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1. Bevezetés és irodalmi attekintés

1.1. A P-glikoprotein és a multidrog rezisztencia

A lipidmembréanokon keresztiil megval6suld anyagtranszport alapvetden fontos az €16
szervezet sejtjeinek megfeleld miikodéséhez. A transzportfehérjék legnagyobb csalddja az
ABC (ATP Binding Cassette) szupercsaldd, melynek szdmos tagja megtaldlhatd
prokariétdkban és eukaridtdkban. Cukrokat, aminosavakat, fém-ionokat, peptideket,
fehérjéket és hidroféb molekuldkat szallitanak a sejtmembranon ill. intracelluléris
membranokon keresztiil (Dean, 2001). K6z0s jellemzdjiik a jellegzetes nukleotidkoté domén,
melyrdl a csaldd tagjait elnevezték, s amely altal megkotott ATP hidrolizisébdl szarmazé
energiat haszndljadk fel miikodésiikhoz. A mai napig 48 human ABC gént azonositottak,
melyek mutdcidi dllnak szdmos genetikai rendelleneség hatterében (pl. cisztikus fibrdzis:
CFTR gén (Quinton, 1999), intrahepatikus kolesztazis: ABCB4 gén (de Vree és mtsai, 1998),
szitoszterolémia: ABCGS és ABCGS8 gének (Berge és mtsai, 2000)).

A Pgp az egyik legtdbbet tanulmanyozott ABC transzporter. Transzmembrén fehérje,
amely szerkezetiikben és méretiikben jelentdsen eltéré (200 Da-tdl akdr 1900 Da-ig), foként
hidroféb vagy amfifil karakterti molekuldkat transzportal koncentriciégradienssel szemben az
extracellularis térbe (Chen és Simon, 2000; Schinkel és Jonker, 2003). Szamos
szubsztratjdnak szerkezetében megtaldlhatd egy vagy tobb aromds gytirti, leghatékonyabban a
semleges, vagy gyengén bazikus tulajdonsiagu anyagokat pumpdlja. Egyes szerzok szerint egy
Pgp szubsztratnak meghatéarozott térbeli elrendezddésben kell rendelkeznie 2 vagy 3 elektron-
donor csoporttal (Seelig, 1998). A fenti kritériumoknak sok gyégyszermolekula is megfelel,
koztik a daganatok kezelésére hasznalt kemoterdpids szerek jelentds hanyada. A rakos
sejtekben gyakran magas szinten kifejez6d6 Pgp molekuldk a sejten beliili hatéanyag
koncentraciéjat olyan szintre csokkentik, ami megvédi a sejtet a citotoxikus hatastol. Ez a
mechanizmus a klinikumban a terdpia vart hatdsdnak elmaraddsat, vagy a kezdetben hatdsos
kezelés eredményességének gyors csokkenését, majd hatdstalansdgat okozza. A daganatos
betegségek kemoterdpids kezelésének egyik silyos problémdja a citosztatikumok széles
spektrumdval szemben fellépd rezisztencia, az Un. multidrog rezisztencia (MDR). Az MDR
kialakuldsaban fontos szerepet jatszik a P-glikoprotein (Pgp) expresszidja (Gottesman, 1993).

A Pgp mellett mds ABC transzporterek is részt vehetnek a multidrog-rezisztens

fenotipus kialakitdsdban. Szakidcs €s munkatirsai 60 kiilonb6zd rdkos sejtvonal citotoxikus



szerekkel szembeni érzékenységét Osszehasonlitva a sejtek transzporter expresszidjaval azt
talaltdk, hogy a rdkos sejtek érzékenysége az egyes sejtmérgekkel szemben forditott ardnyban
allt az illetd szert szubsztratként elfogadé ABC transzporterek kifejezOdésével (Szakacs és
mtsai., 2004).

A Pgp mikodési moddja valdszinlileg nem hasonlithaté a  klasszikus
membranpumpédkéhoz, melyek az intracelluldris térbdl széllitjdk szubsztratjukat a sejten
kiviilre. A Pgp a sejtmembrénban felddsult lipofil szubsztratjait ,hidroféb porszivoként”
elsdsorban valésziniileg a lipid kettosrétegbdl gyiijti 6ssze (Pastan és Gottesman, 1991;
Gottesman és Pastan, 1993). Ezt tdmasztja ald az a megfigyelés, amely szerint egy
fluoreszcens festék, a calcein nem fluoreszkald, lipofil észterszarmazékat (calcein-AM) a
pumpa azel6tt eltavolitja a sejtbdl, mieldtt az intracellularis térbe belépve az eszterdzok
fluoreszcens calceinné hasithatnak (Homolya és mtsai, 1993). Egy masik elképzelés szerint a
Pgp flippazként miikodve szubsztritjait a sejtmembran belsé lemezébdl a kiilsé lemezébe
atforditva egyenl6tlen eloszlast idéz el6 a lipid kettdsrétegen beliil. Innen a molekula az
extracellularis térbe diffundal (Higgins és Gottesmann, 1992; Sharom, 1997).

A fehérje két, egyenként hat transzmembran szakaszt (TM) és egy nukleotid-kotd
domént (NBD) tartalmazé homoldg félbdl all, melyeket egy 75 aminosavbdl all6 peptid

szakasz kot 6ssze (1. dbra)

extracelluldris tér

AL

1
citoplazma

1. abra. A Pgp hidrofobicitasi plot alapjan feltételezett szerkezete (Chen és mtsai, 1986)



Elektronmikroszképos vizsgalatok alapjan a fehérje a sejtmembrianban 10 nm
atméroju, feliilnézetbdl hatszogletli struktirat alkot, melynek a kdzéppontjdban egy 5 nm
atmérdju, extracelluldris tér felé nyitott, citoplazma feldl zart ,vizes” iireg taldlhatd
(Rosenberg és munkatarsai, 1997; 2. dbra A.). Az lireg oldalfaldn a sejtmembrén irdnydba egy
nyilds helyezkedik el (2. dbra B.). A fehérje membran sikjdra merdleges maximadlis kiterjedése
8 nm, a citoplazma fel6li oldaldn két 3 nm képlet taldlhatd, melyek az NBD-knek felelnek
meg. A pumpa kozepén helyet foglal6 iireg mérete nagyobb barmely Pgp szubsztratnil. Az
iireg tolcsér alaku, az extracellularis tér feldl szélesebb és a citoplazmahoz kozeledve szikiil
(Loo és Clarke, 2001). Az iireg oldalfaldn, a sejtmembrinnal kapcsolatot jelentd nyilds

1étezése Osszhangban van a ,hidroféb porszive” modellel, de nem mond ellent egy flippaz-

szerl mukodési elvnek sem.

2. dbra. A Pgp elektronmikroszképos mérések alapjan rekonstrudlt térbeli szerkezete (Rosenberg és
mtsai, 1997). A. Feliilnézeti kép; P kozponti iireg. B. Oldalnézeti kép; lnyﬂés a sejtmembran

irdnydba. A szaggatott vonalak a sejtmembran hatérait jelolik. TMD: transzmembran domének.

A szubsztratkotd helyet a kozépso iiregben a TMDI1-bdl a 4,5,6 TM, a TMD2-bdl a
9,10,11,12 TM alakitja ki (Loo és Clarke, 2001, 2005). Mai elképzelés szerint a Pgp egy
komplex szubsztrat kot ,,zsebbel” rendelkezik, ahol az egyes molekuldkhoz leginkdbb
illeszkedni tud6 egyedi szubsztrat kotd helyek alakulhatnak ki, szemben a szdmos kiilonallo
kotéhely lehetéségével (Ambudkar és mtsai, 2005). A zsebet aminosav oldalldncok bélelik,
melyek az aktudlis szubsztrat altal megkivant legkedvezobb kotohelyet forméljdk (Loo és
Clarke, 2002; Sharom, 2006). A ,,szubsztrat-indukalta illeszkedés” sordn a Pgp a kiilonb6z6

molekulakat eltéro affinitassal koti. Ezen illeszkedéshez a TM-ek aminosav oldallancainak



kiilonb6z6 kombindcidi jarulnak hozza, melyek altal 1étrehozott hidrofob és van der Waals
kolecsonhatdsok ereddi hatdrozzdk meg az egyes szubsztratok irdnti affinitdsok mértékét (Loo
és Clarke, 2002).

A Pgp megtaldlhat6 az egészséges szervezetben is, de fiziol6gids szerepe nem teljesen
tisztazott. Endogén szubsztritjit nem ismerjilkk (egyes adatok szerint ilyen a koleszterin
(Garrigues és mtsai, 2002)), ill. bizonyos rovid szénldncu lipidek transzportjdban is részt
vehet (Helvoort és mtsai, 1996). A Pgp a szervezetben tobbek kozott az agyi kapillarisok
endotél sejtjein (Virgintino és mtsai, 2002), a bél lument béleld epitél sejteken, valamint a
mdjban (Thiebaut és mtsai, 1987) is megtaldlhat6. A vér-agy git egyik fontos eleme,
megakaddlyozza a xenobiotikumok agyba torténd bejutdsat (Schinkel és mtsai, 1996; Lee és
mtsai, 2001). Pgp knock-out egerekben a vér-agy gat elégtelen miikodése figyelheté meg, ami
noveli a gyégyszermolekuldk kdzponti idegrendszeri toxicitasat (Schinkel és mtsai, 1994). A
bélhdmban gitolja a hatéanyagmolekuldk intesztindlis felszivodasat, csokkentve
biohasznosithatésagukat (Sparreboom és mtsai, 1997). Az az altaldnos benyomads, hogy a Pgp
— egyéb ABC transzporterekkel egyiitt — a szervezet killénb6z6 fizioldgids barrierjeit erdsiti
azaltal, hogy aktivan részt vesz a szervek xenobiotikumokkal szembeni védelmében (Sarkadi

és mtsai, 2006; Szakacs és mtsai, 2008).



1.2. A Pgp katalitikus ciklusa
1.2.1. A katalitikus ciklus modelljei

A Pgp miikodése sordn ATP-t hidrolizal. Megkiilonboztethetd egy szubsztratok nélkiil
is mérhetd bazdlis, valamint szubsztrdt indukalta ATP-dz aktivitds (Doige és mtsai, 1992;
Sharom és mtsai, 1995). Az ATP-4z miikodésének vanadattal torténd gitldsa a pumpat egy
nagyenergidju tranzicids allapotdban csapddzza (3. dbra). A Pgp egyik NBD-jének vanadat
kotése elegendd a teljes ATP-4z aktivitas blokkoldsdhoz, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a

két NBD nem tud egymastdl fiiggetleniil miitkddni (Urbatsch és mtsai, 1995).

ki k, ﬁj ks

MgATP + Pgp ﬁ Pgp-MgATP ﬁ PgpsMgADP-Pi ﬁ Pgp-MgADP ﬁ Pgp + MgADP
k -1 k 2 k 3 k -4

PgpsMgADP+Vi

3. dbra. A Pgp ATP-az aktivitdsdnak vanadattal torténd gétlasa, valamint ATP hidrolizise (Senior és
mtsai, 1995).

A Pgp miikodésének egyik nagy kérdése, hogy az NBD-ken lejatsz6dé ATP hidrolizis
hogyan hajtja a szubsztrat transzportot. Senior €s munkatirsai a nukleotid-k&tohelyek
alterndlé mukodését tételezték fel, amely sordn a szubsztrat transzportot az ATP hidrolizis
eredményezte nagy energiaju konformacids allapot relaxacidjaval kapcsoltdk 0ssze (Senior és
mtsai, 1995).

Sauna és Ambudkar modellje szerint a Pgp egyetlen katalitikus ciklusa sordn két ATP
molekula hidrolizise torténik meg (Sauna és Ambudkar, 2000). A ciklus els6 1épéseként a
szubsztrat az ,,ON” kotOhelyre keriil, valamint 1étrejon az ATP kotddése is (4. dbra I.; Sauna

és Ambudkar, 2001). Az ATP hidrolizise kozben a szubsztrat a kisebb affinitasd ,,OFF”



helyre keriilve transzportdlodik az extracelluléris térbe az inorganikus foszfat (P;) egyideji
szabadda vélasdval (4. dbra II, III.). A IV. 1épésben az ADP molekula disszocidl a fehérjérdl,
egy Ujabb ATP molekula pedig kotddik az NBD-hez, mikdzben a drog-kotdhely affinitdsa
alacsony marad. A mdsodik ATP hidrolizisét kovetden (4. dbra V, VI.) az ADP molekula
disszociacidja sziikséges ahhoz, hogy a Pgp visszanyerje azt a konformdciét, amelyben a
szubsztrat-kotohely affinitdsa djra nagy, lehetdvé téve a kovetkezd ciklus elinduldsat (4. dbra
VIL.). Mindkét NBD-n a P;j-t vanadittal helyettesitve Pgp-MgADP-V; komplex jon létre,
melynek kisebb az affinitisa a szubsztratok irdnt (4. abra IIIA, VIA.).

‘:r]:], >>OF_>) Drug [D]( ) )ﬁ
Nvie 5 I IIIA | y;
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—

L
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4. dbra. A Pgp katalitikus ciklusdnak modellje Sauna és Ambudkar szerint (Sauna és Ambudkar,
2001).
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A modell alapjin a két molekula ATP hidrolizisének kiilonboz6 szerepe van. Az elsd
ATP a szubsztrit transzportjdhoz sziikséges, mig a misodik ATP energidja a Pgp molekula
konformécidjanak visszarendezddését fedezi, amivel a kovetkezd ciklusba tud 1épni. A ciklus
sebesség—meghatérozé lépése az ADP disszociéciéja a fehérjérc’il. Az ATPaz aktivitds
mtsai, 2001).

