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1. Bevezetés

Az irodalomban szamos publikacié mutat ra arra, hogy a sejtmembran monosialo-
tetrahexozil-gangliozidban (GM1) gazdag terlletei — melyek azonosithatok az
Ggynevezett lipid raftokkal, vagy lipid-tutajokkal — fontos szervez6-modulalé szerepet
jatszanak a kiilonbozé kimenetelii jelatviteli Utvonalak szabédlyozasaban. A
citoplazmamembran ezen koleszterinben és szfingolipidekben gazdag, szubmikron
méretll strukturalis egységeinek tehat nem pusztan morfoldgiai, hanem funkcionalis
szerepe van. A raftok képesek egymastdl szigetszerlien elkiilonitve akkumuldlni a
kiilonbo6z6 sejtélettani folyamatokban egyiittmiitkodé membranfehérjéket, igy biztositva
az eltérd kimeneteld jelatviteli kaszkadok hatékony lejatszodasat. Ezek a lipid domének,
mint membranon sz ,.forrd teriiletek” egy kis atmér6jii — 50-150 nm — teriiletre
képesek koncentralni a receptorokat és mas jarulékos fehérjéket, ami egy sokkal
hatékonyabb és intenzivebb lefolyasu jelatvitelhez vezet. Dolgozatomban szeretnék
képet adni a membran GM1 gangliozidban gazdag mikrodoménjeinek szervezd és
esetében.

Kisérleteimben megvizsgaltam a tirozinkinéz aktivitdsi PDGF receptorok (PDGFR)
B tipusanak lipid-tutaj- és konfluenciafiiggd szabalyozasat, tovabba feltartam a
ciszplatin és egy U0j, még nem torzskdnyvezett, igen hatékony platina alapl
gyogyszerjelolt és a TRAIL halalligand raft-fliggd szinergizmusat a DR4 és DR5
medialt, kaszpaz-8 dependens apoptozis indukcidjaban.

Megéllapitottam, hogy a sejtmembrdn GM1 gazdag doménjei minden vizsgalt
rendszerben fontos szervezéi a kiilonbozé ttvonalakon lejatszddd jelatviteli
folyamatoknak, és igy nélkulozhetetlenek a vizsgalt sejtfunkciok optimalis

miukodtetésében.



2. lrodalmi attekintés

2.1. Alipid-tutajok

A membrénok szerkezetének leirasara szamos elmélet sziiletett, ezek kozil
évtizedekig a legelfogadottabb az 1972-ben leirt Singer és Nicolson féle folyadék
mozaik modell volt, amely a lipid kettGsréteget olyan kétdimenzios folyadéknak tekinti,
amelyben a beagyazott membranfehérjék lateralisan szabadon diffundalnak. A modell
értelmében a membrant amfipatikus lipid molekulak kettds rétege alkotja, amelybe
kisebb-nagyobb mértékben fehérjemolekuldk siillyednek. A lipidek szabadabb
oldaliranyu elmozduldsa bizonyos mértéki folyékonysagot, a fehérjemolekulak
mozaikos elrendezddése és egymashoz valo kapcsolddasa pedig stabilitast biztosit a
membrannak. Bér a folyadék mozaik modell kidolgozasa nagy el6relépést jelentett a
membranstruktira leirdsdban, szdmos ujonnan felvetéddé funkcionalis kérdésre nem
adott valaszt.

A 80-as évek elejére szamos Uj megfigyelés és eredmény mutatott ra arra, hogy a
biolégiai membranok nem pusztdn véletlenszertien elrendez6dé folyékony lipid
kettésrétegek, amelyekben periférids és integrans fehérjék nagy tomege szabadon
diffundal, hanem olyan hierarchikusan felépiild sejtalkotok, melyek Osszetételét és
fizikai tulajdonsagait a lateralis heterogenités befolyasolja. Az Uj elméletek szerint az
€16 dinamikus membran nem egységes, azaz kiilonbozd teriiletei ugyanazon pillanatban
mas és més permeabilitasi, mozgékonysagi, folyékonységi, vastagsagi és dsszetételi
allapotban lehetnek, amely tulajdonsagok kiilsé vagy belsé jelek hatasara folyamatosan
valtoznak. A plazmamembréant felépité lipidek és fehérjék magas foku lokalis
rendezettsége, illetve a molekuldk kozotti kommunikacio arra utal, hogy a
sejtmembranok egyedi, szubmikronos mintazata nélkiilozhetetlen lehet szamos
sejtfunkcié optimalis mikodtetéséhez.

1997-ben Simons és Ikonen 0j elméletében a membranban olyan szfingomielinbdl,
glikolipidekbdl, koleszterinb6l és GPI-horgonyzott fehérjékbdl felépiild rendezett
strukturakat irt le, amelyek a folyékony kettsrétegben diffundalnak. Ezeket a szervezett
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membran doméneket nevezték el lipid raftoknak vagy méas névvel detergens rezisztens
membran doménnek (DRM), magyarul lipid-tutajoknak. A raftok felépitésének
kdzéppontjdban a koleszterin all, emellett exoplazmatikusan szfingolipideket,
endoplazmatikusan telitett foszfolipideket tartalmaznak, melyek membranproteinekhez
horgonyzott acillanca fokozza a stabilitast. Az Uj modell a plazmamembrant olyan
rendezetlen lipidekbdl allo ,tengernek” tekinti, amelyben a koleszterinbdl, telitett
lipidekbdl, szfingolipidekbdl és proteinekbdl allé rendezett strukturak, azaz a ,,tutajok”
tobbé-kevéshé szabadon Usznak.

A raft hipotézis kidolgozasat kovetd iddszak kutatdsai vilagitottak ra arra a
lehetdségre, hogy a lipid-tutajok nem pusztan strukturdlis egységek a sejtmembréanban,
hanem jelenlétiik funkcionalis kdvetkezményekkel is jarhat. Ezt alatdmasztja az a tényt,
hogy a lipid kettésrétegbe GPI-horgonyzott és transzmembran proteinek vannak
bedgyazva, amelyek miikodését és interakcioit a klaszteres szervez6dés befolyasolhatja.
Ilyen kulcsfontossagu fehérjék példaul az Lck tirozinkinaz, a Src csaladbeli kindzok, és
egyes G fehérjék, tovabba integrinek.

A lipidek és fehérjék kolcsonhatadsanak fontos kovetkezménye, hogy a raftok
struktirajat és ezzel funkcidjat a kiilsé kornyezetbdl szarmazod ingerek is képesek
befolyéasolni. Megfigyelték azt is, hogy stimulacidt kovetéen a kisebb lipid-tutajok
kénnyen nagyobb egységekké olvadnak dssze. A fent leirt megfigyelések alapjan a
korabban leirt, rendezett és rendezetlen strukturakat feltételez raft hipotézis kiegésziilt
a dinamikus atalakulas lehetéségével. A dinamikusan strukturdlt mozaik modellben a
fehérje—fehérje, illetve a fehérje—lipid kdlcsdnhatasoknak legalabb akkora szerepe van,
mint a rendezett vagy rendezetlen formaban elrendez6dd lipid doméneknek. A
raftokban megvaldsuld fehérje—lipid interakciok ndvelik a jelatviteli folyamatokhoz
kapcsolodo intermolekularis kdlcsonhatasok élettartamat, tovabba lehetdvé teszik a
sejtfelszini receptorfehérjék kapcsolodasat a kortikalis aktin citoszkeletonhoz, illetve
egyéb citoplazmatikus adaptor- és szignal proteinekhez, ugyanakkor egyes fehérjéket el

is vélaszthatnak egymastol.



