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1. BEVEZETES

1.1. Membrdan-mikrodomének, lipidtutajok

A mikrodomének a membran olyan részteriiletei, melyek fizikai-
kémiai tulajdonsagai eltéréek a membran tobbi részétdl. Vizsgalatukra két
alapveté megkozelités 1étezik: nem ionos detergensekkel torténd kezelés soran
a visszamaradt oldhatatlan frakcio elemzése, mig a masik lehetdség a
mikrodomének mikroszkopos vizsgalata. Utobbi modszerekkel kisméretii és
id6ben kevéssé stabil strukturakat sikertilt kimutatni.

A lipidtutajok a membran-mikrodomének talan legfontosabb
alcsoportjat alkotjak. Olyan, kisméreti (10-200 nm), heterogén, dinamikus,
szterolokban és szfingolipidekben gazdag domének, melyek csoportokba
szervezik a sejtfolyamatokat. A kisebb raftok idonként stabilizalodhatnak
fehérje-fehérje vagy fehérje-lipid kolcsonhatasokkal, hogy a sejtfolyamatok
szamara nagyobb felilletet biztosithassanak. Koleszterinbdl és (gliko)-
szfingolipidekbdl épiilnek fel és képesek a membranfelszinen elhelyezkedd
receptorok, valamint a citofacialis réteghez kot6dé jelatvivé és atalakitd
fehérjék egymas kozelébe hozasara, toborzasara; mig mas fehérjéket
elkiilonithetnek egymastol, azaz egyfajta jelatviteli platformot képviselnek. Az
EGFR-16l, a disszertacioban vizsgalt egyik fehérjérdl is kimutattak, hogy
foszforilalodott formaban a lipid raftokban lokalizalodik.

1.2. Az EGF receptorcsalad

Az EGF/ErbB  receptorcsaldd a receptor tirozin-kindzok
prototipusanak tekinthetd: tagjai az EGFR/ErbB1l/HER1, ErbB2/HER2,
ErbB3/HER3 és ErbB4/HER4. Fontos szerepet jatszanak az intracellularis
jelatviteli folyamatokban, a sejtdifferenciacioban, az apoptdzisban, valamint a
fiziologias ¢és patologias sejtosztodasban. Szerkezeti felépités tekintetében az

EGF receptorok mindegyike rendelkezik egy extracellularis doménnel, ezt
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koveti az a-helikalis szerkezetli transzmembran régio, amelyhez kotodik a
juxtamembran domén. Intracellularisan helyezkedik el a tirozin-kindz domén

¢és a C-terminalison a foszfo-tirozint k6t6 effektor molekuldk kotdhelyei.
1.3. Az EGFR homedimerizdcidja

Az EGF receptorok Kkiterjedt homo-illetve heteroasszociacios
haldézatokat alkothatnak, ami a jelatvitel valtozatossagat eredményezi. A
klasszikus elmélet szerint az EGFR-re a ligandum altal kivaltott dimerizacios
¢és aktivacios mechanizmus a jellemzd. Ennek értelmében az EGF a receptor
extracellularis doménjének I-es és III-mas doménjéhez kotddik egyszerre,
majd a végbemend konformacidvaltozasok eredményeként szabadda valik a
dimerizaciés kar, amely kapcsolodni képes egy szomszédos, szintén
aktivalodott EGFR-hez.

Az Gjabb eredmények, koztilk munkacsoportunk vizsgalatai is arra
vilagitottak ra, hogy ligandum hijan nem csak monomer konformaciéban van
jelen az EGFR, hanem vannak a membranban elére 0Osszeszerelodott,
ligandumtol fiiggetlen dimerek is, amelyek kialakitdsaban nem sziikségszertien
vesz részt az extracellularis domén, hanem f6ként a kinaz
konformaciovaltozasainak tulajdonithatok. Létrejohet a funkcionalisan aktiv,
aszimmetrikus kindz domén (KD) dimer egy aktiv és egy inaktiv
dimerek is megtalalhatéak, melyek funkcionalisan inaktivak és melyekben a

két kapcsolodo kinaz azonos konformacidoban van.
1.4. Az EGFR ligandkétésének kooperativitisa

A kooperativitas a klasszikus értelmezés szerint azt jelenti, hogy egy
1-nél tobb kotohellyel rendelkezd fehérjénél, vagy egy monomer fehérje
kotohelyek hatast gyakorolnak egymas ligandkotésére. Ha az elsdként

bekdtddott ligandum eldsegiti a masodik ligandum bekdtddését, akkor pozitiv
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kooperativitasrol beszéliink, ellentétes esetben, azaz ha a masodik ligandum
bekotddése gatolt, negativ kooperativitas all fenn.

A kooperativitas jellemzésére gyakran hasznaljak a Hill-modellt,
mely alkalmas a koncentraciofiiggd ligandkotddéses vizsgalatok illesztésére.
A Hill-egyiitthatd értékébdl kovetkeztetni lehet a kooperativitas jellegére,
amennyiben ez 1 felett alakul, pozitiv kooperativitas tételezhetd fel. A Hill-
modell egyik szamottevé hianyossaga azonban a kdtédési folyamatokat dvezo
molekularis részletek figyelmen kiviill hagyasa, amik az EGFR kapcsan
minden bizonnyal relevanciaval birnak. Epp ezért disszertaciomban a Hill-
modell alkalmazasaval nyert ligand6todési adatokra latszdélagos
kooperativitasként és affinitasként utalok.

