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BEVEZETES

Rosszindulati daganatos megbetegedések kezelésére a sugarterapias &s
sebészeti megoldasok mellett a kemoterdpiat alkalmazzak. Sajnos a daganatos
sejtpopulacion beliili klonalis evolucids folyamatok eredményeként a kiilonbdzo
kemoterapids szerekkel szemben rezisztencia alakulhat ki, ami csokkenti a gyogyulas,
illetve a talélés esélyét. Ennek egyik legjelentdsebb forméja a multidrog rezisztencia
(MDR), melynek kialakuldsédban, egyéb mechanizmusok mellett, eddig hdrom human
transzporter fehérje szerepét bizonyitottadk. Ezek a P-glikoprotein (ABCB1/Pgp), a
multidrog rezisztencia fehérje 1 (ABCC1/MRP1) és a mellrdk rezisztencia fehérje
(ABCG2/BCRP). Mindharom fehérje az ABC transzporterek hatalmas csalddjaba
tartozik, melyek kozos jellemzdje a konzervativ felépitésti ATP-kotdhely (ABC:
,ATP-binding cassette”) jelenléte. A Pgp, az ABCCI és az ABCG2 MDR fehérjék
egyik lényeges fiziologids funkcidja a kiilvilagbol a szervezetbe keriilé toxikus
xenobiotikumok eltavolitasa a sejtekbdl.

Az éltalunk vizsgalt MDR fehérje, a Pgp szubsztratjai kémiai szerkezetiiket,
méretiiket és sejtbéli célpontjukat tekintve nagyon eltérd, elsdsorban hidrofob és
amfifil sajatsaghi anyagok, melyek aromas gyur(t (gyliriket) és bazikus nitrogént
tartalmaznak, toltetlenek, vagy gyengén pozitivan toltottek. A Pgp szubsztratjai kozott
a daganatellenes szerek mellett szamos egyéb, gyogyaszatban hasznalt vegyiilet is
megtalalhaté (pl. malariaellenes szerek, narkotikumok, antidepresszansok). Mivel a
citosztatikumok nagy része a Pgp szubsztratja, a fehérje mitkodését gatolni képes
szerek (Un. revertaldszerek) keresése €s fejlesztése intenziven kutatott tertilet.

A P-glikoprotein az emberi daganatos betegségek majd felében olyan szinten
fejezédik ki, hogy 6nmagéaban klinikailag relevans gyodgyszer-rezisztencidt okozhat.
Az expresszid fokozddas hatterében az allhat, hogy a Pgp jelenléte a daganatsejtekben
szelekcids eldnyt biztosit a tumor progresszidja soran. A Pgp kifejezodés mértékének
diagnosztizalt valtozasa orientalja a kemoterdpids protokoll megvalasztasat, ill. a
fehérje sejtfelszinen vald kifejezddésének kvantitativ jellemzése prognosztikai
jelentdséggel is bir szamos daganat klinikumaban. A kiilonb6zd laboratériumok altal
kidolgozott, Pgp-t kimutato tesztek érzékenysége mas €és mas, ill. az adatok és a
betegség klinikai lefolyasa kozotti 0sszefiiggések altalanos €s egységes interpretacidja

1s rendkivil nehéz.



Felvetédik a kérdés, hogyan képes a Pgp kémiai szerkezetiiket, méretiiket
tekintve nagyon eltérd, foként hidrofob sajatossaghi vegyiiletek felismerésére és
szallitasara? A jelenleg rendelkezésre allo szerkezeti modellek egyeldre nem teszik
lehetévé, hogy a szubsztratok megkdtésének és sejtbdl torténd eltavolitdsanak egyes
Iépéseit a molekularis kolcsonhatasok szintjén ellentmondasmentesen tudjuk
jellemezni. Nem eléggé ismertek pl. annak a molekularis felismerési folyamatnak a
részletei, mely a nagy szamu, eltéré sajatsdgokkal rendelkezd hidrofob vegyiiletek
felismerését és szallitdsat megvalositja, nem ismertek a fehérje alak- (konformacio-)
valtozasai, melyek a szubsztrat transzlokaciot eldidézik, sem a fehérje membran-
kornyezetéhez vald viszonya, annak esetleges megvaltozasa a transzport soran. A Pgp
mukodési mechanizmusanak mélyebb megértéséhez a fehérje konformacids és
topologiai viszonyainak tanulméanyozasa, ezek valtozdsai és a katalitikus ciklus

kozotti kapcesolat részleteinek feltarasa vezethet.

A katalitikus ciklus egyes 1épéseit kovetd konformacids torténések
nyomonkovetésére ad lehetdséget olyan, a Pgp ellen termeltetett antitestek
alkalmazasa, melyek kotddési sajatsagait a pumpa szubsztrat-telitettsége befolyasolja.
A Pgp Kkatalitikus ciklusa sordn végbemend komplex konformacio-valtozasok
atrendezhetik a molekula extracelluldris hurkainak helyzetét, igy befolyasolva
antitesttel vald jelolhetdségét. Ezen konformdacio-érzékeny antitestek kozil a
legjobban jellemzett az UIC2 monoklonalis antitest (mAt), melynek kotdédése igen
jelentds konformacid-fiiggést mutat és gatolva a Pgp transzport aktivitasat, novelni
extracellularis hurkokon elhelyezkedd peptid szekvencidk, valamint a 11.
transzmembran hélix egy része alkotja.