A mikroszkopos technika és az immunfluoreszcens jel6lés terliletén bekdvetkezd
fejlédés lehetévé tette a lipid-tutajok strukturdjnak és funkcidjanak pontosabb
megfigyelését. A legUjabb eredmények szerint a membran mikrodomének mérete a
néhany nanométeres lipidgytiriktdl a szdz nanométernél kisebb tartomanyba esd
szigeteken 4t a néhanyszaz nanométeres klaszterekig valtozhat. Bar a kiillonb6z6 méretii
membran mikrodomének lipid dsszetételliket tekintve nagy valtozatossagot mutatnak,
a magas glikoszfingolipid és koleszterin tartalom altalanosan jellemzd.

Az egyik legkordbbi marker, amit a lipid-tutajok mikroszkdpos azonositasara
hasznaltak, a domének GM1 gangliozid komponenséhez direkten kapcsol6do

koleratoxin B alegysége volt.

2.2. A lipid-tutajok szerepének vizsgalataban felhasznalt molekularis

modellrendszerek

2.2.1. A PDGF receptor

Az elmult évtized tudomanyos irodalmaban szamos publikacio jelent meg a
trombocita eredetii novekedési faktor (Platelet-Derived Growth Factor / PDGF)
patofiziolégiai folyamatokban betdltott szerepével és a rd specifikus receptorok
jelatvitelével kapcsolatban. A PDGF jelent6s élettani szereppel bir a kotOszoveti sejtek
fejlodés, illetve a sebgydgyulas kontrollalt lejatszodasaban. Masrészrdl, nagyszamu
betegség ismert az irodalomban, amely valamilyen mddon kapcsolatba hozhat6 a
PDGF, illetve receptora koros expresszidjaval, és jelatvitelével. Szamos kutatas iranyul
a PDGF, vagy receptora,terapias tamadaspontként torténé felhasznalaséra.

A PDGF-et, mint szolubilis ndvekedési faktort elészor az 1970-es években mutattak
ki a vérlemezkék alfa granulumaib6l. Mér a legels6 publikaciok leirtdk, hogy a ligand
nélkil6zhetetlen a fibroblasztok, simaizom-, illetve glia sejtek normalis miikodéséhez.
Az 1980-as években a PDGF molekuléris szerkezetét két kiilonb6z6 — A, illetve B —

polipeptid lanc altal alkotott heterodimerkeént irtak le, amely két gén — PDGF-A, illetve
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PDGF-B - altal kodoltan harom fehérjét — PDGF-AA, PDGF-BB, illetve PDGF-AB —
képes kialakitani. Az 0j évezred elsé évtizedében tovabbi varidnsokat — a PDGF-C-t, és
a PDGF-D-t — fedeztek fel.

Az A és B alegységek kovalens kapcsolataként leirt PDGF dimer hasonlé dimer
szerkezetii a és B lancokbol felépiild PDGF receptorhoz kotédik. A B-tipusu receptorhoz
kizarolag a ligand B alegysége tud kapcsolddni, mig a receptor a-tipusa egyarant képes
kotni a PDGF A és B alegységét. A ligandhoz hasonldan a receptorok is képesek mind
homo, mind heterodimer kialakitisara. Az a-tipusi PDGF receptorok nagy fokban
expresszalodnak a mezenchimalis sejtek, féleg a chondrocitik és oligodendrociték
felszinén, mig a B-tipusi PDGF receptorok megtaldlhatéak a vaszkularis simaizom-
sejteken, illetve nagy jelentéséggel birnak az glia eredetii idegrendszeri tumorok
szabalyozasaban. Utdbbi esetben a PDGF receptor expresszidja jol korrelal a tumor
gradusaval, proliferacids aktivitasaval, azaz a malignitas fokaval.

Ezen daganatok koziil felnéttkorban leggyakoribb a glioblasztoma multiforme, mely
rendkivil nagy malignitasd, rossz progn6zist primer idegrendszeri tumor. Nagyon
variabilis és kozel kétszer olyan gyors névekedésre képes, mint az eggyel alacsonyabb
gradusba sorolt anaplasztikus asztrocitoma. A tumor rendkivili malignitdsa miatt a
PDGF/PDGFR medialt tumor proliferacié jelatviteli Utvonalainak felderitése nagy
jelentdséggel birhat.

A PDGF receptordval kolcsdnhatva képes jelatviteli Gtvonalakat indukélni a
sejtekben. Ligandkotést kovetden a receptorok dimerizalodnak és a szerkezetvaltozas
hat&sara aktivalodo intrinsic tirozinkinazok foszforilaljak a szabalyozd szereppel biré
857-es tirozin oldallancat. Ezt kovetéen kaszkadszertien foszforilalodnak a receptor
intracelluléris tirozinjai, melyek a szignaltranszdukcioban kulcsszereppel bird Src
homology 2 (SH2) doménnel rendelkez6 fehérjéknek biztositanak kapcsolodasi pontot.
A receptor 15 intracellulris tirozin reziduuma kozil a 716-o0s tirozin (Y716/Tyr716)
foszorilalodasat kovetden képes megkdtni az SH2 doménnel rendelkezé novekedési
faktor receptort kotd protein 2-t (growth factor receptor binding protein-2/GRB2), mely
a sejtek proliferacios aktivitasat fokoz6 Ras-MAPK dtvonal meginditdsadhoz szikséges.
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A PDGF receptor intracellularis 771-es tirozinja (Y771/ Tyr771) foszforilaciojat
kovetben kotéhelyként szolgal a mar korabban emlitett Ras-GAP szaméra, igy a Ras-
MAPK (tvonalat gatolja. A 751-es tirozin (Y751/Tyr751) a receptor kindz inzert
kindz) p85-0s szabalyozo alegységét képes megkdtni. A PI3-kinaz katalizalja a
membranhoz  asszocidlt foszfatidilinozitol  (4,5)-biszfoszfat  (PtdIns(4,5)-P2)
foszfatidilinozitol (3,4,5)-triszfoszfattd (PtdIns(3,4,5)-P3) alakulasat. A PDGF
stimulaciot kovetden indukalt PI3-kindz aktivalja a DNS szintézist szabalyoz6 és az
apoptozist gatlo Akt kinazt. A sejtek talélésének Akt kozvetitette szabalyozasan tul a
PI3-kinaz szignaltranszdukcios Utvonal fontos szerepet jatszik a sejtmigracio
irdnyitasaban is. A PDGF receptor 1021-es tirozinjanak oldallanca (Y1021/ Tyr1021) a
foszfolipdiz C-yl (PLCy) SH2 doménjének a kotbhelye. A PLCy Kkatalzlja a
PtdIns(4,5)-P2 hidrolizisét az intracellularis kalcium mobilizacioban szerepet jatszo
inozitol (1,4,5)-triszfoszfatta (IP3) és a protein-kinaz-C-t aktivalo diacilglicerolla
(DAG). A PLCy részt vesz a sejtmigracié szabalyozasaban példaul a RhoA fehérje
foszforilalasan keresztiil.

Munkacsoportunk kordbbi kisérleteiben megallapitotta, hogy glioblasztéma
sejtkultirak koziil csak a konfluens, vélhetden kontakt gatlas alatt 1évok valaszolnak
PDGF stimulusra komplett, kétfazisa kalcium tranzienssel. Azt is megallapitottuk, hogy
a sejtek felszinén a PDGF receptorok szubmikron méretii klaszteres eloszlast kovetnek.
A receptorklaszterek atfedést mutathak GM1 gangliozidban gazdag lipid-tutajokkal, a
tutajok Kkoleszterin tartalmanak csokkentése metil-B-ciklodextrinnel a klaszterek

hatérait elmossa, az atfedést pedig csdkkenti.

