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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ABC ATP-ko6té domén (ATP Binding Cassette)

ABCA-ABCG ABC-transzporterek hét alosztalya és az azokba tartozod fehérjék (alosztalyokon beliili
szamozassal: pl. ABCA1)

biotin biotinamido-kapronsav-N-szukcinimidil észter

BSA albumin marha vérsavobol (Bovine serum albumin)

calcein AM calcein acetoxi-metilészter

Cy3 és Cy5 szulfoindocianin-szukcinimidil észter tipust festék szarmazékok

CSA ciklosporin A

DNR daunorubicin

EM elektronmikroszkopia

FRET fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer (Fluorescence Resonance Energy Transfer)

FCET aramlasi citometrias fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer

FITC fluoreszcein-izotiocianat

LmrA Lactococcus lactis (tejsav baktérium) multidrog rezisztencia fehérjéje

mAt monoklonalis antitest

MDR multidrog rezisztencia (altalanosan)

mdrl az emberi P-glikoproteint kodolo gén

NBD ATP-kotohely (Nucleotide Binding Domain)

NP-40 Nonidet P-40, detergens

Pgp P-glikoprotein, ABCB1 vagy MDRI1 fehérje

PI propidium-jodid

RaMlIgG nyulban termeltetett egér ellenes antitest (Rabbit anti-Mouse Immunglobulin)

sFx 6-(fluoreszcein-5-karboxiamido)-hexanoilsav szukcinimidil észter

TMD transzmembran domén (Transmembrane Domain)

TX-100 Triton X-100, detergens

UIC2-shift jelenség, mely soran az UIC2 mAt koétddése 2-4-szeresére novekszik pl. vinblasztin, taxol,
ciklosporin szarmazékok, stb. jelenlétében a Pgp-t kifejezd sejteken (Mechetner és mtsai,
1997)



1. BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

1.1. A multidrog rezisztencia fenotipus és a kezdet

Rosszindulati daganatos megbetegedések kezelésére a sugarterapias és sebészeti
megoldasok mellett a kemoterapiat alkalmazzak. Sajnos a daganatos sejtpopulacion beliili
klonalis evolucids folyamatok eredményeként szadmos kiilonb6z0 kemoterapias szerrel
szemben alakulhat ki rezisztencia, ami csokkenti a gyogyulés, illetve a talélés esélyét. A
daganatos megbetegedések egy részében a kemoterapias kezelés hatasara kezdeti gydgyulas
figyelhetd meg, majd késobb a daganatos szovetekben megjelend egyes géntermékek (1d.
késdbb) un. ,,szerzett” rezisztenciat eredményeznek, mely hatdsara a gyogyuldsban visszaesés
kovetkezik be. Ezzel szemben példaul a tiidd, vagy a bél karcindmai esetén az egészséges
szovetekre eleve jellemz0 tigynevezett ,,intrinsic” rezisztencia ill. annak fokozodasa okozza a
kezelés eredménytelenségét.

Mivel a malignus tumorokban a kiilonb6z6 kemoterapids szerek alkalmazasa nyoman
fellépd gyodgyszer-rezisztencia in vivo tanulmanyozésa rendkiviil nehéz, a jelenség
farmakologiai, biokémiai és molekularis alapjainak megismeréséhez a rezisztenciat mutatd
sejtvonalakra volt sziikség. 1970-ben Biedler ¢s Riehm aktinomicin D-vel szelektalt kinai
aranyhorcsog sejtkultarat, amely rezisztenssé valt egyidejiileg tobb, szerkezetében é&s
funkcidjaban eltéré agensre is, azaz tobbszords kereszt-rezisztencia alakult ki (Biedler &
Riehm, 1970). Az 1970-es évek soran szamos olyan humdn és ragcsald sejtvonalat
szelektaltak kiilonbozé kutatéesoportok, melyek nem csupan rezisztensek voltak, hanem
kereszt-rezisztenciat is mutattak valamely lipofil sajatsagu, els6sorban a novényi alkaloidok
vagy antitumor antibiotikumok csaladjdba tartozd citosztatikus vegyliletre. Az ilyen
sajatsagokkal jellemezhetd fenotipus megjelenése a multidrog rezisztencia (MDR) jelensége.
A multidrog rezisztencia hatterében all6 mechanizmusok megértésére vald igen intenziv
torekvés egyik fontos oka a jelenség rendkiviili klinikai jelentésége.

A daganatos sejtpopuldciok talélésének tobbféle biokémiai mechanizmus is okozdja
lehet, igy példaul a terapidban alkalmazott szerek transzportja, a metabolizmusukat iranyitd
enzimek fokozottabb miikodése, a target enzim, pl. a topoizomerdz Il mutacidja, vagy az
apoptozis folyamataban bekdvetkezd valamilyen rendellenesség (McClean & Hill, 1992;

Bosch & Croop, 1996). Ezen mechanizmusok hatasara csokkenhet a gyogyszerek felvétele,



aktivacioja, eloszlasa, kotddése, esetleg ndhet azok inaktivacidja, kipumpalasanak mértéke, a
szervezet toleranciaja (Gottesman & Pastan, 1993; McClean & Hill, 1992; Bosch & Croop,
1996). Ezen védekezési mechanizmusok egy része csak egyféle vegyliletcsoporttal szemben
okoz rezisztenciat, masok a vegyiiletek széles spektrumaval szemben, az apoptotikus
utvonalak megvaltozasanak jelentésége pedig vitatott.

A “klasszikus” multidrog rezisztencia a citosztatikumok ,széles spektrumaval”
szemben alakulhat ki. Olyan amfifil-lipofil természeti anyagok sejtbdl kifelé iranyuld
szallitasat foglalja magéba, melyek szerkezete kevés hasonlosdgot mutat és méretiikben is
eltéréek; altaldban a 300-1200 g/mol tartomanyba esnek. A szamos kiilonbdzd sajatossagu
lipofil vegyiilet elszallitdsara Dano, egy aktiv efflux pumpa miikodését tételezte fel a
multidrog-rezisztens sejteken (Dano, 1973). Ezt a modellt tamasztotta ald az a megfigyelés is,
mely szerint a sejtekben az anyagcserét géatld szerek hatasdra a drogok akkumuldcidja
megnovekedett. Ezzel szemben Skovsgaard és Ling az MDR jelenségét a csokkent drog-
influxszal magyaraztak, mig Beck és munkatarsai elképzelése szerint a rezisztens sejtekben a
drogok megvaltozott intracellularis kotddése/eloszlasa okozza a megfigyelt csokkent
akkumulaciot (Skovsgaard, 1978; Ling és mtsai, 1983; Beck és mtsai, 1983).

Ezen korai (influx-efflux) tanulméanyok ravildgitottak annak lehetdségére, hogy a
multidrog-rezisztens sejtek drog transzportja szoros Osszefiiggésben lehet a plazmamemb-
ranban bekdvetkezd valtozasokkal. 1976-ban Ling munkacsoportja egy altaluk szelektalt
kolhicin-rezisztens sejtvonalon egy glikoprotein megndvekedett expresszidjat irta le (Juliano
& Ling, 1976). Ez a kb. 170 kDa méretli molekula a P-glikoprotein (MDR1). Ezen fehérje
magas expresszios szintjét talaltdk mas emlés MDR sejtvonalakon is, Bell és munkatérsai
néhany, kemoterapiara rezisztens petefészek daganatban is kimutattak (Bell és mtsai, 1985).
Kartner kiilonb6z6 drogokra szelektalt human eredeti leukémids és petefészek karcinoma
sejtvonalakon korrelaciot figyelt meg a P-glikoprotein expresszids szintje és a multidrog
rezisztencia mértéke kozott (Kartner és mtsai, 1983; Kartner és mtsai, 1985). Roninson egy
1986-ban megjelent publikaciojaban ramutatott két kapcsolt DNS szekvencia, az mdrl és az
mdr2 gén amplifikacidja és a multidrog rezisztencia mértéke kozotti Osszefiiggésre (Roninson
és mtsai, 1986). Még ebben az évben Ueda és munkacsoportja bebizonyitotta, hogy az mdrl
gén kodolja a Pgp-t (Ueda és mtsai, 1986), majd az mdrl mRNS jelenlétét normal human

szovetekben is kimutattak (Fojo és mtsai, 1987).

Az MDR sejtvonalak tovabbi vizsgalata soran felmeriilt egy, nem a Pgp-hez

kapcsolodo, de mechanizmusaban nagyon hasonl6 MDR fenotipust okozo fehérje jelenléte is



a drog-rezisztens sejtvonalakon. Ezeket a sejteket a Pgp-t kifejezd sejtekhez hasonldan, a
drogok lecsokkent intracellularis akkumulacidja jellemzi, amely P-glikoprotein expresszid
nélkiili energia-fliggd drog efflux hatasara alakul ki. 1992-ban azonositottdk az in. MDR-
kapcsolt fehérjét (MRP1) (Cole és mtsai, 1992), majd 1998-ban a BCRP-t (Breast Cancer
Resistance Protein) (Doyle és mtsai, 1998), amelyek multidrog rezisztenciat eredményeztek
Pgp-negativ MDR sejtvonalakon.

Tovabbi jelentds Osszefiiggésekre vilagitott ra a P-glikoproteint kodolo mdrl gén DNS
szekvenciajanak analizise. Az 1980-as években DNS és fehérje adatbazisokban jelentds
homologiat talaltak a Pgp ¢és szamos bakteridlis fehérje nukleotid-kotéhelyének
szekvenciajaban ill. ezen fehérjék membran transzport-funkcidval kapcsolatos szerepében
(Chen és mtsai, 1986; Gerlach és mtsai, 1986; Gros és mtsai, 1986). Trezise jelentds
hasonlésagot talalt a cisztikus fibrozis (CFTR, cisztikus fibrézis transzmembran konduktancia
regulator) gén terméke és a Pgp kozott a fehérjék szerkezeti jellemzdi alapjan (Trezise és
mtsai, 1992). Nagy szamu prokaridta €s eukaridta membran-transzporter 6sszehasonlitasaval
egy nagy fehérje csalad korvonalazodott, melynek a Pgp egy prototipusa és amelyek
szekvencia- ¢s molekularis mechanizmusbeli hasonlosaggal és kozos evolucios eredettel
jellemzhetdk. Ezen 0 membran-transzporter csalddot ABC-transzporter fehérje-csaladnak
nevezték el (Higgins, 1992). Az elnevezés a fehérjék ATP-kotohelyének (ATP-binding
cassette) nagymértékli evoluciés konzervaltsdgara, valamint az ATP kotésének és
hasznositasanak hasonlé mechanizmusara utal (Higgins, 1992). Az ABC-transzporterek az
eddig vizsgalt Osszes fajban a baktériumoktol az emberig megtalalhatok. A fehérjék az ATP
hidrolizisének energidjat felhasznalva szallitjak szubsztratjaikat, melyeknek kémiai természete
rendkiviil széles skalan mozog — az inorganikus ionokt6l kezdve, a lipideken keresztiil
nagyméretli polipeptidekig. A csalad valtozatos tulajdonsagu tagjai a kutatas kozéppontjaba
keriiltek, mivel szamos fontos biologiai folyamat és klinikai probléma (mint példaul az

antigén prezentacio, a cisztikus fibrézis és az MDR) hatterében allnak.



1.2. Az ABC-transzporterek

Az ABC ,;szuper-csalad” a legnagyobb és egyik legjelentdsebb fehérje transzporter
csalad, melynek szdmos tagja van mind a prokariétakban, mind az eukaridétakban. Az ABC-
transzporter fehérjék a sejtek plazmamembranjaban vagy sejtorganellumainak membrénjaban
elhelyezkedve szabalyoznak kiilonb6zd fiziologids funkciokat, igy példaul: mérgezd anyagok
kivalasztasat, sejtek anyagfelvételét, jelatadast (Higgins, 1992; Childs & Ling, 1994; Dean &
Allikmets, 1995). Tagjai szdmos kiilonbozé vegylilet szallitdsat végzik a sejt extra-, ill.
intarcellularis membranjain keresztiil, pl. cukrok, aminosavak, révid szénlanci peptidek,
szervetlen ionok transzportjat, vagy lipidek, epesavak, glutation konjugatumok, esetleg
anyagcsere termékek pumpalasat (Higgins, 1992). A fehérjék egy része ATP energidjanak
felhasznalasaval koncentracid gradienssel szemben képes szubsztratjait pumpalni (pl: Pgp és
MRP1), mas tagjai csatornaként mikddnek (pl. CFTR), vagy esetleg egy nem ABC-
transzporter fehérje miikodését szabalyozzak (pl. SUR1 (szulfonurea receptorl)).

Mai tudasunk szerint a huméan genom mintegy 49 kiilonb6z6 ABC-transzporter génjét
tartalmazza, ebbdl 24-rdl ismert, hogy olyan fizioldgias funkcioval bir, mely egy-egy emberi
velesziiletett megbetegedés hatterében all. A fehérjéket hét alosztalyba soroljuk, ABCA-t6l
ABCG-ig, génstruktirabeli hasonlésaguk, a kiilonb6z0 szerkezeti egységek sorrendje
valamint nukleotid-ko6td és transzmembran doménjeik homoldgiaja alapjan.

A kovetkez6 tablazat (1. tablazat) néhany fontosabb ABC-transzportert €s szerepiiket

foglalja Ossze:



1. tablazat

Meéret Jelentdség (tulzott expresszio va
Elnevezés Név (aminosa- Szoveti specificitds Funkcié Seg (T 011 EXpresszio vagy
. miikodésképtelenség)
vak szdma)
hidrofob vegyiiletek
- LmrA 590 citoplazmamembréan ) antibiotikum rezisztencia
transzportja, bakteridlis
hidrofob vegyiiletek,
- STE6 1290 szaporodasi feromon sterilitas
transzportja, eukariota
szamos szovetben koleszterin és
ABCALl ABC1 2261 megtalalhato/ foszfolipid transzport, Tangier kor
plazmamembran (apikalis) | Aumdn
szamos epithélium, vér-agy )
Pgp vagy hidrofob vegyiiletek
ABCBI1 1279 gat, vese/ plazmamembran ) multidrog rezisztencia
MDRI1 o transzportja, humdn
(apikalis)
szamos szdvetben antigén prezentacio immunodeficiencia
ABCB2 TAPI 808 lalhato/ i ek b limfoc
megtalalhato oligopeptidel Un. egyes-tipusu ,,bare” limfocita
ABCB3 TAP2 653
endoplazmatikus retikulum | transzportja, humdn szindréma
o un. harmas-tipust progressziv
MDR3 vagy foszfatidilkolin
ABCB4 1279 hepatocita familidris interhepatikus
MDR2 transzport, human )
cholestastasis
epesav transzport, un. kettes-tipusu progressziv
ABCBI11 sPgp 1321 hepatocita o ) .
humdn familiaris intrahepatikus cholestasis
szamos szovetben
megtalalhato/ hidrofob vegyiiletek,
ABCC1 MRP1 1531 plazmamembran glutation-konjugatumok multidrog rezisztencia
(bazolateralis) és transzportja, humdn
endoszomak
multispecifikus szerves
anion transzporter,
MRP2 maéj, bél, vese/ ) o . )
ABCC2 1545 o konjugalt bilirubin Dubin-Johnson szindréma
(cMOAT) plazmamembran (apikalis) )
kivalasztasa az epébe,
human
tiidd, bél/ plazmamembran
ABCC7 CFTR 1480 o CI csatorna, humdn cisztikus fibrozis
(apikalis)
inzulin szekrécio, K'-
gyermekkori familiaris
ABCC8 SURI1 1581 pancreas csatorna regulator, o o
hiperinzulinémias hipoglikémia
humdan
placenta, emld, maj, szteroidok, szerves
BCRP vagy ) ) )
ABCG2 MXR 655 endothelium/ anionok transzportja, multidrog rezisztencia
plazmamembran (apikalis) | humdn




1.3. Az ABC-transzporterek szerkezete

Az ABC-fehérjék ATP-k6té doménje harom jellegzetes peptid szekvenciat tartalmaz:
a Walker A ¢és B motivumokat és az ugynevezett ,,ABC-signature” régiot. A Walker A ¢és B
motivumok szamos ATP-t kotd fehérjében jelen vannak, azonban az ABC-signature aminosav
szekvencia csak az ABC-transzporter csalad tagjaira jellemz6 (Hyde és mtsai, 1990). Ennek a
motivumnak valosziniileg fontos szerepe van az ATP kotését illetve bontasat kisérd
kolesonhatasok kialakitasaban. Az ABC-transzporter fehérjék funkcionalis alapegysége

altalaban két, a membranon tobbszor
ABCBI1

Extracellular

ativeld6 transzmembran doménbdl

(TMD) ¢és két, a citoplazmatikus
térrészbe  es6  ATP-kotShelybol
(NBD) all. Az un. teljes-
transzporterek (pl. ABCB1, ABCC1)
esetében ezen doméneket egyetlen
polipeptid lanc tartalmazza (1. abra).
Miikodoképes transzportert hozhat
létre egy TMD-t és egy NBD-t
tartalmazd fél-transzporter is, vagy ABCG2
azok homo- (pl. ABCG2, 1. abra),
vagy heterodime-rizacidja (pl.
ABCB2-B3, ABCDI-D3 vagy -D2,
ABCD2-ABCD3) (Ueda és mtsai,
1997; Klein és mtsai, 1999; Liu és

misai, 1999; Ozvegy és misai, 2001; 1. dbra A multidrog rezisztenciaért feleléssé teheté
ABC-transzporterek membran topologiai modellje
Kage és mtsai, 2002; Gottesman és  (Sarkadi és mtsai, 2002)

mtsai, 2002). Az egy TMD-bdl és egy NBD-bdl allo6 molekulafeleket 6sszekotd un. ,linker”

szakasz eltér0 hossza a csalad tagjainak jelentds valtozatossagat eredményezi. A
ABCC7/CFTR esetén az 0sszekotdé aminosav szekvencia egy egészen hosszi, 245
aminosavbol allo regulator domén (Riordan és mtsai, 1989), mig a ABCB1/Pgp esetén ez csak
kb. 60 aminosav hossziisagu. Tovabba a fehérje kiegésziilhet egy rovidebb transzmembran

doménnel, mint pl. az ABCCI/MRP1 N-terminalisa.



1.4. Az ABCB alosztaly

Az ABCB alosztaly négy teljes-transzporterbdl és hét fél-transzporterbdl all. Ez az
egyetlen olyan alosztaly, melyben mindkét transzporter tipus megtalalhato.

