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Az ABCG2 fehérje specifikus gatlasaval novelhet6 a fotodinamias
terapia hatékonysaga

Specific inhibition of the ABCG2 transporter could improve the
efficacy of photodynamic therapy
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OSSZEFOGLALAS

A fotodindmids terdpia egy fényérzékenyitd anyag tumo-
rokban valé szelektiv felhalmozéddasan alapul, amelyet a
célszovet elpusztitasa kovet, a megfeleld fényforrdssal
valé megvilagitds sordn. A protoporfirin-IX egy ismert
fényérzékenyitd molekula, amely az ABCG2 transzporter
endogén szubsztrdtja. Az ABCG?2 fehérje az ATP-binding
cassette transzporter szupercsaladba tartozik, ismert
multidrog rezisztenciaval kapcsolatos protein. Jelen mun-
ka soran az ABCG?2 transzporter a porfirinek keratinoci-
takbol valé kipumpdldsdban jdtszott szerepét vizsgaltuk,
valamint azt, hogy egy nem mérgezd, specifikus ABCG2
transzporter gatlo, a Ko-134 molekula milyen hatdssal
van a fotodindmids terdpia hatékonysagdra. Delta-ami-
nolevulinsav eldkezelést kovetden vizsgdaltuk HaCaT ke-
ratinocitikban az intracelluldris porfirin szintjét, vala-
mint jellemeztiink egy in vitro fotodindmids terdpids mo-
dellt HaCaT sejtek, valamint terdpidsan elfogadott fény-
forras felhaszndlasaval. Kimutattuk, hogy a HaCaT sej-
tekben felhalmozodo porfirinek mennyisége osszefiiggés-
ben van a sejtekben kifejez6dé ABCG2 fehérje szinttel,
tovabba azt, hogy az ABCG?2 transzporter specifikus gat-
ldsa a Ko-134 molekula segitségével szignifikansan emel-
te a keratinocitak érzékenységét a fotodindmids terdpid-
val szemben. Eredményeink igazoljak, hogy az ABCG2
fehérje fontos célmolekula lehet a borléziok fotodindmids
terdpids kezelése soran: specifikus gdtldsa a nem-toxikus
Ko-134 altal igéretes lehet a terdapids hatékonysdag nove-
lése szempontjabol.

Kulcsszavak:
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SUMMARY
Photodynamic therapy is based on the selective
accumulation of a photosensitizer in tumors, followed by
target tissue destruction upon illumination.

Protoporphyrin IX, a well-known photosensitizer, was
recently reported as an endogenous substrate for the
multidrug transporter ABCG2. We studied the role of
ABCG2 protein in the porphyrin extrusion ability of
keratinocytes, paying particular attention to the impact of
the specific inhibition of ABCG2 on photodynamic
therapy efficacy. An in vitro model of photodynamic
therapy on HaCaT cells was established with a
therapeutically approved narrow-bandwidth red-light
source. The porphyrin extrusion ability of HaCaT cells
proved to correlate with their ABCG2 expression, which
was higher in proliferating cells than in differentiated
cells. Moreover, the specific inhibition of ABCG?2 resulted
in an increased sensitivity of keratinocytes to
photodynamic therapy in vitro. These results suggest that
ABCG2 may serve as a target molecule via which to
improve the photodynamic therapy of skin lesions: its
inhibition is a promising therapeutic modality.
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A fotodindmids terdpia (PDT) alapja egy fényérzékenyi-
t6 anyag szelektiv felhalmozdddsa a célsejtekben, ezt ko-
veti egy specifikus fényforrdssal valé besugarazds. A
fényérzékenyité anyaggal kezelt teriiletet adott hulldm-
hosszisagu fénnyel megvildgitva a fényérzékenyitd mole-
kuldk gerjesztett allapotba keriilnek, ami reaktiv oxigén
gyokok és egyéb szabadgyokok keletkezését inditja el,
amely folyamat végiil a célsejt pusztuldsidhoz vezet. A
PDT lehetséges indikdcioi kozott szdmos tumor kezelése
szerepel, de kiilonosképpen hatékonynak bizonyult a bér
felszinén taldlhaté tumoros 1ézidk gydgyitdsdban, féként
bazalioma és aktinikus keratdzis esetében (1).

