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1 Bevezetés

A daganatos megbetegedések kemoterapids kezelése soran  hasznalt
citosztatikumokkal szemben fellépd rezisztencia még napjainkban is komoly problémat
jelent az onkologiai gyakorlatban. Néhany tumortipus kezdetben jol reagal a
kemoterapidra és csak a kezelés hatasara alakul ki benniik rezisztencia, mig mas
daganatok mar a kezelés kezdetén rezisztensnek bizonyulnak. A problémat sulyosbitja,
hogy a tumor nem csupan a kezelésre hasznalt hatéanyagra valik rezisztenss¢, hanem
szamos, szerkezetében és hatasmechanizmusaban is kiilonb6z6 citosztatikumra is. A
jelenséget multidrog rezisztencianak (MDR) nevezték el, és az 1970-es évektdl
intenziven kutatjak az okait és megel6zésének lehetdségeit.

Az 1980-as évek masodik felére kideriilt, hogy a daganatos sejtek MDR
fenotipusanak kialakitasaért gyakran a P-glikoprotein (Pgp), egy, a sejtek
plazmamembranjaban kifejez6d6é aktiv transzporter jelenléte, illetve megemelkedett
expresszidja felelés. A Pgp cDNS-ének szekvencidja alapjan szamos bakterialis
transzporterrel taldltak jelent6s szekvencia homoldgiat, mely féleg a fehérje
nukleotidkotd régiojat érinti. Ezen szekvenciahasonlosdgok alapjan soroltdk a Pgp-t az
ABC kazettas fehérjék szupercsaladjaba, mely az €l6vilag egyik legnagyobb fehérje
szupercsaladja.

Az emberi genomban eddig 48 ABC fehérje génjét azonositottak, melyeket hét
alcsaladba soroltak (ABCA-t6l ABCG-ig betlizve 6ket). Ezek kozott az ABCE és ABCF
csalad képviseldit leszamitva csak transzmembran fehérjéket talalunk, melyek
valtozatos funkciokkal rendelkeznek a szervezetben, igy miikodhetnek ioncsatornaként,
csatorna regulatorként, de legtobbjiik aktiv transzporterként funkcional, igy ezeket ABC
transzportereknek is nevezik. A Pgp leirasat kovetéen egyéb ABC fehérjéket is
azonositottak, melyek képesek voltak az MDR fenotipus kialakitasara, vagyis multidrog
transzporterek. Napjainkra mar szamos egyéb ABC transzporterrdl is kideriilt, hogy
hozzéjarulhat az MDR fenotipus kialakulasdhoz mégis az elséként leirt Pgp-t tekintik a
multidrog-transzporterek ,,prototipusanak”. Ezért a Pgp-t egyéb MDR kialakitasara
képes transzporterekkel egyiitt nagy tudomanyos érdeklédés dvezi, intenziven kutatjak
mikodését és gatlasanak lehetdségeit is.

1.1 A Pgp szerkezete és katalitikus ciklusa

A Pgp a human ABC fehérjék B alcsaladjanak elsé tagja, melyet a 7-es
kromoszoman talalhatd abcbl (mdrl) gén kodol. A szervezet barrier régioiban 1€vo
szovetekben (pl. bélham, maj, vesetubulusok és vér-agy gat) expresszalodik, ahol
feltehetden a szervezet xenobiotikumokkal szembeni védelméért felelés. A Pgp egy 170
kDa tomegli, 1280 aminosavbdl allo glikoprotein. Szerkezetét tekintve un. “teljes
transzporter”, vagyis a két, egyenként hat transzmembran o-hélixbdl felépiil6
transzmembran domén (TMD) és a két nukleotidk6td-domén (NBD) egy fehérje lancon
helyezkedik el. A TMD-k alkotjak a Pgp komplex szubsztratkotd helyét, mellyel az
NBD-k altal megkotott és elhidrolizalt ATP-bdl szarmazé energiat felhasznalva képes
a sejtbol vegyiiletek szazait eltavolitani. Az NBD-k mind felépitésiikben, mind az ATP-
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kotés mechanizmusat illetéen specialisak. Mindkét nukleotidkdtd-domén tartalmaz egy
RecA-szerl béta-redds strukturat, mely tartalmazza az ATPazokra altalanosan jellemzd
Walker A és Walker B szekvencia motivumokat, valamint egy foleg a-hélixekbdl allo
szubdomént, melyben az ABC fehérjékre jellemz6 ABC ,,signature” motivum talalhato.
Az ABC fehérjék nukleotid kotésének masik sajatossaga, hogy a két ATP megkotése a

cres

Bar a Pgp-r6l jelentds mennyiségi strukturalis és funkcionalis informacio gytlt
0ssze, nem all rendelkezésre jo felbontasu rontgen-krisztallografian alapuld szerkezeti
modell, ezért a molekuladinamikai tanulmanyokban rendszerint bakterialis ABC
transzportereken, vagy egér, illetve C. elegans Pgp-n alapulé homologia modelleket
alkalmaznak. Ezek alapjan feltételezhet, hogy a Pgp-nek két, viszonylag stabil
konformere van. Az ATP-mentes koriilmények kozott megfigyelt konformerben a két
NBD disszocialt, €s a Pgp szubsztratkotd helye hozzaférheté a membran belso rétege és
az intracellularis tér fel6l is (,,inward facing” forma), mig az ATP molekulak k&tédése
utan a két NBD dimerizaciojaval 1étrejon az intracellularis tér feldl zart, de az
extracellularis tér felé nyitott konformer (,,outward facing” forma). Feltételezések
szerint a Pgp a katalitikus ciklusa soran ezen konformaciok kozott fluktual.

A katalitikus ciklus soran két, térben elkiiloniilt folyamatot kiilonboztethetiink meg,
melyek egyrészt a szubsztrat megkotését, plazmamembranon keresztiili

..........

rrrrrr

ciklus soran id6ben és térben hogyan kapcsoldodnak egymashoz, illetve hogy egy
szubsztrat molekula transzportjahoz az egyik, vagy mindkét ATP hidrolizise sziikséges-
e, a mai napig vitatott kérdések. A koncentraciégradiens ellenében torténd transzport
feltétele, hogy a szubsztrat megkdtését kdvetden az extracellularis tér felé nyitotta valo
szubsztratkotd hely szubsztratkotd affinitasa lecsokkenjen, lehetévé téve a szubsztrat
tavozasat. Azonban az sem ismert, hogy ehhez az affinitas valtozashoz az ATP kdtodése
elegendd, vagy a hidrolizisnek is be kell kdvetkeznie.

A Pgp Kkatalitikus ciklusanak felderitése soran sokszor végeztek olyan biokémia
vizsgalatokat, melyekben egyik vagy mindkét NBD konzervalt
szekvenciamotivumainak kulcs-aminosavait kicserélték. Ezek a mutaciok attol
fliggden, hogy mely konzervalt szekvenciat érintik, a katalitikus ciklust mas-mas ponton
allitjak meg. Irodalmi adatok szerint fiiggetleniil attél, hogy a mutacio6 csak egyik, vagy
mindkét NBD-t érintette, a mutansok rendszerint nem rendelkeztek mérhet6 ATPaz
aktivitassal. Ezek az eredmények aldtdmasztottdk azt az elképzelést, hogy az ATP
hidrolizise szigoruan felvaltva torténik a két ATP-kotd helyen (NBS), ciklusonként egy
ATP-t felhasznalva, mig ezalatt a masik, hidrolizalatlan ATP egyiitt tarthatja a
»szendvics dimert”. Ugyanakkor a szubsztrat- és ATP-mentes koriilmények kozott
kristalyositott Pgp molekulak NBD-i rendszerint szeparalodva mutatkoznak a rontgen-
krisztallografias szerkezeti modelleken. Amennyiben a szeparalt NBD-jii intracellularis
oldalrdl nyitott konformacio valoban része a katalitikus ciklusnak, valdszinisithetd,
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hogy a ciklus soran mindkét ATP elhidrolizal, vagy az elsé hidrolizisét kovetden a
masodik ATP mar nem képes Osszetartani a dimert. A fenti, egymasnak ellentmondéan
interpretalhatd kisérleti eredmények miatt maig sincs konszenzus a Pgp katalitikus
ciklusat leir6 modelleket illetden.

1.2 A Pgp klinikai jelentésége

A Pgp szervezetiinkben olyan szdvetekben fejezodik ki, amelyek barrier funkciot
latnak el, igy valdsziniisithetd, hogy a szervezetbe keriilt toxikus vegytiletekkel
szemben nyujt védelmet. Ugyanakkor daganatos sejteken torténd gyakori
kifejezddésével a Pgp multidrog rezisztenciat okoz, ezéltal jelentdsen rontja szdmos
daganatos betegség progndzisat, csokkenti a betegek talélését.

Mar a korai vizsgalatok kimutattak, hogy egerekben a human Pgp-t kodolo abcbl
génnel homoldég abchbla/b gének delécidja nem jar jelentds fiziologiai
kovetkezményekkel, igy a Pgp gatlasa megfontolando stratégia lehet a multidrog
rezisztencia legy6zésére. A klasszikus farmakologiai megkozelités szerint az
inhibitorokat a Pgp szubsztrat citosztatikumokkal egyiitt alkalmazva fokozhaté a
citosztatikumok akkumulacidja a tumor sejtekben. Sajnos a klinikai vizsgalatok soran a
Pgp gatloszerek gyakran okoztak megjosolhatatlan és nem toleralhatd farmakokinetikai
interakciokat, melynek oka a szervezetben fiziologidsan kifejez6dé Pgp molekulak
gatlasa, és ennek kovetkeztében az alkalmazott citosztatikumok megvaltozott
farmakokinetikéja és megemelkedett toxicitasa lehetett.

A gyogyszer rezisztens klinikai kép kialakulasahoz akar tobbféle rezisztencia
mechanizmus egyiittesen is hozzajarulhat, melyek azonositasa elengedhetetlen a
megfeleld terapias protokoll személyre szabott kivalasztasa szempontjabol. Mindezeket
egybevetve fontos a multidrog rezisztencia legy6zésére iranyuld terapias protokollok
repertoarjanak kiszélesitése, és olyan modellrendszerek Iétrehozasa, melyek alkalmasak
a rezisztens tumorok in vivo tanulméanyozasara.

