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1. Bevezetés
A daganatos megbetegedések esetén alkalmazott hagyomanyos kemoterapia sokszor

nem bizonyul elég hatékonynak az altalanosan alkalmazott névényi eredetli vagy szintetikus
gyogyszerekkel (citosztatikumok) szemben fellépd rezisztencia mechanizmusok miatt. A
citosztatikus terapia kudarcaért a daganatos sejtek mar eleve meglévé intrinsic”
rezisztenciaja (elsddleges rezisztencia), vagy a kemoterapia folyamata soran kialakuld
,»szerzett” rezisztencia tehetd feleldssé. A metasztatikus daganatok 90%-aban a sejtszintii re-
zisztencia mechanizmusok okozzak a terapias valasz elmaradasat. Ezen mechanizmusok
egyik leggyakoribb formaja a hatéanyagok intracellularis térbe vald bejutasat csokkentd
sz€les szubsztrat spektrumu energia-fliggd gyogyszer exporter(ek) fokozott kifejezodése a
sejtek plazmamembranjaban. Ezen transzporterek legfébb tulajdonsaga, hogy képesek a
toxikus vegyiileteket a sejtekbdl eltavolitani, miel6tt azok kifejthetnék intracellularis
hatasaikat. Az esetek tobbségében tovabbi problémat jelent, hogy a tumor nemcsak a
citosztatikus terapia soran aktualisan alkalmazott hatéanyagra vagy hatdanyagokra valik
rezisztenssé, hanem nagyon sok mas, hatdsmechanizmuséaban ¢€s szerkezetében teljesen eltérd
daganat kemoterapias vegyiiletre is. A jelenséget multidrog rezisztencianak nevezik, melynek

mechanizmusat és megeldzésének lehetdségeit széles korben tanulméanyozzak.

In vitro vizsgalatok alapjan a tumorsejtekben kialakulé multidrog rezisztencia legfobb
okozodjaként harom exporter tipusu, az ABC transzporterek csaladjaba tartozo fehérjét
azonositottak, nevezetesen a P-glikoproteint (ABCB1), az MRP1-et (ABCC1) és a BCRP-t
(ABCG2). Ezen transzporterek fiziologias koriilmények kdzott a szervezet szamos szovetében,
de elsdsorban a barrier funkciot betolté szovetekben fejezédnek ki és a xenobiotikumok elleni
védekezésben jatszanak szerepet, mig daganatos megbetegedések esetén expressziojuk
fokozodasaval biztositjak a tumorsejtek talélését. A transzporterek kifejez6désének mértéke
gyakran korrelal a tumor gradusaval és kifejezddésiik a betegség kimenetelét jelzd

prognosztikai faktor.

A huméan genomban 48 ABC fehérjét kodold gént azonositottak, melyeket 7
alcsaladba soroltak ABCA-t6l ABCG-ig. A human ABC fehérjék tobbsége transzporter
szerepet tolt be, de vannak olyanok is melyek ioncsatornaként funkciondlnak vagy
ioncsatorna fehérjék milkodésének szabalyozasaban vesznek részt. A csaldd elsként
felfedezett tagjanak, a P-glikoproteinnek a pontos miitkodése a mai napig nem teljesen

tisztazott, igy intenziv kutatasok folynak ennek megértésére.



1.1 A Pgp szerkezete
Az 1280 aminosavbol all6 glikoprotein egy flexibilis linker régio altal dsszekapcsolt

két homolog félbol all, melyek egyenként egy transzmembran domént (TMD) és egy
nukleotid-kot6 domént (NBD) tartalmaznak. A Pgp polipeptidlancan beliil a 4 domén a
TMD1-NBD1-TMD2-NBD2 sorrendben koveti egymast. A két TMD tipikusan 6-6
membranon ativeld alfa-hélixbél all (TM1-TM12), melyek a szubsztratok megkotésére
specializalodva egyetlen funkcionalis egységet képeznek. Azonban a szubsztrat kétéhelyek
széma, elrendezOdése €s a szubsztrat felismerés molekularis mechanizmusa pontosan nem
ismert. Az ABC fehérjék nukleotid-kot6 doménjei felelések az ATP  kotéséért és
hidroliziséért, az altaluk felszabaditott és kozvetitett energia révén valoésul meg a szubsztratok
transzportja. Az ABC fehérjék, igy a Pgp nukleotid-koté doménje is szamos az evollcid soran
konzervalt szekvencia motivumot tartalmaz: ezek a Walker A és Walker B szekvenciak, az
“ABC-signature” elem, valamint az A, D, H és Q-hurkok. Ezek a motivumok szerepet
jatszanak az azonos (NBD-NBD) vagy a kiilonb6z6 domének (TMD-NBD) kozotti
interakcidban és kozvetlen vagy kozvetett modon kapcsolatban allnak a megkdotott ATP
molekulaval is. Feltételezik, hogy a NBD-k két ATP molekula megkotésével egy jellegzetes,
un. “szendvics-dimert” hoznak létre tigy, hogy az egyik NBD Walker A és B szekvencidja a

masik NBD “ABC-signature” motivumahoz kapcsolodik egy ATP molekulan keresztiil.

Mint minden membran transzporter a Pgp is rendkiviil nehezen kristalyosithato, igy
szerkezetének pontos megismerése hatalmas kihivast jelent a kutatok szamara. A human Pgp
kiilonb6zé konformécids allapotairol nem allnak rendelkezésre nagy felbontasu rontgen-
krisztallografids szerkezeti modellek, igy a fehérje miikodésének megértésére bakterialis ABC
transzporterek vagy egér Pgp kristalyszerkezetén alapuldé homologia modelleket, illetve
ujabban krio-EM vizsgalatokon alapul6 szerkezeti modelleket alkalmaznak. Ezen eredmények
alapjan azt feltételezik, hogy a nukleotidok kotddése a transzmembran hélixek
atrendezddéséhez vezet ¢és megvaltoztatja a transzporter szubsztratkotd —zsebének
elérhetdségét a citoplazmatikus oldal feldl nyitott allapotbdl az extracelluldris tér irdnyaba
nyitott konformécidoba. Ezen modellek azt is valdsziniisitik, hogy a fehérje ATP-mentes, a

citoplazma felé nyitott konformacios allapota képes a szubsztratok megkdtésére.

1.2 A P-glikoprotein katalitikus ciklusa és konformacié valtozasainak detektalasa az
UIC2 monoklonalis antitesttel
A citoplazma felé nyitott konformacids allapot és az dsszekapcsolodott NBD-kkel és

az extracellularis tér felé nyitott TMD-kkel jellemezheté allapotok kozotti atmenet
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feltehetdleg konformécid valtozasok sorozatat foglalja magaban, mely végiil a szubsztrat koto
affinitas csokkenését eredményezi és lehetdvé teszi a koncentracid gradiens ellenében torténd
szubsztrat transzportot. Azonban nem teljesen tisztdzott, hogy a nukleotidok kotddése, a
NBD-k dimerizacidja, majd az ATP(k) hidrolizise hogyan kapcsoldédik a TMD-k konformacié

valtozasaihoz.

Az aktiv transzporterek katalitikus ciklusanak hajtoereje az ATP hidrolizis, mely Pgp
esetében mindkét funkcionalisan szimmetrikus kompozit ATP-kotéhelyen végbemehet.
Azonban a mai napig nem ismert, hogy egy szubsztrat molekula transzportjahoz hany (egy,

kettd esetleg tobb) ATP molekula hidrolizise sziikséges.