A legelterjedtebben haszndlt fényérzékenyité moleku-
la a protoporphyrin IX (PPIX), gyakorlatilag minden
sejtben keletkezik a hem bioszintézise sordn. A bioszin-
tézis tutvonal utolsd 1épésében a PPIX-b6l vas ion
(Fe2t) csatlakozdsdval szintetizdlédik a hem, amely
szamos fehérje miikodéséhez elengedhetetlen. A porfi-
rin bioszintézis sebességmeghatiroz6 1épése, és kulcs-
fontossdgu szabdlyozé eleme, amikor szukcinil-koen-
zim-A-bol delta-aminolevulinsav (DALA) keletkezik
(2). DALA vagy metil-észter szarmazékdnak adagoldsa-
val ez a szabdlyozo 1épés megkeriilhets, amelynek ered-
ményeképpen a sejtek nagy mennyiségli PPIX-t hal-
moznak fel. PDT-ben gydégyszer el6anyagként legtobb-
szor DALA-t alkalmaznak a célsejtek fényérzékenyité-
sére. A sejtekben szabadon el6fordulé PPIX citotoxikus,
megfeleld hullimhosszisdgu fény segitségével gerjesz-
tett dllapotba hozhat6, amely aztan a sejt haldlat eldidé-
z6 szabad gyokok generdldsdhoz vezet (3). A szabad
porfirinek intracelluldris koncentracidja ezért szigorian
szabdlyozott bioszintetikus/katabolikus, valamint inf-
lux/efflux rendszerek altal.

Az ABC transzporter szupercsalddba tartoz6 ABCG2
fehérje a hem efflux rendszer nemrég jellemzett tagja. A
70 kDa méreti polipeptid homodimer formdban véalik
funkcidképessé. Az ABCG2 protein a tumorok szerzett
multidrog rezisztencidjdban jatszik fontos szerepet, a tu-
morsejtekbdl kemoterdpids gyogyszerek széles skdldjat
képes eltavolitani, igy biztositva tulélésiiket (4). Az
ABCG?2 transzporter endogén eredetli szubsztratjai sokdig
nem voltak ismertek. ABCG2 knock-out egereket modosi-
tott, peophorbide(a)-t nagy mennyiségben tartalmazo ét-
renden tartottak, és az allatok bdérén fototoxikus tiinetek
jelentkeztek (5). A pheophorbide(a), amely szerkezetileg
jelentds hasonlésdgot mutat a porfirinekkel, szdjon at ad-
va felhalmozédik az ABCG2 knock-out éllatokban, ami
fényérzékenységhez vezet. Krishnamurthy és mtsai kimu-
tattdk, hogy az ABCG2 transzporter jelent6s mértékben
hozz4jarul a sejtek védelméhez a karos porfirinek toxikus
hatdsa ellen, kiilonosen érvényes ez hipoxids koriilmé-
nyek kozott (6). Az ABCG2 fehérje magas szinti kifeje-
z8dése a sejtekben a porfirinek sejtbdl valé elimindcidjat,
ami megnovekedett rezisztencidt jelent a PDT kezelés el-
len. A fényérzékenyité anyagok hatékonysdganak novelé-
se fontos kutatdsi szempont, a PDT-vel kezelt 1ézidok
konnyebb gydgyuldsa érdekében, valamint a kdros mel-
Iékhatdsok enyhitése miatt. Az ABCG2 transzporter fon-

tos tdmadaspontja lehet a PDT hatékonysdganak javitasa-
ra irdnyul6 vizsgdlatoknak.

Célunk az ABCG?2 transzporter szerepének vizsgilata —
mint lehetséges célmolekula — kiilonféle borgyogyaszati
eredetli kérképek esetében alkalmazott PDT hatékonysa-
gdnak novelése érdekében. Munkdnk sordn arra kerestiink
vélaszt, hogy az ABCG2 fehérje mennyiben jarul hozza a
porfirinek keratinocitdkbdl valé eltdvolitdsdhoz. Kisérle-
teinkhez az immortalizdlt HaCaT keratinocita sejtvonalat
hasznaltuk. Ezt kovetden egy in vitro PDT modellben az
ABCG?2 transzporter specifikus gatlasdnak a hatdsat tanul-
manyoztuk. A Ko-134 gitlészert alkalmaztuk, amely a fu-
mitremorgin C gombaméreg nem-toxikus analdgja.