Szamos olyan monoklonalis antitestet (mAt) hoztak 1étre az id6k folyaman, melyek
a Pgp extracellularis részén talalhatdé epitophoz kotédnek. Kozilik néhany (pl. a
MRK16, MRK17, MC57, HYB-241 és az UIC2) olyan komplex epitophoz kapcsolodik,
melynek a megjelenése konformaciofiiggd. Ezek az antitestek kotddésiikkel képesek
részlegesen gatolni a Pgp altali drog transzportot in vivo és in vitro. Bar ez a gatlo hatas
gyakran gyenge, mértéke fiigghet a transzportalt szubsztrattol is, valamint altalanos
tapasztalat szerint ugyanazon szubsztrat esetében is variabilis.

Az UIC2 egy monoklonalis antitest, mely 6nmagéaban alkalmazva csak a sejtfelszini
Pgp-k 10-40%-ahoz kotédik, mig bizonyos Pgp szubsztratok, vagy modulatorok
jelenlétében (pl. Ciklosporin A (CsA), SDZ PSC 833, vinblasztin, paclitaxel) minden
Pgp UIC2-reaktiv konformacidba keriilhet. Munkacsoportunk mar korabban kimutatta,
hogy az UIC2 képes teljesen meggatolni a Pgp transzport funkcioéjat, ha az el6zdleg
emlitett Pgp modulatorok valamelyikével egyiitt alkalmazva kotodését teljessé tessziik.
Ehhez elegendé a modulatorokat a Pgp gatld koncentracidjuknal 10-20-szor kisebb
koncentracidban alkalmazni. SCID egerekbe xenotranszplantalt Pgp* tumorok
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vizsgalata soran munkacsoportunk azt is kimutatta, hogy az UIC2 képes volt a szolid
tumorokba penetralni, a sejtfelszini Pgp molekulakhoz kapcsolodni, és a Pgp™ sejtekhez
felvetddik kérdés, hogy a CsA-val és UIC2 mAt-vel végzett kombinalt kezelés fokozza-
e a citosztatikumok (pl. doxorubicin, daunorubicin) tumorellenes hatasat, és
alkalmazéséaval elérhet6-e klinikailag relevans tumorméret-csokkenés.



2 Célkitiizések

Annak ellenére, hogy a Pgp Kkatalitikus ciklusat régota igen intenziven
tanulmanyozzak, még mindig nem tisztazott, hogy az ATP-kotés és hasitas
részfolyamatai hogyan kapcsolodnak a TMD konformaciévaltozasokhoz, és hogyan
teszik lehetévé végsd soron a szubsztratok koncentracidgradiens ellenében torténd
transzportjat.  Figyelembe véve az ABC transzporterek  érzékenységét
membrankdrnyezetiik Osszetételére, célul tztik ki olyan kisérleti rendszerek
kidolgozasat, melyek lehetévé teszik a Pgp katalitikus ciklusanak tanulmanyozasat
normal membrankdrnyezetében, emlds sejtek membranjaban kifejezve. Vizsgalataink
soran az alabbi konkrét kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Hogyan valtozik a Pgp szubsztratjaihoz valo affinitasa a katalitikus ciklus soran?

2. Milyen hatassal van a fehérje transzportaktivitisara a Walker A szekvencia
konzervalt lizin aminosavanak metioninra torténd cseréje egyik vagy mindkét
oldali NBD-ben (K433M és/vagy K1076M)?

3. A fenti Walker A mutéciok befolyasoljak-e az UIC2-reaktiv és az UIC2-vel nem
jelolhetd Pgp konformaciok kozotti atmenet bekdvetkezését, valamint a fehérje
szubsztratkdto-affinitasanak valtozasat?

Irodalmi adatok €s munkacsoportunk korabbi tapasztalatai alapjan az UIC2 mAt
kotodése gatolja a Pgp transzportaktivitasat, igy humanizalast kovetden alkalmas lehet
a Pgp szubsztrat citosztatikumok altali kezelés hatékonysaganak fokozasara multidrog
rezisztens daganatos betegekben. Ezért célul tliztik ki az UIC2 altali Pgp gatlas
mechanizmusanak és in vivo alkalmazasi lehetdségeinek részletes vizsgalatat. Ennek
soran az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

4. Milyen koriilmények kozott fokozza az UIC2 mAt kombinalt alkalmazasa a Pgp
szubsztrat citosztatikumok citotoxikus hatasat in vitro kisérletekben?

5. Invivo kisérletekben az UIC2 antitest kombinalt adasa fokozza-e a citosztatikum
terapia hatasossagat?

6. A Pgp gatlason kiviil mas tényezdk hozzajarulnak-e a kombinalt kezelés in vivo
megfigyelt hatasaihoz?



3 Anyagok és médszerek

3.1  Etikai nyilatkozat

Az allatkisérletek kivitelezése soran a National Institute of Health laboratoriumi
allatgondozasi iranyelveit tekintettilk iranyadonak, és az allatkisérelteket a Debreceni
Egyetem Munkahelyi Allatj6léti Bizottsag engedélyével végeztiik (engedélyszamok:
26/2006/DE-MAB és 122/2009/DEMAB).

A humaén vérkészitményeket az Orszagos Vérellatd Szolgalat (OVSZ) Debreceni
Regionalis Vérellatd Kozpontjabol kaptuk, illetve a vérplazma preparalashoz a vért
egészséges Onkéntesek adtdk. Az oOnkéntesek a vérvétel elott, a vérik kisérleti
felhasznalasat irasban engedélyezték, a vérmintakat az Orvos Vilagszervezet Helsinki
Nyilatkozatdban foglaltak szerint kezeltiink. A kisérletek elvégzését a Debreceni
Egyetem Klinikai K&zpont Regionalis Tudomanyos- és Kutatasetikai Bizottsaga
engedélyezte (engedélyszam: 25364-1/2012/EKU (449/P1/12.)).

3.2  Alkalmazott sejtvonalak

A kisérletekhez NIH 3T3 egér fibroblaszt sejtvonalat és annak human mdr! génnel
transzfektalt variansat (NIH 3T3 MDRI sejtvonal); valamint a KB-3-1 human
epidermoid karcinéma sejtvonalat és annak vinblasztinnal szelektalt Pgp* szubklonjat
(KB-V1 sejtvonal); az MDCK II (Madin-Darby canine kidney) sejtvonalat és annak
ABCG2-vel transzfektalt valtozatat; a GLC4 human kissejtes tiidérak sejtvonalat és
annak MRP1-et expresszalo, doxorubicinnel szelektalt szubklonjat hasznaltuk. Az NIH
3T3 és az MDCK sejtvonalakat felhasznalva a kiilonb6z6 mutans Pgp variansokat
(K433M, K1076M ¢és K433M/K1076M (utdbbit roviden csak MM-el jeldltiik))
expresszalod transzgénikus sejtvonalakat kollaboracids partnereink hoztak 1étre Sleeping
Beauty transzpozon alapti génexpresszios rendszer segitségével.

A sejteket letapado kulturdkban tartottuk fenn 37 °C-os inkubatorokban, 5%-os CO>
atmoszféraban. A sejtek tenyésztokozege Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) volt, mely hdinaktivalt fo6talis marha szérumot, L-glutamint és penicillin-
streptomicin koktélt tartalmazott. A vad tipusi human Pgp-t kifejez6 sejtek esetében a
magas Pgp expresszios szintet drog szelekcioval tartottuk fenn. A kisérletek elvégzése
elétt 2 nappal a sejteket drogmentes médiumba helyeztiik at. Az sejteket felhasznalas
elott tripszin-EDTA oldattal torténd inkubalassal valasztottuk el a sejttenyészto flaska
aljarol.

3.3 A Pgp direkt immunfluoreszcens jelolése

A sejtfelszini Pgp molekuldk direkt immunfluoreszcens jeloléséhez a
sejtszuszpenziot 30 percig 37 °C-on inkubaltuk 15D3-A647 antitesttel vagy CsA
jelenlétében UIC2-A647 monoklonalis anti-Pgp antitesttel. A jeldlést kdveten a
sejteket haromszor mostuk jéghideg, FCS-t és gliikozt tartalmazo PBS-sel. Az antitest
kotddés mértékét FACS Array vagy FACS Aria III aramlési citométer segitségével
hataroztuk meg.



3.4  Sejtfelszini ABC transzporterek indirekt immunfluoreszcens jelolése

A sejteket 37 °C-on 30 percig inkubaltuk a megfelelé elsédleges monoklonalis
antitesttel (mAt). A QCRL-3 anti-MRP1 mAt-vel torténd jelolés el6tt a sejteket fixaltuk
és permeabilizaltuk, majd 30 percig jeldltiik ket 4 °C-on. Ezt kdvetden haromszori
mosas utan tjabb 30 percig inkubaltuk a mintakat jégen CFL647-tel konjugalt kecske
anti-egér IgG jelenlétében. A sejteket Gjabb haromszori mosas utan FACS ARIA III
aramlasi citométerrel analizaltuk.

3.5  Waestern blot analizis

A teljes sejtlizatum fehérjéit (2,5 pg fehérje/minta) 8%-os SDS-poliakrilamid gélen
elektroforézissel elvalasztottuk, majd nitrocelluléz membranra elektroblottoltuk. A
Pgp-t G1 monoklonalis antitest és torma-peroxidazzal konjugalt kecske anti-egér IgG
antitest segitségével detektaltuk. Az eldhivast SuperSignal West Femto ECL reagenssel,
a kép rogzitését pedig Fluor Chem Q Alpha Innotech géldokumentaciods rendszer
segitségével végeztiik.

3.6 Calcein és BODIPY-vinblasztin akkumulacios teszt

A sejteket 10 percig elokezeltik CsA-val, majd calcein-acetoxi-metilészter vagy
BODIPY FL-vinblasztin (VBL-BPY) adasat koveten tovabbi 30 percig inkubaltuk.
Mosast kdvetden a sejteket jégen tartottuk a mérésig. A mérés sordn az elpusztult
sejteket propidium-jodiddal (PI) torténd festéssel zartuk ki az analizisbol. A Pgp
transzportaktivitasat a relativ calcein vagy VBL-BPY akkumulédcié-novekedéssel
jellemeztiik, melyet a CsA-val kezelt és nem kezelt mintak hattér fluoreszcenciaval
korrigalt fluoreszcencia intenzitasanak hanyadosaként szamoltunk ki.

