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1. BEVEZETES

1.1. A rakos megbetegedések eléfordulasa, tarsadalmi terhei és koltségei

A fejlett tarsadalmakban a sziiletéskor varhato atlagéletkor folyamatosan emelkedik,
azonban ezzel parhuzamosan szamos, a korabbi évszazadokban csak joval kisebb szamban
eléforduld kronikus betegség is megjelent. Ezek koziil a daganatos megbetegedések
eléretorése igen figyelemre méltd. 2008-ban vilagszerte 7.6 milli6 ember esett aldozatul
valamilyen rdkos megbetegedésnek, ezek koziil férfiak esetén a tiidorak (23 %), ndk esetén a
mellrak (14 %) a vezet6 halalok [1]. A WHO becslése alapjan ez a szam tovabb novekszik,
2030-ra elérheti a 13.1 milliot. A Kozponti Statisztikai Hivatal adatai szerint 2012-ben
Magyarorszagon 129 440 ember hunyt el, koziilik 33 224-en rékos megbetegedésben. A
szamokbol kiolvashatd, hogy az Gsszes halaleset kb. 25%-at a daganatos betegségek adtak, a
sziv- és keringési rendszert érintd betegségek mogott ,.elnyerve” ezzel a masodik helyet eme
kétes érteki listan.

A rakos megbetegedések tovabba jelentds anyagi kiadasokat is okoznak. A koltségek
két részre oszthatok fel: kozvetlen (megeldzés, korhazi ellatds, gyogyszerek) és kozvetett
(betegszabadsag, korai nyugdijazés, haldl) koltségekre. A kiaddsok kb. 80 %-at a kozvetett
koltségek teszik ki, melyek 2008-ban 895 millidrd USA dollérra ragtak vilagszerte, ez a vilag
GDP-jének 1.5 %-a. Magyarorszagon még rosszabb volt a helyzet: az orszag GDP-jének 3.05
%-at koltotte a rakos megbetegedések okozta kozvetlen koltségekre a 2008-as esztenddben.

A fenti tények ismeretében kijelenthetd, hogy a rdkos megbetegedések megeldzése,
kezelése €s gyogyitasa az emberis€ég egyik igen aktualis probléméja, mely azonban oOriasi

kihivast is jelent a kutatok €s orvosok szamara.

1.2. A daganatos betegségek kezelésének terapias lehetdségei

A daganatos megbetegedések kezelésére harom {6 stratégiat alkalmaznak az
orvostudomanyban: sebészi beavatkozast, sugarterapiat valamint a klasszikus gyogyszeres
kezelést (kemoterapia). A modern gyogyaszatban eme 3 f6 irdny mellett probalkoznak még
célzott terapiaval [2], immunterapiaval [3], hormonterapiaval (emld és prosztata tumorok

esetében) [4, 5] valamint angiogenezis-gatlokkal [6] is. A daganat kiindulasi helyét,



szOvettani sajatsagait, valamint a paciens é¢letkorat és altalanos allapotat figyelembe véve
dontenek az orvosok az egyes kezelések 0nalld, vagy azok valamilyen kombindcidjanak
alkalmazasar6l. A terdpia végsd célja minden esetben az Osszes rdkos sejt
elpusztitasa/eltavolitasa, az egészséges sejtek lehetd legkisebb karositasa mellett. A klasszikus
kemoterapids kezelés soran alkalmazott gyogyszerek (citotoxikumok) a daganatsejtek
osztddasanak gatlasat, azok elpusztitasat célozzak. Ezen anyagok egy része ndvényi eredetd,
mig masok szintetikusak. Hatasmechanizmusok szerint 3 f6 csoportra oszthatok: nukleotid
bioszintézis gatlok (anti-metabolitok), genotoxikus agensek és mitdzis gatlok. Mar a 60-as
évek soran megfigyelték, hogy novelhetd a kemoterapids kezelés sikeressége, ha kiilonbozo
kemoterapids szereket egyidejilleg alkalmaznak [7]. A citotoxikus szerek relative széles
hatasspektruma miatt a kemoterapias kezelés durva ¢s nem-specifikus beavatkozasnak szamit,
amit csupan rovid ideig képes tolerdlni a szervezet. Mivel ezek a szerek kifejezetten a gyorsan
osztodo sejtek (a réksejtek ilyenek) pusztuldsat okozzdk, a tumorsejtek mellett a gyorsan
0sztodo egészséges sejteket is karosithatjak, ezaltal igen sulyos mellékhatasokat okozhatnak:
befolyasolhatjak a vérképzést, hanyingert, nyalkahartya-karosodast idézhetnek ¢l6, hajhullast
¢s borelvaltozdsokat, levertséget és rossz kozérzetet eredményezhetnek. Mivel a kezelés
elényei még igy is jelentdsebbek az azt kisérd mellékhatasoknal, ezért a gydgyszeres terapia
az egyik leggyakrabban alkalmazott mddszer a rék elleni kiizdelemben, bar ez inkdbb egy

jobb és hatékonyabb alternativa hianyat, mintsem a kemoterapia hatékonysagat tiikr6zi [8, 9].

1.3. A multidrog rezisztencia

A sikeres rakterapia kulcsa az alkalmazott kemoterdpias szerek hatékonysdga akar
egyediil akar sugarterapidval vagy sebészeti eljardssal kombinalva. A daganatos betegek
kemoterapids kezelése azonban gyakran kudarcba fullad, aminek f6 oka a tumorok citotoxikus
szerekkel szemben mutatott ugynevezett multidrog rezisztencia fenotipusa [10]. Ugy tartjék,
hogy a sikertelen kemoterapias kezelések 90%-a a MDR-val hozhaté kapcsolatba [11].
Megfigyelték, hogy egyes esetekben a tumor egyaltalan nem reagélt az alkalmazott kezelésre,
tehat mar a kemoterdpids szerrel valo taldlkozas eldtt drog-rezisztensnek tekinthetd, ezt
nevezzilk elsédleges vagy természetes multidrog rezisztencidnak. Maés esetekben a
kemoterapids kezelésre kezdetben jol reagald, a citotoxikus anyagra érzékeny daganat késdbb
ellenallova valt a terapia soran alkalmazott gyodgyszerrel szemben, ily mdédon okozva a
kemoterapia kudarcat, ez a jelenség a szerzett multidrog rezisztencia [10-17]. Tovabb

sulyosbitja a helyzetet az, hogy sok esetben a tumor nem csak az eredeti droggal szemben,
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hanem tobb mas, szerkezetiikben és hatasmechanizmusukban kiilonb6z6é kemoterapias szerrel

szemben is keresztrezisztenciat mutathat [11].

1.3.1. A szerzett multidrog rezisztencia

A szerzett multidrog rezisztencia kialakuldsaért szamos sejtes mechanizmus tehetd
felelossé. Ezeket két 6 kategoriaba lehet besorolni: az un. nem-klasszikus illetve a transzport-
alapt klasszikus mechanizmusok. A nem-klasszikus mechanizmusok k6zé sorolhatjuk a drog-
inaktivaciot [18], a drog célmolekulajat érint6 valtozasokat (megvaltozott expresszids szint,
mutacid) [19] valamint a drog-indukalta apoptozis elkeriilését [20], mig a klasszikus MDR
alatt a kemoterapids szerek sejtb6l vald eltavolitdsat értjiik, amit kiilonb6zo transzport
fehérjék hajtanak végre [13, 21].

A szerzett multidrog rezisztencia klasszikus, transzport alapu kialakuldsa soran a
kemoterapids szereket kiilonbdz0, energia-fiiggd membran transzporter fehérjék tavolitjak el a
rakos sejtbol, biztositva ezaltal, hogy a drogok nem érik el a terapids koncentracidjukat a
sejten beliil. Ezek a pumpak az ABC-transzporter (ATP-Bindig Casette) fehérje szupercsalad
tagjai, melyek evoluciosan rendkiviil konzervaltak, a prokariotaktol egészen az emberig
megtalalhatoak [22]. Fizioldgias szerepiik tobbek kozott a sejtekbe bejutott kiilonbozo
méreganyagok gyors €s hatékony eltavolitasa, ezaltal a sejt thlélésének biztositasa. Groteszk
modon a rakos sejtek ezt a természetes védekezd mechanizmust kihasznalva, azt a maguk

javara forditva biztositjak sajat talélésiiket.

1.4. Az ABC transzporter fehérje szupercsalad

Az ABC transzporterek alkotjak a transzmembran fehérjék legnagyobb csaladjat [22].
Miikodésiik soran az ATP megkdtésébdl és annak hidrolizisébdl nyert energiat hasznaljak fel
a legkiilonfélébb anyagok membranon keresztiili (tobbnyire) egyiranyt szallitasahoz.
Funkcidjukat tekintve lehetnek importerek, ekkor a sejt mikodéséhez sziikséges tapanyagokat
¢s egyéb molekuldkat szallithatnak a sejtekbe, vagy exporterek, ekkor tobbek kozott
toxinokat, méreganyagokat, lipideket pumpalhatnak a citoplazmabol a sejten kiviilre. Habar
az ABC transzporterek az 6sszes eddig ismert taxonban el6fordulnak, az importerek csak
prokariotakban, az exporterek prokaridtakban és eukariotakban is megtalalhatoak [23]. Az
emberi genom 49 ABC transzporter fehérjét kodol (ezekbdl 48 mikdddképes), melyeket az

Oket kodolo gének szerkezete valamint a fehérjék doménjeinek sorrendje és azok
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szekvenciajanak homologiaja alapjan 7 alcsaladba sorolnak be, A-t6l G-ig [24]. Az Un.
Klasszikus/transzporter alapi mechanizmusok kiilonosen fontos szerepet jatszanak a
multidrog rezisztencia kialakuldsdban, ebben elsésorban az ABC-fehérjék ABCB
(ABCB1/MDRZ1/P-glikoprotein), ABCC (ABCC1/MRP1; ABCC2/MRP2) valamint ABCG
(ABCG2/MXR/BCRP) alcsaladjainak zardjelben emlitett tagjai vesznek részt [23]. Mivel
ezek kozil elészor az ABCBI1 fehérjét fedezték fel, ezért a rendelkezésre allo adatok jelentds
része ehhez a fehérjéhez kapcsolodik. A dolgozat kdvetkezo részében az ABC transzporterek

sajatossagait az ABCB1 transzporter jellemzésén keresztiil mutatom be.

1.4.1. Az ABCBLI transzporter felfedezése

Juliano ¢és munkatarsai multidrog rezisztens kinai horcsog petefészek sejtvonal
vizsgalata soran azt taldltdk, hogy azok membranjaban egy, a vad tipusu sejtekben nem
Kimutathato, 170 kDa méretii fehérje jelent meg, melynek mennyisége korrelalt a drog
rezisztencia mértékével. A fehérjét P-glikoproteinnek nevezték el [25]. Egy évtizeddel késébb
sikeriilt bebizonyitani, hogy a fehérjét az ABCB1 (MDRI1) gén kodolja [26]. A human
ABCB1 (MDR1, P-glikoprotein, P-gp) 10 masik fehérjével egyiitt az ABC transzporterek B
alcsaladjanak tagja. A human ABCBI gén a 7. kromoszdéman talalhato, 28 exonbdl 4ll, a rola
képz6dd fehérje 1280 aminosav hosszusagi. Az ABCBI1 szubsztratspecifitasa igen széles,
képes felismerni és szallitani egymastol nagyon kiilonb6zd kémiai osztalyokba tartozd
anyagokat. Altalanossdgban elmondhat6, hogy kationos amfipatikus és hidrofob vegyiileteket
transzportal, melyek molekulatomege 300-2000 Da tartomanyba esik. Szubsztratjai tobbek
kozott kemoterapias (anthracyclinek, vinca alkaloidok, antimitotikumok, taxanok,
epipodophyllotoxinok, campthotecinek, anthracének) és antiepileptikus szerek, HIV proteaz-
gatlok, antibiotikumok, antidepresszdnsok, immunszupresszansok, vérnyomadascsokkentok,

calmodulin antagonistak, antihisztaminok és mas egyéb gyogyszerek is [27].

1.4.2. Az ABC transzporterek szerkezete

Az ABC-transzporterek neviiket az erdsen konzervalt, 200-250 aminosav hosszisagu,
intracellularis elhelyezkedéstit ATP-k6t6 (vagy mas néven NBD- nucleotid binding domain)
doménjiikr6l kaptak [28], mely képes az ATP megkotésére és hidrolizisére, ezaltal biztositva
a transzporthoz sziikséges energiat. A NBD tovabbi 2 alegységre oszthato fel. A katalitikus

core domén tartalmazza a glicinben gazdag Walker A motivumot (P-loop); egy glutaminban
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gazdag szekvenciat (Q-loop); a Walker B motivumot valamint a H (His-switch), A és D
motivumokat. A masik alegység a szerkezetileg kevésbé konzervalt a-helikélis domén, ami az
ABC szupercsaladra jellemz6, ABC-signature motivumot (C-loop) hordozza [29, 30]. Az
ABC transzporterek tartalmaznak még transzmembran domént (TMD), melyet leggyakrabban
6 (szdmuk 5-10-ig terjedhet) transzmembran a-hélix alkot. Mivel a TMD-ek ismerik fel és
juttatjdk 4t a membranon a kiilonbozé szubsztratokat, ezért ezek szerkezetiikben és
szekvencidjukban rendkiviil varidbilisak, azonban feltekeredésiik mintdzata alapjan 3
osztalyba sorolhatjuk Oket: 1. és II. tipusi ABC importerek valamint ABC exporterek [31].
Egy funkciondlisan aktiv ABC transzporter minimum 2 ATP-kotd és 2 transzmembran
domént kell, hogy tartalmazzon. Az tugynevezett teljes ABC pumpédk, mint példaul az
ABCBI, egy fehérjelancon tartalmazzak mind a négy sziikséges elemet (1. A abra), mig a fél
ABC pumpék (pl. ABCG2) csupan egy ATP-kotd kazettat és egy transzmembran domént
tartalmaznak (1.C abra). Az utdbbi tipusba tartoz6 pumpéak csak homo- illetve heterodimer
formaban aktivak [23]. Az ABCC alcsalad néhany tagja egy harmadik transzmembran domént
hordoz az N-terminalis részen (,,hosszii transzporterek™) [32] (1.B abra). A fenticket
Osszefoglalva elmondhat6, hogy az ABC fehérjék domén-elrendezése valtozatos képet mutat

az egyes alcsaladok kozott/alcsaladokon beliil.
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1. Abra Az ABC transzporterek szerkezete (A) Teljes ABC transzporter (B) Hosszil
ABC transzporter (C) Fél-ABC transzporter

Fukuda, 2012 alapjan médositva

1.4.3. Az ABC transzporterek miikodése

Az ABC transzporterek miikodését 2 ciklusra lehet osztani: a NBD-ek ATP katalitikus
ciklusara, valamint a TMD-ek ligand transzport ciklusara. A katalitikus €s a transzport
ciklusok pontos mechanizmusa, valamint az egymassal valo kapcsolatuk az elmult évtizedek
intenziv kutatdmunkaja ellenére sem teljesen ismertek. Hidba ismerjiik ma mar tobb mint 10
ABC transzporter kristalyszerkezetét, mivel ezek csak ,,pillanatfelvételek”, ezért egyediil nem
alkalmasak arra, hogy a teljes transzportfolyamatot megértsiik beldliik. A nukleotid k&td
domének konformacios valtozasai, melyek a nukleotid-mentes nyitott és az ATP-kotott zart
allapot kozotti atkapcsolasért feleldsek, a csaladon beliil konzervaltak. A transzmembran

domének 3 osztalya kiilonb6z6é mechanizmusok segitségével kapcsolja Ossze a NBD-ek
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konformacio valtozasat a ligand transzportjaval [33]. Az ABC transzporterek miikodésének
leiraséara tobb kutatocsoport tobb, néhany esetben egymasnak ellentmond6 modellt allitott fel.
A mai napig vita targyat képezi, hogy a szubsztrat molekula transzportjdhoz vezetd
konformacio-valtozashoz sziikséges energiat vajon az ATP kotédése vagy az ATP hidrolizise
biztositja. Az eldbbit Higgins és munkatarsai az un. ATP-kapcsoldé (ATP switch) modellel
irtak le [34]. A modellt, mely szerint az ATP hidroliziséb6l szarmazé energia hajtja a
transzportot, Sauna és csoportja fogalmazta meg [35]. Vita targyat képezi tovabba, hogy vajon
a két nukleotid k6té domén fizikailag eltdvolodik egymastdl a ciklus soran, ahogy azt az ATP
switch modell feltételezi, vagy esetleg folyamatosan kapcsolatban vannak egymaéssal, mint
ahogy azt az un. allando kapcsolat (Constant Contact) modell [36] feltételezi.

A fentiek ismeretében elmondhatd, hogy az ATP transzporterek mitkddésének pontos
megértéséhez és egy mindenki altal elfogadott modell leirasdhoz a rendelkezésiinkre 4llo
biokémiai, biofizikai és szerkezeti tanulmanyokbol sziiletett adatok nem elégségesek és

egyértelmiiek, ehhez tovabbi kisérletek sziikségesek.

1.4.4. A membran szerepe a drog effluxban

Mivel az ABCBI1 éltal szallitott molekuldk tipikusan lipofil, hidroféb karaktertiek, a
lipid kettosrétegnek fontos szerepe van a sejtbdl torténd eltavolitasukban. A Higgins altal
megfogalmazott, és manapsag széles korben elfogadott modell szerint a P-gp, mint egy
,,hidrofob porszivd” mitkddik, a hidrofob molekuldkat mar a lipid kettds rétegben felismeri és
megkoti, majd a sejten kiviili térbe szallitja, ané€lkiil hogy azok belépnének a citoplazméba
lirege a membran belsé rétege felé is nyitott), mind kisérleti (fluoreszcens szubsztratokkal
végzett lokalizacios kisérletek) megfigyelések is alatamasztjak [38]. Ugyanakkor Higgins azt
is feltételezte, hogy az ABCBI flippazként is miikddhet, miszerint a szubsztratot a membran
citoplazmatikus rétegébdl a kiilso rétegébe helyezi at. A két modell nem zérja ki egymast, a
szubsztrat elengedésének pillanatdban a kotéhely az extracellularis tér és a membran kiilsé
rétege felé is nézhet, és a szubsztrdt a hidrofobicitdsanak mértékétdl fiiggden kertil

kozvetleniil a sejten kiviilre vagy a membran kiils6 rétegébe [37].
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1.4.5. Az ABCBI transzporter fiziologias el6fordulasa, szerepe

Habar az MDR1-et eldszor rakos sejtekben mutattak ki, késobb bebizonyosodott, hogy
normal szévetekben is megtaldlhato. Az MDRI1 fehérje szoveti eloszlasdnak tanulmanyozasa
soran azt tapasztaltdk, hogy a legtobb vizsgalt szovetben csak kis mennyiségben fordul eld,
nagy mennyiségben csupdn kevés helyen talalhatdé meg. Magas MDRI1 fehérje szintet
detektaltak kiilonb6zo, kivalasztd funkcidval rendelkezd szovetekben, mint példaul a vastag-
¢és vékonybél villusait borito epitél sejtek apikalis felszinén, a vese proximalis tubulusaiban, a
majsejtek epevezeték feldli oldaldn, a kis epevezetékek és hasnyalmirigy kis vezetékeinek
epitél sejtjeinek apikalis felszinén, valamint a mellékvesében €s a vér-szovet gatak (vér-agy
gat, vér-here gat, méhlepény) endotél sejtjeiben is [39, 40]. A hematopoetikus Gssejtekben
alacsonyabb expressziojat mutattak ki [41]. Az eld6bb bemutatott anatomiai elhelyezkedése
révén a P-glikoprotein harom f6 védelmi vonal révén védi a szervezetet a kiillonb6zo
méreganyagoktol. Elsoként a vastag- ¢és vékonybelek epitél sejtjeinek apikalis felszinén
limitalja a szajon &t bejutott xenobiotikumok bekeriilését a szervezetbe. Amennyiben a
méreganyagok mégis bekeriiltek a vérkeringésbe, a majban és a vesékben az ABCB1 eldsegiti
azok eltavolitdsat az epébe és a vizeletbe. Végiil ha a xenobiotikumok a szisztémas
vérkeringésbe is bejutottak, akkor az MDR1 megakadalyozza azok bekeriilését az érzékeny
szovetekbe (agy, here, magzati keringés) [42].

A xenobiotikumok elleni védekezés mellett, az ABCB1 szerepet jatszik endogén
molekuldk és anyagcsere termékek szallitdsdban is. Lehetséges szubsztratjai kozott tarjak
szamon a foszfo- és glikolipideket, vérlemezke aktivalod faktorokat, f-amyloid peptideket és
az interleukineket. Szerepe van a szteroid hormonok, mint az aldoszteron és progeszteron
mellékvesébdl torténd exportjdban. Azonban kevés informacid all rendelkezésiinkre ezen

molekulak P-gp medialta transzportjanak in vivo mértékérdl [27].

1.4.6. Az ABCBI transzporter szerepe a multidrog rezisztenciadban

Az évek soran bebizonyitottdk, hogy az ABCBI szdmos kemoterapias szer, mint
példaul a vinca alkaloidok, taxanok, anthracyklinek, antimitotikumok, epipodophyllotoxinok,
campthotecinek, anthracének sejtbol valo eltavolitasaért felelds. Tultermelését nem csak

kisérleti tumor modellekben, hanem rakos betegekbdl nyert tumorszdvetekben is gyakran
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kimutattdk. A fizioldgids szOveti eloszladsat ismerve nem meglepd, hogy a vastag- ¢€s
vékonybél, vese, madj, mellékvese ¢€s hasnyalmirigy eredetli kezeletlen, természetes
rezisztenciat mutaté daganatokban megemelkedett MDR1 szintet detektaltak [43]. Ezen korai
tanulmanyok alapjan reménykedtek abban, hogy a magas MDRI1 expresszid Onmagaban
magyarazatot ad a tumorok drog-rezisztencidjara. Azonban hamar bebizonyosodott, hogy a
helyzet koran sem ilyen egyszerii: ezen daganatok nem MDRI1-szubsztrat drogokkal valod
kezelése nem jart sikerrel, jelezve, hogy egyéb faktorok is szerepet jatszanak a rezisztencia
kialakulasaban [44]. Emellett megfigyelték, hogy bizonyos tumorokban, mint példaul
leukémia, mellrdk, petefészekrak, kissejtes tiidorak, melyek eredendéen nem mutattak magas
ABCBI expressziot, a kemoterapias kezelés utan megnétt a fehérje szintje [45]. A jelenség
magyarazatara tobb elmélet is napvilagot latott. A szelekciés modell szerint a tumorban
talalhat6, magas MDRI szinttel rendelkezd szubpopulacidé a kemoterapias kezelés hatdsara
tulnovi a szenzitiv sejtpopulaciot [46]. Az aktivacios modell az MDR1 gén drog-indukalta
direkt aktivacidjaval magyarazza a magas MDRI1 fehérje szintet [47], mig Yague és
munkatarsai a megemelkedett expressziot az ABCB1 mRNS stabilitdsanak ndvekedésével

hoztak dsszefiiggésbe [48].

