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RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 

ABC ATP-kötő domén (ATP Binding Cassette) 

acLDL Acetilált alacsony denzitású lipoprotein 

AO Akridin narancs 

AP1 Adaptor fehérje 1 

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

ASM Savas szfingomielináz 

A647 Alexa647, fluoreszcens festék 

βCD béta-ciklodextrin 

Bmax Maximálisan jelölhető kötőhelyek mennyisége 

CERT Ceramid transzporter 

CHAPS 3-[(3-kolamidpropil)dimetilammonium]-1-propánszulfonát, tenzid 

CMC Kritikus micelláris koncentráció 

COPI Burok fehérje I (Coat protein I) 

CRAC Koleszterin-kötő domén (cholesterol recognition amino acid consensus) 

CsA Ciklosporin A 

EEA1  Korai endoszóma antigén 1 (Early Endosome Antigen 1) 

ER Endoplazmatikus retikulum 

FCDR Áramlási citometriás detergens rezisztencia (Flow cytometric detergent 

resistance) 

FRET Förster-típusú rezonancia-energiatranszfer (Förster resonance energy transfer) 

GAP GTPáz aktiváló fehérje 

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

GGA Golgi-lokalizált ARF-kötő fehérje (Golgi-localized, γ-ear homology domain, 

ARF-binding protein)  

GluCer Glükoceramid 

glüPBS glükózos foszfát puffer oldat 

https://en.wikipedia.org/wiki/Endosome
https://en.wikipedia.org/wiki/Antigen
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HDL3 Magas denzitású lipoprotein 3-as alosztálya 

HMGCoA 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA-reduktáz 

Kd Disszociációs állandó 

LAMP1 Lizoszóma asszociált membrán fehérje 1 

mAt Monoklonális antitest 

MDR multidrog rezisztencia 

NBD Nukleotid kötő domén 

NP40 Nonidet P40, tenzid 

OSBP Oxiszterol kötő fehérje 

PC Foszfatidilkolin 

PE Foszfatidiletanolamin 

PFA Paraformaldehid 

Pgp P-glikoprotein 

PI Propidium jodid 

PM plazmamembrán 

SM Szfingomielin 

SREBP Koleszterin-anyagcsere szabályozásában résztvevő transzkripciós faktor 

(Sterol regulatory element binding protein) 

TGN Transz golgi hálózat 

TMD Transzmembrán domén 

TX100 Triton X-100, tenzid 
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1. BEVEZETÉS ÉS IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

1.1 A multidrog rezisztencia fenotípus: a P-glikoprotein kutatás korai évei 

A humán daganatos megbetegedések első sikeres kemoterápiás kezelése után nem sokkal jött 

a felismerés, hogy ezen kezelések hatékonyságának legnagyobb akadálya az adott 

kemoterápiás szerre mutatott kezdeti javulás után kialakuló rezisztencia. Több különböző 

támadásponttal rendelkező kemoterápiás szer együttes alkalmazása szintén nem vezetett 

sikerre, mivel a daganatos sejtek képesek voltak egyidejűleg a citosztatikumok széles 

spektrumával szemben is rezisztenciát, ún. multidrog rezisztenciát (MDR) kialakítani. Ezen 

folyamatok klinikai jelentőségét felismerve, számos kutatócsoport figyelme fordult azon 

farmakológiai, biokémiai és molekuláris mechanizmusok felderítésére melyek szerepet 

játszhatnak a jelenség kialakulásában. A kutatás mind a mai napig tart, olyan eddig már ismert 

és esetlegesen nem ismert mechanizmusok pontos felderítésére, melyek releváns célpontok 

lehetnek a daganatos sejtek kezelésében. 

1970-ben Biedler és Riehm aktinomicin-D-vel szelektált kínai aranyhörcsög sejtkultúrán 

kimutatta, hogy a sejtvonal egyidejűleg rezisztens más, szerkezetében és funkciójában eltérő 

citosztatikumra is (mitramicin, vinblasztin, vinkrisztin, puromicin, daunomicin, demekolcin, 

mitomicin C). A daunomicin-rezisztens sejtvonaluk szintén rezisztenciát mutatott 

aktinomicin-D-vel szemben is [1]. Az ezt követő években különböző kutatócsoportok még 

számos kereszt-rezisztenciát mutató sejtvonalat, illetve transzplantálható tumort szelektáltak 

különböző drogok segítségével, és bevetették a biokémia, a molekuláris biológia, a genetika 

és a sejtbiológia rendelkezésre álló összes eszköztárát a multidrog rezisztencia jelenség 

hátterének vizsgálatára. Ezen sejtvonalak némelyikét mind a mai napig használják Pgp 

expressziós standardként kutatócsoportok, illetve gyógyszercégek. 

Dano 1973-ban daunomicin rezisztens sejtek vizsgálata során megfigyelte, hogy a 

daunomicin sejtmagban mért koncentrációja megemelkedik különböző anyagcseregátló 

szerek (2-deoxiglükóz, iodoacetát), illetve vinka alkaloidok jelenlétében, melyre a sejtvonal 

korábbi vizsgálatok alapján kereszt-rezisztenciát mutatott [2]. Dano már ekkor felvetette 

annak lehetőségét, hogy a rezisztens sejtekben megfigyelhető csökkent drog akkumulációt 

egy energia-függő karrier-mediált pumpa mechanizmus eredményezi, amelyért a különböző 

drogok egymással kompetálnak. Skovsgaard daunorubicinre rezisztens, Erlich aszcitesz tumor 

sejtek vizsgálatakor szintén nem zárta ki egy fokozott aktív pumpa mechanizmus meglétét a 

rezisztens sejtekben, de emellett felvetette lehetséges magyarázatként a drogok csökkent 
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affinitását az intracelluláris kötőhelyekhez, valamint egy csökkent influx lehetőségét is [3]. 

Beck és mtsai radioaktív vinblasztinnal végzett kísérletekből arra a következtetésre jutottak, 

hogy a humán limfoblaszt sejtekben tapasztalt alkaloid-rezisztencia energia-függő csökkent 

drog kötődéssel magyarázható [4]. Ling és Thompson [5] csökkent sejtmembrán 

permeabilitással magyarázta az általuk vizsgált CHO sejtek kolhicin rezisztenciáját. Még 

ebben az évben ezen kutatócsoport is bizonyította a csökkent kolhicin akkumuláció 

energia-dependens voltát [6] illetve később azt, hogy a sejtek drog felvétele szoros 

összefüggésben van a sejtekben tapasztalt ATP szintek változásával [7].Victor Ling saját 

bevallása szerint [8] eredményeik teljes egészében összeegyeztethetőek voltak Dano 

eredményeivel, mégis úgy gondolták akkor, hogy a MDR során kialakuló kereszt-

rezisztencia - szerkezetükben adott esetben teljesen eltérő drogokra - sokkal inkább 

összeegyeztethető egy, a sejtmembránt érintő általános folyamattal. Ezen gondolatok, 

elképzelések eredményeként született meg az „aktív permeabilitási barrier modell”, mely a 

membrán lipid fluiditásának csökkenésével magyarázta a rezisztens sejtek drogok széles 

spektrumával szemben mutatott fokozott rezisztenciáját. Nehezen volt elfogadható az, hogy 

az MDR fenotípus önmagában magyarázható lenne egy klasszikus drog efflux 

mechanismussal. Elképzelhetetlennek tűnt, hogy egyetlen transzporter hogyan képes ennyi 

vegyületet felismerni! A multidrog rezisztencia során a citosztatikumok széles spektrumával 

szemben alakul ki rezisztencia, olyan amfifil-lipofil anyagokkal szemben, melyek 

szerkezetükben és méretükben is jelentősen eltérőek: 200 Da-tól akár 1900 Da-ig.  

1976-ban Juliano és Ling munkacsoportja az általuk szelektált kolhicin-rezisztens sejtvonalon 

egy glikoprotein megnövekedett expresszióját írta le [9]. Egy kb. 170 kDa (165 kDa) méretű 

glikoprotein csúcsot figyeltek meg a gélben a colchicin rezisztens sejtek esetében, ellentétben 

a vad-típusú sejtekkel. Így született a P-glikoprotein elnevezés a sejtek colchicinre mutatott 

csökkent permeabilitásának megfelelően. Jack Riordani és Ling 1979-ben mutáns és revertáns 

sejtvonalakból készített és Comassie blue-val festett plazmamembrán vezikulák vizsgálata 

során összefüggést tapasztalt a fehérje mennyisége és a drog rezisztencia mértéke között [10]. 

Kartner és mtsai poliklonális antitestek segítségével végzett Western blot kísérletekben 

kimutatták a 170 kDa tömegű Pgp-t, mint közös fehérjekomponenst különböző MDR 

sejtvonalakon [11]. Majd további monoklonális antitestek kifejlesztésével [12] korrelációt 

figyeltek meg a multidrog rezisztencia mértéke és a P-glikoprotein expressziós szintje között 

különböző emlős MDR sejtvonalakon, illetve néhány kemoterápiára rezisztens petefészek 

daganatban [13]. 1983-84-ben kolhicin rezisztens sejtek genomi DNS-el transzfektált 

sejtekben Robertson és mtsai korrelációt találtak egyrészt a Pgp mennyisége, valamint az ún. 
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kettős-parány kromoszómák (double minute chromosomes) száma és a kolhicin rezisztencia 

között. Mivel ezen extrakromoszómális DNS szakaszok megjelenése bizonyos gének 

amplifikációjával van kapcsolatban, arra a feltételezésre jutottak, hogy a Pgp-t kódoló gén 

amplifikációjáról lehet szó ezen rezisztens sejtvonal és esetleg más, szelektált sejtvonalak 

esetében is [11, 14]. Igor Roninson CHO sejtek vizsgálata során szintén azt találta, hogy 

bizonyos DNS szekvenciák amplifikációja korrelál a multidrog rezisztencia mértékével [15]. 

1986 május-júniusában Shen és Roninson egy 4,5 kb mdr1 hírvivő RNS (mRNS) emelkedett 

szintjéről, valamint az mdr1 DNS amplifikációjáról számolt be különböző humán 

sejtvonalakban [16, 17], mely szorosan korrelált a drog rezisztencia mértékével. Ueda és 

mtsai rövid időn belül bizonyították, hogy valójában ezen mdr1 gén kódolja a Pgp-t [18], és 

az mdr1 klón retrovirális transzfekciója multidrog rezisztens fenotípussal ruházza fel a 

transzfektált sejteket [19]. Gros és mtsai néhány hónappal hamarabb hasonló eredményre 

jutottak egér mdr1 klón transzfektálásával [20]. 1986-ban 3 közlemény született az MDR-rel 

intenzíven foglalkozó neves kutatócsoportok tollából, mely az mdr1 gén cDNS-nek 

szekvenálása során arra a felismerésre jutott, hogy a Pgp/mdr1 nagyfokú szekvencia 

homológiát mutat már ismert bakteriális ATP-kötő transzport fehérjékkel, illetve legfőképpen 

azok hidrofil régiójával, nukleotid kötőhelyével [21-23].  

Az elsődleges szerkezet ismeretében már körvonalazódott a multidrog rezisztenciában 

szerepet játszó Pgp strukturális és funkcionális modellje, mely számos citosztatikum 

energia-dependens kipumpálásaval képes ezen drogok intracelluláris koncentrációjának 

csökkentésére. Humán Pgp ellen kifejlesztett MRK16 egér monoklonális antitest (mAt) 

segítségével [24] Thibeaut és mtsai bizonyították a Pgp jelenlétét különböző normál szövetek 

(máj, hasnyálmirigy, vese, vastagbél, vékonybél, agy) epitél sejtjeinek apikális oldalán [25, 

26]. Fojo és Goldstein ezzel párhuzamosan számos daganatos mintában is kimutatta az mdr1 

mRNS jelenlétét [27, 28]. Ezen kísérletek eredményeként fogalmazódott meg az elképzelés, 

mely szerint a Pgp-t a különböző toxikus xenobiotikumok elleni általános védekezési 

mechanizmus hívta életre, olyan szövetekben, melyek fontosak lehetnek ezen drogok 

abszorpciójában (bél lumen epitél sejtjei); metabolizációjában-eliminációjában (máj, vese), 

valamint különböző létfontosságú szervek úgymint a vér-agy gát, here, petefészek és placenta 

sérülékeny fiziológiás barrierjeinek megerősítésében. 

1992-ben Cole és mtsai számos kemoterapeutikummal szemben rezisztenciát mutató 

multidrog rezisztens sejtvonalon, egy másik ATP-kötő transzporter nagyszámú kifejeződését 

írta le az ún. MDR-kapcsolt fehérjét, MRP1-et [29]. 
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Majd 1998-ban Doyle és mtsai egy szintén számos citosztatikummal szemben - többek között 

mitoxantronnal szemben is - rezisztenciát mutató humán mellrák sejtvonalon egy harmadik 

fontos fehérje jelenlétéről számolt be, a BCRP-ről (Breast Cancer Resistance Protein), amely 

önmagában is képes volt a multidrog rezisztens fenotípus kialakítására [30].  

Az emberi szervezetben mai tudásunk szerint a legfőbb MDR-ATP-kötő fehérjékhez tartozik 

az MDR1/Pgp/ABCB1, az MRP család számos tagja (MRP1-9) valamint a 

BCRP/MXR/ABCG2. Nagyszámú, főként hidrofób xenobiotikumok mellett képesek számos 

amfifil anion és kation természetű anyag sejtekből történő kipumpálására is, és ilyen módon, 

mint a szervezet ún. kemoimmunrendszerének tagjai képesek szervezetünket megvédeni a 

különböző toxikus metabolitoktól [31]. 

1.2 Az ABC transzporterek 

1985-ben Higgins és mtsai három egymástól független bakteriális transzporter aminosav 

szekvenciájának vizsgálata során felismerték, hogy mindhárom transzporter viszonylag 

azonos pozícióban azonos szekvencia motívumokat tartalmaz. Ezen aminosav szekvenciák 

egy ún. ATP nukteotid kötő domén részét képezik. A fehérjék transzportfunkcióhoz 

szükséges konformációváltozását pedig az ATP kötéséből és hidrolíziséből származó energia 

szolgáltatja [32]. Ezen első felismerések fektették le a mára már jól ismert ABC (ATP-

binding cassette transporter) transzporterek létezésének alapjait. 1986-ban Gros; Chen és 

Gerlach már ezen és számos egyéb bakteriális transzport fehérje aminosav szekvenciájának 

ismeretében sorolhatta a MDR-ban fontos szerepet játszó Pgp-t az ATP-kötőhely 

nagymértékű evolúciós konzerváltsága, valamint hasonló mechanizmusa alapján ezen 

szupercsalád tagjai közé [21-23, 33].  

Az ABC transzporterek képezik a legnagyobb transzmembrán fehérje családot, melynek tagjai 

a baktériumoktól az emberig minden élőlényben megtalálhatóak [34]. A sejtek 

plazmamembránjában és intracelluláris kompartmentjeinek membránjában elhelyezkedve 

részt vesznek számos vegyület: cukrok, aminosavak, fémionok, peptidek, fehérjék, 

nagyszámú hidrofób vegyület, valamint metabolitok transzportálásában. Fontos szerepet 

játszanak olyan sejtfunkciókban, mint toxikus vegyületek kiválasztása, anyagfelvétel vagy 

jelátvitel [35, 36]. Az eukarióta genomban nagy számban megtalálható ABC transzporter 

gének nagyfokú konzerváltságot mutatnak az egyes specieszek között, mely arra enged 

következtetni, hogy ezen gének már az eukarióta evolúció kezdetekor is léteztek. A humán 

genom szekvencia analízise alapján 48 különböző ABC transzporter ismert [37], melyek 7 
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alcsaládra (ABCA-tól ABCG- ig) oszthatóak génstruktúrabeli hasonlóságuk (fél vagy teljes 

transzporterek), a domének sorrendje, valamint a nukteotid-kötő illetve a transzmembrán 

domének homológiájának alapján (lásd ABC transzporterek szerkezete). 

Gén 

Egyéb 

ismert 

elnevezés 

Fenotípus, betegség Ismert funkció 

ABCA1   Tangier kór, FHDLD koleszterin és foszfolipid transzport 

ABCA3   surfactant deficiencia   

ABCA4 ABCR Stargardt kór, FFM, RP, CRD, AMD   

ABCA12   Harlequin ichtiózis   

ABCA13   
skizofrénia, bipoláris depresszió, 

depresszió 
  

ABCB2 TAP1 Bechet kór antigén peptidek transzportja az ER-be 

ABCB3 TAP2 Bechet kór antigén peptidek transzportja az ER-be 

ABCB4 MDR3 
3-as típusú illetve terhességi 

intrahepatikus kolesztázis 
foszfatidil-kolin szekréció az epébe 

ABCB7   szideroblasztos anémia 
FeSO4 komplexek transzportja a 

mitokondriumba 

ABCB11 
BSEP vagy 

SPGP 
2-es típusú intrahepatikus kolesztázis epesavak export 

ABCC2 
MRP2 vagy 

cMOAT 
Dubin-Johnson szindróma bilirubin export 

ABCC6 MRP6 pseudoxanthoma elasticum   

ABCC7 CFTR 
cisztikus fibrózis, 

pankreátitisz,bronchiectázia, CBAVD 
Cl

-
 csatorna 

ABCC8 SUR1 
gyermekkori familiáris 

hiperinzulinémiás hipoglikémia 

ATP-szenzitiv K
+ 

csatorna regulátor a  

pankreász β-sejtjeiben 

ABCC9   
dilatatív kardiomiopátia ventrikuláris 

tachycardiával 
  

ABCC11   fokozott izzadás és fülzsír termelés   

ABCD1 ALDP adrenoleukodisztrófia 
zsírsavak (VLCFA) peroxiszómális 

transzportja 

ABCD2 ALDR adrenoleukodisztrófia 
zsírsavak (VLCFA) peroxiszómális 

transzportja 

ABCG2 BCRP köszvény húgysav export 

ABCG5   szitoszterolémia fitoszterolok exportja 

ABCG8   szitoszterolémia fitoszterolok exportja 

1. táblázat Humán ABC transzporterekhez köthető fenotípusok, betegségek 

FHDLD - familiáris hipoalfalipoproteinémia (familial hypoalphalipoproteinemia); FFM - 

fundus flavimaculatus; RP - retinitis pigmentosa; CRD - csap- és pálcikasejtek disztófiája 

(cone rod dystrophy); AMD - idősköri makula degeneráció (age-related macular 

degeneration); CBAVD - kongenitális bilaterális vas deferens hiány (congenital bilateral 

absence of vas deferens); VLCFA - hosszú szénláncú zsírsav (very long chain fatty acid) [41-

44]. 
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Ezen ABC transzporterek egyre növekvő számban köthetőek különböző betegségek, illetve 

fenotípusok megjelenéséhez. Az 1. táblázat az eddig ismert ABC transzporter mutációkhoz 

köthető (Mendeli rendellenességek / komplex betegségek) humán genetikai 

rendellenességeket foglalja össze. 

Az ABC transzporterek funkciójuk alapján három csoportra oszthatóak. Pumpaműködésű 

transzporter feherjékre, csatorna funkciót betöltő, valamint csatornaszabályozó fehérjékre. 

Míg a legtöbb ismert hatásmechanizmusú ABC-fehérje valódi transzporterként működik, 

addig a csatornaszabályozó, ill. csatorna működésű ABC-molekuláknak eddig csak két tagja 

ismert. A SUR1 (sulfonylurea-receptor, ABCC8) valószínűleg az intracelluláris ATP, 

valamint ADP koncentráció függvényében szabályozza a glükóz indukálta inzulinszekréció 

szabályozásában fontos szerepet betöltő K
+
 -csatorna működését [38]. Míg a CFTR (cisztikus 

fibrózis transzmembrán konduktancia regulátor, ABCC7) egy ATP-hidrolízis és cAMP-függő 

foszforiláció által szabályozott Cl
- 
csatorna [39, 40], amely más membránfehérjék működését 

is szabályozza, azaz egyszerre tölt be csatorna, valamint csatornaszabályozó funkciót. 

1.3 Az ABC transzporterek szerkezete 

1. ábra Az ABC transzporterek nukleotid kötő doménjének konzervált motívumai  

(A); az L alakú NBD sémás alakja (B); valamint az N-terminális és a C-terminális két 

nukleotid kötő domén által kialakított funkcionális ATP kötő zsebek (C) [57]. 

 

A 

B C 
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A transzporterek prototípusa két citoplazmatikus nuleotid kötő doménből valamint a hozzájuk 

kapcsolódó két, a membránon többször átívelő transzmembrán doménből áll. A dimerként 

funkcionáló transzmembrán domének alakítják ki a szubsztrát transzlokációhoz szükséges 

csatornát, valamint a szubsztrát kötő zsebet, míg a két citoszolikus nukleotid kötő domén 

felelős az ATP kötésért, illetve hidrolízisért. Teljes transzporterek esetén ezeket a funkcionális 

egységeket egyetlen polipeptid lánc tartalmazza (pl. ABCB1: N-TMD-NBD-TMD-NBD-C), 

míg fél transzporterek esetén (pl. ABCG2: N-NBD-TMD-C) homo- vagy heterodimerek 

kialakulása szükséges egy működőképes transzporter létrehozásához [34, 45, 46]. Az ABC 

transzporterek nukleotid kötő doménje számos jellegzetes peptid motívumot tartalmaz. Az 

egymástól 90-120 aminosavnyi távolságra lévő Walker A és Walker B motívumot, mely 

minden ATP-kötő fehérje sajátja, az ABC-signature motívumot (LSGGQ szekvencia, ABC 

linker vagy C motívum), valamint H- D- és Q-loop-okat, mely kizárólag az ABC-

transzporterekre jellemzőek. 

Az egyik nukleotid kötő domén Walker A, -B illetve H-loopja a másik nukleotid kötő domén 

D-loopjával és signature motívumával ún. „sandwich dimer”-t alkotva hozza létre a két ATP 

kötéséhez szükséges nukleotid kötő zsebeket (1. ábra). 

A Walker A motívumról ismert, hogy az ATP β-foszfátját köti [47]. Az ABC-signature 

motívum kritikus az ATP hidrolízisében csakúgy, mint a NBD-ek és a TMD-ek közötti 

kommunikációban [48, 49]. A D-loop-nak valószínüleg a katalitikus kötő helyek közötti 

kommunikációban lehet szerepe [46]. A H-loop vagy kapcsoló régió (switch region) a 

szubsztrát indukálta ATP hidrolízis folyamatában résztvevő fontos peptid szekvencia lehet 

[50, 51]. A Q-loopról egyes szerzők feltétlezték hogy a γ-foszfát hidrolízisében tölthet be 

szerepet [52], mások szerint ezen peptid motívum mutációja önmagában nincs hatással az 

ATP hidrolízisére, de valamilyen módon rontja a NBD-ek és TMD-ek közötti kommunikációt 

[53, 54]. A nemrégen közölt aromás aminosavakban gazdag A-loop nagyfokú konzerváltsága 

révén feltehetően szintén a NBD részét képezheti, és az ATP adenin-gyűrűjével van 

kölcsönhatásban [55, 56]. 

Az ABC transzporterek osztályozását, illetve az egyes alcsaládok egy-egy jeles képviselőjét 

mutatja be a 2. ábra [58]. Az ABCA illetve az ABCC család tagjai kizárólag teljes 

transzportereket tartalmaznak, az ABCD illetve az ABCG család féltranszporterekből áll. Az 

ABCG2/BCRP/MXR egy tipikus homodimerként funkcionáló ABC fehérje, ahol a két 

féltranszporter diszulfid hidakkal kapcsolódik egymáshoz [59] [60]. Az ABCB család az 

egyetlen család, mely teljes transzportereket pl. ABCB1/MDR1/Pgp valamint fél 
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2. ábra Az ABC transzporterek osztályozása illetve az egyes alcsaládok egy-egy jeles 

képviselője 

(ATP: nukleotid kötő domén; sárga oszlopok: transzmembrán domén) [58]. 

 

transzportereket is tartalmaz. Az immunsejtek antigén-prezentációjában fontos szerepet játszó 

ABCB2/TAP1 és ABCB3/TAP2 („transporter associated with antigen processing”) 

féltranszporter együttműködése a heterodimerizáció szép példája [61, 62]. Az ABCE valamint 

az ABCF család tagjai kizárólag nukleotid kötő doméneket tartalmaznak, de ezen nukleotid 

kötő doménjük alapján filogenetikailag egyértelműen az ABC transzporterek 

szupercsaládjába sorolandóak. A család tagjai a közös evolúciós eredet ellenére számos 



15 

 

bizonyos funkciókhoz kapcsolt különbséget is mutatnak. A cAMP regulált klorid-ion 

csatornaként működő ABCC7/CFTR például extra hosszúságú intracelluláris loopként 

tartalmaz még egy ún. regulátor domént is [63]. Az ABCC1/MRP az N-terminálisán egy 

rövidebb extra transzmembrán doménnel egészült ki. Bár úgy tűnik, ezen extra domén 

deléciója nem eredményez funkcióvesztést [64], nem úgy a linker rész (L0) mely a következő 

transzmembrán doménhez kapcsolja [65]. 

1.4 Az ABCB1 vagy P-glikoprotein 

Jack Riordan 1979-es drog rezisztens sejtekből készített plazmamembrán vezikulákon végzett 

kísérletei - mely szerint a Pgp nem volt eltávolítható ezen vezikulákból a perifériás 

fehérjékkel együtt, ellenben bizonyos nem-ionos detergensekkel, több más membrán 

fehérjével együtt szolubilizálható volt – már előrevetítette, hogy egy integráns 

membránfehérjéről van szó [10]. Az 1986-ban publikált mdr1 cDNS szekvenálási adatok 

alapján meghatározott elsődleges szerkezet ezt egyértelműen megerősítette [21-23] (3. ábra). 

 

 
3. ábra A Pgp hidrofóbictási plot alapján feltételezett első szerkezete az aminosav 

sorrend ismeretében [23]. 

 

A 7-es kromószómán található humán mdr1 gén [66] egy 1280 aminosavból álló 

transzmembrán fehérjét kódol, mely feltehetőleg két, a plazmamembránt hatszor átivelő α-

helixek által alkotott homológ transzmembrán doménből és két nukleotid kötő doménből áll. 

A névadó glikozilációs helyek az első nagyobb extracelluláris loop-on (hurkon) helyezkednek 

el. Az első adatok alapján felvázolt szekvencia homológia a két fél között (43 %-os 

szekvencia homológia)[22, 23], valamint bizonyos intron-párok konzerváltsága arra engedett 

következtetni, hogy a Pgp-t kódoló gén egy ősi, hat transzmembrán doménnel rendelkező 
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fehérje génjének duplikációjával jött létre, mely további mutációkon esett át az evolúció során 

[67]. Chen és mtsai az általuk 1990-ben meghatározott teljes exon/intron struktúra alapján, 

mely szerint valójában csupán két intron-pár található konzervált pozícióban (mindkettő a 

NBD-en belül), egy másik evolúciós utat javasoltak. Ez alapján a Pgp két hasonló, de 

egymástól független fehérje génjeinek fúziójaként jöhetett létre [68].  

A Pgp kapcsán felmerülő egyik legérdekesebb kérdés, hogy hogyan képes egyetlen fehérje 

ennyi szerkezetében és méretében eltérő szubsztrát felismerésére és pumpálására? Mely 

kérdésre az egymással szorosan párhuzamosan futó, a Pgp valódi három dimenziós 

szerkezetének, komplex drog kötőhelyének, valamint pontos működési mechanizmusának 

megfejtésére irányuló számtalan kísérletből lassan talán választ kapunk. 

A Pgp működési elvének megértésére irányuló törekvések első lépese az alapvetően fontos 

funkcionális egységek meghatározása volt. Korai vizsgálatok bebizonyították, hogy bármelyik 

molekulafél mutációja önmagában képes a Pgp működésének inaktiválására [69, 70]. Egy 

funkcióképes transzporter létrehozásához a molekula két felének szoros együttműködése 

szükséges [71], mely folyamatban a két felet összekötő 75 aminosavból álló flexibilis linker 

szakasznak kiemelt szerepe van [48], feltehetően a két ATP kötőhely közötti 

kommunikációban betöltött szerepe miatt. A transzmembrán doménekhez hasonlóan mindkét 

ATP-kötő hely szükséges volt a működéshez [72, 73], mely előrevetítette azt a ma már ismert 

tényt, hogy két nukleotid kötő domén együttesen hozza létre a két ATP kötéséhez szükséges 

nukleotid kötő zsebeket (lásd ABC transzporterek szerkezete). 

Számos mutációs (deléciós mutánsok, cisztein mutánsok, arginin mutánsok létrehozása) 

valamint a fehérje tiol csoportjaival keresztkötést létrehozó szubsztrátokkal történő vizsgálat 

kísérelte meg a drogkötőhely vagy legalábbis azon aminosav oldalláncok azonosításását, 

melyek szerepet játszhatnak a fehérje-ligand kölcsönhatásban és segíthetik a drogtranszport 

mechanizmus pontosabb megértését. Cisztein mutáns Pgp-n végzett kísérletek megerősítették 

a hidrofóbicitási plot alapján 1986-ban felvázolt szerkezetet, miszerint a Pgp mindkét fele 6-6 

transzmembrán szegmensből áll [74]. A korai transzport kísérletek két eltérő drog kötőhelyet 

azonosítottak a rhodamine (R-kötőhely) és a Hoechst 33342 festék (H-kötőhely) számára, 

valamint egy szabályozó funkciót betöltő harmadik kötőhelyet, ami prazozin illetve 

progeszteron kötésére volt képes [75, 76]. Diszulfid-hidas keresztkötési kísérletek a 4-5-6-os 

valamint 10-11-12-es transzmembrán hélixek együttes közreműködését feltételezték a drog 

kötőhely-kötőhelyek kialakításában [77]. Egyéb tanulmányok számos további kötőhelyek 

meglétéről számoltak be [78, 79]. Mindezen megfigyelések alapján felvetődött annak 
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lehetősége, hogy ezen kötőhelyek valójában a transzmembrán domének által kialakított közös 

felszínen helyezkednek el [78, 80].  

Számos adat utalt arra, hogy a Pgp már a plazmamembránban megköti hidrofób, valamint 

amfifil természetű szubsztrátjait, illetve, hogy a drog kötőhelyek valóban a TMD-ken 

helyezkedhetnek el. Különböző gátlószerek Pgp-re kifejtett hatása egyenes arányban volt azok 

PM-ban való feldúsulásukkal [81], valamint a calcein fluoreszcens festék nem fluoreszcens 

lipofil acetoximetil-észter származékát (calcein-AM) a Pgp még azelőtt eltávolította a 

sejtekből, mielőtt az fluoreszcens festékké alakulhatott volna a citoplazmatikus nem-

specifikus észterázok által [82]. A drog kötőhelyek TMD-ken való elhelyezkedését tovább 

erősítette az a tény, hogy a NBD-eket nem tartalmazó csonkolt mutánsok megtartották 

szubsztrát kötő képességüket [83]. Ezek és számos egyéb példa támasztotta alá azt a korábbi 

elgondolást, mely szerint a Pgp nem a vizes intracelluláris térből, hanem ún. „hidrofób 

porszívóként” már a lipid kettősrétegből gyűjti össze a különböző drogokat és ily módon már 

a PM-ban képes amfifil, illetve hidrofób szubsztrátjainak feltartóztatására [84-86]. Azaz a Pgp 

szubsztrát specificitását a drog kötőhellyel való kölcsönhatás mellett az adott vegyület lipid 

oldhatósága is befolyásolja. 

Azon megfigyelés, hogy a Pgp képes rövid szénláncú membránlipidek transzlokálására a 

plazmamembránon keresztül, valamint az, hogy a Hoechst 33342 Pgp szubsztrát kötőhelye a 

citoplazmatikus membrán lemezben lehet, egy másik elképzelt működési modell meglétét 

erősítette [87-89]. Eszerint a Pgp szubsztrátjait a sejtmembrán belső lemezéből a külső 

lemezébe átfordítva ún. flippázként egyenlőtlen eloszlást idéz elő a plazmamembránban. A 

Pgp működésének hatására a szubsztrátok az extracelluláris lemezben dúsulnak fel, ahonnan a 

molekulák az extracelluláris térbe diffundálhatnak [90, 91]. 

Korai, a 6-os illetve 12-es transzmembrán szegmenst érintő cisztein mutánsokon, szubsztrátok 

és ATP mellett végzett keresztkötési vizsgálatok bizonyították [92], hogy ezen 

transzmembránszegmensek keresztköthetőek drog stimulálta ATP hidrolízist követően. A 

transzmembrán szegmensek előzetes keresztkötése mellett viszont gátolt volt az ATP 

hidrolízis, mely gátlás a diszulfid hidak felbontásával megszüntethető volt. Ezek az 

eredmények korábbi megfigyelésekhez hasonlóan [93, 94] már feltételeztek egy konformáció 

változásban megnyilvánuló szoros kommunikációt a drog kötőhely valamint a nukleotid 

kötőhelyek között. Feltételezhető volt, hogy a Pgp szubsztrát kötő helye nagy és alacsony 

affinitást biztosító konformációs állapotok között alternál a NBD-ken megvalósuló ATP 

hidrolízis függvényében. Rádioaktív ligand kötési kísérletek azt mutatták, hogy a vinblasztin 

ATP távollétében mutat nagyobb affinitást a Pgp-hez, míg ATP analóg jelenlétében pedig 
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alacsonyabb affinitással kötődik [95]. Ezen korai sejtbiológiai és biokémiai vizsgálatok során 

levont következtetések még mindig rendkívül fontosak, annak ellenére, hogy azóta 

rendelkezésünkre áll számos elektronmikroszkópos szerkezeti eredmény [96, 97], valamint a 

Pgp-vel szekvencia homológiát mutató bakteriális ABC transzporterek [98-100], illetve az 

egér ABCB1a [101] kristályszerkezetének szerkezeti részletei. Ha figyelembe vesszük a 

különböző mutációs vizsgálatok, módosított drog szubsztrátok, vagy akár a kristályszerkezet 

meghatározás során felmerülő artefaktumok lehetőségét, valószínűtlennek tűnik, hogy 

bármely módszer önmagában választ adhatna a felmerülő kérdésekre. 

Mai ismerteink alapján a Pgp egy komplex a transzmembrán domének által kialakított 

kötőhellyel, kötő zsebbel rendelkezik, amelyet a transzmembrán helixek aminosav oldalláncai 

bélelnek. A szubsztrátok és a Pgp aminosav oldalláncai között különböző, mindig az adott 

szubsztrátra jellemző hidrofób és van der Waals kölcsönhatások alakulnak ki. A „szubsztrát 

indukálta illeszkedés” során az egyes szubsztrátok Pgp-hez való affinitását ezen 

kölcsönhatások eredői határozzák meg [102]. A 4. ábrán azon aminosav oldalláncok 

láthatóak, melyekről eddigi mutációs kísérletekből származó ismereteink alapján 

feltételezhető, hogy részt vehetnek a szubsztrát kötőzseb kialakításában. 

Más elképzelés szerint azonban a valódi drogkötésben csak bizonyos transzmembrán 

domének vesznek részt (the domain interface model) [103]; a feltételezett transzmembrán 

párok az 5-ös illetve 8-as transzmembrán helix pár, valamint a 3-as és 11-es transzmembrán 

hélix pár. 
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4. ábra A szubsztrát kötőzsebet alkotó aminosav oldalláncok felderítésére tett mutációs 

kísérletek eredményeinek összefoglalója [58]. 

A transzmembrán hélixek elrendezése még a Sav1866 bakteriális ABC transzporterének 

extracelluláris tér felé nyitott kristályszerkezete alapján történt. A kék aminosavak cisztein 

mutáns-tiol reaktív szubsztrátokkal végzett vizsgálatokban ATPáz aktivitást indukáltak. A 

pirossal jelölt aminosav oldalláncok hasonló kísérletben gátolták a szubsztrát indukálta 

ATPáz aktivitást, de a gátlás a tiol reaktív szubsztrát kezelés előtt adott szubsztráttal 

kivédhető volt. Az ATP hidrolízis alatt keresztköthető cisztein mutált oldalláncok zöld színnel 

láthatóak. A vonalak a 4 °C-on oxidálószer jelenlétében keresztköthető ciszteineket jelöli. 

Sárgával jelöltek azok az oldalláncok, melyek megváltoztatták a Pgp szubsztrát specificitását 

arginin mutációt követően.  

 

Aller és mtsai a nemrégiben közölt 3,8 Å felbontású egér ABCB1a kristályszerkezete alapján 

[101] (88%-os szekvencia homológia a humán ABCB1-gyel) egy jelentős 6,000 Å
3
 méretű 

kötő üregről számolnak be, mely korábbi eredményekkel összhangban akár több drog 

együttes kötésére is képes [104, 105].  

Korábbi, illetve a nem régiben közölt bakteriális ABC transzporterek, illetve egér ABCB1a 

kristályszerkezetének ismeretében azt mondhatjuk, hogy a fehérje nukleotid távollétében egy 

ún. befelé (a citoplazma felé) nyitott konformációban van (5. ábra) . A TMD-ek között ebben 

a konformációban a citoplazmatikus lemez számára hozzáférhető rés található, mely 

összhangban van a korábban elképzelt hidrofób porszívó vagy akár flippáz modellel is. 

