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Roviditések jegyzéke

3-HF: 3-hidroxiflavon
ACAT: acetil-koenzim A acetiltranszferaz
BPPZ: 3-(4-{4-[4’-(3-Hidroxibenzo[f]flavonil)fenil]piperazino-1-piridiniumil)-1-

propanszulfonat
BSA: marha szérum albumin
di-4-ANEPPS:  1-(3-szulfonatopropil)-4-[R] [2-(di-n-butilamino)-6-naftil vinil] piridinium-betain

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

CBE: konduritol B epoxid

CTX-B: koleratoxin B alegység
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DMPG: 1,2-Dimirisztoil-sn-glicero-3-foszfoglicerol

DOPC: 1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-foszfokolin
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EGF: epidermalis novekedési faktor

EGFR: epidermalis névekedési faktor receptor

EI-TMS: electrospray ionization - tandem mass spectrometry
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proton transfer)



FAN1:

F8N1S:

F66 (F66NS):

FCS:

FRET:

FLIM:

GAMIG:

GBA:

GFP:

GM1:

GM3:

GPI:

GxxxG:

HDL:

HIV:

H-N*:

IDL:

JMD:

LacCer:

N-[(4’-dimetilamino)-3-hidroxi-6-flavonilimetil-N,N-trimetil ammadnium bromid
3-[2-(4-(dioktilamino)-3-hidroxiflavonilmetil)(dimetil)Jammonio]-1-propanszulfonat

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

ammonium, belsé so).

fetalis borju szérum

Forster/fluoreszcencia rezonancia energia transzfer
fluoreszcencia élettartam képalkotas (,fluorescence lifetime imaging”)
kecske anti-egér immunoglobilin

savas B-glukozidaz/glikocerebrozidaz

z6ld fluoreszcens protein
monoszialotetrahexozilgangliozid
monoszialodihexozilgangliozid
glukozilfoszfatidilinozitol

Sternberg-Gullick dimerizacids motivum

magas s(rliségl lipoprotein

human immundeficiencia virus

a 3-hidroxiflavon fluorofér gerjesztett dallapotd normadl, hidrogénkotést kialakito

formaja

kozepes slrlségl lipoprotein

immunoglobulin

inozitol-1,4,5-trifoszfat

juxtamembran domén N-terminalis szegmense
juxtamembran domén C-terminalis szegmense
juxtamembran domén

laktozilceramid



Ld:

LDL:

Lo:

MADb:

MAPK:

N*:

N&B:

NMR:

PBMC:

PBS:

Pgp:

PI3K:

PKC:

PLCy:

PMA:

POPC:

PPZ8:

RTK:

SH2:

So:

SREBP-1:

SVD:

T*:

TMD:

folyékony rendezetlen membran domén
alacsony sirdségl lipoprotein

folyékony rendezett membran domén
monoklonalis antitest

mitogén aktivalt protein kinaz

a 3-hidroxiflavon fluorofdér gerjesztett allapotu normal formdja
number&brightness

magmagneses rezonancia

periférias vérbél szdrmazé mononuklearis sejtek
foszfat puffer oldat

P-glikoprotein

foszfatidilinozitol-3-kinaz

protein kindz C

foszfolipaz C-y

forbol-12-mirisztat-13-acetat
1-Palmitoil-2-oleoilfoszfatidilkolin

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

propanszulfonat

receptor tirozin kinaz

Src homoldgia 2

szilard rendezett membran domén

szterol reszponziv elemet kot fehérje-1

szingularis érték dekompozicio

a 3-hidroxiflavon fluorofdr gerjesztett allapotu tautomer formdja

transzmembran domén



TX: Triton-X

VLDL: nagyon alacsony s(ir(iség( lipoprotein
YFP: sarga fluoreszcens protein



1. Bevezetés

Napjainkban a biofizikai és sejtbioldgiai kutatdsok egyik fokuszteriletét képezik a sejtmembran
membranbiofizikai paramétereinek mérésével, valtozasaival, illetve azok membranba agyazddd
fehérjékre gyakorolt hatasaival kapcsolatos vizsgalatok. Az egyik legfontosabb biofizikai paraméter (a
membran fluiditasa, hidracidja, rendezettsége mellett) a membranpotencidlok megjelenése, illetve
azok nagysaga. Bar a membranpotencidlnak ismereteink szerint harom komponense van, ezek kozil
elsGsorban csak a vizes fazisokban oldott ionok eltéré koncentracidja, valamint permeabilitasa révén
kialakulé transzmembran potencial ismert részleteiben, a feliileti, illetve féleg a dipdlpotencidlok
jelent&sége jorészt feltaratlan. Utdbbi kiilondsen érdekes lehet, hiszen a membranhoz asszocidlédé
vizmolekuldk, valamint a membrant felépit6 foszfolipidek és szterolok dipdljainak preferencidlis térbeli
orientdcidja révén a masik két potencialnal jéval nagyobb mértékl pontencidl jon Iétre a membran
belsejében, amely hatalmas elektromos er6tér kialakuldsat eredményezi az intramembran térben.
Ennek megfelel6en néhany vizsgdlat mar kimutatta, hogy a dipdlpotencidl nagysaga jelentGsen
befolyasolhatja bizonyos fehérjék (példaul ioncsatornak, Na*/K* ATPaz, P-glikoprotein) konformacidjat,
igy végs6 soron funkcidjat is. A tumoros betegségek patogenezisében rendkivili jelent&séggel bird

receptor tirozin kinazok esetében azonban a dipdlpotencial szerepét még nem vizsgaltak.

Manapsag a fejlett orszdgokban a rosszindulaty daganatos megbetegedések allnak a mortalitdsi
statisztikdk élén. Bar a tumorok kialakuldsanak hatterében szamos tényez6 tolt be jelent8s szerepet,
az ErbB fehérjecsaladba tartozd receptor tirozin kinazok kiemelt fontossdggal birnak bizonyos
daganatok patogenezisében, igy tulmiikodésiket leirtak emls-, petefészek-, méhnyaktumorokban,
glialis agytumorokban vagy gasztrointesztinalis karcinémakban. Mivel az ErbB fehérjék aktivacidjaban
bebizonyosodott a transzmembran domének aktiv szerepe és a fehérjék ezen régidja a dipdlpotencial
altal létrehozott elektromos erdtér teriiletén helyezkedik el, felmeril, hogy annak nagysaga

befolyasolhatja az ErbB-k aktivitasat is, amelyet azonban még nem tanulmanyoztak.

A dipdlpotencial nagysaganak elsGdleges meghatarozdja a sejtmembran lipidosszetétele. A ma
leginkabb elfogadott sejtmembran modellek alapjan ezen 6sszetétel jelentGs lateralis heterogenitast
mutat, amely specidlis membran mikrodomének, ugynevezett lipidtutajok kialakuldsaban nyilvanul
meg. Ezekr6l a tutajokrdl kimutattak, hogy kilonleges, a membran egyéb régiditol eltéré
membranbiofizikai tulajdonsagaik révén jelentsen befolydsolhatjak a bennik szelektiven dusuld
fehérjék szerkezetét, funkcidjat és aktivitasat. Ehhez hozzajarulhat a raft mikrodomének specialis
Osszetételébdl ered6 eltérd dipdlpotencialja is. Bar a feltételezés, amely szerint a tutajokban a
dipdlpotencidl mértéke nagyobb lehet, logikusnak tlnik (és modellmembranok esetében ki is

mutattdk), ezt azonban még nem bizonyitottak éI6 sejtek membranja esetén.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Adipdlpotencial

2.1.1. Adipdlpotencidl eredete és nagysaga
Mar az elsé sejtbioldgiai kutatdsok soran kimutattdk, hogy a foszfolipid kett&sréteghdl felépilé
sejtmembran szelektiv permeabilitdsi barrierként viselkedik, igy kezdetben azt gondoltdk, hogy
elsédleges funkcidja a sejt komponenseinek kompartmentalizacidja, az extra- és intracellularis
térrészek elvdlasztasa. Ma mar azonban tudjuk, hogy a kezdeti elképzelésektél eltér6en mind
szerkezete, mind pedig funkcidja jéval komplexebb. Az eukaridta sejtmembran komplexitasanak egyik
legfontosabb megnyilvdnuldsa a membrant alkotd lipidek sokfélesége, azok lateralis heterogenitasa,
vagyis a membran mikrodomének, példaul a lipidtutajok jelenléte, illetve a membranpotencialok
ytriumviratusa”, amely magdban foglalja a transzmembran, a fellleti és a legkevésbé ismert

dipdlpotencialt’? (2.1.1.1 4bra).

A hdrom potencial jelenléte azért kiilondsen fontos, mert a biolégiailag relevans makromolekuldk nem
uniform toltéseloszlassal rendelkeznek, igy azok viselkedése, szerkezete és aktvitasa jelentGs
mértékben fligg a potencialok jelenlététdl, illetve nagysagatdl. A leginkabb vizsgalt és ismert a harom
membranpotencial kozll a transzmembran potencial, amelyet a membran két oldalan talalhaté toltott
részecskék koncentracioi kozotti gradiens és a részecskék kiilonbozé permeabilitdsa hoz létre és tart
fenn. A masodik membranpotencial, a fellileti potencial létrejottének oka, hogy a membran-viz
hatarfelileten a foszfolipidek feji régidjaban talalhatd toltott kémiai csoportok inkomplett
neutralizacidja révén nettd negativ elektromos toéltés jelenik meg, amely elektromos potencidl

kilénbséget hoz létre a membran felszine és az azt kériilvevé oldat kdzott2.

A membranpotencidlok harmadik és egyben legkevésbé ismert komponense, a dipdlpotencial egy
intramembran elektrosztatikus potencial, amely a lipidekhez hidrogénkotéssel asszocidlt interfacialis
viz dipdlok és a foszfolipidek, valamint a szterolok dipolaris szegmentumainak preferencidlis, rendezett
foszfolipidek feji részében taldalhaté P-N* dipdlok. A molekularis dipdlok elrendez6désének
eredményeképpen a membrdan kettds réteg belsd része rendkiviil nagy pozitiv potenciallal rendelkezik
a kilsé vizes fazishoz képest, amelynek nagysagrendjét a becslések tobbsége a néhany szaz mV-os
tartomanyba teszi. Ez az érték jelent6sen nagyobb, mint a transzmembran és fellleti potencidlok
esetén. Mivel a dipdlpotencidl esése nagyon rovid (a bilayerben a monolayerek vastagsaganak
megfelel6 mintegy 2-3 nm-es) tavolsagon belll kdvetkezik be a membran alacsony dielektromos
allanddju, erételjesen hidrofob belsejében és az elektromos erétér a potenciali térbeli derivéltja, a

dipdlpotencidl oéridsi dipdl elektromos erétér létrejottét eredményezi, amelynek nagysaga szamos
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kisérletes és elméleti szamitasokon alapulé médszer becslése alapjén a 108-10° V/m tartomdnyba esik.
Ez szignifikdnsan nagyobb, mint a transzmembran és a feliileti potencidlok altal Iétrehozott elektromos

erGterek, amelyek nagysdgdt rendre 2,5%107 és 10° V/m-nek becsiilik*>.
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2.1.1.1 dbra: A membranpotencidlok trimuviratusa és a dipdlpotencial eredete. Jelenlegi
ismereteink szerint a membranpotencidl harom tényez6 eredéjeként alakul ki (az dbra a

Py

67 referencidkban fellelhetd abrak felhasznalasaval késziilt). A transzmemban és a
feliileti potenciadlok mellett a legkevésbé ismert a dipdlpotencidl, amely a membranhoz
asszocialt vizmolekulak, valamint a membrant felépit6 foszfolipidek és szterolok
dipoléris szegmentumainak rendezett, nem véletlenszeru térbeli orientacidjabol
szarmazik. Ez a preferencidlis elrendez6dés egy nagymértékd, pozitiv potencial
|étrejottét eredményezi az intramembran térben, amely a masik két potencial esetén
tapasztaltaknal jelent6sen nagyobb elektromos erGtér kialakuldsahoz vezet az alacsony
hatétdvolsagon beliil bekovetkezé potencidlesés révén, amely jelent&sen
befolyasolhatja a transzmembrdan fehérjék szerkezetét, igy funkcidjat is.

2.1.2. Adipdlpotencidl fontossaga
A dipdlpotencial az altala keltett rendkiviil nagy elektromos er6tér révén nélkilozhetetlen lehet a
membranfehérjék  konformaciéjanak meghatarozasahoz és azok funkcidihoz, valamint
altalanossagban véve a lipid membran és az abba agyazddd bioldgiailag relevans molekuldk kozotti
kdlcsonhatdsokhoz. A hatasmechanizmus alapja valdszintleg az, hogy a dipdlpotencidl befolyasolhatja

< sz

membran régidk és mikrodomének kézétti megoszlasat!>.

Ezzel a feltevéssel 6sszhangban kimutattak, hogy a dipdlpotencial befolyasolja a nagyméreti hidroféb
ionok membranon keresztiili permeabilitasat, amely jelenség a dipdlpotencial felfedezéséhez vezetett.
Aram-fesziiltség gorbék vizsgalatdval ugyanis mar a 70-es évek elején felfedezték, hogy hidrofil ionok
(példaul Na*, K*, NH4*) hidroféb hordozdk (példaul nonaktin, valinomicin) segitségével végzett
membranon keresztlil torténd transzportja, illetve hidroféb ionok (példdul tetrafenilborat,
tetrafenilfoszféonium) membrdnon vald atjutasa sordn egy potencialis energia barriert kell lekiizdeni és

a folyamat sebességét meghatarozo lIépés a membranban valé mozgds. A vizsgdlatok soran a negativ
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toltésl hidrofdb ionok permeabilitdsa joval meghaladta a kationokét, amely felvetette a membran
lipidek és a hozzajuk rendezddd vizmolekuladk térben orientalt dipdljainak szerepét a barrier, vagyis a

dipdlpotencial kialakitdsaban®2°,

A dipdlpotencialrdl a kés6bbiekben kimutattak, hogy jelentés hatast gyakorolhat bakteridlis eredet(
ionofdrokra. A pérusképzé gramicidin csatorna ugyanis eltéréen viselkedett kilénb6zd lipidekbdl
feléplil6 modellmembranokban, megvaltozott a csatorndk stabilitasa, illetve az egyedi csatornak
konduktancidja a lipid tartalom fliggvényében, amelynek hatterében a dipdlpotencial nagysaganak
eltéréseit valdszindsitették!12, A késEbbiekben ezt a feltételezést meger8sitették azon megfigyelések,
amelyek szerint a modellmembranok dipdlpotencidljanak mddositdasa megvaltoztatta a gramicidin
alegységek asszociacids sebességét, a csatornadk inaktivacids kinetikajat, valamint konduktanciajat
is’¥1 A dipdlpotencidl nemcsak a gramicidin, hanem egyéb ionoférok miikddésére is hat, igy
befolydsolja példaul egy podrusképzé antimikotikum, az amphotericin B egyedi konduktancidjat,

valamint a funkcionalis csatorna kialakuldsat is*>®.

Mivel a fesziiltség vezérelt ioncsatornak kapuzasaban fontos téltott aminosavak, az Un. kapuzo toltések
(gating charge) a kapuzasi mechanizmus soran athaladnak a dipdlpotencial rétegén, kdlcsonhatasba
Iéphetnek az altala keltett elektromos erétérrel példaul oly médon, hogy az intramembran dipdl mezé
befolydsolhatja a kapuzdsi aram membranon keresztiili haladdsanak sebességét, igy végs6 soron a
csatorna aktivacids, inaktivaciés kinetikajat is. Ezzel Osszhangban N1E-115 differencidlodo
neuroblasztdéma sejtekben a fesziltségfliggé Na*-csatornak aktivacids kinetikaja eltért a sejt kiilonboz6

1718 Emellett a fesziiltség és Ca?* altal aktivalt nagy

dipdlpotencidllal rendelkezé régidiban
konduktancidju K* csatorna egyedi konduktancidjardl azt talaltak, hogy az jelent&sen eltért kiilonbozé
foszfolipidekbél felépllé membranok esetén, amely magyarazataként a specifikus lipid-fehérje
kélcsdonhatasok mellett felmerilt valamilyen 4dltaldnos membranbiofizikai paraméter, igy a
dipdlpotencidl szerepe is'®. Egy kés6bbi vizsgilat sordn a hERG K*-csatorna kis molekuldju
potencidtoraival végzett kvantummechanikai és molekuldris dinamikai szimuldcids vizsgalatok
eredményei alapjan a dipdlpotencial fesziiltség kapuzott K*-csatorndkra gyakorolt hatdsanak
jellemzésére egy 4dltalanos modellt alkottak. Eszerint a hét vizsgdlt, nagy molekularis
dipélmomentummal rendelkez6 potencidtor jelentGsen csokkentette POPC  bilayerek
dipdlpotencidljanak mértékét, amely hatds nagysaga erdsen korrelalt a pozitiv potencidcié fokaval.
Ezek alapjan a szerz6k egy hipotézist allitottak fel, amely szerint a csatorndk konformacids atalakuldsait
irdnyitd transzmembran potencial és a dipdlpotencial koz6tt dinamikus ellensulyozas alakul ki, amely
egyensuly vezérli az aktivacids és deaktivacids kapuzdsi mechanizmusokat. A transzmembran potencial

hatdsat a fesziiltségszenzor domén (és néha az inaktivacidés kapu) kozvetiti, mig a dipdlpotencial

dinamikus valtozdsait az aktivacios kapu vezeti a pérusdoménhez a depolarizacid, illetve repolarizacio
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soran egyfajta gyorsito, illetve lassité folyamatként. A hERG potencidtorok hatasanak alapja pedig az
lehet, hogy a két potencidl kozotti egyensulyt eltolhatjak, mddositva az ioncsatorna kapuzasanak

fesziiltségfliggését?,

Az ioncsatornak mellett a dipdlpotencidl els6dleges aktiv transzporterek funkcidjat is befolyasolhatja.
Marhaagybdl, illetve sertésvesébdl izolalt Na*/K* ATPazon végzett vizsgalatok soran ugyanis a
membranba épll6 és ott az elektromos erGteret mddositd tetrafenilfoszfénium és tetrafenilborat,
illetve perklorat és egyéb, a Hofmeister sorozatba tartozo liotrép ionok hatdsara a pumpa kationok
iranti affinitasa, kot6dési és disszociacids paraméterei megvaltoztak, amely nem a fellleti toltésre,
hanem valdsziniileg az intramamembrdan elektromos er8térre gyakorolt hatas révén alakult ki??2, A
feltételezést megerGsitették 11 kilonboz6 allatfajbdl szarmazd vese és agy mintak sejtjeibél nyert
membranlipidekbdl preparalt vezikuldakon végzett vizsgalatok, amelyek alapjan a pumpa aktivitasa
korrelalt a vezikuldk dipdlpotencialjanak nagysagdval. A mérések magyardzatdra a kés6bbiekben egy
modellt alkottak, amely szerint a membran dipdlpotenciadljdnak mértéke befolydsolja a pumpa

okkludalt és nonokkludalt dllapotainak stabilitasat, igy a fehérje funkcidjat is?>2.

P-glikoproteinnel (Pgp) transzfektalt, illetve kontroll MCF7 emlGkarcindma sejteken végzett mérések
alapjan a membran dipdlpotencialt megvaltoztaté tetrafenilbordt alkalmazasa jelent6sen befolyasolta
a Pgp egyik szubsztratjdnak, a **"Tc-sestamibinek a transzportjat, a transzmembran potencidl
mddositasa nélkiil®. A dipdlpotencial Pgp-re gyakorolt hatasat tdmasztotta ald az megfigyelés is, amely
szerint mind az a-tokoferol, mind pedig az antioxidans aktivitdssal nem rendelkez6 szukcinat
szarmazéka csokkentette vezikuldk és Jurkat sejtek membranjanak dipdlpotencidljat, amely a HIV
ellenes gydgyszer saquinavir Pgp iranti affinitdsanak csokkenésével tarsult. Ezzel 6sszhangban a sejtek
koleszterinnel vald toltése, illetve koleszterinjének kivonasa novelte, illetve csdkkentette a pumpa

aktivitasat?e.

A dipdlpotencial ezek mellett mdédosithatja kiilénb6z6 peptidek, illetve akar gyégyszerek membranhoz
kot6dését is. A citokrom c oxidaz IV alegységének szigndl szekvenciajardl, a p25 peptidrdl, valamint a
majom immunodeficiencia virus fuzogén peptidjérél, a gp32-rél példaul kimutattak, hogy membrdnhoz
valo kotédésének mértéke és sebessége megnd a dipdlpotencidlt novel§ kezelés hatdsara, mig a
kotédés lecsdkken ellentétes irdnyl modositds esetén??8, A HIV protedz inhibitor hasonldan
viselkedett modellmembranok és él6 Caco-2 sejtek esetén is, a dipdlpotencidl emelése hatasara
novekedett, a potencial csokkentésére, illetve a koleszterin kivondsara pedig alacsonyabba valt ugyanis
a gyogyszer membranhoz kétédése?. Molekuldris dinamikai szimulacids vizsgalatok eredményei pedig
a jelenség altalanos jellegét sugalltak, hiszen az elemzések soran a dipdlpotencidl szamos kilonb6z4

heliklis peptid membrdn irdnti affinitdsat befolydsolta.
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Pheochromocytoma eredetli PC12 sejtvonalon a dipdlpotencial phloretin vegyllettel torténd
csokkentése doézisfliggd maddon védelmet nyudjtott a B-amiloid toxikus formaja altal kivaltott
citotoxicitassal szemben. A hatas hatterében a dipdlpotencidl B-amiloid membranhoz valé két6désére
gyakorolt hatasat valdszinlsitették, amely felvetette, hogy a megvaltozott dipdlpotencial akar az

Alzheimer-kér patomechanizmusaban is szereppel birhat3!,

A dipodlpotencial befolyasolhatja G-fehérjéhez kapcsolt receptorok funkcidjat is. Nativ hippocampalis
neuronokbdl prepardlt membranokban ugyanis kimutattak, hogy a koleszterin deplécidja és a
kovetkezményes dipdlpotencial csdkkenés jelentésen lecsdokkentette a szerotonini, receptor ligand

iranti affinitdsat, amely részben reverzibilisnek bizonyult a koleszterin visszatéltése mellett32,

2.1.3. A dipdlpotencidl nagysdgat meghatarozd tényezék és a dipdlpotencidl
nagysaganak kisérletes valtoztatasa

A sejtmembranban a dipdlpotencidl nagysaga mind longitudinalisan, mind pedig lateralisan valtozik a
membran Osszetételének és a foszfolipidek pakolddasi siirliségének fliggvényében, amely két tényezé
a dipdlpotencidl nagysaganak elsédleges meghatdrozdja'™®. Ezzel dsszhangban spektroszkdpias,
valamint molekuldris dinamikai szimuldciés maddszerekkel kimutattdk, hogy a dipdlpotencialt
jelent8sen befolyasolja (i) a foszfolipidek feji csoportjanak tipusa3; (ii) az, hogy a foszfolipid hidroféb
ldnca észter vagy éter kdtést tartalmaz®*; (iii) valamint a foszfolipid lancok régidjaban a kett8s kotések

jelenléte®,

A dipdlpotencialrdl emellett mar koran azt talaltak, hogy nagysaga kisérletesen valtoztathaté bizonyos
vegylletekkel. Mesterségesen el6allitott hidroféb ionok modellmembranokon keresztil torténd
permeabilitasanak vizsgalata soran ugyanis phloretin (3-(4-hidroxifenil)-1-(2,4,6-trihidroxi-fenil)-1-
propanon) hatasara a kationok membranhoz kotGdése és permeabilitdsa megnétt, az anionoké
lecsokkent, mig a koleszterin szarmazék 6-ketocholestanol (5a-kolesztan-3B-ol-6-on) hatdsara
ellentétes valtozasok voltak kimutathaték. Ezek arra utaltak, hogy a phloretin hatasara a dipdlpotencial
mértéke lecsdkkent, mig 6-ketocholestanol hatasdra megnétt3637. A késébbiekben spektroszképos
mddszerekkel bizonyitottdak, hogy a két vegyllet alkalmas a dipdlpotencidl kisérletes
megvaltoztatdsdra dézisfliggé mddon. Phloretin esetén a dipdlpotencidl csokkenésében szaturacid
kovetkezik be 100 uM-os koncentraciok felett, mig 6-ketocholestanol alkalmazasanal a hatas linearis,
szaturacié nem mutathatd ki, ugyanakkor 100 puM-ndl nagyobb mennyiségek mellett precipitacio
torténhet, illetve a vegyllet megvaltoztathatja a membrdn egyéb szerkezeti tulajdonsagait, igy a

kisérletek sordn célszerdi a 100 pM koriili koncentraciok alkalmazasa®.

A phloretin dipdélpotencidlra gyakorolt hatdasdban fontos szerepe van jelentés intrinsic

dipélmomentumanak, amely a membrdnban Ugy helyezkedik el, hogy a vegylilet pozitiv része a vizes
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fazis, mig negativ része a membran belseje felé néz, igy orientacidja révén a dipdlpotencial ellen hat,
csdkkentve ezdltal annak nagysagdat®®. A phloretin dipdlpotencidlra gyakorolt hatdsdhoz ezenkiviil NMR
spektroszkdpids vizsgalatok alapjan hozzajarulhatnak egyéb indirekt tényezdék is, igymint a foszfolipid
feji részek konformacio véltozasa, valamint a membranhoz asszocidlt vizmolekuldk mennyiségének
csokkenése, illetve orientacidjanak megvaltozdsa®. Kationos ionoférok modellmembranokon valé
permeabilitdsanak vizsgalatdval kimutattak, hogy a phloretinhez szerkezetileg hasonld egyéb
flavonoidok (példaul quercetin, myricetin) is csokkentik a dipdlpotencidl nagysagat, bar kisebb

mértékben*:.

A dipdlpotencial nagysaganak egyik legfontosabb meghatarozéja a membranok szteroltartalma. Mar
koran kimutattak, hogy kiilonféle szterolok, igy a koleszterin is néveli a dipdlpotencial mértékét. A
koleszterinrél azonban ismert, hogy jelent6sen befolydsolja a membranok egyéb biofizikai
paramétereit is, példaul a fluiditast, a lipidrendezettséget vagy a membrdanvastagsagot is. A
dipdlpotencial novelése tekintetében leghatékonyabb szarmazéknak a 6-ketocholestanol bizonyult,
amely kedvez6 tulajdonsaga, hogy a koleszterinnel ellentétben nem valtoztatja detektdlhato
mértékben a membranvastagsagot, illetve a lipidek rendezettségét, a dipdlpotencialt azonban jobban
noveli, mint a koleszterin. Az eltérd hatdsok hatterében a két vegyiilet eltéré6 membranbeli lokalizacidja
allhat. A koleszterin ugyanis a membranok hidroféb-hidrofil hatarfellletén rogziilhet oly médon, hogy
a molekula hossztengelye a membran sikjara merdleges allasban talalhatd, ezaltal a vegyilet a
szénhidrogén lancok kozotti kolcsonhatasokat jelentGsen erdsitheti és igy a lancok hosszanti
kiterjedését megnyujthatja, novelve ezaltal a membran rendezettségét, illetve vastagsagat. A 6-
ketocholestanol elhelyezkedése ettdl jelentésen eltérhet a ketocsoport jelenléte miatt. Energetikai
szempontbdl kedvezd helyzetben ugyanis mind a hidroxil, mind pedig a ketocsoportnak a
hatarfeliileten kell elhelyezkednie, amely a mélyre terjedd koleszterinhez hasonlé konformacié esetén
nem lenne lehetséges. Emiatt a 6-ketocholestanol a membran sikjdhoz képest egyfajta ddélt
orientaciéban helyezkedhet el hidrogénkotést kialakitva az interfacidlis vizmolekuldakkal, amely
megmagyarazza, hogy miért nem noveli a membran vastagsagat és rendezettségét olyan jelent6sen,
mint a koleszterin®. A két vegyiilet membréanbeli lokalizaciéja, valamint a dipdlpotencialra,
membranrendezettségre és -vastagsdgra gyakorolt hatdsai kozotti kilonbségeket molekularis

dinamikai szimuldcids elemzések is megerdsitették®.

A szterolok dipélpotencidlra gyakorolt hatasat megerGsitették kiilonb6z6 fajokbdl nyert vesébdl és
agybdl szarmazdé mintdkon végzett mérések is, amelyek sordn a koleszterol kivondsa a membranbdl
jelentésen csokkentette a dipdlpotencidl nagysagat. Modellvezikuldk dipdlpotencialjanak
meghatdrozasa sordn pedig kilonb6z6 szterolok hatdsdra a potencidl novekedett, legnagyobb

mértékben 6-ketocholestanol esetén. A hatdsok hatterében felvetették, hogy fontos tényezd lehet a
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vizmolekuldk membranba torténd penetracidjanak, illetve a membran dielektromos allanddjanak
médosulasais*’. A dipdlpotencidl szterolok hatdsara bekdvetkezd ndvekedése jelentds mértékben fiigg
nemcsak a szterolok kémiai szerkezetét6l, hanem a membrant felépit6é lipidek Osszetételétdl is.
Kilénb6z6 modellmembranok dipdlpotencialjanak vizsgalata soran ugyanis egyrészt azt talaltak, hogy
a koleszterinnél kisebb mértékben noévelte a dipdlpotencidlt példaul az egy extra kettds kotést
tartalmazd 7-dehidro-koleszterol, illetve a két kettds kotéssel rendelkezd ergoszterol, masrészt a
szterolok hatdsa jelentGsen kisebb mértéklinek bizonyult tobbszérdsen telitetlen lipidekbdl felépiils

vezikuldk esetén®.

Mindezek alapjan egyrészt a dipdlpotencial nagysaga kisérletesen novelhetd szterolok (elsGsorban 6-
ketocholestanol) alkalmazdasdval, masrészt pedig dipdlpotencidl szteroltartalomtdl vald jelentGs
flggése varhatdan azt eredményezheti, hogy a potencial nagysaga eltér6 lehet a membran kilénb6z6
mikrodoménjeiben. Ezzel 6sszhangban all az, hogy a koleszterin a dipdlpotencial nagysagat noveli
intrinsic dipélmomentuma, a membrdn kompaktdcidja és a membran egyéb fizikai paramétereire
kifejtett hatdsa révén®, valamint az, hogy a dipdlpotenciélra kifejtett hatds mellett a koleszterin ismert
tulajdonsaga, hogy modellmembranokban a folyékony rendezett és rendezetlen domének

szeparaciojat eredményezi®®.

2.1.4. Adipdlpotencidl mérésére alkalmazott modszerek attekintése
Mivel a dipdlpotencial teljes egészében a membran alacsony dielektromos allanddju, hidroféb
belsejében helyezkedik el, kézvetlen mérése rendkivil nehéz. Ehhez nm-es méretl elektrédakat
kellene helyezni a kettds réteg belsejébe kiilonb6z6 mélységben, amely jelenlegi ismereteink szerint
gyakorlatilag lehetetlen, igy mas, indirekt mérési modszerek alkalmazasa sziikséges. A dipdlpotencial
nagysagarol az elsé becslések nagyméretli hidroféb ionok modellmembranokon valé atjutdasanak
Osszehasonlitasabdl szarmaztak. A mérések soran a negativ toltésd tetrafenilborat permeabilitasa joval
meghaladta a pozitiv tetrafenilfoszféniumét. A mért kiilonbségek leirdsdra alkotott elméleti modellek
alapjan a dipdlpotencial nagysagat =240 mV-nak becsulték?’. Az els§ szamitdsok azonban nem vették
figyelembe az ellentétes toltésl ionok eltéré hidracidés energidjat. Amikor viszont ezen tényezd
hozzajdruldsat is szamitasba vették, a dipdlpotencidl nagysaga jelentésen nagyobbnak, =350 mV-nak

adddott®.

Kilonb6z6 liposzdmdas modellek esetén a krio-elektron mikroszképia is alkalmasnak bizonyult a
dipdlpotencidl mérésére az elektronok hulldmfliggvényének mintan valé athaladasa soran
bekovetkezs faziseltolddasan alapuld faziskontrasztos képalkotas segitségével. A vizsgalatok sordn a
dipdlpotencidl nagysdgat =510 mV-nak mérték észteres, mig =260 mV-nak éteres lipidek esetén. A

mddszer alkalmazasa sordan azonban szdmos hatranyt irtak le, ilyen volt példaul a mérések soran
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tapasztalt jelentékeny (akar a 100 mV-os nagysagrendbe esé) hiba, valamint a tény, hogy a mddszer

soradn végzett szamitasok sok feltételezésen, becslésen alapultak®.

A dipdlpotencidl nagysaganak becslésére kiterjedten alkalmazzdk a molekuldris dinamikai
szimulacidkat is. A kezdeti szamitdsok soran a médszerrel észteres lipidek esetén modellmembranok
dipdlpotencidljara =500-1000 mV-os értékek addodtak. A mddszer alkalmazasanal azonban kezdetben
nem vették figyelembe az egyedi atomok polarizdlhatdsagat, illetve az ebbdl ered6 arnyékold hatast,
amely részben legaldbbis magyaradzhatta a kapott (valdszindleg irredlisan) magas értékeket3#>°, Ennek
megfelel6en az egyedi atomok polarizalhatésaganak figyelembe vételével monolayerek esetén a
kisérletes adatoknak jobban megfelel8 értékek adddtak®. Kiildnbdz6 dsszetételli, DOPC, DOPE, DMPC
és DMPG bilayerek vizsgalata esetén ugyanakkor a tovabbi molekularis dinamikai szimulacids
vizsgalatok is joval magasabb dipdlpotencial értékeket hataroztak meg, amelyek altaldban =500-700

mV-nak adddtak, de bizonyos esetekben akar az 1-1,4 V-os értékek is eléfordultak>>*3.

Modellmembranok esetén az atomer6 mikroszkdpia is haszndlhato volt a dipdlpotencial nagysaganak
becslésére a negativ toltési préba hegy és az ikerionos lipidek kozott fellépd taszitoerd segitségével.
Kimutattdk ugyanis, hogy a taszité hatast az intramembran dipdlpotencial altal keltett gyenge
elektromos tér eredményezte. A foszfatidilkolinbdl feléplil6 membranok vizsgalata esetén az analizis
lipidenként 1,5 Debye-nek megfelel§ dipdlmomentumot mutatott ki, amely =275 mV-os potencial
értéknek felelt meg. A mérések soran lathatd volt a dipdlpotencial mértékének lateralis heterogenitdsa
a membrdanban, valamint az, hogy a magasabb dipdlpotencial értékek a folyékony rendezett

doméneknek megfelels helyeken fordultak elé>.

Mostandban egy Uj, vibracids Stark effektus spektroszképian alapuld mddszert is leirtak, amely soran
unilamellaris vezikula bilayereken hatdroztdk meg a dipdlpotencidl mértékét egy nem természetes,
nitril-derivatizalt aminosav, a p-cianofenilalanin segitségével. Ennek a membranba beépilS nitril
oszcillator prébanak az infravords tartomanyba esé abszorpcids spektruma érzékeny a lokalis
kornyezet, igy az elektromos erétér valtozasaira. A proban végzett Fourier transzformacios infravoros
spektroszképos mérések molekularis dinamikai szimulacidkkal valé kombinaldasa segitségével
meghatarozhatd volt a DMPC vezikuldkban a dipdl elektromos erétér nagysaga, amely 8-11 MV/cm
nagysagunak adédott, 6sszhangban a korabbi becslésekkel*. A késSbbiekben a médszer hasznalataval

megerdsitették a koleszterin és 6-ketocholestanol dipdlpotencial novekedését eredményezd hatdsat

is>®.

Bar, mint az el6z6ekbdl kiderilt, tobb mddszer is alkalmazhatdnak bizonyult a dipdlpotencial
nagysaganak becslésére szimulacidk, illetve modellmembranok esetén, mindegyik szamos hatrannyal

és nehézséggel jellemezhetd, fSleg ha az é16 sejtekre térténd alkalmazhatdsagukat tekintjiik. EIS sejtek
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esetén a leginkdbb hasznalhaté modszereket a fesziiltség szenzitiv fluoroférok alkalmazasan alapuld

technikak jelentik.

2.1.5. Adipdlpotencidl mérése aminosztirilpiridinium-szarmazékokkal
A membranpotencidlok mérésére él6 sejtekben alkalmazhaték a fesziiltség szenzitiv fluoroférok,
amelyek hasznalatanak el6nye a korabban leirt technikakhoz képest, hogy segitségiikkel egyszerre
tobb éIS sejt vizsgalhatd noninvaziv mddon. Ezen molekuldk két csoportba sorolhatdk aszerint, hogy
milyen mechanizmussal és milyen gyorsan detektdljak a potencidlvaltozasokat. Az els6 csoportot lassu
szenzoroknak nevezhetjiik, mivel a potencial valtozasokat lassabban (s-ms nagysagrendben) képesek
kovetni, ugyanis annak hatdsdra az intra- és extracelludris tér vagy az oldat-membran kozotti
megoszlasuk, illetve dimerizaciéjuk mdédosul, ami spektralis sajatsagaik kévetkezményes megvaltozasa

révén detektalhaté®”8.

A masodik csoportot a gyors szenzorok képezik, amelyek elektronjainak megoszldsa azonnal (a
detektdlhatd us-ns id6skalan belil) megvaltozik elektromos erétér hatdsara. Ezt a jelenséget nevezzik
elektrokrémidnak, vagy mas néven Stark-effektusnak. Ezen mddszerek esetén a festék a lokalis
elektromos er6tér nagysagat érzékeli, melynek eredete a kromofér membranon beliili elhelyezkedése
miatt elsésorban a transzmembran és dipdlpotencidl. A kettd kozotti kilonbségtételt a kromofér
csoport membranon beliili mélységének beadllitdsaval lehet elérni. Fesziiltség mérésre elsGsorban azok
a fluroférok (gyors szenzorok) alkalmasak, amelyek elektronjai a molekula egészének mozgasa nélkil
képesek elmozdulni és ennek eredményeképpen megvaltoznak a vegyllet gerjesztési és emisszids
sajatossagai. Modellszamitasok alapjan a gyors szenzornak alkalmas molekulak egyik elséként leirt

legigéretesebb csoportjat képezték a 4-p-aminosztiril-1-piridinium kromofér szarmazékok>®.

