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1. Bevezetés

A daganatos megbetegedések vilagszerte a vezetd halalokok kozé tartoznak.
Szamos terapias lehetdség all rendelkezésre a daganatok kezelésére, igy példaul
sugarterapia, immunterapia vagy kemoterapia. A kemoterapias kezelések soran gyakran
figyelhetd meg, hogy a tumor rezisztenciat alakit ki a kezelés soran alkalmazott
gyogyszerrel szemben. Szamos esetben, a kemoterapids kezelés kezdeti stadiumaban
tapasztalt javulast kdvetden, a daganat fokozatosan rezisztensé valik tobb, gyakran a
terapia soran korabban nem alkalmazott dgenssel szemben is. Nagyszamu cellularis
folyamat dereguldcidja vezethet drog rezisztencidhoz. Mivel a kemoterapiads szerek
gyakran a sejtciklus vagy az apoptozis szabalyozasaban szerepet jatszo fehérjéket
céloznak meg, igy ezen cellularis folyamatokban 1étrejovo valtozasok gyakran vezetnek
drog rezisztencidhoz.
binding casette, ABC) fehérjék csaladjaba tartoz6 membran transzporterek, igy pl. a P-
glikoprotein (Pgp, ABCB1, MDRI1), a Multidrog Rezisztencia Fehérje 1 (MRPI,
ABCC1) vagy a Mellrdk Rezisztencia Fehérje (ABCG2, BCRP) fokozott expresszidja
tehetd feleldssé. Ezek az un. multidrog transzporter fehérjék rendkiviil széles szubsztrat
specificitassal rendelkeznek, képesek a tumorok kemoterapidjaban alkalmazott
gyogyszerek nagy tobbségét felismerni €s eltavolitani a daganatos sejtekb6l. Amikor a
tumoros sejtek egy 1épésben kereszt-rezisztenciat alakitanak ki nagyszdmu, kémiailag
eltér6 kemoterapias szerrel szemben, ezt a jelenséget multidrog rezisztencianak
nevezziik.

Az ABC fehérjék alkotjak az egyik legnagyobb és legvaltozatosabb fehérje
csaladot. Az ABC fehérje csalad tagjai minden ¢l6lényben megtalalhatoak,
baktériumoktol egészen az emberig, és rendkiviil nagy funkcionalis valtozatossagot
mutatnak. Az ABC fehérjék nagy tobbsége transzmembran fehérje és csatornaként,
csatorna regulatorként vagy aktiv transzporterként funkcional. Az emberi genom 48
ABC fehérjét kodol, amelyeket szekvencia hasonlosag alapjan hét alcsaladba sorolunk
ABCA-t6l ABCG-ig. A human ABC transzporterek, igy pl. a Pgp és az ABCG2
transzport ciklusanak pontos molekularis részletei a mai napig nem teljesen tisztazottak.
A multidrog transzporterek katalitikus ciklusanak pontosabb megismerése eldsegitheti
olyan ujabb terapids eljarasok kidolgozéasat, amelyekkel a daganatok multidrog
rezisztenciaja legy6zhetové valik.

1.1. A huméan Pgp és ABCG2 szerkezete

A Pgp egy 1280 aminosav hosszii polipeptid lancbol all6 fehérje két
transzmembran doménnel (TMD) és két nukleotid-k6té doménnel (NBD). A Pgp-vel
ellentétben, az ABCG2 egy 655 aminosavboél allo fél-transzporter fehérje, ami egy



TMD-bd6l és egy NBD-bdl all, a Pgp-vel ellentétes NBD-TMD orientacioval. Az aktiv
ABCG2 molekulak a sejtmembranban homodimereket képeznek.

Az eukariota ABC transzporterek f6 konformacios allapotai nagy mértékben
hasonlitanak, amit tobb ABC transzporter kristaly szerkezet és szamos biokémiai és
biofizikai kisérleti eredmény is alatdmaszt. Ezek a konformacios allapotok az un.
,.oefelé-nyitott” és a , kifelé-nyitott” konformaciok. A ,,befelé-nyitott” konformaciéban
a Pgp és ABCG2 molekulék egy forditott ,,V” alakot formalnak, az intracelluléris tér
felé nyitott nagyméretii drog-kotd zsebbel. A ,befelé-nyitott” konformacio lehetévé
teszi a szubsztrat molekulak belépését a TMD-hélixek altal formalt, nyitott drog-koto
zsebbe, illetve azok megkdtését. A | kifelé-nyitott” konformacioban az NBD-k szoros
kapcsolatot alakitanak ki egymassal, az NBD dimer képzddés hatasara a drog-koto zseb
az extracelluldris tér felé kinyilik. A ,kifelé-nyitott” konformacidban jon létre a
megkotott szubsztratok effluxa az extracellularis tér irdnyéba.

A Pgp és az ABCG2 transzmembran doménjei felelések a szubsztratok
megkdtéséért és a szubsztratok effluxaért. A Pgp mindkét TMD-je (egyenként 6 TM
hélix-el) pszeudo-szimmetrikus moddon jarul hozzd a szubsztrdt molekulak
megkotéséhez. A TM hélixek elsdsorban aromas és hidrofob aminosavakbol épiilnek
fel, de szdmos polaris vagy toltott aminosav is megtalalhat6 benniik. Ezzel szemben, az
ABCG2 TMD-i teljesen szimmetrikusak, szubsztrat-kotd zsebe joval keskenyebb és
hidrofébicitdsa magasabb. Tovabba, a Pgp-vel ellentétben, az ABCG2 TMD-i egy
masodik, kisebb drog-kotd zsebet is formalnak a TMD-k altal formalt transzlokécios
apparatus extracellularis oldalan.

Az ABC transzporterek NBD-i felelosek az ATP megkdtéséért és hidroliziséért.
Az ABC fehérjék NBD-i egy un. RecA-szerti doménbdl és egy a-helikalis doménbdl
¢épiilnek fel. A RecA-szerii domént az evoluciondrisan konzervalt Walker A és Walker
B motivumok hozzak létre, amely szekvencia motivumok a legtobb ATPaz-ban és
molekuléris motorban megtalalhatéak. Az a-helikalis domén tartalmazza az un.
"signature” motivumot (LSGGQ motivum), amely egyediil az ABC transzporterek
NBD-iben talalhaté meg. A két NBD egyiittesen két nukleotid-kotd helyet (NBS1 és
NBS2) alakit ki. Az ATP megkotését kovetden a két NBD egy un. “szendvics” dimert
formal, amelyben az ATP molekulékat az egyik NBD Walker A és Walker B motivuma
és a masik NBD signature motivuma koti. A Walker A, Walker B és signature
motivumokon til szdmos egyéb szekvencia motivum vesz részt az ATP molekulak
megkotésében €s hidrolizisében (pl. A-hurok). Az ATP-kétésben és hidrolizisben
betoltott fontos szerepiik miatt, az ezen szekvencia motivumokban talalhato
kulcsfontossagu aminosavak mutacidja szignifikdnsan csokkenti vagy teljesen
meggatolja a fehérjék ATPaz és transzport aktivitdsat. Ezt szamos heterolog



expresszios rendszerben kifejezett és tisztitott fehérjékkel végzett mutagenezis
vizsgélat tdmasztja ala.

1.2. A Pgp katalitikus ciklusa, aszimmetria a nukleotid-k6t6 doménekben

A Pgp ¢és ABCG2 Kkatalitikus ciklusanak molekularis vizsgalata szdmos
limitacioval jar. Ez részben a membran fehérjék kutatasaval jaro kisérletes problémakra
vezethetd vissza (pl. nagyméretii membran fehérjék kristalyositasa). Tovabba, mivel a
transzmembran fehérjék in silico vizsgélata molekularis dinamikai szimulaciok
segitségével Oridsi szamitasi kapacitast igényel, a Pgp és ABCG2 teljes katalitikus
ciklusanak szimulacids vizsgalata jelenleg nem lehetséges.

A strukturalis biologia és a spektroszkopos technikdk napjainkban lejatszodott
gyors fejlddése azonban rengeteget segitett a Pgp és ABCG2 transzport
mechanizmusanak megértésében. A Pgp katalitikus ciklusanak molekularis 1épéseit
leiré6 modellek mindegyike feltételezi az alabbi 1épéseket a ciklus soran: (1) két ATP
molekula kotédése a ,,befelé-nyitott”, nagy-affinitasti konformerhez, (2) NBD-NBD
szendvics dimer képzoédés, (3) a TMD-k konformacié valtozasa és az alacsony-
affinitasu , kifelé-nyitott” konformer kialakulasa, (4) nukleotid hidrolizis az NBD-ken,
(5) ADP és inorganikus foszfat (Pi) disszocidcio és végiil (6) a TMD-kben lejatszodd
konformacié valtozasok révén a ciklus ujra indulasa.

