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Roviditések jegyzéke

ATP:
ABC:
AEBSF:
ALAD:
ALAS:
BCIP/NBT:
BCRP:
BSA:
Ca+:
Ca-:
CPOX:
DALA:
DMEM:
DMSO:
EDTA:
FBS:
FECH:
FPGH:
FPGS:
HIF1:
HMBS:
IND:
INV:
ITGAS:
KC-SFM:
KRT1:
MRP:
MTT:
MTX:
NaOH:
NHK:
PBG:

adenozin trifoszfat

adenosine triphosphate binding cassette
4-(2-aminoetil)-benzénszulfonil-fluorid hakiorid
aminolevulinsav dehidrogenaz
aminolevulinsav szintaz
5-bromo-4-kloro-3-indolil-foszfat/nitrobe-tetrazolium
breast cancer resistance protein

borju szérum albumin

1,7 mM C% tartalmu tapfolyadék

0,09 mM C# tartalmi tapfolyadék
koproporfirinogén Il oxidaz
delta-aminolevulinsav

Dulbecco’s modified Eagle’s mediutapfolyadék
dimetil-szulfoxid

etilén-diamin tetraecetsav

fotalis borju szérum

ferrokelataz

folylpoli-glutamat hidrolaz

folylpoliy glutaméat szintetaz

hipoxia indukalhaté transzkripcids faktor
hidroximetil bilan szintaz

indomethacin

involucrin

alfab-integrin

keratinocita szérummentes tapfolyadék
keratin 1

multidrug resistance-related protein
3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazaum bromid
methotrexat

natrium-hidroxid

normal human keratinocita

porfobilinogén



PBS: foszfattal pufferolt s6oldat
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UROS: uroporfirinogén Il szintdz



1. Bevezetés

A sejtek nmiikddésenek egyik alapvefeltétele a kdrnyezéit vald elhatarolodas
biologiai membranok altal. A membranoknak azonlegalabb annyira fontos feladata
az elhatéarolas mellett a kdrnyezettel valo kapdwotas is, tobbek kozoétt kiulonféle
anyagok transzportja a lipid késrétegen keresztil. Irdnyitott és szabalyozotsmaort
folyamat csak fehérje kdzveiisegitségével valosithatd meg. A transzport folyakna
fontossagat jelzi, hogy a membranfehérje kddolGelgérb-30%-a transzport fehérjéket
kodol. Egy adott molekula atjuttatdsa a membrarikegjgalarol a masikra koncentracio
vagy elektrokémiai gradiens ellenében kizarélaggiaebefektetésével valosulhat meg.
Az ilyen tipusu transzporthoz a legtbbb esetbeadenozin-trifoszfat (ATP) biztositja
az energiat. Az ATP fuggtranszport folyamatok nagy részét az ABC fehégkaks
tagjai végzik.

Az emberi szervezet a kdrnyezet szdmos nem kivarka@ms anyagaval kerul
kapcsolatba, ami elkerllhetetlen a taplalkozasegeds és egyéb, kornyezettel valo
kapcsolattartast igénylfolyamatok ntikodése kdzben. A szervezet szamara idegen
anyagok — az ugynevezett xenobiotikumok — szerki&ben, kémiai tulajdonsagaikban
és méretikben is igen kulonbzanolekuldk. Tobbszitit védeked rendszer Aall
rendelkezésre, hogy megakadalyozza a xenobiotikusrsktvezetbe vald bejutasat,
illetve megbirk6zzon a mar felszivodott anyagokkasl miebbb megszabaduljobliik.
Ennek a védelmi rendszernek a tagjai az ABC tram$ep fehérjecsaladba tartozé
xenobiotikum transzporter fehérjék. Ezen fehérjéitatasa tobb szempontbdl is
kiemelked jelentsédi, egyrészt azok a tumorsejtek, amelyek xenobiotikum
transzportereket fejeznek ki a membranjukon, elléw@ valnak szamos kemoterapias
gyogyszerrel szemben. A kemoterapia sikere érdekébért ma mar fontos a tumorok
xenobiotikum transzporter expresszios profiljanakeghatarozdsa, amely igy segiti a
megfeleb rakellenes gyogyszerek kivalasztasat. Masresyogygzeripar szamara egy
masik kutatasi irany szempontjabdl is fontos a bévtckum transzporterek vizsgalata.
Gyodgyszerek széles skalajanak felszivodasat és boletausat befolyasoljak a
kilonbod hatérfellleteken fiziologias korilmények kodzotfelezodé xenobiotikum
transzporterek. A modern gyégyszerfejlesztés sighrelembe veszik azt is, hogy a
gyogyszerjelbltek szubsztratjai-e az egyes transepknek. Kiléndsen lényeges ez, ha

a gyogyszer hatasa specialisan vedett célterllp&diaul az agyban kivanatos.



Jelen munkaban a célunk a xenobiotikum transzpkteanulmanyozasa volt
human IBrben, kulénds tekintettel ennek a nagykiterjédiatarfellletnek a legkiis
rétegét, az epidermiszt felépitegfontosabb sejttipusra, a keratinocitakra. Estieh
transzporterek szerepét kiulonBoborgyogyaszati kérképekben kivantuk vizsgalni,

foként arra fokuszalva, hogy ennek milyen terapiasatimzasi lehetnek.



2. lrodalmi attekintés

2.1. ABC transzporter fehérje szupercsalad

Az adenosine triphoshate binding casse(®BC) transzporter fehérjek az
elolények nagy tobbségében megtalalhatéak. Funkciépk, ATP energiaja altal
kozvetitett aktiv transzport, amely a sejtek metiabmsahoz elengedhetetlen. Szamos
kilénb6d molekula biologiai membranokon valo éatjuttatdséételssek. A human
genomban 49 ABC transzportert azonositottak (Mtiptvigene.4t.com/humanabc.htm,
hozzaférve 2011. november 13.).

Az ABC transzporter szupercsalad tagjai aminosaesdr tekintetében elt@r
felépités fehérjék. Szerkezetlkre altaldanosan jellénk&t funkcionalis domén, a
rendkivil ~ konzervalt  citoplazmatikus  nukleotidk6t domén, illetve a
szubsztratspecifitast meghatarozé transzmembrarmlomtranszmembran domeéneket
hat-tizenegyo-hélix alkotja, amelyek egy csatornat alakitanak edzel biztositva a
membranon keresztil tori@itranszport folyamatot (Dean és mtsai, 2001).

A nukleotidkoth doménben egymastol 100-200 aminosav tavolsagyafieddik
el az ATP k&b fehérjéekre jellem& és kulonésen konzervalt ,Walker A” és ,B”
szekvencia (Walker és mtsai, 1982). A ,Walker A”tlmam lizin oldalldnca az ATP 13-
foszfatjanak kotésében jatszik szerepet, mig a ké&faB” szekvencia aszparaginja a
magnéziumionnal lép kapcsolatba. Csak az ABC fékegjjellemd egy harmadik,
szintén konzervalt szekvencia, a C motivum meglateely a ,Walker A” és ,B”
motivumok kozott helyezkedik el, és bar nyilvanveierepet jatszik az ATP molekula
felismerésében, megkotésében és hidrolizisébertppdunkcidja még nem teljesen
tisztazott (Leslie és mtsai, 2005).

Az alapveb szerkezeti hasonlésagok alapjan az ABC transapfaterjecsalad
hét alcsaladra tagolddik (Ueda, 2011). Az ABC tepasterek jelerits része, amelyek
az ABCA, ABCB és ABCC alcsaladba tartoznak, kétleakdk6® doménidl és két
transzmembran domeésibepul fel, ezek az ugynevezett egész transzpdrtée ABC
transzporterek egy kisebb csoportja ugynevezettafézporter, a fehérjében egy
nukleotidkdt és egy transzmembran domeén taldlhatd. Ezek aipe&ieaz ABCD és
ABCG alcsalad tagjai, &orban homodimerizacio utjan lesznek funkciéképegek
fébb alcsalddok szerkezeti felépitése az 1. abrhattatSzekvencia analizisek alapjan a
human genomban az ABCE alcsaladnak egy, az ABCgalaldnak harom tagjat



ismerjuk, ezek funkcidirél és pontos szerkezeilikevés adat van az irodalomban, de

transzport folyamatokban nemikddnek kdzre (Kerr, 2004).

flﬂgﬁﬂ& llﬁl’L e

1. abra: A legfontosabb ABC transzporter alcsaladok szetkeZez ATP kapcsolddasi
helye, a nukleotid kétdomén a citoplazma i oldalon taladlhaté (Ueda (2011)
nyoman).

2.2. Xenobiotikumok

Azokat az & szervezetekben taladlhatd kémiai anyagokat, amefzeladott
szervezet metabolizmusa soran nem keletkeznek,mirtlaa szervezet szamara
biokémiailag idegenek, xenobiotikumnak nevezzik.rnigszetes, 8lények altal
termelt molekulak is xenobiotikumnak tekintékgdamennyiben az adott szervezetben a
jelenlétik nem természetes. Az ember altal megiessd dlallitott molekuladk gyakran
az egész 6lildg szaméara idegen anyagok, ide tartoznak példéiilbnféle
kornyezetszennyézmolekuldk, de a gydégyaszatban alkalmazott hatd@golkyds. A
xenobiotikumok sok esetben karos anyagok, hiszemremal metabolizmusban nem
vesznek részt, veszélyes mértekben felhalmozodhatregy egyéb toxikus hatast
fejthetnek ki (Parvez és Reiss, 2001). Adlélyek azonban nem védtelenek a
kornyezetukbBl szarmazo idegen anyagokkal szemben.

A kovetkedkben csak az emberben is megtalalhatdo védekendszereket
részletezem. A xenobiotikumokkal valo interakcioréso az el |épc$ben egy
fizikokémiai gat akadalyozza meg, hogy a szervezbijussanak a karos anyagok. A
sejtmembrannak és a benne talalhato transzporrf@yokban résztvéviehérjeknek
koszonheten minden sejt rendelkezik korlatozott formaban ekza gattal. A
kornyezettel valéo kapcsolattartdsban leginkabb té&ttintertleteken, mint példaul a

bélfalban, erre a feladatra specializalodott szoakkult ki. A sejtek kozotti



anyagaramlas sejt-sejt kapcsolatok révén extrémomdkbrlatozott, a molekulak
kizarolag a sejteken athaladva, szabalyozott mddwiilhetnek be a szervezetbe. A
hasznos molekulak fehérje kozvékibn keresztil jutnak be, a lipid késréteg kizarja a
legtobb polaros molekula sejtbe valé bejutasat. émtoranon dként hidrofob jelled
molekulak képesek atjutni — nem szabalyozott — moeaek jo része a xenobiotikum
transzporterek altal kertl kipumpaldsra (ParveRdiss, 2001).

Az elsidleges védekézrendszereken atjutdé xenobiotikumdlként a majban és
a vesékben, egy specialis metabolikus Gtvonal s&ggivel kerlinek eliminalasra
(Jakoby és Ziegler, 1990). A xenobiotikumok detixé€ioja harom ¢ lépésben megy
végbe. Az el§ fazis a modifikacids 1épés, amelyre azért van ségk mert az adott
form4jukban hidroféb jelleg molekulakkal a szervezet metabolikus rendszere toem
mit kezdeni. Széles szubsztratspecifitassal reedélienzimek oxidacios, redukcios
vagy hidrolitikus Iépések katalizalasaval reaktss gblaros csoportokat helyeznek a
szervezetil idegen molekuldkra. A leggyakoribb modifikacioégs enzimcsalad a
citokrom P450-flig§ oxidazok csaladja (Guengerich, 2001).

A masodik fazis soran transzferaz enzimek az dktiv@nobiotikum
metabolitokhoz a reaktiv csoporton keresztil tskésrendelkez molekulakat
konjugalnak. A konjugalt molekulak k&zé tartoziklg@ul a glutation, a glicin, a
glukuronsav, a szulfatcsoport és az acetilcsopohtgfontosabb transzferaz enzimek a
glutation S-transzferazok (Commandeur és mtsai,519@ toltéssel rendelkéz
konjugatumnak koszonhiein a tovabbiakban a sejtmembranon keresztil nem
diffundalhatnak a hidroféb xenobiotikumok, igy Ileéhe valik szabalyozott
eltavolitasuk.

A harmadik fazisban egyrészt a konjugatum tovabémiki moddositasara
kerllhet sor, masrészt végpésként —dként a maj és a vese kivalaszté rendszerein
keresztil — eltavolitasra kertlnek. Ebben a fazisbaintén oriasi szerepik van a
xenobiotikum transzportereknek, amelyek képesek W@onkod konjugatumok
segitségével megjeldlt molekuldk aktiv kipumpaldsanogy a szervezet végleg

megszabaduljorbtik (Parvez és Reiss, 2001; Homolya és mtsai, 2003)

2.3.  Xenobiotikum transzporterek

A huméan ABC transzporterek 10 tagjardl ismert, h@zgrepet jatszanak a

multidrog rezisztencia kialakitdsaban, ezeket a érjéket xenobiotikum
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transzportereknek is nevezik (Scotto, 2003). Ezestepmek k6zOs tulajdonsaga a
rendkivil széles szubsztratspecifitas, ezért a takban valé megjelenésik szamos
kemoterapids szerrel szemben teszik ellendllévauraoinsejteket, igy jeleésen
csokkentve a terapia hatékonysagat. Kezdeti kuatad®ként a xenobiotikum
transzporterek kemoterapiara rezisztens tumorokssrott szerepére fokuszaltak,
azonban szamos érdekes adat latott arrdl is ngptjldogy fiziologias korilmények
kozott is fontos feladatokat latnak el a szervezetBorst és Elferink, 2002).

A hetvenes évek végén azonositottak egy citotoxikakn a kolhicinnek,
ellenallo sejtvonalat, ami nagymeértekben kifejezy membran glikoproteint, és a
fehérjét P-glikoproteinnek neveztek el (az 0j nékeéan szerint ABCB1, Riordan és
Ling, 1979). Ké8bb szamos gyogyszerrezisztens tumorban azonokiettABCB1-et,
mint a rezisztenciadfokozojat és sokaig ugyirt, hogy a jelenség csupan ezen fehérje
mukodéséhez kothét A kilencvenes évekt kezdve azonban a xenobiotikum
transzporterek tovabbi tagjai is felfedezésre kekijlel$ként amultidrug resistance-
related proteirek (MRP, az ABCC alcsaladba tartoz6 xenobiotikuems$zporterek,
(Cole és mtsai, 1992), kidsbh az eredetilegoreast cancer resistance protdi@nt
(BCRP) ismert fehérje, az ABCG2 (Doyle és mtsaf8)9

A legrészletesebb kutatdsok szubsztratjaik és ezeten vald jelenlétik
tekintetében az ABCB1, az ABCC1, az ABCC2, az ABClldtve az ABCG2 A&ltal
allnak rendelkezésre igy a kovetkkben ezen fehérjek kulonb®zjellemzinek
részletezésére keril sor.