Ezek az amfifil karakter(, hidrofil feji résszel és hidroféb oldallanccal rendelkezd palca alaku fluoroforok
rigid médon a membranba éplilnek és fluoreszcencia polarizacids mérések alapjan hidroféb hosszu
szénlancuk révén a membran sikjahoz képest meréleges pozicidban helyezkednek el. Ez kedvez$ az
elektrokrémos hatas maximalizadlasa szempontjabdl, hiszen az elektromos er6tér vektora parhuzamos
a toltésmozgas iranyaval, ugyanis a t6ltés a piridin komponensrél az anilinre mozog. Az excitacid soran
fellépd toltésmozgast igy az elektromos erGtér megvaltoztatja, modositva az elektron atmenetek
energiajat. Emellett fontos tulajdonsaguk, hogy a molekula egésze nehezen mozdul el, membranbeli
orientdciéjuk nem valtozik meg, a molekula elmozduldsan alapuld festékekhez képest joval
megbizhatébbak. Modellmembranon végzett spektrofluorimetrids mérések alapjan a fesziiltség
valtoztatdsdnak hatasara a vegylletek excitdcids spektruma megvaltozik, pozitiv potencial alkalmazasa
soran az alacsonyabb hulldmhosszi gerjesztés esetén mért fluoreszcencia megné, mig magasabb

hulldmhosszi gerjesztésnél a fluoreszcencia lecsdokken. Negativ potencidl ellentétesen hat, a
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spektrumban voros irdnyu eltolddas figyelheté meg. A transzmisszids spektrumukban torténd valtozas
komplementer az excitaciés valtozassal, valamint a spektrum hasonldéan viselkedik mind a
fliggblegesen, mind pedig a horizontalisan polarizalt fotonokat vizsgalva (bar a membranra merdleges
fényt vizsgalva a valtozasok jéval nagyobbak), igy ezek alapjan a spektrum eltolédast nem aggregacio,

illetve rotacids reorientécié okozza, hanem az elektromos tér jelenléte®-%2,

A késGbbiekben sokféle aminosztirilpiridinium-szarmazékot teszteltek voltage clamp,
spektrofotometria és spektrofluorimetria alkalmazasaval él6 sejtekben és azt talaltak, hogy az
ikerionos szerkezet kedvez6bb a membranbeli stabilabb rogziilés szempontjabdl. Bar az elektromos
erGtér hatasara a vegylletek emisszids spektruma is megvaltozik, annak lehet jelentfs nem
elektrokrémian alapulé komponense is (példaul a molekula rotécidja, a kvantumhatdsfok valtozasa,
illetve szolvatacids tényez6k révén), igy az excitacidos spektrum vizsgdlata jéval célszerlbbnek
bizonyult. A mérések sordn a legszenzitivebb szdrmazéknak a di-4-ANEPPS (1-(3-szulfonatopropil)-4-
[R] [2-(di-n-butilamino)-6-naftil vinil] piridinium-betain) mutatkozott, amely a p-anilino csoport helyett
6-amino-2-naftilt tartalmaz. Ennek a vegyllet geometridja szempontjabdl az az el6nye, hogy
meghosszabbodik a toltéselmozdulas Utja, vagyis az elektrokrémia megnoévekszik, viszont a molekula
flexibilitdsa nem ng, azaz nem emelkedik a nem-elektrokrdmias hatasok nagysaga. Ezzel 6sszhangban
a festék érzékenységének tisztan elektrokromias mechanizmusara utalt, hogy a gerjesztési és az
emisszids spektrum gyakorlatilag teljes inverz szimmetriat mutatott. A molekula tovabbi el6nye, hogy
fizioldgias kortlmények kozott nem érzékeny a pH valtozasaira, toltetlen, ikerionos formaban fordul
el6. Megfelel6 excitacids, illetve emisszids beadllitasokkal a fluoreszcencia intenzitas
potencialvéltozassal szembeni érzékenysége 10%/100 mV korilinek bizonyult. A di-4-ANEPPS
molekula alkalmazasanak a fentieken kiviil elénye volt még, hogy a potencidl valtozasait linearisan
kovette, reprodukalhaté médon a membrannak csak a kiilsé rétegébe inkorporalédott, intakt sejtekbe
csak hosszl inkubacié utan penetrdlt, spektralis sajatossagai alapjan kivaléan alkalmasnak latszott

mikroszkdpos vizsgélatokra, valamint arra, hogy mutassa a membranpotencidl térbeli eloszlasat is®3-5°.

Pl

A tovabbiakban mesterségesen el&allitott lipid vezikuldk és non-excitabilis Hela sejtek kilsé
elektromos er6tér hatdsara torténé membranpotencidl valtozasait vizsgdlva egy kismértékben
bonyolultabb, am joval megbizhatdbb mddszert is leirtak a potencialok mérésére. A mddszer soran a
fentebb leirt di-4-ANEPPS excitacios, illetve fluoreszcencia spektrumaban bekovetkezd valtozasokat
mérték két hulldmhosszon torténd gerjesztés utan. A festék gerjesztési spektruma két ellentétes
szélének megfelel6 hulldmhosszon torténé excitacid utan mérték a festék dltal kibocsatott
fluoreszcencia intenzitdsat, majd a két intenzitas aranyat hataroztdk meg, amelyrél kimutattak, hogy
az alkalmazott elektromos térerésség nagysagaval aranyos. A mérések reprodukalhatésaga magasnak

bizonyult és a mddszer 10 mV-os nagysdgrend( potenciadlvaltozasok kimutatdsara is alkalmasnak
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mutatkozott. A két hulldmhosszon térténd gerjesztésen alapuld racidmetrikus fluoreszcencias modszer
alkalmazasa azért kialénésen célszerl a potencidlok mérése soran, mert igy elimindlhatok a mintak
kozotti, illetve az egyes mintdk eltéré régidin belili kismértékben eltéré festékkoncentracidk, a
fényelhalvanyitas és a fényszoras mérést befolydsold hatasai, valamint kisebb potencidlvaltozasok is

kénnyebben kimutathaték a hagyomanyos mddszerekhez képest®®.

A di-4-ANEPPS méddositott véltozata a di-8-ANEPPS [1-(3-szulfonatopropil)-4-[B[2-(di-n-oktilamino)-6-
naftil]vinil]piridinium betain], amely annyiban kiilénbozik, hogy hosszabb szénlanccal rendelkezik, igy
magasabb hidrofobicitdsa miatt stabilabban régzil a membranban, mint a révidebb szénlancot
tartalmazo szdrmazék, igy internalizacidja is joval lassabb, emellett érzékenysége és jel-zaj aranya is
kedvez8bbnek bizonyult®’. A di-8-ANEPPS molekula neuroblasztéma eredet( sejtvonalon hasznalhaté
volt a membranpotenciadlban bekovetkez§ valtozdsok detektalasara a gerjesztési spektrumban torténd
eltolédast vizsgald racidmetrikus modszerrel, 15%/100mV-os szenzitivitassal. A mérések soran
azonban a fluoreszcens jel kismértékd, de szignifikdns eltérést mutatott a membran kilonb6z6
régidiban a kalium ionofdérként ismert valinomicin jelenlétében, amely hatterében a dipdlpotencidl

szerepe meriilt fe|858,

Ennek megfelel6en 6-ketocholestanol és phloretin segitségével kimutattdk, hogy a dipdlpotencial
novekedésének hatasara a di-8-ANEPPS gerjesztési spektruma kék iranyu eltolddast mutat, a valtozas
pozitiv irdnyd maximuma 450 nm-nél, negativ irdnyd maximuma 520 nm-nél taldlhatd. A
dipdlpotencial csokkenése esetén a valtozas ellentétes, maximuma pozitiv irdnyban 520 nm-nél,
negativ iranyban pedig 450 nm-nél taldlhatd, a vords iranyu eltolédasnak megfeleléen. A
dipdlpotencidl mérését ennek megfelel6en kettés hulldmhosszon torténd racidometrikus
fluoreszcencids modszerrel célszer(i végezni. A raciometrikus mddszer sordn ezért a molekulat két
kiilonboz6 hulldmhossza (példaul 460 és 520 nm) fénnyel gerjesztjik és a két esetben az emissziot
azonos hullamhosszon (példaul az emisszids spektrum maximuma, 580 nm felett) detektaljuk. A mért
fluoreszcenciaintenzitdsok hanyadosa ardnyos a dipdlpotencial értékével. A spektrum a festék
membranban vald elhelyezkedése miatt elsGsorban a dipdlpotencidl nagysagara érzékeny, a
transzmembran potencidlra joval kevésbé, mig a feliileti potencidlra nagyon kevéssé?”¥, A di-8-
ANEPPS dipdlpotencial mérésre vald alkalmazhatdsagat bizonyitottak azon mérések is, amely soran
kiilonboz6 foszfolipideket tartalmazd vezikuldk esetén hataroztdk meg a kordbban emlitett
intenzitasaranyokat és az azokbdl szamolt dipdlpotencial értékeket hasonlitottak 6ssze az irodalomban

fellelhetd potencial adatokkal, és erés linedris korreldcidt talaltak a kettd kozott®.

A di-8-ANEPPS molekula tulajdonsagainak vizsgalata kozben azonban az is kiderilt, hogy a két

kiilonboz6 gerjesztési hulldmhossz esetén kapott fluoreszcencia intenzitdsok aranya eltért annak
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fliggvényében, hogy az emissziét milyen hullamhossz tartomanyban vizsgaltak. Az arany magasabb volt
580 nm feletti emisszidt vizsgalva, mint 670 nm felett. Emellett mind mesterséges, mind természetes
membranokat vizsgdlva azt talaltak, hogy 580 nm feletti emissziét mérve a membran fazisatalakulasi
hémérséklete alatt a hémérséklet novelésével az emisszids arany nétt, mig afelett a hGmérséklet
novelésével csokkent. Ez arra utalt, hogy a fluoreszcencia intenzitas aranya fliigg a membran
viszkozitasatol. 670 nm feletti emisszid mérése esetén azonban az arany nem valtozott szignifikdnsan
a hémérséklet, igy a fluiditas fliggvényében, amely arra utalt, hogy ebben az esetben az a
festékpopulacid vizsgalhatd, amely nem érzékeny a festék fluiditasfligg6é reorganizacidjara, mivel az
elektronok az excitacié utan azonnal a gerjesztett allapot leginkabb relaxdlt szintjein talalhaték. Ezek
miatt olyan esetekben, ahol a membran fluiditdsanak valtozdsa varhato, célszerlibb az emisszids
spektrum voros oldaldnak megfeleld hulldmhosszokon végezni a méréseket. Emellett felvet6dott, hogy
a di-8-ANEPPS 6nmaga is képes lehet megvaltoztatni a dipdlpotencidl nagysagat, illetve tul magas
koncentraciok esetén a festék molekuldk aggregdlédhatnak is, amely tényez6k a mérések
pontatlansagat eredményezhetik. Ezek alapjan célszer a fluorofért agy alkalmazni, hogy a lipid:festék
arany legaldbb 100:1 legyen a festék &ltal okozott torzitd hatds elkeriilésének érdekében. Kés6bbi
mérések soran bebizonyosodott, hogy a festék az altalanosan hasznalt koncentraciétartomanyban (5
UM alatt) nem valtoztatja érdemben a dipdlpotencial nagysagat, hiszen kilonbozd foszfolipidekbdl
elGallitott mesterséges bilayerek esetén a di-8-ANEPPS nem valtoztatta érdemben a K*-valinomicin,

illetve a K*-nonaktin permeabilitasat 7°.

Bar a di-8-ANEPPS molekulat elsGsorban excitacids raciometrikus modszerek esetén alkalmaztak, az
elektromos erétér hatdsara a festék emissziés spektruma is eltolddik. igy felmerilt, hogy olyan
esetekben, amelyekben a jo térbeli felbontas mellett szilkséges a nagyon jo id6beli felbontas is, az
emisszios raciometrikus technikak alkalmasabbak lehetnek. Ebben az esetben ugyanis a gerjesztési
hulldmhosszt nem sziikséges valtoztatni, a vizsgalathoz elég lehet kétféle, id6ben parhuzamosan
mikédé kilonbdzé fotodetektor hasznalata’ . Amikor azonban az excitacids, illetve emisszids
spektrumeltolédason alapulé racidmetrikus mddszereket Gsszehasonlitottak kilonbozd lipidekbdl
felépiilg, illetve phloretinnel vagy 6-ketocholestanollal kezelt DMPC vezikulumokon, az excitaciés
raciometrikus mddszerrel kapott adatok jo egyezést mutattak az irodalomban fellelhetd értékekkel, az
emisszids raciometrikus modszerrel nyert értékek azonban jelent6sen eltértek ezektdl, valamint
jelentésen fliggtek az alkalmazott hémérséklettl és gerjesztési hullamhossztdl. A gerjesztéses és
emisszidos modszer kozotti eltérések hatterében az dllhat, hogy az el6bbinél a mérések soran az
olddszer molekulaknak, illetve egyéb molekuldk atomjainak nincs ideje elmozdulni, igy az excitacios
spektralis eltolddas ténylegesen csak a fluorofdr valtozasait tikrozi. Az emisszids spektrum meérése

soran ezzel ellentétben a szomszédos molekuldk dipdljainak van ideje atrendezédni, a molekularis
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reorientacio pedig az orientacids polarizdlhatdsag révén maddosithatja az atmenetek energia szintjeit,
valamint a folyamatot jelentGsen befolyasoljak a membran fluiditasabdl szarmazoé hatasok. Ezek miatt
dipdlpotenciadl mérésre elsGsorban a di-8-ANEPPS gerjesztési spektrumanak raciometrikus vizsgalata

hasznalhato”?.

Elvileg a di-8-ANEPPS segitségével torténd dipdlpotencial mérés masik lehetséges madjat jelenthetné,
hogy a lipidkérnyezet (igy a dipdlpotencial) valtozdsa a vegylilet pK-janak, ezaltal fluoreszcens
tulajdonsagainak megvaltozasat eredményezheti. Ez azonban csak elvi lehet6ség, ugyanis a festék pK-
janak értéke erdsen a savas tartomanyba esik (a lipid kettGs réteg 6sszetételétdl flgg, de altaldban
<1,8), igy a mérést a fizioldgias tartomanytdl tavol kellene végezni, amely régiéban mar a membran
fazisatalakulasa megtorténhet, igy a pK eltoldodason alapulé mérések nem tekintheték bioldgiailag

relevansnak’.

Bar eredetileg a di-8-ANEPPS festéket a transzmembran potencidl nagysaganak mérésére alkalmas
festékként irtdk le, excitdcids raciometrikus mddszerek sordn az intenzitds arany elsGsorban a
dipdlpotencial nagysagara érzékeny. Ezt tdmasztottak ald azok a fluoreszcencia kioltason alapuld un.
parallax moddszerrel POPC mebranokon végzett mérések, amelyek azt mutattdk, hogy a festék
fluoreszcenciat kibocsato régidja 12,2 A-re helyezkedik el a kettSs lipid réteg centrumétdl, vagyis éppen
a membran interfacidlis régidjaban taldlhatd, amely éppen a dipdlpotencidl régidja és ahova a fellileti
potencial alacsony hatdtavolsaga miatt mar nem ér el. A transzmembran potencial hatasa pedig a
kisebb potencial esés, illetve az ezdltal generalt alacsonyabb mérték(i elektromos erétér miatt itt a

dipdlpotencidlhoz képest sokkal kevésbé érvényesil®.

2.1.6. Adipdlpotencidl mérése 3-hidroxiflavonokkal
A korabban leirtaknak megfelel6en a fluoroférok gerjesztési spektrumaban bekévetkezd eltolodas
mérése alapjan torténd dipolpotencial meghatarozassal szemben az emisszids spektrum vizsgalatanak
jelent@s gyakorlati elénye lenne, azonban erre az aminosztirilpiridinium szarmazékok nem alkalmasak.
Ehhez olyan fluoreszcens festékek kellenek, amelyek j6 kémiai és fotokémiai stabilitassal és magas
kvantumhatdasfokkal rendelkeznek, valamint a molekuldk gerjesztett allapotdban bekovetkezd
valamilyen reakcid révén nagy spektralis valtozassal reagdlnak a membranbeli valtozasokra. llyen
reakcio lehet izomerizacio, toltés-, illetve protontranszfer is, amely folyamatok révén idedlis esetben a
gerjesztett allapotd molekula két olyan formdja johet létre, amely akar eltéré emisszidés savban
bocsdthat ki fotonokat. Mindezen kovetelményeknek megfeleltek a kés6bb kifejlesztett 3-
hidroxiflavon (3-HF) fluoroférok, amelyek emisszidés spektrumardl kimutattdk, hogy dramai mddon
megvaltozik a membranlipidek tulajdonsagainak valtozdsara. Gerjesztett allapotban ugyanis a

fluoroférokban intramolekularis proton transzfer (ESIPT: excited state intramolecular proton transfer)
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reakcid megy végbe, igy a molekuldk excitacid utan N* (normal gerjesztett allapot) és T* (foto-
tautomer termék) formdaban fordulhatnak el6. Az ESIPT reakcié a molekulak 3-hidroxil és 4-karbonil
csoportja kozott zajlik és a két forma emisszidja jol elkilondl, a T* formaé a magasabb hulldmhossz
tartomanyba esik. A 3-HF-ok fontos tulajdonsaga még, hogy hidrofil csoportjaik révén a membran-viz
hatarfelileten helyezkednek el és hosszu szénldncuk miatt erésen rogzilnek a membranban, igy
mobilitasuk alacsony. A N*-T* formak kozotti atmenetrdl azt taldltak, hogy a membranban talalhaté
elektromos tér eréssége befolyasolja (a molekula TT elektron rendszerének mdédositasan keresztiil) a
két forma megoszldsat, ami arra utalt, hogy a 3-HF szarmazékok alkalmasak lehetnek a fluoroférok

emisszids spektrumanak eltolédasan alapuld racidmetrikus potencidl mérésre’,

A késGbbiekben felvet6dott a 3-HF-ok alkalmazasanak lehet6sége dipdlpotencidl mérések soran,
hiszen azt taldltdk, hogy bizonyos szarmazékok (példaul FAN1 és a vele ellentétes membranbeli
orientdciéju BPPZ) gerjesztett T* formdja alacsony, mig N* formaja magas dipélmomentummal
rendelkezik, igy a membranban taldlhatd elektromos er6tér kiilonb6zé mértékben befolydsolja a két
forma energia szintjeit, ezaltal stabilitasat is. Mig a T* forma érdemben nem vdéltozik az elektromos tér
valtozasanak hatasara, a N* forma esetén a molekula t6ltés eloszlasa jelentés mértékben médosul, igy
a N* forma T*-hoz viszonyitott relativ stabilitdsa megvaltozik, ami a két forma kozotti megoszlas
madositdsa altal a két emisszids sav kozotti intenzitas valtozdsban is megnyilvanulhat, vagyis a festékek
hasonldéan a 3-HF-ok gerjesztési spektruma, illetve két emisszids savja is eltolédhat, amelyeknél
azonban sokkal jelent6sebb az emisszids savok kozotti intenzitas arany valtozasa. Ennek megfelelGen
kiilonboz6 lipidosszetételli (DMPC, DTPC) vezikulumok és a dipdlpotencial nagysagat maddositd
kezelések (phloretin és 6-ketocholestanol) spektrofotometrids és spektrofluorometrias vizsgalata
soran azt talaltak, hogy magasabb dipdlpotencidl hatasara az FAN1 excitacids és emisszids spektruma
kék irdnyu eltolddast mutatott, a N* és T* fluoreszcencia intenzitasa kozotti arany pedig lecsdkkent és
ez utébbi bizonyult messze a legjelent6sebb hatasnak. Alacsonyabb dipdlpotencial (DTPC vezikulumok,
illetve phloretin kezelés) hatasara éppen ellenkez valtozasok voltak megfigyelhet6k. A membranban
ellentétes orientacidju BPPZ esetén a vartnak megfelel6en az FAN1-hez képest ellentétes hatasokat
l[attak. Minden 3-HF-szdrmazékokkal megfigyelt valtozas hasonld jelleglinek adddott, mint a
referenciaként hasznalt di-8-ANEPPS esetén, kozottiik erSteljes kvantitativ korreldcidt tapasztaltak,
viszont a 3-HF-szarmazékokat haszndlé mérések szenzitivitdsa jéval magasabb volt, valamint azok
méréstechnikai szempontbdl egyszer(ibbnek bizonyultak. Ezen kiviil a 3-HF-ok el6nye, hogy a molekula
toltott része nem a kromofdr eleme, valamint a festék hossza véltoztathatd, igy a membranba térténd
penetraci6 mélysége is szabdlyozhatd. A fenti eredmények arra utaltak, hogy vezikulak

dipdlpotencidljanak mérésére egyszerlen haszndlhatdak a 3-HF-szarmazékok, a két emisszids savjuk
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intenzitdsanak aranyat mérve emissziés racidmetrikus modszerrel. A mérések soran kilondsen
kedvez6, ha két ellentétes membranbeli orientaciéju szarmazékot, példaul az FAN1-BPPZ part
alkalmazunk a dipdlpotencial meghatarozdsdra, ugyanis ha a két festékkel ellentétes iranyu
valtozasokat tapasztalunk, az a dipdlpotencidl valtozasat tdmasztja ala. Valamilyen egyéb membran
biofizikai paraméter valtozasa eredményeképpen ugyanis a két fluorofdr spektralis tulajdonsagai
varhatdéan azonos irdnyban vdltoznanak. Ezaltal a dipdlpotencial valtozdsa a mérések soran

elkilonithet6vé valik az egyéb tényez6k mddosulasaitdl”™.

A késGbbiekben uUjabb 3-HF-szarmazékokat fejlesztettek ki, amelyek kedvezébb tulajdonsagokkal
rendelkeztek a kordbbiakhoz képest. Ilyen volt az F8N1S, amely az analég FAN1-nél hosszabb
szénlanccal és a pozitiv toltés( rész helyett ikerionos csoporttal rendelkezik, ezaltal a sejtekbe torténd
penetracidja lassabb, valamint a PPZ8, amelynek az analdg BPPZ-hez képest egy extra 6-oktiloxi
csoportja van, igy a membrdanbeli szerkezeti illeszkedése erGsebb és az emittdlt fluoreszcencia
intenzitdsa magasabb. A fluoroférokat észteres DOPC és éteres DTPC vezikulumokon, 6-
ketocholestanol jelenlétében vagy anélkil alkalmazva a fentiekhez hasonlé eredményeket kaptak,
vagyis e szarmazékokkal is mérhetd volt a dipdlpotencidl emisszids raciometrikus modszerrel (a két
emisszids sav aranyat vizsgalva). A mddszer nem mutatott érzékenységet a fellileti potencial irant,
valamint a festékek tulajdonsdagai valtozatlannak mutatkoztak 5 és 9 k6zotti pH tartomanyban. A két
Uj 3-HF-szdrmazékkal azonban mar él6 sejteken (human akut monocitas leukémia eredeti THP-1
sejteken és egér fibroblaszt L929 sejteken) is mérni tudtak a dipdlpotencidl nagysaganak valtozasait
mind spektroflorométeren sejtszuszpenzidot mérve, mind pedig konfokalis lézer pasztazd
mikroszképon, egyedileg lathatovd téve az adherens sejteket (és kimutatva a sejtmembran
heterogenitasat a dipdlpotencialt tekintve). Ezen eredmények bebizonyitottak, hogy a di-8-ANEPPS-
hez képest nagyobb szenzitivitassal és egyszer(ibb méréstechnikaval is mérhet6 a dipdlpotencial

nagysaga él8 sejteken is emisszids raciometrikus médszerrel,

A 3-HF-szarmazékok (példaul FAN1 és F8N1S) esetén felvet6dott egy harmadik gerjesztett allapotu
forma jelenléte is, ugyanis a korabban leirt két emisszids sdv nagyon kozel esett egymdshoz, valamint
az alacsonyabb hullamhosszu sdvhoz tartozé csucsnal egy széles vall volt megfigyelhet6 a gorbén. Ezt
a feltevést megerGsitették fluoreszcencia anizotropia mérések is, amelyek soran a vall teriletéhez
tartozd hulldmhossz értékeken mért anizotrdpia jelentGsen kisebb volt a tobbi hulldmhosszon mért
értékekhez képest. Dekonvollcids eljards soran kiderilt, hogy a vall valéjdban egy harmadik sdv,
amelynek jelenléte jelentdsen fligg a lipidek és az olddészer milyenségétsl és tulajdonképpen a
vizmolekuldkhoz hidrogénkotéssel asszocidlodd N* formaju gerjesztett allapotnak (H-N*) felel meg,
amely emisszids spektruma a hidrogénkotés, illetve a hatarfelllethez kdzelebbi lokalizacié révén a

magasabb hulldmhosszak felé tolddik el. Hidrogénkotott formdban a fluorofédrokban ESIPT nem mehet
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végbe, igy jon létre a 3 sav az emissziés spektrumban. A H-N* sav relativ aranya a membran
hidraciéjarol hordozhat informaciét, amelynek azonban nem volt jelent6s hatdsa az N* és T* aranyara,
vagyis a dipdlpotenciadl nagysaganak meghatarozasa soran a H-N* sav jelenléte nem befolydsolja

szignifikdns mdédon a méréseket”’.

Az egyik elsé 3-HF-szarmazék, az F2N12S tovabbfejlesztésével egy az FEN1S-hez szerkezetileg hasonlo
vegyliletet allitottak el6, amelyet F66NS-nek neveztek el. Az F66NS (a kés6bbiekben F66) esetén a
molekula alkil lancdnak létrehozasahoz hexil csoportot alkalmaztak a lipid membranokhoz valé affinitas
javitasa céljabdl. A vegyllet ikerionos szerkezete és a 3-hidroxiflavon rész ellentétes oldalaihoz
kapcsoldédod két hosszu alkil lanc révén a fluorofor a membranban vertikalis orientacidban rogziil,
mélyebben, mint az eredeti festékek. Ezaltal a molekula fényessége magasabbnak adddott, valamint a
lipid kdrnyezetben bekovetkezé valtozasok érzékelésében magasabb szenzitivitasinak bizonyult é16

sejtek vizsgdlata esetén. Emellett a festék dramlasi citometrids mérések soran is alkalmazhaté volt’®,

2.2. Az ErbB fehérjecsalad

2.2.1. Az ErbB fehérjecsalad altalanos leirasa
Az epidermdlis novekedési faktor receptor csalad tagjai, vagyis az ErbB fehérjék (ErbBl=epidermalis
novekedési faktor receptor (EGFR)=HER1, ErbB2=HER2/Neu, ErbB3=HER3 és az ErbB4=HER4) széles
korben ismert molekuldk, amelyek szamos tudds érdeklGdésének kozéppontjaban allnak,
sejtbioldgusoktdl klinikai kutatokig’92. Ezek a fehérjék tébbnyire epitelidlis sejtekben fejez6dnek ki (az
ErbB1l és ErbB2 mezenchimdlis szovetekben is el6fordul) és fontos szerepet jatszanak a korai
embrionalis fejlédésben, a kozponti és a periférids idegrendszer, kiilénb6z6 mirigyek, a szivizom és a
szivbillenty(ik kialakuldsdban®®2, A receptorcsalad iranti kildénleges érdeklédés egyik oka, hogy a
csalad tagjai jelentGs szerepet jatszanak bizonyos tumorok patogenezisében, mutdacidjuk, tulzott
sejtfelszini kifejez6désiik ugyanis rakos transzformaciéhoz vezethet. Ennek megfeleléen az ErbB
fehérjék patogenetikai szerepét mutattdk ki példaul a kovetkez6 tumorokban: laphamsejtes
tid6karcindmaban, nyel6cs6karcindmaban, epidermoid fej-nyak és glialis eredetld agytumorokban
(EGFR); eml6-, petefészek-, méhnyak- és gyomorkarcindmakban (ErbB2); eml6- és
vastagbélkarcinomakban (ErbB3); valamint emlé-, hasnyalmirigykarcinémakban és
neuroblasztémaban (ErbB4)8#*. Az ErbB fehérjék tumorokban jatszott patogenetikai szerepiik miatt a
gyogyszeres kezelések célpontjai lehetnek, amely felfedezés ErbB ellenes célzott tumorellenes

terapeutikumok kifejlesztéséhez vezetett®.

Az ErbB fehérjék a receptor tirozin kinazok (RTK) csoportjaba tartoznak, rendelkeznek ugyanis egy

extracellularis, er6sen glikozilalt, ciszteinben gazdag ligandkot6 doménnel, a fehérje membranba valo

« 7z
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intracelluldris, protein kinaz aktivitassal rendelkez6 doménnel. Az EGFR és az ErbB4 , hagyomanyos”
RTK-nak tekinthetd, mig az ErbB2 és ErbB3 specialis molekuldk, el6bbinek ugyanis nincs ismert ligandja,
mig utébbi nem rendelkezik érdemi kinaz aktivitassal, ugyanakkor mindkét fehérje rendkivil fontos,

hiszen befolyésoljk a csalad tdbbi tagjank miik6dését®®’,

2.2.2. Az ErbB fehérjék felfedezése, ligandjai és jelatviteli Utvonalai
Az EGFR ligandjat, az epidermalis novekedési faktort (EGF) 1962-ben fedezték fel és izolaltak egerek
nyalmirigyéb6I®2, majd nem sokkal késébb kideriilt, hogy a molekula sejthez kétédése specifikus és
reverzibilis, hatdsa pedig szaturdciét mutat, amelyek arra utaltak, hogy specifikus receptorokhoz
kotédhet a sejtek felszinén®. Ennek megfelel6en hamarosan azonositottak az EGFR-t és az is kidertiilt,
hogy a molekula kindz aktivitassal rendelkezik®°. A fehérje és ezaltal a molekulacsaldd elnevezése az
avian erythroblastosis virus nevébdl szarmazik, ebben azonositottdk ugyanis a v-erbB onkogént,
amelyrél kideriilt, hogy az EGFR csonkitott formajal. Ezt kévetSen patkdnyban etil-nitrozourea altal
indukalt neuroektodermalis tumorokbdl a v-erbB-hez nagyon hasonlé onkogént mutattak ki, amelyet
neu-nak neveztek el®? és amelynek megtaldltdk az ErbB2-ként elnevezett megfelel§jét az emberi
genomban®®4, Az is kideriilt, hogy a neu-nak nevezett varidns annyiban tér el a vad tipusu ErbB2-t4l,
hogy a transzmembran doménben egy Val->Glu aminosavcserét eredményezé pontmutdciot
tartalmaz, amely a tumoros transzformacid létrejottét eredményezi®®. Az aktiv kindz doménnel
rendelkez6 ErbB2 legfontosabb eltérése az volt az EGFR-hez képest, hogy nem kotott EGF-et
ligandként®®. A csaldd harmadik tagjat, az ErbB3 molekuldt az EGFR és ErbB2 fehérjékkel vald
homoldgidja alapjan azonositottdk, azonban az is hamar kiderilt, hogy intracelluldris doménje
jelent&sen eltér6 a tobbi ErbB fehérjéhez képest, |ényegében nem rendelkezik ugyanis érdemi kinaz
aktivitassal®°, ugyanakkor heregeulint két ligandként'®. Az ErbB4 ezzel szemben egy tipikus receptor
tirozin kindz, intracellularis doménje leginkdbb az ErbB2-h6z hasonlit, ennek megfeleléen aktiv, mig
extracellularis doménje az ErbB3-mal mutat jelent6s hasonldsagot, igy az ErbB4 is heregulint és mas

hasonlé ligandokat k&t10+102,

Az ErbB fehérjék receptor tirozin kinaz voltuknak megfelel6en (az ErbB2 kivételével, amelynek nincs
ismert fizioldgias ligandja) kiilonboz6 extracelludris ligandokat kétnek, amelyek kozos tulajdonsdga,
hogy meghatdrozott helyen 6 ciszteint tartalmaznak, melyek egymassal harom intramolekularis
diszulfid kotést alakitanak ki, megfelel6 konformaciét biztositva az ErbB proteinekkel vald
kélcsdnhatdshoz. Ugyanaz a ligand a csalad kiilonb6z6 tagjaihoz kétédhet, illetve az adott receptor
kiilonboz6 ligandokat is felismerhet. Az igy létrejové szamos ligand-receptor kombinacié sokféle
sejtvalaszt eredményezhet sejttipustdl figgéen. A ligandokat a kiilénb6z6 ErbB receptorokhoz vald
affinitasuk alapjan csoportosithatjuk: 1) EGF-szer(i ligandok, amelyek leginkabb az EGFR-hez kotédnek

(EGF, transzformalé novekedési faktor a, amfiregulin, epigén); 2) heregulinok vagy mas néven
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neuregulinok, melyek az ErbB3-hoz és ErbB4-hez kotédnek (neuregulin-1 (=heregulin), -2, -3 és -4) ; 3)
azon ligandok, amelyek egyarant kot6dnek az ErbBl-hez és ErbB4-hez (heparint kot6 EGF-szerd

noévekedési faktor, betacellulin, epiregulin)031%4,

A ligandok receptorhoz kot6désének hatdsara a kovetkez6 fejezetekben részletesen targyalt folyamat
soran végsG soron a fehérje kindz doménje aktivalédik, amely egyrészt a kialakulé dimerben a masik
receptor alegységet, masrészt pedig masodlagos hirviv6k foszforilacidjat eredményezi. Ezek a
sejtplazma egyéb fehérjéit, tovabbi masodlagos hirviv6ket aktivalnak, amelyek attél figgben, hogy
milyen ligand mely receptorhoz kot6dott, kilonféle jelatviteli Utvonalak beinduldsahoz vezetnek. Egyik
leggyakoribb ilyen a mitogén-aktivalt protein kindz (MAPK) uatvonal, amelyben a foszforilalt
receptorhoz k6t6dé elsédleges adaptor fehérje a Grb2/SOS komplex, amely a protoonkogén Ras és
azon keresztiil a Raf-1 fehérjék és végsé soron szamos transzkripcids faktor aktivalasan keresztil
fokozza a sejtek proliferacidjat. A foszfatidilinozitol-3-kindz (PI3K) altal aktivalt Akt kindz utvonal a
sejtek tuléléséért felelds, antiapoptotikus jeleket indukal, melyet elsésorban az ErbB3 receptort is
tartalmazo heterodimerek aktivalnak. A foszfolipaz C-y (PLCy) Utvonal aktivaléddsat a csalddon belil
csak az EGFR képes indukalni. llyenkor az enzim hatdsdra keletkez6 inozitol-1,4,5-trifoszfat (IPs)
hatdsara Ca?*-ionok szabadulnak fel az intracelluldris raktarakbdl, melyek befolyasoljdk szamos Ca?'-
fliggd enzim miikodését. Emellett stimuldlédik a szamos transzkripcids faktor aktivacidjaért is felel6s
protein kindz C (PKC) az IP; mellett keletkezd diacilglicerol (DAG) segitségével. A beinduld jelatviteli
utvonalak eredményeképpen kilénb6z6 sejtvalaszok alakulnak ki, igy a kordbban emlitett

sejtproliferdcié, apoptdzis gatlds, migracid, ndovekedés, adhézid vagy differencidcig’®8%105-107,

2.2.3. Az ErbB fehérjék felépitése és aktivacidjanak klasszikus modellje
Az ErbB fehérjékkel kapcsolatos kiemelt érdeklédés masik oka, hogy a dimerizacié altal aktivalodott
fehérjék prototipusainak tekinthet6k®*. A négy receptor szerkezete és funkcidja nagyfokud hasonlésagot
mutat egymadssal és altaldnos értelemben az egyéb receptor tirozin kindzokkal. A transzmembran
proteinekre jellemz6 mddon rendelkeznek egy extracellularis, egy transzmembrdn és egy
intracelluldris doménnel (2.2.3.1 4bra). A fehérjék extracellularis része négy szubdoménbdl épiil fel,
amelyek kozil kett6, az L1 (1) és az L2 (lll) leucinban gazdag és a ligand megkotésében jatszik szerepet,
mig a masik kettd, a ciszteinben gazdag CR1 (ll, S1) és CR2 (IV, S2) a receptor monomer alegységeinek
dimerizaciés folyamataiban fontos. A fehérjék transzmembran doménje 23 aminosavbdl all és a-
helikalis szerkezet(i, amely az intracellularis régidban a 40 aminosavat tartalmazd juxtamembran
doménben folytatdodik. Ezt kdveti a foszforilalhaté aminosavakban gazdag tirozin kindz domén, amely
a jelatviteli uUtvonalak szabalyozasaban jelent6s. A molekuldk C-termindlis végén taldlhatdak a
foszfotirozint kot6 effektor molekuldk kétéhelyei. Az ErbB3 és ErbB2 fehérjék szerkezete ettdl némileg

kiilonbozik, elébbi kindz doménje inaktiv a mdédosult aminosavosszetétel miatt, mig utdbbi esetén az |
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és lll szubdoménekbdl képz6db ligandkotd zseb tul kicsi, igy a mai napig nem talaltak hozza kot6dé

fizioldgids ligandot®%9%:108,

Az ErbB fehérjék aktivacidjat leird klasszikus alloszterikus aggregaciés modellt az EGFR vizsgalata soran
alkottdk meg. Mar az EGFR felfedezése idején felvet6dott a receptor-ligand komplexek
receptor monomerként fordul el6 a sejtmembranban, majd ligand (pl. EGF) kot6désének hatasara
megvaltozik a fehérje extracellularis doménjének konformacidjal®®. Ez a receptor dimeriziciéjahoz
vezet, amely altal a szomszédos citoplazmatikus tirozin kindz domének kozel kerlilnek egymashoz és
receptor-receptor kélcsdnhatdsok révén aktivdldodnak!'¥!'2, A megnévekedett kindzaktivitds
eredményeképpen a receptor-alegységek (kereszt)autofoszforilacidja kovetkezik be, amely hatasara
az intracelluldris részen a dokkoléhelyként funkcionald foszforildlt tirozin oldallancokhoz sejplazmai
fehérjék kotédhetnek Src homolégia 2 (SH2) doménjeik segitségével, foszforildlodhatnak és
aktivalédhatnak, amely a downstream jelatviteli Utvonalak beinduldsat eredményezi'®* (2.2.3.1
abra). A dimerizacid és autofoszforilacié szerepét tdmasztottdk ald azon megfigyelések, amelyek
szerint kindzdeficiens EGFR jelenléte dominans negativ mddon csokkentette a foszforilacids aktivitast
és a jelatviteli folyamatok beindulasat, valamint az EGFR molekuldk mesterséges keresztkotése novelte

foszforilacios aktivitasukat™ 8,

ErbB fehérjék esetén nemcsak a receptor alegységek homodimerizaciés folyamatai vezethetnek
aktivacidhoz, hanem a csaldd kiilénb6z6 tagjai heterodimereket is képezhetnek, amely szintén a
jelatviteli utvonalak beinduldsat eredményezi. Ennek elsé bizonyitékaként, gyomorkarcinédma eredetd
sejtek esetén az EGF liganddal torténd stimuldcié az ErbB2 fehérjék foszforilaltsdaganak névekedéséhez
vezetett!?, A jelenség hatterében kés6bb kimutattdk az EGFR-ErbB2 heterodimerek jelenlétét és azt
is, hogy a heterodimerek kialakuldsa az EGFR EGF irdnti affinitdsdnak ndvekedését eredményeztel?,
Hasonlé kolcsonhatast mutattak ki az ErbB3 és az ErbB2 kozott, a kiakuld heterodimer pedig
funkiconalisan o6tvozte és felerGsitette a két alegység tulajdonsagait, hiszen magas heregulin
affinitassal és kinaz aktivitdssal birt'?l. Emellett bebizonyosodott az is, hogy az EGFR heteodimereket
alakithat ki ErbB3-mal*?*123, valamint ErbB4-gyel is*?*. Az ErbB2 szintén a csaldd dsszes tébbi tagjaval
képezhet heterodimert, amely egyrészt megnoveli a partner ligand irdnti affinitasat (valdszintileg a
novekedését eredményezi, a heterodimer magasabb kinaz aktivitasa, valamint lassabb endocitézisa
révénl?>126 A késébbiekben az is kideriilt, hogy bar a csalddon beliil szinte barmilyen heterodimer
képz6dése lehetséges, az ErbB2 jelenléte esetén ez a fehérje szamit preferdlt heterodimerizacids
partnernek, a tobbi dimer elsésorban annak hidnya esetén alakul ki. A legfontosabb dimer

kolcsonhatasoknak az ErbB2-ErbB3 és ErbB2-EGFR heterodimerek kialakuldasa mutatkozott. Az ErbB
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fehérjék a receptor interakciok komplex haldzatat hozzak létre és a kiilonboz6 receptor kombinaciok
eltér6 szignalizaciés utvonalakat aktivalhatnak, amelyek a novekedést szabdlyozé szignalok
finomhangoldsaban és amplifikacidjaban jelentdsek, valamint nélkiilozhetetlenek az ErbB3 produktiv

jeldtviteléhez?-130 (2.2.3.1 4bra).
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2.2.3.1 dbra: Az ErbB fehérjék felépitése, klasszikus aktivaciés modellje és az altaluk
aktivalt jelatviteli Utvonalak (az dbra a’®131132 referencidkban fellelhetd dbrak
felhasznalasaval késziilt). A. Az ErbB fehérjék az egyéb receptor tirozin kindzokhoz
hasonldan rendelkeznek egy ligandot két6 extracelluldris, egy transzmembran és egy
kindz aktivitassal bird intracellularis doménnel. B. A klasszikus allosztérikus aktivacids
modell alapjan az ErbB receptorok nyugalomban inaktiv monomerként fordulnak elg,
amely allapotban az extracellularis domén jellemzGen zart konfomacidban talalhaté. Ez a
konformacio atalakulhat egy nyitott szerkezetté, els6sorban ligand jelenléte esetén,
amely stabilizalja a nyitott konformdacidt. Ebben az elrendez6désben az extracellularis
dimerizacios kar exponalddik, amely révén a monomerek homo-, illetve
heterodimerekké alakulnak. Ennek hatdsara az intracellularis domének megfeleld
orientaciéjanak kialakuldsa eredményeképpen a kinaz domének aktivalédnak, amely a
jelatvitel dtvonalak beinduldsat eredményezi. C. Az ErbB receptor homo-, illetve
heterodimerek kialakuldsa a kdlcsénhatasban részt vevs receptorok és a sejtek/szévetek
tipusa fliggvényében szamos kiilonféle jelatviteli Utvonal aktivalédasat eredményezheti,
amely kiilonféle sejtvalaszok kivaltasahoz vezet. Ezek egyik leggyakrabban el6forduld
tipusa a sejt proliferaciéja, amely magyarazza azt a megfigyelést, hogy a receptorok
tulm(ikodése szamos daganat patomechanizmusdban szerepet jatszik.
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A klasszikus dogma szerint a receptor dimerizaciét és aktivaciot elsGsorban az ErbB fehérjék
extracellularis doménje iranyitja. A kordbban leirtaknak megfeleléen a ligand kot6déséért az
extracellularis | és lll, mig a dimerizacidért a Il és IV szubdomén felel6s. Az ErbB fehérjékrdl (az ErbB2
kivételével) krisztallografias vizsgdlatokkal kimutattdk, hogy aktivalatlan allapotukban egy zart
konformdcidban taldlhatoak'®133134 Ebben a konformacidban a Il szubdomén dimerizacids karja a IV
szubdoménnel intramolekuldris kolcsonhatast alakit ki, amely stabilizdlva a térszerkezetet
megakaddlyozza a dimerizadciét, amely a Il szubdomén dimerizaciés karjanak intermolekularis
kolcsdnhatasaval johetne létre. A zart konformdacidban a ligandot kété szubdomének tavol vannak
egymastdl, de képesek ligandot kétni'*®, Egyik elmélet szerint a ligand bekdtédése indukélja a zart
konformacio nyiltba valé atmenetét, mig mas elképzelések szerint a receptor konformdcidéja fluktudl a
zart és nyitott dllapotok kdzott, és a ligand bekdtédése stabilizalja az utdbbit!32 (2.2.3.1 dbra). Az ErbB2
esetén ezzel szemben a Il és IV szubdomének kozotti intramolekularis kélcsénhatas hianyzik és a
receptor extracelluldris doménje egyfolytdban nyilt konformacidban van, ezért preferalt
heterodimerizacids partner. Homodimerizacidja ugyanakkor az alegységek kozotti elektrosztatikus
taszitds miatt csak tulzott sejtfelszini expresszié vagy a transzmembran doménben taldlhaté mutacio

esetén figyelhet6 meg®®.