Az EGFR ligandkdtése kapcesdn a negativ kooperativitas valt a
legszélesebb korben elfogadott elképzeléssé, magyarazatot adva az EGF
kotédésnél megjelend heterogenitasra. Ezt szerkezetvizsgalati tanulmanyok is
megerdsitették drosophila modellrendszerben. Az emberi EGFR-t vizsgalva
negativ kooperativitast csak abban az esetben tudtak detektalni, ha a ligandum
nemcsak az extracellularis doménhez, hanem a teljes receptorhoz kotodott.
Emellett szamos, pozitiv kooperativitast valdszinisitd irodalommal is
talalkozhatunk. Ez a megosztottsag azt az elképzelést erdsiti, hogy az EGFR
ligandkdtését szamos tényez6 befolyasolhatja, az egyes alegységek (pl. a kinaz
domén) konformacioi, esetleg mas struktarak (pl. citoszkeleton) jelenléte és

kolcsonhatasai az EGF receptorral.
1.5. Az EGFR-hez kotodo antitestek, kindz inhibitorok

Az EGFR ellenes monoklonalis antitestek az extracellularis domén

egyrészt gatoljak a receptor ligandkotését, masrészt a  receptor

crer

immunvalaszt idéznek el6. A legsikeresebben alkalmazott EGFR ellenes
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antitest a cetuximab (Erbitux®), amely egy kiméra egér/human
immunglobulin-G, melyet a klinikumban elssorban a vastagbélrakos és fej-
nyaki daganatos esetek kezelésére hasznalnak.

Az EGFR-ellenes terapids szerek masik csoportjdba a tirozin-kindz

inhibitorok tartoznak. Ezek olyan kisméretli, sejtmembran-permeabilis

s

srer

st

cres

csoportba sorolhaté a lapatinib (Tykerb®) vagy a neratinib (PB272).
1.6. Az elisidepsin, és feltételezett hatdasmechanizmusa

Az elisidepsin egy gylris depszipeptid, mely in vitro koriilmények
kozott szamos daganat kezelésében bizonyult hatasosnak. Hatasmechanizmusa
sok szempontbo6l kiilonbdzik az eddig ismert kemoterapias szerekétol. Irodalmi
adatok szerint a lizoszéma membranok felszakadasat, sejtmag-fragmentaciot
és nektrotikus sejthalalt okoz. A nekrotikus sejthalal kedvezé lehet abbol a
szempontbol, hogy kevesebb lehetdség kinalkozik a gydgyszer iranti
rezisztencia kialakuldséara, azonban figyelembe kell venni az esetleges terapias
felhasznalas sordn, hogy a nekro6zis gyulladashoz is vezethet.

A gyogyszerrel szembeni érzékenység vizsgalata soran a zsirsav-2-
hidroxilaz enzim keriilt az érdeklddés homlokterébe. A 2-hidroxi zsirsavak
fokozott jelenléte novelte a sejtek érzékenységét a gyogyszerrel szemben, mig
az enzim gatlasaval a szenzitivitas lecsokkent. Ez az eredmény arra enged
kovetkeztetni, hogy a lipidtutajoknak szerepe lehet a gyogyszer
hatasmechanizmusaban, mivel azok 1étrehozasaban és stabilizalasaban fontos

szerepet toltenek be a 2-hidroxi zsirsavak.
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2. CELKITUZES

Dolgozatomban két kiilonb6zé molekulaval (egy novekedési
faktor és egy gydgyszerjelolt) kapcsolatban vizsgaltam, hogy hatasukat

hogyan befolyasolja a sejtmembran szervezd képessége.

Vizsgalni kivantuk az EGFR ligandkotésének jellemzdit: kinetikdjat,
affinitasat, kooperativitasat és koncentraciofiiggését.

Arra is kerestiik a valaszt, hogy az EGF kotédés kooperativitasat és
affinitasat milyen koriilmények befolyasoljadk (az EGF hosszutavi
jelenléte a rendszerben, a citoszkeleton polimerizaltsagi allapotai, a
receptor glikozilacidja).

Azt is tanulmanyoztuk, hogy a kindz domén bizonyos konformacioi
hogyan befolyasoljak a ligandkotés kooperativitasat és affinitasat.

Az el6z6 pontban kapott eredmények molekularis szintii értelmezéséhez
egy olyan modellt kivantunk Iétrehozni, amely nemcsak feltarja az EGF
kotédés hatterében allo  kolcsonhatasok részleteit, hanem képes
megjosolni az egyes receptor tipusok el6fordulasi valdsziniliségét a
ligandummal t6rténd stimulacio fliggvényében.

Az elisidepsinnel kapcsolatban célunk a gyogyszer
hatasmechanizmusanak részletes felderitése, a daganatokban gyakran

eléfordulé oxigénhianyos allapot szerepének vizsgalata.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Sejtvonalak, kezelések és stimuldalds EGF-fel

Az EGF kotédésének vizsgalata soran két sejtvonalat hasznaltunk:
A431, mely egy human epidermoid karcinéma sejtvonal, valamint F1-4, ami
CHO (kinai horcség ovarium) sejtek GFP-vel konjugalt EGFR-t stabilan
kifejez6 valtozata. Az elisidepsin hatdsmechanizmusanak vizsgalata soran az
alabbi sejtvonalakat hasznaltuk: A431, CHO, HaCaT (human keratinocita),
HeLa (huméan méhnyak karcinéma), MCF7 (huméan emlétumor), MDA-MB-
453 (humén emlétumor), SKBR-3 (humén emlétumor).

A sejteket specifikacidjuknak megfeleléen tenyésztettiik: 10%
embrionalis borju szérumot (FCS) és 50 pg/ml gentamicint tartalmazé6 DMEM
médiumban, 37°C-os hdmérsékleten, 5% szén-dioxid jelenlétében.