Aminosav sorrendjiket tekintve még az azonos &@dbal tartoz6 ABCC1 és
ABCC2 is csupan 49%-o0s egyezést mutatnak. Fehagekezetbeli kilonbségek

ellenére szamottévaz atfedés a szubszratjaik kozoétt (1. tablazatbe).
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1. tadblazat A fontosabb xenobiotikum transzporterek szubgzirdteslie és mtsai
(2005) alapjan)

Xenobiotikum Citotoxikus exogén eredsii Endogén erededi

transzporter szubsztratok szubsztratok

anthraciklinek (doxorubicin,
ABCB1 daunorubicin) kolhicinYVinca szteroidok, béta-amiloid, glutamat

alkaloidok (példaul vinchristin), taxo

anthraciklinek, kolhicin, etopozid, ) _
o o _ szteroidok, leukotriének,
ABCC1 nehézfémek (arzén és antimon o
o i konjugalt bilirubin
konjugatumok), methotrexat

ABCC2 ciszplatin, etopozid, doxorubicin, szteroidok, leukotriének,
topotekan, vinchristin, methotrexat konjugdlt bilirubin
ABCCA methotrexat, leukovorin, topotekan, szteroidok, ciklikus nukleotidok,
furosemid urét, prosztaglandinok, epesavak
anthraciklinek, campothecin,
ABCG?2 flavopiridol, mitoxanthron, topotekan, porfirinek

methotrexat

A tumorok megfelél gyogyszeres kezelése jeléntnehézségekbe utkozhet,
amennyiben a xenobiotikum transzporterek kiféfgrek a tumorsejtekben. Ennek
kikiszObolésére tdbbféle megoldas kindlkozik. Esgtréa kemoterapias szerek
kombinaciokban keriilnek alkalmazasra, a nagyobékioatysag érdekében; masrészt az
0j hatéanyagok fejlesztésénél figyelembe veszikgyhazokat a xenobiotikum
transzporterek milyen mértékben képesek kijuttanisejtekbl; harmadrészt igen
intenziven fejlesztik az egyes transzporterek $jgesi gatlészereit. Ezeket a
gatlészereket kemoszenzitizalo szereknek is hivigktumorellenes gyogyszerrel
szemben érzékenyitik a célsejteket. Az ABCB1 esetdert kemoszenzitizald szerek
példaul a verapamil és a ciklosporin-A, az ABCGsaléd tagjainal az indomethacin, az
MK571 és a probenecid, az ABCG2 gatlészerei pedigratremorgin C és szintetikus
analdgjai, a Ko-134 és a Ko-143 molekulak (ChoD20

12
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2. abraNéhany kemoterapias gyogyszer kémiai szerkezete

A xenobiotikum transzporterek kifejg@ésének igen nagy a jelésége a
kilonbd® hatarfellleteken, hiszen egyrészt meggatoljakraygzetltsl érkez idegen
anyagok felszivodasat, masrészt szerepet jatszanakzervezetbe jutott és a
detoxifikacos rendszer altal feldolgozott idegerigkolak kisZirésében is.

A légzés soran a tddoxikus anyagok széles skaljaval kerilhet kaptbal a
szoveti védelemben a xenobiotikum transzporterekomenikodnek. Az ABCB1 a
bronchialis és brochiolaris epitélium sejtjeinekikaps membranjan, valamint az
alveolaris makrofagokban fejgédik ki. Az ABCC1 fehérjét szintén detektaltak ezekb
a szovetekben, tovdbba a fehérje a szeromucinoirgyekben is jelen van. Az
ABCG2 nagyon alacsony szinfelenlétét mutattak ki a tiddepitéliumban. Erre a
transzporterre altalanosan jellefnhogy szinte minden szovetberhsen kifejeddik a
kis vénas kapillarisok endotéliumaban (Kool és mts297; Scheffer és mtsai, 2002).

A taplalkozds soran a szervezetbe kerllt xenohiotdknak a
gasztrointesztinalis traktusisédrendszere allja utjat. A bélfal epitelidlis sejtgikalis
felszinikon kifejezik az ABCB1, az ABCC1 és az ABZ@&hérjét is. Az egyes
transzporterek expressziojanak mértéke eltérnél &idonbosd szakaszain, példaul az
ABCBLI1 fehérje szintje éia duodénumtdl a vastagbél felé, mig az ABCC2 Iggoiab
mértékben a duodénum epiteliumban figyglheeg, a vastagbélben mar alig észldéihet
(Dietrich és mtsai, 2003). Az ABCC1 fehérje kifgjdését egyes gasztrointesztinalis
sejtek bazolateralis membranjat mutattak ki (Pengésai, 1999).

A ma@j a szervezetbe jutott xenobiotikumok elimisaldak legibb helyszine. A

majsejtek apikdlis felszinén szamos xenobiotikuangeporter kifejeidik, tobbek
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kozott az ABCB1 az ABCC2 és az ABCG?2 is, szubgaiiat az epecsatornak felé
uritik ki (Borst és Elferink, 2002). Az ABCC4 miralz apikalis, mind a bazolateralis
felszinen kimutathaté a hepatocitdkban (Ritter &aim2005).

A vese proximalis tubulusaiban a vizelet Gtjan helll a szervezetbe jutott
idegen anyagok. Az ABCB1, az ABCC2 és az ABCC4jki&déesét mutattak ki az
epitél sejtek apikalis membranjdban (Schaub ésini889; Gutmann és mtsai, 2000;
Russel és mtsai, 2008), mig a vese glumerulusokdmmnABCC1l expressziojat
detektaltak (Peng és mtsai, 1999).

A szervezetben kitlntetett védelmet élvezerv az agy, a vér-agy gat komplex
védelmi rendszerének fontos alkotéelemei a xenibisttranszporterek. A vér-agy gat
kapillaris endotéliumaban az apikalis oldalon azCH3, az ABCC1, az ABCC2, az
ABCC4 és az ABCG2 fehérje is megtalalhaté (Lestiarésai, 2005; Russel és mtsai,
2008).

2.4.  Xenobiotikum transzporterek az epidermiszben

Az epidermisz az egyik legnagyobb kiterjed€s legfontosabb mechanikai és
kémiai permeabilitasi gat a szervezetben. Felteimedz epidermisz biokémiai védekez
rendszerének fontos elemei a xenobiotikumok meiaiokaban részt véviehérjék,
mint példaul a citokrom P450 proteinek és a xendhim transzporterek (Merk és
mtsai, 1996). A xenobiotikum transzporterek szaewt#n befolyasolhatjak a
kilénb6d gyogyszermolekuldk szervezetben valé eloszlasaiamint akar a
gyogyszerallergia soran fellép bértineteket is. Meglehé&sen korlatozott az
irodalomban rendelkezésre all6 informacio a xenidtim transzporterek szeregér
keratinocitakban és astben. Baron és mtsai (2001) szamos transzporteessqojat
figyelték meg normal huméan keratinocitdkban (NHKglamint az ABCB1 és az
ABCC1 transzporterek sejtmembranhoz asszocialtédéset is leirtdk human
epidermiszben. Egy masik tanulmanyban az &sszesertistABC transzporter
kifejezodését megvizsgaltdk vitro NHK és HaCaT sejtes rendszerekben, ahol a sejtek
az ezzel kapcsolatos fehérjékre fokuszaltak (Kiémmtsai, 2003). A xenobiotikum
transzporterek a gyogyszermolekulak szervezetbenld veeloszlasara és
hozzaférhdiségére is hatast gyakorolnak, egy egébén végzett vizsgalat soran az

ABCC1 fehérje grepofloxacin effluxban jatszott st mutattak ki (Li és mtsai,
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2005). Az ABCC1 transzporter transzkripcios kiféj@ezsét tanulmanyoztak egészséges
human Brben, valamint kilonbdyz stresszhatasok altal befolyasolt mintakban, mint
példaul pikkelysomorben és ultraibolya fénnyel kekérben (Smith és mtsai, 2003).

2.5. A pikkelysémor

A pikkelysomor (psoriasis) d@lsorban a ért, a kérmoket, a hajas fejt,
ritkabban a nyalkahartyat érintkronikus lefolyasu gyulladasosifbetegség. Egyes
esetekben a gyulladasos folyamatok az izuletekatingik. A betegség tlinetei a széraz,
pikkelyesen hamlo gyulladt plakkok, amelyek klaksgiesetben a konyok, térd és a
fejbor terlletén jelentkeznek, de generalizalédva a éggtszén megjelenhetnek (2.

abra).

3. abra: (a-c) a test kulonbazrészein megjelehpikkelysémoros plakkok, 1€zidk.

A lézios terlleteken az epidermiszben a keratid&cihiperproliferacidja
jellemzs, amely az epidermisz jeléist megvastagodasat eredményezi az egészséges
vagy tlinetmentesdbh6z képest. A 1ézidk teriletén a keratinocitakedénciacidja is
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zavart szenved. A nem megféléteratinizacios folyamatok eredményeképpen jonnek
létre a betegségre jellethpikkelyek. Igen jellegzetes az epidermisz ledfettegében,

a stratum corneunsban a sejtmagot tartalmazo keratinocitak jelenlédeek az
agynevezett parakeratotikus sejtek. A betegség kaindemet és minden korcsoportot
érinti, de a tliinetek dlsmegjelenése alapjan két csoport kilontthedt a 40 éves kor
elétti megjelenés a fiatalkori forma (l. tipus), az &bvethen megjelet betegség az
idésebb kori forma (ll. tipus). Ma Magyarorszadgon 2D ezren szenvednek
pikkelysémorben, ez a lakossag kb. 2 szazaléka.kkelysomor kialakulasaban a
genetikailag meghatarozott hajlam és a &8rnyezeti faktorok is szerepet jatszanak.
A genetikai tényez mind a r, mind az izlleti betegségben bizonyitott (Helseyt
mtsai, 2011). A genetikai faktorokon kivil szamdsriyezeti tényez provokalhatja a
klinikai tinetek kialakulasat: ilyen a stressz,ahéinyzas, az elhizas és az anyagcsere
betegségek, illetve a férések, eldsorban a fels Iégati hurut és a mandulagyulladas
(Chandran és Raychaudhuri, 2010). A betegség patmanamusaban fontos tényea
kréonikus gyulladas, melyben a kialakult 1ézidk Ttae infiltracidja dominal. Szdmos
citokin és kemokin vesz részt a gyulladas kialasaiéan (Bowcock és Krueger, 2005;
Bos, 2007) . A psoriasisob és izileti tineteinek szisztémas kezelésérethatnexat
(MTX) régota alkalmazott, viszonylag kevés melléésaal rendelkéz hatékony szer.

A MTX a tumor-kemoterapiaban széles korben haszgylilladasellenes és
immunszupressziv hatassal rendetkeZolsav antagonista. Egyes daganatok
kezelésében, valamint kilonkbautoimmun betegségek, mint példaul a reumatoid
artritisz terapigjaban alkalmazott citotoxikus s@g@remer, 2004). Felvétele a sejtekbe a
folsavval azonos uton, aktiv transzport mechaniz@ltal megy végbe. A MTX a
redukalt folat viv fehérje (educed folate carrier RFC1) segitségével jut a
citoplazmaba, ahol a folylpoli-glutamat szintetdz (FPGS) enzim Aaltal katalizalt
folyamatban poliglutamal6dik. Ebben a formaban &bkoz6tt a pirimidin €s a purin
szintézis kulcsenzimeit gatolja (mint példaul aidlibfolat-reduktazt és a timidilat-
szintazt). A MTX-ot a xenobiotikum transzporterekz ABCG2, illetve az ABCC
alcsalad szamos tagja, igy az ABCC4 aktiv transtgdggumpalja ki a sejth (4. abra),

a poliglutamalt forma egyaltalan nem megféleszubsztratja ezen fehérjéknek
(Hooijberg és mtsai, 1999; Chen és mtsai, 2002k \&s Schneider, 2003; van der
Heijden és mtsai, 2007).
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MTX~(Glu)n,

FPGS | | FPGH

4. abra: A MTX sejten belili sorsa (magyarazat a szoveghRRL1: reduced
folate carrier, MTX-(Glu): poliglutamalt MTX, FPGS: folylpoh-glutamat
szintetaz, FPGH: folylpol-glutamat hidrolaz (Chen és mtsai (2002) nyoman).

2.6. A fotodinamias terapia

2.6.1. A fotodinamias terapia mechanizmusa

A fotodindmias terapia (PDT) alapja egy fényérzék®n anyag szelektiv
felhalmozasa a célsejtekben, ezt kdveti egy spesifienyforrassal valo besugarazas. A
fényérzekenyét anyaggal kezelt tertletet adott hullamhosszusdminyel (390 nm,
valamint 630 nm hullamhosszisag koérnyékén) megtiag a fényérzékenyit
molekulak gerjesztett allapotba kerlilnek, ami reakbxigén gyokok és egyéb
szabadgyokok keletkezését inditja el, ami végiélaejt pusztulasahoz vezet (Nielsen
eés mtsai, 2005). A PDT lehetséges alkalmazasieerid6zott szamos tumor kezelése
szerepel, de kiulondsképpen hatékonynak bizonyldbrafelszinén talalhaté tumoros
|éziok gyogyitasabangként bazalidma és aktinikus keratézis esetébenl (&aftsai,
2007; Choudhary és mtsai, 2009).
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5. &bra: A hem bioszintézise. ALAS: aminolevulinsav sziréd, A: delta-
aminolevulinsav, ALAD: aminolevulinsav dehidrogen@BG: porfobilinogén, HMBS:
hidroximetil bildn szintaz, UROS: uroporfirinogéh $zintaz, UROD: uroporfirinogén
[l dekarboxilaz, CPOX: koproporfirinogén Il oxida PPOX: protoporfirinogén IX
oxidaz, PPIX: protoporfirin IX, FECH: ferrokelataz.

A legelterjedtebben haszndlt fényérzékehyiholekula a protoporfirin IX
(PPIX), amely gyakorlatilag minden sejtben keletkea hem bioszintézise soran. A
bioszintézis Gtvonal utols6 |épésében a PPIK-HFe* ion csatlakozasaval
szintetizalodik a hem, amely szdmos fehérje&kinléséhez elengedhetetlen. A porfirin
bioszintézis sebességmeghatarozo lépése — éd émidsiontossagu szabalyozo eleme
— amikor szukcinil-koenzim-A-bdl és glicidb delta-aminolevulinsav (DALA)
keletkezik (Schultz és mtsai, 2010). Ezt a Iépestminolevulinsav szintaz (ALAS)
nevi enzim katalizalja. DALA vagy metil-észter szarmieéak adagolasaval ez a
szabalyozé Iépés megkerilbetelynek eredményeképpen a sejtek nagy menryiség
PPIX-t halmoznak fel. PDT alkalmazasa soran a ldugdor gyogyszer é&nyagként
DALA-t alkalmaznak a célsejtek fenyérzékenyitéesérasejtekben szabadonsérdulo
PPIX citotoxikus, megfelél hullamhosszisagu fény segitségével gerjesztegpaiba
hozhatd, amely aztan a sejt halal&iddz szabad gyokok generalasahoz vezet (Ponka,
1999). A szabad porfirinek intracellularis koncéetoja ezért szigoruan szabalyozott

bioszintetikus/katabolikus, valamint influx/efflugndszerek altal.
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2.6.2. Az ABCG2 xenobiotikum transzporter és a fotdinamias terapia

Az ABC transzporter szupercsaladba tartoz6 ABCGZ2erie a hem efflux
rendszer nemrég jellemzett tagja. A 70 kDa niépalipeptid homodimer formaban
valik funkcioképessé. Az ABCG2 protein jol ismertt@morok szerzett multidrog
rezisztenciajaval kapcsolatban, a tumorsejiekkemoterapias gyodgyszerek széles
skaldjat kepes eltavolitani, igy biztositva azoklését (Krishnamurthy és Schuetz,
2006). Az ABCGZ2 transzporter endogén szubsztr&pkiaig nem voltak ismertek.
Amikor ABCG2 knock-out egereket médositpeophorbide(al nagy mennyiségben
tartalmazé étrenden tartottak, az allatékéim fototoxikus tiinetek jelentkeztek (Jonker
és mtsai, 2002). Aheophorbide(g)amely szerkezetileg jeldist hasonlésagot mutat a
porfirinekkel, szdjon at adva felhalmozédik az ABZ®&nock-out allatokban, ami
fényérzékenységhez vezet. Krishnamurthy és mt&&id(2kimutattdk, hogy az ABCG2
transzporter jelefs meértékben hozzajarul a sejtek védelméhez a kaoofirinek
toxikus hatasa ellen, kulonésen érvényes ez higasd@tlmenyek kozott. Az ABCG2
fehérje magas sziintkifejezodése alsegiti a porfirinek sejtid valo eliminaciojat, ami
megndvekedett rezisztenciat jelent a PDT kezellesm.eA fényérzékenydt anyagok
hatékonysaganak névelése fontos kutatasi szempebTavel kezelt |€ziok konnyebb
gyogyulasa érdekében, valamint a karos mellékhitésyhitése miatt. Az ABCG2
transzporter lehet az egyik tamadaspontja a PDé&kbaysaganak javitasara iranyulo

vizsgélatoknak.
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Célkitizés

« Az ABC transzporter fehérjecsaladba tartozé xertdhion transzporterek
human Brben betdlt6tt funkcioirdl kevés adat all rendekksz az irodalomban.
Elsédleges célunk az ABCB1 (Pgp/MDR1), ABCC1-6 (MRP1é6)az ABCG2
(BCRP) gének részletes expresszids vizsgalataiolitro human keratinocita
proliferacios/differenciacios  modell  rendszerekbenA  xenobiotikum
transzporterek csoportjanak fennmaradé két tagia,ABCB1ll (BSEP) és
ABCC11 (MRP8) gériil ismert, hogy keratinocitdakban nem fejdnek ki, igy
ezeket nem vizsgaltuk kisérleteinkben.