2.2.4. Az ErbB fehérjék transzmembran doménje és az aktivacié Uj modellje
Szamos kutatas utalt azonban arra, hogy a receptoraktivacié jéval komplexebb folyamat, nem irhato
le olyan egyszer(ien, mint az az eredeti klasszikus modellben szerepelt. Mar koran voltak arra utald
jelek, hogy az ErbB alegységek asszociacidja nem elegendd a fehérje aktivacidjahoz. Kimutattak
példaul, hogy az ErbB2 homodimerizacidjanak indukaldasa egy, az extracellularis doménben torténé
aminosavcserével nem eredményezi a foszforildcié noévekedését, illetve a jeldtviteli folyamatok
beinduldsat. Ez arra utalt, hogy inaktiv dimerek képz&dése is lehetséges'®®. Ezzel 6sszhangban FRET és
FLIM mérések sordn egy jelatviteli szempontbdl inaktiv, dimerizalt vagy oligomerizadlt EGFR
szubpopulacio jelenlétét mutattak ki intakt, é16 sejtekben ligand nélkiil is. A kézleményben prezentalt
modell szerint az ilyen preformalt komplexeket az EGFR dimert alkoté két partner egyszerd,
nonallosztérikus, ligandindukalt reorientacidja aktivalhatja, amelyet a transzmembran és
citoplazmatikus domének ©sszehangolt rotacids mozgdsa medidlhat’®. Ezt megerésitve FLIM,
fluoreszcencia korrelacidos spektroszképia, number&brightness analizis és egyéb maddszerek
segitségével bizonyitottak preformalt EGFR (féleg tranziens) dimerek, tetramerek és egyéb magasabb
rend(i komplexek jelenlétét ligand hidnydban is'3®144, A csaldd egyéb tagjairdl, igy az ErbB2 és ErbB3
fehérjékrél is kimutattdk, hogy nagyméretl, néhany tiz vagy akadr szadz proteinbdl feléplld
homoaggregatumokat alkotnak néhany tiz vagy akar szdz nanométeres méretben. Aktivacid soran

pedig a receptor-alegységek elhagyhatjak ezen komplexeket4>148,
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Bar kezdetben a dimerizacié folyamataban kizardélagosnak gondoltdk az extracellularis domén
szerepét, kés6bb kiderilt, hogy az ErbB receptorok klaszterizacidjaban a transzmembran és az
intracellularis domén is szerepet jatszik. Az inaktiv allapotban az ErbB1 kindz doménje egy 6nmagat
gatld konformacidban taldlhatd, amelynek szerkezete nagyban hasonlit az inaktiv ciklin-dependens
kinazok strukturajahoz. Aktivacio soran a két kinaz domén aszimmetrikus dimert képez, amelyben a
Jreceiver” kindzt aktivalja az ,activator” kindz**1*°, Hasonlé feladatmegosztast figyeltek meg indirekt

médon ErbB heterodimerek kindz doménjei k6z6tt is™?.

Az ErbB fehérjék harom nagy alkotdeleme kozil a transzmembran domén (TMD) dimerizaciéban
jatszott szerepe a legkevésbé ismert. A receptorcsalad tagjainak felfedezése utan azt gondoltak, hogy
a TMD szerepe passziv, csupan annyi, hogy a proteint a membranba horgonyozza, hiszen a TMD-ben
kiilonféle mutaciot hordozd receptorokban nem taldltak eltérést sem a ligandaffinitas, sem a
dimerizacid, sem pedig a foszforilacids aktivitds tekintetében>>>*, Ezzel ésszhangban az extra- és
intracelluldris domének kapcsolddasat biztositd transzmembran és juxtamembran domének nagyon
rugalmasnak tlinnek®>>1¢, ugyanakkor néhany megfigyelés a TMD receptoraktivaciéban jatszott
jelentés szerepét tdmasztja ala. Az elsé erre utald jeleket a human ErbB2 (NeuT) vagy patkany
homoldgja transzmembran doménjének vizsgalata soran talaltdak. A 664-es pozicidban levé Val
aminosavat ugyanis Glu-ra vagy Gln-ra cserélé pontmutdcié hatdsara a fehérje homodimerizacidjanak
és aktivitdsanak fokozddasat figyelték meg® 1718 (Jéllehet a Neu jelélést eredetileg egy
nitrozoetilurea-indukalt patkany neuroblasztémaban talalt onkogén leirasara haszndltdk, manapsag
széles kdrben haszndljadk a human ErbB2/HER2 onkoprotein elnevezésére is. A dolgozatban minden
fehérje-, illetve génszimbdlum a human verziéra utal). Ezzel 6sszhangban ugyanezen valin aminosav
izoleucinra torténd cseréjét eredményez6 egyedi nukleotid-polimorfizmus az emlétumor csékkent

rizikdjaval tarsul®°,

Kiderilt, hogy az ErbB fehérjék esetén a dimer kialakuldsa soran az alegységek TMD-jei is kapcsolédnak
egymashoz. A TMD-k k6zotti dimerizacié mechanizmusaban Sternberg és Gullick szerint leginkabb a
Glu, GIn és Asp aminosavak jatszanak szerepet, amelyek hidrogénkotéseket hozhatnak létre protonalt
formajukban. A hidroféb kdrnyezetben a savas aminosavak pKa.-ja megemelkedik, igy neutrélis pH-n az
oldallancok egy része ionizdlatlan. A monomerek protonalt oldallanca hidrogénkoétést alakithat ki a
masik monomer karbonil oxigént tartalmazé részével, ami stabilizélja a receptort dimer formaban. A
dimerizaciohoz a transzmembran hélixek megfelel6 pozicidéjdban szlikséges egy konszenzus
szekvencia, amely egy kis oldallancd aminosavat tartalmaz a 0 pozicidban ('Po’, az ErbB2-ben Ala661),
egy alifas oldallancot a 'Ps’-ban (664-es pozicié ErbB2-ben) és egy kis oldallancot (Gly vagy Ala) a 'P4'-
ben. Ezt a szekvenciat Sternberg-Gullick szekvencidnak nevezik®®. A késébbiekben a membranfehérjék

TMD-jeiben taldlhatd a-hélixek kolcsonhatasait modellez6 szerkezeti és termondinamikai szamitasok
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alapjan az ErbB fehérjékben (és valdszinlileg mas receptor tirozin kindzokban is) a dimerizacié a TMD-
ben taldlhatd két Sternberg-Gullick GxxxG dimerizaciés motivum egyikén keresztiil valdsulhat meg. A
stabilabb asszociacié a TMD C-terminalis részén levé motivum segitségével torténhet, amely a receptor
inaktiv dimer formajanak felelhet meg és amely kialakuldsa nem eredményezi a kindz domén
aktivalédasat, mig az N-termindlis szekvencian keresztiii megvaldsuld forma jelenti az aktiv
konformaciot. Az utébbi konformacidba torténd atalakulds az intracellularis katalitikus domének
fokozddasahoz vezethet. A receptor dimer konformacidk egyszerlien, energetikailag kedvezdtlen
koztes allapot nélkil képesek atalakulni egymasba, vagyis a (kisérletes eredményekkel 6sszhangban)
az aktiv és inaktiv dimerek egymas mellett fordulhatnak el6 a sejt felszinén normal expresszié mellett
is. Tulexpresszid esetén megnovekedhet az aktiv dimerek abszollt mennyisége, amely emelkedett
kinazaktivitashoz és tumoros transzformacidohoz vezethet anélkil, hogy az aktiv és inaktiv dimer forma
aranya eltolédna®®®. A két motivumrdl azt is leirtak, hogy szerepiik kiilénbézhet a TMD-k homo- és
heterodimer koélcsdnhatdsainak stabilizécidja szempontjdbdl'®l. Az ErbB fehérjék lehetséges
kombinacidi kozil az ErbB1 és ErbB2 TMD-k homodimerjei, valamint azok heterodimerjei mutatjak a
leger8sebb asszociacids tendenciat'®?. A TMD-k receptoraktivacidban jatszott szerepérél leirtdk azt is,
hogy azt terdpids célokra is fel lehet hasznalni, hiszen specialis, TMD-k elleni oligopeptid szekvenciak

kompetitiv mddon gatolhatjak a receptorok dimerizacidjat, aktivacidjat és igy a tumorok novekedését

i5163.

A legujabb kisérletes adatok figyelembe vételével az ErbB1 (és valdszinlleg a tobbi ErbB receptor)
aktivacidja egy Ujabb aktivaciés modellel jellemezhet6, amely szerint a transzmembran és kinaz
domeéneknek intrinsic dimerizacids és aktivacids tendenciaja van, amelyet ellensulyoz az extracellularis
domén zart konformacidja, az inaktiv kinaz dimerek képzGdése és a juxtamembran szegmentum
kdlcsdnhatdsa a membranban taldlhaté anionos lipidekkel®*18, A ligand megkotése az extracellularis
domén 4ltal felszabaditja a receptorokat ezen inhibitoros mechanizmusok alél*®®. Mivel a
dipdlpotencidlrél kimutattak, hogy jelentésen befolyasolhatja a membrdnban talalhaté fehérjék TMD-

......

is hatast gyakorolhat, amelyet azonban eddig még nem vizsgaltak.

2.3.  Alipidtutajok

2.3.1. Alipidtutajok kezdeti leirasa és kapcsolatuk koleszterinnel és szfingolipidekkel
Mar régota ismert, hogy a sejtmembran alapvetéen egy kettGs molekularéteg, amelynek
szervez6dését az amfipatikus foszfolipidek hatarozzak meg. A sejtmembran legfontosabb alkotéelemei

a foszfolipidek, a szfingolipidek és a koleszterin, amelyek kilénb6z6 tipusai aszimmetrikus eloszlast
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mutatnak az extra-, illetve intracellularis rétegben. A membran szerkezetét féleg az amfipatikus
komponensek aggregacids hajlama hatarozza meg. Hidrofdb részeik asszocialnak egymassal, kiszoritva
a vizmolekuldkat és lecsokkentve a vizzel kblcsonhatod feliiletet, mig hidrofil részeik az extra- és
intracelluldris oldatokkal lépnek kélcsénhatasba, ezaltal egy energetikailag stabil szerkezet jon létre. A
korabbi elképzelések szerint a foszfolipidek oldallancai folyékony fazisban vannak, igy fizioldgias
kortulmények kozott a lipid kettdsréteg egy kétdimenzids folyadéknak tekinthetd. A membranfehérjék
ebben a kettds rétegben helyezkednek el oldott formaban ugy, hogy laterdlis motilitasuk segitségével
a lipidek kozott szabadon diffundalhatnak, véletlenszer( fehérjeeloszlast mutatva. Ez a szerkezet volt

a kezdeti Singer-Nicolson folyékony-mozaik membranmodell®®°.

A kés6bbiekben azonban kideriilt, hogy a sejtmembran szervezddése bonyolultabb, hiszen a kilonb6z26
lipidek rendezett, inhomogén lateralis eloszlast hoznak létre. Az igy létrejové régiok lipid- és
fehérjedsszetétele, valamint szupramolekularis architektiraja eltér a membran tobbi régidjatdl. A
mikronos nagysdgrend( specialis régiokat membran doméneknek nevezziik. Ezek f6leg polarizalt
sejtekre jellemz&ek (epiteldlis sejtek, neuronok), de gyakorlatilag minden sejtben el6fordulnak (példaul
a sejt mozgdsa soran megfigyelhetd polaritds formajaban). Hasonld szervez6dési elemek
szubmikronos, nanométeres nagysagrendben is el6fordulhatnak, amelyeket mikrodoméneknek
neveziink. Ezek egyik els6 leirasa GPI-horgonyzott fehérjék vizsgdlata soran tortént, amely soran
megfigyelték, hogy a fehérje az epitelidlis sejtek lizatumabdl alacsony s(irliségd, detergens inszolubilis
formaban volt kinyerhet6. Ez arra utalt, hogy a fehérjék a lipid kett6sréteg detergens inszolubilis
részével asszocialdédtak, amely glikoszfingolipidekben rendkivil gazdagnak bizonyult. Felvetették, hogy
ezek a glikoszfingolipidek egymassal asszocidlva specidlis mikrodoméneket képezhetnek, a GPI-
horgonyzott fehérjék pedig preferencidlisan ezekben helyezkedhetnek el. Ez a felvetés vezetett a

lipidtutaj elmélet megalkotdsahoz!7%72,

A lipidtutaj elmélet szerint a szfingolipid és a koleszterin molekulak preferencialis rendezédésiik révén
mozgod platformokkd, mas elnevezéssel tutajokka allnak 6ssze, amelyek specifikus médon bizonyos
fehérjéket foglalnak magukba. A modell szerint a rendez6dés alapja, hogy a glikoszfingolipidek a
szénhidrat feji csoportok kozotti kdlcsonhatds révén laterdlisan kapcsolddnak. A szfingolipidek feji
csoportjai a kilsé membran réteg sikjaban nagyobb teriiletet foglalnak el, mint a f6leg telitett zsirsav
oldallancok, a koztes teriiletet pedig koleszterin molekulak toltik ki. A szfingolipidek és a koleszterin
kozotti szoros kdlcsonhatdsok révén a modellmembranokban leirtakhoz hasonld folyékony rendezett
(Lo) domének alakulhatnak ki, amelyek képz&dése lateralis fazisszeparacidhoz vezet. Az igy keletkezd,
lipidtutajnak nevezett terileteket a szoros pakolédasi denzitds, a modellmembranok gél (So, szilard
rendezett) fazisdhoz képest relative magas lateralis motilitds, valamint a detergens inszolubilitas

jellemzi. Ezen mikrodomének a sok telitetlen molekulat tartalmazé foszfolipidekben gazdag domének
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mellett fordulnak elS, amelyeket laza pakolédasu, a modellmembranokban leirt folyékony rendezetlen
(Ld) allapothoz hasonld szerkezet jellemez. Ezt a fazisszeparaciét kezdetben modellmembranokban
irtak le, de azt feltételezték, hogy a bioldgiai membranokra is jellemzd lehet, vagyis él6 sejtekben az Lo
fazisnak megfelel§ lipidtutajokat koérilveszi a membran egyéb lipidjeinek Ld fazisnak megfeleld
folyékony ,tengere”. Az elmélet azt feltételezte, hogy a membranfehérjék szerkezetiiktdl figgben
szelektiv modon dusulnak a lipidtutajokban vagy kiszorulnak bel6liik, amely megoszlas a fehérjék
kolcsOnhatdsi valdszinlségének, valamint konformacidjanak mddositdsan keresztil jelentGsen

befolyasolhatja azok funkciéjatt’2174,

A lipidtutajokkal kapcsolatos kezdeti kutatdsok 0Osszefoglalasaképpen a 2006-os Keystone
Szimpodziumon megalkottak a lipidtutajok definicidjat: ,,a lipidtutajok kis (10-200 nm-es), heterogén,
nagyon dinamikus, szterolban és szfingolipidekben gazdag domének, amelyek kompartmentalizaljak a
sejtes folyamatokat. A kis tutajok bizonyos esetekben fehérje-fehérje és fehérje-lipid kdlcsonhatdsok
révén nagyobb platformokat képezhetnek”. A klasszikus definicié szerint a fazisszeparacié alapja
bizonyos lipidek keveredésének képtelensége. Az alternativ jelenségek révén kialakuld lipid-fehérje

asszociatumok nem tartoznak a lipidtutajok kdzé 17>,

A lipidtutajok kezdeti definicidja szerint tehat képz&désik alapja a membrdnt alkotd lipidek
keveredésének képtelenségébdl fakadd laterdlis szegregacidja. A folyamatban rendkiviil fontos a
koleszterin, hiszen a rigid szterol gy(r( planaris szerkezete kedvezd a telitett zsirsavat tartalmazé
merev lipidek szamara, mig kedvezdStlen a nagyobb kiterjedésd, telitetlen lipideknek. A koleszterinnel
membran vastagsagat, ezdltal a hidroféb mismatch kovetkeztében segiti bizonyos lipidek
szegregacidjat. Mivel a szfingolipidek altaldban hosszabb és telitettebb szénhidrogén oldalldncokat
tartalmaznak, valamint feji csoportjuk és szfingozin bazisuk mind akceptorként, mind pedig donorként
részt vehet hidrogénkotések kialakitasaban, el6szeretettel Iépnek kolcsénhatasba koleszterin

molekuldkkal, elésegitve a mikrodomének kialakuldsat?’®.

A kezdeti lipidtutaj definicié szerint a fehérjék nem vesznek részt aktivan ezen mikrodomének
létrehozdsaban, ugyanakkor affinitasuk szerint ddsulnak a membran raft vagy non-raft régidiban. A
tutajokba torténd particié molekuldris szerkezeti meghatarozéi még nem teljesen ismertek, néhany
tényez6rél azonban mar bebizonyosodott, hogy a tutajba torténd lokalizaciot segiti. llyen szerkezeti
determinans példaul a fehérje lipidacidja (GPl-horgony, palmitoilacio, mirisztoilacio, prenilacié vagy
szterol konjugdcid) és fehérjék transzmembran doménjének néhany fontos jellemzGje (elsédleges

szerkezet, a transzmembran domén hossza és kdlcsdnhatasi képessége a membranlipidekkel)'””.
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A konszenzusos definicié ellenére a lipidtutajokkal kapcsolatos kutatdsok mar a kezdetektél fogva
bizonyos szempontokbél ellentmonddasosak voltak. Ennek egyik oka az volt, hogy ezen mikrodomének
|étezésével és funkcidjaval kapcsolatos bizonyitékok indirekt mddszereket, igy detergens extrakciot
vagy koleszterindepléciét alkalmazd vizsgdlatokbdl szarmaztak. Ezek hasznalata soran problémat

jelentett, hogy a modellmembranokban megfigyeltek nem UltethetGk at kozvetlenil él6 sejtekre, a

. sz

< sz

alkotéinak kozvetlen vizsgalatai soran pedig még a mikrodomének méretével, illetve egyaltaldn a
|étezésével kapcsolatban sem mutatkozott konszenzus, valamint a tutajok vizualizacidja is rendkivil

nehézkesnek bizonyult'’®,

2.3.2. Alipidtutajok és a fehérjék, avagy uj elméletek a lipidtutajokkal kapcsolatban
A lipidtutajokkal kapcsolatos bizonytalansagok egyik f6 forrdsa, hogy méretiik révén nem mutathatdk
ki hagyomanyos mikroszképos maddszerekkel. A kisérletes tapasztalatok ellentmondasainak feloldasara
egy Uj elméletet alkottak, amely szerint a kordbban felvetett mechanizmusoknak megfelelGen kis,
lateralisan mobilis Lo domének alakulnak ki spontan modon a sejtmembranban, amelyek azonban csak
atmeneti jellegliek, nagyon rovid ideig (<0,1 ms) és kis méretben (<10 nm) léteznek, igy rendkivl
nehezen mutathatdk ki. A domének szélein elhelyezkedé fehérjék azonban surfactant funkcidéval
birhatnak, illetve egyéb doménekkel vald véletlenszerl (itkozés révén a kis domének fuzidjaval
nagyobb lipid bazisu klaszterek képz6déséhez vezethetnek. Akdr egészen nagy asszocidtumok is
kialakulhatnak, ehhez azonban fehérje-fehérje kdlcsénhatasok kialakuldsa szlikséges. Ezek alapjan a
fehérjék a kordbbi elmélettel ellentmondd mddon aktiv szerepet jatszhatnak a detektdlhato
lipidtutajok kialakuldsaban, egymadssal, szterolokkal és szfingolipidekkel valé kdlcsénhatasaik révén
ugyanis feler@sitik a lipidek szubkompartmentalizdciés hajlamat, amely a nagyobb domének
kialakuldsat eredményezheti’®'’°, A hagyoményos lipidtutajoknal nagyobb, szubmikrométeres lipid
domének mas mechanizmusok révén is kialakulhatnak. llyenek lehetnek a ceramid alapd,
szignalizaciéban fontos platformok, amelyek a membranban taldlhatd szfingomielin szfingomielinaz
altali hasitasa soran keletkez6 ceramid révén jonnek létre. Az még vitatott, hogy ezek a platformok a

......

a raftokkal parhuzamosan fordulnak el&,

A kés6bbiekben alternativ elméleteket is leirtak a kordbban a lipidtutajoknak tulajdonitott jelenségek
magyarazatara. Az egyik ilyen szerint a lipidtutajok helyett a membranban taldlhaté fehérjéket egy
annularis lipidekbdl allé burok veszi koril, amelyet kedvezé lipid-fehérje, lipid-lipid vagy lipid-glikan

kolcsdnhatasok hoznak létre. Mivel egy ilyen komplex mérete 3-4 nm lehet, ez a gyakorlatban a
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fehérjék nagy szama miatt azt jelentheti, hogy a membrdnban minden lipid részt vesz egy ilyen
asszociatum kialakitasaban. A fehérjék transzmembran doménje specifikus motivumok segitségével
kozvetlen médon is kdlcsonhatast alakithat ki lipidekkel, leggyakrabban koleszterin vagy szfingolipid
molekuldkkal, amelyek alloszterikus mddon szabdlyozhatjak a fehérje funkcidjat. Emellett
intracelluldris organellum, példaul az endoplazmas retikulum is befolyasolhatja a sejtmembran
szervezGdését kozvetlen kapcsolddasok kialakitasa révén. Végiil, de nem utolsdsorban a kortikalis aktin
haldzat is befolydsolhatja a fehérjék membranbeli kompartmentalizacidjat, amelyet az Un. célopkerités

modell ir le. Eszerint az aktinhaldzat egyfajta keritést alakit ki, amelyhez bizonyos fehérjék colopként

« sz

Bar a fentiekbdl lathatd, hogy a lipidtutajok tulajdonsagaival, funkcidival kapcsolatos kutatasokat,
illetve azok eredményeit szamos vita és ellentmondas jellemzi, abban a legtobb kutatd egyetért, hogy
a lipidtutajok termodinamikusan instabil, szfingolipidekben és koleszterinben gazdag mikrodomének a
sejtmembranban, amelyek bizonyos dinamikus paramétereikben jelentds hasonlésagot mutatnak a
modellmembranok folyékony rendezett, stabil Lo doménjeivel. Azonban a kezdeti elmélettel szemben
valdszinlleg nem a lipidek altal medidlt kélcsonhatasok felel6sek elsédlegesen a lipidtutajok
képz6déséért, mivel mind a citoszkeleton, mind a membranfehérjék, illetve azok lipidekkel valé
kélcsdnhatdsai, mind pedig a membran turnover jelent6sen hozzdjarulnak a tutajok képz6déséhez és
tulajdonsagainak meghatarozdsahoz'®184, A lipidtutajokkal kapcsolatos ellentmonddsok ellenére a
raftok sokrét(i szerepet jatszanak szamos kiilonboz6 bioldgiai funkcidban, igy a transzmembran

jeldtvitelben és a membran traffickingben mind egészséges, mind patoldgids dllapotok esetén?®>18¢,

2.3.3. Alipidtutajok szelektiv jelolésének lehet6ségei
A lipidtutajok jelolése sokféle technika és marker hasznalataval lehetséges. Az idedlis préba kicsi, nem-
toxikus lenne, specifikusan jel6lné az él6 sejtek membranjaban el6fordulé endogén lipideket, valamint
megfelel6 spektralis tulajdonsagokkal rendelkezne. Jelenleg egy ilyen jel6lési mdodszer sem all

rendelkezésre, minden ismert technika és jel616 komoly hatranyokkal rendelkezike°.

Altaldban a lipidtutajok szelektiv jeldlése bizonyos membrankomponensek raftokban torténd
preferencialis koncentracidjan alapul. A leggyakrabban alkalmazott lipidtutaj-markerek k6zé tartoznak
a gliikozilfoszfatidilinozitol (GPI)-horgonyzott fehérjék. Ezek olyan proteinek, amelyek a C-terimuson
GPI horgonyt tartalmaznak, igy a sejmembran extracelluldris rétegébe rogzilnek. A GPI-horgony révén
ezek a molekuldk a lipidtutajokba inkorporalédnak és alkalmasnak bizonyultak a lipidtutajok
szervez6désének és dinamikdjanak vizsgalatdra mind fluoreszcencia, mind pedig elektron
mikroszkdpos vizsgélatok soran'’+17. A késSbbiekben felvetédétt, hogy a GPl-horgonyzott fehérjék az

un. ,atmeneti behatdrolt zonakban” (transient confinement zone) helyezkednek el, amelyek az aktin
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citoszkeleton és a spektrin halézat 4ltal létrehozott kortikalis matrix barrier effektusa révén
keletkeznek a kordbban emlitett colopkerités modellnek megfelel6en. Bar az dtmeneti behatarolt
z6nak és a lipidtutajok kapcsolata még nem teljesen tisztazott, a lipidtutajok jelenleg érvényben levd
definicidja szerint a citoszkeleton 4ltal medidlt hatdsok szintén hozzajarulnak a tutajszerd
mikrodomének kialakuldsédhoz, igy a GPI-horgonyzott fehérjék alkalmasak a lipidtutajok jel6lésére®s,
A kés6bbiekben a GPI-horgonyzott fehérjék membranbeli klaszterizacidjat és az aktin citoszkeleton
membranszerkezetet szabalyozé funkcidjara alapuld colopkerités modellt alatamasztottak FRET és

szuperrezollcids képalkotd technikakkal torténd mérések is1819°,

A Gram-negativ Vibrio cholerae altal elGallitott koleratoxin nem-toxikus B alegysége (CTX-B) szintén
széles korben hasznalt lipidtutaj-markerként, ugyanis a toxin a lipidtutajokban dusuld glikolipid
receptor GM1 gangliozidhoz kétédik szelektiv mdédon®®1%3, A CTX-B egy pentavalens molekula,
egyszerre 6t GM1 gangliozid kotésére képes, ezaltal az egyébként kisméretl és tranziens lipidtutajok
keresztkotése révén a membran szerkezetének reorganizacidjat indukalhatja. Ezaltal elGsegiti a
kordbban emlitett Lo jellegi membran domének kialakuldsat, amelyek sok tulajdonsagukban
emlékeztetnek a lipidtutajokra. Emiatt a CTX-B rendkivil hasznos a fehérjék altal stabilizdlt membran
domének tanulmanyozdsa szempontjabdl, kilonoésen, mivel a receptora széleskorlien elterjedt
kiilonféle sejttipusok esetén. Ezen tulajdonsagai és a celluaris toxicitas hidnya miatt a CTX-B-t
kiterjedten alkalmazzak a lipidtutajok markereként mikroszkdpos és aramlasi citométeres mérések

sorant®1%7,

A lipidtutajok szelektiv jelolése lehetséges koleszterin ellenes antitestekkel is. Bar az ilyen antitestek
|étezését mar 1925-ben felvetették, késébb a koleszterin széleskor( el6forduldsa és fontos bioldgiai
szerepe miatt azt feltételezték, hogy a koleszterin egy nem vagy csak igen gyengén immunogén
molekula. Az elsé olyan megfigyelések, amelyek meggy6z6en aldtdmasztottdk a koleszterin
immunogén szerepét ELISA vizsgalatok soran sziilettek, amelyek kristalyos koleszterin, mint antigén
segitségével kimutattdk, hogy csaknem minden feln6tt ember szérumaban természetesen is
eléfordultak féleg 1gG és IgM autoantitestek, amelyek reagaltak a koleszterinnel'®®. Sét, felvetették

e 70z

betegségek, elsGsorban az ateroszklerdzis, illetve az ahhoz tarsuld stroke vagy miokardialis infarktus
patomechanizmusaban is'%>?2%°, Egerek magas (71%) koleszterin tartalmu vezikuldkkal toérténd
immunizaldsdval mesterségesen is el6allitottak koleszterin ellenes monoklondlis IgM antitesteket az
erds lipid A adjuvans segitségével. Az antitest (2C5-6, ATCC HB-8995) csak nagy mennyiségl
koleszterint tartalmazé liposzémakkal reagdlt, illetve ELISA és elektron mikroszkdpos vizsgalatok

alapjan felismerte a kristalyos koleszterint?, Kiilénféle szterol szarmazékok vizsgalataval kimutattak,

hogy az antitest a szterolok 3B-hidroxil csoportjat ismerte fel, illetve reagdlt emberbdl szarmazé intakt
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VLDL/IDL és LDL lipoproteinekkel, HDL partikulumokkal viszont nem. Ennek hatterében felvetették,
hogy utdbbiak esetén a magasabb fehérjetartalom miatt a fehérjék sztérikus okok miatt elfedik a
koleszterin molekulakat, amelyek igy nem hozzaférhet6k az antitestek szdmara. Mivel a koleszterin
polaris hidroxil régidja nagyon kicsi és a sejtmembran lipid bilayerének felszinén, annak legmélyebb
pontjan taladlhatd, sejtek esetén is fedett lehet kdrnyezé lipidek (féleg glikolipidek) és fehérjék altal,
amely jelent6sen megneheziti a koleszterin ellenes antitestek kot6dését?®2. A késSbbiekben vizben
oldhatatlan koleszterin monohidrat kristalyokkal torténd immunizacié segitségével egy Ujabb
koleszterin ellenes antitestet, a monoklonadlis IgM tipusi MAb 58Bl-et allitottdk el§, amely a
koleszterin 5-20 molekulabdl all6 specifikus haromdimenziés elrendez6dését ismerte fel, az

individudlis koleszterin molekuldkat nem?%.

Ezzel Osszhangban az MAb 58B1 indirekt
immunofluoreszcencias vizsgalatok sordan képes volt koétédni macroghagok és fibroblasztok
membranjdhoz, ha a sejtek koleszterintartalmat ACAT inhibitor segitségével megnovelték. A jelolés
mintdzata pontozottnak mutatkozott a konfokalis felvételeken, illetve az antitest két6dése eltiint a
koleszterin kivondsa vagy traffickingjének blokkolasa esetén. Ezek arra utaltak, hogy a MAb 58B1
valdjaban a sejtmembranban a koleszterin megfelel6 rendezettség(, tobb molekulabdl allé komplexét
ismerte fel. Mivel ez az elrendez6dés valdszinlileg kizardlag a koleszterinben gazdag membran
mikrodoménekben fordul el6, a MAb 58B1 koleszterin ellenes antitest tulajdonképpen inkabb egy
lipidtutaj-jeldlének tekinthet2%4, Ennek megfelel6en az MAb 58B1-et a késSbbiekben koleszterinben
gazdag mikrodomének vizsgalatara hasznaltak példaul human monocita, illetve csontvel6 eredet(
makrofdgok vagy ateroszklerotikus plakkok esetén?>2%, A késGbbiekben magas koleszterintartalmu
liposzémak és adjuvans lipid A segitségével torténd immunizacidval a korabban alkalmazott IgM tipusu
koleszterin ellenes antitestek mellett IgG izotipusd monoklondlis anti-koleszterin antitesteket (AC1 és
AC8) is el6allitottak. A két Uj antitest sejtmembranban taldlhatéd koleszterinhez kotédését
megerdsitették mind direkt, mind indirekt jelolés soran kilonféle human és egér limfocita, valamint
monocita-makrofag sejtvonalakon konfokalis mikroszkdpia és dramldsi citometria segitségével is. A
jelolés mértékét a sejtek papainos emésztése jelentds mértékben novelte, utalva arra, hogy az antitest
kisméretl epitdpot ismerhet fel a membranban, amelyet a hosszu, protrudalé fehérjék elfedhetnek.
Az AC1 és AC8 szintén elsGsorban a lipidtutajokban taldlhatd koleszterint ismeri fel, amelyet
alatamasztott, hogy az antitestekbdl szarmazd jel erGs pozitiv korrelaciot mutatott mas lipidtutaj-
markerek (fluoreszcensen jelzett koleratoxin B alegység, Thyl antitest, illetve dilC18 lipid préba)
szignaljaval. A kotédés specifikus voltara utaltak azon megfigyelések is, amelyek szerint a membran
koleszterintartalmanak  deplécidja  metil-B-ciklodextrinnel  jelent6sen  lecsdkkentette az
antitestkot6dés mértékét?”’. Az AC1 és ACS8 antitestek lipidtutajokkal valé kapcsolatdra utal, hogy azok
a sejtmembran laterdlis organizacidjanak atrendezédését okozhatjak. Human makrofagok, illetve

egyéb professzionalis antigénprezentald sejtek ezen antitestekkel torténé inkubdcidja ugyanis a GM1
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raftok mérétének névekedését, azok lateralis klaszterizacidjat, koaleszcencidjat eredményezte, amely

az immunsejtek aktivacids allapotét is befolyasolta’®2%,

2.3.4. Alipidtutajok funkcidja
A lipidtutajokrdl kimutattak, hogy jelent6s szerepet jatszanak szamos fontos celluldris
mechanizmusban, igy a jelatvitel, a membran trafficking, a sejtadhézié és -migracid, a szinaptikus
transzmisszid, a citoszkeletalis organizacid és a patogének sejtbe jutdsanak soran. Ezen jelenségek
alapja kilonféle mechanizmus lehet. A tutajok jelatviteli folyamatokra gyakorolt hatasanak hatterében
példdul az allhat, hogy a raftok a jeldtviteli folyamatban résztvevék kozotti kodlcsonhatdsokat
serkenthetik azaltal, hogy azokat egymds kozelében tartjdk a mikrodoménen belil. A tutajok
inkomplett szignalizacids Utvonalakat tartalmazhatnak, amelyek aktivalddhatnak, amikor a receptor
vagy mas szlikséges molekula rekrutdlédik a raftba, illetve ezek lehetnek a szinterei az egyedi
receptorok ligandkot6dés hatasara bekovetkezd koncentralddasanak. Emellett ha a receptor aktivacié
a tutajban torténik, a szignalizaciés komplex védve lehet a non-raft enzimek, példdul foszfatazok
hatésa ellen. Altaldnossagban a fehérjék a tutajokban egy mas mikrokdrnyezetben helyezkedhetnek
el, amelyben a foszforilacids allapotukat a lokalis kindazok és foszfatdzok mddosithatjak, beinditva a
megfelel6 jelatviteli Utvonalakat. A tutajok akar a jelatvitel gatlasaban is fontosak lehetnek,
szekvesztralva a szignalizacié komponenseit (igy limitdlva azok kdlcsénhatdsait) vagy gatolva az ott
elhelyezked6 fehérjék intrinsic aktivitasat. Az egyedi tutajok akar klaszterizalodhatnak is, kialakitva egy
nagyméretl szignalizaciés komplexumot, amelyet adaptorok, stabilizdlé és horgonyzé fehérjék

halézata jellemezhet. Ez a jelatviteli komplexum a tutajklaszterekben izoldlédhat a folyékony

< sz

moduldtorok exklizidjat eredményezheti®,

A fentieknek megfelel6en a lipidtutajok jelentfségét mar bebizonyitottdak szamos jelatviteli
folyamatban, kiilondsen az idegrendszerben, amelynek sejtjei leggazdagabbak koleszterinben és
szfingolipidekben. Ezzel 6sszhangban kimutattak a raftok szerepét a neuronok differenciacidjaban?'?,
211-213

a neurotrop faktorok 4ltal kivaltott jeldtviteli folyamatokban , a sejtek adhéziéjdban és

i6jaban?*21> 3z axon és neurit névekedésben?®, a szinaptikus transzmisszidban?'’, illetve a

neuron-glia kélcsdnhatdsokban?*é,

A lipidtutajok befolydsolhatjdk novekedési faktor receptorok, igy az ErbB fehéjecsalad tagjainak
m(ikodését is. Mar a raft elmélet megalkotdsa elStt kimutattak, hogy exogén glikoszfingolipidek adasa
csokkenti a sejtek proliferaciéjat, amely felvetette annak a lehet6ségét, hogy gangliozidok gatolhatjak
a novekedési faktor receptorok funkci¢jat?’®. A hatdst a GM3 gangliozid okozza az EGFR gétldsan

keresztiil, amely sordn a GM3 a receptorhoz valé kétédésben nem kompetdl az EGF-fel*, de a
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hatdshoz sziikséges a GM3 és az EGFR szénhidrat csoportjainak kdlcsdnhatdsa??!. Az EGFR a kaveolin-
1 fehérjével is kdlcsdnhat és a kaveolinban gazdag doménekben taldlhatd 22%223, de a GM3 gétolja ezt
az asszociaciot és egyben gatolja az EGFR kolcsonhatasat az integrin fehérje B1 alegységével, amely az
EGFR jelatvitelének inhibicidjaban szerepet jatszhat?*#225, A GM3 hatdsanak fontos eleme lehet még az
is, hogy stabilizdlja az EGFR inaktiv monomer formajat??6. A GM3, illetve az azt tartalmazé membran
mikrodomének egyéb receptorok, példaul az inzulin receptor mikodésének szabdlyozasaban is

jelent8sek lehetnek??7:228,

2.3.5. Alipidtutajok és a dipdlpotencial
A lipidtutajokkal kapcsolatos vitdk ellenére a legtdbb kutaté egyetért abban, hogy ezen mikrodomének
specialis, a membran egyéb régiditdl eltéré Osszetétellel birnak, amely rendkivil fontos a raftok
funkcidja szempontjabdl. A lipidtutajokra jellemz6, hogy a membran ezen doménjeiben dusulnak a
GPI-horgonyzott fehérjék, a koleszterin és a (gliko)szfingolipidek, a hosszu szénldncu telitett zsirsavat
tartalmazo lipidek, a palmitoilalt transzmembran fehérjék és a hosszu transzmembran doménnel
rendelkez6 proteinek, mig a tobbi membranrégional alacsonyabb mértékben tartalmaznak non-raft

fehérjéket, igy transzferrin receptort vagy izoprenoid horgonnyal rendelkezé proteineket!’22%°,

Mivel a sejtmembran dipdlpotencidljanak nagysagat els6sorban a membran 6sszetétele hatarozza
meg, a tutajszerli mikrodomének és a sejtmembran egyéb régidinak jelentésen kiilonbozé
lipidosszetétele alapjan logikusnak tlinik az a feltételezés, amely szerint a dipdlpotencial nagysaga
magasabb lehet a raftokban a membran egyéb régidihoz képest. Ezt azonban él6 sejtek membranjaban
kozvetlen mdédon még nem demonstraltak. Bar korabban él6 sejtekben di-8-ANEPPS festéket
alkalmazd mérések sordn a fluoreszcens jel, igy a dipdlpotencidl nagysaganak membranbeli lateralis
heterogenitasa hatterében a lipidtutajok jelenlétét feltételezték, ennek explicit modon torténd
bizonyitasat és a korrelacid kvantitativ analizisét még nem prezentaltdk>”?°. Modellmembrénokon
végzett atomerS mikroszképos mérések soran ugyanakkor a kapott elektrosztatikus és topografias
térképek kozotti j6 egyezés arra utalt, hogy a dipdlpotencidl nagysaga nagyobb lehet

modellmembréanok folyékony rendezett doménjeiben?.