Nukleotidok jelenlétében a fehérje kifelé (az extracelluláris tér felé) nyitott konformációba 
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kerül, ahol a transzmembrán domének közötti rés immár az extracelluláris lemez számára 

hozzáférhető. 

 
5. ábra A szubsztrát efflux modellje 

(a) Az ABCB1 befelé (az intracelluláris tér felé) nyitott konformációja egér ABCB1a 

kristályszerkezete alapján [101]. (b) Az ABCB1 feltételezett kifelé (az extracelluláris tér felé) 

nyitott konformációja az MsbA [100] valamint Sav1866 [98] bakteriális ABC transzporterek 

kristályszerkezete alapján. [106]. 

 

Biokémiai és a kristályszerkezeti adatok alapján a transzport mechanizmus legalább 4 lépésre 

osztható fel. (1) A szubsztrát a citoplazmatikus membrán lemezből vagy a citoplazmából a két 

transzmembrán domén közötti résen keresztül belép a szubsztrát kötő üregbe és kötődik a 

nagy affinitású ligand kötőhelyhez. (2) Az ATP kötése és/vagy hidrolízise alatt a 

transzmembrán szegmensek konformációváltozáson mennek keresztül, amely során a 

citoplazmatikus lemez felé eddig nyitott rés bezárul, majd az extracelluláris lemez felé 

kinyílik, miközben a Pgp és szubsztrátja közötti különböző intermolekuláris kapcsolatok 

csökkenésével romlik a szubsztrát affinitása a drog kötőhelyhez. (3) A ligand a laterális résen 

keresztül távozik a külső mebrán lemezbe, vagy a vizes extracelluláris térbe. (4) A szubsztrát 

disszociációját követően a transzmembrán domének visszatérnek az intracelluláris tér felé 

nyitott nagy affinitású konformációs állapotba [106]. Ambudkar és mtsai egy 1999-ben 

javasolt modellben [107] két független drog-kötőhelyet különböztettek meg, egy nagy 

affinitású „ON” kötőhelyet, illetve egy alacsonyabb affinitású „OFF” kötőhelyet, mely 
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utóbbira a szubsztrát az extracelluláris térbe történő távozása előtt kerül át. Mai ismereteink 

alapján ez a modell új megvilágításba kerül. Ezen kötőhelyek akár egyazon kötőhelyet is 

jelenthetnek, hiszen a drog kötőzseb központi elhelyezkedése a foszfolipid kettősrétegen 

belül, valamint a fehérje befelé és kifelé nyitott konformációs állapot közötti alternálása 

következtében - mely lehetővé teszi a szubsztrát hozzáférését mindkét lemez számára - 

gyakorlatilag a szubsztrát elmozdulása nélkül is lehetséges. Valószínűnek tűnik korábbi 

biokémiai [92, 108] és mostani kristályszerkezeti adatok alapján a transzmembrán hélixek 

rotációja a ciklus során, mely a transzmembrán domének által rejtett pozícióba, vagy akár a 

lipid kettősrétegbe ágyazza a korábban a szubsztrát kötő zseb számára még hozzáférhető 

aminosav oldalláncokat [106]. A korábban már említett artefaktumok lehetősége miatt 

azonban számos kérdésre egyelőre nem adható egyértelmű válasz. 

1.5 A Pgp trafficking folyamatai 

1.5.1 Intracelluláris elhelyezkedés, ismert trafficking útvonalak  

A Pgp ~140-150 kDa-os core-glikozilált fehérjeként szintetizálódik az ER-ban. Az eddig 

ismert transzkripciós faktorok között szerepel a c-Jun [109], a D vitamin receptor [110], a 

FOXO3a [111] és a számos más fehérje transzkripcióját is befolyásoló nukleáris faktor κB 

[112]. A hősokk faktor 1 és a hősokk fehérje 27 esetén azt találták, hogy gátolta a fehérje 

expresszióját a fehérje transzkripcióját befolyásoló mutáns p53 illetve a már említett NF-κB 

akkumulációjának gátlásával [113]. Az ER-ban a megfelelően feltekeredett (normal folding) 

fehérje - mely folyamat pontos szabályozásáról eddig kevés információnk van -, a Golgi-ba 

kerülve az első extracelluláris hurkon elhelyezkedő három N-glikozilációs helyen további 

glikoziláción megy keresztül és éri el végülis az emlős sejtekben jól ismert ~170 kDa-os 

molekula tömeget [114-117]. Feltehetően számos chaperone fehérje befolyásolja ezt a 

glikozilációs folyamatot, mint például a nemrégiben azonosított ER-kötött fehérje egyik új 

izoformája a Bap29varP, melynek úgy tűnik fontos szerepe van a Pgp sejtfelszinre történő 

szállítási folyamataiban az N-glikoziláció végső lépéseiben játszott szerepe miatt [118].  

A glikozilációs lépéseket követően a PM-ba kikerült érett Pgp a linker szakaszon még 

foszforilálódhat. Eddigi ismeretink alapján az azonosított kinázok között szerepel a PKC és 

PKA [119]. 

Dong Fu és mtsai által végzett Pgp-EGFP-s kísérletekben az első fluoreszcens jeleket a 

transzfekciót követő 8. órában tapasztalták. A 12-15. órában a fehérje intracellulárisan 

helyezkedett el egy ER-szerű citoszolikus kompartmentben, míg 18-20 órával a transzfekció 
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után a maghoz közeli Golgi apparátusban. 24 órával a transzfekciót követően pedig már 

erőteljes jel figyelhető meg a sejtek plazmamembránjában [120]. Korábbi eredmények is azt 

mutatják, hogy a megszintetizált fehérje, körülbelül 2-4-6 óra alatt érik 170 kDa-os 

glikoproteinné [114, 121]. 

A Pgp polarizált és nem-polarizált sejtek esetén is kétféle módon kerülhet az apikális 

membránba vagy plazma membránba. A konstitutív útvonal során a fehérjék vezikulákba 

csomagolva a citoszkeleton mentén közvetlenül kerülnek a sejtfelszinre. A másik lehetséges 

útvonal során a fehérjék intracelluláris poolként először különböző endoszómális 

kompartmentekbe kerülnek és innen gyakorlatilag közvetve szállítódnak a sejtfelszinre. 

Polarizált WIF-B hepatocita eredetű sejtekben a Pgp a Golgi-ból közvetlenül az apikális 

sejtfelszinre került [122], míg más tanulmányok szerint a Pgp hasonlóan más apikális 

fehérjékhez a Rab11a pozitív intracelluláris recirkuláló endoszómákban várakozik, és innen 

kerül az apikális sejtfelszinre, amikor a polarizáció létre jön [123]. Nem-polarizált MCF-7 

humán mellrák sejtekben az EEA1 és Rab5 pozitív korai endoszómák bizonyultak 

intracelluláris átmeneti poolnak a vizsgált Pgp-EGFP sejtfelszinre történő kihelyezése során 

[124]. Kim és Sztul által közölt korai eredményekből feltételezhető, hogy a Pgp folyamatosan 

internalizálódik és recirkulál [125]. Eredményeik alapján a sejtekben található Pgp pool 30%-

a folyamatosan intracellulárisan helyezkedik el, és valószínűleg érett fehérje. Az eddigi Pgp 

traffickinggel foglalkozó cikkekből amellett, hogy feltételezhető a fehérje folyamatos 

plazmamembrán és intracelluláris kompartmentek közötti traffickingje, még egy fontos dolog 

emelhető ki. Különbségek mutatkozhatnak a megfigyelt trafficking útvonalakban és az egyes 

interakciós partnerekben ezen folyamatok során a különböző sejtvonalak, illetve a már 

említett polarizáció függvényében. Kim és Sztul humán intesztinális karcinóma sejtekben 

végzett vizsgálatai szerint például a fehérje folyamatos klatrin és AP-2 függő endocitózison 

megy keresztül, mely folyamatban a Rab5 fehérje overexpressziója a PM-ban található 

fehérjék intracelluláris kompartmentekben való akkumulációját eredményezte. Ezen 

eredményekből feltételezhető a Rab5 szerepe az internalizációs folyamatokban. Fu és mtsai 

ugyanakkor HeLa sejtek Pgp-EGFP és domináns-negatív Rab5 egyidejű expressziója során 

szintén a Pgp intracelluláris kompartmenekben való felhalmozódását tapasztalta, melyből a 

szerzők arra következtettek, hogy a Rab5-nek a PM felé irányuló exocitótikus folyamatokban 

van fontos szerepe ezen sejtvonal esetén [126]. Hasonlóan drog rezisztens leukémia sejtekben 

a Rab4 fehérjék overexpressziója csökkentette a sejtfelszíni Pgp mennyiségét, míg HeLa 

sejtek esetén nem eredményezett változást a fehérje intracelluláris disztribúciójában [127, 

128]. Ezen sejtvonal esetén a Rab5 mellett talán még inkább a RalA bizonyult fontos 
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fehérjének a Pgp endocitótikus és recirkulációs folyamataiban [126]. Ezek a kísérletek 

felhívják a figyelmet arra, hogy a Pgp különböző sejtvonalakon vizsgált internalizációs és 

recirkulációs folyamatainak részletei nem feltétlenül  általánosíthatóak. Ugyanakkor viszont 

egyértelmű, hogy ezeknek a Rab fehérjéknek fontos szerep jut a Pgp trafficking szabályozása 

során. 

A fehérje PM-ban betöltött szerepéből, illetve a már említett plazmamembrán és az 

endocitótikus-recirkuláló kompartmentek között megvalósuló folyamatos traffickingjéből már 

feltételezhető, hogy a citoszkeleton különböző elemeinek fontos szerep jut a MDR illetve a 

Pgp traffickingje során. Egyelőre viszonylag kevés tanulmány foglalkozik a mikrotubulusok 

szerepével a Pgp sejtfelszíni kifejeződésében [129, 130]. Sai munkájában polarizált WIF-B 

hepatocita eredetű sejtek esetén azt találta, hogy a Pgp a TGN-ből nagy részt közvetlenül, 

korai endoszómák vagy recirkuláló endoszómák érintése nélkül kerül ki az apikális 

sejtfelszínre, és ennek a TGN-PM útvonalnak a nagyobb része a mikrotubulus hálózat 

közreműködésével történik. Georges és mtsai eredményei szerint az α- és β-tubulinfehérjék a 

Pgp linker szakaszával létesítenek közvetlen kapcsolatot.  

Takeshita és mtsai korai oszteoszarkóma sejteken végzett vizsgálatai alapján úgy tűnik, hogy 

a multidrog rezisztens daganat sejtek a szenzitív tumor sejtekkel összehasonlítva fokozott 

mennyiségű szervezett aktin filamentum struktúrákat tartalmaznak, mely struktúrák aktin 

polimerizációt gátló szer melletti szétszerelődése a doxorubicin rezisztencia megszűnéséhez 

vezetett [131]. Tsuoro és mtsai még korábban daunomicin és vinkrisztin rezisztens sejtekben 

szintén azt látták, hogy az aktin filament rendszer kiemelkedőbb szerepet játszik a tumor 

sejtek rezisztenciájának megtartásában mint a mikrotubulus hálózat [132]. Luciani és mtsai 

humán limfóma sejteken azt találták, hogy a Pgp kolokalizál és immunoprecipitálható az 

ezrin, radixin és moesin (ERM) aktin citoszkeletonhoz kapcsolódó fehérjékkel, mely fehérjék 

gátlása a drog rezisztencia megszűnését eredményezte a Pgp-mikrofilamentum kapcsolat 

gátlásával, és ez a Pgp sejten belüli véletlenszerű eloszlását eredményezte [133]. A 

kutatócsoport korábbi munkája során makrofág sejtek INFγ kezelésénél is azt tapasztalta, 

hogy az overexpresszálódott Pgp molekulák polarizált sejtfelszinre történő kihelyezése 

párhuzamos bizonyos aktin-kötő fehérjék redisztribúciójával. Az ezrin és Pgp kolokalizációja 

itt is kimutatható volt [134]. Bacsó és mtsai FRET eredményei alapján a Pgp szintén 

kolokalizációt mutat bizonyos raft markerekkel és molekuláris közelségben van olyan raft 

fehérjékel mint a CD44 vagy CD59. Feltételezhető a CD44 szerepe a fehérje aktin kötésében 

az ERM fehérjéken keresztül [135]. Fu és mtsai szintén a mikrofilamentum kiemelkedő 
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szerepéről számolnak be humán mellrák sejtekben a Pgp-EGFP recirkulációs trafficking 

folyamataiban [124]. Mindezek alapján, úgy tűnik, hogy az aktin mikrofilamentum 

hálózatnak fontos szerepe van a Pgp trafficking folyamataiban, illetve a PM folyamatos Pgp 

expressziójának biztosításában, feltehetően a fehérje plazmamembrán és különböző 

intracelluláris kompartmentek közötti állandó internalizációs és recirkulációs folyamataiban 

betöltött szerepe miatt. 

A sejtfelszínre történő trafficking során érintett organellumok mellett számos más helyen is 

leírták a Pgp jelenlétét. A multidrog rezisztens sejtekben megfigyelhető, a Pgp 

szubsztrátjaiként is számontartott drogok intracelluláris szekvesztrációja [136-138], valamint 

az tény, hogy a sejtfelszíni Pgp molekulák gátlása nem jár a rezisztencia teljes megszűnésével, 

több kutatócsoportot sarkalt arra, hogy funkcionális Pgp jelenlétét feltételezze különböző 

intracelluláris sejtorganellum membránjában. Az adatok azonban eléggé ellentmondásosak.  

 
6. ábra A Pgp intracelluláris lokalizációja, traffickingje és recirkulációja 

A P-glikoprotein zöld pontként látható az ábrán. A fehérje trafficking és recirkulációs 

folyamataiban részt vevő Rab GTPázokat fekete négyzetek jelzik. A nyilak az intracelluláris 

organellumok közötti, valamint az organellumok és a plazmamembrán között megvalósuló 

útvonalakat demonstrálják [142]. 
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Több szerző detektálta a Pgp jelenlétét például a sejtmag membránban [139-141] és 

feltételezte szerepét a sejtmag drogokkal szembeni védelmében.Szaflarski és mtsai szerint 

ezen lokalizációjú Pgp-k más glikozilációs mintával is rendelkeznek, mely összecsenghet 

azzal az elképzeléssel, hogy a glikoziláció a fehérje sejten belüli lokalizációját meghatározó 

trafficking folyamatok fontos szabályozója lenne [143]. Más szerzők ezzel szemben nem 

tapasztalták a Pgp lokalizációját ezen sejtorganellum membránjában [120, 144]. A 

magmembrán porozitása, mely a Pgp általi efflux ellenére megengedné a drogok passzív 

diffúzióját, a Pgp sejtmag membránban történő elhelyezkedése ellen szól. Bár a különböző 

molekulák nukleáris pórus komplexeken keresztül történő árámlása valójában úgy tűnik, hogy 

a sejtek által szigorúan szabályozott folyamat [145]. A Pgp mitokondriumban való 

elhelyezkedése kapcsán megjelent cikkek felhívják a figyelmet az egyes sejtorganellumok 

preparálása során felmerülő kontaminációs problémákra. Két különböző kutatócsoport által 

publikált eredmények szerint a mitokondriumban elhelyezkedő Pgp egyik elképzelés szerint a 

sejtorganellum belsejébe pumpálná a különböző drogokat és ily módon védené a sejtet azok 

káros hatásaitól [146], míg a másik elképzelés szerint ellentétes orientációja alapján védené 

ezt a sejtorganellumot a drogok citoplazmába történő transzportjával [147]. Michael 

Gottesman laborjában végzett kísérletek - ugyan más sejtvonalakon - talán rávilágíthatnak 

ennek a zavarba ejtő különbségnek az okára, mely szerint az izolálás során a mitokondrium 

preparátumok plazmamembránnal szennyeződnek. Az ilyen kontaminált membránokon 

végrehajtott funkcionális esszékből pedig a vezikula keletkezése során kialakult Pgp 

orientációnak megfelelően különböző következtetések vonhatóak le [148]. A szerzők nem 

térnek ki, csak utalást tesznek a sejtmag preparálás során esetlegesen felmerülő hasonló 

problémákra. Más szerzők primer patkány májsejtek polarizációját befolyásoló folyamatok 

vizsgálata során szintén nem látták a Pgp jelenlétét a mitokondriumban [142, 149]. 

Ugyancsak funkcionális Pgp jelenlétét feltételezték párhuzamosan bizonyos Pgp szubsztrátok 

akkumulációjával, elsősorban a transz-Golgi-ban, hasonlóan a korábbi intracelluláris 

organellumokhoz [150, 151]. Mások is detektálták a Pgp jelenlétét a Golgi-ban [130, 144], de 

morfológiai megjelenéséből és a plazmamembránnal összehasonlítva lényegesen alacsonyabb 

mennyiségéből fakadóan a szerzők csak a fehérje tranziens jelenlétét feltételezték az ER-beli 

tartózkodásához hasonlóan. Egyéb tanulmányok, amikor is a Pgp intracelluláris lokalizációja 

a sejtek drogok iránti nagyfokú érzékenységével járt [120, 152, 153] szintén arra világítanak 

rá, hogy a Pgp elsődleges lokalizációja a plazmamembrán, mely összhangban van a Pgp 

korábban említett szöveti lokalizációjával és feltételezett szerepével a szervezet védekezési 

mechanizmusaiban.  
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Összefoglalva tehát, bár tetszetős az elképzéles, hogy a különböző drogok, multidrog 

rezisztens sejtekben oly gyakran megfigyelt megváltozott intracelluláris eloszlásában a Pgp-

nek ténylegesen szerepe lenne, erre nincs egyértelmű bizonyíték. A Pgp jelenléte viszont 

bizonyított az ER-ban, a Golgiban, korai endoszómákban, recirkuláló endoszómákban, késői 

endoszómákban, lizoszómákban és proteoszómákban. Gyakorlatilag azokban az intracelluláris 

organellumokban melyek a fehérje szintéziséhez, posztranszlációs módosításához, 

internalizációjához, recirkulációjához, valamint degradációjához köthetőek. 

1.5.2 Stabilitás és lehetséges degradációs útvonalak 

A plazmamembránban elhelyezkedő érett transzmembrán fehérjéről (170 kDa) ismert, hogy 

rendkívül hosszú életidővel rendelkezik. Muller és munkatársai 14-17 órás féléletidőről 

számolnak be, mely szérum deprivált és magas konfluenciájú sejtek esetén más 

citoplazmatikus és membránfehérjékkel ellentétben még növekszik is [154]. Más szerzők akár 

50 órás féléletidőt is említenek [155]. HeLa sejteket Pgp-EGFP-vel transzfektálva a Pgp 3 

napig detektálható a sejtekben [120]. Az éretlen core-glikozilált fehérje féléletideje ettől 

lényegesen kevesebb, 2-3 óra [155, 156]. Ezen rosszul feltekeredett, mutáns Pgp-k az 

endoplazmatikus retikulumban halmozódnak fel és rövid időn belül degradálódnak. 

Bár az N-glikoziláció mértéke nagyban függ a Pgp-t expresszáló sejtvonaltól, Sf9 rovar 

sejtekben például ~148 kDa-os Pgp fehérjék expresszálódnak a PM-ban. Érdekes 

megfigyelés, hogy ezek az alul glikozilált Pgp-k mégis funkcionálisan aktívnak bizonyultak 

[157, 158]. Korábbi eredmény, mely szerint vinblasztin rezisztens MDR sejtvonalakat 

tunikamicin (glikozilációt gátló) szer mellet tartva, a sejtfelszíni Pgp-k glikozilációja csökkent 

ugyan, de ez nem járt a vinblasztin intracelluláris akkumulációjával, szintén kizárta, hogy 

funkcióképes Pgp-k csak megfelelően glikozilált fehérjék lehetnek [4]. Ling glikoziláció 

deficiens Pgp-vel végzett kísérletei során szintén erre a következtetésre jutott [159]. Valóban 

úgy tűnik a teljes glikoziláció nem feltétlenül szükséges a Pgp drog kötéséhez és transzport 

funkciójához, de az a tény, hogy az 1-es extracelluláris hurkon elhelyezkedő N-glikozilációs 

helyekből legalább kettő erősen konzervált szekvencia az emlős sejtek esetén, a korábbi 

megfigyelések ellenére arra utal, hogy kell, hogy legyen valamiféle evolúciós kényszer, ami 

ezeket a szekvenciákat megtartotta. Több munkacsoport arra a következtetésre jutott, hogy a 

megfelelő glikoziláció a fehérje funkciójának megtartásához ugyan valóban nem szükséges, 

de erősen befolyásolhatja annak traffickingjét és stabilitását [117, 160]. 
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Az ismert, glikozilált fehérjék esetén releváns chaperone-ok közül [161] egy ER integráns 

membrán fehérjéről a calnexinről írták le, hogy mind a vad típusú mind a mutáns Pgp-kel 

asszociál, de csak a vad-típusú fehérjék képesek a calnexinről ledisszociálva elérni a plazma 

membránt [155]. A calnexinről ismert, hogy szénhidrát oldalláncot ismer fel és ahhoz kötődik 

[162]. Kramer és munkatársai saját és a korábbi, itt említett kísérletek megismétlésével 

próbálta felfedni, mi lehet a sokszor ellentmondó adatok mögött. Szükséges-e valójában a Pgp 

glikozilációja transzport funkciójának betöltéséhez a plazmamembránban? A sejtfelszíni Pgp 

mennyiségek csökkenésével párhuzamosan ugyanis, egyik sejtvonaluk esetén, fokozott 

doxorubicin akkumulációt figyeltek meg glikozilációt gátló tunicamycin kezelést követően. 

Egy másik sejtvonal esetén a 140 kDa-os alul glikozilált, de foszforilált fehérje a PM-ban 

helyezkedett el és a sejtvonal megtartotta az MDR fenotípust, habár korábban soha nem volt 

kitéve drog kezelésnek [121]. Arra a következtetésre jutottak, hogy a Pgp rendkívül hosszú 

féléletideje miatt a magas expressziós szintet mutató sejtvonalak esetén egy adott időablakban 

alkalmazott tunikamicin kezelésnek valójában nincs lényeges hatása a Pgp expressziójára. 

Alacsonyabb expressziós szintet mutató sejtvonalak esetén a hatás azonban már 

megfigyelhető. Saját, és Ling korábbi eredményeire hivatkozva ők is megjegyzik, hogy a 

glikoziláció nem feltétlenül szükséges a Pgp funkciójához. Adott esetben alul glikozilált 

Pgp-k is kikerülhetnek és még működőképesek is lehetnek a PM-ban. Egyértelműsítik 

azonban azt a korábbi feltételezést, hogy a Pgp glikozilációja elengedhetetlen annak 

megfelelő traffickingjéhez és stabilitásához. Tehát a glikoziláció ha nem is kell a Pgp 

transzportfunkciójához, de hosszú távon szükséges az MDR fenotípus fenntartásához.  

A glikoziláció Pgp stabilitásában betöltött szerepére utalnak Loo és Clarke valamint Zhang 

kísérletei. MDR sejtek tunicamycin kezelését követően - hasonlóan ezen sejtek ubiquitin 

transzfekciójához - a fehérje fokozott ubiquitinációja és degradációja figyelhető meg. Ez a  

degradáció, korábbi eredményekkel összhangban, proteoszóma gátló szer (MG-132) mellett 

elmarad [71, 163]. Wang és mtsai szintén hangsúlyozzák az N-glikoziláció szerepét a Pgp 

ubiquitináció és degradáció gátlásában [164]. Élesztő két hibrid rendszer, illetve 

immunoprecipitációs vizsgálatok a Pgp linker régiójának és az RNF2 (RING finger protein 2) 

E3 ubiquitin ligáznak az interakciójáról számolnak be. A szenzitív és rezisztens sejtek RNF2 

expresszióját összehasonlítva a szerzők fontos szerepet tulajdonítanak ezen ligáz 

downregulációjának a Pgp emelkedett kifejeződésében [165].  

Loo és Clarke, a Pgp, mint jellegzetes transzmembrán fehérje kapcsán két lehetséges 

degradációs útvonalról számol be. Az egyik az ER proteázok által történik, még a Pgp 
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szintézise alatt. A másik útvonal a poszttranszlációs modifikációt is magába foglaló teljes 

bioszintézist követő degradációs út. Mutációs kísérletek a Pgp egyes extracelluláris hurkát is 

proteolitikus degradációra érzékeny hasítási helyként azonosítják. Érdekes módon, a 113-as 

helyen lévő arginin cseréje, mely nem messze van a konszenzus glikozilációs helytől, 

megakadályozza az ER proteázok által létrehozott 130 kDa-os proteolitikus degradációs 

termék keletkezését [166]. A nem megfelelően glikozilált és feltekeredett éretlen Pgp-k tehát 

az „ER quality control” részeként vagy lebontásra kerülnek az ER proteázok által, vagy 

ubiquitinálódnak és a proteoszómába kerülve degradálódnak. 

Érdekes módon bizonyos Pgp szubsztrátok és modulátorok jelenlétében [156], valamint a 

sejteket alacsony 26 fokos hőmérsékleten tartva [155], a különböző mutáns Pgp fehérjék 

képesek kikerülni ezt a kontrollt és érett funkcionális fehérjeként jelennek meg a sejtfelszínen. 

Az, hogy kapszaicin, ciklosporin, vinblasztin és verapamil ún. kémiai chaperone-ként, 

sejtvonaltól és mutációs helytől függetlenül, a drog kötőhelyhez kötődve képes volt 

elősegíteni a fehérje közel natív szerkezetének felvételét és sejtfelszíni megjelenését, egy 

rendkívül érdekes jelenség az MDR kapcsán.  

Hasonlóan a glikozilációhoz, a foszforiláció szerepe sem egyértelmű a Pgp turnover-e során. 

Bár a Pgp-t foszforiláló szerin/treonin kináz Pim-1 onkogén gátlása egyértelműen 

csökkentette a sejtfelszíni Pgp mennyiségét [167], azonban korábbi kísérletekben a 

foszforilációs lépés nem bizonyult meghatározó faktornak a Pgp ubiquitinációjában, 

degradációjában vagy a drog transzport folyamatában [163, 168].  

Míg az éretlen rosszul tekeredett Pgp-k esetén újabb tanulmányok szerint is egyértelmű a 

fehérje proteoszómabeli lebomlása [169-171], addig a sejtfelszíni Pgp-k esetén ezt nem 

mondhatjuk el. Zhang és mtsai a plazma membránban található és ubiqitinált Pgp molekulák 

degradációját szintén a proteoszómában feltételezték, mivel MG-132 proteoszóma gátlószer 

növelte mind az ubiquitinált, mind a nem ubiquitinált Pgp mennyiségét, míg klasszikus 

lizoszóma gátlószereknek (pl. monensin) nem volt hatása a Pgp mennyiségére [163]. Újabb 

tanulmányok szintén a proteoszómát nevezik meg a PM fehérje degradációs helyeként [172]. 

Okhawa és mtsai egy régebbi munkájában ezzel ellentétben a lactacystin proteoszóma 

gátlószernek nem volt hatása a fehérje citoplazmatikus és sejtfelszíni mennyiségére. A 

lizoszóma gátló NH4Cl-nak viszont igen. Ezek alapján feltételezték az ubiquitinált plazma 

membrán Pgp-k lizoszómabeli lebomlását [173]. Kim és mtsai a keresztkötött és 

internalizálódott sejtfelszíni Pgp molekulák végső degradációs helyének szintén a lizoszómát 
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nevezte meg [125]. Hasonlóan Fu és mtsai szintén azonosítottak egy kisebb intracelluláris 

Pgp-EGFP poolt a lizoszómában [124]. 

A klasszikus lizin-48 kapcsolt és a fehérje proteoszómabeli lebomlást eredményező 

poliubiquitináció mellett ma már ismert a membrán fehérjék esetében is megfigyelhető 

számos monoubiquitináció és lizin-63 kapcsolt poliubiquitináció kombinációja, mely az ún 

„endosomal sorting complex required for transport (ESCRT)” irányítása alatt a fehérjéket az 

endoszómákból az ún. multivezikuláris testekbe irányítják, melyek végül a lizoszómával 

fúzionálnak [174]. A proteoszóma gátló szerek szelektivitása kétséges, mivel lizoszómális 

enzimek gátlására is képesek. Továbbá ezen proteoszóma gátló szerek a transzmembrán 

fehérjék stabilitását befolyásoló intracelluláris kinázok és citoszkeletális komponensek 

proteoszómabeli degradációjával szintén befolyásolni tudják a PM fehérjék mennyiségét 

[175]. Mindezeket figyelembe véve valamint azt, hogy a proteoszómában történő lebomlás 

elsődleges célpontjai valójában rövid életidejű magi, illetve citoplazmatikus fehérjék, a 

sejtfelszíni Pgp molekulák klasszikus lizoszómában történő lebomlása, mint egy lehetséges 

degradációs végpont valószínűsíthető. A két párhuzamosan futó degradációs út más 

membránfehérjék esetén már bizonyított [176], akár számos, eddig még nem ismert útvonal 

mellett. 

1.6 Membránmikrodomének 

1970-ben Frye és Edidin egér és humán limfocita sejtek fúzióját követően azt tapasztalta, 

hogy az adott sejtekre jellemző két különböző fluoreszcens festékkel jelölt fehérje antigének 

rövid időn belül összekeveredtek a közös sejtmembránban [177]. Ez a jelentős kísérlet 

lerombolta azt a korábbi elképzelést, mely szerint a lipid kettősrétegből álló membránokban 

merev, mozdulatlan testekként állnának a fehérjék. 1972-ben Frye és Edidin kísérletét alapul 

véve Singer és Nicolson megalkotta a „folyékony mozaik” membránmodell-t, mely szerint 

mind a lipidek, mind pedig a fehérjék szabad laterális mozgásra képesek, és ennek 

megfelelően egyenletesen random eloszlását mutatnak a membránokban [178]. A tinta alig 

száradt meg a tanulmányon, amikor már különböző kutatócsoportok eredményei álltak 

rendelkezésre arról, hogy a fehérjék és lipidek feltételezett véletlenszerű eloszlása a 

membránban valószínűleg pontatlan, hibás. Röntgen diffrakciós [179], elektronmikroszkópos 

[180], differenciál pásztázó kalorimetria, anizotrópia [181], spin szondával dolgozó 

spektroszkópiai eljárások [182], laterális diffúziós (FRAP) [183, 184] és különböző lipid 

próbák megoszlási kísérleteinek [184, 185] eredményei utaltak arra, hogy a fehérjék és lipidek 
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elrendeződésében laterális heterogenitás figyelhető meg, és hogy laterális mozgásukat 

valószínűleg nem kizárólag a szabad diffúzió határozza meg. 

1974-ben Lee és mtsai kísérleti eredményeik tükrében „lipid klaszterek” meglétét feltételezték 

a membránban [186]. Wunderlich és mtsai elképzelése szerint a heterogenitás hátterében 

„rigid folyadék kristály klaszterek” jelenléte áll, melyeket szabadabb eloszlást mutató 

folyadékkristály lipid molekulák vesznek körül [187]. 1978-ra a nómenklatúra tovább 

finomodott, és már „rendezettebb állapotú lipid” struktúrákként („lipids in a more ordered 

state”) említik ezeket a klasztereket szemben a membránban általánosan megfigyelhető 

kevésbé rendezett, rendezetlen állapotú lipid struktúrákkal (disordered state) [179]. A „lipid 

domén” fogalmat először Karnovsky és mtsai említik 1982-es munkájukban. Korábbi és saját 

eredményeik alapján már következtetéseket vonnak le arra vonatkozóan, hogy ezen domének 

megzavarása a strukturális következményekkel párhuzamosan funkcionális jelentőséggel is 

bír [188]. Brown és munkatársai 1992-es tanulmányukban ezen jellegzetes lipid összetételű, 

koleszterin- és szfingolipid-gazdag mikrodomének egyik mai napig fontos tulajdonságára 

világítottak rá. Ezek szerint rezisztensek (oldhatatlanok) maradnak hideg 1 %-os Triton-X 100 

detergens kezelés során. Ezeket 5-30 % közötti lineáris szukróz gradiensre rétegezve és 

centrifugálva, nagy mennyiségű, lipid összetételüknél fogva a felső alacsony denzitású 

frakciókból nyerhetőek vissza [189]. Magát a „raft hipotézist” Simons és Ikonen fogalmazta 

meg pontosan 1997-ben, mely szerint a telített zsírsavláncokat tartalmazó szfingolipidek 

koleszterinnel történő laterális összeszerelődése valószínűleg olyan lipid raft (lipid tutaj) 

struktúrákat hoz létre, ami úszik a glicerofoszfolipid-gazdag környezetben és olyan 

sejtfunkciókban tölt be meghatározó szerepet, mint a bioszintetikus és endocitótikus 

trafficking folyamatok, illetve a szignál transzdukció. Az egyes fehérjék szelektíven 

kizáródnak vagy belekerülhetnek ezekbe a doménekbe [190]. Számos elnevezés került 

használatba az irodalomban ezen klaszterek detergenssel szembeni viselkedése és jellegzetes 

lipid összetétele alapján (Detergent-resistant membranes (DRM); Detergent insoluble 

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

A fénymikroszkóp elméleti 200-nm-es felbontóképessége alatti méret mellett talán ez, az 

artefaktumok keletkezésének lehetőségét egyáltalán nem kizáró, detergens alapú azonosítási 

mód az, ami a leginkább megosztotta a tudományos világot a raftok létezésével kapcsolatban. 

Ma már olyan mikroszkópos technikák birtokában mint a SIM (Structured Illumination 

Microscopy; <120 nm felbontóképesség) [191], a STED (Stimulated Emission Depletion 

Microscopy; ~80 nm felbontóképesség) [192], valamint 3D PALM/dSTORM (Photo-
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activated localisation microscopy/direct Stochastic optical reconstruction microscopy; >20 nm 

felbontóképesség) [193, 194] - mely technika akár élő nem fixált sejtek vizsgálatára is 

alkalmas [195] - egyre kevesebb kétségünk lehet ezen struktúrák létezéséről [196-198]. 

A 2006-os Keystone szimpózium során a tudományterület érdekelt képviselői az alábbi 

konszenzusra jutottak a raftok, mai ismereteink alapján helytálló definícióját illetően. „A 

membrán raftok kicsi (10-200 nm), heterogén, rendkívül dinamikus, szterol- és szfingolipid-

gazdag domének, amelyek különböző sejtfolyamatok kompartmentalizációjában vesznek 

részt. A kisebb raftok néha fehérje-fehérje, illetve fehérje-lipid kölcsönhatásokon keresztül 

nagyobb platformokká összeállva stabilizálódhatnak” [199]. 

Annak ellenére, hogy a lipidek szerepe egyértelműen elismert a fázis szeparációban, egyre 

több információ áll rendelkezésre arról, hogy ezen struktúrák kialakulásában a lipidek mellett 

a fehérjék is fontos résztvevők. Éppen ezért megfelelőbbnek találták a résztvevők a „membrán 

raft” kifejezést a korábban használt „lipid raft” kifejezés helyett. Méret tekintetében a néhány 

nanométer nagyságú struktúrákat, az úgy nevezett nanoklasztereket a szerzők kizárták, 

csakúgy mint az olyan nagy komplexeket mint az immunológiai szinapszis. A 200 nm-es 

felső határt a kaveolák mérete adja, mely egyértelműen elfogadásra került a szerzők által, 

mint a membrán raft család tagja. Régóta ismert általános tulajdonsága ezen struktúráknak a 

jellegzetes lipid-összetétel. Detergens alapú technikával izolált raftok lipid-összetételét a 

teljes membránnal összevetve elmondható, hogy 3-5-ször nagyobb mennyiségű koleszterint és 

szfingomielint tartalmaznak. A szfingomielin a raft lipidek 10-15%-át képviseli, míg a 

koleszterin a lipidek akár felét is kiteheti. A glikoszfingolipidek (gangliozidok, cerebrozidok) 

további jellegzetes lipidkomponensei ezen struktúráknak. Glicerofoszfolipidekből viszont a 

teljes membránnal összehasonlítva legfeljebb fele mennyiséget tartalmaznak [189, 200, 201]. 

A raftok jellegzetes lipid komponensei tehát a koleszterin és a két telített zsírsavláncot 

tartalmazó szfingolipidek. Ezen két lipidnek az interakciója az, ami erősen rendezett 

tulajdonságot kölcsönöz a doménnek. A tudományterület érdekelt képviselői között számos 

okból régóta elfogadott tény, hogy a raftok rendkívül heterogén struktúrák [200]. Annak 

ellenére, hogy az előbb említett összetétel általánosságban megállapítható, a raftok valójában 

nagy változatosságot mutatnak még lipid összetételükben is [202-204]. Egy adott lipid 

megjelenése a raftokban, vagy kizárása a raftokból, befolyásolja a további lipidkomponensek 

megjelenését, csakúgy mint a fehérjék összetételét a raftokban. Régóta ismert, hogy ezen 

domének koleszterin-tartalmának csökkentése befolyásolhatja egy-egy fehérje raft 

lokalizációját, illetve funkcióját [205-210]. Ugyanakkor egy-egy fehérje megjelenése vagy 
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hiánya a membrán raftokban hasonlóan befolyásolja a raftok lipid összetételét és ezen 

keresztül funkcióját [209, 211, 212]. A kaveolák jellegzetes fehérjéjének, a kaveolin-1-nek az 

expressziója olyan sejtekben melyek egyébként nem expresszálják a fehérjét, 50%-kal növelte 

a detergens rezisztens frakciók koleszterin tartalmát. Ily módon a raftok heterogenitása talán 

éppen a fehérje összetételben keresendő, általánosságban elmondható rendkívül változatos 

struktúrájukból kifolyólag és mivel számtalan módon képesek az egyéb raft komponensekkel 

interakciót kialakítani és ily módon befolyásolni, módosítani a raftok összetételét. 