A fenti modellek csak a szubsztrdthoz kapcsolhat6 katalitikus ciklust irjdk le, de
figyelmen kiviil hagyjak a bazalis ATPaz aktivitdst. Al-Shawi és munkatirsai Senior
modelljét kiegészitették a bazdlis ATPaz aktivitdis magyardzatiaval. Eszerint a bazdlis,

szubsztrathoz nem kotheté miikodés a Pgp belso 1ényegi (,.intrinsic”) tulajdonsaga és elveti



egy esetleges endogén szubsztrat transzportjanak hipotézisét. A kétféle ATPaz aktivitds
Osszekotd eleme egy olyan Pgp dllapot, melybdl a transzporternek lehetdsége van akar a
szubsztratok nélkiil bazélis aktivitdshoz tartozd, akdr a szubsztrit indukélta katalitikus ciklus
elinditdsdra. A pumpa csak ebben az elkételezetlen allapotban tud szubsztratot kétni, ezért az
ilyen éllapotd Pgp-k mennyiségének a lehetd legnagyobbnak kell lenni. Amennyiben a pumpa
egyszerre két molekula ATP-t kot, elindul a bazdlis ATP-4z aktivitdshoz tartozé ciklus. Ebben
a folyamatban szubsztridtot mar nem képes transzportdlni, ezért a folyamat minél gyorsabb
lefolytatdsa érdekében egy ATP molekulat elhidrolizdlva visszatér a transzport-kompetens
allapotdhoz. A bazdlis és a szubsztrit indukélta aktivitdshoz tartozé katalitikus ciklusok tehat
parhuzamosan zajlanak az egyes Pgp molekuldkon és az egyes ciklusok a szubsztrat
koncentracié kontrollja alatt dllnak. A modell szerint a szubsztrat transzporthoz kapcsol6dé
katalitikus ciklus sebességmeghatiarozé 1épése a tranziciés allapottal jaré konformaciévaltozas
és nem az ADP disszociacidja. Ezt a tranzicids éllapotot a lipidkdrnyezet is nagymértékben
befolyésolja.

Higgins és Linton modelljében az ABC transzpoterek katalitikus ciklusa sordn a drog-
export hajtéereje az ATP kotés és nem az ATP hidrolizis (5. dbra, Higgins és Linton, 2004).
Az ATP koétés indukdlta konformdcidvaltozds a TMD-k szubsztrat-kotd képességének
csokkenését eredményezi. Az alapdllapoti Pgp ,.nyitott-dimer” konfigurdciéjanak ATP-
felé nyitott. A szubsztrat kotédése inditja el a transzport ciklust (5. dbra 1.). Az NBD-k ATP
irdnti affinitdisa megnd, két molekula ATP-t kotnek és Ilétrehozzdk a ,,zart-dimer”
konfiguraciot (5. abra II.). Ez az éllapot a TMD-ken olyan konformaciévéltozast idéz eld,
amely a drog-kotd helyet extracelluldris irdnyba kinyitja, valamint drog-kot6 affinitasat

//////

hidrolizalédnak, létrehozva egy 4atmeneti éallapotot (5. édbra III, IV.). Az ADP-k

------

V, VL).
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5. dbra. A Pgp transzport ciklusdnak ATP-kapcsolé modellje (Higgins és Linton, 2004).

A Kkatalitikus ciklus sordn lezajl6 konforméaciévéltozdsokra elektronmikroszképos
vizsgélatok is szolgéltatnak bizonyitékot. Rosenberg és munkatarsai mérései alapjan az ATP
kotés a TMD-k reorganizicijat eredményezi, ami csokkenti a szubsztrat irdnti affinitdst
(Rosenberg és mtsai, 2001). Hirom dimenzidra extrapolalt modelljiikbdl kittinik, hogy a két
transzmembrian domén ATP kotés hatdsara atrendezddik é€s a konformacié valtozas sordn
hiarom domént tartalmazé szerkezetet alakit ki. A térbeli 4trendezddés eredményeként a
kézponti tireg a pumpa teljes mélységében felnyilik, szabaddd téve az utat a szubsztratok

szdmdra a membran feldl az iireg irdnyaba (Rosenberg és mtsai, 2003).

1.2.2. Konformaciévaltozasok a katalitikus ciklus soran: az UIC2-shift jelenség

A Pgp katalitikus ciklusa alatt lejatsz6dé konformacié-valtozasok monoklondlis
antitest segitségével is detektdlhatok. Az UIC2 antitest kotddésének mértéke megnd a Pgp
szubsztratjainak jelenlétében vagy ATP-deplécié hatdsdra, valamint ugyancsak nagyobb
affinitdssal kotodik azokhoz a mutdns Pgp molekuldkhoz, melyeknek mindkét NBD-je inaktiv
(,,UIC2-shift” jelenség, Mechetner és mtsai, 1997). Az antitest kt6dés mértéke ezen mutdns
Pgp-k esetén szubsztratokkal, vagy ATP-deplécidval tovdbb nem fokozhats. A fenti
megfigyelések a transzport sordn lejatszodé ATP hidrolizis kiilonbdzd 1épéseihez tartozo
kiilonbozo Pgp konformacids allapotok 1étére utalnak, melyekhez az UIC2 antitest affinitdsa
kiilonbozé. Az ATP, ADP és a nem hidrolizdlhatd6 ATP anal6gok csokkentik az UIC2

kotodését (Druley és mtsai, 2001), valamint az UIC2 a katalitikus tranziciés allapotban nem



kotodik a pumpdhoz (Goda és mtsai, 2002). Az antitest kotddése képes gatolni a pumpa
funkcidjat és novelni a Pgp szubsztratok citotoxicitdsdt intracellularis akkumuldcidjuk
novelésén keresztiil (Mechetner és Roninson, 1992).

Az UIC2 antitest epitdpjat az 1., a 4. és a 6. extracellularis hurkokon elhelyezkedd
peptid szekvencidk (Schinkel és mtsai, 1993), valamint a 11. transzmembran hélix egy része
alkotja (Mechetner és mtsai, nem kozolt adatok). 20 aminosav delécidja az 1. extracelluléris
hurokbdl tokéletesen megakadalyozza az UIC2 kotddését (Schinkel és mtsai, 1993). Zhou és
Pastan eredményei szerint az 5. és a 6. transzmembran régidt Osszekotd 3. extracelluldris
hurok épsége is sziikséges az UIC2 megfeleld kotddéséhez. A 6. transzmembrin szakaszban
bekovetkezd muticié szintén befolydsolja az antitest kotédésének mértékét (Zhou €s mtsai,
1999).

A UIC2 antitest tovabbi érdekes tulajdonsaga, hogy a szubsztratokkal/modulatorokkal
nem kezelt sejtek sejtfelszini Pgp molekuldinak csak egy részéhez kotddik, mig szubsztratok,
revertdld 4gensek jelenlétében az antitest kotddés mértéke megnd. Ez a sejtfelszini Pgp
molekuldk kétféleségére utal. Mechetner és munkatarsai szerint a sejtfelszini Pgp-k legaldbb
két kiilonb6zé konformdcids allapotban vannak jelen, melyekhez az UIC2 affinitdsa eltérd

(Mechetner és mtsai, 1997).

1.3. A Pgp lipidkornyezete

Az MDR kutatdsok kezdeti szakaszdban megfigyelték, hogy ugyanazon sejtvonal
rezisztens (Pgp*) és szenzitiv (Pgp’) sejtjei membranjénak lipidosszetétele kiilonbozd. Pgp*
P388 leukémia sejtekben a trigliceridek menyisége emelkedett (Ramu és mtsai, 1984), mig
kiilonbozo rezisztens sejtvonalak esetén a glikoszfingolipidek prekurzora, a glikozilceramid
szintje jelentdsen magasabb (Lavie és mtsai, 1996), és magasabb koleszterin szintet taldltak
vinblasztin-rezisztens T limfoblasztok esetén (Mountford és Wright, 1988). Kiilonb6zd
rezisztenciaji human CEM akut limfoblasztos leukémia sejteken expresszalt Pgp mennyisége
a rezisztencia fokdval parhuzamosan csak egy bizonyos mértékig nott (6sszes sejtmembran
fehérje tartalom kb. 40%-ig), mig a membrin koleszterin tartalom a rezisztencidval
parhuzamosan emelkedett (Gayet és mtsai, 2005). A fenti adatok alapjan feltételezhet6, hogy
az MDR fenotipus kialakitdsdban a membréan lipidosszetételének megvaltozdsa is szerepet
jatszhat.

A szfingolipidek (szfingomielin és glikoszfingolipidek) valamint a koleszterin f6

alkotéelemei a detergens-rezisztens membrdn doméneknek, raftoknak, melyekben a



sejtfelszini Pgp molekuldk 10-40%-a lokalizalodik (Lavie €s mtsai, 1998; Bacs6 és mtsai,
2004; Luker és mtsai, 2000). A rezisztens sejtek megvaltozott membrén lipidosszetétele a
raftok fokozott megjelenésével is magyardzhaté (Lavie és mtsai, 1999).

A Pgp szoros kapcsolatban all lipidkdrnyezetével. A fehérje tisztitdsa utdn endogén
foszfolipidek, elsdsorban foszfatidil-etanolamin és foszfatidil-szerin, kisebb mértékben
foszfatidil-kolin mutathaté ki a Pgp mellett (Sharom és mtsai, 1995). A lipidek a pumpa
mikodését is befolydsoljak. Tisztitott Pgp-k ATPaz aktivitdsban kiilonb6z6 foszfolipidek
hatdsdra eltér0 valtozdsokat tapasztaltak: a dipalmitoil-foszfatidil-etanolamin ¢és a
foszfatidilkolin névelte, mig a foszfatidil-inozitol és a foszfatidil-szerin csokkentette az
enzimmiikodést (Sharom és mtsai, 1995).

A koleszterin szintén befolyasolja a transzporter mitkodését. Membran vezikuldk
koleszterin deplécidja csokkentette (Garrigues és mtsai, 2002), koleszterin tartalom novelése
fokozta a Pgp bazdlis ATPaz aktivitasat (Kimura és mtsai, 2007). Kimura és munkatarsai
szerint a koleszterin a drog-stimuldlta ATPaz aktivitdsra is hatdssal van, de ez a szubsztratok
molekulatomegétdl fiigg. S00 Da-ndl kisebb molekulatomegii szubsztratokhoz vald affinitasat
a koleszterin noveli, 800-900 Da tomegii molekuldk kotddését nem befolydsolja, mig 1000
Da-nél nagyobb tomegii molekuldkhoz (pl. valinomicin) valé affinitdsat csokkenti. A szerzok
elképzelése szerint a koleszterin kitdlti a pumpa drog-kotd zsebében az liresen maradé térrészt
a kismolekuldja szubsztratok transzportja sordn (,,cholesterol fill-in model”, Kimura és mtsai,
2007).

A Pgp mikodésének koleszterin-fiiggése sejtszintli funkciondlis tesztekkel is
megfigyelhetd. Egyes sejttipusokban az akut koleszterin-deplécié vagy -szaturacié gatolta a
Pgp transzportfunkciéjat (Bacso és mtsai, 2004; Santos és mtsai, 2007; Cai és mtsai, 2004),
mig mas sejttipusokban a koleszterin-szaturacié novelte a drog-effluxot (Troost €s mitsai,

2004a,b).

1.4. A Pgp transzportfunkcié gatlasanak lehetdoségei

Az MDR jelenség kutatdsanak f6 gyakorlati célja a klinikumban is hatékonyan
haszndlhat6 revertdloszerek és terdpids protokollok kifejlesztése. Az elsd generacids
gitlészerek koziil a ciklosporin A etopoziddal és vinblasztinnal torténd humén kiprobélédsa
bebizonyitotta, hogy kedvezdtlen farmakokinetikai hatdsa kovetkeztében kialakuld fokozott
toxicitas miatt a klinikumban nem alkalmazhaté (Yahanda és mtsai, 1992; Samuels és mtsai,

1993). A masodik generécids szerek mdr kisebb koncentricidban is j6 Pgp modulédtorok. Ilyen



igéretes revertdlé dgensnek tlint a ciklosporin analég SDZ PSC 833, melynek alkalmazasa
esetén olyan tipikus mellékhatdsok mint az immunszupresszié nem jelentkeztek (Boesch és
mtsai, 1991), ezzel szemben a citokrém P450 enzimrendszer gétlasdval novelte az egyidejiileg
alkalmazott kemoterdpids szerek toxicitdsat (Thomas é&s Coley, 2003). A leguijabb
moduldtorok mdar kifejezetten egy-egy meghatdrozott gydgyszer-rezisztencidért felelds
transzporter gatldsdra irdnyulnak, mint példdul a Pgp-re szelektiv és nagy affinitdsi reverzin

(Sharom és mtsai, 1999).

Tobb Pgp-specifikus monoklondlis antitestrdl ismert, hogy in vitro és in vivo képesek
gatolni a pumpa mitkodését. Az UIC2 antitest megakaddlyozza a Pgp-szubsztratok
transzportjat és noveli a citotoxicitdsukat (Mechetner és Roninson, 1992). Ez a hatds azonban
nem teljes és nagyon varidbilis. Az MRKI16 antitest in vitro ndveli az intracelluldris
vinkrisztin akkumuléciét (Broxterman és mtsai, 1988), valamint egér tumor modellekben
doxorubicin egyidejli alkalmazasdval gatolta a Pgp* tumorok novekedését (Iwahashi és mtsai,
1993).

