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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ABC ATP-k6té domén (ATP Binding Cassette)

acLDL Acetilalt alacsony denzitasu lipoprotein

AO Akridin narancs

AP1 Adaptor fehérje 1

ARF1 ADP ribozilaziés faktor 1 (ADP-ribosylation factor 1)

ASM Savas szfingomielinaz

Ab647 Alexa647, fluoreszcens festék

BCD béta-ciklodextrin

Bmax Maximadlisan jel6lhetd kotdhelyek mennyisége

CERT Ceramid transzporter

CHAPS 3-[(3-kolamidpropil)dimetilammonium]-1-propanszulfonat, tenzid
CMC Kritikus micellaris koncentracio

COPI Burok fehérje I (Coat protein I)

CRAC Koleszterin-ko6té domén (cholesterol recognition amino acid consensus)
CsA Ciklosporin A

EEAl Korai endoszoéma antigén 1 (Early Endosome Antigen 1)

ER Endoplazmatikus retikulum

FCDR Aramlasi citometrias detergens rezisztencia (Flow cytometric detergent

resistance)

FRET Forster-tipust rezonancia-energiatranszfer (Forster resonance energy transfer)

GAP GTPaz aktivalo fehérje

Gamlg Kecskében termeltetett egér ellenes antitest (Goat anti mouse Immunoglobulin)

GGA Golgi-lokalizalt ARF-kot6 fehérje (Golgi-localized, y-ear homology domain,
ARF-binding protein)

GluCer Gliikkoceramid

gliPBS gliikozos foszfat puffer oldat


https://en.wikipedia.org/wiki/Endosome
https://en.wikipedia.org/wiki/Antigen

HDL3 Magas denzitasu lipoprotein 3-as alosztalya

HMGCoA  3-hidroxi-3-metilglutaril CoA-reduktaz

Kg Disszociacios allando

LAMP1 Lizoszoma asszocialt membran fehérje 1
mAt Monoklonalis antitest

MDR multidrog rezisztencia

NBD Nukleotid koté domén

NP40 Nonidet P40, tenzid

OSBP Oxiszterol koto fehérje

PC Foszfatidilkolin

PE Foszfatidiletanolamin

PFA Paraformaldehid

Pgp P-glikoprotein

Pl Propidium jodid

PM plazmamembran

SM Szfingomielin

SREBP Koleszterin-anyagcsere szabalyozasaban résztvevo transzkripcios faktor

(Sterol regulatory element binding protein)

TGN Transz golgi haldzat
TMD Transzmembran domén
TX100 Triton X-100, tenzid



1. BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

1.1 A multidrog rezisztencia fenotipus: a P-glikoprotein kutatas korai évei

A human daganatos megbetegedések elso sikeres kemoterapias kezelése utan nem sokkal jott
a felismerés, hogy ezen kezelések hatékonysaganak legnagyobb akadalya az adott
kemoterapids szerre mutatott kezdeti javulas utan kialakulo rezisztencia. Tobb kiilonbozo
tamadasponttal rendelkezd kemoterdpids szer egyiittes alkalmazasa szintén nem vezetett
sikerre, mivel a daganatos sejtek képesek voltak egyidejiileg a citosztatikumok széles
spektrumaval szemben is rezisztenciat, un. multidrog rezisztenciat (MDR) kialakitani. Ezen
folyamatok klinikai jelentOségét felismerve, szamos kutatdcsoport figyelme fordult azon
farmakologiai, biokémiai és molekularis mechanizmusok felderitésére melyek szerepet
jatszhatnak a jelenség kialakulasaban. A kutatds mind a mai napig tart, olyan eddig mar ismert
¢s esetlegesen nem ismert mechanizmusok pontos felderitésére, melyek relevans célpontok

lehetnek a daganatos sejtek kezelésében.

1970-ben Biedler és Riehm aktinomicin-D-vel szelektalt kinai aranyhorcsog sejtkultiran
kimutatta, hogy a sejtvonal egyidejiileg rezisztens mas, szerkezetében €s funkcidjaban eltérd
citosztatikumra is (mitramicin, vinblasztin, vinkrisztin, puromicin, daunomicin, demekolcin,
mitomicin C). A daunomicin-rezisztens sejtvonaluk szintén rezisztenciat mutatott
aktinomicin-D-vel szemben is [1]. Az ezt koveté években kiilonb6z6 kutatocsoportok még
szamos kereszt-rezisztenciat mutatd sejtvonalat, illetve transzplantalhatoé tumort szelektaltak
kiilonb6z6 drogok segitségével, és bevetették a biokémia, a molekularis bioldgia, a genetika
¢s a sejtbiologia rendelkezésre allo Osszes eszkoztarat a multidrog rezisztencia jelenség
hatterének vizsgalatara. Ezen sejtvonalak némelyikét mind a mai napig hasznaljak Pgp

expresszios standardként kutatdcsoportok, illetve gydgyszercégek.

Dano 1973-ban daunomicin rezisztens sejtek vizsgalata soran megfigyelte, hogy a
daunomicin sejtmagban mért koncentracidja megemelkedik kiilonb6z6 anyagcseregatld
szerek (2-deoxigliikoz, iodoacetat), illetve vinka alkaloidok jelenlétében, melyre a sejtvonal
korabbi vizsgalatok alapjan kereszt-rezisztenciat mutatott [2]. Dano mar ekkor felvetette
annak lehetdségét, hogy a rezisztens sejtekben megfigyelhetd csokkent drog akkumulaciot
egy energia-fiiggd karrier-medialt pumpa mechanizmus eredményezi, amelyért a kiilonb6z6
drogok egymassal kompetalnak. Skovsgaard daunorubicinre rezisztens, Erlich aszcitesz tumor
sejtek vizsgalatakor szintén nem zarta ki egy fokozott aktiv pumpa mechanizmus meglétét a

rezisztens sejtekben, de emellett felvetette lehetséges magyarazatként a drogok csokkent
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affinitasat az intracellularis kotohelyekhez, valamint egy csokkent influx lehet6ségét is [3].
Beck ¢s mtsai radioaktiv vinblasztinnal végzett kisérletekbol arra a kdvetkeztetésre jutottak,
hogy a human limfoblaszt sejtekben tapasztalt alkaloid-rezisztencia energia-fiiggé csokkent
drog kotédéssel magyarazhaté [4]. Ling és Thompson [5] csokkent sejtmembran
permeabilitassal magyarazta az altaluk vizsgalt CHO sejtek kolhicin rezisztencigjat. Még
ebben az évben ezen kutatdcsoport is bizonyitotta a csokkent kolhicin akkumulacio
energia-dependens voltat [6] illetve kés6bb azt, hogy a sejtek drog felvétele szoros
Osszefliggésben van a sejtekben tapasztalt ATP szintek valtozasaval [7].Victor Ling sajat
bevallasa szerint [8] eredményeik teljes egészében Osszeegyeztethetdek voltak Dano
eredményeivel, mégis ugy gondoltak akkor, hogy a MDR soran kialakulo kereszt-
rezisztencia - szerkezetilkkben adott esetben teljesen eltéré drogokra - sokkal inkabb
Osszeegyeztethetd egy, a sejtmembrant érintd 4altalanos folyamattal. Ezen gondolatok,
elképzelések eredményeként sziiletett meg az ,,aktiv permeabilitasi barrier modell”, mely a
membran lipid fluiditasanak csokkenésével magyarazta a rezisztens sejtek drogok széles
spektrumaval szemben mutatott fokozott rezisztenciajat. Nehezen volt elfogadhato az, hogy
az MDR fenotipus Onmagdban magyardzhaté lenne egy klasszikus drog efflux
mechanismussal. Elképzelhetetlennek tiint, hogy egyetlen transzporter hogyan képes ennyi
vegyiiletet felismerni! A multidrog rezisztencia soran a citosztatikumok széles spektrumaval
szemben alakul ki rezisztencia, olyan amfifil-lipofil anyagokkal szemben, melyek

szerkezetiikkben és méretiikben is jelentésen eltéréek: 200 Da-t6l akar 1900 Da-ig.

1976-ban Juliano és Ling munkacsoportja az altaluk szelektalt kolhicin-rezisztens sejtvonalon
glikoprotein csucsot figyeltek meg a gélben a colchicin rezisztens sejtek esetében, ellentétben
a vad-tipust sejtekkel. igy sziiletett a P-glikoprotein elnevezés a sejtek colchicinre mutatott
csokkent permeabilitdsanak megfelelden. Jack Riordani és Ling 1979-ben muténs és revertans
sejtvonalakbodl készitett és Comassie blue-val festett plazmamembran vezikulak vizsgalata
soran Osszefiliggést tapasztalt a fehérje mennyisége és a drog rezisztencia mértéke kozott [10].
Kartner és mtsai poliklondlis antitestek segitségével végzett Western blot kisérletekben
kimutattdk a 170 kDa tomegli Pgp-t, mint kozos fehérjekomponenst kiilonb6z6 MDR
sejtvonalakon [11]. Majd tovabbi monoklonalis antitestek kifejlesztésével [12] korrelaciot
figyeltek meg a multidrog rezisztencia meértéke és a P-glikoprotein expresszids szintje kozott
kiilonbozé emlés MDR sejtvonalakon, illetve néhany kemoterapidra rezisztens petefészek
daganatban [13]. 1983-84-ben kolhicin rezisztens sejtek genomi DNS-el transzfektalt

sejtekben Robertson és mtsai korrelaciot talaltak egyrészt a Pgp mennyisége, valamint az un.
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kettés-parany kromoszomak (double minute chromosomes) szama és a kolhicin rezisztencia
kozott. Mivel ezen extrakromoszomalis DNS szakaszok megjelenése bizonyos gének
amplifikacidjarol lehet szd ezen rezisztens sejtvonal és esetleg mas, szelektalt sejtvonalak
esetében is [11, 14]. Igor Roninson CHO sejtek vizsgalata soran szintén azt talalta, hogy
bizonyos DNS szekvencidk amplifikacidja korrelal a multidrog rezisztencia mértékével [15].
1986 majus-juniusaban Shen és Roninson egy 4,5 kb mdrl hirvivé RNS (MRNS) emelkedett
szintjér6l, valamint az mdrl DNS amplifikaciojarol szamolt be kiilonb6zé human
sejtvonalakban [16, 17], mely szorosan korrelalt a drog rezisztencia mértékével. Ueda és
mtsai rovid id6n beliil bizonyitottak, hogy valdjaban ezen mdrl gén kddolja a Pgp-t [18], és
az mdrl klon retrovirdlis transzfekcioja multidrog rezisztens fenotipussal ruhdzza fel a
transzfektalt sejteket [19]. Gros és mtsai néhany honappal hamarabb hasonld eredményre
jutottak egér mdrl klon transzfektalasaval [20]. 1986-ban 3 kézlemény sziiletett az MDR-rel
intenziven foglalkozd neves kutatocsoportok tollabol, mely az mdrl gén cDNS-nek
szekvenalasa soran arra a felismerésre jutott, hogy a Pgp/mdrl nagyfoku szekvencia

homolégiat mutat mar ismert bakterialis ATP-k6td transzport fehérjékkel, illetve legfoképpen

crer

Az elsddleges szerkezet ismeretében mar korvonalazodott a multidrog rezisztencidban
szerepet jatszo Pgp strukturalis és funkcionalis modellje, mely szamos citosztatikum
csokkentésére. Human Pgp ellen kifejlesztett MRK16 egér monoklonalis antitest (mAt)
segitségével [24] Thibeaut és mtsai bizonyitottak a Pgp jelenlétét kiilonb6z6 normal szovetek
(ma4j, hasnyalmirigy, vese, vastagbél, vékonybél, agy) epitél sejtjeinek apikalis oldalan [25,
26]. Fojo és Goldstein ezzel parhuzamosan szamos daganatos mintaban is kimutatta az mdrl
mRNS jelenlétét [27, 28]. Ezen kisérletek eredményeként fogalmazodott meg az elképzelés,
mely szerint a Pgp-t a kiilonb6z6 toxikus xenobiotikumok elleni altalanos védekezési
mechanizmus hivta életre, olyan szovetekben, melyek fontosak lehetnek ezen drogok
abszorpcidjaban (bél lumen epitél sejtjei); metabolizacidjaban-eliminaciojaban (maj, vese),
valamint kiilonboz6 1étfontossagu szervek ugymint a vér-agy gat, here, petefészek és placenta

sériilékeny fizioldgias barrierjeinek megerdsitésében.

1992-ben Cole és mtsai szamos kemoterapeutikummal szemben rezisztencidt mutatd
multidrog rezisztens sejtvonalon, egy masik ATP-ko6td transzporter nagyszamu kifejezodését
irta le az un. MDR-kapcsolt fehérjét, MRP1-et [29].



Majd 1998-ban Doyle és mtsai egy szintén szamos citosztatikummal szemben - tobbek kdzott
mitoxantronnal szemben is - rezisztenciat mutaté human mellrak sejtvonalon egy harmadik
fontos fehérje jelenlétérél szamolt be, a BCRP-r6l (Breast Cancer Resistance Protein), amely

onmagaban is képes volt a multidrog rezisztens fenotipus kialakitasara [30].

Az emberi szervezetben mai tudasunk szerint a legfobb MDR-ATP-ko6to fehérjékhez tartozik
az MDR1/Pgp/ABCB1, az MRP csalad szamos tagja (MRP1-9) valamint a
BCRP/MXR/ABCG2. Nagyszamu, féként hidroféb xenobiotikumok mellett képesek szamos
amfifil anion és kation természetii anyag sejtekbdl torténd kipumpalasara is, és ilyen modon,
mint a szervezet un. kemoimmunrendszerének tagjai képesek szervezetiinket megvédeni a

kiilonb6z6 toxikus metabolitoktol [31].

1.2 Az ABC transzporterek

1985-ben Higgins és mtsai harom egymastol fiiggetlen bakteridlis transzporter aminosav
szekvenciajanak vizsgalata soran felismerték, hogy mindharom transzporter viszonylag
azonos pozicidban azonos szekvencia motivumokat tartalmaz. Ezen aminosav szekvenciak
egy un. ATP nukteotid kot6 domén részét képezik. A fehérjék transzportfunkcidhoz
sziikséges konformaciovaltozasat pedig az ATP kotésébol és hidrolizisébdl szarmazo energia
szolgaltatja [32]. Ezen els6 felismerések fektették le a mara mar jol ismert ABC (ATP-
binding cassette transporter) transzporterek létezésének alapjait. 1986-ban Gros; Chen és
Gerlach mar ezen és szamos egyéb bakterialis transzport fehérje aminosav szekvenciajanak
ismeretében sorolhatta a MDR-ban fontos szerepet jatszo Pgp-t az ATP-kothely
nagymértékii evolucios konzervaltsaga, valamint hasonld mechanizmusa alapjan ezen

szupercsalad tagjai kozé [21-23, 33].

Az ABC transzporterek képezik a legnagyobb transzmembran fehérje csaladot, melynek tagjai
a baktériumoktol az emberig minden él6lényben megtalalhatdak [34]. A  sejtek
plazmamembranjaban és intracellularis kompartmentjeinek membranjadban elhelyezkedve
részt vesznek szamos vegylilet: cukrok, aminosavak, fémionok, peptidek, fehérjék,
nagyszamu hidroféb vegyiilet, valamint metabolitok transzportalasaban. Fontos szerepet
jatszanak olyan sejtfunkciokban, mint toxikus vegyiiletek kivalasztasa, anyagfelvétel vagy
jelatvitel [35, 36]. Az eukaridta genomban nagy szamban megtalalhato ABC transzporter
gének nagyfoku konzervaltsdgot mutatnak az egyes specieszek kozott, mely arra enged
kovetkeztetni, hogy ezen gének mar az eukaridta evolucid kezdetekor is léteztek. A human

genom szekvencia analizise alapjan 48 kiilonb6zé6 ABC transzporter ismert [37], melyek 7
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alcsaladra (ABCA-t6l ABCG- ig) oszthatoak génstruktirabeli hasonldsaguk (fél vagy teljes

transzporterek), a domének sorrendje, valamint a nukteotid-koté illetve a transzmembran

domének homologiajanak alapjan (lasd ABC transzporterek szerkezete).

Egyéb
Gén ismert Fenotipus, betegség Ismert funkci6
elnevezés
ABCA1 Tangier kor, FHDLD koleszterin és foszfolipid transzport
ABCA3 surfactant deficiencia
ABCA4 ABCR Stargardt kor, FFM, RP, CRD, AMD
ABCA12 Harlequin ichtiézis
ABCA13 skizofrénia, b1polar1.s' depresszio,
depresszid
ABCB2 TAP1 Bechet kor antigén peptidek transzportja az ER-be
ABCB3 TAP2 Bechet kor antigén peptidek transzportja az ER-be
ABCB4 MDR3 3;ifr:l?:ps:tillilivlfotlzrs.};z’s;iesg1 foszfatidil-kolin szekrécio az epébe
ABCB7 szideroblasztos anémia FeSO, komplexek transzportja a
mitokondriumba
ABCB11 BSSEFI,D GVF? W | 2-es tipusu intrahepatikus kolesztazis epesavak export
ABCC2 Méi';éﬁgy Dubin-Johnson szindroma bilirubin export
ABCC6 MRP6 pseudoxanthoma elasticum
cisztikus fibrozis, ]
ABCCT CFTR pankreatitisz,bronchiectazia, CBAVD CI csatorna
gyermekkori familidris ATP-szenzitiv K* csatorna regulator a
AEEEE SURL hiperinzulinémias hipoglikémia pankreasz B-sejtjeiben
ABCCY dilatativ kardlomlopfi.t}a ventrikularis
tachycardiaval
ABCC11 fokozott izzadas és flilzsir termelés
. zsirsavak (VLCFA) peroxiszomalis
ABCD1 ALDP adrenoleukodisztrofia transzportja
. zsirsavak (VLCFA) peroxiszomalis
ABCD2 ALDR adrenoleukodisztrofia transzportja
ABCG2 BCRP koszvény hagysav export
ABCG5 szitoszterolémia fitoszterolok exportja
ABCGS8 szitoszterolémia fitoszterolok exportja

1. tablazat Human ABC transzporterekhez kitheto fenotipusok, betegségek
FHDLD - familiaris hipoalfalipoproteinémia (familial hypoalphalipoproteinemia); FFM -
fundus flavimaculatus; RP - retinitis pigmentosa; CRD - csap- és pdicikasejtek disztofidja

(cone rod dystrophy);

AMD - iddskori makula degenerdacio (age-related macular

degeneration); CBAVD - kongenitalis bilaterdlis vas deferens hiany (congenital bilateral
absence of vas deferens); VLCFA - hosszu szénldncu zsirsav (very long chain fatty acid) [41-

44).
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Ezen ABC transzporterek egyre névekvo szamban kothetdek kiilonbozé betegségek, illetve
fenotipusok megjelenéséhez. Az 1. tablazat az eddig ismert ABC transzporter mutaciokhoz
kothetd  (Mendeli  rendellenességek / komplex betegségek) human  genetikai

rendellenességeket foglalja Gssze.

Az ABC transzporterek funkciojuk alapjan harom csoportra oszthatéoak. Pumpamiikodésii
transzporter feherjékre, csatorna funkciot betdltd, valamint csatornaszabalyozo fehérjékre.
Mig a legtobb ismert hatdsmechanizmusu ABC-fehérje valddi transzporterként miikodik,
addig a csatornaszabalyozd, ill. csatorna miikodésit ABC-molekulaknak eddig csak két tagja
ismert. A SUR1 (sulfonylurea-receptor, ABCCS8) valdsziniileg az intracellularis ATP,
valamint ADP koncentracio fliggvényében szabalyozza a gliikkoz indukalta inzulinszekrécid
szabalyozasaban fontos szerepet betdltd K™ -csatorna miikodését [38]. Mig a CFTR (cisztikus
fibrozis transzmembran konduktancia reguldtor, ABCC7) egy ATP-hidrolizis és cAMP-fliggd
foszforilacio altal szabalyozott C1” csatorna [39, 40], amely mas membranfehérjék mitkodését

is szabalyozza, azaz egyszerre tolt be csatorna, valamint csatornaszabalyozo funkciot.

1.3 Az ABC transzporterek szerkezete

A—-
| &2 §

Loop Walker A Q-Loop ABC Linker

NBD1
(N-half)

Walker A & B
H-Loop

C-region
D-Loop

1. abra Az ABC transzporterek nukleotid koté doménjének konzervalt motivumai
(A); az L alaku NBD sémds alakja (B); valamint az N-terminalis és a C-terminalis ket
nukleotid koté domén altal kialakitott funkciondlis ATP kot6 zsebek (C) [57].
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A transzporterek prototipusa két citoplazmatikus nuleotid k6td doménbdl valamint a hozzajuk
kapcsolodo két, a membranon tobbszor ativeld transzmembran doménbdl all. A dimerként
funkciondld transzmembran domének alakitjak ki a szubsztrat transzlokaciohoz sziikséges
csatornat, valamint a szubsztrat kotdé zsebet, mig a két citoszolikus nukleotid koté domén
felelds az ATP kotésért, illetve hidrolizisért. Teljes transzporterek esetén ezeket a funkcionalis
egységeket egyetlen polipeptid lanc tartalmazza (pl. ABCB1: N-TMD-NBD-TMD-NBD-C),
mig fél transzporterek esetén (pl. ABCG2: N-NBD-TMD-C) homo- vagy heterodimerek
kialakulasa sziikséges egy miikodéképes transzporter 1étrehozasahoz [34, 45, 46]. Az ABC
transzporterek nukleotid kotd doménje szamos jellegzetes peptid motivumot tartalmaz. Az
egymastol 90-120 aminosavnyi tavolsagra 1évé Walker A és Walker B motivumot, mely
minden ATP-ko6té fehérje sajatja, az ABC-signature motivumot (LSGGQ szekvencia, ABC
linker vagy C motivum), valamint H- D- és Q-loop-okat, mely kizarélag az ABC-

transzporterekre jellemzoek.

Az egyik nukleotid kot6 domén Walker A, -B illetve H-loopja a masik nukleotid koté domén
D-loopjaval ¢€s signature motivumaval Un. ,,sandwich dimer”-t alkotva hozza 1étre a két ATP

kotéséhez sziikséges nukleotid kotd zsebeket (1. abra).

A Walker A motivumrol ismert, hogy az ATP B-foszfatjat koti [47]. Az ABC-signature
motivum kritikus az ATP hidrolizisében csakugy, mint a NBD-ek és a TMD-ek kozotti
kommunikacioban [48, 49]. A D-loop-nak valosziniileg a katalitikus koté helyek kozotti
kommunikacioban lehet szerepe [46]. A H-loop vagy kapcsold régio (switch region) a
szubsztrat indukalta ATP hidrolizis folyamataban résztvevd fontos peptid szekvencia lehet
[50, 51]. A Q-looprdl egyes szerzok feltétlezték hogy a y-foszfat hidrolizisében tolthet be
szerepet [52], masok szerint ezen peptid motivum mutdcidja dnmagéaban nincs hatassal az
ATP hidrolizisére, de valamilyen modon rontja a NBD-ek ¢s TMD-ek kozotti kommunikaciot
[53, 54]. A nemrégen kdzolt aromas aminosavakban gazdag A-loop nagyfoku konzervaltsaga
révén feltehetden szintén a NBD részét képezheti, és az ATP adenin-gyiirijével van

kolcsonhatasban [55, 56].

Az ABC transzporterek osztalyozasat, illetve az egyes alcsaladok egy-egy jeles képviseldjét
mutatja be a 2. abra [58]. Az ABCA illetve az ABCC csalad tagjai kizarolag teljes
transzportereket tartalmaznak, az ABCD illetve az ABCG csalad féltranszporterekbdl all. Az
ABCG2/BCRP/MXR egy tipikus homodimerként funkciondl6 ABC fehérje, ahol a két
féltranszporter diszulfid hidakkal kapcsolodik egymashoz [59] [60]. Az ABCB csalad az
egyetlen csalad, mely teljes transzportereket pl. ABCB1/MDR1/Pgp valamint fél
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ABCA
pl. ABCA4/ABCR retinol transzporter

ABCB
pl. ABCB1/MDR1/Pgp drog transzporter

ABCC
pl. ABCC1/MRP1 drog transzporter

pl. ABCC7/CFTR CI csatorna

ABCD
pl. ABCD3/PMP70 peroxiszomalis
transzporter

ABCE/F
pl. ABCF1 fehérje transzlacios faktor

ABCG
pl. ABCG2/BCRP drog transzporter

2. abra Az ABC transzporterek osztalyozasa illetve az egyes alcsaladok egy-egy jeles
képviseldje
(ATP: nukleotid koté domén, sdrga oszlopok: transzmembran domén) [58].

crer

ABCB2/TAP1 ¢és ABCB3/TAP2 (,transporter associated with antigen processing”)
féltranszporter egylittmiikodése a heterodimerizacié szép példaja [61, 62]. Az ABCE valamint
az ABCF csalad tagjai kizarolag nukleotid koté doméneket tartalmaznak, de ezen nukleotid
kotd  doménjiik alapjan  filogenetikailag egyértelmlien az ABC transzporterek

szupercsaladjaba sorolanddak. A csalad tagjai a kozos evolicios eredet ellenére szamos
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bizonyos funkciokhoz kapcsolt kiilonbséget is mutatnak. A cAMP regulalt klorid-ion
csatornaként miikodd6 ABCC7/CFTR példdul extra hosszusagh intracellularis loopként
tartalmaz még egy un. regulator domént is [63]. Az ABCC1/MRP az N-terminalisan egy
rovidebb extra transzmembran doménnel egésziilt ki. Bar ugy tiinik, ezen extra domén
delécidja nem eredményez funkciovesztést [64], nem ugy a linker rész (Lo) mely a kdvetkezd

transzmembran doménhez kapcsolja [65].

1.4 Az ABCB1 vagy P-glikoprotein

Jack Riordan 1979-es drog rezisztens sejtekbdl készitett plazmamembran vezikulakon végzett
kisérletei - mely szerint a Pgp nem volt eltavolithatd ezen vezikulakbol a periférias
fehérjékkel egyiitt, ellenben bizonyos nem-ionos detergensekkel, tobb mas membran
fehérjével egyiitt szolubilizalhatdé volt — mar eldrevetitette, hogy egy integrans
membranfehérjérél van sz6 [10]. Az 1986-ban publikalt mdrl ¢cDNS szekvenalasi adatok

alapjan meghatarozott elsddleges szerkezet ezt egyértelmiien megerésitette [21-23] (3. abra).

extracellularis tér

1
citoplazma

‘IZ
3. abra A Pgp hidrofébictasi plot alapjan feltételezett elso szerkezete az aminosav
sorrend ismeretében [23].

A T7-es kromoszoman talalhatdé human mdrl gén [66] egy 1280 aminosavbol allo
transzmembran fehérjét kodol, mely feltehetdleg két, a plazmamembrant hatszor ativeld o-
helixek 4ltal alkotott homolog transzmembran doménbdl és két nukleotid k6td doménbdl all.
A névado glikozilacios helyek az elsé nagyobb extracellularis loop-on (hurkon) helyezkednek
el. Az els6 adatok alapjan felvazolt szekvencia homologia a két fél kozott (43 %-0S
szekvencia homologia)[22, 23], valamint bizonyos intron-parok konzervaltsaga arra engedett

kovetkeztetni, hogy a Pgp-t kodolo gén egy Osi, hat transzmembran doménnel rendelkezd
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fehérje génjének duplikaciojaval jott 1étre, mely tovabbi mutacidkon esett at az evollcid soran
[67]. Chen és mtsai az altaluk 1990-ben meghatarozott teljes exon/intron struktira alapjan,
mely szerint valdjaban csupan két intron-par talalhatdé konzervalt pozicidban (mindkettd a
NBD-en beliil), egy masik evolicids utat javasoltak. Ez alapjan a Pgp két hasonld, de
egymastol fiiggetlen fehérje génjeinek fuziojaként johetett 1étre [68].

A Pgp kapcsan felmeriilé egyik legérdekesebb kérdés, hogy hogyan képes egyetlen fehérje
ennyi szerkezetében és méretében eltérd szubsztrat felismerésére és pumpalasara? Mely
kérdésre az egymassal szorosan parhuzamosan futd, a Pgp valodi hidrom dimenzios
szerkezetének, komplex drog kotohelyének, valamint pontos mikédési mechanizmusanak

megfejtésére irdnyuld szamtalan kisérletbdl lassan taldn valaszt kapunk.

A Pgp mikddési elvének megértésére iranyuld torekvések elsé 1épese az alapvetéen fontos
funkcionalis egységek meghatarozasa volt. Korai vizsgalatok bebizonyitottak, hogy barmelyik
molekulafél mutaciéja 6nmagaban képes a Pgp miikodésének inaktivalasara [69, 70]. Egy
funkcioképes transzporter létrehozdsdhoz a molekula két felének szoros egylittmitkddése
sziikséges [71], mely folyamatban a két felet 6sszekoté 75 aminosavbol allo flexibilis linker
szakasznak kiemelt szerepe van [48], feltehetben a két ATP kotéhely kozotti
kommunikécioban bet6ltdtt szerepe miatt. A transzmembran doménekhez hasonléan mindkét
ATP-kot6 hely sziikséges volt a mikodéshez [72, 73], mely elérevetitette azt a ma mar ismert
tényt, hogy két nukleotid kot domén egylittesen hozza 1étre a két ATP kotéséhez sziikséges
nukleotid kot6 zsebeket (lasd ABC transzporterek szerkezete).

Szamos mutacios (delécidés mutansok, cisztein mutdnsok, arginin mutansok Iétrehozésa)
valamint a fehérje tiol csoportjaival keresztkotést 1étrehozo szubsztratokkal torténd vizsgalat
kisérelte meg a drogkdtOhely vagy legalabbis azon aminosav oldallancok azonositaséasat,
melyek szerepet jatszhatnak a fehérje-ligand kolcsonhatasban és segithetik a drogtranszport
mechanizmus pontosabb megértését. Cisztein mutans Pgp-n végzett kisérletek megerdsitették
a hidrofobicitasi plot alapjan 1986-ban felvazolt szerkezetet, miszerint a Pgp mindkét fele 6-6
transzmembran szegmensbdl all [74]. A Korai transzport kisérletek két eltéré drog kotShelyet
azonositottak a rhodamine (R-kotOhely) és a Hoechst 33342 festék (H-kotohely) szamara,
valamint egy szabalyozo funkciot betoltd harmadik kotShelyet, ami prazozin illetve
progeszteron kotésére volt képes [75, 76]. Diszulfid-hidas keresztkotési kisérletek a 4-5-6-0s
valamint 10-11-12-es transzmembran hélixek egyiittes kozremiikodését feltételezték a drog
kotohely-kotéhelyek kialakitasaban [77]. Egyéb tanulmanyok szamos tovabbi kotOhelyek
meglétérél szamoltak be [78, 79]. Mindezen megfigyelések alapjan felvet6dott annak
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lehetdsége, hogy ezen kotdhelyek valdjaban a transzmembran domének altal kialakitott k6zos
felszinen helyezkednek el [78, 80].

Szamos adat utalt arra, hogy a Pgp mar a plazmamembranban megkoti hidrofob, valamint
amfifil természetli szubsztratjait, illetve, hogy a drog kotéhelyek valoban a TMD-ken
helyezkedhetnek el. Kiilonboz6 gatloszerek Pgp-re kifejtett hatasa egyenes aranyban volt azok
PM-ban valo6 feldusulasukkal [81], valamint a calcein fluoreszcens festék nem fluoreszcens
lipofil acetoximetil-észter szarmazékat (calcein-AM) a Pgp még azel6tt eltavolitotta a
sejtekbdl, mieldtt az fluoreszcens festékké alakulhatott volna a citoplazmatikus nem-
specifikus észterazok altal [82]. A drog kotéhelyek TMD-ken valo elhelyezkedését tovabb
erdsitette az a tény, hogy a NBD-eket nem tartalmazé csonkolt mutansok megtartottak
szubsztrat koté képességiiket [83]. Ezek és szamos egyéb példa timasztotta ala azt a korabbi
elgondolast, mely szerint a Pgp nem a vizes intracellularis térb6l, hanem un. ,hidrofob
porszivoként” mar a lipid kettosrétegbdl gytijti 6ssze a kiilonbdzo drogokat és ily médon mar
a PM-ban képes amfifil, illetve hidrofob szubsztratjainak feltartoztatasara [84-86]. Azaz a Pgp
szubsztrat specificitasat a drog kotdhellyel valod kolcsonhatds mellett az adott vegyiilet lipid
oldhatosaga is befolyasolja.

Azon megfigyelés, hogy a Pgp képes rovid szénlanc membranlipidek transzlokalésara a
plazmamembranon keresztiil, valamint az, hogy a Hoechst 33342 Pgp szubsztrat kétéhelye a
citoplazmatikus membran lemezben lehet, egy masik elképzelt mitkédési modell meglétét
erdsitette [87-89]. Eszerint a Pgp szubsztratjait a sejtmembran belsd lemezébdl a kiilsd
lemezébe atforditva un. flippazként egyenldtlen eloszlast idéz eld a plazmamembranban. A
Pgp miikodésének hatasara a szubsztratok az extracellularis lemezben dusulnak fel, ahonnan a
molekulak az extracellularis térbe diffundalhatnak [90, 91].

Korai, a 6-0s illetve 12-es transzmembran szegmenst érintd cisztein mutansokon, szubsztratok
¢s ATP mellett végzett keresztkotési vizsgalatok bizonyitottak [92], hogy ezen
transzmembranszegmensek keresztkothetoek drog stimuldlta ATP hidrolizist kovetden. A
transzmembran szegmensek eldzetes keresztkotése mellett viszont gatolt volt az ATP
hidrolizis, mely gatlas a diszulfid hidak felbontdsaval megsziintetheté volt. Ezek az
eredmények korabbi megfigyelésekhez hasonloan [93, 94] mar feltételeztek egy konformacio
valtozasban megnyilvanuld szoros kommunikaciot a drog kotOhely valamint a nukleotid
kotéhelyek kozott. Feltételezhetd volt, hogy a Pgp szubsztrat kot helye nagy és alacsony
affinitast biztositd konformacios allapotok kozott alternal a NBD-ken megvalosuldo ATP
hidrolizis fliggvényében. Radioaktiv ligand kotési kisérletek azt mutattak, hogy a vinblasztin

ATP tavollétében mutat nagyobb affinitast a Pgp-hez, mig ATP analdg jelenlétében pedig
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alacsonyabb affinitassal kotodik [95]. Ezen korai sejtbiologiai és biokémiai vizsgalatok soran
levont kovetkeztetések még mindig rendkiviil fontosak, annak ellenére, hogy azota
rendelkezésiinkre all szamos elektronmikroszkopos szerkezeti eredmény [96, 97], valamint a
Pgp-vel szekvencia homoldgiat mutatd bakterialis ABC transzporterek [98-100], illetve az
egér ABCBla [101] kristalyszerkezetének szerkezeti részletei. Ha figyelembe vessziik a
kiilonboz6 mutacids vizsgalatok, modositott drog szubsztratok, vagy akar a kristalyszerkezet
meghatarozas soran felmeriild artefaktumok lehetOségét, valoszintitlennek tiinik, hogy

barmely modszer 6nmagéaban valaszt adhatna a felmertiil6 kérdésekre.

Mai ismerteink alapjan a Pgp egy komplex a transzmembran domének altal kialakitott
kotohellyel, kotd zsebbel rendelkezik, amelyet a transzmembran helixek aminosav oldallancai
bélelnek. A szubsztratok és a Pgp aminosav oldallancai kozott kiilonb6zd, mindig az adott
szubsztratra jellemzd hidrofob és van der Waals kolcsonhatasok alakulnak ki. A ,,szubsztrat
indukélta illeszkedés” soran az egyes szubsztratok Pgp-hez vald affinitdsat ezen
kolcsonhatasok ered6i hatarozzak meg [102]. A 4. abranm azon aminosav oldallancok
lathatéak, melyekrél eddigi mutacidos kisérletekbdl szdrmazod ismereteink alapjan
feltételezhetd, hogy részt vehetnek a szubsztrat kotézseb kialakitasaban.

Mas elképzelés szerint azonban a valodi drogkdtésben csak bizonyos transzmembran
domének vesznek részt (the domain interface model) [103]; a feltételezett transzmembran
parok az 5-0s illetve 8-as transzmembran helix par, valamint a 3-as és 11-es transzmembran

hélix par.
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4. abra A szubsztrat kotézsebet alkoto aminosav oldallancok felderitésére tett mutacios
kisérletek eredményeinek osszefoglaloja [58].

A transzmembran hélixek elrendezése még a Savl866 bakterialis ABC transzporterének
extracellularis tér felé nyitott kristalyszerkezete alapjan tortént. A kék aminosavak cisztein
mutans-tiol reaktiv szubsztratokkal végzett vizsgalatokban ATPaz aktivitast indukaltak. A
pirossal jelolt aminosav oldallancok hasonlo kisérletben gatoltak a szubsztrat indukdlta
ATPaz aktivitast, de a gatlas a tiol reaktiv szubsztrat kezelés elott adott szubsztrattal
kivédheto volt. Az ATP hidrolizis alatt keresztkotheto cisztein mutalt oldallancok zold szinnel
lathatoak. A vonalak a 4 °C-on oxidadloszer jelenlétében keresztkotheto ciszteineket jeloli.
Sargaval jeloltek azok az oldallancok, melyek megvaltoztattak a Pgp szubsztrat specificitasat
arginin mutdciot kovetden.

Aller és mtsai a nemrégiben kozolt 3,8 A felbontasu egér ABCBI1a kristalyszerkezete alapjan
[101] (88%-0s szekvencia homoldgia a human ABCBI-gyel) egy jelentés 6,000 A® méretii
kotd iiregrél szdmolnak be, mely korabbi eredményekkel Osszhangban akar tobb drog
egyiittes kotésére is képes [104, 105].