Az UIC2 konforméaci6 érzékeny kotddésii monoklondlis antitest ép sejteken a
sejtfelszini Pgp molekulak 10-40 %-at ismeri fel. Azonban bizonyos Pgp szubsztratok,
modulatorok (pl. vinblasztin, ciklosporin A (CSA)) jelenlétében, illetve a sejtek ATP
deplécioja hatasara az Osszes sejtfelszinen kifejez6d6 Pgp molekula jelolhetové valik ezen
antitesttel. Bakterialis toxinokkal permeabilizalt Pgp® sejtekkel végzett kisérletekben azt is
igazoltak, hogy a kiilonbozé nukleotidok (ADP, ATP vagy nem hidrolizald6 ATP anal6gok)
adasa koncentracio-fiiggd modon csokkenti a sejtek UIC2-reaktivitasat. Mindezen
eredmények a fehérje katalitikus ciklusa soran lejatszodd konformécio valtozasokra és a

kiilonb6z6 konformdcios allapotok eltéréd UIC2 affinitdsara utalnak.

1.3 A Pgp mint transzmembran fehérje megjelenése a ,,raft” és ,,nem-raft” membran
mikrodoménekben

A Pgp mint transzmembran fehérje funkcidja szervesen kapcsolodik az 6t beagyazo
lipid kettésréteghez, ahonnan szubsztratjait O0sszegyljti. Ennek megfelelden a membran
mikrokornyezet tulajdonsagai befolyasoljdk a fehérje konformécié valtozésait, transzport
aktivitasat, szubsztratjainak megoszlasat a lipid kettésrétegben, valamint kdlcsonhatasukat a
transzporter szubsztrat kotShelyével. Tovabba a membran Osszetétele a transzporter ATP
kotését és hidrolizisét is befolyasolhatja a nukleotid-koté doménekkel torténd interakcid révén
vagy a transzporter transzmembran régidinak stabilizalasaval. A Pgp ATPé4z aktivitasanak
drogok altali stimulaciojat illetve gatlasat szintén befolyasolja a fehérje lipid kdrnyezete. Az
allati sejtek plazmamembranjanak koleszterin tartalma csdkkenti a membran permeabilitasat a
foszfolipidek kozotti hézagok kitdltésével. Ennek megfeleléen a koleszterin jelenléte
csokkenti bizonyos a Pgp-vel kolcsonhatd vegyiiletek (pl. a CSA) behatolasat a lipid

kettosrétegbe, mig annak kivonasa metil-p-ciklodextrinnel néveli a vinkrisztin felvételét mind



a Pgp-t expresszalo, mind pedig a Pgp-negativ kontroll sejtekbe. Osszességében
megallapithatd, hogy a membran tulajdonsagai Osszetett modon befolyasoljak a Pgp
miikodését, igy a sejtmembran tulajdonsdgainak moduldlésa igéretes megkozelités lehet a

multidrog rezisztencia mérséklésére vagy legydzésére a klinikai gyakorlatban.

Bizonyos membran mikrodomének, mint példaul az un. ,lipid raftok” = lipid tutajok
magas GPIl-kihorgonyzott fehérje, koleszterin ¢és glikoszfingolipid tartalmuk miatt
kiilonboznek a membran egyéb régioditol. Funkciojukat tekintve a ,lipid raftok™ és a kaveolak
részt vesznek a jelatvitelben, a transzportban és a ,,membran trafficking” folyamatokban
egyarant. A ,lipid raftok” szerkezete egy struktaralt, TX-100 rezisztens kozponti, valamint
egy kevésbé strukturalt TX-100 altal oldhat6, de enyhébb detergensekben (pl. Brij 98) nem
oldhat6 kiilsé régiobol all. Korabbi vizsgalatok alapjan a Pgp csak részben asszocialodik a
TX-100 rezisztens membran mikrodoménekkel, sokféle sejtben inkabb a Brij96 vagy Lubrol
rezisztens membran mikrodoménekben talalhatd. Kiilonb6z6 membran mikrodoménekben
valo elhelyezkedése a pumpa heterogén mitkodését is okozhatja. Vannak olyan elképzelések
i, melyek szerint kizardlag a raft asszocialt Pgp molekuldk aktivak. Ez utobbi feltételezés
felveti annak a lehetdségét, hogy a ,raft” és ,,nem-raft” kornyezetben vald megoszlasanak

befolyasolasan keresztiil médosithaté a Pgp miikodése.



2. Célkitiizések

Annak ellenére, hogy a Pgp katalitikus ciklusat széles korben tanulméanyozzak, nem
pontosan ismert, hogy mely katalitikus 1épések sordn, az ATP kotése vagy hasitasa hatasara
képes a fehérje a citoplazma felé nyitott konformaciobol atbillenni az extracellularis tér felé
egy ciklus soran a Pgp altal kotott mindkét ATP molekula elhidrolizal-e, valamint, hogy az
ATP hidrolizis random moddon torténik a két kotéhelyen vagy szigoru sorrendiség szerint

zajlik.

Ennek megfelelden célul tliztiik ki a human Pgp katalitikus ciklus soran bekovetkezd
konformdcio valtozasainak vizsgalatat, a fehérjét stabilan normal membran kdrnyezetiikben
kifejez6é emlds sejteken a korabban Druley és munkatarsai altal bevezetett Staphyloccoccus
aureus alfa-toxint hasznald6 permeabilizalasi protokoll és az UIC2-reaktivitasi esszé
adaptalasaval, tovabb fejlesztésével. Vizsgalataink sordn az alabbi kérdésekre kerestiik a
valaszt:

1. Mely katalitikus esemény valtja ki az UIC2-reaktiv konformaciobol az UIC2-t nem kotd
konformacioba torténd atmenetet?

2. Az UIC2 antitesttel atfedd extracellularis epitopokat felismerd monoklonalis antitestek
(4E3, 15D3) kotddése érzékeny-e a transzporter ATP-fiiggd konformécio véltozasaira?

3. Hogyan befolyasoljak az UIC2-reaktiv és az UIC2-vel nem jelolheté Pgp konformaciok
kozotti atmenet bekdvetkezését az egyik (K433M vagy K1076M) vagy mindkét oldali
Walker A szekvencidban (K433M/K1076M) eldidézett mutaciok?

4. Mi jellemzi az ATP hidrolizist kovetden foszfat analogokkal csapdazott konformer

kialakulasi és szétesési kinetikdjat vad tipusu és Walker A mutans Pgp-k esetében?

Munkank masodik szakaszdban az ¢él6 sejteken detektalhatd kiilonbozd raft és
citoszkeleton asszocialtsagot mutatd6 UIC2-reaktiv és UIC2-t nemkdtd Pgp populaciok
tulajdonsagait vizsgaltuk, melynek soran az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

5. Van-e kapcsolat ép sejteken az intracellularis ATP koncentracié és az UIC2 antitest
kotddése kozott az ATP szint modulalasa soran?

6. Az intracellularis ATP koncentracio valtozasok milyen hatassal vannak a Pgp molekulak

------

------



8. Milyen az UIC2 konformacié szenzitiv kotddésti antitest kotddése alapjan
megkiilonboztetett két Pgp populdcié internalizicidja és ennek fliggése a membran

koleszterin tartalmatol?