Az elmult 30 év klinikai adatai alapjan elmondhat6, hogy a rékos sejtek magas MDR1
fehérjeszintje és a kemoterapids kezelések sikertelensége kozott gyakran pozitiv korrelacid
fedezhetd fel, emiatt az MDRI transzporter aktivitdsdnak/expresszidjanak gatlasa a rakkutatas
egyik fontos teriilete. Mivel a transzporter farmakoldgiai gatlasara iranyuld torekvések az
évek soran az igéretes pre-klinikai tesztek utan a klinikumban sorra kudarcba fulladtak, igy az
ABCBI1 gén szabéalyozasanak minél pontosabb megértése talan egy napon kozelebb vihet a

multidrog-rezisztencia legy6zéséhez.

1.4.7. Az ABCBI1 gén szabalyozasa

Az elmult évek intenziv kutatdsa ramutatott, hogy az ABCB1 gén szabalyozasa igen

crer

elemnek ¢és az ezekhez kapcsolddo transzkripceios faktorok sokféleségének. Ezek a szekvencia
specifikus transzkripcios faktorok kulcsszerepet jatszanak az RNS polimeraz II-t tartalmazo

preinicidcios komplex Osszeszerelddésében, valamint a kromatinszerkezetet fellazitd hiszton

15



modosito- és kromatin remodelling komplexek kapcsolddasdban. Az dnmagaban is Osszetett
alap transzkripcid6 még tovabb bonyolodhat, ha a sejtnek alkalmazkodnia/valaszolnia kell

valamilyen specidlis tényezo (stresszhatas, metabolizmus, fejlodési stadium) megjelenésére.

A human MDR1 két promoterrdl irddik at [49]. A traszkriptumok tilnyomo tobbsége a
downstream promoterrél (DSP) szarmazik [50], mig a tavolabbi (112 kb tavolsagra a DSP-
t6l) upstream promoéter (USP) csupan néhany drog-rezisztens sejtben aktiv [51]. Emiatt a DSP
keriilt a vizsgalatok fokuszaba, aminek koszonhetden felépitésérdl és miikodésérdl rengeteg
adat all rendelkezéslinkre. Ellentétben a human promoterek tobbségével, az ABCBI
promdtere nem rendelkezik TATA box-szal, ehelyett a transzkripcid az igynevezett inicidtor
(Inr) elemrdl indul, melyet a transzkripcios start helyhez (+1) képest a -6 és +11 régiora
lokalizaltak [52]. Ezen feliil megtalalhatjuk még a TATA-box nélkiili prométerekre jellemzd
szekvenciak koziil a forditott CCAAT-elemet, vagy mas néven Y-box-ot (-79- -75) [53], mely
az NF-Y ¢és YB-1 transzkripcios faktorokkal hat kélcson [54, 55], valamint egy GC-gazdag
szekvenciat (-56- -43), melyhez az Sp csalad tagjai (Spl és Sp3) kotédnek [56]. Upstream
iranyban egy Gjabb GC-gazdag szekvencia helyezkedik el (-110- -103), ide is valoszintileg az
Sp csalad tagjai kotédnek. A szekvencia részben atfed egy forditott MED-1 (multiple start site
element downstream 1) elemmel (-105- -100), mely az LRP116 fehérjével kolcsonhatva
aktivalja az MDR1 gént [57].

Az ABCBI szabalyozasaban a fenti, alap expresszidt biztositd promoter elemek és
transzkripcidés faktorok mellett szamos mas faktor (a teljesség igénye nélkiil: tumor
szupresszorok [58], onkogének [59], hdsokk-faktor [60], hipoxia-indukalta faktor [61],
nuklearis receptor [62]) is szerepet jatszik, igy téve azt rendkiviil Osszetett és bonyolult

folyamatta.

1.5. Epigenetika

Kezdetben a rdkos sejtek MDR1 gén tultermelésének mechanizmusaira vonatkozo
vizsgélatok (tranziens transzfekcids kisérletek, riporter alapt vizsgalatok) elsésorban a
promoter cisz-szabalyozd elemeire és az azokhoz kapcsolédd transzkripcids faktorokra
fokuszaltak. Ezek segitségével szdmos szabalyozd régiot és kolesonhatd fehérjét

azonositottak, melyek szerepet jatszanak mind az MDR1 konstitutiv (nem indukalt), mind a
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kiilonbozé hatasok altal aktivalt expresszidjaban. Késobb az addigi ,.hagyomanyos”
modszereken tal, az ABCBI1 transzkripcidos szabdlyozasara iranyuld kisérleteket
kiterjesztették az epigenetika szerepének vizsgalatara. Az epigenetika fogalmat az embrionalis
fejlodéssel kapcsolatban Waddington vezette be még 1942-ben, amit azéta szamtalanszor
atfogalmaztak, koszonhetden a biologia gyors fejlodésének. A legfrissebb és széles kdrben
elfogadott definicid szerint az epigenetika olyan 6roklédo valtozasok Osszessége, melyek a
DNS-szekvencia megvaltoztatasa nélkiil képesek szabalyozni a génkifejezddést. Ezek kozé
soroljuk a DNS metilacidjat, a hiszton fehérjék poszt-transzlacidés kovalens modositasait, a
hiszton variansok beépiilését és a génexpresszid kis, nem-kodoldé RNS-ek (miRNS) altali
poszt-transzkripcids szabalyozasat (2. abra) [63]. Mivel a munkam soran elsésorban a hiszton
acetilaci6 MDR1 génkifejezddésére gyakorolt hatasat vizsgaltam, ezért a tovabbiakban errdl a

témarol adok részletesebb attekintést.

Nukleoszoma

*41’

RNS interferencia

DNS metilacio

2. Abra A f6 epigenetikai faktorok A hiszton fehérjék poszt-transzlacios modositasai, a
DNS metilacidja és a kis, nem-kodold RNS-ek.

Kim, 2011 alapjan modositva
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1.5.1. Hiszton acetilacio, HAT és HDAC enzimek

A nukleoszémakat felépité hiszton fehérjék egy globularis C-termindlis és egy
strukturalatlan, flexibilis N-terminalis résszel rendelkeznek [64]. A hisztonok N-terminalis
»farki” doménjei, melyek kilognak az oktamer nukleoszoma magbdl, kiilonféle
poszttranszlacidés kémiai médositasokon mehetnek keresztiil. Ezek a moddositasok szerepet
jatszanak a transzkripcid, replikacio, DNS hibajavitas ¢és kromatin kondenzacio
szabalyozasaban. Ezeket a folyamatokat a hiszton modositdsok két kiilonbdzo
mechanzimuson keresztiil is befolyasolhatjak. Egyrészt, a moddositasok megvaltoztatjak a
hiszton-DNS, valamint a hiszton-hiszton kolcsonhatasokat, igy moddositva a
kromatinszerkezetet, masrészt kotdhelyet biztositanak kiilonb6z6, nem-hiszton fehérjék (pl.
transzkripcids aktivatorok, represszorok) szamdra. Az eltérd modositas kombinaciok igy mas-
mas effektor fehérjék kapcsolodasat eredményezik a kromatinhoz, igy szabalyozva a DNS-
fliggé folyamatok végbemenetelét [65]. A kiilonb6zé modositasok a farki domének
kiilonb6zé pontjain mehetnek végbe. Acetilacid lizinen, metilacié lizinen és argininen,
foszforilacié szerinen, treoninon ¢€s tirozinon, ADP-ribozilacié glutaminsavon, SUMO-il4cio

lizinen és ubiquitinacid szintén lizinen figyelheté meg [65].

A hiszton fehérjék egyik legintenzivebben tanulményozott kovalens modositasa az
acetilacid, melyet mar 1964-ben megfigyeltek, €s fontos szerepet tulajdonitanak neki a
transzkripcid szabalyozasaban: jelenléte altalaban aktiv génatirassal jar egyiitt [66]. A
hisztonok acetilacioja elsddlegesen a nukleoszomalis H3 és H4 fehérjék N-terminalis farki
doménjeinek lizin aminosav oldallancain torténik. Dinamikus egyensulyanak fenntartasa két
enzimcsalad ellentétes miikodésén keresztiil megy végbe (3. dbra). A hiszton acetiltranszferaz
(HAT) enzimek a hisztonok acetildciojaért, mig a hiszton deacetilazok (HDAC) az acetil
csoport eltavolitasaért felelések. A HAT enzimek az acetil koenzim-A molekulardl egy acetil
csoportot helyeznek a hisztonok lizin aminosavainak g-amino csoportjaira. Ennek
eredményeképp semlegesitik a lizin pozitiv toltését, igy gyengitve a hiszton-DNS
kolcsonhatast, eldsegitve a kompakt kromatin struktira fellazulasat. Tovabbi HAT-oK,
kromatin remodelling komplexek és transzkripcids faktorok kotddése utan ez a nyitottabb
kromatinszerkezet lehetdvé teszi a transzkripcio inicidcigjat. A hiszton deacetildz enzimek
ezzel szemben az ellentétes reakciot katalizaljak: eltavolitjak az acetil csoportot a hisztonok

N-terminalis lizinjeirdl, igy azok visszanyerik pozitiv toltésiiket. Ennek koszonhetdéen a DNS
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ujbol erdsebben kapcsolddik a hiszton fehérjékhez, ami egy transzkripcidsan inaktiv, kompakt
kromatin struktira kialakulasat idézi el6. Hasonléan a HAT enzimekhez, a HDAC-oK is
multiprotein komplexek tagjaiként latjak el feladatukat. A hiszton deacetilaz enzimek
gatloszerei, az un. HDAC inhibitorok (ilyen pl. a trichostatin A) igéretes tumor-ellenes

hatéassal birnak (részletesen lasd késébb).

0 0
A A AN ;
e Hiszton

y v Transzkripcid repressziod
trichostatin-A (TSA)

Gatlés _ WRDR,
Deacetilicio ~ (WOAG) ~ DNS
j )) f?
24 Wig
\k\ 5
Tran SZkrlp ci0 aktivacio=+" \___»_‘ >

3. Abra A hiszton acetilaci6-deacetilaci6 dinamikaja HAT: hiszton acetiltranszferaz,
HDAC: hiszton deacetilaz

Yoshida, 2008 alapjan modositva

Erdemes megjegyezni, hogy a HAT és HDAC enzimek a hisztonokon kiviil nem-
hiszton fehérjék (transzkripcids faktorok, citoszkeletalis fehérjék, nukledris receptorok,

molekularis chaperonok) acetilacidjaért-deacetilaciojaért is felelések [67].

1.5.2. Az epigenetika szerepe az MDR1 expresszioban

Az MDRI1 gén transzkripcids aktivitasanak szabalyozasat szamos, a promoter
konszenzus cisz-elemeihez ko6tédé transz-aktivalo fehérje latja el. A promoter elemek
hozzaférhetdségét a hozzajuk kotédo faktorok szamara a kromatinszerkezet befolyasolja. Az

elmult bé egy évtized soran szdmos bizonyiték napvilagot latott, miszerint az ABCBI
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transzkripcidjanak Osszetett szabalyozasaban a DNS metilacid és a hiszton acetilacio is fontos

szerepet jatszik.

1.5.2.1. A DNS metilaci6 szerepe az ABCB1 expresszioban

Az MDR1 prométerében taldlhato CpG szigetek metilacios allapota 6sszefiiggést mutat
a gén aktivitdsaval. Kiilonb6z6 rakos sejtvonalak és daganatokbdl szarmazd sejtek
vizsgalatabol kideriilt, hogy az MDR1 expresszi6 forditottan ardnyos a promoter metilaltsagi
fokaval: a drog-szenzitiv sejtek promotere hipermetilalt, mig a drog-rezisztens sejteké
hipometilalt allapotot mutatott [68, 69]. Kantharidis és munkatarsai drog-szenzitiv sejtek
DNS-metiltranszferaz gatldo 5-azaC reagenssel torténd kezelése utan azt tapasztaltak, hogy a
kezelés aktivalta az MDRI1 expressziojat, és drog-rezisztenssé tette a sejteket [70]. Egyes
tanulmanyok azt sugalltak, hogy a kemoterapids kezelés hatassal van az MDR1 prométerének
metilacios allapotara. Ezt a kovetkeztetést azon megfigyelés alapjan vontdk le, miszerint a

kemoterapias kezelés eredményeképp csokkent a promoéter CpG metilacidja [71].

Annak ellenére, hogy a szakirodalomban fellelhetd adatok dontd tobbsége a fenti
koncepciot tadmasztja ala, taldlunk példat az ellenkezdjére is. Yatouji és kollégai drog-
szenzitiv és drog-rezisztens petefészekrak sejtek vizsgalata soran azt tapasztaltak, hogy amig
az MDRI fehérjét nem termeld szenzitiv sejtek MDR1 prométerére alacsony CpG metilacio
volt jellemzd, addig a fehérjét termeld rezisztens sejtekben a promoter hipermetilélt

allapotban volt [72].

Zhang ¢és munkatarsai majkarcinoma sejtekben egy érdekes megfigyelést irtak le. A
metil transzferdz aktivitdssal rendelkezd EZH2 fehérje kiiitésének hatdsara az MDRI
promoterében a metilacios szint megemelkedett, a gén expresszidja pedig lecsokkent, holott

ennek pont az ellenkezdjét vartak. A jelenséget egyelére nem tudtak megmagyarazni [73].
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1.5.2.2. A hiszton acetilacio szerepe az ABCB1 expresszioban

Régota ismert, hogy a hiszton fehérjék acetilacidja fontos szerepet jatszik a
transzkripcié szabalyozasaban [66]. Az acetilaciés szint dinamikus egyensulyanak
fenntartasaban szerepet jatszo HAT ¢és HDAC enzimek MDRI1 expresszidjara gyakorolt
hatasat Jin és Scotto human vastagbél karcinoma sejtekben vizsgaltak [74]. A sejteket HDAC
inhibitor TSA-val kezelve az MDR1 génexepresszi6 aktivaciojat figyelték meg. A promoter
régi6 vizsgalata sordn megallapitottdk, hogy a TSA kezelés hatasa a forditott CCAAT boxon
keresztiil érvényesiilt. Kovetkezo 1€pésben a HDAC aktivitas gatlasa helyett a HAT aktivitas
novelésével probalkoztak: a PCAF hiszton acetiltranszferaz aktivitassal rendelkezdé fehérje
tultermelése szintén megemelkedett ABCB1 expressziot eredményezett. Az MDRI
expresszifjat szabdlyoz6 szamos transzkripcids faktor koziil az NF-Y-t azonositottdk, mely
szerepet jatszik a TSA medidlta expresszid novekedésben. Ezt kovetden szdmos csoport
szamolt be arrdl, hogy kiilonb6z6 drog-rezisztens sejtek vizsgalata soran az ABCBI1
promdterében megemelkedett hiszton acetildcios szintet detektaltak, koziilik Toth és
munkatarsai nemrég megjelent publikacidjukban specifikusan a hiszton 3 fehérje 9-es
lizinjének (H3K9) megemelkedett acetilacios szintjét mutattdk ki drog-rezisztens mellrak

sejtekben [75].

1.5.2.3. A DNS metilacio és a hiszton acetilacio kapcsolata

A vizsgélatok sordn az is hamar nyilvanvalova valt, hogy a DNS metilacio és a hiszton
acetilacid szorosan egyiittmiikodik az MDRI1 transzkripcidjanak szabalyozasdban. David és
kollégai drog-szenzitiv MCF-7 és drog-rezisztens MCF-7/ADR mellrak sejtek vizsgalataval
probaltak kozelebb jutni az MDRI1 expressziojat befolyasold epigenetikai faktorok pontos
miikodési mechanizmusanak megértéséhez [76]. Jelentds eltérés mutatkozott a sejtvonalak
promoter régidinak metilaltsagi mintdzataban: a szenzitiv sejtekben sokkal tobb metilalt CpG
dinukleotid jelenlétét igazoltdk. Kromatin immunoprecipitacios kisérletekkel a szenzitiv
mennyiségli acetilalt hiszton és YB-1 transzkripcios faktor, valamint jelentds mennyiségl

MeCP2 fehérje jelenlétével. Ezzel szemben a rezisztens sejtek egy nyitottabb, aktiv kromatin
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struktarat mutattak, jelentés mennyiségii acetilalt hiszton és YB-1, valamint kis mennyiségl
MeCP2 jelenlétével. Mivel a MeCP2 fehérjérél korabban kimutattak, hogy (tobbek kozott)
hiszton deacetilaz fehérjékkel vald kolcsOnhatasa révén segiti elé a repressziv kromatin
struktara kialakulasat [77], ezért a kutatok kivancsiak voltak, hogy a hiszton deacetilaz gatlo
(HDACI) trichostatin A (TSA) hogyan befolyasolja a transzkripciot. Kideriilt, hogy a
promdter metilaltsagi foka befolyasolja a TSA kezelés hatdsat: csak hipometilalt promoter
esetén aktivalta a géndtirast. Hasonld megfigyelésrél szamolt be drog-szenzitiv és drog-
rezisztens T-sejtes leukémia sejtvonalak vizsgalata alapjan El-Osta és munkacsoportja [78]. A
drog-szenzitiv sejtekben az ABCB1 promoterében talalhato CpG dinukleotidok metilacioja, a
MeCP2 fehérjével €s a hipoacetilalt hisztonokkal egyiitt repressziv kromatinszerkezetet alakit
ki és gatolja az MDRI1 kifejezddését. A TSA kezelés, bar a H3 és H4 fehérjék acetilaciojat
jelentdsen megnovelte, a transzkripciot nem aktivalta. A sejtek 5-azaC kezelése a DNS
demetilaciojat, ezzel egyiitt a MeCP2 felszabadulasat, a hiszton acetilacid kis foku
novekedését és az MDRI transzkripcidjanak alacsony aktivitdsat eredményezte. A két szer
egylittes alkalmazdsa az ABCBI1 expressziot jelentésen megndvelte. Ugyanakkor a
hipometilalt promoterrel rendelkezd rezisztens sejtek MDRI1 expressziojat a TSA kezelés
jelentdsen megndvelte, azonban az 5-azaC nem befolyédsolta. A két szer kombinacidja az
expressziot a TSA kezelés hatdsara bekovetkezett szintre emelte. Az eredmények alapjan arra
a kovetkeztetésre jutottak, hogy a DNS metilacio €s a hiszton acetilacidé kozott hierarchikus
viszony all fenn. Amennyiben a promoéter hipermetilalt, a metilaci6 dominal a hiszton
acetilacio folott a represszalt transzkripcid fenntartasanak érdekében. Ebben az esetben hidba
emelkedik meg az acetildlt hisztonok mennyisége, az nem elegendd a transzkripcio
aktivaciojahoz. Amikor azonban a promodter valamilyen modon demetilalodik, a

megemelkedett hiszton acetilacid immar elégséges a génatiras elinditasdhoz.

Mint ahogy a multidrog rezisztencia kiilonb6zd aspektusainak vizsgalata soran oly
sokszor, ebben a kérdéskorben is eléfordulnak egymasnak (latszolagosan) ellentmondo
eredmények. Chen és kollégai 2012-ben publikalt cikkiikben egészséges, valamint rakos,
drog-szenzitiv és drog-rezisztens hasnyalmirigy sejteket vizsgaltak. Kimutattak, hogy az
egészséges sejtekhez képest a drog-szenzitiv rakos sejtek kb. 5x, mig a drog-rezisztens sejtek
kb. 10x magasabb MDR1 expressziot mutattak. Amikor dsszehasonlitottdk a sejtek MDR1
promotereinek metilacidos mintazatait, nem taldltak jelentds kiilonbségeket, mindharom
promoterben alacsony foku metilaciot detektaltak. Ezen megfigyelés alapjan feltételezték,

hogy a hasnyalmirigy sejtekben a hiszton fehérjék acetilacioja sokkal fontosabb szerepet
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jatszik az ABCBI1 gén aktivitasaban, mint a promdterének metilacioja. Mivel a promoterek
acetilacios mintazatat nem vizsgaltdk meg, ezért a feltételezésiiket kisérletesen alatdmasztani

nem tudtak [79].

1.5.2.4. A kemoterapia hatasira bekovetkezo epigenetikai valtozasok

A rakos betegek kemoterapids kezelése soran gyakran eldfordul, hogy a kezelésre
kezdetben jol reagdld tumor a kemoterapias szer hatasara a P-gp tultermelése révén multidrog
rezisztenssé valik. Baker és kollégai kemoterdpias szerek hatasara bekovetkezd epigenetikai
valtozasokat, illetve azok MDR1 expressziora gyakorolt hatasait vizsgaltak [80]. Kimutattak,
hogy a kemoterapias szerek, noha az MDR1 expresszidjat jelentdsen megemelték, azt nem a
promoter régid metilacios allapotdnak megvaltoztatasaval érték el. Az expresszio ily mértéki
novekedése azonban csak olyan sejtekben volt megfigyelhetd, ahol a promoter legalabb
részlegesen hipometilalt llapotban volt. Tovabba azt is megallapitottak, hogy a kemoterdpias
drogok hatasara az acetilalt H3 hisztonok feldusultak a promoter régioban, amit késébb az
MDRI fokozott expresszidja kovetett. Egyes sejtvonalakban a megemelkedett ABCB1 mRNS
szint 1étrejottében a transzkripcid aktivacioja mellett az mRNS megnovekedett stabilitasa is
szerepet jatszott. Ezek alapjan ugy tlinik, hogy a kemoterapids szerek hatdsidra megjelend
MDR tumorok kialakuldsdban a korabban emlitett modellek kombinacidja jatszik fontos
szerepet. ElsOként a heterogén tumorsejt populacio legalabb részlegesen hipometilalt ABCBI
promoterrel rendelkez6 sejtjeinek pozitiv szelekcidja megy végbe, majd ezen sejtekben az
MDR1 promoterében létrejovo hiszton acetilacios valtozasok hatasara aktivalodik a génatiras.
A keletkezett mRNS-ek stabilitasanak megndvekedése tovabb emeli az MDRI1 fehérje

szintjét.