« Az ABCC4 és ABCG2 gének esetéen kapott expresszitesdneenyek
proliferaciohoz kapcsolt kifejézlésre utaltak.

o Célul tiztik ki az ABCC4 és ABCG2 fehérjek kifefesének
vizsgalatat a mar emlitatt vitro keratinocita modellekben.

o Elhataroztuk tovabba, hogy az ABCC4 és ABCG2 trpoderek
keratinocita proliferacioban betoltott funkciojaRBIS altal kozvetitett
génspecifikus csendesitéssel, valamint kémiai  g@di@k
alkalmazasaval fogjuk tanulmanyozni.

* In vitro vizsgalataink eredményei alapjan az ABCC4 és AB@@Aszporterek
kifejezodésének vizsgalatat kiterjesztettik huméndis, kilonds tekintettel a
felmerub terapias lehéségekre.

0 Az ABCC4 transzporter fehérje expresszidjat pikkémorés betegek
bérében tanulmanyoztuk, majd céluliztik ki a pikkelysomor
hatdsanak vizsgalatain vitro, kilénb6®d transzporter gatldészerek
alkalmazasa mellett.

o Célul tiztik ki az ABCG2 transzporter kifejgdésének vizsgalatat
kilonféle nem-melandma tipusrgyogyaszati korképekben. Célunk
volt az ABCG2 transzporter, mint lehetséges célindée szerepének
tanulmanyozasa egyeso6rgyogyaszati eredét korképek esetében
alkalmazott fotodinAmias terapia (PDT) hatékonysaga novelése
érdekében. Munkank soran arra kerestunk vélasay fax ABCG2

fehérje mennyiben jarul hozza a porfirinek keratitakbdl valo



eltavolitdsahoz, amely kulcsfontossagu lehet a PRaEkonysaganak

novelése szempontjabol.
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4.  Anyagok és moédszerek

4.1. Normal human keratinocitdk szeparalasa

A normdl human Kkeratinocitak (NHK) szeparalasa segéges személyek
plasztikai niitétol szarmazé éresl tortent. A brt tisztitas utan diszpaz enzimmel
emesztettik egy éjszakan at 4 °C-on, amely ¢eféetiette az epidermisz elvalasztasat a
dermiszbl. A levalasztott epidermis#b tripszin kezelés segitségével epidermalis
szuszpenzi6t nyertiink. A sejteket centrifugalasteitien 4x1d sejt/cnf siriiségben 75
cnt alapterillet flaskakba (Becton Dickinson) passzaltuk és kompkeratinocita
szerummentes tapfolyadékban (KC-SFM, Invitrogenyésztettik.

4.2. HaCaT sejtek és NHK tenyésztése

A HaCaT keratinocita sejtvonal, amely normal hunmmatinocitdk spontan
immortaliz&cidjaval Iétrejott sejtvonal, Prof. N. Eusenig laboratériumabdl szarmazik
(Boukamp és mtsai, 1988). A HaCaT sejteket 75 alapteriilei flaskaban tartottuk
fenn, 4,5 g/l glukoz tartaimulbecco’s modified Eagle’s mediu(@MEM, Sigma)
tapfolyadékot hasznaltunk 10% fotalis borju szérahrtFBS, HyClone), 1% L-
glutaminnal és 1% antibiotikum/antimikotikum olddt(Sigma) kiegészitve.

A NHK-kat 75 cnf alapteriilei flaskaban tartottuk fenn KC-SFM-ban, amelyet
Supplement Kit-tel (Invitrogen) és 1% antibiotikuanfimikotikum oldattal
egészitettlink ki. A kisérletekhez harmadik passaried sejteket hasznéltunk.

A sejteket 37 °C émérséklei termosztatban 100% paratartalom mellett
tenyésztettik, a tapfolyadékot kétnaponta cseréhirikor a sejtek a tenyéseflaska
fellletét teljesen béiiték, foszfattal pufferolt sdoldattal (PBS) mostanely 0,05%
etilén diamin tetraecetsavat (EDTA) tartalmazotjdriripszin (Sigma) alkalmazasaval
37 °C-on inkubalva elvalasztottukbket egymastol és a flaska aljatol. A jol
felszuszpendalt sejteket megszamoltuk, 10 perci@-dn 250g-vel centrifugaltuk,
majd kipasszaltuk a 75 éres Uj tenyésst flaskakba, 1,5x10db sejtet tettiink egy
tenyészt edénybe.
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4.3. Keratinocita differenciacios modellek

A HaCaT sejtek szinkronizalasa a Pivarcsi és nf¥#i1) altal beallitott és leirt
modszerrel tortént. A sejteket a teljes konfluerglérését kovéen a kontakt gatlas
allapotaban egy héten keresztil, majd szérummedpéslyadékban tovabbi egy hétig
tenyésztettilk. Ezutan a HaCaT keratinocitakat 3s&ft/cnf siriiségben kipasszaltuk
szérumot tartalmazo tapfolyadékban. A szinkronsiaddjaras végét szamitott 0, 12,
24, 36, 48, 72, 96, 168 ora elteltével vettink akat.

A masik differenciaciés modellben harmadik passham le¥ NHK-kat 90-
tartaima (1,7 mM) tapfolyadékkal (Ca+) valtottuk. M\ kontroll sejtkultirat (Ca-)
normal KC-SFM tapfolyadékban tartottuk, amelynek®Ceartalma 0,09 mM. A
mintékat a magas €atartaimt médiumra valé valtast koged, 1, 2, 4, 6, 8, 10 nap
utén vettik, értelemszeen mind a Ca+, mind a Ca— sejtkulttrakbal.

4.4. Valos idefi reverz-transzkriptaz PCR

A sejtekl®l az RNS-t TRIzol reagens (Invitrogen) segitségéxahtuk ki a
gyarto altal megadott protokoll szerint. A cDNSScript cDNA Synthesis Kit (Bio-
Rad) felhasznalasaval 1 pg RN&-irtuk at. A valés iddj RT-PCR kisérleteinkhez a
Universal Probe Library (UPL, Roche) rendszert hakmk a gyarté altal megadott
reagenseket és reakciokorilményeket alkalmazvaehfasiznalt UPL primereket és
proébakat a 2. tabldzatban soroltuk fel. A reakdigda kiértékelésiket egy iQ5 Real-
Time PCR Detection Machine (Bio-Rad) és a hozz#ozér program segitségével

a**“t madszert alkalmaztuk

végeztik el. A relativ mMRNS szintek meghatarozaséh
(Livak és Schmittgen, 2001). Minden gén kiféjdasét a 18S riboszomalis RNS gén

expressziojahoz normalizaltuk.
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2. tablazatA valoés idefi PCR-hez felhasznalt Universal Probe Library (Uptinerek

4.5.

(NM_005547.2)

(r) 5-CTCCAGATGCTTCAGTTGTCC-3’

Western blott analizis

UPL
Gén transzkript Primer szekvenciak proba
(GenBank azonositd) (f — forward primer, r —reverseprimer) szama
18S rRNS (f) 5-CTCAACACGGGAAACCTCAC-3’ 77
(X03205.1) (r) 5-CGCTCCACCAACTAAGAACG-3'
ABCB1 (f) 5-GAGTATCTTCTTCCAAAATTTCACG-3’ 49
(NM_000927.3) () 5-CCCCTTCAAGATCCATTCC-3'
ABCC1 () 5-ACTCTCTTGGGCATCACCAC-3’ 55
(NM_004996.2) (r) 5-GCATGATCCCTGAAGACTGAA-3’
ABCC2 () 5-AGCATGCTTCCCATGATGA-3’ 1
(NM_000392.1) () 5-TCTAGCCGCTCTGTGGAAAC-3’
ABCC3 () 5-TGCTCTCCTTCATCAATCCA-3’ 89
(NM_020037.1) () 5-TGGGGTTGGAGATAAACCTG-3’
ABCC4 (f) 5-AAGCGCCTGGAATCTACAAC-3’ 47
(NM_005845.2) (r) 5-CCCCTGGAGAGAAGATGACA-3’
ABCC5 (f) 5-GCCTACAATAAAGGGCAGGA-3’ 42
(NM_005688.2) () 5-GCATCGCACACGTAAACAAA-3’
ABCC6 () 5-GATCGTGGTCTGCTTCGTCT-3' 17
(NM_001171.2) (r) 5-AGACAGCGATGGCAGTGAG-3’
ABCG2 () 5-TGGCTTAGACTCAAGCACAGC-3’ 56
(AY333756.1) () 5-TCGTCCCTGCTTAGACATCC-3’
Ki67 (f) 5-CAAGACTCGGTCCCTGAAAA-3’ 50
(NM_002417.3) () 5-TTGCTGTTCTGCCTCAGTCTT-3’
ITGAS (f) 5-ACATCTGTGTGCCTGACCTG-3' 11
(NM_002205.2) (r) 5-CCAGGTACACATGGTTCTGC-3’
KRT1 (f) 5-GCCTCCTTCATTGACAAGGT-3' 1
(NM_006121) () 5-GCTCCCATTTTGTTTGCAGT-3’
IVL (f) 5-CAGCAGGAGAGGCAGGTG-3’ 1

A sejteket fehérje lizis pufferben (Sigma) ovatoselszuszpendaltuk, a puffert
0,5% proteaz inhibitor koktéllal (Sigma) egészitkttki. Harminc percig 4 °C-on
inkubaltuk, majd 10 000g centrifugalast kovéen a felllisz6t hasznaltuk a
tovabbiakban. A lizatumok fehérje tartalmat BCA temo Assay (Pierce) segitségével
hataroztuk meg. Natrium dodecilszulfat-(SDS) paflaknid gélelektroforézis
modszerrel 7,5%-0s gél alkalmazasaval méret szelkiatasztottuk a fehérjéket, a gélre
40 pg oOsszfehérjét vittink fel mintanként. A délba fehérjéket nitrocellul6z
membranra blottoltuk transzfer pufferben 1,5 O6réerekztil 4 °C-on, 115 V
feszultséggel. A membrant 3%-os tejport tartalmaeg-pufferolt séoldatban (TBS,
150 mM NacCl, 25 mM Tris, pH 7.4, Sigma) egy OrarsZabbalin telitettik. Patkany
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anti-human ABCC4 (1:150 higitas, M41-10 klon, Gear)l egér anti-human ABCG2
(1:300 higitas, BXP-21 klon, Calbiochem) és egéi-lamman a-aktin (1:500 higitas,
Sigma) elédleges ellenanyagokat hasznaltunk a vizsgalt féké&jmutatasahoz. 3%
tejport tartalmazé TBS-ben kihigitott étHeges ellenanyagokkal egy éjszakan at
inkubaltuk a membranokat 4 °C-on, majd mosast Kiarepatkany és egér IgG ellen
termeltetett alkalikus foszfatdz konjugalt masodtagllenanyagot és SigmaFast 5-
bromo-4-kloro-3-indolil-foszfat/nitroblue-tetrazdlin  (BCIP/NBT, Sigma) éhivo

oldatot hasznaltunk a fehérje savok megjelenité&séhe

4.6. Immuncitokémia

A tenyészdedény aljardl a sejteket tripszin segitségével lészdottuk, a
sejtszuszpenziét centrifugalast kdswet PBS-ben vettik fel, majd 2adb sejtet
centrifugéltunk egy targylemezre citocentrifugaf@ytopro, Wescor). A lemezeket egy
ejszakan at szobémeérsékleten szaritottuk. A mintdkat 2%-os parafddetadben
fixaltuk 7 percig szobain, ezutan blokkolé oldatban (0,5% borju szérum mliou
(BSA)-TBS, 1% kecske szérum) inkubdltuk fél oranreketil. Az el8dleges
ellenanyagokat (patkany anti-human ABCC4, egérlfammman ABCG2) és a megfedel
izotipus kontroll antitesteket (patkany 1gG2a éérdgG2a, Sigma) 0,5%-0s BSA-TBS-
ben higitottuk ki, és a targylemezeket egy éjsz&datasztil inkubaltuk benne 4 °C-on.
Moséast koveten, patkany IgG és egér IgG ellen termeltetettifilétt masodlagos
ellenanyagokkal (Vector Laboratories, 1:200 hidigg jeloltik meg a mintakat. A
festést a Vectastain Elite ABC Kit (Vector Laboris) segitségével hivtuk éel
9-aminetilkarbazol kromogén (Sigma) felhasznaldsava sejtmagokat Mayer
hematoxilinnel (Sigma) festettilk meg. A képekeepekisl Zeiss Axiolmager (Zeiss)
mikroszkoppal készitettik, amely egy PixeLink CCRmeraval (PixeLink) volt

felszerelve.

4.7.  Aramlasi citometrias vizsgéalatok

A porfirin autofluoreszcencia méréséhez a sejtéketan keresztul inkubaltuk
37 °C-on 1mM delta-aminolevulinsavval (DALA) (Siggmmn 500 mM tdrzsoldat
desztilldlt vizben oldva). Ekdzben a sejteket 1 [Kd134-gyel (Solvo, 500 puM
torzsoldat DMSO-ban oldva) vagy annak danyagaval kezeltiik. Ezutan tripszines
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kezelést és centrifugalast kofeh PBS-ben szuszpendaltuk fel a sejteket és a igérés
sotétben, jégen tartottuiket.

Az ABCG2 fehérje felszini festéséhez a sejtekgishinezés és centrifugalas
utan 1% BSA-PBS-ben vettik fel, és anti-human ABG@ERtesttel (1:100, 5D3 klén,
R&D Systems) vagy egér IgG2b izotipus kontroll exstitel jeldltikoket 45 percen at
jégen inkubalva. Mosast kovetn anti-egér 1gG Alexa647 (Invitrogen) konjugalt
méasodlagos antitesttel festettiik a sejteket 45igpgggen, majd a mérésig sotétben 4
°C-on tartottukoket.

A mintédkat FACSCalibur aramlasi citométerrel (BeckiDickinson) meértik és
elemeztiik, a detektalast 635 nm gerjesztés maltef 4 csatornan végeztiikk. Osszesen

15000 sejtet mértiink le mintanként.

4.8. Atranszporterek expresszidjanak csendesitésiRNS modszerrel

Az ABCC4 és ABCG2 specifikus siRNS-t, a kontrdRNS-t, a transzfekcios
tapfolyadékot és a transzfekcios reagenst a Samia Blotechnology Inc.-t0l szereztik
be. A transzfekciot a gyartd protokollja alapjan ge&tik el, az siRNS-ek
végkoncentracidja 50 nM volt. A transzfekcidos hatgysagot aramlési citométerrel
meértuk, a transzfekciot koévet24 ora mulva, FITC konjugalt sSiRNS segitségével. A

HaCaT sejteket egy nappal a tenyé@sttényekbe valoé passzalas utan transzfektaltuk.

4.9. Viabiliths mérés 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-%-difeniltetrazolium bromid
esszével

A sejteket a méréshez minden esetben 96 Ilyuku otitbr lemezekben
tenyésztettik és kezeltik. A mérés kezdetén aksdjte tapfolyadékot eltavolitottuk,
majd 37 °C-ra felmelegitett szintel®oswell Park Memorial InstituttRPMI, Sigma)
tapoldattal helyettesitettuk, amelyet 10% 3-(4,mbiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium bromid térzsoldattal (MTT, 5 nmgl, Sigma) egészitettiink Kki.
Négyoras, 37°C-on torténinkubaciot koveten az & sejtek mitokondriumaiban
talalhatdé enzimek a sarga stiMTT-t lila szinmi formazanna redukaljak. A keletkezett
formazan kristalyokat feloldottuk 100 ul 0,04 M H@rtalma izopropanolban, majd
kiegészitettik 20 pl 10% SDS oldattal, végil azatt alaposan szuszpendaltuk.
Spektrofotométer (Multiscan EX, Thermo Labsysterssyitségével mértik meg az
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egyes lyukakban az 540 nm hullamhosszon mutatsizasbanciat, amely aranyos az
adott lyukban let sejtek szdmaval. A kapott abszorbancia értékeketdign a
kontrollként hasznalt kezeletlen minta abszorbaédiékéhez hasonlitottuk.

