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Az emlétumorok pathomechanizmusaban fontos szerepet jatszanak a tirozinkinaz
aktivitassal rendelkezd ErbB transzmembran receptorok. Kisérleteink kdzzéppontjdban az
emlétumorok kozel harmadédban amplifikdciot mutatd6 ErbB2 gén terméke Allt.
lipid kornyezetével valdo kolcsonhatasat. Kordbban mar kimutattuk, hogy ez a receptor
tirozinkinaz a sejtfelszinen nem homogénen oszlik el, tobbszintli aggregiciéot mutat.
Egyrészt, 2-10 nm-es skalan molekulédris homoasszociaciot tudtunk kimutatni fluoreszcencia
rezonancia energia transzfer modszer segitségével. Masrészt, 50-800 nm-es skalan 100-2000
ErbB2 molekulat tartalmazo asszociatumokat, klasztereket, figyeltiink meg kozeli mezd
pasztazd mikroszkopia segitségével.

Ezt kovetd méréseink megerdsitették, hogy az IL-2Ra alegységhez ¢s a PDGFf

receptorhoz hasonldan ezek a klaszterek is nagyfoku kolokalizaciot mutatnak GM-1 gazdag
lipid tutajokkal. Kontrollként megvizsgaltuk az ErbB2 kolokalizaciojat a transzferrin
receptorral is, mely lipid raftokkal nem kolokalizalédott limfoid sejteken, s ez alacsonynak
mutatkozott (C=0,1; a C szamitasara sajat programot irtunk).
A konfokalis mikroszkopids mérések eredményei arra mutattak, hogy a lipid tutajok, bar az
ErbB2 molekulék jelentds hanyadanak gytijtéhelyéiil szolgalnak, az ErbB2 homoasszociaciot
nem segitik eld, s6t, a homoasszociacid mértékét jelzé fluoreszcencia rezonancia energia
transzfer értéke negativan korrelal a GM-1 gangliozidot jelold6 CTX B fluoreszcencia
intenzitasaval. Ezek alapjan mondhatjuk, hogy a lipid tutajokban kolokalizal6do
klaszterekben az ErbB2 nem mutat nagymértékii homoasszociaciét. Mivel az ErbB2
aktivaciot mind homoasszociacido, mind mas ErbB molekulakkal vald heteroasszociacio
eredményezheti, feltételezhetjiik, hogy a lipid tutajokban elsésorban heteroasszocialt ErbB2
(pl. ErbB2-ErbB3 dimer) jelenti az aktiv jelatviteli komplexumot. Ennek bizonyitasara
tovabbi kisérleteket végeztiink. Kihasznaltuk azt, hogy a CTX B kezelés, ha azt 37 °C-n, tehat
a membran fazisatalakulasi homérsékelete felett végezziik, megvaltoztatja az ErbB2 lipid
kornyezetét, ugyanis az ErbB2 — lipid tutaj kolokalizaciét csokkenti. A mechanizmust illetéen
feltételezhetd a GM1 gangliozidok pentamer toxin altali keresztkotése, és hosszabb idon at
(>5’) alkalmazva internalizacio is. Megvizsgaltuk azt is, hogy a kaveolint tartalmazé lipid
tutajok atfednek-e a GM1-t tartalmaz6 tutajokkal, illetve benniik is megtalalhato-e az ErbB2
fehérje. Megallapitottuk, hogy az antitesttel jelolt kaveolak nem kolokalizalédnak az ErbB2
fehérjékkel illetve a GM1-et tartalmazo lipid tutajokkal. Ha keresztbe kotottik CTX-B-vel a
GM1-et tartalmazo6 lipid tutajokat, azok kaveolinnal valo kolokalizaciéja megnétt, az ErbB2
ErbB2-ErbB2 homoasszociaciot, az ErbBl1-ErbB2 és ErbB3-ErbB2 heteroasszociaciot
mikroszkdpos energiatranszfer kisérletekben. Azt tapasztaltuk, hogy CTX B kezelés (37 °C)
hatasara csak az ErbB3-ErbB2 heteroasszociacié csokken jelentds mértékben, a masik két
molekuladimer nem mddosul. Ennek megfelelden a lipid tutajok keresztbe kotése CTX B-vel
csokkentette az ErbB2-ErbB3 dimeren keresztiil heregulinnal indukalt jelatviteli folyamat
hatékonysagat, amit a folyamatban résztvevé Shc fehérje foszforilacidjanak csokkenése
jelzett.

Az ErbB2-t talexpresszaldé tumorok kezelésében fontos szerep jut a 4DS5 jeld, anti-
ErbB2 monoklonalis antitest humanizalt véltazatanak (Herceptin, generikus nevén
trastuzumab). Ez az antitest ErbB2 internalizdciot indukal, ami feltételezhetéen
hatdsmechanizmusénak részét képezi. Méréseink szerint az ErbB2 4D5 altal indukalt
internalizacidja csak akkor jon Iétre, ha az ErbB2 a lipid tutajokban helyezkedik el, mert a
CTX B (37 C) kezelés csokkentette az ErbB2 4DS5 altal kivaltott internalizaciojat, igy
feltehetd, hogy az internalizacioban résztvevd molekuldk (vagy egy résziik) a raftokhoz
kotheték. Ennek megfelelden fontos megfigyelésiink volt, hogy az F5 jelti egylanct variabilis
régiobol allo antitest fragmentumok (scFv) a hozzajuk kotott liposzomakkal egyiitt szintén
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elsésorban a lipid tutajokban elhelyezkedé ErbB2 molekuldkhoz kotddnek (a két jel
keresztkorrelacioja C=0,72), ezaltal lehetdséget biztositva az immunliposzémak sejtspecifikus
internalizaciojara, citotoxikus tartalmuknak a dagantsejtbe juttatasara.

Az ErbB2 és B1 alegységet tartalmazé integrinek kolcsonhatasanak vizsgalata olyan
folyamatokat tar fel, melyeken keresztiil jobban megérthetd a metasztazisképzés jelatviteli
hattere. Az integrinek és az ErbB medidlt transzmembran jelatviteli utak jelentéségének
ismeretében e két molekulacsalad viszonyat vizsgaltuk, kiilonds tekintettel a trastuzumab
rezisztencia jelenségére. A mérésekhez hasznalt trastuzumab rezisztens sejtvonalak az
emlétumor eredeti JIMT-1 és gyomorrak eredeti MKN-7, a szenzitiv sejtvonalak az
emlétumor eredetli SKBR-3 és gyomordaganatbol szarmazd N-87 voltak. A trastuzumabra
rezisztens sejtek alacsonyabb ErbB2 ¢és magasabb (1 integrin expresszidot mutattak.
Legalacsonyabbnak a trastuzumabra érzékeny SKBR-3 sejtek esetén a B1 integrinek szintjét
talaltuk. A tobbi ErbB és integrin alegység tekintetében nem volt jelentds kiilonbség a
trastuzumab érzékeny és rezisztens sejtek kozott.

