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1 Rovid osszefoglalas

1.1 Absztrakt

Az ADMETox a xenobiotikumok abszorpcidjat (Absorption), disztribucidjat
(Toxicity) tanulmanyozé tudomanyterilet. A terllet fejlédésében a gydgyszeripari
alkalmazasok a meghatarozok. Elsésorban az in vitro modszertan fejlédése valamint
az in vitro — in vivo extrapolacio kdvetkeztében a 80-90-es években mintegy 6tddére

csokkent a gyogyszerjeldltek klinikai fazisban torténé lemorzsolddasa (attrition).

Munkankat harom f6 iranyvonal koéré lehet csoportositani: (i) Uj
esszék/tesztrendszerek fejlesztése, mely magaban foglalja az expresszidés rendszer
optimalizalasat, szubsztrat prébak és referencia inhibitorok jellemzését, és az esszék
felhasznalhatésagi korlatainak tanulmanyozasat, (i) annak megmutatasa, hogy az
esszék hasznalhatok kilonbdz6 tipusu xenobiotikumok (gyoégyszermolekulak,
névényi hatdanyagok, kornyezetszennyezd anyagok) transzporterekkel vald
kdlcsdnhatasanak jellemzésére, és ADMETox sajatsagainak megértésére, (iii)

valamint fajspecificitas és in vitro — in vivo korrelacios vizsgalatok végzése.

Legfontosabb uj eredményeink:

e Megmutattuk, hogy az apikalisan expresszalédd efflux transzporterek
aktivitasa jelentésen fligg az expresszids rendszer membran koleszterin
tartalmatol. Kifejlesztettink és szabadalmaztattunk egy Uj teszt-reagens
sorozatot, a koleszterinnel feltdltott rovarsejt membranokat (High-Activity-
Membrane (HAM)).

o Megmutattuk, hogy a molekulak lipophilicitasa, valamint sejtes vizsgalatok
esetében a transzporter expresszio fontos determinansai a membran és sejtes
esszékben mért ICsy adatoknak. Mindez felveti a barrier specifikus
sejtvonalak, primer kulturak hasznalatanak szikségességeét.

e Megmutattuk, hogy a chlorothiazid és a teriflunomid szelektiv ABCG2
szubsztratok hasznalhatdék kilonboz6 in vitro tesztekben, és feltételezziik,

hogy klinikai szubsztrat probaként is alkalmazhatok.
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Kidolgoztunk és szabadalmaztattunk egy fluoreszcens VT esszét ABCB1
transzporter gatlasanak vizsgalatara. Igazoltuk, hogy a CDCF alkalmas
ABCC2 szubsztrat probaként valé alkalmazasra nagy ateresztéképességl
vezikularis transzport metodikaju sz(iétesztekben.

Megmutattuk, hogy membran és sejtes tesztrendszerek alkalmasak novényi
hatéanyagok valamint kornyezeti szennyez6anyagok és konjugatumaik
transzportfolyamatainak vizsgalatara. Az igy kapott mechanisztikus adatok
felvetik a lehet6ségét a fejlesztések racionalizalasanak illetve biztonsagosabb
peszticidek elballitasanak.

Igazoltuk, hogy kulonb6zé komplexitasi modszerek ,barrier’-specifikus
integracidjaval gyégyszerek hepatikus exkrécidjanak és vér-agy gat
penetraciéjanak vizsgalataval mechanisztikus és relevancia adatok egyarant

nyerhetok.

Osszefoglalva, vizsgalatainkat tdbb mint két tucat szakkcikkben publikaltuk. Munkank

tovabb

modsz

i eredménye két szabadalom és egy arra épulé terméklanc valamint szamos U

er.

1.2 Kozlemények
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IF: 5.241

Habib NA, Mitry R, Seth P, Kuppuswamy M, Doronin K, Toth K, Krajcsi P, Tollefson AE, Wold WSM

Adenovirus replication-competent vectors (KD1, KD3) complement the cytotoxicity and transgene expression from replication-
defective vectors (Ad-GFP, Ad-Luc).

