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Rövidítések jegyzéke 

3-HF:  3-hidroxiflavon 

ACAT:  acetil-koenzim A acetiltranszferáz 

BPPZ: 3-(4-{4-[4’-(3-Hidroxibenzo[f]flavonil)fenil]piperazino-1-piridiniumil)-1-

propánszulfonát 

BSA:  marha szérum albumin 

di-4-ANEPPS: 1-(3-szulfonatopropil)-4-[ß] [2-(di-n-butilamino)-6-naftil vinil] piridinium-betain 

di-8-ANEPPS: 1-(3-szulfonatopropil)-4-[β[2-(di-n-oktilamino)-6-naftil]vinil]piridinium betain 

CBE:  konduritol B epoxid 

CTX-B:  koleratoxin B alegység 

DAG:  diacilglicerol 

DMEM:  Dulbecco’s modified Eagle medium 

DMPC:  1,2-Dimirisztoil-sn-glicero-3-foszfokolin 

DMPG:  1,2-Dimirisztoil-sn-glicero-3-foszfoglicerol 

DOPC:  1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-foszfokolin 

DOPE:  1,2- Dioleoil-sn-glicero-3-foszfoetanolamin 

DTPC:  1,2-di-o-tetradecil-sn-glicero-3-foszfokolin 

ECD:  extracelluláris domén 

EGF:  epidermális növekedési faktor 

EGFR:  epidermális növekedési faktor receptor 

EI-TMS:  electrospray ionization - tandem mass spectrometry 

ELISA:  enzim-között immunoszorbens assay 

ER:  endoplazmás retikulum 

ESIPT: gerjesztett állapotú intramolekuláris proton transzfer („excited state intramolecular 

proton transfer) 
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F4N1:  N-[(4’-dimetilamino)-3-hidroxi-6-flavonil]metil-N,N-trimetil ammónium bromid 

F8N1S:  3-[2-(4-(dioktilamino)-3-hidroxiflavonilmetil)(dimetil)ammonio]-1-propánszulfonát 

F66 (F66NS): N-[3-(4’-dihexilamino-3-hidroxiflavonil-6-oxi)-propil]-N,N-dimetil-N-(3-szulfopropil)-

ammónium, belső só). 

FCS:  fetális borjú szérum 

FRET:  Förster/fluoreszcencia rezonancia energia transzfer 

FLIM:  fluoreszcencia élettartam képalkotás („fluorescence lifetime imaging”) 

GAMIG: kecske anti-egér immunoglobilin 

GBA:  savas β-glükozidáz/glükocerebrozidáz 

GFP:  zöld fluoreszcens protein 

GM1:  monoszialotetrahexozilgangliozid 

GM3:  monoszialodihexozilgangliozid 

GPI:  glükozilfoszfatidilinozitol 

GxxxG:  Sternberg-Gullick dimerizációs motívum 

HDL:  magas sűrűségű lipoprotein 

HIV:  humán immundeficiencia vírus 

H-N*: a 3-hidroxiflavon fluorofór gerjesztett állapotú normál, hidrogénkötést kialakító 

formája 

IDL:  közepes sűrűségű lipoprotein 

Ig:  immunoglobulin 

IP3:  inozitol-1,4,5-trifoszfát 

JM-A:  juxtamembrán domén N-terminális szegmense 

JM-B:  juxtamembrán domén C-terminális szegmense 

JMD:  juxtamembrán domén 

LacCer:  laktozilceramid 
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Ld:  folyékony rendezetlen membrán domén 

LDL:  alacsony sűrűségű lipoprotein 

Lo:  folyékony rendezett membrán domén 

MAb:  monoklonális antitest 

MAPK:  mitogén aktivált protein kináz 

N*:  a 3-hidroxiflavon fluorofór gerjesztett állapotú normál formája 

N&B:  number&brightness 

NMR:  magmágneses rezonancia 

PBMC:  perifériás vérből származó mononukleáris sejtek 

PBS:  foszfát puffer oldat 

Pgp:  P-glikoprotein 

PI3K:  foszfatidilinozitol-3-kináz 

PKC:  protein kináz C 

PLCγ:  foszfolipáz C-γ 

PMA:  forbol-12-mirisztát-13-acetát 

POPC:  1-Palmitoil-2-oleoilfoszfatidilkolin 

PPZ8: 3-(4-{4-[4’-(3-hidroxi-6-oktiloxiflavonil)fenil]piperazino)-1-piridiniumil)-1-

propánszulfonát 

RTK: receptor tirozin kináz 

SH2: Src homológia 2 

So:  szilárd rendezett membrán domén 

SREBP-1: szterol reszponzív elemet kötő fehérje-1 

SVD:  szinguláris érték dekompozíció 

T*:  a 3-hidroxiflavon fluorofór gerjesztett állapotú tautomer formája 

TMD: transzmembrán domén 
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TX: Triton-X 

VLDL:  nagyon alacsony sűrűségű lipoprotein 

YFP:  sárga fluoreszcens protein 
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1. Bevezetés 

Napjainkban a biofizikai és sejtbiológiai kutatások egyik fókuszterületét képezik a sejtmembrán 

membránbiofizikai paramétereinek mérésével, változásaival, illetve azok membránba ágyazódó 

fehérjékre gyakorolt hatásaival kapcsolatos vizsgálatok. Az egyik legfontosabb biofizikai paraméter (a 

membrán fluiditása, hidrációja, rendezettsége mellett) a membránpotenciálok megjelenése, illetve 

azok nagysága. Bár a membránpotenciálnak ismereteink szerint három komponense van, ezek közül 

elsősorban csak a vizes fázisokban oldott ionok eltérő koncentrációja, valamint permeabilitása révén 

kialakuló transzmembrán potenciál ismert részleteiben, a felületi, illetve főleg a dipólpotenciálok 

jelentősége jórészt feltáratlan. Utóbbi különösen érdekes lehet, hiszen a membránhoz asszociálódó 

vízmolekulák, valamint a membránt felépítő foszfolipidek és szterolok dipóljainak preferenciális térbeli 

orientációja révén a másik két potenciálnál jóval nagyobb mértékű pontenciál jön létre a membrán 

belsejében, amely hatalmas elektromos erőtér kialakulását eredményezi az intramembrán térben. 

Ennek megfelelően néhány vizsgálat már kimutatta, hogy a dipólpotenciál nagysága jelentősen 

befolyásolhatja bizonyos fehérjék (például ioncsatornák, Na+/K+ ATPáz, P-glikoprotein) konformációját, 

így végső soron funkcióját is. A tumoros betegségek patogenezisében rendkívüli jelentőséggel bíró 

receptor tirozin kinázok esetében azonban a dipólpotenciál szerepét még nem vizsgálták. 

Manapság a fejlett országokban a rosszindulatú daganatos megbetegedések állnak a mortalitási 

statisztikák élén. Bár a tumorok kialakulásának hátterében számos tényező tölt be jelentős szerepet, 

az ErbB fehérjecsaládba tartozó receptor tirozin kinázok kiemelt fontossággal bírnak bizonyos 

daganatok patogenezisében, így túlműködésüket leírták emlő-, petefészek-, méhnyaktumorokban, 

gliális agytumorokban vagy gasztrointesztinális karcinómákban. Mivel az ErbB fehérjék aktivációjában 

bebizonyosodott a transzmembrán domének aktív szerepe és a fehérjék ezen régiója a dipólpotenciál 

által létrehozott elektromos erőtér területén helyezkedik el, felmerül, hogy annak nagysága 

befolyásolhatja az ErbB-k aktivitását is, amelyet azonban még nem tanulmányoztak. 

A dipólpotenciál nagyságának elsődleges meghatározója a sejtmembrán lipidösszetétele. A ma 

leginkább elfogadott sejtmembrán modellek alapján ezen összetétel jelentős laterális heterogenitást 

mutat, amely speciális membrán mikrodomének, úgynevezett lipidtutajok kialakulásában nyilvánul 

meg. Ezekről a tutajokról kimutatták, hogy különleges, a membrán egyéb régióitól eltérő 

membránbiofizikai tulajdonságaik révén jelentősen befolyásolhatják a bennük szelektíven dúsuló 

fehérjék szerkezetét, funkcióját és aktivitását. Ehhez hozzájárulhat a raft mikrodomének speciális 

összetételéből eredő eltérő dipólpotenciálja is. Bár a feltételezés, amely szerint a tutajokban a 

dipólpotenciál mértéke nagyobb lehet, logikusnak tűnik (és modellmembránok esetében ki is 

mutatták), ezt azonban még nem bizonyították élő sejtek membránja esetén.  
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2. Irodalmi áttekintés 

2.1. A dipólpotenciál 

2.1.1. A dipólpotenciál eredete és nagysága 

Már az első sejtbiológiai kutatások során kimutatták, hogy a foszfolipid kettősrétegből felépülő 

sejtmembrán szelektív permeabilitású barrierként viselkedik, így kezdetben azt gondolták, hogy 

elsődleges funkciója a sejt komponenseinek kompartmentalizációja, az extra- és intracelluláris 

térrészek elválasztása. Ma már azonban tudjuk, hogy a kezdeti elképzelésektől eltérően mind 

szerkezete, mind pedig funkciója jóval komplexebb. Az eukarióta sejtmembrán komplexitásának egyik 

legfontosabb megnyilvánulása a membránt alkotó lipidek sokfélesége, azok laterális heterogenitása, 

vagyis a membrán mikrodomének, például a lipidtutajok jelenléte, illetve a membránpotenciálok 

„triumvirátusa”, amely magában foglalja a transzmembrán, a felületi és a legkevésbé ismert 

dipólpotenciált1,2 (2.1.1.1 ábra).  

A három potenciál jelenléte azért különösen fontos, mert a biológiailag releváns makromolekulák nem 

uniform töltéseloszlással rendelkeznek, így azok viselkedése, szerkezete és aktvitása jelentős 

mértékben függ a potenciálok jelenlététől, illetve nagyságától. A leginkább vizsgált és ismert a három 

membránpotenciál közül a transzmembrán potenciál, amelyet a membrán két oldalán található töltött 

részecskék koncentrációi közötti gradiens és a részecskék különböző permeabilitása hoz létre és tart 

fenn. A második membránpotenciál, a felületi potenciál létrejöttének oka, hogy a membrán-víz 

határfelületen a foszfolipidek feji régiójában található töltött kémiai csoportok inkomplett 

neutralizációja révén nettó negatív elektromos töltés jelenik meg, amely elektromos potenciál 

különbséget hoz létre a membrán felszíne és az azt körülvevő oldat között1,2.  

A membránpotenciálok harmadik és egyben legkevésbé ismert komponense, a dipólpotenciál egy 

intramembrán elektrosztatikus potenciál, amely a lipidekhez hidrogénkötéssel asszociált interfaciális 

víz dipólok és a foszfolipidek, valamint a szterolok dipoláris szegmentumainak preferenciális, rendezett 

térbeli orientációjából ered (2.1.1.1 ábra). A potenciál nagyságához negatív előjellel járulnak hozzá a 

foszfolipidek feji részében található P--N+ dipólok. A molekuláris dipólok elrendeződésének 

eredményeképpen a membrán kettős réteg belső része rendkívül nagy pozitív potenciállal rendelkezik 

a külső vizes fázishoz képest, amelynek nagyságrendjét a becslések többsége a néhány száz mV-os 

tartományba teszi. Ez az érték jelentősen nagyobb, mint a transzmembrán és felületi potenciálok 

esetén. Mivel a dipólpotenciál esése nagyon rövid (a bilayerben a monolayerek vastagságának 

megfelelő mintegy 2-3 nm-es) távolságon belül következik be a membrán alacsony dielektromos 

állandójú, erőteljesen hidrofób belsejében és az elektromos erőtér a potenciáli térbeli deriváltja, a 

dipólpotenciál óriási dipól elektromos erőtér létrejöttét eredményezi, amelynek nagysága számos 
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kísérletes és elméleti számításokon alapuló módszer becslése alapján a 108-109 V/m tartományba esik. 

Ez szignifikánsan nagyobb, mint a transzmembrán és a felületi potenciálok által létrehozott elektromos 

erőterek, amelyek nagyságát rendre 2,5*107 és 106 V/m-nek becsülik1-5. 

 

2.1.1.1 ábra: A membránpotenciálok trimuvirátusa és a dipólpotenciál eredete. Jelenlegi 
ismereteink szerint a membránpotenciál három tényező eredőjeként alakul ki (az ábra a 

6,7 referenciákban fellelhető ábrák felhasználásával készült). A transzmembán és a 
felületi potenciálok mellett a legkevésbé ismert a dipólpotenciál, amely a membránhoz 

asszociált vízmolekulák, valamint a membránt felépítő foszfolipidek és szterolok 
dipoláris szegmentumainak rendezett, nem véletlenszerű térbeli orientációjából 
származik. Ez a preferenciális elrendeződés egy nagymértékű, pozitív potenciál 

létrejöttét eredményezi az intramembrán térben, amely a másik két potenciál esetén 
tapasztaltaknál jelentősen nagyobb elektromos erőtér kialakulásához vezet az alacsony 

hatótávolságon belül bekövetkező potenciálesés révén, amely jelentősen 
befolyásolhatja a transzmembrán fehérjék szerkezetét, így funkcióját is. 

 

2.1.2. A dipólpotenciál fontossága 

A dipólpotenciál az általa keltett rendkívül nagy elektromos erőtér révén nélkülözhetetlen lehet a 

membránfehérjék konformációjának meghatározásához és azok funkcióihoz, valamint 

általánosságban véve a lipid membrán és az abba ágyazódó biológiailag releváns molekulák közötti 

kölcsönhatásokhoz. A hatásmechanizmus alapja valószínűleg az, hogy a dipólpotenciál befolyásolhatja 

a membránfehérjék transzmembrán doménjeinek konformációját, illetve a fehérjék különböző 

membrán régiók és mikrodomének közötti megoszlását1-5.  

Ezzel a feltevéssel összhangban kimutatták, hogy a dipólpotenciál befolyásolja a nagyméretű hidrofób 

ionok membránon keresztüli permeabilitását, amely jelenség a dipólpotenciál felfedezéséhez vezetett. 

Áram-feszültség görbék vizsgálatával ugyanis már a 70-es évek elején felfedezték, hogy hidrofil ionok 

(például Na+, K+, NH4
+) hidrofób hordozók (például nonaktin, valinomicin) segítségével végzett 

membránon keresztül történő transzportja, illetve hidrofób ionok (például tetrafenilborát, 

tetrafenilfoszfónium) membránon való átjutása során egy potenciális energia barriert kell leküzdeni és 

a folyamat sebességét meghatározó lépés a membránban való mozgás. A vizsgálatok során a negatív 
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töltésű hidrofób ionok permeabilitása jóval meghaladta a kationokét, amely felvetette a membrán 

lipidek és a hozzájuk rendeződő vízmolekulák térben orientált dipóljainak szerepét a barrier, vagyis a 

dipólpotenciál kialakításában8-10.  

A dipólpotenciálról a későbbiekben kimutatták, hogy jelentős hatást gyakorolhat bakteriális eredetű 

ionofórokra. A pórusképző gramicidin csatorna ugyanis eltérően viselkedett különböző lipidekből 

felépülő modellmembránokban, megváltozott a csatornák stabilitása, illetve az egyedi csatornák 

konduktanciája a lipid tartalom függvényében, amelynek hátterében a dipólpotenciál nagyságának 

eltéréseit valószínűsítették11,12. A későbbiekben ezt a feltételezést megerősítették azon megfigyelések, 

amelyek szerint a modellmembránok dipólpotenciáljának módosítása megváltoztatta a gramicidin 

alegységek asszociációs sebességét, a csatornák inaktivációs kinetikáját, valamint konduktanciáját 

is13,14. A dipólpotenciál nemcsak a gramicidin, hanem egyéb ionofórok működésére is hat, így 

befolyásolja például egy pórusképző antimikotikum, az amphotericin B egyedi konduktanciáját, 

valamint a funkcionális csatorna kialakulását is15,16. 

Mivel a feszültség vezérelt ioncsatornák kapuzásában fontos töltött aminosavak, az ún. kapuzó töltések 

(gating charge) a kapuzási mechanizmus során áthaladnak a dipólpotenciál rétegén, kölcsönhatásba 

léphetnek az általa keltett elektromos erőtérrel például oly módon, hogy az intramembrán dipól mező 

befolyásolhatja a kapuzási áram membránon keresztüli haladásának sebességét, így végső soron a 

csatorna aktivációs, inaktivációs kinetikáját is. Ezzel összhangban N1E-115 differenciálódó 

neuroblasztóma sejtekben a feszültségfüggő Na+-csatornák aktivációs kinetikája eltért a sejt különböző 

dipólpotenciállal rendelkező régióiban17,18. Emellett a feszültség és Ca2+ által aktivált nagy 

konduktanciájú K+ csatorna egyedi konduktanciájáról azt találták, hogy az jelentősen eltért különböző 

foszfolipidekből felépülő membránok esetén, amely magyarázataként a specifikus lipid-fehérje 

kölcsönhatások mellett felmerült valamilyen általános membránbiofizikai paraméter, így a 

dipólpotenciál szerepe is19. Egy későbbi vizsgálat során a hERG K+-csatorna kis molekulájú 

potenciátoraival végzett kvantummechanikai és molekuláris dinamikai szimulációs vizsgálatok 

eredményei alapján a dipólpotenciál feszültség kapuzott K+-csatornákra gyakorolt hatásának 

jellemzésére egy általános modellt alkottak. Eszerint a hét vizsgált, nagy molekuláris 

dipólmomentummal rendelkező potenciátor jelentősen csökkentette POPC bilayerek 

dipólpotenciáljának mértékét, amely hatás nagysága erősen korrelált a pozitív potenciáció fokával. 

Ezek alapján a szerzők egy hipotézist állítottak fel, amely szerint a csatornák konformációs átalakulásait 

irányító transzmembrán potenciál és a dipólpotenciál között dinamikus ellensúlyozás alakul ki, amely 

egyensúly vezérli az aktivációs és deaktivációs kapuzási mechanizmusokat. A transzmembrán potenciál 

hatását a feszültségszenzor domén (és néha az inaktivációs kapu) közvetíti, míg a dipólpotenciál 

dinamikus változásait az aktivációs kapu vezeti a pórusdoménhez a depolarizáció, illetve repolarizáció 
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során egyfajta gyorsító, illetve lassító folyamatként. A hERG potenciátorok hatásának alapja pedig az 

lehet, hogy a két potenciál közötti egyensúlyt eltolhatják, módosítva az ioncsatorna kapuzásának 

feszültségfüggését20. 

Az ioncsatornák mellett a dipólpotenciál elsődleges aktív transzporterek funkcióját is befolyásolhatja. 

Marhaagyból, illetve sertésveséből izolált Na+/K+ ATPázon végzett vizsgálatok során ugyanis a 

membránba épülő és ott az elektromos erőteret módosító tetrafenilfoszfónium és tetrafenilborát, 

illetve perklorát és egyéb, a Hofmeister sorozatba tartozó liotróp ionok hatására a pumpa kationok 

iránti affinitása, kötődési és disszociációs paraméterei megváltoztak, amely nem a felületi töltésre, 

hanem valószínűleg az intramamembrán elektromos erőtérre gyakorolt hatás révén alakult ki21,22. A 

feltételezést megerősítették 11 különböző állatfajból származó vese és agy minták sejtjeiből nyert 

membránlipidekből preparált vezikulákon végzett vizsgálatok, amelyek alapján a pumpa aktivitása 

korrelált a vezikulák dipólpotenciáljának nagyságával. A mérések magyarázatára a későbbiekben egy 

modellt alkottak, amely szerint a membrán dipólpotenciáljának mértéke befolyásolja a pumpa 

okkludált és nonokkludált állapotainak stabilitását, így a fehérje funkcióját is23,24. 

P-glikoproteinnel (Pgp) transzfektált, illetve kontroll MCF7 emlőkarcinóma sejteken végzett mérések 

alapján a membrán dipólpotenciált megváltoztató tetrafenilborát alkalmazása jelentősen befolyásolta 

a Pgp egyik szubsztrátjának, a 99mTc-sestamibinek a transzportját, a transzmembrán potenciál 

módosítása nélkül25. A dipólpotenciál Pgp-re gyakorolt hatását támasztotta alá az megfigyelés is, amely 

szerint mind az α-tokoferol, mind pedig az antioxidáns aktivitással nem rendelkező szukcinát 

származéka csökkentette vezikulák és Jurkat sejtek membránjának dipólpotenciálját, amely a HIV 

ellenes gyógyszer saquinavir Pgp iránti affinitásának csökkenésével társult. Ezzel összhangban a sejtek 

koleszterinnel való töltése, illetve koleszterinjének kivonása növelte, illetve csökkentette a pumpa 

aktivitását26. 

A dipólpotenciál ezek mellett módosíthatja különböző peptidek, illetve akár gyógyszerek membránhoz 

kötődését is. A citokróm c oxidáz IV alegységének szignál szekvenciájáról, a p25 peptidről, valamint a 

majom immunodeficiencia vírus fuzogén peptidjéről, a gp32-ről például kimutatták, hogy membránhoz 

való kötődésének mértéke és sebessége megnő a dipólpotenciált növelő kezelés hatására, míg a 

kötődés lecsökken ellentétes irányú módosítás esetén27,28. A HIV proteáz inhibitor hasonlóan 

viselkedett modellmembránok és élő Caco-2 sejtek esetén is, a dipólpotenciál emelése hatására 

növekedett, a potenciál csökkentésére, illetve a koleszterin kivonására pedig alacsonyabbá vált ugyanis 

a gyógyszer membránhoz kötődése29. Molekuláris dinamikai szimulációs vizsgálatok eredményei pedig 

a jelenség általános jellegét sugallták, hiszen az elemzések során a dipólpotenciál számos különböző 

helikális peptid membrán iránti affinitását befolyásolta30. 
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Pheochromocytoma eredetű PC12 sejtvonalon a dipólpotenciál phloretin vegyülettel történő 

csökkentése dózisfüggő módon védelmet nyújtott a β-amiloid toxikus formája által kiváltott 

citotoxicitással szemben. A hatás hátterében a dipólpotenciál β-amiloid membránhoz való kötődésére 

gyakorolt hatását valószínűsítették, amely felvetette, hogy a megváltozott dipólpotenciál akár az 

Alzheimer-kór patomechanizmusában is szereppel bírhat31. 

A dipólpotenciál befolyásolhatja G-fehérjéhez kapcsolt receptorok funkcióját is. Natív hippocampalis 

neuronokból preparált membránokban ugyanis kimutatták, hogy a koleszterin depléciója és a 

következményes dipólpotenciál csökkenés jelentősen lecsökkentette a szerotonin1a receptor ligand 

iránti affinitását, amely részben reverzibilisnek bizonyult a koleszterin visszatöltése mellett32. 

2.1.3. A dipólpotenciál nagyságát meghatározó tényezők és a dipólpotenciál 

nagyságának kísérletes változtatása 

A sejtmembránban a dipólpotenciál nagysága mind longitudinálisan, mind pedig laterálisan változik a 

membrán összetételének és a foszfolipidek pakolódási sűrűségének függvényében, amely két tényező 

a dipólpotenciál nagyságának elsődleges meghatározója1-5,33. Ezzel összhangban spektroszkópiás, 

valamint molekuláris dinamikai szimulációs módszerekkel kimutatták, hogy a dipólpotenciált 

jelentősen befolyásolja (i) a foszfolipidek feji csoportjának típusa33; (ii) az, hogy a foszfolipid hidrofób 

lánca észter vagy éter kötést tartalmaz34; (iii) valamint a foszfolipid láncok régiójában a kettős kötések 

jelenléte35. 

A dipólpotenciálról emellett már korán azt találták, hogy nagysága kísérletesen változtatható bizonyos 

vegyületekkel. Mesterségesen előállított hidrofób ionok modellmembránokon keresztül történő 

permeabilitásának vizsgálata során ugyanis phloretin (3-(4-hidroxifenil)-1-(2,4,6-trihidroxi-fenil)-1-

propanon) hatására a kationok membránhoz kötődése és permeabilitása megnőtt, az anionoké 

lecsökkent, míg a koleszterin származék 6-ketocholestanol (5α-kolesztan-3β-ol-6-on) hatására 

ellentétes változások voltak kimutathatók. Ezek arra utaltak, hogy a phloretin hatására a dipólpotenciál 

mértéke lecsökkent, míg 6-ketocholestanol hatására megnőtt36,37. A későbbiekben spektroszkópos 

módszerekkel bizonyították, hogy a két vegyület alkalmas a dipólpotenciál kísérletes 

megváltoztatására dózisfüggő módon. Phloretin esetén a dipólpotenciál csökkenésében szaturáció 

következik be 100 μM-os koncentrációk felett, míg 6-ketocholestanol alkalmazásánál a hatás lineáris, 

szaturáció nem mutatható ki, ugyanakkor 100 μM-nál nagyobb mennyiségek mellett precipitáció 

történhet, illetve a vegyület megváltoztathatja a membrán egyéb szerkezeti tulajdonságait, így a 

kísérletek során célszerű a 100 μM körüli koncentrációk alkalmazása38,39. 

A phloretin dipólpotenciálra gyakorolt hatásában fontos szerepe van jelentős intrinsic 

dipólmomentumának, amely a membránban úgy helyezkedik el, hogy a vegyület pozitív része a vizes 
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fázis, míg negatív része a membrán belseje felé néz, így orientációja révén a dipólpotenciál ellen hat, 

csökkentve ezáltal annak nagyságát36. A phloretin dipólpotenciálra gyakorolt hatásához ezenkívül NMR 

spektroszkópiás vizsgálatok alapján hozzájárulhatnak egyéb indirekt tényezők is, úgymint a foszfolipid 

feji részek konformáció változása, valamint a membránhoz asszociált vízmolekulák mennyiségének 

csökkenése, illetve orientációjának megváltozása40. Kationos ionofórok modellmembránokon való 

permeabilitásának vizsgálatával kimutatták, hogy a phloretinhez szerkezetileg hasonló egyéb 

flavonoidok (például quercetin, myricetin) is csökkentik a dipólpotenciál nagyságát, bár kisebb 

mértékben41. 

A dipólpotenciál nagyságának egyik legfontosabb meghatározója a membránok szteroltartalma. Már 

korán kimutatták, hogy különféle szterolok, így a koleszterin is növeli a dipólpotenciál mértékét. A 

koleszterinről azonban ismert, hogy jelentősen befolyásolja a membránok egyéb biofizikai 

paramétereit is, például a fluiditást, a lipidrendezettséget vagy a membránvastagságot is. A 

dipólpotenciál növelése tekintetében leghatékonyabb származéknak a 6-ketocholestanol bizonyult, 

amely kedvező tulajdonsága, hogy a koleszterinnel ellentétben nem változtatja detektálható 

mértékben a membránvastagságot, illetve a lipidek rendezettségét, a dipólpotenciált azonban jobban 

növeli, mint a koleszterin. Az eltérő hatások hátterében a két vegyület eltérő membránbeli lokalizációja 

állhat. A koleszterin ugyanis a membránok hidrofób-hidrofil határfelületén rögzülhet oly módon, hogy 

a molekula hossztengelye a membrán síkjára merőleges állásban található, ezáltal a vegyület a 

szénhidrogén láncok közötti kölcsönhatásokat jelentősen erősítheti és így a láncok hosszanti 

kiterjedését megnyújthatja, növelve ezáltal a membrán rendezettségét, illetve vastagságát. A 6-

ketocholestanol elhelyezkedése ettől jelentősen eltérhet a ketocsoport jelenléte miatt. Energetikai 

szempontból kedvező helyzetben ugyanis mind a hidroxil, mind pedig a ketocsoportnak a 

határfelületen kell elhelyezkednie, amely a mélyre terjedő koleszterinhez hasonló konformáció esetén 

nem lenne lehetséges. Emiatt a 6-ketocholestanol a membrán síkjához képest egyfajta dőlt 

orientációban helyezkedhet el hidrogénkötést kialakítva az interfaciális vízmolekulákkal, amely 

megmagyarázza, hogy miért nem növeli a membrán vastagságát és rendezettségét olyan jelentősen, 

mint a koleszterin42. A két vegyület membránbeli lokalizációja, valamint a dipólpotenciálra, 

membránrendezettségre és -vastagságra gyakorolt hatásai közötti különbségeket molekuláris 

dinamikai szimulációs elemzések is megerősítették43. 

A szterolok dipólpotenciálra gyakorolt hatását megerősítették különböző fajokból nyert veséből és 

agyból származó mintákon végzett mérések is, amelyek során a koleszterol kivonása a membránból 

jelentősen csökkentette a dipólpotenciál nagyságát. Modellvezikulák dipólpotenciáljának 

meghatározása során pedig különböző szterolok hatására a potenciál növekedett, legnagyobb 

mértékben 6-ketocholestanol esetén. A hatások hátterében felvetették, hogy fontos tényező lehet a 
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vízmolekulák membránba történő penetrációjának, illetve a membrán dielektromos állandójának 

módosulása is44. A dipólpotenciál szterolok hatására bekövetkező növekedése jelentős mértékben függ 

nemcsak a szterolok kémiai szerkezetétől, hanem a membránt felépítő lipidek összetételétől is. 

Különböző modellmembránok dipólpotenciáljának vizsgálata során ugyanis egyrészt azt találták, hogy 

a koleszterinnél kisebb mértékben növelte a dipólpotenciált például az egy extra kettős kötést 

tartalmazó 7-dehidro-koleszterol, illetve a két kettős kötéssel rendelkező ergoszterol, másrészt a 

szterolok hatása jelentősen kisebb mértékűnek bizonyult többszörösen telítetlen lipidekből felépülő 

vezikulák esetén45. 

Mindezek alapján egyrészt a dipólpotenciál nagysága kísérletesen növelhető szterolok (elsősorban 6-

ketocholestanol) alkalmazásával, másrészt pedig dipólpotenciál szteroltartalomtól való jelentős 

függése várhatóan azt eredményezheti, hogy a potenciál nagysága eltérő lehet a membrán különböző 

mikrodoménjeiben. Ezzel összhangban áll az, hogy a koleszterin a dipólpotenciál nagyságát növeli 

intrinsic dipólmomentuma, a membrán kompaktációja és a membrán egyéb fizikai paramétereire 

kifejtett hatása révén45, valamint az, hogy a dipólpotenciálra kifejtett hatás mellett a koleszterin ismert 

tulajdonsága, hogy modellmembránokban a folyékony rendezett és rendezetlen domének 

szeparációját eredményezi46. 

2.1.4. A dipólpotenciál mérésére alkalmazott módszerek áttekintése 

Mivel a dipólpotenciál teljes egészében a membrán alacsony dielektromos állandójú, hidrofób 

belsejében helyezkedik el, közvetlen mérése rendkívül nehéz. Ehhez nm-es méretű elektródákat 

kellene helyezni a kettős réteg belsejébe különböző mélységben, amely jelenlegi ismereteink szerint 

gyakorlatilag lehetetlen, így más, indirekt mérési módszerek alkalmazása szükséges. A dipólpotenciál 

nagyságáról az első becslések nagyméretű hidrofób ionok modellmembránokon való átjutásának 

összehasonlításából származtak. A mérések során a negatív töltésű tetrafenilborát permeabilitása jóval 

meghaladta a pozitív tetrafenilfoszfóniumét. A mért különbségek leírására alkotott elméleti modellek 

alapján a dipólpotenciál nagyságát ≈240 mV-nak becsülték47. Az első számítások azonban nem vették 

figyelembe az ellentétes töltésű ionok eltérő hidrációs energiáját. Amikor viszont ezen tényező 

hozzájárulását is számításba vették, a dipólpotenciál nagysága jelentősen nagyobbnak,  ≈350 mV-nak 

adódott48. 

Különböző liposzómás modellek esetén a krio-elektron mikroszkópia is alkalmasnak bizonyult a 

dipólpotenciál mérésére az elektronok hullámfüggvényének mintán való áthaladása során 

bekövetkező fáziseltolódásán alapuló fáziskontrasztos képalkotás segítségével. A vizsgálatok során a 

dipólpotenciál nagyságát ≈510 mV-nak mérték észteres, míg ≈260 mV-nak éteres lipidek esetén. A 

módszer alkalmazása során azonban számos hátrányt írtak le, ilyen volt például a mérések során 
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tapasztalt jelentékeny (akár a 100 mV-os nagyságrendbe eső) hiba, valamint a tény, hogy a módszer 

során végzett számítások sok feltételezésen, becslésen alapultak49. 

A dipólpotenciál nagyságának becslésére kiterjedten alkalmazzák a molekuláris dinamikai 

szimulációkat is. A kezdeti számítások során a módszerrel észteres lipidek esetén modellmembránok 

dipólpotenciáljára ≈500-1000 mV-os értékek adódtak. A módszer alkalmazásánál azonban kezdetben 

nem vették figyelembe az egyedi atomok polarizálhatóságát, illetve az ebből eredő árnyékoló hatást, 

amely részben legalábbis magyarázhatta a kapott (valószínűleg irreálisan) magas értékeket34,50. Ennek 

megfelelően az egyedi atomok polarizálhatóságának figyelembe vételével monolayerek esetén a 

kísérletes adatoknak jobban megfelelő értékek adódtak51. Különböző összetételű, DOPC, DOPE, DMPC 

és DMPG bilayerek vizsgálata esetén ugyanakkor a további molekuláris dinamikai szimulációs 

vizsgálatok is jóval magasabb dipólpotenciál értékeket határoztak meg, amelyek általában ≈500-700 

mV-nak adódtak, de bizonyos esetekben akár az 1-1,4 V-os értékek is előfordultak52,53. 

Modellmembránok esetén az atomerő mikroszkópia is használható volt a dipólpotenciál nagyságának 

becslésére a negatív töltésű próba hegy és az ikerionos lipidek között fellépő taszítóerő segítségével. 

Kimutatták ugyanis, hogy a taszító hatást az intramembrán dipólpotenciál által keltett gyenge 

elektromos tér eredményezte. A foszfatidilkolinból felépülő membránok vizsgálata esetén az analízis 

lipidenként 1,5 Debye-nek megfelelő dipólmomentumot mutatott ki, amely ≈275 mV-os potenciál 

értéknek felelt meg. A mérések során látható volt a dipólpotenciál mértékének laterális heterogenitása 

a membránban, valamint az, hogy a magasabb dipólpotenciál értékek a folyékony rendezett 

doméneknek megfelelő helyeken fordultak elő54. 

Mostanában egy új, vibrációs Stark effektus spektroszkópián alapuló módszert is leírtak, amely során 

unilamelláris vezikula bilayereken határozták meg a dipólpotenciál mértékét egy nem természetes, 

nitril-derivatizált aminosav, a p-cianofenilalanin segítségével. Ennek a membránba beépülő nitril 

oszcillátor próbának az infravörös tartományba eső abszorpciós spektruma érzékeny a lokális 

környezet, így az elektromos erőtér változásaira. A próbán végzett Fourier transzformációs infravörös 

spektroszkópos mérések molekuláris dinamikai szimulációkkal való kombinálása segítségével 

meghatározható volt a DMPC vezikulákban a dipól elektromos erőtér nagysága, amely 8-11 MV/cm 

nagyságúnak adódott, összhangban a korábbi becslésekkel55. A későbbiekben a módszer használatával 

megerősítették a koleszterin és 6-ketocholestanol dipólpotenciál növekedését eredményező hatását 

is56. 

Bár, mint az előzőekből kiderült, több módszer is alkalmazhatónak bizonyult a dipólpotenciál 

nagyságának becslésére szimulációk, illetve modellmembránok esetén, mindegyik számos hátránnyal 

és nehézséggel jellemezhető, főleg ha az élő sejtekre történő alkalmazhatóságukat tekintjük. Élő sejtek 
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esetén a leginkább használható módszereket a feszültség szenzitív fluorofórok alkalmazásán alapuló 

technikák jelentik. 

2.1.5. A dipólpotenciál mérése aminosztirilpiridinium-származékokkal 

A membránpotenciálok mérésére élő sejtekben alkalmazhatók a feszültség szenzitív fluorofórok, 

amelyek használatának előnye a korábban leírt technikákhoz képest, hogy segítségükkel egyszerre 

több élő sejt vizsgálható noninvazív módon. Ezen molekulák két csoportba sorolhatók aszerint, hogy 

milyen mechanizmussal és milyen gyorsan detektálják a potenciálváltozásokat. Az első csoportot lassú 

szenzoroknak nevezhetjük, mivel a potenciál változásokat lassabban (s-ms nagyságrendben) képesek 

követni, ugyanis annak hatására az intra- és extracelluáris tér vagy az oldat-membrán közötti 

megoszlásuk, illetve dimerizációjuk módosul, ami spektrális sajátságaik következményes megváltozása 

révén detektálható57,58. 

A második csoportot a gyors szenzorok képezik, amelyek elektronjainak megoszlása azonnal (a 

detektálható µs-ns időskálán belül) megváltozik elektromos erőtér hatására. Ezt a jelenséget nevezzük 

elektrokrómiának, vagy más néven Stark-effektusnak. Ezen módszerek esetén a festék a lokális 

elektromos erőtér nagyságát érzékeli, melynek eredete a kromofór membránon belüli elhelyezkedése 

miatt elsősorban a transzmembrán és dipólpotenciál. A kettő közötti különbségtételt a kromofór 

csoport membránon belüli mélységének beállításával lehet elérni. Feszültség mérésre elsősorban azok 

a flurofórok (gyors szenzorok) alkalmasak, amelyek elektronjai a molekula egészének mozgása nélkül 

képesek elmozdulni és ennek eredményeképpen megváltoznak a vegyület gerjesztési és emissziós 

sajátosságai. Modellszámítások alapján a gyors szenzornak alkalmas molekulák egyik elsőként leírt 

legígéretesebb csoportját képezték a 4-p-aminosztiril-1-piridinium kromofór származékok59. 

Ezek az amfifil karakterű, hidrofil feji résszel és hidrofób oldallánccal rendelkező pálca alakú fluorofórok 

rigid módon a membránba épülnek és fluoreszcencia polarizációs mérések alapján hidrofób hosszú 

szénláncuk révén a membrán síkjához képest merőleges pozícióban helyezkednek el. Ez kedvező az 

elektrokrómos hatás maximalizálása szempontjából, hiszen az elektromos erőtér vektora párhuzamos 

a töltésmozgás irányával, ugyanis a töltés a piridin komponensről az anilinre mozog. Az excitáció során 

fellépő töltésmozgást így az elektromos erőtér megváltoztatja, módosítva az elektron átmenetek 

energiáját. Emellett fontos tulajdonságuk, hogy a molekula egésze nehezen mozdul el, membránbeli 

orientációjuk nem változik meg, a molekula elmozdulásán alapuló festékekhez képest jóval 

megbízhatóbbak. Modellmembránon végzett spektrofluorimetriás mérések alapján a feszültség 

változtatásának hatására a vegyületek excitációs spektruma megváltozik, pozitív potenciál alkalmazása 

során az alacsonyabb hullámhosszú gerjesztés esetén mért fluoreszcencia megnő, míg magasabb 

hullámhosszú gerjesztésnél a fluoreszcencia lecsökken. Negatív potenciál ellentétesen hat, a 
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spektrumban vörös irányú eltolódás figyelhető meg. A transzmissziós spektrumukban történő változás 

komplementer az excitációs változással, valamint a spektrum hasonlóan viselkedik mind a 

függőlegesen, mind pedig a horizontálisan polarizált fotonokat vizsgálva (bár a membránra merőleges 

fényt vizsgálva a változások jóval nagyobbak), így ezek alapján a spektrum eltolódást nem aggregáció, 

illetve rotációs reorientáció okozza, hanem az elektromos tér jelenléte60-62. 