Annak ismeretében, hogy az ErbB2 ¢és 1 integrinek tarsuldsa jelentds lehet a
malignusan atalakult sejtekben, elképzelhetd, hogy az ErbB2 ¢és integrinek kozotti
kolcsonhatasok megvaltozasa egyik oka lehet a trastuzumab rezisztencianak. Minden
sejtvonalon (trastuzumab rezisztenciatol fliggetleniil) jelentds kolokalizaciét talaltunk az
ErbB2 és Bl integrinek kozott, emellett mindkét membranfehérje nagymértékben a lipid
tutajokban helyezkedett el CTX-B jelolés alapjan. Erdekes modon a gyomortumor eredetii
MKN-7 és N-87 sejtvonalak esetén szignifikdnsan nagyobb kolokalizacidt tapasztaltunk a B1
integrin és a raftok kozott, mint az emlétumor eredetli SKBR-3 és JIMT-1 esetében. FRET
mérésekkel az ErbB2 ¢és B1 integrin kozott szignifikans kdlcsonhatast talaltunk JIMT-1 és N-
87 esetén, ami azt sugallta, hogy az ErbB2 és Bl integrin molekuldak kozott nemcsak
kolokalizacid, de molekularis kdlcsonhatas is van, mig SKBR-3 és MKN-7 sejteken a FRET
hatasfok alacsonyabb volt. Trastuzumab, EGF vagy heregulin kezelés hatasara egyik sejtvonal
esetén sem valtozott meg a FRET hatasfok.

A trastuzumab terdpia ¢és a ligandumok hatasanak modellezésére tovabbi
kolokalizaciés vizsgalatokat végeztiink trastuzumabbal, EGF-fel ¢és heregulinnal kezelt
sejteken. A kezelések egyike sem valtoztatta meg az ErbB2/B1 integrin kolokalizaciot
jelentdsen, viszont a trastuzumabbal kezelt emldtumorsejtek szignifikdnsan, bar nem tal nagy
mértékben csokkent B1/lipid tutaj, valamint ErbB2/lipid tutaj kolokalizaciét mutattak. Ez a
valtozas nem volt megfigyelheté gyomorrak eredetii sejteken.

Az interakcidok erdsségének becslésére, és a fehérjék altal leginkdbb preferalt
asszociacios partnerek meghatarozasara keresztkotési kisérleteket végeztiink. A lipid tutajok
CTX-B altali keresztkotése soran a glikozil-foszfatidilinozitol (GPI) horgonnyal rendelkezd
fehérjék egyiittmozgasa kovetkezik be. A CTX-B kezelés minden sejtvonalon szignifikansan
csokkentette a kolokalizaciot az ErbB2 molekulak és a lipidtutajok kozoétt, s hasonlo
keresztkorrelacié csokkenés volt megfigyelhetd a Bl integrin molekulak és lipid tutajok
kozott is. Az ErbB2 és B1 integrinek ily modon térténd kivonhatosdga azt mutatja, hogy ezek
a fehérjék nem kotddnek szorosan a lipid tutajokhoz, illetve nem kdvetik szorosan a tutajok
mozgasat. A kisérletek soran hasznalt sejtvonalakon CTX-B kezelés hatadsara az ErbB2/B1
integrin kolokalizacié nem, vagy csak kis mértékben valtozott. Ebbdl arra kovetkeztetiink,
hogy az ErbB2/Bl integrin asszociacid erdsebb, mint e két fehérje és a lipid tutajok
kolcsonhatasa. Bl integrinek masodlagos antitestek altali keresztkotése ,,kiszabaditotta” a 1
molekuldkat az ErbB2 molekuldkkal, illetve lipid tutajokkal képzett komplexeikbdl.
Ugyanakkor az ErbB2/lipid tutaj asszociaciok nem valtoztak meg az integrinek
keresztkotésének hatasara. Szérummentesen tartott SKBR-3 és JIMT-1 sejtekben az ErbB2
trastuzumab hatasara foszforilalodott, de a B1 integrinek keresztkotése még a B1 integrineket
nagy szamban kifejezd JIMT-1 sejtek esetén sem valtoztatta meg az ErbB2 foszforilaciot.




OTKA T 037831 — Zaradjelentés

Eredményeink alapjan elképzelhetd, hogy az ErbB2 és a B1 integrin GM-1 pozitiv
domének perifériajdhoz lazan kapcsolodnak, és annak ellenére, hogy az ErbB2 és a (1
integrinek molekularisan asszocialtak, ez a kapcsolat kozottiik viszonylag gyenge. Emellett,
bar a trastuzumab rezisztens sejtvonalak B1 integrin expresszids szintjét magasabbnak
talaltuk, ez nem befolyasolta a trastuzumab hatdsara bekovetkezd ErbB2 foszforilacio
mértékét, ami szintén a két fehérje kozotti gyenge kolesdnhatasra utal. Osszességében tehat a
trastuzumab rezisztencia jelenségét nem magyardzza a sejtfelszinen nagy mennyiségben
megtalalhat6 1 integrin alegység ErbB2 jelatvitelét befolyasolo hatésa.

Mivel a kiilonféle sejtek, beleértve szdmos daganatsejtet is, valtozatos mértékben ¢és
Osszetételben fejezik ki az ErbB receptorcsalad tagjait, s ezek kiilonféle aktivitdsu homo- és
heterodimereket képezhetnek a membranban, a sejt kornyezetében talalhaté novekedési
faktorok mindsége ¢és mennyisége jelentds befolyassal lehet a sejt proliferacios vagy
differenciacios folyamataira. Emiatt az aktivacids €s transzaktivacids folyamatok, melyek az
ErbB csalad tagjai kozott ligandum hatdsara 1étrejohetnek, a figyelem kdzéppontjaban allnak.
Kiilonosen érdekesek lehetnek azok a megkozelitések, melyek a receptorok aktivaciojat in
situ az ép sejtben vizsgaljdk. Ezek sordn — tobbek kozott — megallapithatd a jelatviteli
folyamatok lokalis vagy globalis kiterjedése, vagy a receptor expresszids szint hatasa a
transzaktivalhatosagra. A paramagneses mikrogyongyokon alapuld technikdk idében és
térben jol behatarolt stimulécidt biztositanak, igy sokoldalt eszkozként hasznalhatoak
ezekben a mérésekben.

