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1. Bevezetés és irodalmi attekintés
1.1. A multidrog rezisztencia és a P-glikoprotein kutatasanak kezdeti évei

A daganatos megbetegedések kemoterapias kezelése soran hasznalt citosztatikumokkal
szemben fellépd rezisztencia még napjainkban is komoly problémat jelent az onkoldgiai
gyakorlatban. Néhany tumortipus (példaul bizonyos emld- és petefészek tumorok, a non-
Hodgkin limfémak, a neuroblasztoma, a felndttkori akut leukémidk egy csoportja, illetve
szamos gyermekkori raktipus) kezdetben jol reagél a kemoterapidra, €s csak a kezelés hatasara
alakul ki benniik rezisztencia, mig mas daganatok (mint példdul a nem-kissejtes tiidorak, a
vastagbél-, gyomor-, vese- és hasnyalmirigyrakok) mar a kezelés kezdetén rezisztensnek
bizonyulnak [1-6]. A problémat sulyosbitja, hogy a tumor nem csupan a kezelésre hasznalt
hatoanyagra valik rezisztenssé, hanem szdmos, szerkezetében és hatasmechanizmusédban is
kiilonb6z6 citosztatikumra is. A jelenséget multidrog rezisztencianak (MDR) nevezték el, és az

1970-es évektdl intenziven kutatjak az okait és megeldzésének lehetdségeit.

Az MDR vizsgalatdhoz el6szor olyan sejtvonalak izolalasara volt sziikség, melyeken in
vitro is demonstralhato, és ezaltal vizsgalhato a jelenség. Biedler és mtsai. 1970-ben olyan
drogrezisztens klonokat izolaltak kinai aranyhdrcsog sejtvonalakbol, melyek a szelektalasukra
hasznalt aktinomicin D mellett szdmos egyéb citosztatikummal szemben is keresztrezisztenciat
mutattak. Emellett azt is megfigyelték, hogy a szelektalt sejtvonalakban megemelkedett a
Dane ¢és mtsai. az altaluk izolalt multidrog rezisztens sejtvonalon bizonyitottdk, hogy a
daunorubicin csokkent akkumuldcidja a sejtekben egy energiafiiggd exportmechanizmus
eredménye, mely a daunorubicin strukturalis analdgjaival és metabolikus gatloszerekkel is
gatolhatd [8]. A rezisztens sejtvonalak csokkent daunorubicin felvételét tobb munkacsoport is
a megnovekedett efflux mellett a sejten beliili drogk6tddés energiafiiggd csokkenésével vagy a
sejtmembran megvaltozott passziv permeabilitisa miatt kialakuldo csokkent daunorubicin

felvétellel magyarazta [9-13].

A vitas kérdés eldontését segitette egy kb. 170 kDa tomegii fehérje azonositasa, amelyet
multidrog rezisztens sejtek plazmamembranjabol izolaltak, ¢és a sejtek csokkent
drogpermeabilitdsara utalva a P-glikoprotein (Pgp) nevet kapta [14]. Ezt kovetden kideriilt,
hogy a multidrog rezisztencia mértéke korrelal a Pgp mennyiségével [15]. Még ugyanebben az
évben Beck ¢és mtsai. human eredetli leukémias sejtekben is leirtak egy csokkent

drogpermeabilitassal 6sszefliggésbe hozhato 170 kDa tomegl glikoproteint [16]. Kartner és



mtsai. multidrog rezisztens egér ¢és human sejtvonalakon eldszor poliklonélis, majd
monoklonalis ellenanyagot hasznalva, western-blot technikaval mutattdk ki a Pgp-t [17, 18],
majd Bell és mtsai. klinikai mintadkban is sikeresen detektaltak a fehérjét [19]. Az 1980-as évek
kozepére egyre biztosabba valt, hogy a daganatos sejtek megndvekedett drogrezisztenciajanak

hatterében a Pgp jelenléte, illetve megndvekedett expresszidja all.

Multidrog rezisztens kinai horcsdg sejtekbdl izolalt DNS-sel transzfektalt egér
sejtekben megndvekedett drogrezisztenciat és Pgp expressziot figyeltek meg, melynek mértéke
korrelalt a transzfektalt sejtekben jelen 1évé double minute kromoszémak (apréd
extrakromoszémalis DNS fragmentek) mennyiségével [20]. Késébb ezt a megfigyelést
felhasznalva Caizzi és Bostock, majd Roninson és munkatarsai is sikeresen klonoztdk az
amplifikaloédott gént [21, 22]. 1986-ban humén sejtvonalon is kimutattdk a multidrog
rezisztencidhoz kothetd gén-amplifikaciot, az amplifikalodott gént mdrl'-nek nevezték el, és
még ebben az évben izolaltak [23, 24]. Ueda és mtsai. végiil igazoltdk, hogy az mdrl gén
koédolja a drogrezisztenciaért felelds Pgp-t [25]. Kimutattdk, hogy ennek a génnek, illetve egér
homologjanak expresszidja MDR fenotipussal ruhdzza fel a recipiens sejteket [26, 27]. A Pgp
cDNS-ének szekvencidja alapjan szamos bakterialis transzporterrel talaltak jelentds szekvencia
homologiat, mely féleg a fehérje nukleotid-kotd régidjat érintette [28-30]. Ezen
szekvenciahasonlosagok alapjan soroltak a Pgp-t az ABC kazettas fehérjék szupercsaladjaba,

melyet Higgins és mtsai. irtak le 1985-ben [31].
1.2. Az ABC fehérjék és az azokat meghatarozo szerkezeti elemek

1985-ben Higgins ¢és mitsai. bakteridlis transzporterek aminosav szekvencidjanak
analizisével egyes fehérjék ATP-k6td doménjeiben olyan homoldg szekvencidkat
azonositottak, melyek jelenléte az ATP-kotés €és hasznositas hasonld voltara utalt [31]. 1986-
ban mar olyan konzervalt szekvenciamotivumok egyiittesérél szamoltak be, melyek a Walker
¢s mtsai. [32] altal leirt, a nukleotidk6td fehérjékben altalanosan eléfordulo Walker A és B
szekvenciakon kiviil egyéb, az evolucio sordn konzervalodott szegmenseket is tartalmaznak.
Azokat a fehérjéket, melyek tartalmazzak ezeket az evoluciésan konzervalt motivumokat az
ABC (ATP binding casette) transzporterek vagy ABC fehérjék szupercsaladjaba soroltak [33,
34]. Feltételezték azt is, hogy ezekben a fehérjékben vagy fehérjekomplexekben a
miikodoképes egység létrejottéhez a nukleotidkoté doméneknek legaldbb dimerizalddniuk kell
[35]. Ma mar tudjuk, hogy ABC fehérjék az egyik legnagyobb fehérje szupercsaladot alkotjak,

! A Pgp-t kodolo gén hivatalos nevének a HUGO Gene Nomenclature Committee (HGNC) az abcbi-et
fogadta el. Az mdrl név ma szinonimaként van nyilvantartva.



melynek tagjai megtalalhatok az archeakban [36], a baktériumokban [37] és az eukariotakban
[38] egyarant. Az eredeti elképzeléssel ellentétben a csalad tagjai nem csupan transzporterek,

hanem mas funkciokat is ellathatnak [39].

Annak ellenére, hogy az ABC fehérjék

mind funkcidjukat tekintve, mind
strukturalisan rendkiviil sokfélek,
2 . mindegyikiik ~ tartalmaz =~ két  olyan

ATP NBDI
citoplazmatikus domént, melynek feladata az

ABC D-
signature| |loop
) ATP kotése és hasitasa. Az ATP-kotd
NBD2 dLv
domének mind felépitésiikben, mind az ATP-
B A
loop

kotés mechanizmusat illetéen specialisak.

1. abra Az ABC fehérjék nukleotid kété6 doménjében Mindkét nukleotidkétd domén (NBD)
talalhato  konzervalt szekvenciak elhelyezkedése a
fehérje elsédleges (A) és harmadlagos szerkezetében a

»szendvics” dimer kialakuldsa utan (B). strukturat, mely tartalmazza a Walker A (P-

tartalmaz  egy RecA-szeri  béta-redds

loop) és Walker B szekvenciamotivumokat, valamint egy féleg a-hélixekbdl 4ll6 szubdomént,
melyben az ABC fehérjékre jellemzé ABC ,,signature” motivum (LSGGQ vagy ABC linker),
illetve a Q- és H-hurkok talalhatok [37, 39]. Ezen kiviil mindkét NBD magéban foglal egy N-
termindlis elhelyezkedésii aromés aminosavat tartalmazd hurkot is (A-hurok), mely szintén
lényeges az ATP-kotés szempontjabol [40]. A fent emlitett szekvenciak sorrendjét az 1. dbra
A része szemlélteti.

Az ABC fehérjék nukleotid kotésének masik sajatossaga, hogy a két ATP kotése csak a
meg. Ez oly mddon torténik, hogy az egyik NBD-ben taladlhaté A loop, Walker A, Q-loop,
Walker B és H-loop a méasik NBD ABC ,,signature” és D-loop szekvencidival kozdsen alakitja
ki az egyik nukleotidko6td helyet (NBS), mig a masik kotohely ennek a tiikorképe (1. dbra B).
(Az ATP-kotés és hasitas részleteit késobb targyalom a Pgp példajan.)

Az ABC fehérjék tobbségében membranba agyazott alegységek, Un. transzmembran
domének (TMD-k) gondoskodnak arr6l, hogy az NDB-k segitségével az ATP kotésébol €s
hidrolizisébdl szarmazo energia a fehérje altal ellatott feladatra forditodjon. Szerkezetiik és
filogenetikai kapcsolataik alapjan az ABC fehérjéket harom osztalyba és szamos alosztalyba
soroltdk [39]. Az elsd osztaly (Class I systems) fehérjéi rendszerint egy polipeptid lancon
hordozzak az NBD-t, valamint a membranba agyazott TMD-t, és foként exportrendszerek

tagjai. [lyenek a bakterialis LmrA [41] vagy Sav1866 [42], illetve a human ABCB1/Pgp/MDR1
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[14], ABCG2/BCRP [43], vagy ABCCI/MRP1 [44], melyek széles szubsztratspektrummal
rendelkezé multidrog transzporterek. A masodik osztalyba tartozd6 ABC fehérjék (Class II
systems) nem tartalmaznak membranasszocialt részt és tobbnyire nem transzportfehérjék (pl. a
huméan ABCE vagy ABCEF alcsaladok [45]). A harmadik osztaly (Class III systems) tagjai foleg
prokaridta fehérjekomplexek, melyekben altalaban kiilon peptidlancon talalhatok a TMD-k és
az NBD-k. Tobbnyire importerek, miikodésiikhoz gyakran sziikséges egy extracitoplazmatikus
szubsztratkotd fehérje (példaul a bakteridlis BtuCD-F Bi2 vitamin importer [46] vagy
MalFGKo2-E maltéz importer [47]).

Az ABC fehérjék az ATP felhasznalas rendkiviil konzervalt volta ellenére igen
valtozatos feladatok ellatasara képesek. Mivel tilzott miikodésiik vagy éppen hidnyuk szamos
betegség oka lehet, miikddésiik jobb megértése és funkcioik felderitése a mai napig intenziven
kutatott teriilet. ABC fehérjék tehetdk feleldssé tobbek kozott a patogén baktériumok és a
rendellenes miikodése, vagy expresszioja miatt kialakulo betegségeket az 1. kiegészitd tablazat

foglalja Ossze.

1.3. A human ABC fehérjék

o g5 § 56?8‘ Az emberi genomban eddig 48 ABC
%Zogj‘é,y%% << v,;‘i@Q ) é’\:% fehérje génjét azonositottadk, melyeket hét
Yy, ) v‘z’:@&z@ alcsalddba soroltak (ABCA-t6l ABCG-ig
416;:19 :‘;C“” betlizve 6ket) [52-54]. Ezek kozott az ABCE
QZBEZ?E s és ABCF csalad képviseldit leszamitva [45]
ABCAS %o csak  transzmembran fehérjéket taldlunk,
ot iﬁic" melyek valtozatos funkciokkal rendelkeznek
t;Zom u 40‘511552,31? a  szervezetben. Igy  miikodhetnek
“%:@20\ & y%“’ozéoo: ioncsatornaként (pl. ABCC7/CFTR, mely
§§\ g‘f@ 5 ::3 % ??Q)%Q) egy ATP-fiiggé Cl° csatorna [55]) vagy

¢ gge ¢

csatorna regulatorként (pl. ABCC8/SURI,

2. dabra A humadn ABC fehérjék aminosav hasonlosag

alapjan kesziilt filogramja. A kiilonbézé csaladokat
elterd szinnel jeloltiik. Azok az ABC fehérjék, melyek
szerepet  jatszhatnak — multidrog  rezisztencia
kialakitasaban, félkover betiikkel szerepelnek [50, 51].
Az abrahoz hasznalt adatok forrasat lasd az ,, Anyagok
és modszerek” fejezetben.

mely a Kir6.2 K'-csatorndk intracellularis
ATP-koncentraciofiiggd kapuzdsaban vesz
részt a hasnyalmirigy B-sejtjeiben [56]). De

legtobbjiik aktiv transzporterként funkcional,

igy ezeket ABC transzportereknek is nevezik. Az ABC transzporterek igen valtozatos

feladatokat latnak el. Részt

vesznek az

MHC I-fligg6 antigén prezentacidban
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(ABCB2/Tap1/ABCB3/Tap2 heterodimer), a lipid anyagcserében (pl, ABCB4/foszfatidil-kolin
flippaz), a hugysav szervezetbdl torténd elimindlasdban (ABCG2/BCRP), valamint szamos, a
majban keletkezd gliikuronid és glutation konjugatum epébe torténd transzportjaban is
(ABCC1/MRP1) [57]. A Pgp leirasat kovetden egyéb ABC fehérjéket is azonositottak, melyek
képesek voltak az MDR fenotipus kialakitasara, vagyis multidrog transzporterek. 1992-ben
irtdk le az ABCC1/MRP1-et [44], majd 1998-ban egy terapia rezisztens emld tumor
sejtvonalban az ABCG2/BCRP-t [43]. Napjainkra mar szamos egyéb ABC transzporterrdl is
kideriilt, hogy hozzéajarulhat az MDR fenotipus kialakuldsdhoz (lasd a 2. dbra jelolt

ABCA4/ABCR retinol transzporter

ECDI ﬂﬂ”} !" ECD2
Fan
EC
TMD1 TMD2
i CP
U n A - ;:]ﬂ
l NDBI1 U NBD2
ABCB1/Pgp/MDR1 multidrog transzporter ABCC1/MRP1 multidrog transzporter
N A | 0 .
“4TMDI1 T™MD2y TMDO [ TMD1 TMD2fp—
CP g g 8 Cp
N # B B B E B oo o0 oo o0 oo Qoo B o 8 BB OF OB B oo oo
1 UU l NDBI UU NBD2 |- lm UU HNDBI ULJ NBD2 |-
ABCC7/CFTR CI' csatorna ABCD3/PMP peroxiszoémalis transzporter
}” M NDBI |,-
N [Eji
CP
7| TMD1
1P

i

ABCEF1 transzlacids faktor

il

EC

CP

,,,,, | !

3. dbra A kiilonbozé human ABC transzporter alcsaladok egy-egy képviselojenek topologiai diagramja. Az
ABCE alcsalad nem szerepel az abran, mivel az ABCF alcsaldadhoz hasonloan nem tartalmaz
membranasszocialt régiot. Roviditések: ECD: extracellularis domén; TMD: transzmembran domén, NBD
nukleotidkoté domeén; R: szabalyozo domén,; EC: extracellularis oldal; CP: citoplazmatikus oldal; IP:
intraperoxiszomalis oldal. Az abrahoz hasznalt adatok forrdsat lasd az anyagok és modszerek fejezetben.
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transzportereit [50, 51]), mégis az els6ként leirt Pgp-t tekintik a multidrog-transzporterek

»prototipusdnak”.

Szerkezetiiket tekintve az ABC transzporterek kozott taldlunk olyanokat, melyek
egyetlen 0sszefiiggd peptidlanca tartalmaz minden olyan funkcionalis egységet (tehat legalabb
két NDB-t és két TMD-t), mely a miikodo fehérje kialakitasdhoz sziikséges (pl. ABCB1/Pgp),
illetve tartalmazhatnak egyéb egységeket is (pl. az ABCC1/MRP1 jarulékos TMDO-ja vagy az
ABCC7/CFTR R doménje), melyek a transzporter szabalyozasdban vesznek részt [58, 59].
Ezeket az ABC fehérjéket teljes transzportereknek nevezziik. Ezzel ellentétben az tn. fél-
transzporterek peptidlanca csak egy TMD-t €s egy NBD-t tartalmaz, igy a funkciondlis fehérje
kialakitasahoz legaldbb homodimert (pl. ABCG2/BCRP) vagy heterodimert (pl. ABCB2-B3)
kell alkotniuk [60-62]. A human ABC fehérjék kozott két alcsalad, az ABCE és ABCEF tagjai
nem tartalmaznak membranasszocialt domént, igy ezek transzport funkcidt nem latnak el. A
szemlélteti.

1.4. A P-glikoprotein

Az emberi Pgp az ABC fehérjék elsé osztalyaba tartozik, a human ABC fehérjék B
alcsaladjanak elsd tagja, melyet a 7-es kromoszoman talalhatd abcbl (mdrl) gén kodol [63].
Ennek megfelelden a fehérjét ABCBI1-nek vagy MDR1-nek is nevezik. A Pgp a szervezet
barrier régiodiban 1évé szovetekben (pl. bélham, mdj, vesetubulusok ¢és vér-agy gat)
expresszalodik, ahol feltehetden a szervezet xenobiotikumokkal szembeni védelméért felelds
[64, 65]. Esetleges endogén szubsztratjairol még keveset tudunk, bar beszamoltak arrél, hogy
bizonyos membranlipidek, mint pl. a szfingomielin [66], a foszfatidil-kolin és foszfatidil-
etanolamin [67], a gliikozil-ceramid [68], illetve a trombocita aktivalo faktor [69]
transzportalddnak a Pgp altal. A Pgp kifejezddése jelentdsen hozzajarul a tumorok multidrog
rezisztenciajahoz. A Pgp-t expresszald szovetekbdl kialakuld tumorokban gyakran a betegség
progresszidja sordn, vagy a kemoterdpids kezelés hatdsira fokozodik tovabb a fehérje
expresszidja, mig a Pgp-t nem expresszald szovetekbdl kialakuld tumorokban a kemoterapia
indukalhatja a fehérje kifejezodését. A multidrog rezisztencia kialakulasaban betdltott szerepe
miatt igen nagy tudomanyos érdeklédés Gvezi a Pgp miikddését, és intenziven kutatjak — egyéb

MDR kialakitasara képes transzporterekkel egyiitt — gatlasanak lehetdségeit is.
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1.4.1. A P-glikoprotein szerkezete

TMD2 Aloop

Walker A
Q-loop

Walker B

H-loop

3128 Extracellularis oldal

. .. Citoplazmatikus oldal

GO0Z

4. abra A Pgp topologiai diagramja a fehérje domének és a konzervalt szekvenciamotivumok megjelolésével.
Az abrahoz hasznalt adatok forrasat lasd az anyagok és modszerek fejezetben.

A Pgp egy 170 kDa tomegti, 1280 aminosavbol allé glikoprotein. Szerkezetét tekintve
un. “teljes transzporter”, vagyis két, egyenként hat transzmembran a-hélixbdl felépiil6 TMD-
bdl és két NBD-bdl épiil fel, melyek TMD1-NBD1-TMD2-NBD?2 elrendezésben helyezkednek
el a polipeptidlancban (4. dbra). A molekula két fele — melyeket egy 75 aminosavbol allo
flexibilis linker kapcsol 0ssze [70] — nagyfokt aminosav szekvencia homologiat mutat [29].
Ezért azt feltételezik, hogy a Pgp egy 6si ”fél-transzporter”-bol génduplikécioval alakult ki [30,
71], de azt sem zarjak ki, hogy a teljes fehérje két “fél-transzporter” fizidjaval jott 1étre [72].

Bér a Pgp-rdl jelentés mennyiségli strukturalis és funkcionalis informacié gytlt dssze,
nem all rendelkezésre j6 felbontasu rontgenkrisztallografian alapulo szerkezeti modell. Ezért
molekuladinamikai tanulmanyokban altaldnosan olyan homoldgia modelleket alkalmaznak,
melyek a bakteridlis SAV1866 [73, 74] és MsbA [75] transzporterek kiillonb6zdé koriilmények
kozott kristalyositott szerkezeteire, illetve egyéb fajokbdl szarmazoé Pgp homologok (példaul
egér MDRI1A [76], vagy Caenorhabditis elegans Pgp [77]) kristalyszerkezeteire épiilnek. Ezek
alapjan feltételezhetd, hogy a Pgp-nek két, viszonylag stabil konformere van: ATP mentes
kortilmények kozott a két NBD disszocialt, és a Pgp szubsztratkotd helye hozzaférhetd a

membran belso rétege és az intracellularis tér feldl is (,,inward facing” vagy mas néven ,,apo”

crcr

14



tér felol zart, de az extracellularis tér felé
nyitott konformer (,,outward facing” vagy
,,holo” forma) (5. dbra). Feltételezések szerint
s a Pgp a Kkatalitikus ciklusa sordn ezen
T SRS konformaciok kozott fluktudl [73, 74, 78-85].
& A citoplazma feldl nyitott konformacid
esetében megoszlanak a vélemények, hogy az

NBD-k mennyire tavolodnak el egymastol.

