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1.Bevezetés és irodalmi attekintés
1.1. A daganatos megbetegedések el6fordulasa, terapias lehetoségei

A daganatos megbetegedések altal okozott mortalitas a masodik helyen all a sziv- és
érrendszeri betegségekkel Osszefiiggd haldlozasok mogott annak ellenére, hogy a daganatos
megbetegedések megeldzésében és kezelésében jelentds eldrelépések torténtek (World Health
Organization, 2018). A halalozas csokkentése elsGsorban a daganatok korai diagnozisatol, a
korszeriibb diagnosztikai mdodszerek és a hatékony terapias eljarasok alkalmazasatol varhato.

A daganatos betegségek tipusatdl és stadiumatol filiggéen kiilonbozo kezeléseket
alkalmaznak a rdkos sejtek elpusztitisara. A komplex kezelést igényldé daganatok esetén a
mitéti beavatkozas, a sugarterdpia, kemoterapia, hormonterapia vagy immunterapia, illetve
ezek kombinacidja sokféle lehetdséget kinal. A kemoterdpia fontossagat mutatja az a tény,
hogy az immun-, és hormonterapiak egyelére csak kevés tumor esetében egyenrangl
alternativak, tovabba a hagyomanyos kemoterapiat kedvezo esetekben 6nalldan alkalmazva is
gyogyulas érhetd el, foként a vérképzdszervi daganatok (leukémidk, limfomak) esetén. Mas
esetekben a kemoterapiat kiegészitd terapiaként alkalmazzék a sebészeti beavatkozédsok és
sugarterapids kezelések mellett, melynek fontos célja a tumor terjedésének megakaddlyozéasa
a primer tumorbo6l szétszorodott rakos sejtek elpusztitasa révén, lehetévé téve a daganatos
betegek allapotanak stabilizalasat vagy végleges gydgyulasat.

A kemoterapidban altaldnosan alkalmazott ndvényi eredetli €s szintetikus gyogyszerek
(citosztatikumok) a daganatsejtek osztddasat gétoljak, vagy elpusztitdsukat célozzak. A
daganatos betegek biologiai jellemzdinek kiilonbsége, valamint genetikai eltéréseik
alapvetdéen befolyasoljak a daganatok -citosztatikumok iradnti érzékenységét. A betegek
jelentds hanyadat azért veszitjik el, mert a citosztatikus terdpia nem bizonyul elég
hatékonynak a daganatos sejtek mar eleve meglévd ,.intrinsic” rezisztencidja (els6dleges

rezisztencia) vagy a kemoterapia folyamata soran kialakuld ,,szerzett” rezisztenciaja miatt [1].

1.2. A daganatsejtek gyogyszer rezisztenciaja és a multidrog rezisztencia

A kemoterapias kezelésnek ellenalldo daganatsejtekben szamos mechanizmus
biztosithatja a tumorsejtek talélését: csokkenhet a gyogyszerek célpontjaul szolgald fehérjék
mennyisége, gatlodhatnak az apoptotikus tGtvonalak [2], altalanos védekez6 mechanizmusok
aktivalodhatnak, mint példaul a drogok detoxifikacidja és a karosodott DNS javitasa [3], vagy
akar fokozodhat a kemoterapias szereket lebontdé enzimfehérjék miikodése [4]; [5]. A

sejtszintli  rezisztencia mechanizmusok egyik leggyakoribb formdja a  széles



szubsztratspektrumu energia-fiiggd gyogyszer exporter(ek) fokozott kifejezddése, melyek
képesek a toxikus vegyiileteket a sejtbol eltavolitani, mieldtt azok kifejthetnék intracellularis
hatasukat [6]; [7].

In vitro vizsgalatok alapjan a tumor sejtekben kialakulé multidrog rezisztencia legfébb
okozojaként harom, az ABC transzporterek (ATP-Binding Cassette) népes csaladjaba tartozo
fehérjét azonositottak. Egy az 1970-es években megjelent publikacioban az in vitro
kolhicinnel, vinblasztinnal, daunorubicinnel vagy mas amfipatikus vegyiiletekkel szelektalt
kinai horcsog ovarium sejtekben egy membranfehérje emelkedett expresszidjat mutattak ki
[8]. Ezt a kb. 170 kDa méretii glikoproteint P-glikoproteinnek (Pgp/MDR1/ABCBI1) nevezték
el, mivel Osszefiiggésbe hoztdk a fenti citosztatikumok megvaltozott membran
permeabilitasaval (a ,,P” a permeabilitas szobol ered). Az MRP1-et (multidrug resistance
protein 1/ABCC1) [9] olyan drogrezisztens Kis-sejtes tiidékarcindma sejtvonalakban
azonositottak, melyekben Pgp expresszio nem volt kimutathatd. Doyle és munkatarsai késébb
humén mellrdk sejtvonalakon egy harmadik fontos transzporter fehérje, a BCRP (Breast
Cancer Resistance Protein/ABCG2) jelenlétérdl szamoltak be, melynek hatdsara a sejtek
szamos citosztatikummal szemben — tobbek kdzott mitoxantron, daunorubicin, doxorubicin —
mutattak rezisztenciat [10]. Kés6bbi vizsgalatok soran kideriilt, hogy ezen exporter tipust
transzporterek a szervezet szamos szovetében kifejezodnek, ahol a xenobiotikumok elleni
védekezésben is szerepet jatszanak [11]; [12]; [13]; [14]; [15].

Béar a multidrog rezisztencidt okozo6 transzporterek expresszids szintje a terdpiara
rezisztens betegekbdl izolalt tumor mintakban messze elmarad az in vitro koriilmények kozott
szelektalt sejteken tapasztalt transzporter szintektdl, szerepiiket a gyogyszer rezisztencia
kialakulasaban és a betegség kimenetelének meghatarozasaban egyre tobb adat tdmasztja ald.
A transzporterek expressziojanak fokozodasa gyakran korrelal a tumor gradusaval [16]; [17]
¢és kifejezddésiik a betegség kimenetelét eldrejelzd fiiggetlen prognosztikai faktor szdmos
daganatos megbetegedés esetében (pl. az MRP1 neuroblasztomaban [18]; a Pgp AML-ben
[19] vagy az ABCG2 emldrakban [20]). Az altalunk vizsgalt Pgp terapias jelentdségét
mutatja, hogy expresszidja AML-ben [21] és akut nem-limfoblasztos leukémiaban (ANLL)
[22] negativ korrelaciot mutat a kezelésre adott valasszal [23].

Bar az utobbi évtizedekben szdmos probalkozas tortént a Pgp funkciojanak gatlasara, a
Klinikumban is sikeresen alkalmazhaté megoldas még nem sziiletett. Azonban a Pgp

szerkezete ¢és biologiai funkcidja kozotti Osszefiiggés megértése 0j, az eddigieknél



hatékonyabb terapids eljarasok kifejlesztéséhez vezethet, melyek személyre szabott

alkalmazasa a tumoros betegek gyogyulasi esélyének jelentés novekedéséhez vezethet.

1.3. Az ABC fehérjék
1.3.1. Az ABC fehérjék szerkezete

Az ABC fehérjék alkotjak az egyik legnagyobb és legdsibb fehérjecsalddot, melynek
tagjai a baktériumoktol az emberig a legtobb él6lényben megtalalhatoak [24]. Az ABC
fehérjék kozos szerkezeti sajatossaga, hogy konzervalt szekvencia motivumokbol felépiild
ATP-kot6 kazettaval (ATP-Binding Cassette, ABC) rendelkeznek. Az ABC transzportereket
funkcidjuk alapjan harom csoportra oszthatjuk, ezek a bakteridlis importerek és exporterek,

valamint az eukariotak exporterei [25] (1. abra):

periplazmatikus tér/
extracellularis tér

szubsztrat-koté
fehérje

plazmamembran

TMD T g v : y ¢ (Gram-negativ

baktériumok
belsé membranja)

C-termindlis o s
A

szabilyozé domén citoplazma

I. tipusd importerek 1. tipust importerek exporterek

\ J
|

Prokariotakban

Prokariotakbanés
Eukariotakban

1. abra: Az ABC transzporterek fobb csoportjai, alapveté felépitésiik és membran lokalizaciojuk
Josy ter Beek és munkatarsai alapjan [44]. NBD: nukleotid-kété6 domén, TMD: transzmembran
domén.

Az ABC transzporterek szerkezetére daltaldnosan jellemzd, hogy a funkcidképes
fehérje két a szubsztratok megkdtéséért felelds transzmembran doménnel (Transmembrane
Domain = TMD) és két az ATP megkdtéséert és hidroliziséért felelds ATP-koté kazettaval
(Nucleotide Binding Domain = NBD) rendelkezik [26]. Azokat a transzportereket, melyek
egyetlen polipeptid lanca mind a négy domént tartalmazza, teljes transzportereknek nevezziik.

A féltranszporterek két olyan polipeptid lanc dimerizacidjaval hozzak 1étre a miikodoképes
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fehérjét, melyek mindegyike egy nukleotid-koto és egy transzmembran doménbdl all, mint
példaul a Sav1866 (a human Pgp-vel homolog multidrog efflux transzporter a Gram-pozitiv
Staphylococcus aureusban) [27]. Prokariotak esetében gyakori, hogy a négy domént kiilon
gének kodoljak, melyekrdl szintetizalodd fehérjék aztan funkcionalisan aktiv transzporter
komplexszé oligomerizalodnak a membranban [28]; [29]; [30].

A Gram-negativ baktériumokban taldlhaté ABC importerek egyedi jellegzetessége a
periplazmatikus szubsztratk6té fehérje, mely a megkotott szubsztratot elszallitja a belsd
membranban elhelyezked6 importer komplexhez [31]. A bakterialis importereket két
csoportba soroljuk a transzport mechanizmus jellegzetességei és a szallitott molekulak mérete
alapjan [32] (1. abra).

A kis molekulakat szallito un. egyes tipusu importerek 10-14 transzmembran alfa-
hélixszel rendelkeznek, mint példaul az E. coli maltoz transzportere (MalFGK2), a molibdat
transzporter, aminosav transzporterek (pl. a hisztidin transzportjat végz6é HisP
periplazmatikus hisztidin permeaz a Salmonella typhimuriumban), vagy az E. coli riboz
felvételéért felelés Rbs transzporter [33]; [34]. A kettes tipusi ABC importerek tobb,
maximum 20 transzmembran alfa-hélixbdl épiilnek fel [35] és nagyobb molekulak szallitasara
specializalodtak, mint pl. a B12 vitamin (BtuCD transzporter) [35].

A Dbaktériumok ABC exporterei feleldosek szamos antibiotikum [36], toxin (pl.
bakteriocinek) [37], fehérje (pl. a hem felvételében szerepet jatszo fehérjék), enzim (pl.
proteazok, lipazok, exoglukanazok, hemolizin [38], adenilat-ciklaz) periplazmatikus térbe
vagy a sejten Kiviilre torténd transzportjaért [39]. A Gram-negativ baktériumok bizonyos
ABC exporterei tovabbi Un. jarulékos alegységekkel is rendelkeznek, melyek egy funkcionalis
egységként a belsd és kiils6 membranhoz kapcsoldodva a szekretdlt termék extracellularis
médiumba torténé felszabadulasaban jatszanak szerepet [40]; [41]. A Gram-negativ
baktériumok ABC exportereinek egyik jellegzetes képviselje az Escherichia coli-bol izolalt
HlyB ABC transzporter, mely a hemolizin szekrécidban vesz részt. A HlyB fehérje a bels6
membranban taldlhato, egyik jarulékos faktora a periplazmatikus térben transzport csatornat
formaldé HlyD vagy mas néven membran fuziés fehérje, mig a kiils6 membranban
elhelyezked6 jarulékos faktor a TolC [42]; [25]; [43].

Az ABC transzporterek harmadik csoportjat az eukaridta exporterek alkotjak, melyek
jellegzetessége, hogy a NBD ¢és a membranban elhelyezkedd TMD egy polipeptidlancon
talalhato (1. abra). Az On. féltranszporterek esetében az egy NBD-bol és egy TMD-bol allo

egységeknek a membranban torténé homo- vagy heterodimerizaciojaval jon létre a
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funkcioképes transzporter (homodimer pl. ABCG2; heterodimer pl. TAP1/TAP2), mig a teljes
transzporterek két NBD-jét és két TMD-jét egy gén kodolja (pl. ABCB1, ABCCI stb),
feltehetben egy korabban bekovetkezett génduplikacios esemény kovetkeztében [45].

1.3.2. A human ABC fehérjék
A human genomban 48 ABC fehérjét kodold gént azonositottak [46], melyek mutacioi
sokféle betegség hatterében allnak (1. tablazat), mint példaul a Tangier kor [47]; [48]; [49]; a

Dubin-Johnson szindroma [50], vagy a cisztikus fibrézis [51].

EL(NEV,EZES ALTERNA- MUTACIO! VAGY OVEREXPRESSZIO? ALTAL OKOZOTT
CEYSCEBES | Tiv NEV BETEGSEG
nevezéktan)
ABCAL ABC1 Tangier-kor, Familiaris HDL hla(nl))/, érelmeszesedés, Alzheimer kor
ABCA3 ABC-C Ujsziilottkori RDS (surfag.tant h}any), tiid6fibrozis, velesziiletett
szlirkehalyog (1)
ABCA4 ABCR Stargardt betegség, retinitisz plgm(ef)toza, id6skori makula degeneracio
ABCA7 ABCX Alzheimer kor (1)
ABCA12 - Harlequin ichtidzis, lamellaris ichtidzis (1)
ABCR? TAPL Inzulinfiiggd diabetes, Bechtere\’zv—kor, immundeficiencia, arthritis
kockazat (1)
ABCB3 TAP? Inzulinfiiggd diabetes, Bechtereyv—kor, immundeficiencia, arthritis
kockazat (1)
ABCB4 PGY3 Progressziv familiaris 1ntrahe’pat1k.u.s kolesztazis-3, a kolesztazis mas
tipusai is (1)
ABCB7 ABC7 szideroblasztos anémia és ataxia (1)
2-es tipusu progressziv familiaris intrahepatikus kolesztazis, terhességi
ABCB11 BSEP intrahepatikus kolesztazis, ujsziilottkori 1égzési distressz-szindroma
1)
ABCC2 MRP2 Dubin-Johnson szindréma (1)
ABCC5 MRP5 Orokltt hipertrichozis (1)
ABCC6 MRP6 Pszeudoxantéma elasztikum (1)
ABCC7 CFTR Cisztikus fibrozis (1)
ABCCS8 SUR1 Gyermekkori familiaris hiperinzulinémias hipoglikémia (1)
ABCC9 SUR2 Cantt szindroma (1)
ABCD1 ALDP Adrenoleukodisztrofia, adrenomieloneuropatia (1)
ABCD3 PMP70 Hepatosplenomegalia, majbetegség (1)
ABCD4 PMP69 A B12 vitamin metabolizmus velesziiletett zavara (1)
ABCG2 BCRP Koszvény, hiperurikémia (1)
ABCGS5, i Szitoszterolémi vk 1ér-beteasé K6 (1
ABCGS zitoszterolémia, szivkoszoruér-betegség, epekd (1)
ABCB1 Pgp
ABCC1 MRP1 Multidrog rezisztencia (2)
ABCG2 BCRP

1. tablazat. A human ABC transzporterekkel kapcsolatos betegségek [56]; [57].
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A 48 fehérjét aminosav szekvencia homologidjuk alapjan 7 alcsaladba soroltak
ABCA-ABCG-ig [52]; [53]. A human ABC fehérjék tobbsége transzporter szerepet tolt be, de
vannak olyanok is melyek ioncsatornaként (CFTR = ABCC7) funkciondlnak [54], vagy
ioncsatorna fehérjék mikodésének szabalyozasaban vesznek részt (SUR1, SUR2) [55].

Szamos ABC fehérje a plazmamembranban fejezddik ki, ellenben a TAP1/TAP2
heterodimer az endoplazmatikus retikulum (ER) membranjaban expresszalddik, ahol 8-15
aminosavbol allo peptideket transzportal a citoplazmabol az ER lumenébe, amelyek az MHCI
molekulakkal komplexet alkotva az antigén prezentacioban jatszanak szerepet [58]. A
sejtorganellumok membranjaban expresszaloddo ABC fehérjék tovabbi példai az ABCB7 [59],
az ABCB8 [60] és az ABCBI10 [61], melyeket a mitokondriumok membranjaban
azonositottak. Az ABCDI pedig a hossza szénlanci (24-30C) lipideket szallitja a
peroxiszomakba, ahol oxidacidjuk torténik [62]. Utobbi transzporter mitkddésének kiesése

okozza az adrenoleukodisztrofiat [63]; [64]; [65].

1.3.3. A multidrog rezisztenciat kialakité6 human ABC transzporterek szoveti megoszlasa
és fiziologias szerepe

A klasszikus immunolégia a szervezet kornyezeti kihivasokra adott valaszreakciodival
foglalkozik. Ezen valaszreakciok végsd célja, hogy megkeressék és elimindljak a testiinkbe
bejutott mikroorganizmusokat, a rdkos sejteket vagy a kiillonbozd idegen anyagokat, pl.
vizoldhat6 toxikus vegyiileteket. Azonban ezek a mechanizmusok hatastalanok a szervezet
szOveti barrierein gyorsan behatold kisméretli hidrofob molekuldk ellen. A részben atfedd
szubsztrat spektrummal bird6 Pgp, ABCCI1, és ABCGQG2 transzporterek képesek megvédeni
testiinket a karos hidrofob vagy amfipatikus molekulaktol [66] egyiittesen kialakitva egy
védelmi rendszert, melyet gyakran ,kemoimmunitas”-nak neveznek az irodalomban [67];
[68]. Az emlitett aktiv transzporterek a szervezet szamos helyén, de elsésorban a barrier
funkciot betoltd szovetekben fejezddnek ki, mint példaul a vér-agy gat kapillaris endotél
sejtjei, a vér-here gat Sertoli sejtjei, a placenta trofoblaszt sejtjei, a majsejtek, a vékonybélham
és a vesekapillarisok sejtjei [66]. Igy expresszids mintazatuknak és széles szubsztrat
spektrumuknak koszonhetden jelentdsen befolyasoljak a kiilonbozd betegségek kezelésére
alkalmazott gyogyszerek felszivodasat, szervezeten beliili megoszlasat, metabolizmusat,
kivalasztasat és esetleges toxicitasat is (absorption, distribution, metabolism, excretion and
toxicity: ADME-Tox) [57]; [69]; [70]; [71]. Mindemellett pedig a tumorsejteken kifejezédve

multidrog rezisztenciat okozhatnak (lasd 1.2. fejezet).
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A transzporterek (Pgp, ABCG2, MRP1) funkciojanak gatladsa megndveli az altaluk
transzportalt gyogyszerek biologiai hozzaférhetdségét (hasznosithatosagat) [72], mig
kifejez6désiik indukcioja képes a hozzaférhetoségiiket csokkenteni [73]; [15].

A Pgp ¢és az ABCG2 a polarizalt sejtekben (pl. kapillaris endotél sejtek, hepatocitak,
enterocitak) az apikalis membranban fejez6dik ki, mig az MRP1 a polarizalt sejtek
bazolateralis membranjaban talalhaté meg [57]; [74]; [75].

A Pgp, MRP1 vagy ABCG2 knockout egerek életképesek és nincsenek jelentOs
patologias elvaltozasaik, azonban olyan toxinok sokasagara fokozottan érzékenyek, amelyek
altalaban artalmatlanok az ezeket a transzportereket kifejez6 allatokban [76]; [77]; [78]. Bar
ezek az adatok alatdmasztjdk, hogy az ABC transzporterek nem esszencialisak az emldsok
alapvetd é¢lettani folyamataihoz, de fontos kemoprotektiv szerepiiket hangstlyozzak azok az
ujabb megfigyelések, melyek kapcsolatot taldltak ezen transzporterekben azonositott egyetlen
nukleotidra kiterjedé polimorfizmusok és bizonyos gyogyszerek mellékhatasai kozott. Ilyen
pl. az MRP1 nukleotid polimorfizmusa és az antraciklinek kardiotoxicitasa [79]; [80] vagy a
Pgp polimorfizmusa és a taxanok altal kivaltott neuropatia k6zott megfigyelt korrelacio [81].
Erdekes megfigyelés, hogy egyik ABC transzporter miikodésének kiesését egy masik, részben
atfed0 szubsztrat specificitasi transzporter kifejezodésének fokozodasa kompenzalhatja,
ugyanis az ABCG2 molekuldk szama és transzport aktivitasa jelentésen fokozodik a vér-agy
gat mikroereiben az mdrla knockout egerekben [82].

Ujabb adatok szerint ezen ABC transzporterek nem csak xenobiotikumokat
transzportalnak. Az ABCG2 fizioldgias szubsztratja a hugysav, igy a transzporter egyéb
transzport mechanizmusokkal egyiitt részt vesz a hiigysav homeosztazis fenntartasaban [83];
[84]. Ezzel Osszefiiggésben kimutattak, hogy az ABCG2 miikodését csokkentd mutaciok
hajlamositanak a koszvény kialakulasara [85]; [86]. Az MRP1 szubsztratjai pedig nemcsak a
xenobiotikumok glutation-S konjugatumai, hanem a hizoésejtek altal termelt leukotrién-C4 is
[87], ami egy endogén glutation konjugatum, mely fontos szerepet jatszik az allergia és az

asztma patomechanizmusaban [88]; [89].