Erdekes modon, a legtobb jelenleg elfogadott katalitikus ciklus modell egyetért
abban, hogy mindkét katalitikus centrum miikddése sziikséges a konforméacid
valtozasok lejatszodasahoz és a fehérje transzport aktivitdsdhoz. Ezt az elképzelést
alatdmasztja az a megfigyelés, hogy kiilonbozdé foszfat analégok jelenlétében (pl.
vanadat (Vi)), amelyek az ATP hidrolizisét kovetden képesek az egyik NBS-en a y-
foszfat helyébe 1épve stabil Pgp-ADP-Vi komplex létrehozasara, a Pgp molekulakat
inaktivaljak. Tovabba, korabbi mutagenezis vizsgalatok kimutattdk, hogy az NBD-k
konzervalt szekvencia motivumaiban létrehozott, egy vagy mindkét NBD-t érintd
mutaciok szintén a Pgp inaktivacidjahoz vezetnek. Ezzel ellentétben, munkacsoportunk
korabbi munkéjaban kimutatta, hogy az olyan Walker A mutdns Pgp molekulak
(K433M ¢s K1076M), amelyekben a mutacio csak az egyik NBD-t érinti, természetes
membran kdrnyezetiikben részleges transzport és ATPaz aktivitassal rendelkeznek.

A humén ABC transzporterek kozel felénél mindkét NBD funkcionalisan aktiv.
Ezek az NBD-k lehetnek teljesen megegyezoek (pl. ABCG2) vagy nagymértékben
hasonléak (pl. Pgp) szekvencidikban. Erdekes médon azonban, a human ABC
transzporterek masik felénél az NBS1 szekvencidja eltér a konszenzus szekvenciatol.
Ezen ABC transzporterek, mint pl. a f§ epesav transzporter ABCB11 (BSEP) esetén a
Walker B motivumban taldlhaté glutamat aminosavat, amit gyakran ,katalitikus
glutamatnak™ is neveziink, egy ,,nem-kanonikus” aminosav helyettesiti. Az ABCB11



esetén tovabbi harom nem-kanonikus aminosav is felfedezhetd a Q-hurokban és a
signature motivumban. Erdekes modon, az ABCBI1 1-¢l ellentétben, ami a , katalitikus
glutamat” hidnyaban is aktiv, a Pgp esetén a homolog glutamat (E556) mutécidja a
fehérje inaktivaciojahoz vezet.

1.3. ABC transzporterek és retinoidok

A Pgp és ABCGQG2 rendkiviil széles és részben atfedd szubsztrat specificitassal
rendelkezik. A Pgp és ABCG2 egyarant képes szamos kémiailag eltérd, 300-2000 Da
molekula tomegii, hidrofob vagy amfifil tulajdonsag agens transzportjara. Erdekes
modon, a széles szubsztrat specificitdsuk ellenére csak néhany fiziologids ABCG2
szubsztrat ismert, mig a Pgp esetén nem ismeriink fiziologids szubsztratokat.

A retinoidok az A-vitaminbol szdrmaztathatd biomolekuldk nagy csoportja. A
retinoidok szamos cellularis folyamatban vesznek részt, igy tobbek kozott a
proliferacio, a sejt talélés és a differenciaciéo szabalyozasaban. Mivel a retinoidok
hidroféb vegyiiletek, atlagos molekula tomegiik kb. 300 Da, fizikokémiai sajatsagaik
alapjan potencialis Pgp és/vagy ABCG2 szubsztratok. A retinol (A-vitamin) a human
vérplazmaban 1-2 uM koncentracioban mutathato ki fiziologias koriilmények kozott,
mig természetes metabolitjai, igy pl. a retinil-észterek, az all-fransz-retinsav (ATRA),
a 13-cisz-retinsav vagy a 9-cisz-retinsav joval alacsonyabb (pM-nM) koncentracioban
mutathatéak ki. A transzkripciondlisan aktiv retinoidok (pl. 13-cisz-retinsav)
magreceptorok, pl. retinsav - retinoid X receptor (RAR-RXR), peroxiszoma proliferator
aktivalt receptorok (PPAR) vagy D-vitamin receptorok (kalcitriél receptor, VDR)
aktivaciojan keresztiil fejtik ki biologiai hatdsukat. A sejtosztodas és differenciacid
szabéalyozasaban betoltott fontos szerepliik miatt a retinoidokat rutinszeriien
alkalmazzdk kemoterapids kezelések soran, a fiziologias koncentracidknal joval
magasabb koncentracioban (10-20 uM plazma végkoncentracio). A retinil-észtereket,
mint pl. a retinil-acetdt vagy a retinil-palmitdt gyakran alkalmazzak étel
adalékanyagokként, illetve Oregedés-elleni kozmetikumokban. A retinil-acetatot a
retina egyes degenerativ megbetegedéseinek a kezelésében is gyakran alkalmazzak.

A Pgp és/vagy ABCG2 és a retinoidok kapcsolatat, esetleges direkt
kolcsonhatasait eddig egy tanulmany se vizsgalta. [rodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy
bizonyos retinoid szarmazékok egyenldtlen eloszlast mutatnak a fejlédé embrid és a
placenta kozott. Ez felveti annak a lehetdségét, hogy aktiv transzporterek vesznek részt
a retinoidok transzportjaban és a koncentracio gradiensek fenntartdsaban. Mivel mind
a Pgp, mind az ABCG?2 kifejezddik a placenta szinciciotrofoblaszt sejtjeiben, szamos
egyéb ABC transzporterrel egyiitt, igy szerepiik lehet a retinoidok transzportjaban, az

védelmében a retinoidok teratogén hatasaival szemben.



2. Célkitiizések
A Pgp és ABCQG2 széles szubsztrat specificitasa ellenére csak néhany endogén

ABCGQG?2 szubsztrat molekula ismert, és nem ismeriink fiziologias Pgp szubsztratot. A
retinoidok potencialis Pgp és/vagy ABCG2 szubsztratok/modulatorok fizikokémiai
tulajdonsagaik alapjan (300 Da molekula tomeg, hidrofob jelleg). A retinoidok
fiziologias és klinikai jelentdsége miatt célul tiiztiik ki a retinoidok és a Pgp/ABCG2
kozotti kolcsonhatasok vizsgalatat. Kisérleteinkben az alabbi kérdésekre kerestiik a
valaszokat:

Kolcsonhatnak-e a retinoidok a Pgp-vel és/vagy az ABCG2-vel?
Szubsztratjai, esetleg inhibitorai a fehérjéknek?

A kiilonboz6 retinoid szdrmazékok kozotti sztereokémiai kiilonbségek
befolyasoljak-e kolcsonhatasukat a Pgp-vel/ ABCG2-vel?

A retinoidok kozvetleniil-, vagy kozvetve, a membran kérnyezet modositasa
révén, fejtik ki hatasukat a Pgp-re/ABCG2-re?

Munkénk kovetkezd felében, egy intakt NBD-vel rendelkezé mutans Pgp
molekuldk segitségével vizsgaltuk a nukleotid-koté helyek kozotti funkcionalis
kapcsolatot a Pgp katalitikus ciklusa soran. Az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

Az egy intakt és egy ABCB11-szerti degeneralt NBS-el rendelkez Pgp
molekuldk mutatnak-e funkcionalis aktivitast?

A kiilonbozd féloldali A-hurok (Y401A vagy Y1044A) és Walker B (D555N
vagy DI200N) mutdns Pgp molekuldk rendelkeznek-e transzport
aktivitassal?

A transzport-képtelen mutans Pgp molekuldk rendelkeznek-e részleges
aktivitassal: képesek-e nukleotid kotésre, nukleotid hidrolizisre vagy
konformécié valtozasokra?



3. Anyag és médszer

3.1. Sejtvonalak

A kisérletekhez NIH 3T3 egér fibroblaszt sejtvonalat, és annak human MDRI
génnel transzfektalt variansat (NIH 3T3 MDRI1 G185), illetve MDCK (Madin-Darby
canine kidney) sejtvonalat, és annak ABCG2-vel transzfektalt valtozatat (MDCK-
ABCG2) hasznaltuk. A sejteket letapadd kultardkban tartottuk fenn 37 °C-os
inkubatorban. A sejtek tenyészté kozege Dulbecco’s modified Eagle’s médium
(DMEM) volt, mely hdinaktivalt fotalis marha szérumot (FCS), L-glutamint és
penicillin-sztreptomicin koktélt tartalmazott. A sejteket rendszeresen teszteltiik
Mycoplasma fertdzésre MycoAlert mikoplazma detekcios kit segitségével
3.2. Szubsztrat akkumulaciés vizsgalatok

A fluoreszcens drog akkumulacios vizsgalatokban calcein-acetoxi-metilésztert
(Calcein-AM) és Hoechst 33342 festéket alkalmaztunk a vad-tipusti és mutans Pgp
molekuldk transzport aktivitdsanak méréséhez. Az ABCG2 transzport aktivitdsdnak
vizsgéalatara fluoreszcens szubsztratként mitoxantront alkalmaztunk. A sejteket
haromszor mostuk 7 mM gliik6z tartalmu PBS (gl-PBS) vagy HEPES puffer (a Hoechst
33342 kezelt mintak esetén) segitségével. A sejteket 20 percig 37 °C-on eldinkubaltuk
kiilonboz6 koncentracidkban alkalmazott retinoidokkal, specifikus Pgp inhibitorokkal
(ciklosporin A, tariquidar) vagy ABCG2 inhibitorral (Ko143). Ezutdn a sejteket
mitoxantronnal (40 perc), calcein-AM-el (20 perc) vagy Hoechst 33342-vel (30 perc)
jeloltik kiilonbozé koncentraciokban 37 °C-on. Mosast kovetden a sejteket jégen
tartottuk a mérésig. Az inhibitorral kezelt és nem kezelt mintdk fluoreszcencia
intenzitas értékeibdl transzport aktivitas faktort (TAF) szamoltunk.
3.3. Western blot analizis

