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1. Bevezetés

A lipidmembréanokon keresztiil megvalsulé anyagtranszport alapvetden fontos az €16
szervezet sejtjeinek megfeleld miikodéséhez. A transzportfehérjék legnagyobb csalddja az
ABC (ATP Binding Cassette) szupercsaldd, melynek szdmos tagja megtaldlhaté
prokariotdkban és eukaridtikban. Kozos jellemzdjitk a jellegzetes nukleotidkotd domén,
melyr6l a csaldd tagjait elnevezték, s amely altal megkotott ATP hidrolizisébdl szarmazé
energidt haszndljdk fel miikodésiikhoz. A mai napig 48 humidn ABC gént azonositottak,
melyek mutacidi dllnak szdmos genetikai rendelleneség hatterében (pl. cisztikus fibrézis:
CFTR gén, intrahepatikus kolesztazis: ABCB4 gén, szitoszterolémia: ABCG5 és ABCGS8
gének).

A Pgp az egyik legtdbbet tanulmanyozott ABC transzporter. Transzmembran fehérje,
amely szerkezetiikben és méretiikben jelentdsen eltéré (200 Da-tdl akdr 1900 Da-ig), foként
hidroféb vagy amfifil karakterii molekuldkat transzportal koncentraciégradienssel szemben az
extracelluldris térbe. Szadmos szubsztritjdnak szerkezetében megtaldlhaté egy vagy tobb
aromds gyuri, leghatékonyabban a semleges, vagy gyengén bdzikus tulajdonsdgi anyagokat
pumpélja. A fenti kritériumoknak sok gydgyszermolekula is megfelel, koztilk a daganatok
kezelésére hasznélt kemoterdpids szerek jelentds hdnyada. A rdkos sejtekben gyakran magas
szinten kifejez6d6 Pgp molekuldk a sejten beliili hatéanyag koncentricidjat olyan szintre
csokkentik, ami megvédi a sejtet a citotoxikus hatdstdl. Ez a mechanizmus a klinikumban a
terdpia vart hatdsanak elmaraddsat, vagy a kezdetben hatdsos kezelés eredményességének
gyors csokkenését, majd hatastalansagit okozza. A daganatos betegségek kemoterdpids
kezelésének egyik sulyos problémadja a citosztatikumok széles spektrumaval szemben fellépo
rezisztencia, az un. multidrog rezisztencia (MDR). Az MDR kialakuldsdban fontos szerepet
jatszik a P-glikoprotein (Pgp) expresszidja — tobb mas ABC transzporterrel egyiitt.

A mai allaspont szerint a Pgp miikodési modja valdszinlileg nem hasonlithatd a
klasszikus membranpumpdkéhoz, melyek az intracelluldris térbdl szdllitjdk szubsztritjukat a
sejten kiviilre. A Pgp a sejtmembrianban felddsult lipofil szubsztratjait ,hidroféb
porszivoként” elsOsorban valdszinileg a lipid kettOsrétegbdl gylijti Ossze. Egy masik
elképzelés szerint a Pgp flippdzként miikddve szubsztratjait a sejtmembrin belsd lemezEébdl a
kiils6 lemezébe atforditva egyenldtlen eloszlast idéz eld a lipid kettosrétegen beliil. Innen a

molekula az extracellularis térbe diffundal.



A Pgp megtaldlhat6 az egészséges szervezetben is, de fiziol6gids szerepe nem teljesen
tisztazott. Endogén szubsztratjit nem ismerjiik (egyes adatok szerint ilyen a koleszterin, ill.
bizonyos rovid szénldncu lipidek transzportjdban is részt vehet). A Pgp a szervezetben tobbek
kozott az agyi kapilldrisok endotél sejtjein, a bél lument béleld epitél sejteken, valamint a
mdjban is megtaldlhatd. A vér-agy git egyik fontos eleme, megakaddlyozza a xenobiotikumok
agyba torténd bejutisit. A bélhdmban gitolja a hatéanyagmolekuldk intesztindlis
felszivodasat, csokkentve biohasznosithatésagukat. Az az altalanos benyomads, hogy a Pgp —
egyéb ABC transzporterekkel egyiitt — a szervezet kiilonbozo fizioldgids barrierjeit erdsiti
azaltal, hogy aktivan részt vesz a szervek xenobiotikumokkal szembeni védelmében.

A Pgp miikodése soran ATP-t hidrolizal. Megkiilonboztethetd egy szubsztratok nélkiil
is mérhet6 bazalis, valamint szubsztrat indukalta ATP-az aktivitas. Az ATP-a4z mukodésének
vanadattal torténd gatldsa a pumpit egy nagyenergidji tranziciés allapotiaban csapddzza. A
Pgp egyik NBD-jének vanadat kotése elegendd a teljes ATP-az aktivitas blokkol4dsdhoz, ami
arra enged kovetkeztetni, hogy a két NBD nem tud egymdstdl fiiggetleniil miikodni.

A Pgp miikodésének egyik nagy kérdése, hogy az NBD-ken lejatsz6dé ATP hidrolizis
hogyan hajtja a szubsztrat transzportot. A kérdés megvalaszoldsara szdmos modell 1étezik.
Egyetértés abban van, hogy a Pgp egy katalitikus ciklus a sordn ATP-t haszndl, a katalitikus
ciklus sordn a fehérje a szubsztréttranszporttal 6sszefiiggd konformacivaltozast szenved és a
membrankdrnyezet befolydsolja a pumpa mitkodését.

A Pgp katalitikus ciklusa alatt lejatszodé konformdcié-valtozasok az UIC2 mAt
segitségével is detektdlhatok. Az antitest kotddésének mértéke megnd a Pgp szubsztratjainak
transzportja vagy ATP-deplécié hatdsara (,,UIC2-shift” jelenség). Az antitest kotédése képes
gitolni a pumpa funkcidjat és novelni a Pgp szubsztriatok citotoxicitdsat intracellularis
akkumulaciéjuk novelésén keresztiil, de ez a gatlas eddig részleges és varidbilis volt. A UIC2
antitest tovabbi érdekes tulajdonsdga, hogy a szubsztritokkal/moduldtorokkal nem kezelt
sejtek sejtfelszini Pgp molekuldinak csak egy részéhez kotddik, mig szubsztratok, revertild
agensek jelenlétében az antitest kotédés mértéke megnd. Ez a sejtfelszini Pgp molekuldk
kétféleségére utal, mely magyardzatra szorul.

Az MDR kutatdsok kezdeti szakaszdban megfigyelték, hogy ugyanazon sejtvonal
rezisztens (Pgp") és szenzitiv (Pgp) sejtjei membrdnjdnak lipidosszetétele kiilonbozo.
Altalaban a rezisztens sejtek membrénja trigliceridekben, szfingolipidekben és koleszterinben
dasabb. A fenti adatok alapjan feltételezhetd, hogy az MDR fenotipus kialakitisdban a

membran lipidosszetételének megviltozdsa is szerepet jatszhat.



A detergens-rezisztens membran doménekben, raftokban a sejtfelszini Pgp molekuldk
10-40%-a lokalizalodik. A rezisztens sejtek megvaltozott membrin lipidosszetétele a raftok
fokozott megjelenésével is magyardzhatd. A lipidek a pumpa miikodését is befolydsoljak. A
Pgp ATPaz aktivitdsat a membran foszfolipid és koleszterintartalma is befolydsolja. Egyes
elképzelések szerint a koleszterol kozvetleniil befolydsolja a szubsztratok irdnti affinitdst is.

Az MDR jelenség kutatdsdnak f6 gyakorlati célja a klinikumban is hatékonyan
hasznélhat6 revertdldszerek és terdpids protokollok kifejlesztése. A szdmos igéretes lehetOség
ellenére nem rendelkeziink a gydgydszatban hatékonyan €s megbizhatéan hasznélhat6
gitlészerrel. Nagy sziikség van olyan mddszerekre, melyekkel a hatékony és biztonsagos

revertdlo dgensek kisziirhetok és hatasuk in vivo is vizsgalhato.

Munkdm kozvetlen elézményét az aldbbi, munkacsoportunkban kifejlesztett
moédszerek €s az dltaluk eredményezett megfigyelések jelentették.