Az ABCBI1/Pgp az elsdként ¢és egyben a legjobban jellemzett human ABC-
transzporter. A multidrog rezisztenciaért is feleldssé tehetd fehérje valoszint elsédleges
¢lettani funkcioja a szervezet védelme toxikus agensekkel szemben.

A majban taldlhato ABCB4 ¢s ABCBI11 fehérjék szerepe a foszfatidil-kolin és az
epesok szallitadsa. Mutaciojuk eredményeként progressziv familiaris intrahepatikus kolesztazis
alakul ki.

Az ABCB2 és ABCB3 (TAP1 ¢és TAP2) az immunsejtek antigén-prezentacids
mukodésében jatszanak szerepet. A két fél-transzporter heterodimert képezve, sajat és idegen
fehérjék lebontasabol keletkezd peptidek széllitasat végzi a citoplazmabol az endoplazmatikus
retikulum lumenébe. A TAP fehérjékkel kozeli homoldgiat mutat a lizoszomakban
lokalizalod6 ABCB9, mely szintén fél-transzporter.

Az alosztaly tobbi fél-transzportere a mitokondriumban (ABCB6, B7, B8 ¢s B10)
fejez6dik ki és ott a vas metabolizmusidban, valamint a Fe/S fehérje prekurzorok

transzportjaban jatszik szerepet.

1.5. Az ABCBI1 vagy P-glikoprotein

A huméan Pgp-t k6édold mdril gén a 7-es kromoszdma hosszi karjan talalhatd és tobb
fizikailag kapcsolt génnel, igy példdul a vele nagyfoki homologiat mutaté mdr2 génnel
gyakran egyiitt amplifikalodik. A ragcsalo és az emberi ABCBIl-et 0sszehasonlitva, igen
magas, kb. 70%-0s az aminosav szekvencia hasonldsag, azonban az ABCCI transzporterrel

csak 15% homologiat mutat.
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extracellularis ter

citoplazma
128

2. abra A Pgp aminosav sorrend alapjan, hidrofobicitasi plot segitségével meghatarozott
szerkezete (Chen és mtsai, 1986)

Az 1280 aminosavbol felépiilé fehérje két, a plazmamembranon hatszor ativeld
homolog félbdl all, melyek tartalmazzédk az ABC-transzporterekre jellemzd transzmembran
szakaszokat ill. az ATP-kotOhelyeket (2. dbra) (Chen és mtsai, 1986; Bakos és mtsai, 1997;
Loo és mtsai, 1999).

Bizonyos intron-parok konzervaltsaga arra enged kovetkeztetni, hogy a Pgp-t kodold
gén az evolucios fejlodés sordn egy Osi, hat transzmembran doménnel rendelkezd fehérje
molekula (,,fél-ABC-transzporter”) génjének megkettéz6déseként johetett 1étre, mely tovabbi
mutacids valtozasokon mehetett keresztiii (Raymond & Gros, 1989). Erre utal a
homodimerként funkciondlé bakteridlis eredeti LmrA ¢és a Pgp kozott tapasztalhato
nagymértékii szekvencia, topologiai és funkcionalis hasonlosag (Higgins & Linton, 2001).

A Pgp két, szimmetrikus fele kozott nagymértékii szekvencia homologia figyelhetd
meg (Gottesman & Pastan, 1993). A két homoloég molekula-felet 75 aminosavbdl allé peptid
szakasz koti 6ssze, mely valdszintileg a Pgp szekunder szerkezetének flexibilitdsaért felelds és
biztositja a két molekula-fél megfeleld kolcsonhatasat (Sharom, 2003). A Pgp elso
extracellularis hurkan glikolizacios helyek talalhatoak (Schinkel és mtsai, 1993), de a
glikolizaci6 mértékének valtozésa, vagy akdr teljes hianya nem befolydsolja a fehérje
transzport-funkcidjat (Ichikawa és mtsai, 1991). Nincs lényeges hatdssal a molekula
mikodésére a “linker” szakaszon elhelyezkedd foszforilacidos helyeken torténd aminosav
csere, vagy annak foszforilacioja/defoszforilacioja sem (Hrycyna és mtsai, 1998; Germann és

mtsai, 1996).
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Felvetddik a kérdés, hogyan képes a Pgp kémiai szerkezetiiket, méretiiket tekintve
nagyon eltérd, foként hidrofob sajatossagu vegyliletek felismerésére és szallitasdra? Vajon az
ATP kotése és hidrolizise a NBD-en hogyan idézi el6 a TMD-ben azt a konformacio-
valtozast, mely lehetdvé teszi a szubsztratok transzportjat? Az ABCBI1 fehérje kiilonleges
sajatossagainak megértéséhez sziikség van szerkezetének mélyebb megismerésére.

Loo ¢és Clarke a transzmembran szegmensek elhelyezkedésének ¢€s flexibilitasanak
modellezésére cisztein mutaciokat tartalmazd  fehérjéken végzett diszulfid-hidas
keresztkotéseket. A kisérleteikben keresztkotd agensként alkalmazott metdn-tio-szulfonat
analogok specifikusan a fehérje felszinén jelen levd tiol-csoportokkal 1épnek reakcioba. Az
immunoblot mintazatok alapjan feltételezheté a TMD6 kozelsége a 10, 11 és 12-es
transzmembran doménekkel, illetve a TMD12 kézelsége a TMD4, TMDS és TMD6-tal (Loo
& Clarke, 2000/1). Ezen transzmembran szegmensek ¢és az azokat 6sszekotd peptid szakaszok
fontos szerepet jatszhatnak a Pgp szubsztrat-kothelyének kialakitdsdban, melyre a
keresztkotés mértékének szubsztratok ill. ATP és vanadat jelenlétében tapasztalhatd valtozasa
utal. Fotoaktivalhatd szubsztrat-analégokkal kapott eredmények alapjan szintén ezek a
transzmembran hélixek feleldsek a drog-fehérje kolcsonhatas kialakitasaért (Brugemann és
mtsai, 1989; Demmer és mtsai, 1997). Még nem tisztazott, hogy vajon a fehérjének egy
komplex drog-kotohelye van-e, vagy a drog-Pgp kolcsonhatds kialakitasaban résztvevo
fehérje szakaszok kiilon-kiilon alkotnak egymastol fliggetlen, vagy akar kooperativ szubsztrat-
kotdhelyet, ill. kotdhelyeket (Shapiro és mtsai, 1999; Dey és mtsai, 1997; Pascaud és mtsai,
1998; Pawagi és mtsai, 1994; Ferry és mtsai, 1995; Ayesh és mtsai, 1996; Orlowski és mtsai,
1996; Safa és mtsai, 1996; Martin és mtsai, 1997; Shapiro & Ling, 1997; Garrigos és mtsai,
2002). Loo és Clarke elképzelése szerint a fehérje egy olyan komplex kotdhellyel rendelkezik,
ahol a transzmembran domének megfeleld peptid szakaszainak ,,0sszehangolasaval” az adott
Pgp-szubsztrat képes kialakitani a szamara megfeleld tin. szubsztrat-indukalta kotohelyet (Loo
& Clarke, 2002). Komplex kot6hellyel rendelkezik a Bacillus Subtilis BmrR transzkripcios
faktora, mely (a Pgp-hez hasonloan) aktivacidja soran szamos kiilonbozé szubsztrat
megkotésére képes. A BmrR esetében a fehérje ¢és szubsztratja kozott elsésorban Van der
Waals kolcsonhatasok jonnek létre, melyek kialakuldsahoz nem sziikséges a kotésben
résztvevé molekula-domén specidlis orientacidja, hanem elegendd a fehérje kismértéki
struktirabeli valtozasa is (Zheleznova és mtsai, 1999 ¢és 2000; Vazques-Laslop és mtsai,

2000).
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1.7 nm

3. dbra
EM
alapjan (Rosenberg és mtsai, 1997)

felvételek

A Pgp térbeli szerkezete
rekonstrukcidja

A 3. abra a Pgp térbeli szerkezetérdl
elektronmikroszkopos felvételek (EM) alapjan késziilt
rekonstrukciot mutatja (Rosenberg és mtsai, 1997).

A Pgp egy kb. 10 nm atmérdéji és 8§ nm
magassagu hengerbe illeszthetd, melynek kdzepén egy
kb. 5 nm atmérdjii, a citoplazma iranyabol zart, de a
lipid tartomanyba nyithat6 iireg taldlhatd. Egy picike
virdghoz hasonlithatd, amint uszik az 6t koriilvevo
kozegben (a membranban). A porust béleld fehérje-
rész, valoszinlileg a transzmembran hélixeknek
megfelelden, hatos szimmetridt mutat. A nukleotid-
kotohelyekre (NBD) a citoplazma fel6li oldalon

megfigyelhetd két, 3 nm-es képlet utal (Rosenberg és

mtsai, 1997). Stein — a fent bemutatott szerkezeti elképzelést alatamasztva és kiegészitve —

olyan negyedleges fehérje szerkezetet feltételez, melyben a fehérje egy ,,vizes” (water-

accessible) poruson (3. dbra, |) keresztiil engedné ki a szubsztratokat az extracellularis térbe

(Stein, 1997).

A Pgp fenti, az EM
kép analizisén alapuld 3D-s
rekonstrukcidjaval ~ Ossz-
hangban van a Loo ¢és
Clarke altal valosziniisitett
Pgp modell (4. abra) (Loo
& Clarke, 2001).

A modell szerint a
megfeleld transzmembran
domének egy tolcsérformat
létre,

hoznak amely

extracellularis tér felol a

4 -7 nm

extracellularis tér
5 nm

A
v

lipid lipid

1-1.4 nm

4. abra

citoplazma

NBD NBD

A Pgp feltételezett térbeli szerkezetének Kkereszt-

metszeti képe (Loo & Clarke, 2001)

citoplazma felé besziikiil (Rosenberg és mtsai, 1997; Loo & Clarke, 2000/1.; Loo & Clarke,

2001).

A drog-Pgp kolcsonhatés

kialakitasaban résztvevd (korabban részletezett)

transzmembran domének a kup kozépsé részén alakitjdk ki a feltételezett kotOhelyet.
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A kotohely mérete 0.9-2.5 nm, ami még olyan viszonylag nagy molekuldk beilleszkedését is
lehetové teszi, mint példaul a vinblasztin €s a ciklosporin A, amelyeknek legnagyobb atmérdje
kristalyos formaban kb. 2-2.5 nm (Bau & Jin, 2000; Jegorov és mtsai, 2000). Sharom és
munkatarsai fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer mérései szerint a Pgp fluoreszkalo
szubsztratja, a Hoechst 33342, a membran lipid kettdsrétegének a citoplazma fel6li rétegében
kotédik, a plazmamembran felszinétdl kb. 1-1.4 nm tévolsdgra (Qu & Sharom, 2002). A
szubsztrat- ¢s az ATP-kotohely tavolsaga koriilbeliil 4 nm (Qu & Sharom, 2001). Loo és
Clarke a nukleotid-kotohelyek egymashoz viszonyitott helyzetére kovetkeztet cisztein-mutans
Pgp-k segitségével. Az NBD1 ¢és NBD2 oxidativ keresztkotése szinte teljes mértékben
meggatolja a drog-indukalta ATP-4z aktivitast, mely gatlads a diszulfid-kotés felszakitasaval
megsziintethetd (Loo & Clarke, 2000/2.). A két nukleotid-kétdhely Walker A motivumainak
(nagymértékben konzervalt) ciszteint tartalmazo rovid peptid szakaszdhoz kovalensen kotott
fluoroforok kozott fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer mérhetd, amely szintén a

katalitikus helyek 10 nm-en beliili kozelségét feltételezi (Qu & Sharom, 2001).

A Pgp térbeli szerkezetének leirdsara iranyuld kutatasokkal parhuzamosan szamos
kutatocsoport a fehérje miikodését probalta modellezni. A Pgp miikdodésének modellezésére
altalanosan elfogadott a ,,pumpa” modell, mely a transzporttal kapcsolatos megfigyelések
tobbségét meggydzden képes magyarazni. A pumpa fehérje egyik lehetséges modellje a
,hidrofob porszivo”, mivel szubsztratjai els@sorban hidrofoéb természetli vegyiiletek koziil
keriilnek ki és a kisérleti tapasztalatok alapjan azokat a membranbdl az extracellularis
médiumba szallitja (Gottesman & Pastan, 1993; Qu & Sharom, 2002; Roepe és mtsai, 1996).
(Hasonl6 muikodési modellel irhato le a Lactococcus lactis ABC-transzportere, az LmrA is
(Bolhuis és mtsai, 1996)). Higgins és Gottesman elképzelése szerint a Pgp flippazként
miikddik, ahol a fehérje a szubsztratjait a membran belsé rétegébdl a kiilsébe széllitja,
aszimmetrikus eloszlast idézve el6 a membranon belill, amely azutdn 1) egyensuly
kialakulasdhoz vezet az extracelluléris térrel (Higgins & Gottesman, 1992). Ezen elképzelést
tamogatjdk azok az eredmények is, melyek szerint a drogok megkdtésében a fehérje
citoplazma fel6li részének transzmembran régioi vesznek részt (Qu & Sharom, 2002; van
Helvoort és mtsai, 1996; van Helvoort és mtsai, 1997; Stein, 1997). Az ABCB1/Pgp kozeli
rokona, az ABCB4/MDR3 is flippazként miikodik és képes egyes Pgp-szubsztratok, rovid-
lancu lipid-analogok transzportjara (Ruetz & Gros, 1994; van Helvoort és mtsai, 1996). Egyes

korai elképzelések szerint a Pgp a daganat ellenes szerek felhalmozdodasat és sejten beliili
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megoszlasat indirekt 1Gton, a membranpotencidl és/vagy az intracellularis pH
megvaltoztatasaval is szabalyozhatja (Roepe, 1995).

Szamos kisérleti eredmény utal arra, hogy a katalitikus ciklus sordn a Pgp jelentds
konformacio-valtozason/valtozasokon ~ megy  keresztiil,  melyek  tanulmanyozasa
nélkiilozhetetlen egy funkciondlis Pgp modell elkészitéséhez. Wang és munkatarsai legalabb
négy, kiilonb6zé konformacios allapotot feltételeznek, amelyek szorosan Osszefiiggnek a
nukleotid kotédésével és/vagy hidrolizisével (Wang és mtsai, 1997). Pgp-n végzett tripszines
emésztések kiillonbozd mintdzatokat eredményeztek ATP vagy ATP és vanadat jelenlétében,
ami feltehetdleg a nukleotid-kotdhelyeken okozott szerkezeti és funkciondlis véltozasokat
jelez (Julien & Gros, 2000). Vigano és Gros infravords spektroszkopids eredményei
valoszintsitik, hogy a transzport-folyamat sordan az egyik nukleotid-kotéhelyen torténd ATP-
hidrolizis felelés a szubsztrat-kotdhelyet kialakité membran domének atrendezdédéséért, a
masik ATP-kot6helyen torténd hidrolizis a tovabbi konformacid-valtozasért, mely sordn tjra
kialakul a szubsztrat-kotohely kezdeti stabilitdsa és szubsztratok szdmara valo

hozzatérhetésége (Vigano és mtsai, 2002).

1.6. A katalitikus ciklus

A Pgp katalitikus ciklusat leird elsé modellt Senior és mtsai mutattdk be, melynek
legfontosabb vonasa a nukleotid-kotéhely alternald miikddése (Senior és mtsai, 1995). Senior
elképzelését is alapul véve, Sauna és Ambudkar a katalitikus ciklust az 5. abran lathato
Osszetett folyamatként modellezi (Sauna & Ambudkar, 2001). Az ATP a két nukleotid-
kotohely koziil azonos valdszintiséggel kotddik barmelyikhez (két sotét korong) (Hrycyna és
mtsai, 1998) és egy teljes ciklushoz mindkét ATP-kotOhelyre sziikség van. A modellben két
fliggetlen drog-kotohelyet kiillonboztetnek meg, melyeket valdsziniileg a Pgp katalitikus
ciklusa sordan végbemend konformacié-valtozasok alakitanak ki. Az egyik szubsztrat-k6tdhely
egy magas affinitast un. ,,ON” kotohely, mig a masik egy a drog extracelluldris térbe keriilése
elott kialakuld, alacsony affinitast ,,OFF” kotéhely (Ramachandra és mtsai, 1998). (Az ON és
OFF drog-kétohelyeket ellipszisek szimbolizaljak; az ON kotohely csokkend drog-affinitasat

hatszogletli szimbolum jelzi.)
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ATP-kotohelyre (1.). Az (els6) ATP E E ] III s

hidrolizise =~ (II.) egy  olyan

konformacio-valtozast idéz  eld, ‘\T VI i
Vi

amely a szubsztrat affinitdsat VIA C i (’ D)

csokkenti (Ramachandra és mtsai, w

1998) és igy valoszintileg a drog a @

Pgp OFF helyére mozdul el. A

hidrolizis soran ADP ¢és a 5. dbra A Pgp katalitikus ciklusinak modellje (Sauna
fehérjéhez  gyengén  kotsds & Ambudkar, 2001)
inorganikus foszfat (P;) keletkezik,
ez az un. katalitikus atalakulési stadium. Ez az intermedier éllapot natrium-orto-vanadattal (Pi
igy keletkez6 PgpeADPeV; stabil komplexet képez (Sarkadi és mtsai, 1992; Smith &
Rayment, 1996; Urbatsch és mtsai, 1995/2.). A hidrolizist kovetden, a katalitikus ciklus III.
pontjéban szabadul fel az inorganikus foszfét, ¢és ezt olyan konformécio-valtozas kiséri, mely
IV. Iépésben megy végbe. Az ADP tavozasat tovabbi konformacié-valtozas kiséri, mely
lehetévé teszi tjabb nukleotid kotodését, de a kolcsOnhatas a szubsztrat és a Pgp kozott
tovabbra is gyenge marad. Ezt kovetdéen végbemegy a mdasodik ATP hidrolizise (V.).
Kinetik4jat tekintve a két ATP hidrolizise (II. és V.) nem megkiilonboztethetd. Az elsé ATP-
hidrolizis folyamatahoz hasonloan, a masodik ATP hidrolizise utan is blokkolhat6 a fehérje
natrium-orto-vanadattal (VI.A és VI.B) (Dey és mtsai, 1997; Senior és mtsai, 1995; Hrycyna
és mtsai, 1998; Urbatsch és mtsai, 1998;1 Senior & Bhagat, 1998). Az 0jabb P; (VI1.) és ADP
felszabadulasa (VIL.) teszi teljessé a Pgp ciklusat és allitja vissza az ujrakezdéséhez sziikséges
fehérje konformaciot, ahol Gjra lehetséges a szubsztrat és a nukleotid kotédése. A modell
alapjan egy teljes katalitikus ciklushoz két ATP hidrolizise sziikséges (Sauna & Ambudkar,
2000), amely 6sszhangban van a sztochiometriai mérések eredményeivel (Ambudkar és mtsai,
1997; Shapiro & Ling, 1998). Kiilonb6zd szubsztratok esetén a vanadat indukalta ADP-
blokkolds és a szubsztrat-indukalta ATPéaz-aktivitds mértéke kozott linedris korrelacio

figyelhetd meg (Kerr és mtsai, 2001). Ez a szoros dsszefiiggés és az inorganikus foszfat Pgp-
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hez vald alacsony affinitasa (Urbatsch és mtsai, 1995/1.) arra engednek kovetkeztetni, hogy a
VIL. Iépése lehet (Kerr és mtsai, 2001).

