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1. Bevezetés

A human daganatos megbetegedések elsé sikeres kemoterapias kezelése utdn nem sokkal jott
a felismerés, hogy ezen kezelések hatékonysaganak legnagyobb akadalya az adott
kemoterapias szerre mutatott kezdeti javulas utan kialakuld rezisztencia. Erdekes médon a
daganatos sejtek képesek voltak egyidejlileg a citosztatikumok széles spektrumaval szemben
rezisztenciat-un. multidrog rezisztenciat (MDR)-kialakitani. Az emberi szervezetben mai
tudasunk szerint a legfobb MDR-ATP-koté fehérjékhez tartozik az MDR1/Pgp/ABCBI, az
MRP csalad szamos tagja (MRP1-9), valamint a BCRP/MXR/ABCG2. Mindegyik fehérje a
legnagyobb transzmembran fehérje csalad, az ABC transzporterek csaladjanak tagja, melynek
képviseldi a baktériumoktol az emberig minden ¢él6lényben megtalalhatéak. Kozos
tulajdonsaguk a jellegzetes nukleotidk6td domén (NBD), melyrdl a csalad a nevét kapta
(ABC: ATP-binding cassette), s amely altal megkotott ATP hidrolizisébdl szarmazo energiat
hasznaljak fel mikodésiikhoz.

Az altalunk vizsgalt MDR fehérje, a P-glikoprotein(Pgp) szubsztratjai kémiai szerkezetiiket és
méretiiket (200 Da-t6l akar 1900 Da-ig) tekintve nagyon eltérd, elsésorban hidrofob és amfifil
sajatsagi anyagok, melyek aromas gyurt(ke)t és bazikus nitrogént tartalmaznak, toltetlenek,
vagy gyengén pozitivan toltottek. Ezen kritériumokat sok gydgyszermolekula, tobbek kozott a
daganatos terdpia soran hasznalt szamos citosztatikum is teljesiti. A rakos sejtek
membranjdban nagy mennyiségben kifejez0dd Pgp molekuldk ily mdédon képesek a sejten
beliili drog koncentraciot jelentés mértékben csokkenteni. Bar ma mar ismert, hogy az MDR
fenotipus szamos egyéb sejtfolyamat ereddjeként valosul meg, a Pgp-t mind a mai napig
meghataroz6 faktorként tartjdk szdmon a multidrog rezisztencidt mutatdé klinikai esetek
tobbségében. Mindemellett a Pgp fiziologidsan is el6fordul olyan szdvetekben, melyek
fontosak lehetnek a kiilonb6z6 drogok abszorpcidjaban (bél lumen epitél sejtjei);
metabolizacidjaban-eliminacidjdban (ma4j, vese), valamint részt vesz létfontossaghi szervek
ugymint a vér-agy gat, here, petefészek €s placenta sériilékeny barrierjeinek megerdsitésében.

Miikodési elvét tekintve a Pgp nem a vizes intracellularis térb6l, hanem un. ,hidrofob
porszivoként” mar a lipid kettOsrétegbdl gyiijti dssze a kiilonbozd drogokat és ily médon mar
a plazmamembranban (PM-ban) képes amfifil illetve hidroféb szubsztratjainak
feltartoztatdsara. Egy masik elképzelés szerint a Pgp szubsztratjait a sejtmembran belsd
lemezébdl a kiilsd lemezébe atforditva un. flippazként (a mai pontos ndémenklatiura szerint
floppaz) miikodve idézi eld a drogok egyenlétlen eloszlasat a PM-ban. A Pgp miikodésének
hatasara a szubsztratok az extracellularis lemezben dusulnak fel, ahonnan a molekulak az
extracellularis térbe diffundalhatnak. Mai ismerteink alapjan a Pgp egy komplex, a
transzmembran domének altal kialakitott kotohellyel, kotdzsebbel rendelkezik, amelyet a
transzmembran helixek aminosav oldalldncai bélelnek. A szubsztratok és a Pgp aminosav
oldallancai kozott kiilonb6z6, mindig az adott szubsztratra jellemzd hidrofob €s van der Waals
kolesonhatdsok alakulnak ki. A ,,szubsztrat indukalta illeszkedés” sordn az egyes szubsztratok
Pgp-hez vald affinitdsat ezen kolcsonhatasok ereddi hatdrozzdk meg. A Pgp szubsztrat
kotéhelye,a NBD-eken megvaldsuld ATP hidrolizis fliggvényében, a szubsztratokra nézve
egy nagy, €s egy alacsony affinitast biztositd konformacids allapot kozott alternal. Korabbi,
illetve a nem régiben kozolt bakteridlis ABC transzporterek illetve egér ABCBla
kristalyszerkezetének ismeretében azt mondhatjuk, hogy a fehérje nukleotid tdvollétében egy
un. befelé (a citoplazma felé) nyitott konformécioban van. A transzmembran domének (TM)
kozott ebben a konformdcioban a citoplazmatikus lemez szdmara hozzaférhetd rés talalhato,
mely a drogok kotésének kedvez. Nukleotidok jelenlétében a fehérje kifelé (az extracellularis



tér felé) nyitott konformacidba keriil, ahol a transzmembran domének kozotti rés immar az
extracellularis lemez szdmara hozzaférheto.

A drog transzport ,hidroféb porszivo” vagy ,.flippaz” modelljével Osszhangban a lipid
kornyezet egyértelmiien fontos funkcidt tolt be a Pgp szubsztraitok membranon beliili
megoszlasdban, ¢és ennek megfelelden a fehérje drog kotohelyéhez valdo kotésében.
Ugyanakkor a Pgp bazalis ATPaz aktivitdsanak (szubsztratok nélkiil tapasztalt ATPaz
aktivitds) lipid fiiggése bizonyitja a lipidek kozvetlen hatasat is a Pgp katalitikus
aktivitdsaban. A Pgp a legtdbb irodalmi adat tanulsaga alapjan egyértelmiien megoszlast
mutat a nem-raft membranstrukturak és a raft, azaz koleszterin- ¢s szfingolipid-gazdag,
detergens-rezisztens membrandomének kozott. Ezek a membrandomének lehetnek kaveolak,
vagy barmilyen egyéb raft domének. A koleszterin ily médon, mas lipidekkel szemben, nem
csupan a Pgp bazalis és drog stimuladlta ATPaz aktivitasara vagy drog kotésére van hatassal,
hanem mint a rendezett struktirdju membrandomének meghatar6z6 lipid 0Osszetevoje,
rendkiviil fontos szerepet tolt be a raft domének integritasinak megdrzésében is. Teljes
sejteken metil-a-cikodextrinekkel végzett koleszterin kivonasi kisérletek bizonyitjak, hogy a
membranlokalizacidjanak megvaltozasdhoz, a raft domének szétesésével parhuzamosan. Az
elveszett koleszterin mennyiségek potlasaval visszaallithaté a raft lokalizacid és ezzel
parhuzamosan a transzport aktivitas is. A raftok egyik masik jellegzetes lipid komponensét, a
szfingolipidek keletkezését gatolva a Pgp lokalizacidja szintén a nem-raft domének irdnyba
tolodik el, mely a rodamin-123 Pgp szubsztrat fokozott retencidjat vonta maga utan. A Pgp
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transzportfehérjét, mely hasonl6 funkcionalis kdvetkezményekkel jart.

Bér ezek a megfigyelések elso latszatra azt az elképzelést erdsitették, hogy a raft doménekben
elhelyezked6 Pgp az, ami funkcionalis szempontbol fontos lehet. Nem szabad azonban
elfelejteniink, hogy a sejtfelszini Pgp-k nagyobb szdzalékat a szerzék ezeken a
membrandoméneken kiviil talaltak (lasd késdbb sajat adatok is). A raftok rendkiviil dinamikus
struktarajanak tiikkrében sokkal valdszintibbnek tiinik, hogy a Pgp oda-vissza jar-kel a raft és
nem-raft domének kozott, és ennek a kényesen fenntartott egyenstlynak a megzavarasa,
parhuzamosan a kozvetlen lipid kdrnyezet megvaltozasaval, funkcionalis kovetkezményekkel
jar.

A Pgp flippaz mitkddési elve, valamint a Pgp ismert bazalis ATP4z aktivitasa, mely mindig is
feltételezte valamiféle endogén szubsztrat jelenlétét, felvetette annak lehetdséget, hogy a Pgp
képes lehet lipidek transzlokalasara is a PM rétegei kozott. Szdmos tanulmany sziiletett, mely
a foszfatidiletanolamin (PE), foszfatidilkolin (PC), szfingomielin (SM), gliikkoceramid
(GliiCer) valamint koleszterin Pgp altali transzportalasara iranyult. Mindezek alapjan azonban
azt mondhatjuk, hogy a Pgp nagy valosziniiséggel nem képes hosszabb szénlanct, természetes
lipidek olyan sebességili transzportildsidra, ami esetleg mar meghatdrozo lehet a PM
rétegeiben. A MDR sejtek esetében sokszor tapasztalt raft domének, illetve kaveolak
mennyiségi emelkedése kiilondsen érdekessé tette a koleszterin, valamint a GliiCer
transzlokalasat, mely szamos tovabbi glikozilalt szfingolipid szintézisének alapjat jelenti.
Prateek Lala és munkatarsai Pgp-vel transzfektdlt multidrog rezisztens MDCK sejtek
vizsgélatakor azt taldlta, hogy a sejtek nagyfoku érzékenységet mutattak egy E. Coli toxin, a
verotoxin irant, mely drog szdmara egy sejtfelszini révid szénldncu szfingolipid molekula, a
globotriaozilceramid szolgal receptorként. Pgp gatloszerek (ketokonazol, ciklosporin) mellett
a sejtek érzékenysége a verotoxin irant megsziint, a csokkent sejtfelszini lipid szintekkel
parhuzamosan. A glikoszfingolipidek szintézise sordn a glikozilacids 1épések tobbsége a
Golgi lumenében torténik. Az egyetlen koztitermék a GluCer, amely a Golgi citoszolikus
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oldalan keletkezik. Ez a tény mindig is feltételezte valamilyen transzlokacids mechanizmus
meglétét, amely a GluCer-ot a Golgi citoszolikus oldalarél a luminalis oldalara transzportalja.
Az eredmények alapjan a szerzOk feltételezték a Pgp szerepét ebben a transzlokacids
folyamatban. A tanulményban hasznalt drogokrol azonban beigazolodott, hogy nem kizarolag
a Pgp-t képesek gatolni, hanem a Golgi citoszolikus oldalan taldlhatdé GluCer szintazt is.
Mindezek tehat kétségessé teszik azt, hogy a Pgp GluCer-ot transzlokalna a Golgi-ban.
Liposzémakba rekonstrudlt Pgp ¢és fluoreszcens koleszterin analég kolcsonhatasanak
vizsgalata soran a koleszterin jelenléte a membranban moédositja a Pgp bazalis, valamint drog
stimuladlta ATPaz aktivitasat, valamint a drogok Pgp-hez vald kotddését, de a Pgp nem vesz
részt a fluoreszcens koleszterin analdg transzlokaldsaban. A koleszterin szerkezetébdl adodo,
rendkiviil gyors, méasodperces vagy az alatti skalan mozgd spontan kicserélddése a PM két
mondhatjuk, hogy a Pgp elsésorban egy multidrog transzporter. Nem elképzelhetetlen, hogy
az evolucid sordn a fehérje egy primitiv lipid transzporterbdl végiil egy nagy hatékonysagu
drog transzporterré ndtte ki magat, mely képes az amfifil szubsztratok rendkiviil széles
korének transzportalasara, transzlokéldsara.

