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1 Roviditések jegyzéke

ABC: ATP Binding Casette (ATP-k6t6 kazetta)

ABCB1: ABC subfamily B member 1 (ABC B alcsalad 1. tag, azonos az MDR1 illetve P-gp fehérjével)
ABCG2: ABC subfamily G member 2 (ABC G alcsalad 2. tag azonos az MXR illetve BCRP fehérjével)
ADME: Absorption-Distribution-Metabolism-Excretion (abszorpcié-disztriblcié-metabolizmus-exkrécio)
BCA: Bicinchoninic Acid (bicinkoninsav)

calcein-AM: calcein-Acetoxy-Methylester (calcein-acetoximetilészter)

CSF: Cerebrospinal Fluid (cerebrospinalis folyadék)

DMSO: Dimethyl Sulfoxide (dimetil-szulfoxid)

E2-17BG: Estradiol-173-Glucuronide (6sztradiol-17 8 -glikuronid)

EMA: European Medicines Agency (Europai Gyégyszerhatdsag)

ER: Efflux Ratio (efflux arany)

FDA: Food and Drug Administration (Amerikai Elelmiszer- és Gydgyszerhatésag)

HBSS: Hank's Buffered Salt Solution (Hanks puffer)

IVIVC: In vitro — In vivo Correlation (in vitro - in vivo korrelacid)

MDCKII-BCRP: BCRP transfected Madin-Darby Canine Kidney cell line (BCRP transzfektalt Madin-
Darby kutya vese sejtvonal)

MDCKII-MDR1: MDR1 transfected Madin-Darby Canine Kidney cell line (MDR1 transzfektalt Madin-
Darby kutya vese sejtvonal)

MDR: Multidrug Resistance (multidrog rezisztencia)

MDR1: Multridrug Resistance Protein 1 (multidrog rezisztencia fehérje 1)

MSD: Mass Single Quad Detector (egyszeres quadrupole rendszerii tdmegspektrométer detektor)
OAT: Organic Anion Transporter (szerves anion transzporter)

PPF: Peripherial Fluid (periférias folyadék)

SLC: Solute Carriers (oldott anyag transzporterek azonosak az influx transzporterekkel)

TEER: Transepithelial Electrical Resistance (transzepitélialis elektromos ellenallas)

VT: Vesicular Transport (vezikularis transzport)

2 Bevezetés és irodalmi attekintés

2.1 Az ADMETox és jelentosége

tudomanytertlet. A terllet fejlédésében a gydgyszeri alkalmazasok a meghatarozok.
Elsésorban az in vitro mddszertan, valamint az in vitro — in vivo extrapolacié fejlédése
kovetkeztében a 80-90-es években mintegy 6tddére csokkent a gyodgyszerjeldltek elénytelen
ADMETox sajatsagok miatti klinikai fazisban térténé lemorzsolédasa (attrition).
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2.2 Biologiai membranok, transzportfolyamatok

Az ADME szempontbdl legfontosabb sejtek a polarizalt epithel és endothel sejttipusok. Az
endobiotikumok és xenobiotikumok ezen sejtrétegeken valo atjutasa lehet paracellularis vagy
transzcellularis. A paracellularis Utvonal szoros kapcsolatokkal rendelkezé sejtek esetében
kisméretl molekulak szamara all rendelkezésre.

A transzcellularis transzport kismolekulak esetében lehet passziv és aktiv. A passziv
transzport kétféle mechanizmus szerint valdésulhat meg. A transzporter-medialt transzport a
facilitédlt diffuzi6, mig a nem fehérje medidlt transzport a passziv diffuzié (passziv
permeabilitdsnak). A passziv transzport folyamatok a koncentraciogradiens mentén
térténnek. Az aktiv transzport folyamatok hajtdéereje az ATP hidrolizis, amely lehetbvé teszi a
koncentracio gradienssel szembeni transzportot is.

A gyogyszerkutatas egyik legtobbet vitatott kérdése a passziv permeabilitds és a
transzporter-medialt folyamatok sulya a gyoégyszermolekulak transzportjaban (Dobson and
Kell 2008; Dobson 2009; Sugano 2010). Kell és munkatarsai szerint a passziv
permeabilitdsnak tekintett folyamatok legtobbjére nincs kell6 bizonyiték. A linearis
koncentraciofliggés lehet tébb transzport fehérje hozzajarulasanak az eredménye, mig
molekulaszerkezetb6l adodd specificitas hianya a transzporterek széles és atfedd
szubsztratspecificitasabol eredeztethetd (Dobson and Kell 2008).

Ez a kérdés messze tulmutat egy elméleti vitan. Ha a passziv permeabilitds a transzport
meghatarozé eleme, akkor fizikokémiai jellemz6k optimalizalasaval javithatok a molekulak
permeabilitasa (Fujikawa 2005; Vastag and Keseru 2009; Borbely 2012). A transzporter
kdlcsdnhatasokra valé optimalizalds is szamos lehet6séget kindl. A abszorpcid javitasat
lehet elérni olyan propharmaconok (prodrug) alkalmazasaval, melyek az enterocytak apikalis
influx transzportereinek szubsztratjai (Varma 2010). A transzporter-medialt célzott szOveti
felvételre példak a HMG-CoA-reduktaz inhibitor statinok.

A fentieket Osszegezve a molekulak legnagyobb részénél, a kbdzepes passziv
permeabilitdsuakat is ide értve, a transzporter-medialt membran permeécio valdszinlleg
jelentés (Yabe 2011).

2.3 Efflux és influx transzporterek

Az eukariota sejtekben az efflux transzporterek a szubsztratok citoplazmabdl téténd
eltavolitasat végzik (Dean 2001). A legtobb efflux funkciét ellaté transzporter az ABC
szupercsaladba tartozik. A 49 ismert human ABC transzportert 7 alcsaladba (ABCA-G)
soroljak (http://nutrigene.4t.com/humanabc.htm). A transzporterek ndémenklaturajaban a
szisztematikus angol elnevezést hasznalom.

A géneket a génstruktura (fél illetve teljes transzporter), a domének sorrendje és az NBD és
transzmembran domének szekvencidja alapjan soroljuk a kilénb6z8 alcsaladokba (Dean
2001). Kisérletes munkankban az ABCB, ABCC és ABCG alcsalad tagjaival dolgoztunk.

A sejtekbe toténd felvételt katalizalé transzporterek a ,Solute Carriers” (SLC) szupercsalad
tagjai. Megnevezésikre a nemzetkézi szaknyelvben is elfogadott influx transzporter
kifejezést hasznalom. Emberben ez a legnagyobb transzporter szupercsalad, tébb mint 300
taggal (http://www.bioparadigms.org/sic/menu.asp). Kisérletes munkankban az SLCO és az
SLC22 csaladok tagjaival dolgoztunk.
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2.4 Farmakologiai szempontbol fontos fiziologias barrierek

A legfontosabb négy barriert képezd sejtek az enterocytak, hepatocytak, vese proximalis
tubulus (PT) epithel és a vér-agy gat endothel. A négy barrier a transzport folyamatok
szemsz0geébdl funkcionalisan kiloénbozé feladatokat lat el. Az enterocytak szerepe a
abszorpciéban vagy annak korlatozasaban van. De szerepet jatszhatnak bizonyos
xenobiotikumok esetében az exkrécioban is (Westphal 2000). A hepatocytak szerepe
els6sorban az exkrécioban van. Mivel sok gydgyszer molekularis tamadaspontja is a
hepatocytakban talalhatd, igy a hepatocytak a disztribucioban is fontos szerepet jatszanak.
Ugyanez érvényes a PT epithelre is. Mivel a gyogyszer toxicitas két fontos fajtaja a
hepatotoxicitds és a nephrotoxicitdas, igy az ezen sejtekben valé felhalmozddast
meghatarozo transzporterek toxikoldgiai jelentésége nagy. A BBB endothel egyértelmiien az
disztribacidban, és elsGsorban annak limitadlasaban jatszik szerepet.

Az altalunk vizsgalt efflux transzporterek koziil az ABCB1 mind a négy fenti barrier sejtréteg
apikalis membranjaban expresszalddik, és dontéen hidrofob, valamint kationos molekulakat
transzportal. A szintén apikalis lokalizaciéju ABCC2 és ABCG2 els6sorban anionokat, kdztlik
konjugatumokat transzportal. Az ABCC1, ABCC3 és ABCC4 szintén anionokat transzportal.
Funkcidjuk lokalizaciojuktdl fliggd. A vizsgalt influx transzporterek koézil az SLCO1Bf1,
SLCO1B3 és SLCO2B1 maj, mig az SLC22A6, SLC22A7, SLC22A8 a vese basolateralis, az
SLC22A11 az apikalis mebranjaban tolt be fontos zerepet az exkrécidban illetve
reabszorpcidban.