A szadmos igéretes lehetdség ellenére nem rendelkeziink a gy6gydszatban hatékonyan
€s megbizhatéan hasznalhat6 gatldszerrel. Nagy sziikség van olyan mddszerekre, melyekkel a
hatékony €s biztonsagos revertald dgensek kisziirhetok és hatdsuk in vivo is vizsgdlhat6. A
monoklondlis antitestek haszndlatdhoz az 4ltaluk elérhetd géatldas mértékének jelentds
fokozasa, a hatds reprodukdlhatova tétele és a hatdsukat megérz6 humanizalt antitestek

elddllitasa sziikséges.

1.5. Kozvetlen el6zmények

Munkdm kozvetlen elézményét az aldbbi, munkacsoportunkban kifejlesztett

modszerek és az dltaluk eredményezett megfigyelések jelentették.

1.5.1. Az ,,AKT” teszt

Amint az 1.2.2. fejezetben bemutatdsra keriilt, az UIC2 antitest kotddése szubsztratok
és moduldtorok (pl. vinblasztin, taxol, ciklosporin szdrmazékok, stb.) jelenlétében 2-4-
szeresére novekszik a Pgp-t kifejez6 sejteken (,,UIC2-shift”, Mechetner és mtsai, 1997). Ezzel
a jelenséggel a sejtfelszini ,,funkciondlis” Pgp molekuldk kimutathatdk, valamint a Pgp

szubsztratok €s modulatorok is beazonosithatok.



Az UIC2 antitest kotédése moduldtorok tavollétében egy madsik anti-Pgp antitest
(MM12.10, MM6.15, MRK16) kotddését csak kis mértékben befolydsolja, a sejtfelszini
fehérjék atfedd epitdpjaival még jelentds mennyiségli mdsik Pgp-specifikus antitest tud
kolcsonhatést kialakitani. Moduldtorok (pl. CSA) jelenlétében a mdsik antitest kotddése
nagymértékben lecsokken, vagy teljesen elmarad. A jelenség kiilonlegességét az adja, hogy
egyes gatlészerek (pl. CSA, vinblasztin) mellett felk6tddott UIC2 utdn minimdlis a mdasik
antitest kotddése, mig mas modulétorok, (pl. verapamil) nem idéznek eld jelentds hatast (6.
abra). Bar a jelenség az UIC2-shift kdvetkezménye, mégsem jelenti csupan az UIC2 4ltal el
nem foglalt Pgp molekuldk visszatitrdldsat egy mdsik antitesttel, ugyanis a médszer képes éles
kiilonbséget tenni a kétfajta (,,CSA-szer’” és ,,verapamil-szeri”) géatlészer kozott, mig az
UIC2-shift nem, vagy sokkal kevésbé. A teszt érzékeny az ATP deplécié hatasara kialakul6
konformécidvéltozasra is (Goda és mtsai, 2002) és lehetévé teszi markdns hatasi Pgp
modulator-jel6lt molekuldk sziirését (antitest kompeticiés teszt, AKT; Nagy és mtsai, 2001,

2004).
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6. dbra. Az AKT-teszt. NIH 3T3 MDRI1 sejtek modulatorokkal kezelve vagy kezeletleniil UIC2, majd
FITC-MM12.10 antitesttel jelolve. A FITC-MM12.10 antitest &ltal jelolt sejtek fluoreszcencia
intenzitds eloszlasat aramldsi citometrids mérések &abrazoljak. Piros vonal: a FITC-cel konjugilt
MM12.10 mAt-tel valé inkubdldst megeldzte az UIC2 antitesttel torténd kezelés; kék vonal: csak
FITC-MM12.10-zel jelolt mintdk. A pontozott vonal a hattér fluoreszcencia intenzitdst dbrdzolja.

(Nagy és mtsai, 2001)



1.5.2. A detergens elucios eljaras

A sejtfelszini Pgp molekuldk raft-asszocidcidja detergensek segitségével vizsgilhato.
A Triton X-100 (TX-100) egy gyenge, nem-ionos detergens, amely 0 °C-on a koleszterinben
és szfingolipidekben gazdag membran részletek, Un. detergens-rezisztens mikrodomének vagy
raftok kivételével oldja a membrant. Ennek kovetkeztében azok a fehérjék, melyek nem
raftokban helyezkednek el, és altaluk vagy kozvetleniil a sejtvdzhoz sem horgonyzddnak, a
TX-100 kezelés hatdsara eludlédnak a membranbdl, elkiiloniilnek a sejtmaradvanyoktdl. A
raft-asszocidlt fehérjék nagy része a citoszkeletonon keresztiil a sejthez rogzitett allapotban
marad. Antitesttel jelolt membranfehérjék kiolddsa aramldasi citometridval vizsgédlhat6 és a
raft- és citoszkeleton-asszocidcié mértéke meghatarozhatd. A raftok egyik f6 komponense, a
koleszterin ciklodextrinekkel val6 kivondsa a raft-doméneket a membranban dezintegralja, a
ciklodextrin-kezelést kovetden a Triton-elicié nyoman csak a kozvetleniil citoszkeletonhoz
kotott sejtfelszini molekuldk maradnak a sejtmaradvanyhoz kotve.

A detergens-eliciés modszer szerint az LS-174-T human colon karcinbma sejtek
membranjdban a Pgp-k koriilbeliil 34%-a helyezkedik el sejtvdzhoz kotott detergens-
rezisztens doménekben. A Pgp-k egy részének rafton beliili lokalizaci6jit tAmasztja ald az is,
hogy a CD44 és CD59 raft-markerekhez molekuldris kozelségben helyezkednek el (Bacsé és
mtsai, 2004).

A sejtfelszini Pgp-k UIC2 éltal elérhet6 hanyada (,,pool I”’) és egy masik anti-Pgp
antitest (pl. MRK16) éltal jelolhetd pumpa molekuldk (,,pool II’) nem kolokalizdlédnak a
konfokalis mikroszkép feloldasiaban: a pool I kisebb patch-ekben koncentralédik, a pool II
molekuldk inkdbb diszpergdlva taldlhatok a sejtfelszinen (Nagy Henrietta megfigyelései,

kozlésre elokészitve).

1.5.3. Nyitott kérdések

Az UIC2-shift és a sejtfelszini Pgp molekuldk topoldgiai heterogenitdsa szadmos
kérdést vet fel. A mai napig nem teljesen tisztazott az oka annak, hogy a kezeletlen sejtek
membranjaban a Pgp molekuldk csak egy része ismerhetd fel az UIC2 antitest altal, mig a
molekuldk nagyobb része csak szubsztratok jelenlétében vdlik hozzaférhet6vé. Ennek a
kérdésnek a fontossdgat é€s érdekességét jol demonstrdlja a jelenség egyik lehetséges
interpretdcidja: nem kizart, hogy azon Pgp-k, amelyeket felismer az antitest, endogén

szubsztratokat transzportdlhatnak. Nem teljesen érthetd a katalitikus ciklusban bekovetkezd



konformécid valtozasok és a topoldgiai heterogenitis Osszefiiggése sem: az UIC2 kotodés
nyomdn az 0Osszes Pgp-nek azonos konformacids dllapotban kellene ,kikotnie” — nem
tapasztalndnk a telitésben is észlelhetd heterogenitdst. Nem ismert az sem, hogy a Pgp és
membrankdrnyezete milyen — kétirdnyd — 6sszefliggésben, kolcsonhatdsokban 4ll egymassal.
A heterogenitdssal kapcsolatos kérdések egy része tehat nem lezart. Az aldbbiakban azokat a
kérdéseket sorolom, melyeket munkdm sordn sikeriilt megvilaszolni, és melyek révén a
fentiekben vazolt alapvetd problémak megolddsdhoz is kozelebb keriiltiink. Egy ilyen, sajat
alabb részletezendd eredményeinket is szervesen magédba foglalé lehetséges modellt a

MegbeszElés c. fejezetben prezentdlok.

Vizsgalt kérdések:

a., A szubsztratok kétfélesége (1. AKT-jelenség, 1.5.1 fejezet) kordbban csak néhany
szubsztrat/moduldtor viselkedése alapjin szerzett impresszid volt, szerettiik volna tudni, hogy
vajon a szubsztratok, modulatorok szélesebb korében is kimutathat6-e ez a dichotémia, és
hogy valamilyen molekuldris sajatsdggal Osszefiigg-e? Ezen kérdések megvilaszoldsa a
pumpamiikodést hatékonyan gitlé moduldtorok fejlesztésében nytjthat segitséget.

b., Kordbban csak részleges informdacionk volt arrél, hogy a moduldtorok jelenlétében
tapasztalt UIC2 kotddés-tobblet mennyiben a kotéhely-szdm ndvekedésének eredménye és
mennyiben a disszociicids konstans valtozasaé. Ez nem pusztin elméleti fontossagu kérdés,
hiszen az egyébként részleges pumpa-gitlas teljessé ill. tartdssd vdlhat, amennyiben az
antitesttel lefedett Pgp-k ardnya novelheto.

c., Az elobbiekkel Osszefiiggésben, az UIC2-gitlas jelensége ellentmonddsos volt: nem
mindig és csak extrém antitest koncentracidk esetén tapasztaltak gatlast, mely részleges volt
és mértéke variabilis. Az UIC2-kotddés teljessé tétele — reprodukalhaté mdédon — a gatlas
terdpias felhasznédldsanak perspektivajat vetitette elore.

d., Nem volt olyan kisérleti rendszer, melyben az UIC2-gitldis in vivo megfeleléen
tanulmanyozhat6 lett volna.

e. Lényegében feltaratlan volt a Pgp sejtfelszini heterogenitasanak esetleges Osszefiiggése a

membran laterdlis domén szerkezetével.

Fenti kérdések megvilaszoldsdhoz, ezen problémdk megoldasihoz az alabbi célkitiizéseket

fogalmaztuk meg.



2. Célkitiizések

Célkituzéseim a kovetkezok voltak:

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

2. Az UIC2 transzportfunkcioét gatld hatasanak vizsgalata AKT+ és AKT- szubsztratok
jelenlétében, in vitro.

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

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

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

6. A Pgp pumpafunkcié gatlisa a membrian lipid domén szerkezetének

modul4cidjaval: ciklodextrinek hatdsanak vizsgdlata



3. Anyagok és modszerek

3.1. Sejttenyésztés

Vizsgdlataink sordn az NIH 3T3 egér fibroblaszt sejtvonalat és annak mdrl génnel
transzfektalt valtozatat (NIH 3T3 MDR1 G185), valamint az A2780 (Pgp’) és A2780"P (Pgp")
humdan ovarium karcindma sejtvonalat hasznaltuk. Az NIH 3T3 sejtvonalakat M. Gottesman
(NIH, Bethesda, USA) bocsitotta rendelkezésiinkre. A sejteket 10% inaktivalt fotalis
szarvasmarha szérumot (FCS, Gibco), 5 mM glutaminsavat és 25 pg/ml gentamicint
tartalmaz6 DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) tenyészté folyadékban
novesztettiik dllandé koriilmények mellett (37 °C, 5 %-os CO, atmoszféra, 95 %-os
paratartalom). A Pgp-t kifejez6 sejtvonalakat 670 nM doxorubicint (NIH 3T3 MDR1) vagy 2
uM doxorubicint (A2780P) tartalmazé tdpoldatban tartottuk fenn és felhasznaldsuk elott 2-3
nappal drogmentes tenyészt0 oldatba helyeztiik at. Sejtvonalaink mindegyike a feliilethez

tapadva novekedett, igy a kisérleteinkhez tripszines kezeléssel készitettiink sejtszuszpenziot.

3.2. A sejtmembran Kkoleszterin tartalmanak modulalasa

A sejteket tripszinezést kovetéen kétszer mostuk PBS-sel, majd a sejtkoncentraciot
6x10° sejt/ml-re dllitottuk be 8 mM gliikézt tartalmazé PBS-ben (pH=7.4). A sejtmembrin
koleszterin tartalmdnak csokkentése érdekében a sejteket heptakis(2,6-di-O-metil)-f-
ciklodextrinnel (DIMEB), vagy random-metilezett-B-ciklodextrinnel (RAMEB), a koleszterin
tartalom noveléséhez koleszterinnel képzett komplexeikkel, Kol-DIMEB-bel, vagy Kol-
RAMEB-bel kezeltiik 37 C-on 20 percen keresztiil. A kezelést kdvetéen a sejtszuszpenziot

kétszer mostuk, majd elvégeztiik a megfeleld vizsgalatot.
3.3. Sejtfelszini Pgp molekulak jelolése monoklonalis antitesttel

Az MM6.15 és MM12.10 monoklonélis antitesteket M. Cianfriglia (Istituto Superiore
di Sanita, Roma) bocsatotta rendelkezésiinkre. Az UIC2 és a 15D3 (ATCC#: HB-11342)

antitesteket hibridoma sejtek feliilisz6jabol, protein A affinitds-kromatografia alkalmazasaval

magunk izolaltuk.
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Aramldsi citometrias kisérleteinkhez az antitesteket kiilonbz6  fluoreszkéld
festékekkel konjugdltuk pl. fluoreszcein-izotiociandttal (FITC) vagy Alexa 488-cal
(Molecular Probes, Eugene, OR, USA). Az antitesthez nem kotddott festék molekuldkat
Sephadex-G25 oszlopon gél-sziirési technikdval tdvolitottuk el. A festék-fehérje ardnyt
spektrofotométerben abszorbancia alapjan hatdroztuk meg, melynek optimdlis értéke
koriilbeliil 3:1 volt.