Az UIC2 antitest a sejtfelszini Pgp molekulaknak csak egy részéhez kotddik,
mig szubsztratok, revertald agensek jelenlétében a kotddés mértéke 2-5-szordsére
novekszik, mely részben a kdtéhelyek szamanak, részben a mAt Pgp-hez valo kotddés
erosségének novekedésével magyarazhatd. Ez a jelenség az Un. UIC2-shift, melyet
felfedez6i a sejtfelszini, ,fukcionalis Pgp” molekuldk kimutatdsara, ill. a kis
mennyiségben jelenlevé Pgp kimutathatésaganak novelésére javasoltak. Az UIC2-
shift-en alapul6d klinikai MDR vizsgéalatokra is bevezetett teszt alkalmazhatdsagat
azonban jelentdsen korlatozza a ,,shift” mértékének nagymértékii variabilitdsa, melyre

egyeldre nincs elfogadott magyarazat. Mas antitestek kotddése nem, vagy csak alig



valtozik modulatorok, szubsztratok jelenlétében (pl. MM12.10, MM6.15, MRKI16,
4E3).

Bar a Pgp altal kozvetitett transzport-folyamatrol egyre tobb informacidval
rendelkeziink, mitkddésének részletes mechanizmusa még nem ismert. A fehérje
milkodésének még feltdratlan mozzanatai megoldast nyujthatnak a gyogyszer
rezisztencia kivédésére a klinikai gyakorlatban, pl. ujabb, hatékonyabb ¢és

szelektivebb revertalo szerek kifejlesztésével.

CELKITUZESEK

Munkacsoportunk érdeklddése a fenti problémakorre Osszpontosul. A Pgp
pumpa-fehérje reverzid6 (modulécid) soran bekdvetkezd konformacids-topologiai
valtozasait az intézetiinkben bedllitott, fluoreszcencian alapuld metodikdk és egy
nemzetkozi egyiittmiikddés keretén beliil rendelkezéstlinkre all6 monoklonalis antitest
panel segitségével vizsgaltuk. Célkitlizéseink egy metodikai elgondolds megvalositasa
nyoman formalddtak: felvetddott, hogy a Pgp 4atfedd epitopjait felismerd
monoklondlis  antitestek  versengése ¢érzékeny Ilehet a receptor aktudlis

crer

Osszefliggésében.

Célkitiizéseink a kovetkezoek voltak:

1. Erzékeny, antitest-kotddésen alapuld fluoreszcencias modszer kidolgozasa a Pgp

modulacidja soran bekdvetkezd konformacio-valtozasok detektalasara.

2. A konformacio-valtozasok ¢és a katalitikus ciklus fazisai kozotti Osszefliggések

tanulmanyozasa.

3. A Pgp topoldgiai viszonyainak vizsgalata a plazmamembran felszinén.



4. A fenti, konformacié-valtozadsok detektalasan alapuld moddszer lehetséges

gyakorlati alkalmazasainak feltarasa:

4.1. klinikai, els6sorban hemoproliferativ korképekben a Pgp kifejezddés

vizsgalatara alkalmas eljarasként.

4.2. vegyiilet-panelek szlrésére, uj, hatékony revertaldé szerek kifejlesztése

céljabol.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejttenyésztés

Vizsgalataink soran a KB-3-1 human epidermoid karcindma sejtvonalat
valamint annak vinblasztinnal (KB-V1) ¢és kolhicinnel (KB-8-5) szelektalt Pgp-t
kifejezd valtozatait, tovabbd az NIH 3T3 egér fibroblaszt sejtvonalat és annak mdrl

génnel transzfektalt valtozatat (NIH 3T3 MDR1 G185) alkalmaztuk.

Pgp ellenes monoklondlis antitestek

Vizsgalataink soran a kovetkez6 Pgp ellen termeltetett antitesteket
hasznaltunk: MRK16, 4E3, MMI12.10, MM6.15, MM4.17 ¢és UIC2. Az UIC2
antitestek egy részét tisztitott formaban kaptuk ill. hibridoma sejtek feliilusz6jabal,
protein A affinitds-kromatografia alkalmazasaval magunk izolaltuk.

Aramlasi citometridss és konfokédlis pésztdzd lézer mikroszkopids
kisérleteinkhez az antitesteket ill. az UIC2 Fab fragmentumait 6-(fluoreszcein-5-
karboxiamido)-hexanoilsav = szukcinimidil észterrel (sFx), vagy fluoreszcein-
izotiocianattal (FITC) ill. szulfoindocianin-szukcinimidil észterrel (Cy3 és Cy5) és

biotinamido-kapronsav-N-szukcinimidil észterrel (biotin) konjugaltuk.