A későbbiekben sokféle aminosztirilpiridinium-származékot teszteltek voltage clamp, 

spektrofotometria és spektrofluorimetria alkalmazásával élő sejtekben és azt találták, hogy az 

ikerionos szerkezet kedvezőbb a membránbeli stabilabb rögzülés szempontjából. Bár az elektromos 

erőtér hatására a vegyületek emissziós spektruma is megváltozik, annak lehet jelentős nem 

elektrokrómián alapuló komponense is (például a molekula rotációja, a kvantumhatásfok változása, 

illetve szolvatációs tényezők révén), így az excitációs spektrum vizsgálata jóval célszerűbbnek 

bizonyult. A mérések során a legszenzitívebb származéknak a di-4-ANEPPS (1-(3-szulfonatopropil)-4-

[ß] [2-(di-n-butilamino)-6-naftil vinil] piridinium-betain) mutatkozott, amely a p-anilino csoport helyett 

6-amino-2-naftilt tartalmaz. Ennek a vegyület geometriája szempontjából az az előnye, hogy 

meghosszabbodik a töltéselmozdulás útja, vagyis az elektrokrómia megnövekszik, viszont a molekula 

flexibilitása nem nő, azaz nem emelkedik a nem-elektrokrómiás hatások nagysága. Ezzel összhangban 

a festék érzékenységének tisztán elektrokrómiás mechanizmusára utalt, hogy a gerjesztési és az 

emissziós spektrum gyakorlatilag teljes inverz szimmetriát mutatott. A molekula további előnye, hogy 

fiziológiás körülmények között nem érzékeny a pH változásaira, töltetlen, ikerionos formában fordul 

elő. Megfelelő excitációs, illetve emissziós beállításokkal a fluoreszcencia intenzitás 

potenciálváltozással szembeni érzékenysége 10%/100 mV körülinek bizonyult. A di-4-ANEPPS 

molekula alkalmazásának a fentieken kívül előnye volt még, hogy a potenciál változásait lineárisan 

követte, reprodukálható módon a membránnak csak a külső rétegébe inkorporálódott, intakt sejtekbe 

csak hosszú inkubáció után penetrált, spektrális sajátosságai alapján kiválóan alkalmasnak látszott 

mikroszkópos vizsgálatokra, valamint arra, hogy mutassa a membránpotenciál térbeli eloszlását is63-65. 

A továbbiakban mesterségesen előállított lipid vezikulák és non-excitabilis HeLa sejtek külső 

elektromos erőtér hatására történő membránpotenciál változásait vizsgálva egy kismértékben 

bonyolultabb, ám jóval megbízhatóbb módszert is leírtak a potenciálok mérésére. A módszer során a 

fentebb leírt di-4-ANEPPS excitációs, illetve fluoreszcencia spektrumában bekövetkező változásokat 

mérték két hullámhosszon történő gerjesztés után. A festék gerjesztési spektruma két ellentétes 

szélének megfelelő hullámhosszon történő excitáció után mérték a festék által kibocsátott 

fluoreszcencia intenzitását, majd a két intenzitás arányát határozták meg, amelyről kimutatták, hogy 

az alkalmazott elektromos térerősség nagyságával arányos. A mérések reprodukálhatósága magasnak 

bizonyult és a módszer 10 mV-os nagyságrendű potenciálváltozások kimutatására is alkalmasnak 
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mutatkozott. A két hullámhosszon történő gerjesztésen alapuló rációmetrikus fluoreszcenciás módszer 

alkalmazása azért különösen célszerű a potenciálok mérése során, mert így eliminálhatók a minták 

közötti, illetve az egyes minták eltérő régióin belüli kismértékben eltérő festékkoncentrációk, a 

fényelhalványítás és a fényszórás mérést befolyásoló hatásai, valamint kisebb potenciálváltozások is 

könnyebben kimutathatók a hagyományos módszerekhez képest66. 

A di-4-ANEPPS módosított változata a di-8-ANEPPS [1-(3-szulfonatopropil)-4-[β[2-(di-n-oktilamino)-6-

naftil]vinil]piridinium betain], amely annyiban különbözik, hogy hosszabb szénlánccal rendelkezik, így 

magasabb hidrofobicitása miatt stabilabban rögzül a membránban, mint a rövidebb szénláncot 

tartalmazó származék, így internalizációja is jóval lassabb, emellett érzékenysége és jel-zaj aránya is 

kedvezőbbnek bizonyult67. A di-8-ANEPPS molekula neuroblasztóma eredetű sejtvonalon használható 

volt a membránpotenciálban bekövetkező változások detektálására a gerjesztési spektrumban történő 

eltolódást vizsgáló rációmetrikus módszerrel, 15%/100mV-os szenzitivitással. A mérések során 

azonban a fluoreszcens jel kismértékű, de szignifikáns eltérést mutatott a membrán különböző 

régióiban a kálium ionofórként ismert valinomicin jelenlétében, amely hátterében a dipólpotenciál 

szerepe merült fel18,68. 

Ennek megfelelően 6-ketocholestanol és phloretin segítségével kimutatták, hogy a dipólpotenciál 

növekedésének hatására a di-8-ANEPPS gerjesztési spektruma kék irányú eltolódást mutat, a változás 

pozitív irányú maximuma 450 nm-nél, negatív irányú maximuma 520 nm-nél található. A 

dipólpotenciál csökkenése esetén a változás ellentétes, maximuma pozitív irányban 520 nm-nél, 

negatív irányban pedig 450 nm-nél található, a vörös irányú eltolódásnak megfelelően. A 

dipólpotenciál mérését ennek megfelelően kettős hullámhosszon történő rációmetrikus 

fluoreszcenciás módszerrel célszerű végezni. A rációmetrikus módszer során ezért a molekulát két 

különböző hullámhosszú (például 460 és 520 nm) fénnyel gerjesztjük és a két esetben az emissziót 

azonos hullámhosszon (például az emissziós spektrum maximuma, 580 nm felett) detektáljuk. A mért 

fluoreszcenciaintenzitások hányadosa arányos a dipólpotenciál értékével. A spektrum a festék 

membránban való elhelyezkedése miatt elsősorban a dipólpotenciál nagyságára érzékeny, a 

transzmembrán potenciálra jóval kevésbé, míg a felületi potenciálra nagyon kevéssé27,39. A di-8-

ANEPPS dipólpotenciál mérésre való alkalmazhatóságát bizonyították azon mérések is, amely során 

különböző foszfolipideket tartalmazó vezikulák esetén határozták meg a korábban említett 

intenzitásarányokat és az azokból számolt dipólpotenciál értékeket hasonlították össze az irodalomban 

fellelhető potenciál adatokkal, és erős lineáris korrelációt találtak a kettő között69. 

A di-8-ANEPPS molekula tulajdonságainak vizsgálata közben azonban az is kiderült, hogy a két 

különböző gerjesztési hullámhossz esetén kapott fluoreszcencia intenzitások aránya eltért annak 
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függvényében, hogy az emissziót milyen hullámhossz tartományban vizsgálták. Az arány magasabb volt 

580 nm feletti emissziót vizsgálva, mint 670 nm felett. Emellett mind mesterséges, mind természetes 

membránokat vizsgálva azt találták, hogy 580 nm feletti emissziót mérve a membrán fázisátalakulási 

hőmérséklete alatt a hőmérséklet növelésével az emissziós arány nőtt, míg afelett a hőmérséklet 

növelésével csökkent. Ez arra utalt, hogy a fluoreszcencia intenzitás aránya függ a membrán 

viszkozitásától. 670 nm feletti emisszió mérése esetén azonban az arány nem változott szignifikánsan 

a hőmérséklet, így a fluiditás függvényében, amely arra utalt, hogy ebben az esetben az a 

festékpopuláció vizsgálható, amely nem érzékeny a festék fluiditásfüggő reorganizációjára, mivel az 

elektronok az excitáció után azonnal a gerjesztett állapot leginkább relaxált szintjein találhatók. Ezek 

miatt olyan esetekben, ahol a membrán fluiditásának változása várható, célszerűbb az emissziós 

spektrum vörös oldalának megfelelő hullámhosszokon végezni a méréseket. Emellett felvetődött, hogy 

a di-8-ANEPPS önmaga is képes lehet megváltoztatni a dipólpotenciál nagyságát, illetve túl magas 

koncentrációk esetén a festék molekulák aggregálódhatnak is, amely tényezők a mérések 

pontatlanságát eredményezhetik. Ezek alapján célszerű a fluorofórt úgy alkalmazni, hogy a lipid:festék 

arány legalább 100:1 legyen a festék által okozott torzító hatás elkerülésének érdekében38. Későbbi 

mérések során bebizonyosodott, hogy a festék az általánosan használt koncentrációtartományban (5 

μM alatt) nem változtatja érdemben a dipólpotenciál nagyságát, hiszen különböző foszfolipidekből 

előállított mesterséges bilayerek esetén a di-8-ANEPPS nem változtatta érdemben a K+-valinomicin, 

illetve a K+-nonaktin permeabilitását 70. 

Bár a di-8-ANEPPS molekulát elsősorban excitációs rációmetrikus módszerek esetén alkalmazták, az 

elektromos erőtér hatására a festék emissziós spektruma is eltolódik. Így felmerült, hogy olyan 

esetekben, amelyekben a jó térbeli felbontás mellett szükséges a nagyon jó időbeli felbontás is, az 

emissziós rációmetrikus technikák alkalmasabbak lehetnek. Ebben az esetben ugyanis a gerjesztési 

hullámhosszt nem szükséges változtatni, a vizsgálathoz elég lehet kétféle, időben párhuzamosan 

működő különböző fotodetektor használata71. Amikor azonban az excitációs, illetve emissziós 

spektrumeltolódáson alapuló rációmetrikus módszereket összehasonlították különböző lipidekből 

felépülő, illetve phloretinnel vagy 6-ketocholestanollal kezelt DMPC vezikulumokon, az excitációs 

rációmetrikus módszerrel kapott adatok jó egyezést mutattak az irodalomban fellelhető értékekkel, az 

emissziós rációmetrikus módszerrel nyert értékek azonban jelentősen eltértek ezektől, valamint 

jelentősen függtek az alkalmazott hőmérséklettől és gerjesztési hullámhossztól. A gerjesztéses és 

emissziós módszer közötti eltérések hátterében az állhat, hogy az előbbinél a mérések során az 

oldószer molekuláknak, illetve egyéb molekulák atomjainak nincs ideje elmozdulni, így az excitációs 

spektrális eltolódás ténylegesen csak a fluorofór változásait tükrözi. Az emissziós spektrum mérése 

során ezzel ellentétben a szomszédos molekulák dipóljainak van ideje átrendeződni, a molekuláris 
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reorientáció pedig az orientációs polarizálhatóság révén módosíthatja az átmenetek energia szintjeit, 

valamint a folyamatot jelentősen befolyásolják a membrán fluiditásából származó hatások. Ezek miatt 

dipólpotenciál mérésre elsősorban a di-8-ANEPPS gerjesztési spektrumának rációmetrikus vizsgálata 

használható72. 

Elvileg a di-8-ANEPPS segítségével történő dipólpotenciál mérés másik lehetséges módját jelenthetné, 

hogy a lipidkörnyezet (így a dipólpotenciál) változása a vegyület pK-jának, ezáltal fluoreszcens 

tulajdonságainak megváltozását eredményezheti. Ez azonban csak elvi lehetőség, ugyanis a festék pK-

jának értéke erősen a savas tartományba esik (a lipid kettős réteg összetételétől függ, de általában 

≤1,8), így a mérést a fiziológiás tartománytól távol kellene végezni, amely régióban már a membrán 

fázisátalakulása megtörténhet, így a pK eltolódáson alapuló mérések nem tekinthetők biológiailag 

relevánsnak73. 

Bár eredetileg a di-8-ANEPPS festéket a transzmembrán potenciál nagyságának mérésére alkalmas 

festékként írták le, excitációs rációmetrikus módszerek során az intenzitás arány elsősorban a 

dipólpotenciál nagyságára érzékeny. Ezt támasztották alá azok a fluoreszcencia kioltáson alapuló ún. 

parallax módszerrel POPC mebránokon végzett mérések, amelyek azt mutatták, hogy a festék 

fluoreszcenciát kibocsátó régiója 12,2 Å-re helyezkedik el a kettős lipid réteg centrumától, vagyis éppen 

a membrán interfaciális régiójában található, amely éppen a dipólpotenciál régiója és ahová a felületi 

potenciál alacsony hatótávolsága miatt már nem ér el. A transzmembrán potenciál hatása pedig a 

kisebb potenciál esés, illetve az ezáltal generált alacsonyabb mértékű elektromos erőtér miatt itt a 

dipólpotenciálhoz képest sokkal kevésbé érvényesül45. 

2.1.6. A dipólpotenciál mérése 3-hidroxiflavonokkal 

A korábban leírtaknak megfelelően a fluorofórok gerjesztési spektrumában bekövetkező eltolódás 

mérése alapján történő dipólpotenciál meghatározással szemben az emissziós spektrum vizsgálatának 

jelentős gyakorlati előnye lenne, azonban erre az aminosztirilpiridinium származékok nem alkalmasak. 

Ehhez olyan fluoreszcens festékek kellenek, amelyek jó kémiai és fotokémiai stabilitással és magas 

kvantumhatásfokkal rendelkeznek, valamint a molekulák gerjesztett állapotában bekövetkező 

valamilyen reakció révén nagy spektrális változással reagálnak a membránbeli változásokra. Ilyen 

reakció lehet izomerizáció, töltés-, illetve protontranszfer is, amely folyamatok révén ideális esetben a 

gerjesztett állapotú molekula két olyan formája jöhet létre, amely akár eltérő emissziós sávban 

bocsáthat ki fotonokat. Mindezen követelményeknek megfeleltek a később kifejlesztett 3-

hidroxiflavon (3-HF) fluorofórok, amelyek emissziós spektrumáról kimutatták, hogy drámai módon 

megváltozik a membránlipidek tulajdonságainak változására. Gerjesztett állapotban ugyanis a 

fluorofórokban intramolekuláris proton transzfer (ESIPT: excited state intramolecular proton transfer) 
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reakció megy végbe, így a molekulák excitáció után N* (normál gerjesztett állapot) és T* (foto-

tautomer termék) formában fordulhatnak elő. Az ESIPT reakció a molekulák 3-hidroxil és 4-karbonil 

csoportja között zajlik és a két forma emissziója jól elkülönül, a T* formáé a magasabb hullámhossz 

tartományba esik. A 3-HF-ok fontos tulajdonsága még, hogy hidrofil csoportjaik révén a membrán-víz 

határfelületen helyezkednek el és hosszú szénláncuk miatt erősen rögzülnek a membránban, így 

mobilitásuk alacsony. A N*-T* formák közötti átmenetről azt találták, hogy a membránban található 

elektromos tér erőssége befolyásolja (a molekula ∏ elektron rendszerének módosításán keresztül) a 

két forma megoszlását, ami arra utalt, hogy a 3-HF származékok alkalmasak lehetnek a fluorofórok 

emissziós spektrumának eltolódásán alapuló rációmetrikus potenciál mérésre74. 

A későbbiekben felvetődött a 3-HF-ok alkalmazásának lehetősége dipólpotenciál mérések során, 

hiszen azt találták, hogy bizonyos származékok (például F4N1 és a vele ellentétes membránbeli 

orientációjú BPPZ) gerjesztett T* formája alacsony, míg N* formája magas dipólmomentummal 

rendelkezik, így a membránban található elektromos erőtér különböző mértékben befolyásolja a két 

forma energia szintjeit, ezáltal stabilitását is. Míg a T* forma érdemben nem változik az elektromos tér 

változásának hatására, a N* forma esetén a molekula töltés eloszlása jelentős mértékben módosul, így 

a N* forma T*-hoz viszonyított relatív stabilitása megváltozik, ami a két forma közötti megoszlás 

módosítása által a két emissziós sáv közötti intenzitás változásban is megnyilvánulhat, vagyis a festékek 

modulációjában az elektrokrómos effektusnak is szerepe lehet. Ezek mellett a di-8-ANEPPS-hez 

hasonlóan a 3-HF-ok gerjesztési spektruma, illetve két emissziós sávja is eltolódhat, amelyeknél 

azonban sokkal jelentősebb az emissziós sávok közötti intenzitás arány változása. Ennek megfelelően 

különböző lipidösszetételű (DMPC, DTPC) vezikulumok és a dipólpotenciál nagyságát módosító 

kezelések (phloretin és 6-ketocholestanol) spektrofotometriás és spektrofluorometriás vizsgálata 

során azt találták, hogy magasabb dipólpotenciál hatására az F4N1 excitációs és emissziós spektruma 

kék irányú eltolódást mutatott, a N* és T* fluoreszcencia intenzitása közötti arány pedig lecsökkent és 

ez utóbbi bizonyult messze a legjelentősebb hatásnak. Alacsonyabb dipólpotenciál (DTPC vezikulumok, 

illetve phloretin kezelés) hatására éppen ellenkező változások voltak megfigyelhetők.  A membránban 

ellentétes orientációjú BPPZ esetén a vártnak megfelelően az F4N1-hez képest ellentétes hatásokat 

láttak. Minden 3-HF-származékokkal megfigyelt változás hasonló jellegűnek adódott, mint a 

referenciaként használt di-8-ANEPPS esetén, közöttük erőteljes kvantitatív korrelációt tapasztaltak, 

viszont a 3-HF-származékokat használó mérések szenzitivitása jóval magasabb volt, valamint azok 

méréstechnikai szempontból egyszerűbbnek bizonyultak. Ezen kívül a 3-HF-ok előnye, hogy a molekula 

töltött része nem a kromofór eleme, valamint a festék hossza változtatható, így a membránba történő 

penetráció mélysége is szabályozható. A fenti eredmények arra utaltak, hogy vezikulák 

dipólpotenciáljának mérésére egyszerűen használhatóak a 3-HF-származékok, a két emissziós sávjuk 
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intenzitásának arányát mérve emissziós rációmetrikus módszerrel. A mérések során különösen 

kedvező, ha két ellentétes membránbeli orientációjú származékot, például az F4N1-BPPZ párt 

alkalmazunk a dipólpotenciál meghatározására, ugyanis ha a két festékkel ellentétes irányú 

változásokat tapasztalunk, az a dipólpotenciál változását támasztja alá. Valamilyen egyéb membrán 

biofizikai paraméter változása eredményeképpen ugyanis a két fluorofór spektrális tulajdonságai 

várhatóan azonos irányban változnának. Ezáltal a dipólpotenciál változása a mérések során 

elkülöníthetővé válik az egyéb tényezők módosulásaitól75. 

A későbbiekben újabb 3-HF-származékokat fejlesztettek ki, amelyek kedvezőbb tulajdonságokkal 

rendelkeztek a korábbiakhoz képest. Ilyen volt az F8N1S, amely az analóg F4N1-nél hosszabb 

szénlánccal és a pozitív töltésű rész helyett ikerionos csoporttal rendelkezik, ezáltal a sejtekbe történő 

penetrációja lassabb, valamint a PPZ8, amelynek az analóg BPPZ-hez képest egy extra 6-oktiloxi 

csoportja van, így a membránbeli szerkezeti illeszkedése erősebb és az emittált fluoreszcencia 

intenzitása magasabb. A fluorofórokat észteres DOPC és éteres DTPC vezikulumokon, 6-

ketocholestanol jelenlétében vagy anélkül alkalmazva a fentiekhez hasonló eredményeket kaptak, 

vagyis e származékokkal is mérhető volt a dipólpotenciál emissziós rációmetrikus módszerrel (a két 

emissziós sáv arányát vizsgálva). A módszer nem mutatott érzékenységet a felületi potenciál iránt, 

valamint a festékek tulajdonságai változatlannak mutatkoztak 5 és 9 közötti pH tartományban. A két 

új 3-HF-származékkal azonban már élő sejteken (humán akut monocitás leukémia eredetű THP-1 

sejteken és egér fibroblaszt L929 sejteken) is mérni tudták a dipólpotenciál nagyságának változásait 

mind spektroflorométeren sejtszuszpenziót mérve, mind pedig konfokális lézer pásztázó 

mikroszkópon, egyedileg láthatóvá téve az adherens sejteket (és kimutatva a sejtmembrán 

heterogenitását a dipólpotenciált tekintve). Ezen eredmények bebizonyították, hogy a di-8-ANEPPS-

hez képest nagyobb szenzitivitással és egyszerűbb méréstechnikával is mérhető a dipólpotenciál 

nagysága élő sejteken is emissziós rációmetrikus módszerrel76. 

A 3-HF-származékok (például F4N1 és F8N1S) esetén felvetődött egy harmadik gerjesztett állapotú 

forma jelenléte is, ugyanis a korábban leírt két emissziós sáv nagyon közel esett egymáshoz, valamint 

az alacsonyabb hullámhosszú sávhoz tartozó csúcsnál egy széles váll volt megfigyelhető a görbén. Ezt 

a feltevést megerősítették fluoreszcencia anizotrópia mérések is, amelyek során a váll területéhez 

tartozó hullámhossz értékeken mért anizotrópia jelentősen kisebb volt a többi hullámhosszon mért 

értékekhez képest. Dekonvolúciós eljárás során kiderült, hogy a váll valójában egy harmadik sáv, 

amelynek jelenléte jelentősen függ a lipidek és az oldószer milyenségétől és tulajdonképpen a 

vízmolekulákhoz hidrogénkötéssel asszociálódó N* formájú gerjesztett állapotnak (H-N*) felel meg, 

amely emissziós spektruma a hidrogénkötés, illetve a határfelülethez közelebbi lokalizáció révén a 

magasabb hullámhosszak felé tolódik el. Hidrogénkötött formában a fluorofórokban ESIPT nem mehet 
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végbe, így jön létre a 3 sáv az emissziós spektrumban. A H-N* sáv relatív aránya a membrán 

hidrációjáról hordozhat információt, amelynek azonban nem volt jelentős hatása az N* és T* arányára, 

vagyis a dipólpotenciál nagyságának meghatározása során a H-N* sáv jelenléte nem befolyásolja 

szignifikáns módon a méréseket77. 

Az egyik első 3-HF-származék, az F2N12S továbbfejlesztésével egy az F8N1S-hez szerkezetileg hasonló 

vegyületet állítottak elő, amelyet F66NS-nek neveztek el. Az F66NS (a későbbiekben F66) esetén a 

molekula alkil láncának létrehozásához hexil csoportot alkalmaztak a lipid membránokhoz való affinitás 

javítása céljából. A vegyület ikerionos szerkezete és a 3-hidroxiflavon rész ellentétes oldalaihoz 

kapcsolódó két hosszú alkil lánc révén a fluorofór a membránban vertikális orientációban rögzül, 

mélyebben, mint az eredeti festékek. Ezáltal a molekula fényessége magasabbnak adódott, valamint a 

lipid környezetben bekövetkező változások érzékelésében magasabb szenzitivitásúnak bizonyult élő 

sejtek vizsgálata esetén. Emellett a festék áramlási citometriás mérések során is alkalmazható volt78. 

2.2. Az ErbB fehérjecsalád 

2.2.1. Az ErbB fehérjecsalád általános leírása 

Az epidermális növekedési faktor receptor család tagjai, vagyis az ErbB fehérjék (ErbB1=epidermális 

növekedési faktor receptor (EGFR)=HER1, ErbB2=HER2/Neu, ErbB3=HER3 és az ErbB4=HER4) széles 

körben ismert molekulák, amelyek számos tudós érdeklődésének középpontjában állnak, 

sejtbiológusoktól klinikai kutatókig79,80. Ezek a fehérjék többnyire epiteliális sejtekben fejeződnek ki (az 

ErbB1 és ErbB2 mezenchimális szövetekben is előfordul) és fontos szerepet játszanak a korai 

embrionális fejlődésben, a központi és a perifériás idegrendszer, különböző mirigyek, a szívizom és a 

szívbillentyűk kialakulásában81,82. A receptorcsalád iránti különleges érdeklődés egyik oka, hogy a 

család tagjai jelentős szerepet játszanak bizonyos tumorok patogenezisében, mutációjuk, túlzott 

sejtfelszíni kifejeződésük ugyanis rákos transzformációhoz vezethet. Ennek megfelelően az ErbB 

fehérjék patogenetikai szerepét mutatták ki például a következő tumorokban: laphámsejtes 

tüdőkarcinómában, nyelőcsőkarcinómában, epidermoid fej-nyak és gliális eredetű agytumorokban 

(EGFR); emlő-, petefészek-, méhnyak- és gyomorkarcinómákban (ErbB2);  emlő- és 

vastagbélkarcinómákban (ErbB3); valamint emlő-, hasnyálmirigykarcinómákban és 

neuroblasztómában (ErbB4)83,84. Az ErbB fehérjék tumorokban játszott patogenetikai szerepük miatt a 

gyógyszeres kezelések célpontjai lehetnek, amely felfedezés ErbB ellenes célzott tumorellenes 

terapeutikumok kifejlesztéséhez vezetett85. 

Az ErbB fehérjék a receptor tirozin kinázok (RTK) csoportjába tartoznak, rendelkeznek ugyanis egy 

extracelluláris, erősen glikozilált, ciszteinben gazdag ligandkötő doménnel, a fehérje membránba való 

integrációját biztosító hidrofób, egy hélixből felépülő transzmembrán doménnel, valamint egy 
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intracelluláris, protein kináz aktivitással rendelkező doménnel. Az EGFR és az ErbB4 „hagyományos” 

RTK-nak tekinthető, míg az ErbB2 és ErbB3 speciális molekulák, előbbinek ugyanis nincs ismert ligandja, 

míg utóbbi nem rendelkezik érdemi kináz aktivitással, ugyanakkor mindkét fehérje rendkívül fontos, 

hiszen befolyásolják a család többi tagjánk műkődését86,87.  

2.2.2. Az ErbB fehérjék felfedezése, ligandjai és jelátviteli útvonalai 

Az  EGFR ligandját, az epidermális növekedési faktort (EGF) 1962-ben fedezték fel és izolálták egerek 

nyálmirigyéből82, majd nem sokkal később kiderült, hogy a molekula sejthez kötődése specifikus és 

reverzibilis, hatása pedig szaturációt mutat, amelyek arra utaltak, hogy specifikus receptorokhoz 

kötődhet a sejtek felszínén88. Ennek megfelelően hamarosan azonosították az EGFR-t és az is kiderült, 

hogy a molekula kináz aktivitással rendelkezik89,90. A fehérje és ezáltal a molekulacsalád elnevezése az 

avian erythroblastosis vírus nevéből származik, ebben azonosították ugyanis a v-erbB onkogént, 

amelyről kiderült, hogy az EGFR csonkított formája91. Ezt követően patkányban etil-nitrozourea által 

indukált neuroektodermális tumorokból a v-erbB-hez nagyon hasonló onkogént mutattak ki, amelyet 

neu-nak neveztek el92 és amelynek megtalálták az ErbB2-ként elnevezett megfelelőjét az emberi 

genomban93,94. Az is kiderült, hogy a neu-nak nevezett variáns annyiban tér el a vad típusú ErbB2-től, 

hogy a transzmembrán doménben egy Val→Glu aminosavcserét eredményező pontmutációt 

tartalmaz, amely a tumoros transzformáció létrejöttét eredményezi95. Az aktív kináz doménnel 

rendelkező ErbB2 legfontosabb eltérése az volt az EGFR-hez képest, hogy nem kötött EGF-et 

ligandként96. A család harmadik tagját, az ErbB3 molekulát az EGFR és ErbB2 fehérjékkel való 

homológiája alapján azonosították, azonban az is hamar kiderült, hogy intracelluláris doménje 

jelentősen eltérő a többi ErbB fehérjéhez képest, lényegében nem rendelkezik ugyanis érdemi kináz 

aktivitással97-99, ugyanakkor heregeulint köt ligandként100. Az ErbB4 ezzel szemben egy tipikus receptor 

tirozin kináz, intracelluláris doménje leginkább az ErbB2-höz hasonlít, ennek megfelelően aktív, míg 

extracelluláris doménje az ErbB3-mal mutat jelentős hasonlóságot, így az ErbB4 is heregulint és más 

hasonló ligandokat köt101,102. 

Az ErbB fehérjék receptor tirozin kináz voltuknak megfelelően (az ErbB2 kivételével, amelynek nincs 

ismert fiziológiás ligandja) különböző extracelluáris ligandokat kötnek, amelyek közös tulajdonsága, 

hogy meghatározott helyen 6 ciszteint tartalmaznak, melyek egymással három intramolekuláris 

diszulfid kötést alakítanak ki, megfelelő konformációt biztosítva az ErbB proteinekkel való 

kölcsönhatáshoz. Ugyanaz a ligand a család különböző tagjaihoz kötődhet, illetve az adott receptor 

különböző ligandokat is felismerhet. Az így létrejövő számos ligand-receptor kombináció sokféle 

sejtválaszt eredményezhet sejttípustól függően. A ligandokat a különböző ErbB receptorokhoz való 

affinitásuk alapján csoportosíthatjuk: 1) EGF-szerű ligandok, amelyek leginkább az EGFR-hez kötődnek 

(EGF, transzformáló növekedési faktor α, amfiregulin, epigén); 2) heregulinok vagy más néven 
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neuregulinok, melyek az ErbB3-hoz és ErbB4-hez kötődnek (neuregulin-1 (=heregulin), -2, -3 és -4) ; 3) 

azon ligandok, amelyek egyaránt kötődnek az ErbB1-hez és ErbB4-hez (heparint kötő EGF-szerű 

növekedési faktor, betacellulin, epiregulin)103,104. 

A ligandok receptorhoz kötődésének hatására a következő fejezetekben részletesen tárgyalt folyamat 

során végső soron a fehérje kináz doménje aktiválódik, amely egyrészt a kialakuló dimerben a másik 

receptor alegységet, másrészt pedig másodlagos hírvivők foszforilációját eredményezi. Ezek a 

sejtplazma egyéb fehérjéit, további másodlagos hírvivőket aktiválnak, amelyek attól függően, hogy 

milyen ligand mely receptorhoz kötődött, különféle jelátviteli útvonalak beindulásához vezetnek. Egyik 

leggyakoribb ilyen a mitogén-aktivált protein kináz (MAPK) útvonal, amelyben a foszforilált 

receptorhoz kötődő elsődleges adaptor fehérje a Grb2/SOS komplex, amely a protoonkogén Ras és 

azon keresztül a Raf-1 fehérjék és végső soron számos transzkripciós faktor aktiválásán keresztül 

fokozza a sejtek proliferációját. A foszfatidilinozitol-3-kináz (PI3K) által aktivált Akt kináz útvonal a 

sejtek túléléséért felelős, antiapoptotikus jeleket indukál, melyet elsősorban az ErbB3 receptort is 

tartalmazó heterodimerek aktiválnak. A foszfolipáz C-γ (PLCγ) útvonal aktiválódását a családon belül 

csak az EGFR képes indukálni. Ilyenkor az enzim hatására keletkező inozitol-1,4,5-trifoszfát (IP3) 

hatására Ca2+-ionok szabadulnak fel az intracelluláris raktárakból, melyek befolyásolják számos Ca2+-

függő enzim működését. Emellett stimulálódik a számos transzkripciós faktor aktivációjáért is felelős 

protein kináz C (PKC) az IP3 mellett keletkező diacilglicerol (DAG) segítségével. A beinduló jelátviteli 

útvonalak eredményeképpen különböző sejtválaszok alakulnak ki, így a korábban említett 

sejtproliferáció, apoptózis gátlás, migráció, növekedés, adhézió vagy differenciáció79,80,105-107. 

2.2.3. Az ErbB fehérjék felépítése és aktivációjának klasszikus modellje 

Az ErbB fehérjékkel kapcsolatos kiemelt érdeklődés másik oka, hogy a dimerizáció által aktiválódott 

fehérjék prototípusainak tekinthetők84. A négy receptor szerkezete és funkciója nagyfokú hasonlóságot 

mutat egymással és általános értelemben az egyéb receptor tirozin kinázokkal. A transzmembrán 

proteinekre jellemző módon rendelkeznek egy extracelluláris, egy transzmembrán és egy 

intracelluláris doménnel (2.2.3.1 ábra). A fehérjék extracelluláris része négy szubdoménből épül fel, 

amelyek közül kettő, az L1 (I) és az L2 (III) leucinban gazdag és a ligand megkötésében játszik szerepet, 

míg a másik kettő, a ciszteinben gazdag CR1 (II, S1) és CR2 (IV, S2) a receptor monomer alegységeinek 

dimerizációs folyamataiban fontos. A fehérjék transzmembrán doménje 23 aminosavból áll és α-

helikális szerkezetű, amely az intracelluláris régióban a 40 aminosavat tartalmazó juxtamembrán 

doménben folytatódik. Ezt követi a foszforilálható aminosavakban gazdag tirozin kináz domén, amely 

a jelátviteli útvonalak szabályozásában jelentős. A molekulák C-terminális végén találhatóak a 

foszfotirozint kötő effektor molekulák kötőhelyei. Az ErbB3 és ErbB2 fehérjék szerkezete ettől némileg 

különbözik, előbbi kináz doménje inaktív a módosult aminosavösszetétel miatt, míg utóbbi esetén az I 
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és III szubdoménekből képződő ligandkötő zseb túl kicsi, így a mai napig nem találtak hozzá kötődő 

fiziológiás ligandot92,99,108. 

Az ErbB fehérjék aktivációját leíró klasszikus alloszterikus aggregációs modellt az EGFR vizsgálata során 

alkották meg. Már az EGFR felfedezése idején felvetődött a receptor-ligand komplexek 

aggregációjának szerepe az aktiváció folyamatában109. A modell szerint az inaktív állapotban levő 

receptor monomerként fordul elő a sejtmembránban, majd ligand (pl. EGF) kötődésének hatására 

megváltozik a fehérje extracelluláris doménjének konformációja110. Ez a receptor dimerizációjához 

vezet, amely által a szomszédos citoplazmatikus tirozin kináz domének közel kerülnek egymáshoz és 

receptor-receptor kölcsönhatások révén aktiválódnak111,112. A megnövekedett kinázaktivitás 

eredményeképpen a receptor-alegységek (kereszt)autofoszforilációja következik be, amely hatására 

az intracelluláris részen a dokkolóhelyként funkcionáló foszforilált tirozin oldalláncokhoz sejplazmai 

fehérjék kötődhetnek Src homológia 2 (SH2) doménjeik segítségével, foszforilálódhatnak és 

aktiválódhatnak, amely a downstream jelátviteli útvonalak beindulását eredményezi113-115 (2.2.3.1 

ábra). A dimerizáció és autofoszforiláció szerepét támasztották alá azon megfigyelések, amelyek 

szerint kinázdeficiens EGFR jelenléte domináns negatív módon csökkentette a foszforilációs aktivitást 

és a jelátviteli folyamatok beindulását, valamint az EGFR molekulák mesterséges keresztkötése növelte 

foszforilációs aktivitásukat116-118. 

ErbB fehérjék esetén nemcsak a receptor alegységek homodimerizációs folyamatai vezethetnek 

aktivációhoz, hanem a család különböző tagjai heterodimereket is képezhetnek, amely szintén a 

jelátviteli útvonalak beindulását eredményezi. Ennek első bizonyítékaként, gyomorkarcinóma eredetű 

sejtek esetén az EGF liganddal történő stimuláció az ErbB2 fehérjék foszforiláltságának növekedéséhez 

vezetett119. A jelenség hátterében később kimutatták az EGFR-ErbB2 heterodimerek jelenlétét és azt 

is, hogy a heterodimerek kialakulása az EGFR EGF iránti affinitásának növekedését eredményezte120. 

Hasonló kölcsönhatást mutattak ki az ErbB3 és az ErbB2 között, a kiakuló heterodimer pedig 

funkiconálisan ötvözte és felerősítette a két alegység tulajdonságait, hiszen magas heregulin 

affinitással és kináz aktivitással bírt121. Emellett bebizonyosodott az is, hogy az EGFR heteodimereket 

alakíthat ki ErbB3-mal122,123, valamint ErbB4-gyel is124. Az ErbB2 szintén a család összes többi tagjával 

képezhet heterodimert, amely egyrészt megnöveli a partner ligand iránti affinitását (valószínűleg a 

ligand disszociációjának lassítása révén), másrészt pedig a jelátviteli útvonal aktivációjának 

növekedését eredményezi, a heterodimer magasabb kináz aktivitása, valamint lassabb endocitózisa 

révén125,126. A későbbiekben az is kiderült, hogy bár a családon belül szinte bármilyen heterodimer 

képződése lehetséges, az ErbB2 jelenléte esetén ez a fehérje számít preferált heterodimerizációs 

partnernek, a többi dimer elsősorban annak hiánya esetén alakul ki. A legfontosabb dimer 

kölcsönhatásoknak az ErbB2-ErbB3 és ErbB2-EGFR heterodimerek kialakulása mutatkozott. Az ErbB 
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fehérjék a receptor interakciók komplex hálózatát hozzák létre és a különböző receptor kombinációk 

eltérő szignalizációs útvonalakat aktiválhatnak, amelyek a növekedést szabályozó szignálok 

finomhangolásában és amplifikációjában jelentősek, valamint nélkülözhetetlenek az ErbB3 produktív 

jelátviteléhez127-130 (2.2.3.1 ábra). 