CANCER GENE THERAPY 9:(8) pp. 651-654. (2002)

IF: 2.929

Dorman G, Krajcsi P, Urge L, Darvas F
Novel Chemical Genomics Approaches to One-Step Hit Discovery and Target Identification/Validation.
PHARMACHEM 1: pp. 13-16. (2002)

Denes L, Jednakovits A, Hargitai J, Penzes Z, Balla A, Talosi L, Krajcsi P, Csermely P
Pharmacologically activated migration of aortic endothelial cells is mediated through p38 SAPK.
BRITISH JOURNAL OF PHARMACOLOGY 136: pp. 597-603. (2002)

IF: 3.450

Darvas F, Szabo |, Karancsi T, Slegel P, Dorman G, Urge L, Krajcsi P

Tutorial: Dual uses of in silico and in vitro metabolism data in lead discovery - ComGenex' MAID: A metabolism-alerting system
for early-phase discovery research.

GENETIC ENGINEERING NEWS 22: pp. 32-34. (2002)

IF: 0.114

Darvas F, Keseru GM, Papp A, Dorman G, Urge L, Krajcsi P
In Silico and Ex Silico ADME Approaches for Drug Discovery.
CURRENT TOPICS IN MEDICINAL CHEMISTRY 2:(12) pp. 1287-1304. (2002)

Darvas F, Dorman G, Krajcsi P, Urge L
Chemical Library Approaches to Target Validation in the Post-Genomic Era.
GLOBAL OUTSOURCING REVIEW 4: pp. 37-41. (2002)

Darvas F, Dorman G, Krajcsi P, Urge L
A photoactivatable library approach for target identification and
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validation.: Abstracts of Papers of the American Chemical Society.
ABSTRACTS OF PAPERS OF THE AMERICAN CHEMICAL SOCIETY 223: p. B139. (2002)

Doronin K, Kuppuswamy M, Toth K, Tollefson AE, Krajesi P, Krougliak V, Wold WSM
Tissue-specific, tumor-selective, replication-competent adenovirus vector for cancer gene therapy.
JOURNAL OF VIROLOGY 75:(7) pp. 3314-3324. (2001)

IF: 5.622

Dorman G, Krajcsi P, Darvas F
Chemical Library Approaches to Target Validation in the Post-Genomic Era.
CURRENT DRUG DISCOVERY -: pp. 21-24. (2001)

Balla A, Toth B, Timar G, Bak J, Krajcsi P
Molecular targets for pharmacological cytoprotection.
BIOCHEMICAL PHARMACOLOGY 61:(7) pp. 769-777. (2001)

Mihalik R, Bauer P, Petak |, Krajcsi P, Marton A, Kun E, Kopper L

Interaction of cytocidal drugs and the inhibition of caspase-3 by 3-nitrosobenzamide.
INTERNATIONAL JOURNAL OF CANCER 82: pp. 875-879. (1999)

IF: 3.545

Krajcsi P, Wold WSM

Viral proteins that regulate cellular signalling.

JOURNAL OF GENERAL VIROLOGY 79: pp. 1323-1335. (1998)
IF: 2.645

Krajcsi P, Wold WSM

Inhibition of tumor necrosis factor and interferon triggered responses by DNA viruses.
SEMINARS IN CELL & DEVELOPMENTAL BIOLOGY 9:(3) pp. 351-358. (1998)

IF: 2.392

Marton A, Mihalik R, Bratincsak A, Adleff V, Petak |, Vegh M, Bauer PI, Krajcsi P

Apoptotic cell death induced by inhibitors of energy conservation Bcl-2 inhibits apoptosis downstream of a fall of ATP level.
EUROPEAN JOURNAL OF BIOCHEMISTRY 250:(2) pp. 467-475. (1997)

IF: 3.136

Dimitrov T, Krajesi P, Hermiston TW, Tollefson AE, Hannink M, Wold WSM

Adenovirus E3-10.4K/14.5K protein complex inhibits tumor necrosis factor-induced translocation of cytosolic phospholipase A(2)
to membranes.