Ahogy arra mar utaltunk, a MDR sejtek esetén szamos esetben figyelheté meg a szenzitiv
sejtekhez képest egy megvaltozott, devians membran lipidosszetétel. A drog rezisztens sejtek
membranja szamos esetben nagyobb mennyiségi koleszterint, komplex glikoszfingolipideket,
gangliozidokat tartalmaz. Az egyik cikk tanulsdga szerint a drog rezisztencia fokaval
maganak a koleszterin szinteknek az emelkedése mutatott szoros korrelaciot. Ezek az adatok
arra utalnak, hogy a rezisztens sejtekben a kiilonboz6 lipidek, valamint a koleszterin
metabolizmusa modosult. Valéban van arra adat, hogy az MDR sejtek (drog szelektalt
sejtvonalak), fokozott koleszterin észterifikdciot mutatnak és ennek kovetkeztében fokozott
mennyiségli észterifikalt koleszterint allitanak eld6 a PM direkt, vagy akar indirekt
raktarra tdmaszkodva ezek a sejtek hatékonyabban képesek reagalni a PM csokkent
koleszterin mennyiségeire, példaul koleszterin kivonast kovetdéen. Mindezek mellett az MDR
sejtek fokozott sebességli koleszterin szintézist is mutatnak. Az MDR sejtek a szenzitiv
sejtekkel ellentétben tehat sokkal inkabb képesek magas PM koleszterin szinteket fenntartani.
A rezisztens sejtek nagy daltaldnossdgban valdoban rendezettebb membran struktarakkal
rendelkeznek, mely mogott valdsziniileg a kiillonbozd raft domének mennyiségi emelkedése
huzodik meg a kiilonbozd lipidek metabolizmusédnak megvaltozasaval parhuzamosan. Nagy
valoszinliséggel ezek a lipid valtozasok onmagéban, a fehérje valtozasoktol fiiggetleniil,
hozzéjarulnak az MDR fenotipus kialakulasdhoz.

A Pgp polarizalt és nem-polarizalt sejtek esetén is kétféle modon keriilhet az apikalis
membranba vagy PM-ba. A konstitutiv utvonal soran vezikulakba csomagolva a citoszkeleton
mentén kozvetleniil keriil a sejtfelszinre. A masik lehetséges titvonal soran a fehérjék elészor
kiilonb6zé endoszomalis kompartmentekbe keriilnek és innen kozvetve szallitodnak a
sejtfelszinre. Irodalmi adatok alapjan a korai endoszomdk bizonyultak az egyik ilyen
intracellularis atmeneti raktarnak. A Pgp nagy valoszinliséggel az aktin mikrofilamentum
hal6zat mentén folyamatosan internalizalodik és recirkulal. Irodalmi adatok alapjan ennek
megfelelen a sejtekben talalhatod érett Pgp molekulak 30%-a folyamatosan intracellularisan
helyezkedik el.

A Pgp szubsztratjaiként szdmontartott drogok intracelluldris szekvesztracidja tobb
kutatocsoportot sarkalt arra, hogy funkcionalis Pgp jelenlétét feltételezze kiilonbozo
intracellularis sejtorganellumok membranjaban. Az adatok azonban eléggé ellentmondasosak
és igy nincs egyértelmli bizonyiték arra, hogy a kiilonb6z6 drogok, MDR sejtekben oly
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gyakran megfigyelt, megvaltozott intracelluldris eloszlasaban a Pgp-nek ténylegesen szerepe
lenne. A Pgp jelenléte azonban bizonyitott az endoplazmatikus retikulumban (ER), a
Golgiban, korai endoszomakban, recirkuldldé endoszoméakban, késéi endoszémakban,
lizoszomakban és  proteoszomakban.  Gyakorlatilag azokban az  intracellularis
organellumokban melyek a fehérje szintéziséhez, posztranszlacios modositasahoz,

........

A PM-ban elhelyezkedd érett transzmembran fehérjérdl (170 kDa) ismert, hogy rendkiviil
hosszu, 14-17 oras féléletidovel rendelkezik. Az éretlen, rosszul tekeredett Pgp-k esetén
szamos tanulmany tanusaga szerint egyértelmii a fehérje ER protedzok altali, vagy
ubiquitinacidjat kovetd, proteoszomabeli lebomlésa. Az érett sejtfelszini Pgp-k végsod
degradacios helyérdl nincsenek ilyen egyértelmi adatok. A lizdszomabeli lebomlas mellett a
sejtfelszini transzportek ubiquitinacidja ugyanis felvetette ezen fehérjék esetén is, a
proteoszomabeli lebomlast. Ugyan a proteoszomaban toérténd lebomlas elsddleges célpontjai
valojaban rovid életidejii magi, illetve citoplazmatikus fehérjék. Mindent figyelembe véve a
lizoszOmakban torténd lebomlas, az ¢érett sejtfelszini Pgp-k esetén mégis inkabb
valdszintisithetd. A klasszikus lizin-48 kapcsolt és a fehérje proteoszomabeli lebomlast
eredményezd poliubiquitinacié mellett ma mar ismert, a membran fehérjék esetében is
megfigyelhetd, szadmos monoubiquitinacidé ¢és lizin-63  kapcsolt  poliubiquitinacid
kombindcidja, mely az Gn ,,endosomal sorting complex required for transport (ESCRT)”
iranyitasa alatt a fehérjéket az endoszoémakbol az Gn. multivezikularis testekbe iranyitjak,
melyek végiil a lizoszémaval fuzionalnak.

Kozvetlen el6zmények:

Az évek soran szdmos monoklonalis antitestet fejlesztettek ki a sejtfelszini Pgp molekulak
detektalasara (MRK16, 4E3, MM12.10, 15D3, UIC2), melyek a Pgp extracellularis epitopjait
ismerik fel. Ezen antitestek tobbsége a teljes sejtfelszini Pgp mennyiségek jelolésére
alkalmasak. Az UIC2 monoklonalis antitest ugyanakkor erdsen konforméaci6 érzékeny, mivel
egy, az 1., a 4., és a 6. extracellularis loop-ok altal képzett Gsszetett epitopot ismer fel, mely
nagy valdszinliséggel a katalitikus ciklus csak egy meghatarozott idéablakéban érhetd el.
Szaturacids koncentracidban alkalmazva az UIC2 antitest (vagy annak Fab fragmentuma) a
sejtfelszini ~ Pgp  molekuldk 10-40%-at  azonositja. Ugyanakkor  bizonyos
szubsztratok/modulatorok (vinblasztin, ciklosporin (CsA) ¢és SDZ PSC 833, de nem
verapamil) jelenlétében, valamint ATP depletélt sejtekben az antitest képes az Osszes, akar
minden sejtfelszini transzporter jeldlésére is. Az irodalomban a jelenség ,,UIC2-shift”-ként
ismert, €s hatterében elsdsorban a kotohelyek mennyiségének emelkedése all.

crer

formajat lehet megkiilonboztetni. A szaturacids koncentracioban, de modulatorok jelenléte
nélkiil UIC2 antitesttel jelolheté Pgp-ket (a sejtfelszini Pgp mennyiségek 10-40%-a) Pooll
Pgp-ként, mig az UIC2 antitest szdmdra kizardlag CsA-tipusi drogok jelenlétében
hozzaférhet6 Pgp-ket Pool2 Pgp-ként azonositjuk. A Pool2 Pgp-k ugyanakkor CsA-tipusu
drogok nélkiil is megjelenithetdek, az UIC2 antitest és barmely egyéb antitest (MRK16,
MM12.10 vagy 15D3) szekvencialis jelolésével, mivel ezen antitestek részben atfedd
epitopokat azonositanak. A sejtfelszini Pgp molekuldk konformacids heterogenitisa nagy
valoszinliséggel minden Pgp-t expresszald sejtben megfigyelhetd, hiszen az ,,UIC2-shift”
jelenséget szamos sejtvonal esetén bizonyitottak.

NIH 3T3-MDRI1 sejtvonalon konfokalis mikroszkoppal végzett kolokalizacios kisérletek azt
mutatjak, hogy a két Pool kiilonb6z6 membran teriileteket foglal el és valoszintileg kiilonb6z6
molekularis  partnerekkel ~van kapcsolatban. A  FITC-falloidinnel jeldlt aktin
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mikrofilamentumok kolokalizacidja inkabb a Pooll Pgp-kel figyelheté meg. TritonX-100-zal
(TX100) készitett sejtlizatumot szukroz siiriség-gradiensen szeparalva, az alacsony denzitasu,
raft doméneket is tartalmazo frakciok nagyobb mennyiségben tartalmaztak a Pooll Pgp-ket a
Pool2 Pgp-kel 6sszehasonlitva.

NP40 és TX100 detergensek segitségével végzett aramlasi citometrids detergens rezisztencia
(FCDR) esszében a Pooll Pgp-k mind raft, mind direkt citoszkeleton asszocialtsaga nagyobb
mértékii volt a Pool2 Pgp-kel 6sszehasonlitva.

A sejtfelszini Pgp Pool-ok internalizacids kinetikdjanak vizsgélata jeldletlen elsddleges
antitestes inkubaciot kovetden, fluoreszcensen jeldlt masodlagos antitesttel tortént. Az
UIC2-vel jelolt Pooll Pgp-k szignifikdnsan nagyobb sebességgel internalizalodtak. Amikor a
sejtfelszini Pgp molekulédkat (Pooll+Pool2) UIC2 tavollétében 15D3 antitesttel jeldltiik a
Pgp-k endocitézisa idében csak sokkal késdbb indult el. Mindezek alapjan azt mondhatjuk,
hogy az endocitotikus folyamatok sokkal inkabb érintik az UIC2-vel jelolt Pooll
konformacios allapota Pgp-ket.