A fehérje katalitikus ciklusaval Osszefliggd konformacio-valtozasai cisztein-mutans
Pgp-n, thiol-csoportok keresztkotésére alkalmas, kiillonb6zé hosszusagi  szulthidril
reagensekkel (M8M, 1.3 nm; M6M, 1.04 nm) nyomon kdvethetdek (6. abra) (Loo & Clarke,
2002). A Loo ¢s Clarke elképzelése szerinti
modellben a transzporter fehérje egy ciklus A B C
soran legalabb harom jelentds konforma-
cio-valtozason megy keresztiil (A, B és C).
A szubsztrat eldszor diffazid Gtjan a lipid

kettosrétegbe jut és ott a kdotOhelyéhez

kapcsolodik. A szubsztrat kotddésével a

drog-kéthelyben végbemend konforma- 6. abra A Pgp altali drog-transzport folyamat
harom jelentés konformacio-valtozasat kieme-

cio-valtozas atterjed a nukleotid-k6té domé- 16 modell (Loo & Clarke, 2002)

nekre is (A) (Loo és mtsai, 2003). Az elso

crer

crcr

ATP hidrolizisével a szubsztrat-kotohely ,,0sszezarodik”, melyet a drog felszabaduldsa kisér
(O.
Alternativ  transzport  ciklus

modellt ir le Rosenberg és Higgins (7. szubsztrat (S)

ATP
abra) (Rosenberg és mtsai, 2001; : S®P-gp
TN ‘

Higgins & Callaghan, 2001). A Pgp 11

N | Por
; , ro i szubsztrat

szerkezetének valtozasait a transzport

ciklus egyes lépéseiben krio-elektron- ADP &V\ Fop & ATP

111 -

mikroszkopia segitségével kovették Pi P-gp & ADPPi

nyomon. A Kkatalitikus ciklus a Ao, A
drognak a transzmembran domének o

altal kialakitott, nagy affinitasu
7. abra A Pgp transzport-folyamatanak modellezése
a konformacios valtozasokon keresztiil (Rosenberg és

kezdédik. Az ATP kotddésével a  misai, 2001)

kotdhelyhez valdo  kapcsolodasaval
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transzmembran domének atrendezddnek, ami a drog affinitdsanak csokkenését eredményezi
¢s kozben kialakul egy centralis porus, amely a drog-kotdhelyet ,,megnyitja” az extracelluléris
mili6 felé. Ellentétben az elobb bemutatott modellekkel, itt a nukleotid kotodése és nem a
hidrolizise vezet a drog extracellularis térbe val6d transzportjdhoz. A drogok fehérjéhez valo
affinitdisa az ATP hidrolizisét kovetéen még mindig alacsony. A Pgp az ADP ¢és az
szervezO6dik a nagy affinitas drog-kotéhely ¢és a fehérje visszatér egy 1j ciklus
kiindulépontjdhoz, egyetlen ATP-hidrolizis energidjanak felhasznalasaval.

Sharom ¢és munkacsoportjanak kisérletei is a katalitikus ciklus alapvetd
sztochiometriai és nukleotid- ill. szubsztrat-fehérje affinitas-valtozasainak kérdéseire kerestek
valaszt. A Pgp alap- ¢és katalitikus atmeneti allapotdnak jellemzéséhez fluoreszcencia
spektroszkopias eszkoztarat hasznaltak. Megallapitottdk, hogy a drog- és a nukleotid-kotés
kialakulasanak sorrendje egymastol fiiggetlen (Liu & Sharom, 1996). Ujabb eredményeik
szerint, a kiindulasi allapotban a drog jelenléte a szubsztrat-kotOhelyen a nukleotid
megnovekedett, mig az atalakulasi stddiumban az ADP csokkend affinitdsat eredményezi. Bar
szubsztrat jelenlétében a nukleotid affinitasbeli kiilonbsége nem nagymértéki, de valdsziniileg
elegendd ahhoz, hogy a katalitikus ciklust tovabb vigye. Tovabba, a Pgp mindkét nukleotid-
koté doménje képes az ATP vagy ADP kotésére €s azok affinitdsa — szubsztratok tavollétében
— mind az alap, mind az atmeneti allapotban kozel azonos. A drog kotés affinitasa nem
valtozik a vanadattal blokkolt vagy az ADP-hez kapcsolt Pgp-ben a kiindulési allapothoz
képest, ami valosziniisiti a drog felszabaduldsat még az atmeneti stddium kialakuldsa eldtt
(Qu és mtsai, 2003/2.). Eredményeik alapjan a katalitikus ciklus egyes jellemzdi részben

eltérhetnek az elobbiekben bemutatott modellekétol.

1.7. A Pgp konformacio-valtozasaira érzékeny monoklonalis ellenanyagok

A transzport-folyamat egyes Iépéseit kovetd konformacids dallapotok nyomon
kovetésére lehetdséget adnak a Pgp kimutatdsara kifejlesztett egyes monoklonalis
ellenanyagok (Mechetner & Roninson, 1992; Mechetner és mtsai,1997). Szdmos Pgp ellenes
monoklondlis antitest késziilt és ezek kozott van olyan, amely a human Pgp-n kiviil az
egérben ¢és horcsogben kifejezddot is felismeri. Ilyen tulajdonsaggal rendelkezik pl. a C219
antitest is, mely egy rovid, linearis, konzervalt intracellularis peptid szakaszt ismer fel az

ATP-kotohely kozelében, a fehérje mindkét felén (Zhang és mtsai, 1996). A JSBI
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monoklonalis ellenanyag szintén intracellularis epitéppal rendelkezik (Broxterman és mtsai,
1989). Joval nagyobb szamban vannak a humdn Pgp extracellularis epitopjaihoz kotdédo
antitestek. Az MM4.17 antitest az elsé olyan, human Pgp-re specifikus ellenanyag, melynek
epitdpjat valosziniileg egyetlen, extracellularisan elhelyezkedd, linearis aminosav szekvencia
alkotja (Cianfriglia és mtsai, 1994). Az Osszetett epitdppal rendelkezd antitestek a Pgp-hez
valo kapcsolddasban tobb extracellularis, egymastol meglehetdsen tavol es6 peptid szakasszal
vesznek részt, pl. ilyenek az MM12.10, MM6.15, MRK16, MC57, 4E3 ¢és az UIC2
monoklonalis ellenanyagok (Romagnoli és mtsai, 1999; Cianfriglia és mtsai, 1995; Georges
és mtsai, 1993; Poloni és mtsai, 1995; Arceci és mtsai, 1993; Mechetner & Roninson, 1992).
Ezen antitestek kotddése befolyasolhatja a Pgp miikddését MDR pozitiv sejteken: pl. az
citotoxikus hatasat (Hamada & Tsuruo, 1986). Az un. konformécids antitestek kozé tartozik
az UIC2 ¢és az MC57, melyek kotddésének affinitdsa valtozhat a transzport-folyamathoz
kapcsolodo konformacié-valtozasok soran (Mechetner & Roninson, 1992; Jachez és mtsai,
1994; Poloni és mtsai, 1995). Az UIC2 antitest kotddése igen jelentds konformacid-fiiggést
(Mechetner & Roninson, 1992; Mechetner és mtsai, 1997; Cianfriglia és mtsai, 1995; Arceci
és mtsai, 1993; Schinkel és mtsai, 1993; Georges és mtsai, 1993). A szintetikus peptidek
segitségével feltérképezett MM12.10 mAD érdekes tulajdonsaga, hogy a klasszikus membran
topologia szerint intracelluléris térrészbe esé aminosav szekvencia is a komplex epitop részét
képezi. Ez és mas adatok felvetik a Pgp alternativ, a konvenciondlis modelltdl eltérd
membranbeli elrendezddésének lehetoségét (Zhang és mtsai, 1996; Zhang & Ling, 1991).

Az UIC2 antitest epitopjat az 1., a 4. és a 6. extracellularis hurkokon elhelyezkedd
peptid szekvencidk (Schimkel és mtsai, 1993; Roninson és Mechetner még nem publikalt
adatai), valamint a 11. transzmembran hélix egy része alkotja (Mechetner, személyes kozlés).
Zhou ¢s Pastan eredményei szerint, az 5. és a 6. transzmembran régidt Osszekotd
extracellularis hurok ¢épsége is sziikséges az UIC2 megfeleldé kotddéséhez. A 6.
transzmembrdan doménben bekdvetkezd mutacid szintén befolyasolja az antitest kdtddésének
mértékét. Részben ezzel dszefiiggésben (hiszen a 6. transzmembran domén aktivan részt vesz
a drogok transzportjaban, 1d. fentebb), az UIC2 valtozé reaktivitdsa valosziniileg a Pgp
transzport-folyamataival Gsszefliggd konformacié-valtozasok eredménye (Zhou és mitsai,
1999). A UIC2 antitest tovabbi nagyon fontos és érdekes tulajdonsaga, hogy a sejtfelszini Pgp
molekuldknak csak egy részéhez kotddik, mig szubsztratok, revertald agensek jelenlétében a

kotodés mértéke 2-5-szorosére novekszik (Mechetner és mtsai, 1997). Az ATP deplécidja
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noveli az UIC2 reaktivitdsat, mig ugyanez pl. az MRK16 kotddésének mértékét nem
befolyasolja (Mechetner és mtsai, 1997). Intakt sejteken a Pgp-k kb. 80 % -a kot nukleotidot —
tipikus (1.5-2 mM) intracellularis ATP koncentracid mellett — azaz alacsony UIC2
reaktivitasu konformacioban van (Qu és mtsai, 2003/1.).

A Pgp katalitikus ciklusa sordn olyan komplex konformdcio-véltozasokon mehet
keresztiil, amely atrendezi a molekula extracellularis hurkainak helyzetét, igy befolyasolva a

konformaécios antitesttel valo jelolhetdségét.

1.8. A Pgp és lipidkornyezete

A Pgp és membran-kdrnyezete szoros kapcsolatban all egymassal. A fehérje tisztitasa
soran szoros fehérje-lipid kapcsolat marad fenn ill. a teljes delipidacio a fehérje-aktivitas
teljes hianyat eredményezi (Sharom és mtsai, 1995; Callaghan és mtsai, 1997; Doige és mtsai,
1993). A Pgp-membran kapcsolat vizsgdlata soran kimutattadk, hogy bizonyos membran-
asszocialt lipidek (pl. foszfatidil-etanolamin, foszfatidil-szerin) jelenléte sziikséges a fehérje
megfeleld muikddéséhez, mig egyes foszfolipidek (foszfatidil-szerin, fosztatidil-inozitol)
nagyobb koncentracioban gatoljak a Pgp funkciot (Sharom és mtsai, 1995).

Az integrans membranfehérjék izoldladsira 4altalaban detergenseket alkalmaznak.
Ugyanakkor mar az MDR fenotipus leirdsaval egyiddben felismerték, hogy a Tween 80
kemoszenzitizald hatdsu (Putman és mtsai, 1999) és kereszt-rezisztenciat alakit ki kationos-
amfifil molekuldkkal szemben (Loe & Sharom, 1993; Ramu & Ramu, 1993; Dellinger és
mtsai, 1992). Szamos nem ionos detergens befolyasolja a Pgp-szubsztratjainak toxicitasat
1995; Dudeja és mtsai, 1995; Regev és mtsai, 1999; Woodcock és mtsai, 1992; Zordan-Nudo
és mtsai, 1993; Coon és mtsai, 1991). Kimutattak, hogy a Tiron X-100 alacsony
koncentracioban szignifikansan gatolni tudja a fotoaktiv szubsztrat-analdg azidopin kotddését
a Pgp-hez (Loe & Sharom, 1993; Zordan-Nudo és mtsai, 1993). Késobbi, mesterségesen
eldallitott membranvezikuldkon végzett ATP-az mérések szerint, a legtobb detergens —
szolubilizaciot nem okozd koncentracidban — gatolja a drogok kotddését és hatassal van a
drog-stimulalta ATP-4z aktivitasra (Callaghan és mtsai, 1997; Orlowski és mtsai, 1998).
Higgins és munkacsoportja kimutatta, hogy a Triton X-100 altal kivaltott ATP-hidrolizis és a
drog kotddés gatlasa lipidek hozzaadasaval kivédheto (Callaghan és mtsai, 1997).
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Urbatsch és Senior E. Coli membran rendszerébe épitette bele a Pgp-t, de az ott nem
mutatott drog-stimulalta ATP-4z aktivitast, mig barany agyveloben és szarvasmarha majban
rekonstrudlt lipid rendszerben igen (Urbatsch & Senior, 1995). Mivel a plazmamembran lipid
Osszetétele fligg a sejt tipusatol, eredményeik arra engednek kovetkeztetni, hogy a Pgp
fiziologias szerepe nagymértékben szdovet-specifikus lehet. A lipidek koziil a koleszterin
szerepére hivja fel a figyelmet az a megfigyelés, hogy a Pgp fokozott mértékben mutathaté ki
kaveolin-tartalmiit membran részekben (Lavie és mtsai, 1998) illetve MDR sejteken a
glikozilceramid és a kaveolin szintje jelentdsen megemelkedik (Lavie & Liscovitch, 2000). A
koleszterin-ko6t6 kaveolin komponense lehet az alacsony denzitast lipid mikrodoméneknek az
a Pgp aktivitdsa kezdetben novekszik, ugyanakkor 20% membran koleszterin-tartalom felett
csOkkend tendenciat mutat (Saeki és mtsai, 1992).

A lipideknek és detergenseknek a Pgp funkcidjara valé moduldlo hatésa és az utdbbi
idében a Pgp-nek mas élettani folyamatokban kdrvonalazodd szerepe (pl. a lipid anyagcsere
(van Helvoort és mtsai, 1996)) alapjan elképzelhetd, hogy a fehérje miikédésében fontos
szerepe van a Pgp ¢és a membran (feltehetden meghatirozott lipid domének) dinamikus

kapcsolatanak.

1.9. A Pgp szubsztratjai és modulatorai

A Pgp szubsztratjai kémiai szerkezetliket, méretiiket €s sejtbéli célpontjukat tekintve
nagyon eltérd, elsdsorban hidrofob ¢és amfifil sajatsagli anyagok, melyek aromés gytiriit
(gytiriiket) és bazikus nitrogént tartalmaznak, toltetlenek, vagy gyengén pozitivan toltottek
(Zamora és mtsai, 1988). Azonban a Pgp pl. a hidrofil természetii negativan toltott
methotrexatot is képes felismerni, akarcsak a bazikus nitrogén atomot nem tartalmazo szteroid
hormonokat (Ambudkar és mtsai, 1999; Bain és mtsai, 1997; Seelig, 1998; Seelig &
Landwojtowicz, 2000). A Pgp szubsztratjai kozott a daganatellenes szerek mellett szamos
egyéb, gybdgyaszatban hasznalt vegyiilet is megtalalhatdo (pl. malériaellenes szerek,

narkotikumok, antidepresszansok) (4. tablazat, 61. ¢s 62. oldal).
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Szamos olyan vegyiiletet ismeriink, mely képes mas szubsztratok transzportjat gatolni
vagy teljesen megakadalyozni, ezek az Un. modulatorok vagy revertalo agensek. Mivel a
modulatorok altaldban maguk is szubsztratjai a Pgp-nek, igy éles hatarvonal szubsztrat és
revertald 4dgens kozott nem hiizhatd. A moduldtorok egyik prototipusa, a verapamil, képes
kompetitiv mdédon gatolni a transzport-funkcidt. A verapamil szubsztratja is a Pgp-nek, de
nagy passziv permeabilitdsi alland6ja miatt akar viszonylag kis koncentracid6 mellett is
konnyen feldasul a sejtekben ¢€s kiszoritja a drog-kotohelyrdl a jelenlévé mas szubsztratokat
(Ford, 1996; Eytan és mtsai, 1996). Ezzel szemben a ciklosporin A gétolja a szubsztrat
felismerést (Tamai & Safa, 1991) és az ATP-hidrolizist is (Ramachandra és mtsai, 1998).
Altaldban két szubsztrat koziil a Pgp azt szallitjia gyakrabban (nagyobb sebességgel), amely
nagyobb szamu ¢és erdsebb hidrogén kotés kialakitdsara képes (Seelig & Landwojtowicz,
2000), vagyis Ky-je kisebb. Tovabba, a hidroféb tulajdonsag erdsddésével a szubsztratok
viszonylag gyors mozgdsa a membranban azt eredményezi, hogy a Pgp nem tud 1épést tartani
azok bearamlasaval (Eytan és mtsai, 1996; Scala és mtsai, 1997; Eytan és mtsai, 1997; Miilder
és mtsai, 1995; Barnes és mtsai, 1996; Friche és mtsai, 1990), s igy az aktiv transzport esetleg
nem, vagy nehezen mérhetd.

A Pgp ATPaz-aktivitasanak vizsgéalata sok hasznos eredménnyel szolgalt a fehérje
mikodésének megismeréséhez. Valoszinlileg endogén lipidek, vagy mas endogén
szubsztratok jelenlétével magyarazhaté a Pgp jol mérheté alap ATPaz-aktivitasa, melyet
altalaban szubsztratok jelenléte serkent. A szubsztratok a Pgp ATPaz-aktivitasara gyakorolt
hatasuk szerint hdrom csoportba sorolhatéak. Az 1. osztilyba tartozd vegyiiletek (pl.
vinblasztin, verapamil, paclitaxel) alacsony koncentracidban serkentik az ATPaz aktivitast,
mig magasabb koncentracioban gatoljak azt. A II. osztaly tagjai (pl. bizantron, valinomicin)
dozis-fliggden képesek novelni az ATPaz-aktivitdst, de nincs gatlo hatasuk, mig a III.
osztalyba sorolhaté drogok (mint pl. ciklosporin A, rapamicin, gramicidin D), gatoljdk mind
az alap, mind a verapamil-stimulalta ATPaz-aktivitast (Sarkadi és mtsai, 1992; Ambudkar és
mtsai, 1996).