1.4. A Pgp altal kozvetitett drog transzport folyamatok
1.4.1. Pgp szubsztratok, modulatorok

A Pgp egyik legjellemzdbb tulajdonsaga, hogy képes mind szerkezetében, mind
méretében és hatdsmechanizmusaban eltérd vegyiiletek széles spektrumanak eltdvolitasara a

sejtekbdl (2. tablazat).
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A Pgp Aaltal transzportalt szubsztratok tobbsége semleges vagy gyengén bazikus
tulajdonsagu, aromas gytriiket tartalmazo hidrofob vagy amfipatikus molekula [90]. Szamos
lipofil anyag, melyeket ,,revertald szereknek” vagy ,,modulatoroknak™ neveznek képes gatolni
a Pgp szubsztratok exportjat, ezaltal kivédi a drog rezisztenciat. A szubsztratok ¢&s
modulatorok kodzott nem tudunk éles hatarvonalat hiizni, hiszen vannak olyan modulatorok,
melyek maguk is transzportalodnak és gyakran kompetitiv médon gatoljak mas anyagok
transzportjat [91]. A ciklosporin A (CsA) a szubsztratokkal atfed6 vagy velilk azonos
kotohelyet foglal el a pumpa szubsztrat-kotd zsebében ¢€s a szubsztratoknal nagyobb
affinitassal kotédve megakadalyozza azok transzportjat ¢és ndveli sejten beliili

koncentraciojukat [92].

Antraciklinek: Daunorubicin, Doxorubicin

Antracének: Bizantrén, Mitoxantron
Daganatellenes szerek: Vinca alkaloidok: Vinblasztin, Vinkrisztin

Tubulin polimerizécidra Paklitaxel, Kolhicin

haté drogok:

HIV proteaz inhibitorok: Ritonavir, Indinavir, Saquinavir
(oo Hoechst 44432, Rodamin 123,

Fluoreszcens szubsztratok: calcein-AM

Antibiotikumok: Valinomicin, Gramicidin D

Immunszupressziv agensek: Ciklosporin A, Valspodar

Kalcium-csatorna blokkolok: Verapamil, Nifedipin, Azidopin

Polifenolok: Kurkuminoidok, Flavonoidok

2. tablazat. A Pgp altal transzportalt vegyiiletek fébb csoportjai néhany példaval [95]; [91].

A szubsztratok hidrogén akceptor (elektron donor) csoportokat tartalmaznak és egyes
elképzelések szerint a szubsztrat kotOhely bizonyos aminosav oldallancaival hidrogénhid
transzporter kozott kialakuld hidrogénhid kotések szama hatarozza meg [94]. Ennek alapjan,
ha egy vegylilet tobb hidrogénhid kotés kialakitasara képes a Pgp szubsztrat-kotd zsebével
(ilyen lehet pl. a ciklosporin A (CsA)), akkor altalaban inhibitorként miikddve gatolhatja

annak ATPaz és transzport aktivitasat.
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Mas vegyiiletek, mint példaul a kalcium-csatorna blokkold verapamil, olyan magas
passziv. membran permeabilitasi allandoval rendelkeznek, hogy viszonylag kis
koncentracioban alkalmazva is feldisulnak a sejtmembranban, kiszoritva a szubsztratokat a
fehérje szubsztrat kotéhelyérdl [96]. A cisz-(Z)-flupentixol nevii tioxantén szarmazék pedig
allosztérikus modon képes a Pgp-dltal kozvetitett drog transzportot akadalyozni ugy, hogy
nem zavarja a Pgp szubsztrat felismerését, mivel valoszinilileg a szubsztrat athelyezését és a

A klinikumban a modulatorok betegségre specifikus gyogyszerekkel torténd kombinalt
alkalmazasa rendkiviili fontossagu lehet, mivel javithatdé a hatdanyag bélben torténd
felszivodasa és fokozhato a szoveti barriereken at torténd bejutdsa (vér-agy gat, vér-here gat),
valamint a tumorszdvetben torténd feldusulasa. Azonban alkalmazéasuk soran hatranyaikkal is
szamolni kell. Specificitdsuk és hasznalhatosaguk korlatozottsdga szerint hadrom kiilonb6z6
csoportba sorolhatjuk 6ket [98]; [99]; [100].

Az elsé generdcios modulatorok (pl.: verapamil, CsA, reszerpin) klinikai hasznalatat
kizarja az a tény, hogy nem-szelektivek, transzportdlédnak a Pgp 4ltal, valamint egyéb
bioldgiai aktivitdsuk révén a Pgp gatlasat eldidézd koncentracidban elfogadhatatlan mértékii
toxicitast okoznak [101]; [102]. A mdsodik generdciés modulatorokat (pl.: valspodar,
dexverapamil) magasabb specificitas jellemzi, ellenben megjosolhatatlan farmakokinetikai
kolcsonhatasokat okozhatnak a citokrom P450 enzimrendszer gatlasaval, valamint a veliik
egyiitt alkalmazott kemoterdpids 4agensek metabolizmusanak és szervezetbdl torténd
kitirilésének befolyasolasaval [103]. A harmadik generdcios modulatorok (pl.: laniquidar,
tariquidar, elacridar) rendkiviil igéretesnek tiintek, mivel nem rendelkeznek egyéb ismert
biologiai aktivitassal és hatékonyan gatoljak a Pgp funkcidjat mar alacsony dozisban
alkalmazva is. Sajnos a klinikai kiprobalasok soran mégsem valtottak be a hozzajuk flizott
reményeket. A sikertelen klinikai vizsgalatok oka részben a szervezetben fiziologidsan
kifejez6d6 Pgp molekuldk gatlasa és ennek kovetkeztében az alkalmazott citosztatikumok

megvaltozott farmakokinetikaja és megemelkedett toxicitasa lehetett [104]; [105].

1.4.2. A Pgp altali drog transzport mechanizmusat leiré6 modellek

A Pgp éltali szubsztrat transzport mechanizmusara vonatkozolag tobbféle elképzelés
létezik (2. abra). Mivel a Pgp szubsztratok lipofil-amfifil természetii anyagok, ezért
jelentdsen feldusulnak a lipid kettdsrétegben: a lipid fazisban koncentracidojuk tobb

ezerszerese a vizes fazisban mérhet6é koncentracionak [106]; [107].
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A lipofil molekuldkra a membran hidrofob szegmensében torténd random megoszlas
jellemz6 [108], mig a Pgp szubsztratok tobbségét kitevé amfipatikus molekulak a lipid
kettosrétegben sokkal specifikusabban oszlanak el, azaz a foszfolipid molekuldk tengelyével
mig apolaros részeik a lipid kettdsréteg belseje felé néznek [109]. Valoésziniisithetd, hogy a
Pgp mar a membranbol megkoti szubsztratjait még azeldtt, hogy azok bejutnanak a
citoplazmaba. Ezt tamasztja ala az a kisérleti eredmény is, miszerint a calcein-AM (acetoxi-
metilészter szarmazék) mar a plazmamembranbol kipumpalodik mieldtt a citoplazmaban
jelen 1évé észterazok fluoreszcens calceinné alakitanak [110]; [111], mely nem szubsztratja a

Pgp-nek.

«—— szubsztrat

extracellularis tér

E = transzmembran domén

nukleotid koté domén
ﬂ ATP ) L ATP u ATP —

hidroféb porszivo flippaz

2. abra: A Pgp lehetséges miikodését bemutaté hidrofob porszive és flippaz modellek [108]. A Pgp
hidrofob porszivoként mikodve szubsztratjait kozvetleniil az extracelluléris térbe pumpalja ki, mig
flippazként egyenlOtlen eloszlast idéz elé a plazmamembranban azaltal, hogy a szubsztratokat a
membran belsé lemezébdl a kiilsébe forditja at, ahonnan a molekulak az extracellularis médiumba
diffundalhatnak. Valoszinisithetd, hogy a szubsztratok hidrofobicitasuk mértékétol fiiggben keriilnek
kozvetleniil a sejten kiviilre vagy a membran kiils6 rétegébe.

Higgins és Gottesman az Gn. hidrofob porszivé modellt javasolta a Pgp altali drog
transzport magyarazatdra, mely szerint a pumpa a membranbol Gsszegylijtott szubsztrat
molekulakat kozvetleniil az extracellularis vizes kdzegbe pumpalja ki (2. abra) [112]; [113].
Egy masik, az Un. flippaz modell szerint a transzporter a megkdtott szubsztratokat a membran
belsd rétegébdl a kiilsé szegmensébe forditja at (ezért a floppaz megnevezés lenne helyes),
melyek aztan diffuzidval a sejten kiviili térbe juthatnak (2. abra) [112]; [113], vagy passziv

flip-flop mozgassal visszakeriilnek a bels6 membran lemezbe. Energetikai szempontok
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alapjan egy dehidralt szubsztrat kiils6 membran lemezbe torténd transzportja sokkal
kedvezObb lehet, mint ugyanennek a molekuldnak kozvetleniil a vizes fazisba torténd
szallitasa [108]. Mivel a két folyamat nem zarja ki egymast és kisérletesen is nehéz 6ket
megkiilonboztetni, a legvaldsziniibb, hogy mindkét mechanizmus megvalosul a sejtben: a Pgp
flippazként/floppazként miikodhet a lipid kettosréteghez nagy affinitassal kotodo

szubsztratok, és transzporterként a kevésbé hidrofob anyagok esetében [108].

1.5. A Pgp szerkezete

A human P-glikoprotein (ABCB1) az ABCB alcsalad egyik legismertebb és legtobbet
tanulmanyozott tagja. Az 1280 aminosavbol allé glikoproteint kdédolo6 MDR1 gén a 7.
kromoszéma hosszu karjan talalhatd. Az egyenként egy TMD-t és egy NBD-t tartalmazo
homolog feleket egy flexibilis linker régié kapcsolja 6ssze (3. abra A), melyben létrehozott
pontmutaciok nem befolyasoljak a pumpa miikodését [114]. Mint minden membran
transzporter a Pgp is rendkiviil nehezen kristalyosithatd, igy szerkezetének pontos
megismerése hatalmas kihivast jelent az ABC transzporter kutatok szamara.

A human Pgp szerkezetét sejtetd korai alacsony felbontasu elektronmikroszkopos
felvételeket [115]; [116]; [117] kovetéen kiilonds jelentdséggel birt a Sav1866
Staphylococcus aureus bakterialis ABC transzporter kristaly szerkezetének meghatarozasa
[118]. A homodimer fehérje 12 transzmembran hélixszel rendelkezik (3. abra A), mely
egyezést mutat a Pgp-re vonatkoz6 elektronmikroszkopos tanulményok eredményeivel. A
Dawson és Locher altal megfigyelt kiviilrél-nyitott konformacios allapot a Sav1866 fehérje
ATP-kotott allapotat reprezentalja, melyben a nukleotid-koté domének szoros kapcsolatban
vannak, €és a transzmembran domének egy kodzponti iireget formalnak (3. abra C). Ebben a
konformacios allapotban a transzmembran domének altal koriilvett kozponti tireg zart a lipid
kettosréteg belsé lemeze feldl és a citoplazma iranyabol, ugyanakkor nyitott a kiilsé membran
szegmens felé és az extracellularis tér iranyaba [118]. Ward és munkatarsai 2007-ben
meghataroztdk az MsbA ABC transzporter kristalyszerkezetét nukleotidok hidnyaban és
nukleotid-kotott allapotban is (3. abra C). Eredményeik azt feltételezik, hogy a nukleotidok
kotédése a transzmembran hélixek atrendezédéséhez vezet és megvaltoztatja a transzporter
feltételezett szubsztratkotd zsebének elérhetéségét a citoplazmatikus oldal fel6l nyitott
allapotbol az extracellularis médium iranyaba nyitott konformacioba [119]. Par évvel kés6bb
Aller és munkatarsai meghataroztak a human Pgp-vel 87%-o0s azonossagot mutatd egér Pgp

kristalyszerkezetét ATP-mentes, a citoplazma felé nyitott allapotban. Munkajukban azt is
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bizonyitottak, hogy ez a konformacios allapot képes szubsztratok megkotésére (3. abra B)
[120]; [121]:

A extracellularis tér

N

membran

3. abra: A Pgp transzmembran topologiaja. (A) Az egyenként 6 hélixb6l allé transzmembran
doménekben (TMD) a 4. és 5. transzmembran (TM) alfa-hélixek helyet cserélnek a 10. és 11. TM alfa-
hélixekkel [122]. (B) A Pgp intracellularis tér felé nyitott konformacios allapota az egér ABCBla
kristalyszerkezete alapjan [120]. (C) A Pgp kiviilr6l nyitott, a szubsztratok extracellularis tér felé
torténd eltavolitasara alkalmas konformacios allapota az MsbA [119] és a Sav1866 [118] bakterialis
ABC transzporterek kristalyszerkezete alapjan [120]. (NBD: nukleotid-k6t6 domén, ICL:
intracellularis loop)

1.5.1. Transzmembran domének és az altaluk kialakitott szubsztratkoté zseb

A két transzmembran domén (TMD) tipikusan 6-6 membranon ativeld alfa-hélixbal all
(TM1-TM12). Kristalyszerkezeti adatok alapjan a TMD-k két, egyenként 6 hélixbdl allo
koteget formalnak (1. koteg: 1-3., 6., 10. és 11. hélix, 2. koteg: 4., 5., 7-9. és 12. hélix, lasd 3.

abra A). Az Aller és munkatarsai altal meghatarozott kristalyszerkezeti modellben az ATP-
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mentes Un. apo-Pgp belsejében egy tekintélyes, kb. 6000 A3 méretii iireg talalhatd, mely a
citoplazma és a plazmamembran belsé rétege felé egyarant nyitott (3. abra B). A hidrofob
szubsztratok membranboél torténd bejutasat valdsziniileg a 4-es és 6-0s, valamint a 10-es és
12-es transzmembran hélixek altal formalt kapuk teszik lehetévé, melyek a legszélesebb
pontnal 9 A szélesek [120]. A transzporter belsejében taldlhaté iireg méreténél fogva legalabb
két szubsztrat molekula szimultan megkotésére alkalmas. A feltételezett drogkotd-zsebet
leginkédbb hidrofob és aromas aminosav oldallancok hozzak létre, csak néhany polaris
aminosav ¢és két toltott vagy potencialisan toltdtt aminosav talalhatd kozottiik. Két szubsztrat-
kotott Pgp szerkezetet is azonositottak, melyekben a pumpahoz kotédd vegyiiletek
sztereoizomer ciklikus peptid inhibitorok (QZ59-RRR és QZ59-SSS), melyek a térszerkezeti
szelektivitasra is képes belsd iireg mas-més részéhez kotddnek hidrofob és aromas
kolcsonhatasokon keresztiil [120]. Ez a struktira 6sszhangban van azon korabbi kisérletek
eredményeivel, melyekben cisztein parokat iktattak a cisztein-mentes Pgp-be, hogy a
1étrejove keresztkotések segitségével bizonyos molekula részletek kozelségét detektaljak
[123]; [124].

A TMD-k a szubsztratok megkdtésére specializalddva egyetlen funkciondlis egységet
képeznek, azonban az altaluk kialakitott szubsztrat kotohelyek szama, elrendezddése és a
szubsztrat felismerés molekularis mechanizmusa pontosan nem ismert. Mivel a Pgp
szokatlanul széles szubsztrat spektruma kovetkeztében vegyiiletek szazait képes felismerni és
megkotni (330 Da-tol 4000 Da-ig) [125]; [126], ezért a polispecifikus szubsztrat kotOhely
szerkezetének és milkodésének megismerése rendkiviil fontos a rakellenes gyogyszerek ¢€s
MDR inhibitorok észszerti tervezéséhez.

Propafenon-tipusu fotoaktivalhaté szubsztrat analégok alkalmazasaval és a jelolt
peptid fragmentumok tomegspektrometrias azonositasaval (MALDI-TOF technika (matrix
altal segitett 1ézer deszorpcid ionizacid) - repiilési id6 detektalas) Chiba P. és munkatarsai
arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a propafenonok kotésében a Pgp 3., 5., 8. és 11.
transzmembran alfa-hélixei vesznek részt [127]. Ugyanakkor masok cisztein mutagenezis
segitségével végzett vizsgalatok alapjan a 4-6 illetve 9-12 hélixek fontossagat hangsulyozzak
a szubsztratok megkotésében [123].

A szubsztrat kotddés és transzport kinetikai paramétereit vizsgdld tanulmanyok
alapjan valoszintisithetd, hogy a Pgp-nek szamos (legalabb 3 vagy 4) kiilonb6zé drogkotd
helye van a szubsztratk6td zseben beliil, melyek kozott bonyolult allosztérikus

kolcsonhatasok valdsulhatnak meg [128]. Lugo és Sharom megfigyelése alapjan a rodamin
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123 és az LDS-751 is képes szimultan kotddni a Pgp-hez, ahol a két vegyiilet nem-kompetitiv
moédon hat kolcson egymassal [129], vagyis a komplex szubsztrat kotéhely két szubsztratot
egylittesen is képes megkotni. Pozitiv allosztérikus hatast feltételeznek a rodamin 123 és a
Hoechst 33342 esetében, melyek stimulaljak egymas transzportjat [130]. Azonban teljesen
tisztazatlan, hogy ezeket a kolcsOnhatasokat a topologiailag elkiiloniilé drogkoté helyek
kozotti allosztérikus kolcsonhatas alakitja ki [131], vagy az egységes, komplex drogkotd hely
mas-mas oldallancahoz k6t6do szubsztratok kozotti kdozvetlen kdlcsonhatds soran jonnek létre
[123]. A szubsztratok képesek megvaltoztatni a cisztein keresztkGtések mintazatat, ami azt
feltételezi, hogy a transzmembran hélixek valtoztatjak alakjukat, elhelyezkedésiiket annak
érdekében, hogy a struktaralisan kiilonboz6 vegyiiletek megkotéséhez alkalmazkodjanak. Egy
adott szerkezet(i szubsztrat kotédése a drogkotd helyet kialakitd transzmembran szegmensek
specifikus (pl. rotdcids vagy oldaliranya) elmozdulasat okozhatja, ezéltal képes a
drogkotésben résztvevd aminosavak szadmat jelentdsen novelni, mely az un. ,,indukalt-

illeszkedési” mechanizmus alapja [132].

1.5.2. Nukleotid-koté domének

Az ABC fehérjék nukleotid-koté doménjei olyan Katalitikus egységek, melyek az ATP
kotéséért és hidroliziséért felelosek. Az altaluk felszabaditott és kozvetitett energia altal
valosul meg a szubsztratok transzportja (4. abra) [133].

A Pgp nukleotid-k6té doménje szamos az evolucid soran konzervalt szekvencia
motivumot tartalmaz: ezek a Walker A [134] és Walker B szekvenciak, melyeket egyiittesen
“P-loop”-nak (P-huroknak) neveznek [135], az “ABC-signature” elem (C-motivum), valamint
az A, D, H és Q-hurkok. Ezek a motivumok szerepet jatszanak az azonos (NBD-NBD) vagy a
kiilonb6zé domének (TMD-NBD) koz6tti interakcidban és kozvetlen vagy kozvetett mdédon

kapcsolatban allnak a megkotott ATP molekulaval (4. abra).
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4. abra: A Pgp két nukleotid-koté doménjének konzervalt szekvencia motivumaival
kolcsonhatasba 1ép6 ATP molekula. Feliil: az ATP az egyes nukleotid-koté domén (NBD1) Walker
A és B motivumai, az A, Q, és H-hurok, valamint a kettes nukleotid-k6t6 domén (NBD2) D-hurka és
C-régioja kozott foglal helyet, és Alul: az ATP az NBD2 Walker A és B motivumai, az A, Q, és H-
hurok, valamint az NBD1 D-hurka és C-régidja kozott helyezkedik el [141].

A Walker A motivumot a GXXGXGKS/T szekvencia alkotja, ahol X béarmilyen
aminosav lehet. Irodalmi adatok szerint az ezen szekvencidban taldlhaté lizin (N-terminalis:
K433, C-terminalis: K1076) aminosav kulcsfontossagu. Metioninra torténd cseréje az egyik
vagy mindkét oldalon a nukleotid-kotd domének ATP iranti affinitasat csokkenti és az ATP
hidrolizis teljes mértékii gatlasat okozza [114].

A Walker B szekvencia és a Q-hurok a hidrolizishez sziikséges Mg?*-ion
koordinalasaban vesz részt, valamint hidrogén kotéseket alakit ki a vizmolekulaval, ami az
ATP y-foszfatjaval hat kolcson [136]. A Walker B motivumban (dODDD, ahol ® barmilyen
hidroféb aminosav lehet) 1étrehozott mutaciok (DS55A és/vagy D1200A) megakadalyozzak
az ATP hidrolizist [137], mig a szomszédos pozicioban eldidézett mindkét oldali mutaciok
(ES56A/E1201A vagy E556Q/E1201Q) a nukleotid (elsésorban ATP) csapdazodasahoz
vezetnek foszfat analogok (pl. vanadat vagy BeFx) hianyaban is [138]; [139]; [140].

Az A-hurok az ATP adenin gytirlijével all kapcsolatban, melynek épsége az ATP
kotéséhez ¢és hidroliziséhez sziikséges [141]. A H- és D-hurkok szintén nagyfoku
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konzervaltsagot mutatnak. Mutacids analizissel megallapitottak, hogy a H-hurok az ATP
hidrolizisében jatszik kritikus szerepet a y-foszfattal vald interakcidja révén, mig a D-hurok a
NBD dimerek kozotti kdlesonhatast vagy a kiilonb6z6 domének kozotti informaciod atvitelt
segiti.