 

2.2.3.1 ábra: Az ErbB fehérjék felépítése, klasszikus aktivációs modellje és az általuk 
aktivált jelátviteli útvonalak (az ábra a79,131,132 referenciákban fellelhető ábrák 

felhasználásával készült). A. Az ErbB fehérjék az egyéb receptor tirozin kinázokhoz 
hasonlóan rendelkeznek egy ligandot kötő extracelluláris, egy transzmembrán és egy 
kináz aktivitással bíró intracelluláris doménnel. B. A klasszikus allosztérikus aktivációs 
modell alapján az ErbB receptorok nyugalomban inaktív monomerként fordulnak elő, 

amely állapotban az extracelluláris domén jellemzően zárt konfomációban található. Ez a 
konformáció átalakulhat egy nyitott szerkezetté, elsősorban ligand jelenléte esetén, 

amely stabilizálja a nyitott konformációt. Ebben az elrendeződésben az extracelluláris 
dimerizációs kar exponálódik, amely révén a monomerek homo-, illetve 

heterodimerekké alakulnak. Ennek hatására az intracelluláris domének megfelelő 
orientációjának kialakulása eredményeképpen a kináz domének aktiválódnak, amely a 

jelátvitel útvonalak beindulását eredményezi. C. Az ErbB receptor homo-, illetve 
heterodimerek kialakulása a kölcsönhatásban részt vevő receptorok és a sejtek/szövetek 
típusa függvényében számos különféle jelátviteli útvonal aktiválódását eredményezheti, 

amely különféle sejtválaszok kiváltásához vezet. Ezek egyik leggyakrabban előforduló 
típusa a sejt proliferációja, amely magyarázza azt a megfigyelést, hogy a receptorok 

túlműködése számos daganat patomechanizmusában szerepet játszik. 
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A klasszikus dogma szerint a receptor dimerizációt és aktivációt elsősorban az ErbB fehérjék 

extracelluláris doménje irányítja. A korábban leírtaknak megfelelően a ligand kötődéséért az 

extracelluláris I és III, míg a dimerizációért a II és IV szubdomén felelős. Az ErbB fehérjékről (az ErbB2 

kivételével) krisztallográfiás vizsgálatokkal kimutatták, hogy aktiválatlan állapotukban egy zárt 

konformációban találhatóak108,133,134. Ebben a konformációban a II szubdomén dimerizációs karja a IV 

szubdoménnel intramolekuláris kölcsönhatást alakít ki, amely stabilizálva a térszerkezetet 

megakadályozza a dimerizációt, amely a II szubdomén dimerizációs karjának intermolekuláris 

kölcsönhatásával jöhetne létre. A zárt konformációban a ligandot kötő szubdomének távol vannak 

egymástól, de képesek ligandot kötni135. Egyik elmélet szerint a ligand bekötődése indukálja a zárt 

konformáció nyíltba való átmenetét, míg más elképzelések szerint a receptor konformációja fluktuál a 

zárt és nyitott állapotok között, és a ligand bekötődése stabilizálja az utóbbit132 (2.2.3.1 ábra). Az ErbB2 

esetén ezzel szemben a II és IV szubdomének közötti intramolekuláris kölcsönhatás hiányzik és a 

receptor extracelluláris doménje egyfolytában nyílt konformációban van, ezért preferált 

heterodimerizációs partner. Homodimerizációja ugyanakkor az alegységek közötti elektrosztatikus 

taszítás miatt csak túlzott sejtfelszíni expresszió vagy a transzmembrán doménben található mutáció 

esetén figyelhető meg108. 

2.2.4. Az ErbB fehérjék transzmembrán doménje és az aktiváció új modellje 

Számos kutatás utalt azonban arra, hogy a receptoraktiváció jóval komplexebb folyamat, nem írható 

le olyan egyszerűen, mint az az eredeti klasszikus modellben szerepelt. Már korán voltak arra utaló 

jelek, hogy az ErbB alegységek asszociációja nem elegendő a fehérje aktivációjához. Kimutatták 

például, hogy az ErbB2 homodimerizációjának indukálása egy, az extracelluláris doménben történő 

aminosavcserével nem eredményezi a foszforiláció növekedését, illetve a jelátviteli folyamatok 

beindulását. Ez arra utalt, hogy inaktív dimerek képződése is lehetséges136. Ezzel összhangban FRET és 

FLIM mérések során egy jelátviteli szempontból inaktív, dimerizált vagy oligomerizált EGFR 

szubpopuláció jelenlétét mutatták ki intakt, élő sejtekben ligand nélkül is. A közleményben prezentált 

modell szerint az ilyen preformált komplexeket az EGFR dimert alkotó két partner egyszerű, 

nonallosztérikus, ligandindukált reorientációja aktiválhatja, amelyet a transzmembrán és 

citoplazmatikus domének összehangolt rotációs mozgása mediálhat137. Ezt megerősítve FLIM, 

fluoreszcencia korrelációs spektroszkópia, number&brightness analízis és egyéb módszerek 

segítségével bizonyították preformált EGFR (főleg tranziens) dimerek, tetramerek és egyéb magasabb 

rendű komplexek jelenlétét ligand hiányában is138-144. A család egyéb tagjairól, így az ErbB2 és ErbB3 

fehérjékről is kimutatták, hogy nagyméretű, néhány tíz vagy akár száz proteinből felépülő 

homoaggregátumokat alkotnak néhány tíz vagy akár száz nanométeres méretben. Aktiváció során 

pedig a receptor-alegységek elhagyhatják ezen komplexeket145-148. 
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Bár kezdetben a dimerizáció folyamatában kizárólagosnak gondolták az extracelluláris domén 

szerepét, később kiderült, hogy az ErbB receptorok klaszterizációjában a transzmembrán és az 

intracelluláris domén is szerepet játszik. Az inaktív állapotban az ErbB1 kináz doménje egy önmagát 

gátló konformációban található, amelynek szerkezete nagyban hasonlít az inaktív ciklin-dependens 

kinázok struktúrájához. Aktiváció során a két kináz domén aszimmetrikus dimert képez, amelyben a 

„receiver” kinázt aktiválja az „activator” kináz149,150. Hasonló feladatmegosztást figyeltek meg indirekt 

módon ErbB heterodimerek kináz doménjei között is151. 

Az ErbB fehérjék három nagy alkotóeleme közül a transzmembrán domén (TMD) dimerizációban 

játszott szerepe a legkevésbé ismert. A receptorcsalád tagjainak felfedezése után azt gondolták, hogy 

a TMD szerepe passzív, csupán annyi, hogy a proteint a membránba horgonyozza, hiszen a TMD-ben 

különféle mutációt hordozó receptorokban nem találtak eltérést sem a ligandaffinitás, sem a 

dimerizáció, sem pedig a foszforilációs aktivitás tekintetében152-154. Ezzel összhangban az extra- és 

intracelluláris domének kapcsolódását biztosító transzmembrán és juxtamembrán domének nagyon 

rugalmasnak tűnnek155,156, ugyanakkor néhány megfigyelés a TMD receptoraktivációban játszott 

jelentős szerepét támasztja alá. Az első erre utaló jeleket a humán ErbB2 (NeuT) vagy patkány 

homológja transzmembrán doménjének vizsgálata során találták. A 664-es pozícióban levő Val 

aminosavat ugyanis Glu-ra vagy Gln-ra cserélő pontmutáció hatására a fehérje homodimerizációjának 

és aktivitásának fokozódását figyelték meg95,157,158 (Jóllehet a Neu jelölést eredetileg egy 

nitrozoetilurea-indukált patkány neuroblasztómában talált onkogén leírására használták, manapság 

széles körben használják a humán ErbB2/HER2 onkoprotein elnevezésére is. A dolgozatban minden 

fehérje-, illetve génszimbólum a humán verzióra utal). Ezzel összhangban ugyanezen valin aminosav 

izoleucinra történő cseréjét eredményező egyedi nukleotid-polimorfizmus az emlőtumor csökkent 

rizikójával társul159.  

Kiderült, hogy az ErbB fehérjék esetén a dimer kialakulása során az alegységek TMD-jei is kapcsolódnak 

egymáshoz. A TMD-k közötti dimerizáció mechanizmusában Sternberg és Gullick szerint leginkább a 

Glu, Gln és Asp aminosavak játszanak szerepet, amelyek hidrogénkötéseket hozhatnak létre protonált 

formájukban. A hidrofób környezetben a savas aminosavak pKa-ja megemelkedik, így neutrális pH-n az 

oldalláncok egy része ionizálatlan. A monomerek protonált oldallánca hidrogénkötést alakíthat ki a 

másik monomer karbonil oxigént tartalmazó részével, ami stabilizálja a receptort dimer formában. A 

dimerizációhoz a transzmembrán hélixek megfelelő pozíciójában szükséges egy konszenzus 

szekvencia, amely egy kis oldalláncú aminosavat tartalmaz a 0 pozícióban (’P0’, az ErbB2-ben Ala661), 

egy alifás oldalláncot a ’P3’-ban (664-es pozíció ErbB2-ben) és egy kis oldalláncot (Gly vagy Ala) a ’P4’-

ben. Ezt a szekvenciát Sternberg-Gullick szekvenciának nevezik160. A későbbiekben a membránfehérjék 

TMD-jeiben található α-hélixek kölcsönhatásait modellező szerkezeti és termondinamikai számítások 
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alapján az ErbB fehérjékben (és valószínűleg más receptor tirozin kinázokban is) a dimerizáció a TMD-

ben található két Sternberg-Gullick GxxxG dimerizációs motívum egyikén keresztül valósulhat meg. A 

stabilabb asszociáció a TMD C-terminális részén levő motívum segítségével történhet, amely a receptor 

inaktív dimer formájának felelhet meg és amely kialakulása nem eredményezi a kináz domén 

aktiválódását, míg az N-terminális szekvencián keresztül megvalósuló forma jelenti az aktív 

konformációt. Az utóbbi konformációba történő átalakulás az intracelluláris katalitikus domének 

reorientációját eredményezheti, amely a receptor transzautofoszforilációjához és a kinázaktivitás 

fokozódásához vezethet. A receptor dimer konformációk egyszerűen, energetikailag kedvezőtlen 

köztes állapot nélkül képesek átalakulni egymásba, vagyis a (kísérletes eredményekkel összhangban) 

az aktív és inaktív dimerek egymás mellett fordulhatnak elő a sejt felszínén normál expresszió mellett 

is. Túlexpresszió esetén megnövekedhet az aktív dimerek abszolút mennyisége, amely emelkedett 

kinázaktivitáshoz és tumoros transzformációhoz vezethet anélkül, hogy az aktív és inaktív dimer forma 

aránya eltolódna158. A két motívumról azt is leírták, hogy szerepük különbözhet a TMD-k homo- és 

heterodimer kölcsönhatásainak stabilizációja szempontjából161. Az ErbB fehérjék lehetséges 

kombinációi közül az ErbB1 és ErbB2 TMD-k homodimerjei, valamint azok heterodimerjei mutatják a 

legerősebb asszociációs tendenciát162. A TMD-k receptoraktivációban játszott szerepéről leírták azt is, 

hogy azt terápiás célokra is fel lehet használni, hiszen speciális, TMD-k elleni oligopeptid szekvenciák 

kompetitív módon gátolhatják a receptorok dimerizációját, aktivációját és így a tumorok növekedését 

is163. 

A legújabb kísérletes adatok figyelembe vételével az ErbB1 (és valószínűleg a többi ErbB receptor) 

aktivációja egy újabb aktivációs modellel jellemezhető, amely szerint a transzmembrán és kináz 

doméneknek intrinsic dimerizációs és aktivációs tendenciája van, amelyet ellensúlyoz az extracelluláris 

domén zárt konformációja, az inaktív kináz dimerek képződése és a juxtamembrán szegmentum 

kölcsönhatása a membránban található anionos lipidekkel164-168. A ligand megkötése az extracelluláris 

domén által felszabadítja a receptorokat ezen inhibitoros mechanizmusok alól168. Mivel a 

dipólpotenciálról kimutatták, hogy jelentősen befolyásolhatja a membránban található fehérjék TMD-

jének szerkezetét és funkcióját, logikusnak tűnik a feltételezés, hogy az ErbB fehérjék asszociációjára 

is hatást gyakorolhat, amelyet azonban eddig még nem vizsgáltak. 

2.3. A lipidtutajok 

2.3.1. A lipidtutajok kezdeti leírása és kapcsolatuk koleszterinnel és szfingolipidekkel  

Már régóta ismert, hogy a sejtmembrán alapvetően egy kettős molekularéteg, amelynek 

szerveződését az amfipatikus foszfolipidek határozzák meg. A sejtmembrán legfontosabb alkotóelemei 

a foszfolipidek, a szfingolipidek és a koleszterin, amelyek különböző típusai aszimmetrikus eloszlást 
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mutatnak az extra-, illetve intracelluláris rétegben. A membrán szerkezetét főleg az amfipatikus 

komponensek aggregációs hajlama határozza meg. Hidrofób részeik asszociálnak egymással, kiszorítva 

a vízmolekulákat és lecsökkentve a vízzel kölcsönható felületet, míg hidrofil részeik az extra- és 

intracelluláris oldatokkal lépnek kölcsönhatásba, ezáltal egy energetikailag stabil szerkezet jön létre. A 

korábbi elképzelések szerint a foszfolipidek oldalláncai folyékony fázisban vannak, így fiziológiás 

körülmények között a lipid kettősréteg egy kétdimenziós folyadéknak tekinthető. A membránfehérjék 

ebben a kettős rétegben helyezkednek el oldott formában úgy, hogy laterális motilitásuk segítségével 

a lipidek között szabadon diffundálhatnak, véletlenszerű fehérjeeloszlást mutatva. Ez a szerkezet volt 

a kezdeti Singer-Nicolson folyékony-mozaik membránmodell169. 

A későbbiekben azonban kiderült, hogy a sejtmembrán szerveződése bonyolultabb, hiszen a különböző 

lipidek rendezett, inhomogén laterális eloszlást hoznak létre. Az így létrejövő régiók lipid- és 

fehérjeösszetétele, valamint szupramolekuláris architektúrája eltér a membrán többi régiójától. A 

mikronos nagyságrendű speciális régiókat membrán doméneknek nevezzük. Ezek főleg polarizált 

sejtekre jellemzőek (epitelális sejtek, neuronok), de gyakorlatilag minden sejtben előfordulnak (például 

a sejt mozgása során megfigyelhető polaritás formájában). Hasonló szerveződési elemek 

szubmikronos, nanométeres nagyságrendben is előfordulhatnak, amelyeket mikrodoméneknek 

nevezünk. Ezek egyik első leírása GPI-horgonyzott fehérjék vizsgálata során történt, amely során 

megfigyelték, hogy a fehérje az epiteliális sejtek lizátumából alacsony sűrűségű, detergens inszolubilis 

formában volt kinyerhető. Ez arra utalt, hogy a fehérjék a lipid kettősréteg detergens inszolubilis 

részével asszociálódtak, amely glikoszfingolipidekben rendkívül gazdagnak bizonyult. Felvetették, hogy 

ezek a glikoszfingolipidek egymással asszociálva speciális mikrodoméneket képezhetnek, a GPI-

horgonyzott fehérjék pedig preferenciálisan ezekben helyezkedhetnek el. Ez a felvetés vezetett a 

lipidtutaj elmélet megalkotásához170,171. 

A lipidtutaj elmélet szerint a szfingolipid és a koleszterin molekulák preferenciális rendeződésük révén 

mozgó platformokká, más elnevezéssel tutajokká állnak össze, amelyek specifikus módon bizonyos 

fehérjéket foglalnak magukba. A modell szerint a rendeződés alapja, hogy a glikoszfingolipidek a 

szénhidrát feji csoportok közötti kölcsönhatás révén laterálisan kapcsolódnak. A szfingolipidek feji 

csoportjai a külső membrán réteg síkjában nagyobb területet foglalnak el, mint a főleg telített zsírsav 

oldalláncok, a köztes területet pedig koleszterin molekulák töltik ki. A szfingolipidek és a koleszterin 

közötti szoros kölcsönhatások révén a modellmembránokban leírtakhoz hasonló folyékony rendezett 

(Lo) domének alakulhatnak ki, amelyek képződése laterális fázisszeparációhoz vezet. Az így keletkező, 

lipidtutajnak nevezett területeket a szoros pakolódási denzitás, a modellmembránok gél (So, szilárd 

rendezett) fázisához képest relatíve magas laterális motilitás, valamint a detergens inszolubilitás 

jellemzi. Ezen mikrodomének a sok telítetlen molekulát tartalmazó foszfolipidekben gazdag domének 
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mellett fordulnak elő, amelyeket laza pakolódású, a modellmembránokban leírt folyékony rendezetlen 

(Ld) állapothoz hasonló szerkezet jellemez. Ezt a fázisszeparációt kezdetben modellmembránokban 

írták le, de azt feltételezték, hogy a biológiai membránokra is jellemző lehet, vagyis élő sejtekben az Lo 

fázisnak megfelelő lipidtutajokat körülveszi a membrán egyéb lipidjeinek Ld fázisnak megfelelő 

folyékony „tengere”. Az elmélet azt feltételezte, hogy a membránfehérjék szerkezetüktől függően 

szelektív módon dúsulnak a lipidtutajokban vagy kiszorulnak belőlük, amely megoszlás a fehérjék 

kölcsönhatási valószínűségének, valamint konformációjának módosításán keresztül jelentősen 

befolyásolhatja azok funkcióját172-174. 

A lipidtutajokkal kapcsolatos kezdeti kutatások összefoglalásaképpen a 2006-os Keystone 

Szimpóziumon megalkották a lipidtutajok definícióját: „a lipidtutajok kis (10-200 nm-es), heterogén, 

nagyon dinamikus, szterolban és szfingolipidekben gazdag domének, amelyek kompartmentalizálják a 

sejtes folyamatokat. A kis tutajok bizonyos esetekben fehérje-fehérje és fehérje-lipid kölcsönhatások 

révén nagyobb platformokat képezhetnek”. A klasszikus definíció szerint a fázisszeparáció alapja 

bizonyos lipidek keveredésének képtelensége. Az alternatív jelenségek révén kialakuló lipid-fehérje 

asszociátumok nem tartoznak a lipidtutajok közé 175. 

A lipidtutajok kezdeti definíciója szerint tehát képződésük alapja a membránt alkotó lipidek 

keveredésének képtelenségéből fakadó laterális szegregációja. A folyamatban rendkívül fontos a 

koleszterin, hiszen a rigid szterol gyűrű planáris szerkezete kedvező a telített zsírsavat tartalmazó 

merev lipidek számára, míg kedvezőtlen a nagyobb kiterjedésű, telítetlen lipideknek. A koleszterinnel 

való kölcsönhatás emellett a zsírsavoldalláncok nyújtott konformációját eredményezi, amely növeli a 

membrán vastagságát, ezáltal a hidrofób mismatch következtében segíti bizonyos lipidek 

szegregációját. Mivel a szfingolipidek általában hosszabb és telítettebb szénhidrogén oldalláncokat 

tartalmaznak, valamint feji csoportjuk és szfingozin bázisuk mind akceptorként, mind pedig donorként 

részt vehet hidrogénkötések kialakításában, előszeretettel lépnek kölcsönhatásba koleszterin 

molekulákkal, elősegítve a mikrodomének kialakulását176. 

A kezdeti lipidtutaj definíció szerint a fehérjék nem vesznek részt aktívan ezen mikrodomének 

létrehozásában, ugyanakkor affinitásuk szerint dúsulnak a membrán raft vagy non-raft régióiban. A 

tutajokba történő partíció molekuláris szerkezeti meghatározói még nem teljesen ismertek, néhány 

tényezőről azonban már bebizonyosodott, hogy a tutajba történő lokalizációt segíti. Ilyen szerkezeti 

determináns például a fehérje lipidációja (GPI-horgony, palmitoiláció, mirisztoiláció, preniláció vagy 

szterol konjugáció) és fehérjék transzmembrán doménjének néhány fontos jellemzője (elsődleges 

szerkezet, a transzmembrán domén hossza és kölcsönhatási képessége a membránlipidekkel)177. 
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A konszenzusos definíció ellenére a lipidtutajokkal kapcsolatos kutatások már a kezdetektől fogva 

bizonyos szempontokból ellentmondásosak voltak. Ennek egyik oka az volt, hogy ezen mikrodomének 

létezésével és funkciójával kapcsolatos bizonyítékok indirekt módszereket, így detergens extrakciót 

vagy koleszterindepléciót alkalmazó vizsgálatokból származtak. Ezek használata során problémát 

jelentett, hogy a modellmembránokban megfigyeltek nem ültethetők át közvetlenül élő sejtekre, a 

detergens kezelés mesterségesen a mikrodomének szegregációjához vezethet, a koleszterin és a 

szfingolipidek tutajoktól független hatásokat is kifejthetnek (pl. direkt kölcsönhatás), illetve az 

alkalmazott próbák a raftmarkerek mesterséges aggregációját eredményezhetik. Élő sejtekben a tutaj 

alkotóinak közvetlen vizsgálatai során pedig még a mikrodomének méretével, illetve egyáltalán a 

létezésével kapcsolatban sem mutatkozott konszenzus, valamint a tutajok vizualizációja is rendkívül 

nehézkesnek bizonyult178. 

2.3.2. A lipidtutajok és a fehérjék, avagy új elméletek a lipidtutajokkal kapcsolatban 

A lipidtutajokkal kapcsolatos bizonytalanságok egyik fő forrása, hogy méretük révén nem mutathatók 

ki hagyományos mikroszkópos módszerekkel. A kísérletes tapasztalatok ellentmondásainak feloldására 

egy új elméletet alkottak, amely szerint a korábban felvetett mechanizmusoknak megfelelően kis, 

laterálisan mobilis Lo domének alakulnak ki spontán módon a sejtmembránban, amelyek azonban csak 

átmeneti jellegűek, nagyon rövid ideig (<0,1 ms) és kis méretben (<10 nm) léteznek, így rendkívül 

nehezen mutathatók ki. A domének szélein elhelyezkedő fehérjék azonban surfactant funkcióval 

bírhatnak, illetve egyéb doménekkel való véletlenszerű ütközés révén a kis domének fúziójával 

nagyobb lipid bázisú klaszterek képződéséhez vezethetnek. Akár egészen nagy asszociátumok is 

kialakulhatnak, ehhez azonban fehérje-fehérje kölcsönhatások kialakulása szükséges. Ezek alapján a 

fehérjék a korábbi elmélettel ellentmondó módon aktív szerepet játszhatnak a detektálható 

lipidtutajok kialakulásában, egymással, szterolokkal és szfingolipidekkel való kölcsönhatásaik révén 

ugyanis felerősítik a lipidek szubkompartmentalizációs hajlamát, amely a nagyobb domének 

kialakulását eredményezheti176,179. A hagyományos lipidtutajoknál nagyobb, szubmikrométeres lipid 

domének más mechanizmusok révén is kialakulhatnak. Ilyenek lehetnek a ceramid alapú, 

szignalizációban fontos platformok, amelyek a membránban található szfingomielin szfingomielináz 

általi hasítása során keletkező ceramid révén jönnek létre. Az még vitatott, hogy ezek a platformok a 

sejtmembránban már jelen levő lipidtutajok asszociációjával képződnek vagy újonnan alakulnak ki és 

a raftokkal párhuzamosan fordulnak elő180. 

A későbbiekben alternatív elméleteket is leírtak a korábban a lipidtutajoknak tulajdonított jelenségek 

magyarázatára. Az egyik ilyen szerint a lipidtutajok helyett a membránban található fehérjéket egy 

annuláris lipidekből álló burok veszi körül, amelyet kedvező lipid-fehérje, lipid-lipid vagy lipid-glikán 

kölcsönhatások hoznak létre. Mivel egy ilyen komplex mérete 3-4 nm lehet, ez a gyakorlatban a 
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fehérjék nagy száma miatt azt jelentheti, hogy a membránban minden lipid részt vesz egy ilyen 

asszociátum kialakításában. A fehérjék transzmembrán doménje specifikus motívumok segítségével 

közvetlen módon is kölcsönhatást alakíthat ki lipidekkel, leggyakrabban koleszterin vagy szfingolipid 

molekulákkal, amelyek alloszterikus módon szabályozhatják a fehérje funkcióját. Emellett 

intracelluláris organellum, például az endoplazmás retikulum is befolyásolhatja a sejtmembrán 

szerveződését közvetlen kapcsolódások kialakítása révén. Végül, de nem utolsósorban a kortikális aktin 

hálózat is befolyásolhatja a fehérjék membránbeli kompartmentalizációját, amelyet az ún. cölöpkerítés 

modell ír le. Eszerint az aktinhálózat egyfajta kerítést alakít ki, amelyhez bizonyos fehérjék cölöpként 

kapcsolódnak és ez a szerkezet befolyásolja egyéb fehérjék diffúzióját a membránban181. 

Bár a fentiekből látható, hogy a lipidtutajok tulajdonságaival, funkcióival kapcsolatos kutatásokat, 

illetve azok eredményeit számos vita és ellentmondás jellemzi, abban a legtöbb kutató egyetért, hogy 

a lipidtutajok termodinamikusan instabil, szfingolipidekben és koleszterinben gazdag mikrodomének a 

sejtmembránban, amelyek bizonyos dinamikus paramétereikben jelentős hasonlóságot mutatnak a 

modellmembránok folyékony rendezett, stabil Lo doménjeivel. Azonban a kezdeti elmélettel szemben 

valószínűleg nem a lipidek által mediált kölcsönhatások felelősek elsődlegesen a lipidtutajok 

képződéséért, mivel mind a citoszkeleton, mind a membránfehérjék, illetve azok lipidekkel való 

kölcsönhatásai, mind pedig a membrán turnover jelentősen hozzájárulnak a tutajok képződéséhez és 

tulajdonságainak meghatározásához181-184. A lipidtutajokkal kapcsolatos ellentmondások ellenére a 

raftok sokrétű szerepet játszanak számos különböző biológiai funkcióban, így a transzmembrán 

jelátvitelben és a membrán traffickingben mind egészséges, mind patológiás állapotok esetén185,186. 

2.3.3. A lipidtutajok szelektív jelölésének lehetőségei 

A lipidtutajok jelölése sokféle technika és marker használatával lehetséges. Az ideális próba kicsi, nem-

toxikus lenne, specifikusan jelölné az élő sejtek membránjában előforduló endogén lipideket, valamint 

megfelelő spektrális tulajdonságokkal rendelkezne. Jelenleg egy ilyen jelölési módszer sem áll 

rendelkezésre, minden ismert technika és jelölő komoly hátrányokkal rendelkezik180. 

Általában a lipidtutajok szelektív jelölése bizonyos membránkomponensek raftokban történő 

preferenciális koncentrációján alapul. A leggyakrabban alkalmazott lipidtutaj-markerek közé tartoznak 

a glükozilfoszfatidilinozitol (GPI)-horgonyzott fehérjék. Ezek olyan proteinek, amelyek a C-terimuson 

GPI horgonyt tartalmaznak, így a sejmembrán extracelluláris rétegébe rögzülnek. A GPI-horgony révén 

ezek a molekulák a lipidtutajokba inkorporálódnak és alkalmasnak bizonyultak a lipidtutajok 

szerveződésének és dinamikájának vizsgálatára mind fluoreszcencia, mind pedig elektron 

mikroszkópos vizsgálatok során171,187. A későbbiekben felvetődött, hogy a GPI-horgonyzott fehérjék az 

ún. „átmeneti behatárolt zónákban” (transient confinement zone) helyezkednek el, amelyek az aktin 
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citoszkeleton és a spektrin hálózat által létrehozott kortikális mátrix barrier effektusa révén 

keletkeznek a korábban említett cölöpkerítés modellnek megfelelően. Bár az átmeneti behatárolt 

zónák és a lipidtutajok kapcsolata még nem teljesen tisztázott, a lipidtutajok jelenleg érvényben levő 

definíciója szerint a citoszkeleton által mediált hatások szintén hozzájárulnak a tutajszerű 

mikrodomének kialakulásához, így a GPI-horgonyzott fehérjék alkalmasak a lipidtutajok jelölésére188. 

A későbbiekben a GPI-horgonyzott fehérjék membránbeli klaszterizációját és az aktin citoszkeleton 

membránszerkezetet szabályozó funkciójára alapuló cölöpkerítés modellt alátámasztották FRET és 

szuperrezolúciós képalkotó technikákkal történő mérések is189,190. 

A Gram-negatív Vibrio cholerae által előállított koleratoxin nem-toxikus B alegysége (CTX-B) szintén 

széles körben használt lipidtutaj-markerként, ugyanis a toxin a lipidtutajokban dúsuló glikolipid 

receptor GM1 gangliozidhoz kötődik szelektív módon191-193. A CTX-B egy pentavalens molekula, 

egyszerre öt GM1 gangliozid kötésére képes, ezáltal az egyébként kisméretű és tranziens lipidtutajok 

keresztkötése révén a membrán szerkezetének reorganizációját indukálhatja. Ezáltal elősegíti a 

korábban említett Lo jellegű membrán domének kialakulását, amelyek sok tulajdonságukban 

emlékeztetnek a lipidtutajokra. Emiatt a CTX-B rendkívül hasznos a fehérjék által stabilizált membrán 

domének tanulmányozása szempontjából, különösen, mivel a receptora széleskörűen elterjedt 

különféle sejttípusok esetén. Ezen tulajdonságai és a celluáris toxicitás hiánya miatt a CTX-B-t 

kiterjedten alkalmazzák a lipidtutajok markereként mikroszkópos és áramlási citométeres mérések 

során194-197. 

A lipidtutajok szelektív jelölése lehetséges koleszterin ellenes antitestekkel is. Bár az ilyen antitestek 

létezését már 1925-ben felvetették, később a koleszterin széleskörű előfordulása és fontos biológiai 

szerepe miatt azt feltételezték, hogy a koleszterin egy nem vagy csak igen gyengén immunogén 

molekula. Az első olyan megfigyelések, amelyek meggyőzően alátámasztották a koleszterin 

immunogén szerepét ELISA vizsgálatok során születtek, amelyek kristályos koleszterin, mint antigén 

segítségével kimutatták, hogy csaknem minden felnőtt ember szérumában természetesen is 

előfordultak főleg IgG és IgM autoantitestek, amelyek reagáltak a koleszterinnel198. Sőt, felvetették 

ezen antitestek szerepét a szérum koleszterin koncentrációjának szabályozásában, illetve vaszkuláris 

betegségek, elsősorban az ateroszklerózis, illetve az ahhoz társuló stroke vagy miokardiális infarktus 

patomechanizmusában is199,200. Egerek magas (71%) koleszterin tartalmú vezikulákkal történő 

immunizálásával mesterségesen is előállítottak koleszterin ellenes monoklonális IgM antitesteket az 

erős lipid A adjuváns segítségével. Az antitest (2C5-6, ATCC HB-8995) csak nagy mennyiségű 

koleszterint tartalmazó liposzómákkal reagált, illetve ELISA és elektron mikroszkópos vizsgálatok 

alapján felismerte a kristályos koleszterint201. Különféle szterol származékok vizsgálatával kimutatták, 

hogy az antitest a szterolok 3β-hidroxil csoportját ismerte fel, illetve reagált emberből származó intakt 
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VLDL/IDL és LDL lipoproteinekkel, HDL partikulumokkal viszont nem. Ennek hátterében felvetették, 

hogy utóbbiak esetén a magasabb fehérjetartalom miatt a fehérjék sztérikus okok miatt elfedik a 

koleszterin molekulákat, amelyek így nem hozzáférhetők az antitestek számára. Mivel a koleszterin 

poláris hidroxil régiója nagyon kicsi és a sejtmembrán lipid bilayerének felszínén, annak legmélyebb 

pontján található, sejtek esetén is fedett lehet környező lipidek (főleg glikolipidek) és fehérjék által, 

amely jelentősen megnehezíti a koleszterin ellenes antitestek kötődését202. A későbbiekben vízben 

oldhatatlan koleszterin monohidrát kristályokkal történő immunizáció segítségével egy újabb 

koleszterin ellenes antitestet, a monoklonális IgM típusú MAb 58B1-et állították elő, amely a 

koleszterin 5-20 molekulából álló specifikus háromdimenziós elrendeződését ismerte fel, az 

individuális koleszterin molekulákat nem203. Ezzel összhangban az MAb 58B1 indirekt 

immunofluoreszcenciás vizsgálatok során képes volt kötődni macroghagok és fibroblasztok 

membránjához, ha a sejtek koleszterintartalmát ACAT inhibitor segítségével megnövelték. A jelölés 

mintázata pontozottnak mutatkozott a konfokális felvételeken, illetve az antitest kötődése eltűnt a 

koleszterin kivonása vagy traffickingjének blokkolása esetén. Ezek arra utaltak, hogy a MAb 58B1 

valójában a sejtmembránban a koleszterin megfelelő rendezettségű, több molekulából álló komplexét 

ismerte fel. Mivel ez az elrendeződés valószínűleg kizárólag a koleszterinben gazdag membrán 

mikrodoménekben fordul elő, a MAb 58B1 koleszterin ellenes antitest tulajdonképpen inkább egy 

lipidtutaj-jelölőnek tekinthető204. Ennek megfelelően az MAb 58B1-et a későbbiekben koleszterinben 

gazdag mikrodomének vizsgálatára használták például humán monocita, illetve csontvelő eredetű 

makrofágok vagy ateroszklerotikus plakkok esetén205,206. A későbbiekben magas koleszterintartalmú 

liposzómák és adjuváns lipid A segítségével történő immunizációval a korábban alkalmazott IgM típusú 

koleszterin ellenes antitestek mellett IgG izotípusú monoklonális anti-koleszterin antitesteket (AC1 és 

AC8) is előállítottak. A két új antitest sejtmembránban található koleszterinhez kötődését 

megerősítették mind direkt, mind indirekt jelölés során különféle humán és egér limfocita, valamint 

monocita-makrofág sejtvonalakon konfokális mikroszkópia és áramlási citometria segítségével is. A 

jelölés mértékét a sejtek papainos emésztése jelentős mértékben növelte, utalva arra, hogy az antitest 

kisméretű epitópot ismerhet fel a membránban, amelyet a hosszú, protrudáló fehérjék elfedhetnek. 

Az AC1 és AC8 szintén elsősorban a lipidtutajokban található koleszterint ismeri fel, amelyet 

alátámasztott, hogy az antitestekből származó jel erős pozitív korrelációt mutatott más lipidtutaj-

markerek (fluoreszcensen jelzett koleratoxin B alegység, Thy1 antitest, illetve diIC18 lipid próba) 

szignáljával. A kötődés specifikus voltára utaltak azon megfigyelések is, amelyek szerint a membrán 

koleszterintartalmának depléciója metil-β-ciklodextrinnel jelentősen lecsökkentette az 

antitestkötődés mértékét207. Az AC1 és AC8 antitestek lipidtutajokkal való kapcsolatára utal, hogy azok 

a sejtmembrán laterális organizációjának átrendeződését okozhatják. Humán makrofágok, illetve 

egyéb professzionális antigénprezentáló sejtek ezen antitestekkel történő inkubációja ugyanis a GM1 
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raftok mérétének növekedését, azok laterális klaszterizációját, koaleszcenciáját eredményezte, amely 

az immunsejtek aktivációs állapotát is befolyásolta208,209. 

2.3.4. A lipidtutajok funkciója 

A lipidtutajokról kimutatták, hogy jelentős szerepet játszanak számos fontos celluláris 

mechanizmusban, így a jelátvitel, a membrán trafficking, a sejtadhézió és -migráció, a szinaptikus 

transzmisszió, a citoszkeletális organizáció és a patogének sejtbe jutásának során. Ezen jelenségek 

alapja különféle mechanizmus lehet. A tutajok jelátviteli folyamatokra gyakorolt hatásának hátterében 

például az állhat, hogy a raftok a jelátviteli folyamatban résztvevők közötti kölcsönhatásokat 

serkenthetik azáltal, hogy azokat egymás közelében tartják a mikrodoménen belül. A tutajok 

inkomplett szignalizációs útvonalakat tartalmazhatnak, amelyek aktiválódhatnak, amikor a receptor 

vagy más szükséges molekula rekrutálódik a raftba, illetve ezek lehetnek a színterei az egyedi 

receptorok ligandkötődés hatására bekövetkező koncentrálódásának. Emellett ha a receptor aktiváció 

a tutajban történik, a szignalizációs komplex védve lehet a non-raft enzimek, például foszfatázok 

hatása ellen. Általánosságban a fehérjék a tutajokban egy más mikrokörnyezetben helyezkedhetnek 

el, amelyben a foszforilációs állapotukat a lokális kinázok és foszfatázok módosíthatják, beindítva a 

megfelelő jelátviteli útvonalakat. A tutajok akár a jelátvitel gátlásában is fontosak lehetnek, 

szekvesztrálva a szignalizáció komponenseit (így limitálva azok kölcsönhatásait) vagy gátolva az ott 

elhelyezkedő fehérjék intrinsic aktivitását. Az egyedi tutajok akár klaszterizálódhatnak is, kialakítva egy 

nagyméretű szignalizációs komplexumot, amelyet adaptorok, stabilizáló és horgonyzó fehérjék 

hálózata jellemezhet. Ez a jelátviteli komplexum a tutajklaszterekben izolálódhat a folyékony 

rendezetlen lipid mátrixtól, amely a szignalizáció molekulák koncentrációját, illetve a felesleges 

modulátorok exklúzióját eredményezheti185. 

A fentieknek megfelelően a lipidtutajok jelentőségét már bebizonyították számos jelátviteli 

folyamatban, különösen az idegrendszerben, amelynek sejtjei leggazdagabbak koleszterinben és 

szfingolipidekben. Ezzel összhangban kimutatták a raftok szerepét a neuronok differenciációjában210, 

a neurotrop faktorok által kiváltott jelátviteli folyamatokban211-213, a sejtek adhéziójában és 

migrációjában214,215, az axon és neurit növekedésben216, a szinaptikus transzmisszióban217, illetve a 

neuron-glia kölcsönhatásokban218. 

A lipidtutajok befolyásolhatják növekedési faktor receptorok, így az ErbB fehéjecsalád tagjainak 

működését is. Már a raft elmélet megalkotása előtt kimutatták, hogy exogén glikoszfingolipidek adása 

csökkenti a sejtek proliferációját, amely felvetette annak a lehetőségét, hogy gangliozidok gátolhatják 

a növekedési faktor receptorok funkcióját219. A hatást a GM3 gangliozid okozza az EGFR gátlásán 

keresztül, amely során a GM3 a receptorhoz való kötődésben nem kompetál az EGF-fel220, de a 
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hatáshoz szükséges a GM3 és az EGFR szénhidrát csoportjainak kölcsönhatása221. Az EGFR a kaveolin-

1 fehérjével is kölcsönhat és a kaveolinban gazdag doménekben található 222,223, de a GM3 gátolja ezt 

az asszociációt és egyben gátolja az EGFR kölcsönhatását az integrin fehérje β1 alegységével, amely az 

EGFR jelátvitelének inhibíciójában szerepet játszhat224,225. A GM3 hatásának fontos eleme lehet még az 

is, hogy stabilizálja az EGFR inaktív monomer formáját226. A GM3, illetve az azt tartalmazó membrán 

mikrodomének egyéb receptorok, például az inzulin receptor működésének szabályozásában is 

jelentősek lehetnek227,228. 

2.3.5. A lipidtutajok és a dipólpotenciál 

A lipidtutajokkal kapcsolatos viták ellenére a legtöbb kutató egyetért abban, hogy ezen mikrodomének 

speciális, a membrán egyéb régióitól eltérő összetétellel bírnak, amely rendkívül fontos a raftok 

funkciója szempontjából. A lipidtutajokra jellemző, hogy a membrán ezen doménjeiben dúsulnak a 

GPI-horgonyzott fehérjék, a koleszterin és a (gliko)szfingolipidek, a hosszú szénláncú telített zsírsavat 

tartalmazó lipidek, a palmitoilált transzmembrán fehérjék és a hosszú transzmembrán doménnel 

rendelkező proteinek, míg a többi membránrégiónál alacsonyabb mértékben tartalmaznak non-raft 

fehérjéket, így transzferrin receptort vagy izoprenoid horgonnyal rendelkező proteineket172,229. 