Anyagok és modszerek

HaCaT sejtek tenyésztése

A HaCaT keratinocita sejtvonal, amely normdl humén keratinoci-
tak spontan immortalizacidjaval létrejott sejtvonal, Prof. N. E. Fuse-
nig laboratériumébél szarmazik (7). A HaCaT sejteket 75 cm® alap-
teriiletd flaskdban tartottuk fenn, 4,5 g/l gliikéz tartalmi DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle’s medium, Sigma) tdpfolyadékot hasz-
naltunk 10% fotalis borjid szérummal (FBS, HyClone), 1% L-Gluta-
minnal és 1% antibiotikum/antimikotikum oldattal (Sigma) kiegé-
szitve. A sejteket 37 °C hémérsékletl termosztitban 100% paratarta-
lom mellett tenyésztettiik, a tapfolyadékot kétnaponta cseréltiik.

Keratinocita differenciacios modellek

A HaCaT sejtek szinkronizdldsa Pivarcsi €s mtsai dltal bedllitott
és leirt modszerrel tortént (8). A sejtek a teljes konfluencia elérését
kovetden a kontakt gatlds allapotdban egy héten keresztiil normal
koriilmények kozott lettek tenyésztve, majd szérummentes tapfolya-
dékban tovdbbi egy hétig tartottuk a sejteket. Ezutdn a HaCaT kera-
tinocitakat 5x10° sejt/cm’ siirliségben Kipasszaltuk szérumot tartal-
mazo6 tapfolyadékban. A szinkronizaldsi eljards végétdl szamitott 0
és 24 ora elteltével vettiink mintakat.

Valos idejii reverz-transzkriptdaz PCR

A sejtekbdl az RNS-t TRIzol reagens (Invitrogen) segitségével
vontuk ki a gyarté altal megadott protokoll szerint. A cDNS-t iScript
cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad) felhasznaldsdval 1 pg RNS-bdl irtuk
at. A valds idejii RT-PCR kisérleteinkhez a Universal Probe Library
(UPL, Roche) rendszert haszndltuk. A fehasznalt UPL primerek:
18S(f) 5’-ctcaacacgggaaacctcac-3’, 18S(r) 5’-cgctccaccaactaagaacg-3’
ABCG2(f) 5’-tggcttagactcaagcacage-3’, ABCG2(r) 5’-tcgtceetgetta-
gacatcc-3’ a felhasznalt probak: #77 (18S), #56 (ABCG2). A reak-
ciokat és kiértékelésiiket egy QS Real-Time PCR Detection Machi-
ne (Bio-Rad) és a hozza tartozd program segitségével végeztiik el. A
relativ mRNS szintek meghatdrozdsihoz a 2*“ mddszert alkalmaz-
tuk (9). Az ABCG2 gén kifejez6dését a 18S riboszomalis RNS gén
expresszidjahoz normalizaltuk.

Western blot

A sejteket fehérje lizis pufferben (Sigma) évatosan felszuszpen-
daltuk. Harminc percig 4 °C-on inkubdltuk, majd 10 000g centrifu-
galast kovetden a feliiliszot hasznaltuk a tovabbiakban. A lizatumok
fehérje tartalmat BCA Protein Assay (Pierce) segitségével hatdroz-
tuk meg. Nétrium dodecilszulfat (SDS, Sigma) poliakrilamid gél-
elektroforézis médszerrel 7,5%-o0s gél alkalmazdsdval méret szerint
elvalasztottuk a fehérjéket, 40 ug Osszfehérjét vittiink fel mintan-
ként. Egér anti-human ABCG2 (1:300, Calbiochem) és egér anti-hu-
man a-aktin (1:500, Sigma) elsddleges ellenanyagokat hasznaltunk
a vizsgdlt fehérjék kimutatdsahoz. A 3% tejport tartalmazé TBS-ben
kihigitott elsédleges ellenanyagokkal egy éjszakan 4t inkubéltuk a
membréanokat 4 °C-on, majd mosast kovetGen az egér IgG ellen ter-
meltetett alkalikus foszfataz konjugalt masodlagos ellenanyagot és
SigmaFast BCIP/NBT (Sigma) el6hivé oldatot hasznaltunk a fehérje
savok megjelenitéséhez.

Aramlasi citometrids vizsgdlatok

Porfirin autofluoreszcencia méréséhez a sejteket 4 6ran keresztiil
inkubaltuk 37 °C-on 1 pM DALA-val (Sigma, 500 pM torzsoldat
desztillalt vizben oldva). Ekozben a sejteket 1 tM Ko134-gyel (Solvo,



500 pM torzsoldat DMSO-ban oldva), vagy a vivéanyagdval kezel-
tiik. Ezutan tripszines kezelést és centrifugaldst kovetéen PBS-ben
szuszpendaltuk fel a sejteket €s a mérésig sotétben jégen tartottuk
oket.