A kiilonbozo antitestekkel jelolhetd Pgp Pool-ok molekularis partnereinek felderitésére
immunprecipitacios és tomeg spektrometrids kisérleteket végeztiink. Eredményeink azt
mutattak, hogy a két Pool részben kiilonboz6 sejtfelszini €s intracellularis fehérjékkel mutat
asszociaciot.



2. Célkituzések

A Pgp alap ¢és koleszterin-fiigg6 trafficking folyamatainak felderitésére alkalmazott kisérletek
tervezése ¢és kivitelezése soran, felmeriilt néhany metodikai probléma, melyek megoldasra
vartak:

1. Kollaboracids partnereink in vitro aktin polimerizacios kisérletekben azt talaltak, hogy
kiilonbozé  detergensek  befolyasoljak az aktin  polimerizaciot. Mivel a
munkacsoportunk altal kidolgozott raft fehérje azonositasi moddszer, az aramlési
citometrids detergens rezisztencia esszé (FCDR), olyan fehérjéket mér, melyek a
polimerizalt aktin citoszkeletonhoz rogziilnek, ezért a detergensek aktin
polimerizacidéra gyakorolt hatdsai rendkiviil fontosak lehetnek. Ezért kivancsiak
voltunk a kiilonb6zé detergensek (TX100; NP40; CHAPS; Brij) ex vivo aktin
polimerizaciora kifejtett hatasaira, melyet NIH 3T3-MDR1 sejtekben aramlasi
citometrids, valamint mikroszkopos technikéaval vizsgaltunk.

2. Random-metil-a-ciklodextrinnel végzett koleszterin kivonasi kisérletekben a teljes
sejtfelszini P-glikoprotein mennyiségek azonositasara hasznalt 15D3 monoklonalis
antitest kotddési affinitasa valtozott. Ezért kivancsiak voltunk arra, hogy kiilonb6z6
koleszterin szolubilizacids kapacitassal rendelkezé mas a-ciklodextrin szarmazékok
befolyasoljak-e a 15D3 mAt affinitas valtozasat.

A sejtfelszini P-glikoproteinek konformdcios é€s topoldgiai heterogenitdsdhoz kapcsolodoan
célul tliztiik ki a kiilonb6z6 Pool-ok trafficking folyamatainak vizsgalatat:

3. Mutat-e traffickingbeli kiilonbségeket a Pooll konformacios éllapota (foként raft
P-glikoprotein?
a, Valoban gyorsabb-e a raft asszocialt Pgp-k endocitozisa?
b, Vannak-e lizoszoémalis iranybeli kiilonbségek a Poolok k6zott?
¢, Mutatnak-e az internalizaciés folyamatok homérséklet és ATP fliiggést?
d, Hogyan valtoznak az exocitdtikus folyamatok fehérjeszintézist gatld kezelés
mellett?

4. Mutatnak-e koleszterin-fiiggd traffickingbeli kiilonbségeket a Pooll konformacios
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A ciklodextrinek segitségével végzett koleszterin extrakcids kisérleteinkben, szamunkra is
meglepd modon felismertiik azt, hogy bizonyos exocitdtikus események fokozddnak.
Nemrégiben megjelent tanulmanyok a lizoszomak exocitdzisardl szamoltak be ciklodextrin
kezelést kovetden. A lizoszomalis exocitotikus folyamatok, parhuzamosan egyéb exocitotikus
eseményekkel, feltehetden egy komplex membran repair folyamat részeként valdsulhatnak
meg.

Ennek megfeleléen tovabbi célkitlizéseket fogalmaztunk meg, melyek tulmutattak a
P-glikoprotein trafficking folyamatainak vizsgalatan:

5. Kivancsiak voltunk, hogy a lizoszémalis exocitozis lezajlik-e a mi rendszeriinkben 1s?

6. Célul tiiztik ki tovabba a lizoszomak stabilitdsanak vizsgalatait NIH 3T3 és NIH
3T3-MDRI1 sejtvonalak esetén a PM koleszterin perturbacidja nélkiil illetve azt
kovetden.Irodalmi adatok ugyanis arra utaltak, hogy a koleszterin modulécio
jelentdsen befolyasolhatja azt.



7. Vizsgalni kivantuk tovabbd, hogy a lizoszomadlis apparatusban tapasztalt esetleges
kiilonbségeknek, van-e ennek hatasa a két sejtvonal életképességére?

3. Anyagok és modszerek

3.1 Sejttenyésztés

Vizsgalataink targyat az NIH 3T3 egér fibroblaszt sejtvonal és annak mdrl génnel
transzfektalt valtozata (NIH 3T3-MDR1 G185) képezte. A sejteket 10% inaktivalt fotalis
szarvasmarha szérumot (FCS. Gibco), 5 mM glutaminsavat és 25 pg/ml gentamicint
tartalmazd6 DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) tenyészté folyadékban
novesztettikk allando kortilmények mellett (37fok, 5 %-0s CO;, atmoszféra, 95 %-0S
paratartalom). A Pgp-t kifejez6 sejtvonalakat 670 nM doxorubucint tartalmazod tapoldatban
tartottuk fenn és felhasznaldsuk el6tt 2-3 nappal drogmentes tenyésztd oldatban tartottuk
tovabb.Kisérleteink zomében a letapadva nové sejtekbdl tripszin/EDTA  kezeléssel
készitettiink sejtszuszpenziot.

3.2 A sejtmembran koleszterin tartalmanak modulalasa

A sejtek tripszinezését és mosasat kovetéen beallitottuk a sejtkoncentraciot (6*10%sejt/ml). A
sejtmembran  koleszterin  tartalmanak  véltoztatdsara  emelked6  koncentracidji
random-metilezett-a-ciklodextrint (CD), illetve annak koleszterinnel képzett komplexét
(chol-CD), valamint egyéb ciklodextrin szarmazékokat hasznaltuk. A szuszpenzidban 1évo
sejteket 37fokon 20 percen keresztiil inkubaltuk a kiilonb6z6 ciklodextrin szarmazékokkal,

mostuk, majd elvégeztiik a megfeleld vizsgalatokat.

3.3 Monoklonalis antitestek eldallitasa és jelolése

Az UIC2 (IgG2a) és a 15D3 (IgGl) antitesteket hibridéma sejtek feliiluszojabol, proteinA
affinitds-kromatografia alkalmazésaval izolaltuk. Kisérleteinkhez az antitesteket kiilonboz6
festékekkel konjugaltuk (Alexa488, Alexa647, pHrodo) . Az antitesthez nem kotédott festék
molekuldkat Sephadex-G50 oszlopon gél-sziirési technikéaval tavolitottuk el. A festék-fehérje
aranyt spektrofotométerben abszorbancia alapjan hataroztuk meg. A pHrodo konjugalt
antitestek fehérje/festék ardnyat a molaris extinkcidos koefficiens hianydban, festék
koncentracio sor segitségével hataroztuk meg.

3.4Sejtfelszini Pgp molekulak jelolése monoklonalis antitesttel, az UIC2 és 15D3
monoklonalis antitestek affinitasanak (Ky) ¢és maximalis kotohelyeinek (Bmax)
meghatarozasa

Az el6zdéekben leirt ciklodextrin kezelt sejteket emelkedd koncentracidji antitest
mennyiségekkel inkubaltuk 37 fokon 30 percen keresztiil, majd kétszer mostuk hideg 8 mM
gliikozzal kiegészitett PBS-sel(gliiPBS). A fluoreszcencia értékeket dramlési citometridsan
(BD FACSArray, Budapest Flow Soft Kft.) mértiik a PI negativ populacio esetén. A kotédési
gorbéket a SigmaPlot program (Systat Software, Inc. San Jose, CA) segitségével illesztettiik.
Az adatokat a GrapPad Prism szoftver (6.01 verzio) segitségével értékeltiik ki. Az UIC2 és a
15D3 mAt-ek maximalis kotOhelyeinek a szadmat (Bmax) illetve az antitestek affinitdsat
jellemzé disszociacios allandokat (Kq) a SigmaPlot programmal (8-as verzid) egy ligand
kotohelyet és aspecifikus kotddést feltételezd szaturacids ligand kotddési model segitségével
hataroztuk meg az alabbi egyenlet alapjan f = Bmax*abs(x) / (Kq+abs(x)) + Ns*x).



UIC2-vel torténd teljes sejtfelszini mennyiségek jelolésekor a sejteket 10 percig 37fokon
eldinkubaltuk 10 uM ciklosporin A-val.

3.5 A sejtfelszini Pgp molekulak internalizaciojanak mérése

Alexa647 festékkel konjugalt mAt-vel jelolt NIH 3T3-MDRI sejtekrol a kiilonbozo
inkubacids idoket kovetden a sejtfelszinen maradt antitesteket savas kémhatast puffer
segitségével tavolitottuk el (0,5 M NaCl, 0,1 M glicin, pH=2,5). A mintak fluoreszcencia
intenzitasat aramlasi citométerben (BD FACSArray, Budapest Flow Soft Kft.) mértiik. A PI
gerjesztését 542 nm-en végeztiik és az FL2 (sarga) csatornaban detektaltuk (585/42 nm), mig
az Alexa647 festéket 635 nm-en gerjesztettiik és az FL3(voros) csatornaban detektaltuk
(661/16 nm). A savas mosasra rezisztens fluoreszcencia hanyadot hasznaltuk az internalizalt
receptor-antitest komplexek szézalékos ardnyanak kifejezésére, mind a kezeletlen, mind a
ciklodextrin kezelt sejtek esetén.

3.6 Internalizacié homérséklet és ATP fiiggésének vizsgalata

A sejtfelszini Pgp-K jelzetlen elsddleges mAt-el torténd jelolését kovetden kétszer mostuk a
sejteket glilkoz mentes vagy gliiPBS-sel. Majd 30 percen keresztiil inkubaltuk gliikoz mentes
vagy gliPBS-ben. Az inkubacids id6 alatt a sejteket 1) Ofokon (jégen); 2) 37fokon tartottuk
illetve 3) 2 percenként mozgattuk a jég és a 37fokos vizflird6 kozott. Ezt kovetden a mintakat
mostuk Ofokos vagy 37 fokos pufferrel, majd 30 percen keresztiil Ofokon jeloltik GamIgA647
masodlagos jelzett antitesttel. Mosast kovetden a sejtfelszini transzporter mennyiségeket
aramlasi citometridasan PI jelenlétében detektaltuk. A sejtfelszini fehérje mennyiségeket a
gliikoz mentes, Ofokos minta szazalékaban fejeztiik ki.