Mivel a sejtmembrán dipólpotenciáljának nagyságát elsősorban a membrán összetétele határozza 

meg, a tutajszerű mikrodomének és a sejtmembrán egyéb régióinak jelentősen különböző 

lipidösszetétele alapján logikusnak tűnik az a feltételezés, amely szerint a dipólpotenciál nagysága 

magasabb lehet a raftokban a membrán egyéb régióihoz képest. Ezt azonban élő sejtek membránjában 

közvetlen módon még nem demonstrálták. Bár korábban élő sejtekben di-8-ANEPPS festéket 

alkalmazó mérések során a fluoreszcens jel, így a dipólpotenciál nagyságának membránbeli laterális 

heterogenitása hátterében a lipidtutajok jelenlétét feltételezték, ennek explicit módon történő 

bizonyítását és a korreláció kvantitatív analízisét még nem prezentálták1,7,29. Modellmembránokon 

végzett atomerő mikroszkópos mérések során ugyanakkor a kapott elektrosztatikus és topográfiás 

térképek közötti jó egyezés arra utalt, hogy a dipólpotenciál nagysága nagyobb lehet 

modellmembránok folyékony rendezett doménjeiben54. 

2.4. A Gaucher-kór 

2.4.1. A Gaucher-kór általános jellemzői és a betegség pathomechanizmusa 

Bizonyos patológiás állapotokban a sejtmembrán lipid összetétele megváltozhat186. Az egyik olyan 

betegség, amelyben bizonyított a membránok összetételének változása a legismertebb lizoszomális 

tárolási betegség, a Gaucher-kór, amelynek legalapvetőbb jellemzője a glükozilceramid 

felhalmozódása a glüköcerebrozidáz enzim deficienciájának következtében230. 
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A betegséget először 1882-ben írta le Philip Gaucher és a leggyakoribb lizoszomális tárolási 

betegségnek számít, előfordulási gyakorisága világszerte ≈1:40000-1:60000. Legfontosabb jellemzője, 

hogy elsősorban a reticuloendothelialis sejtekben felhalmozódik a glükozilceramid, amely egy 

ceramidból, D-eritro-szfingozinból és egy 16-26 szénatomot tartalmazó zsírsav láncból felépülő 

glikoszfingolipid. Normál esetben a glükozilceramidot egy lizoszomális enzim, a glükocerebrozidáz 

(GBA, savas β-glükozidáz) bontja glükózzá és ceramiddá. A Gaucher-kórban az elsődleges defektus a 

glükocerebrozidáz enzim deficienciája, amely a szubsztrát glükozilceramid felhalmozódásához vezet. A 

betegség oka a GBA génben előforduló több, mint 300 mutáció és az ezek következtében kialakuló 

defektus az enzim katalitikus funkciójában, intracelluláris stabilitásában vagy szubcelluláris 

traffickingjében. A Gaucher-kórnak három klasszikus variánsát írták le. A leggyakoribb, non-

neuropátiás I. típus a betegek 90%-ában fordul elő, az enzim szubtotális deficienciájával jár és 

elsősorban belső szervi (masszív máj és lép megnagyobbodás, tüdő infiltráció) és mozgásszervi 

tüneteket okoz, valamint jellegzetes manifesztáció a csontvelő patológiás makrofágok (Gaucher-

sejtek) általi infiltrációja. A II. típusú akut perinatális forma ritka, súlyos neuropátiával, irritabilitással, 

bulbáris bénulással, opisthotonussal és a belső szervek kismértékű megnagyobbodásával jár és 

általában a betegek halálához vezet néhány éves korban. A Gaucher-kóros betegek 10%-át érintő 

krónikus vagy szubakut neuropátiás III. típus tekintésbénulással, mioklónusos epilepsziával és idegi 

eredetű vaksággal, valamint bizonyos fokú belső szervi érintettséggel jár, amelyek közül a 

legjellegzetesebb a tüdő infiltráció és általában a betegek halálához vezet a második-negyedik 

évtizedben231-233. 

A betegekben a belső szervekben megfigyelhető legjellemzőbb, egyben patognómikus eltérés a 

glükozilceramid felhalmozódása a makrofágokban, amely egyben a hepatosplenomegalia, anémia, 

trombocitopénia és tüdő manifesztációk kialakulását is eredményezi. Ezen Gaucher-sejtek rendkívül 

fontos szerepet játszanak a betegség patomechanizmusában, ennek pontos módja azonban még nem 

ismert231-233. Bár a tünetek kialakulásának hátterében elsősorban a glükozilceramid felhalmozódását 

valószínűsítik, a direkt ok-okozati összefüggésnek ellentmondanak azon megfigyelések, amelyek 

szerint nincs összefüggés vagy csak gyenge korreláció mutatható ki a tünetek súlyossága, a reziduális 

enzimaktivitás és a felhalmozódott lipid mennyisége között. A kórban a genotípus és a fenotípus 

közötti összefüggés nem egyértelmű és a klinikai manifesztációk sokszínűségének magyarázata sem 

ismert234. A betegségre jellemző tünetek kifejlődésének hátterében a szubsztrát felhalmozódása 

mellett felvetették egyéb tényezők, így a különböző vegyületek lizoszomális degradációjában kialakuló 

vagy az endolizoszomális útvonal zavara következtében létrejövő durva eltérések, valamint az ER-

stressz szerepét is235,236. 
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2.4.2. CBE-kezelt differenciáltatott THP-1 sejtek, mint a Gaucher-kór in vitro modellje 

Mivel a Gaucher-sejtek jelenléte a betegség legjellemzőbb, patogenetikai szempontból is fontos 

eltérését jelenti, a hasonló fenotípussal rendelkező makrofágok alkalmazása széles körben elfogadott 

a kór kísérletes vizsgálata során. Mivel a makrofágok gyűjtése és ex vivo expanziója rendkívül nehézkes, 

különösen egy olyan ritka betegségben, mint a Gaucher-kór, célszerű monocita eredetű sejtvonalak 

alkalmazása a kísérletek során. A humán akut monocitás leukémia eredetű THP-1 sejtvonalat 

kiterjedten alkalmazzák, hiszen forbol-12-mirisztát-13-acetát (PMA) kezelés hatására a sejtek érett 

makrofággá differenciálódnak, amelyek a legtöbb szempontból jelentősen hasonlítanak a primer 

humán szöveti makrofágokhoz237-239. 

A Gaucher-kórra jellemző fenotípus kialakulása indukálható a betegség állat vagy sejtes modelljei 

esetén a glükocerebrozidáz enzim legpotensebb, helyspecifikus irreverzibilis kompetitív inhibitora, a 

konduritol B epoxid (CBE) alkalmazásával240,241. A CBE kezelést kiterjedten használják a betegség 

modelljeiben, így segítségével mutatták ki egerekben a glükozilceramid felhalmozódását az agyban és 

perifériás szövetekben241, vizsgálták a génterápia hatékonyságát a betegségben242, akut neuropátiás 

formában a károsodások reverzibilitását243, illetve egy új orális aktív szubsztrátredukciós terápia 

hatékonyságát244. Különböző sejtes modellekben pedig CBE kezeléssel vizsgálták a megnövekedett 

glutamát neurotoxicitás245, a prorezorptív citokin miliő246, valamint a csökkent hematopoiézis247 

szerepét a tünetek kialakulásában, illetve a patogenetikai kapcsolat meglétét a Gaucher-kór és 

különböző neurodegeneratív betegségek, így az Alzheimer- és Parkinson-kór között248. A CBE 

rágcsálóból származó peritoneális, illetve humán vérből izolált makrofágok esetén is a glükozilceramid 

Gaucher-kórban megfigyelhető felhalmozódásához vezetett dózisfüggő módon249,250. A CBE indukált 

Gaucher modellt használták humán vérből izolált PBMC, illetve THP-1 eredetű, PMA segítségével 

differenciáltatott makrofágok esetén a sejtmembránban megfigyelhető változások kimutatására is251-

254. 

2.4.3. A Gaucher-kórra jellemző eltérések a sejtmembránban 

A sejtekben a szfingolipid metabolizmus zavarát eredményező enzimdeficienciák a membránok 

összetételének változásaihoz vezethetnek. Ezt először a laktozilceramid egy fluoreszcens analógja 

(BODIPY-LacCer) segítségével mutatták ki, ugyanis ez a fluoreszcens lipid különböző, a laktozilceramid 

metabolzimusát primeren nem érintő szfingolipidtárolási betegséggel rendelkező egyénekből 

származó fibroblasztokban a Golgi-komplexum helyett a lizoszómákban akkumulálódott255. A 

szfiongolipid trafficking e zavara a koleszterinmegoszlás változásával társult, illetve jelentős mértékben 

függött a koleszterintől. A sejtek koleszterindepléciója esetén ugyanis a flureszcens lipid az egészséges 

fibroblasztokhoz hasonlóan a Golgiba került, míg a koleszterintartalom növelése a BODIPY-LacCer-ot 

az endoszomális/lizoszomális kompartmentekbe irányította256. Ezzel összhangban humán bőr eredetű 
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fibroblasztok exogén szfingolipiddel való töltése segítségével kimutatták, hogy a szfingolipid 

megnövekedett szintje a koleszterintartalom növekedését és redisztribúcióját eredményezte 

valószínűleg oly módon, hogy egyfajta „molekuláris csapdaként” szolgált a koleszterin számára, amely 

így az endoplazmás retikulum csökkent koleszterintartalmához, az SREBP-1 (sterol regulatory element-

binding protein-1) indukcióján keresztül az LDL receptorok szintjének növekedéséhez és végső soron 

megváltozott lipid traffickinghez és membránösszetételhez vezetett257. A későbbiekben a szfingolipid 

trafficking, a koleszterinmegoszlás és endocitotikus targeting hasonló eltéréseit mutatták ki CBE kezelt 

fibroblasztokban és egér eredetű RAW makrofágokban, amelyek megakadályozhatónak bizonyultak a 

glikoszfingolipid bioszintézisét gátló N-butildeoxigalaktonojirimicin alkalmazásával258. 

A szfingolipid trafficking befolyásolásán kívül a glükozilceramid egyéb lipidek metabolizmusát is képes 

befolyásolni, például direkt módon aktiválta a CTP:foszfokolin citidiltranszferáz enzimet patkányból és 

egérből származó izolált hippocampalis neuronokban, valamint emberi eredetű CBE indukált 

makrofágokban254,259. Gaucher betegekből származó tenyésztett fibroblasztokban EI-TMS 

(electrospray ionization-tandem mass spectrometry) segítségével a kontrollhoz képest emelkedett 

ceramid, di- és trihexozilceramid, szfingomielin, foszfatidilkolin, foszfatidilinozitol és foszfatidilglicerol 

tartalmat írtak le. Szubcelluláris frakcionáció alapján ezek az eltérések nem kizárólag a lizoszómákban, 

hanem egyéb endoszomális régiókban, sőt, kisebb mértékben a plazmamembránban is megjelentek260. 

Ugyanezzel a módszerrel CBE indukált Gaucher modell makrofágokban is hasonló eltéréseket találtak. 

A kezelés a glükozilceramid mennyiségét 12-szeresére növelte, szubcelluláris frakcionálás alapján az 

akkumuláció primer helye a lizoszóma volt. A glükozilceramid-tartalom növekedésével azonban az 

emelkedés minden frakcióban, így a plazmamembránban is megjelent. Emellett másodlagosan a 

ceramid, di- és trihexozilceramid, szfingomielin és foszfatidilglicerol szintje is megnőtt minden 

szubcelluláris részben. Ezek alapján a glükozilceramid akkumulációja során kezdetben a lebontás 

hiánya miatt a lizoszóma szaturációja következik be, majd a trafficking telítése révén a glükozilceramid 

mellett egyéb szfingolipidek is felhalmozódnak más helyeken is, így kezdetben az endoszomális 

kompartmentekben, majd az endolizoszomális rendszer eltömődése miatt a sejt egészében, beleértve 

a plazmamembránt is. Ez pedig a sejt diszfunkcióján keresztül a patológiás tünetek, így abnormális 

makrofág aktiváció megjelenéséhez vezethet253. Mivel a dipólpotenciál nagyságát elsősorban a 

sejtmembrán lipid összetétele határozza meg, a Gaucher-kórban az ezzel a mechanizmussal kialakuló 

eltérések akár a dipólpotenciál nagyságának változását is eredményezhetik. 

2.4.4. A Gaucher-kór és a lipidtutajok kapcsolata 

Mivel a szfingolipidek a lipidtutajok intrinsic alkotóelemei, azok mennyiségének változása a 

membránban a lipidtutajok szerkezetének és funkciójának a módosítását eredményezheti, amelynek 

akár a Gaucher-kór pathogenezisében is szerepe lehet. A feltevést alátámasztó első megfigyelésként 
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azt találták, hogy bizonyos jelátviteli folyamatok során a szfingomielináz enzim aktiválódik, amelynek 

hatására ceramid képződik a lipidtutajokban. A ceramid mennyiségének növekedése jelentősen 

megváltoztatja a tutajok biofizikai paramétereit asszociációs tendenciája miatt, amely kisméretű, 

nagyon rigid, gélszerű, a hagyományos lipidtutajoktól eltérő tulajdonságokkal bíró membrán 

mikrodomének kialakulásához vezet. Ezek spontán fúziója nagyméretű, ceramidban gazdag 

makrodomének vagy platfomok képződését eredményezheti, amely a receptorok klaszterizációján 

keresztül a jelátviteli folyamatokat facilitálhatja és amplifikálhatja, illetve egyéb sejtfunkciókra is 

hatással lehet, így befolyásolhatja ioncsatornák szabályozását, az immunszinapszis kialakulását, 

patogének sejtbe jutását vagy a sejtek apoptózisát. Ezek hátterében az állhat, hogy a membrán 

szerkezetének változása elég nagy lehet ahhoz, hogy bizonyos membrán fehérjék konformációját, 

illetve a fehérjék és lipidek laterális diffúzióját megváltoztassa261-263. 

Az egyszerű szfingolipidek mellett a glikoszfingolipidek is befolyásolják a membrán mikrodomének 

formációját. Ezen molekulák általában nagyon magas fázisátalakulási hőmérséklettel rendelkeznek 

megnövekedett hidrogénkötési kapacitásuk által (mind donorként, mind akceptorként), ezáltal 

jelenlétük gélszerű, nagyon szoros laterális pakolódási denzitású domének kialakulásához vezethet. Az 

egyik legegyszerűbb ilyen típusú molekula, a glükozilceramid a koleszterinben gazdag doménekkel 

képes nagyon erősen asszociálni, elősegítve azok laterális szegregációját, amely így serkenti a 

szterolban és szfingolipidben gazdag domének kialakulását a biológiai rendszerekben264,265. A 

glükozilceramid ilyen hatását megerősítették különböző összetételű mesterséges bilayerekben, 

valamint élő sejtek membránjában is. Alacsony koleszterintartalom mellett a glükozilceramid gélszerű 

domének kialakulását eredményezte, míg jelentősebb mennyiségű koleszterin jelenléte esetén a 

szfingolipidben és koleszterinben gazdag domének kialakulását segítette elő. Kontroll és CBE kezelt, 

valamint Gaucher betegekből származó fibroblasztokban a sejtmembrán magasabb glükozilceramid 

tartalma esetén csökkent membránfluiditást tapasztaltak, alátámasztva a feltételezést, amely szerint 

a glükozilceramid növeli a membrán rendezettségét. Ez pedig a membrán mikrodomének kialakulását 

segítheti, ezáltal pedig befolyásolhatja bizonyos fehérjék és lipidek megoszlását a membránban, így 

befolyásolva azok funkcióját. A glükozilceramid ilyen jellegű hatása pedig akár fontos lehet a Gaucher-

kór patomechanizmusa szempontjából is266. 
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3. Célkitűzések 

A daganatos megbetegedések patogenezisében fontos ErbB receptor tirozin kinázok aktivációjának 

kulcslépése a klasszikus allosztérikus aktivációs modell szerint a fehérjék homo-, illetve 

heterodimerizációja. Az asszociáció folyamatában korábban elsődlegesnek gondolták a fehérjék 

extracelluláris doménjének szerepét, ma azonban már tudjuk, hogy abban az intracelluláris és 

transzmembrán domének is aktív szerepet játszanak. Mivel a transzmembrán domén a membrán 

hidrofób belsejében, a dipólpotenciál régiójában helyezkedik el, annak változásai befolyásolhatják 

ezen domének konformációját, asszociációs folyamatait, végső soron pedig a receptorok aktivációján 

keresztül a jelátviteli útvonalak beindulását is. A dipólpotenciál jelentőségét azonban még nem 

vizsgálták ezen folyamatokban, így kísérleteink első fázisában célul tűztük ki: 

a) a már leírt dipólpotenciált változtató kezelések (phloretin és 6-ketocholestanol) hatásának 

meghatározását a mi kísérletes rendszerünkben konfokális mikroszkópia és di-8-ANEPPS 

dipólpotenciál szenzitív fluorofór alkalmazásával, 

b) a dipólpotenciál módosításának az EGFR sejtfelszíni expressziójára és ligand iránti affinitására 

gyakorolt hatásának vizsgálatát áramlási citometriás módszerekkel, 

c) a dipólpotenciál változtatására az EGFR, ErbB2 és neu fehérjék asszociációiban bekövetkező 

eltérések elemzését áramlási citometriás FRET és konfokális mikroszkópos 

number&brightness analízis segítségével, 

d) fenti kezelések funkcionális jelentőségének tesztelését a receptorok foszforilációs szintjének 

áramlási citométerrel történő meghatározásával, 

e) valamint a bekövetkező változások lipidtutajok jelenlététől való függésének vizsgálatát 

konfokális mikroszkópos felvételek elemzésével a sejtek raft doménjeinek jelölése után. 

Mivel a dipólpotenciál nagyságát elsősorban a sejtmembrán lipidösszetétele határozza meg, várható, 

hogy a speciális összetétellel bíró lipidtutajokban annak nagysága eltérhet a membrán egyéb régióiban 

tapasztalt értékektől, amelyet azonban még nem bizonyítottak élő sejtek esetén. Emellett felmerül az 

is, hogy a dipól pontenciál mértéke megváltozhat olyan betegségekben, amely során a sejtmembrán 

összetétele módosul. Ezek alapján munkánk második részében vizsgálni kívántuk: 

a) új, feszültség szenzitív 3-hidroxiflavon származékok spektrális változásait a dipólpotenciált 

módosító kezelések esetén, egy alternatív dipólpotenciál mérési módszer használatához (a 

már említett di-8-ANEPPS alkalmazását kiegészítendő), 

b) különböző feszültségre érzékeny fluorofórok dipólpotenciál-szenzitív intenzitásjelei 

korrelációjának mértékét különböző raft és non-raft domén markerek intenzitásaival 

konfokális mikroszkópos felvételek elemzésével, 
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c) a dipólpotenciál nagyságában a különböző membrán mikrodomének között tapasztalható 

különbségek mértékét konfokális mikroszkópos felvételek elemzésével történő kvantitatív 

becslés segítségével, 

d) a 3-hidroxiflavon származékok emissziós spektrumában megfigyelhető eltéréseket a festék 

lipidtutajokban, illetve egyéb membránrégiókban történő elhelyezkedése esetén, 

e) valamint a dipólpotenciál nagyságának esetleges változását, illetve annak mértékét egy, a 

sejtmembrán (és főleg a lipidtutajok) lipidösszetételének megváltozásával járó betegség, a 

Gaucher-kór in vitro modellrendszerében. 
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4. Metodikák (anyagok és módszerek) 

4.1. Alkalmazott sejtvonalak és tenyésztésük 

A kísérletek során felhasznált sejtvonalak egy részét (SKBR-3, A431, HeLa és CHO) az American Type 

Culture Collections-től (ATCC, Manassas, VA) szereztük be. Az SKBR-3 egy trastuzumab-szenzitív humán 

emlőtumor sejtvonal, amely ≈2*105 ErbB1 és ≈106 ErbB2 fehérjét fejez ki, az A431 egy humán epiteliális 

karcinóma sejtvonal, amely sejtfelszínén ≈2*106 ErbB1 és ≈2*104 ErbB2 fehérje expresszálódik, míg a 

HeLa humán méhnyak karcinóma eredetű sejtvonal sejtenként ≈5*104 ErbB1 és ≈3*104 ErbB2 fehérjét 

tartalmaz (4.1.1 táblázat). A CHO kínai hörcsög petefészek eredetű sejtvonal nem rendelkezik érdemi 

ErbB1, illetve ErbB2 expresszióval. Az F1-4 egy, a göttingeni kollaborációs partnereink által előállított 

módosított CHO eredetű sejtvonal, amely stabilan expresszálja az ErbB1-eGFP fúziós fehérjét, 

sejtenként ≈6*105 mennyiségben267.  

A sejteket specifikációjuknak megfelelően 10% fetális borjú szérumot (FCS), gentamicint (50 µg/ml) és 

L-glutamint (2 mmol/l) tartalmazó DMEM-ben tenyésztettük korai konfluens állapotig 37C°-on 5% CO2 

jelenlétében, majd a növekedési faktor stimulációt magukba foglaló kísérletek előtt 16-24 órán 

keresztül éheztettük őket 0,1% FCS-t tartalmazó médiumban. A sejtek felszínén kifejeződő ErbB1 és 

ErbB2 fehérjék mennyiségét FACSCalibur áramlási citométer (BD Biosciences, San Jose, CA) 

segítségével Qifikit-tel (Dako, Glostrup, Dánia) határoztuk meg a gyártó útmutatásainak megfelelően 

(4.1.1 táblázat). 

Sejtvonal neve 
ErbB1 ErbB2 

expressziós szintek (*1000) 

SKBR-3 190 1100 

A431 2300 25 

HeLa 50 31 

CHO 0 ~0 

F1-4 610 (ErbB1-eGFP) ~0 

4.1.1 táblázat: az ErbB fehérjecsalád és a dipólpotenciál összefüggéseinek vizsgálata 
során alkalmazott sejtvonalak és azok sejtfelszíni ErbB1 és ErbB2 expressziója. A sejtek 
felszínén kifejeződő fehérjék mennyiségét FACSCalibur áramlási citométer segítségével 

Qifikit-tel határoztuk meg a gyártó útmutatásainak megfelelően. 

A Gaucher-kórra jellemző eltérések vizsgálata során használt humán akut monocitás leukémia eredetű 

THP-1 sejtvonal szintén az ATCC-től származott. A sejteket specifikációjuknak megfelelően 

tenyésztettük. 
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4.2. Antitestek, növekedési faktorok és egyéb reagensek 

Az ErbB2 ellenes, klinikumban is alkalmazott humanizált monoklonális antitestet, a trastuzumabot 

(Herceptin®) a Roche-tól (Basel, Svájc), az ErbB1 ellenes Ab11 elnevezésű monoklonális antitestet 

pedig a Thermo Fisher Scientific-től (Waltham, MA) vásároltuk. Az antitesteket AlexaFluor546 és 

AlexaFluor647 (Life Technologies/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) fluoreszcens festékekkel 

konjugáltuk a gyártó útmutatása szerint. A festék-protein arányt (egy antitesthez kötődő fluorofórok 

átlagos száma) spektrofotometriásan határoztuk meg, ami általában 1-2 körüli érték volt. 

Az intracelluláris foszforilációs mérések során általános foszforilált tirozin ellenes (PY99, Santa Cruz 

Biotechnology, Dallas, TX), az ErbB2 1248-as pozíciójában található foszforilált tirozinja elleni (Ab18, 

Thermo Fisher Scientific), valamint az ErbB1 1068-as pozíciójában levő foszforilált tirozinja elleni (1H12, 

Cell Signaling Technology, Danvers, MA) antitesteket használtunk. Az elsődleges antitestek mellett 

Alexa647 festékkel konjugált GAMIG-ot (goat anti-mouse immunoglobulin G) (Life 

Technologies/Thermo Fisher Scientific), illetve Cy5-tel konjugált GAMIG Fab fragmentumot (Thermo 

Fisher Scientific) alkalmaztunk másodlagos jelölőként. 

Az ErbB1 ligandját, az epidermális növekedési faktort (EGF) az R&D Systems-től (Minneapolis, MN), 

illetve a Peprotech-től (London, Egyesült Királyság) szereztük be. Az EGF kötődéses mérések során 

használt tetrametil-rodaminnal jelölt EGF-et a Life Technologies/Thermo Fisher Scientific-től 

vásároltuk. 

A sejtek dipólpotenciáljának megváltoztatására használt 6-ketocholestanol (3β-hidroxi-5α-cholestan-

6-on) és phloretin (3-(4-hidroxifenil)-1-(2,4,6-trihidroxifenil)propan-1-on), valamint az ezek gyors 

sejtmembránba épüléséhez szükséges Pluronic F-127 detergens a Sigma Aldrich-tól (St. Louis, MO) 

származott. 

A sejtmembránban található lipidtutaj mikrodomének jelöléséhez használt AlexaFluor647-konjugált 

koleratoxin B alegység (CTX-B), valamint a nem-tutaj régiók vizualizációjára alkalmazott AlexaFluor647-

konjugált transzferrin a Thermo Fisher-től került beszerzésre. Az AC8 anti-koleszterin antitest Matkó 

János (Eötvös Loránd Tudományegyetem, Budapest, Magyarország) ajándéka volt. 

A dipólpotenciál mérésére használt di-8-ANEPPS (4-(2-[6-(dioktilamino)-2-naftalenil]etenil)-1-(3-

szulfopropil)piridinium belső só) fluorofórt a Thermo Fisher-től vásároltuk, míg az F66 (N-[3-(40-

dihexilamino-3-hidroxi-flavonil-6-oxi)-propil]-N,N-dimetil-N-(3-szulfopropil)-ammónium, belső só) és 

PPZ8 (3-(4-(4-[4V-(3-hidroxi-6-oktiloxiflavonil)fenil]piperazino)-1-piridiniumil)-1-propánszulfonát) 

vegyületeket Andrey Klymchenko-tól (Université de Strasbourg, Strasbourg, Franciaország) kaptuk. 
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A THP-1 sejtek makrofág irányú differenciációjához alkalmazott protein kináz C aktivátor phorbol 12-

mirisztát 13-acetát (PMA), valamint a Gaucher-kóros fenotípus indukciójához használt conduritol B 

epoxid (CBE) a Sigma Aldrich-tól származott. 

4.3. Sejtek tranziens transzfekciója és a kísérletek során használt plazmidok  

A tranziensen transzfektált sejteket Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher) segítségével állítottuk elő, 

illetve bizonyos esetekben elektroporációt végeztünk Amaxa Nucleofector készülékkel (Lonza, Bázel, 

Svájc) a gyártó útmutatásai alapján a sejttípusnak legmegfelelőbb oldatot és programot használva. 

Az intracelluláris foszforilációs mérések során a sejtekbe transzfektált vad típusú fehérjét tartalmazó 

ErbB2-pcDNA3 plazmidot Yosef Yarden-től (The Weizmann Institute of Science, Rehovot, Izrael) 

kaptuk, míg az ErbB2 transzmembrán doménjének 659-es pozíciójában egy Val→Glu mutációt hordozó 

NeuT fehérjét kódoló pSV2neuNT plazmid Richard Pestell (Thomas Jefferson University, Philadelphia, 

PA268) ajándéka volt.  

A N&B mérések előtt a sejteket PCDNA3.1 ErbB2-short-mYFP plazmiddal transzfektáltuk, amely mYFP-

hez fuzionált vad típusú ErbB2-t tartalmazott142. A NeuNT N&B módszer segítségével történő 

vizsgálatához az előbbi plazmidban Val659Glu mutációt hoztunk létre NEB Q5® Site-Directed 

Mutagenesis Kit (NEB E0554S, New England Biolabs, Ipswich, MA) segítségével. A plazmid 

amplifikációjához és a mutagenezishez használt forward (TCTGCGGTGGAAGGCATTCTGC) és reverse 

primereket (GATGATGGACGTCAGAGG) a NEBaseChanger™ online applikációval terveztük meg. A 

kívánt mutáció meglétét szekvenálással erősítettük meg. Az így előállított, PCDNA3.1 ErbB2 

(Val659Glu)-short-mYFP-nak nevezett plazmiddal transzfektáltuk a sejteket. 

A lipidtutajok vizualizációjára alkalmazott GFP-GPI plazmidot Jennifer Lippincott-Schwartz-tól 

(National Institutes of Health, Bethesda, MD) kaptuk. 

4.4. Sejtek aktiválása EGF-fel 

A kísérletek előtt a sejteket 16-24 órán keresztül éheztettük 0,1% FCS-t tartalmazó médiumban, majd 

a megfelelő előkezelés után 100 ng/ml (≈16 nM) humán rekombináns EGF-fel kezeltük 5 percen át 

37°C-on 0,1% borjú szérum albumint (BSA) tartalmazó Hank-féle pufferben. A sejteket stimulálásuk 

után jelöltük, illetve mértük az adott kísérletnek megfelelő módon. 

4.5. A dipólpotenciál változtatása 

A sejtmembrán dipólpotenciáljának nagysága módosítható a membránhoz adszorbeálódó vagy abba 

inkorporálódó lipid bázisú vegyületekkel. Kísérleteink során ezek közül a dipólpotenciál növeléséhez 6-

ketocholestanolt, míg annak csökkentéséhez phloretint alkalmaztunk 100 μM-os koncentrációban. A 

vegyületek membránba épülésének gyorsítására a kezelést 0,5% (v/v) Pluronic F-127 detergens 
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jelenlétében végeztük szobahőmérsékleten 10 percen keresztül38,39. A Pluronic F-127 micellákat képez 

az alkalmazott vegyületekkel, elősegítve azok membránba kerülését, valószínűleg nem úgy, hogy 

fuzionál a target membránokkal, hanem átadja a molekulákat a membrán bilayerek külső rétegébe. Az 

inkorporáció sebességét legalább két nagyságrenddel növeli, így az inkubációs idők ≈10 perces 

tartamra rövidülhetnek. Az általunk alkalmazott koncentrációk mellett nem befolyásolja érdemben a 

sejtek életképességét, illetve a nyugalmi membránpotenciál értékét68,269,270. 

4.6. Gaucher-fenotípusú makrofágok előállítása 

A Gaucher-fenotípusú makrofágok előállításához THP-1 monocitákat differenciáltattunk makrofággá 5 

napon át 50 ng/ml koncentrációban alkalmazott PMA kezelés segítségével, hogy a sejtek fedőlemezhez 

történő megfelelő kitapadását biztosítsuk. A differenciáció PMA-val történő indukciójával 

párhuzamosan 500 μM-os konduritol B epoxid kezelést alkalmaztunk, így a sejtekben a Gaucher-kórra 

jellemző fenotípus fejlődött ki253. 

4.7. Sejtek fluoreszcens jelölése antitestekkel szuszpenzióban és fedőlemezen 

Sejtfelszíni antigének jelölése során a sejteket PBS-ben történő mosást követően az antitestek telítő 

koncentrációjával inkubáltuk 30 percig jégen. Az antitesteket 0,1% BSA-t tartalmazó PBS-ben 

hígítottuk. Ha az elsődleges antitestek nem voltak fluoreszcensen jelzettek, kétszeri mosást követően 

a sejteket másodlagos antitesttel jelöltük szintén jégen 30 percig. Az antitestkötődés után kétszeri PBS-

ben történő mosást követően 1%-os formaldehidben fixáltuk a sejteket. Amennyiben intracelluláris 

antigént jelöltünk, a procedúra elején 3,7%-os formaldehidben fixáltuk a sejteket, majd kétszeri Tris 

pufferben (100 mM Tris + 100 mM NaCl; pH 7,4) történő mosást követően a jelölés a fentieknek 

megfelelően történt, kivéve, hogy az antitesteket 0,1% BSA-t és 0,1% Triton X-100-at tartalmazó PBS-

ben hígítottuk a sejtek permeabilizálása céljából.  

Az áramlási citometriás mérésekhez a sejteket 0,05%-os tripszin kezeléssel távolítottuk el a flaskából, 

míg a mikroszkópos kísérleteknél a sejteket kb. 80%-os konfluencia eléréséig tenyésztettük 8-lyukú 

fedőlemez aljú Lab-Tech™ II kamrában, melyet a Nalge Nunc International-től (Rochester, NY) 

vásároltunk. 

4.8. Sejtek jelölése dipólpotenciál-szenzitív di-8-ANEPPS, valamint F66 és PPZ8 

fluorofórokkal 

A sejtek dipólpotenciáljának méréséhez di-8-ANEPPS, illetve F66 és PPZ8 fluorofórokat használtunk 

konfokális mikroszkópia alkalmazásával. Ezen fluorofórok a gyorsan reagáló feszültség szenzitív 

festékek csoportjába tartoznak, fluoreszcens tulajdonságaik a jelenlevő elektromos erőtér 

nagyságának függvényében jelentősen változnak. Membránbeli elhelyezkedésük révén a festékek 
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elsősorban a dipólpotenciálra érzékenyek. A di-8-ANEPPS esetén a dipólpotenciál nagyságának 

mérésére leginkább a gerjesztési spektrum elektromos tér hatására bekövetkező eltolódásán alapuló 

rációmetrikus módszerek alkalmasak39,68, míg az F66 és a PPZ8 esetén a normál és a tautomer 

gerjesztett formának megfelelő két emissziós sáv intenzitásának egymáshoz viszonyított aránya 

változik meg a dipólpotenciál által keltett elektromos erőtér hatására76,78. 

Kísérleteink során a 8-lyukú fedőlemez aljú Lab-Tech™ II kamrában kb. 80%-os konfluencia eléréséig 

tenyésztett sejteket mostuk 1 mg/ml BSA-t is tartalmazó Hank-féle pufferben, majd a dipólpotenciált 

módosító kezelés után jelöltük 2 μM koncentrációjú di-8-ANEPPS-sel 10 percig, 12 °C-on, illetve 10 nM 

koncentrációjú F66-tal vagy PPZ8-cal 20 percig, jégen. Bizonyos esetekben a festést a dipólpotenciál 

módosítása előtt végeztük. A sejtek mosása után konfokális mikroszkóp segítségével felvételeket 

készítettünk, majd a felvételek elemzésével meghatároztuk a dipólpotenciál nagyságát a későbbiekben 

leírtaknak megfelelően.  

4.9. A sejtmembránban található lipidtutajok és non-raft régiók jelölése 

A sejtmembránban található raft mikrodomének jelöléséhez három különböző módszert 

alkalmaztunk. (i) 8-lyukú fedőlemez aljú Lab-Tech™ II kamrában tenyésztett sejtek membránjában 

található GM1-ben gazdag membrán raftokat jelöltünk 8 μg/ml AlexaFluor647-CTX-B jelenlétében 20 

percig jégen, hogy a CTX-B internalizációját elkerüljük. (ii) A lipidtutajok GFP-GPI-vel történő 

jelöléséhez 8-lyukú fedőlemez aljú Lab-Tech™ II kamrában tenyésztett sejteket transzfektáltunk 0,5 μg 

DNS/lyuk mennyiségű GFP-GPI plazmiddal Lipofectamine2000 segítségével 2:1 (v/w) lipid:DNS arányt 

használva. (iii) A lipidtutajokat jelöltük egy (megfelelő elrendeződésű) koleszterinre specifikus 

monoklonális antitest, az AC8 segítségével207, amelyet Cy5-tel konjugált GAMIG Fab fragmentummal 

vizualizáltunk, hogy a keresztkötődés mértékét minimalizáljuk. A sejtmembrán non-raft régiójának 

jelöléséhez a 8-lyukú fedőlemez aljú Lab-Tech™ II kamrában tenyésztett sejteket 25 μg/ml 

AlexaFluor647-tel konjugált transzferrinnel jelöltük 20 percig jégen. A sejtek mosása után konfokális 

mikroszkóp segítségével felvételeket készítettünk, majd a felvételeket Matlab-ban elemeztük a 

későbbiekben leírtaknak megfelelően. 

4.10. A dipólpotenciált változtató kezelések hatásának meghatározása  

A sejtek dipólpotenciáljának méréséhez a di-8-ANEPPS fluorofórt használtuk konfokális mikroszkópon 

egy excitációs rációmetrikus módszer segítségével39,68. A kamrában növesztett sejteket mostuk 1 

mg/ml BSA-t is tartalmazó Hank-féle pufferben, majd a dipólpotenciált módosító kezelés után jelöltük 

2 μM koncentrációjú di-8-ANEPPS-sel 10 percig, 12 °C-on. Bizonyos esetekben a festést a 

dipólpotenciál módosítása előtt végeztük. A sejtek mosása után a fluorofórt 458 és 514 nm-es 

hullámhosszon gerjesztettük és az emissziót 630 nm felett detektáltuk, a gerjesztési arány fluiditástól 
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függő változásainak kiküszöbölése érdekében38. A képek felvételéhez LSM510 konfokális lézer pásztázó 

mikroszkópot (Carl Zeiss AG, Jena, Németország) használtunk Plan Apocromat 63x/1.4 NA olaj 

immerziós objektív alkalmazásával 1 Airy egységre beállított pinhole mérettel. A képek feldolgozását 

Matlab (Mathworks, Natick, MA) programkörnyezetben végeztük a DipImage toolbox (Delft University 

of Technology, Delft, Hollandia) segítségével. A képeken a membrán pixelek azonosítását egy korábban 

erre a célra készített kézzel kijelölt vízfeltöltéses algoritmus („manually seeded watershed algorithm”) 

segítségével végeztük271. Az algoritmus alkalmazása során egy konfokális képszeleten a felhasználó 

minden sejt belsejébe egy pontot („seed”) helyez el. Az algoritmus a képet úgy kezeli, mintha egy 

háromdimenziós domborzati térkép lenne, ahol a magasságot az intenzitás értékek határozzák meg. 

Az algoritmus ezt a domborzati térképet képzetesen vízzel tölti fel, és a medencék (sejtek) közti határok 

ott találhatók, ahol két, egymással határos medence között átcsap a víz. A felhasználó által elhelyezett 

pontok azért szükségesek, mert a teljesen automatikus vízfeltöltéses algoritmus túlszegmentálja a 

képeket, tehát túl sok határvonalat azonosít. A membrán azonosítása után az ahhoz tartozó pixelek 

esetén meghatároztuk a kétféle gerjesztés esetén mért fluoreszcencia intenzitások arányát a háttér 

intenzitás levonása után. 