Kisérleteink soran trastuzumab- és EGF-konjugalt mikrogyongyoket hasznaltunk az
ErbB1 és ErbB2 aktivacidjanak és transzaktivaciojanak vizsgalatara. Ezek miikodoképességét
el0szor az A431 human epidermalis karcinoma sejtvonalbol az ErbB2-mYFP kiméra génnel
stabilan transzfektalt A431-ErbB2-mYFP sejtvonalon vizsgaltuk. Ezek a sejtek 1,2:10°
ErbBl, és 9,5-10° ErbB2 receptort fejeznek ki sejtenként. Az EGF-mikrogyongydk
elhelyezkedése, valamint az aktivalt ErbB1-re és a foszfotirozinra specifikus mintdzat kozotti
korrelacid igen magas volt (C=0,68 ¢s C=0,57). A trastuzumab-gyongyok és a foszfo-ErbB2,
ill. foszfotirozin jel kozott is erds korrelacié volt (C=0,68 és C=0,47). Az utobbi érték a
foszforilacids szignal terjedése (citoplazmatikus adapterek diffuzidja) miatt alacsonyabb.
EGF-gyongyok hasznalata esetén az erds ErbB1 aktivacion til ErbB2 transzaktivaciot is
tapasztaltunk (C=0,43). Trastuzumab-gyongyokkel ErbB1 aktivaciot nem tapasztaltunk az
A431-re jellemzd spontdn aktivitdson til, ez utobbi miatt a C értéke 0,13 volt.

Az EGF-mikrogyongyokkel végzett stimulacid kizardlag foltszerli, a gyongyok
kozvetlen kornyezetére terjedd ErbB1 aktivacidohoz vezet. Trastuzumab gyongyokkel szintén
lokalis ErbB2 aktivaciés mintazatot figyeltiink meg, amely nem haladta meg a gyongyok
kozvetlen kornyezetét. Az aktivacids kisérletek soran egyes esetekben megfigyelheté volt a
trastuzumab-gyongyok internalizacidja is, de aktivalt receptorokat az ilyen esetekben is csak a
gyongyok kozvetlen kornyezetében talaltunk, az aktivacids zonan kiviil elhelyezkedo receptor
klaszterek inaktivak maradtak. A receptor jelenlétét mutatdé YFP fluoreszcencia és a
foszfotirozin-specifikus fluoreszcencia aranyat meghatarozva azt 1,2 + 0,2-nek talaltuk a
gyongyok kozvetlen kornyezetében, mig az aktivacios zondn kivil ugyanezen
fluoreszcenciaintenzitasok aranya 6,8 + 1,4 volt.

Az SKBR-3 j6l ismert, ErbB molekulakat nagy szamban (atlagosan 1,9-10° ErbB1 és
1,1-10° ErbB2 molekula sejtenként) kifejezd, trastuzumab érzékeny emlétumor sejtvonal. A
trastuzumab rezisztencia in vitro vizsgalatara alkalmas, nemrég izolalt emlétumor sejtvonal, a
JIMT-1 8-10" ErbB1 és 6°10° ErbB2 receptort fejez ki sejtenként. Trastuzumabbal végzett
ErbB2-expresszi6 meghatarozdsa sordn azonban minddssze 8:10" ErbB2 mutathato ki
sejtenként. A trastuzumab disszociacids allandoéja SKBR-3 esetén 2,5 nM, JIMT-1 esetén 25
nM, tehat a trastuzumab kotddése gatolt a JIMT-1 sejteken. Ezzel dsszhangban az oldott
trastuzumab alig indukal rajtuk ErbB2 foszforilaciot. Viszont ha ugyanezeket a sejteket
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trastuzumab-mikrogyongyokkel stimulaltuk, kézel olyan mértékii ErbB2 aktivaciot tudtunk
kimutatni, mint SKBR-3 esetén. A mikrogyongyok elhelyezkedése és a foszfo-ErbB2
aktivacios mintazata kozotti korrelacio SKBR-3 esetén C=0,73; JIMT-1 esetén C=0,57 volt.
SKBR-3 sejtekben stimulacid hatdséara a foszforilalt ErbB2 specifikus fluoreszcenciaintenzitas
fokozodott azokban a régiokban ahova a trastuzumab, vagy a trastuzumab-mikrogyongy
kotodott, és emelkedett a foszfo-ErbB2 pozitivitast mutatd pixelek aranya is. JIMT-1 esetén
ezek a jelenségek trastuzumabbal boritott mikrogyongyok alkalmazasa esetén hasonlo
mértékben voltak megfigyelhetéek, mig ha a trastuzumabot oldatban alkalmaztuk, joval
gyengébb ErbB2 aktivaciot figyeltiink meg. Ez arra utal, hogy a JIMT-1 sejtek felszinén az
ErbB2 funkcionalisan — trastuzumabkotd €s transzfoszforilacios képességét illetden — ép, csak
a trastuzumab kotOhelye, valoszinlileg sztérikus hatasok miatt, nehezen hozzaférhet. A
mikrogyongyok altal biztositott nagy lokalis ligandumsiiriiség és mechanikai hatasok viszont
képesek legyOzni ezt a sztérikus gatlast. A gatlas egyik okaként a nagymértékben kifejezett
MUCH4 sialomucin komplex azonosithato.

Az SKBR-3 ¢és JIMT-1 sejteken, hasonléan az A431-ErbB2-mYFP-hez, a
trastuzumab-gyongyok nem aktivaltdk az ErbB1 receptorokat, a keresztkorrelacids érték a
gyongyok és az aktivalt ErbB1 kozott 0,26 volt SKBR-3 és 0,16 JIMT-1 esetén. A
trastuzumab oldatban szintén nem okozott ErbB1 aktivaciot. Ebbol arra kovetkeztethetiink,
hogy a trastuzumab nem segiti eld6 ErbB2 tartalmu heterodimerek kialakulasat és
transzfoszforilaciojat.