3. Anyagok és modszerek
3.1 Alkalmazott sejtvonalak, sejttenyésztés

Kisérleteinkben az NIH 3T3 egér fibroblaszt sejtvonalat, valamint a KB-3-1 human
epidermoid karcinéma sejtvonalat és annak vinblasztinnal torténd szelekcioval eléallitott Pgp™
valtozatat (KB-V1) hasznaltuk. A vad tipust, K433M, K1076M ¢és K433M/K1076M dupla
mutans Pgp-t stabilan expresszaldo NIH 3T3 sejtvonalakat a Sleeping Beauty transzpozon-

alapti génexpresszios rendszer segitségével hoztak 1étre kollaboracios partnereink.

A sejteket hovel-inaktivalt fotalis szarvasmarha szérumot, L-glutamint és penicillin-
streptomycin koktélt tartalmazd6 DMEM tenyésztd folyadékban ndvesztettiik 37 °C-on, 5 %-
0s CO2 atmoszféraban, 95 %-os paratartalom mellett. Azokhoz a kisérletekhez, amelyekhez
redkiviil magas expresszids szintli sejtekre volt sziikség a vad tipusu Pgp-t kifejezo NIH 3T3
sejtvonalat a magas expresszids szint fenntartdsara doxorubicint tartalmazé tapoldatban
novesztettik, mig a KB-VI sejteket vinblasztin mellett tenyésztettilk. A sejteket
felhasznalasuk el6tt 2-3 nappal drogmentes tenyészt6 folyadékba helyeztiik at. Sejtvonalaink
mindegyike a feliilethez tapadva ndvekedett, melyekbdl tripszines kezeléssel készitettiink
sejtszuszpenziot felhasznalasuk elétt. A FRET-alaput ATP szenzort tartalmazd plazmidot

lentivirus vektor segitségével fejeztiik ki a KB-V1 sejteken.

3.2 Sejtek permeabilizalasa Staphylococcus aureus a-toxinnal

A sejteket Staphylococcus aureus a-toxinnal glilkoz-mentes foszfat-alapti sooldatban
marha szérum albumin jelenlétében kezeltiik 37 °C-on 30 percig. Ilyen koriilmények kozott a
kezelés végére a sejtek kb. 50 %-a permeabilizalodott, azaz mutatott propidium-jodid
pozitivitdst. A reakcidé PBS-sel torténd leallitisa utan a sejteket szobahOmérsékleten
centrifugaltuk, majd a nem-kotédott toxint glikoz-mentes PBS-sel torténd mosassal

tavolitottuk el, majd a sejteket gliikoz-mentes PBS-ben vettiik fel a tovabbi kezelésekhez.

3.3 Nukleotid kotodés affinitasanak meghatarozasa

A permeabilizalt sejteket nukleotidok széles koncentracid tartomdnyban torténd
alkalmazasdval 20 percig eldinkubaltuk, majd mosas nélkiill tovabb inkubaltuk telitd
koncentracioban alkalmazott UIC2-A647 monoklonalis antitesttel 37 °C-on 30 percig. Az
ATP hidrolizis gatlasa érdekében az ATP-t Mg?-mentes koriilmények kozott EDTA
jelenlétében adtuk vagy az ATP helyett nem-hidrolizaldo ATP analég AMP-PNP/Mg?*-ot
alkalmaztunk vagy a kisérletet ATP/Mg?* jelenlétében, de 4 °C-on végeztiik. Az utdbbi
esetben az A647-konjugalt UIC2 monoklonalis antitesttel torténd 45 perces jeldlést is 4 °C-on



hajtottuk végre. Az antitesttel torténd jelolést kovetden a mintdkat haromszor mostuk jéghideg
PBS-sel. A permeabilizalt Pl-pozitiv sejtek aramlasi citométerrel mért UIC2-A647
fluoreszcencia intenzitasat a nukleotid koncentracio fiiggvényében abrazoltuk. Annak
érdekében, hogy meghatarozzuk a Pgp nukleotidokhoz valo latszolagos affinitasat, az dbrazolt

mérési pontokat négy-paraméteres Hill-fiiggvény segitségével illesztettiik.

3.4 Nukleotid csapdazas (,,trappelés”)

A Pgp ATP hidrolizist kdvetd katalitikus atmeneti allapotat foszfat analogok (vanadat
vagy berillium-fluorid (BeFy)) segitségével stabilizaltuk. A permeabilizalt sejteket ATP/Mg?*-
ot és vanadatot vagy BeFx-ot tartalmazd PBS-ben szubsztratok jelenlétében vagy azok
hianyaban inkubaltuk 37 °C-on. A kezelés soran meghatarozott idokozonként mintat vettiink,
melyeket kétszer mostunk jéghideg PBS-sel, mely vanadatot vagy BeFx-ot tartalmazott a
korabban alkalmazott koncentracidban, majd UIC2-A647 antitesttel 4 °C-on 45 percig

jeloltiik. A mintak UIC2-A647 fluoreszcencia intenzitasat az id6 fiiggvényében abrazoltuk.

3.5 A vanadat-trappelt poszt-hidrolizis allapotbdl valé visszatérés

Az ATP/Mg?* ¢és vanadat kezeléssel a poszt-hidrolizis allapotban csapdazott
permeabilizalt sejteket 3-szor mostuk jéghideg PBS-sel, majd ATP és szubsztratok
(verapamil, vinblasztin) jelenlétében és hianyaban 37 °C-on inkubaltuk N-etil-maleimidet
(NEM) tartalmazo PBS-ben. Meghatarozott idokozonként mintakat vettiink, melyeket NEM-
PBS-sel kétszer mostunk és 37 °C-on 15 percig vagy 4 °C-on 45 percig jeldltiink UIC2-A647
antitesttel. Az inkubélds végén a mintakat haromszor mostuk jéghideg PBS-sel, majd jégen

tartottuk az dramlasi citometrids mérés kezdetéig.

3.6 Detergens ehiciés eljaras (FCDR, Aramlasi citometrias detergens-rezisztencia teszt)
A kiilonbozo Pgp elleni antitestekkel (UIC2-A647, 4E3-A647, 15D3-A647) megjelolt
NIH 3T3 MDR1 sejteket két részre osztottuk. A mintak egyik feléhez jéghideg TX-100
oldatot adtunk, a masik feléhez pedig jéghideg PBS-t, majd 20 percen keresztiil jégen
tartottuk a mintakat, végiil pedig paraformaldehid oldattal fixaltuk 4°C-on. A sejtek
fluoreszcencia intenzitasat aramlasi citométerrel mértiik. A Pgp molekulak TX-100 rezisztens
intenzitdsat a TX-100-zal nem kezelt mintdk fluoreszcencia intenzitasanak szazalékos

aranyaban fejeztiik ki.
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3.7 A sejtek koleszterin tartalmanak mddositasa

A sejteket kiilonbozd antitestekkel (UIC2-A647, 15D3-A647) torténd jelolést
kovetden a sejtmembran koleszterin tartalmanak modulalasahoz random metilezett-B-
ciklodextrinnel vagy ennek koleszterinnel képzett komplexével kezeltiik 37 °C-on 20 percig,

majd kétszer mostuk PBS-sel.

3.8 Az ATP koncentracié valtozas hatisa a membranban expresszalt Pgp szintre és a

A sejteket kiilonboz6 ideig €heztettiik 2-deoxi-D-gliikdz-t tartalmazo PBS-ben, majd
kétszer mostuk PBS-sel. A mosast kovetden telité koncentracioban alkalmazott 4E3-A647
anti-Pgp antitesttel jeloltiik a sejteket 37 °C-on 30 percig, majd az éhezés idGtartamanak
fliggvényében abrazoltuk az aramlasi citometrias mérésekkel kapott 4E3-A647 fluoreszcencia

intenzitasokat.