4.10. Valos idedi sejtproliferacios analizis

5x1¢ db sejtet 96 lyukd specidlis arany mikroelektrddak boritott
tenyészéedényekbe passzaltuk (E-plates, Roche). A valésgi idejtproliferacios
analizist az XCELLigence rendszerrel (Roche) végeztA tenyésziedényekbe
alacsony fesziltségvaltoaramot vezetve a mikroelektrédak kozott edgkteomos
mez generalddik, amelyet az elektrodakat boritd sejreddulalnak. A készulék a
A leolvasott impedancia adatokat a készllék ugynetvesejtindex érték megadasaval
jeleniti meg. A passzéalast kdgenh egy napig tartottuk a sejteket a tenyesekenyben a
megfeleb letapadas érdekében. Ezt kdest 0,5 mM probeneciddel (PRO, 350 mM
koncentraciéju, 1 M NaOH-ban oldott torzsoldatbigitva, Sigma) €s 1 uM Ko-134-el
(500 uM  koncentracioju, DMSO-ban oldott tdrzsoldabolvo Zrt.), valamint
kontrollként a vivanyagaikkal kezeltik a sejteket. A sejtindexet T@nokeresztil

vettik fel, 15 percenként tortént a leolvasas.

4.11. Immunhisztokémia

Pikkelysomorés betegek (n=7) és egészseéges szdmdlyeehsl (n=4)
deréktajrdl 4 mmpunchbiopsziat vettliink. A szévetminta vét#lia paciensek irasbel
tajékoztatasban részeslltek, a vizsgalatok a hetiKai bizottsdg engedélyével
torténtek. A kisérleteket a Helsinki Deklaraciopakeit figyelembe véve végeztik el.
A bérmintdkat 4%-os pufferolt formalin oldatban fixdituegy €éjszakan keresztil
szobaldmérsékleten, paraffinba agyaztuk, és 3 pm-es netaekészitettiink bélik.
A bér egyéb patoldgias elvaltozasaibdl szarmazo, pakafagyazott mintdkat a SZTE
Boérgyogyaszati  Klinika  Dermatopatholdgiai  Laboratomau  biztositotta a
vizsgalatainkhoz. Deparaffinalast koden Findukalt antigén feltarast végeztink
EDTA tartalmu TBS-ben (pH=9) 20 percen keresztiif@5n. A metszeteket blokkold
oldatba (0,5% BSA-TBS, 1% kecske szérum) helye3tipercre szob&meérseékleten.
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Az ezt kbveb lépéseket az immuncitokémia fejezetben leirtaknalgfeleben végeztik

el.

4.12. ABCC4 és ABCG2 gatlasi vizsgalatok HaCaT sejten

Viabilitds vizsgalatok céljabdl a HaCaT sejtekétIgukl tenyészit edényekbe
passzaltuk, 5xT0db sejt keriilt egy lyukba. A keratinocitakat 24amrkeresztiil
termosztatban inkubaltuk. Ezutan kilonbokoncentraciokban és kombinaciokban
MTX-tal (10° M koncentréciéji, 0,1 M natrium-hidroxidban (NaOHldott
torzsoldatbdl higitva, Sigma), valamint transzpogétlészerekkel, vagy olddszereikkel
kezeltik a sejteket négy oran keresztil, 37 °Cesmasztatban. Az ABCC tipusu
transzporterek gatlasahoz PRO-det, valamint indoacgit (IND, 100 mM
koncentracidja, dimetil-szulfoxidban (DMSO) oldtitrzsoldatbél, Sigma) hasznaltunk.
Az ABCC4 transzporter specifikus gatlasahoz 4-(2ratil)-benzénszulfonil-fluorid
hidrokloridot (AEBSF, 210 mM koncentracioju dedalil vizben oldott térzsoldat,
Sigma), az ABCG2 transzporter specifikus gatlasdmA 34-et hasznaltunk. Négy ora
elteltével a sejteket 10 percesskdzonként DMEM tapfolyadékkal mostuk, dsszesen
hdrom alkalommal. Harom nap inkubaciot k&est a sejtek viabilitAsat MTT

kolorimetrikus méréssel detektaltuk.

4.13. Delta-aminolevulinsav kezelés és in vitro folinamias terapia

HaCaT keratinocitakat 4 oran keresztul inkubaBk’C-n 1 mM DALA-val és
1 pM Ko134-el vagy a visanyagaval. A sejteket 1,5 J/€ndzist besugarzasnak tettiik
ki egy Aktilite 128 PDT lampa felhasznéaldsaval (685 emisszids csucs, Photocure
ASA). A besugarzas idejére a sejteken a tapfolyaidélékony rétegben PBS-el
helyettesitettiik. A sejtek viabilithsat a besugaratan 24 oraval mértik MTT esszé

alkalmazasaval.

4.14. Eredmeények kiértékelése, statisztika

Statisztikai  6sszehasonlitas céljab6l az eredméntyekegytényeds
varianciaanalizis modszerével (ANOVA), a Vassasstat weboldalan

(http://faculty.vassar.edu/lowry/VassarStats.htmbalalhatd  program  segitsegével
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ertékeltik ki. A p<0,05 szignifikancia szintet tetattiik a statisztikailag szignifikans

eltérés hataranak.
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5. Eredmények

5.1. ABC transzporterek kifejezidése human keratinocitakban

5.1.1. ABCC4 és ABCG2 transzporterek proliferacié iiggé indukcidja
szinkronizalt HaCaT keratinocitdkban

Annak a megvalaszolasara, hogy a xenobiotikumsaorterek milyen
szerepet jatszanak a keratinocita proliferaciéddéihciacio szabalyozasaban, kilorthoz
in vitro keratinocita modell rendszerekben vizsgéltuk aszporter gének kifejédését.
Az ABC fehérje szupercsaladbdl nyolc xenobiotikuranszporter gén kifejédési
mintazatat tanulmanyoztuk; ezek az ABCB1 (Pgp/MODRBCC1-6 (MRP1-6) és az
ABCG2 (BCRP) gének voltak. Az ABCB11 (BSEP) és ABOGMRP8) gének szintén
xenobiotikum transzporter fehérjéket kddolnak, dmeomirodalmi adatok alapjan nem
fejezddnek ki keratinocitakban, ezért nem szerepelteizsgalt gének kdzott (Kielar és
mtsai, 2003).

Elséként a laborunkban kordbban Pivarcsi és mtsai (Ra@dl bedllitott és leirt
modszert, a szinkronizalt HaCaT sejtek modell reads hasznaltuk. A kéthetes
kontakt gatlason és szérum éheztetésen alapul@nialy soran a HaCaT sejtek
proliferaciosan inaktivva valnak és jelésen differencialt allapotba kerilnek. Ebla
sejtnyugalmi fazisbdl l1épnek ki a sejtek a kontgétlas megdmése és a tapfolyadék
szérummal valé kiegészitése utan. Ezzel parhuzamasdifferencidciés markerek
kifejezodése cstkken, a proliferacios markerek kiféfese 6, valamint gyors
szinkron osztodasok sorozata figyetheheg. Ebben a HaCaT szinkron modellben
kovettik nyomon a xenobiotikum transzporterek kiféfiését egy héten keresztul.

Az ABCC6 gén expressziojat nem tudtuk kimutatnCld@ keratinocitakban, az
ABCBL1 gén kifejeddése pedig meglelisten alacsonynak bizonyult, bar stabil jelet
kaptunk, de az a kimutathatosag hataran volt (8&tifekliszobciklus). Az ABCC1,
ABCC3 és ABCCS5 transzporterek nem mutattak jélergénexpresszids valtozast a
kisérlet folyaman (6.a, c, e abra). Az ABCC2 gérfejksdése nagymeértékben
emelkedett 12 6raval a sejtnyugalmi allapotbdl Jalépés utan, amely aztan csokkent,

de a kiindulasi ertékhez képest végig magasabbdnésa abra).
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6. abra: Az ABCC1d), ABCC2 K), ABCC3 ¢), ABCC4 (), ABCC5 ¢) és ABCGZf)
gének expresszioja valés ileRT-PCR vizsgalatok alapjan szinkronizalt HaCaT
sejtekben. A grafikonokon hdrom flggetlen kiséalagat+rSEM tlintettik fel. D:
differenciacios fazis, P: proliferacios fazis.

Az ABCC4 és ABCG2 transzporter gének jetesen indukalodtak a 24 és 72
oras mintavételi i@pontok kozott, ezt kovéen a 0 6ras mintahoz kozeli relativ mRNS
szinteket figyeltink meg (6.d, f abra). A szinkmalt HaCaT sejtes modellben a
propidium jodid festéssel végzett sejtprolifera@asalizis azt mutatta, hogy a 24 oras és
a 96 oras mintavételi éghontok kodzott intenziv proliferacid zajlik. Ezt addszakot a

proliferacios marker D1 ciklin génkifej@désének indukcibja, és a keratin 1 és 10
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gének kifejeddésének csokkenése is jellemezte (Pivarcsi és,n28ai). Az ABCC4
és ABCG2 gének kifejérésében tapasztalt emelkedés tehat a sejtek mtenzi
proliferaciojaval mutatott j6 korrel4ciot, ez kigebmértékben az ABCC2 mRNS

szintjének valtozasara is jellethzolt.

5.1.2. Normal human keratinocitakin vitro differencidciés modellje

A HaCaT sejtek szamos tekintetben megfeleltédiet a human
keratinocitdknak, azonban egy immortalizalt sejaladi l[évén sz6 fontosnak tartottuk a
xenobiotikum transzporterek kifejgdésének vizsgalatat egészségéshdl szeparalt
NHK-k esetében is. Ennek érdekében jellemeztiinkagynativin vitro keratinocita
differenciaciés modellt, ahol a tapfolyadék magas®*Ckoncentracié terminalis
differenciaciét valt ki a sejtekben. Kontroll NHKertyészetben alacsony Ca
koncentracié mellett a teljes konfluenciat élésejtekben létrejdy differenciacios
folyamatokat figyeltiik meg. A NHK-k differenciacidj ismert proliferacios (Ki67 és
alfab-integrin (ITGA5)) és differenciacios (keratth (KRT1) és involucrin (IVL))
markerek kifejeddésének kovetésével vizsgaltuk. Magas Gancentracié mellett a
sejtek egy nap elteltével jelést morfologiai valtozasokat mutattak. A kontroll tegj
tovabbra is nagymériet szétterlilt sejtalakkal voltak jellemezblet(7.a abra), ellenben
magas C& szint hatasara a sejtek mérete csokkent és sedgiebrfolégiat mutattak
(7.b abra).

7. bra: NHK-k morfolégidja alacsonya( ,Ca-" — 0,09 mM C&") és magas Ca (b,
,Ca+” — 1,7 mM Ca®") koncentracié mellett tenyésztve egy nap eltdltéiila:
100um.
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A Ki67 és ITGA5 gének expresszidja fokozatosan keiik az el§ két napon,
ahogy a sejtek a teljes konfluenciat elérték, neajkisérlet végéig (10 nap) alacsony
mRNS szinteket detektaltunk, a‘Caoncentraciotdl fiiggetleniil (8.a, b abra). A KRT1
és IVL marker gének kifejérdése fokozatos emelkedést mutatott, majd hat nap ut
mindkét differenciacios markergén expresszioja nhgymértékben ndévekedett magas

Ccd"* koncentracié mellett (8.c, d abra).
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8. abra: A Ki67 @), ITGAS5 b), KRT1 €) és IVL @) gének expresszidja valos iddgT-
PCR vizsgalatok alapjan NHK-k differenciacitja soralacsony C& (,Ca-" — 0,09
mM C&") illetve magas C& koncentracié (,Ca+" — 1,7 mM C3 mellett tenyésztve. A
grafikonokon harom fliggetlen kisérlet atlagat+SEMtettiuk fel. P: proliferacios fazis,
D: differenciacios fazis.

S}

5.1.3. Az ABCC4 és ABCG2 gének expresszidja csdkkenormal human
keratinocitak differenciacidja soran

A fentebb jellemzettin vitro NHK modell rendszerben megvizsgéltuk az
ABCB1, ABCC1-6 és ABCG2 gének transzkripcidés akfisat. Mindegyik vizsgalt

transzporter mRNS jelenlétét sikerilt kimutatnunknantakban valds idéj RT-PCR
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segitségével. Az ABCB1 és ABCC6 gének kifépzse igen alacsony szinten, a
kimutathatdsagi hatdron mozgott, de minden mintaktabilan detektalhatd volt. Az
ABCC1 és ABCC5 mRNS szintekben nem taléltunk jélentaltozast Cd kezelés
hatasara, az ABCC5 gén kifejelese csokkent valamelyest a 2. és 10. napos, magas

Cd"* koncentracié mellett tenyésztett mintakban (9 &bm).
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9. abra: Az ABCC14), ABCC2 ), ABCC3 €¢) ABCC4 (), ABCC5 é) és ABCGZIf)
gének expresszibdja valés idleRT-PCR vizsgalatok alapjan NHK-k differenciacidja
soran alacsony Ca (,Ca-" — 0,09 mM C&*) illetve magas C& koncentracié (,Ca+”

— 1,7 mM C4 mellett tenyésztve. A grafikonokon harom fiiggetleérlet atlagatSEM
van feltlintetve. D: differenciaciés fazis, P: pfetacios fazis.
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Az ABCC2 gén expresszidjaban kisméfiédmelkedést detektaltunk a sejtek
differenciacidja soran, az utolsé (10. napos) mesatén alacsony &aszint mellett
kiugroan emelkedett a gén kifefeies atlagos értéke, azonban az egyes mérési adatok
kozOtt nagy szorast tapasztaltunk (9.b abra). ALZEB mRNS fokozatosan csdkkent a
4. napot koveten (9.c abra). Komolyabb valtozas mutatkozott aZC8B és ABCG2
gének expresszidjaban, mindkét esetben a kiindéatésk 6todére esett vissza az mRNS
szint négy nap elteltével (9.d, f abra). Az ABCGBCC4 és ABCG2 transzporter

gének kifeje#dése a kisérlet végéig alacsony szinten maradt,s2mtt| fiiggetlendil.

5.1.4. Az ABCC4 és ABCG2 transzporter fehérjék a katinocita proliferaciohoz

kapcsoltan fejeddnek ki

A vizsgalt xenobiotikum transzporter gének kozil ABCC4 és az ABCG2
kifejezodésében figyelemreméltd keratinocita proliferachkapcsolt mintazatot
figyeltink meg az A&ltalunk hasznalh vitro modellekben. Western blott és
immuncitokémia segitségével megvizsgaltuk, hogy emnszporterek fehérjeszintjét is
befolyasolja-e a proliferacio-differenciacio fiiggzabalyozas.

Nagymértéld differenciaciot mutatd HaCaT sejtekben (0-or&pahtban) sem
az ABCC4, sem az ABCG2 transzporter fehérje nerhdetiektalhatd Western blottal.
A sejtnyugalmi fazisbadl valo kilépést koven 36 oranal ételjes indukciot figyeltiink
meg az ABCCA4 fehérje kifejédésében, amely a 168 6rds mintdnal mutatott csak né
visszaesést. Az ABCG2 fehérjeszint gyors emelkezlésndult, amely mér 12 ora
elteltével kimutathato volt, 36 6ra elteltével édlea maximalis szintet, majd 48 oOra
elteltével fokozatosan cstkkent a kifdjdése (10. abra). Az ABCC4 és ABCG2
fehérjek mennyiségében megfigyelt proliferaciokliéinciacio figd kulonbséget
immuncitokémiai festéssel is kimutattuk (11.a, bedb
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10. abra: Az ABCC4 és ABCG2 fehérjék detektadlasa Westerablot
szinkronizalt HaCaT sejtekben. Harom flggetlen ridd®l egy
reprezentativ blot lathaté az abran, mennyiségi tikalként a-aktint

hasznaltunk.
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11. abra: Immuncitokémiai festéssel jel6ltik az ABC@né4s az ABCG2bj fehérjét
szinkronizalt HaCaT sejtekben az abran feltintatkipontokban. Kontroll festéshez
(IC) izotipus kontroll elédleges ellenanyagot hasznaltunk. Skala: 50 um.