Sejtfelszini Pgp molekulak jelolése dramlasi citometrias mérésekhez — antitest
kompeticios teszt

Kisérleteink els6 1épése egy rovid, szubsztrattal/modulétorral valo ill. anélkiili
el6kezelés volt, 37 °C-on. Ezutan a sejteket a telité koncentracioban alkalmazott Pgp

ellenes antitestekkel (UIC2, MRKI16, 4E3 ill. MMI12.10, MM6.15, MM4.17)

crer

crer

jelenlétében. Indirekt jelolés esetén a sejteket a jeldletlen antitestekkel inkubaltuk
(el6zbek szerint), majd a festékkel konjugalt poliklonalis masodlagos antitesttel 4 °C-
on jeloltiink. Végiil a sejteket hideg PBS-ben mostuk és mérésig jégen tartottuk vagy
formaldehid oldattal fixaltuk. Fluoreszcens mikroszdpos kisérletekhez mintainkat a
sejtszuszpenzidbol polilizinnel eldkezelt targylemezre kicseppentve készitettiik el.

Detergens rezisztens membran domének kimutatdsdhoz az antitestekkel
megfeleléen jelolt sejtekhez 0.5 % Nonidet P-40 (NP-40) vagy 0.1 % Triton X-100
(TX-100) végkoncentracioban detergenst adtunk. Ezekben a kisérletekben, a
sejtfelszini Pgp molekuldk keresztkotését ellenanyaggal végeztiik, mig a Pgp és mas
sejtfelszini fehérjék egymdéshoz rogzitését formaldehides fixalassal hoztuk 1étre. A
detergenssel valo membran kioldast 4 °C-on végeztik és id6ben 4ramlasi
citometridsan kovettilk nyomon.

Az ellenanyagok kotodésének mértékét aramlasi citometrias modszerrel
hataroztuk meg, Becton Dickinson FACScan ill. FACSCalibur dramlési citométerek
segitségével. A sejttormelékeket és az elpusztult sejteket az eldre iranyulo fényszoras

¢s propidium-jodidos festés segitségével kapuztuk ki.

Fluoreszcens festék akkumuldcio meghatarozdsa aramldsi citometridaval

Aramlasi citometrias festék akkumulacié méréséhez a szubsztratokkal/
modulatorokkal torténd eldkezelést a daunorubicinnel (DNR) ill. a calcein-AM-mel
torténd inkubacid kovette. Az aramlési citometrids mérés eldtt a mintdkat hideg PBS-
ben mostuk és a mérés megkezdéséig jégen tartottuk. A Pgp modulatorok toxicitasi
vizsgélatdhoz a mérések elott propidium-jodidos festést alkalmaztunk. Azokban a
kisérleteinkben, ahol a monoklonalis antitestek kotodését és a festék akkumulacidt
egyiittesen kivantuk vizsgalni, a szubsztrattal/modulatorral valo eldkezelést a
monoklondlis antitestekkel valo inkubécio és mosés kovette, majd ezutan kovetkezett

a festék akkumulacios 1épés.



Aramldsi citometrids energiatranszfer mérések

Aramlasi citometrias energiatranszfer (Flow Cytometric Energy Transfer,
FCET) méréseink soran a transzfer hatasfokot intézetiink munkatarsai altal
kifejlesztett modszerrel a donor kioltds és a szenzitizalt akceptor emisszié kombinalt
felhasznaldsaval, optimalisan megvalasztott fluorofor-konjugdtumok alkalmazasaval,

sejtenként hataroztuk meg.

Konfokalis pasztazo lézer mikroszkopias kisérletek
Konfokalis mikroszkopos képeink elkészités¢hez Bio-Rad MRC 1024ES és

Zeiss 420 tipusu pasztazé 1ézer mikroszkopot hasznaltunk.

EREDMENYEK ES MEGBESZELESUK

1. Antitest-kotodésen alapulé fluoreszcencids mddszer kidolgozisa a Pgp
moduldcioja sordan bekiovetkezo konformdcio-valtozdsok detektaldasdara: antitest
kompeticios teszt (AKT)

A Pgp ellen termeltetett konformacio-érzékeny antitestek alkalmazasa a
fehérje transzport-folyamata soran bekdvetkezé konformacio-valtozasok tanulmanyo-
zéasara ad lehetdséget. Vizsgalataink kézéppontjdban a konformacio-érzékeny UIC2
monoklondlis antitest szubsztrat fliggd kotddési sajatsagai €s az abban manifesztalodo

konformacios valtozasok allnak.

crer

modulatorok jelenlétében

NIH 3T3 MDRI1 sejtvonalon vizsgaltuk kétféle mAt, az UIC2 és az MM12.10
valo eldinkubaciot kovetden alkalmazva a fluoreszcens festékkel konjugalt MM12.10
mAt-et, megfigyeltilk, hogy az UIC2 antitest csak kevéssé befolyasolta a nem
konformacid-érzékeny antitest kotddését. Az UIC2 utdn még jelentds mennyiségii
MM12.10 tudott a fehérje megfeleld epitopjaival kolcsonhatast kialakitani. Azonban,
ha a Pgp-t kifejezd sejtvonalat a nagymértékii UIC2-shift-et okozd ciklosporin A-val
(CSA) elokezeltiik, az UIC2 antitesttel vald inkubacié utan az MM12.10 kotédése

nagymértékben lecsokkent, vagy teljesen megsziint. A verapamil, kozel maximalis



Pgp funkcid gatlast okozo dozisban sem eredményezi a fenti jelenséget, azaz az UIC2
kotodés ,,folényének™ kialakulasat. Vagyis a két revertaldé szer nem viselkedik
hasonldéan. Kontroll kisérletekben kimutattuk, hogy az alkalmazott drogok jelenléte

nem befolyésolta jelentésen az MM 12.10 mAt kotddését.