3.7 Rodamin 123 efflux esszé

A sejteket 30 percen keresztiil inkubaltunk rodamin 123-mal (R123, fluoreszcens
Pgp szubsztrat). A vad tipusi Pgp-t expresszalo sejteket verapamil (kompetitiv Pgp
inhibitor) mellett toltottiik fel, majd a sejtek altal fel nem vett R123-at mosassal
eltavolitottuk, és a mintakat jégen tartottuk a mérés kezdetéig. Az efflux mérés kezdetén
az R123-mal feltoltott sejteket 37 °C-os festék-mentes pufferrel higitottuk ki, és a sejtek
R123 fluoreszcencia intenzitasat Becton Dickinson FACS Aria III d&ramlasi citométerrel
temperalt mintavételi egységet hasznalva folyamatosan mértiik 5 percen keresztiil. A
tovabbiakban a sejtszuszpenziobol 10, 20, 30, 60, 120 perc elteltével mintakat vettiink,
majd megmértiik a sejtek fluoreszcencia intenzitasat. Az elsdrendii transzport sebességi
allandot a mérési pontok exponencidlis fiiggvénnyel torténd illesztésével hataroztuk
meg.

3.8 Intakt sejtek jelolése VBL-BPY-vel és 15D3-A647-tel

A sejteket nyolc-kamras Ibidi u-Slide-okban ndvesztettiik két napig, olyan kezdeti
sejtszamot alkalmazva, hogy kozel konfluens kulturat alkossanak a kisérlet idejére. A
sejteket haromszori mosast kdvetéen 30 percig 37 °C-on elékezeltiik CsA-val, NaN3 és
2-deoxi-D-gliikdéz keverékével, Na,VOs-tal vagy N-etilmaleimiddel (NEM). Ezt
kdvetéen tovabbi fél oran keresztiil inkubaltuk a mintakat VBL-BPY és A647
fluoroforral konjugalt 15D3 anti-Pgp monoklonalis antitest jelenlétében. Az inkubalast
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kdvetéen haromszor mostuk a sejteket, majd Pl-vel jelolve konfokalis mikroszkoppal
vizsgaltuk. A PI-pozitiv, elpusztult sejteket kizartuk a vizsgalatbol.

3.9 Sejtek permeabilizildsa Staphylococcus aureus o-toxinnal illetve
streptolysin-O-val

A konfokalis mikroszkopidhoz el6készitett Ibidi p-Slide IV°* targylemezre
novesztett NIH 3T3 sejteket o-toxin az MDCK sejteket pedig streptolizin-O (SLO)
kezeléssel, 30-60 percig permeabilizaltuk DTT és protedz inhibitor koktél mellett FCS-
t tartalmaz6 HEPES puffeben. A permeabilizalt sejtek aranyat PI-os festéssel hataroztuk
meg, a permeabilizalast akkor fejeztiik be, amikor a sejtek kortilbeliill 80%-a PI-
pozitivva valt. A permeabilizalast kovetéen a szabad toxint mosassal tavolitottuk el.

3.10 Permeabilizilt sejtek jelolése VBL-BPY-vel és 15D3-A647-tel

A permeabilizalast kovetden a sejteket haromszori mosast kovetéen 30 percig
eléinkubaltuk CsA-val vagy ATP/MgCl, és Na,VOs keverékével, illetve AMP-
PNP/MgClr-dal majd ezt kovetden tovabbi fél oran keresztiil inkubaltuk a sejteket
VBL-BPY ¢és A647 fluoroférral konjugalt 15D3 anti-Pgp mAt jelenlétében. Az
inkubalast kdvetden haromszor mostuk a sejteket, majd Pl-vel jelolve konfokalis
mikroszkoppal vizsgaltuk azokat. A permeabilizalodott, PI-pozitiv sejteket hasznaltuk
a vizsgalathoz.

3.11 In vitro citotoxicitasi tesztek

A KB-V1, illetve KB-3-1 sejteket 96 lyuku plate-ben drogmentes médiumban
tenyésztettiik 24 oran keresztiil, majd tovabbi 72 6ran keresztiil inkubaltuk kiilonbdzo
koncentraciokban alkalmazott doxorubicin (DOX) és CsA és/vagy UIC2 mAt
jelenlétében és hianyaban. Ezt kovetéen a médiumot AlamarBlue tartalmi médiumra
cseréltiik, és tovabbi két ora inkubalast kdvetden a redukalt AlamarBlue mennyiségét
microplate olvasdval hataroztuk meg. A mintak fluoreszcencia intenzitasa aranyos volt
a benniik talalhato életképes sejtek szamaval. Az €106 sejtek aranyat a DOX koncentracid
figgvényében abrazoltuk, majd a dozis-hatas gorbék illesztésével meghataroztuk a
DOX félhatasos dozisat (ECso) a kiilonb6zo kezelések esetében.

3.12 Invitro ellenanyagfiiggo sejtkozvetitett citotoxicitas (ADCC) esszé

Az emberi periférias vér mononuklearis sejtjeit (PBMC) buffy coat-bdl szeparaltuk
ficoll gradiens centrifugalassal. A PBMC frakciot (effektor sejtek) kétszeri mosast
kovetden DMEM-ben szuszpendaltuk fel. A KB-V1 és KB-3-1 sejteket (target sejtek)
5(6)-karboxifluoreszcein-diacetat-N-szukcinimidil észterrel (CFDA-SE) jeloltik 10
percig, majd DMEM-mel mostuk haromszor, végiill DMEM-ben vettiik fel.

A CFDA-SE jelolt target sejteket a periférias vérbol izolalt mononukledris sejtekkel,
mint effektor sejtekkel, kiilonb6z6 aranyokban (1:5, 1:10, 1:50 és 1:100) osszekevertiik.
Ezutan a mintdkat DMEM médiumban CsA és/vagy UIC2 jelenlétében vagy hianyaban
inkubaltuk 37 °C-on CO,-inkubatorban 8 6ran keresztiil. PI festést kovetden a mintakat
aramlasi citométerrel mértiik. Elpusztult target sejteknek a CFDA-SE"/PI" populaciot,
€16 target sejteknek a CFDA-SE"/PI" populaciot tekintettik. A CFDA-SE'/PI" kett6s
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pozitivitast mutatd sejtek aranya az 6sszes CFDA-SE* sejtekhez (target sejtek) képest
megadja az elpusztult target sejtek aranyat.

3.13 Invitro komplementfiiggo citotoxicitas (CDC) esszé

Az UIC2-vel és/vagy CsA-val kezelt vagy kezeletlen KB-V1 és KB-3-1 sejteket
kiilonbdz6 higitasokban kevertiik 0ssze frissen preparalt human szérummal. 4 o6ra
inkubalas utan (37 °C, COs-inkubator) aramlasi citométerben meghataroztuk a PI-
pozitiv halott sejtek aranyat. A hasznalt humén szérumok hemolitikus aktivitasat nyul
sztroma antitestekkel szenzitizalt barany vorosvértestek segitségével hataroztuk meg.

3.14 Allatkisérletek

A kisérletekhez 10-12 hetes, patogénmentes B-17 stilyos kombinalt immunhidnyos
(SCID) egereket hasznaltunk. Az allatokat patogénmentes koriilmények kozott
tartottuk, az ivovizet és takarmanyt autoklavozassal sterilizaltuk, melyhez igény szerint
hozzafértek az allatok.

A SCID egerek combjéaba szubkutan KB-3-1 és KB-V1 sejteket injektaltunk. Ahhoz,
hogy hasonldé méretii tumorokat kapjunk mindkét sejtvonal esetében, a KB-V1 sejtek
mennyiségét, azok lassabb osztddasi rataja miatt meg kellett duplaznunk. A tumorokat
négy napig hagytuk néni, majd az egereket doxorubicinnel, doxorubicin és UIC2 mAt
vagy CsA keverékével, vagy mindhdrom kombinacidjaval kezeltik. A kisérletet a
kemoterapiat kovetdé nyolcadik napon terminaltuk, az allatokat nyaki diszlokacioval
oltik le, az eltavolitott tumorokat a tomegiikk meghatarozasat kovetden az mRNS
analizisig folyékony nitrogénben taroltuk.

3.15 mRNS analizis

A fagyasztott tumorszeleteket tizszeres térfogatd, elére hitott RNAlater-ICE
oldatban tartottuk -20 °C-on egy éjszakan at, hogy megovjuk az RNS-t a degradaciotol,
majd teljes RNS-t izolaltunk a mintabdl. Ezt kdvetéen a Pgp mRNS expresszidjat a
tumorokban €s a xenotranszplantaciohoz hasznalt sejtekben RT-qPCR modszerrel,
Tagman esszé segitségével hataroztuk meg. A Pgp mRNS expressziojat a mintdkban a
human glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz mRNS mennyiségéhez viszonyitottuk.

3.16 Konfokalis mikroszképia

A mikroszképos mintakat Olympus FluoView 1000 invertalt IX-81 allvannyal és
UPlanSApo 60x (NA=1,35) olajimmerziés objektivvel felszerelt konfokalis
mikroszkoppal vizsgaltuk. A VBL-BPY emissziojat 488 nm-es gerjesztés mellett, 500
nm és 530 nm kozott detektaltuk. A PI-t 561 nm-es gerjesztés, az A647-et pedig 633
nm-es gerjesztés mellett 555 nm és 655 nm kozott, illetve 655 nm és 755 nm kozott
detektaltuk.

Az intakt sejtek jelolését kovetden a Pearson-féle keresztkorrelacios egyiitthatok
meghatarozasahoz a sejtek membranfelszinérol készitettiink felvételeket, majd a VBL-
BPY (z6ld) és 15D3-A647 (piros) csatornai kozotti keresztkorrelaciot szamoltuk. A
keresztkorrelacidés koefficiens elméleti maximuma 1, ebben az esetben a két
csatornaban mérhetd jelek 100%-ban kolokalizalnak, mig 0 érték esetén az eloszlasok
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egymashoz képet véletlenszert, -1 esetén pedig az adott pixelben az egyik csatornaban
mérhetd jel kizarja a masik csatorna jelének jelenlétét.