3 A transzporterek jelentosége a gyogyszerek ADMETox
sajatsagainak meghatarozasaban

A transzporter - gyoégyszer kdlcsonhatasoknak klinikai kdvetkezményei akkor vannak, ha a
betegben egy olyan transzporter varians illetve mutans expresszalddik, melynek aktivitasa
kisebb az atlagosnal, illetve komedikacio esetében az egyik gyogyszer (elkovetd/perpetrator)
a transzporter kozvetlen gatlasaval avagy a transzporter expresszid modulalasaval
befolyasolja a masik gyogyszer (aldozat/victim) ADMETox sajatsagait.

Az apikalis membranban expresszalddé efflux transzporterek csékkent aktivitasu variansait
hordoz6 paciensekben (pl. ABCG2 c¢.421C>A) megndvekedett gydgyszerexpozicid a
kovetkezmény (Degorter 2012; leiri 2012). Ugyanez a koévetkezménye a ilyen
transzportereken torténé gyogyszerinterakcidonak is. A maj és vese basolateralis
membranjaban expresszalodd influx transzporterek esetében a csOkkent aktivitasu
variansokat hordozé paciensekben és gyogyszerinterakcio esetében is csokkent exkrécio, és
magasabb plazma szintek a jellemz&ek (Degorter 2012).

No6vényi hatdanyagok a gyogyszerekkel részben atfedd kémiai teret foglalnak el. A ndvények
metabolomjaban sok a farmakoldgiailag aktiv molekula talalhaté (Gertsch 2011). Az el6nyds
terapias tulajdonsagokkal rendelkezé molekulak jelentés része tartalmaz fenolos funkciot,
aminek kovetkeztében mar az enetrocytakban konjugalédnak (Tang 2012). A konjugatumok
alacsony passziv permeabilitassal rendelkeznek, ezért sejtmembranokon at torténd
transzportjuk transzporter fehérjék koézremikddésével torténik. A ndvényekben talalhato
kismolekulaju anyagok transzporter kolcsOnhatasai az étel - gyodgyszer interakciok
szempontjabdl is fontosak.

Egy kozelmultban végzett becslés szerint kdrnyezetinkben mitegy 97 ezer kemikalia
talalhatd, amelyeknek minddssze 2%-a (1800) gyogyszer (Muir and Howard 2006). Ezek a
szamok azt mutatjak, hogy a gyodgyszereken kivil az egyéb vegyszerek okozta terheléssel is

5
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meg kell birkéznia az emberi szervezetnek, mégha a szervezetlinket érd egyszeri dozisok
alatta is maradnak a gyogyszer doézisoknak. Az idevonatkozd tanulmanyok fokuszaban az
efflux transzporterek allnak, hiszen az emberi szervezet toxikus anyagokkal szembeni
védelmi mechanizmusaira koncentralnak.

4 Célkituzések

Célul tlztik ki egy transzporter moddszertanra épllé metodikai platform kialakitasat,
validalasat és az in vitro — in vivo mdodszerek korrelacids analizisét. A kisérletes munka a
modszereket gyogyszermolekulak vizsgalatara optimalizalja. Azonban a moédszerek néveényi
hatéanyagok és toxikus anyagok vizsgalatara is alkalmazhatdok. A metodikai platform abban
is specialis, hogy 6tvdzi az in vitro és in vivo mbdszereket.

Részletes célok:

4.1 Expresszios rendszerek optimalizalisa gyégyszer — transzporter
kolcsonhatasok vizsgalatara.

Mivel az in vitro vizsgalatok egy része heteroldg expresszids rendszerben, a célzott fehérjét
tultermeld sejtekben, membranokban térténik, a nem ,fiziolégids” hatdsok / molekularis
kornyezet értékelése, Kkorrekcidja vagy korrelaciéba vétele fontos. Cél volt olyan
tesztrendszer kifejlesztése, amely szabadalmaztathatod, és széleskorl gyakorlati alkalmazast
nyer. A dolgozatot megalapozo, ebben a témaban relevans kézlemények: (Glavinas 2007;
Pal 2007a; Pal 2007b; Glavinas 2008; Kis 2009a; Kis 2009c; Kis 2011).

4.2 Tesztrendszerek korrelacios analizise, valamint transzporter szubsztrat
probak és referencia inhibitorok validalasa in vitro ADME vizsgalatok
céljara.

A gyogyszer — ftranszporter kolcsOnhatasok tesztelésére tobb tesztrendszer és esszé
alkalmazhaté. Az adott rendszer korlatainak megértése, az eredmények érvényesseégi
tartomanyanak definialasa volt az egyik célunk ezekkel a vizsgalatokkal. A szubsztrat probak
és referencia inhibitorok meghatarozasa, jellemzése volt a masik cél. A dolgozatot
megalapozé, ebben a témaban relevans kozlemények: (Heredi-Szabo 2008; Kis 2009b;
Beery 2011; Glavinas 2011; Szeremy 2011)

4.3 In vitro esszérendszerek alkalmazasa transzporter — gyogyszer
kolcsonhatasok kinetikai jellemzésére.

Az alkalmazhaté esszérendszerek fiiggnek a kérdésfeltevéstél, a molekula fizikokémiai
tulajdonsagaitol, és a bioldgiai tesztrendszer limitacioitdl. Az alkalmazasi példak egy-egy
aspektusra vilagitanak ra. A dolgozatot megalapozo, ebben a témaban relevans
kdzlemények: (Lespine 2006; Jani 2009; Lespine 2009; Rajnai 2010; Jani 2011).
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4.4 In vitro esszérendszerek alkalmazasa novényi hatéanyagok és
kornyezetszennyezo anyagok transzportrerekkel valo kolcsonhatasanak
azonositasara és jellemzésére.

A vizsgalt névényi hatéanyagok mindegyike tartalmaz fenolos funkciot. Ezeknek sajatossaga
a gyors fazis Il metabolizmus. Vizsgalataink az alacsony passziv permeabilitasu
konjugatumot transzportal6 fehérjék azonositasat célozzak. A dolgozatot megalapozd, ebben
a témaban relevans kdzlemények: (Zhang 2007a; Oosterhuis 2008; Brand 2011; Wong
2011; Zhang 2011).

4.5 In vitro vizsgalatok in vivo relevanciajanak bemutatasa. In vitro — in vivo
korrelacios és fajspecificitas vizsgalatok.

A gyogyszerkutatasban fontos elem a human és allati fehérjéket expresszalé in vitro
rendszereken mért adatok korrelacidja (fajspecificitas), valamint az in vitro adatok in vivo
adatokkal valé megfeleltetése (in vitro — in vivo correlation (IVIVC)). Célszerl a kilonb6zé
rendszereken végzett vizsgalatokat ugyanazon a szubsztrat probak és referencia inhibitorok
felhasznalasaval végezni. A dolgozatot megalapozd, ebben a témaban relevans
kozlemények: (Heredi-Szabo 2009a; Heredi-Szabo 2009b; Jemnitz 2010; Sziraki 2011).

5 Anyagok és modszerek

Anyagok

A felhasznalt membranok a Solvo Biotechnoldgiai Zrt (Szeged, Magyarorszdg) termékei. A
specialis reagensek (ellenanyagok, radioaktiv molekulak) specifikacidja, és szarmazasi helye
megtalalhatd a disszertacié alapjaul szolgalé kézleményekben. A gydgyszer, gyogyszerjeldlt
molekuldk, ndévényi hatéanyagok és metabolitjaik valamint peszticidek egy részét
kollaboracids partnereink szintetizaltak, mig egy masik részét és az egyéb vegyszereket a
Sigma-Aldrich Kft-t6l (Budapest, Magyarorszag) vasaroltuk.

Sejtvonalak, primer kultarak

Az MDCKII szll6i sejtvonalat Dr. Kai Simons-tol (Max Planck Institute, Drezda,
Németorszag, az ABCG2-vel transzfektalt MDCKII sejtvonalat (MDCKII-BCRP) Professzor
Heyo Klaus Kroemer-t6l (Greifswald Egyetem, Greifswald, Németorszag), ABCB1-el
transzfektalt MDCKII sejtvonalat (MDCKII-MDR1) Professzor Sarkadi Balazstél (Orszagos
Gydgyintézeti Kozpont) és Dr. Németh Katalintdl (Orszagos Vérellatd Szolgalat) kapta a
Solvo Biotechnoldgia Zrt. A Caco-2 sejtvonalat az American Tissue Type Collection-tdl
vasarolta a Solvo Biotechnolégia Zrt. A 293H sejtvonal az Invitrogentél (Carlsbad, Kalifornia)
kerlltek beszerzésre.

A sejtek fenntartdsa a nemzetkdzi gyakorlatban elfogadott, leirt standard szOvettenyésztési
modszerekkel tortént.