A Pgp altal szallitott vegyiiletek kozotti hasonlosagok és kiilonbségek megértése
Ujabb, hatékonyabb szubsztratok és revertald agensek keresésére és igy jobb kombinalt

kemoterapia kifejlesztésére adhat lehetdséget.
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1.10. A Pgp klinikai jelentosége

A Pgp biokémiai és klinikai jellemzése nagy jelentdséggel bir, hiszen a rosszindulati
megbetegedések egy része, mint példaul a gyermekkori akut leukémidk esetén, a kombinalt
citosztatikus kemoterapiaval megfeleld gyogyuldsi eredményeket lehet elérni. Sajnos a
gyakrabban eléforduld daganatos megbetegedések, pl. a vastagbél, a gyomor, a tiidd, az emld
rosszindulatil tumorai esetén az intrinsic rezisztencia, vagy a gyogyszeres kezelést kovetden
kialakulo, szerzett rezisztencia kdvetkeztében a daganatos szovet érzékenysége szdmottevéen
csOkken és igy a kezelés hatastalannak bizonyul (Gottesman & Pastan, 1993). A diagndzis
felallitasakor kimutathatd6 MDR fenotipus rossz progndzist jelent, mig ha a fehérje
expresszioja nem mérhetd, az esélyt adhat a hosszi tava tulélésre. Erds Pgp expressziot
mutatnak azok a még kezeletlen tumoros megbetegedések, melyek proliferdld szovetei
fiziologias koriilmények kozott is kifejezik a fehérjét, igy pl. a vese, a maj, a bél daganatai,
vagy a primer agytumor (Hamada & Tsuruo, 1986; Zhou és mtsai, 1999; Jachez és mtsai, 1994,
Osmak, 1993; Itsubo és mtsai, 1994; Kawamoto és mtsai, 1997; Aran és mtsai, 1999). Malignus
hematologiai betegségekben mar felfedezésiikkor magas Pgp expresszids szintet talalnak, ami
a kemoterapids kezeléssel, illetve a betegség progresszidjaval fokozodik (Rochlitz és mtsai,
1992; Licht és mtsai, 1994; Marie, 1995; Marie és mtsai, 1996; Sonneveld, 1999; Friedenberg és
mtsai, 1999). A non-Hodgkin limfoma a diagnézis felallitdisakor nem mutat Pgp pozitivitast,
azonban a kezelés hatasara gyogyszer-rezisztencia alakul ki (Marie, 1995). Az emlérak ¢és az
ovarium tumorok is tOobbnyire Pgp-negativak ¢és csak az alkalmazott, elsésorban
doxorubicinnel torténd kezelések hatdsara ndvekszik meg a multidrog rezisztenciat okozo
fehérjék expresszioja (Leighton, 1995).

Szamos molekularis biologiai (gén expresszid6 az mRNS szintjén), immunoldgiai (a
Pgp mennyiségének meghatarozasa) és funkcionalis megkdzelitésti (festék akkumulacio
mérése) eljarast dolgoztak ki a Pgp kimutatasara és/vagy az expresszid mértékének
megbecsiilésére. A legelterjedtebben hasznalt mdodszer valamely fluoreszcens szubsztrat (pl.
antraciklinek, rodamin 123, Hoechst, Fluo-3, verapamil-analégok, calcein-AM) és egy
inhibitor egyiittes alkalmazasa. Igy kiilonboz6 megkozelitésben hatédrozhato meg a Pgp
kidramlasanak mérésével (Sarkadi & Miiller, 1997; Kessel, 1989; Broxterman és mtsai, 1996;
Hollo és mtsai,1994; Homolya és mtsai, 1996). Utdbbiak hatranya, hogy az alkalmazott

anyagok fluoreszcencia intenzitasat és felhalmozodasat a sejtekben az intracellularis pH és
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iondsszetétel, a membranpotencial vagy akar aspecifikus kétddés is befolyasolhatja. Gyakran
hasznalt fluoreszcencias eljaras a rodamin 123 kidramlasanak mérésén alapuld teszt, bar ez
nem, illetve kevéssé alkalmazhat6 ABCC1/MRP1 és ABCG2/BCRP tipust pumpa fehérjék
esetén (Kessel, 1989; Litman és mtsai, 2001; Honjo és mtsai, 2001). A legtobb elényds
tulajdonsaggal a calcein-teszt rendelkezik, mely rovid és egyszeriien kivitelezhetd eljaras, az
intenziv z6ld fluoreszcencia konnyen mérhetd pl. dramlasi citometria segitségével és az
intracellularis kornyezet nem befolydsolja a festék akkumulaciojat vagy spektralis
tulajdonsagait (Homolya és mtsai, 1993; Homolya és mtsai, 1996; Karaszi és mtsai, 2001).
Tovabba, megfeleld revertald agensek valasztisaval az ABCCI/MRP1 kimutatdsara is
alkalmazhatd, mivel a calcein AM szubsztratja mind a Pgp-nek, mind az ABCC1-nek (Hollo
és mtsai, 1996).

A kiilonb6zd laboratoriumok altal kidolgozott, Pgp-t kimutatd tesztek érzékenysége
mas ¢és mas, ill. az adatok és a betegség klinikai lefolyasa kozotti osszefiiggések altaldnos és
egységes interpretacioja is rendkiviil nehéz (Marie és mtsai, 1994; Lankelma és mtsai, 1996;
Broxterman és mtsai, 1998). Jelenleg nem all rendelkezésre olyan nemzetkozileg elfogadott és
standardizalt modszer, amely egy egységes, ellentmonddsmentes diagndzist add, akar
Osszetett klinikai proba lenne (Noonan és mtsai, 1990; Marie és mtsai, 1997; Okochi és mtsai,
1997; Beck & Grogan, 1997; Huet és mtsai, 1998).

A citosztatikumok nagy része a Pgp szubsztratja, ezért célszeriien olyan gyogyszerekre
lenne sziikség, amelyeket a Pgp nem ismer fel. Az eziranyu torekvések sikere azonban
kétségesnek tlinik a fehérje szubsztrat-felismerd promiszkuitdsa ismeretében. Egy potencialis
modszer lehet a kemoterapids 4agens hordozéd molekuldhoz vald kotése, melynek
eredményeként az a fehérje szdmdra nem lesz felismerheté, de megtartja citotoxikus
tulajdonsagat és igy hatasos citosztatikumként hasznalhaté (Cherif & Farquhar, 1992; Thierry
és mtsai, 1993; Pawlak és mtsai, 2000; Gottesman és mtsai, 2002).

Bar a Pgp-szubsztrat kolesonhatdsok in vitro tanulmanyozasa segitséget nyujt az Uj
drogok kifejlesztéséhez, az igy azonositott ill. jellemzett inhibitorokra és szubsztratokra
vonatkoz6 adatok extrapolaldsa a human terdpia szinterére szamos megoldando6 problémat vet
fel. Mivel a Pgp in vivo szdmos fiziologids szereppel rendelkezik (bar Pgp-deficiens knock-
out egereken végzett kisérletek szerint a funkciondlis Pgp fontos, de nem feltétleniil
l1étfontossag védelmi szerepet lat el (Schinkel és mtsai, 1997)), a revertdlo agensek hatasa
nemcsak a daganatos szovetekben 1ép fel, hanem az ép Pgp-t expresszalo szovetek miikodését
is befolyasolja, igy nem vart mellékhatdsokat okozhat. Tovabbi kérdést vet fel, hogy a

modulatorok klinikailag hatékony ddzisa a szervezet szamara még toleralhatd koncentracio-e.
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crer

kapcsolatban van, mint példaul a verapamil, a diltiazem, ciklosporin A, vagy a kalmodulin
gatlok. A fejlesztések alatt 4116 masodik generacios szerek mar kisebb koncentracidban is jo
Pgp modulatorok. Ilyen igéretes revertald agens a ciklosporin analéog SDZ PSC 833, vagy a
verapamil analég R-verapamil, melyek alkalmazisa esetén a tipikus mellékhatdsok
(immunszupresszio, kardiotoxicitas) kevésbé jelentkeznek (Sonneveld és mtsai, 1994). A
legiijabb modulatorok mar kifejezetten egy-egy meghatarozott gyogyszer-rezisztenciaért
felelds transzporter gatldsara irdnyulnak, mint példaul a Pgp-re szelektiv és nagy affinitasa
reverzin (Sharom és mtsai, 1999).

A multidrog rezisztencia legy6zésére elméletileg a Pgp monoklonalis antitestjei is
bevethetdek lennének. Elsdsorban azok az ellenanyagok lehetnének hatasosak, melyek a Pgp
extracellularis epitopjaihoz kotddve gatojak a fehérje funkciojat (Mechetner & Roninson,
1992; Tsuruo és mtsai, 1989; Pearson és mtsai, 1991).

Bar a Pgp altal megval6sitott transzport-folyamatrél egyre tobb informacidval
rendelkeziink, miikddésének részletes mechanizmusa még nem ismert. A fehérje mitkodése
még feltaratlan mozzanatainak vizsgalata hozzdjarulhat a gyogyszer-rezisztencia kivédéséhez
a klinikai gyakorlatban, pl. ujabb, hatékonyabb ¢és szelektivebb revertdlo szerek

kifejlesztésével.
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2. CELKITUZESEK

A P-glikoprotein az emberi daganatos betegségeknek majdnem a felében olyan szinten
fejez6dik ki, hogy Onmagaban klinikailag relevans gydgyszer-rezisztenciat okozhat. Az
expresszio fokozodas hatterében az allhat, hogy a Pgp jelenléte a daganatsejtekben szelekcids
eldnyt biztosit a tumor progresszidja soran (Gottesman és mtsai, 2002). A Pgp kifejezddés
mértékének diagnosztizalt novekedése orientdlja a kemoterapids protokoll megvalasztasat, ill.
a fehérje sejtfelszinen valo kifejez0désének kvantitativ jellemzése prognosztikai jelentdséggel
is bir szamos daganat klinikumdban. A kemoterdpidban hatékonyan miikodd drog-
kombinaciok MDR szempontb6l valé vizsgalatahoz és 1j, hatékonyabb revertald szerek
szliréséhez egyarant, meg kell érteni a fehérje mitkodését, megoldani mechanizmusanak
feltaratlan mozzanatait.

A jelenleg rendelkezésre allo szerkezeti modellek egyelére nem teszik lehetéve, hogy
a szubsztratok megkdtésének €s sejtbdl torténd eltavolitasanak egyes 1épéseit a molekularis
kolcsonhatasok szintjén ellentmondasmentesen tudjuk jellemezni. Nem eléggé ismertek pl.
annak a molekularis felismerési folyamatnak a részletei, mely a nagy szamu, eltérd
sajatsagokkal rendelkezd hidrofob vegyiileteket felismerését és szallitasat megvaldsitja, nem
ismertek a fehérje alak- (konformacid-) valtozasai, melyek a szubsztrat transzlokaciot
eldidézik sem a fehérje membran-kornyezetéhez vald viszonya, annak esetleges megvaltozasa
a transzport soran. A Pgp miikodési mechanizmusanak mélyebb megértéséhez a fehérje
konformacids és topoldgiai viszonyainak tanulmanyozésa, ezek valtozdsai és a katalitikus
ciklus kozotti kapcsolat részleteinek feltarasa vezethet.

Munkacsoportunk érdeklddése a fenti kérdéskorre 6sszpontosul. A Pgp pumpa-fehérje
reverzid (modulécid) soran bekovetkezd konformacids-topologiai valtozasait az intézetliinkben
beallitott, fluoreszcencidn alapuld metodikak és egy nemzetkdzi egylittmiikodés keretén beliil
rendelkezésiinkre all6 monoklonalis antitest panel segitségével vizsgaltuk. Célkitiizéseink egy
metodikai elgondolads megvalodsitasa nyoman formalodtak: felvetddott, hogy a Pgp atfedo epi-

topjait felismerd monoklondlis antitestek versengése érzékeny lehet a receptor aktualis kon-

crer
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Célkitiuzéseink a kovetkezoek voltak:

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

modulécidja soran bekdvetkezd konformacid-valtozasok detektalasara.

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

tanulmanyozasa.

3. A Pgp topologiai viszonyainak vizsgalata a plazmamembran felszinén.

4. A fenti, konformacio-valtozasok detektalasan alapuld modszer lehetséges gyakorlati

alkalmazasainak feltarasa:

4.1. klinikai, els0sorban hemoproliferativ korképekben a Pgp kifejezddés vizsgalatara

alkalmas eljarasként.

4.2. vegylilet-panelek sziirésére, 0j, hatékony revertald szerek kifejlesztése céljabol.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Sejttenyésztés

Vizsgalataink sordan a KB-3-1 humén epidermoid karcindéma sejtvonalat valamint
annak vinblasztinnal (KB-V1) és kolhicinnel (KB-8-5) szelektalt Pgp-t kifejezd valtozatait
tovabba az NIH 3T3 egér fibroblaszt sejtvonalat és annak mdrl génnel transzfektalt valtozatat
(NIH 3T3 MDR1 G185) alkalmaztuk. A KB-3-1, a KB-V1 ¢és az NIH 3T3 sejtvonalakat M.
Gottesman (NIH, Bethesda, USA), a KB-8-5 sejtvonalat pedig J. Lankelma (Dept. Medical
Oncology, Vrije Universiteit, Amsterdam) bocsatotta rendelkezésiinkre. A sejteket 10%
inaktivalt fotalis szarvasmarha szérumot (FCS, Gibco), 5 mM glutaminsavat és 25 pg/ml
gentamicint tartalmaz6 DMEM (Dulbecco) tenyésztd folyadékban ndvesztettik allando
koriilmények mellett (37 °C, 5 %-os CO, atmoszféra, 95 %-os paratartalom). A Pgp-t kifejezd
sejtvonalakat 180 nM vinblasztint (KB-V1), 10 nM kolhicint (KB-8-5) és 2 uM doxorubicint
(NIH 3T3 MDRI1) tartalmazo6 tapoldatban tartottuk fenn és felhasznalasuk eldtt 2-3 nappal
drogmentes tenyésztd oldatban ndvesztettiik. Sejtvonalaink mindegyike a feliilethez tapadva

novekedett, igy a kisérleteinkhez tripszines kezeléssel készitettiink sejtszuszpenziot.

3.2. Pgp ellenes monoklonalis antitestek

Az MM12.10, MM6.15, MM4.17 monoklonélis antitesteket M. Cianfriglia (Istituto
Superiore di Sanita, Roma) bocsatotta rendelkezésiinkre. Vizsgéalataink soran hasznéltunk
tovabbi Pgp ellen termeltetett antitesteket is: MRK16 (T. Tsuruo), 4E3 (R. Arceci, Dana
Farber Cancer Institute) és UIC2 (E. Mechetner, Oncotech, Irvine USA). Az UIC2 antitestek
egy részét tisztitott formaban E. Mechetner-tdl kaptuk ill. hibridoma sejtek feliiltisz6jabol,
protein A affinitds-kromatografia alkalmazasaval magunk izolaltuk.

Az UIC2 antitest Fab fragmentumait papaionos emésztéssel allitottuk eld. Ennek soran
a teljes antitestet eldszor atdializaltuk pH=8.00 PBS-be (100 mM Na,HPO,4, 50 mM NacCl,
1 mM EDTA), majd L-cisztein jelenlétében papainnal emésztettiik (11 perc, 37 °C) és az

emésztési reakcidt jod-acetamiddal allitottuk le. Sephadex-100 oszlopon torténd gélsziiréssel
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nyertilk az Fab és Fc fragmentumokat is tartalmazo frakciokat, melyekbdl az antitestek Fc
részét megkotd protein A oszlop alkalmazasaval valasztottuk el a tiszta Fab frakciot.

Aramlasi citometrias és konfokélis pasztizo 1ézer mikroszkopias kisérleteinkhez az
antitesteket ill. az UIC2 Fab fragmentumait 6-(fluoreszcein-5-karboxiamido)-hexanoilsav
szukcinimidil észterrel (sFx), vagy fluoreszcein-izotiocianattal (FITC) (Molecular Probes,
Eugene, OR, USA) ill. szulfoindocianin-szukcinimidil észterrel (Cy3 és Cy5) (Amersham
Life Sciences, Arlington Heights, IL, USA) ¢és biotinamido-kapronsav-N-szukcinimidil
¢szterrel (biotin) (Sigma) konjugaltuk. Az antitesthez nem kotddott festék ill. biotin,
felesleget Sephadex-G25 oszlopos gél-sziirési technikaval tavolitottuk el. A festék-fehérje
aranyt spektrofotometridsan hatdroztuk meg, melynek értéke a teljes antitestek esetén az
optimalis kortilbeliil 3:1 ill. az Fab fragmentum esetén 1:1 volt. Jeloletlen antitesttel végzett
kompeticids kisérletben igazoltuk, hogy a festékkel konjugalt antitestek a Pgp-hez valo

specificitasukat megorizték.

3.3. Sejtfelszini Pgp molekulak jelolése

Immunfluoreszcens jeloléshez 7 % gliikoz tartalmazd PBS-ben 1x10° db sejt/ml

T

szubsztrattal/modulatorral valo ill. anélkiili elékezelés volt, melyet 37 °C-os vizfurdében
végeztiink. A kezelések soran a kovetkezd vegyiileteket (Sigma) a zarojelben megadott
koncentraciokban (4.4.1.2. pontban leirt szempontok alapjan vélasztva) hasznaltuk : o- és m-
amszakrin (5 uM), oligomicin (5 uM), SDZ PSC 833 (8.3 uM), ciklosporin A (10 uM),
gramicidin D (10 uM), prazozin (10 uM), valinomicin (10 pM), mibefradil (17.5 uM),
benzokain (20 uM), dezipramin (20 uM), imipramin (20 uM), ivermektin (20 uM), lidokain
(20 uM), maprotilin (20 uM), mitomicin C (20 uM), puromicin (20 uM), kinidin (20 uM),
kinin (20 pM), tamoxifen (20 uM), taxol (20 uM), trimipramin (20 uM), aktinomicin D (40
uM), genisztein (40 uM), vinblasztin (70 uM), verapamil (75 uM), haloperidol (80 uM),
nifedipin (100 uM), prednizon (200 uM), tetrakain (320 puM) és 5 mM natrium-azid ill. 5
mM 2-deoxi-D-gliikoz.

Ezutan a sejteket a telité koncentracioban alkalmazott UIC2, MRK16, 4E3 (10 pg/ml)
ill. MM12.10, MM6.15, MM4.17 (8 pg/ml) antitestekkel, 20 percig, 37 °C-on inkubaltuk.
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........