Normal human keratinocitakban az ABCC4 és ABCGZ(gk magas szifit

expressziojat figyeltik meg a 0 napos mintakbamdWét transzporter expresszioja

......

kimutathatd (12. &bra). Ezeket a véltozasokat métacsony, mind magas €a
koncentracié mellett megfigyeltik. Immuncitokémitgstéssel a 0 és a 10 napos
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kontroll C&* szint mellett tenyésztett mintakat hasonlitottidsze, a differencialt

keratinocitakban jelefisen csokkent az immunpozitivitas (13.a, b 4bra).

kDa 1 2 4 6 8 10 nap

250 ABCC4
150-

75-|ds o ABCG2
50- — | q-aktin

12. 4bra: Az ABCC4 és ABCG2 fehérjék detektaldsa Westerrtablot
differencialédd NHK-kban (0,09 mM €a mellett tenyésztve). Harom
flggetlen kisérletfi egy reprezentativ blot lathat6 az abran, menrgiisé
kontrollkénta-aktint hasznaltunk.
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13. abra: Immuncitokémiai festéssel jel6ltik az ABC@n4s az ABCG2bj fehérjét
differencialodd NHK-kban az abran feltintetettpdntokban. Kontroll festéshez (IC)
izotipus kontroll elédleges ellenanyagot hasznaltunk. Skala: 50 um.

5.2. ABCC4 és ABCG2 transzporterek szerepe human kainocitdk
proliferaciojaban

HaCaT sejtekben és NHK-kban medfigyeltik az ABCE@4 ABCG2
transzporterek proliferaciohoz kapcsolt kiféjdeését. Ezt kdvéen megvizsgaltuk,

hogy ezen fehérjék whkodése szikséges-e a keratinocita proliferaciohdz.
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transzporterek funkciéjanak csokkentése ceéljabakpécifikus csendesitést végeztiink
HaCaT sejteken, illetve a sejteket az ABCC4 és ABC@oteinek funkcionalis
gatlészereivel kezeltik.
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14. abra: Az ABCC4 és ABCG2 transzporter gének csendesfiésiilsus siRNS-ekkel
(siC4 és siG2) HaCaT sejtekbera) (A sejtmembranban jeleni@vABCG2 fehérje
mennyisége csOkken az siG2-kezelt sejtekben akezdftekhez képest. Harom
fuggetlen kisérlet soran készitett aramlasi citoragtmérésekdl egy reprezentativ
hisztogramot, valamint a mérések atlagat+SEM abitako (b) Az ABCC4 fehérje
mennyisége csokken az siC4-kezelt mintdban a MordiRNS-el (siK) kezelthez
viszonyitva. Harom fuggetlen kisérlétbegy reprezentativ Western blot lathaté az
abran, mennyiségi kontrollkéntaktint hasznaltunk.cj A csendesitett sejtek viabilitasa
az siRNS kezelést kaget2 ora elteltével. Harom fluggetlen kisértdtkészitett MTT
viabilitasi esszé atlagat+SEM abrazoltuk a grafikon

Az ABCG2 gén csendesitését megielallenanyag segitségével aramiasi
citométerrel kdvettliik nyomon. Az anti-human ABCA23monoklonalis ellenanyag a
fehérjének egy extracellularisan elhelyezkegitopjahoz kdtdik, ami lehebve teszi a
sejtmembranon jelenléy felteheben funkcionalisan aktiv transzporter kimutatasat.
Eredményeink szerint az ABCG2 specifikus siRNS{s#G2) transzfektalt HaCaT
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sejtekben a fehérjeszint 48,7%-ra esett visszakased kezelt sejtekhez viszonyitva
(14.a 4bra). Az ABCC4 fehérje esetében nem akinaelkezésinkre olyan ellenanyag,
amely az ABCG2 detektalasdhoz felhasznalt tulajdgoiskal rendelkezik. Ezért
osszfehérje lizatumbaol, Western blott vizsgalagiénoriztik az ABCC4 gén siRNS
altali csendesitésének a hatékonysagat. Az ABCEdifdpus siRNS-sel (siC4) kezelt
HaCaT keratinocitdkban jeléisten csokkent az ABCC4 fehérje szintje a kontroll
siRNS-sel (siK) transzfektélt sejtekhez képestl{Fhra). 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium bromid (MTT) esszé segitségéviebgaltuk a géncsendesitett sejtek
viabilithsat, ami nem mutatott kilénbséget az si€l&2 és siK transzfektalt HaCaT
sejtek esetében (14.c abra).

Az ABCC4 és ABCG2 transzporterek keratinocita peséicibban betoltott
szerepét egy masik megkozelitésben is vizsgaltukfeldérjeék niikbdését gatld
anyagokkal HaCaT sejteket kezeltink 72 oran keiks2z ABCC4 funkciojat az
ABCC-tipusu transzporterekre haté probeneciddelQP®R5 mM) gétoltuk, az ABCG2
specifikus gatlasdhoz a fumitremorgin C analég Rd-&t (1 M) hasznaltuk. Ezek a
gatlészerek irodalmi adatok alapjan hatékonyanlgdta vizsgalt fehérjek fikodesét
(Allen és mtsai, 2002; van Aubel és mtsai, 2002%efiek allapotanak vizsgalatahoz az
MTT viabilitasi tesztnél érzékenyebb, nem invazialds idefi XCELLigence rendszert
hasznaltuk. Az ABCC4, ABCG2, vagy mindkét transtporfehérje nikédésének
detektalt sejt index értéke minden kezelés esetégionos ndvekedést mutatott, ami
zavartalan proliferaciora utal. Amikor a sejtekemdelkezésiikre allé teret bendvik, a
gorbék telitésbe futnak (15.a 4bra).
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15. abra: HaCaT sejtek &) és NHK-k ) valés ideji sejtproliferacids
analizise soran a sejteket az ABCG2 transzporteetifikusan gatlo Ko-
134-el (KO, 1uM), az ABCC-tipusu transzportereket gatldo probeshdel
(PRO, 0.5 mM) és a kétkombinaciojaval (KO/PRO) kezeltik. Kontrollkéent
a gatlészerek visanyagaval kezeltik a sejteket (CON). A sejtek athtpa
kezelést kovéen 72 oran keresztil kovettik nyomon. Harom flggetl
kisérlet atlagattszoras tiintettik fel az abrékon.

Eredményeink szerint sem a geénspecifikus csendesi&m az ABCC4 és
ABCG2 transzporter fehérjek funkcidjanak gatlasannmefolydsolta a HaCaT sejtek
viabilitasat és proliferaciojat (14.c és 15.a abrAd) HaCaT keratinocita sejtvonal

immortalizalt jellege miatt azonban fontosnak ttrtk ezen eredmények megsitését

NHK-kban.
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Normal human keratinocitdkat PRO-del, valamint K3#+gyel kezeltink 72
oran kereszil, az ABCC4, az ABCG2, valamint mindkéinszporter egyidij
gatlasanak hatdsat az XxCELLigence rendszer se@iusledovettik nyomon. A
kimutathato kulonbség, a PRO-del valé inkubaciondam jelenisen gatolta a NHK-k
osztédasat (15.b 4bra). Sejtpusztulast ugyan npasztaltunk, hiszen a sejt index nem
csobkkent, hanem konstans értéket mutatott a kisédean PRO kezelés hatasara.
Fontos megjegyezni, hogy a NHK-kra az immortalizddiCaT sejtvonalhoz képest
lassabb proliferacio jellendz ezért a sejt index értekek kisebbek NHK-k esetén.

Osszefoglalva, az ABCG2 transzporter gatlasa nefoly@solta sem a HaCaT
sejtek, sem a NHK-k proliferaciéjat. Az ABCC-tipus@nobiotikum transzporterek
funkciojat gatldé probenecid azonban megakadalyaztiiK-k osztédasat, ez a hatas a

HaCaT keratinocita sejtvonalban nem volt megfigg&élh

5.3.  ABCC4 transzporter kifejezidése human Brben: terapids vonatkozasok

5.3.1. Az ABCC4 transzporter nagymértékben kifejeddik pikkelysémoros

epidermiszben

In vitro eredményeinkll arra kovetkeztettiink, hogy az ABCC4 transzporter
esetleg szerepet jatszhat a keratinocita proliféb@an. A kisérleteinket kiterjesztettiik
humén Brre is. Az ABCC4 transzporter kifejgdését immunhisztokémiai festéssel
hasonlitottuk 6ssze egészségédbn, valamint a keratinocitak hiperproliferaciG@his
jellemzett pikkelysomoros betegekrbben az ABCC4. Az ABCC4 immunpozitivitas
nem mutatott kiilonbséget az egészséges (16.aap abtamint pikkelysomords nem-
lézios epidermiszben (17.a abra), ahol adflistsejtek elszértan voltak jelen és
dendritikus morfolégiat mutattak. Pikkelysomdorogidkban a bazalisan elhelyezked
gyorsan proliferalé keratinocita sejtrétegek nagyéiden expresszaltdk az ABCC4
fehérjét (17.b, c abra). A szuprabazélis sejtrétiege elszortan itt is megtalalhatdéak
voltak a dendritikus morfoldgiaval jellemezhiesejtek. Fontos megjegyezni, hogy a
lézios brben a dermiszben az erek fala, valamint a nagysaé besirédé limfocitak
is pozitivnak mutatkoztak az ABCC4 transzportee®,az egészséges és a nem-lézios

dermiszre kevésseé volt jellethz
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16. abra: ABCC4 transzporter kifejgdésének vizsgalata egészségesdrbdm
immunfestéssel.a Az epidermiszben elszértan talalhato ABCC4 pozgejtek
dendritikus morfologiat mutatnak (nyilakkal jeléjva kép sarkdban egy ABCC4
fehérjét expresszald sejt lathatdé az epiderndisplagyobb nagyitasban)b) Izotipus
kontroll festés. Skala: 100 pum.

Az ABCC4 nagymeérték kifejezodése pikkelysomoéros lézidkban felvetette
annak a lehéségét, hogy xenobiotikum transzporterként képestl&efolyasolni a
betegség tlneti kezelésére alkalmazott egyes gyémgls hatékonysagat. Ezért
elhataroztuk, hogy a kovetk@&kben in vitro, HaCaT sejtekben vizsgaljuk, hogy a

kilonbd®d xenobiotikum transzporterek tikodésének gatlasa hogyan befolyasolja a

“ sz
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17. abra: ABCC4 transzporter kifejgdésének vizsgalata pikkelysomoros betegek
bérmintdiban immunfestéssel. Pikkelysomords nemdeé@p és 1ézids i) borben az
epidermiszben elszértan dendritikus morfolégiat attutsejtek talalhatok (nyilakkal
jelélve, valamint a sarokban lévképen nagyobb nagyitasban) A pikkelysomoros
lézibkban az epidermisz hiperproliferdld bazalisraki@ocitaiban jelenfs ABCC4
immunpozitivitds lathatd (csillaggal jelolt részkinagyitva ezt a régiotcy jol
megfigyelhet a sejtek membranjara lokalizal6do #&dés. Skala: a, b — 100 um; ¢ —
25 um.

5.3.2. A HaCaT keratinocitdk nagymértéki rezisztenciat mutatnak a révidtavd,

négyoras methotrexat kezelésre

A MTX keratinocitakra gyakorolt hatasanak vizsgalaéljabol elkisérleteket
végeztink HaCaT sejteken és NHK-kon, melyek sor@ndvan keresztil MTX
kezelésnek vetettuk ala a sejteket. A NHK-kon aor&s kezelés soran magas MTX
koncentraciok (18-10° M) esetében sem tapasztaltunk toxikus hatast. HaCa
keratinocitdkban az irodalomban leirt, HEK293 dejtesetében tapasztalt si{C
(inhibitory concentration 50%-0s gatlast éldéz koncentracid) értékhez hasonlo
nagysagrenil eredményt kaptunk (HEK293 462,4x10° (Shafran és mtsai, 2005),
HaCaT 1Gy~5x10%). A NHK-k esetében tapasztalt rezisztencia a termgsiikhoz
hasznalt tapfolyadék timidin tartalmanak (a gydalése szerint a KC-SFM tartalmaz
timidint) volt k6szonhet, amelybl ismert, hogy a MTX hatasat kivédi (Schwartz és
mtsai, 1992). Mivel NHK esetében a tapfolyadék athiatt nem vizsgélhatd a MTX
sejtekre gyakorolt hatasa, ezért tovabbi kisérkaiHaCaT keratinocitdkon veégeztik.

Ismert, hogy kulénbdz xenobiotikum transzportereket nagy mennyiségben
kifejezé sejtvonalak, ugyan érzékenyek a hosszutava MTXlksee, azonban jeldist
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meértéki rezisztenciat mutatnak rovid tavu, négydéras MTkuimacié esetén (Hooijberg
és mtsai, 1999). Ennek oka, hogy a legtobb MTX-pukipdlé xenobiotikum
transzporter a sejtben keletkepoliglutamalt MTX szarmazékokat mar nem képes
eltavolitani. 72 éras MTX inkubacio esetén a paoliginalt formak felhalmozédasa
jellemzs. Emellett azn vitro rovid tAvu MTX inkubacié modellként szolgalhat arki
Klinikai gyakorlatban tortéh alkalmazasahoz, ahol az antifolatok révid, pulzpest

adagolasa jellenfz(Maughan és mtsai, 2002).

NS
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Sejtviabilitds
kezelt sejtek a kontrollhoz viszonyitva
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T T
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18. abra: Negyoras MTX kezelés hatasa HaCaT sejtek
viabilitAsanak alakulaséara. A sejtek életképessdger
esszével mertik 72 oraval a kezelést KévetHarom
flggetlen kisérletet végeztink, ezek atlagattszoras
tuntettiik fel a grafikonon. Statisztikailag szighs
eltérés: *: p<0,01, NS: nem szignifikans.

HaCaT keratinocitakban rovid tavu, négyoras MTKuipaciot kdveten harom
nap elteltével mértik az antifolat sejtviabilité@sd@yakorolt hatasat. Eredményeink azt
mutattak, hogy a HaCaT sejtek, amelyek nincsenelektélva és nem termelnek tul
mesterségesen egyetlen ismert xenobiotikum tran&zpsem, nagyfoku rezisztenciat
mutatnak négyords MTX pulzuskezelésre.* 1M koncentracioji MTX kezelést
koveten a sejtek 63,5%+11,3%-a, mig>lM MTX koncentraciéval tortéh kezelés
esetén a sejtek tdbb, mint 88%-a életképes mat&dtapra). HEK293 sejtek esetében
irodalmi adatok alapjan a MTX 3,9x20M koncentraciéban, négyéras inkubéciot

koveen a sejtek 50%-anak pusztulasat okozza (Shaframszs, 2005). Ehhez képest
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a HaCaT sejtek rezisztencigja mintegy két nagységiel nagyobbnak bizonyult. A
MTX rezisztenciat a kilonféle xenobiotikum trans#poek niikddése idézheti &)
amely folyamat soran a sejlba MTX kipumpalasra keril. Az ABCC1, ABCC2,
ABCC3, ABCC4, ABCC5, valamint az ABCG2 transzpoetaél ismert, hogy
szubsztratjuk a MTX. A tovabbiakban kilonféle trgmsrter gatlok HaCaT sejtek révid

tava MTX rezisztencigjara gyakorolt hatasat vizegdl

5.3.3. Az ABCC tipusu transzportereket gatld probeacid jeleniss mértékben

csokkenti a HaCaT sejtek rovid tava methotrexat reisztencigjat

A HaCaT sejtekben kifejéd6 xenobiotikum transzporterek pumpafunkcioja
kovetkeztében a MTX tavozik a sejtbamely igy citotoxikus hatasat nem fejtheti ki.
Transzporter inhibitorok alkalmazasaval azonban &XMefflux gatolhatd, ezzel
elésegithed a MTX sejten bellili felhalmozd6dasa.