JOURNAL OF VIROLOGY 71:(4) pp. 2830-2837. (1997)

IF: 5.821

Krajcsi P, Dimitrov T, Hermiston TW, Tollefson AE, Ranheim TS, VandePol SB, Stephenson AH, Wold WSM

The adenovirus E3-14.7K protein and the E3-10.4K/14.5K complex of proteins, which independently inhibit tumor necrosis factor
(TNF)-induced apoptosis, also independently inhibit TNF-induced release of arachidonic acid.

JOURNAL OF VIROLOGY 70:(8) pp. 4904-4913. (1996)

IF: 6.194

Stewart AR, Tollefson AE, Krajcsi P, Yei SP, Wold WSM

The Adenovirus E3 10.4K and 14.5K proteins, which function to prevent cytolysis by tumor-necrosis-factor and to down-regulate
the epidermal growth-factor receptor, are localized in the plasma membrane.

JOURNAL OF VIROLOGY 69:(1) pp. 172-181. (1995)

IF: 6.033

Krajcsi Péter
Virusstratégiak a gazdaszervezet immunrendszerének szuppresszalasara.
BIOKEMIA 19: pp. 111-118. (1995)

1.2.3 Relevans szabadalmak

Bathori G.,Méhn D.,Pal A., Krajcsi P.,Szente L., Fenyvesi E., Telbisz A.,Sarkadi B., Varadi A.,Gedey
Sz..Glavinas H.

Test systems for transporter proteins

P0600408

PCT/HUQ7/00041

12 May, 2006

Pal A.,Glavinas H., Herédi Szabd K., Kis E., Krajcsi P, Mehn D., Nagy T.

New vesicular transporter assay and reagent kit for the evaluation of transporter-test substance
P0800306

9 May, 2008
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1.3 Scientometriai adatok

MTMT tudomanymetrizi tablazat
Krajcsi Péter tudomanyos és oktatasi munkassdganak dsszefoglalisa
MTA V. Orvostudomanyi Osztaly (2012.03 21 )

Kdzlemeény tipusok Szama Hivatkozdsok
Osszesen Reszletezve Figgetlen Oisszes
I. Tudomanyos folydiratcikk 65 — — —
teljes cikk, nemzetkdzi folydiratban — &1 721 1032
teljes cikk, hazai idegen nyelvi folydiratban -— 3 10 14
teljes cikk, hazai magyar nyehi folydiratban - 1 0 /]
cikk, tudomanyos levelként - 4] 0 ]
Il. Kdnyvek 0 -— — —
a) Szakkonyv a - - -
Szakkdnyv, kézikonyv, idegen nyelvi - o 0 o
Szakkonyv, kézikonyv, magyar nyehi - 4] 0 /]
Tankdnyw -— o a o
b) Szerkesztett kinyv 0 - — —
Szerkesztett kinyv, idegen nyehd — i} — —
Szerkesztett kdnyw, magyar nyelvi — il — —
Szerkesztett tankdnyy -— a - -—
Il Kényvfejezet 2 — — —
Kényvfejezet, idegen nyelvi -— 1 0 o
Kényvfejezet, magyar nyelvi -— 1 0 0
Tankdnyvekbe irt fejezetek — il 0 o
IV. Proceedings 1 — 0 0
V. Multicentrikus vizsgdlat 0 - - -
a) Szerzd - 4] 0 ]
b) Szerepla - 4] - -
Oktatasi kdzlemények dsszesen (1I-11) - [¥] 0 o
udomanyos kizlemények osszesen (I-V.) 5] - 731 1046
VI. Egyéb tudomanyos 7 - - -
Egyeb tudomanyos muvek, ide ertve a nem teljes
folydiratcikkeket és a nem ismert lektordltsagu
folyiratokban megjelent teljes folydiratcikkeket is — S 0 o
Szerkesztoségi levelezés, hozzaszoldsok, vilaszok - 2 17 17
Vil. Absztrakt 28 -— 24 33
Osszesitett impakt faktor 195,72 = — =
Idézettség szama - - 772 1096
Hirsch index 20 -— - -—
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Specidlis tudomanymetriai adatok
Adat
Elsd szerzds folydiratcikkek szdma (az Gsszes %-ban) 9 [13,85%)
Utolsd szerzds tudomanyos cikkek szama (az dsszes ¥%-ban) 20 (30,77%)
Elsd &5 utolsd szerzdsegl folyoiratcikkek impaks faktorai 94,98
Az utolso tudomanyos fokozat [PhD) elnyerése utani (1998 -
tudomanyos folyoiratcikkek Gsszegzett impakt faktora és
szama (zdrdjelben) 136,71 [46)
Magyar nyelven megjelent tudomanyos teljes folydiratcikkek
szama 1
Az utolso 10 év (2002-2012) tudomanyos teljes, lektoralt
folyairatcikkeinek szama 42
Gsszesitett impakt faktora 122 50
hivatkozdsok szama 444
Alegmagasabb idézettségl kizlemeény idézettsége [az Gsszes
idézettség szdzalékaban 95 (8,67%)
Folyoiratcikkek,15-nél t&bb szerzovel {nem multicentrikus) [

