett elvek alapjan feltételezhetd, hogy a membranpotencialok befolyasoljak a pozitiv

toltéssel rendelkezd penetratin sejtbe jutdsat. Bar a kutatdsok szdma korlatozott, mar



kimutattak, hogy a transzmembran potencial nem fizioldgids mddon torténd megsziintetése
gatolja a pozitiv toltést SPP-k felvételét. Ez megerdsiti a membranpotencidlok kritikus

szerepét a gyogyszerek sejten beliili szallitdsaban.

1.5 Ligandumok

A plazmamembran nem csupan ellendrzott, félig ateresztd hatarfeliiletet alkot a sejt €s
kornyezete kozott, hanem szamos membranfehérjét is. Annak ellenére, hogy a transzmembran
jelatvitel elsé 1épése a ligandumok receptorokhoz valé kotddése, a hagyomanyos kutatasok
jellemzden a membran citoplazmatikus oldalan zajl6 folyamatokra — példaul a foszforilaciora
— 0sszpontositanak. A modern kvantitativ biofizikai modszerek azonban egyre inkdbb feltarjak,
hogy a receptorok oligomerizaciojanak bonyolultsagat, amelyet fehérje-fehérje
kolcsonhatdsok, membrandomének ¢és a citoszkeleton dinamikaja szabalyoz. Ugyanakkor
maga a ligandumkotés is nagy mértékii komplexitdst mutathat: a receptor affinitasa fiigg a
ligandum tipusatol, valamint attél, hogy a receptor dimer milyen kotott allapotban van, ami a
kotédés kooperativitdsahoz vezet. A novekedési faktorok kapcsolodasdnak tovabbi nehézsége
a plazmamembran bonyolult és dinamikus szerkezete. Ezt a szempontot sokaig figyelmen kiviil
hagyték, mivel még a kvantitativ elemzések is azon az egyszerisitd feltételezésen alapultak,
hogy a ligandum az extracelluldris térben homogén eloszlasu és egységes. A membran altal
befolyésolt ligandumkotddés vizsgalata kovetkeztében azonban szamos varatlan jelenséget
irtak le. Ilyen példaul a receptor latszélagos affinitds-ndvekedése, amelyet a receptorok
klaszterez6dése vagy a disszocialt ligandumok ujrakotédését segitd akadalyozott diffuzio
idézhet eld. Egyes esetekben még az a kiinduld feltevés is megd6lt, hogy az extracellularis
térben a ligandum koncentracioja egységes. A ligandum olyan molekula, amely specifikusan
kapcsolddik egy receptorhoz vagy mas biomolekuldhoz, és ezaltal biologiai valaszt idéz elo.
Ligandumok ko6zé sorolhatok a fehérjék, hormonok, gyogyszerek, neurotranszmitterek vagy

kisebb molekuldk is, amelyek a receptorhoz vald kotddés kovetkeztében modosithatjadk annak

crcr
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konformacids valtozasok meghatarozo szerepe is. Ez a konformaciovaltozas aktivalhatja vagy
gatolhatja a receptor miikodését, kozvetve pedig a sejtmitkddés szabalyozasat is befolyasolja.
A ligandum-receptor interakciok rendszerint reverzibilisek, ¢és kiilonféle nem kovalens
kolcsonhatasok altal jonnek Iétre. A ligandumok miikddésiik helye szerint lehetnek

intracellularisak, amelyek sejten beliilli receptorokhoz kotddnek (példaul 6sztrogén), vagy



extracellularisak, amelyek sejtfelszini receptorokon keresztiil hatnak (példaul inzulin vagy
neurotranszmitterek). Ligandumok ¢és célpontjaik kolcsonhatdsa szdmos kémiai és bioldgiai

folyamat alapjat képezi.

1.6  Sejtfelszini receptorok: receptor tirozin-kinaz csalad

A sejtfelszini receptorok a membranba vannak agyazodva: a sejt kiilso felszinén helyezkednek
el, de mégis a plazmamembranban talalhatok, és specifikusan megkotik a sejten kiviili, hidrofil
ligandumokat, vagy egyéb jelzémolekuldkat. A sejtfelszini receptorokat funkcidjuk és
miikddési mechanizmusuk alapjan négy {6 csoportba sorolhatjuk: ioncsatorna-kapcsolt
receptorok, G-fehérje-kapcsolt receptorok, enzimkapcsolt receptorok, ¢és az adhézios
receptorok (vagy szabalyozott intracelluldris jelatviteli receptorok). Az enzimkapcsolt
receptorok transzmembran fehérjék, amelyek ligandumkotd doménje a plazmamembran
extracellularis oldalan helyezkedik el. A citoszolikus résziik vagy 0ndlldo enzimatikus
aktivitassal rendelkezik, vagy kozvetleniil asszocidl egy enzimmel. Jellemzdjiik, hogy minden
alegységiik altaldban egyetlen transzmembran szegmenst tartalmaz. Ezeket a receptorokat
elsésorban az alapjan azonositottak, hogy milyen szerepiik van az extracelluléris ligandumokra
adott sejtvalaszok kozvetitésében, mivel kulcsfontossdgiak a sejtnovekedés, osztddas,
differencidlodas és thlélés szabalyozéasaban. Jelenleg hat 6 osztalyuk ismert: receptor tirozin-
kinazok, tirozin-kinaz-asszocialt receptorok, receptor-szerii tirozin-foszfatazok, receptor
szerin/treonin-kinazok, receptor guanilil-ciklazok és hisztidin-kinaz-asszocialt receptorok.
Mindegyik csoport sz¢éleskorii biologiai funkciokat 1at el. Ezek koziil a legnagyobb csaladot a
receptor tirozin-kindzok alkotjdk, amelyek ATP felhasznaladséval katalizaljak célfehérjék
meghatarozott tirozin oldallancainak foszforilacigjat.

A receptor tirozin-kinazok aktivacioja a ligandum extracellularis doménhez valo kotédésével
indul. A tirozin-kindzok rendellenes aktivacidjanak gatlasa, amelyet okozhat talzott expresszio,
mutacié vagy autokrin stimulécio, napjainkban a rakterapids kutatasok egyik kozponti eleme.
Szamos terapias szer fejlesztése iranyul kifejezetten ezen koros jelatviteli mechanizmusok
blokkolasara. A receptor tirozin-kindzok sajatossaga, hogy egyszerre mikddnek sejtfelszini
transzmembran receptorokként és kindz aktivitdssal rendelkezd enzimekként. Szerkezetiik
harom f6 részbdl épiil fel: egy tobbdoménes extracellularis ligandumkotd régiobol, egy
egyszeres hidrofob transzmembran hélixbol, valamint egy citoplazmatikus doménbdl allnak. A

kinaz doménhez mind az N-terminalis, mind a C-terminalis végen szabalyozd szekvencidk



kapcsolddnak. A receptor tirozin-kinazok aktivacidja soran a ligandum koétdédése dimerizaciot
indukal, amely lehetévé teszi a citoplazmatikus régiok kolcsonds transz-foszforilaciojat.
Az elséként azonositott receptor tirozin-kindz az epidermalis novekedési faktor receptor

(EGFR) volt.

1.7 Az epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR) és az ErbB2

Az epidermalis novekedési faktor receptor az ErbB receptorcsalad tagja, amely a receptor
tirozin-kindzok szupercsalddjaba tartozik. Az ErbB csaldd négy receptort foglal magaban:
EGFR (maés néven ErbB1 vagy HER1), ErbB2 (HER2/Neu), ErbB3 (HER3) és ErbB4 (HER4).
Az EGFR egyetlen transzmembran doménnel rendelkezd fehérje, amely tobb strukturélis
elembdl all: extracellularis ligandumkoté doménbdl, transzmembran régiobol, juxtamembran
szegmensbol, kinaz doménbdl, valamint egy C-terminalis szabalyozo6 ,,farokbol”. Az EGFR
tobb sejten beliili jelatviteli Gitvonalat is képes aktivalni, tobbek kozott a Ras/Rat/MAP-kinaz
utvonalat. Aktivacigjat kiilonbozd extracellularis ligandumok valtjak ki, mint példaul az
epidermalis novekedési faktor (EGF). Az EGFR volt az egyik els6 olyan receptor, amelynél a
ligandum-indukalt dimerizacidjat, a transzmembran jelatvitel alapvetd molekularis
mechanizmusaként irtak le. Maga az epidermalis novekedési faktor egy 53 aminosavbol
felépiild polipeptid, amely a ndvekedési faktorok egyik legjelentdsebb képviseldje. Hatdsat egy
kortilbeliil 170 kDa tomegli plazmamembran-receptoron, az EGFR-en keresztiil fejti ki. Az
EGF ¢és az EGFR szoveti koncentracioit endokrin faktorok — példaul pajzsmirigyhormonok,
Osztrogén, tesztoszteron ¢és ndvekedési hormon — modulaljdk, ami arra utal, hogy ezen
hormonok bizonyos novekedési és fejlodési hatasait az EGF kozvetitheti.