A sejtek aktin Osszetételének megvaltoztatasat latrunculin-B és
jasplakinolid toxinok alkalmazasaval értiikk el, elébbi depolimerizalja az F-
aktint, utobbi fokozza a polimerizaciot. A latrunculin-B-t 2 pM
koncentraciéban adtuk a sejtekhez HBSS oldatban. Az inkubacié 37°C-0s
hémérsékleten 10 percig tartott. A jasplakinoliddal 1 pM-os koncentracidban,
37°C-on 30 percig kezeltiik sejteket HBSS oldatban.

A tunicamycint, a fehérje N-glikozilacigjat gatld agenst 1 pg/ml
koncentracioban adtuk az F1-4 sejtekhez DMEM médiumban, ami a
fentiekben leirt komponenseket tartalmazza. A toxin jelenlétében 24 oran at
tovabb tenyésztettiik a sejteket 37°C-os hdmérsékleten.

A sejtek EGF-stimulalasa soran els6 1épésként a sejteken 12 o6ran at
tartd szérummegvonast alkalmaztunk, azaz 0,1% FCS-t és 50 pg/ml
gentamicint tartalmaz6 DMEM médiumban tenyésztettiik. Ezutan az EGF-et
130 nM koncentracioban, HBSS pufferben higitva adtuk a mintakhoz. Az
inkubacio 15 percig tartott, az adott kisérlet protokolljatol fiiggden jégen vagy

37°C-o0s hOmérsékleten.



3.2. Sejtek jelolése fluoreszcens EGF-fel és intenzitismérés
dramlasi citometriaval

Az EGF kotodési vizsgalatokhoz az EGFR ligandumaként tetrametil-
rhodaminnal (TAMRA) konjugalt EGF-et hasznaltunk, amelyb8l 10 pM-0s
toménységl torzsoldatot készitettiink. A térzsoldatbdl higitasi sorozat késziilt
0,5 mg/ml BSA-PBS pufferben igy, hogy a legtoményebb jel516 oldat késziilt
el els6ként és mindegyik oldat a nala kétszer toményebb mintabdl kertilt
kihigitasra. A jelold oldatokat jégen tartottuk, amelyekhez 20 ul térfogatu,
100 000 db sejtet tartalmazo 4°C-os szuszpenzio keriilt egyenként. A TAMRA-
EGF-fel torténd inkubacid 1 oran at tartott, végig jégen tarolva a mintakat.

A fluoreszcencia intenzitasméréshez FACS Aria III aramlasi
citométert hasznaltunk. A TAMRA gerjesztéséhez az 561 nm hullimhosszu
lézert hasznaltuk, az emissziot egy 595/50-es savszlird segitségével
detektaltuk. A F1-4 sejteken kifejez6d6 GFP-t 488 nm-en gerjesztettiik. A
miiszer mintatartdjat 4°C-on termosztaltuk. A citométerrel mintanként 20 000
db sejtet szamoltunk le.

3.3. Kezelés elisidepsinnel és sejttenyésztés oxigénhianyos
kornyezetben

Az elisidepsin sejtmembranhoz kotddésének vizsgalatdhoz a
gyogyszer OregonGreen488 fluoroforral konjugalt és jeldletlen valtozatat 1:4
meghatarozott félhatasos gatldé koncentracio fliggvényében valasztottuk meg:
rendszerint 2 uM vagy 0,5 uM végkoncentracioban alkalmaztuk az
elisidepsint.

A hypoxias gazkornyezetet ugy alakitottuk ki, hogy a 8 lyuku Ibidi
kamraban vagy sejttenyészt6 flaskaban novesztett sejteket Billups-Rothenberg
modularis hypoxids kamraba tettik, majd hypoxias gazkeverékkel

gazositottuk, melynek &sszetétele: 1% Oz, 5% CO: és 94% N, A gazt
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25 L/ perc aramlasi sebességgel 4 percig aramoltattuk keresztiil a kamran, majd

lezartuk és 37°C-os termosztatba helyeztiik, ahol 4 napig inkubaltuk.
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4. EREDMENYEK

4.1. Az EGFR glikozilaltsaga és a citoszkeletdlis halozat
befolydsolja az EGF kétddést

Felmeriilt az EGFR membrankdrnyezetének, azon beliil is az aktinhoz
torténd kihorgonyzodasanak befolyasold szerepe a receptor funkcidjara. A
latrunculin-B az F-aktin polimerizaciojat gatolni képes anyag, melynek az
EGF ko6tédés latszolagos kooperativitasara gyakorolt hatasat F1-4 sejteken
kivantuk vizsgalni. A toxinnal el6kezelt sejtek EGF kotésének latszolagos
kooperativitasa ¢s affinitasa egyarant lecsokkent a kezeletlen sejtekhez képest.
Pozitiv kontrollként jasplakinoliddal kezeltiink sejteket, mely a latrunculin-B-
vel ellentétes hatassal rendelkezik, azaz az F-aktin polimerizaciojat elésegiti.
A Hill-modellel tortént illesztés eredményei az alabbiak szerint alakultak:
N xontrol=1,24; Ky kontroi=4 NM; N 1a8=1,03; Kg 1a-8=8,2 NM; njaspi=1,13;
Kd jaspi=4,3 M.