1.5.3. Hiszton deacetilaz inhibitorok

A HAT ¢és HDAC enzimek mennyiségében ¢és/vagy aktivitdsdban bekovetkezd
valtozasok a célfehérjéik acetilacioja €és deacetilacidja kozott 1évoé kényes egyensuly

felbomlasahoz vezetnek. Mivel a hiszton fehérjék acetilacids allapota fontos szerepet tolt be a
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génexpresszid szabalyozasaban, ez a felborult egyensuly szamos betegség (mint példaul a rak)
kialakulaséban ¢és eldrehaladasaban fontos szerepet jatszhat. Ezt aldtdmasztando, a mai napig
sokféle raktipusban mutattak ki a HDAC enzimek tilzott jelenlétét [81]. A rakos sejtek
kialakulasa soran a megemelkedett HDAC szint hatasara bizonyos gének, tobbek kozott
tumor szupresszorok, pro-apoptotikus faktorok és sejtciklus-szabalyozo gének promotere
deacetilalodik, transzkripeiojuk inaktivalédik. Ennek eredményeképp ezek a sejtek kikeriilnek
a sejtciklus szabalyozasa alol és ellenallnak az apoptotikus szignaloknak. A rak
kialakulasaban szerepet jatszo olyan genetikai tényezokkel szemben, mint példaul a delécio és
mutacid, ez esetben a genetikai informacid nem sériil. Az eltolodott hiszton acetildcios
mintazatot a hiszton deacetilaz enzimek farmakologiai gatlasan keresztiil probaljak meg
helyreallitani. Ezek a gatloszerek az Gn. hiszton deacetilaz inhibitorok (HDACI), melyeket
kémiai tulajdonsédgaik alapjan 4 csoportba oszthatunk: hidroxdmsav-szarmazékok, ciklikus
peptidek, benzamidok és rovid lancu zsirsavak [82]. K6zds tulajdonsaguk, hogy mindannyian
tartalmaznak egy cink-koté csoportot, ezért a HDAC enzimek cink-figgé 1., II. és IV.
csaladjanak tagjait képesek gatolni, eltéro specificitassal. A hidroxdmsav-szarmazékok, mint a
trichostatin A ¢és strukturalis analdgja, a SAHA mindharom csalad 0sszes tagjanak miikodését

képesek blokkolni (pan-specifikus inhibitorok).

1.5.3.1. A hiszton deacetilaz inhibitorok alkalmazasa a rakterapiaban

A hiszton deacetilaz inhibitorok képesek elpusztitani a rakos sejteket, &m ennek a
folyamatnak a pontos mechanizmusa még nem teljesen ismert. A kezelt sejtekben a HDAC
enzimek gatldsa miatt a hiszton és nem-hiszton fehérjék acetilacidja megemelkedik. A
hisztonok fokozott acetilacidja a génexpresszid megvaltozasat eredményezi, mig a nem-
hiszton fehérjék (transzkripcios faktorok, kiilonbozd citoplazmatikus fehérjék) acetilacioja
vagy indirekt modon befolyasolja a transzkripciot vagy direkt modon egyéb mads sejtes
folyamatokban okozhat véltozast. Roviden, a hiszton deacetilaz inhibitor kezelés hatasara a
rakos sejtekben tobbek kozott leallhat a sejtciklus, aktivalodhat az apoptozis extrinsic és
intrinsic utvonala. Ezen kivill a HDACi-ok gatoljdk a tumorokban az angiogenezist és
megakadalyozzak az attétképzodést [83-85]. Fontos megjegyezni, hogy a rakos sejtek HDACi
kezelésre adott véalasza sok tényezdtdl fiigg: befolyasolhatja a sejttipus, az alkalmazott

inhibitor szerkezete, koncentracidja és a kezelés id6tartama [86]. Hasznalatukat még
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vonzobba teszi az a tény, hogy a rdkos sejtek sokkal nagyobb érzékenységet mutatnak a
HDAC: kezelésre, mint az egészséges tarsaik. A hiszton deacetilaz inhibitorok eme tumor-
szelektiv hatdsanak pontos mechanizmusa- néhany esettdl eltekintve- kevésbé ismert.
Kimutattdk, hogy a SAHA duplaszali DNS-toréseket okoz mind az egészséges, mind a rakos
sejtek genomjaban, azonban ezeket a toréseket csak az egészséges sejtek képesek kijavitani
[87]. Egy masik tanulmany szerint a HDAC inhibitorok a rakos sejtekben a pro-apoptotikus
faktorok transzkripcidjanak fokozasan ¢€s a talélést segitd gének kifejezddésének csokkentésén
keresztiil érték el a tumor sejtek szelektiv pusztulasat [88]. Ezen eldnyos tulajdonsagaik miatt
a hiszton deacetildz inhibitorok igéretes rakellenes gyogyszerek, rendkiviil intenziv kutatasok
folynak a rakterapidban val6 alkalmazasukkal kapcsolatban. Szamos szer a klinikai tesztelés
kiilonboz6 fazisaiban jar, eddig az amerikai FDA tligynokség két HDAC inhibitort hagyott
jova rakellenes gyogyszerként. Az egyik a SAHA, amit Vorinostat néven 2006 6ta, a masik a
depsipeptide, amit Romidepsin néven 2009 ota forgalmaznak, mindkettét a cutan T-sejt
lymphoma kezelésére alkalmazzak [89, 90]. Szamos tanulmany tamasztja ala, hogy a HDAC:i-
ok mas kemoterdpias szerekkel (topoizomerdz II-gatlok, DNS-metilacié inhibitorok, stb.)
egyiitt alkalmazva nagyobb hatékonysaggal pusztitjak el a rakos sejteket [91, 92]. Ezek
alapjan ugy tiinik, hogy a hiszton deacetildz inhibitorok kombinacios terapidban vald
alkalmazasa hatékony modszert biztosit a rik ellen folyé kiizdelemben. Ujabban a
kombinacios terapia alkalmazasa mellett hibrid hatéanyagok eléallitasaval is probalkoznak,
erre példa a colchicine-SAHA hibrid molekula, mely egyszerre veszi célba a

mikrotubulusokat és a hiszton deacetilazokat [93].

1.5.3.2. A hiszton deacetilaz inhibitorok hatisa az ABCB1 expresszidjara

Az intenziv kutatdsok sordn egyre tobb olyan eredmény is napvilagot latott, miszerint a
HDAC inhibitorok a kezelt sejteket rezisztenssé tehetik méas kemoterapias szerekkel szemben.
A rezisztencia kialakuldsdban elsdsorban a P-gp fehérje megjelenésének van dominans
szerepe, de mas faktorok is kozremiikodhetnek benne [94]. Tobbek kozott a klinikumban
alkalmazott Vorinostat-rol is kimutattak, hogy MDR1-fiiggetlen mdédon drog rezisztenciat
okozott vastagbélrak sejtekben [95]. Mivel a rezisztencia kialakulasaért tilnyomo tobbségben
az MDRI1 fehérje megjelenése tehetd felelssé, valamint dolgozatom témaja is ehhez

kapcsolodik, ezért a tovabbiakban erre a teriiletre fokuszalok. Nem sokkal a P-gp felfedezése
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utdn mar kimutattak, hogy a HDACi Na-butirat kezelés aktivalja az ABCB1 expressziojat
[96]. Ezutan sorra jelentek meg az olyan tanulmanyok, melyek a kiilonb6z6 hiszton deacetilaz
inhibitorok MDR1 expresszidjara gyakorolt hatasat vizsgaltdk kiilonbozd, drog-szenzitiv
sejtekben: kimutattak, hogy a trichostatin A [74], a depsipeptide [97], az apicidin [98], a
valproat [99] mindegyike megemelte az ABCB1 expresszidjat, és ezaltal drog-rezisztenssé
tette a kezelt sejteket. A HDAC inhibitorok hatasara bekdvetkezett MDR1 aktivacid pontos
molekularis mechanizmusat még nem sikeriilt teljesen feltarni. Kim ¢és munkatarsai
kimutattak, hogy azokban a sejtvonalakban, melyekben a HDAC inhibitor kezelés hatasara
aktivalodott az ABCB1 gén, az ABCBI promoter régidjadban a HDACI1 hiszton deacetilaz
levalt a kromatinrol, és ezzel parhuzamosan a PCAF hiszton acetil-transzferaz és a C/EBPf
koaktivator odakotédott. Emellett megemelkedett a H3 acetilacio és a H3K4 metilacio szintje,
valamint az RNS polimeraz II is nagyobb mértékben kotddott a promoterhez. Ezek a
valtozasok azonban nem kovetkeztek be a kezelésre nem reagild sejtvonalakban. Tovabbi
érdekes kiilonbség volt a sejtvonalak kozott, hogy a HDAC inhibitor hatasara aktivalodott a
foszfatidil-inozitol-3-kinaz (PI3K) jelatviteli utvonal, de csak az ABCB1 indukciét mutato
sejtekben. Amennyiben a foszfatidil-inozitol-3-kinaz ttvonalat gatoltak, az ABCB1
expresszidja lecsokkent. A HDAC inhibitor az Spl transzkripcids faktor PI3K altali
foszforilacigjat indukalta. A foszforilalt Spl ezutdn a HDACI1 promoterrdl valo levalasat és a
PCAF valamint az RNS polimeraz II bekotodését idézte elé. Tehat a HDAC inhibitor
hatasahoz egy szignal transzdukcios ttvonal aktivacidjara is sziikség volt, ami arra utal, hogy
a transzkripcio aktivacioja tobb ponton is szabalyozott, és hiszton acetilacids szint fenntartasa
onmagaban nem elégséges a génkifejez6dés fokozasahoz [100]. Xu és kollégai egy 2012-ben
megjelent tanulmanyukban leirtdk, hogy szenzitiv colorectalis sejtekben HDACi kezelés
hatdsara megnovekedett az MDR1 fehérje mennyisége, és ennek koszonhetden a sejtek
rezisztenciat mutattak szadmos kemoterapids szerrel szemben. Kimutattdk, hogy a HDACi
gatolja a HDACI1 és HDAC2 enzimek miikodését, ennek hatasara az SP1 transzkripcios faktor
acetilalodik és elosegiti a p300/PCAF/NF-Y komplex bekotddését az ABCB1 prométeréhez.
Ezutan a promoter régioban a H3 acetilacio megemelkedik, és fokozodik a génatiras [101]. A
hiszton deacetildz inhibitorok nemcsak szenzitiv, hanem rezisztens sejtekben is hatéssal
vannak az MDRI1 expresszidjara. Kimutattak, hogy drog-rezisztens sejtekben a HDACI-ok
tovabb emelték az MDR1 expresszidjat [78, 97]. Meglepé modon a szakirodalomban arra is
talalunk példat, hogy a HDACi kezelés vagy nem befolyasolta [102], vagy egyenesen
csOkkentette a rezisztens sejtek MDRI1 expressziojat. Daunomycin-rezisztens egér leukémia

sejtekben TSA és SAHA kezelés hatasara csokkent a sejtek MDR1 expresszioja [103]. El-
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Khoury ¢és kollégai human kissejtes tiidokarcinoma sejtek drog-szenzitiv, P-gp-negativ
(H6OWT) és rezisztens, P-gp-pozitiv (H69VP) valtozataiban vizsgaltak a TSA és a Na-butirat
MDRI1 kifejezddésére gyakorolt hatasat [104]. A kezelés utan az ABCBI1 expresszioja a
szenzitiv sejtekben jelentdsen megemelkedett, ezzel ellentétben a rezisztens sejtekben
drasztikusan lecsokkent. Az inhibitorok hatasa a DNS metilacigjatol fliggetleniil kovetkezett
be, hiszen a promoter régiok mindkét sejtvonalban azonos, alacsony metilacios szintet
mutattak. Mivel az MDR1 génexpresszio szabalyozasaban kulcsfontossagu szerepet jatszo két
epigenetikai faktor koziil a DNS-metilacioban nem tapasztaltak kiilonbséget, ezért figyelmiik
a hiszton fehérjék acetilacioja felé¢ fordult. Kimutattak, hogy a TSA kezelés hatasara mindkét
vizsgalva megallapitottak, hogy a szenzitiv sejtekben az acetilalt H3 mennyisége a HDACI
kezelést kovetden az id6 mulasaval egyre jobban emelkedett, a rezisztens sejtekben viszont ez
az emelkedés hamarabb lecsengett, és megkozelitdleg visszatért a kiindulési értékhez. Azt,
hogy ennek van-e szerepe MDRI1 expresszié csokkenésében, és ha igen, akkor pontosan
milyen, nem sikeriilt megmagyardzni. Az acetildlt H4 mennyisége mindkét sejtvonalban
folyamatosan emelkedett. A TSA kezelés hatasara a HAT aktivitassal rendelkezd6 PCAF
fehérje kotddése az ABCB1 promoteréhez hasonld mértékben megnovekedett mindkét
sejtvonalban. A szenzitiv sejtek esetében ez a megfigyelés alatdmasztja a PCAF korabban
bemutatott aktivald szerepét az MDRI1 expresszidjdban. A rezisztens sejtekben azonban a
PCAF fokozott jelenléte ellenére az MDRI1 expresszidja lecsokkent, ami arra utal, hogy

ezekben a sejtekben a génexpresszid csendesitése fliggetlen a PCAF kotodésétol.

A fentiek alapjan elmondhato, hogy a HDAC inhibitorok kiilonbozoképp
befolyasolhatjdk az MDR1 expresszidjat, ennek pontos magyardzata azonban még varat
magara. Az eddigi eredmények alapjan valoszintsitik, hogy a HDACi-ok sejtvonal-specifikus
modon fejtik ki hatasukat az ABCBI1 transzkripciojara. Mivel ezek a szerek igéretes
rakellenes hatasuk miatt potencidlis gyogyszerjeldltek, a klinikumba vald bevezetésiik eldtt
kortiltekintd és alapos vizsgalatuk- kiilonds tekintettel a multidrog rezisztencia kialakulasaban

betdltott esetleges szerepiikre- elengedhetetlen.
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1.6. Abcbl gének a ragesalokban

Mivel munkam soran patkany hepatoma sejtvonalakkal dolgoztam, ezért fontos
megjegyeznem, hogy az embertdl eltérden a ragesalokban az Abcbl génnek két homologja
létezik: az Abcbla és az Abcblb [105]. Szekvencia-elemzések alapjan az ABCB1a kozelebbi
rokona a human ABCBI fehérjének, valamint az Abcbla promoter régidja is nagyfoku
hasonlésagot mutat a human ABCB1 gén promoterével [105, 106]. Az Abcbla génrél egy
4927 bp hosszisagl, mig az Abcblb génrdl egy 3888 bp hosszusagi mRNS képzddik, melyek
egymashoz viszonyitva 88%-o0s homologiat mutatnak. Az ABCBla fehérje 1272 aminosav
hosszusagu, az ABCB1b fehérje 1275 aminosavbol all. Ezek a fehérjék egymassal 84%-0s
homologiat mutatnak (1. fiiggelék). A ragesalok ABCBI fehérjéi szovetspecificitasukat
tekintve kiilonboznek egymastol, az ABCBla a vér-agy gat és az emésztd szervrendszer epitél
sejtieinek felszinén, mig az ABCBI1b a petefészekben és terhesség alatt a méhben

expresszalodik [107].

A ragcsalokban megtalalhatd ABCB1 homologok kivalo lehetOséget biztositanak a
kutatok szdmara az MDR fenotipus kialakuldsdnak molekularis hatterének vizsgéalatara, igy
kozelebb  juttatva  Oket a  jelenség  pontos  megértéséhez és  esetleges

megeldzésehez/gyogyitasahoz.

Dolgozatomban multidrog rezisztens patkany hepatoma sejtvonalakat hasznaltam a
MDR fenotipus kialakuldsanak hatterében all6 molekuldris mechanizmusok, kiilonos
tekintettel a hiszton acetilacio szerepének a felderitésére. A kozepesen (col500) és az erOsen
(col1000) multidrog rezisztens sejtvonalakat a dexametazon-rezisztens anyai sejtvonal (D12)
és coll000 sejtek keresztrezisztencidt mutattak szamos, szerkezetileg kiilonbozé droggal
szemben. Kimutattak, hogy az anyai sejtvonalhoz képest jelentdsen megemelkedett benniik az

MDRI1 mRNS ¢és fehérje szintje, valamint leirtdk, hogy a jelenség hatterében nem
génamplifikacio all [108, 109].

A fentiek alapjan ezek a sejtek idealis valasztasnak tiintek az ABCBI1 gének
taltermelésében fontos szerepet jatszd6 mechanizmusok, ezek koziil is megkiilonboztetett

figyelemmel a hiszton acetilacios valtozasok tanulméanyozésara.
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2. CELKITUZESEK

Munkam soran célul tliztem ki a multidrog rezisztens patkany hepatoma sejtekben
megfigyelt megemelkedett ABCBI1 expresszio hatterében allo6 mechanizmusok, kiilonds
tekintettel a hiszton acetilacio szerepének a feltérképezését. Ennek érdekében a kovetkezd
kérdésekre kerestem valaszt:

1. Az MDR fenotipus kialakuldsaban az ABCBla és/vagy az ABCBI1b transzporterek
megemelkedett aktivitasa jatszik-e fontos szerepet? Esetleg az ABCC1-nek is szerepe
van benne?

2. Az ABCBI megndvekedett aktivitasaban szerepet jatszik-e
- az Abcbla és Abcblb gének amplifikacidja,
- az Abcbhla és Abcblb génekrél képz6dott mRNS-ek stabilitasanak megvaltozasa,
- az Abcbla és Abcblb gének transzkripcidjanak megvaltozasa?

3. Megfigyelheté-e az Abcbl gének transzkripcidjanak olyan valtozasa, ami
Osszefliggésben 4ll a kromatin szerkezetét befolydsold hiszton modositasok
valtozasaval?

4. A hisztonok acetilacidjat befolyasold szerek (hiszton deacetildz gatlok) hatassal
vannak-e az Abcbl gének expresszidjara?
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Sejtek tenyésztése

A kisérleteim soran hasznalt patkany hepatoma sejtvonalak Dr. Venetianer Aniko
laboratoriumabél szarmaznak [108, 109]. A sejteket 75 cm?-es flaskaban (Orange Scientific)
tartottam fenn 5 % magzati borji szérummal (FBS, Lonza), 0.01 % streptomycinnel, 0.005 %
ampicillinnel  (Sigma) és 1mM L-glutaminnal kiegészitett Ham’s F12 (Lonza)
tapfolyadékban. A multidrog rezisztens col500 és col1000 sejtek tapfolyadékat 500 illetve
1000 ng/ml kolhicinnel (Sigma) egészitettem ki. A sejtvonalakat 37 °C-on, paras
kornyezetben, 5 % CO»-ot tartalmazé inkubatorban ndvesztettem, a tapfolyadékot kétnaponta
cseréltem. Amikor a sejtek teljesen bendtték a tenyésztdedény feliiletét, a tapoldat eltavolitasa
utan kétszer mostam a sejteket 1-1 ml 1x PBS oldattal [foszfattal pufferolt s6oldat (137 mM
NaCl, 8 mM Na;HPO,, 1,47 mM KH,PO,, 2,7 mM KCI pH = 7,4)] majd 1 ml 1x tripszin
(Sigma) alkalmazasaval elvéalasztottam Oket az edény falatol. A felszuszpendalt sejtek
kétharmadat eltavolitottam, a maradékot pedig 12 ml tapoldattal kiegészitve visszamértem a

flaskaba.

A kisérletek el6tt a drog-rezisztens col500 és col1000 sejtek 3 napig kolhicin-mentes

komplett tapfolyadékban nottek.

A Kkisérletek soran a hiszton-deacetilaz gatl6 (HDAC:) trichostatin A (TSA) 50 ng/ml

koncentracioban keriilt hozzaadasra 6 oran keresztiil.

3.2. Multidrog-transzporterek aktivitisanak meghatarozasa

Az €16 sejtek ABCB1 ¢és ABCCI pumpa-aktivitdsanak kvantitativ meghatarozasahoz
SOLVO MultiDrugQuant™ Assay (MDQ) kit-et hasznaltam [110], a kisérleteket a SOLVO

Zrt. laboratériumaban végeztem el.

A 6 6ras TSA kezelés utan a sejteket 1x PBS-ben mostam, majd a tapfolyadékot

eltavolitottam ¢és tovabb inkubdltam d&ket komplett F12 tdpoldatban 4 ordn keresztiil. Az
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inkubacids id6 lejarta utan a sejteket Osszegyijtottem, és a kit-ben leirt protokollt kovetve
elokészitettem Oket az aktivitds-méréshez. A mintdk fluoreszcencia-intenzitdsanak mértékét
aramlési citométer (Partec CyFlow space) segitségével hataroztam meg (488 nm excitacios
1ézer, 512-542 nm detektor, 10 000 sejt/minta). A calcein multidrog rezisztencia aktivitas
faktort (MAFc) a kovetkezd egyenlettel szamitottam ki: MAFc = 100%(Fymax—Fo)/Fmax, ahol
Fmax az ABCB1 és ABCCI inhibitor Verapamil-lal kezelt minta maximalis fluoreszcencia
értéke, Fo pedig az olddszeres kontroll fluoreszcencia értéke. Az ABCC1 pumpa multidrog
rezisztencia aktivitas faktora (MAF agcc1) az alabbi egyenlettel hatarozhaté meg: MAF agcc1 =
100x(F agcc1—Fo)/Fmax, melyben Fagcc: @z ABCC1L inhibitor Indomethacin-nal kezelt minta
fluoreszcencia értéke. A fenti értékekbdl konnyedén kiszdmithato az ABCB1 pumpa MAF-a:
MAFagce1= MAFc-MAF agcct.