2.2.2. ATRAIL receptor

Napjainkban a daganatellenes terapiak legfontosabb célja, hogy szelektiven
indukaljanak apopt6zist a malignus sejtekben Ugy, hogy ezzel parhuzamosan az
egészséges sejteken nem hatnak. Az egyik igéretes megkozelités az extrinsic
apoptotikus Utvonalak indukalasa a tumor nekrozis faktor szupercsaladba tart6zd
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TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand) liganddal, ami
szelektiven inditja be a daganatsejtek programozott sejthalalat mind in vitro, mind in
vivo. A daganatos sejtek érzékenységének és a normal sejtek rezisztenciajanak a pontos
hatasmechanizmusa még nem ismert. Mind a sejtmembran, mind az intracellularis
fehérjék szintjén szamos lehetséges Utvonal Iétezhet, ami a normal szévetekben, illetve
bizonyos daganatokban TRAIL rezisztenciahoz vezet. A rezisztencidhoz vezetd
molekularis mechanizmusok vizsgélata nélkiil6zhetetlen ahhoz, hogy a citokint
biztonsagosan lehessen alkalmazni tumor ellenes szerként.

A TRAIL ligand receptoranak o6t tipusa ismert. A death receptor 4 (DR4 vagy
TRAIL-R1) és a death receptor 5 (DR5 vagy TRAIL-R2) halal ligand receptorok
tartalmazzak az Ugynevezett sejthaldl domént, amely az apoptotikus szignal
tovabbitasaért felelds. A receptor harom masik tipusa alreceptor, sem a decoy receptor
1 (DcR1 vagy TRAIL-R3), sem a decoy receptor 2 (DcR2 vagy TRAIL-R4), sem a
szolubilis osteoprotegerin (TRAIL-R5) nem képes programozott sejthalal elinditasara.

A DR4 és DR5 sejthalal receptorok egy Fas-asszociélt halaldomén fehérje (FADD)
és a pro-kaszpaz-8 részvételével kialakul6 sejthalal indukalé szignalkomplexet (death-
inducing signaling complex vagy DISC) hoznak létre, ami medialja a TRAIL indukalt
apoptozist. A DISC-ben aktivalt kaszpaz-8 mennyisége korreldl az apoptotikus valasz
progresszidjaval. Az Ugynevezett I-es tipusa sejtekben a b6ségesen aktivalt kaszpaz-8
kdzvetlenll hasitja és aktivalja az effektor kaszpazokat, ami sejthalalhoz vezet. A 1l-es
tipusy sejtekben a DISC-ben aktivalt kaszpaz-8 aktivacidja nem elegendd az effektor
kaszpazok indukciéjdhoz, ezért az apoptdtikus valasz ezekben a sejtekben a
mitokondridlis Gtvonalon indul be.

Az irodalomban szamos hivatkozas talalhaté a TRAIL-hez kapcsolt jelatvitel
kezdeti lépéseivel, kiilondsen a TRAIL receptor expresszidjanak szabalyozasaval, ezek
sejtfelszini transzlokacidjaval, membran eloszlasaval, lipid-tutaj (ko)lokalizaciojaval és
internalizaciojaval kapcsolatban. A TRAIL receptorok akkumulaciéja a membran GM1
gazdag lipid-tutajaiban eldsegiti a DISC kialakuldsat és igy fokozza a kaszpéz-8
aktivaciojat, ami sejtek apoptdzisédhoz vezet. Azt is megfigyelték, hogy a TRAIL-DISC
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rafton kivali felhalmoz6désa gatolja a kaszpaz-8 hasitast és anti-apoptétikus szignal
kialakuldsahoz vezet.

A kemoterapias szerek dontden befolyasoljak a TRAIL indukalt sejtvalasz kezdeti
lépéseit, példaul a receptorok sejtfelszini expresszidjanak fokozasaval, azok lipid
raftokba gy(jtésével, a DISC kialakitasaval és a tarsult kaszpaz-8 aktivacioval, illetve a
proapoptotikus/apoptotikus molekulak fel- és leszabalyozasaval.

A kiilonboz6 platina komplexek (példaul ciszplatin, carboplatin és oxaliplatin)
széleskoriien alkalmazott kemoterapias szerek a szolid tumorok kezelésében. Azaltal,
hogy kovalens kotéseket képeznek a DNS kett6s hélixszel, indukaljak a DNS karosodast
jelzd szignalt, ami megallitja a sejtciklust, emellett a platinaszarmazékok képesek
azonnal aktivalni az apopt6zis intrinsic mitokondrialis Utvonalat is, igy pusztitva el a
malignus sejteket. Az elmult két évtizedben szamos Gjonnan szintetizalt platinavegytlet
jelent meg a klinikai vizsgalatokban. A kisérleteinkben hasznalt LA-12 is egy Uj tipusu
Pt(IV) adamantylamin ligandot tartalmazé komplex, ami jelenleg elsé fazisu klinikai
kiprébalas alatt all. In vivo kisérletekben az LA-12 daganatellenes aktivitasa joval
magasabb mind a ciszplatinnal, mind a satraplatinnal, egy masik Pt(IV) komplexszel
dsszevetve, tovabba nagyobb mértékben penetral a szdvetekbe és kevéshé toxikus a

szervezetre.



3. Célkitiizések
Munkénk sorén a lipid-tutajok szerepét vizsgaltuk meg a tumorok kifejlédésének és

progresszidjanak, illetve a tumorsejtek programozott sejthalalanak vonatkozéasaban.

Kisérleteinkben az alabbi kérdésekre kerestik a valaszt:

e Van-e szerepe a lipid-tutajoknak és a sejtkonfluencianak a
tirozinkinaz  aktivitasi PDGF receptorok (PDGFR) B tipusanak

szabalyozasaban?

e  Van-e szerepe a lipid-tutajoknak a platinaszdrmazékokkal és TRAIL
receptorokon  keresztiill kombinaltan eldidézett apoptotikus — valasz

kialakulasaban?



4. Anyagok, médszerek

4.1. A Kkisérletekhez hasznalt sejtvonalak

A PDGF B receptor lipid-tutaj figgd szabalyozasat a fehérjét expresszald A172 és
T98G jelii kitapadva nové human glioblasztoma sejtvonalakon vizsgaltuk. A sejteket
10% FCS-el kiegészitett DMEM tapoldatban, 5% CO,-t tartalmazé parasitott 1égterii
termosztatban, 37°C-n tenyésztettik. A konfokalis mikroszkdéppal végzett is situ
mérésekhez a sejteket 12 mm-es fed6lemezek felszinére novesztettiik, majd jeldlés utan
a rarétegezett Mowiollal targylemezre boritottuk.

A PDGF receptorok membranbeli mintazatanak vizsgalatahoz a konfluens és
diszperz sejteket pArhuzamosan, azonos ideig nvesztettiik, a killonbséget a kitapasztott
sejtek szamanak megvalasztasaval hoztuk létre. A konfluens kultirakhoz 6x10%cm?, a
diszperzekhez 1,5x10%cm? siirliségben passzaltuk a sejteket.

A Kkisérletben felhasznalt sejtek nagyobb szama miatt a Western blot kisérletekben
hasznalt sejtkultirak konfluenciajat mas modszerrel allitottuk be. A passzalas napjan
egyenld sejtszamban kezdtiik el noveszteni a kultardkat parhuzamosan 35mm atmérdji
kis és 100mm 4tmérdjii nagy Petri edényekben. A kezdeti sejtszam 1,5x105/cm? volt.