A két agens mikrofilamentumokra kifejtett hatasat konfokalis
mikroszkopos vizsgalatokkal is alatdmasztottuk; 8 lyuka Ibidi kamraban
novesztett sejteket latrunculin-B-vel és jasplakinoliddal kezeltiink, majd a
sejtmembran permeabilizacidjat kovetéen az F-aktint TRITC-falloidinnel
jeloltiik. Eredményeink szerint a latrunculin-B hatékonyan depolimerizalja az
F-aktint, ugyanakkor a jasplakinolidnak nem volt észlelhetd hatdsa a
mikrofilamentumok mennyiségére vagy elrendezdésére.

Kisérleteink soran kerestiik a valaszt arra is, hogy az EGFR megfeleld
glikozilaltsaga  szerepet jatszik-e az EGF  kotodés  latszolagos
kooperativitasaban és affinitdsaban.

A tunicamycinnel kezelt F1-4 sejtekr6l megallapitottuk, hogy a
kezelés kovetkeztében mind a kotddés affinitdsa, mind a kooperativitasa
lecsokkent a kontrollhoz képest (N wonron=1,24; Kg wonron=4 nM,;
N twnicamycin=0,77; Kd wnicamycin=15 nM). Megjegyezziik, hogy mivel a
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tunicamycin egy altalanos glikozilacio-gatld anyag, nem pedig specifikusan
csak az EGFR érését akadalyozza, az altalunk kimutatott hatdshoz egyéb
jelenlévo fehérjék elégtelen glikozilaciodja is hozzéajarulhat.

Az EGFR tunicamycin altali sikeres deglikozilacidjat western blottal
is sikerlilt aldtdmasztani, ugyanis a kontroll sejteknél latott receptor
molekulatdmeg a kezelés kdvetkeztében lecsokkent.

4.2. Az EGFR kindz doménjének konformdciovaltozdasai
hatdssal vannak az EGF kétodésre

A tovabbi vizsgdlataink sordn kinaz inhibitorok EGF kot6désre
gyakorolt hatasat tanulmanyoztuk, nemcsak a kinaz aktiv vagy inaktiv
erlotinibbel vagy lapatinibbel elékezelt F1-4 sejteket a fluoreszcens-EGF-et
meghatarozott koncentracioban tartalmazé jel6lé oldatokkal inkubaltuk, az
adott inhibitor jelenlétében. A szoftveres elemzés soran az EGFR-GFP
expresszid alapjan harom részre osztottuk a sejteket: alacsony, kdzepes és
magas EGFR expresszalo alpopulacidkra, melyekben kiilon-kiilon értékeltiik
ki az EGF sejtekhez torténd kotodését.

A teljes sejtpopulaciokra kapott Hill-illesztések eredményei az
alabbiak szerint alakultak: n wontron=1,26; Ky kontroi=3,9 NM; N eriotinib=0,95;
Kd erotinib=1,9 NM; N japatinib=1,2; Kd 1apatiniv=4,9 nM. Levonhaté az a
kovetkeztetés, hogy az erlotinib kezelés esetén alacsonyabb latszélagos
kooperativitast és erésebb kotddési affinitast tudtunk kimutatni a kontroll
mintadhoz képest, ezzel szemben a lapatinib nem valtoztatta meg a

kooperativitast, am a kotddés affinitasat lecsokkentette.
4.3. Az EGF kotodés uj, molekularis modellje

A kindz inhibitorokkal torténd kezelések kovetkeztében arra az
eredményre jutottunk, hogy a kindz lehetséges konformacidi jelentGsen
befolyasoljak a receptor ligandkotésének jellemzdit. Ismert az is, hogy a kinaz
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domének is képesek asszociaciok létrehozasara. Annak céljabol, hogy az intra-
valamint az extracellularis domén konformaciéi kozotti kapcsolatot
feltarhassuk, és molekularis szinten jellemezhessiik, létrehoztunk egy 1uj

modellt, mely az alabbi koriilmények fennallasat tételezi fel:

e Az extracellularis domén nyitott ¢és zart konformacidi egymassal
egyenstlyban allnak. Habar a ligand nélkili ECD-nek egyéb
konformacioi is lehetségesek, azokat a modell nem veszi figyelembe, a
fiiggetlen valtozok minimalizalasa érdekében.
lehetséges.

e A kinaz domén két lehetséges konformacioja az aktiv és az inaktiv tipus.
Megjegyezziikk, hogy bar az irodalomban ezektél kiilonbozo
konformacidkkal is taldlkozhatunk, a modellben, a létrejovo
molekulatipusok minimalizalasa érdekében az elébbi kettdre kellett
szoritkoznunk.

e Azintra- és extracellularis domének konformacioi egymastol fiiggetlenek.
szimmetrikus és aszimmetrikus dimereket is képezhet, ahogy arra
elektronmikroszképos eredmények is utalnak. Szimmetrikus KD
dimerekben a kindz inaktiv konformacioban van, mig aktiv kinazok
figyelhet6k meg az aszimmetrikus dimerekben.

o A szimmetrikus és aszimmetrikus KD dimerekbdl felépiild receptor

dimerek eltér6 affinitassal kotik az EGF-et.

srer

Az éltalunk kidolgozott modell 12 molekulatipust foglal magaba,
melyek egyensulyi allapotat 11 egyenlet és 9 konstans irja le. Ez a 11 egyenlet

felirhaté egy masodfoku egyenletrendszerként, aminek az ismeretlenei a 12
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szerepeltetett molekulatipus és a sejtekhez kotddott EGF koncentracio. Az
egyenletrendszer Mathematica szoftverrel keriilt megoldasra. A mind a 13
ismeretlenre pozitiv eredményt addé megoldast tekintettiik a biologiailag
relevansnak.