2.4. A Gaucher-kor

2.4.1. A Gaucher-kor altaldnos jellemzéi és a betegség pathomechanizmusa
Bizonyos patoldgids allapotokban a sejtmembran lipid 6sszetétele megvaltozhat'®. Az egyik olyan
betegség, amelyben bizonyitott a membranok Gsszetételének valtozasa a legismertebb lizoszomalis
taroladsi betegség, a Gaucher-kdr, amelynek legalapvet6bb jellemzéje a gliikozilceramid

felhalmozddasa a gliikécerebrozidaz enzim deficiencidjanak kdvetkeztében?*,
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A betegséget elGszor 1882-ben irta le Philip Gaucher és a leggyakoribb lizoszomalis tarolasi
betegségnek szamit, el6fordulasi gyakorisaga vilagszerte =1:40000-1:60000. Legfontosabb jellemzgje,
hogy elsGsorban a reticuloendothelialis sejtekben felhalmozddik a glikozilceramid, amely egy
ceramidbdl, D-eritro-szfingozinbdl és egy 16-26 szénatomot tartalmazd zsirsav lanchodl felépiil
glikoszfingolipid. Normal esetben a gliikozilceramidot egy lizoszomalis enzim, a gliikocerebrozidaz
(GBA, savas B-glukozidaz) bontja gliikdzza és ceramidda. A Gaucher-kérban az elsédleges defektus a
glikocerebrozidaz enzim deficiencidja, amely a szubsztrat gliikozilceramid felhalmozddasahoz vezet. A
betegség oka a GBA génben el6forduld tébb, mint 300 mutacid és az ezek kdvetkeztében kialakuld
defektus az enzim katalitikus funkcidjaban, intracellularis stabilitdsdban vagy szubcellularis
traffickingjében. A Gaucher-kérnak harom klasszikus variansat irtak le. A leggyakoribb, non-
neuropatias |. tipus a betegek 90%-dban fordul el6, az enzim szubtotalis deficiencidjdval jar és
els6sorban belsé szervi (massziv maj és |ép megnagyobbodas, tlidé infiltracid) és mozgdsszervi
tliineteket okoz, valamint jellegzetes manifesztacid a csontvel6 patoldgids makrofagok (Gaucher-
sejtek) altali infiltracidja. A II. tipusu akut perinatdlis forma ritka, sulyos neuropatiaval, irritabilitassal,
bulbaris bénuldssal, opisthotonussal és a belsé szervek kismérték(i megnagyobbodasaval jar és
altaldban a betegek haldldhoz vezet néhany éves korban. A Gaucher-kéros betegek 10%-at érint6
kronikus vagy szubakut neuropatias Ill. tipus tekintésbénuldssal, mioklénusos epilepszidval és idegi
eredet(i vaksdggal, valamint bizonyos foku belsé szervi érintettséggel jar, amelyek kozil a
legjellegzetesebb a tid6 infiltracio és altalaban a betegek haldldhoz vezet a masodik-negyedik

évtizedben?31-233,

A betegekben a belsé szervekben megfigyelhetd legjellemz6bb, egyben patogndmikus eltérés a
glikozilceramid felhalmozddasa a makrofagokban, amely egyben a hepatosplenomegalia, anémia,
trombocitopénia és tlid6 manifesztaciok kialakulasat is eredményezi. Ezen Gaucher-sejtek rendkivdl
fontos szerepet jatszanak a betegség patomechanizmusaban, ennek pontos mddja azonban még nem
ismert31233, B4r a tiinetek kialakuldsdnak hatterében elsésorban a gliikozilceramid felhalmozddasat
valdszinUsitik, a direkt ok-okozati Osszefliggésnek ellentmondanak azon megfigyelések, amelyek
szerint nincs 6sszefliggés vagy csak gyenge korreldcié mutathato ki a tlinetek sulyossaga, a rezidualis
enzimaktivitds és a felhalmozddott lipid mennyisége kozott. A kérban a genotipus és a fenotipus
kozotti 6sszefliggés nem egyértelm( és a klinikai manifesztacidk sokszinliségének magyarazata sem
ismert?*, A betegségre jellemz8 tiinetek kifejlédésének hatterében a szubsztrat felhalmozédasa
mellett felvetették egyéb tényezGk, igy a kiilonbozé vegyiletek lizoszomalis degradacidjaban kialakuld
vagy az endolizoszomalis Utvonal zavara kovetkeztében létrejové durva eltérések, valamint az ER-

stressz szerepét is?3>23%,
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2.4.2. CBE-kezelt differencialtatott THP-1 sejtek, mint a Gaucher-kor in vitro modellje
Mivel a Gaucher-sejtek jelenléte a betegség legjellemz6bb, patogenetikai szempontbdl is fontos
eltérését jelenti, a hasonlé fenotipussal rendelkezé makrofagok alkalmazasa széles kérben elfogadott
a kor kisérletes vizsgalata soran. Mivel a makrofdgok gy(ijtése és ex vivo expanzidja rendkiviil nehézkes,
kiilonosen egy olyan ritka betegségben, mint a Gaucher-kor, célszer(i monocita eredet(i sejtvonalak
alkalmazasa a kisérletek sordn. A human akut monocitds leukémia eredetli THP-1 sejtvonalat
kiterjedten alkalmazzak, hiszen forbol-12-mirisztat-13-acetat (PMA) kezelés hatasara a sejtek érett
makrofagga differencialédnak, amelyek a legtébb szempontbdl jelent6sen hasonlitanak a primer

human széveti makrofadgokhoz?37-239,

A Gaucher-kérra jellemzé fenotipus kialakuldsa indukalhatd a betegség allat vagy sejtes modelljei
esetén a gliikocerebrozidaz enzim legpotensebb, helyspecifikus irreverzibilis kompetitiv inhibitora, a
konduritol B epoxid (CBE) alkalmazdsaval?*®2*l, A CBE kezelést kiterjedten haszndljak a betegség
modelljeiben, igy segitségével mutattak ki egerekben a glikozilceramid felhalmozéddsat az agyban és

21 vizsgdltak a génterdpia hatékonysigdt a betegségben?#?, akut neuropdtias

periférids szovetekben
formaban a kdrosodasok reverzibilitdsat?*?®, illetve egy Uj ordlis aktiv szubsztratredukcids terapia

hatékonysagat®*. Kildnbdz8 sejtes modellekben pedig CBE kezeléssel vizsgaltdk a megndvekedett

245 #246 247

glutamat neurotoxicitds**, a prorezorptiv citokin mili6**°, valamint a csokkent hematopoiézis
szerepét a tlnetek kialakuldsaban, illetve a patogenetikai kapcsolat meglétét a Gaucher-kor és
kiilbnbdz8 neurodegenerativ betegségek, igy az Alzheimer- és Parkinson-kér kozott?*®. A CBE
ragcsalébdl szarmazo peritonedlis, illetve human vérbdl izolalt makrofagok esetén is a gliikozilceramid
Gaucher-kdrban megfigyelhet6 felhalmozédasahoz vezetett dézisfliggd mdédon?*2>°, A CBE indukalt
Gaucher modellt haszndltdk human vérbdl izoldlt PBMC, illetve THP-1 eredetli, PMA segitségével

differencialtatott makrofagok esetén a sejtmembranban megfigyelhetd valtozasok kimutatasara is®%

254

2.4.3. A Gaucher-kérra jellemz6 eltérések a sejtmembranban
A sejtekben a szfingolipid metabolizmus zavarat eredményezd enzimdeficiencidk a membranok
Osszetételének valtozdsaihoz vezethetnek. Ezt elGszor a laktozilceramid egy fluoreszcens analdgja
(BODIPY-LacCer) segitségével mutattak ki, ugyanis ez a fluoreszcens lipid kilénb6z8, a laktozilceramid
metabolzimusat primeren nem érinté szfingolipidtarolasi betegséggel rendelkezd egyénekbdl
szdrmazé fibroblasztokban a Golgi-komplexum helyett a lizoszdémakban akkumuldlédott®>. A
szfiongolipid trafficking e zavara a koleszterinmegoszlas valtozasaval tarsult, illetve jelentés mértékben
flggott a koleszterintdl. A sejtek koleszterindeplécidja esetén ugyanis a flureszcens lipid az egészséges
fibroblasztokhoz hasonléan a Golgiba kerilt, mig a koleszterintartalom novelése a BODIPY-LacCer-ot

az endoszomalis/lizoszomalis kompartmentekbe irdnyitotta?*®. Ezzel 6sszhangban human bér eredet
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fibroblasztok exogén szfingolipiddel valo toltése segitségével kimutattak, hogy a szfingolipid
valdszinlileg oly médon, hogy egyfajta ,,molekuldris csapdaként” szolgalt a koleszterin szamara, amely
igy az endoplazmas retikulum csokkent koleszterintartalmahoz, az SREBP-1 (sterol regulatory element-
binding protein-1) indukcidjan keresztil az LDL receptorok szintjének novekedéséhez és végss soron
megvaltozott lipid traffickinghez és membréandsszetételhez vezetett?™. A késSbbiekben a szfingolipid
trafficking, a koleszterinmegoszlas és endocitotikus targeting hasonld eltéréseit mutattak ki CBE kezelt
fibroblasztokban és egér eredetl RAW makrofagokban, amelyek megakaddlyozhaténak bizonyultak a

glikoszfingolipid bioszintézisét gatld N-butildeoxigalaktonojirimicin alkalmazasaval®®.

A szfingolipid trafficking befolyasolasan kivil a glikozilceramid egyéb lipidek metabolizmusat is képes
befolyasolni, példaul direkt modon aktivalta a CTP:foszfokolin citidiltranszferaz enzimet patkanybdl és
egérbll szarmazd izolalt hippocampalis neuronokban, valamint emberi eredetli CBE indukalt

makrofagokban%2>°,

Gaucher betegekb6l szarmazé tenyésztett fibroblasztokban EI-TMS
(electrospray ionization-tandem mass spectrometry) segitségével a kontrollhoz képest emelkedett
ceramid, di- és trihexozilceramid, szfingomielin, foszfatidilkolin, foszfatidilinozitol és foszfatidilglicerol
tartalmat irtak le. Szubcelluldris frakcionacid alapjan ezek az eltérések nem kizardlag a lizoszomakban,
hanem egyéb endoszomalis régidkban, sét, kisebb mértékben a plazmamembranban is megjelentek?®.
Ugyanezzel a mddszerrel CBE indukalt Gaucher modell makrofagokban is hasonlo eltéréseket talaltak.
A kezelés a glikozilceramid mennyiségét 12-szeresére novelte, szubcelluldris frakcionalds alapjan az
akkumulacié primer helye a lizoszdma volt. A gliikozilceramid-tartalom novekedésével azonban az
emelkedés minden frakcidban, igy a plazmamembranban is megjelent. Emellett masodlagosan a
ceramid, di- és trihexozilceramid, szfingomielin és foszfatidilglicerol szintje is megnétt minden
szubcellularis részben. Ezek alapjan a gliikozilceramid akkumulacidja soran kezdetben a lebontas
hidnya miatt a lizoszdma szaturacidja kévetkezik be, majd a trafficking telitése révén a gliikozilceramid
mellett egyéb szfingolipidek is felhalmozédnak mas helyeken is, igy kezdetben az endoszomilis
kompartmentekben, majd az endolizoszomalis rendszer eltomd&dése miatt a sejt egészében, beleértve
a plazmamembrant is. Ez pedig a sejt diszfunkciéjan keresztiil a patoldgias tiinetek, igy abnormalis
makrofag aktivacid megjelenéséhez vezethet®3. Mivel a dipdlpotencidl nagysagat elsdsorban a

sejtmembran lipid 0sszetétele hatdrozza meg, a Gaucher-kdérban az ezzel a mechanizmussal kialakuld

eltérések akar a dipdlpotencial nagysdgdnak valtozasat is eredményezhetik.

2.4.4. A Gaucher-kér és a lipidtutajok kapcsolata
Mivel a szfingolipidek a lipidtutajok intrinsic alkotéelemei, azok mennyiségének valtozasa a
membranban a lipidtutajok szerkezetének és funkcidjanak a modositasat eredményezheti, amelynek

akar a Gaucher-kdr pathogenezisében is szerepe lehet. A feltevést alatdmasztd elsé megfigyelésként
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azt talaltak, hogy bizonyos jelatviteli folyamatok soran a szfingomielinaz enzim aktivalodik, amelynek
hatdsara ceramid képzGdik a lipidtutajokban. A ceramid mennyiségének ndvekedése jelentGsen
megvaltoztatja a tutajok biofizikai paramétereit asszociacidés tendencidja miatt, amely kisméretd,
nagyon rigid, gélszeri, a hagyomanyos lipidtutajoktdl eltér6 tulajdonsagokkal biré membran
mikrodomének kialakulasdhoz vezet. Ezek spontan fuzidja nagyméretl, ceramidban gazdag
makrodomének vagy platfomok képzdését eredményezheti, amely a receptorok klaszterizacidjan
keresztil a jelatviteli folyamatokat facilitdlhatja és amplifikalhatja, illetve egyéb sejtfunkcidkra is
hatdssal lehet, igy befolyasolhatja ioncsatorndk szabdlyozdsat, az immunszinapszis kialakuldsat,
patogének sejtbe jutdsat vagy a sejtek apoptdzisat. Ezek hatterében az allhat, hogy a membran

szerkezetének valtozasa elég nagy lehet ahhoz, hogy bizonyos membran fehérjék konformaciojat,

TATA 261-263

Az egyszer( szfingolipidek mellett a glikoszfingolipidek is befolydsoljak a membran mikrodomének
formacidjat. Ezen molekuldk 3altaldban nagyon magas fazisatalakuldsi hémérséklettel rendelkeznek
megnovekedett hidrogénkotési kapacitasuk altal (mind donorként, mind akceptorként), ezdltal
jelenlétiik gélszer(, nagyon szoros laterdlis pakoléddsi denzitasi domének kialakulasahoz vezethet. Az
egyik legegyszer(ibb ilyen tipusi molekula, a gliikozilceramid a koleszterinben gazdag doménekkel
szterolban és szfingolipidben gazdag domének kialakuldsat a bioldgiai rendszerekben?#255, A
glikozilceramid ilyen hatasat megerdsitették kilonboz6 Osszetételli mesterséges bilayerekben,
valamint él6 sejtek membranjaban is. Alacsony koleszterintartalom mellett a gliikozilceramid gélszer(
domének kialakulasat eredményezte, mig jelentGsebb mennyiségii koleszterin jelenléte esetén a
szfingolipidben és koleszterinben gazdag domének kialakuldsat segitette elS. Kontroll és CBE kezelt,
valamint Gaucher betegekbél szarmazo fibroblasztokban a sejtmembran magasabb glikozilceramid
tartalma esetén csokkent membranfluiditast tapasztaltak, aldtamasztva a feltételezést, amely szerint
a glikozilceramid néveli a membran rendezettségét. Ez pedig a membran mikrodomének kialakuldsat
segitheti, ezaltal pedig befolydsolhatja bizonyos fehérjék és lipidek megoszlasat a membranban, igy
befolydsolva azok funkcidjat. A glilkozilceramid ilyen jellegli hatdsa pedig akar fontos lehet a Gaucher-

kér patomechanizmusa szempontjabdl is6°.
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3. Célkitlizések

A daganatos megbetegedések patogenezisében fontos ErbB receptor tirozin kindzok aktivacidjanak
kulcslépése a klasszikus allosztérikus aktivaciés modell szerint a fehérjék homo-, illetve
heterodimerizacidja. Az asszociacid folyamatdban korabban elsédlegesnek gondoltdk a fehérjék
extracellularis doménjének szerepét, ma azonban mar tudjuk, hogy abban az intracellularis és

transzmembran domének is aktiv szerepet jatszanak. Mivel a transzmembran domén a membran

sz

e ses

keresztil a jelatviteli Utvonalak beinduldsat is. A dipdlpotencial jelent6ségét azonban még nem

vizsgaltak ezen folyamatokban, igy kisérleteink elsé fazisaban célul tliztuk ki:

a) a mar leirt dipdlpotencialt valtoztaté kezelések (phloretin és 6-ketocholestanol) hatasanak
meghatarozasat a mi kisérletes rendszerlinkben konfokalis mikroszkdpia és di-8-ANEPPS
dipdlpotencial szenzitiv fluorofdr alkalmazasaval,

b) a dipdlpotencidl médositdsdnak az EGFR sejtfelszini expresszidjdra és ligand irdnti affinitasara
gyakorolt hatdsanak vizsgalatat aramldsi citometrids modszerekkel,

c) a dipdlpotencidl valtoztatasara az EGFR, ErbB2 és neu fehérjék asszociacidiban bekovetkezb
eltérések elemzését dramldsi citometrids FRET és  konfokalis mikroszkdpos
number&brightness analizis segitségével,

d) fenti kezelések funkcionalis jelentGségének tesztelését a receptorok foszforilacids szintjének
aramlasi citométerrel toértén6é meghatarozasaval,

e) valamint a bekovetkez6 valtozasok lipidtutajok jelenlététsl vald flggésének vizsgalatat

konfokalis mikroszkdpos felvételek elemzésével a sejtek raft doménjeinek jeldlése utan.

Mivel a dipdlpotencidl nagysagat elsésorban a sejtmembran lipidosszetétele hatarozza meg, varhatd,
hogy a specialis 6sszetétellel biré lipidtutajokban annak nagysaga eltérhet a membran egyéb régidiban
tapasztalt értékektdl, amelyet azonban még nem bizonyitottak é16 sejtek esetén. Emellett felmeril az
is, hogy a dipdl pontencial mértéke megvaltozhat olyan betegségekben, amely soran a sejtmembran

Osszetétele mdédosul. Ezek alapjan munkank masodik részében vizsgalni kivantuk:

a) uj, fesziltség szenzitiv 3-hidroxiflavon szarmazékok spektralis valtozasait a dipdlpotencialt
madositd kezelések esetén, egy alternativ dipdlpotencidl mérési modszer haszndlatahoz (a
mar emlitett di-8-ANEPPS alkalmazdasat kiegészitendd),

b) kilénb6z6 fesziltségre érzékeny fluoroférok dipdlpotencial-szenzitiv intenzitdsjelei
korrelaciéjanak mértékét kilonbozé raft és non-raft domén markerek intenzitasaival

konfokalis mikroszkdpos felvételek elemzésével,
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c) a dipdlpotencial nagysagaban a kiilonb6z6 membran mikrodomének kozott tapasztalhato
kiilonbségek mértékét konfokalis mikroszkdpos felvételek elemzésével torténd kvantitativ
becslés segitségével,

d) a 3-hidroxiflavon szarmazékok emisszids spektrumdaban megfigyelhetd eltéréseket a festék
lipidtutajokban, illetve egyéb membranrégiokban torténd elhelyezkedése esetén,

e) valamint a dipdlpotencidl nagysaganak esetleges valtozasat, illetve annak mértékét egy, a
sejtmembran (és f6leg a lipidtutajok) lipiddsszetételének megvaltozasaval jard betegség, a

Gaucher-kér in vitro modellrendszerében.
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4. Metodikak (anyagok és modszerek)

4.1. Alkalmazott sejtvonalak és tenyésztésuk
A kisérletek soran felhasznalt sejtvonalak egy részét (SKBR-3, A431, Hela és CHO) az American Type
Culture Collections-t6l (ATCC, Manassas, VA) szereztiik be. Az SKBR-3 egy trastuzumab-szenzitiv humdn
emlétumor sejtvonal, amely =2*10° ErbB1 és ~10° ErbB2 fehérjét fejez ki, az A431 egy human epitelialis
karcindma sejtvonal, amely sejtfelszinén ~2*10° ErbB1 és ~2*10* ErbB2 fehérje expresszalddik, mig a
HeLa human méhnyak karcinéma eredet( sejtvonal sejtenként =5*10* ErbB1 és =3*10* ErbB2 fehérjét
tartalmaz (4.1.1 tabldzat). A CHO kinai horcsog petefészek eredet( sejtvonal nem rendelkezik érdemi
ErbB1, illetve ErbB2 expresszidval. Az F1-4 egy, a gottingeni kollaboracids partnereink altal el6allitott
maddositott CHO eredetl sejtvonal, amely stabilan expresszalja az ErbB1l-eGFP fuzids fehérjét,

sejtenként *6*10°> mennyiségben?®’,

A sejteket specifikacidjuknak megfelel6en 10% fetalis borju szérumot (FCS), gentamicint (50 pug/ml) és
L-glutamint (2 mmol/l) tartalmazé DMEM-ben tenyésztettik korai konfluens allapotig 37C°-on 5% CO,
jelenlétében, majd a novekedési faktor stimulacidot magukba foglalé kisérletek el6tt 16-24 6ran
keresztll éheztettiik 6ket 0,1% FCS-t tartalmazé médiumban. A sejtek felszinén kifejez6d6 ErbB1 és
ErbB2 fehérjék mennyiségét FACSCalibur daramlasi citométer (BD Biosciences, San Jose, CA)
segitségével Qifikit-tel (Dako, Glostrup, Dania) hatdroztuk meg a gyarté Utmutatasainak megfelelGen

(4.1.1 tablazat).

Sejtvonal neve

expresszios szintek (*1000)
SKBR-3 190 1100
A431 2300 25
Hela 50 31
CHO 0 ~0
F1-4 610 (ErbB1-eGFP) ~0

4.1.1 tablazat: az ErbB fehérjecsaldd és a dipdlpotencidl osszefliggéseinek vizsgalata
soran alkalmazott sejtvonalak és azok sejtfelszini ErbB1 és ErbB2 expresszidja. A sejtek
felszinén kifejez6d6 fehérjék mennyiségét FACSCalibur dramldsi citométer segitségével

Qifikit-tel hataroztuk meg a gyarté Utmutatdsainak megfelelGen.

A Gaucher-kérra jellemzé eltérések vizsgalata soran hasznalt human akut monocitas leukémia eredet(
THP-1 sejtvonal szintén az ATCC-t6l szarmazott. A sejteket specifikacidjuknak megfelel6en

tenyésztettiik.

47



4.2. Antitestek, ndvekedési faktorok és egyéb reagensek
Az ErbB2 ellenes, klinikumban is alkalmazott humanizalt monoklonalis antitestet, a trastuzumabot
(Herceptin®) a Roche-tdl (Basel, Svajc), az ErbB1 ellenes Abl1l elnevezésli monoklonadlis antitestet
pedig a Thermo Fisher Scientific-t6l (Waltham, MA) vasaroltuk. Az antitesteket AlexaFluor546 és
AlexaFluor647 (Life Technologies/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) fluoreszcens festékekkel
konjugdltuk a gyartd utmutatdsa szerint. A festék-protein aranyt (egy antitesthez kot6dé fluoroférok

atlagos szama) spektrofotometridsan hataroztuk meg, ami altaldban 1-2 korali érték volt.

Az intracellularis foszforilacios mérések sordn altalanos foszforilalt tirozin ellenes (PY99, Santa Cruz

« sz

« sz

Cell Signaling Technology, Danvers, MA) antitesteket hasznaltunk. Az elsGdleges antitestek mellett
Alexab47 festékkel konjugdlt GAMIG-ot (goat anti-mouse immunoglobulin G) (Life
Technologies/Thermo Fisher Scientific), illetve Cy5-tel konjugalt GAMIG Fab fragmentumot (Thermo

Fisher Scientific) alkalmaztunk masodlagos jel6l6ként.

Az ErbB1 ligandjat, az epidermdlis novekedési faktort (EGF) az R&D Systems-t6l (Minneapolis, MN),
illetve a Peprotech-tél (London, Egyesilt Kiralysag) szereztik be. Az EGF kot6déses mérések soran
hasznalt tetrametil-rodaminnal jel6lt EGF-et a Life Technologies/Thermo Fisher Scientific-t6l

vasaroltuk.

A sejtek dipdlpotencidljanak megvaltoztatasara hasznalt 6-ketocholestanol (3B-hidroxi-5a-cholestan-
6-on) és phloretin (3-(4-hidroxifenil)-1-(2,4,6-trihidroxifenil)propan-1-on), valamint az ezek gyors
sejtmembranba éplléséhez sziikséges Pluronic F-127 detergens a Sigma Aldrich-tdl (St. Louis, MO)

szarmazott.

A sejtmembranban talalhatd lipidtutaj mikrodomének jeloléséhez hasznalt AlexaFluor647-konjugalt
koleratoxin B alegység (CTX-B), valamint a nem-tutaj régidk vizualizacidjara alkalmazott AlexaFluor647-
konjugdlt transzferrin a Thermo Fisher-t6l kerilt beszerzésre. Az AC8 anti-koleszterin antitest Matkd

Janos (E6tvos Lorand Tudomanyegyetem, Budapest, Magyarorszag) ajandéka volt.

A dipdlpotencidl mérésére hasznalt di-8-ANEPPS (4-(2-[6-(dioktilamino)-2-naftalenil]etenil)-1-(3-
szulfopropil)piridinium belsé sé) fluorofért a Thermo Fisher-t6l vasaroltuk, mig az F66 (N-[3-(40-
dihexilamino-3-hidroxi-flavonil-6-oxi)-propil]-N,N-dimetil-N-(3-szulfopropil)-ammadnium, bels6é sé) és
PPZ8 (3-(4-(4-[4V-(3-hidroxi-6-oktiloxiflavonil)fenil]piperazino)-1-piridiniumil)-1-propanszulfonat)

vegylileteket Andrey Klymchenko-tél (Université de Strasbourg, Strasbourg, Franciaorszag) kaptuk.
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mirisztat 13-acetat (PMA), valamint a Gaucher-kéros fenotipus indukcidjahoz hasznalt conduritol B

epoxid (CBE) a Sigma Aldrich-tél szarmazott.

4.3. Sejtek tranziens transzfekcidja és a kisérletek soran hasznalt plazmidok
A tranziensen transzfektalt sejteket Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher) segitségével allitottuk elg,
illetve bizonyos esetekben elektroporaciét végeztiink Amaxa Nucleofector késziilékkel (Lonza, Bazel,

Svajc) a gyartd Utmutatdsai alapjan a sejttipusnak legmegfelel6bb oldatot és programot hasznalva.

Az intracelluldris foszforilacids mérések soran a sejtekbe transzfektalt vad tipusu fehérjét tartalmazo
ErbB2-pcDNA3 plazmidot Yosef Yarden-t6l (The Weizmann Institute of Science, Rehovot, Izrael)
kaptuk, mig az ErbB2 transzmembrdn doménjének 659-es pozicidjaban egy Val->Glu mutaciét hordozé
NeuT fehérjét kddolé pSV2neuNT plazmid Richard Pestell (Thomas Jefferson University, Philadelphia,

PA%%8) ajandéka volt.

A N&B mérések el6tt a sejteket PCDNA3.1 ErbB2-short-mYFP plazmiddal transzfektaltuk, amely mYFP-
hez fuziondlt vad tipusi ErbB2-t tartalmazott!*2. A NeuNT N&B mddszer segitségével tdrténd
vizsgalatdhoz az el6bbi plazmidban Val659Glu mutaciét hoztunk létre NEB Q5°® Site-Directed
Mutagenesis Kit (NEB EO0554S, New England Biolabs, Ipswich, MA) segitségével. A plazmid
amplifikaciéjahoz és a mutagenezishez hasznalt forward (TCTGCGGTGGAAGGCATTCTGC) és reverse
primereket (GATGATGGACGTCAGAGG) a NEBaseChanger™ online applikacidval terveztik meg. A
kivant mutacid meglétét szekvenalassal erGsitettik meg. Az igy el6allitott, PCDNA3.1 ErbB2

(Val659Glu)-short-mYFP-nak nevezett plazmiddal transzfektaltuk a sejteket.

A lipidtutajok vizualizciéjara alkalmazott GFP-GPI plazmidot Jennifer Lippincott-Schwartz-tél

(National Institutes of Health, Bethesda, MD) kaptuk.

4.4. Sejtek aktivalasa EGF-fel

A kisérletek el6tt a sejteket 16-24 6rdn keresztiil éheztettiik 0,1% FCS-t tartalmazé médiumban, majd
a megfelels el6kezelés utan 100 ng/ml (=16 nM) human rekombinans EGF-fel kezeltiik 5 percen at
37°C-on 0,1% borju szérum albumint (BSA) tartalmazé Hank-féle pufferben. A sejteket stimuldlasuk

utan jeloltik, illetve mértik az adott kisérletnek megfelel6 médon.

45. Adipdlpotencidl valtoztatasa
A sejtmembran dipdlpotencidljanak nagysdga modosithaté a membranhoz adszorbealédé vagy abba
inkorporaldda lipid bazisu vegyiletekkel. Kisérleteink soran ezek koziil a dipdlpotencial néveléséhez 6-
ketocholestanolt, mig annak csékkentéséhez phloretint alkalmaztunk 100 uM-os koncentracidban. A

vegyliletek membranba épilésének gyorsitdsara a kezelést 0,5% (v/v) Pluronic F-127 detergens
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jelenlétében végeztiik szobah8mérsékleten 10 percen keresztiil*®3°. A Pluronic F-127 micelldkat képez
az alkalmazott vegyiiletekkel, elGsegitve azok membranba kerilését, valdszinlileg nem uagy, hogy
fuzional a target membranokkal, hanem atadja a molekuldkat a membran bilayerek kiilsé rétegébe. Az
inkorporacio sebességét legalabb két nagysagrenddel noéveli, igy az inkubacids idék =10 perces
tartamra rovidilhetnek. Az altalunk alkalmazott koncentraciék mellett nem befolydsolja érdemben a

sejtek életképességét, illetve a nyugalmi membranpotencial értékét®8269.270,

4.6. Gaucher-fenotipusu makrofagok elallitasa
A Gaucher-fenotipusut makrofagok el6allitdsahoz THP-1 monocitakat differencialtattunk makrofaggd 5
napon at 50 ng/ml koncentracidban alkalmazott PMA kezelés segitségével, hogy a sejtek fed6lemezhez
torténé megfelel6 kitapadasat biztositsuk. A differenciaci6 PMA-val t6rténé indukcidjaval
parhuzamosan 500 uM-os konduritol B epoxid kezelést alkalmaztunk, igy a sejtekben a Gaucher-kérra

jellemz8 fenotipus fejl8datt ki3,

4.7. Sejtek fluoreszcens jeldlése antitestekkel szuszpenzidban és feddlemezen

Sejtfelszini antigének jelolése sordn a sejteket PBS-ben torténé mosast kovetben az antitestek telitd
higitottuk. Ha az els6dleges antitestek nem voltak fluoreszcensen jelzettek, kétszeri mosast kovetéen
a sejteket masodlagos antitesttel jel6ltiik szintén jégen 30 percig. Az antitestkotédés utan kétszeri PBS-
ben torténd mosast kdvetben 1%-os formaldehidben fixaltuk a sejteket. Amennyiben intracellularis
antigént jeloltiink, a procedura elején 3,7%-os formaldehidben fixaltuk a sejteket, majd kétszeri Tris
pufferben (100 mM Tris + 100 mM NaCl; pH 7,4) tortén6 mosast kovetGen a jeldlés a fentieknek
megfelel6en tortént, kivéve, hogy az antitesteket 0,1% BSA-t és 0,1% Triton X-100-at tartalmazo PBS-

ben higitottuk a sejtek permeabilizalasa céljabdl.

Az aramldsi citometrids mérésekhez a sejteket 0,05%-0s tripszin kezeléssel tavolitottuk el a flaskabdl,
mig a mikroszkdpos kisérleteknél a sejteket kb. 80%-os konfluencia eléréséig tenyésztettiik 8-lyuku
fed6lemez alju Lab-Tech™ Il kamraban, melyet a Nalge Nunc International-tél (Rochester, NY)

vasaroltunk.

4.8. Sejtekjelolése dipdlpotencial-szenzitiv di-8-ANEPPS, valamint F66 és PPZ8

fluorofdrokkal
A sejtek dipdlpotencialjanak méréséhez di-8-ANEPPS, illetve F66 és PPZ8 fluoroférokat hasznaltunk
konfokalis mikroszképia alkalmazdsdval. Ezen fluoroférok a gyorsan reagald fesziiltség szenzitiv
festékek csoportjdba tartoznak, fluoreszcens tulajdonsdgaik a jelenlevé elektromos er6tér

nagysaganak fliggvényében jelentGsen valtoznak. Membranbeli elhelyezkedésiik révén a festékek
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elsGsorban a dipdlpotencidlra érzékenyek. A di-8-ANEPPS esetén a dipdlpotencidl nagysaganak
mérésére leginkabb a gerjesztési spektrum elektromos tér hatasara bekodvetkezd eltolddasan alapuld
raciometrikus moddszerek alkalmasak3®8, mig az F66 és a PPZ8 esetén a normadl és a tautomer
gerjesztett formanak megfelel6 két emisszids sav intenzitdsanak egymashoz viszonyitott aranya

valtozik meg a dipdlpotencidl éltal keltett elektromos erétér hatasara’s’®,

Kisérleteink soran a 8-lyuku fed6lemez alju Lab-Tech™ Il kamraban kb. 80%-os konfluencia eléréséig
tenyésztett sejteket mostuk 1 mg/ml BSA-t is tartalmazd Hank-féle pufferben, majd a dipdlpotencialt
madositd kezelés utan jeldltiik 2 pM koncentracidju di-8-ANEPPS-sel 10 percig, 12 °C-on, illetve 10 nM
madositasa eldtt végeztik. A sejtek mosdsa utan konfokalis mikroszkép segitségével felvételeket
készitettiink, majd a felvételek elemzésével meghataroztuk a dipdlpotencial nagysagat a késGbbiekben

leirtaknak megfelelGen.

4.9. Asejtmembranban talalhato lipidtutajok és non-raft régiok jelolése
A sejtmembranban taldlhaté raft mikrodomének jel6léséhez harom kilonb6z6 maddszert
alkalmaztunk. (i) 8-lyukd fedGlemez alju Lab-Tech™ Il kamraban tenyésztett sejtek membranjaban
taldlhaté GM1-ben gazdag membran raftokat jel6ltiink 8 pg/ml AlexaFluor647-CTX-B jelenlétében 20
percig jégen, hogy a CTX-B internalizaciéjat elkerdljik. (ii) A lipidtutajok GFP-GPI-vel torténd
jeloléséhez 8-lyuku fedGlemez alju Lab-Tech™ Il kamraban tenyésztett sejteket transzfektaltunk 0,5 ug
DNS/lyuk mennyiség(i GFP-GPI plazmiddal Lipofectamine2000 segitségével 2:1 (v/w) lipid:DNS aranyt
haszndlva. (iii) A lipidtutajokat jeloltik egy (megfelel6 elrendez6dési) koleszterinre specifikus
monoklondlis antitest, az AC8 segitségével?”’, amelyet Cy5-tel konjugalt GAMIG Fab fragmentummal
vizualizaltunk, hogy a keresztkot6dés mértékét minimalizaljuk. A sejtmembran non-raft régidjanak
jeloléséhez a 8-lyukd fedSlemez alju Lab-Tech™ Il kamrdban tenyésztett sejteket 25 pg/ml
AlexaFluor647-tel konjugalt transzferrinnel jeldltiik 20 percig jégen. A sejtek mosdsa utan konfokalis
mikroszkdp segitségével felvételeket készitettlink, majd a felvételeket Matlab-ban elemeztik a

kés6bbiekben leirtaknak megfelelGen.

4.10. Adipdlpotencialt valtoztato kezelések hatasanak meghatarozasa
A sejtek dipdlpotencialjanak méréséhez a di-8-ANEPPS fluorofdért hasznaltuk konfokalis mikroszképon
egy excitacids raciometrikus mddszer segitségével* >, A kamraban névesztett sejteket mostuk 1
mg/ml BSA-t is tartalmazo Hank-féle pufferben, majd a dipdlpotencialt mddositd kezelés utan jeldltik
2 UM koncentraciéju di-8-ANEPPS-sel 10 percig, 12 °C-on. Bizonyos esetekben a festést a
dipdlpotencidl mddositdsa el6tt végeztiik. A sejtek mosdsa utan a fluorofért 458 és 514 nm-es

hulldmhosszon gerjesztettiik és az emissziét 630 nm felett detektaltuk, a gerjesztési arany fluiditastol
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fligg6 valtozasainak kikliszdbolése érdekében®. A képek felvételéhez LSM510 konfokalis 1ézer pasztazéd
mikroszképot (Carl Zeiss AG, Jena, Németorszag) hasznaltunk Plan Apocromat 63x/1.4 NA olaj
immerzids objektiv alkalmazasaval 1 Airy egységre beallitott pinhole mérettel. A képek feldolgozasat
Matlab (Mathworks, Natick, MA) programkdrnyezetben végeztik a Diplmage toolbox (Delft University
of Technology, Delft, Hollandia) segitségével. A képeken a membran pixelek azonositasat egy korabban
erre a célra készitett kézzel kijelolt vizfeltoltéses algoritmus (,,manually seeded watershed algorithm”)
segitségével végeztiik?’!. Az algoritmus alkalmazédsa sordn egy konfokalis képszeleten a felhasznald
minden sejt belsejébe egy pontot (,seed”) helyez el. Az algoritmus a képet ugy kezeli, mintha egy
haromdimenziés domborzati térkép lenne, ahol a magassagot az intenzitds értékek hatarozzdk meg.
Az algoritmus ezt a domborzati térképet képzetesen vizzel tolti fel, és a medencék (sejtek) kdzti hatdrok
ott taldlhatdk, ahol két, egymdssal hataros medence kdzott atcsap a viz. A felhasznald altal elhelyezett
pontok azért sziikségesek, mert a teljesen automatikus vizfeltoltéses algoritmus tulszegmentdlja a
képeket, tehat tul sok hatdrvonalat azonosit. A membran azonositdsa utdn az ahhoz tartozé pixelek
esetén meghataroztuk a kétféle gerjesztés esetén mért fluoreszcencia intenzitasok aranyat a hattér

intenzitas levondasa utan.