Az UIC2 antitest kotddése moduldtorok tdvollétében egy madsik anti-Pgp antitest
(MM12.10, MM6.15, MRK16) kotddését csak kis mértékben befolydsolja, a sejtfelszini
fehérjék atfedd epitdpjaival még jelentds mennyiségli mdsik Pgp-specifikus antitest tud
kolcsonhatést kialakitani. Modulatorok (pl. CSA) jelenlétében a madsik antitest kotodése
nagymértékben lecsokken, vagy teljesen elmarad. A jelenség kiilonlegességét az adja, hogy
egyes gatlészerek (pl. CSA, vinblasztin) mellett felkotodott UIC2 utdn minimdlis a masik
antitest kotédése, mig mas modulétorok, (pl. verapamil) nem idéznek el6 jelentds hatast. Bar a
jelenség az UIC2-shift kvetkezménye, mégsem jelenti csupan az UIC2 éltal el nem foglalt
Pgp molekuldk visszatitrdldsat egy masik antitesttel, ugyanis a moddszer képes éles
kiillonbséget tenni a kétfajta (,,CSA-szeri” és ,,verapamil-szerii”) gatlészer kozott, mig az
UIC2-shift nem. A teszt érzékeny az ATP deplécié hatdsara kialakulé konformdacidvaltozdsra
is és lehetové teszi markdns hatdsi Pgp moduldtor-jelolt molekuldk sziirését (antitest
kompeticios reszt, AKT).

A sejtfelszini Pgp molekuldk raft-asszocidcidja detergensek segitségével vizsgilhato.
A Triton X-100 (TX-100) egy gyenge, nem-ionos detergens, amely 0 °C-on a koleszterinben
és szfingolipidekben gazdag detergens-rezisztens mikrodomének kivételével oldja a
membrant. Ennek kovetkeztében azok a fehérjék, melyek nem raftokban helyezkednek el, és
altaluk vagy kozvetleniil a sejtvdzhoz sem horgonyzdédnak, a TX-100 kezelés hatdsira
eludlédnak a membranbdl, elkiiloniilnek a sejtmaradvanyoktdl. A raft-asszocialt fehérjék nagy
része a citoszkeletonon keresztiil a sejthez rogzitett dllapotban marad. Antitesttel jelolt

membranfehérjék kiolddsa dramldsi citometridval vizsgilhato és a raft- és citoszkeleton-



asszocidci6 mértéke meghatirozhat6. A raftok egyik fo komponense, a koleszterin
ciklodextrinekkel val6 kivondsa a raft-doméneket a membranban dezintegralja, a ciklodextrin-
kezelést kovetden a Triton-elicié nyomdn csak a kozvetleniil citoszkeletonhoz kotott
sejtfelszini molekuldk maradnak a sejtmaradvanyhoz kotve.

A sejtfelszini Pgp-k UIC2 éltal elérhetd hdnyada (,,pool I”’) és egy mdsik anti-Pgp
antitest (pl. MRK16) éltal jelolhetd pumpa molekuldk (,,pool II’) nem kolokalizdlédnak a
konfokalis mikroszkép felolddsdban: a pool I kisebb patch-ekben koncentralddik, a pool 11

molekuldk inkabb diszpergalva taldlhatok a sejtfelszinen.

Nyitott kérdések

Az UIC2-shift és a sejtfelszini Pgp molekuldk topoldgiai heterogenitdsa szamos
kérdést vet fel. A mai napig nem teljesen tisztazott az oka annak, hogy a kezeletlen sejtek
membranjdban a Pgp molekuldknak csak egy része ismerhetd fel az UIC2 antitest altal, mig a
molekuldk nagyobb része csak szubsztratok jelenlétében vélik hozzaférhetové. Ennek a
kérdésnek a fontossdgit és érdekességét jol demonstrdlja a jelenség egyik lehetséges
interpretdcidja: nem kizart, hogy azon Pgp-k, amelyeket felismer az antitest, endogén
szubsztratokat transzportdlhatnak. Nem teljesen érthetd a katalitikus ciklusban bekdvetkezd
konformécié véltozdsok és a topoldgiai heterogenitds Osszefiiggése sem: az UIC2 kotédés
nyoman az Osszes Pgp-nek a katalitikus tranzicids allapotban kellene ,kikotnie” — nem
tapasztalndnk a telitésben is észlelhetd heterogenitast. Nem ismert az sem, hogy a Pgp és
membrankornyezete milyen — kétiranyu — 0sszefiiggésben, kolcsonhatasokban all egymassal.
A heterogenitédssal kapcsolatos kérdések egy része tehat nem lezart. Az aldbbiakban azokat a
kérdéseket sorolom, melyeket munkam sordn sikeriilt megvalaszolni, és melyek révén a

fentiekben vazolt alapvetd problémédk megoldasahoz is kozelebb keriiltiink.

a., A szubsztratok kétfélesége (1. AKT-jelenség) kordbban csak néhany szubsztrat/modulator
viselkedése alapjan szerzett impresszid volt, szerettiik volna tudni, hogy vajon a szubsztritok,
modulédtorok szélesebb korében is kimutathaté-e ez a dichotémia, és hogy valamilyen
molekuléris sajatsdggal Osszefiigg-e? Ezen kérdések megvalaszoldsa a pumpamikodést
hatékonyan gitlé modulétorok fejlesztésében nytjthat segitséget.

b., Kordbban csak részleges informaciénk volt arrél, hogy a modulatorok jelenlétében
tapasztalt UIC2 kotddés-tobblet mennyiben a kotéhely-szdm ndvekedésének eredménye és

mennyiben a disszocidcids konstans véltozdsdé. Ez nem pusztin elméleti fontossdgi kérdés,



hiszen az egyébként részleges pumpa-gatlas teljessé ill. tartossd vdalhat, amennyiben az
antitesttel lefedett Pgp-k ardnya ndvelhetd.

c., Az elObbiekkel 0Osszefiiggésben, az UIC2-gitlds jelensége ellentmonddsos volt: nem
mindig és csak extrém antitest koncentraciok esetén tapasztaltak gatlast, mely részleges volt
és mértéke varidbilis. Az UIC2-kotddés teljessé tétele — reprodukdlhaté médon — a gatlds
terdpids felhaszndldsdnak perspektivéjat vetitette eldre.

d., Nem volt olyan kisérleti rendszer, melyben az UIC2-gitlds in vivo megfelelden

tanulmanyozhat6 lett volna.

Fenti kérdések megvalaszolasdhoz az alabbi célkitiizéseket fogalmaztuk meg.

2. Célkitiizések

1. A szubsztritok/moduldtorok AKT-tesztben mutatott dichotém viselkedésének
tesztelése nagyobb szdmu dgens esetében.

2. Az UIC2 transzportfunkciét gtld hatdsdnak vizsgalata AKT+ és AKT- szubsztratok
jelenlétében, in vitro.

3. Az UIC2 monoklondlis antitest kot6helyei szamanak €s kotéserosségének
vizsgélata.

4. Az ,,UIC2 gatlas” tesztelése in vivo tumor xenograftokban.

5. A topoldgiai heterogenitds Osszefiiggése a sejtmembran lipid domén szerkezetével:
ciklodextrinek hatdsdnak vizsgalata

6. A Pgp pumpafunkcié gatlisa a membrian lipid domén szerkezetének

moduléacidjaval: ciklodextrinek hatdsanak vizsgalata



3. Anyagok és modszerek

3.1. Sejttenyésztés

Vizsgdlataink sordn az NIH 3T3 egér fibroblaszt sejtvonalat és annak mdrl génnel
transzfektalt valtozatat (NIH 3T3 MDRI1 G185), valamint az A2780 (Pgp’) és A2780"P (Pgp")
humdan ovarium karcindma sejtvonalat hasznédltuk. A Pgp-t kifejezd sejtvonalakat 670 nM

. doxorubicint (NIH 3T3 MDR1) vagy 2 uM doxorubicint (A2780%P) tartalmazé tdpoldatban
tartottuk fenn és felhasznalasuk eldtt 2-3 nappal drogmentes tenyésztd oldatba helyeztiik at.
Sejtvonalaink mindegyike a feliilethez tapadva novekedett, igy a kisérleteinkhez tripszines

kezeléssel készitettiink sejtszuszpenziot.

3.2. A sejtmembran koleszterin tartalmanak modulalasa

A sejtmembrin koleszterin tartalmdnak csokkentése érdekében a sejtszuszpenzidt
heptakis(2,6-di-O-metil)-B-ciklodextrinnel (DIMEB), vagy random-metilezett-3-
ciklodextrinnel (RAMEB), a koleszterin tartalom noveléséhez koleszterinnel képzett
komplexeikkel, Kol-DIMEB-bel, vagy Kol-RAMEB-bel kezeltiik 37 °C-on 20 percen
keresztiill. A kezelést kovetéen a sejtszuszpenzidt kétszer mostuk, majd elvégeztik a

megfeleld vizsgdlatot.