Mivel a kontroll, az erlotinibbel és a lapatinibbel kezelt
sejtpopulaciokat EGFR expresszidjuk szerint harom részre osztottuk (vagyis a
harom alpopulacidval, plusz a teljes sejtpopulacioval dolgoztunk), 6sszesen 12
kisérleti koriilmény keriilt illesztésre a modellel. Az illesztett egyenletek és a
kisérleti adatok kozotti hiba négyzeteit egy globalis algoritmus segitségével
minimalizaltuk. A 9 konstans koziil csak egy vett fel harom kiilonb6z6 értéket
(K1, az aktiv és inaktiv KD-k koz6tti egyensulyt adja meg) az adott inhibitoros
kezelés fiiggvényében, a tobbi 8 konstanssal parhuzamosan tortént meg a 12
kisérleti koriilmény megillesztése, ami dsszesen 156 adatpontot jelent. Matlab
szoftverben, a globalis keresé algoritmust (Global Search Algorithm)
hasznalva sikeriilt megtalalni a globalis minimumokat. Hogy az illesztett
paraméterek konfidencia intervallumait meghatarozhassuk, az optimalizacios

1épést szazszor hajtottuk végre.

4.4. Az EGF kotddés kooperativitasanak jellemzése az uj,
molekularis modellel
Az 1) modellel tortént illesztés eredményeibdl az latszik, hogy a kinaz
domén inaktiv konformacidja a preferalt minden olyan kisérleti koriilmény
soran, ahol nem keriil EGF a rendszerhez. Ezt az egyensulyt toljak el az
inhibitorok azzal, hogy a vart hatasuknak megfeleléen a kinaz aktiv vagy
hianyaban az ECD preferencialisan zart konformacioban van, valamint az
inaktiv kindzzal bir6 monomerek sokkal kevésbé hajlamosak a dimerizéciora,

mint az aktiv kinazzal rendelkez6 tarsaik.
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A 1étrejott dimerek ligandkotési kooperativitasara és affinitasara a KD
konformacidja jelentds befolydssal van. Mig aszimmetrikus KD dimerek
esetén (erlotinib kezelés) az elsé ligandum ko6tédése tized nM-0s Kg-vel
jellemezhetd, azaz magas affinitdssal kotddik, addig a masodik ligandum
kotodése sokkal alacsonyabb affinitdssal megy végbe, ami igen jelentds
negativ kooperativitasra utal. Szimmetrikus KD dimerek fennallasa esetén
(lapatinib kezelés) pozitiv kooperativitast allapithatunk meg, mivel az elsd
ligandum megkotése nagyon alacsony affinitassal torténik, de a masodik
ligandum kotddése tized nM-0s Kg-vel irhato le.

4.5. Az EGFR klaszterizdcidjanak fiiggése a hémérséklettdl és a
kinaz konformadciojatol

Az illesztett paramétereket az egyenletekbe behelyettesitve nemcsak
a sejtekhez kotédott EGF mennyiségét hatarozhatjuk meg, hanem az egyes
receptorfajtak el6fordulasanak expresszido- és koncentraciofiiggését is.
Megfigyeltiik, hogy az EGF jelenléte nem befolyasolja jelentés mértékben a
monomerek ¢és dimerek aranyat, ahogy azt is, hogy viszonylag sok,
ligandumtol fiiggetlen, eldre dsszeszerelodott dimer talalhatd meg a sejteken.
A szimmetrikus KD dimerekbdl felépiilé dimerek mennyisége szinte fiiggetlen
a hozzaadott EGF mennyiségétdl és csak magasabb ligandkoncentracid esetén
kezd el csokkenni. A ligandum altal kivaltott dimerizacids és aktivacios
mechanizmusnak - mely az EGFR kapcsan a legszélesebb korben elfogadott
elmélet a receptor funkcidjanak tekintetében- latszélag ellentmondanak a
modell joslatai, legalabbis a kontroll sejtek esetében, ahol nagyobb
dimerizacios hajlamot varnank. Ennek hianyat annak tulajdonitjuk, hogy a
sejtek EGF kezelése jégen tortént a kisérleteinkben, az internalizacio
visszaszoritasa végett.

A jelenség tisztazasara-, vagyis a modell joslatdnak aldtdmasztisara

és a ligandum hémérséklettdl fiiggd hatdsanak kimutatisara- homo-FRET
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méréseket végeztiink, mellyel lehetéség van az EGFR klaszterizaciojanak
vizsgélatara.

A homo-FRET médszer Iényege, hogy ugyanolyan tipusu fluorofor a
donor és az akceptor, melyek kozott megoszlik az energia. A homo-FRET
kolcsonhatas egyetlen mérheté paramétere a fluoreszcencia anizotropia
megvaltozasa. Ha csokken a fluoroférok denzitasa, csékken a homo-FRET
valoszinlisége, ezaltal né a klaszter fluoreszcencia anizotropiaja. A sejtek
membranjaban kiszamitott anizotropia értékeket a megmaradd GFP
fluoreszcencia fliggvényében abrazolva megallapitottuk, hogy 4°C-on az EGF
stimulacid csak az erlotinibbel kezelt sejteken okozott anizotropia csdkkenést,
vagyis valtotta ki a receptor klaszterizacidjat. Ezzel szemben a kontroll és a
lapatinibbel kezelt mintdk nem mutatnak valtozast az anizotropiaban az EGF-
fel nem stimulalt sejtekhez képest. Ezek a megfigyelések egybecsengenek a
molekularis modell altal josolt monomer-dimer megoszlassal.