Béar a fennt bemutatott jelenség nyilvanvaléan az UIC2-shift kdvetkezménye,
annak nem egyszerii negativ képe, az UIC2 4ltal el nem ,foglalt” Pgp-epitdpok
egyszeru visszatitralasa, hiszen az eljaras reprodukalhato kiilonbséget tesz verapamil
és CSA kozott, mig az UIC2-shift nem. A tovabbiakban a két eljards viszonyat, a

kettd kozotti eltéréseket és azok magyardzatat vizsgaljuk.

A jelenségen alapulod, funkcionalis Pgp kimutatasara alkalmas eljarast antitest
kompeticids tesztnek neveztiik el, a tovabbiakban igy (ill. réviden: AKT eljarasként)

hivatkozunk ra.

crer

igérkezett a Pgp kiillonb6zo revertald szerekkel és szubsztratokkal valé kodlcsonhatasa
soran bekovetkezd konformacio-valtozasainak észlelésére és kétféle konformacio-
valtozés — és ez alapjan kétféle modulator/szubsztrat kategoria — elkiilonitésére. Ezért
az AKT eljarast kiterjesztettiik szamos Pgp szubsztrat/modulator vizsgalatara (1d.

késSbb).

s rer

A rendelkezésiinkre 4all6, nem konformacio-érzékeny anti-Pgp antitestek
barmelyikét alkalmazva az UIC2 parjaként, ugyancsak jelentds kiilonbség
mutatkozott a masodikként hozzdadott antitest felkotédésében CSA jelenlétében ill.
tavollétében. Pl. az MRK16, 4E3, MM6.15 vagy MM4.17 antitest kotodése modulator
tavollétében nem valtozott jelentésen az UIC2 kotddését kovetden, mig CSA
jelenlétében az UIC2 teljesen meggatolta az elébb felsorolt antitestek barmelyikének
kapcsolodasat a fehérjéhez, €16, Pgp-pozitiv sejteken. Forditott antitest sorrend
alkalmazasakor, ha jeloletlen MMI12.10-zel inkubaltunk el0szor, az teljesen
megakadalyozta a masodjara adott UIC2 antitest felkdtddését (modulatorok

tavollétében is).



Az AKT-teszt, az UIC2-shift és a pumpa-gatlas szimultan mért eredményeinek
korrelacios vizsgalata

Szimultan, azonos sejtmintakon végzett kisérletekben hasonlitottuk Gssze az
antitest kompeticié6 mértékét, a Pgp pumpa funkcigjat és az UIC2-shift nagysagat,
drogok (verapamil, vinblasztin és CSA) jelenlétében és tavollétében. A revertalo
szerek eltérd viselkedése (a CSA és a verapamil élesen kiilonb6z6 hatdsa az antitestek
enged kovetkeztetni, hogy a CSA és az antitestek egylittes jelenlétében kialakulod
konformacids allapotot a masodikként alkalmazott antitest kotodése érzékenyebb
modon detektdlja, mint maganak a konformacié-érzékeny antitestnek (UIC2) a

kotodése.

Az antitest kompeticios jelenség vizsgalata UIC2 Fab fragmentumainak alkalma-
zasaval

A teljes antitesttel tapasztalt kompeticios jelenséget CSA eldkezelés esetén a
monovalens UIC2 Fab fragmentummal is észleltiik, azaz ekkor az UIC2 egy variabilis
régidja is elegendd az epitoppal vald kapcsolat kialakitdsdra és azon keresztiil a

masodikként alkalmazott, jelolt mAt kotédésének meghiusitasara.

A kompeticios jelenségben manifesztalodo konformdcios dllapot kialakitasaban
erintett fehérje-domeén meghatarozasa

Az antitestek kozott a Pgp-vel kialakithatd kotésekért végbemend versengés
legegyszeriibb magyarézata, ha epitdpjaik kozeliek vagy atfedoek.

Az MM12.10 antitest komplex epitéppal rendelkezik a Pgp-n, mely magaba
foglal a 4. és a 6. extracellularis hurkon 1év6 peptid szekvencidkat. Az UIC2
ellenanyag epitopjat kialakité peptidszakaszok az MM12.10-zel azonos extracellularis
(e.c.) hurkokon, részint atfedésben talalhatoak, illetve az 1. e.c. hurkon rendelkezik
egy diffuz, a kotésben valodszintileg érintett teriilettel. Hasonlo atfedést tapasztalunk az
MM6.15 antitest esetében is. Az altalunk leirt kompeticios jelenség ¢és az a
megfigyelésiink, mely szerint az MM12.10-zel torténd inkubacid teljesen meggatolja
a késébbi UIC2 antitest kotddését, arra utalnak, hogy a két mAt a fehérje 4. vagy a 6.
e.c. hurkai kotéséért verseng. Mivel a 4. extracellularis hurokra specifikus MM4.17
antitest helyettesiteni képes akar az MM12.10, akar az MM6.15 antitestet az UIC2

antitesttel vald versengésen alapuld kisérletben, az UIC2 Pgp-hez valo



kapcsolodasaban is megnyilvanuld konformacid-valtozas kritikus mozzanata

feltehetden a 4. e.c. hurok teriiletén zajlik.