3.3. Sejtfelszini Pgp molekulak jelolése monoklonalis antitesttel

Az MM6.15 és MM12.10 monoklonélis antitesteket M. Cianfriglia (Istituto Superiore
di Sanita, Roma) bocsatotta rendelkezésiinkre. Az UIC2 és a 15D3 (ATCC#: HB-11342)
antitesteket hibridoma sejtek feliilisz6jabol, protein A affinitds-kromatografia alkalmazasaval
magunk izolaltuk.

Aramlédsi citometrias kisérleteinkhez az antitesteket kiilonbz6  fluoreszkéld
festékekkel konjugéltuk pl. fluoreszcein-izotiocianattal (FITC) vagy Alexa 488-cal
(Molecular Probes, Eugene, OR, USA). Az antitesthez nem kotddott festék molekuldkat
Sephadex-G25 oszlopon gél-sziirési technikaval tavolitottuk el. A festék-fehérje aranyt
spektrofotométerben abszorbancia alapjan hatdroztuk meg, melynek optimdlis értéke

korilbelil 3:1 volt.



UIC2 kotédés vizsgalatakor a sejteket 10 percig 37 °C-on elSinkubdltuk 10 pM
ciklosporin A-val (CSA), vagy CSA nélkiil, majd tovabbi 30 percen keresztiil UIC2 antitesttel
(10 pg/ml). Indirekt immunfluoreszcencids detektédlds esetén a sejteket kétszer mostuk PBS-
sel, majd FITC-, vagy Alexa 647 konjugdlt egér ellenes nyul IgG antitesttel (RAMIG) (100
pg/ml) jeloltik 40 percen keressztiil jégen. [jjabb kétszeri mosdst kovetéen a mintdk
fluoreszcencia intenzitdsat dramlési citométerben mértiik. UIC2 telitési gorbék felvételénél
hasonl6képpen jartunk el kiilonbdz6é UIC2 antitest koncentracidkat alkalmazva (0 pg/ml- 75
pg/ml tartoméanyban).

AKT teszt (Antitest Kompeticios Teszt) esetén 1x10° db sejt/ml koncentricidju
sejtszuszpenzi6t 10 percen keresztiil szubsztrattal/modulétorral illetve anélkiil 37 °C-on
elokezeltiik. A kezelések sordn a kovetkezd vegyiileteket (Sigma) a zardjelben megadott
koncentraciokban hasznéltuk: kolhicin (100 uM), etopozid (200 uM), galangin (50 pM),
hoechst 33342 (50 uM), ketokonazol (50 uM), nonidet P-40 (6x10™* V/V%), oligomycin (5
uM), progeszteron (10 pM), propranolol (500 uM), quercetin (200 pM), rapamycin (20 uM),
reszerpin (40 puM), tween 20 (1,4x107 VIV %), ciklosporin A (10 uM). Ezutan a sejteket
telitd koncentracidban eldszor festékkel nem konjugélt UIC2 antitesttel (10 pg/ml) inkubaltuk
30 percen keresztiil, majd festékkel konjugalt MM12.10, MM6.15 (8 pg/ml), vagy 15D3 (15
pg/ml), antitesttel jeloltik tovabbi 30 percig 37 °C-on. Ezt kovetden a sejteket kétszer
megmostuk és a 488/540+10 nm fluoreszcencia intenzitdst &ramldsi citométerben mértiik.. Az
antiest kompeticidt (AKT) a kovetkezoképpen szamoltuk: az UIC2 nélkiil mért, sejtfelszini
Pgpk-hez kapcsol6d6 MM12.10-FITC fluoreszcencia intenzitds értékébdl (F;) kivontuk az
UIC2 jelenlétében kotoédott MM12.10-FITC fluoreszcencia intenzitds értékét (F,), majd
elosztottuk az UIC2 tavollétében mért MM12.10-FITC fluoreszcencia intenzitdsaval (F).
[AKT érték= (F;- F»)/ Fi].

3.4. Detergens elucios eljaras

3 x 10° db NIH 3T3 MDR1 sejtet Alexa 488-cal konjugdlt 15D3 antitesttel (15 pg/ml)
jeloltink 30 percen keresztiil 37 °C-on. A sejteket 8 mM-os gliikézos PBS-sel 2-szer
megmostuk, majd 5 mM koncentraci6ban DIMEB-bel és Kol-DIMEB-bel kezeltiik 20 percen
keresztiil 37 °C-on. A mintdkat 2-szer djra mostuk, majd dramlési citométerben a sejtenkénti
fluoreszcencia intenzitdst azonnal lemértiik. Mérést kovetéen a mintdkhoz TX-100 oldatot
elegyitettiink 0,5 % végkoncentridciéban, majd a mintdkat 30 percen keresztiil jégen tartottuk.

Ezt kovetden a sejtenkénti fluoreszcencia intenzitdst djra megmértiik és a Pgp molekuldk raft-



------

intenzitast elosztottuk a TX-100 kezelést megel0zd intenzitdssal, majd a kapott értéket

megszoroztuk 100-zal.

3.5. A sejtfelszini Pgp molekulak internalizacigjanak mérése

A488-15D3 mAt-val jelolt NIH 3T3 MDRI1 sejteket 5 mM RAMEB-bel vagy Kol-
RAMEB-bel 20 percen keresztiil kezeltiink, majd a sejtfelszinen maradt antitesteket savas
kémbhatdsu puffer segitségével mostuk le (0,5 M NaCl, 0,1 M glicin, pH=2,5). A mintdk
fluoreszcencia intenzitdsadt dramldsi citométerben mértilk. A savas mosdsra rezisztens
fluoreszcencia hanyadot hasznaltuk az internalizalt receptor-antitest komplexek szdzalékos

aranyanak kifejezésére.

3.6. Fluoreszcens festék akkumulacio meghatarozasa

A 3T3 MDRI sejteket Pgp szubsztratokkal és modulédtorokkal 10 percen keresztiil 37
C-on elékezeltiik (10 uM CSA, 10 uM valinomycin, 75 pM vinblasztin, 8 pM SDZ PSC
833, 75 uM verapamil, 20 uM kinin, 125 pM nifedipin), majd UIC2 antitesttel tovdbbi 30
percen keresztiil inkubdltuk. A mintdkat két részre osztottuk, egyik résziiket 1% BSA-t
tartalmazé PBS-sel 1-szer, majd PBS-sel 2-szer megmostuk. A mintdk masik részét nem
mostuk. Ezt kdvetden a sejteket 0,25 uM calcein-AM-mel 8 mM-os gliik6zos PBS-ben 20
percen keresztiil, 37 °C-on festettiik. Az inkub4lds utén a sejteket kétszer mostuk gliik6zos
PBS-sel, majd a festddés mértékét dramlasi citométerben mértitkk. Az elpusztult sejteket 2
pg/ml propidium-jodid (PI) segitségével kiilonitettiik el.

Ciklodextrinnel tortént kezelés utdn a sejteket szintén a fenti koriilmények kozott
festettiik calcein-AM-mel.

A festék akkumulécio értékét relativ calcein akkumuldcioként fejeztiik ki: a mintdk
fluoreszcencia intenzitdsdt a hattér levondsa utdn a kezeletlen kontroll fluoreszcencia

intenzitasara normaltuk.



3.7. A sejtmembran festése merocianin 540-nel

3 x 10° db ciklodextrin kezelt sejtet 100 ul PBS-ben reszuszpendaltunk. Az MC540
torzsoldatot (1 mg/ml 50 %-os etanolban oldva) a kisérletet megel6zden desztillalt vizzel 0,5
mg/ml koncentrdcidra higitottuk, majd 2 pl-t a sejtszuszpenzidhoz mértiink. A sejteket 10
percig szobahdmérsékleten festettiik, majd a mintdkat 0,5 ml-re higitottuk PBS-sel és dramlési
citométerben a 488/540+10 nm fluoreszcencia intenzitdst PI jelenlétében azonnal mértiik. Az
értékeket relativ MC540 fest6désként fejeztilk ki: a mintdk fluoreszcencia intenzitdsat

osztottuk a kezeletlen kontroll intenzitas értékével a hattér levonasa utan.

3.8. Aramlési citometria

Kisérleteink sordn a mintdk fluoreszcencia intenzitasat Becton Dickinson FACScan
vagy FACSCalibur dramlési citométerrel mértiik. Kiértékeléshez BDIS CellQuest vagy
WinMDI 2.8 (http://facs.scripps.edu/software.html; Joseph Trotter) szoftvert hasznaltunk.