A primer hepatocyta kulturat a Semmelweis Egyetem Transzplantacios Klinikajardl kapott
majakbdl izolaltuk. Kivétel nélkul transzplantaciora alkalmatlan szerveket hasznaltunk. A
felhasznalas a Regionalis Magyar Kutatasi és Etikai Bizottsag engedélyével tortént. A
szovetbél kalcium- és IV-es tipusu kollagenaz tartalmu Earle-féle pufferrel nyertik ki a
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sejteket (Heredi-Szabo 2009a). A patkany szdvetbdl is perfuziés modszerrel nyertik ki a
hepatocytakat. A majak him Wistar patkanyokbdl (Charles River, Budapest, Magyarorszag)
szarmaztak. A kulturat vektoridlis transzport kisérletekben hasznaltuk.

A vektorialis transzporthoz hasznalt patkany agyi endothel kultirdhoz (Rat Brain Endothelial
Culture (RBEC)) az endothel sejteket 2-hetes patkanyokbdl izolaltuk (Wilhelm 2007). A
pericytakat kezeletlen Petri csészeékbe kililtetett cerebralis mikrokapillarisokbol nyertik, mig a
glia kulturat ujszilétt patkanyokbdl készitettlik. A pericytakat a 12-kutas Transwell lemezek
(0,4 um; 1,5X10* sejt/filter) hatoldalara Ultettiik ki. A kdvetkezé napon az endothel sejteket
Ultettik a filterekre. A kulturat vektorialis transzport kisérletekben hasznaltuk.

A logP és logD; 4 szamitasa

A logP és logDy 4 értékeket a MarvinSketch 5.3 szoftver (ChemAxon, Budapest) segitségével
szamoltuk.

Fehérjemérés

Thermo Scientific Kit alkalmazasaval, a bicinkoninsav (bicinchoninic acid (BCA)) médszerrel
tortént.

Western blot

Az elektroforézis és a western blot standard mddszerekkel tortént. ABCG2 fehérje
detektalasahoz BXP-21-es ellenanyagot (Abcam, Cambridge, Egyesilt Kiralysag)
hasznaltunk 1:1000 higitasban, mig az ABCB1 fehérje esetén a C-219 (Abcam, Cambridge,
Egyesilt Kiralysag) ellenanyag 1:3000-es higitasat alkalmaztuk.

Membran esszék

ATPaz esszé

ATPaz esszét a Sarkadi és munkatarsai altal korabban leirt médon végeztik (Sarkadi 1992).
A reakciot 5 mM Mg-ATP oldat hozzaadasaval inditottuk el. Az adott transzporternek
megfeleld inkubacids idét kdvetben a reakciot 5%-os SDS oldattal allitottuk le. A keletkezé P;
mennyiségét ammonium-heptamolibdat - aszkorbinsav - cink-acetat oldat-elegy segitségével
hataroztuk meg. Az optikai denzitast 690 nm-en mértik.

Vezikularis transzport esszé

A kiforditott (inside-out) vezikuldkat is tartalmazé membranszuszpenziét a megfeleld esszé
elegyben -amely tartalmazta a transzportalt szubsztratot is- 4 mM ATP jelenlétében és
hianyaban 37°C-on inkubaltuk, majd hideg mosépufferrel leallitottuk. A reakcidelegyeket 1
Mm porusméretl B tipusu Uvegszal szlrét tartalmazo lemezeken (Millipore, Bedford, MA,
USA) szlrtik, mostuk. A filtereken maradt radioaktivitast folyadékszcintillator (Microbeta
Trilux, Wallac, Turku, Finnorszag) vagy fluoriméter segitségével mértik.

Sejtes esszeék

Influx esszé

A mérblemezre killtetett a sejtekhez lyukanként 50-50 pl szubsztratot probat valamint
gatlészert vagy tesztanyagot tartalmazé reakcidelegyet adtunk. A reakcidt hideg puffer
hozzaadasaval allitottuk le. Ezt kdvetéen zsebenként a sejteket 50 yl NaOH vagy MeOH

8



dc_350 11

hozzaadasaval lizaltuk. A felvett anyagmennyiséget fotométer készulékkel (FluoStar Optima,
BMG Labtech, Offenburg, Germany), folyadék szintillaciés moddszerrel (Microbeta Trilux,
Perkin Elmer, Waltham, MA) vagy Agilent Series 1100 HPLC keszuléken tortént, amihez egy
egyszeres quadrupole rendszerli tOmegspektrométer detektor (MSD) van sorbakétve
(Agilent Technologies International SARL, Morges, Switzerland).

Vektorialis transzport esszé

Sejtvonalakon

Az MDCKII alap és transzfektalt sejteket 24-lyukud Millipore monolayer lemezre Ultettik és 3
napig inkubatorban tartottuk. A Caco-2 sejteket (30-65 passzazs szam) kollagénnel bevont
membranra Ultettik és 21 napig inkubatorban tartottuk. A vizsgalt anyagokat DMSO-ban
oldva adtuk a sejtekhez, és mértik az A>B és B>A iranyu anyagmozgast. A vizsgalt anyag-
sel. A kérdéses anyag latszdlagos permeabilitasi egyutthatojat az alabbi egyenlet alapjan
szamitottuk:

dQ 1
app — o ¢
dt  AxC,
ahol dQ/dt az egységnyi id6 alatt a donorbdl a receptor oldalra atjutott abszolut
anyagmennyiség, A a membran felllete, C, a kiindulasi koncentracio a donor oldalon. A B>A

és A>B iranyokban mért P,,,-0k aranya az un. efflux arany, amivel a transzporter aktivitas
jellemezheté.

Hepatocyta szendvics kulturan

A hepatocytakat patkany farokbdl nyert | tipusu kollagénnel kezelt Petri csészékbe Ultettiik.
24 oraval kés6bb a tapfolyadékot eltavolitottuk, és a sejtekre patkany farokbdl nyert
jéghideg, neutralizalt | tipusu kollagént rétegeztink. A patkany sejteket 2 nap a human
sejteket 5 nap szendvics kulturaban valo kultivalas utan hasznaltuk. A hepatocytakhoz jeldlt
szubsztrat prébat adtunk HBSS-ben, majd 10 percig inkubatorban tartottuk. Ezutan a puffert
eltavolitottuk, a sejteket jéghideg Ca®*, Mg®*-mentes HBSS-el mostuk. Majd 0,5 ml, a
modulatort tartaimazé standard vagy Ca®', Mg?-mentes HBSS-t adtunk a sejtekhez. A
puffert 20 perc inkubalas utan eltavolitottuk, és a radiokaktivitast mértik. A nem-specifikus
kotest a sejtek nélkili, 2 réteg kollagénnel kezelt Petri-csészékhez vald kotédésbol
szamoltuk.

Primer patkany agyi enothel kulturan

Az RBEC (rat brain endothelial cell / patkany agyi endothel) kisérletekhez az endothel és
pericyta kulturat tartalmazo lemezeket kivettik a glia kultarat tartalmazé edényekbdl. A
filtereket Ringer-HEPES oldattal mostuk, és a mérést a sejtvonalakra leirt mddszer szerint
végeztik.

Festéktranszport esszék

Calcein esszében az ABCB1 funkci6 méréséhez ABCB1-et tulexpresszalé K562-MDR,
MDCKIIMDR1 mig az ABCC1 funkci6 méréséhez HL60-MRP sejtvonalat hasznaltuk.
Hoechst esszében, az ABCG2 funkcié mérésére az ABCG2 transzfektans PLB985-BCRP
vagy HEK293-BCRP sejtvonalakat hasznaltuk, melyek magasan expresszaltak az ABCG2
fehérjét.

A calcein-AM (calcein-acetoximetilészter) olyan nem fluoreszcens molekula, ami passzivan
bejut a sejtekbe, és ott az endogén észterdzok az AM csoport hasitasaval fluoreszcens
calceint hoznak létre. A calcein-AM az ABCB1 és ABCC1 transzporterek szubsztratja. A
transzportereket tulexpresszald sejtekben tehat alacsony a fluoreszcencia. A transzporterek
teszt molekula altali gatlasa megndvekedett sejt-asszocialt fluoreszcenciaval jar. A kisérlet
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soran a termel6dd szabad calcein mennyiségét detektaljuk az idé fuggvényében (Homolya
1993).

A Hoechst 33342 festék a dupla szalu DNS-el fluoreszcens adduktot képez, amelyet
fluoriméterrel detektalhatunk (Adhikary 2000). A festékmolekula szubsztratjia az ABCG2
transzporternek. A transzportert tulexpresszalo sejtekben emiatt alacsony a fluoreszcencia.
A transzporterek teszt molekula altali gatlasa megndvekedett sejt-asszocialt
fluoreszcenciaval jar. A kisérlet soran az intracellularis festék mennyiségét detektaljuk az id6
fliggvényében.