Korabbi, illetve a nem régiben kozolt bakteridlis ABC transzporterek, illetve egér ABCBla
kristalyszerkezetének ismeretében azt mondhatjuk, hogy a fehérje nukleotid tavollétében egy
un. befelé (a citoplazma felé€) nyitott konformacioban van (5. abra) . A TMD-ek k6zott ebben
a konformacioban a citoplazmatikus lemez szamara hozzaférhetd rés talalhatd, mely
Osszhangban van a korabban elképzelt hidrofob porszivdé vagy akar flippaz modellel is.

Nukleotidok jelenlétében a fehérje kifelé (az extracellularis tér felé¢) nyitott konformacioba
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keriil, ahol a transzmembran domének kozotti rés immar az extracellularis lemez szamara

hozzaférhetd.

aueiquiapy

5. abra A szubsztrat efflux modellje

(@) Az ABCBI befelé (az intracellularis tér felé) nyitott konformacioja egér ABCBla
kristalyszerkezete alapjan [101]. (b) Az ABCBI feltételezett kifelé (az extracellularis tér felé)
nyitott konformdcidja az MsbA [100] valamint Sav1866 [98] bakteridalis ABC transzporterek
kristdlyszerkezete alapjan. [106].

Biokémiai és a kristalyszerkezeti adatok alapjan a transzport mechanizmus legalabb 4 1épésre
oszthatd fel. (1) A szubsztrat a citoplazmatikus membran lemezbdl vagy a citoplazmabol a két
transzmembran domén kozotti résen keresztiil belép a szubsztrat kot tiregbe és kotddik a
nagy affinitdst ligand kotOhelyhez. (2) Az ATP kotése és/vagy hidrolizise alatt a
transzmembran szegmensek konformaciovaltozdson mennek keresztiil, amely soran a
citoplazmatikus lemez felé eddig nyitott rés bezarul, majd az extracellularis lemez felé
kinyilik, mikdzben a Pgp és szubsztratja kozotti kiillonbozd intermolekularis kapcsolatok
csOkkenésével romlik a szubsztrat affinitdsa a drog kotéhelyhez. (3) A ligand a lateralis résen
keresztiil tavozik a kiilsé mebran lemezbe, vagy a vizes extracellularis térbe. (4) A szubsztrat
nyitott nagy affinitdsu konformaciés allapotba [106]. Ambudkar és mtsai egy 1999-ben
javasolt modellben [107] két fliggetlen drog-kotShelyet kiilonboztettek meg, egy nagy
affinitastt ,,ON” kotéhelyet, illetve egy alacsonyabb affinitast ,,OFF” kot6helyet, mely
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utdbbira a szubsztrat az extracellularis térbe torténd tavozasa eldtt keriil at. Mai ismereteink
alapjan ez a modell 0j megvilagitasba keriil. Ezen kotOhelyek akar egyazon kotohelyet is
jelenthetnek, hiszen a drog kotézseb kozponti elhelyezkedése a foszfolipid kettdsrétegen
beliil, valamint a fehérje befelé és kifelé nyitott konformacios allapot kozotti alternalasa
kovetkeztében - mely lehetdvé teszi a szubsztrat hozzaférését mindkét lemez szdmara -
gyakorlatilag a szubsztrat elmozdulasa nélkiil is lehetséges. Valdsziniinek tlinik korabbi
biokémiai [92, 108] és mostani kristalyszerkezeti adatok alapjan a transzmembran hélixek
rotacidja a ciklus soran, mely a transzmembran domének altal rejtett pozicidba, vagy akar a
lipid kettdsrétegbe dgyazza a kordbban a szubsztrat kotd zseb szdmara még hozzaférhetd
aminosav oldallancokat [106]. A korabban mar emlitett artefaktumok lehet6sége miatt

azonban szamos kérdésre egyeldre nem adhato egyértelmi valasz.
1.5 A Pgp trafficking folyamatai

1.5.1 Intracellularis elhelyezkedés, ismert trafficking itvonalak

A Pgp ~140-150 kDa-os core-glikozilalt fehérjeként szintetizalodik az ER-ban. Az eddig
ismert transzkripcios faktorok kozott szerepel a c-Jun [109], a D vitamin receptor [110], a
FOXO03a [111] és a szamos mas fehérje transzkripciojat is befolyasold nuklearis faktor kB
[112]. A hésokk faktor 1 és a hésokk fehérje 27 esetén azt talaltak, hogy gatolta a fehérje
expresszidjat a fehérje transzkripcidjat befolydsoldo mutans p53 illetve a mar emlitett NF-xB
fehérje - mely folyamat pontos szabalyozasardl eddig kevés informacionk van -, a Golgi-ba
kertilve az elsé extracelluldris hurkon elhelyezkedd harom N-glikozilacids helyen tovéabbi
glikozilacion megy keresztiil és éri el végiilis az emlds sejtekben jol ismert ~170 kDa-0s
molekula tomeget [114-117]. Feltehetéen szamos chaperone fehérje befolyasolja ezt a
glikozilacios folyamatot, mint példaul a nemrégiben azonositott ER-kotott fehérje egyik uj
izoforméja a Bap29varP, melynek gy tlinik fontos szerepe van a Pgp sejtfelszinre torténd

szallitasi folyamataiban az N-glikozilacio végso 1épéseiben jatszott szerepe miatt [118].

A glikozilacids lépéseket kovetden a PM-ba kikeriilt érett Pgp a linker szakaszon még
foszforilalodhat. Eddigi ismeretink alapjan az azonositott kinazok kozott szerepel a PKC és

PKA [119].

Dong Fu és mtsai altal végzett Pgp-EGFP-s kisérletekben az elsé fluoreszcens jeleket a
transzfekciot kovetd 8. ordban tapasztaltdk. A 12-15. d6rdban a fehérje intracelluldrisan

helyezkedett el egy ER-szerii citoszolikus kompartmentben, mig 18-20 o6raval a transzfekcio
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utan a maghoz kozeli Golgi apparatusban. 24 ordval a transzfekciot kovetden pedig mar
erdteljes jel figyelheté meg a sejtek plazmamembranjaban [120]. Korabbi eredmények is azt
mutatjak, hogy a megszintetizalt fehérje, kortlbelil 2-4-6 o6ra alatt érik 170 kDa-0s
glikoproteinné [114, 121].

A Pgp polarizalt és nem-polarizalt sejtek esetén is kétféle modon keriilhet az apikalis
membranba vagy plazma membranba. A konstitutiv Gtvonal soran a fehérjék vezikulakba
csomagolva a citoszkeleton mentén kozvetleniil keriilnek a sejtfelszinre. A masik lehetséges
utvonal soran a fehérjék intracellularis poolként eldszér kiilonb6zé endoszomalis
kompartmentekbe keriilnek és innen gyakorlatilag kozvetve szallitbdnak a sejtfelszinre.
Polarizalt WIF-B hepatocita eredetli sejtekben a Pgp a Golgi-bol kozvetleniil az apikalis
sejtfelszinre keriilt [122], mig mas tanulmanyok szerint a Pgp hasonléan mas apikalis
fehérjékhez a Rablla pozitiv intracellularis recirkulalé endoszomakban varakozik, és innen
keriil az apikalis sejtfelszinre, amikor a polarizaci6 1étre jon [123]. Nem-polarizalt MCF-7
human mellrdk sejtekben az EEA1 és Rab5 pozitiv korai endoszoémak bizonyultak
intracellularis atmeneti poolnak a vizsgalt Pgp-EGFP sejtfelszinre torténd kihelyezése soran
[124]. Kim és Sztul altal k6zolt korai eredményekbdl feltételezhetd, hogy a Pgp folyamatosan
internalizalodik és recirkuldl [125]. Eredményeik alapjan a sejtekben talalhatoé Pgp pool 30%-
a folyamatosan intracellularisan helyezkedik el, és valoszinileg érett fehérje. Az eddigi Pgp
traffickinggel foglalkozo cikkekbdl amellett, hogy feltételezheté a fehérje folyamatos
plazmamembran és intracellularis kompartmentek kozotti traffickingje, még egy fontos dolog
emelhetd ki. Kiilonbségek mutatkozhatnak a megfigyelt trafficking Gtvonalakban és az egyes
interakcids partnerekben ezen folyamatok soran a kiilonbozd sejtvonalak, illetve a mar
emlitett polarizacio fiiggvényében. Kim ¢és Sztul human intesztinalis karcinoma sejtekben
végzett vizsgalatai szerint példaul a fehérje folyamatos Klatrin és AP-2 fiiggd endocitozison
megy keresztiil, mely folyamatban a Rab5 fehérje overexpresszidja a PM-ban taldlhato
fehérjék intracellularis kompartmentekben valé akkumuldciojat eredményezte. Ezen
eredményekbdl feltételezhetd a Rab5 szerepe az internalizacids folyamatokban. Fu és mtsai
ugyanakkor HeLa sejtek Pgp-EGFP és dominans-negativ Rab5 egyidejii expresszidja soran
szintén a Pgp intracellularis kompartmenekben valo felhalmozodasat tapasztalta, melybdl a
szerzOk arra kovetkeztettek, hogy a Rab5-nek a PM felé iranyuld exocitotikus folyamatokban
van fontos szerepe ezen sejtvonal esetén [126]. Hasonldan drog rezisztens leukémia sejtekben
a Rab4 fehérjék overexpresszidja csokkentette a sejtfelszini Pgp mennyiségét, mig Hela
sejtek esetén nem eredményezett valtozast a fehérje intracellularis disztribuciojaban [127,

128]. Ezen sejtvonal esetén a Rab5 mellett talin még inkabb a RalA bizonyult fontos
22



fehérjének a Pgp endocitdtikus és recirkulacios folyamataiban [126]. Ezek a kisérletek
felhivjak a figyelmet arra, hogy a Pgp kiilonbozd sejtvonalakon vizsgalt internalizécios és
recirkulaciés folyamatainak részletei nem feltétleniil altalanosithatoak. Ugyanakkor viszont
egyértelmi, hogy ezeknek a Rab fehérjéknek fontos szerep jut a Pgp trafficking szabalyozéasa

soran.

A fehérje PM-ban betdltott szerepébdl, illetve a mar emlitett plazmamembran és az
endocitotikus-recirkuldlé kompartmentek kozott megvalosuld folyamatos traffickingjébdl mar
feltételezhetd, hogy a citoszkeleton kiilonboz6 elemeinek fontos szerep jut a MDR illetve a
Pgp traffickingje soran. Egyelére viszonylag kevés tanulmany foglalkozik a mikrotubulusok
szerepével a Pgp sejtfelszini kifejezodésében [129, 130]. Sai munkajaban polarizalt WIF-B
hepatocita eredetli sejtek esetén azt talalta, hogy a Pgp a TGN-bdl nagy részt kozvetleniil,
korai endoszémdk vagy recirkuldld endoszomék érintése nélkiil keriil ki az apikalis
sejtfelszinre, és ennek a TGN-PM utvonalnak a nagyobb része a mikrotubulus halézat
kozremukodésével torténik. Georges és mtsai eredményei szerint az a- és B-tubulinfehérjék a

Pgp linker szakaszaval 1étesitenek kdzvetlen kapcsolatot.

Takeshita és mtsai korai oszteoszarkéma sejteken végzett vizsgalatai alapjan ugy tinik, hogy
a multidrog rezisztens daganat sejtek a szenzitiv tumor sejtekkel Osszehasonlitva fokozott
mennyiségii szervezett aktin filamentum struktirakat tartalmaznak, mely strukturak aktin
polimerizacidt gatlo szer melletti szétszerelddése a doxorubicin rezisztencia megsziinéséhez
vezetett [131]. Tsuoro és mtsai még korabban daunomicin és vinkrisztin rezisztens sejtekben
szintén azt lattdk, hogy az aktin filament rendszer kiemelkedObb szerepet jatszik a tumor
sejtek rezisztenciajanak megtartasaban mint a mikrotubulus halézat [132]. Luciani és mtsai
human limféoma sejteken azt talaltdk, hogy a Pgp kolokalizal és immunoprecipitalhatd az
ezrin, radixin és moesin (ERM) aktin citoszkeletonhoz kapcsolddo fehérjékkel, mely fehérjék
gatlasa a drog rezisztencia megsziinését eredményezte a Pgp-mikrofilamentum kapcsolat
gatlasaval, és ez a Pgp sejten beliili véletlenszerii eloszlasat eredményezte [133]. A
kutatocsoport korabbi munkdja soran makrofag sejtek INFy kezelésénél is azt tapasztalta,
hogy az overexpresszalodott Pgp molekulak polarizalt sejtfelszinre torténd kihelyezése
parhuzamos bizonyos aktin-kotd fehérjék redisztribuciojaval. Az ezrin és Pgp kolokalizacioja
itt is kimutathatdo volt [134]. Bacsé ¢és mtsai FRET eredményei alapjan a Pgp szintén
kolokalizaciot mutat bizonyos raft markerekkel és molekularis kozelségben van olyan raft
fehérjékel mint a CD44 vagy CDS59. Feltételezheté a CD44 szerepe a fehérje aktin kotésében

az ERM fehérjéken keresztiil [135]. Fu és mtsai szintén a mikrofilamentum kiemelkedd
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szerepérdl szamolnak be human mellrdk sejtekben a Pgp-EGFP recirkulacios trafficking
folyamataiban [124]. Mindezek alapjan, ugy tinik, hogy az aktin mikrofilamentum
halozatnak fontos szerepe van a Pgp trafficking folyamataiban, illetve a PM folyamatos Pgp
expressziojanak biztositasaban, feltehetden a fehérje plazmamembran ¢és kiilonb6zo
intracellularis kompartmentek kozotti allando internalizacids és recirkulacids folyamataiban

betoltott szerepe miatt.

A sejtfelszinre torténd trafficking soran érintett organellumok mellett szamos mas helyen is
leirtak a Pgp jelenlétét. A multidrog rezisztens sejtekben megfigyelheté, a Pgp
szubsztratjaiként is szamontartott drogok intracellularis szekvesztracidja [136-138], valamint
az tény, hogy a sejtfelszini Pgp molekuldk gatldsa nem jar a rezisztencia teljes megsziinésével,
tobb kutatdcsoportot sarkalt arra, hogy funkciondlis Pgp jelenlétét feltételezze kiilonbozo

intracellularis sejtorganellum membrénjaban. Az adatok azonban eléggé ellentmondasosak.
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6. abra A Pgp intracellularis lokalizacidja, traffickingje és recirkulacidja

A P-glikoprotein zéld pontként lathato az abran. A fehérje trafficking és recirkuldacios
folyamataiban részt vevé Rab GTPazokat fekete négyzetek jelzik. A nyilak az intracellularis
organellumok kozotti, valamint az organellumok és a plazmamembran kézott megvalosulo
utvonalakat demonstraljak [142].
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Tobb szerzé detektalta a Pgp jelenlétét példaul a sejtmag membranban [139-141] és
feltételezte szerepét a sejtmag drogokkal szembeni védelmében.Szaflarski és mtsai szerint
ezen lokalizacioji Pgp-k mas glikozilaciés mintaval is rendelkeznek, mely Gsszecsenghet
azzal az elképzeléssel, hogy a glikozilacié a fehérje sejten beliili lokalizaciojat meghatarozo
trafficking folyamatok fontos szabalyozoja lenne [143]. Mas szerzok ezzel szemben nem
tapasztaltdk a Pgp lokalizaciojat ezen sejtorganellum membranjaban [120, 144]. A
magmembran porozitasa, mely a Pgp altali efflux ellenére megengedné a drogok passziv
molekulak nuklearis porus komplexeken keresztiil torténd aramlasa valojaban gy tiinik, hogy
a sejtek altal szigorian szabalyozott folyamat [145]. A Pgp mitokondriumban vald
elhelyezkedése kapcsan megjelent cikkek felhivjdk a figyelmet az egyes sejtorganellumok
preparalasa soran felmeriilé6 kontaminacios problémaékra. Két kiilonb6z6 kutatocsoport altal
publikalt eredmények szerint a mitokondriumban elhelyezkedd Pgp egyik elképzelés szerint a
sejtorganellum belsejébe pumpalna a kiilonb6zo drogokat és ily mdédon védené a sejtet azok
karos hatasaitol [146], mig a masik elképzelés szerint ellentétes orientacidja alapjan védené
ezt a sejtorganellumot a drogok citoplazmaba torténé transzportjaval [147]. Michael
Gottesman laborjaban végzett kisérletek - ugyan mas sejtvonalakon - talan ravilagithatnak
ennek a zavarba ejté kiilonbségnek az okara, mely szerint az izolalas soran a mitokondrium
preparatumok plazmamembrannal szennyezddnek. Az ilyen kontaminalt membréanokon
végrehajtott funkcionalis esszékbdl pedig a vezikula keletkezése soran kialakult Pgp
orientacionak megfelelden kiilonbozé kovetkeztetések vonhatoak le [148]. A szerz6k nem
térnek ki, csak utaldst tesznek a sejtmag preparalds soran esetlegesen felmeriild hasonlo
problémakra. Mas szerzOk primer patkdny madjsejtek polarizaciojat befolyasold folyamatok
vizsgalata soran szintén nem lattdk a Pgp jelenlétét a mitokondriumban [142, 149].
Ugyancsak funkciondlis Pgp jelenlétét feltételezték parhuzamosan bizonyos Pgp szubsztratok
organellumokhoz [150, 151]. Masok is detektaltak a Pgp jelenlétét a Golgi-ban [130, 144], de
morfologiai megjelenésébdl és a plazmamembrannal dsszehasonlitva 1ényegesen alacsonyabb
mennyiségébdl fakaddan a szerzOk csak a fehérje tranziens jelenlétét feltételezték az ER-beli
tartozkoddsahoz hasonloan. Egyéb tanulmanyok, amikor is a Pgp intracellularis lokalizécidja
a sejtek drogok iranti nagyfoku érzékenységével jart [120, 152, 153] szintén arra vilagitanak
ra, hogy a Pgp elsddleges lokalizacidja a plazmamembran, mely Osszhangban van a Pgp
kordbban emlitett szoveti lokalizacidjaval €s feltételezett szerepével a szervezet védekezési

mechanizmusaiban.
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Osszefoglalva tehat, bar tetszetés az elképzéles, hogy a kiilonbozé drogok, multidrog
rezisztens sejtekben oly gyakran megfigyelt megvaltozott intracelluléris eloszlasaban a Pgp-
nek ténylegesen szerepe lenne, erre nincs egyértelmii bizonyiték. A Pgp jelenléte viszont
bizonyitott az ER-ban, a Golgiban, korai endoszémakban, recirkulalé endoszoémakban, kés6i
endoszomakban, lizoszomakban és proteoszomakban. Gyakorlatilag azokban az intracellularis

organellumokban melyek a fehérje szintéziséhez, posztranszlacios modositasahoz,

rrrrrrrr

1.5.2 Stabilitas és lehetséges degradacios atvonalak

A plazmamembranban elhelyezkedd érett transzmembran fehérjérdl (170 kDa) ismert, hogy
rendkiviil hosszu életidével rendelkezik. Muller és munkatarsai 14-17 oras féléletidordl
szdmolnak be, mely szérum deprivalt ¢és magas konfluencidji sejtek esetén mas
citoplazmatikus és membranfehérjékkel ellentétben még novekszik is [154]. Mas szerzok akar
50 oras féléletidot is emlitenek [155]. Hela sejteket Pgp-EGFP-vel transzfektalva a Pgp 3
napig detektalhatdo a sejtekben [120]. Az éretlen core-glikozilalt fehérje féléletideje ettol
lényegesen kevesebb, 2-3 6ra [155, 156]. Ezen rosszul feltekeredett, mutans Pgp-k az

endoplazmatikus retikulumban halmozddnak fel és révid idon beliil degradalodnak.

Bar az N-glikozilacid6 mértéke nagyban fiigg a Pgp-t expresszald sejtvonaltol, Sf9 rovar
sejtekben példdul ~148 kDa-os Pgp fehérjék expresszalodnak a PM-ban. Erdekes
megfigyelés, hogy ezek az alul glikozilalt Pgp-k mégis funkcionalisan aktivnak bizonyultak
[157, 158]. Korabbi eredmény, mely szerint vinblasztin rezisztens MDR sejtvonalakat
tunikamicin (glikozilacidt gatlo) szer mellet tartva, a sejtfelszini Pgp-k glikozilacidja csokkent
funkcioképes Pgp-k csak megfelelden glikozilalt fehérjék lehetnek [4]. Ling glikozilacio
deficiens Pgp-vel végzett kisérletei soran szintén erre a kovetkeztetésre jutott [159]. Valoban
ugy tlinik a teljes glikozilacid nem feltétleniil sziikséges a Pgp drog kotéséhez és transzport
funkcigjahoz, de az a tény, hogy az 1-es extracellularis hurkon elhelyezkedd N-glikozilacios
helyekbdl legalabb kettd erdsen konzervalt szekvencia az emlds sejtek esetén, a korabbi
megfigyelések ellenére arra utal, hogy kell, hogy legyen valamiféle evoltcios kényszer, ami
ezeket a szekvenciakat megtartotta. Tobb munkacsoport arra a kdvetkeztetésre jutott, hogy a
megfeleld glikozilacid a fehérje funkcidjanak megtartasihoz ugyan valoban nem sziikséges,

de er6sen befolyasolhatja annak traffickingjét és stabilitasat [117, 160].
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Az ismert, glikozilalt fehérjék esetén relevans chaperone-ok koziil [161] egy ER integrans
membran fehérjérél a calnexinrdl irtak le, hogy mind a vad tipusi mind a mutans Pgp-kel
asszocial, de csak a vad-tipusu fehérjék képesek a calnexinrdl ledisszocialva elérni a plazma
membrant [155]. A calnexinrél ismert, hogy szénhidrat oldallancot ismer fel és ahhoz kotodik
[162]. Kramer és munkatarsai sajat és a korabbi, itt emlitett kisérletek megismétlésével
probalta felfedni, mi lehet a sokszor ellentmond6 adatok mogott. Sziikséges-e valdjaban a Pgp
glikozilacidja transzport funkcidjanak betoltéséhez a plazmamembranban? A sejtfelszini Pgp
mennyiségek csokkenésével parhuzamosan ugyanis, egyik sejtvonaluk esetén, fokozott
doxorubicin akkumuléciot figyeltek meg glikozilaciot gatld tunicamycin kezelést kovetden.
Egy masik sejtvonal esetén a 140 kDa-os alul glikozilalt, de foszforilalt fehérje a PM-ban
helyezkedett el €és a sejtvonal megtartotta az MDR fenotipust, habar korabban soha nem volt
kitéve drog kezelésnek [121]. Arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a Pgp rendkiviil hossza
féléletideje miatt a magas expresszids szintet mutatd sejtvonalak esetén egy adott idéablakban
alkalmazott tunikamicin kezelésnek valojaban nincs lényeges hatdsa a Pgp expressziodjara.
Alacsonyabb expresszidos szintet mutatd sejtvonalak esetén a hatds azonban mar
megfigyelhetd. Sajat, és Ling korabbi eredményeire hivatkozva 6k is megjegyzik, hogy a
glikozilaci6 nem feltétleniil sziikséges a Pgp funkcidjahoz. Adott esetben alul glikozilalt
Pgp-k is kikeriilhetnek ¢és még mikodoképesek is lehetnek a PM-ban. Egyértelmisitik
azonban azt a korabbi feltételezést, hogy a Pgp glikozilacidja elengedhetetlen annak
megfeleld traffickingjéhez és stabilitasahoz. Tehat a glikozilaci6 ha nem is kell a Pgp

transzportfunkciojahoz, de hosszu tavon sziikséges az MDR fenotipus fenntartasahoz.

A glikozilacio Pgp stabilitasaban betoltott szerepére utalnak Loo és Clarke valamint Zhang
kisérletei. MDR sejtek tunicamycin kezelését kovetden - hasonléan ezen sejtek ubiquitin
transzfekcidjahoz - a fehérje fokozott ubiquitinacidja €s degradacioja figyelhet6 meg. Ez a
degradacio, korabbi eredményekkel Gsszhangban, proteoszéma gatlo szer (MG-132) mellett
elmarad [71, 163]. Wang és mtsai szintén hangsilyozzak az N-glikozilacio szerepét a Pgp

ubiquitinacié és degradacié gatlasaban [164]. Elesztd két hibrid rendszer, illetve

crcr

crer

expresszidjat Osszehasonlitva a szerzOk fontos szerepet tulajdonitanak ezen ligaz

crcr

Loo és Clarke, a Pgp, mint jellegzetes transzmembran fehérje kapcsan két lehetséges

degradacios utvonalrol szamol be. Az egyik az ER protedazok altal torténik, még a Pgp
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szintézise alatt. A masik utvonal a poszttranszlaciés modifikaciot is magaba foglald teljes
bioszintézist kovetd degradacios ut. Mutacios kisérletek a Pgp egyes extracellularis hurkat is
proteolitikus degradacidra érzékeny hasitasi helyként azonositjak. Erdekes modon, a 113-as
helyen 1évé arginin cseréje, mely nem messze van a konszenzus glikozilacids helyt6l,
megakadalyozza az ER protedzok altal létrehozott 130 kDa-os proteolitikus degradacios
termék keletkezését [166]. A nem megfelelden glikozilalt és feltekeredett éretlen Pgp-k tehat
az ,,ER quality control” részeként vagy lebontasra keriilnek az ER proteazok altal, vagy

ubiquitinalodnak és a proteoszoémaba keriilve degradalodnak.

Erdekes modon bizonyos Pgp szubsztratok és modulatorok jelenlétében [156], valamint a
sejteket alacsony 26 fokos hémérsékleten tartva [155], a kiilonbozé mutans Pgp fehérjék
képesek kikeriilni ezt a kontrollt és érett funkcionalis fehérjeként jelennek meg a sejtfelszinen.
Az, hogy kapszaicin, ciklosporin, vinblasztin és verapamil Un. kémiai chaperone-ként,
sejtvonaltdl és muticidos helytl fliggetleniil, a drog kotOhelyhez kotddve képes volt
elésegiteni a fehérje kozel nativ szerkezetének felvételét és sejtfelszini megjelenését, egy

rendkiviil érdekes jelenség az MDR kapcsan.

Hasonloan a glikozilacidohoz, a foszforilacio szerepe sem egyértelmii a Pgp turnover-e soran.
Bar a Pgp-t foszforilald szerin/treonin kinaz Pim-1 onkogén gatlasa egyértelmiien
csokkentette a sejtfelszini Pgp mennyiségét [167], azonban korabbi kisérletekben a

foszforilacidos 1€pés nem bizonyult meghataroz6 faktornak a Pgp ubiquitindciojaban,

crer

Mig az éretlen rosszul tekeredett Pgp-k esetén twjabb tanulmanyok szerint is egyértelmi a
fehérje proteoszomabeli lebomlasa [169-171], addig a sejtfelszini Pgp-k esetén ezt nem
mondhatjuk el. Zhang és mtsai a plazma membranban talalhato és ubiqitinalt Pgp molekuldk
novelte mind az ubiquitinadlt, mind a nem ubiquitinalt Pgp mennyiségét, mig klasszikus
lizoszoma gatloszereknek (pl. monensin) nem volt hatasa a Pgp mennyiségére [163]. Ujabb
tanulmanyok szintén a proteoszomat nevezik meg a PM fehérje degradacios helyeként [172].
Okhawa és mtsai egy régebbi munkajaban ezzel ellentétben a lactacystin proteoszoma
gatloszernek nem volt hatdsa a fehérje citoplazmatikus és sejtfelszini mennyiségére. A
lizoszoma gatlo NH,4Cl-nak viszont igen. Ezek alapjan feltételezték az ubiquitinalt plazma
membran Pgp-k lizoszomabeli lebomlasat [173]. Kim és mtsai a keresztkotott és

internalizalodott sejtfelszini Pgp molekuldk végsd degradacios helyének szintén a lizoszomat
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nevezte meg [125]. Hasonléan Fu és mtsai szintén azonositottak egy kisebb intracellularis

Pgp-EGFP poolt a lizoszomaban [124].

A Kklasszikus lizin-48 kapcsolt és a fehérje proteoszomabeli lebomlast eredményez6
poliubiquitinacid6 mellett ma mar ismert a membran fehérjék esetében is megfigyelhetd
szamos monoubiquitinacid ¢€s lizin-63 kapcsolt poliubiquitinadcié kombindcioja, mely az Un
»endosomal sorting complex required for transport (ESCRT)” irdnyitasa alatt a fehérjéket az
endoszomdakbol az un. multivezikularis testekbe iranyitjak, melyek végiil a lizoszoméaval
fazionalnak [174]. A proteoszoma gatld szerek szelektivitasa kétséges, mivel lizoszomalis
enzimek gatlasara is képesek. Tovabba ezen proteoszoma gatld szerek a transzmembran
fehérjék stabilitasat befolydsold intracellularis kindzok ¢és citoszkeletalis komponensek
[175]. Mindezeket figyelembe véve valamint azt, hogy a proteoszomaban torténé lebomlas
elsédleges célpontjai valojaban rovid életidejii magi, illetve citoplazmatikus fehérjék, a
sejtfelszini Pgp molekuldk klasszikus lizoszomaban torténd lebomlésa, mint egy lehetséges
degradacios végpont valdszinlsithetd. A két parhuzamosan futdé degradacios Ut mas
membranfehérjék esetén mar bizonyitott [176], akar szamos, eddig még nem ismert utvonal

mellett.

1.6 Membranmikrodomének

crer

hogy az adott sejtekre jellemzd két kiilonb6zo fluoreszcens festékkel jelolt fehérje antigének
rovid idén beliil 6sszekeveredtek a kozos sejtmembranban [177]. Ez a jelentés kisérlet
lerombolta azt a korabbi elképzelést, mely szerint a lipid kettdsrétegbdl all6 membranokban
merev, mozdulatlan testekként allnanak a fehérjék. 1972-ben Frye és Edidin kisérletét alapul
véve Singer és Nicolson megalkotta a ,,folyékony mozaik” membranmodell-t, mely szerint
mind a lipidek, mind pedig a fehérjék szabad lateralis mozgasra képesek, és ennek
megfelelden egyenletesen random eloszlasat mutatnak a membranokban [178]. A tinta alig
szaradt meg a tanulmanyon, amikor mar kiilonbozé kutatdocsoportok eredményei alltak
rendelkezésre arrol, hogy a fehérjék és lipidek feltételezett véletlenszerli eloszldsa a
membranban valdszintileg pontatlan, hibas. Rontgen diffrakcios [179], elektronmikroszkdpos
[180], differencial pasztazé kalorimetria, anizotropia [181], spin szondaval dolgozo
spektroszkopiai eljarasok [182], lateralis diffuzidos (FRAP) [183, 184] és kiilonbozo lipid
probak megoszlasi kisérleteinek [184, 185] eredményei utaltak arra, hogy a fehérjék és lipidek
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elrendezddésében laterdlis heterogenitas figyelhetd meg, és hogy lateradlis mozgésukat

valdszintileg nem kizardlag a szabad diffuzi6 hatdrozza meg.

1974-ben Lee és mtsai kisérleti eredményeik tiikrében ,,lipid klaszterek” meglétét feltételezték
a membranban [186]. Wunderlich és mtsai elképzelése szerint a heterogenitas hatterében
,rigid folyadék kristaly klaszterek™ jelenléte all, melyeket szabadabb eloszlast mutato
folyadékkristaly lipid molekulak vesznek koriil [187]. 1978-ra a nomenklatira tovabb
finomodott, és mar ,rendezettebb allapota lipid” strukturdkként (,,lipids in a more ordered
state”) emlitik ezeket a klasztereket szemben a membranban altalanosan megfigyelhetd
kevésbé rendezett, rendezetlen allapota lipid struktarakkal (disordered state) [179]. A ,lipid
domén” fogalmat eldszor Karnovsky és mtsai emlitik 1982-es munkajukban. Korabbi és sajat
eredményeik alapjan mar kovetkeztetéseket vonnak le arra vonatkozdan, hogy ezen domének
megzavarasa a strukturalis kovetkezményekkel parhuzamosan funkciondlis jelentdséggel is
bir [188]. Brown és munkatarsai 1992-es tanulmanyukban ezen jellegzetes lipid Osszetételi,
koleszterin- és szfingolipid-gazdag mikrodomének egyik mai napig fontos tulajdonsagara
vilagitottak ra. Ezek szerint rezisztensek (oldhatatlanok) maradnak hideg 1 %-os Triton-X 100
detergens kezelés soran. Ezeket 5-30 % kozotti linearis szukroz gradiensre rétegezve és
centrifugalva, nagy mennyiségli, lipid Osszetételiiknél fogva a felsé alacsony denzitasu
frakciokbodl nyerhetéek vissza [189]. Magat a ,,raft hipotézist” Simons és Ikonen fogalmazta
meg pontosan 1997-ben, mely szerint a telitett zsirsavlancokat tartalmazé szfingolipidek
koleszterinnel torténd lateralis Osszeszerelddése valoszintileg olyan lipid raft (lipid tutaj)
struktirakat hoz létre, ami Uszik a glicerofoszfolipid-gazdag kornyezetben és olyan
sejtfunkciokban tolt be meghatdrozd szerepet, mint a bioszintetikus ¢és endocitotikus
trafficking folyamatok, illetve a szignal transzdukcio. Az egyes fehérjék szelektiven
kizarédnak vagy belekeriilhetnek ezekbe a doménekbe [190]. Szamos elnevezés kertilt
hasznalatba az irodalomban ezen klaszterek detergenssel szembeni viselkedése és jellegzetes
lipid Osszetétele alapjan (Detergent-resistant membranes (DRM); Detergent insoluble

glycolipid domains (DIG); Low-density triton-insoluble fractions (LDTI) ...).

A fénymikroszkop elméleti 200-nm-es felbontoképessége alatti méret mellett talan ez, az
artefaktumok keletkezésének lehetdségét egyaltalan nem kizard, detergens alapi azonositési
mdd az, ami a leginkdbb megosztotta a tudomanyos vilagot a raftok 1étezésével kapcsolatban.
Ma mar olyan mikroszkopos technikak birtokdban mint a SIM (Structured Illumination
Microscopy; <120 nm felbontoképesség) [191], a STED (Stimulated Emission Depletion
Microscopy; ~80 nm felbontoképesség) [192], valamint 3D PALM/dSTORM (Photo-
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activated localisation microscopy/direct Stochastic optical reconstruction microscopy; >20 nm
felbontoképesség) [193, 194] - mely technika akar €16 nem fixalt sejtek vizsgalatara is
alkalmas [195] - egyre kevesebb kétségiink lehet ezen struktirak 1étezésérdl [196-198].

A 2006-0s Keystone szimpozium soran a tudomanyteriilet érdekelt képviseldi az alabbi
membran raftok kicsi (10-200 nm), heterogén, rendkiviil dinamikus, szterol- és szfingolipid-
gazdag domének, amelyek kiilonbozd sejtfolyamatok kompartmentalizacidjaban vesznek
részt. A kisebb raftok néha fehérje-fehérje, illetve fehérje-lipid kolcsonhatasokon keresztiil

nagyobb platformokka Osszeallva stabilizalodhatnak™ [199].

Annak ellenére, hogy a lipidek szerepe egyértelmiien elismert a fazis szeparacidoban, egyre
tobb informaci6 all rendelkezésre arrdl, hogy ezen struktiarak kialakuldsaban a lipidek mellett
a fehérjék is fontos résztvevok. Eppen ezért megfelelobbnek talaltik a résztvevék a ,,membran
raft” kifejezést a korabban hasznalt ,,lipid raft” kifejezés helyett. Méret tekintetében a néhany
nanométer nagysagi struktirdkat, az ugy nevezett nanoklasztereket a szerzok kizartak,
csakigy mint az olyan nagy komplexeket mint az immunolédgiai szinapszis. A 200 nm-es
fels6 hatart a kaveoldk mérete adja, mely egyértelmiien elfogadasra keriilt a szerzok altal,
mint a membran raft csalad tagja. Régdta ismert altalanos tulajdonsaga ezen struktiraknak a
jellegzetes lipid-osszetétel. Detergens alapti technikaval izolalt raftok lipid-Osszetételét a
teljes membrannal 6sszevetve elmondhatd, hogy 3-5-sz6r nagyobb mennyiségii koleszterint és
szfingomielint tartalmaznak. A szfingomielin a raft lipidek 10-15%-at képviseli, mig a
koleszterin a lipidek akar felét is kiteheti. A glikoszfingolipidek (gangliozidok, cerebrozidok)
tovabbi jellegzetes lipidkomponensei ezen strukturaknak. Glicerofoszfolipidekbdl viszont a

teljes membrannal 6sszehasonlitva legfeljebb fele mennyiséget tartalmaznak [189, 200, 201].

A raftok jellegzetes lipid komponensei tehat a koleszterin és a két telitett zsirsavlancot
tartalmaz6 szfingolipidek. Ezen két lipidnek az interakcidja az, ami erésen rendezett
tulajdonsagot kolcsondz a doménnek. A tudomanyteriilet érdekelt képviseldi kdzott szamos
okbol régota elfogadott tény, hogy a raftok rendkiviil heterogén struktarak [200]. Annak
ellenére, hogy az elébb emlitett sszetétel altalanossagban megallapithatd, a raftok valojaban
nagy valtozatossagot mutatnak még lipid Osszetételiikben is [202-204]. Egy adott lipid
megjelenése a raftokban, vagy kizarasa a raftokbol, befolyasolja a tovabbi lipidkomponensek
megjelenését, csakigy mint a fehérjék Osszetételét a raftokban. Régdta ismert, hogy ezen
domének koleszterin-tartalmanak csokkentése befolydsolhatja egy-egy fehérje raft
lokalizaciogjat, illetve funkciojat [205-210]. Ugyanakkor egy-egy fehérje megjelenése vagy
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hianya a membran raftokban hasonléan befolyasolja a raftok lipid Osszetételét és ezen
expresszidja olyan sejtekben melyek egyébként nem expresszaljak a fehérjét, 50%-kal novelte
a detergens rezisztens frakciok koleszterin tartalmat. Ily médon a raftok heterogenitasa talan
éppen a fehérje Osszetételben keresendd, altalanossdgban elmondhaté rendkiviil valtozatos
struktarajukbol kifolydlag és mivel szamtalan mdodon képesek az egyéb raft komponensekkel

interakciot kialakitani és ily médon befolyasolni, mdédositani a raftok dsszetételét.