UIC2 kotddés vizsgalatakor a sejteket 10 percig 37 °C-on elSinkubéltuk 10 puM
ciklosporin A-val (CSA), vagy CSA nélkiil, majd tovabbi 30 percen keresztiil UIC2 antitesttel
(10 pg/ml). Indirekt immunfluoreszcencids detektédlds esetén a sejteket kétszer mostuk PBS-
sel, majd FITC-konjugélt egér ellenes nyul IgG antitesttel (RAMIG) (100 pg/ml) jeloltiik 40
percen keressztiil jégen. Ujabb kétszeri mosast kdvetéen a mintdk fluoreszcencia intenzitdsat
dramlasi citométerben mértilk. UIC2 telitési gorbék felvételénél hasonléképpen jartunk el
kiilonbozo UIC?2 antitest koncentracidkat alkalmazva (0 pg/ml- 75 pg/ml tartoméanyban).

AKT teszt (Antitest Kompeticids Teszt, Nagy és mtsai, 2001) esetén 1x10° db sejt/ml
koncentraciéji sejtszuszpenziét 10 percen keresztiil szubsztrattal/modulatorral illetve anélkiil
37 °C-on el6kezeltiik. A kezelések sordn a kovetkezd vegyiileteket (Sigma) a zardjelben
megadott koncentrdcidkban hasznéltuk: kolhicin (100 uM), etopozid (200 uM), galangin (50
uM), hoechst 33342 (50 uM), ketokonazol (50 uM), nonidet P-40 (6)(10'4 VIV%),
ologomycin (5 uM), progeszteron (10 uM), propranolol (500 uM), quercetin (200 uM),
rapamycin (20 uM), reszerpin (40 uM), tween 20 (1,4x10° VIV %), ciklosporin A (10 uM).
Ezutin a sejteket telitd koncentraciéban el6szor festékkel nem konjugdlt UIC2 antitesttel (10
pg/ml) inkubdltuk 30 percen keresztiil, majd festékkel konjugdlt MM12.10, MM6.15 (8
pg/ml), vagy 15D3 (15 pg/ml), antitesttel jeldltiik tovabbi 30 percig 37 OC-on. Ezt kévetden a
sejteket kétszer megmostuk és a 488/540+10 nm fluoreszcencia intenzitdst &aramlési
citométerben mértiik.. Az antiest kompeticiot (AKT) a kovetkezoképpen szamoltuk: az UIC2
nélkiil mért, sejtfelszini Pgpk-hez kapcsolddé MMI12.10-FITC fluoreszcencia intenzitds
értékébdl (F;) kivontuk az UIC2 jelenlétében kotodott MM12.10-FITC fluoreszcencia
intenzitds értékét (F,), majd elosztottuk az UIC2 tavollétében mért MM12.10-FITC

fluoreszcencia intenzitasaval (F). [AKT érték= (F,- F,)/ F;].
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3.4. Detergens elucios eljaras

3 x 10° db NIH 3T3 MDR1 sejtet Alexa 488-cal konjugdlt 15D3 antitesttel (15 pg/ml)
jeloltink 30 percen keresztiil 37 °C-on. A sejteket 8 mM-os gliik6zos PBS-sel 2-szer
megmostuk, majd 5 mM koncentriciéban DIMEB-bel és Kol-DIMEB-bel kezeltiik 20 percen
keresztiil 37 °C-on. A mintdkat 2-szer djra mostuk, majd dramlési citométerben a sejtenkénti
fluoreszcencia intenzitdst azonnal lemértiik. Mérést kdvetéen a mintdkhoz TX-100 oldatot
elegyitettiink 0,5 % végkoncentraciéban, majd a mintakat 30 percen keresztiil jégen tartottuk.
Ezt kovetden a sejtenkénti fluoreszcencia intenzitdst djra megmértiik és a Pgp molekuldk raft-
intenzitast elosztottuk a TX-100 kezelést megel6z6 intenzitdssal, majd a kapott értéket

megszoroztuk 100-zal.

3.5. A sejtfelszini Pgp molekulak internalizaciojanak mérése

A488-15D3 mAt-val jelolt NIH 3T3 MDRI1 sejteket 5 mM RAMEB-bel vagy Kol-
RAMEB-bel 20 percen keresztiil kezeltiink, majd a sejtfelszinen maradt antitesteket savas
kémbhatdsu puffer segitségével mostuk le (0,5 M NaCl, 0,1 M glicin, pH=2,5; Kandimalla és
mtsai, 2004). A mintdk fluoreszcencia intenzitdsat aramlasi citométerben mértiikk. A savas
mosasra rezisztens fluoreszcencia hanyadot haszndltuk az internalizalt receptor-antitest

komplexek szdzalékos ardnyanak kifejezésére.

3.6. Fluoreszcens festék akkumulacié meghatarozasa

A 3T3 MDRI sejteket Pgp szubsztratokkal és moduldtorokkal 10 percen keresztiil 37
C-on el6kezeltiik (10 uM CSA, 10 uM valinomycin, 75 uM vinblasztin, 8 uM SDZ PSC
833, 75 uM verapamil, 20 uM kinin, 125 pM nifedipin), majd UIC2 antitesttel tovabbi 30
percen keresztiil inkubdltuk. A mintdkat két részre osztottuk, egyik résziiket 1% BSA-t
tartalmazé PBS-sel 1-szer, majd PBS-sel 2-szer megmostuk. A mintdk masik részét nem
mostuk. Ezt kdvetden a sejteket 0,25 uM calcein-AM-mel 8 mM-os gliik6zos PBS-ben 20
percen keresztiil, 37 C-on festettiik. Az inkubélds utin a sejteket kétszer mostuk gliik6zos
PBS-sel, majd a festddés mértékét aramlasi citométerben mértitkk. Az elpusztult sejteket 2

pg/ml propidium-jodid (PI) segitségével kiilonitettik el. A felkotodott UIC2 mAt
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kimutatdsiara a calcein-esszét kovetden Alexa 647-tel konjugilt egér ellenes kecske IgG
antitestet (GAMIG) hasznaltunk.

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

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

intenzitdsara normaltuk.
3.7. A sejtmembran festése merocianin 540-nel

3 x 10° db ciklodextrin kezelt sejtet 100 ul PBS-ben reszuszpendaltunk. Az MC540
torzsoldatot (1 mg/ml 50 %-os etanolban oldva) a kisérletet megel6zéen desztillalt vizzel 0,5
mg/ml koncentracidra higitottuk, majd 2 pl-t a sejtszuszpenziéhoz mértiink. A sejteket 10
percig szobahdmérsékleten festettiik, majd a mintdkat 0,5 ml-re higitottuk PBS-sel és dramlési
citométerben a 488/540+£10 nm fluoreszcencia intenzitast PI jelenlétében azonnal mértiik. Az
értékeket relativ MC540 festodésként fejeztiik ki: a mintdk fluoreszcencia intenzitdsat

osztottuk a kezeletlen kontroll intenzitas értékével a hattér levonasa utan.
3.8. Aramlési citometria

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

3.9. Intracellularis ATP tartalom meghatarozasa

A sejtmembran koleszterin tartalmanak ciklodextrinnel torténd modulécidjat kovetden
az egyes mintdkbol egyenld mennyiségeket lefagyasztottunk és az ATP tartalom
meghatarozasdig folyékony nitrogénben taroltuk. A mintdk ATP tartalmat a Bioluminescent
Somatic Cell Assay Kit (Sigma) segitségével NovoStar mikroplate leolvaséban (BMG
Labtech, Offenburg, Germany), lumineszcencia iizemmoddban mértiik meg.

Az életképes sejtek ATP tartalmanak kiszdmitdsdhoz a mintdk egy masik, 100 mM
EDTA-t tartalmazé lefagyasztott részletébdl eldszor meghatdroztuk a teljes sejtszdmot. A

sejteket kiolvasztast kovetéen 1 pg/ml koncentrdcioban DAPI-val festettik 15 percen
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keresztiil szobahémérsékleten, majd fekete, 96 lyukud lemezen FLUOstar OPTIMA mikroplate
leolvas6 (BMG Labtech, Offenburg, Germany) segitségével megmértiik a fluoreszcencia
intenzitasat. Ismert szamu sejttel felvett kalibraciés gorbe alapjan a mintdkban 1évé teljes
sejtszdmot meghatdroztuk. A teljes sejtszdmot megszorozva az dramldsi citometrids mérésben
mért PI negativ sejtek ardnydval megkaptuk a mintdban 1év6 életképes sejtek szamat. A mért
ATP értékeket elosztva az €16 sejtek szamdval megkaptuk egy életképes sejt ATP tartalmat.

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

3.10. Eletképességi vizsgalatok

3.10.1. Eletképesség vizsgilata aramlasi citometrids mérések soran

Az Aaramldsi citometridls mérések megkezdése eldtt a mintdkat 2 pg/ml
koncentraciéban PI-dal festettiik, ezaltal az elpusztult (PI-pozitiv) sejtek a mérés sordn jol

elkiilonithet6kké valtak. Ardnyukat szdzalékosan fejeztiik ki.

3.10.2. MTT-teszt

Az UIC-2 pumpagitldé hatdsat multidrog-rezisztens sejtek életképességének mérésén
keresztiil is teszteltiik. 96 lyuku tenyésztdlemezen 1 x 10* db sejtet helyeztiink el lyukanként.
24 6ra mulva kiillonb6z6é daunorubicin koncentraciéja tenyésztoldatot adtunk a sejtekhez. A
kezelést ugy is elvégeztiik, hogy daunorubicin mellett SDZ PSC 833 (Novartis, Basel, Svijc)
és/vagy UIC2 antitestet is tartalmazott a tdpoldat. A sejteket 72 6ran keresztiil 37 °C-on
tenyésztettik, majd 0,5 mg/ml koncentriciéji  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium-bromid (MTT) oldatra cseréltiik a tidpoldatot és tovabbi 4 6ran keresztiil
37 °C-on inkubdltuk. A keletkezett formazan kristdlyokat sésavas izopropanol
(izopropanol:sésav = 25:1) oldattal oldottuk fel és az oldatok abszorbancijit 570 nm-en
mikroplate leolvas6val (NovoStar, BMG Labtech, Offenburg, Germany) mértiikk. Az
eredményeket a kezeletlen kontroll mintdk abszorbancia értékeihez viszonyitva szdzalékban

fejeztiik ki €s a daunorubicin koncentricié fiiggvényében abrazoltuk.
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3.11. Sejtek koleszterin tartalmanak meghatarozasa

DIMEB-bel és Kol-DIMEB-bel kezelt NIH 3T3 MDR sejtek koleszterin tartalmat
koleszterin-oxiddz médszerrel, HPLC méréssel (Contreras és mtsai., 1992) hatdroztik meg
kollaborécids partnereink (Prof. Jandky Tamads, Szeged). 10 ul reakcidkeveréket (500 mM
MgCl,, 500 mM Tris puffer, 10 mM dithiothreitol, 100 mg Triton X-100, pH 7.4) 10 pl
koleszterin-oxiddz enzimmel (1 mg/ml; (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) és 50 pul
sejtszuszpenziéval elegyitettek és 37 °C-on, 30 percig inkubaltdk. A reakciét 100 ul hideg
metanol/etanol oldat [50% (v/v)] hozzdadasaval allitottdk le, majd tovabbi 30 percen keresztiil
0 °C-on tartottak. Ezutdn a mintdkat lecentrifugaltak és 50 ul feliilisz6t HPLC médszerrel
analizaltdk (1100 Series set, Agilent Technologies; C18 reverz fazisi kromatografias oszlop;
eluens: 1% (v/v) ecetsav/metanol). Az oxidalt koleszterint 241 nm-en, UV detektorral mérték
és kiilsé kalibracid segitségével meghataroztik a mintdk koleszetrin tartalmat. Az egyes
mintdk pontos sejtszdmdnak ismeretében a koleszterin tartalmat pug-ban kifejezve, 10° db

sejtre vonatkoztatva adtuk meg.

3.12. Tumor xenograftok transzplantaciéja SCID egerekbe

4 x 10° db NIH 3T3 és NIH 3T3 MDR1 sejtet 300 ul szintelen, szérummentes DMEM
oldatban B-17 SCID egerek jobb illetve bal combjanak bdre ald injektaltunk. Az egerekben
10-12 nap elteltével tapinthaté tumorok fejlédtek ki. Az 4llatokat ekkor i.p. 10 mg/kg
ciklosporin A-val (CSA, Sandimmun, Novartis) vagy i.v. 5 mg/kg UIC2 antitesttel kezeltiik.
Egyes egerek CSA és UIC2 kezelést is kaptak. 4 6ra milva i.v. 5 mg/kg daunorubicint
injektaltunk az 4llatokba. Tovabbi 4 orat kovetden az egereket megoltilk, a tumorokat
kimetszettiik és azonnal folyékony nitrogénben lefagyasztottuk. Tovabbi felhasznalasig a

szovetmintdkat folyékony nitrogénben taroltuk.

3.13. Konfokalis 1ézer pasztazé mikroszkopias Kisérletek

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

A tumorok daunorubicin akkumuldcidjdnak meghatdrozasdhoz a -20 C-on térolt

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

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

A szoveti morfologia megjelenitéséhez hematoxilin-eozin festést alkalmaztunk.

3.14. Képalkoto citometrias Kisérletek

A mikroszképos vizsgélatokhoz eléallitott metszeteket képlakoto citométerrel (iCys,
CompuCyte, Cambridge, MA) megvizsgédlva kvantitativ médon tudtuk kiértékelni a teljes
metszet daunorubicin akkumulécidjat és az UIC2 kotddését. A metszetek 1ézer letapogatdsara
gerjesztd fényként argon-ion 1ézer 488 nm hulldimhosszisigu fényét hasznaltuk és az emittalt
fluoreszcencidt 20X-os objektiven keresztiil 530 + 15 nm hulldmhosszi sdvsziird segitségével
detektaltuk. A mintdkban a teljes metszet korvonaldnak eldzetes gyors azonositdsara el0szor
egy kis felbontdsu szovet pasztazast végeztiink el, majd a kvantitativ méréshez az azonositott
szOovethatdrokon beliill egy nagy felbontasi pasztizds tortént. Az 1igy kapott képek
képpontjainak intenzitdsat az u.n. ,,phantom contouring” eljards segitségével mértiik az iCys
2.6-0s szoftver segitségével. A szoftver az eljards soran a mérendo feliiletet véletlenszertien,
sejtméretli egymast at nem fedd korokkel (,,phantom contours™) fedi le, majd a korokon beliil
a képpontok integralt fluoreszcencidjat meghatarozza.