Korabbi eredményeink szerint az ABCC4, valamintABCG2 fehérjék magas
szinten fejeédnek ki proliferald6 HaCaT keratinocitakban. Mindk#bteinl ismert,
hogy részt vesz a MTX seftb valo eliminaci6jaban, feltételezésink szerint reze
transzporterek lehetnek falsek a HaCaT sejtekben megfigyelt MTX rezisztentiaér
Ennek tovabbi vizsgalatara ék&nt az ABCC tipusu transzporterek egy ismert
gatlészerét, a PRO-et alkalmaztuk a HaCaT sejtekk Mé&zelése soran. A néegyodras
MTX inkubécié alatt 0,1 mM koncentracioju PRO keézetsdkkenést okozott a sejtek
viabilitasaban, a keratinocitak mintegy 80%-a marddtben. A PRO koncentraciot
emelve szignifikansan csokkent a sejtek életképesstl X kezelés hatasara. 0,25 mM
koncentraciét alkalmazva a HaCaT sejtek 60%-a nhagbetképes, mig a vizsgalt
legmagasabb, Hooijberg és mtsai altal is alkalmaz® mM PRO koncentraciénal a
viabilitds mindossze 42% volt a kontrollhoz visztimg (19. abra). A PRO kezelés
onmagaban nem befolyasolja a sejtek életképessiglyes toxikus hatas kizardlag a
MTX-nak tulajdonithatd, amely a gatolt transzporenkcio mellett felhalmozédik a
sejtekben. Ezek az eredmények azt mutatjak, hdtgh&fien valamely ABCC tipusu
transzporter szerepet jatszik a HaCaT keratinocNBKX rezisztenciajaban. Ennek

tovabbi megefsitésére egy masik gatloszerrel is elvégeztikéxlkisket.
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19. abra: A PRO-del valé inkubacido a négydéras MTX kezeléars@ feltlintetett
koncentraciokban a HaCaT sejtek &ltal mutatott MT&zisztenciat jeledsen
csokkentette. Az MTT esszével mért sejtviabildgintroll mintakéhoz (MTX és PRO
vivdanyagava kezelt) képest adtuk meg (szaggatott wddatom fliggetlen kisérletet
végeztink, ezek atlagattszoras tuntettik fel ailgyabn. Statisztikailag szignifikdns
eltérés: *: p<0,01.

5.3.4. Az ABCC gatl6 indomethacin alkalmazdsa jelefisen csOkkenti a

methotrexat rezisztenciat

Az indomethacin (IND) ismert gatlészere az ABCCsaladnak és egyben az
ABCC4 transzporternek is. A nem-szteroid gyulladékk&ent szer bizonyitottan
csokkenti a human ABCC1, valamint az ABCC4 transtgpomedialta transzport
folyamatokat (Draper és mtsai, 1997; Reid és mt3a03). Kisérletiinkben az IND
MTX rezisztenciara kifejtett hataséat vizsgaltuk HdGejtekben. A PRO-hez hasonldéan
az IND kezelés is sikeresen csokkentette a sejt@iX Vezisztenciajat, a PRO-hez
képest joval kisebb koncentraciéban is. Mar 2,5 |[NI2-t alkalmazva az MTX kezelés

soran, a sejteknek csupén 50,5%-a maradt életibelfea).
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20. 4bra: A IND-nal valo inkubacié a négyords MTX kezelésdsoa feltlintetett
koncentraciokban a HaCaT sejtek altal mutatott MTezisztenciat jeledsen
csokkentette. Az MTT esszével mért sejtviabilitdstintroll mintdkéhoz (MTX és IND
vivdanyagaval kezelt) képest adtuk meg (szaggatottlivdtarom fliggetlen kisérletet
végeztink, ezek atlagattszoras tuntettik fel ailgyabn. Statisztikailag szignifikdns
eltérés: *; p<0,01.

5.3.5. Az ABCC4 transzporter specifikus gatlészeradnt jellemzett 4-(2-

aminoetil)-benzénszulfonil-fluorid toxikus a HaCaT sejtekre

A fentebb leirt eredményeink szerint proliferalo G488 keratinocitdkban az
ABCC4 fehérje magas szintkifejezodése jellemé&, valamint ez a transzporter
pikkelysémoros |ézidk proliferalé bazalis keratiitdiban is nagy mennyiségben van
jelen. Ezek alapjan az ABCC4 specifikus gatlas&ixntuk tovabb vizsgalni a HaCaT
sejtek rovid tava MTX kezelésre mutatott reziszigjat. ABCC4 fehérjét tartalmazoé
membran vezikula preparatumokon tottérnizsgalatok soran de Wolf és mtsai (2007)
arra jutottak, hogy a proteaz inhibitor 4-(2-amitipdenzénszulfonil-fluorid
hidroklorid (AEBSF) a transzporterre specifikus lgdtatassal bir. Kisérletinkben a
HaCaT sejteket AEBSF kezelésnek vetettik ala, mggvizsgaljuk az ABCC4 gatlas
hatdsat a keratinocitak MTX rezisztencigjara. Er@adyeink azt mutattak, hogy az
AEBSF 0,25 mM, illetve 0,5 mM koncentraciéban atkakva énmagaban is toxikus
volt a HaCaT sejtekre (21. abra). Nem talaltunigrsifikans kilonbséget a sejtek
viabilithsaban a MTX és az AEBSF kombinaciojava|amint az AEBSF-fel kezelt
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csoportok kozott, egyik vizsgalt koncentraciobam sklindebldl arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy az él sejtekben az AEBSF transzporter gatlé hatasa ziaideg nem
mérhed, mivel a szer 6hmagaban nagyméiitékxikus hatassal van a HaCaT sejtekre.

1,2
[
E 10+ ---—--—-
£ T
§ 4 NS
2 08 |
2 8 NS
£
CERTS
54 I T
4
£ 04/ 1
3
B
£ 02 I
L T
0,0 T T T T T
MTX 10° M + + ¥ _ _
AEBSF - 0,25 mM 0,5 mM 0,25 mM 0,5 mM

21. abra: Az ABCC4 specifikus inhibitor, az AEBSF alkalmazas&laCaT sejtek
négyoras MTX kezelése soran a sejtek jétergusztulasat eredményezte, ami a
gatlészer 6nmagaban kifejtett toxikus hatdsanak ki$zonhet A sejtek viabilitasat
MTT esszével mértiik és a kontroll mintakéhoz (MIREBSF vidanyagaval kezelt)
képest adtuk meg (szaggatott vonal). Harom fligyekisérletet végeztink, ezek
atlagattszoras tuntettik fel a grafikonon. NS: nerignifikans.

5.3.6. Tovabbi xenobiotikum transzporterek gatlasdak hatasa a HaCaT sejtek
rovidtavd methotrexat rezisztenciajara

Kordbbi kisérleteinkben detektaltuk az ABCG2 trauwster kifejeddését a
HaCaT sejtekben, ezért megvizsgaltuk az ABCG2 figesigatlészer, a Kol34 MTX
transzportra gyakorolt hatasat. 1uM Kol34 alkalreaza MTX kezelés soran nem
befolyasolta a sejtek viabilitasat (22. abra). Ezeedmény arra utal, hogy az ABCG2

HaCaT sejtekben nem vesz részt szamétegrtekben a MTX transzportjaban.

48



12 q

|
10 +———b——— . I
1

0,8 -
0,6 -

0,4

Sejtviabilitas
kezelt sejtek a kontrollhoz viszonyitva

0,2 -

0,0 T T T
MTX 10-5M + + -

Kol34 - 1 uM 1uM

22. abra: HaCaT sejtekben négyoras MTX kezelés soran a
Ko-134 ABCG2 specifikus gatlészer alkalmazdsa nem
befolyasolta a sejtek viabilitasat. A sejtek vimddat MTT
esszével mértik és a kontroll mintdkéhoz (MTX é43o
vivéanyagaval kezelt) képest adtuk meg (szaggatottlvona
Harom figgetlen kisérletet végeztink, ezek atlagétras
tuntettik fel a grafikonon. NS: nem szignifikans

5.4. ABCG2 transzporter funkciondalis vizsgalata, mit fotodinamias terapias

tamadaspont

5.4.1. Az ABCG2 transzporter kifejedidése lbrbetegségekben

A kovetkedkben arra voltunk kivancsiak, hogy az ABCG2 fehémdyen
szerpet jatszhat az epidermiszben, ezért megvimggal transzporter kifejézését
human Ibrben. Egészségesitben ABCG2 specifikus immunhisztokémiai festéssel a
interfollikularis epidermisz bazalis keratinocitdmutattak enyhe pozitivitast,
szuprabazdlisan negativ volt az epidermisz (23a)alr dermiszben a follikulusok, a
verejtékmirigyek, a faggyumirigyek, valamint az leréala fesédott szamottely

mértékben.
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23. abra: ABCG2 transzporter kifejgdésének vizsgalata egészségedrbdm
immunfestéssela)l Az epidermiszben a bazalis sejtsor keratinociaiatnak ABCG2
pozitivitast (nyilakkal jel6lve). A dermiszben mggtlhet az erek falanak fesdése )
Izotipus kontroll festés. Skala: 100 pm.

Ezt koveten megvizsgaltuk az ABCG2 fehérje kifejeesét a &rben
kllénb6d borgydgyaszati korképek esetén. &ént a keratinocita hiperproliferacioval
is jellemzett pikkelysémorben vizsgaltuk az ABCQ®tpin jelenlétét. Pikkelysomoros
betegek esetén a lézios terulet@dhlett mintakat ugyanazon személy tinetmentes, nem-
|ézids Bréhez hasonlitottuk. Az ABCG2 transzporter tekibeh a pikkelysdmords
nem-1éziés Br az egészségesdnnoz hasonld képet mutatott (24.a éabra). A
pikkelysémoros 1ézios epidermiszben nagymérteRBCG2 fehérje expressziot
detektaltunk a szuprabazalis rétegekben (24.b .ABredkes modon a hiperproliferald
bazalis régidéban elhelyezk&deratinocitak kismérték ABCG2 pozitivitast mutattak.
Ezek az eredményeink egybecsengenein aitro keratinocitakon végzett funkcionalis
vizsgalataink eredményeivel, amely szerint az ABCt&hszporter a Kkeratinocita

proliferacioban nem jatszik kiemelk&dzerepet.
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24. abra: ABCG2 transzporter kifejgdésének vizsgalata pikkelysomords betegek b
mintaiban immunfestéssel. Pikkelysomorés nem-I€a)dsirben az egészségedrboz
hasonloan a bazalis keratinocitak jefdhek (nyilak) A pikkelysomoros Iézidkban 4
bazalis sejtek alig feétinek, azonban szuprabazalisan nagymér®RCG2 expresszid
figyelhet meg (nyilhegyek). Skala: 100 pum.

Kulonféle nem-melanéma tipustuérbumorokban szamos esetben jebsnt
ABCG2 fehérje felhalmozédast tapasztaltunk. Baz&teratinocitdkbdl kiinduld
bazaliomak esetén a tumorsejtek ddsse kevéssé volt jellefizazonban az elvaltozas
kozelében, az epidermiszben szuprabazalisan natgkinerABCG2 pozitivitas
mutatkozott. Lapham karcinéma, Bowen karcinbmaatcakantdma, ham hiperplazia
esetén a tumorsejteket az ABCG2 fehérje jéekifejeidése jellemezte. (25. abra)
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25. abra: ABCG2 transzporter kifejgdése nem-melanéma tipusérddvaltozasokban:
(a) bazaliéma: * - tumorszovet, nyilhegy - fkt keratotikus rész a tumorban, nyil —
tumor kornyéki ABCG2 pozitiv epidermisd) (szuperficialis bazalidma,(c)
bazoszkvamo6zus karcindmaj) (keratoakantdéma, €f, Bowen karcindma, f ham
hiperplazia, ¢) lapham-karcindbmaltg) nyil — fes#dé tumorsejtek i{) seborrhoeas
keratézis: nyilhegy — tumorszévet, nyil —ddétstroma sejtek. Skala: 100 pm.
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5.4.2. A szabad porfirin felhalmozodasa HaCaT sejkben az ABCG2 funkciéjatol

fugg

Az ABCG2 transzporter nagymértékben kiféj@ik az epidermiszben
kilonbd®d patolégias brelvaltozasokban, mint példaul a bazalioma koriilott
epidermiszben, valamint a lapham karcinbmaban. Haetegségek gyodgyitasdban
fontos szerepe van a fotodinamias terapianak. AL @B fehérjésl ismert, hogy
kozremikodik a porfirinek sejtekdil valé kipumpalasaban. Ez a kisérlet felveti anaak
lehethségét, hogy az ABCG2 fehérje szerepet jatszhat tadifédmias terapia
hatékonysaganak javitasaban, mint lehetséges @dmial Ennek a hipotézisnek a
modellezéséren vitro PDT kisérletet terveztiink HaCaT keratinocitak dslimalasaval.
A sejteket DALA-val kezeltiik, amely az intracellutiszabad porfirinszintet jelgigen
megndveli. Négyoras 1 mM DALA ékezelést kovéen a sejtek porfirin tartalmat
aramléasi citometria segitségével hataroztuk meg.

izotipus kontroll

---- ABCG2 24 6ra (proliferal6 sejtek)
- ABCG2 0 6ra (differencialt sejtek)

160
L

120
L

Beltésszam

80

1 T T T T ik |ﬂ‘ . -+ T
100 101 102 108 10*
fluoreszcencia intenzitas

ABCG2

26. abra: Proliferalo és differencialt HaCaT sejtekben a pleanembranon
taldlhato ABCG2 fehérje mennyiségének vizsgalaaéasi citométerrel.

Megvizsgaltuk az 6sszefluiggést a HaCaT keratinoodBCG2 expresszioja,
valamint a felhalmozodo porfirin mennyisége kézdforabbi kisérleteink alapjan
tudtuk, hogy szinkronizalt HaCaT sejtekben az ABG@Robiotikum transzporter csak
igen kismértékben fejédik ki a differencialt keratinocitakban, mig mindRNS, mind

fehérje szinten jeleisen indukalédik a proliferdlo  keratinocitdkban. A
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plazmamembranban talalhat6 ABCG2 fehérje mennyiségémegmeértik aramlasi
citometriaval, ugyanis az itt talalhaté transzpork&pes a porfirinek sejtb valé
eltavolitdsara. Huszonnégy o6raval a sejtnyugalmiskél valé kilépést kdvéen a
proliferalé HaCaT sejtek plazmamembranjanak ABC@8atg is jelenbsen emelkedik

a differencialt keratinocitakat reprezentalo 0 drastahoz képest (26. abra).

a Differencialt HaCaT sejtek 0 6ras idépontban
kezeletlen kontroll NS
---- DALA + vivéanyag
— DALA + Ko-134 300 T
N 250
s T |
2] c
8 200 1
N
o [}
e g 150
2
1 ;u 100
&
) ©
s 50
° T . 7 + 0 f T 1 T T
- o DALA - + +
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Ko-134 =— - +
vivbanyag =-— + -
b Proliferalé HaCaT sejtek 24 6ras idépontban
kezeletlen kontroll
- DALA + vivéanyag _*
—DALA + Ko-134 l
- 100
A ©
2] S 80 l
- [0
[$]
N
el B 60
S
83_ “_‘m 40 T
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27. abra: DALA-indukalt porfirin felhalmozédas mérése aramlastometriaval
differencialt @) és proliferalé ) HaCaT sejtekben. Négydras DALA kezelést Kénet
meértik a sejtek porfirin tartalmat. Az ABCG2 trgpster szerepét az intracellularis
porfirin felhalmozédadsban a DALA kezelés soran lalleaott specifikus ABCG2
gatlészerrel (1 uM Ko—134) vizsgaltuk. Reprezenthi$ztogramokat, valamint harom
fuggetlen kisérlet atlagat+SEM 4brazoltuk. NS: remgnifikans, *: p<0.05.
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Osszehasonlitottuk a DALA kezelést kaset felhalmozott porfirin szinteket
szinkronizalt HaCaT sejtekben differencidlt és ipechlé6 allapotokban. A
nagymértékben differencialédott 0 6rds mintdkbantegy 7,5-szerese volt a porfirin
mennyiség a 24 oras proliferalé sejteket tartalmmamrtiakhoz képest. Megfigyeltik azt
is, hogy az ABCG2 fehérje funkciojat Ko-134-gyeksiiikusan gatolva a 4 ras DALA
kezelés soran a differencialt keratinocitdkban neoit szignifikans porfirin szint
valtozas (27.a abra), mig a proliferalé sejtekbagymmennyiségben kifejédé ABCG2
transzportert Ko-134 kezeléssel gatolva a keraiti@locporfirin tartalma jelerdis
emelkedést mutatott (27.b abra). Ezek az eredmémyalengedtek kdvetkeztetni, hogy
az ABCG2 transzportert expresszald keratinocitdkbgm ellendlinak a porfirin
kozvetitette PDT-nak, ez azonban kikliszob@hetfehérje nem-toxikus és specifikus

gatlészerének, a Ko-134-nek a segitségével.