20 perc id6tartamu kezelés kovette a masodik antitest jelenlétében. Amennyiben az antitest ill.
Fab fragmentum fluoroférral volt konjugalva a jeldléseket sotétben végeztiik. Indirekt jelolés
esetén a sejteket a jeloletlen (ill. biotinalt UIC2) antitestekkel inkubaltuk (el6zéek szerint),
majd kétszer mostuk szobahémérsékletli PBS-ben, ezutan 4 °C-on 45 percig jeloltink az
FITC-, sFx-, Cy3-, vagy Cy5-konjugalt poliklonalis méasodlagos (nyulban termeltettet, egér
ellenes IgG, RaMIgG, Sigma) antitesttel (10 pg/ml), esetleg streptavidin-Cy5-val (10 pg/ml)
(Sigma). Végiil a sejteket hideg (4 °C) PBS-ben mostuk és mérésig jégen tartottuk vagy 1 %-
os formaldehid oldattal fixaltuk. (Az €16 illetve a fixalt sejteken kapott eredmények kozott a
mérési hiban beliil nem volt eltérés.) Fluoreszcens mikroszdpos kisérletekhez mintdinkat a
sejtszuszpenziobol 1 mg/ml polilizinnel el6kezelt targylemezre kicseppentve készitettiik el.

Detergens rezisztens membran domének kimutatasahoz az antitestekkel megfeleléen
jelolt sejtekhez 0.5 % Nonidet P-40 (NP-40) vagy 0.1 % Triton X-100 (TX-100)
végkoncentracidban detergenst adtunk. Ezekben a kisérletekben, a sejtfelszini Pgp molekulak
keresztkotését — az UIC2 antitesteken keresztiil — RaMIgG-gal (10 pg/ml, 4 °C, 45 perc)
végeztilk. A Pgp és mas sejtfelszini fehérjék egymashoz rogzitését formaldehides fixalassal
(1 %, 4 °C, 30 perc) hoztuk létre. A detergenssel valo membran kioldast 4 °C-on végeztiik és
idoben aramlasi citometriasan kovettiik nyomon.

Az ellenanyagok kotédésének mértékét aramlasi citometrids modszerrel hataroztuk
meg. A FITC- és sFx-konjugalt antitesteknél a 488/5304+30 nm, a Cy3 konjugatum esetén
488/585+21 nm, mig Cy5 esetén a 635/661+8 nm fluoreszcencia intenzitasokat detektaltunk,
Becton Dickinson FACScan ill. FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA)
aramlési citométerek segitségével. A sejttormelékeket és az elpusztult sejteket az eldre

iranyul6 fényszoras és propidium-jodidos festés segitségével kapuztuk ki.

3.4. Fluoreszcens festék akkumulacio meghatarozasa aramlasi citometriaval

Aramlési citometrias festék akkumulacié méréséhez 5x10° db sejt/ml koncentracioju
sejtszuszpenziot inkubaltunk 2 uM daunorubicin (DNR, Sigma) vagy 0.25 pM calcein-AM
(Molecular Probes, Eugene, OR, USA) és Pgp-szubsztratok ill. modulatorok jelenlétében vagy
tavollétében 37 °C-on, 7 mM gliikézt tartalmazd PBS-ben, gyakori razogatas mellett. A

szubsztratokkal/modulatorokkal torténd 10 perces eldékezelést a DNR esetében 45 perces, a
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calcein-AM esetében 15 perces tovabbi inkubacio kovette. Az dramlési citometrias mérés elott
a mintakat kétszer mostuk hideg PBS-ben és a mérés megkezdéséig jégen tartottuk. A Pgp
modulatorok toxicitasi vizsgalatdhoz a mérések eldtt propidium-jodidos festést alkalmaztunk.
Azokban a kisérleteinkben, ahol a monoklonalis antitestek kotddését és a festék akkumulaciot
egylttesen kivantuk vizsgalni a fennt bemutatott kisérleti eljarast modositottuk: a 10 perces
szubsztrattal/modulatorral vald elékezelést a monoklonalis antitestekkel vald inkubaci6 (20
perc) és kétszeri 1 % BSA-t (albumin marha vérsavobol, Sigma) tartalmazo PBS-ben torténd

mosas kovette, majd ezutan kovetkezett a festék akkumulacios 1épés (fent bemutatott modon).

3.5. Aramlisi citometrids energiatranszfer mérések

A Forster tipusu fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer (FRET) egy gerjesztett
allapotban 1évd fluorofor (donor), valamint egy megfeleld spektroszkopias paraméterekkel
rendelkez6 molekula (akceptor) kozott dipdlus-dipolus kolcsonhatds (rezonancia) révén
megvalosuld, sugarzas nélkiili energiadtadas. Az energiatranszfer kovetkeztében a donor
alapallapotba, mig az akceptor gerjesztett allapotba keriil.

Egy adott donor és akceptor molekula kozott lezajlo energiatranszfer valoszintisége
(kr) fiigg a donor emisszios €s az akceptor abszorpcids spektruma atfedésének mértékétdl (J),
a donor emisszids dipolusanak és az akceptor abszorpcids dipolusanak relativ orientaciojatol
(%) valamint a két fluorofor kozotti tavolsagtol (R):

kroc JR S

Az energiatranszfer jellemezhetd a transzfer hatasfokaval (E), amely kozvetleniil fiigg
a donor-akceptor tavolsagatodl (R):
po R
RS +R®’
ahol R az a donor-akceptor tavolsag, amely esetében a transzfer hatasfoka pontosan 50 %.
Az E meghatarozdsa a donor és/vagy az akceptor kiillonbozé fluoreszcencias

paramétereinek értékében bekovetkezd valtozasok mérésén keresztiil torténik.

Kisérleteinkben kihasznaltuk, hogy a FRET alkalmas a membranfehérjék sejtfelszini

.....
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transzferhatasfok értéke ebben az esetben tobb lehetséges donor-akceptor tdvolsag statisztikus
atlagabol adodik, mely alapjan a vizsgalt fehérjék molekularis kozelségére, vagy annak
hianyara kovetkeztethetiink.

Aramlasi citometrias energiatranszfer (Flow Cytometric Energy Transfer, FCET)
méréseink soran azt a tényt hasznaltuk ki, hogy energiatranszfer hatasara mind a donor, mind
az akceptor altal emittalt fluoreszcencia intenzitas megvaltozik: a donor fluoreszcencidja
csokken (kioltas), ugyanakkor az akceptoré¢ novekszik (szenzitizalt emiszid). A transzfer
hatasfokot intézetlink munkatarsai altal kifejlesztett modszerrel a donor kioltds és a
szenzitizalt akceptor emisszi0 kombinalt felhasznalasaval, optimalisan megvalasztott
fluorofér-konjugatumok alkalmazasaval, sejtenként hataroztuk meg (Tron és mtsai, 1984;

Sz61106si és mtsai, 1998; Sebestyén és mtsai, 2002).

3.6. Konfokalis pasztazo 1ézer mikroszkopias kisérletek

Konfokalis mikroszkopos képeink elkészitéséhez Bio-Rad MRC 1024ES (Pécsi
Orvostudomanyi Egyetem) ¢s Zeiss 420 (University of Rostock, Németorszag) tipusu
pasztaz6 lézer mikroszkopot hasznaltunk. A gerjesztéshez argon lézer 488 nm-es (sFx) és
argon-kripton lézer 633 nm-es vonalat (Cy5) hasznaltuk. A gerjesztdé és az emittalt fény
elvalasztasara 488/633 nm-es dupla dikroikus tiikrot alkalmaztunk. Az emittalt fényt 505/35

nm-es savszird (sFx) illetve 700 nm-es feliil ateresztd sziird (CyS5) segitségével detektaltuk.
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4. EREDMENYEK ES MEGBESZELESUK

4.1. Erzékeny, antitest-kotédésen alapulé fluoreszcencias moédszer kidolgozisa a Pgp
moduliciéja soran bekovetkezé konformacié-valtozasok detektalasara: antitest

kompeticios teszt (AKT)

A Pgp szubsztratjainak megkdtése €s a sejtbdl torténd eltavolitdsa soran bekdvetkezd
konformacid-valtozasokat szdmos kisérleti adat demonstralja (I1d. Bevezetés). A transzport-
folyamat valdsziniileg komplex, azonban a ma rendelkezésiinkre allo eszkdztar a drogok
szallitdsanak csak egy-egy markans momentumat képes megragadni. A katalitikus ciklus
egyes lépéseit kovetd konformacios torténések nyomonkdvetésére ad lehetdséget olyan, a Pgp
ellen termeltetett antitestek alkalmazésa is, melyek kotodési sajatsagait a pumpa szubsztrat-
telitettsége befolyasolja. Ezen konformacid-érzékeny antitestek koziil a legjobban jellemzett
az UIC2 monoklondlis antitest, melynek szubsztrat-fliggd kotddési sajatsagai és az abban
manifesztdlodd konformdacio-valtozasok alltak vizsgalataink kézéppontjaban.

Az UIC2 antitest kdtodése 2-4-szeresére novekszik pl. vinblasztin, taxol, ciklosporin
szarmazekok, stb. jelenlétében a Pgp-t kifejezd sejteken (Mechetner és mtsai, 1997). Ez a
jelenség az un. UIC2-shift, melyet felfedez6i a sejtfelszini, ,,fukcionalis Pgp” molekulak
kimutatéasara, ill. a kis mennyiségben jelenlevé Pgp kimutathatdsdganak novelésére javasoltak
(U.S. Patents: 5,994,088; 5,972,598; 5,872,014; 5,773,280; 5,434,075). Az UIC2-shift-en
alapuld, klinikai MDR vizsgélatokra is bevezetett teszt alkalmazhatosdgat azonban jelentdsen
korlatozza a ,,shift” mértékének nagymértékii variabilitdsa, melyre egyenldre nincs elfogadott
magyarazat (vagy akar megfeleld hipotézis). Mas antitestek kotddése nem, vagy csak alig
valtozik modulatorok, szubsztratok jelenlétében (pl. MM12.10, MM6.15, MRK16, 4E3
(Romagnoli és mtsai, 1999; Cianfriglia és mtsai, 1995; Georges és mtsai, 1993; Arceci és
mtsai, 1993; Jachez és mtsai, 1994)). Az UIC2 a sejtfelszini Pgp molekuldk egy részéhez
kotodik, a tobbi kotdhely — mely pl. az MRK16 antitest szamara mindig hozzaférhetd — csak
Pgp-szubsztratok jelenlétében valik UIC2-kototté. Ekdzben az antitest kotddési allandoja és a

kotéhelyek szama is valtozik (Mechetner és mtsai, 1997).
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4.1.1. A Pgp-re specifikus, két mAt (UIC2 és MM12.10) kompeticiojanak vizsgalata

kiilonb6z6 szubsztratok/modulatorok jelenlétében

A velilink egylittmiikodé amerikai €s olasz munkacsoportok (E. Mechetner, R. Arceci
¢s M. Cianfriglia) kiilonb6zd Pgp epitopok ellen termeltetett antitesteket bocsatottak
rendelkezésiinkre. Ezen antitestek kombinécioit kezdtiik el alkalmazni fluoreszcencia
rezonancia energiatranszfer kisérletekben. Epitop-epitop tavolsagok véltozasait detektalni
képes, konforméacio-valtozasokra érzékeny eljarast terveztiink kidolgozni. Kezdeti kisérleteink
soran, az energiatranszfer mérésekhez sziikkséges nem kompetdld antitest parokat keresve,
¢észleltiink egy szokatlan jelenséget (8. abra).

NIH 3T3 MDRI1 sejtvonalon vizsgaltuk kétféle mAt, az UIC2 és az MMI12.10
eldinkubaciot kovetden alkalmazva a fluoreszcens festékkel konjugalt MM12.10 mAt-et
(FITC-MM12.10), mint azt az 8.a abra mutatja, az UIC2 antitest csak kevéssé befolyasolta a
nem konformacio-érzékeny FITC-MM12.10 antitest kotédését. Az UIC2 utan még jelentds
mennyiségli FITC-MM12.10 tudott a fehérje megfeleld epitopjaival kdlesonhatast kialakitani.
Azonban, ha a Pgp-t kifejezd sejtvonalat az altalaban nagyobb mértékii UIC2-shift-et okozo
CSA-nal elokezeltiik, az UIC2 antitesttel valdé inkubacié utan az MMI12.10 kotodése
jelentésen lecsokkent, vagy teljesen megszlint (8.c abra). A jelenségen beliill fontosnak
talaltuk azt a megfigyelést, hogy a két alkalmazott revertalé szer nem viselkedik hasonldan:
mig a CSA a fenti jelenséget — az UIC2 kotodés ,,folényének™ kialakulasat — eredményezi, a
verapamil kozel maximadlis Pgp funkci6 gatlast okozd ddzisban sem valt ki ilyen hatast (8.b
abra). Kontroll kisérletekben kimutattuk, hogy az alkalmazott drogok jelenléte nem
befolyasolta jelentésen az MM 12.10 mAt kotddését.

Bar a fennt bemutatott jelenség nyilvanvaldéan az UIC2-shift kovetkezménye, annak
nem egyszerll negativ képe, az UIC2 altal el nem ,£foglalt” Pgp-epitopok egyszerii
visszatitralasa, hiszen az eljaras reprodukalhato kiilonbséget tesz verapamil és CSA kozott,
mig az UIC2-shift nem. A tovabbiakban a két eljaras viszonyat, a kettd kozotti eltéréseket és
azok magyardzatat vizsgaljuk.

A jelenségen alapulo, funkcionalis Pgp kimutatdsdra alkalmas eljarast antitest
kompeticids tesztnek neveztik el, a tovabbiakban igy (ill. roviden: AKT eljarasként)

hivatkozunk ré.
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Sejtszam

8. abra Az NIH 3T3 MDRI1 sejteket modulatorokkal eldkezeltiik ( b: verapamil, c: ciklosporin A, a:
kezeletlen kontroll), ezutan az UIC2 antitesttel, vagy anélkiil inkubaltuk, majd FITC-MM12.10
antitestet adtunk a mintdkhoz, melyeket az egyes inkubacios 1épések kdzott nem mostunk. A FITC-
MM12.10 fluoreszcencia intezitasat aramlasi citométerrel mértiik. Piros vonal: a FITC-cel konjugalt
MM12.10 mAt-tel valé inkubalast megelozte az UIC2 antitesttel torténd kezelés; kék vonal: csak
FITC-MM12.10-zel jeldlt mintak. A pontozott vonal a hattér fluoreszcencia intenzitast abrazolja. A

fluoreszcencia intenzitas eloszlasi hisztogrammok nagyszamii mérésbdl kivalasztott reprezentativ

adatsort mutatnak.
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4.1.2. Az AKT-eljaras és az UIC2-shift 6sszehasonlito vizsgalata

1.0

0.8

icio

r

Rkompet

crcr

Riompeticio, amely az FITC-MM12.10 fluoreszcencia intenzitdsanak kiilonbsége UIC2
antitest el6kezelés nélkiil és azt kovetden, normalizalva az UIC2 mAt hianyaban mért
fluoreszcencia intenzitasra. Az antitestekkel torténd inkubalasok el6tt az NIH 3T3
MDRI1 sejteket kiillonbdzé modulatorokkal kezeltiik elé. Az UIC2-shift tesztben a
sejteket szubsztrattal/modulatorral eldkezeltiilk, majd az UIC2 antitest felkotodését
FITC-GaMIgG indirekt jeloléssel detektaltuk. A betét mutatja az UIC2-shift mértékét,
amely a revertald agens jelenlétében és anélkiil mért fluoreszcencia intenzitasok
hanyadosa (Rgin) (a kiilonb6zd el6kezelések eredményeit az Ryompedcio-S abraval

megegyez6 sorrendben tiintettiik fel). 6 fliggetlen mérés atlagat abrazoltuk (£SD).

Amint a 9. abra adataibdl kitlinik, a relativ (és valtozékony) UIC2-jel ndvekedést a
nem konformacié-érzékeny antitest felkotédésének szinte teljes szupresszidja, meghitisulasa
kiséri CSA ill. vinblasztin jelenlétében ¢€s ezaltal a mindezt el6idéz6 konformdacio-valtozas

érzékeny modon detektalhato.
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A fent bemutatott jelenséget mas antitest parok esetén is megvizsgaltuk (10. abra).
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10. abra Az abran lathaté antitest kombinaciok (festékkel nem konjugalt) elsé
tagjaval az NIH 3T3 MDRI1 sejteket elokezeltiik, majd a FITC-cel konjugalt masodik
antitestekkel jeloltiink. Az oszlopdiagrammon az egyes antitest kombinaciok Ryompeticis
értékeit abrazoltuk a CSA-val elokezelt (kék oszlopok), illetve a kezeletlen (sziirke
oszlopok) sejtek esetén (£SD).

A rendelkezésiinkre 4116, nem konformacid-érzékeny anti-Pgp antitestek barmelyikét
alkalmazva az UIC2 parjaként, ugyancsak jelentds kiilonbség mutatkozott a masodikként
hozzédadott antitest felkotddésében CSA jelenlétében ill. tavollétében. Pl. az MRK16, 4E3,
vagy MM6.15 ill. MM4.17 antitest kotddése modulator tavollétében nem valtozott jelentdsen
az UIC2 felkotédését kovetden, mig CSA jelenlétében az UIC2 teljesen meggatolta az elébb
felsorolt antitestek barmelyikének kapcsoldodasat a fehérjéhez, €16, Pgp-pozitiv sejteken.
Forditott antitest sorrend alkalmazasakor, ha a jeldletlen MM12.10-zel inkubaltunk elészor az
teljesen megakadalyozta a masodjara adott FITC-UIC2 antitest felkotédését (modulatorok

tavollétében is).
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4.1.4. Az AKT-teszt, az UIC2-shift és a pumpa-gatlas szimultain mért eredményeinek

korrelacios vizsgalata

Szimultan, azonos sejtmintakon végzett kisérletekben hasonlitottuk Ossze az antitest
kompeticid6 mértékét, a Pgp pumpa funkcidjat és az UIC2-shift nagysagat, modulatorok

jelenlétében és tavollétében (11. abra).

a O kontroll
3.0 .
¢)
Sas V.e rapaml.l
= v ciklosporin A
2.0 . .
~ ¢) ® vinblasztin
1.5
1.0 ﬁjﬂ}g
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25
Rkompeticio
80 80
17} v b » v C
N~3 N~
= 60 v =60 v
z vz v
40 2 Ad
v’ iv7 40
< < vy
Cd 20 Lo+ 0O Qﬂ 20 O‘ o Yv
o O ®
+ — {1 [}
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5
Rkompeticio Rshift

11. abra A szubsztratok/modulatorok hatasat a Pgp aktivitasara a daunorubicin
akkumulacio megfigyelésével kovettiik nyomon és az Ryviss €rtékkel jellemeztiik,
ami az egyensulyban mért fluoreszcencia intenzitdsok aranya modulator jelenlétében
ill. anélkiil. Az Ryompeticic €5 az Rgnin értékeket a 9. abrandl leirtakkal azonos médon

hataroztuk meg. A pontok egy-egy fliggetlen mérés adatai.