4.11. A dipólpotenciál EGF kötődésére gyakorolt hatásának mérése (kompetitív 

és nem-kompetitív módszerrel) 

A dipólpotenciálnak az EGF ErbB1 iránti affinitására gyakorolt hatását SKBR-3, A431 és HeLa sejteken 

határoztuk meg mind nem-kompetitív, mind pedig kompetitív módszerrel fluoreszcensen jelzett EGF 

alkalmazásával. Az éheztetett sejteket feltripszineztük, centrifugáltuk, 1 mg/ml BSA-t is tartalmazó 

Hank-féle pufferben szuszpendáltuk és a korábban leírtaknak megfelelően változtattuk a 

dipólpotenciál mértékét. Közben a nem-kompetitív mérések során a tetrametil-rodaminnal konjugált 

EGF (TAMRA-EGF, LifeTechnologies) 10 μM koncentrációjú törzsoldatából hígítási sort készítettünk 

úgy, hogy a sorban minden cső 250 μl-nyi 0,1% (w/v)-os BSA-t tartalmazó Hank-féle pufferben 

megfelelően hígított TAMRA-EGF-et tartalmazott. A kompetitív módszer esetén a hígítási sort 

jelöletlen EGF-ből készítettük úgy, hogy minden cső állandó koncentrációjú TAMRA-EGF-et 

tartalmazott a megfelelő mennyiségű jelöletlen növekedési faktor mellett. A jégen tartott csövekbe 

ezek után 20 μl-nyi megfelelően kezelt sejtszuszpenziót mértünk, amelyben ≈100000 sejt volt. A 

mintákat jégen inkubáltuk 30 percen keresztül folyamatos rázogatás mellett, majd a sejtek 

fluoreszcencia intenzitásait FACS Aria III áramlási citométeren (BD Biosciences) határoztuk meg mosás 

nélkül, hogy megelőzzük a fluoreszcens EGF EGFR-ről való disszociációját. A mérések során a TAMRA-t 

561 nm-en gerjesztettük és az emissziót 595/50 nm-es sávszűrő alkalmazása mellett detektáltuk. 
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Mintánként és kísérletenként 10000 sejt adatait elemeztük FCS Express (Denovo Software, Thornhill, 

Ontario, Kanada) segítségével. Az adott mintákban található sejtek átlagos fluoreszcenciáját 

számítottuk ki és a kötődési görbe meghatározásához a kapott értékeket ábrázoltuk az alkalmazott EGF 

(jelölt a nem-kompetitív, jelöletlen a kompetitív mérések során) koncentrációjának függvényében. A 

kötődési görbe illesztése nem-kompetitív esetben az alábbi Hill-egyenletnek megfelelően történt: 

   ( )
max min

min log log1 10 dn K c

I II I
−

−
= +

+   
    (4.11.1), 

ahol I a minta intenzitása, c a TAMRA-EGF koncentrációja, Imin és Imax a minimum és maximum 

intenzitások, Kd a disszociációs állandó, n pedig a Hill-koefficiens. 

A kompetitív módszer esetén a kötődési görbét az alábbi egyenlet alapján illesztettük: 

    ( )1 10 −

−
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I I     (4.11.2), 

amelyben 

     
+
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i

d

c K
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K
    (4.11.3), 

ahol Kd a TAMRA-EGF, Ki pedig a jelöletlen EGF disszociációs állandója, c pedig a TAMRA-EGF 

koncentrációja. 

A kiértékelés során a különböző sejttípusok és minták esetén a Kd, Ki és IC50 paramétereket határoztuk 

meg és hasonlítottuk össze egymással. 

4.12. A dipólpotenciál ErbB fehérjék asszociációjára gyakorolt hatásának 

meghatározása FRET módszerrel 

A fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET) egy sugárzásmentes energiaátadás, ahol a 

gerjesztett állapotban lévő fluoreszcens molekula (donor), valamint egy megfelelő spektroszkópiai 

paraméterekkel rendelkező molekula (akceptor) között dipól-dipól kölcsönhatás jön létre. Az 

energiaátadás legfontosabb feltétele a donor emissziós és az akceptor abszorpciós spektrumának 

átfedése, valamint a donor és az akceptor megfelelő relatív orientációja mellett a donor és az akceptor 

közötti megfelelő, 2-10 nm közé eső távolság. Az utóbbi tényező különösen fontos, mivel ezáltal a FRET 

jelensége kiterjedten alkalmazható a biológiában, hiszen segítségével a donor és akceptor közötti 

távolság mérhető, illetve a donor-akceptor távolság megváltozása becsülhető272. Ennek alapja az, hogy 

a FRET sebességi állandó (kFRET) a donor és akceptor közötti távolság hatodik hatványával fordítottan 

arányos: 
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4 6 2
FRET fk konst J n k R κ− −= ⋅ ⋅ ⋅ ⋅ ⋅    (4.12.1), 

ahol J a donor emissziós és az akceptor abszorpciós spektrumainak átfedési integrálja, n a közeg 

törésmutatója (ezt 1,4-nek feltételezik sejtfelszíni jelölés esetén), kf  a donor fluoreszcencia átmenet 

sebességi állandója, R a két molekula távolsága és a κ2 a donor és az akceptor relatív orientációját leíró 

faktor. A FRET sebességét befolyásoló paraméterek közül általában csak a donor és az akceptor közötti 

távolság (R) és a relatív orientáció (κ2) jön számításba. Legtöbbször a két vizsgált molekula relatív 

orientációja nem ismert, de a molekulák gyors forgása miatt a lehetséges irányok kiátlagolódnak és a 

κ2 értékét 2/3-nak tekintjük273,274. Így feltételezhetjük, hogy a FRET sebességi állandója csak a két 

molekula átlagos távolságának függvénye. 

Az energia transzfer hatásfokát (E), amely megadja a FRET segítségével relaxálódó gerjesztett donor 

molekulák arányát, leggyakrabban a kritikus Förster távolság felhasználásával szokták kifejezni: 
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R R

=
+

     (4.12.2), 

ahol az Ro az a távolság, amelynél az adott donor-akceptor pár esetében a FRET hatásfoka 50%275. 

Kísérleteink során a FRET módszer alkalmazásának alapja az volt, hogy ha a sejtfelszíni ErbB1, illetve 

ErbB2 receptorokat donor, illetve akceptor fluorofórral konjugált antitestekkel jelöljük meg és 

közöttük FRET jön létre, a gyakorlatban ez azt jelenti, hogy a két receptor egymással asszociálódik. Ezek 

alapján a FRET hatékonyság kiszámításából a receptorok asszociációjának mértékére 

következtethetünk. 

Az ErbB fehérjék asszociációjának FRET módszerrel való vizsgálata során transzfektálatlan SKBR-3 

sejteket alkalmaztunk az ErbB2 homoasszociáció és az ErbB1-ErbB2 heteroasszociáció, 

transzfektálatlan HeLa sejteket az ErbB1 homoasszociáció mérésére, illetve CHO sejteket 

transzfektáltunk elekroporációs módszerrel vad típusú fehérjét tartalmazó ErbB2-pcDNA3 illetve NeuT 

fehérjét kódoló pSV2neuNT plazmiddal a neu homoasszociációjának meghatározására és a vad típusú 

variánssal történő összehasonlítására. 

A FRET kísérletekhez az éheztetett sejtek tripszinezése, mosása, 1 mg/ml BSA-t is tartalmazó Hank-féle 

pufferben való szuszpendálása, a dipólpotenciált módosító kezelése és a minták egy részének EGF-fel 

történő stimulációja után a megfelelő festékkel konjugált monoklonális antitestekkel jelöltük azokat 

30 percen át, jégen és sötétben. Az ErbB1 jelöléséhez Ab11 antitestet (Thermo Fisher Scientific), az 

ErbB2-höz pedig trastuzumabot (Herceptin®, Roche) alkalmaztunk. Donor fluorofórként az 

antitestekhez konjugált AlexaFluor546-ot, míg akceptorként AlexaFluor647-et (Life 



55 
 

Technologies/Thermo Fisher Scientific) használtunk. A spektrofotometriásan meghatározott festék-

protein arány 1-2 körül volt. A jelölés után a sejteket hideg PBS-ben mostuk, 1%-os formaldehid-PBS 

eleggyel fixáltuk és FACS Aria III áramlási citométeren (BD Biosciences) mértük. Az ErbB1 

homoasszociáció méréséhez AlexaFluor546-Ab11 és AlexaFluor647-Ab11, az ErbB2 homoklszterizáció 

meghatározásához AlexaFluor546-trastuzumab és AlexaFluor647-trastuzumab, míg az ErbB1-ErbB2 

heteroasszocáció vizsgálatához AlexaFluor546-Ab11 és AlexaFluor647-trastuzumab donor-akceptor 

párokat alkalmaztunk. 

Az áramlási citometriás FRET mérések alapelve minden esetben az volt, hogy minden sejtről három 

fluoreszcencia intenzitást detektáltunk, a donor, FRET és akceptor intenzitásokat rendre az I1, I2 és I3 

csatornákban határoztuk meg. A donor csatorna esetén az AlexaFluor546 fluorofórt 561 nm-en 

gerjesztettük és egy 595/50 sávszűrőn (bandpass, BP) keresztül detektáltuk. Az akceptor csatorna 

esetén az AlexaFluor647 fluorofórt 633 nm-en gerjesztettük és a fluoreszcencia intenzitást 635 nm-es 

felüláteresztő szűrőn (longpass, LP) keresztül mértük. A FRET csatornában donornak megfelelő 

gerjesztést (561 nm) és akceptornak megfelelő detektálást (635LP) alkalmaztunk. Mivel az egyes 

csatornák szinte sosem tisztán a nevüknek megfelelő intenzitást detektálják, szükség van a spektrális 

átfedések korrekcióira, amelyeket csak donorral, illetve csak akceptorral konjugált antitestekkel jelölt 

minták segítségével határoztunk meg. A citométeren használt lézer hullámhosszakat, detektorokat és 

detektálási szűrőket a jobb átláthatóság kedvéért táblázatban is feltüntettem (4.12.1. táblázat): 

4.12.1. táblázat: A vizsgálatban használt FACSAria III áramlási citométer optikai adatai.  
A lézereknél a gerjesztés hullámhosszát, a detektornál a FRET egyenletrendszerben 

(4.12.3) használt elnevezést, a szűrőknél pedig az áteresztési hullámhossztartományt 
(595/50: 570-620 nm között, 635LP: 635 nm felett) jelöltem. 

A mérések során mintánként és kísérletenként legalább 10-20000 sejt adatait lista módú fájlban 

mentettük el, és a kiértékelést a ReFlex program segítségével hajtottuk végre276. Az elemzés első 

lépéseként az előre és oldal irányú fényszórás adatait tartalmazó dot plot ábrákon kikapuztuk az intakt 

sejteket tartalmazó populációt és a fluoreszcenciaintenzitások átlagát határoztuk meg erre az 

alpopulációra. A korrigált intenzitások kiszámítása során a jelölt minták átlagából levontuk a jelöletlen 

minták átlagát. 

FACSAriaIII 

lézer 561 561 633 

detektor I1 I2 I3 

szűrő 595/50 635LP 635LP 
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A FRET hatékonyságot (E) a korrigált intenzitások alapján határoztuk meg, de ehhez több korrekciós 

faktort is figyelembe kellett venni a számítások során. A különböző csatornákban mért intenzitásokat 

az alábbi, korrigálandó tényezőket is figyelembe vevő egyenletek alapján lehet meghatározni: 
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   (4.12.3). 

Az egyenletekben az ID és IA változók a kioltatlan donor intenzitást és a közvetlenül gerjesztett akceptor 

intenzitást jelölik. Az S1-4 faktorok a donor és az akceptor más fluoreszcens csatornákkal mutatott 

spektrális átfedését jellemzik. Az S1 és S3 a donor fluoreszcencia FRET, ill. akceptor csatornába, az S2 és 

S4 pedig az akceptor FRET, ill. donor csatornába történő átvilágítását jellemzik. Az S1 és S3 faktorokat 

csak donorral, míg az S2 és S4 faktorokat csak akceptorral egyszeresen jelölt mintákon határoztuk meg 

az alábbi egyenletek szerint: 
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Az egyenletrendszerben az ε a moláris abszorpciós koefficienst jelöli, amelynek a felső indexében 

szereplő D vagy A arra utal, hogy a donor vagy akceptor paraméteréről van-e szó, az alsó indexben 

szereplő D vagy A pedig arra, hogy a donor vagy az akceptor hullámhosszán kell-e értelmezni. Az α 

paraméter megadja egy gerjesztett akceptor molekula FRET csatornában mért intenzitásának és egy 

gerjesztett donor molekula donor csatornában mért intenzitásának a hányadosát az alábbi egyenlet 

szerint: 

,2

,1

AA

D D

Q
Q

η
α

η
=      (4.12.5). 

Ebben az egyenletben QA és QD az akceptor, illetve a donor kvantumhatásfokait jelzik, míg a ηA,2 jellemzi 

egy akceptor foton FRET csatornában való detektálásának, a  ηD,1 pedig egy donor foton donor 

csatornában való detektálásának hatékonyságát.  

A fenti egyenletrendszer E-re történő megoldása pedig megadja a sejtenkénti FRET hatékonyság 

nagyságát. A módszer, illetve az annak alkalmazása során végzendő számítások bővebb leírása a 277 

referenciában található. 
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4.13. A dipólpotenciál ErbB fehérjék asszociációjára gyakorolt hatásának 

meghatározása N&B módszerrel 

A number&brightness (N&B) analízis egy, a fluoreszcencia korrelációs spektroszkópia (FCS) mérési 

elvén alapuló módszer, de míg az FCS-hez speciális műszerezettség szükséges, addig a N&B egy 

hagyományos konfokális mikroszkóppal is elvégezhető. A mérés pontosságát növeli, ha a mikroszkóp 

fotonszámláló detektorral rendelkezik, de egy kalibrációs mérés után analóg detektorral felszerelt 

mikroszkóp is alkalmas lehet, igaz, alacsonyabb érzékenységgel278,279. 

 

4.13.1 ábra: A fehérjék közötti asszociáció meghatározása konfokális mikroszkópos felvételek 
number&brightness analízise segítségével. A módszer során a sejtmembrán ugyanazon régiójának 

megfelelő konfokális szeletről 50-100 felvételt készítünk, majd meghatározzuk az egyes pixelek 
intenzitásainak varianciáját és átlagát az 50-100 felvétel során. A két érték hányadosa az ún. 

látszólagos fényesség értékét adja meg, amely két tényezőből ered, ugyanis egyrészt a 
fotondetektálás poissoni természete (a „fotonstatisztika”), másrészt pedig a molekulaszám 

fluktuációja eredményezi. A látszólagos fényességből meghatározható a molekuláris fényesség 
nagysága, amely arányos a fehérjék asszociáltsági fokával, azaz a fehérjeasszociátumok átlagos 

nagyságával, illetve az asszociált fehérjék arányával. Vagyis a pixelenkénti intenzitások varianciája, 
illetve átlaga ismeretében az asszociáció mértéke becsülhető, hiszen sok kis diffundáló egység esetén 

az arány nagysága relatíve kisebb, míg kevés nagy objektum esetén nagyobb. 

A mérés elméleti hátterét a 4.13.1. ábra mutatja be. A N&B mérések szempontjából (az FCS-hez 

hasonlóan) egy molekuláris egységnek az számít, ami egy egységként diffundál (amely molekuláris 
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szempontból lehet monomer, dimer vagy magasabb rendű oligomer is). Egyetlen ilyen diffundáló 

egység által a pixelidő (az adott pixelből érkező fotonok detektálásának ideje) alatt kibocsátott és 

detektálásra került fotonok számát molekuláris fényességnek („molecular brightness”) nevezzük. Az 

egy pixelben levő egységek számát a Poisson eloszlás írja le. A Poisson-eloszlás esetében a relatív szórás 

nagysága a várható érték négyzetgyökével fordítottan arányos. Ez az N&B szempontjából azt jelenti, 

hogy ha egy adott intenzitást átlagosan < 𝑁𝑁 > darab molekula hoz létre, akkor ennek a 

molekulaszámnak a fluktuációja az < 𝑁𝑁 > négyzetgyökével lesz arányos: 

𝜎𝜎𝑁𝑁
<𝑁𝑁>

= √<𝑁𝑁>
<𝑁𝑁>

= 1
√<𝑁𝑁>

     (4.13.1), 

ahol σN  a molekulák számának szórása. 

A N&B során ugyanarról a konfokális szeletről veszünk fel képet 50-100 alkalommal és az analízis során 

a fotonszám szórását számítjuk ki az egyes pixelekben, amely információt hordoz arról, hogy hány 

darab és milyen fényességű diffuzibilis egység van egy adott pixelben. Egy adott pixelben mért 

intenzitás (fotonszám) fluktuál egyrészt azért, mert véletlenszerűen változik a pixelben levő diffuzibilis 

egységek száma, másrészt pedig azért, mert a fotondetektálás statisztikai volta miatt még akkor is 

fluktuálna a detektált fotonok mennyisége, ha ugyanannyi molekula lenne a pixelben minden 

időpillanatban, tehát: 

𝜎𝜎2 = 𝜎𝜎𝑁𝑁2 + 𝜎𝜎𝐷𝐷2       (4.13.2), 

ahol 𝜎𝜎2 az egy pixelben mért intenzitás varianciája, 𝜎𝜎𝑁𝑁2  a varianciának az egy pixelben levő diffuzibilis 

egységek számának fluktuációjából eredő komponense, 𝜎𝜎𝐷𝐷2  pedig a detektált fotonszám Poisson-

statisztika szerinti fluktuációja. Az átlagos intenzitást (fotonszámot) (< 𝐼𝐼 >) a molekuláris fényességből 

(𝜀𝜀), valamint az < 𝑁𝑁 > változókból származtathatjuk az alábbi egyenlet szerint: 

< 𝐼𝐼 >= 𝜀𝜀 < 𝑁𝑁 >      (4.13.3). 

Statisztikai megfontolásokból következik, hogy a 𝜎𝜎𝑁𝑁2  a molekuláris fényesség négyzetével arányos: 

𝜎𝜎𝑁𝑁2 = 𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉(𝑁𝑁𝑁𝑁) = 𝜀𝜀2𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉(𝑁𝑁) = 𝜀𝜀2 < 𝑁𝑁 >    (4.13.4), 

ahol a 𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉 a variancia operátort jelenti. A 𝜎𝜎𝐷𝐷2  a Poisson eloszlás tulajdonságai miatt az átlagos detektált 

fotonszámmal egyenlő: 

𝜎𝜎𝐷𝐷2 = 𝜀𝜀 < 𝑁𝑁 >       (4.13.5). 
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Ha a látszólagos fényességet (𝐵𝐵) két könnyen meghatározható paraméter, a detektált fotonszám 

varianciájának és várható értékének hányadosaként definiáljuk, akkor a (4.13.2)-(4.13.5) egyenletek 

alapján: 

𝐵𝐵 = 𝜎𝜎2

<𝐼𝐼>
= 𝜎𝜎𝑁𝑁

2  + 𝜎𝜎𝐷𝐷
2

𝜀𝜀<𝑁𝑁>
= 𝜀𝜀2<𝑁𝑁> + 𝜀𝜀<𝑁𝑁>

𝜀𝜀<𝑁𝑁>
= 𝜀𝜀 + 1    (4.13.6). 

A (4.13.6) egyenlet szerint a látszólagos fényesség a molekuláris fényességgel szoros összefüggést 

mutat. A molekuláris fényesség definíciójából következően változik akkor, ha a molekulák 

oligomerizáicós foka átalakul (például dimerizáció következik be), hiszen ekkor módosul a diffuzibilis 

egységek mérete (molekuláris fényessége) is, ami a fenti egyszerű számítással követhető. A relatív 

változások detektálása mellett lehetőség van arra is, hogy pontosan meghatározzuk, hogy az adott 

pixelben átlagosan hány monomer alkot egy diffuzibilis egységet. Ehhez ismerni szükséges a monomer 

molekuláris fényességét, amit pl. monomer eGFP vagy mYFP oldatok N&B analízisével határozhatunk 

meg. 

A módszer alkalmazásakor figyelembe kell venni azt, hogy a fluktuációk helyes detektálása akkor 

hajtható végre, ha a pixelidővel és az ismétlési idővel kapcsolatban két feltétel teljesül: 

• a pixelidő ne legyen túl hosszú, hogy a diffuzibilis egységek számának fluktuációi ne 

átlagolódjanak ki, 

• az ismétlési idő ne legyen túl rövid, hogy egy pixel két egymást követő felvétele független 

legyen egymástól, ami a Poisson-statisztika feltétele. 

A pixelidő és az ismétlési idő helyes megválasztásához közelítőleg ismerni szükséges a vizsgált fehérje 

diffúziós állandóját és a konfokális detektálási térfogat átmérőjét. Ezekből a molekula autokorrelációs 

függvénye kiszámolható, amelyből leolvasható a választandó pixel és ismétlési idő278. 

A fentiek alapján a N&B analízis alkalmas az ErbB fehérjék asszociációjának dipólpotenciál módosításra 

bekövetkező változásainak meghatározására a FRET módszerhez hasonlóan, azt kiegészítendő. Az 

EGFR asszociációjának mérése során kísérleteinket egy módosított CHO eredetű sejtvonalon, az ErbB1-

eGFP fúziós fehérjét stabilan expresszáló F1-4 sejtvonalon végeztük, míg az ErbB2 és a neu vizsgálata 

során HeLa sejteket transzfektáltunk PCDNA3.1 ErbB2-short-mYFP, illetve az általunk mutációval 

előállított PCDNA3.1 ErbB2 (Val659Glu)-shortmYFP plazmiddal. A képek felvételét egy pszeudo-

fotonszámláló üzemmódban működtetett Olympus FV1000 (Olympus Corp., Tokió, Japán) konfokális 

mikroszkópon végeztük a 278 referenciában leírtaknak megfelelően. Az élő, fedőlemezre növesztett 

éheztetett sejteket a mérések alatt 10 mM glükózt és 0,1% BSA-t tartalmazó Tyrode pufferben 

tartottuk szobahőmérsékleten. Az éheztetett sejtek vizsgálata után a mintákat stimuláltuk EGF-fel és 

megismételtük a méréseket. A kísérleteket max. 30 percig folytattuk, hogy a klaszterek szerkezetében 
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szobahőn bekövetkező átalakulásokat megelőzzük. A GFP-t 488 nm-en gerjesztettük és a 

fluoreszcenciát 500-600 nm között detektáltuk, míg a mYFP excitációja 514 nm-en történt és az 

emissziót az 530-630 nm tartományban mértük. A fluoreszcencia intenzitás varianciájának 

meghatározása céljából az élő sejtek fedőlemezhez közeli rétegéről 100 optikai szeletet készítettünk, 

82 nm-es pixelmérettel és 10 μs-os pixelidővel. A konfokális képeket 1 Airy egységre beállított pinhole 

mérettel vettük fel, 60x (NA=1,35) nagyítású olajimmerziós objektívet használva. Az 512 × 512 pixel 

felbontású képek középső részén található, membránnak megfelelő pixeleket vizsgáltuk az analízis 

során, hogy a képek széli régiójában a pásztázás sebességének nemlineáris voltából fakadó szél-

artefaktumok torzító hatását kiküszöböljük. A képsorozatok elemzését egy erre a célra korábban 

készített, a DipImage toolbox (Delft University of Technology) függvényeit használó Matlab 

programmal (NB_tools) végeztük142. A képsorozatokon esetlegesen előforduló laterális elmozdulást a 

DipImage „correctshift” parancsával korrigáltuk, majd minden egyes pixelre kiszámoltuk az 

intenzitások átlagát és varianciáját. A látszólagos és molekuláris fényesség értékeket a (4.13.6) 

egyenletnek megfelelően határoztuk meg. A molekuláris fényesség értékek a fentebbieknek 

megfelelően a receptorok klaszterizációs állapotára, asszociációs fokára utaltak. Ha a teljes kép átlagos 

fluoreszcenciájának változása meghaladta a 10%-ot a fotoelhalványítás miatt, illetve a pixel 

intenzitásának varianciája nem konvergált a 0-hoz a képszám növelésével, a sorozatot nem vettük 

figyelembe a kiértékelések során. 

4.14. A dipólpotenciál változtatás funkcionális hatásának mérése az 

intracelluláris foszforiláció mérésével 

Éheztetés után a feltripszinezett SKBR-3 sejteket centrifugáltuk, majd 1 mg/ml BSA-t is tartalmazó 

Hank-féle pufferben szuszpendáltuk és változtattuk a dipólpotenciáljának mértékét, valamint a sejtek 

egy részét EGF-fel stimuláltuk. Ezután a sejteket 3,7% formaldehidet tartalmazó PBS-ben fixáltuk 30 

percen keresztül jégen, majd kétszer mostuk hideg Tris-pufferrel (100 mM Tris + 100 mM NaCl; pH 7,4) 

azért, hogy a felesleges formaldehiddel a Tris elreagáljon. Ezt követően minden mintát négy részre 

osztottunk, PY99 antitesttel jelöltük a foszforilált tirozin oldalláncokat, Ab18 antitesttel az ErbB2 

foszforilált tirozinjait az 1248-as pozícióban, míg 1H12 antitesttel az ErbB1 foszforilált tirozin 

oldalláncait az 1068-as pozícióban, 10 µg/ml-es antitest koncentrációt alkalmazva. A negyedik minta a 

jelöletlen kontroll volt. Az inkubálást a megfelelő mértékű jelölődés és az aspecifikus kötődés 

csökkentése érdekében PBS-BSA-TX permeabilizáló pufferben (0,1 (v/v)% Triton X-100 + 1 mg/ml BSA 

PBS-ben, pH 7,4) végeztük 30 percig jégen. Az inkubációt követően a mintákat kétszer mostuk hideg 

PBS-BSA-TX-ben, majd a sejteket megjelöltük 20 µg/ml Alexa647-GAMIG másodlagos antitesttel 30 

percen keresztül jégen és fénytől védve. Ezután kétszer mostuk a mintákat hideg PBS-BSA-TX-ben, 

majd felszuszpendáltuk a sejteket 1% formaldehidet tartalmazó PBS-ben. Az egyedi sejtek 
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fluoreszcenciaintenzitását FACSAria III áramlási citométert alkalmazva határoztuk meg, míg a 

kiértékelés során a korábban említett ReFlex szoftvert használtuk. 

Intracelluláris foszforilációs méréseinket megismételtük transzfektált HeLa sejteken is. A sejteket 

elekroporációs módszerrel transzfektáltuk vad típusú fehérjét tartalmazó ErbB2-pcDNA3 plazmiddal, 

illetve NeuT fehérjét kódoló pSV2neuNT plazmiddal. Kontrollként plazmid nélkül hajtottuk végre az 

elektroporációs protokollt. A transzfektált sejteket két napig tenyésztettük, majd a fentieknek 

megfelelően mértük a foszforilációk mértékét. 

4.15. Az ErbB2 tirozin foszforilációja, raft lokalizációja és a dipólpotenciál 

mértéke közötti korreláció meghatározása 

A kísérletek előtt a sejteket 16-24 órán keresztül éheztettük 0,1% FCS-t tartalmazó médiumban, majd 

a sejtek egy részének dipólpotenciálját növeltük 100 μM 6-ketocholestanol alkalmazásával Pluronic 

F127 jelenlétében, míg a sejtek másik részénél csak a detergenst alkalmaztuk kontrollként. Ezután a 

sejtek egy részét 100 ng/ml (≈16 nM) humán rekombináns EGF-fel kezeltük 5 percen át 37°C-on 0,1% 

BSA-t tartalmazó Hank-féle pufferben. Ezután mind a stimulálatlan, mind a stimulált sejteket 20 percig 

jelöltük jégen AlexaFluor546-trastuzumab és AlexaFluor647-CTX-B segítségével. A sejteket 3,7%-os 

formaldehiddel fixáltuk, majd a foszforilált ErbB2-ellenes Ab18 antitesttel jelöltük, amelyet 

AlexaFluor488-GAMIG alkalmazásával vizualizáltunk. A fixálást követő jelölési lépések 1 mg/ml BSA-t 

és 0,1 (v/v)% Triton X-et tartalmazó PBS-ben történtek. A sejtek fedőlemezhez tapadó régiójáról Zeiss 

LSM880 konfokális lézer pásztázó mikroszkóppal felvételeket készítettünk 1 Airy egységre beállított 

pinhole mérettel, 40x (NA=1,3) nagyítású vízimmerziós objektívet használva, 83 nm-es pixelmérettel 

és 512⋅512 pixeles felbontással. Az AlexaFluor488-at, AlexaFluor546-ot és AlexaFluor647-et rendre 488 

nm-en, 543 nm-en és 633 nm-en gerjesztettük és az emittált intenzitásokat a 493-559 nm, 562-624 nm 

és 638-755 nm tartományokban detektáltuk. 

A felvételek kiértékelése során a sejteket manuálisan azonosítottuk, majd két maszkba szegmentáltuk, 

amelyek a magas, illetve alacsony CTX-B intenzitású pixeleket tartalmazták („CTX magas” és „CTX 

alacsony” régiók). A foszforilált ErbB2 mennyiséget jelző Ab18 intenzitást pixelenként normáltuk az 

ErbB2 sejtfelszíni expresszióját jelző trastuzumab jelölődésre, majd külön-külön meghatároztuk az 

átlagos normált intenzitást a raft doméneknek megfelelő „CTX magas” és a non-raft régióknak 

megfelelő „CTX alacsony” membrán területeken. Emellett kiszámítottuk az Ab18 intenzitás és CTX-B 

jelölődés, valamint a trastuzumab intenzitás és CTX-B jelölődés közötti Pearson korrelációs 

koefficiensek nagyságát. A képek elemzését a Matlab-ban végeztük. 
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4.16. A dipólpotenciál mértéke és a membránmikrodomén-markerek 

intenzitása közötti korrelációs koefficiens meghatározása 

A dipólpotenciál mértéke és a membránmikrodomén-markerek intenzitása közötti korreláció 

meghatározásához 8-lyukú fedőlemez aljú Lab-Tech™ II kamrában tenyésztett SKBR-3 és A431 sejteket 

jelöltünk dipólpotenciál-szenzitív fluorofórral (di-8-ANEPPS, F66 vagy PPZ8), valamint lipidtutaj-

markerrel (GFP-GPI, AlexaFluor647-CTX-B vagy AC18 és AlexaFluor647-GAMIG-Fab) vagy non-raft 

membrán régiókhoz asszociálódó jelölővel (AlexaFluor647-transzferrin), a korábban leírtak szerint. A 

jelölés után a sejtek fedőlemezhez tapadó régiójáról LSM880 konfokális lézer pásztázó mikroszkóppal 

felvételeket készítettünk 1 Airy egységre beállított pinhole mérettel, 40x (NA=1,3) nagyítású 

vízimmerziós objektívet használva, 83 nm-es pixelmérettel és 512⋅512 pixeles felbontással. Di-8-

ANEPPS esetén a fluorofórt 458 és 514 nm-es hullámhosszon gerjesztettük és az emissziót 584 és 686 

nm között detektáltuk. Az F66 és PPZ8 dipólpotenciál szenzitív indikátorokat 405 nm-en gerjesztettük, 

az emisszió mértékét pedig az N*, illetve a T* formának megfelelő emissziós tartományokban, azaz 463 

és 527nm, illetve 543 és 589 nm között határoztuk meg. A GFP gerjesztése 488 nm-en, az emittált 

intenzitás detektálása 506 és 555 nm között történt. Az AlexaFluor647 festéket 633 nm-en 

gerjesztettük, az emissziót 649 és 759 nm között mértük. 

A képek elemzését Matlab programkörnyezetben végeztük a DipImage toolbox segítéségével. Előbb a 

felvételeken manuálisan azonosítottuk a membránnak megfelelő régiókat, majd ezekben pixelenként 

meghatároztuk a dipólpotenciál-szenzitív intenzitásarányokat, di-8-ANEPPS esetén az excitációs 

(exc458/514), F66 és PPZ8 esetén pedig az emissziós (em463-527/543-589) arányt a háttérintenzitások 

levonása után. Ezután a pixelenkénti dipólpotenciál-szenzitív intenzitásarányok és raft vagy non-raft 

marker intenzitások közötti Pearson-féle korrelációs koefficiens nagyságát határoztuk meg egy erre a 

célra készített Matlab algoritmus segítségével. A korrelációs koefficiensnek a korreláció feltételezett 

hiánya esetén várható konfidencia intervallumát Costes módszere alapján számítottuk ki minden kép 

esetén280. Pozitív kontrollként két lipidtutaj-marker, a GFP-GPI és a CTX-B közötti korrelációs 

koefficienst határoztuk meg. 

A módszer alternatívájaként a kiértékelést elvégeztük úgy is, hogy a manuálisan azonosított 

membránból az elemzés során kihagytuk a legmagasabb intenzitású pixeleket tartalmazó „fényes 

foltokat”.  

4.17. A dipólpotenciál nagyságának meghatározása raft és non-raft membrán 

régiókban 

Az előzőekben SKBR-3 és A431 sejtekről elkészített felvételek elemzése során meghatároztuk a 

dipólpotenciál nagyságát a raft és non-raft mikrodoménekben. Ehhez a kiértékelés során a sejteket 
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manuálisan azonosítottuk, majd egy erre a célra készített Matlab algoritmus segítségével két maszkba 

szegmentáltuk oly módon, hogy a maxentropy algoritmussal a lipidraft-marker (CTX-B vagy GFP-GPI) 

egy küszöb intenzitását határoztuk meg, vizuális ellenőrzés mellett. A pixeleket „raft” pixelekként 

azonosítottuk, ha az intenzitás a küszöb intenzitás felett volt, míg alacsonyabb intenzitás esetén „non-

raft” régiónak tekintettük őket. A maxentropy algoritmus átlagosan a pixelek 5-10%-át azonosította 

tutajként. Az átlagos di-8-ANEPPS excitációs és F66 emissziós arányt az egyedi pixelek adataiból 

számítottuk külön a „raft”, illetve „non-raft” régiókban. 

Emellett az LSM880 mikroszkóp lambda módjának használatával meghatároztuk az F66 és a PPZ8 

emissziós spektrumát a 468 és 621 nm közötti tartományban 9 nm-es intervallumokat használva, 405 

nm-es hullámhosszon történő gerjesztés mellett. Ezen kísérletekben elvégeztük az emissziós spektrum 

kiértékelését külön-külön a tutajokon belül és azokon kívül úgy, hogy a különböző régiókat a korábban 

leírt módszerrel azonosítottuk. 

4.18. A dipólpotenciál nagyságának meghatározása kontroll és Gaucher-

fenotípusú THP1-eredetű makrofágokban 

A mérések során THP-1 monocitákat differenciáltattunk makrofággá 5 napon át 50 ng/ml 

koncentrációban alkalmazott PMA kezelés segítségével. A Gaucher-fenotípus indukciójához a PMA-val 

történő differenciációval párhuzamosan a sejtek egy részében 500 μM-os conduritol B epoxid kezelést 

alkalmaztunk. A kitapadó sejteket a korábban leírtaknak megfelelően di-8-ANEPPS, F66 vagy PPZ8 

fluorofórral jelöltük, majd a sejtek középsíkjáról készítettünk felvételeket. A kiértékelés során a 

fentebb említett vízfeltöltéses algoritmussal azonosítottuk a membrán pixeleket, majd a 

háttérintenzitások levonása után ezekben meghatároztuk a dipólpotenciál nagyságát jellemző átlagos 

intenzitásarányokat a korábbiak szerint. 

4.19. Statisztikai elemzés 

A dolgozat ábráin az adatok átlagát ± SEM ábrázoltuk. A minták közötti statisztikai különbség 

meghatározására kétszempontos variancia analízist (ANOVA, two-way analysis of variance), majd 

Tukey-féle HSD tesztet használtunk. Az eltéréseket 5%-os szignifikancia szint mellett vizsgáltuk (p < 

0.05). 

A Pearson-féle korrelációs koefficiens statisztikai szignifikanciájának teszteléséhez a korrelációs 

koefficiensnek a korreláció feltételezett hiánya esetén várható konfidencia intervallumát Costes 

módszere alapján számítottuk ki minden kép esetén280. 
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5. Eredmények 

5.1. A 6-ketocholestanol növeli, míg a phloretin csökkenti a dipólpotenciál 

nagyságát 

Ismert, hogy a dipólpotenciál nagysága befolyásolja számos transzmembrán fehérje szerkezetét és 

funkcióját, ugyanakkor az ErbB receptorcsalád tagjait még nem elemezték ilyen szempontból. 

Vizsgálataink első fázisa során ezért célul tűztük ki annak meghatározását, hogy a dipólpotenciál 

változásai befolyásolják-e az ErbB fehérjék (azon belül is az EGFR és az ErbB2) működését. Ilyen 

mérésekhez azonban az élő sejtek membránjának dipólpotenciálját módosítanunk kellett, így először 

találnunk kellett egy erre alkalmas módszert. Korábbi irodalmi adatok alapján a dipólpotenciál 

nagysága növelhető 6-ketocholestanol, míg csökkenthető phloretin vegyületekkel, így ezek a 

vegyületek alkalmasnak látszottak céljaink megvalósítására38,39. Kísérleteink első fázisában ezért ezek 

alkalmazhatóságát teszteltük konfokális mikroszkópos módszerrel, amely során a sejtek 

dipólpotenciáljának méréséhez a di-8-ANEPPS fluorofórt használtuk egy excitációs rációmetrikus 

módszer segítségével39,68. SKBR-3, A431 és HeLa sejteket jelöltünk di-8-ANEPPS-sel a dipólpotenciált 

módosító 6-ketocholestanol, illetve phloretin kezelés előtt vagy után, majd konfokális lézer pásztázó 

mikroszkóppal felvételeket készítettünk a sejtek középsíkjának megfelelően. A festéket 458 és 514 nm-

es hullámhosszon gerjesztettük és az emissziót 630 nm felett detektáltuk, a gerjesztési arány 

fluiditástól függő változásainak kiküszöbölése érdekében38. A képek feldolgozása során egy kézzel 

kijelölt vízfeltöltéses algoritmus („manually seeded watershed algorithm”)271 segítségével 

azonosítottuk a membrán pixeleket és ezekben meghatároztuk a kétféle gerjesztés esetén mért 

fluoreszcencia intenzitások átlagos arányát a háttérintenzitás levonása után.  

Azt találtuk, hogy a várakozásoknak megfelelően a 6-ketocholestanol szignifikánsan növelte, míg a 

phloretin szignifikánsan csökkentette a di-8-ANEPPS excitációs intenzitás arányt, vagyis a sejtmembrán 

dipólpotenciáljának mértékét minden vizsgált sejtvonal esetén. Az, hogy a jelölést a dipólpotenciált 

módosító kezelés előtt vagy után alkalmaztuk, nem módosította az eredményeket. SKBR-3 sejtek 

esetén kapott reprezentatív eredményeket ábrázoltunk az 5.1.1 ábrán. A mikroszkópos eredményeink 

alapján a fluoreszcens indikátor akkumulációja kizárólagosan a sejtmembránban történt. Ezek alapján 

az állapítható meg, hogy a 6-ketocholestanol és a phloretin megváltoztatja a sejtmembrán 

dipólpotenciáljának nagyságát és így ezek a vegyületek használhatók a dipólpotenciál 

megváltoztatásának az ErbB receptorok klaszterizációjára és jelátviteli folyamataira gyakorolt 

hatásának tanulmányozása során. 
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5.1.1 ábra: A dipólpotenciál változásának rációmetrikus detektálása. A. A dipólpotenciál 
nagyságának kvantitatív meghatározása. SKBR-3 sejtekben phloretinnel csökkentettük és 

6-ketocholestanollal növeltük a dipólpotenciált. Az „ANEPPS+ketocholestanol” és 
„ANEPPS+phloretin” jelű mintákat di-8-ANEPPS-sel jelöltük a dipólpotenciál módosítása 
előtt, míg a másik két minta esetén a jelölés a kezelés után történt. A kezelt és kontroll 

sejtek esetén a fluoreszcenciaintenzitás arányokat normáltuk a Pluronic-F127 
detergenssel kezelt („kontroll”) mintára. Az ábrán a csillagok a „kontroll” mintához 

képest tapasztalt szignifikáns eltéréseket jelölik (p < 0,05, ANOVA után végzett Tukey-
féle HSD teszt alapján). B-D. Kontroll (B), phloretinnel (C) és 6-ketocholestanollal (D) 

kezelt sejtekről készített reprezentatív felvételek. A kompozit színes képen a vörös és 
zöld csatornák rendre a 458 nm-es és az 514 nm-es gerjesztés esetén detektált 

fluoreszcencia intenzitásnak felelnek meg. A mindegyik képre érvényes skála 20 μm-nek 
felel meg. 
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5.2. A dipólpotenciál növelése csökkenti az EGFR ligand iránti affinitását a 

sejtfelszíni expresszió változtatása nélkül 

Mivel az EGFR funkcionális aktivációjának első lépése a ligand bekötődése a receptorhoz, 

megvizsgáltuk, hogy a dipólpotenciál változtatása befolyásolja-e a fehérje ligandkötési tulajdonságait. 