4.11. Adipdlpotencidl EGF kotédésére gyakorolt hatasanak mérése (kompetitiv

és nem-kompetitiv modszerrel)
A dipdlpotenciadlnak az EGF ErbB1 iranti affinitasara gyakorolt hatasat SKBR-3, A431 és Hela sejteken
hatdroztuk meg mind nem-kompetitiv, mind pedig kompetitiv mddszerrel fluoreszcensen jelzett EGF
alkalmazésaval. Az éheztetett sejteket feltripszineztik, centrifugdltuk, 1 mg/ml BSA-t is tartalmazo
Hank-féle pufferben szuszpenddltuk és a korabban leirtaknak megfelel6en vdéltoztattuk a
dipdlpotencidl mértékét. Kozben a nem-kompetitiv mérések soran a tetrametil-rodaminnal konjugalt
EGF (TAMRA-EGF, LifeTechnologies) 10 uM koncentracidju torzsoldatabdl higitasi sort készitettlink
ugy, hogy a sorban minden cs6 250 pl-nyi 0,1% (w/v)-os BSA-t tartalmazé Hank-féle pufferben
megfelel6en higitott TAMRA-EGF-et tartalmazott. A kompetitiv mddszer esetén a higitasi sort
jeloletlen EGF-b6l készitettik ugy, hogy minden cs6 4éllandd koncentracioja TAMRA-EGF-et
tartalmazott a megfelel6 mennyiségi jeldletlen névekedési faktor mellett. A jégen tartott csdvekbe
ezek utan 20 pl-nyi megfelel6en kezelt sejtszuszpenziét mértiink, amelyben =100000 sejt volt. A
mintakat jégen inkubaltuk 30 percen keresztil folyamatos rdzogatds mellett, majd a sejtek
fluoreszcencia intenzitasait FACS Aria Il aramlasi citométeren (BD Biosciences) hataroztuk meg mosas

......

561 nm-en gerjesztettik és az emissziét 595/50 nm-es savszirS alkalmazasa mellett detektaltuk.
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Mintanként és kisérletenként 10000 sejt adatait elemeztiik FCS Express (Denovo Software, Thornhill,
Ontario, Kanada) segitségével. Az adott mintakban taldlhatd sejtek atlagos fluoreszcenciajat
szamitottuk ki és a kot6dési gbrbe meghatarozasahoz a kapott értékeket abrazoltuk az alkalmazott EGF
(jelolt a nem-kompetitiv, jeloletlen a kompetitiv mérések soran) koncentraciojanak figgvényében. A

kotGdési gorbe illesztése nem-kompetitiv esetben az alabbi Hill-egyenletnek megfeleléen tortént:

Imax B Imin
=1+ TS (4.11.1),

ahol | a minta intenzitdsa, c a TAMRA-EGF koncentracidja, Imin €s Imax @ Mminimum és maximum

intenzitasok, Ky a disszociacios allandd, n pedig a Hill-koefficiens.

A kompetitiv mddszer esetén a kot6dési gorbét az alabbi egyenlet alapjan illesztettik:

Imax — Imin
I=1 + L 107w~ v (4.11.2),
amelyben
c+K
IC50=K, d (4.11.3),
d

ahol Ky a TAMRA-EGF, K; pedig a jeldletlen EGF disszociaciés allanddja, ¢ pedig a TAMRA-EGF

koncentracidja.

A kiértékelés soran a kiilonboz46 sejttipusok és mintak esetén a Ky, K; és IC50 paramétereket hataroztuk

meg és hasonlitottuk 6ssze egymassal.

4.12. A dipdlpotencial ErbB fehérjék asszociacidjara gyakorolt hatdsanak

meghatdrozdsa FRET modszerrel
A fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET) egy sugdrzdsmentes energiadtadas, ahol a
gerjesztett allapotban |évé fluoreszcens molekula (donor), valamint egy megfelel6 spektroszkdpiai
paraméterekkel rendelkez6 molekula (akceptor) kozott dipdl-dipdl kolcsénhatds jon létre. Az
energiadtadas legfontosabb feltétele a donor emisszids és az akceptor abszorpcids spektrumdnak
atfedése, valamint a donor és az akceptor megfelel6 relativ orientaciéja mellett a donor és az akceptor
kozotti megfeleld, 2-10 nm kozé esd tavolsag. Az utdbbi tényez6 kiilondsen fontos, mivel ezaltal a FRET
jelensége kiterjedten alkalmazhaté a bioldgidban, hiszen segitségével a donor és akceptor kozotti
tavolsdg mérhetd, illetve a donor-akceptor tavolsdg megvaltozasa becsiilhet62. Ennek alapja az, hogy
a FRET sebességi allandd (kerer) @ donor és akceptor kozotti tdvolsag hatodik hatvanyaval forditottan

aranyos:
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Kerer = konst-J-n™ -k, -R™° - x? (4.12.1),

ahol J a donor emisszids és az akceptor abszorpcids spektrumainak atfedési integrélja, n a kozeg
torésmutatoja (ezt 1,4-nek feltételezik sejtfelszini jelolés esetén), ks a donor fluoreszcencia dtmenet
faktor. A FRET sebességét befolydsold paraméterek kozil dltaldban csak a donor és az akceptor kozotti
tavolsag (R) és a relativ orientdcié (k%) jén szdmitdsba. Legtdbbszér a két vizsgalt molekula relativ
orientdciéja nem ismert, de a molekuldk gyors forgasa miatt a lehetséges irdnyok kiatlagolédnak és a
K? értékét 2/3-nak tekintjik?’>?’%. igy feltételezhetjiik, hogy a FRET sebességi dllanddja csak a két

molekula atlagos tavolsaganak fliggvénye.

Az energia transzfer hatdsfokat (E), amely megadja a FRET segitségével relaxalédé gerjesztett donor

molekuldk aranyat, leggyakrabban a kritikus Forster tavolsag felhasznaldsdval szoktak kifejezni:

Ry

= 4.12.2),
RS +R° ( )

ahol az R, az a tavolsag, amelynél az adott donor-akceptor par esetében a FRET hatdsfoka 50%°7.

Kisérleteink soran a FRET mddszer alkalmazasanak alapja az volt, hogy ha a sejtfelszini ErbB1, illetve
ErbB2 receptorokat donor, illetve akceptor fluorofdrral konjugalt antitestekkel jel6ljik meg és
kozottiuk FRET jon létre, a gyakorlatban ez azt jelenti, hogy a két receptor egymadssal asszocialodik. Ezek

alapjan a FRET hatékonysdg kiszamitasabdl a receptorok asszociacidjanak mértékére

kovetkeztethetlink.

......

sejteket alkalmaztunk az ErbB2 homoasszociaci6 és az ErbBl-ErbB2 heteroasszociacio,
transzfektalatlan Hela sejteket az ErbB1 homoasszociacio mérésére, illetve CHO sejteket
transzfektaltunk elekroporacios modszerrel vad tipusu fehérjét tartalmazé ErbB2-pcDNA3 illetve NeuT

......

varianssal torténd dsszehasonlitasara.

A FRET kisérletekhez az éheztetett sejtek tripszinezése, mosdasa, 1 mg/ml BSA-t is tartalmazé Hank-féle
pufferben vald szuszpendalasa, a dipdlpotencidlt mddositd kezelése és a mintak egy részének EGF-fel
torténd stimulacidja utan a megfelels festékkel konjugalt monoklonalis antitestekkel jel6ltik azokat
30 percen at, jégen és sotétben. Az ErbB1 jel6léséhez Ab11 antitestet (Thermo Fisher Scientific), az
ErbB2-h6z pedig trastuzumabot (Herceptin®, Roche) alkalmaztunk. Donor fluoroférként az

antitestekhez  konjugalt  AlexaFluor546-ot, mig  akceptorként AlexaFluor647-et (Life
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Technologies/Thermo Fisher Scientific) hasznaltunk. A spektrofotometridsan meghatarozott festék-
protein arany 1-2 koriil volt. A jeldlés utan a sejteket hideg PBS-ben mostuk, 1%-os formaldehid-PBS
eleggyel fixaltuk és FACS Aria Il aramlasi citométeren (BD Biosciences) mértik. Az ErbB1
homoasszociacié méréséhez AlexaFluor546-Ab11 és AlexaFluor647-Ab11, az ErbB2 homoklszterizacid
meghatarozasahoz AlexaFluor546-trastuzumab és AlexaFluor647-trastuzumab, mig az ErbB1-ErbB2
heteroasszocacid vizsgalatahoz AlexaFluor546-Ab11 és AlexaFluor647-trastuzumab donor-akceptor

parokat alkalmaztunk.

Az dramlasi citometridas FRET mérések alapelve minden esetben az volt, hogy minden sejtr6l harom
fluoreszcencia intenzitast detektaltunk, a donor, FRET és akceptor intenzitdsokat rendre az /1, I és I3
csatornakban hataroztuk meg. A donor csatorna esetén az AlexaFluor546 fluorofért 561 nm-en
gerjesztettiik és egy 595/50 savsz(rén (bandpass, BP) keresztll detektaltuk. Az akceptor csatorna
esetén az AlexaFluor647 fluorofért 633 nm-en gerjesztettik és a fluoreszcencia intenzitast 635 nm-es
felllatereszté szlrén (longpass, LP) keresztil mértik. A FRET csatorndaban donornak megfeleld
gerjesztést (561 nm) és akceptornak megfelel6 detektdlast (635LP) alkalmaztunk. Mivel az egyes
csatornak szinte sosem tisztan a neviiknek megfelel§ intenzitast detektaljak, szlikség van a spektralis
atfedések korrekcidira, amelyeket csak donorral, illetve csak akceptorral konjugdlt antitestekkel jelolt
mintak segitségével hataroztunk meg. A citométeren hasznalt |ézer hullamhosszakat, detektorokat és

detektalasi szlirGket a jobb atlathatdsag kedvéért tablazatban is feltlintettem (4.12.1. tablazat):

lézer 561 561 633
FACSArialll detektor I I, I3
szliré 595/50 635LP 635LP

4.12.1. tablazat: A vizsgalatban hasznalt FACSAria Ill aramlasi citométer optikai adatai.
A lézereknél a gerjesztés hulldmhosszat, a detektornal a FRET egyenletrendszerben
(4.12.3) hasznalt elnevezést, a szlir6knél pedig az ateresztési hulldmhossztartomanyt
(595/50: 570-620 nm k6z6tt, 635LP: 635 nm felett) jeldltem.

A mérések sordn mintanként és kisérletenként legalabb 10-20000 sejt adatait lista modu fajlban
mentettiik el, és a kiértékelést a ReFlex program segitségével hajtottuk végre?’®. Az elemzés els8
|épéseként az elSre és oldal irdnyu fényszoras adatait tartalmazé dot plot dbrakon kikapuztuk az intakt
sejteket tartalmazé populdciét és a fluoreszcenciaintenzitasok atlagat hatdroztuk meg erre az
alpopulacidra. A korrigdlt intenzitasok kiszamitasa sordn a jel6lt mintak atlagadbdl levontuk a jeldletlen

mintak atlagat.
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A FRET hatékonysagot (E) a korrigdlt intenzitasok alapjan hataroztuk meg, de ehhez tobb korrekcids
faktort is figyelembe kellett venni a szamitasok soran. A kiilonb6z4 csatornakban mért intenzitasokat

az alabbi, korrigalandd tényezGket is figyelembe vevé egyenletek alapjan lehet meghatarozni:

S
L=1,(1—E)+1,S,+1I, E a5—4

2

lL=1,(1-E)S,+1,S,+I, E & (4.12.3).
A D
& &y, &
L=1,(1-E)S,+1,+1, E =22, g, ==2—A_
52 gDD gAA

Az egyenletekben az Ip és I valtozdk a kioltatlan donor intenzitdst és a kdzvetlenll gerjesztett akceptor
intenzitast jel6lik. Az S;., faktorok a donor és az akceptor mas fluoreszcens csatorndkkal mutatott
spektralis atfedését jellemzik. Az S; és S3 a donor fluoreszcencia FRET, ill. akceptor csatornaba, az S; és
S, pedig az akceptor FRET, ill. donor csatornaba torténd atvildgitasat jellemzik. Az S; és S; faktorokat
csak donorral, mig az S, és S, faktorokat csak akceptorral egyszeresen jelolt mintakon hataroztuk meg

az alabbi egyenletek szerint:

S, =|—2,- S, :|—3,- S, :I—Z; S, =|—1 (4.12.4).
1 1 3 3

Az egyenletrendszerben az € a moldris abszorpciés koefficienst jeldli, amelynek a felsé indexében

szerepl6 D vagy A arra utal, hogy a donor vagy akceptor paraméterérdl van-e szd, az alsé indexben

szerepl6 D vagy A pedig arra, hogy a donor vagy az akceptor hulldmhosszan kell-e értelmezni. Az o

paraméter megadja egy gerjesztett akceptor molekula FRET csatornaban mért intenzitdsanak és egy

gerjesztett donor molekula donor csatornaban mért intenzitdsanak a hanyadosat az alabbi egyenlet

szerint:

g3

(4.12.5).
QD 77D,1

Ebben az egyenletben Q4 és Qp az akceptor, illetve a donor kvantumhatasfokait jelzik, mig a na.jellemzi
egy akceptor foton FRET csatorndban vald detektdlasanak, a np: pedig egy donor foton donor

csatornaban valo detektalasanak hatékonysagat.

A fenti egyenletrendszer E-re torténé megolddsa pedig megadja a sejtenkénti FRET hatékonysag
nagysagat. A mddszer, illetve az annak alkalmazédsa soran végzendd szdmitasok bévebb leirdsa a 2”7

referencidban talalhaté.
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meghatdrozdsa N&B maddszerrel
A number&brightness (N&B) analizis egy, a fluoreszcencia korrelacids spektroszkdpia (FCS) mérési
elvén alapulé mddszer, de mig az FCS-hez specidlis mlszerezettség sziikséges, addig a N&B egy
hagyomdnyos konfokalis mikroszkdppal is elvégezhet6. A mérés pontossagat noveli, ha a mikroszkép
fotonszamlalé detektorral rendelkezik, de egy kalibracidos mérés utan analdg detektorral felszerelt

mikroszkdp is alkalmas lehet, igaz, alacsonyabb érzékenységgel?’827°,

£ m :-.
ﬁ ——
2e AVEY £ SV
= —_— $
E235 l S By
= % e %
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2 N = molekulak latszélagos szama
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4.13.1 abra: A fehérjék kozotti asszocidcid meghatdrozdsa konfokalis mikroszkdpos felvételek
megfelel6 konfokalis szeletrél 50-100 felvételt készitiink, majd meghatarozzuk az egyes pixelek
intenzitasainak varianciajat és atlagat az 50-100 felvétel soran. A két érték hanyadosa az un.
latszolagos fényesség értékét adja meg, amely két tényezGbdl ered, ugyanis egyrészt a
fotondetektalds poissoni természete (a ,fotonstatisztika”), masrészt pedig a molekulaszam
fluktuacidja eredményezi. A latszélagos fényességb6l meghatdrozhatd a molekularis fényesség
nagysaga, amely aranyos a fehérjék asszocialtsagi fokaval, azaz a fehérjeasszociatumok atlagos
nagysagaval, illetve az asszocidlt fehérjék aranydval. Vagyis a pixelenkénti intenzitasok variancija,
illetve atlaga ismeretében az asszocidcié mértéke becsiilhetd, hiszen sok kis diffundald egység esetén
az arany nagysaga relative kisebb, mig kevés nagy objektum esetén nagyobb.

A mérés elméleti hatterét a 4.13.1. abra mutatja be. A N&B mérések szempontjabol (az FCS-hez

hasonldan) egy molekularis egységnek az szamit, ami egy egységként diffundal (amely molekularis

57



szempontbdl lehet monomer, dimer vagy magasabb rend( oligomer is). Egyetlen ilyen diffundalo
egység altal a pixelidé (az adott pixelbdl érkez6 fotonok detektalasanak ideje) alatt kibocsatott és
detektdlasra keriilt fotonok szamat molekularis fényességnek (,,molecular brightness”) nevezziik. Az
egy pixelben levé egységek szamat a Poisson eloszlas irja le. A Poisson-eloszlas esetében a relativ széras
nagysaga a varhato érték négyzetgyokével forditottan aranyos. Ez az N&B szempontjabdl azt jelenti,
hogy ha egy adott intenzitdst atlagosan < N > darab molekula hoz létre, akkor ennek a

molekulaszamnak a fluktudcidja az < N > négyzetgyokével lesz aranyos:

N 1
oN . V<N> (4.13.1),
<N> <N> <N>

ahol oy a molekuldk szamanak szorasa.

A N&B soran ugyanarrol a konfokalis szeletrgl vesziink fel képet 50-100 alkalommal és az analizis soran
a fotonszam szérasat szamitjuk ki az egyes pixelekben, amely informaciét hordoz arrél, hogy hany
darab és milyen fényességi diffuzibilis egység van egy adott pixelben. Egy adott pixelben mért
intenzitas (fotonszam) fluktual egyrészt azért, mert véletlenszer(ien valtozik a pixelben levé diffuzibilis
egységek szama, masrészt pedig azért, mert a fotondetektdlds statisztikai volta miatt még akkor is
fluktudlna a detektdlt fotonok mennyisége, ha ugyanannyi molekula lenne a pixelben minden
id6pillanatban, tehat:

% = o} + o} (4.13.2),
ahol o2 az egy pixelben mért intenzitas varianciaja, J,Zv a variancianak az egy pixelben levé diffuzibilis
egységek szamanak fluktuaciojabdl eredé komponense, a% pedig a detektdlt fotonszam Poisson-
statisztika szerinti fluktuacidja. Az atlagos intenzitast (fotonszdmot) (< I >) a molekuldris fényességbdl

(&), valamint az < N > valtozékbdl szarmaztathatjuk az aldbbi egyenlet szerint:
<I>=¢eg<N> (4.13.3).
Statisztikai megfontolasokbdl kdvetkezik, hogy a U,ZV a molekularis fényesség négyzetével ardnyos:
o4 =Var(Ne) = e?Var(N) = > <N > (4.13.4),

ahol a Var avariancia operatort jelenti. A 012) a Poisson eloszlas tulajdonsagai miatt az atlagos detektalt

fotonszammal egyenlé:

oi=e<N > (4.13.5).
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Ha a latszdlagos fényességet (B) két kdnnyen meghatarozhaté paraméter, a detektdlt fotonszam
variancidjanak és varhaté értékének hanyadosaként definialjuk, akkor a (4.13.2)-(4.13.5) egyenletek

alapjan:

02 _ of+op _ €2<N>+e<N>

<I> e<N> e<N>

e+1 (4.13.6).

A (4.13.6) egyenlet szerint a latszélagos fényesség a molekuldris fényességgel szoros 6sszefliggést
mutat. A molekularis fényesség definicidjabdl kovetkezéen valtozik akkor, ha a molekuldk
oligomerizaicos foka atalakul (példaul dimerizacio kévetkezik be), hiszen ekkor médosul a diffuzibilis
egységek mérete (molekularis fényessége) is, ami a fenti egyszerl szamitassal kévethetd. A relativ
valtozasok detektalasa mellett lehet6ség van arra is, hogy pontosan meghatarozzuk, hogy az adott
pixelben atlagosan hany monomer alkot egy diffuzibilis egységet. Ehhez ismerni sziikséges a monomer
molekuldris fényességét, amit pl. monomer eGFP vagy mYFP oldatok N&B analizisével hatarozhatunk

meg.

A moddszer alkalmazasakor figyelembe kell venni azt, hogy a fluktuacidk helyes detektalasa akkor

hajthaté végre, ha a pixelidGvel és az ismétlési id6vel kapcsolatban két feltétel teljestl:

e a pixelid6 ne legyen tul hosszud, hogy a diffuzibilis egységek szdmanak fluktuacidéi ne
atlagolddjanak ki,
e az ismétlési id6 ne legyen tul rovid, hogy egy pixel két egymast kovets felvétele fliggetlen

legyen egymdstdl, ami a Poisson-statisztika feltétele.

A pixelid6 és az ismétlési id6 helyes megvalasztasahoz kozelitSleg ismerni sziikséges a vizsgalt fehérje
diffazids allanddjat és a konfokalis detektalasi térfogat atmérgjét. Ezekbdl a molekula autokorrelacids

fuggvénye kiszdmolhatd, amelybél leolvashaté a valasztandd pixel és ismétlési id6?78.

......

bekovetkez6 valtozasainak meghatarozasara a FRET mddszerhez hasonldan, azt kiegészitendd. Az
EGFR asszociacidjanak mérése soran kisérleteinket egy modositott CHO eredetd( sejtvonalon, az ErbB1-
eGFP fuzids fehérjét stabilan expresszald F1-4 sejtvonalon végeztiik, mig az ErbB2 és a neu vizsgalata
soran Hela sejteket transzfektdltunk PCDNA3.1 ErbB2-short-mYFP, illetve az altalunk mutdciéval
el6allitott PCDNA3.1 ErbB2 (Val659Glu)-shortmYFP plazmiddal. A képek felvételét egy pszeudo-
fotonszamlalé Gzemmddban m(ikodtetett Olympus FV1000 (Olympus Corp., Tokid, Japan) konfokalis
mikroszkdpon végeztiik a 2’8 referencidban leirtaknak megfelel6en. Az él18, fedélemezre névesztett
éheztetett sejteket a mérések alatt 10 mM gliikdzt és 0,1% BSA-t tartalmazé Tyrode pufferben
tartottuk szobahémérsékleten. Az éheztetett sejtek vizsgalata utdn a mintdkat stimulaltuk EGF-fel és

megismételtiik a méréseket. A kisérleteket max. 30 percig folytattuk, hogy a klaszterek szerkezetében
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szobahén bekovetkezd 4talakuldsokat megel6zzik. A GFP-t 488 nm-en gerjesztettik és a
fluoreszcenciat 500-600 nm kozott detektaltuk, mig a mYFP excitacidja 514 nm-en tortént és az
emissziot az 530-630 nm tartomanyban mértik. A fluoreszcencia intenzitds variancidjanak
meghatarozasa céljabdl az él6 sejtek fed6lemezhez kozeli rétegérél 100 optikai szeletet készitettiink,
82 nm-es pixelmérettel és 10 ps-os pixelidével. A konfokalis képeket 1 Airy egységre bedllitott pinhole
mérettel vettik fel, 60x (NA=1,35) nagyitasu olajimmerzids objektivet hasznalva. Az 512 x 512 pixel
felbontdsu képek kdzéps6 részén taldlhatd, membrannak megfelel6 pixeleket vizsgdltuk az analizis
soran, hogy a képek széli régidjdban a pdsztdzas sebességének nemlinedris voltabdl fakadd szél-
artefaktumok torzité hatdsat kikliszoboljik. A képsorozatok elemzését egy erre a célra korabban
készitett, a Diplmage toolbox (Delft University of Technology) fliggvényeit haszndlé Matlab
programmal (NB_tools) végeztiik!*2. A képsorozatokon esetlegesen eléforduld laterélis elmozduldst a
Diplmage ,correctshift” parancsdval korrigdltuk, majd minden egyes pixelre kiszamoltuk az
intenzitdsok atlagat és variancidjat. A latszélagos és molekuldris fényesség értékeket a (4.13.6)
egyenletnek megfelel6en hataroztuk meg. A molekuldris fényesség értékek a fentebbieknek
megfelel6en a receptorok klaszterizacios allapotara, asszociacios fokara utaltak. Ha a teljes kép atlagos
fluoreszcencidjanak véltozdsa meghaladta a 10%-ot a fotoelhalvanyitds miatt, illetve a pixel
intenzitasanak variancidja nem konvergalt a 0-hoz a képszam novelésével, a sorozatot nem vettik

figyelembe a kiértékelések soran.

4.14. A dipdlpotencial valtoztatas funkcionalis hatasanak mérése az

intracellularis foszforilacid mérésével
Eheztetés utan a feltripszinezett SKBR-3 sejteket centrifugaltuk, majd 1 mg/ml BSA-t is tartalmazé
Hank-féle pufferben szuszpendaltuk és valtoztattuk a dipdlpotencidljanak mértékét, valamint a sejtek
egy részét EGF-fel stimuldltuk. Ezutan a sejteket 3,7% formaldehidet tartalmazd PBS-ben fixaltuk 30
percen keresztiil jégen, majd kétszer mostuk hideg Tris-pufferrel (100 mM Tris + 100 mM NaCl; pH 7,4)
azért, hogy a felesleges formaldehiddel a Tris elreagéljon. Ezt kovetGen minden mintat négy részre
osztottunk, PY99 antitesttel jeloltik a foszforildlt tirozin oldallancokat, Ab18 antitesttel az ErbB2
foszforilalt tirozinjait az 1248-as pozicidban, mig 1H12 antitesttel az ErbB1 foszforilalt tirozin
oldallancait az 1068-as pozicidban, 10 pg/ml-es antitest koncentraciét alkalmazva. A negyedik minta a
jeloletlen kontroll volt. Az inkubalast a megfelel6 mértéki jel6l6dés és az aspecifikus kot6dés
csokkentése érdekében PBS-BSA-TX permeabilizalé pufferben (0,1 (v/v)% Triton X-100 + 1 mg/ml BSA
PBS-ben, pH 7,4) végeztiik 30 percig jégen. Az inkubacidt kbvetéen a mintakat kétszer mostuk hideg
PBS-BSA-TX-ben, majd a sejteket megjeldltik 20 pg/ml Alexa647-GAMIG masodlagos antitesttel 30
percen keresztil jégen és fényt6l védve. Ezutdn kétszer mostuk a mintdkat hideg PBS-BSA-TX-ben,

majd felszuszpendaltuk a sejteket 1% formaldehidet tartalmazé PBS-ben. Az egyedi sejtek
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fluoreszcenciaintenzitasat FACSAria Il dramldsi citométert alkalmazva hataroztuk meg, mig a

kiértékelés soran a korabban emlitett ReFlex szoftvert hasznaltuk.

Intracelluldris foszforilaciés méréseinket megismételtik transzfektalt Hela sejteken is. A sejteket
elekroporaciés maédszerrel transzfektdltuk vad tipusu fehérjét tartalmazd ErbB2-pcDNA3 plazmiddal,
illetve NeuT fehérjét kdédold pSV2neuNT plazmiddal. Kontrollként plazmid nélkil hajtottuk végre az
elektropordciés protokollt. A transzfektalt sejteket két napig tenyésztettik, majd a fentieknek

megfelel6en mértik a foszforilacidk mértékét.

4.15. Az ErbB2 tirozin foszforilacidja, raft lokalizacidja és a dipdlpotencial

meértéke kozotti korrelacido meghatarozasa
A kisérletek el6tt a sejteket 16-24 6rdn keresztiil éheztettiik 0,1% FCS-t tartalmazé médiumban, majd
a sejtek egy részének dipdlpotencidljat noveltiik 100 uM 6-ketocholestanol alkalmazasaval Pluronic
F127 jelenlétében, mig a sejtek masik részénél csak a detergenst alkalmaztuk kontrollként. Ezutan a
sejtek egy részét 100 ng/ml (=16 nM) human rekombinans EGF-fel kezeltiik 5 percen at 37°C-on 0,1%
BSA-t tartalmazd Hank-féle pufferben. Ezutdn mind a stimulalatlan, mind a stimulalt sejteket 20 percig
jeloltik jégen AlexaFluor546-trastuzumab és AlexaFluor647-CTX-B segitségével. A sejteket 3,7%-os
formaldehiddel fixaltuk, majd a foszforildlt ErbB2-ellenes Ab18 antitesttel jel6ltiik, amelyet
AlexaFluor488-GAMIG alkalmazasaval vizualizaltunk. A fixalast kovet6 jel6lési lépések 1 mg/ml BSA-t
és 0,1 (v/v)% Triton X-et tartalmazoé PBS-ben torténtek. A sejtek fedélemezhez tapadé régidjardl Zeiss
LSM880 konfokalis lézer pasztdazéd mikroszkdppal felvételeket készitettlink 1 Airy egységre beallitott
pinhole mérettel, 40x (NA=1,3) nagyitasu vizimmerzids objektivet hasznalva, 83 nm-es pixelmérettel
€s512-512 pixeles felbontdssal. Az AlexaFluor488-at, AlexaFluor546-ot és AlexaFluor647-et rendre 488
nm-en, 543 nm-en és 633 nm-en gerjesztettiik és az emittalt intenzitasokat a 493-559 nm, 562-624 nm

és 638-755 nm tartomanyokban detektaltuk.

A felvételek kiértékelése soran a sejteket manualisan azonositottuk, majd két maszkba szegmentaltuk,
amelyek a magas, illetve alacsony CTX-B intenzitasu pixeleket tartalmaztak (,,CTX magas” és ,CTX
alacsony” régidk). A foszforilalt ErbB2 mennyiséget jelz6 Ab18 intenzitast pixelenként normaltuk az
ErbB2 sejtfelszini expresszidjat jelz6 trastuzumab jel6l6désre, majd kilon-kiilon meghataroztuk az
atlagos normalt intenzitast a raft doméneknek megfelel6 ,,CTX magas” és a non-raft régidknak
megfelel6 ,CTX alacsony” membran teriileteken. Emellett kiszdmitottuk az Ab18 intenzitas és CTX-B
jelolédés, valamint a trastuzumab intenzitdas és CTX-B jelol6dés kozotti Pearson korreldcids

koefficiensek nagysagat. A képek elemzését a Matlab-ban végeztiik.
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4.16. A dipdlpotencial mértéke és a membranmikrodomeén-markerek

intenzitasa kdzotti korrelaciods koefficiens meghatarozasa
A dipdlpotencidl mértéke és a membranmikrodomén-markerek intenzitdsa kozotti korrelacio
meghatarozasahoz 8-lyuku fedélemez alju Lab-Tech™ Il kamrdban tenyésztett SKBR-3 és A431 sejteket
jeloltiink dipdlpotencial-szenzitiv fluorofdérral (di-8-ANEPPS, F66 vagy PPZ8), valamint lipidtutaj-
markerrel (GFP-GPI, AlexaFluor647-CTX-B vagy AC18 és AlexaFluor647-GAMIG-Fab) vagy non-raft
membran régidkhoz asszocialddo jeldl6vel (AlexaFluor647-transzferrin), a kordbban leirtak szerint. A
jelolés utan a sejtek fed6lemezhez tapadd régidjardl LSM880 konfokalis |ézer pasztazé mikroszkdppal
felvételeket készitettiink 1 Airy egységre beallitott pinhole mérettel, 40x (NA=1,3) nagyitasu
vizimmerziés objektivet hasznalva, 83 nm-es pixelmérettel és 512-512 pixeles felbontassal. Di-8-
ANEPPS esetén a fluorofért 458 és 514 nm-es hulldmhosszon gerjesztettiik és az emissziot 584 és 686
nm kozott detektaltuk. Az F66 és PPZ8 dipdlpotencial szenzitiv indikdtorokat 405 nm-en gerjesztettiik,
az emisszio mértékét pedig az N*, illetve a T* formdnak megfelel6 emisszids tartomanyokban, azaz 463
és 527nm, illetve 543 és 589 nm kozott hataroztuk meg. A GFP gerjesztése 488 nm-en, az emittalt
intenzitds detektdldsa 506 és 555 nm kozott tortént. Az AlexaFluor647 festéket 633 nm-en

gerjesztettiik, az emisszidt 649 és 759 nm kozott mértiik.

A képek elemzését Matlab programkornyezetben végeztiik a Diplmage toolbox segitéségével. EIGbb a
felvételeken manuadlisan azonositottuk a membrannak megfeleld régidkat, majd ezekben pixelenként
meghataroztuk a dipdlpotencial-szenzitiv intenzitasardnyokat, di-8-ANEPPS esetén az excitacios
(exc458/514), F66 és PPZ8 esetén pedig az emisszids (em463-527/543-589) aranyt a hattérintenzitasok
levondsa utan. Ezutan a pixelenkénti dipdlpotencial-szenzitiv intenzitdsaranyok és raft vagy non-raft
marker intenzitasok kdzo6tti Pearson-féle korrelacios koefficiens nagysagat hatdroztuk meg egy erre a
célra készitett Matlab algoritmus segitségével. A korrelacids koefficiensnek a korrelacié feltételezett
hidnya esetén varhato konfidencia intervallumat Costes mddszere alapjan szdmitottuk ki minden kép

280

esetén®®®. Pozitiv kontrollként két lipidtutaj-marker, a GFP-GPI és a CTX-B kozotti korrelacids

koefficienst hataroztuk meg.

A maddszer alternativdjaként a kiértékelést elvégeztilk Ugy is, hogy a manudlisan azonositott
membranbdl az elemzés soran kihagytuk a legmagasabb intenzitasu pixeleket tartalmazé ,fényes

foltokat”.

4.17. A dipdlpotencial nagysaganak meghatarozasa raft és non-raft membran
régiokban
Az el6z6ekben SKBR-3 és A431 sejtekrél elkészitett felvételek elemzése sordn meghataroztuk a

dipdlpotencidl nagysagat a raft és non-raft mikrodoménekben. Ehhez a kiértékelés soran a sejteket
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manualisan azonositottuk, majd egy erre a célra készitett Matlab algoritmus segitségével két maszkba
szegmentaltuk oly médon, hogy a maxentropy algoritmussal a lipidraft-marker (CTX-B vagy GFP-GPI)
egy kiiszOb intenzitasat hataroztuk meg, vizudlis ellenGrzés mellett. A pixeleket ,raft” pixelekként
azonositottuk, ha az intenzitas a kiiszob intenzitas felett volt, mig alacsonyabb intenzitas esetén ,,non-
raft” régionak tekintettiilk 6ket. A maxentropy algoritmus atlagosan a pixelek 5-10%-at azonositotta
tutajként. Az atlagos di-8-ANEPPS excitacios és F66 emisszids aranyt az egyedi pixelek adataibdl

szamitottuk kiilon a , raft”, illetve ,,non-raft” régidkban.

Emellett az LSM880 mikroszkép lambda mdédjanak hasznalataval meghataroztuk az F66 és a PPZ8
emisszios spektrumat a 468 és 621 nm kozotti tartomanyban 9 nm-es intervallumokat hasznalva, 405
nm-es hulldmhosszon torténé gerjesztés mellett. Ezen kisérletekben elvégeztiik az emisszids spektrum
kiértékelését kiilon-kiilon a tutajokon belil és azokon kivil agy, hogy a kilénb6z6 régidkat a korabban

leirt modszerrel azonositottuk.

4.18. A dipodlpotencial nagysaganak meghatarozasa kontroll és Gaucher-

fenotipusu THP1-eredetl makrofagokban
A mérések sordan THP-1 monocitakat differencidltattunk makrofaggd 5 napon &t 50 ng/ml
koncentracidéban alkalmazott PMA kezelés segitségével. A Gaucher-fenotipus indukcidjahoz a PMA-val
torténd differenciacioval parhuzamosan a sejtek egy részében 500 uM-os conduritol B epoxid kezelést
alkalmaztunk. A kitapadd sejteket a korabban leirtaknak megfelel6en di-8-ANEPPS, F66 vagy PPZ8
fluorofdrral jeloltiik, majd a sejtek kozépsikjardl készitettiink felvételeket. A kiértékelés soran a
fentebb emlitett vizfeltdltéses algoritmussal azonositottuk a membran pixeleket, majd a
hattérintenzitasok levondasa utan ezekben meghataroztuk a dipdlpotencidl nagysagat jellemzé atlagos

intenzitasaranyokat a korabbiak szerint.

4.19. Statisztikai elemzés
A dolgozat abrdin az adatok atlagat + SEM abrazoltuk. A mintdk kozotti statisztikai kilonbség
meghatarozasara kétszempontos variancia analizist (ANOVA, two-way analysis of variance), majd
Tukey-féle HSD tesztet hasznaltunk. Az eltéréseket 5%-os szignifikancia szint mellett vizsgaltuk (p <

0.05).

A Pearson-féle korrelacios koefficiens statisztikai szignifikancidjanak teszteléséhez a korrelacids
koefficiensnek a korrelacié feltételezett hidnya esetén varhaté konfidencia intervallumat Costes

médszere alapjan szamitottuk ki minden kép esetén?®,
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5. Eredmények

5.1. A 6-ketocholestanol noveli, mig a phloretin csokkenti a dipdlpotencial
nagysagat

Ismert, hogy a dipdlpotencial nagysaga befolyasolja szamos transzmembran fehérje szerkezetét és
funkciéjat, ugyanakkor az ErbB receptorcsalad tagjait még nem elemezték ilyen szempontbdl.
Vizsgalataink els6 fazisa soran ezért célul tliztik ki annak meghatarozasat, hogy a dipdlpotencial
valtozasai befolydsoljdk-e az ErbB fehérjék (azon beliil is az EGFR és az ErbB2) mikodését. llyen
mérésekhez azonban az él6 sejtek membranjanak dipdlpotencidljat médositanunk kellett, igy el6szor
taldlnunk kellett egy erre alkalmas moddszert. Kordbbi irodalmi adatok alapjan a dipdlpotencial
nagysaga novelhet6 6-ketocholestanol, mig csokkenthet6 phloretin vegyiletekkel, igy ezek a
vegylletek alkalmasnak latszottak céljaink megvaldsitasara3®>°. Kisérleteink elsd fazisdban ezért ezek
alkalmazhatdsagat teszteltiik konfokdlis mikroszkdpos mddszerrel, amely sordn a sejtek
dipdlpotencidljanak méréséhez a di-8-ANEPPS fluorofért hasznaltuk egy excitdcidés racidometrikus
médszer segitségével®*8, SKBR-3, A431 és Hela sejteket jeldltiink di-8-ANEPPS-sel a dipdlpotencidlt
madositd 6-ketocholestanol, illetve phloretin kezelés el6tt vagy utan, majd konfokalis lézer pasztazé
mikroszkdppal felvételeket készitettlink a sejtek kozépsikjanak megfelelGen. A festéket 458 és 514 nm-
es hulldamhosszon gerjesztettiik és az emissziot 630 nm felett detektdltuk, a gerjesztési arany
fluiditastdl fliggd véltozasainak kikiiszdbolése érdekében®. A képek feldolgozdsa soran egy kézzel
kijelolt vizfeltdltéses algoritmus (,manually seeded watershed algorithm”)?’! segitségével
azonositottuk a membran pixeleket és ezekben meghataroztuk a kétféle gerjesztés esetén mért

fluoreszcencia intenzitasok atlagos aranyat a hattérintenzitas levonasa utan.