A platinaszarmazékok hatasat a TRAIL receptorok lipid-tutaj lokalizacidjara HCT-
116 jeli human vastagbél eredetii adenokarcinoma, illetve PC-3 jeld IV. gradusa
prosztata karcindma sejtvonalakon vizsgaltuk. A sejteket 10% FCS-el kiegészitett
McCoy’s 5a mobdositott tapoldatban, 5% COo-t tartalmazd parasitott légtert
termosztatban, 37°C-n tenyésztettiik. A passzalast a glioblasztéma sejteknél leirt médon
végeztiik. A konfokalis mikroszkdpos mérésekhez a sejteket 12 mm-es fedSlemez

felszinére novesztettik.

4.2. Glioblasztoma sejtek PDGF stimulalasa
Az A172 és T98G jelt glioblasztoma sejtvonalakat PDGF-BB stimulélas el6tt 120

percen keresztil indikator- és szérummentes DMEM tapoldatban éheztettik.

Kozvetleniil a stimulalas el6tt HEPES-el mostuk a sejteket nedves kamraban. Ezutan a
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kiillonb6zé ideig inkubaltunk nedveskamrdban 37°C-on. Ezt kovetben a sejteket
jéghideg HEPES-el mostuk, igy leallitva a stimulalas hatasat. Western blot kisérletek
esetén a stimulalast felliletaranyosan nagyobb térfogatd oldattal végeztiik el, tovabba a
lizist megel6z6éen a masfél 6ran keresztll indikator- és szérummentes DMEM
tapoldatban éheztetett sejteket 1, 2, 5, 15, 30 és 60 percig stimulaltuk 20 ng/ml
koncentracioju PDGF-BB liganddal. Kontrolként minden esetben stimulalatlan sejteket
hasznaltunk.

4.3. A vastaghbél és prosztata karcindma sejtek kezelése TRAIL ligandummal
és platinaszarmazékokkal
A HCT-116 és PC3 karcindma sejtvonalakat a kezelések eldtt 120 percen
keresztiil indikator- és szérummentes DMEM tapoldatban éheztettik. Kdzvetlendl a
kezelések elott 5 percig szobahémérsékleti HEPES-el mostuk a sejteket nedves
kamraban. Ezutan a sejtek felszinére kezelést6l fiiggden 50 pl 10 uM-0s ciszplatin
(cDDP), 0,5 uM-0s LA-12 vagy 5 ng/ml-es TRAIL oldatot pipettaztunk, majd 5-60
percig inkubaltuk azokat nedveskamraban 37°C-on. Ezt kdvetéen a sejteket 5 percig
jéghideg HEPES-el mostuk, igy ledllitva a kezelés hat4séat.

4.4. Immunfluoreszcencias jeldlések

A glioblasztdma, illetve a vastagbél és prosztata karcindma sejtvonalakat
fed6lemezekre novesztettiik. Ezt kovetéen a mintikat jégre helyezett nedveskamraba
tettiik, és a tovabbi Iépéseket itt végeztiik el. A sejteket HEPES pufferrel mostuk, majd
Ezutan mosast kovetéen a megfeleld fluoreszcens festékkel konjugalt, 15 pg/ml
koncentracioju masodlagos antitesttel, illetve 4 ug/ml koncentracioju A488-konjugalt
koleratoxin B alegységgel inkubaltunk. Ujabb mosas utan a sejteket 4 %-os frissen

depolimerizalt paraformaldehiddel jégen, majd szobahon fixaltuk.
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A glioblasztoma sejtek esetén a kiilonbozd jelatviteli utvonalakra specifikus Tyr716,
Tyr751, Tyr771, illetve Tyr1021 foszfotirozin reziduumok, a pRhoA, cortactin és Ki-
67 intracellularis jelolését kdzvetleniil az extracellularis antigének jeldlését kovetden
végeztik el. A sejteket 1%-os frissen depolimerizalt paraformaldehiddel fixaltuk, majd
Gjabb 10 percen keresztiil 0,1% Triton-X 100-at és 1% BSA-t tartalmaz6 HEPES
pufferrel permeabilizaltuk. Ezutan a sejteket jégen, a megfeleld monoklonalis
antitestekkel inkubaltuk 0,05% Triton-X 100 1% BSA jelenlétében. A mintakat 0,05%
Triton-X 100-at és 1% BSA-t tartalmazé HEPES pufferrel mostuk, majd a sejteket
0,05% Triton-X 100-at tartalmazo, az elsddleges antitestet jel516 Alexa Fluor 546, Cy3,
vagy Alexa Fluor 647 konjugalt masodlagos antitesttel inkubaltuk. Ezt kovetGen a
mintakat 0,05% Triton-X 100-at és 1% BSA-t tartalmaz6 HEPES pufferrel mostuk.
Végil a mintakat 4 %-os frissen depolimerizalt paraformaldehiddel fixaltuk. A
kolokaliz&cios kisérletek esetén mosas utan 20 pl Mowiolt pipettaztunk a sejtekre, majd

azokat sejtekkel lefelé buborékmentesen targylemezre forditottuk.

4.5, Konfokalis mikroszkdpia

A méréseket Zeiss LSM 510 konfokalis l1ézerpasztazd mikroszkoppal végeztuk. A
Cy3 és Alexa Fluor 546 fluoreszcens festékeket HeNe Iézer 543 nm-es vonalaval, a
fluoreszceint és az Alexa Fluor 488 festéket argon ion lézer 488 nm-es vonalaval, az
Alexa Fluor 647-et 633 nm hullamhosszisagl HeNe lézerrel gerjesztettik. A digitalis
képelemzéshez késziilt haromszorosan jelzett mintak esetében az Alexa Fluor 488
fluoreszcencia detektalasara 505-550 nm-es, a Cy3 és Alexa Fluor 546 fluoreszencia
detektlasara 560-615 nm-es savsziirdt, az Alexa Fluor 647 fluoreszencia detektalasara
650 nm-es feliilateresztd emisszids szir6t hasznaltunk. Az 512 x 512 pixeles, 1,5 pm
optikai vastagsagu konfokélis szeleteket 40x viz immerzios objektivvel (NA=1,2)
készitettlk, 14,6 x 14,6 — 29,2 x 29,2 um kozotti méretii teriiletekrol.
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4.6. Digitélis képfeldolgozas

4.6.1. A kolokalizacié meghatarozasa a keresztkorrelacié alapjan

A sejtfelszini antigének kolokalizacios parjait a kettdsen jelolt sejtek konfokalis
képeibdl a keresztkorrelacios koefficiens szdmoléasaval hataroztuk meg.

Az 0Osszegzéshez csak azokat a pixeleket hasznaltuk, melyek legaldbb az egyik
képben a detektalhatdsagi kiiszob feletti értékkel rendelkeztek. Azonos képek esetén a
teoretikus maximum érték C=1, a C=0 kozeli érték pedig a két jeldlés egymashoz képest
véletlenszerti lokalizacidjat jelzi. A szamitasokat LabView programnyelvben erre a

celra irt programmal végeztik.

4.6.2. Digitalis képelemz6 algoritmus a rafton beliili és rafton kiviili

receptor, illetve specifikus foszfotirozin-siiriiség meghatarozasara

A sejtmembrdn GM1 gazdag mikrodoménjeiben a specifikus foszfotirozin
reziduumok denzitdsdnak meghatarozasara az aldbbi digitalis képelemzé algoritmust
hasznaltuk.