Az S19 és NIH 3T3 sejtlizatumok fehérjéit (2,5 vagy 5 pg fehérje/minta) 8%-os
SDS-poliakrilamid gélen elektroforézissel elvalasztottuk, majd nitrocelluléz
membranra elektroblottoltuk. A Pgp expressziot G-1 monoklonalis antitesttel, mig az
ABCGQG?2 expressziot BXP-21 monoklonalis antitesttel detektaltuk torma-peroxidazzal
konjugalt egér ellenes kecske IgG antitest segitségével. Az el6hivast SuperSignal West
Femto ECL reagenssel, a kép rogzitését pedig Fluor Chem Q Alpha Innotech
géldokumentacids rendszer segitségével végeztik.
3.4. Membran preparatumok

Az ATPaz aktivitds mérésekhez human Pgp-t, illetve ABCG2-t kifejezd Sf9
(Spodoptera frugiperda) rovar ovarium sejtekbdl és kiilonbdz6 mutans és vad-tipust
Pgp-t kifejez6 NIH 3T3 sejtekb6l szdrmazd sejtmembran preparatumokat
alkalmaztunk. Az Sf9 és NIH 3T3 sejtek feltardsa utdn a membran frakciokat
differencial centrifugélassal valasztottuk el majd a membran frakcidkat TMEP oldatban



vettiik fel. Az ABCG2-t kifejezd Sf9 sejtmembran preparatumokat koleszterinnel
toltottiik fel metil-B-ciklodextrin komplex (Chol-RAMEB) alkalmazasaval.
3.5. ATPaz aktivitas vizsgalatok

A vad-tipust és mutans Pgp molekuldk, illetve az ABCG2 vanadat-érzékeny
ATPaz aktivitasat, egy érzékeny kolorimetrids eljarassal hataroztuk meg. A fehérjék
specifikus ATPaz aktivitdsat a reakcid soran felszabaduld inorganikus foszfat
mennyisége alapjan szamoltuk ki. Az ATPaz reakciot MgATP hozzdadédsaval inditottuk
el. 25 perc inkubaciot kovetden a reakciot 5% SDS oldat hozzdadasaval allitottuk le,
majd a mintdkat szin el6hivo reagens segitségével kezeltik 30 percig
szobahémérsékleten. A mintdk abszorbancia értékeit 700 nm-en mértilkk BioTek
Synergy HT plate-alapu spektrofotométer segitségével. A retinoid kezelések esetén, a
retinoidok félhatasos dozis értékeit (ICso) a mintapontokra illesztett négy paraméteres
szigmoid egyenlet segitségével hataroztuk meg.
3.6. Retinoidok és transzporter inhibitorok celluldris felvételének vizsgalata

NIH 3T3 sejteket 1% BSA-t tartalmazé gl-PBS-ben, kiilonb6z6 retinoidok vagy
specifikus transzporter ligandok (quercetin, ciklosporin A, Ko143) jelenlétében, 30
percig 37 °C-on inkubaltuk. Az inkubaciot kovetéen a sejteket centrifugacioval
elvalasztottuk a feliiluszotol. A vizsgalt vegyiiletek cellularis felvételét a feliiliszo
inkubaciot megelézden és azt kovetden mért abszorbancia értekéinek hanyadosa
alapjan szamoltuk. Az abszorbancia méréseket NanoDrop 1000 UV/VIS
spektrofotométer segitségével végeztiik.
3.7. Fluoreszcencia anizotropia mérések

Az NIH 3T3 sejteket kiilonbozo retinoid szarmazékokkal eldkezeltiik 10 percig
37°C-os Hank’s pufferben, majd 20 percig inkubaltuk Oket sotétben,
szobahémérsékleten DPH vagy TMA-DPH jelenlétében. A fluoreszcencia anizotropia
méréseket Horiba Jobin Yvon Fluorolog-3 spektrofluoriméter segitségével végeztiik el,
a szabdlyozhatd hémérsékletii minta tartét 37 °C-ra allitva. A DPH és TMA-DPH
gerjesztése 358 nm-en tortént, az emissziot pedig 427 nm-en detektaltuk.
3.8. Citotoxicitasi vizsgalatok

Pgp-negativ, vad-tipusti vagy mutans Pgp-t kifejez6 NIH 3T3 sejteket 96 lyuku
plate-en, drogmentes médiumban tenyésztettiik 24 6ran keresztiil, majd tovabbi 72 éran
keresztiil inkubaltuk kiilonb6z6 koncentraciokban alkalmazott vinblasztin vagy retinil-
acetat jelenlétében és hidnyaban. Ezt kovetden a médiumot Alamar Blue tartalmu
médiumra cseréltiik, és tovabbi két ora inkubalast kovetden a redukalt Alamar Blue
mennyiségét BioTek Synergy HT plate-alapt spektrofluoriméter segitségével
hataroztuk meg a fluoreszcencia emisszié alapjan (530/90 nm). A mintak fluoreszcencia
intenzitasait a kezeletlen mintak fluoreszcencia intenzitdsara normaltuk majd a sejtek
¢letképességét a retinil-acetat vagy vinblasztin koncentracié fiiggvényében abrazoltuk.



3.9. Sejtek permeabilizalasa streptolizin-O toxinnal

A sejtszuszpenziokat streptolizin-O (SLO) toxinnal 30 percig permeabilizaltuk
37°C-on, DTT és protedz inhibitor koktél mellett BSA-t tartalmazé PBS-ben. A
permeabilizalt sejtek aranyat propidium jodidos (PI) festessél hataroztuk meg. A
permeabilizalast nagy térfogat 37 °C-os PBS segitségével allitottuk le, amikor a sejtek
kb. 50-70%-a PI pozitivva valt. A permeabilizalast kovetden a szabad toxint
haromszoros PBS-es mosassal tavolitottuk el.
3.10. Latszolagos ATP-kot6 affinitas meghatarozasa

Vad-tipusu vagy mutans Pgp-t expresszalé NIH 3T3 sejteket permeabilizaltuk
SLO toxinnal, majd széles koncentracié tartomanyban alkalmazott nukleotidokkal 20
percig eldinkubaltuk éket, Vi jelenlétében vagy hianyaban. Ezt kovetden mosas nélkiil
tovabb inkubaltuk dket telité koncentracioban alkalmazott UIC2-A647 monoklonalis
antitesttel, 37 °C-on 30 percig. Az UIC2 reverzibilis médon kétédik a Pgp-hez MgATP
jelenlétében, ezért az UIC2-t kozel telitési koncentracidban alkalmaztuk. Az antitesttel
torténd jelolést kovetden a mintdkat haromszor mostuk jéghideg PBS-sel. A
permeabilizalt Pl-pozitiv sejtek aramlési citométerrel mért UIC2-A647 fluoreszcencia
intenzitasat a nukleotid koncentraci6 fiiggvényében abrazoltuk. Annak érdekében, hogy
meghatarozzuk a Pgp variansok latszolagos ATP-kotd affinitasat, az dbrazolt mérési
pontokat négy-paraméteres Hill-fliggvény segitségével illesztettiik.
3.11. UIC2-reaktivitasi esszé

Intakt vad-tipusu és mutans Pgp molekuldkat kifejezé NIH 3T3 sejteket 30 percig
kezeltiik CsA jelenlétében gl-PBS-ben 37 °C-on. Tovabbi mintakat 30 percig 37 °C-on
gliikdz mentes PBS-ben, Na-azid és 2-deoxi-D-gliikoz segitségével, ATP-depletaltunk.
Mosas nélkiil UIC2-A647 vagy 15D3-A647 antitestet adtunk mind a kezeletlen, a CsA
kezelt és az ATP-depletalt mintakhoz és tovabbi 30 percig inkubaltuk ket 37 °C-on. A
sejteket ezt kovetden jéghideg PBS-el mostuk az aramlasi citometrids mérés el6tt. Az
UIC-reaktivitdss mértékét az F/P korrigalt UIC2 és 15D3 szignalok aranyaként
szamoltuk.
3.12. UIC2-disszoci4cié kinetikai vizsgalata

Vad-tipusu vagy mutans Pgp-t expresszalé NIH 3T3 sejteket streptolizin-O (SLO)
toxinnal 30 percig permeabilizaltuk, 37 °C-on 30 percig, majd jéghideg PBS-el mostuk
Oket haromszor. A permeabilizalt sejteket A647-konjugalt UIC-Fab fragmentumokkal
jeloltiik 20 percig 37 °C-on, majd két mosast kovetden nagy térfogatii PBS-ben felvéve
a citometrias mérésig jégen tartottuk dket. Mérés el6tt, a sejteket elémelegitett 37 °C-
jelenlétében. A sejtek fluoreszcencia intenzitasat 37 °C-on 15 percig folyamatosan
mértiik Becton Dickinson FACSAria III aramlési citométer segitségével.
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3.13 Aramlasi citometria

A calcein-AM, mitoxantron és Hoechst 33342 akkumulaciés méréseket Becton
Dickinson FACSAria III 4ramlasi citométerrel végeztiik. A calcein gerjesztéséhez 488
nm kék 1ézert hasznaltunk, az emisszidt pedig egy 502 nm dikroikus tiikorrel és egy
530/30 nm sav szlir6 segitségével mértiikk. A mitoxantron gerjesztéséhez 631 nm vords
1ézert alkalmaztunk az emittalt fluoreszcencia intenzitasokat pedig 685/15 tavoli voros
sav sziird segitségével rogzitettilk. A Hoechst 33342 gerjesztéséhez a citométer 365 nm
UV lézerét alkalmaztuk és a festék kék emisszids intenzitasat egy 445/40 sav sziirdvel
detektaltuk. A PI gerjesztéséhez a citométer 562 nm zold 1ézerét alkalmaztuk az emittalt
fluoreszcencia intenzitdsokat pedig egy 590 nm dikroikus tiikor és egy 595/50 nm sav
szlird segitségével detektaltuk.