Az egyik legrégebben ismert szignal ami nagy valdsziniiséggel az adott fehérje raftokkal
torténd interakciojat eredményezi, az a glikozil-foszfatidil-inozitol (GPI) lipidoldallanc
jelenléte a fehérjén [189, 213-216]. Hasonldan magéanak a fehérjének a zsirsavmodositasa
olyan telitett zsirsavakkal mint a palmitinsav, vagy a sztearinsav szintén nagy valoszintiséggel
eredményezi a fehérje raftokban torténd megjelenését a lipid modositott fehérje és a raft
lipidek kozott kialakult lipid-lipid kolcsonhatasok kovetkeztében [217-221]. Ezek a fehérjék
lehetnek szolubilis fehérjék ahol a telitett zsirsavlanc interakcidja egyéb raft komponensekkel
a fehérje raft lokalizacigjat eredményezi hasonléan a GPI-kapcsolt fehérjékhez, de régota
ismert transzmembran fehérjék zsirsavmodositasa is [222-224]. A transzmembran fehérjék
esetén bizonyos aminosav szekvencidk melyek az extracellularis membranlemez jellegzetes
lipidjeivel 1épnek kapcsolatba, szintén eldsegithetik a fehérje raft lokalizaciojat hasonloan az
influenza virus hemagglutinin glikoproteinjéhez [225]. Transzmembran fehérjék esetén
ismert, hogy maganak a membrant ativeld fehérje szakasznak a hossza is raft lokalizacios
szignalként szolgalhat, a raft és nem-raft domének kiilonb6z6 membranvastagsagabol
adodoan [226, 227]. Munro egyetlen transzmembran domént tartalmazd fehérje esetén
kimutatta, hogy amennyiben a transzmembran domén t6bb mint 23 aminosavat tartalmaz, a
fehérje képes volt a raftokba integralodni és elérte a sejtfelszint, de a 17 vagy kevesebb
aminosavat tartalmazo6 fehérje mar nem [228]. A fehérje-lipid kolcsonhatasokon kiviil, direkt
fehérjekomponensekkel példaul, mint a kaveolin-1, vagy a hasonlé szerkezetii flottilin [229,
230]. A fehérje-lipid kolcsonhatasok koziil nagy érdeklddésre tart szamot a fehérje-koleszterin
kolcsonhatas. Egyértelmiien koleszterin gazdag régidban lokalizalodo fehérjék (periférialis
benzodiazepin receptor; HIV virus gp41 fuzids fehérjéje; caveolin-1) aminosav sorrendjének
vizsgalata felvetette egy un. lehetséges CRAC motivum (cholesterol recognition amino acid
consensus) jelentdségét a fehérjék raft lokalizacidjaban, a fehérje megfeleld pozicioban

elhelyezkedd koleszterin-kotd régidja és a koleszterin  kozott kialakult mésodlagos
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kolcsonhatasok eredményeként [231-233]. Természetesen egyazon fehérje egyidejileg

szamtalan kiilonbo6z6 raft lokalizécios szignallal rendelkezhet.

A fehérjék tehat, a lipidekhez hasonléan, a kiilonbozé lipid- és fehérjekomponensekkel
kialakitott rendkiviil valtozatos kolcsonhatdsokon keresztiil feltehetden szamos moddon
képesek befolyasolni a raftok Osszetételt. A raftok rendkiviil dinamikus struktaréja
valdsziniileg éppen ezeknek a lipid- és fehérje-komponenseknek a folyamatos, kdlcsonds

egymasra hatasaban, és ebbdl kifolydlag dsszetételiik folyamatos valtozasadban keresendd.

A citoszkeletonnak szintén fontos szerep jut ezen metastabil strukturdk szabalyozasaban.
Kiilonboz6 citoszkeletalis és adhézios fehérjék, mint példaul az aktin, miozin, vinkulin,
kofilin, kadherin, filamin, ezrin rutinszerlien azonosithatéak a lipid raft preparaciokban, a
citoszkeleton raftokkal torténé szoros kolcsonhatasabol kifolyolag [234-239]. A B-sejt
antigénreceptor komplex aktivacidja soran kiilonbozo lipid raftok koaleszcenciaja figyelheto
meg, mely folyamatnak eldzetes feltétele a raftok citoszkeleton kapcsolédasaban fontos
citoszkeleton raftok dinamikéjaban betoltott fontos szerepére vilagit rd, hanem arra is, hogy
ezen idében rendkiviil dinamikusan valtozoé heterogén struktirdknak a kialakulasa végiilis
funkcionalis kovetkezményekkel jar. Régodta ismert, hogy a raftok szamos sejtfolyamat
kompartmentalizacidjaban toltenek be meghatarozé szerepet. Szdmtalan szignal transzdukcios
folyamat szdmara biztositanak platformot és meghatdrozoak olyan folyamatokban mint a
koleszterin trafficking, kiilonb6z6 endocitotikus események, transzcitdzis, receptor
recirkulacié vagy akar a virus fertézés [240-249]. Valdjaban ez a tulajdonsag, hogy
megszamlalhatatlan sejtfolyamatban biztositjak iddlegesen a sziikséges fehérjék és lipidek
koncentralasat, ,,toborzasasat”, dinamikus Osszekapcsolasat az, ami a raftok jelentdségének
alapjaul szolgdl. A raftok strukturalis heterogenitisa tehat valojaban a funkcionalis

heterogenitas hatterét biztosithatja.

1.7 Pgp és membrankornyezete

Mai tudasunk birtokdban mar teljesen egyértelmii szamunkra, hogy azok az agensek, melyek
befolyasoljdk a plazmamembran biokémiai, illetve biofizikai tulajdonsagait, szintén képesek
modositani a P-glikoprotein aktivitasat. Az a tény, hogy a lipid kettdsrétegben bekovetkezd
valtozasok er0s hatassal birnak a Pgp funkcidjara, a fehérje drog-kotdhelyeinek

transzmembran  doméneken vald  elhelyezkedése [80], illetve  szubsztratjainak
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plazmamembrannal kialakitott szoros kapcsolatanak fényében [84-86], ma mar egyaltalan

nem ¢ér minket meglepetésként.

Az 1992-1995-ben kozolt fehérje extrakcios és kromatografias tisztitdsi metodika kapcsan
Francis J. Sharom és Carl A. Doige munkacsoportja megallapitotta, hogy minden egyes Pgp
53-56 foszfolipid molekuldval van kapcsolatban. Korabbi adatok ¢s sajat eredményeik
birtokdban felismerve azt a tényt, hogy a Pgp funkcidjanak megdrzésében a lipid kornyezet
fontos szerepet tolt be, nem is tettek kisérletet a fehérje teljes lipid-mentesitésére [250-255]. A
fehérje extrakcios kisérletekkel parhuzamosan szamos detergensrdl deriilt ki, hogy fokozza a
Pgp szubsztratok toxicitasat [256, 257], és hogy ennek megfeleléen képesek kedvezben
befolyasolni a multidrog rezisztencia jelenségét [256, 258-260]. Sharom munkacsoportja
kimutatta, hogy alacsony koncentracioban alkalmazott TX100 és NP40 detergensek
jelenlétében csokken a fotoaktiv szubsztrat analdg, azidopin kotédése a Pgp-hez, mely
eredmények Osszhangban voltak korabbi megfigyelésekkel [260]. Késobbi, kritikus micellaris
koncentraci6 alatt alkalmazott detergensek jelenlétében végzett kisérletek szintén csokkent
drog kotédésrdl szamoltak be, parhuzamosan a Pgp csokkent drog-stimulalta ATPaz
aktivitasaval [261, 262]. Ezek az eredmények mar bizonyitottak azt, hogy a detergensek
intracellularis drogakkumulaciot fokozé hatasa mogott nem kizardlag a membran drogokra
adott permeabilitas emelkedése htuzodik meg, hanem a Pgp, mint transzmembran fehérje
kozvetlen gatlasa is. A drogkotodés és ATPaz aktivitas gatlasa Callagan kisérleteiben lipidek
hozzaadasaval gatolhato volt. A szerzé ebben a tanulmanyban felhivta a figyelmet arra, hogy
a Pgp funkcidjanak megtartasaban a fehérje-lipid hatarfeliilet megdrzésének kulcsszerepe van
[262]. Regev és munkatarsai adataik alapjan masokhoz hasonldan, arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy a detergensek jelenlétében bekovetkezé membran fluiditas valtozasa az, ami
kozvetlen gatlo hatast gyakorol a Pgp ATPaz aktivitasara [263, 264]. A Pgp-nek a
membranfluiditds  valtozésara adott szokatlan szenzitivitasa, ellentétben pl. az
ioncsatornakkal, egyértelmiien beleillett abba az elképzelésbe, miszerint a Pgp hidrofob
porszivoként illetve flippazként mitkodve rendkiviil szoros kapcsolatban van a membrannal.
Tehat a membran fizikai-kémiai tulajdonsagainak megvaltozasa egyértelmilien funkcionalis

kovetkezményekkel jar a P-glikoprotein esetén.

Szamos tanulmany sziiletett ily modon a kiilonb6z6 membranlipidek Pgp-re gyakorolt
hatasarol is, melyek akdrcsak a detergensek szintén befolyassal birnak a Pgp kozvetlen
membrankornyezetére. Doige €és munkatarsai a kiilonbozd detergensek mellett szamos

foszfolipidnek is vizsgalta a Pgp-re gyakorolt hatasat. Telitett foszfatidiletanolamin lipid
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kornyezet képes volt aktivalni a Pgp ATPaz aktivitasat és megvédeni ezt az aktivitast valtozo
homérsékleti viszonyok mellett is. Ugyanakkor a lipidmentesitett Pgp Kkatalitikus
aktivitdsanak visszaallitasaban a telitetlen foszfatidilkolin és foszfatidilszerin lipid kdrnyezet
volt a legeffektivebb. [253]. Urbatsch és Senior hasonldéan Sharom munkacsoportjahoz
kiilonb6z6 membrankornyezetbe iiltetett Pgp bazéalis ATPaz aktivitasat vizsgalva szintén arra
jutott, hogy a sejt tipusatol fliggd membranlipid Osszetétel rendkiviil meghatdrozo a Pgp

végleges funkcionalis miikodése szempontjabol [250].

A Pgp bazalis ATPaz aktivitasanak lipid fiiggése bizonyitotta a lipidek kozvetlen hatasat a
Pgp katalitikus aktivitdsaban, ugyanakkor egyértelmtivé valt, hogy a lipid kornyezet,
Osszhangban a drogtranszport ,hidrofob porszivd” vagy ,,flippaz” modelljével, hasonldéan
fontos funkciot tolt be a Pgp szubsztratok membranon beliili megoszlasaban és ennek

megfeleléen a fehérje drog kotdhelyéhez valo kotésében is [265].

Saeki és munkatarsai kiilonb6z6 koleszterin mennyiségeket tartalmazoé liposzomakba integralt
kezdetben fokozodott a teszt szubsztratként hasznalt azidopin kotédése, majd 20 % membran-
koleszterin tartalom felett csokkent [254]. Ezek a megfigyelések bizonyitottak azt, hogy a
lipidek kvalitativ tulajdonsagai mellett, a lipidaranyok kényes egyenstlyanak megzavarasa

szintén fehérje funkciod valtozasokkal jarhat egyiitt.

A raft hipotézis megjelenésével egyre nagyobb figyelem fordult a koleszterin, mint az egyik
legfontosabb raft lipid, szerepére a Pgp funkcidjanak megtartasaban, illetve ezzel
parhuzamosan a fehérje kiilonb6z6 membrandoménekben vald elhelyezkedésének jelentdsége
felé. Kiillondsen nagy érdeklédésre tartott szamot a Pgp raft illetve kaveola doménekben vald
elhelyezkedése annak a ténynek a tiikrében, hogy a P-glikoproteint overexpresszalo sejtekre
gyakran jellemzd a plazmamembran 6sszetételének megvaltozasa. Szdmos tanulmany szamolt
be az emelkedett Pgp szintekkel parhuzamosan emelkedett glilkoceramid, koleszterin és
kaveolin-1 szintekrél ezekben a sejtekben (lasd 1.8-as fejezet). Lavie és munkatarsai
megallapitottak tobb multidrog rezisztenciat mutatd sejtvonal esetén, hogy a sejtfelszini Pgp-k
egy jelentds része megtalalhatd ezekben a nagy koleszterin- és kaveolin-tartalma
membranrészekben [266, 267]. Demeule szintén kimutatta a Pgp jelenlétét a kaveolakban
mind drog-rezisztens, mind pedig szenzitiv sejtek esetén, a drog-rezisztens sejtek esetén pedig
a fehérje koimmunoprecipitalhatd volt kaveolinnal, ami kozvetlen fizikai kapcsolatot
feltételezett a két fehérje kozott [268]. Agyi kapillaris sejtek frakcionalasat kovetden hasonlo

eredményre jutottak, mely arra utalt, hogy a két fehérje in vivo koriilmények kozott is
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kolokalizal. Ugyanezen munkacsoport par évvel késébb egy in vitro felallitott vér-agy gat
modell endotél sejtjein szintén kimutatta a Pgp jelenlétét a kaveoldkban €s kolokalizaciojat a
kaveolin fehérjékkel (kaveolin-1 és kaveolin-2), valamint hogy ezek a fehérjék molekularis
komplexet alkotnak egymassal. A Pgp, kordbban mar leirt, kaveolin k6td doménjének
tavollétében a Pgp fokozott aktivitast mutatott [269]. A raft hipotézisnek és ezen
megfigyeléseknek megfeleléen, egy molekularis komplex vagy membranmikrodomén
szereploi kiilonbozé dinamikusan megvaldsuld asszociacidokon és disszociaciokon keresztiil
tehat folyamatosan befolydsolhatjdk egymas funkcioit. Ronaldson és munkatérsai a vér-agy
gat masik fontos sejttipusan, egy primer asztrocita sejtkulturan is bizonyitotta a Pgp ¢és a
kaveolin-1 fizikai kapcsolatan keresztiil a két fehérje egyiittallasanak in vivo koriilmények

kozott is megvalosuld 1étjogosultsagat [270].

Habér a Pgp és a kaveolak kozott sokszor figyelheté meg kolokalizacid, mar Lavie is felhivja
a figyelmiinket arra, hogy a raft domének, vagy detergens rezisztens membrandomének (DIG)
amelyekben a Pgp egy jelentés hanyada talalhaté nem feltétleniil minden esetben kaveola
[266, 271]. A Pgp, ugyan nem minden esetben [272], de a legtobb cikk tanulsaga alapjan
egyértelmilen megoszlast mutat a raft, legyen az kaveola vagy barmilyen egyéb raft domén, és
a nem-raft membranstruktarak kozott [135, 266, 273, 274]. Koleszterin kivonasi kisérletek
garmaddja bizonyitja ennek a megoszlasnak a fizioldgiai jelentdségét. A koleszterin szintek
valtozasai egy sejtben, hasonloan madas lipidekhez, befolyasoljdk a Pgp kdzvetlen
membrankornyezetének lipidosszetételét és fluiditasat. Ezzel parhuzamosan azonban, mint a
rendezett struktiraji membrandomének meghatar6z6 lipid Osszetevdje, rendkiviil fontos

szerepet tolt be a raft domének integritasdnak megdrzésében is.

Szinte az Osszes koleszterinnel foglalkozd tanulmanyban a Pgp funkcidjanak gatlasa
figyelheté meg koleszterin kivonast kovetden [135, 272, 273, 275-282]. A koleszterin bevitel
szamos esetben szintén gatlo hatast fejtett ki a Pgp-re [273, 281], bar ezzel ellentétes hatas, a
drog efflux mechanizmus fokozodasa is megfigyelhetd volt Troost és munkatarsai
munkajaban [277]. Saeki és munkatarsainak korabban mar emlitett munkajaban a Pgp
végleges drog transzport mechanizmusat befolyasol6 egyik 1épés, a drog kotédése a Pgp-hez,
koleszterin koncentracio fliggést mutatott, 20% membrankoleszterin tartalomig fokozddott,
majd e fol6tt mar csokkent [254], azaz a koleszterin bevitel soran tapasztalt kiilonbségek nagy
valoszinliséggel hasonld koleszterin koncentracio kiilonbségekkel magyarazhatéak. Sharom

¢s munkatarsai membranvezikulakba rekonstrualt Pgp-vel végzett kisérletekben azt talalta,
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hogy a koleszterin mas lipidekhez hasonléan szintén befolyasolja a Pgp bazalis és drog
stimulalta ATPaz aktivitasat, a drogok kotodését a fehérjéhez és a hidroféb drogok
megoszlasat a membranban [280]. Teljes sejteken methyl-B-cikodextrinekkel végzett
koleszterin kivonasi kisérletek ugyanakkor bizonyitjdk, hogy a Pgp szubsztratok
intracellularis  akkumulacidjanak  fokozodasa  szorosan  kapcsolhatd a  Pgp
membranlokalizacidjanak megvaltozasdhoz, a raft domének szétesésével parhuzamosan. Az
elveszett koleszterin mennyiségek potlasaval visszaallithatd a raft lokalizacié ¢és ezzel
parhuzamosan a transzport aktivitas is [273, 277]. Kamau kisérleteiben a raftok egy masik
jellegzetes lipid komponensét, a szfingolipidek keletkezését PDMP-vel gatolva a Pgp
lokalizacidja szintén a nem-raft domének iranyba tolodik el [283]. Korabbi megfigyelések
alapjan pedig ez a kezelés is a rodamin-123 fokozott retencidjat vonja maga utan [284].
Ghetie és munkatiarsai munkdjdban, a Pgp-hez fiziologias koriilmények kozott FRET
raftokon kiviilre helyezi a transzportfehérjét [274], ami korabbi megfigyelések alapjan szintén

csokkenti a rodamin123-as Pgp szubsztrat kipumpalasat ezekbdl a sejtekbdl [285].

Bar ezek a megfigyelések elsd latszatra azt az elképzelést erdsitették, hogy a raft doménekben
elhelyezked6 Pgp az, ami funkciondlis szempontbol fontos lehet, nem szabad azonban
elfelejteniink, hogy a sejtfelszini Pgp-k nagyobb szazalékat a szerzék ezeken a
membrandoméneken kiviil talaltak (lasd késobb sajat adatok is). Sharom munkacsoportjanak
proteoliposzomakba rekonstrudlt Pgp-vel végzett kisérletei érdekes megfigyeléseket
tartalmaznak ennek a kérdéskornek a megfontolasa szempontjabodl. Elsé munkdjukban a Pgp
nagyobb affinitast mutatott az ATP irant a kevésbé rendezett fluid fazisban, ugyanakkor
késobbi munkdjukban azt talaltdk, hogy a szubsztrat transzport sebessége viszont nagyobb a
rigid gél fazisban (gel phase) a fluid fazissal dsszehasonlitva, de talan a legnagyobb a lipid
kettOsréteg gél-fluid atalakulasi hémérsékletén [286, 287]. A raftok rendkiviil dinamikus
strukturajanak tiikrében tehat sokkal valdszintibbnek tiinik, hogy a Pgp oda-vissza jar-kel a
raft és nem raft domének kozott és ennek a kényesen fenntartott egyenstulynak a megzavarasa,
parhuzamosan a kozvetlen lipid kérnyezet megvaltozasaval funkcionalis kovetkezményekkel
jar.

1.8 Lipidek mint endogén szubsztratok, multidrog rezisztenciaban megfigyelheto
devians lipid osszetétel

Régota ismert tény, hogy a sejtmembran két rétege nagyfokd aszimmetridt mutat mind

fehérje, mind pedig lipid Osszetételében. A lipidek egyenldtlen eloszlasa a plazmamembran
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két rétege kozott, ellentétben a mesterséges membranokkal, szamos sejtfolyamatban tolt be
kritikus funkciot. A plazmamembran lipid aszimmetridja meghataroz6 olyan folyamatokban,
mint a membran beboltosulasa, vagy a szekrécidos vezikulak kialakulasa. Ennek a
fiziologiasan fennall6 asszimetridnak a megsziinése pedig olyan fontos biologiai
kovetkezményekkel jar, mint a trombocita aggregacié vagy az apoptozis. A lipidek vertikalis
mozgasa a hidrofob kornyezet miatt ugyanakkor, toltott/polaris feji csoportjaik miatt,
energetikailag rendkiviil kedvezotlen. Ezek a felismerések egyértelmtvé tettek ATP fiiggd
fehérjék kozremiikodését a folyamatban. Az ABC transzporterek, - a P-tipusu ATPazok

mellett - mint lehetséges jeloltek, szintén felmeriiltek.

A Pgp miikodési elvének megértése soran szintén felmeriilt, a kordbban mar emlitett
lehetdség, miszerint flippazként (megj.:a ma hasznalatos pontosabb noémenklatira szerint
floppaz) mikodik [90]. Ez a lehetséges miikodési elv, illetve nagymértékii szekvencia
homologiaja [288] a mar ismert foszfatidil-kolin (PC) transzporterrel, az MDR3-mal
(ABCB4) [289, 290], felvetette annak lehetdséget, hogy esetleg a multidrog rezisztenciaban

szerepet jatszo Pgp is képes lipidek transzlokalasara a plazma membran rétegei kozott.

Az elsé tanulmdny rovid szénlanct fluoreszcens lipid analdgok és radioaktiv lipidek
segitségével bizonyitotta, hogy a Pgp, a mar ismert szubsztratjai mellett képes lipidek, mint a
foszfatidiletanolamin (PE), foszfatidilkolin (PC), szfingomielin (SM), illetve a gliikoceramid
(GluCer) transzportalasara is [87]. Ugyanez a munkacsoport kis id6ével késébb bizonyitotta,
hogy a rovid szénlanci SM és GluCer a vezikularis transzport gatlasakor is elérte a
sejtmembrant, de megjelenése az exofacidlis rétegben természetesen floppazok
kozremiikodését igényelte. Feltételezték, hogy esetleg egy ABC transzporter vehet részt
ebben a folyamatban, és mivel tipikus Pgp gatlo szerek mellet a lipidek mar nem jelentek meg
a PM kiils6 rétegében, a Pgp meriilt fel, mint lehetséges jelolt [88]. Bosch és munkatarsai
Pgp-t nagy mennyiségben expresszald rovar sejtek valamint multidrog rezisztens és szenzitiv
sejtekbdl készitett liposzomaba injektalt fluoreszcens rovid szénlancu lipid analogok (PC, PE,
PS) fluoreszcens kioltasi kisérleteikben azt talaltak, hogy a multidrog rezisztens sejtek kisebb
mennyiségben akkumulaltak a fluoreszcens lipidek koziil a PC-t valamint a PE-t, de nem
lattak kiilonbséget a PS esetén. A fluoreszcencia akkumulacié verapamil, CsA, SDZ PSC 833
valamint UIC2 jelenlétében fokozodott. A szerzOk nem zartak ki azt a lehetdséget, hogy a PS
kiilonb6z6 okok miatt esetleg nem is volt hozzaférhetd a Pgp szamara [291]. Romsicki és
Sharom proteoliposzomékba rekonstrualt Pgp, valamint ugyancsak fluoreszcens kioltasi

technika segitségének felhasznaldsaval, szintén azt mutatta ki, hogy a Pgp képes PC, PE, SM,

38



de a korabbi munkacsoporttal ellentétben foszfatidilszerin (PS) transzportalasara is [292]. A
lipidek transzlokalasa az ATP hidrolizis fiiggvényében ment végbe és vanadattal gatolhatd
volt. Kiilonbozé Pgp szubsztratok koncentracid fliggd, telithetd, és Pgp-hez vald
affinitasuknak megfeleld médon gatoltak ezt a transzlokaciot. A Pgp képes volt rovid, hosszu,
telitett, valamint telitetlen zsirsavlancu lipidek transzlokalasara is. Ez volt az els6 kdzvetlen
biokémiai bizonyiték a Pgp lipid transzlokacios képességérdl és felvetette azt a lehetdséget,
hogy a lipid transzlokacio és a kiilonb6z6é drogok extracellularis térbe torténd pumpalasa,
valosziniileg azonos floppaz mechanizmussal mehet végbe. Hasonld eredményeket kaptak

fluoreszcensen jelolt GluCer valamint egyéb egyszerti glikolipidek esetén [293].

Természetesen ezekkel a fluoreszcens lipid analogokkal végzett kisérletekkel kapcsolatban
folyamatosan felmeriil a kérdés, hogy vajon milyen mértékben tiikrozhetik a fiziologias
koriilményeket. A trombocita aktivalo faktornak (PAF), mint egy fiziologids koriilmények
kozott is eléforduld rovid szénlancu foszfatidilkolinnak a transzlokalasa a Pgp altal [294, 295]
arra utalt, hogy a modositott lipid analégokkal végzett kisérleteknek van fizioldgiai
relevancidja. Egy masik tanulmény Sharom munkacsoportjdhoz hasonléan arra a
kovetkeztetésre jutott, hogy a Pgp képes a rovid szénldnci PS fluoreszcens analog
transzportalasara is, tovabba FITC-Annexin V-tel végzett kisérleteik arra is utaltak, hogy ez
akar az endogén PS-re is igaz lehet [296]. Van Meer munkacsoportja szintén kapott olyan
eredményeket egér vorosvértestek vizsgalata soran, hogy a Pgp esetleg részt vehet az endogén

PC kiils6 membranrétegbe helyezésében [297].

Szamtalan a Pgp lipid transzlokacios képességére iranyuld tanulmany tiikkrében, ugyanakkor
tovabbra is érdekes kérdés, hogy a Pgp vajon valdjdban képes-e hosszabb szénlancu,
természetes lipidek olyan sebességii transzportalasara, ami esetleg mar meghatarozo lehet a
plazmamembran rétegeiben PC és SM gradiens kialakulasaban. Sharom munkacsoportja
ugyan azt talalta, hogy a Pgp képes hosszabb szénlancu lipid analdogok transzportalasara is, de
a transzportsebesség ebben az esetben csak fele a rovid szénlanct lipidekhez képest [292].
Abulrob ¢és munkatdrsai egy hosszabb szénldnci fluoreszcens foszfatidilkolin analdg
segitségével. Pgp-t expresszald drog rezisztens, MDR3-negativ epitél sejteket hasonlitottak
Ossze szenzitiv sejtekkel, ahol a korabbiakkal Osszevethetd moddon azt taldltdk, hogy a
szenzitiv sejtek nagyobb mennyiségben akkumulaljak a lipidet [298]. Ugyanakkor a
transzport kinetikajat a Pgp egy jol ismert, model szubsztratjaval a Rhodamin 123-mal

Osszevetve lathato, hogy a PC esetén a transzlokacio sebessége 1ényegesen kisebb.
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Mindezen eredményekbdl nem tlinik valészinlinek, az, hogy a Pgp fizioldgias koriilmények
kozott egy nagy kapacitast lipid floppaz lenne. Azok az eredmények, mely szerint a Pgp nem
képes a MDR3 PC transzportald szerepét helyettesiteni, MDR3 knock out sejtek esetén,
szintén ezt tamasztjak ala [299]. Ez az alacsony effektivitas pedig nagy valosziniiséggel igaz a
tovabbi mas lipidek esetén is (PS, PE). Mig a trombocita aktivalo faktor esetén, mely fontos
szerepet tOlt be szamos méas folyamat mellett a tumor novekedésben vagy az angiogenezisben,
esetleg érthetd lehet a Pgp szerepe, addig a plazma membran citofacidlis rétegében
elhelyezkedd PS vagy PE esetén a Pgp valoszinilileg a fiziologias allapot fenntartasa ellen
dolgozna. Az, hogy ez ugyancsak nem valésul meg, szintén arra utal, hogyha a Pgp
valamilyen médon, akar a drog transzport mechanizmus mellékhatasaként transzportalja is

ezeket a lipidek, semmiképpen sem lehet Iényeges, meghatarozé tényezo.

Osszefoglalva tehat a Pgp képes lehet rovid szénlanch és bizonyos koriilmények kozott
hosszabb szénlancu lipidek széles spektruméanak a transzportdlasara, de a hatékonysagat
tekintve tovabbra is azt mondhatjuk, hogy ez az ABC fehérje elsésorban egy multidrog
transzporter. Nem elképzelhetetlen, hogy az evolicié soran a fehérje egy primitiv lipid
transzporterbdl végiil egy nagy hatékonysagu drog transzporterré nétte ki magat, mely képes

az amfifil szubsztratok rendkiviil széles korének transzportalasara, transzlokalésara.

A Pgp lehetséges szerepe a rovid szénlanct szfingolipidek transzlokéalasaban, illetve az a tény,
hogy a GluCer, - mely szamos tovabbi glikozilalt szfingolipid szintézisének alapjat jelenti - a
Golgi citoszolikus és nem a lumindlis oldalan keletkezik, egy érdekes feltételezést hivott
¢letre. Prateek Lala és munkatarsai Pgp-vel transzfektalt multidrog rezisztens MDCK sejtek
vizsgalatakor azt talalta, hogy a sejtek nagyfoku érzékenységet mutattak egy E. Coli toxin, a
verocitotoxin irant, mely drog szamara egy sejtfelszini rovid szénlancu (C16-C18)
szfingolipid molekula, a globotriaosylceramid (Galal1-4Galp1-4glukozilceramid-Gb3)
szolgal receptorként [300]. Pgp gatldszerek (ketokonazol, CsA) mellett a sejtek érzékenysége
a verocitotoxin irant megsziint, a csokkent sejtfelszini lipid szintekkel parhuzamosan.
Elképzelésiik szerint a Pgp a GluCer transzlokalasat végezné a Golgi citoszolikus oldalarol a
luminalis oldalédra, és ily mdédon eldsegitené a tovabbi glikozilalt szfingolipidek (LacCer:
laktoceramid, Gb3) Golgi lumenben torténd szintézisét. Ez a feltételezés érdekes szerepet
kolcsondzne a Pgp-nek a raftok kialakitdsdban. Ugyanakkor mar a szerzok is felvetik a Pgp
mellett mas lehetséges faktorok meglétét, ezen drog-szelektalt sejtvonal esetén. A
tanulmanyban hasznalt drogokrdl (ketokonazol, CsA) késébb valoban beigazolodott, hogy

nem kizarolag a Pgp-t képesek géatolni, hanem a Golgi lumindlis oldalan talalhatdo GluCer
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szintazt is [301], mely a Pgp-hez hasonléan gyakran magasabb mennyiségben fejezddik ki
multidrog rezisztens sejtek esetén. Lala ¢s munkatarsai munkajaban pedig egyértelmiien nem
kizarolag a sejtfelszini glikoszfingolipidek mennyisége csokkent ketokonazol vagy CsA
kezelés mellett, hanem mar a kiinduldsi GluCer mennyisége is. Mindezek tehat kétségessé

teszik azt, hogy a Pgp GluCer-ot transzlokalna a Golgi-ban.

A Pgp szerepe szintén felmeriilt egy masik fontos membran, illetve raft lipid, a koleszterin
transzlokaldsa kapcsan is. Tobb tanulmény bizonyitotta, hogy a Pgp képes szamos
gliikokortikoid illetve endogén szteroid transzportalasara, illetve, hogy bizonyos szteroidok
képesek a Pgp drog transzport funkcidjat antagonizalni [302-304]. Wang munkajaban a
koleszterinnel kapcsolatban azt taldlta, hogy az jelentdsen gatolta a daunorubicin
transzportjat. Mindemellett fokozta a Pgp ATP hidrolizisét [305]. Ezen eredményekbdl
feltételezhetd volt a koleszterin direkt kdlcsonhatasa a drog kotdhellyel, illetve hogy a Pgp
esetleg részt vesz a koleszterin transzlokaldsdban, transzportaldsdban is. Garrigues ¢és
munkatarsai szintén hasonld eredményre jutottak. A Pgp ismert bazalis ATPaz aktivitasa,
mely mindig is feltételezte valamiféle endogén szubsztrat jelenlétét, erdsen fiigg a koleszterin
jelenlététél a membranban. Eredményeik azt mutattdk, hogy a drog-stimuldlta ATPaz
aktivitas magasabb koleszterin tavollétében, illetve a koleszterin-indukalta ATPaz aktivitas is
magasabb szubsztratok tavollétében, azaz a koleszterin és a Pgp szubsztratok valamilyen
moédon kompetalnak a drog koétéhelyekért [276]. Mindezek alapjan feltételezték azt, hogy a
Pgp aktivan részt vesz a koleszterin membranban torténd transzlokalasaban és esetleg
hozzé4jarul a koleszterin-gazdag mikrodomének, raftok ¢és kaveoldk stabilizaldsahoz.
Mindezek az eredmények Osszhangban voltak, olyan korabbi eredményekkel, miszerint a Pgp
koimmunoprecipitalhato volt a kaveolak f6 komponensével, a kaveolin-1-gyel [268], melynek
mennyisége a kaveoldk €s a koleszterin mennyiségével parhuzamosan emelkedett MDR sejtek
esetén [266, 306]. Gayet és munkatarsai megfigyelései ugyanakkor felhivjak a figyelmet arra,
hogy a Pgp-nek nagy valdsziniiséggel nincs szerepe a MDR-es sejtek esetén gyakran
tapasztalt koleszterin mennyiségi valtozdsokban. Megfigyeléseikben a kiilonbozo
rezisztenciaji human CEM akut limfoblasztos leukémia sejteken a rezisztencia kialakul4saval
né a Pgp és a koleszterin mennyisége is. De mig a rezisztencia fokdval parhuzamosan az
expresszalt Pgp mennyisége csak egy bizonyos mértékig, addig a membran koleszterin
tartalma folyamatosan emelkedik [307]. Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy a Pgp-t6l
fiiggetleniil megvalosuld koleszterin, illetve lipid valtozasok, szintén 1ényegesek lehetnek az

MDR fenotipus kialakuldsa soran.
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Ueda munkacsoportja egy masik érdekes elképzeléssel allt el6 a Pgp koleszterin
Da molekulatomegii drogok képesek kotédni a Pgp-hez és a koleszterinnek fontos szerep jut a
kisebb molekulatomegili drogok transzportalasa soran, mivel ebben az esetben ez a lipid képes
kitolteni a kisebb drog mellett a szubsztratkotd zsebet. Elképzelésiik szerint ez magyardzatot
adhat arra a tényre, hogyan képes a Pgp a jelentOsen eltérd méretli drogok transzportalasara.
Eckford ¢és Sharom liposzomakba rekonstrualt Pgp ¢és fluoreszcens koleszterin analog
kolcsonhatasanak vizsgéalata sordan azt taldlta, hogy a koleszterin jelenléte a membranban
valéban modositja a Pgp mind bazalis, mind drog stimuldlta ATP4z aktivitasat, illetve
egyértelmiien hatdssal van a drogok Pgp-hez valdé kotédésében és a drog transzport
mechanizmusban. Ueda munkacsoportjdval ellentétben azonban nem tapasztaltdk, hogy a
koleszterin a drogok molekulatomegének fiiggvényében befolydsolna a drog kotddés
affinitdsat. Eredményeik tovabba azt mutatjak, hogy a Pgp nem vesz részt a fluoreszcens

koleszterin analog transzlokalasaban sem.

A PM citofacialis és exofacialis rétege kozott az egyes lipidek spontan flip-flop mozgésanak
sebességét a lipid strukturija hatdrozza meg, természetesen a membran homérsékleti és
fluiditdsi viszonyai mellett. A legtobb membranlipid, mint a foszfolipidek vagy glikolipidek
esetén ennek a spontdn mozgasnak a féléletideje 6rakban mérheté modell membranok vagy
vorosvértestek membranja esetén, mivel ezeknek a lipideknek a feji csoportjai nagy
hidrofilitassal rendelkeznek [308]. A koleszterin egyetlen hidrofil hidroxil csoporttal
rendelkezik az A gylirlin, és ennek megfeleléen a PM két rétege kozotti spontan kicserélddése
rendkiviil gyors, masodperces vagy az alatti skalan mozog [309, 310]. A koleszterin PM
orientacidjaban tehat sokkal inkdbb meghataroz6 azoknak a szfingolipideknek az
orientaltsaga, melyeket a Pgp valosziniileg transzlokal [293], és melyekhez a koleszterin nagy
affinitast mutat [311]. Eckford és Sharom kovetkeztetése szerint tehat a koleszterin nagy
valosziniiséggel nem a fehérjével vald direkt kdlcsonhatasan keresztiil, hanem a kozvetlen
lipid kornyezet illetve a drogok membranon beliili megoszlasanak megvaltoztatasan keresztiil

fejti ki hatasat a Pgp funkcidjara (lasd 1.7-es fejezet).