Az ErbB2 egy transzmembran tirozin-kindz, amelynek talzott sejtfelszini expresszidja
Osszefligg a tumorgenezissel €s az emlorak esetén tapasztalt, kedvezdtlen prognodzissal. Az
ErbB2 6nmagéban nem képes ligandumkotésre, hanem elsdsorban ligandum altal aktivalt
testvérreceptorok preferalt heterodimerizacidés partnereként miikodik, amivel felerdsiti a
mitogén jelatvitelt. Ez a sajatossdg szerkezetileg az extracelluldris domén ,nyitott”
utanozza. Az ErbB2 endocitikus forgalménak értelmezésére két, egymassal ellentétes modell
szliletett. Az egyik szerint az ErbB2 hatékonyan reciklal a bazélis endocitozist kovetden, és
ugyanezt a sorsot biztositja az aktivalt EGFR—ErbB2 heterodimerek szamara is. A masik
modell ugy véli, hogy az ErbB2-t tartalmaz6 dimerek a sejtfelszinen maradnak, és elkeriilik az

endocitozist. Mindkét megkozelités hangstlyozza az ErbB2 endocitikus forgalmanak
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fontossagat a normalis milkddés ¢€s a tulzott expresszidval Osszefliggd onkogenezis
szempontjabol. Bar az ErbB2 endocitézisanak kiemelkedd jelentdsége van a rakterapiaban, a
folyamat részletei kevéssé ismertek. Antitestvizsgélatok arra utaltak, hogy az ErbB2 hasonl6
modon képes indukélhatdé endocitikus degradéaciora, mint az EGF altal stimuladlt EGFR.
Ugyanakkor késobbi, kiméra receptorokon végzett kisérletek kimutattak, hogy az EGFR
egyediilallo, mert a tobbi ErbB receptor — beleértve az ErbB2-t is —ezzel a tulajdonsaggal nem
rendelkezik. Bizonyitast nyert, hogy az ErbB2 sejtfelszini készlete dinamikus: bazalis
endocitozison megy keresztiil, amelyet gyors ¢és hatékony reciklalas kdvet.

Ezen receptorok ¢és mechanizmusok vizsgalatai sordn gyakran alkalmaznak fluoreszcensen
jelolt ligandumokat a receptorok vizsgalatdhoz. A TAMRA-EGF egy ilyen molekula: az
epidermalis novekedési faktort a tetrametilrhodamin (TAMRA) fluoreszcens festékkel jelolik
meg. A jelolést helyspecifikusan, a fehérjébe beépitett TAMRA-aminofenilalanin segitségével
végzik, ami lehetévé teszi a pontos fluoreszcens kovetést, ezaltal az EGFR vizsgalatat

fluoreszcens mikroszkopia és mas fluoreszcencia-alapti modszerek segitségével.

1.8 Ligandum-koncentracié gradiens kialakulasa és annak vizsgalata FCS méréssel

Egyes paraméterek, mint példaul a ligandumok célreceptorhoz valé kotédési affinitdsanak
meghatdrozasara szolgadlod klasszikus egyenletek azon a feltételezésen alapulnak, hogy a
ligandumok szabadon diffundalnak, egyenletesen oszlanak el, és a receptor kozvetlen
kozelében a koncentraciojuk megegyezik az altalanos (bulk) vizes faziséval. Ugyanakkor
ismert, hogy a gydgyszermolekulak kdzvetlen kolcsonhatasba 1éphetnek a plazmamembrannal,
ami a receptorok kornyezetében a helyi ligandum-koncentracié novekedéséhez vezethet.
Azoknal a ligandumoknal, amelyek beépiilnek a lipid kettosrétegbe, felmeriilt, hogy a
membranban kialakul6 ,,raktdrak” miatt a helyi koncentracio jelentdsen meghaladhatja az
altalanos fazisban mérhetd értéket. A membranbol torténd ligandum-diffiizio, valamint a
membran ¢és a kornyezd vizes kozeg hatarfelilletén zajlé kolcsonhatasok szintén
hozzajarulhatnak ahhoz, hogy a ligandum koncentracioja a sejthartya kozvetlen kozelében
magasabb legyen.

Az fluoreszcencia-korrelacios spektroszkopia (FCS) modszer a fluoreszcens molekuldk
diffuzidja soran fellépd intenzitds-ingadozasokat detektalja egy kis (~0,25 fL) konfokalis
térfogatban, majd ezek autokorrelacids elemzése alapjan meghatarozhato a vizsgalt molekuldk
koncentracioja ¢€s diffuzids egylitthatdja. Az FCS a fluktudcio—disszipacio tételen alapul, és

lehetdséget nyuajt a fluoreszcensen jelolt molekuldk kinetikai és termodinamikai
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tulajdonsagainak vizsgalatara oldatban. A modszer alapja a detektalt fluoreszcencia-intenzitas
spontan ingadozasainak elemzése: a fluktuaciok idobeli relaxéacidja a rendszer kinetikai
jellemzdire, mig amplitudojuk a termodinamikai paraméterekre ad informéaciét. Az FCS olyan
rendszerekben is alkalmazhato, amelyek tartésan staciondrius allapotban vannak akar
egyensulyi, akar nem-egyensulyi koriilmények kozott is. Bar ezen rendszerekben az atlagos
koncentracid6 hossza idon 4t allando, lokalis szinten folyamatosan fellépnek spontan
fluktuaciok a Brown-mozgéas (molekulak térbeli mozgasa) és a kémiai reakciok (Poisson-
folyamatok) kovetkeztében. A molekuldk folyamatosan belépnek és kilépnek a vizsgalt kis
térfogatbol, igy iddleges valtozasokat okoznak a helyi koncentracioban. Ha a molekuldk
fluoreszcensen jeloltek, ez a fluoreszcencia intenzitasaban is ingadozéasokat eredményez.

Az FCS miikodési elve azon alapul, hogy a fluoreszcensen jeldlt molekuldk a gerjesztd 1ézer
hatasara fluoreszcencia-fotonokat bocsatanak ki. Ezeket a fotonokat a mikroszkop objektivje
Osszegylijti, majd az optikai rendszer fel¢ tovabbitja. A visszaérkezd fény még tartalmazza a
gerjesztO sugarzast is, amelyet egy dikroikus tiikor valaszt szét: csak a hosszabb hullamhosszu
emisszids fotonokat engedi at. Az igy kivalasztott fény egy emisszids sziirén halad at, amely
biztositja, hogy a detektorhoz kizarolag a fluoreszcencia jusson. A jel ezt kdvetden belép a
konfokalis rendszer tiilyukéan (pinhole), amely kisziiri a fokuszsikon kiviilrél érkezé fotonokat,
igy rendkiviil kisméretli, femtoliter nagysagrendii detekcios térfogat jon 1étre. Végiil a fény
eléri a nagy érzékenységli lavinafotodiodat (APD), amely az egyes fotonokat elektromos jellé
alakitja, lehetévé téve a molekuldk szamabdl és mozgasabol szarmazod intenzitasfluktuaciok
rogzitését. A modszer kulcsa éppen ez a kis, pontosan definialt detekcios régio, amelyet a
konfokalis optika hoz Iétre. A fluoreszcencia-intenzitdsbol autokorrelacios fliggvényt
szamitanak kiilonb6zd iddeltolasokra, majd a kapott gorbét megfeleld elméleti modellekkel
illesztik. E modellezés révén meghatarozhatok a molekulak szdma, diffazios ideje, valamint
olyan paraméterek, amelyek a molekulék kiilonb6z6 kdlcsonhatasaira vagy allapotaira (példaul

triplet-allapot) utalnak.
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2 Célkitiizések

A membranjelenségek, a membran biofizikai tulajdonsagait és korforgasat tobb

szempontbol is vizsgaltam. A sejtpenetrald peptidek felvételére kifejtett hatasokkal

kapcsolatban az aldbbi célok megvalositasat tliztiik ki célul:

A dipdluspotencial, mint fontos membran-potencidl tényezd, megvaltoztatdsanak
révén a sejtpenetrald peptidek sejtbe torténd bejutasdnak hatékonysaganak
novelése
Az atorvasztatin alkalmazéséaval a sejtpenetracio ¢s az endoszomalis felszabadulas
novelése

Az endocitdzis, mint sejtbe torténd bejutdsi mechanizmus, szerepének feltarasa az

crer

crer

mértékének meghatarozéasa a sejtbe torténd bejutast kdvetden

A modositott ,,p”-penetratin  sejtbe  torténd bejutasi  hatékonysaganak
meghatarozasa