Egyes éllaspontok szerint az NBD-k

eltdvolodédsa egymastdl sziikséges a megfeleld
5. abra A Pgp intracellularis ter felé nyitott apo
konformacioja (bal) és az extracellularis oldal felé
nyitott holo konformacioja (jobb). A modell a
masodlagos szerkezet alapjan van szinezve: az o-hélxek

barnak, a p-redék narancssargak, mig a hurkok egymassal Osszekapcsolt NBD-k esetén is

okkersargak.
végbemegy [75, 76, 86, 87].

mitkddéshez, mig mas vélemények szerint ez

nem sziikségszeri, ¢és a katalitikus ciklus

1.4.2. A Pgp szubsztratkotoé helye

A transzmembran domének altal alkotott szubsztratkotd zseb a Pgp IC oldalrdl nyitott
szerkezetileg nagyon kiilonb6zd szubsztrat transzportjara képes, feltételezhetd, hogy igen
komplex szubsztratkotd hellyel rendelkezik. Aller és mtsai. szerint az egér Pgp (MDRIA,
abcbla, melynek 87%-o0s a szekvencia homoldgidja a human Pgp-vel) kristalyszerkezete
alapjan a Pgp TMD-i egy kb. 6000 A® térfogatii szubsztratkoté zsebet hoznak létre a
membranban [76], melynek kialakitasaban jelentOs szerepe van az 5-0s illetve a 8-as, valamint
a 3-as és a 11-es transzmembran hélix-parok kotdhelyet béleld aminosavainak [88]. A fehérje
fotoaktivalhaté szubsztrat analdgokkal (pl. a prazosin analég IAAP) és propafenon
szarmazékokkal torténd jelolése, valamint transzport kinetikai vizsgalatok alapjan két
kiilonboz6 szubsztrat interakcids helyet feltételeztek a TMD-k altal kézrezarva [88, 89], melyek
akar két szubsztrat egyidejli megkdtésére is képesek [90]. Shapiro és mtsai. mar 1997-ben két
kiilonallo kotdhelyet irtak le [91] — egyiket a rodamin 123 szdmara (R-kotdhely), mig a mésikat
a Hoechst 33342 szamara (H-kotéhely) —, mely alapjan Parveen és mtsai. két kiilonb6zo
szubsztrat-transzlokacids utvonal meglétét feltételeztek [92]. Ezt kdvetden egy harmadik
kotdhely 1étezését is feltételezték, mely allosztérikusan szabéalyozza az R- és H-kothelyeket
(M-kotbhely) [93]. Loo és mtsai. ugy vélték, hogy a 4-6-os illetve a 9-12-es hélixek egy kdzos

szubsztratkotd helyet alakitanak ki, valamint feltételeztek egy masik kotOhelyet is az 1-es és 2-
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es transzmembran hélixek kozott [94]. Késdbbi vizsgalatok tisztaztak, hogy az R-kotOhely
kialakitasaban a 6-0s, a 9-es és a 12-es transzmembran hélixek, mig a H-kotohely kialakitasaban
a 2-es, a 3-as, a 4-es, a 10-es és a 11-es transzmembran hélixek vesznek részt [95-97]. Ma mar
kisérleti és szimuldcids adatokkal tdmasztjak ala, hogy valamely ismert Pgp szubsztrat vagy
modulator melyik kotéhelyet preferalja. Igy példaul a rodamin 123 mellett az R-kotohelyet
preferalja a daunorubicin és a doxorubicin is, mig a Hoechst 33342-n kiviil a H-kotShelyet
preferdlja a kolhicin és a ciklosporin A is. Ugyanakkor bonyolitja a képet, hogy bizonyos
szubsztratok vagy modulatorok tobb helyre is bekotodhetnek, igy példaul a verapamil az M- és
R-kotohelyre, mig a vinblasztin, az aktinomicin D és az etopozid az R- és H-kotohelyekre is,
ami természetesen a kiilonb6z6 tanulmanyokban ellentmondasos képhez vezethetett [98].
Mindezek ellenére ma mar szamitogépes szimulacidoval 70% feletti valoszintiséggel képesek

vagyunk megjosolni, hogy egy vegyiilet kdlcsonhat-e a Pgp-vel vagy sem [99].

A Pgp-vel kolcsonhatd vegyiiletek csoportositasa nem kovetkezetes. Legtobbszor a
kovetkezd csoportokba soroljak Oket: szubsztratok, inhibitorok és moduldtorok. A Pgp
szubsztratjait képes ATP-hidrolizis-fiiggd folyamat sordn transzportalni. A szubsztratok azon
csoportjat, melynek tagjai képesek fokozni a Pgp jol mérheto specifikus alap ATPaz aktivitasat,
stimuldtoroknak is nevezik. Ha tobb olyan szubsztrat van jelen, mely ugyanazt a kétohelyet
preferdlja a Pgp-n beliill, kompetitiv gatlas miatt legalabb az egyik szubsztrat transzport
sebessége akar jelentés mértékben csdkkenhet (mint a késdbbiekben latni fogjuk, ilyen moédon
lehetséges vad tipusu Pgp-ket expresszalo sejteket verapamil alkalmazasa mellett rodamin 123-
mal feltolteni). Hasonloan a szubsztratok esetében fellépd kompetitiv gatlashoz, 1éteznek olyan
inhibitor vegyiiletek, melyek a Pgp szubsztratkotd helyével kapcsolatba 1épve gatoljadk mas
szubsztratok transzportjat, mig maguk egyaltalin nem, vagy csak csekély mértékben
transzportalddnak (ilyen pl. a ciklosporin A). Allosztérikus inhibitoroknak tekintjiik azokat a
vegyiileteket, melyek nem a szubsztratkotd hellyel kolcsonhatva valtoztatjak meg a Pgp
transzport képességét. Sokan az allosztérikus gatloszerektdl megkiilonboztetik azokat a
gatloszereket, melyek a Pgp ATP kotését és/vagy hasitasat gatoljak (pl. az ortovanadat-ion vagy
a nem hidrolizalodé ATP analégok). Arnyalja a képet azonban, hogy a Pgp szubsztratkoté
helyével kolcsonhato inhibitorok maguk is exportaldédhatnak kis mértékben, masrészt az elég
magas koncentracidoban jelen 1évd szubsztratok is gatoljadk a Pgp-t, valamint a kotdhely
kozelében kotddo allosztérikusnak gondolt gatloszer esetében nehéz eldonteni, hogy a kotddés
helye része-e a Pgp komplex kotohelyének vagy sem, ezért ilyen esetekben nehéz meghtzni a

fogalmi hatarvonalat a szubsztratok €s inhibitorok k6zott. Emellett gyakran eltérd a nevezéktan
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a Pgp miikodésének biokémiai, biofizikai karakterizalasarol szolo kozleményekben, valamint a
Pgp, mint MDR-t okoz6 fehérje klinikai és farmakologiai vizsgalatat leird publikaciokban.
Emiatt a Pgp transzportaktivitasat befolyasold vegytileteket legtobbszor csak modulatoroknak
nevezik. A Pgp-vel kolcsonhatd szdmos vegyiilet koziil, a teljesség igénye nélkiil a 2. kiegészito

tablazatban mutatok példéakat.

1.4.3. A Pgp nukleotidkoté helye

Mivel a Pgp aktiv transzporter, a transzporthoz sziikséges energiat az NBD-k altal
megkotott és elhidrolizalt ATP-k biztositjdk. Az ATP kotésében a mar kordbban emlitett
konzervalt szekvencidknak van jelentds szerepe (ezeket a szekvencidkat részletezi a 1.

tablazar). A két molekulafélben talalhatd konzervalt szekvenciamotivumok kdzdsen alakitjak

ki a két nukleotidk6té Szekvencia N-terminalis NBD C-terminalis NBD
helyet (NBS), A-loop (Y) 401Y 1044Y
melyeknek Walker A (GxxGxGKS)  427GNSGCGKS434  1070GSSGCGKS1077
koszonhetéen ATP- LA 475Q 118Q

ABC signature (LSGGQ) 531LSGGQ535 1176LSGGQ1180
kotest kovetden a ket Walker B (POD®DE) 551ILLLDE556 1196ILLLDE1201
NBD ,szendvics” dimert p_jyop (SALD) 559SALD562 1204SALD1207
formal. A tovabbiakban H-loop (H) 587H 1232H

az egyszeriiség kedvéért 1. tablazat A Pgp két nukleotidkoté doménjének konzervalt aminosav
szekvencidi, illetve aminosavai Seeger és mtsai. alapjan [21]. A szekvenciakban
az NBD1 Walker A és B az x barmilyen aminosavat, a @ pedig hidroféb aminosavat jeldl.

szekvenciai, A-, Q- és H-
hurkai illetve az NBD2 ABC ,,signature” szekvencidja és D-hurka altal formalt nukleotidk6tod
helyet NBS1-nek nevezziik, mig az ezzel szimmetrikusan kialakuldé masik nukleotidk6td helyet

pedig NBS2-nek. A nukleotidk6td helyeket alkotdé konzervalt szekvencidk térbeli

D1207
@ D562 @
Dloop (NBD2) (L1206 @ D loop (NBD1) ( L561 A
56 :
Walker B (NBD1) Y, 7
A1205 D555 Walker B (NBD2)
@ e A560 @ D1200
on % % <
’@ @) @s3n) o, N
4
ABO @ % @ ABC
signature g ‘:. ‘ semure @)
NBD2) Walker A (NBDI)  Si&
( D, Ho—fh=0 DD (55
4/(|, @
Q1180 @
o
Ritpz O
o
N Y401 = A-loop (NBDI)

6. dbra A Pgp egyes (NBS 1, A) és kettes (NBS2, B) nukleotidkoté helyét kialakito konzervalt motivumainak
ATP-vel kapcsolatba lépé aminosavai, illetve az NBS2 konzervalt motivumainak terbeli elhelyezkedése az ATP-
hez viszonyitva (C).
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elhelyezkedését, illetve az ezeket alkoté aminosavak ATP-vel feltételezhetéen kialakitott

kolcsOnhatasat a 6. dabra szemlélteti.

Az ATPazokban altalanosan megtalalhaté konzervalt motivumok koziil a Walker A
szekvencia aminosavai az ATP B- és y-foszfatjaval 1épnek kdlcsonhatasba, mig a Walker B
szekvencia csak a y-foszfattal [32, 100] van kapcsolatban. Itt érdemes megjegyezni, hogy a
Walker A szekvencia lizinje és a Walker B szekvencia glutamatja rendkiviil fontos az ATP (-
¢s y-foszfatjanak pozicionalasaban, ezaltal kozponti szerepiik van a hidrolizisben [101, 102].
Az ABC transzporterekre jellemzd konzervalt szekvencidk kozil az ABC ,signature”
szekvencia a Walker motivumokkal egyiittmiitkodve koordindlja az ATP y-foszfatjat, és dontd
szerepe van az NBD ,,szendvics” dimer kialakitdsdban [103, 104]. Az A-loop aromas tirozin
oldallanca az ATP adenin gylr{ijét pozicionalja, ezért igen jelentds szerepe van a nukleotid
kotésben [40, 105]. A H-loop kozvetleniil, a Q-loop pedig a vizmolekulan keresztiil kdzvetve
jarul hozza az ATP y-foszfatjanak poziciondlasahoz [106]. Emellett mas ABC transzportereken
végzett vizsgalatok alapjan, a teljes transzporterek esetében a Q-loop teremt kapcsolatot a
TMD-k ¢és az ATP y-foszfatja kozott, igy 1ényeges szerepe van az ATP-vel torténd kdlcsonhatés
kovetkeztében kialakuld konforméciovaltozas TMD-kre val6 atvitelében [100, 107-109]. A D-

hurkok egymaéssal valo kdlcsonhatasa a két NBD kozotti kommunikaciot biztositja [110].

1.4.4. A P-glikoprotein altali drog transzport mechanizmusa
Sokaig nem volt egyetértés abban, hogy a Pgp szubsztrat-transzlokécioja milyen médon
torténik. Harom f6 elmélet sziiletett a szubsztrat-transzlokacié magyarazatara: a flippaz modell,

a pumpa modell és a hidrofob ,,porszivé” modell.

1) A flippdz modell (7. dbra A) szerint a Pgp a membrdn belsd lemezébdl a kiilsébe
transzlokalja a szubsztratokat, ezaltal egyenldtlen megoszlast hoz 1étre a két membranlemez
kozott. A kiilsé rétegben feldusult szubsztratok lipid-viz megoszlasi hanyadosaiknak
megfelelden tdvoznak az extracellularis térbe [111, 112].

2) A pumpa modell (7. dbra B) esetében azt feltételezték, hogy a Pgp ATP-t felhasznélva,
aktiv pumpaként a szubsztratjait kdzvetleniil a citoszolbol az extracellularis térbe pumpalja
[113].

3) A hidrofob ,,porszivd” modell (7. abra C) alapjan pedig a Pgp nagy hatékonysaggal a

membranbodl kdzvetleniil az extracelluléris térbe juttatja a szubsztratokat [114].
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hidrofob ,,porszivo” modell (C).

Ma mar szamos kisérleti bizonyiték tamasztja ala, hogy a Pgp mar azelétt megkoti a
szubsztratjait, mieldtt azok a membranbdl a citoszdélba 1éphetnének, ezaltal cafolva a pumpa
modellt. Példdul a calcein-acetoximetil-észtert (calcein-AM) — mely egy lipofil, nem
fluoreszcens Pgp szubsztrat —mar azel6tt eltavolitja a Pgp a sejtbdl, mieldtt a molekula a
membranbdl a citoplazmaba juthatna, €s ott aspecifikus észterdzok az acetoximetil-észter
csoportot lehasitva fluoreszcens calceinné alakitanak [115]. A flippaz és a hidroféb ,,porszivo”
modell k6zbtt azonban maig nem kdnnyti kiilonbséget tenni. Transzport kisérletek és szerkezeti
szubsztratot a membranbol [76, 77, 116-119], de nem egyértelmii, hogy a konformacidvaltozast
kovetden a kiilsé membranfélbe vagy kozvetleniil a citoszdlba jutnak a szubsztratok. A Pgp
miikodése az extracellularis tér és a citoszol kozott szubsztrat koncentraciogradienst hoz 1étre,
amely kovetkeztében a szubsztrat koncentracid-egyensulya gyorsan beédll a membran kiilsd
rétege €s az extracellularis tér kozott, igy nehéz kisérletesen megallapitani, hogy pontosan hova
disszocialt a szubsztrat [120, 121]. Mivel a Pgp szubsztratjai kozott hidrofoéb és amfifil
vegyliletek egyarant vannak, nem zarhat6 ki, hogy a szubsztratkotd helyrdl disszocialodo
szubsztrat mind az extracelluléris tér felé¢, mind a membran kiilsé lipidrétege felé tdvozhat, és
a szubsztrat lipofil-amfifil jellege szabja meg, hogy hova torténik a disszociacio [121, 122].
Szamos amfifil vegytiletrél kimutattak, hogy azokat a Pgp a citoplazmatikus lipidrétegbdl az
extracellularis lipidrétegbe transzportéalja, viszont ez a folyamat a vegyiilet amfifil jellegének
csokkenésével egyre kedvezitlenebb energetikailag [123]. Ezek alapjan az adott szubsztrat
transzport-mechanizmusa egy igen komplex folyamat, melyet a szubsztrat szerkezetén kiviil a
Pgp membrankdrnyezete, ezaltal a szubsztrat és a Pgp, illetve a szubsztrat és a membran kozotti

kolesonhatasok erdssége hatdroz meg.

19



1.4.5. A Pgp katalitikus ciklusat leiré6 modellek
A Pgp katalitikus ciklusa sordn két térben elkiiloniilt folyamatot kiilonboztethetiink meg,

crer
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hogy ezek a folyamatok a katalitikus ciklus soran idében és térben hogyan kapcsolddnak
egymashoz, illetve hogy egy szubsztrat molekula transzportjdhoz egy, vagy mindkét ATP
hidrolizise sziikséges-e, a mai napig vitatott kérdések. Itt a katalitikus ciklus leirasara késziilt
két legismertebb modellt szeretném bemutatni, melyek szamos ponton eltérnek egymastol

jelenlegi ismereteink hidnyossagara és ellentmondésossagéra utalva.

1) A Senior és mtsai. altal publikalt alternalo katalizis modell szerint [79] a Pgp egy teljes
ciklusa soran két szubsztrat molekula transzlokacidja torténik meg két ATP
felhasznalasaval. A katalitikus ciklus soran a két NBD mindig 6ssze van kotve legalabb
egy nukleotiddal, é¢s soha nem tavolodik el egymastol. Ahogy azt a 8. dbra A szekcidja
szemlélteti, a szubsztrat megkdtésének pillanatdban a két NBD egy ATP-vel mar dssze
van kapcsolva, majd a mar megkotott ATP hidrolizisét és egy ATP szabad NBS-re
torténd bekotddését kovetden ledisszocidl a képzodott inorganikus fosztat (Pi), ekozben
ezzel egyiitt a képzddott ADP is levalik a fehérjérdl. Ezt a fél ciklust kdvetden a Pgp
ujra szubsztrat fogadasara kész, és az el6z6 szubsztratkotd allapothoz képest a masik
NBS-ben kotott ATP tartja egyiitt az NBD-ket.

2) A szekvencialis ATP-hidrolizis modell [124] szerint a Pgp-nek egy szubsztrat molekula
létezik a Pgp-nek egy ATP-mentes, nagy szubsztrataffinitdsa konformere, mely a
szubsztrat megkotését kovetéen ATP-t kot és hidrolizal az egyik NBS-en, ekdzben
viszont nem valdsulhat meg addig, mig a masik NBS-hez koét6d6 ATP nem

hidrolizal6dik és disszocial (8. abra B).

Senior ¢és mtsai. ugy véltek, hogy a Pgp NBD-i k6zott nagyon szoros funkcionalis kapcsolat
van, mert amikor ortovanadat-ionnal (Vi) az egyik NBS-t blokkoltak, az ATP hasitasat kovetd
fazisban a teljes katalitikus ciklus megakadt [79]. A Vi egy foszfat analdg, mely képes az ATP
hidrolizise soran keletkez6 foszfat csoport helyére nagy affinitassal bekotddni, ezaltal gatolni

kiilonboz6 foszfatdzokat és ATPazokat [125, 126]. A Pgp esetében vanadat jelenlétében nagy
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8. dbra A Pgp hipotetikus katalitikus ciklusai az alternalo katalizis modell (A) és a szekvencialis ATP-
hidrolizis modell (B) szerint. Mindkét grafika egy-egy teljes ciklust abrdzol.

stabilitasu Pgp-ADP-Vi komplex jon létre, melyrdl feltételezik, hogy az ATPaz ciklus poszt-
hidrolitikus atmeneti allapotat reprezentalja [127]. A reakci6 soran csak az egyik NBS kot
vanadatot, és ez elegendd az ATPaz ciklus gatlasahoz, melynek alapjan arra kovetkeztettek,
hogy az NBS-ek egymassal valtakozva hidrolizdlnak ATP-t [79]. A kés6bbi modellekben
feltételeztek egy olyan intermediert, melyben a Pgp mindkét NBS-e ATP-t kot, de a zart NBD-
dimer kialakulasa utan az egyik NBS kdotelezddik el az ATP hasitaséra, azaltal, hogy a nukleotid
kotés erdsebbé valik. Utobbi allapotot ,,okkludalt” allapotnak nevezték el [80]. Sharom és
munkatérsai szerint a katalitikus ciklus soran ,,konformacidés memoria” gondoskodik arrol,

hogy mindig a soron kdvetkezd NBS “okkludéaljon”, majd hidrolizdljon ATP-t [128, 129]. Az
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»alternalo katalizis” modell kinetikéjat a rendelkezésre 4ll6 biokémiai adatok alapjan késdbb
Lugo és mtsai. részletesen leirtdk matematikailag is [130].

Sauna ¢és mtsai. szerint a fentiekkel ellentétben az egyik ATP hidrolizise csak arra
elegendd, hogy a Pgp szubsztratkotd helye nagy szubsztrataffinitasu konformaciobdl alacsony
affinitdsuba valtson, és megtorténjen a szubsztrat molekula exportja. Ezt kovetden a Pgp
affinitasa a szubsztratokhoz alacsony marad, és a masodik ATP hidrolizisével regeneralodik a
kiindulasi magas szubsztrataffinitdsu konformacid, mely képessé teszi a fehérjét egy ujabb
ciklus inditasara [124]. Egy kés6bbi 0sszefoglalojukban Sauna és mtsai. is valoszintisitik az
aszimmetrikus nukleotid kotést, vagyis az okkludalt allapot meglétét, és felteszik a kérdést,
hogy vajon a nukleotid kotddése, okkluzidja, esetleg hidrolizise soran torténik-e meg a

szubsztrat transzporthoz sziikséges konformacidvaltozas [78].