A tumor mintdk daunorubicin akkumuldciéjat Gsszehasonlité hisztogrammokon a
,phantom countour” korok integral fluoreszcencia intenzitdsdnak eloszldsat dbrazoltuk, mig a
topografikus képeken a korok intenzitdsdnak a kontdr térképét készitettilk el szinkodolast

alkalmazva Sigma Plot 8.0 program segitségével.
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3.15. Statisztikai analizis

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

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

meg.
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4. Eredmények

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

tesztelése nagyobb szami agens esetén.

A Nagy és munkatdrsai 4ltal kidolgozott AKT-teszt egyediildllé médon kiilonbséget
tesz a Pgp szubsztratok/moduldtorok kétféle csoportja kozott (Nagy és mtsai, 2001). A teszt

z 9

alapjdn megkiilonboztethetd egy CSA-szerd, ,,AKT-pozitiv” és egy verapamil-szeri, ,,AKT-

20,99

negativ”’ csoport. Munkank sordn a kordbban jellemzett kisszdmu vegyiileten kiviil szaimos
tovabbi ismert vagy potencidlis Pgp modulatort teszteltiink, azt eldontendd, hogy a
szubsztratok/modulatorok ,,kétfélesége” mennyire altaldnos jelenség, és abban a reményben,
hogy az valamilyen kémiai sajitsighoz kothetd. Osszesen 44 vegyiiletet vizsgaltunk meg,
azokat a legnagyobb még nem toxikus dézisban alkalmazva (1. Mddszerek). Az éltalam
vizsgalt vegyiiletek csoportjat a 7. dbra szemlélteti.

A mar azonositott CSA-szerli, AKT-pozitiv gitlészerek csoportja a rapamycinnel
boviilt. A verapamil-szeri gétldszerekhez wjonnan sorolhaté a progeszteron, galangin,
propranolol, kvercetin, reszerpin, Tween-20, ketokonazol és NP-40. Gyenge antitest
kompeticiét és Pgp funkcidgatldst mutatott a kolhicin, ologomycin, etopozid és a Hoechst
33342 molekuldk csoportja (7. dbra) (Nagy és mtsai, 2004). Az AKT-hatds szempontjabdl a

dichotémia nagyobb szdmu vegyiileten is szembe6tld volt, a pumpagatld hatdssal dsszevetve

pedig harom osztdlyba voltak csoportosithatok az dgensek.
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7. dbra. Pgp-szubsztratok és moduldtorok hatdsa az AKT-esszében. Ures oszlopok: ismert Pgp-
szubsztratok, melyek nem befolydsoltdk szignifikdnsan a sejtek calcein-AM felvételét. Csikozott és
fekete oszlopok: a vegyiiletek jelentds novekedést eredményeznek a calcein-AM akkumuléciéban. Az

dbra legaldbb 3 fiiggetlen kisérlet eredményeinek atlagat mutatja (£SD).
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4.2. Az UIC2 transzportfunkciot gatlo hatasanak vizsgalata AKT+ és AKT-

szubsztratok jelenlétében, in vitro

4.2.1. A pumpafunkcié gatlasinak meghatarozasa szubsztrat akkumulacié mérésével

Az UIC2 mAt kotddése képes gitolni a pumpa funkcidjat és fokozza a Pgp
szubsztratok citotoxicitdsat intracelluldris akkumulédciéjuk novelésén kersztiil, mig azonos
kisérleti koriilmények kozott mas Pgp ellenes antitest erre nem képes (Mechetner és
Roninson, 1992). Kordbban tisztdzatlan okokbdl azonban az UIC2-gitlds mértéke varidbilis és
nem mindig reprodukalhaté volt (Chaudhary és mtsai, 1992; Holl6 és mtsai, 1994).

Az AKT tesztben mutatott kétféle viselkedésiik alapjan feltételezhetd volt, hogy
CSA-szerli agensek mellett az UIC2 mAt a Pgp-hez annak mas konformaciés allapotdban
kotodik,- és/vagy tobb sejtfelszini pumpa molekuldhoz - mint pl. verapamillal és az egyéb
AKT" vegyiiletekkel torténd kezelés sordn, ezért varhatéan pl. a CSA vagy a verapamil
jelenlétében felkotddott UIC2 a pumpa-gatlasban is kiilonbozoképpen viselkedik. A hipotézis
vizsgélatdhoz a sejtfelszini Pgp-khez AKT-pozitiv és AKT-negativ szerek mellett kotottiik fel
az UIC2 mAt-et, majd a sejteket BSA tartalmu oldattal mosva a modulatorokat eltavolitottuk
és a pumpa mitkodését calcein akkumulacidjan keresztiil kovettiik nyomon. Az UIC2 mAt
jelentésen novelte a festék akkumuldaciét NIH 3T3 MDRI1 sejtekben CSA, vinblasztin, SDZ
PSC 833, és valinomycin jelenlétében. Ez a hatds a moduldtorok 1% BSA oldattal to6rténd
kimosédsiat kovetdéen is megmaradt. Az AKT-pozitiv szerek a valinomycin kivételével
hatékonyan eltavolithatéak voltak a fenti mosasi eljarassal. Az AKT-negativ verapamil, kinin,
nifedipin nem mutattak hasonlé hatést, eltavolitisukat kovetéen a calcein intracelluléris
koncentriciéja a kontroll szintjére esett vissza (8. dbra, bal oldal). Az AKT-negativ
vegyiiletek nem novelték az UIC2-reaktiv Pgp-k szamat, mig az AKT-pozitiv szerek hatisara

az UIC2 mAt kotddése 2-3-szorosdra noétt (8. abra, jobb oldal).
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8. dbra. Pgp szubsztratok/modulédtorok hatdsa az UIC2 mAt Pgp pumpafunkcié gétldsara (bal oldali
dbra). Az UIC2 kotédést indirekt immunfluoreszcens jeloléssel, parhuzamos kisérletben hataroztuk
meg (jobb oldali dbra). Szubsztrat/modulétor kezelés és egyes mintdknal UIC2 kotés utdn az NIH 3T3
MDRI sejteket tartalmazé mintdkat kétfelé osztottuk. A mintdk egyik felét a szubsztrat/modulator
eltavolitasa érdekében 1% BSA-t tartalmazé PBS-sel, majd kétszer PBS-sel mostuk (bal oldal, fekete
oszlopok). A mintdk mdsik részét nem mostuk BSA-val (bal oldal, sziirke oszlopok).Végiil 0,25 uM
calcein-AM-mel és 1 pug/ml PI-dal festettilkk a mintdkat és daramlési citométerben analizdltuk. Az dbra
harom fiiggetlen kisérlet eredményeinek atlagat mutatja (+S.E.M). Minden vegyiilet (UIC2 mAt-val
egyiitt vagy anélkiil) szignifikdnsan emelte a sejtekben a calcein akkumulacidt a kezeletlen kontrollhoz
képest (bal oldali 4bra, sziirke oszlopk; p < 0,001). AKT-pozitiv szerek esetén a calcein akkumulacié
BSA-val torténé mosast kovetden szignifikdnsan magasabb volt UIC2 mAt kezelt mintdknal az UIC2-

vel nem kezelt mintdkhoz képest (bal oldali dbra, fekete oszlopok; p < 0,01).

A Pgp gatlast a CSA koncentraci6 fiiggvényében is vizsgaltuk. UIC2 és CSA egyiittes
alkalmazasakor szignifikdns, tobb mint tizszeres intracelluldris calcein akkumulaciét
tapasztaltunk 0,2 uM CSA koncentricié esetén. Ugyanilyen mértékii gatlds eléréséhez

mintegy hudszszor nagyobb CSA koncentracié sziikséges a moduldtor dnmagaban torténd
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alkalmazasakor (9. dbra. felsé grafikon). Az UIC2 gatlas tehat a CSA egy olyan alacsony
koncentrici6jdnal 1étrejon, ahol a CSA Onmagdban, mint Pgp inhibitor hatastalan.
Parhuzamos kisérleteink alapjan 0,2 uM CSA koncentricidondl az UIC2 a sejtfelszini Pgp
molekuldk mintegy 70%-4dhoz kotédott (9. dbra. felsd grafikon, belsd dbra).

Ugyancsak nagymértékii, mintegy huszonotszéros calcein akkumuldcié névekedés
volt megfigyelhetd 10 nM SDZ PSC 833 és UIC2 egyidejii alkalmazdsakor. Ebben a
koncentriciéban ez a moduldtor onmagédban szintén hatdstalan, a kombinicids kezeléshez
hasonl6 hatas eléréséhez tizszer magasabb SDZ PSC 833 koncentricio sziikséges (9. dbra.

alsé grafikon).
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9. dbra. CSA (fels6 grafikon) és SDZ PSC 833 (als6 grafikon) hatdsa 6nmagukban és UIC2 mAt-val
kombinaciéban alkalmazva a NIH 3T3 MDRI sejtek intracellularis calcein akkumuléciéjara. A fels6
grafikon belsd dbrdja a parhuzamos kisérletben mért UIC2 kotddést mutatja, a maximalisan elérhetd
kotddéshez képest szamitott szazalékos értékben kifejezve. Az dbra 3 fiiggetlen kisérlet eredményeinek
atlagdt mutatja (+S.E.M). Mindkét vegyiilet esetében a modulator-UIC2 kombinécié szignifikdnsan

novelte a calcein akkumulé4ciét a moduldtor 6nmagaban torténd alkalmazasihoz képest (p < 0,02).
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4.2.2. Eletképességi vizsgalatok UIC2 antitest és modulator egyiittes alkalmazasaval

Tudni szerettiik volna, hogy az antitest dltali Pgp pumpafunkcié géitlds noveli-e olyan
mértékben citotoxikus szubsztritok intracelluldris koncentrdciéjat, ami a sejtek
életképességének csokkenésében is érvényre jut. 2780%° (Pgp*) és 2780 (Pgp) sejteket 15 nM
SDZ PSC 833 modulatorral és 20 pg/ml UIC2 mAt-tel kezeltiink kiillénb6z6 daunorubicin
koncentraciok mellett 72 6ran keresztiil, majd a sejtek életképességét MTT teszt segitségével
mértiik. Onmagaban sem a moduldtor, sem az UIC2 mAt nem volt képes csokkenteni a
daunorubicin ICsy értékét (1 pM). Az antitest és moduldtor egyideji alkalmazdsaval a

rezisztenciat nagymértékben gatoltuk, a fenti érték egy nagysagrenddel csokent (100 nM) (10.

abra).

—®— pgpt, PSC+UIC2

120 - —O— pgp™, PSC

100 - - ng+, UIC2
A= pgp*

80 1

Eletképes sejtek ardnya (%)

Daunorubicin koncentracié (nM)

10. dbra. A daunorubicin citotoxikus hatdsanak fokozdsa SDZ PSC 833 (15 nM) és UIC2 (20 pg/ml)

egyidejii alkalmazésaval 2780 (Pgp*) és 2780 (Pgp) sejteken. A sejtek életképességét MTT teszttel
vizsgaltuk, és a kezeletlen kontroll értékéhez viszonyitva szazalékosan fejeztiikk ki. Az dbra hiarom

parhuzamos mérés atlagat dbrazolja (£S.D.).
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4.3. Az UIC2 mAt kotéhelyei szamanak és kotéserdsségének vizsgalata

Az UIC2 mAt a kezeletlen sejtek sejtfelszini Pgp molekuldinak csak 10-40%-4hoz
kotodik (11. dbra; Mechetner és mtsai, 1997). AKT-pozitiv modulatorokkal kezelve a sejteket
az antitest kotddése kozel 100%-ra fokozhatd, mig ugyanez a hatds AKT-negativ szerekkel
nem érhetd el. Telitési gorbék felvételével és azok Scatchard-analizisével vizsgaltuk, hogy az
UIC2 kotddési tobblet mennyiben a kotéhely szdm novekedés és mennyiben a disszocidcids
konstans valtozdsanak eredménye. A kisérletek eredményei alapjan megéllapithatd, hogy a
kezeletlen kontroll esetén az UIC2 4ltal elért kotOhelyek mennyisége (Bn= 42,69 + 0,788 %)
verapamil kezelés hatdsdra csak kismértékben nott (Bpa= 53,17 £ 1,39 %), mig CSA hatdsara
az antitest szdmara az Osszes kotOhely hozzaférhetové valt. Az disszocidcidés konstans
tekintetében a kezeletlen kontrollhoz (K4= 6,49 + 0,38 pg/ml) viszonyitva kb. kétszeres
értéken beliil szérnak az eredmények. A verapamil kezelés (Kq= 2,49 + 0,265 ug/ml) és a
CSA kezelés (Kg= 3,49 + 0,38 pg/ml) mellett mért allandok kozott csak kismértéki kiilonbség

van.
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11. dbra. A CSA és verapamil hatdsa az UIC2 mAt kotédésére. A grafikon pontjai egy reprezentativ

kisérlet legalabb harom parhuzamos mérési eredményének atlagit mutatja (£SD).
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4.4. Az ,,UIC2 gatlas” tesztelése in vivo tumor xenograftokban

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

A konfokdlis mikroszképos felvételeken jol lathaté a DNR akkumulicidja a
sejtmagokban (12. dbra A, C, D, F). 10 mg/kg CSA és UIC2 egyiittes alkalmazésa a Pgp*
tumorokban a DNR akkumuléciét a Pgp™ tumorokkal azonos szintre ndvelte ugyanabban az
allatban (12. dbra A, C). CSA vagy UIC2 alkalmazisa a fenti koncentraciéban onmagaban
nem emelte a tumorsejtek DNR szintjét (12. dbra B, E). A kombinaciés kezeléshez hasonld
DNR akkumulicié eléréséhez Onmagaban alkalmazva Otszoros mennyiségli CSA volt

sziikséges (12. dbra D).