A permeabilizalt sejtek membranstruktirajaban tortént valtozasok miatt nem
tudtunk jo mindségl felvételeket késziteni a membranfelszinekrdl, igy ott Pearson-féle
keresztkorrelacids egyiitthatd szamitdsara nem volt lehetéség. Ezeket a képeket ugy
kvantifikaltuk, hogy meghatdroztuk a VBL-BPY és a 15D3-A647 anti-Pgp antitest
fluoreszcencidjanak hanyadosat a membrant reprezentald pixelekben.

3.17 Aramlasi citometria
Vizsgalataink soran Becton Dickinson FACScan, FACS Array vagy FACS Aria II1
tipusu aramlasi citométereket hasznaltunk.

Az ADCC és a CDC esszék eredményének kiértékelése soran a FACScan 488 nm-
es lézerét hasznaltuk gerjesztésre, és a CFDA-SE jelét az 530/30 nm-es savszirdvel
ellatott csatornaban, mig PI-t az 585/42 nm-es savsziirdvel ellatott csatornaban
detektaltuk.

A FACS Array mérések soran a PI-t 532 nm-es, az A647-et pedig 633 nm-es didda
l1ézerrel gerjesztettiik. A PI-t 585/42 nm-es, az A647-et pedig 661/16 nm-es savszirén
keresztiil detektaltuk.

A calcein és VBL-BPY akkumulacios teszt soran, és az R123 efflux FACS Aria I1I-
mal torténd mérésekor a fluoroforokat az Ar-ion lézer 488 nm-es vonalaval
gerjesztettiik, és az emittalt fényt 530/30 nm savszlirén keresztiil detektaltuk. A PI-t 532
nm-es 1ézerrel gerjesztettiik, és 585/42 nm-es savsziiron keresztiil detektaltuk. A magas
Pgp expresszioju sejtpopulaciokat direkt immunfluoreszcens jeldlést kovetden aramlasi
citometrids sejtszeparalassal valogattuk ki FACS Aria III késziilék segitségével.
Ezekben a kisérletekben az A647-et 633 nm-es 1ézerrel gerjesztettiik és az emittalt jelet
660/20 nm-es savszlirén keresztiil detektaltuk.

3.18 Kiértékeléshez hasznalt programok és statisztikai analizis

A mikroszkopos képek szerkesztéséhez és a grafikai utdbmunkahoz ImageJ-t, Adobe
Photoshop-ot és Adobe Illustratort, az adatok statisztikai analizisére Sigma Stat vagy
SPSS programokat hasznaltunk. Két fiiggetlen csoport sszehasonlitasara kétmintas t-
probat, harom, vagy tobb csoport Osszehasonlitasara varianciaanalizist (ANOVA)
alkalmaztunk. A mintak paronkénti Osszehasonlitdsdhoz egyenld variancidak esetén
Holm-Sidak, kiilonb6z6 varianciak esetén pedig Dunnett T3 post hoc tesztet
alkalmaztunk. A kiilonbségeket akkor tekintettiik szignifikansnak, ha P<0,05 volt.
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4 Eredmények

I. A P-glikoprotein szubsztratkoté képességének vizsgalata a katalitikus ciklus
soran

4.1 Az MDCK sejtek a Pgp mutins varidnsait a vad tipussal 6sszemérheto
szinten expresszaljak

Ahhoz, hogy a vad tipusu és Walker A mutans Pgp variansok transzportaktivitasat
Ossze lehessen hasonlitani, olyan sejtvonalakra volt sziikséglink, melyek hasonld
mértékben fejezik ki a kiilonboz6 variansokat. Ezért a kollaboracios partnereink altal
eléallitott transzgénikus sejtvonalakbol a Pgp-t homogén moddon expresszald
sejtpopulaciokat direkt immunfluoreszcens jelolést kovetden aramlasi citometrids
sejtszeparalassal valogattuk ki. A sejtklonok Pgp expresszidjat immunfluoreszcens
jeloléssel és aramlasi citometriaval, illetve Western-blottal rendszeresen ellendriztiik. A
vad és féloldali mutans Pgp-t kifejezd sejtvonalak expressziods szintje nem kiilonbozott
egymastol szignifikansan, mig a dupla mutans Pgp expresszidja magasabb volt.

42 A Walker A mutins Pgp molekuldk rezidudlis transzportaktivitassal
rendelkeznek
A kiilonb6z6 Pgp variansok transzportaktivitasat szubsztratakkumulacios-teszttel
mértiik, melyben calcein-AM-et hasznaltunk Pgp szubsztratként. A Pgp variansok
transzportaktivitasat a sejtek CsA (ciklosporin A, kompetitiv Pgp gatloszer) érzékeny
calcein felvételével jellemeztiik.

A vad tipust Pgp-t expresszald sejtek esetében a CsA kezelés hatasara jelentGsen,
84,3+£7,3-szorosara nodtt a calcein akkumulécié a sejtekben, mely jol mutatja a vad
tipusu Pgp-k altali hatékony exportot. Ezek az értékek a féloldali mutans Pgp-ket
expresszalo sejtek esetében kisebbek (a K433M mutans esetében 12+0,8-szoros, mig a
K1076M muténs esetében 9,5+1,7-szeres ndvekedés), de még mindig szignifikdnsan
magasabbak a mindkét Walker A szekvencidjaban mutans Pgp-ket expresszalod
sejtekéhez (2,3+0,2-szeres), illetve a Pgp-t nem expresszalo sejtekéhez (1,4+0,3-szeres)
képest. Ez alapjan feltételezhetjiik, hogy a féloldali mutacidt hordozd Pgp molekulak
rendelkeznek rezidualis transzportaktivitassal, mig mindkét NBD mutacidja esetén a
molekula nem transzportal.

A Walker A mutans Pgp variansok transzportaktivitasanak kvantitativ jellemzésére
vizsgaltuk a rodamin 123 (R123) efflux kinetikajat, és meghataroztuk az R123
transzport sebességi allanddjat. Ehhez a sejteket feltoltottitk R123 festékkel, majd nagy
térfogata R123-mentes pufferbe helyezve mértiik, hogy milyen gyorsan tavozik a
sejtekb6l a festék. A sejtek altal megtartott fluoreszcencia intenzitast az idd
fliggvényében abrazolva meghataroztuk az R123 transzport sebességi allandojat.

Eredményeink alapjan jol lathato, hogy a sebességi allando a Pgp-t nem expresszalo
sejtek esetében (0,02+0,01 min™') és a dupla mutans Pgp-ket expresszalo sejtek esetében
(0,02+£0,01 min") megegyezik és igen alacsony. A féloldali muticiot hordoz6 Pgp-t
expresszalo sejtek esetében a sebességi dllando legalabb négyszerese (0,140,022 min™! a
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K433M sejtek esetében és 0,09+0,01 min' a K1076M sejtek esetében), mig a vad tipust
Pgp-ket expresszalo sejtek esetében a sebességi allandd tobb, mint harmincszorosa
(0,7£0,06 min™") a Pgp-t nem expresszalo sejtek sebességi dllanddjanak. Eredményeink
alatamasztjak, hogy az egyik NBD mutacidja Osszeegyeztethetd a transzporttal, bar
jelentdsen csokkenti annak hatékonysagat, mig mindkét Walker A szekvencia
mutacidja transzport szempontjabol inaktiv fehérjét eredményez.

4.3 A féloldali Walker A mutans Pgp-k is képesek az UIC2 mAt kotédésének
megvaltozasat okozo konformaciovaltozasra

Onmagéban alkalmazva az UIC2 antitest csak a sejtfelszini Pgp-k 20-40%-éhoz
kotédik, de CsA jelenlétében vagy ATP deplécid hatdsara a sejtfelszini Pgp-k
mindegyike az antitest szamara felismerhetd konformacioba keriil. Emellett azt is
kimutattak, hogy az ortovanadat-ion (V;) hatdsara az UIC2-vel jelolhetd Pgp-k aranya
csokken. Tovabbi kisérleteinkben megvizsgaltuk, hogy a Walker A mutaciot hordozo
Pgp molekulak képesek-e az UIC2 antitesttel detektalhaté konformaciovaltozasokra. A
féloldali mutaciot hordozod Pgp-ket expresszald sejtek a vad tipusu Pgp-t kifejezd
sejtekhez hasonloan CsA kezelés és ATP deplécio hatasara jelentés UIC2 reaktivitas
ndvekedést mutattak, mig V; hatasara, mely a P; helyére bekotddve stabilizalja a
hidrolizist kdvetd atmeneti allapotot, pedig UIC2 reaktivitas csokkenést tapasztaltunk.
Ezzel szemben a mindkét oldali Walker A szekvencidban mutaciot hordozé Pgp-ket
expresszald sejtek kezeléstdl fliggetleniil magas UIC2 reaktivitdst mutattak. Ezek
alapjan elmondhatjuk, hogy a féloldali mutans Pgp-k képesek az UIC2-reaktiv és az
UIC2-t nemkotd konformacidk kozotti valtasra, mig a dupla-mutans Pgp-k az UIC2-
reaktiv konformacioban rekedtek, melybdl az altalunk alkalmazott kezelésekkel nem
lehet dket kimozditani.

4.4 A Pgp moduliatorok nem valtoztatjak meg a sejtfelszini Pgp-k mennyiségét

Felmertilt a kérdés, hogy mivel a kisérletek soran alkalmazott modulatorok tobbsége
jelentds hatassal van a sejtek metabolizmusara, nem véltozik-e a sejtfelszini Pgp-k
szama az elokezelés és a jelolés soran. Ennek vizsgalatara vad tipustu Pgp-t expresszalo
NIH 3T3 és MDCK sejteket jeloltiink a modulatorokkal torténd elokezelés utan 15D3-
A647 mAT-vel. Mivel a 15D3 mAt nem konformacidéérzékeny kotédésli, minden
sejtfelszini Pgp-t megjeldl. Ezekben a kisérletekben nem tapasztaltunk kiilonbséget a
kezeletlen és a modulatorral elokezelt sejtek jelolodése kozott. Ezek alapjan belathato,
hogy a hasznalt modulatorok az elékezelés és a jelolés soran nem befolyasoljak
jelentOsen a sejtfelszini Pgp-k szamat.