Az ABC signature elem (LSGGQQ/R/KQR) kulcsfontossdgat mutatja, hogy a
szekvenciajaban létrehozott mutaciok a csokkent sejtfelszini expresszion keresztiil [143];
[144], az ATP hidrolizis gatlasaig [145] vagy a pumpa nem megfeleldé mikodése
kovetkeztében kialakuld csokkent szubsztrat rezisztenciaig [143] szamos modon képesek
befolyasolni a transzporter mikodését. A fehérje glutamint tartalmazo régidja (Q-hurok)
ugyan az ATP hidrolizishez nem esszencialis, de a transzmembran és nukleotid-k6td domének
kozotti kommunikdcidban nagyon fontos szerepet jatszik, kiilonésen az ATP kotésekor és
hidrolizisekor felszabadul6 energia TMD-¢k felé torténd kozvetitésében [146].

Feltételezik, hogy a NBD-k két ATP molekula megkotésével egy jellegzetes, un.
szendvics-dimert hoznak 1étre ugy, hogy az egyik NBD Walker A és B szekvenciaja a masik
NBD ABC signature motivumahoz (C-régio) kapcsolodik egy ATP molekulan keresztiil [145]
(lasd 4. abra). Az 5. abra mutatja az evolucio soran konzervalt karakterisztikus fehérje

motivumok térbeli elrendez6dését ATP kotés soran az egyik kompozit ATP-kotéhelyben.

5. abra: A nukleotid-kot6 domének (NBD)
konzervalt fehérje motivumainak
egyiittmiikodése és térbeli elrendezédése a
Pgp ATP kotése soran [122].

D-hurok
Walker B
H-hurok

1.6. A Pgp katalitikus ciklusa
1.6.1. A katalitikus ciklus soran megfigyelt jelenségek

A Pgp az ATP kotésébdl és hidrolizisébdl nyert energiat hasznalja fel szubsztratjai
plazmamembranon keresztiil torténd exportjahoz, igy a kiillonb6zd szubsztratok jelenléte

anyagi mindségiiktdl és koncentraciojuktol fiiggd modon fokozza a fehérje ATPaz aktivitasat
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[147]. A Pgp (és néhany ABC transzporter) egyedi jellegzetessége, hogy szubsztratjai
tavollétében is mutat gyengébb ATPaz aktivitast, melyet az irodalomban gyakran bazalis
ATPaz aktivitdsnak neveznek. A bazalis ATPaz aktivitdst egyes tanulmanyok a
plazmamembranban jelenlévo olyan endogén szubsztratok transzportjdval magyarazzak, mint
példaul a koleszterin [148] vagy rovid szénlancu lipidek [149]. Ennek a feltételezésnek
azonban ellentmondanak azok az eredmények, melyek szerint a tisztitott fehérje CHAPS
detergensben oldva hozzaadott lipidek jelenléte nélkiil is mutat ATPaz aktivitast [150]; [151].
Al Shawi és munkatarsai szerint a bazalis ATPaz aktivitas nem endogén lipidek vagy egyéb
endogén szubsztratok transzportjdnak a kovetkezménye, hanem a Pgp katalitikus
mechanizmusabdl eredd sajatos tulajdonsaga [152]. Feltételezik, hogy a pumpa szubsztratok
nélkiili bazalis és szubsztrat-stimuldlt ATPaz ciklusanak 1étezik egy k6z6s pontja, melybdl a
transzporter a koriilményeknek megfelelden elindithatja barmelyik tipust katalitikus ciklust.
Elképzelésiik szerint a pumpa mindig kot egy ATP molekulat, ennek kovetkeztében
amennyiben a szubsztrat kotédést megeldzéen egy masodik ATP is kotddik, a Pgp szubsztrat
transzport nélkiil is elhidrolizdl egy ATP-t, majd visszatér abba a konformadcios allapotba,
melyben ismételten lehetdsége van szubsztratot kotni. Ugyanakkor a masodik ATP
kapcsolodasat megel6zden a szubsztrat kotOhelyre kotddd szubsztrat molekula képes
indukalni a pumpa szubsztrat-stimulalt ATPaz aktivitasat [152].

A mai napig vizsgalatok folynak a Pgp (és a tobbi ABC transzporter) katalitikus
mechanizmusanak a részletes megismerésére, melynek soran a pumpa az ATP hidrolizisébdl
felszabadulo energiat a szubsztratok transzportjara képes hasznositani.

Elektronspin rezonancia (ESR) spektroszkopia illetve fluoreszcencia spektroszkopia
segitségével bizonyitottak, hogy Pgp esetén az ATP hidrolizis esetében mért latszolagos Kwm
érték, valamint az ATP vagy analogjai kotésére vonatkozo Kq értékek hasonloak [153]; [154];
[155]; [156]. Az irodalomban altalanosan elfogadott, hogy a Pgp konformacié valtozasaihoz
¢és transzport aktivitasahoz elengedhetetlen, hogy mindkét ATP-kotéhely katalitikusan aktiv
legyen [157]. A két molekulafél kozotti szoros kooperacid bizonyitéka, hogy az egyik
katalitikus hely inaktivacidja kémiai modositassal [158] vagy mutacioval [159]
megakadalyozza a fehérje ATPaz aktivitasat. Ezzel Osszefiiggésben foszfat analogokkal
(vanadat (Vi), berillium-fluorid (BeFx) vagy aluminium-fluorid (AlFs3)) térténé kezelés soran
az ATP hidrolizisét kovetden a fehérje két nukleotid kotdhelyének egyikén 1étrejovo stabil
komplex (pl. Pgp-ADP-V;) teljesen befagyasztja a fehérje katalitikus ciklusat [160].
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Szamos ABC transzporter ¢és a Pgp kristalyszerkezete alapjan a Pgp katalitikus ciklusa
soran két f0 konformacids allapotot feltételeznek, melyet a fehérje nukleotid-mentes,
citoplazma felé (beliilr6l) nyitott és a nukleotid-kotott, extracellularis tér felé (kiviilrél) nyitott
allapota képvisel [161]; [120]; [162]. Feltételezik, hogy a nukleotidok NBD-khez vald
kotédése kivaltja azok dimerizéaciojat és ezzel egyiitt az extracelluléris tér felé nyitott TMD
konformacioé kialakuldsat eredményezi. A fenti konformacid valtozasokat a szubsztrat
kotohelyek szubsztratok iranti affinitasdnak csokkenése kiséri, ami lehetévé teszi a
szubsztratok koncentraci6 gradiens ellenében torténd transzportjat.

A fent jellemzett szubsztrat kotéhelyek valtakozo hozzaférhetdségén és affinitdsan
alapuld un. ,, alternating access” modell-t [163]; [119] biokémiai adatok sora is alatamasztja,
azonban részleteiben maig nem tisztazott, hogy a nukleotid kotés és hidrolizis folyamatai
pontosan hogyan kapcsolédnak a TMD-ekben végbemend konformaci6 valtozasokhoz. Nem
teljesen bizonyos, hogy mely katalitikus 1épés, az ATP kotddése vagy hidrolizise, valtja ki a
fehérje azon konformacié valtozasat, melynek eredményeképpen feltehetdleg az
extracellularis tér felé nyitott orientdcidba keriilt transzmembran domének altal formalt
szubsztrat kotohely(ek)rdl ledisszocialnak a szubsztratok.

A katalitikus ciklus hajtéereje az ATP hidrolizis, mely Pgp esetében végbemehet
mindkét funkcionalisan szimmetrikus kompozit ATP-két6helyen. Azonban a mai napig nem
ismert, hogy egy szubsztrat molekula transzportjahoz egy, ketté esetleg tobb ATP molekula

hidrolizise sziikséges.

1.6.2. Katalitikus ciklus modellek

Az ABC fehérjék katalitikus ciklusat és konformacid valtozasait kiilonboz6 biokémiai
¢és biofizikai modszerekkel, valamint molekuléaris dinamikai szimuldciok segitségével széles
korben vizsgaljak, azonban a hosszll id6 alatt felhalmozott, gyakran ellentmondasos kisérleti
eredmények alapjan az el6z6 fejezetben megfogalmazott kérdésekre valaszolva valtozatos
katalitikus ciklus modellek sziilettek.

Egy izgalmas és konnyebben értheté megkdzelitése lehet a katalitikus ciklus modellek
az alapjan torténd csoportositasa, hogy a nukleotid-k6té domének milyen kapcsolatban allnak
egymassal a ciklus folyaman. A modellek egyik csoportja a nukleotid-k6t6 domének
szétvalasat, mig a modellek masik csoportja a nukleotid-koté domének folyamatos

kapcsolatat feltételezi a transzport ciklus egésze soran [122].
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Ez utobbira példa az ,alternalo Kkatalizis” (alternating sites) [164], a ,folyamatos
kapcsolat” (constant contact) [165] és a ,,nukleotid okkluziés” (nucleotide occlusion) [133];
[166] modell, mig a legismertebb nukleotid-koté domén szeparacios modellek a ,,csipesz-
szeri” (tweezers-like) [167], az ,,ATP kapcsolo” (ATP switch) [168] és a ,,processive-
clamp” modellek [169]; [170]; [171]. A kiilonbozéségek ellenére valamennyi modell egyetért
abban, hogy a nukleotid-k6td domének és a transzmembran domének szoros kapcsolatban
vannak egymadssal, azaz a zart nukleotid-k6téhely dimer megfelel a kiviilrél nyitott
transzmembran domén konformacionak (6. abra), mig a beliilrél nyitott transzmembran

domén konformacid lazabb nukleotid-k6té domén asszociaciot eredményez (6. abra).

okkludalt kivilrél nyitott konformacio

beliilrél nyitott konformacio allapot
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ATP hidrolizis

6. abra. Az MsbA bakteridlis transzporter harom kiilonb6z6 konformaciés allapota, mely
szamos ABC transzporter katalitikus ciklusaban megfigyelheto allapotot reprezental [122].

Ezenkiviil az ABCB alcsaladban is megfigyelhetd ,,okkludalt” allapot egy olyan
atmeneti konformacidét képvisel a transzport ciklusban, mely az extracelluldris ¢és
intracellularis oldalon egyarant zart, jellemz6 ra a nukleotid-k6té domének szoros kapcsolata
és a szubsztrat kotShely zartsaga az extracelluldris és az intracellularis oldalrdl egyarant
[122]; [172]. Lényeges megjegyezni, hogy az itt leirt ,,okkludalt” allapot nem azonos a
dolgozatom késobbi részében emlitett nukleotid okkluzidval. Mig itt az okkludalt allapot egy
domének kozotti szoros kapcsolatot jelent, addig a dolgozat tovabbi részében a hidrolizis
iranyaba elkotelez6dé ATP molekula nukleotid kotéhelyre torténd szoros behuzodasat jelenti
(,,nukleotid okkluzi6”).

Az ,alternalé katalizis” modell szerint - melyet 1995-ben Senior és munkatarsai
dolgoztak ki - a fehérje konformacié valtozasai, valamint a szubsztrat transzport a két

nukleotid kotdhely szigoruan felvaltva torténd miikodésén alapul, egyidejlileg mindig csak az
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egyik kotéhelyen végbemend ATP hidrolizissel. A hidrolizis bekovetkeztével a fehérje és a
egy ujabb ATP molekula bekotddését. Ezt kovetden keriilhet sor a szemkozti ATP-kétohelyen
lezajl6 ATP hidrolizisre, mely egy tjabb szubsztrat transzportjat katalizalhatja [164].
Feltételezték, hogy a szubsztrat transzportja az ATP hidrolizisét kovetéen létrejové nagy
energiaju konformacids allapot relaxacioja kovetkeztében valdsul meg, melyet a foszfat

felszabadulasa idéz el6 (7. abra) [164].

7. abra: A Senior-féle katalitikus ciklus modell [164]. A fekete négyzetek a Pgp két transzmembran
doménjét képviselik, mig a tobbi alakzat (kék, narancssarga, sziirke) a fehérje N- és C-terminélisan
1év6 katalitikus helyeinek (nukleotid-két6 domén 1: NBDZ1; nukleotid-k6té domén 2: NBD2)
kiilonb6zé konformacioit reprezentalja. Az N-termindlis katalitikus hely {tires, a C-terminalis
katalitikus hely ATP-t kot, mig a szubsztrat (zold ellipszis) a szubsztrat kotOhely belsé részéhez
kotodik (balra fent). Az ATP kotédése az N-terminalis Katalitikus helyéhez lehetové teszi a C-
terminalis Katalitikus helyén 1évé ATP hidrolizisét, olyan konformacié valtozast indukalva az utobbi
helyen, mely gatolja az ATP hidrolizist az N-terminalison (jobbra fent). A C-terminalis katalitikus
helyen a hidrolizist kdvetéen egy nagyenergiaju allapot jon létre ADP és inorganikus foszfat
jelenlétében (jobbra fent), melynek relaxacioja soran az inorganikus foszfat felszabadul, a szubsztrat
pedig a pumpa magas affinitasi belsé kotéhelyérdl atkeriil az alacsony affinitasu kiilsé kotohelyre
katalitikus helyek kapcsolata megvaltozik, igy a kovetkezé ciklusban az N-terminalis katalitikus
helyen megy végbe az ATP hidrolizis.

Egy ciklus soran két drog molekula transzportjat feltételezték két ATP molekula
felhasznalasaval. A nukleotid-k6t6 domének kozotti szoros egyiittmiikddést és az alternald
katalizis modellt azzal bizonyitottak, hogy az éltaluk végzett kisérletekben az egyik nukleotid-

koté domén N-etilmaleimiddel torténd kovalens jelolése teljes mértékben gatolta a fehérje
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ATPaz aktivitasat [173]. A modell tovabbi bizonyitékanak tekinthetd, hogy a féloldali ATP
kotdhelyek konzervalt szekvencidiban eldidézett mutaciok is teljesen meggatoltak a fehérje
transzport és ATPaz aktivitasat [174]; [114]; [159]; [175]; [176]; [158]; [153]; [137].

Egyes elképzelések szerint az ,alternald katalizis” modellben minden intermedier
aszimmetrikus, ami egyfajta ,, konforméciés memoriat” biztosit a katalitikus ciklus soran arra
vonatkozolag, hogy melyik nukleotid-kot6 helyen jatszédott le az ATP hidrolizise az el6z6
1épésben [177].

Az elébbi modellel 6sszhangban van a ,,nukleotid okklaziés” modell, mely szerint a
katalitikus ciklus elején a félig-nyitott allapotban 1évé nukleotid-koté dimerek egy
,»okkludalt” (szorosan kotott) és egy lazdn kotott ATP-t tartalmaznak, a transzmembran
domének pedig beliilrél nyitott allapotban vannak [122]. A szubsztrat kotddést kovetéen az
,,okkludalt” nukleotid elhidrolizal, mikozben a lazan kotott ATP elkotelez6dik a hidrolizis
iranydba szorosan behuzodva a kotézsebbe. Az elsé ATP hidrolizisét kovetden a
transzmembran domének kiviilr6l nyitott allapotba keriilnek, melynek kovetkeztében a
szubsztrat felszabadul. Az els6 ATP hidrolizisébdl keletkez6 ADP és inorganikus foszfat
billenti vissza [133]; [166]; [177].

Mig az elébb bemutatott modellekben a szubsztratoknak a pumpa kotohelyérdl torténd
kotédést kovetd ATP kotddés hozza létre azt a konformacid valtozast, melynek hatasara a
pumpa szubsztratok irdnti affinitdsa lecsokken, lehetéveé téve a szubsztrat tavozasat az
extracellularis térbe vagy a membran kiilsé lemezébe [178]; [179]; [168]. Ebben a modellben
feltételezik, hogy a ciklus kezdeti allapotdban a nukleotid-kotd dimerek iiresek, egymastol
szeparaltan helyezkednek el, a transzmembran domének pedig az intracellularis tér felé nyitott
allapotban vannak. A nukleotid-kot6 domének szeparacidja és a transzmembran domének
beliilr6l nyitott konformacids allapotanak 0jboli kialakuldsa a hidrolizis, majd az azt kovetd
ADP és Pi felszabadulas utan kovetkezik be [122].

Janas és munkatarsai a Saccharomyces cerevisiae Mdllp nevii ABC transzporterével
végzett kisérletei szerint a katalitikus ciklus kezdetén 2 ATP molekula kotddik, melynek
kovetkeztében a korabban egymastol kiilon valt nukleotid-k6té domének dimert formalnak.
Minden altaluk izolalt NBD dimerben 2 nukleotid volt megfigyelheté (ATP-ATP; ATP-ADP;
ADP-ADP). Eredményeik alapjan feltételezték, hogy a transzporter katalitikus ciklusa soran

szekvencialis modon mindkét ATP elhidrolizal, melyet az inorganikus foszfat és az ADP
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Szerintik mindez annak koszonhetd, hogy a nukleotid-k6té domének altal kialakitott
dimerben az egyik oldalon megkotott ATP hidrolizisét kovetden a helikalis és katalitikus
aldomének relativ rotacidja az ADP-kotott Katalitikus hely nyitasat eredményezi, mely

valdsziniileg elégséges ahhoz, hogy lehetévé tegye a nukleotid cserét [165].

1.6.3. A katalitikus ciklus soran bekovetkezé konformacié valtozasok detektalasa: UIC2-
kotodés

Az UIC2 egy konformécio6 érzékeny kotddésti monoklonalis antitest, mely kezeletlen
ép sejteken a sejtfelszini Pgp molekuldk 10-40 %-at ismeri fel. Az antitest Osszetett,
konformécié érzékeny epitopjat valoszintileg az 1., 3. és 4. extracellularis hurkokon
elhelyezked6 peptid szekvenciak alkotjak [180]; [181]. Az UIC2 antitest Pgp-hez torténd
kotodésének mértéke ATP deplécio hatdsara, valamint bizonyos szubsztratok, modulatorok
(pl. vinblasztin, CsA) jelenlétében megné [182]. Ugyanakkor bakterialis toxinokkal
permeabilizalt Pgp* sejtekkel végzett kisérletekben ADP, ATP vagy nem hidrolizalo6 ATP
analogok (pl. AMP-PMP) jelenlétében nukleotid koncentracio-fiiggé modon csokken a sejtek
UIC2-reaktivitasa [183]. A foszfat analogok (pl. vanadat, berillium-fluorid) az ATP
hidrolizisét kovetd katalitikus atmeneti allapotban csapddzzdk a Pgp molekuldkat, mely
konformert szintén nem ismeri fel az UIC2 antitest [183]; [184]. Ezek a megfigyelések a Pgp
katalitikus ciklusa sordn lejatszodo konformécio valtozasokra és a kiilonb6zd konformacios

allapotok eltéré UIC2 affinitasara utalnak.

1.7. A Pgp mint transzmembran fehérje
1.7.1. A Pgp membran mikrokornyezete

Altalanossagban elmondhaté, hogy a membran fizikai és kémiai paraméterei
befolyasoljak a benniik elhelyezkedd fehérjék és transzporterek mitkodését [185]. A Pgp, mint
transzmembran fehérje funkcidja is szorosan kapcsolddik az 6t beagyazo lipid kettdsréteghez,
ahonnan szubsztratjait is Osszegyljti. A membran mikrokdrnyezet fizikai és kémiai

tulajdonsagai befolydsoljdk a fehérje konformacid valtozasait, transzport aktivitdsat,
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szubsztratjainak megoszlasat a lipid kettdsrétegben, valamint kdlcsonhatdsukat a transzporter
szubsztrat kotéhelyével (8. abra).

Ezen kiviil a membran a transzporter ATP kotését és hidrolizisét is befolyasolhatja,
kozvetleniil a nukleotid-koté doménekkel (NBD-k) torténd interakcio révén vagy kozvetetten
a transzporter transzmembran régidinak stabilizalasaval [108]. Erdekes megfigyelés ezzel

kapcsolatban, hogy a Pgp ATPaz aktivitasanak kiilonb6zé drogok altali stimulaciojat vagy

gatlasat a fehérje lipid kornyezete is befolyasolja [187].

membran 6sszetételétdl fliggd kémiai kdlcsonhatasok lipidekkel
fizikai paraméterek és fehérjékkel
d N ¥ N
nyomésprofil hidroféb specifikus lipidek ciltoszkeleltf’llis
réteg vastagsdga kotodése interakciok
(ERM)

lipid gy(ird helyspecifikus
sajat gorbillet fnembran flulditds kétdés
\
‘/

a szubsztratok transzmembran
ATP kotédése flip-flop mozgdsa
a fehérjékhez
a fehérjék komformacios
. i flexibilitasa
a szubsztratok membranban
valé megoszlasa

membranfehérjék
asszociacioja

8. abra: A biolégiai membranok legfontosabb jellemzoi, melyek hatassal lehetnek az altaluk
beagyazott fehérjék miikodésére [186]; [108]. Piros korok szimbolizaljak azokat a membran
Osszetételétol fiiggd fizikai paraméterek altal meghatarozott/befolyasolt folyamatokat, melyek
elsdsorban a membran transzporterek (és ABC transzporterek) mitkodésére vannak hatassal.

A Pgp tisztitasa soran a vele szoros kdlcsonhatasban 1évé membran lipidek (,,annular
lipids” = ,,lipid belt” = ,lipid gylri”) eltavolitasa inaktivalja a fehérjét [188]; [189]; [190].
Példaul 10 mM CHAPS detergenssel torténd tisztitdsa soran a Pgp megtart kb. 53-56 szorosan
kotott lipid molekulat, mely elegendd a fehérje aktivitasanak megdrzéséhez [150]. Azonban
mas detergensek (pl. TX-100, digitonin, SDS) mar joval alacsonyabb koncentracioban
inaktivaljak a Pgp-t és egyéb membran fehérjéket is. Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy a
membranon ativeld transzmembran hélixek lipidek altali stabilizaldsa esszencidlis a
nukleotid-k6td domének katalitikus aktivitdsdhoz vagy az utdébb emlitett domének

funkcionalis és strukturalis integritasa fligghet a foszfolipidek jelenlététdl.