Megjegyzések:
Az MTMT nem tudja szolgaltatni a kérelmezinek kizardlag kilféldi intézménybdl publikalt folyoiratcikkeinek szamat, dsszesitett

impakt faktorat és flggetien hivatkozdsainak szamat, valamint az ilyen kdzlemények elsd és utolsd szerzdre vonatkozd
impaktfaktor §sszeget. Ezeket az adatokat a palyazonak kell dsszegyiijtenis &s feltéltenie a Doktori Tanacs elektronikus
rendszerébe.

Az utolso 10 évet Gsszegzd adatoknal a targyév + a megeldzs 10 év adatai taldlhatoak.

1.4 A dolgozatban hasznalt roviditések dsszefoglalasa

ABC: ATP Binding Casette (ATP-ké6t6 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 (abszorpcio-disztribucio-

metabolizmus-exkrécio)
AUC: Area Under the Curve (gorbe alatti tertlet)

BBB: Blood — Brain Barrier (vér-agy gat)

12
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BCA: Bicinchoninic Acid (bicinkoninsav)
BCRP: Breast Cancer Resistance Protein (emlétumor rezisztencia fehérje)

BCS: Biopharmaceutics Classification System (Biomolekula Klasszifikacios

Rendszer)
B-GS: Bimane-Glutathione (biman-glutation)

BRICII: Benign Recurrent Intrahepatic Cholestasis Il (lI-es tipusu benignus recurrens
cholestasis)

BSEP: Bile Salt Export Pump (epesé export pumpa)

BZB: Benzbromarone (benzbromaron)

calcein-AM: calcein-Acetoxy-Methylester (calcein-acetoximetilészter)
cAMP: Cyclic Adenosine Monophosphate (ciklikus adenozin-monofoszfat)
CDCEF: Carboxy-Dichloro-Fluoreszcein (karboxi-dikloro-fluoreszcein)
cGMP: Cyclic Guanosine Monophosphate (ciklikus guanozin-monofoszfat)
CHO: Chinese Hamster Ovary (kinai horcség ovarium)

CLL: Chronic Lymphocytic Leukemia (krénikus limfoid leukémia)

CNS: Central Nervous System (kdzponti idegrendszer)

CsA: Cyclosporine A (cyclosporin A)

CSF: Cerebrospinal Fluid (cerebrospinalis folyadék)

DHEAS: Dehydroepiandrosterone Sulfate (dehidroepiandroszteron-3-szulfat)

DMARD: Disease Modifying Antirheumatic Drugs (Rheumatoid Arthtritis

Betegségmoddositd Szerek)

DMSO: Dimethyl Sulfoxide (dimetil-szulfoxid)

E2-17BG: Estradiol-17B-Glucuronide (6sztradiol-17 3 -glikuronid)
E3S: Estrone-3-Sulfate (6sztron-3-szulfat)