A permeabilizalt sejtek UIC2 jeloléséének vizsgalatdhoz Becton Dickinson
FACSArray aramlési citométert alkalmaztunk. Az A647 festék gerjesztéséhez egy 635
nm lézert alkalmaztunk és az emissziot a piros csatorndban detektaltuk (661/16 nm),
mig a PI gerjesztéséhez egy 532 nm z6ld 1ézert hasznaltunk, az emissziot pedig 585/42
sav szlird segitségével detektaltuk.

Az UIC2 disszociacios kisérletekhez Becton Dickinson FACSAria III citométert
hasznaltunk. Az A647-jelolt UIC2 antitest detektalasahoz 631 nm voros 1ézert és egy
660/20 nm sav szlirét, mig a PI detektalasdhoz az 562 nm zo6ld 1ézert, egy 590 nm
dikroikus tiikrot és egy 505/50 sav sziir6t alkalmaztunk. Az UIC2 disszociacid
folyamatos nyomon kd&vetéséhez 15 percen keresztiil mértiik a fluoreszcencia
intenzitasokat a 37 °C-ra melegitett minta tart6 segitségével.

Minden aramlasi citometrids mérés esetén a sejt tormeléket kikapuztuk az
analizishez a sejtek FSC és SSC szignalja alapjan. Az é4ramlési centiméteres
eredmények kiértékeléséhez FCS Express 4 Research Edition programot alkalmaztunk.
3.14 Kiértékeléshez hasznalt programok és statisztikai analizis

Az adatok statisztikai analizisére SigmaStat programot alkalmaztunk, és az
adatokat 4tlag+SD-ként adtuk meg. Két fiiggetlen csoport Osszehasonlitdsara
kétmintas t-probat, harom vagy tobb csoport Osszehasonlitdsra varianciaanalizist
(ANOVA) alkalmaztunk. A mintédk paronkénti 6sszehasonlitasahoz egyenld variancidk
esetén Holm-Sidak, kiilénb6zd variancidk esetén pedig Dunnett T3 post hoc tesztet
alkalmaztunk. A kiilonbségeket P<0,05 esetén tekintettiik szignifikansnak. A dozis
hatas gorbek illesztésére SigmaPlot 12.0 programot alkalmaztunk.
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4. Eredmények

L. A retinoidok kdlcsonhatisa a human Pgp-vel és ABCG2-vel
4.1. A retinoidok gatoljak a Pgp- és ABCG2- altali szubsztrit transzportot

NIH 3T3/NIH 3T3 MDRI1 ¢és MDCK/MDCK ABCG2 sejtek segitségével
vizsgaltuk kiilonbozo retinoid szarmazékoknak a Pgp és ABCG2 transzport aktivitasara
kifejtett hatasat. A rezisztens sejtvonalak nagy mennyiségben expresszaltdk a human
Pgp-t és ABCG2-t, amint azt immunfluoreszcens jeloléssel kimutattuk.

A Pgp és az ABCG2 transzport aktivitds méréséhez calcein-AM ¢és mitoxantron
akkumulacios esszét alkalmaztunk. Kisérleti eredményeink megmutattak, hogy a
vizsgalt retinoidok koziil a retinol, a 13-cisz-retinsav és a retinil-acetat koncentracio
fligg6 modon gatolta mindkét rezisztens sejtvonalban a fluoreszcens transzporter
szubsztratok felhalmozodasat. A fiziologias koncentracidkat jelentdsen meghaladd
koncentraci6 tartomanyokban (25-100 pM), a retinol, a 13-cisz-retinsav és a retinil-
acetat gatlo hatasa dsszevethetd volt a specifikus Pgp és ABCG2 inhibitorok, a CsA ¢és
a Ko143 gatl6 hatdsaval. A retinoidok gatlo hatdsa nem vezethetd vissza azok esetleges
citotoxikus hataséara, mivel a transzportereket nem expresszalé NIH 3T3 és MDCK
sejtek esetén 50 pM koncentracidban alkalmazva a kiilonbozé retinoidokat nem
tapasztaltunk szignifikans eltérést a sejtek életképességében.

4.2. A retinoidok gatoljak a Pgp és az ABCG2 alap- és szubsztrat-stimulalt ATPaz
aktivitasat

Tovabbi kisérleteinkben Sf9 rovar sejtekbdl szarmazo, human Pgp-t és ABCG2-t
magas szinten expresszalo sejtmembran preparatumokat alkalmaztunk. Egy érzékeny
ATPaz ésszé segitségével vizsgaltuk a retinoidok a Pgp és ABCG2 alap- és szubsztrat-
stimulalt ATPaz aktivitasara kifejtett hatasat.

A retinil-acetat kis mértékben stimulalta a Pgp alap ATPaz aktivitasat arra utalva,
hogy a retinil-acetdt a Pgp szubsztratja. Azonban Alamar Blue-alapt citotoxicitési
vizsgélatainkban nem tapasztaltunk szignifikans eltérést a retinil-acetat szenzitiv- és
rezisztens NIH 3T3 sejtekre kifejtett citotoxikus hatdsaban.

A calcein-AM ¢és mitoxantron akkumulacidés vizsgalatokkal Osszhangban,
magasabb koncentraciokban a retinil-acetat gatolta mind a Pgp, mind az ABCG2 alap-
és szubsztrat-stimulalt ATPaz aktivitasat. Tovabba, a retinol és a 13-cisz-retinsav is
koncentraci6 fiiggé modon gatolta a fehérjék ATPaz aktivitasat.

Erdekes moédon, sztereospecifikus kiilonbségeket fedeztink fel az egyes
alkalmazott retinoidok hatésa kozott (pl. 13-cisz-retinsav és 9-cisz-retinsav). A
retinoidok sztereospecifikus hatasanak egyik lehetséges magyarazata lehet a retinoidok
eltéré felhalmozodasa a membranban. Ennek vizsgalatara Pgp-negativ NIH 3T3
sejteket kiilonbozd retinoid szarmazékokkal kezeltiink, és a sejtek feliiliszdjanak
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abszorbancidja alapjan megbecsiiltik a  kiilonbdz6  retinoidok  cellularis
retinoidok oktanol-viz megoszlasi hanyadosa (LogP.) és intracellularis/membran
akkumulaciojuk kozott, de nem tapasztaltunk sztereospecifikus eltéréseket.

4.3. A gatl6 hatasu retinoidok csokkentik a membran fluiditasat a membran belsd,
hidroféb rétegében

Figyelembe véve a Pgp és ABCG2 szoros funkciondlis kapcsolatait membran
kornyezetiikkel, tovabbi kisérleteinkben arra kerestiik a valaszt, hogy hogyan
befolyasoljak a retinoidok a membran fluiditasat és indirekt médon a transzporterek
miikddését. A membran fluiditasra kifejtett hatasaik vizsgalatara DPH és TMA-DPH
fluoreszcencia anizotropia méréseket végeztiink. A DPH a membran belsd, hidrofob
rétegében halmozddik fel, mig kationos szarmazéka, a TMA-DPH a foszfolipidek
polaris fejcsoportjainak kornyezetében akkumulalodik. A két fluoreszcens membran
festék alkalmazasaval lehetséges a membran fluiditasban 1étrej6vo valtozasok kovetése
a membran kiilonbozo rétegeiben.

Pgp-t és ABCG2-t expresszalo és nem expresszaldo NIH 3T3 és MDCK sejteket
kezeltiink DPH és TMA-DPH segitségével. A DPH fluoreszcencia anizotrdpia értékei
0,14 és 0,18 kozott valtoztak steady state koriilmények kozott, utalva a membran belso
rétegének nagyfoku strukturalis rendezettségére, mig a TMA-DPH fluoreszcencia
anizotropia értékei 0,28 és 0,30 kozott valtoztak. A mért fluoreszcencia anizotropia
értékek megegyezdek voltak a szenzitiv és rezisztens sejtvonalak kozott, korabbi
irodalmi adatokkal Osszhangban. Erdekes modon, a korabbi ATP4z és transzport
aktivitds mérésekben azonositott gatld hatasu retinoidok, a retinol, a 13-cisz-retinsav és
retinil-acetat jelent6s mértékben novelték a DPH fluoreszcencia anizotrdpia értékeit,
mig més tesztelt retinoidok esetén nem tapasztaltunk hasonld valtozast. Erdekes modon
tovabba, a retinil-acetadt DPH anizotrépiara kifejtett hatasa szignifikdnsan alacsonyabb
volt a Pgp-t expresszalo NIH 3T3 MDRI1 sejtekben a szenzitiv sejtekhez mérten. Ez
valoszintileg a Pgp-meditalt retinil-acetat transzportra vezetheto vissza.