Az egyik legrégebben ismert szignál ami nagy valószínűséggel az adott fehérje raftokkal 

történő interakcióját eredményezi, az a glikozil-foszfatidil-inozitol (GPI) lipidoldallánc 

jelenléte a fehérjén [189, 213-216]. Hasonlóan magának a fehérjének a zsírsavmódosítása 

olyan telített zsírsavakkal mint a palmitinsav, vagy a sztearinsav szintén nagy valószínűséggel 

eredményezi a fehérje raftokban történő megjelenését a lipid módosított fehérje és a raft 

lipidek között kialakult lipid-lipid kölcsönhátások következtében [217-221]. Ezek a fehérjék 

lehetnek szolubilis fehérjék ahol a telített zsírsavlánc interakciója egyéb raft komponensekkel 

a fehérje raft lokalizációját eredményezi hasonlóan a GPI-kapcsolt fehérjékhez, de régóta 

ismert transzmembrán fehérjék zsírsavmódosítása is [222-224]. A transzmembrán fehérjék 

esetén bizonyos aminosav szekvenciák melyek az extracelluláris membránlemez jellegzetes 

lipidjeivel lépnek kapcsolatba, szintén elősegíthetik a fehérje raft lokalizációját hasonlóan az 

influenza vírus hemagglutinin glikoproteinjéhez [225]. Transzmembrán fehérjék esetén 

ismert, hogy magának a membránt átívelő fehérje szakasznak a hossza is raft lokalizációs 

szignálként szolgálhat, a raft és nem-raft domének különböző membránvastagságából 

adódóan [226, 227]. Munro egyetlen transzmembrán domént tartalmazó fehérje esetén 

kimutatta, hogy amennyiben a transzmembrán domén több mint 23 aminosavat tartalmaz, a 

fehérje képes volt a raftokba integrálódni és elérte a sejtfelszínt, de a 17 vagy kevesebb 

aminosavat tartalmazó fehérje már nem [228]. A fehérje-lipid kölcsönhatásokon kívül, direkt 

fehérje-fehérje kölcsönhatások is jelentősek lehetnek a protein raft asszociációjában olyan raft 

fehérjekomponensekkel például, mint a kaveolin-1, vagy a hasonló szerkezetű flottilin [229, 

230]. A fehérje-lipid kölcsönhatások közül nagy érdeklődésre tart számot a fehérje-koleszterin 

kölcsönhatás. Egyértelműen koleszterin gazdag régióban lokalizálódó fehérjék (perifériális 

benzodiazepin receptor; HIV vírus gp41 fúziós fehérjéje; caveolin-1) aminosav sorrendjének 

vizsgálata felvetette egy ún. lehetséges CRAC motívum (cholesterol recognition amino acid 

consensus) jelentőségét a fehérjék raft lokalizációjában, a fehérje megfelelő pozícióban 

elhelyezkedő koleszterin-kötő régiója és a koleszterin között kialakult másodlagos 
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kölcsönhatások eredményeként [231-233]. Természetesen egyazon fehérje egyidejűleg 

számtalan különböző raft lokalizációs szignállal rendelkezhet. 

A fehérjék tehát, a lipidekhez hasonlóan, a különböző lipid- és fehérjekomponensekkel 

kialakított rendkívül változatos kölcsönhatásokon keresztül feltehetően számos módon 

képesek befolyásolni a raftok összetételt. A raftok rendkívül dinamikus struktúrája 

valószínűleg éppen ezeknek a lipid- és fehérje-komponenseknek a folyamatos, kölcsönös 

egymásra hatásában, és ebből kifolyólag összetételük folyamatos változásában keresendő. 

A citoszkeletonnak szintén fontos szerep jut ezen metastabil struktúrák szabályozásában. 

Különböző citoszkeletális és adhéziós fehérjék, mint például az aktin, miozin, vinkulin, 

kofilin, kadherin, filamin, ezrin rutinszerűen azonosíthatóak a lipid raft preparációkban, a 

citoszkeleton raftokkal történő szoros kölcsönhatásából kifolyólag [234-239]. A B-sejt 

antigénreceptor komplex aktivációja során különböző lipid raftok koaleszcenciája figyelhető 

meg, mely folyamatnak előzetes feltétele a raftok citoszkeleton kapcsolódásában fontos 

szerepet betöltő ezrin adaptor fehérjének a disszociációja [238]. Ez a folyamat nem csupán a 

citoszkeleton raftok dinamikájában betöltött fontos szerepére világít rá, hanem arra is, hogy 

ezen időben rendkívül dinamikusan változó heterogén struktúráknak a kialakulása végülis 

funkcionális következményekkel jár. Régóta ismert, hogy a raftok számos sejtfolyamat 

kompartmentalizációjában töltenek be meghatározó szerepet. Számtalan szignál transzdukciós 

folyamat számára biztosítanak platformot és meghatározóak olyan folyamatokban mint a 

koleszterin trafficking, különböző endocitótikus események, transzcitózis, receptor 

recirkuláció vagy akár a vírus fertőzés [240-249]. Valójában ez a tulajdonság, hogy 

megszámlálhatatlan sejtfolyamatban biztosítják időlegesen a szükséges fehérjék és lipidek 

koncentrálását, „toborzásását”, dinamikus összekapcsolását az, ami a raftok jelentőségének 

alapjául szolgál. A raftok strukturális heterogenitása tehát valójában a funkcionális 

heterogenitás hátterét biztosíthatja. 

1.7 Pgp és membránkörnyezete  

Mai tudásunk birtokában már teljesen egyértelmű számunkra, hogy azok az ágensek, melyek 

befolyásolják a plazmamembrán biokémiai, illetve biofizikai tulajdonságait, szintén képesek 

módosítani a P-glikoprotein aktivitását. Az a tény, hogy a lipid kettősrétegben bekövetkező 

változások erős hatással bírnak a Pgp funkciójára, a fehérje drog-kötőhelyeinek 

transzmembrán doméneken való elhelyezkedése [80], illetve szubsztrátjainak 
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plazmamembránnal kialakított szoros kapcsolatának fényében [84-86], ma már egyáltalán 

nem ér minket meglepetésként. 

Az 1992-1995-ben közölt fehérje extrakciós és kromatográfiás tisztítási metodika kapcsán 

Francis J. Sharom és Carl A. Doige munkacsoportja megállapította, hogy minden egyes Pgp 

53-56 foszfolipid molekulával van kapcsolatban. Korábbi adatok és saját eredményeik 

birtokában felismerve azt a tényt, hogy a Pgp funkciójának megőrzésében a lipid környezet 

fontos szerepet tölt be, nem is tettek kísérletet a fehérje teljes lipid-mentesítésére [250-255]. A 

fehérje extrakciós kísérletekkel párhuzamosan számos detergensről derült ki, hogy fokozza a 

Pgp szubsztrátok toxicitását [256, 257], és hogy ennek megfelelően képesek kedvezően 

befolyásolni a multidrog rezisztencia jelenségét [256, 258-260]. Sharom munkacsoportja 

kimutatta, hogy alacsony koncentrációban alkalmazott TX100 és NP40 detergensek 

jelenlétében csökken a fotoaktív szubsztrát analóg, azidopin kötődése a Pgp-hez, mely 

eredmények összhangban voltak korábbi megfigyelésekkel [260]. Későbbi, kritikus micelláris 

koncentráció alatt alkalmazott detergensek jelenlétében végzett kísérletek szintén csökkent 

drog kötődésről számoltak be, párhuzamosan a Pgp csökkent drog-stimulálta ATPáz 

aktivitásával [261, 262]. Ezek az eredmények már bizonyították azt, hogy a detergensek 

intracelluláris drogakkumulációt fokozó hatása mögött nem kizárólag a membrán drogokra 

adott permeabilitás emelkedése húzódik meg, hanem a Pgp, mint transzmembrán fehérje 

közvetlen gátlása is. A drogkötődés és ATPáz aktivitás gátlása Callagan kísérleteiben lipidek 

hozzáadásával gátolható volt. A szerző ebben a tanulmányban felhívta a figyelmet arra, hogy 

a Pgp funkciójának megtartásában a fehérje-lipid határfelület megőrzésének kulcsszerepe van 

[262]. Regev és munkatársai adataik alapján másokhoz hasonlóan, arra a következtetésre 

jutottak, hogy a detergensek jelenlétében bekövetkező membrán fluiditás változása az, ami 

közvetlen gátló hatást gyakorol a Pgp ATPáz aktivitására [263, 264]. A Pgp-nek a 

membránfluiditás változására adott szokatlan szenzitivitása, ellentétben pl. az 

ioncsatornákkal, egyértelműen beleillett abba az elképzelésbe, miszerint a Pgp hidrofób 

porszívóként illetve flippázként működve rendkívül szoros kapcsolatban van a membránnal. 

Tehát a membrán fizikai-kémiai tulajdonságainak megváltozása egyértelműen funkcionális 

következményekkel jár a P-glikoprotein esetén. 

Számos tanulmány született ily módon a különböző membránlipidek Pgp-re gyakorolt 

hatásáról is, melyek akárcsak a detergensek szintén befolyással bírnak a Pgp közvetlen 

membránkörnyezetére. Doige és munkatársai a különböző detergensek mellett számos 

foszfolipidnek is vizsgálta a Pgp-re gyakorolt hatását. Telített foszfatidiletanolamin lipid 
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környezet képes volt aktiválni a Pgp ATPáz aktivitását és megvédeni ezt az aktivitást változó 

hőmérsékleti viszonyok mellett is. Ugyanakkor a lipidmentesített Pgp katalitikus 

aktivitásának visszaállításában a telítetlen foszfatidilkolin és foszfatidilszerin lipid környezet 

volt a legeffektívebb. [253]. Urbatsch és Senior hasonlóan Sharom munkacsoportjához 

különböző membránkörnyezetbe ültetett Pgp bazális ATPáz aktivitását vizsgálva szintén arra 

jutott, hogy a sejt típusától függő membránlipid összetétel rendkívül meghatározó a Pgp 

végleges funkcionális működése szempontjából [250].  

A Pgp bazális ATPáz aktivitásának lipid függése bizonyította a lipidek közvetlen hatását a 

Pgp katalitikus aktivitásában, ugyanakkor egyértelművé vált, hogy a lipid környezet, 

összhangban a drogtranszport „hidrofób porszívó” vagy „flippáz” modelljével, hasonlóan 

fontos funkciót tölt be a Pgp szubsztrátok membránon belüli megoszlásában és ennek 

megfelelően a fehérje drog kötőhelyéhez való kötésében is [265]. 

Saeki és munkatársai különböző koleszterin mennyiségeket tartalmazó liposzómákba integrált 

Pgp-k vizsgálata során azt tapasztalta, hogy a koleszterin koncentrációjának emelkedésével 

kezdetben fokozódott a teszt szubsztrátként használt azidopin kötődése, majd 20 % membrán-

koleszterin tartalom felett csökkent [254]. Ezek a megfigyelések bizonyították azt, hogy a 

lipidek kvalitatív tulajdonságai mellett, a lipidarányok kényes egyensúlyának megzavarása 

szintén fehérje funkció változásokkal járhat együtt. 

A raft hipotézis megjelenésével egyre nagyobb figyelem fordult a koleszterin, mint az egyik 

legfontosabb raft lipid, szerepére a Pgp funkciójának megtartásában, illetve ezzel 

párhuzamosan a fehérje különböző membrándoménekben való elhelyezkedésének jelentősége 

felé. Különösen nagy érdeklődésre tartott számot a Pgp raft illetve kaveola doménekben való 

elhelyezkedése annak a ténynek a tükrében, hogy a P-glikoproteint overexpresszáló sejtekre 

gyakran jellemző a plazmamembrán összetételének megváltozása. Számos tanulmány számolt 

be az emelkedett Pgp szintekkel párhuzamosan emelkedett glükoceramid, koleszterin és 

kaveolin-1 szintekről ezekben a sejtekben (lásd 1.8-as fejezet). Lavie és munkatársai 

megállapították több multidrog rezisztenciát mutató sejtvonal esetén, hogy a sejtfelszíni Pgp-k 

egy jelentős része megtalálható ezekben a nagy koleszterin- és kaveolin-tartalmú 

membránrészekben [266, 267]. Demeule szintén kimutatta a Pgp jelenlétét a kaveolákban 

mind drog-rezisztens, mind pedig szenzitív sejtek esetén, a drog-rezisztens sejtek esetén pedig 

a fehérje koimmunoprecipitálható volt kaveolinnal, ami közvetlen fizikai kapcsolatot 

feltételezett a két fehérje között [268]. Agyi kapilláris sejtek frakcionálását követően hasonló 

eredményre jutottak, mely arra utalt, hogy a két fehérje in vivo körülmények között is 
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kolokalizál. Ugyanezen munkacsoport pár évvel később egy in vitro felállított vér-agy gát 

modell endotél sejtjein szintén kimutatta a Pgp jelenlétét a kaveolákban és kolokalizációját a 

kaveolin fehérjékkel (kaveolin-1 és kaveolin-2), valamint hogy ezek a fehérjék molekuláris 

komplexet alkotnak egymással. A Pgp, korábban már leírt, kaveolin kötő doménjének 

mutációjával pedig bizonyították, hogy a Pgp transzportfunkciója kaveolin-függő. Kaveolin 

távollétében a Pgp fokozott aktivitást mutatott [269]. A raft hipotézisnek és ezen 

megfigyeléseknek megfelelően, egy molekuláris komplex vagy membránmikrodomén 

szereplői különböző dinamikusan megvalósuló asszociációkon és disszociációkon keresztül 

tehát folyamatosan befolyásolhatják egymás funkcióit. Ronaldson és munkatársai a vér-agy 

gát másik fontos sejttípusán, egy primer asztrocita sejtkultúrán is bizonyította a Pgp és a 

kaveolin-1 fizikai kapcsolatán keresztül a két fehérje együttállásának in vivo körülmények 

között is megvalósuló létjogosultságát [270].  

Habár a Pgp és a kaveolák között sokszor figyelhető meg kolokalizáció, már Lavie is felhívja 

a figyelmünket arra, hogy a raft domének, vagy detergens rezisztens membrándomének (DIG) 

amelyekben a Pgp egy jelentős hányada található nem feltétlenül minden esetben kaveola 

[266, 271]. A Pgp, ugyan nem minden esetben [272], de a legtöbb cikk tanulsága alapján 

egyértelműen megoszlást mutat a raft, legyen az kaveola vagy bármilyen egyéb raft domén, és 

a nem-raft membránstruktúrák között [135, 266, 273, 274]. Koleszterin kivonási kísérletek 

garmadája bizonyítja ennek a megoszlásnak a fiziológiai jelentőségét. A koleszterin szintek 

változásai egy sejtben, hasonlóan más lipidekhez, befolyásolják a Pgp közvetlen 

membránkörnyezetének lipidösszetételét és fluiditását. Ezzel párhuzamosan azonban, mint a 

rendezett struktúrájú membrándomének meghatárózó lipid összetevője, rendkívül fontos 

szerepet tölt be a raft domének integritásának megőrzésében is. 

Szinte az összes koleszterinnel foglalkozó tanulmányban a Pgp funkciójának gátlása 

figyelhető meg koleszterin kivonást követően [135, 272, 273, 275-282]. A koleszterin bevitel 

számos esetben szintén gátló hatást fejtett ki a Pgp-re [273, 281], bár ezzel ellentétes hatás, a 

drog efflux mechanizmus fokozódása is megfigyelhető volt Troost és munkatársai 

munkájában [277]. Saeki és munkatársainak korábban már említett munkájában a Pgp 

végleges drog transzport mechanizmusát befolyásoló egyik lépés, a drog kötődése a Pgp-hez, 

koleszterin koncentráció függést mutatott, 20% membránkoleszterin tartalomig fokozódott, 

majd e fölött már csökkent [254], azaz a koleszterin bevitel során tapasztalt különbségek nagy 

valószínűséggel hasonló koleszterin koncentráció különbségekkel magyarázhatóak. Sharom 

és munkatársai membránvezikulákba rekonstruált Pgp-vel végzett kísérletekben azt találta, 
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hogy a koleszterin más lipidekhez hasonlóan szintén befolyásolja a Pgp bazális és drog 

stimulálta ATPáz aktivitását, a drogok kötődését a fehérjéhez és a hidrofób drogok 

megoszlását a membránban [280]. Teljes sejteken methyl-β-cikodextrinekkel végzett 

koleszterin kivonási kísérletek ugyanakkor bizonyítják, hogy a Pgp szubsztrátok 

intracelluláris akkumulációjának fokozódása szorosan kapcsolható a Pgp 

membránlokalizációjának megváltozásához, a raft domének szétesésével párhuzamosan. Az 

elveszett koleszterin mennyiségek pótlásával visszaállítható a raft lokalizáció és ezzel 

párhuzamosan a transzport aktivitás is [273, 277]. Kamau kísérleteiben a raftok egy másik 

jellegzetes lipid komponensét, a szfingolipidek keletkezését PDMP-vel gátolva a Pgp 

lokalizációja szintén a nem-raft domének irányba tolódik el [283]. Korábbi megfigyelések 

alapján pedig ez a kezelés is a rodamin-123 fokozott retencióját vonja maga után [284]. 

Ghetie és munkatársai munkájában, a Pgp-hez fiziológiás körülmények között FRET 

közelségben ( 1-10 nm) lévő CD19 fehérje és a Pgp szoros asszociációjának gátlása szintén 

raftokon kívülre helyezi a transzportfehérjét [274], ami korábbi megfigyelések alapján szintén 

csökkenti a rodamin123-as Pgp szubsztrát kipumpálását ezekből a sejtekből [285]. 

Bár ezek a megfigyelések első látszatra azt az elképzelést erősítették, hogy a raft doménekben 

elhelyezkedő Pgp az, ami funkcionális szempontból fontos lehet, nem szabad azonban 

elfelejtenünk, hogy a sejtfelszíni Pgp-k nagyobb százalékát a szerzők ezeken a 

membrándoméneken kívül találták (lásd később saját adatok is). Sharom munkacsoportjának 

proteoliposzómákba rekonstruált Pgp-vel végzett kísérletei érdekes megfigyeléseket 

tartalmaznak ennek a kérdéskörnek a megfontolása szempontjából. Első munkájukban a Pgp 

nagyobb affinitást mutatott az ATP iránt a kevésbé rendezett fluid fázisban, ugyanakkor 

későbbi munkájukban azt találták, hogy a szubsztrát transzport sebessége viszont nagyobb a 

rigid gél fázisban (gel phase) a fluid fázissal összehasonlítva, de talán a legnagyobb a lipid 

kettősréteg gél-fluid átalakulási hőmérsékletén [286, 287]. A raftok rendkívül dinamikus 

struktúrájának tükrében tehát sokkal valószínűbbnek tűnik, hogy a Pgp oda-vissza jár-kel a 

raft és nem raft domének között és ennek a kényesen fenntartott egyensúlynak a megzavarása, 

párhuzamosan a közvetlen lipid környezet megváltozásával funkcionális következményekkel 

jár. 

1.8 Lipidek mint endogén szubsztrátok, multidrog rezisztenciában megfigyelhető 

deviáns lipid összetétel 

Régóta ismert tény, hogy a sejtmembrán két rétege nagyfokú aszimmetriát mutat mind 

fehérje, mind pedig lipid összetételében. A lipidek egyenlőtlen eloszlása a plazmamembrán 
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két rétege között, ellentétben a mesterséges membránokkal, számos sejtfolyamatban tölt be 

kritikus funkciót. A plazmamembrán lipid aszimmetriája meghatározó olyan folyamatokban, 

mint a membrán beboltosulása, vagy a szekréciós vezikulák kialakulása. Ennek a 

fiziológiásan fennálló asszimetriának a megszűnése pedig olyan fontos biológiai 

következményekkel jár, mint a trombocita aggregáció vagy az apoptózis. A lipidek vertikális 

mozgása a hidrofób környezet miatt ugyanakkor, töltött/poláris feji csoportjaik miatt, 

energetikailag rendkívül kedvezőtlen. Ezek a felismerések egyértelművé tették ATP függő 

fehérjék közreműködését a folyamatban. Az ABC transzporterek, - a P-típusú ATPázok 

mellett - mint lehetséges jelöltek, szintén felmerültek. 

A Pgp működési elvének megértése során szintén felmerült, a korábban már említett 

lehetőség, miszerint flippázként (megj.:a ma használatos pontosabb nómenklatúra szerint 

floppáz) működik [90]. Ez a lehetséges működési elv, illetve nagymértékű szekvencia 

homológiája [288] a már ismert foszfatidil-kolin (PC) transzporterrel, az MDR3-mal 

(ABCB4) [289, 290], felvetette annak lehetőséget, hogy esetleg a multidrog rezisztenciában 

szerepet játszó Pgp is képes lipidek transzlokálására a plazma membrán rétegei között. 

Az első tanulmány rövid szénláncú fluoreszcens lipid analógok és radioaktív lipidek 

segítségével bizonyította, hogy a Pgp, a már ismert szubsztrátjai mellett képes lipidek, mint a 

foszfatidiletanolamin (PE), foszfatidilkolin (PC), szfingomielin (SM), illetve a glükoceramid 

(GluCer) transzportálására is [87]. Ugyanez a munkacsoport kis idővel később bizonyította, 

hogy a rövid szénláncú SM és GluCer a vezikuláris transzport gátlásakor is elérte a 

sejtmembránt, de megjelenése az exofaciális rétegben természetesen floppázok 

közreműködését igényelte. Feltételezték, hogy esetleg egy ABC transzporter vehet részt 

ebben a folyamatban, és mivel tipikus Pgp gátló szerek mellet a lipidek már nem jelentek meg 

a PM külső rétegében, a Pgp merült fel, mint lehetséges jelölt [88]. Bosch és munkatársai 

Pgp-t nagy mennyiségben expresszáló rovar sejtek valamint multidrog rezisztens és szenzitív 

sejtekből készített liposzómába injektált fluoreszcens rövid szénláncú lipid analógok (PC, PE, 

PS) fluoreszcens kioltási kísérleteikben azt találták, hogy a multidrog rezisztens sejtek kisebb 

mennyiségben akkumulálták a fluoreszcens lipidek közül a PC-t valamint a PE-t, de nem 

láttak különbséget a PS esetén. A fluoreszcencia akkumuláció verapamil, CsA, SDZ PSC 833 

valamint UIC2 jelenlétében fokozódott. A szerzők nem zárták ki azt a lehetőséget, hogy a PS 

különböző okok miatt esetleg nem is volt hozzáférhető a Pgp számára [291]. Romsicki és 

Sharom proteoliposzómákba rekonstruált Pgp, valamint ugyancsak fluoreszcens kioltási 

technika segítségének felhasználásával, szintén azt mutatta ki, hogy a Pgp képes PC, PE, SM, 
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de a korábbi munkacsoporttal ellentétben foszfatidilszerin (PS) transzportálására is [292]. A 

lipidek transzlokálása az ATP hidrolízis függvényében ment végbe és vanadáttal gátolható 

volt. Különböző Pgp szubsztrátok koncentráció függő, telíthető, és Pgp-hez való 

affinitásuknak megfelelő módon gátolták ezt a transzlokációt. A Pgp képes volt rövid, hosszú, 

telített, valamint telítetlen zsírsavláncú lipidek transzlokálására is. Ez volt az első közvetlen 

biokémiai bizonyíték a Pgp lipid transzlokációs képességéről és felvetette azt a lehetőséget, 

hogy a lipid transzlokáció és a különböző drogok extracelluláris térbe történő pumpálása, 

valószínűleg azonos floppáz mechanizmussal mehet végbe. Hasonló eredményeket kaptak 

fluoreszcensen jelölt GluCer valamint egyéb egyszerű glikolipidek esetén [293]. 

Természetesen ezekkel a fluoreszcens lipid analógokkal végzett kísérletekkel kapcsolatban 

folyamatosan felmerül a kérdés, hogy vajon milyen mértékben tükrözhetik a fiziológiás 

körülményeket. A trombocita aktiváló faktornak (PAF), mint egy fiziológiás körülmények 

között is előforduló rövid szénláncú foszfatidilkolinnak a transzlokálása a Pgp által [294, 295] 

arra utalt, hogy a módosított lipid analógokkal végzett kísérleteknek van fiziológiai 

relevanciája. Egy másik tanulmány Sharom munkacsoportjához hasonlóan arra a 

következtetésre jutott, hogy a Pgp képes a rövid szénláncú PS fluoreszcens analóg 

transzportálására is, továbbá FITC-Annexin V-tel végzett kísérleteik arra is utaltak, hogy ez 

akár az endogén PS-re is igaz lehet [296]. Van Meer munkacsoportja szintén kapott olyan 

eredményeket egér vörösvértestek vizsgálata során, hogy a Pgp esetleg részt vehet az endogén 

PC külső membránrétegbe helyezésében [297]. 

Számtalan a Pgp lipid transzlokációs képességére irányuló tanulmány tükrében, ugyanakkor 

továbbra is érdekes kérdés, hogy a Pgp vajon valójában képes-e hosszabb szénláncú, 

természetes lipidek olyan sebességű transzportálására, ami esetleg már meghatározó lehet a 

plazmamembrán rétegeiben PC és SM grádiens kialakulásában. Sharom munkacsoportja 

ugyan azt találta, hogy a Pgp képes hosszabb szénláncú lipid analógok transzportálására is, de 

a transzportsebesség ebben az esetben csak fele a rövid szénláncú lipidekhez képest [292]. 

Abulrob és munkatársai egy hosszabb szénláncú fluoreszcens foszfatidilkolin analóg 

transzlokációját vizsgálta a korábbiakhoz hasonló fluoreszcencia akkumulációs mérések 

segítségével. Pgp-t expresszáló drog rezisztens, MDR3-negatív epitél sejteket hasonlítottak 

össze szenzitív sejtekkel, ahol a korábbiakkal összevethető módon azt találták, hogy a 

szenzitív sejtek nagyobb mennyiségben akkumulálják a lipidet [298]. Ugyanakkor a 

transzport kinetikáját a Pgp egy jól ismert, model szubsztrátjával a Rhodamin 123-mal 

összevetve látható, hogy a PC esetén a transzlokáció sebessége lényegesen kisebb. 
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Mindezen eredményekből nem tűnik valószínűnek, az, hogy a Pgp fiziológiás körülmények 

között egy nagy kapacitású lipid floppáz lenne. Azok az eredmények, mely szerint a Pgp nem 

képes a MDR3 PC transzportáló szerepét helyettesíteni, MDR3 knock out sejtek esetén, 

szintén ezt támasztják alá [299]. Ez az alacsony effektivitás pedig nagy valószínűséggel igaz a 

további más lipidek esetén is (PS, PE). Míg a trombocita aktiváló faktor esetén, mely fontos 

szerepet tölt be számos más folyamat mellett a tumor növekedésben vagy az angiogenezisben, 

esetleg érthető lehet a Pgp szerepe, addig a plazma membrán citofaciális rétegében 

elhelyezkedő PS vagy PE esetén a Pgp valószínűleg a fiziológiás állapot fenntartása ellen 

dolgozna. Az, hogy ez ugyancsak nem valósul meg, szintén arra utal, hogyha a Pgp 

valamilyen módon, akár a drog transzport mechanizmus mellékhatásaként transzportálja is 

ezeket a lipidek, semmiképpen sem lehet lényeges, meghatározó tényező. 

Összefoglalva tehát a Pgp képes lehet rövid szénláncú és bizonyos körülmények között 

hosszabb szénláncú lipidek széles spektrumának a transzportálására, de a hatékonyságát 

tekintve továbbra is azt mondhatjuk, hogy ez az ABC fehérje elsősorban egy multidrog 

transzporter. Nem elképzelhetetlen, hogy az evolúció során a fehérje egy primitív lipid 

transzporterből végül egy nagy hatékonyságú drog transzporterré nőtte ki magát, mely képes 

az amfifil szubsztrátok rendkívül széles körének transzportálására, transzlokálására. 

A Pgp lehetséges szerepe a rövid szénláncú szfingolipidek transzlokálásában, illetve az a tény, 

hogy a GluCer, - mely számos további glikozilált szfingolipid szintézisének alapját jelenti - a 

Golgi citoszolikus és nem a luminális oldalán keletkezik, egy érdekes feltételezést hívott 

életre. Prateek Lala és munkatársai Pgp-vel transzfektált multidrog rezisztens MDCK sejtek 

vizsgálatakor azt találta, hogy a sejtek nagyfokú érzékenységet mutattak egy E. Coli toxin, a 

verocitotoxin iránt, mely drog számára egy sejtfelszíni rövid szénláncú (C16-C18) 

szfingolipid molekula, a globotriaosylceramid (Galα1–4Galβ1–4glukozilceramid-Gb3) 

szolgál receptorként [300]. Pgp gátlószerek (ketokonazol, CsA) mellett a sejtek érzékenysége 

a verocitotoxin iránt megszűnt, a csökkent sejtfelszíni lipid szintekkel párhuzamosan. 

Elképzelésük szerint a Pgp a GluCer transzlokálását végezné a Golgi citoszolikus oldaláról a 

luminális oldalára, és ily módon elősegítené a további glikozilált szfingolipidek (LacCer: 

laktoceramid, Gb3) Golgi lumenben történő szintézisét. Ez a feltételezés érdekes szerepet 

kölcsönözne a Pgp-nek a raftok kialakításában. Ugyanakkor már a szerzők is felvetik a Pgp 

mellett más lehetséges faktorok meglétét, ezen drog-szelektált sejtvonal esetén. A 

tanulmányban használt drogokról (ketokonazol, CsA) később valóban beigazolódott, hogy 

nem kizárólag a Pgp-t képesek gátolni, hanem a Golgi luminális oldalán található GluCer 
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szintázt is [301], mely a Pgp-hez hasonlóan gyakran magasabb mennyiségben fejeződik ki 

multidrog rezisztens sejtek esetén. Lala és munkatársai munkájában pedig egyértelműen nem 

kizárólag a sejtfelszíni glikoszfingolipidek mennyisége csökkent ketokonazol vagy CsA 

kezelés mellett, hanem már a kiindulási GluCer mennyisége is. Mindezek tehát kétségessé 

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

A Pgp szerepe szintén felmerült egy másik fontos membrán, illetve raft lipid, a koleszterin 

transzlokálása kapcsán is. Több tanulmány bizonyította, hogy a Pgp képes számos 

glükokortikoid illetve endogén szteroid transzportálására, illetve, hogy bizonyos szteroidok 

képesek a Pgp drog transzport funkcióját antagonizálni [302-304]. Wang munkájában a 

koleszterinnel kapcsolatban azt találta, hogy az jelentősen gátolta a daunorubicin 

transzportját. Mindemellett fokozta a Pgp ATP hidrolízisét [305]. Ezen eredményekből 

feltételezhető volt a koleszterin direkt kölcsönhatása a drog kötőhellyel, illetve hogy a Pgp 

esetleg részt vesz a koleszterin transzlokálásában, transzportálásában is. Garrigues és 

munkatársai szintén hasonló eredményre jutottak. A Pgp ismert bazális ATPáz aktivitása, 

mely mindig is feltételezte valamiféle endogén szubsztrát jelenlétét, erősen függ a koleszterin 

jelenlététől a membránban. Eredményeik azt mutatták, hogy a drog-stimulálta ATPáz 

aktivitás magasabb koleszterin távollétében, illetve a koleszterin-indukálta ATPáz aktivitás is 

magasabb szubsztrátok távollétében, azaz a koleszterin és a Pgp szubsztrátok valamilyen 

módon kompetálnak a drog kötőhelyekért [276]. Mindezek alapján feltételezték azt, hogy a 

Pgp aktívan részt vesz a koleszterin membránban történő transzlokálásában és esetleg 

hozzájárul a koleszterin-gazdag mikrodomének, raftok és kaveolák stabilizálásához. 

Mindezek az eredmények összhangban voltak, olyan korábbi eredményekkel, miszerint a Pgp 

koimmunoprecipitálható volt a kaveolák fő komponensével, a kaveolin-1-gyel [268], melynek 

mennyisége a kaveolák és a koleszterin mennyiségével párhuzamosan emelkedett MDR sejtek 

esetén [266, 306]. Gayet és munkatársai megfigyelései ugyanakkor felhívják a figyelmet arra, 

hogy a Pgp-nek nagy valószínűséggel nincs szerepe a MDR-es sejtek esetén gyakran 

tapasztalt koleszterin mennyiségi változásokban. Megfigyeléseikben a különböző 

rezisztenciájú humán CEM akut limfoblasztos leukémia sejteken a rezisztencia kialakulásával 

nő a Pgp és a koleszterin mennyisége is. De míg a rezisztencia fokával párhuzamosan az 

expresszált Pgp mennyisége csak egy bizonyos mértékig, addig a membrán koleszterin 

tartalma folyamatosan emelkedik [307]. Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy a Pgp-től 

függetlenül megvalósuló koleszterin, illetve lipid változások, szintén lényegesek lehetnek az 

MDR fenotípus kialakulása során. 
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Ueda munkacsoportja egy másik érdekes elképzeléssel állt elő a Pgp koleszterin 

transzlokációjával kapcsolatban [282]. Modelljük szerint a legnagyobb affinitással a 800-900 

Da molekulatömegű drogok képesek kötődni a Pgp-hez és a koleszterinnek fontos szerep jut a 

kisebb molekulatömegű drogok transzportálása során, mivel ebben az esetben ez a lipid képes 

kitölteni a kisebb drog mellett a szubsztrátkötő zsebet. Elképzelésük szerint ez magyarázatot 

adhat arra a tényre, hogyan képes a Pgp a jelentősen eltérő méretű drogok transzportálására. 

Eckford és Sharom liposzómákba rekonstruált Pgp és fluoreszcens koleszterin analóg 

kölcsönhatásának vizsgálata során azt találta, hogy a koleszterin jelenléte a membránban 

valóban módosítja a Pgp mind bazális, mind drog stimulálta ATPáz aktivitását, illetve 

egyértelműen hatással van a drogok Pgp-hez való kötődésében és a drog transzport 

mechanizmusban. Ueda munkacsoportjával ellentétben azonban nem tapasztalták, hogy a 

koleszterin a drogok molekulatömegének függvényében befolyásolná a drog kötődés 

affinitását. Eredményeik továbbá azt mutatják, hogy a Pgp nem vesz részt a fluoreszcens 

koleszterin analóg transzlokálásában sem. 

A PM citofaciális és exofaciális rétege között az egyes lipidek spontán flip-flop mozgásának 

sebességét a lipid struktúrája határozza meg, természetesen a membrán hőmérsékleti és 

fluiditási viszonyai mellett. A legtöbb membránlipid, mint a foszfolipidek vagy glikolipidek 

esetén ennek a spontán mozgásnak a féléletideje órákban mérhető modell membránok vagy 

vörösvértestek membránja esetén, mivel ezeknek a lipideknek a feji csoportjai nagy 

hidrofilitással rendelkeznek [308]. A koleszterin egyetlen hidrofil hidroxil csoporttal 

rendelkezik az A gyűrűn, és ennek megfelelően a PM két rétege közötti spontán kicserélődése 

rendkívül gyors, másodperces vagy az alatti skálán mozog [309, 310]. A koleszterin PM 

orientációjában tehát sokkal inkább meghatározó azoknak a szfingolipideknek az 

orientáltsága, melyeket a Pgp valószínűleg transzlokál [293], és melyekhez a koleszterin nagy 

affinitást mutat [311]. Eckford és Sharom következtetése szerint tehát a koleszterin nagy 

valószínűséggel nem a fehérjével való direkt kölcsönhatásán keresztül, hanem a közvetlen 

lipid környezet illetve a drogok membránon belüli megoszlásának megváltoztatásán keresztül 

fejti ki hatását a Pgp funkciójára (lásd 1.7-es fejezet).  

Ahogy arra már utaltunk, a MDR sejtek esetén számos esetben figyelhető meg a szenzitív 

sejtekhez képest egy megváltozott, deviáns membrán lipidösszetétel. A P-glikoprotein 

multidrog rezisztenciában betöltött szerepének azonosításával egyidőben már rendelkezésre 

álltak olyan elektron spin rezonancia spektroszkópiai és DPH-val (1,6-difenil-1,3,5-hexatrién) 

mért fluoreszcencia depolarizációs adatok, melyek arról számoltak be, hogy a doxorubicin 
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rezisztens sejtek membránja rendezettebb, kevésbé fluid a szenzitív sejtekkel összehasonlítva 

[312]. Hasonló eredményeket láttak mások is adriamicin rezisztens sejtek esetén, ahol a 

membrán fluiditása a rezisztencia mértékének növekedésével párhuzamosan csökkent [313]. 