3.9. Intracellularis ATP tartalom meghatarozasa

A sejtmembrén koleszterin tartalmanak ciklodextrinnel torténé modulécidjat kdvetden
az egyes mintakbol egyenld mennyiségeket lefagyasztottunk és az ATP tartalom
meghatdrozasdig folyékony nitrogénben taroltuk. A mintdk ATP tartalmat a Bioluminescent
Somatic Cell Assay Kit (Sigma) segitségével NovoStar mikroplate leolvaséban (BMG
Labtech, Offenburg, Germany), lumineszcencia iizemmodban mértiik meg.

Az életképes sejtek ATP tartalmanak kiszamitdsdhoz a mintdk egy masik, 100 mM
EDTA-t tartalmazé lefagyasztott részletébdl eldoszor meghataroztuk a teljes sejtszdmot. A
sejteket kiolvasztast kovetéen 1 pg/ml koncentricioban DAPI-val festettik 15 percen
keresztiil szobahémérsékleten, majd fekete, 96 lyukud lemezen FLUOstar OPTIMA mikroplate
leolvas6 (BMG Labtech, Offenburg, Germany) segitségével megmértiik a fluoreszcencia
intenzitasat. Ismert szamu sejttel felvett kalibraciés gorbe alapjan a mintdkban 1€vo teljes
sejtszamot meghataroztuk. A teljes sejtszimot megszorozva az aramlasi citometrids mérésben
mért PI negativ sejtek ardnydval megkaptuk a mintdban 1év6 életképes sejtek szamat. A mért
ATP értékeket elosztva az €16 sejtek szamaval megkaptuk egy életképes sejt ATP tartalmat.

ATP deplécid kialakitdsdhoz a sejteket 60 uM verapamillal kezeltiik gliikéz mentes
PBS-ben 60 percen keresztiil, 37 °C-on.



3.10. Eletképességi vizsgalatok
3.10.1. Eletképesség vizsgilata aramlasi citometrids mérések soran

Az dramldsi citometrids mérések megkezdése el6tt a mintdkat 2 pg/ml
koncentricioban PI-dal festettiik, ezdltal az elpusztult (PI-pozitiv) sejtek a mérés sordn jol

elkiilonithet6kké valtak. Ardnyukat szdzalékosan fejeztiik ki.
3.10.2. MTT-teszt

96 lyuku tenyésztélemezen 1 x 10* db sejtet helyeztiink el lyukanként. 24 6ra milva
kiilonb6z6 daunorubicin koncentracidju tenyésztdoldatot adtunk a sejtekhez. A kezelést agy is
elvégeztiik, hogy daunorubicin mellett SDZ PSC 833 (Novartis, Basel, Svdjc) és/vagy UIC2
antitestet is tartalmazott a tdpoldat. A sejteket 72 6ran keresztiil 37 C-on tenyésztettiik, majd
0,5 mg/ml koncentracioji  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium-bromid
(MTT) oldatra cseréltiik a tapoldatot és tovabbi 4 6ran keresztiil 37 C-on inkubaltuk. A
keletkezett formazan kristdlyokat sésavas izopropanol (izopropanol:sésav = 25:1) oldattal
oldottuk fel és az oldatok abszorbancidjat 570 nm-en mikroplate leolvaséval (NovoStar, BMG
Labtech, Offenburg, Germany) mértiikk. Az eredményeket a kezeletlen kontroll mintdk
abszorbancia értékeihez viszonyitva szazalékban fejeztiik ki és a daunorubicin koncentraci

fliggvényében dbrazoltuk.
3.11. Sejtek koleszterin tartalmanak meghatarozasa

DIMEB-bel és Kol-DIMEB-bel kezelt NIH 3T3 MDR sejtek koleszterin tartalmat
koleszterin-oxiddz mddszerrel, HPLC méréssel hataroztdk meg kollaboridcids partnereink

(Prof. Jandky Tamas, Szeged).
3.12. Tumor xenograftok transzplantaciéja SCID egerekbe

4 x 10° db NIH 3T3 és NIH 3T3 MDR1 sejtet 300 ul szintelen, szérummentes DMEM
oldatban B-17 SCID egerek jobb illetve bal combjanak bdre ald injektaltunk. Az egerekben
10-12 nap elteltével tapinthaté tumorok fejloédtek ki. Az 4allatokat ekkor i.p. 10 mg/kg
ciklosporin A-val (CSA, Sandimmun, Novartis) vagy i.v. 5 mg/kg UIC2 antitesttel kezeltiik.



Egyes egerek CSA és UIC2 kezelést is kaptak. 4 6ra mdlva i.v. 5 mg/kg daunorubicint
injektaltunk az dallatokba. Tovabbi 4 o6rat kovetden az egereket megoltiikk, a tumorokat
kimetszettiik és azonnal folyékony nitrogénben lefagyasztottuk. Tovéabbi felhaszndlasig a

szovetmintdkat folyékony nitrogénben taroltuk.

3.13. Konfokalis 1ézer pasztazé mikroszkopias Kisérletek

Az allatkisérletek sordn gyiijtott tumormintakbdl fagyasztott allapotban 6 um vastag
metszeteket készitettiink, amelyeken a daunorubicin akkumuléciét, UIC2 kotddést €s a szoveti
morfoldgiat LSM 510 (Zeiss, Jena, Germany) tipust konfokalis mikroszképpal vizsgéltuk.

A tumorok daunorubicin akkumulacidjanak meghatarozasihoz a -20 °C-on térolt
metszetekrol a kiolvasztast kovetden azonnal felvételeket készitettiink.

Az in vivo UIC2 kotédés vizsgdlatdhoz a metszeteket 10% kecske szérummal
blokkoltuk 20 percig, majd 5 pg/ml koncentriciéji GAMIG-Alexa 488-cal jeloltik 1 6ran
keresztiil (a jelold puffer a GAMIG- Alexa 488 mellett 2% kecske szérumot is tartalmazott).
Ezt kovetdéen kétszer 1% BSA-t tartalmazé PBS-ben, majd kétszer PBS-ben mostuk a
metszeteket és azonnal mikroszképban vizsgéltuk.

Argon-ion lézer 488 nm-es hulldimhosszisigu gerjesztd fényét hasznaltuk a konfokélis
mikroszkopids kisérletekben. Az Alexa 488 festék esetén 505-550 nm hulldmhosszisagi
savszlirovel, daunorubicin esetén >580 nm-es ,long-pass” szlir6vel detektidltuk a
fluoreszcencidt. A kiilonb6z6 metszetekrol késziilt felvételeket az Osszehasonlithatosag
érdekében mindig azonos bedllitasi paraméterek mellett készitettiik.

A szoveti morfologia megjelenitéséhez hematoxilin-eozin festést alkalmaztunk.

3.14. Képalkoto citometrias Kisérletek

A mikroszképos vizsgélatokhoz elddllitott metszeteket képlakoto citométerrel (iCys,
CompuCyte, Cambridge, MA) megvizsgélva kvantitativ médon tudtuk kiértékelni a teljes
metszet daunorubicin akkumulécidjat €s az UIC2 kotddését. A metszetek 1ézer letapogatisara
gerjesztd fényként argon-ion 1ézer 488 nm hulldimhosszisagu fényét hasznaltuk €s az emittalt
fluoreszcencidt 20X-os objektiven keresztiil 530 + 15 nm hulldmhosszi sdvsziird segitségével
detektaltuk. A mintdkban a teljes metszet korvonaldnak eldzetes gyors azonositdsara el0szor
egy kis felbontdsu szovet pasztazast végeztiink el, majd a kvantitativ méréshez az azonositott

szOovethatdrokon beliill egy nagy felbontdsi pédsztdzds tortént. Az igy kapott képek



képpontjainak intenzitdsat az u.n. ,,phantom contouring” eljards segitségével mértiik az iCys
2.6-o0s szoftver segitségével. A szoftver az eljards sordn a mérendd feliiletet véletlenszeriien,
sejtméretli egymast at nem fedd korokkel (,,phantom contours”) fedi le, majd a kérokon beliil
a képpontok integralt fluoreszcencidjat meghatarozza.

A tumor mintdk daunorubicin akkumulicidjat Osszehasonlité hisztogrammokon a
,phantom countour” korok integral fluoreszcencia intenzitdsdnak eloszldsat dbrazoltuk, mig a
topografikus képeken a korok intenzitdsdnak a kontdr térképét készitettiik el szinkddolast

alkalmazva Sigma Plot 8.0 program segitségével

3.15. Statisztikai analizis

Az adatokat a SigmaStat szoftver (3.1. verzié; SPSS Inc.) segitségével értékeltiik ki.
Két csoport Osszehasonlitisandl kétmintds ¢ probat, mig hirom vagy tdbb csoport
Osszehasonlitdsa esetén varianciaanalizist végeztiink. A kiilonbségeket p < 0,05 esetén
tekintettiik szignifikdnsnak.