4.4. A retinoidok kevert-tipusu gatlas révén akadalyozzak meg a Pgp és ABCG2
ATPaz aktivitisanak szubsztrat-stimulaciojat

Annak érdekében, hogy megértsiik a retinoidok transzporterekre kifejtett
hatdsanak molekularis részleteit, kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy milyen modon
és ABCG2 ATPaz aktivitdsat novekvé koncentracioban alkalmazott verapamil és
quercetin segitségével stimulaltuk kiilonb6z6 koncentracioban alkalmazott retinol és
13-cisz-retinsav jelenlétében. A kapott dozis hatas gérbék megmutatték, hogy a retinol
szignifikdnsan megemelte a transzporter stimulacidé Ky értekét és lecsokkentette a viqx
értékét mindkét transzporter esetén (kevert tipust transzporter gatlas).
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A 13-cisz-retinsav kevert gatlas révén gatolta az ABCG2 ATPaz aktivitasanak
quercetin-stimulaciojat, egyarant valtoztatva a Ky €s viax €rtékét. Ezzel ellentétben, a
Pgp esetén a 13-cisz-retinsav nem valtoztatta meg szignifikdnsan a verapamil-
stimulacio Ky értékét, de a vu. értékét jelentdsen csokkentette. Ezek alapjan
valoszintisithetd, hogy a 13-cisz-retinsav non-kompetitiv modon gétolja Pgp ATPaz

cre s

I1. A Pgp Kkatalitikus ciklusanak vizsgalata ATP-kot6 hely mutinsok segitségével
4.5. Az egy nem-kanonikus NBSl-el rendelkezé négyszeres mutins Pgp-k
visszanyerik konformaciés flexibilitisukat

Szdmos ABC fehérjében, igy pl. Az ABCBI11 esetén, a Walker B motivum
glutamatjat (,.katalitikus glutamat”) nem-kanonikus aminosavak helyettesitik. Az
ABCBI1-¢el ellentétben, a Pgp esetén a , katalitikus glutamat” mutacioja inaktiv fehérjét
eredményez. A Pgp és az ABCB11 NBD-NBD interface-e csupan 4 aminosavban tér el
egymastol, beleértvé a ,katalitikus glutamatot” is. Az ABCB11 degeneralt ATP koto
helyén talalhatdé négy nem-kanonikus aminosav szerepének vizsgalatdhoz egy
ABCBI11-szerti NBSl-et hoztunk létre a human Pgp-ben mutagenezis révén.
Kisérleteinkhez létrehoztunk egy ES56M | katalitikus glutamat” mutanst és egy
Lnégyszeres” mutanst, amelyben az ABCB11 NBS1 tovabbi harom mutécidja is
megtalalhat6 volt (S474E, G1178R és Q1180E).

A | katalitikus glutamat” és a négyszeres mutans Pgp molekuldk konformacios
flexibilitasanak vizsgéalatdhoz UIC2 antitestes jeloléseket végeztiink NIH 3T3 sejteken
Pgp inhibitor CsA jelenlétében vagy ATP-depléciot kdvetden. A vad-tipust Pgp-k
alacsony UIC2-reaktivitast mutattak kezeletlen sejtekben, csupan a sejtfelszini Pgp
molekuldk egy kis hanyada (kb. 20%) jel6l6dott a konformaciod érzékeny UIC2
antitesttel. ATP-depléciot kovetden, a CsA kezeléshez hasonldan, az dsszes sejt felszini
Pgp UIC2-reaktiv konforméciora valtott. A ,katalitikus glutamat” mutans Pgp
molekuldk jelentdsen eltérd viselkedést mutattak: kezeletlen sejtekben a sejtfelszini Pgp
molekulék alig tobb mint 5%-a jel616dott UIC2 antitesttel és a CsA kezelés is csak kis
mértékben fokozta az UIC2-reaktivitast. Erdekes modon, a négyszeres muténs Pgp-k a
vad-tipusu Pgp-hez nagyon hasonlod viselkedést mutattak: kezeletlen sejtekben a
sejtfelszini Pgp molekulak kb. 20% jel61ddott, mig CsA kezelés vagy ATP-deplécio
hatasara a teljes sejtfelszini Pgp pool atvaltott a ,befelé-nyitott”, UIC2-reaktiv
konformacioba. Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a négyszeres mutans Pgp
molekuldk az E556M ,katalitikus glutamat” mutansokkal ellentétben visszanyerik
konformacios flexibilitasukat.

Tovabbi kisérleteinkben SLO-toxin permeabilizalt sejtek segitségével mértiik a
vad-tipusu és mutans Pgp molekuldk latszélagos ATP-kotd affinitasat (Ka) vanadat
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jelenlétében és hidnyaban. A vad-tipust és négyszeres mutans Pgp molekulak hasonlo
latszolagos ATP-kot6 affinitassal rendelkeztek, vanadat kezelés hatasara az affinitasuk
két-harom nagysagrenddel megnovekedett. Ez arra utal, hogy a négyszeres mutans Pgp
molekuldk képesek ATP hidrolizisre az intakt ATP kotohelyiik segitségével. A vad-
tipusu és a négyszeres mutanssal ellentétben, az ES56M |, katalitikus glutamat” mutans
hasonléan magas latszolagos ATP-koté affinitdssal rendelkezett Vi jelenlétében és
hidnyaban egyarant.

4.6. A négyszeres mutans Pgp molekulik visszanyerik ATPaz és transzport
aktivitasukat

A kovetkez0 kisérleteinkben azt tliztiik ki célul, hogy megvizsgaljuk a mutans Pgp
molekuldk funkcionalis aktivitasait ATPaz aktivitas- és szubsztrat akkumulacios
kisérletekben. Az NIH 3T3 sejtekbdl izolalt vad-tipusu Pgp-t expresszald membran
preparatumok alap ATPaz aktivitassal rendelkeztek, verapamil jelenlétében pedig kb.
négyszeres stimulacié volt megfigyelhetd az ATP4z aktivitasban. A négyszeres mutans
alacsony steady state ATPaz aktivitassal rendelkezett, amely verapamil jelenlétében
stimulalhaté volt. Habar az alap ATPaz aktivitas értéke alacsony volt, a verapamil-
stimulacié mértéke a vad-tipust és négyszeres mutans Pgp esetén megegyezd volt.
Ezzel ellentétben, a ,katalitikus glutamat” mutans nem mutatott sem alap-, sem
szubsztrat-stimulalt ATPaz aktivitast.

Annak a kérdésnek a megvalaszolasara, hogy a négyszeres mutans képes-e ATPaz
aktivitdsat a koncentracié gradienssel szembeni aktiv szubsztrat transzporttal
Osszekapcsolni calcein és Hoechst 33342 akkumulécids vizsgalatokat végeztiink intakt
NIH 3T3 sejteken. A Pgp-t nem expresszalo sejtek esetén a szamolt transzport aktivitasi
faktor (TAF) értéke kozel nulla volt, mig a vad-tipusti Pgp-t expresszalo sejtek képesek
voltak hatékonyan megakadalyozni az intracellularis Hoechst 33342 és calcein
akkumulaciot, amint azt a megnovekedett TAF értékek mutattdk. Az ES56M muténs, a
csokkent konformacios flexibilitassal és a steady state ATPaz aktivitds hidnyéaval
Osszhangban, nem mutatott mérhetd transzport aktivitast. Ezzel ellentétben a
négyszeres mutans Pgp molekuldk képesek voltak a vad-tipustt Pgp-hez hasonldan
hatékonysaggal. Ezek a kisérleti adatok egyértelmtien alatdmasztjak, hogy a négyszeres
mutans Pgp molekuldk a ,katalitikus glutamat” hianyaban is képesek szubsztratjaik
effluxara.

4.7. Vanadat jelenlétében megemelkedik az A-hurok és Walker B mutans Pgp-k
ATP-koto affinitasa

Korabbi heterolog expresszios rendszerek vagy tisztitott fehérjék felhasznalasaval
végzett kisérletekben azt tapasztaltdk, hogy az A-hurok és Walker B motivumok
kulcsfontossagu aminosavaiban létrehozott mutacidk (A-hurok: Y401A és/vagy
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Y1044A, Walker B: D555N ¢és/vagy D1200N), fliggetleniil attol, hogy csak egy vagy
mindkét NBS-t érintette a mutacio, inaktivaljadk a Pgp molekuldkat. Ezen mutans Pgp
molekuldk konformacios aktivitasanak vizsgalatat tiiztiik ki célul az UIC2 antitest
hasznalataval intakt emlés NIH 3T3 sejtekben.