ATP-deplécio hatasa a mAt kompeticios jelenségre

Az UIC2 reaktivitasat fokozza, vagyis UIC2-shift-et idéz eld a sejtek ATP-
deplécidja is. Ezért ATP hidnyos allapotot idéztiink elé Pgp-t kifejezd sejteken és

Oligomicin, vagy 2-deoxi-D-gliikoz ¢és natrium-azid egylittes hatasara
bekovetkezd ATP-deplécio utan az UIC2 teljes mértékben meggatolta az MM12.10
késobbi felkotddését, hasonldoan a CSA-hoz. Tehat a CSA és a vinblasztin ugyanolyan
eredményez. Ebbdl az a kovetkeztetés adodik, hogy a katalitikus ciklus azon
staddiumaiban kedvez6 a fehérje konformécioja az UIC2 antitest kotédése szdmara,
amelyben a Pgp-hez vagy még nem kotédik ATP, vagy mar megtortént az ATP

hidrolizise.

Az UIC?2 antitest kotodésének vizsgalata az inkubdcios ido fiiggvényében

Az UIC2 antitest kotédését az inkubacios 1d6 fiiggvényében kovettiilk nyomon.
Kisérleteink eredményei alapjan elmondhatd, hogy az UIC2 kotddése a pumpa jo
szubsztratja, a verapamil jelenlétében sem kozelitette meg a CSA mellett kapott
értéket, még tobb oras inkubalés esetén sem. Ennek lehetséges magyarazata az, hogy
a Pgp Kkatalitikus ciklusa verapamil jelenlétében vagy gyorsan athalad azon a
stadiumon, vagy kihagyja azt a stddiumot, melyben kialakulhatna az UIC2 kotodés
szamara kedvezd konformacios allapot, amelyet viszont a CSA Iétrehoz. Elképzelhetd
az is, hogy az UIC2 mAt masképpen kotddik CSA, vinblasztin jelenlétében, ill. ATP-

depletalt koriilmények kozott, mint pl. verapamil mellett.

Az UIC? antitest pumpa-gatlo hatasanak modulator fiiggése

Ismert az UIC2 azon tulajdonsaga, hogy MDR sejtekben gatolni képes a Pgp-
szubsztratok kiaramlasat és szignifikansan noveli az alkalmazott, Pgp altal is szallitott
drogok citotoxicitasat, mig azonos kisérleti koriilmények kozott mas Pgp ellenes

antitestek erre nem képesek.
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Kimutattuk, hogy a CSA wugyanolyan hatast valt ki az antitestek
az UIC2 a Pgp-t egy olyan atmeneti konformacioban fogja meg, ahol sem ATP-t, sem
ADP-t nem két, gatolva ezzel annak tovabbi ATP kotését és igy a pumpa miitkodését.
Mivel feltételezhetd, hogy CSA mellett az UIC2 mAt masképpen kotddik, mint pl.
verapamil mellett, ezért azt vartuk, hogy a CSA vagy a verapamil jelenlétében
felk6todott UIC2 a pumpa-gatlasban is kiilonb6zoképpen viselkedik. Ezért CSA és
verapamil mellett kotottiik fel az UIC2 mAt-et, majd BSA tartalmu oldattal mosva a
sejteket a modulatorokat kvantitative eltavolitottuk, majd a pumpa miikodését

Megallapitottuk, hogy a CSA mellett felkotodott UIC2 a CSA kimosésa utan
is teljesen gatolja a Pgp miikodését. Feltételezziik, hogy a CSA hatasara kialakulo
konformacié az UIC2 segitségével rogzithetd, mig a verapamil esetén vagy nem
alakul ki ez a konformacio, vagy ekkor az UIC2 azt nem képes rdgziteni.
Valoésziniileg ez az allapot manifesztalodik az AKT jelenségben is és ebben a

,befagyasztott” allapotban a fehérje nem képes pumpafunkciojat ellatni.

rezonancia energiatranszfer mérésekkel

Eddig bemutatott eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy két
kiilonbozd Pgp ellenes antitest egyszerre egyazon Pgp molekuléra is felkotddhet. Ez
az elképzelés (CSA tavollétében felkotott) UIC2 és pl. az MM12.10 molekularis
kozelségét prediktalja, melyet FCET metodikaval vizsgaltunk meg. A CSA
jelenlétében és tavollétében is elvégezett FCET méréseink magas energiatranszfer
eredményei alapjan két elképzelés is lehetséges, nem zarva ki azok egyidejli jelenlétét
sem:

e cgyetlen fehérje képes megkotni a kétféle anti-Pgp antitestet,

e Pgp-homoaggregatumok vannak jelen a sejtfelszinen.
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2. A Pgp topologiai viszonyainak vizsgdlata a plazmamembrdanban

A Pgp sejtfelszini lokalizdaciojanak vizsgalata konfokadlis lézermikroszkopia
alkalmazasaval

Az AKT jelenség és az UIC2-shift egyik olvasata az, hogy kétféle Pgp
populacié van jelen a sejteken: az UIC2 altal modulatorok nélkiil is megjeldlhetd Pgp-
k és azok, amelyek UIC2-t csak pl. CSA jelenlétében kotnek (de mas anti-Pgp mAt-
eket, pl. MRK16-ot vagy MM 12.10-et stb. modulatorok nélkiil is). A masik olvasata a
két, egymassal szoros kapcsolatban allo jelenségnek az, hogy CSA jelenlétében az
UIC2 nagyobb aviditassal kotédik és igy a sejtfelszini Pgp-k nagyobb hanyadat jeldli.
Utbbbi lehetdség, mint kizardlagos magyarazat ellen szo6l az a tény, hogy telité mAt
koncentraciok alkalmazasa esetén észlelhetd mindkét jelenség.