A ,,B”-penetratin ,,0nkioltasi” jelenségének mértékének meghatarozasa

A ,,B”-penetratin sejtfelvétele soran mért kiiszob-koncentracid meghatarozasa

A penetratin aggregacios képességének vizsgalata FRET méréssel

Az aggregacios képesség vizsgalata, annak fényében, hogy milyen hatassal van a

sejtpenetralo peptidek bejutasi hatékonysagara

Munkdm masodik fazisdban azt vizsgaltam, hogy az EGF, amely egy membran-

impermeabilis ligandum, a kotdédést kovetden, az igy eldidézett aktiv, membranhoz kapcsolddo

miukodései

révén, milyen hatdst gyakorol az extracellularis térben kialakulo

ligandumkocentracidra:

crer

Ligandum  koncentracidjanak = meghatarozasa,  fluoreszcencia-korrelacios
spektroszkopiaval (FCS), figyelembe véve a plazmamembrantol mért tavolsagot
Extracellularis matrix emésztésének kovetkezményei a membranforgalmat és a
ligandumkoncentraciot tekintve

Az ioncsatorndk hatdsa a membranforgalomra, és a tapasztalt membran kozeli

ligandumkoncentrécid csucsra
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e TAMRA-EGF koncentraciés gradiensének vizsgélata sejtek és orids plazma-
membran vezikulumok esetén

e BODIPY-alapu molekularis rotor alkalmazasa a viszkozitds mérése

3  Anyagok és mdédszerek

3.1 Sejtpenetralo peptidek bejutasi hatékonysaganak novelésére iranyulo kisérletek

3.1.1 Alkalmazott sejtvonalak

Kisérleteinket két kiilonboz6 sejtvonallal végeztiikk: MDA-MB-231 és SKBR-3

Az MDA-MB-231 egy human emlérdk sejtvonal, amelyet gyakran alkalmaznak a tripla-
negativ emldrak (triple-negative breast cancer, TNBC) modellezésére. A TNBC sajatossaga,
hogy hidnyzik benne az Osztrogénreceptor, a progeszteronreceptor é¢s a HER2 expresszidja,
ezért nem reagal sem a hormonalis terapidkra, sem a HER2-g4tlo kezelésekre.

Az SKBR-3 sejtvonal szintén human emldérak eredetii, és a HER2-pozitiv emlorak kutatasanak
egyik fontos modellje. Erre a sejtvonalra jellemzé a HER2 gén thlzott expresszioja, amely
Mindkét sejtvonalat a specifikacidjuknak megfeleloen DMEM tapoldatban tenyésztettiik,
amelyet 10% fetalis borjuszérummal (FBS), 50 pg/ml gentamicinnel és 2 mM L-glutaminnal
egészitettiink ki. A sejteket 37 °C-on, 5% CO:-t tartalmazo, termosztattal szabalyozott
inkubatorban novesztettiik sejttenyészté flaskakban, majd 2-3 naponta passzaltuk, a
konfluencia mértékétdl fiiggden.

A mikroszkopos mérésekhez a sejteket 8 lyukti kamrakban tenyésztettiik, amig el nem érték a
~80%-0s konfluenciat. Az 4ramlési citometrids vizsgalatokhoz a sejteket T-25 vagy T-75
méretl tenyésztd flaskakban novesztettiik, a sziikséges sejtszamnak megfeleléen. Ezekben az
esetekben a méréseket sejtszuszpenzidban végeztiikk Ehhez sziikség volt a sejtek eltavolitasara
a flaskdk aljarol amelyet tripszin-EDTA-PBS oldattal értiink el (0,05% tripszin, 0,02%
EDTA).

3.1.2 Sejtpenetralé peptidek

A penetratint kollaboracids partneriink, Mandity Istvan (Semmelweis Egyetem, Budapest)
szintetizdlta TentaGel R RAM gyantan. A peptidet a Merrifield-féle szilard fazisu szintézis
standard Fmoc kémidjaval allitottdk el6. A penetratin felét AlexaFluor532 N-
hidroxiszukcinimidil-észterrel egy ¢&jszakan at jelolték. A masik felét 5(6)-

karboxinaftofluoreszcein N-szukcinimidil-észterrel —reagéltattdk. A  jelolt peptideket
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deprotektaltuk, eltavolitottuk a gyantarol, majd sztiréssel és kicsapassal elokészitettiik a durva
termékeket. Tisztitdsukat preparativ reverz fazisi HPLC-vel végeztiik C18-o0s oszlopon, majd
fagyasztva szaritottuk. A termékek tisztasagat analitikai C18-os oszlopon végzett reverz fazisu
HPLC-vel ellendriztiik, mig a peptid hitelességét Bruker elektrospray ionizacios
tomegspektrometriaval igazoltuk. Ezekkel a moddszerekkel lehetéség nyilt a penetratin
modositott valtozatdnak vizsgalatara is. A tovabbiakban erre a peptidre a [B-penetratin
elnevezést hasznidlom; a szerkezetének publikdldsdra nincs lehetdség a tervezett

szabadalombenyjtas révén.

3.1.3 Dipoluspotencialt befolyasolé anyagok alkalmazasa

Kiilonb6z6 anyagok a membran dipdluspotencialjara gyakorolt hatasat vizsgaltuk: a floretin
csokkenti a dipoluspotencidlt a membranban, a 6-ketocholestanol ndveli a membran szterin
tartalmat ezaltal a dipdluspotencialt is. Mindezek mellett a pluronic-sav segiti a hidrofob
molekulak szolubilizacigjat. Az €16 illetve halott sejtek ardnyéanak feltérképezésére DAPI-t
alkalmaztunk. Az A MDA-MB231 és SKBR-3 sejteket eldszor a dipoluspotencial-modosito
oldatot 5 percre szobahdémérsékleten. Tovabba 2 kiilonbozé fluoreszcens festékkel jeldlt
penetratint hasznaltunk, az AlexaFluor 532-vel és Naftofluoreszceinnel jelolt penetratint 5 pM-
os koncentracioban. Az inkubacio 37°C-on ment végbe 20 percig, igy mar a kezeldoldatok
homérsékletét is noveltiik az alkalmazasukat megel6zéen. Mosasi 1épést kihagyva hajtottuk

végre a mérést BD FACS Aria III aramlasi citométer segitségével.

3.1.4 Az atorvasztatin hatasanak vizsgalata a dipoluspotencialra

Az atorvasztatin csokkenti a membran dipdluspotencialjat, annak kdszonhetden, hogy a szterol
tartalmat is csokkenti a koleszterin bioszintézis gatlasa révén. A MDA-MB231 ¢s SKBR-3
sejtek flaskaba helyezése utan 24 6raval, a sejteket atovasztatinnal kezeltiik. 4 koncentraciéban
alkalmaztuk az atorvasztatint: 1 nM, 10 nM, 100 nM, 10 uM, 48-72 6ras inkubacids idével. A
DAPI-t Ipg/ml koncentracidban, az AlexaFluor 532-vel és Naftofluoreszceinnel jelolt
penetratint 5 uM-os koncentracioban alkalmaztunk. Az inkubaci6 37°C-on 20 percen keresztiil
ment végbe. Mosasi 1épést melldzve, hajtottuk végre a mérést, az el6z0 kisérletekben leirtaknak
megfelelden, azonos gerjesztései és detektalasi koriilményekkel BD FACS Aria III dramlasi

citométerrel.
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3.1.5 Endocitozis gatlasa Dyngo4a dinamin inhibitorral

Az endocitozis gatlas kivitelezéséhez dyngo4a dinamin inhibitort alkalmaztunk, amely gatolja
a dinamin fiiggd endocitozist, melynek hatasara a fluoreszcensen jelolt sejtpenetrald peptidek
csak dinamin fiiggetlen endocit6zis, vagy direkt membranpenetracioval tudnak a sejtekbe
bejutni. A dyngo4a -t 4 kiilonb6z6 koncentracioban alkalmaztuk: 5 uM, 10 uM, 20 uM ¢és 40
uM, 15 perces inkubécids id6t alkalmazva. A dinamin inhibitor miikdését a Transferrin
AFDye 647 anyaggal kovettiikk nyomon, amelyet minden esetben 50pg/ml koncentracidbanban
hasznaltunk 15 perces inkubacios idovel. Az AlexaFluor532-vel és a naftofluoreszceinnel jelolt
hozz4 6ket, a DAPI- oldattal egyiitt. Ezt kdvetden a FACS Aria dramlasi citométer segitségével
kezdetben 5 mérési pontot detektaltunk, a késébbiekben ezt a mérési metodust folyamatos

mérésre cseréltik.