13
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EMA: European Medicines Agency (Eurdpai Gyogyszerhatésag)
ER: Efflux Ratio (efflux arany)
FDA: Food and Drug Administration (Amerikai Elelmiszer- és Gydgyszerhatésag)
GC: Glycocholate (glikokolat)
GCDC: Glycochenodeoxycholate (glikokenodeoxikolat)
GlpT: Glycerol-3-Phosphate Transporter (glicerol-3-foszfat transzporter)
GSH: Glutathione (redukalt glutation)
GSSG: Glutathione Disulfide (oxidalt glutation)
HBSS: Hank's Buffered Salt Solution (Hanks puffer)
IVIVC: In vitro — In vivo Correlation (in vitro - in vivo korrelacio)
LTC4: Leukotriene C4 (leukotrién C4)
LY: Lucifer Yellow (Lucifer sarga)
MATE1: Multidrug and Toxin Extrusion Protein 1 (multidrog és toxin extrizio fehérje)

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 rendszer(

tomegspektrométer detektor)
MTX: Methotrexate (metotrexat)

MXR: Mitoxantrone Resistance Protein (mitoxantron rezisztencia fehérje)

14
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NaDC3: Sodium-ependent high affinity Dicarboxylate transporter (Natrium fliggd

dikarboxilat transzporter)

Na/K ATPaz: sodium-potassium-ATPase (Na/K ATP-az / Na'/K* ATP-az)
NBD: Nucleotide Binding Domain (nukleotid-k6té domén)

NEM-GS: N-Ethyl-Maleimide-Glutathione (N-etil-maleinimid-glutation)
NHE: Sodium-proton Exchanger (Natrium hidrogén ,exchanger”)

NMQ: N-Methyl-Quinidine (N-metil-quinidin)

OCT: Organic Cation Transporter (szerves kation transzporter)

OAT: Organic Anion Transporter (szerves anion transzporter)

OATP: Organic Anion Transporting Polypeptide (szerves anion transzportald

polipeptid)
PAH: Para-Amino-Hyppuric Acid (para-amino-hippursav)

PAMPA: Parallel Artificial Membrane Permeability Assay (parallel mesterséges

membran permeabilitas esszé)
PBS: Phosphate Buffered Saline (fizioldgias foszfat puffer)
PEPT: Peptide Transporter (peptid transzporter)

PFICII: Progressive Familial Intrahepatic Cholestasis (ll-es tipusu progressziv

familialis cholestais)

PGE2: Prostaglandin E2 (prostaglandin E2)

PGF2: Prostaglandin F2 (prostaglandin F2)

P-gp: Permeability-glycoprotein (permeabilitas-glikoprotein)

Pi: Inorganic Phosphate (szervetlen foszfat)

POP: Persistent Organic Pollutants (perzisztal6 szerves szennyez6anyagok)

PPF: Peripherial Fluid (periférias folyadék)
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PT: Proximal Tubule (proximalis tubulus)
RBEC: Rat Brain Endothelial Culture (patkany agyi endothel kultura)
Sf9: Spodoptera frugiperda 9 cell line(Spodoptera frugiperda 9 sejtvonal)

SLC: Solute Carriers (oldott anyag transzporterek azonosak az influx

transzporterekkel)

SLCO: Solute Carrier OATP (OATP oldott anyag transzporter)

SNP: Single Nucleotide Polymorphism (egypontos nukleotid polimorfizmus)
SULT: Sulfotransferase

TC: Taurocholate (taurokolat)

TCDC: Taurochenodeoxycholate (taurokenodeoxikolat)

TEER: Transepithelial Electrical Resistance (transzepitélialis elektromos ellenallas)
TMD:Transmembrane Domain (transzmembran domeén)

Tox: Toxicity (toxicitas)

UCP: Uncoupling Protein (szétkapcsolo fehérje)

Ver: Verapamil (verapamil)

VT: Vesicular Transport (vezikularis transzport)
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2 Bevezetés, irodalmi attekintés