Els6 1épésben mind a GM1 gazdag teriileteket, mind a foszfotirozint és a PDGFR-t
reprezentald csatornakat a hattérintenzitasra korrigaltuk. Ezt kovetden a lipid raftokat
megjelenité GM1 csatornarol két egymassal inverz binaris maszkot hoztunk létre, mely
maszkok lehetvé tették a rafton beliili és kiviili teriiletek kizarolagos értelmezését. A
PDGFR-t, illetve a foszfo-PDGFR-t reprezentald képekre alkalmazva a binaris
maszkokat a rafton bellli és kivili terlletek receptor és foszforeceptor denzitas képeit
kapjuk meg. Ezekbdl generaltuk a pixelintenzitasok eloszlas hisztogramjat, melyek

eltolodasabdl, illetve atlagértékébodl kovetkeztettiink a kiilonbozd kezeléseket hatasara.

4.6.3. Digitalis képelemzé algoritmus a rafton beluli és rafton kivili

atlagos specifikus receptorfoszforilaltsdg meghatarozasara

Ahhoz, hogy a rafton bellli és rafton kivili atlagos specifikus relativ (Tyr716,
Tyr771, Tyr751, Tyrl021) receptorfoszforilaltsdgot kvantitativan is értékelhessik, a
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4.6.2 pontban bemutatott digitalis képelemzd algoritmusunkat tovabbfejlesztettiik.
Elészor normaltuk az egyes pixelekben mért aktivalt, azaz foszforilalt PDGF
receptorokat jellemz6 intenzitast az Gsszes receptor pixelbeli mennyiségére. A GM1
pozitiv raftokbdl készilt két binaris maszkkal kapuzva meghataroztuk az atlagos rafton
beluli és rafton kivili specifikus relativ receptorfoszforilaltsagot. Ahhoz, hogy tébb
fliggetlen kisérlet eredményét a jel6lés és detektalas hatékonysaganak figyelmen kiviil
hagyasaval is 0Osszegezhessik, a tovabbiakban a rafton beluli és kivili
receptorfoszforilaltsag hanyadosat vizsgaltuk kiilonféle kezeléseket kovetéen. A
kisérlet soran harom fliggetlen mérést végeztiink, dsszesen minta tipusonként 45-45

sejtbdl kapott eredményt hasznaltunk fel.

4.7. Satisztikai elemzés

Munkénk sorén a statisztikai vizsgélatokat XLSTAT modullal kiegészitett MS
Office Excel 2010 tablazatkezel6 programmal végeztiik.

A PDGFR B lipid-tutaj- és konfluenciafiiggd szabalyozasanak vizsgalatakor a
stimuldlt mintak statisztikai 6sszehasonlitasara kétutas ANOVA prébat vegeztunk,
majd eredményeinket Tukey-féle post-hoc teszttel vizsgaltuk.

A platina alapy kemoterapias szerek és a TRAIL ligand raft-fligg6 szinergizmusanak
vizsgalatakor az statisztikai 0sszehasonlitdst Mann-Whitney féle U-prébaval illetve
kétutas ANOVA prébaval végeztiik el.

4.8. A tirozin foszforilacio és a jelatvitel végpontjainak vizsgalata Western
blot modszerrel

A teljessejt lizatumokat konfluens és ritka A172 és T98G sejtvonalbdl készitettiik.
A konfluencia a 4.1 pontban leirtaknak megfeleléen lett beallitva, a sejteket a 4.2
pontban leirtak szerint stimulaltuk. A stimulalt és kontroll sejteket jéghideg pufferel
mostuk, majd lizaltuk. A lizdtumok proteintartalmat Bradford mddszere szerint
megmértik, majd kiegyenlitettiik. A fehérjetartalom kiegyenlitését kovetden a mintakat

10 percig 99°C-on forraltuk. A fehérjéket moltomegiiknek megfelelé strtiségii SDS-
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PAGE géleken futtattuk és valasztottuk el. A futtatast kovetden a fehérjesavokat
félszaraz blottoloval poli(vinilidén)-fluorid membranra vittlik at. A membrant egy éran
keresztiil 5% tejport tartalmazo6 TBS pufferrel blokkoltuk, majd a vizsgalt fehérjék ellen
termeltetett monoklondlis antitesttel jeloltik egy éjszakan at 4°C-on folyamatos billeg
keverés mellett. Ezt kovetéen a membrant fél oran keresztiil t6bbszori oldatcserével
mostuk. Végiil a membranokat az elsédleges antitestnek megfeleld peroxidaz konjugalt
masodlagos antitesttel jeloltiik. A jelolést kdvetéen a membrant 0jbol mostuk, majd a
peroxiddz el6hivo oldattal inkubaltuk. A Western-blot eredményét Protein Simple
géldokumentécids rendszerrel tettiik lathatova.

4.9. A sejtkulturak proliferaciéjanak vizsgalata

A konfluens és ritka sejtkulturédk proliferacidjat MTT alap( kolorimetriés
esszével vizsgéltuk. Két nappal a mérés el6tt a sejteket kiilonbozé kezdeti
sejtkoncentraciokban (9000 sejt/cm2 és 150,000 sejt/cm2 kozott) lapos felszinti 96
lyuku sejttenyészo plate-re passzaltuk. EZ4U reagenssel torténd inkubaciot kdvetden a
feltluszé abszorbanciajat Synergy HT Multi-Detection microplate Reader késziilékkel
mértik 488nm-en, és a 620nm-es abszorbancidval korrigéltuk. Az igy kapott
abszorbancia értékeket a kiilonbozé kezdeti sejtsiirliségben passzalt sejtkultirak
letapadasa utan kozvetlenll meghatéarozott kalibracids goérbe segitségével konvertaltuk
sejtszamokka.

A sejtosztddas valdsidejii kovetésére impedancia alapu sejtadhézios
vizsgalatot (RTCA) végeztiink ECIS Z0® késziiléken. A T98G sejteket olyan 8W10E
PET 8 lyukd kamraban novesztettiik, melynek a felszinén arany elektrédak vannak. A
kezdeti sejtstirtiségek 15.000 sejt/cm?, illetve 60.000 sejt/cm? voltak. Gyenge véltakoz6
aramot alkalmazva az 1 — 10.0000 Hz frekvenciatartomanyban folyamatosan mértik a
kitapad6 sejtek altal kialakitott komplex impedanciaspektrumot. A mért impedancia
minden id6pillanatban ardnyos azzal a teriilettel, amit a kitapado sejtek az elektrodan
lefednek. Az id6 fiiggvényében abrazolt impedanciagérbéket 4 kamra atlagabol
képeztiik, és a kezdeti sejtszamokra normalizaltuk.
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5. Eredmények és megbeszélés

5.1. A PDGFR B tipusanak lipid-tutaj- és konfluenciafiiggé szabalyozasa

glioblasztéma sejtvonalakon

5.1.1. A PDGFR B klaszteres eloszlast mutat és jelentés részben lipid-
tutajokban lokalizalédik

A PDGF receptorokat indirekt immunfluoreszcenciaval, PDGF receptor ellen
termeltetett primer antitesttel és Cy3 konjugalt masodlagos antitesttel jeloltik, és
konfokalis lézerpésztdzd6 mikroszkdppal vizsgaltuk. A lipid-tutajokat kdzvetleniil,
koleratoxin B alegységhez kapcsolt Alexa Fluor 488 fluoroforral tettiik lathatova.
Megallapitottuk, hogy a receptort expresszald A172 jelii és T98G jelit human
glioblasztoma sejtvonalakon a receptorok kolokalizalédtak a Ipid tutajokkal.

A receptorok és lipid-tutajok kolokalizacidjanak kvantitativ értékelésére
meghataroztuk a keresztkorrelacids koefficienst, amely aranyosan nétt a sejtkonfluencia
névekedésével, azonban nem fiiggott attdl, hogy az adott mértékii konfluenciat a sejtek

rovidebb, vagy hosszabb kultiraban eltoltétt id6 alatt érték el.