Ahogy arra mar utaltunk, a MDR sejtek esetén szamos esetben figyelheté meg a szenzitiv
sejtekhez képest egy megvaltozott, devians membran lipidosszetétel. A P-glikoprotein
multidrog rezisztencidban betdltott szerepének azonositdsaval egyiddben mar rendelkezésre
alltak olyan elektron spin rezonancia spektroszkopiai és DPH-val (1,6-difenil-1,3,5-hexatrién)

mért fluoreszcencia depolarizacios adatok, melyek arr6l szamoltak be, hogy a doxorubicin
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rezisztens sejtek membranja rendezettebb, kevésbé fluid a szenzitiv sejtekkel 6sszehasonlitva
[312]. Hasonld eredményeket lattak masok is adriamicin rezisztens sejtek esetén, ahol a
membran fluiditasa a rezisztencia mértékének novekedésével parhuzamosan csokkent [313].
Természetesen tovabbi kutatdsok indultak a rezisztens sejtek plazmamembran lipid
Osszetételének felderitésére. Ramu tovabbi munkédja soran azt talalta, hogy a sejtek ugyan nem
mutatnak kiilonbségeket a koleszterin mennyiségében, de emelkedett SM szintek
megfigyelhetéek, parhuzamosan a csokkent PC szintekkel [314]. A korabban tapasztalt
membran fluiditds valtozasokat ezekkel a lipid 0sszetétel valtozasokkal magyaraztak. Wright
vinblasztin rezisztens human ALL T-limfocitdkon szintén megerdsitette a SM szintek
emelkedését, parhuzamosan a csokkent PE és PS szintekkel [315]. Ugyanez a munkacsoport
késobb a megvaltozott lipidosszetétel kapcsan emelkedett koleszterin szintekrdl is beszamolt
[316]. Escriba 1990-es munkajaban szintén azt talalta, hogy a drog rezisztens sejtek
membranja kisebb mennyiségli PS-t és nagyobb mennyiségii koleszterint tartalmaz, tovabba
céloz arra, hogy a lipid valtozasok Onmagaban, a fehérje valtozasoktdl fliggetleniil,
hozzajarulnak az MDR fenotipus kialakulasahoz [317]. Pallarés-Trujillo és munkatarsai az
altaluk vizsgalt vinkrisztin rezisztens leukémia sejtvonalon a kordbbiakhoz hasonldan azt
lattdk, hogy a koleszterin mennyiségek emelkedettek a tobbi lipidhez képest, és a
koleszterin/foszfolipid ardny novekedése parhuzamos a drog rezisztencia emelkedésével
[318]. Gayet korabban mar emlitett tanulmanyaban a koleszterin emelkedés mértéke szintén
szoros korrelaciot mutatott a drog rezisztencia fokaval [307]. Ahogy arra mar utaltunk a
kaveolin-1 fehérjének illetve a kaveolaknak a mennyisége is gyakran fokozott a MDR sejtek
esetén [266, 319-321], amelyek szintén emelkedett koleszterin mennyiségeket vonnak maguk
utan a kaveolak koleszterin traffickingben betoltott szerepe miatt [322-325]. Ezek az adatok
arra utalnak, hogy a rezisztens sejtekben a kiilonb6z6 lipidek, valamint a koleszterin
metabolizmusa modosult (lasd 1.10-es fejezet) €s, hogy a MDR sejtek a szenzitiv sejtekkel

ellentétben sokkal inkabb képesek magas koleszterin szinteket fenntartani.

Szamos cikk szdmol be a drog rezisztens sejtek esetén egy madsik raft lipid emelkedett
mennyiségérol. 1996-ban Lavie és munkatarsai 3 drog rezisztens sejtvonalon mutatta ki a
GluCer szintek emelkedését, ami arra utalt, hogy a koleszterinhez hasonldéan a
glikoszfingolipid szintézis is modosult, fokozott ezekben a sejtekben [326]. Ugyanez a
munkacsoport késobb klinikai mintdk esetén, 3 human multidrog rezisztens sejtvonalon, 6
melanoma ¢€s egy melldaganat mintdn szintén kimutatta a GluCer emelkedett mennyiségét, €s
javasoltak a GluCer szintek mérését, mint a MDR egyik 1ényeges markerét [327]. 1999-ben a

munkacsoport kimutatta, hogy az emelkedett GluCer szintek mogott valosziniileg a GluCer
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szintdz mikodése all, mert a rezisztens sejtek hatékonyan képesek megdvni dnmagukat a
ceramid apoptotikus  hatasaitol, annak glikozilacidjaval [328]. A  komplexebb
glikoszfingolipidek, gangliozidok esetén szintén allnak rendelkezésre korai adatok arrol, hogy
a rezisztens sejtek plazmamembranja ebbdl a lipidbdl is nagyobb mennyiséget tartalmaz
[329]. Ugyan szamos esetben megfigyelhetéek voltak ezek a lipid valtozasok, olyan
tanulmany is sziiletett, ahol a lipid valtozasok nem voltak szembetiinéek a drog rezisztens és
szenzitiv sejtek esetén [330]. Erdekes modon ugyanakkor a kiilonbozé raftok megjelenésével
egyiitt jar6 rendezettebb membran struktura, illetve fokozott membran cirkulacid olyan
esetekben is megfigyelhetd volt, amikor a rezisztens illetve szenzitiv sejtek kozotti lipid

valtozasok megkiilonboztethetetlenek voltak [331].

Mindezek a régebbi és jabb adatok [332] arra utalnak, hogy a rezisztens sejtek nagy
altalanossagban rendezettebb membran struktirdkkal rendelkeznek, mely mogott valoszintileg
a kiilonboz6é raft domének mennyiségi emelkedése huzodik meg a kiilonbozd lipidek
metabolizmusanak megvaltozasaval parhuzamosan. Ezek a raft domének lehetnek kaveolak,
de egyéb membranmikrodomének is [319], és bar ezek a valtozasok sokszor a Pgp sejtfelszini
emelkedésével parhuzamosan valosulnak meg, a Pgp nagy valdsziniiséggel nem vesz részt
ezeknek a strukturaknak a kialakitdsdban és kétséges a szerepe a raft domének fenntartdsaban,
megerdsitésében is. A multidrog rezisztencia soran ugyanakkor az egyidejiileg megvalosuld

folyamatok nagy valdszintiséggel nem tejesen fliggetlenek egymastol.

1.9 A sejtmembran koleszterin tartalmanak valtoztatasa ciklodextrinekkel, a koleszterin
kémiai aktivitasa

A ciklodextrinek (CD) ciklikus oligoszacharidok, melyek a-(1-4)-kapcsolt D-gliikopiran6z
egységekbdl épiilnek fel. Ezek a kiilonleges molekuldk hossza ideje tartanak mar érdeklddésre
szamot, azon érdekes tulajdonsaguknal fogva, hogy bar vizoldékonyak, mégis képesek
kiilonb6z6é hidrofob drogok hordozasara is. A ciklodextrinek hidrofob, henger alaku bels6
tregét a hidrogénatomok és glikozilkotésti oxigénatomok alakitjak ki, mig a henger peremén
talalhatoak a glilkozegységek hidroxilcsoportjai, melyek a molekula vizoldékonysagéaért
feleldsek. Ezen eldnyds tulajdonsaguknal fogva szdmos  hidroféob  hatdanyag
biohasznosithatosagat képesek ndvelni, mindemellett nem valtanak ki immunvalaszt €s
alacsony toxicitdst mutatnak kiilonboz6 allati szervezetekben ¢és az emberben. Az o-D-
glikopiran6z  egységek szama alapjan  kiilonb6z6  ciklodextrin  szarmazékokat

kiilonboztethetiink meg. Az a-CD-ek hat, a B-CD-ek hét, a y-CD-ek pedig 8 gliikkopiran6z
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egységbdl allnak. A polimerizacid6 mértéke meghatarozza a hidrofob iireg méretét és ennek

megfelelden az egyes szarmazékok affinitasat a kiilonboz6 vegyiiletek irant [333, 334].

A B-ciklodextrinek rendelkeznek a legnagyobb affinitassal a koleszterin irant, és ezek a
szarmazékok bizonyultak a leghatékonyabbnak a kiilonb6z0 modell- és biologiai
membranokbdl torténd koleszterin kivonas esetén is [335-337]. A koleszterin kivonas mértéke
fiigg az alkalmazott CD szarmaz¢ktdl, annak koncentraciojatol, az inkubacié hémérsékletétol,
idejétol, illetve az alkalmazott sejttipustdl [338-340]. Az inkubaciét kovetéen a CD
szarmazekok vizoldékonysagukbol adoddan egy egyszerli vizes mosassal eltavolithatoak a
rendszerbdl. A B-CD-ek koleszterin iranti nagy affinitasa lehet6vé teszi koleszterin inkluzios
komplexek létrehozasat is [341-343]. Ezen CD-koleszterin komplexek segitségével pedig
képesek vagyunk novelni a sejtmembran koleszterin mennyiségét [342, 344]. A koleszterin
transzfer hatékonysagat a koleszterin kivondshoz hasonldan szintén tobb tényezd hatarozza
meg, ugymint a B-CD:koleszterin molaris aranya, a f-CD:koleszterin komplex koncentracioja,

az expozicio ideje, illetve az alkalmazott sejttipus [345, 346].

Kiilonb6zé modell membranokon végzett kisérletek felvetették annak lehetdségét, hogy a
CD-ek nem csupan koleszterint, hanem egyéb lipideket is képesek kivonni a membranbol.
Giocondi ¢és munkatarsai dioleoilfoszfatidilkolin(DOPC)/szfingomielin(SM) lipidekbdl
készitett kettds lipid membran modellen lyukak keletkezését irta le metil-B-CD-nel vald
inkubaciot kovetden atomerd mikroszkoppal [347]. Mas tanulmanyok viszont arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a dipalmitoilfoszfatidilkolin (DPPC), illetve SM B-CD-nel

torténd szolubilizacidja, messze elmarad a koleszterinétdl [335, 337].

Kilsdonk és mtsai egér és human fibroblasztok vizsgalata soran azt tapasztalta, hogy a
foszfolipidek mennyisége minddsszesen 2%-kal csokkent 5 6ras, 5 mM-os MBCD kezelést
kovetden [348]. Fukasawa CHO sejtek vizsgalata soran szintén azt talalta, hogy CD kezelést
kdvetden a [14°]-kolin jeldlt foszfolipidek mennyisége alig csokken a sejtben [349]. Tovabbi
makrofagokon illetve vékonybélbdl izolalt enterocitakon végzett tanulméanyok szintén azt
mutattdk, hogy a szfingomielin illetve foszfolipidek mennyiségének csokkenése
elhanyagolhaté CD kezelést kovetden [350, 351]. Ezzel szemben agyi endotél illetve kisagyi
szemcsesejteken végzett kisérletekben a CD kezelés jelentés mennyiségli szfingomielin

illetve foszfatidilkolin vesztéssel is jart [352, 353].

Osszeségében azonban mégis azt mondhatjuk, hogy a B-CD kezelés elsésorban a sejtek

koleszterin mennyiségének csokkenésével jar. Az egyéb foszfolipidek kivonasa B-CD-kel
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torténd inkubaciot kovetden vagy elhanyagolhatd, vagy pedig érdekes mdodon olyan lipideket
érint elsésorban, mint a PC vagy a SM, melyekrél koztudott, hogy rendkiviil szoros

komplexet képeznek a koleszterinnel.

A CD kezelés mellett jelentkez6 lehetséges artefaktumok kozott az egyéb lipidek mellett meg
molekulak hidrofob aminosavakkal, illetve hidrofob fehérje doménekkel valo interakcidja.
Szamos tanulmany mutatta be a CD-ek interakcidjat olyan fehérje molekuldk hidrofob
doménjeivel, mint a glilkoamilaz1, glikoziltranszferaz vagy a maltodextrin kot6 fehérje [355-
fehérjék esetén, mint az ubiquitin vagy a kimotripszin inhibitor 2 (CI2) [358]. A CD
molekuldk belsé iiregének mérete természetesen nem teszi lehetévé, hogy akar olyan kis
fehérje molekulakat is magukba zarjanak, mint az ubiquitin. Nemrégiben megjelent
molekularis dinamikai szimul4cios vizsgalatok azt mutattak, hogy maganak a koleszterinnek a
kivonasa is két CD molekulat igényel [359]. Az egyes fehérje molekulak hidrofob
doménjeinek eldobb emlitett interakcidja a CD-kel ugyanakkor természetesen hozzajarulhat az
adott fehérje szolubilizaciojadhoz, de a fehérjék CD kezelés mellett tapasztalt extrakcigja
sokkal valdszinlibb, hogy ebben az esetben is a lipid kérnyezet megzavarasa miatt kovetkezik
be. Irie és mtsai vorosvérsejtek kiilonbozé CD-kel végzett vizsgalatakor azt tapasztalta, hogy
a fehérjék membranbdl torténd extrakcidja a koleszterin kivonds mértékével mutatott szoros
korrelaciot és nem egyéb foszfolipidekkel [360]. A fehérjék extrakcidja nagy valoszinliséggel
parhuzamosan [361]. Ennek a lipid kdrnyezetnek a rigiditasaért a lipidek koziil a koleszterin
tinik a leginkabb feleldsnek, és ez a rigiditas lehet fontos a membran részek sértetlenségének

megOrzésében.

A koleszterinnek kétségkiviil nagyon fontos szerep jut a plazmamembran, illetve azon beliil a
raft struktirdk integritdsdnak megdrzésében. Nem véletlen, hogy a CD-kel torténd koleszterin

kivonas széles korben alkalmazott a raft strukturdk megbontdsara, a kiilonb6z6 fehérjék