30



A Pgp-nek mint transzmembran fehérjének, valamint szubsztratjainak membrannal
vald szoros kapcsolata feltételezi, hogy a pumpafunkcidt a membran biofizikai tulajdonsagai
is er6teljesen befolyasoljak. A sejtmembran fazisatalakulasi homérséklet (Tm) feletti
folyadékkristalyos, ¢és a fazisatalakuldsi hOmérséklet alatti gél fazisanak strukturalis
rendezettsége, fluiditasa és a sejtmembrant felépitd lipidek diffuzid sebessége eltérd [191].
Annak érdekében, hogy a membran ezen tulajdonsdgainak a Pgp altali transzport
folyamatokra gyakorolt hatasat megvizsgaljak, Clay és Sharom harom, szerkezetében teljesen
eltéré Pgp szubsztratot (LDS-751, H33342, MK-571) vizsgalt. Eredményeikbdl kideriilt, hogy
mindharom molekula membranban valé megoszlasanak a folyadékkristalyos fazis kedvezett,
ugyanakkor gél fazisban nagyobb affinitassal kotédtek a Pgp-hez [191]. Hasonloképpen, mas
Pgp szubsztratok pl. a vinblasztin, verapamil és daunorubicin Pgp-hez val6 affinitasa is
nagyobb volt a gél fazisban annak ellenére, hogy a drogok membranban torténd feldasuldsa
gél fazisban lényegesen alacsonyabb mértéki volt [106]. A fenti megfigyelések logikus
magyarazata az lehet, hogy a szubsztratok a Pgp-hez valé kotddéskor elhagyjak a lipid
kettosréteget, ezért egy kevésbé kedvezd szubsztrat-lipid kolcsonhatas eldsegitheti a
transzporterhez torténé kotodésiiket [108].

A Pgp altali ATP kotést és hidrolizist egyarant befolyasolja a transzportert beagyazé
membran fazisatalakulasa. A Pgp altali ATP hidrolizis aktivacids energiaja, valamint az ATP
kotédésre jellemzd Kg érték szignifikdnsan kiilonbozik a fazisatalakuldsi hdmérséklet alatt és
folott. A pumpa altali ATP kotés affinitdsa magasabb a folyadékkristadlyos fazisban, mig az
ATP hidrolizisre mért K érték a rigid gél fazisban alacsonyabb [108]; [192]. Valosziniileg ez
valtozasait, igy a nukleotidok kotddését és hidrolizisét is befolydsolja a membran fluiditasa és
rendezettsége [108].

Az allati sejtek plazmamembranjanak egyik f6 lipid komponense a koleszterin, mely
kitolti a foszfolipidek kozotti hézagokat [193]; [194], igy csokkenti a membran
permeabilitasat kiilondsen a magasabb molekulasulyi molekulakra nézve. Ezzel 6sszhangban,
modell membranokban a koleszterin jelenléte csokkentette bizonyos a Pgp-vel kodlcsonhato
vegyiiletek pl. a ciklosporin A (CsA) behatolasat a lipid kettdsrétegbe, mig annak kivonasa
metil-B-ciklodextrinnel ndvelte a vinkrisztin felvételét mind a Pgp-t expresszald, mind pedig a
kontroll sejtekbe [195].

A Pgp miikodéséhez a koleszterin jelenléte a membranban nem esszencidlis, melyet

alatamasztanak azok a megfigyelések, melyek szerint a koleszterin szegény Sf9 (Spodoptera
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frugiperda, rovarsejt) membranokba és kiilonb6zé szintetikus foszfolipidekbdl felépiild, de
koleszterint nem tartalmazo6 lipid vezikuldkba agyazott tisztitott fehérjék szintén aktivak
[196]; [147]. Azonban vannak arra vonatkozd megfigyelések, hogy a koleszterin modulélja a
Pgp alap és szubsztrat-stimulalt ATPaz aktivitasat is. Példaul Ueda K. munkacsoportja
megfigyelte, hogy a koleszterin jelenléte a membranban ndveli a kis molekulastlyt drogok
Pgp-hez val6 affinitasat (<500 Da), nincs hatdssal a 800-900 Da-os drogok kotddésére és
gatolja a nagy molekulasalya (>1000 Da) szubsztratok kotodését. A szerzék egy olyan
modellt javasolnak, melyben a koleszterin vagy a kisméretli szubsztrattal egyiitt bekotddve
kitolti a drogkotd helyet, vagy allosztérikusan beszikiti azt, eldsegitve ezaltal a kis
molekulasuly szubsztratok transzportjat [196]. Ezzel ellentétben, vannak olyan adatok is
melyek szerint a koleszterin nem valtoztatja meg szignifikdnsan sem a nicardipin (480 Da),
sem az XR9576 (647 Da) kotodési affinitasat a Pgp-hez [197].

Osszességében elmondhatd, hogy a membran fizikai és kémiai tulajdonsagai sokrétiien
befolyasoljak a Pgp ATP kotését és hidrolizisét, valamint a szubsztrat drogok felhalmozodasat
a membranban, bejutasat a Pgp drogkotd helyére és végiil transzportjat a sejtekbdl [198]. Igy
a sejtmembran tulajdonsagainak valtoztatasa igéretes megkdzelités lehet a multidrog

rezisztencia mérsékelésére vagy legy6zésére a klinikai gyakorlatban [108].

1.7.2. A Pgp megjelenése a ,,raft” és ,,nem-raft” membran mikrodoménekben

A sejtmembran egy magasan szervezett dinamikus struktira, melyet a két membran
lemez eltérd lipid Osszetétele mellett a membran sikjaban is jelentds oldaliranya heterogenités
jellemez [199]; [200]; [201]. Bizonyos lateralis membran mikrodomének (pl. klatrin burkos
vezikuldk, kaveoldk) jellegzetes elektronmikroszkopos struktirdjuk és specidlis fehérje
alkotoelemeik révén jol elkiilonithetéek, mig mas mikrodomének, mint példaul az Un. ,lipid
raftok” = lipid tutajok [199]; [201] altalaban nem felismerhetdek elektronmikroszkdpos
felvételeken, azonban magas GPI (glikozil-foszfatidil-inozitol)-kihorgonyzott fehérje,
koleszterin €s glikoszfingolipid tartalmuk miatt kiilonbéznek a membran egyéb régiditol
[200]; [201]; [202]; [203]; [204]. Funkcidjukat tekintve a ,lipid raftok” és a kaveolak részt
vesznek a jelatvitelben, a transzportban és a ,,membran trafficking” folyamatokban egyarant
[205].

A L lipid raftok” vizsgalata dinamikus struktirdjanak koszonhetden rendkiviil nehéz
feladat. Elektron paramégneses rezonancia (EPR) vizsgalatok segitségével meghatarozhat6 a

raftokban 1év6 lipidek féléletideje, mig egyedi molekulak palyajat nyomon kdvetve (,,single
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particle tracking”) tanulmanyozhat6 a ,raft” domének fehérjékkel torténd kolcsonhatisa
[206]; [207]; [208]. Mindkét mérési technika segitségével kb. 100 ns-nak becsiilik a ,,lipid
raftok” féléletidejét. A ,,lipid raftok™ nagyon révid féléletideje tobbféleképpen magyarazhato.
Egyrészt a koleszterin, szfingomielin és a telitetlen foszfolipidek asszocidtumai fiziologias
hémérsékleten hajlamosak a feloszlasra, majd az ujra egyesiilésre [209], masrészt a ,,raftok”
endocitozis és a vezikularis transzport is gatoljak [210].

A L lipid raftok” 5-20 nm atméréjiek, méretiiket ¢és dinamikajukat azonban a veliik
kolcsonhatasban 1évoé fehérjék is befolyasoljak. A nagyobb ,raft” strukturakra hosszabb
feléletidd jellemzo [210]. Szerkezetiik nem homogén, egy struktiralt, TX-100 (nem-ionos
detergens) rezisztens kozponti, valamint egy kevésbé struktiralt TX-100 altal oldhat6, de
enyhébb detergensekben pl. Brij 98-ban nem oldhato kiils6é régiobol allnak, mely fokozatosan
a rendezetlen folyadékkristalyos membran fazisba megy at [200]; [211].

Lavie és munkatarsai [212] bizonyitottak els6ként a Pgp TX-100 detergens rezisztens
vizsgaltak a Pgp és a lipid raftok kozotti asszociaciot, és azt talaltak, hogy fiigg a sejttipustol
¢s a raftok izolalasara alkalmazott detergens tipusatol is. Az altalanos nézet szerint a Pgp nem,
vagy kevéssé jelentés mértékben asszocialodik a TX-100 rezisztens mikrodoménekkel,
inkdbb a Brij96 vagy Lubrol rezisztens mikrodoménekben taldlhaté meg.

Detergens-mentes ,,lipid raft” izolalas soran, mely a sejtek karbonat pufferben torténd
[214]. A Pgp hianya a klasszikus TX-100 rezisztens membran mikrodoménekben
Osszhangban van azzal a megfigyeléssel, hogy a transzporter sok sejttipusban a nem-
kaveolaris ,,lipid raftokban” van jelen [215] és kozvetleniil nem hat kdlcson a kaveolinnal,
mely a raftok specialis alcsoportjanak, a TX-100 detergenssel izolalhat6 kaveoldknak a 6
komponense [216]. Ugyanakkor azt is megfigyelték, hogy a Pgp és a kaveolin fizikailag
kolcsonhat egymassal azokban a sejttipusokban, ahol a Pgp részlegesen a TX-100 rezisztens
membran mikrodoménekben lokalizalodik [217]; [218]; [212]. Munkacsoportunk korabban
kidolgozott egy egyszer(i aramlasi citometrias detergens rezisztencia tesztet (FCDR) [219],
mely alkalmas a membranfehérjék detergens rezisztens membran mikrodoménekkel és a
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szamos sejtvonal esetében a sejtfelszini Pgp molekuldk 10-50 %-a TX-100 rezisztens
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»raftokban” és/vagy kaveolakban talalhato [222]; [223], mig a fennmarad6 hanyaduk a TX-
100 oldhaté6 membran régiokban helyezkedik el.

A Pgp-k heterogén elhelyezkedését figyelembe véve fontos kérdés, hogy membran
mikrodomén lokalizdciojuk és miikodésiik kozott van-e kapcsolat. A kiillonb6z6 membran
mikrodoménekben elhelyezkedd Pgp-k eltérd miikodésére utal az a megfigyelés, hogy a
verapamil (454 Da) a koleszterinben gazdag detergens-rezisztens membran régiokban
elhelyezkedd Pgp-k ATPaz aktivitasat stimuldlja, mig a detergens oldhat6 membran
régiokban talalhatokét gatolja [213]. Vannak olyan elképzelések is, melyek szerint kizarolag a
raft asszocialt Pgp molekuldk aktivak, ami felveti annak a lehetdségét, hogy a pumpa ,raft” és
»hem-raft” kornyezetben valdo megoszlasanak befolyasolasan keresztiil modosithatod a fehérje
miikodése [224].

A raftok stabilizdlasaban szerepe lehet bizonyos ,raft” asszocialt fehérjék
citoszkeletonnal vald kapcsolatanak, mely kapcsold fehérjék kozremiikodésével jon létre.
Kimutattak, hogy a Pgp aktinnal vald kapcsolata meghatarozé szereppel bir a human
oszteoszarkoma sejtek multidrog rezisztenciajanak kialakitasaban [225]. Ezen kolcsonhatas
1étrej6ttéhez elengedhetetlen fontossagu a citoszkeleton kapcsolé molekuldjanak az ezrinnek a
jelenléte, mely kialakitja a Pgp-ezrin-aktin komplexet ¢és lehetdvé teszi a Pgp stabil
lokalizacidjat a membran ,,lipid raftjaiban” [225].

Munkacsoportunk korabban megfigyelte, hogy kiilonb6z6 szoveti eredetii sejtek
membranjaban az UIC2 konformécio érzékeny antitest kotddése altal megkiilonboztethetd
Pgp populaciok eltérd mértékii asszociaciot mutatnak a TX-100 rezisztens ,raftokhoz” és a
citoszkeletonhoz [223]. A Pgp molekuldk és a ,raftok” kozotti strukturalis és funkcionalis
kapcsolatra vonatkozoan ujabb ismeretekkel szolgalhat a két Pgp populdcid aranyéat
befolyasold tényezOk tanulményozédsa, valamint annak a felderitése, hogy katalitikusan
aktivak-e és eltér6 membran mikrodomén lokalizaciojuk befolyasolja-e tovabbi sorsukat a

Htrafficking” folyamatok soran.
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2. Célkitiizések

Célul thztik ki a human Pgp katalitikus ciklus sordn bekdvetkezd konformacid
valtozasainak vizsgalatat, a fehérjét stabilan normal membran kornyezetiikben kifejez6 emlds
sejteken a korabban Druley és munkatarsai altal bevezetett Staphyloccoccus aureus alfa-toxint
hasznalé permeabilizalasi protokoll és az UIC2-reaktivitasi essz¢ adaptdlasaval, tovabb
fejlesztésével.

1. Vilaszolni kivantunk arra a kérdésre, hogy mely katalitikus esemény valtja ki az
UIC2-reaktiv konformaciobol az UIC2-t nemkoté konformécioba torténd dtmenetet.

2. Vizsgalni kivantuk, hogy az UIC2 antitesttel atfedd extracellularis epitdpokat
felismerd monoklonalis antitestek (4E3, 15D3) kotddése érzékeny-e a transzporter
ATP-fiiggd konformacid valtozasaira.

3. Tanulmanyozni kivantuk, hogy hogyan befolyasoljak az UIC2-reaktiv és az UIC2-vel
nem jelolhetd Pgp konformaciok kozotti atmenet bekovetkezését az egyik (K433M
vagy K1076M) vagy mindkét oldali Walker A szekvenciaban (K433M/K1076M)
eldidézett mutéciok.

4. Tanulmanyozni kivantuk az ATP hidrolizist kdvetden foszfat analogokkal csapdazott
konformer kialakulasi ¢és szétesési kinetikajat vad tipusu és Walker A mutans Pgp-k

esetében.

Munkank masodik szakaszaban az él0 sejteken detektalhatd kiilonbozo raft €s citoszkeleton
asszocialtsagot mutaté UIC2-reaktiv €s UIC2-t nemkdtd Pgp populaciok tulajdonsagait
vizsgaltuk.

5. Mivel permeabilizalt sejteken szoros korrelacio van az ATP koncentracio és az UIC2-
reaktiv és az UIC2 antitestet nemkoté konformaciok aranya kozott, ezért intakt
sejteken is vizsgalni kivantuk az intracellularis ATP koncentracié és az UIC2 antitest
kotddése kozotti kapesolatot az ATP szint modulaldsa soran.

6. Tanulméanyozni kivantuk az intracellularis ATP koncentracid valtozasok hatasat a Pgp

7. Vizsgalni kivantuk azt is, hogy a Pgp mindkét oldali ATP-ko6tohelyének Walker A
szekvencidjaban eldidézett mutacid, mely a transzporter UIC2-reaktiv konformécioban

torténd megrekedését ¢és katalitikus aktivitdsanak megsziinését eredményezi

//////
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8. Kovetni kivantuk az UIC2 konformacid szenzitiv kotddésti antitest kotddése alapjan
megkiilonboztetett két Pgp populacid internalizaciojat és ennek fliggését a membran

koleszterin tartalmatol.
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3. Anyagok és médszerek
3.1. Anyagok

A sejtkultura tenyésztofolyadéka, annak kiegészit6i és a kisérletekben alkalmazott
vegyszerek a Sigma-Aldrich-t6]l (Budapest, Magyarorszag), mig az Alexa 488 és 647
szukcinimidil-észter fluoreszcens festékek a Life Technologies-tol (Carlsbad, CA, USA)
szarmaztak. Az UIC2, 15D3 ¢és 4E3 Pgp-ellenes monoklonalis antitesteket hibridoma
felliliszobol preparaltuk affinitds kromatografiat alkalmazva. A hibridoma sejtvonalakat az
American Type Culture Collections-tél vasaroltuk (Manassas, VA, USA). Az antitestek
tisztasagat SDS/PAGE-vel ellendriztik. Az UIC2, 15D3 és 4E3 antitesteket Alexa 647
szukcinimidil-észterrel (A647) jeloltiik és a nem kotodott festéket Sephadex G-50 oszlopon
gélfiltracioval tavolitottuk el. A festék-fehérje arany 3 koriili érték volt minden antitest
preparatum esetében. A RAMEB (random metilezett B-ciklodextrin) és koleszterinnel toltott
szarmazéka (Kol-RAMEB) a Cyclolab Cyclodextrin R&D Laboratérium Kft. ajandéka volt.

3.2. Médszerek
3.2.1. Sejttenyésztés

Vizsgalataink soran az NIH 3T3 egér fibroblaszt sejtvonalat, valamint a KB-3-1
human epidermoid karcindma sejtvonalat ¢és annak vinblasztinnal torténd szelekcioval
eldallitott Pgp* valtozatat (KB-V1) [226]; [227] hasznéltuk. A sejtvonalakat Michael
Gottesman (NIH, Bethesda, USA) bocsatotta rendelkezésiinkre. A sejteket 10% hdvel-
inaktivalt fotalis szarvasmarha szérumot (FBS, Gibco, Budapest), 2 mM L-glutamint és 0,1
mg/ml penicillin-streptomycin koktélt tartalmaz6 DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium) tenyészt6 folyadékban novesztettiik 37 °C-on, 5 %-0s CO2 atmoszféraban, 95 %-0S
paratartalom mellett. Azokhoz a kisérletekhez, amelyekhez rendkiviil magas expresszids
szintli (kb. 1 x 10° Pgp/ sejt) sejtekre volt sziikség a vad tipusu Pgp-t kifejezd NIH 3T3
sejtvonalat a magas expresszios szint fenntartdsira 670 nM doxorubicint tartalmazo
tapoldatban novesztettilk, mig a KB-V1 sejteket 180 nM vinblasztin mellett tenyésztettiik. A
sejteket felhasznalasuk el6tt 2-3 nappal drogmentes tenyészté folyadékba helyeztiik at.
Sejtvonalaink mindegyike a feliilethez tapadva novekedett, melyekbdl tripszines (0,5 mg/ml
tripszin, 0,2 mg/ml EDTA PBS-ben, 2 perc, 37 °C) kezeléssel készitettiink sejtszuszpenziot
felhasznalasuk elétt. A sejtek mycoplasma mentességét rendszeresen ellendriztilk MycoAlert

teszt (Lonza, Budapest, Magyarorszag) segitségével.
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3.2.2. Transzgénikus sejtvonalak létrehozasa

A vad tipusi, K433M, K1076M ¢és K433M/K1076M dupla mutdins MDR1/P-
glikoproteint stabilan expresszald sejtvonalakat a Sleeping Beauty (SB) transzpozon-alapa
génbeviteli rendszer segitségével hoztak 1étre kollaboracios partnereink Dr. Tiirk Doéra és Dr.
Szakacs Gergely [228]; [229]. A kiilonalld transzkripcids kazettakban 1évé, CAG promoter
altal hajtott EGFP cDNS-t és puromycin rezisztencia gént (PURO) tartalmazo Sleeping
Beauty (SB) transzpozon vektort Dr. Orban Tamas bocsatotta rendelkezésiinkre (Magyar
Tudomanyos Akadémia Természettudomanyi Kutatokozpont, Budapest) [230].

Az NIH 3T3 egér fibroblaszt sejteket a gyari leirdsnak megfelelden ko-transzfektaltak
a SB transzpozdz és SB transzpozon vektor konstruktokkal Lipofectamin2000 reagens
segitségével (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). A fehérje expresszidt a human
MDR1/Pgp-re specifikus MRK16 (Abnova GmbH, Heidelberg, Germany), vagy 15D3
monoklonalis antitestekkel torténd jelolés alapjan mérték.

A fehérjét homogén modon expresszald sejtpopulaciok létrehozasara a szortolast a
transzfekcid utdn két héttel ismét elvégeztiik, vagy alacsony expresszid esetén tobbszor is
megismételtiik. A vad tipust Pgp-t kifejezd NIH 3T3 sejteket, ha bizonyos kisérletekben az
expresszios szint tovabbi novelésére volt sziikség doxorubicin mellett tartottuk fenn.

A FRET-alapu ATP szenzort tartalmaz6 plazmidot [231], mely Hiromi Imamura
ajandéka (Institute of Scientific and Industrial Research, Osaka University, Japan) Dr.
Szilagyi Orsolya ¢és Dr. Imre Laszlo lentivirus vektor segitségével fejezték ki a KB-V1
sejteken.