A MAF értékek elméletileg 0 és 100 kozotti skalan mozognak.

3.3. Ossz RNS-izolalas és egyes szalii cDNS-szintézis

A sejtekb6l RNeasy Plus Mini Kit-et (QIAGEN) hasznalva 6ssz RNS-t preparaltam a
(ND-1000 Spectrophotometer) segitségével hataroztam meg. Ezutan 2 pug 6ssz RNS-t irtam at
egyes szalu cDNS-s¢ random hexamer primerek segitségével, TagMan Reverse Transcription
Kit (Applied Biosystems) felhasznédlasdval, kovetve a gyartd uUtmutatdsait. A reverz
transzkripcio az alabbi reakciokoriilmények mellett jatszodott le: 25 °C 10 perc, 37 °C 60
perc, 95 °C 5 perc.

3.4. Génexpresszio meghatarozasa kvantitativ valds idejii PCR (QPCR) mddszerrel

A vizsgélni kivant génekre specifikus primerparokat terveztem primer 3 €s Primer
Express 3.0 (Applied Biosystems) programok segitségével. A primerek szekvenciait az 1.
tablazatban tiintettem fel. Els6 1épésben az elkésziilt primerek felhasznalasaval optimalizaltam

azok koncentraciojat a QPCR reakcidhoz. A kvantitativ valds idejii PCR reakcidkat ABI 7500
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Real Time System (Applied Biosystems) tipusu késziilékben futtattam le. A reakcioban
keletkezd termékeket SYBR Green interkalalodo festéket tartalmazd Power SYBR Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems) reagens felhasznalasdval detektadltam. A PCR
reakciokoriilményei a kovetkezoéek voltak: 95 °C 10 perc, 95 °C 15 masodperc, 60 °C 1 perc
(az utols6 két 1épés 40 cikluson keresztiil ismétlodott). A relative mRNS szintek

e -AACt
meghatarozasahoz a 2™4¢

modszert (Livak és Schmittgen, 2001) alkalmaztam. A vizsgalt
gének kifejezddését minden esetben 18S riboszomalis RNS bemérési (endogén) kontroll

expressziojahoz viszonyitottam.

Primer név Forward primer (5°-3°) Reverz primer (5°’-3)

rat Abcbla ACCAGCGGTCAGTGTGCT CGGTTGTTTCCTACATTTGC

rat Abcb1b GTTGGCATATTCGGGATGTT TCGCTGACGGTCTGTGTACT

rat pre-Abcbla CCATGGAATTGCGCTCCCAC GGACAGCCTCCACTACATAGACCA
rat pre-Abcb1b TTCGGGATGGTGAGTTTGGGA | GGAAGCTCAGTACAGGGCAAAT
rat Abcb1a 3. intron CTTGCCCCACACTCTCATCT TGAGACACTGGCTTTTCTGG
rat Abcb1la end GGGATCTGTAGGAAGAGGGG | TCAAGTCTGCGTTCTGGATG

rat Abcb1b 3. intron ACTCCCTGCTCTGCATGTCT AAAGGGTCTCTGGGTCAGGT
rat Abcb1b end GGTTATGGAGGGGGATCTGT TCAAGTCTGCGTTCTGGATG

rat Abcb1a inic GCCCAGGCACAGTCGAACA TCCTCCGTAAGGTCCGCCAA

rat Abcb1a -1500 CGCTCCTCATCAACCCATCCC ACCCAGGACTTCTTCGGCAC

rat Abcb1b inic TCCTTGCCCAATTCCACCCAC CAGCGGCCTCAGCCTCTTAC

rat Abcb1b -1500 TGTTTCTATGCCGCCCAAATCCA | GCAAGGCCCCAACCCTTTCT

1. téblazat. A kvantitativ valos idejii PCR (QPCR) vizsgalatokban hasznalt primerek

szekvenciai
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3.5. Genomi DNS izolalas

A D12, col500 ¢és col1000 sejteket 0sszegyljtottem, kétszer mostam 1x PBS oldattal,
majd felszuszpendaltam Oket lizis pufferben (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM EDTA, 2%
SDS) és 5 percig 65 °C-on inkubaltam. Az inkubaciés idé letelte utan 4.5 M-os NaCl oldatot
mértem az elegyhez, dvatosan 6sszekevertem, majd centrifugalassal (13 000 rpm, 5 perc) a
kicsapodott fehérjéket €s sejttérmeléket kitilepitettem, ezutan a DNS-t tartalmazé feliiluszot
tiszta Eppendorf csébe mértem. A genomi DNS-t izopropanol segitségével kicsaptam, ezt
kovetden Ujboli centrifugalassal (13 000 rpm, 5 perc) iilepitettem. A csapadékot 70 %-0s
etanollal mostam, levegén szaritottam majd 10 mM Tris-HCl (pH = 8.0) pufferben
visszaoldottam a DNS-t. A preparaitum min6ségét ¢és koncentraciojat NanoDrop

spektrofotométerrel hataroztam meg.

3.6. RNS stabilitas meghatarozasa

A kisérlet elétti napon 6-lyuki edényekbe 2.5 x 10° sejtet osztottam ki. Mésnap a
kovetden az egyes mintakrol 6, 12, 24 €és 36 ora elteltével a tapfolyadékot eltavolitottam, a
sejteket kétszer mostam jéghideg 1x PBS-oldattal, majd Osszegytjtottem Oket. A sejtekbdl
totdl RNS-t izoladltam, cDNS-t szintetizdltam (lasd 3.3 bekezdés) és a relativ mRNS
mennyiségeket QPCR technikéval hataroztam meg (lasd 3.4. bekezdés).

3.7. A szabalyozo régiok szekvencidjanak meghatirozasa

D12, col500 és col1000 sejtekbdl izolalt genomi DNS templatokon PCR reakcidkat
végeztem az Abchla és Abcblb gének szabalyozé régidinak felsokszorositasanak érdekében,
specifikus primerparok segitségével [rat Abcbla prom forward (5'-
CCAAAAGGAAGGCAAGAACA-3), rat Abcbla prom reverz (5-
CTTTCCGATTTCCTCCGTAA-3); rat Abcblb prom forward (5-
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TTGCCTCTGTCCCTTCTGTT-3), rat Abcblb prom reverz (5-
GAAGTCCGCCAAGATGTAGAA-3")]. A PCR reakciét Bio-Rad MyCycler (Bio-Rad)

késziiléken végeztem, az alabbi reakciokoriilményeket hasznélva:
95 °C 10 perc

95 °C 45 masodperc, 60 °C 30 masodperc, 72 °C 4 perc, 40 ciklus
72 °C 10 perc

Az igy kapott termékeket pJET 1.2 (Fermentas) klonoz6 plazmidokba épitettem. A
szekvenalast a Magyar Tudomanyos Akadémia Szegedi Biologiai Kézpontjdban talalhato
Szekvenald laboratériumaban kapillaris szekvendtor segitségével végezték. A szekvenalod
primereket a CloneJet PCR Cloning Kit (Fermentas) tartalmazta. A pJET1.2 plazmidhoz

javasolt forward és reverse primereket is felhasznaltam.
pJET1.2 forward sequencing primer: 5 CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC 3

pJETL1.2 reverse sequencing primer: 5'AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG 3

3.8. Az Abcbl gének szabalyozoé régidinak beépitése luciferaz riporter gént tartalmazo

plazmidba

A D12 sejtekbol szarmazd Abcbla és Abcblb szabalyozo régiokat tartalmazé pJET1.2
plazmidokbdl a szekvencidkat restrikcios endonukleaz enzimek segitségével luciferaz riporter
gént tartalmazo pGL3-basic plazmidba (Promega) épitettem (pGL3-Abcbla-Luc és pGL3-
Abcblb-Luc).

3.9. Riporter plazmidok tranziens transzfekcioja és luciferaz aktivitas mérés

A transzfekcié el6tti napon 6-lyuka edényekbe 2.5x10° sejtet osztottam ki. A
transzfekcié soran pGL3-Abcbla-Luc és pGL3-Abcblb-Luc riporter plazmidokat (4-4 pg)
D12, col500 és col1000 sejtekbe juttattam TurboFect (Fermentas) reagens felhasznéalasaval,
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kovetve a gyarto utasitasait. Az inkubacios 1d6 (24 dra) letelte utan a tdpoldatot eltavolitottam,
majd a sejteket kétszer mostam jéghideg 1x PBS oldattal. A sejteket ezutdn 9sszegylijtottem,
Ix lizis pufferben (Promega, Cell Culture lysis Reagent 5x) fel-le pipettazassal
felszuszpendatam, majd 30 perig jégen inkubdltam. Ezutan a mintdkat centrifugéalassal
(13000 rpm, 4 °C, 5 perc) ilepitettem, a feliiluszokat tiszta Eppendorf csovekbe mértem,
fehérje tartalmuk meghatarozasat Bradford-modszerrel elvégeztem [111]. A mintak luciferaz
aktivitasat Orion L Microplate Luminometer-en (Berthold Detection System, Simplicity 4.2
software) mértem meg Promega luciferase assay kit (Promega) hasznalataval, a gyartd

utasitasai szerint.

A transzfekcié hatékonysaganak meghatarzasahoz z6ld fluoreszcens fehérjét termeld
PEGFP-N3 (Clontech) plazmidot ko-transzfektaltam a sejtekbe, majd a GFP-pozitiv sejtek
szamat FACS analizissel (FACSCalibur, FL-1 filter) hatdroztam meg.

A mért luciferdz aktivitas értékeket a mintak fehérje mennyiségével és a transzfekcios

hatékonysaggal korrigaltam.

3.10. Western blot

Az Osszegylijtott sejteket 2x Laemmli SDS mintafelvivé pufferben (0,125 M Tris-HCI
pH 6.8, 4 % SDS, 21 % glicerin, 2 mg bromfenolkék, 10 % 2-merkaptoetanol) tartam fel a
kovetkezd modszerrel: 10 percig forraltam a mintakat, kozben 2 percenként vortexeléssel
homogenizaltam. Egyenld mennyiségli fehérje mintdkat [Coomassie brilliant blue-festéssel
(20 % Coomassie brilliant blue R250, 45 % etanol, 10 % ecetsav) meghatarozva] futtattam
meg 10 illetve 15 %-os SDS poliakrilamid gélen, majd atvittem (200 mA, 2 6ra) nitrocelluloz
membranra (Millipore). A transzfer eredményességét 0.1 % Ponceau-oldattal (Sigma) vald
festéssel ellendriztem, majd desztillalt vizzel addig mostam a membrant, mig az sszes festék
eltint. Ezutan a membrant 5 % sovany tejport tartalmaz6é TBS-T (50 mM Tris-HCI, 150 mM
NaCl, 0.05 % Tween 20 pH 7.4) oldatban blokkoltam szobahOmérsékleten rdzatva 1 oran
keresztiil. Ezutan az els6dleges ellenanyagot 1 % BSA-t (Bovine Serum Albumin, Sigma)
tartalmazd TBS-T-ben higitottam, majd a membrant ebben az oldatban inkubéltam egy
éjszakan keresztiil razatva 4 °C-on. Masnap szobahSmérsékleten 4x10 percig mostam a

membrant TBS-T-vel. A torma-peroxidazzal kapcsolt anti-nyal masodlagos ellenanyagot
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szintén 1 % BSA-t tartalmazd TBS-T oldatban higitottam, és 1,5 6éran at szobahOmérsékleten
inkubaltam a membrant, majd ezt kovetden ismét 4x10 percig mostam TBS-T oldattal. A
létrejott immunkomplexet kemilumineszcens detekcidos modszerrel (ECL, Amersham

Biosciences) rontgen filmen tettem lathatova.

A kisérletek soran hasznalt elsédleges ellenanyagok és higitasuk: anti-acetilalt hiszton
H4 (Serotec, AHP418) 1:1000 higitas, anti-hiszton H3 (Abcam, ab1791) 1:1000 higitas, anti-
ABCBla (Merck Millipore, AB10340), anti-ABCB1b (Merck Millipore, AB10337) és anti-a-
tubulin (Sigma-Aldrich, T9026) 1:5000 higitas.

A kisérletek soran hasznalt masodlagos ellenanyagok és higitasuk: anti-nyal (DAKO,
P0448) 1:2000 higitas az anti-acetilalt hiszton H4 esetén, valamint 1:20000 higitas anti-
hiszton H3, anti-ABCB1a és anti-ABCBI1b esetén; anti-egér (DAKO, P0260) 1:20000 higitas

anti-a-tubulin esetén.

3.11. Kromatin immunoprecipitacié (ChIP)

2 nappal a kisérlet el6tt 5x10° db sejtet osztottam 10 cm-es Petri csészékbe. A harmadik
napon 1 % formaldehid oldat hozzaadasaval keresztkotdttem a sejtek tartalmat (7 perc, 4 oc-
on razatva), majd a keresztkotési reakciot 125 mM glicin hozzdadasaval Aallitottam le,
mikozben a mintdkat végig jégen tartottam. Ezutan a sejteket kétszer mostam jéghideg 1x
PBS oldattal, felkapartam majd centrifugalassal 6sszegylijtottem Oket. A sejteket lizis puffer
(1% SDS, 10 mM EDTA, 50 mM Tris-HCI pH 8.0, 500x proteaz inhibitor koktél, 10 mM Na-
butirat) hozzaadasaval tartam fel 30 percig jégen tartva az elegyet. Ezutan a keresztkotott
kromatint hozzavetdlegesen 200-500 bp hosszusagl darabokra tordeltem Bioruptor szonikator
segitségével (Diagenode; 5 perces intervallum, 30 mdsodperc szonikalds/ 30 madasodperc
szlinet), a mintakat végig jéghideg vizben tartva. Ezutan 100 pl szonikalt sejtlizatumhoz 900
ul immunoprecipitacios puffert (150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 8.0, 1 % Triton X-100,
500x proteaz inhibitor koktél, 10 mM Na-butirat) adtam. Kovetkez6 1épésben a mintakat 20
ul 50% (1 pg/ul hering sperma DNS-sel és 3 pg/ul BSA-val blokkolt) protein G Sepharose
gyongy szuszpenzidval (Sigma) 3 oOran keresztiil 4 °C-on forgatva el6tisztitottam. Az
immunoprecipitaciot 2 pl anti-hiszton H3 (Abcam, ab1791), anti-hiszton H3K9ac (Abcam,
ab4441) vagy anti-hiszton H3K14ac (Upstate, 07-353) ellenanyagokkal végeztem egy
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¢jszakan keresztlil forgatva a mintakat 4 °C-on. Masnap a mintdkhoz 20 ul 50 % protein G
Sepharose gyongy szuszpenziét mértem és 3 oOran keresztiil 4 °C-on forgattam Gket. Ezt
kovetden a protein G Sepharose-hoz kotott immunkomplexeket centrifugalassal (2000 rpm, 4
°C, 5 perc) iilepitettem ¢és a feliiluszokat eltavolitottam. Az ellenanyag nélkiili kontroll
mintabol (NAC: no antibody control) 100 pl-t megbriztem, és kés6bb ezt hasznaltam teljes
bemérési kontrollként (TIC: total input control). A kicsapott immunkomplexeket haromszor
mostam IP-puffer 1-gyel (0.1 % SDS, 1 % Triton X-100, 2 mM EDTA pH 8.0, 150 mM
NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 8.0), kétszer IP-puffer 2-vel (0.1 % SDS, 1 % Triton X-100, 2
mM EDTA pH 8.0, 500 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 8.0) és végiil haromszor IP-puffer 3-
mal (2 mM EDTA pH 8.0, 20 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 % glicerin). A DNS-fehérje
keresztkdtéseket egy éjszakan at tarto 65 °C-on tortént inkubélassal oldottam fel. Ezutan a
fehérjék hidrolzisét végeztem el, 20 pg proteinaz-K segitségével, 0.5 % SDS jelenlétében 3
oran keresztiil 37 °C-os hémérsékleten. A DNS-t fenol:kloroform:izoamil-alkohol-os
(25:24:1) extrakcidval nyertem ki, majd alkohollal kicsaptam. A kicsapodott DNS-t 50 ul
Tris-HCI (pH 8.0) oldatban feloldottam és QPCR-rel analizaltam (lasd 3.4. bekezdés).

3.12. Statisztikai analizis

Az abrdkon minimum 3, egymastol fliggetlen mérés atlaganak értékeit tiintettem fel, a
szorasokkal egyiitt. Az eredmények statisztikai analizisét SPSS for Windows version 15.0.
program felhasznalasaval végeztem el, a Mann-Whitney nem-parametrikus tesztet
alkalmazva. Statisztikailag szignifikdnsnak azt az eredményt vettem, melynek p értéke kisebb
mint 0.05 (p< 0.05).
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4. EREDMENYEK

4.1. A multidrog rezisztens sejtek megnovekedett ABCB1 és csokkent ABCCl1

transzporter aktivitast mutatnak

A Kkisérleteim soran hasznalt multidrog rezisztens col500 és col1000 sejtvonalakat
ABCB1, mind az ABCCL1 transzporter szubsztratja [112]. A sejtvonalak eléallitasa utan a
rezisztens sejtekben megemelkedett ABCB1 fehérjeszintet és magasabb drog-efflux aktivitast
detektaltak, mint a drog-szenzitiv D12 anyasejtekben. Azonban arra vonatkozoan, hogy a
multidrog-rezisztencia létrehozasaban az ABCBI1 transzporterek melyik izoformaja jatszik
szerepet, illetve abban mas pumpak aktivitasanak megvaltozasa kozremiikodott-e, nem
torténtek tovabbi vizsgalatok. Ennek tisztazasara a Solvo Zrt. MultiDrugQuant Assay Kit-jét
felhasznalva elsd 1épésben meghatiroztam a sejtvonalak ABCBI1 és ABCCI1 pumpa-aktivitas
értékeit. A kit calcein-AM-et (calcein-acetoxymethyl esther), mint szubsztrat molekulat,
Indomethacint, mint ABCC1 specifikus gatloszert, valamint Verapamilt, mint ABCBI1 ¢és
ABCCI gatlészert tartalmaz. A calcein-AM egy nem-fluoreszcens hidrofob molekula, mely
képes a sejtmembranon athatolva bejutni a citoplazmaba, ahol specifikus észterazok gyorsan
hidrolizaljak. Ennek eredményeként 1étrejon egy fluoreszcens termék, a calcein, mely hidrofil
tulajdonsagénak koszonhetéen a citoplazmaban marad. Mivel a calcein-AM kivald
szubsztratja mind az ABCBI1, mind az ABCC1 pumpanak, ezért ezek aktivitasa a sejten beliil
alacsonyabb fluoreszcens calcein szintet eredményez. Ha a sejteket a szelektiv gatloszerekkel
kezeljiik, a kezelt és kezeletlen mintdkban mért fluoreszcencia-értékek kiilonbségeibdl
meghatdrozhat6 az adott pumpa aktivitdsanak értéke (multidrog rezisztencia aktivitasi faktor,

MAF) [113].

Mint arra a rendelkezésre all6 informdciok alapjan szamitani lehetett, az ABCBI1
transzporter aktivitasa 1ényegesen magasabb értéket mutatott a multidrog rezisztens sejtekben,
mint a szenzitiv DI12-ben (4.A &bra). Erdemes megjegyezni, hogy ezek az értékek
megkozelitik az elméletileg mérhetdé legmagasabb aktivitas értéket. Az ABCC1 pumpa

vizsgalata viszont meglepd eredményt mutatott: a drog-érzékeny és a drog-rezisztens sejtek
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kozott hozzavetdlegesen husszor magasabb aktivitas értéket mértem a szenzitiv sejtek javara

(4.B abra).
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4. Abra A rezisztens sejtek MDR fenotipusat az ABCB1b pumpa megemelkedett
aktivitasa okozza. MultiDrugQuant Assay Kit segitségével megallapitottam a sejtvonalak
transzporter fehérjéinek aktivitas értékeit. (A) ABCBI aktivitas, (B) ABCCI1 aktivitas, (C)
ABCBIla aktivitas, (D) ABCBI1b aktivitas. * p< 0.05

Mivel ragcsalokban az ABCB1 fehérjének két izoformdja (ABCBla és ABCB1b) van
jelen, és a korabbi vizsgalatok nem tértek ki ezek aktivitasanak elkiilonitésére, ezért kivancsi
voltam arra, hogy vajon kimutathato-e valamilyen kiilonbség a két izoforma aktivitasa kdzott
a sejtvonalakban. A mérésekhez hasznalt kit azonban 6nmagdban nem alkalmas a két
izoforma aktivitasanak elkiilonitésére, ezért azt az ABCBI1b-specifikus gatloszer vinblastin

[114] hozzaadasaval kiegészitettem és igy végeztem el a méréseket. A kapott eredmények azt
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mutatjak, hogy mar a szenzitiv sejtekben jelentds kiilonbség van a két izoforma aktivitasaban,
ugyanis az ABCBla esetén mért érték kb. fele az ABCB1b esetén detektaltnak (4.C. és 4.D.
abra, elsé oszlop). A rezisztens sejtekben az amugy is alacsonyabb ABCBI1a aktivitas tovabb
csokken, col500 sejtek esetén kb. 25 %-kal, col1000 sejtek esetén kb. 80 %-kal (4.C abra,
masodik és harmadik oszlop). Ezzel ellentétben a magasabb ABCB1b aktivitds még tovabb
nd a rezisztens sejtekben, szamszeriileg kb. 43 %-kal a col500 és kb. 77 %-kal a col1000

sejtvonalban (4.D abra, masodik és harmadik oszlop).

Az eredmények alapjan elmondhat6, hogy az altalam vizsgalt drog-rezisztens sejtek

MDR fenotipusaért elsésorban az ABCB1b transzporter megnovekedett aktivitasa felelds.