45 A féloldali Walker A mutins Pgp-k is képesek a szubsztrataffinitas
megvaltozasat okozo konformaciovaltozasra

A Pgp molekuldk szubsztrataffinitaisit BODIPY-FL fluoroférral konjugalt

vinblasztin molekuldkkal teszteltiik. Akkumulacios teszttel kimutattuk, hogy hasonléan

a vinblasztinhoz, a VBL-BPY megérizte Pgp szubsztrat karakterét. Ezt kdvetéen

megvizsgaltuk, hogy a sejten beliil hogyan oszlanak el a VBL-BPY molekuldk, illetve,

hogy megvaltozik-e az eloszlasuk kiilonb6z6 Pgp modulatorok hatasara. A Pgp MDCK
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sejtekben a VBL-BPY intracellularis vezikuldkban halmozodott fel, ugyanakkor
plazmamembran festddést nem tapasztaltunk.

A vad tipusu Pgp molekuldkat expresszalo sejtek esetében nem tapasztaltunk
intracellularis VBL-BPY felhalmozddast a hatékony transzport kdvetkezményeképpen,
ezzel szemben, amikor a sejteket ATP depléciot kdvetden festettik VBL-PBY-vel,
intenziv plazmamembran festédést tapasztaltunk. Abban az esetben, ha Walker A
mutans Pgp-t expresszalo sejteket festettiik elokezelés nélkiil, a féloldali mutansokat
expresszalo sejtek esetében gyenge, mig a kétoldali mutanst expresszalo sejtek esetében
igen er6s membran festddést detektaltunk. Ez a membran jel6l6dés minden esetben
kivédhet6 volt CsA eldkezeléssel. Mivel a membranban detektalhaté VBL-BPY jel csak
a Pgp-t expresszalo sejteken volt megfigyelhetd, raadasul kompetitiv Pgp inhibitorral
kivédheté volt, arra kovetkeztettiink, hogy ebben az esetben a VBL-BPY a nagy
szubsztrataffinitasti konformacioban 1évé Pgp-k szubsztratkotd helyére kotédik be és
ott csapdazodik.

Mivel a VBL-BPY ¢és a Pgp vizualizalasara hasznalt 15D3-A647 anti-Pgp antitest
jele jol korrelalt, a szubsztratkdté konformacidban 1évé Pgp-k aranya meghatarozhatd
volt a két jel Pearson-féle keresztkorrelacios egyiitthatdjanak meghatarozasaval. Mivel
az antitest kotddése konstans volt a kisérletek soran, igy a keresztkorrelacios egyiitthatod
értéke csak a VBL-BPY kotodésének mértékétdl fiiggott. A kétoldali mutans Pgp-ket
expresszald sejtek esetében a keresztkorrelacids egyiitthaté magas volt (0,8 koriili),
mely alapjan arra kovetkeztethettiink, hogy a Pgp-k tdlnyomd tobbsége magas
szubsztrataffinitastt konformacioban volt. A kompetitiv inhibitorral (CsA) torténd
elékezelés mindegyik mutans esetében, mig a poszt-hidrolitikus allapotot rogzitd
foszfat analog (V;) a féloldali mutansok esetében a keresztkorrelacios egyiitthato értékét
nulldhoz kozelitd értékre csokkentette. Ha a sejteket ATP depletaltuk, vagy meggatoltuk
a Pgp-k ATP-kotését N-etilmaleimid (NEM) alkalmazéséaval, mind a vad tipusu, mind
a féloldali mutans Pgp-k nagy szubsztrataffinitadsu konformacioba keriiltek, melyet jol
tikrozott a keresztkorrelacios koefficiens magas, 0,8 korili értéke. Itt érdemes
megjegyezni, hogy a dupla mutans Pgp-ket a magas szubsztrataffinitasu allapotbol nem
lehetett kimozditani, a fluoreszcens szubsztrat kotédését csak a kompetitiv inhibitor
alkalmazasa gatolta meg.

Ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a féloldali nukleotidk6td
hely mutéciot hordozo Pgp variansok a szubsztrat transzport vizsgalatok eredményeivel
Osszhangban képesek a magas és alacsony szubsztrataffinitasti allapotok kozotti
konformaciovaltozasra, mig a dupla mutans erre képtelen.

4.6 A Pgp nagy szubsztrat-affinitasi konformaciojabol az alacsony szubsztrat-
affinitasi konformaicioba torténd atbillenéséhez elegendé a nukleotid
kotédése

Mivel a kiilonb6z6 nukleotidok nem membranpermedabilisak, igy intakt sejteken

s

szubsztrataffinitasara. Az NIH 3T3 MDRI1 sejteket Staphylococcus a-toxinnal, mig az
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MDCK sejteket Streptolizin-O-val permeabilizaltuk, majd kiilonbz6 nukleotidokkal és
Pgp modulatorokkal torténd elokezeléseket koveten festettiik dket VBL-BPY-vel és
15D3-A648 anti-Pgp mAt-vel. Ezt kovetéen kiszamitottuk a VBL-BPY és a 15D3-
A648 antitest fluoreszcens jelének ardnyat a membranban. Mivel a permeabilizalatlan
sejtekhez hasonldoan a 15D3-A648 antitest kotddésének mértéke itt is konstans volt, a
fluoreszcens jelek aranya csak a VBL-BPY kotddés mértékétdl fliggott.

A nukleotidok kimosasat kovet6en a vad tipusu Pgp molekuldk az €16 sejtek ATP
deplécidja soran is tapasztalhaté nagy szubsztrataffinitasti konformaciot vették fel. A
VBL-BPY kotddés megsziintethetd volt a permeabilizalt sejtek ATP/Mg?*-vel és Vi-vel
torténd elokezelésével, mely a Pgp molekuldkat az ATP hidrolizist kdvetd allapotban
csapdazza. Erdekes modon, ha a permeabilizalt sejteket 5 mM AMP-PNP/Mg?*-vel
inkubaltuk eld, akkor is jelentésen csokkent a VBL-BPY/15D3-A648 arany, ami arra
utal, hogy a Pgp-k tobbsége alacsony szubsztrataffinitasu konformacioba keriilt. Mivel
az AMP-PNP nem hidrolizalodé ATP analog, igy arra kovetkeztethetiink, hogy a Pgp
molekulak alacsony szubsztrataffinitdsti konformacioba torténd atbillenéséhez nem
sziikséges a nukleotid hidrolizise.

A féloldali Walker A mutansokat expresszalo sejtek esetében a vad tipust Pgp-khez
képest AMP-PNP hatasara kisebb mértékli csokkenést tapasztaltunk a VBL-BPY
kotddésben. Ezzel szemben a mindkét Walker A szekvencia lizinjében mutaciot
hordozd Pgp-ket expresszalo sejtek VBL-BPY kotésére semmilyen hatdssal nem volt
az AMP-PNP-vel torténd eldkezelés, a Pgp molekulak magas szubsztrat-affinitasu
konformacioban maradtak.

4.7 A nukleotid kotése jelentésen csokkenti a Pgp UIC2 reaktivitasat

Az elézbekben lathattuk, hogy a nem-hidrolizal6d6 nukleotid analdég, az AMP-PNP
kotédése a Pgp-t alacsony szubsztrataffinitasa konformacidban stabilizalja. Ezutan arra
is kivancsiak voltunk, hogy ez konformaciovaltozas detektalhato-e az UIC2 mAt-vel. A
nukleotidokat kimosva a permeabilizalt sejtekbdl intenziv UIC2  jelolodést
tapasztaltunk a plazmamembranban, ugyanakkor AMP-PNP jelenlétében az UIC2-
A647 nem jelolte a Pgp-ket.

Ez alapjan elmondhat6, hogy az AMP-PNP altal kivaltott konformaciovaltozas
nemcsak a szubsztrataffinitds-valtozasban, hanem a Pgp molekuldk UIC2
reaktivitasanak csokkenésében is tetten érhetd.

II. Az UIC2 altali Pgp gatlas mechanizmusanak és in vivo alkalmazasi
lehetdségeinek vizsgalata

4.8 Az in vivo egérkisérletek soran kovetett kisérleti stratégia

A kombinalt UIC2-CsA-DOX kezelés hatasainak in vitro és in vivo vizsgalatara a
KB-3-1 human epidermoid karcindéma sejtvonalat és annak vinblasztinnal szelektalt
szubklonjat, a KB-V1 sejtvonalat hasznaltuk. A kisérletek soran elsdként
megvizsgaltuk, hogy a kivalasztott sejtvonal alkalmas lehet-e Pgp gatlasi stratégiank in
vivo tesztelésére. Ezért meghataroztuk a sejtek Pgp expreszidjat, illetve kizartuk egyéb
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ABC transzporterek jelenlétét, majd in vitro citotoxicitasi teszttel vizsgaltuk az UIC2
mAt és CsA kombinalt alkalmazasa soran kialakulé6 DOX érzékenységvaltozast. Ezt
kovetden a sejteket SCID egerekbe szubkutan injektaltuk, majd négy nap elteltével az
allatokat DOX-al, UIC2-vel, CsA-val, illetve ezek kombinacidival kezeltiik. Mivel a
tizenkettedik napon mar tapinthatd tumorok fejlédtek a kezeletlen egerekben, a
kisérletet ezen a napon terminaltuk, az egerekbdl eltavolitottuk a tumorokat, és
megmértiik azok tomegét, illetve Osszevetettik a tumorok mRNS szinti Pgp
expressziojat a kiindulasi sejtekéivel.

4.9 A KB-V1 sejtek magas szinten expresszaljak a Pgp-t

Az in vivo kisérletek megkezdése elott indirekt immunfluoreszcencias jelolést
kovetden aramlasi citometrids modszerrel meghataroztuk mindkét alkalmazott sejtvonal
esetében a leggyakrabban multidrog rezisztenciat okozé ABC transzporterek (Pgp,
ABCG?2 és MRP1) expresszios szintjét. A KB-3-1 sejtekben nem volt kimutathato a
Pgp, mig a KB-V1 sejtekben magas Pgp expressziot mértiink. Ugyanakkor a részben
atfed6 szubsztrat spektrumi multidrog transzporterek, az ABCG2 és az MRP1 jelenléte
nem volt kimutathat6é sem a KB-3-1, sem a KB-V1 sejtekben.