3.1.6 A sejtpenetralé peptidek lizoszomalis degradacidjanak vizsgalata

crer

vizsgaltuk, hogy a fluoreszcensen jelzett sejtpenetrald peptid a bejutast kdvetden kiszabadul az
endolizoszomalis rendszerbdl. Mennyiben a lizoszomakban reked és lebomlik, a szabadda valo
fluoroforok jutnak csak at az endolizoszomalis rendszer membranjan igy csak a festék
fluoreszcencia intenzitasa detektalhato a citoplazmaban. A kisérletet az E-64d nevii cisztein
oraig emellett, floretines kezelést is alkalmaztunk 10 percen keresztiil. A megfelel kezeléseket
kovetden az adott mintdkhoz hozzaadtuk a proteinaz inhibitort 10 mM-os koncentracioban. 5
perces inkubdacios 1d0 elteltével hozzaadtuk a fluoreszcensen jelolt sejtpenetrald peptideket és
DAPI-t tartalmaz6 oldatot a sejtekhez, majd azonnal elinditottuk a mérést az aramlasi

citométeren.

3.1.7 A PpB-penetratin sejtbe torténo bejutasinak viszgilata konfokalis lézer-pasztazo

mikroszkop és aramlasi citométer segitségével

A modositott B-penetratin sejtbe torténd bejutdsat szerettiik volna vizsgélni az a-penetratinnal
valo vizsgalatokat alapul véve, majd Osszehasonlitani az eredményeket. A kisérlet soran a
sejtek 8-lyuktl kamréban voltak letapadva. AlexaFluor532-vel és a naftofluoreszceinnel jelolt
penetratin-oldattal valé inkubaci6 20 percet, mig a DAPI-val val6 kezelés 5 percet vett igénybe,
azutan PBS segitségével kimostuk a felesleges fluorerszcens oldatot, majd a Zeiss LSM880

konfokalis 1ézer-pasztazd mikroszkop segitségével készitettiink képeket.
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Az é4ramlasi citométeres mérések esetén a sejtek sejtszuszpenzioban voltak, a kordbban

leirtakhoz hasonléan. Az AlexaFluor532-vel €és a naftofluoreszceinnel jellt penetratin

crer

segitségével végeztik.

3.1.8 A B-penetratin énkiolt6 tulajdonsaganak vizsgalata

A naftofluoreszceinnel jeldlt B-penetratinrdl kapott aramlési citorméterrel, ¢s mikroszkoppal
végzett vizsgalatok eredmények, jelentdsen eltérnek az AlexaFluor532-vel jeldlt penetratinhoz
képest. Ezen eltérések lehetséges magyarazataul szolgal a ,,self-quenching” avagy az dnkioltés
jelensége. Két kiilonbozé kozegben végeztik a méréseinket: PBS-ben, mint hidrofil,
trifluoretanolban (TFE), mint hidrofob kézeg. Mintdink tartalmaztak AlexaFluor532 szabad
festéket, AlexaFluor532-vel jelolt a és B-penetratint illetve naftofluoreszcein szabad festéket,
naftofluoreszceinnel jeldlt a és B-penetratint. Ot kiilonbdzé koncentracidju oldatot készitettiink
a mintakbol: 20 uM, 40 uM, 60 uM, 80 uM, 100 uM. méréseket a Yobin Yvon Fluorolog

spectrofluorométerrel végeztiik.

3.1.9 A penetratin felvételének kiiszobkoncentraciéjanak meghatarozasa

Két kiilonbozd sejttipuson alkalmaztuk az o illetve a modositott B-penetratin fluoreszcensen
jelolt valtozatdt. Az Alexa Fluor532-penetratin és az NF-penetratin  felvételét 7
koncentracioban vizsgaltuk: OuM, 100nM, 500nM, 1uM, 3uM, S5uM, 10uM. A mérést

aramlasi citometriaval vizsgaltuk inkubacios 1d6 nélkiil.

3.1.10 A penetratin aggregicios képességének vizsgalata FRET méréssel

A fluoreszcensen jelolt penetratinok aggregacios képességének feltérképezésére konfokalis
1ézer-pasztazd mikroszkop segitségével végeztiink FRET méréseket. AlexaFluor532-vel és
Cy5-tel jelolt penetratinokat alkalmaztunk: ezen fluoroférok jo parositast alkotnak a FRET
mérés szempontjabol. 20 percen keresztiill 37°C-on inkubaltuk a sejteket 5 uM donorral
(AlexaFluor532) jelolt és 5 uM akceptorral (Cy5) jelolt modositatlan (o) €s modositott B-

penetratinnal.
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3.2 Plazmamembran altal indukalt helyi ligandum-koncentraciés gradiensek vizsgalata

3.2.1 Alkalmazott sejtvonalak

A kisérletekhez két sejtvonalat alkalmaztunk: olyan CHO sejtekbdl hoztuk létre, amelyek
endogén modon nem expresszaltak ErbB fehérjéket. Az F1-4 sejtvonal stabilan GFP-vel jelolt
EGFR-t expresszal, és ezt alkalmaztuk az EGFR-specifikus hatasok jellemzésére mas ErbB
fehérjék befolyasa nélkill. Az F1-4 ErbB2 sejtvonalat az F1-4 sejtek tranziens
transzfektalasaval hoztuk létre CFP-vel jelolt ErbB2-vel, és ezt az ErbB2 egyiittes

expressziojanak esetleges hatasanak vizsgalatara hasznaltuk.

3.2.2 A fluoreszcens EGF sejtmembran kozelében lévé koncentracidjanak és diffuzios

alland6janak meghatarozasa a fluoreszcencia korrelacios spektroszkopiaval

Az F1-4 sejteket 10 nM fluoreszcensen jelolt TAMRA-EGF jelenlétében inkubaltuk, és a
membrantol szamitott minden 1 pm-es tavolsagban 20 pm-ig, majd minden 10 pm-nél egészen

100 pm-ig. A mérést Nikon-konfokalis és STORM szuperfeloldasti mikroszkoppal végeztiik.

3.2.3 A sejtmembran korforgasanak gatlasa

Ezt a gatlast egy haromkomponensii koktéllal értiik el, amely latrunculin B-t, para-amino
blebbistatint és mirisztoilalt dinamin inhibitor peptidet (DIP) tartalmazott, amelyek az aktin
polimerizaciot, a miozin €s a dinaminnal kapcsolatos aktivitast gatoltak. A kezeldanyagokat 5
uM, 50 uM és 50 uM koncentracioban hasznaltuk a membranforgalom gatlasara. A sejteket
ezekkel az anyagokkal 60 percig inkubaltuk 37°C-on, és az egész kisérlet alatt az emlitett

koncentracioban voltak jelen. A méréseket szintén FCS technika révén valositottuk meg.

3.2.4 Extracellularis matrix emésztése

Az extracellularis matrix emésztéséhez a sejteket 20 ug/mL kollagenazzal (C8176, Sigma- és
20 U/mL hialuronidazzal kezeltiik 90 percig 37°C-on. Majd az EGFR-t és ErbB2-t is kifejezd
F1-4 ErbB2 sejteket 10 nM TAMRA-EGF-fel inkubaltuk. A mérés a membrantdl kezdédden
100 pm-ig terjedt. 20 pm-en keresztiil minden mikrométeren, majd 100 pm-ig 10 um-enként
késziilt felvétel a plazmamembran felett. A méréshez a kordbbiakban hasznalt mddszert és

beallitasokat eszk6zoltik.
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3.2.5 Ioncsatornak blokkolasa

A sejteket naringeninnek kezeltiik annak érdekében, hogy a kétporusa ioncsatorna 2 aktivitasat
gatoljuk. A neringenint ImM koncentracioban 30 percig 37°C-on alkalmaztuk, és az inhibitor
az FCS mérés teljes iddtartama alatt jelen volt. Az FCS mérés az eddigiekben leirtak alapjan

zajlott.

3.2.6 GPMV-k kirnyezetében vizsgalt TAMRA-EGF koncentracios gradiensének

A GPMV-ket ozmotikus vezikulacioval allitottuk eld. A sejteket kétszer atmostuk hipotonias
mosopufferrel, majd 12 6rds inkubaciot alkalmaztunk 37°C-on, hipertonias vezikulacids
pufferrel. A GPMV-ket tartalmaz6 feliiluszot egy 8 lyuku poli-L-lizinezett kamraba osztottuk
szét. A vezikulumokat 10 nM TAMRA-EGF-vel inkubéltuk, ¢€s a konfokalis térfogatban 1évo
részecskeszamat (N) valamint a diffuzios egylitthatdjat FCS segitségével hataroztuk meg, az

eddigiekben leirtaknak megfelelden.

3.2.7 A viszkozitas mérése BODIPY-alapu molekularis rotorral

A moléris rotormolekuldk fluoreszcens ¢€lettartama a viszkoézus kornyezetekben megnd. Erre
alapozva 8-Phenyl-BODIPY 505/515-t adtunk az F1-4 ErbB2 sejtekhez, ¢és a festék

fluoreszcencia-€élettartamat mértik TCSPC moddszerrel mértik.