AZ Ryompeticis, 3Z Rakiviis €5 az Rgniny paramétereket, revertald szerek nélkiil, illetve
jelenlétében éabrazoltuk. Megfigyelhettiik, hogy mig az Ryompeticic értékek a CSA-val kezelt
mintak esetében 1-hez szorosan kozeli értékeket vesznek fel, addig az Rgir értékek viszonylag
sz¢les tartomdnyban mozognak (1.25-2.75) és mig a CSA-hoz ill. a verapamilhoz tartozo Rgpis
értekek atfednek, addig azok teljesen elkiiloniilnek az AKT alapjan (11.a). Tovéabba, a
daunorubicin felvétel a CSA-val kezelt esetekben 20 egység felett volt (20-70), mig a tobbi
vizsgalt revertald agens esetében ezen érték ala esett (11.b). Az alkalmazott drogok hatékony
pumpa gatlasa altaldban jelentésebb mértékli UIC2-shift-ben is manifesztalodott (11.c),
ugyanakkor a nagyobb ,,shift” nem mindig jart magasabb Riyvius €rtékekkel. A Pgp-funkciod
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mérésben altalunk alkalmazott két kilonboz6é teszt, a calcein-AM és a daunorubicin
akkumulaciés tesztek azonos kovetkeztetésekre vezetettek (itt nem bemutatott adatok).
Lathato az is, hogy nagy Ryompeticis €rték kis UIC2-shift esetében is észlelhetd, de anélkiil soha
(11.a). Azaz, az antitestek kompeticidja soran tapasztalt, 1-koriili Ryompeticis €rték altal jelzett

konformacio-valtozas feltétele az UIC2-shift.

A revertald szerek eltérd viselkedése (a CSA és a verapamil élesen kiilonbozd hatdsa
arra enged kovetkeztetni, hogy az Ryompeticio 1-koOriili értékében manifesztaldédd konforméaciods
allapotot, mely a CSA ill. a vinblasztin és az antitestek egyiittes jelenlétében alakul ki, a
masodikként alkalmazott antitest kotddése érzékenyebb mddon detektalja, mint maganak a

konformécio-érzékeny antitestnek (UIC2) a kdtddése.
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4.2. A detektalt konformacié-valtozasok és a katalitikus ciklus fazisai kozotti osszefiiggés

tanulmanyozasa

crer

igérkezett a Pgp kiilonboz6 revertald szerekkel és szubsztratokkal valod kolcsonhatdsa soran
bekovetkezd konformécio-valtozasainak észlelésére és kétféle konformacio-valtozas — és ez

alapjan kétféle modulator/szubsztrat kategoria — elkiilonitésére.

4.2.1. Az antitest kompeticios jelenség vizsgalata UIC2 Fab fragmentumainak

alkalmazasaval

Az elobbiekben bemutatott mAt kompeticids jelenséget bivalens UIC2 antitesttel
észleltiik. Tovabbi kisérleteinkben szerettiink volna vélaszt kapni arra a kérdésre, hogy vajon
befolyasolhatja-e az antitest kompeticios jelenség kimenetelét, ha abban az UIC2 csak egyik
variabilis régidja vesz részt. Nem ismert ti., hogy az UIC2 csak egy vagy mindkét antigén-
keresztbe. Ennek tisztazasara, kisérletes rendszeriinkben a monovalens UIC2 Fab alakot

alkalmaztuk (12. abra).
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Fluoreszcencia intenzitas
12. abra AKT monovalens (piros vonalak) és bivalens (kék vonalak) UIC2 és CyS5-
MM12.10 antitestpar alkalmazasaval. Pontozott vonallal abrazoltuk a CSA-val
elokezelt, folytonos vonallal a modulatorral nem kezelt mintakat. A kontrollként a
NIH 3T3 MDRI1 sejteket csak Cy5-MM12.10-zel jeloltik (zold folytonos vonal). Az

abra egy reprezentativ mérés eredményét mutatja.
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Ahogyan az 12. abra mutatja, a teljes antitesttel tapasztalt kompeticios jelenséget
(CSA eldkezelés esetén) a monovalens UIC2 Fab fragmentummal is észleltiik, azaz az UIC2
egy varidbilis régidja is elegendd a masodikként alkalmazott, jelolt mAt kotddésének

meghiusitasara.

4.2.2. A kompeticios jelenségben manifesztalodo konformacios allapot kialakitasaban

érintett fehérje-domén meghatarozasa

Nem ismert, hogy az UIC2-kotd fehérje motivumok szdma véltozik-e a modulatorok/
szubsztratok jelenlétében.

Az antitestek kozott a Pgp-vel kialakithatdo kotésekért végbemend versengés
legegyszeriibb magyarazata, ha epitdpjaik kozeliek vagy atfedéek. Az 2. tablazat a
kisérleteinkben felhasznalt antitestek fehérje-antitest kapcsolat kialakitasaban feltehetdleg
részt vevd antigén peptid-motivumainak aminosav szekvenciait mutatja be (Romagnoli és
mtsai, 1999; Cianfriglia és mtsai, 1995; Cianfriglia és mtsai, 1994; Georges és mtsai, 1993;

kooperacios partnereink altal rendelkezéstlinkre bocsatott adatok).

Monoklonalis mAt-ek kotéhelyeinek lokalizacidja a Pgp-n
antitestek 4. e.c. hurok 6. e.c. hurok egyéb
FTRIDD, 1. e.c. hurok
vicz RQNSNLFS KLMSFEDV 11. T™
MM12.10 | KRQNSNLFSSLL YLVAHKLMS 8. TM és 9. TM
FTRIDDPET GAYLVAHKLMSF
MM6.15 KRONSNL 1. e.c. hurok
MM4.17 TRIDDPET - -
MRK16 RIDDPETKR - 1. e.c. hurok
2. tablazat
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Az MM12.10 antitest komplex epitoppal rendelkezik a Pgp-n, mely magaba foglal a 4.
¢s a 6. extracellularis hurkon 1évé peptid szekvencidkat. Az UIC2 ellenanyag epitdpjat
kialakité peptidszakaszok az MM12.10-zel azonos extracellularis (e.c.) hurkokon, részint
atfedésben talalhatoak, illetve az 1. e.c. hurkon rendelkezik egy diffiz, a kdotésben
valdsziniileg érintett teriilettel. Hasonld atfedést tapasztalunk az MM6.15 antitest esetében is.
Az altalunk leirt kompeticios jelenség és az a megfigyelésiink, mely szerint az MM 12.10-zel
torténd inkubacio (10. abra) teljesen meggatolja a késobbi 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 MMG6.15 antitestet az UIC2 antitesttel vald versengésen alapuld kisérletben (10. abra),
az UIC2 Pgp-hez valé kapcsolodasaban is megnyilvanulé konformacio-valtozas kritikus

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

4.2.3. Az ATP-deplécio és a mAt kompeticios jelenség kapcsolatanak vizsgalata

Mechetner €s munkacsoportjdnak eredményei alapjan ismert, hogy az ATP-deplécio
fokozza az UIC2 reaktivitasat, vagyis UIC2-shift-et idéz el6 (Mechetner és mtsai, 1997).
Valoszinlileg az UIC2-shift-ben manifesztaléddé konformacid-valtozas a katalitikus ciklus
soran alakul ki: az UIC2 fokozott megkdtésének képessége a Pgp ATP-mentes allapotaira
lehet jellemzd. Kovetkezd kisérletsorozatunkban ATP hianyos allapotot idéztiink elé Pgp-t

crer

abra).
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13. abra NIH 3T3 MDRI1 sejtek ATP termelését oligomicinnel vagy natrium-azid/ 2-
deoxi-D-gliikkoz kombinaciojaval torténd 30 perces elGkezeléssel gatoltuk meg. Az
ATP-depléci6 hatasat az UIC2/MMI12.10 antitestek kompeticidjara az Ryompeticis

aranyszammal adtuk meg. 4-6 fliggetlen mérés atlagat abrazoltuk (£SD).

Oligomicin, vagy 2-deoxi-D-gliikéz és natrium-azid egylittes hatdsara bekovetkezd
ATP-deplécio utan az UIC2 teljes mértékben meggatolta az MM12.10 késébbi felkotodését,
hasonldéan a CSA-hoz. Tehat a CSA ¢és a vinblasztin ugyanolyan hatast valt ki az antitestek
adodik, hogy a katalitikus ciklus azon stddiumaiban kedvezd a fehérje konformacidja az UIC2
antitest kotddése szamara, amelyben a Pgp-hez vagy még nem kotédik ATP, vagy mar
megtortént az ATP hidrolizise. Munkacsoportunk késdbb kimutatta, hogy a Na-ortovanadattal
blokkolt Pgp-hez az UIC2 nem képes kotddni és ekkor a kompeticios jelenség sem észlelhetd
(Goda és mtsai, 2002). Ezek alapjan a katalitikus ciklus UIC2-k6t6dést megengedd szakasza

tovabb sziikithetd a Pgp-nek sem ATP-t, sem ADP-t + P;-t nem koté konformacios allapotaira.
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Ezen kisérlet eredményei két irdnyba inditottak el tovabbi munkainkat (4.2.3.1.és

4232).

4.2.3.1. Az UIC2 antitest kotédésének vizsgalata az inkubacios ido fiiggvényében

Valoszintlileg a CSA, a vinblasztin és az ATP-deplécio a Pgp-t katalitikus ciklusanak
olyan szakaszdban rekesztik meg, melyben a fehérje azonos, vagy nagyon hasonlo
konformacids allapotban van és amely az UIC2 antitest kotddése szamara kedvezd. Ebbdl az a
feltételezés adodik, hogy a Pgp a fenti dgensek nélkiil is athalad katalitikus ciklusa soran ezen
az allapoton. Vagyis UIC2 jelenlétében elébb-utobb az Osszes jelenlévd Pgp felveszi ezt a
konformacids 4llapotot. Ezt a predikcidt ellenérizendé az UIC2 jelolodését az 1dd

fiiggvényében kovettiik nyomon (14. abra).
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14. abra Az UIC2 mAt kotédés idofiiggésének vizsgalatahoz KB-V1 sejteket gliikdz
¢s UIC2 mAt jelenlétében verapamillal vagy anélkiil (kék és piros hdromszégek)
inkubaltuk. Az abran jelzett idOpontokban mintdkat vettiink, melyeket a szokasos
modon jeloltik FITC-RaMIgG-gal. A betét abran a 40. percben késziilt modulator
kezeletlen (piros oszlop), verapamil- (kék oszlop) és CSA-kezelt (z6ld oszlop) mintak

fluoreszcencia intenzitas atlagait mutatjuk.
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Az UIC2 kotédése a pumpa jO szubsztratja, a verapamil jelenlétében sem kozelitette
meg a CSA mellett kapott értéket, még tobb Ords inkubalds esetén sem. Ennek lehetséges
magyarazata az, hogy a Pgp katalitikus ciklusa verapamil jelenlétében vagy gyorsan athalad
azon a stadiumon, vagy kihagyja azt a stddiumot, melyben kialakulhatna az UIC2 kotodés
szémara kedvezd konforméacids allapot, amelyet viszont a CSA 1étrehoz. Elképzelhetd az is,
hogy az UIC2 mAt masképpen kotddik CSA, vinblasztin jelenlétében, ill. ATP-depletalt
koriilmények kozott, mint pl. verapamil mellett. (Nem teljesen bizonyos, hogy az ATP-
deplécioval létrehozott szitudcid a katalitikus ciklus egy fizioldgias allapotat reprodukalja,
hiszen a Pgp magas intracellularis ATP koncentracié mellett koti-bontja vagy nem koti az

ATP-t, tehat a ciklustol és nem az ATP-szinttd] fiiggden.)

4.2.3.2. Az UIC2 antitest pumpa-gatlé hatasanak modulator fiiggése

Mechetner munkacsoportja kimutatta, hogy MDR sejtekben az UIC2 képes gatolni a
Pgp-szubsztratok kiaramléasat ¢és szignifikdnsan noveli az alkalmazott, Pgp altal is szallitott
drogok citotoxicitdsat, mig azonos kisérleti koriilmények kozott mas Pgp ellenes antitest erre
nem volt képes (Mechetner & Roninson, 1992). Nem tisztdzott okokbol azonban az UIC2-
gatlas mértéke valtozékony, nem mindig reprodukalhat6 (hasonldan a ,,shift”-hez).
amit a sejtek ATP-deplécidja eredményez, tovabba feltehetden az UIC2 a Pgp-t egy olyan
atmeneti konformacidoban fogja meg, ahol sem ATP-t, sem ADP-t nem kot, gatolva ezzel
annak tovabbi ATP kotését és igy a pumpa miikodését (1d. elébb). Mivel feltételezhetd, hogy
CSA mellett az UIC2 mAt masképpen kotddik, mint pl. verapamil mellett, ezért azt vartuk,
hogy a CSA vagy a verapamil jelenlétében felk6tddott UIC2 a pumpa-gatlasban is
kiilonbozoképpen viselkedik. Ezért CSA és verapamil mellett kotottiik fel az UIC2 mAt-et,
majd BSA tartalmu oldattal mosva a sejteket a modulatorokat kvantitative eltavolitottuk, majd

Eljarasunk egyszerli ¢és gyors Kkisérleti protokollnak bizonyult, amely festék
akkumulacion keresztiill mutatja ki a sejtekhez kotve maradt UIC2 antitest pumpa-gatld

hatasat és amelyben annak hatasfoka gyakorlatilag 100%-os: 15. abra.

45



600

/4

500 -

ﬁ:ilnll“liill

15. abra Az UIC2 antitest pumpa-gatlo hatasa: daunorubicin felvétel NIH 3T3 MDR1

acio

4

daunorubicin akkumul

sejteken. A sejteket az abran jelzett modulatorokkal elékezeltiik (10 perc), majd azok
jelenlétében UIC2 antitesttel jeloltiik, ezt kovetden a mintakat két részre osztottuk. 1%-
os BSA-t tartalmazo oldattal torténé mosassal a mintak felébél a modulatort
eltavolitottuk (piros oszlopok; a mosas nélkiili mintakat kék oszlopokkal jeldltiik), majd
az Osszes mintan elvégeztiik a daunorubicin tesztet. Az abra legalabb 3 aramlasi

citometrias mérés eredményeit 6sszegezi (£SD).

Ahogyan a 3. és az 5. oszlopparon lathato, mind a CSA, mind a verapamil olyan
mértékben eltavolithatd mosasi technikank segitségével, hogy azoknak Pgp modulal6 hatasuk
az esetleg visszamarado6 koncentracioban mar nem érvényestil.

A CSA mellett felkotddott UIC2 a CSA kimoséasa utan is teljesen gatolja a Pgp
miukodését. Feltételezziik, hogy a CSA hataséara kialakuld konformacié az UIC2 segitségével
rogzithetd, mig a verapamil esetén vagy nem alakul ki ez a konformacio, vagy ekkor az UIC2
azt nem képes rogziteni. Valosziniileg ez az allapot manifesztalddik az AKT jelenségben is és

ebben a ,,befagyasztott” allapotban a fehérje nem képes pumpafunkciojat ellatni.
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4.2.4. Javasolt modell a fenti észleletek magyarazatara

Eddig bemutatott megfigyeléseink alapjan egy olyan kép alakult ki benniink (16.
abra), melyben egyetlen Pgp molekula képes a kétféle anti-Pgp antitestet egyszerre megkotni.
CSA jelenlétében az UIC2 (¥tszimbolum) kotddése soran nem csupan az 1. és a 6.
extracellularis hurkon elhelyezkedd epitop szakaszokat (piros ellipszis) hasznalja — melyek
modulator tavollétében is kialakitjdk a kapcsolatot a fehérje és az UIC2 kozott —, hanem
kotodése atterjed a 4. e.c. hurok aminosav szekvencidira (vilagos zold ellipszis) is. A 4. e.c.
hurok részvétele az UIC2 kotésében megakadalyozza a masodikként alkalmazott antitest (pl.
MM4.17,% szimbolum ill. epitdp szakasza: kék ellipszis) kapcsolddasat a Pgp-hez. A 4. e.c.
hurok részvétele az UIC2 kotddés erdsségének novekedésében is megnyilvanul (Mechetner és
mtsai, 1997, itt nem bemutatott adataink). Tovabba az ebben a konformacidoban befagyasztott

pumpa nem miikodoképes.

extracellularis tér

A
VN
y e
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.
citoplazma

1280

16. abra

47



sre s

rezonancia energiatranszfer mérésekkel

A 16. abran lathato modell egyik feltevése az, hogy két kiilonb6z6 Pgp ellenes antitest
képes egyszerre egyazon Pgp molekulara felkotddni. Ez az elképzelés a (CSA tavollétében
felkotott) UIC2 és pl. az MM12.10 molekularis kozelségét prediktalja, melyet FCET
metodikaval vizsgaltunk meg. A 3. tabliazat mutatja fluoreszcencia rezonancia

energiatranszferes méréseink adatait.

Energia-
Donor Akceptor
. . CSA . .| transzfer
Energiatranszfer parok . | fluoreszcencia | fluoreszcencia .
kezelés . o . . hatasfok
intenzitasa intenzitasa
(Y0)
Cy3-UIC2 & Cy5-MM12.10 - 54.98 124.71 154
Cy5-UIC2 & Cy3-MM12.10 - 235.529 102.59 16
Cy3-UIC2 / Cy5-UIC2 - 86.81 38.5 23.69
Cy3-MM12.10/ Cy5-MM12.10 - 155.21 110.27 20.05
Cy3-UIC2 & Cy5-MM12.10 + 385.93 17.49 2.67
Cy5-UIC2 & Cy3-MM12.10 + 143.96 423.24 42.84
Cy3-UIC2 / Cy5-MM12.10 + 286.49 73.96 10.69
Cy5-UIC2 / Cy3-MM12.10 + 255.05 289.80 3091
Cy3-UIC2 / Cy5-UIC2 + 424.19 171.83 24.85
Cy3-MM12.10/ Cy5-MM12.10 + 150.72 110.83 16.89

3. tablazat NIH 3T3 MDRI sejteket CSA jelenlétében (+) vagy tavollétében (-)
eléinkubaltunk, majd a sejteket megjeloltik a tablazat elsd oszlopaban feltiintetett
antitestekkel. Az tablazatban ,,&” szimbolummal jel6ltiik azon kisérleteket, melyekben az
egyes antitestekkel vald inkubacidkat egymas kovetden végeztiik el; ha a jelolés soran a két

kiilonb6z6 mAt egyszerre volt jelen azt ,,/” jellel szimbolizaltuk.