Természetesen további kutatások indultak a rezisztens sejtek plazmamembrán lipid 

összetételének felderítésére. Ramu további munkája során azt találta, hogy a sejtek ugyan nem 

mutatnak különbségeket a koleszterin mennyiségében, de emelkedett SM szintek 

megfigyelhetőek, párhuzamosan a csökkent PC szintekkel [314]. A korábban tapasztalt 

membrán fluiditás változásokat ezekkel a lipid összetétel változásokkal magyarázták. Wright 

vinblasztin rezisztens humán ALL T-limfocitákon szintén megerősítette a SM szintek 

emelkedését, párhuzamosan a csökkent PE és PS szintekkel [315]. Ugyanez a munkacsoport 

később a megváltozott lipidösszetétel kapcsán emelkedett koleszterin szintekről is beszámolt 

[316]. Escriba 1990-es munkájában szintén azt találta, hogy a drog rezisztens sejtek 

membránja kisebb mennyiségű PS-t és nagyobb mennyiségű koleszterint tartalmaz, továbbá 

céloz arra, hogy a lipid változások önmagában, a fehérje változásoktól függetlenül, 

hozzájárulnak az MDR fenotípus kialakulásához [317]. Pallarés-Trujillo és munkatársai az 

általuk vizsgált vinkrisztin rezisztens leukémia sejtvonalon a korábbiakhoz hasonlóan azt 

látták, hogy a koleszterin mennyiségek emelkedettek a többi lipidhez képest, és a 

koleszterin/foszfolipid arány növekedése párhuzamos a drog rezisztencia emelkedésével 

[318]. Gayet korábban már említett tanulmányában a koleszterin emelkedés mértéke szintén 

szoros korrelációt mutatott a drog rezisztencia fokával [307]. Ahogy arra már utaltunk a 

kaveolin-1 fehérjének illetve a kaveoláknak a mennyisége is gyakran fokozott a MDR sejtek 

esetén [266, 319-321], amelyek szintén emelkedett koleszterin mennyiségeket vonnak maguk 

után a kaveolák koleszterin traffickingben betöltött szerepe miatt [322-325]. Ezek az adatok 

arra utalnak, hogy a rezisztens sejtekben a különböző lipidek, valamint a koleszterin 

metabolizmusa módosult (lásd 1.10-es fejezet) és, hogy a MDR sejtek a szenzitív sejtekkel 

ellentétben sokkal inkább képesek magas koleszterin szinteket fenntartani. 

Számos cikk számol be a drog rezisztens sejtek esetén egy másik raft lipid emelkedett 

mennyiségéről. 1996-ban Lavie és munkatársai 3 drog rezisztens sejtvonalon mutatta ki a 

GluCer szintek emelkedését, ami arra utalt, hogy a koleszterinhez hasonlóan a 

glikoszfingolipid szintézis is módosult, fokozott ezekben a sejtekben [326]. Ugyanez a 

munkacsoport később klinikai minták esetén, 3 humán multidrog rezisztens sejtvonalon, 6 

melanóma és egy melldaganat mintán szintén kimutatta a GluCer emelkedett mennyiségét, és 

javasolták a GluCer szintek mérését, mint a MDR egyik lényeges markerét [327]. 1999-ben a 

munkacsoport kimutatta, hogy az emelkedett GluCer szintek mögött valószínűleg a GluCer 
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szintáz működése áll, mert a rezisztens sejtek hatékonyan képesek megóvni önmagukat a 

ceramid apoptótikus hatásaitól, annak glikozilációjával [328]. A komplexebb 

glikoszfingolipidek, gangliozidok esetén szintén állnak rendelkezésre korai adatok arról, hogy 

a rezisztens sejtek plazmamembránja ebből a lipidből is nagyobb mennyiséget tartalmaz 

[329]. Ugyan számos esetben megfigyelhetőek voltak ezek a lipid változások, olyan 

tanulmány is született, ahol a lipid változások nem voltak szembetűnőek a drog rezisztens és 

szenzitív sejtek esetén [330]. Érdekes módon ugyanakkor a különböző raftok megjelenésével 

együtt járó rendezettebb membrán struktúra, illetve fokozott membrán cirkuláció olyan 

esetekben is megfigyelhető volt, amikor a rezisztens illetve szenzitív sejtek közötti lipid 

változások megkülönböztethetetlenek voltak [331]. 

Mindezek a régebbi és újabb adatok [332] arra utalnak, hogy a rezisztens sejtek nagy 

általánosságban rendezettebb membrán struktúrákkal rendelkeznek, mely mögött valószínűleg 

a különböző raft domének mennyiségi emelkedése húzódik meg a különböző lipidek 

metabolizmusának megváltozásával párhuzamosan. Ezek a raft domének lehetnek kaveolák, 

de egyéb membránmikrodomének is [319], és bár ezek a változások sokszor a Pgp sejtfelszíni 

emelkedésével párhuzamosan valósulnak meg, a Pgp nagy valószínűséggel nem vesz részt 

ezeknek a struktúráknak a kialakításában és kétséges a szerepe a raft domének fenntartásában, 

megerősítésében is. A multidrog rezisztencia során ugyanakkor az egyidejűleg megvalósuló 

folyamatok nagy valószínűséggel nem tejesen függetlenek egymástól. 

1.9 A sejtmembrán koleszterin tartalmának változtatása ciklodextrinekkel, a koleszterin 

kémiai aktivitása 

A ciklodextrinek (CD) ciklikus oligoszacharidok, melyek α-(1–4)-kapcsolt D-glükopiranóz 

egységekből épülnek fel. Ezek a különleges molekulák hosszú ideje tartanak már érdeklődésre 

számot, azon érdekes tulajdonságuknál fogva, hogy bár vízoldékonyak, mégis képesek 

különböző hidrofób drogok hordozására is. A ciklodextrinek hidrofób, henger alakú belső 

üregét a hidrogénatomok és glikozilkötésű oxigénatomok alakítják ki, míg a henger peremén 

találhatóak a glükózegységek hidroxilcsoportjai, melyek a molekula vízoldékonyságáért 

felelősek. Ezen előnyös tulajdonságuknál fogva számos hidrofób hatóanyag 

biohasznosíthatóságát képesek növelni, mindemellett nem váltanak ki immunválaszt és 

alacsony toxicitást mutatnak különböző állati szervezetekben és az emberben. Az α-D-

glükopiranóz egységek száma alapján különböző ciklodextrin származékokat 

különböztethetünk meg. Az α-CD-ek hat, a β-CD-ek hét, a γ-CD-ek pedig 8 glükopiranóz 

http://hu.wikipedia.org/wiki/Hidrog%C3%A9n
http://hu.wikipedia.org/wiki/Oxig%C3%A9n
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egységből állnak. A polimerizáció mértéke meghatározza a hidrofób üreg méretét és ennek 

megfelelően az egyes származékok affinitását a különböző vegyületek iránt [333, 334]. 

A β-ciklodextrinek rendelkeznek a legnagyobb affinitással a koleszterin iránt, és ezek a 

származékok bizonyultak a leghatékonyabbnak a különböző modell- és biológiai 

membránokból történő koleszterin kivonás esetén is [335-337]. A koleszterin kivonás mértéke 

függ az alkalmazott CD származéktól, annak koncentrációjától, az inkubáció hőmérsékletétől, 

idejétől, illetve az alkalmazott sejttípustól [338-340]. Az inkubációt követően a CD 

származékok vízoldékonyságukból adódóan egy egyszerű vizes mosással eltávolíthatóak a 

rendszerből. A β-CD-ek koleszterin iránti nagy affinitása lehetővé teszi koleszterin inklúziós 

komplexek létrehozását is [341-343]. Ezen CD-koleszterin komplexek segítségével pedig 

képesek vagyunk növelni a sejtmembrán koleszterin mennyiségét [342, 344]. A koleszterin 

transzfer hatékonyságát a koleszterin kivonáshoz hasonlóan szintén több tényező határozza 

meg, úgymint a β-CD:koleszterin moláris aránya, a β-CD:koleszterin komplex koncentrációja, 

az expozíció ideje, illetve az alkalmazott sejttípus [345, 346].  

Különböző modell membránokon végzett kísérletek felvetették annak lehetőségét, hogy a 

CD-ek nem csupán koleszterint, hanem egyéb lipideket is képesek kivonni a membránból. 

Giocondi és munkatársai dioleoilfoszfatidilkolin(DOPC)/szfingomielin(SM) lipidekből 

készített kettős lipid membrán modellen lyukak keletkezését írta le metil-β-CD-nel való 

inkubációt követően atomerő mikroszkóppal [347]. Más tanulmányok viszont arra a 

következtetésre jutottak, hogy a dipalmitoilfoszfatidilkolin (DPPC), illetve SM β-CD-nel 

történő szolubilizációja, messze elmarad a koleszterinétől [335, 337].  

Kilsdonk és mtsai egér és humán fibroblasztok vizsgálata során azt tapasztalta, hogy a 

foszfolipidek mennyisége mindösszesen 2%-kal csökkent 5 órás, 5 mM-os MβCD kezelést 

követően [348]. Fukasawa CHO sejtek vizsgálata során szintén azt találta, hogy CD kezelést 

követően a [14
c
]-kolin jelölt foszfolipidek mennyisége alig csökken a sejtben [349]. További 

makrofágokon illetve vékonybélből izolált enterocitákon végzett tanulmányok szintén azt 

mutatták, hogy a szfingomielin illetve foszfolipidek mennyiségének csökkenése 

elhanyagolható CD kezelést követően [350, 351]. Ezzel szemben agyi endotél illetve kisagyi 

szemcsesejteken végzett kísérletekben a CD kezelés jelentős mennyiségű szfingomielin 

illetve foszfatidilkolin vesztéssel is járt [352, 353].  

Összeségében azonban mégis azt mondhatjuk, hogy a β-CD kezelés elsősorban a sejtek 

koleszterin mennyiségének csökkenésével jár. Az egyéb foszfolipidek kivonása β-CD-kel 
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történő inkubációt követően vagy elhanyagolható, vagy pedig érdekes módon olyan lipideket 

érint elsősorban, mint a PC vagy a SM, melyekről köztudott, hogy rendkívül szoros 

komplexet képeznek a koleszterinnel.  

A CD kezelés mellett jelentkező lehetséges artefaktumok között az egyéb lipidek mellett meg 

kell még említenünk a fehérjék membránból történő extrakcióját is [354]. Régóta ismert a CD 

molekulák hidrofób aminosavakkal, illetve hidrofób fehérje doménekkel való interakciója. 

Számos tanulmány mutatta be a CD-ek interakcióját olyan fehérje molekulák hidrofób 

doménjeivel, mint a glükoamiláz1, glikoziltranszferáz vagy a maltodextrin kötő fehérje [355-

357]. Aachmann és munkatársai a MβCD interakciójáról számoltak be olyan kis méretű 

fehérjék esetén, mint az ubiquitin vagy a kimotripszin inhibítor 2 (CI2) [358]. A CD 

molekulák belső üregének mérete természetesen nem teszi lehetővé, hogy akár olyan kis 

fehérje molekulákat is magukba zárjanak, mint az ubiquitin. Nemrégiben megjelent 

molekuláris dinamikai szimulációs vizsgálatok azt mutatták, hogy magának a koleszterinnek a 

kivonása is két CD molekulát igényel [359]. Az egyes fehérje molekulák hidrofób 

doménjeinek előbb említett interakciója a CD-kel ugyanakkor természetesen hozzájárulhat az 

adott fehérje szolubilizációjához, de a fehérjék CD kezelés mellett tapasztalt extrakciója 

sokkal valószínűbb, hogy ebben az esetben is a lipid környezet megzavarása miatt következik 

be. Irie és mtsai vörösvérsejtek különböző CD-kel végzett vizsgálatakor azt tapasztalta, hogy 

a fehérjék membránból történő extrakciója a koleszterin kivonás mértékével mutatott szoros 

korrelációt és nem egyéb foszfolipidekkel [360]. A fehérjék extrakciója nagy valószínűséggel 

a fehérjék „shedding”-jével magyarázható, az őket körülvevő lipid régió eróziójával 

párhuzamosan [361]. Ennek a lipid környezetnek a rigiditásáért a lipidek közül a koleszterin 

tűnik a leginkább felelősnek, és ez a rigiditás lehet fontos a membrán részek sértetlenségének 

megőrzésében. 

A koleszterinnek kétségkívül nagyon fontos szerep jut a plazmamembrán, illetve azon belül a 

raft struktúrák integritásának megőrzésében. Nem véletlen, hogy a CD-kel történő koleszterin 

kivonás széles körben alkalmazott a raft struktúrák megbontására, a különböző fehérjék 

detergens rezisztens membrán frakciókkal való asszociációjának vizsgálatára, valamint ezen 

fehérjék raft struktúrákkal mutatott asszociációjának-disszociációjának funkcionális 

következményeinek felderítésére. Sheets és mtsai kimutatták, hogy a membrán MβCD-nel 

történő koleszterin depléciója következtében csökken az FcεRI (Fcepszilon receptor-IgE 

receptor) detergens rezisztens membrándoménekkel való asszociációja, mely funkcionális 

következményekkel jár a hízósejtek aktivációja során [361]. Kai Simons és mtsai 
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vizsgálataiban az influenza vírus hemagglutinin fehérje raft asszociációja gátolható MβCD-

nel történő koleszterin kivonást követően, mely befolyásolja a fehérje polarizált sejtekben 

történő apikális szortingját [225]. Hasonló módon T-limfocitákban a membrán koleszterin 

depléciója a raftok dezintegrációjával számos szignalizációs útvonalat módosít [362]. A 

koleszterin szintén létfontosságúnak bizonyult a raft asszociált t-SNARE fehérjék (SNAP-23; 

syntaxin 4) klaszterizációja során [363]. Ahogy arra már utaltunk a Pgp esetén is állnak 

rendelkezésünkre olyan adatok, hogy a koleszterin mennyiségek pótlásával visszaállítható a 

raft lokalizáció és ezzel párhuzamosan a transzport aktivitás [273, 277]. A membrán 

koleszterin mennyiségének csökkentése fluoreszcencia anizotrópia mérések során 

egyértelműen csökkentette a membrán rendezettségét [364] és jelentősen fokozta a raft 

asszociált fehérjék diffúzióját [365].  

Ugyanakkor ma már egyre nyilvánvalóbb, hogy a sejtmembrán koleszterin tartalmának CD-

kel, vagy bármilyen egyéb módszerrel történő csökkentése nem csupán a raft struktúrákban 

található koleszterint érinti. Ismert, hogy a sejt koleszterin legnagyobb mennyiségben a PM-

ban található. Nagy mennyiségű koleszterin található nem csupán a raft, de a non-raft 

doménekben is, ahogy azt Gaus és mtsai is kimutatták humán makrofágok raft és non-raft 

struktúráinak lipid összetételét vizsgálva, mind detergens, mind detergens mentes 

módszerekkel [366]. Rouquette-Jazdanian és mtsai T-limfociták plazmamembrán 

koleszterinjének MβCD-nel történő kivonása során két kinetikai poolt állapítottak meg, egy 

gyorsabban és egy lassabban kivonható poolt. Ők a gyorsabb poolt a raft struktúrákkal 

azonosították, ugyanakkor megjegyzik, hogy a gyorsan kivonható koleszterin csökkenése még 

nem zavarta meg a raft markerek eloszlását. További koleszterin mennyiségek kivonása 

szükséges - amik már a lassú poolt is érintik - a raftok struktúrájának megbontásához [367]. 

Hasonlóan Ottico és mtsai kisagyi szemcsesejtek vizsgálatakor azt találták, hogy 5 mM 

koncentrációjú MβCD mellett a detergens rezisztens membrán frakciókban található 

koleszterin mennyiségek csak csekély mértékben csökkennek. A magasabb denzitású 

frakciókban viszont ez a kis mértékű koleszterin kivonás is jelentősen csökkentette a 

koleszterin mennyiségeket. A 10 mM-os MβCD kezelést követően ugyanakkor a kiindulási 

koleszterin mennyiségek csupán 10%-a marad meg az alacsony denzitású membrán 

frakciókban, míg a magasabb denzitású frakciók koleszterin mennyiségei ilyen körülmények 

között ugyan még csökkenek, de kisebb mértékben [352]. Gaus korábbi eredményei arra 

utalnak, hogy a plazmamembrán koleszterin kivonása nem csupán MβCD mellett, de 

feltehetően fiziológiás körülmények között sem csak a raft struktúrákat érinti. Az Apo A1-re 

történő koleszterin efflux koleszterin töltött makrofágok esetén érinti mind a raft, mind a non-
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raft struktúrákat [368]. Larbi és munkatársai eredményei szintén azt mutatják, hogy a MβCD-

nel végzett koleszterin kivonás megtörténik mind a raft, mind a non-raft doménekből [369]. 

Érdekes módon ugyanakkor ők azt is megfigyelték, hogy az idősebb donorokból származó T-

limfocitákból, melyek nagyobb mennyiségű koleszterint tartalmaznak és főképp a raft 

doménekben, sokkal nehezebben vonható ki a koleszterin.  

Lange és Steck számos tanulmány alapján egy érdekes munkahipotézist dolgozott ki, mely 

magyarázatot adhat ezekre a megfigyelésekre [370]. Ismert, hogy a foszfolipidek és a 

koleszterin különböző arányú és affinitású komplexeket képeznek a membránban [371-373]. 

A koleszterin a legerősebb komplexeket a hosszú, telített zsírsavlánccal rendelkező lipidekkel 

alkotja, mint a szfingolipidek (glikoszfingolipidek, szfingomielin) vagy a foszfatidilkolin és a 

foszfatidilszerin. Kevésbé erős komplexek jönnek létre a koleszterin a foszfatidiletanolamin 

és egyéb rövid, telítetlen zsírsavlánccal és kisebb poláris feji csoporttal rendelkező lipidek 

között. A lipidek poláris feji végei képesek védeni a koleszterint a vizes fázissal szemben, az 

„esernyő modell”-nek megfelelően [374].  

 
7. ábra Strukturális interakciók a koleszterin és egyéb lipidek között 

A koleszterin vizes közegtől való védelmében fontos szerepet játszik a szomszédos lipidek 

poláris feji csoportjainak nagysága (A), illetve a zsírsavlánc telítettsége (B). A kevéssé védett 

koleszterin feltehetően kiáll a lipid kettősrétegből és magasabb kémiai aktivitással rendelkezik 

[375]. 
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Nem meglepő módon a legerősebb komplexeket kialakító lipidek adják a rendezett 

membránstruktúrák, a raftok lipid összetételét [376, 377]. Az a koleszterin mennyiség, mely 

meghaladja a nagy affinitású lipidek komplex képző kapacitását, a membránban marad, de ún. 

magas kémiai aktivitást, vagy ahogyan az angol irodalom említi „escape tendency”-t mutat 

[375, 378]. Ezt az elméletet számos megfigyelés támasztja alá. A β-CD molekulára történő 

koleszterin transzfer sebessége élesen emelkedett különböző kevert foszfolipidekből álló 

monomolekuláris rétegekből, ahol a koleszterin mennyiség meghaladta a foszfolipidek 

komplex képző kapacitását [378, 379]. Vörösvérsejtek membránjában a koleszterin 

mennyiségek emelésével fokozódik a β-CD molekulára történő koleszterin transzfer, 

ugyanakkor a lizofoszfatidilkolin PM mennyiségének emelésével csökken. Hasonló tendencia 

figyelhető meg a koleszterin koleszterin oxidáz iránti érzékenységében [380, 381]. A 

szfingomielin mennyiségek szfingomielináz kezeléssel történő csökkentése szintén erősen 

fokozza a membránban lévő koleszterin aktivitását, a nagy affinitású komplex partner 

mennyiségének csökkentésével [370, 375]. Fontos megjegyeznünk, hogy a koleszterin 

különböző doménekben mutatott kémiai aktivitása feltehetően számos koleszterin 

kompenzációs mechanizmus alapját is képezi (lásd 1.10-es fejezet). Ennek megfelelően a 

magas kémiai aktivitással rendelkező koleszterin a raft struktúrákon kívül helyezkedik. Ez az 

a koleszterin ami sokkal inkább hozzáférhető mind a fiziológiás (lipid transzfer fehérjék), 

mind a nem fiziológiás (pl. ciklodextrin) akceptor molekulák számára, és melynek kivonása 

energetikailag is kedvezőbb. A ciklodextrinekkel történő koleszterin kivonás tehát nagyobb 

valószínűséggel érinti első körben a non-raft frakciókban lévő koleszterint. Sőt, vannak 

adatok arra vonatkozólag is, hogy a koleszterin kivonás minden esetben a non-raft régiókból 

történik, ahol a koleszterin a raft frakciókból pótlódik és végül ez a folyamatos redisztribúció 

vezet a raft domének széteséséhez [382].  

1.10 Koleszterin kompenzációs útvonalak, a MDR sejtek esetén megfigyelhető 

koleszterin változások 

Az a tény, hogy a teljes koleszterin mennyiség szigorúan kontrollált és időben alig változik a 

sejtben, illetve, hogy a különböző intracelluláris organellumok koleszterin szintjei szintén 

nagyon pontosan szabályozottak [370], megszámlálhatatlan koleszterin feedback 

mechanizmus létét feltételezi. 

A koleszterin homeosztázis talán eddig leginkább ismert mechanizmusa, a koleszterin 

bioszintézis szabályozása [383]. A koleszterin bioszintézis szabályozásának központi 

organelluma az endoplazmatikus retikulum (ER), mely számos membránkötött transzkripciós 
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faktort tartalmaz (Sterol Regulatory Element-Binding Proteins-SREBPs), melyek a 

koleszterin bioszintézis, továbbá a koleszterin felvételt szabályozó kulcsfontosságú gének 

aktivációjában vesznek részt. Az ER koleszterin szint csökkenésének eredményeként a 

SREBP egy eszkort fehérje segítségével (SCAP) a Golgi-ba kerül, ahol különböző hasítási 

lépéseken keresztül aktiválódik, majd a magba transzportálódik és szabályozza a megfelelő 

gének transzkripcióját. Az ER koleszterin szintjének emelkedése esetén a SREBP-SCAP 

komplex a SCAP fehérje szterol érzékelő doménjén (SSD) keresztül kapcsolódik egy másik 

fehérjéhez (Insig). A fehérje komplex ER rezidens fehérjéhez való kötése megakadályozza a 

Golgiba irányuló transzportot és következésképpen a koleszterin szintézis gátlását 

eredményezi. 

A koleszterin bioszintézis sebesség meghatározó enzimje a hidroxi-metil-glutaril-koenzimA 

reduktáz (HMGCoAR) hasonló szabályozás alatt áll. Az Insig fehérjéhez való kötődése az 

enzim ubiquitinációján keresztül a fehérje lebomlását eredményezi. 

Az ER-ben újonnan szintetizált koleszterin egy jelentős része a Golgi-t megkerülve nem-

vezikuláris transzport mechanizmussal kerül ki a plazmamembránba [384-388]. A koleszterin 

másik része viszont követi a bioszintetikus szekréciós útvonalat a Golgi-n keresztül, ahol részt 

vesz a raft domének kialakításában [389, 390], és ezeknek a dinamikus struktúráknak egy 

meghatározó komponenseként fontos szerepet tölt be a sejtfelszíni fehérjék szortírozásában, a 

különböző membrán domének közötti megoszlásában [226]. 

Az a tény, hogy az ER-ban működő koleszterin bioszintetikus feedback rendszer valójában az 

ER koleszterin szintje által szabályozott, de a teljes sejt koleszterin mennyiségének 

szabályozását végzi, felvetette egy plazma membránból ER felé irányuló koleszterin-szterol 

transzfer meglétét, hasonlóan a már ismert ER-PM útvonalhoz. Egy ilyen citoszolikus szterol 

hordozó fehérjék által közvetített nem-vezikuláris útvonal megléte valóban igazolódni látszik 

[391, 392]. A pontos, sok részletében már ismert folyamat, illetve annak mozgatórugóját 

jelentő elmélet már szintén leírásra került [370, 393]. 

Amint már azt egy korábbi fejezetben (lásd 1.9-es fejezet) említettük, a szterolok különböző 

sztöchiometrikus komplexeket képeznek az egyes foszfolipidekkel és ennek megfelelően 

különböző kémiai potenciállal rendelkeznek. Az ER-ban egyre emelkedő koncentrációban 

lévő újonnan szintetizálódott koleszterin a megfelelő komplex partnerek híján magas kémiai 

potenciállal rendelkezik, ezért viszonylag könnyen hozzáférhető a lipid transzfer fehérjék 

(LTPs) számára. A plazmamembrán esetén a komplex partnerek számát meghaladó 
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mennyiségben megemelkedett koleszterin hasonló módon szállítódik az ER-ba, és blokkolja a 

SREBP-SCAP által kontrollált koleszterin bioszintézist, illetve endocitótikus folyamatok 

révén átmenetileg intracelluláris tárakban raktározódik. A plazmamembránban magas kémiai 

potenciállal rendelkező koleszterin kísérletesen bizonyított kivonása a membránból, olyan 

nem fiziológiás akceptor által, mint a ciklodextrin, ugyanezen az eleven működik [382]. A 

koleszterin különböző intracelluláris kompartmentek között megvalósuló traffickingjének 

alapját ezek szerint az egyes organellumokban nagy különbséget mutató szterol:szfingolipid 

arányok jelentik, ami gyakorlatilag perces időskálán megvalósuló homeosztatikus koleszterin 

feedback mechanizmusokat jelent [370]. 

Nagyon korai megfigyeléseink vannak arról, hogy az egyik lipid csoport megzavarása a 

membránban nagyban befolyásolja a másik csoport membránban történő megoszlását [394-

397]. Mindezekből arra lehet következtetni, hogy a koleszterin és szfingolipid koncentrációk 

koordináltan szabályozottak, ami a membránok raft mennyiségének kontrollálását is jelenti. 

Valóban van irodalmi adat, a két lipid csoport mennyiségének együttes szabályozására [398]. 

A plazmamembrán ciklodextrinekkel történő koleszterin deplécióját követően egy szterol 

szenzor az oxiszterol kötő fehérje (OxySterol Binding Protein –OSBP) aktivációja figyelhető 

meg, amely szenzor funkciója mellett szterol transzporterként is működik az ER és a transz-

Golgi között. Az OSBP aktivációja ugyanakkor párhuzamosan egy másik transzporter 

aktivációját is eredményezi. A CERT nevű transzporter a ceramidnak, a szfingomielin 

előalakjának a transzportját végzi a korábban említett organellumok között [399]. A 

ciklodextrinekkel végzett koleszterin kivonás tehát fokozza a raftok nukleációját. 

Irodalmi adatok alapján feltételezhető, hogy az MDR sejtek hatékonyabb koleszterin 

kompenzációs mechanizmusokkal rendelkeznek. Korai megfigyelések bizonyítják, hogy a PM 

emelkedett koleszterin mennyiségei mellett, a MDR sejtek (drog szelektált sejtvonalak), 

fokozott koleszterin észterifikációt is mutatnak és ennek következtében fokozott mennyiségű 

észterifikált koleszterint állítanak elő a PM direkt vagy akár indirekt (szfingomielináz kezelés) 

koleszterin szaturációját követően [400, 401]. Figyelembe véve azt, hogy az acil CoA-

koleszterin aciltranszferáz (ACAT) az ER-ben helyezkedik el, ez egyúttal az extra 

mennyiségű koleszterin fokozott felvételét is jelenti a PM-ból [402] és egy gyors koleszterin 

trafficking útvonalat feltételez a PM és az ER között [374]. Másrészt egy észterifikált 

koleszterin raktárra támaszkodva ezek a sejtek hatékonyabban képesek reagálni a PM 

csökkent koleszterin mennyiségeire, például koleszterin kivonást követően. Mindezek mellett 

a MDR sejtek fokozott sebességű koleszterin szintézist is mutatnak, a 3-hidroxi-3-
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metilglutaril-CoA reduktáz (HMG CoA-reduktáz) ubiquitinációját és ezzel lebomlásának 

sebességét meghatározó ubiquitin E3 ligáz, a Trc8 alacsonyabb expressziója miatt [403-405]. 

Az ezen sejtek esetén megfigyelt nagyobb mennyiségű raft domén a PM-ban azt eredményezi, 

hogy a PM koleszterin nagyobb mennyiségei találhatók alacsony kémiai potenciálú állapotban 

(low escape tendency) [370]. Láthattuk, hogy számos eddig ismert koleszterin kompenzációs 

mechanizmus a PM magas kémiai potenciálú koleszterin mennyiségeinek változásaira reagál 

érzékenyen. Ezen megfontolások alapján feltételezhető, hogy az MDR-es sejtek a PM már 

relatíve kis koleszterin változásaira is érzékenyen reagálnak. 

1.11 Lizoszómális exocitózis és membrán repair  

Mai tudásunk alapján már egyértelmű, hogy a különböző membrán sérülések utáni repair 

mechanizmus egyik létfontosságú eleme a lizoszómák exocitózisa. Számos nemrégiben 

megjelent tanulmány foglalkozik ezeknek az eddig talán kicsit unalmasnak és csupán 

szemeteszsáknak képzelt organellumoknak az újabb, érdekes szerepéről a sejt életében.  

Több évtizede ismert, hogy az eukarióta sejtek másodperceken belül képesek sérült 

membránrészeik javítására, egy olyan mechanizmus révén amely erősen függ az 

extracelluláris Ca
2+

 mennyiségétől. Képalkotó kísérletek később bizonyították, hogy a 

membrán léziókon keresztüli Ca
2+

 beáramlás a sérülés helyére lokalizált exocitótikus 

eseményekkel jár, amelyek szükségesek a membrán repair létrejöttéhez [406, 407]. Habár 

ezek a kísérletek még nem azonosították az exocitótikus vezikulák eredetét. Anita Reddy és 

mtsai bizonyították, hogy membrán sérülést követően a LAMP1 fehérje, mint lizoszómális 

marker jelenik meg a sejtfelszínen és a vezikula fúzió a szinaptotagmin VII SNARE fehérje 

közreműködésével valósul meg [408]. Bár elsőre meglepőnek tűnt a lizoszómák exocitózisa, a 

további eredmények számos sejtféleségben és különböző módon létrejött, pl. patogén okozta 

membrán permeabilizációt követően is bizonyították a jelenséget [409, 410]. A LAMP 

fehérjék sejtfelszíni megjelenése mellett a lizoszómális savas hidrolázok (savas 

szfingomielináz, hexózaminidáz) megjelenése a sejtek felülúszójában szintén bizonyítékul 

szolgált a lizoszómák exocitózisára [411]. A számos, különböző sejtvonal esetén tapasztalt 

jelenség bizonyította a folyamat általános voltát, azaz, hogy nem korlátozódik kizárólag a 

Ca
2+

 regulált szekréciós sejtekre [412]. 

Széles körben elfogadottnak tűnt az az elképzelés, hogy az exocitózis során a lizoszómák 

membránja, membrán darabkái azok amik közvetlenül a sérülés helyén pótolják a hiányzó 

membránrészeket [413]. Ugyanakkor mikroinjekciós tűvel létrehozott lokalizált sérülést 
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követően érdekes módon a LAMP1 fehérje pontszerűen inkább a sérült membránrész körül 

helyezkedett el [408]. Streptolizin-O (SLO) bakteriális toxinnal permeabilizált sejteken egy 

további érdekes jelenség is megfigyelhető volt [414]. A lizoszómális exocitózis mellett ezek a 

sejtek masszív endocitózison is keresztül esnek. SLO permeabilizálást követő 12-20 

másodpercen belül az endocitótikus vezikulák intracelluláris akkumulációja figyelhető meg, 

majd 4-5 perccel a sejt sérülését követően a vezikulák már nagy (300-500 nm), burok nélküli 

intracelluláris kompartmentként jelennek meg. Ezek az endocitótikus események tehát a sérült 

membrán részek eltávolításával feltehetően elősegítik a membrán repair folyamatokat. Fontos 

megjegyeznünk, hogy ez a gyors endocitózis vagy az irodalomban masszív endocitózisnak 

(MEND) is nevezett folyamat úgy tűnik, hogy nem igényli sem az aktin citoszkeleton sem 

egyéb endocitótikus regulációs fehérjék (klatrin, dinamin) közreműködését [415]. Érdekes 

módon az SLO kezelés során keletkező szabálytalan alakú endoszómákhoz nagyon hasonlóak 

jönnek létre a sejtben savas szfingomielináz (ASM-acidic shingomyelinase) kezelés mellett 

[416]. Ez a megfigyelés volt az első, ami rávilágított arra, hogy a Ca
2+ 

kiváltotta lizoszómális 

exocitózis valójában a sérült membrán részek endocitózis útján történő eltávolításával segíti 

elő a membrán remodelling-et, a savas szfingomielinázok sejtfelszínre történő szekréciójával. 

A szfingomielin (SM), mint a raftok egyik lényeges komponense, nagy mennyiségben 

található meg a PM külső rétegében. A SM foszforilkolin feji csoportjának enzimatikus 

hasítása pedig ceramid keletkezésével jár. Ez a lipid hasítási termék még a SM-től is 

szorosabb elhelyezkedést mutat, így a ceramid nagy mennyiségű keletkezése a külső 

membrán rétegben a PM lipidek egyenlőtlen térbeli eloszlása miatt a membrán citoplazma 

irányába történő boltosulását idézi elő (8. ábra). 

A ceramid mediálta membrán invagináció egyértelműen bizonyított jelenség. Előidézhető 

mesterséges liposzómákban [418], valamint fiziológiás körülmények között is megfigyelhető 

a multivezikuláris testek intraluminális vezikuláinak keletkezése során, ahol a neutrális 

szfingomielinázok játszanak főszerepet [419]. Számos laboratóriumból szármázó eredmény 

bizonyította a savas szfingomielinázok indukálta ceramid klaszterizációt és az endocitózis 

meglétét membránsérülést követően [420-422]. ASM hiányos sejtekben pedig egyértelműen 

bizonyítást nyert a lizoszómális enzimek jelentősége a PM integritásának helyreállításában. 

Érdekes módon az enzim pótlása vagy bakteriális szfingomielináz hozzáadása helyreállította a 

membrán repair folyamatokat a sejtekben [411]. 
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8. ábra A ceramid-mediálta membrán invagináció feltételezett mechanizmusa [417] 

 

Ezek a kísérletek tehát bizonyították a lizoszómák nélkülözhetetlen szerepét a membrán 

sérülések során a savas szfingomielinázok sejtfelszínre történő szekréciójával. Ezt követő 

sejtfelszíni lipid remodelling és végül a sérült membrán részek eltávolítása valósul meg. 

1.12 Közvetlen előzmények (a sejtfelszíni Pgp molekulák konformációs és topológiai 

heterogenitása) 

Az évek során számos monoklonális antitestet fejlesztettek ki a sejtfelszíni Pgp molekulák 

detektálására (MRK16, 4E3, MM12.10, 15D3, UIC2) [423-427], melyek a Pgp extracelluláris 

epitópjait ismerik fel. Ezen antitestek többsége a teljes sejtfelszíni Pgp mennyiségek jelölésére 

alkalmasak. Az UIC2 monoklonális antitest ugyanakkor erősen konformáció érzékeny, mivel 

egy az 1., a 4. és a 6. extracelluláris loop-ok által képzett összetett epitópot ismer fel [428-

430], mely nagy valószínűséggel a katalitikus ciklus csak egy meghatározott időablakában 

érhető el. Szaturációs koncentrációban alkalmazva az UIC2 antitest (vagy annak Fab 

fragmentuma) a sejtfelszíni Pgp molekulák 10-40%-át azonosítja [430, 431]. Ugyanakkor 

bizonyos szubsztrátok/modulátorok (vinblasztin, ciklosporin és SDZ PSC 833, de nem 

verapamil) jelenlétében, valamint ATP depletált sejtekben az antitest képes az összes, akár 

minden sejtfelszíni transzporter jelölésére is. Az irodalomban a jelenség „UIC2-shift”-ként 

ismert [430] és hátterében elsősorban a kötőhelyek mennyiségének emelkedése áll (1.5-10-

szeres emelkedés). Az antitest affinitását jelző disszociációs állandó (Kd) csak kismértékben 

változik.  
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Az UIC2 antitest segítségével a sejtfelszíni Pgp molekulák két szubpopulációját/konformációs 

formáját lehet megkülönböztetni. A szaturációs koncentrációban, de modulátorok jelenléte 

nélkül UIC2 antitesttel jelölhető Pgp-ket (a sejtfelszíni Pgp mennyiségek 10-40%-a) Pool1 

Pgp-ként, míg az UIC2 antitest számára kizárólag CsA-típusú drogok jelenlétében 

hozzáférhető Pgp-ket Pool2 Pgp-ként azonosítjuk. A Pool2 Pgp-k ugyanakkor CsA-típusú 

drogok nélkül is megjeleníthetőek, az UIC2 antitest és bármely egyéb antitest (MRK16, 

MM12.10 vagy 15D3) szekvenciális jelölésével, mivel ezen antitestek részben átfedő 

epitópokat azonosítanak. Fontos megjegyeznünk, hogy a sejtfelszíni Pgp molekulák 

konformációs heterogenitása nagy valószínűséggel minden Pgp-t expresszáló sejtben 

megfigyelhető, hiszen az „UIC2-shift” jelenséget számos sejtvonal esetén bizonyították [430]. 