A sejteket Hank’s puffeben mostuk, majd meghatarozott sejtszamban és térfogatban kitettiik
6ket 96-lyuku lemezre és Hank’s oldatban inkubaltuk a specifikus inhibitor/vizsgalt anyag
jelenlétében. A calcein esszénél a sejtek fluoreszencidjat 8 percen at kovettik 485 nm
excitacios 538 nm emisszids beallitas mellett. A Hoechst esszé reakciojat hasonlé modon, de
15 percig kovettik 350 nm excitacids és 460 nm emisszids beallitas mellett. A viszgalt anyag
doézis-hatas gorbéjét az alabbi egyenlet alapjan hataroztuk meg.

Gatlas (%) = F;dr:;i :EZ:ZE *100

nélkdli kontrollhoz, az Rmax pedig a maximalis gatlashoz tartozé fluoreszencia-id6
meredekséget jelolik. Az Rmax értékeket referencia inhibitorokkal allapitottuk meg, ez
Calcein esszénél verapamil (60 yM), Hoechst esszénél Ko134 (300 nM) volt. A gatlas% -
bemérési koncentracié gorbére fliggveényt illesztettlink, amibdl ICs, értékeket kaptunk.

Citotoxicitas esszé

A mikrotiter lemezekre killtetett sejtekhez a DMSO-ban oldott molekulakat adtuk. A 96 6ra
elteltével az é16 sejtek aranyat MTS reakcio segitségével hataroztuk meg a gyartd protokollja
alapjan (Promega, Madison, WI, USA),és meghataroztuk az I1Cs, értékeket.

A gorbeillesztésekhez, valamint a kinetikai paraméterek szamitasahoz a PRISM szoftvert
hasznaltuk (GraphPad Software Inc., San Diego,CA).

In vivo esszék

Epevezeték kaniilacios technika alkalmazasa a kanalikularis efflux transzportereken térténé
gyogyszer interakciok vizsgalatara

A 250-300 g-os Wistar him patkanyokban a kisérleti nap reggelén urethan altatas (1 g/kg;
intraperitoneélisan (ip)) mellett elkilonitettiik az epevezetéket és bevezettik a kanilt (Fine
Bore Polythene Tubing 800/100/200; Smiths Medical Int. Ltd.).A sikeres epevezeték
kanllalast kovetéen az allatok intraperitonealisan fizioldgias soéoldatban kaptak a
transzporter szubsztratot (*H-E2-17BG) és kiildnbdzd transzporter modulatorokat. A mintak
gylijtése elére lemért csdvekbe tortént. A mintak *H-E2-17BG szintjét folyadékszintillacids
szamlalo segitségével hataroztuk meg. A nyers adatokbdl az epemintakban [évé jelzett
illetve az epefolyas sebességét (mg/10 perc) hataroztuk meg. Valamennyi mitéti és kezelési
eljaras az MTA Koézponti Kémiai Kutatéintézetének Allatetikai Bizottsaga jovahagyasaval
kerult alkalmazasra.
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Mikrodializis technikak alkalmazasa a vér—agy gaton térténé gyogyszer interakciok
vizsgalataban

A kisérleteket az Allategészségiigyi lgazgatdsag altal kibocsajtott hatésagi engedély alapjan
végeztik. A 280-360 g-os Wistar him patkanyokon két-szondas mikrodializis technikat
alkalmaztunk kloral hidrattal altatott allatokon. Egyidejlleg gydjtottink periférias (véna
jugularis) és agyi (frontalis cortex) mintakat. A jobboldali nyaki vénaba CMA/20-as (CMA,
Microbiotech) tipusu periférias mikrodializis szondat Ultettiink be, a frontalis kortexbe pedig
CMA/12-es az agyi mikrodializis szondat helyeztiink be.

Az altatott allatos kisérletek némelyikénél két agyi mikrodializis szondat és egy vénas
szondat Ultettiink be, s az un retrodializis technikat alkalmaztuk. A retrodializis kisérletekben
a masik oldali frontalis cortexbe is belltettiink egy agyi mikrodializis szondat. A retrodializis

Osszehasonlitd vizsgalata két ellenoldali félteke esetén.

Az altatott allatos kisérleteknél a traszporter szubsztrattal és az inhibitorral valé kezelés a
combvénaba elhelyezett kanllon keresztil tortént. A retrodializis kisérletekben az inhibitort
és annak vehikulumat a perfuzios folyadékkal juttattuk az adott agyteriletbe. Az agyi
szondakat mesterséges cerebrospinalis folyadékkal (CSF), a véna jugularisban elhelyezett
szondakat pedig periférias folyadékkal (PPF) perfundaltuk CMA 102 microdialysis pumpa
segitségével.

A dializdtum mintdk quinidin koncentracidinak meghatdrozasa HPLC-vel kombinalt
fluoreszcens detektorral tortént. Meghataroztuk a gorbe alatti teriileteket (AUC) is.

Az egyes Kkisérleti csoportokbdl szarmazé AUC, Cmax és AUCagy/AUCvér aranyok
statisztikai kiértékelése ANOVA, ill az azt kovetd Duncan teszt segitségével tortént. A
kisérleti csoportok vénas és agyi értékeinek O0sszehasonlitasat pedig t-teszt segitségével
végeztik.

6 Eredmények és megbeszélés

Az egyes alfejezeteiben az adott munka rovid bevezetését, kérdésfelvetését koveti a
legfontosabb kisérleti eredmények leirasa széveges, tablazatos és abra formaban. Az egyes
alfejezetek az eredmények értelmezésével és egy rovid konkluzidval zarulnak. Kollaboracios
munkak esetén a konkrét eredményeket leird alfejezetek elején, a jelzett labjegyzetben
listizom azokat a vizsgalatokat melyek kollaboralé partnereink végeztek és azokat a
vizsgalatokat, melyek a Solvo-nal késziltek. Az egyes tanulmanyokat a kdézleményben
levelezd szerzd partner kezdeményezte. A vizsgalatok tervezése, az eredmények értékelése
és a kozlemények kéziratainak elkészitése k6zds munka eredménye, amiben a levelezé
szerz§ partner jatszott vezet6 szerepet.
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6.1 Expresszios rendszerek optimalizalasa gyogyszer — transzporter
kolcsonhatasok vizsgélatzira1

(Glavinas 2007; Pal 2007a; Pal 2007b; Glavinas 2008; Kis 2009a; Kis 2009c; Kis 2011)

Az ABC transzporterek esetében hasznalt baculovirus — rovarsejt expresszidés rendszer
elénye, hogy ez az expresszid mar lehetévé teszi egy kisebb érzékenységi teszt, mint az
ATPaz esszé alkalmazasat. A rendszernek potencialis hatranyai is vannak, ugyanis (i)
rovarsejtekben a fehérjék glikozilacioja kuldonbdzik az emlds sejtekben latott glikozilaciotol
(Altmann 1999), és (ii) a rovarsejt membranok lipidosszetétele mas, elsésorban az
alacsonyabb koleszterin tartalom miatt (Gimpl 1995).

Sajat eredményeink megerdsitik, hogy a human sejtekre jellemzé glikozilacié nem jatszik
szerepet az ABCG2 fehérje aktivitasaban (Pal 2007a). Ugyanakkor, a koleszterin jelent&s
hatassal volt a transzporter aktivitasara ugy az ATPaz, mint a vezikularis transzport
mérésekben (Glavinas 2007; Pal 2007a). A koleszetrinnel dusitott MXR-Sf9 membranok
ATPaz aktivitasa megnétt, a koleszterin-depletalt MXR-M membranoké pedig lecsokkent (Pal
2007a). Az ATPaz aktivitds valtozdssal analdg transzport aktivitds valtozast is detektaltunk
(Pal 2007a). A transzporter szubsztratok iranti affinitasara utalé ECsy és K,, értékek nem
valtoztak Iényegesen.

Az ABCG2 fehérjéhez hasonléan az ABCB11 fehérje, a hepatocytak kanalikularis
membranjaban expresszaldédd, epeso transzportért felelés fehérje is koleszterin-fliggé
transzport aktivitast mutatott. A human, patkany és egér ABCB11/Abcb11 ortolégok egyarant
megnovekedett transzportsebességet mutattak a kolesztrerinnel feltoltétt BSEP-HAM / Bsep-
HAM membranban (Kis, 2009a). Az koleszterin szint jelent6s hatassal volt az
ABCB11/Abcb11 transzporterek aktivitasara, viszont semmilyen trend nem volt
megdfigyelhetd a K, értékekben. Ezzel analég modon az ABCB11/Abcb11 taurokolat
transzport gyogyszerek altali gatlasat jellemzd 1Cs, értékekben sem volt tendencidzus
valtozas, kivéve a cyclosporin A altal kivaltott gatlast, ahol mintegy 10-szer kevésbé volt
potens a gyogyszer gatlé hatasa a koleszterinnel feltéltott membranban (ABCB1-HAM), mint
a koleszterin szegény Sf9 membranban (18,9 uM szemben a 2,0 yM-al).