A CSA jelenlétében és tavollétében is elvégezett FCET méréseink magas energiatranszfer
eredményei (kivéve az akceptorként szerepld antitest kismértékli kotodése esetén, amikor az
alacsony energiatranszfer hatdsfokot az akceptor hianya eredményezhette) alapjan két

elképzelés is lehetséges, nem zarva ki azok egyidejli jelenlétét sem:

e cgyetlen fehérje képes megkdtni a kétféle anti-Pgp antitestet, alatdmasztva a 4.2.4.

pontban vazolt Pgp modelliinket.

e Pgp-homoaggregatumok vannak jelen a sejtfelszinen.
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4.3. A Pgp topologiai viszonyainak vizsgalata a plazmamembranban

Az UIC2 antitest a sejtfelszini Pgp molekuldknak csak egy részéhez kotodik, a tobbi
kotéhely csak megfeleld Pgp-szubsztratok jelenlétében valik elérhetévé. Ugyanakkor az UIC2
antitesttel kompetalo, tehat kozeli, vagy azonos helyre kotddé mas, nem konformacio-
érzékeny antitestek szamara mindig hozzaférhetd minden sejtfelszini Pgp. Munkacsoportunk
korabbi kisérleti eredményei szerint az UIC2 antitest sejtfelszini kotddése a sejtek metanolos
fixalasa, permeabilizaldsa hatasara is megnd (Goda és mtsai; 2000). Tovabba, a sejteket
eldzetesen 4%-os formaldehiddel fixalva (a fehérjék keresztkotésével kizarva a konformacio-
valtozasok lehetdségét), majd metanollal permeabilizdlva hasonldé mértékli fokozodas
figyelheté meg a jelolhetdségben. A sejtek CSA-val torténd el6kezelése (azaz az UIC2-shift
létrehozasa) utdn a permeabilizalas nem idézett eld tovabbi jelolodés novekedést. Ezek az
eredmények arra utaltak, hogy a Pgp miikodése soran bekdvetkez6 konformacié-valtozasok az
UIC2 antitest altal felismert epitop, vagy annak egy részlete — pl. a kitiintetett szerepii 4. e.c.
hurok — expondltsdganak valtozasaval jarnak egyiitt. Ezt a pumpafehérje transzmembran
régidinak elmozduldsa és igy az antitest kotésében résztvevo extracellularis fehérje hurkok

lipidbe 4dgyazottsaganak megvaltozasa is okozhatja.

4.3.1. A Pgp sejtfelszini lokalizaciojanak vizsgalata konfokalis lézermikroszkopia

alkalmazasaval

Az AKT jelenség ¢s az UIC2-shift egyik olvasata az, hogy kétféle Pgp populacio van
jelen a sejteken: az UIC2 altal modulatorok nélkiil is megjelolhetd Pgp-k és azok, amelyek
UIC2-t csak pl. CSA jelenlétében kotnek (de mas anti-Pgp mAt-eket, pl. MRK16-ot vagy
MM12.10-et stb. modulatorok nélkiil is). A masik olvasata a két, egymadssal szoros
kapcsolatban allo jelenségnek az, hogy CSA jelenlétében az UIC2 nagyobb aviditassal
kotdédik és igy a sejtfelszini Pgp-k nagyobb (~ 100%) hanyadat jeloli. Mechetner és mtsai
kozlése szerint, mindkét hatds hozzajarulhat az UIC2-shift jelenséghez (Mechetner és mtsai,
1997). Eddigi Scatchard-plot kisérleteinkben a fenti kérdésre nem sikeriilt kapnunk meggy6z6
valaszt, ezért mas megkozelitést valasztottunk a fenti alternativak vizsgalatara.

Konfokalis 1ézermikroszkdpia segitségével megvizsgaltuk, hogy vajon a sejtek

felszinén UIC2 mAt-tel jelolhetd Pgp populdcié homogén-e (17. abra).
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17. Abra Az abra a és b részein Pgp-t kifejez6 NIH 3T3 MDRI1 sejtek lathatoak, melyeket
sFx-UIC2 antitesttel ill. sFx-UIC2 Fab-vel valé immunofluoreszcencias jelolést kovetden Cy5S-
MM12.10 antitesttel inkubaltunk. A sFx-MM12.10 és Cy5-MMI12.10 antitestek azonos aranyu
keverékével jelolt (¢ kép), illetve a Cy5-MM12.10 inkubalas utan FITC-RaMIgG-gal konjugalt (d
kép) sejteket mutatjak a ¢ és d képek. Az f képen bemutatott sejtek esetében az antitestekkel valo
jelolést 4 °C-on végeztiik. Az e képen lathatd sejtek esetében a 4 °C-on torténé UIC2-biotin (majd
streptavidin-Cy5) és sFx-MRK 16 antitestekkel valo jelolést a sejtek formaldehides fixalasa eldzte

meg. Az a és c képeket keresztkorrelacios plotokkal (betét abra) egészitettiik ki.
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A sejteket sFx-UIC2 vagy sFx-UIC2 Fab ¢s Cy5-MM12.10 (a, b képek) vagy biotinalt
UIC2 (melyet Cy5S-streptavidin jelolés kovetett) és sFx-MRK16 (e, f képek) antitestekkel
jeloltiik. A receptor medialta endocitozis megakadalyozasara a jeldléseket 4°C-on (e kép) is
elvégeztiik. A ,,cap”-képzddést az UIC2 Fab fragmentjének felhasznalasaval (b kép) ill. a
sejtek eldzetes formaldehides fixalasaval (f'kép) gatoltuk.

A kétféle szinli jelzés térbeli elkiiloniiltségének mértékérdl ad felvilagositast a
keresztkorreldcios plot (betét abrak), mely a kép pixeleihez tartozd zold és piros szin
intenzitdsokat mutatja. A z6ld szin az sFx, a piros szin a Cy5 jelolésnek felel meg. Minél
jobban szétteriilnek a képpontok a tengelyek felé, annal kisebb a keresztkorrelacio, minél
inkdbb egy emelkedd 45°-0s egyenes mentén helyezkednek el a pixelek, annal nagyobb a zdld
¢s piros képpontok kozotti atfedés. Az P-glikoprotein szemmel lathatéoan is heterogén
eloszlast mutat a sejtmembranban (a, b és e, f képek), a keresztkorrelacids plotokon a pixelek
jelentés mértékben szétteriilnek. A kontroll kisérletekben tokéletes kolokalizacio lathato, sFx-
MM12.10 és Cy5-MM12.10 antitestek 1:1 aranyt keverékének ill. Cy5-MM12.10-val jelolt
sejteket FITC-RaMIgG-os keresztkotésének alkalmazaséaval (c €s d képek).

Ezek az adatok arra utalnak, hogy az UIC2-vel modulatorok tavollétében is jelolhetd
Pgp-k a sejtmembranban a CSA mellett felkotddott mAt-ektdl tobbé-kevésbé elkiiloniilt
doménekben foglalnak helyet. Ez az elkiiloniiltség lehet magénak az antitest-kotésnek az
eredménye, ill. megeldzheti azt. A mikroszkdpias megkozelitésben a ,,reprezentativ”’ sejtek
kivalasztasa szubjektiv elemekt6l nem mentes, ezért egy masik stratégiat is kiprobaltunk a
fenti heterogenitds igazolasara. Ez a stratégia egyben a Pgp intramembran és citoszkeletalis

.....

kidolgozasahoz is vezetett.
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4.3.2. A Pgp intramembran és citoszkeletalis asszociacidinak tanulmanyozasa

4.3.2.1. Sejtfelszini Pgp Triton X-100-zal valé kioldhatéosaganak vizsgalata

A KB-VI1 sejtek plazmamebranjaban 1évé Pgp Triton X-100 (TX-100) kioldasi
kinetikdjat mutatja a 18. abra. A TX-100 enyhe, nem ionos detergens, amely a sejtmembrant
felépitd lipideket micella képzddés soran oldja ki. Biokémiai vizsgélatok ugyanakkor azt
mutatjak, hogy a TX-100 0 °C-on nem képes maradéktalanul eltavolitani a citoplazma
membrant, hanem bizonyos koleszterinben és szfingolipidekben gazdag lipidkomplexeket
tartalmazd membran részletek, Un. detergens rezisztens mikrodomének (lipid tutajok)
oldhatatlanok maradnak. Az antitesttel jelolt membranfehérjék kiolddsanak aramlési
citometridval végrehajtott kinetikai vizsgalatdban mi is azt tapasztaltuk, hogy a detergens
kioldas még 30 perc elteltével sem lesz teljes (lipid tutaj asszociacid) és a kioldédas dontd

tobbsége az elso 5 percen beliil lezajlik.
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18. abra KB-V1 sejteket UIC2-vel jeldltiink (e,e), majd CSA jelenlétében sFx-UIC2-
vel inkubaltuk. Az m, m négyzetekkel szimbolizalt mintdkat el6szor CSA-nal elokezeltiik,
majd sFx-UIC2-vel jeloltiik. A sejteket csak sFx-UIC2 mAt-tel jeldltiik (CSA nélkiil) két
minta esetén (A,A). A fenti mintdk egy-egy részletét egy tovabbi lépésben RaMIgG-nal
inkubaltuk (kék sikidomok). A sejtszuszpenzidokhoz kozvetleniil az aramlasi citometris
mérés eldtt TX-100 detergenst adtunk és mértiik a jelzett idépontokban vett mintak
fluoreszcencia intenzitasat. Az abra egy reprezentativ mérés eredményét abrazolja, tobb

hasonld kisérlet koziil.
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KB-V1 sejteken mind a CSA kezelés mellett, mind az anélkiil UIC2 antitesttel
azonosithatd Pgp-k egy része detergens rezisztens lipid mikrodoménekben taladlhato: CSA
kezelés mellett a Pgp-k 17%-a, mig kezelés nélkiil a 30%-a ill. az dsszes sejtfelszini Pgp
mennyiségének ~ 20 %-a. Megfigyelhetd, hogy a detergens rezisztens Pgp-k ardnya CSA
mellett (~ 0.17) és CSA tavollétében (~ 0.3) egymastol kiilonbdzo. Ez utdbbi megfigyelés arra
utalhat, hogy a CSA kezeléssel elkiilonithetdé — UIC2-vel jelolhetd — kétféle Pgp populacio
eltérd lipid mikrokdrnyezetben talalhato, hiszen a CSA jelenlétében a Pgp nagyobb aranyban
oldodik ki a membranbdl. Hasonlo eredményeket kaptunk Pgp-t expresszalé transzfektalt NIH
3T3 sejtvonalon is.

A Pgp lipid tutajokban valod jelenlétét tdmasztjak ald munkacsoportunk azon ujabb
eredményei, melyekben a Pgp és a lipid tutajok jellemz6é markerének tekintett CD59 — GPI-
horgonyzott (glikozil-foszfatidil-inozitol) — sejtfelszini fehérje molekularis kozelségét
mutattuk ki (Bacsoé és mtsai, 2003, elokésziiletben).

Ha a sejtfelszini Pgp molekuldkat az UIC2 antitesteken keresztiil keresztkotottiik
(RaMIgG-gal), a TX-100 hatdsara a mintdk fluoreszcencia intenzitasa jelentésen nem
csokkent, vagyis a — megjelolt — Pgp-k tobbsége lipid tutajokhoz régziilve maradt. Tehat a
keresztkotések hatdsara a kezdetben kismértékili detergens rezisztencia jelentésen megnd, ami
legegyszeriibben tigy magyardzhatd, hogy az ijabb Pgp molekulak a mar elézéekben tutaj-

asszocialt Pgp-khez keresztkotddnek és igy immobilizalddnak.

4.3.2.2. Sejtfelszini Pgp Nonidet P-40-nel valo6 kioldhatésaganak vizsgalata

A citoszkeletalis rogzitettség vizsgalatara KB-V1 sejtek membranjaban 1évé Pgp
molekuldk Nonidet P-40 (NP-40) kioldasi kinetikajat tanulmanyoztuk (19. abra). Nonidet P-
40 detergenssel kezelve a sejteket, azok plazmamembranja révid idén beliil hatékonyan

kioldédik (Albrecht & Noelle, 1988).

53



1200 2000
2 a
= 1000 o
y & & 1500 4
5]
s 800
R=
<
.S
2 600 4 1000 -
Q
Q
N
B 400 4
=
) —— — o 500
=
o 200 -
0 0
0 5 10 15 20 25 30 35
1d6 (perc)

19. abra Az a) abra esetében a minték antitesttel vald jelolését a 11. abraval
azonos modon készitettilk el. A b) abra sFx-W6/32 MHC 1 molekula nehézlancara
specifikus antitestekkel jelolt (@), a jelolést kovetden RaMIgG-gal keresztkotott () ill. a
jelolést kovetden formaldehiddel fixalt (e) KB-V1 sejtek fluoreszcencia intenzitasat
abrazolja. A membran kioldasat NP-40 detergenssel végeztiik és megfeleld idokdzonként
aramlasi citométerben analizaltuk. Az abran egy reprezentativ mérés eredményeit

abrazoltuk.

CSA kezelés alkalmazasa nélkiil az UIC2 mAt-tel jelolhetd Pgp tobbsége az NP-40
hatdsdra a membranbol nagymértékben eltavolithatd, amely a modulatorral valé kezelés
hatasara sem valtozik jelent6sen. Ha a rogzitettséget mutatdé Pgp molekulakkal a tobbit
RaMlIgG segitségével keresztkotottiik, akkor ez jelentdsen megndvelte a sejthez rogziilt
molekuldk ardnyat. Kontrollként MHC I molekulak citoszkeletalis rogzitettségét vizsgaltuk
(Geppert & Lipsky, 1991). A sejtfelszinen kifejez6d6 MHC I transzmembran fehérjék NP-40
detergens kezelés hatdsara a lipidmembrannal egyiitt hamar kiolddédnak és a fehérje csak
akkor maradt sejthez rogziilt allapotban, ha ellenanyaggal (RaMIgG) a kevés citoszkeletalis
rogzitettségli  molekuldval keresztkotottik, vagy igy indukaltuk a citoszkeletalis
kihorgonyzottsagot vagy ha formaldehides fixalast kovetden analizaltuk a mintdkat. Mindezek
alapjan megallapithatjuk, hogy a plazmamembranban kifejez6d6 Pgp-k antitest indukalta

citoszkeletalis rogzitettsége csak kismértékii, amely keresztkdtés hatasara megnovekszik.
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4.4. Konformacié-valtozasok detektalasan alapulé modszer lehetséges gyakorlati

alkalmazasai

4.4.1. Klinikai, els6sorban hemoproliferativ korképekben a Pgp kifejezodés vizsgalatara
alkalmas eljaras

Az elsd fejezetben bemutatott, az UIC2/MM12.10 antitestek kompeticidjara
épiild eljarasban — az UIC2-shift-hez képest — lényegesen né a Pgp konformacio-
valtozasa/valtozasai kimutathatosagdnak érzékenysége. A teszt alkalmas lehet emberi
diagnosztikus célra, ahol elsdsorban multidrog-rezisztens, vagy ilyennek gyanitott sejteken

crc

aktivitasu Pgp-k jelenlétét.
4.4.1.1. AKT jelenség reprodukalhatésaganak tanulmanyozasa Kiilonbozo sejtvonalakon
Az AKT-eljaras jol reprodukalhatd volt nem csupan a huméan mdrl transzfektalt NIH

3T3 sejtvonalon, hanem a szelektalt KB-V1 sejtvonalon is. Megvizsgaltuk, hogy az eljaras

miikddik-e egy alacsonyabb fokban Pgp-t kifejezd sejtvonalon, pl. KB-8-5 sejteken (20.

nLl

NIH 3T3 KB-V1 KB-8-5
MDR1

abra).
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20. abra A CSA (teli oszlopok) és verapamil (bardzddlt oszlopok) hatasara bekovetkezd
antitest kompeticidé mértékét hataroztuk meg NIH 3T3 MDRI1, KB-V1, ¢és KB-8-5

sejtvonalakon. Az abran harom fliggetlen mérés atlagait abrazoltuk (+SD).
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Megallapitottuk, hogy az eljaras ilyen koriilmények kozott is miikodik. A KB-8-5
sejtek ugyan mutans Pgp-t fejeznek ki, de hasonld konkluziora jutottunk az Osszes eddig
megvizsgalt, magas expresszioji sejtvonal esetén is, amikor a Pgp-t alacsonyabb mértékben
kifejezd szubpopuléciora kapuzva analizaltuk az adatokat. Megfigyelhetd, hogy a KB-V1 és a
KB-8-5 sejtvonalakon kisebb Ryompeticio €rtékeket hatdroztunk meg az NIH 3T3 MDRI
sejtekhez képest, mind a CSA, mind a verapamil tekintetében, ami valoszinlileg az
alacsonyabb Pgp kifejezddéssel lehet Osszefliggésben.

A sejtvonalakon szerzett pozitiv tapasztalataink hatdsara a DE OEC Klinikai
Biokémiai és Molekularis Patholdgiai Intézetével kollaboracidoban elkezdtiik hematologiai
beteganyag mintainak AKT-tesztelését. Az eddig vizsgalt mintdk Pgp kifejezési szintje
azonban rendkiviil alacsonynak bizonyult. Ezeken a (alacsony multidrog rezisztencia aktivitas
faktor (MAF) értékekkel rendelkezd) mintakon a kompetitor antitest (UIC2) altaldban csak
alig észrevehetéen kotddott, igy az természetesen a masik anti-Pgp antitest kotédését sem
befolyasolhatta jol mérhetden. Eljarasunk Pgp kifejez6dés klinikai tesztelésére vald

alkalmassaganak megitéléséhez ezért tovabbi adatgylijtésre van sziikség.

4.4.1.2. Modulatorok toxicitasanak hatasa az AKT kimenetelére

Az AKT eljarasban alkalmazott szubsztrat/modulator koncentracié meghatarozasdhoz
széles koncentracio tartomanyban vizsgaltuk a drogok pumpa gatldo hatisat a calcein AM
tesztben. Kisérleteinkhez a legnagyobb mértékii 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 koncentraciot
a nem konformacio-érzékeny antitest kotédésének jelentds csokkenésében, vagy teljes meg-
szlinésében megnyilvanuld) hatas kevéssé fiiggott a szubsztrat/modulator koncentracigjatol —
»minden vagy semmi” jellegii volt.