A két Pgp Pool folyamatosan dinamikus egyensúlyban van egymással. A sejtek egy éjszakán 

át történő Brefeldin-A kezelése nem befolyásolta a két különböző konformációs állapotú Pgp-

k arányát. Ugyanakkor munkacsoportunk számos különbséget vélt felfedezni közöttük.  

NIH 3T3-MDR1 sejtvonalon konfokális mikroszkóppal végzett kolokalizációs kísérletek azt 

mutatják, hogy a két Pool különböző membrán területeket foglal el. A két Pool inhomogén 

megoszlása a membránban különböző molekuláris partnerekre utalhat. A FITC-falloidinnel 

jelölt aktin mikrofilamentumok kolokalizációja inkább a Pool1 Pgp-kel figyelhető meg. A 

Pool1 illetve Pool2 Pgp-k raft asszociáltságának megítélésére további kísérleteket végeztünk. 

A két Pool biotinált antitesttel történő szelektív jelölését követően a TX-100-zal készített 

sejtlizátumot szukróz sűrűség-grádiensen szeparáltuk. A streptavidin konjugált mikrobead-

kötött transzporter mennyiségek detektálása fluoreszcensen jelölt másodlagos antitesttel 

történt. Az alacsony denzitású, raft doméneket is tartalmazó frakciók nagyobb mennyiségben 

tartalmazták a Pool1 Pgp-ket a Pool2 Pgp-kel összehasonlítva. Ezek alapján a különböző 

antitestekkel jelölt Pgp szubpopulációk más-más membrándoménekben helyezkednek el. A 

két Pool citoszkeleton és raft asszociáltság-mértékének vizsgálata árámlási citometriás 

detergens rezisztens mérésekkel történt 3T3-MDR1 illetve KB-V1 sejtvonalakon. A próba 

arról informál, hogy az egyes membrán fehérjék milyen mértékben/százalékban képesek 

ellenállni egy-egy sejtben a detergens membrán-szolubilzációs hatásának. A 0 fokon, rövid 

ideig és alacsony koncentrációban alkalmazott detergens kezelést követően a sejtek még 

alkalmasak áramlási citometriás analízisre. Az intakt citoszkeletonhoz kötött, detergens 

rezisztens fluoreszcensen jelölt membránfehérjék pedig azonosíthatóak [432]. A TX100 

detergens alkalmas azon Pgp-k azonosítására melyek raftokon keresztül kapcsolódnak a 

citoszkeletonhoz, míg az NP40 detergens rezisztens transzporterek direkt citoszkeleton 
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asszociáciációt mutatnak [135]. A Pool1 Pgp-k mind raft, mind direkt citoszkeleton 

asszociáltsága nagyobb mértékű volt a Pool2 Pgp-kel összehasonlítva. 

A sejtfelszíni Pgp Pool-ok internalizációs kinetikájának vizsgálata jelöletlen elsődleges 

antitestes inkubációt követően fluoreszcensen jelölt másodlagos antitesttel történt. Az UIC2-

vel jelölt Pool1 Pgp-k szignifikánsan nagyobb sebességgel internalizálódtak. Amikor a 

sejtfelszíni Pgp molekulákat (Pool1+Pool2) UIC2 távollétében 15D3 antitesttel jelöltük a 

Pgp-k endocitózisa időben csak sokkal később indult el. Mindezek alapján azt mondhatjuk, 

hogy az endocitótikus folyamatok sokkal inkább érintik az UIC2-vel jelölt Pool1 

konformációs állapotú Pgp-ket. Ugyanakkor fontos megjegyezni az UIC2 antitest szerepét 

ebben a trafficking folyamatban, mivel a teljes sejtfelszíni Pgp mennyiségek UIC2-vel történő 

jelölését követően (CsA előinkubáció alkalmazásával) megfigyelhető változások a 15D3-mal 

jelölt mintákkal összehasonlítva szintén fokozott internalizációt mutattak. 

A különböző antitestekkel jelölhető Pgp pool-ok konfokális mikroszkópos mérésekből 

feltételezhető különböző molekuláris partnereinek felderítésére immunprecipitációs 

kísérleteket végeztünk. A sejtfelszíni Pgp molekulák UIC2 (Pool1) illetve 15D3 (Pool1+2) 

antitesttel történő jelölését követően a sejteket egy meghatározott ideig 37 fokon inkubáltuk, 

hogy elősegítsük azok internalizációját. Ezt követően a sejteket TX100-zal lizáltuk és 

immunoprecipitátumokat gyűjtöttünk a koprecipitációs partnerek tömeg spektrometriás 

azonosításához. Számos azonosított fehérje citoszkeletális vagy citoszkeleton asszociált 

citoplazmatikus fehérje volt. Az UIC2-vel jelölt Pgp-k mellett, olyan fehérjéket találtunk, 

mint a vimentin, kaptin vagy beclin-1, míg a 15D3-mal jelölt Pgp-k mellett a septin 11, 

annexin A2 vagy a polimeráz-delta-interakciós fehérje 2-t. Sejtfelszíni Pgp molekulák 

immunprecipitációja során a caveolin-1 ezekben a kísérletekben is kimutatható volt az 

UIC2-vel jelölt Pgp-k mellett, ellentétben a 15D3-mal jelölt Pgp-kel. Eredményeink azt 

mutatták, hogy a két pool részben különböző sejtfelszíni és intracelluláris fehérjékkel mutat 

asszociációt.  
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2. CÉLKITŰZÉSEK 

A P-glikoprotein alap- és koleszterin-függő trafficking folyamatainak felderítésére 

alkalmazott kísérletek tervezése és kivitelezése során felmerült néhány metodikai probléma, 

melyek megoldásra vártak: 

1. Kollaborációs partnereink in vitro aktin polimerizációs kísérletekben azt találták, hogy 

a raft izolálásra, valamint fehérjék raft asszociációjának vizsgálatára használt 

különböző detergensek befolyásolják az aktin polimerizációt. Mivel a 

munkacsoportunk által kidolgozott raft fehérje azonosítási módszer, az áramlási 

citometriás detergens rezisztencia esszé (FCDR), olyan fehérjéket mér, melyek a 

polimerizált aktin citoszkeletonhoz rögzülnek, ezért a detergensek aktin 

polimerizációra gyakorolt hatásai rendkívül fontosak lehetnek. Ezért kíváncsiak 

voltunk a különböző detergensek (TX100; NP40; CHAPS; Brij) ex vivo aktin 

polimerizációra kifejtett hatásaira, melyet NIH 3T3-MDR1 sejtekben áramlási 

citometriás, valamint mikroszkópos technikával vizsgáltunk. 

2. Random-metil-β-ciklodextrinnel végzett koleszterin kivonási kísérletekben a teljes 

sejtfelszíni P-glikoprotein mennyiségek azonosítására használt 15D3 monoklonális 

antitest kötődési affinitása változott. Ezért kiváncsiak voltunk arra, hogy különböző 

koleszterin szolubilizációs kapacitással rendelkező más β-ciklodextrin származékok 

befolyásolják-e a 15D3 mAt affinitás változását.   

A sejtfelszíni P-glikoproteinek konformációs és topológiai heterogenitásához kapcsolódóan 

(lásd 1.12-es fejezet) célul tűztük ki a különböző Pool-ok trafficking folyamatainak 

vizsgálatát: 

3. Mutat-e traffickingbeli különbségeket a Pool1 konformációs állapotú (főként raft 

asszociált) valamint a Pool2 konformációjú (kisebb mértékben raft asszociált) 

P-glikoprotein? 

a, Valóban gyorsabb-e a raft asszociált Pgp-k endocitózisa? 

b, Vannak-e lizoszómális iránybeli különbségek a Poolok között? 

c, Mutatnak-e az internalizációs folyamatok hőmérséklet és ATP függést? 

d, Hogyan változnak az exocitótikus folyamatok fehérjeszintézist gátló kezelés 

mellett?  
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4.  Mutatnak-e koleszterin-függő traffickingbeli különbségeket a Pool1 konformációs 

állapotú, valamint a Pool2 konformációjú P-glikoproteinek? 

 

A ciklodextrinek segítségével végzett koleszterin extrakciós kísérleteinkben, számunkra is 

meglepő módon felismertük azt, hogy bizonyos exocitótikus események fokozódnak. 

Nemrégiben megjelent tanulmányok a lizoszómák exocitózisáról számoltak be ciklodextrin 

kezelést követően. A lizoszómális exocitótikus folyamatok, párhuzamosan egyéb exocitótikus 

eseményekkel, feltehetően egy komplex membrán repair folyamat részeként valósulhatnak 

meg.  

Ennek megfelelően további célkitűzéseket fogalmaztunk meg, melyek túlmutattak a 

P-glikoprotein trafficking folyamatainak vizsgálátán:  

 

5.  Kíváncsiak voltunk, hogy a lizoszómális exocitózis lezajlik-e a mi rendszerünkben is?  

 

6.  Célul tűztük ki továbbá a lizoszómák stabilitásának vizsgálatát NIH 3T3 és 

3T3-MDR1 sejtvonalak esetén a PM koleszterin perturbációja nélkül illetve azt 

követően. Irodalmi adatok ugyanis arra utaltak, hogy a koleszterin moduláció 

jelentősen befolyásolhatja azt. 

 

7.  Vizsgálni kívántuk továbbá, hogy a lizoszómális apparátusban tapasztalt esetleges 

különbségek esetén, van-e ennek hatása a két sejtvonal életképességére?  
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3. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

3.1 Sejttenyésztés 

Vizsgálataink tárgyát az NIH 3T3 egér fibroblaszt sejtvonal és annak mdr1 génnel 

transzfektált változata (NIH 3T3-MDR1 G185) képezte. Az NIH 3T3 sejtvonalakat 

M. Gottesman (NIH, Bethesda, USA) bocsájtotta rendelkezésünkre. A sejteket 10 % 

inaktivált fötális szarvasmarha szérumot (FCS Gibco), 5 mM glutaminsavat és 25 µg/ml 

gentamicint tartalmazó DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) tenyésztő 

folyadékban növesztettük állandó körülmények mellett (37°C, 5 %-os CO2 atmoszféra, 

95 %-os páratartalom). A Pgp-t kifejező sejtvonalakat 670 nM doxorubucint tartalmazó 

tápoldatban tartottuk fenn és felhasználásuk előtt 2-3 nappal drogmentes tenyésztő oldatban 

tartottuk tovább. A sejteket rendszeresen ellenőriztük a mycoplazma fertőzés kizárása 

érdekében. Kísérleteink zömében a letapadva növő sejtekből tripszin/EDTA kezeléssel 

készítettünk sejtszuszpenziót.  

3.2 A sejtmembrán koleszterin tartalmának modulálása 

Tripszinezést követően a sejteket kétszer mostuk 8 mM glükózt tartalmazó PBS-sel (pH=7.4), 

majd a sejtkoncentrációt 6·10
6 

sejt/ml-re állítottuk be. A sejtmembrán koleszterin tartalmának 

változtatására emelkedő koncentrációjú random-metilezett-β-ciklodextrint (RAMEB), illetve 

annak koleszterinnel képzett komplexét, valamint egyéb ciklodextrin származékokat 

használtuk. A szuszpenzióban lévő sejteket 37°C-on 20 percen keresztül inkubáltuk a 

különböző ciklodextrin származékokkal, mostuk majd elvégeztük a megfelelő vizsgálatokat. 

3.3 Monoklonális antitestek előállítása és jelölése 

Az UIC2 [IgG2a; [427]; ATCC No. HB-11027)] és a 15D3 [IgG1; [424]; (ATCC No. HB-

11342)] antitesteket hibridóma sejtek felülúszójából, protein A affinitás-kromatográfia 

alkalmazásával magunk izoláltuk. Kísérleteinkhez az antitesteket különböző szukcinimid 

észter típusú módosítást tartalmazó festékekkel konjugáltuk, úgymint Alexa488, Alexa647, 

pHrodo (Molecular Probes, Eugene, OR, USA). Az antitesthez nem kötődött festék 

molekulákat Sephadex-G50 oszlopon gél-szűrési technikával távolítottuk el. A festék-fehérje 

arányt spektrofotométerben abszorbancia alapján határoztuk meg. A pHrodo konjugált 

antitestek fehérje/festék arányát a moláris extinkciós koefficiens hiányában festék 

koncentráció sor segítségével határoztuk meg. 
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3.4 Sejtfelszíni Pgp molekulák jelölése monoklonális antitesttel, az UIC2 és 15D3 

monoklonális antitestek affinitásának (Kd) és maximális kötőhelyeinek (Bmax) 

meghatározása 

Az előzőekben leírt ciklodextrin kezelt sejteket emelkedő koncentrációjú antitest 

mennyiségekkel inkubáltuk 37°C-on 30 percen keresztül, majd kétszer mostuk hideg PBS-sel. 

A fluoreszcencia értékeket áramlási citometriásan (BD FACSArray, Budapest Flow Soft Kft.) 

mértük a PI negatív populáció esetén. A kötődési görbéket a SigmaPlot program (Systat 

Software, Inc. San Jose, CA) segítségével illesztettük. Az adatokat a GrapPad Prism szoftver 

(6.01 verzió) segítségével értékeltük ki. Az UIC2 és a 15D3 mAt-ek maximális kötőhelyeinek 

a számát (Bmax) illetve az antitestek affinitását jellemző disszociációs állandókat (Kd) a 

SigmaPlot programmal (8-as verzió) egy ligand kötőhelyet és aspecifikus kötődést feltételező 

szaturációs ligand kötődési model segítségével határoztuk meg az alábbi egyenlet alapján 

f = Bmax·abs(x) / (Kd+abs(x)) + Ns·x). 

UIC2-vel történő teljes sejtfelszíni mennyiségek jelölésekor a sejteket 10 percig 37 °C-on 

előinkubáltuk 10 µM ciklosporin A-val (CsA). 

3.5 A sejtfelszíni Pgp molekulák internalizációjának mérése 

Alexa647 festékkel konjugált mAt-vel jelölt NIH 3T3-MDR1 sejtekről a különböző 

inkubációs időket követően a sejtfelszínen maradt antitesteket savas kémhatású puffer 

segítségével távolítottuk el (0,5 M NaCl, 0,1 M glicin, pH=2,5 [433]. A minták fluoreszcencia 

intenzitását áramlási citométerben (BD FACSArray, Budapest Flow Soft Kft.) mértük. A PI 

gerjesztését 542 nm-en végeztük és az FL2 (sárga) csatornában detektáltuk (585/42 nm), míg 

az Alexa647 festéket 635 nm-en gerjesztettük és az FL3 (vörös) csatornában detektáltuk 

(661/16 nm). A savas mosásra rezisztens fluoreszcencia hányadot használtuk az internalizált 

receptor-antitest komplexek százalékos arányának kifejezésére, mind a kezeletlen, mind a 

ciklodextrin kezelt sejtek esetén. 

3.6 Internalizáció hőmérséklet és ATP függésének vizsgálata 

A sejtfelszíni Pgp-k jelzetlen elsődleges mAt-el történő jelölését követően kétszer mostuk a 

sejteket glükóz mentes vagy glükózos PBS-sel. Majd 30 percen keresztül inkubáltuk glükóz 

mentes vagy glükózos PBS-ben. Az inkubációs idő 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 vízfürdő között. Ezt 

követően a mintákat mostuk 0°C-os vagy 37 °C-os pufferrel, majd 30 percen keresztül 0°C-on 

jelöltük GamIgA647 másodlagos jelzett antitesttel. Mosást követően a sejtfelszíni transzporter 
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mennyiségeket áramlási citometriásan PI jelenlétében detektáltuk. A sejtfelszíni fehérje 

mennyiségeket a glükóz mentes, 0°C-os minta százalékában fejeztük ki. 

3.7 Internalizálódott Pgp molekulák degradációs végpontjának mérése pHrodo festékkel 

jelölt Pgp-n  

A pHrodo konjugált Pgp antitestek pH érzékenységének vizsgálatához a sejteket a szokásos 

módon jelöltük, mostuk majd fixáltuk 2 %-os PFA-val és változtattuk a puffer pH-ját. A 

kinetikai mérésekhez különböző mintákat készítettünk. A sejteket CsA inkubációt követően 

vagy anékül jelöltük UIC2-pHrodo-val (100 µg/ml; 37 °C; 30 perc) illetve jelöletlen UIC2-vel 

való előinkubációt követően vagy anélkül jelöltük 15D3-pHrodo-val (100 µg/ml; 37 °C; 30 

perc), majd kétszer mostuk glüPBS-sel. A sejtek további inkubációjához a korábban leírt 

DMEM oldatot használtuk 10 mM HEPES-sel kiegészítve. A megfelelő inkubációs 

időpontokban vett minták fluoreszcencia intenzitását áramlási citometriával értékeltük 

(FACSArray) (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). A mintákat 532 nm-en 

gerjesztettük és az 585/42 sávszűrő segítségével detektáltuk. Minden mintát korrigáltunk a 

háttér intenzitással, amit jelöletlen antitestes előinkubációt követően UIC2-pHrodo illetve 

15D3-pHrodo jelölt mintákon határoztunk meg.  

3.8 Konfokális lézer pásztázó mikroszkópiás kísérletek 

A pH érzékeny festékkel konjugált antitesttel jelölt sejtekről különböző inkubációs idők után 

(0 perc, 3 óra) LSM 510 (Zeiss, Jena, Germany) típusú konfokális mikroszkóppal készítettünk 

képeket.  

3.9 Exocitálódó Pgp mennyiségek meghatározása 

A sejteket CsA kezelés nélkül vagy CsA kezelést követő jelöletlen UIC2 antitesttel jelöltük 

37 °C-on 30 percen keresztül, majd hidegen mostuk. Ezt követően a sejteket a következő 

összetételű médiumban inkubáltuk (1% FCS-t, 2 mM L-glutamin-t, 25 µg/ml gentamicin és 5 

mM Hepes-t tartalmazó DMEM; pH 7,4) különböző ideig. A megfelelő időben történt 

mintavétel után az újonnan kijövő sejtfelszíni Pgp mennyiségeket UIC2-A647 vagy 

15D3-A647 antitesttel azonosítottuk és áramlási citometriásan detektáltuk. Minden esetben 

meghatároztuk a kiindulási UIC2-vel illetve 15D3-mal jelölhető Pool1 illetve Pool1+2 

mennyiségeket. A fehérjeszintézis gátlása melletti sejtfelszíni Pgp mennyiségek 

meghatározásához a sejteket az UIC2 lefedés előtt 1 órán át 10 µg/ml koncentrációjú 

cikloheximiddel kezeltek. A cikloheximidet a további kezelések és inkubációk idejére minden 

esetben visszaadtuk. 
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A rövidebb idejű exocitózisra irányuló kísérletek során a sejteket először festékkel nem 

konjugált Pgp ellenes jelöletlen antitestekkel fedtük le (100 µg/ml mAt; 37°C 30 perc) majd 

kétszer mostuk hidegen. A sejteket a továbbiakban különböző ideig (30, 25, 20, 15, 10, 5 és 2 

perc) inkubáltuk DMEM tenyésztő folyadékban Alexa647 jelölt Pgp ellenes antitestek 

(100 µg/ml) jelenlétében az újonnan kijövő Pgp mennyiségek monitorozására. A 

fluoreszcenciákat két hideg PBS-sel történő mosást követően áramlási citometriásán mértük. 

Az exocitózisra kerülő mennyiségek számolásánal figyelembe vettük a rövid jelölési idők 

miatt a jelölt antitest időben történő felkötődési tulajdonságait. A koleszterin modulált minták 

esetén az exocitózisra került mennyiségek monitorozását megelőzte a sejtek ciklodextrin 

kezelése. 

3.10 Sejtfelszíni Pool1 mennyiségek mérése exocitózis gátló szerek mellett 

A ciklodextrin kezelés utáni sejtfelszíni Pgp mennyiségek mérését megismételtük különböző 

exocitózis gátló szerek mellett. A sejteket 2 órán keresztül előinkubáltuk glükózos PBS-ben 

37°C-on Exo 1 (2-(4-Fluorobenzoilamino)-benzoesav metil észter, 400 µM) vagy Brefeldin-A 

(360 µM) jelenlétében, majd kezeltük őket ciklodextrinnel és ezt követően 5 perces jelöléssel 

monitoroztuk UIC2-Alexa647 jelenlétében a sejtfelszíni mennyiségeket. A drogokat a 

ciklodextrin inkubáció idejéré visszaadtuk. 

3.11 Koleszterin kivonást követő sejtfelszíni LAMP1 (CD107a) és LAMP2 (CD107b) 

mennyiségek monitorozása 

Tripszinezést követően a sejteket PBS-sel vagy Hank’s pufferrel (1 mM CaCl2) mostuk. 

Mindkét puffert 8 mM glükózzal egészítettük ki. A LAMP2 minták esetén a PBS-t még 1 mM 

EDTA-val is kiegészítettük. A különböző pufferben lévő sejteket RAMEB nélkül és RAMEB 

jelenlétében inkubáltuk 37°C-on 20 percig, majd ezt követően jelöltük 2,5 µg/ml egér ellenes 

fikoeritrin konjugált LAMP1 antitesttel (CD107a-PE) vagy 10 µg/ml LAMP2 antitesttel 

(CD107b-Alexa488) 37 ºC-on 30 percig. Ezt követően mostuk a sejteket, majd azonnal 

fixáltuk frissen készített 2%-os PFA-ban 1 órán keresztül szobahőmérsékleten. A teljes sejt 

LAMP mennyiségek meghatározásához a sejteket először 20 percig szobahőmérsékleten 

fixáltuk, mostuk és 1,5 mg/ml-es glicin oldattal quencheltük 10 percig, majd azonos 

mennyiségű CD107a-PE (2,5 µg/ml) illetve CD107b-Alexa488 (10 µg/ml) antitesttel jelöltük 

a sejteket 1 órán keresztül 0,5 % szaponint és 1 % BSA-t tartalmazó pufferben 

szobahőmérsékleten. Ezt követően a sejteket 0,5% szaponint és 1% BSA-t tartalmazó 

pufferrel majd csak 1% BSA-t tartalmazó pufferrel mostuk és áramlási citometriásan mértük 
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(FacsAria). A sejtfelszíni LAMP mennyiségeket a teljes sejt mennyiségek százalékában 

fejeztük ki. 

3.12 Ciklodextrin kezelések hatása a szabad koleszterin mennyiségekre és 

életképességekre NIH-3T3 és 3T3-MDR1 sejtek esetén 

A sejteket a korábbi protokollnak megfelelően 20 percig kezeltük 37°C-on különböző 

koncentrációjú RAMEB-bel illetve a koleszterin töltött származékával. A sejteket vagy 

5 µg/ml PI-dal jelöltük és mértük áramlási citometriásan (FacsArray) vagy 3%-os frissen 

készített paraformaldehiddel fixáltuk szobahőmérsékleten 1 órán keresztül további 

felhasználáshoz. A fixált sejteket kétszer mostuk és 1,5 mg/ml glicint tartalmazó PBS-ben 

quencheltük 10 percig szobahőmérsékleten. A mintákat ezután 10 % FBS-t tartalmazó 125 

µg/ml koncentrációjú filipin oldattal jelöltük szobahőmérsékleten 1 órán keresztül fénytől 

védve, majd áramlási citometriásan mértük. A mért koleszterin mennyiségeket a két 

különböző sejtvonal esetén korrigáltuk a sejt volumenre. Az életképességi görbéket a mért 

adatokból a következő dózis-hatás görbe alapján illesztettük. f=min+(max-

min)/(1+10^(logEC50-X)).  

3.13 Lizoszóma mennyiségek meghatározása 

A kvantitatív képalkotó citometriás eljárás során a lizoszómákban akkumulálódó festéket a 

neutrálvöröst használtuk. A sejtenkénti analízishez a sejtmagokat Hoechst 33342 festékkel 

festettük, míg a lizoszómák neutrálvörössel voltak töltve. 40 µg/ml neutrálvörös jelenlétében 

2 órán keresztül inkubáltuk a sejtek sejttenyésztési körülmények között [434]. A sejtek és 

körvonalaiknak azonosítása a teljes sejt jelek alapján történt. Azaz a Hoechst 33342 festék 

(405 nm-es UV fénnyel gerjesztve és 430-470 nm-es sávszűrővel detektálva) és a 

neutrálvörös festék (488 nm-es kék lézer gerjesztést követően 650 nm-es felüláteresztő 

szűrővel detektálva) fluoreszcenciája, valamint a neutrálvörös abszorbanciája (488 nm-es 

gerjesztést követően) alapján. Az egyedi sejtek kiválasztása a teljes jelek területe alapján és 

azután a Hoechst 33342 jelekkel arányos DNS mennyiségek alapján történt. Végül a sejtek 

lizoszóma mennyiségeit az azonosított sejtek neutrálvörös kromatikus intenzitásából 

határoztuk meg. A méréseket és az analízist a képalkotó citométer (iCys, CompuCyte, 

Cambridge, MA) fluoro-kromatikus opcióját használva a rendszer szoftvere (iNovator 

Applications Development Toolkit software (Thorlabs Imaging Systems, Sterling, VA, USA, 

korábbi nevén CompuCyte) segítségével végeztük.  
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3.14 A lizoszómák fotodestrukciója 

A lizoszómák akridin narancs (AO) szenzitizálta fény indukálta fotodestrukcióját lézer-

pásztázó citométerrel (iCys laser-scanning cytometer, CompuCyte, Westwood, MA) és élő 

sejt video-mikroszkópiával vizsgáltuk. A sejteket 8 lyukú sejttenyésztő plate-en, DMEM-ben 

tartottuk a konfluencia eléréséig. A sejteket 1 µg/ml koncentrációjú AO-val jelöltük 1 órán 

keresztül, 37 °C-on PBS-ben, majd kétszer mostuk. Az akridin naranccsal töltött sejtekből a 

40-es objektív (Olympus, UIS2 40x plan fluorite, NA 0,75) 2x2 látómezőnyi területét egymást 

követően 50 alkalommal világítottuk be a 488 nm-es kék solid-state lézerrel. A zöld (515-545, 

530/30 nm) és a vörös (565-595, 580/30 nm) emissziós fluoreszcencia intenzitásokat a 

bevilágítási ciklusok alatt, valós időben detektáltuk. Az adatokat az iCys szoftverből a 

Microsoft Excel spreadsheet programba exportáltuk, ahol a kalkulációkat elvégeztük. A 

lizoszómákban nagy koncentrációban akkumulálódó festék vörös fluoreszcenciát mutat. Az 

akridin narancs szenzitizált lizoszómák membránja kék lézer fénnyel történő megvilágítás 

alatt ruptúrál, a festék kikerül a nagy koncentrációt biztosító savas milliőből, 

következésképpen a vörös fluoreszcencia intenzitás időben csökken. Az akridin narancs 

citoszólba történő kikerülése, illetve a sejtmag DNS-hez történő kötődése időben a zöld 

fluoreszcenciák emelkedésével jár. A maximális zöld fluoreszcencia intenzitás felének 

eléréséhez szükséges idő állandónak a meghatározását szigmoid görbék illesztésével végeztük 

az alábbi online görbe illesztési programm segítségével (http://zunzun.com/). Az idő állandók 

átlag és szórás értékeit 10-15 sejtből kalkuláltuk.  

A lizoszómák élő sejteken végrehajtott koleszterin-függő fotodestrukcióját az alábbiak szerint 

végeztük. A letapadva növő sejteket a 20 perces ciklodextrin kezelését követően 30 percig 

inkubáltuk 1 µg/ml koncentrációjú AO-val, majd a sejteket ezt követően folyamatos kék 

megvilágításnak (FITC filter beállítás) tettük ki az Olympus IX-71 fluoreszcens mikroszkóp 

iCys rendszerének epifluoreszcens Hg-gőz lámpa gerjesztésének felhasználásával. A 

mikroszkópos videókat az Olympus DP71 (Olympus, Budapest) nagy felbontású színes 

digitális kamerájával rögzítettük a bevilágítás kezdetétől. A lizoszóma szétesési 

eseményeknek megfelelő zöld felvillánosokat időben rögzítettük. 

Videó képsorozatok értékelése: 

A szétesési eseményeket egy korábban már konfokális képsorozatok kalcium tüskéinek 

analízisére használt program segítségével végeztük [435]. Az exocitótikus események számát 

http://zunzun.com/
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normalizáltuk a sejtszámra, valamint mindkét sejtvonal esetén meghatároztuk az összes 

lizoszóma széteséséhez szükséges besugárzási időket. 

3.15 A plazmamembrán koleszterin kivonásának hatása a lizoszómális festékek 

akkumulációjára 

A festék akkumulációs kísérletekhez a sejteket 96-lyukú sejttenyésztő plate-re (1·10
5 

sejt/lyuk) tettük ki és 24 óráig inkubáltuk sejttenyésztési körülmények között [434]. A 

médium óvatos eltávolítását követően a sejtek különböző koncentrációjú CD oldatokkal és 40 

µg/ml koncentrációjú neutrál vörös oldattal együtt inkubáltuk 37°C-on 1 órán keresztül 

sejttenyésztési körülmények között. A sejteket kétszer mostuk PBS-sel majd a sejtek 

lizoszómájában akkumulálódott neutrál vörös festéket feltáró oldattal vontuk ki (50 ml 96%-

os alkohol; 49 ml desztillált víz és 1 ml vízmentes ecetsav). Az akridin narancs akkumulációs 

kísérletek során a 96-lyukú plate-en tenyésztett sejteket különböző koncentrációjú CD 

oldatokkal és 1 µg/ml koncentrációjú akridin narancs oldattal inkubáltuk együtt. A 

fluoreszcencia intenzitásokat spektrofoto-spektrofluoriméterrel mértük (Synergy HT reader; 

Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA). Az emittált vörös fluoreszcencia intenzitásokat 

460/40 nm-es gerjesztést követően 645/40 nm-en, míg a zöld fluoreszcenciákat 485/20 nm-es 

gerjesztést követően 528/20 nm-en detektáltuk. A festékek akkumulációjának változását a 

kezeletlen minta relatív %-ban fejeztük ki.  

3.16 Aktin filamentum fluoreszcens jelölése 

Az NIH 3T3-MDR1 sejtek közel konfluens egyrétegű tenyészeteiből 2 perces tripszinezés 

(0,05 % tripszin és 0,02 % EDTA) segítségével készítettünk sejtszuszpenziót, majd a sejteket 

kétszer mostuk Hank’s pufferben. Az 1 millió/ml-es sejtszuszpenziókat különböző 

koncentrációjú detergensekkel [TX100 (3-0,0039 v%); Brij 98 (3-0,0039 v%); NP40 (3-

0,0039 v%) és CHAPS (2-0,0039 v%)] kezeltük 30 percig jégen. A sejteket 4% -os metanol 

mentes formaldehiddel fixáltuk legalább 2 óráig citoszkeleton puffer oldatban (138 mM KCl; 

3 mM MgCl2; 2 mM EGTA; 10 mM MES pH 6,1) [436, 437], 320 mM szukrózzal 

kiegészítve, ami megfelelő módon őrzi meg a citoszkeletont [438]. A sejteket ezt követően 

mostuk Hank’s pufferrel, permeabilizáltuk 0,5% TX100/Hank’s oldattal majd öblítettük 0,1% 

TX100/Hank’s oldattal. A sejteket 10 percig blokkoltuk (0,1% TX100, 2% zsírszegény tejpor 

Hank’s pufferben), és az aktin filamentumokat 1 µg/ml TRITC-falloidinnel jelöltük 

szobahőmérsékleten, 30 percig sötétben. A sejteket mostuk a blokkoló oldattal majd Hank’s 

oldattal és a fluoreszcencia intenzitásokat áramlási citometriásan detektáltuk, illetve 

konfokális mikroszkópos képeket készítettünk a sejtekről. 
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3.17 Detergens elúciós eljárás 

A sejtfelszíni Pgp mennyiségek jelölését [15D3 mAb (15 µg/ml); UIC2 (10 µg/ml); 37 °C; 30 

perc] és/vagy a ciklodextrin kezelést követően azonnal mértük a sejtenkénti fluoreszcencia 

intenzitásokat áramlási citométerrel (BD FACSArray). Mérést követően a mintákhoz TX-100 

oldatot adtunk 0,5%-os koncentrációban. A mintákat 15 percen keresztül jégen tartottuk majd 

frissen készített 2%-os PFA-val fixáltuk és a sejtenkénti fluoreszcencia intenzitásokat újból 

megmértük. A Pgp molekulák raft asszociációjának mértékét százalékban fejeztük ki: a 

megfelelő hátterek levonását követően a TX-100 kezelés után mért fluoreszcencia intenzitást 

elosztottuk a TX-100 kezelést megelőző intenzitással, majd a kapott értékeket szoroztuk 

100-zal.  

3. 18 Statisztikai analízis 

Kísérleteink során az adatokat a GrapPad Prism szoftver (6.01 verzió) segítségével értékeltük 

ki. Két csoport összehasonlításánál kétmintás t-próbát végeztünk. A különbségeket p < 0,05 

esetén tekintettük szignifikánsnak és minden esetben feltüntettük a p értékeket is.  
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4. EREDMÉNYEK ÉS MEGBESZÉLÉSÜK 

4.1 Méréseinkhez kapcsolódó felismerések, metodikai megfontolások. 

4.1.1 Az UIC2 valamint 15D3 reaktív P-glikoproteinek koleszterin-függő raft 

asszociációja 

Munkacsoportunk azon korábbi megfigyelése, hogy az UIC2 antitesttel megkülönböztethető 

két pool eltérő membrán lokalizációt mutat konfokális mikroszkópos képeken, illetve nagy 

valószínűséggel különböző trafficking folyamatokkal jelemezhető, arra utalt, hogy a két pool 

különböző membránkörnyezetben helyezkedik el. Munkacsoportunk több kísérletet végzett 

ennek a hipotézisnek a bizonyítására. Áramlási citometriás detergens rezisztens mérések 

segítségével én is bizonyítottam, hogy a Pool1 Pgp-k nagyobb valószínűséggel fordulnak elő 

TX100 rezisztens membránmikrodoménekben. Az UIC2 reaktív Pgp-k fokozott detergens 

rezisztenciát (56,3±6,5%) mutattak a 15D3 reaktív Pgp-kel összehasonlítva (36,5±7,3%) 

(9.ábra).  

 
9. ábra Az UIC2-vel jelölt Pool1 Pgp-k fokozott detergens rezisztenciát mutatnak 

Az UIC2 reaktív Pgp-k (Pool1) fokozott detergens rezisztenciát mutatnak a 15D3 reaktív Pgp-

kel (Pool1+Pool2) összehasonlítva TX100-zal végzett áramlási citometriás detergens 

rezisztens mérésekben. Az oszlopdiagrammok legalább két mérés átlagát mutatják (±SD). 

 

A fehérjék raft asszociációja a plazma membrán koleszterin modulálásával befolyásolható 

volt. Az UIC2 reaktív Pgp-k detergens rezisztenciája a koleszterin kivonás során már kis 

ciklodextrin koncentrációk mellett is hirtelen csökkent. Ugyanakkor a membrán koleszterin 
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mennyiségének emelése sokkal inkább fokozta a 15D3 reaktív Pgp-k detergens 

rezisztenciáját.  

4.1.2 Különböző detergensek hatása az aktin polimerizációs tulajdonságaira 

Kollaborációs partnereink in vitro aktin polimerizációs vizsgálatai azt mutatták, hogy a raft 

izolálására sok esetben használt különböző detergensek (TX100; NP40; CHAPS; Brij) 

befolyással vannak az aktin polimerizációs tulajdonságaira, mégpedig különböző módon 

[439]. Mivel az imént említett detergens alapú fehérje raft azonosítási módszer során azon 

fehérjéket vagyunk képesek mérni, melyek a polimerizált aktin citoszkeletonhoz rögzülnek, 

ezért a detergensek aktin polimerizációra gyakorolt hatásai rendkívül fontosak lehetnek. 