37°C-on azonban mind a harom kezelési kondicio mellett
megfigyelhetd az EGF stimulacio altal kivaltott klaszterizacid, amelyre az
alacsonyabb anizotropia értékek engednek kovetkeztetni. Az erlotinibbel

kezelt minta esetén figyelheté meg ez a legkifejezettebben.
4.6. Az elisidepsin sejtekhez kotideése fiigg az oxigénszinttil

A tumorellenes gyodgyszerekrdl altalanossagban elmondhato, hogy a
daganatok centralis részein kialakuld oxigénhidnyos kornyezetben hatasukat
kevésse tudjak kifejteni.

Szamos, a munkacsoport altal gyakran hasznalt sejtvonal
elisidepsinre vonatkozo félhatasos gatld koncentracidja (ICso) meghatarozasra
keriilt kollégaim altal normoxias és hypoxias tenyésztés esetén. Ezek alapjan a
sejtvonalakat két tipusba sorolhatjuk: az egyik csoportot az elisidepsinre
kevésbé szenzitiv sejtek (A431, CHO, HaCaT, Hela) alkotjak, melyeknél

magasabb gyogyszer koncentracid sziikséges ahhoz, hogy a sejtek fele
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elpusztuljon. Ezen sejtvonalak érzékenysége az  oxigénmegvonas
kovetkeztében jellemzben tovabb csokken.

A vizsgalt sejtvonalak masik csoportja (MCF-7, MDA-MB-543,
SKBR-3) sokkal szenzitivebb az elisidepsinnel szemben, és ez az érzékenység
hypoxias tenyésztés esetén sem csokken.

Els6ként konfokalis mikroszkopos megfigyelésekkel kivantuk
megvizsgalni a gyogyszer sejtekhez kotddését, amelyhez az alabbi két
sejtvonalat valasztottuk: az A431-et, mivel a kapott I1Csq értékek értelmében
varhatd, hogy a hypoxia csokkenti az elisidepsin kdtodését, valamint
kontrolként az SKBR-3 sejtvonalat, ugyanis itt az oxigénmegvonas varhatéan
nem okoz valtozast a kotddésben a normoxias tenyésztéshez képest.

A normoxiaban tenyésztett A431 sejtekhez a fluoreszcens elisidepsin
jelentds mértékben kotodott, Es a sejtekbe valo bejutasat is megfigyelhettiik. A
hypoxiaban tenyésztett valtozat esetén hasonloan erds fluoreszcenciat nem
lattunk. Az SKBR-3 sejtvonalnal mind normoxiaban mind hypoxiaban tortént
tenyésztés esetén kot6dott az elisidepsin a sejtekhez.

Aramlasi citometrias kisérleteink soran célunk tovabbra is a-hypoxias
tenyésztés esetén néhany sejtvonalndl megjelend- csokkent érzékenység
igazolasa volt. A normoxiaban és 5 napos hypoxidban tenyésztett sejtek
intenzitasat az elisidepsin hozzdadasat kovetden kezdtik mérni aramlasi
citométerrel, a mérés kozben eltelt idSt is elmentve. Egy altalunk kidolgozott
modszerrel a kiértékelés soran a membranhoz ko6tddo elisidepsin mennyiségét
meg tudtuk hatarozni, ami alapjan azt mondhatjuk, hogy a hypoxia
kovetkeztében érzéketlenné valo sejtvonalakhoz (A431, CHO, HaCaT, Hela)

az elisidepsin kevésbé képes kotddni.
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5. MEGBESZELES

5.1 Az epidermalis novekedési faktor receptor ligandkitése

Egyetemi doktori munkdm soran olyan kisérleti rendszereket
dolgoztunk ki, amelyek alkalmazasaval lehetévé valt az epidermalis
novekedési faktor receptor (EGFR) ligandkotddésének — vizsgalata.
Erdekl3désiink kozéppontjaban az EGF kotédés kooperativitasa és affinitasa
allt, valamint ezek membrankdrnyezettdl és szamos, a receptort jellemzd
tulajdonsagtol torténd fliggésének tisztazasa. A kooperativitds jellemzésére
legszélesebb korben a Hill-modellt alkalmazzak, ami tokéletesen kooperativ
rendszerek illesztésére megfeleld lehet, a Hill-egyiitthatd elméletileg a
kotéhelyek szamaval egyezik meg, a disszociacios allandoval pedig
kifejezhetd a kotddési affinitas. Az EGFR ligandkotési kooperativitasaban
azonban minden bizonnyal fontos szerepet tolthetnek be a molekularis
részletek, az egyes alegységek konformaciovaltozasai is, amelyek figyelembe
vételére a Hill-modell nem alkalmas. Ezért disszertaciomban a Hill-modellel
nyert ligandkotodéses vizsgalatok eredményeire latszolagos
kooperativitasként és affinitasként utalok.

Elséként a citoszkeleton szerepét jartuk koriil két, az F-aktin
struktarat megvaltoztatd kezelés alkalmazasaval. A latrunculin-B ¢és a
jasplakinolid toxinok egymassal ellenététes hatasuak: az elébbi
depolimerizalja az F-aktint, az utobbi fokozza a polimerizaciot. A kezelt sejtek
egyenstlyi EGF kotését megvizsgalva, majd eredményeinket a Hill-modellel
illesztve azt mondhatjuk, hogy az F-aktin depolimerizacié kovetkeztében a
latszolagos kooperativitas és a kotodés affinitasa egyarant lecsokken a kontroll
sejtekhez képest, mig a jasplakinolid kezelés esetén ilyen hatdsr6l nem
beszélhetiink. A toxinok hatasanak vizualis megitélése céljabol TRITC-
falloidinnel jeloltik a sejtekben talalhato F-aktint, majd konfokalis

mikroszkopos vizsgalatokat végeztink. Ezen mérések kimutattak, hogy a
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jasplakinolid nem okozott jelentds valtozast a mikrofilamentumok
mennyiségében a citoplazmaban, vagy ami az EGFR szempontjabol kiilondsen
fontos, a membran kdzvetlen kornyezetében. Ez magyardzhatja azt, hogy a
jasplakinolidnak nem volt hatisa az EGF kot6dés paramétereire. A latrunculin-
B hatdsara azonban jelentés mértékben lecsokkent a sejtek mikrofilamentum
tartalma.