A sejtpusztulas kezdeti fazisa ATP-depléciot okozva az AKT-ban CSA-szerli véalaszt
is eredményezhet (21. abra). Vagyis az AKT artefaktum mentes analiziséhez nélkiil6zhetetlen
az aramldasi citometrids analizis, amelyben lehetdség van a mar elpusztult ill. a sejtelhalés

membran-permeabilizacios szakaszaba 1épd €s az €16 sejtpopulaciok elkiilonitésére.
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21. abra Az AKT tesztet szimultan propidium-jodid (PI) festéssel végeztiik. A dotplot-on abrazoltuk
az egyes sejtek FL1 (fluoreszcein, 488/530+£15 nm) ill. FL2 (PI, 488/585+21 nm) fluoreszcencia
intenzitasait. Kék kapuval jeloltik a propidium-jodid pozitiv, azaz az elpusztult sejteket. Az ¢lI6
sejtpopulacio pirossal visszakapuzott hisztogramjat betétabraként tiintettiik fel. Az a) abra a csak sFx-
MMBG6.15 antitesttel jelolt sejteket mutatja. A b) abra a kezeletlen, a ¢) a CSA mig a d) az emetin
kezelést kovetden UIC2 mAt-tel, majd sFx-MM6.15 antitesttel jelolt sejteket abrazolja.

Ahogyan az abran lathato, a Pl-pozitivitast mutat6 (azaz az elpusztult) sejtek a CSA-val
kezeltekhez hasonl6 alacsony sFx-MM6.15 jelol6dést mutatnak. Ezért az AKT analizist mindig
a propidium-jodiddal festddd sejtek kikapuzasaval végeztiik és amennyiben aranyuk >10%
volt, a tesztet nem értékeltiik.

A szubtoxikus koncentraciéban alkalmazott, vagy az ATP-az aktivitasat serkentd, de
valojaban a magas AKT-értékre jellemzd konformacio-valtozast nem indukalé drogok esetén
az intracellularis ATP-szint csokkenésének hatdsara is novekedhet UIC2 kotodése. Ez
valoszintsithetd pl. az emetin esetében, a fluoreszcencia eloszlési hisztogram heterogén volta
alapjan (21.d). A fentiek miatt az AKT hatds diagnosztizalasdban a kis AKT értéket mutatd
sejtpopulacid jelenlétét vagy hidnyat és a heterogenitas koncentracio-fliggését tekintettiik

mérvadonak.
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A teszt érzékenységének novelésére kétszinii fluoreszcens antitest jelzéssel is kisérleteztiink. Arra gondoltunk, hogy ha egy
fluoreszcens festékkel konjugélt UIC2 antitestet alkalmazunk kompetald antitestként tesztiink elsd 1épésében, az fokozhatja a teszt
érzékenységét és egyszerre teszi lathatova az AKT-ot és az UIC2-shift-et is. gy az UIC2 kotédés mértékének novekedése, valamint az
MM12.10 kotédés csokkenésének egyidejii megfigyelésével olyan fluoreszcencia arany képezhetd, melynek valtozésa nagyobb mértékd,
mint amekkora pusztan az MM12.10 kotédésének csokkenésébdl szamithatd Ryompeticio- Az antitestek jeldlésére az altalunk valasztott festék
parok azonban nem valtottdk be reményeinket: a két leggyakrabban alkalmazott spektralisan megfeleld tulajdonsagu festék-konjugatum
kombinaciot kiprobalva kideriilt, hogy a kompetitorként alkalmazott UIC2 antitest kotédési tulajdonsagait 1ényegesen befolyasolja az a

koriilmény, hogy az antitest milyen fluoreszcens festéket hordoz.

Mivel a CSA hatasara bekovetkez6 AKT jelenség a daganatos sejtek Pgp-pozitivitasat
mutatja, az altalunk kifejlesztett kisérleti eljaras segitségével lehetové valhat az AKT-teszt
diagnosztikai céli alkalmazasa klinikai, elsdsorban hemoproliferativ koérképekben a Pgp

kifejez6désének vizsgalatara.

4.4.2. Vegyiilet-panelek sziirése uj, hatékony revertalo szerek kifejlesztése céljabol

A kemoterdpias kezelések hatékonysaga fligg az alkalmazott citosztatikumok effektiv
intracellularis koncentraciéitdl ill. szovetek kozti megoszlasatol, igy uj Pgp modulatorok
kifejlesztése a mainal eredményesebb rakterapiahoz vezetd fontos eszkoz lehet.

A vegyliletek Pgp-re valo hatdsanak kimutatdsara szamos metodikai eljaras ismert. A
Roche Bioscience Pgp-szubsztratok és -moduldtorok fejlesztésével foglalkozd csoportja a
potencidlis drogok szlirésére egy tobblépcsds eljarast javasol. A drogok sziirésének elsd
stidiumaban a fluoreszcencia indikator tesztek (rodamin vagy calcein-AM teszt) kapnak
szerepet, amit egy ATP-4z aktivalasi teszt kisér, amely lehetOvé teszi a szubsztratok és a
modulatorok megkiilonboztetését. Ezen elsddleges sziirési technikdkat kovethetik a direkt
transzport mérések, ill. az in vivo kisérletek (Schwab és mtsai, 2003).

Ha az elsé 1épésben jelentdsen sziikiteni lehetne a tovabbi vizsgalatokra érdemes
vegyliletek szamat, az jelentdsen rovidithetné ezen vizsgélatsor iddigényét. Az AKT aziltal,
hogy a mar kis koncentracidban hatd, tehat erds revertald hatdsu CSA-t, vinblasztint
megkiilonbozteti a csak tobb tiz mikromolos koncentracioban haté verapamiltol, ezt az
igéretet hordozza.

Az AKT jelenségben a CSA ¢és a vinbasztin hasonloképpen viselkedett, szemben pl. a
verapamillal, amely maximalis modulacidt okozd koncentrdcidoban sem eredményezte az
UIC2 antitest kotddését teszi domindnssd, mig a masik nem. Hogy a fenti dichotomia
altalanos voltardl meggydzodjiink, egy sor tovabbi revertald agens illetve szubsztrat hatasat is

megvizsgaltuk.
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A harminc anyagon elvégzett AKT teszt és parhuzamosan végzett calcein-AM teszt

(nem részletezett) eredményét mutatja a 22. abra.

kontroll [

taxol —
gramicidin D H
lidokain A
mitomicin C H
genisztein
puromicin
prazozin
prednizon
tamoxifen
aktinomicin D
benzokain
emetin

Kinin
haloperidol
tetrakain
kinidin
imipramin
dezipramin
trimipramin

maprotilin
mibefradil
nifedipin

verapamil

ivermektin
o-amszakrin
m-amszakrin
valinomicin

vinblasztin
SDZ PSC 833
CSA
0.0 0.5 1.0
Rkompeticic')

22. abra Pgp-szubsztratok és modulatorok hatasa az AKT értékekre. A vildgoskék oszlopok olyan
ismert Pgp-szubsztratokat reprezentalnak, melyek nem befolyasoltak szignifikdnsan a sejtek calcein
AM felvételét. A sotétkék és piros oszlopokban szereplé vegylletek jelentdés novekedést
eredményeznek a calcein AM akkumulacidban. Az abra legalabb 3 fiiggetlen kisérlet eredményeinek

atlagat mutatja (£SD).
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A Pgp szubsztratjai, modulétorai — e két teszt tiikkrében — harom csoportba sorolhatéak,
szemben az UIC2-shift eljarassal (vagy akar a calcein AM teszttel), melyek nem

kiilonboztetik meg pl. a CSA, a taxol, vagy az aktinomicin D hatdsat. A vegyiiletek kiilonb6zd

s

crcr

Pgp funkcidjat teljes mértékben gatlolni tudd és Riompeticio €rt€ékeikben kozel 1-et felvevd
anyagok, mint pl. az ivermektin, a vinblasztin vagy a CSA anal6g-SDZ PSC 833. A
verapamil-tipusti vegyiiletek a calcein-akkumulacié erds gatlasara képesek, azonban a
hatasukra fellépd antitest-kompeticio, a kezeletlen kontroll sejtekhez képest gyenge, vagy
csak kozepes mértékii. Az Riompeiicic €rtékek ennek megfelelden a 0.2-t6l 0.7-ig tart6
intervallumba esnek a verapamil, emetin, kinin, kinidin, mibefradil stb. csoportba sorolhat6
anyagok esetén. A harmadik csoportba sorolhatéak azok az anyagok, melyeknek nincs
szamottevd hatasuk sem a festék-akkumulacioban, sem az AKT-ban.

Eredményeinket tanulmanyozva érdekes korrelacio figyelhetd meg, mely szerint CSA-
szerli vegyliletek mindegyike hatékony revertdld szere a Pgp-nek. Tovabba, a CSA-szerli
anyagok idézik el azt a konformécios allapotot, mely az UIC2 mAt szdmara elényds és
amelyhez kapcsolodva az UIC2 egyben gatolni képes a fehérje pumpa funkciojat (4.2.3.2.).

Az azonos csoportba tartozd agensek jellemzoOit (kémiai szerkezet, molekulasuly,
sejtbeni célpont, ATP-4z aktivécio, 1d. 4. tablazat (Ambudkar és mtsai, 1999; Sarkadi és
mtsai, 1992; Garrigues és mtsai, 2002/1; Garrigues és mtsai, 2002/2.; Regev és mtsai, 1999;
Boulton és mtsai, 2002; Litman és mtsai, 1997)) 0Osszehasonlitva, egyelére nem taldltunk
olyan k6z0s tulajdonsagot, mely molekularis vagy fizikokémiai szinten megmagyarazhatna a
fentiek szerinti eltérd vislekedésiiket. Jelenleg molekuldris szadmitdsokat végziink

(kollaboracidban), ill. tovabbi szubsztratokat, revertald szereket vonunk be vizsgalatainkba.
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4. tablazat (A tablazatban a 22. abran, altalunk hirom kiilonb6z6é csoportba sorolt, harom kiilénbozo

szinnel jelolt (piros, vilagos- és sotétkék) vegyiileteken kiviil a TX-100, az NP-40 és a progeszteron szerepel.)

Molekulasul Hatisa az
Alkalmazasi teriilet Elnevezés Kémiai szerkezet y ATP-az
(g/mol) o ey
aktivitasra
. . dozis
vinblasztin 909.1 o
fliggd
actinomicin D 1255 gatlo
Daganatellenes szerek 853.9 d_o “s
fliggd
3343 n.a
m-amszakrin o 429.9 stimulalo
I . ciklosporin A 1202.6 gatld
mmunoszupresszansok
SDZ PSC 833 ciklosporin analdg ~1200 gatlo
Maléria- TN
ellenes o kinin ' “J,T 3244 stimulald
szerek Kalium- o»
csatorna-
blokkolok o o
kinidin o 324.4 stimulalo
|
verapamil @m o ”Z@"’ 491.1 stimulalo
Szivgyogy o
-szerek Kalcium-
csatorna- nifedipin ey o 346.3 stimulalo
blokkolok
mibefradil - 568.6 n.a
o o
Antidsztrogének tamoxifen oromgd 371.5 d_o s
N figgd
Szteroidok prednizon 358.4 n.a
) ) valinomicin 1111 stimulalé
Toxikus peptidek
lineéris polipeptid 1884 (A) gatld
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Hatasa

(e Vegyiilet Molekulasil ,
Alkalmazasi teriilet egyu ’e Kémiai szerkezet olexulasuly ATP-az
elnevezése (g/mol) e e
aktivitasra
wl e e,
L emetin o o T 553.6 stimulalé
Protein-szintézis gatlok
o 544.4 stimulalo
> \/ )
CH,
Ry 2343 n.a
CH,
Helyi érzésteleniték benzokain (O ooconer, 165.2 n.a
o}
tetrakain e )-Eoonenn <0 300.8 na
« HCI
/ {;I
Antipszichotikumok haloperidol T 375.9 stimulalo
doror,—L {:\\} .
imipramin . 316.9 na
, dezipramin ) 302.9 n.a
Antidepresszansok P o \Z;ic::jwcu
trimipramine o PSS SO 410.5 n.a
cmi:cmmm
CH,CH,CH,NHCH,
maprotiline 313.9 n.a
+ HCI
CaH,y { >7(OCHZCH2)nOH L,
Triton X-100 - gatlo
n~10
Detergensek
G i
. —C — — OCH,CH,hOH ’ r
Nonidet P-40 o EH:HZ e EQ oo - gatld
x=9-10 (avg)
Anthelmintikumok ivermektin makrociklikus lakton 874 gatld
zteroid hormono rogeszteron ) I . stimulalé
Szteroid h k progeszt w71 314.5 timulal
D
Antihi i SR e . 1s
nt1’ Ipertenziy m«L,L) U 419.9 stimulalo
gyogyszerek . iy
Antiangiogén & k
ntiangiogén agense 2702 na
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5. EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1. Kidolgoztunk egy, a funkcionalis Pgp kimutatasara alkalmas fluoreszcencias modszert,
az AKT eljarast, mely egy konformacio-érzékeny (UIC2) és egy nem konformacio-érzékeny
szerek (pl. CSA, vinblasztin) ¢s az UIC2 mAt egyiittes hatasara kialakulé konformacios
allapotot a masodikként alkalmazott mAt kotddése érzékenyebb modon detektalja (AKT
eljaras), mint maganak az UIC2 antitestnek a kdtddése (UIC2-shift).

2. Az AKT teszt eredményein €s irodalmi adatok alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a
Pgp — az UIC2 mAt fehérjéhez vald kotddése mértékében megnyilvanulé — konformacio-
valtozasanak kritikus mozzanata valdsziniileg a 4. e.c. hurok teriiletén zajlik. Tovéabbi
kisérleteink arra utaltak, hogy a katalitikus ciklus verapamil jelenlétében gyorsan athalad,
vagy kihagyja az UIC2 kotddése szamara kedvezd konformacids allapotot, mig azt a CSA,
vinblasztin vagy ATP-deplécié indukalja. ATP-deplécios kisérletekben kimutattuk, hogy az
UIC2 szamara kedvezd konformacios allapotban a fehérjéhez nem kapcsolodik ATP vagy az

ATP hidrolizise mar megtortént.

3. Kidolgoztunk egy gyors kisérleti eljarast, amely — calcein AM akkumulacion keresztiil
— mas munkacsoportok altal leirt, varidbilis és kozepes mértékli UIC2 pumpa-gatld hatést
reprodukélhatoan teljessé teszi. Ezen eljarads alkalmazasadval megallapitottuk, hogy a CSA
hatésara kialakulo, az UIC2 segitségével rogzithetd konformacios allapotban a fehérje pumpa

funkciojat ellatni nem képes.

4. A Pgp topologiai viszonyainak konfokalis lézer mikroszképids vizsgéalata soran a
fehérje heterogén elhelyezkedését figyeltiik meg a sejtmembranban. Sejtfelszini Pgp Triton X-
100-zal valo kioldhatosdganak vizsgélataval arra kovetkeztettiink, hogy az Osszes Pgp
mennyiségének ~ 20 %-a lipid tutajokhoz asszocialt és a CSA kezeléssel elkiilonithetd kétféle
Pgp populacio eltérd lipid mikrokdrnyezetben talalhatd. Nonidet P-40 detergenssel végzett
membran kioldasi kisérletek alapjan megallapitottuk, hogy a sejtfelszini Pgp-k citoszkeletalis

rogzitettsége modulator nélkiil csak kismértékii, azonban keresztktés hatasara novekszik.
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5. Az éltalunk kifejlesztett AKT eljaras jol reprodukalhato a Pgp-t alacsonyabb
mértékben kifejezé sejtvonalakon is. Igy varhatoan a médszer alkalmas klinikai diagnosztikai

célokra is.

6. Harminc kiilonb6z6 vegyiilet és az AKT teszt kapcsolatat vizsgalva megallapitottuk,
hogy a CSA-szerli vegyiiletek csoportjaba tartoz6 anyagok mindegyike hatékony revertalo

szere a Pgp-nek.

6. GYAKORLATI JELENTOSEG

Kisérleti adataink az alapkutatas teriiletén hozzajarulnak a Pgp drog-transzportot
kisérd konforméacio-valtozasainak mélyebb megértéséhez.

A dolgozatban bemutatott AKT modszer alkalmas lehet multidrog-rezisztens, vagy
ilyennek gyanitott sejteken funkcionalis Pgp kimutatdsara. Tovabba, az eljarast alkalmasnak
véljiik hatékony(abb) modulatorok kimutatdsara, keresésére, szlrésére ill. szelektiv
tesztelésére, mely célt az e targyban beadott szabadalmunkat vizsgaldé nemzetkozi
szabadalomiigyi eljaras soran elfogadtdk (PCT/HUO02/00025 02/03/2001, 74.523/SZE;
02707028.3-2404-PCT/HU0200025). A multidrog rezisztencidt okozd pumpa-fehérjék
kimutatasdnak calcein AM akkumulédcion alapuld diagnoszikus eljarasat az antitest-kotodés
nyujtotta specificitassal 6tvozve, kidolgoztunk egy kombinalt kisérleti eljarast (4.2.3.2.),
amely azt fontos diagnosztikai informacioval egészitheti ki, annak klinikai hasznosithatdsagat
javithatja.

Az AKT jelenség altalanosithatdo lehet mas biologiai rendszerekben is a kovetkezd
feltételrendszer teljesiilésekor: két, azonos receptorhoz kapcsolodd antitest vagy ligandum
alkalmazott koncentracioik ill. affinitdsuk aranyaban kapcsolodnak a fehérjéhez. Utdbbi
paraméterek megvaltozhatnak a fehérje konformacid-valtozasaval. Az egyes antitestekre vagy
ligandumokra értelmezhetd affinitas-valtozas altalaban csekély, kimutatasa pusztan egyetlen
antitest vagy ligandum felk6tédott hanyadanak meghatarozasaval pontatlan, nem kelld
érzékenységli. Ha a két antitest vagy ligandum ugyanazon, vagy atfedd, esetleg egymassal
allosztérikusan csatolt receptorhoz, vagy epitophoz kotddik, akkor az egyik kotédésének
novekedése a masik csokkenésével jarhat egyiitt. Igy az AKT modszer alkalmas lehet
kiilonbozé fehérjék (€16 sejtben kifejez6dd vagy izolalt-, ill. mesterségesen eldallitott
receptorok, antigének, pumpdk) konformdacios valtozasainak, ligandumokkal, antitestekkel,

szubsztratokkal, modulatorokkal valo kapcsolatanak vizsgalatara.
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