Az ABCG2 fehérje felszini festéséhez a sejteket tripszinezés és
centrifugalds utdn 1% BSA-PBS-ben vettik fel és anti-human
ABCG2 antitesttel (1:100, 5D3 klén, R&D Systems) vagy egér
1gG2b izotipus kontroll antitesttel jeloltik Sket 45 percen at jégen
inkubdlva. Mosdst kovetden anti-egér IgG Alexa647 konjugdlt ma-
sodlagos antitesttel (Molecular Probes) festettiik a sejteket 45 percig
jégen, majd a mérésig sotétben 4 °C-on tartottuk dket.

A mintakat FACSCalibur daramlasi citométerrel (Becton Dickin-
son) mértiik és elemeztiik, a detektdlast 635 nm gerjesztés mellett
az FL4 csatorndn végeztiik. Osszesen 15000 sejtet mértiink le min-
tanként.

DALA kezelés és in vitro PDT

HaCaT keratinocitdkat 4 6ran keresztiil inkubaltuk 37 °C-n 1 pM
DALA-val és 1 uM Kol34-el vagy a vivoanyagaval. A sejteket 1,5
J/em® dézisd besugdrzdsnak tettiik ki egy Aktilite 128 PDT lampa
felhasznalasaval (635 nm emisszids csucs, Photocure ASA). A besu-
garzds idejére a sejteken a tapfolyadékot vékony rétegben PBS-el
helyettesitettiik. A sejtek viabilitdsat a besugarzas utan 24 o6raval
mértiik MTT viabilitds mérés alkalmazasaval.

Viabilitas mérés MTT esszével

A sejtekrdl a tapfolyadékot eltavolitottuk, majd 37 °C-ra felmele-
gitett szintelen RPMI (Sigma) tapoldattal helyettesitettiik, amely
10% MTT torzsoldattal ((3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetra-
zolium bromid, 5 mg/ml, Sigma) volt kiegészitve. Négyoras, 37 °C-
on torténd inkubdcidt kovetden a keletkezett formazan kristdlyokat
feloldottuk 100 pl 0,04 M HCI tartalmd izopropanolban, majd
kiegészitettiik 20 pl 10% SDS oldattal, végiil az oldatot alaposan
szuszpendaltuk. Spektrofotométer (Multiscan EX, Thermo Labsy-
stems) segitségével mértiikk meg az egyes lyukakban az 540 nm hul-
lamhosszon mutatott abszorbancidt, amely ardnyos az adott lyukban
levé sejtek szamaval. A kapott abszorbancia értékeket mindig a
kontrollként haszndlt kezeletlen minta abszorbancia értékéhez ha-
sonlitottuk.

Eredmények kiértékelése, statisztika

Statisztikai 6sszehasonlitds céljabol az eredményeket egy szem-
pontu varianciaanalizis modszerével (ANOVA), a Vassarstats we-
boldaldn (http://faculty.vassar.edu/lowry/VassarStats.html) taldlhat6é
program segitségével értékeltiik ki. A p<0,05 szignifikancia szintet
tekintettiik a statisztikailag szignifikans eltérés hatdranak.

Eredmények

A szabad porfirin felhalmozodasa HaCaT sejtekben

........

Kordbbi eredményeink szerint az ABCG2 transzporter
nagymértékben kifejez6dik az epidermiszben kiilonbozé

tink HaCaT keratinocitdk felhasznédldsdval. A sejteket
DALA-val kezeltiik, amely az intracelluldris szabad porfi-
rinszintet jelentésen megnoveli. Négyords 1 mM DALA-
val torténd eldkezelést kovetden a sejtek porfirin tartalmat
aramlési citometria segitségével hataroztuk meg.

Megvizsgaltuk az Osszefiiggést a HaCaT keratinocitdk
ABCG?2 expresszidja, valamint a felhalmoz6dé porfirin
mennyisége kozott. Kordbbi kisérleteink alapjan tudtuk,
hogy szinkronizdlt HaCaT sejtekben az ABCG2 xenobio-
tikum transzporter csak igen kismértékben fejezodik ki a
differencidlt keratinocitdkban, mig mind mRNS, mind fe-
hérje szinten jelentdsen indukdlédik a proliferdld kerati-
nocitdkban (la, b. dbra). A plazmamembranban talalhaté
ABCG?2 fehérje mennyiségét is megmértiik dramlasi cito-
metridval, ugyanis az itt taldlhat6 transzporter képes a
porfirinek sejtbdl valé eltdvolitdsara. Proliferdldé HaCaT
sejtekben, 24 o6rdval a sejtnyugalmi fazisbdl valo kilépést
kovetéen a plazmamembran ABCG2 szint is jelentésen
emelkedik a differencidlt keratinocitidkat reprezentdlé 0
oras mintdhoz képest (I c. abra).