3.2.3. Sejtek permeabilizalasa Staphylococcus aureus a-toxinnal

A Staphylococcus aureus o-toxin a sejtek plazmamembranjaban gytr(is szerkezetii
hexamereket hoz létre, amelyek kisméretli vizoldhaté molekuldk szdmara — beleértve a
nukleotidokat is — atjarhatoak [232]. A sejteket (1x107 sejt/ml) 4 pg/ml o-toxinnal gliikoz-
mentes foszfattal pufferelt fiziologids sooldatban (PBS) 1% marha szérum albumin (BSA)
jelenlétében 37 °C-on 30 percig kezeltiik [183]. Ilyen koriilmények kozott a kezelés végére a
sejtek kb. 50 %-a permeabilizalodott, mutatott propidium-jodid (PI) pozitivitast. A reakciot 40
ml 37 °C-0s PBS-sel allitottuk le, majd szobahdmérsékleten centrifugaltuk (2250 x g; 7 perc).
A nem-kotodott toxin eltavolitasara a sejteket haromszor mostuk, majd a sejt pelletet PBS-ben

vettik fel a tovabbi kezelésekhez.
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3.2.4. Nukleotid és antitest kotédés affinitasanak meghatarozasa

Az antitest kotodési gorbék felvételéhez a Staphylococcus aureus o-toxinnal
permeabilizalt sejteket (1x108 sejt/ml) ATP/Mg?* kiilonboz6 koncentracidival eldkezeltiik 20
percig, ezt kovetden kiilonb6zo koncentracidkban alkalmazott UIC2-A647 antitesttel jeloltiik
30 percig a nukleotidok eltavolitasa nélkiil. A permeabilizalt sejtek fluoreszcencia intenzitasat
az antitest koncentraci6 fliggvényében abrazoltuk és harom fiiggetlen mérés gorbéinek
illesztésével meghataroztuk a latszolagos UIC2 ko6tddési affinitas értékeket (Ku). A 0 mM
ATP jelenlétében kapott latszolagos UIC2 kotddési affinitast tekintettiik az antitest kotodés
Kq értékének.

A permeabilizalt sejteket (1x10° sejt/ml) nukleotidok széles koncentracio
tartomédnyban torténd alkalmazasaval 20 percig eldinkubaltuk, majd mosés nélkiil tovabb
inkubaltuk 10 pg/ml A647-konjugalt UIC2 monoklonalis antitesttel (UIC2-A647) 37 °C-on
30 percig. Az UIC2 antitest kotddése ATP/Mg?* jelenlétében reverzibilis folyamat, igy az
antitestet kvazi telité koncentracioban alkalmaztuk (5Kg, uic2). Ilyen koriilmények kozott az
inkubalas iddtartama elegendd volt az egyensulyr UIC2 kotddés eléréséhez. Az ATP
hidrolizisét lehetévé tevd koriilmények esetén kisebb sejt koncentraciot (1,5x10% sejt/ml)
alkalmaztunk az ATP fogyasztas csokkentése érdekében. Ilyen feltételek mellett a
permeabilizalt sejtekben a Pgp ATPaz aktivitdsa és az endogén ATPazok jelenléte nem
csokkentette szignifikansan a mintaban 1évé ATP koncentraciot (az ATP kevesebb mint 3%-a
alakult ADP-vé).

Az ATP hidrolizis gatlasa érdekében a permeabilizalt sejtekhez az ATP-t 5 mM EDTA
jelenlétében és Mg?* hianyaban adtuk. Hasonloképpen tudtuk gatolni a hidrolizist, ha az ATP
helyett nem-hidrolizalé ATP analog AMP-PNP/Mg?*-ot alkalmaztunk vagy a kisérletet
ATP/Mg?* jelenlétében, de 4 °C-on végeztilk. Az utobbi esetben az A647-konjugalt UIC2
monoklondlis antitesttel torténd 45 perces jelolést is 4 °C-on hajtottuk végre. Az antitesttel
torténd jelolést kovetden a mintakat haromszor mostuk jéghideg PBS-sel (2250 x g; 4 °C; 7
perc). A permeabilizalt Pl-pozitiv sejtek aramlasi citométerrel mért UIC2-A647
fluoreszcencia intenzitdsat a nukleotid koncentracio fiiggvényében abrazoltuk. Annak
érdekében, hogy meghatarozzuk a Pgp nukleotidokhoz vald latszolagos affinitasat (Ka), az
abrazolt mérési pontokat négy-paraméteres Hill-fliggvény segitségével illesztettiik, ahol az
Fmin €s Fmax értékek a minimum és maximalis fluoreszcencia intenzitast jelentik, n pedig a

Hill-koefficiens:

39



R

F

n
F — __min X KA—I_'Fmax X X

K + x"

3.2.5. Nukleotid csapdazas (,,trappelés”)

A Pgp hidrolizist kovetd katalitikus atmeneti allapotat ATP/Mg?* és vanadat (Vi) vagy
ATP/Mg?* és berillium-fluorid (BeFx) egyiittes alkalmazasaval 37 °C-on stabilizaltuk. A
permeabilizalt sejteket 100 uM (vad-tipus) vagy 500 uM (K433M és K1076M) ATP/Mg?*-ot
és 0,5 mM vanadatot (13,5 mM-0s desztillalt vizben oldott attetsz6 Na-ortovanadat
torzsoldatbol) [233] vagy BeFx-ot (200 uM BeSOs és 1 mM NaF) tartalmazé PBS-ben
szubsztratok jelenlétében vagy azok hianyaban inkubaltuk 37 °C-on. A kezelés sordn
meghatarozott idokozonként 500 ul mintat vettiink, melyeket kétszer mostunk 5 ml jéghideg
PBS-sel, mely vanadatot vagy berillium-fluoridot tartalmazott a korabban alkalmazott
koncentracioban, majd 10 pg/ml UIC2-A647 monoklonalis antitesttel 4 °C-on 45 percig
jeloltik. A mintak UIC2-A647 fluoreszcencia intenzitasat (F) az id6 (t) fiiggvényében
abrazoltuk. Az UIC2-reaktiv Pgp konformacio fél-életidejét reprezentald tin értékeket a

mérési pontokra illesztett exponencialis fiiggvény alapjan szamitottuk ki:

In 2
f1

It

F=F,x e 4L

ahol az Fo a gorbe nulla és végtelen idopontja kozotti kiilonbség, és ¢ a sejtek hattér

fluoreszcencia intenzitasa.

3.2.6. A vanadat altal csapdazott poszt-hidrolizis allapotbdl valé visszatérés

Az ATP/Mg?# (100 puM a vad-tipus és 500 uM a féloldali Walker A mutansok
eseteben) és 0,5 mM V;j kezeléssel az ATP hidrolizisét kovetd allapotban csapdazott Pgp
molekulakat tartalmazo permeabilizalt sejteket 3-szor mostuk jéghideg PBS-sel, majd ATP és
szubsztratok (verapamil, vinblasztin) jelenlétében és hianyaban 37 °C-on inkubaltuk 200 uM
N-etilmaleimidet (NEM) tartalmazé PBS-ben (NEM-PBS). Utobbira azért volt sziikség, hogy
elkeriiljiik a diszulfid-hidak kialakulasat a Walker A ciszteinek kozott [234]. Meghatarozott
idokozonként 2x10° sejtet tartalmazd 500 pl-es mintakat vettiink, melyeket 5 ml NEM-PBS-
sel kétszer mostunk és 37 °C-on 15 percig vagy 4 °C-on 45 percig jeloltiink 10 pg/ml UIC2-
A647 antitesttel. Az inkubalas végén a mintakat haromszor mostuk jéghideg PBS-sel, majd

jégen tartottuk az dramlési citometrids mérés kezdetéig.
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3.2.7. Detergens elicios eljaras (FCDR, aramlasi citometrias detergens-rezisztencia
teszt)

A mintakat kiilonboz6 antitestekkel (pl. UIC2-A647, 4E3-A647 vagy 15D3-A647 Pgp
elleni antitestek) torténd jelolést kovetden két részre osztottuk. A mintdk felehez 0,5%
végkoncentracioban jéghideg TX-100 oldatot (TX-100-PBS) adtunk, majd 20 percen
keresztiil jégen tartottuk, végiil 4% paraformaldehid oldattal (PFA) fixaltuk 4°C-on. A sejtek
fluoreszcencia intenzitasat aramlasi citométerrel mértiikk. A Pgp molekulak TX-100 rezisztens
intenzitdsadt a TX-100-zal nem kezelt mintdk fluoreszcencia intenzitdsanak szazalékos

aranyaban fejeztiik ki [222].

3.2.8. A sejtek koleszterin tartalmanak modositasa

A sejteket 1x10° sejt/ml koncentracioban vettiik fel 8 mM gliikozt tartalmazo PBS-ben
(gl-PBS). A kiilonboz6 antitestekkel (UIC2-A647, 15D3-A647) torténd jelolést kovetden a
sejtmembran koleszterin tartalmanak modulalasahoz a sejteket 5 mM random metilezett--
ciklodextrinnel (RAMEB, koleszterin kivonéds) vagy ennek koleszterinnel képzett
komplexével (Kol-RAMEB, koleszterin feltdltés) kezeltiik 37 °C-on 20 percig, majd kétszer
mostuk PBS-sel.

3.2.9. Az intracellularis ATP koncentracié valtozas hatasanak vizsgalata a Pgp
molekuliak plazmamembran expresszidjara

A sejteket (2x10° sejt/300 ul) kiildnbozd ideig (0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 perc) éheztettiik
10 mM 2-deoxi-D-gliikoz-t tartalmazd PBS-ben, majd kétszer mostuk PBS-sel. A mosast
kovetéen 60 pg/ml 4E3-A647 anti-Pgp antitesttel jeloltiik a sejteket 37 °C-on 30 percig, majd
az éhezés idotartamanak fliiggvényében abrazoltuk az aramlasi citometrias mérésekkel kapott

4E3-A647 fluoreszcencia intenzitdsokat.

3.2.10. A Pgp UIC2-reaktivitasa és az i.c. ATP szint kozotti osszefiiggés vizsgalata

Az intakt sejtek intracellularis ATP koncentracid valtozéasainak kovetésére FRET-
alapit ATP szenzort kifejez6 KB-V1 sejteket hasznaltunk. A sejteket meghatarozott
id6tartamig (0, 5 és 10 perc) kezeltik 10 mM 2-deoxi-D-gliikkozzal (2DG) PBS-ben az
intracellularis ATP szint csokkentésére. 5 perc elteltével a mintdk egy részéhez 20 mM

gliikozt adtunk és tovabb inkubaltuk a sejteket 0 és 5 perces idétartamokig. Az i.c. ATP szint
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teljes kimeritéséhez 30 mM 2DG-zal és 10 mM kalium-cianiddal kezeltiik a sejteket. Kontroll
mintakat is készitettiink, melyeket 0 mM illetve 8 mM glikozt tartalmazé PBS-ben
inkubaltunk, de nem kezeltiink 2-deoXi-D-gliikézzal, mig masokat permeabilizaltunk és
vizsgaltuk az UIC2-A647 antitest kotddesét.

Az UIC2 fluoreszcencia intenzitas meghatarozasahoz a kezelések végén a sejteket 100
ug/ml UIC2-A647 antitesttel jeloltiik 37 °C-on 3 percig, majd a mintakat alaposan mostuk és
az antitest kotdédését, valamint az ATP szenzor fluoreszcens jelét aramlasi citométerben

mértik.

3.2.11. A Pgp molekulik internalizaciéjanak vizsgalata

A Pgp specifikus antitesttel (UIC2-A647, 15D3-A647 és 4E3-A647) megjelolt
mintakat kettéosztva a minta parok egyikét gl-PBS-sel, a masikat alacsony pH-ja oldattal (0.5
M NaCl, 0.1 M glicin, pH=2.5 [235] mostuk szobah&mérsékleten, majd ismét gl-PBS-ben
vettlik fel. Az alacsony pH-ju oldat eltavolitja a sejtfelszini Pgp-khez kotodott antitestet, igy
az alacsony pH-ju oldattal illetve PBS-sel mosott mintak fluoreszcencia intenzitasainak

hanyadosa megadja az internalizalodott Pgp hanyadot.

3.2.12. Aramlasi citometrias mérés

A sejtek fluoreszcencia intenzitasat Becton Dickinson FACS Array aramlasi
citométerrel mértiik, az adatokat BDIS CellQuest szoftver segitségével analizaltuk. Az Alexa-
647 festék gerjesztésére a 635 nm-es lézert hasznaltuk és a fluoreszcenciat a vords
csatornaban detektaltuk (emisszid: 661/16 nm). A propidium-jodidot (Pl) az 532 nm-es
1ézerrel gerjesztettiik és az emissziot 585/42 nm-en detektaltuk. Az FSC és SSC jelek alapjan
a sejttormeléket kizartuk az elemzésbél. El6 sejteken végzett vizsgalatok esetében a PI
negativ sejtpopulaciot hasznaltuk, mig permeabilizalt sejtekkel végzett kisérletek esetén a PI
pozitiv sejtpopuléaciot elemeztiik.

Az ATP szenzor és az antitest jelének szimultan detektalasara Becton Dickinson
FACS Aria aramlasi citométert hasznaltunk. A sarga fluoreszcens fehérjét (YFP) 445 nm-es
lézerrel gerjesztettilk és az emissziot 530/30 nm-en detektaltuk. Az Alexa-647 festék
gerjesztésére a szilardtest lézer 631 nm-es vonalat hasznaltuk és a fluoreszcenciat a vords

csatornaban detektaltuk (660/20 nm).
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3.2.13. Statisztikai analizis

Adatainkat a SigmaStat (3.1 verzié, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) program
segitségével analizaltuk, az &abrakon az éatlag + SD értékeket mutatjuk. Két csoport
Osszehasonlitasat kétmintas t-probaval végeztiik, a statisztikai szignifikanciat 3 vagy tobb
csoport esetében variancia-analizissel (ANOVA) allapitottuk meg Holm-Sidak post-hoc teszt
alkalmazasaval. A kiilonbségeket akkor tekintettiik szignifikansnak, ha P<0,05 volt.
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4. Eredmények I.: A Pgp konformacio valtozasainak vizsgalata
4.1. Az UIC2 kotodés valtozasok altal detektalt TMD konformacio valtozasok a NBD-
kben végbemeno folyamatokat jeleznek

A sejtmembran mérsékelt permeabilizalasa Staphylococcus aureus alfa-toxin vagy
streptolizin segitségével lehetdvé teszi a sejt intracellularis kornyezetének modositasat
anélkiil, hogy megzavarnd a membran szerkezetét, valamint a membranban elhelyezkedd
transzporterek miikodését. Ennek a modszernek koszonhetéen lehetOségiink nyilt a
nukleotidok kimosasara a sejtekbdl és a Pgp molekulak ATP-mentes, magas UIC2-affinitasa
konformacioban valé szinkronizalaséara [183]. Ugyanakkor a permeabilizilt sejtek ATP/Mg?*-
mal torténd feltoltése Druley és munkatarsai eredményeihez hasonléan [183] koncentracio-
fliggd modon indukalta a Pgp molekuldk alacsony UIC2-affinitasi konformacios allapotba

torténd atfordulasat (9. abra ¢és 13. abra A).
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9. abra: Az UIC2, 15D3 és 4E3 antitestek kotédése a vad tipusu Pgp-hez Staphylococcus aureus
a-toxinnal permeabilizalt NIH 3T3 MDRI1 sejteken ATP/Mg?" jelenlétében. A permeabilizalt
sejteket ATP/Mg?* kiilonbozd koncentracioival el8kezeltiik 20 percig, ezt kovetéen 10 pg/ml UIC2,
15 pg/ml 15D3-A647 vagy 60 pg/ml 4E3-A647 antitesttel jeloltiik 30 percig a nukleotidok eltavolitasa
nélkiil. Az antitestek fluoreszcencia intenzitasat a nukleotid koncentracio fliggvényében abrazoltuk, a

nukleotid kotédés latszolagos affinitasa (Ka) és a Hill-koefficiens meghatarozasdhoz a mérési pontokra
négy-paraméteres Hill-fliggvényt illesztettiink (lasd Anyagok és Modszerek).

Az UIC2 kotddési gorbék illesztése soran az ATP kotddés latszolagos affinitdsara
kapott érték (Ka=0,25 + 0,16 mM) megegyezett a transzporter ATP affinitasara vonatkozo
korabbi irodalmi adatokkal [236]; [147] és hasonld volt az ATP hidrolizis Km értékéhez,
melyet munkacsoportunk Pgp* NIH 3T3 sejtekb6l preparalt membran mintakon mért ([237]-
es kozlemény: kiegészitd informacidk 1. abra).
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Az UIC2 antitesttel ellentétben a 15D3 és 4E3 monoklonalis antitestek kotédése nem
véltozott meg magas ATP/Mg?* koncentraciok mellett sem (9. 4bra), bar ezek az antitestek az
UIC2-vel kompetalnak és részlegesen atfedd extracelluléris epitopokat ismernek fol a Pgp
molekulan [180]; [238]. Ezen tulajdonsagukat kihasznalva Kkisérleteinkben kontroll
antitestként hasznaltuk ket az UIC2 antitest altal detektalt konformacid valtozasok tényleges
bekovetkezésének bizonyitasara.

A 9. abran bemutatott kisérletben, mindharom antitestet kvazi telitd6 koncentracidoban
alkalmaztuk, melyet korabban intakt sejteken végzett antitest kotédési méréseink alapjan
hataroztunk meg. Tovabbi kisérleteink soran permeabilizalt sejteken kiilonbozé ATP
koncentraciok alkalmazasa mellett vettiink fel antitest kotdédési gorbéket (10. abra A). Az
antitest kotddési gorbék illesztése soran meghataroztuk az UIC2 antitest latszolagos kotddési
affinitdsat (Ku; 10. abra B). Eredményeink azt mutattdk, hogy magas ATP koncentraciok
mellett 5-9-szeresére nétt a Ky érték az ATP/Mg?* tavollétében mért kb. 2 pg/ml értékhez

képest.
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10. abra: Reprezentativ UIC2 antitest kotodési gorbék (A) és az UIC2 antitest latszolagos
kotédési affinitasa (Ku) (B) kiilonb6zé ATP/Mg?* koncentraciék mellett vad tipusa Pgp-t
kifejez6 permeabilizalt NIH 3T3 MDRI1 sejteken. A Staphylococcus aureus a-toxinnal
permeabilizalt sejteket ATP/Mg?* kiilonbozd koncentracidival el6kezeltiik 20 percig, ezt kovetden
kiilonb6z6 koncentraciokban alkalmazva UIC2-A647 antitesttel jeldltiik 30 percig a nukleotidok
eltavolitdsa nélkiil. A sejtek fluoreszcencia intenzitasat az antitest koncentracié filiggvényében
abrazoltuk és harom fiiggetlen mérés gorbéinek illesztésével meghataroztuk a latszolagos UIC2
kotédési affinitds értékeket (Ku, atlag = SD); (0 mM ATP/Mg?*-kezeléshez képest tapasztalt
szignifikans Ky valtozas: ***, (P<0.001)).
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Kontroll kisérleteinkben megvizsgaltuk az UIC2 antitest altal detektalt konformacio
véltozasok nukleotid specificitasat is. Az adenozin-monofoszfat (AMP/Mg?*) alkalmazasa
nem idézett el6 UIC2 antitesttel detektalhatd konforméacio valtozast a Pgp molekulakban (11.
abra A). Feltételezheto, hogy az egyetlen foszfat csoporttal rendelkezé adenozin-monofoszfat
szerkezetébdl adéddan képtelen a nukleotid-k6td domének dimerizécidjanak kivaltasara, és
igy a TMD-kben végbemend UIC2 antitest altal detektalhatd konformacié valtozas

eléidézésére is [239].
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11. abra: Az AMP/Mg* (A) és az ADP/Mg? (B) UIC2 kétédésre gyakorolt hatiasa. A
permeabilizalt sejteket 37°C-on 20 percig eldkezeltiik kiilonb6z6 koncentracidkban alkalmazott
AMP/Mg?* vagy ADP/ Mg?-mal, majd UIC2-A647 antitesttel tovabb jeloltiik 30 percig a nukleotidok
eltavolitasa nélkiil. Az abran reprezentativ gérbéket mutatunk be 3 fiiggetlen kisérletbdl.

Ellenben az adenozin-difoszfittal (ADP/Mg?") végzett kisérleteink azt bizonyitjak,
hogy a nukleotidok ezen tipusa az ATP-hez hasonl6 moédon konformacié valtozast idéz eld
(11. abra B).

Az N-etilmaleimid (NEM) egy szulthidril reagens, mely kovalensen kotddik a Pgp
Walker A motivumaban taladlhaté Cys aminosavhoz, amennyiben a nukleotid kotéhely tires
vagy ADP-t tartalmaz [173], igy a Pgp molekulakat ATP-t nemko6té UIC2 reaktiv allapotban
csapdazza. Mivel az ATP f és y-foszfatja a Walker A motivummal 1ép kolcsonhatasba, a
nukleotid kotohely ATP-vel torténd telitése koncentracio-fiiggd modon gatolja az NEM
kotodését, amit az UIC2 kotddési gorbék jobbra tolodasa (12. abra A), valamint a NEM
kotodés latszolagos affinitasanak csokkenése, azaz a Knem érték novekedése jelez (12. abra

B). Ezek az eredmények bizonyitjak, hogy a nukleotid kétéhelyben bekdvetkezd valtozasok
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TMD konformécié valtozasokat hoznak létre, melyet az altalunk hasznalt UIC2 kotédésen

alapulo kisérleti rendszer segitségével képesek vagyunk detektalni.
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12. abra: Az ATP/Mg?* koncentraci6-fiiggd médon csokkenti az N-etilmaleimid (NEM) Pgp-hez
valo kotédésének latszolagos affinitasat. A Staphylococcus aureus alfa-toxinnal permeabilizalt NTH
3T3 MDR1 sejteket ATP-vel inkubaltuk (0,5; 1; 2 mM) 20 percig, 37°C-on, majd az egyes mintakat
N-etilmaleimid (NEM) kiilonb6z6 koncentracidival kezeltiik 20 percig, 37°C-on. Az UIC2-A647
antitesttel torténd jelolést (30 perc, 37°C) kovetden a fluoreszcencia intenzitast az NEM koncentracio
fliggvényében abrazoltuk, és az NEM kotddés latszolagos affinitdsanak (Knem) meghatarozasahoz a
mérési pontokat négy-paraméteres Hill-egyenlet segitségével illesztettiikk. A B abra 3 fiiggetlen mérés
atlagat + SD mutatja. ***P<0,001.