4.10 A Pgp" tumor sejtek a xenotranszplantaciét kovetéen is megtartottak
magas expresszios szintjiiket

Ahhoz, hogy megfeleld kisérleti rendszert hozzunk 1étre Pgp gatlasi stratégiank in
vivo tesztelésére, ellendrizniink kellett, hogy a xenotranszplantaciora hasznalt sejtek
megorzik-e magas Pgp expresszidjukat a kisérlet idotartama alatt. A KB sejtek gyors
novekedési ratdjanak koszonhetden a xenotranszplantacidt kdvetden 10-12 nappal mar
tapinthatd tumorok alakultak ki a citosztatikummal nem kezelt allatokban. A
xenotranszplantacidé utdn 12 nappal eltdvolitott tumorok és a kiindulasi sejtek Pgp
mRNS expresszidjat RT-qPCR technikaval hataroztuk meg. A KB-V1 sejtekben és a
beldliik kifejlodott tumorokban hasonlé mértékt Pgp mRNS expressziot detektaltunk,
mely legalabb harom nagysagrenddel magasabb a KB-3-1 tumorokhoz képest. Erdekes
moddon a KB-3-1 tumorokban a Pgp mRNS szintje koriilbeliil 60-szorosara nétt az
allatokba injektalt kiindulasi sejtekhez képest, de még igy is igen alacsony szinten
maradt. Ez alapjan elmondhatd, hogy a KB-V1 sejtek a tumorokban megtartottak
multidrog rezisztens fenotipusukat, mig a KB-3-1 tumorok csak igen csekély
mennyiségben expresszaltak a Pgp-t.

Tehat a KB-3-1/KB-V1 Pgp/Pgp" human epidermoid karcinéma sejtvonalpar SCID

s

gatlasi stratégiank in vivo tesztelésére.

4.11 Az UIC2 antitest képes kis dozisi CsA-val kombinaciéban hasznalva
visszaallitani a Pgp* sejtek doxorubicin érzékenységét a Pgp  sejtek
szintjére

Gatlasi stratégiank és a KB-3-1/KB-V1 sejtvonalpar tesztelésére eldszor in vitro

citotoxicitési teszteket végeztiink. Osszhangban a magas Pgp expresszios szintjiikkel, a

KB-V1 sejtek rezisztensek a Pgp szubsztrat doxorubicinre (DOX). A DOX félhatdsos
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dozisa a KB-V1 sejtek esetében 2,19+0,39 uM, mig a Pgp” KB-3-1 sejtek esetében
minddssze 44+£3 nM. A KB-V1 sejtekben a CsA kezelés koncentracio-fiiggd modon
gatolta a Pgp-t és csokkentette a DOX ECsy értékét, mig az UIC2 antitest onmagéaban
nem csokkentette szignifikansan a sejtek DOX rezisztencidjat. Azonban 1 uM CsA és
telitd koncentracidoban alkalmazott UIC2 mAt kombinacidjaval a KB-3-1 sejtekéhez
hasonld szintre fokozta a KB-V1 sejtek DOX érzékenységét, amit a DOX ECso
értékének 33+19,7 nM-ra vald csokkenése jelzett. Ilyen mértékii drog-érzékenység
novekedést KB-V1 sejteknél csak tizszeres mennyiségti CsA alkalmazasaval tudtunk
elérni UIC2 antitest nélkiil. A KB-3-1 sejtek esetében a fent emlitett kezelések egyike
sem valtoztatta meg szignifikansan a sejtek DOX érzékenységét.

4.12 Az UIC2 mAb és a CsA onmagaban és kombinacioban sem csokkenti a
sejtek életképességét
Megvizsgaltuk, hogy az UIC2 vagy a CsA, illetve ezek kombinacioja DOX nélkiil
alkalmazva befolyasolja-e a sejtek életképességét in vitro kisérletekben. Kisérleteink
soran azt tapasztaltuk, hogy egyik kezelés sem csokkenttette a sejtek viabilitasat. Tehat
a kombinalt CsA+UIC2 kezelés in vitro kisérleteinkben munkacsoportunk korabbi
adataival 6sszhangban a KB-V1 sejtek DOX érzékenységét fokozva fejti ki hatasat.

4.13 A kombinalt DOX-CsA-UIC2 kezelés jelentdsen gatolta a Pgp* tumorok
novekedését
A fenti in vitro eredmények alapjan olyan in vivo kisérletsorozatot terveztiink,
melynek soran megvizsgaltuk, hogy alacsony dozisu CsA és UIC2 mAt kezeléssel
kombinalva képes-e gatolni a DOX a SCID egerekbe xenotranszplantalt Pgp* KB-V1
sejtekbdl kialakuld tumorok novekedését.

A Kkisérleti allatokat a xenotranszplantacidt kovetd 4. napon kemoterapias
kezelésnek vetettiik ala, majd az ezt kovetd nyolcadik napon terminaltuk a kisérletet,
eltavolitottuk a tumorokat, majd megmértiik azok tomegét. A DOX kezelés dnmagéaban
csaknem hatastalan volt a KB-V1 tumorok esetében, mig a KB-3-1 tumorok
ndvekedését jelentdsen csokkentette. Ha a DOX mellett 10 mg/ttkg CsA-t is adtunk az
allatoknak, a KB-V1 tumorok tdmege csékkent, mig a KB-3-1 tumorok tdmege nem
valtozott a csak DOX kezelést kapott tumorokhoz viszonyitva. A DOX-CsA-UIC2
kombinalt kezelést kapott allatok esetében azonban a KB-V1 tumorok atlagos tomege
mindossze kb. tizede volt a DOX-szal kezelt allatokbol izolalt tumorokénak, mig a KB-
3-1 tumorok esetében nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget. Fontos megjegyezni,
hogy a DOX-CsA-UIC2 kezelésben részesiilt allatokban a xenotranszplantalt tumorok
csupan 52%-a fejlodott detektdlhatdé méretiveé, és az allatok 20%-a teljesen
tumormentes maradt. Ezzel szemben az Osszes tobbi kisérleti csoportban minden
esetben talaltunk detektalhaté tumort. Erdekes médon az in vitro citotoxicitasi tesztek
eredményével ellentétben az in vivo kisérletekben a DOX-UIC2 kombinalt kezelés is
csokkentette a KB-V1 tumorok ndvekedését a csak DOX-szal kezelt allatokhoz képest.
Ez arra engedett kdvetkeztetni, hogy a tumor ndvekedésének gatlasa nem csupan a Pgp
gatlasa miatt tortént, hanem egyéb folyamatok is kdzrejatszhattak, ezért megvizsgaltuk,
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hogy vajon a SCID egerek részlegesen miikodoképes immunrendszere hozzajarulhatott-
e a tumorok novekedésének gatlasahoz.

4.14 Az UIC2 antitest képes ADCC-t indukalni in vitro

Megvizsgaltuk, hogy az UIC2 mAt képes-e ellenanyag-fiiggd sejtkozvetitett
citotoxicitast (ADCC), vagy komplement kdzvetitett lizist (CDC) indukalni. Mivel a
tesztekhez jelentds mennyiségii ¢16 immunsejtre, illetve szérumra volt sziikség, melyet
csak nagyszamu egér felaldozaséaval lehetett volna kinyerni, igy a tesztekhez human
sejteket, illetve szérumot hasznaltunk.

ADCC tesztjeink soran a KB-V1 target sejtek tobb mint 80%-a elpusztult, amikor
UIC2 antitesttel és human eredetii periférias vérbdl szarmazé mononuklearis sejtekkel
(PBMC), mint effektor sejtekkel, 1:50 illetve 1:100 target-effektor sejt ardnyt
alkalmazva inkubdltunk egyiitt. A CsA kezelés nem befolyésolta az UIC2 altal medialt
ADCC mértékét. Kontroll kisérleteinkben KB-3-1 sejtek esetében akkor sem
tapasztaltunk jelent6s target sejt pusztulast, ha a minta nagy mennyiségi effektor sejtet
tartalmazott a target sejtekhez képest.

Ugyanakkor in vitro CDC kisérleteinkben nem tapasztaltunk kimutathato
komplement altali sejtlizist sem a KB-V1, sem a KB-3-1 sejtek esetében, annak
ellenére, hogy a hasznalt szérumok a kontroll kisérletben az elvarasoknak megfeleld
hemolitikus aktivitassal rendelkeztek.

Ezek alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az UIC2 kotédése a Pgp ™ sejtekhez képes
ADCC-t indukalni, CDC-t viszont nem.
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5  Eredmények megbeszélése

I. A P-glikoprotein szubsztratkotéo képességének vizsgalata a katalitikus ciklus
soran

Kristalyszerkezetek, biokémiai és biofizikai adatok alapjan széleskdriien elfogadott,
hogy az ABC transzportereknek legalabb két kiillonbozd, energetikailag stabil
konformere van: a disszocialt NBD-jii, citoplazmatikus oldal felél nyitott konformaciod
¢s az asszocialt NBD-kkel jellemezhetd, az extracellularis tér felé nyitott konformacio.
A két konformacios allapot kozotti &tmenet valdszintileg szdmos 1épésbdl all, melynek
soran végiil a pumpa szubsztrataffinitasa lecsokken, ezaltal elésegitve a megkotott
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konformaciovaltozasat dsszekapcsoljak, a mai napig nem tisztazottak.