10 mg/kg CsA+ UIC2, UIC2, Pgp* UIC2, Pgp
Pgp”

50 mg/kg CsA, Pgp* 10 mg/kg CsA, Pgp* 10 mg/kg CsA, Pgp

12. &bra. Daunorubicin akkumulédciordl készitett konfokalis pésztizé 1ézer
mikroszképos felvételek NIH 3T3 MDRI (Pgp") és NIH 3T3 (Pgp) tumorok

fagyasztott metszetein. A felvételeken lathatd jelzés 10 pm-t jelol.
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A kezelések hatdsdnak kvantitativ jellemzésére pasztazé 1ézer citometrids méréseket

végeztiink (13. 4bra). Az atlag DNR fuoreszcencia intenzitds UIC2-vel és CSA-val

kombindciéban kezelt Pgp” tumorok esetén 3,35 x 10° (CV=26,87%), ugyanabbdl az allatbol
szdrmaz6 Pgp™ tumorok esetén 2,98 x 10° (CV=20,43%). A csak UIC2 mAt-vel kezelt allatbél

szdrmaz6 Pgp* tumor sejtjeinek atlag DNR intenzitdsa 1,64 x 10° (CV=18,12%) volt.
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13. dbra. Pdsztdz6 1ézer citométerrel meghatdrozott daunorubicin akkumulacié NIH 3T3 MDR1 (Pgp®)

és NIH 3T3 (Pgp) tumorok fagyasztott metszetein. A bal oldali fluoreszcencia intenzitds eloszlést

abrazolo hisztogramok (A,B,C) a 12. dbra A, B, és C felvételeken lathaté metszetekhez tartoznak. A

jobb oldali felvétel az ,,A” hisztogramhoz tartozé teljes metszet DNR fluoreszcencidjat dbrazolja.
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A tumormetszetek hematoxilin-eozin festése tipikus tumorszoveti képet mutat (14.
dbra A, B, C). Az UIC2 mAt-t i.v. alkalmazva penetrdlédott a szolid tumorba és amint a 14.
dbra D és E felvételein lathato, kotédott a sejtfelszini Pgp molekuldkhoz. A tumor kdzépsd
részén kisebb sejtstirliségii teriilet taldlhat6. Ezen a részen is intakt a sejtek tobbsége és az erds
sejtfelszini Pgp jelolés valdszinitlenné teszi, hogy az antitest nekrotizdld teriilethez

kotddhetett, aspecifikus médon.

1 mm

14. abra. NIH 3T3 MDRI1 (Pgp") tumor metszetek: hematoxilin-eozinnal (HE) festve (A, B, C),
valamint az UIC2 mAt kimutatdsa indirekt immunfluoreszcenciaval (D, E). A: HE festett metszet
attekintd képe (4x-es nagyitds). B: a tumormetszet korrel jelolt, kozépso részének kinagyitott részlete.
C: a tumormetszet négyszoggel jelolt teriiletének kinagyitott részlete. A metszeten mind a korrel jelolt

teriilet (D), mind a négyszoggel jelolt részlet (E) erds UIC2 membrankotédést mutat.
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Az UIC2 mAt Pgp* tumorokhoz specifikusan kotédott, a Pgp” mintdk esetén antitest
kotédést nem tapasztaltunk (15. dbra). Kvantitativ mérések alapjan az UIC2 mAt CSA
jelenlétében a teljes metszet teriiletén kotddott a tumorsejtekhez (15. dbra A), mig CSA nélkiil
a kotédés alig kimutathaté (15. dbra B). Az UIC2 kotédés lokalizicidja a metszeten

0sszhangban van a DNR akkumulaci6 eloszldsdval (15. dbra A és 13. dbra jobb oldal).

CsA+ UIC2, Pgp* UIC2, Pgp*
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UIC2, Pgp
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15. dbra. Az UIC2 mAt kot6dése NIH 3T3 MDRI1 Pgp* (A-C) és NIH 3T3 Pgp (D-F) tumorokhoz,
indirekt immunfluoreszcens jelolés alapjan. A fluoreszcencia intenzitds eloszldst pdsztizé lézer

citométerrel vizsgaltuk.
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4.5. A koleszterin Pgp pumpafunkcidjara gyakorolt hatasanak tanulmanyozasa

4.5.1. A sejtmembran koleszterin tartalmanak modulalasa

A Pgp sejtfelszini heterogenitdsa — UIC2 dltal modulatorok tdvollétében is
felismerhetd ill. csak (AKT+) moduldtorok hatdsdra elérhetd Pgp-k - konfokalis
mikroszkopos analizis szerint (Nagy Henrietta kozlés eldtt 4ll6 adatai) topoldgiailag is
elkiiloniilo ,,pool-ok™ 1étezésére utalt. EzEért megvizsgaltuk, hogy a két Pgp ,,pool” érzékeny-e
a membran jolismert laterdlis domén (raft) szerkezetének modulédldsara. A sejtmembran
koleszterintartalma hatdsosan moduldlhaté B-ciklodextrin szarmazékokkal (Kilsdonk és mtsai,
1995). 5 mM DIMEB-bel végzett koleszterin depléci6 a sejtmembrin teljes
koleszterintartalmat (16,97+0,65 pg koleszterin/10° db sejt) mintegy 50%-kal csokkentette
(8,34+2,35 pg koleszterin/10° db sejt), mig a Kol-DIMEB kezelés a membrin
koleszterintartalmat 50%-kal novelte (27,83+7,01 pg koleszterin/10° db sejt (16. dbra A).
(Jandky €s munkatarsaival kollaboracioban nyert adatok.)

Mint az vérhat6 volt, a koleszterin tartalom megvaltozdsa a sejtmembran fizikokémiai
tulajdonsagaira is hatdssal volt. Koleszterin deplécié hatdsdra a sejtmembran fluiditdsa
megndtt, valamint a lipidek kozotti kapcsolat (packing density) ,Jazabba” vélt, amint ezt a
sejtmembranhoz  kotddott MCS540 festék (Stillwell é€s mtsai, 1993) fluoreszcencia
intenzitdsanak novekedése demonstrilta. Koleszterin bejuttatisa a membranba ellentétes
hatdst fejtett ki. Magasabb koleszterintartalom esetén a membrédn fluiditdsa csokkent és a
membranlipidek elhelyezkedése is szorosabba valt: ez az MC540 festék fluoreszcencia

intenzitdsanak csokkenését eredményezte (16. abra B).
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16. dbra. A sejtmembran DIMEB és Kol-DIMEB kezelésének hatdsa a koleszterintartalomra és
MC540 festodésére. DIMEB kezelés szignifikdnsan csokkentette (p < 0.01), a Kol-DIMEB kezelés
novelte (p < 0.05) a sejtek koleszterin szintjét (A). A kezeletlen kontrollhoz viszonyitott relativ
MC540 fluoreszcencia intenzitds koleszterin deplécié hatdsdra nétt (p < 0.02), koleszterin bejuttatds

hatasara csokkent (p < 0.02) (B). Az dbrak a mérések atlagat mutatjdk + SD (n=3).

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

A sejtmembran koleszterin deplécidja szignifikansan csokkentette a sejtfelszini Pgp
molekuldk raft-asszocidltsdgit, mig a membrin koleszterintartalmdnak novelése emelte ezen
membran doménekben elhelyezkedd Pgp-k szdmat (17. dbra). Ezek az adatok felvetik azt a
lehetdséget, hogy a Pgp sejtfelszini konformacids-topoldgiai heterogenitdsa kapcsolatban 4ll a
membran laterdlis domén szerkezetével, és egyben megerdsitik a Pgp (részleges) raft-

asszocialtsdgat dokumental6 irodalmi adatokat (Bacsé és mtsai, 2004).
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17. abra. A DIMEB (5mM) és Kol-DIMEB (5mM) kezelés hatdsa a sejtfelszini Pgp-k raft-
asszociacidjara. A raft-asszocidltsdg mértékét FCDR teszttel hataroztuk meg (14sd Anyagok és
Moddszerek). A DIMEB kezelés csokkentette (p < 0.001), a Kol-DIMEB kezelés novelte (p < 0.006) a

Pgp-k kontrollhoz viszonyitott raft asszocidltsagat. Az dbra harom fiiggetlen mérés atlagat mutatja +

SD.
4.5.3. A Koleszterin szerepe a pumpafunkcio6 fenntartasaban

Kivéancsiak voltunk arra, hogy a membréan koleszterin tartalmédnak — és ezéltal a Pgp
raft-asszocidltsdgdnak — moduldcidja befolydssal van-e a Pgp katalitikus funkcidjara. A
sejtmembran DIMEB-bel torténd koleszterin deplécidja novelte az intracelluldris calcein
akkumuldciot az életképes, Pgp* sejtekben a DIMEB koncentrécio fiiggvényében (18. dbra).
(Az adatok kiértékelése sordn csak a PI negativ, ép membranszerekezetli, tehat feltehetden
életképes sejteket vettiik figyelembe.) A koleszterin membrédnba torténd bejuttatdsa szintén a
calcein akkumulaci6 novekedését eredményezte, bar joval kisebb mértékben. Pgp™ sejtekben a
szubsztrat kismértékli ddsuldsa figyelhetd meg, feltehetéen a sejtmembrin perturbécidja,
részleges permeabilizaci6ja kovetkezményeként (18. betét abra). (A Pgp™ sejtek a ciklodextrin
kezelésre érzékenyebbek voltak, 2 mM ciklodextrin koncentraci6 felett nem maradt életképes

sejt a mintdkban.)
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18. dbra. A DIMEB és Kol-DIMEB kezelés hatdsa az NIH 3T3 MDRI1 sejtek calcein akkumuléciéjéra.
A betét dbra a Pgp™ sejtek ciklodextrin kezelést kovetd calcein akkumulédcidjat mutatja. Az oszlopok a
kezeletlen kontrollhoz viszonyitott relativ calcein akkumuldciét abrazoljadk. 1 mM ciklodextrin
koncentréci6 felett mind a DIMEB, mind a Kol-DIMEB kezelés novelte a calcein akkumuldciét a Pgp*
sejtekben (p < 0,001). Az dbra a mérések atlagat mutatja + SD (n=3).

A sejtmembrdn szaturdcidja koleszterinnel tehat szintén pumpafunkcié gatlast
eredményezett. Az irodalombdl ismert, hogy bizonyos membranfehérjék endocitdzisa
fokozhat6 a membran koleszterinszintjének novelésével (Sharma és mtsai, 2004; Lajoie és
Nabi, 2007). Ez a lehet0ség csokkentheti a transzportban résztvevo Pgp-k szdmat, ezéltal
bizonyos mértékii transzportgatlast eléidézve. Megvizsgilva a jelenséget azt tapasztaltuk,
hogy a membrin koleszterinnel torténd szaturicidja mintegy 2,5-szeresére novelte a Pgp
internalizacidjanak mértékét. Ezzel szemben a koleszterin deplécié nem okozott szignifikans

valtozast a fenti mechanizmusban.
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19. dbra. A membran koleszterintartalom valtoztatdsdnak hatdsa a Pgp internalizacidjara. NIH 3T3
MDRI sejteket 5 mM RAMEB-bel vagy Kol-RAMEB-bel kezelve hatdroztuk meg, hogy az Osszes
sejtfelszini Pgp-k mekkora hdnyada internalizdlédott. A membrin koleszterinnel torténd dusitdsa
szignifikdnsan novelte a Pgp-k internalizacidjat (p < 0,001). Az adatokat atlagban fejeztiik ki + SD
(n=4).

4.5.4. A Kkoleszterin-modulialas hatasa az ép membranu sejtek intracellularis ATP-

szintjére

A ciklodextrin kezelés a koncentrici6 fiiggvényében csokkentette a PI festés alapjan
életképesnek tarthat6 sejtek ardnyat. A koleszterin deplécio kisebb ciklodextrin koncentricié

mellett okozott hasonlé mérték(i membrankarosodast, mint a membran koleszterin szaturacid

(20. abra).
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20. abra. A ciklodextrin kezelés hatdsa a sejtek életképességére. A koleszterin deplécid és a koleszterin
szaturdcio eltéré mértékben, de szignifikdnsan csokkentette a sejtek életképességét (p < 0,001). Az

életképességi vizsgalatot PI festddés alapjan, dramlési citometrids mérésssel egyidoben végeztiik a
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calcein akkumuléci6 és az MC540 festddés meghatirozasdval.