Az egér Abcb11 transzporter aktivitisa megengedi, hogy a szubsztrat stimulalta ATPaz
aktivitas is mérhetd legyen (Noe 2001). Az egér Abcb11-et expresszald Sf9 sejtekbdl izolalt
membran koleszterinnel vald feltdltése csokkentette az alapaktivitast, és novelte a
szubsztrat indukalta aktivitast. A két hatas ereddjeként egy szirésre alkalmas tesztet
nyertlnk.

Osszefoglalva, azt talaltuk, hogy a koleszterin két, a koleszetrin gazdag raft/caveola
mikrodoménekben gazdag apikalis membranban elhelyezked® transzporter aktivitasat is
stimuldlja. Eredményeink 6sszhangban vannak masok eredményeivel az ABCG2 (Telbisz
2007) és a ABCB11/Abcb11 (Paulusma 2009) vonatkozasaban. Publikacidinkat kovetéen
igazolddott, hogy az ABCG2 (Storch 2007) és az ABCB11/Abcb11 (Ismair 2009; Paulusma
2009) is koleszterin gazdag mikrodoménekben talalhaté, és az ABCG2 caveolin-1-el
asszocialédik (Storch 2007). Medfigyeléseinkre épllé szabadalmunkat Europaban és az
Egyesiilt Allamokban mar megadtak. A szabadalom oltalmat biztosit egy uj terméklancnak
(High-Activity Membrane (HAM)). Tovabba, az Abcb11 ATPaz-ra épitve egy nagy
atereszt6képessegi (High Throughput (HT)) nem-radioaktiv tesztet is kidolgotunk BSEP-
gatld, tehat potencialisan kolesztatikus vegytiletek kiszlrésére.

' A kollaborald partnerek a ciklodextrin komplexeket allitottak el6. A biokémiai/farmakoldgiai mérések
a Solvonal torténtek.
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6.2 Transzporter szubsztrat probak és referencia inhibitorok validalasa in
vitro ADME vizsgalatok céljara

(Heredi-Szabo 2008; Kis 2009b; von Richter 2009; Beery 2011; Glavinas 2011; Szeremy
2011)

Mivel az ABC efflux transzportereknek két egymassal kapcsolt aktivitasuk (transzport és
ATPaz) van, igy szubsztratok azonositdsara mindkét esszé tipus szamitasba johet.
Avezikularis transzport esszé szubsztrat esszéként valo felhasznalasa limitalt a nagyon
alacsony passziv permeabilitasu anyagokra. A vektorialis transzport esszé a legelterjedtebb
a gyégyszeriparban.

A transzporter gatlas esszék a potencialis gydgyszerkdlcsdnhatasokat modellezik. Ezekhez
a gatlas esszékhez ezért olyan szubsztrat probat célszerl valasztani, mely in vivo, klinikai
gyakorlatban is alkalmazhaté. Fontos, hogy a szubsztrat préba in vitro is alkalmazhat6
legyen, hogy az in vitro eredmények alapjan az in vivo adatokra predikciot lehessen tenni. Az
ABCB1 transzporterre digoxin a konszenzusos szubsztrat proba (Giacomini 2010). ABCG2
transzporterre nincs konszenzus a szubsztrat proba kérdésében.

A szubsztrat proba kivalasztasahoz felmértik azokat a potencialis vegytuleteket, melyekre in
vitro és in vivo adatok -beleértve a klinikai adatokat- talalhatdk. A specificitas szlirés alapjan
a legjobb jeldltnek a chlorothiazid, a teriflunomid és a topotecan tlinnek. Az elsé két vegytlet
ABCG2 kolcsénhatasat karakterizaltuk.

A chlorothiazid szelektiv ABCG2 kolcsonhatd. A két masik, apikalis membranokban
koexpresszalddo transzporterrel, az ABCB1-el és az ABCC2-vel nem hat kdlcsén (Beery,
2011), és az ABCC4-hez is kisebb az affinitasa, mint az ABCG2-h6z. A molekula alacsony
passziv permeabilitasu, igy transzportja vezikularis transzport esszében is mérhetd (K.,
(334,6), és az ABCG2 ATPaznak j6 aktivatora. Az ABCG2 transzfektans MDCKIIBCRP
sejteken az MDCKIl-re korrigalt efflux arany 36 (Beery, 2011). Caco-2 sejteken is
vektoridlisan transzportalodik a chlorothiazid. A 8,1-es effluxarany az ABCG2-re specifikus
Ko143 jelenlétéban 1,4-re csokken. A chlorothiazid az dsszes in vitro ABCG2 esszében
alkalmazhat6 szubsztrat préba, és igen mérsékelt a felszivédasa (Fa 20-50%). Ahhoz, hogy
legitim szubsztrat prébava valjon igazolni kell, hogy az ABCG2 c.421C>A allélt hordozé
betegekben magasabb az expozicio.

A teriflunomid és profarmakonja a leflunomid is specifikus ABCG2 koélcsdnhatd (Kis 2009b).
Mindkét gyogyszer aktivalta az ABCG2 ATPazt, de nem mutatott kdlcsénhatast az ABCB1
ATPazzal (Kis, 2009b). Az ABCG2 ATPaz aktivalas jelezte, hogy a leflunomid és teriflunomid
szubsztratjai a transzporternek. ABCG2-vel transzfektalt HEK sejtek segitségével azt is
igazoltuk, hogy az ABCG2 magas expresszidja rezisztenciat indukal ugy a leflunomiddal mint
a teriflunomiddal szemben. Hipotézisiinket, hogy ABCG2 lehet a felel6s a leflunomiddal
szembeni rezisztenciaért klinikai viszgalatokban, egy holland csoport késébb valdszinisitette
(van der Heijden 2009). Raadasul, kézelmultban igazoltak, hogy a teriflunomidnak ABCG2-
fugg6 human farmakokinetikaja van (Kim 2011).

Nagy ateresztGképességli rendszerekhez elGszeretettel alkalmaznak fluoreszcens
szubsztratokat. A Calcein esszében alkalmazott calcein-AM ABCB1 (Homolya 1993) és
ABCC1 szubsztrat (Hollo 1998). Az esszé idealis HT tesztrendszer, amit a gydgyszeriparban
is sokan tanulmanyoztak (Polli 2001; Rautio 2006; Cook 2010). Raadasul j6 korrelaciot mutat
a ,gold standardnak” szamité digoxin vektorialis transzport gatlassal (Rautio 2006; Cook
2010; Glavinas 2011). Az esszé karakterizalasa soran azt talaltuk, hogy a kapott 1Cs, értékek
erésen flggtek az alkalmazott, ABCB1-et magasan expresszald sejtvonaltol is. Az ABCB1
expresszié az MDCKIIMDR1 > K562MDR > HCMEC/D3 sorrendben csokkent.
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A calcein-AM-nek mint szubsztrat prébanak elénye, hogy sejtes és membran esszékben is
alkalmazhaté. A tendencia az, hogy a kevésbé lipofii molekulak vezikularis és sejtes
esszében meghatarozott 1Cs, értékei jobban kilénbdznek egymastdl, mint a magasabb
lipofilicitassal rendelkezé molekulak megfelel6 értékei (Szeremy 2011).

A harmadik fontos, apikalisan expresszalodé ABC transzporter az ABCC2. Az ABCC2
tobbek kozott fazis Il konjugatumokat transzportal. Bizonyos szubsziratok a komplex
kinetikajval transzportalédnak (Zelcer 2003; Heredi-Szabo 2009a). Ezek a sajatsagok
elénytelenek egy HT gatlas esszékben vald felhasznalasban. A leukotrien C, ABCC2 Aaltali
transzportja Michaelis-Menten tipusu kinetikat kovet, nem jelenik meg a potencirozas
jelensége (Gao 1998; Chen 1999). A leukotrién C, azonban kémiailag instabil. Helyette, HT
szlirétesztes munkahoz a karboxy-dichloro-fluoreszcein (CDCF) haszndlhaté. A CDCF
Michaelis-Menten tipusu telitési gorbét ad, és esetében sem figyelheté meg a potencirozas
jelensége. A kapott 1Csq értékek korrelalnak az irodalomban fellelhetd adatokkal (Heredi-
Szabo 2008). Ismert ABCC2 szubsztratok és gatldoszerek esetében a K; értékek sorrendje
mindkét szubsztrat préba esetén azonos.