------

~~~~~~~~~~~~

fehérjék raft strukturakkal mutatott asszociacidjanak-disszocidciojanak funkcionalis
kovetkezményeinek felderitésére. Sheets és mtsai kimutattak, hogy a membran MBCD-nel

torténd koleszterin deplécidja kovetkeztében csokken az FceRI (Fcepszilon receptor-IgE

.....

kovetkezményekkel jar a hizosejtek aktivacidja soran [361]. Kai Simons és mitsai
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nel torténd koleszterin kivondst kdvetden, mely befolyasolja a fehérje polarizalt sejtekben
torténd apikalis szortingjat [225]. Hasonlé6 moédon T-limfocitakban a membran koleszterin
koleszterin szintén létfontossagiinak bizonyult a raft asszocialt t-SNARE fehérjék (SNAP-23;
syntaxin 4) klaszterizacioja soran [363]. Ahogy arra mar utaltunk a Pgp esetén is allnak
rendelkezésiinkre olyan adatok, hogy a koleszterin mennyiségek poétlasaval visszaallithato a
raft lokalizacio és ezzel parhuzamosan a transzport aktivitas [273, 277]. A membran
koleszterin mennyiségének csokkentése fluoreszcencia anizotrépia mérések sordn
egyértelmiien csokkentette a membran rendezettségét [364] és jelentdsen fokozta a raft

asszocialt fehérjék diffuzidjat [365].

Ugyanakkor ma mar egyre nyilvanvalobb, hogy a sejtmembran koleszterin tartalmanak CD-
kel, vagy barmilyen egyéb moddszerrel torténd csokkentése nem csupan a raft struktirdkban
talalhato koleszterint érinti. Ismert, hogy a sejt koleszterin legnagyobb mennyiségben a PM-
ban talalhat6. Nagy mennyiségli koleszterin talalhatd nem csupan a raft, de a non-raft
doménekben is, ahogy azt Gaus és mtsai is kimutattdk human makrofagok raft és non-raft
struktarainak lipid Osszetételét vizsgalva, mind detergens, mind detergens mentes
modszerekkel [366]. Rouquette-Jazdanian és mtsai  T-limfocitdk plazmamembran
koleszterinjének MBCD-nel torténd kivonasa soran két kinetikai poolt allapitottak meg, egy
gyorsabban és egy lassabban kivonhato poolt. Ok a gyorsabb poolt a raft struktirakkal
azonositottak, ugyanakkor megjegyzik, hogy a gyorsan kivonhato koleszterin csokkenése még
nem zavarta meg a raft markerek eloszlasat. Tovabbi koleszterin mennyiségek kivonasa
sziikséges - amik mar a lassu poolt is érintik - a raftok strukturajanak megbontasahoz [367].
Hasonloéan Ottico és mtsai kisagyi szemcsesejtek vizsgalatakor azt talaltak, hogy 5 mM
koleszterin mennyiségek csak csekély mértékben csokkennek. A magasabb denzitasu
frakciokban viszont ez a kis mértékli koleszterin kivonas is jelentdésen csokkentette a
koleszterin mennyiségeket. A 10 mM-os MBCD kezelést kdvetden ugyanakkor a kiindulasi
koleszterin mennyiségek csupdn 10%-a marad meg az alacsony denzitdsi membran
frakcidkban, mig a magasabb denzitasu frakciok koleszterin mennyiségei ilyen koriilmények
kozott ugyan még csokkenek, de kisebb mértékben [352]. Gaus korabbi eredményei arra
utalnak, hogy a plazmamembran koleszterin kivonasa nem csupan MBCD mellett, de
feltehetden fiziologias koriilmények kozott sem csak a raft struktirdkat érinti. Az Apo Al-re

torténd koleszterin efflux koleszterin toltott makrofagok esetén érinti mind a raft, mind a non-
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raft strukturakat [368]. Larbi és munkatarsai eredményei szintén azt mutatjak, hogy a MBCD-
nel végzett koleszterin kivonas megtorténik mind a raft, mind a non-raft doménekbdl [369].
Erdekes modon ugyanakkor 8k azt is megfigyelték, hogy az idsebb donorokbdl szarmazé T-
limfocitakbol, melyek nagyobb mennyiségii koleszterint tartalmaznak és foképp a raft

doménekben, sokkal nehezebben vonhato ki a koleszterin.

Lange ¢s Steck szamos tanulmany alapjan egy érdekes munkahipotézist dolgozott ki, mely
magyarazatot adhat ezekre a megfigyelésekre [370]. Ismert, hogy a foszfolipidek és a
koleszterin kiilonb6z6 aranyu és affinitastt komplexeket képeznek a membranban [371-373].
A koleszterin a legerésebb komplexeket a hosszq, telitett zsirsavlanccal rendelkez6 lipidekkel
alkotja, mint a szfingolipidek (glikoszfingolipidek, szfingomielin) vagy a foszfatidilkolin és a
foszfatidilszerin. Kevésbé erds komplexek jonnek létre a koleszterin a foszfatidiletanolamin
¢és egyéb rovid, telitetlen zsirsavlanccal és kisebb polaris feji csoporttal rendelkezd lipidek
kozott. A lipidek polaris feji végei képesek védeni a koleszterint a vizes fazissal szemben, az

,»esernyd modell”-nek megfeleléen [374].
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7. abra Strukturalis interakciok a koleszterin és egyéb lipidek kozott

A koleszterin vizes kozegtol valo védelmében fontos szerepet jatszik a szomszédos lipidek
polaris feji csoportjainak nagysaga (A), illetve a zsirsavlanc telitettsége (B). A kevéssé védett
koleszterin feltehetoen kidll a lipid kettosrétegbdl és magasabb kémiai aktivitassal rendelkezik
[375].
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Nem meglepd modon a legerdsebb komplexeket kialakitdo lipidek adjak a rendezett
membranstruktirak, a raftok lipid osszetételét [376, 377]. Az a koleszterin mennyiség, mely
magas kémiai aktivitast, vagy ahogyan az angol irodalom emliti ,,escape tendency”-t mutat
[375, 378]. Ezt az elméletet szamos megfigyelés tamasztja ala. A B-CD molekulara torténd
koleszterin transzfer sebessége ¢élesen emelkedett kiilonbozd kevert foszfolipidekbdl allo
monomolekuléris rétegekbdl, ahol a koleszterin mennyiség meghaladta a foszfolipidek
komplex képz6 Kkapacitasat [378, 379]. Vorosvérsejtek membranjaban a koleszterin
mennyiségek emelésével fokozodik a B-CD molekuldra torténd koleszterin transzfer,
ugyanakkor a lizofoszfatidilkolin PM mennyiségének emelésével csokken. Hasonl6 tendencia
figyelheté meg a koleszterin koleszterin oxidaz iranti érzékenységében [380, 381]. A
szfingomielin mennyiségek szfingomielindz kezeléssel torténd csokkentése szintén erdsen
fokozza a membranban 1évé koleszterin aktivitasat, a nagy affinitdsi komplex partner
mennyiségének csokkentésével [370, 375]. Fontos megjegyezniink, hogy a koleszterin
kiilonb6zé doménekben mutatott kémiai aktivitasa feltehetben szadmos koleszterin
kompenzaciés mechanizmus alapjat is képezi (lasd 1.10-es fejezet). Ennek megfeleléen a
magas kémiai aktivitassal rendelkez6 koleszterin a raft struktirakon kiviil helyezkedik. Ez az
a koleszterin ami sokkal inkdbb hozzaférhetd mind a fiziologids (lipid transzfer fehérjék),
mind a nem fiziologias (pl. ciklodextrin) akceptor molekulak szamara, és melynek kivonasa
energetikailag is kedvezdbb. A ciklodextrinekkel torténd koleszterin kivonds tehat nagyobb
valoszintiséggel érinti elsé korben a non-raft frakciokban 1évé koleszterint. S6t, vannak
adatok arra vonatkozdlag is, hogy a koleszterin kivonas minden esetben a non-raft régiokbol
torténik, ahol a koleszterin a raft frakciokbol potlodik és végiil ez a folyamatos redisztribuciod

vezet a raft domének széteséséhez [382].

1.10 Koleszterin kompenzacids titvonalak, a MDR sejtek esetén megfigyelhet6

koleszterin valtozasok

Az a tény, hogy a teljes koleszterin mennyiség szigortian kontrollalt és id6ben alig valtozik a
sejtben, illetve, hogy a kiilonbozd intracellularis organellumok koleszterin szintjei szintén
nagyon pontosan szabalyozottak [370], megszamlalhatatlan koleszterin feedback

mechanizmus 1étét feltételezi.

A koleszterin homeosztazis taldn eddig leginkabb ismert mechanizmusa, a koleszterin
bioszintézis szabalyozasa [383]. A koleszterin bioszintézis szabalyozasanak kozponti

organelluma az endoplazmatikus retikulum (ER), mely szdmos membrank&tott transzkripcios

49



faktort tartalmaz (Sterol Regulatory Element-Binding Proteins-SREBPs), melyek a
koleszterin bioszintézis, tovabba a koleszterin felvételt szabalyozd kulcsfontossagi gének
aktivaciojaban vesznek részt. Az ER koleszterin szint csokkenésének eredményeként a
SREBP egy eszkort fehérje segitségével (SCAP) a Golgi-ba keriil, ahol kiilonb6z6 hasitasi
1épéseken keresztiil aktivalodik, majd a magba transzportalodik és szabdlyozza a megfeleld
gének transzkripcidjat. Az ER koleszterin szintjének emelkedése esetén a SREBP-SCAP
komplex a SCAP fehérje szterol érzékeld doménjén (SSD) keresztiil kapcsolodik egy masik
fehérjéhez (Insig). A fehérje komplex ER rezidens fehérjéhez vald kotése megakadalyozza a
Golgiba irdnyuld transzportot ¢és kovetkezésképpen a koleszterin szintézis gatlasat

eredményezi.

A koleszterin bioszintézis sebesség meghatarozo enzimje a hidroxi-metil-glutaril-koenzimA
reduktdz (HMGCoAR) hasonld szabalyozas alatt all. Az Insig fehérjéhez valo kotédése az

enzim ubiquitindcidjan keresztiil a fehérje lebomlasat eredményezi.

Az ER-ben Ujonnan szintetizalt koleszterin egy jelentds része a Golgi-t megkeriilve nem-
vezikularis transzport mechanizmussal keriil ki a plazmamembranba [384-388]. A koleszterin
masik része viszont kdveti a bioszintetikus szekrécios titvonalat a Golgi-n keresztiil, ahol részt
vesz a raft domének kialakitasaban [389, 390], és ezeknek a dinamikus struktiraknak egy
meghataroz6 komponenseként fontos szerepet tolt be a sejtfelszini fehérjék szortirozasdban, a

kiilonb6z6 membran domének kozotti megoszlasaban [226].

Az a tény, hogy az ER-ban miikddd koleszterin bioszintetikus feedback rendszer valdjaban az
ER koleszterin szintje altal szabélyozott, de a teljes sejt koleszterin mennyiségének
szabalyozasat végzi, felvetette egy plazma membranbol ER felé iranyuld koleszterin-szterol
transzfer meglétét, hasonldan a mar ismert ER-PM ttvonalhoz. Egy ilyen citoszolikus szterol
hordozoé fehérjek altal kdzvetitett nem-vezikuldris itvonal megléte valoban igazolodni latszik
[391, 392]. A pontos, sok részletében mar ismert folyamat, illetve annak mozgatoérugojat

jelentd elmélet mar szintén leirasra kertilt [370, 393].

Amint mar azt egy korabbi fejezetben (lasd 1.9-es fejezet) emlitettiik, a szterolok kiilonb6z6
sztochiometrikus komplexeket képeznek az egyes foszfolipidekkel és ennek megfeleléen
kiilonb6z6 kémiai potenciallal rendelkeznek. Az ER-ban egyre emelkedd koncentracidoban
1év6 ujonnan szintetizalodott koleszterin a megfelelé komplex partnerek hijan magas kémiai
potenciallal rendelkezik, ezért viszonylag konnyen hozzaférhetd a lipid transzfer fehérjék

(LTPs) szamdra. A plazmamembran esetén a komplex partnerek szdmat meghalado
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mennyiségben megemelkedett koleszterin hasonlé modon szallitodik az ER-ba, és blokkolja a
SREBP-SCAP altal kontrollalt koleszterin bioszintézist, illetve endocitdtikus folyamatok
révén atmenetileg intracelluléris tarakban raktarozodik. A plazmamembranban magas kémiai
potenciallal rendelkez6 koleszterin kisérletesen bizonyitott kivondsa a membranbol, olyan
nem fiziologias akceptor altal, mint a ciklodextrin, ugyanezen az eleven miikodik [382]. A
koleszterin kiilonbdzd intracellularis kompartmentek kozott megvalosulo traffickingjének
alapjat ezek szerint az egyes organellumokban nagy kiilonbséget mutatd szterol:szfingolipid
aranyok jelentik, ami gyakorlatilag perces idoskalan megvalosuldo homeosztatikus koleszterin

feedback mechanizmusokat jelent [370].

Nagyon korai megfigyeléseink vannak arr6l, hogy az egyik lipid csoport megzavarasa a
membranban nagyban befolyasolja a masik csoport membranban torténé megoszlasat [394-
397]. Mindezekbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a koleszterin és szfingolipid koncentraciok
koordindltan szabdlyozottak, ami a membranok raft mennyiségének kontrollalasat is jelenti.
Valoban van irodalmi adat, a két lipid csoport mennyiségének egyiittes szabalyozasara [398].
szenzor az oxiszterol kotd fehérje (OxySterol Binding Protein —OSBP) aktivacioja figyelhetd
meg, amely szenzor funkcidja mellett szterol transzporterként is miikodik az ER ¢és a transz-
Golgi kozott. Az OSBP aktivacidja ugyanakkor parhuzamosan egy masik transzporter
aktivacigjat is eredményezi. A CERT nevli transzporter a ceramidnak, a szfingomielin

eldalakjanak a transzportjat végzi a korabban emlitett organellumok kozott [399]. A

crer

Irodalmi adatok alapjan feltételezheté, hogy az MDR sejtek hatékonyabb koleszterin
kompenzacioés mechanizmusokkal rendelkeznek. Korai megfigyelések bizonyitjak, hogy a PM
emelkedett koleszterin mennyiségei mellett, a MDR sejtek (drog szelektalt sejtvonalak),
fokozott koleszterin észterifikacidt is mutatnak és ennek kovetkeztében fokozott mennyiségii
észterifikalt koleszterint allitanak el a PM direkt vagy akar indirekt (szfingomielindz kezelés)
koleszterin aciltranszferaz (ACAT) az ER-ben helyezkedik el, ez egyuttal az extra
mennyiségii koleszterin fokozott felvételét is jelenti a PM-bol [402] és egy gyors koleszterin
trafficking utvonalat feltételez a PM és az ER kozott [374]. Masrészt egy észterifikalt
koleszterin raktarra tamaszkodva ezek a sejtek hatékonyabban képesek reagalni a PM
csokkent koleszterin mennyiségeire, példaul koleszterin kivonast kovetden. Mindezek mellett

a MDR sejtek fokozott sebességii koleszterin szintézist is mutatnak, a 3-hidroxi-3-
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metilglutaril-CoA reduktaz (HMG CoA-reduktaz) ubiquitinacidjat €s ezzel lebomlasanak
sebességét meghatarozo6 ubiquitin E3 ligaz, a Trc8 alacsonyabb expresszidja miatt [403-405].
Az ezen sejtek esetén megfigyelt nagyobb mennyiségii raft domén a PM-ban azt eredményezi,
hogy a PM koleszterin nagyobb mennyiségei talalhatok alacsony kémiai potencialu allapotban
(low escape tendency) [370]. Lathattuk, hogy szamos eddig ismert koleszterin kompenzacios
mechanizmus a PM magas kémiai potencidlu koleszterin mennyiségeinek valtozéasaira reagal
érzékenyen. Ezen megfontolasok alapjan feltételezhetd, hogy az MDR-es sejtek a PM mar

relative kis koleszterin valtozésaira is érzékenyen reagéalnak.

1.11 Lizoszomalis exocitézis és membran repair

Mai tudasunk alapjan mar egyértelmii, hogy a kiillonb6z6 membran sériilések utani repair
mechanizmus egyik létfontossagli eleme a lizoszomék exocitdzisa. Szdmos nemrégiben
megjelent tanulmédny foglalkozik ezeknek az eddig talan kicsit unalmasnak és csupan

szemeteszsdknak képzelt organellumoknak az ujabb, érdekes szerepérdl a sejt életében.

Tobb évtizede ismert, hogy az eukaridta sejtek mdsodperceken beliill képesek sériilt
membranrészeik javitdsdra, egy olyan mechanizmus révén amely erésen fiigg az
extracellularis Ca?* mennyiségétél. Képalkotd kisérletek késSbb bizonyitottak, hogy a
membran 1éziokon keresztiilli Ca®* bearamlas a sériilés helyére lokalizalt exocitotikus
eseményekkel jar, amelyek sziikségesek a membran repair 1étrejottéhez [406, 407]. Habar
ezek a kisérletek még nem azonositottdk az exocitotikus vezikuldk eredetét. Anita Reddy és
mtsai bizonyitottdk, hogy membran sériilést kdvetéen a LAMP1 fehérje, mint lizoszémalis
marker jelenik meg a sejtfelszinen és a vezikula fizi6 a szinaptotagmin VII SNARE fehérje
kozremiikodésével valosul meg [408]. Bar elsére megleponek tiint a lizoszomak exocitdzisa, a
tovabbi eredmények szamos sejtféleségben és kiillonb6zé modon 1étrejott, pl. patogén okozta
membran permeabilizaciot kovetden is bizonyitottak a jelenséget [409, 410]. A LAMP
fehérjék sejtfelszini megjelenése mellett a lizoszomalis savas hidrolazok (savas
szfingomielindz, hex6zaminiddz) megjelenése a sejtek feliiluszojaban szintén bizonyitékul
szolgalt a lizoszomak exocitozisara [411]. A szamos, kiillonbozé sejtvonal esetén tapasztalt
jelenség bizonyitotta a folyamat altalanos voltat, azaz, hogy nem korlatozodik kizarolag a

Ca?* regulalt szekrécios sejtekre [412].

Széles korben elfogadottnak tlint az az elképzelés, hogy az exocitdzis soran a lizoszomak
membranja, membran darabkdi azok amik kozvetleniil a sériilés helyén potoljadk a hidnyzo

membranrészeket [413]. Ugyanakkor mikroinjekcios tiivel 1étrehozott lokalizalt sériilést
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kovetden érdekes moédon a LAMPI1 fehérje pontszertien inkabb a sériilt membranrész koriil
helyezkedett el [408]. Streptolizin-O (SLO) bakterialis toxinnal permeabilizalt sejteken egy
tovabbi érdekes jelenség is megfigyelhetd volt [414]. A lizoszomalis exocitozis mellett ezek a
sejtek massziv endocitozison is keresztiil esnek. SLO permeabilizalast kovetd 12-20
masodpercen beliil az endocitétikus vezikuldk intracellularis akkumulacidja figyelheté meg,
majd 4-5 perccel a sejt sériilését kovetden a vezikulak mar nagy (300-500 nm), burok nélkiili
intracellularis kompartmentként jelennek meg. Ezek az endocitotikus események tehat a sériilt
membran részek eltavolitasaval feltehetden eldsegitik a membran repair folyamatokat. Fontos
megjegyezniink, hogy ez a gyors endocitozis vagy az irodalomban massziv endocit6zisnak
(MEND) is nevezett folyamat gy tiinik, hogy nem igényli sem az aktin citoszkeleton sem
egyéb endocitotikus regulacids fehérjék (klatrin, dinamin) kozremiikodését [415]. Erdekes
moddon az SLO kezelés soran keletkezd szabélytalan alakti endoszomakhoz nagyon hasonléak
jonnek 1étre a sejtben savas szfingomielinaz (ASM-acidic shingomyelinase) kezelés mellett
[416]. Ez a megfigyelés volt az elsé, ami ravilagitott arra, hogy a Ca®* kivéltotta lizoszomalis

exocitozis valdjdban a sériilt membran részek endocitozis Utjan térténd eltavolitdsaval segiti

crer

A szfingomielin (SM), mint a raftok egyik Iényeges komponense, nagy mennyiségben
talalhato meg a PM kiils6 rétegében. A SM foszforilkolin feji csoportjanak enzimatikus
hasitdsa pedig ceramid keletkezésével jar. Ez a lipid hasitasi termék még a SM-tdl is
szorosabb elhelyezkedést mutat, igy a ceramid nagy mennyiségli keletkezése a kiilsd
membran rétegben a PM lipidek egyenlbtlen térbeli eloszlasa miatt a membran citoplazma

iranyaba torténd boltosulasat idézi el6 (8. abra).

A ceramid mediélta membran invaginaci6 egyértelmiien bizonyitott jelenség. El6idézhetd
mesterséges liposzomakban [418], valamint fiziologias koriilmények kozott is megfigyelhetd
a multivezikularis testek intraluminalis vezikulainak keletkezése soran, ahol a neutralis
szfingomielinazok jatszanak fészerepet [419]. Szamos laboratoriumbodl szarmazo eredmény
bizonyitotta a savas szfingomielinazok indukalta ceramid klaszterizaciot és az endocitozis
meglétét membransériilést kovetden [420-422]. ASM hianyos sejtekben pedig egyértelmtien
bizonyitast nyert a lizoszomalis enzimek jelentdsége a PM integritdsanak helyreallitasdban.
Erdekes modon az enzim pétlasa vagy bakterialis szfingomielinaz hozzaadasa helyreallitotta a

membran repair folyamatokat a sejtekben [411].
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8. abra A ceramid-medialta membran invaginacio feltételezett mechanizmusa [417]

Ezek a kisérletek tehat bizonyitottdk a lizoszoémak nélkiilozhetetlen szerepét a membran

crer

sejtfelszini lipid remodelling és végiil a sériilt membran részek eltavolitasa valosul meg.

1.12 Kozvetlen el6zmények (a sejtfelszini Pgp molekulak konformacios és topologiai

heterogenitasa)

Az évek soran szamos monoklonalis antitestet fejlesztettek ki a sejtfelszini Pgp molekulak
detektalasara (MRK16, 4E3, MM12.10, 15D3, UIC2) [423-427], melyek a Pgp extracellularis
epitdpjait ismerik fel. Ezen antitestek tobbsége a teljes sejtfelszini Pgp mennyiségek jelolésére
alkalmasak. Az UIC2 monoklondlis antitest ugyanakkor er6sen konformacio érzékeny, mivel
egy az 1., a 4. és a 6. extracellularis loop-ok altal képzett Osszetett epitopot ismer fel [428-
430], mely nagy valosziniiséggel a katalitikus ciklus csak egy meghatarozott idéablakaban
érhetdé el. Szaturicids koncentracidban alkalmazva az UIC2 antitest (vagy annak Fab
fragmentuma) a sejtfelszini Pgp molekulak 10-40%-at azonositja [430, 431]. Ugyanakkor
bizonyos szubsztratok/modulatorok (vinblasztin, ciklosporin és SDZ PSC 833, de nem
verapamil) jelenlétében, valamint ATP depletélt sejtekben az antitest képes az Osszes, akar
minden sejtfelszini transzporter jeldlésére is. Az irodalomban a jelenség ,,UlC2-shift”-ként
ismert [430] és hatterében elsésorban a kotOhelyek mennyiségének emelkedése all (1.5-10-
szeres emelkedés). Az antitest affinitasat jelzo disszocidcios allandd (Kqg) csak kismértékben

valtozik.
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formdjat lehet megkiilonboztetni. A szaturacids koncentracidban, de modulatorok jelenléte
nélkiil UIC2 antitesttel jelolheté Pgp-ket (a sejtfelszini Pgp mennyiségek 10-40%-a) Pooll
Pgp-ként, mig az UIC2 antitest szdmdara kizardlag CsA-tipust drogok jelenlétében
hozzaférhetd Pgp-ket Pool2 Pgp-ként azonositjuk. A Pool2 Pgp-k ugyanakkor CsA-tipust
drogok nélkill is megjelenithetdek, az UIC2 antitest és barmely egyéb antitest (MRKI16,
MM12.10 vagy 15D3) szekvencidlis jelolésével, mivel ezen antitestek részben atfedd
epitopokat azonositanak. Fontos megjegyezniink, hogy a sejtfelszini Pgp molekulak
konformaciés heterogenitasa nagy valdszinliséggel minden Pgp-t expresszald sejtben
megfigyelhetd, hiszen az ,,UIC2-shift” jelenséget szamos sejtvonal esetén bizonyitottak [430].
A két Pgp Pool folyamatosan dinamikus egyensulyban van egymassal. A sejtek egy éjszakan
at torténd Brefeldin-A kezelése nem befolydsolta a két kiillonb6zé konformacids allapota Pgp-

k aranyat. Ugyanakkor munkacsoportunk szamos kiilonbséget vélt felfedezni kozottiik.

NIH 3T3-MDRI1 sejtvonalon konfokalis mikroszképpal végzett kolokalizacios kisérletek azt
mutatjak, hogy a két Pool kiillonb6zé membran teriileteket foglal el. A két Pool inhomogén
megoszlasa a membranban kiilonb6z6 molekularis partnerekre utalhat. A FITC-falloidinnel
jelolt aktin mikrofilamentumok kolokalizacioja inkabb a Pooll Pgp-kel figyelhetd meg. A
Pooll illetve Pool2 Pgp-k raft asszocialtsaganak megitélésére tovabbi kisérleteket végeztiink.
A két Pool biotinalt antitesttel torténd szelektiv jelolését kovetden a TX-100-zal készitett
sejtlizatumot szukréz slirliség-gradiensen szeparaltuk. A streptavidin konjugalt mikrobead-
kotott transzporter mennyiségek detektalasa fluoreszcensen jelolt masodlagos antitesttel
tortént. Az alacsony denzitasu, raft doméneket is tartalmaz6 frakciok nagyobb mennyiségben
tartalmaztak a Pooll Pgp-ket a Pool2 Pgp-kel 6sszehasonlitva. Ezek alapjan a kiilonb6z6
antitestekkel jelolt Pgp szubpopuléciok mas-méas membrandoménekben helyezkednek el. A
két Pool citoszkeleton és raft asszocidltsdg-mértékének vizsgdlata aramlasi citometrids
detergens rezisztens mérésekkel tortént 3T3-MDRL1 illetve KB-V1 sejtvonalakon. A proba
arr6l informal, hogy az egyes membran fehérjék milyen mértékben/szazalékban képesek
ellendllni egy-egy sejtben a detergens membran-szolubilzacios hatdsanak. A 0 fokon, rovid
ideig és alacsony koncentracioban alkalmazott detergens kezelést kovetden a sejtek még
alkalmasak aramlasi citometrias analizisre. Az intakt citoszkeletonhoz kotott, detergens
rezisztens fluoreszcensen jelolt membranfehérjék pedig azonosithatdak [432]. A TX100
detergens alkalmas azon Pgp-k azonositisara melyek raftokon keresztiil kapcsolédnak a

citoszkeletonhoz, mig az NP40 detergens rezisztens transzporterek direkt citoszkeleton
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asszociaciaciot mutatnak [135]. A Pooll Pgp-k mind raft, mind direkt citoszkeleton

asszocialtsaga nagyobb mértékii volt a Pool2 Pgp-kel 6sszehasonlitva.

A sejtfelszini Pgp Pool-ok internalizacids kinetikdjanak vizsgélata jeldletlen elsddleges
antitestes inkubaciot kovetden fluoreszcensen jelolt masodlagos antitesttel tortént. Az UIC2-
vel jelolt Pooll Pgp-k szignifikansan nagyobb sebességgel internalizalodtak. Amikor a
sejtfelszini Pgp molekulakat (Pooll+Pool2) UIC2 tavollétében 15D3 antitesttel jeloltik a
Pgp-k endocitdzisa idében csak sokkal késobb indult el. Mindezek alapjan azt mondhatjuk,
hogy az endocitotikus folyamatok sokkal inkabb érintik az UIC2-vel jelolt Pooll
konformaécios allapotih Pgp-ket. Ugyanakkor fontos megjegyezni az UIC2 antitest szerepét
ebben a trafficking folyamatban, mivel a teljes sejtfelszini Pgp mennyiségek UIC2-vel torténd
jelolését kovetden (CsA eldinkubacio alkalmazasaval) megfigyelhetd valtozasok a 15D3-mal

jelolt mintdkkal 6sszehasonlitva szintén fokozott internalizaciot mutattak.

A kiilonbozo6 antitestekkel jelolhetd Pgp pool-ok konfokalis mikroszkdépos mérésekbol
feltételezhetd  kiilonb6z6 molekuldris partnereinek felderitésére immunprecipitacios
kisérleteket végeztiink. A sejtfelszini Pgp molekulak UIC2 (Pooll) illetve 15D3 (Pooll+2)
antitesttel torténd jelolését kovetden a sejteket egy meghatarozott ideig 37 fokon inkubaltuk,
hogy eldsegitsiik azok internalizaciojat. Ezt kovetden a sejteket TX100-zal lizaltuk és
immunoprecipitatumokat gytjtottiink a koprecipitacios partnerek tomeg spektrometrias
azonositasdhoz. Szamos azonositott fehérje citoszkeletdlis vagy citoszkeleton asszocialt
citoplazmatikus fehérje volt. Az UIC2-vel jelolt Pgp-k mellett, olyan fehérjéket taldltunk,
mint a vimentin, kaptin vagy beclin-1, mig a 15D3-mal jelolt Pgp-k mellett a septin 11,
annexin A2 vagy a polimeraz-delta-interakcios fehérje 2-t. Sejtfelszini Pgp molekulak
immunprecipiticidja soran a caveolin-1 ezekben a kisérletekben is kimutathatdé volt az
UIC2-vel jelolt Pgp-k mellett, ellentétben a 15D3-mal jelolt Pgp-kel. Eredményeink azt
mutattak, hogy a két pool részben kiilonbozd sejtfelszini €s intracellularis fehérjékkel mutat

asszociaciot.
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2. CELKITUZESEK

A P-glikoprotein alap- ¢és koleszterin-fiiggdé trafficking folyamatainak felderitésére
alkalmazott kisérletek tervezése €s kivitelezése soran felmeriilt néhany metodikai probléma,

melyek megoldasra vartak:

1. Kollaboracios partnereink in vitro aktin polimerizacios kisérletekben azt talaltak, hogy
kiilonboz6é  detergensek  befolyasoljak az  aktin  polimerizaciot. Mivel a
munkacsoportunk altal kidolgozott raft fehérje azonositasi moédszer, az aramlési
citometrias detergens rezisztencia esszé (FCDR), olyan fehérjéket mér, melyek a
polimerizalt aktin citoszkeletonhoz rogziilnek, ezért a detergensek aktin
polimerizéciora gyakorolt hatdsai rendkiviil fontosak lehetnek. Ezért kivancsiak
voltunk a kiilonboz6 detergensek (TX100; NP40; CHAPS; Brij) ex vivo aktin
polimerizaciora kifejtett hatasaira, melyet NIH 3T3-MDR1 sejtekben aramlasi
citometrias, valamint mikroszkopos technikaval vizsgaltunk.

2. Random-metil-B-ciklodextrinnel végzett koleszterin kivonasi kisérletekben a teljes
sejtfelszini P-glikoprotein mennyiségek azonositasara hasznalt 15D3 monoklonalis
antitest kotddési affinitasa valtozott. Ezért kivancsiak voltunk arra, hogy kiilonb6z6
koleszterin szolubilizacios kapacitassal rendelkez6 mas B-ciklodextrin szarmazékok

befolyasoljak-e a 15D3 mAt affinitas valtozasat.

A sejtfelszini P-glikoproteinek konformacids €s topologiai heterogenitdsahoz kapcsoloddan
(lasd 1.12-es fejezet) célul thztik ki a kiilonboz6é Pool-ok trafficking folyamatainak

vizsgalatat:

3. Mutat-e traffickingbeli kiilonbségeket a Pooll konformacios allapota (foként raft
P-glikoprotein?
a, Valoban gyorsabb-e a raft asszocialt Pgp-k endocitozisa?
b, Vannak-e lizoszomalis iranybeli kiilonbségek a Poolok k6zott?
¢, Mutatnak-e az internalizacios folyamatok hémérséklet és ATP fliggést?
d, Hogyan valtoznak az exocitdtikus folyamatok fehérjeszintézist gatld kezelés

mellett?
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4. Mutatnak-e koleszterin-fiiggé traffickingbeli kiilonbségeket a Pooll konformacios

ey y

allapott, valamint a Pool2 konformacioja P-glikoproteinek?

A ciklodextrinek segitségével végzett koleszterin extrakcios kisérleteinkben, szamunkra is
meglepé modon felismertiik azt, hogy bizonyos exocitdtikus események fokozddnak.
Nemrégiben megjelent tanulmanyok a lizoszomak exocitdzisardl szamoltak be ciklodextrin
kezelést kdvetden. A lizoszomalis exocitdtikus folyamatok, parhuzamosan egyéb exocitotikus
eseményekkel, feltehetéen egy komplex membran repair folyamat részeként valdsulhatnak
meg.

Ennek megfeleléen tovabbi célkitlizéseket fogalmaztunk meg, melyek talmutattak a

P-glikoprotein trafficking folyamatainak vizsgalatan:
5. Kivancsiak voltunk, hogy a lizoszomalis exocitdzis lezajlik-e a mi rendszeriinkben is?
6. Célul tiztik ki tovabbd a lizoszémak stabilitdsanak vizsgalatat NIH 3T3 ¢és
3T3-MDRI1 sejtvonalak esetén a PM koleszterin perturbacidja nélkiil illetve azt
kovetden. Irodalmi adatok ugyanis arra utaltak, hogy a koleszterin modulécio

jelentésen befolyasolhatja azt.

7. Vizsgélni kivantuk tovabba, hogy a lizoszomalis apparatusban tapasztalt esetleges

kiilonbségek esetén, van-e ennek hatasa a két sejtvonal életképességére?
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Sejttenyésztés

Vizsgalataink targyat az NIH 3T3 egér fibroblaszt sejtvonal ¢és annak mdrl génnel
transzfektalt valtozata (NIH 3T3-MDR1 G185) képezte. Az NIH 3T3 sejtvonalakat
M. Gottesman (NIH, Bethesda, USA) bocsajtotta rendelkezésiinkre. A sejteket 10 %
inaktivalt fotalis szarvasmarha szérumot (FCS Gibco), 5 mM glutaminsavat és 25 pg/ml
gentamicint tartalmazé DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) tenyésztd
folyadékban novesztettiik allando koriilmények mellett (37°C, 5 %-0s CO; atmoszféra,
95 %-o0s pératartalom). A Pgp-t kifejezd sejtvonalakat 670 nM doxorubucint tartalmazo
tapoldatban tartottuk fenn és felhasznalasuk el6tt 2-3 nappal drogmentes tenyészté oldatban
tartottuk tovabb. A sejteket rendszeresen ellendriztiik a mycoplazma fert6zés kizéarasa
érdekében. Kisérleteink zomében a letapadva novo sejtekbdl tripszin/EDTA kezeléssel

készitettiink sejtszuszpenziot.

3.2 A sejtmembran koleszterin tartalmanak modulalasa

Tripszinezést kovetden a sejteket kétszer mostuk 8 mM gliikozt tartalmazé PBS-sel (pH=7.4),
majd a sejtkoncentraciot 6-10° sejt/ml-re allitottuk be. A sejtmembran koleszterin tartalmanak
annak koleszterinnel képzett komplexét, valamint egyéb ciklodextrin szarmazékokat
hasznaltuk. A szuszpenzioban 1évd sejteket 37°C-on 20 percen keresztiil inkubaltuk a

kiilonb6z6 ciklodextrin szarmazékokkal, mostuk majd elvégeztiik a megfeleld vizsgalatokat.

3.3 Monoklonalis antitestek eloallitasa és jelolése

Az UIC2 [1gG2a; [427]; ATCC No. HB-11027)] és a 15D3 [IgG1; [424]; (ATCC No. HB-
11342)] antitesteket hibridoma sejtek feliilisz6jabol, protein A affinitas-kromatografia
alkalmazasaval magunk izolaltuk. Kisérleteinkhez az antitesteket kiilonb6z6 szukcinimid
észter tipusit modositast tartalmazo festékekkel konjugaltuk, ugymint Alexa488, Alexa647,
pHrodo (Molecular Probes, Eugene, OR, USA). Az antitesthez nem kotodott festék
molekuldkat Sephadex-G50 oszlopon gél-sziirési technikéaval tavolitottuk el. A festék-fehérje
aranyt spektrofotométerben abszorbancia alapjan hatdroztuk meg. A pHrodo konjugalt
antitestek fehérje/festék aranyat a molaris extinkcids koefficiens hidnydban festék

koncentracio sor segitségével hatdroztuk meg.
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3.4 Sejtfelszini Pgp molekulak jelolése monoklonalis antitesttel, az UIC2 és 15D3
monoklonalis antitestek affinitasanak (Ky) és maximalis kotéhelyeinek (Bmax)

meghatarozasa

crer

Az elozoekben leirt ciklodextrin kezelt sejteket emelked0 koncentracioji antitest
mennyiségekkel inkubaltuk 37°C-on 30 percen keresztiil, majd kétszer mostuk hideg PBS-sel.
A fluoreszcencia értékeket aramlasi citometriasan (BD FACSArray, Budapest Flow Soft Kft.)
mértiik a PI negativ populacié esetén. A kotddési gorbéket a SigmaPlot program (Systat
Software, Inc. San Jose, CA) segitségével illesztettiik. Az adatokat a GrapPad Prism szoftver
(6.01 verzio) segitségével értékeltiik ki. Az UIC2 és a 15D3 mAt-ek maximalis kdt6helyeinek
a szamat (Bmax) illetve az antitestek affinitasat jellemz6 disszociacios allandokat (Kg) a
SigmaPlot programmal (8-as verzid) egy ligand kotéhelyet és aspecifikus kotddést feltételezo
szaturacios ligand kotddési model segitségével hataroztuk meg az alabbi egyenlet alapjan
f = Bmax-abs(x) / (Kq+abs(x)) + Ns-x).

UIC2-vel torténd teljes sejtfelszini mennyiségek jelolésekor a sejteket 10 percig 37 °C-on
eléinkubaltuk 10 uM ciklosporin A-val (CsA).

3.5 A sejtfelszini Pgp molekulak internalizaciojanak mérése

Alexa647 festékkel konjugalt mAt-vel jelolt NIH 3T3-MDRI1 sejtekrél a kiilonbozo
inkubécios idoket kovetden a sejtfelszinen maradt antitesteket savas kémbhatasti puffer
segitségével tavolitottuk el (0,5 M NaCl, 0,1 M glicin, pH=2,5 [433]. A mintak fluoreszcencia
intenzitasat aramlasi citométerben (BD FACSArray, Budapest Flow Soft Kft.) mértiikk. A PI
gerjesztését 542 nm-en végeztiik és az FL2 (sarga) csatornaban detektaltuk (585/42 nm), mig
az Alexa647 festéket 635 nm-en gerjesztettik és az FL3 (vords) csatornaban detektaltuk
(661/16 nm). A savas mosasra rezisztens fluoreszcencia hanyadot hasznaltuk az internalizalt
receptor-antitest komplexek szazalékos aranyanak kifejezésére, mind a kezeletlen, mind a

ciklodextrin kezelt sejtek esetén.

3.6 Internalizacio homérséklet és ATP fiiggésének vizsgalata

A sejtfelszini Pgp-k jelzetlen elsddleges mAt-el torténd jelolését kovetden kétszer mostuk a
sejteket gliikdoz mentes vagy glilk6zos PBS-sel. Majd 30 percen keresztiil inkubaltuk gliikkdz
mentes vagy gliikozos PBS-ben. Az inkubacios id6 alatt a sejteket 1) 0°C-on (jégen); 2)
37°C-on tartottuk illetve 3) 2 percenként mozgattuk a jég és a 37°C-os vizfirdé kozott. Ezt
kovetden a mintakat mostuk 0°C-0s vagy 37 °C-o0s pufferrel, majd 30 percen keresztiil 0°C-on

jeloltiik GamIgA647 masodlagos jelzett antitesttel. Mosast kovetden a sejtfelszini transzporter
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mennyiségeket aramlasi citometridsan PI jelenlétében detektaltuk. A sejtfelszini fehérje

mennyiségeket a gliikdz mentes, 0°C-0s minta szazalékaban fejeztiik ki.

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

A pHrodo konjugalt Pgp antitestek pH érzékenységének vizsgalatdhoz a sejteket a szokasos
modon jeloltiik, mostuk majd fixaltuk 2 %-0s PFA-val és valtoztattuk a puffer pH-jat. A
kinetikai mérésekhez kiilonb6z0 mintdkat készitettiink. A sejteket CsA inkubéciot kdvetden
vagy anékiil jeloltikk UIC2-pHrodo-val (100 ug/ml; 37 °C; 30 perc) illetve jeloletlen UIC2-vel
vald eléinkubaciot kovetden vagy anélkiil jeloltik 15D3-pHrodo-val (100 pg/ml; 37 °C; 30
DMEM oldatot hasznaltuk 10 mM HEPES-sel kiegészitve. A megfeleld inkubacios
idépontokban vett mintdk fluoreszcencia intenzitdsat aramlasi citometriaval értékeltiik
(FACSArray) (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). A mintdkat 532 nm-en
gerjesztettiik és az 585/42 savsziird segitségével detektaltuk. Minden mintat korrigaltunk a
hattér intenzitassal, amit jeloletlen antitestes eléinkubaciot kovetéen UIC2-pHrodo illetve

15D3-pHrodo jelolt mintdkon hataroztunk meg.

3.8 Konfokalis 1ézer pasztazé mikroszkopias kisérletek

A pH érzékeny festékkel konjugalt antitesttel jelolt sejtekrdl kiillonbdzo inkubacids idok utan
(0 perc, 3 6ra) LSM 510 (Zeiss, Jena, Germany) tipust konfokalis mikroszkoppal készitettiink
képeket.

3.9 Exocitalodo Pgp mennyiségek meghatarozasa

A sejteket CsA kezelés nélkiil vagy CsA kezelést kovetd jeloletlen UIC2 antitesttel jeloltiik
37 °C-on 30 percen keresztiil, majd hidegen mostuk. Ezt kdvetden a sejteket a kdvetkezo
Osszetétellt médiumban inkubaltuk (1% FCS-t, 2 mM L-glutamin-t, 25 pg/ml gentamicin és 5
mM Hepes-t tartalmaz6 DMEM; pH 7,4) kiilonbozd ideig. A megfeleld id6ében tortént
mintavétel utan az Ujonnan kijové sejtfelszini Pgp mennyiségeket UIC2-A647 vagy
15D3-A647 antitesttel azonositottuk és aramlasi citometriasan detektaltuk. Minden esetben
meghataroztuk a kiindulasi UIC2-vel illetve 15D3-mal jelolhetd Pooll illetve Pooll+2
mennyiségeket. A fehérjeszintézis gatlasa melletti sejtfelszini Pgp mennyiségek
cikloheximiddel kezeltek. A cikloheximidet a tovabbi kezelések €s inkubacidk idejére minden

esetben visszaadtuk.
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A rdvidebb idejii exocitozisra irdnyuld kisérletek sordn a sejteket eldszor festékkel nem
konjugalt Pgp ellenes jeldletlen antitestekkel fedtiik le (100 pg/ml mAt; 37°C 30 perc) majd