A Bevezetés, irodalmi attekintés fejezet célja a disszertacio altal lefedett terulet
hattérirodalmanak a targyalasa, és legféképpen a dissszertaciéban targyalt kisérleti
adatok és eredmények pozicionalasa. A disszertacié alapjaul szolgalé kdzlemények
kisérletes anyaga fél tucat efflux és fél tucat influx transzportert foglal magaban,
melyek kulonb6zd transzporter csaladok tagjai. A Bevezetés, irodalmi attekintés
fejezetben els6sorban ezek kerlilnek bemutatasra. A tesztelt gyégyszerek, névényi
hatbanyagok és kornyezetszennyezd anyagok, valamint az alkalmazott szubsztrat
prébak és gatlészerek szama is jelentdés. A Kkisérletes részben azoknak a
vegyuleteknek a bemutatasara kerul sor, amelyek esetében szerkezet-hatas
Osszefliggések targyalasra kertlnek. A Bevezetés, irodalmi attekintés fejezetben az
alapelveket, a szemléletmodot és a legfontosabb kutatasi iranyokat, kisérleti
megkozelitéseket igyekeztem kifejteni. Ahol az informacié mennyisége megkovetelte,

a tételes szakmai anyagot, példakat tablazatokba rendezve mutatom be.

2.1 Az ADMETox és jelentosége

A gyogyszerkutatas és gyogyszerfejlesztés hosszadalmas és igen draga folyamat. A
90-es évekbeli statisztikak alapjan a fejlesztések alatt allé hatéanyagok késai, klinikai
fazisban térténd lemorzsolédasanak egyik fé6 oka (39%) a hatéanyag nem megfeleld
farmakokinetikai paramétereiben keresend6 (1. abra). A farmakokinetikai sajatsagok
magukban foglaljdk azokat a tulajdonsagokat, amelyek meghatarozzak a
gyogyszerek abszorpciojat (felszivodasat/Absorption), disztribucidjat
(megoszlasat/Distribution), metabolizmusat (metabolizmus/Metabolism) és
a magyar szakmai nyelvben is elterjedt latin eredetii elnevezést hasznalom, tudniillik
ebben a nevezéktanban a képzett formak (pl. abszorptiv, exkretdrikus, stb.)
egyértelmibbek. A '80-as, '90-es években végzett kutatdsok eredményeképpen
olyan in vitro vizsgalatok kerlltek kifejlesztésre, amelyek human fehérjéket
expresszalo transzfektansok, human szévetekbdl szarmazé membran preparatumok

valamint primer, immortalizalt, esetleg daganatos sejtvonalak segitségével
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pontosabb elbrejelzéseket tudtak késziteni a gyogyszerjeldltek varhaté human ADME
sajatsagairdl. Ennek kovetkeztében a 90-es években az elénytelen ADME miatt
torténd lemorzsolddas jelentdsen, mintegy 8%-ra csdkkent. Az emlitett in vitro esszék

elsésorban a vegyuletek metabolizmusat vizsgaltak, de 1989-ben leirtak a Caco-2
coloncarcinoma sejtvonalat, amely megdrizte az enterocytak differencialédott,
polarizalt sajatsagait, és forradalmasitotta az abszorpcié in vitro predikciéjat. A
molekulak toxicitasanak (Tox) in vitro vizsgalata szintén sokat fejl6dott. Bar a
toxicitasbdl fakad6 lemorzsolédas névekedni latszik, ez valdsziniileg a kifinomultabb
toxicitas vizsgalatok, a szigorodo biztonsagi elbirasok, és talan az in vitro ADME és

hatékonysagi vizsgalatok még gyorsabb fejlédése miatt miatt van igy (1. abra).

@ 1991
m 2000
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1. @bra A gyogyszerfejlesztés késbi fazisaiban bekdvetkezé lemorzsolddas okai

A novényi hatéanyagok, és bizonyos kornyezeti szennyezdk a gydgyszerekkel
részben atfed6 kémiai teret foglalnak el (Eberhardt 2011). Bar jelentés idébeli
lemaradassal, de ezeknek az anyagoknak a tesztelése is koveti a

gyogyszerkutatasban megfigyelhetdé trendeket ugy az in vitro mint az in silico
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megkozelitésekben. Jol kifejezi az atfedéseket, hogy a gyogyszer — étel

kolcsdonhatasok az ADME teruletén mar a jogi szabalyozas szintjén is megjelennek.