5.1.2. A PDGFR  lipid-tutaj- és konfluenciafiiggé aktivalodasa

Sajat, és irodalmi adatok alapjan feltételeztik, hogy a PDGF receptorok
konfluencia- és raft-fliggé szabalyozasa befolyasolhatja a receptor aktivaltsagi
allapotét.

Vizsgéltuk 2 perces, 20ng/ml koncentricioju PDGF-BB-vel torténé aktivalas
hatasat a specifikus tirozinokon foszforilalt receptorok eloszlasara konfluens és ritka
sejtek membranjaban. A PDGF receptor specifikus jelatviteli Gtvonalait elindité
foszfotirozin reziduumait indirekt immunfluoreszenciaval jel6ltiik, membranbeli
eloszlasukat a mddszerekben bemutatott digitalis képelemz6 algoritmussal kvantitaltuk.

Kezeletlen sejtkultirak esetén az aktivalt Tyr716 denzitdsa a sejtmembranban
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aktivalt Tyr716 denzitassal aranyos atlagos pixelintenzitas a ritka sejtek membranjaban
emelkedett meg, és a hatas kifejezettebb volt a lipid-tutajokon bell.

Az aktivalt Tyr751-es denzitdsa nyugvo diszperz kultdrdakban magasabb volt -
elsésorban a lipid-tutajokon beliil. PDGF-BB ligandummal torténd aktivalast kovetéen
a konfluens sejtek membranjaban ezen tirozin oldallancainak foszforilacidja nem nétt
szamottevden, mig ritka sejtek raftjaiban a pTyr751 intenzitas ndvekedését lattuk.

A pTyr771-es eloszlaséra a konfluencianak nem volt hatdsa nyugvd kultirak
membréanjaban. PDGF-BB stimulust kovetden a konfluens sejtek membranjaban mért
atlagos pixelintenzitds megnétt. A hatas a raftokon bellil joval kifejezettebb volt.

Nyugvd kultarak esetén mind a rafton belul, mind azokon kivil a foszorilalt
Tyr1021 denzitast jellemzd atlagos pixelintenzitas kozel azonos volt a konfluens és ritka
sejtek membranjaban. PDGF-BB stimulacidt kovetben az intenzitas a konfluens sejtek

membranjaban nétt jelentdsen, és ott is elsésorban a lipid-tutajokban.

5.1.3. A PDGFR B relativ specifikus foszforilaltsaga fiigg a

A ritka és konfluens kultdrdban tenyésztett A172 glioblasztoma sejtek
membranjanak harmas jeldlésekor egyazon konfokélis szeletben tudtuk vizsgalni a
receptorok sejtfelszini mintazatanak, raft lokalizacidjanak és aktivaltsagi allapotanak
valtozasat ligandummal t6téné aktivalast kovetéen. PDGF-BB stimulaciot kdvetden
mind a tirozin foszforilacio, mind a receptorok raftbeli lokalizacioja a sejtkonfluencia
fuggvényében valtozott. Mig a ritka sejtek membranjanak GM1 gazdag doménjeiben a
Tyr716-os és Tyr751-es aminosavak oldallancai foszforilalodtak, addig a konfluens
sejtek raftjaiban a Tyr771-es és Tyr1021-es aktivalédasa dominalt.

Képelemzo algoritmusunk segitségével meghataroztuk a sejtfelszin relativ receptor
foszforilaltsaganak lipid-tutajon bellli és azon kivili megoszlasat. Megéllapitottuk,
hogy stimulalatlan sejtek esetén a pTyrl021-es oldallancai kivételével a specifikus
relativ  receptorfoszforilaltsdg  magasabb a  lipid-tutajokon  kiviil  es6
membranterileteken.
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PDGF-BB ligandstimulaciét kdvetden a kiilonb6z6 jelatviteli itvonalakat szabéalyzé
tirozinok aktivitasprofilja jelentdsen eltért a ritka és konfluens sejtek raftjaiban. A Ras-
MAPK proliferacids Gtvonalat stimulalé Tyr716-os aktivaltsaga elsésorban a ritka
sejtek, mig az ugyanezt gatl6 Tyr771-es a konfluens kultirak lipid raftjaiban
foszforilalodott.

A sejtek talélését szabalyzd P13-kindz Gtvonal a Tyr751-es reziduumrol, a sejtek
migracidjaban és a kétfazisi kalciumvalasz meginditasaban szerepet jatszo PLCy
Gtvonal a Tyr1021-esrél indul el. Megéllapitottuk, hogy a Tyr751-es reziduumok a
diszperz sejtek raftjaiban aktivalddtak, mig a Tyr1021-es aminosavak foszforilacioja a

konfluens sejtek GM1 gazdag doménjeiben kovetkezett be.

5.1.4. A Ras-MAPK utvonal aktivitasa és a kdvetkezményes

sejtproliferacio ritka kultirakban dominal

Azt feltételeztiik, hogy a receptor foszforildltsag raft-fiiggd, illetve a receptorok
sejtfelszini  lokalizacidjanak  konfluenciafiiggd  szabalyozasa  funkciondlis
kovetkezményekkel birhat. A kiilonb6zo jelatviteli itvonalakban részt vevd specifikus
aktivator és effektor proteinek szintjét kiilonb6z6 id6tartamtit PDGF-BB stimulalast
kovetéen ritka és konfluens kulturakbol preparalt sejtlizatumokban Western blot
analizissel vizsgéaltuk.

A Ras-MAPK (tvonal nagy szerepet jatszik a sejtproliferacio és a stresszre adott
sejtvalasz szabalyozasaban. Kisérleteinkben két MAP kinaz aktivaltsagi allapotat
vizsgaltuk meg a PDGF-BB stimulalas idéfliggésében. Az MKK3/MKK®6 kinazok altal
aktivalt p38 MAPK-t és a MEK1/2 altal aktivalt p42/p44 MAPK-t vizsgaltuk. A
Western blot analizis alapjan a MAPK Gtvonalat aktivalé Tyr716-os a ritka, mig az azt
gatldé Tyr771-es elsésorban a konfluens sejtekben foszforilalodott. PDGF-BB
ligandummal tortént aktivalast kovetéen az aktivalt p38 fehérje mennyisége nétt a ritka
sejtekben, mig a konfluens kultlraban az aktivaltsdg gyakorlatilag nem valtozott. A
p42/44 fehérje PDGF-BB ligandummal tortént aktivalast kovetden jobban
foszforilalodott a ritka sejtekben, de a T98G sejtvonal esetén a konfluens kultdraban is
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tapasztaltunk valamennyi foszforilacié ndvekedést a 15 és a 30 perces stimulust
kovetden. Osszességében elmondhatjuk, hogy a sejtek proliferacijat szabalyozé Ras-
MAPK Utvonal elsésorban a konfluens glioblasztoma kultirdkban aktivalodik a
PDGFR ligandkotésekor.

A tovabbiakban azt is megvizsgaltuk, hogy ez az eltérd szabalyozas érvényesiil-e a
onkoldgiai rutinban proliferacios markerként hasznalt Ki-67 fehérje expresszidjat
vizsgaltuk 2h PDGF-BB stimulust kovet6en konfluens és ritka A172 glioblasztoma
kultdrékban.

Konfokalis mikroszkdpias felvételeken megallapitottuk, hogy 6sszhangban a ritka
sejtkulturaban mért emelkedett MAPK aktivitassal, a Ki-67 fehérje expresszids szintje
jelentésen magasabb volt a ritka sejtek magjaban. 2h PDGF-BB stimulust kovetden a
latotér 0Osszes propidium-jodid festéssel megjeldlt sejtmagjanak mintegy 85%-a
mutatott er6s Ki-67 pozitivitast a ritka sejtek esetén, mig konfluens kultirékban ez az
arany 1% alatt maradt.