4 Eredmények

4.1 A floretin, a 6-ketokolesztanol és az atorvasztatin hatasa a dipoluspotencialra

A csokkent dipdluspotencidl szignifikansan fokozta mind a penetratin teljes sejtfelvételét, és

crer

crcr

koriilbeliil 50%-o0s novekedést eredményezett ebben a paraméterben. Ezzel szemben a 6-
ketokolesztanol, amely szignifikdnsan novelte a dipoluspotencidlt, statisztikailag nem
szignifikans hatast gyakorolt mind a penetratin teljes sejtfelvételére, mind az endo-lizoszomalis
felszabadulasara. Az MDA-MB-231 sejtek atorvasztatinnal valo kezelése 1 nM, 10 nM, 100
nM ¢és 10 uM koncentracidtartomanyban szignifikdnsan fokozta a penetratin endo-lizoszomalis
felszabadulasat, mikozben a teljes sejtfelvételre csak kis hatdssal volt. Ezzel szemben az
atorvasztatin SKBR-3 sejtekre gyakorolt hatdsa csekélyebb volt, és a kisebb koncentraciok

esetében (1 nM, 10 nM) nem érte el a statisztikai szignifikanciat, amely azzal magyarazhato,
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hogy e sejtvonal koleszterintartalménak csokkenése kisebb mértékli volt. Magasabb
atorvasztatin-koncentraciok esetén (100 nM ¢és 10 uM) atorvasztatin szignifikdnsan
csokkentette a penetratin teljes sejtfelvételét az SKBR-3 sejtekben. Ezt az eredményt a
sztatinkezelés altal gatolt endocitdzissal magyarazhatjuk. A penetratin endo-lizoszomalis
kompartmentbdl vald kilépésének mértéke szignifikdnsan magasabb volt ezekben a magas
atorvasztatin-koncentraciokkal kezelt sejtekben, még abban az esetben is, ha a teljes sejtfelvétel
alacsonyabb volt. Ezt alatdmasztja az, hogy NF/AlexaFluor532 intenzitdsardny majdnem a
kétszeresére novekedett, amely a penetratin endoszomakbol valéd kiszabadulasanak mértékeét

jellemzi.

4.2 A penetratin jellemzdéen endocitotikus utvonalakon jut be a sejtekbe

A Dyngo4a a dinamin inhibitora. Annak ellenére, hogy dinamin gatldsa nem feltétleniil
blokkolja az endocitotikus folyamatok minden tipuséat, ezek a kisérletek az endocitozis
dominans szerepére utalnak a penetratin felvételében. A kezeletlen sejtekhez viszonyitva az

inhibitor szignifikansan, 50%—-80%-kal csdkkentette a fluoreszcens penetratinok teljes

crcr

4.3 A penetratin lizoszomalis degradacioja megvaltoztatott dipoluspotencial mellett is

elhanyagolhaté

Annak érdekében, hogy meghatarozzuk, hogy a a lizoszomalis degradacié milyen mértékben
jarul hozza a naftofluoreszcein-fluoreszcencia novekedéséhez, a penetratin felvételi
kisérleteket aloxistan (E-64d), a lizoszomalis cisztein-proteazok inhibitoraval hajtottuk végre.
Az eredmények azt mutattdk, hogy a penetratin degradacidja nem jatszik jelentds szerepet az
altalunk megfigyelt fluoreszcenciaintenzitds-valtozasokban a 20 perces mérési iddablak
esetében. Ugy véljiik, hogy a jelentds mértékii lizoszomalis degradaciohoz a sejtekbe jutd
peptidek esetében hosszabb inkubacios 1d6 sziikséges. Megallapitottuk tehat, hogy a penetratin
elhanyagolhato, az atorvasztatin és floretin kezelés hatdsdra megvaltoztatott dipoluspotencial

kortilményei kdzott is.
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4.4 Az a-penetratin és a B-penetratin koncentraciofiiggoé felvételének vizsgalata konfokalis

1ézer-pasztazé mikroszkoppal és aramlasi citométerrel

A fluoreszcens penetratin-szarmazékok eloszldsdnak konfokalis mikroszkopos vizsgalata
korabban feltarta, hogy az AlexaFluor532-penetratin erds fluoreszcenciat mutat még azokban
az endoszomakban is, ahol az NF fluoreszcencidja kioltodik, ezéltal az NF sejthez kotott
fluoreszcencidja az endo-lizoszomalis kompartmenten kiviilrél szarmazik. Erre alapozva
feltételezziik: az AlexaFluor532-penetratin és NF-penetratin fluoreszcenciaintenzitasa valoban
a teljes sejtes penetratin-felvételt, illetve a sejten beliili, endoszoman kiviili mennyiséget
tikkroz. Ezt az eredményt szerettilk volna Osszevetni a [B-penetratinnal végzett kisérletek
eredményeivel is, illetve aramlasi citométeres mérésekkel is alatamasztani. Az AFDye532-
penetratin sejtes fluoreszcencidja aranyos a penetratin teljes sejtfelvételével. Az NF-penetratin
jellemzi, mig az NF- és AFDye532-jelolt penetratin intenzitasok aranya feltarja a sejten atjuto
peptid savas kompartmentekbdl vald kijutdsanak mértékét. A konfokalis mikroszkopos
képeken Jol lathatd, hogy a B-penetratin mindkét sejtvonal esetén tobb sejtben mutat homogén
eloszlast, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a hatékonyabb bejutds mellett, az
endolizoszomalis rendszerbdl is kijut. Ez kiilondsen az AlexaFluor532-vel jelolt penetratin
esetén figyelhetd meg.

Az aramlasi citométeres mérések eredményei is szignifikans kiilonbséget mutatnak az o €s a 3-
penetratin fluoreszcens intenzitasa, ezéltal a sejtbe torténd bejutas és az endolizoszomalis-
rendszerbdl valo felszabadulds tekintetében. Az eredmények tiikrozik a fluoreszcencia
intenzitasbol kovetkeztetett bejutasi hatékonysag eredményét: a P-penetratin koriilbeliil
négyszer akkora intezitas értékeket vesz fel mint az a-penetratin az AlexaFluor532-vel jelolt
mintakat tekintve, mindkét sejtvonal esetén. Tovabba a AlexaFluor532-vel jeldlt B-penetratin
fluoreszcencia intenzitasa, amelyek az a-penetratin fluoreszcencia intenzitasdhoz lettek
normalizalva, négyszer akkora értékeket vesz fel.

Tovéabba azonositottuk, hogy a penetratin cellularis felvétele koncentraciofiiggd folyamat,
amelyre 5 pM-os peptidkoncentracids hatarérték jellemzo. Az 5 uM-os kiiszobkoncentracio
eléréséig az intenzitas jelentdsen nem valtozik, de a kiiszobérték elérése utan a folyamat
robbands szertién aktivalodik, amelyet tobb tényezd okozhat: akdr a membranon vald
atjutashoz, akar az endocitdzis beinditasahoz elegendd mennyiségii peptidnek kell lennie a
sejtmembranban. E két jelenség akar erdsitheti is egymast, ami eldsegiti a kooperativitast

mutat6 koncentraciofiiggés megjelenését.
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4.5 A naftofluoreszceinnel jelolt penetratin onkioltast produkal

Az eredmények azt mutatjak, hogy a két festék koziil a naftofluoreszcein mutatja az dnkioltas
jelenségét, hiszen fluoreszcencia intenzitasa mind vizes kozeben (PBS), mind hidroféb
kozegben (TFE) elmarad a linearis Osszefliggés esetén varhatd értéktél amely a molaris
koncentraci6 és a fluoreszcencia intenzitds Osszefliggésébdl ered. A penetratinnal valo
konjugacié a naftofluoreszcein dnkioltd jellegét csokkentette (valoszinilileg az dnaggregacios
hajlam csokkentésén keresztiil), de a B-penetratinnal konjugélt naftofluoreszcein esetében
ismét jelentés mértékii onkioltas volt jellemzd. Ez arra utal, hogy a B-penetratin valdsziniileg
nagyobb aggregacids hajlamot mutat, mint az a-penetratin. Az AlexaFluor532 nem mutatott
jelentds Onkioltast sem szabad formaban, sem penetratinhoz konjugdlva (valdsziniileg az
Onaggregacio hidnya miatt), azonban az aggregacios hajlam felerdsitése miatt a B-penetratinnal

konjugalt AlexaFluor532 mar mind vizes, mind hidrofob kdzegben enyhe dnkioltast mutatott.