4.2. A nukleotid kotédés indukalja a Pgp-k extracellularis tér felé nyitott konformacios
allapotanak kialakulasat

Az ATP hidrolizisét akadalyozo kisérleti koriilmények kozott: az ATP-t Mg?
hianyaban alkalmazva (ATP + EDTA; 13. abra B) vagy a kisérletet jégen végrehajtva (13.
abra D) szintén végbement a Pgp-ket az extracellularis tér felé nyitott (UIC2-mentes)
allapotba atvive konforméacio valtozas (3. tablazat), de ez magasabb ATP koncentraciok
mellett kdvetkezett be, mint a hidrolizist megengedd koriilmények kozott. A foszfat analog
anionok - ortovanadat (Vi) vagy BeFx - képesek a Pgp transzport funkciojanak és ATPaz
ciklusanak gatlasara azaltal, hogy stabilan bekotddnek a hidrolizis sordn felszabadulo vy-
foszfat helyére. Az igy kialakul6 stabil Pgp-ADP-vanadat komplex (Pgp-ADP-Vi) kizardlag
olyan feltételek mellett johet 1étre, amely megengedi legalabb egy ATP molekula hidrolizisét
[164]; [176].
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A nem-hidrolizal6 ATP analég AMP-PNP szintén konformacio valtozast indukalt a
TMD-kben, melyet az UIC2 kotédés nukleotid koncentracio-fiiggd csokkenése jelzett (13.
abra C).
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13. abra. Az UIC2 monoklonilis antitest kotddése a vad tipust Pgp-hez ATP/Mg? jelenlétében
(A), ATP jelenlétében Mg**-mentes kozegben (B), AMP-PNP/Mg?* jelenlétében 37 °C-on (C)
vagy ATP/Mg? jelenlétében 4 °C-on (D). A Staphylococcus aureus alfa-toxinnal permeabilizalt vad
tipust Pgp-t kifejezd NIH 3T3 sejteket nukleotidok kiilonbdz6 koncentracidival kezeltiik 20 percig,
ezt kovetden UIC2-A647 antitesttel jel6ltiik 30 (A-C) vagy 45 percig (D) a nukleotidok eltavolitasa
nélkiil. Vanadattal (V;) torténd kezelés esetében a nem-csapdazodott nukleotidokat az antitest adasa
elott kimostuk és az antitesttel torténd jelolést 0,5 mM Vi jelenlétében jégen végeztik. Az UIC2-A647
fluoreszcencia intenzitast a nukleotid koncentracio fliggvényében abrazoltuk, a nukleotid kotédés
latszolagos affinitasanak (Ka) és a Hill-koefficiens értékek meghatarozasahoz a mérési pontokat négy-
paraméteres Hill-egyenlet segitségével illesztettiik (lasd Anyagok és Modszerek).
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Feltételezett katalitikus

Nukleotid I?glz)ilaé)s (ml\l/E:SD) Hil(l;:lg(i;a;‘f " 1épés(ek) a hidr'olitikus ciklus
soran
ATP 37 °C, Mg?*
(=59) L o] 0254016 0,77 0,20 hidrolizis
ATP 37 °C, nincs Mg?* nukleotid kotSdés és NBD
(n=3) (13. 4bra B) 192033 1,60+0,22 dimerizacié
ATP 4 °C, Mg** nukleotid kotodés és NBD
(n=7) (13. 4bra D) 270+£183  0,66:+0,17 dimerizécié
AMP-PNP 37 °C, Mg?* nukleotid kotddés és NBD
(n=17) (13. 4bra C) 0.27+0,14  1,75+0,34 dimerizcié
ATP +Vi 37 °C, Mg?* poszt-hidrolizis
(n=11) (13. 4bra A) W=stiftey— RR=st Allapot

3. tablazat. A vad tipust Pgp nukleotid kiotésének latszolagos affinitas (Ka) és Hill-koefficiens
értékei. (NBD: nukleotid-koté domén)

A Pgp-ADP-V; stabil komplex Iétrejottének megfelelden, az ATP hidrolizisét lehetové
tevé koriilmények kozott kisérleteinkben a vanadat novelte a nukleotid kotddés latszolagos
affinitdsat (37°C, ATP/Mg?" jelenléte; 13. dbra A és 3. tablazat), mig ugyanez nem volt
megfigyelheté az ATP hidrolizisét kizaro kisérleti koriillmények kozott (13. abrak B-D).

4.3. A Walker A szekvencia lizin aminosavanak féloldali muticidja nem gatolja meg az
ATP kotodését és a szubsztrat-stimulalt ATP hidrolizist

A Walker A szekvencia (GXXGXGKS/T), mas néven P-loop (foszfat-k6té hurok)
kiterjedt kotéseket alakit ki az ATP terminalis foszfatjaval (1d. Irodalmi attekintés 4. abra)
[134]. Irodalmi adatok szerint a Walker A szekvenciaban talalhatd konzervalt lizin aminosav
metioninra torténd cseréje az ATPaz aktivitas gatlasat okozza [240]; [241]; [114]. Ahhoz,
hogy tanulmanyozhassuk a Pgp N- és C-terminalis nukleotid-k6té doménjeinek Walker A
szekvenciaiban talalhatd lizin aminosavak cseréjének hatdsat a fehérje transzmembran
doménjeinek konformacié valtozasaira, a Sleeping Beauty transzpozon alapu génbeviteli
rendszer segitségével olyan emlds sejtvonalakat hoztunk l1étre (NIH 3T3 és MDCK), melyek
stabilan expresszaljak a vad, az egyik Walker A szekvencidban mutans (K433M vagy
K1076M) vagy mindkeét oldali Walker A szekvencidban mutaciot hordozé Pgp molekuldkat
(K433M/K1076M). Korabbi tanulmanyokkal egyezéen eredményeink azt mutattak, hogy
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kizardlag az egyik nukleotid-k6td domént érinté mutaciok nem akadalyoztak a nukleotidok
kotodését [114], melyet a K433M és K1076M Pgp variansok UIC2-reaktivitasanak
csokkenése jelzett AMP-PNP (14. abra A) és ATP jelenlétében (14. abra B és C).
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14. abra. Az UIC2 monoklonalis antitest kotodése egyik (K433M, K1076M) vagy mindkét
Walker A szekvenciaban mutaciét hordozo (MM) Pgp molekulakhoz AMP-PNP/Mg* (A) vagy
ATP/Mg? (B-D) és vanadat hianyiban vagy jelenlétében. A permeabilizalt sejteket nukleotidok
kiilonbozé koncentracioival kezeltiik 37 °C-on 20 percig és ezt kovetden 30 percig jeloltik UIC2-
A647 antitesttel a nukleotidok eltavolitasa nélkiil. Vanadattal (Vi) torténé kezelés esetében a nem-
csapdazodott nukleotidokat az antitest adasa el6tt kimostuk és az antitesttel torténd jeldlést is Vi
jelenlétében jégen végeztiik. Az UIC2-A647 fluoreszcencia intenzitist a nukleotid koncentracid
fliggvényében abrazoltuk, a nukleotid kotédés latszolagos affinitasa (Ka) és a Hill-koefficiens
meghatarozasahoz a mérési pontokat négy-paraméteres Hill-egyenlet segitségével illesztettiik (lasd
Anyagok és Modszerek).
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Kollaboracids partnereink kordbban kimutattak, hogy az egyik Walker A szekvencia
lizin aminosavat érinté mutaci6 ellenére (K433M vagy K1076M) a Pgp-k a foszfat analog
aluminium-fluorid jelenlétében jelolddtek [o -32P]-8-azido-ATP-vel [242], ami ezen
mutansok részleges katalitikus aktivitasat jelezheti. Jelen munkank soran azt tapasztaltuk,
hogy vanadat jelenlétében az egyetlen lizin mutaciét hordozo fehérjék ATP-hez vald
latszolagos affinitdsa 5-10-szeresére nétt a csak ATP-vel kezelt mintdkhoz képest (14. abra B
és C, 4. tablazat). Mivel a vanadattal vagy BeFx-dal torténé komplex-képzédés elofeltétele az
ATP hidrolizis bekovetkezése, eredményeinkbdl arra kovetkeztetiink, hogy az egyik
molekula-felet érinté lizin mutacio ellenére is bekovetkezik az ATP hidrolizise. Ezzel
ellentétben, mindkét molekula-fél Walker A lizinjét érintd szimultan mutacio stabil UIC2-

koté konformaciot eredményez, mely nukleotidok jelenlétében is megmarad (14. abra D).

Nukleotid Ka(mM) Hill-koefficiens
Vad tipus K433M K1076M Vad tipus K433M K1076M
ATP 0,25+0,16 2,08+1,04 2,03+091 0,77 +0,20 0,90 +0,32 0,89 +£0,33
P<0,001 P<0,001 P =0,158 P =0,452
AMP-PNP 0,27+0,14 3,40+1,42 3,01+092 1,75+0,34 2,06 + 0,29 1,68 £0,23
P<0,001 P<0,001 P =0,261 P =0,698
ATP+V; 0,07+004 0,44+0,28 0,80+0,33 0,92+0,15 1,08 £0,24 1,03+0,28
P=0,002 P<0,001 P =0,257 P =0,582

4. tablazat. A vad tipusu és féloldali Walker A mutins Pgp-k (K433M és K1076M) nukleotid
kotésének latszolagos affinitas (Ka) és Hill-koefficiens értékei. A féloldali mutansok esetében
kapott atlag értékeket a vad tipusa Pgp-nél megfigyelt értékekhez hasonlitottuk. A P értékeket
egyszempontos varianciaanalizis (ANOVA) és az azt kovetd Holm-Sidak post-hoc teszt segitségével
hataroztuk meg. A tablazatban az atlag + SD értékeket tiintettiik fel (n>4).

4.4. A féloldali Walker A mutansok is rendelkeznek szubsztrat-stimulalt ATP hidrolizis
aktivitassal

A Pgp katalitikus ciklusanak sebessége (,,turnover rate”) transzportalt szubsztratok
pl. verapamil, vinblasztin jelenlétében jelentésen felgyorsul, amit a fehérje ATPaz
aktivitasanak szubsztratok jelenlétében mért fokozodasa jelez (Szubsztrat-stimulalt ATPaz
aktivitas) [147]. A BeFx vagy Vi altal csapdazott poszt-hidrolitikus komplexek keletkezésének
kinetikai analizise soran azt tapasztaltuk, hogy az alacsony UIC2-affinitasti poszt-hidrolitikus

allapotban valo progressziv felhalmozodas hasonlo kinetikaval kovetkezik be a vad tipust és
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az egyik molekula-félben mutaciot hordozo Pgp-k esetében. Eredményeink azt is bizonyitjak,
hogy Pgp szubsztratok (verapamil, vinblasztin, rodamin 123) jelenlétében szignifikdnsan
felgyorsul a foszfat analdgok altal stabilizalt atmeneti komplex képzddése mind a vad tipusu,
mind a féloldali mutaciét hordozdé Pgp molekuldk esetében (vinblasztinnal kapott

eredményeinket a 15. A, C és D abrak mutatjak).
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15. abra. A Pgp-ADP-BeFx komplex kialakuldsanak idofiiggése vad-tipusu (A) és az egyik
nukleotid-koté doménben mutaciot hordozo Pgp-t (K433M, K1076M) kifejezé sejtekben (C,D).
A permeabilizalt sejteket 100 uM (vad tipus esetében) vagy 500 uM (K433M és K1076M mutansok
esetében) ATP/Mg?*-mal és berillium-fluoriddal (BeFx; 200 uM BeSOs és 1 mM NaF) 37 °C-on
inkubdltuk 50 puM vinblasztin jelenlétében és hianyaban, majd kiillonb6zé id6épontokban mintat
vettiink. 200 puM vinblasztin hatasat a vad-tipust Pgp latszolagos nukleotid affinitdsara a B abra
mutatja. A permeabilizalt sejteket BeFx-dal és kiilonboz6 ATP/Mg?* koncentracidval kezeltiik 200 pM
vinblasztin jelenlétében 20 percig 37 °C-on. Azért, hogy a formalodott Pgp-ADP-BeFx komplexek
szétesését meggatoljuk az UIC2 antitesttel valdo jelolést BeFx jelenlétében, jégen végeztik az
ATP/Mg?* eltavolitasat kovetden.

52



A szubsztratok ATP hidrolizist fokoz6 hatdsa nem az ATP kotddés affinitdsanak
novekedésével fligg Ossze, mivel az ATP kotés latszolagos affinitasa a Pgp-hez még magas
(200 uM-os) szubsztrat koncentracional sem valtozott meg, sem a vad tipusu fehérjében (15.
abra B), sem pedig a féloldali Walker A mutans transzporterckben (16. abra A, B).
Eredményeinkb6l arra kovetkeztethetliink, hogy a Walker A szekvenciaban talalhato
konzervalt lizin aminosav mutacidja ellenére a katalitikus ciklus képes eljutni a foszfat
analogok altal stabilizalt 1épésig, amennyiben a mutacié a fehérje két nukleotid-koto

doménjének csak az egyikét érinti.
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16. abra. 200 pM vinblasztin hatiasa a féloldali Walker A mutins Pgp-k (K433M, K1076M)
latszolagos nukleotid affinitiasara. A permeabilizalt sejteket 500 uM ATP/Mg?*-mal és berillium-
fluoriddal (BeFx; 200 uM BeSOs és 1 mM NaF) inkubaltuk 37 °C-on 200 uM vinblasztin jelenlétében
vagy hidnydban 20 percig. Azért, hogy a formalddott Pgp-ADP-BeF, komplexek szétesését
meggatoljuk az UIC2 antitesttel valo jelolést BeFx jelenlétében, jégen végeztik az ATP/Mg?
eltavolitasat kdvetden.

Az a tény, hogy viszonylag hosszu id6 sziikséges a BeFx (ti2 ~120 s; lasd 15. abra és 5.
tablazat) ¢és Vi altal stabilizalt poszt-hidrolitikus komplexek képzddéséhez (ti2 = 235,2 + 52,2
s; n = 6) a ciklus teljes idétartamahoz viszonyitva, amely - nagysagrendileg kb. 100 ms — arra
enged kovetkeztetni, hogy az anionok altal stabilizalt komplex rendkiviil kis valdszinliséggel
jon létre. Ennek valoszinlileg az a magyarazata, hogy a foszfat lehasaddsa és a nukleotid

.....

ciklus soran.
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Kezelés BeFx csapdazasi reakcié ti/2 értékei (perc)

Vad tipusu Pgp K433M K1076M
2,31+0,69 1,92 £ 0,85 3,36 £ 2,83
Kontroll (n=10) (n=8) (n=7)
. 0,38+0,26 0,34+ 0,11 0,29 + 0,08
+ verapamil
(50 uM) (n=5) (n=5) (n=6)
P < 0,001 P < 0,001 P <0,012

5. tablazat. Verapamil hatasa a berillium-fluorid (BeFy) altal csapdazott poszt-hidrolitikus
komplexek keletkezésére. A ti, értékek reprezentaljak az UIC2 antitestet magas affinitassal kot Pgp
konformer felezési idejét (lasd Anyagok és Modszerek). A P értékeket Student-féle t-proba
segitségével hataroztuk meg a verapamillal-kezelt és kezeletlen kontroll mintdk statisztikai
Osszehasonlitasaval (egyoldali proba). A féloldali mutansok ti» értékei nem kiilonboztek
szignifikansan a vad tipus esetében kapott értékekt6l sem a kontroll (P=0.229), sem a verapamillal
kezelt mintak esetében (P=0.669; ANOVA, Holm-Sidak post-hoc teszt).

Osszességében megallapithatd, hogy a féloldali Walker A mutans fehérjék a vad-
tipustt Pgp-hez hasonléoan nemcsak az ATP hidrolizisére képesek, hanem atlagosan ~1200—
2500 cikluson is képesek keresztiilmenni, mieldtt BeFx vagy vanadat altal csapdazodnak.
Ebbdl kovetkezden, a féloldali Walker A mutansok is rendelkeznek gyenge, de szignifikans
szubsztrat-stimulalt ATPaz aktivitassal, melyet a mutans transzportereket magas szinten
expresszalo NIH 3T3 sejtekbdl preparalt membran mintdkban munkacsoportunk késdbb képes

volt detektalni is ([237]-es kozlemény, kiegészit6 informaciok, 2. abra).

4.5. A vanadat altal csapdazott allapotbol valo visszatérés vad tipusu és féloldali Walker
A mutans Pgp-k esetében

A vanadat (vagy BeFx) altal csapdazott allapot kialakulasanak id6kinetikaja hasonlo
volt a vad tipust és a féloldali mutans Pgp-k esetében (5. tablazat), ami feltételezi, hogy az
az idétartam, melyet a miikodo transzporter a hidrolizist kovetd (poszt-hidrolitikus) vanadat-
szenzitiv allapotban tolt hasonlé a vad és féloldali Walker A mutansoknal. Erdekes
megfigyelés azonban, hogy a vanadat-csapddzott komplex szétesése gyakorlatilag nem
kovetkezett be a féloldali mutdnsoknal, amit az UIC2-reaktiv allapotba torténd visszatérés

elmaradasa jelzett (17. abra A).
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Béar a vanadattal csapdazott poszt-hidrolitikus komplex rendkiviil stabil, ha a
vanadatot eltavolitjuk a médiumbol irodalmi adatokkal Osszhangban megfigyelhetd a
komplex szétesése és a vad tipusu Pgp-k rendkiviil lasst (t12=75,5 perc) visszatérése az

UIC2-reaktiv intracellularis tér felé nyitott konformacioba (17. abra A és B).
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17. abra. A vad tipusu és féloldali Walker A mutans Pgp-k visszatérése a vanadattal csapdazott
poszt-hidrolitikus allapotbél az UIC2 reaktiv konformaciéba 4 °C-on és 37 °C-on. (A) A vad
tipust és az egyik molekulafélben mutaciot hordozo Pgp-ket kifejez6 Staphylococcus aureus alfa-
toxinnal permeabilizalt NIH 3T3 sejteket ATP és 500 uM vanadat (Vi) jelenlétében inkubaltuk, hogy
csapdazzuk a Pgp molekulakat az ATP hidrolizist kdvetd allapotban. Ezutan a mintakat 120 percig
inkubdltuk az abran jelzett hdmérsékleteken (4 és 37 °C) vanadat- és ATP-mentes koriilmények kozott
50 uM N-etilmaleimid (NEM) jelenlétében, majd UIC2 antitesttel jel6ltiik. Az abra 3 fliggetlen mérés
atlagat = SD mutatja. (B) Az ATP és vanadat kezelést kovetden meghatarozott iddpontokban mintakat
vettiink, melyeket 200 uM NEM-et tartalmazé vanadat- és ATP-mentes PBS-sel mostunk, majd UIC2
antitesttel jeldltiink (lasd Anyagok és Mdodszerek).
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4. Eredmények II.

4.6. A Pgp mindkét oldali ATP-kotéhelyének Walker A szekvencidjaban el6idézett

mutaci6 nem befolyasolja a transzporter membran mikrodoménekhez valé
Kiilonbozo szoveti eredetli, intakt sejtek plazmamembranjaban a Pgp molekulak 10-40

%-a talalhatd UIC2-reaktiv konformécioban, mig a tobbi Pgp molekula csak bizonyos

szubsztratok, modulatorok pl. ciklosporin A (CsA) jelenlétében vagy a sejtek ATP deplécidja

hatasara képes megkotni az antitestet (18. abra A, narancssarga oszlopok) [182]; [184].
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18. abra. (A) Vad tipusu és mindkét ATP kotohely Walker A szekvenciajaban mutaciot hordozé
Pgp molekulak (MM) spontan, valamint ciklosporin A (CsA) jelenlétében és ATP deplécio
hatasara mért UIC2 kotése. A CsA-val torténd kezelést (37 °C, 10 perc) illetve az ATP kimeritést (5
mM 2-deoxi-D-gliikoz és 5 mM natrium-azid egyiittes alkalmazasa) kovetden a sejteket 10 pg/ml
UIC2-A647 antitesttel jeloltiik 37 °C-on 30 percig. A jelolést kdvetden a mintakat haromszor mostuk
jéghideg PBS-sel, majd aramlési citométerben mértiik. A spontdn UIC2 jelolést kovetden mért
fluoreszcencia intenzitas szignifikansan kiilonbozik a vad tipusu és a mindkét ATP-kotéhely Walker A
szekvenciajaban (K433M/K1076M) mutaciot hordozé sejtfelszini Pgp-k esetében (P<0,001). (B) Vad
tipusu és mindkét ATP-kotohely Walker A szekvencidjaban mutaciot hordozé Pgp molekulak

rrrrrr

antitestekkel (pl. UIC2-A647, 4E3-A647, 15D3-A647) torténd jelolést kovetden két részre osztottuk.
A minta parok egyikét jéghideg 0,5%-0s TX-100 oldattal, mig a masikat PBS-sel kezeltiik 20 percig,
végiil 4% paraformaldehiddel (PFA) fixaltuk a mintdkat 4°C-on. A Pgp molekulak TX-100 rezisztens

rrrrrr

fluoreszcencia intenzitasat a TX-100 kezelést nem kapott mintak fluoreszcencia intenzitasanak
szazalékos aranyaban fejeztiik ki. Harom fliggetlen mérés atlagai + SD. ***: P<0,001.