4.2. A rezisztens sejtekben megemelkedett az Abcbla és az Abcblb mRNS szintje

Ahogy azt az el6z6 kisérletek eredményei bizonyitjak, a drog-rezisztens sejtek
megemelkedett efflux aktivitasaban és a MDR fenotipus kialakitasaban az ABCBI
transzporterek kulcsszerepet jatszanak. Felmertilt a kérdés, hogy vajon az ket kodolod gének
expresszidjaban tortént-e valamilyen valtozds, ami eldsegiti ezt a folyamatot. A kérdés
megvalaszolasdhoz D12, col500 és coll000 sejtekbdl 0ssz RNS-t izolaltam, reverz
transzkripcid kapcsolt PCR segitségével egyes szali cDNS-t szintetizaltam, majd kvantitativ
valos idejii PCR (QPCR) technika felhasznalasaval megmértem az Abcbla és Abcblb mRNS-

ek mennyiségét.

Szembetiind kiilonbséget tapasztaltam a D12 sejtek Abchla és Abchlb mRNS szintje
kozott: az el6bbi kozel harmincszor magasabb értéket mutatott (5.A €és B abra, 1. oszlop). A
drog-rezisztens col500 és col1000 sejtekben mindkét gén expresszidja fokozodott a szenzitiv
sejtek expressziojahoz képest (5.A és B abra, 2. és 3. oszlop). Erdekes megfigyelni azt a tényt,
hogy bar az Abchla mRNS szintje a sziil6i és a rezisztens sejtekben is joval magasabb, mint
az Abcblb szintje, azonban az Abcblb expresszio-novekedésének kiilonbsége a sziil6i és a
rezisztens sejtek kozott sokkal nagyobb 1éptékii (col500 esetén kb. 15-sz6r6s, col1000 esetén
kb. 20-szoros), mint az Abcbla expresszio-novekedésének kiillonbsége (col500 esetén kb. 8-

szoros, col1000 esetén kb. 4-szeres).
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5. Abra Az Abcbl gének expresszibja megemelkedett a drog-rezisztens
sejtvonalakban. A gének expresszidjat QPCR-ral hataroztam meg. A D12 sejtek Abcblb
expresszidjat tekintettem 1-nek, a tobbi adatot ehhez képest abrazoltam. (A) Abcbla
expresszio, (B) Abcblb expresszid. * p< 0.05

Az fenti kisérletek tehat megerdsitették azt a feltételezést, miszerint az Abcbl gének
kifejez0désében bekodvetkezett valtozasok kozrejatszhatnak a rezisztens sejtek megemelkedett

drog efflux aktivitasaban.

4.3. A drog-rezisztens sejtekben az ABCB1b fehérjék szintje is magasabb

Miutan real-time PCR modszerrel kimutattam, hogy a drog-rezisztens sejtekben az
Abcbl génekrdl képz6dott mRNS-ek mennyisége magasabb, mint a szenzitiv sejtekben,
felmeriilt a kérdés, hogy vajon ez az eltérés fehérje-szinten is megmutatkozik-e? Ennek
tesztelésére a sejtvonalakbol Gssz-fehérje mintat izolaltam, majd ABCBla ¢és ABCBI1b
specifikus ellenanyagok segitségével Western-blot kisérletet végeztem. Ennek soréan azt
tapasztaltam, hogy az ABCBla (6.A abra) és ABCBI1b (6.B abra) fehérjék kozott latszolag
nincs jelentds kiilonbség a sejtvonalakban. Amennyiben a sejtvonalak kozott hasonlitjuk
Ossze a két fehérje mennyiségét, azt latjuk, hogy mig az ABCB1b esetén a col500 és col1000
sejtekben kismértékben megemelkedett a fehérje szintje a D12 sejtekben detektalt
mennyiséghez képest (6.B abra), addig az ABCBla esetén ez a kiilonbség még kevésbé

szdmottevo (6.A abra).
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6. Abra A drog-rezisztens sejtekben az ABCB1b fehérjék mennyisége
megemelkedett. Az ABCBI1 fehérjék mennyiségét Western-blot-tal hataroztam meg. (A)
ABCBl1a, (B) ABCB1b. Loading kontroll: tubulin

4.4. A megemelkedett Abcbl expressziét nem az 6ket kédolé gének amplifikacioja

okozza

Szamos irodalmi adat utal arra, hogy kiilonb6z6 drog-rezisztens sejtekben a
megnovekedett Abcbl expresszio hatterében az Oket kodold gének kopiaszamanak
megemelkedése (is) allhat [115]. Annak tesztelésére, hogy az altalam vizsgalt drog-rezisztens
patkany hepatoma sejtekben el6zéleg megfigyelt magasabb Abcbl mRNS szintek
kialakitdsdban vajon szerepet jatszik-e az Oket kodold gének amplifikacidja,
Osszehasonlitottam az Abcbla és Abcblb gének kopiaszamat a drog-szenzitiv és a drog-

rezisztens sejtvonalak kozott.

Ennek érdekében mindharom sejtvonalbol genomi DNS-t izolaltam, majd az altalam
tervezett, Abcbla- és Abcblb-specifikus primerek felhasznalasaval QPCR analizist hajtottam
végre. Az eredmények csupan minimalis eltéréseket mutattak az Abcbla (7.A abra) és az
Abcblb (7.B abra) genomi régiok mennyiségei kozott 6sszehasonlitva a D12 és a rezisztens
sejtvonalakat. Ez utalhat a mérés pontatlansagara, vagy arra, hogy a sejtvonalak heterogén
populacidt alkotnak, egy résziikben 1, mig masik résziikben 2 példanyban vannak jelen az

Abcbl gének.
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7. Abra Az Abcbl gének képiaszama nem Kiilonbozik jelentés mértékben a szenzitiv
és a rezisztens sejtvonalak kozott. A sejtvonalakbol izolalt genomi DNS mintakon
Abcbla- és Abcblb- specifikus primerek felhasznalasaval, QPCR analizis segitségével
meghataroztam a szoban forgd gének kopiaszamat. (A) Abcbla kopiaszam, (B) Abcblb
kopiaszam

Kovetkeztetésként tehat elmondhatd, hogy a kordbban a szenzitiv és a rezisztens
sejtvonalak kozott megfigyelt mRNS- ¢és fehérje-szint kiilonbségeket a szoban forgd gének

amplifikacigdja egyediil nem okozhatja.

4.5. A drog-rezisztens sejtekben stabilabb az Abcbhlb mRNS

A szakirodalomban fellelhetd adatok alapjan a drog-rezisztens sejtekben detektalt
megemelkedett Abcbl mRNS szintet okozhatja a stabilitasukban bekdvetkezett valtozas is
[48]. Felmeriilt tehat a kérdés, hogy az altalam vizsgalt col500 és col1000 sejtvonalak esetén
megfigyelheté-e az Abcbl génekrdl atirodott mRNS-ek fél-életidejének meghosszabbodasa,
mely szerepet jatszhat a benniik detektalt magas mRNS szint kialakuldsdban. Ezen kérdés
megvalaszolasara mindhdrom sejtvonalban gatoltam a transzkripciot actinomicyn D kezelés
segitségével, majd a kezeléstdl szamitott 6, 12, 24 és 36 oOraval Osszegyljtott sejtekben
megvizsgaltam az Abcbla és Abcblb mRNS-ek mennyiségét. Mivel az actinomicyn D
hatiséra a génatiras teljesen leall, ezért a kezelés pillanatatol kezdve csak a mar kordbban

elkésziilt mRNS-ek talalhatdak meg a sejtekben, 1j mRNS-ek mar nem képzddnek, igy
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nyomon lehet kovetni a kérdéses mRNS szintjét, ami indikéalja annak stabilitdsat. Minél
kisebb egy mRNS stabilitdsa, anndl gyorsabban bomlik el (révidebb a fél-¢letideje). A
kisérletet elvégezve azt tapasztaltam, hogy Abcbla esetén nem mutathatd ki jelentds
kiilonbség a szenzitiv és rezisztens sejtek mRNS mennyiségében (8.A 4abra), azonban az
Abcblb mRNS mennyisége szinte az Osszes vizsgalt idépontban magasabb volt a rezisztens
sejtekben (8.B abra).
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8. Abra Az Abcblb mRNS stabilabb a drog-rezisztens sejtekben. Actinomicyn D
kezelés utan 6, 12, 24 és 36 oraval a sejteket Osszegyijtottem, és a benniik 1évé Abcbla és
Abcblb mMRNS-ek mennyiségét QPCR-ral meghataroztam. A kezeletlen, 0 oOras
kontrollban mért mRNS-ek mennyiségét 1-nek tekintettem, a tobbi adatot ehhez képest
abrazoltam.  (A) Abcbla mRNS mennyiségének valtozasa, (B) Abcblb mRNS
mennyiségének valtozasa.

A fenti eredmények alapjan megallapithat6, hogy az Abcblb mRNS stabilabb a col500
és coll000 sejtekben. Ez a hosszabb fél-életidd kozremiikddhet a benniik megfigyelt

magasabb mRNS szint 1étrehozasaban.

44



4.6. A megemelkedett Abcbla és Abcblb expresszidért elsodlegesen a transzkripcidjuk

aktivacioja felelos

Az ¢l0 sejtekben a folyamatosan valtozo koriilményekhez (kornyezeti tényezok, stressz,
sejtciklus, metabolizmus, stb.) valé alkalmazkodas egyik alapfeltétele a gének atirdsanak
pontos ¢és szigoru szabalyozasa. Ennek megvalositasahoz a sejtek szamos mechanizmust
fejlesztettek ki, ezek koziil az egyik legfontosabb ¢és leggyakrabban alkalmazott modszer a
transzkripci6 inicializacidjanak a szabalyozasa. Az Abcbl gének expresszidja esetén sincs ez
masképp, szabalyozasuk tobb szinten végbemend igen Osszetett és bonyolult folyamatok
eredménye. Miutdn megvizsgéaltam a génamplifikdcido és az mMRNS-stabilizaci6 lehetséges
szerepét a multidrog rezisztens sejtekben megfigyelt, a szenzitiv sejtekhez képest magasabb
Abcbl mRNS szintek kialakitasaban, kovetkez6 1épésben arra voltam kivancsi, vajon a gének

atirasanak intenzitasa kiilonbozik-e a sejtvonalak kozott.

Ennek vizsgalatara az Abchla és Abcblb génekrol els6ként képz6do éretlen mRNS-ek
(pre-mRNS) szintjének meghatarozasa egy elfogadott modszer, mivel ezen mRNS-féleségek
rovid fél-¢letidével rendelkeznek, igy a mennyiségiik meghatarozasa pontosabb informaciot
ad a transzkripcio intenzitasarol, mint az érett mRNS-ek szintjének vizsgalata. A pre-mRNS-
ek, mivel még nem estek at az Un. splicing mechanizmuson, tartalmazzak a génekrdl atirddott
intron szekvencidkat, ezért egy megfeleld primerpar segitségével, melynek egyik tagja egy
ilyen intronikus szekvencidhoz kapcsolodik, konnyen kimutathatoak, elkiilonitve ket az érett
MRNS-ektdl. Az Abcbla 4. exonjahoz és 4. intronjahoz, valamint az Abcblb 3. exonjahoz és
3. intronjdhoz hibridizalo primerparok segitségével D12, col500 ¢és coll000 sejtekbdl
preparalt 6ssz RNS mintdkon QPCR-t végeztem, és azt tapasztaltam, hogy a rezisztens
sejtvonalakban mind az Abchla mind az Abcblb pre-mRNS mennyisége magasabb a

szenzitiv sejtvonalban mért értékekhez képest (9.A és B ébra).
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9. Abra A rezisztens sejtekben fokozott Abcbl transzkripcié folyik. A génekrdl
képz6dott pre-mRNS-ek mennyiségét QPCR-ral hataroztam meg. A D12 sejtekben detektalt
Abcblb pre-mRNS mennyiségét tekintettem 1-nek, a tobbi adatot ehhez képest abrazoltam.
(A) Abcbla pre-mRNS, (B) Abcblb pre-mRNS. * p< 0.05

A fenti eredmény tiikrében kijelenthetd, hogy az Abcbl gének transzkripcidja
magasabb szinten folyik a drog-rezisztens sejtekben, ami magyarazattal szolgal a benniik

korabban kimutatott megemelkedett mRNS szint kialakuldsara.

4.7. A D12, col500 és coll000 sejtvonalak Abcbla és Abcblb szabalyozé régioinak

osszehasonlitasa

crer

transzkripcids faktorok ¢és szabalyozd fehérjék kotdhelyeiben bekovetkezett mutacio(k)
eredménye, ezért felmeriilt a kérdés, hogy a col500 és coll000 sejtek Abcbl génjeinek
szabalyozo6 régidiban kimutathato-e barmiféle eltérés a D12 sejtek hasonld régidihoz képest.
Ennek megvalaszolasara a sejtvonalakbol izolaltam mind az Abcbla, mind az Abcblb gének
5’ nemtranszlalodo régioit (5 UTR) megel6z6 szabalyozd szakaszok kb. 1500 bazispar

hosszusagu részeit, majd meghataroztam azok szekvenciajat.

46




A kapott szekvencia adatok az elsé 5-600 bazisparig megbizhatonak tiintek. Az
eredmények alapjan a harom sejtvonal szabalyozd régidja kozott nem lathatd eltérés, azok
tokéletesen egyformak. Az Abcblb esetén az irodalmi adathoz képest mindharom
sejtvonalban talaltam 1 pontmutaciét/SNP-t az 5> UTR el6tt a -41-es pozicioban, ami egy T-A
cserét jelent, valamint egy deléciot (egy A hianyt) a -57-es pozicidban, de a szamitogépes
vizsgélatok alapjan ezek a kiilonbségek nem érintenek a gén transzkripcidjaban szerepet

jatszé kotohelyet (2. fliggelék).

4.8. Az Abcbl promoter fragmentumok hasonlé aktivitast mutatnak a drog-szenzitiv és a

drog-rezisztens sejtvonalakban

A ¢0l500 és coll000 sejtekben az MDR1 gének fokozottabb atirdsa figyelheté meg,
mint a D12 sejtvonalban. Miutan a gének szabalyozd régidiban nem talaltam eltérést a
sejtvonalak kozott, ezért kovetkezd l1épésben arra a kérdésre kerestem a valaszt, hogy a
transzkripciot szabalyozo faktorok tekintetében van-e eltérés a szenzitiv €s a rezisztens
sejtvonalak ko6zott. Ehhez olyan plazmidokat allitottam el6, melyek kiilon-kiilon a D12
sejtekbdl izolalt, Abcbla illetve Abchlb gének szabalyozo régidinak kb. 1500 bp hosszisagu
részét a szentjanosbogar luciferaz enzimét kodold riporter gén eldtt tartalmazzak. A
plazmidokat D12, col500 es col1000 sejtekbe transzfektaltam, majd meghataroztam a mintak
luciferaz aktivitdsat. A kapott eredmények azt mutatjak, hogy a sejtvonalak kozott sem az
Abcbla sem az Abcblb promoterek aktivitasaban nincs jelentés eltérés (10. abra). Ez a
megfigyelés arra utal, hogy a drog-rezisztens sejtekben megfigyelt, fokozott MDR1
expresszid nem a benniik 1évd transzkripcios faktorok fokozott aktivitasanak/mennyiségének
koszonhetd. Mivel a plazmidok a kromoszomadlis kornyezetiikbdl kiragadott promoter
fragmentumokat tartalmazzak, ennélfogva az ilyen tipusi vizsgalatok soran a
kromatinszerkezet génexpressziojara gyakorolt hatdsa nem tud érvényesiilni. Ez a tény és a
fenti eredmény azt sugallja, hogy a rezisztens sejtekben tapasztalt megemelkedett Abchl

expresszio létrehozéasaban epigenetikai tényezok jatszanak fontos szerepet.

A kisérlet egy masik varatlan eredményt is hozott: amennyiben a promoterek aktivitasat
hasonlitjuk 06ssze, az Abcblb promoéter mindharom sejtvonalban jelentésen magasabb

aktivitast mutat, mint az Abcbla, annak ellenére, hogy in vivo az Abcbla mRNS mennyisége
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joval magasabb, mint az 1b mennyisége. Ez az érdekes megfigyelés egyrészt magyarazhatd
azzal, hogy az Abcbla gén altalam vizsgalt kb. 1500 bp hosszisagu szabalyozo6 szakasza elott
esetleg olyan fontos aktivator elemek taldlhatéak, melyek a plazmid konstrukciéba nem
keriiltek beépitésre; masrészt szintén arra enged kovetkeztetni, hogy az MDR1 gének

expressziojat epigenetikai tényezok is befolyasoljak.
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10. Abra Az Abcbl gének prométer régiéinak aktivitasa. Az Abcbla és az Abcblb
promoéter fragmentumokat tartalmazo luciferdz riporter plazmidokat D12, col500 és
col1000 sejtekbe juttattam, majd meghataroztam a luciferaz enzim aktivitasat. Az Abcbla
prométer fragmentum D12 sejtekben mutatott aktivitdsat 1-nek tekintettem, és a tobbi
aktivitast ehhez viszonyitva dbrazoltam.

4.9. Az Abcbl gének szabalyozo régidiban az acetilalt hiszton 3 lizin 9 (H3K9ac)

oldallancok mennyisége hasonlo a szenzitiv és a rezisztens sejtekben

A hiszton fehérjék kovalens modositasai - kiilondsen azok acetilacidja - jelentds
szerepet jatszanak a génkifejezOdés szabalyozasaban [66]. Ennek tudataban szerettem volna
megvizsgalni az Abcbl gének szabalyozo régidit arra fokuszalva, hogy vajon lathato-e

kiilonbség azok hiszton acetilacidos mintazata kozott a drog-szenzitiv és drog-rezisztens
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sejtvonalakban. Ezért a transzkripciondlisan aktiv gének promoter régidiban gyakran
megfigyelhetd acetilalt hiszton 3 lizin 9 [116] mennyiségét hataroztam meg és hasonlitottam
Ossze a sejtvonalak kozott, igy probalva alatdmasztani azon hipotézisemet, miszerint a
rezisztens sejtekben megfigyelt fokozott Abcbla és Abcblb génexpresszid egyik kivalto oka a

gének promotereiben az acetilalt H3K9 magasabb mennyisége.

Kromatin immunoprecipitacioval (ChIP) vizsgaltam az Abcbl gének transzkripcios start
helyeinek kornyezetében (1a inic, 1b inic) illetve az azoktol upstream irdnyba 1500 bp-ra 1évo

régioiban (la -1500, 1b-1500) az acetilalt H3K9 mennyiségét. Mindharom sejtvonal esetén a

crer

crer

Amennyiben az acetilalt H3K9 mennyiségét a D12, col500 ¢és coll000 sejtek kozott
hasonlitjuk dssze azt latjuk, hogy nincs jelentds eltérés egyik régid esetében sem a szenzitiv €s
a rezisztens sejtvonalakban detektalt H3K9ac mennyiségek kozott (11. abra). Ez az eredmény
azonban ¢les ellentétben all azzal a ténnyel, hogy a sejtvonalak kozott nagy eltérés mutatkozik

az Abcbl gének expressziojaban.
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11. Abra Az acetilalt H3K9 mennyisége az Abcbl gének szabalyozé régiéiban.
Kromatin immunoprecipitacioval vizsgaltam a H3K9ac mennyiségét az Abcbla és 1b
gének iniciator és -1500 régidiban. A QPCR-ral meghatarozott, H3K9ac ellenanyag altal
kotott genomi régiok mennyiségét a teljes bemért kromatin %-aban (TIC%) abrazoltam.
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4.10. A két Abcbl gén eltéréen reagal hiszton deacetilaz inhibitor (HDACi) kezelésre

Mivel nem sikertilt 1ényeges eltéréseket kimutatnom az acetilalt H3K9 mennyiségében
az Abcbl gének szabalyozo régidiban a szenzitiv és rezisztens sejtvonalak kozott, ezért
felmeriilt bennem a kérdés, hogy egyaltalan a hiszton fehérjék acetilacidjanak van-e barmiféle
szerepe az MDR1 gének expressziojanak szabalyozdsdban az altalam vizsgalt patkany
hepatoma sejtekben. Ennek megvalaszolasara a sejteket hiszton deacetilaz inhibitor
trichostatin A-val kezeltem, hogy fenntartsam benniik a hiszton acetilacio magas szintjét, igy

vizsgalva a hiszton acetilacio Abcbl génexpresszidjara gyakorolt hatasat.

Elso 1épésben a TSA kezelés hatékonysagat Western-blot technika alkalmazasaval

cre

novesztettem 6 oran keresztiil, majd Western-blot segitségével bizonyitottam, hogy a TSA-val
kezelt sejtekben jelentdsen megemelkedett az acetildlt hiszton 4 fehérjék mennyisége

mindharom sejtvonalban (12. abra).
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12. Abra A TSA kezelés hatasa az acetilalt H4 mennyiségére. D12, col500 és
col100 sejteket TSA nélkiil (-) vagy TSA jelenlétében (+) ndvesztettem 6 dran
keresztiil. Az inkubacids id0 lejarta utan Western-blot technikaval vizsgaltam az
acetilalt H4 fehérjék mennyiségét. Loading kontroll: H3.
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Ezutan ChIP technikaval megvizsgaltam az Abcbl gének el6z6 bekezdésben targyalt
régiodiban az acetildlt hiszton 3 lizin 9 mennyiségét a kezelt és kezeletlen sejtekben. Az

eredményekbdl egyértelmiien kiolvashaté, hogy a HDACi kezelés hatdsira jelentOsen

crer

abra), col500 (13.B abra) ¢és col1000 (13.C abra) sejtek esetén is.
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13. Abra A TSA kezelés hiszton acetilaciéra gyakorolt hatasanak vizsgalata.

Kromatin immunoprecipitacioval vizsgaltam a H3K9ac mennyiségét az Abcbla és 1b
gének iniciator €s -1500 régidiban, TSA nélkiil (-) és TSA jelenlétében (+). A QPCR-ral
meghatarozott, H3K9ac ellenanyag altal kotott genomi régiok mennyiségét a teljes bemért
kromatin %-aban (TIC%) abrazoltam. H3K9ac a D12, (A) col500 (B) és col1000 (C)
sejtekben. * p< 0.05
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Ennek ismeretében kovetkezhetett a TSA kezelés MDR1 gének expresszidjara gyakorolt
hatasanak vizsgalta. Kvantitativ valos ideji PCR-rel analizalva a kezelt és kezeletlen sejtekbdl
szarmaz6 mintakat igen meglepd eredményt kaptam. A trichostatin A hatasara mindharom
sejtvonalban csokkent az Abcbla mRNS szintje, mig az Abcblb mRNS mennyisége nétt a
kezeletlen kontrollhoz képest (14.A és B abra).