5.4.3. A fumitremorgin C nem toxikus szarmazéka, a Ko-134 nagy
hatékonysdggal noveli a keratinocitédk in vitro fotodinamids terapiara valé
érzékenységét

HaCaT sejtek felhasznalasaval emy vitro PDT modellben vizsgéaltuk az
ABCG2 specifikus gatlasanak hatékonysagat a sejmfirin  kdzvetitette
fényérzekenységére. dkiisérletekben hataroztuk meg az optimalis dozigy Bappal
az Aktilite PDT késziilékkel torténl1,5 J/cm dbzisl besugarzast koven a 4 6ras
DALA elékezelésen atesett, jOl proliferal6 HaCaT sejtel@%8a maradt élve az MTT
viabilitasi teszt alapjan. Ennél a dozisnal tehdtr fatszott a PDT kezelés hatasa a
porfirinnel érzékenyitett sejteken, de a nagy rédalelte a kezelést. Ezutan a DALA
elékezeléssel egyiutt az ABCG2 specifikus gatlészerékel134-gyel is kezeltik a
sejteket. Eredményeink szerint a Ko-134 kezelésstifgyy mdédon novelte a DALA-

val ebkezelt HaCaT sejtek érzékenysegeét a PDT kezel28r&bra).
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28. abra: Az ABCG2 transzporter specifikus géatlasa noveli RTPhatékonysagat
HaCaT sejteken. Négydéras DALAdlazelést kovéen a sejteket PDT lampaval
besugaraztuk 1,5 J/émdozisban. A Ko-134 alkalmazasa a feltiintetett &ntréciékban
novelte a sejtek érzékenységét a fénykezelésraolkant minden esetben a szer
vivdanyagat (DMSO) hasznaltuk. A sejtek viabilitasatTMeBszével meértik 24 oraval a
besugarazast kowidn. A grafikonon harom fliggetlen kisérlet atlag@étas lathato. *:
p<0,01.
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6. Diszkusszi6

A tumorsejtek szamara széleskOkemoterapias gyogyszer rezisztenciat
biztositd xenobiotikum transzporterek igen alapatatas targyat képezték az elmult
kozel negyed évszazadban. Azonban szamos eredntgibyama, hogy ezen fehérjék
szerepe tulmutat a multidrog rezisztencia jelensédge elmult idbszakban rengeteg
adat halmozodott fel a xenobiotikum transzporteieiologias funkcidirdl (Leslie és
mtsai, 2005), az epidermiszben jeledletranszporter fehérjéék azonban kevés
informacié all rendelkezésre. Az ABC fehérjecsakdbartoz6 xenobiotikum
transzporter gének expresszidjanak szisztematikisgdatat végeztik el ké vitro
keratinocita proliferacios-differenciacios modedhdszerben. A laborunkban korabban
jellemzett szinkronizalt HaCaT sejteken alapulo eibdhellett egy NHK terminalis
differenciaciot modellez rendszert is karakterizaltunk. A NHK differencidgi
programjat a teljes konfluencia soran létréjosejt-sejt kapcsolatok és megnovelt
extracellularis C& koncentraci6 altal aktivaltuk. Korabbi irodalmiadk szerint a
magas kiilé C&* szint a keratinocita tenyészetek differencialétéézi eb (Hennings
és mtsai, 1980; Yuspa és mtsai, 1989; Tu és niéail).In vivo eredmények alapjan
az epidemiszben egy Eagradiens van jelen, amely a differencialédé rétdgnyaban
egyre emelkedik, a legmagasabb?Ceoncentracié atratum corneunmagassagéban
detektalhaté (Vicanova és mtsai, 1998). Azt, hogfa& elengedhetetlen a NHK
egyes kdzelmultban napvilagot latott adatok alamasejt-sejt kapcsolatok nagyobb
jelenséggel birnak a keratinocita differenciaciéos progektivalasaban, mint a kils
Cd" szint (Kolly és mtsai, 2005). A csoportunk altadabitott in vitro NHK
differenciaciéos modell validalasahoz a Ki67 és IT85pvroliferacios marker gének és a
KRT1 és INV differenciaciés marker gének expresszialtozasait kovettik nyomon.
Eredményeink 6sszhangban vannak a Kolly és mt8@is)2altal kozoéltekkel, miszerint
a keratinocitak terminalis differenciaciés programgk inicializalasaban a kaélCa*
nem meghatarozé tényez Az Aaltalunk haszndlt NHK differenciacios modetibe
detektalt xenobiotikum transzporter expressziosdragnyeink nagy vonalakban
megegyeznek az irodalmi adatokkal, azonban néhaliynkség is mutatkozott. Kielar
eés mtsai (2003) szerint az ABCC1, ABCC3 és ABCCdefgéindukalddtak, mig az

ABCG2 gén expresszidja nem valtozott differenciéldkeratinocitakban. Ezek az
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eltérések feltehéen a felhasznainh vitro modell kulonbddsegélbl kbvetkeznek. Igaz
ugyan, hogy mind a két modell alapja a sejtek hffieiaciés programjanak a megemelt
Cd* koncentrécié altali aktivalasa, azonban Kielamémkatarsainak modelljében a
sejtek a passzalast kotenh azonnal magas Eatartalmu tapba kertiltek, az altalunk
alkalmazott rendszerben ez csupan a teljes kordlaehataran lev sejtek esetén
kovetkezett be. A sejt-sejt kdlcsdnhatdsok igy oafyszerephez jutottak az altalunk
alkalmazott kisérleti rendszerben.

Mindkét altalunk hasznalt modellben — HaCaT sefiskNHK-k esetén is— az
ABCC4 és ABCG2 fehérjék expresszidjanak alakul@smhld a génexpresszios szintek
valtozasaihoz. Mas sejttipusokban is megfigyeltélthez hasonlé eredményeket,
amelyek az ABCC4 (Sassi és mtsai, 2008; Copsel #Bsi,m2011) és az ABCG2
(Krishnamurthy és Schuetz, 2006; Chen és mtsaiQ)2@hAnszporterek, valamint a
sejtek proliferacioja kozotti 6sszefiiggésre utalnak

Az ABCC4 és ABCG2 gének transzkripcios aktivités@bnagymerték
hasonldsag mutatkozott mindkét altalunk haszn&éreéti rendszerben. Az ABCG2
gén részletes promoter analizisét Bailey-Dell ésam(2001) végezték el. Mind az
ABCC4, mind az ABCG2 esetében azonositottak kengbiotic responsiveglemeket,
amelyek az aril-hidrokarbon receptor tidvanszkripciés faktor irdnyitdsa alatt allnak,
ismert, hogy ennek a fehériének a stressz szigwaiikan van fontos szerepe
(Tompkins és mtsai, 2010; Xu és mtsai, 2010).

Funkcionalis vizsgalataink adatai szerint az immad@alt HaCaT sejtek
proliferaciojahoz sem az ABCC4, sem az ABCG2 trpoder kozremikddése nem
elengedhetetlen. Azt is bizonyitottuk, hogy az ABCfankciojanak gatlasa NHK-ban
sem befolyasolta a sejtosztdodast. Chen és mtsaD)24rt talaltak, hogy az ABCG2
szerepet jatszik az A549 és az MCF7/MX tumoros veeflak sejtciklusanak
alakitdsdban, ez arra utalhat, hogy a normal, vamgwgortalizalt sejteldl eltésen a
tumoros sejtek proliferacidjdban lehet szerepe hérjének. Az ABCC-tipusu
transzporterek PRO-del valé gatlasa azonban a NHKeliferacidjat szinte teljes
mértékben megakadalyozta. Ez 0Osszefiigg Sassi €ai 1f#808) eredményeivel,
miszerint az ABCC4 alapwé&tfontossagu a patkany simaizomsejtek osztddasaban,
méghozza a cAMP masodlagos hitvivmolekula intracellularis szintjének
befolyasolasaval. A HaCaT sejtvonal immortalizakllgge hatassal lehet a
sejtproliferaciot iranyitd szignalizaciés utvonakakamely megmagyarazhatja a PRO-re

mutatott csokkent érzékenyseget.
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A xenobiotikum transzporterek — koztiik az altaluégzletesen vizsgalt ABCC4
és ABCG2 — szubsztratok széles skalajat képeseltekidl eltavolitani, ezek kdzott
szamos bBrgyégyaszatban is alkalmazott gyégyszermolekulalhaté. Fontos tehat a
transzporterek vizsgalata egészséges hundaibeb, valamint kilonbdz betegségek
altal érintett Brtertleteken is.

Immunhisztokémiai vizsgalataink eredménye szerint ABCC4 fehérje az
transzporter expressziojat néhany évvel d@relrtak le epidermalis Langerhans
sejtekben, aholsffunkcidja a sejtek migraciojahoz kapcsolodott (denVen és mtsai,
2008). Pikkelysomoros betegek l€zios epidermiszéaeonban a hiperproliferélo
bazalis keratinocitakban is kimutattuk az ABCC4ipétét. Ez egyrészt alatamasztja
azokat az ABCC4 sejtproliferacioval kapcsolatos reyaére vonatkozoéin vitro
megfigyeléseinket, masrészt felveti annak a [&egét, hogy a pikkelysémor
terqpiajaban hasznalt MTX hatékonysagéanak befolgadhoz hozzajarulhat az ABCC4
transzporter. Az ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCC4, és AB%; valamint az ABCG2
ismert tagjai a MTX efflux rendszernek (Hooijbergrétsai, 1999; Chen és mtsai, 2002;
Volk és Schneider, 2003; van der Heijden és m&7).In vitro vizsgalataink HaCaT
sejteken azt mutattak, hogy az ABCC tipusu trangepek szikségesek a MTX
rezisztenciahoz. Az IND-vel végzett vizsgalataindat@masztjdk azokat az
eredményeket miszerint az MTX-al gyakran kombinar alkalmazott nem-szteroid
gyulladasgatlok, koztik az IND is, jelésen befolyasolhatigk a MTX
farmakokinetikajat (El-Sheikh és mtsai, 2007). AB@G2 szerepéi ellentmondésos
eredményeket kdzoltek arra vonatkozéan, hogy atiypadu, vagy az R482G aminosav
cserét hordozo fehérjének jobb szubsztratja-e a Motk és Schneider, 2003; Shafran
€s mtsai, 2005). Az altalunk vizsgalt rendszerberABCG2 specifikus gatlasa nem
befolyasolta a HaCaT sejtek MTX rezisztenciajat.ABCC4 transzporter egy szelektiv
gatlészerének alkalmazasaval vizsgaltuk, hogyfehérje hogyan jarul hozza a HaCaT
keratinocitak MTX rezisztenciagjdhoz. Amig azonban AEBSF membran vezikula
preparatumokon az ABCC4 fehérjeikidését szelektiven gatolta (de Wolf és mtsai,
2007), eredményeink szerintéékejteken a gatloszernek 6trljes toxikus hatasa
jelentkezett. Ezért tovabbi kisérletekre ezt a tszeem tudtuk felhasznalni
rendszertnkben.

Az ABCG2 fehérje brben valo eloszlasat tanulmanyozva megfigyeltiigyhar

epidermiszben kiulénbdzbérbetegségek altal érintett tertileteken a fehérpesszidja
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jelenbsen indukalodik. Ennek egyik magyaradzata lehet aoskdfolyamatok
kisébjelensége, a sejtekre hatd jetenstressz. Az ABCG2 gén promoterében szamos
funkcionaliscisz elemet talaltak, példaul a hipoxia indukalhatiszkripciés faktor 1
(HIF1) altal regulalt hipoxia responsive’elemet, €s az aril-hidrokarbon receptor altal
szabalyozott xenobiotic responsiveglemet (Krishnamurthy és mtsai, 2004; Tompkins
és mtsai, 2010). Mindkét transzkripcids faktor ksagatba hozhaté kilonbézstressz
szignalizacios uUtvonalakkal. A tumorok mikrokdrngeez, valamint szamos betegség
esetén az érintett sejtek stressz faktorok szkidaja altal befolyasolt tertlet.

Nemrégiben dertlt fény arra, hogy az ABCG2 fehége hem-efflux
transzporterek egyike, amely kilonbostresszhatdsok soran a sejteket megvédi a
toxikus porfirinek felhalmozédaséatél (Latunde-Dagamtsai, 2006; Krishnamurthy és
mtsai, 2007). Az ABCG2 transzporter magas s$izkifejezodése jeleritsen cstkkenti a
PPIX mennyiségét ABCG2 transzfektalt HEK293 seje@kbezzel szemben egyéb
multidrog rezisztencia asszociélt xenobiotikum s$mporterek esetében viszont nem
figyeltek meg ilyen hatast (Robey és mtsai, 208&hutattédk, hogy az ABCG2 fontos
szerepet jatszik az egerek porfirin homeosztazigsalbaivel a porfirinben gazdag
étrenden tartott ABCGZXnock-outegerek vordsvertestjeiben jelésen emelkedik a
porfirin tipust molekulak szintje (Jonker és mts#002). Az ABCG2 fehérje tehéat
kulcsfontossagu lehet a porfirin alapu terapiasiagnosztikus alkalmazasokban, ezért
ez egy igen intenziven kutatott tertlet (Ishikawarésai, 2010).

Az ABCG2 fehérje kifeje&dése irodalmi adatok, valamint sajat eredményeink
alapjan is a bazalis keratinocitakra jellérmind a human (Triel és mtsai, 2004), mind
az egér epidermiszben (Yano és mtsai, 2005). E@égsgshuman dr ex vivo
tenyésztése soran a DALA-val inkubalt mintakban eniétesd porfirin
autofluoreszcencia a szuprabazalis sejtekben vedfigyelhe, a bazalis sejtek nem
halmoztak fel porfirineket (Smits és mtsai, 20@®)ek az adatok arra utalnak, hogy az
ABCG2 szerepet jatszik a keratinocitdk porfirin hemsztazisaban, és befolyasolhatja,
hogy a sejtek milyen meértékben képesek porfiringgutkpalasarain vivo. Egér
keratinocita tenyészetben kimutattak, hogy a sejifferenciacios allapotatdl is figg a
PPIX intracellularis felhnalmozodasa (Ortel és mt4&98). Ezzel 6sszhangban vannak
azok az eredményeink, amelyek szerint az ABCG2Zrjeldfejezsdésében megfigyelt
kilonbség proliferalé és differencialt HaCaT sdjik aranyos a DALA 8kezelést
koveten felhalmozott porfirin mennyiségével. Anand ésan{2009) ko6zolték, hogy
az alacsony doézisu MTX kezelés noveli a PDT hatgkagat SCC13 és A431
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epidermalis karcindbma sejtekben. A MTX az ABCGahszporter egy ismert, bar nem
tul j6 szubsztratja, de elképzelbethogy interferal az ABCG2 kozvetitette porfirin
transzporttal.

A PDT egy klinikailag széles korben alkalmazotzdiési lehgiség Bként a
nem-melandma tipusitiumoroknal (Choudhary és mtsai, 2009; SidoroffTésler,
2010). Szamos Kklinikai kisérlet hozott biztat6 emédyeket a PDT felhasznéalasardl
kilonbdzo Brelvaltozasok gyogyitasaban, példaul sulyos aknéd(® és mtsai, 2009)
és kutan T-sejtes limfoma (Zane és mtsai, 2008gksa. A PDT legfontosabb lépései
a betegség altal érintett szbvet kezelése a fatagzld anyaggal, majd annak
felhalmozo6dasa utan a célsejtek elpusztitasa tfbaty besugarzassal. Mindeddig egy
részletes vizsgalat ismert, amelyben az ABCG2 felszerepét vizsgaltdk a kulonléoz
fényérzekenyiik sejtekldl valo eltavolitasaban, az eredmények szerint aX@B
transzporter jeleds hatassal lehet a PDT hatékonysagara (Robey &g, 2095). A
szerdk egy, az ABCG2 fehérjét tulterngelsejtvonalat hasznéltak, és egy 100 W
teljesitmény halogén ldmpéaval végezték a fénykezelést. ABCGIAgj&isérletekben a
transzporter funkciéjat fumitremorgin C segitséddlekkoltak, amelyél ismert, hogy
egérben neurotoxikus mellékhatasokat idéz ®&obey és mtsai (2005) tehat igen
értékes eredményelr szamoltak be, azonban igen fontosnak talaltukgyho
eredményeik kiegészitésre keriljenek, és a PDT-oevdtlentl értelmezhétk
legyenek. Munkank soran a HaCaT Kkeratinocita sedlai hasznaltuk, amely az
ABCG2 fehérjét sem transzfekcio, sem szelekcionuatjg@m tultermel sejtvonal. Az
altalunk bedllitottin vitro PDT modellben terapiasan elfogadott fényforraskti{te
PDT lampa) hasznéltunk, amely (ikz hullamhossz tartomanyban, a porfirinek
specifikus gerjesztésére alkalmas, 635 nm emisszdssu vordos fényt emittal. A
specifikus ABCG2 gatlast lehite tevb Ko-134 alkalmazasaval nyert adataink szerint
mar igen Kkis mennyiségben adagolva is jélseh novelte azin vitro PDT
hatékonysagat. A Ko-134 ordlis vagy intraperitoisedhdagolasakor a Kkisérleti
egerekben nem figyeltek meg neurotoxikus tiineteketkobey és mtsai altal is
alkalmazott fumitremorgin C-vel ellentétben (Alléa mtsai, 2002).