kétszer mostuk hidegen. A sejteket a tovabbiakban kiilonb6z6 ideig (30, 25, 20, 15, 10, 5 és 2
perc) inkubaltuk DMEM tenyészt6 folyadékban Alexa647 jelolt Pgp ellenes antitestek
(100 pg/ml) jelenlétében az ujonnan kijové Pgp mennyiségek monitorozasara. A
fluoreszcencidkat két hideg PBS-sel torténd mosast kovetden aramlasi citometridsan mértiik.
Az exocitozisra keriilé mennyiségek szamolasanal figyelembe vettikk a rovid jelolési idék
miatt a jelolt antitest idoben torténd felkotddesi tulajdonsagait. A koleszterin moduléalt mintak
esetén az exocitdzisra keriilt mennyiségek monitorozasat megeldzte a sejtek ciklodextrin

kezelése.

3.10 Sejtfelszini Pool1l mennyiségek mérése exocitézis gatlé szerek mellett

A ciklodextrin kezelés utani sejtfelszini Pgp mennyiségek mérését megismételtiik kiilonb6zo
exocitozis gatld szerek mellett. A sejteket 2 6ran keresztiil eldinkubaltuk gliikkozos PBS-ben
37°C-on Exo 1 (2-(4-Fluorobenzoilamino)-benzoesav metil észter, 400 uM) vagy Brefeldin-A
(360 uM) jelenlétében, majd kezeltiik 6ket ciklodextrinnel és ezt kdvetden 5 perces jeloléssel
monitoroztuk UIC2-Alexa647 jelenlétében a sejtfelszini mennyiségeket. A drogokat a

ciklodextrin inkub4ci6 idejéré visszaadtuk.

3.11 Koleszterin kivonast koveto sejtfelszini LAMP1 (CD107a) és LAMP2 (CD107b)

mennyiségek monitorozasa

Tripszinezést kovetden a sejteket PBS-sel vagy Hank’s pufferrel (1 mM CaCly) mostuk.
Mindkét puffert 8 mM gliikozzal egészitettiik ki. A LAMP2 minték esetén a PBS-t még 1 mM
EDTA-val is kiegészitettiik. A kiilonb6zd pufferben 1év6 sejteket RAMEB nélkiil ¢s RAMEB
jelenlétében inkubaltuk 37°C-on 20 percig, majd ezt kdvetden jeloltiik 2,5 pg/ml egér ellenes
fikoeritrin konjugalt LAMP1 antitesttel (CD107a-PE) vagy 10 pg/ml LAMP2 antitesttel
(CD107b-Alexa488) 37 °C-on 30 percig. Ezt kovetéen mostuk a sejteket, majd azonnal
fixaltuk frissen készitett 2%-0s PFA-ban 1 6ran keresztiil szobahdmérsékleten. A teljes sejt
LAMP mennyiségek meghatarozasdhoz a sejteket el6szor 20 percig szobahdmérsékleten
fixaltuk, mostuk és 1,5 mg/ml-es glicin oldattal quencheltiik 10 percig, majd azonos
mennyiségii CD107a-PE (2,5 ug/ml) illetve CD107b-Alexa488 (10 pg/ml) antitesttel jeloltiik
a sejteket 1 oran keresztil 0,5 % szaponint és 1 % BSA-t tartalmaz6 pufferben
szobahOmérsékleten. Ezt kovetden a sejteket 0,5% szaponint és 1% BSA-t tartalmazé

pufferrel majd csak 1% BSA-t tartalmazo pufferrel mostuk és aramlasi citometriasan mértiik
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(FacsAria). A sejtfelszini LAMP mennyiségeket a teljes sejt mennyiségek szazalékaban
fejeztiik ki.

3.12 Ciklodextrin kezelések hatasa a szabad koleszterin mennyiségekre és

életképességekre NIH-3T3 és 3T3-MDRI sejtek esetén

A sejteket a korabbi protokollnak megfeleléen 20 percig kezeltiik 37°C-on kiilonb6z6
koncentraciojt RAMEB-bel illetve a koleszterin toltott szarmazékaval. A sejteket vagy
5 ng/ml Pl-dal jeloltik és mértiik aramlasi citometriasan (FacsArray) vagy 3%-o0s frissen
készitett paraformaldehiddel fixaltuk szobahémérsékleten 1 oOran keresztiil tovabbi
felhasznalashoz. A fixalt sejteket kétszer mostuk és 1,5 mg/ml glicint tartalmazo PBS-ben
quencheltiik 10 percig szobahdmérsékleten. A mintdkat ezutdn 10 % FBS-t tartalmazo 125
védve, majd 4aramlasi citometridasan mértiik. A mért koleszterin mennyiségeket a két
kiilonb6z6 sejtvonal esetén korrigaltuk a sejt volumenre. Az életképességi gorbéket a mért
adatokbol a  kovetkezd  dozis-hatds gorbe alapjan  illesztettiik. f=min+(max-

min)/(1+10”(logEC50-X)).

3.13 Lizosz6ma mennyiségek meghatarozasa

A kvantitativ képalkotd citometrids eljaras soran a lizoszomakban akkumulaldédo festéket a
neutralvorost hasznaltuk. A sejtenkénti analizishez a sejtmagokat Hoechst 33342 festékkel
festettiik, mig a lizoszémak neutralvordssel voltak toltve. 40 pg/ml neutrdlvords jelenlétében
2 oran keresztiil inkubaltuk a sejtek sejttenyésztési koriilmények kozott [434]. A sejtek és
korvonalaiknak azonositasa a teljes sejt jelek alapjan tortént. Azaz a Hoechst 33342 festék
(405 nm-es UV fénnyel gerjesztve és 430-470 nm-es savszirdvel detektalva) és a
neutralvords festék (488 nm-es kék lézer gerjesztést kovetden 650 nm-es feliilateresztd
szlirdvel detektalva) fluoreszcencidja, valamint a neutralvords abszorbancidja (488 nm-€s
gerjesztést kovetden) alapjan. Az egyedi sejtek kivalasztasa a teljes jelek teriilete alapjan és
azutan a Hoechst 33342 jelekkel aranyos DNS mennyiségek alapjan tortént. Végiil a sejtek
lizoszoma mennyiségeit az azonositott sejtek neutrdlvords kromatikus intenzitasabol
hataroztuk meg. A méréseket és az analizist a képalkotd citométer (iCys, CompuCiyte,
Cambridge, MA) fluoro-kromatikus opciojat hasznalva a rendszer szoftvere (iNovator
Applications Development Toolkit software (Thorlabs Imaging Systems, Sterling, VA, USA,

korabbi nevén CompuCyte) segitségével végeztiik.
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3.14 A lizoszomak fotodestrukcioja

A lizoszomak akridin narancs (AQO) szenzitizalta fény indukalta fotodestrukcidjat lézer-
pasztazo citométerrel (iCys laser-scanning cytometer, CompuCyte, Westwood, MA) és ¢é16
sejt video-mikroszkopiaval vizsgaltuk. A sejteket 8 lyuku sejttenyészté plate-en, DMEM-ben
keresztiil, 37 °C-on PBS-ben, majd kétszer mostuk. Az akridin naranccsal t6ltott sejtekbdl a
40-es objektiv (Olympus, UIS2 40x plan fluorite, NA 0,75) 2x2 latdbmezOnyi teriiletét egymast
kovetden 50 alkalommal vilagitottuk be a 488 nm-es kék solid-state 1ézerrel. A zdld (515-545,
530/30 nm) és a vorés (565-595, 580/30 nm) emisszios fluoreszcencia intenzitasokat a
bevilagitasi ciklusok alatt, valos id6ben detektaltuk. Az adatokat az iCys szoftverbdl a
Microsoft Excel spreadsheet programba exportaltuk, ahol a kalkulacidkat elvégeztiik. A
lizoszoémakban nagy koncentracidban akkumulaloédo festék vords fluoreszcencidt mutat. Az
akridin narancs szenzitizalt lizoszomak membranja kék 1ézer fénnyel torténd megvilagitas
alatt ruptaral, a festék kikeriil a nagy koncentraciot biztositdé savas millidbdl,
kovetkezésképpen a vords fluoreszcencia intenzitds idoben csokken. Az akridin narancs
citoszolba torténd kikeriilése, illetve a sejtmag DNS-hez torténé kotédése idében a zold
fluoreszcencidk emelkedésével jar. A maximadlis z6ld fluoreszcencia intenzitds felének
eléréséhez sziikséges 1d6 allanddnak a meghatarozasat szigmoid gorbék illesztésével végeztiik

az alabbi online gorbe illesztési programm segitségével (http://zunzun.com/). Az id6 allandok

atlag és szoras értékeit 10-15 sejtbol kalkulaltuk.

A lizoszomak €16 sejteken végrehajtott koleszterin-fiiggd fotodestrukciojat az alabbiak szerint
veégeztiik. A letapadva novO sejteket a 20 perces ciklodextrin kezelését kovetden 30 percig
megvilagitasnak (FITC filter beallitas) tettiikk ki az Olympus IX-71 fluoreszcens mikroszkop
iCys rendszerének epifluoreszcens Hg-géz lampa gerjesztésének felhasznaldsaval. A
mikroszképos videdkat az Olympus DP71 (Olympus, Budapest) nagy felbontasti szines
digitalis kamerajaval rogzitettik a Dbevilagitas kezdetétdl. A lizoszoma szétesési

eseményeknek megfeleld zold felvillanosokat idében rogzitettiik.
Video6 képsorozatok értékelése:

A szétesési eseményeket egy kordbban mar konfokalis képsorozatok kalcium tiiskéinek

analizisére hasznalt program segitségével végeztiik [435]. Az exocitotikus események szamat
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normalizaltuk a sejtszamra, valamint mindkét sejtvonal esetén meghataroztuk az Osszes

lizoszoma széteséséhez sziikséges besugarzasi idoket.

3.15 A plazmamembran koleszterin kivonasanak hatasa a lizoszomalis festékek
akkumulaciojara

A festék akkumuléacids kisérletekhez a sejteket 96-lyukll sejttenyésztd plate-re (1~105
sejt/lyuk) tettiik ki és 24 oraig inkubaltuk sejttenyésztési koriilmények kozott [434]. A

ey

c sy

sejttenyésztési koriilmények kozott. A sejteket kétszer mostuk PBS-sel majd a sejtek
lizoszomajaban akkumulalodott neutral voros festéket feltard oldattal vontuk ki (50 ml 96%-

os alkohol; 49 ml desztillalt viz és 1 ml vizmentes ecetsav). Az akridin narancs akkumulacios

cre

crer

fluoreszcencia intenzitasokat spektrofoto-spektrofluoriméterrel mértiik (Synergy HT reader;
Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA). Az emittalt voros fluoreszcencia intenzitasokat
460/40 nm-es gerjesztést kovetden 645/40 nm-en, mig a zold fluoreszcenciakat 485/20 nm-es
gerjesztést kovetéen 528/20 nm-en detektaltuk. A festékek akkumulaciojanak valtozasat a

kezeletlen minta relativ %-ban fejeztiik ki.

3.16 Aktin filamentum fluoreszcens jelolése

Az NIH 3T3-MDRI sejtek kozel konfluens egyrétegii tenyészeteibdl 2 perces tripszinezés
(0,05 % tripszin és 0,02 % EDTA) segitségével készitettiink sejtszuszpenziot, majd a sejteket
kétszer mostuk Hank’s pufferben. Az 1 millio/ml-es sejtszuszpenzidkat kiilonbozd
koncentracioju detergensekkel [TX100 (3-0,0039 v%); Brij 98 (3-0,0039 v%); NP40 (3-
0,0039 v%) és CHAPS (2-0,0039 v%)] kezeltiik 30 percig jégen. A sejteket 4% -0S metanol
mentes formaldehiddel fixaltuk legalabb 2 oraig citoszkeleton puffer oldatban (138 mM KClI;
3 mM MgCl;; 2 mM EGTA; 10 mM MES pH 6,1) [436, 437], 320 mM szukrozzal
kiegészitve, ami megfeleld6 modon 6rzi meg a citoszkeletont [438]. A sejteket ezt kovetden
mostuk Hank’s pufferrel, permeabilizaltuk 0,5% TX100/Hank’s oldattal majd oblitettiik 0,1%
TX100/Hank’s oldattal. A sejteket 10 percig blokkoltuk (0,1% TX100, 2% zsirszegény tejpor
Hank’s pufferben), és az aktin filamentumokat 1 pg/ml TRITC-falloidinnel jeldltiik
szobahémérsékleten, 30 percig sotétben. A sejteket mostuk a blokkold oldattal majd Hank’s
oldattal és a fluoreszcencia intenzitasokat aramlasi citometriasan detektaltuk, illetve

konfokalis mikroszkopos képeket készitettiink a sejtekrol.
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3.17 Detergens elucios eljaras

A sejtfelszini Pgp mennyiségek jelolését [15D3 mAb (15 pg/ml); UIC2 (10 pg/ml); 37 °C; 30
perc] és/vagy a ciklodextrin kezelést kdvetden azonnal mértiik a sejtenkénti fluoreszcencia
intenzitdsokat aramlasi citométerrel (BD FACSArray). Mérést kovetéen a mintakhoz TX-100
oldatot adtunk 0,5%-o0s koncentracioban. A mintakat 15 percen keresztiil jégen tartottuk majd
frissen készitett 2%-0s PFA-val fixaltuk és a sejtenkénti fluoreszcencia intenzitasokat 0jbol
megfeleld hatterek levonasat kovetden a TX-100 kezelés utan mért fluoreszcencia intenzitast
elosztottuk a TX-100 kezelést megeléz6 intenzitassal, majd a kapott értékeket szoroztuk
100-zal.

3. 18 Statisztikai analizis

Kisérleteink soran az adatokat a GrapPad Prism szoftver (6.01 verzid) segitségével értékeltiik
Ki. Két csoport Osszehasonlitasanal kétmintas t-probat végeztiink. A kiilonbségeket p < 0,05

esetén tekintettiik szignifikansnak és minden esetben feltiintettiik a p értékeket is.
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4. EREDMENYEK ES MEGBESZELESUK

4.1 Méréseinkhez kapcsolodo felismerések, metodikai megfontolasok.

4.1.1 Az UIC2 valamint 15D3 reaktiv P-glikoproteinek koleszterin-fiiggé raft

.....

asszoclacioja

Munkacsoportunk azon korabbi megfigyelése, hogy az UIC2 antitesttel megkiilonboztethetd
két pool eltér6 membran lokalizacidét mutat konfokalis mikroszkdpos képeken, illetve nagy
valoszinliséggel kiilonbozo trafficking folyamatokkal jelemezhetd, arra utalt, hogy a két pool
kiilonb6z6 membrankdrnyezetben helyezkedik el. Munkacsoportunk tobb kisérletet végzett
ennek a hipotézisnek a bizonyitdsara. Aramlasi citometrias detergens rezisztens mérések
segitségével én is bizonyitottam, hogy a Pooll Pgp-k nagyobb valdszintiséggel fordulnak el6
TX100 rezisztens membranmikrodoménekben. Az UIC2 reaktiv Pgp-k fokozott detergens
rezisztenciat (56,3+6,5%) mutattak a 15D3 reaktiv Pgp-kel Osszehasonlitva (36,5+7,3%)
(9.abra).

120 1 15D3 reaktiv Pgp
100 /| =m——UIC2 reaktiv Pgp

80
60 |
40 |

(]
o

[

Detergens rezisztencia (%)

543210112345

Koncentracio (mM)
RAMEB | cho-RAMEB
9. abra Az UIC2-vel jelolt Pooll Pgp-k fokozott detergens rezisztenciat mutatnak
Az UIC2 reaktiv Pgp-k (P0ooll) fokozott detergens rezisztencidat mutatnak a 15D3 reaktiv Pgp-
kel (Pooll+Pool2) dsszehasonlitva TX100-zal végzett daramlasi citometrids detergens
rezisztens meérésekben. Az oszlopdiagrammok legalabb két mérés atlagat mutatjak (£SD).

.....

volt. Az UIC2 reaktiv Pgp-k detergens rezisztencidja a koleszterin kivonds soran mar kis

ciklodextrin koncentraciok mellett is hirtelen csokkent. Ugyanakkor a membran koleszterin
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mennyiségének emelése sokkal inkabb fokozta a 15D3 reaktiv Pgp-k detergens

rezisztenciajat.

4.1.2 Kiilonb6z6 detergensek hatiasa az aktin polimerizaciés tulajdonsagaira

Kollaboracids partnereink in vitro aktin polimerizacids vizsgdlatai azt mutattdk, hogy a raft
izolalasara sok esetben hasznalt kiilonboz6 detergensek (TX100; NP40; CHAPS; Brij)
befolyassal vannak az aktin polimerizacids tulajdonsagaira, mégpedig kiilonb6z6 modon
[439]. Mivel az imént emlitett detergens alapu fehérje raft azonositasi modszer soran azon
fehérjéket vagyunk képesek mérni, melyek a polimerizalt aktin citoszkeletonhoz rogziilnek,

ezért a detergensek aktin polimerizaciora gyakorolt hatasai rendkiviil fontosak lehetnek.

Aramlasi citometrids mérésekben vizsgaltuk, hogy az in vitro koriilmények kozott
megfigyelhetd polimerizacids valtozdsok, milyen modon manifesztdlodnak in vivo
koriilmények kozott, NIH-3T3-MDR1 fibroblaszt sejtekben. A sejtvonal elényosnek tiint
abbol a szempontb6l, hogy az MDR sejtek a szenzitiv sejtekkel Osszehasonlitva fokozott
mennyiségli szervezett aktin filamentum strukturakat tartalmaznak [131]. A sejteket
majd fixalast kovetden TRITC vagy FITC jelolt falloidinnel festettiik. Mivel a falloidin nem
kotddik az aktin monomerekhez (G-aktin), igy a mért fluoreszcencia intanzitasok valdjaban az
aktin filamentumok (F-aktin) mennyiségérdl adnak felvilagositast. Az NP40, TX100 illetve
CHAPS kezelések a koncentracio fiiggvényeében rendkiviil hirtelen csokkentették a falloidin
festést, ami az F-aktin gyors depolimerizacidjara utal (10. abra). Az alkalmazott koncentracid
tartomanyban a Brij98 detergens az el6z6 detergensekhez képest csak 1ényegesen magasabb
koncentracioban okozott aktin depolimerizaciét. Altalanossagban elmondhaté a hasznalt
detergensekrdl, hogy a kritikus micellaris koncentraciojuk koriil [NP40 (0,0105 m/V %);
TX100 (0,0149 m/V %); CHAPS (0,1476-0,6150 m/V %)] okoznak rendkiviil gyors aktin
depolmerizacidt. Ezen szabaly aldl tehat egyediil a Brij 98 volt kivétel, amely detergens a
legalacsonyabb kritikus micellaris koncentracioval rendelkezett (0,0029 m/V %), de ettdl csak
lényegesen magasabb koncentricidban okozta az aktin filamentumok mennyiségének
fokozatos csokkenését. Ez volt az az egyetlen detergens, amelyik a tobbi detergenssel
Osszehasonlitva, in vitro korilmények kozott is mashogyan viselkedett. In vitro aktin
polimerizacios esszében vizsgalva [439];[440] a Brij 98 a tobbi detergenssel ellentétben nem

okozott aktin depolimerizaciot, s6t enyhe aktin polimerizaciot mutatott.
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10. abra A kiilonbo6z6 detergensek hatasa az NIH-3T3-MDR1 sejtek F-aktin
mennyiségére.
A Brij98 detergenssel ellentétben a TXI100, NP40 valamint CHAPS detergensek a
koncentrdcio fiiggvényében rendkiviil hirtelen depolimerizaltak az aktin filamentumokat. A
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sejteket a jégen torténo detergens kezelést kovetoen fixaltuk, majd TRITC falloidinnal jeléltiik
és dramlasi citometriasan mértiik. Az dabrakon az dtlagos aktin filament mennyiségeit a

crer

Az aramlasi citométeres mérések alapvetd feltétele, hogy a sejtek még azonosithatdak
legyenek. Mivel a detergens kezelések befolyasoljak a membran integritasat, a sejtek
morfologiai valtozasait szintén monitoroztuk az éaramlési citométeres vizsgalatok alatt
konfokalis 1ézer pasztazd mikroszkoppal (11. abra). A fibroblaszt sejtekre jellemzo alak, a
detergens kezelést kovetd membran veszteségnek koszonhetden felkerekedett. Azonban a
sejtek megtartottak egy bizonyos foku morfologiat, amely lehetévé tette az F-aktin tartalmuk
mennyiségének dramlasi citometrias illetve mintazatanak mikroszkdpos meghatarozasat, még
a legmagasabb detergens koncentraciok mellett is. A detergens kezelt sejtek elvesztették aktin
filamentumaik nagy részét, kizarolag a membran alatti sejtkortex az, ami megmaradt. Bar a

kontroll sejtekkel 6sszehasonlitva ennek mennyisége is jelentdsen csokkent.
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11. abra Detergens kezelést koveté morfologiai valtozasok

NIH-3T3MDRI sejtek aktin filamentum mintdzata. A kezeletlen sejtekkel dsszehasonlitva
csokkent mennyiségii aktin filamentum taldalhato a sejtkortexben 2%-os Brij98 detergens
kezelést kovetéen. Hasonlo festédési mintazatot mutatnak a NP40, TXI100 illetve CHAPS
fixaltuk majd TRITC-falloidinnel jeloltiik. A kozépso grafikonokon a felsé fluoreszcens
képeken feltiintetett feher vonal mentén mért pixel intenzitdsokat tiintettiik fel. A kapcsolodo

fazis kontraszt képek az also sorban talalhatoak.
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A vizsgalt négy detergensb6l harom esetben (TX100; NP40; CHAPS) hirtelen aktin
depolimerizaciot tapasztaltunk a detergensek kritikus micellaris koncentracioja koriil. Ennek a
megfigyelésnek egyik oka lehet az, hogy a detergensek a CMC-jikknek megfeleld
koncentraciot elérve képesek a membran permeabilizalasara, illetve szolubilizalasara [441].
Ez a permeabilizacié pedig olyan kis molekulak, fehérjék elvesztését, illetve mennyiségének
csokkenését eredményezheti, mint az ATP vagy aktin/profilin illetve aktin/timozin
komplexek, melyek elengedhetetlenek az intracellularis aktin polimerizacidjahoz. igy ezek
elvesztése a membran alatti sejtkortex erdteljes csokkenését eredményezik, ahogyan azt
tapasztaltuk. A Brij98 detergens esetén ugyanakkor csak a CMC-t6] magasabb koncentraciok
okoztak aktin depolimerizaciot, mely felhivja a figyelmet arra, hogy a detergensek aktin
polimerizaciot gatld hatasdnak magyarazata nem feltétleniil egyszerisithetd le, adott esetben

ett6l sokkal komplexebb hatasokkal kell szamolni [439].

A kiilonbozd detergensek aktin polimerizaciés hatdsa érdekes lehet olyan raft fehérje
azonositasi modszerek esetén, mint az altalunk is sokszor hasznalt dramlasi citométeres
detergens rezisztencia meghatarozas (FCDR) [135, 432, 442-445]. Feltételeztiik, hogy a
detergensekkel torténd szolubilizacid utan azok a raft fehérjék detektalhatoak a sejtfelszinen,
melyek képesek kozvetleniil (aktin-membran) vagy koézvetve (aktin-kotd fehérje-membran)
kapcsolatot 1étesiteni a membran alatti aktin citoszkeletonnal. Ebb6l akéar arra is
kovetkeztethetnénk, hogy az FCDR mérések soran detektalt detergens rezisztens
membranrészek létrejottében az F-aktin fliggd folyamatoknak van lényegesebb szerepe és
nem a membranmikrodomének komponensei kozott megvalosuld  fiziko-kémiai
kolcsonhatasoknak. A kiilonb6z6 detergensek aktin depolimerizacidt kivaltd hatasa
ugyanakkor cafolja azt, hogy kiilonb6zé mikrodomének detergensekben torténd
oldhatatlansaga mdogott pusztdn csak a membran alatti aktin citoszkeleton venne részt. A
raftok lipid-lipid, valamint lipid-fehérje kolcsonhatasai legalabb ennyire fontosak a detergens
rezisztens membranmikrodomének izolalasakor. Az aktin citoszkeleton depolimerizécidja
ugyanakkor viszont bizonyitottan eldsegitheti a raftok koaleszcencigjat. Ily modon a
kiilonbozd  detergensek aktin  polimerizaciora kifejtett, koncentracio-fliggd modon
megvalosulo eltérd hatasai hozzdjarulhatnak a kiilonb6zd detergensek jelenlétében izolalt raft
domének heterogenitasdhoz, valdszinilileg sok mas tényezd mellett. Ezeknek a lehetséges
artefaktumoknak a meglétével sajnos szdmolnunk kell a detergens alapu raft izolalasi
modszerek soran. Ugyanakkor méréseink alapjan javaslatot tettiink a detergens rezisztens
membrandomének izoldldsa soran optimalisan haszndlhaté detergens koncentraciokra, mely

koncentraciok mellett a lehetd legkisebb befolyassal vannak az aktin polimerizacios-
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depolimerizacidés folyamataira. A TX100 jelenlétében tapasztalt aktin depolimerizacid
természetesen megkérddjelezi, a fent emlitett FCDR technikaval azonositott UIC2 valamint
15D3 reaktiv Pgp-k raft asszocialt abszolit mennyiségeit. Ugyanakkor nagy valoszinliséggel
nem befolyasolja a két kiilonb6z0 konformacios allapotu Pgp-k egymashoz viszonyitott

relativ raft asszocialtsagat.

4.1.3 A Pgp 15D3 monoklonalis antitesttel detektalhato koleszterin-fiiggé konformacio

valtozasa

413.1 A sejtmembran koleszterin mennyiségének valtozasa a B-ciklodextrin

szarmazékok koleszterin szolubilizaciés kapacitasanak fiiggvényében

A Pgp koleszterin-fiiggé trafficking folyamatainak vizsgalatakor érdekes megfigyelés tettiink.
A 15D3 antitest affinitasa nagymértékii koleszterin-fliggést mutatott random-metil-p-
ciklodextrinnel (RAMEB) ¢s annak koleszterinnel toltott szarmazékaval végzett PM
koleszterin modulaciot kovetben, ellentétben az UIC2 antitesttel (lasd 4.6-0s fejezet). Els6
latasra ellentmondas mutatkozott ezen antitestek affinitisanak koleszterin-fiiggése ¢és az
altaluk jelolt Pgp poolok raft asszocialtsaga kozott. Annak ellenére, hogy az UIC2 jelolt
Pgp-k rendelkeznek nagyobb mértékii raft asszocidcioval, mégis a 15D3 antitest affinitdsa
mutatott jelentds koleszterin-fiiggést. A jelenséget kiilonb6zd ciklodextrin szarmazékok

segitségével végzett, kiilonbozé mértékli PM koleszterin kivonast kdvetden vizsgaltuk tovabb.
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12. abra Az egyes CD szarmazékok koleszterin szolubilizaciés kapacitasa illetve a veliik
kezelt sejtek szabad koleszterin mennyiségei kozotti korrelacio

Negativ linearis korreldacio (r=-0,97) figyelheté meg a sejtek ciklodextrinekkel tortéeno
kezelését kovetd szabad koleszterin mennyiségei és az egyes szarmazékok koleszterin

szolubilizacios kapacitasa kozétt. A gorbe pontjai 3 mérés atlagat tartalmazzak. A pontos
atlag=SEM értékekert lasd a 2. tablazatot.

(%)

Relativ koleszterin mennyiség
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Koleszterin- Relativ

Rovidités Teljes név szolubilizacios koleszterin
kapacitas (mg/ml) * mennyiség (%)

SP-DIMEB-50 SzuIfopropiIgj(e;ﬂiil)((ijz)((frﬁ-di-o-metiI)- 0 97.1+ 6,05

HPBCD 2-hidroxipropil-B-ciklodextrin 0,3 91,7+ 5,37

CHRYSMEB Metilezett B-ciklodextrin 04 91,2+ 5,67

MA-RAMER Metilezett 6—E2Pﬁgzgii;?amonoamino— 05 8274353

SU-RAMEB Szukcinil random metilezett B-ciklodextrin 2,4 73,4+7,73

RAMEB Random metilezett B-ciklodextrin 3,5 67,5+ 8,97

DIMEB-80 Heptakis(é%—%—_g)s-rtrggslgg—gkklodextrin 3.8 58.8 4 6,03

DIMEB-95 Heptakis(%é%-g/jj-gs-rgggsgg-ﬂklodextrin 3.7 61.9+8.12

2. tablazat A vizsgalt ciklodextrin szarmazékok

A tablazatban a kiilonbozo szerkezetii f-ciklodextrin szarmazékok oldatban mért koleszterin
szolubilizacios kapacitasat illetve a veliik kezelt sejtek relativ koleszterin mennyiségeit
tiintettiik fel.

s 7.

**4z dtlagos izomer tisztasagot a heptakis (2,6-di-O-metil)-S-ciklodextrin szdzalékaban
fejeztiik ki, ahol az oldat még tartalmaz 2,6-di-O-metil, 2,3-di-O-metil és 3,6-
di-O-metil-g-ciklodextrin szarmazékokat is.

Az altalunk alkalmazott kiilonb6z6 szarmazékok koleszterin szolubilizacios kapacitdsa mar
ismert volt, és szoros korreldcidot mutatott az egyes szarmazékok hemolitikus aktivitasaval,

valamint Caco-2 sejtvonalon mért citotoxicitasukkal [446].

73



A szerz6k az egyes CD szarmazékok citotoxikus tulajdonsdgainak megitéléséhez a
szarmazékok koleszterin komplexacios tulajdonsagait javasoltdk prediktiv faktorként, habar
egyetlen sejtvonalon sem torténtek addig koleszterin mennyiségi mérések. Filipin festéssel
végzett kisérleteinkben bizonyitottuk, hogy a CD szarmazékok koleszterin szolubilizacios
tulajdonsagai szoros korrelaciot mutatnak a szarmazékokkal kezelt sejtek szabad koleszterin

mennyiségeivel (12. abra).

Az egyes CD szarmazékok tehat valoban alkalmasak kiilonbozd koleszterin mennyiségek

kivonasara.

4.1.3.2 A 15D3 monoklonalis antitest koleszterin-fiiggo affinitas valtozasa

A 15D3 antitest affinitasa ezekben a kisérletekben is erds fiiggést mutatott a kiillonbozo
szarmazékokkal végzett koleszterin kivonas mértékével (13. A abra). A 15D3 monoklonalis
antitest affinitdsdnak meghatarozasara iranyuld kisérleteink sordn felismertiik azt, hogy az
antitest affinitdsa jelentdsen valtozhat a kiilonb6zd izolaldsok és jeldlések soran. Ezen
kisérletek soran hasznalt 15D3 batch-ck atlag+SD értéke (Kq = 2,33107+4,99'10° M; n=6)
volt. Ennek megfeleléen a koleszterin kivondst kovetden detektalhatd disszociacios allandok
értékeit minden esetben az azonos sejtmintan azonositott, kezeletlen minta disszociacios

allandojanak szazalékdban fejeztiik ki.
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13. abra A 15D3 antitest affinitasa fokozatosan csokken a sejt szabad koleszterin
mennyiségeinek csokkenésével

A disszociacios dllando (Kqy) értékeit az antitest telitési gorbékbol szamoltuk az anyagok és
modszerek részben leirtak szerint. Az abran a kezeletlen kontroll minta (Kg kezeletien = 2,83
107+2,05 x10® M egy reprezentativ 15D3 antitest disszocidciés dllanddja+SD)
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szdzalékaban kifejezett relativ disszociacios allandok lathatoak. Az oszlopdiagramon az
atlag+SD értékeket mutattuk be, n>2.

A 15D3 mAt kotddési affinitasa a Pgp-hez erds linearis dsszefiiggést mutatott a sejt szabad
koleszterin mennyiségeivel (13. B abra). Két lehetoséget vettiink szamitdsba ennek a
jelenségnek a magyarazatara. Az egyik elképzelésiink szerint, a 15D3 mAt kétoddésében a Pgp
koleszterin-medialta folyamatos konformacio-valtozasa tiikr6z6dne, mig a masik elképzelés
szerint a 15D3 mAt epitopjanak maszkirozasa torténik az egyes CD szarmazékok Pgp-hez

torténd kotddése révén. Szamos érviink szol az epitop fedés ellen.

Az egyetlen ismert irodalmi adat, mely emlitést tesz a BCD-ck és a Pgp direkt kapcsolatarol
Sharom munkacsoportjabol szarmazik [280]. Ebben az esetben viszont a lipid vezikulakba
rekonstitualt transzporternek kizardlag a citoszolikus részéhez kotddhet a vizoldékony CD
molekula, ellentétben a 15D3 mAt-tel, mely extracellularis epitopot ismer fel. Szamos Caco2
fehérje kivonasahoz minden esetben koleszterin-pCD komplexek kialakulasa volt sziikséges,
azaz a Pgp extrakcio elsddleges feltétele a PM koleszterin kivonasa és ennek megfelelden a
Pgp kozvetlen membrankornyezetének megbontésa. Egyetlen tanulmény sem bizonyitja a
BCD-ek direkt kapcsolatat a Pgp extracellularis regiojaval [278, 279, 283, 447]. Kisérleteink
kezeléseket alkalmaztunk, majd a sejteket alaposan mostuk. Régota ismert hogy a CD
molekulak még magas koncentracidban sem kotédnek a vordsvértestek membranjahoz [336].
A BCD molekulak affinitasa az egyéb membran komponensek irant Iényegesen alacsonyabb
mint a koleszterin irant [311, 335, 358, 448, 449]. Minden BCD szarmazék esetén azonos
CD szarmazékok koleszterin komplexacids kapacitdsdval mutatott szoros linearis korrelaciot.
Ezek az adatok mind arra utalnak, hogy a kiilonb6z6 BCD szarmazékok kémiai variabilitasa
elsddlegesen a koleszterin komplexacios kapacitasokat befolyasolja, nem pedig a fehérjével
val6 direkt kdlesonhatast. A sejtek membran koleszterin mennyiségéinek RAMEB-koleszterin
komplexek segitségével torténd emelése (mely preparatum kb. fele mennyiségii nem-
komplexalt RAMEB molekulat is tartalmazott) fokozta a 15D3 affinitasat (13. A abra).
Ebben az esetben a BCD molekulak kotédése a Pgp-hez csokkentette volna a kotddési
affinitast, amennyiben a RAMEB molekuldk valdban interakciot mutatnanak a 15D3 mAt

epitopjaval.
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Adataink tehat bizonyitjak, hogy a membran BCD szarmazékokkal végzett koleszterin
deplécidja koleszterin-fiiggd konformdacios valtozdsokat indukal. Valdban szamos adat
tamasztja ald azt a tényt, hogy a membran koleszterin mennyiségeinek valtozasa jelentdsen
befolyasolja a Pgp drog transzport funkciojat [135, 281, 450] (lasd 1.7-es fejezet). A 15D3
mAt segitségével pedig ezek a koleszterin-fiiggd konformaciés valtozasok sejtes mintakon is

azonosithatoak.

Elso latasra ellentmondas latszik a 15D3 mAt UIC2 mAt-tel szembeni nagymértékii
Ma mar ismert, hogy a ciklodextrinekkel végzett koleszterin kivondas érinti mind a raft, mind a
non raft doméneket. A PM koleszterin egy jelentOs része nem raft doménekben helyezkedik el
¢és magas kémiai potenciallal rendelkezik (lasd 1.9-es fejezet). Ez a magas kémiai aktivitasu
koleszterin pedig sokkal inkdbb hozzaférhetd olyan extracellularis akceptor molekuldk
szdmara, mint a ciklodextrin. Ahogyan azt mar emlitettiik, egyes szerzok szerint a koleszterin
valgjaban minden esetben a non-raft kompartmenteken keresztiil hagyja el a membrant, a
kivonasra keriilt koleszterin pedig a raft és non-raft domének kozotti koleszterin
redisztribucid soran potlodik és végsd soron ez a redisztribucid okozza a raft domének
szétesését. Ebben a kontextusban valdjdban nem meglepd a 15D3 antitest UIC2 antitesttel
szemben mutatott erds koleszterin fiiggése, hiszen a ciklodextrinekkel végzett koleszterin
kivonas els6 korben valdszintileg sokkal inkdbb megzavarja azon Pgp-k membrankornyezetét,
melyeket nem véd a koleszterin kivonasnak sokkal ellenallobb szfingolipid és gangliozid

gazdag raft mikrokornyezet.

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

Munkacsoportunk szamos kiserletet végzett kordbban az UIC2 antitesttel elkiilonitheté Pgp
pool-ok (Pooll és Pool2) heterogenitasanak felderitésére (lasd 1.12-es fejezet). A két
kiilonbozé Pool trafficking folyamatainak vizsgalatakor, a sejtfelszini Pgp-k mésodlagos
antitesttel torténd visszamérésekor arra az eredményre jutottunk, hogy az UIC2-vel jel6lhetd
Pooll Pgp-k fokozott internalizaciét mutatnak a Pool2 Pgp-kel 6sszehasonlitva. A jelenséget
megerdsitendd tovabbi kisérleteket végeztiink. Az elsddleges antitestes jelolést kdvetden, a
megfeleld inkubacios 1d6 letelte utan, az esetlegesen nem internalizdlodott fehérjéket glicines
savas mosassal tavolitottuk el a sejtfelszinrdl, az endocitalodott fluoreszcensen jelolt fehérje
mennyiségeket pedig aramlasi citometridsan detektaltuk. A jelolést kovetd 10. percben az
UIC2-vel jelolt Pooll Pgp-k 20,9+0,8%-a, a CsA kezelést kovetéen UIC2-vel jelolt Pgp-k
(Pool1+Pool2) 8,5+1,0%-a helyezkedett el intracellularisan. A 15D3-mal jelolt mintak esetén

76



ezen id0 alatt lényegesen kisebb mennyiségek internalizalodtak. A 15D3 jeldlt minta esetén
(Pool1+Pool2) 1,8+0,5%, a CsA kezelést kovetden 15D3-mal jelolt Pgp-k (Pooll+Pool2)
esetén 2,2+0,3%, mig a jeloletlen UIC2-vel eldkezelt majd 15D3-mal jelolt minta esetén
(Pool2) 1,9+0,6% volt (14. abra). A 45. percre az UIC2-vel jelolt Pooll Pgp-k mar
42,6+4,0%-a, a CsA+UIC2-vel jelolt Pgp-k 18,2+0,9%-a internalizalddott, ellentétben a 15D3
anitesttel jelolt mintdkkal, ahol 4,1-5,2%-0s mennyiségek internalizalodtak. A korabbi
adatokkal 0sszehasonlitva mennyiségileg ugyan eltérd, de tendenciajaban teljesen megegyezo

eredményeket kaptunk.

Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az UIC2-vel jelolt Pooll Pgp-k a Pool2 Pgp-kel
Osszevetve fokozott endocitdzis mutatnak. Ugyanakkor a CsA+15D3 illetve CsA+UIC2
mintakat 6sszehasonlitva, egyértelmiien latszik, hogy az UIC2 antitestnek rendkiviil fontos

szerepe van ebben az internalizacids folyamatban.

—&— TJICZ (Pooll)

—— CsA+TIIC2 (Pooll+Pocl2)
—w— 15D3 (Pool2)

—&4— C=zA+15D3 (Pooll+Pool2)
—m— (UIC2)+15D3 (Pool2)

oY
L

Internalizalt Pgp (%0)
T

=

0 20 40 60 80
Ido {perc)
14. abra Az UIC2-vel jelolt Pooll P-glikoprotein fokozott endocitozist mutat
Az internalizalodott Pgp mennyiségeket minden esetben az adott antitesttel, adott
koriilmeények kozott maximalisan jel6lheto sejtfelszini Pgp mennyiségek szdazalekaban fejeztiik
ki. Legalabb 2 kisérlet atlaga +SD.

Az UIC2 antitest szubsztratok és modulatorok nélkiil a sejtfelszini Pgp mennyiségek csupan
10-40%-4at képes detektalni (lasd 1.12-es fejezet). Minden egyes kisérletben ismert volt
azonban a Pooll Pgp-k szazalékos mennyisége a teljes sejtfelszini Pgp mennyiségekhez
képest. Ily moddon lehetdséglink volt az internalizaloédott abszolit Pgp mennyiségek

meghatarozasara (15. abra).
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Az UIC2-vel (Pooll) illetve CsA+UIC2-vel (Pool1+Pool2) jelolt mintakat Osszehasonlitva
lathaté, hogy a kezdeti inkubaciés idopontban még kozel azonos, Osszevethetd Pgp
mennyiségek internalizalodtak. A sejtfelszini Pgp mennyiségek 6,4+1,1%-a illetve
8,5+£1,0%-a internalizdlodott az inkubacido 10. percéig. 10,4+2,2% ¢és 12,7+1,6%-0s

internalizalt Pgp mennyiségeket detektaltunk az inkubacié 30. percében.
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15. abra UIC2-vel jelolt Pooll Pgp-k és CsA jelenlétében indukalt Pooll Pgp-k
internalizalodott mennyiségei
Az internalizalt Pgp mennyiségeket a teljes sejtfelszini mennyiségek szdazalékaban fejeztiik ki.
Legalabb 2 kisérlet atlaga £SD.

Internalizalt Pgp a teljes sejtfelszini

Ezek az adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy az UIC2 antitest altal generalt
internalizacios folyamatban els6ként valosziniileg az eredetileg Pooll konformaciot mutatd

transzportek internalizalodnak. Ezen Pgp-k internalizécidjat azonban koveti a tobbi, CSA

crer

4.3 Az UIC2-vel jelolt Pooll Pgp-k internalizacioja hémérséklet- és ATP-fiiggést mutat

Az UIC2-vel jelolt Pooll Pgp-k internalizaciojanak aktiv voltanak megitélésére tovabbi
kisérleteket végeztink. Az egyes mintak esetén kiilonb6z0 homérsékleti és ATP

mennyiségeket allitottunk be (16. abra).

ATP hianyaban az UIC2-vel jel6lt Pooll Pgp-k internalizacidja elmaradt. ATP-t tartalmazo
koriilmények kozott pedig egyértelmit hémérsékletfiiggést mutatott. A Pooll Pgp-k korabban

mar bizonyitott internalizacidja tehat aktiv folyamat révén valosul meg.
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16. abra Az UIC2-vel jelolt Pooll P-glikoprotein endocitézisa homérséklet- és
ATP-fiigg6

A sejtfelszini Pgp mennyiségek meghatarozasa Gamlg-4647 masodlagos antitest segitségével
tortént. Az UIC2-vel jeldlt sejteket gliikoz-tartalmu (8 mM) illetve gliikoz-mentes kézegben
inkubaltuk kiilonbozo homérsékleti kériilmeények kozott. A 0 fokos mintat az inkubdcio ideje
alatt folyamatosan jégen tartottuk, a 37°C-os mintat 37°C-on, a 0-37°C-os mintdt pedig 2
perces id6kozonként mozgattuk a jég és a 37°C-os vizfiirdd kozott. A sejtfelszini Pooll
mennyiségeket a gliikéz-mentes, 0°C-0S Minta szdzalékaban fejeztiik ki. 3 kisérlet datlaga
+SEM.

Sejtfelszini Pooll mennyiség (%)

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

A P-glikoprotein végsé degradacios helyének felderitéséhez pH érzékeny festékkel (pHrodo)
konjugalt antitesteket hasznaltuk. A pHrodo festék, szukcinimid észter tipusu festék, melyet
ennek megfelelden az Alexa festékekkel megegyez6 modon kotottiink az antitestjeinkhez. A
pH érzékeny festék neutralis pH-n alacsony fluoreszcenciat mutat, a fluoreszcencia azonban
savas koriilmények kozott nagymértékben emelkedik a festék fluoreszcencia kvantumhatasfok
emelkedésének megfelelden. Elséként a pHrodo festékkel konjugalt UIC2 és 15D3
monoklonalis antitestekkel jeldlt és fixalt sejteken ellendriztiik a mar konjugalt festékek pH

érzékenységét (17. abra).

Mind az UIC2 mind a 15D3 antitesttel konjugalt festék esetén kozel kétszeresére (%)
emelkedtek a fluoreszcencidk pH4-n. A két antitest esetén a fluoreszcencia intenzitasok pH
fliggvényében mutatott valtozdsa azonos volt. A festékkel konjugalt antitestek tehat
alkalmasnak bizonyultak a kiilonb6z6 Pgp Pool-ok savas vezikulakban tdrténd

megjelenésének vizsgélatara.
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17. abra Antitesttel konjugalt pHrodo festék pH érzékenységének ellenérzése