Az irodalmi adatokkal Osszhangban, a vad-tipusi Pgp-k kezeletlen sejtekben
alacsony UIC2-reaktivitast mutattak, azonban CsA kezelés, illetve ATP-deplécio
hatasara UIC2-kot0 konformaciora valtottak. Ezzel ellentétben, az A-hurok tirozin,
illetve a Walker B aszpartat mutans Pgp-k magas UIC2-reaktivitassal rendelkeztek
kezeletlen sejtekben, és az ATP-deplécio, illetve CsA kezelés nem eredményezett
szignifikans novekedést az UIC2 kotddésben. Ezek az eredmények alatdmasztjak azt az
elképzelést, hogy intakt sejtekben az alabbi mutdns Pgp-k az ATP-mentes, ,befelé-
nyitott” konformacioban talalhatdak.

Hogy tovabb vizsgaljuk az A-hurok és Walker B mutaciok hatasat az ATP-kotésre,
kiilonboz6 ATP koncentraciok mellett mértik a mutdns Pgp molekulak UIC2-
rektivitasat vanadat jelenlétében és hianyaban és meghataroztuk a Ka értékiiket.
Kimutattuk, hogy az féloldali A-hurok mutans (Y401A és Y1044A) illetve az féloldali
Walker B mutans (D555N és D1200N) Pgp molekulédk a vad-tipusu Pgp-hez mérten
joval magasabb K, értékekkel rendelkeztek. Erdekes modon, Vi jelenlétében a féloldali
A-hurok és Walker B mutans Pgp-k esetén is jelentdsen csokkent a Ka értéke, arra
utalva, hogy ezek a mutansok képesek ATP hidrolizisére az intakt ATP kotohelyiikon.
Ezzel ellentétben a kétoldali mutins Pgp-k esetén (Y401A/Y1044A ¢és
D555N/D1200N) nem volt megfigyelhetd valtozas a K értékekben Vi jelenlétében,
arra utalva, hogy a kétoldali mutans Pgp-k nem képesek ATP hidrolizisre.

4.8. A féloldali A-hurok és Walker B mutinsok képesek ATP hidrolizisre és
szubsztratjaik transzportjara

Kovetkezd 1épésként NIH 3T3 sejtekbdl szarmazd membran prepardtumok
segitségével ATPaz aktivitds méréseket végeztiink. Kisérleteinkben azt vizsgaltuk,
milyen hatdssal birnak a muticidk a Pgp alap- és szubsztrat-stimulalt ATPaz
aktivitdsara. A vad-tipusi Pgp-t expresszalo NIH 3T3 sejtekbdl nyert membran
preparatumok alacsony alap aktivitassal rendelkeztek és verapamil jelenlétében kozel
haromszoros stimulacié volt megfigyelhetd az ATPaz aktivitisban. Az Y401A ¢és
Y1044A féloldali A-hurok mutansok, illetve a D555N és D1200N féloldali Walker B
mutansok alacsony ATPaz aktivitassal rendelkeztek, verapamil jelenlétében azonban
csupan az Y401A A-hurok mutans esetén tapasztaltunk kb. kétszeres stimulaciot az
ATPéaz aktivitasban.

A tovabbiakban calcein-AM akkumulécids vizsgalatokat és Alamar Blue-alapt
citotoxicitasi vizsgalatokat végeztiink a kiilonb6zé mutansokat kifejezd NIH 3T3
sejtekkel. Az intracellularis calcein akkumulacid és a vinblasztin-indukalt citotoxicitas
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vizsgéalata megmutatta, hogy a vad-tipusu, Y401A és Y1044A A-hurok mutans Pgp
molekuldkat expresszaldé NIH 3T3 sejtek szignifikdns transzport aktivitassal
rendelkeznek.
4.9. Az féloldali A-hurok és Walker B mutinsok képesek tobbszor, ismételten
athaladni a katalitikus cikluson

Korabbi UIC2-jel6lési kisérleteink alapjan tudjuk, hogy az UIC2 antitest kotddése

......

MgATP hidnyaban a vad-tipust Pgp esetén nem volt megfigyelhet6 szignifikans UIC2-
Fab disszociacid, azonban MgATP jelenlétében szignifikans UIC2-Fab disszociacid
volt megfigyelhetd az féloldali A-hurok és Walker B mutans Pgp-t expresszalo sejtek
esetén, a vad-tipusu Pgp-hez hasonléan. A verapamil Pgp stimuldlé hataséval
Osszhangban verapamil kezelés hatdsara a vad-tipusu és a transzport kompetens mutans
Pgp-k esetén fokozodott az UIC2-Fab disszociaciéo mértéke. Az A-hurok és Walker B
mutansokhoz hasonldan, a négyszeres mutans esetén is emelkedett UIC2-Fab
disszociaciot tapasztaltunk verapamil jelenlétében. Az ATP4z és transzport aktivitassal
nem rendelkezd kétoldali A-hurok ¢és Walker B mutdnsok esetén nem volt
megfigyelhetd UIC2-Fab disszociacio. Habar a Pgp képes ATP-kotésre Mg?* ionok
hidnyéaban is és képes az UIC2-t nem kotd, ,.kifelé-nyitott” konformacio kialakitasara,
ilyen koriilmények kozott az ATP hidrolizis gatolt és a katalitikus ciklus megakad.
Ezzel $sszhangban, Mg?" ionok hidnyéban az ATP hozzdad4sa nem eredményezett
UIC2-Fab disszociaciot a vad-tipusti Pgp-t expresszalo sejtek esetén. Ez arra utal, hogy
a Pgp molekuléknak, igy az féloldali A-hurok és Walker B mutans Pgp-knek is szamos

......
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5. Diszkusszio

5.1. A retinoidok kélcsonhatasa a human Pgp-vel és ABCG2-vel

Kisérleteinkben szamos fiziologias jelentdségti retinoid szarmazék (pl. retinol, 13-
cisz-retinsav vagy 9-cisz-retinsav) és a Pgp/ABCG2 kozotti lehetséges direkt
kolcsonhatasokat vizsgaltuk.

Kimutattuk, hogy a retinol, a 13-cisz-retinsav és a retinil-acetat effektiv inhibitorai
a Pgp- és ABCG2-medialt szubsztrat transzportnak. A vizsgalt retinoid szarmazékok
erdsen hidrofob karaktere, illetve a cellularis enzimek altali biokonverziojuk igen
nehézkessé teszi a retinoidok megkdtésének és transzportjanak vizsgalatat él6
sejtekben. Ezért tovabbi kisérleteinkben, human Pgp-t vagy ABCG2-t expresszalo Sf9
membran prepardtumok segitségével, vizsgaltuk a retinoidok ATPaz aktivitasra
kifejtett hatasat. Az ATPaz aktivitas mérések megerositették a retinol, a 13-cisz-retinsav
¢és a retinil-acetdt Pgp/ABCG2 gétld hatasat. Tovabba, ATPaz aktivitds méréseink
megmutattak, hogy a retinil-acetat kb. 10 pM koncentracidban gyengén stimuldlja a
Pgp alap ATPaz aktivitasat, arra utalva, hogy a retinil-acetat egy potencidlis Pgp
szubsztrat. Ezzel a megfigyeléssel Osszhangban, DPH fluoreszcencia anizotropia
méréseinkben azt tapasztaltuk, hogy a Pgp pozitiv sejtekben a retinil-acetat eltérd
membran eloszlast mutat a Pgp negativ sejtekhez mérten. Mindazonaltal, megegyezd
mértéki retinil-acetat indukalt citotoxicitast figyeltiink meg Pgp pozitiv és negativ NIH
3T3 sejtek esetén. Ez arra utal, hogy mégha a Pgp képes is transzportalni a retinil-
acetatot, a Pgp altali aktiv efflux mértéke elhanyagolhatd a retinil-acetdt passziv
influxahoz mérten.

Erdekes médon, a 13-cisz-retinsav erds gatld hatassal birt a Pgp és ABCG2 ATPéz
¢és transzport aktivitdsdra egyarant, mig sztereoizomerjei, pl. az all-fransz-retinsav
(ATRA) vagy a O9-cisz-retinsav nem befolyasoltdk a transzporterek miikodését.
Figyelembe véve a Pgp és ABCG2 rendkivill széles szubsztrat specificitasat, a
retinoidok hatasaiban tapasztalt sztereospecifikus eltérések igen fontos 4j informaciokat
szolgaltathatnak a Pgp és ABCG2 szubsztrat felismerésével, és a drog kotés
mechanizmusaval  kapcsolatban.  Szdmos kordbbi tanulmény mutatott ki
sztereospecifikus eltéréseket Pgp modulatorok kiilonbozé izomerjei kozott. Az egér
Pgp korai, nagy felbontast rontgen krisztallografias szerkezeteiben a QZ59-RRR és
QZ59-SSS ciklikus oligopeptidek eltéré moédon hatnak kdleson a Pgp-vel: a QZ59-RRR
egy kotd helyen hat kolcson a szubsztrat koto zseb centrumaban, mig a QZ59-SSS két
eltér6 helyen kotédik a szubsztrat kotd zsebhez. Hasonld sztereospecifikus
kiilonbségeket fedeztek fel a flupentixol Pgp modulator cisz €s transz izomerjei kozott
is. Habar mind a cisz, mind a transz flupentixol gatolja a Pgp transzport aktivitasat,
ellentétes hatassal birnak azonban az ATP hidrolizis mértékére, illetve a Pgp foto
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aktivalhato szubsztrat [125T]IAAP-altali jelolésére. Osszefoglalva, szamos korabbi
tanulmany azonositott sztereospecifikus eltéréseket a kiilonbozé ligandok
kolcsonhatasaban a Pgp-vel. Ezzel ellentétben, kisérleteinkben megmutattuk, hogy a
kiilonbozo retinoidok Pgp és ABCG2- altali felismerése sztereoszelektiv.