Annak Kideritésére, hogy a TSA kezelés eme felettébb érdekes eredménye valoban
annak génexpressziora gyakorolt hatasbol szarmazik-e, megvizsgaltam az Abcbla és 1b
génekrdl atirodott pre-mRNS-ek mennyiségét, ami hlien tikrozi a génexpresszid
intenzitasaban bekovetkezett esetleges valtozasokat. Hasonléan az mRNS szintek esetén
tapasztaltakkal, a pre-mRNS-ek vizsgalata is ugyanazt az eredményt hozta: TSA kezelés
hatasara a szenzitiv és rezisztens sejtvonalakban egyarant az Abcbla gén atirasanak
intenzitasa lecsokken (14.C abra), mig az Abcblb gén expresszidja fokozodik (14.D abra) a

kezeletlen mintakhoz képest.
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14. Abra A TSA Kezelés ellentétesen hat az Abcbl gének transzkripciéjara. A 6 6ras
TSA kezelés Abcbla, (A) és Abcblb (B) expresszidjara gyakorolt hatasait QPCR-ral
vizsgaltam. Azt, hogy a TSA kezelés valoban a génexpressziot aktivalta, az ijonnan
képzodott pre-mRNS-ek expresszidjat is meghataroztam. (C) Abcbla pre-mRNS, (D)
Abcblb pre-mRNS.
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Osszefoglalva, a hiszton deacetildz inhibitor kezelés hatdsara mindharom sejtvonalban
az Abcbla mRNS mennyisége lecsokkent, mig ezzel ellentétben az Abcblb mMRNS
mennyisége megnovekedett. A detektalt valtozadsok valoban a megvaltozott génexpresszio
eredményei, ugyanis a pre-mRNS-ek vizsgalata is a fenti tendenciat mutatta. Ezek alapjan

kijelenthetd, hogy a TSA eltér6 modon befolyasolja az MDR1 gének kifejezddését.

4.11. A HDAC: kezelés nem befolyasolja az ABCB1 és ABCC1 pumpak aktivitasat

Mivel a TSA kezelés az Abchl gének expresszidjanak (ellentétes iranyl) megvaltozasat
okozta, kivancsi voltam, hogy a kezelés a sejtek drog-efflux képességére gyakorol-e barmiféle
hatast. Ennek eldontésére a D12, col500 és coll000 sejteket TSA-val kezeltem, majd a
MultiDrugQuant Assay Kit-et felhasznalva meghataroztam a kezelt és kezeletlen sejtek
ABCBI1 és ABCC1 pumpa aktivitas értékeit. A méréseket elvégezve megallapitottam, hogy a
TSA kezelés nincs hatdssal sem az ABCBI1, sem az ABCC1 pumpak aktivitasara a vizsgalt

sejtvonalak egyikében sem (15. abra).
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15. Abra A TSA Kezelés nem befolyasolja a vizsgalt ABCB transzporterek aktivitasat.
A 6 oras TSA kezelést kovetden MultiDrugQuant Assay Kit segitségével megéllapitottam a
sejtvonalak transzporter fehérjéinek aktivitas értékeit. (A) ABCBI1 aktivitas, (B) ABCC1
aktivitas, (C) ABCBIa aktivitas, (D) ABCB1b aktivitas.
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6. AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

A rakos sejtek kemoterapias szerekkel szemben mutatott rezisztenciija jelentdsen
csOkkenti a rakellenes terapia hatékonysagat és ezzel egyiitt a beteg tulélési esélyeit [10]. Mig
egyes daganatok természetes rezisztenciat mutatnak, addig méasokban a kemoterapias kezelés
hatasara alakulhat ki az un. szerzett drog rezisztencia [15]. Utobbi egy igen sajatsagos
problémat jelent a daganatos betegek kezelésében, mivel a rakos sejtek nem csak az eredetileg
alkalmazott droggal, hanem mas, szerkezetlikben és/vagy hatdsmechanizmusukban kiilonb6z6
szerekkel szemben is rezisztenciat mutathatnak [11]. A tumorsejtek eme szerzett multidrog
rezisztencia fenotipusa szamos moddon kialakulhat. Ezek koziil az egyik legintenzivebben
tanulmanyozott mechanizmus soran megndvekszik a toxikus vegyiiletek sejtbdl vald
kipumpaldsanak mértéke. Ezért a jelenségért elsésorban az ABC transzporter csalddba tartozo
ABCB1/MDR1/P-gp fehérje fokozott aktivitasa tehetd felel6ssé [25]. A megndvekedett
ABCBI1 aktivitast szamos mechanizmus eldidézheti. A  drog-rezisztens sejtekben
génamplifikaci6 [115], kromoszoma-transzlokacié [117] és mRNS-stabilizacio [48] gyakran
kozremiikodik a megemelkedett ABCBI1 szint 1étrehozasaban. Ezen faktorok mellett fontos
szerepet jatszanak az ABCB1 gén transzkripcidjanak aktivitdsaban bekdvetkezett valtozasok
1s. Az MDR1 génkifejezddését szamos transzkripcids faktor, tumor szuppresszor €s onkogén
szabalyozza (lasd 1.4.7. fejezet), valamint egyre nagyobb jelentOséget tulajdonitanak az
epigenetikai faktorok (hiszton acetildcido, DNS metilacid) szabalyozd szerepének is (lasd

1.5.2. fejezet).

A munkam soran hasznalt multidrog rezisztens patkany hepatoma sejtvonalakrol
koradbban kimutattak, hogy benniik az ABCBI1 fehérje mennyisége jelentdsen megemelkedett
a szenzitiv anyai sejtvonalban detektalt mennyiséghez képest, valamint ezek a sejtek
magasabb drog-efflux aktivitast is mutattak [108, 109]. Irodalmi adatok alapjan a rakos sejtek
MDR fenotipusanak kialakitdsadban mas ABC transzporterek, mint példaul az ABCCI is
szerepet jatszhatnak [23], ezért els6é 1épésben a sejtvonalak transzporter-aktivitasat vizsgaltam
meg. A kordbban alkalmazott moddszernél érzékenyebb ¢€s specifikusabb Calcein-assay
felhasznalasaval alatdmasztottam a kordbbi eredményeket, miszerint a rezisztens sejtekben az
ABCBI transzporter aktivitasa jelentdsen megemelkedett. Ez a valtozas olyan nagymértéki,
hogy megkozelitette az elméletileg elérhetd legmagasabb, 100%-o0s aktivitas-értéket. Meglepd

modon az ABCCI transzporter aktivitdsa azonban ezzel ellentétesen valtozott: a szenzitiv
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sejtekben aktivabb pumpa a rezisztens sejtekben szinte inaktivaldédott. Mivel a ragcsalok
genomja két ABCBI transzporter izoformat kodol [105], és a korabbi vizsgalatok soran a
szegedi kutatok nem kiilonitették el ezek mikddését a sejtvonalakban, ezért kovetkezd
1épésben az ABCB1b-specifikus gatloszer vinblastine [114] felhasznalasaval kiilonboztettem
meg az ABCBI transzporterek aktivitdsat. A kapott eredmények alapjan a két izoforma
aktivitasi mintazata kozott jelentds kiilonbség fedezhetd fel. A D12 sejtekben mért ABCBla
aktivitas kb. fele az ABCBI1b esetén mért értéknek, a rezisztens sejtekben ez az alacsony
aktivitds még tovabb csokken, mig ezzel parhuzamosan a magasabb aktivitast mutatdo 1b
izoforma aktivitasa tovabb né a col500 és col1000 sejtekben. A fenti eredmények alapjan
kijelenthetd, hogy a vizsgalt rezisztens sejtek MDR-fenotipusa az ABCB1b transzporter
fokozott miikodésének koszonhetd. Fontos megjegyezni, hogy a D12 sejtekben is jelentdsnek
mondhato ABCBla és ABCBIb aktivitast detektaltam, ami némi magyardzatra szorul.
Kordbban tobb csoport is kimutatta, hogy ragcsalokban a hepatokarcinogenezis ¢és a
dexamethasone kezelés az Abcbl gének aktivaciojat idézi eld [118, 119], ennek tiikrében nem
meglepd, hogy a dexamethasone-on szelektalt hepatoma sejtek egy normal majsejtnél

magasabb ABCBL1 transzporter aktivitast mutattak.

Az aktivitas-vizsgalatok soran felfedezett kiilonbségeket latva megfogalmazodott a
kérdés, miszerint az Abchl gének expresszidjaban torténtek-e olyan valtozasok, melyek
megmagyarazhatjak a fent leirt megfigyeléseket. Ennek megvalaszolasdhoz a sejtvonalakban
az Abcbla és 1b génekr6l képzodott mRNS-ek mennyiségét real time PCR technika
segitségével hataroztam meg. Annak ismeretében, hogy az ABCBI1b transzporter mindhdrom
sejtvonalban joval magasabb aktivitdssal bir, mint az ABCBla, meglepé modon az Oket
kodold mRNS-ek mennyisége ennek épp az ellenkezdjét mutatta: mindegyik sejtvonalban
jelentdsen magasabb Abcbla mRNS szintet detektaltam, mint Abcblb-t. A rezisztens
sejtekben a szenzitiv sejtekhez képest mindkét mRNS mennyisége megnétt, azonban az
Abcblb esetén a Iépték joval magasabb volt, mint az Abcbla esetén. Az eddigi vizsgalatok
eredményei alapjan joggal feltételezhetd, hogy a col500 ¢és coll000 sejtek MDR
fenotipusdnak kialakulasdban az ABCBI1 transzportereket kodold gének expresszidjaban
bekovetkezett valtozasok kulcsszerepet jatszanak. Azonban ahhoz, hogy az aktivitasban latott
kiilonbségek 1étrejojjenek, funkcidképes fehérjékre van sziikség. Annak érdekében, hogy
megvizsgaljam, vajon az mRNS-szinten feltart kiilonbségek fehérjeszinten is megjelennek-e,
ABCBla ¢s ABCBIb specifikus ellenanyagok felhasznalasaval Western blot kisérletet

végeztem. Ennek soran megallapitottam, hogy mig az ABCB1b fehérje mennyisége a drog-
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rezisztens sejtvonalakban kis mértékben megemelkedett a szenzitiv sejtekben detektalt
mennyiséghez képest, addig az ABCBla esetén szdmottevo eltérést nem sikeriilt kimutatnom
a sejtvonalak kozott. Mivel a Western blot egy szemi-kvantitativ eljaras, amit befolyasolhat
tobbek kozott a felhasznalt ellenanyagok mindsége, ezért annak eredménye nem feltétleniil
feleltetheté meg 100%-ban a real time PCR-rel detektalt mRNS-szintek altal elGrevetitett
eredményeknek. Tovabba az tény, miszerint sok esetben csupan gyenge korrelacio figyelhetd
meg egy bizonyos mRNS mennyisége (a transzkripcid) és a rola képzddd fehérje mennyisége
(azaz a transzlacio) kozott [120], szintén magyarazatot adhat a fenti kiilonbségekre.
Elmondhat6, hogy az Abcblb expresszioja MRNS-szinten jelentdsen, fehérjeszinten
kismértékben megemelkedett a drog-rezisztens sejtekben, ami magyarazatot adhat a

transzporter magas aktivitasara. De mi okozhatja a gének fokozott expressziojat?

Drog-rezisztens sejtekben a megemelkedett Abcbl mRNS szint létrehozasaban tobb

faktor is szerepet jatszhat. Ezek koziil gyakran megtfigyelték a transzportereket kodold gének

crer

cres

Ok a két gént nem kiilon-kiilon vizsgaltak, ezért Abcbla- és Abcblb- specifikus primerek
felhasznalasaval, genomi DNS templaton real time PCR analizist végeztem annak
eldontésére, hogy a rezisztens sejtekben az Abcbl gének kopiaszama megvaltozott-e. A
kisérlet soran mindkét gén kopiaszdmaban csupan minimalis (kevesebb, mint kétszeres)
eltéréseket fedeztem fel a D12 ¢és a rezisztens sejtek kozott. A kapott eredményt két,
egymastol fiiggetlen tényezd figyelembevételével lehet értelmezni. Elképzelhetd, hogy a
rezisztens sejtek egy heterogén populaciot alkotnak, azaz bizonyos sejtekben a gének
kopiaszama nem valtozott, mig mas sejtekben kismértékli génamplifikacio tortént. Emellett
nem zarhato ki a real time PCR esetleges pontatlansdga sem. Mivel a szakirodalomban
talalunk példat arra vonatkozdan, hogy kolhicinen szelektalt multidrog rezisztens egér
sejtvonalakban akar tobb tizszeres, esetenként tobb szdzszoros kdpiaszam-novekedést is
detektaltak [121], ennek tiikrében a col500 és col1000 sejtekben kimutatott magas mRNS-
szintet a benniik feltételezett kismértékii génamplifikacio egyediil aligha magyardzza. Ezért
felmeriilt a kérdés, hogy vajon az Abcbl mRNS-ek stabilitasanak megndvekedése szerepet
jatszik-e a megemelkedett MRNS-szint 1étrehozasaban? Ezen feltételezésemet tobbek kozott
Yague ¢és kollégainak eredményei [48] alapjan fogalmaztam meg, miszerint a drog-rezisztens
sejtekben az MDR1 mRNS-ek fél-életideje jelent6sen, akar tizszeresére is megnovekedhet. A

kisérleteket elvégezve azt tapasztaltam, hogy mig az Abcbhla mRNS-ek esetén nem mutathato
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ki jelentds kiilonbség azok fél-¢letidejében a szenzitiv és a rezisztens sejtek kozott, addig az
Abcblb mRNS-ek fél-¢letideje kismértékben ugyan, de megnovekedett a col500 sejtekben, de
ez a novekedés kozel sem annyira jelentds, mint amit a korabbi cikkekben leirtak, és ami
magyarazatot adna a sejtvonalak kozott detektalt 5-20-szoros nagysagrendi mRNS-

mennyiségbeli kiilonbségekre.

Mivel sem a génamplifikdcio, sem az RNS-stabilitds vizsgalatdbol szarmazé
eredmények nem szolgaltak teljes magyardzattal a megndvekedett mRNS-mennyiség
kialakulasara, ezért kovetkez6 1épésben az Abchl gének transzkripcidjat vettem gorcsé ala.
Dolgozatom bevezetésében ismertettem az MDR1 transzkripcidjanak sokrétii és bonyolult
szabalyozasat (1.4.7. fejezet). Ezen informéciok alapjan joggal feltételeztem, hogy a D12 és a
rezisztens sejtek kozott tapasztalt mRNS-szint kiillonbségek hatterében elsésorban a gének
transzkripcio-intenzitasanak megvaltozasa allhat. A génekrdl képz6do éretlen (pre-) MRNS-
ek vizsgalata soran sikeriilt kimutathom, hogy a rezisztens sejtekben mind a pre-Abcbla,
mind a pre-Abcblb mRNS nagyobb mennyiségben van jelen, mint a szenzitiv sejtvonalban.
Ez a megfigyelés azt sugallja, hogy helyes volt a feltevés, miszerint a drog-rezisztens
sejtekben az Abcbl gének transzkripcidja fokozottabb, mint a szenzitiv sejtekben, és ez
magyarazattal szolgalhat a col500 és col1000 sejtekben kimutatott szignifikdnsan magasabb

MRNS-szintek kialakulasara is.

Az Abcbl transzkripcidjanak szabalyozasa igen Osszetett, melyet szamos, a promoter
régid konszenzus cisz-elemeihez kotddd transz-aktivald fehérje bonyolult dsszjatéka hataroz
meg (lasd 1.4.7. fejezet). Az MDR1 fokozott transzkripciojanak egyik lehetséges kivalto oka a
mutaciok egy, az Abcbl transzkripcidjat negativan befolyasold faktor kotdhelyét érintik,
elképzelhetd, hogy a faktor kotddésének hidnydban a transzkripcids gatlas alol ily modon
felszabaduld gén atirasa megnovekszik. Ezek alapjan felmeriilt a kérdés, hogy a rezisztens
sejtekben detektalt magasabb Abcbla és Abcblb expresszid létrehozasaban a gének
szabalyoz6 régidiban bekovetkezett mutaciok szerepet jatszanak-e? Ezen lehetséges mutaciok
azonositasanak érdekében mindharom sejtvonalbol izolaltam az Abcbla és Abcblb gének
promoter régidinak kb. 1500 bp hosszlisdgu szakaszait, melyek tartalmazzak a gének
szabalyozéasaban résztvevo legfontosabb ismert DNS-elemek jelentds részét, majd elvégeztem
a szekvencidk Osszehasonlitd vizsgalatdt. Ennek sordn nem taldltam eltéréseket a harom
sejtvonal vizsgalt promoter szekvenciai kozott, ami arra utal, hogy a gének fokozott

atirdsanak hatterében ez esetben nem a gének szabalyozo régidinak mutacioja all. Mivel én a
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promoter régiok csupan kb. 1500 bp hosszusagl szakaszait vizsgaltam, ezért elképzelhetd,
hogy a gének szabalyozasaban részt vevo, tavolabbi DNS-elemek esetleges mutacioja rejtve
maradt. Erdekességként megjegyezném, hogy a harom sejtvonalbol szarmazé la és 1b
promoter fragmentumokat az irodalmi adatokkal Gsszevetve azt tapasztaltam, hogy azok egy
pontmutaciobam ¢és egy delécioban eltérnek a konszenzus szekvencidtol, am ezek a

szamitogépes analizis szerint egyik ismert szabalyozo fehérje kdtohelyét sem érintik.

Mivel az eldz6 kisérlet soran kimutattam, hogy a rezisztens sejtek megemelkedett
Abcbl expressziojaban a gének promoterében bekovetkezett mutaciok nagy valdsziniiséggel
nem jatszanak szerepet, a kovetkezd lépésben arra voltam kivancsi, hogy ezekben a
sejtvonalakban tortént-e valamilyen valtozds a gének transzkripciojat szabalyoz6 faktorok
tekintetében. Ismerve az MDR1 bonyolult transzkripcids szabalyozasat konnyen elképzelhetd,
hogy a génatirast fokoz6 szamos transzkripcids faktor valamelyikének taltermelése/fokozott
aktivitasa; illetve a génatirast gatld faktorok valamelyikének hidnya/csdkkent aktivitasa allhat
a col500 és coll000 sejtekben megfigyelt fokozott génatirds mogott. Amennyiben ez a
feltételezés helyes, akkor a D12 sejtekbdl izolalt promoter fragmentumot riporter gén elé
épitve, majd a konstrukciot a sejtvonalakba juttatva a rezisztens sejtekben magasabb riporter-
aktivitast kell detektadlnom, mint a szenzitiv sejtekben. A kisérletet elvégezve azt tapasztaltam,
hogy a sejtvonalak kozott mind az 1a, mind az 1b promoter fragmentumok hasonlo aktivitast
mutattak, annak ellenére, hogy a rezisztens sejtekben a gének fokozott transzkripcidja zajlik.
Ezt a latszolagos ellentmondast azonban konnyen feloldhatjuk: elképzelhetd, hogy a
szabalyozo régiok altalam vizsgalt, kb. 1500 bp hosszusaglh fragmentumai nem tartalmazzak
azokat a fontos response elemeket, melyeken keresztiil a col500 és coll000 sejtekben a
transzkripcié fokozott aktivacioja végbemegy. Ez alapjan kijelenthetd, hogy azok a
transzkripcids faktorok, melyek az Abcbl gének expressziojara gyakorolt hatasukat a
promoter régiok altalam vizsgalt szakaszain beliil 1év6 kotohelyeiken keresztiil fejtik ki, sem
mennyiségiikben, sem aktivitdsukban nem kiilonboznek a szenzitiv €s a rezisztens sejtek
kozott. Tovabba, a plazmidokba épitett promoter régiok hasznalatanak egyik nagy hatranya,
hogy mivel ezek a kromoszomalis kornyezetiikb6l kiemelt szakaszok, igy a kromatinszerkezet
szabalyoz6 hatasa nem képes érvényesiilni rajtuk. Amennyiben a sejtvonalakban az Abcbl
gének eltérd expresszidjaban epigenetikai tényezok (is) szerepet jatszanak, a fent alkalmazott
riporter konstrukcié nem alkalmas ezek felderitésére. A kisérlet eredményeit tovabb vizsgalva
feltiinik, hogy az Abcblb promoéter mindharom sejtvonalban joval magasabb luciferaz-

aktivitast indukalt, mint az la, annak ellenére, hogy in vivo a sejtekben az Abcbla mRNS
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mennyisége szignifikansan magasabb értékeket mutatott. Ennek lehetséges magyarazata, hogy
talalhatéak, melyeket a plazmid konstrukcid6 nem tartalmazott, igy ezek transzkripcidra

gyakorolt hatdsa nem érvényesiilhetett.

Az Abcbl expresszidjat szabalyozo transzkripcios faktorok kothelyeikhez vald
hozzaférését a kromatinszerkezet befolyasolja. Az epigenetikai tényezOk koziill a DNS-
metilacio és a hiszton acetilacio az Abcbhl gének szabalyozasaban betoltott szerepét évek ota
kitiintetett figyelemmel kovetik nyomon. Altalanossagban elmondhatd, hogy az MDRI-
régid jellemzi, sok metilalt CpG dinukleotiddal és kevés acetilalt hiszton fehérjével, mig a
fehérjét magas szinten expresszald drog-rezisztens sejtek ezzel ellentétben egy sokkal
nyitottabb kromatin struktirat mutatnak, alacsony DNS-metilacidval és sok acetilalt hiszton
fehérjével [76]. Emellett azonban olyan eredmények is napvilagot lattak, melyek szerint az
MDRI1 expresszidjaban a hiszton acetilacié fontosabb szerepet jatszik, mint a promoter
metilacio. Chen és munkatarsai egészséges, valamint rakos, drog-Szenzitiv és drog-rezisztens
hasnyalmirigy sejteket vizsgaltak. Kimutattak, hogy az egészséges sejtekben detektalt
értékhez képest az Abcbl expresszioja a drog-szenzitiv sejtekben Gtszordsére, mig a drog-
rezisztens sejtekben tizszeresére emelkedett. Ennek ellenére a beldliik szdrmazd promoter
régiok vizsgalata nem tart fel jelentds kiilonbséget azok metilacids allapotara vonatkozodan,
mindhdrom esetben alacsony DNS-metilaciot talaltak. Ezek alapjan feltételezték, hogy az
altaluk vizsgalt hasnyalmirigy sejtekben a hiszton acetilacionak van kulcsfontossagu szerepe
az Abcbl transzkripcidjanak szabalyozasaban [79]. Mivel az altalam vizsgalt sejtek koziil az
Abcbl gének a szenzitiv sejtekben is kifejezodnek, ezért feltételeztem, hogy a DNS-metilacio,
hasonléan a Chen-¢k altal vizsgalt hasnyalmirigy-sejtekhez, ebben az esetben sem jatszik
dominans szerepet az Abcbl gének szabalyozasaban, ezért a tovabbiakban csak a hiszton

acetilacio génexpressziora gyakorolt lehetséges hatasanak vizsgalatara koncentraltam.