3.7 Internalizalodott Pgp molekulik degradacios végpontjanak mérése pHrodo festékkel
jelolt Pgp-n

A pHrodo konjugalt Pgp antitestek pH érzékenységének vizsgdlatdhoz a sejteket a szokasos
modon jeloltiik, mostuk majd fixaltuk 2 %-0s PFA-val és valtoztattuk a puffer pH-jat. A
kinetikai mérésekhez kiilonb6z6 mintakat készitettiink. A sejteket CsA inkubaciot kovetden
vagy anékiil jeloltiik UI2-pHrodo-val (100 pg/ml; 37 fok; 30 perc) illetve jeloletlen UIC2-vel
vald eldinkubaciot kovetden vagy anélkiil jeloltiik 15D3-pHrodo-val (100 pg/ml; 37 fok; 30
DMEM oldatot hasznaltuk 10 mM HEPES-sel kiegészitve. A megfeleld inkubacios
idépontokban vett mintdk fluoreszcencia intenzitasat dramlasi citometriaval értékeltiik
(FACSArray). A mintdkat 532 nm-en gerjesztettiik és az 585/42 savsziird segitségével
detektaltuk. Minden mintat korrigdltunk a hattér intenzitissal, amit jeloletlen antitestes
eléinkubaciot kovetéen UIC2-pHrodo illetve 15D3-pHrodo jel6lt mintakon hataroztunk meg.

3.8 Konfokalis 1ézer pasztazo mikroszkopias kisérletek

A pH érzekeny festékkel konjugélt antitesttel jeldlt sejtekrol kiilonbozo inkubacios 1dOk utan
(0 perc, 3 6ra) LSM 510 (Zeiss, Jena, Germany) tipust konfokalis mikroszkoppal készitettiink
képeket.

3.9 Exocitalodo Pgp mennyiségek meghatarozasa

A sejteket CsA kezelés nélkiil vagy CsA kezelést kovetd jeloletlen UIC2 antitesttel jeloltiik
37 fokon 30 percen keresztiil, majd hidegen mostuk. Ezt kdvetden a sejteket 1% FCS-t, 2 mM
L-glutamin-t, 25 pg/ml gentamicin és 5 mM Hepes-t tartalmaz6 DMEM-ben(pH7,4)
inkubaltuk kiilonboz6 ideig. A megfeleld idében tortént mintavétel utdn az Gjonnan kijovo
sejtfelszini Pgp mennyiségeket UIC2-A647 vagy 15D3-A647 antitesttel azonositottuk ¢és
aramlasi citometridsan detektaltuk. Minden esetben meghataroztuk a kiindulasi UIC2-vel
illetve 15D3-mal jelolhetd Pooll illetve Pooll+2 mennyiségeket. A fehérjeszintézisgatlasa
melletti sejtfelszini Pgp mennyiségek meghatarozasahoz a sejteket az UIC2 lefedés eldtt
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kezelések és inkubaciok idejére minden esetben visszaadtuk.

A rovidebb ideji exocitozisra irdnyuld kisérletek sordn a sejteket eldszor festékkel nem
konjugalt Pgp ellenes jeldletlen antitestekkel fedtiik le (100 pg/ml mAt, 37 fok, 30 perc) majd
kétszer mostuk hidegen. A sejteket a tovabbiakban kiillonb6z6 ideig (30, 25, 20, 15, 10, 5 és 2
perc) inkubaltuk.Alexa647 jelolt Pgp ellenes antitestek (100 pug/ml) jelenlétében monitoroztuk
az Ujonnan kijové Pgp mennyiségeket. A fluoreszcencidkat két hideg gliiPBS-sel torténd
mosast kovetden dramlasi citometridsan mértilk. Az exocitdzisra keriil6 mennyiségek
szamolasanal a rovid jelolési idok miatt figyelembe vettiika jelolt antitest idobeli felkdtodési
tulajdonsagait.

3.10 Sejtfelszini Pooll mennyiségek mérése exocitozis gatlé szerek mellett

A ciklodextrin kezelés utani sejtfelszini Pgp mennyiségek mérését megismételtiik kiilonbozo
exocitozis gatlo szerek mellett. A sejteket 2 oran keresztiil eldinkubaltuk gliPBS-ben
37 fokon Exo 1 (2-(4-Fluorobenzoilamino)-benzoesav metil észter, 400 uM) vagy
Brefeldin-A (360 uM) jelenlétében, majd kezeltiik 6ket ciklodextrinnel és ezt kovetéen
UIC2-Alexa647 jelenlétében monitoroztuk a sejtfelszini mennyiségeket. A drogokat a
ciklodextrin inkubacié idejére visszaadtuk.

3.11 Koleszterin kivonast kovet6 sejtfelszini LAMP1(CD107a) és LAMP2(CD107b)
mennyiségek monitorozasa

Tripszinezést kovetéen a sejteket PBS-sel vagy Hank’s pufferrel (1 mM CaCl,) mostuk.
Mindkét puffert 8 mM gliikkdzzal egészitettiik ki. A LAMP2 minték esetén a gliiPBS-t még
1 mM EDTA-val is kiegészitettikk. A kiilonboz6é pufferben 1évd sejteket CD nélkiil és CD
jelenlétében inkubaltuk 37 fokon 20 percig, majd ezt kdvetden jeloltik 2,5 pg/ml egér ellenes
fikoeritrin konjugalt LAMP1 antitesttel (CD107a-PE) vagy 10 pg/ml LAMP2 antitesttel
(CD107b-Alexa488) 37 fokon 30 percig. Ezt kovetéen mostuk a sejteket, majd azonnal
fixaltuk frissen készitett 2%-0s PFA-ban 1 6rdn keresztiil szobahdmérsékleten. A teljes sejt
LAMP mennyiségek meghatarozasahoz a sejteket eldszor 20 percig szobahdmérsékleten
fixaltuk, mostuk és 1,5 mg/ml-es glicin oldattal quencheltik 10 percig, majd azonos
mennyiségli CD107a-PE (2,5 pg/ml) illetve CD107b-Alexa488 (10 pg/ml) antitesttel jeloltiik
1 6ran keresztiil 0,5% szaponint és 1% BSA-t tartalmazo pufferben szobahdmérsékleten. Ezt
kovetden a sejteket 0,5% szaponint és 1% BSA-t tartalmazé pufferrel majd csak 1% BSA-t
tartalmaz6é pufferrel mostuk és 4ramlési citometridsan mértiik (FacsArria). A sejtfelszini
LAMP mennyiségeket a teljes sejt mennyiségek szazalékaban fejeztiik ki.

3.12 Ciklodextrin kezelések hatiasa a szabad koleszterin mennyiségekre és
életképességekre NIH 3T3 és NIH 3T3-MDRI1 sejtek esetén

illetve annak koleszterin toltott szarmazékaval (chol-CD). A sejteket vagy 5 ug/ml PI-dal
jeloltiik és mértiik aramlasi citometriasan (FacsArray) vagy 3%-os frissen készitett PFA-val
fixaltuk szobahdémérsékleten 1 oran keresztiil tovabbi felhasznalashoz. A fixalt sejteket
kétszer mostuk ¢és 1,5 mg/ml glicint tartalmaz6 gliiPBS-ben quencheltiik 10 percig
filipin oldattal jeldltiikk szobahOmérsékleten 1 oOran keresztiil fénytdl védve, majd aramlasi
citometridsan mértiik. A mért koleszterin mennyiségeket a két kiillonbozd sejtvonal esetén
korrigaltuk a sejt volumenre. Az ¢letképességi gorbéket a mért adatokbdl a kovetkezd
dozis-hatas gorbe alapjan illesztettiik. f=min+(max-min)/(1+10"(logeC50-X)).
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3.13 LizoszOma mennyiségek meghatarozasa

A kvantitativ képalkotd citometrias eljaras sordn a lizoszomakban akkumulalédo festéket a
neutrdlvordst hasznaltuk. A sejtenkénti analizishez a sejtmagokat Hoechst 33342 festékkel
festettiik, mig a lizoszémak neutralvorossel voltak toltve. 40 pg/ml neutralvords jelenlétében
2 oran keresztlil inkubdltuk a sejteket sejttenyésztési koriilmények kozott. A sejtek és
korvonalaiknak azonositasa a teljes sejt jelek alapjan tortént. Azaz a Hoechst 33342 festék
(405 nm-es UV fénnyel gerjesztve és 430-470 nm-es savszirdvel detektalva) és a
neutralvords festék (488 nm-es kék 1ézer gerjesztést kovetden 650 nm-es feliilateresztd
sziirovel detektalva) fluoreszcencidja, valamint a neutrdlvords abszorbancidja (488 nm-es
gerjesztést kovetden) alapjan. Az egyedi sejtek kivalasztasa a teljes jelek teriilete alapjan és
azutan a Hoechst 33342 jelekkel aranyos DNS mennyiségek alapjan tortént. Végiil a sejtek
lizoszoma mennyiségeit az azonositott sejtek neutralvoros kromatikus intenzitasabol
hataroztuk meg. A méréseket és az analizist a képalkotd citométer (iCys, CompuCiyte,
Cambridge, MA) fluoro-kromatikus opciojat hasznalva a rendszer szoftvere (iNovator
Applications Development Toolkit software (Thorlabs Imaging Systems, Sterling, VA, USA,
korabbi nevén CompuCyte) segitségével végeztiik.