Az UIC2 mAt kétéhelyek szamat (Bn,x) €s a disszocidcids allanddkat (Kg) SigmaStat
(3.1. verzid; SPSS Inc.) programmal, Scatchard-analizissel, egy ligand k&tShelyet feltételezve
hatdroztuk meg. A kiilonbozd kezelések hatdsara UIC2 mAt-tel elérhetd kotOhelyek
mennyiségét a maximadlisan telithetd mennyiséghez viszonyitva, szdzalékosan kifejezve adtuk

meg.

4. Eredmények

4.1. A szubsztratok/modulatorok AKT-tesztben mutatott dichotéom viselkedésének

tesztelése nagyobb szamu agens esetén.

Az AKT-teszt alapjan egyediildll6 mdédon megkiilonboztethetd a  Pgp
szubsztratok/modulédtorok kozott egy CSA-szerli, AKT-pozitiv és egy verapamil-szerii, AKT-
negativ csoport. Munkdnk sordn a kordbban jellemzett kisszdmu vegyiileten kiviil szdmos
tovabbi ismert vagy potencidlis Pgp modulatort teszteltiink, azt eldontendd, hogy a
szubsztratok/moduldtorok , kétfélesége” mennyire dltaldnos jelenség. A mér azonositott CSA-

szeri, AKT-pozitiv géatlészerek csoportja a rapamycinnel bdviilt. A verapamil-szeri



gatlészerekhez djonnan sorolhat6 a progeszteron, galangin, propranolol, kvercetin, reszerpin,
Tween-20, ketokonazol és NP-40. Ugyancsak gyenge antitest kompeticiot és emellett gyenge
Pgp funkcidgatldst mutatott a kolhicin, ologomycin, etopozid és a Hoechst 33342 molekuldk
csoportja. Az AKT-hatds szempontjdbél a dichotomia nagyobb szdmi vegyiileten is
szembeotld volt, a pumpagitld hatdssal Osszevetve pedig hdrom osztilyba voltak
csoportosithatok az dgensek: kis koncentraciéban is erds gatld hatdsd szerek, csak nagyobb

koncentriciéban hatdsos anyagok és pumpafunkciét nem befolyésolo vegyiiletek.

4.2. Az UIC2 transzportfunkciét gatlo hatasanak vizsgalata AKT+ és AKT-

szubsztratok jelenlétében, in vitro.

4.2.1. A pumpafunkcié gatlaisanak meghatarozasa szubsztrat akkumulacié mérésével

Az UIC2 mAt kotddése képes gitolni a pumpa funkcidjat és fokozza a Pgp
szubsztratok citotoxicitdsat intracellularis akkumulaciéjuk novelésén kersztiil, mig azonos
kisérleti koriilmények kozott mas Pgp ellenes antitest erre nem képes. Kordbban tisztdzatlan
okokbdl azonban az UIC2-gatlds mértéke varidbilis és nem mindig reprodukélhaté volt.

Az AKT tesztben mutatott kétféle viselkedésiik alapjan feltételezhetd volt, hogy
CSA-szerli dgensek mellett az UIC2 mAt a Pgp-hez annak mds konformécids allapotdban
kotodik,- és/vagy tobb sejtfelszini pumpa molekuldhoz - mint pl. verapamillal és az egyéb
AKT" vegyiiletekkel torténd kezelés sordn, ezért varhatéan pl. a CSA vagy a verapamil
jelenlétében felkotddott UIC2 a pumpa-gatlasban is kiilonbozoképpen viselkedik. A hipotézis
vizsgalatdhoz a sejtfelszini Pgp-khez AKT-pozitiv és AKT-negativ szerek mellett kotottiik fel
az UIC2 mAt-et, majd BSA tartalmu oldattal mosva a sejteket a modulatorokat eltavolitottuk
€s a pumpa mitkodését calcein akkumulacidjan keresztiil kovettiik nyomon. Az UIC2 mAt
jelentésen novelte a festék akkumulaciot NIH 3T3 MDRI sejtekben CSA, vinblasztin, SDZ
PSC 833, és valinomycin jelenlétében. Ez a hatds a moduldtorok 1% BSA oldattal torténd
kimosédsiat kovetdéen is megmaradt. Az AKT-pozitiv szerek a valinomycin kivételével
hatékonyan eltavolithatéak voltak a fenti mosasi eljarassal. Az AKT-negativ verapamil, kinin,
nifedipin nem mutattak hasonlé hatést, eltavolitisukat kovetéen a calcein intracelluléris
koncentricidja a kontroll szintjére esett vissza. Az AKT-negativ vegyiiletek nem novelték az
UIC2-reaktiv Pgp-k szamat, mig az AKT-pozitiv szerek hatdsara az UIC2 mAt kotddése 2-3-

szorosara nott.



A Pgp gatlast a CSA koncentraci6 fiiggvényében is vizsgaltuk. UIC2 és CSA egyiittes
alkalmazdsakor szignifikdns, tobb mint tizszeres intracelluldris calcein akkumuldciot
tapasztaltunk 0,2 uM CSA koncentricié esetén. Ugyanilyen mértékii gatlds eléréséhez
mintegy hudszszor nagyobb CSA koncentricié sziikséges a moduldtor dnmagaban torténd
alkalmazdsakor. Az UIC2 gitlds tehdt a CSA egy olyan alacsony koncentracidjandl 1étrejon,
ahol a CSA onmagdaban, mint Pgp inhibitor hatdstalan. Parhuzamos kisérleteink alapjan 0,2
uM CSA koncentriciénal az UIC2 a sejtfelszini Pgp molekuldk mintegy 70%-dhoz ktédott.

Ugyancsak nagymértékii, mintegy huszonotszords calcein akkumuldcié novekedés
volt megfigyelhetd 10 nM SDZ PSC 833 és UIC2 egyidejii alkalmazdsakor. Ebben a
koncentriciéban ez a moduldtor 6nmagédban szintén hatdstalan, a kombinaciés kezeléshez

hasonl6 hatds eléréséhez tizszer magasabb SDZ PSC 833 koncentracid sziikséges.

4.2.2. Eletképességi vizsgalatok UIC2 antitest és modulitor egyiittes alkalmazasaval

2780 (Pgp®) és 2780 (Pgp) sejteket 15 nM SDZ PSC 833 modulétorral és 20 pg/ml
UIC2 mAt-tel kezeltiink kiilonb6z6 daunorubicin koncentracidk mellett 72 6ran keresztiil,
majd a sejtek életképességét MTT teszt segitségével mértiik. Onmagdban sem a modulitor,
sem az UIC2 mAt nem volt képes csokkenteni a daunorubicin ICsg értékét (1 uM). Az antitest
és moduldtor egyidejii alkalmazdsdval a rezisztencidt nagymértékben gatoltuk, a fenti érték

egy nagysagrenddel csokent (100 nM).

4.3. Az UIC2 mAt kotéhelyei szamanak és kotéserosségének vizsgalata

Az UIC2 mAt a kezeletlen sejtek sejtfelszini Pgp molekuldinak csak 10-40%-4hoz
kotodik. AKT-pozitiv modulatorokkal kezelve a sejteket az antitest kotddése kozel 100%-ra
fokozhat6, mig ugyanez a hatds AKT-negativ szerekkel nem érhetd el. Telitési gorbék
felvételével és azok Scatchard-analizisével vizsgaltuk, hogy az UIC2 kotodési tobblet
mennyiben a kotéhely szam novekedés €s mennyiben a disszocidciés konstans valtozasdnak
eredménye. A kisérletek eredményei alapjan megallapithatd, hogy a kezeletlen kontroll esetén
az UIC2 altal elért kotohelyek mennyisége (Bnax= 42,69 £ 0,788 %) verapamil kezelés
hatdsdra csak kismértékben nétt (Bpax= 53,17 £ 1,39 %), mig CSA hatdsdra az antitest
szamara az Osszes kotohely hozzaférhetové valt (Bn.= 100,8 £ 2,98 %). Az disszociacios
konstans tekintetében a kezeletlen kontrollhoz (K4= 6,49 + 0,38 pg/ml) viszonyitva mintegy

kétszeres értéken belill szérnak az eredmények. A verapamil kezelés (Kq= 2,49 = 0,265



pg/ml) és a CSA kezelés (Kg= 3,49 £ 0,38 pg/ml) mellett mért allandok kozott csak

kismértékii kiillonbség van.
4.4. Az ,,UIC2 gatlas” tesztelése in vivo tumor xenograftokban

Az antitest és modulator egyiittes hatdsdnak in vivo teszteléséhez SCID egerek (20 db
egér, 3 fliggetlen kisérletben) mindkét combja bére ald NIH 3T3 MDR1 (Pgp*) és NIH 3T3
(Pgp) sejteket injektaltunk. 10-12 nap elteltével tapinthaté tumorok fejlodtek ki. Az egereket
ekkor UIC2-vel és/vagy CSA-val, majd 4 éra miilva DNR-rel kezeltiik. Ujabb 4 6ra miilva a
tumorokat kimetszettilk, majd LN,-ben lefagyasztva metszeteket készitettiink. A DNR
akkumulaciét valamint az UIC2 kotddést konfokalis pasztazo 1ézer mikroszkdppal €s pasztazéd
1ézer citométerrel vizsgaltuk.