3.9 A P-glikoprotein UIC2-reaktivitasa és az i.c. ATP szint kozotti osszefiiggés vizsgalata

Az intakt sejtek i.c. ATP koncentracido valtozasainak kovetésére FRET-alapti ATP
szenzort kifejez0 KB-V1 sejteket hasznaltunk. Az intracellularis ATP szint csokkentésére a
sejteket meghatarozott idétartamig kezeltiik 2-deoxi-D-gliikozzal (2DG). Az i.c. ATP szint
teljes kimeritéséhez 2DG-zal és kalium-cianiddal kezeltiik a sejteket. Kontroll mintdkat is
készitettiink, melyeket 0 mM illetve 8 mM gliikozt tartalmazé PBS-ben inkubaltunk, de nem
kezeltiink 2-deoxi-D-gliikdzzal, mig masokat permeabilizaltunk és vizsgaltuk az UIC2-A647
antitest kotddését. Az UIC2 fluoreszcencia intenzitds meghatarozasahoz a kezelések végén a
sejteket UIC2-A647 antitesttel jeloltiik 37 °C-on 3 percig, majd a mintakat alaposan mostuk
¢és az antitest kotodését, valamint az ATP szenzor fluoreszcens jelét aramlasi citométerben

mértuk.

3.10 A Pgp molekulik internalizaciéjanak vizsgalata

A Pgp specifikus antitesttel (UIC2-A647, 15D3-A647, 4E3-A647) megjelolt mintakat
kettéosztva a minta parok egyikét gl-PBS-sel, a masikat alacsony pH-ju oldattal (0.5 M NaCl,
0.1 M glicin, pH=2.5) mostuk szobahOmérsékleten, majd ismét gl-PBS-ben vettiik fel. Az
alacsony pH-ju oldat eltavolitja a sejtfelszini Pgp-khez kot6dott antitestet, igy az alacsony pH-
ju oldattal illetve PBS-sel mosott mintak fluoreszcencia intenzitasainak hanyadosa megadja az

internalizalodott Pgp-k aranyat.
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3.11 Aramlasi citometriis mérés

A sejtek fluoreszcencia intenzitdsat Becton Dickinson FACS Array aramlasi
citométerrel mértiik, az adatokat BDIS CellQuest szoftver segitségével analizaltuk. Az Alexa-
647 festék gerjesztésére a 635 nm-es lézert hasznaltuk és a fluoreszcenciat a voOrds
csatornaban detektaltuk (emisszio: 661/16 nm). A propidium-jodidot (Pl) az 532 nm-es
1ézerrel gerjesztettiik és az emissziot 585/42 nm-en detektaltuk. Az FSC és SSC jelek alapjan
a sejttormeléket kizartuk az elemzésbél. El6 sejteken végzett vizsgalatok esetében a PI
negativ sejtpopulaciot hasznaltuk, mig permeabilizalt sejtekkel végzett kisérletek esetén a PI

pozitiv sejtpopulaciot elemeztiik.

Az ATP szenzor és az antitest jelének szimultan detektaldsara Becton Dickinson
FACS Aria aramlési citométert hasznaltunk. A sarga fluoreszcens fehérjét 445 nm-es 1ézerrel
gerjesztettiik és az emissziot 530/30 nm-en detektaltuk. Az Alexa-647 festék gerjesztésére a
szilardtest 1ézer 631 nm-es vonalat hasznaltuk és a fluoreszcenciat a vords csatornaban

detektaltuk (660/20 nm).

3.12 Statisztikai analizis

Adatainkat a SigmaStat program segitségével analizaltuk, az dbrdkon az atlag = SD
értékeket mutatjuk. Két csoport dsszehasonlitasat kétmintés t-probaval végeztiik, a statisztikai
szignifikanciat 3 vagy tobb csoport esetében variancia-analizissel (ANOVA) allapitottuk meg
Holm-Sidak post-hoc teszt alkalmazasaval. A  kiilonbségeket akkor tekintettiik
szignifikansnak, ha P<0,05 volt.
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4. Eredmények I.
4.1. Az UIC2 kotodés valtozasok altal detektalt TMD konformacio valtozasok a NBD-
kben végbemend folyamatokat jeleznek

A sejtmembran mérsékelt permeabilizalasa Staphylococcus aureus alfa-toxin vagy
streptolizin segitségével lehet6vé teszi a sejt intracellularis kornyezetének modositasat, de
nem zavarja meg a membran szerkezetét €s a benne elhelyezked6 transzporterek miikodését.
Ennek a moddszernek koszonhetéen képesek voltunk a nukleotidok sejtekbdl valod
eltavolitasara és a Pgp molekuldk ATP-mentes, magas UIC2-affinitasti konformécidoban valo
szinkronizalasara. Ugyanakkor a permeabilizalt sejteck ATP/Mg?*-mal torténd feltoltése
koncentracio-fliggd moddon indukalta a Pgp molekuldk alacsony UIC2-affinitast
konforméacios allapotba torténd atfordulasat. Az ATP kotddés latszolagos affinitasara kapott
érték megegyezett a korabbi irodalmi adatokkal és hasonld volt az ATP hidrolizis Kwm
értékéhez, melyet munkacsoportunk Pgp* NIH 3T3 sejtekbdl preparalt membran mintdkon

mért.

A 15D3 és 4E3 nem-konformacié érzékeny monoklonalis antitestek kotddése nem
véltozott meg magas ATP/Mg?* koncentracié mellett sem, bar ezek az antitestek az UIC2-vel
kompetalnak és vele részlegesen atfed6 extracellularis epitopokat ismernek fol a Pgp
molekulan. Ezen tulajdonsadgukat kihasznélva kisérleteinkben kontroll antitestként hasznaltuk
Oket az UIC2 antitest altal detektalt konformacio valtozasok tényleges bekovetkezésének

bizonyitasara.

4.2 Kontroll kisérletek

Kontroll kisérleteinkben az adenozin-monofoszfat (AMP) nem idézett el UIC2
antitesttel detektalhat6 konformacié valtozast a Pgp molekuldkban valdsziniileg azért, mert az
AMP szerkezetéb6l adodoan képtelen a nukleotid-koté domének dimerizacidjanak
kivaltasara, illetve a TMD-kben végbemend UIC2 antitest altal detektalhatdé konformacio
valtozas eldidézésére. Ellenben az adenozin-difoszfat (ADP) az ATP-hez hasonld
konformacio valtozast indukalt.

Az N-etil-maleimid (NEM) kovalensen kotédik a Pgp Walker A motivumaban
talalhaté Cys aminosavhoz, amennyiben a nukleotid kotdhely iires vagy ADP-t tartalmaz, igy
a Pgp molekulakat ATP-t nem koté UIC2 reaktiv konformacioban csapdazza. Az ATP B és y-
foszfatja szintén a Walker A motivummal 1ép kdlcsonhatasba, igy a nukleotid kotdhely ATP-
vel torténd telitése gatolja az NEM kotddését, csokkentve ezzel annak pumpahoz vald

latszolagos affinitasat, melyet az UIC2 kotédési gorbék jobbra tolddasa jelzett ATP
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jelenlétében. Ezek az eredményeink azt bizonyitjak, hogy a nukleotid ko6téhelyben
bekovetkezd valtozdsok TMD konformacid valtozasokat indukalnak, melyeket képesek

vagyunk az UIC2 antitesttel detektalni.