2002-ben Smith és mtsai. egy, a Saunaékéhoz hasonldé modellt mutattak be egy
bakterialis (MJ0796), majd 2003-ban Janas ¢és mtsai. egy Saccharomyces cerevisiae
transzporter (Mdllp) vizsgalataval, mely a human TAP fehérjék homologja. Eredményeik
szerint az NBD-k dimerizaloédasahoz mindkét NBS-nek ATP-t kell kotnie (,,ATP switch”),
majd a két ATP hidrolizise két kiilon 1épésben torténik, és az NBD-k csak akkor tadvolodnak el
egymastol ismét, amikor mindkét ATP hidrolizalodott, és ledisszocialtak elobb a Pi-k, majd a
két ADP is. Ezt kdvetden indulhat jjra a ciklus. Saunaék elképzeléséhez hasonloan, ebben a
modellben is szerepel a transzporter disszociadlt NBD-jii konformere [131, 132]. Az ,,ATP

switch” modellt alatdmaszté eredményeket Higgins és Linton foglalta 6ssze [133].

A Pgp katalitikus ciklusanak felderitése soran sokszor végeztek olyan biokémia
vizsgalatokat, melyekben egyik vagy mindkét NBD konzervalt szekvenciamotivumainak
kulcs-aminosavait kicserélték. Mindkét oldali A-loop tirozinjanak cseréje aromds csoportot
nem tartalmaz6 aminosavra — példaul alaninra — gatolja a nukleotid kotést, mert ez a csoport
jelentds szerepet tolt be az adenin gytirti koordinalasaban [105]; a Walker A motivum lizinjének

metioninra torténd cseréje gatolja az ATP hidrolizisét, de nem befolyésolja jelentdsen az ATP

s
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adatok szerint ezek a mutansok fliggetleniil attol, hogy a mutacid csak egyik vagy mindkét
NBD-t érintette, nem rendelkeztek mérhetd ATPaz aktivitassal, ami aldtdmasztotta, hogy az
ATP hidrolizise szigoruan felvaltva torténik a két ATP-kotd helyen Osszhangban az alternald

katalizis modellel. Ugyanakkor a szubsztrat- ¢s ATP mentes koriilmények kozott kristalyositott
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Pgp molekuldk NBD-i rendszerint szepardlodva mutatkoznak a rontgenkrisztallografias
szerkezeti modelleken [76, 77, 138, 139]. Emellett felszini plazmon rezonancias (surface
plasmon resonance, SPR) [140], krio-elektronmikroszkdpias (cryo-electron microscopy, Cryo-
EM) [141], ESR ¢s molekuladinamikai adatok [142] is alatdmasztjak, hogy a szeparalt NBD-ji
IC oldalrdl nyitott konformécio része a katalitikus ciklusnak, 0sszhangban a ,,szekvencidlis
ATP-hidrolizis” ¢és az ,,ATP-switch” modellekkel. A fenti, egymasnak ellentmonddan
interpretalhato kisérleti eredmények miatt maig nincs konszenzus a Pgp katalitikus ciklusat

leird modelleket illetden.

1.4.6. A P-glikoprotein klinikai jelentésége és gatlasanak lehetéségei

A Pgp szervezetiinkben olyan szovetekben fejezddik ki, amelyek barrier funkciot latnak
el (pl. a vér-agy gat endotél sejtjeiben, a hepatocitakban, a vese és a belek epitél sejtjeiben), igy
valoszintisithetd, hogy a szervezetbe keriilt toxikus vegyliletekkel szemben nyujt védelmet
[143-145]. Ezaltal a Pgp a szervezetben egyéb enzimekkel €s transzporterekkel egyiitt egy
olyan rendszer része, mely alapvetden befolydsolja a szervezetbe juttatott gyogyszerek
eloszlasat, metabolizmusat, kivalasztasat és esetleges toxicitasat (ADME-Tox: absorption,
distribution, metabolism, excretion and foxicity) [146, 147]. Ugyanakkor daganatos sejteken
torténd gyakori kifejezédésével a Pgp (és még néhany ABC transzporter) multidrog
rezisztenciat okoz, ezaltal jelentdsen rontja szdmos daganatos betegség prognozisat, csokkenti

a betegek tulélését.

Mar a korai vizsgalatok kimutattak, hogy egerekben a human Pgp-t kodold abeb 1 génnel
homolog abebla/b gének delécidja nem jar jelentds fizioldgiai kovetkezményekkel [148, 149],
igy a Pgp gatlasa megfontolandd stratégia lehet a multidrog rezisztencia legydzésére. A
klasszikus farmakoldgiai megkdzelités szerint az inhibitorokat a Pgp szubsztrat
citosztatikumokkal egyiitt alkalmazva fokozhatd a citosztatikumok akkumulacioja a tumor
sejtekben. Sajnos a klinikai vizsgadlatok soran a Pgp gatloszerek gyakran okoztak
megjosolhatatlan és nem tolerdlhatd farmakokinetikai interakciokat és toxicitast mas
transzporterek, vagy a citokrom P450 rendszer gatlasan keresztiil, mely megvaltoztatta az
alkalmazott citosztatikus vegyiilet metabolizmusat és szervezetbdl torténd kitiriilését [147, 150,
151]. A klinikai tesztek nem vezettek sikerhez még azokban az esetekben sem, amikor un.
harmadik generacids Pgp modulatorokat alkalmaztak, melyek nem rendelkeznek mas biologiai
aktivitassal. Ezekben az esetekben klinikai vizsgalatok sikertelenségének oka a szervezetben
fiziologiasan kifejez6dd Pgp molekuldk gatlasa és ennek kovetkeztében az alkalmazott

citosztatikumok megvaltozott farmakokinetikaja és megemelkedett toxicitasa lehetett [152].
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Mindezek mellett kétségek meriiltek fel azzal kapcsolatosan is, hogy a betegek kivalasztasa
megfeleld volt-e az egyes gyogyszerkiprobalasok soran. A gydgyszer rezisztens klinikai kép
kialakulasdhoz ugyanis akar tobbféle rezisztencia mechanizmus egyiittesen is hozzajarulhat,
melyek azonositasa elengedhetetlen a megfeleld terapias protokoll személyre szabott
kivéalasztasa szempontjabol [153]. Mindezeket egybevetve fontos a multidrog rezisztencia
legyOzésére irdnyuld terdpias protokollok repertoarjanak kiszélesitése [154, 155], és olyan
modellrendszerek 1étrehozdsa, melyek alkalmasak a rezisztens tumorok in vivo

tanulmanyozasara [156].

Szamos olyan monoklonalis antitestet hoztak létre az idok folyaman, melyek a Pgp
extracellularis részén taldlhaté epitophoz kotddnek. Ezek koziil néhany (pl. az MRKI6,
MRK17, MC57, HYB-241 és az UIC2) komplex epitopot ismer fel konformaciofiiggd modon,
¢és kotddésével részlegesen gatolja a Pgp altali drog transzportot in vivo €s in vitro [157-160].
Bar ez a gatlo hatas gyakran gyenge [157-162], a mértéke fiigghet a transzportalt szubsztrattol
[159, 161, 162], valamint &ltalanos tapasztalat szerint ugyanazon szubsztrat esetében is
variabilis.

Az UIC2 egy IgG2a izotipust egér monoklonalis antitest, mely komplex extracelluléris
epitopjanak részét képezi a Pgp elsd [163], harmadik [164] €s Gjabb adatok szerint negyedik
extracellularis hurka [165]. Az UIC2 6nmagaban alkalmazva csak a sejtfelszini Pgp-k 10-40%-
ahoz kotddik, mig bizonyos Pgp szubsztratok vagy moduldtorok jelenlétében (pl. CsA, SDZ
PSC 833, vinblasztin, paclitaxel) minden Pgp UIC2-reaktiv konformacioba kertilhet [166-168].
Munkacsoportunk mar korabban kimutatta, hogy az UIC2 képes teljesen meggatolni a Pgp
transzport funkcigjat, ha az elézdéleg emlitett Pgp moduldtorok valamelyikével egyiitt
alkalmazva kotodését teljessé tessziik. Ehhez elegendd6 a moduldtorokat a Pgp gatld
koncentraciojuknal 10-20-szor kisebb koncentracioban alkalmazni. SCID egerekbe
xenotranszplantalt Pgp" tumorok vizsgalata sordn munkacsoportunk azt is kimutatta, hogy az
UIC2 képes volt a szolid tumorokba penetralni, a sejtfelszini Pgp molekulakhoz kapcsolddni és
alapjan felvetddik kérdés, hogy a CsA-val és UIC2 mAt-vel végzett kombinalt kezelés fokozza-
e a citosztatikumok (pl. doxorubicin, daunorubicin) tumorellenes hatasat, ¢s alkalmazéasaval

elérhetd-e klinikailag relevans tumorméret-csékkenés.
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2. Célkitiizések

Annak ellenére, hogy a Pgp katalitikus ciklusat régota igen intenziven tanulmanyozzak,
még mindig nem tisztdzott, hogy az ATP-kotés és hasitas részfolyamatai hogyan kapcsolddnak
a TMD konformaciovaltozasokhoz, €s hogyan teszik lehetévé végsd soron a szubsztratok
koncentraciogradiens ellenében torténd transzportjat. Figyelembe véve az ABC transzporterek
érzékenységét membrankornyezetlik 0sszetételére, célul tliztikk ki olyan kisérleti rendszerek
kidolgozasat, melyek lehetdvé teszik a Pgp katalitikus ciklusdnak 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 hatéssal van a fehérje transzportaktivitasara a Walker A szekvencia konzervalt lizin
aminosavanak metioninra torténd cseréje egyik vagy mindkét oldali NBD-ben (K433M
¢s/vagy K1076M)?

3. A fenti Walker A mutaciok befolyasoljak-e az UIC2-reaktiv és az UIC2-vel nem jel6lhetd
Pgp konformaciok kozotti atmenet bekovetkezését, valamint a fehérje szubsztratk6td

affinitasanak valtozasat?

Irodalmi adatok és munkacsoportunk korabbi tapasztalatai alapjan az UIC2 mAt
kotédése gatolja a Pgp transzportaktivitasat, igy humanizalast kovetéen alkalmas lehet a Pgp
szubsztrat citosztatikumok altali kezelés hatékonysdganak fokozéasara multidrog rezisztens
daganatos betegekben. Ezért célul tiiztiik ki az UIC2 éltali Pgp gatlas mechanizmusanak és in
vivo alkalmazasi lehetOségeinek részletes vizsgalatat. Ennek soran az alabbi kérdésekre

kerestiik a valaszt:

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

2. In vivo kisérletekben az UIC2 antitest kombinalt adasa fokozza-e a citosztatikum terapia
hatasossagat?

3. A Pgp gatlason kiviil mas tényezok hozzajarulnak-e a kombinalt kezelés in vivo megfigyelt

hatasaihoz?
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3. Anyagok és modszerek

3.1. [Etikai nyilatkozat

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

A human vérkészitményeket az Orszagos Vérellatd Szolgalat (OVSZ) Debreceni
Regionalis Vérellato Kozpontjabol kaptuk, illetve a vérplazma preparalashoz a vért egészséges
onkéntesek adtak. Az Onkéntesek a vérvétel elott, a vériik kisérleti felhasznalasat irasban
engedélyezték, a vérmintdkat az Orvos Viladgszervezet Helsinki Nyilatkozatdban foglaltak
szerint kezeltiink. A kisérletek elvégzését a Debreceni Egyetem Klinikai Kozpont Regionalis
Tudomanyos- ¢és Kutatasetikai Bizottsdga engedélyezte (engedélyszam: 25364-1/2012/EKU
(449/P1/12.)).)

3.2. Reagensek

A kisérletekhez és a sejttenyésztéshez hasznalt vegyszereket a Sigma-Aldrich Kft.-t6l
(Budapest, Magyarorszag) szereztilk be. A fluoreszcens Pgp szubsztratokat, igy a calcein-
acetoxi-metilésztert (calcein-AM) és a BODIPY FL-el konjugalt vinblasztint (VBL-BPY),
valamint az antitestek fluoreszcens jelzésére hasznalt Alexa 488 és 647 szukcinimidil-észter
festékeket (A488 és A647) a Life Technologies, Inc.-t6] (Carlsbad, CA, USA) vasaroltuk. Az
UIC2, 15D3, 5D3 ¢s QCLR-3 monoklondlis antitesteket a laboratériumunkban tenyésztett
hibridoma sejtvonalak tenyésztdfolyadékabol izolaltuk affinitdskromatografids modszerrel. A
hibridéma sejtvonalakat az American Type Culture Collections-tdl vasaroltuk (Manassas, VA,
USA). Antitest-preparatumaink SDS-PAGE modszerrel torténd vizsgélat sordn legalabb 97%-
os tisztasdgunak bizonyultak. Az UIC2 és 15D3 antitesteket A647 vagy A488 festékkel
konjugéltuk, az antitesthez nem kotodott festéket Sephadex G-50 oszlop segitségével,
gélsziiréssel tavolitottuk el. Az antitest-preparatumok festék-fehérje aranya minden esetben kb.

3:1 volt.
3.3. Sejtvonalak és fenntartasuk

Az NIH 3T3 egér fibroblaszt sejtvonalat és annak human mdrl génnel transzfektalt
varidnsat (NIH 3T3 MDRI sejtvonal), valamint a KB-3-1 huméan epidermoid karcinéma

sejtvonalat és annak vinblasztinnal szelektalt Pgp® szubklonjat (KB-V1 sejtvonal), Michael
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Gottesman (National Institutes of Health, Bethesda, MD) laboratoriumabol kaptuk. Az MDCK
II (Madin-Darby canine kidney) sejtvonal és annak ABCG2-vel transzfektalt valtozata Sarkadi
Balazs (Enzimologiai Intézet, Magyar Tudomanyos Akadémia, Budapest, Magyarorszag); a
GLC4 human kissejtes tiidorak sejtvonal, és annak MRPI1-et expresszalo, doxorubicinnel
szelektalt szubklonja pedig Herbert M. Pinedo (Department of Medical Oncology, Academic
Hospital Vrije Universiteit, Amsterdam) nagyvonalll ajdndéka volt. Az NIH 3T3 és az MDCK
sejtvonalakat felhasznalva a kiilonb6zd mutdns Pgp varidnsokat (K433M, K1076M ¢és
K433M/K1076M (utobbit roviden csak MM-el jeldltik)) expresszald transzgénikus
sejtvonalakat Tiirk Dora és Szakacs Gergely hoztdk létre (Enzimoldgiai Intézet, Magyar
Tudoméanyos Akadémia, Budapest, Magyarorszag) Sleeping Beauty (SB) transzpozon alapt

génexpresszios rendszer segitségével.

A sejteket letapadd kulturdkban tartottuk fenn 37 °C-os inkubatorokban, 5%-o0s CO2
atmoszféraban. A sejtek tenyésztokdzege Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) volt,
mely 10% hoinaktivalt fotalis marha szérumot, 2 mM L-glutamint és 0,1 mg/ml penicillin-
streptomicin koktélt tartalmazott. A vad tipusu human Pgp-t kifejez0 sejtek esetében a magas
Pgp expresszios szintet drog szelekcioval tartottuk fenn: az NIH 3T3 MDRI1 sejteket 670 nM,
a GLC4/ARD sejteket 600 nM doxorubicin-hidroklorid (DOX, TEVA Gyogyszergyar Zrt,
Debrecen, Magyarorszag), a KB-V1 sejteket pedig 180 nM vinblasztin-szulfat mellett
tenyésztettiik. A kisérletek elvégzése elott 2 nappal a sejteket drogmentes médiumba helyeztiik
at.

Az egér fibroblaszt, illetve az epidermoid karcindma sejteket felhasznalas eldtt 0,05% -
os tripszin-EDTA oldattal (0,5 mg/ml tripszin, 0,2 mg/ml EDTA, 2 perc, 37 °C), az MDCK
sejteket pedig 0,25%-os tripszin-EDTA oldattal (2,5 mg/ml tripszin, 0,2 mg/ml EDTA, 5 perc,

37 °C) torténd inkubalassal valasztottuk el a sejttenyészto flaska aljarol.
3.4. A Pgp direkt immunfluoreszcens jelolése

A sejtfelszini Pgp molekuldk direkt immunfluoreszcens jeloléséhez a sejszuszpenziot
(10° sejt/ml 1% FCS tartalmu gl-PBS-ben (FCS-gl-PBS; PBS (150 mM NaCl, 3,3 mM KCl,
8,6 mM NaH2POs, 1,69 mM KH2PO4), mely 1 % FCS-t és 8 mM gliikozt is tartalmaz) 30 percig
37 °C-on inkubaltuk 30 pg/ml 15D3-A647 mAt-vel vagy 10 uM ciklosporin A jelenlétében 10
ug/ml UIC2-A647 monoklonalis anti-Pgp antitesttel. A jeldlést kdvetden a sejteket hdromszor
mostuk (300 x g, 5 perc, 4 °C) jéghideg, FCS-gl-PBS-sel. Az antitest kotddés mértékét FACS
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Array vagy FACS Aria III (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) 4dramlasi citométer

segitségével hatdroztuk meg.
3.5. Sejtfelszini ABC transzporterek indirekt immunfluoreszcens jelolése

A sejteket gl-PBS-ben (10° sejt/ml) inkubaltuk 37 °C-on 30 percig a megfelelé Pgp
specifikus (15D3: 30 ng/ml) vagy ABCG2 specifikus (5D3: 10 pg/ml) elsédleges mAt-vel. A
QCRL-3 anti-MRP1 mAt-vel torténd jelolés eldtt a sejteket fixaltuk és permeabilizaltuk 1%
paraformaldehid és 0.1% TritonX-100 mellett PBS-ben (15 perc; 4 °C), majd 2 pg/ml QCRL-
3 mAt-vel jeloltiik dket 30 percig 4 °C-on. Majd haromszori jéghideg FCS-gl-PBS-sel torténd
mosas utan Ujabb 30 percig inkubaltuk a mintakat jégen 1 ug/ml CFL647-tel konjugalt kecske
anti-egér IgG (GaMIgG-CFL647, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA)
jelenlétében. A sejteket ujabb haromszori, FCS-gl-PBS-sel torténd mosas utin FACS ARIA 111

aramlési citométerrel analizaltuk.
3.6. Western-blot analizis

A teljes sejtlizatum fehérjéit (2,5 ng fehérje/minta) 8%-os SDS-poliakrilamid gélen
elektroforézissel elvalasztottuk, majd 0,45 um porusdtmérdji nitrocellul6z membranra (GE
Healthcare Life Sciences, Little Chalfont, Buckinghamshire, Egyesiilt Kirdlysag)
elektroblottoltuk. A Pgp-t G1 monoklondlis antitest (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa
Cruz, CA, USA) és torma-peroxidazzal konjugalt kecske anti-egér IgG antitest (HRP-GaMIgG,
Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA) segitségével detektaltuk. Mindkét
antitestet 1:5000 higitdsban alkalmaztuk. Az elShivast SuperSignal West Femto ECL
reagenssel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), a kép rogzitését pedig

Fluor Chem Q Alpha Innotech géldokumentacios rendszer segitségével végeztiik.
3.7. Calcein és BODIPY-vinblasztin akkumulacids teszt

A sejteket (0,25-10° sejt/ml gl-PBS-ben) 10 percig el6kezeltiik ciklosporin-A-val (CsA,
10 uM) 37 °C-on, majd calcein-acetoxi-metilészter (calcein-AM, 100 nM) vagy BODIPY FL-
vinblasztin (VBL-BPY, 100 nM) adésat kovetden tovabbi 30 percig inkubaltuk 37 °C-on.
Ezutan a mintdkat jéghideg, 1% FCS tartalmu gl-PBS-sel (FCS-gl-PBS) mostuk, és jégen
tartottuk a mérésig. A mérés soran az elpusztult sejteket propidium-jodiddal (PI; 5 pg/ml)
torténd festéssel zartuk ki az analizisbol. A Pgp transzportaktivitdsat a relativ calcein vagy
VBL-BPY akkumulacié novekedéssel jellemeztiik, melyet a CsA-val kezelt és nem kezelt

mintdk hattér fluoreszcencidval korrigalt fluoreszcencia intenzitdsdnak hanyadosaként

szamoltunk ki [169].
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3.8. Rodamin 123 efflux esszé

A sejteket (10° sejt/ml gl-PBS-ben) 30 percen keresztiil 37 °C-on inkubéltunk 0,5 pM
rodamin 123-mal (R123, fluoreszcens Pgp szubsztrat). A vad tipusu Pgp-t expresszalo sejteket
100 uM verapamil (kompetitiv Pgp inhibitor) mellett toltottiik fel R123-mal. Majd a sejtek altal
fel nem vett festéket eltavolitottuk, és a mintdkat jégen tartottuk a mérés kezdetéig. Az efflux
mérés kezdetén az R123-mal feltoltott sejteket 37 °C-os 0,5% fotalis marha szérumot (FCS)
tartalmaz6 gl-PBS-sel higitottuk ki, és a sejtek R123 fluoreszcencia intenzitasat Becton
Dickinson FACS Aria III aramlasi citométerrel temperalt mintavételi egységet hasznalva
folyamatosan mértiik 5 percen keresztiil. A median fluoreszcencia intenzitasokat (y) 10
masodpercenként atlagoltuk, és az idé (¢) fliggvényében abrdzoltuk. A tovabbiakban a
sejtszuszpenziobol 10, 20, 30, 60, 120 perc elteltével vettlink mintat, majd a sejtek
fluoreszcencia intenzitdsait FACS Aria III-mal mértiik. Az elsérendii transzport sebességi
allandot (k) a mérési pontok exponencidlis fiiggvénnyel torténd illesztésével hatdroztuk meg az
1. egyenlet alapjan, ahol a a kezdeti fluoreszcencia intenzitds (a 0. percben mérhetd maximalis
fluoreszcencia intenzitds) €s a végtelenben mérhetd minimalis fluoreszcencia intenzitas

kiilonbsége, ¢ pedig a sejtek hattérfluoreszcencia intenzitasa:

y=a- e_k" +C 1. egyenlet

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

A sejteket nyolc-kamras Ibidi p-Slide-okban (Ibidi GmbH, Martinsried, Németorszag)
novesztettiik két napig, olyan kezdeti sejtszamot alkalmazva, hogy kozel konfluens kultarat
alkossanak a kisérlet idejére. A sejteket haromszori 10% FCS-t tartalmaz6 HEPES pufferrel (20
mM HEPES, 123 mM NacCl, 5 mM KCl, 1.5 mM MgClz, 1 mM CaCl.) torténd mosast kovetden
30 percig 37 °C-on eldkezeltiik CsA-val (10 puM), NaN3 (10 mM) és 2-deoxi-D-gliikdz (8§ mM)
keverékével, Na2VOs-tal (2 mM) vagy N-etilmaleimiddel (NEM, 50 uM). Ezt kdvetden tovabbi
fél ordn keresztiil inkubéltuk a mintdkat 37 °C-on 100 nM VBL-BPY és A647 fluoroforral
konjugélt 15D3 anti-Pgp monoklonalis antitest jelenlétében (30 png/ml, 15D3-A647). Az
inkubalast kovetden haromszor mostuk a sejteket jéghideg 10% FCS-t tartalmazé HEPES
pufferrel, majd 5 pg/ml Pl-vel jeldlve konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk. Az elpusztult, PI-

pozitiv sejteket kizartuk a vizsgalatbol.
3.10. Sejtek permeabilizalasa Staphylococcus aureus a-toxinnal, illetve streptolizin-O-val

A Staphylococcus aureus a-toxin és a streptolizin-O (Sigma-Aldrich, Budapest) a sejtek
plazmamembréanjdban gylriiszerii strukturakat hoznak létre, amelyek kisméretii vizoldhatd
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molekulak szdmara atjarhatéva teszik a membrant [170]. A konfokdlis mikroszképidhoz
elékészitett Ibidi p-Slide IV®* targylemezre novesztett NIH 3T3 sejteket 50 pg/ml a-toxin, az
MDCK sejteket pedig 20 pg/ml (kb. 1300 U/ml) streptolizin-O (SLO) kezeléssel (37 °C, 30-60
perc) permeabilizaltuk 10 mM DTT és protedz inhibitor koktél mellett 1% FCS-t tartalmazo
HEPES puffeben (20 mM HEPES, 123 mM NaCl, 5 mM KCI, 1.5 mM MgClz, 1 mM CaCly).
A permeabilizalt sejtek aranyat propidium-jodidos festéssel hataroztuk meg, a permeabilizalast
akkor fejeztiik be, amikor a sejtek koriilbeliil 80%-a PI pozitivva valt. A permeabilizalést

kovetden a szabad toxint mosassal tavolitottuk el.