2.2 Bioloégiai membranok — passziv permeabilitas és transzport folyamatok

Az ADME szempontbdl legfontosabb sejtek a polarizalt epithel és endothel
sejttipusok. Az endobiotikumok és xenobiotikumok ezen sejtrétegeken valé atjutasa
lehet paracellularis vagy transzcellularis. A paracellularis utvonal szoros
kapcsolatokkal rendelkezd sejtek esetében kisméreti molekulak szamara all

rendelkezésre. Enterocytak esetében a 200-250 Da moltémeg a felsé hatar.

A transzcellularis transzport kismolekulak esetében lehet passziv és aktiv (2. abra). A
passziv transzport kétféle mechanizmus szerint valdésulhat meg. A transzporter-
medialt transzport a facilitalt diffuzié, mig a nem fehérje medialt transzport a passziv
diffazi6. A passziv diffuziot a gydgyszerkutatasban altalaban passziv
permeabilitasnak nevezik, ezért én ezt a kifejezést hasznalom. A passziv transzport
kisebb koncentracioju hely felé torténnek. Az aktiv transzport folyamatok hajtéereje
az ATP hidrolizis, amely lehetévé teszi a koncentracid gradienssel szembeni
transzportot is. Amennyiben a transzporter maga rendelkezik ATPaz aktivitassal,
elsédleges aktiv transzportrol beszélink. Ha az ATP hidrolizis a transzporttal
funkcionalisan kapcsolt, de egy masik fehérje altal medialt folyamatban torténik,
akkor masodlagos aktiv transzportrol beszélunk. A nemzetkdzi irodalomban tobb
példa van arra, hogy azt a transzportot, ahol az ATP-az és a primer transzport
folyamat kozott egy tovabbi transzport folyamat Iétesit kapcsolatot, harmadlagos
aktiv transzportnak nevezik (Pritchard and Miller 1993; Shikano 2004; Baird 2009).
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2. abra Transzport mechanizmusok ~ B=ATP, §§=ADP +Pi

A gyodgyszerkutatas egyik legtobbet vitatott kérdése a passziv permeabilitas és a
transzporter-medialt folyamatok sulya a gydégyszermolekulak transzportjaban
(Dobson and Kell 2008; Dobson 2009; Sugano 2010). Hémérséklet-fliggést mindkét
folyamat mutat, és az aktivalasi energia értékek néhany molekula esetében a passziv
és aktiv transzport folyamatokra hasonloak lehetnek (Tanaka 1978; Lei 2000).
Viszont —a klasszikus elmélet szerint- a transzporter-medialt folyamatok telithetdk,
gatolhatok, sztereospecifikusak és sejtspecifikusak, szemben a passziv
permeabilitassal (Sugano 2010). Kell és munkatarsai szerint azonban a passziv
permeabilitasnak tekintett folyamatok legtdbbjére nincs kell6 bizonyiték. Még a
neutralis molekulak esetében is feltételezhetd, hogy a linearis koncentraciéfiggés
tobb transzport fehérje hozzajarulasanak az eredménye, mig molekulaszerkezetbdl
adodo specificitas hianya a transzporterek széles és atfed6 szubsztratspecificitasabol
eredeztetheté (Dobson and Kell 2008). A szerz6k ramutattak arra, hogy a molekulak
szélesebb csoportjanak a Caco-2 polarizalt coloncarcinoma sejtvonalon és a passziv
permeabilitast meghataroz6 PAMPA rendszerben mért permeabilitds értékei nagyon
kildnbdznek még a magas passziv permeabilitasu molekulakra is (Dobson and Kell
2008). EIméletiket azzal is alatamasztjak, hogy a sejtmembranok fehérjetartalma
magas (30-70%), és ezek egy részét az emberi genomban kédolt kézel 1000
transzporter adja ki. Utobbi szerzék kivételkeént emlitik az altatokat, ahol a

hatékonysag és a szerkezet k6zott nincsenek dsszefliggések, viszont a hatékonysag
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és a lipofilicitas kozott igen. Mindez a szerzdk szerint is arra mutat, hogy a
hatékonysag ezen molekulak biolégiai membranokban vald, a megoszlasi hanyados

altal definialt felhalmozddasaval aranyos (Seeman 1972; Dobson and Kell 2008).