Kisérleteink soran azt tliztik ki célul, hogy fluoreszcens Pgp szubsztratok
segitségével feltérképezziik, hogy a katalitikus ciklus mely pontjan térténik meg a
TMD-kben az a konformaciovaltozas, melynek soran a fehérje szubsztrataffinitisa
lecsokken. Kivancsiak voltunk arra is, hogy a fenti konformacidvaltozas milyen
kapcsolatban van a Pgp extracellularis hurkainak azon atrendezédésével, melynek
hatasara a fehérje felismerhetetlenné valik a konformacidérzékeny UIC2 mAt szamara.
hogy a Pgp-t katalitikus ciklusanak kiilonb6z6 pontjain megrekesztettiik nukleotid
analogok, kiilonb6z6é inhibitorok alkalmazasaval, vagy mutaciok indukalasaval a
fehérje ATP-koté helyében. Az UIC2 konformacidérzékeny mAt segitségével
detektaltuk a Pgp TMD-iben végbemend konformacidvaltozasokat. A VBL-BPY és
15D3-A647 anti-Pgp antitest fluoreszcencia kolokalizacidjanak mérésén alapulo
modszerlink segitségével pedig a Pgp szubsztrataffinitasarol kaptunk informaciodt a
katalitikus ciklus kiilonbdz6 szakaszaiban. Mivel a Pgp szoros kapcsolatban van a lipid
kettosréteggel, melybe beagyazodik, és amelybdl megkdti a szubsztratjait, igy kisérleti
rendszereink erdssége, hogy természetes emlds membrankdrnyezetében teszi lehetéve
a Pgp vizsgalatat.

Kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy a nem hidrolizalodéo ATP analog AMP-PNP
kotédése kivaltja az UIC2-vel detektalhatdé konformaciovaltozast a Pgp az IC oldalrol
nyitott konformdaci6jabol az EC oldalrél nyitott konformacidba, melyet a Pgp
szubsztrataffinitasanak csokkenése is kisér. Tehat a Pgp konforméciovaltozasa az IC
oldalrél nyitott konformaciobdl az EC oldalrél nyitott konformacidba és a
szubsztrataffinitas csdkkenése mindenképpen megel6zi az ATP hidrolizisét.

A Walker A motivumok mindkét NBD-ben, az ellenoldali NBD ,signature”
motivumaval egyiittmiikodve, kozvetleniil részt vesznek az NBD-k ATP-fliggd
dimerizacidjaban és az ATP hidrolizisében. De az, hogy az ATP-kotés és hidrolizis
folyamata hogyan koordinalédik a két NBD kozott, illetve, hogy transzportalt
szubsztratonként egy vagy kettd (vagy akar tobb) ATP molekula hasznalodik-e fel, még
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nem ismert. [rodalmi adatok szerint szamos ABC transzporterben a konzervalt Walker
A szekvenciak egyik vagy mindkét ATP-k6t6 helyben eléidézett mutacioja az ATPaz
aktivitds megsziinését vagy drasztikus csokkenését okozta. Mivel a Pgp mindkét ATP-
kot helye képes ATP hidrolizisére és mar az egyik NBD mutécidja is gatolta az ATPaz
¢s transzportaktivitast, ugy vélték, hogy a Pgp két NBD-je funkcionalisan egyenértékii,
¢és mindkettd épsége sziikséges a fehérje katalitikus aktivitdsahoz.

Kisérleteink megerdsitették, hogy a Pgp mindkét oldali Walker A lizinjének
egyidejli mutécidja teljesen inaktivalja a fehérjét, az UIC2 reaktiv IC oldalrdl nyitott
konformacioban csapdazva, melynek nagy a szubsztrataffinitasa. Erdekes modon
azonban, ha csak az egyik NBD lizinjét érinti a mutacio, akkor a mutans fehérjék
esetében a vad tipushoz hasonléan kivalthato az IC oldalrél nyitott konformaciobol az
EC oldalrél nyitott konformacioba torténd atmenet, melynek soran a fehérjék
szubsztrataffinitasa is lecsokken. V; kezelés hatasara a vad tipusu Pgp-hez hasonloan a
féloldali mutansokban is kialakul a stabil Pgp-ADP-V; komplex, melyet UIC2-vel nem
jelolhetd konformacio és csokkent szubsztrataffinitas jellemez. A féloldali Walker A
mutansok Kkatalitikus aktivitdsdt tdmasztjdk ald munkacsoportunk azon egyéb
megfigyelései is, melyek szerint az egyoldali mutans Pgp-knek alacsony, de mérhetd
szubsztrattal stimulalhaté ATPaz aktivitdisa van és enyhe drogrezisztenciat is
kolesondznek az ket kifejezd sejteknek. Drog transzport kisérleteink alapjan ezek a
féloldali Walker A mutansok a vad tipust fehérjéhez képest kb. 10-15 %-os ,,maradék”
transzportaktivitassal rendelkeznek, mely nem magyarazhatdé masképp, csak gy, hogy
képesek jra és ujra athaladni a katalitikus cikluson.

Bar az altalunk hasznalt kisérleti rendszereknek is szamos korlatja van, meg kell
jegyezniink, hogy azoknak a kisérleteknek a tobbsége, melyek soran a féloldali
mutansokat mikodésképtelennek talaltdk, heterolog expresszios rendszereket vagy
tisztitott és rekonstitualt fehérjét hasznaltak. Ismert, hogy a plazmamembran 6sszetétele
befolyasolja az ABC fehérjék aktivitasat, illetve, hogy a membran koleszterin-tartalma
befolyasolja a Pgp miikddését. Mivel a membran koleszterin-tartalma jelentdsen kisebb
az alacsonyabb rendii eukariotakban, igy feltételezhetden ez lehetett az oka, hogy a
heterolog expresszids rendszerekben nem tudtdk detektalni az egyoldali Walker A
mutansok igen alacsony ATPaz aktivitasat. Mas esetekben a fehérje szolubilizalasa és
rekonstitucidja is okozhatott aktivitisvesztést.

Mivel kisérleteink soran ugy talaltuk, hogy a féloldali Walker A mutans Pgp-k
katalitikusan aktivak, az a katalitikus ciklus modell, mely szerint szigortan két ATP
hidrolizise sziikséges egy ciklus soran, nem egyeztethetd Ossze eredményeinkkel.
Hasonldéan nehezen illeszkednek az eredményeink egy olyan modellbe is, melyben
szigoruan felvaltva mikodik a két nukleotidk6té hely. Ha a nukleotidk6té helyek
szigoruan alterndlva miikddnének, minden masodik ciklus soran a miikddésképtelen
NBS kertilne sorra, mely megrekesztené a ciklust. Ezzel szemben az eredményeink arra
engednek kovetkeztetni, hogy a miikdddképes NBS ciklusosan kéti €s hidrolizalja az
ATP-t, anélkiil, hogy a mutans NBS-ben hidrolizis menne végbe. Ezt a legegyszertibben
ugy magyarazhatjuk, hogy a vad tipusu Pgp két funkcionalisan egyenértékiit NBS-e
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koziil az egyik véletlenszertien koételezddik el a hidrolizisre minden ciklus soran, mig
az egyoldali mutans esetében ez csak a miitkod6 NBS-ben torténhet meg, mely
jelentdsen csokkenti a transzport sebességét.

II. Az UIC2 altali Pgp gatlas mechanizmusanak és in vivo alkalmazasi
lehetdségeinek vizsgalata

Korébbi vizsgalatok alapjan az UIC2 mAt alkalmas a fehérje in vitro és in vivo
gatlasara is. Hasonléan mas konformacidérzékeny kotédésti antitesthez, az €16 sejtek
plazmamembranjaban kifejez6dé Pgp-knek csak kis hdnyaddhoz kotddik. Bizonyos
modulatorok (pl. CsA) jelenlétében azonban minden Pgp molekula jelolhetové és
ezaltal gatolhatova valik az UIC2 antitesttel. Ehhez elegendé a modulator olyan kis
koncentracidja is, mely 6nmagaban alkalmazva nem gatolja szamottevéen a Pgp altali
szubsztrat transzportot. Vizsgalatainkban arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy in vivo
koriilmények k6zott az UIC2 antitest kombinalt adasa fokozza-e a citosztatikum terapia
hatasossagat.

A kezelés hatasainak in vivo vizsgalatara kifejlesztettiink egy a KB-3-1/KB-V1 Pgp
/Pgp* human epidermoid karcinoma sejtvonalpar SCID egerekbe torténd
doézisu CsA kombindcidja jol lathatéan fokozta a DOX tumor ndvekedést gatld hatasat
a KB-V1 tumorok esetében. Ha az allatokat csak DOX-szal kezeltiik, a KB-V1 tumorok
mérete nem csokkent a kezeletlen kontroll allatokhoz képest. Ezek az adatok
Osszhangban vannak a munkacsoportunk altal korabban publikalt in vitro és in vivo drog
akkumulacios adatokkal, és in vitro citotoxicitasi kisérleteink eredményeivel. Azonban
in vivo kisérleteinkben az UIC2 kezelés 6nmagaban is fokozta a DOX tumor névekedést
gatld hatasat. Ezzel szemben az in vitro citotoxicitasi kisérleteinkben az UIC2 mAt
onmagaban csak enyhén novelte a DOX citotoxikus hatasat, mely azzal magyarazhato,
hogy CsA hidnyaban a sejtfelszini Pgp-k csak kis hanyada felismerhet6 az UIC2
szamara, igy a Pgp-k tobbsége funkciondlis marad. Ezek alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy a kombinalt kezelés eredményeképpen tapasztalhatd tumor
novekedés gatlas nemcsak a megemelkedett UIC2 mAt kotddés és az emiatt kialakuld
Pgp gatlas és DOX akkumulacié ndvekedés kovetkezménye, hanem egy joval
osszetettebb mechanizmus eredménye. fgy az in vitro és a SCID egereken végzett in
vivo kisérletek eredményeiben mutatkozo kiilonbségek miatt felvetddott annak a
lehet6sége, hogy az altalunk hasznalt kezelési protokoll citotoxikus hatasahoz
immunologiai tényezok is hozzajarultak.

A SCID egerek, attdl fiiggetleniil, hogy az adaptiv immunrendszeriik nem mikodik,
rendelkeznek mikddé komplement rendszerrel, természetes Olosejtekkel és
polimorfonuklearis sejtekkel. Igy a terapia soran a szervezetbe juttatott antitestek
kotédése a tumor sejtekhez citotoxikus hatast valthat ki kozvetleniil, komplement
kotéseén keresztiil (CDC) vagy kozvetve, az antitesttel boritott tumor sejtekhez effektor
sejteket kotve (ADCC). In vitro ADCC kisérleteink alatdmasztottak azt a
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feltételezésiinket, hogy az UIC2 mAt képes in vivo ADCC-t indukalni a SCID
egerekben.