Az EGF-gyongyok mindkét sejtvonalon aktivaltak az ErbB1 molekulédkat, bar a JIMT-
1 esetén csak kismértékben. A foszforilalt ErbB1 szinteket jelzd fluoreszcencia intenzitasa
nagyjabol ardnyos volt a sejtek ErbBl1 expresszios viszonyaival, mig a stimulalt
membranteriileteken a specifikus intenzitdsnovekedést mutatd pixelek aranya 59+22% volt
SKBR-3 sejteken és 43+19% JIMT-1 sejteken. Az ErbB2 molekuldk transzaktivacidja az
EGF-gyongyok alatt kimutathat6 volt SKBR-3 és JIMT-1 esetén is, de elmaradt az A431-
ErbB2-mYFP sejteken megfigyelttél. A kozel azonos ErbB2 szinteket figyelembe véve a
transzaktivalhatosag valdsziniileg a sejtvonalak eltéré ErbB1 expresszids szintjével aranyos.
Mindez arra hivja fel a figyelmet, hogy a tobbfajta ErbB-t kifejez6 tumorok terapidja soran a
transzaktivaci6 gatlasara is érdemes gondolni az expresszios szintek fliggvényében. Az
ErbB1-et és ErbB2-t egyarant kifejezé daganatok esetén potencialisan jol alkalmazhat6 a 2C4
humanizalt valtozata, a pertuzumab, mely jelenleg 1. fazist klinikai kiprobalas alatt all, vagy a
mindkét receptorra hatd kinazgatlok.

Mara viszonylag sok kristalyszerkezeti adat all rendelkezésre az ErbB csalad tagjairdl,
de ezek csak az extracellularis domén egy részére és az intracellularis kinaz doménre
vonatkoznak. Emellett ismertek még az ErbB2 receptor immunterdpidban hasznalt
antitestekkel (trastuzumab, pertuzumab) képzett komplexeinek kristalyszerkezeti adatai is, igy
ezen két antitestnek pontosan tudjuk a kotdédési helyét is. A majdnem teljes ErbB2
modelljének elkészitéséhez FRET méréseket végeztiink a molekula egyes epitdpjai kozti -
molekulan beliili és molekulak kozotti — tavolsagok megallapitasara, valamint az epitdpok
membrantol valo tdvolsdganak a meghatarozasara.

A méréseket négy antitest felhasznaldsaval végeztik: a 4D5, 2C4, 7C2 és F5
antitestekkel. A 4D5 monoklonalis antitest humanizalt valtozata a trastuzumab, a 2C4
humanizalt valtozata pedig a pertuzumab. Az F5 scFv (egylancu variabilis fragment) antitestet
liposzomahoz kapcsoltan kivanjak hasznalni célzott gyodgyszeres terapidban. Kisérleteinkben
megvizsgaltuk a négy jelolt antitest egymastol valo (intramolekularis) tavolsagait, valamint
két ErbB2 molekuldhoz kapcsolt ugyanazon antitest intermolekulédris (homodimerizacios)
tavolsagait is. A FRET mérésekhez Cy3- és Cy5-jelzett antitestekkel jeloltiink magas ErbB2
expresszids szintli emld- (SKBR-3) és gyomortumor (N87) sejteket.
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Az eltérd epitdpok kozotti molekularis tavolsag adatok alapjan megallapitottuk, hogy
a 4D5 és 2C4 antitestek végpontjai taldlhatok legkdzelebb egymashoz, mig a tobbi a
kimutathat6ésagi hatdr kozelében, igen messze helyezkedik el egymastol. A késObb
meghatarozott ErbB2-2C4 kristalyszerkezet lehetdséget adott arra, hogy a két Fab
fragmentumot molekularis modellezéssel egy ErbB2 molekulahoz illessziik. A modellbdl
meghatéarozott 4D5-2C4 tavolsag 9,57 nm volt, joval nagyobb, mint a mérési eredményekbdl
szamolt 6,2 nm. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a 4D5 és 2C4 kozotti transzfer
eredményekben nem csak intra-, de intermolekularis kolcsonhatasok is megjelennek, amik
aramlasi citométeres moddszerekkel nem oldhatok fel. Ez Gsszhangban all azzal, hogy
4D5-2C4 FRET hatésfok sejtenkénti eloszlas hisztogramja 1ényegesen szélesebb, mint a kicsit
alacsonyabb atlag transzferhatasfoku 4D5-7C2 eloszlasi hisztogram.

Az azonos epitopok kozotti (intermolekularis) transzferhatasfok (7 — 14 %) és tavolsag
(6,8 — 7,7 nm) értékek igen hasonldok voltak. Elméleti megfontolasok alapjan ez kétféleképpen
magyarazhat6: egyrészt elképzelhetd, hogy az antitestek végén elhelyezkedd festék molekuldk
a receptor egyik ,,oldalara” esnek, igy a receptor felszinét kdvetik egy bizonyos tavolsagra,
masrészt az is lehetséges, hogy az antitestek a receptor tobb oldalardl allnak ki, s igy
valojaban harom vagy tobb receptor kozotti kdlcsonhatasokat reprezentalnak.

Az F5 scFv taldlhaté legkdzelebb a membranhoz (4,7 nm), mig a 2C4 ¢és 7C2
kozepesen (6,0, ill. 6,2 nm), a 4D5 pedig meglehetdsen messze (7,4 nm) helyezkedik el a
membrantol. Ezeket a tdvolsag adatokat késdbb részben alatdmasztotta az ErbB2 ektodomén
4D5 ¢és 2C4 Fab fragmentumokkal képzett komplexeinek kristalyszerkezete. A tovabbi
molekulamodellezési szamitasokat ezekre a koordinatakra, valamint a 4D5 Fab’ antitest
tavolsadg adataira alapoztuk, mivel a 2C4 szerkezeti adatok alapjan gatolja a homo- és
heterodimerek képzddését, az F5 scFv antitestnek pedig kicsi az affinitasa és erésen kompetal
a tobbi antitesttel.

A molekulamodellezési szamitasokat a FRET mérések, kristalyszerkezeti adatok, és
molekulaszerkezeti adatbazisokban talalt homoldg szerkezetek alapjan végeztiik. A majdnem
teljes hosszusagt ErbB2 dimer tartalmazta a teljes ektodomént, a kiilsé membrankozeli régiot,
a transzmembran domént, a belsé membrankozeli régiot, a protein kindz domént és a
szabalyoz6 szerepet betolté C-termindlis farok egy részét. Ez az ErbB2 homodimer, a tobbi
ErbB molekula ligandummal kapcsolt formdjanak szerkezetét is figyelembe véve, kiindulési
modellként szolgadlhat az ErbB2 molekula ErbB csalad tobbi tagjaval alkotott
heterodimerjeinek megszerkesztéséhez.