Azt taldltuk, hogy a varakozasoknak megfelel6en a 6-ketocholestanol szignifikdnsan novelte, mig a
phloretin szignifikdnsan csokkentette a di-8-ANEPPS excitacids intenzitas aranyt, vagyis a sejtmembran
dipdlpotencidljanak mértékét minden vizsgalt sejtvonal esetén. Az, hogy a jeldlést a dipdlpotencialt
maddositd kezelés el6tt vagy utan alkalmaztuk, nem mddositotta az eredményeket. SKBR-3 sejtek
esetén kapott reprezentativ eredményeket dbrazoltunk az 5.1.1 dbran. A mikroszképos eredményeink
alapjan a fluoreszcens indikator akkumulacidja kizarélagosan a sejtmembranban tortént. Ezek alapjan
az allapithatdé meg, hogy a 6-ketocholestanol és a phloretin megvaltoztatja a sejtmembran
dipdlpotencidljanak nagysdgat és igy ezek a vegylletek hasznadlhatdk a dipdlpotencial
megvaltoztatdsanak az ErbB receptorok klaszterizacidjara és jelatviteli folyamataira gyakorolt

hatasanak tanulmanyozdasa soran.
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5.1.1 abra: A dipélpotencidl valtozasanak raciémetrikus detektdldsa. A. A dipélpotencial
nagysaganak kvantitativ meghatdrozasa. SKBR-3 sejtekben phloretinnel csokkentettiik és
6-ketocholestanollal néveltik a dipélpotencialt. Az ,,ANEPPS+ketocholestanol” és
»ANEPPS+phloretin” jel(i mintdkat di-8-ANEPPS-sel jeloltiik a dipdlpotencial médositasa
el6tt, mig a masik két minta esetén a jel6lés a kezelés utdn tortént. A kezelt és kontroll
sejtek esetén a fluoreszcenciaintenzitds ardnyokat normaltuk a Pluronic-F127
detergenssel kezelt (,,kontroll”) mintara. Az dbran a csillagok a ,kontroll” mintahoz
képest tapasztalt szignifikans eltéréseket jel6lik (p < 0,05, ANOVA utan végzett Tukey-
féle HSD teszt alapjan). B-D. Kontroll (B), phloretinnel (C) és 6-ketocholestanollal (D)
kezelt sejtekrél készitett reprezentativ felvételek. A kompozit szines képen a voros és
z6ld csatornak rendre a 458 nm-es és az 514 nm-es gerjesztés esetén detektalt
fluoreszcencia intenzitasnak felelnek meg. A mindegyik képre érvényes skala 20 um-nek
felel meg.
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5.2. A dipolpotencial novelése csokkenti az EGFR ligand iranti affinitasat a

sejtfelszini expresszid valtoztatdsa nélkul

Mivel az EGFR funkcionadlis aktivacidjanak elsé |épése a ligand bekoét6dése a receptorhoz,
megvizsgaltuk, hogy a dipdlpotencial valtoztatasa befolyasolja-e a fehérje ligandkotési tulajdonsagait.
A dipdlpotencialnak az EGF ErbB1 irdnti affinitdsara gyakorolt hatasanak meghatarozasa soran SKBR-3,
A431 és Hela sejteken el6bb valtoztattuk a dipdlpotencial mértékét, majd a nem-kompetitiv mérések
soran TAMRA-EGF toOrzsoldatdbol készitett higitdsi sor tagjaival jeloltiik a sejteket és aramlasi
citométeren meghataroztuk azok fluoreszcenciaintenzitasait, végll az adatpontokra illesztett Hill-

egyenlet analizisével meghataroztuk a Ks-t. A mintak analizise soran azt talaltuk, hogy a dipdlpotencial

novelése szignifikansan csokkentette az EGF ErbB1 iranti affinitasat (5.2.1 tablazat és 5.2.1 abra).

nem—. , kompetitiv nem-. , kompetitiv nem-. , kompetitiv
kompetitiv kompetitiv kompetitiv

Ka(jelolt IC50 Ki - IC50 Ki Kq(jelolt IC50 Ki
[(invu ) Ml | vy | eSO INME e g [(:nvn] ) M] | [nM]
kontroll 0,37 6,44 0,44 2,10 13,90 4,10 0,99 6,10 1,00
+0,07 +0,94 +0,10 +0,12 +1,65 +0,31 +0,10 +0,80 +0,15
phloretin 0,29 5,30 0,30 2,47 11,80 3,90 0,98 7,00 1,15
+0,05 +0,5 +0,07 10,20 +1,90 10,27 +0,08 +0,70 +0,18
6-ketocholestanol 7,23* 15,90* 9,40* 18,60* 33,50* 26,40* 1,63* 10,6* 2,60*
0,37 +1,30 +1,02 +0,25 +3,90 +1,62 +0,21 +1,00 +0,33

5.2.1 tablazat: Fluoreszcens és jeldletlen EGF ErbB1 iranti affinitasa kiilonb6z6 nagysagu
dipdlpotencidlok esetén. Kontroll (Pluronic F-127-tel kezelt) vagy dipdlpotencialt
madosito vegylilettel (phloretinnel vagy 6-ketocholestanollal) kezelt sejteket
inkubaltunk fluoreszcens EGF-bdl készitett higitasi sorral és az adatpontokra illesztett
Hill-egyenlet analizisével meghataroztuk a K4t (nem-kompetitiv mddszer). A mddszer
alternativajaként a sejteket jeloletlen EGF-bdl készitett higitasi sorral inkubaltuk allandd
koncentraciéju fluoreszcens EGF jelenlétében. lllesztés segitségével meghataroztuk az
IC50 értékeket, majd a korabban kapott Ks-k ismeretében kiszamoltuk a K;
paramétereket. Az eredeti kot6dési gorbék az 5.2.1 dbran lathatok (*p<0,05, a kontroll
sejtekhez viszonyitva, ANOVA utan végzett Tukey’s HSD teszt alapjan).

Mivel egy fluoreszcens festék inkorporacidja esetlegesen megvaltoztathatja az EGF dipdlpotenciallal
vald kolcsonhatasat, kompetitiv kotédési kisérleteket végeztiink annak a lehetGségnek a kizarasara,
hogy a magas dipdlpotencial mellett megfigyelhet6 gatolt EGF kot6dést a fluorofdr jelenléte okozza. A
mérések soran a sejtek dipdlpotencidljanak médositasa utan azokat jeléletlen EGF-bdél készitett higitasi
sorral inkubaltuk allandd koncentraciéju fluoreszcens EGF jelenlétében, majd dramlasi citométerrel
mértik a sejtek fluoreszcencia intenzitasat. Az atlagos intenzitasok szdmitdsdval nyert adatpontok
illesztésével meghatdroztuk az IC50 értékeket, majd a kordbban kapott K4~k ismeretében kiszamoltuk
a K; paramétereket. A korabbi eredményeinkkel dsszhangban azt taldltuk, hogy a jeldletlen EGF
receptor iranti affinitdsat a magas dipdlpotencial hasonlé mértékben csékkentette, mint a fluoreszcens

EGF esetén (5.2.1 tablazat és 5.2.1 4bra).
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5.2.1 dbra: A dipdlpotencidl hatdsa az EGF receptor irdnti affinitasara. Kontroll (Pluronic
F-127-tel kezelt) vagy dipdlpotencialt médosité vegyiilettel (phloretinnel vagy
6-ketocholestanollal) kezelt sejteket jeloltink TAMRA-EGF-b4l (nem-kompetitiv
madszer) vagy jelletlen EGF-b6I készitett higitasi sorral, utébbi esetben 5 nM
koncentraciéju TAMRA-EGF jelenlétében (kompetitiv mddszer). A szemi-logaritmikus
grafikonokon a mintak aramlasi citométerrel mért atlagos fluoreszcencia intenzitasait
abrazoltuk. Az abrazolt vonalakat az adatpontokra illesztett Hill-egyenlettel hataroztuk
meg. A szamitott Ky és K; paraméterek az 5.2.1 tablazatban taldlhatok.

Mivel késGbbi kisérleteink soran a dipdlpotencial receptorokra gyakorolt hatasait liganddal torténé
stimulacid mellett kivantuk vizsgalni, teszteltik a fluoreszcens EGF receptorhoz kot6dését a
kés6bbiekben a stimulaciéhoz hasznalt kisérletes korilmények kozott is. A sejtek dipdlpotencidljat

maddositottuk, majd 100 ng/ml koncentracidban alkalmazott fluoreszcens EGF jelenlétében torténd
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inkubacié utdn aramlasi citométerrel mértik a sejtek atlagos fluoreszcenciaintenzitasat, majd a
hattérintenzitas levondsa utan meghataroztuk a mintara jellemzd atlagos fluoreszcencia intenzitast. A
hatasok hémérséklettsl vald fuggésének vizsgalatara kisérleteinket elvégeztilk mind 37°C-on, mind
pedig jégen torténd inkubacid esetén. Eredményeink alapjan a dipolpotencial névelése a fluoreszcens
EGF kot6dését kb. 50%-kal csokkentette figgetlenil attél, hogy a névekedési faktort jégen vagy 37°C-
on alkalmaztuk (SKBR-3 sejtek esetén kapott reprezentativ eredmények lathatok az 5.2.2 abran). A
mérések soran tapasztalt valtozasok j6 egyezést mutattak a korabbi két6dési gorbék alapjan vart
értékekkel. Jégen torténd jelolés esetén az EGF két6dése a sejtmembranra korlatozédott, mig a 37°C-
on torténd inkubdaciéndl a novekedési faktor receptor altal medidlt endocitdzissal bejutott az

intracelluldris kompartmentekbe.

=== kontroll
' » phloretin
— G-ketocholestanol

8 |
g 100 | T _
2
:'—(; * *
% 50
S
Z
0

EGF EGF Ab11
37°C jégen jégen

5.2.2 dbra: A dipdlpotencidl hatdsa az ErbB1 sejtfelszini expresszidjara és ligandkotésére.
Eheztetett SKBR-3 sejteket kezeltiink phloretinnel és 6-ketocholestanollal Pluronic F-127
jelenlétében, amelyet 100 ng/ml (~16 nM) koncentracioju TAMRA-EGF-fel torténd
jelolés kovetett 37°C-on 5 percig vagy jégen 30 percig, illetve a sejteket AlexaFluor546-
tal konjugalt ErbB1 ellenes Ab11 antitesttel jel6ltik jégen 30 percig. Az dramlasi
citométerrel mért fluoreszcenciaintenzitasokat a hattérintenzitas levondsaval torténd
korrekcié utan a (Pluronic F-127-tel kezelt) kontroll mintak intenzitdsara normaltuk. Az
abran harom fliggetlen mérés atlagait abrazoltuk (+SEM). A kontroll mintdhoz képest
szignifikans eltéréseket csillaggal jeloltik (p < 0,05, ANOVA utan végzett Tukey-féle HSD
teszt alapjan).

Mivel az EGF csOkkent receptorhoz vald kotédésének hatterében elvileg a sejtfelszini ErbB1 expresszid
csokkenése is dllhat, meghatdroztuk a receptor sejtfelszini mennyiségét phloretin, illetve
6-ketocholestanol alkalmazasa esetén. A dipdlpotencidl valtoztatasa utan a sejteket AlexaFluor546-tal
konjugdlt ErbB1 ellenes Ab11 elnevezésii monoklonadlis antitesttel jeldltik, majd dramldsi citometrias

madszerrel meghataroztuk a mintakon belil az atlagos fluoreszcencia intenzitds mértékét. Jéllehet a

68



dipdlpotencidl mddositasa jelentésen megvaltoztatta az EGF receptor iranti affinitasat, mindez az
ErbB1 receptor valtozatlan sejtfelszini expresszidja mellett tortént, amint azt az ErbB1 ellenes
antitesttel végzett méréseink bizonyitottak, ugyanis a dipdlpotencial valtoztatasa esetén sem valtozott
a receptor sejtfelszini mennyiségét jellemzd atlagos fluoreszcencia intenzitds (5.2.2 abra). Ezen
kisérleteink meggy6z6en alatdmasztottdk, hogy a dipdlpotencidl novelése szignifikdnsan

lecsokkentette az ErbB1 ligand iranti affinitasat valtozatlan sejtfelszini expresszié mellett.

5.3.  Adipdlpotencial novelése serkenti az ErbB1 és az ErbB2 klaszterizacidjat
Mivel a ligand indukdlt transzmembran jeldtvitel beinduldsat megel6zi az ErbB receptorok
klaszterizacidja, kisérleteink soran megvizsgdltuk, hogy a dipdlpotencidl megvaltoztatasa
befolyasolja-e a receptorok oligomerizacidjat éheztetett vagy stimulalt sejtekben. Erre a célra kétféle
madszert alkalmaztunk, az asszociaciok mértékét meghataroztuk ugyanis egyrészt aramlasi citometrias
FRET maddszerrel, masrészt konfokalis mikroszkopia segitségével végzett number&brightness analizis
SKBR-3 sejteket alkalmaztunk az ErbB2 homoasszociacié és ErbB1-ErbB2 heteroasszociacid, valamint
transzfektalatlan Hela sejteket az ErbB1 homoasszociacido mérésére, mivel ezek sejtfelszini receptor
expresszidja elég magas volt a mérésekhez. Az A431 sejtek extrém nagymértékil ErbB1 expresszidja
miatt azokban nagy mennyiségben taldlhatéak preformdlt ErbBl dimerek, amelyek jelenléte
megneheziti az EGF ErbB1 klaszterizacidra gyakorolt hatdsdnak detektalast'#?. Emiatt A431 sejteket
csak az EGF receptor iranti affinitdsdnak meghatarozasa soran hasznaltunk, FRET méréseinket inkdbb
vad tipusU varidnssal torténé Osszehasonlitdsara CHO sejteket transzfektaltunk elekroporaciés
madszerrel vad tipusu fehérjét tartalmazé ErbB2-pcDNA3, illetve NeuT fehérjét kdédold pSV2neuNT
plazmiddal. Az éheztetett sejteket a dipdlpotencidlt médositd kezelés és a mintak egy részének EGF-
fel torténd stimulacidja utan a megfelel festékkel konjugalt monoklonalis antitestekkel jeloltik (ErbB1
esetén Ab11 antitesttel, ErbB2 esetén pedig trastuzumabbal). Donor fluoroférként az antitestekhez
konjugdlt AlexaFluor546-ot, mig akceptorként AlexaFluor647-et hasznaltunk, majd a sejtek
fluoreszcencia intenzitdsait aramlasi citométeren mértik. A mérések sordn mintanként és
kisérletenként legalabb 10-20000 sejt adataibdl a ReFlex programmal a 3.12. fejezetben részletesen
ismertetett médon meghataroztuk a FRET hatékonysagot a korrigalt intenzitasok alapjan, a megfelel

korrekcids faktorok figyelembe vételével.

......

......

mddositott CHO eredetl sejtvonalon, az ErbB1-EGFP fuziés fehérjét stabilan expresszalé F1-4

sejtvonalon végeztiik, mig az ErbB2 és a neu vizsgdlata soran Hela sejteket transzfektdltunk PCDNA3.1
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ErbB2-short-mYFP, illetve az altalunk mutdcidval el&allitott PCDNA3.1 ErbB2 (Val659Glu)-shortmYFP
plazmiddal. Az éheztetett sejtekrdl a dipdlpotencialt mddositd kezelés és a mintak egy részének EGF-
fel torténd stimulacidja utan konfokalis mikroszkdpos felvételsorozatot készitettiink, majd a képek
Matlab programban torténé elemzésével a 3.13. fejezetben részletesen leirt mdédon meghataroztuk a
molekuldris fényesség értékeket, amely a receptorok klaszterizacios allapotara, asszociacios fokara

utalt.

Kisérleteink soran mind az aramlasi citométeren végzett FRET, mind pedig a konfokalis mikroszkdpos
N&B méréseink eredményei azt mutattak (5.3.1, illetve 5.3.2 4bra, valamint 5.3.3 dbra a reprezentativ
hisztogramokkal), hogy stimulalatlan sejtekben a dipdlpotencial mddositasa csak kis valtozasokat
eredményezett az ErbB1 és ErbB2 homoasszocidcidkban, amelyek kozil egyedil a dipdlpotencial
novelés hatasara bekodvetkez6 megnovekedett ErbB1 homoklaszterizacid bizonyult statisztikailag
szignifikdnsnak a N&B analizis soran. A korabbi eredményekkel 6sszhangban?*? az ErbB1 stimulélatlan
sejtekben elsGsorban monomer formdban fordult el6, mivel az ErbB1-EGFP szamitott molekularis
fényessége (0,07) a monomer EGFP esetén meghatdrozott érték (0,06) kézelében volt. Ezzel szemben
az ErbB2 nyugalomban levS sejtekben is klasztereket képezett, hiszen az ErbB2-mYFP szamitott
molekuldris fényessége majdnem haromszor akkoranak adédott (0,08), mint a monomer mYFP esetén
varhaté érték (0,032). A transzmembran doménben mutdciét hordozé NeuT homoklaszterizacidja
szingifikdnsan megnovekedett a dipdlpotencidl noévelésének hatasara mar nyugalomban levd
sejtekben is mind a FRET, mind pedig a N&B mérések soran (5.3.4 dbra B és C rész). Jéllehet vad tipusu
ErbB2-t tartalmazd plazmiddal transzfektalt sejtekben a dipdlpotencial névelésének hatasara a vad
tipusi ErbB2 homoklaszterizacidja is megnovekedett a FRET mérések alapjan, ez a novekedés
szignfikdnsan kisebb volt, mint a NeuT esetén (vad tipusu ErbB2 esetén 15%-kal, mig NeuT esetén 52%-

kal nétt a relativ FRET hatékonysag a 6-ketocholestanol kezelés hatdsara, p<0,05).
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5.3.1 dbra: A dipdlpotencidl hatdsa az ErbB1 és ErbB2 homo- és heteroasszociacidira. Az
ErbB1 homoasszociacio (A), az ErbB2 homoasszociacio (B) és az ErbB1-ErbB2
heteroasszociacié (C) mértékét aramlasi citométeres FRET mddszerrel hataroztuk meg
kontroll, phloretinnel és 6-ketocholestanollal kezelt sejtekben. Minden mérés esetén a
szamitott atlagos FRET hatékonysagokat normaltuk a Pluronic F127-tel kezelt (kontroll)
sejtek esetén kapott atlagos FRET hatékonysagra. Az oszlopok feletti szam az éheztetett
kontroll minta normalas nélkiili atlagos FRET hatékonysagait (+SEM) mutatja. Az
oszlopok magassdgai és a hibavonalak négy fliggetlen kisérlet adatainak atlagait és azok
szorasait mutatjak. A statisztikai elemzéshez kétszempontos variancia analizist (ANOVA,
two-way analysis of variance), majd Tukey-féle HSD tesztet hasznaltunk. Csillagokkal
jeloltiik a megfelel kezelt mintak kontrollhoz képest szignfikans eltéréseit (p < 0,05). A
grafikonon dbrazolt adatok szamitasahoz hasznalt reprezentativ FRET hisztogramok az
5.3.3 dbran lathatok.

A dipdlpotencial EGF indukalt receptor klaszterizaciora gyakorolt hatasanak meghatarozasara a FRET
hatékonysag és a molekuldris fényesség értékeket normalni kellett, hogy az értékek stimulalatlan
sejtek esetén megfigyelhetd variabilitasat eliminaljuk. A nyugalomban levé sejtekben megfigyeltekkel
szemben a megnovelt dipdlpotencial szignifikdnsan és szisztematikusan serkentette az ErbB1 és ErbB2
EGF 4altal indukalt homoasszociaciéit mind a FRET, mind a N&B mérések alapjan (5.3.1 dbra A és B
panelje, illetve 5.3.2 abra). Jollehet a dipdl potencidl phloretinnel valdé csokkentésének a hatdsa
kevésbé bizonyult jelentésnek, az ErbB2 EGF indukalt homoklaszterizacidja szignifikdnsan csokkent
phloretin hatasara (5.3.1 dbra B része és 5.3.2 dbra B része). Az ErbB1 és ErbB2 N&B mérések esetén
EGF stimulaciét kovet6en megfigyelt ellentétes viselkedése o6sszhangban all  kordbbi
megfigyeléseinkkel, amelyek szerint az EGF oly mddon vezet a megnovekedett ErbB1-ErbB2
heterasszocacid névekedéséhez, hogy az ErbB2-t a jelen levé nagyméret(i ErbB2 homoklaszterekbdl

rekrutdlja, csdkkentve ezdltal az ErbB2 homo-oligomerek méretét!*2,
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5.3.2 abra: A dipdlpotencial hatdsa az ErbB1 és ErbB2 homoasszociaciokra N&B analizis
expresszald F1-4 sejteket hasznaltunk, mig az ErbB2 homoasszociaciéo mérése ErbB2-
mYFP-t tartalmazé plazmiddal transzfektalt Hela sejteken tortént. A meghatarozott

molekuldris fényesség értékeket normaltuk a Pluronic F-127-tel kezelt éheztetett
kontroll mintdk molekularis fényesség értékeinek atlagdra. A grafikonon az ErbB1-EGFP
és ErbB2-mYFP hat fliggetlen kisérletbdl szarmazd normalt molekularis fényesség
értékeit dbrazoltuk (atlag £ SEM). Az oszlopok feletti szamok az éheztetett kontroll
mintak normalas nélkili molekuldris fényességeinek atlagat mutatjak (+tSEM). A
zardjelben szerepld értékek a monomer fluoroférok molekuldris fényességeit mutatjak.

Csillagokkal jeloltiik a kezelt mintak megfelel§ kontrolljahoz képest szignfikans eltéréseit
(p < 0,05, ANOVA utan végzett Tukey-féle HSD teszt alapjan). A grafikonon abrazolt
adatok szamitasahoz hasznalt reprezentativ fényesség hisztogramok az 5.3.3 dbran

lathatok.

A dipdlpotencial novelésének a NeuT EGF indukalt homoklaszterizacidjara kifejtett hatdsa mintegy
kétszerese volt, mint vad tipusi ErbB2 esetén a FRET és N&B mérések soran. Az EGF stimulalt
mintakban ugyanis a 6-ketocholestanol kezelés a FRET hatékonysagot 40%-kal névelte NeuT, mig 19%-
kal vad tipusu ErbB2 esetén, illetve a molekuldris fényesség értékeket pedig rendre 33%-kal, valamint

13%-kal a kétféle esetben (5.3.2 és 5.3.4 abra, p<0,05).
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5.3.3 dbra: A FRET és N&B mérések soran nyert reprezentativ hisztogramok. A-B: Az

......

meg a grafikonok jelmagyarazatnak megfelel6 kérilmények kozott EGF stimuldcid
nélkdl, illetve annak jelenlétében. A grafikonokon a kisérletek soran nyert reprezentativ

......

N&B mddszerrel hataroztuk meg a grafikonok jelmagyardzatnak megfelel§ koérilmények
kozott EGF stimulacié nélkdl, illetve annak jelenlétében. A grafikonokon a kisérletek
soran nyert reprezentativ latszélagos fényesség hisztogramok lathaték.
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5.3.4 dbra: A dipdlpotenciadl NeuT homoklaszterizacidjara gyakorolt hatasa. Hela sejteket
transzfektaltunk vad tipusu ErbB2-t (A), NeuT-t (B), vagy mYFP-vel fuzionaltatott NeuT-t
(C) tartalmazo plazmiddal és az igy expresszalt fehérjék homoklaszterizacioit mértik
aramlasi citometrias FRET (A, B) vagy N&B analizis (C) mddszerrel. A szamitott FRET
hatékonysag, illetve molekularis fényesség értékeket normaltuk a Pluronic F-127-tel
kezelt kontroll éheztetett sejtek esetén kapott értékek atlagara. A grafikonokon hat
flggetlen kisérletbél szarmazé normalt FRET hatékonysagokat és molekularis
fényességeket abrazoltunk (atlag + SEM). A bal oldali oszlopok feletti szamok az
éheztetett kontroll mintak normalas nélkili FRET hatékonysagainak és molekuldris
fényességeinek atlagat mutatjak (+SEM). A zardjelben szereplé értékek a monomer
fluorofér molekuldris fényességét mutatja. Csillagokkal jel6ltiik a kezelt mintak
megfeleld kontrolljahoz képest szignfikans eltéréseit (p < 0,05, ANOVA utan végzett
Tukey-féle HSD teszt alapjan).

Mivel az ErbB2 az EGF &ltal aktivalt ErbB1 preferélt heterodimerizaciés partnere!?, a dipdlpotencidl
ErbB1 és ErbB2 klaszterekre gyakorolt hatdsdnak elemzése nem lett volna teljes a kdzottiik létrejové
heteroasszocidcié vizsgalata nélkiil. Aramlasi citometrias FRET méréseink alapjan a dipdlpotencial nem
befolydsolta az ErbB1 és ErbB2 heteroklaszterizacidjat nyugalomban levé sejteken, a két receptor
kolcsdnhatdsanak EGF indukdlt névekedése azonban szingifikdnsan nagyobb volt azokban a sejtekben,
amelyekben a dipdlpotencial nagysagat 6-ketocholestanollal ndveltiik (5.3.1 dbra C része). Mindezen
eredményeink alapjan leszlirhet8, hogy az ErbB1 és ErbB2 homo- és heteroasszocidcidinak mértéke

pozitiv korrelaciot mutat a dipdlpotenciallal, elsGsorban ligand stimulacio esetén.

5.4. Adipdlpotencidl valtoztatdsa befolydsolja az EGF-indukalt jelatvitelt
Az ErbB receptorok ligand dltal indukalt klaszterizacidja a receptorok tirozin oldalldncainak
foszforilacidjahoz és a tirozin foszforilacids szignal terjedéséhez vezet. Annak elddntésére, hogy az
ErbBl1 és ErbB2 klaszterizacioban a dipdlpotencidl valtoztatdsdra bekovetkezd eltérések
megnyilvanulnak-e a receptor altali jelatvitelben, éheztetett és EGF stimulalt sejtekben meghataroztuk
a tirozin foszforilacid szintjét altaldnos foszfotirozin ellenes, az ErbB1 foszforilalt Tyr1068-ja (1H12) és
az ErbB2 forszforilalt Tyr1248-ja (Ab18) elleni antitestek segitségével. Ehhez éheztetett SKBR-3 sejtek

dipdlpotencidljanak valtoztatasa és a nem kontroll mintak EGF stimulacidja utan azokat fixaltuk, majd
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foszforilalt tirozin ellenes antitestekkel jeloltik. Ezt kbvet6en az els6dleges antitesteket Alexa647-
GAMIG masodlagos antitesttel vizualizaltuk és a sejtenkénti fluoreszcencia intenzitasokat aramlasi
citométeren mértik, végul pedig a kiértékelés soran meghataroztuk a mintakat jellemz6 atlagos
intenzitasokat. Intracellularis foszforilaciés méréseinket megismételtik transzfektalt Hela sejteken is,
amelyek sordn a sejteket elekroporaltuk plazmid nélkil, vad tipusu fehérjét tartalmazé ErbB2-pcDNA3
plazmiddal, illetve NeuT fehérjét kddold pSV2neuNT plazmiddal. A transzfektdlt sejteket két napig

tenyésztettiik, majd a fentieknek megfelel6en meghataroztuk a foszforilacié mértékét.

A korabbi FRET és N&B kisérleteinkhez hasonldan a tirozin foszforilaciok stimulalatlan kontroll sejtekre
vald normalasa elimindlta az aktivacio bazélis szintjének variabilitdasat. A dipdlpotencial valtoztatasa
nem befolydsolta a stimulalatlan sejtek alacsony tirozinfoszforilaciés alapszintjeit, mig az EGF
stimulaciora adott valasz mértéke korrelalt a dipdlpotencial nagysagaval (5.4.1 abra). A FRET és N&B
mérések sordn tapasztaltakkal 6sszhangban a dipdlpotenciadl NeuT fehérjékre gyakorolt hatdsa sokkal
kifejezettebb volt, mint vad tipusi ErbB2 esetén. Ezek a kisérleteink bebizonyitottak, hogy a
dipdlpotencidl szignifikdnsan mddositotta a sejtek novekedési faktor stimuldciéra adott tirozin

foszforilacids valaszat.
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5.4.1 abra: A dipdlpotencial hatasa az EGF indukalt tirozin foszforilaciéra aramlasi
citométeres mérések soran. Az altalanos tirozin foszforilacié mértékét PY99 (A), az ErbB1
1068-as pozicidban levé tirozinjdnak foszforilaciéjat 1H12 (B), mig az az ErbB2 1248-as
pozicidban levé tirozinjdnak foszforilaciéjat Ab18 (C) antitestekkel hataroztuk meg. Az
AlexaFluor647-GAMIG mdsodlagos antitesttel jellt kontroll és EGF-fel kezelt mintdk
atlagos fluoreszcencia intenzitdsait a Pluronic F-127-tel kezelt kontroll minta atlagara
normaltuk. A grafikonokon a négy fliggetlen kisérlet adatibdl szamitott atlagokat (£SEM)
abrazoltuk. A statisztikai elemzéshez kétszempontos variancia analizist (ANOVA, two-
way analysis of variance), majd Tukey-féle HSD tesztet hasznaltunk. Csillagokkal jeloltiik
a kezelt mintak megfelel6 kontrollokhoz képest szignifikans eltéréseit (p < 0,05).
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5.5. Az ErbB2 aktivacidja, lipidtutajokban valé lokalizacidja és a dipolpotencial
meértéke kozott korrelacid figylheté meg

Mivel feltételezések szerint a dipdlpotencial nagysaga kiilonbozé lehet a lipidtutajokban a membran
egyéb régidihoz képest, bizonyos mértékl korreldcid varhaté az ErbB2 aktivacids allapota, raft
lokalizacidja és a dipdlpotencial kozott. Ennek vizsgdlatara éheztetett sejtek egy részének
dipdlpotencidljat noveltiik 6-ketocholestanol alkalmazasaval, amelyet a mintak egy részénél EGF
stimulacio kovetett. Ezutan a sejtek membranjaban az ErbB2 fehérjéket AlexaFluor546-trastuzumab, a
lipidtutajokat AlexaFluor647-CTX-B segitségével jel6ltik, majd fixalds utan foszforilalt ErbB2-ellenes
Ab18 elsGdleges és AlexaFluor488-GAMIG masodlagos antitesteket alkalmaztunk. A sejtek
fed6lemezhez tapadd régidjardl konfokalis 1ézer pdsztdazd mikroszkdppal felvételeket készitettiink,
majd a felvételek kiértékelése sordn a sejteket manudlisan azonositottuk és két maszkba
szegmentaltuk, amelyek a magas, illetve alacsony CTX-B intenzitdsu pixeleket tartalmaztak (,,CTX
magas” és,,CTX alacsony” régiok). A foszforilalt ErbB2 mennyiséget jelz6 Ab18 intenzitast pixelenként
normalizaltuk az ErbB2 sejtfelszini expresszidjat jelz6 trastuzumab jel6l6désre, majd kilon-kilén
meghatdroztuk az atlagos normalizalt intenzitast a raft doméneknek megfelel6 ,,CTX magas” és a non-
raft régidknak megfelel6 ,CTX alacsony” membran terileteken. Emellett kiszamitottuk az Ab18
intenzitds és CTX-B jelol6dés, valamint a trastuzumab intenzitds és CTX-B jel6l6dés kozotti Pearson-

féle korrelacids koefficiensek nagysagat.

Kisérleteink sordn azokban a sejtekben, amelyekben a dipdlpotencidlt nem mddositottuk, nem
taldltunk Iényeges kiilonbséget az ErbB2 normalt tirozin foszforilacidjanak mértékében a membran raft
és non-raft régidi kozott (5.5.1 abra A része). A dipdlpotencial novelése az ErbB2 aktivacios szintjének
emelkedését eredményezte, amely hatas jelenté6sebb mértékben a lipidtutajokon kivil volt
megfigyelhetd. Azon sejtekben, amelyekben nem mddositottuk a dipdlpotencidlt, az EGF stimulacid az
ErbB2 tirozin foszforilacidjanak novekedését eredményezte mind a raftokban, mind pedig a non-raft
régidkban, amely valtozas nagyobb volt a lipidtutajokon kivili membran régidkban. Az EGF stimulacié
a 6-ketocholestanollal megnovelt dipdlpotenciallal rendelkez6 sejtekben nem emelte tovabb

Iényegesen az ErbB2 normalt tirozin foszforilaciéjanak mértékét.
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5.5.1 dbra: Az ErbB2 aktivacidja, lipidtutaj lokalizacidja és a dipdlpotencial kozotti
korrelacidé konfokalis mikroszkdpos analizis soran. SKBR-3 sejtek egy részében a
dipdlpotencialt 6-ketocholestanollal (6-KC) néveltiik, mig a kontroll sejteket Pluronic F-
127 jelenlétében inkubaltuk. A sejteket EGF-fel stimuldltuk, majd a membranban
taldlhato 6ssz-ErbB2 mennyiséget trastuzumabbal, a tirozin foszforilalt ErbB2-t (p-ErbB2)
Ab18 antitesttel és a lipidtutajokban talalhaté GM1 gangliozidokat koleratoxin B
alegységgel (CTX) jeloltiik. A membran expressziéra normalt ErbB2 tirozin foszforilacid
mértékét (p-ErbB2/ErbB2) kiillén-kilon meghataroztuk a magas, illetve alacsony CTX
jelet mutaté membran régidkban (A). Minden minta esetén kiszamitottuk a p-ErbB2 és
CTX kozotti (B), valamint a total-ErbB2 és CTX (C) kozotti Pearson-féle korrelacios
koefficiensek (r) atlagos értékét. A grafikonon lathato hibavonalak a harom fliggetlen
kisérlet soran felvett 25 kép adataibdl szamitott kozépértékek kozepes hibait mutatjak.

Az EGF stimulacié hatasaban a 5.4.1 és 5.5.1 abrdkon lathatd eredményekben megfigyelhetd
kiilonbségek valdszinlileg abbdl erednek, hogy az dramlasi citométeres kisérleteinkben tripszinizalt

sejteket stimulaltunk (5.4.1 abra), mig a 5.5.1 dbran lathaté eredmények esetén letapadd sejteket

sz

amely elfedheti a névekedési faktor altal indukalt hatdsokat (5.5.2 abra).
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5.5.2 dbra: A tripszinizacid hatdsa a sejtek aktivacios allapotdra. Az éheztetett SKBR-3
sejteket stimulaltuk EGF-fel a tripszinizacio elStt vagy a stimulaciot szuszpendalt
sejtekben végeztik tripszinizacié utan. A fixalt és permeabilizalt sejteket altalanos
foszforilalt tirozin ellenes PY99 antitesttel inkubaltuk, amelyet masodlagos antitest
alkalmazasa kovetett. A fluoreszcencia intenzitas meghatarozasat a membranban
végeztiik, amelynek azonositasat kézzel kijelolt vizfeltoltéses algoritmus segitségével
végeztik. A grafikonon az atlagos fluroeszcencia intenzitasokat (+SEM) dbrazoltuk
harom fliggetlen kisérlet adatai alapjan (A), valamint reprezentativ eredeti felvételek
lathatdk az abran a megfelel6 membran maszkokkal (B).

Eredményeink alapjan a dipdlpotencial nagysaganak a 6-ketocholestanol kezelés eredményeképpen
létrejové novekedése az ErbB2 tirozin foszforilacidjat jelentGsebb mértékben befolydsolta a
lipidtutajokon kivil. A megfigyelés, mely szerint az EGF stimulacié jobban névelte az ErbB2 tirozin
foszforilacio mértékét a raftokon kivil arra utalhatott, hogy a novekedési faktor preferencialisan a
lipidtutajokon kivil elhelyezked6 ErbB2 molekuldkat aktivalja, vagy az aktivalt ErbB2 kikeril a

raftokbdl. Ezt a feltételezést alatdmasztotta, hogy a foszforilalt ErbB2 és a CTX jel kozotti korrelacids
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koefficiens nagysaga szignifikdnsan lecsokkent EGF vagy 6-ketocholestanol kezelés hatdsara, mig
ezeknek az ErbB2 és a CTX jel kozotti korrelaciéra kifejtett hatasa sokkal kevésbé volt jelentés (5.5.1
abra B és C része). Ezek alapjan azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy az EGF vagy megndvekedett
dipdlpotencial altal aktivalt ErbB2 preferencidlisan a lipidtutajokon kivil talalhaté vagy azért, mert az

aktivacid is itt torténik, vagy azért, mert az esetleg lipidtutajban aktivalddé receptor elhagyja a raftokat.

5.6. Emisszios raciometrikus festékek alkalmazhatok a dipdlpotencial
mérésére

A dipdlpotencial ErbB fehérjékre gyakorolt hatdsainak vizsgalata soran nyert eredményeink (kilonos
tekintettel az 5.5 fejezetben leirtakra) felvetették, hogy hatdsmechanizmusdban szerepet jatszhat a
lipidtutajok jelenléte, vagyis valamilyen kapcsolat lehet a dipdlpotencidl és a lipidtutajok kozott. Bar
azt mar korabban felvetették, hogy a membrdnban taldlhaté raft mikrodoménekben a specidlis
lipidosszetétel miatt a dipdlpotencidl nagysaga magasabb lehet, mint a membran egyéb régiodiban, ezt
a feltevést még nem igazoltak kozvetlenil él6 sejtekben. Kisérleteink masodik felében ezért célul
tliztik ki, hogy igazoljuk ezt a hipotézist, azaz bebizonyitsuk él6 sejtek membranjaban, hogy a
lipidtutajokban mérhetd dipdlpotencial magasabb, mint non-raft régidkban. Ehhez azonban olyan
megbizhaté mérési modszerre volt sziikséglink, amellyel egyrészt kimutathatd a két régid kozotti
kiilonbség a dipdlpotencial nagysagat tekintve, masrészt pedig igazolhatd, hogy a tapasztalt
kiilonbséget nem valamilyen egyéb membranbiofizikai paraméter (példaul membranfluiditas) eltérései
okozzak. Mivel a di-8-ANEPPS haszndlata excitacidés rdciometrikus technikdk alkalmazasaval
6nmagdban erre a célra nem alkalmas (hiszen bizonyos korilmények kozott érzékeny lehet a fluiditas
valtozasaira), egyéb maddszerrel kellett kiegésziteni kisérleteinket. A dipdlpotencial valtozasainak
kimutatdsdra hasznalhatéak az djonnan leirt 3-hidroxiflavon-szdrmazékok emisszids raciometrikus
mddszerek sordn a 2.1.6 fejezetben taglaltaknak megfelel6en. Az ebbe a csoportba tartozé fluoroférok
két tagja, a PPZ8 és az F66 kiilondsen alkalmasak lehetnek erre a célra, ha a két molekulat egymassal
parhuzamosan alkalmazzuk a mérések soran, hiszen membranbeli orientacidjuk ellentétes volta miatt
spektralis valtozasaik éppen ellentétesek a membranbeli elektromos er6tér mdédosulasa esetén. Ha
azonban valamilyen egyéb paraméter (példaul fluiditas) valtozdsa eredményezi a spektrum eltéréseit,
az ugyanabba az irdnyba hat a két fluorofér esetén. igy amennyiben méréseink soran a két vegyiilet
esetén ellentétes valtozdsokat kapunk, lényegében kijelenthetiik, hogy azok hatterében a
dipdlpotencial eltérése all. Kisérletes munkank masodik fazisa kezdetén ezért teszteltlik, hogy a két
fesziltségszenzitiv 3-hidroxiflavon fluorofér, a PPZ8 és az F66 alkalmas-e a dipdlpotencidl valtozasainak
kimutatdsara él6 sejtek membrdnjaban. A festékek vizsgalata soran A431 és SKBR-3 sejteket kezeltiink
a dipdélpotencial nagysagat noveld 6-ketocholestanol vegylilettel, majd a sejtek jelolése utan konfokalis

mikroszkép segitségével a sejtmembran fedGlemezhez tapadd lapos régidjardl készitettlink
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felvételeket (5.6.1 dbra). Az emittalt fluoreszcencia nagysagat a festékek N* és T* allapotaihoz tartozo

emisszios savoknak megfelel6 hullamhossztartomanyokban mértiik és pixelenként meghataroztuk a

két intenzitas aranyat, amely a dipdlpotencidl nagysagara utal.

F66 emisszio: F66 emisszio: F66 intenzitas Sejtmembran Sejtmembran maszk a
463-527 nm 543-589 nm arany maszk legfényesebb foltok nélkiil

5.6.1 dbra: A sejtek dipdlpotencial-szenzitiv F66 indikatorral torténd jelolését mutato
reprezentativ képek. A431 sejteket kezeltiink Pluronic F-127-tel, majd jel6ltlink F66-tal.
A festéket 405 nm hulldmhosszu fénnyel gerjesztettiik, majd az emittalt intenzitast két

hulldmhossztartomanyban, 463 és 527 nm kozott (,,kék csatorna”, A), valamint 543 és
589 nm kozo6tt (,,z01d csatorna”, B) mértiik. Az elemzés sordn egy emisszids arany képet
készitettlink gy, hogy pixelenként a kék csatorndban mért intenzitast elosztottuk a zéld
csatorna adott pixelben mért intenzitasaval (C). Az aranyértékeket csak egy manualisan

rajzolt maszkon belil hatdroztuk meg, amely a sejtmembran fedélemezhez tapadd lapos
maszkon belil a legfényesebb foltok figyelembe vétele nélkil is (E). Az A részen lathatd,
mindegyik képre érvényes skala 10 um-nek felel meg.