3.14 A lizoszomak fotodestrukcioja

A lizoszomak akridin narancs (AO) szenzitizélta fény indukélta fotodestrukciojat lézer-
pasztazo citométerrel (iCys laser-scanning cytometer, CompuCyte, Westwood, MA) ) és él6
sejt video-mikroszkopiaval vizsgaltuk. A sejteket 8 lyuku sejttenyészt6 plate-en, DMEM-ben
keresztiil, 37 fokon gliPBS-ben, majd kétszer mostuk. Az akridin naranccsal tolt6tt sejtekbol
a 40-es objektiv (Olympus, UIS2 40x plan fluorite, NA 0.75) 2x2 latomezOnyi teriiletét
egymast kovetden 50 alkalommal vilagitottuk be a 488 nm-es kék solid-state 1ézerrel. A zold
(515-545, 530/30 nm) és a vords (565-595, 580/30 nm) emisszids fluoreszcencia
intenzitasokat a bevilagitasi ciklusok alatt, valos idében detektaltuk. Az adatokat az iCys
szoftverb6l a Microsoft Excel spreadsheet programba exportaltuk, ahol a kalkulacidkat
elvégeztiik. A lizoszomakban nagy koncentracioban akkumuldlodd festék voros
fluoreszcenciat mutat. Az akridin narancs szenzitizalt lizoszomak membranja kék lézer
fénnyel torténd megvilagitas alatt ruptaral, a festék kikeriil a nagy koncentracidt biztosito
savas milliébdl, kovetkezésképpen a vords fluoreszcencia intenzitds iddben csokken. Az
akridin narancs citoszolba torténd kikertilése, illetve a sejtmag DNS-hez torténd kotddése
iddben a zold fluoreszcencidk emelkedésével jar. A maximalis z6ld fluoreszcencia intenzités
felének eléréséhez sziikséges 1d6 allandonak a meghatarozasat szigmoid gorbék illesztésével
végeztiik az alabbi online gorbe illesztési programm segitségével (http://zunzun.com/). Az id6
allandok atlag és szoras értékeit 10-15 sejtbdl kalkulaltuk.

A lizoszomak €16 sejteken végrehajtott koleszterin fiiggd fotodestrukcidjat az alabbiak szerint
végeztiik. A letapadva novo sejteket a 20 perces ciklodextrin kezelését kovetden 30 percig
megvilagitasnak (FITC filter beallitas) tettiik ki az Olympus [X-71 fluoreszcens mikroszkop
iCys rendszerének epifluoreszcens Hg-géz lampa gerjesztésének felhasznalasaval. A
mikroszkopos videdkat az Olympus DP71 (Olympus, Budapest) nagy felbontasti szines
digitalis kamerdjaval rogzitettik a bevilagitds kezdetétél. A lizoszoma szétesési
eseményeknek megfeleld zold felvillanosokat idében rogzitettiik.
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Video képsorozatok értékelése:

A szétesési eseményeket egy kordbban mar konfokalis képsorozatok kalcium tiiskéinek
analizisére hasznalt automata programm segitségével végeztilk (Rodriguez, Lefebvre et al.
2014). Az exocitotikus események szamat normalizaltuk a sejtszamra, valamint mindkét
sejtvonal esetén meghataroztuk az Osszes lizoszoma széteséséhez sziikséges besugarzasi
iddket.

3.15 A PM koleszterin kivonasanak hatasa a lizoszomalis festékek akkumulaciéjara
A festék akkumulacids kisérletekhez a sejteket 96-lyuku sejttenyésztd plate-re (1><105
sejt/lyuk) tettiik ki és 24 oraig inkubaltuk sejttenyésztési koriilmények kozott. A médium
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sejttenyésztési koriilmények kozott. A sejteket kétszer mostuk gliilPBS-sel majd a sejtek
lizoszoméjaban akkumulalddott neutralvords festéket feltard oldattal vontuk ki (50 ml 96%-0s
alkohol; 49 ml desztillalt viz és 1 ml vizmentes ecetsav keveréke). Az akridin narancs
akkumulaciés kisérletek soran a 96-lyuku plate-en tenyésztett sejteket kiilonbozo
egyiitt. A fluoreszcencia intenzitasokat spektrofoto-spektrofluoriméterrel mértikk(Synergy HT
reader;Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA). Az emittalt voros fluoreszcencia
intenzitasokat 460/40 nm-es gerjesztést kovetéen 645/40 nm-en, mig a zold fluoreszcencidkat

valtozasat a kezeletlen minta relativ %-ban fejeztiik ki.

3.16 Aktin filamentum fluoreszcens jelolése

Az NIH 3T3-MDRI1 sejtek kozel konfluens egyrétegli tenyészeteibdl 2 perces tripszinezés
(0,05% tripszin és 0,02% EDTA) segitségével készitettiink sejtszuszpenzidt, majd a sejteket
kétszer mostuk Hanks pufferben. Az 1*10%ml-es sejtszuszpenziokat  kiilonb6zd
koncentracioju detergensekkel [TX100 (3-0,0039 v%); Brij 98 (3-0,0039 v%); NP40
(3-0,0039 v%) és CHAPS (2-0,0039 v%)] kezeltiik 30 percig jégen. A sejteket 4% -0S
metanol mentes formaldehiddel fixaltuk legalabb 2 oraig citoszkeleton puffer oldatban ( 138
mM KCI; 3 mM MgCl,; 2 mM EGTA; 10 mM MES pH 6,1),320 mM szukrozzal kiegészitve,
ami megfeleld6 modon Orzi meg a citoszkeletont. A sejteket ezt kdvetden mostuk Hanks
pufferrel, permeabilizaltuk 0,5% TX100/Hanks oldattal majd oblitettiik 0,1% TX100/Hanks
oldattal. A sejteket 10 percig blokkoltuk (0,1% TX100, 2% zsirszegény tejpor Hanks
pufferben), ¢és az aktin filamentumokat 1 pg/ml TRITC-falloidinnel jeldltiik
szobahOmeérsékleten, 30 percig sotétben. A sejteket mostuk a blokkold oldattal majd Hanks
oldattal és a fluoreszcencia intenzitasokat aramlasi citometriasan detektaltuk, illetve
konfokalis mikroszkopos képeket készitettlink a sejtekrol.

3.17 Detergens elucios eljaras

A sejtfelszini Pgp mennyiségek jeldlését [15D3 mAb (15 pg/ml); UIC2 (10 pg/ml); 37 fok;
30 perc] és a ciklodextrin kezelést kdvetden azonnal mértiik a sejtenkénti fluoreszcencia
intenzitasokat aramlasi citométerrel (BD FACSArray). Mérést kovetéen a mintakhoz TX-100
oldatot adtunk 0,5%-o0s koncentracidban. A mintakat 15 percen keresztiil jégen tartottuk majd
frissen készitett 2%-0s PFA-val fixaltuk €s a sejtenkénti fluoreszcencia intenzitasokat jbol
megfeleld hatterek levonasat kovetden a TX-100 kezelés utan mért fluoreszcencia intenzitast
elosztottuk a TX-100 kezelést megel6zé intenzitassal, majd a kapott értékeket szoroztuk
100-zal.
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3.18 Statisztikai analizis

Az adatokat a GrapPad Prism szoftver (6.01 verzio) segitségével értékeltiik ki. Két csoport
Osszehasonlitdsdnal kétmintas t-probat végeztiink. A kiilonbségeket p<0,05 esetén tekintettiik
szignifikansnak és minden esetben feltiintettiik a p értékét.

4. Eredmények és megbeszélésiik

4.1 Méréseinkhez kapcsolodo felismerések, metodikai megfontolasok.

4.1.1 Kiilonb6z6 detergensek hatasa az aktin polimerizacios tulajdonsagaira

In vitro aktin polimerizéacios esszében a raft asszocialt fehérjék vizsgalatara gyakran hasznalt
detergensek befolyassal voltak az aktin polimerizacids tulajdonsdgaira. A kiilonb6zo
detergensek aktin polimerizacidos hatasa érdekes lehet olyan raft fehérje azonositasi
modszerek esetén, mint az altalunk is sokszor hasznalt aramlasi citometrids detergens
rezisztencia meghatarozas (FCDR). A detergensek aktin polimerizaciora kifejtett hatdsat
sejtes mintakon vizsgaltuk tovabb. Altaldnossigban elmondhatd a hasznalt detergensekrdl,
hogy a kritikus micellaris koncentraciojuk koril [NP40 (0,0105 m/V %); TX100
(0,0149 m/V %); CHAPS (0,1476-0,6150 m/V %)] okoztak rendkiviil gyors aktin
depolmerizacidt. Ezen szabaly alol a Brij 98 volt egyediil kivétel, mely a kritikus micelléris
koncentraciojatol (0,0029 m/V %) csak lényegesen magasabb koncentracidban okozta az
F-aktin filamentumok mennyiségének csokkenését. A detergens in vitro koriilmények kozott
sem okozott aktin depolimerizacidt, s6t enyhe aktin polimerizaciot mutatott. A sejtek a
csokkent, de megmaradt membran alatti sejtkortexnek koszonhet6en a legmagasabb detergens
koncentraciok mellett is megtartottak egy bizonyos foku morfoldgiat, amely lehetové tette az
F-aktin tartalmuk mennyiségének daramlési citometrias illetve mintdzatdnak mikroszkopos
mérését. A TX100 jelenlétében tapasztalt aktin depolimerizacié megkérddjelezhetia FCDR
technikdval azonositott UIC2 valamint 15D3 reaktiv Pgp-k raft asszocialt abszolut
mennyiségeit, de nem befolyasolja azok egymashoz viszonyitott relativ raft asszocidltsagat

4.1.2 A Pgp 15D3 monoklonalis antitesttel detektalhaté koleszterin-fiiggé konformacio
valtozasa

A Pgp koleszterin-fiiggé trafficking folyamatainak vizsgalatakor a 15D3 antitest kotodési
affinitdsa nagymértékii koleszterin-fliggést mutatott.A jelenséget kiilonbozd koleszterin
szolubilizacids kapacitdsu ciklodextrin szarmazékok segitségével vizsgaltuk tovabb.Filipin
festéssel végzett kisérleteinkben bizonyitottuk, hogy a CD szarmazékok koleszterin
szolubilizacios tulajdonsaga szoros korrelaciot mutat a szarmazékokkal kezelt sejtek szabad
koleszterin mennyiségeivel. Az egyes CD szarmazékok tehat valoban alkalmasak kiilonb6zd
koleszterin mennyiségek kivondsara.A 15D3 mAt kotddési aftfinitasa a Pgp-hez erds linearis
Osszefliggést (r=0,98) mutatott a sejt szabad koleszterin mennyiségeivel. Méréseink ¢és
irodalmi adatok bizonyitjdk, hogy a membran CD szarmazékokkal végzett koleszterin
deplécidja koleszterin-fiiggd konformdacios valtozdsokat indukal, mely a 15D3 mAt
segitségével sejtes mintakon azonosithato.

4.2 Az UIC2-vel jelolt Pooll Pgp-k fokozott internalizaciét mutatnak

A két kiillonbozé Pool trafficking folyamatainak vizsgalatakor, a sejtfelszini Pgp-k
masodlagos antitesttel torténd visszamérésekor azt tapasztaltuk, hogy az UIC2-vel jeldlhetd
Pooll Pgp-k fokozott internalizaciét mutatnak a Pool2 Pgp-kel 6sszehasonlitva. A jelenséget
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direkt jelolést kovetden, savas mosasos kisérletekben az intracellularis Pgp mennyiségek
direkt monitorozasaval bizonyitottuk.