Osszehasonlitottuk a DALA kezelést kovetden felhal-
mozott porfirin szinteket szinkronizalt HaCaT sejtekben
differenciélt és proliferdlé allapotokban. A nagymértékben
differencidlodott 0 6rds mintdkban mintegy 7,5-szerese
volt a porfirin mennyiség a 24 6rds proliferdld sejteket
tartalmazé mintdkhoz képest. Tovabba, az ABCG2 fehérje
funkcidjat Ko-134-gyel specifikusan gatolva a 4 6ras DA-
LA kezelés sordn a differencidlt keratinocitdkban nem
volt szignifikdns porfirin szint valtozas (2a. dbra). A pro-
liferdl6 sejtekben nagy mennyiségben kifejez6d6 ABCG2
transzportert Ko-134 kezeléssel gatolva a keratinocitdk
porfirin tartalma jelentds emelkedést mutatott (2b. dbra).
Ezek az eredmények arra engedtek kovetkeztetni, hogy az
ABCG?2 transzportert expresszald keratinocitdk jobban el-
lendllnak a porfirin kozvetitette PDT-nak, ez azonban ki-
kiiszobolhetd a fehérje nem-toxikus és specifikus gatlo-
szerének, a Ko-134-nek a segitségével.

A fumitremorgin C nem toxikus analégja, a Ko-134,
nagy hatékonysaggal noveli a Kkeratinocitak in vitro
PDT-ra valo érzékenységét

patologias  bérelvaltozasok-
ban, mint példaul a pikkely-
somor, vagy a lapham karci-
néma. Ezen betegségek ko-
zott taldlhaté olyan, amely-
nek a gydgyitdsaban fontos
szerephez jut a fotodindmids
terapia. Az ABCG2 fehérjérdl
ismert, hogy kozremtkodik a
porfirinek sejtekbdl val6 ki- !
pumpdldsdban, ezért elhatd- o
roztuk, hogy megvizsgaljuk a
fotodindmids terdpia haté-
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konysaganak javitisiban az
ABCG?2 fehérje, mint lehetsé-
ges célmolekula szerepét. In
vitro PDT kisérletet tervez-

1. abra

Az ABCG2 mRNS (a), teljes fehérje (b) €s membran fehérje (c) kifejezddése
differenciélt és proliferdlé HaCaT sejtekben
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Differencidlt és proliferdlé HaCaT sejtek dltal DALA kezelés utdn
felhalmozott porfirin mennyiségének véltozdsa ABCG2 specifikus gatldsa
esetén; NS — nem szignifikans, * — p<0,05
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3. dbra

A HaCaT sejtek viabilitdsdnak valtozdsa ABCG2 specifikus gitldsa esetén
in vitro fotodindmids kezelés hatdsara; * — p<0,01
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HaCaT sejtek felhasznéldsdval egy in
vitro PDT modellben vizsgaltuk meg az
ABCG2 specifikus gatldsdnak haté-
konysagit a sejtek porfirin kozvetitette
fényérzékenységére.  ElSkisérletekben
hatdroztuk meg az optimdlis d6zist. Egy
nappal az Aktilite PDT késziilékkel tor-
ténd 1,5 J/cm® dézisd besugérzast kove-
téen a 4 oOrdas DALA elSkezelésen
atesett, jol proliferdl6 HaCaT sejtek
78,9%-a maradt élve az MTT viabilitasi
teszt alapjan. Ennél a dézisndl tehat mar
latszott a PDT kezelés hatdsa a porfirin-
nel érzékenyitett sejteken, de a nagy ré-
sziik tdlélte a kezelést. Ezutdan a DALA
el6kezeléssel parhuzamosan az ABCG2
specifikus gatlészerével, Ko-134-gyel,
kiilonbozé koncentricidkban kezeltiik a
sejteket. A Ko-134 kezelés dozisfiiggd
modon novelte a DALA-val elSkezelt
HaCaT sejtek érzékenységét a PDT ke-
zelésre (3. abra).