Áramlási citometriás mérésekben vizsgáltuk, hogy az in vitro körülmények között 

megfigyelhető polimerizációs változások, milyen módon manifesztálódnak in vivo 

körülmények között, NIH-3T3-MDR1 fibroblaszt sejtekben. A sejtvonal előnyösnek tűnt 

abból a szempontból, hogy az MDR sejtek a szenzitív sejtekkel összehasonlítva fokozott 

mennyiségű szervezett aktin filamentum struktúrákat tartalmaznak [131]. A sejteket 

tripszinezést követően különböző koncentrációjú detergensekkel kezeltük 30 percig jégen, 

majd fixálást követően TRITC vagy FITC jelölt falloidinnel festettük. Mivel a falloidin nem 

kötődik az aktin monomerekhez (G-aktin), így a mért fluoreszcencia intánzitások valójában az 

aktin filamentumok (F-aktin) mennyiségéről adnak felvilágosítást. Az NP40, TX100 illetve 

CHAPS kezelések a koncentráció függvényében rendkívül hirtelen csökkentették a falloidin 

festést, ami az F-aktin gyors depolimerizációjára utal (10. ábra). Az alkalmazott koncentráció 

tartományban a Brij98 detergens az előző detergensekhez képest csak lényegesen magasabb 

koncentrációban okozott aktin depolimerizációt. Általánosságban elmondható a használt 

detergensekről, hogy a kritikus micelláris koncentrációjuk körül [NP40 (0,0105 m/V %); 

TX100 (0,0149 m/V %); CHAPS (0,1476-0,6150 m/V %)] okoznak rendkívül gyors aktin 

depolmerizációt. Ezen szabály alól tehát egyedül a Brij 98 volt kivétel, amely detergens a 

legalacsonyabb kritikus micelláris koncentrációval rendelkezett (0,0029 m/V %), de ettől csak 

lényegesen magasabb koncentrációban okozta az aktin filamentumok mennyiségének 

fokozatos csökkenését. Ez volt az az egyetlen detergens, amelyik a többi detergenssel 

összehasonlítva, in vitro körülmények között is máshogyan viselkedett. In vitro aktin 

polimerizációs esszében vizsgálva [439];[440] a Brij 98 a többi detergenssel ellentétben nem 

okozott aktin depolimerizációt, sőt enyhe aktin polimerizációt mutatott. 
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10. ábra A különböző detergensek hatása az NIH-3T3-MDR1 sejtek F-aktin 

mennyiségére. 

A Brij98 detergenssel ellentétben a TX100, NP40 valamint CHAPS detergensek a 

koncentráció függvényében rendkívül hirtelen depolimerizálták az aktin filamentumokat. A 

sejteket a jégen történő detergens kezelést követően fixáltuk, majd TRITC falloidinnal jelöltük 

és áramlási citometriásán mértük. Az ábrákon az átlagos aktin filament mennyiségeit a 

detergensek CMC-ben meghatározott koncentrációjának függvényében fejeztük ki.  

 

Az áramlási citométeres mérések alapvető feltétele, hogy a sejtek még azonosíthatóak 

legyenek. Mivel a detergens kezelések befolyásolják a membrán integritását, a sejtek 

morfológiai változásait szintén monitoroztuk az áramlási citométeres vizsgálatok alatt 

konfokális lézer pásztázó mikroszkóppal (11. ábra). A fibroblaszt sejtekre jellemző alak, a 

detergens kezelést követő membrán veszteségnek köszönhetően felkerekedett. Azonban a 

sejtek megtartottak egy bizonyos fokú morfológiát, amely lehetővé tette az F-aktin tartalmuk 

mennyiségének áramlási citometriás illetve mintázatának mikroszkópos meghatározását, még 

a legmagasabb detergens koncentrációk mellett is. A detergens kezelt sejtek elvesztették aktin 

filamentumaik nagy részét, kizárólag a membrán alatti sejtkortex az, ami megmaradt. Bár a 

kontroll sejtekkel összehasonlítva ennek mennyisége is jelentősen csökkent.  
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11. ábra Detergens kezelést követő morfológiai változások 

NIH-3T3MDR1 sejtek aktin filamentum mintázata. A kezeletlen sejtekkel összehasonlítva 

csökkent mennyiségű aktin filamentum található a sejtkortexben 2%-os Brij98 detergens 

kezelést követően. Hasonló festődési mintázatot mutatnak a NP40, TX100 illetve CHAPS 

kezelt sejtek is. Az NIH-3T3MDR1 sejteket különböző koncentrációjú detergenssel kezeltük, 

fixáltuk majd TRITC-falloidinnel jelöltük. A középső grafikonokon a felső fluoreszcens 

képeken feltüntetett fehér vonal mentén mért pixel intenzitásokat tüntettük fel. A kapcsolódó 

fázis kontraszt képek az alsó sorban találhatóak. 
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A vizsgált négy detergensből három esetben (TX100; NP40; CHAPS) hirtelen aktin 

depolimerizációt tapasztaltunk a detergensek kritikus micelláris koncentrációja körül. Ennek a 

megfigyelésnek egyik oka lehet az, hogy a detergensek a CMC-jüknek megfelelő 

koncentrációt elérve képesek a membrán permeabilizálására, illetve szolubilizálására [441]. 

Ez a permeabilizáció pedig olyan kis molekulák, fehérjék elvesztését, illetve mennyiségének 

csökkenését eredményezheti, mint az ATP vagy aktin/profilin illetve aktin/timozin 

komplexek, melyek elengedhetetlenek az intracelluláris aktin polimerizációjához. Így ezek 

elvesztése a membrán alatti sejtkortex erőteljes csökkenését eredményezik, ahogyan azt 

tapasztaltuk. A Brij98 detergens esetén ugyanakkor csak a CMC-től magasabb koncentrációk 

okoztak aktin depolimerizációt, mely felhívja a figyelmet arra, hogy a detergensek aktin 

polimerizációt gátló hatásának magyarázata nem feltétlenül egyszerűsíthető le, adott esetben 

ettől sokkal komplexebb hatásokkal kell számolni [439]. 

A különböző detergensek aktin polimerizációs hatása érdekes lehet olyan raft fehérje 

azonosítási módszerek esetén, mint az általunk is sokszor használt áramlási citométeres 

detergens rezisztencia meghatározás (FCDR) [135, 432, 442-445]. Feltételeztük, hogy a 

detergensekkel történő szolubilizáció után azok a raft fehérjék detektálhatóak a sejtfelszínen, 

melyek képesek közvetlenül (aktin-membrán) vagy közvetve (aktin-kötő fehérje-membrán) 

kapcsolatot létesíteni a membrán alatti aktin citoszkeletonnal. Ebből akár arra is 

következtethetnénk, hogy az FCDR mérések során detektált detergens rezisztens 

membránrészek létrejöttében az F-aktin függő folyamatoknak van lényegesebb szerepe és 

nem a membránmikrodomének komponensei között megvalósuló fiziko-kémiai 

kölcsönhatásoknak. A különböző detergensek aktin depolimerizációt kiváltó hatása 

ugyanakkor cáfolja azt, hogy különböző mikrodomének detergensekben történő 

oldhatatlansága mögött pusztán csak a membrán alatti aktin citoszkeleton venne részt. A 

raftok lipid-lipid, valamint lipid-fehérje kölcsönhatásai legalább ennyire fontosak a detergens 

rezisztens membránmikrodomének izolálásakor. Az aktin citoszkeleton depolimerizációja 

ugyanakkor viszont bizonyítottan elősegítheti a raftok koaleszcenciáját. Ily módon a 

különböző detergensek aktin polimerizációra kifejtett, koncentráció-függő módon 

megvalósuló eltérő hatásai hozzájárulhatnak a különböző detergensek jelenlétében izolált raft 

domének heterogenitásához, valószínűleg sok más tényező mellett. Ezeknek a lehetséges 

artefaktumoknak a meglétével sajnos számolnunk kell a detergens alapú raft izolálási 

módszerek során. Ugyanakkor méréseink alapján javaslatot tettünk a detergens rezisztens 

membrándomének izolálása során optimálisan használható detergens koncentrációkra, mely 

koncentrációk mellett a lehető legkisebb befolyással vannak az aktin polimerizációs-
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depolimerizációs folyamataira. A TX100 jelenlétében tapasztalt aktin depolimerizáció 

természetesen megkérdőjelezi, a fent említett FCDR technikával azonosított UIC2 valamint 

15D3 reaktív Pgp-k raft asszociált abszolút mennyiségeit. Ugyanakkor nagy valószínűséggel 

nem befolyásolja a két különböző konformációs állapotú Pgp-k egymáshoz viszonyított 

relatív raft asszociáltságát. 

4.1.3 A Pgp 15D3 monoklonális antitesttel detektálható koleszterin-függő konformáció 

változása 

4.1.3.1 A sejtmembrán koleszterin mennyiségének változása a β-ciklodextrin 

származékok koleszterin szolubilizációs kapacitásának függvényében 

A Pgp koleszterin-függő trafficking folyamatainak vizsgálatakor érdekes megfigyelés tettünk. 

A 15D3 antitest affinitása nagymértékű koleszterin-függést mutatott random-metil-β-

ciklodextrinnel (RAMEB) és annak koleszterinnel töltött származékával végzett PM 

koleszterin modulációt követően, ellentétben az UIC2 antitesttel (lásd 4.6-os fejezet). Első 

látásra ellentmondás mutatkozott ezen antitestek affinitásának koleszterin-függése és az 

általuk jelölt Pgp poolok raft asszociáltsága között. Annak ellenére, hogy az UIC2 jelölt 

Pgp-k rendelkeznek nagyobb mértékű raft asszociációval, mégis a 15D3 antitest affinitása 

mutatott jelentős koleszterin-függést. A jelenséget különböző ciklodextrin származékok 

segítségével végzett, különböző mértékű PM koleszterin kivonást követően vizsgáltuk tovább.  

 
12. ábra Az egyes CD származékok koleszterin szolubilizációs kapacitása illetve a velük 

kezelt sejtek szabad koleszterin mennyiségei közötti korreláció 

Negatív lineáris korreláció (r=-0,97) figyelhető meg a sejtek ciklodextrinekkel történő 

kezelését követő szabad koleszterin mennyiségei és az egyes származékok koleszterin 

szolubilizációs kapacitása között. A görbe pontjai 3 mérés átlagát tartalmazzák. A pontos 

átlag±SEM értékekért lásd a 2. táblázatot. 
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Rövidítés Teljes név  

Koleszterin-

szolubilizációs 

kapacitás (mg/ml) * 

Relatív 

koleszterin 

mennyiség (%) 

SP-DIMEB-50 
Szulfopropil-heptakis (2,6-di-O-metil)-

β-ciklodextrin 
0 97,1 ± 6,05 

CM-DIMEB-50 
Karboximetil-heptakis (2,6-di-O-metil)-

β-ciklodextrin nátrium sója 
0,2 96,8 ± 8,83 

HPBCD 2-hidroxipropil-β-ciklodextrin 0,3 91,7 ± 5,37 

CHRYSMEB Metilezett β-ciklodextrin 0,4 91,2 ± 5,67 

MA-RAMEB 
Metilezett 6-monodeoxi-6-monoamino-

β-ciklodextrin 
0,5 82,7 ± 3,53 

SU-RAMEB Szukcinil random metilezett β-ciklodextrin 2,4 73,4 ± 7,73 

RAMEB Random metilezett β-ciklodextrin 3,5 67,5 ± 8,97 

DIMEB-80 
Heptakis(2,6-di-O-methyl)-β-ciklodextrin 

(80 %-os tisztaság) ** 
3,8 58,8 ± 6,03 

DIMEB-95  
Heptakis(2,6-di-O-methyl)-β-ciklodextrin 

(95 %-os tisztaság) ** 
3,7 61,9 ± 8,12 

2. táblázat A vizsgált ciklodextrin származékok 

A táblázatban a különböző szerkezetű β-ciklodextrin származékok oldatban mért koleszterin 

szolubilizációs kapacitását illetve a velük kezelt sejtek relatív koleszterin mennyiségeit 

tüntettük fel.  

*0,04 M koncentrációjú CD oldattal mérve fölös mennyiségű koleszterin jelenlétében [446]. 

**Az átlagos izomer tisztaságot a heptakis (2,6-di-O-metil)-β-ciklodextrin százalékában 

fejeztük ki, ahol az oldat még tartalmaz 2,6-di-O-metil, 2,3-di-O-metil és 3,6-

di-O-metil-β-ciklodextrin származékokat is.  

 

Az általunk alkalmazott különböző származékok koleszterin szolubilizációs kapacitása már 

ismert volt, és szoros korrelációt mutatott az egyes származékok hemolitikus aktivitásával, 

valamint Caco-2 sejtvonalon mért citotoxicitásukkal [446].  
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A szerzők az egyes CD származékok citotoxikus tulajdonságainak megítéléséhez a 

származékok koleszterin komplexációs tulajdonságait javasolták prediktív faktorként, habár 

egyetlen sejtvonalon sem történtek addig koleszterin mennyiségi mérések. Filipin festéssel 

végzett kísérleteinkben bizonyítottuk, hogy a CD származékok koleszterin szolubilizációs 

tulajdonságai szoros korrelációt mutatnak a származékokkal kezelt sejtek szabad koleszterin 

mennyiségeivel (12. ábra).  

 

Az egyes CD származékok tehát valóban alkalmasak különböző koleszterin mennyiségek 

kivonására. 

4.1.3.2 A 15D3 monoklonális antitest koleszterin-függő affinitás változása 

 A 15D3 antitest affinitása ezekben a kísérletekben is erős függést mutatott a különböző 

származékokkal végzett koleszterin kivonás mértékével (13. A ábra). A 15D3 monoklonális 

antitest affinitásának meghatározására irányuló kísérleteink során felismertük azt, hogy az 

antitest affinitása jelentősen változhat a különböző izolálások és jelölések során. Ezen 

kísérletek során használt 15D3 batch-ek átlag±SD értéke (Kd = 2,33
.
10

-7
±4,99

.
10

-8 
M; n=6) 

volt. Ennek megfelelően a koleszterin kivonást követően detektálható disszociációs állandók 

értékeit minden esetben az azonos sejtmintán azonosított, kezeletlen minta disszociációs 

állandójának százalékában fejeztük ki. 

 
13. ábra A 15D3 antitest affinitása fokozatosan csökken a sejt szabad koleszterin 

mennyiségeinek csökkenésével  

A disszociációs állandó (Kd) értékeit az antitest telítési görbékből számoltuk az anyagok és 

módszerek részben leírtak szerint. Az ábrán a kezeletlen kontroll minta (Kd kezeletlen = 2,83 ×
 

10
-7

 ± 2,05 ×10
-8 

M egy reprezentatív 15D3 antitest disszociációs állandója±SD) 
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százalékában kifejezett relatív disszociációs állandók láthatóak. Az oszlopdiagramon az 

átlag±SD értékeket mutattuk be, n≥2.  

 

A 15D3 mAt kötődési affinitása a Pgp-hez erős lineáris összefüggést mutatott a sejt szabad 

koleszterin mennyiségeivel (13. B ábra). Két lehetőséget vettünk számításba ennek a 

jelenségnek a magyarázatára. Az egyik elképzelésünk szerint, a 15D3 mAt kötődésében a Pgp 

koleszterin-mediálta folyamatos konformáció-változása tükröződne, míg a másik elképzelés 

szerint a 15D3 mAt epitópjának maszkírozása történik az egyes CD származékok Pgp-hez 

történő kötődése révén. Számos érvünk szól az epitóp fedés ellen.  

Az egyetlen ismert irodalmi adat, mely említést tesz a βCD-ek és a Pgp direkt kapcsolatáról 

Sharom munkacsoportjából származik [280]. Ebben az esetben viszont a lipid vezikulákba 

rekonstituált transzporternek kizárólag a citoszolikus részéhez kötődhet a vízoldékony CD 

molekula, ellentétben a 15D3 mAt-tel, mely extracelluláris epitópot ismer fel. Számos Caco2 

sejtvonalon végzett tanulmány számol be a Pgp βCD-ek mellett tapasztalt extrakciójáról. A 

fehérje kivonásához minden esetben koleszterin-βCD komplexek kialakulása volt szükséges, 

azaz a Pgp extrakció elsődleges feltétele a PM koleszterin kivonása és ennek megfelelően a 

Pgp közvetlen membránkörnyezetének megbontása. Egyetlen tanulmány sem bizonyítja a 

βCD-ek direkt kapcsolatát a Pgp extracelluláris regiójával [278, 279, 283, 447]. Kísérleteink 

során továbbá minden esetben alacsony koncentrációjú, rövid inkubációs idejű CD 

kezeléseket alkalmaztunk, majd a sejteket alaposan mostuk. Régóta ismert hogy a CD 

molekulák még magas koncentrációban sem kötődnek a vörösvértestek membránjához [336]. 

A βCD molekulák affinitása az egyéb membrán komponensek iránt lényegesen alacsonyabb 

mint a koleszterin iránt [311, 335, 358, 448, 449]. Minden βCD származék esetén azonos 

koncentrációjú (5 mM) kezelést alkalmaztunk. A 15D3 mAt kötődési affinitása pedig az egyes 

CD származékok koleszterin komplexációs kapacitásával mutatott szoros lineáris korrelációt. 

Ezek az adatok mind arra utalnak, hogy a különböző βCD származékok kémiai variabilitása 

elsődlegesen a koleszterin komplexációs kapacitásokat befolyásolja, nem pedig a fehérjével 

való direkt kölcsönhatást. A sejtek membrán koleszterin mennyiségéinek RAMEB-koleszterin 

komplexek segítségével történő emelése (mely preparátum kb. fele mennyiségű nem-

komplexált RAMEB molekulát is tartalmazott) fokozta a 15D3 affinitását (13. A ábra). 

Ebben az esetben a βCD molekulák kötődése a Pgp-hez csökkentette volna a kötődési 

affinitást, amennyiben a RAMEB molekulák valóban interakciót mutatnának a 15D3 mAt 

epitópjával. 
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Adataink tehát bizonyítják, hogy a membrán βCD származékokkal végzett koleszterin 

depléciója koleszterin-függő konformációs változásokat indukál. Valóban számos adat 

támasztja alá azt a tényt, hogy a membrán koleszterin mennyiségeinek változása jelentősen 

befolyásolja a Pgp drog transzport funkcióját [135, 281, 450] (lásd 1.7-es fejezet). A 15D3 

mAt segítségével pedig ezek a koleszterin-függő konformációs változások sejtes mintákon is 

azonosíthatóak. 

Első látásra ellentmondás látszik a 15D3 mAt UIC2 mAt-tel szembeni nagymértékű 

koleszterin-függő affinitása és a 15D3- valamint UIC2-reaktív Pgp-k raft asszociációja között. 

Ma már ismert, hogy a ciklodextrinekkel végzett koleszterin kivonás érinti mind a raft, mind a 

non raft doméneket. A PM koleszterin egy jelentős része nem raft doménekben helyezkedik el 

és magas kémiai potenciállal rendelkezik (lásd 1.9-es fejezet). Ez a magas kémiai aktivitású 

koleszterin pedig sokkal inkább hozzáférhető olyan extracelluláris akceptor molekulák 

számára, mint a ciklodextrin. Ahogyan azt már említettük, egyes szerzők szerint a koleszterin 

valójában minden esetben a non-raft kompartmenteken keresztül hagyja el a membránt, a 

kivonásra került koleszterin pedig a raft és non-raft domének közötti koleszterin 

redisztribúció során pótlódik és végső soron ez a redisztribúció okozza a raft domének 

szétesését. Ebben a kontextusban valójában nem meglepő a 15D3 antitest UIC2 antitesttel 

szemben mutatott erős koleszterin függése, hiszen a ciklodextrinekkel végzett koleszterin 

kivonás első körben valószínűleg sokkal inkább megzavarja azon Pgp-k membránkörnyezetét, 

melyeket nem véd a koleszterin kivonásnak sokkal ellenállóbb szfingolipid és gangliozid 

gazdag raft mikrokörnyezet. 

4.2 Az UIC2-vel jelölt Pool1 Pgp-k fokozott internalizációt mutatnak 

Munkacsoportunk számos kíserletet végzett korábban az UIC2 antitesttel elkülöníthető Pgp 

pool-ok (Pool1 és Pool2) heterogenitásának felderítésére (lásd 1.12-es fejezet). A két 

különböző Pool trafficking folyamatainak vizsgálatakor, a sejtfelszíni Pgp-k másodlagos 

antitesttel történő visszamérésekor arra az eredményre jutottunk, hogy az UIC2-vel jelölhető 

Pool1 Pgp-k fokozott internalizációt mutatnak a Pool2 Pgp-kel összehasonlítva. A jelenséget 

megerősítendő további kísérleteket végeztünk. Az elsődleges antitestes jelölést követően, a 

megfelelő inkubációs idő letelte után, az esetlegesen nem internalizálódott fehérjéket glicines 

savas mosással távolítottuk el a sejtfelszínről, az endocitálódott fluoreszcensen jelölt fehérje 

mennyiségeket pedig áramlási citometriásan detektáltuk. A jelölést követő 10. percben az 

UIC2-vel jelölt Pool1 Pgp-k 20,9±0,8%-a, a CsA kezelést követően UIC2-vel jelölt Pgp-k 

(Pool1+Pool2) 8,5±1,0%-a helyezkedett el intracellulárisan. A 15D3-mal jelölt minták esetén 
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ezen idő alatt lényegesen kisebb mennyiségek internalizálódtak. A 15D3 jelölt minta esetén 

(Pool1+Pool2) 1,8±0,5%, a CsA kezelést követően 15D3-mal jelölt Pgp-k (Pool1+Pool2) 

esetén 2,2±0,3%, míg a jelöletlen UIC2-vel előkezelt majd 15D3-mal jelölt minta esetén 

(Pool2) 1,9±0,6% volt (14. ábra). A 45. percre az UIC2-vel jelölt Pool1 Pgp-k már 

42,6±4,0%-a, a CsA+UIC2-vel jelölt Pgp-k 18,2±0,9%-a internalizálódott, ellentétben a 15D3 

anitesttel jelölt mintákkal, ahol 4,1-5,2%-os mennyiségek internalizálódtak. A korábbi 

adatokkal összehasonlítva mennyiségileg ugyan eltérő, de tendenciájában teljesen megegyező 

eredményeket kaptunk.  

Ezek az eredmények azt mutatják, hogy az UIC2-vel jelölt Pool1 Pgp-k a Pool2 Pgp-kel 

összevetve fokozott endocitózis mutatnak. Ugyanakkor a CsA+15D3 illetve CsA+UIC2 

mintákat összehasonlítva, egyértelműen látszik, hogy az UIC2 antitestnek rendkívül fontos 

szerepe van ebben az internalizációs folyamatban.  

 
14. ábra Az UIC2-vel jelölt Pool1 P-glikoprotein fokozott endocitózist mutat 

Az internalizálódott Pgp mennyiségeket minden esetben az adott antitesttel, adott 

körülmények között maximálisan jelölhető sejtfelszíni Pgp mennyiségek százalékában fejeztük 

ki. Legalább 2 kísérlet átlaga ±SD.  

 

Az UIC2 antitest szubsztrátok és modulátorok nélkül a sejtfelszíni Pgp mennyiségek csupán 

10-40%-át képes detektálni (lásd 1.12-es fejezet). Minden egyes kísérletben ismert volt 

azonban a Pool1 Pgp-k százalékos mennyisége a teljes sejtfelszíni Pgp mennyiségekhez 

képest. Ily módon lehetőségünk volt az internalizálódott abszolút Pgp mennyiségek 

meghatározására (15. ábra).  
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Az UIC2-vel (Pool1) illetve CsA+UIC2-vel (Pool1+Pool2) jelölt mintákat összehasonlítva 

látható, hogy a kezdeti inkubációs időpontban még közel azonos, összevethető Pgp 

mennyiségek internalizálódtak. A sejtfelszíni Pgp mennyiségek 6,4±1,1%-a illetve 

8,5±1,0%-a internalizálódott az inkubáció 10. percéig. 10,4±2,2% és 12,7±1,6%-os 

internalizált Pgp mennyiségeket detektáltunk az inkubáció 30. percében. 

 
15. ábra UIC2-vel jelölt Pool1 Pgp-k és CsA jelenlétében indukált Pool1 Pgp-k 

internalizálódott mennyiségei  

Az internalizált Pgp mennyiségeket a teljes sejtfelszíni mennyiségek százalékában fejeztük ki. 

Legalább 2 kísérlet átlaga ±SD.  

 

Ezek az adatok arra engednek következtetni, hogy az UIC2 antitest által generált 

internalizációs folyamatban elsőként valószínűleg az eredetileg Pool1 konformációt mutató 

transzportek internalizálódnak. Ezen Pgp-k internalizációját azonban követi a többi, CsA 

hatására indukálódott Pool1 konformációjú Pgp-k endocitózisa.  

4.3 Az UIC2-vel jelölt Pool1 Pgp-k internalizációja hőmérséklet- és ATP-függést mutat 

Az UIC2-vel jelölt Pool1 Pgp-k internalizációjának aktív voltának megítélésére további 

kísérleteket végeztünk. Az egyes minták esetén különböző hőmérsékleti és ATP 

mennyiségeket állítottunk be (16. ábra).  

ATP hiányában az UIC2-vel jelölt Pool1 Pgp-k internalizációja elmaradt. ATP-t tartalmazó 

körülmények között pedig egyértelmű hőmérsékletfüggést mutatott. A Pool1 Pgp-k korábban 

már bizonyított internalizációja tehát aktív folyamat révén valósul meg. 
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16. ábra Az UIC2-vel jelölt Pool1 P-glikoprotein endocitózisa hőmérséklet- és 

ATP-függő 

A sejtfelszíni Pgp mennyiségek meghatározása GamIg-A647 másodlagos antitest segítségével 

történt. Az UIC2-vel jelölt sejteket glükóz-tartalmú (8 mM) illetve glükóz-mentes közegben 

inkubáltuk különböző hőmérsékleti körülmények között. A 0 fokos mintát az inkubáció ideje 

alatt folyamatosan jégen tartottuk, a 37°C-os mintát 37°C-on, a 0-37°C-os mintát pedig 2 

perces időközönként mozgattuk a jég és a 37°C-os vízfürdő között. A sejtfelszíni Pool1 

mennyiségeket a glükóz-mentes, 0°C-os minta százalékában fejeztük ki. 3 kísérlet átlaga 

±SEM. 

 

4.4 A Pool1 P-glikoprotein egyik lehetséges degradációs helye a lizoszóma 

A P-glikoprotein végső degradációs helyének felderítéséhez pH érzékeny festékkel (pHrodo) 

konjugált antitesteket használtuk. A pHrodo festék, szukcinimid észter típusú festék, melyet 

ennek megfelelően az Alexa festékekkel megegyező módon kötöttünk az antitestjeinkhez. A 

pH érzékeny festék neutrális pH-n alacsony fluoreszcenciát mutat, a fluoreszcencia azonban 

savas körülmények között nagymértékben emelkedik a festék fluoreszcencia kvantumhatásfok 

emelkedésének megfelelően. Elsőként a pHrodo festékkel konjugált UIC2 és 15D3 

monoklonális antitestekkel jelölt és fixált sejteken ellenőríztük a már konjugált festékek pH 

érzékenységét (17. ábra). 

Mind az UIC2 mind a 15D3 antitesttel konjugált festék esetén közel kétszeresére (%) 

emelkedtek a fluoreszcenciák pH4-n. A két antitest esetén a fluoreszcencia intenzitások pH 

függvényében mutatott változása azonos volt. A festékkel konjugált antitestek tehát 

alkalmasnak bizonyultak a különböző Pgp Pool-ok savas vezikulákban történő 

megjelenésének vizsgálatára.  
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17. ábra Antitesttel konjugált pHrodo festék pH érzékenységének ellenőrzése 

A különböző pH-n mutatott fluoreszcencia intenzitásokat a pH 7,5-ön mért fluoreszcencia 

intenzitások százalékában fejeztük ki. 2 kísérlet átlaga ±SD. 

 

A kinetikai mérések során 180 percen keresztül követtük nyomon a különböző Pgp Pool-ok 

(UIC2-pHrodo: Pool1; CsA+UIC2-pHrodo: Pool1+Pool2; UIC2+15D3-pHrodo: Pool2; 

15D3-pHrodo:Pool1+Pool2) savas közegben való megjelenését. Minden esetben a kezdeti 

fluoreszcenciához viszonyított változásokat vizsgáltuk. A legintenzívebb fluoreszcencia 

emelkedést az UIC2-pHrodo (Pool1) minta esetén tapasztaltuk (18. ábra). 

 
18. ábra Pool1 Pgp megjelenése a savas vezikulákban, lizoszómákban 

pH-rodo konjugált antitesttel jelölt P-glikoprotein pool-ok időbeli megjelenése a savas 

vezikulákban. A különböző inkubációs idők alatt tapasztalható fluoreszcencia intenzitásokat 

minden minta esetében a kezdeti fluoreszcencia százalékában fejeztük ki. Az inkubáció 
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kezdetekor mért fluoreszcenciákat minden minta esetében 0-nak tekintettük. Az ábrán egy 

reprezentatív minta eredményeit tüntettük fel. 

 

A savas vezikulákban megjelenő különböző Pgp pool-ok abszolút mennyiségeinek 

megítéléséhez további végpont méréseket végeztünk. Mivel a két különböző antitest (UIC2 és 

15D3) F/P-vel korrigált, neutrális pH-n mért kezdeti intenzitásai nehezen voltak 

összehasonlíthatóak és nem minden esetben tükrözték a korábban tapasztalt Pool1-

Pool1+Pool2 arányokat, ezért az UIC2-pH-rodo illetve 15D3-pHrodo-val jelölt minták esetén 

tapasztalt fluoreszcencia változásokat a kezdeti teljes sejtfelszíni mennyiségek (CsA+UIC2-

vel jelölt minta és a 15D3-mal jelölt minta) százalékában fejeztük ki. Ezeket a mintákat 

tekintettük 100%-nak. A kizárólag Pool1 Pgp-k jelölésére alkalmas UIC2-pHrodo minta 

esetén a kezdeti 36,3±1,2%-os relatív fluoreszcencia intenzitások a 180 perces inkubáció 

végére 98,2±14,1%-ra emelkedtek (19. ábra).  

 

 
19. ábra A Pool1 Pgp-k nagyobb valószínűséggel jelennek meg a savas vezikulákban, 

lizoszómákban 

Az UIC2-pHrodo minta (Pool1) esetén a kezdeti 36,3±1,2%-os relatív fluoreszcencia 

intenzitások a 180 perces inkubáció végére 98,2±14,1%-ra emelkedtek. A CsA+UIC2-pHrodo 

(Pool1+2) valamint a 15D3-pHrodo minta (Pool1+2) esetén kisebb mértékű fluoreszcencia 

emelkedés tapasztalható. Az UIC2-vel előzetesen lefedett majd 15D3-pHrodo-val jelölt 

mintánál (Pool2) sok esetben nem történt fluoreszcencia emelkedés az inkubációs idő végéig. 

Az egyes mintákat a teljes sejtfelszíni mennyiségek (CsA+UIC2-vel jelölt minta és a 15D3-mal 

jelölt minta) százalékában fejeztük ki. 4 kísérlet átlaga ±SEM. 

 



82 

 

A mindkét poolt jelölő CsA+UIC2-pHrodo, valamint a 15D3-pHrodo minta esetén ugyan 

kisebb mértékben, de szintén tapasztaltunk fluoreszcencia emelkedést. A kezdeti 

fluoreszcenciák 100,0±0,4%-ról 136,4±11,5%-ra, valamint 100,0±0,2%-ról 153,1±13,2%-ra 

emelkedtek. Ugyanakkor az UIC2-vel előzetesen lefedett majd 15D3-pHrodo-val jelölt 

mintánál, mely kizárólag a Pool2 Pgp-et jelöli csak kismértékű fluoreszcencia emelkedést 

tapasztaltunk (104,7±0,9%-ról 116,5±11,6%-ra). Sok esetben egyáltalán nem is történt 

fluoreszcencia változás az inkubációs idő végéig.  

 

 
20. ábra pH-rodo festékkel konjugált UIC2 antitesttel jelölt Pgp megjelenése a savas 

vezikulákban, lizoszómákban. 

A: A kezdeti 0 perces minták esetén az inkubációs oldat semleges pH-ján még csak alacsony 

sejtfelszíni fluoreszcenciák tapasztalhatóak. B: A 180 perces inkubáció végére a pH érzékeny 

festék erős fluoreszcenciát mutat a lizoszómákban a konfokális mikroszkópos képeken. A 

felvételek nem azonos intenzitás viszonyok mellett készültek, így az intenzitások nem 

összevethetőek. 

Az éretlen, rosszul tekeredett Pgp-k esetén számos tanulmány tanulsága szerint egyértelmű a 

fehérje ER proteázok általi vagy ubiquitinációját követő, proteoszómabeli lebomlása. Az érett 

sejtfelszíni Pgp-k végső degradációs helyéről nincsenek ilyen egyértelmű adatok (lásd 

1.5.2-es fejezet). A lizószómabeli lebomlás mellett a sejtfelszíni transzportek ubiquitinációja 

ugyanis felvetette ezen fehérjék esetén is a proteoszómabeli lebomlást, ugyan a 

proteoszómában történő lebomlás elsődleges célpontjai valójában rövid életidejű magi illetve 

citoplazmatikus fehérjék. Mindent figyelembe véve a lizoszómákban történő lebomlás az érett 

sejtfelszíni Pgp-k esetén mégis inkább valószínűsíthető. A klasszikus lizin-48 kapcsolt és a 

fehérje proteoszómabeli lebomlást eredményező poliubiquitináció mellett ma már ismert a 

membrán fehérjék esetében is megfigyelhető számos monoubiquitináció és lizin-63 kapcsolt 
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poliubiquitináció kombinációja, mely az ún „endosomal sorting complex required for 

transport (ESCRT)” irányítása alatt a fehérjéket az endoszómákból az ún. multivezikuláris 

testekbe irányítják, melyek végül a lizoszómával fúzionálnak. 

Mivel kísérleteink során nem volt lehetőségünk a pH-rodo fluoreszcenciákat a Pgp 

mennyiségeivel közvetlenül összevetni (pl. GFP konjugált Pgp segítségével), ezért a kapott 

eredmények interpretációja során felmerül a kérdés, hogy maga a fehérje eléri-e vajon a 

lizoszómákat? Ezt a kérdést sajnos nem sikerült tisztáznunk. Azt azonban az eredményeink 

alapján biztosan állíthatjuk, hogy a fehérje, legnagyobb valószínűséggel pedig az UIC2-vel 

jelölt Pool1 Pgp-k, egyértelműen rálépnek a lizoszóma felé irányuló degradációs útra az 

internalizációs méréseinkkel összhangban.  

Eredményeink azt mutatják, hogy a Pool1 Pgp-k a Pool2 Pgp-kel összevetve szorosabb raft, 

illetve citoszkeleton asszociációt, valamint internalizációs hajlandóságot mutatnak és ennek 

megfelelően nagyobb valószínűséggel jelennek meg a savas vezikulákban. A Pgp számos 

koleszterin-kötő ún. CRAC motívumot tartalmaz, melyekről nem elképzelhetetlen, hogy 

különböző mértékben hozzáférhetőek a fehérje konformáció változásával párhuzamosan. 

Hasonlóan változhat a transzmembrán szegmensek hosszúsága is a fehérje kifelé- vagy befelé 

nyitott konformációs állapota között, mely szintén kedvezhet a Pgp egyik, vagy másik 

membrándoménben való feldúsulásának.  

Ahogyan arra már korábban is utaltunk, az UIC2 antitest szerepe azonban vitathatatlan a 

Pool1 Pgp-k internalizációjában.  

Ugyanakkor az UIC2 valamint a CsA+UIC2 mintákat összehasonlítva megfigyelhető, hogy a 

kezdeti időpontokban elsőként az eredetileg UIC2-vel jelölhető Pgp-k internalizálódnak. 

Mindez arra utal, hogy bár az UIC2, a Pgp egy meghatározott konformációjának a 

rögzítésével fokozza az internalizációs folyamatokat, de ezek a Pgp-k feltehetően a 

membránkörnyezetüknek megfelelően eleve szorosabb asszociációt mutatnak a raft, illetve 

citoszkeleton struktúrákkal. Itt nem közölt UIC2-vel valamint CsA+UIC2-vel végzett 

detergens rezisztencia méréseink szintén erre utalnak.    

4.5 A Pool1 P-glikoprotein recirkulál a sejtfelszínre 

Az UIC2 monoklonális antitest indukálta endocitózist követően szerettük volna megvizsgálni, 

hogyan alakulnak a sejtfelszíni Pgp mennyiségek. Helyreáll-e az eredeti sejtfelszíni Pgp szám 
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és amennyiben igen, milyen időintervallumon belül? Létezik-e egy, a korábban detektált 

internalizációs folyamatokkal esetleg párhuzamosan futó exocitótikus trafficking útvonal? 

A sejtfelszíni Pgp mennyiségek monitorozását fluoreszcensen jelölt UIC2-Alexa647 illetve 

15D3-Alexa647 antitesttel végeztük, jelöletlen UIC2 antitesttel történő előinkubálást 

követően. A CsA előkezelést követő UIC2 előinkubálással a teljes sejtfelszíni Pgp 

mennyiségek lefedésre és a korábbi eredmények alapján- internalizációra kerülnek. Míg UIC2 

előinkubációval kizárólag az eredetileg Pool1 konformációt mutató Pgp-k fedhetőek le.  

Jelöletlen UIC2-vel történő lefedést követően mind UIC2-Alexa647-tel, mind 15D3-

Alexa647-tel monitorozva azt látjuk, hogy a kezdeti mennyiségek már a kezdeti inkubációs 

időpontra visszaállnak (21. ábra). CsA+UIC2 lefedést követően, a kezdeti inkubációs 

időpontban a Pool1-nek megfelelő százalékos Pgp mennyiségek láthatóak, majd a teljes 

sejtfelszíni Pgp mennyiségek elkezdenek helyreállni.  