6.3 In vitro esszérendszerek alkalmazasa transzporter — gyogyszer
kolcsonhatasok kinetikai jellemzésére *

(Lespine 2006; Jani 2009; Lespine 2009; Rajnai 2010; Jani 2011)

A seliciclib masodik generacids ciklin-fliggé kinaz gatloszer (Meijer 2006). In vivo vizsgalatok
azt mutattak, hogy mig az ujszulétt allatok agyaban a seliciclib a plazmaszintnek megfelelé
szintet ér el, addig felnétt allatokban az agy/plazma AUC arany 0,25 volt (Vita 2005; Sallam
2008). In vitro eszkdzOk segitségével azt vizsgaltuk, hogy mely efflux transzporter felel a
limitalt BBB penetracioért.

Vizsgalataink azt mutattak, hogy a 4 potencialisan érintett efflux transzporter kozil a seliciclib
csak az ABCB1-et aktivalta 4,2 yM-os ECs, értékkel (Rajnai 2010). Az ABCB1-el valé
kélcsdnhatas mintegy 8-as efflux ardnyhoz vezetett az MDCKIIMDR1 sejtvonalon végzett
kétiranya vektoridlis transzport mérésekben. Vizsgalataink alapjan elmondhato, hogy a
csokkent in vivo BBB permeabilitas valdszinlleg az ABCB1/Abcb1a kdlcsdnhatasnak
kdszdnhetd.

Az ivermectin, a makrociklusos laktonok csoportjaba tart6z6 parazitaellenes szer, klasszikus
ABCB1 szubsztrat. Az ivermectin szerkezetébdl adddé flexibilitas és az ABC transzporterek
atfedd szubsztratspecificitdasa megengedi, hogy a molekula tovabbi ABC transzporterekkel is
kdlcsdnhatasba keruljon. Vizsgélataink azt mutattdk, hogy az ivermectin a human ABCB1,
ABCC1, ABCC2, ABCC3 (Lespine 2006) és ABCG2 (Jani 2011), fehérjéket alacsony
mikromélos tartomanyban gatolja (Lespine 2009). Az ABCB1 utan legpotensebb
kdlcsdnhatast az ABCG2-vel lattuk. Az ABCG2 medialt dsztron-3-szulfat transzportot az
ivermectin nem-kompetitiven a Dixon abrazolas szerint 1,4 uM-os K; értékkel gatolja (Jani
2011). A 150 pg/kg oralis dozissal (http://www.drugs.com/) szamolva koncentracioja a bélben
elérheti az 50-70 uM-t. Az ABCG2 gatlasat jellemzé 1,4 uM-os K; (Jani 2011) érték mellett ez
a kolcsdnhatas gyogyszerinterakcido szempontjabdl mar szignifikans (FDA-Guidance 2012).

A sulfasalazin nagyon alacsony passziv permeabilitdsi molekula (von Richter 2009). Az
alacsony passziv permeabilitdsu anyagok efflux transzporterekkel vald koélcsOnhatasanak

2 Az ABCB1 és ABCC1 ivermektin kdlcsonhatast vizsgald festéktranszport vizsgalatokat a kollaborald
partner végezte. Az ivermectinnel végzett ATPaz és VT esszé és az 6sszes sulfasalazinnal végzett
vizsgalat a Solvonal késziilt.
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vizsgalatara a VT alkalmazhato, amit ma mar a gydgyszerhatdésagok is ajanlanak (Zhang
2009; Giacomini 2010). A VT ABCG2-t tulexpresszald membranokon végzett vizsgalataink
igazoltak, hogy a transzporter nagy affinitassal (Knn70 = 0,70 = 0,03) transzportalja a
sulfasalazint (Jani 2009). Mivel a sulfasalazin potencialis ABCG2 szubsztrat préba a kapott
eredmények hasznosak lehetnek az in vitro gatlas esszék kialakitasaban, és a fiziologias
alapu farmakokinetikai modell megépitésében.

6.4 In vitro esszérendszerek alkalmazasa novényi hatéanyagok és
kornyezetszennyez6 anyagok transzportrerekkel valo kolcsonhatasanak
azonositasara és jellemzésére’

(Williamson 2007; Zhang 2007a; Brand 2011; Wong 2011; Zhang 2011)

A baicalein a tradicionalis kinai gyogyndvény, a Scutellaria baicalensis gydkerének egyik f6
flavonoidja (Homma 1997). Human Caco-2 sejtekben két metabolitja a baicalein glikuronid
és a baicalein szulfat keletkezik. A glikuronid konjugatum az apikalis és a basolateralis
membranon at is szekretalodik (Zhang 2007a). A szulfat konjugatum szinte kizardlag az
apikalis oldalon jelenik meg (Zhang 2007a). Az ATPaz vizsgalatok azt mutattak, hogy a
baicalein-glikuronid aktivalta az ABCC2, ABCC3 és az ABCG2 ATPazt. Kiiléndsen jelentés
volt ez az ABCG2 esetében, ahol mar 20 uyM-os koncentracidban a pozitiv kontroll
sulfasalazinnal mért értékeknél (100%) magasabb, 109.58 + 15,54 % volt az ATPaz aktivitas.
De jelent6s aktivitast figyeltiink meg mar ebben a koncentracioban az ABCC3 ATPazban is
(18,07 £ 1,40%), mig az ABCC2 esetében csak 100 uM-os baicalein koncentraciénal volt
szignifikans aktivalas (26,00 £ 1,54%)

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a baicalein-glikuronid basolateralis transzportjaért
transzportban az ABCC2 és az ABCG2 fehérje is részt vehet.

Korabbi vizsgalatok arra utaltak, hogy a majnak a baicalein metabolizmusaban és
patkanyoknak a vena jugularison vagy vena portaen keresztll adott baicalein, nagyobbik
része glikuronid és szulfat konjugatumok formajaban szekretalddott az epébe (Zhang,
2011). A baicalein glucuronid intravénas adasakor az ABCC és ABCG2 inhibitor
MK571 valamint az ABCC2 és SLCO inhibitor probenecid is szignifikdnsan csdkkentette a
baicalein-glikuronid biliaris exkrécidjat és novelte a plazma AUC érteket (Zhang, 2011).
Mivel a baicalein-glucuronid membran impermeabilis, felvet6édott a sinusoidalis influx
transzporterek szerepe. A bacalein-glikuronid legnagyobb affinitassal az SLCO2B1 majd az
SLCO1B3 transzportereket gatolta, mig az SLCO1B1 transzporter aktivitasara nem volt
hatassal. Feltételezheté tehat, hogy az SLCO2B1 és az SLCO1B3 transzporterek részt

szubsztrat tipusu kdlcsdnhatasok, még bizonyitasra szorul.

A hesperetin a narancsfélék f6 flavonoidjanak, a hesperidinnek (7-O-rutinozid-hesperetin) az
aglikonja. Az oralis felvétel és deglikolizacié utan keletkezé hesperetin gliikuronizalédik, majd
transzportalodik a bél lumenbe, jelentésen korlatozva ezzel ezen fontos antioxidans
flavonoid bioldgiai hasznosithatésagat (Liu and Hu 2007). Korabbi vizsgalatok azt talaltak,
hogy Caco-2 sejtekben apikalisan a hesperetin-7-O-glikuronid szekretaldédik (Brand 2008).

® A baicaleinnel és szarmazékaival végzett in vivo és caco-2 viszgalatok a kollaborald partnernél, mig
a transzporter specifikus efflux és influx vizsgalatok a Solvonal késziiltek. A hesperetin
glikuronaidjaival végzett vizsgalatok a Solvonal késziiltek. A hidroxi-fahéjsav és konjugatumaival
végzett munkak donté részét kiadd influx transzporteres kisérleteket a kollaboral6 partner, mig az
efflux transzporteres munkat a Solvo végezte.
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Ugyanakkor, enterocytakbdl nyert mikroszomakkal torténé inkubalas hatasara jelentds
mennyiségl hesperetin-3’-O-glikuronid is keletkezett. In vivo is ez a két glikuronid
keletkezik (Mullen 2008). A szambajoévd transzporterek az enterocytdkban apikélisan
elhelyezked6 ABCC2 és ABCG2 valamint a basolateralis membranban expresszalodd
ABCC3. A hesperetin-7-O-glikuronid midharom transzporter ATPaz aktivitasat stimulalta. A
hesperetin-3’-O-glikuronid nem aktivalta az ABCG2 ATPazt. Mindkét glikuronid kivald
aktivatora volt az ABCC3 ATPaznak. A hesperetin-7-O-glikuronid a control szubsztrat
prébanal 2,5-sz6r, mig a hesperetin-3’-O-glikuronid 3,5-sz6r magasabb ATPaz aktivitast
indukalt az ABCC3 ATPaz esszében. Mindez azt sugallja, hogy az ABCC3 fontos szerepet
jatszhat a glikuronidok abszorpcidjaban.