Azt is vizsgaltuk, hogy a receptor glikozilacioja hatassal van-e a
ligandkétés jellegére. Ennek kideritésére tunicamycinnel kezeltiik a sejteket,
ami az N-glikozilaciot gatld agens. A kezelt sejtek EGF kotését negativ
latszolagos kooperativitas és alacsony affinitas jellemezte. A kezelés EGFR-re
kifejtett hatasat, vagyis a molekulatomeg csokkenését western blot-tal is
sikeriilt alatdmasztani. Azt azonban megjegyezziik, hogy a tunicamycin egy
aspecifikus fehérje deglikozilalo szer, vagyis az EGFR-en kiviil mas
fehérjéken is kifejti hatdsat, igy az altalunk kimutatott valtozasokban a
membran mas fehérjéinek deglikozilaltsaga is szerepet jatszhat.

A fentiekbdl kovetkezbleg megallapitottuk, hogy mind a receptor
citoszkeletonhoz torténd kihorgonyzddasa (,,confinement”), mind a megfeleld
glikozilaltsdga szerepet jatszik a pozitiv latszolagos kooperativitas
kialakuldsaban.

Kisérleteinkkel arra is kerestiik a valaszt, hogy a receptor
intracellularisan elhelyezkedd kindz doménje (KD) befolyasolja-e a
ligandkotodést. A kindz domén aktiv és inaktiv konformdaciéit a megfeleld
kismolekuldkkal, kindz inhibitorokkal lehet6ség van stabilizalni. Mi két
reverzibilis kismolekulaval, az erlotinibbel €s a lapatinibbel dolgoztunk, elobbi
stabilizalni. A kindz aktiv konformacidja esetén alacsonyabb latszolagos
kooperativitast és erésebb kotddési affinitast tudtunk kimutatni a kontroll

mintdhoz képest. Ezzel szemben a lapatinib kezelés a latszolagos
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kooperativitast kevésbé valtoztatta meg, ellenben a kotddési affinitas
alacsonyabbnak adddott.

A kisérletsorozatok eredményei alapjan sziikségesnek tartottuk a
receptor kiilonb6zé dimerizacids folyamatainak, valamint a ligandkotés
Iépéseinek kiilon-kiilon torténd részletes megismerését. Ehhez egy 1j,
molekularis modellt dolgoztunk ki. A modell magaban foglalja a kinaz domén
és az extracellularis domén egymastol fiiggetlen konformacidinak kialakulasat,
valamint a kiilonb6z6 tipust dimerek 1étrejottét és azok ligandkdtési 1épéseit,
ezek mellett azonban sziikségszerlien egyszeriisitéseket is be kellett vezetniink,
hogy a paraméterek szama talzottan ne legyen magas.

A modell sikeresnek bizonyult a kisérleti adatsorok megillesztése
terén. Az eredményekbdl az lathato, hogy a kindz inaktiv konformacidja és az
extracellularis domén zart formaja a preferalt ligandum hidnyaban. A

dimerizacios hajlamot tekintve az aszimmetrikus KD dimerek képzddése (amit

s

s

alacsonyabb, aszimmetrikus KD dimerek esetén magasabb affinitassal. A két
tipustl dimer ligandkotésének kooperativitasardl azt mondhatjuk el, hogy mivel
aszimmetrikus KD dimereknél az elsé ligandum rendkiviil magas, am a
masodik alacsonyabb affinitassal kotddik, ezért negativ kooperativitas
allapithatdé meg. Szimmetrikus KD dimerek ligandkotését pozitiv
kooperativitas jellemzi, mivel az elsé ligandum alacsonyabb affinitassal
kotodik, mint a masodik.

Lehet6ség van a modell segitségével a kisérleti kondici6, az

s
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annak vizsgalatara is, hogy milyen mennyiségben talalhaté meg a sejteken a
12 receptortipus. Szembetiinik, hogy alacsony EGF koncentracio mellett is
jelen vannak a szimmetrikus KD dimereket tartalmaz6 dimerek, valamint,
hogy magasabb expresszio és hozzaadott ligandum koncentracid esetén sem
né meg a dimerek aranya jelentdsebben. Ezen ellentmondas feloldasara
mikroszkdépos homo-FRET méréseket végeztiink, vizsgalva az EGFR
klaszterizaciojat jégen és 37°C-on, EGF jelenléte mellett vagy annak
hianyaban. Eredményeink alapjan a jégen torténd stimulacio a ligandummal
nem okozott csokkenést a homo-FRET értékekben kontroll és a lapatinibbel
kezelt sejteknél. Ezzel szemben a 37°C-on torténd stimulacid hatdsara
megemelkedett a receptor klaszterizacidja. Az erlotinibbel elokezelt sejteknél
megfigyeltiik, hogy az EGF mar 4°C-on is beinditja a klaszterizaciot- ami
megegyezik a modell altal josoltakkal.