A jelolést kovetd 10. percben az UIC2-vel jelolt Pooll Pgp-k 20,9+0,83%-a, a CsA kezelést
kovetéen UIC2-vel jelolt Pgp-k (Pool1+Pool2) 8,5+£1,02%-a helyezkedett el intracellularisan.
A 15D3-mal illetve CsA kezelést kovetden 15D3-mal jelolt mintak esetén ezen id6 alatt
lényegesen kisebb mennyiségek internalizalodtak (1,8+0,52%¢és 2,2+0,31%).A 45.percre az
UIC2-vel jelolt Pooll Pgp-k mar 42,6+4,00%-a, a CSA+UIC2-vel jelolt Pgp-k 18,2+0,93%-a
internalizalodott ellentétben a 15D3 anitesttel jelolt mintakkal (4,1-5,2%). A korabbi
adatokkal 0sszehasonlitva mennyiségileg ugyan eltérd, de tendencijaban teljesen megegyezo
eredményeket kaptunk. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az UIC2-vel jel6lt Pooll
Pgp-k a Pool2 Pgp-kel 6sszevetve fokozott endocitdzis mutatnak. Ugyanakkor a CsA+15D3
illetve CsA+UIC2 mintakat 6sszehasonlitva, egyértelmiien latszik, hogy az UIC2 antitestnek
rendkiviil fontos szerepe van ebben az internalizacids folyamatban.

Az UIC2 antitest szubsztratok ¢s moduldtorok nélkiil a sejtfelszini Pgp mennyiségek csupan
10-40%-at képes detektalni, azonban minden egyes kisérletben ismert volt a Pooll Pgp-k
szdzalékos mennyisége a teljes sejtfelszini Pgp mennyiségekhez képest. Ily moddon
lehetéségiink volt az UIC2-vel (Pooll) illetve CsA+UIC2-vel (Pooll+Pool2) jelolt mintak
esetén az internalizalodott abszolut Pgp mennyiségek Osszehasonlitasara. A sejtfelszini Pgp
mennyiségek 6,4+1,12%-a illetve 8,5£1,02%-a internalizaldédott az inkubacié 10. percéig.
10,442,2% ¢és 12,7+1,59%-os internalizalt Pgp mennyiségeket detektaltunk az inkubdcio
30. percében. Ezek az 6sszevetheté mennyiségek arra engednek kdvetkeztetni, hogy az UIC2
antitest altal generalt internalizacids folyamatban elsdként valosziniileg az eredetileg Pooll
konformaciot mutatd transzportek internalizalédnak. Ezen Pgp-k internalizacidjat azonban

cre

4.3 Az UIC2-vel jelolt Pooll Pgp-k internalizaciéja homérséklet- és ATP-fiiggést mutat
Az UIC2-vel jelolt Pooll Pgp-k internalizcidjanak aktiv voltanak megitélésére kiilonb6zo
homérsékleti és ATP mennyiségeket allitottunk be. ATP hianyaban az UIC2-vel jel6lt Pooll
Pgp-k internalizaciéja elmaradt. ATP-t tartalmazd koriilmények kozott pedig egyértelmil
homeérsékletfliggést mutatott. A Pooll Pgp-k internalizacidja tehat aktiv folyamat révén
valésul meg.

4.4 A Pooll P-glikoprotein egyik lehetséges degradacios helye a lizoszoma

A P-glikoprotein végsé degradacios helyének felderitéséhez pH érzékeny festékkel (pHrodo)
konjugalt antitesteket hasznaltuk. pHrodo festékkel konjugalt UIC2 és 15D3 monoklonalis
antitestekkel jelolt és fixalt sejteken ellendriztiikk a konjugalt festékek pH érzékenységet. A
kinetikai mérések soran 180 percen keresztiil kovettilk nyomon a kiilonb6z6 Pgp Pool-ok
savas kozegben valdo megjelenését. A kezdeti fluoreszcencidhoz viszonyitott legintenzivebb
fluoreszcencia emelkedést az UIC2-pHrodo (Pooll) minta esetén tapasztaltuk. A savas
vezikuldkban megjelend abszolit mennyiségek megitéléséhez végpont méréseket
végeztiink. A kizarolag Pooll Pgp-k jelolésére alkalmas UIC2-pHrodo minta esetén a kezdeti
36,3+£1,2%-0s relativ fluoreszcencia intenzitdsok a 180 perces inkubacié végére
98,2+14,1%-ra emelkedtek. A mindkét Poolt jelold6 CsA+UIC2-pHrodo, valamint a
15D3-pHrodo minta esetén ugyan kisebb mértékben, de szintén tapasztaltunk fluoreszcencia
emelkedést (1004£0,4%-r61 136,4+11,5%-ra, valamint 100+0,2%-r61 153,1+13,2%-ra).
Ugyanakkor kizarolag a Pool2 Pgp-et jelolé (UIC2-vel lefedett majd 15D3-pHrodo-val jelolt)
mintanal, csak kismértékli fluoreszcencia emelkedést tapasztaltunk (104,7+0,9%-16l
116,5+11,6%-ra). Sok esetben egyaltalan nem is tortént fluoreszcencia valtozas az inkubacios
1dé végéig. Az eredményeink alapjan biztosan allithatjuk, hogy a fehérje, legnagyobb
valoszinliséggel pedig az UIC2-vel jelolt Pooll Pgp-k, egyértelmiien ralépnek a lizoszéma
felé iranyul6 degradacios ttra az internalizacioés méréseinkkel 6sszhangban.
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4.5 A Pooll P-glikoprotein recirkulal a sejtfelszinre

Az UIC2 monoklonalis antitest indukalta endocitdzist kovetden szerettiik volna megvizsgalni,
hogyan alakulnak a sejtfelszini Pgp mennyiségek. Helyreall-e az eredeti sejtfelszini Pgp szdm
¢s amennyiben igen, milyen iddintervallumon belil? A sejtfelszini Pgp mennyiségek
monitorozasat fluoreszcensen jelolt UIC2-Alexa647 illetve 15D3-Alexa647 antitesttel
végeztik, jeloletlen UIC2, illetve CsA+UIC2 antitesttel torténd eldinkubalast kdvetden. A
CsA eldkezelést kovetd UIC2 eldinkubaléssal a teljes sejtfelszini Pgp mennyiségek lefedésre
¢s a korabbi eredmények alapjan internalizaciora keriilnek. Mig UIC2 el6inkubacioval
kizardlag az eredetileg Pooll konformaciot mutatdé Pgp-k fedhetdek le.Jeldletlen UIC2-vel
torténd lefedést kovetden mind UIC2-Alexa647-tel, mind 15D3-Alexa647-tel monitorozva azt
latjuk, hogy a kezdeti Poollmennyiségek mar az elsd inkubécios idOpontra visszaallnak (30
perc alatt). CsA+UIC2 lefedést kovetden, az els6 inkubacios idépontban csak a Pooll-nek
megfeleld szazalékos Pgp mennyiségek lathatoak. A teljes sejtfelszini Pgp mennyiségek csak
hosszabb 1d6 alatt (kb. 24 o6ra ) allnak helyre.

Cikloheximid (fehérjeszintézisgatlo) kezelés mellett, UIC2 lefedést kdvetden a Pooll
mennyiségek a kordbbiakhoz hasonléan helyredllnak. Az 1.6rdban detektilhatod teljes
sejtfelszini mennyiségek sem térnek nagyon el a kezdeti Pgp mennyiségektdl. Ezutan viszont
a 24.6raig az 1d6 eldrehaladtaval ezek a mennyiségek fokozatosan csokkennek. Ez
egyértelmiien Osszeegyeztethetd a Pgp irodalmi adatok alapjan meghatarozott 14-17 oras
féléletidejével.Cikloheximid kezelés melletti, CsA eldinkubaciot kovetd UIC2 lefedést
kovetden ugyanakkor, a kezdeti sejtfelszini Pgp mennyiségek nem allnak helyre. a teljes
sejtfelszini mennyiségek internalizaciojat kovetden (CsA+UIC2-vel jel6lt minta) a kiindulasi
Pgp mennyiségeknek csak egy része, toredéke jelenik meg ismét a sejtfelszinen, mely
Osszeegyeztethetd a kezdeti Pooll mennyiségekkel. Mindez arra utal, hogy a sejtfelszini Pgp
mennyiségek egy része intracelluldris pool-okban talalhat6, melynek sejtfelszini megjelenése
fliggetlen a fehérjeszintézistdl. Az eredetileg Pooll konformaciot mutaté Pgp-k nem csak
internalizalodnak, de folyamatosan recirkulalnak is a sejtfelszinre.

4.6 A raft asszocialt Pooll Pgp-k sejtfelszini mennyisége novekszik koleszterin kivonast
kovetéen

A kiilonb6z6 membran doménekben elhelyezkedd Pgp Pool-ok feltételezhetden kiillonbozd
koleszterin-fliggd trafficking-gel rendelkeznek.A PM ciklodextrinek (CD és chol-CD;
random-metil-f-ciklodextrin és annak koleszterinnel t6ltott valtozata) segitségével végzett
antitestek maximalisan jelolhetd kotdhelyeinek mennyiségét (Bmax) a két Pool esetén. Nem
vart emelkedést tapasztaltunk a sejtfelszini mennyiségekben koleszterin kivonasat kovetden,
akar UIC2 (Pooll), akar 15D3 (Pooll+2) antitestet hasznaltuk monitorozasra. A
PMkoleszterin telitését kovetden a sejtfelszini Pooll és Pooll+2 mennyiségek ellentétesen
valtoztak, csokkentek, bizonyitva ezzel, hogy a jelenség koleszterin-fliggd.Az egyidejlileg
meghatarozott disszociacios allandok (Kg) koleszterin moduléciot kovetd valtozdsa (nem
valtozott vagy emelkedett) -mely forditottan ardnyos az affinitdssal- bizonyitotta, hogy a
detektalt sejtfelszini mennyiségi valtozdsok nem magyarazhatéoak az anitestek affinitas
valtozasaval. Hangstlyoznunk kell, hogy ezek a valtozasok a raft asszocialt pooll frakciot
érintik, mely valtozasok tiikkrozédnek a teljes sejtfelszini Pgp mennyiségekben is.
Mindezekbdl arra kdvetkeztettiink, hogy a koleszterin valtozasok nem egy Pool2-Pooll irdnyu
konformécio valtozast idéztek eld, hanem trafficking valtozast. A koleszterin-fliggd
trafficking valtozasok pedig a dinamikus raft asszocialt Pooll frakciot érintik.
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47 A Pooll sejtfelszini mennyiségek emelkedése nem indokolhatéo csokkent
internalizacioval koleszterin kivonast kovetéen, a Pooll Pgp-k exocitalod6 mennyisége
emelkedik

A nagyobb részben raft asszocialt Pooll frakci6 Pool2 frakcioval Osszehasonlitott
intenzivebb trafficking folyamatai, valamint, hogy a PM koleszterin modulacioja a Pooll
sejtfelszini mennyiségek valtozasait idézték eld, feltételeztiik, hogy a koleszterin kivonas a
Pooll frakcid trafficking folyamatait modositotta. Elsdként savas mosasos kinetikai mérések
segitségével vizsgaltuk a Pooll frakcid koleszterin-fiiggd internalizaciés folyamatait.