4.3 A nukleotid kotodés indukalja a Pgp-k extracellularis tér felé nyitott konforméacios
allapotanak kialakulasat

A nem-hidrolizal6 ATP analég AMP-PNP konformacio valtozast indukalt a TMD-
kben, melyet az UIC2 kotddés nukleotid koncentracio-fiiggd csokkenése jelzett. Az ATP
hidrolizisét akadalyozo kisérleti koriilmények esetén: az ATP-t Mg?* hidnyaban alkalmazva
vagy a kisérletet jégen végrehajtva szintén végbement a Pgp-ket az extracellularis tér felé
nyitott allapotba atvivé konformaci6 valtozéas, de ez magasabb ATP koncentraciok mellett

kovetkezett be, mint a hidrolizist engedd koriilmények kozott.

A foszfat analog anionok (ortovanadat, BeFx) képesek a Pgp transzport funkcidjanak
¢s ATPéaz ciklusanak gatlasara azaltal, hogy stabilan bekdtddnek a hidrolizis soran
felszabadulo y-foszfat helyére. Az igy kialakuld stabil Pgp-ADP-vanadat komplex kizardlag
olyan feltételek mellett johet létre, amely megengedi legalabb egy ATP molekula hidrolizisét.
A Pgp-ADP-V; stabil komplex létrejottének kovetkeztében, az ATP hidrolizisét lehetdvé tevo
koriilmények kozott kisérleteinkben a vanadat novelte a nukleotid kotodés latszolagos
affinitasat, mig ez nem volt megfigyelheté az ATP hidrolizisét kizard kisérleti koriilmények

kozott.

4.4 A Walker A szekvencia lizin aminosavanak féloldali mutaciéja nem gatolja meg az
ATP kotodését és a szubsztrat-stimulalt ATP hidrolizist

Irodalmi adatok szerint az ATP terminalis foszfatjaval kiterjedt kotéseket 1étesitd
Walker A szekvenciaban taldlhatdo konzervalt lizin aminosav metioninra torténd cseréje az
ATPaz aktivitas gatlasat okozza. Ennek tanulmanyozasara a Sleeping Beauty transzpozon
alapu génbeviteli rendszer segitségével olyan emlés sejtvonalakat hoztunk létre, melyek
stabilan expresszaljak a vad tipusu, az egyik Walker A szekvenciaban mutans (K433M vagy
K1076M) vagy mindkét oldali Walker A szekvencidban mutaciot hordozo Pgp molekuldkat
(K433M/K1076M). Korabbi tanulmanyokkal egyezden eredményeink azt mutattdk, hogy
kizarolag az egyik nukleotid-k6td domént érintd mutdcidk nem akadalyoztdk meg a
nukleotidok kotodését, melyet a K433M és K1076M Pgp variansok UIC2-reaktivitasanak
csokkenése jelzett AMP-PNP és ATP jelenlétében. Kollaboracios partnereink kordbbi

vizsgalatai kimutattak, hogy az egyik Walker A szekvencia lizin aminosavat érintd mutacio
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ellenére a Pgp-k a foszfat analdg fluoroaluminat jelenlétében jelolédtek [o -32P]-8-azido-
ATP-vel, ami ezen mutansok részleges katalitikus aktivitasat jelezheti. Jelen munkank soran
azt tapasztaltuk, hogy vanadat jelenlétében az egyetlen lizin mutacidt hordozé fehérjék ATP-
hez val6 latszolagos affinitasa 5-10-szeresére nott a csak ATP-vel kezelt mintdkhoz képest.
Mivel a vanadattal vagy BeFx-dal torténd komplex-képzddés eldfeltétele az ATP hidrolizis
bekovetkezése, eredményeinkbdl arra kovetkeztetiink, hogy az egyik molekula-felet érintd
lizin mutacio ellenére is bekovetkezik az ATP hidrolizise. Ezzel ellentétben, mindkét
molekula-fél Walker A lizinjét érintd szimultan mutécidé stabil UIC2-k6té konformaciot

eredményez, mely nukleotidok jelenlétében is megmarad.

4.5 A féloldali Walker A mutansok is rendelkeznek szubsztrat-stimulalt ATP hidrolizis
aktivitassal

A Pgp katalitikus ciklusanak sebessége transzportalt szubsztratok jelenlétében
jelentdsen felgyorsul, amit a fehérje ATPaz aktivitdsdnak szubsztratok jelenlétében mért
fokozodésa jelez (szubsztrat-stimuldlt ATPaz aktivitds). A BeFx vagy Vi altal csapdéazott
poszt-hidrolitikus komplexek 1étrejottének kinetikai analizise soran azt tapasztaltuk, hogy a
Pgp-k alacsony UIC2-affinitasu poszt-hidrolitikus allapotban val6 progressziv felhalmozodasa
hasonlo kinetikaval kdvetkezik be a vad tipusu €s az egyik molekula-félben mutaciot hordozé
Pgp variansok esetében. Eredményeink azt is bizonyitjak, hogy Pgp szubsztratok (pl.
verapamil) jelenlétében szignifikansan felgyorsul a foszfat analogok altal stabilizalt atmeneti
komplex képzddése mind a vad tipust, mind a f€loldali mutaciot hordozé Pgp molekuldk
esetében. A szubsztratok ATP hidrolizist fokoz6 hatdsa nem az ATP kotédeés affinitasanak
novekedésével fligg Ossze, mivel az ATP kotés latszolagos affinitdsa a Pgp-hez még magas
szubsztrat koncentracional sem valtozott meg. Eredményeinkbdl Osszességében arra
kovetkeztethetlink, hogy a Walker A szekvenciaban talalhatd konzervalt lizin aminosav
mutécioja ellenére a katalitikus ciklus képes eljutni a foszfat analogok altal stabilizalt 1épésig,
amennyiben a mutacio a fehérje két nukleotid-koté doménjének csak az egyikét érinti. Mivel
viszonylag hosszl id6 sziikséges a BeFx és Vi altal stabilizalt poszt-hidrolitikus komplexek
képzddéséhez a ciklus teljes idGtartamahoz viszonyitva, feltételezhetd, hogy az anionok altal
stabilizalt komplex rendkiviil kis valoszintiséggel jon 1étre. Ennek magyarazata az lehet, hogy
nagyon rovid élettartamu a ciklus soran. Eredményeinkbdl megallapithato, hogy mivel a
feloldali Walker A mutdns fehérjék a vad-tipusi Pgp-hez hasonléan nemcsak az ATP

hidrolizisére képesek, hanem atlagosan ~1200-2500 cikluson is képesek keresztiilmenni,
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mieldtt BeFx vagy vanadat altal csapdazodnak, ezért a Walker A mutansok is rendelkeznek

gyenge, de szignifikans szubsztrat-stimulalt ATP4z aktivitassal.

4.6 A vanadat altal csapdazott allapotbdl valé visszatérés vad tipusu és féloldali Walker
A mutans Pgp-k esetében

A vanadat (vagy BeFx) altal csapdazott allapot kialakulasanak idékinetikaja hasonlo
volt a vad tipust és a féloldali mutans Pgp-k esetében, ami feltételezi, hogy az az iddtartam,
melyet a miikddd tranaszporter a hidrolizist kdvetd ,,vanadat-szenzitiv”’ poszt-hidrolitikus

allapotban t6lt hasonlo6 a vad és féloldali Walker A mutansoknal.