In vitro vizsgalataink eredményei tehat arra utalnak, h@dyALA elokezelés
soran alkalmazott Ko-134 szignifikAns mértékberkksitheti a besugarzasi dozist is,
ami a PDT soran jelentkéznem kivanatos hatasokat cstkkentheti. Eredményeink
felhasznalhatéak a PDT humarrbéziok kezelésében mutatott hatasanak tovabbi

javitdsahoz. Osszefoglalva, az ABCGZikidését gatld, nem mérdezspecifikus
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inhibitorok, mint példaul a Ko-134 nagyon hasznokdietnek a ér, vagy akar bets
szervek PDT kezelésének tovabbi fejlesztése szetjppoh

Eredményeinkdl 6sszességében azt a kdvetkeztetést vontuk ley, indgkolt a
xenobiotikum transzporterek szerepének tovabbitésgalérben, valamint az egyes
transzporterekre szelektiv gatloszerek fejleszigdaemelt fontossagu feladat, hiszen
ezek a molekulak a dbgydgyaszatban is hasznosithatd, terapids hatékgalys
befolyasolo tényeik.
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Summary

Members of the ABC transporter protein superfanaifg found in all known
living species. Their main function is the trandpof a wide variety of molecules
through biological membranes using the energy ofPATThe ABC transporter
superfamily comprises the group of xenobiotic tpamters, which proteins are known
of their extremely wide substrate specificity. S&sd on tumors revealed that
chemotherapy resistant cancer cells are continyoagpressing these xenobiotic
transporters resulting in the extrusion of chem@atpeutic drugs out of the cells.
Xenobiotic transporters act in normal tissues &sraier against environmental toxins
or harmful endogenous compounds. They play an itapbrole in the biochemical
defense system in several organs, such as théhguiyer and the kidney. According to
recent research they have several other functi@y®na tissue protection as they
transport key molecules regulating inflammatorygesses or cell proliferation.

Epidermal keratinocytes are the main building k$oof the outmost layer of the
skin, which is one of the most important and latdesrier of the body. However, the
function of xenobiotic transporters in the protectiand homeostasis of the skin is
poorly known. We set out to determine which tramsgoproteins are involved in the
regulation of proliferation and differentiation kératinocytes, using thie vitro model
systems of HaCaT cells and normal human keratiescyt

According to our gene expression studies on eighbbiotic transporters, the
ABCC4 and ABCG2 genes showed an expression paassociated with keratinocyte
proliferation. Our data on the protein expressidrih@se transporters together with
results in the literature further supported the spmeed connection with cell
proliferation, thus we set out to perform functibiséudies to uncover their role in
proliferating keratinocytes. We silenced the ABC&w ABCG2 genes with the use of
specific siRNAs in HaCaT cells, however there was detectable effect on cell
proliferation. Next, we disrupted the function béttransporters with the use of specific
chemical inhibitors and followed cell proliferatiama real-time, non-invasive detection
system. ABCC-type transporters were inhibited bgbpnecid and ABCG2 function
was blocked by Ko-134, but HaCaT cells showed #fpration rate similar to control,
even when the two inhibitors were applied in combon. Normal human keratinocytes

were affected similarly upon Ko-134 treatment, heere probenecid significantly
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inhibited cell proliferation. These results suggdbat ABCC-type transporters,
including ABCC4 could play an important role in thgoliferation of normal
keratinocytes.

Ourin vitro results on keratinocytes implied that it is intpat to evaluate the
expression of ABCC4 and ABCG2 transporters in husian.

We investigated the expression of ABCC4 proteihuman skin. We compared
the immunohistochemical staining pattern of ABCQY healthy skin and in skin
samples of psoriatic patients. ABCC4 immunopositiwas present in healthy and in
psoriatic epidermis, mainly in cells showing detidrmorphology. According to the
literature, ABCC4 protein is expressed in epiderrhbahgerhans cells. In psoriatic
lesions — characterized by keratinocyte hyperpgdiion and abnormal differentiation
— the ABCC4 transporter was overexpressed in tleessxvely proliferating basal cell
layers.

One of the known substrates of ABCC4 transpodenethotrexate, which is a
frequently applied drug in psoriasis. We aimed étetmine the effect of methotrexate
on HaCaT cells, treated with different transponéibitors. The cells showed increased
resistance to short-term methotrexate treatmemickig the function of ABCC-type
transporters with probenecid and indomethacin tegduh an increased sensitivity to the
incubation with methotrexate. In a recent publmati 4-(2-aminoethyl)-
benzenesulfonyl-fluoride was introduced as a spesihibitor of ABCC4 function in
membrane vesicles. Our results showed, howeveghdythoxic effect of the compound
on living cells, therefore this inhibitor molecugenot feasible to study ABCC4 function
in our system. The specific blockade of ABCG2 tpmter function with Ko-134 did
not affect the resistance of HaCaT cells on slermt methotrexate treatment,
suggesting that this protein does not play a noléhe extrusion of methotrexate from
the cells.

We carried out immunohistochemical experiments omder to study the
expression of ABCGZ2 in human skin. In healthy epiids, ABCG2 was detected in the
basal layer of keratinocytes. We examined the egiwa of the transporter in psoriatic
skin, characterized by keratinocyte hyperprolifierat since our results om vitro
keratinocyte proliferation/differentiation modelsiggested a proliferation-associated
expression. The ABCG2 protein was induced in thprahasal layers in psoriatic
lesional epidermis, while hyperproliferating bakafatinocytes showed only very low

expression of the transporter. This is in accordawith the results of ouin vitro
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functional studies showing that ABCG2 is not inéispable for cell proliferation and
suggested that ABCG2 expression is regulated bgr d#ittors, for instance by cellular
stress. We detected high level ABCG2 positivitynimn-melanoma skin cancers. In
basal cell carcinoma, the tumor itself was negativewever, in the surrounding
epidermis near the cancerous tissue, the transpoaie highly expressed. In the case of
squamous cell carcinoma and epidermal hyperplasdCG2 protein was
overexpressed in the abnormally dividing cancdscel

Photodynamic therapy is a widely applied therapeubdality in the treatment
of non-melanoma skin cancers. It is based on th®ogknsitization of the diseased
tissue, mainly by porphyrins, which is followed by irradiation with a light source
emitting at excitatory wavelengths. One of the fiors of the ABCG2 transporters is
the extrusion of free intracellular porphyrins adfitcells. The presence of the protein in
skin cancers suggests that the efficacy of photachyn therapy could be modulated by
ABCG2. We investigated the relationship between &2Cexpression and porphyrin
accumulation in HaCaT cells. Our results showed tha protein can significantly
affect the amount of accumulated intracellular pgrm. We characterized an vitro
model of photodynamic therapy using HaCaT cellg ttemn be applied to study the
impact of blocking the function of ABCG2 on theieficy of photodynamic treatment.
Ko-134, the specific and non-toxic inhibitor of ABR increased the sensitivity of
HaCaT cells to photodynamic treatment in a dosesd@ent manner in our model.

In summary, the results of our detailed invesiogyaton the expression and
function of ABCC4 and ABCG2 xenobiotic transportsigygest potential therapeutic
impact of these proteins in dermatology.
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Osszefoglalas

Az ABC transzporterek az egészowdlagban ebforduld fehérjék, amelyek
molekulak széles skalajanak szallitasat végzikolgiai membranokon keresztul ATP
energiajanak felhasznaladsaval. Az ABC transzpddbgérjecsaldd magaba foglalja a
xenobiotikum transzporterek csoportjat, amelyekdsdellemsje a rendkivil széles
szubsztratspecifitds. Tumorokkal kapcsolatos kstdtavilagitottak ra arra, hogy a
kemoterapias szereknek ellendllé daganatsejtek nolyanobiotikum transzporter
fehérjéket fejeznek ki, amelyek eltavolitiak a Is@jt a gydgyszermolekulakat.
Fizioloégids korulmények kozott a kulonkibzszoveti hatarfelileteken ismert a
muikodésuk, tdbbek k6zott a vér-agy gat, a bél, abiwkémiai védekeaz rendszerének
fontos elemei, ahol a kdrnyezeti toxinok, vagy eg@to ereddi karositd molekulak
szervezetdl vald eltavolitasa a feladatuk. Mindezen tul edidayéssé ismert modon
szamos egyéb funkciot is ellathatnak, endogén gmdlhgik kozott gyulladasos
folyamatokban, sejtosztédasban szerepet jatszGfomiossagu szabalyzé molekulak
vannak.

Az epidermalis keratinocitak egy igen fontos égynkiterjedéd hatarfelllet, a
bor legklls rétegét felépét sejtek. Viszonylag kevés ismeretiink van arrdl, yhag
xenobiotikum transzporterek hogyan jarulnak hozza b& védelméhez és
homeosztazisanak fenntartasahoz. Munkank kiinduipient arra kerestik a valaszt,
hogy a keratinocitédk proliferacios és differenaicifolyamataiban mely transzporter
fehérjék jatszhatnak szerepet. In vitro keratirocitmodell rendszerekben
tanulmanyoztuk az ABCC4 és ABCG2 transzporterek - gé&s fehérjeszifit
kifejezodését, és a sejtek proliferacidéjahoz kapcsolt esgziét mutattunk ki. Mindkét
fehérjével kapcsolatban rendelkezésre all olyardaimi adat, amely a sejtek
proliferaciojat befolyasol6 funkcidjukra utal. Eradnyeink szerint immortalizalt
HaCaT sejtekben az ABCC4 és ABCG2 gének specifikssndesitésének nincs
kimutathato hatasa a sejtek proliferacidjara. Egyasitn megkozelitésben a
transzporterek fikodését specifikus gatlészerekkel akadalyoztuk,dmalos idben
kovettuk nyomon a sejtek proliferaciojat. Az ABCipusu transzportereket
probeneciddel, az ABCG2 fehérjét a Ko-134 molekalgatoltuk, de a HaCaT sejtek
még a két szer kombinaciojaval tordekezelésre is a kontrollhoz hasonlo proliferaciot

mutattak. Normal human keratinocitak a Ko-134 kézed a HaCaT sejtekhez
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hasonloan reagaltak, azonban a probenecid kezelgss tmértékben gatolta a
proliferaciojukat. Az ABCC-tipusu transzporterekkéztilk az ABCC4 — tehat fontos
szerepet jatszhatnak a normal keratinocitédk sefidési folyamataiban.

Az in vitro vizsgalataink alapjan arra jutottunk, hogy az ABC& az ABCG2
transzporter kifejemésének részletes vizsgalata huméabén is indokolt.

Az ABCC4 transzporter esetében 6sszehasonlitaitulehérje kifejeédését
egészséges személyek, valamint pikkelysomorben vedén betegek bBrében.
Egészséges, valamint pikkelysomoérdos nem-lézios eepidzben az ABCC4
immunpozitiv sejtek elszortan voltak jelen, éséstsban dendritikus morfolégiat
mutattak. Irodalmi adatok is megsitik sajat eredményeinket, miszerint egészséges
bérben az ABCC4 fehérje az epidermalis Langerhartelsm) figyelhet meg. Az
jellemzett pikkelysomoros léziokban az ABCC4 traggmster nagymertékexpressziojat
figyeltik meg a hiperproliferélo bazalis keratind&ban. Mivel az ABCC4 transzporter
egyik ismert szubsztratja a pikkelysomor terapiajals alkalmazott methotrexat, ezért
elhataroztuk, hogy megvizsgaljuk a gyégyszer hatdét@CaT sejteken, kilonbéz
transzportergatlokkal valo kezelés mellett. A dejtévidtavu methotrexat kezelésre
nagyfoku rezisztenciat mutattak. Az ABCC-tipusingzporterek gatlasa probeneciddel
és indomethacinnel jelefgen novelte a sejtek érzékenységét a methotrexat
pulzuskezelésre. Egy nemrég napvilagot latott kivéley alapjan egy proteaz gatlo, a 4-
(2-aminoetil)-benzénszulfonil-fluorid specifikusagatolja az ABCC4 rkodését
membran vezikula preparatumokon. Eredményeink a@tapgzonban &l sejteken
toxikus hatasa jelentkezik, ezért a szer nem h#isatidgaaz ABCC4 funkciéjanak
tovabbi vizsgalatara. Az ABCG2 transzporter spkusi gatloszere, a Ko-134, nem
okozott valtozast a HaCaT sejtek methotrexat plukzelésre mutatott
rezisztenciajaban, amibarra lehet kdvetkeztetni, hogy ez a fehérje nemzvrészt
szamotted mértékben a methotrexat séjtlvald eltdvolitasaban.

Az ABCG2 transzporter tovabbi részletes tanulmaaga soran am vitro
proliferacios/differenciacios keratinocita modelek mutatott proliferaciéhoz kapcsolt
kifejezédési mintazat nyoman elindulva a keratinocita lppaiferacioval jellemzett
pikkelysomorben is megvizsgaltuk a fehérje kifépzsét. Egészséges epidermiszben a
bazalis sejtekben figyeltink meg ABCG2 expresszifit. pikkelysémoros 1ézios
epidermiszben azonban az ABCG2 fehérje a szupribardtegekben mutatott

nagymeértel kifejezodést, mig a bazalis réteg hiperproliferaldo keratitdd nem
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expresszaltak a transzportert. Ez 6sszhangbannvaitro funkcionalis vizsgalataink
eredményeivel, miszerint az ABCG2 transzporterjéifglése nem elengedhetetlen a
keratinocita proliferaciohoz. Tovabbi immunhisztokéi vizsgalataink eredményei
szerint a nem-melanédma tipus@riomorokat magas sziint ABCG2 transzporter
kifejezodés jellemezte. Bazaliomak esetén inkabb az ekadt&drnyezetében talalhatd
epidermisz, laphamkarcinomak és ham hiperplaziaktébsn pedig maguk a
rendellenesen 0szt6doé sejtek expresszéljak az ABEIGR]ét.

A nem-melanéma tipusu éldaganatok gyogyitasara gyakori megoldas a
fotodinamias terapia, aminek alapja a porfirinekkalld fényérzékenyités, majd az ezt
koveth besugarzas gerje$zthullamhosszon emittalé fényforrassal. Az ABCG2
fehérjésl ismert, hogy egyik funkcioja az intracellularizapad porfirinek sejth valo
eltavolitdsa. Az ABCG2 transzporter jelenléte kil bortumorokban felveti annak
lehetségét, hogy a fotodinamias terapia hatékonysadaltysolhatja annak funkcidja.
HaCaT sejtekben vizsgaltuk az ABCG2 transzportdejdasdese és a porfirinek
felhalmozodasa kozoétti kapcsolatot, és az altalkapott eredmények azt mutattak,
hogy a fehérje jeleis mértékben képes befolyasolni a sejtekben felhadohd szabad
porfirinek mennyiségét. Ezt koven HaCaT sejtek felhasznalasaval egyvitro
fotodindmids terdpias modellt Allitottunk be, aho¥sgélni tudtuk az ABCG2
transzporter gatlasdnak hatasat a fotodinamidsddsematékonysadgara. Eredményeink
szerint az ABCG2 specifikus €és nem-toxikus gatldsza Ko-134 doézisfuggmaodon
novelte a fotodindmias terapia hatékonysagat aiiak alkalmazott modellben.

Osszességében az ABCC4 és ABCG2 xenobiotikum {artszeken végzett
részletes expresszios és funkcids vizsgalatairk walnak, hogy ezen fehérjék fontos

terapias célpontok lehetnekrigydgyaszati eredétkorképek gyogyitasaban.
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