A dipólpotenciálnak az EGF ErbB1 iránti affinitására gyakorolt hatásának meghatározása során SKBR-3, 

A431 és HeLa sejteken előbb változtattuk a dipólpotenciál mértékét, majd a nem-kompetitív mérések 

során TAMRA-EGF törzsoldatából készített hígítási sor tagjaival jelöltük a sejteket és áramlási 

citométeren meghatároztuk azok fluoreszcenciaintenzitásait, végül az adatpontokra illesztett Hill-

egyenlet analízisével meghatároztuk a Kd-t. A minták analízise során azt találtuk, hogy a dipólpotenciál 

növelése szignifikánsan csökkentette az EGF ErbB1 iránti affinitását (5.2.1 táblázat és 5.2.1 ábra). 

Kezelés 

SKBR-3 HeLa A431 
nem-

kompetitív kompetitív nem-
kompetitív kompetitív nem-

kompetitív kompetitív 

Kd(jelölt) 
[nM] 

IC50 
[nM] 

Ki 
[nM] Kd(jelölt) [nM] IC50 

[nM] 
Ki 

[nM] 
Kd(jelölt) 

[nM] 
IC50 
[nM] 

Ki 
[nM] 

kontroll 0,37 
±0,07 

6,44 
±0,94 

0,44 
±0,10 

2,10 
±0,12 

13,90 
±1,65 

4,10 
±0,31 

0,99 
±0,10 

6,10 
±0,80 

1,00 
±0,15 

phloretin 0,29 
±0,05 

5,30 
±0,5 

0,30 
±0,07 

2,47 
±0,20 

11,80 
±1,90 

3,90 
±0,27 

0,98 
±0,08 

7,00 
±0,70 

1,15 
±0,18 

6-ketocholestanol 7,23* 
±0,37 

15,90* 
±1,30 

9,40* 
±1,02 

18,60* 
±0,25 

33,50* 
±3,90 

26,40* 
±1,62 

1,63* 
±0,21 

10,6* 
±1,00 

2,60* 
±0,33 

5.2.1 táblázat: Fluoreszcens és jelöletlen EGF ErbB1 iránti affinitása különböző nagyságú 
dipólpotenciálok esetén. Kontroll (Pluronic F-127-tel kezelt) vagy dipólpotenciált 

módosító vegyülettel (phloretinnel vagy 6-ketocholestanollal) kezelt sejteket 
inkubáltunk fluoreszcens EGF-ből készített hígítási sorral és az adatpontokra illesztett 
Hill-egyenlet analízisével meghatároztuk a Kd-t (nem-kompetitív módszer). A módszer 

alternatívájaként a sejteket jelöletlen EGF-ből készített hígítási sorral inkubáltuk állandó 
koncentrációjú fluoreszcens EGF jelenlétében. Illesztés segítségével meghatároztuk az 

IC50 értékeket, majd a korábban kapott Kd-k ismeretében kiszámoltuk a Ki 
paramétereket. Az eredeti kötődési görbék az 5.2.1 ábrán láthatók (*p<0,05, a kontroll 

sejtekhez viszonyítva, ANOVA után végzett Tukey’s HSD teszt alapján). 

Mivel egy fluoreszcens festék inkorporációja esetlegesen megváltoztathatja az EGF dipólpotenciállal 

való kölcsönhatását, kompetitív kötődési kísérleteket végeztünk annak a lehetőségnek a kizárására, 

hogy a magas dipólpotenciál mellett megfigyelhető gátolt EGF kötődést a fluorofór jelenléte okozza. A 

mérések során a sejtek dipólpotenciáljának módosítása után azokat jelöletlen EGF-ből készített hígítási 

sorral inkubáltuk állandó koncentrációjú fluoreszcens EGF jelenlétében, majd áramlási citométerrel 

mértük a sejtek fluoreszcencia intenzitását. Az átlagos intenzitások számításával nyert adatpontok 

illesztésével meghatároztuk az IC50 értékeket, majd a korábban kapott Kd-k ismeretében kiszámoltuk 

a Ki paramétereket. A korábbi eredményeinkkel összhangban azt találtuk, hogy a jelöletlen EGF 

receptor iránti affinitását a magas dipólpotenciál hasonló mértékben csökkentette, mint a fluoreszcens 

EGF esetén (5.2.1 táblázat és 5.2.1 ábra). 
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5.2.1 ábra: A dipólpotenciál hatása az EGF receptor iránti affinitására. Kontroll (Pluronic 
F-127-tel kezelt) vagy dipólpotenciált módosító vegyülettel (phloretinnel vagy 

6-ketocholestanollal) kezelt sejteket jelöltünk TAMRA-EGF-ből (nem-kompetitív 
módszer) vagy jelöletlen EGF-ből készített hígítási sorral, utóbbi esetben 5 nM 

koncentrációjú TAMRA-EGF jelenlétében (kompetitív módszer). A szemi-logaritmikus 
grafikonokon a minták áramlási citométerrel mért átlagos fluoreszcencia intenzitásait 
ábrázoltuk. Az ábrázolt vonalakat az adatpontokra illesztett Hill-egyenlettel határoztuk 

meg. A számított Kd és Ki paraméterek az 5.2.1 táblázatban találhatók. 

Mivel későbbi kísérleteink során a dipólpotenciál receptorokra gyakorolt hatásait liganddal történő 

stimuláció mellett kívántuk vizsgálni, teszteltük a fluoreszcens EGF receptorhoz kötődését a 

későbbiekben a stimulációhoz használt kísérletes körülmények között is. A sejtek dipólpotenciálját 

módosítottuk, majd 100 ng/ml koncentrációban alkalmazott fluoreszcens EGF jelenlétében történő 
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inkubáció után áramlási citométerrel mértük a sejtek átlagos fluoreszcenciaintenzitását, majd a 

háttérintenzitás levonása után meghatároztuk a mintára jellemző átlagos fluoreszcencia intenzitást. A 

hatások hőmérséklettől való függésének vizsgálatára kísérleteinket elvégeztük mind 37°C-on, mind 

pedig jégen történő inkubáció esetén. Eredményeink alapján a dipólpotenciál növelése a fluoreszcens 

EGF kötődését kb. 50%-kal csökkentette függetlenül attól, hogy a növekedési faktort jégen vagy 37°C-

on alkalmaztuk (SKBR-3 sejtek esetén kapott reprezentatív eredmények láthatók az 5.2.2 ábrán). A 

mérések során tapasztalt változások jó egyezést mutattak a korábbi kötődési görbék alapján várt 

értékekkel. Jégen történő jelölés esetén az EGF kötődése a sejtmembránra korlátozódott, míg a 37°C-

on történő inkubációnál a növekedési faktor receptor által mediált endocitózissal bejutott az 

intracelluláris kompartmentekbe. 

 

5.2.2 ábra: A dipólpotenciál hatása az ErbB1 sejtfelszíni expressziójára és ligandkötésére. 
Éheztetett SKBR-3 sejteket kezeltünk phloretinnel és 6-ketocholestanollal Pluronic F-127 

jelenlétében, amelyet 100 ng/ml (~16 nM) koncentrációjú TAMRA-EGF-fel történő 
jelölés követett 37°C-on 5 percig vagy jégen 30 percig, illetve a sejteket AlexaFluor546-

tal konjugált ErbB1 ellenes Ab11 antitesttel jelöltük jégen 30 percig. Az áramlási 
citométerrel mért fluoreszcenciaintenzitásokat a háttérintenzitás levonásával történő 
korrekció után a (Pluronic F-127-tel kezelt) kontroll minták intenzitására normáltuk. Az 
ábrán három független mérés átlagait ábrázoltuk (±SEM). A kontroll mintához képest 

szignifikáns eltéréseket csillaggal jelöltük (p < 0,05, ANOVA után végzett Tukey-féle HSD 
teszt alapján). 

Mivel az EGF csökkent receptorhoz való kötődésének hátterében elvileg a sejtfelszíni ErbB1 expresszió 

csökkenése is állhat, meghatároztuk a receptor sejtfelszíni mennyiségét phloretin, illetve 

6-ketocholestanol alkalmazása esetén. A dipólpotenciál változtatása után a sejteket AlexaFluor546-tal 

konjugált ErbB1 ellenes Ab11 elnevezésű monoklonális antitesttel jelöltük, majd áramlási citometriás 

módszerrel meghatároztuk a mintákon belül az átlagos fluoreszcencia intenzitás mértékét. Jóllehet a 
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dipólpotenciál módosítása jelentősen megváltoztatta az EGF receptor iránti affinitását, mindez az 

ErbB1 receptor változatlan sejtfelszíni expressziója mellett történt, amint azt az ErbB1 ellenes 

antitesttel végzett méréseink bizonyították, ugyanis a dipólpotenciál változtatása esetén sem változott 

a receptor sejtfelszíni mennyiségét jellemző átlagos fluoreszcencia intenzitás (5.2.2 ábra). Ezen 

kísérleteink meggyőzően alátámasztották, hogy a dipólpotenciál növelése szignifikánsan 

lecsökkentette az ErbB1 ligand iránti affinitását változatlan sejtfelszíni expresszió mellett. 

5.3. A dipólpotenciál növelése serkenti az ErbB1 és az ErbB2 klaszterizációját 

Mivel a ligand indukált transzmembrán jelátvitel beindulását megelőzi az ErbB receptorok 

klaszterizációja, kísérleteink során megvizsgáltuk, hogy a dipólpotenciál megváltoztatása 

befolyásolja-e a receptorok oligomerizációját éheztetett vagy stimulált sejtekben. Erre a célra kétféle 

módszert alkalmaztunk, az asszociációk mértékét meghatároztuk ugyanis egyrészt áramlási citometriás 

FRET módszerrel, másrészt konfokális mikroszkópia segítségével végzett number&brightness analízis 

segítségével. Az ErbB fehérjék asszociációjának FRET módszerrel való vizsgálata során transzfektálatlan 

SKBR-3 sejteket alkalmaztunk az ErbB2 homoasszociáció és ErbB1-ErbB2 heteroasszociáció, valamint 

transzfektálatlan HeLa sejteket az ErbB1 homoasszociáció mérésére, mivel ezek sejtfelszíni receptor 

expressziója elég magas volt a mérésekhez. Az A431 sejtek extrém nagymértékű ErbB1 expressziója 

miatt azokban nagy mennyiségben találhatóak preformált ErbB1 dimerek, amelyek jelenléte 

megnehezíti az EGF ErbB1 klaszterizációra gyakorolt hatásának detektálást142. Emiatt A431 sejteket 

csak az EGF receptor iránti affinitásának meghatározása során használtunk, FRET méréseinket inkább 

SKBR-3 és HeLa sejtvonalakon végeztük. Emellett a neu homoasszociációjának meghatározására és a 

vad típusú variánssal történő összehasonlítására CHO sejteket transzfektáltunk elekroporációs 

módszerrel vad típusú fehérjét tartalmazó ErbB2-pcDNA3, illetve NeuT fehérjét kódoló pSV2neuNT 

plazmiddal. Az éheztetett sejteket a dipólpotenciált módosító kezelés és a minták egy részének EGF-

fel történő stimulációja után a megfelelő festékkel konjugált monoklonális antitestekkel jelöltük (ErbB1 

esetén Ab11 antitesttel, ErbB2 esetén pedig trastuzumabbal). Donor fluorofórként az antitestekhez 

konjugált AlexaFluor546-ot, míg akceptorként AlexaFluor647-et használtunk, majd a sejtek 

fluoreszcencia intenzitásait áramlási citométeren mértük. A mérések során mintánként és 

kísérletenként legalább 10-20000 sejt adataiból a ReFlex programmal a 3.12. fejezetben részletesen 

ismertetett módon meghatároztuk a FRET hatékonyságot a korrigált intenzitások alapján, a megfelelő 

korrekciós faktorok figyelembe vételével. 

A FRET módszer alternatívájaként, a dipólpotenciál ErbB fehérjék asszociációjára gyakorolt hatásának 

elemzését elvégeztük N&B analízissel is. Az EGFR asszociációjának mérése során kísérleteinket egy 

módosított CHO eredetű sejtvonalon, az ErbB1-EGFP fúziós fehérjét stabilan expresszáló F1-4 

sejtvonalon végeztük, míg az ErbB2 és a neu vizsgálata során Hela sejteket transzfektáltunk PCDNA3.1 
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ErbB2-short-mYFP, illetve az általunk mutációval előállított PCDNA3.1 ErbB2 (Val659Glu)-shortmYFP 

plazmiddal. Az éheztetett sejtekről a dipólpotenciált módosító kezelés és a minták egy részének EGF-

fel történő stimulációja után konfokális mikroszkópos felvételsorozatot készítettünk, majd a képek 

Matlab programban történő elemzésével a 3.13. fejezetben részletesen leírt módon meghatároztuk a 

molekuláris fényesség értékeket, amely a receptorok klaszterizációs állapotára, asszociációs fokára 

utalt. 

Kísérleteink során mind az áramlási citométeren végzett FRET, mind pedig a konfokális mikroszkópos 

N&B méréseink eredményei azt mutatták (5.3.1, illetve 5.3.2 ábra, valamint 5.3.3 ábra a reprezentatív 

hisztogramokkal), hogy stimulálatlan sejtekben a dipólpotenciál módosítása csak kis változásokat 

eredményezett az ErbB1 és ErbB2 homoasszociációkban, amelyek közül egyedül a dipólpotenciál 

növelés hatására bekövetkező megnövekedett ErbB1 homoklaszterizáció bizonyult statisztikailag 

szignifikánsnak a N&B analízis során. A korábbi eredményekkel összhangban142 az ErbB1 stimulálatlan 

sejtekben elsősorban monomer formában fordult elő, mivel az ErbB1-EGFP számított molekuláris 

fényessége (0,07) a monomer EGFP esetén meghatározott érték (0,06) közelében volt. Ezzel szemben 

az ErbB2 nyugalomban levő sejtekben is klasztereket képezett, hiszen az ErbB2-mYFP számított 

molekuláris fényessége majdnem háromszor akkorának adódott (0,08), mint a monomer mYFP esetén 

várható érték (0,032). A transzmembrán doménben mutációt hordozó NeuT homoklaszterizációja 

szingifikánsan megnövekedett a dipólpotenciál növelésének hatására már nyugalomban levő 

sejtekben is mind a FRET, mind pedig a N&B mérések során (5.3.4 ábra B és C rész). Jóllehet vad típusú 

ErbB2-t tartalmazó plazmiddal transzfektált sejtekben a dipólpotenciál növelésének hatására a vad 

típusú ErbB2 homoklaszterizációja is megnövekedett a FRET mérések alapján, ez a növekedés 

szignfikánsan kisebb volt, mint a NeuT esetén (vad típusú ErbB2 esetén 15%-kal, míg NeuT esetén 52%-

kal nőtt a relatív FRET hatékonyság a 6-ketocholestanol kezelés hatására, p<0,05). 
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5.3.1 ábra: A dipólpotenciál hatása az ErbB1 és ErbB2 homo- és heteroasszociációira. Az 
ErbB1 homoasszociáció (A), az ErbB2 homoasszociáció (B) és az ErbB1-ErbB2 

heteroasszociáció (C) mértékét áramlási citométeres FRET módszerrel határoztuk meg 
kontroll, phloretinnel és 6-ketocholestanollal kezelt sejtekben. Minden mérés esetén a 
számított átlagos FRET hatékonyságokat normáltuk a Pluronic F127-tel kezelt (kontroll) 
sejtek esetén kapott átlagos FRET hatékonyságra. Az oszlopok feletti szám az éheztetett 

kontroll minta normálás nélküli átlagos FRET hatékonyságait (±SEM) mutatja. Az 
oszlopok magasságai és a hibavonalak négy független kísérlet adatainak átlagait és azok 
szórásait mutatják. A statisztikai elemzéshez kétszempontos variancia analízist (ANOVA, 

two-way analysis of variance), majd Tukey-féle HSD tesztet használtunk. Csillagokkal 
jelöltük a megfelelő kezelt minták kontrollhoz képest szignfikáns eltéréseit (p < 0,05). A 
grafikonon ábrázolt adatok számításához használt reprezentatív FRET hisztogramok az 

5.3.3 ábrán láthatók. 

A dipólpotenciál EGF indukált receptor klaszterizációra gyakorolt hatásának meghatározására a FRET 

hatékonyság és a molekuláris fényesség értékeket normálni kellett, hogy az értékek stimulálatlan 

sejtek esetén megfigyelhető variabilitását elimináljuk. A nyugalomban levő sejtekben megfigyeltekkel 

szemben a megnövelt dipólpotenciál szignifikánsan és szisztematikusan serkentette az ErbB1 és ErbB2 

EGF által indukált homoasszociációit mind a FRET, mind a N&B mérések alapján (5.3.1 ábra A és B 

panelje, illetve 5.3.2 ábra). Jóllehet a dipól potenciál phloretinnel való csökkentésének a hatása 

kevésbé bizonyult jelentősnek, az ErbB2 EGF indukált homoklaszterizációja szignifikánsan csökkent 

phloretin hatására (5.3.1 ábra B része és 5.3.2 ábra B része). Az ErbB1 és ErbB2 N&B mérések esetén 

EGF stimulációt követően megfigyelt ellentétes viselkedése összhangban áll korábbi 

megfigyeléseinkkel, amelyek szerint az EGF oly módon vezet a megnövekedett ErbB1-ErbB2 

heterasszocáció növekedéséhez, hogy az ErbB2-t a jelen levő nagyméretű ErbB2 homoklaszterekből 

rekrutálja, csökkentve ezáltal az ErbB2 homo-oligomerek méretét142.  
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5.3.2 ábra: A dipólpotenciál hatása az ErbB1 és ErbB2 homoasszociációkra N&B analízis 
során. Az ErbB1 homoasszociációjának meghatározásához ErbB1-EGFP-t stabilan 

expresszáló F1-4 sejteket használtunk, míg az ErbB2 homoasszociáció mérése ErbB2-
mYFP-t tartalmazó plazmiddal transzfektált HeLa sejteken történt. A meghatározott 

molekuláris fényesség értékeket normáltuk a Pluronic F-127-tel kezelt éheztetett 
kontroll minták molekuláris fényesség értékeinek átlagára. A grafikonon az ErbB1-EGFP 

és ErbB2-mYFP hat független kísérletből származó normált molekuláris fényesség 
értékeit ábrázoltuk (átlag ± SEM). Az oszlopok feletti számok az éheztetett kontroll 

minták normálás nélküli molekuláris fényességeinek átlagát mutatják (±SEM). A 
zárójelben szereplő értékek a monomer fluorofórok molekuláris fényességeit mutatják. 
Csillagokkal jelöltük a kezelt minták megfelelő kontrolljához képest szignfikáns eltéréseit 

(p < 0,05, ANOVA után végzett Tukey-féle HSD teszt alapján). A grafikonon ábrázolt 
adatok számításához használt reprezentatív fényesség hisztogramok az 5.3.3 ábrán 

láthatók. 

A dipólpotenciál növelésének a NeuT EGF indukált homoklaszterizációjára kifejtett hatása mintegy 

kétszerese volt, mint vad típusú ErbB2 esetén a FRET és N&B mérések során. Az EGF stimulált 

mintákban ugyanis a 6-ketocholestanol kezelés a FRET hatékonyságot 40%-kal növelte NeuT, míg 19%-

kal vad típusú ErbB2 esetén, illetve a molekuláris fényesség értékeket pedig rendre 33%-kal, valamint 

13%-kal a kétféle esetben (5.3.2 és 5.3.4 ábra, p<0,05). 
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5.3.3 ábra: A FRET és N&B mérések során nyert reprezentatív hisztogramok. A-B: Az 
ErbB1 homoasszociációjának mértékét áramlási citometriás FRET módszerrel határoztuk 

meg a grafikonok jelmagyarázatnak megfelelő körülmények között EGF stimuláció 
nélkül, illetve annak jelenlétében. A grafikonokon a kísérletek során nyert reprezentatív 
FRET hatékonyság hisztogramok láthatók. C-D: Az ErbB2 homoasszociációjának mértékét 
N&B módszerrel határoztuk meg a grafikonok jelmagyarázatnak megfelelő körülmények 

között EGF stimuláció nélkül, illetve annak jelenlétében. A grafikonokon a kísérletek 
során nyert reprezentatív látszólagos fényesség hisztogramok láthatók. 
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5.3.4 ábra: A dipólpotenciál NeuT homoklaszterizációjára gyakorolt hatása. HeLa sejteket 
transzfektáltunk vad típusú ErbB2-t (A), NeuT-t (B), vagy mYFP-vel fuzionáltatott NeuT-t 

(C) tartalmazó plazmiddal és az így expresszált fehérjék homoklaszterizációit mértük 
áramlási citometriás FRET (A, B) vagy N&B analízis (C) módszerrel. A számított FRET 
hatékonyság, illetve molekuláris fényesség értékeket normáltuk a Pluronic F-127-tel 
kezelt kontroll éheztetett sejtek esetén kapott értékek átlagára. A grafikonokon hat 

független kísérletből származó normált FRET hatékonyságokat és molekuláris 
fényességeket ábrázoltunk (átlag ± SEM). A bal oldali oszlopok feletti számok az 

éheztetett kontroll minták normálás nélküli FRET hatékonyságainak és molekuláris 
fényességeinek átlagát mutatják (±SEM). A zárójelben szereplő értékek a monomer 

fluorofór molekuláris fényességét mutatja. Csillagokkal jelöltük a kezelt minták 
megfelelő kontrolljához képest szignfikáns eltéréseit (p < 0,05, ANOVA után végzett 

Tukey-féle HSD teszt alapján). 

Mivel az ErbB2 az EGF által aktivált ErbB1 preferált heterodimerizációs partnere129, a dipólpotenciál 

ErbB1 és ErbB2 klaszterekre gyakorolt hatásának elemzése nem lett volna teljes a közöttük létrejövő 

heteroasszociáció vizsgálata nélkül. Áramlási citometriás FRET méréseink alapján a dipólpotenciál nem 

befolyásolta az ErbB1 és ErbB2 heteroklaszterizációját nyugalomban levő sejteken, a két receptor 

kölcsönhatásának EGF indukált növekedése azonban szingifikánsan nagyobb volt azokban a sejtekben, 

amelyekben a dipólpotenciál nagyságát 6-ketocholestanollal növeltük (5.3.1 ábra C része). Mindezen 

eredményeink alapján leszűrhető, hogy az ErbB1 és ErbB2 homo- és heteroasszociációinak mértéke 

pozitív korrelációt mutat a dipólpotenciállal, elsősorban ligand stimuláció esetén. 

5.4. A dipólpotenciál változtatása befolyásolja az EGF-indukált jelátvitelt 

Az ErbB receptorok ligand által indukált klaszterizációja a receptorok tirozin oldalláncainak 

foszforilációjához és a tirozin foszforilációs szignál terjedéséhez vezet. Annak eldöntésére, hogy az 

ErbB1 és ErbB2 klaszterizációban a dipólpotenciál változtatására bekövetkező eltérések 

megnyilvánulnak-e a receptor általi jelátvitelben, éheztetett és EGF stimulált sejtekben meghatároztuk 

a tirozin foszforiláció szintjét általános foszfotirozin ellenes, az ErbB1 foszforilált Tyr1068-ja (1H12) és 

az ErbB2 forszforilált Tyr1248-ja (Ab18) elleni antitestek segítségével. Ehhez éheztetett SKBR-3 sejtek 

dipólpotenciáljának változtatása és a nem kontroll minták EGF stimulációja után azokat fixáltuk, majd 
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foszforilált tirozin ellenes antitestekkel jelöltük. Ezt követően az elsődleges antitesteket Alexa647-

GAMIG másodlagos antitesttel vizualizáltuk és a sejtenkénti fluoreszcencia intenzitásokat áramlási 

citométeren mértük, végül pedig a kiértékelés során meghatároztuk a mintákat jellemző átlagos 

intenzitásokat. Intracelluláris foszforilációs méréseinket megismételtük transzfektált HeLa sejteken is, 

amelyek során a sejteket elekroporáltuk plazmid nélkül, vad típusú fehérjét tartalmazó ErbB2-pcDNA3 

plazmiddal, illetve NeuT fehérjét kódoló pSV2neuNT plazmiddal. A transzfektált sejteket két napig 

tenyésztettük, majd a fentieknek megfelelően meghatároztuk a foszforiláció mértékét. 

A korábbi FRET és N&B kísérleteinkhez hasonlóan a tirozin foszforilációk stimulálatlan kontroll sejtekre 

való normálása eliminálta az aktiváció bazális szintjének variabilitását. A dipólpotenciál változtatása 

nem befolyásolta a stimulálatlan sejtek alacsony tirozinfoszforilációs alapszintjeit, míg az EGF 

stimulációra adott válasz mértéke korrelált a dipólpotenciál nagyságával (5.4.1 ábra). A FRET és N&B 

mérések során tapasztaltakkal összhangban a dipólpotenciál NeuT fehérjékre gyakorolt hatása sokkal 

kifejezettebb volt, mint vad típusú ErbB2 esetén. Ezek a kísérleteink bebizonyították, hogy a 

dipólpotenciál szignifikánsan módosította a sejtek növekedési faktor stimulációra adott tirozin 

foszforilációs válaszát. 
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5.4.1 ábra: A dipólpotenciál hatása az EGF indukált tirozin foszforilációra áramlási 
citométeres mérések során. Az általános tirozin foszforiláció mértékét PY99 (A), az ErbB1 

1068-as pozícióban levő tirozinjának foszforilációját 1H12 (B), míg az az ErbB2 1248-as 
pozícióban levő tirozinjának foszforilációját Ab18 (C) antitestekkel határoztuk meg. Az 
AlexaFluor647-GAMIG másodlagos antitesttel jelölt kontroll és EGF-fel kezelt minták 
átlagos fluoreszcencia intenzitásait a Pluronic F-127-tel kezelt kontroll minta átlagára 

normáltuk. A grafikonokon a négy független kísérlet adatiból számított átlagokat (±SEM) 
ábrázoltuk. A statisztikai elemzéshez kétszempontos variancia analízist (ANOVA, two-

way analysis of variance), majd Tukey-féle HSD tesztet használtunk. Csillagokkal jelöltük 
a kezelt minták megfelelő kontrollokhoz képest szignifikáns eltéréseit (p < 0,05). 
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5.5. Az ErbB2 aktivációja, lipidtutajokban való lokalizációja és a dipólpotenciál 

mértéke között korreláció figylhető meg 

Mivel feltételezések szerint a dipólpotenciál nagysága különböző lehet a lipidtutajokban a membrán 

egyéb régióihoz képest, bizonyos mértékű korreláció várható az ErbB2 aktivációs állapota, raft 

lokalizációja és a dipólpotenciál között. Ennek vizsgálatára éheztetett sejtek egy részének 

dipólpotenciálját növeltük 6-ketocholestanol alkalmazásával, amelyet a minták egy részénél EGF 

stimuláció követett. Ezután a sejtek membránjában az ErbB2 fehérjéket AlexaFluor546-trastuzumab, a 

lipidtutajokat AlexaFluor647-CTX-B segítségével jelöltük, majd fixálás után foszforilált ErbB2-ellenes 

Ab18 elsődleges és AlexaFluor488-GAMIG másodlagos antitesteket alkalmaztunk. A sejtek 

fedőlemezhez tapadó régiójáról konfokális lézer pásztázó mikroszkóppal felvételeket készítettünk, 

majd a felvételek kiértékelése során a sejteket manuálisan azonosítottuk és két maszkba 

szegmentáltuk, amelyek a magas, illetve alacsony CTX-B intenzitású pixeleket tartalmazták („CTX 

magas” és „CTX alacsony” régiók). A foszforilált ErbB2 mennyiséget jelző Ab18 intenzitást pixelenként 

normalizáltuk az ErbB2 sejtfelszíni expresszióját jelző trastuzumab jelölődésre, majd külön-külön 

meghatároztuk az átlagos normalizált intenzitást a raft doméneknek megfelelő „CTX magas” és a non-

raft régióknak megfelelő „CTX alacsony” membrán területeken. Emellett kiszámítottuk az Ab18 

intenzitás és CTX-B jelölődés, valamint a trastuzumab intenzitás és CTX-B jelölődés közötti Pearson-

féle korrelációs koefficiensek nagyságát. 

Kísérleteink során azokban a sejtekben, amelyekben a dipólpotenciált nem módosítottuk, nem 

találtunk lényeges különbséget az ErbB2 normált tirozin foszforilációjának mértékében a membrán raft 

és non-raft régiói között (5.5.1 ábra A része). A dipólpotenciál növelése az ErbB2 aktivációs szintjének 

emelkedését eredményezte, amely hatás jelentősebb mértékben a lipidtutajokon kívül volt 

megfigyelhető. Azon sejtekben, amelyekben nem módosítottuk a dipólpotenciált, az EGF stimuláció az 

ErbB2 tirozin foszforilációjának növekedését eredményezte mind a raftokban, mind pedig a non-raft 

régiókban, amely változás nagyobb volt a lipidtutajokon kívüli membrán régiókban. Az EGF stimuláció 

a 6-ketocholestanollal megnövelt dipólpotenciállal rendelkező sejtekben nem emelte tovább 

lényegesen az ErbB2 normált tirozin foszforilációjának mértékét. 
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5.5.1 ábra: Az ErbB2 aktivációja, lipidtutaj lokalizációja és a dipólpotenciál közötti 
korreláció konfokális mikroszkópos analízis során. SKBR-3 sejtek egy részében a 

dipólpotenciált 6-ketocholestanollal (6-KC) növeltük, míg a kontroll sejteket Pluronic F-
127 jelenlétében inkubáltuk. A sejteket EGF-fel stimuláltuk, majd a membránban 

található össz-ErbB2 mennyiséget trastuzumabbal, a tirozin foszforilált ErbB2-t (p-ErbB2) 
Ab18 antitesttel és a lipidtutajokban található GM1 gangliozidokat koleratoxin B 

alegységgel (CTX) jelöltük. A membrán expresszióra normált ErbB2 tirozin foszforiláció 
mértékét (p-ErbB2/ErbB2) külön-külön meghatároztuk a magas, illetve alacsony CTX 

jelet mutató membrán régiókban (A). Minden minta esetén kiszámítottuk a p-ErbB2 és 
CTX közötti (B), valamint a totál-ErbB2 és CTX (C) közötti Pearson-féle korrelációs 

koefficiensek (r) átlagos értékét. A grafikonon látható hibavonalak a három független 
kísérlet során felvett 25 kép adataiból számított középértékek közepes hibáit mutatják.  

Az EGF stimuláció hatásában a 5.4.1 és 5.5.1 ábrákon látható eredményekben megfigyelhető 

különbségek valószínűleg abból erednek, hogy az áramlási citométeres kísérleteinkben tripszinizált 

sejteket stimuláltunk (5.4.1 ábra), míg a 5.5.1 ábrán látható eredmények esetén letapadó sejteket 

vizsgálatunk. A tripszinizáció pedig önmagában is a jelátviteli útvonalak stimulációját eredményezheti, 

amely elfedheti a növekedési faktor által indukált hatásokat (5.5.2 ábra). 
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5.5.2 ábra: A tripszinizáció hatása a sejtek aktivációs állapotára. Az éheztetett SKBR-3 
sejteket stimuláltuk EGF-fel a tripszinizáció előtt vagy a stimulációt szuszpendált 

sejtekben végeztük tripszinizáció után. A fixált és permeabilizált sejteket általános 
foszforilált tirozin ellenes PY99 antitesttel inkubáltuk, amelyet másodlagos antitest 
alkalmazása követett. A fluoreszcencia intenzitás meghatározását a membránban 

végeztük, amelynek azonosítását kézzel kijelölt vízfeltöltéses algoritmus segítségével 
végeztük. A grafikonon az átlagos fluroeszcencia intenzitásokat (±SEM) ábrázoltuk 

három független kísérlet adatai alapján (A), valamint reprezentatív eredeti felvételek 
láthatók az ábrán a megfelelő membrán maszkokkal (B). 

Eredményeink alapján a dipólpotenciál nagyságának a 6-ketocholestanol kezelés eredményeképpen 

létrejövő növekedése az ErbB2 tirozin foszforilációját jelentősebb mértékben befolyásolta a 

lipidtutajokon kívül. A megfigyelés, mely szerint az EGF stimuláció jobban növelte az ErbB2 tirozin 

foszforiláció mértékét a raftokon kívül arra utalhatott, hogy a növekedési faktor preferenciálisan a 

lipidtutajokon kívül elhelyezkedő ErbB2 molekulákat aktiválja, vagy az aktivált ErbB2 kikerül a 

raftokból. Ezt a feltételezést alátámasztotta, hogy a foszforilált ErbB2 és a CTX jel közötti korrelációs 
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koefficiens nagysága szignifikánsan lecsökkent EGF vagy 6-ketocholestanol kezelés hatására, míg 

ezeknek az ErbB2 és a CTX jel közötti korrelációra kifejtett hatása sokkal kevésbé volt jelentős (5.5.1 

ábra B és C része). Ezek alapján azt a következtetést vonhatjuk le, hogy az EGF vagy megnövekedett 

dipólpotenciál által aktivált ErbB2 preferenciálisan a lipidtutajokon kívül található vagy azért, mert az 

aktiváció is itt történik, vagy azért, mert az esetleg lipidtutajban aktiválódó receptor elhagyja a raftokat. 

5.6. Emissziós rációmetrikus festékek alkalmazhatók a dipólpotenciál 

mérésére 

A dipólpotenciál ErbB fehérjékre gyakorolt hatásainak vizsgálata során nyert eredményeink (különös 

tekintettel az 5.5 fejezetben leírtakra) felvetették, hogy hatásmechanizmusában szerepet játszhat a 

lipidtutajok jelenléte, vagyis valamilyen kapcsolat lehet a dipólpotenciál és a lipidtutajok között. Bár 

azt már korábban felvetették, hogy a membránban található raft mikrodoménekben a speciális 

lipidösszetétel miatt a dipólpotenciál nagysága magasabb lehet, mint a membrán egyéb régióiban, ezt 

a feltevést még nem igazolták közvetlenül élő sejtekben. Kísérleteink második felében ezért célul 

tűztük ki, hogy igazoljuk ezt a hipotézist, azaz bebizonyítsuk élő sejtek membránjában, hogy a 

lipidtutajokban mérhető dipólpotenciál magasabb, mint non-raft régiókban. Ehhez azonban olyan 

megbízható mérési módszerre volt szükségünk, amellyel egyrészt kimutatható a két régió közötti 

különbség a dipólpotenciál nagyságát tekintve, másrészt pedig igazolható, hogy a tapasztalt 

különbséget nem valamilyen egyéb membránbiofizikai paraméter (például membránfluiditás) eltérései 

okozzák. Mivel a di-8-ANEPPS használata excitációs rációmetrikus technikák alkalmazásával 

önmagában erre a célra nem alkalmas (hiszen bizonyos körülmények között érzékeny lehet a fluiditás 

változásaira), egyéb módszerrel kellett kiegészíteni kísérleteinket. A dipólpotenciál változásainak 

kimutatására használhatóak az újonnan leírt 3-hidroxiflavon-származékok emissziós rációmetrikus 

módszerek során a 2.1.6 fejezetben taglaltaknak megfelelően. Az ebbe a csoportba tartozó fluorofórok 

két tagja, a PPZ8 és az F66 különösen alkalmasak lehetnek erre a célra, ha a két molekulát egymással 

párhuzamosan alkalmazzuk a mérések során, hiszen membránbeli orientációjuk ellentétes volta miatt 

spektrális változásaik éppen ellentétesek a membránbeli elektromos erőtér módosulása esetén. Ha 

azonban valamilyen egyéb paraméter (például fluiditás) változása eredményezi a spektrum eltéréseit, 

az ugyanabba az irányba hat a két fluorofór esetén. Így amennyiben méréseink során a két vegyület 

esetén ellentétes változásokat kapunk, lényegében kijelenthetük, hogy azok hátterében a 

dipólpotenciál eltérése áll. Kísérletes munkánk második fázisa kezdetén ezért teszteltük, hogy a két 

feszültségszenzitív 3-hidroxiflavon fluorofór, a PPZ8 és az F66 alkalmas-e a dipólpotenciál változásainak 

kimutatására élő sejtek membránjában. A festékek vizsgálata során A431 és SKBR-3 sejteket kezeltünk 

a dipólpotenciál nagyságát növelő 6-ketocholestanol vegyülettel, majd a sejtek jelölése után konfokális 

mikroszkóp segítségével a sejtmembrán fedőlemezhez tapadó lapos régiójáról készítettünk 
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felvételeket (5.6.1 ábra). Az emittált fluoreszcencia nagyságát a festékek N* és T* állapotaihoz tartozó 

emissziós sávoknak megfelelő hullámhossztartományokban mértük és pixelenként meghatároztuk a 

két intenzitás arányát, amely a dipólpotenciál nagyságára utal. 

 

5.6.1 ábra: A sejtek dipólpotenciál-szenzitív F66 indikátorral történő jelölését mutató 
reprezentatív képek. A431 sejteket kezeltünk Pluronic F-127-tel, majd jelöltünk F66-tal. 
A festéket 405 nm hullámhosszú fénnyel gerjesztettük, majd az emittált intenzitást két 
hullámhossztartományban, 463 és 527 nm között („kék csatorna”, A), valamint 543 és 

589 nm között („zöld csatorna”, B) mértük. Az elemzés során egy emissziós arány képet 
készítettünk úgy, hogy pixelenként a kék csatornában mért intenzitást elosztottuk a zöld 
csatorna adott pixelben mért intenzitásával (C). Az arányértékeket csak egy manuálisan 

rajzolt maszkon belül határoztuk meg, amely a sejtmembrán fedőlemezhez tapadó lapos 
régiójának felelt meg (D). A módszer alternatívájaként a kiértékelést elvégeztük a 

maszkon belül a legfényesebb foltok figyelembe vétele nélkül is (E). Az A részen látható, 
mindegyik képre érvényes skála 10 μm-nek felel meg. 