Konfokalis 1ézermikroszkopia segitségével megvizsgaltuk a P-glikoprotein
eloszlasat a sejtmembranban. A fehérjék heterogén eloszlasat tapasztaltuk: az UIC2-
vel moduléatorok tavollétében is jelolhetd Pgp-k a sejtmembranban a CSA mellett
felkotodott mAt-tél tobbé-keveésbé elkiiloniilt doménekben foglalnak helyet. Ez az
elkiiloniiltség lehet maganak az antitest-kdtésnek az eredménye, ill. megelézheti azt.
A mikroszkopids megkdzelitésben a ,reprezentativ”’ sejtek kivalasztdsa szubjektiv
elemekt6]l nem mentes, ezért egy masik stratégiat is kiprobaltunk a fenti heterogenitas
igazolasara. Ez a stratégia egyben a Pgp intramembran ¢és citoszkeletalis

.....

eljaras kidolgozéasahoz is vezetett.

A Pgp intramembran és citoszkeletalis asszociacidinak tanulmanyozasa

Sejtfelszini Pgp Triton X-100-zal valo kioldhatosaganak vizsgalata

A KB-VI sejtek plazmamebranjaban 1évé Pgp Triton X-100 kioldasi
kinetikajat vizsgaltuk a fehérje és detergens rezisztens mikrodomének kapcsolatanak
tanulmanyozasahoz.

KB-V1 sejteken mind a CSA kezelés mellett, mind az anélkiil UIC2 antitesttel
azonosithatd Pgp-k egy része detergens rezisztens lipid mikrodoménekben talalhato.
Megfigyelhetd, hogy a detergens rezisztens Pgp-k ardnya (vagyis azok atlagos
detergens rezisztenciaja) CSA mellett és CSA tavollétében egymastol kiilonbozé. Ez
utébbi megfigyelés arra utalhat, hogy a CSA kezeléssel elkiilonithetd kétféle Pgp
populécié eltérd lipid mikrokdrnyezetben talalhatd, hiszen a CSA jelenlétében a Pgp
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nagyobb aranyban oldodik ki a membranbol. Hasonlé eredményeket kaptunk Pgp-t
expresszalo transzfektalt NIH 3T3 sejtvonalon is.

Ha a sejtfelszini Pgp molekuldkat az UIC2 antitestek kozvetitésével
(poliklonalis antitest alkalmazasaval) keresztkotottiik, TX-100 hatdsdra a mintdk
fluoreszcencia intenzitasa jelentdsen nem csokkent, vagyis a — megjelolt — Pgp-k
tobbsége lipid tutajokhoz rdgziilve maradt. Tehat a keresztkotések hatasara a
kezdetben kismértékii detergens rezisztencia jelentésen megnd, ami legegyszeriibben
ugy magyarazhat6, hogy az ujabb Pgp molekuldk a mar eléz6ekben tutaj-asszocialt

Pgp-khez keresztkotddnek és igy immobilizalodnak.

Sejtfelszini Pgp Nonidet P-40-nel valo kioldhatosaganak vizsgalata

A citoszkeletdlis rogzitettség vizsgalatdira KB-V1 sejtek membranjaban 1évd
Pgp molekuldk Nonidet P-40 kioldési kinetik4jat tanulméanyoztuk.

CSA kezelés alkalmazasa nélkiil az UIC2 mAt-tel jelolhetd Pgp tobbsége az
NP-40 hatdsara a membranbdl nagymértékben eltavolithat6, amely a modulatorral
vald kezelés hatdsara sem valtozik jelentdsen. Ha a kisszdmu rogzitettséget mutato
Pgp molekuldhoz a tobbit ellenanyag segitségével keresztkotottiik, akkor ez jelentésen
megndvelte a sejthez rogziilt molekuldk aranyat. Mindezek alapjan megallapithatjuk,
hogy a plazmamembranban kifejez6dé Pgp-k antitest indukalta citoszkeletalis

rogzitettsége csak kismértékii, amely keresztkotés hatdsara megnovekszik.