Szamos tanulméany igazolja, hogy az aktivan atirod6 gének szabalyozd régidiban
feldtsult az acetilalt H3K9 szintje [116]. Nemrég Toth és munkatarsai drog-szenzitiv és drog-
rezisztens human emldkarcindma sejtek vizsgalata soran kimutattdk, hogy a rezisztens
acetilalt H3K9 mennyisége [75]. Ebbdl kiindulva elhataroztam, hogy kromatin
immunprecipitacio segitségével megvizsgalom az Abcbl gének iniciator régidiban a H3K9ac

mennyiségét, feltarva ezaltal a sejtvonalak kozott megfigyelt transzkripcios aktivitasok

60



kiilonbségeinek egyik lehetséges kivaltd okat. Annak ellenére, hogy az MDR1 gének
expresszidja jelentdsen megemelkedett a drog-rezisztens sejtekben, meglepé modon egyik
gén inicidtor régidjaban sem sikeriilt jelentds kiilonbséget kimutatni a H3KO9ac
mennyiségében a sejtvonalak kozott. Ebbol arra kdvetkeztethetiink, hogy a col500 és col1000

sejtekben a transzkripcio aktivacidja nem jar egyiitt a H3K9 acetilacié megemelkedésével. Az

crer
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MRNS-ek mennyiségével. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a H3K9 acetilacionak
mindharom sejtvonalban szerepe van az Abcbla gén Abcblb-hez képest fokozottabb
transzkripcidjdban, azonban a sejtvonalak kozott detektalt expresszid-kiilonbségek
l1étrehozasaban nem vesz részt. A fentiek ismeretében azt egyértelmiien kijelenteni nem lehet,
hogy a hiszton acetilacionak nincs szerepe a drog-rezisztens sejtekben megfigyelt Abcbl
aktivacioban, hiszen konnyen elképzelhetd, hogy annak hatterében mas, altalam nem vizsgalt

hiszton oldallancok acetilacids szintjének megvaltozasa allhat.

A hiszton acetilacidé Abcbl génexpresszioban betoltott szabalyozd szerepét szamos
kutatocsoport vizsgalta, kiillonb6zd drog-szenzitiv €s drog-rezisztens sejtek felhasznalasaval.
Egy széles korben elfogadott modell szerint a DNS-metilacio és a hiszon fehérjék acetilacidja
kozott hierarchikus viszony all fenn, melyben a metilacié dominans az acetilacio felett [76]. E
modell alapjan a harom hepatoma sejtvonal esetén az Abchl gének promoter régidinak
metilacios foka alacsony kell, hogy legyen, hiszen mindegyik sejtvonal kifejezi a szoban
forgd géneket. Ezért ha a sejteket hiszton deacetildz inhibitorral kezelem, a varakozas szerint
mindegyik sejtvonalban az Abcbl gének transzkripcidjanak aktivaciojat kell tapasztalnom,
hiszen a metilacid nem szab gatat a HDACi kezelés hatasara megemelkedett hiszton acetilacid
kozvetitette génaktivacionak. A fenti hipotézis tesztelésének érdekében a sejteket hiszton
deacetilaz gatld TSA-val kezeltem. Elsé 1épésben arra voltam kivancsi, hogy a kezelés
hatasara a sejtekben valoban megemelkedik-e a globalis hiszton acetilacio. Western-blot
kisérlettel sikeriilt kimutatnom, hogy a trichostatin A jelentésen megnovelte az acetilalt H3 és
H4 fehérjék mennyiségét a kezeletlen mintakban detektalt szinthez képest. Ezutan az Abcbl
gének inicidtor régioit vettem goércsé ald, ahol arra voltam kivéancsi, hogy a TSA kezelés
miként véltoztatja meg a H3K9 acetilaciot. Kromatin immunoprecipitaciéval kimutattam,
hogy a kezelés hatasara mindharom sejtvonalban az Abcbla és Abcblb gének iniciator
régidiban a H3K9 acetilacido szintje a kezeletlen kontrol mintakhoz képest jelentdsen

megemelkedett. Ezek alapjan elmondhatd, hogy a TSA kezelés elérte a céljat, sikertilt
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megnovelnem a promoter régiok acetilaltsaganak intenzitdsat. Ha a kezdeti feltételezés-
miszerint az altalam vizsgalt sejtvonalakban az Abcbl gének expressziojanak szabalyozasaban
a promoter régiok DNS-metildcidja nem, csupan azok hiszton-acetilacioja jatszik szerepet-
helyes, akkor a TSA altal eldidézett valtozast a gének atirdsanak fokozddasa kell, hogy
kovesse. Ennek ellenérzésére a kezelt és kezeletlen sejtekbdl szarmazo mintakon real time
PCR-t végeztem, és az eredmények kiértékelése sordn meglepd dolgot tapasztaltam. Az
Abcblb esetén a TSA kezelés vart hatasat sikeriilt kimutatnom: mindharom sejtvonalban a
kezelt sejtekben megnétt a génrdl képzodott mRNS mennyisége a kezeletlen sejtekhez képest,
azonban az Abcbla esetén teljesen varatlanul ennek épp az ellenkez6jét tapasztaltam, azaz a
kezelt sejtekben csokkent a génrdl képzodott mRNS mennyisége. Amennyiben a TSA
valoban kozvetleniil a gének transzkripcidjat befolyasolta, akkor a fent latott kiilonbségek a
pre-mRNS-ck vizsgalata soran is felszinre kell, hogy jojjenek. Es valoban, az Abcbla pre-
MRNS-ek mennyisége csokkent, mig az Abcblb pre-mRNS-ek mennyisége nétt a trichostatin
A-val kezelt sejtekben. Ez a megfigyelés tehat azt sugallja, hogy a HDACi-kezelés az altalam
vizsgalt sejtvonalakban eltéréen hat az MDR1 gének transzkripcidjara: az Abcbla atirasat
csokkenti, ezzel parhuzamosan az Abcblb transzkripcidjat pedig fokozza. A szakirodalomban
szamos olyan tanulmany megtaldlhatd, melyekben a hiszton deacetildz inhibitor kezelés
MDR1 expresszidjara gyakorolt hatasat vizsgaltak, mind drog-szenzitiv, mind drog-rezisztens
sejtekben. Jin és munkatarsai drog-szenzitiv human vastagbél karcindma sejtek
felhasznalasaval els6ként mutattadk ki, hogy a TSA képes megemelni az MDRI1 expresszigjat
[74]. Azonban arra, hogy ragcsalokbol szarmazo rakos sejtvonalakban a HDACI kezelés
hatéasara ellentétesen valaszolt volna a két Abcbl gén, nem talalunk példat. Hiszton deacetilaz
inhibitor kezelés ABCB1 génexpressziora gyakorolt ellentétes hatasat EI-Khoury és kollégai
human kissejtes tlidokarcindma sejtek drog-szenzitiv, P-gp-negativ (H6OWT) és rezisztens, P-
gp-pozitiv (H69VP) valtozataiban irtak le [104]. Mig az én esetemben a TSA kezelés a
sejtvonalakban azonos iranyba mozditotta el az Abcbl gének expresszidjat (a szenzitiv és a
rezisztens sejtekben az Abcbla expresszidjat csokkentette, az Abcblb expresszidjat novelte),
addig az 6 eredményeik szerint a TSA kezelés hatdsira a sejtvonalak kozott mutatkozott
eltérés: a szenzitiv sejtekben az ABCBI1 expresszidja jelentésen megemelkedett, azonban a
rezisztens sejtekben drasztikusan lecsokkent. A jelenség mogott megbuvo epigenetikai
valtozasok utan kutatva kimutattak, hogy a TSA kezelés hatdsara mindkét sejtvonalban
megemelkedett a globalis H4ac szintje, hasonloképp, mint az altalam vizsgalt sejtvonalakban
(az 6 esetiikben a szenzitiv sejtekben ez a ndvekedés nagyobb mértékli volt, én nem

tapasztaltam ilyen kiilonbséget a sejtvonalak kozott). A TSA kezelés hiszton acetilaciora
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Az acetilalt H3 esetében azt tapasztaltdk, hogy szenzitiv sejtekben az id6 mulasaval egyre
jobban emelkedett a H3 acetilacio, a rezisztens sejtekben viszont ez az emelkedés hamarabb
lecsengett, és megkozelitdleg visszatért a kiindulasi értékhez. Azt, hogy ennek van-e szerepe
MDR1 expresszi6 csokkenésében, ¢és ha igen, akkor pontosan milyen, nem sikeriilt
megmagyarazni. Ezzel szemben az acetilalt H4 mennyisége mindkét sejtvonalban
folyamatosan emelkedett, de a rezisztens sejtvonalban a ndvekedés mértéke alacsonyabb volt,
amit a reziszetens sejtek magasabb kiinduldsi H4ac szintjével magyaraztak. Mivel én a TSA
hatasat a promoter régiok H3K9ac szintjére csak egy iddpontban vizsgéltam, igy annak
valtozasanak dinamik4jarol nem all rendelkezésre informacid. Az eredményeim azt mutatjak,
hogy a vizsgalt idopontban nem lathato jelentds eltérés a sejtvonalak kozott egyik gén
H3K9ac mennyisége. A gének promoter régidinak azonos H3K9ac mintdzata ellenére
azonban a transzkripcidjuk ellentétes iranyba valtozott: az Abcbla expresszidja csokkent, mig
az Abcblb expresszidja nétt. Bar ez elsére meglepdnek tlinhet, annak tiikrében, miszerint
szamos tanulmanyban leirtdk, hogy a HDACi kezelés hatisara bekovetkezett hiszton
acetilacio novekedése egyes gének aktivaciojat, mig masok represszidjat is okozhatja, nem is
olyan varatlan eredmény [124, 125]. Azonban azt figyelembe véve, hogy ezekben a
vizsgélatokban egymastodl tdvol elhelyezkedd és méas-mas funkciot betoltd gének esetén irtak
le azok megemelkedett hiszton acetilaciora adott ellentétes valaszat, ez a két egymashoz kozel
elhelyezkedd és hasonld funkcidval rendelkezd gén esetén érdekes megfigyelés. Mivel a
hiszton acetildz és deacetilaz enzimek a hisztonokon kiviil nem-hiszton fehérjék- elsésorban
transzkripcids faktorok- acetilaciojaért és deacetilacigjaért is felelések [67], elképzelhetd,
hogy a HDAC: kezelés Abchl gének expresszidjara gyakorolt eltérd hatasa egy transzkripcios
faktor acetilaltsagi fokanak megvaltozasan keresztiil jelentkezett. Amennyiben az Abcbla gén
transzkripcidjdban egy olyan represszor fehérje is szerepet jatszik, mely acetilalt formaban
aktiv, konnyen elképzelhetd, hogy a TSA kezelés hatdsira a sejtekben megemelkedett az

crer

megnodvekedett az acetilalt hisztnok mennyisége, gatolta a génatirast.

Ahogy azt az eldzéekben megallapitottam, a HDACi kezelés eltérden hatott az Abcbl
gének expresszidjara. Ez a megfigyelés felvetette a kérdést, hogy ez a kiilonbség vajon a

transzporterek aktivitasaban is megjelenik-e? A kisérletet elvégezve azt tapasztaltam, hogy a
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TSA kezelés érdemben nem befolyasolta a vizsgalt pumpak aktivitasat, az mRNS szintekben

korabban latott kiilonbségek nem fejezddtek ki a transzporterek aktivitasaban.

Osszefoglalasként elmondhatom, hogy a rakos sejtek szerzett multidrog rezisztens
fenotipusanak l1étrehozasaban az ABCB transzporter megnovekedett aktivitasa gyakran
kulcsfontossagu szerepet jatszik. Ezt szamos faktor (génamplifikdcio, promoéter mutacio,
MRNS-stabilitds, transzkripcidé aktivacio) bonyolult Gsszjatéka hatarozza meg. Az eddigi
kutatasok eredményeibdl ugy tlinik, ezen faktorok MDR kialakulasaban valo kézremiikddése
fligg a sejttipustol és a sejteket érd kiilonbozo hatasoktol is. Az altalam vizsgalt multidrog
rezisztens patkany hepatoma sejtekben a fokozott drog-kipumpald képességért az ABCBI1b
transzporter fokozott miikodése tehetd feleldssé, melynek kialakulasdban elsdsorban az 6t
kodoldo gén fokozott transzkripcidja jatszik szerepet. A vele homoldég Abcbla gén
transzkripcidja szintén aktivalodott a drog-rezisztens sejtekben, am a réla képzodo ABCBla

transzporter ennek ellenére csokkent aktivitast mutat ezekben a sejtekben.

A klinikumban igéretes rakellenes szerként nyilvantartott és alkalmazott hiszton
deacetilaz inhibitor trichostatin A-r6l kimutattak, hogy az a kezelt rakos sejteket az ABCB
transzporterek aktivacidjan keresztlil mas kemoterapids szerekkel szemben rezisztenssé tette.
acetilalt hiszton fehérjék mennyisége, de ezt csak az Abcblb esetén kovette fokozott

génatirds, azonban ez nem befolyésolta a rola képzddo transzporter aktivitasat.
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OSSZEFOGLALO

A WHO adatai szerint 2008-ban vilagszerte 7.6 millié ember esett aldozatul valamilyen
rakos megbetegedésnek, a becslések alapjan ez a szdm 2030-ra elérheti a 13.1 milliot. A
daganatos betegségek tovabba jelentGs anyagi kiadasokkal is jarnak, ezek 2008-ban a vilag
GDP-jének 1.5 %-at, 895 milliard USA dollart emésztettek fel. Magyarorszdgon még
rosszabb volt a helyzet: az orszdg GDP-jének 3.05 %-at koltotte a rakos megbetegedések
okozta kozvetlen koltségekre a 2008-as esztendOben.

A fenti tények ismeretében kijelenthetd, hogy a rakos megbetegedések esetleges
megeldzése, kezelése és gyogyitdsa az emberiség egyik igen aktudlis problémaja, mely

azonban 6ridsi kihivast is jelent a kutatok és orvosok szamara.

A daganatos megbetegedések kezelésére harom f6 stratégiat alkalmaznak az
orvostudomanyban: sebészi beavatkozast, sugarterapiat valamint gyogyszeres kezelést
(kemoterapia). A kemoterapids kezelés soran alkalmazott gyogyszerek (citotoxikumok) a
daganatsejtek osztddasanak gatlasat, azok elpusztitasat célozzak. A citotoxikus szerek relative
széles hatasspektruma miatt a kemoterapias kezelés durva és nem-specifikus beavatkozasnak
szamit, amit csupan rovid ideig képes toleralni a szervezet. Mivel ezek a szerek kifejezetten a
gyorsan osztodo sejtek (a raksejtek ilyenek) pusztulasat okozzék, a tumorsejtek mellett a
gyorsan osztodd egészséges sejteket is karosithatjak, ezaltal igen sulyos mellékhatdsokat
okozhatnak. Mivel a kezelés elényei még igy is jelentdsebbek az azt kisérd mellékhatasoknal,
ezért a gyogyszeres terapia az egyik leggyakrabban alkalmazott moddszer a rak elleni
kiizdelemben, bar ez inkabb egy jobb ¢és hatékonyabb alternativa hidnyat, mintsem a
kemoterapia hatékonysagat tiikrozi. A sikeres rakterapia kulcsa az alkalmazott kemoterdpias
szerek hatékonysaga akar egyediil akar sugarterapiaval vagy sebészeti eljarassal kombinalva.
A daganatos betegek kemoterapias kezelése azonban gyakran kudarcba fullad, aminek {6 oka
a tumorok citotoxikus szereckkel szemben mutatott Ggynevezett multidrog rezistencia
fenotipusa. Ugy tartjak, hogy a sikertelen kemoterapias kezelések 90%-a a MDR-val hozhat
kapcsolatba. Megfigyelték, hogy egyes esetekben a tumor egyaltalan nem reagélt az
alkalmazott kezelésre, tehat mar a kemoterdpids szerrel vald taldlkozas el6tt drog-
rezisztensnek tekinthetd, ezt nevezziik elsdédleges vagy természetes multidrog rezisztencianak.
Mas esetekben a kemoterapids kezelésre kezdetben jol reagald, a citotoxikus anyagra

érzékeny daganat késobb ellenallova valt a terapia soran alkalmazott gyogyszerrel szemben,

66



ily modon okozva a kemoterapia kudarcat, ez a jelenség a szerzett multidrog rezisztencia.
Tovabb sulyosbitja a helyzetet az a tény, hogy sok esetben a tumor nem csak az eredeti
droggal szemben, hanem tobb mas, szerkezetiikben és hatdsmechanizmusukban kiilonb6z6
kemoterapids szerrel szemben is keresztrezisztencidt mutathat. A szerzett multidrog
rezisztencia kialakuldsaért szamos sejtes mechanizmus tehetd felel0ssé. Ezeket két fo
kategoriaba lehet besorolni: az un. nem-klasszikus illetve a transzport-alapa klasszikus
mechanizmusok. A szerzett multidrog rezisztencia klasszikus, transzport alapu kialakulasa
soran a kemoterapias szereket kiillonb6z0, energia-fliggd membran transzporter fehérjék
tavolitjak el a rakos sejtbdl, biztositva ezaltal, hogy a drogok nem érik el a terapids
koncentraciojukat a sejten beliil. Ezek a pumpak az ABC-transzporter (ATP-Bindig Casette)
fehérje szupercsalad tagjai, melyek evolucidésan rendkiviil konzervaltak, a prokariotaktol
egészen az emberig megtaldlhatéak. Fiziologias szerepiik tobbek kozott a sejtekbe bejutott
kiilonb6zé méreganyagok gyors és hatékony eltavolitasa, ezaltal a sejt talélésének biztositasa.
Groteszk mddon a rakos sejtek ezt a természetes védekezd mechanizmust kihasznalva, azt a
maguk javara forditva biztositjak sajat talélésiiket. Ezért a jelenségért elsésorban az ABC
transzporter csaladba tartozo ABCB1/MDR1/P-gp fehérje fokozott aktivitasa tehetd feleldssé.
A megnovekedett ABCB1 aktivitdst szamos mechanizmus el6idézheti. A drog-rezisztens
sejtekben génamplifikdcio, kromoszéma-transzlokacié ¢és mRNS-stabilizacid6 gyakran
kozremiikodik a megemelkedett ABCBI1 szint létrehozdsaban. Ezen faktorok mellett fontos
szerepet jatszanak az ABCB1 gén transzkripcidjanak aktivitasaban bekdvetkezett valtozasok
is. Az MDRI1 génkifejezddését szdmos transzkripcids faktor, tumor szuppresszor és onkogén
szabalyozza, valamint egyre nagyobb jelentOséget tulajdonitanak az epigenetikai faktorok

(hiszton acetilacid, DNS metilacio) szabalyoz6 szerepének is.

Munkam soran multidrog rezisztens patkany hepatoma sejtvonalakat hasznaltam a
MDR fenotipus kialakuldsdnak hatterében 4ll6 molekularis mechanizmusok, kiilonds
tekintettel a hiszton acetilacié szerepének a felderitésére. A kdzepesen (col500) és az erdsen
(col1000) multidrog rezisztens sejtvonalakat a dexametazon-rezisztens anyai sejtvonal (D12)
és coll00 sejtek keresztrezisztenciat mutattak szamos, szerkezetileg kiilonb6zd droggal
szemben. Kimutattdk, hogy az anyai sejtvonalhoz képest jelentésen megemelkedett benniik az
MDRI1 mRNS ¢és fehérje szintje, valamint leirtdk, hogy a jelenség hatterében nem

génamplifikacio all.
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A dolgozatom elején felvazolt kérdéseket és az azok megvalaszolasara irdnyuld

kisérleteimet az alabbiakban foglalom 0ssze.

1. Els6 1épésben a sejtvonalak transzporter aktivitasat hatdroztam meg. Ennek soran
alatamasztottam a kordbbi eredményeket, miszerint a rezisztens sejtekben az ABCBI1
transzporter aktivitdsa jelentdsen megemelkedett. Meglepd modon az ABCCI1 transzporter
aktivitdsa azonban ezzel ellentétesen valtozott: a szenzitiv sejtekben aktivabb pumpa a
rezisztens sejtekben szinte inaktivalodott. Mivel a ragesalok genomja két ABCBI1 transzporter
izoformét kodol, és a korabbi vizsgalatok sordn a szegedi kutatok nem kiilonitették el ezek
miitkddését a sejtvonalakban, ezért kovetkezd Iépésben meghatiroztam az ABCBI
transzporterek aktivitdsat. A kapott eredmények alapjan a két izoforma aktivitdsi mintézata
kozott jelentds kiilonbség fedezhetd fel. A D12 sejtekben mért ABCB1a aktivitas kb. fele az
ABCBI1D esetén mért értéknek, a rezisztens sejtekben ez az alacsony aktivitds még tovabb
csokken, mig ezzel parhuzamosan a magasabb aktivitast mutatd 1b izoforma aktivitdsa tovabb
n6 a col500 és col1000 sejtekben. A fenti eredmények alapjan kijelenthetd, hogy a vizsgalt
rezisztens sejtetk MDR-fenotipusa az ABCB1b transzporter fokozott miikodésének
koszonheto.