A ligandok sztereoszelektiv felismerése megvalosulhat a drog kot zseb(ek), vagy
az allosztérikus hely(ek) szelektivitasa révén, illetve indirekt modon a plazma membran
révén, ahonnan a Pgp és ABCG?2 a szubsztratjait felismeri és megkoti. Kisérleteinkben
kimutattuk, hogy a tesztelt retinoidok nagy mennyiségben akkumulalodnak NIH 3T3
sejtekben, és az akkumulaciéo mértéke szoros korrelaciot mutatott a retinoidok LogPow
értékével. Mivel a kiilonbozo retinoid sztereoizomerek hasonld LogP.. értékekkel
rendelkeztek, és megegyezo cellularis akkumulaciot mutattak, igy valdsziniisitheto,
hogy a sztereoizomerek membranon beliili eltéré lokalizacidjaval magyardzhatoak a
tapasztalt kiilonbségek. Ezzel a hipotézissel dsszhangban, kordbbi tanulmanyokban
kimutattak, hogy a zeaxantin cisz és transz izomerjei DMPC membranokban eltérd
orientéciot vesznek fel. Erdekes modon, az eltérd orientacionak megfelelden, a cisz és
transz zeaxantin molekuldk eltéréen modositottak a membran biofizikai tulajdonsagait
a membran kiilonbozoé rétegeiben, igy pl. a membran hidrofobicitasat, a membran
rendezettségét ¢és a membran fluiditds értékét. Ezekkel a megfigyelésekkel
0sszhangban, DPH fluoreszcencia anizotropia méréseinkben kimutattuk, hogy a retinol,
a 13-cisz-retinsav és a retinil-acetat szelektiven csokkentette a membran fluiditas
értékét a membran belsd, hidrofob régidjaban. Ezzel ellentétben, a gatld hatassal nem
rendelkez6 retinoidok, igy pl. az ATRA vagy a 9-cisz-retinsav nem valtoztattak meg a
DPH fluoreszcencia anizotropia értékeit. Ezek az eredmények azt valosziniisitik, hogy
a kiilonbozo retinsav izomerek eltérd transzmembran orientaciot vesznek fel a lipid
kett6s rétegben. A retinoidok eltérd izoprén lanc hossza, illetve a cisz kotés altal a
a membranban.

Hogy pontosabban megvizsgaljuk a retinoidok kdlcsonhatasat a transzporterekkel,
tovabbi kisérleteinkben a retinol és 13-cisz-retinsav Pgp és ABCG2 szubsztrat
stimuldcidjanak kinetikai paramétereire (K €s viax) kifejtett hatasait vizsgaltuk ATPaz
aktivitas mérésekben. A transzporterek ATPaz aktivitdsanak stimulaciojahoz jol ismert
Pgp (verapamil) és ABCG2 (quercetin) szubsztratokat alkalmaztunk. fgy a retinoid
kezelés hatasara az ATP4z aktivitas stimulacidjanak kinetikai paramétereiben létrejovo
valtozasok jol reprezentaltak a transzporterek szubsztrat kotésében/transzportjadban
létrejove  valtozasait. A ndvekvd koncentracidoban alkalmazott retinol hatasara
megfigyelt ndvekedés a verapamil és quercetin stimulacié Ky értékében arra utal, hogy
a retinol kozvetlen kdlcsonhatasba 1ép a Pgp-vel és az ABCG2-vel. A 13-cisz-retinsav
az ABCG2 quercetin stimulacidjanak Ky értékét megndvelte, azonban nem valtoztatta
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Mint ahogy az korabban olvashatd volt, a retinol és természetes szarmazékai piko-
¢és nano molaris koncentraciokat érnek el a human szévetekben fiziologias koriilmények
kozott, mig kisérleteinkben a retinoidok fél hatdsos gatlé koncentracidja 20-70 uM
kozott valtozott. Ez a nagy kiilonbség valoszintitlenné teszi azt az elképzelést, hogy a
retinoidok fiziologias koriilmények kozott gatolndk a Pgp vagy az ABCG2 miikodését
in vivo. Azonban retinoid terapia esetén a vérplazméban, vagy oralisan alkalmazott
retinoidok hataséra a bél epitél sejtekben, a retinoidok koncentracidja nagy mértékben
megemelkedhet, ami a fiziologias barrierekben kifejez6doé Pgp és ABCG2 molekulak
gatlasdhoz vezethet. A Pgp és ABCG2 miikddésének retinoidok altali gatlasa hatéssal
lehet a retinoidokkal egylittesen alkalmazott kemoterapias gyogyszerek
farmakokinetikdjara. Ezt figyelembe kell venni a retinoidok terapias alkalmazéisa
esetén, az esetleges nem vart drog kolcsonhatasok elkertilésére.

Osszefoglalasképpen elmondhaté, hogy a kiilonbdzd retinoid sztereoizomerek
eltér6 membranon beliili orientacidja fontos meghatarozoja lehet a Pgp- és ABCG2-
altali szelektiv felismerésiiknek.

5.2. A Pgp Kkatalitikus ciklusdnak vizsgalata ATP-koto hely mutansok segitségével

Biokémiai és biofizikai kisérletek, rontgen krisztallografias szerkezetek és szdmos
krio-elektron mikroszkopos (krio-EM) szerkezet alapjan tudjuk, hogy a Pgp az ATP-
kotés és hidrolizis nyoman szdmos konformaci6 valtozdson megy keresztiil, annak
érdekében, hogy lejatszodhasson a szubsztratok transzportja. Az NBD-k altali ATP
hidrolizis révén az ATP foszfat kotéseiben tartolt kémiai energia felszabadul. Az ATP
hidrolizise az NBD-k elmozdulasaval jar, ami az NBD-k és TMD-k k6z6tti kooperacid
révén konformacio valtozasokat idéz el6 a TMD-kben. A domének k6zotti kooperaciot
szamos kisérletes eredmény tdmasztja ala: i) Pgp kristaly szerkezetekben megfigyelhetd
kolcsondsen Osszefliggd konformacié valtozasok a TMD-k és NBD-k kozott, ii) a
szubsztrat-stimulalt ATP4z aktivitas, amely arra utal, hogy a szubsztrat kotés hatasara
a TMD-kben lejatsz6dd konformacié valtozasok atterjednek az NBD-kre és iii)
biokémiai kisérletek melyek megmutattdk, hogy a TMD-k szubsztrat kotése
konformécié valtozast indukal az NBD-kben. Kisérleteink eredményei alatdmasztjak
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elsddleges szabalyzdja az ATP, mivel az ATP intracellularis koncentracidja
megkdzelitéleg egy nagysagrenddel nagyobb, mint az ADP koncentracidja és kozel
tizszer magasabb, mint a Pgp ATP-iranti Kp értéke.

A Pgp két kanonikus ATP kot6 hellyel rendelkezik és mindkét kotd hely egyarant
képes az ATP hidrolizisére, és igy a transzport ciklushoz sziikséges energia
biztositasara. A Pgp-vel ellentétben, szamos ABC transzporter, mint pl. a CFTR, SURI
¢és az ABCBI1, csak egy kanonikus ATP kot6 hellyel rendelkezik, mig az NBS1-ben
az effektiv ATP hidrolizishez sziikséges ,katalitikus glutamat” hianyzik. A , katalitikus
glutamat” ATP hidrolizisben betdltott szerepe azonban a mai napig nem teljesen
tisztazott. A negativan toltott , katalitikus glutamat” és az ATP negativan toltott foszfat
csoportjai kozotti direkt interakcid nem valdszind, nagyobb valdszintiséggel kozvetett
szerepe van az ATP hidrolizisben. A foszfat atomokkal szembeni nukleofil timadas,
ami az ATP [ és y foszfatja kozotti kotés felszakadasahoz sziikséges, egy a ,katalitikus
glutamat” hozzajarulasaval képzodo aktivalt OH™ nukleofil segitségével jatszodhat le.
Amikor a human Pgp NBSI-ében 1év6 ,katalitikus glutaméatot” az ABCB11-hez
hasonldéan egy metioninra cseréltik le mutagenezis révén (E556M), egy
konforméaciésan csapdazott, transzport inkompetens és ATP-hidrolizisre képtelen
fehérjét kaptunk, megerdsitve szdmos korabbi kisérleti eredményt.