Várakozásainknak megfelelően a 6-ketocholestanol kezelés szignifikánsan növelte az N*/T* 

intenzitásarányt PPZ8 esetén, míg F66-nál szignifikánsan csökkentette azt (5.6.2 ábra). Mind az 

emissziós arány pixelenkénti megoszlásai, mind pedig az átlagos intenzitás arányok megerősítették, 

hogy a PPZ8 és az F66 alkalmas élő sejtekben a dipólpotenciálban bekövetkező változások 

meghatározására egy konfokális mikroszkópon alkalmazott emissziós rációmetrikus módszer 

segítségével. 
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5.6.2 ábra: A dipólpotenciál növekedésének hatása a PPZ8 és az F66 emissziós 
arányokra. A-D. A431 (A, C) és SKBR-3 (B, D) sejtek egy részét egy dipólpotenciált növelő 
szterollal, 6-ketocholestanollal kezeltünk, míg a kontroll sejteknél csak Pluronic F-127-et 
alkalmaztunk. A sejteket a két dipólpotenciál-szenzitív indikátor, PPZ8 és F66 egyikével 

jelöltük, majd pixelenként meghatároztuk a fluorofórok N* és T* állapotaihoz tartozó két 
emissziós sávban mért intenzitások arányát. A reprezentatív hisztogramok a számolt 

arányok pixelenkénti megoszlását mutatják. E-F. 20-30 kontroll (Pluronic F-127-tel 
kezelt), illetve 6-ketocholestanollal kezelt sejt adataiból számított átlagos intenzitás 

arányokat ábrázoltunk. A hibavonalak a középértékek közepes hibáit mutatják. A 
csillagok a kontroll és a 6-ketocholestanollal kezelt minták közötti, háromszempontos 

variancia analízis (ANOVA) és Tukey-féle HSD teszt elvégzése során kapott szignifikáns (p 
< 0,05) eltéréseket jelzik. 
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5.7. A dipólpotenciál nagysága korrelál raft és non-raft doménmarkerek 

megoszlásával 

A következőkben azon hipotézisünket kívántuk vizsgálni, amely szerint a lipidtutajok jelentősen eltérő 

lipidösszetétele azt eredményezheti, hogy ezen raft mikrodoménekben a dipólpotenciál mértéke 

nagyobb lehet, mint a membrán egyéb régióiban. Ennek eldöntésére élő A431 és SKBR-3 sejtekben a 

három dipólpotenciál-szenzitív festék, a di-8-ANEPPS, a PPZ8 és az F66 rációmetrikus válasza és a 

lipidtutaj-markerek intenzitása közötti korrelációt határoztuk meg. Ehhez a feszültségszenzitív 

fluorofórok intenzitás arányai és néhány általánosan használt raft-marker, a fluoreszcensen jelzett 

koleratoxin B alegység (CTX-B), a GPI-horgonnyal fúzionáltatott GFP (GFP-GPI) és az anti-koleszterol 

AC8 antitest intenzitása közötti korrelációs koefficiensek nagyságát számítottuk ki. A mérések során 

használt PPZ8 és di-8-ANEPPS kromofór csoportjai egymással párhuzamosak a membránban, míg az 

F66 fluorofórjának beállása ellentétes orientációban történik a membrán normálvektorához képest.  

Kísérleteink során először két lipidtutaj-marker közötti korrelációs koefficiens nagyságát határoztuk 

meg pozitív kontrollként. Sejteket transzfektáltunk GFP-GPI-t kódoló plazmiddal, majd jelöltünk CTX-

B-vel és a sejtek fedőlemezhez tapadó alsó, lapos membránrégiójáról konfokális mikroszkóppal 

felvételeket készítettünk. A két lipidtutaj-marker pixelenkénti intenzitásainak adataiból kiszámítottuk 

a Pearson-féle korrelációs koefficiensek átlagos nagyságát, amely 0,55±0,04-nek adódott A431, míg 

0,48±0,03-nek SKBR-3 sejtek esetén (5.7.1 táblázat). Az erős pozitív korrelációt alátámasztotta egyrészt 

az a tény, hogy a kapott korrelációs koefficiensek jelentősen kívül estek a korreláció feltételezett 

hiánya esetén várható konfidencia intervallum határain, másrészt pedig a megfelelő individuális 

pixelintenzitások megoszlását ábrázoló kontúr grafikonok alapján is nyilvánvaló volt a pozitív korreláció 

megléte. Ezen eredmények bebizonyították, hogy az általunk alkalmazott módszer alkalmas két szignál 

közötti korreláció vizsgálatára élő sejtekben (5.7.1 ábra A és B része). 
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 A431  SKBR-3 
 átlag±SEM Konfidencia 

intervallum, ha 
r=0 

n  átlag ±SEM Konfidencia 
intervallum, ha 

r=0 

n 

CTX-B vs. GFP-GPI 0,55±0,04 -0,01 0,02 18  0,48±0,03 -0,01 0,02 19 

CTX-B vs. GFP-GPI 
(fényes foltok nélkül) 

0,29±0,04 -0,03 0,05 10  0,37±0,04 -0,01 0,02 10 

di-8-ANEPPS arány vs. 
CTX-B 

0,31±0,03 -0,02 0,03 14  0,32±0,02 -0,01 0,02 18 

di-8-ANEPPS arány vs. 
CTX-B (fényes foltok 

nélkül) 

0,17±0,05 -0,01 0,03 10  0,2±0,04 -0,01 0,03 10 

di-8-ANEPPS arány vs. 
GFP-GPI 

0,32±0,03 -0,01 0,01 16  0,32±0,03 -0,02 0,01 15 

di-8-ANEPPS arány vs. 
GFP-GPI (fényes 

foltok nélkül) 

 0,18±0,05 -0,01 0,01 18  0,21±0,05 -0,02 0,01 18 

di-8-ANEPPS arány vs. 
AC8 anti-cholesterol 

mAb 

0,16±0,02 -0,02 0,03 10  0,21±0,02 -0,01 0,02 10 

di-8-ANEPPS arány vs. 
transferrin 

-0,25±0,02 -0,01 0,03 15  -0,22±0,02 -0,01 0,03 15 

F66 arány vs. CTX-B -0,54±0,02 -0,004 0,02 30  -0,50±0,02 -0,01 0,02 32 

F66 arány vs. CTX-B 
(fényes foltok nélkül) 

-0,47±0,03 -0,01 0,02 18  -0,41±0,03 -0,01 0,02 18 

PPZ8 arány vs. CTX-B -0,55±0,02 -0,01 0,01 22  -0,47±0,02 -0,01 0,02 38 

PPZ8 arány vs. CTX-B 
(fényes foltok nélkül) 

-0,45±0,05 -0,02 0,02 18  -0,39±0,03 -0,01 0,02 18 

5.7.1 táblázat: A dipólpotenciál és a lipidtutaj-markerek közötti korreláció. A431 és 
SKBR-3 sejteket jelöltünk a táblázat első oszlopában szereplő fluoreszcens markerekkel, 

majd meghatároztuk a két jel közötti Pearson-féle korrelációs koefficiens értékét. Az 
analízist elvégeztük az egész sejt esetén („Sejtmembrán maszk” az 5.6.1 ábrán), valamint 
a fényes foltok figyelembe vétele nélkül is („Sejtmembrán maszk a legfényesebb foltok 

nélkül” az 5.6.1 ábrán). Anti-koleszterin antitest, illetve transzferrin alkalmazása esetén a 
sejtekről készült felvételek minősége nem tette lehetővé a fényes foltok nélkül végzett 
elemzést. A táblázatban az n darab különböző felvétel adataiból számított korrelációs 
koefficiensek átlagait (±SEM), valamint a korreláció feltételezett hiánya (r=0) esetén 

meghatározott 95%-os konfidencia intervallumok átlagait ábrázoltuk. 
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5.7.1 ábra: A dipólpotenciál és a lipidraft-markerek közötti korrelációt jellemző 
reprezentatív kontúrplotok. A-B. A431 (A) és SKBR-3 (B) sejteket transzfektáltunk GFP-

GPI-t kódoló plazmiddal, majd jelöltünk AlexaFluor647-CTX-B-vel két nappal a 
transzfekció után. A paneleken a két lipidtutaj-marker intenzitása közötti korrelációt 

ábrázoltuk. C-L. A431 (C, E, G, I, K) és SKBR-3 (D, F, H, J, L) sejteket jelöltünk di-8-ANEPPS 
(C-F, I-L) vagy F66 (G, H) indikátorral a dipólpotenciál mérése céljából. Lipidtutaj-

markerként GFP-GPI-vel történő transzfekciót (E, F), AlexaFluor647-CTX-B-vel (C, D, G, H) 
vagy anti-koleszterin AC8 monoklonális antitesttel (I, J) történő jelölést használtunk. 

Utóbbi alternatívájaként a non-raft membrándoméneket AlexaFluor647-transzferrinnel 
jelöltük (K, L). A grafikonokon a dipólpotenciál szenzitív fluorofór fluoreszcencia 

intenzitás aránya és a membránmikrodomén-marker intenzitása közötti korrelációt 
ábrázoltuk. A kontúrplotokon szereplő adatok kvantitatív kiértékelésének eredményei az 

5.7.1 táblázatban találhatók. 

Ezután a dipólpotenciál és a lipidraft-markerek intenzitása közötti kapcsolatot határoztuk meg. A 

sejteket a három dipólpotenciál-szenzitív fluorofór egyikével jelöltük és pixelenként meghatároztuk a 

dipólpotenciál nagyságával arányos intenzitásarányokat és kiszámítottuk azok korrelációját az 

alkalmazott lipidtutaj-marker (CTX-B, GFP-GPI vagy anti-koleszterin AC8 monoklonális antitest) 

intenzitásával. A di-8-ANEPPS esetén kapott excitációs arány pozitív korrelációt mutatott mindegyik 
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alkalmazott lipidraft-markerrel (5.7.1 táblázat és 5.7.1 ábra). Ezzel szemben az F66 esetén mért N*/T* 

emissziós arány negatívan korrelált az összes tutajjelölővel (5.7.1 táblázat és 5.7.1 ábra). Anti-

koleszterin monoklonális antitest esetén alacsonyabb abszolút értékű korrelációs koefficienseket 

találtunk, amelynek hátterében valószínűleg a marker alacsonyabb fluoreszcenciaintenzitása és az 

ebből fakadó gyengébb képminőség állt. Eredményeink statisztikai szignifikanciáját bizonyította, hogy 

a számított korrelációs koefficiensek jelentősen kívül estek a korreláció feltételezett hiánya esetén 

várható konfidenciaintervallumok határain. Az eredmények biológiai szignifikanciáját pedig az 

támasztotta alá, hogy a dipólpotenciál és a lipidtutaj-markerek közti korrelációs koefficiensek 

nagyságrendje hasonló volt, mint a pozitív kontroll esetén, azaz a két széles körben és elfogadottan 

használt raft-marker között. Az F66 intenzitás arány és a GFP-GPI, illetve anti-koleszterol antitest 

intenzitások közötti korrelációt nem határoztuk meg a festékek közötti spektrális átfedések miatt. 

Megvizsgáltuk ugyanakkor egy másik dipólpotenciál mérésre alkalmas fluorofór, a PPZ8 

intenzitásaránya és a CTX-B tutajjelölő közötti kapcsolatot és negatív korrelációt találtunk (5.7.1 

táblázat). Mivel F66 esetén a kromofór ellentétes orientációban található a membrán normáljához 

képest, mint a di-8-ANEPPS és a PPZ8 esetén, a dipólpotenciál nagysága a di-8-ANEPPS és a PPZ8 

intenzitás arányával pozitív, míg az F66 emissziós arányával negatív korrelációt mutat. Ebből az 

következik, hogy a két ellentétes orientációjú dipólpotenciál-szenzitív fluorofór, a di-8-ANEPPS és az 

F66 használatával kapott eredményeink azt mutatták, hogy a dipólpotenciál nagysága pozitívan 

korrelált a raft mikrodomének jelenlétével, míg a PPZ8 segítségével nyert eredmények ellentmondtak 

ennek a konklúziónak. Ennek magyarázatát a következő fejezetben, illetve a Megbeszélés részben 

adjuk meg. 

Jóllehet a lipidtutajok és a dipólpotenciál közötti korreláció elemzéséhez konfokális mikroszkópos 

felvételeinket a fedőlemezhez tapadó lapos membránrégióról volt célszerű elkészíteni, ez a módszer 

magában foglalta annak a veszélyét, hogy a sejtmembránból eredő jelet kontaminálhatta az 

intracelluláris organellumokból származó fluoreszcencia is. Az internalizált fluoreszcens 

festékmolekulák mért intenzitásokhoz való esetleges hozzájárulásának becslésére a sejtek 

középsíkjának megfelelő konfokális szeleteiről is felvételeket készítettünk. Ezek azt mutatták, hogy a 

dipólpotenciál-szenzitív festékek a kísérletek időtartama alatt a membránban maradtak, így 

internalizált festékmolekulák nem járultak hozzá érdemben a fedőlemez melletti membránrégiókról 

készített felvételek esetén a mért fluoreszcenciaintenzitásokhoz (5.7.2 ábra). 
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5.7.2 ábra: A dipólpotenciál szenzitív festékek membrán lokalizációja. A431 (A-C) és 
SKBR-3 (D-F) sejteket jelöltünk di-8-ANEPPS (A, D), F66 (B, E), illetve PPZ8 (C, F) 

fluorofórokkal, majd a sejtek középsíkjának megfelelő szeletről készítettünk konfokális 
felvételeket. Az A részen látható, mindegyik képre érvényes skála 10 μm-nek felel meg. 

Eredményeink független megerősítése céljából megvizsgáltuk a dipólpotenciál és egy non-raft marker, 

a transzferrin receptor222 közötti kapcsolatot is. Korábbi méréseink eredményeit megerősítve azt 

találtuk, hogy a di-8-ANEPPS excitációs arány szignifikánsan negatívan korrelált a fluoreszcensen jelölt 

trasznferrin megoszlásával mind A431, mind SKBR-3 sejtekben, arra utalva, hogy a dipólpotenciál 

alacsonyabb a non-raft membránrégiókban, mint a tutajokban (5.7.1 táblázat és 5.7.1 ábra). 

Mivel attól féltünk, hogy a meghatározott Pearson-féle korrelációs koefficiensek értékeit jelentősen 

befolyásolta a raftmarkerek fényes foltjainak jelenléte a membránban, a dipólpotenciál és a 

tutajjelölők közötti korrelációkat kiszámítottuk a fényes foltok figyelembe vétele nélkül is (5.6.1 ábra E 

része). Az így nyert eredmények szintén megerősítették, hogy a dipólpotenciál mértéke korrelált a 

lipidtutajok jelenlétével, még akkor is, ha figyelmen kívül hagytuk a raftok nagy klasztereit (5.7.1 

táblázat). 
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5.8. A dipólpotenciál magasabb a lipidtutajokban, mint az egyéb 

membránrégiókban 

Bár az 5.7 fejezetben ismertetett eredmények meggyőzően alátámasztották, hogy a dipólpotenciál 

pozitívan korrelál a lipidraftok lokalizációjával, azt nem mutatták meg, hogy milyen mértékben 

különbözik a dipólpotenciál nagysága a tutajokban a membrán egyéb régióihoz képest. Ezt a 

különbséget egy másik módszerrel kvantifikáltuk. A korábbiakhoz hasonlóan A431 és SKBR-3 sejteket 

transzfektáltunk GFP-GPI-vel vagy jelöltünk CTX-B-vel, illetve di-8-ANEPPS vagy F66 dipólpotenciál-

szenzitív festéket alkalmaztunk. A sejtek alsó régiójáról készült konfokális felvételeinket raft és non-

raft régiókra szegmentáltuk a GFP-GPI, illetve CTX-B intenzitások alapján a 3.17. fejezetben részletesen 

leírt módon. Az átlagos di-8-ANEPPS, illetve F66 intenzitás arányt meghatároztuk külön a tutajokban 

(„GFP-GPI magas”, illetve „CTX-B magas” régiók), valamint a non-raft mikrodoménekben („GFP-GPI 

alacsony”, illetve „CTX-B alacsony” területek), majd minden sejt esetén a raftokban kapott értékeket 

normáltuk a non-raft régiókban nyert értékekre (5.8.1 ábra). 

 

5.8.1 ábra: A dipólpotenciál nagyságában a lipidtutajokon belül, illetve kívül 
megfigyelhető különbségének analízisét bemutató reprezentatív felvételek. SKBR-3 

sejteket transzfektáltunk GFP-GPI-vel, majd két nappal a transzfekció után jelöltünk di-8-
ANEPPS festékkel. A fluorofórt két különböző hullámhosszon (458 és 514 nm-en) 

gerjesztettük és az emissziót 584 és 686 nm között mértük. A két gerjesztés esetén 
kapott intenzitásokat elosztottuk egymással („di-8-ANEPPS arány”). A GFP-GPI 
fluoreszcenciáját egy harmadik felvételen rögzítettük, amelyet a maxentropy 

algoritmussal szegmentáltuk. A szegmentációval azonosított magas intenzitású 
klaszterek és a manuálisan rajzolt sejtmaszk metszetét tekintettük tutajmaszknak („GFP-
GPI magas maszk”). A GFP-GPI képeken az alacsony intenzitású területek és a sejtmaszk 

metszete pedig a non-raft maszkot jelentette („GFP-GPI alacsony maszk”). A di-8-
ANEPPS arány átlagos nagyságát külön-külön határoztuk meg a két maszkban. 
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A korábban tapasztaltaknak megfelelően a di-8-ANEPPS excitációs arány szignifikánsan magasabb volt 

a tutajokban a non-raft régiókhoz képest mind A431, mind SKBR-3 sejtekben, míg az F66 emissziós 

arány esetén ellentétes különbség volt megfigyelhető, az arány ugyanis szignifikánsan alacsonyabb volt 

a raftokban, mint az egyéb membránterületeken (5.8.2 ábra). A két dipólpotenciál-szenzitív festék 

egymáshoz képest ellentétes membránbeli orientációját figyelembe véve ez azt jelentette, hogy a 

dipólpotenciál nagysága magasabb a tutajokban, mint a membrán non-raft régióiban. 

 

5.8.2 ábra: A dipólpotenciál nagyságának meghatározása a lipidtutajokon belül és kívül. 
SKBR-3 és A431 sejteket transzfektáltunk GFP-GPI-vel vagy jelöltünk 

AlexaFluor647-CTX-B-vel. A dipólpotenciál szenzitív flurofórokkal (A, B – di-8-ANEPPS, 
C – F66) történő festést két nappal a transzfekció után vagy a CTX-B-vel való jelöléssel 

párhuzamosan végeztük. A felvételeket raft („CTX-B magas”, „GFP-GPI magas”) és non-
raft („CTX-B alacsony”, „GFP-GPI alacsony”) régiókra szegmentáltuk az 5.8.1 ábrán 

ismertetett módon és a dipólpotenciál nagyságára jellemző intenzitásarányokat a két 
maszkban külön-külön határoztuk meg. Minden egyes sejt esetén az intenzitásarányokat 

normáltuk a nem-tutaj területekre kapott értékekre. A grafikonokon 20-30 sejt 
adatainak átlagát ábrázoltuk, a hibavonalak a középértékek közepes hibáit mutatják. A 

csillagok a lipidtutajokon belül és kívül kapott intenzitás arányok közötti, kétszempontos 
variancia analízis (ANOVA) és Tukey-féle HSD teszt elvégzése során kapott szignifikáns 

(p < 0,05) eltéréseket jelzik. 

A tutaj és nem-tutaj területek közötti különbség meglétéről további bizonyítékot szolgáltattak a 

dipólpotenciál-szenzitív festékek intenzitásarányainak megoszlási hisztogramjai a raftokon belül, 

illetve kívül. A di-8-ANEPPS gerjesztési arány ugyanis a magasabb értékek felé tolódott el a „CTX-B 

magas” és „GFP-GPI magas” doménekben, míg az F66 emissziós arány hisztogramja a „CTX-B magas” 

területeken az alacsonyabb tartományokban helyezkedett el, mint a non-raft régiók esetén (5.8.3 

ábra). 
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5.8.3 ábra: A dipólpotenciál nagysága a lipidtutajokon belül és kívül. A431 (A, C, E) és 
SKBR-3 (B, D, F) sejteket jelöltünk dipólpotenciál szenzitív di-8-ANEPPS (A-D) vagy F66 (E, 
F) festékkel. A lipidtutajokat CTX-B festéssel (A, B, E, F) vagy GFP-GPI transzfekcióval (C, 
D) jelöltük. A tutajmarkerekől készült felvételeket az 5.8.1 ábrán bemutatott módszerrel 

raft és non-raft maszkokba szegmentáltuk aszerint, hogy a jelölők intenzitása magas, 
illetve alacsony volt. A di-8-ANEPPS gerjesztési és az F66 emissziós arányokat a tutajokon 

belül és kívül külön elemeztük és azok pixelenkénti megoszlását ábrázoltuk a 
grafikonokon. 

Mindezen eredmények megerősítették hipotézisünket, hogy a dipólpotenciál nagysága magasabb a 

lipidtutaj mikrodoménekben, mint az élő sejtek membránjának egyéb területein. 
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5.9. A 3-hidroxiflavon festékek emissziós spektruma különbözik a 

lipidtutajokban és az egyéb membránrégiókban 

Kísérleteink folytatásaképpen meghatároztuk a 3-hidroxiflavon festékek emissziós spektrumait a 

raftokon belül és kívül, hogy becsüljük a spektrális változások mértékét. A sejteket a korábbiakhoz 

hasonlóan jelöltük, majd konfokális mikroszkóppal felvételeket készítettünk a membrán fedőlemezhez 

tapadó régiójáról. A membránnak megfelelő területeken a 3.17. fejezetben leírtak szerint 

meghatároztuk az emissziós spektrumot minden egyes egyedi pixelben, majd azokat külön átlagoltuk 

a raft és a non-raft régióknak megfelelő pixelekben (5.9.1 ábra). A spektrumok között a 

legnyilvánvalóbb különbség a non-raft területeken megfigyelhető szignifikánsan alacsonyabb 

intenzitás volt a tutajpixelekhez képest, valószínűleg a raft mikrodoménekben a fluoreszcencia víz 

indukált kioltásának következtében (részletesebben lásd Megbeszélés fejezet). Emellett fontos 

különbségnek bizonyult a két fluorofór között, hogy az F66 emissziójához jelentősen hozzájárult mind 

az N* állapotnak megfelelő 460 és 520 nm közötti, mind pedig a T*-nak megfelelő 550 és 600 nm 

közötti emissziós sáv, a PPZ8 esetén azonban az N*-nak megfelelő hullámhossztartományban 

gyakorlatilag nem volt megfigyelhető emissziós csúcs. Ez a jelenség magyarázhatja, hogy miért nem 

volt képes a PPZ8 megbízhatóan kimutatni a dipólpotenciál különbségét a tutajokon belül, illetve kívül. 

Emellett a továbbiakban az N* és T* állapotoknak megfelelő spektrális tartományban az emissziós 

spektrumok integrálásával meghatároztuk az F66 emissziós arányt a raftokon belül, illetve kívül 

6-ketocholestanol kezelés mellett, valamint anélkül (5.9.1 táblázat). A kapott eredmények alapján a 

6-ketocholestanol az F66 emissziós arányt hasonló mértékben változtatta meg a tutajokon belül, 

valamint az egyéb membrán régiókban, amely arra utalt, hogy a vegyület a dipólpotenciált hasonlóan 

növelte mindkét membrán mikrodoménben. 
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5.9.1 ábra: Az F66 és a PPZ8 emissziós spektruma a lipidtutajokon belül és kívül. SKBR-3 
sejteket jelöltünk F66 vagy PPZ8 dipólpotenciál-szenzitív flurofórokkal és a lipidtutaj-
marker AlexaFluor647-CTX-B-vel. A membránnak megfelelő területeken pixelenként 
felvettük az emissziós spektrumot. A CTX-B képeken azonosítottuk a lipidraftoknak 

megfelelő magas intenzitással rendelkező területeket. Az emissziós spektrumokat külön 
átlagoltuk a raft és a non-raft régióknak megfelelő pixelekben. Az ábra felső paneljein a 

normálás nélküli spektrumokat ábrázoltuk. A víz által történő fluoreszcencia kioltás 
hatásainak kiküszöbölése érdekében a spektrumokat normáltuk a teljes fluoreszcencia 
emisszió mennyiségére és ezeket a normált görbéket az ábra alsó paneljein ábrázoltuk. 

 

 F66 N*/T* emissziós arány 
 raft (CTX-B magas) non-raft (CTX-B alacsony) 

Pluronic F-127 0,54±0,01 0,67±0,02 
6-ketocholestanol 0,37±0,02 0,46±0,04 

5.9.1 táblázat: A dipólpotenciál nagysága a lipidtutajokban és azokon kívül 6-ketocholestanol 
jelenlétében, illetve hiányában. SKBR-3 sejteket 6-ketocholestanollal kezeltünk vagy kontroll 
minták esetén Pluronic F-127 jelenlétében inkubáltunk, majd jelöltünk F66 dipólpotenciál-

szenzitív festékkel és a lipidtutaj-marker AlexaFluor647-CTX-B-vel. A dipólpotenciál nagyságára 
jellemző F66 emssziós arányt külön-külön kiszámítottuk a CTX-B felvételen a korábbiakban 

ismertetett módon meghatározott tutaj és nem-tutaj membrán régiókban. A táblázat a 
mintánként ~10 sejt adataiból számított átlagos intenzitás arányokat (±SEM) tartalmazza. 
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5.10. A dipólpotenciál nagysága emelkedik a Gaucher-kórra karakterisztikus 

szfingolipid akkumuláció hatására 

Mivel a dipólpotenciál nagysága elsősorban a membránt alkotó lipidek összetételének a függvénye, 

azok a betegségek, amelyek a sejtmembrán összetételének megváltozásával járnak, módosíthatják a 

dipólpotenciál mértékét is. A Gaucher-kór vizsgálata során kimutatták, hogy a betegség a sejtmembrán 

általános lipidösszetételének jelentős megváltozásával jár, különös tekintettel a lipidtutajokra 252,253,281, 

így kísérleteink során tanulmányoztuk, hogy ezek a változások elegendőek-e ahhoz, hogy a 

dipólpotenciál nagyságát módosíthassák a Gaucher-kór egy in vitro modelljében. Ehhez kontroll és 

Gaucher-fenotípusú THP-1 eredetű makrofágokat jelöltünk di-8-ANEPPS, PPZ8 vagy F66 

dipólpotenciál-szenzitív fluorofórral, majd konfokális mikroszkópos felvételeket készítettünk és a 

képelemzés során a dipólpotenciálra jellemző átlagos fluoreszcencia intenzitásarányokat 

meghatároztuk az azonosított membrán pixelek adataiból. A Gaucher-fenotípus kialakulását indukáló 

CBE kezelés hatására a di-8-ANEPPS gerjesztési és a PPZ8 emissziós arányok szignifikáns mértékben 

növekedtek, míg az F66 emissziós arány szignifikánsan csökkent (5.10.1 ábra). 

 

4.10.1 ábra: A szfingolipid felhalmozódás dipólpotenciálra gyakorolt hatása a Gaucher-
kór egyik in vitro modellrendszerében. THP-1 monocitákat differenciáltattunk 

makrofággá PMA segítségével CBE hiányában (kontroll), illetve jelenlétében (Gaucher), 
majd jelöltünk a három különböző dipólpotenciál szenzitív festék egyikével (A, D – 

di-8-ANEPPS, B, E – PPZ8, C, F – F66). Az oszlopdiagramokon (A-C) 20-30 sejt adataiból 
meghatározott átlagos intenzitás arányokat (±SEM) ábrázoltuk. Az ábra D-F részén a 

pixelenkénti fluoreszcencia arányok megoszlásaira jellemző reprezentatív hisztogramok 
láthatók. A csillagok a kontroll és Gaucher-fenotípusú sejtek közötti, kétszempontos 

variancia analízis (ANOVA) és Tukey-féle HSD teszt elvégzése során kapott szignifikáns (p 
< 0,05) eltéréseket jelzik. 
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Mindhárom dipólpotenciál-szenzitív fluorofórral kapott eredményünk arra utalt, hogy a Gaucher-kórra 

jellemző szfingolipid-felhalmozódás szignifikáns mértékben növelte a sejtmembrán 

dipólpotenciáljának nagyságát. Megfigyeléseink szerint patológiás állapotokban a lipidösszetételben 

bekövetkező eltérések megváltoztathatják a dipólpotenciál nagyságát az élő sejtek membránjában, 

amely akár ezen betegségek patomechanizmusában is szerepet játszhat.  
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6. Megbeszélés 

6.1. A dipólpotenciál és az ErbB fehérjék kapcsolata 

Jóllehet a három ismert membránpotenciál közül a dipólpotenciál hozza létre a legnagyobb mértékű 

elektromos erőteret, ez a legkevésbé ismert potenciál a három közül1-5. Különféle transzmembrán 

fehérjék esetén kimutatták, hogy a dipólpotenciál nagysága befolyásolja azok szerkezetét és funkcióját, 

valószínűleg transzmembrán doménjeik stabilitásának és konformációs változásainak befolyásolásán 

keresztül13-16,20-26. Sőt, a dipólpotenciál hatását felvetették G-fehérjéhez kapcsolt receptorok esetén 

is32, receptor tirozin kinázok működésére gyakorolt hatásait azonban ezidáig nem vizsgálták. 

Ugyanakkor mivel az utóbbi időben felmerült a transzmembrán domén ErbB fehérjék funkciójában 

játszott jelentős szerepe95,156-162, logikus a feltételezés, mely szerint a dipólpotenciál a TMD-n keresztül 

befolyásolhatja az ErbB fehérjek működését. 

Kísérleteink első részében ezért a dipólpotenciál ErbB fehérjék funkcióira gyakorolt hatásait vizsgáltuk 

és megmutattuk áramlási citometriás FRET mérések és konfokális mikroszkóp segítségével végzett 

number&brightness analízis használatával, hogy a dipólpotenciál nagysága szignifikánsan korrelál az 

ErbB1 és ErbB2 (homo- és hetero)klaszterizációjának mértékével. A hatás szisztematikusan megjelent 

EGF stimulált sejtekben, míg stimulálatlan sejtekben a dipólpotenciál változtatása nem fejtett ki 

lényeges hatást az ErbB1 és ErbB2 fehérjékre. Az ErbB receptorok dipólpotenciál-emelkedés hatására 

bekövetkező megnövekedett növekedési faktor indukált asszociációja jelátviteli aktivációval társult a 

receptorok foszforiláltsági szintjének meghatározása során, amely egybecseng a jelenleg elfogadott 

nézettel, mely szerint a dimerek vagy klaszterek jelentik a receptor jelátvitel szempontjából aktív 

formáját. Azonban váratlan volt az a megfigyelésünk, hogy a dipólpotenciál emelkedése esetén 

megfigyelt nagyobb mértékű jelátviteli aktiváció a ligandkötődés csökkenésével társult. Ha figyelembe 

vesszük a megnövekedett dipólpotenciál esetén megfigyelt csökkent ligand kötődést, az EGF hatás 

dipólpotenciál által történő felerősítése még nagyobbnak adódik, hiszen alacsonyabb mennyiségű 

kötött ligand eredményezte az ErbB1 és ErbB2 klaszterizáció és foszforiláció jelentősebb növekedését. 

Ez a látszólagos ellentmondás feloldható, ha feltételezzük, hogy a magasabb dipólpotenciál kedvező a 

transzmembrán domén dimerek aktív konformációjának kialakulása szempontjából, amely az extra- és 

intracelluláris domének konformációjának változását indukálhatja. Ez a változás hasonlíthat arra a 

folyamatra, amelyet a növekedési faktor bekötődése indít el (vagy akár meg is egyezhet vele). Ennek a 

gondolatmenetnek a fényében magasabb dipólpotenciál esetén alacsonyabb mennyiségű kötött ligand 

is erőteljesebb jelátviteli aktivációt indukálhat, hiszen mind a növekedési faktor kötődése, mind pedig 

a dipólpotenciál növekedése olyan konformációváltozásokat indukál, amely a receptorok 

aktivációjához vezet. 
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Az EGF kötődési affinitás megfigyelt csökkenése összhangban áll a dipólpotenciál által az extracelluláris 

doménben okozott konformációváltozásokkal. Azt már korábban kimutatták, hogy az ErbB1 

dimerekben a ligandkötő hely zárt szerkezetű282,283. Ebből fakadóan a receptor dimerek 

ligandfüggetlen, dipólpotenciál által okozott képződése összenyomott ligandkötő zseb és ezáltal 

csökkent affinitás kialakulását eredményezheti. 

A lipidtutajok fontosak lehetnek az EGF által mediált jelátviteli folyamatokban, hiszen mind az ErbB1-

ről284, mind pedig az ErbB2-ről285,286 kimutatták, hogy a tutajokban található. A raftokról azt feltételezik, 

hogy kettős szerepet játszanak az ErbB fehérjék klaszterizációjában és jelátvitelében. Egyrészt gátolják 

a ligand kötődését224,226,287, másrészt viszont potencírozzák a növekedési faktor által kiváltott 

jelátvitelt284-286. Mivel korábbi feltételezések és saját eredményeink szerint a dipólpotenciál nagyobb a 

lipidtutajokban, mint a membrán egyéb régióiban2, ezt a tényezőt is mindenképpen figyelembe kell 

venni a raftok receptorfunkciókra gyakorolt hatásainak elemzésekor. Ezzel összhangban eredményeink 

azt mutatták, hogy a dipólpotenciál gátolja a ligand kötődését, ugyanakkor potencírozza az EGF mediált 

jelátvitelt, amely pontosan tükrözi a lipidtutajok ErbB receptorokra gyakorolt kettős hatását. A 

dipólpotenciál növelése az ErbB2 aktivációjára nagyobb hatást gyakorolt a tutajokon kívül, míg az 5.9.1 

táblázat tanúsága szerint a dipólpotenciál-változás relatív mértéke körülbelül megegyezett a raft és 

non-raft doménekben. Ennek egyik lehetséges magyarázata az, hogy a tutajokban már 6-

ketocholestanol kezelés nélkül is olyan magas a dipólpotenciál értéke, amely a transzmembrán 

doméneket permisszív, a dimerizációt elősegítő konformációban tartja, így itt a további dipólpotenciál-

növekménynek kisebb hatása lesz. Ezzel szemben a tutajokon kívüli alacsony dipólpotenciál nem elég 

a transzmembrán domének dimerizációt elősegítő konformációjának stabilizálásához, így itt a 

dipólpotenciál növelése jelentős hatást fejt ki a dimerizációra és az aktivációra.  

Annak a jelenségnek a magyarázatára, hogy a dipólpotenciál csak a ligandindukált klasztereket 

befolyásolta jelentős mértékben anélkül, hogy a konstitutív dimerekre érdemi hatást fejtett volna ki, 

hat lehetséges modellt alkottunk. 

1. A dipólpotenciál a klaszterizációra csak permisszív hatást gyakorol, amely nem elég erős ahhoz, 

hogy a gyenge és tranziens konstitutív dimerekre és oligomerekre érdemi hatást fejtsen ki. 

2. Irodalmi adatok alapján azt feltételezik, hogy a konstitutív dimerek és oligomerek azáltal 

jönnek létre, hogy a citoszkeleton összetereli, összezárja a receptorokat144, míg a jelátviteli 

szempontból aktív receptorklaszterek fehérje-fehérje kölcsönhatások révén jönnek létre288,289. 

Mivel az valószínűtlen, hogy a dipólpotenciál a citoszkeleton általi kialakított átmeneti 

behatárolódást befolyásolja, hatásait inkább csak a ligandindukált klaszterekre fejtheti ki. 
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3. A membránt egyszeresen átérő transzmembrán fehérjék TMD-jében elhelyezkedő, jellemzően 

20-24 darab aminosav az energetikailag legkedvezőbb speciális α-helikális szerkezetet hozza 

létre290-292, amely meghatározásában a peptidkötések jelentős dipólmomentuma miatt döntő 

jelentőségűek az atomok által generált elektromos erőterek közötti elektrosztatikus 

kölcsönhatások293. A szerkezeti stabilitás mellett a TMD-kről az is kiderült, hogy elsősorban 

specifikus dimerizációs motívumaik (és azok aminosavai között kialakuló hidrogénkötések és 

van der Waals-kölcsönhatások) révén a fehérjék asszociációs folyamataiban és ezáltal azok 

aktivációjában is fő szerepet játszanak, amint azt kimutatták először a vörösvértestek 

membránjában található glikoforin A294-298, majd az inzulin receptor299, a fibroblaszt 

növekedési faktor receptorok300-302, integrinek303-306, az erythropoietin receptor307-309 és egyéb 

citokin receptorok310-312 esetén is. Bár a klasszikus allosztérikus aktivációs modell nem 

feltételezte, a TMD asszociációban játszott aktív szerepe ErbB fehérjék esetén is 

körvonalazódni látszott az ott található mutációk hatásainak, illetve a TMD-k asszociációs 

tendenciáinak vizsgálata alapján 95,157,159,313-319. A jelenség hátterében szintén egy dimerizációs 

szekvencia, a 2.2.4 fejezetben leírt Sternberg-Gullick GxxxG asszociációs konszenzus 

szekvencia jelentősége ábrázolódott, az ott található aminosavak között kialakuló 

kölcsönhatások révén. Amennyiben a motívum kialakításában valamilyen mutáció révén Glu 

(mint a Neu fehérje esetén), Asp, Gln vagy Asn is részt vesz, az az asszociációs tendencia 

jelentős fokozódását eredményezi ezen aminosavaknak a membrán alacsony dielektromos 

állandójú közegében megfigyelhető protonált formájára jellemző megnövekedett 

hidrogénkötést kialakító képessége miatt, amely a fehérjék túlzott és szabályozatlan 

asszociációi révén tumoros transzformációt eredményezhet136,160,320,321. A GxxxG motívum 

(illetve néhány) homológja nemcsak az ErbB receptorokban fordul elő, fehérje adatbázisokban 

a lehetséges szekvenciák vizsgálata során ugyanis erősen felülreprezentáltnak 

bizonyult303,322,323. 

Az ErbB fehérjék TMD-jének szekvenciájában (az ErbB3 kivételével) két darab GxxxG motívum 

található, az egyik a domén N-, a másik a C-terminális közelében. A két motívum 

dimerizációban játszott szerepét alátámasztotta, hogy szekvenciájának módosítása az 

asszociációk csökkenéséhez vezetett. A két motívum által mediált két különböző kapcsolódás 

eredményeképpen két eltérő konformációjú dimer jöhet létre, amelyek relatíve könnyen, 

energetikailag kedvezőtlen intermedier állapot nélkül egy egyszerű elcsúszás és 120 fokos 

rotáció révén átalakulhatnak egymásba, köztük egyensúlyi állapot alakulhat ki. A C-terminális 

motívumon keresztüli asszociáció esetén inaktív, míg az N-terminális kapcsolódása esetén 

aktív dimerek keletkeznek. Ezek alapján a receptorok esetén a monomer, inaktív és aktív dimer 

állapotok között egyensúlyi állapot lehet, amelyet fiziológiásan nyugalmi állapotban az első két 
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forma dominál. Aktiváció (például ligand kötődése) esetén az egyensúly eltolódik az aktív 

dimerek irányába, amely a receptor alegységek intracelluláris doménjeinek aktiválódásához 

vezet. Ez a folyamat nemcsak azonos alegységek, hanem különböző ErbB monomerek között 

is lejátszódhat, heterodimerek kialakulását eredményezve. Ez az ErbB aktiváció újabb, rotációs 

aktivációs modellje. A család tagjai onkogén szerepének magyarázata az lehet, hogy például a 

Neu esetén a TMD-ben levő pontmutáció eredményeképpen a Glu aminosav eltolhatja az 

előbbi formák közötti egyensúlyi állapotot, míg a vad típusú fehérje túlexpressziója esetén 

(például génamplifikáció révén) az aktív dimerek abszolút száma nő meg az egyensúly 

eltolódása nélkül158,161,165,168,324-326. 