A homodimer szerkezete harom potencialis kdlcsonhatési felszinnel rendelkezik: az
ektodomén dimerizacios hurkai, a transzmembran hélixek, és a kindz domének. A
modellépités soran a két kinaz domén elhelyezkedését kizarolag a transzmembran és a belsd
membrankozeli domének dimerjei szabtdk meg, mégis, meglepd modon az ezekhez illesztett
két kinaz domén szabalyos és szimmetrikus, egymasnak hdttal allo dimert alkotott. Az
egymasnak hattal 4ll6 kindz domének képesek lehetnek a citoplazmatikus szabélyozo
farokrész transz-foszforilacidjara, de egymas foszforilacidjara nem. Igy feltételezhetd, hogy, a
kindz domének foszforilaciojadhoz legalabb egy, a dimerhez kapcsolodd masik ErbB
csaladbeli kindz sziikséges. Figyelembe véve azonban, hogy ezen masik kinaznak is
feltehetdleg aktivalt allapotban kell lennie, konnyen elképzelhetd, hogy egy masik ErbB
dimer transzfoszforilalja a kinaz doméneket. Jelenleg folyd modellezéseink alapjan gy tlnik,
hogy egy ErbB2 dimerekbdl allo tetramer két kiillonb6zd konformécioban is kielégiti ezt a
feltételezést. Ugyanakkor a dimerek dimerjeit, vagy ennél is magasabb rendii oligomereket
feltételezd aktivacids mechanizmus az ErbB2 molekuldk daganatsejtek membranjaban

A fenti mérések soran alkalmazott energiatranszfer mérési (FCET) modszert eredetileg
egy klasszikus aramlasi citométerre fejlesztették ki, ami 488 ¢és 514 nm lézergerjesztéssel
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rendelkezett, és az eldszeretettel hasznalt fluoreszcein - rodamin festékpar detektalasara volt
alkalmas. Az jabb citométer rendszerekben, melyek altalaban 488 és 635 nm 1ézergerjesztést
hasznalnak, a fluoreszcein és rodamin par mar nem alkalmazhatd, mivel a 635 nm-es
gerjesztés a rodamin szinképtartomanyan kiviil van és a 635 nm-en gerjeszthetd festékeknek a
fluoreszceinnel képzett spektralis atfedése olyan kicsi, hogy az energiatranszfer gyakorlatilag
nem torténik meg. Ugyanakkor szamos 10j fluorofor jelent meg a sejtbiofizikai alkalmazasok
terén, melyek alkalmasak az Gjabb citométerekben FRET mérésére. Ezek hasznalhatosaganak
meghatdrozasara négy paramétert talaltunk relevansnak: a normalizalt fluoreszcencia
intenzitds (1,,m), spektralis atfedési integral (Jp,), normalizalt energiatranszfer hatdsfok
(Enorm) €s az efr egylitthato.

Az azonos szdmu festékre vonatkozd normalizalt fluoreszcencia intenzitds értékeket
(Inorm) 0gy kapjuk meg, hogy az atlag fluoreszcencids jelbdl eldszor levonjuk az atlag hattér
intenzitas értékeket, majd elosztjuk a festék-fehérje jelolési arannyal (L). A Jp, atfedési
integral a festékek szinképeibdl szamithatd ki. Ahhoz, hogy az egyes festékparokra kapott E
értékeket 0sszehasonlithassuk, normalizalni kell azokat a jelolési donor-akceptor aranyra: az
E,om Szémitasara olyan biologiai rendszeren alapuld algoritmust allitottunk fel, ahol ez az
arany 1 (pl. MHC I molekulédk nehéz és konnyli lanca). Az efr egylitthatd a festékek donor
gerjesztési hullamhosszon vett molaris abszorpcios egyiitthatdinak aranyaként szamolhatd
(ep/e4). Ezt a fizikai paramétert nem lehet megbizhatéan meghatarozni a festékek elnyelési
szinképe alapjan, viszont arra lehetdség van, hogy a FRET hatasfokot meghatarozzuk, majd
az efr faktort ugy valtoztassuk, hogy a transzferhatdsfok értéke megegyezzen a donor
kioltassal szamolt (antitest kompeticiora korrigalt) értékkel.

Mindezen adatokat a Cy3, AlexaFluor488, AlexaFluor546, AlexaFluor555,
AlexaFluor568 donorként, valamint Cy5, AlexaFluor633 ¢és AlexaFluor647, akceptorként
alkalmazhat6 fluoroférokra, ill. a beldliik alkotott parokra a héarom tesztelt aramlési
citométeren megmérve a donor festékek koziil az AlexaFluor546 és AlexaFluor555 bizonyult
a legjobbnak. Alacsony antigén-szam esetén a jel/zaj viszony alapjan az AlexaFluor546 a
jobb FRET donor jobb kvantumhatasfoka miatt. Egy akceptor festék esetén a donor
fluoreszcencia csatornaba valo atvilagitas és az atfedési integral a fontosabb. Ez alapjan a Cy5
a legjobb, mig az AlexaFluor633 a legrosszabb FRET akceptor, és az AlexaFluor647 igen
hasonlé a Cy5-hoz. Az egyediili oka, hogy a Cy5-6t kevésbé jo festéknek tartjuk, az alacsony
kvantumhatasfoka és gyenge fotostabilitasa. Paronként megvizsgalva az AlexaFluor555-Cy5
¢s az AlexaFluor546-AlexaFluor647 festékparok rendelkeznek a legkedvezobb jellemzokkel.
Az els6 par rendelkezik a legnagyobb atfedési integrallal, és ezzel kaptuk a legnagyobb FRET
hatasfok értéket, mig az utobbi festékparral mértiikk a legmagasabb fluoreszcencias jeleket.
Mivel a fluoreszcencidas mérésekben a fluoreszkald festék gerjeszthetOsége ¢és
detektalhatdsaga a legfontosabb, ezért aramlasi citometrias energiatranszfer kisérletekhez az
AlexaFluor546-AlexaFluor647 festékpar a legmegfelelobb. Ugyanakkor egyes mikroszkopos
technikdkban a fluoreszkdldo festékek fotodestrukcidja is fontos, igy akceptor
fotoelhalvanyitasos FRET méréseknél az AlexaFluor555-Cy5 a legjobb valasztds. A
fotoelhalvanyitasos méréseket kitapadva novo sejtek vizsgéalatakor kiillondsen alkalmasnak
talaltuk a fiziologias morfologia megdrzésére, beleértve az adhézios strukturak és a hozzajuk
kothetd kinaz aktivitds épségét. Az elemzések megkonnyitésére hazi képfeldolgozd
programokat készitettliink ezekhez a mikroszkopos mérésekhez.