Kisérleteinkben kimutattuk, hogy a katalitikusan inaktiv, mindkét ATP-kotohely Walker A
szekvenciajaban (K433M/K1076M) mutaciot hordozo sejtfelszini Pgp-k a fenti kezelésektdl
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fiiggetleniil az UIC2 antitest altal felismerhetd, valdszintileg ATP-mentes konformacios
allapotot preferaljak az €16 sejtek plazmamembranjaban (18. abra A, barna oszlopok).

Korabbi tanulményok ¢és munkacsoportunk eredményei is alatdmasztjak, hogy
kiilonb6z6 szoveti eredetii sejtvonalakon a sejtfelszini Pgp molekulak 20-50 %-a rezisztens a
TX-100 detergenssel torténd kezelésre, igy valoszinisithetd, hogy a TX-100 rezisztens
membran mikrodoménekben talalhato [222]; [213]; [223].

Munkénk sordn elészor arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy az UIC2-vel spontan
megjelolhetd  (,,pool-1”) ¢és az UIC2-vel csak bizonyos szubsztratok adasa mellett
megjeldlhetd Pgp populacio (,,pool-1I") és a TX-100 rezisztens membran mikrodoménekhez
asszocialt Pgp-k kozott milyen kapcesolat van. Kisérleteinkben megfigyeltiik, hogy az UIC2-
reaktiv ,,pool-I” Pgp molekuldk 50-60%-a ellendll a TX-100 kezelésnek az aramlasi
citometrias detergens-rezisztencia tesztben (FCDR). Amikor az 0Osszes sejtfelszini Pgp
molekulat lathatova tettiik 4E3 vagy 15D3 antitesttel, vagy UIC2 antitesttel CsA kezelés
mellett, csak a Pgp molekulak 25-30%-a mutatott rezisztenciat a TX-100 kezeléssel szemben
(18. abra B, narancssarga oszlopok), és a detergens rezisztens Pgp hanyad nem fiiggott az
alkalmazott antitesttol. Ez alapjan valosziniisithetd, hogy a vad tipustt Pgp-k spontan UIC2
reaktiv populacidja (,,pool-I"’) fokozott raft és citoszkeleton asszocialtsigot mutat, mig a
,»pool-1I” Pgp-k, inkabb a membran TX-100-zal oldhat6 nem raft régidiban helyezkednek el.

Erdekes médon a mindkét ATP kotShely Walker A szekvencidjaban mutaciot hordozo
Pgp-k a vad tipust fehérjékhez hasonlé mértékli (kb. 25-30%) detergens rezisztenciat
mutattak (18. abra B, barna oszlopok). Ha a kétoldali Walker A mutansokra jellemz6 UIC2-
reaktiv, valdsziniileg ATP-mentes konformacié kedvezne a fehérje raft-beli megjelenésének a
kétoldali Walker A mutdns Pgp-ket expresszald sejtek esetében a vad tipushoz képest

nagyobb mértékii detergens rezisztenciat varnank.

4.7. Az UIC2 antitest Pgp-hez valé kotodése és az i.c. ATP szint kozotti osszefiiggés
vizsgalata €16 sejtekben
Tovabbi kisérleteinkben vad tipust Pgp-t kifejez6 ép sejteken is megvizsgaltuk, hogy
az intracelluldris ATP koncentracio és igy a Pgp molekuldk ATP telitettsége befolyasolja-€ a
Kisérleteinkben a nem metabolizalhato 2-deoxi-D-gliikkoz és gliikoéz alkalmazasaval
modulaltuk az intracellularis ATP szintet, melynek valtozasait egy YFP (sarga-fluoreszcens

fehérje) alapt intracellularis ATP szenzor segitségével detektaltuk, valamint mértik a
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sejtfelszini Pgp molekulak ATP-mentes UIC2-reaktiv és nukleotid-kotott UIC2-t nem-kotd
konformacioi kozotti megoszlasat is.

Kisérleteink bizonyitottak, hogy a 2-deoxi-D-glikéoz a kezelés idétartamanak
novelésével parhuzamosan csokkenti az intracellularis ATP szintet, ezaltal noveli az UIC2-
reaktiv Pgp-k aranyat. Tehat a permeabilizalt sejtekhez hasonldéan (13. abra A) az intakt

sejteken is szoros korrelacié van a sejtek ATP szintje és a sejtfelszini Pgp molekuldk UIC2

4. 5 6. T. 8.

reaktivitasa kozott (19. abra A és B).

190 | A 30

B
170 25
150 - 20
130 ; T 15
110 10
90 I I 5
70 o 0 |
1. 2. 3 4 5 6 7. 8. 1. 2.

mert ATP mennyiseg
UIC2 jeléles

N

1. permeabilizalt sejtek 1. permeabilizalt sejtek

2. sejtek 8 mM gliikozos PBS-ben 2. sejtek 8 mM gliikozos PBS-ben
3. 0 perc 2DG 3. 0 perc 2DG

4.5 perc 2DG 4.5 perc 2DG

5. 10 perc 2DG 5. 10 perc 2DG

6.5 perc 2DG + 0 perc G 6. 5 perc 2DG + 0 perc G

7. 10 perc 2DG + 5 perc G 7. 10 perc 2DG + 5 perc G

8. sejtek PBS-ben 8. sejtek PBS-ben

10’: 30 mM 2DG +
10 mM KCN

484 cC 3 150 y p
" ) +
L]
36 4 {1 €— 5:40mM 2DG + v
e {1 10 mM KCN 2 125 1. 10 mm 206 /{
‘@ £ \_ .
3 24 g100] \_- /_,
a ! o \I
<
2l Eal A
H €—38mMG ‘O :
! \; € 5:20mM G
e . - 50 . — .
0 75 150 225 300 0 3 6 9 12 15
mért ATP mennyiség id6 (perc)

19. abra. Intakt KB-V1 sejtek intracellularis ATP koncentracio valtozasainak kovetése FRET-
alapu ATP szenzor segitségével (A, C, D) és a sejtfelszini Pgp molekuldk UIC2 reaktivitasanak
paralel vizsgalata (B). Az ATP szenzort kifejez6 sejteket meghatarozott idétartamig (0, 5 és 10 perc)
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kezeltik 10 mM 2-deoxi-D-gliikozzal (2DG) az intracellularis ATP szint csokkentésére. 5 perc
elteltével a mintak egy részéhez 20 mM gliikozt (G) adtunk és tovabb inkubaltuk a sejteket. A
kezeléseket kovetden a sejteket 37 °C-on 3 percig jeloltik UIC2-A647 (100 ug/ml) antitesttel, majd
jéghideg PBS-sel mostuk. C: A pontozott vonal a KB-V1 sejtek ATP koncentracié eloszlasat
reprezentalja 5 perc kezelést kovetéen 40 mM 2DG-zal és 10 mM kalium-cianiddal (KCN), a
folytonos vonal pedig egy olyan sejtpopulacid ATP koncentracié eloszlasat reprezentalja, melyet 8
mM gliikozt tartalmazo PBS-ben tartottunk. D: Az intracellularis ATP koncentracié folyamatos
nyomonkovetése aramlasi citométerben. 0 idépontban 10 mM 2DG-t adtunk a sejtekhez, majd 5
perc elteltével 20 mM gliikozt, ujabb 5 perc mulva pedig 30 mM 2DG-t és 10 mM KCN-ot adtunk a
mintdkhoz az i.c. ATP szint teljes kimeritéséhez. Az oszlopok 3 parhuzamos minta atlag = SD értékeit
abrazoljak.

4.8. Az intracellularis ATP koncentracio valtozasok hatasa a Pgp molekulak detergens

Pérhuzamos kisérleteinkben megvizsgaltuk, hogy az intracellularis ATP koncentraciod
rovid idejii csokkentése (maximum 30 perc) befolyasolja-e a plazmamembranban expresszalt
Pgp molekuldk mennyiségét, valamint van-e hatdsa a Pgp molekulak detergens rezisztens
konformécio érzékeny anti-Pgp antitestet hasznaltuk, mely telitd koncentracidban alkalmazva

valamennyi sejtfelszini Pgp molekulat képes megjeldlni.
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20. abra. Az ATP deplécio idétartamanak hatasa a Pgp molekuldk plazmamembran
V1 sejtekben (B). A sejteket kiilonb6z6 ideig éheztettik 10 mM 2-deoxi-D-gliikkoz kezeléssel, majd
kétszer mostuk PBS-ben. A mosast kovetéen 60 pg/ml 4E3-A647 anti-Pgp antitesttel jel6ltiink 37 °C-
on 30 percig, majd az ¢hezés iddtartamanak fliggvényében abrazoltuk az aramlési citometrias
mérésekkel kapott fluoreszcencia intenzitdsokat (A). A detergens kioldasi kisérletekben a 4E3-A647
antitesttel megjelolt mintakat kettéosztottuk, majd a mintak felét 0,5% TX-100 detergenssel kezeltiik
4°C-on 20 percig, ezt kovetden a mintaparokat 4% PFA-val fixaltuk. A sejtek 4E3-A647
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fluoreszcencia intenzitasanak aramlasi citometrias mérésével meghataroztuk a detergens kezelésnek
ellenallo Pgp-k szazalékos aranyat (B). Harom fiiggetlen mérés atlagat abrazoltuk (= SD).

Eredményeink azt mutatjak, hogy a sejtek rovid tdva ATP deplécidoja nem befolyasolta a Pgp
molekulak sejtfelszini expresszidjat (20. abra A) és a TX-100 rezisztens membran
valdszintsitik, hogy nem az UIC2-reaktiv konformdciés allapot felvétele iranyitja a pool-I
Pgp-ket a raftokba, hanem inkébb a raft kornyezet kedvez a Pgp molekuldk ATP-mentes

UIC2 reaktiv konformacioban torténd stabilizalodasanak.

s re s

koleszterin tartalmatol

A két Pgp populacio (,,pool-1” és ,,pool-11") kiilonb6z6 membran mikrodomén
lokalizacidjanak tovabbi bizonyitéka lehet trafficking folyamataik kiilonbozdsége is. Ezért
kisérleteinkben megvizsgaltuk, az UIC2 antitest kotddése alapjan megkiilonbdztetett fokozott

I”

detergens rezisztenciat mutatd ,,pool-1” és a kevésbé detergens rezisztens ,,pool-1I” Pgp
populéaciok endocitdzisat. Fluoreszcens festékkel konjugalt UIC2 (UIC2-A647) antitesttel
megjeloltik a ,,pool-1” Pgp molekulakat, valamint festékkel nem konjugalt UIC2 antitesttel
torténd “lefedést” kovetden CSA és UIC2-A647 antitest egyiittes alkalmazéasaval lathatova
jelenlétében UIC2-A647-tel jeloltiik, vagy 15D3-A647 antitesttel tettiik lathatova. A jelolést
kovetden a mintakat kettéosztottuk és a mintaparok egyikében savas mosassal [235]
tavolitottuk el a sejtfelszini Pgp-khez kot6dott antitesteket, majd aramlasi citometrias mérés
segitségével meghataroztuk az internalizalodott, igy a savas kezelés szamara nem
hozzaférhetd Pgp hanyadot. Eredményeinkbdl kideriilt, hogy a ,pool-1” Pgp-knek
szignifikansan nagyobb hanyada internalizalodott, mint az ugyanazon antitesttel jelolt ’pool-
I1” Pgp populacionak (21. abra A). Mivel a két Pgp populacio jelolését azonos ideig
végeztiik, és az antitest kezelés ugyanabban a konformacidban csapdazza Oket
valoszinlisithetd, hogy eltérd mértékli internalizaciojukért kiilonb6z6 molekularis
kornyezetiik/lokalizaciojuk tehetd feleléssé. Azt is megallapitottuk, hogy a membran
koleszterin tartalmanak ndvelése koleszterinnel toltott random metilezett-p-ciklodextrinnel

(Kol-RAMEB) fokozta a Pgp molekulak internalizacidjat, mig koleszterin tartalmanak
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random metilezett-p-ciklodextrinnel (RAMEB) t6rténé kivonasa csokkentette a ,,pool-1” Pgp-

k endocitdzisanak mértékét.

I 1 Pool-1 (UIC2-A647) : Pool-1+Il (CSA+UIC2-A647)
s Pool-11 (UIC2, CSA+UIC2-A647) s Pool-1+ll (15D3-A647)
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21. abra. A ,pool-1” és ,pool-11” Pgp molekuldk internalizaciojanak meghatarozasa
fluoreszcensen jelolt antitestekkel valamint RAMEB és Kol-RAMEB kezelést kivetéen. A ,,pool-
I” Pgp-ket UIC2-Alexab647-el jeloltiik, mig a teljes sejtfelszini Pgp pool-t 15D3-Alexa647 antitesttel
vagy 10 uM ciklosporin A (CsA) jelenlétében végzett UIC2-Alexab47 jel6léssel tettiik lathatova. A
,»pool-11" Pgp-ket a ,,pool-1” Pgp-k fluoreszcens festékkel nem konjugalt UIC2 antitesttel torténd
lefedését kovetéen 15D3-Alexab47 antitest segitségével jeloltiik. Az antitest jelolést kovetden a
membran koleszterin tartalmat 20 perces ciklodextrin (RAMEB és koleszterinnel t6ltott RAMEB)
kezeléssel modulaltuk (lasd Anyagok és Modszerek fejezet). Az internalizalt Pgp hanyad
meghatarozasahoz a mintakat kettéosztottuk, a minta parok egyikét gl-PBS-sel, a méasikat alacsony
pH-ju oldattal (0,5 M NacCl, 0,1 M glicin, pH=2,5 [235]) mostuk szobahémérsékleten 5 percig, majd
jéghideg gl-PBS-ben vettiik fel. Az alacsony pH-ju oldat eltavolitja a sejtfelszini Pgp-khez kotodott
antitestet, igy az alacsony pH-ju oldattal illetve PBS-sel mosott mintak fluoreszcencia intenzitasanak
hanyadosa aranyos az internalizalddott Pgp mennyiséggel. Az oszlopok 3-5 fiiggetlen mérés atlagat
mutatjak £SD. ***P<0,001; 71: P<0.001, 1{: P<0.01.

A teljes sejtfelszini Pgp populaciot 15D3-A647 jeloléssel és CsA kezelés mellett torténd
UIC2-A647 jeloléssel is lathatova tettiik (21. abra B). Az UIC2-vel jelolt Pgp-k minden
esetben fokozott internalizaciot mutattak a 15D3-mal jelolt Pgp-khez képest, ami arra utal,
hogy az UIC2 antitest kétddése stimulalja a Pgp-k endocitozisat. Erdekes modon a membran
internalizacidjanak mértékét (21. abra B).

Osszegzésként elmondhatd, hogy a ,,pool-1” Pgp-k ,,pool-11” Pgp-khez képest nagyobb

mértékll internalizacidja szintén a két Pgp populacio eltéré membran mikrokdrnyezetére
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utalhat, és az is valdsziniisithetd, hogy a Pgp molekulak internalizacioja a koleszterin gazdag

raftoktol és/vagy kaveolaktol fiiggd folyamat.
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5. Diszkusszio
5.1. Diszkusszio 1.
Szamos biofizikai, biokémiai illetve kristalyszerkezeti adat alapjan napjainkra mar

altalanosan elfogadott, hogy az ABC transzporterek transzport ciklusuk sordn legaldbb két
egymastol kiilonbozé konforméciot vesznek fol. A citoplazma felé nyitott konformacids
allapot és az Osszekapcsolodott NBD-kkel és az extracellularis tér felé nyitott TMD-kkel
jellemezhetd allapotok kozotti atmenet feltehetéleg konformacio véltozasok sorozatat foglalja
magaban, mely végiil a szubsztrat-kotd affinitas csokkenését eredményezi és lehetévé teszi a
koncentracio gradiens ellenében torténé szubsztrat transzportot. Azonban nem teljesen
tisztazott, hogy a nukleotidok kétddése, a NBD-k dimerizacidja, majd az ATP(k) hidrolizise
hogyan kapcsolodik a TMD-k konformacié valtozasaihoz.

Kisérletes munkank soran az volt a célunk, hogy a Pgp egy Osszetett extracellularis
epitopjat felismerni képes UIC2 konformacio érzékeny monoklondlis antitest egyediilallo
tulajdonsagait hasznositva nyomon kovessiik a Pgp transzmembran doménjeiben bekdvetkezd
meg, melyek kozotti ATP-fiiggd atmenet a Staphylococcus aureus alfa-toxinnal-
permeabilizalt sejtekben az intracellularis ATP szint modositasa soran tanulméanyozhato
[183]. Korabbi irodalmi adatokkal Osszhangban [184]; [183] kisérleti eredményeink
megerdsitették, hogy az UIC2-nemkoté konformacidé a Pgp molekula extracellularis tér felé
nyitott nukleotid-kotott, mig az UIC2-reaktiv konformacio a fehérje citoplazma felé nyitott
ATP-mentes kristaly szerkezetekben megfigyelt allapotanak felel meg [120]; [162]. A Pgp
konformacié valtozasainak vizsgalataval parhuzamosan munkacsoportunk mas tagjai
fluoreszcens Pgp szubsztrat analdégok felhasznaldsaval tanulmanyoztdk a nukleotid-fiiggd
konformécio valtozasok hatdsat a pumpa szubsztrat-kotd affinitasara.

Az aktiv transzporterek Kkatalitikus ciklusanak tanulmanyozasa soran az egyik
legfontosabb kérdés a szubsztrat-koto affinitdas csokkenését eredményezd konformacio
valtozas pontos id6zitése a ciklus soran. Az ,,ATP switch modell” szerint az ATP kotédése
indukalja a nukleotid-k6t6 domének dimerizacidjat, melynek hatasara a TMD-kben
bekovetkezd konformacio valtozas a szubsztrat-kotés affinitdsdnak csokkenését eredményezi,
kovetkezd ciklus kezdésére alkalmas magas szubsztrat affinitasu konformacioba [171]; [169];
[167]; [179]; [243]. A modell egyik bizonyitéka, hogy a nem hidrolizald6 ATP analog AMP-
PNP hatasara a Pgp csokkent vinblasztin kotddést mutatott [115]; [178]. Mas vizsgalatok

Szerint azonban a magas szubsztrat affinitasu allapotbol az alacsonyba torténd atmenetet a
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mar kialakult NBD dimerben 1étrejovd nukleotid okkluzio, azaz a nukleotid szoros kotddése
eredményezi [243]; [166]; [133]. Ezzel ellentétben vannak olyan elképzelések is melyek
szerint a drog-koté affinitas csokkenését kivaltd konformacié valtozast vagy az ATP
hidrolizise [177]; [152]; [244] vagy a hidrolizis soran kialakult magas-energiaju katalitikus
allapot relaxacidja hozza létre [164]. Az egymasnak ellentmondo feltételezések alapjaul
szolgalo eltérd kisérleti eredmények bizonyara részben abbol adddhatnak, hogy rendkiviil
nehéz feladat az erdsen lipofil vegyiiletek, mint a Pgp szubsztratok transzmembran
transzporterekhez valo kot6dési affinitasanak meghatarozasa [245]; [246].

Tekintettel arra, hogy a Pgp nagyon szoros kapcsolatban van az 6t beagyaz6 lipid
kettdsréteggel €s szubsztratjait is innen veszi fel, érdemes megjegyezni, hogy a munkam soran
alkalmazott UIC2-kot6édési esszé a transzportert sajat természetes plazmamembran
kornyezetében vizsgalja. Annak ellenére, hogy az UIC2 esszé indirekt modszer a nukleotidok
Pgp-hez torténd latszolagos affinitdsanak mérésére, kisérleti rendszeriink egyértelmtien képes
az ATPaz ciklus kiilonbozo 1épéseit (pl. a nukleotid kotddése vagy az ATP hidrolizise) kiséro
konformacié valtozasok megkiilonboztetésére. Kisérleteink bizonyitjak, hogy a nem
hidrolizal6d6 ATP analog AMP-PNP kotddése kivaltja a transzporter citoplazma felé nyitott
allapotbol az extracellularis tér felé nyitott allapotba torténd atfordulasat (13. abra C).
Hasonlé eredményeket kaptunk akkor is, ha az ATP hidrolizisét a sejtek lehiitésével vagy
Mg?*-mentes koriilmények biztositasaval akadalyoztuk meg. Munkacsoportunk mas tagjai
ugyanezen kisérleti bedllitdst alkalmazva megfigyelték, hogy az AMP-PNP kotddése altal
kivaltott konformdaci6 valtozas sordn a Pgp molekulak alacsony szubsztrat affinitast allapotba
keriilnek ([237]-es kozlemény 8. abra a). Tehat eredményeink aldtamasztjak, hogy a
transzporter szubsztratok iranti affinitdsanak csokkenése mar az ATP hidrolizisét megel6zéen
bekovetkezik.