Kísérletes eredményeink szervesen illeszkedhetnek ebbe a rotációs aktivációs elméletbe. A 

dipólpotenciál fehérjeasszociációkra gyakorolt hatásainak hátterében ugyanis az állhat, hogy 

a membránt egyszeresen átérő transzmembrán fehérjékben található parallel α-hélixek taszító 

elektrosztatikus erőt fejtenek ki egymásra327. Az α-hélixben található dipól tulajdonságú 

peptidegységek úgy rendeződnek ugyanis a térben, hogy általában dipólmomentumuk a hélix 

hossztengelyének irányába mutat. Ezáltal ezen szerkezeti elemek lényegében egy makrodipólt 

alakítanak ki, amelyben a hélix N-terminális része a pozitív, a C-terminális része pedig a negatív 

pólusnak tekinthető. Ezt támasztja alá az a megfigyelés is, hogy a negatív töltéssel rendelkező 

aminosavak inkább a hélix N-, míg a negatívak inkább a C-terminálisának közelében 

dúsulnak328-331. Mivel a hélixekben a peptidkötések dipólmomentuma ≈3,5 debye nagyságú és 

a momentumok a hélix hossztengelyének irányába mutatnak, a teljes hélix dipólmomentuma 

n*3,5 debye lehet. Ezek alapján minden aminosavra 3,5 debye = 0,5 e- * 1,5 Å dipólmomentum 

jut és ha figyelembe vesszük, hogy az egyes aminosavakhoz tartozó hélixemelkedés ≈1,5 Å, 

akkor azt mondhatjuk, hogy minden töltés kioltódik, kivétel, amelyek a hélix terminusain 

találhatók. Így bár ezzel kapcsolatosan felmerültek ellentmondások, a hélix ésszerűen 

közelíthető egy olyan makrodipóllal, amelyben egy fél egységnyi pozitív ponttöltést helyezünk 

a hélix N-terminális, míg ugyanekkora negatív ponttöltést a C-terminális végére327,332-335. 

Eredményeink magyarázatára a fentieknek megfelelően egy szemikvantitatív modellt 

alkottunk (6.1.1 ábra), amely alapján a membrán dipólpotenciáljának nagysága összemérhető 

a hélix terminusok közötti taszítást eredményező elektromos potenciálkülönbség mértékével. 

A membrán dipólpotenciáljának növelése jobban ellensúlyozhatja az N-terminusok közötti 

taszító hatást, amely az aktív dimerek kialakulásáért felelős N-terminális dimerizációs 

motívumok közötti kölcsönhatás stabilizációjához vezethet. Ezzel szemben a dipólpotenciál 

nem fejt ki hasonló hatást a dipólpotenciálhoz képest ellentétes orientációban elhelyezkedő 

C-terminális dimerizációs motívumokra. Mivel a dimerizációs motívumokról kimutatták, hogy 

kölcsönhatásuk specifikus, a dipólpotenciál csak a kölcsönhatások erősségét befolyásolhatja. 
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Az, hogy a dipólpotenciál jelentősebb hatást fejt ki a NeuT fehérjére, mint a vad típusú ErbB2-

re egybecseng ezzel a gondolatmenettel, hiszen a mutánsban található Val → Glu mutáció az 

aktív dimereket stabilizáló N-terminális dimerizációs motívumok közötti kölcsönhatás számára 

kedvező. 

 

6.1.1 ábra: A membrán dipólpotenciáljának kölcsönhatása a transzmembrán domének 
eredő dipóljával. A transzmembrán α-hélixek eredő dipólja közelíthető a hélix N- és C-
terminusaira helyezett fél egységnyi elemi töltésekkel. A membrán dipólpotenciálja a 
membrán felszínének közelében elhelyezkedő dipólok rendezett orientációjából ered. 

Mivel a dipólpotenciál pozitív a membrán belsejében, az ábrán szürke gömbökkel jelzett 
negatív töltéseknek kell lenniük a membrán felszínén, míg az ábrán fehér gömbökkel 

jelölt pozitív töltések mélyebben a membrán belsejében helyezkednek el. A membrán 
dipólpotenciáljának nagysága és profilja megegyezik a Flewelling által leírtakkal47. A 

lipidek feji régiójára jellemző dielektromos állandó (εr, relatív permittivitás) értékét 10-
nek becsültük 336. Ezen körülmények között az N-terminálisnál elhelyezkedő pozitív fél 
egységnyi töltés által generált elektromos potenciál különbség a másik transzmembrán 

domén helyének nagyjából megfelelő r=0,3 nm-es távolságban 
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Bár a számítás leegyszerűsített, látható, hogy a potenciálkülönbség nagyságrendileg 
hasonló a membrán dipólpotenciáljának nagyságához. Mivel az N-terminálison a 

dipólpotenciál előjele ellentétes ehhez a potenciálkülönbséghez képest, ellensúlyozhatja 
az α-hélixek közötti taszító hatást. Ezzel szemben az α-hélixek dipólmomentumai által 
keltett elektromos tér és a dipólpotenciál felerősítik egymás hatását a C-terminusnál. 

Ennek eredményeképpen a dipólpotenciál a transzmembrán domének közötti 
elektromos taszítást ellensúlyozhatja az N-terminusnál, elősegítve az N-terminális 

dimerizációs motívumok által stabilizált aktív dimerek képződését, míg nincs ilyen hatása 
a C-terminális dimerizációs motívumok által stabilizált inaktív dimerek kialakulására. 
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Mivel a fentiek alapján a membránban található fehérjék transzmembrán doménjeit felépítő 

hélixek közötti kölcsönhatások jelentőségét számos különböző protein (integrinek, citokin 

receptorok, egyéb receptor tirozin kinázok) esetén leírták, elméletünk alkalmazható lehet ezen 

fehérjék esetén is. A dipólpotenciál nagysága ebben az esetben általánosan befolyásolhatja 

többféle biológiailag releváns molekula asszociációs folyamatait az élő sejtek membránjában. 

4. A TMD-k hélix terminusairól azt is kimutatták, hogy a vizes fázis felé történő expozíciójuk az 

ún. „szolvens screening” jelensége miatt a dipólmomentumaik csökkenéséhez és ezáltal a 

közöttük megfigyelhető taszítás csökkenéséhez vezet335,337. Ennek következményeképpen, 

amennyiben a dipólpotenciál növekedése a membrán vastagság csökkenésével jár együtt, a 

TMD-k közötti alacsonyabb mértékű taszítás kedvező lenne a receptorklaszterizáció számára, 

amely szintén magyarázhatná eredményeinket. Ennek azonban ellentmondanak azon 

vizsgálatok, amelyek során kimutatták, hogy sem a phloretin, sem pedig a 6-ketocholestanol 

nem befolyásolja érdemben a membránvastagságot, vagyis eredményeink ezen magyarázata 

valószínűtlen40,42. 

5. A rotációs aktivációs elmélettel összhangban kimutatták az ErbB fehérjék juxtamembrán 

doménjének (JMD) szerepét a homo-, illetve heterodimerizáció, illetve a következményes 

aktiváció folyamatában. Az ErbB fehérjékben a kináz domének aktivációjához szükséges, hogy 

azok egy megfelelő szerkezetű aszimmetrikus dimert képezzenek149,150.  Az utóbbi időben 

felvetették egyrészt, hogy az ErbB receptorok JMD-jében található pozitív töltésű lizin és 

arginin aminosavak és a sejtmembrán belső rétegében elhelyezkedő negatív töltésű lipidek 

(például foszfatidilszerin, illetve foszfatidilinozitol 4,5-biszfoszfát) között elektrosztatikus 

kölcsönhatás alakulhat ki, amely a JMD membránhoz horgonyzódását eredményezheti338,339; 

másrészt, hogy a JMD nélkülözhetetlen a kináz domén aktivációjához, hiszen JMD-t nem 

tartalmazó vagy a régióban mutációt hordozó EGFR fehérjék foszforilációs aktivitása drámaian 

lecsökkent, valamint röntgen krisztallográfiás vizsgálatok alapján aktív formában a „receiver” 

receptor monomer JMD-jének C-terminális része (JM-B szegmens) kiterjedt kapcsolatot alakít 

ki az „activator” kináz doménjének C-terminálisával340,341. Az aktív aszimmetrikus kináz dimer 

kialakításához és stabilizációjához szükséges a receptor monomerek JMD régiójában a TMD 

dimerhez csatoltan az N-terminális, α-helikális szerkezetet kialakító részek (JM-A szegmensek) 

közötti antiparallel orientációjú dimer kapcsolódás létrejötte, amely biztosítja a kináz domének 

egymáshoz képest megfelelő orientációját166,167,342. Ezzel összhangban kimutatták, hogy a kináz 

domén inaktivitását eredményezi, amennyiben ez a domén a membránhoz horgonyzódik, 

ekkor ugyanis a JM-A régiók dimerizálódása nem jön létre, így nem alakulhat ki az 

intracelluláris domének aszimmetrikus dimerje. A membránhorgonyzás hátterében a JM-A 

szegmensben és a kináz doménben található pozitívan töltött aminosavak és a sejmembrán 
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belső rétegében található negatívan töltött lipidek közötti kölcsönhatás áll, amely egyben a 

JM-A antiparallel dimer kialakulását, vagyis a receptor aktiválódását is lehetetlenné teszi. A 

JMD ErbB fehérjék esetén is szoros szerkezeti és funkcionális kapcsolatban állhat a TMD-nel. 

Amennyiben ugyanis (például ligand kötődés esetén) a monomerek kölcsönhatásával vagy a 

preformált inaktív dimerek konformációváltozásával kialakul a TMD-k között az N-terminális 

GxxxG motívum által mediált asszociáció, az a dimerben a transzmembrán hélixek C-terminális 

végeinek egymástól való eltávolodását és a JM-A szegmensek membránnal való 

kapcsolódásának szétválasztását eredményezi, amely által lehetővé válik a JM-A antiparallel 

dimerek és végső soron az aktív, aszimmetrikus kináz domének kialakulása. Az extracelluláris 

domén jelenléte az N-terminális motívumokon keresztüli TMD dimer formációt gátolja, mivel 

távol tartja a hélixek N-terminális végeit egymástól. Ligandkötődés azonban az ECD 

konformációjának változását eredményezi, amely pedig felszabadítja a gátlás alól a TMD-eket, 

lehetővé téve az aktív TMD dimer, ezáltal a kináz aktiváció létrejöttét (6.1.2 ábra) 165,168. 

 

6.1.2 ábra: Az ErbB fehérjék TMD és JMD régióinak szerepe a kináz domének 
aktivációjában (az ábra a 168 referenciából származik). A. Monomer és a TMD-k C-
terminális GxxxG motívumai közötti kölcsönhatások által stabilizált inaktív dimer 

formában a JMD-k pozitív töltésű aminosavai a membrán belső rétegében található 
negatívan töltött lipidekkel hoznak létre elektrosztatikus kölcsönhatást, amely gátolja a 
JM-A régiók közötti antiparallel dimer kialakulását. Amennyiben a TMD-k N-terminális 

dimerizációs motívumain keresztül képződik a dimer, létrejöhet a JM-A régiók 
asszociációja. B. A JM-A szegmensek antiparallel kapcsolódása az aktív aszimmetrikus 

kináz dimer formációját eredményezi165,168. A dipólpotenciál növekedése az aktív forma 
kialakulását segítheti, egyrészt a TMD-k N-terminális GxxxG motívumai közötti 

kölcsönhatás elősegítése révén (6.2.1 ábra), másrészt azáltal, hogy a dipólpotenciál 
pozitivitásának növekedése a JM-A szegmensben található pozitív aminosavak 
taszításának fokozódását, így a gátló konformáció stabilitásának csökkenését 

eredményezi. 

A dipólpotenciál jelentősen befolyásolhatja ezt a folyamatot, egyrészt mivel a korábban 

leírtaknak megfelelően elősegítheti a TMD-ek N-terminális dimerizációs motívumainak 
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kölcsönhatását. Másrészt viszont közvetlen módon a JMD-ek konformációját is módosíthatja. 

A dipólpotenciál pozitivitása ugyanis taszíthatja a JM-A szegmensben található pozitív 

aminosavakat, ezáltal a csökkentheti a gátló konformáció stabilitását. A dipólpotenciál 

növekedése pedig a taszító hatás fokozódásán keresztül elősegítheti a JM-A membránba 

ágyazódásának megszűnését, így a JM-A dimer és ezáltal az aktív aszimmetrikus kináz dimer 

formációját, végső soron pedig a jelátviteli útvonalak beindulását. 

6. Mivel a lipidekkel való kölcsönhatások befolyásolják az ErbB fehérjék konformációját, a 

dipólpotenciál változásai, illetve az ennek következtében a lipid-fehérje kölcsönhatásokban 

bekövetkező eltérések megváltoztathatják az ErbB receptorok raft és non-raft 

membrándomének közötti megoszlását. Az eddigi vizsgálatok többsége azt találta, hogy a 

lipidtutajok gátolják az ErbB1 ligandkötését és az általa kiváltott jelátviteli folyamatokat és az 

ErbB1 aktivációjával párhuzamosan a receptor kijuthat a raftokból226,343, bár ennek 

ellentmondó elméletek is születtek284. Az általunk kapott eredmények alapján az ErbB2 EGF 

általi aktivációja preferenciálisan a lipidtutaj doméneken kívül történik és a dipólpotenciál 

növelése ezt a jelenséget utánozza. Ezek alapján pedig a receptorok dipólpotenciál által 

indukált redisztribúciója szintén növelheti azok asszociációját és serkentheti azok jelátvitel 

folyamatait. 

A fentebb leírt mechanizmus(ok) hatására az ErbB fehérjék monomerjeinek dimerizációs hajlama 

megnő a dipólpotenciált növelő 6-ketocholestanol kezelés hatására. Ezáltal több monomer lesz képes 

homo- és heterodimerek létrehozására növekedési faktor stimuláció esetén. Emiatt az ErbB1-ErbB2 

heterodimerek EGF indukált képződése nem vezet az ErbB1 és ErbB2 homoasszociációinak 

csökkenéséhez, mivel a dimerek a megnövekedett dimerizációs hajlammal rendelkező monomerekből 

alakulnak ki. 

A dipólpotenciálnak jelentősége lehet akár a tumorok kialakulásában és kezelésében is. A tumoros 

sejtekre jellemző a koleszterinben gazdag lipidtutajok megnövekedett sűrűsége344. Mivel a 

dipólpotenciál nagyobb a raftokban, mint a membrán egyéb régióiban2, ez hozzájárulhat a receptor 

tirozin kinázok aktivációjához a tumorsejtekben. Ezzel összhangban kimutatták, hogy a 2-hidroxilált 

telítetlen zsírsavak csökkentik a dipólpotenciál nagyságát, amelynek kedvező hatása volt tumorok és 

gyulladásos betegségek kezelése során345. Ez pedig magában foglalja annak a lehetőségét, hogy a 

dipólpotenciál csökkentése a jelátviteli folyamatok gyengítésén keresztül akár terápiás szempontból is 

hasznosítható lehet. 

Eredményeinket összegezve elmondhatjuk, hogy kísérleteink alapján a dipólpotenciál szignifikáns 

hatást gyakorol az ErbB fehérjék ligandkötésére, klaszterizációjára és jelátviteli folyamataira. Azt 
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gondoljuk, hogy a dipólpotenciál elsősorban a TMD-n keresztüli receptordimerizációt befolyásolja. A 

megnövekedett dipólpotenciál által indukált dimerizáció egy TMD által kiváltott receptoraktivációt 

eredményez, ez pedig a csökkent növekedési faktor iránti affinitás mellett megnövekedett jelátviteli 

aktivitáshoz vezet, amelyet az extracelluláris domének és a TMD-ben található, aktív dimereket 

stabilizáló dimerizációs motívumok közötti kölcsönhatások által stabilizált dimerek mediálnak, 

összhangban az ErbB fehérjék aktivációját leíró rotációs aktivációs modellel158. Megfigyeléseink azt 

hangsúlyozzák, hogy a dipólpotenciál hatásait nem szabad figyelmen kívül hagyni olyan esetekben, 

amelyekben a membránkörnyezet receptor klaszterizációjára gyakorolt hatásait elemzik. 
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6.2. A dipólpotenciál és a lipidtutajok kapcsolata 

Jóllehet a dipólpotenciál nagyon erős elektromos erőteret hoz létre a sejtmembránban, hatásait 

jórészt elhanyagolják, illetve figyelmen kívül hagyják, mivel élő sejtekben történő mérése rendkívül 

nehéz. Mivel kimutatták, hogy a koleszterin, a membrán tömörsége, valamint a lipidek rendezettsége 

mind befolyásolja a dipólpotenciált, indokoltnak tűnik az a feltételezés, mely szerint a dipólpotenciál 

nagysága különbözhet a modellmembránok folyékony rendezett doménjeihez hasonló, raftszerű 

membrán mikrodoménekben és a membrán egyéb régióiban. Bár erre utaló megfigyeléseket leírtak 

modellmembránokban, illetve indirekt vizsgálatokkal felvetettek élő sejtekben is,  ezt a korrelációt még 

soha nem bizonyították direkt és kvantitatív módon élő sejtek membránja esetén2,5,45. Kísérleteink 

második fázisában ezért célul tűztük ki, hogy (a) bizonyítsuk a dipólpotenciál nagyságának eltéréseit a 

lipidtutajokon belül és kívül; (b) becsüljük ezen eltérés nagyságrendjét; (c) vizsgáljuk, hogy az 

anyagcsere betegségekben (például Gaucher-kórban) a sejtmembrán lipidösszetételében bekövetkező 

eltérések milyen mértékben befolyásolják a dipólpotenciál nagyságát. 

Méréseink során három különböző lipidtutaj-marker fluoreszcenciája (GFP-GPI, fluoreszcensen jelzett 

koleratoxin B alegység és rendezett koleszterin domén ellenes antitest) és az elektromos erőtér 

érzékeny festékek (di-8-ANEPPS és F66) dipólpotenciál-szenzitív intenzitásarányai közötti Pearson-féle 

korrelációs koefficiens kvantitatív meghatározása segítségével kimutattuk, hogy a dipólpotenciál 

pozitívan korrelált a raftok jelenlétével (5.7.1 táblázat). A dipólpotenciál lipidtutajokon belül és kívül 

tapasztalható nagysága közötti eltéréseket független módon megerősítették azon kísérleteink, 

amelyek során a non-raft doméneket jelöltük fluoreszcensen jelölt transzferrin segítségével és azt 

találtuk, hogy a dipólpotenciál szignifikánsan gyengébb a transzferrinnel jelölt nem-tutaj régiókban, 

mint a raftokban. Ezen eredményeink szignifikanciáját két módon is meghatároztuk. A metodikai vagy 

technikai szignifikanciát megerősítette az a tény, hogy a korrelációs koefficiensek mindig a korreláció 

feltételezett hiánya esetén számított 95%-os konfidencia intervallumon kívülre estek. A biológiai 

szignifikancia ellenőrzése céljából két ismert lipidtutaj-marker, a GFP-GPI és a fluoreszcensen jelzett 

koleratoxin B alegység között is meghatároztuk a korrelációs koefficiens nagyságát. Mivel a tutajjelölők 

és a dipólpotenciál közötti korrelációs koefficiensek értéke összemérhető volt a pozitív kontroll, vagyis 

a két raft marker esetén tapasztaltakkal, leszűrhető a következtetés, hogy a megfigyelt korrelációk 

erősek és biológiai szempontból is relevánsnak tekinthetők. 

A dipólpotenciál-szenzitív fluorofórok intenzitásarányainak a lipidtutajokon belüli, illetve kívüli 

részeken elkülönülten történő meghatározása lehetőséget nyújtott arra, hogy a dipólpotenciál 

nagyságában a tutajfüggő növekedés mértékét megbecsüljük. Mivel a di-8-ANEPPS gerjesztési 

intenzitás arányában bekövetkező 15%-os változás a dipólpotenciál kb. 100 mV-os eltérését jelenti68, 

az excitációs arány ~7%-os különbsége, amelyet a lipidtutajok és az azokon kívüli membránrégiók 
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között figyeltünk meg, a dipólpotenciál nagyságrendileg 50 mV-os differenciáját mutathatja. A 

dipólpotenciál raftokban megfigyelhető növekedésének becslésére egy független módszer lehet, ha 

összehasonlítjuk a 6-ketocholestanol kezelés, illetve a lipidtutajok jelenlétének hatására bekövetkező 

változások mértékét a feszültségszenzitív indikátorok emissziós aránya esetén. E célból egy 

megbízhatóbb festék, az F66 használatával meghatároztuk a dipólpotenciál mértékét, illetve annak 

6-ketocholestanol kezelésre történő változását a raftokon belül, illetve kívül (5.9.1 táblázat). A vegyület 

hatására az F66 emissziós arány ~35%-kal csökkent mind a tutajokon belül, mind pedig azokon kívül, 

arra utalva, hogy a szterolszármazék dipólpotenciálra gyakorolt hatása megegyezik a raft 

mikrodoménekben és az egyéb membrán régiókban. Korábbi méréseink alapján a 6-ketocholestanol 

alkalmazása a di-8-ANEPPS gerjesztési arány ~25%-os növekedését eredményezte (5.1.1 ábra), amely 

a Zhang által leírt kalibráció68 szerint a dipólpotenciálban bekövetkező ~160-170 mV-os változásnak 

felelt meg. Azt feltételezve, hogy az F66 emissziós arányban a 6-ketocholestanolra bekövetkező 35%-

os változás a dipólpotenciál nagyságában mintegy 160-170 mV-os eltérést jelent, az F66 fluoreszcencia 

intenzitás arány ~20%-os különbsége a lipidtutaj mikrodomének és a membrán egyéb régiói között 

~100 mV-os dipólpotenciál-különbséggel ekvivalens. Ha tekintetbe vesszük a dipólpotenciál számított, 

illetve mért értékeinek variabilitását az irodalomban, a két fenti becslésünk által meghatározott 

értékek elfogadható mértékű egyezést mutatnak. 

Jóllehet az általunk alkalmazott mérések és kiértékelési algoritmusok során a lipidtutajok és a 

dipólpotenciál közötti kapcsolatot erősítette a membránban található nagy kiterjedésű, tutajszerű 

domének jelenléte, a korreláció akkor is mutatkozott, amikor ezen aggregált foltokat figyelmen kívül 

hagytuk számításaink során. Ha a nagy, tutajszerű foltokat nem vettük figyelembe, a dipólpotenciál és 

a raft lokalizáció közötti korrelációs koefficiensek nagysága az aggregált lipidtutajok elemzésbe történő 

bevonása esetén számított értékek ~50-80%-ának feleltek meg. Bár a raftok definíció szerint apró, 

tranziens és dinamikus entitások184, a sejtek aktivációja során a tutajok aggregációja következhet be185. 

Ezek alapján biológiai szempontból relevánsak lehetnek a dipólpotenciál és a lipidraftok közötti 

korrelációk értékei akkor is, ha a számítások során a nagy, aggregált doméneket figyelembe vesszük és 

akkor is, ha az elemzést azok nélkül végezzük. 

 Bár a három lipidtutaj-marker, azaz a GFP-GPI, a CTX-B és az anti-koleszterin antitest és a két 

dipólpotenciál érzékeny indikátor, a di-8-ANEPPS és az F66 közötti korrelációk egyértelműen azt 

mutatták, hogy a dipólpotenciál szignifikánsan erősebb a lipidtutajokban, a PPZ8 festékkel nyert 

eredmények a többi fluorofórral kapott adatokkal jelentős ellentmondást mutattak (5.7.1 táblázat). 

Ezen ellentmondás magyarázatához figyelembe kell vennünk a 3-hidroxiflavon festékek, vagyis az F66 

és a PPZ8 fotofizikai paramétereit346. Ezek a fluorofórok kétféle különböző alapállapotban fordulnak 

elő: 1) egy hidrogén-kötött (hidrált, H-N); és 2) egy nem-hidrogén-kötött alakban. Utóbbi forma egy 
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ún. gerjesztett állapotú intramolekuláris proton transzfer (ESIPT: excited state proton transfer) 

reakción megy keresztül, amely eredményeképpen az emisszió az így létrejövő két különböző 

molekuláris állapot, egy normál (N*) és egy tautomer (T*) variáns relaxációjából származik. Az N* és 

T* formák emisszióinak aránya a dipólpotenciálra érzékeny. A dipólpotenciál mellett azonban más 

tényezők is befolyásolhatják a 3-hidroxiflavon festékek fluoreszcenciáját: 1) a H-N forma relatív 

hozzájárulása a membrán hidrációjától függ, vagyis attól, hogy a vízmolekulák milyen mélységbe 

tudnak penetrálni a membránban és ott az indikátorral hidrogén-kötéseket létesíteni; 2) a membrán 

hidrációja mindhárom molekuláris forma fluoreszcenciájának kioltását eredményezheti347. Az F66 

esetén a dipólpotenciál növekedése a T* forma emissziójának relatív növekedéséhez vezet az N* 

kárára (6.2.1 ábra). Ezen változások hatásai mellett azonban fontos tényező még az is, hogy a 

lipidtutajokban a csökkent víz indukálta fluoreszcencia kioltás mindhárom forma esetén erősebb 

fluoreszcenciát eredményez (5.9.1 ábra). A folyékony rendezett doménekben a membrán 

hidrációjának alacsonyabb voltát alátámasztották Laurdannal végzett mérések is348. A 3-hidroxiflavon 

festékek esetén a dipólpotenciál-szenzitív intenzitásarányt úgy számítjuk, hogy az alacsonyabb 

hullámhossztartományban mért emissziót osztjuk a magasabb tartományban kapott intenzitással. 

Mind a N*, mind pedig a H-N forma az alacsony hullámhossztartományba eső emisszióhoz járul hozzá. 

Az F66 esetén az emissziós arány várhatóan negatívan korrelál a dipólpotenciál nagyságával, vagyis az 

alacsonyabb hullámhossztartományhoz tartozó emissziónak csökkennie, míg a magashoz tartozónak 

nőnie kellene. Mivel mind a N*, mind pedig a H-N forma hozzájárulása csökken az alacsony 

hullámhossz tartományban, az emissziós arány a várakozásoknak megfelelően változik. 

A PPZ8 viselkedése azonban két szempontból is eltér: 1) egyrészt az alacsony 

hullámhossztartományban az indikátornak alig van érdemi emissziója, amely potenciálisan 

problémássá teszi a háttérintenzitás levonásakor a korrekció mértékének meghatározását és így a 

specifikus fluoreszcencia intenzitás becslését; 2) másrészt a lipidtutajokban a magasabb dipólpotenciál 

és az alacsonyabb membránhidráció várhatóan ellentétes előjellel változtatja a N* és H-N formák 

relatív hozzájárulását. Mivel a raftokban a domináns T*-nek megfelelő sávban az emisszió mértéke nő 

a csökkent víz által indukált kioltás miatt, PPZ8 esetén az alacsonyabb hullámhossztartományba eső 

emissziónak jelentősen növekedni kellene ahhoz, hogy az emissziós arány a várt pozitív korrelációt 

mutassa a lipidtutajok magasabb dipólpotenciáljával. Az alacsony hullámhossztartományban azonban 

a PPZ8 intenzitása nem emelkedhet ehhez elég erőteljesen az 1) és 2) pontok miatt. Mivel a fenti 

modell csak szemikvantitatív magyarázatot nyújtott a megfigyelt eredményeinkre, megpróbáltuk a 

spektrum komponensekre bontását egy Klymchenko által leírt illesztési eljárással349, valamint 

szinguláris érték dekompozíciós (SVD, singlular value decomposition)350 módszerrel is, egyik sem volt 
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azonban képes feloldani az N*, T* és H-N formák individuális spektrumait, valószínűleg mert a 

mikroszkóppal felvett emissziós spektrumok nem tartalmaztak elég adatpontot az analízisekhez. 

 

6.2.1 ábra: A 3-hidroxiflavon festékek emissziós sajátosságainak a lipidtutajokban 
bekövetkező változásai. A 3-hidroxiflavon festékek emissziója a molekulák három 

különböző állapotából ered. Az N* és T* formák átalakulnak egymásba egy gerjesztett 
állapotú intramolekuláris proton transzfer (ESIPT) reakció során és ezek aránya érzékeny 
a dipólpotenciál mértékére. A harmadik, H-N állapot a festék hidrogén-kötött formája. 
F66 esetén az N* állapot relatív frakciója csökken a dipólpotenciál növekedése esetén, 

míg a PPZ8-nál fordított változások történnek a fluorofór ellentétes membránbeli 
orientációja miatt. A lipidtutajok nemcsak megnövekedett dipólpotenciállal, hanem 

kompaktabb lipidszerkezettel is rendelkeznek, amely a membrán csökkent hidrációjához 
és ennek következtében a H-N forma emisszióhoz történő alacsonyabb relatív 

hozzájárulásához és általában véve mindhárom állapot esetén alacsonyabb mértékű 
fluoreszencia kioltáshoz vezet. A víz általi kioltás hatásait nem ábrázoltuk a grafikonon, 

mivel a spektrumokat a festékek teljes emissziójára normáltuk. Az alacsonyabb 
hullámhosszú tartományban mért emisszióhoz hozzájárul mind a N*, mind pedig a H-N 
forma. Ha feltételezzük, hogy a dipólpotenciál mértéke nagyobb a lipidtutajokban, mint 

a membrán egyéb régióiban, akkor a N* és H-N formák emissziója F66 esetén 
ugyanolyan irányban, míg PPZ8-nál ellentétesen változik. Emiatt PPZ8 esetén az 
emissziós arány, vagyis az alacsonyabb hullámhossztartományban mért emisszió 

intenzitása osztva a magasabb hullámhossztartományban kapott értékkel, nem mutatja 
megbízható módon a raft és non-raft membrán régiók közötti különbségeket. 

A dipólpotenciálról kimutatták, hogy nagysága biológiai jelenségek széles körét befolyásolja, mivel az 

általa keltett nagyon erős elektromos erőtér különböző membrán fehérjék konformációját és 

klaszterizációját módosíthatja10,14,20,23,26,29. A dipólpotenciál nagyságrendjét általában a 200-500 mV 

tartományba teszik a különböző módszerekkel végzett vizsgálatok3,47. Mivel a dipólpotenciál 
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mértékének különbsége a lipidtutajok, illetve az egyéb membrán régiók között becsléseink szerint 50-

100 mV körülinek mutatkozott, ez a differencia elég nagy lehet ahhoz, hogy szignifikánsan befolyásolja 

azon membránhoz kapcsolódó jelenségeket, amelyekben fehérjék is közreműködnek, így a 

transzmembrán transzport, a jelátvitel és a membrán trafficking folyamatait, illetve az azokban 

tapasztalható különbségeket aszerint, hogy azok a raft vagy non-raft mikrodoménekben mennek 

végbe. 

A lipidösszetételben és a membránrendezettségben tapasztalható különbségek a dipólpotenciált és a 

membránhoz kötődő jelenségeket nemcsak fiziológiás állapotok, hanem betegségek esetén is képesek 

befolyásolni. A Gaucher-kór egy in vitro modelljében252,253,281 a kialakuló szfingolipid eltérések 

következtében létrejövő dipólpotenciál-emelkedés nagyságrendje hasonlónak bizonyult, mint a 

lipidtutajok és az egyéb membránrégiók dipólpotenciálja között talált különbség mértéke (5.8.2 és 

5.10.1 ábrák). Mivel az általunk használt in vitro modell esetén a membrán koleszterin és szfingolipid-

tartalmában megfigyelhető eltérések mértéke hasonló ahhoz, mint amelyeket egy kondicionális 

glükocerebrozidáz knock-out egérmodellben találtak252,281,351, a kapott eredmények arra utaltak, hogy 

az általánosságban humán betegségekben, illetve különös tekintettel a Gaucher-kórban a 

sejtmembrán lipidtartalmában megfigyelhető patológiás változások a dipólpotenciál nagyságának 

szignifikáns eltéréseit eredményezhetik. Ezek pedig a membránfehérjék funkcióinak jelentős 

módosításai révén hozzájárulhatnak a betegségekben megfigyelhető tünetek kifejlődéséhez is. 

Kísérleteink második fázisának eredményeit összegezve elmondhatjuk, hogy kimutattuk, hogy a 

dipólpotenciál mértéke szignifikánsan nagyobb a lipidtutaj mikrodoménekben a membrán egyéb 

régióihoz képest. A különbség nagysága elég lehet ahhoz, a fehérjék transzmembrán doménjeinek 

konformációját megváltoztassa, amikor azok a tutajokba kerülnek, illetve elhagyják azokat. Ennek 

következtében a lipidtutajok jelenlétéhez köthető biológiai hatások létrejöttéhez hozzájárulhat a raft 

mikrodoménekben megfigyelhető emelkedett dipólpotenciál is. 
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7. Összefoglalás 

A membránpotenciál legkevésbé ismert komponense, a dipólpotenciál a membránt alkotó lipidek 

karbonil csoportjainak és a membránhoz asszociálódó vízmolekulák dipólmomentumainak rendezett 

orientációja révén alakul ki. A dipólpotenciál az egyéb membránpotenciáloknál jóval erősebb 

elektromos erőteret generál, amely révén befolyásolja számos fehérje transzmembrán doménjének 

(TMD) feszültségfüggő konformációváltozásait. Bár az ErbB receptorok (ErbB1-4) aktivációja az 

intermolekuláris kölcsönhatások által mediált oligomerizáción keresztül történik, a TMD szerepe nem 

ismert a folyamatban. Bár a dipólpotenciál megváltoztathatja a transzmembrán peptidek 

konformációját, ErbB fehérjékre gyakorolt hatása azonban még ismeretlen. 

Kísérleteink során áramlási citometriás Förster rezonancia energia transzfer (FRET) mérések és 

konfokális mikroszkópos felvételeken végzett number and brightness (N&B) analízis segítségével 

kimutattuk, hogy a dipólpotenciál növekedése felerősíti az ErbB1 és ErbB2 receptorok közötti homo- 

és heteroasszociációk epidermális növekedési faktor (EGF) hatására bekövetkező növekedését. Ezen 

hatások még jelentősebbeknek bizonyultak a TMD-ben egy aktiváló Val → Glu mutációt hordozó ErbB2 

(NeuT) esetén. Az receptorok jelátviteli kapacitása korrelált a dipólpotenciál nagyságával. Mivel a 

dipólpotenciál növekedése csökkentette az EGF ErbB1 iránti affinitását, a növekedési faktor felerősített 

hatásai csökkent receptortelítettség mellett következtek be. Eredményeinkből arra következtettünk, 

hogy a megnövekedett dipól potencál által indukált dimerizáció a TMD-n keresztül a receptor 

aktivációjához vezet az extracelluláris domének és TMD-k közötti kölcsönhatások által stabilizált 

dimerekben. A dipólpotenciál az ErbB receptorok klaszterizációjában permisszív szerepet tölthet be és 

a lipidtutajok receptor tirozin kinázokra gyakorolt hatásai mögött részben a dipólpotenciál állhat. 

Elméleti megfontolások és modellmembránok vizsgálatából származó közvetett kísérletes 

bizonyítékok alapján a dipólpotenciál nagysága magasabb lehet a lipidtutajokhoz több szempontból 

hasonlító folyékony rendezett doménekben. Három különböző dipólpotenciálra érzékeny fluorofór és 

négy különböző raft, illetve non-raft marker segítségével konfokális felvételek kvantitatív elemzése 

során élő sejtek esetén is bebizonyítottuk, hogy a dipólpotenciál magasabb a tutajokban a membrán 

egyéb régióihoz képest. A különbség elég jelentősnek tűnik ahhoz, hogy a fehérjék TMD-jeinek 

konformációja különböző legyen a raft és non-raft régiókban. A Gaucher-kórra jellegzetes 

szfingolipidekben gazdag és kontroll sejtek dipólpotenciáljának összehasonlítása során hasonló 

mértékű eltérést tapasztaltunk, amely a megfigyeléseink patofiziológiai jelentőségére utalhat. 

Eredményeink megerősítették, hogy élő sejtek membránjában a dipólpotenciál laterális 

heterogenitása korrelál a lipidtutajok jelenlétével és a sejtmembrán lipidösszetételében bizonyos 

betegségek esetén bekövetkező eltérések a dipólpotenciál jelentős megváltozását eredményezhetik.  
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8. Summary 

A largely unknown component of the membrane potential, the dipole potential, is generated by the 

ordered orientation of lipid carbonyl and membrane-attached water dipole moments. The dipole 

potential, generating an electric field much stronger than any other type of membrane potential, 

influences a wide array of phenomena including voltage-dependent conformational changes of the 

transmembrane domains (TMD) of proteins. Although activation of ErbB receptors (ErbB1-4) is driven 

by oligomerization mediated by intermolecular interactions, the TMD has been largely neglected in 

this regard. The dipole potential alters the conformation of transmembrane peptides, but its effect on 

ErbB proteins was unknown.  

In our experiments, we showed using flow cytometric Förster resonance energy transfer (FRET) and 

number and brightness (N&B) analysis in confocal microscopy that the epidermal growth factor (EGF)-

induced increase in the homoassociation of ErbB1 and ErbB2 and their heteroassociation are 

augmented by increasing the dipole potential. These effects were even more pronounced for ErbB2 

harboring an activating Val → Glu mutation in the transmembrane domain (NeuT). The signaling 

capacity of ErbB1 and ErbB2 was also correlated with the dipole potential. Since the dipole potential 

decreased the affinity of EGF to ErbB1, the augmented growth factor-induced effects at an elevated 

dipole potential were actually induced at lower receptor occupancy. We concluded that dimerization 

induced by an elevated dipole potential will bring about TMD-driven receptor activation leading to 

increased signaling mediated by dimers stabilized by interactions among the extracellular domains and 

the TMDs. The dipole potential may play a permissive role in the clustering of ErbB receptors, and the 

effects of lipid rafts on receptor tyrosine kinases can be partially attributed to the dipole potential. 

Theoretical considerations and indirect experimental evidence obtained in model membranes 

suggested that the dipole potential is larger in liquid-ordered domains believed to correspond to lipid 

rafts in cell membranes. Using three different dipole potential-sensitive fluorophores and four 

different labeling approaches of raft and non-raft domains we showed by quantitative confocal image 

analysis that the dipole potential is indeed stronger in lipid rafts than in the rest of the membrane. The 

magnitude of this difference seemed to be large enough so that the conformation of the TMD is altered 

when proteins move into or out of lipid rafts. The magnitude of this difference was similar to that 

observed between the dipole potential in control and sphingolipid-enriched cells characteristic of 

Gaucher’s disease, pointing to a potential pathophysiological role for these findings. Our results 

established that the heterogeneity of the dipole potential in living cell membranes was correlated with 

lipid rafts and implied that alterations in the lipid composition of the cell membrane in human diseases 

can lead to substantial changes in the dipole potential.  
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