Aramlasi citometrias méréshez az MDCK sejtszuszpenziokat (10° sejt/ml) 5 pg/ml (325
U/ml) streptolizin-O-val permeabilizaltuk 60 percig 37 °C-on, majd jéghideg 1% FCS-t
tartalmazé HEPES pufferrel mostuk haromszor (a centrifugalds 4 °C-on és 500 xg-n tortént 5
percig).
3.11. Permeabilizalt sejtek jelolése VBL-BPY-vel és 15D3-A647-tel

A permeabilizalast kovetden a sejteket haromszori 10% FCS-t tartalmaz6 HEPES
pufferrel (20 mM HEPES, 123 mM NacCl, 5 mM KCI, 1.5 mM MgClz, 1 mM CacCl) torténd
mosast kovetden 30 percig 37 °C-on eldinkubaltuk CsA-val (10 uM) vagy ATP/MgClz (5 mM)
¢s NaxVOs (2 mM) keverékével, illetve AMP-PNP/MgClx-dal (3 vagy 5 mM), majd ezt
kovetden tovabbi fél 6ran keresztiil inkubaltuk a sejteket 37 °C-on VBL-BPY (100 nM) és A647
fluoroforral konjugalt 15D3 anti-Pgp mAt jelenlétében (30 pg/ml, 15D3-A647). Az inkubalast
kovetéen haromszor mostuk a sejteket jéghideg 10% FCS-t tartalmazé HEPES pufferrel, majd
5 pg/ml Pl-vel jelolve konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk. A permeabilizalodott, PI-pozitiv

sejteket hasznaltuk a vizsgalathoz.
3.12. In vitro citotoxicitasi tesztek

A KB-V1, illetve KB-3-1 sejteket 5-10° sejt/lyuk koncentracidban 96 lyuku plate-ben
drogmentes médiumban tenyésztettiik 24 6raig, majd tovabbi 72 6ran keresztiil inkubaltuk (37
°C, 5% CO») kiilonbozd koncentracidkban alkalmazott doxorubicin (DOX) és CsA (1 vagy 10
uM) és/vagy UIC2 mAt (10 pg/ml) jelenlétében és hidnyaban. Ezt kdvetden a médiumot
AlamarBlue (Serotec, Egyesiilt Kirdlysag) tartalmu fenolvords indikator nélkiili DMEM-re
cser¢ltiik és tovabbi két 6ra inkubalast kovetden a redukalt AlamarBlue mennyiségét microplate
olvasoval (BioTec Synergy HT, US) hataroztuk meg (a mintak 560/590 nm-es fluoreszcencia
intenzitasanak mérésével). A mintdk fluoreszcencia intenzitasa aranyos a benniik talalhato

¢letképes sejtek szamaval. Az ¢l sejtek aranyat a DOX koncentracid fliggvényében abrazoltuk,
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majd a doézis-hatds gorbéket a 2. egyenlet szerint (ahol max és min a gérbe maximuma és
minimuma, illetve a Hill koefficiens a szigmoid gorbe meredeksége) illesztettiik, ¢€s

meghataroztuk a DOX félhatasos dozisat (ECso) a kiillonbozo kezelések esetében.

(max—min)
N Hillslope 2. egyenlet
EC,,

y =min+

1+

3.13. In vitro ellenanyagfiiggo sejtkozvetitett citotoxicitas (ADCC) esszé

A kisérleteket Barok és mtsai. [171] leirasa alapjan végeztiik, kisebb méddositasokkal. A
human periférids vér mononuklearis sejtjeit (PBMC) buffy coat-bol (a vér fehérvérsejteket és
vérlemezkéket tartalmazd frakcidja, melyet az Orszdgos Vérellatd Szolgalat bocsatott
rendelkezésiinkre) szeparaltuk ficoll gradiens (Histopaque 1077, Sigma-Aldrich)
centrifugdldssal. A PBMC frakciot (effektor sejtek) kétszeri mosast kovetéen 10% FCS-t
tartalmaz6 DMEM-ben szuszpendaltuk fel. A KB-V1 és KB-3-1 sejteket (target sejtek) 10 uM
5(6)-karboxifluoreszcein-diacetat-N-szukcinimidil észterrel (CFDA-SE) jeloltiik 10 percig 37
°C-on gl-PBS-ben, majd 10% FCS-t és 1% BSA-t tartalmaz6 DMEM-mel mostuk haromszor,
végiil 10% FCS-t tartalmazé6 DMEM-ben vettiik fel.

A CFDA-SE jelolt target sejteket (1,5-10° sejt/minta) a periférias vérbdl izolalt
mononukledris sejtekkel, mint effektor sejtekkel, kiilonb6z6 aranyokban (1:5, 1:10, 1:50 és
1:100) kevertiik 6ssze. Ezutan a mintakat DMEM médiumban 0,1 uM CsA és/vagy 20 pg/ml
UIC2 jelenlétében vagy hianyaban inkubaltuk 37 °C-on CO:z-inkubatorban nyolc oOran
keresztiil. PI festést kdvetden a mintdkat aramldsi citométerrel mértiik. Elpusztult target
sejteknek a CFDA-SE"/PI" populacidt, €16 target sejteknek a CFDA-SE'/PI" populdciot
tekintettiik (a populaciok kapuzasat az 1. kiegészitd dbra szemlélteti). A CFDA-SE"/PI" kett6s
pozitivitast mutaté sejtek aranya az 0sszes CFDA-SE" sejtekhez (target sejtek) képest megadija
az elpusztult target sejtek ardnyat. Negativ kontrollként effektor sejteket nem tartalmazo
szuszpenziot, pozitiv kontrollként pedig 4% paraformaldehiddel fixalt szuszpenziot

hasznaltunk.
3.14. In vitro komplementfiiggé citotoxicitas (CDC) esszé

A kezelt (20 mg/ml UIC2 és/vagy 0,1 uM CsA) vagy kezeletlen KB-V1 és KB-3-1
sejteket (2,5-10° sejt/ ml) kiilonbozd higitasokban kevertiik frissen preparalt huméan szérummal.
4 ora inkubalas utan (37 °C, COz-inkubator) aramlési citométerben meghataroztuk a PI pozitiv

halott sejtek aranyat. A hasznalt huméan szérumok hemolitikus aktivitasat nyul sztroma
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antitestekkel szenzitizalt barany vordsvértestek (SSRBC-k, Dr. Bacsi Attila ajandéka, DE
Immunoléogia Intézet) segitségével hatdroztuk meg. Ennek soran 50 pl 1%-os SSRBC-t
kiilonboz6 higitdsokban kezeletlen vagy ho-inaktivalt (30 perces 56 °C-on torténd inkubalassal
inaktivalt) human szérummal inkubaltunk 30 percig 37 °C-on. Centrifugalast kdvetden a lizalt
SSRBC-kbdl felszabadult hemoglobin mennyiségét a feliiluszobdl vett mintdk 541 nm-en mért
abszorpcidja alapjan hataroztuk meg BioTek Synergy HT plate olvasé segitségével. Az igy
kapott értékek alapjan meghataroztuk, hogy adott szérumhigitdsnal az SSRBC-k hany szazaléka
lizalodott, igy a dozis-hatas gorbébol meghatarozhattuk a CHso értékeket (az a szérum-higitas,

melynél a vorosveértestek 50%-a lizist szenved), melyek a normalis tartomanyon beliil voltak.

3.15. Allatkisérletek

A kisérletekhez 10-12 hetes, patogénmentes B-17 sulyos kombindlt immunhidnyos
(severe combined immunodeficiency, SCID) egereket hasznaltunk [172]. Az allatokat
patogénmentes koriilmények kozott 26+2 °C hdmérsékleten 50+10% paratartalom mellett
tartottuk tizenkét oras cirkadidn ciklust alkalmazva. Az ivovizet és takarmanyt autoklavozassal

sterilizaltuk, melyhez igény szerint hozzafértek az allatok.

A SCID egerek combjaba szubkutan KB-3-1 (Pgp~; 1.5-10° sejt 150 pl seteril PBS-ben
a bal combba) és KB-V1 (Pgp*; 3:10° sejt 150 pl steril PBS-ben a jobb combba) sejteket
injektaltunk. Ahhoz, hogy hasonlé méretli tumorokat kapjunk mindkét sejtvonal esetében, a
KB-V1 sejtek mennyiségét, azok lassabb osztddasi rataja miatt meg kellett duplaznunk. Azért,
hogy limitaljuk a felhasznalt allatok szamat és maximaljuk a tumorok mennyiségét, végeztiink
olyan kisérletet is, ahol az egerek vallaba és combjaba is injektaltunk sejteket. A tumorokat
négy napig hagytuk néni, majd az egereket doxorubicinnel (5 mg/ttkg, i.v), vagy doxorubicin
¢s UIC2 mAt (5 mg/ttkg, i.v.), illetve CsA (Sandimmun, Novartis, Basel, Switzerland; 10
mg/ttkg, i.p.), vagy mindharom kombinacidjaval kezeltiik. A kisérletet a kemoterapiat kovetd
nyolcadik napon terminaltuk, az allatokat nyaki diszlokacioval oOltiik le, az eltavolitott
tumorokat a tomegiik meghatdrozasat kovetéen az mRNS analizisig folyékony nitrogénben

taroltuk.
3.16. mRNS analizis

A fagyasztott tumorszeleteket tizszeres térfogatt, elére hiitétt RNAlater-ICE oldatban
(Applied Biosystem, CA) tartottuk -20 °C-on egy éjszakan at, hogy megdévjuk az RNS-t a
degradéciotol, majd teljes RNS-t izoldltunk a mintab6l RNeasy Mini kit (Qiagen Inc., CA)
segitségével a gyartd utasitasai szerint. Az izolatum RNS tartalmat NanoDrop ND-1000 UV-
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Vis spektrofotométer (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE) segitségével hataroztuk meg.
Ezt kdvetden a Pgp mRNS expresszidjat a tumorokban és a xenotranszplantacidhoz hasznalt
sejtekben RT-qPCR (reverz transzkripcios valos ideji kvantitativ polimerdz lancreakcio)
modszerrel, Tagman esszé segitségével (Applied Biosystem, CA) hataroztuk meg. A Pgp
mRNS expressziojat a mintdkban a human glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogendz (GAPDH)

mRNS mennyiségéhez viszonyitottuk.

3.17. Konfokalis mikroszkopia

A mikroszképos mintdkat Olympus FluoView 1000 invertalt IX-81 allvannyal felszerelt
konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk. A képalkotdshoz UPlanSApo 60x (NA=1,35)
olajimmerzids objektivet hasznaltunk (Hamburg, Germany). A VBL-BPY-t Ar-ion lézer 488
nm-es vonaldval gerjesztettiik, emisszigjat pedig 500 nm és 530 nm kozott detektaltuk. A PI-t
egy He-Ne lézer 561 nm-es vonalaval, az A647-et pedig egy ugyanilyen lézer 633 nm-es
vonalaval gerjesztettiik. A PI fluoreszcenciajat 555 nm ¢és 655 nm kozott, mig az A647

fluoreszcencidjat 655 nm és 755 nm kozott detektaltuk.

Az intakt sejtek jelolését kovetden a Pearson-féle keresztkorrelacids egyiitthatok
meghatarozasahoz a sejtek membranfelszinérdl készitettiink felvételeket, majd a VBL-BPY
(zold) és 15D3-A647 (piros) csatornai kozotti keresztkorrelaciot szamoltuk ki Shrestha és
mtsai. [173] alapjan. A keresztkorrelacids egyiitthato (C) a 3. egyenlet alapjan szamolhat6 ki,
melyben az xi; illetve yi; a kép két csatorndjaban 1évo i és j koordinatdkkal meghatarozhato
pixel intenzitasa korrigdlva a kapos zardjelben 1évo hattérfluoreszcencia értékekkel. A
keresztkorrelacios koefficiens elméleti maximuma 1, ebben az esetben a két csatornaban
mérhetd jelek 100%-ban kolokalizalnak, mig 0 érték esetén az eloszlasok egymashoz képet
véletlenszert, -1 esetén pedig az adott pixelben az egyik csatornaban mérhetd jel kizarja a masik

csatorna jelének jelenlétét.

_ Z,»Z_,(xi,j —<x>)(y,.’j —<y>)
V2 @ 3 (0

A permeabilizalt sejtek membranstruktirajaban tortént valtozdsok miatt nem tudtunk jo

C

3. egyenlet

mindségl felvételeket késziteni a membranfelszinekrdl, igy ott Pearson-féle keresztkorrelacios
egylitthatd szamitasara nem volt lehetdség. Ezeket a képeket gy kvantifikaltuk, hogy
meghataroztuk a VBL-BPY ¢és a 15D3-A647 anti-Pgp antitest fluoreszcenciajanak hanyadosat

a membrant reprezentald pixelekben (a szamolas folyamatabrdjat a 2. kiegészité abra mutatja).
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3.18. Aramlasi citometria

Vizsgélataink soran Becton Dickinson FACScan, FACS Array vagy FACS Aria III

tipust aramlasi citométereket hasznaltunk (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA).

Az ADCC ¢és a CDC essz€k eredményének kiértékelése soran a FACScan 488 nm-es
Ar-ion lézerét hasznaltuk gerjesztésre, és a CFDA-SE jelét az 530/30 nm-es savsziirdvel ellatott

csatorndban, mig PI-t az 585/42 nm-es savsziirdvel ellatott csatorndban detektaltuk.

FACS Array mérések soran a PI-t 532 nm-es, az A647-et pedig 633 nm-es didda 1ézerrel
gerjesztettiik. A PI-t 585/42 nm-es (,,Yellow csatorna”) az A647-et pedig 661/16 nm-es (,,Red

csatorna’) savszlrdn keresztiil detektaltuk.

A calcein és VBL-BPY akkumulécios teszt soran €s az R123 efflux FACS Aria I1I-mal
torténd mérésekor a fluoroforokat az Ar-ion 1ézer 488 nm-es vonalaval gerjesztettiik, és az
emittalt fényt 530/30 nm savsziirén keresztiil detektaltuk. A PI-t 532 nm-es DPSS 1ézerrel
gerjesztettiik, és 585/42 nm-es savszirdn keresztiil detektaltuk. A magas Pgp expresszidju
sejtpopulaciokat direkt immunfluoreszcens jelolést kovetden dramlasi citometrids
sejtszeparalassal valogattuk ki FACS Aria III késziilék segitségével. Ezekben a kisérletekben
az A647-et 633 nm-es He-Ne l1ézerrel gerjesztettiik, és az emittalt jelet 660/20 nm-es savsziirén

keresztiil detektaltuk.
3.19. Kiértékeléshez hasznalt programok és statisztikai analizis

A mikroszkopos képek szerkesztéséhez és a grafikai utdmunkahoz Imagel-t [174],
Adobe Photoshop-ot és Adobe Illustratort (Adobe Systems Inc.), az adatok statisztikai
analizisére Sigma Stat (Systat Software Inc.) vagy SPSS (IBM Inc.) programokat hasznaltunk.
Két fiiggetlen csoport Osszehasonlitisara kétmintds t-probat, hdrom, vagy tobb csoport
Osszehasonlitdsara varianciaanalizist (ANOVA) alkalmaztunk. A mintdk paronkénti
Osszehasonlitasadhoz, egyenlé varianciak esetén Holm-Sidak, kiilonbozé variancidk esetén
pedig Dunnett T3 post hoc tesztet alkalmaztunk. A kiilonbségeket akkor tekintettiik
szignifikansnak, ha P<0,05 volt.

A bevezetésben lathato filogram elkészitéséhez a CLUSTALX [175] és Archaeopteryx
[176] programokat hasznaltuk. A topologiai diagramok a PROTTER [177] online topologiai

szoftverrel késziiltek a szemléltetett fehérjék UniProt adatbazis bejegyzése alapjan.

A fehérjék UniProt azonositdi a kovetkezOk: ABCA1: 095477; ABCA2: QIBZCT7;
ABCA3: Q99758; ABCA4: P78363; ABCAS: Q8WWZ7; ABCA6: Q8N139; ABCAT:
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http://www.uniprot.org/uniprot/P78363
http://www.uniprot.org/uniprot/Q8WWZ7
http://www.uniprot.org/uniprot/Q8N139

Q91V24; ABCAS: 094911; ABCA9: QSIUA7; ABCA10: Q8WWZ4; ABCA1l: Q4W5NI;
ABCA12: Q86UKO; ABCB1: P08183; ABCB2: Q03518; ABCB3: Q03519; ABCB4: P21439;
ABCBS: Q2M3G0; ABCB6: QI9NP58; ABCB7: 075027, ABCBS8: QI9NUT2; ABCBO:
QONP78; ABCB10: Q9NRK6; ABCBI11: 095342; ABCCI1: P33527; ABCC2: Q92887,
ABCC3: 015438; ABCC4: 015439; ABCC5: 015440, ABCC6: 095255; ABCC7: P13569;
ABCCS8: Q09428; ABCC9: 060706; ABCC10: Q5T3US; ABCCI11: Q96J66; ABCCI12:
Q96J65; ABCD1: P33897; ABCD2: Q9UBJ2; ABCD3: P28288; ABCD4: 014678; ABCEI:
P61221;ABCF1: Q8NE71; ABCF2: Q9UG63; ABCF3: QINUQS; ABCG1: P45844; ABCG2:
QI9UNQO; ABCG4: Q9H172; ABCGS: Q9H222; ABCGS: Q9H221.