Mindkét nukleotid-k6td domén Walker A motivuma az ellenoldali nukleotid-k6td
domén ,,signature” szekvenciajaval egylitt kozvetleniil részt vesz a két nukleotid-koté domén
nukleotid-fliggd dimerizaciojaban ¢és az ATP hidrolizisben. A két ATP-kotOhely
egyiittmiikddésének részletei azonban még ismeretlenek, az sem tisztazott, hogy a Pgp egy
vagy két (esetleg tobb) ATP molekulat hidrolizal transzport ciklusonként. Tobb kutatocsoport
1s megfigyelte, hogy a Walker A szekvencia konzervalt lizin aminosavanak mutacidja egyik
vagy mindkét oldali ATP-kotéhelyben rendkiviil alacsony szintre csokkenti a kiillonb6z6 ABC
transzporterek ATPaz aktivitasat [240]; [241]; [114]; [151]; [247]; [248]. Altalanosan
elfogadott, hogy a Pgp két nukleotid kotdhelye funkcionalisan egyenértékii. Mivel irodalmi
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adatok szerint a Pgp egyik nukleotid kotohelyének inaktivacidja az ATPaz aktivitas és a
transzport aktivitas gatlasat eredményezte [176]; [160]; [158], mindkét katalitikus centrum
épségét sziikségesnek tartjak a transzport folyamatokhoz.

Kisérleteink megerdsitették, hogy mindkét oldali Walker A szekvencia konzervalt
lizin aminosavanak metioninra torténd szimultan cseréje inaktivalja a Pgp-t ([237]-es
kozlemény 5. abra és kiegészitd informaciok 3. abra). Mivel a dupla mutans transzporter nem
mutat ATP-fiiggd konformacioé valtozasokat feltételezhetd, hogy lényegében stabilizalodik az
UIC2-reaktiv, a citoplazma felé nyitott konformacios allapotban (14. abra D), melyet
ugyanakkor magas szubsztrat-koto affinitas is jellemez ([237]-es kozlemény 6-8. abra).

Meglepd azonban, hogy a nukleotid kotédés a féloldali Walker A mutédnsokban is
kivaltotta az extracellularis tér felé nyitott allapotba torténd atfordulast (14. abra A), melyet a
szubsztrat kotés affinitasanak csokkenése is kisért hasonloan a vad tipusu Pgp-hez ([237]-es
kozlemény 7. és 8. abra). Kisérleteinkben a vanadat a vad tipusu Pgp-hez hasonloan a
féloldali Walker A mutansokban is megnovelte az ATP kotodés latszolagos affinitasat (14.
abra B és C és 4. tablazat). Mivel a vanadat-fiiggé csapdazodas egy meglehetdsen kis
valosziniiséggel bekdvetkezd esemény, a vanadat altal csapdazott stabil komplex kialakuldsa
(15. abra), valamint az UIC2 kotddési gorbék szignifikans mértékli balra tolodasa vanadat
jelenlétében (14. abra B és C) ugy magyarazhato, hogy a féloldali Walker A mutansok
katalitikusan aktivak. Ezen eredményeink ellentétben allnak azokkal az elképzelésekkel,
melyek szerint mindkét nukleotid-kotd domén épsége sziikséges a fehérje katalitikus
aktivitasahoz [164]. Azonban meg kell jegyezniink, hogy a féloldali Walker A mutaciok
inaktivalo hatasat leird tanulmanyok tobbsége heterolog expresszids rendszerben pl. Sf9
sejteken kifejezett Pgp-t [114]; [249], vagy Saccharomyces cerevisiae sejteken kifejezett Pgp-
t vizsgalt [157], vagy tisztitott és rekonstitualt fehérjét hasznalt [151]; [157]; [175]. Fontos
tény azonban, hogy a plazmamembrian Osszetétele, igy példdul a membran koleszterin
tartalma befolyasolja a Pgp aktivitasat [250]; [251]. Mivel a membran koleszterin tartalma
szignifikansan kisebb az alacsonyabb rendii eukaridtakban [251]; [252], a féloldali Walker A
mutansok alacsony ATPaz aktivitdsanak hidnya a heterolog expresszids rendszerekben
Osszefligghet a plazmamembran kiilonbozé Osszetételével, vagy a fehérjék feloldasa,
tisztitasa, rekonstitucidja soran keletkezé miiterméknek tekinthet6 [146].

Kisérleteinkben a féloldali Walker A mutdnsok drog-stimulalt nukleotid hidrolizis
aktivitast mutattak (15. abra és [237]-es kozlemény, kiegészité informaciok 2. abra),

valamint munkacsoportunk mas tagjainak adatai alapjan bizonyitott, hogy csokkentették a
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crer

R123 eltavolitasat a sejtekbdl ([237]-es kozlemény 5. abra d és e) és mérsékelt védelmet
nyutjtottak a Pgp szubsztratok citotoxikus hatasaval szemben ([237]-es kozlemény, kiegészitd
informaciok 4. abra).

A vanadat altal csapdazott poszt-hidrolitikus konformer keletkezése a vad tipusu és
féloldali mutans Pgp-kben hasonld sebességgel torténik (15. abra), melybdl arra
kovetkeztettiink, hogy az az idétartam, melyet a mikodd transzporter a vanadat-érzékeny
hidrolizist kovetd allapotban t6lt, kozel hasonld a vad tipusu és féloldali Walker A mutans
Pgp-k esetén. Erdekes modon azonban a vanadat-csapdazott komplex szétesése gyakorlatilag
nem kovetkezik be a féloldali mutansokban (17. abra). Ez a megfigyelésiink kdnnyen
megmagyarazhat6, ha feltételezziik, hogy a vanadattal csapdazott fehérje kot egy ATP
molekulat a masik oldali ATP-koétShelyen is, és az UIC2-t nemkotd vanadattal csapdazott
komplex szétesése csak a masik ATP hidrolizisét kdvetden johet létre. A féloldali Walker A
mutans transzporterek miikkodoképességét alatamasztd transzport és ATPaz aktivitdas mérési
eredményeink ([237]-es kozlemény 5. és 7. abrak) Osszességében arra utalnak, hogy mig
vanadat hianyaban egyetlen hidrolitikus esemény elegendd a Pgp magas szubsztrat-affinitast
beliilr6l nyitott konformaciés allapotanak helyreallitasahoz, addig a vanadat-csapdazott
komplex szétesése igényli a szemkozti ATP-kotohely hidrolitikus aktivitasat is. Ezek alapjan
valosziniisithetd, hogy a vanadat altal stabilizalt allapot nem reprezentdl egy valodi, a ciklus
soran ténylegesen el6forduld katalitikus intermediert, bar a katalitikus ciklus ezen részleteinek
teljes megértése még tovabbi kutatbmunkat igényel.

A féloldali Walker A mutaciok ellenére megmaradd transzport aktivitas ténye
Osszeegyeztethetetlen azon katalitikus ciklus modellekkel, melyek mindkét megkotott ATP
molekula hidrolizisét feltételezik minden ciklusban. Eredményeinket egyarant nehéz
Osszeegyeztetni azzal az elképzeléssel is, mely szerint a pumpa két nukleotid-kotd doménje
szigortian valtakoz6 modon hidrolizalja az ATP-t [164]; [177]. Ha a nukleotid kotéhelyek
valoban valtakozva miikddnének, gy minden masodik ATP molekula hidrolizise a mutaciot
szenvedett katalitikus centrum miikddésére lenne bizva, ami a ciklus megakadésat idézné eld.
Ehelyett eredményeink azt tdmasztjak ald, hogy a vad tipusu, teljesen ép katalitikus hely
ismételt ciklusokban képes az ATP hidrolizisére anélkiil, hogy a masik nukleotid-k&td
doménben hidrolizis kovetkezne be. Ennek legegyszeriibb magyarazata pedig az, hogy a vad

tipust Pgp-ben a két funkciondlisan egyenértékii hely egyike mindig véletlenszeriien
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kotelezoédik el a hidrolizis iranyaba, mig a féloldali mutansokban az egyediili funkcionalisan
aktiv kotdhely kezdeményez minden ciklust.

Osszefoglalasként elmondhatod, hogy a Pgp atforduldsa az extracellularis tér felé
nyitott konformécioba megelézi az ATP hidrolizisét és egyiitt jar a szubsztrat kotés
affinitasanak csokkenésével. A mindkét oldali Walker A mutaciot hordozé Pgp-k a magas
szubsztrat affinitdsu beliilrél nyitott konformacidoban stabilizalodnak, mig a féloldali
mutansok képesek a teljes transzport cikluson végigmenni, habar csokkent hatékonysaggal.
Ezek az eredményeink aldtamasztjdk a Pgp két katalitikus centruméanak véletlenszert
elkotelezddését az ATP hidrolizisre. Vizsgalataink azt is bizonyitjak, hogy a vanadat altal
csapdazott alacsony szubsztrat affinitdst, az extracellularis tér felé nyitott konformacios
allapotbol vald kiszabadulds két funkciondlisan aktiv ATP-kotOhelyet igényel, igy nem

modellezi minden tekintetben a fehérje poszt-hidrolitikus allapotat.
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5.2. Diszkusszio 11.
A Pgp molekuldk a kiilonb6z0 szoveti eredeti emlds sejtek membranjaban

“kozmopolita moédon” megtalalhatok a TX-100 rezisztens, feltehetbleg raft és citoszkeleton
asszocialt membran mikrodoménekben, valamint a TX-100 oldhat6 membran
mikrodoménekben egyarant [223]. Munkacsoportunk korabbi adatai alapjan az UIC2-reaktiv
,,pool-I" Pgp-k fokozott raft-asszocialtsigot mutatnak, mig az antitesttel csak ATP deplécid
vagy bizonyos gatloszerek, pl. CsA hatasara jelolheto ,,pool-II” Pgp-k legnagyobb hanyada
(kb. 70%-a) a rafton kiviili membrankornyezetben lokalizalédik. Munkank masodik
szakaszdban a Pgp molekuldk konformdcidja, membran mikrodomén lokalizacidja és
endocitozisa kozotti kapcsolatot vizsgaltuk.

Aramlasi citometrias detergens kioldasi kisérleteinkben igazoltuk, hogy a katalitikusan
inaktiv, fiziologias ATP koncentraciok mellett ATP kotésre képtelen mindkét oldali NBD
Walker A szekvenciajaban mutaciot hordozo (K433M/K1076M) Pgp-k a vad-tipust
transzporterekhez hasonld mértékii TX-100 rezisztenciat mutatnak, mely a vad tipust Pgp-
khez hasonlo mértékii raft és citoszkeleton asszocialtsagukra utal (18. abra B).

Vizsgalataink azt is bizonyitottak, hogy a 2-deoxXi-D-gliikoz az ¢heztetés id6tartamatol
figgd modon csokkentette az intracellularis ATP koncentraciot (19. abra A), valamint
novelte az UIC2-reaktiv Pgp molekuldk aranyat (19. abra B), azonban még fél ora elteltével
sem valtoztatta meg a membranban kifejez6dé Pgp molekulak mennyiségét (20. abra A) és a
TX-100 rezisztens raftokkal asszocialt Pgp-k aranyat (20. abra B). Tehat kisérleti
eredményeink bizonyitjak, hogy a Pgp molekuldk ATP kotése és konformdacioja nem
befolyasolja membran mikrodomén lokalizaciojukat. Mivel az UIC2-reaktiv ,,pool-1” Pgpk
fokozott raft asszociaciot mutatnak valdsziniisithetd, hogy a raft milli6 kedvez az UIC2-
reaktiv ATP-mentes Pgp konformaci6 kialakuldsanak. Tehéat eredményeink arra utalnak, hogy
nem az UIC2-reaktiv Pgp konformorek vandorolnak a raftokba, hanem a raftokban talalhato
Pgp-k stabilizalédnak az UIC2-reaktiv konformacidban.

A késdbbiekben munkacsoportunk tagjai konfokalis mikroszkdopos fluoreszcencia ko-
lokalizacios kisérletekben kimutattak, hogy a “pool-1"” Pgp-k fokozott asszociaciot mutatnak a
kortikalis aktin citoszkeletonnal, melynek mértéke jelentdsen csokken latrunkulin kezelés
hatasara. A “pool-I” Pgp-k kihorgonyzottsagukkal Gsszhangban nem mutatnak szubsztrat
fiiggd konformacid valtozasokat, mig a kortikalis aktin citoszkeleton latrunkulin kezeléssel

torténd dezintegraldsa ismét aktivalja dket.
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Tovéabbi kisérleteinkben azt is kimutattuk, hogy az UIC2 jeloléssel lathatova tett
sejtfelszini Pgp populaciok 4-6-szor gyorsabb endocitdzist mutatnak a 15D3-mal jelolt Pgp-
khez képest (21. abra), ami valosziniisiti, hogy az UIC2 antitest altal stabilizalt feltehetéleg
ATP-mentes konformacié kedvez az internalizacionak. Legjelentdsebb mértéka
internalizaciot a raft asszocidlt “pool-I” Pgp-k esetében tapasztaltunk. Igy arra
kovetkeztetiink, hogy a Pgp endocitdzisat eldsegiti a raft milid is. Utobbi feltételezésiinkkel
Osszhangban van az a tapasztalatunk is, hogy a membran koleszterin tartalmanak novelése
fokozta a Pgp-k internalizaciojanak mértékét. Ez a hatas a teljes sejtfelszini Pgp populacio
15D3-mal torténé jelolése esetén volt a legkifejezettebb. Ezt a megfigyelésiinket
megmagyarazhatja az a kordbbi irodalmi adat, hogy a magasabb koleszterin tartalmua
raftokban a Pgp kisebb affinitdssal koti az ATP-t, igy a membrén koleszterinnel val6 telitése
megndvelheti az ATP-t nemk6to, a citoplazma felé nyitott Pgp konformerek aranyat a plazma
membranban [192]. A membran koleszterin tartalmanak kivonasa csokkentette az
internalizaci6 mértékét, és ez a hatas a raft-asszocialt “pool-1” Pgp esetében volt a
legkifejezettebb. Tehat a Pgp molekuldk internalizécioja feltehetleg a membran koleszterin
gazdag raft és kaveola régidinak kozremiikodésével torténik.

Az ABCG2 multidrog transzportert felismeré 5D3 konformacio érzékeny kotodésii
antitest, az UIC2-h6z hasonloan a fehérje citoplazma felé nyitott ATP-mentes konformerét
ismeri fel [253], [254]. Erdekes médon az 5D3 antitest kotddése az ABCG2 fehérjéhez
szintén gyors endocitozist indukal, mely irodalmi adatok szerint részben klatrin-figgd,
részben koleszterin fliggd moédon megy végbe [255]. Mivel mindkét antitest a transzporterek
intracellularisan elhelyezkedd, pl. az ABC fehérjék konzervalt NBD-iben taldlhaté motivum
képezheti az endocitozis szignalt.

Az UIC2 antitestet in vitro [256]; [257]; [258] és in vivo [259] kisérleti rendszerekben
1s alkalmazzak a Pgp altal kozvetitett multidrog rezisztencia kivédésére, azonban a pontos
hatasmechanizmus még ismeretlen. Kisérleti eredményeink valosziniisitik, hogy az UIC2
kotddést kovetden tapasztalt csokkent drog effluxhoz a transzportot lehetévé tevd
konformacid valtozasok gatlasan kiviil a Pgp molekuldk UIC2 antitest kotddés altal kivaltott
fokozott internalizacioja is hozzajarul. Eredményeink felvetik annak a lehet0ségét is, hogy a
Pgp molekuldk endocitoézisdnak fokozasa 1) stratégia lehet a multidrog rezisztencia

legy6zésére.
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6. Osszefoglalas

6.1. Osszefoglalas

Munkank elsé részében a human Pgp katalitikus ciklusa soran bekovetkezd konformacio

valtozasokat vizsgaltuk és a kovetkezd megallapitasokat tettiik:

1)

2)

3)

4)

5)

A transzporter UIC2-reaktiv, intracellularis tér felé nyitott konformacidjabol az
extracellularis tér felé nyitott konformacidba torténd atbillenése és szubsztratok iranti
affinitasdnak csokkenése mar az ATP hidrolizisét megel6zéen bekovetkezik a
katalitikus ciklus sorén.

Megallapitottuk, hogy az UIC2 antitesttel részben atfedé extracelluldris epitopokat
felismerd monoklonalis antitestek (4E3, 15D3) kotdédése nem érzékeny a transzporter
ATP-fiiggd konformacid valtozasaira.

Tanulmanyoztuk, hogy hogyan befolyasoljak az UIC2-reaktiv és az UIC2-vel nem
jelolhetd Pgp konforméciok kozotti atmenet bekdvetkezését az egyik (K433M vagy
K1076M) vagy mindkét oldali Walker A szekvenciaban (K433M/K1076M) eldidézett
mutaciok. Megallapitottuk, hogy a nukleotid kotddés a féloldali Walker A
mutansokban is kivaltotta az extracelluldris tér felé nyitott allapotba torténd
atfordulast, melyet a szubsztrat-kotés affinitasanak csokkenése is kisért hasonldan a
vad tipusu Pgp-hez. Azonban mindkét oldali Walker A szekvencia konzervalt lizin
aminosavanak szimultan cseréje metioninra inaktivalta a Pgp-t.

A foszfat analogok a vad tipust Pgp-hez hasonloan a féloldali Walker A mutansokat
is csapdaztak a poszt-hidrolitikus allapotban, melyet a nukleotid kotodés latszolagos
affinitdsanak jelentds novekedése jelzett.

Irodalmi adatokkal Osszhangban vad tipusi Pgp esetében a vanadat-csapdazott
komplex lasst szétesését figyeltilk meg. A féloldali mutansokban a komplex szétesése
gyakorlatilag nem kovetkezett be, ami arra utal, hogy ehhez a folyamathoz mindkét

ATP-kotohely épsége sziikseges.

Munkank masodik szakaszaban az €16 sejteken detektalhatd kiilonbozd raft és citoszkeleton

asszocialtsagot mutatdé UIC2-reaktiv és UIC2-t nemkdtd Pgp populaciok tulajdonsagait

vizsgaltuk.

6)

Mivel permeabilizalt sejteken szoros korrelacid van az ATP koncentracio és az UIC2-
reaktiv és UIC2 nemkoté Pgp konformaciok aranya kozott, ezért intakt sejteken is

vizsgaltuk a sejtfelszini Pgp-k UIC2-reaktivitasat az intracellularis ATP szint
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7)

8)

9)

modulalasa sordn. Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a permeabilizalt sejtekhez
hasonloan az intakt sejteken is szoros korreldcio van a sejtek ATP szintje és a
sejtfelszini Pgp molekuldk UIC2-reaktivitasa kozott.

A sejtek rovid tava ATP deplécidja, mely a Pgp molekulakat UIC2-reaktiv
konformacidban stabilizalja, nem befolyasolja a Pgp molekuldk sejtfelszini
expresszigjat ¢és a TX-100 rezisztens membran mikrodoménekhez valo
Vizsgaltuk azt is, hogy a Pgp mindkét oldali ATP-kotéhelyének Walker A
szekvenciajaban eldidézett mutacid, mely a transzporter UIC2-reaktiv konformaciéban
torténd megrekedését ¢és katalitikus aktivitdsdnak megszliinését eredményezi,
befolyasolja-e a fehérje membran mikrodoménekhez valdé asszocidciojat.
Eredményeink alapjan elmondhaté, hogy a mindkét Walker A szekvencidjaban
mutaciot hordozo Pgp-k a vad tipusu fehérjékhez hasonld mértéki (kb. 25-30%) TX-
100 rezisztenciat mutatnak. igy valosziniisithetd, hogy a Pgp-k konformaciéja nem
befolyasolja raft és citoszkeleton asszocialtsagukat.

Tanulmanyoztuk az UIC2 antitest kotddése alapjan megkiilonboztetett két Pgp
populacié internalizacidjat. Kisérleteink alapjan elmondhato, hogy a “pool-I"” Pgp-k
“pool-11” Pgp-khez képest nagyobb mértékii endocitdzisat figyeltik meg, mely a két

Pgp populécio eltérd membran mikrokdrnyezetére utalhat.
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6.2. Summary
We have applied the UIC2 conformation selective monoclonal antibody to elucidate the
conformational changes of Pgp at different steps of its catalytic cycle using permeabilized

cells. We have made the following statements regarding the catalytic mechanism of Pgp:

1) The conformational rearrangements of Pgp responsible for switching between inward
facing, high substrate affinity state and the outward facing low substrate affinity
conformation occur prior to the ATP hydrolysis event.

2) The binding of the 4E3 and 15D3 monoclonal antibodies recognizing extracellular
epitopes partially overlapping with the epitope of UIC2 is not sensitive to the ATP-
dependent conformation changes of Pgp.

3) Similarly to wild-type Pgp, nucleotide binding drives the single Walker A mutant Pgp
variants from the inward to outward-facing conformation. In contrast, simultaneous
mutation of both lysine residues stabilizes the transporter in a high substrate affinity
inward-open conformation.

4) Addition of phosphate mimicking anions such as V; or BeFx results in a 5-10-fold
increase in the apparent nucleotide affinity indicating the formation of a stable
posthydrolytic complex either in wild-type or the the single Walker A mutant Pgp
variants.

5) The rate of disassembly of the Vi-trapped complex is greatly reduced in the single
mutants compared to the wild-type Pgp supporting the possibility that resetting the

inward facing conformation requires two intact catalytic sites.

In the second part of our work, we have investigated the relationship between the

conformation, the membrane microdomain localization and the endocytosis of Pgp.

6) In intact cells similarly to permeabilized cells, there is a close correlation between the
intracellular ATP concentration and the UIC2 reactivity of Pgp molecules.

7) Short-term ATP depletion of cells that switches Pgps into a UIC2-reactive
conformation does not affect the cell surface expression of Pgp molecules and their
association to the TX-100 resistant membrane microdomains.

8) Double Walker A mutant and wild type Pgps show similar detergent resistance
(approx. 25-30%) supporting their similar membrane microdomain localization.

9) ”Pool-I” Pgp molecules exhibit faster endocytosis compared to ,,pool-1I” Pgps
probably indicating their distinct membrane microenvironment.
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