3. Konformacio-valtozdasok detektilasan alapulo modszer lehetséges gyakorlati

alkalmazasai

3.1. Klinikai, elsosorban hemoproliferativ korképekben a Pgp kifejezodés

vizsgalatara alkalmas eljards

Az els6 fejezetben bemutatott, az UIC2/MM12.10 antitestek kompeticidjara
épiild eljarasban — az UIC2-shift-hez képest — Iényegesen né a Pgp konformacio-
véltozasa/valtozasai kimutathatosaganak érzékenysége. A teszt alkalmas lehet emberi
diagnosztikus célra, ahol elsésorban multidrog-rezisztens, vagy ilyennek gyanitott
sejteken mutathatja ki funkciondlis, vagyis modulatorok 4altal befolydsolhato

konformécioju és aktivitasi Pgp-k jelenlétét.
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Az AKT-eljaras jol reprodukalhatdé volt nem csupan a huméan mdrl
transzfektalt NIH 3T3 sejtvonalon, hanem a szelektalt KB-V1 sejtvonalon és a Pgp-t
alacsonyabb fokban kifejez6 KB-8-5 sejteken is.

Az AKT eljardsban alkalmazott szubsztrat/moduldtor koncentracio
meghatarozasahoz széles koncentracid tartomanyban vizsgaltuk kiilonb6z6 drogok
pumpa gatld hatasat a calcein AM tesztben. Kisérleteinkhez a legnagyobb mértéki
Pgp gatlast eredményezd, még nem toxikus drog-koncentraciot valasztottuk. Abban
az esetben, ha a drog nem volt képes maximalisan gatolni a pumpa funkciot, akkor a
legmagasabb, de még nem citotoxikus koncentracidt alkalmaztuk. Az AKT teszt
kidolgozasakor figyelmet kellett forditanunk arra, hogy a sejtpusztulas kezdeti fazisa
ATP-deplécidt okozva az AKT-ban ,,CSA-szerli” (magas Ruiompeticis €rtékben
megnyilvanulo) valaszt is eredményezhet. Vagyis az AKT artefaktum mentes
analizis€¢hez nélkiilozhetetlen az aramlési citometrids analizis, amelyben lehetOség
van a mar elpusztult ill. a sejtelhalds membran-permeabilizacios szakaszaba 1€p0 és az
€10 sejtpopuléciok elkiilonitésére.

A szubtoxikus koncentracidban alkalmazott, vagy az ATP-4z aktivitasat
serkentd, de valdjaban a magas AKT-értékre jellemzd konformdaci6d véltozast nem
indukalé drogok esetén az intracellularis ATP-szint csokkenésének hatdsara is
novekedhet UIC2 kotddése, amely a fluoreszeencia eloszlési hisztogram heterogenitasat
eredményezheti. A fentiek miatt az AKT hatds diagnosztizalasaban a kis AKT értéket
mutatd sejtpopulécid jelenlétét vagy hidnyat és a heterogenitds koncentracio-fliggését
tekintettiik mérvadonak.

A sejtvonalakon szerzett pozitiv tapasztalataink hatdsara a DE OEC Klinikai
Biokémiai ¢és Molekularis Patholdgiai Intézetével kollaboracioban elkezdtiik

hematolédgiai beteganyag mintdinak AKT-tesztelését.

14



3.2. Vegyiilet-panelek sziirése, uj, hatékony revertilo szerek kifejlesztése

céljabol

Harminc anyagon elvégzett AKT teszt és parhuzamosan végzett calcein-AM
teszt eredményét Osszegeztiikk. A Pgp szubsztratjai, modulatorai — e két teszt tiikkrében
— harom csoportba sorolhatoak, szemben az UIC2-shift eljarassal (vagy akar a calcein
AM teszttel), melyek 1ényegében nem kiilonboztetik meg pl. a CSA, a taxol, vagy az
aktinomicin D hatasat. A vegyiiletek kiilonb6z6 csoportba soroldsa azok pumpa-gatlo
hatasukon alapul. A CSA-szerli modulatorok kozé tartoznak a Pgp funkciojat teljes
mértékben gatolni tudd és az AKT tesztben nagymértékli antitest-kompeticiot
el6idézd anyagok, mint pl. az ivermektin, a vinblasztin vagy a CSA anal6g-SDZ PSC
833. A verapamil-tipust vegyiiletek (verapamil, emetin, kinin, kinidin, mibefradil
stb.) a calcein-akkumulacié erds gatlasara képesek, azonban a hatasukra fellépd
antitest-kompeticio, a kezeletlen kontrol sejtekhez képest csak gyenge, vagy kozepes
mértékli. A harmadik csoportba sorolhatéoak azok az anyagok, melyeknek nincs
szamottevo hatasuk sem a festék-akkumulacioban, sem az AKT-ban.

Eredményeinket tanulmanyozva érdekes korrelacido figyelhetdé meg, mely
szerint a CSA-szerli vegyiiletek mindegyike hatékony revertald szere a Pgp-nek.
Tovabba, a CSA-szerli anyagok idézik elé azt a konformaciét, melyhez kapcsolodva
az UIC2 egyben gatolni képes a fehérje pumpa funkciojat.

Az azonos csoportba tartoz6 4gensek jellemzdit (kémiai szerkezet,
molekulastly, sejtbeni célpont, ATP-az aktivacid) Osszehasonlitva egyelére nem
talaltunk olyan ko6zos tulajdonsagot, mely molekularis vagy fizikokémiai szinten

megmagyarazhatnd a fentiek szerinti eltérd viselkedéstiket.
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EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1. Kidolgoztunk egy, a funkcionalis Pgp kimutatdsara alkalmas fluoreszcencias
modszert, az AKT eljarast, mely egy konformacio-érzékeny (UIC2) és egy nem
modulacidja sordn bizonyos revertald szerek (pl. CSA, vinblasztin) és az UIC2 mAt
egylittes hatdsara kialakuld konformacids allapotot a masodikként alkalmazott mAt
kotodése érzékenyebb modon detektalja (AKT eljaras), mint maganak az UIC2
antitestnek a kotédése (UIC2-shift).