10 mg/kg CSA és UIC2 egyiittes alkalmazdsa a Pgp® tumorokban a DNR
akkumulaciét a Pgp™ tumorokkal azonos szintre ndvelte ugyanabban az dllatban. CSA vagy
UIC2 alkalmazdsa a fenti koncentricioban Oonmagiban nem emelte a tumorsejtek DNR
szintjét. A kombindciés kezeléshez hasonlé DNR akkumuldcié eléréséhez Onmagdban
alkalmazva 6tszoros mennyiségli CSA volt sziikséges.

A kezelések hatdsdnak kvantitativ jellemzésére pdsztazé 1ézer citometrids méréseket
végeztiink. Az dtlag DNR fuoreszcencia intenzitds UIC2-vel és CSA-val kombindciéban
kezelt Pgp* tumorok esetén 3,35 x 10° (CV=26,87%), ugyanabbdl az allatbdl szarmazo Pgp
tumorok esetén 2,98 x 10° (CV=20,43%). A csak UIC2 mAt-vel kezelt allatb6l szarmazd
Pgp* tumor sejtjeinek dtlag DNR intenzitdsa 1,64 x 10° (CV=18,12%) volt.

A tumormetszetek hematoxilin-eozin festése tipikus tumorszoveti képet mutat. Az
UIC2 mAt-t i.v. alkalmazva penetrdlodott a szolid tumorba és kotddott a sejtfelszini Pgp
molekuldkhoz. A tumor kozépso részén kisebb sejtstiriiségii teriilet taldlhato. Ezen a részen is
intakt a sejtek tobbsége és az erds sejtfelszini Pgp jelolés valdsziniitlenné teszi, hogy az
antitest nekrotizalé teriilethez kotddhetett, aspecifikus médon.

Az UIC2 mAt Pgp* tumorokhoz specifikusan kot6dott, a Pgp™ mintdk esetén antitest
kotodést nem tapasztaltunk. Kvantitativ mérések alapjan az UIC2 mAt CSA jelenlétében a
teljes metszet teriiletén kotodott a tumorsejtekhez, mig CSA nélkill a kotddés alig
kimutathat6. Az UIC2 kot6dés lokalizacidja a metszeten Osszhangban van a DNR

akkumulaci6 eloszlasaval.



4.5. A koleszterin Pgp pumpafunkcidjara gyakorolt hatasanak tanulmanyozasa

4.5.1. A sejtmembran Kkoleszterin tartalmanak modulalasa

A Pgp sejtfelszini heterogenitdsa — UIC2 4ltal modulatorok tdvollétében is
felismerhetd ill. csak (AKT+) moduldtorok hatdsdra elérhetd Pgp-k - konfokalis
mikroszképos analizis szerint topoldgiailag is elkiiloniild ,,pool-ok™ 1étezésére utalt. Ezért
megvizsgéltuk, hogy a két Pgp ,,pool” érzékeny-e a membran jolismert laterdlis domén (raft)
szerkezetének moduldldsdra. A sejtmembran koleszterintartalma hatdsosan moduldlhaté [3-
ciklodextrin szdrmazékokkal. 5 mM DIMEB-bel végzett koleszterin deplécié a sejtmembran
telies koleszterintartalmat (16,97+0,65 ug koleszterin/10° db sejt) mintegy 50%-kal
csokkentette (8,34+2,35 g koleszterin/ 10° db sejt), mig a Kol-DIMEB kezelés a membran
koleszterintartalmat 50%-kal novelte (27,83+7,01 ug koleszterin/10° db sejt.

Mint az vérhat6 volt, a koleszterin tartalom megvéltozdsa a sejtmembran fizikokémiai
tulajdonsagaira is hatdssal volt. Koleszterin deplécidé hatdsdra a sejtmembran fluiditdsa
megnott, valamint a lipidek kozotti kapcsolat (packing density) ,Jazabba” vélt, amint ezt a
sejtmembranhoz  kotédott MC540 festék fluoreszcencia intenzitdsidnak novekedése
demonstrélta. Koleszterin bejuttatdsa a membridnba ellentétes hatdst fejtett ki. Magasabb
koleszterintartalom esetén a membran fluiditdsa csokkent €és a membranlipidek
elhelyezkedése is szorosabba valt: ez az MC540 festék fluoreszcencia intenzitdsdnak

csokkenését eredményezte.

4.5.2. A Kkoleszeterin-modulalas hatasa a Pgp raft-asszocialtsagara

A sejtmembran koleszterin deplécidja szignifikansan csokkentette a sejtfelszini Pgp
molekuldk raft-asszocidltsagit, mig a membran koleszterintartalméanak nodvelése emelte ezen
membran doménekben elhelyezked6 Pgp-k szamat. Ezek az adatok felvetik azt a lehetOséget,
hogy a Pgp sejtfelszini konformdacids-topoldgiai heterogenitidsa kapcsolatban all a membran
laterdlis domén szerkezetével, és egyben megerdsitik a Pgp (részleges) raft-asszocidltsagat

dokumentalo irodalmi adatokat.

4.5.3. A Koleszterin szerepe a pumpafunkci6 fenntartasaban

Kivéancsiak voltunk arra, hogy a membréan koleszterin tartalmédnak — és ezéltal a Pgp

raft-asszocidltsdgdnak — a modulécidja befolydssal van-e a Pgp katalitikus funkcidjara. A



sejtmembran DIMEB-bel torténd koleszterin deplécidja ndvelte az intracelluléris calcein
akkumuldciot az életképes, Pgp* sejtekben a DIMEB koncentrécio fiiggvényében. (Az adatok
kiértékelése sordn csak a PI negativ, ép membranszerekezetli, tehdt feltehetéen életképes
sejteket vettiik figyelembe.) A koleszterin membranba torténd bejuttatdsa szintén a calcein
akkumulacié novekedését eredményezte, bar joval kisebb mértékben. Pgp™ sejtekben a
szubsztrat kismértékli ddsuldsa figyelhetd meg, feltehetden a sejtmembrdn perturbécidja,
részleges permeabilizicidja kovetkezményeként.

A sejtmembran szaturdcidja koleszterinnel tehat szintén pumpafunkcié gatlast
eredményezett. Megvizsgélva a jelenséget azt tapasztaltuk, hogy a membrdn koleszterinnel
torténd szaturdcidja mintegy 2,5-szeresére novelte a Pgp internalizaciéjanak mértékét,
csokkentve a transzportban résztvevo sejtfelszini molekuldk szdmat. Ezzel szemben a

koleszterin deplécié nem okozott szignifikdns véltozast a fenti mechanizmusban.

4.5.4. A koleszterin-modulalas hatasa az ép membrani sejtek intracellularis ATP-

szintjére

A ciklodextrin kezelés a koncentraci6 fiiggvényében csokkentette a PI festés alapjan
életképesnek tarthatd sejtek ardnyat. A koleszterin deplécio kisebb ciklodextrin koncentricié
mellett okozott hasonlé mértéki membrankdrosodast, mint a membran koleszterin szaturicid.
A toxicitds korreldlt a ciklodextrin kezelés hatdsdra kialakult calcein akkumuldciéval. Annak
kizar4sara, hogy a pumpafunkcié gétldsa nem a ciklodextrin toxicitdssal egyiitt jaré és a
szokvanyos, festék-kizardsos életképességi teszttel nem kimutathaté membrankdrosodas
eredménye, meghataroztuk az életképes, Pl-negativ sejtek ATP tartalmat. Sem a koleszterin
deplécio, sem a koleszterin szaturdcié nem csokkentette szignifikdnsan az életképes sejtek
ATP tartalmat a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva. Ugyanakkor gliikkézmentes PBS-ben,
verapamillal felporgetett Pgp aktivélds el6idézte ATP-deplécié hatdsiara a sejtek ATP

mennyisége jelentdsen csokkent.