A ciklodextrin kezelést kovetd 15 perces mintdkat Osszehasonlitva az internalizalddott
mennyiségek  tovabbi 39,2 +4,5%-kal emelkednek chol-CD  kezelés hatasara
(139,2 + 4,5%-cholCD; 100,0 + 2,1%-kontroll). A PM koleszterin kivonasa ugyanakkor nem
befolyasolta a Pooll frakcid internalizdlodott mennyiségeit (103,8 +1,96%-CD,;
100,0 £ 2,1%-kontroll).Tehat a koleszterin kivonast kdvetd sejtfelszini Pooll mennyiségek
emelkedése nem indokolhatdo csokkent internalizdcioval.A Pooll frakci6 méasik fontos
trafficking utvonalat, az exocitozis sebességét megvizsgalva, azt tapasztaltuk, hogy az éppen
sejtmembran koleszterin szintjét redukaltuk, valamint csokkent, amikor a PM-t koleszterinnel
telitettiik. A ciklodextrin kezeléseket kovetd 15 perces exocitdlodott mennyiségek alapjan
(252,0 + 48,0%-CD; 100,0 + 27,9%-kontroll; 55,2 + 21,4%-chol-CD) a sejtmembran
koleszterin modulacigja erdteljesen mddositja a Pgp Pooll frakcidjanak exocitozisat. A CD
kezelt minta esetén tapasztalt exocitalodott mennyiségek dnmagédban képesek magyarazni a
koleszterin kivonast kdvetden megemelkedett sejtfelszini Pgp mennyiségeket.

4.8 Az exocitotikus folyamatok gatlasa csokkenti a koleszterin kivonas indukalta
emelkedett sejtfelszini Pooll mennyiségeket

Az exocitotikus valtozasok bizonyitasaként exocitozis gatld szerek mellett (Exol; BFA) ismét
elvégeztiik koleszterin modulacidt kovetden a sejtfelszini mennyiségek monitorozasat. Az
Exol kezelés mindharom esetben csdkkentette a sejtfelszini Pooll mennyiségeket, kiilonb6zo
mértékben (CD-37,9 + 5,9%-kal, kontroll 29,0 + 7,4%-kal, chol-CD 5,5 + 5,4%-kal). A gatlas
mintdzata ardnyos volt azzal a tendencidval, ahogyan az exocitotikus események
hozzajarulhattak a sejtfelszini mennyiségek alakuldsahoz. Kevésbé kifejezett csokkenést
tapasztaltunk a CD kezelt mintdk esetén BFA mellett. chol-CD kezelés mellett a sejtfelszini
mennyiségek inkabb emelkedtek, a kontroll mintdk esetén pedig nem tapasztaltunk
valtozéast.Az Exol, az ARF1 GTP hidrolizisének sebességét fokozza, mely folyamat foleg a
Golgi-n beliili exocitotikus folyamatok gatlasat idézi eld. A BFA, mint az ARF1-GDP/GTP
kicseréld faktor nem kompetitiv gatloszere, szdmos Golgi-n kiviili ARF1 fliggd citoszolikus
effektor funkcié gatlasat is eredményezi. Igy nem csupan a szekrécids utvonalon keresztiil
megvalosulo vezikularis trafficking utvonalat befolyasolja, hanem az
endocitotikus-recirkulalé tUtvonalat is gatolhatja. Eredményeink tiikrozték a két drog
tamaspontja kozott tapasztalt kiilonbséget. Az irodalomban jol dokumentalt koleszterin
kompenzaciés mechanizmusok, melyek kinetikailag 1s 0Osszeegyeztethetdek voltak
méréseinkkel, arra utaltak, hogy a kordbban raft asszocialt Pgp-ként azonositott Pooll frakcio,
szorosan kapcsolodik a szekrécios uton keresztil CD kezelést kdvetéen megvalosulod
kompenzacids szfingolipid és koleszterin exporthoz.

4.9 A lizoszomalis LAMP1 és LAMP2 fehérje exocitozisa kalcium- és koleszterin-fiiggo
modon szintén fokozott ciklodextrin kezelést kovetéen

A lizoszoOmalis exocitozis szerepe a membran repair-ben, mely soran a sériilt PM részek
eltavolitasa utdn a PM részek klasszikus exocitotikus titvonalakon keresztiil potlodnak, régota
ismert. Ujabb tanulmanyok szerint a sejtek CD kezelése, kalcium fiiggé modon szintén
fokozza a lizoszomak exocitozisat.Feltételezték, hogy a koleszterin extrakcié fokozza a PM
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permeabilititasat olyan kis molekulasilyn anyagok irant mint a Ca®*, mely lizoszomalis
exocitozist indukal. Mindez azt a feltételezést erdsitette benniink, hogy a Pooll Pgp-k
exocitozisan keresztiil latott fokozott exocitotikus esemény csak egy szelete egy sokkal
komplexebb eseménysornak, a lizoszomalis exocitozis indukalta membran repair
folyamatnak.

Az 5 mM-os CD kezelés a Ca®*-ot tartalmazo mintak esetén kétszeresére ndvelte a sejtfelszini
lizoszomalis fehérje, a LAMP1 mennyiségét (127,7+6,7%-rol 261,8+22,4%-ra) 3T3-MDR1
sejtekben.Ugyanakkor a fehérje mennyisége Ca®* mentes minta esetén is 80 %-kal emelkedett
(100,0+5,2%-1061 179,5£27,3%-ra). A LAMP1 fokoz6do sejtfelszini megjelenése az emelkedd
CD koncentraciokkal parhuzamosan a folyamat koleszterin fiiggd jellegére utalt. A sejtben
megfigyelhetd kiilonbozé fizids események létrejottének feltétele a Ca® jelenléte, mely
altalaban a flhzidban résztvevd organellumok lumenjébdl szarmazik vagy extracellularis
eredetii. Egy lizoszomalis exocitotikus folyamatban a két fizioban résztvevd “organellum” a
nélkiilozhetetlen intracellularis Ca®* emelkedés forrasa Vag;/ az extracellularis millid, vagy
maga a lizoszoma. A 0,4-0,6 mM-ra becsiilt lizoszémalis Ca™" koncentracié egy jelentds Ca®*
forrds. Nemrégiben a lizoszoémak membranjaban talalhato befelé rektifikalo kation csatornardl
irtdk le, hogy egy lehet azok koziil a mechanizmusok koéziil, ami a lizoszémalis ca®t
felszabadulast és a lizoszomalis exocitdzist szabdlyozza. A csatorna jelentds lipid kontroll
alatt all. A lizoszémalis enzimek fokozott szekrécidja az MDR sejtvonalak esetén, arra
buzditott minket, hogy tovabb vizsgaljuk a folyamatot.Osszehasonlitottuk tehat a Pgp-vel
transzfektalt (NIH 3T3-MDR1) sejtvonalunkat a nem transzfektalt partnerével (NIH 3T3) a
CD kezelés hatasara kialakult sejtfelszini LAMP1 mennyiségek tekintetében. A sejtfelszini
LAMP1 szédzalékos mennyisége a NIH 3T3-MDRI1 sejtekben a ciklodextrin kezelés nélkiil is
magasabb mennyiséget mutat. Ezek a menn;/iségek koleszterin kivonast kovetéen mind Ca®*
mentes kozegben, mind extracelluldris Ca”’ jelenlétében jelentésebb emelkedést mutattak
mint az NIH 3T3 sejtek esetén.LAMP2 markerrel végzett méréseink szintén
Osszeegyeztethetdek voltak ezen mérésekkel.Ezek az eredmények Osszhangban vannak
korabbi megfigyelésekkel, mely szerint Pgp-t nagy mennyiségben kifejez0 MDR sejtekben
megfigyelheté egy fokozott trafficking a lizoszomék és a PM kozott. Tovabba ez a
lizoszomalis exocitotikus folyamat, ami szdmos folyamatban vehet részt tobbek kozott pl. a
membran repair folyamatokban is, jelentdsen fokozhato az NIH 3T3-MDR1 sejtekben a PM
koleszterin kivonasat kdvetden.

410 Az NIH 3T3-MDRI1 sejtek nagyobb mennyiségii, stabilabb lizoszomakat
tartalmaznak

Egy lizoszomalis exocitdzis iranyitotta membran repair folyamatban a lizoszomak szama és
stabilitasa valdsziniileg nagyon fontos tényezd. Az NIH 3T3-MDRI és az NIH 3T3 sejtekben
talalhatd savas vezikulak mennyiségét a lizoszomakban akkumulalédd gyenge bazis, a
neutralvoros festék segitségével vizsgaltuk. Az NIH 3T3-MDR1 sejtek 1,5-szer nagyobb
mennyiségl festéket képesek akkumulalni, mint az NIH 3T3 sejtek, mely megfigyelés a savas
vezikularis kompartment expanziojara utal. Aramlasi citométeres oldalszorasra vonatkozo
megfigyeléseink, valamint irodalmi adatok G&sszhangban vannak ezzel a megfigyeléssel. A
lizoszoma membran stabilitdsdnak megitéléséhez egy madsik lizoszomakban akkumulalddo,
foto-oxidalhato festéket, az akridin narancsot hasznaltuk.Az akridin narancs, mint
metakromdzids festék, kék fénnyel torténd gerjesztést kovetden vords fluoreszcenciaval
jellemezhetd, ha a festék nagy mennyiségben koncentralodik a lizoszomakban, és zold
fluoreszcenciaval, amint a lizoszomak ruptirajat kovetden alacsonyabb koncentraciora higul a
citoszolban. A sejtenkénti fluoreszcencia intenzitasok alakulasat 50 egymast kovetd 488
nm-es lézer gerjesztésli szkenning-ciklus soran kovettik nyomon iddben.A lizoszoma
membran stabilitdsdnak jellemzésére a maximadlisan elérhetd zold fluoreszcencia intenzitas
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felének eléréséhez sziikséges bevilagitasi idoket hasonlitottuk 6ssze. Hosszabb bevilagitasi
idoket detektaltunk az NIH 3T3-MDRI sejtek esetén (410180 mp), az NIH 3T3 sejtekkel
Osszehasonlitva (300140 mp), mely egy a fotodestrukcionak jobban ellenélld lizoszomalis
apparatusra utal a drog-rezisztens sejtvonal esetén. Eredményeink tehat egy stabilabb és
mennyiségileg is fokozott endoszomadlis savas vezikularis rendszerre utalnak az
NIH 3T3-MDRI1 sejtek esetén.