Bér a foszfat analogokkal csapdazott poszt-hidrolitikus komplex rendkiviil stabil, ha a
vanadatot eltavolitjuk a médiumbdl megfigyelheté a komplex szétesése és a vad tipust Pgp-k
rendkiviil lassu visszatérése az UIC2-reaktiv konformécioba. Ellenben a vanadat altal
csapdazott komplex szétesése nem kovetkezett be a féloldali mutdnsoknal, amit az UIC2-

reaktiv allapotba torténd visszatérés elmaradasa jelzett.
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4. Eredmények I1.
4.7 A Pgp mindkét oldali ATP-kotohelyének Walker A szekvenciajaban eldidézett
mutiaci0 nem befolyasolja a transzporter membran mikrodoménekhez valo
Kiilonb6z6 szoveti eredetii sejtek plazmamembranjaban a vad tipusi Pgp molekulak
10-40 %-a (,,pool-1”) taldlhatdo UIC2-reaktiv konformacioban, mig a tobbi Pgp molekula
(,,pool-II’) csak bizonyos szubsztratok, modulatorok jelenlétében vagy a sejtek ATP
deplécidja hatasara képes megkotni az antitestet. Kisérleteinkben kimutattuk, hogy a
katalitikusan inaktiv, mindkét ATP-ko6téhely Walker A szekvencidjaban mutaciot hordozo
sejtfelszini Pgp-k a fent emlitett kezelésektdl fliggetleniil az UIC2 antitest altal felismerhetd,
valészintileg ~ ATP-mentes  konformécios  allapotot  preferdljak az  ¢€l6  sejtek

plazmamembranjaban.

Korébbi tanulmanyok és munkacsoportunk eredményei azt is alatdmasztjdk, hogy
kiilonboz6 szoveti eredetli sejtvonalakon a sejtfelszini Pgp molekulak 20-50 %-a rezisztens a
TX-100 detergenssel torténd kezelésre, igy valosziniisithetd, hogy a TX-100 rezisztens raft és
kaveola membran mikrodoménekben talalhato. Kisérleteinkben megfigyeltiik, hogy az UIC2-
reaktiv ,,pool-I” Pgp molekuldk 50-60%-a ellendll a TX-100 kezelésnek az &ramlasi
citometrias detergens-rezisztencia tesztben. Azonban amikor az Osszes sejtfelszini Pgp
molekulat lathatova tettiik 4E3 vagy 15D3 antitesttel, vagy UIC2 antitesttel CsA kezelés
mellett, csak a Pgp molekulak 25-30%-a mutatott rezisztenciat a TX-100 kezeléssel szemben,
¢s a detergens rezisztens Pgp hanyad nem fiiggdtt az alkalmazott antitesttdl. Mindezekbdl
megallapitottuk, hogy a vad tipust Pgp-k spontan UIC2 reaktiv populécidja fokozott raft és
citoszkeleton asszocialtsagot mutat, mig a ,,pool-II"” Pgp-k, inkabb a membran TX-100-zal

oldhat6 nem raft régidiban helyezkednek el.

Erdekes modon a mindkét ATP kotShely Walker A szekvencidjaban mutaciot hordozo
UIC2-reaktiv Pgp-k a vad tipusa fehérjékhez hasonlo mértékii (25-30%) detergens
rezisztenciat mutattak. Ha a kétoldali Walker A mutansokra jellemzé UIC2-reaktiv
konformacio kedvezne a fehérje raft-beli megjelenésének a kétoldali Walker A mutans Pgp-
ket expresszalo sejtek esetében a vad tipushoz képest nagyobb mértékii detergens rezisztenciat

varnank.
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4.8 Az UIC2 antitest Pgp-hez valo kotodése és az i.c. ATP szint kozotti osszefiiggés
vizsgalata €16 sejtekben

Kisérleteinkben ép sejteken a nem metabolizalhatdo 2-deoxi-D-gliikéz és gliikoz
alkalmazasaval modulaltuk az i.c. ATP szintet, melynek valtozasait egy sarga-fluoreszcens
fehérje alap intracellularis ATP szenzor segitségével detektaltuk, valamint mértiik a
sejtfelszini Pgp molekuldk ATP-mentes UIC2-reaktiv és nukleotid-kotdtt UIC2-t nem-kotd
konformacioi kozotti megoszlasat is. Eredményeink alapjan a 2-deoxi-D-gliikoz a kezelés
id6tartamanak novelésével parhuzamosan csokkenti az i.c. ATP szintet, ezaltal noveli az
UIC2-reaktiv Pgp-k aranyat. Osszességében megallapithatd, hogy a permeabilizalt sejtekhez
hasonldan az intakt sejteken is szoros korrelacié van a sejtek ATP szintje €s a sejtfelszini Pgp

molekulak UIC2 reaktivitasa kozott.

4.9 Az intracellularis ATP koncentracié valtozasok hatasa a Pgp molekuliak detergens

Ezekhez a kisérleteinkhez a 4E3 nem konformaciéo érzékeny anti-Pgp antitestet
hasznaltuk, mely telité koncentracidban alkalmazva valamennyi sejtfelszini Pgp molekulat
képes megjelolni. Eredményeink azt mutatjak, hogy a sejtek rovid tdva ATP deplécidja nem
befolyasolta a Pgp molekuldk sejtfelszini expresszidjat és a TX-100 rezisztens membran
nem az UIC2-reaktiv konformacios allapot felvétele iranyitja a ,,pool-1” Pgp-ket a raftokba,
hanem inkdbb a raft kornyezet kedvez a Pgp molekuldk ATP-mentes UIC2-reaktiv

konformacidban torténd stabilizaldédasanak.

410 A Kkét sejtfelszini Pgp populacié internalizaciéja és ennek fiiggése a membran
koleszterin tartalmatol

Kisérleteinkben megvizsgaltuk az UIC2 antitest kotddése alapjan megkiilonboztetett
fokozott detergens rezisztenciat mutato ,,pool-I” és a kevésbé detergens rezisztens ,,pool-11"
Pgp populaciok endocitozisat. UIC2-A647 antitesttel megjeldltiik a ,,pool-I"” Pgp molekulakat,
valamint festékkel nem konjugélt UIC2 antitesttel torténd lefedést kovetden CsA és UIC2-
A647 antitest egyiittes alkalmazasaval lathatova tettiikk a ,,pool-1I"” populaciot. Az Osszes
sejtfelszinen kifejez6d6é Pgp molekulat CsA jelenlétében UIC2-A647-tel vagy 15D3-A647
antitesttel tettiikk lathatova. A jeldlést kovetden a mintakat kettéosztottuk és a mintaparok
egyikében savas mosassal tavolitottuk el a sejtfelszini Pgp-khez kotddott antitesteket, majd
aramlasi citometrids méréssel meghataroztuk az internalizalodott Pgp hanyadot.

Eredményeinkbdl kideriilt, hogy a ,,pool-I” Pgp-knek szignifikansan nagyobb hanyada
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internalizalédott, mint az ugyanazon antitesttel jeldlt ,,pool-II” populédcionak, igy
valdszintisithetd, hogy az eltérd mértékli internalizacidjukért kiilonb6z6 molekularis
kornyezetiik/lokalizaciojuk tehetd feleldssé. Azt is megallapitottuk, hogy a membran
koleszterin tartalmanak novelése fokozta a Pgp molekuldk internalizaciojat, mig koleszterin
tartalmanak kivonasa csokkentette a ,,pool-I” Pgp-k endocitézisanak mértékét, igy
feltételezhetd, hogy a Pgp molekuldk internalizacidja a koleszterin gazdag raftoktol és/vagy

kaveolaktol fiiggd folyamat.