Hidroxi-fahéjsavak természetes antioxidansok, melyek nagy mennyiségben talalhatok
gyumolcsdkben, zoldségekben, kavéban (Tomas-Barberan 2001). Emberi plazmaban a
hidroxi-fahéjsavak elsésorban szulfatalt és glikuronidalt szarmazékaik formajaban talalhatok
(Wong 2010). A szabad hidroxi-fahéjsavak jo6l abszorbealdédnak, és a dézis 40-60%-a a
vesén at drdl (Bourne 2000). Megvizsgaltuk, hogy szerepet jatszhatnek-e a vese anion
renalis szekrécidban a basolateralisan expresszalédd SLC22A6 és SLC22A8 valamint az
apikalisan expresszaldodo ABCC2 és ABCG2 jatszhatnak szerepet. Az SLC22A11
elssorban a reabszorpcidban jatszik szerepet, de nem kizarhat6é a szerepe az exkrécidban
sem.

A kavésav és metilétere, a ferulinsav, valamint dihidro szarmazékaik az SLC22A6
szubsztratjainak bizonyultak HEK-293 transzfektansokon tértént mérésekben, mig az
izoferulinsav nem bizonyult szubsztratnak. A kavésav és telitett szarmazéka a dihidro-
kavésav az SLC22A8 transzporternek is szubsztratja.Erdekes szelektivitas volt
megfigyelhetd a konjugatumok vonatkozasaban. A szulfat konjugatumok elsésorban az
SLC22A6 és kisebb mértékben az SLC22A8 altal kerlltek felvételre a transzfektansokban,
mig a glikuronid konjugatumok transzporter preferenciaja ennek a forditottja volt. Bar a nem
konjugalt hidroxi-fahéjsavak esetében is lattunk transzport aktivitast, ez a
transzportsebesség lényegesen alacsonyabb volt, mint a konjugatumoké. Kildénosen igaz ez
a fiziologias koncentracioknal (<5 yM) mért értékekre. Az apikalis membranban lokalizalodé
ABC transzporterek kdzil a konjugatumok transzportjardl ismert ABCC2 és ABCG2 ATPaz
alapaktivitasat nem stimulaltak sem a konjugalatlan sem a konjugalt hidroxi-fahéjsavak.
Erdekes moédon, ugyanakkor néhany szulfat konjugatum transz-stimuldlta az SLC22A11
transzportert, tehat ez a transzporter bizonyos szulfat konjugatumok esetében apikalis efflux
transzporterkent miikddhet (Wong, 2011).

A taplalékban kdrnyezetszennyezd anyagok is talalhaték, aminek egy részét alkotjak a
peszticidek. A kdrnyezetszennyez® anyagok nagy szama és a jel6lt molekulak hianya miatt
az ATPaz tesztek az idedlis HT szlr6tesztek szubsztratokra. A lespecifikusabb
kélcsbnhatasokat a kloracetanilid herbicidek és az ABCB1 kdzott detektaltuk (Oosterhuis,
2008). A 7 vizsgalt molekulabdl 4 aktivalta az ABCB1 ATPazt 10-100 uM kozotti ECs
ertékekkel. A konjugatumok egyike stimulalta az ABCC1 ATPazt, és vezikularis transzport
esszében 23,8 + 2,6 uM K, értéket allapitottunk meg a kdlcsénhatasra. A human populacio
szempontjabdl elényds, ha egy kornyezetszennyez6 anyag szubsztratja apikalisan
expresszalédo efflux transzportereknek, hiszen az ilyen vegyllet kevésbé szivodik fel, és
gyorsabban Urdl ki. Ugyanakkor, nagyobb a veszélye annak, hogy a megcélzott fajokban
(rovarok, parazitak, gomak, gyomok, stb.) is kevésbé szivodnak fel ezek a vegylletek, azaz
a fajok rezisztensek lesznek. Tehat, a szubsztrat specificitdsbeli kildnbségeket leiré keskeny
sav az a kémiai tér, ahol az optimalis tulajdonsagokkal rendelkezé peszticideket keresni kell.
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6.5 In vitro vizsgalatok in vivo relevanciajanak bemutatasa. In vitro — in
vivo korrelacios és fajspecificitas vizsgalatok

(Heredi-Szabo 2009a; Heredi-Szabo 2009b; Jemnitz 2010; Wong 2010; Sziraki 2011)

A kilénb6zé komplexitasu vizsgalati mddszerek jol kiegészitik egymast. Az in vitro,
elsésorban transzfektasokon vagy azokbdl készilt sejteken végzett vizsgalatok
mechanisztikus vizsgalatokra alkalmasak els6sorban, mig a primer tenyészeteken és
elssorban in vivo preklinikai rendszereken és klinikan végzett vizsgalatok a relevanciat
igazolhatjak.

Az ABCC2/Abcc2 fehérje komplex, nem Michaelis-Menten kinetikaval transzportal dsztradiol-
17B-glukuronidot (E2-1783-G) (Bodo 2003; Zelcer 2003; Gerk 2004; Borst 2006; Zimmermann
2008; Heredi-Szabo 2009a). Szubsztratok és modulatorok is potenciroztak az E2-17B3-G
transzportjat (Bodo 2003; Zelcer 2003; Gerk 2004; Borst 2006; Zimmermann 2008; Heredi-
Szabo 2009a). A potencirozé hatas a legtobb esetben vezikularis transzport tesztben kerult
demonstraldsra. A mi vizsgalataink célja kettés volt: i) dsszehasonlitani a human és a
patkany transzportert a potencirozas vonatkozasasban nemcsak vezikularis transzportban,
hanem hepatocyta szendvics kultiraban is, és ii) vizsgalni, hogy a potencirozas jelensége
medgfigyelhet6-e patkanyban in vivo. Mindkét transzporter esetében megfigyelhetd volt a
potencirozas jelensége tobb gyogyszer (benzbromaron, indomethacin, probenecid és
sulfasalazin) altal is. A jelenség fliggétt a szubsztrat péba, a E2-17p-G koncentraciojatol. Mig
1 UM E2-17B-G mellett jelentés potencirozast lattunk, addig 50 yM E2-173-G mellett jobbara
gatlas volt medfigyelhetd. Primer hepatocytak két kollagén réteg kozott tenyésztve
polarizaldodnak, kialakulnak az epecsatornak, és a biliaris transzport tanulmanyozhaté (Swift
2010). A potencirozas jelenségét ezekben a rendszerekben is medgfigyeltik az Osszes
vizsgalt gyogyszermolekulara ugy a patkdny mint a human kulturaban. A potencirozast
patkanyban in vivo is medfigyeltik. Az indomethacin 5 mg/kg-os dézisban 40%-al (104,8
percrél 60,9 percre) csokkentette a E2-17B-G félezési idejét. A benzbromaron hatasa
dozisfigg6, a probenecid hatasa bimodalis volt. EImondhaté tehat, hogy az ABCC2/Abcc2
medialt E2-17B-G transzport potencirozasanak jelensége megfigyelheté primer
hepatocytadkon és in vivo is. Tovabba, kijelenthetd, hogy a vezikularis transzport alkalmas
mechanisztikai vizsgalatokra (Heredi-Szabo 2009b; Jemnitz 2010).

A vér—agy gat vizsgalatara nincs olyan mértékben elfogadott in vitro tesztrendszer, mint az
abszorpcid becslésére hasznalt Caco-2 sejtvonal. Az in vivo — in vitro korrelaciok elsésorban
passzivan transzportalddé molekulakra mutatnak jo egyezést (Garberg 2005; Hakkarainen
2010). Koévetkezésképpen, annak megvalaszolasa, hogy egy molekula bejut-e az agyba,
milyen efflux transzporter kdlcsénhatasok befolyasoljak az agyi expoziciét és milyen efflux
transzporter medialt gyogyszerkolcsdnhatdsok varhatdk a vér—agy gatnal tébbféle modszer
alkalmazasaval valaszolhaté meg adekvat modon. Az agyi expozici6 mérésére a
legalkalmasabb mddszer az agyi mikrodializis. A digoxin, az in vitro sejtes tesztekben
alkalmazott konszenzusos ABCB1 préba nem alkalmazhatd in vivo agyi mikrodializisben
részben a nagyfoku nem-specifikus kotédés, részben a toxicitasa miatt.