2. Az AKT teszt eredményein ¢és irodalmi adatok alapjan arra kovetkeztettiink,
hogy a Pgp — az UIC2 mAt fehérjéhez vald kotddése mértékében megnyilvanuld —
konformécio-valtozasanak kritikus mozzanata valdszintileg a 4. e.c. hurok teriiletén
zajlik. ATP-deplécids kisérletekben kimutattuk, hogy az UIC2 szaméra kedvezd
konformécios allapotban a fehérjéhez nem kapcsolodik ATP vagy az ATP hidrolizise

mar megtorteént.

3. Kidolgoztunk egy gyors kisérleti eljarast, amely a mas munkacsoportok altal
kordbban leirt, wvariabilis ¢és kozepes mértekli UIC2 pumpa-gatld hatast
reprodukélhatdan teljessé teszi. Ezen eljards alkalmazésaval megallapitottuk, hogy a
CSA hatésara kialakulo, az UIC2 segitségével rogzithetd konformacios allapotban a

fehérje pumpa funkciojat elldtni nem képes.

4. A Pgp topologiai viszonyainak konfokalis 1ézer mikroszkopids vizsgalata
soran a fehérje heterogén elhelyezkedését figyeltik meg a sejtmembranban.
Sejtfelszini Pgp Triton X-100-zal vald kioldhatosdganak vizsgélataval arra
kovetkeztettiink, hogy a CSA kezeléssel elkiilonithetd kétféle Pgp populacio eltérd
lipid mikrokdrnyezetben talalhatd. Nonidet P-40 detergenssel végzett membran
kioldasi kisérletek alapjan megaéllapitottuk, hogy a sejtfelszini Pgp-k citoszkeletélis
rogzitettsége modulator nélkiil kismértékii, azonban keresztkotés hatdsara jelentésen

megnovekszik.

5. Az altalunk kifejlesztett AKT eljaras jol reprodukalhaté a Pgp-t alacsonyabb
mértékben kifejezd sejtvonalakon is. Igy varhatéan a modszer alkalmas lesz klinikai

diagnosztikai célokra is.
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6. Harminc kiilonb6z6 vegyiilet és az AKT teszt kapcsolatat vizsgalva
megallapitottuk, hogy a CSA-szerli vegyliletek csoportjaba tartoz6 anyagok
mindegyike hatékony revertald szere a Pgp-nek, ami a teszt hatékony moduléatorok

szlirésére valo alkalmassagara utal.

GYAKORLATI JELENTOSEG

A dolgozatban bemutatott AKT mddszer alkalmas lehet multidrog-rezisztens,
vagy ilyennek gyanitott sejteken funkcionalis Pgp kimutatasara. Tovabba, az eljarast
alkalmasnak véljiik hatékony(abb) modulatorok kimutatdsara, keresésére, sziirésére
ill. szelektiv tesztelésére, mely célt az e targyban beadott szabadalmunkat vizsgalo
nemzetkdzi szabadalomiigyi eljaras sordn elfogadtak (PCT/HU02/00025 02/03/2001,
74.523/SZE; 02707028.3-2404-PCT/HU0200025). A multidrog rezisztenciat okozo
pumpa-fehérjék kimutatasdnak calcein AM akkumuléacion alapuld diagnoszikus
eljarasat az antitest-kotddés nytjtotta specificitassal 6tvozve, kidolgoztunk egy
kombinalt kisérleti eljarast, amely azt fontos diagnosztikai informacidval egészitheti
ki, annak klinikai hasznosithatosagat javithatja.

Az AKT jelenség altalanosithatdo lehet mas bioldgiai rendszerekben is a
kovetkezd feltételrendszer teljesiilésekor: két, azonos receptorhoz kapcsolodo antitest
vagy ligandum alkalmazott koncentracidik ill. affinitdsuk aranyaban kapcsoldédnak a
fehérjéhez. Utobbi paraméterek megvaltozhatnak a fehérje konformacié-valtozasaval.
Az egyes antitestekre vagy ligandumokra értelmezhetd affinitas-valtozas altalaban
csekély, kimutatadsa pusztan egyetlen antitest vagy ligandum felk6tédott hanyadanak
meghatarozasaval pontatlan, nem kell6 érzékenységili. Ha a két antitest vagy ligandum
ugyanazon, vagy atfedd, esetleg egymassal allosztérikusan csatolt receptorhoz, vagy
epitophoz kotddik, akkor az egyik kotddésének ndvekedése a masik csokkenésével
jarhat egyiitt. fgy az AKT modszer altalaban alkalmas lehet kiilonboz6 fehérjék (é16
sejtben kifejez6dd vagy izolalt-, ill. mesterségesen eldallitott receptorok, antigének,
pumpak) konformdcios valtozasainak, ligandumokkal, antitestekkel, szubsztratokkal,

modulatorokkal valé kapcsolatanak vizsgélatara.
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