A molekulaszerkezetek abraihoz az UCSF Chimera programcsomagot hasznaltuk
(Chimera is developed by the Resource for Biocomputing, Visualization, and Informatics at the
University of California, San Francisco (supported by NIGMS P41-GM103311)) [178],
melyhez a Pgp humén homolédgia modelljeit Hegedlis Tamas (Biofizikai és Sugarbiologiai

Intézet, Semmelweis Egyetem, Budapest, Magyarorszag) bocsatotta rendelkezésiinkre.
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4. Eredmények
I. A P-glikoprotein szubsztratkoto képességének vizsgalata a katalitikus ciklus soran

4.1. Az MDCK sejtek a Pgp mutans variansait a vad tipussal 6sszemérhetd szinten

expresszaljak

A B

/;:\ on (75}

& g 5 < =

2 25000 1 £ BEZC
B 2% Q9L S S

Hkok S )

g 20000 A T = = SMM S
.8

8 250 —

5 15000 170 — II-.
§ -l- 130 —

g 10000 A 100 —

é 5000 - 0=

o~

3

sk
i 0 = T T
a W, Yag, & 7
O, 2, L35 N
2 oy, 0y 07647"7

9. dbra A kiilonbozé MDCK sejtvonalak Pgp expressziojanak ellendrzése direkt
immunofluoreszcencidval (4) és Western blottal (B). A sejteket 30 percig inkubdltuk
15D3-A647 anti-Pgp antitesttel, majd a sejtek fluoreszcencia intenzitdasdt dramlasi
citométerrel mértiik, és a kapott fluoreszcenciaeloszldsi hisztogramok medidanjainak
atlagait abrazoltuk. Az abran harom fiiggetlen mérésbol szarmazo medianok atlagai
(£8D) (A) lathatok. **: P<0,01; ***: P<0,001 A Western blot analizis soran a sejtek
fehérjetartalmat SDS-PAGE-gel valasztottuk el, majd a blottolas utan a Pgp-t Gl
anti-Pgp antitesttel detektaltuk. Az abran egy reprezentativ Western blot (B) lathato.

Ahhoz, hogy a vad tipusu és Walker A mutans Pgp varidnsok transzportaktivitasat 6ssze
lehessen hasonlitani, olyan sejtvonalakra volt sziikségiink, melyek hasonldé mértékben fejezik
ki a kiilonboz6 variansokat. Ezért a kollaboracios partnereink altal eldallitott transzgénikus
sejtvonalakb6l a  Pgp-t homogén moddon expresszald  sejtpopulaciokat  direkt
immunfluoreszcens jelolést kovetden aramlasi citometrias sejtszeparalassal valogattuk ki
(FACS Aria III High Speed Cell Sorter, Becton Dickinson). A sejtklonok Pgp expressziojat
immunfluoreszcens jeldléssel és dramlasi citometriaval, illetve Western-blottal rendszeresen
ellendriztik (9. dabra). A vad ¢és féloldali mutans Pgp-t kifejezo sejtvonalak expresszios szintje
nem kiilonbozott egymastdl szignifikdnsan, mig a dupla mutdns Pgp expresszidja magasabb

volt.
4.2. A Walker A mutans Pgp molekulak rezidualis transzportaktivitassal rendelkeznek

A kiilonbozé Pgp variansok transzportaktivitasat szubsztratakkumulédcios-teszttel

mértiik, melyben calcein-AM-et hasznaltunk Pgp szubsztratként. Ahogy az a bevezetében mar
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emlitésre keriilt, a calcein-AM csak akkor valik fluoreszcenssé, s ezaltal detektalhatova, ha azt
a Pgp nem képes a membranbol eltavoltani, igy a citoplazmaba jut, s ott aspecifikus észterazok
fluoreszcens calceinné alakitjdk. A Pgp varidnsok transzportaktivitasait a sejtek CsA

(ciklosporin A, kompetitiv Pgp gatloszer) érzékeny calcein felvételével jellemeztiik.

Kisérleteink soran MDCK sejteket és azok mutdns Pgp varidnsokat expresszald
valtozatait hasznéltunk a calcein akkumulédciés mérésekhez. A vad tipusu Pgp-t expresszalod
sejtek esetében a CsA kezelés hatasara jelentdsen, 84,3+7,3-szorosara noétt a calcein

akkumulacio6 a sejtekben, mely jol mutatja a vad tipusu Pgp-k altali hatékony exportot. Ezek az

EIOO 1 értékek a  féloldali mutans Pgp-ket
% py expresszalo sejtek esetében kisebbek (a
§ K433M mutans esetében 12+0,8-szoros, mig
g 516(5) :: a K1076M mutans esetében 9,5+1,7-szeres
g 0 .’I‘. novekedés), de még mindig szignifikansan
Ej 5 | magasabbak a  mindkét Walker A
§ . o szekvencidjaban mutans Pgp-ket expresszalo

Ay, £, /( /If sejtekéhez (2,3+0,2-szeres), illetve a Pgp-t
OC& QQ’%QS 433/1{ /076/]7 Ny ] ( ) gp

nem expresszald sejtekéhez (1,4+0,3-szeres)
10. dbra A vad tipusi és mutins Pgp molekuldk . .
transzport  funkcidjanak vizsgalata calcein- képest (10. dbra). Ez alapjan feltételezhetjiik,
akkumuldcios méréssel. Az abran a CsA kezelés hatasara
bekévetkezé calcein akkumuldcio névekedés atlagai (+
SD) lathatok harom fiiggetlen mérés adataibol szamolva.
*: P<0,05; **: P<0,01; ***: P<0,001

hogy a féloldali mutaciot hordozod Pgp
molekulak rendelkeznek rezidualis
transzportaktivitassal, mig mindkét NBD

mutéicidja esetén a molekula nem transzportal.

A Walker A mutans Pgp variansok transzportaktivitasanak kvantitativ jellemzésére
vizsgéltuk a rodamin 123 efflux kinetikdjat, és meghataroztuk a rodamin 123 transzport
sebességi allandgjat. Ehhez a sejteket feltoltottiik rodamin 123 festékkel, majd nagy térfogat
rodamin 123 mentes pufferbe helyezve mértiik, hogy milyen gyorsan tavozik a sejtekbdl a

festék.

A sejtek festékkel torténd feltoltése soran arra torekedtiink, hogy a sejtek hasonld
mennyiségli rodamin 123-at vegyenek fel. Ehhez a vad tipusu Pgp-t expresszald sejteket
verapamil (Pgp gatloszer) jelenlétében toltottiik fel, mert a hatékony aktiv transzport miatt a
rodamin 123 6nmagaban alkalmazva szinte egyaltalan nem jutott be a sejtekbe. A tobbi Pgp
varians esetében a csokkent vagy hianyzé transzportaktivitdas miatt nem kellett Pgp gatldszert

alkalmaznunk.
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11. dbra A kiilonboz6 Pgp varidnsok transzport funkcidjanak vizsgdlata rodamin 123 efflux mérésével. Aramldsi
citometria segitségevel kévettiik az elozetesen rodamin 123-mal feltoltott, majd nagy terfogatii rodamin 123 mentes
pufferbe kihigitott sejtek fluoreszcencia intenzitdsat. A mintik median fluoreszcencia intenzitdsat az idd
fiiggvényében abrazolva (A) meghatdroztuk a kiilonbozé Pgp variansokat expresszadlo sejtvonalak rodamin 123
exportjanak sebességi allandojat (B). A sebességi allandok harom fiiggetlen mérés dtlagai £ SD. **: P<(,01

A festékkel feltoltott sejteket ezt kovetden nagy térfogatu, elomelegitett pufferbe téve
mértiik a benniik maradt R123 fluoreszcencigjat. A mérés elsd 6t percében folyamatosan
kovettik az exportot, majd ezt kovetden kiilonbozé iddpillanatokban vett mintak
fluoreszcencidjat mértiik. Az igy kapott R123 fluoreszcencia intenzitdsokat az ido
fliggvényében abrazoltuk, és ebbdl hataroztuk meg a kiillonbozd sejtvonalak transzport

sebességi alladoit (11. dabra A).

Ezekbdl jol lathatd, hogy a sebességi allandd a Pgp-t nem expresszald 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 mutaciot hordozé Pgp-t expresszalo sejtek esetében
a sebességi allandé legaliabb négyszerese (0,1+0,02 min' a K433M sejtek esetében és
0,09+0,01 min' a K1076M sejtek esetében), mig a vad tipusi Pgp-ket expresszald sejtek
esetében a sebességi 4llandd tdbb, mint harmincszorosa (0,7+£0,06 min') a Pgp-t nem
expresszalo sejtek sebességi allandojanak (11. dbra B). Eredményeink aldtdmasztjdk, hogy az
egyik NBD muticidja Osszeegyeztethetd a transzporttal, bar jelentdsen csokkenti annak
hatékonysagat, mig mindkét Walker A szekvencia mutéciodja transzport szempontjabol inaktiv

fehérjét eredményez.

4.3. A féloldali Walker A mutans Pgp-k is képesek az UIC2 mAt kotédésének

megvaltozasat okozo konformacidvaltozasra

Goda ¢és mtsai [169] leirtdk, hogy onmagaban alkalmazva az UIC2 antitest csak a

sejtfelszini Pgp-k 20-40%-ahoz kotédik, de CsA jelenlétében vagy ATP deplécid hatasara a
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12. dbra A kiilonbozé Pgp variansokat expresszalo
MDCK sejtek jelolése UIC2-A647 antitesttel. Jelolés elott
30 percig elokezeltiik a sejteket 10 uM CsA-val, 2 mM V;,
vagy 10 mM NaNs és 8§ mM 2-dezoxi-gliikoz keverékével,
majd tovabb inkubaltuk UIC2-A647-tel 30 percig 37 °C-

on.

atmeneti allapotot [124]

sejtfelszini Pgp-k mindegyike az antitest
szdmara felismerheté konformacidba kertil.
Emellett azt is kimutattak, hogy Vi hatasara
az UIC2-vel jelolhetd Pgp-k aranya csokken.
Ezért tovabbi kisérleteinkben megvizsgaltuk,
hogy a Walker A mutaciét hordoz6é Pgp
molekuldk képesek-e az UIC2 antitesttel
detektalhat6 konformaciovaltozasokra.
Ahogy azt a 12. abra mutatja, a féloldali
mutéciot hordozo Pgp-ket expresszalo sejtek
a vad tipusi Pgp-t kifejezd sejtekhez
hasonléan CsA kezelés és ATP deplécio
hatasara jelentds UIC2 reaktivitas novekedést

mutattak, mig Vi hatdsara — mely a Pi helyére

bekotddve stabilizalja a hidrolizist kdvetd

— UIC2 reaktivitas csokkenést tapasztaltunk. Ugyanakkor a mindkét

oldali Walker A szekvencidban mutaciot hordozd Pgp-ket expresszald sejtek kezeléstol

fiiggetleniil magas UIC2 reaktivitast mutattak. Ezek alapjan elmondhatjuk, hogy a féloldali

mutans Pgp-k képesek az UIC2-reaktiv és UIC2-t nem kotd konforméciok kozotti valtasra, mig

a dupla-mutans Pgp-k az UIC2-reaktiv konformécioban rekedtek, melybdl az altalunk

alkalmazott kezelésekkel nem lehet 6ket kimozditani.

4.4. A Pgp modulatorok nem valtoztatjak meg a sejtfelszini Pgp-k mennyiségét

Felmertilt a kérdés, hogy mivel a kisérletek
soran alkalmazott modulatorok tobbsége jelentds
hatdssal van a sejtek metabolizmusdra, nem
valtozik-e a sejtfelszini Pgp-k szdma az eldkezelés
¢s a jelolés soran. Ennek vizsgélatara vad tipust
Pgp-t expresszalo NIH 3T3 sejteket jeloltiink a
modulatorokkal torténd eldkezelés utdn 15D3-
A647 illetve UIC-A647 antitestekkel. Mivel a
15D3 mAt nem konformdacioérzékeny kotddéstl,
minden sejtfelszini Pgp-t megjelol. Ezekben a

kisérletekben nem tapasztaltunk kiilonbséget a

Vi \ 15D3
/%UICZ

1 03 10 10°
ﬂuoreszcenc1a intenzitas (a.u.)

relativ sejtszam

jeloletlen kontroll
— mAt
—— mAt+ CsA
mAt+V,
mAt + NaN, + 2-dezoxi-gliikoz
13. dabra Vad tipusu Pgp-t expresszalo NIH 3T3
MDRI sejtek jelolése 15D3-A647 és UIC2-A647
monoklondlis antitesttel, miutan az dabran jelolt
modulatorokkal (10 uM CsA, 2mM V;, 10 mM NaN3
és 8 mM 2-dezoxi-gliikoz) 30 percig 37 °C-on
elokezeltiik a sejteket.
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kezeletlen és a modulatorral eldkezelt sejtek jelolodése kozott, mig a konformacidérzékeny
kotédéstt UIC2 antitest esetében az MDCK MDRI1 sejtek esetében mar bemutatott
konformaciovaltozasokat detektaltuk (vo. 12. dbra és 13. abra). Ezek a megfigyelések azt
bizonyitottak, hogy a hasznalt modulatorok az elékezelés és a jelolés soran nem befolyasoljak
jelentdsen a sejtfelszini Pgp-k szdmat, igy az UIC2 kotddése a konformacid tényleges

megvaltozasat jelenti.

4.5. A féloldali Walker A mutans Pgp-k is képesek a szubsztrataffinitas megvaltozasat

okozo konformaciovaltozasra

14. abra A BODIPY FL fluoroforral konjugalt
vinblasztin molekula szerkezete (A). A vinblasztin
eredeti vdza feketével, a hozza kapcsolt boron-
dipirrometén (BODIPY) vdz pedig barnaval van
jelolve. VBL-BPY akkumuldcio mérése (B) vad tipusi
Pgp-t expresszald (also hisztogram), illetve nem
transzfektalt sejteken (felsé hisztogram). A kisérletek
soran a sejteket a 0,1 uM VBI-BPY-vel inkubaltuk 10

kookizéci()

B uM CsA jelenlétében (narancs vonal) vagy hianydaban
= (barna vonal). A sziirke hisztogram a jeléletlen sejtek
kg A _A MDCK hatterfluoreszcenciajat mutatja.

by MDCK

2 15D3-A647

=

e

f' E : :1 : : vad tipus ; BL’BP

100

10! 102 103
fluoreszcencia intenzitas (a.u.)

104

kontroll

jeloletlen kontroll
—— VBL-BPY
—— VBL-BPY + CsA

A Pgp molekuldk szubsztrataffinitasat
BODIPY-FL fluoroforral konjugalt vinblasztin
(BODIPY-FL-vinblasztin; VBL-BPY,
szerkezetét a 14. dbra A része szemlélteti)
molekulakkal Elsoként

VBL-BPY a

teszteltiik.
megvizsgaltuk, hogy a

vinblasztinhoz hasonléan szubsztratja-e a Pgp-

ATP deplécio

nek. Kimutattuk, hogy az MDCK sejtek jol

festddnek VBL-BPY-vel, mig a vad tipusu Pgp-t
15. abra MDCK sejtek jelolése VBL-BPY-vel és

15D3-A4647 antitesttel. A sejteket a festést
megelézden 30 percig 37 °C-on kezeltiik elo

expresszalo sejtekben hasonld koriilmények

kozott jelentdsen kisebb jelolodést figyeltiink
meg. A Pgp" sejtek VBL-BPY akkumulécidjat a
CsA kezelés a Pgp MDCK sejtekkel hasonlo

Ciklosporin A-val (CsA), natrium-ortovanaddttal
(Vi) illetve natrium-azid és 2-deoxi-gliikoz
keverékével (ATP deplécio), majd 30 perc 37 °C-on
tortend jelolést kovetden konfokalis mikroszkoppal
vizsgaltuk. Skala: 10 um.
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szintre fokozta (14. dbra B.). Ezek az adatok aldtdmasztjdk, hogy hasonldan a vinblasztinhoz,

a VBL-BPY megorizte Pgp szubsztrat karakterét.

Ezt kdvetden megvizsgaltuk, hogy a sejten beliill hogyan oszlanak el a VBL-BPY
molekuldk, illetve, hogy megvaltozik-e az eloszlasuk kiilonb6z6 Pgp moduléatorok hatasara. A
Pgp" MDCK sejtekben a VBL-BPY intracellularis vezikuldkban halmozddott fel, ugyanakkor
plazmamembran festddést nem tapasztaltunk. Erdekes modon ATP depléci6 hatdsara némiképp
megvaltozott a VBL-BPY festddést mutatd vezikuldk intracellularis eloszlasa, mely abban
nyilvanult meg, hogy ezek a sejtmaghoz kozel, vagy a mag koriil koncentralodtak. A Pgp

MDCK sejtek esetében nem tapasztaltunk festédést a 15D3-A647 anti-Pgp mAt-vel (15. dbra).

A B
MDCK MDRI vad tipus MDCK MDR1 MM

VBL-BPY 15D3-A647  kolokalizacio VBL-BPY 15D3-A647  kolokalizacio

Fre.

e

kontroll

kontroll

ATP deplécio
CsA

16. abra Vad tipusu (A) és dupla mutans (B) Pgp-ket expresszalo MDCK sejtek jelolése VBL-BPY-vel (zold) és
15D3-Alexa647 mAt-vel (piros) elokezelés nélkiil (A és B, felso sor), ATP depléciot kévetoen, melyet 30 perces
elokezeléssel értiink el 10 mM Na-aziddal és 8 mM 2-dezoxi-gliikozzal (A, alsé sor), illetve 30 perces elokezelés
utan 10 uM CsA-val (B, also sor). Az inzertek apikalis membran feliiletrdl kesziilt felvételek. Skala: 10 um.

A vad tipusu Pgp molekuldkat expresszald sejtek esetében azonos miiszer bedllitds
mellett nem tapasztaltunk intracellularis VBL-BPY felhalmozo6dast a hatékony transzport
kovetkezményeképpen (16. abra A, felsé sor), ezzel szemben, amikor a sejteket ATP depléciot
kovetden festettiik VBL-PBY-vel, intenziv plazmamembran festddést tapasztaltunk (16. abra
A, also sor). 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 expresszald sejtek esetében igen erds membran festodést detektaltunk (16. dbra B,
felso sor). Ez a membran jel616dés minden esetben kivédhetd volt CsA elokezeléssel (16. abra
B, also sor). Mivel a membranban detektalhatdo VBL-BPY jel csak a Pgp-t expresszalo sejteken
volt megfigyelhetd, raadasul kompetitiv Pgp inhibitorral kivédhetd volt, arra kdvetkeztettiink,
hogy ebben az esetben a VBL-BPY a nagy szubsztrataffinitasu konformacioban 1évo Pgp-k

szubsztratkotd helyére kotddik be és ott csapdazodik.
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17. abra A kiilonbozo Pgp variansokat expresszalo MDCK sejtek (A: vad tipus; B: K433M; C: K1076M; D:
MM) esetében szamolt Pearson-féle keresztkorrelacios koefficiensek, melyeket a VBL-BPY és 15D3-A647
csatornak kozotti intenzitas-eloszlasokbol hatarozunk meg. A sejteket 30 percig elokezeltiik 10 uM CsA-val,
2 mM natrium-ortovanadattal (Vi), 10 mM natrium-azid és 8 mM 2-deoxi-gliikoz keverékével (ATP deplécio),
illetve 50 uM NEM-mel, majd tovabbi 30 percig festettiik 100 nM VBL-BPY-vel és 30 ug/ml 15D3-A647 anti-
Pgp antitesttel 37 °C-on. A keresztkorreldcios koefficienseket membranfelszinekrdl késziilt kepekbol
hatdroztuk meg. A vad tipusu Pgp-ket expresszdlo sejtek kezeletlen kontolljatol szignifikansan kiilonb6zo
mintakat (*: P<0,05; **: P< 0,01; ***: P<0,001), illetve az adott sejtvonal sajat kezeletlen kontolljatol
szignifikansan kiilonbozd mintdakat (1: P<0,05; #1: P< 0,01; {17: P<0,001) jeloltiik.

Mivel a VBL-BPY ¢és a Pgp vizualizaldsara hasznalt 15D3-A647 anti-Pgp antitest jele jol
korrelalt, a szubsztratkdtd konformacioban 1évé Pgp-k ardnya meghatarozhatéd volt a két jel
Pearson-féle keresztkorrelacios egylitthatdjanak meghatarozasaval. Mivel az antitest kotodése
konstans volt a kisérletek soran, igy a keresztkorrelacids egyiitthatd értéke csak a VBL-BPY
kotédésének mértékétdl fiiggott. A kétoldali mutdns Pgp-ket expresszald sejtek esetében a
keresztkorrelacios egyiitthatd magas volt (0,8 koriili), mely alapjan arra kovetkeztethettiink,
hogy a Pgp-k tilnyomo tobbsége magas szubsztrataffinitdsu konformacidban volt (17. dbra D
panel). A féloldali mutansokat expresszald sejtek esetében valamivel magasabb volt a VBL-
BPY kotés és ezzel egyiitt a keresztkorrelacids egyiitthatd is, mint a vad tipusa Pgp-t

expresszalo sejt esetében. A kompetitiv inhibitorral (CsA) torténd elokezelés mindegyik mutans
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esetében, mig a poszt-hidrolitikus allapotot rogzité foszfat analdg (Vi) a féloldali mutansok
esetében csokkentette a keresztkorrelacios egyiitthatd értékét nullahoz kozelitd értékre (17.
dabra B-D panelek). Ha a sejteket ATP depletaltuk, vagy meggatoltuk a Pgp-k ATP kotését N-
etilmaleimid (NEM) alkalmazaséaval, mind a vad tipusu, mind a féloldali mutans Pgp-k nagy
szubsztrataffinitdsi konformacioba keriiltek, melyet jol tikrozott a keresztkorrelacios
koefficiens magas, 0,8 koriili értéke (17. dbra A, B és C panelek). Itt érdemes megjegyezni,
hogy a dupla mutans Pgp-ket a magas szubsztrataffinitasa allapotbol nem lehetett kimozditani,
a fluoreszcens szubsztrat kotodését csak a kompetitiv inhibitor alkalmazasa géatolta meg (17.
dabra D panel). A keresztkorrelacios egyiitthatok kiszdmitdsahoz hasznalt konfokalis
mikroszkopos képekbdl a 3. és 4. kiegészité dabra mutat mintanként egy-egy reprezentativ

példat.

Ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a féloldali nukleotidk6to hely
mutaciot hordozo Pgp variansok a szubsztrat transzport vizsgaltok eredményeivel 6sszhangban
képesek a magas €s alacsony szubsztrataftinitasa allapotok kozotti konformaciovaltozasra, mig

a dupla muténs erre képtelen.
4.6. Streptolizin-O-val permeabilizalhatok az MDCK sejtek

Az MDCK sejtek, illetve ezek

S
S 100 A : :
g O  kezeletlen valamilyen ABC transzporterrel transzfektalt
8 804 © DIT . . e .
= valtozata jol permeabilizalhat6 streptolizin-O-
E 60 1 val (SLO), mely egy, a Streptococcus
Qo
;é 40 1 baktériumok  altal  termelt hemolitikus
= 20 4 endotoxin. Mivel az SLO oxigén labilis, a
<
Q
g 0 permeabilizalas hatasfoka jelentésen
g L el - A

102 10! 10° 10! 102 novelhetd redukaldo agens, példaul DTT

SLO (ug/ml) hozz4adasaval. Redukalo koériilmények kozott

18. dabra MDCK sejtek permeabilizalasa SLO-val. A 3 toxin mar 35 ug/ml koncentracioban
sejteket két oran keresztiil kezeltiik 37 °C-on kiilonbozo

crev

koncentracioji SLO-val, 10 mM DTT jelenlétében vagy hatékonyan permeabilizalta a szuszpenzios

hianyaban, majd a permeabilizalodott  sejteket . . o, B .
propidium-jodiddal tettiik lathatéva. sejtek tobbségét (18. dbra), viszont a letapadt

cre

alkalmaztuk tovabbi kisérleteinkben. A sejtek permeabilizdldsa utdn a membranban kialakulo

porusok atmérdje elég nagy ahhoz, hogy rajtuk keresztiil kimoshassuk bel6liik a nukleotidokat,

analogokkal.
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4.7. A Pgp nagy szubsztrataffinitasi konformaciéjabol az alacsony szubsztrataffinitasa

konformacidba torténé atbillenéséhez elegendé a nukleotid kotodése

3T3 MDRI vad tipus
VBL-BPY 15D3-A647  kolokalizacio

/’\r‘

Mivel a kilonbozd nukleotidok nem

membranpermeabilisak, igy intakt sejteken nem
vizsgalhatd, hogy milyen hat4ssal vannak a Pgp

molekulak konformacidjara és

szubsztrataffinitasara. Az NIH 3T3 MDRI1

kontroll

sejteket Staphylococcus a-toxinnal, mig az

CsA

MDCK sejteket Streptolizin-O-val
permeabilizaltuk, majd kiilonb6z6
nukleotidokkal és Pgp modulatorokkal torténd
elokezeléseket kovetéen festettiik oket VBL-
BPY-vel és 15D3-A648 anti-Pgp mAt-vel. Ezt

antitest  fluoreszcens  jelének aranyat a 19. dbra A Csd, ATP/Mg’*+V, vagy AMP-
PNP/Mg*" kezelés hatdsa a Stapylococcus aureus a-
membranban. Mivel a permeabilizalatlan roxinnal permeabilizalt NIH 3T3 MDRI sejtek VBL-
. ; . BPY-vel tértend jelolodésére. A sejteket 37 °C-on 30
sejtekhez hasonléan a 15D3-A648 antitest percig elbkezeltiik a fent emlitett anyagokkal (10 uM
CsA, 5 mM ATP/Mg> + 2 mM V,, illetve 5 mM AMP-
PNP/Mg™*), majd 100 nM VBL-BPY-vel (z6ld) és 30
ug/ml 15D3-A647-tel (piros) festettiik. Kiértékelés
soran a permeabilizalodott sejteket hasznaltuk,
kotédés mértekétol  fiiggott (a  konfokalis melyek magja jol jelélédott Pl-vel (kék). Skala: 10
um.

kovetden az ,,Anyagok és modszerek™ fejezetben,
illetve a 2. kiegészitd dabrdn emlitett modon

szamitottuk ki a VBL-BPY és a 15D3-A648

AMP-PNP/Mg>* ATP/Mg?> + V.

kotédésének mértéke itt is konstans volt, a

fluoreszcens jelek aranya csak a VBL-BPY

mikroszkopos képekbdl egy-egy reprezentativ

példa lathato a 19. abra és az 5. kiegészito abran).

A nukleotidok kimosasat kovetéen a vad tipusu Pgp molekuldk az €16 sejtek ATP
depléciodja soran is tapasztalhatd nagy szubsztrataffinitasti konformaciot vették fel (20. dbra A,
barna oszlop). Mivel a membran VBL-BPY-vel torténd jelolodése CsA alkalmazasaval
kivédhetd volt (20. abra A, narancs oszlop), itt is elmondhatjuk, hogy a membran jeldlodése a
VBL-BPY szubsztratkotd helyre torténd nagy affinitast bekotédésének az eredménye. A VBL-
BPY kotédés megsziintethetd volt a permeabilizalt sejtek ATP/Mg?*-vel és Vi-vel torténd
elokezelésével, mely a Pgp molekuldkat az ATP hidrolizist kovetd allapotban csapdézza [124]
(20. dbra A, okkersdrga oszlop). Erdekes modon, ha a permeabilizalt sejteket 5 mM AMP-
PNP/Mg?*-vel inkubaltuk eld, akkor is jelentdsen csokkent a VBL-BPY/15D3-A648 arany, ami
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arra utal, hogy a Pgp-k tobbsége alacsony szubsztrataffinitasi konformacioba keriilt. Mivel az
AMP-PNP nem hidrolizal6do ATP analog, igy arra kovetkeztethetiink, hogy a Pgp molekulak
alacsony szubsztrataffinitdsu konformacidba torténd atbillenéséhez nem sziikséges a nukleotid

hidrolizise (20. abra A, vilagosbarna oszlop).

Hasonl6 eredményeket kaptunk, ha vad tipust human Pgp-t expresszalo MDCK MDR1
sejteket hasznaltunk. Ebben az esetben mar 3 mM AMP-PNP is elegendd volt, hogy a Pgp
molekulak jelentds részét alacsony szubsztrataffinitdsu konformacioba billentse at (20. dbra B,
elsé oszlopcesoport). A féloldali Walker A mutansokat expresszald sejtek esetében a vad tipusu
Pgp-khez képest AMP-PNP hatasara kisebb mértékii csokkenést tapasztaltunk a VBL-BPY
kotédésben (20. abra B, masodik és harmadik oszlopcsoport). Ezzel szemben a mindkét Walker
A szekvencia lizinjében mutéciot hordozod Pgp-ket expresszalod sejtek VBL-BPY kotésére
semmilyen hatassal nem volt az AMP-PNP-vel torténd eldkezelés, a Pgp molekulak magas

szubsztrataffinitasu konformacioban maradtak (20. abra B, negyedik oszlopcsoport).
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20. abra A VBL-BPY kétédése az NIH 3T3 MDRI sejtek altal expresszalt vad tipusu Pgp (4), illetve az MDCK
sejtek altal expresszalt mutans Pgp variansokhoz (B). Az NIH 3T3 MDRI sejteket Staphylococcus a-toxinnal
(4), az MDCK sejteket pedig Streptolizin-O-val permeabilizaltuk (B), majd a kezeléseket (10 uM CsA, 5 mM
ATP/Mg®" + 0,5 mM V; illetve AMP-PNP/Mg’* 3 vagy 5 mM koncentrdaciéban alkalmazva) kévetden festettiik
VBL-BPY-vel és 15D3-A647-tel. Ezutin meghataroztuk a VBL-BPY és a 15D3-A647 fluoreszcencia
intenzitasainak aranyat a 15D3-A647 porzitivitas alapjan kivalasztott, a plazmamembrant reprezentalo
pixelekben. Az abrazolt értékek harom fiiggetlen mérésbol szarmazo atlagok = SD. Minden mintat a vad tipusu
Pgp-ket expresszalo sejtek nukleotid depletalt (0 mM nukleotid) mintdjahoz hasonlitottunk (¥**: P<0,001).
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4.8. A nukleotid kotése jelentosen csokkenti a Pgp UIC2 reaktivitasat

MDCK MDRI1 vad tipus
UIC2-A647

15D3-A647

kontroll

AMP-PNP/Mg?*

21. abra SLO-va permeabilizalt, vad tipusu
Pgp-t expresszalo MDCK MDRI sejtek
jelolése 15D3-A647 és UIC2-A647 mAt-kkel

nukleotid-mentes  koriilmények  kozott
(kontroll) és 5 mM AMP-PNP/Mg®*
jelenlétében. Az antitestekkel  torténd

festodest piros, a permeabilizalodott sejtek
magjaihoz kotodott propidium jodidot pedig
kék szin jelzi. Skala: 20 um.

Az
hidrolizal6d6 nukleotid analog, az AMP-PNP kotddése

elézéekben lathattuk, hogy a nem-
a Pgp-t alacsony szubsztrataffinitasu konformécidoban
stabilizalja. Ezutan arra is kivancsiak voltunk, hogy ez a
konformacidvaltozas detektalhato-e az UIC2 mAt-tel. A
kisérletek soran az MDCK MDRI vad tipusi Pgp-t
expresszalo sejteket permeabilizaltunk SLO-val, majd
kimostuk beldlik a nukleotidokat. Nukleotidok
hidnyaban intenziv UIC2 jelolddést tapasztaltunk a
plazmamembranban, AMP-PNP

jelenlétében a 15D3-A647 mAt-tel ellentétben az UIC2-

ugyanakkor

A647 nem jelolte a Pgp-ket, jelezve, hogy olyan
be,

konforméciovaltozas kovetkezett mely sordn

megszlnt az UIC2 komplex epitodpja (21. dbra).

Ez alapjan elmondhatd, hogy az AMP-PNP altal kivaltott konformacidvaltozas nemcsak

a szubsztrataffinitas-valtozasban, hanem a Pgp molekulak UIC2 reaktivitasdnak csokkenésében

is tetten érheto.

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

vizsgalata

4.9. Az in vivo egérkisérletek soran kovetett kisérleti stratégia

KB-V1 (Pgp*) és
KB-3-1 (Pgp’) sejtek

J

Xenotranszplantacid

)
= Pgp expresszio

"
In vitro

b CitOtOXICItAS] teszt
(DOX/UIC2/CsA)
- @@

4. nap 12. nap
Kezelés Tumorok
(DOX/UIC2/CsA) eltavolitasa
)

= Tumor tomegek

—_——

( )

e P2p expressziod

e —

22. dabra A kisérletek soran kévetett stratégia folyamatabrdja.
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A kombinalt UIC2-CsA-DOX kezelés hatasainak in vitro és in vivo vizsgéalatara a KB-
3-1 human epidermoid karcinéma 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 expresziojat, illetve kizartuk egyéb ABC transzporterek jelenlétét, majd in vitro
citotoxicitasi teszttel vizsgaltuk az UIC2 mAt és CsA kombinalt alkalmazésa soran kialakuld
DOX ¢érzékenységvaltozast. Ezt kovetden a sejteket SCID egerekbe s.c. injektaltuk, majd négy
nap elteltével az allatokat DOX-szal, UIC2-vel, CsA-val, illetve ezek kombinacioival kezeltiik.
Mivel a tizenkettedik napra mar tapinthaté tumorok fejlédtek a kezeletlen egerekben, a
kisérletet ezen a napon terminaltuk. Megmértiik az egerekbdl eltavolitott tumorok tomegét, és
Osszevetettiik a tumorok mRNS szintli Pgp expresszidjat a kiindulasi sejtekéivel. A kisérletek

soran kovetett stratégiat a 22. dbra szemlélteti.
4.10. A KB-V1 sejtek magas szinten expresszaljak a Pgp-t

Az in vivo kisérletek megkezdése el6tt, indirekt immunfluoreszcencias jeldlést kovetden
aramlasi citometrids modszerrel meghataroztuk mindkét alkalmazott sejtvonal esetében a

leggyakrabban multidrog rezisztenciat okozé ABC transzporterek (Pgp, ABCG2 és MRP1)
A: KB-V1 (15D3) B: KB-3-1 (15D3) G: MDCK ABCG2 (5D3) 'H: MDCK (5D3)

T VY

10 10° 10* 105 10> 10°  10* 10102 10 10* 10° 10> 10° 10* 10°
C: KB-V1 (5D3) D: KB-3-1 (5D3) |l: GLC4-ADR (QCRL-1)  J: GLC4 (QCRL-1)

102 103 10*  10° 102 103 104 105
E: KB-V1 (QCRL-1) F: KB-3-1 (QCRL- 1)

Lm

0* 105 10> 103

relativ sejtszam

fluoreszcencia intenzitas (a.u.)

23. abra A KB-V1 (A, C, E) és KB-3-1(B, D, F)sejtvonalak Pgp, ABCG2 és MRPI1 expressziojanak aramlasi
citometrias vizsgalata. A kisérletek soran indirekt immunfluoreszcens jelolést alkalmaztunk CFLG647
fluoroforral konjugalt GaMIgG felhasznalasaval. A Pgp-t 15D3 mAt-vel, az ABCG2-t 5D3 mAt-vel, az MRP1-
et pedig QCRL-3 mAt-vel jeloltiik. Az okkersarga kitoltott hisztogramok a sejtek autofluoreszcencidjat, a
narancs hisztogrammok a csak masodlagos antitesttel kezelt mintakat, mig a barna hisztogramok az elsédleges
és masodlagos antitesttel kezelt mintdkat jelolik. Az ABCG2-t expresszalo MDCK ABCG?2 (G) és az MRPI-et
expresszalo GLC4-ADR (1) sejtvonalakat, illetve ezek nem expresszalo parjait (H és J) kontrollként haszndltuk.
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expresszios szintjét. A KB-3-1 sejtekben nem volt kimutathaté a Pgp, mig a KB-V1 sejtekben
magas Pgp expressziot mértiink (23. dbra A és B). Ugyanakkor a részben atfedd
szubsztratspektrumi multidrog transzporterek, az ABCG2 és az MRPI jelenléte nem volt
kimutathat6 sem a KB-3-1, sem a KB-V1 sejtekben (23. @abra C-F). Ezek alapjan a KB-3-1 ¢és
KB-V1 sejtvonalak idealisnak mutatkoztak a tovabbi kisérletekhez.

4.11. A Pgp* tumor sejtek a xenotranszplantaciot kovetéen is megtartottak magas

expresszios szintjiiket

mmmm transzplantacio elétti sejtek 24. dabra A Pgp mRNS szintii expresszidja a KB-VI és
== kezeletlen tumorok KB-3-1 eredetii tumorokban és a
—= DOX-szal kezelt tumorok xenotranszplantaciohoz hasznalt sejtekben. A Pgp

expresszios szintjet a GAPDH szintjéhez viszonyitottuk

1201 . ,%, . (atlagok + SD, n=>5).

102 N Ahhoz, hogy megfeleld
103 kisérleti rendszert hozzunk létre Pgp gatlasi
10+ stratégiank in vivo tesztelésére, ellendérizniink
107 kellett, hogy a xenotranszplantaciéra hasznalt
106 sejtek megorzik-e magas Pgp expresszidjukat
107

KB3.1 KB.V1 a kisérlet id6tartama alatt. A KB sejtek gyors

novekedési ratajanak koszonhetden a xenotranszplantaciot kovetéen 10-12 nappal mar

relativ expresszd

tapinthatd tumorok alakultak ki a citosztatikummal nem kezelt allatokban. A
xenotranszplantacié utan 12 nappal eltavolitott tumorok és a kiindulasi sejtek Pgp mRNS
expresszidjat RT-qPCR technikaval hatiroztuk meg. A KB-V1 sejtekben és a beldlik
kifejlédott tumorokban hasonlé mértékli Pgp mRNS expresszidt detektaltunk, mely legalabb
harom nagysagrenddel magasabb a KB-3-1 tumorokhoz képest. Erdekes modon a KB-3-1
tumorokban a Pgp mRNS szintje koriilbeliil 60-szorosara nétt az allatokba injektalt kiindulési
sejtekhez képest, de még igy is igen alacsony szinten maradt. Ez alapjan elmondhato, hogy a
KB-V1 sejtek a tumorokban megtartottadk multidrog rezisztens fenotipusukat, mig a KB-3-1
tumorok csak igen csekély mennyiségben expresszaltak a Pgp-t (24. dbra).

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

c ey

stratégiank in vivo tesztelésére.
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4.11. Az UIC2 antitest képes kis dozisu CsA-val kombinaciéoban hasznalva

visszaallitani a Pgp* sejtek doxorubicin érzékenységét a Pgp- sejtek szintjére

e N

doxorubicin EC, (uM)

(e} —
S W O w»h O wn O
1 1 1 1 1 1 )

o

25. dabra A doxorubicin citotoxikus hatasanak valtozasa
UIC?2 antitest, CsA, illetve ezek egyiittes alkalmazasakor
KB-V1 (Pgp", barna szinii oszlopok) és KB-3-1 (Pgp,
narancsszinii oszlopok) sejtek esetében. Az ECs értékeket
a megfelelo dozis-hatas gorbék alapjan hataroztuk meg.
Az abrazolt értékek harom fiiggetlen mérésbol szarmazo
atlagok (= SD). *: P<0,05

Gatlasi stratégiank és a KB-3-1/KB-
V1 sejtvonalpar tesztelésére eldszor in vitro
citotoxicitasi teszteket végeztiink.
Osszhangban magas Pgp  expresszids
szintjiilkkel a KB-V1 sejtek rezisztensek a Pgp
szubsztrat doxorubicinre (DOX). A DOX
félhatasos dozisa a KB-V1 sejtek esetében
2,19+0,39 uM, mig a Pgp KB-3-1 sejtek
esetében mindossze 4443 nM. A KB-V1
sejtekben a CsA kezelés koncentraciofiiggo
modon gatolta a Pgp-t és csokkentette a DOX
ECso értékét, mig az UIC2 antitest
onmagaban nem csokkentette szignifikdnsan

a sejtek DOX rezisztenciajat. Azonban 1 pM

CsA ¢és telitd koncentracidban alkalmazott UIC2 mAt kombinécidjaval a KB-3-1 sejtekéhez

hasonlé szintre fokozta a KB-V1 sejtek DOX érzékenységét, amit a DOX ECso értékének

33+19,7 nM-ra valé csokkenése jelzett. llyen mértékli drog-érzékenység ndvekedést KB-V1

sejteknél csak tizszeres mennyiségli CsA alkalmazaséaval tudtunk elérni UIC2 antitest nélkiil.

A KB-3-1 sejtek esetében a fent emlitett kezelések egyike sem valtoztatta meg szignifikansan

a sejtek DOX érzékenységét (25. dbra).

4.12. Az UIC2 mAt és a CsA onmagaban és kombinacioban sem csokkenti a sejtek

életképességét
140 1w KB-V1
120 {23 KB-3-1
g 100 [ I .. .. N R |
ﬁ 80 1
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26. abra Az UIC2 mAb és CsA kezelés hatisa a KB-V1
(barna oszlopok) és a KB-3-1 (narancs oszlopok)
sejtek in vitro életképességére. Az éld sejtek szazalékos
aranyat a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva adtuk
meg. Az abrazolt értékek harom fiiggetlen mérésbol
szdarmazo atlagok (£ SD).

Megvizsgaltuk, hogy az UIC2 vagy a
CsA, illetve ezek kombinacidja DOX nélkiil
alkalmazva  befolyasolja-e a  sejtek
¢letképességét in vitro kisérletekben. Ahogy

az a 26. dabran lathato, egyik kezelés sem
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csokkentette 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 [167].

4.13. A kombinalt DOX-CsA-UIC2 Kkezelés jelentosen gatolta a Pgp* tumorok

novekedését

A fenti in vitro eredmények alapjan olyan in vivo kisérletsorozatot terveztiink, melynek
soran megvizsgaltuk, hogy alacsony do6zisi CsA és UIC2 mAt kezeléssel kombinalva képes-e

gatolni a DOX a SCID egerekbe xenotranszplantalt Pgp™ KB-V1 sejtekbdl kialakulé tumorok

novekedését.