 

21. ábra UIC2 lefedést követően a sejtfelszíni Pool1 mennyiségek rövid időn belül 

visszaállnak.  

CsA előinkubáció nélkül illetve előinkubáció alkalmazásával valamint 30 perces, 37°C-on 

történő jelöletlen UIC2 antitesttel végzett lefedést követően kétszer mostuk a sejteket. Ezt 

követően további 30 percen keresztül 37°C-on jelöltük UIC2-A647 valamint 15D3-A647 

antitesttel, a sejtfelszíni Pool1 illetve a teljes sejtfelszíni Pgp mennyiségek (Pool1+Pool2) 

monitorozása végett. Az eredeti Pool1 mennyiségeknek megfelelő 28,4±4,4%-nyi Pgp 

mennyiségek mind az UIC2 lefedett, mind a CsA+UIC2 lefedett minta esetében nagyon 

hamar, már az első inkubációs időpontban (0. óra) detektálhatóak, 3 kísérlet átlaga ±SEM. 
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A 0. órás időpontban a 15D3-mal jelölt mintához képest UIC2 antitesttel látott nagyobb 

mennyiségeket feltehetően a két antitest affinitás különbsége okozza (Kd 

UIC2=1,55
.
10

-7
±1,07

.
10

-8 
M; 15D3 Kd = 1,98·10

-7
±2,04

.
10

-8
 M). Ha a 30 perces UIC2-A647-tel 

illetve 15D3-A647-tel történő jelölési idő alatt még folyik az exocitózis akkor az UIC2 

antitesttel nagyobb mennyiségeket tudunk detektálni, mint a 15D3 antitesttel. Korábbi 

méréseink azt mutatják, hogy egy 5 perces UIC2 jelölés, a 30 perces UIC2 jelöléssel 

összevetve a sejtfelszíni Pgp-k 90 %-át (91,7±3,7%; n=4±SD) már képes megjelölni.  

A CsA előkezelt UIC2 lefedett minták esetében úgy tűnik, mintha elsőként a Pool1 Pgp-k 

kerülnének exocitózisra és csak ezután jelennének meg a Pool2 konformációt mutató- 15D3 

antitesttel látható – transzporterek. A CsA plazmamembránból történő maradéktalan 

eltávolítása érdekében, intenzív BSA mosást követően is elvégeztük méréseinket és hasonló 

eredményt kaptuk. Ugyanakkor a CsA Pgp-re gyakorolt konformációs hatása ebben az 

esetben sem zárható ki teljes mértékben, hiszen a korábban internalizációra került korai, 

illetve recirkuláló endoszómák membránja akkumulálhatja a drogot.  

Annak eldöntésére, hogy az UIC2 előinkubációkat követően sejtfelszínre került Pgp-k 

intracelluláris pool-okból származó Pgp-k, recirkuláló Pgp-k esetleg újonnan szintetizálódott 

Pgp-k, további kísérleteket végeztük. Az előbbi kísérleti protokollt cikloheximid 

fehérjeszintézis gátló szer mellett ismételtük meg.  

Cikloheximid kezelés mellett és UIC2 lefedést követő időt a 0. órának véve, a Pool1 

mennyiségek már erre az időpontra helyreállnak (22. ábra). Az 1. órában detektálható teljes 

sejtfelszíni mennyiségek sem térnek nagyon el a kezdeti Pgp mennyiségektől. Ezután viszont 

a 24. óráig az idő előrehaladtával ezek a mennyiségek fokozatosan csökkentek. Ennek a 

cikloheximid melletti sejtfelszíni Pgp mennyiség csökkenésnek a mértéke egyértelműen 

összeegyeztethető a Pgp irodalmi adatok alapján meghatározott 14-17 órás féléletidejével 

[154]. Cikloheximid kezelés melletti, CsA előinkubációt követő UIC2 lefedést követően 

ugyanakkor, a kezdeti sejtfelszíni Pgp mennyiségek nem állnak helyre. Ebben az esetben a 

CsA+UIC2 előinkubációnak köszönhetően a teljes sejtfelszíni mennyiségek lefedésre és 

internalizációra kerülnek. Ugyanakkor, ebben az esetben, fehérjeszintézis gátló, cikloheximid 

kezelés mellett a kiindulási Pgp mennyiségeknek csupán egy része, töredéke jelenik meg 

ismét a sejtfelszínen. 
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22. ábra Cikloheximid kezelés mellett csak a Pool1 Pgp-nek megfelelő sejtfelszíni 

mennyiségek állnak helyre 

UIC2 lefedést követően a sejtfelszíni Pool1 mennyiségek cikloheximid mellett is helyreállnak. 

A teljes sejtfelszíni Pgp mennyiségek (Pool1+Pool2) a 0-1.órás időpontokban még szintén 

megközelítik az eredeti sejtfelszíni mennyiségeket, de ezután a 24 órás vizsgálati idő végére a 

sejtfelszíni Pgp mennyiségek folyamatosan csökkennek cikloheximid jelenlétében. CsA 

előinkubációt és UIC2 lefedést követően azonban a teljes sejtfelszíni mennyiségek már nem 

állnak helyre, kizárólag a Pool1 Pgp-nek megfelelő mennyiségek detektálhatóak a 

sejtfelszínen az 1 órás inkubációs idő végére, 3 kísérlet átlaga ±SEM. 

 

Mindez arra utal, hogy a sejtfelszíni Pgp mennyiségek egy része intracelluláris pool-okban 

található, melynek sejtfelszíni megjelenése független a fehérjeszintézistől. A CsA+UIC2 

lefedést követően megfigyelhető sejtfelszíni Pgp mennyiségek érdekes módon összevethetőek 

az eredetileg Pool1 konformációt mutató Pgp-k mennyiségével. Mindez arra enged 

következtetni, hogy az eredetileg Pool1 konformációt mutató Pgp-k nem csak 

internalizálódnak, de folyamatosan recirkulálnak is a sejtfelszínre. 

Eredményeink összeegyeztethetőek korábbi irodalmi adatokkal, melyek szerint a Pgp 

folyamatosan internalizálódik és recirkulál (lásd 1.5.1-es fejezet) [125]. Ezen korábbi adatok 

azt mutatták, hogy a sejtekben található Pgp kb. 30%-a helyezkedik el intracellulárisan. 

Intracelluláris átmeneti poolként pedig a EEA1 és Rab5 pozitív korai endoszómákat 

azonosították korábban a szerzők [124]. 

Munkacsoportunk korábban érdekes megfigyelést tett az UIC2 antitest különböző Pgp 

szubsztrátok, modulátorok jelenlétében tapasztalt hatásáról. A konformáció érzékeny UIC2 
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antitestről régóta állnak rendelkezésre adatok, melyek azt sugallják, hogy esetleg képes a Pgp 

mediálta szubsztrát transzportot gátolni [427]. A gátlás mértéke ugyanakkor csak részleges és 

rendkívül változó, hiszen az UIC2 antitest kötődése a sejtfelszíni Pgp-hez is nagymértékben 

változik (10-40%). Különböző szubsztrátok, modulátorok (vinblasztin, ciklosporin, SDZ PSC 

833) jelenlétében azonban az UIC2 kötődés kiterjed a teljes sejtfelszíni mennyiségekre. Az 

UIC2 antitest és ezen modulátorok együttes alkalmazása pedig már közel 100%-os pumpa 

funkció gátlást eredményez. Sőt az adott szubsztrátból az általában alkalmazott koncentráció 

1/20-a is elég a gátláshoz, ha UIC2 antitesttel együtt adják [451]. In vivo körülmények között, 

xenotranszplantált Pgp+ tumorokban is megfigyelhető volt a daunorubicin akkumuláció 

UIC2+CsA kezelés mellett, már olyan CsA koncentrációk esetén is, melyek önmagában adva 

még hatástalannak bizonyultak volna. Munkacsoportunk bizonyította, hogy az in vivo anti-

tumor hatás a Pgp gátlás és az antitestfüggő sejtközvetített citotoxicitás (ADCC) együttes 

eredménye [452]. 

 Az exocitózisra irányuló kísérleteinkből ugyanakkor látszik, hogy az UIC2 antitest 

ciklosporinnal történő együttadása jelentősen befolyásolja a Pgp trafficking folyamatait és az 

ennek következtében kialakuló/fennálló sejtfelszíni transzporter mennyiségeket is. Így ez a 

folyamat, az UIC2 indukálta Pgp endocitózis, ennek megfelelően szintén hozzájárulhat a 

doxorubicin-UIC2-CsA kezelés kiváltotta in vivo anti-tumor hatás kialakulásához.  

Az UIC2-vel azonosítható Pool1 Pgp-kről ismert, hogy molekuláris közelségben vannak 

olyan raft markerekkel mint a CD44 vagy a CD59. Feltételezhető a CD44 szerepe a fehérje 

aktin kötésében az ERM fehérjéken keresztül [135]. Az ERM fehérjék gátlása pedig érdekes 

módon a Pgp sejten belüli véletlenszerű eloszlását eredményezi a drog rezisztencia 

megszűnésével párhuzamosan [133]. Ezek a kísérletek szintén arra utalnak, hogy a Pgp 

folyamatos sejtfelszíni expressziójának biztosításában rendkívül fontos szerepe van az 

internalizációs és recirkulációs folyamatoknak. 

4.6 A raft asszociált Pool1 Pgp-k sejtfelszíni mennyisége növekszik koleszterin kivonást 

követően 

A különböző membrán doménekben elhelyezkedő és különböző trafficking tulajdonságokkal 

jellemezhető Pgp pool-ok feltételezhetően ugyancsak különböző koleszterin-függő 

trafficking-gel rendelkeznek. Kísérleteink első lépéseként megvizsgáltuk, hogy a PM 

koleszterin modulációja hatással van-e a sejtfelszíni Pgp pool-ok mennyiségére. A PM 

ciklodextrinek (CD és chol-CD; random-metil-β-ciklodextrin és annak koleszterinnel töltött 
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változata) segítségével végzett koleszterin modulációját követően emelkedő antitest 

koncentrációk mellett határoztuk meg az antitestek maximálisan jelölhető kötőhelyeinek 

mennyiségét (Bmax) a két pool esetén.  

 
23. ábra A raft asszociált Pool1 Pgp-k sejtfelszíni mennyisége növekszik koleszterin 

kivonást követően 

A plazmamembrán koleszterin perturbációjának hatását vizsgáltuk a Pgp különböző 

konformációs állapotainak detektálására alkalmas monoklonális antitestek, az UIC2 (Pool1) 

és a 15D3 (Pool1+2) maximálisan jelölhető kötőhelyeinek mennyiségére (Bmax). A 

plazmamembrán koleszterin kivonását random-metil-β-ciklodextrinnel (CD), míg a 

koleszterin feltöltését annak koleszterin komplexált formájával végeztük (chol-CD). A: A 

ciklodextrin kezelést követően a maximálisan jelölhető kötőhelyek mennyiségét (Bmax) 

emelkedő koncentrációjú antitest mennyiségek mellett a SigmaPlot program segítségével 

illesztett kötődési görbékből határoztuk meg. Az ábrák 3-5 független mérés eredményének 

átlagát mutatják (±SD). ** p=0,0069 párosítatlan, kétmintás t próbával. Az UIC2 reaktív 

Pool1 Pgp-kre vonatkozó statisztikát lásd B ábra. B: A sejtfelszíni Pool1 mennyiségi 

változásokat a kontroll minta százalékában fejeztük ki (183,4 %-CD; 100 %-kontroll; 66,4 %-

chol-CD). Az ábrák legalább 3 független kísérlet eredményének átlagát mutatják (±SD). 

****p<0,0001 és ** p=0,0077 párosítatlan, kétmintás t próbával.  

 

Nem várt emelkedést tapasztaltunk a sejtfelszíni mennyiségekben koleszterin kivonását 

követően, akár az UIC2 (Pool1) vagy akár a 15D3 (Pool1+2) antitestet használtuk 

monitorozásra. Ugyanakkor a PM chol-CD-vel történő koleszterin telítését követően a 

sejtfelszíni Pool1 és Pool1+2 mennyiségek ellentétesen változtak, csökkentek, bizonyítva 

ezzel azt, hogy a jelenség koleszterin-függő (23. A-B ábra).  

Az antitestek maximális kötőhelyeivel egyidejűleg meghatározott disszociációs állandóinak 

(Kd) változása koleszterin modulációt követően bizonyította, hogy a detektált sejtfelszíni 

mennyiségi változások nem magyarázhatóak az anitestek affinitás változásával.  
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24. ábra Az UIC2 antitest affinitása nem változik a plazmamembrán koleszterin 

modulációját követően  

A plazmamembrán koleszterin mennyiségi változásainak hatását vizsgáltuk az Alexa647 

festékkel konjugált UIC2 és 15D3 antitestek affinitására. A: Az UIC2 antitest esetén nem 

figyelhető meg szignifikáns változás az antitest affinitásában (Kd CD = 1,81·10
-7

; 

Kd Kontroll = 1,55·10
-7

; Kd cholCD = 1,37·10
-7

). B: A 15D3 antitest esetén ezzel szemben 

szignifikánsan csökkent az antitest affinitása a plazmamembrán koleszterin kivonását 

követően. A disszociációs állandókat a SigmaPlot programm segítségével illesztett aspecifikus 

kötődéssel korrigált kötődési görbékből, egy ligand kötőhelyet feltételezve határoztuk meg. Az 

ábrák legalább 3 független kísérlet eredményének átlagát mutatják (±SD). Az inzertek egy-egy 

reprezentatív kötődési görbét mutatnak be. ** p=0,0021 párosítatlan, kétmintás t próbával.  

 

A kezeletlen minták esetén az antitestek affinitása, ami fordítottan arányos a meghatározott 

disszociációs állandókkal, kis mértékben különbözik a két antitest esetén 

(UIC2 Kd = 1,55
.
10

-7
±1,07

.
10

-8 
M; 15D3 Kd = 1,98·10

-7
±2,04

.
10

-8
 M) (24. A ábra). A PM 

koleszterin modulációja CD vagy chol-CD alkalmazásával, nem okozott szignifikáns 

változást az UIC2 antitest affinitásában (Kd CD = 1,81·10
-7

 ±3,12
.
10

-8 
M; Kd cholCD = 1,37·10

-

7
±2,84

.
10

-8 
M). A 15D3 antitest affinitása azonban szignifikánsan csökkent koleszterin 

kivonást követően, az antitest disszociációs állandója 2,5-szeresére emelkedett (24. B ábra). 

Ellentétes, ugyan nem szignifikáns, változásokat tapasztaltunk a PM koleszterin telítését 

követően.  

Ezek az eredmények azt mutatják, hogy a sejtfelszíni P-glikoprotein pool-ok ellentétesen 

változnak a sejtmembrán koleszterin mennyiségének változásaival. Hangsúlyoznunk kell 

ugyanakkor, hogy ezek a változások sokkal inkább érintik a raft asszociált Pool1 frakciót (23. 
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B ábra), mely változások tükröződnek a teljes sejtfelszíni Pgp mennyiségekben is. 

Ugyanakkor az UIC2 reaktív (Pool1) Pgp-k változó mennyiségei miatt (10-40%) [451], ezek 

nem eredményeztek minden esetben szignifikáns változást a teljes sejtfelszíni (Pool1+2) Pgp 

mennyiségekben. A sejtfelszíni mennyiségi változások tehát nem csupán az UIC2-vel 

jelölhető Pool1 konformációjú Pgp-k esetén, hanem a 15D3-mal jelelölhető teljes Pgp 

mennyiségek esetén is megfigyelhetőek. Mindezekből arra következtettünk, hogy a 

koleszterin változások nem egy Pool2-Pool1 irányú konformáció változást idéztek elő, hanem 

trafficking változást. A koleszterin-függő trafficking változások pedig a dinamikus raft 

asszociált Pool1 frakciót érintik.  

4.7 A koleszterin kivonás indukálta Pool1 sejtfelszíni mennyiségek emelkedése nem 

indokolható csökkent internalizációval 

Korábbi megfigyeléseink azt mutatták, hogy a nagyobb részben raft asszociált Pool1 frakció a 

Pool2 frakcióval összehasonlítva sokkal intenzívebb trafficking folyamatokkal jellemezhető. 

Ezen megfigyelésből, valamint abból, hogy a koleszterin modulációt követő sejtfelszíni Pgp 

mennyiségi változásokat valójában a Pool1 sejtfelszíni mennyiségek változásai idézték elő, 

feltételeztük, hogy a koleszterin kivonás a Pool1 frakció trafficking folyamatainak 

megváltozását is előidézheti. A koleszterin kivonást követő szignifikáns sejtfelszíni 

transzporter mennyiségek emelkedése vagy csökkent internalizációra, vagy fokozott 

exocitózisra vezethetőek vissza. Elsőként savas mosásos kinetikai mérések segítségével 

vizsgáltuk a Pool1 frakció koleszterin-függő internalizációs folyamatait. A korábbi 

eredményekkel összhangban itt is látható volt a Pool1 frakció intenzív internalizációja a 

ciklodextrin nem kezelt, kontroll minta esetén. A ciklodextrin kezelés idejének megfelelő 20 

perces inkubációs idő alatt a Pool1 Pgp-k 54 %-a már internalizálódott. Ez a gyors 

internalizáció a sejtmembrán koleszterin mennyiségének emelésével még fokozható volt (25. 

A ábra). A ciklodextrin kezelést követő 15 perces mintákat összehasonlítva az 

internalizálódott mennyiségek további 39,2 ± 4,5 %-kal emelkednek chol-CD kezelés hatására 

(139,2 ± 4,5 %-cholCD; 100,0 ± 2,1 %-kontroll). Meglepő módon ugyanakkor a PM 

koleszterin kivonása nem befolyásolta a Pool1 frakció internalizálódott mennyiségeit 

(103,8 ± 2,0 %-CD; 100,0 ± 2,1 %-kontroll) (25. B ábra). Hasonló eredményeket kapott 

korábban munkacsoportunk, amikor a koleszterin modulációt követően 15D3 antitesttel 

követtük nyomon az internalizációs folyamatokat [281]. Összefoglalva tehát a koleszterin 

kivonást követő sejtfelszíni Pool1 mennyiségek emelkedése nem indokolható csökkent 

internalizációval. 
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25. ábra A membrán koleszterintartalom változásának hatása a Pool1 Pgp-k 

internalizációjára 

A: A Pool1 Pgp-k internalizációját savas mosásos kísérletekben vizsgáltuk. A grafikonok 

pontjai négy kísérlet átlagát mutatják (± SEM) Az X tengelyen a CD kezelést követő 

inkubációs időket tüntettük fel. B: Az ábrákon az internalizálódott Pool1 Pgp mennyiségeket 

tüntettük fel a cikodextrin kezelést követő 15. percben a kezeletlen minta százalékában 

kifejezve. A Pool1 Pgp esetén megfigyeltő intenzív internalizáció a plazmamembrán 

koleszterin telítését követően még fokozható volt, de a koleszterin kivonásnak nem volt hatása 

a Pool1 Pgp-k endocitózisára. *** p=0,0001 párosítatlan, kétmintás t próbával. 

 

4.8 A Pool1 Pgp-k exocitálódó mennyisége emelkedik koleszterin kivonást követően  

A Pool1 frakció másik fontos trafficking útvonalát, az exocitózis sebességét megvizsgálva, 

azt tapasztaltuk, hogy az éppen ellentétesen változott a sejtmembrán koleszterin 

modulációjával. Fokozódott, amikor a sejtmembrán koleszterin szintjét redukáltuk, valamint 

csökkent, amikor a plazmamembránt koleszterinnel telítettük (26. A ábra). A ciklodextrin 

kezeléseket követő 15 perces exocitálódott mennyiségeket összehasonlítva (252,0 ± 48,0 %-

CD; 100,0 ± 27,9 %-kontroll; 55,2 ± 21,4 %-chol-CD) (26. B ábra), azt mondhatjuk, hogy a 

sejtmembrán koleszterin modulációja erőteljesen módosítja a Pgp Pool1 frakciójának 

exocitózisát. Továbbá a Pool1 Pgp-k kontroll mintával összehasonlított 2,5-szer nagyobb 

exocitálódott mennyiségei a CD kezelt minta esetén önmagában képesek magyarázni a 

koleszterin kivonást követően megemelkedett sejtfelszíni Pgp mennyiségeket. 
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26. ábra A Pool1 Pgp-k exocitózisa fokozódik koleszterin kivonást követően  

A: A plazmamembrán ciklodextrinekkel végzett koleszterin modulációját követő a Pool1 Pgp-

k exocitózisának kinetikája. A grafikonok pontjai 3 kísérlet átlágát mutatják (± SEM). Az X 

tengelyen a CD kezelést követő inkubációs időket tüntettük fel. B: Az ábrákon az exocitálódott 

Pool1 Pgp mennyiségeket tüntettük fel a cikodextrin kezelést követő 15. percben a kezeletlen 

minta százalékában kifejezve. Az exocitálódott Pgp-k mennyisége 2,5-szeres emelkedést 

mutatott CD kezelést követően (252,0 ± 48,0 %) a kontroll mintával összehasonlítva 

(100,0 ± 2,9), valamint csökkenést mutatott chol-CD kezelést követően (5,3 ± 21,4 %), 

*p=0,0384 párosítatlan, kétmintás t próbával. 

 

4.9 Az exocitótikus folyamatok gátlása csökkenti a koleszterin kivonás indukálta 

emelkedett sejtfelszíni Pool1 mennyiségeket 

Trafficking kísérleteink tehát bizonyították, hogy a chol-CD kezelést követő 34 %-kal 

csökkent sejtfelszíni Pool1 Pgp mennyiségek fokozott internalizációs és csökkent exocitótikus 

folyamatok eredményeként alakulnak ki. A CD kezelést követően 83%-kal megemelkedett 

sejtfelszíni mennyiségek kialakulása ugyanakkor magyarázható a 2,5-szer nagyobb 

exocitálódott Pgp mennyiségekkel önmagában. Annak bizonyításaként, hogy a koleszterin 

kivonás indukálta exocitótikus változás egy lényeges faktor a sejtfelszíni transzporter 

mennyiségek kialakításában, további kísérleteket végeztünk. Ismét elvégeztük koleszterin 

modulációt követően a sejtfelszíni mennyiségek monitorozását, olyan ismert exocitózis gátló 

szerek mellett, mint az Exo1 vagy a Brefeldin-A (BFA). Az Exo1 kezelés mindhárom esetben 

csökkentette a sejtfelszíni Pool1 mennyiségeket, de különböző mértékben (27. A ábra). A CD 

kezelt minták esetén 37,9 ± 5,9 % -kal, a kontroll minta esetén 29,0 ± 7,4 %-kal míg a 

chol-CD minta esetén 5,5 ± 5,4 %-kal. A gátlás mintázata arányos volt azzal a tendenciával, 

ahogyan a korábbi exocitózisra irányuló kísérletek alapján, az exocitótikus események 

hozzájárulhattak a sejtfelszíni mennyiségek alakulásához.  
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27. ábra Exocitózis gátló szerek mellett csökken a sejtfelszíni Pool1 Pgp-k koleszterin 

kivonás indukálta mennyiségi emelkedése 

A plazmamembrán koleszterin perturbációjának hatása a Pool1 Pgp-k sejtfelszíni 

mennyiségére, különböző exocitózist gátló szerek mellett.  

A: Exo1 jelenlétében a sejtfelszíni Pgp mennyiségek különböző mértékben ugyan, de minden 

esetben csökkennek. A legnagyobb gátlás a CD minta esetén volt megfigyelhető. 

****p<0,0001; *p=0,01 párosítatlan, kétmintás t próbával. B: BFA jelenlétében kismértékű 

sejtfelszíni mennyiségi csökkenés tapasztalható a CD kezelt minták esetén, melynek mértéke 

azonban elmarad az Exo1 esetén tapasztalttól. *** p=0,0008 párosítatlan, kétmintás t 

próbával. Az ábrákon 3 kísérlet átlagát tüntettük fel (± SEM).  

 

A kontroll minta esetén Exo1 jelenlétében kapott csökkent sejtfelszíni mennyiség 

megerősítette a Pool1 Pgp-k intenzív trafficking-jét, ami nemcsak az internalizációs, de az 

exocitótikus folyamatokra is igaz. A chol-CD minta esetén megfigyelt nagyon alacsony gátlás 

összhangban van azzal, hogy a koleszterin szaturáció már eleve gátolta az exocitótikus 

folyamatokat, mely gátlás tovább már nem volt fokozható. A legnagyobb gátlást a CD kezelt 

minták esetén tapasztaltuk. Kevésbé kifejezett sejtfelszíni mennyiségi csökkenést 

tapasztaltunk a CD kezelt minták esetén BFA mellett. chol-CD kezelés mellett a sejtfelszíni 

mennyiségek inkább emelkedtek, a kontroll minták esetén pedig nem tapasztaltunk változást 

(27. B ábra).  

Az Exo1, eddigi ismereteink alapján, az ARF1 GTP hidrolízisének sebességét fokozza 

valamilyen ARF-GAP függő módon [453], mely folyamat főleg a Golgin belüli exocitotikus 

folyamatok gátlását idézi elő. A BFA viszont az ARF1-GDP/GTP kicserélő faktor nem 

kompetitív gátlószere, és így számos a Golgin kívüli ARF1 függő citoszolikus effektor 

funkció gátlását is eredményezheti [226]. Ezek olyan, eddig bizonyított burok fehérje 

komplexek kialakulásának gátlását jelentik [453], mint a Golgi lokalizált COPI, a TGN és 

endocitótikus-recirkuláló-kompartmentek vezikuláinak létrehozásában résztvevő GGA, vagy 
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bizonyos adaptor fehérje komplexeknek a gátlását, úgymint az AP1 vagy az AP3, melyek a 

fehérjék endocitózisában és lizoszómába történő szállításában vesznek részt. Ezen komplexek 

gátlásával a BFA nem csupán a szekréciós útvonalon keresztül megvalósuló vezikuláris 

trafficking útvonalat befolyásolja, hanem az endocitótikus-recirkuláló útvonalat is. 

A BFA kezelés tehát mind a bioszintetikus/szekréciós, mind pedig az endocitótikus/recirkuláló 

rendszerben transzformációkat okoz, a Golgi jól ismert szétesésével párhuzamosan a 

vakuolaris elemek eltűnését és helyettük inkább a tubuláris elemek megjelenését eredményezi. 

BFA kezelést követően a bioszintetikus/szekréciós rendszer és az endocitótikus/recirkuláló 

rendszer kapcsolata gyakorlatilag megszűnik [226]. A BFA-hoz hasonlóan Exo1 jelenlétében 

is megfigyelhető a Golgi tartalmának gyors redisztribúciója az ER-ba, de nincs hatással a 

TGN vagy az endocitótikus rendszer szerveződésére [453]. Ez az Exo1 mellett megvalósuló, 

túlnyomó részben a szekréciós útvonalat érintő gátlás tükröződik a mi eredményeinkben is. 

BFA jelenlétében a Pool1 Pgp sejtfelszíni mennyiségei kizárólag a CD kezelt minta esetén 

csökkentek, ott ahol az exocitótikus események a legintenzívebbek voltak. Mindkét 

trafficking rendszer gátlása változatlan sejtfelszíni mennyiségeket eredményezett a BFA 

kezelt kontroll minta esetén. Ezek az eredmények azt bizonyítják, hogy a Pool1 Pgp-k endo- 

illetve exocitózisa szigorú egyensúlyban van. A chol-CD kezelés hatására történő Pool1 

sejtfelszíni mennyiségi emelkedések pedig nagy valószínűséggel a BFA jelenlétében az 

endocitótikus folyamatok változásában is megmutatkozó események következtében alakulnak 

ki.  

A PM koleszterin szintjének perturbációja irodalmi adatok alapján számos kompenzációs 

mechanizmust indít el [226, 374, 383, 399](lásd 1.10-es fejezet). A PM koleszterin 

szaturációja a többlet koleszterin intracelluláris pool-okba történő redisztribúcióját idézi elő, 

és ez a koleszterin többlet megakadályozza további koleszterin kihelyezését a 

plazmamembránba egészen addig, míg annak koleszterin szintje vissza nem áll a fiziológiás 

értékre. A plazmamembrán koleszterin depléciója ugyanakkor olyan mechanizmusokat indít 

el, amelyek helyreállítják a hiányzó koleszterin mennyiségeket. A kompenzációs 

mechanizmusok egyik lényeges eleme az OSBP-CERT fehérje pár együttműködésének 

köszönhetően a raft struktúrák fokozott nukleációja a Golgi-ban, majd ezen struktúrák PM 

felé irányuló traffickingje a szekréciós útvonalon keresztül. Ezen kompenzációs 

mechanizmusok perces időskálán valósulnak meg, bár a különböző sejtvonalak között 

különbségek mutatkoznak a koleszterin szintézis, valamint transzportjának sebességében 

[389]. Az ER-ben lévő koleszterin pool 10-20 percen belül reagál a PM koleszterin szintjének 
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változtatására [370, 384]. Az újonnan szintetizált nem-vezikuláris útvonalat követő 

koleszterin, hasonló 10-30 perces időskálán belül jelenik meg a PM-ban [389]. A szekréciós 

útvonalat követő koleszterin nagyrészt raftokba épülve, hasonló idősklálán éri el a 

plazmamembránt. Ezen jól dokumentált koleszterin kompenzációs mechanizmusokkal 

párhuzamosan, nagyon hasonló tendenciákat láttunk fehérje szinten megvalósulni, amikor is a 

Pgp molekulák egy része koleszterin függő trafficking-et mutatott a raft doménekkel. A Pool1 

frakcióra eleve jellemző gyors internalizáció koleszterin jelenlétében még fokozható volt, 

valószínűleg a koleszterin intracelluláris pool-okba történő redisztribúciójával párhuzamosan. 

Az exocitálódó Pgp-k csökkent mennyisége koleszterin bevitelt követően, hasonlóan a 

gyakran marker fehérjeként használt vezikuláris stomatitis vírus G fehérjéjéhez (VSVG)[454], 

valószínűleg a klasszikus szekréciós útvonalon keresztül megvalósuló koleszterin export 

leregulálásával együtt szintén hozzájárul a csökkent sejtfelszíni Pgp mennyiségekhez. A PM 

koleszterin depléciója ugyanakkor szignifikánsan fokozta az UIC2 reaktív Pgp-k exocitózisát, 

a kompenzációs koleszterin exporthoz hasonlóan.  

Érdekes módon a PM acLDL-lel történő koleszterin feltöltése és HDL3 mediálta koleszterin 

depléciója az általunk megfigyelt tendenciákkal megegyezően befolyásolja számos más ABC 

transzporter fehérje kifejeződését is makrofágokban, azok gén expressziójának szabályozásán 

keresztül [455]. 

Mindezekből az eredményekből valószínűnek tűnik, hogy a korábban raft asszociált Pgp-ként 

azonosított Pool1 frakció, szorosan kapcsolódik a szekréciós úton keresztül CD kezelést 

követően megvalósuló kompenzációs szfingolipid és koleszterin exporthoz. Ezek az adatok, 

ugyan indirekt módon, de ismét bizonyítják azt, hogy a raft asszociált Pgp-k az UIC2 mAt-tel 

jelölhető Pool1 Pgp-k. 

Természetesen korábbi irodalmi adatok felvetették annak lehetőségét, hogy a Pgp esetleg rész 

vehet a raft domének kialakításában, megerősítésében (lásd 1.8-as fejezet). A szakirodalom 

áttanulmányozása után ugyanakkor eddig nem találtunk meggyőző adatokat ennek a 

hipotézisnek a megerősítésére. Ezek alapján eddig azt tudjuk állítani, , hogy a Pool1 Pgp, mint 

raft asszociált konformer együtt utazik a raft doménekkel, de ezen jelenség esetleges szerepét 

egyelőre nem ismerjük.   
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4.10 A lizoszómális LAMP1 és LAMP2 fehérje exocitózisa kalcium és koleszterin függő 

módon szintén fokozott ciklodextrin kezelést követően 

A lizoszómális exocitózis szerepe a membrán repair-ben régóta ismert (lásd 1.11-es fejezet). 

A lizoszómák exocitózisát követő sérült PM részek eltávolítása után a PM részek klasszikus 

exocitótikus útvonalakon keresztül pótlódnak [456]. Újabb tanulmányok arról számolnak be, 

hogy a sejtek CD kezelése kalcium függő módon szintén fokozza ezt a lizoszómális 

exocitózist [457, 458]. Feltételezték, hogy a CD okozta koleszterin extrakció fokozza a PM 

permeabilititását olyan kis molekulasúlyú anyagok iránt mint a Ca
2+

, mely hasonlóan más 

membránsérüléshez lizoszómális exocitózist indukál. Az a korábbi megfigyelés, miszerint az 

MDR sejtek fokozott mennyiségű lizoszómális savas kompartmenttel [459, 460], és fokozott 

membrán turnover-rel rendelkeznek [152, 460-463], azt a feltételezést erősítette bennünk, 

hogy a korábban a Pool1 Pgp-k exocitózisán keresztül látott fokozott exocitótikus esemény 

csak egy szelete egy sokkal komplexebb eseménysornak, a lizoszómális exocitózis indukálta 

membrán repair folyamatnak a PM koleszterin kivonását követően. A sérült membránrészek 

pótlásában pedig olyan magas koleszterin tartalmú vezikulák vehetnek részt, mint a PM-ról 

folyamatosan lefűződő recirkuláló endoszómák vagy a Golgiból származó vezikulák. A 

lizoszómális exocitózis markereként, egy lizoszómális fehérje, a lizoszóma asszociált 

membrán fehérje 1 (LAMP1) sejtfelszíni megjelenését vizsgáltuk. Azt találtuk, hogy CD 

kezelést követően a LAMP1 fehérje sejtfelszíni mennyisége valóban emelkedett koleszterin 

kivonást követően extracelluláris Ca
2+

 jelenlétében (28. A ábra), a korábbi membrán repair 

megfigyelésékhez hasonlóan ahol a folyamatot a médium β-hexózaminidáz aktivitásán 

keresztül azonosították [457]. Ahogy az várható volt, a hatás kifejezettebb volt az 

extracelluláris Ca
2+

 jelenlétében, de érdekes módon az általunk korábban alkalmazott 

extracelluláris Ca
2+

-ot nem tartalmazó közegben (PBS) is megfigyelhető volt. Az 5 mM-os 

CD kezelés a Ca
2+

-ot tartalmazó minták esetén kétszeresére növelte a sejtfelszíni LAMP1 

mennyiségét (127,7±6,7 %-ról 261,8±22,4 %-ra), míg a Ca
2+ 

mentes minta esetén a 

lizoszómális fehérje mennyisége 80 %-kal emelkedett (100,0±5,2%-ról 179,5±27,3 %-ra). A 

LAMP1  fokozódó sejtfelszíni megjelenése az emelkedő CD koncentrációkkal párhuzamosan 

egyértelműen hangsúlyozta, a folyamat koleszterin függő jellegét. 
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28. ábra A lizoszómális LAMP fehérjék exocitózisa kalcium és koleszterin-függő módon 

szintén fokozott ciklodextrin kezelést követően 

A: A lizoszómális exocitózis markereként használt lizoszóma asszociált membrán fehérje 1 

(LAMP1) sejtfelszíni mennyisége a sejtek egyre növekvő koncentrációjú CD kezelését 

követően fokozatosan nő a 3T3-MDR1 sejtek esetén, mind extracelluláris Ca
2+

-ot tartalmazó, 

mind nem tartalmazó közegben. A sejtfelszíni LAMP1 mennyiségeket a CD nem kezelt Ca
2+

-ot 

nem tartalmazó minta relatív százalékában fejeztük ki. Az ábrákon három kísérlet átlagát 

tüntettük fel (±SD). A kontroll és 3 mM valamint 5 mM CD kezelt minták között statisztikai 

analízist végeztünk extracelluláris Ca
2+

 mellett (**p=0,0014, ***p=0,0003) és nélkül 

(**p=0,0048, **p=0,0083) párosítatlan, kétmintás t próbával.  B: A 3T3-MDR1 sejtek esetén 

a sejt teljes LAMP1 mennyiségének nagyobb hányada található a sejtfelszínen, mint a 3T3 

sejtek esetén, mind Ca
2+

-ot tartalmazó, mind Ca
2+

-ot nem tartalmazó közegben. A CD kezelés 

szignifikánsan fokozza a sejtfelszíni LAMP1 mennyiségeket a 3T3-MDR1 sejtvonal esetén. Az 

ábrákon három kísérlet átlagát tüntettük fel (± SEM). *** p=0,0003 és ** p=0,0022 
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párosítatlan, kétmintás t próbával.  C:3T3 és 3T3-MDR1 sejtek mikroszkópos felvételei 

koleszterin depléciót követően.  LAMP2-PE fluoreszcencia alig volt megkülönböztethető a 

háttér fluoreszcenciától a 3T3 sejtek esetén. A felső ábrákon az 5 mM CD kezelt 3T3 és 

3T3-MDR1 sejtek fluoreszcens képeit tüntettük fel Ca
2+ 

jelenlétében. Az alsó ábrákon 

ugyanazon sejtek transzmissziós képei szerepelnek. A felvételeken látható jelzés 50 µm-t jelöl. 