A kozelmultban néhany megfigyelés azt sugallta, hogy a chaperonok, koztiik a Hsp90
azok mikodésének szabalyozasaban is. Western blot kisérletekben, a lizis pufferben
keresztkotd agenst alkalmazva kimutattuk, hogy a Hsp90-t gatld geldanamicin hataséara
SKBR-3 emlétumor sejteken fokozddik a heregulin kezelésre kialakulo ErbB2-ErbB3
heterodimerek mennyisége, €és az ErbB3 foszforilacidja. Mikroszképos FRET mérések
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megerdsitették, hogy SKBR-3 sejteken 17-AAG (17-allilamino-17-demetoxigeldanamicin,
egy fokozott membranpenetrancidju geldanamicin analdg) id6fliggdé moddon fokozza az
ErbB2-ErbB3 dimerek képzdodését. EGF kezelésnél hasonlé megfigyeléseket tettiink:
fokozoédott az ErbB1-ErbB2 dimerek mennyisége és mindkét receptor foszforilacidja is. Az
ErbB2 specifikus, az ErbB csalddban csak ra jellemz6 Hsp90 kotéhelyének kicserélése az
ErbB1 homolog, de Hsp90-et nem kotd szekvencidjaval fokozta az ErbB2 spontan
dimerizacios készségét és foszforilaciojat.

SKBR-3 sejtekben a Hsp90 gatlasa fokozta az ErbB2 internalizacidjat, de heregulinnal
egyiitt alkalmazva a sejtmembranbdl keresztkotéssel izolalhatdé ErbB2 homodimerek
mennyisége csokkenést mutatott. Az SKBR-3 sejtek egyarant fejeznek ki ErbB2-t és ErbB-3-
t, melyek kozos klaszterekben helyezkednek el. FRET mérésekkel igazolhato, hogy ezekben a
klaszterekben az ErbB2 homodimereket és az ErbB3-mal heterodimereket is képez. Mindezek
alapjan feltehetd, hogy a Hsp90 a membranban dimer forméban stabilizalja az ErbB2-t, s ezen
dimerekben az ErbB2 kinaz aktivitdsa csekély mértékii. A Hsp90 gatlasa dnmagdban két
folyamatot tesz lehetévé. Egyrészt az ErbB2 dimerek kindz doménjei felszabadulnak a gatlas
alol, az ErbB2 transzfoszforilalodhat, és internalizalodik. Masrészt az ErbB2 asszocialodhat
tovabbi ErbB kinazokkal - az SKBR-3 esetén az ErbB3-mal - és foszforilalhatja 6ket. Mivel a
heregulin az ErbB3 specifikus liganduma, ha a Hsp90 gatlasaval egyidejlileg heregulint is
adunk a sejtekhez, az utobbi, ErbB2-ErbB3 dimerizacios folyamat lesz a dominans, és az
ErbB2 homodimerek mennyisége csokken.  Eredményeink jol magyardzzak azt a
mechanisztikus megfigyelést, hogy az ErbB2 az ErbB receptorcsalad egyetlen olyan tagja,
amelynek internalizacidja nehezen megy végbe, és elkeriili a klatrinburkos csapdakat. A
megfigyelésnek potencialis terapias vonatkozdsa  is van, hiszen a 17-AAG mint
chaperongétld klinikai kiprobaldsig jutott szamos daganat terapidjaban. ErbB2-t
nagymértékben kifejez0 daganatokban a Hsp90 17-AAG altali gatlasa fokozhatja az ErbB2
internalizacidjat, ami kivanatos lehet, ha degradaci6 koveti, ugyanakkor a 17-AAG fokozhatja
az ErbB2 foszforilaciojat, aktivaciojat is, valamint, ha az ErbB csalad tovéabbi tagjai is jelen
vannak, serkentheti aktiv ErbB2 heterodimerek képzddését is.

Ezt a feltételezést alatamasztjak azok a kisérletek is, melyben a trastuzumab rezisztens
kombinacioja jelenlétében. A trastuzumab rezisztens sejteken az FErbB2 nyugalmi
foszforilacids szintje 1ényegesen alacsonyabb volt a szenzitiv sejtekénél, és trastuzumab altali
aktivacioja €s leszabalyozasa is. Ezzel szemben a 17-AAG ezekben a sejtekben is hatékonyab
fokozta az ErbB2 homodimerizaciot, és 70 nM (szenzitiv, SKBR-3), ill. 10 nM (rezisztens,
JIMT-1) ICsy értékkel gatolta mindkét sejt proliferaciojat, s a gatlas korrelalt az ErbB2
foszforilacids szintjével és leszabalyozasaval. A proliferacido gatlas mechanizmusa javarészt
apoptozisnak bizonyult. Mivel az ErbB2 leszabalyozéas és foszforilacid félhatékony dozisa
mindkét sejtvonalban 30-40 nM volt, mig a proliferaciot gatlo hatas forditva korrelalt az
ErbB2 expressziods szinttel, feltételezziik, hogy az ErbB2 17-AAG altali aktivacidja az
internalizacion kiviil talélési utakat is megindit, melyek a globalis citosztatikus hatast részben
kivédik. Ugyanakkor a magas ErbB2 expresszioju szenzitiv sejteken a 17-AAG kezelés
kiegészitése a trastuzumab szokasos 40 pg/ml-es dozisédval — bar a 17-AAG ICsg értékét nem
valtoztatta meg — csOkkentette az ErbB2 foszforilacids szintjét, és alacsony 17-AAG
dézisoknal hatékonyan fokozta a 17-AAG okozta sejtpusztulast, igy a trastuzumab-17-AAG
kombinacios terapia igéretes lehet a magas ErbB2 expresszidju tumorok esetén.