Megbeszélés

Az elmult években deriilt fény arra,
hogy az ABCG2 fehérje a hem-efflux
transzporterek egyike, ezen fehérjék jel-
lemzdje, hogy kiilonboz6 stresszhatdsok
soran a sejteket megvédik a toxikus por-
firinek felhalmozddasatol (10; 11). Az
ABCG?2 transzporter magas szint(i kife-
jezddése jelentdsen csokkenti a PPIX
mennyiségét ABCG2  transzfektélt
HEK293 sejtekben, ezzel szemben
egyéb multidrog rezisztencia asszocidlt
xenobiotikum transzporterek esetében
nem figyeltek meg ilyen hatast (12). Ki-
mutattdk, hogy az ABCG2 fontos szere-
pet jatszik az egerek porfirin homeosz-
tdzisaban, a porfirinben gazdag étrenden
tartott ABCG2 knock-out egerek voros-
vértestjeiben jelentésen emelkedik a
porfirin tipusti molekuldk szintje (5). Az
ABCG?2 fehérje tehdt kulcsfontossdgu
lehet a porfirin alapu terdpids és diag-
nosztikus alkalmazdsokban, ezért ez egy
intenziven kutatott teriilet (13).

Az ABCG2 gén promoterében szd-
mos funkciondlis cisz elemet taldltak,
példaul a hipoxia indukdlhaté transz-
kripcids faktor (HIF1) altal reguldlt ,,hi-
poxia responsive” elem, és tobbek ko-
z0tt az aril-hidrokarbon receptor dltal
szabdlyozott ,xenobiotic responsive”
elem (6; 14). Mindkét transzkripcios
faktor kapcsolatba hozhat6 a kiilonb6z6
stressz szignalizdciés utvonalakkal. A



tumorok mikrokdrnyezete, valamint szdmos betegség
esetén az érintett sejtek stressz faktorok széles skaldja 4l-
tal befolyasolt teriilet.

Az ABCG?2 fehérje kifejez6dése kordbbi irodalmi ada-
tok alapjan is a bazdlis keratinocitdkra jellemzd mind a
human (15), mind az egér (16) epidermiszben. Egészséges
humadn bor ex vivo tenyésztése sordn a DALA-val inkubalt
mintdkban jelentkezd porfirin autofluoreszcencia a szup-
rabazdlis sejtekben volt megfigyelhets, a bazilis sejtek
nem halmoztak fel porfirineket (17). Ezek az adatok arra
utalnak, hogy az ABCG2 szerepet jatszik a keratinocitdk
porfirin homeosztazisdban, és befolydsolhatja, hogy a sej-
tek milyen mértékben képesek porfirinek kipumpdldsara
in vivo. Egér keratinocita tenyészetben kimutattdk, hogy a
sejtek differencidcioés allapotatdl is fiigg a PPIX intracel-
lularis felhalmozddasa (18). Ezzel 6sszhangban vannak
azok az eredményeink, amelyek szerint az ABCG2 fehérje
kifejez6désében megfigyelt kiilonbség proliferdld és dif-
ferencidlt HaCaT sejtekben ardnyos a DALA el6kezelést
kovetden felhalmozott porfirin mennyiségével. Anand €s
mtsai kozolték, hogy az alacsony dézisi methotrexat ke-
zelés noveli a PDT hatékonysdgat bor karcindma sejtek-
ben (19). A methotrexat az ABCG?2 transzporter egyik is-
mert, kis hatékonysdggal transzportdlt szubsztratja, de el-
képzelhetd, hogy interferdl az ABCG2 kozvetitette porfi-
rin transzporttal.