A ritka sejtkultirakban tapasztalt aktivabb sejtproliferacio kdzvetlen bizonyitasara
a sejtek metabolikus aktivitdsan alapuldé MTT kolorimetrids esszét végeztiink. A
korabbi kisérletek alapjan a kezdeti sejtsiiriséget a 9.000 sejt/cm? és 150.000sejt/cm?
kozotti tartomanyban valtoztattuk mindkét vizsgalt sejtvonal esetén.

Megallapitottuk, hogy mig a legkisebb sejtsiiriiségek esetén a kiindulasi sejtszam
két nap alatt megduplazodott (sejtproliferacid:~2x), addig a kozepes és nagy
sejtstirliségek  esetén mért proliferacios  aktivitds  visszafogottabb  maradt
(sejtproliferacio:~1,2-1,5x). Extrém nagy kezdeti sejtslirliség esetén a sejtek Ossz
metabolikus aktivitasa nem nott, s6t, a T98G sejtvonal esetén csokkent is.

A konfluens ¢és ritka sejtkultardk proliferaciés kinetikdjanak valds ideji
osszehasonlitasat impedancia alapu sejtadhéziés vizsgalattal (RTCA) végeztik el a
TI98G sejtvonalon. Méréseink azt mutattak, hogy az inkubacioé elsd tizennyolc 6rajaban
a sejtek letapadnak, majd szétteriilnek a rendelkezéstikre all6 felszinen. Az impedancia

névekedése ebben a szakaszban a sejtosztodastdl fliggetlen volt. Ezutan kezddott az
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aktiv ndvekedés, ahol az impedancia valtozasat a sejtproliferacio okozza. és azt lattuk,
hogy a ritka kultdra esetén, a sejtek nagyobb ltemben szaporodnak, mint a konfluens
kultdréban.

5.1.5. A PLCy utvonal aktivitasa és a kovetkezményes sejtmigracio

konfluens kultrakban dominal

Western blot analizissel megerésitettiik, hogy a Tyr751-es a ritka, mig a Tyr1021-
es elsésorban a konfluens sejtekben foszforilalodott stimulus hatasara. Megfigyeltik,
hogy a ritka és konfluens sejtekben a Tyr751 foszforilacié szintjén mért kiilénbség nem
érvényesiil a jelatviteli Gtvonalban intermedier elhelyezkedésti Akt foszforilacidjaban.

A kétfazisu kalciumvalasz kivaltasaban szerepet jatszo6 PLCy utvonal a PDGF
receptor aktivalt Tyr1021-es oldallancardl indul ki. Az irodalomban szdmos publikécio
foglalkozik a kiilonb6z6 kiilsé stimulusok hatasara bekovetkezd sejtmigracio
kalciumfiiggésével. Feltételeztiik, hogy a megndvekedett intracellularis kalciumszint
befolyasolja az aktin citoszkeleton atépiilését, ezért a Tyr1021 reziduumhoz kapcsolédd
vizsgélatokat egy, a sejtmigraciohoz szorosan kot6dd intracellularis fehérje, a RhoA
vizsgalataval egészitettiik ki.

Mindkét vizsgalt glioblasztéma sejtvonal esetén megfigyeltik, hogy a pTyr1021 jel
magasabb a konfluens sejtek esetén. A PLCy / PKC utvonal fontos effektor hatasa a
RhoA fehérje foszforilacidja, ami a Tyrl021 foszforil4cidjanak megfeleléen a
konfluens sejtekben volt magasabb.

Konfokalis mikroszkopids eredményeink megerdsitették, hogy 2h PDGF-BB
stimulalast kvetden a konfluens sejtek mindkét kezeletlen kontroll, illetve a kezelt ritka
sejtkulturdkhoz képest jéval magasabb pRhoA immunfluoreszencias jel616dést
mutattak.

Feltételeztilk, hogy a PLCy utvonal aktivaciojanak sejtkonfluencia fiiggd

s

- zez
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iranyit6 fokalis adhézios plakkokban. Megallapitottuk, hogy mig stimulalatlan diszperz
sejtkultdra esetén a cortactin a sejtmembran alatti klaszterekben gytilik 6ssze, addig
konfluens sejtekben citoplazmatikus lokalizaciét mutat. 2h PDGF-BB ligandstimulaciot
kovetden a ritka sejtekben a cortactin mennyisége csokken, lokalizacidja
perinukleérissa valik, mig konfluens sejtekben mennyisége megnd, és a polarizalt sejt

vezetd szélén kialakul6 kitiremkedésekben, a lamellopodiumokban akkumulaladik.

5.2. Platina alapu kemoterapias szerek és a TRAIL raft-fiiggé szinergizmusa

a DR4 és DR5 medialt, kaszpaz-8 dependens apoptdzis indukciéjdban

5.2.1. A TRAIL receptorok a sejtfelszinen klaszteres elrendezédést

mutatnak és jelentds részben atfednek a lipid-tutajokkal

Kisérleteinkben egy Uj platina-komplex az LA-12 érzékenyitd hatasat vizsgaltuk
vastagbél- és prosztatardk sejtvonalak TRAIL mediélt apoptézisa sordn, tovébba
dsszehasonlitottuk az Uj gydgyszerjeldlt hatékonysagat és raft-hatasait a kemoterapias
szerként elterjedten alkalmazott ciszplatin hatasaval.

Megallapitottuk, hogy a DR4 és DR5 tipusi TRAIL receptorok a sejtfelszinen
klaszteres eloszlast mutatnak, amelyek atfednek a sejtmembran GM1 gazdag lipid
mikrodoménjeivel. Megfigyelésiink alapjan feltételeztiik, hogy az LA-12 és a ciszplatin
altal indukalt extrinsic apopto6tikus Utvonal szabalyozasdban a plazmamembrannak
fontos szerepe lehet.

5.2.2. A platinaszarmazékok fokozzak a TRAIL receptorok expressziés
szintjét a vizsgalt tumorsejt-vonalakban
Kisérleteinkben megallapitottuk, hogy mind az 1 éras 10 uM-os ciszplatin (cDDP),
mind az 1 éras 0,5 uM-o0s LA-12 kezelés fokozta a TRAIL receptorok expresszidjat a
vizsgélt tumorsejt-vonalakon. A kontrollhoz képest jelzett valtozas mértéke 20-200%-

os volt. Kiugrd expresszios szint emelkedést okozott a cDDP kezelés a HCT-116-0s
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sejtvonal DR5 TRAIL receptora esetén, valamint az LA-12 kezelés a PC-3 sejtvonal
DR4 TRAIL receptoranal.

5.2.3. A DR4 és DR5 receptorok lipid-tutaj lokalizacioja né a platina

szarmazékokkal tortént kezeléseket kovetéen

Mind ciszplatinnal, mind LA-12-vel tértént az 1 0Ords kezelést kovetben azt
tapasztaltuk, hogy a TRAIL receptorok raft lokalizaciéja a HCT-116 és a PC-3
sejtvonalakon fokozodott. Mindkét sejtvonal 1-es tipusi TRAIL receptoran a 0,5 uM
LA-12 kezeleés, illetve a TRAIL receptor 2-es tipusdn mindkét kezelés szignifikansan

hatasosnak bizonyult (p<0,05).

5.2.4. A DR4 és DR5 receptorok lipid-tutaj lokalizaciéjat révid
idétartama TRAIL kezelés fokozza

Vizsgéltuk TRAIL ligandummal torténé aktivalds hatdsat a DR4, illetve DR5
receptorok raft lokalizaciojara. Megallapitottuk, hogy rovid idétartami (5-20 preces) 5
vizsgalt sejtvonal DR4 és DR5 receptorai esetén.