5. Megbeszélés

A munkacsoportunk 4ltal kordbban kidolgozott AKT-esszével a Pgp hatékony
moduldtorai jol azonosithatok. Kisérleteinkben szdmos, szerkezetében és hatdsdban jelentsen
kiilonbozd vegyiiletet teszteltiink a moédszer segitségével. A kapott eredmények alapjan a
molekuldk AKT-teszt alapjan két, AKT+festék-akkumuldcié alapjan hdrom csoportba
sorolhatok.

A magas, 0,9-1 Ryompeiicis (AKT) értékeket eredményezd moduldtorok (pl. CSA) a Pgp
funkcigjat teljes mértékben gatolni képesek. Ezen szerek mellett alkalmazva, az UIC2 antitest
a pumpat a katalitikus ciklusnak abban a fazisdban blokkolja, melyre jellemz6 konformacios
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allapotot az ATP-deplécid is el6idéz. Az ,,AKT-pozitiv’ (CSA-szerit) vegyiiletek 6nalléan
alkalmazva is kivald gatloszerei a pumpénak, ami transzport esszében kivétel nélkiil erés és
alacsony koncentraci6 mellett érvényesiilé gitldsban nyilvanul meg.

20,9

A verapamil-tipust (,,AKT-negativ”’) vegyiiletek a pumpafunkcié gatldsaval calcein-
akkumul4ciét okoznak, azonban hatdsukra az antitestek ,,versengése” nem, vagy csak kevéssé
moduldlédik. Az Ryompeticis €rt€kek ennek megfelelden a 0.2-t61 0.7-ig tartd intervallumba
esnek. Tehdt ezek az AKT-negativ vegyiiletek erds sajat pumpafunkcié gitlé hatasuk ellenére
sem képesek a sejtfelszini Pgp-k tobbségét az UIC2 4altal felismerhetd - majd dltala ebben az
allapotban befagyasztott - konformaciéba hozni.

A harmadik csoportba sorolhatéak azok az anyagok, melyeknek nincs szdmottevd
hatasuk sem festék-akkumulacioban, sem AKT-ban.

A vizsgalt anyagok szerkezetiikben jelentdsen eltérdek, azonban néhany kozos vonds
felfedezhetd benniik. Az AKT-pozitiv molekuldk nagy, kozel 1000 Da moltomegii és
hidrogén-hidak kialakitdsara alkalmas csoportokban gazdag vegyiiletek. Ez a koriilmény a
pumpa szubsztratk6td helyéhez erdsebb kotodést és lassabb disszocidcié ttjan lassabb
transzportot okozhat, ami az AKT-pozitiv szerekre jellemz6 konformacids/topoldgiai allapot
létrejottét idézheti eld. Ez az interpretidcié azonban nem magyardznd meg a kotShelyek
szdmanak véltozdsat demonstrdlé ill. a topoldgiai heterogenitidsra (részleges raft-
asszocidciora) utalé adatokat. Ujabb adatok szerint kisebb molekuldk transzportja koleszterin
térkitoltd jelenlétét igényli, mig a nagyobb, 1000 Da méretli szubsztritok maguk is
transzportdlddnak a Pgp altal. Ez az Osszefiiggés felveti egy olyan modell lehetdségét,
melyben az UIC2 4ltal csak a nagyméretli, AKT+ szubsztratok jelenlétében felismert Pgp-k

ezen szubsztratok tdvollétében ATP-kotott , készenléti” dllapotban lennének. A raft-asszociélt



masik Pgp poolban bazilisan is folyhat transzport, és egyben a magas koleszterin tartalom
lehetévé teszi, hogy kismolekuldk is stimuldljadk az ATP4dz miikodést. Mdsok kétféle
szubsztratfiiggd ATPaz aktivélasi kinetikdt mutattak ki a raft-asszocialt és raftokon kiviili
Pgp-k esetében, és ezzel 6sszefiiggd topoldgiai heterogenitasra utalé adatokat is kdzoltek.

Az AKT-negativ molekuldk 4ltaldban kisebb moltomegliek. Szerkezetiikben és
hatdsukban rendkiviil kiilonb6z6ek, ennek megfeleléen a Pgp-vel kialakulé kodlcsonhatdsuk is
kiilonbozd. Ezt tdmasztja ald az is, hogy az AKT-negativ szerek csoportjan beliill az AKT-
értékek joval tagabb hatirok kozott valtoznak, valamint az egyes szerek mért értékei kozti
szOrés is joval nagyobb.

A CSA-szerii vegyiiletek mindegyike hatékony revertalészere a Pgp-nek, és ezek a
molekuldk idézik el6 azt a konformacids éllapotot, mely az UIC2 mAt szdmara elonyos és
amelyhez kapcsolédva az antitest egyben gatolni képes a fehérje pumpa funkciéjat — tehat az
antitest fokozott felkotodésének elérésére ilyen AKT+ vegyiileteket érdemes alkalmazni.

Annak vizsgdlatdra, hogy a szubsztratok/moduldtorok 4ltal eldidézett UIC2 kotddés
novekedés a kotohelyek szamanak novekedésével vagy a kotddési konstans valtozasaval
fiigg-e Ossze, UIC2 telitési gorbéket vettiink fel, kezeletlen sejteken ill. verapamil és CSA
kezelések esetén. A kotShelyek szdmdban a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva jelentds
emelkedés figyelhetd meg az AKT-pozitiv CSA hatdsdra, szemben az AKT-negativ
verapamillal, amely csak kismértékli novekedést eredményezett. A kezelések kovetkeztében
az UIC2 mAt affinitdsa kismértékben javult a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva a
moduldtorok AKT-tipusatdl fiiggetleniil. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy az antitest kotodés
novekedésében az AKT-pozitiv szerek hatdsara UIC2 4ltal felismerhetévé vagy
hozzaférhetové valo kotéhelyek szdmanak emelkedése domindl az affinitisban bekovetkezd
valtozas folott. Ez az interpretdcié harmonizal a szubsztratok kétféle viselkedésének fenti, a
részleges raft-asszociacidval is kapcsolatba hozott modelljével.

Az UIC2 mAt 4ltali, AKT-pozitiv szubsztratok jelenlétében kialakulé6 — majdnem
teljes - gatlas a modulatorok kimosasat kovetden is fennmarad, vagyis ekkor a sejtfelszini Pgp
molekuldk tobbsége UIC2-kotott, gatolt dllapotban van. Szignifikédns intracelluldris szubsztrat
akkumulacié fokozddas eléréséhez a sejtfelszini Pgp molekuldk legaldbb 70%-at blokkolni
kell az UIC2 mAt-kel. AKT-negativ vegyiiletekkel a fenti hatds nem érheto el, az AKT-
negativ szerek kimosdsa utdn gatlé hatds nem marad. Az antitest altal elérhetd Pgp-k éltaldban
kisebbségben vannak, gatlasuk a teljes sejt festék akkumuldcidjaban nem (vagy csak kevéssé)

manifesztdlodik. Mindez — a fenti modell figyelembe vételével - arra is utal, hogy az Osszes
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sejtfelszini Pgp potencidlisan aktiv (megfelel6 szubsztrattal aktivalhat) allapotban van.
Eldbbiek a gatlds nagyfoku variabilitdsdnak magyardzatat is adjak.

A CSA és az SDZ PSC 833 vegyiiletek esetén megfigyeltiik, hogy az UIC2 mAt festék
akkumuldciot gatld kotddését mér joval kisebb koncentracidban eldsegitik, mint amennyi
sziikséges lenne dnmagukban modulédtorként valé alkalmaziskor. Feltételezhetden ebben az
alacsony koncentricidoban is képesek a katalitikus ciklus beinditdsdra a sejtfelszini Pgp
molekuldk kordbban UIC2-t nem kotd, tehdat valdszinileg pillanatnyilag inaktiv
(,,készenlétben” 1évo; 1. fenn) molekuldk hanyadaban. Ekkor ezekben is kialakul az a
konformécié, amelyben az UIC2 mAt gitlé hatdsu kotddése csapdazza a pumpit. Ezen
altalunk javasolt interpreticié szerint az UIC2-shift jelenség a killonbozd szubsztratok altal
aktivdlhato sejtfelszini molekuldk kimutatasat teszi lehetévé, mintsem az éppen funkciondld
Pgp molekulédkat, drnyalva a korabbi elképzelést

Osszhangban 4lnak a fentiekkel in vitro citotoxicitdsi vizsgalataink eredményei is. Az
MDR sejtek életképessége alacsony moduldtor koncentracid esetén csak az UIC2 mAt
egyidejli alkalmazasaval csokkent.