A PDT egy klinikailag széles korben alkalmazott keze-
1ési lehet6ség, f6ként a nem-melanéma tipust b&rtumorok
esetén, a terdpids indikdciok folyamatos boviilést mutat-
nak (20, 21). Szamos klinikai kisérlet hozott biztatd ered-
ményeket a PDT felhasznaldsardl kiilonb6zo bérelvalto-
zasok gydgyitdsaban, példaul sulyos akne (22) és kutdn T-
sejtes limféoma (23) esetében. A PDT legfontosabb lépései
a fotoszenzitizdl6 anyag felhalmozdddsa a betegség altal
érintett szovetben, majd a célsejtek elpusztitdsa lathaté
fény besugdrzdssal. Egy részletes vizsgdlat ismert, ahol az
ABCG?2 fehérje szerepét vizsgaltak a kiilonboz6 fényérzé-
kenyit6k sejtekbdl valé eltdvolitdsdban, az eredmények
szerint az ABCG2 transzporter jelentds hatdssal lehet a
PDT hatékonysagara (12). A szerz6k az ABCG2 fehérjét
tdltermeld sejtvonalat haszndltak, és egy 100 W teljesit-
ményld halogén ldmpaval végezték a fénykezelést.
ABCG2 gatlasi kisérletekben a transzporter funkcigjat fu-
mitremorgin C segitségével blokkoltdk, amelyrdl ismert,
hogy egérben neurotoxikus mellékhatdsokat idéz el8. Ro-
bey €s mtsai tehat igen értékes eredményekrdl szdmoltak
be, azonban igen fontos, hogy az eredményeik kiegészi-
tésre keriiljenek, és a PDT-re kozvetleniil értelmezhetSek
legyenek.

Munkédnk sordn HaCaT keratinocitdkat hasznéltunk,
amely az ABCG2 fehérjét sem transzfekcid, sem szelek-
ci6 utjan nem tiltermelS sejtvonal. Az dltalunk bedllitott
in vitro PDT modellben terdpidsan elfogadott fényforrast
haszndltunk, amely sziik hulldmhossz tartomanyban, a
porfirinek specifikus gerjesztésére alkalmas, 635 nm
emisszidés csdcsi vords fényt emittdl. A specifikus
ABCG2 gitlast lehetévé tevé Ko-134 adataink szerint
mdr igen kis mennyiségben adagolva is jelentdsen novelte

az in vitro PDT hatékonysagit. A Ko-134 ordlis vagy int-
raperitonedlis adagoldsakor a kisérleti egerekben nem fi-
gyeltek meg neurotoxikus tiineteket, a fumitremorgin C-
vel ellentétben (24). A DALA elGkezelés soran alkalma-
zott Ko-134 szignifikdns mértékben csokkentheti a besu-
gdrzasi dozist is, amely a PDT sordn jelentkezd nem kiva-
natos hatdsokat csokkentheti. Eredményeink felhaszndlha-
téak a PDT humdn bdr 1ézidk kezelésében mutatott hata-
sanak tovébbi javitdsdhoz.

Osszefoglalva, az ABCG2 mikodését giatld, nem mér-
gezd, specifikus inhibitorok, mint példaul a Ko-134 na-
gyon hasznosak lehetnek a bdr, vagy akdr belsd szervek
PDT kezelésének tovédbbi fejlesztése szempontjabol. Az
ABCG2 efflux altal okozott torzité hatds is kikiiszobolhe-
tévé vdlhat a tumorok fluoreszcens alapt, PPIX-medidlt
diagnosztikus vizsgdlata soran.

Koszonetnyilvanitas

Ez a munka az Asboth XTTPSRT1, OTKA NK77436, OTKA K68680,
TAMOP-4.2.2-08/1-2008-0001, TAMOP-4.2.1/B-09/1/KONV-2010-
0005, TAMOP-4.2.2/B-10/1-2010-0012 palyédzatok és a TEVA Ma-
gyarorszag Zrt. segitségével valosult meg.

IRODALOM

1. Gadl M., és mtsai: Fotodindmids terdpia a borgydégydszatban. Orv
Hetil (2007) 148, 2227-2233.

2. Schultz 1.J., és mtsai: Iron and porphyrin trafficking in heme bio-
genesis. J Biol Chem (2010) 285, 26753-26759.

3. Ponka P.: Cell biology of heme. Am J Med Sci (1999) 318, 241-
256.

4. Krishnamurthy P. és Schuetz J.D.: Role of ABCG2/BCRP in biol-
ogy and medicine. Annu Rev Pharmacol Toxicol (2006) 46, 381-
410.

5. Jonker J.W., és mtsai: The breast cancer resistance protein pro-
tects against a major chlorophyll-derived dietary phototoxin and
protoporphyria. Proc Natl Acad Sci U S A (2002) 99, 15649-
15654.

6. Krishnamurthy P., és mtsai: The stem cell marker Bcrp/ABCG2
enhances hypoxic cell survival through interactions with heme. J
Biol Chem (2004) 279, 24218-24225.

7. Boukamp P., és mtsai: Normal keratinization in a spontaneously
immortalized aneuploid human keratinocyte cell line. J Cell Biol
(1988) 106, 761-771.