A teljes sejtfelszini Pgp populacié antitesttel torténd jelolésekor az UIC2-vel jelolt
Pgp-k minden esetben fokozott internalizaciot mutattak a 15D3-mal jelolt Pgp-khez képest,

ami arra utal, hogy az UIC2 antitest kotédése stimulalja a Pgp-k endocitozisat. Erdekes

crer

15D3-ké6tott Pgp-k internalizacidjanak mértékét.
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5. Eredmények megbeszélése I.

Kisérletes munkank soran az volt a célunk, hogy az UIC2 konformacié érzékeny
monoklondlis antitest egyediilalld tulajdonségait hasznositva nyomon kdvessilk a Pgp
transzmembran doménjeiben bekovetkezd konformaciod valtozasokat. Az UIC2 antitest a
Staphylococcus aureus alfa-toxinnal-permeabilizalt sejtekben az i.c. ATP szint modositasa
soran tanulmanyozhat6 a fehérje természetes plazmamembran kdrnyezetében. Kisérleteink
kiilonbozo pontjain megrekesztettilk nem-hidrolizalé nukleotid analégok, inorganikus foszfat
analogok alkalmazasaval, vagy a fehérje ATP-koté helyében 1étrehozott mutaciok
segitségével. Ezt kovetden az UIC2 konformacid érzékeny antitest segitségével detektaltuk a
Pgp TMD-iben bekovetkezé konformacid valtozasokat. A Pgp konformacid valtozasainak
vizsgalataval parhuzamosan munkacsoportunk mas tagjai fluoreszcens Pgp szubsztrat
analogok felhasznalasaval tanulméanyozték a nukleotid-fiiggd konformécio valtozasok hatdsat

a pumpa szubsztrat-koto affinitasara.

Az aktiv transzporterek katalitikus ciklusdnak tanulmanyozasa sordn az egyik
legfontosabb kérdés a szubsztrat-kotd affinitds csokkenését eredményezd konforméciod
valtozéas pontos iddzitése a ciklus soran. Kivancsiak voltunk arra, hogy az ATP hidrolizise
vagy a hidrolizist megel6z6 valamely katalitikus esemény (pl. nukleotidok kotédése vagy
,,0kkluzigja”) eredményezi a TMD-kben bekdvetkezé konformacio valtozast, mely a

szubsztrat-kotés affinitasanak csokkenését okozza.

Kisérleteink bizonyitjak, hogy a nem hidrolizdlodo ATP analog AMP-PNP kotodése
kivaltja a transzporter citoplazma felé nyitott allapotbdl az extracellularis tér felé nyitott
allapotba torténd atfordulasat. Hasonl6 eredményeket kaptunk akkor is, ha az ATP hidrolizisét
a sejtek lehiitésével vagy Mg?*-mentes koriilmények biztositasaval akadalyoztuk meg.
Munkacsoportunk mas tagjai ugyanezen kisérleti beallitast alkalmazva megfigyelték, hogy az
AMP-PNP kotddése altal kivaltott konformacid véltozas sordn a Pgp molekuldk alacsony
szubsztrat affinitdsti allapotba keriilnek. Eredményeink tehat alatamasztjdk, hogy a
transzporter szubsztratok iranti affinitdsanak csokkenése mar az ATP hidrolizisét megel6z6en

bekovetkezik.

Mindkét nukleotid-kot6é domén Walker A motivuma az ellenoldali nukleotid-ko6to

domén ,,signature” szekvenciajaval egyiitt kozvetleniil részt vesz a két nukleotid-koté domén
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nukleotid-fiiggd dimerizacidjaban és az ATP hidrolizisben. A két ATP-kot6hely
egylttmiikodésének részletei azonban még ismeretlenek, az sem tisztazott, hogy a Pgp egy
vagy két (esetleg tobb) ATP molekulat hidrolizal transzport ciklusonként. Mivel irodalmi
adatok szerint a Pgp egyik nukleotid kotohelyének inaktivacidja az ATPaz aktivitas és a
transzport aktivitas gatlasat eredményezte, mindkét katalitikus centrum épségét sziikségesnek

tartjak a transzport folyamatokhoz.

Kisérleteink megerdsitették, hogy mindkét oldali Walker A szekvencia konzervalt
lizin aminosavanak metioninra torténd szimultan cseréje inaktivalja a Pgp-t. A dupla mutans
transzporter stabilizalodik az UIC2-reaktiv, a citoplazma felé nyitott konformacios allapotban,

melyet ugyanakkor magas szubsztrat-koto affinités is jellemez.

Ezzel ellentétben a nukleotid kétddés a féloldali Walker A mutdnsokban is kivaltotta
az extracellularis tér felé nyitott allapotba torténd atforduldst, melyet a szubsztrat kotés
affinitasanak csokkenése is kisért hasonloan a vad tipust Pgp-hez. Kisérleteinkben a vanadat
a vad tipusu Pgp-hez hasonloan a féloldali Walker A mutansokban is megnovelte az ATP
kotddés latszolagos affinitasat, mely csak Ugy magyardzhato, hogy a féloldali Walker A

mutansok is képesek ATP hidrolizisre.

Tovabbi kisérleteinkben a féloldali Walker A mutansok drog-stimulalt nukleotid
hidrolizis aktivitast mutattak, valamint munkacsoportunk mas tagjainak adatai bizonyitottak,
eltavolitasat a sejtekbdl és mérsékelt védelmet nyujtottak a Pgp szubsztratok citotoxikus
hatasaval szemben. Tehat a féloldali Walker A mutansok gyenge, de jol mérhetd transzport
aktivitdsa nem magyarazhatd masképp, csak gy, hogy a vad tipusu fehérjéhez hasonléan

képesek ujra és Gjra athaladni a katalitikus cikluson.

Ezen eredményeink ellentétben allnak azokkal az elképzelésekkel, melyek szerint
mindkét nukleotid-k6té domén épsége sziikséges a fehérje katalitikus aktivitasahoz. Azonban
meg kell jegyezniink, hogy a féloldali Walker A mutédciok inaktivalo hatdsat leird
tanulmanyok tobbsége heterolog expresszids rendszerben Kifejezett Pgp-t vizsgalt, vagy
tisztitott és rekonstitualt fehérjét hasznalt. Fontos tény azonban, hogy a plazmamembran
Osszetétele, igy példaul a membran koleszterin tartalma befolyasolja a Pgp aktivitasat. Mivel a
membran koleszterin tartalma szignifikansan kisebb az alacsonyabb rendli eukaridtékban, a

féloldali Walker A mutansok alacsony ATPéaz aktivitdsdnak hidnya a heteroldg expresszids
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rendszerekben Osszefiigghet a plazmamembran kiilonbozd Osszetételével, vagy a fehérjek

feloldésa, tisztitasa, rekonstitucioja soran keletkez6 miiterméknek tekinthetd.

A vanadat altal csapdazott poszt-hidrolitikus konformer keletkezése a vad tipusu és
féloldali mutans Pgp-kben hasonld sebességgel torténik, melybdl arra kovetkeztettiink, hogy
az az iddtartam, melyet a miikodd transzporter a ,,vanadat-érzékeny” hidrolizist kovetd
allapotban tolt, kozel azonos a vad tipusu és féloldali Walker A mutans Pgp-k esetén. Erdekes
modon azonban a ,,vanadat-csapdazott” komplex szétesése gyakorlatilag nem kovetkezik be a
féloldali mutdnsokban. Ez a megfigyelésiink konnyen megmagyarazhatd, ha feltételezziik,
hogy a vanadattal csapdazott fehérje kot egy ATP molekulat a mésik oldali ATP-kotéhelyen
is, ¢és az UIC2-t nem koté vanadattal csapdazott komplex szétesése csak a masik ATP
hidrolizisét kovetéen johet létre. A féloldali Walker A mutdns transzporterek
miikodoképességét alatamasztd eredményeink 0sszességében arra utalnak, hogy a ,,vanadat-
csapdazott” komplex szétesése igényli a szemkozti ATP-kotShely hidrolitikus aktivitdsat is.
Ezek alapjan valdszinlisithetd, hogy a vanadat altal stabilizalt allapot nem reprezentdl egy
valddi, a ciklus soran ténylegesen eléforduld katalitikus intermediert, bar a katalitikus ciklus

ezen részleteinek teljes megértése még tovabbi kutatomunkat igényel.