4.6 A B-penetratin aggregalodé képessége nagyobb

A méréseket FRET modszerrel hajtottuk végre: aAlexaFluor532-vel és CyS5-tel jelolt
penetratinokat j6 parositast alkotnak a mérés szempontjabol mivel spektralisan kompatibilisek.
Mivel a FRET csak akkor hatékony, ha a donor és az akceptor nagyon kozel vannak egymashoz
¢s a hatasfok molekuléris kdlcsonhatdsok révén nd, igy magasabb hatasfok esetén nagyobb
aggregacios képességet tulajdonithatunk az adott molekuldknak. Az eredmények szerint a [-
penetratin FRET hatéasfok értékei kdzel négyszer magasabb értékeket vesznek fel mint az o-
penetratiné. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a B-penetratin aggregacios képessége joval

nagyobb, mint az a-penetratiné, ami a bejutasi hatékonysaganak kulcsa lehet.

4.7 Fluoreszcens EGF koncentracidjanak és diffiizios allanddjanak meghatarozasa a

sejtmembran kozelében fluoreszcencia korreliciés spektroszképiaval

Az EGF koncentracioja a membran kdzvetlen kozelében egy cstcsot mutatott, amely kb. 5 um-
re terjedt ki a membrant6l, és amelynek maximalis koncentracidja haromszorosa volt a szabad
oldatban mérheté koncentracionak. Ez a membran-kozeli cstcs az F1-4 ErbB2 sejtekben is
megfigyelheté volt, az F1-4 sejtekben egy masodik, tdvolabbi EGF-csucs is megjelent,
amelynek nagysdga hasonl6 volt a membran-kozeli csucshoz, és a membrantol kb. 10-20 pm-
re helyezkedett el. A konfokalis térfogatban levo részecskeszam, és a diffuzios allando alapjan
a membranhoz kozel elhelyezkedd EGF koncentraciocstics nem mutatott 0sszefliggést a

diffuziés allandoval, mig az ErbB2-t koexpresszalo sejtek esetében megjelend membrantol
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tavoli EGF koncentraciocsucs egybeesett az EGF difftiziés allandojanak lokalis minimumaval.
Szamitasok szerint a diffuzios allando tapasztalt mértékii lokalis csokkenése elegendd a mért
EGF koncentraciocsucs kialakitasdhoz. Ezek alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a membrantol
tavoli EGF csucs a lokalisan korlatozott diffizié miatt jon 1étre, azonban a membranhoz kozeli

koncentraciocstics nem fligg 6ssze a korlatozott diffuzioval.

4.8 A sejtmembran korforgasanak gatlasa megsziintette a membrankozeli cstcsot

A haromkomponensii koktél amely latrunculin B-t, para-amino blebbistatint és mirisztoilezett
dinamin-ndvekedést gatld peptidet tartalmazott, megsziintette a membrankdzeli csticsot, de egy
masikat hozott 1étre helyette. Az utal arra, hogy ez az 1) membrankodzeli koncentracidcstics
mas, mint a korabban detektalt és hogy az 0j koncentraciocsucs kiterjedése nagyobb illetve a

difftizids egyiitthatoval negativan korrelal.

4.9 Toncsatornak blokkolasa szintén megsziintette a membrankozeli csucsot

A latrunculin, para-amino blebbistatin és mirisztoilezett dinamin-gatlo peptidet tartalmazo
koktéllal torténd kezelés eredménye arra utal, hogy ezen cstucs kialakulasdban a
membrankdrforgalom szerepet jatszik. Azonban az exocitdzis inhibitoraként széles kdrben
hasznalt monensin, nem tudta megsziintetni a membrankozeli ligandumkoncentracios csucsot.
Ez megmagyarazhatja azt, hogyan vezethet a membranforgalom — azaz az endocitozis ¢és
exocitdzis nagyon gyors egymadsutanja — membrankdzeli ligandumkoncentracids csucs
kialakulasahoz: az endocitalt tartalom azonnali vissza-exocitdzisa lehet a felelds, miutan az
endoszomak zsugorodéasa miatt koncentralodott. A kétporust ioncsatornak szerepet jatszhatnak
ebben a folyamatban igy az F1-4 ErbB2 sejtek naringeninnel kezeltiik, amely szignifikdnsan
csOkkentette a membrankozeli csics nagysagat, mikozben nem befolyasolta a membrantavoli
csucsot. Erdemes megjegyezni, hogy a membrantavoli cstics alakja ezekben a kisérletekben

némileg eltér a korabbiaktol.

4.10 GPMV-k koriil a ligandumkoncentraci6 teljesen homogénnek mondhato F1-4

sejtek esetén

A GPMV-k 6sszetételiik nagyban hasonlit a plazmamembranéhoz, ugyanakkor nem mennek
keresztil membranforgalmon. Az F1-4 sejtekbdl eldallitott GPMV-k koril a
ligandumkoncentracié teljesen homogénnek bizonyult, azonban az F1-4 ErbB2 sejtek

esetében membrankozeli cstcs jelent meg. Mivel ez a koncentracios csucs forditottan korrelalt
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a diffuzids egyiitthatoval, ezért helyileg gatolt diffizid hozhatta 1étre, amely a képzddésiik
soran a felszintlikre rakodé extracellularis matrix-komponensekbdl allhat. Ezek az eredmények
azt tamasztjdk ala, hogy a membrankdzeli EGF-koncentracios csucs létrejottéhez aktiv

membranforgalmat mutato6 €16 sejthartya sziikséges.

4.11 Extracellularis matrix emésztése megsziintette a membrantdl tavolabbi csucsot

crer

hialuroniddaz keverékével kezelt F1-4 ErbB2 sejtekben. Bar a kezelés megsziintette a
membrantol tadvolabbi cslicsot, egy nagyon erds ligandumkoncentracid-csticsot eredményezett
kozvetleniil a membran kozelében. Ez a nagymértékli koncentracidcstics szorosan egybeesett
a diffuzios egyiitthato jelentds csokkenésével, ami arra utal, hogy az elébbit az utdbbi
okozhatta. Ezt a jelenséget az extracellularis matrix enzimatikus lebontasdnak ¢&s

fragmentumainak plazmamembranon valo lerakodédsanak tulajdonitjuk.

4.12 A tavoli ligandumkoncentracio-csucsot a lokalis viszkozitas maximuma okozza

A BODIPY-alapu molekuléris rotor fluoreszcencia-¢lettartama a lokalis mikroviszkozitéast
jelzi. Sejtek hianydban a szenzor €lettartama allando volt a kozegben, mig F1-4 ErbB2 sejtek
membranja folott 10-20 pm-rel maximumot mutatott, jelezve a lokalis mikroviszkozités
novekedését. Kollagenaz és hialuroniddz kombinacioval kezelt sejtek esetében ez a magas
viszkozitasu régid a membran kozelébe helyezddott at hasonloan, ahogy a diffuzids egyiitthatd
lokalis minimuma kozvetleniil a membran f6l6tt volt az emésztéenzimekkel kezelt sejtekben.
Kovetkezésképpen elmondhatd, hogy F1-4 ErbB2 sejtekben a membrantdl 10-20 pm-re 1évo
ligandum koncentracidcsucsot a lokalis viszkozitds maximuma okozza, ami valdszinlileg az

extracellularis matrix komponenseinek jelenlétébol ered.

5 Diszkusszio

Szamos sejtbioldgiai folyamat kiinduldpontja a sejtmembranon keresztiil torténd transzport.
Munkém soran két olyan jelenségre fokuszaltam, amelyek szabalyozasaban a membranhoz
kapcsolddo folyamatok kulcsszerepet jatszanak. Elsoként a sejtpenetrald peptidek (SPP-k)
sejtekbe jutdsat vizsgaltam. Bar az SPP-k membranon vald atjutdsanak képessége régota
ismert, hatékonysagukat nagymértékben korlatozza az endolizoszomakbol vald kiszabadulas
nehézsége. Ezért a kutatas elsé részében a plazmamembran biofizikai tulajdonsagait és azokat