A toxicitds korreldlt a ciklodextrin kezelés hatdsara kialakult calcein akkumulaciéval.
Annak kizardsara, hogy a pumpafunkcié gitlasa nem a ciklodextrin toxicitdssal egyiitt jar6 és
a szokvanyos, festék-kizardsos életképességi teszttel nem kimutathaté membriankarosodas
eredménye, meghataroztuk az életképes, Pl-negativ sejtek ATP tartalmat. Sem a koleszterin
deplécio, sem a koleszterin szaturdcié nem csokkentette szignifikdnsan az életképes sejtek
ATP tartalmat a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva (21. dbra). Ugyanakkor glitkézmentes

PBS-ben, verapamillal felporgetett Pgp aktivalds eldidézte ATP-deplécié (Goda és mitsai,

1996) hatdséra a sejtek ATP mennyisége jelentsen csokkent.
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21. abra. DIMEB-bel és Kol-DIMEB-bel kezelt, életképes sejtek ATP tartalma pikogrammban (pg). A
koleszterin deplécio és a szaturacié nem csokkentette szignifikansan az életképes sejtek ATP tartalmat
a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva (p > 0,05). ATP deplécié: 60 uM verapamillal, glikéz mentes
PBS-ben 60 percen keresztiil, 37 “C-on kezelt sejtek. Az adatokat 4tlagban fejeztiik ki + SD (DIMEB
és Kol-DIMEB kezelt mintak: n=4; kontroll: n=16).
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5. Megbeszélés

A munkacsoportunk 4ltal kordbban kidolgozott AKT-esszével a Pgp hatékony
moduldtorai j6l azonosithatok (Nagy és mtsai, 2001). Kisérleteinkben szdmos, szerkezetében
és hatdsdban jelentdsen kiilonbozd vegyiiletet teszteltiink a mddszer segitségével (7. dbra). A
kapott eredmények alapjan a molekuldk AKT-teszt alapjan két, AKT+festék-akkumulacié
alapjan harom csoportba sorolhaték.

A magas, 0,9-1 Ryompeiicis (AKT) értékeket eredményezd moduldtorok (pl. CSA) a Pgp
funkcigjat teljes mértékben gatolni képesek. Ezen szerek mellett alkalmazva, az UIC2 antitest
a pumpat a katalitikus ciklusnak abban a fazisdban blokkolja, melyre jellemz6 konformacios
allapotot az ATP-deplécié is el6idéz (Mechetner és mtsai, 1997; Goda és mtsai, 2002). Az
~AKT-pozitiv’ (CSA-szerit) vegyiiletek o©ndalléan alkalmazva is kivadlo gatloszerei a
pumpdénak, ami transzport esszében kivétel nélkiil erés és alacsony koncentracié mellett
érvényesiil6 gatlasban nyilvanul meg.

7099

A verapamil-tipust (,,AKT-negativ”’) vegyiiletek a pumpafunkcié gatldsaval calcein-
akkumul4ciét okoznak, azonban hatdsukra az antitestek ,,versengése” nem, vagy csak kevéssé
moduldlédik. (Megjegyzendd, hogy az AKT eljards sordn az UIC2-t eldbb adjuk, elényt adva
ennek az antitestnek a mdsikkal szemben, tehdt a ,,versengés” leegyszeriisitd - a topoldgiai
heterogenitas felismerése eldtt sziiletett, annak ismeretében félrevezetod - kifejezés, valdjaban
nem az atfedd epitdpokért folyd valédi kompeticié mértékét, hanem kétféle kotdhely ardnyat
detektaljuk.)

Az Ryompeticis értékek ennek megfeleléen a 0,2-t61 0,7-ig tarté intervallumba esnek.
Tehat ezek az AKT-negativ vegyiiletek erés sajat pumpafunkcio-gatlé hatasuk ellenére sem
képesek a sejtfelszini Pgp-k tobbségét az UIC2 éltal felismerhetd - majd altala ebben az
allapotban befagyasztott - konformaciéba hozni. A kétféle vegyiilet csoport altal indukalt
konformécids/topoldgiai éllapot jelentdsen kiilonbozhet, hiszen az AKT-negativ szerek
csoportja még magas koncentracidban (7, 11. dbra) vagy hosszi inkubélds utan (Goda Katalin
kozlésre elokészitett adatai) sem képes ugyanolyan hatast kifejteni.

A harmadik csoportba sorolhatéak azok az anyagok, melyeknek nincs szdmottevo
hatdsuk sem festék-akkumuldcidéban, sem AKT-ban. Az osztilyozds dsszhangban all Bauer és
munkatdrsai (Bauer és mtsai, 2003) megfigyelésével is, akik a Pgp modulatorokat calcein
akkumuldciét fokoz6 hatdsuk mértéke alapjan soroltdk be kevésbé élesen elkiiloniild

csoportokba.
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A vizsgalt anyagok szerkezetiikben jelentdsen eltéréek, azonban néhany kozos vonds
felfedezhetd benniik. Az AKT-pozitiv molekuldk nagy, kozel 1000 Da moltomegii és
hidrogén-hidak kialakitdsdra alkalmas csoportokban gazdag vegyiiletek. Ez a koriilmény a
pumpa szubsztratk6td helyéhez erdsebb kotddést és lassabb disszocidcid ttjdn lassabb
transzportot okozhat, ami az AKT-pozitiv szerekre jellemz6 konformacids/topoldgiai allapot
1étrejottét idézheti eld. Ez az interpretidcié azonban nem magyardznd meg a kotShelyek
szdmdnak véltozdsidt demonstrdlé ill. a topoldgiai heterogenitidsra (részleges raft-
asszocidciora) utalé adatokat. Ujabb adatok szerint kisebb molekuldk transzportja koleszterin
térkitoltd jelenlétét igényli, mig a nagyobb, 1000 Da méretli szubsztratok dnmagukban is
transzportdlédnak a Pgp éltal (Kimura és mtsai, 2007). Ez az Osszefiiggés felveti egy olyan
modell lehetdségét, melyben az UIC2 altal csak a nagyméretii, AKT+ szubsztratok
jelenlétében felismert Pgp-k (,,pool II’) ezen szubsztratok tdvollétében ATP-kotott
,készenléti” allapotban lennének. A raft-asszocialt masik Pgp pool-ban (,,pool I’) bazélisan is
folyhat transzport, és egyben a magas koleszterin tartalom lehetévé teszi, hogy kismolekuldk
is stimuldljak az ATP4z miikodést. Masok kétféle szubsztratfiiggd ATPaz aktivalasi kinetikat
mutattak ki a raft-asszocidlt és raftokon kiviili Pgp-k esetében, és ezzel osszefiiggd topoldgiai
heterogenitasra utal6 adatokat is kozoltek (Barakat és mtsai, 2005).

Az AKT-negativ molekuldk 4ltaldban kisebb moltomegliek. Szerkezetiikben és
hatdsukban rendkiviil kiilonb6z6ek, ennek megfeleléen a Pgp-vel kialakulé kodlcsonhatdsuk is
kiilonbozd. Ezt timasztja ald az is, hogy az AKT-negativ szerek csoportjan beliil az AKT-
értékek joval tdgabb hatdrok kozott véltoznak, valamint az egyes szerek mért értékei kozti
szOras is joval nagyobb.

Bacs6 és munkatarsai az AKT-teszt segitségével nagyszamu, a Pgp-re nem ismert
hatdsi molekula szlirését végezték FACS-array médszerrel (nem kozolt adatok). A mérések
néhiany molekula esetén AKT-pozitiv hatdst mutattak ki. A teszt tehat megfeleléen nagy
teljesitményii mérési modszerrel kombinalva alkalmas molekulakdnyvtarak szlirésére is.

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

Annak vizsgdlatdra, hogy a szubsztratok/moduldtorok 4ltal eldidézett UIC2 kotddés
novekedés a kotohelyek szamanak novekedésével vagy a kotddési konstans valtozasaval
fiigg-e Ossze, UIC2 telitési gorbéket vettiink fel, kezeletlen sejteken ill. verapamil és CSA

kezelések esetén. A kotShelyek szdmdban a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva jelentds
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emelkedés figyelhetd meg az AKT-pozitiv CSA hatdsiara, szemben az AKT-negativ
verapamillal, amely csak kismértékli novekedést eredményezett. A kezelések kovetkeztében
az UIC2 mAt affinitdsa kismértékben javult a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva a
moduldtorok AKT-tipusatdl fiiggetleniil. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy az antitest kotodés
novekedésében az AKT-pozitiv szerek hatdsdra UIC2 4ltal felismerhetové vagy
hozzaférhetové valé kotdhelyek szdmanak emelkedése domindl az affinitdsban bekovetkezd
valtozas folott. Ez az interpretacié harmonizdl a szubsztratok kétféle viselkedésének fenti, a
részleges raft-asszociacidval is kapcsolatba hozott modelljével.

Az UIC2 mAt 4ltali, AKT-pozitiv szubsztratok jelenlétében kialakulé — majdnem
teljes - gatldas a modulatorok kimosasat kovetden is fennmarad (8. dbra), vagyis ekkor a
sejtfelszini Pgp molekuldk tobbsége UIC2-kotott, gatolt édllapotban van. Szignifikdns
intracellularis szubsztrat akkumulicié fokozddds eléréséhez a sejtfelszini Pgp molekuldk
legalabb 70%-at blokkolni kell az UIC2 mAt-kel (9. dbra). AKT-negativ vegyiiletekkel a fenti
hatds nem érhetd el (8. és 11. dbra), az AKT-negativ szerek kimosdsa utdn gitlé hatds nem
marad (8. dbra). Az antitest ltal elérheté Pgp-k dltaldban kisebbségben vannak, gatlasuk a
teljes sejt festék akkumulédciéjdban nem (vagy csak kevéssé) manifesztdlédik. Mindez — a
fenti modell figyelembe vételével - arra is utal, hogy az Osszes sejtfelszini Pgp potencidlisan
aktiv (megfeleld szubsztrattal aktivalhat6) dllapotban van.

A CSA és az SDZ PSC 833 vegyiiletek esetén megfigyeltiik, hogy az UIC2 mAt festék
akkumulaciét gatld kotédését mar joval kisebb koncentracidban eldsegitik, mint amennyi
sziikséges lenne onmagukban moduldtorként val6 alkalmazaskor (9. dbra). Feltételezhet6en
ebben az alacsony koncentracidban is képesek a katalitikus ciklus beinditasara a sejtfelszini
Pgp molekuldk kordbban UIC2-t nem ko&to, tehat valdsziniileg pillanatnyilag inaktiv
(,,készenlétben” 1évo; 1. fenn) molekuldk hanyadaban. Ekkor ezekben is kialakul az a
konformécio, amelyben az UIC2 mAt gatld hatiasu kotédése csapdizza a pumpét. Ezen
altalunk javasolt interpreticié szerint az UIC2-shift jelenség a kiilonbozd szubsztratok altal
aktivdlhato sejtfelszini molekuldk kimutatasat teszi lehetévé, mintsem az éppen funkciondld
Pgp molekulédkat, drnyalva a kordbbi elképzelést

Osszhangban allnak a fentiekkel in vitro citotoxicitdsi vizsgdlataink eredményei is. Az
MDR sejtek életképessége alacsony moduldtor koncentricié esetén csak az UIC2 mAt
egyidejli alkalmazdsdval csokkent (10. dbra). Egy, a fentiektdl fiiggetlennek latszé érdekes
jelenség is tapasztalhatd volt az életképességi (MTT) vizsgdlatok sordn: a moduldtor és az
antitest egyiittes alkalmazdsdval, a maximadlis gétld hatds elérésekor sem tudtuk az MDR

sejtek DNR-rel szembeni érzékenységét a szenzitiv sejtvonal érzékenységi szintjére
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csokkenteni. Erre a rezisztens €s a szenzitiv sejtvonalak membranjanak eltérd lipidosszetétele
szolgdlhat magyardzatul. Az MDR sejtek membrinja nagyobb mennyiségben tartalmaz
példaul koleszterint (Gayet és mtsai, 2005), ami szerepet jdtszhat az MDR fenotipus
kialakitdsdban a kiilonb6z6 vegyiiletek lipid/viz, majd lipid/Pgp megoszlidsdnak
megvaltozasan keresztiil.

Az UIC2 és modulator kombinécidjaval 1étrehozott MDR reverziét in vivo SCID egér
tumor modellen is teszteltiikk. Az éllatkisérletek sordn, a fagyasztott metszetek LSC analizise
segitségével kimutattuk, hogy az UIC2 mAt eljut és kotddik a szolid tumorok sejtfelszini Pgp
molekuldihoz (14., 15. dbra). Az AKT-pozitiv CSA hatdséra tehat in vivo is megnd az UIC2
mAt altal felismerhetd Pgp-k szdma. Az UIC2 kotédése a pumpafunkcid gatlasaval eldsegiti a
citotoxikus szubsztrat, a DNR akkumuldci6jdt a tumorsejtekben (12., 13. dbra). Osszefiiggést
figyelhettiink meg az UIC2 kotédés és a DNR akkumuliciéja kozott. Hasonldan az in vitro
kisérletekhez, az antitest és a CSA egyiittes addsakor 6tszor kisebb modulator koncentracié
elégséges volt a gatl6 hatds eléréséhez, mint a CSA-t Snmagdban alkalmazva. Ez az eredmény
a jovobeli terdpids lehet6ségek szempontjabol is fontosnak tekinthetd, ugyanis
kikiiszobolhetok a nagy doézisi CSA és egyéb revertiloszer alkalmazdsibol ad6do
mellékhatasok (Yahanda és mtsai, 1992; Samuels és mtsai, 1993). Az UIC2 mAt-tel
létrehozhaté Pgp gatlds nemcsak a daganatteripidban jatszhat fontos szerepet. Szadmos
hatéanyag (pl.: HIV protedz inhibitorok) képtelen &thatolni a vér-agy géiton az ABC
transzporterek, kozottiik a Pgp miikodésének kovetkeztében.