Osszességében elmondhatd, hogy a vad tipust, teljesen ép katalitikus hely képes az
ATP ismételt megkdtésére és hidrolizisére anélkiil, hogy a masik nukleotid-k6té doménben
hidrolizis kdvetkezne be. Ennek legegyszerlibb magyarazata pedig az, hogy a vad tipusti Pgp-
ben a két funkcionalisan egyenértékii hely egyike mindig véletlenszerien kotelezddik el a
hidrolizis iranyaba, mig a féloldali mutansokban az egyediili funkcionalisan aktiv kotéhely

kezdeményez minden ciklust, mely csokkent hatékonysagi mitkodést eredményez.
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5. Eredmények megbeszélése I1.
Munkénk masodik szakaszdban a Pgp molekulak UIC2 reaktivitdsa, membran

mikrodomén lokalizacidja és endocitozisa kozotti kapcsolatot vizsgaltuk.

Munkacsoportunk korabbi adatai alapjan ismert, hogy az ATP-mentes nukleotid-k5t6
doménnel jellemezhet6 UIC2-reaktiv ,,pool-1” Pgp-k fokozott raft-asszocialtsigot mutatnak,
mig az antitesttel csak ATP deplécidé vagy bizonyos gatloszerek, pl. CsA hatasara jelolhetd
,pool-II" Pgp-k legnagyobb hanyada (kb. 70%-a) a rafton kiviili membran kdrnyezetben
lokalizalodik. Ezért kivancsiak voltunk, hogy a mindkét oldali NBD konzervalt Walker A
szekvencidjaban mutaciot hordoz6 katalitikusan inaktiv és UIC2-reaktiv Pgp molekulakra
milyen membran mikrodomén elhelyezkedés jellemz6. Aramlasi citometrias detergens
kioldasi kisérleteinkben igazoltuk, hogy ezek a Pgp-k a vad-tipust transzporterekhez hasonlo
mértékli TX-100 rezisztenciat mutatnak, mely a vad tipust Pgp-khez hasonlé mértéki raft és

citoszkeleton asszocialtsagukra utal.

Vizsgalataink azt is bizonyitottak, hogy a sejtek 2-deoxi-D-gliikoz kezelése
id6tartamatol fiiggd modon csokkentette az intracelluldris ATP koncentracidt, valamint
novelte az UIC2-reaktiv Pgp konformerek aranyat, ugyanakkor nem valtoztatta meg a
membranban kifejez6d6é Pgp molekulak mennyiségét és a TX-100 rezisztens raftokkal valo
konformorek vandorolnak a raftokba, hanem a raftokban taldlhatdo Pgp-k stabilizdlodnak az

UIC2-reaktiv konforméacidban.

Tovéabbi kisérleteinkben azt is kimutattuk, hogy az UIC2 jeloléssel lathatova tett
sejtfelszini Pgp populédciok 4-6-szor gyorsabb endocitozist mutatnak a 15D3-mal jelolt Pgp-
khez képest, ami valoszintisiti, hogy az UIC2 antitest altal stabilizalt konformacié kedvez az
internalizacionak. Mivel legnagyobb mértékii internalizaciot a raft asszocialt “pool-1” Pgp-k
esetében tapasztaltunk, arra kovetkeztetiink, hogy a Pgp endocitozisat eldsegiti a raft milid is.
Utobbi feltételezéslinkkel Osszhangban van az a tapasztalatunk is, hogy a membran
koleszterin tartalmanak novelése fokozta a Pgp-k internalizdcidjanak meértékét. Ez a hatas a
teljes sejtfelszini Pgp populaciéo 15D3-mal torténd jelolése esetén volt a legkifejezettebb. A
membran koleszterin tartalmanak kivonasa ugyanakkor csokkentette az internalizacio
mértékét, és ez a hatas a raft-asszocialt “pool-I"” Pgp-k esetében volt a legkifejezettebb. Tehat
a Pgp molekuldk internalizacidja feltehetdleg a membran koleszterin gazdag raft és kaveola

régidinak kozremiikodésével torténik.
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6. Osszefoglalas
Munkénk elsé részében a human Pgp katalitikus ciklusa soran bekovetkezd konforméciod
valtozasokat vizsgaltuk és a kdvetkezd megallapitasokat tettiik:

» A transzporter UIC2-reaktiv, intracellularis tér felé nyitott konformacidjabol az
extracellularis tér felé nyitott konformacioba torténd atbillenése €és szubsztratok iranti
affinitdsdnak csokkenése mar az ATP hidrolizisét megel6zden bekdvetkezik a
katalitikus ciklus soran.

» A nukleotid kot6dés a féloldali Walker A mutansokban is kivaltja a konformacid
valtozast és a szubsztrat-kotés affinitdsanak csokkenését hasonldan a vad tipusu Pgp-
hez. Azonban mindkét oldali Walker A szekvencia konzervalt lizin aminosavanak
szimultan cseréje metioninra inaktivalja a Pgp-t.

» A foszfat analogok a vad tipust Pgp-hez hasonloan a féloldali Walker A mutansokat is
csapddzzak a poszt-hidrolitikus allapotban, melyet a nukleotid kotédés latszolagos
affinitasanak jelentds novekedése jelez.

» Vad tipust Pgp esetében a vanadat-csapdazott komplex lassu szétesését figyeltiik meg.
A féloldali mutansokban a komplex szétesése nem kovetkezett be, ami arra utal, hogy

ehhez a folyamathoz mindkét ATP-kotohely épsége sziikséges.

Munkank maésodik szakaszaban az él0 sejteken detektalhato kiilonbozo raft és citoszkeleton
asszocialtsagot mutatdo UIC2-reaktiv és UIC2-t nem kotd Pgp populaciok tulajdonsagait
vizsgaltuk és a kovetkezé megallapitasokat tettiik:

» Permeabilizalt sejtekhez hasonléan az intakt sejteken is szoros korrelacio van a sejtek
ATP szintje és a sejtfelszini Pgp molekulak UIC2-reaktivitasa kozott.

» A sejtek rovid tava ATP deplécidgja, mely a Pgp molekuldkat UIC2-reaktiv
konformécioban stabilizdlja, nem befolydsolja a Pgp molekulak sejtfelszini
expressziojat ¢és a TX-100 rezisztens membrdn mikrodoménekhez valo

» A mindkét Walker A szekvencidjaban mutaciot hordozé Pgp-k a vad tipusu
fehérjékhez hasonld mértékii TX-100 rezisztenciat mutatnak. fgy valésziniisithetd,
hogy a Pgp-k konformacidja nem befolyasolja raft és citoszkeleton asszocialtsagukat.

> A “pool-1” Pgp-k “pool-II"” Pgp-khez képest nagyobb mértékli endocitozisat figyeltiik

meg, mely a két Pgp populécio eltérd membran mikrokdrnyezetére utalhat.
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