a tényezoket tanulmanyoztam, amelyek befolyasoljak az SPP-k felvételének hatékonysagat.
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Megfigyeléseink szerint a membran magas dipoluspotencidlja akadalyozza a penetratin teljes
sejtfelvételét, valamint az endolizoszomalis rendszerbdl vald kiszabadulasat. Ezt az
AlexaFluor532- ¢és NF-jelolt penetratin sejten beliili intenzitdsdnak idObeli alakulasa
tamasztotta ald. A dipdluspotencidl hatdsa legnagyobb valdszinliséggel a sejtbe jutd peptid
membranba épiilésén keresztlil érvényesiil, mivel annak tulajdonsagait mddositja. Ismert
ugyanis, hogy peptidek ¢és kis hidrofob molekulak membranba vald beépiilése és penetracioja
erdsen fiigg a dipdluspotencialtol. Bar az endocitdzisra gyakorolt hatdsa felteheten kisebb, a
peptid membranhoz valé kotddése a dipdluspotencial fliggvényében szintén valtozhat. A
membran biofizikai tulajdonsagainak elemzése alapjan kideriilt, hogy a vizsgalt jellemzdok
koziil kizarolag a dipoluspotencial szolgaltat elegendd informécidt a penetratin felvételének
mértékérél. A penetratin pozitiv toltése érthetd magyarazatot ad arra, hogy a pozitiv
dipoluspotencial miért korldtozza a membranon valo atjutdsat, és ez az elv mas kationos SPP-
k esetében is érvényes lehet. A floretin és az atorvasztatin kezelések csokkentették a membran
Kiemelendd, hogy az atorvasztatin nanomoldris koncentracidban torténd alkalmazasa
megegyezik a klinikumban hasznalt dézisokkal, igy a sztatin altal fokozott penetratin-felvétel
potencialisan orvosi jelentdséggel bir. Erdekes médon, bar az atorvasztatin nagyobb mértékben
csokkentette a dipoluspotencialt, kizardlag az endolizoszomakbdl torténd kiszabadulést
segitette eld, mig a floretin a teljes sejtfelvételt fokozta. Utdbbi esetben feltételezhetd, hogy a
rovid, 10 perces inkubécio soran a floretin nem éri el az intracellularis membréanokat sziikséges
mennyiségben, ezért az endolizoszomak dipoluspotencialja valtozatlan marad. Az atorvasztatin
haromnapos kezelése viszont elegendéen hosszi ahhoz, hogy a koleszterinszint jelentdsen
csokkenjen, és ennek kovetkeztében az endo-lizoszomalis membranok dipoluspotencidlja is
mérséklédjon. A floretin altal kivaltott csekély dipoluspotencial-csokkenés és a penetratin
jelentésen fokozott felvétele kozotti kettdsség azt sugallja, hogy a fizioldgids dipoluspotencial
eleve erdsen korlatozza a felvételt. Ezt tdmasztja ala, hogy a 6-ketokolesztanollal megndvelt
dipoluspotencial alig befolyasolta a penetratin felvételét, ugyanakkor a floretin altal okozott
kisebb mértékii csokkenés mar elegendd volt a felvétel fokozasdhoz. Az atorvasztatin
jelentésebb dipoluspotencial-csokkenést idézett eld, de nem ndvelte a penetratin teljes
penetratin elnyujtott jelvaltozésa arra utal, hogy a kezdeti felvétel endocitézissal torténik,
amelyet egyik kezelés sem modositott. Igy az atorvasztatin-kezelés soran nem nétt meg a teljes
penetratin-felvétel, ami az endocitozis gatlasara utal. Ez kiilondsen fontos, mivel az endocitozis

soran a molekuldk az endolizoszomadlis rendszerbe keriilnek, ahol fenndll a degradacio
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veszélye, ami akadalyozhatja a célhely elérését. Eredményeink ugyanakkor azt mutatjak, hogy
fluoreszcensen jeldlt penetratin esetében a lizoszomalis degradacid mértéke elhanyagolhato,
fiiggetlentil a dipdluspotencial valtozasatol.

A membran biofizikai tulajdonsagait befolyasold kezelések mellett mas stratégidkat is
kiprobaltunk az SPP-k felvételének hatékonyabba tételére. Ennek keretében egy szerkezetében
modositott sejtpenetrald peptidet vizsgaltunk, amelyet a Semmelweis Egyetem Szerves
Vegytani Intézetének kutatdcsoportja szintetizalt (a részletek nem publikalhatoak).
Vizsgalataink kimutattdk, hogy a modositott B-penetratin Gnmagéaban, dipdluspotencialt
befolyéasold kezelések nélkiil is jelentdsen hatékonyabban jut be a sejtekbe, mikdzben
fokozottan hajlamos aggregéaciora (FRET ¢és Onkioltasi kisérletek alapjan). A homogén, erds
jelintenzitas azt mutatja, hogy konnyen kiszabadul az endolizoszomalis rendszerbdl, és eljut a
citoplazmaba. Ez alatdmasztja az SPP-k orvosi alkalmazhatdsagat, hiszen a terapids célokra
hordozoként hasznalt peptideknek is hasonld hatékonysaggal és tulajdonsagokkal kell

rendelkezniik.

Eredményeink 10j megvilagitdsba helyezték a plazmamembranrdl alkotott képiinket. A
korabban statikus hatarfeliiletként felfogott membran, jelenlegi informécidk tudatdban egy
dinamikus, térben és idoben folyamatosan valtozo rendszerként irhato le. Jelen munkankban
nemcsak bizonyitékokat mutattunk be arra, hogy ez a dinamizmus miként modositja a
kovetkezményeit is elemeztiik. Ha az eredményeket sejtbioldgiai folyamatok osszefiiggésében
kivanjuk értelmezni, fel kell tenniink a kérdést: milyen mechanizmusok képesek stabil
koncentraciogradiensek létrehozasara? Fizikai elvek és kordbbi megfigyelések alapjan
koncentraciogradiensek két modon alakulhatnak ki:

(1) a diffuzivitas lokalis valtozasai, vagyis a diffuzids egyiitthato térbeli eltérései altal; illetve
(2) folyamatos, lokalis termelés kovetkeztében — ez utdbbi ismert mechanizmus példaul
morfogének esetében. Mivel a diffuzié6 6nmagaban gradiensek kiegyenlitésére torekszik, nem
hozhat 1étre stabil koncentraciokiilonbséget. A diffuzids egylitthato tartds, térben és idoben
stabil mintazata azonban képes gradienst fenntartani, amely létrejohet (1) kapcsolasszert,
lokalisan szabalyozott konformaciovaltozasok, (2) viszkozitas-gradiensek, vagy (3)
méretfiiggd diffuzids allando-valtozadsok révén a membranfelszinek kozelében. Utobbi
lehetdséget kizarhatjuk, mivel csak az EGF-nél joval nagyobb molekuldk esetében jelentds,
rdadasul csupan nanométeres skalan, mig a mi eredményeink mikrométeres tavolsdgban is

kimutathaté gradienst mutattak. A membran fluktuaciéja sem magyarazat, mert az eltérd
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autokorrelacids fliggvényt eredményezett volna, amit nem tapasztaltunk. Az EGF esetében
nem ismertek diffuzivitast befolyasolé konformacios valtozasok, igy ez a lehetdség is
kizarhato. Hasonloképpen, a lokalis viszkozitas-gradiensek sem alljak meg a helytiket, mivel
az EGF-gradiens nem korrelalt a diffuzids egyiitthatoval. Mindezek alapjan a membranhoz
kozeli EGF-koncentracios csucs kialakulasat legvalosziniibben egy folyamatos, lokalis forras
magyarazza.
Fontos hangsulyozni, hogy sem a receptorokhoz, sem a lipid kettdsréteghez valo reverzibilis,
egyensulyi kotddés nem képes tartés koncentracidgradienst létrehozni, mert a diffuzivitas
valtozasa nélkiil a koncentraciocsucs kiegyenlitddik. A gradiens fenntartasahoz ezért allando
forras sziikséges. Biofizikai szempontbol a membrankozeli ligandum-gradiensre a kdvetkezd
allitasok igazak:

e spontan modon nem alakulhat ki, mivel sértené a termodinamika masodik fotételét;

e kialakuldsdhoz mindenképpen aktiv biologiai folyamat sziikséges (amit az is jelez, hogy

GPMV-kben nem figyelhetd meg);
e a gradiens iddbeli stabilitdsa arra utal, hogy az aktiv folyamat bioldgiai egyensulyi
allapothoz vezet.

Kisérleteinkben arra kerestiink valaszt, hogy mely folyamat képes iddben stabil,
membrankdzeli ligandum-gradienst 1étrehozni. Az aktin polimerizacidt, miozin- €s dinamin-
aktivitast, valamint a membranforgalmat blokkol6 inhibitorkoktél hatasara a membrankdzeli
koncentraciocstcs eltlint, ugyanakkor egy 1j, eltérd jellegii csucs jelent meg. Kezeletlen F1-4
sejtekben a koncentracidcsucs 5 um-en beliil helyezkedett el a membrantdl, és nem mutatott
Osszefliggést a diffuzios egyiitthatdval. Inhibitor-kezelés utan viszont ~10 um-ig terjedt, és
forditott korrelaciot mutatott a diffuzios egyiitthatoval. Ez utobbi magyarazhato a latrunculin-
B exocitézist kivalto hatasaval, amely gyors vezikulum felszabadulast indukal. Bar nem ismert,
milyen molekuldk szabadulnak fel, a diffuzids egyiitthatd és a részecskeszam kozotti negativ
korrelaci6 egyértelmiien diffuzios gat jelenlétére utal. Ahhoz, hogy a membrankdzeli
koncentraciocstics fennmaradjon, feltételezniink kell, hogy a membranforgalom — az
endocitozissal internalizalt anyagok ismételt exocitdzisa — biztositja a szlikséges utanpotlast.
Szimulacioink alatamasztottak, hogy mind a ligandumhoz ko6tott receptorok, mind a szabad
ligandumok Ujramegjelenése képes fenntartani a gradienst. Ezt erdsiti, hogy a monenzin, a
klasszikus exocitikus tvonalak inhibitora, nem fejtett ki hatast, igy a membranhoz kozeli EGF-
csucsot valoszinlileg a membran dinamikus forgalma okozza. Ez a folyamat kiilonb6z6

modokon — , kiss-and-run”, ,,open and closed” vagy ,,flicker” exocitozis — valdsulhat meg,
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melyek sordn nem teljes vezikuldk alakulnak ki, illetve nem teljes mértékben firiilnek ki.
Hasonld6 mechanizmust irtak le példaul a PECAM esetében, amelyet funkcionalisan
eltavolitanak a membranrol anélkiil, hogy endocitalnak, majd rovid id6n beliil ijra megjelenik
a sejtfelszinen. Ezek a mechanizmusok elegendd forgalmat biztosithatnak a membrankozeli
EGF-cstics fenntartasdhoz.

Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy az endoszomék vagy makropinoszomak
zsugorodasa ¢és ezt kovetd exocitozisa allhat a jelenség hatterében. A kétporust ioncsatornak
szerepe mar ismert az endoszomak érésében ¢és zsugorodasaban, és az a megfigyelés, hogy a
narigenin — ezen csatornak inhibitora — szignifikdnsan csOkkentette a membrankozeli EGF-
csucsot, tovabb erdsiti ezt a feltételezést.

A membran kozvetlen kozelében azonositott koncentracidcsiics mellett egy masikat is
detektaltunk, amely tdvolabb helyezkedik el. Ez az EGF-csucs a lokalis viszkozitas
novekedésével magyarazhatd, mivel forditott Osszefliggést mutatott az EGF diffuzios
egylitthatojaval. Szamitasaink igazoltak, hogy az EGF diffuzios egyiitthatdéjanak megfigyelt
csOkkenése elegendd a koncentracidcsucs létrehozasdhoz. A BODIPY molekuléris rotor
megnovekedett élettartama ezen a tartomanyon szintén megerdsiti, hogy a magasabb
mikroviszkozitds lassitja a diffizidt. Bar a megndvekedett viszkozitas pontos forrasat nem
tudtuk meghatarozni, az a tény, hogy kollagendz- és hialuronidaz-kezelés hatdsara a
koncentraciocsucs eltolodott az F1-4 ErbB2 sejtekben, arra utal, hogy az extracellularis
matrixhoz kapcsolodik. Erdekes modon CHO-eredetii sejtvonalainkban ez az EGF-cstics
kizarélag az ErbB2-t expresszald sejtekben jelent meg, de mas sejttipusokban valdsziniileg

ErbB2-fliggetleniil is kialakulhat.

Osszességében tehdt kimutattuk, hogy egy ndvekedési faktor membrankdzeli eloszlasa nem
homogén. Két kiilonalldé koncentracidcsucsot azonositottunk: az egyik az aktiv
membranforgalomhoz, a masik a lokalisan gatolt diffizidhoz kapcsolddik. Ezek a jelenségek
jelentdsen befolyasoljak a plazmamembran kozelében mérhetd ligandumkoncentraciot az atlag
koncentraciohoz képest, igy alapvetden modosithatjak a dozisfiiggd sejtvalaszokat. Ugy véljiik,
hogy eredményeink figyelembevétele elengedhetetlen a kvantitativ sejtbiologiai kisérletek

crcr

vizsgaljuk.
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6 Osszefoglalas

A sejtpenetrald peptidek (SPP-k) vizsgalatat az a probléma indokolta, hogy a sejtmembran
kettés foszfolipid-rétege a legtobb molekula szdmara athatolhatatlan. Az SPP-k olyan
oligopeptidek, amelyek képesek onmaguk, illetve mas, a membranon atjutni nem képes
molekuldk sejtbe torténd bejuttatdsara. Az értekezés kdozéppontjaban a penetratin all, amely a
Drosophila Antennapedia transzkripcios faktorabol szarmazik. Kisérleteink eredményei a
kovetkezOkben foglalhatok Gssze:

e Dyngo4a inhibitor alkalmazasaval igazoltuk, hogy 5 uM koncentraciéban a penetratin
els6sorban dinamin-fiiggd endocitozissal jut a sejtekbe.

e A penetratin felvétele a membran dipoluspotencialjatol fligg: az atorvasztatin annak
csokkentésével fokozza az endolizoszomalis felszabadulast, mig a 6-ketokolesztanol a
membran merevségének novelésével gatolja a bejutast.

e A peptid endoszomakban ¢és lizoszomakban akkumulalodik, azonban cisztein-
proteazok gatldsa révén arra az eredményre jutottunk, hogy a lizoszomalis degradacié
mértéke nem jelentds

e A P-penetratin szignifikdnsan hatékonyabb sejtfelvételt mutat, amely fokozott

aggregacios hajlamaval magyardzhato (FRET és fluoreszcencia-kioltasi vizsgalatok).

Az eddig ismert hagyomanyos modellek homogén extracellularis ligandumeloszlast
feltételeznek, eredményeink azonban arra utalnak, hogy a plazmamembran aktiv forgalma és
az extracellularis matrix (ECM) inhomogén eloszlast, valamint membrankdzeli
koncentraciocsucsokat hoz 1étre. Ez kozvetleniil befolyasolja a receptorok — példaul az
epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR) — mikodését. Fluoreszeencia korrelacios
spektroszkopiaval kimutattuk, hogy a membrantél 10-20 pm-re megjelendé EGF-
koncentraciocstcs a diffuzids allandd lokalis minimumaval esik egybe, amely az ECM-hez
kothetd (kollagenaz- és hialuronidaz-kezelés). Ezzel szemben az 1-5 pm-es tartomdnyban
detektalt koncentraciocstics a membran aktiv korforgdsanak kovetkezménye, és kizarolag €16

sejtekben jon 1étre (GPMV-ben nem).
Osszességében a két alprojekt eredményei egyértelmilen jelzik, hogy a plazmamembran

dinamikaja és az ECM lokdlis szervezddése alapvetden meghatarozza a transzmembran

transzport és a ligandumkotddés biofizikai kornyezetét.
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7 Uj megallapitasok/ eredmények

A sejtpenetrald peptidek transzportjanak szabalyozasa szempontjabol a kutatas egyik
legfontosabb megallapitdsa, hogy a membran dipdluspotencialja az a kulcsfontossagu
biofizikai paraméter, amely korlatozza a kationos, pozitivan toltétt SPP-k, mint példaul a
penetratin sejtfelvételét és endolizoszomalis felszabadulasat. Igazolast nyert egy jelentds
farmakolégiai modulacio lehetdsége: a floretin és az atorvasztatin csokkentik a
relevancidja abban rejlik, hogy az atorvasztatin mar nanomoléris, a klinikumban jelenleg is
alkalmazott, dozisban is eldsegiti a peptidek endolizoszomakbol vald kiszabadulasat a
koleszterinszint csokkentésén keresztiil.

Tovabba egy sikeres szerkezeti modositas igéretes eredményeket mutat: megalkottunk egy vj,
modositott B-penetratin varianst, amely kiilsé kezelés nélkiil is hatékonyabban jut a

citoplazmaba, bar fokozott aggregacids hajlamot mutat.

A munka masodik része bizonyitékokat prezental arra, hogy a sejtmembran nem statikus
hatéarfeliilet, hanem egy dinamikus, gyorsan valtozd szerkezet, amely miatt a membran
kornyezetében a ligandumok, jelen esetben az EGF eloszlasa nem homogén. Két kiilonalld
koncentraciocsucsot sikeriilt azonositani:

e Aktiv membrankorforgds okozta csucs, amely 0-5 um tavolsagra helyezkedik el a
membrantol: Ezt a gradienst a folyamatos exo- €s endocitdzis, az un. ,kiss-and-run”
mechanizmus tartja fenn. A kutatas feltarta, hogy a folyamat az endoszémaék éréséhez
¢s a kétporusu ioncsatornak mitkddéséhez kotodik.

e Diffuzios gat okozta csics: A membrantdl tavolabb es6é (10-20 pm)
koncentraciomaximumot a helyi mikroviszkozitds novekedése és az extracellularis

matrix (ECM) szerkezete okozza, ami lassitja a diffiziot.

Az eredmények ravilagitanak, hogy a sejtbioldgiai folyamatok soran a receptorok nem az
atlagos (,,bulk’) oldatkoncentracioval, hanem ezekkel a lokalis ,,csucsokkal” taldlkoznak. Bar
a koncentracidcsucsok jelenségét korabban is leirtdk, a hatteriikben 4llo sejtbiologiai
folyamatok azonositasa a mi projektiinkhoz flizédik. Ez a felismerés alapvetéen modositja a

dozisfiiggd sejtvalaszokrol és a transzmembran jelatvitelrdl alkotott eddigi modelljeinket.
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