4.11 Az NIH 3T3-MDRI1 sejtek lizoszomai koleszterin kivonast kovetéen is stabilabbnak
bizonyultak

Irodalmi adatok alapjan a lizoszomalis koleszterin, a lizoszomak stabilitasat meghatarozo
Iényeges tényez0. A PM koleszterin mennyisége, ami gyakran emelkedett a MDR sejtek
esetén, valoszintlileg befolyasolja a lizoszomdk koleszterin mennyiségeit, €s ily mdédon azok
kovetdena lizoszomak stabilitdsa a mi rendszeriinkben is valtozhatott, koleszterin perturbaciot
kovetden ezt is Osszehasonlitottuk a két sejtvonal esetén. A vizsgalatot epifluoreszcens
mikroszkdpban, €10 sejtek valos idejli videdzasaval végeztiik. A latotérben 1évo ciklodextrin
kezelt sejtpopuléciot folyamatos kék fény (480415 nm) expozicionak tettiik ki, kdzvetleniil az
akridin narancs inkubaciot kovetden, és a zold csatornaban (530+15 nm) idében detektaltuk a
lizoszomak szétesésének megfeleld fluoreszcencia felvillanasokat. Majd dsszehasonlitottuk az
Osszes lizoszoma széteséséhez sziikséges expozicios idoket az NIH 3T3 (CD: 29 mp; kontroll:
46 mp; cholCD: 60 mp) és az NIH 3T3-MDR1 (CD: 40 mp; kontroll: 65 mp; cholCD: 79 mp)
sejtvonal esetén. A PM akut ciklodextrin kezelése mindkét sejt esetében befolyasolta a
lizoszomak stabilitdsat. A koleszterin kivonas csokkentette az expozicids iddket, mig a PM
koleszterin telitése fokozta. De a lizoszoma szétesési események szama koleszterin kivonast
kovetden, szignifikdnsan csak az NIH 3T3 sejtvonal esetén csokkent. A PM koleszterin
kivonaslizoszémakra gyakorolt hatasanak végso kimenetelét szintén megvizsgaltuk emelkedd
mértékii koleszterin kivonas esetén.A letapadt sejteket 1 6ran keresztiil 37 fokon inkubaltuk
emelkeddé mennyiségli CD-nel valamint akridin narancs festékkel sotétben, és ezt kdvetden
plate-reader spektrofluoriméterrel detektaltuk a vords és zold steady state fluoreszcenciakat.
Az NIH 3T3 sejtek esetén a csokkend vords fluoreszcenciakkal parhuzamosan zold
fluoreszcencia emelkedést tapasztaltunk. Az NIH 3T3-MDRI sejtek esetén mind a vords,
mind a zo6ld fluoreszcencidk csdkkentek, mely szintén a savas vezikuldk mennyiségének
csokkenésére utal. De amig az NIH 3T3 sejt esetén a fluoreszcencia valtozasok egyértelmii
jelei a lizoszomak széteséssel jard folyamatos eltiinésének, addig az NIH 3T3-MDR1 sejtek
esetén a lizoszomak eltlinésének hatterében valamilyen mas mechanizmus all. A LAMP1-es
eredmények tiikrében valoszinilisithetd a lizoszomak sejtfelszinre torténd exocitdzisa.

412 Az NIH 3T3-MDRI1 sejtek esetén megfigyelheté hatékonyabb membran repair
mechanizmus titkkrozodik a koleszterin perturbaciot koveto életképességekben

Az NIH 3T3-MDRI sejtek esetén feltételezheté hatékonyabb membran repair bizonyitasara
karosodasat kovetd propidium jodid permeabilitdson alapulod életképességi tesztben az
5 mM-os CD-nel végzett koleszterin kivonas 46,4+3,5%-kal csokkentette az életképességeket
az NIH 3T3 illetve 20,6+4,3%-kal az NIH3T3-MDRI1 sejtvonal esetén. A PM koleszterin
telitése hasonlo tendencidkat mutatott. Az életképességekkel parhuzamosan meghataroztuk a
sejtek szabad koleszterin mennyiségét is aramlasi citometriasan detektalt filipin festéssel. Az
NIH 3T3-MDRI1 sejtvonal esetén kétszer nagyobb mennyiségili koleszterint detektaltunk a
sejtekben (216,4+ 13,3%), mint az NIH 3T3 sejtvonal esetén (100,0=+6,2%).Az
NIH 3T3-MDR1 sejtek esetén mért eleve nagyobb mennyiségii koleszterin akar
magyardzhatja is a koleszterin kivondst kovetd jobb ¢életképességeket. Ugyanakkor az
NIH 3T3-MDR1 sejtek nem kizarolag a koleszetrin kivonas esetén reagalnak jobb
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¢letképességekkel, hanem az extra mennyiségben bevitt koleszterin esetén is. Mindemellett
nagyon hasonlo6 koleszterin kivonasi-beviteli mintazatokat kapunk a két sejtvonal esetén, ha a
koleszterin perturbaciot kovetden a filipinnel mért koleszterin mennyiségeket a sejt eredeti
koleszterin szintjéhez viszonyitjuk. Ezek a csaknem parhuzamos gorbék sokkal inkéabb
utalnak az NIH 3T3-MDRI sejtek hatékonyabb koleszterin kompenzacios és membran repair
folyamataira, mely folyamat részeként a PM koleszterin kivonasat kovetden megindul a
koleszterinben gazdag raft domének exocitozisa a sejtfelszinre, illetve megtorténik az extra
mennyiségl koleszterin redisztribucidja az intracellularis vezikularis Pool-okba.

Akut koleszterin deplécios eredményeinkbdl kitlinik, hogy a lizoszomak stabilitasa nagyon
hamar reagidl a PM koleszterin valtozasaira. Mindezekbdl feltételezhetd, hogyha egy sejt
hatékonyan képes poétolni, illetve kontrollalni a PM koleszterin szintjeit, akkor ezek a stabil
koleszterin szintek kovetkezésképpen befolyasoljadk a lizoszomék stabilitasat, illetve a
lizoszoma fiiggd folyamatokat.Méréseink szerint a lizoszomalis koleszterin vesztés mértéke,
¢letrdl-halalrol donthet, azzal, hogy vagy korai feedback jelként szolgdl egy membran repair
folyamatban (NIH 3T3-MDRI1 sejtek) vagy végzetes mértékben fokozza a lizoszoéma
membran permeabilitdsat (NIH 3T3 sejtek). Eredményeink tehat azt mutatjak, hogy az MDR
sejtek hatékonyabb membran repair-rel rendelkeznek a CD kezeléssel egyiitt jaro PM sériilést
kovetden, mely folyamat csatasorba allitja a koleszterin kompenzacios mechanizmusok
mellett a kiterjedt endo-lizoszomalis apparatusukat és magaba foglalja a Pgp-t tartalmazo raft
domének exocitdzisat a sejtfelszinre. Eredményeink az MDR sejtek alkalmazkodéasanak egy
ujabb fortélyat emelik ki.
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5. Osszefoglalas

------

detergensek hatassal vannak az aktin polimerizacids tulajdonsagaira ex vivo koriilmények
kozott is. Szubvitdlisan alkalmazott detergensek esetében a kritikus micellaris
koncentraciojuk elérésétdl kezdve az aktin depolimerizacidja figyelheté meg intracellularisan.

2. A 15D3 monoklonalis antitest kdtodési affinitasa jelentds koleszterin-fliggést mutatott. Az
antitest segitségével a fehérje koleszterin medialt konformacid valtozasa nagy érzékenységgel
nyomon kovethetd volt.

3.a, Bizonyitottuk az UIC2-vel jelolt Pooll Pgp-k fokozott endocitozisat a Pool2-hoz képest.

b, Bizonyitottuk, hogy az internalizalédott Pooll Pgp-k nagyobb mértékben lépnek ra a
késéi endoszomak, lizoszomak felé iranyuld degradacios utra. Ugyanakkor felismertiik,
hogy az UIC2 antitest kotddése eldsegiti a Pooll Pgp-k internalizaciojat.

¢, Bizonyitottuk, hogy az UIC2-vel jelolt Pooll Pgp-k internalizacidja energetikailag aktiv
folyamat révén valdsul meg.

d, Bizonyitottuk, hogy a Pooll Pgp-k 30 perces iddintervallumon beliil recirkuldlnak a
sejtfelszinre. A teljes sejtfelszini Pgp mennyiségek internalizaciojat kovetden az expresszios
szintek csak hosszabb 1d¢ alatt, sértetlen fehérjeszintézis mellett 4llnak helyre.

4. A PM koleszterin modulécidja elsdsorban a Pooll Pgp-k trafficking folyamatait modositja.
Tobblet koleszterin mellett fokozodik a sejtfelszini fehérjék internalizdcidja és csokken a
sejtfelszinre torténd kihelyezddésiik. Koleszterin kivonast kovetden a Pooll Pgp-k exocitdzisa
erdsodik a kompenzatdrikus koleszterin és szfingolipid exporttal parhuzamosan.

5. Bizonyitottuk, hogy a CD kezelés az NIH 3T3-MDRI1 sejtek esetén is lizoszomalis
exocitdzist indukdl a membran repair folyamat részeként. Ujdonsdgként kimutattuk, hogy a
folyamat az extracellularis kalciumtol valo fiiggés mellett koleszterin-fliggést is mutat.

6. Bizonyitottuk, hogy a Pgp-t expresszaldo multidrog rezisztens NIH 3T3-MDR1 sejtvonal a
drog rezisztens NIH 3T3 sejtekkel ellentétben nagyobb mennyiségli és stabilabb
lizoszomakkal rendelkezik koleszterin modulacid nélkil, és koleszterin modulaciot kovetden
IS.

crer

alkalmazkodik és jobb életképességekkel rendelkezik.
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