Tovabbi potencialis ABCB1 szubsztrat prébak egyike a quinidin (Ma 2010). A vér-agy
0,32 = 0,11 AUC,q,/AUC,¢ aranyhoz vezet (Sziraki 2011). A Craxagy/ Cmaxver @arany 0,34 +
0,06. A specifikus ABCB1 inhibitor PSC833 2X2 mg/kg ddézisban kozel 4-szeresre

* Az ABCC2 vizsgalatoknal az in vivo és a szendvics kultdras kiséleteket a kollaboracids partner, a
membranos méréseket pedig a Solvo végezte. Az ABCB1 vizsgalatoknal a patkany agyi endothel
munkat a kollaboraciés partner, mig a tdbbi membranos és sejtes munkat valamint az in vivo
vizsgalatokat a Solvo végezte.
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(AUC,y/AUCs = 1,34 £ 0,31; Craxagy / Cmaxver 1,25 £ 0,34) novelte az aranyokat.
Haromprobas retrodializis kisérletet is végeztink, ahol az intravénasan adott quinidin mellett
(5 mg/kg) a bal frontdlis cortexbe helyezett mikrodializis préban keresztil 10 mM-os
PSC833-at, mig a jobb frontalis cortexbe vehiculumot infundaltunk, majd mértiik a quinidin
agyi szintjeit. Az AUC,q,/AUC,4 arany 1 volt a bal oldali cortexben, mig jobb oldali kortexben
0,28-as aranyt mértiink. EImondhaté tehat, hogy a quinidin és PSC833 alkalmas szubsztrat
és referencia inhibitor paros vér-agy gat ABCB1/Abcb1a funkcio tesztelésére.

7 Uj megallapitasok, gyakorlati hasznositas

Munkankat harom f6 iranyvonal koré lehet csoportositani: (i) Uj esszék/tesztrendszerek
fejlesztése, mely magaban foglalja az expressziés rendszer optimalizalasat, szubsztrat
prébak és referencia inhibitorok jellemzését, és az esszék felhasznalhatésaganak korlatait,
(i) annak megmutatasa, hogy az esszék hasznalhatok gyogyszermolekulak, ndvényi
hatéanyagok, kornyezetszennyezd anyagok transzporterekkel valdé kdlcsdnhatasanak
jellemzésére, és ADMETox sajatsagainak megértésére, valamint (iii) in vitro — in vivo
korrelacios vizsgalatok végzése.

Uj eredményeink:

1., Megmutattuk, hogy az apikalisan expresszalédé ABCB11/Abcb11 és ABCG2 efflux
transzporterek aktivitasa jelentésen fligg az expresszids rendszer membran koleszterin
tartalmatol.

2., Kifejlesztettiink és szabadalmaztattunk egy Uj teszt-reagens sorozatot, a koleszterinnel
feltéltétt rovarsejt membranokat (High-Activity-Membrane (HAM)).

3., Megmutattuk, hogy az egér Abcb11 ATPaz esszé koleszterinnel toltoétt membranban
taurokenodeoxikolat (TCDC) szubsztrat proba hasznalata mellett alkalmas gatlas tesztben
ABCB11 gatlo, potencidlisan kolesztatikus anyagok kisziirésére. Ennek a megdfigyelésnek a
hasznositasaként kifejlesztettlink, és validaltunk egy nem-radioaktiv tesztrendszert
gyogyszeripari felhasznalasra.

4., Megmutattuk, hogy a lipophilicitas fontos determinansa a membran és sejtes esszékben
mért |ICs, adatoknak.

5., Kidolgoztunk és szabadalmaztattunk egy fluoreszcens VT esszét ABCB1 transzporter
gatlasanak vizsgalatara.

6., Azt talaltuk, hogy kilonb6z6 sejtes rendszerekben mért I1Csy értékek ugyanazon
szubsztrat proba hasznalata esetén is kiilonboz6ek lehetnek. A kilonbség egyik fontos oka
lehet az eltérd transzporter expresszio, hiszen a legtdbb esteben a megfigyelt kiilonbségek
korreladltak az ABCB1 transzporter expresszidjaval. Mindez felveti a barrier specifikus
sejtvonalak, primer kultdrak hasznalatanak sziikségességeét.

7., Megmutattuk, hogy a chlorothiazid szelektiv ABCG2 szubsztrat, amely hasznalhaté
kiilonb6z6 in vitro tesztekben, és feltételezziik, hogy potencialis klinikai szubsztrat prébaként
is alkalmazhato lenne.

8., Megmutattuk, hogy a leflunomid és aktiv metabolitia a teriflunomid specifikus ABCG2
szubsztratok, és ez a kolcsdnhatas felel6s ezen molekulak citotoxicitdsaval szembeni in vitro
rezisztenciaért. Mivel a teriflunomidrdl azéta kiderdlt, hogy ABCG2-fliggé farmakokinetikaja
van, javasoljuk a teriflunomidot ABCG2 szubsztrat prébaként valé alkalmazasra ugy klinikai,
mint in vitro vizsgalatoknal.

9., Igazoltuk, hogy a CDCF alkalmas ABCC2 szubsztrat prébaként valé alkalmazasra nagy
atereszt6képességl vezikularis transzport metodikaju szlirésekben. Ennek a megfigyelésnek
a hasznositasaként kifejlesztettiink, és validaltunk egy nem-radioaktiv tesztrendszert
gyogyszeripari felhasznalasra.
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10., Megmutattuk, hogy a baicalein enterocytakban képz6d6 glikuronidja aktivalja az
ABCC2, ABCC3 és ABCG2 ATPazokat. Feltételeztiik, hogy az ABCC2 és az ABCG2 lehet
felel6s a baicalein-glikuronid apikalis/lumenadlis, mig az ABCC3 a basolateralis abszorptiv
transzportjaért.

11., Azt talaltuk, hogy a baicalein-glikuronid biliaris exkréciéjaban a hepatocytak sinusoidalis
membranjaban lokalizazédé influx és a kanalikularis membranban talalhato ABCC2 és
ABCG2 efflux transzporterek vesznek részt. A baicalein glikuronid SLCO influx
transzportereken vald profilirozasa azt mutatta, hogy az SLCO2B1 lehet a legfontosabb
influx transzporter az SLCO csaladbdl baicalein-glikuronid hepatocytakba torténé
felvételében

12., Azt talaltuk, hogy a hesperetin-7-O-glikuronid aktivalja az ABCC2, ABCC3 és ABCG2
ATPazt, mig a hesperetin-3’-O-glikuronid csak az ABCC2 és ABCC3 ATPazt aktivalja. A
hesperetin-7-O-glikuronidnak az ABCG2-vel valé kolcsOnhatdsa magyarazhatja ennek a
ABCCS3 lehet a felel6s a két glikuronid abszorptiv transzportjaért.

13., Megvizsgaltuk a hidroxi-fahéjsavak kolcsdnhatasat a vesében kulcsszerepet jatszo
SLC22A alcsaladba tartozé szerves anion (organic anion transporter (OAT))
transzporterekkel. Azt talaltuk, hogy a konjugalatlan savak esetében az SLC22A6 jatssza a
legfontosabb szerepet in vitro. A szulfat konjugatumokat az SLC22A6, mig a glikuronid
konjugatumokat az SLC22A8 transzportalja preferencialisan. Ezek a transzporterek lehetnek
felelések a basolateralis oldalon a renalis szekrécidért. Az apikalis exkrécidoban az ABCG2
és ABCC2 transzportereket teszteltiik, és nem talaltunk szamottevd koélcsénhatast. Ezzel
szemben néhany szulfat konjugatum transz-stimulalta az SLC22A11 medialt influx aktivitast,
tehat elképzelhet6, hogy az SLC22A11 résztvesz ezen szulfat konjugatumok szekretérikus
transzportjaban.

14., Megmutattuk, hogy a kléracetanilid herbicidek jelentds része aktivalja a human ABCB1
ATPazt, tehat valdszinlUsithetéen szubsztratja is. Az ATPaz esszé tehat egy olcso, nagy
ateresztbképességli esszé, amely alkalmas nagyszamu kornyezetszennyezd anyag
tesztelésére.

15., lgazoltuk, hogy az ABCC2/Abcc2 transzporterek altali 6sztradiol-17béta-glikuronid
transzport gyogyszerek altali stimulacioja mefigyelheté Ugy a human, mint a patkany
transzporteren. Tovabba, mindkét fajbdl szarmazd hepatocytak szendvics kulturaban
végzett méréseiban, valamint patkanyban in vivo. Kijelenthetjik, hogy a jelenség élettani és
farmakoldgiai szempontbdl is relevans.

16., Megmutattuk, hogy a quinidin és a PSC833 alkalmas szubsztrat proba — referencia
inhibitor paros in vitro és in vivo vizsgalatokban a vér-agy gat ABCB1-en torténd
kdlcsdnhatasainak vizsgalatara.

Osszefoglalva, munkank soran sikeresen (i) optimalizaltunk expresszids rendszereket,
megmutattuk hogy a (ii) molekulak fizikokémiai tulajdonsagai hogyan befolyasoljak az adatok
hatéanyagok és (v) kornyezeti toxinok esetében, valamint az (vi) in vitro és in vivo
modszerek felhasznalasaval hogyan lehet a mechanizmus és a relevancia kérdéseét
megvalaszolni.
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