A fenti dallatmodell bedllitdsdnak tobbféle gyakorlati hozadéka Ilehetséges.
Amennyiben az UIC2 mAt és a kis d6zisi moduldtorok egyiittes alkalmazdsa esetén Pgp-
szubsztrat drogokkal (pl. DNR) meg lehet akadédlyozni a transzplantalt daganat kialakulasat,
felmertil az eljaras emberben val6 hasznalati lehetdsége. Ehhez természetesen elengedhetetlen
feltétel lenne az UIC2 mAt humanizdlt valtozatdnak elddllitdsa. A kisérleti rendszer célzott
gyogyszerbevitelen (drug targeting) alapulé daganatterdpids eljardsok tesztelésére is
elonyosen alkalmazhaténak latszik.

A Pgp transzport mechanizmusa még nem teljesen tisztdzott. A kristalyszerkezeti
vizsgélatok arra utalnak, hogy a transzmembran alfa-hélixek a membrinban egy, az
extracelluldris tér felé iranyuld nagy hidroféb tireget hoznak 1étre, mely a lipid kettosréteg felé
oldalrdl nyitott lehet. Ezzel dsszhangban a Pgp valdsziniileg elsdsorban a membranbdl gyijti
be hidrofob szubsztratjait, €s juttatja a membran extracelluldris oldaldra (Rosenberg és mtsai,
2003). Amennyiben ez a mechanizmus miikodik, akkor a fehérjét kozvetleniil Svezd

membranrészletek fontosak a szubsztrat-Pgp kapcsolat kialakuldsdban. Kevéssé ismert
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azonban a Pgp membrankornyezetének transzportot befolydsold szerepe. Kisérleti adataink
szerint a Pgp funkcié érzékeny volt a membrin koleszterin tartalmdra, vagyis annak
moduldldsa nemcsak a membrén egészére kiterjedd fiziko-kémiai paramétereket, hanem a Pgp

szlikebb, kozvetlen membrankdrnyezetét is érintette.

A Pgp-k egy jelentés hianyada (10-40%, a vizsgalt sejttipustdl és a modszertdl
fliggden) magas koleszterin, gliko- €s szfingolipid tartalmi membrdn mikrodoménekben,
raftokban helyezkedik el (Lavie €s mtsai., 1998; Bacs6 és mtsai., 2004). Feltételezik, hogy a
Pgp képes kiilonboz6 rovid szénlancu foszfatidil-kolin, foszfatidil-etanolamin, szfingomielin
€s cerebrozid analégok, valamint a koleszterin transzportjira a membran belsé rétegébdl a
kiils6be, valamint ismert, hogy a bazélis ATP4z aktivitds mértéke fiigg a membran koleszterin
tartalmatdl (Garrigues és mtsai, 2002; van Heelvort és mtsai, 1996; Bevers és mtsai, 1999).
Igy a Pgp-nek és més széles spektrumi ABC-transzportereknek lipid transzlokdz
funkcidjukndl fogva része lehet a plazmamembranok funkciondlis laterdlis szervezddésében
szerepet jatsz6 lipid mikrodomének 1étrehozasdban és modositasdban (van Heelvort és mtsai,
1996; Bevers és mtsai, 1999). Koleszterin moduldciés adataink illenek ebbe a képbe, de
maganak a Pgp-nek lipidkornyezete 1étrehozdsaban feltételezett szerepét nem érintik.

Elobbi kisérleteinkben a koleszterin Pgp funkcidjara €s topoldgiai viszonyaira
gyakorolt hatdsat vizsgaltuk. A membran koleszterin modulalas egyik elfogadott médszere a
kiilonbozo PB-ciklodextrin-szarmazékokkal végzett koleszterin deplécié illetve szaturdcid
(Kilsdonk és mtsai, 1995). MDR sejteket DIMEB-bel kezelve a membrin teljes
koleszterintartalmat csokkentettiik, valamint Kol-DIMEB-bel noveltikk (16. dbra). Ezzel
Osszhangban az életképes sejtek membréanjanak fluiditdsa, valamint a lipidek kozotti kapesolat
is megvaltozott. A koleszterin modulédldsa a Pgp sejtfelszini lokalizdci6jara is hatdssal volt. A
Pgp TX100 detergens kioldhatésdga alapjan a koleszterin deplécié csokkentette, mig a
membran koleszterin toltése ndvelte a citoszkeleton-kotott raftokban elhelyezkedd molekuldk
mennyiségét (17. dbra). A koleszeterin moduldlds nemcsak a sejtmembrdn globdlis
fizikokémiai paramétereit, hanem a Pgp kozvetlen membrankornyezetét is érintette, ami a Pgp
funkcidjaban is tikkr6z6dott. A koleszterin deplécio koncentracié fiiggd médon csokkentette a
Pgp pumpafunkciéjat (18. dbra). A koleszterin szaturdcié okozta pumpagitlds a Pgp
molekuldk fokozott endocitézisdra volt visszavezethetd, ami a raft-asszocidcidval szoros
Osszefiiggésben 4llhat. A raftok Kkitiintetett teriiletei a membrdannak, ahonnan a

membranfehérjék endocitdzissal internalizdlédhatnak (Sharma és mtsai, 2004; Lajoie és Nabi,
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2007). A koleszterin szaturdciéval eldidézett Pgp raft-asszocidcid novekedés a Pgp
internalizaciéjat fokozta (19. dbra)

Amint vérhatd, és a bemutatott eredmények is aldtdimasztjdk, a membrankezelés
komplex hatdsokat eredményez. Nem csupdn a Pgp miikodését, hanem a sejtek szadmos
életfolyamatiat is érinti. A kezelés kovetkezményeként a sejtek életképessége a
koleszterintartalom véltozdsdval pdarhuzamosan csokkent (20. 4bra) Ez felvetette annak
lehetdségét, hogy a Pgp funkcié csokkenése a ciklodextrinek toxicitdsdnak és nem a
membrankdrnyezet moduldldsdnak az eredménye. A membrin permeabilizdlasa az ATP
intracelluldris szintjének csokkenéséhez vezethet még az életképesség viltozdsdnak
detektdlasit megeldzden, ami befolydsolhatja a pumpamikodést. Ezt a lehetOséget a
ciklodextrin kezeléseket kovetd ATP-szint méréssel egyértelmiien kizartuk, az intracellularis
ATP mennyisége a kontrollhoz viszonyitva nem csokkent (22. dbra). A ciklodextrinek Pgp-
moduldlé hatdsat szimos kozleményben leirtdk mar elottiink (Bacso €s mtsai, 2004; Santos és
mtsai, 2007; Cai és mtsai, 2004), de a viabilitisi markerek, a lokdlis és globalis
membranhatdsok korrelativ vizsgélatira ezek a vizsgalatok nem terjedtek ki.

A Pgp és membrinkornyezete kozott fendllo specidlis kapcsolatban az egyik fontos
0sszekotd elem tehdt a koleszterin lehet. Ezen membranalkoté mennyiségének valtozdsa a
membréanban indirekt médon, a membranszerkezet valtozdsan keresztiil is befolydsolhatja a
Pgp miikodését. Lathato, hogy a koleszterin moduldcidval a raftok és a benniik helyet foglald
fehérjék szervezddése is megvaltozik. Szamitisba véve azt a tényt, hogy az MDR sejtek
membrénja koleszterinben diisabb é€s a raftok a szubsztrat felismerés lehetséges helyszinei
lehetnek, a koleszterin moduldlds hatdsai tovabbi kérdéseket vetnek fel. Ismert, hogy a
membran faziséllapota hatdssal van a transzportra. Peihua és munkatarsai kimutattak, hogy a
rigid, gél fazisban a Pgp transzport mértéke nagyobb, mint a fluid fazisban. A jelenséget a
szubsztratok kiilonbozo fazisillapotokhoz tartozé eltérd lipid megoszlasaval magyaraztik
(Peihua és mtsai, 2001). Regev és munkatirsai szerint éterrel és mas anesztetikumokkal
létrehozott membran fluidizacié gatolja a Pgp ATPaz aktivitasat €s az MDR sejtek szubsztrat
effluxdt is (Regev és mtsai., 1999). Mindezzel analég mddon a transzportra is kihatd
szubsztrait megoszlasi viszonyok a koleszterin deplécié utjan is kialakulhatnak. Ezen
gondolatmenet mentén a Pgp topoldgiai, mikrokdrnyezetbeli kétféleségét ugy értelmezhetjiik,
hogy az a széles szubsztritspektrum egyik feltétele lehet. Ismert, hogy a katalitikus folyamat

sebességmeghatirozo 1épése is érzékeny a lipidkornyezetre (Al-Shawi és mtsai, 2003).
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Eredményeim mindennek definitiv tisztizdsara nem elegendéek, de egy tovabb
vizsgdlandé modell megfogalmazdsihoz jarultak hozzd, mely kapcsolatba hozza a
transzporter topoldgiai  heterogenitdsit a szubsztritok konformdiciés hatdsukban
megnyilvanul6 kétféleségével. Munkdm hozadéka az UIC2 d&ltali pumpagétlds koriili
bizonytalansdg eloszlatdsa. Kifejlesztett protokollunk, melyben kis koncentriacidban
alkalmazott AKT+ édgens mellett adjuk az antitestet, megalapozza az UIC2 gitlds in vivo

felhaszndldsanak lehetdségét.
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6. Osszefoglalas

A munkacsoportunk éltal kordbban kidolgozott AKT teszttel tovabbi Pgp moduldtorokat
és szubsztratokat vizsgiltunk meg. A teszt segitségével a vegyiiletek a mér kordbban
felallitott AKT-pozitiv és AKT-negativ csoportokba egyértelmiien besorolhatéak, igy
megéllapithatjuk, hogy a szubsztritok dichotémidja nagyobb szdmud vegyiiletet
Osszehasonlitva is kimutathat6.

Kimutattuk, hogy az UIC2 mAt részleges Pgp gitlisa AKT-pozitiv moduldtorokkal
teljessé fokozhato, és a gatlas a modulatorok kimosdsa utdn is megmarad. A gatld hatdsu
mAt kotédéshez alacsony, bnmagaban még hatastalan modulator koncentracié elégséges.
Az UIC2 és AKT-pozitiv modulator hatdsira kilakulé Pgp gatlds a rezisztens sejtek
daunorubicinnel szembeni érzékenységében is megnyilvanult. A revertdlas az antitest €s a
modulétor egyiittes alkalmazadsakor bizonyult a leger6sebbnek.

Megvizsgaltuk a modulatorok hatdsara kialakulé UIC2 mAt kotddés novekedés lehetséges
okait. Bebizonyosodott, hogy a disszocidcids dllandd kismértékli valtozdsa mellett foként
a kotbhelyek szamdnak nagymértékii novekedése okozza a megemelkedett antitest
kotodést.

az UIC2 gatlast in vivo tesztelve kimutattuk, hogy az antitest eljut és kotddik a tumor
teljes térfogataban a tumorsejtek felszinén elhelyezkedd Pgp molekuldkhoz és a kotodés
az AKT-pozitiv modulator CSA kis dozisdval fokozhatd. A kialakulé kotddés a
tumorsejtekben daunorubicin akkumulaciét idéz eld, ami az antitestkotodés mértékével
Osszhangban All.

Az MDR sejtek koleszterin kivondassal illetve szaturdciéval moduldlt membranjidban a
Pgp-k raft asszocidci6ja a koleszterinszinttel parhuzamosan valtozott. Koleszterin
deplécio hatdsara a Pgp-k funkcidja gatolt, mig szaturicié kovetkeztében az internalizaci6
fokozédsaval a transzportban résztvevo molekuldk szdma csokkent.

A koleszterin moduldlds a sejtek életképességének nagymértékii csokkenéséhez vezetett,
de nem jart egyiitt az €él0 sejtek ATP-szintjének valtozasaval. A Pgp gitlast ennek
megfelelden nem a kezelés toxikus volta, hanem a koleszterintartalom valtozasabol

fakadé membriankornyezeti tényez0k megvéltozasa okozhatja.
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Summary

. We have tested several Pgp transported drugs by the antibody competition fest (ACT).

The tested compounds could be clearly classified into the ACT-positive or ACT-negativ
groups, therefore we can conclude that this kind of dichotomy can be a general feature of
many Pgp substrates/modulators.

. The partial inhibition of the pump by the UIC2 mAb could be increased by ACT-positive
agents to near-complete inhibition that prevailed after the removal of the drugs. The
inhibitory binding of UIC2 could be induced by low, in itself ineffective concentrations of
the modulators.

. The coadministration of UIC2 mAb and these modulators could more effectively reduce
the resistance of MDR cells than either the mAb or the modulators alone, also reflected in
the in vitro cytotoxicity test.

. We have investigated the possible causes of increased binding of UIC2 by the transported
drugs (UIC2-shift). We have found that besides a small change in the dissociation
constant the elevated UIC2 binding is brought about by the increase in the number of

available binding sites.

. The UIC2 mAb reached and was bound to the cell surface Pgps of solid tumors in vivo.

The amount of bound UIC2 could be increased by the coadministration of low-dose,
ACT-positive cyclosporin  A. The mAb binding elicited increased daunorubicin
accumulation in tumor cells in vivo and this was accompanied by an elevated
daunorubicin uptake.

. The raft association of Pgps could be decreased by membrane cholesterol depletion or
increased by cholesterol saturation in MDR cells. Cholesterol depletion caused Pgp
inhibition in living cells, while cholesterol saturation induced an increased rate of Pgp

internalization.

. Although cholesterol modulation was accompanied by decreased cell viability, we didn’t

observe a lowered ATP content in the dye-excluding, apparently viable cells that might
have been the result of nonspecific membrane permeabilization. Thus, we could confirm
that Pgp inhibition was effected by the altered lipid environment that perturbed drug

transport efficiency and not to the toxicity of the cell treatment.
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