27. abra A DOX kezelés hatasa UIC2 mAt-tel és/vagy
kis dozisu CsA-val kombinacioban a tumorok
tomegére (A), és a detektalhato tumorok aranya a
kiilonbozo csoportokban (B). A tumorok témeget a
kezeletlen allatokbol eltavolitott tumorok atlagos
tomegenek szdazalékaban fejeztiik ki (datlagok + SEM,
n=38). A statisztikailag szignifikans kiilonbségeket a
kezeletlen kontrollokhoz, illetve a csak DOX-szal
kezelt csoporthoz viszonyitva a kévetkezéképpen
jeloltiik: *: P<0,05; **: P<0,01;, *** P<0,001.
Barna oszlopok: KB-V1; narancs oszlopok: KB-3-1.
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“ny,0x “0x 20p 20y,

&

xenotranszplantaciot kovetd 4. napon
84 OICQ O[CQ% p p

Csq kemoterapids kezelésnek vetettiik ald, majd

B

120 - B KB-V1 az ezt kovetd nyolcadik napon terminaltuk a
§’100 i E= KB-3-1 kisérletet, eltavolitottuk a tumorokat, majd
g 80 - megmértiilk azok tomegét. Ahogy az a 27.
g 60 1 dabra A részén is lathatdo, a DOX kezelés
§ ;g onmagaban csaknem hatastalan volt a KB-V1
g 0 - tumorok esetében, mig a KB-3-1 tumorok
&0111}0;)0(1» OO,}»?QI»:)(?(I»%O novekedését jelentdsen csokkentette. Ha a

(e’ 102%0 DOX mellett 10 mg/ttkg CsA-t is adtunk az
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allatoknak, a KB-V1 tumorok tomege kisebb
volt, mig a KB-3-1 tumorok tomege 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
tumorokhoz képest, mig a KB-3-1 tumorok esetében nem tapasztaltunk szignifikans

kiilonbséget. Fontos megjegyezni, hogy a DOX-CsA-UIC2 kezelésben részesiilt allatokban a
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xenotranszplantalt tumorok csupan 52%-a fejlodott detektalhaté méretiivé (27. dbra B), és az
allatok 20%-a teljesen tumormentes maradt. Ezzel szemben az 6sszes tobbi kisérleti csoportban
minden esetben talaltunk detektalhat6 tumort. Erdekes médon az in vitro citotoxicitasi tesztek
eredményével ellentétben (25. dbra) az in vivo kisérletekben a DOX-UIC2 kombinalt kezelés
is csokkentette a KB-V1 tumorok novekedését (27. dbra A) a csak DOX-szal kezelt allatokhoz
képest. Ez arra engedett kovetkeztetni, hogy a tumor ndvekedésének gatlasa nem csupan a Pgp
gatlasa miatt tortént, hanem egy¢b folyamatok is kozrejatszhattak, ezért megvizsgaltuk, 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

Mivel felmeriilt, hogy az UIC2-vel kezelt tumorok novekedésének gatlasdban a Pgp
gatlasa mellett immunologiai folyamatok is szerepet jatszhattak, megvizsgaltuk, hogy az UIC2
mAt képes-e ellenanyagfiiggd sejtkozvetitett citotoxicitast (ADCC), vagy komplement
kozvetitett lizist (CDC) indukalni. Mivel a tesztekhez jelentds mennyiségii €16 immunsejtre,
illetve szérumra volt sziikség, melyet csak nagyszamu egér feldldozasaval 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 eredetli periférias vérbdl szarmaz6 mononuklearis sejtekkel (PBMC), mint
effektor sejtekkel, 1:50 illetve 1:100 target-effektor sejt aranyt alkalmazva inkubdltunk egyfitt.
A CsA kezelés nem befolyasolta az UIC2 altal medidlt ADCC mértékét. Kontroll
kisérleteinkben KB-3-1 sejtek esetében akkor sem tapasztaltunk jelentOs target sejt pusztulast,
ha a minta nagy mennyiségli effektor sejtet tartalmazott a target sejtekhez képest (27. dbra A

és B).

Ugyanakkor in vitro CDC kisérleteinkben nem tapasztaltunk kimutathatdo komplement
altali sejtlizist sem a KB-V1, sem a KB-3-1 sejtek esetében (28. d@bra C és D), annak ellenére,
hogy a hasznélt szérumok a kontroll kisérletben az elvarasoknak megfeleld hemolitikus

aktivitassal rendelkeztek (28. dbra C inzert).

Ezek alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az UIC2 kotddése a Pgp™ sejtekhez képes
ADCC-t indukalni, CDC-t viszont nem.
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28. abra Az UIC2 mAt altal okozott in vitro ellenanyagfiiggd sejtkozvetitett citotoxicitas (ADCC, A és B panelek),
illetve komplement kozvetitett lizis (CDC, C és D panelek). Az ADCC mérések soran a CFDA-SE-vel jelolt KB-V1
(4) és KB-3-1 (B) sejteket (target sejtek) kevertiink Ossze periférias vérbol frissen izolalt PBMC-vel (effektor
sejtek) kiilonbozd aranyban. A szuszpenziok tartalmaztak még 10 uM CsA-t (narancs kér), 20 ug/ml UIC2-t (okker
négyzet), illetve ezek keverékét (sziirke négyzet). Nyolc ora 37 °C-os inkubaldst kovetéen a sejteket propidium-
jodiddal festettiik, majd aramlasi citométerrel meghatdroztuk az elpusztult target sejtek aranyat. A CDC mérés
soran a target sejteket (C: KB-V1 sejtek, D: KB-3-1 sejtek) human vérszérum kiilonbozd higitasaival inkubdltuk
egyiitt 37 °C-on négy oran keresztiil, majd propidium-jodidos festéssel hataroztuk meg az elpusztult sejtek aranyat.
A szérum aktivitasat hemolitikus hatdsdanak mérésével hataroztuk meg (C panel inzertje). Szenzitivizalt birka
vordsvertesteket inkubaltunk egyiitt kezeletlen (barna haromszég), illetve hé-inaktivalt (narancs haromszog)
szerummal, majd a permeabilizalt vordsvertestekbol felszabadulo hemoglobint kvantitaltuk. Az abrazolt értékek
négy fiiggetlen mérésbol szarmazo atlagok + SD. ***: P<0,001
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5. Eredmények megbeszélése
I. A P-glikoprotein szubsztratkoto képességének vizsgalata a katalitikus ciklus soran

Kristalyszerkezetek, biokémiai és biofizikai adatok alapjan széleskoriien elfogadott,
hogy az ABC transzportereknek legalabb két kiilonb6zd, energetikailag stabil konformere van:
a disszocialt NBD-jii, citoplazmatikus oldal feldl nyitott konformacio és az asszocialt NBD-
kkel jellemezhetd, az extracellularis tér felé nyitott konformaci6. A két konformacids allapot

kozotti  atmenet valoszinlileg szamos 1€pésbdl all, melynek soran végiil a pumpa

------

rrrrrr

TMD-k szubsztrataffinitast befolyasoldé konformécidvaltozasat dsszekapesoljak, a mai napig

nem tisztazottak.

Kisérleteink soran azt tiiztiik ki célul, hogy fluoreszcens Pgp szubsztratok segitségével
feltérképezziik, hogy a katalitikus ciklus mely pontjan torténik meg a TMD-kben az a
konforméciovaltozas, melynek soran a fehérje szubsztrataffinitisa lecsokken. Kivancsiak
voltunk arra is, hogy a fenti konformaciovaltozas milyen kapcsolatban van a Pgp extracellularis
hurkainak azon atrendezédésével, melynek hatisara a fehérje felismerhetetlenné valik a
szubsztrataffinitasat vizsgaltuk oly mdédon, hogy a Pgp-t a katalitikus ciklusanak kiilonb6z6
pontjain megrekesztettiik nukleotid analdgok, kiilonbdzd inhibitorok alkalmazasaval, vagy
mutaciok indukalasaval a fehérje ATP-ko6té helyében. Az UIC2 konformacidérzékeny mAt
segitségével detektaltuk a Pgp TMD-iben végbemend konformacidvaltozasokat [179]. A VBL-
BPY ¢és 15D3-A647 anti-Pgp antitest fluoreszcencia kolokalizacidjdnak mérésén alapulo
modszeriink segitségével pedig a Pgp szubsztrataffinitdsardl kaptunk informaciot a katalitikus
ciklus kiilonbozd szakaszaiban. Mivel a Pgp szoros kapcsolatban van a lipid kettdsréteggel,
melybe beagyazodik és amelybdl megkoti a szubsztratjait, kisérleti rendszereink erdssége, hogy

természetes emlds membrankdrnyezetében teszi lehetdvé a Pgp vizsgalatat.

Kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy a nem hidrolizdlod6 ATP analog AMP-PNP
kotédése kivaltja az UIC2-vel detektalhatd konformacidvaltozast a Pgp IC oldalrdl nyitott
konformacigjabol az EC oldalrél nyitott konformacidoba (21. dbra), melyet a Pgp
szubsztrataffinitasanak csokkenése is kisér (19. dabra illetve 20. dbra és 5. kiegészito dbra).

Tehat a Pgp szubsztrataftinitasdnak csokkenése mindenképpen megelézi az ATP hidrolizisét.
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Eredményeinket aldtdmasztjdk munkdnk megjelenést kdvetden egy masik munkacsoport altal
publikalt Cryo-EM technikaval végzett szerkezetvizsgalaton és molekula modellezésen alapulo

adatok is [180].

A Walker A motivumok mindkét NBD-ben az ellenoldali NBD ,signature”
motivumaval egyiittmiikodve, kozvetleniil részt vesznek az NBD-k ATP-fiiggd
dimerizécidjaban ¢és az ATP hidrolizisében. De az, hogy az ATP-kotés és hidrolizis folyamata
hogyan koordinalodik a két NBD kozott, illetve, hogy transzportalt szubsztratonként egy vagy
kett6 (vagy akar tobb) ATP molekula hasznalédik-e fel, még nem ismert. Szdmos ABC
transzporterben a konzervalt Walker A szekvencidk egyik vagy mindkét ATP-k6té helyben
eldidézett mutacidja az ATP4z aktivitds megsziinését, vagy drasztikus csokkenését okozta [135,
181-185]. Mivel a Pgp mindkét ATP-k6td helye képes ATP hidrolizisére, és mar az egyik NBD
mutacidja is gatolta az ATPaz és transzportaktivitast, ugy vélték, hogy a Pgp két NBD-je
funkcionalisan egyenértékii, és mindkettd épsége sziikséges a fehérje katalitikus aktivitdsahoz

[127, 186, 187].

Kisérleteink megerdsitették, hogy a Pgp mindkét oldali Walker A lizinjének egyidejii
mutacidja teljesen inaktivalja a fehérjét (10. dbra és 11. abra), az UIC2 reaktiv IC oldalrél
nyitott konformacioban csapdazva (12. dbra), melynek nagy a szubsztrataffinitasa (17. dbra).
Erdekes modon azonban, ha csak az egyik NBD lizinjét érinti a mutacid, akkor a muténs
fehérjék esetében a vad tipushoz hasonléan kivalthato az IC oldalrdl nyitott konformaciobodl az
EC oldalrél nyitott konformacidba torténd atmenet (I2. dbra), melynek soran a fehérjék
szubsztrataffinitasa is lecsokken (17. dbra). Vikezelés hatasara a vad tipust Pgp-hez hasonldéan
a féloldali mutdnsokban is kialakul a stabil Pgp-ADP-Vi komplex, melyet UIC2-vel nem
jelolhetd konformacio és csokkent szubsztrataffinitas jellemez. A féloldali Walker A mutansok
katalitikus aktivitasat tamasztjak ala azok a megfigyeléseink is, hogy az egyoldali mutans Pgp-
knek alacsony, de mérhetd szubsztrattal stimuldlhato ATPaz aktivitasa van ([188] S2 kiegészitd
abraja), és enyhe drogrezisztenciat is kdlcsondznek az Oket kifejezd sejteknek ([188] S4
kiegészitd abraja). Drog transzport kisérleteink alapjan ezek a féloldali Walker A mutansok a
vad tipusu fehérjéhez képest kb. 10-15 %-os ,,maradék” transzportaktivitassal rendelkeznek
(10. abra és 11. abra), mely nem magyarazhatdé masképp, csak ugy, hogy képesek tjra €s Gjra

athaladni a katalitikus cikluson.

Bér az altalunk hasznalt kisérleti rendszereknek is szamos korlatja van (pl. az UIC2 csak
indirekt modon detektalja az NDB-k dimerizacidjat), meg kell jegyezniink, hogy azoknak a

kisérleteknek a tobbségében, melyek soran a féloldali mutdnsokat miikodésképtelennek
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talaltak, heterolog expresszids rendszereket (pl. Sf9 sejteket [135, 189], vagy Saccharomyces
cerevisiae-t [190]), vagy tisztitott és rekonstitualt fehérjét hasznaltak [183, 190, 191]. Ismert,
hogy a plazmamembran Osszetétele befolyasolja az ABC fehérjék aktivitasat [192], illetve,
hogy a membran koleszterintartalma befolyasolja a Pgp miikodését [193]. Mivel a membran
koleszterintartalma jelentdsen kisebb az alacsonyabb rendii eukariotdkban [192, 194], i

feltételezhetden ez lehetett az oka, hogy a heterolog expresszios rendszerekben nem tudtak

S szubsztrat
e ATP

e ADP

. P

1

nagy szubsztrat-
i affinitasu, UIC2
“..+ reaktiv konformacid

. kis szubsztrat-
affinitasu
konformacio

29. abra A Pgp munkacsoportunk altal feltételezett katalitikus ciklusa: az intracellularis tér felé nyitott ATP-
mentes, vagy csak egy ATP-t kotott Pgp nagy affinitassal képes megkétni a szubsztratjait. Ha a Pgp mindkét NBD-
je ATP-t két (B), az NBD-k szendvics dimert formalnak, mely kivaltia a TMD-k datrendezodését az extracellularis
tér fele nyitott konformacioba, és a drog ké'té'hely szubsztrdt affi nitdsdnak lecsb'kkenését mely leheté'vé teszi a
hidrolizdalandé ATP (pontozott vonallal jelolve) az NBSI-hez vagy NBS2-hoz kotddik, kulomthetjuk el az I és 1.
ciklust. Az, hogy melyik ciklus jatszodik le, véletlenszeriien ddl el, és az 1. és 1I. ciklus nem szigoruan valtakozva
kb'veti egymdst Az ATP hidrolizisét (D) kovetden V; jelenlétében kialakulhat a ng—ADP V komplex (F ), illetve a

......

ujra kész a szubsztrat megkotesere majd transzportjara.

55



detektalni az egyoldali Walker A mutansok igen alacsony ATP4az aktivitasat. Mas esetekben a

fehérje szolubilizalasa és rekonstitlicioja is okozhatott aktivitasvesztést [109].

Mivel kisérleteink soran ugy talaltuk, hogy a féloldali Walker A mutans Pgp-k
katalitikusan aktivak, az a katalitikus ciklus modell, mely szerint szigoruan két ATP hidrolizise
sziikséges egy ciklus sordn, nem egyeztethetd Ossze eredményeinkkel. Hasonléan nehezen
illeszkednek az eredményeink egy olyan modellbe is, melyben szigortan felvaltva miikodik a
két nukleotidkotd hely [79, 129]. Ha a nukleotidkotd helyek szigortian alterndlva miikodnének,
minden masodik ciklus sordn a miikodésképtelen NBS keriilne sorra, mely megrekesztené a
ciklust. Ezzel szemben az eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a mikoddoképes
NBS ciklusosan kéti és hidrolizalja az ATP-t anélkiil, hogy a mutans NBS-ben hidrolizis menne
végbe. Ezt a legegyszeriibben igy magyarazhatjuk, hogy a vad tipust Pgp két funkcionélisan
egyenértéklt NBS-e koziil az egyik véletlenszertien kotelezodik el a hidrolizisre minden ciklus
soran, mig az egyoldali mutans esetében ez csak a miikodo NBS-ben torténhet meg, mely

jelentdsen csokkenti a transzport sebességét (29. dbra).

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

vizsgalata

Korabbi vizsgalatok alapjan az UIC2 mAt alkalmas a fehérje in vitro és in vivo gatlasara
is [167, 168]. Hasonléan mas konformacidérzékeny kotddésli antitesthez, az €16 sejtek
plazmamembranjdban kifejez6d6 Pgp-knek csak kis hanyadahoz kotédik. Bizonyos
modulatorok (pl. CsA) jelenlétében azonban minden Pgp molekula jeldlhetdve, és ezaltal
gatolhatova valik az UIC2 antitesttel. Ehhez elegend6 a modulétor olyan kis koncentracidja is,
mely 6nmagaban alkalmazva nem gétolja szamottevéen a Pgp altali szubsztrat transzportot
[166]. Vizsgalatainkban arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy in vivo koriilmények kozott az

UIC2 antitest kombinalt adasa fokozza-e a citosztatikum terapia hatdsossagat.

SCID egerekbe xenotranszplantalt multidrog rezisztens tumorokon vizsgaltuk, hogy az
UIC2 mAt és a kis dozisu CsA kombinacidja in vivo fokozza-e a DOX tumorellenes hatasat. A
kisérleteinkben az egerekbe xenotranszplantalt KB-V1 sejtek magas szinten expresszaltdk a
Pgp-t, ugyanakkor nem fejezték ki detektalhat6 szinten sem az MRP1-et, sem az ABCG2-t (23.
dbra), mig a kontrollként alkalmazott KB-3-1 sejtek rendkiviil alacsony Pgp expressziot
mutattak, mely a kisérletek végére sem novekedett jelentdsen (23. dbra és 24. dbra). A
xenotranszplantalt egerekben a KB sejtek gyors novekedési ratdjanak koszonhetéen 10-12 nap

elteltével jol tapinthato, koriilbeliil 1 cm atmérdjii tumorok fejlédtek, melyek Pgp szubsztratok
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hidnyaban is megtartottdk magas Pgp expresszios szintjiiket a kisérletek idétartama alatt (24.

dbra).

A fenti in vivo modellrendszerben az UIC2 mAt és kis dozisu CsA kombinacidja jol
lathatoan fokozta a DOX tumor ndvekedést gatld hatasat a KB-V1 tumorok esetében (27. dbra
A). Ha az allatokat csak DOX-szal kezeltiik, a KB-V1 tumorok mérete nem csokkent a
kezeletlen kontroll allatokéhoz képest. Ezek az adatok 6sszhangban vannak a munkacsoportunk
altal kordbban publikalt in vitro és in vivo drog akkumulaciés adatokkal [167], és in vitro
citotoxicitasi kisérleteink eredményeivel (25. dabra). Azonban in vivo kisérleteinkben az UIC2
kezelés Oonmagaban is fokozta a DOX tumor ndvekedést gatlé hatasat: az UIC2+DOX
kombindciojaval kezelt egerekben a tumorok atlagos tomege minddssze negyede volt a csak
DOX-szal kezelt egerekbdl szarmazod tumoroknak (27. dbra A). Ezzel szemben, az in vitro
citotoxicitasi kisérleteinkben az UIC2 mAt 6nmagaban csak enyhén novelte a DOX citotoxikus
hatésat (25. abra), mely azzal magyarazhat6, hogy CsA hianyaban a sejtfelszini Pgp-k csak kis
hanyada felismerhet6 az UIC2 szamara, igy a Pgp-k tobbsége funkcionalis marad [167].

Ezek alapjan arra kovetkeztethetlink, hogy a kombinalt kezelés eredményeképpen
tapasztalhaté tumor novekedés gatlas nemcsak a megemelkedett UIC2 mAt kotodés és az
emiatt kialakuld Pgp gatlas és DOX akkumulacié novekedés kovetkezménye, hanem egy joval
sszetettebb mechanizmus eredménye. Igy az in vitro és a SCID egereken végzett in vivo
kisérletek eredményeiben mutatkozé kiilonbségek miatt felvetddott annak a lehetdsége, hogy
az altalunk hasznalt kezelési protokoll citotoxikus hatasahoz immunologiai tényezdk is

hozzajarultak (vesd 6ssze 25. dbra és 27. dabra A).

A SCID egerek, attol fiiggetleniil, hogy adaptiv immunrendszeriik nem miikodik,
rendelkeznek mitkddé komplementrendszerrel, természetes dldsejtekkel és polimorfonuklearis
sejtekkel [195]. gy a terapia sordn a szervezetbe juttatott antitestek kotédése a tumor sejtekhez
citotoxikus hatast valthat ki kdzvetleniil, komplement kdtésén keresztiil (CDC), vagy kozvetve,
az antitesttel boritott tumor sejtekhez effektor sejteket kotve (ADCC). In vitro ADCC
kisérleteink alatdmasztottak azt a feltételezésiinket, hogy az UIC2 mAt képes in vivo ADCC-t
indukalni a SCID egerekben (28. dbra).

Az, hogy az UIC2-vel torténd kezelés in vivo daganatellenes hatasahoz az ADCC is
hozzajarul, kisérleteink varatlan eredménye volt. Az IgG:2 izotipust antitestek, melyek kozé az
UIC2 is tartozik, tobbnyire rosszul aktivalnak effektor funkciokat, és éppen olyan esetekben

alkalmazzak dket, amikor az effektor funkciok aktivalasa felesleges vagy nemkivanatos [196].
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Természetesen a szakirodalomban taldlunk arra példat, hogy IgG2 izotipust anti-Pgp antitestek,
pl. az egérben termeltetett MRK16, és ennek egy egér-human kiméra modositdsa (MH162)
daganatellenes és anti-metasztatikus hatdsat ADCC kivaltasaval magyarazzak [197]. Emellett
mas célpont, igy az epidermalis ndvekedési faktor elleni IgG2 antitest is képes volt monocitdkon
¢és neutrofil granulocitdkon keresztiil ADCC-t kivaltani [198], azok FcyRlla receptoran
keresztiil kotédve az antitesthez [199, 200]. Mivel az IgG: izotipust antitestek NK sejteken
keresztiil nem indukdlnak ADCC-t [198], igy a mi kisérleteinkben, melyhez PBMC-ket
hasznaltunk, a sejtelhalasért a monocitdk voltak felelések. Mivel a SCID egerek szintén
rendelkeznek funkcionalis monocitakkal [195], az altaluk kozvetitett ADCC megmagyarazhatja

in vivo eredményeinket.