 

A sejtben megfigyelhető különböző fúziós események létrejöttének minden esetben feltétele a 

Ca
2+

 jelenléte, mely általában a fúzióban résztvevő organellumok lumenjéből származik 

[456], de lehet extracelluláris eredetű is. Egy lizoszómális exocitótikus folyamatban a két 

fúzióban résztvevő “organellum” a PM és a lizoszóma. Ez azt jelenti, hogy a lizoszómák PM-

nal történő fúziójához nélkülözhetetlen intracelluláris Ca
2+

 emelkedés forrása vagy az 

extracelluláris milliő, vagy maga a lizoszóma. A 0,4-0,6 mM-ra becsült lizoszómális Ca
2+

 

koncentráció egy jelentős Ca
2+ 

forrás [456]. Habár nagyon valószínű, hogy a fúziós 

események a Ca
2+ 

felszabadulás helyétől 20-100 nm-en belül valósulnak meg, egy 

lizoszómális exocitótikus esemény csak mikromoláris mennyiségű Ca
2+

-ot
 
igényel [456, 464]. 

Nemrégiben egy túlnyomórészt a késői endoszómák és lizoszómák membránjában található 

[465, 466] befelé rektifikáló kation csatornáról, a TRPML1 receptorról (mucolipin transient 

receptor potential (TRP) channel 1), bizonyosodott be, hogy egy lehet azok közül a 

mechanizmusok közül ami a lizoszómális Ca
2+

 felszabadulást és a lizoszómális exocitózist 

szabályozza [467, 468]. Érdekes módon a csatorna jelentős lipid kontroll alatt áll [469]. 

A lizoszómális enzimek fokozott szekréciója az MDR sejtvonalak esetén, arra buzdított 

minket, hogy tovább vizsgáljuk ennek a koleszterin kivonást követő lizoszómális exocitózis 

indukálta membrán repair folyamatnak a jelentőségét. Összehasonlítottuk tehát a Pgp-vel 

transzfektált (3T3-MDR1) sejtvonalunkat a nem transzfektált partnerével (NIH-3T3) a 

ciklodextrin kezelés hatására kialakult sejtfelszíni LAMP1 mennyiségek tekintetében. 

Összehasonlítva a sejtfelszíni/teljes sejt LAMP1 mennyiségeket a két sejtvonal esetén azt 

mondhatjuk, hogy a 3T3-MDR1 sejtekben a sejtfelszíni LAMP1 százalékos mennyisége 

ciklodextrin kezelés nélkül is magasabb mennyiséget mutat, mint a 3T3 sejtekben, mind Ca
2+

-

ot tartalmazó (4,7 %-3T3; 9,4 % 3T3-MDR1) mind Ca
2+

-ot
 
nem tartalmazó minták esetén 

(2,8%-3T3; 7,8 %-3T3-MDR1) (28. B ábra). Ez összhangban van azzal a korábbi 

megfigyeléssel, hogy a drog rezisztens sejtek rendkívül gyors membrán turnoverrel 

rendelkeznek, a  savas vezikuláris kompartmentek és a PM között oda-vissza megvalósuló 

folyamatos trafficking folyamatok miatt [152]. Koleszterin kivonást követően a 3T3-MDR1 
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sejtek esetén a sejtfelszíni LAMP1 mennyiségek 7,8 %-ról 14,3%-ra változtak Ca
2+

 mentes 

közegben, illetve 9,4%-ról 18,4%-ra extracelluláris Ca
2+

 jelenlétében. Míg a 3T3 sejtvonal 

esetén csak kismértékű emelkedés volt megfigyelhető. A sejtfelszíni LAMP1 százalékok 

2,8%-ról 4,3%-ra emelkedtek Ca
2+ 

mentes közegben, és 4,7%-ról 5,6%-ra Ca
2+

 jelenlétében. 

A másik lizoszómális markert, a LAMP2-t vizsgálva hasonló, ezekkel összeegyeztethető 

eredményt kaptunk (28. C ábra). A CD kezelést követően az alacsonyabb fluoreszcens jeleket 

mutató lizoszómális LAMP2 marker sejtfelszíni megjelenése főképp a 3T3-MDR1 sejtek 

esetén volt kimutatható. Ezek az eredmények tehát összhangban vannak korábbi 

megfigyelésekkel, mely szerint Pgp-t nagy mennyiségben kifejező MDR sejtekben 

megfigyelhető egy fokozott trafficking a lizoszómák és a PM között. Továbbá ez a 

lizoszómális exocitótikus folyamat, ami számos folyamatban vehet részt többek között pl. a 

membrán repair folyamatokban is, jelentősen fokozható a 3T3-MDR1 sejtekben a PM 

koleszterin kivonását követően. 

4.11 A 3T3-MDR1 sejtek nagyobb mennyiségű, stabilabb lizoszómákat tartalmaznak 

Egy membrán repair folyamatban, mely folyamatban a lizoszómák plazmamembránnal 

történő fúziója egy meghatározó lépés, a lizoszómák száma, de talán még inkább azok 

stabilitása, valószínűleg egy nagyon lényeges faktor. Ezért elsőként a savas vezikulák 

mennyiségét hasonlítottuk össze a 3T3-MDR1 és a 3T3 sejtvonalaink esetén. A két sejtben 

található savas vezikulák mennyiségét a lizoszómákban akkumulálódó gyenge bázis, a neutrál 

vörös festék segítségével vizsgáltuk (29. A-C ábra). A festék savas közegben protonálódik és 

így csapdázódik, akkumulálódik a lizoszómákban, mely akkumulációnak a mértéke nyomon 

követhető az 520 nm mért abszorbancia növekedéssel. A 3T3-MDR1 sejtek 1,5-szer nagyobb 

mennyiségű festéket képesek akkumulálni, mint a 3T3 sejtek, mely megfigyelés a savas 

vezikuláris kompartment expanziójára utalhat.  

Eredményeink összhangban voltak korábbi megfigyelésékkel [460], mely szerint az MDR 

sejtek esetén egy számban, volumenben és membrán felszínben fokozott endoszómális 

vezikuláris rendszerrel kell számolni. Áramlási citométeres oldalszórásra vonatkozó 

megfigyeléseink, mely szerint a 3T3-MDR1 sejtek a 3T3 sejtekkel összevetve sokkal inkább 

granuláltak, összhangban van ezzel a korábbi megfigyeléssel (29. D ábra). 
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29. ábra A 3T3-MDR1 sejtben a savas vezikuláris kompartment expanziója figyelhető 

meg a 3T3 sejtekhez képest 

A sejtek lizoszóma mennyiségének meíitélésére egy a savas kompartmentekben akkumulálódó 

festéket, a neutrál vöröst használtuk. Az A és B ábrán a neutrál vörössel festett sejtek 

mikroszkópos felvételei láthatóak. A skála beosztása 50 micrométert jelöl. C: A sejtek 

lizoszóma mennyiségének megítéléséhez kvantitatív képalkotó citometria segítségével 

határoztuk meg az abszorbanciákat. A 3T3-MDR1 sejtek 1,5-szer nagyobb mennyiségű 

neutrál vörös festéket képesek akkumulálni, mint a 3T3 sejtek. A C ábrán 500-700 sejt neutrál 

vörös abszorbanciája alapján meghatározott medián értékeket tüntettük fel (± SD). 

*p<0,0001 párosítatlan, kétmintás t próbával. A C ábra betét ábráján egy reprezentatív mérés 

eredményei szerepelnek. A D ábrán a két sejtvonal között tapasztalható oldalszórás 

különbségek láthatóak, áramlási citometriás mérésekből. 

 

A lizoszóma membrán stabilitásának megítéléséhez, egy másik lizoszómákban akkumulálódó, 

foto-oxidálható gyengén bázikus festéket, az akridin narancsot használtuk [470]. Az akridin 

narancs, mint metakromáziás festék, kék fénnyel történő gerjesztését követően vörös 

fluoreszcenciával jellemezhető, ha a festék nagy mennyiségben koncentrálódik a 

lizoszómákban, és zöld fluoreszcenciával, amint a lizoszómák ruptúráját követően 

alacsonyabb koncentrációra hígul a citoszolban [471], illetve, ha a DNS-hez kötődik.  
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30. ábra A 3T3-MDR1 sejtek stabilabb lizoszómákat tartalmaznak, mint a 3T3 sejtek 

A lizoszóma membrán stabilitásának megítéléséhez, a lizoszómákban akkumulálódó, foto-

oxidálható gyenge bázisú festéket, az akrinid narancsot használtuk. A lizoszómákban 

akkumulálódó festék kék-fénnyel történő bevilágításával a lizoszómákat fotodestrukciónak 

tettük ki lézer pásztázó citométerrel végzett mérésekben. Egy meghatározott látótérnyi akridin 

naranccsal töltött sejtet folyamatosan ismétlődő 488-nm-es lézer fénnyel világítottunk be 50 

cikluson keresztül és közben időben detektáltuk a vörös (565-595 nm), valamint a zöld 

(515-545 nm) fluoreszcencia emissziókat. A lizoszómákban nagy koncentrációban 

akkumulálódó metakromatikus festék vörös (az A ábra felső panelje bevilágítás előtt), míg a 

citoszolba került monomer formában található festék zöld fluoreszcenciát mutat (az A ábra 

alsó panelje bevilágítás után). A lizoszómák fotodestrukciója során a vörös fluoreszcencia 

időben folyamatosan csökken (B), miközben a zöld fluoreszcencia jel nő (D). A lizoszóma 

membrán stabilitásának jellemzésére a maximálisan elérhető zöld fluoreszcencia intenzitás 

felének eléréséhez szükséges bevilágítási időket hasonlítottuk össze a két sejtvonal esetén. 

Rövidebb bevilágítási idők detektálhatóak a 3T3 sejtek esetén (300±140 mp), a 3T3-MDR1 

sejtekkel összehasonlítva (410±180 mp). A C ábrán 5 független mérés átlagát tüntettük fel 

(±SD). *p<0,05 párosítatlan , kétmintás t-próbával. A B és D ábrán egy-egy reprezentatív 

görbe látható, mely 10-10 sejt átlagaként állt elő.  

 

A két sejtvonal, hasonlóan a neutrál vörös festékhez, különbséget mutatott az akridin narancs 

lizoszómális akkumulációjában is, mely a megvilágítás kezdetén a vörös fluoreszcencia 
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intenzitások különbségében látszott. A lizoszóma membrán csökkenő integritását a gerjesztést 

követően, a csökkenő vörös és fokozódó zöld fluoreszcencia intenzitások nyomon 

követésével detektáltuk. A sejtenkénti fluoreszcencia intenzitások alakulását 50 egymást 

követő 488 nm-es lézer gerjesztésű szkenning-ciklus során követtük nyomon időben, a 

tárgylemez egy adott területén. Egy ciklus ideje hozzávetőleg 20 mp volt. A lizoszóma 

membrán stabilitásának jellemzésére a maximálisan elérhető zöld fluoreszcencia intenzitás 

felének eléréséhez szükséges bevilágítási időket hasonlítottuk össze a két sejtvonal esetén (30. 

ábra). Hosszabb bevilágítási időket detektáltunk a 3T3-MDR1 sejtek esetén (410±180 mp), a 

3T3 sejtekkel összehasonlítva (300±140 mp), mely egy a fotodestrukciónak jobban ellenálló 

lizoszómális apparátusra utal a drog-rezisztens sejtvonal esetén. Eredményeink tehát egy 

stabilabb és mennyiségileg is fokozott endoszómális savas vezikuláris rendszerre utalnak a 

3T3-MDR1 sejtek esetén. 

Korábban ez a savas vezikuláris rendszer a gyengén bázikus kemoterápiás szerek nagy 

mennyiségeinek akkumulációja miatt tarthatott számot érdeklődésre [152]. Az exocitózis 

sebességének fokozódása és a korábban megfigyelt fokozott membrán turnover ezekben a 

sejtekben [152, 460-463], figyelembe véve azt a tényt, hogy a lizoszómák PM-nal történő 

fúziója egy rendkívül lényeges lépés a membrán sérüléseket követő helyreállító 

folyamatokban [456], más előnyökkel is felruházhatja ezeket a sejtek, nevezetesen a 

hatékonyabb membrán repair-rel. A lizoszómális exocitózis ezenkívül az MDR jelenség 

kapcsán is rendkívül fontos lehet, a savas vezikulákban nagy mennyiségben akkumulálódott 

drogok extracelluláris térbe történő ürítésével. 

4.12 A 3T3-MDR1 sejtek lizoszómái koleszterin kivonást követően is stabilabbnak 

bizonyultak 

A LAMP fehérjék, valamint a mi sejtvonalunk esetén is elképzelhető hősokk fehérje 70 

mellett [472, 473], a lizoszómális koleszterin a lizoszómák stabilitását meghatározó egyik 

további lényeges tényező lehet [474]. A PM koleszterin mennyisége, ami gyakran emelkedett 

a MDR sejtek esetén, valószínűleg befolyásolja a lizoszómák koleszterin mennyiségeit és ily 

módon azok stabilitását. A 3T3-MDR1 sejtpopulációt folyamatos drog szelekció mellett 

tartottuk fennt, ennek megfelelően a Pgp nagy mennyiségű expressziója mellett számos más 

MDR tulajdonsággal is rendelkezhetnek ezek a sejtek. Egy nemrégiben megjelent tanulmány 

szerint a PM koleszterin kivonása csökkentette a lizoszóma membrán stabilitását, bár a 

kísérleti protokoll az akut koleszterin kivonást követően, a mi méréseinkkel ellentétben, még 

tartalmazott egy egész napos inkubációt [475]. Figyelembe véve azt az eshetőséget, hogy a 
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lizoszómák stabilitása a PM koleszterin modulációját követően a mi rendszerünkben is 

változhatott, a lizoszómák membrán stabilitását koleszterin perturbációt követően is 

összehasonlítottuk a két sejtvonal esetén. Ezt a vizsgálatot epifluoreszcens mikroszkópban, 

élő sejtek valós idejű videózásával végeztük. A látóterében lévő ciklodextrin kezelt 

sejtpopulációt folyamatos kék fény (480±15 nm) expozíciónak tettük ki, közvetlenül az 

akridin narancs inkubációt követően, és a zöld csatornában (530±15 nm) időben detektáltuk a 

lizoszómák szétesésének megfelelő fluoreszcencia felvillanásokat (lásd videók). Minden 

esetben az összes lizoszóma széteséséhez szükséges expozíciós időket hasonlítottuk össze, 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 ábra).  

 
31. ábra A plazmamembrán akut koleszterin modulációi befolyásolják a lizoszómák 

stabilitását, a 3T3-MDR1 sejtek lizoszómái koleszterin kivonást követően is stabilabbak 

A-B: A sejteket a 20 perces ciklodextrin kezelést követően akridin naranccsal inkubáltuk. A 

sejtek látótérnyi mennyiségét folyamatos kék fény besugárzásnak tettük ki, és a zöld 

csatornában videofilmen rögzítettük a lizoszóma szétesési eseményeknek megfelelő 

fluoreszcencia felvillanásokat valós időben. A plazmamembrán akut koleszterin perturbációja 

mindkét sejtvonal esetén hatással volt a lizoszóma stabilitására. Mindkét esetben a sejtben 

található összes lizoszóma széteséséhez szükséges besugárzási időket hasonlítottuk össze. A 
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lizoszómák széteséséhez szükséges expozíciós idők a 3T3 (CD: 29 mp; kontroll: 46 mp; 

cholCD: 60 mp) sejtek esetén rövidebbek voltak, mint, a 3T3-MDR1 sejtek esetén (CD: 40 

mp; kontroll: 65 mp; cholCD: 79 mp). A koleszterin kivonás mindkét esetben csökkentette, 

míg a koleszterin bevitel mindkét esetben fokozta az expozíciós időket. Ugyanakkor a 

lizoszóma szétesési események száma csak a 3T3 sejtek esetén csökkent. Az ábrákon a 3 mM-

os cikodextrin kezelések egy-egy reprezentatív görbéjének eredményeit tüntettük fel, mert az 5 

mM-os CD kezelést követően a 3T3 sejtvonal esetén már nem maradt expozíciónak kitehető 

lizoszóma (videók). C-D: A lizoszómák szétesése a koleszterin kivonás mértékével arányosan 

nő a 3T3 sejtek esetén. A plazmamembrán koleszterin kivonásának hatását vizsgáltuk az 

akridin narancs vörös és zöld fluoreszcencia jeleinek alakulására emelkedő koncentrációjú 

CD oldat és állandó koncentrációjú akridin narancs koinkubációját követően letapadt 

sejtkultúrán. A koinkubációt követően a steady state fluoreszcenciákat plate-reader 

spektrofluoriméterrel detektáltuk. A fluoreszcencia változások a lizoszómák számának jelentős 

csökkenését mutatják a 3T3 sejtek esetén a lizoszómák szétesésének következtében, és egy 

kisebb mértékű mennyiségi csökkenést a 3T3-MDR1 sejtek esetén. Az ábrán látható görbéken 

4 kísérlet átlagát tüntettük fel (± SEM). 

A PM akut ciklodextrin kezelése mindkét sejt esetében egyértelműen befolyásolta a 

lizoszómák stabilitását, azaz a koleszterin kivonás csökkentette az expozíciós időket, míg a 

PM koleszterin telítése fokozta. Bár a CD kezelés mindkét sejt esetén csökkentette a 

bevilágítási időket, de a lizoszóma szétesési események száma szignifikánsan csak a 3T3 

sejtvonal esetén csökkent. A 31. A és B ábrán éppen ezért a 3 mM-os cikodextrin kezelések 

eredményeit tüntettük fel, mert az 5 mM-os CD minták már nem voltak összehasonlíthatóak, 

ugyanis a 3T3 sejtvonal esetén gyakorlatilag nem maradt expozíciónak kitehető épp 

lizoszóma (videók). A PM koleszterin kivonás lizoszómákra gyakorolt hatásának végső 

kimenetelét szintén megvizsgáltuk különböző koncentrációjú CD kezelések esetén (31. C-D 

ábra). A letapadt sejteket 1 órán keresztül 37°C-on inkubáltuk különböző mennyiségű CD-

nel valamint akridin narancs festékkel sötétben, és ezt követően plate-reader 

spektrofluoriméterrel detektáltuk a vörös és zöld steady state fluoreszcenciákat. (Itt tehát kék 

fény bevilágítás csak az esetleges környezeti fényből és a jelek kiolvasásakor történő 

megvilágításból származott.) 

A CD kezelés egyértelműen érzékenyítette a 3T3 sejteket az akridin narancs iránt, mely 

nyomon követhető volt a csökkenő vörös fluoreszcenciákkal párhuzamosan megfigyelhető 

zöld fluoreszcenciák emelkedésében a PM koleszterin kivonásának függvényében. Ezek 

egyértelmű jelei a vörösen festődő savas vezikulák folyamatos eltűnésének és ezzel 

párhuzamosan a festék zöld fluoreszcenciával jellemezhető monomer formájának 

megjelenésének a citoplazmában vagy a magban. Ezek a megfigyelések összhangban vannak 

a videó eredményekkel, ahol a 3 mM-os CD kezelés már csökkentette az expozíciónak 
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kitehető lizoszómák számát, míg az 5 mM-os kezelés után a 3T3MDR1 sejtekkel ellentétben 

már egyáltalán nem maradt intakt lizoszóma. A 3T3-MDR1 sejtek esetén mind a vörös mind a 

zöld fluoreszcenciák csökkenése figyelhető meg, mely szintén a savas vezikulák 

mennyiségének csökkenésére utal. De amíg a 3T3 sejt esetén a fluoreszcencia változások 

egyértelmű jelei a lizoszómák széteséssel járó folyamatos eltűnésének, addíg a 3T3-MDR1 

sejtek esetén a lizoszómák eltűnésének hátterében valamilyen más mechanizmus áll. A 

korábbi LAMP1-es eredmények tükrében valószínűsíthető a lizoszómák sejtfelszínre történő 

exocitózisa, a festéknek ezzel párhuzamos sejtből való kiürülésével.  

4.13 A 3T3-MDR1 sejtek esetén megfigyelhető hatékonyabb membrán repair 

mechanizmus tükröződik a koleszterin perturbációt követő életképességekben 

A LAMP1-es és festék akkumulációs mérésekből feltételezhető hatékonyabb membrán repair 

a 3T3-MDR1 sejtek esetén a 3T3 sejtvonallal összehasonlítva, látható kellene hogy legyen a 

sejtvonalak koleszterin modulációját követő életképességekben is. Összehasonlítottuk tehát a 

két sejtvonal koleszterin perturbációra adott életképességét. A PM károsodását követő 

propidium jodid permeabilitáson alapuló életképességi tesztben a két sejt jelentős 

különbségeket mutatott. A PM 5 mM-os CD-nel végzett koleszterin kivonása sokkal inkább, 

46,4±3,5 %-kal csökkentette az életképességeket a 3T3 sejtvonal esetén, mint a 3T3-MDR1 

sejtvonalnál, ahol az életképességbeli csökkenés 20,6±4,3% volt (32. A ábra). Érdekes 

módon a PM koleszterin telítése hasonló tendenciákat mutatott.  

Az életképességekkel párhuzamosan meghatároztuk a sejtek szabad koleszterin mennyiségét 

is áramlási citometriásan detektált filipin festéssel. A 3T3-MDR1 sejtvonal esetén kétszer 

nagyobb mennyiségű koleszterint detektáltunk a sejtekben (216,4 ± 13,3 %), mint a 3T3 

sejtvonal esetén (100,0 ± 6,2 %) (32. B ábra). Tekintve, hogy a sejtben lévő szabad 

koleszetrin nagy része a plazmamembránban található [374], a sejtek nagy valószínűséggel 

szintén különbségeket mutatnak a sejtmembrán koleszterin mennyiségében, korábbi 

megfigyelésekhez hasonlóan [316-318]. Ezek alapján a 3T3-MDR1 sejtek esetén mért eleve 

nagyobb mennyiségű koleszterin akár magyarázhatja is a koleszterin kivonást követő jobb 

életképességeket. Ugyanakkor a 3T3-MDR1 sejtek nem kizárólag a koleszetrin kivonás 

esetén reagálnak jobb életképességekkel, hanem az extra mennyiségben bevitt koleszterin 

esetén is. Mindemellett nagyon hasonló koleszterin kivonási-beviteli mintázatokat kapunk a 

két sejtvonal esetén, ha a koleszterin perturbációt követően a filipinnel mért sejt koleszterin 

mennyiségeket a sejt eredeti koleszterin szintjéhez viszonyítjuk. Ezek a csaknem párhuzamos 

görbék sokkal inkább utalnak a 3T3-MDR1 sejtek hatékonyabb koleszterin kompenzációs és 
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membrán repair folyamataira, mely folyamat részeként a PM koleszterin kivonását követően 

megindul a koleszterinben gazdag raft domének exocitózisa a sejtfelszínre, illetve megtörténik 

az extra mennyiségű koleszterin redisztribúciója az intracelluláris vezikuláris pool-okba.  

32. ábra A 3T3-MDR1 sejtvonal nagyobb mennyiségű koleszterint tartalmaz és a 3T3 

sejtekkel ellentétben egyaránt kevésbé érzékeny a plazmamembrán koleszterin 

kivonására valamint bevitelére  

A különböző koncentrációjú ciklodextrinek hatását vizsgáltuk a 3T3 és 3T3-MDR1 sejtek 

koleszterin mennyiségeire és életképességeire. A: A plazmamembrán koleszterin 

perturbációja nagyobb mértékben csökkentette a 3T3 sejtek életképességét az 5 mM CD és az 

5 mM chol-CD minták esetén is (**p=0,0086 és **p=0,0020, párosítatlan kétmintás 

t-próbával). Az ábrán 3 független mérés átlag eredményét 95%-os konfidencia 

intervallumokkal tüntettük fel. A plazmamembrán PI permeabilitásán alapuló 

életképességeket tripszinezett sejteken áramlási citometriásan mértük. További statisztikai 

analízist végeztünk az 5 mM CD, 5 mM chol-CD valamint kontroll minták primer adatai 

között mindkét sejtvonal esetén. 3T3CD - Kontroll ***p=0,0007; 3T3 Kontroll – chol-CD **p=0,0020; 

3T3MDR1CD – Kontroll *p=0,0260; 3T3MDR1 Kontroll – chol-CD *p=0,0104 párosított, kétmintás 

t-próbával. B: A 3T3-MDR1 sejtek nagyobb mennyiségű szabad koleszterint tartalmaznak a 

3T3 sejtekkel összhasonlítva (**** p<0,0001 párosítatlan, kétmintás t-próbával). A szabad 

koleszterin mennyiségek mérése filippin segítségével, áramlási citometriával történt. Az ábrán 

3 független mérés átlagát (± SEM) tüntettük fel. További statisztikai analízist végeztünk az 5 

mM CD, 5 mM chol-CD valamint kontroll minták között mindkét sejtvonal esetén. 3T3CD - 

Kontroll *p=0,0132; 3T3 Kontroll – chol-CD ****p<0,0001; 3T3MDR1CD – Kontroll **p=0,0033; 

3T3MDR1 Kontroll – chol-CD ****p<0,0001 párosítatlan, kétmintás t-próbával.  

 

A PI permeabilitáson alapuló életképességi teszt mellett gyakran használt másik életképességi 

teszt, a neutrál vörös akkumulációs esszé, melynek alapja, hogy az életképesebb sejtek 

nagyobb mennyiségben tudják a festéket a savas vezikuláikban akkumulálni, mert képesek a 

lizoszómáik pH grádiensének fenntartására [434]. A neutrál vörös akkumulációja mindkét sejt 

esetén nagymértékben csökkent a PM koleszterin kivonását követően. A 3T3-MDR1 sejtek 



107 

 

esetén egyértelmű ellentmondás van a neutrál vörös akkumuláció alapján és a hasonló 

körülmények között, ez esetben letapadt sejteken kivitelezett PI permeabilitáson alapuló 

életképességi tesztek eredménye között (33. A-B ábra). Bár elméletileg a PM károsodása 

tekinthető ebben az esetben az elsődleges támadáspontnak.  

 
33. ábra Ellentmondás a sejtek neutrál vörös akkumulációján alapuló életképességi teszt 

és a plazmamembrán PI permeabilitásán alapuló életképességi teszt között a 3T3-MDR1 

sejtek esetén 

A 3T3 és a 3T3-MDR1 sejtek csökkenő életképességeket mutatnak az emelkedő CD 

koncentrációk függvényében a neutrál vörös festék akkumulációjának csökkenése alapján. 

Hasonló körülmények között, a plazmamembrán PI permeabilitásán alapuló életképességi 

tesztben kizárólag a 3T3 sejtek mutatnak csökkenő életképességeket. Az abszorbanciákat és 

fluoreszcencia intenzitásokat plate-reader spektrofluoriméterrel letapadt sejtkultúrákon 

mértük. Az ábrán látható görbéken legalább 3 kísérlet átlagát tüntettük fel (± SEM). 

 

Ezek ez eredmények, párhuzamosan a lizoszómális markerként használt LAMP1 sejtfelszíni 

megjelenésével kizárják azt az egyszerűnek tűnő magyarázatot, hogy a neutrál vörös ilyen 

mértékű lizoszómális akkumulációjának csökkenése az életképességek csökkenésével lenne 

magyarázható. A festék akkumulációjának csökkenése, párhuzamosan a sejtfelszíni LAMP1 

megjelenésével koleszterin kivonást követően, lizoszómális exocitózisra utal a 3T3-MDR1 

sejtvonal esetén. Ami hasonlóan a csökkent életképességű sejtekhez, csökkenti azt a 

lizoszómális térfogatot, amely képes lenne a festék akkumulációját a kezeletlen minták esetén 

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

A lizoszómák rendkívül dinamikus struktúrák, melyek képesek fúzionálni a késői 

endoszómákkal, a plazmamembránnal, fagoszómákkal és autofagoszómákkal [456]. A 

lizoszómák traffickingjének gátlása, a mikrotubulusok vagy mikrofilamentumok 

megzavarásával, nagymértékben befolyásolja a lizoszómák stabilitását [476-479]. Ezekre a 
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kísérletes megfigyelésekre adott egyik elképzelés az, hogy a lizoszómák stabilitása jelentős 

mértékben támaszkodik a lizoszómák és említett egyéb organellumok, illetve a PM között 

folyamatosan megvalósuló fúziós eseményekre. Újabb eredmények azt bizonyítják, hogy 

valószínűleg a PM-ból származó koleszterin, természetesen más egyéb faktorok mellett, 

szintén befolyással van a lizoszómák stabilitására [475]. Irodalmi adatok azt mutatják, hogy a 

lizoszómák és a PM között megvalósuló folyamatos koleszterin forgalom eredményeként, a 

sejtben lévő koleszterin mennyiségek 6 %-a található a lizoszómákban normál körülmények 

között humán fibroblasztok esetén [480]. A mi akut koleszterin depléciós eredményeinkből 

kitűnik, hogy a lizoszómák stabilitása nagyon hamar reagál a PM koleszterin változásaira. 

Mindezekből feltételezhető, hogyha egy sejt hatékonyan képes pótolni illetve kontrollálni a 

PM koleszterin szintjeit, akkor ezek a stabil koleszterin szintek következésképpen 

befolyásolják a lizoszómák stabilitását illetve a lizoszóma függő folyamatokat. Eredményeink 

azt mutatják, hogy a lizoszómális koleszterin vesztés mértéke, életről-halálról dönthet azzal, 

hogy vagy korai feedback jelként szolgál egy membrán repair folyamatban vagy végzetes 

mértékben fokozza a lizoszóma membrán permeabilitását. Irodalmi adatok alapján 

feltételezhető, hogy az MDR sejtek hatékonyabb koleszterin kompenzációs 

mechanizmusokkal rendelkeznek (lásd 1.10-es fejezet). Korai megfigyelések bizonyítják, 

hogy a PM emelkedett koleszterin mennyiségei mellett, az MDR sejtek (drog szelektált 

sejtvonalak), fokozott koleszterin észterifikációt is mutatnak és ennek következtében fokozott 

mennyiségű észterifikált koleszterint állítanak elő a PM direkt vagy akár indirekt 

(szfingomielináz kezelés) koleszterin szaturációját követően [400, 401]. Figyelembe véve azt, 

hogy az acil CoA-koleszterin aciltranszferáz (ACAT) az ER-ben helyezkedik el, ez egyúttal 

az extra mennyiségű koleszterin fokozott felvételét is jelenti a PM-ból [402] és egy gyors 

koleszterin trafficking útvonalat feltételez a PM és az ER között [374]. A mi életképességi 

adataink is azt mutatják, hogy a 3T3-MDR1 sejtek nem csak a koleszterin kivonásra 

reagálnak jobbnak, de hasonlóan sokkal inkább képesek megbírkózni az emelkedett 

koleszterin mennyiségekkel is. Másrészt egy észterifikált koleszterin pool-ra támaszkodva 

ezek a sejtek hatékonyabban képesek reagálni a PM csökkent koleszterin mennyiségeire, 

például koleszterin kivonást követően. Mindezek mellett a MDR sejtek még fokozott 

sebességű koleszterin szintézist is mutathatnak, a 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reduktáz 

(HMG CoA-reduktáz) ubiquitinációját és ezzel lebomlásának sebességét meghatározó 

ubiquitin E3 ligáz, a Trc8 alacsonyabb expressziója miatt [403-405]. Az ezen sejtek esetén 

valószínűsíthető nagyobb mennyiségű raft domén szintén azt eredményezhetii, hogy a PM 

koleszterin nagyobb mennyiségei találhatók alacsony kémiai potenciálú állapotban (low 
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escape tendency) [370]. Mivel számos eddig ismert koleszterin kompenzációs mechanizmus a 

PM magas kémiai potenciálú koleszterin mennyiségeinek változásaira reagál érzékenyen, ez a 

tulajdonság lehetővé teszi ezen sejtek számára, hogy a PM már relatíve kis koleszterin 

változásaira is reagáljanak (lásd 1.9-es fejezet). A raft domének folyamatos fokozott 

internalizációja mindezek mellett egy további jelentős koleszterin poolt jelent az 

endocitótikus-recirkuláló rendszerben. A hatékonyabb koleszterin és membrán repair 

folyamat, ami a 3T3-MDR1 sejtek esetén megfigyelhető magában foglalja a raft domének 

fokozott kihelyezését a PM-ba, mely folyamatot a raft asszociált Pool1 Pgp exocitózisán 

keresztül tudtunk nyomon követni.  

Annak ellenére, hogy a Pgp overexpressziója tagadhatatlanul egy lényeges különbség a két 

vizsgált sejtvonal között, a Pgp hozzájárulása ehhez a folyamathoz még mindig kérdéses, 

csakúgy mint a raft mikrodomének stabilizálásához való hozzájárulása (lásd 1.8-as fejezet). 

Az egyes alternatív MDR mechanizmusok, ugyanakkor valószínűleg nem függetlenek 

egymástól. A hatékonyabb membrán turnover-rel rendelkező sejtek, hatékonyabb fehérje 

turnover-t is mutatnak. Ez a Pgp hatékonyabb kihelyezését is biztosítja a PM-ba, továbbá a 

Pgp lizoszómákban való nagyobb mennyiségű megjelenését szintén biztosítja. Sőt az 

esetlegesen beinduló membran-repair is a hatékonyabb MDR-t szolgálja, a nagyobb 

mennyiségű drog export lizoszómákkal való eredményesebb eltávolításával.   

 

Eredményeink tehát azt mutatják, hogy az MDR sejtek hatékonyabb membrán repair-rel 

rendelkeznek a CD kezeléssel együtt járó PM sérülést követően, mely folyamat csatasorba 

állítja a koleszterin kompenzációs mechanizmusok mellett a kiterjedt endo-lizoszómális 

apparátusukat és magába foglalja a Pgp-t tartalmazó raft domének exocitózisát a sejtfelszínre. 

Eredményeink az MDR sejtek alkalmazkodásának egy újabb fortélyát emelik ki. 
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5. ÖSSZEFOGLALÁS 

1. Bizonyítottuk, hogy a fehérjék raft asszociációjának vizsgálatára használt különböző 

detergensek hatással vannak az aktin polimerizációs tulajdonságaira ex vivo körülmények 

között is. Szubvitálisan alkalmazott detergensek esetében a kritikus micelláris 

koncentrációjuk elérésétől kezdve az aktin depolimerizációja figyelhető meg intracellulárisan. 

2. A 15D3 monoklonális antitest kötődési affinitása jelentős koleszterin-függést mutatott. Az 

antitest segítségével a fehérje koleszterin mediált konformáció változása nagy érzékenységgel 

nyomon követhető volt. 

3.a, Bizonyítottuk az UIC2-vel jelölt Pool1 Pgp-k fokozott endocitózisát a Pool2-höz képest. 

b, Bizonyítottuk, hogy az internalizálódott Pool1 Pgp-k nagyobb mértékben lépnek rá a késői 

endoszómák, lizoszómák felé irányuló degradációs útra. Ugyanakkor felismertük, hogy az 

UIC2 antitest kötődése elősegíti a Pool1 Pgp-k internalizációját.  

c, Bizonyítottuk, hogy az UIC2-vel jelölt Pool1 Pgp-k internalizációja energetikailag aktív 

folyamat révén valósul meg. 

d, Bizonyítottuk, hogy a Pool1 Pgp-k 30 perces időintervallumon belül recirkulálnak a 

sejtfelszínre. A teljes sejtfelszíni Pgp mennyiségek internalizációját követően az expressziós 

szintek csak hosszabb idő alatt, sértetlen fehérjeszintézis mellett állnak helyre.  

4. A PM koleszterin modulációja elsősorban a Pool1 Pgp-k trafficking folyamatait módosítja. 

Többlet koleszterin mellett fokozódik a sejtfelszíni fehérjék internalizációja és csökken a 

sejtfelszínre történő kihelyeződésük. Koleszterin kivonást követően a Pool1 Pgp-k exocitózisa 

erősödik a kompenzatórikus koleszterin és szfingolipid exporttal párhuzamosan.  

5. Bizonyítottuk, hogy a CD kezelés a 3T3-MDR1 sejtek esetén is lizoszómális exocitózist 

indukál a membrán repair folyamat részeként. Újdonságként kimutattuk, hogy a folyamat az 

extracelluláris kálciumtól való függés mellett koleszterin-függést is mutat.  

6. Bizonyítottuk, hogy a Pgp-t expresszáló multidrog rezisztens 3T3-MDR1 sejtvonal a drog 

rezisztens NIH-3T3 sejtekkel ellentétben nagyobb mennyiségű és stabilabb lizoszómákkal 

rendelkezik koleszterin moduláció nélkül és koleszterin modulációt követően is. 

7. A plazmamembrán koleszterin perturbációjához a multidrog rezisztens sejtvonal jobban 

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.a, We have confirmed that UIC2 labeled Pool1 Pgps show enhanced internalization 

compared to Pool2 Pgps. 

b, We have confirmed that internalized Pool1 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. 

c, 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 

Pgp. 

4. Alterations in cholesterol content of the PM modified the trafficking of raft-associated 

Pool1 Pgps. Cholesterol surplus increased the endocytosis and decreased the exocytosis of 

Pool1 Pgps. Cholesterol depletion induced the exocytosis of Pool1 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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