Az UIC2 és modulator kombinécidjaval 1étrehozott MDR reverziét in vivo SCID egér
tumor modellen is teszteltiikk. Az éllatkisérletek sordn, a fagyasztott metszetek LSC analizise
segitségével kimutattuk, hogy az UIC2 mAt eljut és kotddik a szolid tumorok sejtfelszini Pgp
molekuldihoz. Az AKT-pozitiv CSA hatdsdra tehat in vivo is megné az UIC2 mAt altal
felismerhetd Pgp-k szdma. Az UIC2 kotédése a pumpafunkcié gétldsaval eldsegiti a
citotoxikus szubsztrat, a DNR akkumuldci6jt a tumorsejtekben. Osszefiiggést figyelhettiink
meg az UIC2 kotddés és a DNR akkumulaciéja kozott. Hasonldan az in vitro kisérletekhez, az
antitest és a CSA egyiittes addsakor 6tszor kisebb modulator koncentracié elégséges volt a
gatld hatds eléréséhez, mint a CSA-t énmagaban alkalmazva. Ez az eredmény a jovobeli
terapids lehetéségek szempontjabdl is fontosnak tekinthetd, ugyanis kikiiszobolhetk a nagy
dozisi CSA és egyéb revertildszer alkalmazasabol adédé mellékhatasok. Az UIC2 mAt-tel
létrehozhaté Pgp gatlds nemcsak a daganatteripidban jatszhat fontos szerepet. Szamos
hatéanyag (pl.: HIV protedz inhibitorok) képtelen &thatolni a vér-agy géiton az ABC
transzporterek, kozottiik a Pgp miikodésének kovetkeztében.

A fenti dallatmodell bedllitdsanak tobbféle gyakorlati hozadéka Ilehetséges.
Amennyiben az UIC2 mAt és a kis d6zisi moduldtorok egyiittes alkalmazdsa esetén Pgp-
szubsztrat drogokkal (pl. DNR) meg lehet akadédlyozni a transzplantalt daganat kialakulasat,

felmertil az eljaras emberben val6 haszndlati lehetdsége. Ehhez természetesen elengedhetetlen
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feltétel lenne az UIC2 mAt humanizdlt valtozatdnak elddllitdsa. A kisérleti rendszer célzott
daganatterdpids eljarasok tesztelésére is eldnydsen alkalmazhaténak latszik.

A Pgp transzport mechanizmusa még nem teljesen tisztdzott. A kristalyszerkezeti
vizsgélatok arra utalnak, hogy a transzmembridn alfa-hélixek a membrinban egy, az
extracelluldris tér felé irdnyuld nagy hidroféb iireget hoznak 1étre, mely a lipid kettdsréteg felé
oldalrdl nyitott lehet. Ezzel dsszhangban a Pgp valdsziniileg elsdsorban a membranbdl gyijti
be hidroféb szubsztratjait, és juttatja a membran extracelluldris oldaldra. Amennyiben ez a
mechanizmus miikodik, akkor a fehérjét kozvetleniil 6vezd membranrészletek fontosak a
szubsztrat-Pgp  kapcsolat  kialakuldsdban.  Kevéssé  ismert azonban a  Pgp
membrankodrnyezetének transzportot befolyasold szerepe. Kisérleti adataink szerint a Pgp
funkcid érzékeny volt a membran koleszterin tartalmara, vagyis annak moduldldsa nemcsak a
membran egészére kiterjedd fizikokémiai paramétereket, hanem a Pgp sziikebb, kozvetlen
membrankdrnyezetét is érintette.

MDR sejteket DIMEB-bel kezelve a membrdn teljes koleszterintartalmat
csokkentettiik, valamint Kol-DIMEB-bel noveltiik. Ezzel 6sszhangban az életképes sejtek
membranjanak fluiditdsa, valamint a lipidek kozotti kapcsolat is megvéltozott. A koleszterin
moduldldsa a Pgp sejtfelszini lokalizicidjara is hatdssal van. A Pgp TX100 detergens
kioldhatésdga alapjan a koleszterin depléci6 csokkentette, mig a membran koleszterin toltése
novelte a citoszkeleton-kotott raftokban elhelyezkedd molekuldk mennyiségét. A koleszeterol
moduldlds nemcsak a sejtmembran globdlis fizikokémiai paramétereit, hanem a Pgp kdzvetlen
membrankdrnyezetét is érintette, ami a Pgp funkcidjdban is tiikroz6dott. A koleszterol
deplécié koncentriacié fiiggd mddon csokkentette a Pgp pumpafunkciéjat. A koleszterin
szaturacio okozta pumpagétlas a Pgp molekulak fokozott endocitézisara volt visszavezetheto,
ami a raft-asszocidcioval szoros Osszefiiggésben allhat. A koleszterin szaturdcidval eléidézett
Pgp raft-asszocidci6 novekedés a Pgp internalizaciéjat fokozta.

Amint varhatd, és a bemutatott eredmények is aldtimasztjdk, a membrankezelés
komplex hatdsokat eredményez. Nem csupan a Pgp miikodését, hanem a sejtek szamos
életfolyamatiat is érinti. A kezelés kovetkezményeként a sejtek életképessége a
koleszterintartalom valtozasdval parhuzamosan csokkent. Ez felvetette annak lehetOségét,
hogy a Pgp funkcié csokkenése a ciklodextrinek toxicitdsanak és nem a membrankornyezet
moduldldsdnak az eredménye. A membréan permeabilizdldsa az ATP intracelluldris szintjének
csokkenéséhez vezethet még az életképesség viltozasanak detektdlasat megel6zden, ami
befolydsolhatja a pumpamiikddést. Ezt a lehetdséget a ciklodextrin kezeléseket kovetd ATP-

szint méréssel egyértelmlien kizartuk, az intracelluldris ATP mennyisége a kontrollhoz
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viszonyitva nem csokkent. A ciklodextrinek Pgp-moduldlé hatdsiat szamos kozleményben
leirtdk mar el6ttiink, de a viabilitdsi markerek, a lokdlis és globdlis membranhatasok
korrelativ vizsgélatira ezek a vizsgdlatok nem terjedtek ki.

A Pgp és membrinkornyezete kozott fendllo specidlis kapcsolatban az egyik fontos
0sszekotd elem tehdt a koleszterin lehet. Ezen membranalkoté mennyiségének valtozdsa a
membréanban indirekt médon, a membranszerkezet valtozdsan keresztiil is befolydsolhatja a
Pgp miikodését. Lathatd, hogy a koleszterin moduldcidval a raftok és a benniik helyet foglald
fehérjék szervezddése is megvaltozik. Szamitisba véve azt a tényt, hogy az MDR sejtek
membrénja koleszterinben ddsabb és a raftok a szubsztrat felismerés lehetséges helyszinei
lehetnek, a koleszterin moduldlds hatdsai tovabbi kérdéseket vetnek fel. Ismert, hogy a
membran fazisallapota hatdssal van a transzportra, a rigid, gél fazisban a transzport mértéke
nagyobb, mint a fluid fazisban. A jelenséget a szubsztriatok kiilonboz6 fazisallapotokhoz
tartoz6 eltérd lipid megoszldsdval magyarazzdk. Eterrel és mas anesztetikumokkal 1étrehozott
membran fluidizacié szintén gatolja a Pgp ATPaz aktivitdsit és az MDR sejtek szubsztrat
effluxat is. Mindezzel analég médon a transzportra is kihaté szubsztrat megoszlasi viszonyok
a koleszterin deplécié ttjan is kialakulhatnak. Ezen gondolatmenet mentén a Pgp topolégiai,
mikrokornyezetbeli kétféleségét tigy értelmezhetjiik, hogy az a széles szubsztratspektrum
feltétele lehet. Ismert, hogy a katalitikus folyamat sebességmeghatarozé 1épése is érzékeny a
lipidkornyezetre.

Eredményeim mindennek definitiv tisztdzdsara nem elegendéek, de egy tovabb
vizsgdlandé modell megfogalmazdsihoz jarultak hozzd, mely kapcsolatba hozza a
transzporter topoldgiai  heterogenitdsit a szubsztritok konformdaciés hatdsukban
megnyilvanul6 kétféleségével. Munkdm hozadéka az UIC2 éltali pumpagatlds koriili
bizonytalansdg eloszlatdsa. Kifejlesztett protokollunk, melyben kis koncentraciéban
alkalmazott AKT+ 4gens mellett adjuk az antitestet, megalapozza az UIC2 gitlas in vivo

felhasznalasanak lehetoségét.
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