A kiilonbozé pH-n mutatott fluoreszcencia intenzitasokat a pH 7,5-6n mért fluoreszcencia
intenzitasok szazalékaban fejeztiik ki. 2 kisérlet atlaga +SD.

A kinetikai mérések soran 180 percen keresztiil kdvettilk nyomon a kiilonb6z6 Pgp Pool-ok
(UIC2-pHrodo: Pooll; CsA+UIC2-pHrodo: Pooll+Pool2; UIC2+15D3-pHrodo: Pool2;
15D3-pHrodo:Pool1+Pool2) savas kozegben vald megjelenését. Minden esetben a kezdeti
fluoreszcencidhoz viszonyitott valtozasokat vizsgaltuk. A legintenzivebb fluoreszcencia

emelkedést az UIC2-pHrodo (Pooll) minta esetén tapasztaltuk (18. abra).
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18. abra Pooll Pgp megjelenése a savas vezikulakban, lizoszomakban

pH-rodo konjugalt antitesttel jelolt P-glikoprotein pool-ok idébeli megjelenése a savas
vezikulakban. A kiilonbozo inkubdcios idok alatt tapasztalhato fluoreszcencia intenzitasokat
minden minta esetében a kezdeti fluoreszcencia szazalékaban fejeztiik ki. Az inkubadcio
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kezdetekor mert fluoreszcencidakat minden minta esetében 0-nak tekintettiik. Az abran egy
reprezentativ minta eredményeit tiintettiik fel.

A savas vezikuldkban megjelené kiilonb6z6 Pgp pool-ok abszolut mennyiségeinek
megitéléséhez tovabbi végpont méréseket végeztiink. Mivel a két kiilonboz6 antitest (UIC2 és
15D3) F/P-vel korrigalt, neutralis pH-n mért kezdeti intenzitasai nehezen voltak
Osszehasonlithatoak és nem minden esetben tiikrozték a korabban tapasztalt Pooll-
Pool1+Pool2 aranyokat, ezért az UIC2-pH-rodo illetve 15D3-pHrodo-val jelolt mintak esetén
tapasztalt fluoreszcencia valtozasokat a kezdeti teljes sejtfelszini mennyiségek (CsA+UIC2-
vel jelolt minta és a 15D3-mal jelolt minta) szazalékaban fejeztiik ki. Ezeket a mintakat
tekintettiik 100%-nak. A kizardlag Pooll Pgp-k jelolésére alkalmas UIC2-pHrodo minta
esetén a kezdeti 36,3+1,2%-0s relativ fluoreszcencia intenzitdsok a 180 perces inkubacio

végére 98,2+14,1%-ra emelkedtek (19. abra).
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19. abra A Pooll Pgp-k nagyobb valosziniiséggel jelennek meg a savas vezikulakban,
lizoszomakban

Az UIC2-pHrodo minta (Pooll) esetén a kezdeti 36,3+1,2%-0s relativ fluoreszcencia
intenzitdasok a 180 perces inkubdacio végére 98,2+14,1%-ra emelkedtek. A CsA+UIC2-pHrodo
(Pool1+2) valamint a 15D3-pHrodo minta (Pooll+2) esetén kisebb mértékii fluoreszcencia
emelkedés tapasztalhaté. Az UIC2-vel eldzetesen lefedett majd 15D3-pHrodo-val jelolt
mintandl (P0ol2) sok esetben nem tortént fluoreszcencia emelkedés az inkubdcios id6 végéig.
Az egyes mintakat a teljes sejtfelszini mennyiségek (CsA+UIC2-vel jelolt minta és a 15D3-mal
Jjelolt minta) szazalékaban fejeztiik ki. 4 kisérlet atlaga +SEM.
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A mindkét poolt jelol6 CsA+UIC2-pHrodo, valamint a 15D3-pHrodo minta esetén ugyan
kisebb mértékben, de szintén tapasztaltunk fluoreszcencia emelkedést. A kezdeti
fluoreszcenciak 100,0+0,4%-r61 136,4+11,5%-ra, valamint 100,0+0,2%-rol 153,1+£13,2%-ra
emelkedtek. Ugyanakkor az UIC2-vel clézetesen lefedett majd 15D3-pHrodo-val jelolt
mintanal, mely kizarolag a Pool2 Pgp-et jeloli csak kismértékii fluoreszcencia emelkedést
tapasztaltunk (104,7+£0,9%-r61 116,5£11,6%-ra). Sok esetben egyaltalan nem is tortént

fluoreszcencia valtozas az inkubacids id6 végéig.

A

20. abra pH-rodo festékkel konjugalt UIC2 antitesttel jelolt Pgp megjelenése a savas
vezikulakban, lizoszomakban.

A: A kezdeti 0 perces mintdk esetén az inkubacios oldat semleges pH-jan még csak alacsony
sejtfelszini fluoreszcenciak tapasztalhatoak. B: A 180 perces inkubdcio végére a pH érzékeny
festék erds fluoreszcenciat mutat a lizoszomakban a konfokalis mikroszkopos képeken. A
felvételek nem azonos intenzitas viszonyok mellett késziiltek, igy az intenzitasok nem
osszevethetoek.

Az éretlen, rosszul tekeredett Pgp-k esetén szamos tanulmany tanulsaga szerint egyértelmii a
fehérje ER protedzok altali vagy ubiquitindcidjat kdvetd, proteoszomabeli lebomlasa. Az érett
sejtfelszini Pgp-k végsd degradacios helyérél nincsenek ilyen egyértelmii adatok (lasd
1.5.2-es fejezet). A lizoszémabeli lebomlas mellett a sejtfelszini transzportek ubiquitinacioja
ugyanis felvetette ezen fehérjék esetén is a proteoszomabeli lebomlast, ugyan a
proteoszomaban torténd lebomlas elsédleges célpontjai valdjaban rovid életidejii magi illetve
citoplazmatikus fehérjék. Mindent figyelembe véve a lizoszoméakban torténd lebomlas az érett
sejtfelszini Pgp-k esetén mégis inkabb valoszinilisithetd. A klasszikus lizin-48 kapcsolt €s a
fehérje proteoszomabeli lebomlast eredményezd poliubiquitinacié mellett ma mar ismert a

membran fehérjék esetében is megfigyelhetd szamos monoubiquitinacid és lizin-63 kapcsolt
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poliubiquitinacié kombindcidja, mely az Gn ,.endosomal sorting complex required for
transport (ESCRT)” iranyitasa alatt a fehérjéket az endoszémakbol az un. multivezikularis

testekbe iranyitjak, melyek végiil a lizoszémaval fuzionalnak.

Mivel kisérleteink soran nem volt lehetdségiink a pH-rodo fluoreszcencidkat a Pgp
mennyiségeivel kozvetleniil dsszevetni (pl. GFP konjugalt Pgp segitségével), ezért a kapott
eredmények interpretacioja soran felmeriil a kérdés, hogy maga a fehérje eléri-e vajon a
lizoszomékat? Ezt a kérdést sajnos nem sikeriilt tisztdznunk. Azt azonban az eredményeink
alapjan biztosan allithatjuk, hogy a fehérje, legnagyobb valdszintiséggel pedig az UIC2-vel
jelolt Pooll Pgp-k, egyértelmiien ralépnek a lizoszoma felé iranyuld degradacids ttra az

internalizaciés méréseinkkel 6sszhangban.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a Pooll Pgp-k a Pool2 Pgp-kel Gsszevetve szorosabb raft,
illetve citoszkeleton asszocidciot, valamint internalizacios hajlanddsagot mutatnak és ennek
megfeleléen nagyobb valosziniiséggel jelennek meg a savas vezikuldkban. A Pgp szamos
koleszterin-k6t6 in. CRAC motivumot tartalmaz, melyekr6l nem elképzelhetetlen, hogy
kiilonb6zé mértékben hozzaférhetéek a fehérje konformacid valtozasaval parhuzamosan.
Hasonldan véltozhat a transzmembran szegmensek hosszusaga is a fehérje kifelé- vagy befelé
nyitott konformacids allapota kozott, mely szintén kedvezhet a Pgp egyik, vagy masik

membrandoménben valo feldisulasanak.

Ahogyan arra mar korabban is utaltunk, az UIC2 antitest szerepe azonban vitathatatlan a

Pooll Pgp-k internalizacidjaban.

Ugyanakkor az UIC2 valamint a CsA+UIC2 mintékat 6sszehasonlitva megfigyelhetd, hogy a
kezdeti id6pontokban elsOként az eredetileg UIC2-vel jelolheté Pgp-k internalizalédnak.
rogzitésével fokozza az internalizaciés folyamatokat, de ezek a Pgp-k feltehetéen a
membrankornyezetiiknek megfelelden eleve szorosabb asszociaciot mutatnak a raft, illetve
citoszkeleton struktirakkal. Itt nem kozolt UIC2-vel valamint CsA+UIC2-vel végzett

detergens rezisztencia méréseink szintén erre utalnak.

4.5 A Pooll P-glikoprotein recirkulal a sejtfelszinre

Az UIC2 monoklonalis antitest indukalta endocitozist kovetden szerettiik volna megvizsgélni,

hogyan alakulnak a sejtfelszini Pgp mennyiségek. Helyredll-e az eredeti sejtfelszini Pgp szam
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¢s amennyiben igen, milyen iddintervallumon beliil? Létezik-e egy, a korabban detektalt

internalizacids folyamatokkal esetleg parhuzamosan futd exocitdtikus trafficking utvonal?

A sejtfelszini Pgp mennyiségek monitorozasat fluoreszcensen jelolt UIC2-Alexa647 illetve
15D3-Alexa647 antitesttel végeztiik, jeloletlen UIC2 antitesttel torténd elGinkubalast
kovetéen. A CsA elokezelést kovetdé UIC2 eldinkubalassal a teljes sejtfelszini Pgp
mennyiségek lefedésre és a korabbi eredmények alapjan- internalizéciora keriilnek. Mig UIC2

eléinkubacioval kizarolag az eredetileg Pooll konformaciot mutatd Pgp-k fedhetéek le.

Jeloletlen UIC2-vel torténd lefedést kovetéen mind UIC2-Alexab47-tel, mind 15D3-
Alexa647-tel monitorozva azt latjuk, hogy a kezdeti mennyiségek mar a kezdeti inkubacios
idopontra visszadllnak (21. abra). CsA+UIC2 lefedést kovetden, a kezdeti inkubacids
idépontban a Pooll-nek megfelelé szazalékos Pgp mennyiségek lathatoak, majd a teljes

sejtfelszini Pgp mennyiségek elkezdenek helyreéllni.
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21. abra UIC?2 lefedést kovetéen a sejtfelszini Pooll mennyiségek rovid idon beliil
visszaallnak.

CsA eldinkubdcio nélkiil illetve eldinkubdcio alkalmazasaval valamint 30 perces, 37°C-0n
torténo jeloletlen UIC2 antitesttel végzett lefedést kévetéen kétszer mostuk a sejteket. Ezt
kovetéen tovabbi 30 percen keresztiil 37°C-on jeloltiik UIC2-A647 valamint 15D3-A647
antitesttel, a sejtfelszini Pooll illetve a teljes sejtfelszini Pgp mennyiségek (Pooll+Pool2)
monitorozdasa veégett. Az eredeti Pooll mennyiségeknek megfeleld 28,4+4,4%-nyi Pgp
mennyiségek mind az UIC2 lefedett, mind a CsA+UIC2 lefedett minta esetében nagyon
hamar, mar az elso inkubacios idopontban (0. ora) detektdlhatoak, 3 kisérlet atlaga =SEM.
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A 0. 6ras id6pontban a 15D3-mal jeldlt mintdhoz képest UIC2 antitesttel latott nagyobb
mennyiségeket  feltehetéen a két antitest affinitds  kiillonbsége okozza (K4
uic2=1,5510"+1,07"10® M; 15D3 Ky = 1,98:107+2,0410® M). Ha a 30 perces UIC2-A647-tel
illetve 15D3-A647-tel torténd jelolési id6 alatt még folyik az exocitdzis akkor az UIC2
antitesttel nagyobb mennyiségeket tudunk detektalni, mint a 15D3 antitesttel. Korabbi
méréseink azt mutatjak, hogy egy 5 perces UIC2 jelolés, a 30 perces UIC2 jeldléssel
Osszevetve a sejtfelszini Pgp-k 90 %-at (91,7+3,7%; n=4+SD) mar képes megjeldlni.

A CsA el6kezelt UIC2 lefedett mintak esetében Gigy tiinik, mintha elséként a Pooll Pgp-k
keriilnének exocitozisra és csak ezutan jelennének meg a Pool2 konformaciot mutato- 15D3
antitesttel lathato — transzporterek. A CsA plazmamembranbol torténé maradéktalan
eltavolitasa érdekében, intenziv BSA mosast kovetden is elvégeztiik méréseinket és hasonld
eredményt kaptuk. Ugyanakkor a CsA Pgp-re gyakorolt konformdcios hatdsa ebben az
esetben sem zarhato ki teljes mértékben, hiszen a kordbban internalizéciora keriilt korai,

illetve recirkulalé endoszémak membranja akkumulalhatja a drogot.

Annak eldontésére, hogy az UIC2 eldinkubaciokat kovetéen sejtfelszinre keriilt Pgp-k
intracellularis pool-okbol szdrmazd Pgp-k, recirkuldld Pgp-k esetleg Gjonnan szintetizalodott
Pgp-k, tovabbi Kkisérleteket végeztik. Az elébbi kisérleti protokollt cikloheximid

fehérjeszintézis gatld szer mellett ismételtiik meg.

Cikloheximid kezelés mellett és UIC2 lefedést kovetd id6t a 0. oranak véve, a Pooll
mennyiségek mar erre az idépontra helyreallnak (22. abra). Az 1. éraban detektalhaté teljes
sejtfelszini mennyiségek sem térnek nagyon el a kezdeti Pgp mennyiségektdl. Ezutan viszont
a 24. oraig az id6 elérehaladtaval ezek a mennyiségek fokozatosan csokkentek. Ennek a
cikloheximid melletti sejtfelszini Pgp mennyiség csokkenésnek a mértéke egyértelmiien
Osszeegyeztethetd a Pgp irodalmi adatok alapjan meghatarozott 14-17 oras féléletidejével
[154]. Cikloheximid kezelés melletti, CsA el6inkubaciot kovetd UIC2 lefedést kovetden
ugyanakkor, a kezdeti sejtfelszini Pgp mennyiségek nem allnak helyre. Ebben az esetben a
CsA+UIC2 el6inkubacionak koszonhetdéen a teljes sejtfelszini mennyiségek lefedésre és
internalizdciora keriilnek. Ugyanakkor, ebben az esetben, fehérjeszintézis gatlo, cikloheximid
kezelés mellett a kiinduldsi Pgp mennyiségeknek csupan egy része, toredéke jelenik meg

1smét a sejtfelszinen.
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22. abra Cikloheximid kezelés mellett csak a Pooll Pgp-nek megfelel6 sejtfelszini
mennyiségek allnak helyre
UIC?2 lefedést kovetben a sejtfelszini POoOll mennyiségek cikloheximid mellett is helyredllnak.
A teljes sejtfelszini Pgp mennyiségek (Pooll+Pool2) a 0-1.6rds idépontokban még szintén
megkozelitik az eredeti sejtfelszini mennyiségeket, de ezutin a 24 ords vizsgalati ido végeére a
sejtfelszini Pgp mennyiségek folyamatosan csokkennek cikloheximid jelenlétében. CsA
eloinkubaciot és UIC2 lefedést kovetden azonban a teljes sejtfelszini mennyiségek mar nem
dllnak helyre, kizarolag a Pooll Pgp-nek megfelels mennyiségek detektdlhatoak a
sejtfelszinen az 1 oras inkubacios idé végére, 3 kisérlet atlaga +SEM.

Mindez arra utal, hogy a sejtfelszini Pgp mennyiségek egy része intracellularis pool-okban
talalhato, melynek sejtfelszini megjelenése fiiggetlen a fehérjeszintézistdl. A CsA+UIC2
lefedést kovetden megfigyelhetd sejtfelszini Pgp mennyiségek érdekes modon Gsszevethetdek
az eredetileg Pooll konformaciot mutatdé Pgp-k mennyiségével. Mindez arra enged
kovetkeztetni, hogy az eredetileg Pooll konformaciot mutato Pgp-k nem csak

internalizalodnak, de folyamatosan recirkulalnak is a sejtfelszinre.

Eredményeink Osszeegyeztethetdek korabbi irodalmi adatokkal, melyek szerint a Pgp
folyamatosan internalizalodik és recirkulal (lasd 1.5.1-es fejezet) [125]. Ezen korabbi adatok
azt mutattak, hogy a sejtekben talalhatdé Pgp kb. 30%-a helyezkedik el intracellularisan.
Intracellularis atmeneti poolként pedig a EEA1 és Rab5 pozitiv korai endoszémakat

azonositottak korabban a szerzok [124].

Munkacsoportunk korabban érdekes megfigyelést tett az UIC2 antitest kiillonbozdé Pgp

szubsztratok, modulatorok jelenlétében tapasztalt hatasarol. A konformacié érzékeny UIC2
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antitestrél régota allnak rendelkezésre adatok, melyek azt sugalljak, hogy esetleg képes a Pgp
medialta szubsztrat transzportot gatolni [427]. A gatlas mértéke ugyanakkor csak részleges €s
rendkiviil valtozo, hiszen az UIC2 antitest kotodése a sejtfelszini Pgp-hez is nagymértékben
valtozik (10-40%). Kiilonboz6é szubsztratok, modulatorok (vinblasztin, ciklosporin, SDZ PSC
833) jelenlétében azonban az UIC2 kotddés kiterjed a teljes sejtfelszini mennyiségekre. Az
UIC2 antitest és ezen modulatorok egyiittes alkalmazasa pedig mar kézel 100%-0s pumpa
funkci6 gatlast eredményez. SOt az adott szubsztratbol az altalaban alkalmazott koncentracio
1/20-a is elég a gatlashoz, ha UIC2 antitesttel egylitt adjak [451]. In vivo koriilmények kozott,
Xenotranszplantalt Pgp+ tumorokban is megfigyelheté volt a daunorubicin akkumulacid
UIC2+CsA kezelés mellett, mar olyan CsA koncentraciok esetén is, melyek dnmagaban adva
még hatastalannak bizonyultak volna. Munkacsoportunk bizonyitotta, hogy az in vivo anti-
tumor hatas a Pgp gatlas és az antitestfiiggd sejtkozvetitett citotoxicitdas (ADCC) egyiittes
eredménye [452].

Az exocitdzisra iranyuld kisérleteinkb6l ugyanakkor latszik, hogy az UIC2 antitest
ciklosporinnal torténé egyiittadasa jelentdsen befolyasolja a Pgp trafficking folyamatait és az
ennek kovetkeztében kialakulé/fennalld sejtfelszini transzporter mennyiségeket is. Igy ez a
folyamat, az UIC2 indukalta Pgp endocitdzis, ennck megfelelden szintén hozzajarulhat a

doxorubicin-UIC2-CsA kezelés kivaltotta in vivo anti-tumor hatas kialakulasahoz.

Az UIC2-vel azonosithatd Pooll Pgp-krél ismert, hogy molekularis kozelségben vannak
olyan raft markerekkel mint a CD44 vagy a CD59. Feltételezhetd a CD44 szerepe a fehérje
aktin kotésében az ERM fehérjéken keresztiil [135]. Az ERM fehérjék gatlasa pedig érdekes
moédon a Pgp sejten beliili véletlenszerli eloszlasat eredményezi a drog rezisztencia
megsziinésével parhuzamosan [133]. Ezek a kisérletek szintén arra utalnak, hogy a Pgp
folyamatos sejtfelszini expresszidjanak biztositadsaban rendkiviil fontos szerepe van az

internalizacios é€s recirkulécids folyamatoknak.

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

kovetoen

A kiilonb6z6 membran doménekben elhelyezkedd és kiillonbozd trafficking tulajdonsagokkal
jellemezhetd Pgp pool-ok feltételezhetéen ugyancsak kiilonbozé koleszterin-fiiggd
trafficking-gel rendelkeznek. Kisérleteink elsé Iépéseként megvizsgaltuk, hogy a PM
koleszterin modulacidja hatdssal van-e a sejtfelszini Pgp pool-ok mennyiségére. A PM

ciklodextrinek (CD és chol-CD; random-metil-p-ciklodextrin és annak koleszterinnel toltott
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crcr

koncentraciok mellett hataroztuk meg az antitestek maximalisan jelolhetd kotShelyeinek

mennyiségét (Bmax) a két pool esetén.
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23. abra A raft asszocialt Pooll Pgp-k sejtfelszini mennyisége novekszik koleszterin
kivonast kovetéen

s

konformacios dllapotainak detektdlasara alkalmas monoklondlis antitestek, az UIC2 (Pooll)
és a 15D3 (Pooll+2) maximdlisan jelolheté kétéhelyeinek mennyiségére (Bmax). A
plazmamembran  koleszterin  kivondsat  random-metil-f-ciklodextrinnel (CD), mig a
koleszterin feltoltését annak koleszterin komplexalt formdjdval végeztiik (chol-CD). A: A
ciklodextrin kezelést kovetoen a maximalisan jelolheté kotohelyek mennyiségét (Bmax)

crer

illesztett kotédési gorbékbol hataroztuk meg. Az dbrak 3-5 fiiggetlen mérés eredményének
atlagat mutatjak (£SD). ** p=0,0069 parositatlan, kétmintas t probaval. Az UIC2 reaktiv
Pooll Pgp-kre vonatkozé statisztikat lasd B dabra. B: A sejtfelszini Pooll mennyiségi
valtozasokat a kontroll minta szdzalékaban fejeztiik ki (183,4 %-CD; 100 %-kontroll; 66,4 %-
chol-CD). Az abrak legalabb 3 fiiggetlen kisérlet eredményének atlagat mutatjak (£SD).
***E*<0,0001 és ** p=0,0077 parositatlan, kétmintds t probaval.

Nem vart emelkedést tapasztaltunk a sejtfelszini mennyiségekben koleszterin kivonasat
kovetéen, akar az UIC2 (Pooll) vagy akar a 15D3 (Pooll+2) antitestet hasznaltuk
monitorozasra. Ugyanakkor a PM chol-CD-vel torténd koleszterin telitését kovetden a
sejtfelszini Pooll és Pooll+2 mennyiségek ellentétesen valtoztak, csokkentek, bizonyitva

ezzel azt, hogy a jelenség koleszterin-fliggé (23. A-B abra).

Az antitestek maximalis kotShelyeivel egyidejiileg meghatarozott disszociacios allanddinak
(Kqg) valtozasa koleszterin modulaciot kovetden bizonyitotta, hogy a detektalt sejtfelszini

mennyiségi valtozasok nem magyarazhatoak az anitestek affinitas valtozasaval.

88



q—f-\ v/-\
= S
v 0.8 b 2.5
— 0.6 2.0
- ~ 1.5
E 0.4 E1.0
o 02 0.5
3 0.0 S 0.0 !
. A Es 0 2 4 6 8 . B Es 0 3 6 9 1215
s © Atce. (x107M) = 81 At cc. (x 107 M)
55 P I
< 2 6 -
— 4 ns
e — %
3 ns T4
= =
Mo n
e~ ]
B8 0 B Bl
) -
0 — 0 -
CD  Kontroll chol-CD CD  Kontroll chol-CD

24. abra Az UIC2 antitest affinitasa nem valtozik a plazmamembran koleszterin
modulaciojat kovetoen

A plazmamembran koleszterin mennyiségi valtozdsainak hatdsat vizsgaltuk az Alexa647
festékkel konjugalt UIC2 és 15D3 antitestek affinitasara. A: Az UIC2 antitest esetén nem
figvelhet6 meg szignifikins vdltozds az antitest affinitisiban  (Kqcp=1,81-107;
K4 kontroll = 1,55'10'7; K4 cholcp = 1,37-10'7). B: A 15D3 antitest esetén ezzel szemben
szignifikansan csokkent az antitest affinitdsa a plazmamembran koleszterin kivonasat
kovetoen. A disszocidcios allandokat a SigmaPlot programm segitségével illesztett aspecifikus
kotodessel korrigalt kotédeési gorbékbol, egy ligand kotohelyet feltételezve hataroztuk meg. Az
abrdk legalabb 3 fiiggetlen kisérlet eredményének atlagat mutatjak (£SD). Az inzertek egy-egy
reprezentativ kotodési gorbét mutatnak be. ** p=0,0021 pdrositatlan, kétmintas t probaval.

A kezeletlen mintdk esetén az antitestek affinitdsa, ami forditottan ardnyos a meghatarozott
disszociaciés  allandokkal, kis mértékben kiilonbozik a két antitest esetén
(UIC2 K¢=1,55107+1,07108 M; 15D3 Kg=1,98107+2,0410° M) (24. A abra). A PM
koleszterin modulacigja CD vagy chol-CD alkalmazasaval, nem okozott szignifikans
valtozast az UIC2 antitest affinitisaban (Kgcp=1,81-107 +3,1210°M; Kg choicp = 1,37-107
'+2.8410°M). A 15D3 antitest affinitisa azonban szignifikansan csokkent koleszterin
kivonast kovetden, az antitest disszociacios allandoja 2,5-szeresére emelkedett (24. B abra).
Ellentétes, ugyan nem szignifikans, valtozasokat tapasztaltunk a PM Kkoleszterin telitését

kovetden.

Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a sejtfelszini P-glikoprotein pool-ok ellentétesen
valtoznak a sejtmembran koleszterin mennyiségének valtozasaival. Hangsulyoznunk kell

ugyanakkor, hogy ezek a valtozasok sokkal inkabb érintik a raft asszocialt Pooll frakciot (23.
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B 4abra), mely valtozasok tiikr6zOdnek a teljes sejtfelszini Pgp mennyiségekben is.
Ugyanakkor az UIC2 reaktiv (Pooll) Pgp-k valtozdo mennyiségei miatt (10-40%) [451], ezek
nem eredményeztek minden esetben szignifikans valtozast a teljes sejtfelszini (Pool1+2) Pgp
mennyiségekben. A sejtfelszini mennyiségi valtozasok tehat nem csupan az UIC2-vel
mennyiségek esetén is megfigyelhetdek. Mindezekbdl arra kovetkeztettink, hogy a
koleszterin valtozasok nem egy Pool2-Pooll irany konformacié valtozast idéztek eld, hanem
trafficking valtozast. A koleszterin-fliggd trafficking valtozasok pedig a dinamikus raft

asszocialt Pooll frakciot érintik.

4.7 A koleszterin kivonas indukalta Pooll sejtfelszini mennyiségek emelkedése nem

indokolhato csokkent internalizacioval

Korabbi megfigyeléseink azt mutattak, hogy a nagyobb részben raft asszocialt Pooll frakcio a
Pool2 frakcioval Gsszehasonlitva sokkal intenzivebb trafficking folyamatokkal jellemezhetd.
Ezen megfigyelésbdl, valamint abbol, hogy a koleszterin moduléciot kovetd sejtfelszini Pgp
mennyiségi valtozasokat valdjaban a Pooll sejtfelszini mennyiségek valtozasai idézték eld,
feltételeztiik, hogy a koleszterin kivonas a Pooll frakcio trafficking folyamatainak
megvaltozasat is eldidézheti. A koleszterin kivonast kovetd szignifikdns sejtfelszini
transzporter mennyiségek emelkedése vagy csokkent internalizacidra, vagy fokozott
exocitozisra vezethetoek vissza. Elsoként savas mosasos kinetikai mérések segitségével
vizsgaltuk a Pooll frakcié koleszterin-fiiggd internalizacios folyamatait. A korabbi
eredményekkel Osszhangban itt is lathato volt a Pooll frakcio intenziv internalizacidja a
ciklodextrin nem kezelt, kontroll minta esetén. A ciklodextrin kezelés idejének megfelelé 20
perces inkubacios id6 alatt a Pooll Pgp-k 54 %-a mar internalizalodott. Ez a gyors
internalizacié a sejtmembran koleszterin mennyiségének emelésével még fokozhato volt (25.
A abra). A ciklodextrin kezelést kovetd 15 perces mintdkat Osszehasonlitva az
internalizalodott mennyiségek tovabbi 39,2 + 4,5 %-kal emelkednek chol-CD kezelés hatasara
(139,2+4,5 %-cholCD; 100,0+ 2,1 %-kontroll). Meglep6 modon ugyanakkor a PM
koleszterin kivonasa nem befolyasolta a Pooll frakcid internalizaldodott mennyiségeit
(103,8 + 2,0 %-CD; 100,0 +£2,1 %-kontroll) (25. B abra). Hasonl6 eredményeket kapott
korabban munkacsoportunk, amikor a koleszterin modulédciot kovetéen 15D3 antitesttel
kovettiik nyomon az internalizaciés folyamatokat [281]. Osszefoglalva tehat a koleszterin
kivonast kovetd sejtfelszini Pooll mennyiségek emelkedése nem indokolhatd csokkent

internalizacioval.
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25. abra A membran koleszterintartalom valtozasanak hatasa a Pooll Pgp-k
internalizaciojara
A: A Pooll Pgp-k internalizaciojat savas mosdsos kisérletekben vizsgaltuk. A grafikonok
pontjai négy kisérlet datlagat mutatjiak (£ SEM) Az X tengelyen a CD kezelést koveto
inkubdcios idoket tiintettiik fel. B: Az dbrdkon az internalizalodott Pooll Pgp mennyiségeket
tiintettiik fel a cikodextrin kezelést koveté 15. percben a kezeletlen minta szdazalékdban
kifejezve. A Pooll Pgp esetén megfigyelté intenziv internalizacio a plazmamembran
koleszterin telitését kovetoen még fokozhato volt, de a koleszterin kivonasnak nem volt hatasa
a Pooll Pgp-k endocitozisara. *** p=0,0001 pdrositatlan, kétmintas t probaval.

4.8 A Pooll Pgp-k exocitalédo mennyisége emelkedik koleszterin kivonast kovetéen

A Pooll frakcié masik fontos trafficking utvonalat, az exocitozis sebességét megvizsgalva,
azt tapasztaltuk, hogy az éppen ellentétesen valtozott a sejtmembran Kkoleszterin
csokkent, amikor a plazmamembrant koleszterinnel telitettiik (26. A abra). A ciklodextrin
kezeléseket kovetd 15 perces exocitalddott mennyiségeket dsszehasonlitva (252,0 + 48,0 %-
CD; 100,0 + 27,9 %-kontroll; 55,2 + 21,4 %-chol-CD) (26. B abra), azt mondhatjuk, hogy a
sejtmembran koleszterin modulacidja erételjesen modositja a Pgp Pooll frakcidjanak
exocitozisat. Tovabba a Pooll Pgp-k kontroll mintaval &sszehasonlitott 2,5-szer nagyobb
exocitalodott mennyiségei a CD kezelt minta esetén Onmagaban képesek magyarazni a

koleszterin kivondast kdvetden megemelkedett sejtfelszini Pgp mennyiségeket.
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k exocitozisanak kinetikdja. A grafikonok pontjai 3 kisérlet atlagat mutatjak (= SEM). Az X
tengelyen a CD kezelést kovetod inkubdcios idoket tiintettiik fel. B: Az abrakon az exocitalodott
Pooll Pgp mennyiségeket tiintettiik fel a cikodextrin kezelést kovets 15. percben a kezeletlen
minta szazalékaban kifejezve. Az exocitalodott Pgp-k mennyisége 2,5-szeres emelkedést
mutatott CD kezelést kovetéen (252,0+48,0%) a kontroll mintaval osszehasonlitva
(100,0 +£2,9), valamint csokkenést mutatott chol-CD kezelést kovetéen (5,3 +21,4 %),
*p=0,0384 parositatlan, kétmintas t probaval.

4.9 Az exocitotikus folyamatok gatlasa csokkenti a koleszterin kivonas indukalta

emelkedett sejtfelszini Pool1l mennyiségeket

Trafficking kisérleteink tehat bizonyitottak, hogy a chol-CD kezelést kovetd 34 %-kal
csokkent sejtfelszini Pooll Pgp mennyiségek fokozott internalizacios és csokkent exocitotikus
folyamatok eredményeként alakulnak ki. A CD kezelést kovetden 83%-kal megemelkedett
sejtfelszini mennyiségek kialakulasa ugyanakkor magyarazhatdé a 2,5-szer nagyobb
exocitalodott Pgp mennyiségekkel dnmagéaban. Annak bizonyitdsaként, hogy a koleszterin
kivonas indukalta exocitotikus valtozds egy lényeges faktor a sejtfelszini transzporter
mennyiségek kialakitasdban, tovabbi kisérleteket végeztiink. Ismét elvégeztiik koleszterin
moduléciot kdvetden a sejtfelszini mennyiségek monitorozasat, olyan ismert exocitozis gatlo
szerek mellett, mint az Exol vagy a Brefeldin-A (BFA). Az Exol kezelés mindharom esetben
csokkentette a sejtfelszini Pooll mennyiségeket, de kiilonb6z6 mértékben (27. A abra). A CD
kezelt mintak esetén 37,9+59 % -kal, a kontroll minta esetén 29,0+ 7,4 %-kal mig a
chol-CD minta esetén 5,5 = 5,4 %-kal. A gatlas mintazata aranyos volt azzal a tendenciaval,
ahogyan a korabbi exocitézisra iranyuld kisérletek alapjan, az exocitotikus események

hozzajarulhattak a sejtfelszini mennyiségek alakulaséhoz.
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27. abra Exocitozis gatlo szerek mellett csokken a sejtfelszini Pooll Pgp-k koleszterin
kivonas indukalta mennyiségi emelkedése

7.

mennyiségere, kiilonbozo exocitozist gatlo szerek mellett.
A: Exol jelenlétében a sejtfelszini Pgp mennyiségek kiilonbozo mértékben ugyan, de minden
esetben csokkennek. A legnagyobb gatlas a CD minta esetén volt megfigyelheto.
****¥p<0,0001; *p=0,01 pdrositatlan, kétmintds t probaval. B: BFA jelenlétében kismértékii
sejtfelszini mennyiségi csokkenés tapasztalhato a CD kezelt mintak esetén, melynek mértéke
azonban elmarad az Exol esetén tapasztalttol. *** p=0,0008 pdrositatlan, ketmintas t
probaval. Az abrdkon 3 kisérlet atlagat tiintettiik fel (= SEM).

A kontroll minta esetén Exol jelenlétében kapott csokkent sejtfelszini mennyiség
megerdsitette a Pooll Pgp-k intenziv trafficking-jét, ami nemcsak az internalizacios, de az
exocitotikus folyamatokra is igaz. A chol-CD minta esetén megfigyelt nagyon alacsony gatlas
Osszhangban van azzal, hogy a koleszterin szaturdci®é mar eleve gatolta az exocitdtikus
folyamatokat, mely gatlas tovabb mar nem volt fokozhat6. A legnagyobb gatlast a CD kezelt
mintdk esetén tapasztaltuk. Kevésbé kifejezett sejtfelszini mennyiségi csokkenést
tapasztaltunk a CD kezelt mintak esetén BFA mellett. chol-CD kezelés mellett a sejtfelszini
mennyiségek inkdbb emelkedtek, a kontroll mintak esetén pedig nem tapasztaltunk valtozast

(27. B abra).

Az Exol, eddigi ismereteink alapjan, az ARF1 GTP hidrolizisének sebességét fokozza
valamilyen ARF-GAP fiiggé modon [453], mely folyamat f6leg a Golgin beliili exocitotikus
folyamatok gatlasat idézi el6. A BFA viszont az ARF1-GDP/GTP kicserélé faktor nem
kompetitiv gatloszere, és igy szamos a Golgin kiviili ARF1 filiggd citoszolikus effektor
funkcid gatlasat is eredményezheti [226]. Ezek olyan, eddig bizonyitott burok fehérje
komplexek kialakulasanak gatlasat jelentik [453], mint a Golgi lokalizalt COPI, a TGN ¢és

endocitotikus-recirkulalo-kompartmentek vezikuldinak létrehozasaban résztvevé GGA, vagy
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bizonyos adaptor fehérje komplexeknek a gatlasat, igymint az AP1 vagy az AP3, melyek a
fehérjék endocitdzisaban €s lizoszémaba torténd szallitdsaban vesznek részt. Ezen komplexek
gatlasaval a BFA nem csupdn a szekrécidés utvonalon keresztiil megvalosuld vezikularis

trafficking utvonalat befolyasolja, hanem az endocitotikus-recirkulalé utvonalat is.

A BFA kezelés tehat mind a bioszintetikus/szekrécios, mind pedig az endocitotikus/recirkulalo
rendszerben transzformacidkat okoz, a Golgi jol ismert szétesésével parhuzamosan a
vakuolaris elemek eltiinését és helyettiik inkdbb a tubularis elemek megjelenését eredményezi.
BFA kezelést kovetden a bioszintetikus/szekrécids rendszer €s az endocitétikus/recirkulalo
rendszer kapcsolata gyakorlatilag megsziinik [226]. A BFA-hoz hasonléan Exol jelenlétében
is megfigyelhetd a Golgi tartalmanak gyors redisztribucidja az ER-ba, de nincs hatdssal a
TGN vagy az endocitdtikus rendszer szervezddésére [453]. Ez az Exol mellett megvaldsuld,
tulnyomo részben a szekrécios utvonalat érintd gatlas tiikr6z0dik a mi eredményeinkben is.
BFA jelenlétében a Pooll Pgp sejtfelszini mennyiségei kizarolag a CD kezelt minta esetén
csOkkentek, ott ahol az exocitotikus események a legintenzivebbek voltak. Mindkét
trafficking rendszer gatlasa valtozatlan sejtfelszini mennyiségeket eredményezett a BFA
kezelt kontroll minta esetén. Ezek az eredmények azt bizonyitjak, hogy a Pooll Pgp-k endo-
illetve exocitozisa szigoru egyensulyban van. A chol-CD kezelés hatasara torténé Pooll
sejtfelszini mennyiségi emelkedések pedig nagy valoszintiséggel a BFA jelenlétében az
endocitotikus folyamatok valtozasaban is megmutatkozé események kovetkeztében alakulnak
Ki.

A PM koleszterin szintjének perturbécidja irodalmi adatok alapjan szamos kompenzacios
mechanizmust indit el [226, 374, 383, 399](lasd 1.10-es fejezet). A PM Koleszterin
szaturacioja a tobblet koleszterin intracellularis pool-okba torténd redisztribuciojat idézi eld,
¢s ez a koleszterin tobblet megakaddlyozza tovabbi koleszterin kihelyezését a
plazmamembranba egészen addig, mig annak koleszterin szintje vissza nem all a fiziologias
értékre. A plazmamembran koleszterin deplécidja ugyanakkor olyan mechanizmusokat indit
el, amelyek helyreallitjdk a hianyz6 koleszterin mennyiségeket. A kompenzacios
mechanizmusok egyik lényeges eleme az OSBP-CERT fehérje par egyiittmiikodésének
koszonhetden a raft struktirdk fokozott nukleacidja a Golgi-ban, majd ezen struktirdk PM
felé iranyuld traffickingje a szekréciés Utvonalon keresztil. Ezen kompenzacios
mechanizmusok perces iddskalan valosulnak meg, bar a kiilonb6zé sejtvonalak kozott
kiilonbségek mutatkoznak a koleszterin szintézis, valamint transzportjdnak sebességében

[389]. Az ER-ben 1év0 koleszterin pool 10-20 percen beliil reagal a PM koleszterin szintjének
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valtoztatasara [370, 384]. Az tjonnan szintetizalt nem-vezikularis utvonalat kovetd
koleszterin, hasonld 10-30 perces idéskalan beliil jelenik meg a PM-ban [389]. A szekrécios
utvonalat kovetd koleszterin nagyrészt raftokba épiilve, hasonld iddsklalan éri el a
plazmamembrant. Ezen jol dokumentéalt koleszterin kompenzaciés mechanizmusokkal
parhuzamosan, nagyon hasonlé tendenciakat lattunk fehérje szinten megvaldsulni, amikor is a
Pgp molekulak egy része koleszterin fiiggd trafficking-et mutatott a raft doménekkel. A Pooll
frakciora eleve jellemzd gyors internalizacié koleszterin jelenlétében még fokozhato volt,
valoszintlileg a koleszterin intracellularis pool-okba torténd redisztribuciojaval parhuzamosan.
Az exocitalodd Pgp-k csokkent mennyisége koleszterin bevitelt kovetden, hasonloan a
gyakran marker fehérjeként hasznalt vezikularis stomatitis virus G fehérjéjéhez (VSVG)[454],
valoszinlileg a klasszikus szekrécids utvonalon keresztiill megvalosuld koleszterin export
leregulalasaval egylitt szintén hozzajarul a csokkent sejtfelszini Pgp mennyiségekhez. A PM
koleszterin deplécidja ugyanakkor szignifikdnsan fokozta az UIC2 reaktiv Pgp-k exocitozisat,
a kompenzacios koleszterin exporthoz hasonloan.

Erdekes modon a PM acLDL-lel torténd koleszterin feltdltése és HDL3 medialta koleszterin
depléciodja az altalunk megfigyelt tendencidkkal megegyezden befolyasolja szamos mas ABC
transzporter fehérje kifejezddését is makrofagokban, azok gén expresszidjanak szabalyozasan

keresztiil [455].

Mindezekbdl az eredményekbdl valoszintinek tiinik, hogy a kordbban raft asszocialt Pgp-ként
azonositott Pooll frakcid, szorosan kapcsolodik a szekrécios uton keresztil CD kezelést
kovetden megvalosuldo kompenzacids szfingolipid és koleszterin exporthoz. Ezek az adatok,
ugyan indirekt modon, de ismét bizonyitjak azt, hogy a raft asszocialt Pgp-k az UIC2 mAt-tel
jelolhet6 Pooll Pgp-k.

Természetesen korabbi irodalmi adatok felvetették annak lehetdségét, hogy a Pgp esetleg rész
vehet a raft domének kialakitasaban, meger6sitésében (lasd 1.8-as fejezet). A szakirodalom
attanulmanyozasa utan ugyanakkor eddig nem taldltunk meggy6z6 adatokat ennek a
hipotézisnek a megerdsitésére. Ezek alapjan eddig azt tudjuk allitani, , hogy a Pooll Pgp, mint
raft asszocialt konformer egyiitt utazik a raft doménekkel, de ezen jelenség esetleges szerepét

egyeldre nem ismerjiik.
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4.10 A lizoszémalis LAMP1 és LAMP?2 fehérje exocitézisa kalcium és koleszterin fiiggo

modon szintén fokozott ciklodextrin kezelést kovetéen

A lizoszomalis exocitdzis szerepe a membran repair-ben régota ismert (lasd 1.11-es fejezet).
A lizoszomak exocitozisat kovetd sériilt PM részek eltavolitdsa utan a PM részek klasszikus
exocitotikus Gtvonalakon keresztiil potlodnak [456]. Ujabb tanulmanyok arrél szamolnak be,
hogy a sejtek CD kezelése kalcium fiiggé modon szintén fokozza ezt a lizoszomalis
exocitozist [457, 458]. Feltételezték, hogy a CD okozta koleszterin extrakcié fokozza a PM
permeabilititdsat olyan kis molekulastlyu anyagok irant mint a Ca®, mely hasonloan mas
membransériiléshez lizoszomalis exocitdzist indukal. Az a korabbi megfigyelés, miszerint az
MDR sejtek fokozott mennyiségii lizoszoémalis savas kompartmenttel [459, 460], és fokozott
membran turnover-rel rendelkeznek [152, 460-463], azt a feltételezést erdsitette benniink,
hogy a korabban a Pooll Pgp-k exocitozisan keresztiil latott fokozott exocitotikus esemény
csak egy szelete egy sokkal komplexebb eseménysornak, a lizoszomalis exocitdzis indukalta
membran repair folyamatnak a PM koleszterin kivonasat kovetden. A sériilt membranrészek
potlasaban pedig olyan magas koleszterin tartalmt vezikuldk vehetnek részt, mint a PM-rol
folyamatosan lefliz6d6é recirkuldld endoszoméak vagy a Golgibol szdrmazd vezikuldk. A
lizoszomalis exocitdzis markereként, egy lizoszomalis fehérje, a lizoszéma asszocialt
membran fehérje 1 (LAMPI1) sejtfelszini megjelenését vizsgaltuk. Azt talaltuk, hogy CD
kezelést kovetéen a LAMP1 fehérje sejtfelszini mennyisége valoban emelkedett koleszterin
kivonast kovetéen extracellularis Ca?* jelenlétében (28. A abra), a korabbi membran repair
megfigyelésékhez hasonldéan ahol a folyamatot a médium p-hex6zaminiddz aktivitasan
keresztiil azonositottak [457]. Ahogy az varhatd volt, a hatas kifejezettebb volt az