Az, hogy az UIC2-vel torténd kezelés in vivo daganatellenes hatdsahoz az ADCC is
hozzajarul, kisérleteink varatlan eredménye volt. Az IgG, izotipusu antitestek, melyek
kozé az UIC2 is tartozik, tobbnyire rosszul aktivalnak effektor funkcidkat. Ezért éppen
olyan esetekben alkalmazzak Oket, amikor az effektor funkciok aktivaldsa felesleges
vagy nemkivanatos. Mivel az IgG; izotipusu antitestek NK sejteken keresztiil nem
indukalnak ADCC-t, igy a mi kisérleteinkben, melyhez PBMC-ket hasznaltunk, a
sejtelhalasért a monocitak voltak a feleldsek. Mivel a SCID egerek szintén rendelkeznek
funkcionalis monocitakkal, az altaluk kozvetitett ADCC megmagyardzhatja in vivo
eredményeinket.

Felmeriil a kérdés, hogy a kombinalt kezelések erds tumorellenes hatdsa nem
tulajdonithato-e teljes egészében az UIC2 antitest altal kivaltott ADCC-nek. Abbol a
megfigyelésbdl, hogy az in vitro ADCC kisérletben a csak UIC2-vel kezelt, és az
UIC2+CsA-val kezelt mintak kozott nincs szamottevd kiilonbség, arra
kovetkeztethetiink, hogy sejtfelszini Pgp molekulak 20-40%-anak jel616dése elegendd
a maximalis ADCC hatas kivaltasdhoz. Azonban az in vivo kisérletekben tapasztalt
kiilonbség az UIC2-vel és az UIC2+CsA-val kezelt allatokbol eltdvolitott tumorok
tomegében, valamint az, hogy az UIC2+CsA-val kezelt egereknek 52%-ban nem
fejlédtek ki a KB-V1 tumorok, arra enged kovetkeztetni, hogy a daganatellenes hatasért
az ADCC mellett legalabb részben a kombinalt kezelés miatt kialakulé megndvekedett
DOX érzékenység is felelds. Ezt a feltételezésiinket alatimasztjak munkacsoportunk
korabbi kisérletei is, amelyben hasonld6 moddon alkalmazva az UIC2 és CsA
kombinacidjat kétszeres daunorubicin (szintén Pgp szubsztrat citosztatikum)
akkumulacié novekedést mértek a Pgp” xenotranszplantalt tumorokban. Tehat in vitro
¢és in vivo adataink alapjan valdszinisithetd, hogy az UIC2+CsA+DOX-szal végzett
kombinalt kezelés jelentds tumorellenes hatdsa a Pgp gatlas és ADCC egyiittes
eredménye.

Az ADCC mar viszonylag kis receptorszam, ¢€s alacsony mértékli antitest kotédés
mellett is kivalthato. fgy a KB-3-1 tumorok esetében a kiindulasi sejtekhez képest mért
60-szoros Pgp expresszié novekedés feltehetden elegendd az ADCC kivaltasahoz, ha
CsA jelenlétében az 0Osszes sejtfelszini Pgp-hez UIC2 mAt koétédik. Ennek az
eredménye lehet, hogy a DOX+UIC2+CsA-val kezelt egerek 52%-ban nem fejl6dott ki
KB-3-1 tumor, mig a tdbbi csoportban minden allatban megjelentek a tumorok.

A megfigyelt hatasok Pgp fiiggését bizonyitja, hogy a tumorok mérete csak azokban
az allatokban volt kisebb, melyeket az UIC2 Pgp specifikus mAt-vel is kezeltiink.
Korabbi vizsgalataink soran dsszehasonlitottuk a KB-V1 sejtvonalat az abcbl génnel
transzfektalt NIH 3T3 egér fibroblaszt és a Pgp*" A2780 petefészekrak sejtvonalakkal,
és ugy talaltuk, hogy ezek a sejtvonalak teljesen megegyeznek a multidrog rezisztens
fenotipus miden aspektusaban, igy a Pgp altali drog-transzport UIC2-vel torténd
gatolhatosagaban is. Masrészrél az ADCC hatas fliggetlen a target sejtek szoveti
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tipusatol, legfoképp a kivalto antitest Fc régidja és az effektor sejtek Fc receptorai
kozotti kdlesonhatastol fiigg.

Természetesen egy anti-Pgp antitesten alapulé daganatterapia klinikai
alkalmazhatdsagéaval kapcsolatban kétségek is meriilhetnek fel. A terdpia akar sulyos
mellékhatasokat is kivalthat, mert az UIC2 antitest kotOdése a szervezet barrier
régidiban fiziologiasan expresszalodo Pgp molekulakat is gatolhatja, vagy akar ADCC
révén kivalthatja a barrier régiokban a Pgp™ sejtek pusztulasat, melynek kovetkeztében
sériil a barrier integritasa. Példaul a vér-agy gatban expresszaloddo Pgp molekuldk
gatlasaval megnd a Pgp szubsztrat citosztatikumok akkumulacioja az agyban, és akar
neurotoxikus koncentraciot is elérhetnek (ilyen jelenséget abebla/b knockout egereken
végzett kisérletek soran figyeltek meg). Ennek ellenére klinikai gyogyszertesztek soran
az alkalmazott Pgp modulatorok nem okoztak kozponti idegrendszeri karosodast,
feltehetden azért, mert egyéb ABC transzporterek (pl. MRP1 vagy ABCG2) képesek
voltak a Pgp szerepét potolni. Ezzel szemben az ADCC hatas sokkal komolyabb
veszélyekkel jarhat, mert ebben az esetben a Pgp-t kifejezd szdvetek sulyosan
karosodhatnanak. Mivel az ADCC aktivalasaért az antitest Fc régioja felelds, igy ez a
mellékhatas elkeriilhetd, ha a klinikai alkalmazas sordn az antitest Fab fragmentumat
hasznaljuk. Az antitest humanizédlasa sordan az Fc régié manipulalasaval az antitest
effektor hatasai szintén kivédhetoek.

Az UIC2 mAt nem kotédik az egér Pgp-hez, igy a SCID egerekben nem tesztelhetd,
hogy a fiziologidsan expresszaldodo Pgp-k jelolédése UIC2-vel milyen mellékhatasokat
okozhat. Mivel az UIC2 antitest a human Pgp-n kiviil egyéb féemlds €s a birka Pgp-t is
felismeri, ezek az allatmodellek lennének hasznalhatok a fent leirt hatasok, illetve azok
kivédésének tesztelésére. Az antitest célzott alkalmazasa, példaul kdzvetleniil a tumorba
torténd injektalasa is csokkenthetné a szisztémas hatasokat, igy ennek a lehet6ségnek a
tesztelése is megfontolando.

Az altalunk hasznalt modell-rendszerben a kezeléseket viszonylag koran, a sejtek
injektalasat kovetd negyedik napon kezdtiik meg. Ekkor a tumorok még viszonylag
kicsik, mely azt a klinikai helyzetet szimulalja a legjobban, amikor a szisztémas kezelést
azért alkalmazzak, hogy megakadalyozzak vagy lelassitsak a multidrog rezisztens
tumor-metasztazisok kifejlodését.

Minden multidrog rezisztens tumor egyéni rezisztencia-mechanizmussal, vagy ezen
mechanizmusok kombinacidjaval rendelkezik, ezért elengedhetetlen a daganat-terapia
személyre szabasa nemcsak a malignus transzformacié tipusat és a tumor szoveti
eredetét, hanem a kialakul6 rezisztencia mechanizmusat is figyelembe véve. Az altalunk
kidolgozott Pgp gatlasi stratégia a humanizalt UIC2 antitest kifejlesztését kovetéen
gazdagithatja a multidrog rezisztens tumorok kezelési stratégianak repertoarjat.

24



5.1  Osszefoglalas

Kifejlesztettiink egy konfokalis mikroszkopos fluoreszcencia kolokalizacié mérésen
alapuld esszét, mely alkalmas fluoreszkalé Pgp szubsztratok kotodési affinitas
valtozasainak detektalasara a Pgp katalitikus ciklusanak kiilonb6z6 fazisaiban.
Adaptaltunk szamos fluoreszcencia alapu kisérleti technikat, melyek alkalmasak a Pgp
transzportaktivitasanak és konformaciovaltozasainak mérésére. A fenti esszék
alkalmazasdval a Pgp miikodési mechanizmusdra vonatkozéan az alabbi
megallapitasokat tettiik:

®,
°n

A P-glikoprotein konformacidvaltozasa, melynek sordn atbillen az
intracellularis tér felé nyitott magas szubsztrataffinitasti allapotabdl az
extracellularis tér felé nyitott alacsony szubsztrataffinitast konformacioba,
az ATP hidrolizisét megel6zden megtorténik.

A mindkét oldali NBD Walker A szekvenciajaban mutaciot hordozo Pgp
varians katalitikusan inaktiv és az intracellularis tér felé nyitott, nagy
szubsztrataffinitasu konformacioban rekedt.

Az egyoldali Walker A mutansok képesek a teljes katalitikus cikluson
végigmenni, és jol mérhetd rezidualis transzportaktivitassal rendelkeznek.

A Pgp in vivo gatlasara iranyul6 kisérleteink soran beéllitottunk egy olyan kisérleti
rendszert, melyben a SCID egerekbe transzplantalt human tumorsejtek megtartjak
drogrezisztens vagy szenzitiv fenotipusukat a vizsgalat ideje alatt. Kisérleteink alapjan
az alabbi kovetkeztetésekre jutottunk:

Az UIC2 monoklonalis antitest és kis dozisu ciklosporin A kombinalt
alkalmazasa jelent6sen fokozza a Pgp-t expresszald tumorok doxorubicin
érzékenységét, és a tumorok nodvekedésének klinikailag is relevans
mértékii csokkenéséhez vezet.

A kombinalt kezelés in vivo tapasztalt tumorellenes hatdsdhoz a Pgp
gatlasan kiviil az antitest-fiigg6 citotoxikus hatas (ADCC) is hozzajarul.
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