Felmeriil a kérdés, hogy a kombindlt kezelések erds tumorellenes hatdsa nem
tulajdonithato-e teljes egészében az UIC2 antitest altal kivaltott ADCC-nek. Abbdl a
megfigyelésbol, hogy az in vitro ADCC kisérletben a csak UIC2-vel kezelt, és az UIC2+CsA-
val kezelt mintdk kozott nincs szamottevd kiilonbség, arra kovetkeztethetiink, hogy a
sejtfelszini Pgp molekuldk 20-40%-anak jelolddése elegenddé a maximalis ADCC hatés
kivaltasdhoz (28. dabra). Azonban az in vivo kisérletekben tapasztalt kiilonbség az UIC2-vel és
az UIC2+CsA-val kezelt allatokbol eltavolitott tumorok tomegében, valamint az, hogy az
UIC2+CsA-val kezelt egereknek 52%-ban nem fejlédtek ki a KB-V1 tumorok (27. dbra A),
arra enged kovetkeztetni, hogy a daganatellenes hatasért az ADCC mellett legalabb részben a
kombinalt kezelés miatt kialakuldo megnovekedett DOX érzékenység is felelds. Ezt a
feltételezéslinket alatamasztjdk munkacsoportunk korabbi kisérletei is, amelyben hasonlo
modon alkalmazva az UIC2 és CsA kombinaciojat, kétszeres daunorubicin (mely szintén Pgp
szubsztrat) akkumulacié névekedést mértek a Pgp” xenotranszplantalt tumorokban [167]. Tehat
in vitro és in vivo adataink alapjan valdszintsithetd, hogy az UIC2+CsA+DOX-szal végzett

kombinalt kezelés jelentds tumorellenes hatasa a Pgp gatlas és ADCC egyiittes eredménye.

Az ADCC mar viszonylag kis receptorszam, és alacsony mértékii antitestkotddés mellett
is kivalthat6 [198, 201]. igy a KB-3-1 tumorok esetében a kiindulési sejtekhez képest mért 60-
szoros Pgp expresszi6 ndvekedés (lasd 24. dbra) feltehetden elegendd az ADCC kivaltaséhoz,
ha CsA jelenlétében az Osszes sejtfelszini Pgp-hez UIC2 mAt kotddik. Ennek az eredménye
lehet, hogy a DOX+UIC2+CsA-val kezelt egerek 52%-ban nem fejlédott ki KB-3-1 tumor, mig

a tobbi csoportban minden allatban megjelentek a tumorok (27. d@bra B).

A megfigyelt hatasok Pgp fliggését bizonyitja, hogy a tumorok mérete csak azokban az
allatokban volt kisebb, melyeket az UIC2 Pgp specifikus mAt-vel is kezeltiink. Kordbbi
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vizsgalataink soran osszehasonlitottuk a KB-V1 sejtvonalat az abcbl génnel transzfektalt NIH
3T3 egér fibroblaszt [167] és a Pgp™ A2780 petefészekrak [168] 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 gatolhatdosagaban is.
Masrészrél az ADCC hatas fliggetlen a target sejtek szoveti tipusatol, legfoképp a kivalto

antitest Fc régidja és az effektor sejtek Fc receptorai kozotti kolesonhatastol fiigg.

Természetesen egy anti-Pgp  antitesten alapuld  daganatterapia  klinikai
alkalmazhatdsagaval kapcsolatban kétségek is meriilhetnek fel. A terdpia akar stlyos
mellékhatasokat is kivalthat, mert az UIC2 antitest kdtddése a szervezet barrier régiodiban
fiziologidsan expresszalddo Pgp molekulakat is gatolhatja, vagy akdr ADCC révén kivalthatja
a barrier régiokban a Pgp" sejtek pusztulasat. Példaul a vér-agy gatban expresszalodo Pgp
molekulak gatlasaval megnd a Pgp szubsztrat citosztatikumok akkumulacioja az agyban, €s
akar neurotoxikus koncentraciot is elérhetnek (ilyen jelenséget abcbla/b knockout egereken
végzett kisérletek soran figyeltek meg [148]). Ennek ellenére klinikai gydgyszertesztek soran
az alkalmazott Pgp modulatorok nem okoztak kozponti idegrendszeri karosodast [202],
feltehetoen 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 szovetek stilyosan karosodhatnanak. Mivel az ADCC
aktivalasaért az antitest Fc régioja felelds, igy ez a mellékhatas elkeriilhetd, ha a klinikai
alkalmazés soran az antitest Fab fragmentumat hasznaljuk. Az antitest humanizalasa soran az

Fc régi6 manipulélasaval az antitest effektor hatasai szintén kivédhetdek [196].

Az UIC2 mAt nem kotddik az egér Pgp-hez [158], igy a SCID egerekben nem
tesztelhetd, hogy a fiziologidsan expresszaloddo Pgp-k jelolddése UIC2-vel milyen
mellékhatasokat okozhat. Mivel az UIC2 antitest a human Pgp-n kiviil egyéb féemlds és a birka
Pgp-t is felismeri, ezek az allatmodellek lennének hasznalhatok a fent leirt hatasok, illetve azok
kivédésének tesztelésére. Az antitest célzott alkalmazésa, példaul kozvetleniil a tumorba torténd
injektalasa is csokkenthetné a szisztémas hatasokat, igy ennek a lehetdségnek a tesztelése is

megfontolando.

Az altalunk hasznalt modell-rendszerben a kezeléseket viszonylag kordn, a sejtek
injektalasat kovetd negyedik napon kezdtiik meg. Ekkor a tumorok még viszonylag kicsik, mely
azt a klinikai helyzetet szimulélja a legjobban, amikor a szisztémas kezelést azért alkalmazzak,
hogy megakadalyozzak vagy lelassitsdk a multidrog rezisztens tumor-metasztazisok
kifejlodését.
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Minden multidrog rezisztens tumor egyéni rezisztenciamechanizmussal vagy ezen
mechanizmusok kombinacidjaval rendelkezik, ezért elengedhetetlen a daganatterapia
személyre szabasa, nemcsak a malignus transzformacid tipusat és a tumor szoveti eredetét,
hanem a kialakul6d rezisztencia mechanizmusat is figyelembe véve [154]. Az altalunk
kidolgozott Pgp gatlasi moddszer a humanizalt UIC2 antitest kifejlesztését kovetden

gazdagithatja a multidrog rezisztens tumorok kezelési stratégidinak repertoarjat.

60



6.

X/
o

L)

Osszefoglalas

Kifejlesztettiink egy konfokalis mikroszképos fluoreszcencia kolokalizacid mérésen

alapuldé esszét, mely alkalmas fluoreszkalo Pgp szubsztratok kotddési affinitas

valtozésainak detektalasara a Pgp katalitikus ciklusanak kiilonb6z6 fazisaiban.

Adaptaltunk szdmos fluoreszcencia alapu kisérleti technikat, melyek alkalmasak a Pgp

transzportaktivitdsanak és konformaciovaltozasainak mérésére.

A fenti essz€k alkalmazasaval a Pgp miikddési mechanizmusara vonatkozoan az alabbi

megallapitasokat tettiik:

% A P-glikoprotein konformacidvaltozasa, melynek soran atbillen az intracellularis tér
felé nyitott magas szubsztrataffinitdsu allapotabol az extracelluldris tér felé nyitott
alacsony szubsztrataffinitdsi konformacioba, az ATP hidrolizisét megel6zden

megtorténik.

X/
°

A mindkét oldali NBD Walker A szekvencidjadban mutaciot hordoz6d Pgp varidns
katalitikusan inaktiv és az intracellularis tér felé nyitott, nagy szubsztrataffinitasu
konformécioban rekedt.

% Az egyoldali Walker A mutidnsok képesek a teljes katalitikus cikluson végigmenni és

jol mérhet6 rezidudlis transzportaktivitassal rendelkeznek.

A Pgp in vivo gétlasara irdnyuld vizsgélataink soran bedllitottunk egy olyan kisérleti

rendszert, melyben a SCID egerekbe transzplantalt human tumorsejtek megtartjak

drogrezisztens vagy szenzitiv fenotipusukat a vizsgalat ideje alatt.

Kisérleteink alapjan az alabbi kdvetkeztetésekre jutottunk:

+» Az UIC2 monoklonalis antitest és kis do6zist ciklosporin A kombinalt alkalmazasa
jelentésen fokozza a Pgp-t expresszaldé tumorok doxorubicin érzékenységét és a
tumorok novekedésének klinikailag is relevans mértékii csokkenéséhez vezet.

% A kombinalt kezelés in vivo tapasztalt tumorellenes hatasahoz a Pgp gatlasan kiviil az

antitest-fiiggo citotoxikus hatds (ADCC) is hozzéjarul.
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7. Summary

/7
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We have developed a fluorescence co-localization measurement based assay to detect the

changes of the substrate affinity of Pgp upon distinct phases of its catalytic cycle. In

addition, we adopted numerous fluorescence based techniques to measure the transport

activity and conformation changes of Pgp. Using the mentioned assays we made the

following statements regarding the catalytic mechanism of Pgp:

K/
£ %4

The conformation change of P-glycoprotein form the inward open, high substrate
affinity state to the outward open, low substrate affinity conformation precedes the ATP
hydrolysis.

The double Walker A mutant Pgp variant is catalytically inactive and trapped in the
inward open, high substrate affinity conformation.

Single Walker A mutants have significant residual transport activity and thus they are

capable of passing full transport cycles albeit with reduced efficiency.

We designed an in vivo model system based on the xenotransplantation of Pgp-positive and

Pgp-negative human tumors into SCID mice to test whether the combined treatment with

low dose of CsA and UIC2 mAb can potentiate the anti-tumor effect of doxorubicin.

K/
A X4

X/
°

Our results demonstrated that the combined treatment significantly increased the
sensitivity of the Pgp expressing tumors to doxorubicin and decreased the growth rate
of the tumors at a clinically relevant extent.

We also concluded that antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC)
contributes to the anti-tumor effect of the combined treatment in vivo, besides Pgp

inhibition.
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8. Kiegészito informaciok

Gén Egyéb ismert  Fenotipus, betegség Ismert funkcio

elnevezés

ABCA1 CERP Tangier-kor, Familiaris HDL koleszterin €s

deficiencia foszfolipid
transzport

ABCA3 ABC3, ABCC surfactant deficiencia, tiid6fibrozis, foszfolipid

velesziiletett sziirkehalyog transzport

ABCA4 ABCR Stargardt-kor, retnitis pigmentosa, csap-

¢s palcikasejtek disztrofidja (CRD),
1ddéskori makula degeneracié (AMD)

ABCA12 Harlequin és lamellas ichtidzis

ABCA13 skizofrénia, bipolaris depresszio,

depresszid

ABCB1 Pgp, MDRI multidrog rezisztencia (MDR) xenobiotikum
export

ABCB2 TAPI Bechet-kor antigén peptidek
transzportja az ER-
be

ABCB3 TAP2 Bechet-kor antigén peptidek
transzportja az ER-
be

ABCB4 MDR3,PGY3 3-as tipusu illetve terhességi foszfatidil-kolin

intrahepatikus kolesztazis szekrécid az epébe

ABCB7 ABC7 szideroblasztos anémia ¢s ataxia FeSO4 komplexek
transzportja a
mitokondriumba

ABCB11 BSEP, SPGP  2-es tipusu intrahepatikus kolesztazis, epesav export

ujsziilottkori distressz szindroma
(IRDS, Infant Respiratory Distress
Syndrome)

ABCC11 MRPI multidrog rezisztencia (MDR) szerves anionok,
gliikuronidok és
szulfatok exportja

ABCC2 MRP2, Dubin-Johnson szindroma bilirubin export

cMOAT

ABCCS MRPS5 orokletes hypertrichosis

ABCC6 MRP6 pseudoxanthoma elasticum

ABCC7 CFTR cisztikus fibrézis, pankreatitisz, CI" csatorna

bronchiectdzia, kongenitalis bilateralis
vas deferens hidny
ABCC8 SURI familiaris hiperinzulinémias ATP-szenzitiv K-
hipoglikémia csatorna regulator a
pankreasz 3-
sejtjeiben
ABCC9 SUR2 dilatativ kardiomiopatia ventrikularis
tachycardiaval
ABCC11 fokozott izzadas és flilzsir termelés

63



ABCD1 ALDP adrenoleukodisztrofia zsirsavak
peroxiszomalis
transzportja

ABCD2 ALDR adrenoleukodisztréfia zsirsavak
peroxiszomalis
transzportja

ABCD3 PMP70 hepatosplenomegélia; méjbetegség zsir- és epesavak
peroxiszomalis
transzportja

ABCD4 PMP69 velesziiletett hiba a B12 vitamin

metabolizmusban
ABCG2 BCRP MDR, kdszvény hugysav export

ABCGS szitoszterolémia, korondria betegség, fitoszterolok
epekd exportja

ABCGS szitoszterolémia, koronaria betegség, fitoszterolok
epekd exportja

1. kiegészitd tablazat A human ABC transzporterek rendellenes miikodéséhez vagy expresszidjahoz kapcsolodod
betegségek, tiinetegyiittesek [57, 203-208].

Szubsztratok

Inhibitorok

Stimulatorok

Aktinomicin D, Aldoszteron, ALLM
peptid, ALLN peptid, Amitriptilin,
Amprenavir, Atorvasztatin, B-amiloid,

Bromperidol, Calcein-AM,
Carbamazepin, Celiprolol,
Kloropromazin, Clopidogrel,
Cimetidin,  Citalopram, Kolhicin,
Kortikoszteron, Kortizol, Ciklosporin
A, Daunorubicin, Dexametazon,
Digoxin, Diltiazem, Docetaxel,

Domperidon, Doxiciclin, Doxorubicin,
Eryitromicin, Etopozid, Fexofenadin,

Grapefruit 1é, Gramacidin D,
Gramacidin S, Imatinib, Indinavir,
Irinotecan, Itrakonazol, Ivermectin,

Ketokonazol, Lamotrigin, Lanzoprazol,
Levetiracetam, Levofloxacin,
Loperamid, Lozartan, Lovasztatin,
Melfalan, Metilprednizolon, Mevinolin,
Mitomicin C, Mitoxantron, Morfin,
Nelfinavir, Omeprazol, Ondansetron,
Paklitaxel, Pantoprazol, Pentazocine,

Fenobarbital, Fenothiazin, Fenitoin,
Propanolol, Kinidin, Ranitidin,
Rifampicin, Ritonavir, Szakvinavir,
rovid szénlancu lipidek, Simvasztatin,
Szirolimusz, Sparfloxacin,
Takrolimusz, Talinolol, **Tc-MIBI,
Tenipozid, Terfenadin, Tetraciklin,

Topotekan, Valspodar, Vekuronium,
Verapamil, Vinblasztin, Vinkrisztin

Amiodaron, Amitriptilin, Asztemizol,

Atorvasztatin, Bepridil, Birikodar,
Bromokriptin, Karotinoidok,
Karvedilol, Klérpromazin,

Klaritriomicin, Kobalamin, Kortizol,
Cremophor EL, Kurkumin, Ciklosporin

A, Dezipramin, Etrendkiegészitd
antioxidansok, Diltiazem,
Dipyridamole, Diszulfiram, Elacridar,
Erlotinib,  Eritromicin,  Felodipin,
Fluoxetin, Flupentixol, Flufenazin,
Gefitinib,  Haloperidol,  Indinavir,

Itrakonazol, Ketokonazol, Laniquidar,
Lanzoprazol, Leupeptin, Lonafarnib,
Maprotilin, Meflokin, Midazolam,
Mifepriszton, Terészetes diterpének,
Természetes tripterpének, Nelfinavir,
Nikardipin, Nitrendipin, ONT-093,
Omeprazol, Pantoprazol, Paroxetin,
Pentazocin, Progeszteron, Propafenon,
Kinidin, Kinin, Rezerpin, Ritonavir,
Szakinavir, Szertralin, Szimvasztatin,
Szirolimusz, Spironolakton,
Takrolimusz, Tamoxifen, Tarikvidar,
Terfenadin, Tetrabenzine, Tokoferol,
Valinomicin, Valspodar, Ortovanadat,
Verapamil, Vinblasztin, XR9051,
Zosuquidar

Amiodaron, Amprenavir, Bromokriptin,
Klérambucil, Ciszplatin, Klotrimazol, Kolhicin,
Cicklosporin A, Daunorubicin, Dexametazon,
Diltiazem, Doxorubicin, Efavirenz, Erythromycin,
Etoposide, FCME peptid, Fluorouracil, GGCME
peptid, Hidroxiurea, Inzulin, Indinavir, Metotrexat,
Midazolam, Mitoxantron, Morfin, Nelfinavir,
Nikardipin, Nifedipin, Fenitoin, Fenotiazin,
Prenilciszteinek, Probenecid, Rezerpin, Retinsav,
Rifampicin, Ritonavir, Szakinavir, Orbancfii,
Takrolimusz, Tamoxifen, Verapamil, Vinblasztin,
Vinkrisztin, Johimbin

2. kiegészitd tablazat A Pgp szubsztratjai, inhibitorai és stimulatorai Hodges és mtsai. alapjan [209].
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1. kiegészitd abra: Az in vitro ADCC vizsgalatok menete és kiértékelése. A vizsgalatok soran a KB-V1 (A, B, C) és
KB-3-1 target sejteket (D, E, F) CFDA-SE festékkel jeloltiik, majd frissen izolalt PBMC-kel kevertiik ossze 1:5 (B,
E) vagy 1:100 (C, F) aranyban. A mintikat 8 oran at inkubadltuk 37 °C-on, majd PI festést kévetéen aramlasi
citométerrel mertiik. A dot plotokon a PI és a CFDA-SE fluoreszcencia intenzitasa lathato. A barnaval jelolt magas
CFDA-SE és PI fluoreszcenciat mutato sejtek az elpusztult target sejtek, a narancsszinnel jel6lt alpopuldcio az élé
target sejteket jeloli, mig az alacsony CFDA-SE fluoreszcenciat mutato sejtek (fekete alpopulacio) pedig az
effektor sejtek.
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15D3-A647 BF

Képrétegek
szétvalasztasa

Hattérkorrekcio

Hattérkorrigalt kép

Pixelintenzitas
eloszlasa

Két kép hanyadosa
(VBL-BPY/15D3-a647)

0 20
Count 927578 Min: 0
Mean: 1.363 Max: 20
StdDev: 0.920 Mode: 0.977 (47639)
Bins: 256 Bin Width: 0.0781

2. kiegészitd abra A permeabilizalt sejtekrol késziilt konfokdlis mikroszkopos felvételek kiértékelésének sémdja. A
stack felvételben 1évd képrétegek elvalasztasat (jobb felsé sarkokban jeloltiik, mely fluorofor csatorndjarol van
sz0) kovetben kivontuk a hatteret, majd a 15D3-A647 csatorna egy képének az egyik mdsolatarol olyan maszkot
hoztunk létre, melyben a membrant reprezentdlo pixelek intenzitdsa egy, a tobbié nulla. Ennek a maszknak és egy
VBL-BPY illetve a 15D3-A647 csatorna képének a szorzataban csak olyan pixelek tartalmaztak nullatol kiilonbézé
intenzitast, melyek a membrant reprezentdljak. Ezt kdvetéen a két csatorna képének a hanyadosat képeztiik,
melyben a pixelek intenzitisa 0 és kb. 20 (max) kdzétt valtozott, majd a pixelek |0, max] intervallumon értelmezett
eloszlasanak kézépértéket hasznaltuk a tovabbi szamitdasokhoz.
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MDCK MDRI1 vad tipus MDCK MDRI1 K433M
VBL-BPY 15D3-A647  kolokalizacio VBL-BPY 15D3-A647  kolokalizacio

kontroll

3. kiegészito abra: Vad tipusu és K433M mutdns Pgp-ket expresszalo MDCK sejtek jellése 100 nM VBL-BPY-vel
(zéld) és 30 ug/ml 15D3-A647 antitesttel (piros), modulator nélkiili médiummal (kontroll), illetve 10 uM CsA-val,

dezoxi-gliikoz és 10 mM NaNj; keverékével) kévetden. Az eldkezelés és a jeldlés is 30 percig tartott 37 °C-on. Az

elpusztult sejteket Pl-s jelolés alapjan kiilonboztettiik meg (kék sejtmagok) és kizartuk az analizisbél. Skdla: 10
um.
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4. kiegészito abra: K1076M és dupla-mutans Pgp-ket expresszalo MDCK sejtek jeldlése 100 nM VBL-BPY-vel
(zold) és 30 ug/ml 15D3-A647 antitesttel (piros), modulator nélkiili médiummal (kontroll), illetve 10 uM CsA-val,
dezoxi-gliikoz és 10 mM NaNj; keverékével) kévetden. Az elokezelés és a jelolés is 30 percig tartott 37 °C-on. Az
elpusztult sejteket Pl-s jelolés alapjan kiilonboztettiik meg (kék sejtmagok) és kizartuk az analizisbol. Skadla: 10
um.
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Pgp variansokat expresszdalo MDCK sejtek VBL-BPY jelolodésére. A sejteket 30 percig kezeltiik az abran jelolt
koncentracioban alkalmazott AMP-PNP/Mg?*-mal, majd 100 nM VBL-BPY-vel (z6ld) és 30 ug/ml 15D3-A647-tel
(piros) festettiik. Kiértekelés soran a permeabilizalodott sejteket hasznaltuk, melyek magja jol jelolodott Pl-vel
(kék). Skala: 10 um.
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