Eredményeink tehat segithetnek feloldani az EGF kotodés
kooperativitasat 6vezd ellentmondasok egy részét, ugyanis sikeriilt

ravilagitanunk arra, hogy a pozitiv és negativ latszolagos kooperativitasban

ey

gondoljuk, hogy az EGFR rendszer csak a kelléen magas koncentracioju
ligandum jelenlét hatasara aktivalodik, ezzel biztositva, hogy az ,aspecifikus
hatasok™ ne vezessenek a jelatvitel és a sejtszintli valaszok beinditasdhoz, am
ha a kindzt a megfelel6 inhibitorral aktiv konformacidba helyezziik, akkor
azonban sokkal alacsonyabb EGF koncentracio esetén is beindul a receptor
dimerizacidja, majd azonnali ligandkotése. Ennek ismeretében, elméleti
megkozelitésbél nézve azt feltételezziik, hogy a klinikumban alkalmazott
kinaz inhibitorok koziil talan nagyobb biztonsaggal alkalmazhatoak az inaktiv

struktirat rogzité molekulak, vagyis a lapatinibhez hasonloak.
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5.2 Az elisidepsin sejtekhez kotodésének oxigénszinttil valo
fiiggése

Az elisidepsin egy nemrégiben felfedezett, tumorellenes hatisokat
mutatd citosztatikum, amely hatdsmechanizmusarél kevés ismeret all
rendelkezésre, az azonban val6szintinek tiinik, hogy a lipidtutajokban dusuld
2-hidroxi zsirsavak jelenléte, valamint a megfeleld oxigénkoncentracio hatast
gyakorolhat  miikddésére.  Eldzetes  vizsgalatok  soran  kollégdim
megallapitottak, hogy a sejtvonalak egy része kevésbé érzékeny a gyogyszerre
nézve, amely oxigénmegvonas kovetkeztében tovabb csokken. Ugyanakkor
olyan sejtvonalakat is talaltak, melyek sokkal érzékenyebbek az elisidepsinre,
oxigénszinttdl fiiggetlentil.

Az elisidepsin sejtekhez kotddésének vizualis megitélése céljabol
konfokalis mikroszkopos megfigyeléseket is végeztiink A431 és SKBR-3
sejtvonalon. A gyogyszer fluoreszcens ¢€s jeldletlen valtozatanak 1:4 aranyu
elegyével kezeltiik a 4 napon at hypoxiaban, valamint normoxiaban tenyésztett
mintakat. A készitett felvételeken az lathatd, hogy az A431 sejtekhez az
elisidepsin csak normoxias gazkdrnyezetben torténd tenyésztés esetén kotodik,
mig hypoxiaban szinte egyaltalan nem. Az SKBR-3 sejtvonalnal azonban az
elisidepsin a két kiilonboz6 oxigénszintben tenyésztett mintahoz egyarant
képes kotddni.

Vizsgalodasunkat aramlasi citometrias kisérletekkel egészitettiik ki,
ahol a célunk tovabbra is az elisidepsin sejtmembranhoz torténd kdtédésének
tanulmanyozasa volt.

Sikeriilt kimutatnunk, hogy a hypoxia esetén a gyogyszerrel szemben
érzéketlenné valo sejtekhez kevésbé képes az elisidepsin kotddni, vagyis
tisztaztuk a tapasztalt csokkent szenzitivitas okat, -a citometria jovoltabol-

nagyobb vizsgalt sejtszam mellett.

22



Osszességében tehdt az elisidepsin- munkacsoportunk vizsgélatai
alapjan is- egy biztatonak tiin6 gyogyszermolekula jel5lt. Optimizmusra okot
adé antitumor hatdsdnak és terdpias indexének koszonhetden fazis-ll

vizsgélatok keretein beliil vizsgaltak.
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6. OSSZEFOGLALAS

Doktori disszertaciom témaja két, eltérd szerkezetli és hatdssal
rendelkezd fehérje sejtmembranhoz torténd kotédésének tanulmanyozasa. Az
epidermalis novekedés faktor és az elisidepsin nevii citosztatikum miikodését
a sejtmembran fehérje- ¢és lipid asszociaciok létrehozasat tamogatd
tulajdonsaga egyarant befolyasolja.

Tobb  kotohellyel rendelkezd asszociaciok esetén a ligandum
megkotése altalaban nem véletlenszer(i, hanem megfigyelheté a ligandkotd
domének kozotti kooperativitds. Munkam soran tobb olyan koriilményt is
azonositottam, amely hatast gyakorol az EGFR rendszer kooperativitasara: a
membranhoz torténd kihorgonyzodas hidnya valamint az elégtelen glikozilacio
egyarant negativva tette az EGF kotddés kooperativitasat, amely kontroll
esetben pozitivnak bizonyult.

Egy altalunk megalkotott modell segitségével arra is sikeriilt valaszt
talalnunk, hogy az intracellularis kindz domén konformacioi képesek-e
befolyasolni a ligandkotd domén funkcidjat: kiilonbozé inhibitorokkal
egyensulyi EGF kotddést. A funkcionalisan aktiv, aszimmetrikus struktiraval
jellemezhetd kinaz dimerekbdl all6 receptor dimerek EGF kotése negativan
kooperativ, ezzel szemben a funkcionalisan inaktiv, szimmetrikus kinaz
dimereknél pozitiv ligandkotési kooperativitas allapithatdé meg.

Az elisidepsinnel kapcsolatban megallapitottuk, hogy az oxigénszint
dontéen Dbefolydsolja a legtobb sejtvonalra gyakorolt hatdsat: az
oxigénmegvonds kovetkeztében tapasztalt alacsonyabb érzékenységet a
sejtekhez torténd csokkent kotddésnek tulajdonitjuk, melyet tobb modszerrel

is sikeriilt alatamasztanunk.
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