Egy oras kezelést kovetden azt tapasztaltuk, hogy a TRAIL receptorok raft
lokalizacidja a HCT-116 és a PC-3 sejtvonalakon az alap szint ala csokkent.

5.2.5. Az LA-12 és a ciszplatin &ltal kdzvetitett TRAIL-indukalt
citotoxicitas az apoptétikus kaszpaz kaszkad aktivalasan keresztil

valésul meg

Aannak érdekében, hogy feltdrhassuk a platina sz&rmazékok &ltal Kivaltott
citotoxicitds molekularis alapjat, Western blot analizissel vizsgaltuk a kaszpéz kaszkad
kialakitasaban részt vevé kaszpaz-8 és kaszpaz-3 mennyiségének és degradacidjanak
valtozdsat a kiillonb6z6 kombinacidban alkalmazott kezeléseket kovetden.

Megallapitottuk, hogy HCT-116 sejtvonal esetén ciszplatin, vagy LA-12 el6kezelést
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kovetéen alkalmazott TRAIL aktivalta a kaszpaz kaszkadot. TRAIL liganddal, vagy
platina komplexszel 6nalléan kezelt HCT-116 sejtekben ilyen hatast nem tapasztaltunk.

A pro-kaszpdz-8 és -3 fehérjék hasitdsanak hasonldé mértékii novekedése
megfigyelhet6 volt a PC-3 sejtvonal esetén is, azonban itt TRAIL ligandstimulalés

kisebb mértékben 6nmagaban is hatasosnak bizonyult.
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6. Kovetkeztetések

6.1. APDGFR B lipid-tutaj- és konfluenciafiiggd szabalyozasa glioblasztoma

sejtvonalakon

Az idegrendszer glia eredetli tumoraiban a tirozinkindz aktivitési PDGF receptorok
(PDGFR) fontos szerepet jatszanak a tumorsejtek proliferaciéjabanés talélésében.
Kisérleteinkben megallapitottuk, hogy a sejtek felszinén a PDGF receptorok
szubmikron méreti klaszteres elrendezO0dést mutatnak, ahol a klaszterek szama és
receptor tartalma, tovabba a receptorok raftbeli lokaliz&cidja a sejtek konfluenciajaval
aranyosan nd. Emellett megallapitottuk, hogy a PDGFR f specifikus tirozin
reziduumair6l kiindul6 jelatviteli Gtvonalak aktivaltsaga fiigg a receptorok raftokhoz
kovetben a Ras-MAPK Utvonalra specifikus Tyr716-os, illetve a PI3-kindz / Akt
Utvonalra specifikus Tyr751-es foszforilaltsagi allapota ritka sejtekben megnétt, mig a
MAPK (tvonalat a Ras-GAP fehérje aktivaldsdn Kkeresztil gatlé Tyr771-es
foszforilacidja csokkent. Ezzel 6sszhangban ritka kultirak PDGF stimulusra l1ényegesen
nagyobb MAPK foszforilaciot, magasabb ardnylu Ki-67 proliferaciés antigén
pozitivitast, és proliferacios ratdt mutattak. Ugyanakkor a foszfolipaz-C -y / PKC
Gtvonalra specifikus Tyrl021-es aktivaltsagi allapota a konfluens kulturakban volt
magasabb, ugyanitt a RhoA foszforilacid és a cortactin vezetd széleken torténd
feldusulasa is sokkal jelentdsebb volt. A PDGF stimulus altal kivaltott tirozin
foszforil4cid az reziduumtdl fliggetlenul domindnsan a GM1 pozitiv lipid doménekben
kovetkezett be.

Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy ugyanazon stimulus képes lipid raft-fiiggd
modon eltérd, a sejtkultira konfluencidjanak megfeleld, relevans jelatviteli utvonalakat
aktivalni. Esetiinkben ezek az Utvonalak a sejtosztodast serkentik a ritka kultGrakban,

viszont gatoljak azt a konfluens sejttenyészetekben, és ugyanitt a migréaciét serkentik.
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6.2. Platina alapu kemoterapids szerek és a TRAIL raft-fiiggd szinergizmusa

a DR4 és DR5 medialt, kaszpaz-8 dependens apoptdzis indukciéjaban

A TNF csaladba tartozé TRAIL ligand — mas rakellenes szerekkel egyiittmiikodve
— szamos tumorsejtféleség esetén témeges sejthalalt idéz eld, ill. médositja azok
kemoterapeutikumokkal szemben mutatott rezisztenciajat. A ligand két receptoran
keresztiil (DR4 és DRS) képes a sejtek apoptdzisdhoz vezetd jelatviteli utvonalakat
beinditani. Eredményeink azt mutattak, hogy mindkét platina komplex képes fokozni a
TRAIL receptorok expresszi6jat a vizsgalt sejtvonalakon. A colon carcinoma sejteken
legjobban a ciszplatin kezelés fokozta a DR5 receptor sejtfelszini expresszidjat, mig a
prosztatardk sejtek esetéen az LA-12 platinakomplex a DR4 kifejez6dését. Mindkét
platina komplex mindkét sejtvonal esetén fokozta a lipid raftok és a TRAIL receptorok
kozotti kolokalizaciot, de az LA-12 huszadannyi koncentraciéban is hatékonyabb volt,
mint a ciszplatin. A TRAIL kezelés - fiiggetlenil a ciszplatin elékezeléstdl - idofiiggd
maédon befolyasolta a TRAIL receptorok membranszintjét és azok raft-lokalizaciojat.
5-20 percig alatt fokozta a receptorok expresszids szintjét és azok kolokalizaciojat a
lipid doménekkel, mig egy utén a kolokalizacio6 az alapszint ala csokkent, feltehetéen
internalizaci6 miatt. A platina komplex és a TRAIL egyittes hatdsara a kezelt
tumorsejtek fokozott apoptézisa kovetkezett be, amely feltehetéen a ciszplatin és a
TRAIL DR4 és DR5 receptorokat raftba lokalizalo, valamint a TRAIL kezelés receptor
internalizaciot fokozo hatasanak egydttes kdvetkezménye. Ez a megfigyelés felveti a

sikeres klinikai alkalmazas lehet6ségét.
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7. Osszefoglalas

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

A PDGF receptor P vizsgalata sordn kideriilt, hogy ugyanazon ndvekedési faktor és
eltérd és adekvat iranyokban képes befolyasolni a jelentOs jelatviteli kimeneteket. A
sejtosztodast fokozd jelpélyak a ritka sejtkulturdkban aktivalédnak, mig a konfluens
kultirakban a migraciot fokozé molekulak aktivalédnak. Ugyanakkor a tulélést segitd
Utvonalak szabalyozasa kevéshé divergens.

Megfigyeltik, hogy a kemoterdpidban haszndlt ciszplatin vegyiletek egyik
lehetséges hatdsmechanizmusa a sejthalalhoz vezetdé TRAIL receptorok sejtfelszini
expresszidjanak és lipid-tutajbeli lokalizaciojanak fokozasa. Mindkét hatas a
receptorrol kiinduld jelatvitel hatékonysaganak névekedéséhez, és fokozott sejthalalhoz
vezethet. Ez a lipid-raftokhoz kapcsolddd szabalyozasi folyamat potencidlisan tumor
terapias jelent6séggel bir.

Eredményeink a klinikumig terjedd attekinté képet adnak a membran GMI
gangliozidban gazdag mikrodoménjeinek intracellularis jelatviteli folyamatokban

betdltott szertedgazo iranyito és szabalyoz6 funkcidjarol.
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