2. Az aktivitas-vizsgalatok soran felfedezett kiillonbségeket latva megfogalmazddott a
kérdés, miszerint az Abchl gének expresszidjaban torténtek-e olyan valtozasok, melyek
megmagyarazhatjak a fent leirt megfigyeléseket. Real time PCR segitségével mindegyik
sejtvonalban jelentésen magasabb Abcbla mRNS szintet detektaltam, mint Abcblb-t. A
rezisztens sejtekben a szenzitiv sejtekhez képest mindkét mRNS mennyisége megnbit,
azonban az Abcblb esetén a Iépték joval magasabb volt, mint az Abcbla esetén. Annak
érdekében, hogy megvizsgaljam, vajon az mRNS-szinten feltart kiilonbségek fehérjeszinten is
megjelennek-e, ABCBla és ABCBI1b specifikus ellenanyagok felhasznalasaval Western blot
kisérletet végeztem. Ennek sordn megallapitottam, hogy az ABCBI1b fehérje mennyisége a
drog-rezisztens sejtvonalakban kis mértékben megemelkedett a szenzitiv sejtekben detektalt
mennyiséghez képest, mig az ABCB1a esetén szamottevd eltérést nem sikeriilt kimutatnom.
A Western blot eredményei tehat alatamasztjak a real time PCR kisérletekb6l nyert adatot: az
Abcblb expresszioja mind mRNS mind fehérjeszinten megemelkedett a drog-rezisztens
sejtekben, ami magyarazatot adhat a transzporter magas aktivitasara.

3. Drog-rezisztens sejtekben a megemelkedett Abcbl mRNS szint Iétrehozasaban tobb

faktor is szerepet jatszhat. Ezek koziil gyakran megfigyelték a transzportereket kodolod gének
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eltéréseket fedeztem fel a D12 és a rezisztens sejtek kozott. A col500 és col1000 sejtekben
kimutatott magas mRNS-szintet a benniik feltételezett Kkismértéki génamplifikacio
egyediil aligha magyarazza. Ezért felmeriilt a kérdés, hogy vajon az Abcbhl mRNS-ek
stabilitasanak ~ megnovekedése szerepet jatszik-e a megemelkedett mMRNS-szint
l1étrehozasaban? Azt tapasztaltam, hogy mig az Abcbla mMRNS-ek esetén nem mutathato ki
jelentds kiilonbség azok fél-életidejében a szenzitiv és a rezisztens sejtek kozott, addig az
Abcblb mRNS-ek fél-életideje kismértékben ugyan, de megniévekedett a col500 és
col1000 sejtekben. Azonban ez a novekedés kozel sem annyira jelentés, hogy az
magyarazatot adhatna a sejtvonalak kozott detektalt 5-20-szoros nagysagrendii mRNS-
mennyiségbeli kiilonbségekre.

4. Mivel sem a génamplifikdcid, sem az RNS-stabilitds vizsgalatabol szarmazo
eredmények nem szolgaltak teljes magyardzattal a megndvekedett mRNS-mennyiség
kialakulasara, ezért kovetkez6 1épésben az Abcbl gének transzkripciojat vettem goresé ala. A
génekrdl képzodo éretlen (pre-) mMRNS-ek vizsgalata soran sikeriilt kimutatnom, hogy a
rezisztens sejtekben mind a pre-Abcbla, mind a pre-Abcblb mRNS nagyobb mennyiségben
van jelen, mint a szenzitiv sejtvonalban. Ez a megfigyelés azt sugallja, hogy a drog-
rezisztens sejtekben az Abcbl gének transzkripcioja fokozottabb, mint a szenzitiv
sejtekben, és ez magyarazattal szolgalhat a col500 ¢és coll000 sejtekben kimutatott
szignifikdnsan magasabb mRNS-szintek kialakuldsara is.

5. Az Abcbl transzkripcidjanak szabalyozésa igen Osszetett, melyet szamos, a promoter
régid konszenzus cisz-elemeihez kotddd transz-aktivald fehérje bonyolult dsszjatéka hataroz
meg. Az MDR1 fokozott transzkripcidjanak egyik lehetséges kivaltd oka a gén szabalyozé
talaltam eltéréseket a harom sejtvonal vizsgalt szekvencii kozott, ami arra utal, hogy a gének
fokozott atirasanak hatterében ez esetben nem a gének szabalyozo régioinak mutacioja
all. A kovetkezd 1épésben arra voltam kivancsi, hogy a sejtvonalakban tortént-e valamilyen
valtozas a gének transzkripciojat szabalyozo faktorok tekintetében. Az eredményeim alapjan
elmondhatom, hogy azok a transzkripciés faktorok, melyek az Abcbl gének
expresszidjara gyakorolt hatasukat a promoter régiok altalam vizsgalt szakaszain beliil
1évo kotohelyeiken keresztiil fejtik ki, sem mennyiségiikben, sem aktivitaisukban nem
kiilonboznek a szenzitiv és a rezisztens sejtek kozott.

6. Az Abcbl expresszidjat szabalyozo transzkripcios faktorok kotShelyeikhez vald
hozzaférését a kromatinszerkezet befolydsolja. Az epigenetikai tényezdk koziil a DNS-

metilacio és a hiszton acetilacié az Abchl gének szabalyozasaban betdltott szerepét évek oOta
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kitiintetett figyelemmel kovetik nyomon. Drog-szenzitiv ¢és drog-rezisztens human

emldkarcindma sejtek vizsgalata soran kimutattdk, hogy a rezisztens sejtekben intenziven
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crer

kiilonbséget kimutatnom a H3K9ac mennyiségében a sejtvonalak kozott. Ebbol arra
kovetkeztethetiink, hogy a col500 és coll000 sejtekben az Abcbl gének transzkripcio

aktivacidja nem jar egyiitt a H3K9 acetilacié megemelkedésével. Az a megfigyelés, miszerint

crer
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az eredmények azt sugalljak, hogy a H3K9 acetilacionak mindharom sejtvonalban szerepe
van az Abcbla gén Abcblb-hez képest fokozottabb transzkripciéjaban, azonban a
sejtvonalak kozott detektalt expresszio-kiilonbségek létrehozasaban nem vesz részt.

7. A hiszton acetilaci6 Abchl génexpresszidban betdltott szabalyozd szerepét szamos
kutatocsoport vizsgalta, kiilonb6zé drog-szenzitiv és drog-rezisztens sejtek felhasznalasaval.
Egy széles korben elfogadott modell szerint a DNS-metilacio és a hiszon fehérjék acetilacidja
kozott hierarchikus viszony all fenn, melyben a metilacid6 dominans az acetilacio felett. E
modell alapjan a harom hepatoma sejtvonal esetén az Abcbl gének promoter régidinak
metilacios foka alacsony kell, hogy legyen, hiszen mindegyik sejtvonal kifejezi a szoban
forgd géneket. Ezért ha a sejteket hiszton deacetildz inhibitorral kezelem, a varakozés szerint
mindegyik sejtvonalban az Abcbl gének transzkripcidjanak aktivaciojat kell tapasztalnom,
hiszen a metilacié nem szab gatat a HDACIi kezelés hatdsara megemelkedett hiszton acetilacio
kozvetitette génaktivacionak. A fenti hipotézis tesztelésének érdekében a sejteket hiszton
deacetilaz gatlo TSA-val kezeltem. Az Abcblb esetén a TSA kezelés vart hatasat sikeriilt
kimutatnom: mindhdrom sejtvonalban a kezelt sejtekben megndtt a génrdl képzodott mRNS
mennyisége a kezeletlen sejtekhez képest, azonban az Abcbla esetén teljesen varatlanul ennek
épp az ellenkezdjét tapasztaltam, azaz a kezelt sejtekben csokkent a génrdl képzoddtt mRNS
mennyisége. Amennyiben a TSA valdban kozvetleniil a gének transzkripcidjat befolyasolta,
akkor a fent latott kiilonbségek a pre-mRNS-ek vizsgéalata sordn is felszinre kell, hogy
jojjenek. Es valoban, az Abcbla pre-mRNS-ek mennyisége csokkent, mig az Abcblb pre-
MRNS-ek mennyisége nétt a trichostatin A-val kezelt sejtekben. Ez a megfigyelés tehat azt
sugallja, hogy a HDACIi-kezelés az altalam vizsgalt sejtvonalakban eltéréen hat az MDR1
gének transzkripciojara: az Abcbla atirasat csokkenti, ezzel parhuzamosan az Abcblb

transzkripciojat pedig fokozza.
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SUMMARY

According to the WHO, there were 7.6 million deaths worldwide from cancer in 2008,
and it is expected that it will reach 13.1 million in 2030. Furthermore, the total economic
impact of premature death and disability from cancer globally was 895 billion USD in 2008,
which represents 1.5 % of the world’s GDP. In Hungary, the situation was even worse: 3.05
% of the country’s GDP were spent for the direct medical costs related to cancer treatment in
2008.

In the light of the above facts, the prevention, treatment and healing of cancer is one of
the most important issue of the humanity, which also provides a huge challenge for

researchers and medical doctors as well.

Three major strategies are used to treat cancer: surgery, radiotherapy and special
pharmacotherapy (chemotherapy). Specific drugs (cytotoxic agents) are used in
chemotherapeutic treatments which kill the cancer cells by inhibiting their multiplication.
Because of the relative broad spectrum of the cytotoxic agents, however, chemotherapy is a
harsh and unspecific treatment, which can be tolerated only for short periods by the human
body. Since cytotoxic compounds Kill rapidly dividing cells (like cancer cells), they can harm
the healthy cells dividing for tissue renewal as well, which cause serious side effects. Despite
that as the benefits of the treatment are more significant than the side effects, chemotherapy is
the most frequently used method to fight against cancer, though this fact reflects more a lack
of a better and more efficient option, than the effectiveness of the chemotherapy. The key
factor in the successful chemotherapy is the effectiveness of the applied drug, alone or in
combination with radiotherapy or surgery. Often one of the main reasons of failure of
chemotherapeutic treatment of a patients is the so called multidrug resistant phenotype of the
tumors. MDR is believed to cause treatment failure in the case of over 90 % of patients with
metastatic cancer. In some cases, the tumor does not respond to the treatment at all, such as it
is drug resistant before the drug treatment. This phenomenon is called as intrinsic, or natural
drug resistance. In other cases, tumors which show sensitivity at the start of chemotherapy
and respond well to drugs developed resistance against the chemotherapeutic compounds
during the course of the treatment. This is referred to as acquired drug resistance.
Furthermore, in the process of developing acquired resistance, tumors may become cross-

resistant to a range of chemotherapeutic agents with different structures and mechanisms of
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action by this reaching a stage of acquired multidrug resistance (MDR). A number of cellular
mechanisms have been described to explain the phenomenon of acquired MDR. These have
been classified into two major groups: non-classical and transport-based classical
mechanisms. The classical multidrug-resistant phenotype of tumor cells is acquired via an
increased capability of drug efflux by energy-dependent transmembrane transporters. The
transporters involved are members of the ABC (ATP-Bindig Casette) protein superfamily,
which are present in all kingdoms of life from prokaryotes to mammals. The major
physiological function of ABC transporters is to extrude xenobiotics from the cytoplasm,
thereby helping the survival of the cell. Grotesquely, cancer cells take advantage of this
natural protection mechanism thereby ensuring their own survival. For this phenomenon, the
increased activity level of the ABC family member ABCB1/MDR1/P-gp protein is
responsible. To reach an increased ABCB1 activity level a number of different mechanisms
have been described. In drug resistant cell lines, gene amplification, chromosomal
translocation and mRNA-stabilization can contribute to elevated ABCBL1 protein levels. On
the other hand, changes in the transcription activation of the ABCB1 gene are also play an
important role in this process: several transcription factors, tumor suppressors, oncogenes and
epigenetic factors and modifications (histone acetylation, DNA methylation) influence the

transcription of the gene.

I used multidrug resistant rat hepatoma cell lines to explore the molecular mechanisms
underlying MDR, in particular, I was interested to determine the role of histone acetylation in
the developement of multidrug resistant phenotype. In my experiments | used multidrug
resistant cell lines which showed medium (col500) and high (col1000) level resistancy. These
cell lines were selected from a dexamethasone-resistant hepatoma clone 2 (D12) by increasing
the concentrations of colchicine. Previous studies have demonstrated that although these cells
contain no multiplicated MDR gene copies, they overexpress Abcbhl mRNAs and display

resistancy to structurally unrelated drugs.

The questions | intended to answer by my thesis work and the summary of results | have

collected are as summarized below.

1. At first, | characterized the transporter activities of the studied cell lines. | found that
the activity of the ABCBL transporter is significantly higher in the drug resistant cells as
compared to the sensitive D12 parental cell line. This result is in accord with the observations

of those who established the cell lines. Surprisingly, drug selection did not increase but rather
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decreased the activity of the ABCCL1 transporter: in drug sensitive D12 cells a higher activity
of this transporter was detectable as in the resistant cell lines, in which this transporter was
nearly inactivated. In rodent genomes, there are two genes encoding homologues of the major
human drug transporter ABCB1. The contributions to drug resistency in the cell lines I used
of the two transporters encoded by these genes were not distinguished previously, therefore |
found it important to compare their activities. |1 found that the activity of ABCBla was
decreased in the drug resistant col500 and col1000 cells as compared to the drug sensitive
D12 cell line. In contrast, the activity of ABCB1b was increased in both drug-resistant cell
lines as compared to the sensitive cell line. In summary, based on these data | concluded that
the ABCB1b transporter has the major contribution to the MDR phenotype of the

studied drug-resistant rat hepatoma cells.

2. Since high drug efflux activity may result from several mechanisms affecting Abcbl
gene expression and/or ABCBL activity, next | compared the mRNA levels of Abcbla and
Abcblb by quantitative RT-PCR. | found that Abcbla and Abcblb mRNA levels differed
significantly in the parental D12 cell line, being the level of Abcbla-specific mRNA nearly
thirty-fold higher than that of Abcblb. In the drug-resistant col500 and col1000 cell lines,
increased mRNA levels suggested that both genes were upregulated. Curiously, while the
MRNA level of Abcbla was higher than that of Abcblb both in the parental and the resistant
cell lines, the increase of Abcblb expression in drug-resistant versus parental cells was
considerably higher than that of Abcbla. Determination of ABCB1 transporter protein levels
by Western blot confirmed that the resistant cell lines had slightly higher ABCB1b amount
compared to the sensitive D12 cells, while the expression level of ABCB1la differed only very
modestly between sensitive and resistant cells. This observation is in accord with the results
of mRNA level determination. In short, the increase in the expression level of Abcblb in
drug-resistant cells compared to the observed increase in the expression level of this
gene in the parental cells is considerably higher than that of Abcbhla concerning both
MRNA and protein levels. These data are in accord and provide explanation for the
detected higher activity of this transporter, as described above.

3. Many factors may contribute to the elevated Abcbl mRNA levels in drug resistant cell
lines. Among these, one possible reason for Abcbl overexpression can be gene amplification.
However, | observed only small fluctuations in the quantity of the Abcbl genomic regions
(this did not reach a two-fold difference) between D12 and the resistant cell lines. Therefore,

I concluded that gene amplification alone is an unlikely cause of Abcbl overexpression in
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the studied rat hepatoma cell lines, as the differences in mMRNA levels were much higher
than one would expect based on the observed small differences in copy numbers. Another
possibility of increased Abcbhl mRNA levels could be stabilization of Abcbl mRNAs in the
drug-resistant cell lines. This, however also not a reason for the drug resistancy since |
detected only very modest differences in the decay of Abcbhla mRNA between drug-sensitive
and resistant cell lines. On the other hand, Abcblb transcript levels in actinomycin D-
treated col500 and col1000 cells were higher than in the parental D12 cell line at almost
each time point tested. However, the increases of mMRNA half-lifes in the drug-resistant
cells cannot serve as an explanation for the 5-20 times higher mRNA levels detected in
these cells.

4. Since data from neither gene amplification nor mRNA-stability experiments could
explain the elevated mRNA-levels, next | compared the transcription rate of Abcbl genes. For
this | compared the levels of unprocessed Abcbla and Abcblb pre-mRNAs. | detected
elevated pre-Abcbla and pre-Abcblb levels in col500 and col1000 cell lines compared to the
parental D12 cells. These data therefore suggest that Abcbl genes are transcriptionally up-
regulated in drug-resistant cells. This could serve as the main contribution to the
elevated mRNA-levels in these cells.

5. Regulation of the expression of the major human drug transporter gene Abcbl is
highly complex, involving several trans-activator proteins binding to regulatory cis-elements
in the promoter region. One possible reason for the elevated MDR1 transcription can be
mutation(s) in the regulatory region. However, promoter mutation(s) cannot explain the
elevated transcription in these cells since by sequencing the regulatory regions | found no
differences between the MDR promoter sequences of the three cell lines. Next, | focused on
possible changes of the regulatory proteins which might affect the transcription of the Abcbl
genes in the cell lines. Based on my results, there are no differences between the sensitive
and the resistant cell lines in the activity/amount of transcription factors that are known
regulators of Abcbl expression through the examined fragments of the promoter
regions.

6. For transcription factors regulating Abcbl expression it is critical to gain access to
their binding sites, which is highly affected by the chromatin structure. In recent years, the
roles of DNA methylation and histone acetylation in the regulation of Abcbl gene expression
have been intensively studied. Using drug-sensitive and drug-resistant human breast
carcinoma cells, it has been shown that the level of acetylated H3K9 was increased in the
promoter region of the intensively transcribed MDR1 gene in drug resistant cells compare to
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sensitive ones. Despite the fact that MDR1 gene expression was considerably higher in
resistant cells, surprisingly | found that the acetylated H3K9 levels in the initiator regions of
both Abcbl genes were similar in the sensitive and resistant cell lines. This suggests that an
increased level of acetylated H3K9 at the promoter is not associated with Abcbl up-regulation
in the col500 and col1000 cells. The level of acetylated H3K9 was higher in the Abcbla
initiator region than in the initiator region of Abcblb. This observation correlates well with
the amount of the mRNAs transcribed from the genes. These results might suggest that H3K9
acetylation is important for the up-regulation of Abcbla relative to Abcblb in all cell
lines, but the H3K9%ac levels do not correlate with the expression levels of the Abcbl
genes in the different cell lines.

7. Several research groups investigated the role of histone acetylation in the regulation of
Abcbl gene expression using various drug-sensitive and drug-resistant cell lines. There is a
widely accepted model, which states that there is a hierarchical relationship between DNA
methylation and histone acetylation, being methylation is dominant over acetylation.
According to this model, the methylation status of the Abcbl genes has to be low in the
studied three hepatoma cell lines, because all of them express these genes. Consequently,
histone deacetylase inhibitor treatments should cause transcription activation of both genes in
all these cell lines, as methylation will not interfere with the gene activation resulted from
elevated histone acetylation upon HDACI treatment. To test this hypothesis, | treated the cells
with trichostatin A, a well-known HDACI. In the case of Abcblb, I detected the expected
affect of the TSA-treatment: the mRNA level was considerably higher in the treated cells
compared to the untreated ones in all cell lines. On the contrary, the mRNA level of Abcbla
was unexpectedly lower in the treated cells. A comparison of Abcbl pre-mRNA levels in
TSA-treated versus untreated D12 parental and col500 and col1000 drug-resistant cells
indicated similar changes in Abcbl expression upon TSA treatment, demonstrating that the
histone deacetylase inhibitor affected the transcription of the two Abcbl genes
differently: it decreased the expression of Abchla and in parallel it increased the
expression of Abcblb. | observed this different behavior of the two MDR genes in

response to HDAC inhibition in the parental and the drug-resistant cell lines as well.
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C1000 616
C500 621
D12 616

Consensus
Conservation

Abcbta 656
689
71
695
Consensus

Conservation

2.A Fiiggelék Az Abcbla gént megel6z6 szabalyozd szekvencidk Osszehasonlitasa. A
szekvencia adatok az irodalmi adathoz is illesztve vannak.
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F e ] T T T

G G 58

€1000 -(.;N G G| -G 88
p12 HGGGN G G -G 89
C500 - ----- G G 82

", oD A T |
uo “|

Abcb1b GGG GGGENGG| 148
C1000 GGG GGGHAAGG 178
D12 GGGAAGG 179
€500 GGG GEG GGGAAGG 172

Consensus AAGATGGGAGCAGCGGCCTCAGCCTCTTACAGCTTCAAGAGCCGCTGCGGGAAGGAGCCAGAGGGCTTCCTCAGGCCGGAGATTTAAATA

O 6000

(Ao Xn]
000

Conservauon
o
z:tu
|

Abcb1b G| G GG Gi 238

C1000 G| G GG G GG G GG 268

D12 G G GG GG GG G GG G 269

C500 G GG G| 262

Consensus GATGC GCCCTGTGGCC CGCAGCCAATCAGCCTAGTGGGTGGAATT GGCA

GAGG

GGAGCGGTTGCGAAAT

Conservat .xon

. " 2 s
Abcb1b G GG 328
C1000 GG 358
D12 GG 359
C500 G GG| 352

Consensus GTTTCCAGGCTTCTCTGAGTTTTTGAGAAGGGAGCTGGAATTCCCCAGACATTAACACAGACATGTCTCTACATGTTCAGGTAACTCTCC

100%
Conserval Jon

I I I
Abcb1b G G 418
C1000 G G 448
D12 G G 449
C500 442

Conser‘sus ATATGGACGTGTATATACCTGGATAGTGCACGGTTGCATCCCTGGTGAGTCATACTTAAAAGGACACATTCCCTGACATATCTAATCTAA

Conservauon

I
Abcb1b
C1000
D12
C500

Conser‘sus TATAATTAATAAAGCAGCCAGGAACCYCGCTTATTCTGTAAAGTTCCCTTCTGACAGCACTGCTTTTTTGTGTGTGTGTTTCTAAAGCTG
0%

508
538
539
532

Consemauon

Abcbib
C1000 G
D12
C500

Consensus GTAGA

Conservati .xon

2.B Fiiggelék Az Abcblb gént megel6z6 szabalyozo szekvencidk Osszehasonlitasa. A
szekvencia adatok az irodalmi adathoz is illesztve vannak.
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