Vérakozédsainknak megfelel6en a 6-ketocholestanol kezelés szignifikdnsan novelte az N*/T*
intenzitdsaranyt PPZ8 esetén, mig F66-nal szignifikdnsan csokkentette azt (5.6.2 dbra). Mind az
emisszios arany pixelenkénti megoszlasai, mind pedig az atlagos intenzitas ardnyok megerd&sitették,
hogy a PPZ8 és az F66 alkalmas él6 sejtekben a dipdlpotencidlban bekovetkezé valtozdsok
meghatarozdsara egy konfokalis mikroszképon alkalmazott emissziés raciometrikus maddszer

segitségével.
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5.6.2 abra: A dipélpotencidl novekedésének hatdsa a PPZ8 és az F66 emisszids
aranyokra. A-D. A431 (A, C) és SKBR-3 (B, D) sejtek egy részét egy dipdlpotencialt noveld
szterollal, 6-ketocholestanollal kezeltiink, mig a kontroll sejteknél csak Pluronic F-127-et

alkalmaztunk. A sejteket a két dipdlpotencial-szenzitiv indikator, PPZ8 és F66 egyikével
jeloltik, majd pixelenként meghataroztuk a fluoroférok N* és T* allapotaihoz tartozo két
emisszios sdvban mért intenzitdsok aranyat. A reprezentativ hisztogramok a szamolt
aranyok pixelenkénti megoszlasat mutatjak. E-F. 20-30 kontroll (Pluronic F-127-tel
kezelt), illetve 6-ketocholestanollal kezelt sejt adataibol szamitott atlagos intenzitas
aranyokat abrdazoltunk. A hibavonalak a kozépértékek kozepes hibait mutatjak. A
csillagok a kontroll és a 6-ketocholestanollal kezelt mintak k6zotti, haromszempontos
variancia analizis (ANOVA) és Tukey-féle HSD teszt elvégzése soran kapott szignifikans (p
< 0,05) eltéréseket jelzik.
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5.7. A dipolpotencial nagysaga korrelal raft és non-raft doménmarkerek

megoszlasaval
A kovetkez6kben azon hipotézistinket kivantuk vizsgalni, amely szerint a lipidtutajok jelentG6sen eltérd
lipidosszetétele azt eredményezheti, hogy ezen raft mikrodoménekben a dipdlpotencidl mértéke
nagyobb lehet, mint a membran egyéb régidiban. Ennek eldontésére él6 A431 és SKBR-3 sejtekben a
harom dipdlpotencidl-szenzitiv festék, a di-8-ANEPPS, a PPZ8 és az F66 racidmetrikus valasza és a
lipidtutaj-markerek intenzitasa kozotti korreldcidét hatdroztuk meg. Ehhez a fesziiltségszenzitiv
fluorofdrok intenzitas aranyai és néhany altalanosan hasznalt raft-marker, a fluoreszcensen jelzett
koleratoxin B alegység (CTX-B), a GPIl-horgonnyal fuzionaltatott GFP (GFP-GPI) és az anti-koleszterol
AC8 antitest intenzitasa kozotti korrelacios koefficiensek nagysagat szamitottuk ki. A mérések soran
hasznalt PPZ8 és di-8-ANEPPS kromofér csoportjai egymassal parhuzamosak a membranban, mig az

F66 fluorofdrjanak beallasa ellentétes orientacidoban torténik a membran normalvektorahoz képest.

Kisérleteink soran elGszor két lipidtutaj-marker kozotti korrelacios koefficiens nagysagat hataroztuk
meg pozitiv kontrollként. Sejteket transzfektaltunk GFP-GPI-t kddold plazmiddal, majd jeldltlink CTX-
B-vel és a sejtek fedGlemezhez tapadd alsd, lapos membranrégidjardl konfokalis mikroszkdppal
felvételeket készitettiink. A két lipidtutaj-marker pixelenkénti intenzitasainak adataibdl kiszamitottuk
a Pearson-féle korrelacids koefficiensek atlagos nagysagat, amely 0,55+0,04-nek addédott A431, mig
0,48+0,03-nek SKBR-3 sejtek esetén (5.7.1 tablazat). Az er6s pozitiv korrelaciét alatdmasztotta egyrészt
az a tény, hogy a kapott korreldcids koefficiensek jelent6sen kiviil estek a korrelacid feltételezett
hidnya esetén varhatd konfidencia intervallum hatdrain, masrészt pedig a megfelelé individualis
pixelintenzitasok megoszlasat dbrazold kontur grafikonok alapjan is nyilvanvald volt a pozitiv korreldcidé
megléte. Ezen eredmények bebizonyitottdk, hogy az altalunk alkalmazott médszer alkalmas két szignal

kozotti korrelacid vizsgalatara él6 sejtekben (5.7.1 dbra A és B része).
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A431 SKBR-3
atlag+SEM Konfidencia n atlag £SEM Konfidencia n
intervallum, ha intervallum, ha
r=0 r=0

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 0,29+0,04 -0,03 0,05 10 0,37£0,04 -0,01 0,02 10
(fényes foltok nélkiil)

di-8-ANEPPS arany vs. | 0,31+0,03 -0,02 0,03 14 0,32+0,02 -0,01 0,02 18

CTX-B

di-8-ANEPPS arany vs. | 0,17+0,05 -0,01 0,03 10 0,2+0,04 -0,01 0,03 10

CTX-B (fényes foltok
nélkiil)
di-8-ANEPPS arany vs. | 0,3240,03 -0,01 0,01 16 0,32+0,03 -0,02 0,01 15
GFP-GPI
di-8-ANEPPS arany vs. | 0,18+0,05 -0,01 0,01 18 0,21+0,05 -0,02 0,01 18
GFP-GPI (fényes
foltok nélkiil)

di-8-ANEPPS arany vs. | 0,1640,02 -0,02 0,03 10 0,2140,02 -0,01 0,02 10

AC8 anti-cholesterol
mAb
di-8-ANEPPS arany vs. | -0,25+0,02 -0,01 0,03 15 -0,22+0,02 -0,01 0,03 15
transferrin

F66 arany vs. CTX-B -0,54+0,02 | -0,004 0,02 30 -0,50+0,02 -0,01 0,02 32

F66 arany vs. CTX-B -0,47+0,03 -0,01 0,02 18 -0,41+0,03 -0,01 0,02 18
(fényes foltok nélkil)

PPZ8 arany vs. CTX-B | -0,55+0,02 -0,01 0,01 22 -0,47+0,02 -0,01 0,02 38

PPZ8 arany vs. CTX-B | -0,45+0,05 -0,02 0,02 18 -0,39+0,03 -0,01 0,02 18
(fényes foltok nélkiil)

5.7.1 tablazat: A dipdlpotencidl és a lipidtutaj-markerek kozoétti korrelacio. A431 és
SKBR-3 sejteket jel6ltiink a tablazat els6 oszlopaban szerepl6 fluoreszcens markerekkel,
majd meghataroztuk a két jel kozotti Pearson-féle korrelacios koefficiens értékét. Az
analizist elvégeztiik az egész sejt esetén (,,Sejtmembran maszk” az 5.6.1 dbran), valamint
a fényes foltok figyelembe vétele nélkil is (,,Sejtmembrdn maszk a legfényesebb foltok
nélkdl” az 5.6.1 abrdn). Anti-koleszterin antitest, illetve transzferrin alkalmazasa esetén a
sejtekrdl késziilt felvételek minGsége nem tette lehet6vé a fényes foltok nélkil végzett
elemzést. A tdblazatban az n darab kiilonb6z6 felvétel adataibdl szamitott korrelacios
koefficiensek atlagait (tSEM), valamint a korrelacio feltételezett hidnya (r=0) esetén

meghatdrozott 95%-o0s konfidencia intervallumok atlagait dbrazoltuk.
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5.7.1 dbra: A dipdlpotencidl és a lipidraft-markerek kézotti korrelaciét jellemzé
reprezentativ konturplotok. A-B. A431 (A) és SKBR-3 (B) sejteket transzfektaltunk GFP-
GPI-t kédold plazmiddal, majd jeldltiink AlexaFluor647-CTX-B-vel két nappal a
transzfekcié utan. A paneleken a két lipidtutaj-marker intenzitasa kdzo6tti korrelaciot
abrazoltuk. C-L. A431 (C, E, G, |, K) és SKBR-3 (D, F, H, J, L) sejteket jeloltiink di-8-ANEPPS
(C-F, I-L) vagy F66 (G, H) indikatorral a dipdlpotencial mérése céljabdl. Lipidtutaj-
markerként GFP-GPI-vel torténd transzfekciot (E, F), AlexaFluor647-CTX-B-vel (C, D, G, H)
vagy anti-koleszterin AC8 monoklonalis antitesttel (I, J) torténd jeldlést hasznaltunk.
Utdbbi alternativajaként a non-raft membrandoméneket AlexaFluor647-transzferrinnel
jeloltiik (K, L). A grafikonokon a dipdlpotencial szenzitiv fluorofér fluoreszcencia
intenzitds ardnya és a membranmikrodomén-marker intenzitdsa kdzotti korrelaciot
abrazoltuk. A konturplotokon szereplé adatok kvantitativ kiértékelésének eredményei az
5.7.1 tablazatban taldlhatok.

Ezutan a dipdlpotencidl és a lipidraft-markerek intenzitdasa kozotti kapcsolatot hataroztuk meg. A
sejteket a harom dipdlpotencial-szenzitiv fluorofér egyikével jeloltiik és pixelenként meghatdroztuk a
dipdlpotencidl nagysagdval aranyos intenzitdsaranyokat és kiszamitottuk azok korreldciéjat az
alkalmazott lipidtutaj-marker (CTX-B, GFP-GP| vagy anti-koleszterin AC8 monoklondlis antitest)

intenzitasaval. A di-8-ANEPPS esetén kapott excitacids arany pozitiv korreldciét mutatott mindegyik
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alkalmazott lipidraft-markerrel (5.7.1 tablazat és 5.7.1 dbra). Ezzel szemben az F66 esetén mért N*/T*
emisszids arany negativan korreladlt az 6sszes tutajjeldlével (5.7.1 tablazat és 5.7.1 abra). Anti-
koleszterin monoklondlis antitest esetén alacsonyabb abszolut érték(i korrelacids koefficienseket
taldltunk, amelynek hatterében valdszinlileg a marker alacsonyabb fluoreszcenciaintenzitdsa és az
ebbdl fakado gyengébb képmindség allt. Eredményeink statisztikai szignifikancidjat bizonyitotta, hogy
a szamitott korrelacids koefficiensek jelentésen kiviil estek a korrelacié feltételezett hidnya esetén
varhaté konfidenciaintervallumok hatarain. Az eredmények bioldgiai szignifikancidjat pedig az
tdmasztotta ald, hogy a dipdlpotencidl és a lipidtutaj-markerek kozti korrelacidos koefficiensek
nagysagrendje hasonld volt, mint a pozitiv kontroll esetén, azaz a két széles kérben és elfogadottan
haszndlt raft-marker kdzott. Az F66 intenzitds arany és a GFP-GPI, illetve anti-koleszterol antitest
intenzitasok kozotti korreldciét nem hatdroztuk meg a festékek kozotti spektralis atfedések miatt.
Megvizsgaltuk ugyanakkor egy madsik dipdlpotencidl mérésre alkalmas fluorofér, a PPZ8
intenzitasardanya és a CTX-B tutajjelol6 kozotti kapcsolatot és negativ korrelaciét taldltunk (5.7.1
tablazat). Mivel F66 esetén a kromofér ellentétes orientacidban taldlhaté a membran normaljahoz
képest, mint a di-8-ANEPPS és a PPZ8 esetén, a dipdlpotencial nagysaga a di-8-ANEPPS és a PPZ8
intenzitas aranyaval pozitiv, mig az F66 emisszids ardnyaval negativ korreldciot mutat. Ebbél az
kovetkezik, hogy a két ellentétes orientacidju dipdlpotencial-szenzitiv fluorofdr, a di-8-ANEPPS és az
F66 hasznalatdval kapott eredményeink azt mutattak, hogy a dipdlpotencial nagysaga pozitivan
korreldlt a raft mikrodomének jelenlétével, mig a PPZ8 segitségével nyert eredmények ellentmondtak
ennek a konkluzidnak. Ennek magyarazatat a kovetkezd fejezetben, illetve a Megbeszélés részben

adjuk meg.

Jéllehet a lipidtutajok és a dipdlpotencial kozotti korrelacié elemzéséhez konfokalis mikroszképos
felvételeinket a fed6lemezhez tapadd lapos membranrégiordl volt célszerl elkésziteni, ez a mddszer
magaban foglalta annak a veszélyét, hogy a sejtmembranbdl ered6 jelet kontaminalhatta az
intracelluldris organellumokbdl szadrmazé fluoreszcencia is. Az internalizalt fluoreszcens
festékmolekuldk mért intenzitdasokhoz valé esetleges hozzajaruldsdnak becslésére a sejtek
kozépsikjanak megfelel6 konfokalis szeleteirdl is felvételeket készitettlink. Ezek azt mutattdk, hogy a
dipdlpotencidl-szenzitiv festékek a kisérletek id6tartama alatt a membranban maradtak, igy
internalizalt festékmolekuldk nem jarultak hozza érdemben a fed6lemez melletti membranrégidkrol

készitett felvételek esetén a mért fluoreszcenciaintenzitasokhoz (5.7.2 abra).

87



di-8-ANEPPS

A431

SKBR-3

5.7.2 abra: A dipélpotencidl szenzitiv festékek membran lokalizacidja. A431 (A-C) és
SKBR-3 (D-F) sejteket jeloltiink di-8-ANEPPS (A, D), F66 (B, E), illetve PPZ8 (C, F)
fluoroférokkal, majd a sejtek kdzépsikjanak megfelel6 szeletrdl készitettiink konfokalis
felvételeket. Az A részen lathatd, mindegyik képre érvényes skdla 10 um-nek felel meg.

Eredményeink fliggetlen megeréGsitése céljabdl megvizsgaltuk a dipdlpotencidl és egy non-raft marker,
a transzferrin receptor??? kodzotti kapcsolatot is. Kordbbi méréseink eredményeit megerdsitve azt
taldltuk, hogy a di-8-ANEPPS excitacids arany szignifikdnsan negativan korreldlt a fluoreszcensen jel6lt
trasznferrin megoszldsaval mind A431, mind SKBR-3 sejtekben, arra utalva, hogy a dipdlpotencial

alacsonyabb a non-raft membranrégidkban, mint a tutajokban (5.7.1 tablazat és 5.7.1 dbra).

Mivel attdl féltiink, hogy a meghatdrozott Pearson-féle korrelaciés koefficiensek értékeit jelentésen
befolydsolta a raftmarkerek fényes foltjainak jelenléte a membranban, a dipdlpotencidl és a
tutajjelol6k kozotti korrelacidkat kiszamitottuk a fényes foltok figyelembe vétele nélkil is (5.6.1 abra E
része). Az igy nyert eredmények szintén megerésitették, hogy a dipdlpotencial mértéke korreldlt a
lipidtutajok jelenlétével, még akkor is, ha figyelmen kivil hagytuk a raftok nagy klasztereit (5.7.1

tablazat).
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5.8. A dipdlpotencial magasabb a lipidtutajokban, mint az egyéb

membranrégidkban
Bar az 5.7 fejezetben ismertetett eredmények meggy6zG6en alatdmasztottak, hogy a dipdlpotencial
pozitivan korreldl a lipidraftok lokalizaciéjaval, azt nem mutattdak meg, hogy milyen mértékben
kiilonbozik a dipdlpotencial nagysaga a tutajokban a membrdn egyéb régidihoz képest. Ezt a
kiilonbséget egy masik mddszerrel kvantifikaltuk. A korabbiakhoz hasonléan A431 és SKBR-3 sejteket
transzfektaltunk GFP-GPI-vel vagy jeloltiink CTX-B-vel, illetve di-8-ANEPPS vagy F66 dipdlpotencidl-
szenzitiv festéket alkalmaztunk. A sejtek also régidjardl készilt konfokalis felvételeinket raft és non-
raft régidkra szegmentaltuk a GFP-GPI, illetve CTX-B intenzitasok alapjan a 3.17. fejezetben részletesen
leirt mddon. Az atlagos di-8-ANEPPS, illetve F66 intenzitds aranyt meghataroztuk kiilon a tutajokban
(,,GFP-GPI magas”, illetve ,,CTX-B magas” régidk), valamint a non-raft mikrodoménekben (,GFP-GPI
alacsony”, illetve ,,CTX-B alacsony” tertiletek), majd minden sejt esetén a raftokban kapott értékeket

normaltuk a non-raft régidkban nyert értékekre (5.8.1 dbra).

di-8-ANEPPS, exc.: 458 nm di-8-ANEPPS, exc.: 514 nm di-8-ANEPPS arany

GFP-GPI GFP-GPIl magas maszk GFP-GPI alacsony maszk

5.8.1 abra: A dipdlpotencidl nagysagaban a lipidtutajokon belil, illetve kivil
megfigyelhetd kilonbségének analizisét bemutatd reprezentativ felvételek. SKBR-3
sejteket transzfektaltunk GFP-GPI-vel, majd két nappal a transzfekcié utan jel6ltink di-8-
ANEPPS festékkel. A fluorofért két kiilonb6z6 hulldmhosszon (458 és 514 nm-en)
gerjesztettiik és az emissziot 584 és 686 nm kozott mértik. A két gerjesztés esetén
kapott intenzitasokat elosztottuk egymassal (,,di-8-ANEPPS arany”). A GFP-GPI
fluoreszcencidjat egy harmadik felvételen rogzitettiik, amelyet a maxentropy
algoritmussal szegmentaltuk. A szegmentdcidval azonositott magas intenzitasu
klaszterek és a manualisan rajzolt sejtmaszk metszetét tekintettiik tutajmaszknak (,,GFP-
GPl magas maszk”). A GFP-GPI képeken az alacsony intenzitasu teriletek és a sejtmaszk
metszete pedig a non-raft maszkot jelentette (,,GFP-GPI alacsony maszk”). A di-8-
ANEPPS ardny atlagos nagysdagat kiilon-kilon hataroztuk meg a két maszkban.
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A korabban tapasztaltaknak megfelelen a di-8-ANEPPS excitacids arany szignifikdansan magasabb volt
a tutajokban a non-raft régidkhoz képest mind A431, mind SKBR-3 sejtekben, mig az F66 emisszids
arany esetén ellentétes kiilonbség volt megfigyelhetd, az arany ugyanis szignifikdnsan alacsonyabb volt
a raftokban, mint az egyéb membranterileteken (5.8.2 abra). A két dipdlpotencial-szenzitiv festék

« 70z

dipdlpotencial nagysaga magasabb a tutajokban, mint a membran non-raft régidiban.
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5.8.2 abra: A dipdlpotencial nagysaganak meghatarozasa a lipidtutajokon belil és kivl.
SKBR-3 és A431 sejteket transzfektaltunk GFP-GPI-vel vagy jeloltink
AlexaFluor647-CTX-B-vel. A dipdlpotencidl szenzitiv fluroforokkal (A, B — di-8-ANEPPS,
C - F66) torténd festést két nappal a transzfekcié utan vagy a CTX-B-vel vald jeldléssel
parhuzamosan végeztik. A felvételeket raft (,,CTX-B magas”, ,,GFP-GPl magas”) és non-
raft (,CTX-B alacsony”, ,,GFP-GPI alacsony”) régidkra szegmentaltuk az 5.8.1 dbran
ismertetett médon és a dipdlpotencial nagysagara jellemz§ intenzitdsaranyokat a két
maszkban kiilén-kilon hataroztuk meg. Minden egyes sejt esetén az intenzitdsaranyokat
normaltuk a nem-tutaj teriletekre kapott értékekre. A grafikonokon 20-30 sejt
adatainak atlagdat dbrazoltuk, a hibavonalak a kozépértékek kdzepes hibdit mutatjak. A
csillagok a lipidtutajokon beliil és kivil kapott intenzitas aranyok kozotti, kétszempontos
variancia analizis (ANOVA) és Tukey-féle HSD teszt elvégzése soran kapott szignifikans
(p < 0,05) eltéréseket jelzik.

A tutaj és nem-tutaj terlletek kozotti kilonbség meglétérél tovabbi bizonyitékot szolgdltattak a
dipdlpotencial-szenzitiv festékek intenzitdasardnyainak megoszlasi hisztogramjai a raftokon belil,
illetve kivil. A di-8-ANEPPS gerjesztési arany ugyanis a magasabb értékek felé tolédott el a ,CTX-B
magas” és ,,GFP-GPI magas” doménekben, mig az F66 emisszids arany hisztogramja a ,,CTX-B magas”
teriileteken az alacsonyabb tartomanyokban helyezkedett el, mint a non-raft régiék esetén (5.8.3

abra).
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5.8.3 dbra: A dipdlpotencidl nagysaga a lipidtutajokon belll és kiviil. A431 (A, C, E) és
SKBR-3 (B, D, F) sejteket jeloltiink dipdlpotencidl szenzitiv di-8-ANEPPS (A-D) vagy F66 (E,
F) festékkel. A lipidtutajokat CTX-B festéssel (A, B, E, F) vagy GFP-GPI transzfekcidval (C,
D) jeloltik. A tutajmarkerekdl késziilt felvételeket az 5.8.1 dbran bemutatott médszerrel
raft és non-raft maszkokba szegmentaltuk aszerint, hogy a jel6l6k intenzitasa magas,
illetve alacsony volt. A di-8-ANEPPS gerjesztési és az F66 emisszids aranyokat a tutajokon
beliil és kivil kiilon elemeztiik és azok pixelenkénti megoszlasat abrazoltuk a
grafikonokon.

Mindezen eredmények megerdsitették hipotézisiinket, hogy a dipdlpotencial nagysaga magasabb a

lipidtutaj mikrodoménekben, mint az é16 sejtek membranjanak egyéb teriletein.
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5.9. A 3-hidroxiflavon festékek emissziés spektruma kilonbozik a

lipidtutajokban és az egyéb membranrégidkban
Kisérleteink folytatdsaképpen meghataroztuk a 3-hidroxiflavon festékek emissziés spektrumait a
raftokon belil és kivil, hogy becsiljik a spektralis valtozasok mértékét. A sejteket a kordbbiakhoz
hasonldan jel6ltiik, majd konfokalis mikroszkdppal felvételeket készitettiink a membran fedélemezhez
tapadé régidjarol. A membrannak megfelel6 terileteken a 3.17. fejezetben leirtak szerint
meghataroztuk az emisszids spektrumot minden egyes egyedi pixelben, majd azokat kilon atlagoltuk
a raft és a non-raft régidknak megfelelé pixelekben (5.9.1 abra). A spektrumok kozott a
legnyilvanvaldbb kiilobnbség a non-raft terlileteken megfigyelheté szignifikdnsan alacsonyabb
intenzitas volt a tutajpixelekhez képest, valdszinlileg a raft mikrodoménekben a fluoreszcencia viz
indukalt kioltasanak kovetkeztében (részletesebben lasd Megbeszélés fejezet). Emellett fontos
kiilonbségnek bizonyult a két fluorofdr kozott, hogy az F66 emisszidjahoz jelentésen hozzajarult mind
az N* allapotnak megfelel6 460 és 520 nm kozo6tti, mind pedig a T*-nak megfelel6 550 és 600 nm
kozotti emisszids sav, a PPZ8 esetén azonban az N*-nak megfelel6 hulldmhossztartomanyban
gyakorlatilag nem volt megfigyelhetd emisszids csucs. Ez a jelenség magyardzhatja, hogy miért nem

volt képes a PPZ8 megbizhatdan kimutatni a dipdlpotencial kiilonbségét a tutajokon belll, illetve kivdl.

Emellett a tovdbbiakban az N* és T* allapotoknak megfeleld spektralis tartomanyban az emisszids
spektrumok integralasaval meghataroztuk az F66 emisszidés aranyt a raftokon belil, illetve kivil
6-ketocholestanol kezelés mellett, valamint anélkiil (5.9.1 tablazat). A kapott eredmények alapjan a
6-ketocholestanol az F66 emisszids aranyt hasonldé mértékben valtoztatta meg a tutajokon belill,
valamint az egyéb membran régidkban, amely arra utalt, hogy a vegyiilet a dipdlpotencialt hasonldan

novelte mindkét membran mikrodoménben.
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5.9.1 dbra: Az F66 és a PPZ8 emisszids spektruma a lipidtutajokon belil és kiviil. SKBR-3
sejteket jeloltiink F66 vagy PPZ8 dipdlpotencial-szenzitiv fluroférokkal és a lipidtutaj-
marker AlexaFluor647-CTX-B-vel. A membrannak megfeleld terileteken pixelenként

felvettlik az emisszids spektrumot. A CTX-B képeken azonositottuk a lipidraftoknak
megfelel6 magas intenzitassal rendelkezé terileteket. Az emisszids spektrumokat kiilon

atlagoltuk a raft és a non-raft régiéknak megfelel6 pixelekben. Az dbra felsé paneljein a

normalds nélkili spektrumokat abrazoltuk. A viz altal torténd fluoreszcencia kioltas
hatdsainak kikliszobolése érdekében a spektrumokat normaltuk a teljes fluoreszcencia
emisszid mennyiségére és ezeket a normalt gorbéket az dbra alsé paneljein dbrazoltuk.

F66 N*/T* emisszids arany

raft (CTX-B magas) non-raft (CTX-B alacsony)
Pluronic F-127 0,5440,01 0,67+0,02
6-ketocholestanol 0,37+0,02 0,46+0,04

5.9.1 tablazat: A dipdlpotencial nagysaga a lipidtutajokban és azokon kiviil 6-ketocholestanol
jelenlétében, illetve hidnyaban. SKBR-3 sejteket 6-ketocholestanollal kezeltlink vagy kontroll
mintak esetén Pluronic F-127 jelenlétében inkubaltunk, majd jeldltiink F66 dipdlpotencial-
szenzitiv festékkel és a lipidtutaj-marker AlexaFluor647-CTX-B-vel. A dipdlpotencial nagysagara
jellemzG6 F66 emsszids aranyt kiilon-kilon kiszamitottuk a CTX-B felvételen a korabbiakban
ismertetett médon meghatarozott tutaj és nem-tutaj membran régidkban. A tdblazat a
mintanként ~10 sejt adataibdl szamitott dtlagos intenzitds ardnyokat (+tSEM) tartalmazza.
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5.10. A dipdlpotencial nagysaga emelkedik a Gaucher-korra karakterisztikus

szfingolipid akkumulacié hatasara
Mivel a dipdlpotencial nagysaga els6sorban a membrant alkotd lipidek dsszetételének a fliggvénye,
azok a betegségek, amelyek a sejtmembran 6sszetételének megvaltozasaval jarnak, mddosithatjak a
dipdlpotencidl mértékét is. A Gaucher-kdr vizsgdlata soran kimutattak, hogy a betegség a sejtmembrdan
altaldnos lipiddsszetételének jelentds megvaltozasaval jar, kilonds tekintettel a lipidtutajokra 25%253281,
igy kisérleteink soran tanulmanyoztuk, hogy ezek a valtozdsok elegendbek-e ahhoz, hogy a
dipdlpotencial nagysagat mdodosithassak a Gaucher-kér egy in vitro modelljében. Ehhez kontroll és
Gaucher-fenotipusi THP-1 eredetli makrofagokat jel6ltlink di-8-ANEPPS, PPZ8 vagy F66
dipdlpotencial-szenzitiv fluorofdrral, majd konfokdlis mikroszkdpos felvételeket készitettlink és a
képelemzés sordn a dipdlpotencidlra jellemzd 4atlagos fluoreszcencia intenzitasaranyokat
meghataroztuk az azonositott membran pixelek adataibdl. A Gaucher-fenotipus kialakuldsat indukald

CBE kezelés hatasara a di-8-ANEPPS gerjesztési és a PPZ8 emisszids aranyok szignifikdns mértékben

novekedtek, mig az F66 emisszids ardny szignifikdnsan csdokkent (5.10.1 dbra).
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4.10.1 abra: A szfingolipid felhalmozddas dipdlpotencidlra gyakorolt hatdsa a Gaucher-
kor egyik in vitro modellrendszerében. THP-1 monocitakat differencialtattunk
makrofaggd PMA segitségével CBE hidnyaban (kontroll), illetve jelenlétében (Gaucher),
majd jeldltiink a harom kiillonb6z6 dipdlpotencial szenzitiv festék egyikével (A, D —
di-8-ANEPPS, B, E— PPZ8, C, F — F66). Az oszlopdiagramokon (A-C) 20-30 sejt adataibol
meghatarozott atlagos intenzitas aranyokat (£tSEM) abrazoltuk. Az dbra D-F részén a
pixelenkénti fluoreszcencia aranyok megoszlasaira jellemzé reprezentativ hisztogramok
lathatok. A csillagok a kontroll és Gaucher-fenotipusu sejtek kozotti, kétszempontos
variancia analizis (ANOVA) és Tukey-féle HSD teszt elvégzése soran kapott szignifikans (p
< 0,05) eltéréseket jelzik.
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Mindharom dipdlpotencidl-szenzitiv fluoroférral kapott eredménylink arra utalt, hogy a Gaucher-kérra

jellemz6  szfingolipid-felhalmozddas  szignifikdns ~ mértékben  névelte a  sejtmembran

dipdlpotencialjanak nagysagat. Megfigyeléseink szerint patoldgias allapotokban a lipidosszetételben
bekovetkezi eltérések megvaltoztathatjdk a dipdlpotenciadl nagysagat az él6 sejtek membranjaban,

amely akar ezen betegségek patomechanizmusaban is szerepet jatszhat.
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6. Megbeszélés

6.1. Adipdlpotencial és az ErbB fehérjék kapcsolata
Jéllehet a harom ismert membranpotencial kéziil a dipdlpotencial hozza létre a legnagyobb mértéku
elektromos er8teret, ez a legkevésbé ismert potencidl a harom kozul*®. Kilénféle transzmembran
fehérjék esetén kimutattdk, hogy a dipdlpotencidl nagysaga befolyasolja azok szerkezetét és funkcidjat,
valdszinlleg transzmembran doménjeik stabilitasanak és konformdcids valtozasainak befolyasoldsan
keresztiil'3162026 S&t, a dipdlpotencial hatdsat felvetették G-fehérjéhez kapcsolt receptorok esetén
is32, receptor tirozin kindzok miikédésére gyakorolt hatdsait azonban eziddig nem vizsgélték.
Ugyanakkor mivel az utdbbi id6ben felmerilt a transzmembran domén ErbB fehérjék funkciéjaban
jatszott jelent8s szerepe®>1°6-162 |ogikus a feltételezés, mely szerint a dipSlpotencidl a TMD-n keresztiil

befolyasolhatja az ErbB fehérjek miikodését.

Kisérleteink els6 részében ezért a dipdlpotencial ErbB fehérjék funkcidira gyakorolt hatdsait vizsgaltuk
és megmutattuk aramlasi citometrids FRET mérések és konfokadlis mikroszkdp segitségével végzett
number&brightness analizis hasznalatdval, hogy a dipdlpotencial nagysdga szignifikdnsan korrelal az
ErbB1 és ErbB2 (homo- és hetero)klaszterizacidjanak mértékével. A hatds szisztematikusan megjelent
EGF stimuldlt sejtekben, mig stimulalatlan sejtekben a dipdlpotencidl valtoztatdsa nem fejtett ki
Iényeges hatast az ErbB1 és ErbB2 fehérjékre. Az ErbB receptorok dipdlpotencial-emelkedés hatasara
bekovetkez6 megnovekedett ndvekedési faktor indukalt asszocidcidja jelatviteli aktivacidval tarsult a
receptorok foszforilaltsagi szintjének meghatarozasa soran, amely egybecseng a jelenleg elfogadott
nézettel, mely szerint a dimerek vagy klaszterek jelentik a receptor jelatvitel szempontjabdl aktiv
formajat. Azonban vdratlan volt az a megfigyelésiink, hogy a dipdlpotencidl emelkedése esetén
megfigyelt nagyobb mértékd jelatviteli aktivacio a ligandkotédés csokkenésével tarsult. Ha figyelembe
vesszilk a megnovekedett dipdlpotencidl esetén megfigyelt csokkent ligand kotédést, az EGF hatas
dipdlpotencidl 3ltal torténé felerésitése még nagyobbnak adddik, hiszen alacsonyabb mennyiség(
kotott ligand eredményezte az ErbB1 és ErbB2 klaszterizacid és foszforilacid jelent6sebb ndvekedését.
Ez a latszélagos ellentmondas feloldhatd, ha feltételezziik, hogy a magasabb dipdlpotencial kedvezé a
transzmembran domén dimerek aktiv konformacidjanak kialakuldsa szempontjabdl, amely az extra- és
intracelluldris domének konformacidjanak valtozasat indukalhatja. Ez a valtozas hasonlithat arra a
folyamatra, amelyet a ndvekedési faktor bekot6dése indit el (vagy akar meg is egyezhet vele). Ennek a
gondolatmenetnek a fényében magasabb dipdlpotencidl esetén alacsonyabb mennyiség(i kotott ligand
is er6teljesebb jelatviteli aktivaciot indukalhat, hiszen mind a névekedési faktor kotédése, mind pedig
a dipdlpotencidl novekedése olyan konformaciévaltozasokat indukal, amely a receptorok

aktivaciéjahoz vezet.
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Az EGF kotGdési affinitdas megfigyelt csokkenése 6sszhangban all a dipdlpotencidl altal az extracellularis
doménben okozott konformacidvaltozasokkal. Azt mar kordbban kimutattdk, hogy az ErbB1
dimerekben a ligandkétd hely zart szerkezet(i?®22%3, Ebbgl fakaddan a receptor dimerek
ligandfuggetlen, dipdlpotencial altal okozott képzGdése Gsszenyomott ligandkotd zseb és ezdltal

csokkent affinitas kialakulasat eredményezheti.

A lipidtutajok fontosak lehetnek az EGF altal medialt jelatviteli folyamatokban, hiszen mind az ErbB1-
ré1284, mind pedig az ErbB2-r6128>28 kimutattak, hogy a tutajokban taldlhatd. A raftokrél azt feltételezik,
hogy kett@s szerepet jatszanak az ErbB fehérjék klaszterizacidjaban és jelatvitelében. Egyrészt gatoljak
a ligand kot8dését?24226:287  midsrészt viszont potencirozzdk a ndvekedési faktor altal kivaltott
jeldtvitelt?®+286 Mivel kordbbi feltételezések és sajat eredményeink szerint a dipdlpotenciél nagyobb a
lipidtutajokban, mint a membran egyéb régidiban?, ezt a tényezét is mindenképpen figyelembe kell
venni a raftok receptorfunkcidkra gyakorolt hatdsainak elemzésekor. Ezzel 6sszhangban eredményeink
azt mutattdk, hogy a dipdlpotencidl gatolja a ligand kotédését, ugyanakkor potencirozza az EGF medialt
jelatvitelt, amely pontosan tiikr6zi a lipidtutajok ErbB receptorokra gyakorolt kett6s hatasat. A
dipdlpotencial novelése az ErbB2 aktivacidjara nagyobb hatast gyakorolt a tutajokon kivil, migaz 5.9.1
tabldzat tanusaga szerint a dipdlpotencial-valtozas relativ mértéke koriilbellil megegyezett a raft és
non-raft doménekben. Ennek egyik lehetséges magyardzata az, hogy a tutajokban mar 6-
ketocholestanol kezelés nélkiil is olyan magas a dipdlpotencial értéke, amely a transzmembran
domeéneket permissziv, a dimerizacioét elGsegité konformacidban tartja, igy itt a tovabbi dipdlpotencial-
novekménynek kisebb hatasa lesz. Ezzel szemben a tutajokon kiviili alacsony dipdlpotenciadl nem elég

«ses

dipdlpotencial névelése jelentds hatast fejt ki a dimerizacidra és az aktivaciora.

Annak a jelenségnek a magyardzatara, hogy a dipdlpotencidl csak a ligandindukalt klasztereket
befolyasolta jelentés mértékben anélkil, hogy a konstitutiv dimerekre érdemi hatast fejtett volna ki,

hat lehetséges modellt alkottunk.

1. Adipdlpotencial a klaszterizacidra csak permissziv hatast gyakorol, amely nem elég erds ahhoz,
hogy a gyenge és tranziens konstitutiv dimerekre és oligomerekre érdemi hatast fejtsen ki.

2. lIrodalmi adatok alapjan azt feltételezik, hogy a konstitutiv dimerek és oligomerek azaltal
jénnek létre, hogy a citoszkeleton dsszetereli, dsszezarja a receptorokat!*, mig a jelatviteli
szempontbdl aktiv receptorklaszterek fehérje-fehérje kélcsénhatdsok révén jonnek [étre8®289,
Mivel az valészin(tlen, hogy a dipdlpotencidl a citoszkeleton altali kialakitott atmeneti

behatarolddast befolyasolja, hatdsait inkabb csak a ligandindukalt klaszterekre fejtheti ki.
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A membrant egyszeresen atérg transzmembran fehérjék TMD-jében elhelyezked6, jellemz&en
20-24 darab aminosav az energetikailag legkedvez6bb specidlis a-helikalis szerkezetet hozza

|étre290-292

, amely meghatarozasaban a peptidkotések jelentGs dipdlmomentuma miatt dénté
jelent6ségliek az atomok altal generalt elektromos erGterek kozotti elektrosztatikus
kolcsdnhatdsok®3. A szerkezeti stabilitds mellett a TMD-kr6l az is kideriilt, hogy elsésorban
specifikus dimerizaciés motivumaik (és azok aminosavai kdzott kialakulé hidrogénkotések és
van der Waals-kolcsonhatdsok) révén a fehérjék asszocidcids folyamataiban és ezéltal azok
aktivaciéjdban is f6 szerepet jatszanak, amint azt kimutattak el6sz6r a vorosvértestek

294-298
A )

membréanjdban taldlhatéd glikoforin majd az inzulin receptor®®, a fibroblaszt

névekedési faktor receptorok°3%, integrinek3°33%, az erythropoietin receptor39’3% és egyéb

k310312 asetén is. Bar a klasszikus allosztérikus aktivacids modell nem

citokin receptoro
feltételezte, a TMD asszocidcidban jatszott aktiv szerepe ErbB fehérjék esetén is
korvonalazodni latszott az ott talalhatd mutacidk hatasainak, illetve a TMD-k asszociacids
tendencidinak vizsgdlata alapjan %>1°7.159313319 A jelenség hatterében szintén egy dimerizdcids
szekvencia, a 2.2.4 fejezetben leirt Sternberg-Gullick GxxxG asszociaciés konszenzus
szekvencia jelent6sége abrazolédott, az ott taldlhaté aminosavak kozott kialakuld
kolcsdnhatasok révén. Amennyiben a motivum kialakitasaban valamilyen mutacié révén Glu
(mint a Neu fehérje esetén), Asp, GIn vagy Asn is részt vesz, az az asszociacios tendencia
jelent6s fokozddasat eredményezi ezen aminosavaknak a membran alacsony dielektromos
allandéju  kozegében megfigyelheté protondlt formdjara jellemzd megnovekedett
hidrogénkotést kialakitd képessége miatt, amely a fehérjék tulzott és szabalyozatlan
asszociacioi révén tumoros transzformaciét eredményezhet!36160320321 " A GxxxG motivum
(illetve néhany) homoldgja nemcsak az ErbB receptorokban fordul el§, fehérje adatbazisokban
a lehetséges szekvenciak vizsgdlata soran ugyanis er6sen felllreprezentaltnak
bizonyult303'322'323.