Az ABC transzporterek NBD-NBD interface-ének aminosav szekvenciai nagy
mértékben konzervaltak, ezzel is utalva az NBD szekvencia motivumok kritikus
szerepére az ATP-kotésben és hidrolizisben. Az ABCB11 és Pgp NBD szekvencidinak
harom aminosav tér el a Pgp és az ABCB11 NBD-NBD interface-¢ben. A ,,négyszeres”
mutans létrehozasaval egy olyan Pgp molekulat hoztunk Iétre, amely fehérjének NBS1-
e megegyezik az ABCB11 nem-kanonikus ATP k&t6 helyével. Feltiind modon, az
E556M mutanssal ellentétben, a négyszeres mutans Pgp molekuldk visszanyerték
konformacios flexibilitasukat, szubsztrat-stimulalt ATPaz- és transzport aktivitasukat.
Az alabbi adatok azt valészintsitik, hogy a négyszeres mutans Pgp-k képesek elkertilni
a nagy affinitdsi ATP kotést és csapdazodast, ami az ES56M |, katalitikus glutamat”
mutans esetén megfigyelhetd. A négyszeres mutans gyengébben koti az ATP-t:
molekuldris dinamikai szimuldciéink megmutattadk, hogy a négyszeres mutansban a
foszfat atomok hidratacioja megndvekedett, és joval nagyobb NBD-NBD szeparacio
figyelhetd meg (nem bemutatott eredmény). Ezekbdl az eredményekbdl arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a négyszeres mutans ABCB11-szerti NBS1-e lehetévé
teszi az ATP megkotését, de a megvaltozott kolcsonhatasok révén megakadalyozza az
ATP ,,okkluzidjat” és ezaltal az erés ATP-kotodést.
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Tovabbi kisérleteinkben fél- és kétoldali Walker B aszparaginsav és A-hurok
tirozin mutans Pgp varidnsok konforméciés dinamikajat, ATPaz- és transzport
aktivitasat vizsgaltuk NIH 3T3 sejtekben.

Korabbi tanulmanyokban azt tapasztaltak, hogy a Walker B aszparaginsav és az
A-hurok tirozin mutécioi, fliggetleniil attél, hogy a mutacié egy vagy mindkét NBS-t
érinti, a Pgp inaktivacidjahoz vezetnek. A sajat eredményeink megerdsitették, hogy a
kétoldali A-hurok (Y401A/Y1044A) és Walker B (D555N/D1200N) mutans Pgp-k
nem mutatnak sem ATPAaz, sem transzport aktivitast NIH 3T3 sejtekben és az UIC2-
reaktiv konformécidban csapdazodnak MgATP vagy szubsztrat molekulak jelenlétében
¢és hianyaban egyarant.

Erdekes médon azonban, a féloldali A-hurok mutans fehérjék szignifikans alap és
szubsztrat stimulalt ATPaz, illetve transzport aktivitast mutattak, mig a féloldali Walker
B aszparaginsav mutdns fehérjék esetén nem tapasztaltunk mérhetd ATPaz vagy
transzport aktivitast, valdszinileg az alacsony ATP-kotd affinitdsuk miatt. Tovabb
vizsgéalva a féloldali Walker B mutans fehérjék konformécios aktivitasat kimutattuk,
hogy a kétoldali mutansokkal ellentétben, a féloldali mutansok nem csapdazddnak az
UIC2-reaktiv konformacioban, MgATP-fiiggd modon képesek atvaltani a UIC2-reaktiv
,Kifelé-nyitott” konformacioba, habar a vad-tipushoz mérten joval magasabb ATP
koncentraciok mellett. Tovabba, Vi kezelés hatasara a latszolagos ATP-koto
affinitasukban egy kb. 6t- tizszeres novekedés volt megfigyelhetd, utalva arra, hogy
képesek az intakt NBS segitségével ATP hidrolizisre. A vad-tipusu és a transzport
kompetens mutans Pgp-khez hasonléan, ATP hidrolizis fiiggé UIC2 disszociaciot
mutattak NIH 3T3 sejtekben, tovabbi bizonyitékként aldtamasztva, hogy habar
csokkent effektivitassal, de képesek szamos katalitikus cikluson 4thaladni.

Az ABC transzporterek rendkiviil érzékenyek membran mikrokdrnyezetiikre. A
membran fizikokémiai tulajdonsagainak valtozésai szignifikdns hatassal lehetnek a
transzporterek miikddésére. Azon korabbi tanulmanyok, melyek leirtdk a Walker B és
A-hurok mutéaciok inaktivald hatdsat, heterolog expresszids rendszereket (pl. Sf9 vagy
Saccharomyces cerevisiae sejteket), vagy tisztitott €s rekonstitualt fehérjéket
alkalmaztak a funkcionalis vizsgalatokhoz. A korabbi tanulmanyokkal ellentétben,
kisérleteinkben a  kiilonb6z6  Pgp  varidnsokat  természetes = membran
mikrokornyezetiikben, emlds sejtekben vizsgaltuk. A rovar sejtek (pl. Sf9) és
alacsonyabb rendii eukaridtdk (pl. Saccharomyces cerevisiae) membranja
szignifikdnsan kevesebb koleszterint tartalmaz, mint az emlds sejtmembranok. Az ABC
transzporterek rendkiviil érzékenyek a membran koleszterin tartalmara, igy a heterolog
expresszios rendszerekben kifejezett A-hurok és Walker B mutans Pgp-k funkcionalis
inaktivitdsa Osszefliggésbe hozhatd membran kornyezetilk alacsony koleszterin
tartalmaval.
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A négyszeres mutans Pgp-k funkcionalis aktivitasaval dsszefliggd eredményeink
megkérddjelezik azon katalitikus ciklus modelleket, amelyek azt feltételezik, hogy az
NBS1 és NBS2 szigortan valtakozva hidrolizaljak el az ATP molekulakat. Ha a két
NBS szigortian alternalva miikddne, az egy intakt NBS-el rendelkezé Pgp variansok
(pl. négyszeres mutans vagy féloldali A-hurok mutdnsok) esetén minden masodik ATP
hidrolizise az inaktiv, mutaciot tartalmazé NBS-en torténne és a katalitikus ciklus
megakadasat eredményezné. Kisérleti eredményeink tovabba nem tdmogatjak azokat a
katalitikus ciklus modelleket, amelyek azt feltételezik, hogy egy masodik ATP
hidrolizise sziikséges a masodik NBS-n ahhoz, hogy a transzporter kilépjen a ciklusbél
¢és egy Uj transzport ciklust inditson el. Mivel, pl. a négyszeres mutans Pgp egy intakt
NBS2 segitségével is képes szdmos cikluson athaladni. Eredményeinket 6sszefoglalva
elmondhatjuk, hogy az egy intakt katalitikus centrummal rendelkez6 Pgp variansok (pl.
féloldali A-hurok mutansok és a négyszeres mutans) funkciondlis aktivitdsa azt
valoszintisiti, hogy a Pgp két katalitikus centruma véletlenszertien kételezédik el az
ATP hidrolizis irdnyéban.
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6. Osszefoglalas

Munkank els6é részében kiilonb6z6 retinoid szarmazékok, a Pgp és ABCG2
transzport és ATPaz aktivitasara kifejtett hatasat vizsgaltuk, melynek soran az alabbi
kovetkeztetésekre jutottunk:

1. Egyes retinoid szarmazékok (retinol, 13-cisz-retinsav, retinil-acetat)
koncentracié fiiggé modon gatoljak a Pgp és az ABCG2 transzport és ATPaz
aktivitasat.

2. DPH és TMA-DPH fluoreszcencia anizotropia méréseink alapjan, a Pgp-t és
ABCG2-t gatl6 retinoid szarmazékok elsdsorban a membran belsd, hidrofob rétegében
halmozddnak fel és ott lokalisan csokkentik a membran fluiditasat.

3. A retinoidok ABC transzporterek altali felismerését és megkotését befolyasolja
membranon beliili elhelyezkedésiik.

Munkénk masodik felében a Pgp két nukleotid-k6td helye kozotti funkcionalis
egyiittmikodést tanulmanyoztuk, egy vagy mindkét kdtéhelyben mutaciot hordozo Pgp
variansok segitségével, azok konformaciéo valtozésait és katalitikus aktivitasat
vizsgélva. Kisérleteink alapjan az alabbi kovetkeztetéseket vontuk le:

1. A, katalitikus glutamat” metioninra tdrténd cseréje (ES56M) a Pgp N-terminalis
ATP-kot6 helyén, mérhetd transzport és ATPaz aktivitassal nem rendelkezd fehérjét
eredményez. Az ABCBIl1-re jellemz6 tovabbi 3 aminosav szimultdn mutacidja
konformaci6 valtozasokra képes és mérhetd transzport/ATPaz aktivitassal rendelkezd
fehérje valtozatot eredményez.

2. Az A-hurok tirozin szimultin muticidja mindkét nukleotid koté helyen
katalitikusan inaktiv, konformaci6 valtoztatasra képtelen Pgp varianst eredményez, mig
a féloldali mutansok funkcidképesek.

3. A Walker B aszparaginsav szimultdn mutacioja mindkét nukleotid kotShelyben
katalitikusan inaktiv és konformacié valtozasra is képtelen Pgp variansokat
eredményez. A féloldali Walker B mutansok képesek ATP kotés és hidrolizis fiiggd
konformécié véltozasokra, azonban mérhetd transzport aktivitassal nem rendelkeznek.

4. A féloldali A-hurok mutans és az ABCB11-szerti degeneralt N-terminalis ATP-
kotd hellyel rendelkez6 Pgp-k funkciondlis aktivitasa arra utal, hogy egy intakt ATP-
kotd hely megléte elégséges a Pgp katalitikus aktivitdsahoz. Eredményeink tdmogatjak
azokat a katalitikus ciklus modelleket, amelyek a két katalitikus centrum random
elkotelezodését feltételezik az ATP hidrolizis irdnyaban.
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