Az EGFR, vagy ErbBl szamos emlétumorban mutat fokozott kifejezodést, és igy
nagy mitogenikus aktivitasa ErbB homo- és heterodimerek alkotdja lehet. Mint 1) antitest
terapidk (Erbitux, cetuximab) célpontja, internalizacioja, leszabalyozasa fontos kérdés. Bar az
ubikvitinalds ismert internalizaciés ¢és lebontasi jel, kérdéses, hogy az ErbBlI
internalizaciojahoz elegendd-e az ubikvitinalas. Kisérleteinkben azt tapasztaluk, hogy az
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ubikvitin és c-Cbl vektorokkal transzfektalt CHO sejtekben az ErbB1 EGF kezelés hatasara
foszforilaloédott és ubikvitindlédott. Az ErbB1 Y1045F mutansa, mely nem képes a c-Cbl
megkotésére még foszforilalt allapotban sem, nem, vagy csak nagyon kevéssé volt képes
internalizalodni CHO sejtekben. Azonban ha a C-termindlis végére egy monoubikvitin volt
fuzionalva, internalizacidja felgyorsult, még akkor is, ha a monoubikvitin a 75. és 76.
glicinjének alaninra tortént mutdcidja miatt nem volt megfeleld kiinduldsi pontja egy
esetlegesen hozzakotendd poliubikvitin lancnak. Ha a sejtekbe akar elagazésra képtelen, akar
vad tipusu ubikvitint transzfektaltunk, az ErbBl1 EGF hatasara azonos foszforilacios és
ubikvitindcidés mintdzatot mutatott, és gyorsan internalizdldodott, alatamasztva, hogy ¢€lo
kivaltoja. Iranyitott mutagenezis segitségével azt is megallapitottuk, hogy a folyamat
meginditasaért felelds elsd ubikvitint a c-Cbl a tirozinkinaz-domén valamelyik lizinjéhez
kapcsolja. Tekintve, hogy egyetlen ubikvitin is elegendéonek tinik az ErbBl1
internalizacidjdhoz, feltételezziik, hogy a tobbszorés monoubikvitinacio fokozza az
internalizaciés adapter fehérjék (pl. epslS5) kotodésének aviditasat, s ugyanakkor
hatékonyabban biztositja, hogy az internalizalt receptor elkeriilje a proteaszomat.

A fluoreszcencia korrelacios spektroszkdpia alapjait E. Elson és R. Rigler fektették le
a hetvenes évek kozepén. A lézerek és detektorok technikai fejlédése csak késobb tette
lehetévé, hogy ez a nagy érzékenységet €s idoben allandd intenzitadsu gerjesztést megkivano
modszer terjedni kezdjen. Munkank sordan azt vizsgaltuk, hogy alkalmas Ilehet-e a
fluoreszcencia korrelacios spektroszkopia — amennyiben a konvencionalis fluoreszcencids
mikroszkép képalkotasdval kombindljuk — ¢€l6 sejtek molekuldinak tanulményozésara az
egyes szubcellularis kompartmentekben. A fluoreszcensen jelolt interleukin 2 és 15
receptorokkal, valamint MHC fehérjékkel végzett modellkisérleteket kovetéen az ErbBI-
eGFP fuzios génjével stabilan transzfektalt CHO sejteket vizsgaltunk, melyekben a kiméra
receptor mitkodoképességét a receptor tirozin foszforilacidja és az EGF altal kivaltott kalcium
tranziens alapjan bizonyitottuk. A konfokalis tértfogatelembdl szarmazo jel detektalasa igen
nagy érzékenységli volt, egyedi molekulak diffazioja is lathatova valt.

Az autokorrelacios fliggvény illesztésében egy gyors ¢és egy lassu diffuzios
komponenst, tovabba az eGFP triplet allapotat is figyelembe véve a sejtek harom
kompartmentjében — a membréanban, a citoplazmaban, és az endoplazmatikus retikulumban —
jellemeztik a fuziés ErbBl mobilitasat. A membranreceptorok tanulméanyozésa
szempontjabol az egyik legfontosabb informacié az, hogy a membran sikjara fokuszalt
konfokalis térfogat esetén is jelentds, 35%-nyi gyors komponens mérhetd, melynek diffuzids
allandoja jol egyezik a szabad citoplazmatikus GFP diffizios allandojaval (1,7 + 0,4 x 107
cm?/s), amit a GFP-vel tranziensen transzfektalt sejtekben mértiink. Ugyanez a gyorsan
diffundalé molekulatipus nagy aranyban (78%) talalhatdo, ha a mérést a citoplazmaba
fokuszalva végezziik. Figyelemre méltd, hogy a membranban tapasztalt 1,6 + 0,9 x 107
cm?/s-0s diffizios 4llandd  sokkal nagyobb, mint a korabban FPR (fotokioltds utani
fluoreszcencia visszatérés) mérések alapjan az ErbB1-re megallapitott értékek (A431 sejteken

4,5-8.2 x 10710 cmz/s, fibroblasztokon 1,8 x 101° cmz/s, keratinocitakon 4,1 % 10" ecm?s.

Sajat FPR méréseink az F1-10 sejteken szintén 10 cm?/s diffizios allandot eredményeztek,
tehat nem valdszinii, hogy a kiilonbséget a fuzios fehérjében megjelené eGFP okozna. Ugy
véljik, hogy a sejtmembran doménszerkezete, az ErbB receptorok klaszteres eloszlasa —
beleértve az ErbB1-eGFP klaszteres eloszlasat is — magyarazza legjobban a jelenséget. Az
FCS mérések soran egy kis térfogatelemben mériink, €s a klaszteren beliili és/vagy a
klaszteren kiviili lokalis diffuziot jellemzd értéket kapunk. Ezzel szemben a FPR mérések
soran a kiégetett folttdl tavolabb esd teriiletekrdl a foltba diffundaldé molekuldk mobilitasat
jellemezziik, s ezeknek a molekuldknak egy vagy tobb doménhatart kell atlépnilik ahhoz,
hogy bekeriiljenek a kiégetett foltba, ami lassitja, ill. anomalissa teszi diffuzidjukat.
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Az elézoekben ismertetett kisérleti tapasztalatok, valamint az irodalomban
felhalmozddott ismeretanyag arra késztet, hogy harom évtized elteltével ujragondoljuk a
Singer-Nicolson féle folyékony mozaik membranmodellt. A kisérleti adatok, melyek nem
tamasztjak ald a Singer-Nicolson membranmodellt, a kdvetkezdek: (i) a receptorok eloszlasi
mintdzata nem véletlenszeri a plazmamembréan kiillonb6z6 szervezddési szintjein; (i1) tartos
molekularis kolcsonhatasok a citoszkeletalis elemekkel és jelatviteli molekulakkal; (iii)
rovidebb akadalymentes uthossz, mint amit szabad diffuzié esetén varnank; (iv) a membran
lipidkomponenseinek doménstruktirdja lehetévé teszi, hogy bizonyos membranfehérjék
szeparalodjanak, vagy egy helyre csoportosuljanak; (v) a transzmembran fehérjék
fellelhetésége a membrandoménekben arra utal, hogy a membranszerkezet fenntartdsaban a
fehérjék legalabb olyan fontos szerkezeti elemek, mint maguk a lipidek; (vi) az adekvat
sejtvalaszokat a fehérjék membrandomének kozotti dinamikus atrendezédése teszi lehetdve,
melyet protein-lipid és protein-protein kdlcsonhatasok szabalyoznak.