8. Pivarcsi A., és mtsai: Serum factors regulate the expression of the
proliferation-related genes alpha$ integrin and keratin 1, but not
keratin 10, in HaCaT keratinocytes. Arch Dermatol Res (2001)
293,206-213.

9. Livak K.J. és Schmittgen T. D.: Analysis of relative gene expres-
sion data using real-time quantitative PCR and the 2(-Delta Delta
C(T)) Method. Methods (2001) 25, 402-408.

10. Krishnamurthy P., Xie T., Schuetz J. D.: The role of transporters in
cellular heme and porphyrin homeostasis. Pharmacol Ther (2007)
114, 345-358.

11. Latunde-Dada G. O., Simpson R.J., McKie A. T.: Recent advances
in mammalian haem transport. Trends Biochem Sci (2006) 37,
182-188.

12. Robey R. W., és mtsai: ABCG2-mediated transport of photosensi-
tizers: potential impact on photodynamic therapy. Cancer Biol
Ther (2005) 4, 187-194.

13. Ishikawa T., és mtsai: Key Role of Human ABC Transporter
ABCG?2 in Photodynamic Therapy and Photodynamic Diagnosis.
Adv Pharmacol Sci (2010) 2010, 587306.

14. Tompkins L.M., és mtsai: A novel xenobiotic responsive element
regulated by aryl hydrocarbon receptor is involved in the induc-
tion of BCRP/ABCG2 in LS174T cells. Biochem Pharmacol
(2010) 80, 1754-1761.



15.

16.

17.

18.

Triel C., és mtsai: Side population cells in human and mouse epi-
dermis lack stem cell characteristics. Exp Cell Res (2004) 295,
79-90.

Yano S., és mtsai: Characterization and localization of side popu-
lation cells in mouse skin. Stem Cells (2005) 23, 834-841.

Smits T., és mtsai: Induction of protoporphyrin IX by aminolae-
vulinic acid in actinic keratosis, psoriasis and normal skin: prefer-
ential porphyrin enrichment in differentiated cells. Br J Dermatol
(2009) 160, 849-857.

Ortel B., és mtsai: Differentiation-specific increase in ALA-
induced protoporphyrin IX accumulation in primary mouse ker-
atinocytes. Br J Cancer (1998) 77, 1744-1751.

. Anand S., és mtsai: Low-dose methotrexate enhances aminole-

vulinate-based photodynamic therapy in skin carcinoma
cells in vitro and in vivo. Clin Cancer Res (2009) /5, 3333-
3343.

20.

21.

22.

23.

Choudhary S., Nouri K., Elsaie M.L.: Photodynamic therapy in
dermatology: a review. Lasers Med Sci (2009) 24, 971-980.
Sidoroff A. és Thaler P.: Taking treatment decisions in non-
melanoma skin cancer—the place for topical photodynamic ther-
apy (PDT). Photodiagnosis Photodyn Ther (2010) 7, 24-32.
Riddle C.C., és mtsai: A review of photodynamic therapy (PDT)
for the treatment of acne vulgaris. J Drugs Dermatol (2009) 8,
1010-1019.

Zane C., és mtsai: Photodynamic therapy with methylaminole-
vulinate as a valuable treatment option for unilesional cutaneous
T-cell lymphoma. Photodermatol Photoimmunol Photomed
(2006) 22, 254-258.

24. Allen J.D., és mtsai: Potent and specific inhibition of the breast

cancer resistance protein multidrug transporter in vitro and in
mouse intestine by a novel analogue of fumitremorgin C. Mol
Cancer Ther (2002) 7, 417-425

kozhasznu célokra forditja:

dernizalasara

P

feltételek megteremtésére

A Nékam Alapitvany

koszoni mindazok segitségét, akik
2010. évi személyi jovedelmadojuk 1%-at
felajanlottdk szamara.

Az Alapitvany a befolyt 0sszeget az Alapité Okiratban meghatarozott,
a Bor-, Nemikortani és Boéronkolégiai Klinikdn zajlé gydgyitasi,
kutatdsi, oktatdsi €s innovacids tevékenység feltételeinek javitasara
a Borklinika ing6 és ingatlan eszkozallomédnyanak feldjitdsara, mo-

a betegellatas korszerGsitésére, mindségének javitdsara
4j kezelési modok bevezetésére, ill. az ehhez sziikséges technikai

fiatal orvosok hazai és kiilfoldi képzésének tamogatdsara

az Alapitvany kuratériuma 2011 .

10