Az ErbB fehérjék TMD-jének szekvencidjdban (az ErbB3 kivételével) két darab GxxxG motivum
taldlhato, az egyik a domén N-, a masik a C-termindlis kozelében. A két motivum
dimerizacidban jatszott szerepét aldtamasztotta, hogy szekvencidjanak modositasa az
asszociaciok csokkenéséhez vezetett. A két motivum altal medialt két kiilonb6z6 kapcsolddas
eredményeképpen két eltéré konformacioju dimer johet létre, amelyek relative kénnyen,
energetikailag kedvezdtlen intermedier allapot nélkil egy egyszer(i elcsuszas és 120 fokos
rotacio révén atalakulhatnak egymasba, koztiik egyensulyi allapot alakulhat ki. A C-terminalis
motivumon keresztiili asszociacié esetén inaktiv, mig az N-terminalis kapcsoléddsa esetén

aktiv dimerek keletkeznek. Ezek alapjan a receptorok esetén a monomer, inaktiv és aktiv dimer

allapotok kozott egyensulyi dllapot lehet, amelyet fiziolégidsan nyugalmi allapotban az elsé két
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forma dominal. Aktivacid (példaul ligand kotGdése) esetén az egyensuly eltolddik az aktiv
dimerek irdanyaba, amely a receptor alegységek intracellularis doménjeinek aktivalédasahoz
vezet. Ez a folyamat nemcsak azonos alegységek, hanem kiilénb6z6 ErbB monomerek kozott
is lejatszodhat, heterodimerek kialakulasat eredményezve. Ez az ErbB aktivacio ujabb, rotacids
aktivaciés modellje. A csalad tagjai onkogén szerepének magyarazata az lehet, hogy példaul a
Neu esetén a TMD-ben levé pontmutacié eredményeképpen a Glu aminosav eltolhatja az
el6bbi formak kozotti egyensulyi allapotot, mig a vad tipusu fehérje tulexpresszidja esetén
(példaul génamplifikdciéd révén) az aktiv dimerek abszolit szdma né meg az egyensuly
eltolo'da'sa nélkuI158,161,165,168,324—326.

Kisérletes eredményeink szervesen illeszkedhetnek ebbe a rotacids aktivaciés elméletbe. A
dipdlpotencial fehérjeasszociaciokra gyakorolt hatdsainak hatterében ugyanis az dllhat, hogy
a membrant egyszeresen atér6 transzmembran fehérjékben taldlhato parallel a-hélixek taszitd
elektrosztatikus erét fejtenek ki egymasra®?’. Az a-hélixben taldlhaté dipdl tulajdonsagu
peptidegységek gy rendez8dnek ugyanis a térben, hogy altalaban dipdlmomentumuk a hélix
hossztengelyének iranydba mutat. Ezaltal ezen szerkezeti elemek Iényegében egy makrodipdlt
alakitanak ki, amelyben a hélix N-terminalis része a pozitiv, a C-terminalis része pedig a negativ
polusnak tekinthetd. Ezt tdAmasztja ald az a megfigyelés is, hogy a negativ toltéssel rendelkezd
aminosavak inkabb a hélix N-, mig a negativak inkdbb a C-terminalisdnak kozelében
dasulnak328331, Mivel a hélixekben a peptidkdtések dipdlmomentuma =3,5 debye nagysagu és
a momentumok a hélix hossztengelyének iranydba mutatnak, a teljes hélix dipélmomentuma
n*3,5 debye lehet. Ezek alapjan minden aminosavra 3,5 debye = 0,5 e * 1,5 A dipdlmomentum
jut és ha figyelembe vessziik, hogy az egyes aminosavakhoz tartozé hélixemelkedés =1,5 A,
akkor azt mondhatjuk, hogy minden toltés kioltddik, kivétel, amelyek a hélix terminusain
talalhatok. igy bar ezzel kapcsolatosan felmeriiltek ellentmonddsok, a hélix ésszer(ien
kozelithetS egy olyan makrodipdllal, amelyben egy fél egységnyi pozitiv ponttoltést helyeziink
a hélix N-terminalis, mig ugyanekkora negativ ponttdltést a C-terminalis végére327,332:335
Eredményeink magyarazatara a fentieknek megfeleléen egy szemikvantitativ modellt
alkottunk (6.1.1 dbra), amely alapjan a membran dipdlpotencidljanak nagysaga 6sszemérheté
a hélix terminusok kozotti taszitast eredményez6 elektromos potencialkilonbség mértékével.
A membran dipdlpotencialjanak novelése jobban ellensulyozhatja az N-terminusok k&zotti
taszité hatast, amely az aktiv dimerek kialakuldsaért felel6s N-termindlis dimerizacids
motivumok kozotti kdlcsonhatas stabilizacidéjahoz vezethet. Ezzel szemben a dipdlpotencial
nem fejt ki hasonld hatast a dipdlpotencidlhoz képest ellentétes orientacidban elhelyezkedd
C-terminalis dimerizacids motivumokra. Mivel a dimerizaciés motivumokrél kimutattak, hogy

kolcsdnhatasuk specifikus, a dipdlpotencial csak a kélcsénhatasok erésségét befolyasolhatja.
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Az, hogy a dipdlpotencial jelentGsebb hatast fejt ki a NeuT fehérjére, mint a vad tipusu ErbB2-
re egybecseng ezzel a gondolatmenettel, hiszen a mutansban talalhaté Val = Glu mutacio az

aktiv dimereket stabilizalé N-terminalis dimerizacidos motivumok kozotti kdlcsonhatas szamara

kedvezé.
EC tér
N-term 4o/ +ef2 -100 0 4100 .y
0.3 nm

4

membran

Lol |

C-term -ef2 -ef2
IC tér

6.1.1 abra: A membran dipdlpotencidljanak kdlcsdnhatasa a transzmembran domének
eredd dipoljaval. A transzmembran a-hélixek eredé dipdlja kozelithet6 a hélix N- és C-
terminusaira helyezett fél egységnyi elemi toltésekkel. A membran dipdlpotencidlja a
membran felszinének kdzelében elhelyezkedd dipdlok rendezett orientaciojabdl ered.
Mivel a dipdlpotencial pozitiva membran belsejében, az abran sziirke gombokkel jelzett
negativ toltéseknek kell lennitik a membran felszinén, mig az dbran fehér gombokkel
jelolt pozitiv téltések mélyebben a membran belsejében helyezkednek el. A membran
dipdlpotencidljdnak nagysaga és profilja megegyezik a Flewelling altal leirtakkal®’. A
lipidek feji régidjara jellemzé dielektromos allandé (g, relativ permittivitas) értékét 10-
nek becsiltiik 3%, Ezen kérilmények kdzott az N-terminalisnal elhelyezked§ pozitiv fél
egységnyi toltés altal generalt elektromos potencial kiilénbség a masik transzmembran
domén helyének nagyjabdl megfelel6 r=0,3 nm-es tavolsagban

1 05 0.5-1.6-107"
U :——6:8.9-108—79:237 mV (5.1.1).
Areye, r 0.3-10

Bar a szamitas leegyszerd(sitett, lathatd, hogy a potenciadlkilonbség nagysagrendileg
hasonlé a membran dipdlpotencialjanak nagysagahoz. Mivel az N-terminalison a
dipdlpotencial el6jele ellentétes ehhez a potencialkiilonbséghez képest, ellensuilyozhatja
az a-hélixek kozotti taszitd hatast. Ezzel szemben az a-hélixek dipdlmomentumai altal
keltett elektromos tér és a dipdlpotencial felerGsitik egymas hatasat a C-terminusnal.
Ennek eredményeképpen a dipdlpotencial a transzmembran domének kozotti
elektromos taszitdst ellensulyozhatja az N-terminusnal, elGsegitve az N-termindlis
dimerizaciés motivumok altal stabilizalt aktiv dimerek képz&dését, mig nincs ilyen hatdsa
a C-termindlis dimerizaciés motivumok altal stabilizalt inaktiv dimerek kialakulasara.
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Mivel a fentiek alapjan a membranban taldlhatd fehérjék transzmembran doménjeit felépitd
hélixek kozotti kdlcsonhatdsok jelentGségét szamos kiilonb6z6 protein (integrinek, citokin
receptorok, egyéb receptor tirozin kinazok) esetén leirtak, elméletiink alkalmazhatd lehet ezen
fehérjék esetén is. A dipdlpotencidl nagysaga ebben az esetben altalanosan befolyasolhatja
tobbféle bioldgiailag relevans molekula asszociacios folyamatait az é16 sejtek membranjaban.
A TMD-k hélix terminusairdl azt is kimutattak, hogy a vizes fazis felé torténé expozicidjuk az
un. ,,szolvens screening” jelensége miatt a dipdlmomentumaik csékkenéséhez és ezailtal a

335337 Ennek kovetkezményeképpen,

kozottik megfigyelhetd taszitas csokkenéséhez veze
amennyiben a dipélpotencidl névekedése a membran vastagsag csokkenésével jar egyitt, a
TMD-k kozotti alacsonyabb mérték taszitas kedvezd lenne a receptorklaszterizacié szdmara,
amely szintén magyarazhatnd eredményeinket. Ennek azonban ellentmondanak azon
vizsgalatok, amelyek soran kimutattak, hogy sem a phloretin, sem pedig a 6-ketocholestanol
nem befolyasolja érdemben a membranvastagsagot, vagyis eredményeink ezen magyardazata
valdszin(itleni®42,

A rotdcids aktivacids elmélettel 6sszhangban kimutattdk az ErbB fehérjék juxtamembran
doménjének (JMD) szerepét a homo-, illetve heterodimerizacio, illetve a kdvetkezményes
aktivacié folyamataban. Az ErbB fehérjékben a kindz domének aktivacidéjahoz sziikséges, hogy
azok egy megfelel szerkezetli aszimmetrikus dimert képezzenek*'*°, Az utdbbi id6ben
felvetették egyrészt, hogy az ErbB receptorok JMD-jében taldlhaté pozitiv toltésu lizin és
arginin aminosavak és a sejtmembran belsé rétegében elhelyezked6 negativ toltésd lipidek
(példaul foszfatidilszerin, illetve foszfatidilinozitol 4,5-biszfoszfat) kozott elektrosztatikus
kélcsdnhatds alakulhat ki, amely a JMD membranhoz horgonyzddésat eredményezheti3833,
masrészt, hogy a JMD nélkiilozhetetlen a kindz domén aktivaciéjdhoz, hiszen JMD-t nem
tartalmazo vagy a régidban mutdciét hordozé EGFR fehérjék foszforilacids aktivitdsa dramaian
lecsdkkent, valamint rontgen krisztallografids vizsgalatok alapjan aktiv formdaban a ,receiver”
receptor monomer JMD-jének C-terminalis része (JM-B szegmens) kiterjedt kapcsolatot alakit
ki az ,,activator” kindz doménjének C-termindlisaval®*®3*1, Az aktiv aszimmetrikus kindz dimer
dimerhez csatoltan az N-terminalis, a-helikalis szerkezetet kialakité részek (JM-A szegmensek)
kozotti antiparallel orientaciéju dimer kapcsolddas létrejotte, amely biztositja a kindz domének
domén inaktivitasat eredményezi, amennyiben ez a domén a membranhoz horgonyzddik,
ekkor ugyanis a JM-A régidk dimerizaléddasa nem jon létre, igy nem alakulhat ki az

intracelluldris domének aszimmetrikus dimerje. A membranhorgonyzds hatterében a JM-A

szegmensben és a kindz doménben taldlhatd pozitivan toltott aminosavak és a sejmembran
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membran

juxtamembran-A

szegmens

belsé rétegében talalhatd negativan toltott lipidek kozotti kdlcsdnhatas all, amely egyben a
JM-A antiparallel dimer kialakulasat, vagyis a receptor aktivalddasat is lehetetlenné teszi. A
JMD ErbB fehérjék esetén is szoros szerkezeti és funkcionalis kapcsolatban allhat a TMD-nel.
Amennyiben ugyanis (példaul ligand két6dés esetén) a monomerek kdlcsonhatasaval vagy a
preformalt inaktiv dimerek konformaciovaltozasaval kialakul a TMD-k k6zott az N-terminalis
GxxxG motivum altal medialt asszociacid, az a dimerben a transzmembran hélixek C-terminalis
végeinek egymdstdl vald eltavoloddsat és a JM-A szegmensek membrannal valé
kapcsolddasanak szétvalasztasat eredményezi, amely altal lehet6vé valik a JM-A antiparallel
dimerek és végs6 soron az aktiv, aszimmetrikus kindz domének kialakulasa. Az extracellularis
domén jelenléte az N-termindlis motivumokon keresztili TMD dimer formaciot gatolja, mivel
tdvol tartja a hélixek N-terminalis végeit egymastdl. Ligandkot6dés azonban az ECD

< sz

lehetévé téve az aktiv TMD dimer, ezaltal a kindz aktivacio létrejottét (6.1.2 dbra) 165168,

INAKTIV INAKTIV

membran

{ ¥ hit

/ szegmens

LRRLL

membrsn *, motivumok

C-hélix &

| aktivator

juxtamembran-A szegmens ; g |
dimerkapcsoldodasi feliilet C-hélix

6.1.2 abra: Az ErbB fehérjék TMD és JMD régidinak szerepe a kindz domének
aktivaciéjaban (az dbra a ®® referenciabdl szdrmazik). A. Monomer és a TMD-k C-
termindlis GxxxG motivumai kdzotti kdlcsonhatdsok altal stabilizalt inaktiv dimer

formaban a JIMD-k pozitiv toltésli aminosavai a membran belsé rétegében talalhaté
negativan toltott lipidekkel hoznak létre elektrosztatikus kdlcsonhatdst, amely gatolja a
JM-A régidk kozotti antiparallel dimer kialakulasat. Amennyiben a TMD-k N-terminalis
dimerizaciés motivumain keresztil képzédik a dimer, létrejohet a JM-A régidk
asszociaciodja. B. A JM-A szegmensek antiparallel kapcsolédasa az aktiv aszimmetrikus
kialakuldsat segitheti, egyrészt a TMD-k N-termindlis GxxxG motivumai kozotti
kolcsonhatas elGsegitése révén (6.2.1 dbra), masrészt azaltal, hogy a dipdlpotencial
pozitivitdsanak novekedése a JM-A szegmensben taldlhato pozitiv aminosavak
taszitasanak fokozodasat, igy a gatlé konformacio stabilitadsanak csokkenését
eredményezi.

A dipdlpotencial jelentGsen befolyasolhatja ezt a folyamatot, egyrészt mivel a korabban

leirtaknak megfeleléen elGsegitheti a TMD-ek N-terminalis dimerizaciés motivumainak
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kolcsdnhatasat. Masrészt viszont kbzvetlen médon a JIMD-ek konformacidjat is mddosithatja.
A dipdlpotencidl pozitivitdsa ugyanis taszithatja a JM-A szegmensben taldlhatd pozitiv
aminosavakat, ezaltal a csokkentheti a gatld konformacid stabilitasat. A dipdlpotencial
novekedése pedig a taszitd hatds fokozddasan keresztil elGsegitheti a JM-A membranba
agyazdddasanak megsz(inését, igy a JM-A dimer és ezaltal az aktiv aszimmetrikus kindz dimer
formacidjat, végsé soron pedig a jelatviteli utvonalak beindulasat.

6. Mivel a lipidekkel vald kolcsonhatdsok befolydsoljak az ErbB fehérjék konformaciojat, a
dipdlpotencidl valtozasai, illetve az ennek kdvetkeztében a lipid-fehérje kdlcsonhatdsokban
bekovetkez6 eltérések megvaltoztathatjdk az ErbB receptorok raft és non-raft
membrandomének kozotti megoszlasat. Az eddigi vizsgalatok tobbsége azt taldlta, hogy a
lipidtutajok gdtoljak az ErbB1 ligandkotését és az altala kivaltott jelatviteli folyamatokat és az
ErbB1 aktivacidjaval parhuzamosan a receptor kijuthat a raftokbdl?2%3*3, bar ennek
ellentmondé elméletek is sziilettek?. Az altalunk kapott eredmények alapjan az ErbB2 EGF
altali aktivaciéja preferencidlisan a lipidtutaj doméneken kivil térténik és a dipdlpotencial
novelése ezt a jelenséget utdnozza. Ezek alapjan pedig a receptorok dipdlpotencial altal

......

folyamatait.

A fentebb leirt mechanizmus(ok) hatasara az ErbB fehérjék monomerjeinek dimerizaciés hajlama
megné a dipdlpotencidlt noveld 6-ketocholestanol kezelés hatasara. Ezaltal tobb monomer lesz képes
homo- és heterodimerek létrehozadsara névekedési faktor stimulacié esetén. Emiatt az ErbB1-ErbB2
heterodimerek EGF indukalt képz&dése nem vezet az ErbB1l és ErbB2 homoasszociacidinak
csokkenéséhez, mivel a dimerek a megnovekedett dimerizacios hajlammal rendelkezé monomerekbdl

alakulnak ki.

A dipdlpotencidlnak jelentGsége lehet akar a tumorok kialakuldsaban és kezelésében is. A tumoros
sejtekre jellemz6 a koleszterinben gazdag lipidtutajok megnévekedett s(riisége3*. Mivel a
dipdlpotencial nagyobb a raftokban, mint a membran egyéb régidiban?, ez hozzajarulhat a receptor
tirozin kinazok aktivacidjahoz a tumorsejtekben. Ezzel 6sszhangban kimutattak, hogy a 2-hidroxilalt
telitetlen zsirsavak csokkentik a dipdlpotencidl nagysagat, amelynek kedvez6 hatasa volt tumorok és
gyulladdsos betegségek kezelése sordn®®. Ez pedig magaban foglalja annak a lehet&ségét, hogy a
dipdlpotencial csokkentése a jelatviteli folyamatok gyengitésén keresztiil akar terdpids szempontbdl is

hasznosithaté lehet.

Eredményeinket O6sszegezve elmondhatjuk, hogy kisérleteink alapjan a dipdlpotencial szignifikans

hatast gyakorol az ErbB fehérjék ligandkotésére, klaszterizacidjara és jelatviteli folyamataira. Azt
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gondoljuk, hogy a dipdlpotencial elsGsorban a TMD-n keresztiili receptordimerizacidt befolyasolja. A
megnovekedett dipdlpotencial altal indukalt dimerizacié egy TMD altal kivaltott receptoraktivaciot
eredményez, ez pedig a csokkent novekedési faktor iranti affinitas mellett megnovekedett jelatviteli
aktivitashoz vezet, amelyet az extracellularis domének és a TMD-ben taldlhato, aktiv dimereket
stabilizalé dimerizaciés motivumok kozotti kolcsonhatasok altal stabilizalt dimerek medidlnak,
dsszhangban az ErbB fehérjék aktivacidjat leird rotacids aktivacidos modellel®®. Megfigyeléseink azt
hangsulyozzak, hogy a dipdlpotencial hatdsait nem szabad figyelmen kivil hagyni olyan esetekben,

amelyekben a membrankérnyezet receptor klaszterizacidjara gyakorolt hatasait elemzik.
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6.2. Adipdlpotencial és a lipidtutajok kapcsolata
Jéllehet a dipdlpotencial nagyon erds elektromos er6teret hoz létre a sejtmembrdnban, hatdsait
jorészt elhanyagoljdk, illetve figyelmen kivil hagyjak, mivel él6 sejtekben torténé mérése rendkivil
nehéz. Mivel kimutattak, hogy a koleszterin, a membran tomaorsége, valamint a lipidek rendezettsége
mind befolyasolja a dipdlpotencialt, indokoltnak tlinik az a feltételezés, mely szerint a dipdlpotencial
nagysaga kulénboézhet a modellmembranok folyékony rendezett doménjeihez hasonld, raftszerd
membran mikrodoménekben és a membran egyéb régidiban. Bar erre utalé megfigyeléseket leirtak
modellmembranokban, illetve indirekt vizsgalatokkal felvetettek él6 sejtekben is, ezt a korrelaciét még
soha nem bizonyitottdk direkt és kvantitativ mddon éI8 sejtek membranja esetén?>%, Kisérleteink
masodik fazisdban ezért célul tlztik ki, hogy (a) bizonyitsuk a dipdlpotencial nagysaganak eltéréseit a
lipidtutajokon belil és kivil;, (b) becsiljik ezen eltérés nagysagrendjét; (c) vizsgaljuk, hogy az
anyagcsere betegségekben (példaul Gaucher-kdrban) a sejtmembran lipidosszetételében bekdvetkezd

eltérések milyen mértékben befolyasoljdk a dipdlpotencial nagysagat.

Méréseink soran harom kiilénb6z6 lipidtutaj-marker fluoreszcenciaja (GFP-GPI, fluoreszcensen jelzett
koleratoxin B alegység és rendezett koleszterin domén ellenes antitest) és az elektromos erdtér
érzékeny festékek (di-8-ANEPPS és F66) dipdlpotencial-szenzitiv intenzitasaranyai kozotti Pearson-féle
korrelaciés koefficiens kvantitativ meghatdrozasa segitségével kimutattuk, hogy a dipdlpotencidl
pozitivan korreldlt a raftok jelenlétével (5.7.1 tablazat). A dipdlpotencidl lipidtutajokon belil és kivil
tapasztalhatd nagysaga kozotti eltéréseket fliggetlen mddon megerdsitették azon kisérleteink,
amelyek sordn a non-raft doméneket jeloltik fluoreszcensen jeldlt transzferrin segitségével és azt
taldltuk, hogy a dipdlpotencial szignifikdnsan gyengébb a transzferrinnel jel6lt nem-tutaj régidkban,
mint a raftokban. Ezen eredményeink szignifikanciajat két mdodon is meghataroztuk. A metodikai vagy
technikai szignifikanciat megerdsitette az a tény, hogy a korrelacids koefficiensek mindig a korrelacio
feltételezett hianya esetén szamitott 95%-os konfidencia intervallumon kiviilre estek. A bioldgiai
szignifikancia ellenérzése céljabdl két ismert lipidtutaj-marker, a GFP-GPI és a fluoreszcensen jelzett
koleratoxin B alegység kozott is meghataroztuk a korrelacids koefficiens nagysagat. Mivel a tutajjelol6k
és a dipdlpotencial kozotti korrelacids koefficiensek értéke 6sszemérhet6 volt a pozitiv kontroll, vagyis
a két raft marker esetén tapasztaltakkal, leszlirhet6 a kovetkeztetés, hogy a megfigyelt korreldcidk

erdsek és bioldgiai szempontbdl is relevansnak tekinthetdk.

A dipdlpotencidl-szenzitiv fluoroférok intenzitdsaranyainak a lipidtutajokon belili, illetve kivili
részeken elkilondlten torténdé meghatarozasa lehetfséget nyujtott arra, hogy a dipdlpotencial
nagysagdban a tutajfiggé novekedés mértékét megbecsiljik. Mivel a di-8-ANEPPS gerjesztési
intenzitas ardnydban bekdvetkez8 15%-os valtozés a dipdlpotencial kb. 100 mV-os eltérését jelenti®,

az excitaciés arany ~7%-os kiilonbsége, amelyet a lipidtutajok és az azokon kivili membranrégidk
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kozott figyeltink meg, a dipdlpotencial nagysagrendileg 50 mV-os differencidjat mutathatja. A
dipdlpotencial raftokban megfigyelheté novekedésének becslésére egy fliggetlen mddszer lehet, ha
Osszehasonlitjuk a 6-ketocholestanol kezelés, illetve a lipidtutajok jelenlétének hatasara bekodvetkezd
valtozasok mértékét a fesziiltségszenzitiv indikatorok emissziés aranya esetén. E célbdl egy
megbizhatdbb festék, az F66 hasznalataval meghataroztuk a dipdlpotencial mértékét, illetve annak
6-ketocholestanol kezelésre torténé valtozasat a raftokon bell, illetve kivil (5.9.1 tablazat). A vegyiilet
hatdsdra az F66 emisszids arany ~35%-kal csokkent mind a tutajokon beliil, mind pedig azokon kiviil,
arra utalva, hogy a szterolszdrmazék dipdlpotencidlra gyakorolt hatdsa megegyezik a raft
mikrodoménekben és az egyéb membran régidkban. Korabbi méréseink alapjan a 6-ketocholestanol
alkalmazasa a di-8-ANEPPS gerjesztési arany ~25%-o0s novekedését eredményezte (5.1.1 dbra), amely
a Zhang altal leirt kalibracié®® szerint a dipdlpotencidlban bekdvetkezé ~160-170 mV-os valtozdsnak
felelt meg. Azt feltételezve, hogy az F66 emisszids aranyban a 6-ketocholestanolra bekévetkezd 35%-
os valtozas a dipdlpotencial nagysagaban mintegy 160-170 mV-os eltérést jelent, az F66 fluoreszcencia
intenzitds arany ~20%-os kilonbsége a lipidtutaj mikrodomének és a membran egyéb régiodi kozott
~100 mV-os dipdlpotencial-kiilonbséggel ekvivalens. Ha tekintetbe vessziik a dipdlpotencial szamitott,
illetve mért értékeinek variabilitdsat az irodalomban, a két fenti becslésiink altal meghatarozott

értékek elfogadhatd mértéki egyezést mutatnak.

Jéllehet az dltalunk alkalmazott mérések és kiértékelési algoritmusok soran a lipidtutajok és a
dipdlpotencial kozotti kapcsolatot erdsitette a membranban talalhatd nagy kiterjedésd, tutajszerd
domének jelenléte, a korrelacio akkor is mutatkozott, amikor ezen aggregalt foltokat figyelmen kiviil
hagytuk szamitasaink soran. Ha a nagy, tutajszer( foltokat nem vettiik figyelembe, a dipdlpotencial és
a raft lokalizacio kozotti korrelacios koefficiensek nagysaga az aggregalt lipidtutajok elemzésbe torténd
bevondsa esetén szamitott értékek ~50-80%-anak feleltek meg. Bar a raftok definicié szerint apro,
tranziens és dinamikus entitasok!®, a sejtek aktivacidja sordn a tutajok aggregacidja kévetkezhet be®®,
Ezek alapjan bioldgiai szempontbdl relevdnsak lehetnek a dipdlpotencial és a lipidraftok kozotti
korrelaciok értékei akkor is, ha a szamitasok soran a nagy, aggregalt doméneket figyelembe vessziik és

akkor is, ha az elemzést azok nélkil végezziik.

Bar a harom lipidtutaj-marker, azaz a GFP-GPI, a CTX-B és az anti-koleszterin antitest és a két
dipdlpotencidl érzékeny indikdtor, a di-8-ANEPPS és az F66 kozotti korreldcidk egyértelmlien azt
mutattdk, hogy a dipdlpotencidl szignifikdnsan erdsebb a lipidtutajokban, a PPZ8 festékkel nyert
eredmények a tobbi fluorofdrral kapott adatokkal jelentds ellentmondast mutattak (5.7.1 tablazat).
Ezen ellentmondas magyardzatahoz figyelembe kell venniink a 3-hidroxiflavon festékek, vagyis az F66
és a PPZ8 fotofizikai paramétereit3*®, Ezek a fluoroférok kétféle kiilénbdz8 alapallapotban fordulnak

el6: 1) egy hidrogén-kotott (hidralt, H-N); és 2) egy nem-hidrogén-kotott alakban. Utdbbi forma egy
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un. gerjesztett allapotu intramolekularis proton transzfer (ESIPT: excited state proton transfer)
reakcion megy keresztiil, amely eredményeképpen az emisszid az igy létrejové két kiilonbozé
T* formak emisszidinak aranya a dipdlpotencialra érzékeny. A dipdlpotencidl mellett azonban mas
tényez6k is befolyasolhatjdk a 3-hidroxiflavon festékek fluoreszcencidjat: 1) a H-N forma relativ
hozzajaruldsa a membran hidracidjatdl flugg, vagyis attél, hogy a vizmolekuldk milyen mélységbe
tudnak penetrdlni a membranban és ott az indikatorral hidrogén-kotéseket létesiteni; 2) a membran
hidracidja mindhdrom molekuldris forma fluoreszcencidjanak kioltdsdt eredményezheti**’. Az F66
esetén a dipdlpotencidl novekedése a T* forma emisszidjanak relativ novekedéséhez vezet az N*
kdrara (6.2.1 abra). Ezen valtozasok hatdsai mellett azonban fontos tényez6 még az is, hogy a
lipidtutajokban a csokkent viz indukalta fluoreszcencia kioltds mindharom forma esetén er6sebb
fluoreszcencidt eredményez (5.9.1 abra). A folyékony rendezett doménekben a membran
festékek esetén a dipdlpotencidl-szenzitiv intenzitasaranyt Ugy szamitjuk, hogy az alacsonyabb
hulldmhossztartomanyban mért emisszidt osztjuk a magasabb tartomanyban kapott intenzitassal.
Mind a N*, mind pedig a H-N forma az alacsony hulldmhossztartomanyba es6 emisszidhoz jarul hozza.
Az F66 esetén az emisszids arany varhatdan negativan korrelal a dipdlpotencidl nagysagaval, vagyis az
alacsonyabb hulldmhossztartomanyhoz tartozé emissziénak csékkennie, mig a magashoz tartozénak
nénie kellene. Mivel mind a N*, mind pedig a H-N forma hozzdjarulasa csdkken az alacsony

hulldmhossz tartomdanyban, az emisszids arany a varakozasoknak megfelelGen valtozik.

A PPZ8 viselkedése azonban két szempontbdl is eltér: 1) egyrészt az alacsony
hulldmhossztartomanyban az indikatornak alig van érdemi emisszidja, amely potencialisan
problémassa teszi a hattérintenzitas levonasakor a korrekcid mértékének meghatarozasat és igy a
specifikus fluoreszcencia intenzitas becslését; 2) masrészt a lipidtutajokban a magasabb dipdlpotencial
és az alacsonyabb membranhidracié varhatdan ellentétes elGjellel valtoztatja a N* és H-N formak
relativ hozzajaruldsat. Mivel a raftokban a dominans T*-nek megfelel6 savban az emissziéo mértéke né
a csokkent viz altal indukalt kioltas miatt, PPZ8 esetén az alacsonyabb hulldmhossztartomanyba esé
emisszionak jelent6sen novekedni kellene ahhoz, hogy az emisszidés ardny a vart pozitiv korrelaciot
mutassa a lipidtutajok magasabb dipélpotencidljaval. Az alacsony hulldmhossztartomanyban azonban
a PPZ8 intenzitdsa nem emelkedhet ehhez elég erGteljesen az 1) és 2) pontok miatt. Mivel a fenti
modell csak szemikvantitativ magyarazatot nyujtott a megfigyelt eredményeinkre, megprébaltuk a
spektrum komponensekre bontdsat egy Klymchenko 4&ltal leirt illesztési eljardssal®*®, valamint

szinguldaris érték dekompozicids (SVD, singlular value decomposition)®*° mddszerrel is, egyik sem volt
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azonban képes feloldani az N*, T* és H-N formak individualis spektrumait, valdszinlileg mert a

mikroszkdppal felvett emisszids spektrumok nem tartalmaztak elég adatpontot az analizisekhez.

alacsony magas
hulldmhosszi sav hullamhossza sav
.
F66

'

r"T‘

PR
A

normilt fluoreszcencia
intenzitas

hullamhossz

N*, non-raft =~ ------- N*, raft

H-N, non-raft Hraft [f11]1 a raft lokalizacié hatdsa
T* non-raft ~ ------- T*, raft '
ry

PPZ8

normalt fluoreszcencia
intenzitas

>
hullamhossz

6.2.1 dbra: A 3-hidroxiflavon festékek emisszids sajatossagainak a lipidtutajokban
bekovetkezs valtozasai. A 3-hidroxiflavon festékek emisszidja a molekuldk harom
kiilonboz6 allapotdbdl ered. Az N* és T* formak atalakulnak egymasba egy gerjesztett
allapotu intramolekuldris proton transzfer (ESIPT) reakcid sordn és ezek ardnya érzékeny
a dipdlpotencial mértékére. A harmadik, H-N allapot a festék hidrogén-kotott formdja.
F66 esetén az N* allapot relativ frakcidja csokken a dipdlpotenciadl névekedése esetén,
mig a PPZ8-ndl forditott valtozasok torténnek a fluorofér ellentétes membranbeli
orientdcidja miatt. A lipidtutajok nemcsak megnévekedett dipdlpotenciallal, hanem
kompaktabb lipidszerkezettel is rendelkeznek, amely a membran csékkent hidraciéjahoz
és ennek kovetkeztében a H-N forma emissziéhoz torténé alacsonyabb relativ
hozzajaruldsdhoz és altalaban véve mindharom allapot esetén alacsonyabb mértékd
fluoreszencia kioltashoz vezet. A viz altali kioltas hatasait nem abrazoltuk a grafikonon,
mivel a spektrumokat a festékek teljes emisszidjara normaltuk. Az alacsonyabb
hullamhosszu tartomdanyban mért emissziohoz hozzajarul mind a N*, mind pedig a H-N
forma. Ha feltételezziik, hogy a dipdlpotencial mértéke nagyobb a lipidtutajokban, mint
a membrdan egyéb régidiban, akkor a N* és H-N formak emisszidja F66 esetén
ugyanolyan irdnyban, mig PPZ8-nal ellentétesen valtozik. Emiatt PPZ8 esetén az
emisszids arany, vagyis az alacsonyabb hulldmhossztartomanyban mért emisszié
intenzitasa osztva a magasabb hullamhossztartomanyban kapott értékkel, nem mutatja
megbizhatdé mddon a raft és non-raft membran régidk kozotti kiilonbségeket.

A dipdlpotencidlrél kimutattak, hogy nagysaga bioldgiai jelenségek széles korét befolyasolja, mivel az

sz

klaszterizaciéjat mddosithatjal®1420:232629 A dipblpotencidl nagysdgrendjét altaldban a 200-500 mV

tartomanyba teszik a kilénbdz8 mddszerekkel végzett vizsgdlatok®#’. Mivel a dipdlpotencidl
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mértékének kiilonbsége a lipidtutajok, illetve az egyéb membran régidk kozott becsléseink szerint 50-
100 mV koérilinek mutatkozott, ez a differencia elég nagy lehet ahhoz, hogy szignifikdnsan befolydsolja
azon membranhoz kapcsolddd jelenségeket, amelyekben fehérjék is kozremiikodnek, igy a
transzmembran transzport, a jelatvitel és a membran trafficking folyamatait, illetve az azokban
tapasztalhatd kllénbségeket aszerint, hogy azok a raft vagy non-raft mikrodoménekben mennek

végbe.

A lipidosszetételben és a membranrendezettségben tapasztalhato kiilonbségek a dipdlpotencialt és a
membranhoz két6d6 jelenségeket nemcsak fizioldgids allapotok, hanem betegségek esetén is képesek
befolydsolni. A Gaucher-kér egy in vitro modelljében?223281 35 Kialakuld szfingolipid eltérések
kovetkeztében létrejové dipdlpotencidl-emelkedés nagysagrendje hasonlénak bizonyult, mint a
lipidtutajok és az egyéb membranrégiok dipolpotencidlja kozott talalt kiilonbség mértéke (5.8.2 és
5.10.1 abrdk). Mivel az altalunk hasznalt in vitro modell esetén a membran koleszterin és szfingolipid-
tartalmaban megfigyelhet6 eltérések mértéke hasonlé ahhoz, mint amelyeket egy kondicionalis
gliikkocerebrozidaz knock-out egérmodellben talaltak?>%28135! 3 kapott eredmények arra utaltak, hogy
az altaldnossagban humdn betegségekben, illetve kiilonds tekintettel a Gaucher-kérban a
sejtmembran lipidtartalmaban megfigyelhet6 patoldgias valtozasok a dipdlpotencidl nagysaganak
szignifikdns eltéréseit eredményezhetik. Ezek pedig a membranfehérjék funkcidinak jelentds

madositasai révén hozzajarulhatnak a betegségekben megfigyelhet6 tiinetek kifejlédéséhez is.

Kisérleteink masodik fazisdnak eredményeit Osszegezve elmondhatjuk, hogy kimutattuk, hogy a
dipdlpotencidl mértéke szignifikdnsan nagyobb a lipidtutaj mikrodoménekben a membran egyéb
régidihoz képest. A kiilonbség nagysaga elég lehet ahhoz, a fehérjék transzmembran doménjeinek
konformacidjat megvaltoztassa, amikor azok a tutajokba kerilnek, illetve elhagyjdk azokat. Ennek
kovetkeztében a lipidtutajok jelenlétéhez kéthets bioldgiai hatasok létrejottéhez hozzajarulhat a raft

mikrodoménekben megfigyelhet6 emelkedett dipdlpotenciadl is.
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7. Osszefoglalas

A membranpotencidl legkevésbé ismert komponense, a dipdlpotencidl a membrant alkotd lipidek
karbonil csoportjainak és a membranhoz asszocialédé vizmolekuldk dipdlmomentumainak rendezett
orientacidja révén alakul ki. A dipdlpotencial az egyéb membranpotencidlokndl joval er&sebb
elektromos er6teret general, amely révén befolyasolja szamos fehérje transzmembran doménjének
(TMD) feszlltségfligg6 konformacidvaltozasait. Bar az ErbB receptorok (ErbB1-4) aktivacidja az
intermolekularis kdlcsdnhatdsok altal medialt oligomerizacidn keresztll torténik, a TMD szerepe nem

ismert a folyamatban. Bar a dipdlpotencidl megvaltoztathatja a transzmembran peptidek

« sz

Kisérleteink soran aramlasi citometrids Forster rezonancia energia transzfer (FRET) mérések és
konfokalis mikroszképos felvételeken végzett number and brightness (N&B) analizis segitségével
kimutattuk, hogy a dipdlpotencial novekedése felerésiti az ErbB1 és ErbB2 receptorok kdzétti homo-
és heteroasszociacidk epidermadlis novekedési faktor (EGF) hatasara bekovetkezé novekedését. Ezen
hatdasok még jelentésebbeknek bizonyultak a TMD-ben egy aktivalé Val - Glu mutaciét hordozé ErbB2
(NeuT) esetén. Az receptorok jelatviteli kapacitasa korreldlt a dipdlpotencial nagysagaval. Mivel a
dipdlpotencidl névekedése csdkkentette az EGF ErbB1 iranti affinitdsat, a novekedési faktor felerGsitett
hatdsai csokkent receptortelitettség mellett kdvetkeztek be. Eredményeinkbél arra kdvetkeztettiink,
hogy a megnovekedett dipdl potencal altal indukdlt dimerizacio a TMD-n keresztll a receptor
aktivaciéjdhoz vezet az extracelluldris domének és TMD-k kozotti kolcsonhatdsok altal stabilizalt
dimerekben. A dipdlpotencial az ErbB receptorok klaszterizacidjaban permissziv szerepet tolthet be és

a lipidtutajok receptor tirozin kindzokra gyakorolt hatasai mogott részben a dipdlpotencial allhat.

Elméleti megfontoldsok és modellmembrdnok vizsgalatdbdl szarmazd kozvetett kisérletes
bizonyitékok alapjan a dipdlpotencidl nagysaga magasabb lehet a lipidtutajokhoz tébb szempontbdl
hasonlitd folyékony rendezett doménekben. Harom kiilonb6z6 dipdlpotencialra érzékeny fluorofér és
négy kilonbozé raft, illetve non-raft marker segitségével konfokalis felvételek kvantitativ elemzése
soran él6 sejtek esetén is bebizonyitottuk, hogy a dipdlpotencidl magasabb a tutajokban a membréan
egyéb régidihoz képest. A kilonbség elég jelentésnek tlinik ahhoz, hogy a fehérjék TMD-jeinek
konformacidja kilonb6z6 legyen a raft és non-raft régidokban. A Gaucher-kérra jellegzetes
szfingolipidekben gazdag és kontroll sejtek dipdlpotencidljanak Osszehasonlitdsa soran hasonld
mértékl eltérést tapasztaltunk, amely a megfigyeléseink patofizioldgiai jelentGségére utalhat.
Eredményeink megeréGsitették, hogy él6 sejtek membranjaban a dipdlpotencidl lateralis
heterogenitasa korrelal a lipidtutajok jelenlétével és a sejtmembran lipidosszetételében bizonyos

betegségek esetén bekdvetkezd eltérések a dipdlpotencidl jelent6s megvaltozasat 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 Forster 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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