A fentick miatt a Singer-Nicolson modell nem alkalmazhaté kozvetleniil a
membranban lezajlé folyamatok leirasara, 1j koncepcid bevezetése latszik sziikségesnek,
mely a membranfehérjék kolokalizacidjara, komobilitdsara €s nem véletlenszeri eloszlasara
helyezi a hangsulyt. Ennek elemei a kovetkezok: (i) a sejtfelszini (transzmembran, glikozil-
foszfatidilinozitolhoz kotott, és egyéb) fehérjék mozgasat lipid domének elkiiloniilése
korlatozza, valamint azok a hatarok, melyekbe diffuziojuk soran ezek a fehérjék iitkozhetnek;
(i1) a membranfehérjék homogén, vagy valtozatos Osszetételli molekuldris szintli csoportokat
alkothatnak, ami a Singer-Nicolson modellbdl a ,,mozaik” koncepciodjat teszi hangstlyossa;
(ii1) a fehérjék szervezddésének létezik egy masodik hierarchikus szintje is, mely szamos
protein néhany szaz nm-es klaszterekbe valo rendezddésében nyilvanul meg; (iv) a fehérjék
vagy fehérjecsoportok gyakorta lipid tutajokban helyezkednek el a membranban, és/vagy
annak két oldalan hatd erdk hataséra; (v) egyes receptortipusok (pl. TNF ¢és IL receptorok)
alegységei a fiziologias ligandum hidnyéban is dsszeszerel6dott receptorkomplexet alkotnak a
membranban, melyben ligandkotés hatasara az alegységek kolcsonhatasa még szorosabba
valik; (vi) a ligandkotés hatasara bekovetkezd receptor di-, és oligomerizacio (pl. az ErbB
csalad tagjai esetében) szintén fontos dinamikus szervezddési folyamat, melyben a kdrnyezet
ligandum-0sszetétele jelentdsen befolyasolhatja a jelatvitel kimenetelét; (vii) a legkisebb
mikrodomének tartalmazhatnak akar csak egy-egy fehérjét, vagy funkcionalis oligomert és
annak kozvetlen lipid kornyezetét; a nagyobb szignalizaciés egységek, pl. az
immunszinapszis, ilyen egységdoménekbdl éplilnek fel; (viii) a transzmembran fehérjék
alfahelikalis transzmembran doménje hosszat, és alakjat tekintve illeszkedik az 6t legnagyobb
affinitassal befogado6 lipid régio alifas oldallancai és koleszterin tartalma altal meghatarozott
fizikai-kémiai kornyezethez; (ix) a fehérjék kiilonb6z6 membrandoménekben valod
elhelyezkedését a specifikus lipid-fehérje kolcsonhatasokon keresztiil genetikailag megszabja
a transzmembran domén aminosavszekvenciaja, €s azok szekvenciaspecifikus kovalens
modosulasai; (x) a fehérjék szerepe a membrandomének alkotdelemeinek, szerkezetének, és
dinamikdjanak meghatarozasaban legalabb olyan fontos, mint a lipideké; (xi) mig a
mesterséges lipid kettdsrétegekben spontan elkiiloniild struktirdk alakulnak ki, az élo sejt
membranjadban a lipid-lipid kdlcsonhatasokon kiviil a protein-lipid, illetve protein-protein
kolcsonhatasok, és érzékenyen szabalyozott vezikularis transzportfolyamatok biztositjak,
hogy ne csak szerkezet, de dinamikusan szabalyozhato szerkezet alakuljon ki; (xii) a
mikrodomének és receptor szuperstrukturdk eredetének és jellemzdinek meghatarozasa
segitségiinkre lehet a sejtek aktivacios allapotanak €s reaktivitdsanak vizsgalataban. Ezek az
informaciok diagnosztikai, prognosztikai, vagy akar terapias jelentdsséggel is birhatnak, ha a
receptorok eloszlasi mintazatait hozza tudjuk rendelni kiilonféle koros allapotokhoz, vagy a
sejtek megvaltozott genetikai alloméanyahoz.
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A fenti megaéllapitasok fényében be kell latnunk, hogy a sejtmembran biologiai
tulajdonsdgai bonyolultabbak, mint amit egy egyszerii, altalanositd, a membranban
elhelyezkedd molekuldk azonos viselkedésére alapozott modell le tud irni. A Singer-Nicolson
modell, bar megszoritasokkal, de érvényesnek tekinthetd: szabad diffizid van, de csak a
membrandomének hatarain beliil, ahol a molekularis interakciok nem akadélyozzak. Ez azt
jelenti, hogy a hangsulyt a folyékonysagrol a mozaikossagra kell attenni. A szabad diffuziot
behatarolja (i) a lipid domén struktura, (ii) a citoszkeletalis és mas citoszolikus molekularis
interakciok lehetdséget adnak az intermolekularis kapcsolatok idétartaménak novelésére, igy
a két- vagy tobboldalu interakciok valoszinliségének fokozasara, amit néha egyszeriien csak a
jelatviteli utak atfedéseként emlegetiink. A fenti megkotések mellett tehat a membran
alkotoelemei valoban mobilisnak tekinthetek, de e szervezderék a membrant mégis erdsen
kompartmentalizalt szerkezetiivé teszik, mely inkdbb mozaik, mint folyékony jellegii. A
membran sikjaban a diffizio, az intermolekuléris erdk, a megvaltoz6 membranpotencial, és az
extracellularis hatasok alakitjdk ki, vagy romboljdk le a dinamikusan szervezddo
szupramolekularis struktirakat. Ennélfogva a tovabbfejleszett Singer-Nicolson modell neve
,,dinamikusan strukturalt mozaik modell” lehetne.

10