extracellularis Ca®* jelenlétében, de érdekes modon az altalunk kordbban alkalmazott
extracellularis Ca?*-ot nem tartalmazo kozegben (PBS) is megfigyelhetd volt. Az 5 mM-0s
CD kezelés a Ca®*-ot tartalmazo mintik esetén kétszeresére novelte a sejtfelszini LAMPI
mennyiségét (127,7£6,7 %-r6l 261,8422,4 %-ra), mig a Ca®* mentes minta esetén a
lizoszomalis fehérje mennyisége 80 %-kal emelkedett (100,0+5,2%-r61 179,5+27,3 %-ra). A
LAMP1 fokozodo sejtfelszini megjelenése az emelkedd CD koncentraciokkal parhuzamosan

egyértelmilen hangsulyozta, a folyamat koleszterin fiiggd jellegét.
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28. abra A lizoszomalis LAMP fehérjék exocitozisa kalcium és koleszterin-fiiggé médon
szintén fokozott ciklodextrin kezelést kévetéen
A: A lizoszomalis exocitozis markereként hasznalt lizoszoma asszocialt membran fehérje 1

e e
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kovetden fokozatosan no a 3T3-MDRI sejtek esetén, mind extracellularis Ca**-ot tartalmazo,
mind nem tartalmazo kézegben. A sejtfelszini LAMP1 mennyiségeket a CD nem kezelt Ca**-ot
nem tartalmazo minta relativ szdzalékaban fejeztiik ki. Az dabrdakon hdarom kisérlet atlagat
tiintettiik fel (£SD). A kontroll és 3 mM valamint 5 mM CD kezelt mintak kozott statisztikai
analizist végeztiink extracellularis Ca®* mellett ( **p=0,0014, ***p=0,0003) és nélkiil
(**p=0,0048, **p=0,0083) pdrositatlan, kétmintas t probdval. B: A 3T3-MDRI sejtek esetén
a sejt teljes LAMPI mennyiségének nagyobb hanyada talalhato a sejtfelszinen, mint a 313
sejtek esetén, mind Ca**-ot tartalmazé, mind Ca**-ot nem tartalmazo kozegben. A CD kezelés
szignifikansan fokozza a sejtfelszini LAMPI mennyiségeket a 3T3-MDRI sejtvonal esetén. Az
abrdkon hdrom kisérlet datlagat tiintettiik fel (£ SEM). *** p=0,0003 és ** p=0,0022
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parositatlan, kétmintds t probaval. C:3T3 és 3T3-MDRI sejtek mikroszkopos felvételei
koleszterin depléciot kovetéen. LAMP2-PE fluoreszcencia alig volt megkiilonbéztetheto a
hattér fluoreszcencidatol a 3T3 sejtek esetén. A felsé abrakon az 5 mM CD kezelt 3T3 és
3T3-MDR1 sejtek fluoreszcens képeit tiintettiik fel Ca*t jelenlétében. Az also dbrakon

ugyanazon sejtek transzmisszios képei szerepelnek. A felvételeken lathato jelzés 50 um-t jelol.

A sejtben megfigyelhetd kiilonb6zo fuzids események 1étrejottének minden esetben feltétele a
Ca?* jelenléte, mely éltalaban a fuzioban résztvevd organellumok lumenjébél szarmazik
[456], de lehet extracellularis eredetii is. Egy lizoszomalis exocitotikus folyamatban a két
fhzidban résztvevo “organellum™ a PM és a lizoszoma. Ez azt jelenti, hogy a lizoszomak PM-
extracellularis milli6, vagy maga a lizoszoma. A 0,4-0,6 mM-ra becsiilt lizoszomalis Ca”*
koncentracié egy jelentds Ca®* forras [456]. Habar nagyon valészinii, hogy a flizios
események a Ca?* felszabadulas helyétél 20-100 nm-en beliil valdsulnak meg, egy
lizoszoémalis exocitdtikus esemény csak mikromolaris mennyiségii Ca®*-ot igényel [456, 464].
Nemrégiben egy tilnyomorészt a késéi endoszémak ¢és lizoszomak membranjaban talalhatod
[465, 466] befelé rektifikald kation csatornarol, a TRPMLI1 receptorrol (mucolipin transient
receptor potential (TRP) channel 1), bizonyosodott be, hogy egy lehet azok koziil a
mechanizmusok koziil ami a lizoszomalis Ca®* felszabadulast és a lizoszomalis exocitozist

szabalyozza [467, 468]. Erdekes médon a csatorna jelent6s lipid kontroll alatt all [469].

A lizoszomalis enzimek fokozott szekrécidja az MDR sejtvonalak esetén, arra buzditott
minket, hogy tovabb vizsgaljuk ennek a koleszterin kivonast kovetd lizoszomalis exocitozis
indukélta membran repair folyamatnak a jelentdségét. Osszehasonlitottuk tehat a Pgp-vel
transzfektalt (3T3-MDR1) sejtvonalunkat a nem transzfektalt partnerével (NIH-3T3) a
ciklodextrin kezelés hatasdra kialakult sejtfelszini LAMP1 mennyiségek tekintetében.
Osszehasonlitva a sejtfelszini/teljes sejt LAMP1 mennyiségeket a két sejtvonal esetén azt
mondhatjuk, hogy a 3T3-MDR1 sejtekben a sejtfelszini LAMP1 szazalékos mennyisége
ciklodextrin kezelés nélkiil is magasabb mennyiséget mutat, mint a 3T3 sejtekben, mind Ca®*-
ot tartalmazo (4,7 %-3T3; 9,4 % 3T3-MDR1) mind Ca?"-ot nem tartalmazé mintak esetén
(2,8%-3T3; 7,8 %-3T3-MDR1) (28. B abra). Ez 0Osszhangban van azzal a korabbi
megfigyeléssel, hogy a drog rezisztens sejtek rendkiviil gyors membran turnoverrel
rendelkeznek, a savas vezikularis kompartmentek és a PM kozott oda-vissza megvalosulo

folyamatos trafficking folyamatok miatt [152]. Koleszterin kivonast kovetéen a 3T3-MDR1
98



sejtek esetén a sejtfelszini LAMP1 mennyiségek 7,8 %-rol 14,3%-ra valtoztak Ca®* mentes
kdzegben, illetve 9,4%-r6l 18,4%-ra extracellularis Ca’* jelenlétében. Mig a 3T3 sejtvonal
esetén csak kismértékii emelkedés volt megfigyelhetd. A sejtfelszini LAMP1 szazalékok
2,8%-101 4,3%-ra emelkedtek Ca®* mentes kozegben, és 4,7%-101 5,6%-ra Ca* jelenlétében.
A masik lizoszoémalis markert, a LAMP2-t vizsgalva hasonlo, ezekkel Osszeegyeztethetd
eredményt kaptunk (28. C abra). A CD kezelést kovetéen az alacsonyabb fluoreszcens jeleket
mutatd lizoszomalis LAMP2 marker sejtfelszini megjelenése foképp a 3T3-MDR1 sejtek
esetén volt kimutathato. Ezek az eredmények tehat Osszhangban vannak kordbbi
megfigyelésekkel, mely szerint Pgp-t nagy mennyiségben kifejez6 MDR sejtekben
megfigyelheté egy fokozott trafficking a lizoszoémak és a PM kozott. Tovabba ez a
lizoszémalis exocitotikus folyamat, ami szamos folyamatban vehet részt tobbek kozott pl. a
membran repair folyamatokban is, jelentésen fokozhatd6 a 3T3-MDR1 sejtekben a PM

koleszterin kivonasat kovetHen.

4.11 A 3T3-MDRI sejtek nagyobb mennyiségii, stabilabb lizoszomakat tartalmaznak

Egy membran repair folyamatban, mely folyamatban a lizoszomdk plazmamembrannal
torténd fuzidja egy meghatarozd 1€pés, a lizoszomak szama, de talan még inkabb azok
stabilitasa, valosziniileg egy nagyon lényeges faktor. Ezért elséként a savas vezikulak
mennyiségét hasonlitottuk 6ssze a 3T3-MDR1 és a 3T3 sejtvonalaink esetén. A két sejtben
talalhat6 savas vezikuldk mennyiségét a lizoszomakban akkumulalodo gyenge bazis, a neutral
voros festék segitségével vizsgaltuk (29. A-C abra). A festék savas kézegben protonalddik és
igy csapdazodik, akkumuldlodik a lizoszomékban, mely akkumulécionak a mértéke nyomon
kovethet6 az 520 nm mért abszorbancia novekedéssel. A 3T3-MDR1 sejtek 1,5-szer nagyobb
mennyiségli festéket képesek akkumulalni, mint a 3T3 sejtek, mely megfigyelés a savas

vezikularis kompartment expanziojara utalhat.

Eredményeink Osszhangban voltak korabbi megfigyelésékkel [460], mely szerint az MDR
sejtek esetén egy szdmban, volumenben €s membran felszinben fokozott endoszémalis
vezikularis rendszerrel kell szamolni. Aramlasi citométeres oldalszérdsra vonatkozd
megfigyeléseink, mely szerint a 3T3-MDRI1 sejtek a 3T3 sejtekkel dsszevetve sokkal inkabb

granulaltak, 6sszhangban van ezzel a korabbi megfigyeléssel (29. D abra).
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29. abra A 3T3-MDRU sejtben a savas vezikularis kompartment expanzioja figyelhetd
meg a 3T3 sejtekhez képest

A sejtek lizoszoma mennyiségének meiitélésére egy a savas kompartmentekben akkumulalodo
festéket, a neutrdl vorost hasznaltuk. Az A és B abran a neutrdal virdssel festett sejtek
mikroszkopos felvételei ldathatoak. A skdla beosztisa 50 micrométert jelol. C: A sejtek
lizoszoma mennyiségének megitéléséhez kvantitativ képalkoto citometria segitségével
hataroztuk meg az abszorbancidkat. A 3T3-MDR1 sejtek 1,5-szer nagyobb mennyiségii
neutral voros festéket képesek akkumulalni, mint a 373 sejtek. A C abran 500-700 sejt neutral
voros abszorbancidja alapjan meghatdrozott median értékeket tiintettiik fel (= SD).
*p<0,0001 pdrositatlan, kétmintds t probaval. A C abra betét abrajan egy reprezentativ mérés
eredményei szerepelnek. A D adbran a két sejtvonal kozott tapasztalhato oldalszords
kiilonbségek lathatoak, aramlasi citometrias mérésekbol.

A lizoszoma membran stabilitdsdnak megitéléséhez, egy masik lizoszoméakban akkumulalodo,
foto-oxidalhato gyengén bazikus festéket, az akridin narancsot hasznaltuk [470]. Az akridin
narancs, mint metakromazias festék, kék fénnyel torténd gerjesztését kovetden voOrds
fluoreszcenciaval jellemezhetd, ha a festtk nagy mennyiségben koncentralodik a
lizoszOmdkban, ¢és zold fluoreszcenciaval, amint a lizoszomdk ruptirdjat kovetden

alacsonyabb koncentraciora higul a citoszolban [471], illetve, ha a DNS-hez kotédik.
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30. abra A 3T3-MDRI sejtek stabilabb lizoszomakat tartalmaznak, mint a 3T3 sejtek

A lizoszoma membran stabilitasanak megitéléséhez, a lizoszomdkban akkumuldlodo, foto-
oxiddlhato gyenge bazisu festéket, az akrinid narancsot hasznaltuk. A lizoszomakban
akkumulalodo festék kék-fénnyel torténd bevilagitasaval a lizoszomdkat fotodestrukcionak
tettiik ki lézer pasztazo citométerrel végzett mérésekben. Egy meghatarozott latotérnyi akridin
naranccsal toltott sejtet folyamatosan ismétlodo 488-nm-es lézer fénnyel vilagitottunk be 50
cikluson keresztiil és kozben iddben detektaltuk a véros (565-595 nm), valamint a zold
(515-545 nm) fluoreszcencia emissziokat. A lizoszomakban nagy koncentracioban
akkumulalodo metakromatikus festék voros (az A dabra felsé panelje bevilagitas eldtt), mig a
citoszolba keriilt monomer formaban talalhato festék zold fluoreszcenciat mutat (az A abra
also panelje bevilagitas utan). A lizoszomadk fotodestrukcioja soran a voréds fluoreszcencia
idoben folyamatosan csokken (B), mikozben a zéld fluoreszcencia jel né (D). A lizoszoma
membran stabilitasanak jellemzésére a maximalisan elérhetd zold fluoreszcencia intenzitas
Rovidebb bevilagitasi idok detektalhatoak a 3T3 sejtek esetén (300£140 mp), a 3T3-MDR1
sejtekkel osszehasonlitva (410£180 mp). A C dabran 5 fiiggetlen mérés datlagat tiintettiik fel
(£SD). *p<0,05 parositatlan , kétmintas t-probaval. A B és D abran egy-egy reprezentativ
gorbe lathato, mely 10-10 sejt atlagakent allt elo.

A két sejtvonal, hasonloan a neutral voros festékhez, kiilonbséget mutatott az akridin narancs

crer
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intenzitasok kiilonbségében latszott. A lizoszoma membran csdkkend integritasat a gerjesztést
kovetden, a csokkend vords ¢és fokozddd zold fluoreszecencia intenzitdsok nyomon
kovetésével detektaltuk. A sejtenkénti fluoreszcencia intenzitdsok alakulasat 50 egymast
kovetd 488 nm-es lézer gerjesztésii szkenning-ciklus soran kovettiik nyomon idében, a
targylemez egy adott teriiletén. Egy ciklus ideje hozzavetdleg 20 mp volt. A lizoszéma
membran stabilitasanak jellemzésére a maximalisan elérhetd z6ld fluoreszcencia intenzitds
felének eléréséhez sziikséges bevilagitasi idoket hasonlitottuk 6ssze a két sejtvonal esetén (30.
abra). Hosszabb bevilagitasi idoket detektaltunk a 3T3-MDRI sejtek esetén (410+180 mp), a
3T3 sejtekkel dsszehasonlitva (300140 mp), mely egy a fotodestrukcionak jobban ellenallo
lizoszomalis apparatusra utal a drog-rezisztens sejtvonal esetén. Eredményeink tehat egy
stabilabb és mennyiségileg is fokozott endoszomalis savas vezikuléris rendszerre utalnak a

3T3-MDRI1 sejtek esetén.

Korabban ez a savas vezikularis rendszer a gyengén bazikus kemoterapias szerek nagy
mennyiségeinek akkumulacidja miatt tarthatott szamot érdeklédésre [152]. Az exocitozis
sebességének fokozddasa és a korabban megfigyelt fokozott membran turnover ezekben a
sejtekben [152, 460-463], figyelembe véve azt a tényt, hogy a lizoszomak PM-nal torténd
fuzidja egy rendkiviill Ilényeges 1épés a membran sériiléseket kovetd helyreallito
folyamatokban [456], mas elonyokkel is felruhdzhatja ezeket a sejtek, nevezetesen a
hatékonyabb membran repair-rel. A lizoszémalis exocitdzis ezenkiviil az MDR jelenség
kapcsan is rendkiviil fontos lehet, a savas vezikuldkban nagy mennyiségben akkumulalodott

drogok extracellularis térbe torténd tiritésével.

4.12 A 3T3-MDRI sejtek lizoszomai koleszterin kivonast kovetéen is stabilabbnak
bizonyultak

A LAMP fehérjék, valamint a mi sejtvonalunk esetén is elképzelhetd hésokk fehérje 70
mellett [472, 473], a lizoszomalis koleszterin a lizoszomak stabilitasat meghatarozo egyik
tovabbi lényeges tényez6 lehet [474]. A PM koleszterin mennyisége, ami gyakran emelkedett
a MDR sejtek esetén, valosziniileg befolyasolja a lizoszomak koleszterin mennyiségeit és ily
moédon azok stabilitasat. A 3T3-MDRI1 sejtpopulaciot folyamatos drog szelekcid mellett
tartottuk fennt, ennek megfeleléen a Pgp nagy mennyiségli expresszidja mellett szdmos mas
MDR tulajdonsaggal is rendelkezhetnek ezek a sejtek. Egy nemrégiben megjelent tanulmany
szerint a PM koleszterin kivonasa csokkentette a lizoszoma membran stabilitdsat, bar a
kisérleti protokoll az akut koleszterin kivonast kovetden, a mi méréseinkkel ellentétben, még

tartalmazott egy egész napos inkubaciot [475]. Figyelembe véve azt az eshetGséget, hogy a
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valtozhatott, a lizoszomdk membran stabilitasat koleszterin perturbaciot kovetden is
Osszehasonlitottuk a két sejtvonal esetén. Ezt a vizsgalatot epifluoreszcens mikroszkopban,
¢lo sejtek wvalos idejii videdzasaval végeztik. A latoterében 1évo ciklodextrin kezelt
sejtpopulaciot folyamatos kék fény (480+15 nm) expozicionak tettiik ki, kozvetleniil az
akridin narancs inkubaciot kovetOen, és a zold csatornaban (530+15 nm) idében detektaltuk a
lizoszomak szétesésének megfeleld fluoreszcencia felvillanasokat (lasd videék). Minden

esetben az Osszes lizoszéma széteséséhez sziikséges expozicids idoket hasonlitottuk Gssze, a

3T3 (CD: 29 mp; kontroll: 46 mp; cholCD: 60 mp) és a 3T3-MDR1 (CD: 40 mp; kontroll: 65
mp; cholCD: 79 mp) sejtvonal esetén (31. A-B abra).
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31. abra A plazmamembran akut koleszterin modulacioi befolyasoljak a lizoszomak
stabilitasat, a 3T3-MDRI sejtek lizoszomai koleszterin kivonast kovetéen is stabilabbak
A-B: A sejteket a 20 perces ciklodextrin kezelést kévetéen akridin naranccsal inkubaltuk. A

<

sejtek latotérnyi mennyiségét folyamatos kék fény besugdrzasnak tettiik ki, és a zold
csatorndaban videofilmen rogzitettiik a lizoszoma szétesési eseményeknek megfelelo
fluoreszcencia felvillanasokat valos idoben. A plazmamembran akut koleszterin perturbacioja
mindkét sejtvonal esetén hatassal volt a lizoszoma stabilitasara. Mindkét esetben a sejtben
talalhato osszes lizoszoma széteséséhez sziikséges besugarzasi idoket hasonlitottuk ossze. A
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lizoszomadk széteséséhez sziikséges expozicios idék a 3T3 (CD: 29 mp; kontroll: 46 mp;
cholCD: 60 mp) sejtek esetén révidebbek voltak, mint, a 3T3-MDRI sejtek esetén (CD: 40
mp, kontroll: 65 mp,; cholCD: 79 mp). A koleszterin kivonds mindkét esetben csokkentette,
mig a koleszterin bevitel mindkét esetben fokozta az expozicios idoket. Ugyanakkor a
lizoszoma szétesési esemenyek szama csak a 313 sejtek esetén csokkent. Az abrakon a 3 mM-
os cikodextrin kezelések egy-egy reprezentativ gérbéjének eredményeit tiintettiik fel, mert az 5
MM-os CD kezelést kovetoen a 3T3 sejtvonal eseten mar nem maradt expozicionak kiteheto
lizoszoma (videdK). C-D: A lizoszomdk szétesése a koleszterin kivonds mértékével ardanyosan
né a 3T3 sejtek esetén. A plazmamembran koleszterin kivondsdanak hatasat vizsgaltuk az

crer
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sejtkulturan. A koinkubdciot kévetéen a steady state fluoreszcencidkat plate-reader
spektrofluoriméterrel detektaltuk. A fluoreszcencia valtozasok a lizoszomak szamanak jelentos
csokkenesét mutatiak a 3T3 sejtek esetén a lizoszomak szétesésének kovetkeztében, és egy
kisebb mértékii mennyiségi csokkenést a 3T3-MDRI sejtek esetén. Az abran lathato gorbéken
4 kisérlet atlagat tiintettiik fel (£ SEM).

A PM akut ciklodextrin kezelése mindkét sejt esetében egyértelmiien befolyasolta a
lizoszoOmak stabilitasat, azaz a koleszterin kivonds csokkentette az expozicids idoket, mig a
PM koleszterin telitése fokozta. Bar a CD kezelés mindkét sejt esetén csokkentette a
bevilagitasi idoket, de a lizoszoma szétesési események szama szignifikdnsan csak a 3T3
sejtvonal esetén csokkent. A 31. A és B dbran éppen ezért a 3 mM-os cikodextrin kezelések
eredményeit tiintettiik fel, mert az 5 mM-os CD mintdk mar nem voltak 0sszehasonlithatoak,
ugyanis a 3T3 sejtvonal esetén gyakorlatilag nem maradt expozicionak kitehetd épp
lizoszéma (videdk). A PM koleszterin kivonas lizoszémdakra gyakorolt hatdsanak végsd
abra). A letapadt sejteket 1 6ran keresztiil 37°C-on inkubaltuk kiilonb6z6é mennyiségii CD-
nel valamint akridin narancs festékkel sotétben, és ezt kovetdéen plate-reader
spektrofluoriméterrel detektaltuk a voros és zold steady state fluoreszcenciakat. (Itt tehat kék
fény bevilagitds csak az esetleges kornyezeti fénybdl és a jelek kiolvasdsakor torténd

megvilagitasbol szarmazott.)

A CD kezelés egyértelmiien érzékenyitette a 3T3 sejteket az akridin narancs irdnt, mely
nyomon kovethetd volt a csokkend vords fluoreszcencidkkal parhuzamosan megfigyelhetd
z0ld fluoreszcencidk emelkedésében a PM koleszterin kivonasanak fiiggvényében. Ezek
egyértelmii jelei a vordsen festddd savas vezikuldk folyamatos eltiinésének ¢és ezzel
parhuzamosan a festék zOld fluoreszcenciaval jellemezheté monomer formajanak
megjelenésének a citoplazmaban vagy a magban. Ezek a megfigyelések dsszhangban vannak

a vided eredményekkel, ahol a 3 mM-os CD kezelés mar csokkentette az expozicionak
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kitehetd lizoszomak szamat, mig az 5 mM-os kezelés utan a 3T3MDRI1 sejtekkel ellentétben
mar egyaltalan nem maradt intakt lizoszoma. A 3T3-MDRI1 sejtek esetén mind a vorés mind a
z0ld fluoreszcencidk csokkenése figyelhetd6 meg, mely szintén a savas vezikulak
mennyiségének csokkenésére utal. De amig a 3T3 sejt esetén a fluoreszcencia valtozasok
egyértelmi jelei a lizoszomak széteséssel jard folyamatos eltiinésének, addig a 3T3-MDR1
sejtek esetén a lizoszomak eltlinésének hatterében valamilyen mds mechanizmus all. A
korabbi LAMPI1-es eredmények tiikrében valoszintisithetd a lizoszomak sejtfelszinre torténd

exocitdzisa, a festéknek ezzel parhuzamos sejtbdl valo kiiiriilésével.

4.13 A 3T3-MDRI sejtek esetén megfigyelheté hatékonyabb membran repair

mechanizmus tiikrozédik a koleszterin perturbaciot koveto életképességekben

A LAMP1-es és festék akkumuléacios mérésekbdl feltételezhetd hatékonyabb membran repair
a 3T3-MDRI sejtek esetén a 3T3 sejtvonallal dsszehasonlitva, lathato kellene hogy legyen a
két sejtvonal koleszterin perturbaciora adott életképességét. A PM karosodasat kovetd
propidium jodid permeabilitason alapuld életképességi tesztben a két sejt jelentds
kiilonbségeket mutatott. A PM 5 mM-o0s CD-nel végzett koleszterin kivonasa sokkal inkabb,
46,4+3,5 %-kal csokkentette az életképességeket a 3T3 sejtvonal esetén, mint a 3T3-MDR1
sejtvonalnal, ahol az életképességbeli csokkenés 20,6+4,3% volt (32. A abra). Erdekes

modon a PM koleszterin telitése hasonld tendenciakat mutatott.

Az ¢életképességekkel parhuzamosan meghataroztuk a sejtek szabad koleszterin mennyiségét
1s aramlasi citometridsan detektalt filipin festéssel. A 3T3-MDRI1 sejtvonal esetén kétszer
nagyobb mennyiségli koleszterint detektaltunk a sejtekben (216,4 + 13,3 %), mint a 3T3
sejtvonal esetén (100,0 +6,2 %) (32. B abra). Tekintve, hogy a sejtben 1év6 szabad
koleszetrin nagy része a plazmamembranban talalhato [374], a sejtek nagy valosziniiséggel
szintén kiilonbségeket mutatnak a sejtmembran koleszterin mennyiségében, korabbi
megfigyelésekhez hasonloan [316-318]. Ezek alapjan a 3T3-MDRI1 sejtek esetén mért eleve
nagyobb mennyiségli koleszterin akar magyarazhatja is a koleszterin kivonast kdvetd jobb
¢letképességeket. Ugyanakkor a 3T3-MDRI1 sejtek nem kizarolag a koleszetrin kivonas
esetén reagalnak jobb életképességekkel, hanem az extra mennyiségben bevitt koleszterin
esetén is. Mindemellett nagyon hasonl6 koleszterin kivonasi-beviteli mintazatokat kapunk a
két sejtvonal esetén, ha a koleszterin perturbaciot kdvetden a filipinnel mért sejt koleszterin
mennyiségeket a sejt eredeti koleszterin szintjéhez viszonyitjuk. Ezek a csaknem parhuzamos

gorbék sokkal inkabb utalnak a 3T3-MDRI sejtek hatékonyabb koleszterin kompenzacids és
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membran repair folyamataira, mely folyamat részeként a PM koleszterin kivonasat kovetden
megindul a koleszterinben gazdag raft domének exocitozisa a sejtfelszinre, illetve megtorténik

az extra mennyiségli koleszterin redisztribucidja az intracellularis vezikularis pool-okba.
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32. abra A 3T3-MDR1 sejtvonal nagyobb mennyiségii koleszterint tartalmaz és a 3T3
sejtekkel ellentétben egyarant kevésbé érzékeny a plazmamembran koleszterin
kivonasara valamint bevitelére

koleszterin  mennyiségeire és életképességeire. A: A plazmamembran  koleszterin
perturbacidja nagyobb mértékben csokkentette a 3T3 sejtek életképességét az 5 mM CD és az
5 mM chol-CD mintik esetén is (**p=0,0086 és **p=0,0020, pdrositatlan kétmintds
t-probaval). Az dbran 3 fiiggetlen mérés dtlag eredményét 95%-0s konfidencia
intervallumokkal  tiintettiik fel. A plazmamembran Pl  permeabilitasan  alapulo
életképességeket tripszinezett sejteken daramlasi citometriasan mértiik. Tovabbi statisztikai
analizist végeztiink az 5 mM CD, 5 mM chol-CD valamint kontroll mintak primer adatai
kozott mindkét sejtvonal esetén. 3T3cp - kontroll ***P=0,0007; 3T3 kontroll - chol-cp **p=0,0020;
3T3MDR1c¢p - kontron *p=0,0260; 3T3MDR1 kontroil - chol-co *p=0,0104 parositott, kétmintds
t-probaval. B: A 3T3-MDRI sejtek nagyobb mennyiségii szabad koleszterint tartalmaznak a
3T3 sejtekkel dsszhasonlitva (**** p<0,0001 pdarositatlan, kétmintds t-probaval). A szabad
koleszterin mennyiségek mérése filippin segitségével, aramldsi citometridval tortént. Az dbran
3 fiiggetlen mérés datlagat (£ SEM) tiintettiik fel. Tovabbi statisztikai analizist végeztiink az 5
mM CD, 5 mM chol-CD valamint kontroll mintik kézétt mindkét sejtvonal esetén. 3T3cp -
Kontroll *p:0,0132; 373 Kontroll — chol-CD ****p<0,0001; 3T3MDR10D — Kontroll **p:O,0033;
3T3MDR1 kontroli - chol-co ****p<0,0001 parositatlan, kétmintas t-probaval.

A PI permeabilitason alapul6 életképességi teszt mellett gyakran hasznalt masik életképességi
teszt, a neutrdl voros akkumuléacids esszé, melynek alapja, hogy az életképesebb sejtek
nagyobb mennyiségben tudjak a festéket a savas vezikuldikban akkumulalni, mert képesek a
lizoszomaik pH gradiensének fenntartasara [434]. A neutral vords akkumulacidja mindkét sejt

esetén nagymértékben csokkent a PM koleszterin kivonasat kovetden. A 3T3-MDR1 sejtek
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esetén egyértelmli ellentmondds van a neutrdl vords akkumuléacié alapjan és a hasonld
koriilmények kozott, ez esetben letapadt sejteken kivitelezett PI permeabilitdson alapuld
¢életképességi tesztek eredménye kozott (33. A-B abra). Bar elméletileg a PM karosodasa

tekinthetd ebben az esetben az elsddleges tamadaspontnak.
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33. abra Ellentmondas a sejtek neutral voros akkumulaciéjan alapulo életképességi teszt
és a plazmamembran PI permeabilitasan alapulé életképességi teszt kozott a 3T3-MDR1
sejtek esetén

A 3T3 és a 3T3-MDRI sejtek csokkend életképességeket mutatnak az emelkedo CD

crer

Hasonlo kériilmények kozott, a plazmamembran Pl permeabilitisan alapulo életképességi
tesztben kizarolag a 3T3 sejtek mutatnak csokkeno életképességeket. Az abszorbanciakat és
fluoreszcencia intenzitasokat plate-reader spektrofluoriméterrel letapadt sejtkulturakon
mértiik. Az dbran lathato gorbéken legalabb 3 kisérlet atlagat tiintettiik fel (£ SEM).

Ezek ez eredmények, parhuzamosan a lizoszomalis markerként hasznalt LAMPI1 sejtfelszini

megjelenésével kizarjak azt az egyszerlinek tiiné magyarazatot, hogy a neutral vords ilyen

crer

crer

megjelenésével koleszterin kivonast kovetden, lizoszémalis exocitozisra utal a 3T3-MDR1
sejtvonal esetén. Ami hasonloan a csokkent életképességili sejtekhez, csokkenti azt a

crer

tapasztalt szinten tartani. Az akridin naranccsal végzett kisérletek szintén erre utalnak.

A lizoszoméak rendkiviill dinamikus struktardk, melyek képesek fuziondlni a késoi
endoszomakkal, a plazmamembrannal, fagoszomakkal és autofagoszomakkal [456]. A
lizoszomdk traffickingjének gatldsa, a mikrotubulusok vagy mikrofilamentumok

megzavarasaval, nagymértékben befolyasolja a lizoszomak stabilitasat [476-479]. Ezekre a
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kisérletes megfigyelésekre adott egyik elképzelés az, hogy a lizoszomak stabilitasa jelentds
mértékben tamaszkodik a lizoszomak ¢€s emlitett egyéb organellumok, illetve a PM kozott
folyamatosan megvalosuld fuziés eseményekre. Ujabb eredmények azt bizonyitjak, hogy
valoszinlileg a PM-bol szarmazd koleszterin, természetesen mas egyéb faktorok mellett,
szintén befolyassal van a lizoszomak stabilitasara [475]. Irodalmi adatok azt mutatjak, hogy a
lizoszomék és a PM kozott megvalosulod folyamatos koleszterin forgalom eredményeként, a
sejtben 1évo koleszterin mennyiségek 6 %-a talalhato a lizoszomakban normal koriilmények
kozott human fibroblasztok esetén [480]. A mi akut koleszterin deplécios eredményeinkbdl
kittinik, hogy a lizoszomdk stabilitdsa nagyon hamar reagdl a PM koleszterin véltozasaira.
Mindezekbdl feltételezhetd, hogyha egy sejt hatékonyan képes potolni illetve kontrollalni a
PM koleszterin szintjeit, akkor ezek a stabil koleszterin szintek kovetkezésképpen
befolyasoljak a lizoszomak stabilitasat illetve a lizoszoma fiiggd folyamatokat. Eredményeink
azt mutatjak, hogy a lizoszomalis koleszterin vesztés mértéke, életr6l-halalrol donthet azzal,
hogy vagy korai feedback jelként szolgdl egy membran repair folyamatban vagy végzetes
mértékben fokozza a lizoszoma membran permeabilitdsat. Irodalmi adatok alapjan
feltételezhetd, hogy az MDR sejtek hatékonyabb  koleszterin  kompenzacios
mechanizmusokkal rendelkeznek (lasd 1.10-es fejezet). Korai megfigyelések bizonyitjak,
hogy a PM emelkedett koleszterin mennyiségei mellett, az MDR sejtek (drog szelektalt
sejtvonalak), fokozott koleszterin észterifikaciot is mutatnak és ennek kdvetkeztében fokozott
mennyiségli észterifikalt koleszterint allitanak el6 a PM direkt vagy akar indirekt
hogy az acil CoA-koleszterin aciltranszferaz (ACAT) az ER-ben helyezkedik el, ez egyuttal
az extra mennyiségl koleszterin fokozott felvételét is jelenti a PM-bol [402] és egy gyors
koleszterin trafficking utvonalat feltételez a PM ¢és az ER kozott [374]. A mi életképességi
adataink 1s azt mutatjdk, hogy a 3T3-MDRI1 sejtek nem csak a koleszterin kivonasra
reagalnak jobbnak, de hasonloan sokkal inkabb képesek megbirkdzni az emelkedett
koleszterin mennyiségekkel is. Masrészt egy észterifikalt koleszterin pool-ra tamaszkodva
ezek a sejtek hatékonyabban képesek reagalni a PM csokkent koleszterin mennyiségeire,
példaul koleszterin kivonast kovetden. Mindezek mellett a MDR sejtek még fokozott
sebességli koleszterin szintézist is mutathatnak, a 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reduktaz
(HMG CoA-reduktaz) ubiquitinaciojat és ezzel lebomlasanak sebességét meghatarozo
ubiquitin E3 ligaz, a Trc8 alacsonyabb expresszioja miatt [403-405]. Az ezen sejtek esetén
valdszintisitheté nagyobb mennyiségli raft domén szintén azt eredményezhetii, hogy a PM

koleszterin nagyobb mennyiségei talalhatok alacsony kémiai potenciala allapotban (low
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escape tendency) [370]. Mivel szamos eddig ismert koleszterin kompenzaciés mechanizmus a
PM magas kémiai potencialu koleszterin mennyiségeinek valtozasaira reagal érzékenyen, €z a
tulajdonsag lehetdvé teszi ezen sejtek szamara, hogy a PM mar relative kis koleszterin
valtozasaira is reagaljanak (lasd 1.9-es fejezet). A raft domének folyamatos fokozott
internalizacidja mindezek mellett egy tovabbi jelentds koleszterin poolt jelent az
endocitotikus-recirkuldld rendszerben. A hatékonyabb koleszterin és membran repair
folyamat, ami a 3T3-MDRI1 sejtek esetén megfigyelheté magaban foglalja a raft domének
fokozott kihelyezését a PM-ba, mely folyamatot a raft asszocialt Pooll Pgp exocitdzisan

keresztiil tudtunk nyomon kovetni.

Annak ellenére, hogy a Pgp overexpresszidja tagadhatatlanul egy lényeges kiilonbség a két
vizsgalt sejtvonal kozott, a Pgp hozzdjaruldsa ehhez a folyamathoz még mindig kérdéses,
csakigy mint a raft mikrodomének stabilizalasahoz vald hozzajarulasa (lasd 1.8-as fejezet).
Az egyes alternative MDR mechanizmusok, ugyanakkor valészinileg nem fliggetlenek
egymastol. A hatékonyabb membran turnover-rel rendelkezd sejtek, hatékonyabb fehérje
turnover-t is mutatnak. Ez a Pgp hatékonyabb kihelyezését is biztositja a PM-ba, tovabba a
Pgp lizoszoémakban valdé nagyobb mennyiségli megjelenését szintén biztositja. S6t az
esetlegesen beinduld membran-repair is a hatékonyabb MDR-t szolgilja, a nagyobb

mennyiségli drog export lizoszomakkal valo eredményesebb eltavolitasaval.

Eredményeink tehat azt mutatjak, hogy az MDR sejtek hatékonyabb membran repair-rel
rendelkeznek a CD kezeléssel egyiitt jaro PM sériilést kdvetden, mely folyamat csatasorba
allitja a koleszterin kompenzaciés mechanizmusok mellett a kiterjedt endo-lizoszomalis
apparatusukat és magaba foglalja a Pgp-t tartalmazé raft domének exocitdzisat a sejtfelszinre.

Eredményeink az MDR sejtek alkalmazkodéasanak egy ijabb fortélyat emelik ki.
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5. OSSZEFOGLALAS

rrrrrr

detergensek hatassal vannak az aktin polimerizacios tulajdonsagaira ex vivo koriilmények
kozott is. Szubvitéalisan alkalmazott detergensek esetében a kritikus micelléris
koncentraciojuk elérésétol kezdve az aktin depolimerizacidja figyelhetdé meg intracellularisan.

2. A 15D3 monoklonalis antitest kotédési affinitasa jelentds koleszterin-fiiggést mutatott. Az
antitest segitségével a fehérje koleszterin medialt konformdacio valtozasa nagy érzékenységgel
nyomon kovethetd volt.

3.3, Bizonyitottuk az UIC2-vel jelolt Pooll Pgp-k fokozott endocitozisat a Pool2-h6z képest.

b, Bizonyitottuk, hogy az internalizalodott Pooll Pgp-k nagyobb mértékben 1épnek ra a késoi
endoszomak, lizoszomak felé iranyuld degradacios utra. Ugyanakkor felismertiik, hogy az
UIC2 antitest kotddése el6segiti a Pooll Pgp-k internalizacidjat.

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

d, Bizonyitottuk, hogy a Pooll Pgp-k 30 perces iddintervallumon beliil recirkulalnak a
sejtfelszinre. A teljes sejtfelszini Pgp mennyiségek internalizaciojat kovetden az expresszios
szintek csak hosszabb id6 alatt, sértetlen fehérjeszintézis mellett allnak helyre.

4. A PM koleszterin modulacioja elsdsorban a Pooll Pgp-k trafficking folyamatait modositja.
Tobblet koleszterin mellett fokozodik a sejtfelszini fehérjék internalizacidja és csokken a
sejtfelszinre torténd kihelyezddésiik. Koleszterin kivonast kovetéen a Pooll Pgp-k exocitozisa
erdsodik a kompenzatdrikus koleszterin és szfingolipid exporttal pArhuzamosan.

5. Bizonyitottuk, hogy a CD kezelés a 3T3-MDRI1 sejtek esetén is lizoszomalis exocitozist
indukal a membran repair folyamat részeként. Ujdonsagként kimutattuk, hogy a folyamat az
extracellularis kalciumtol valo fiiggés mellett koleszterin-fiiggést is mutat.

6. Bizonyitottuk, hogy a Pgp-t expresszalo multidrog rezisztens 3T3-MDR1 sejtvonal a drog
rezisztens NIH-3T3 sejtekkel ellentétben nagyobb mennyiségii és stabilabb lizoszomakkal
rendelkezik koleszterin moduléci6 nélkiil és koleszterin modulaciot kovetden is.

crer

alkalmazkodik és nagyobb életképességekkel rendelkezik.
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6. SUMMARY

1. We have confirmed that detergents, which are the most frequently used in membrane raft
studies, have an effect on the polymerization of actin ex vivo as well. The depolymerization
effect of most detergents, applied vitally, was first observed at around their critical micellar
concentrations.

2. Cholesterol modification of PM influenced the binding affinity of 15D3 mAb. 15D3 mAb
binds to a conformation sensitive epitope of Pgp that was responsive to PM cholesterol levels.

3.3, We have confirmed that UIC2 labeled Pooll Pgps show enhanced internalization
compared to Pool2 Pgps.

b, We have confirmed that internalized Pooll Pgps more likely choose the late endosomal,
lysosomal degradation pathway. At the same time we have recognized that binding of the
UIC2 mAb promotes internalization.

¢, We have confirmed that uptake of UIC2 labeled Pgps is an energetically active process.

d, We have confirmed that Pool1 Pgps recycle to the cell surface on a time scale of 30
minutes. At the same time, recovery of Pgp expression to its original level requires intact
protein synthesis and much longer time after internalization of the total amount of cell surface

Pap.

4. Alterations in cholesterol content of the PM modified the trafficking of raft-associated
Pooll Pgps. Cholesterol surplus increased the endocytosis and decreased the exocytosis of
Pooll Pgps. Cholesterol depletion induced the exocytosis of Pooll Pgps. The timing of the
process was closely linked to the timing of the compensatory cholesterol and sphingolipid
export via the secretory pathway.

5. Cholesterol extraction by CD triggers lysosomal exocytosis in 3T3 and 3T3-MDR1 cells as
well. Data indicate that not only extracellular calcium, as it was known earlier, but also PM
cholesterol, as our new observation, has a role in this membrane repair process.

6. Pgp-overexpressing drug resistant 3T3-MDR1 cells possess more numerous and stable
lysosomes compared to drug sensitive parental NIH-3T3 cells without and even after
cholesterol modulations.

7. Compared to parental cells, 3T3-MDR1 cells were more resistant to cholesterol
perturbations of the PM. This was reflected in significantly better viabilities.
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9. TARGYSZAVAK
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10. KOSZONETNYILVANITAS

K6szondm témavezetdmnek Dr. Bacsd Zsoltnak a munkam soran nyujtott szakmai segitségét,
tiirelmét és megértését.

Kosz6ném Dr. Szabd Gébor professzor Urnak, hogy a munkacsoportjahoz tartozhattam és
dolgozhattam.

Ko6sz6nom Dr. Goda Katalinnak a gondolkodos perceket, amikbdl jo otletek sziilettek.

Koszoném Dr. Szollési Janos professzor Ur segitségét. Nélkiile ez a dolgozat nem késziilt
volna el.

Koszonom az Gsszes asszisztensnek, akikkel az évek alatt egyiitt dolgoztam, Szaboné Jeney
Anitanak, Dajka Gyongyinek, Téglasi Annamaéridnak és Vezendiné Nagy Adélnak a
segitségét.

Ko6szonom a Biofizikai és Sejtbioldgia Intézet valamennyi dolgozdjanak a segitségét, legyen
az szakmai vagy emberi. Soha nem felejtem el, hogy amikor sziikségem volt ra, valaki mindig
ott volt, hogy a kezembe nyomjon akarcsak egy doboz pipettahegyet!

Koszonet az egyiitt toltott évekért Varadi Timednak, Nagyné Szabé Agnesnek, Bartok
Adamnak, Barsony Orsolyanak, Szodr Arpédnak, Dilip Shresthanak.

Ko6szonom Quang-Minh Doan-Xuan-nak, To-nak a Ph.D. szobankban egyiitt t6ltott, sokszor
¢jszakaba nytl6é munkat. Nagy sziikségem volt erre az 4zsiai munkamoralra!

Koszonom a Gyogyszertechnologia Intézet valamennyi dolgozojanak, hogy gyogyszerészként
naluk mindig magamra talaltam!

K6sz6nd6m a csalddom segitségét, tiirelmét!

Kiilon koszonom hagomnak, Katinak a tamogatasat, aki mindig mellettem van, hogy
megnyugtasson ¢€s hitet adjon!

Es kiilén koszonom férjemnek, Tibinek, hogy mellettem volt ezekben az években. Akkor is
amikor ugy tlint, hogy nem is igazan van felesége!
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