Ez a kérdés messze tulmutat egy elméleti vitan. Ha a passziv permeabilitas a
transzport meghataroz6 eleme, akkor fizikokémiai jellemz6k optimalizalasaval
javithatok a molekulak permeabilitdsa (Fujikawa 2005; Vastag and Keseru 2009;
Muehlbacher 2011; Borbely 2012). A magas passziv permeabilitasu, lipofil anyagok
fejlesztése dominalja ma a gydgyszerkutatast. A jelenleg fejlesztés alatt allo
molekuldk  mintegy 70%-a a  Biomolekula Klasszifikaciés = Rendszer
(Biopharmaceutics Classification System (BCS)) Il osztdlydba, a magas
permeabilitassal és alacsony oldhatésaggal jellemzett csoportba sorolhaté (Hauss
2007). Jelent8s eréfeszitések torténtek a transzporter-medialt gydgyszer transzport
in silico el6rejelzésére is (Chang 2006). Az egér ABCB1 transzporter kristalyositasa
és térszerkezetének meghatarozasa (Aller 2009) uj lenduletet adott az in silico
probalkozasoknak (Bikadi 2011). A transzporter kdlcsdnhatasokra val6é optimalizalas
szamos lehet6séget is kinal. A abszorpcidé javitasat lehet elémi olyan
propharmaconok (prodrug) alkalmazasaval, melyek az enterocytdk apikalis influx
transzportereinek szubsztratjai (Varma 2010). Tovabbi transzporter-medialt célzott
szoveti felvételre példak a HMG-CoA-reduktaz inhibitor statinok, melyek a
hepatocytak influx transzporterein keresztll kerllnek a célsejtekbe. Ennek a
transzporter-medialt szoveti célbajuttatasnak tovabbi elénye, hogy csokken a
toxicitas és a karos mellékhatasok esélye. De a transzporter kolcsonhatasok
kihasznalasanak ragyogo példaja a hisztamin H, antagonistak esete, ahol a masodik-
és harmadik-generaciés molekulak ABCB1 szubsztratok. Az ABCB1 magasan
expresszalodik a vér-agy gat apikalis/lumenalis membranjaban megakadalyozva a
szubsztrat hisztamin H, antagonistak agyba valé bejutdasat és nem kivant

idegrendszeri mellékhatasait (Mahar Doan 2004).

A fentieket Osszegezve a molekulak legnagyobb részénél, a kbdzepes passziv
permeabilitasuakat is ide értve, a transzporter-medialt membran permeacio
valoszinlleg jelentés. Ezt egy kdzelmultbeli tanulmany is megerdsiti 16 diverz

szerkezetl gyogyszer hepatocytakba torténé felvételének vizsgalataval (Yabe 2011).
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2.3 Human efflux transzporterek szerkezete, nomenklatiraja és miikodése

Az eukariota sejtekben az efflux transzporterek a szubsztratok citoplazmabdl té6ténd
eltavolitasat végzik (Dean 2001). A legtobb efflux funkciot 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
nomenklaturajaban a szisztematikus angol elnevezést hasznalom. A szisztematikus
név mellett a régebben felfedezett transzportereknek egy hagyomanyos elnevezése
is létezik, amit — klldndsen a gyogyszeriparban - tovabbra is hasznalnak. Ezek a
nevek is el6fordulnak a disszertacioban publikalt abrakban, valamint reagens

elnevezésekben.

Az ABC transzporterek szerkezetének legfontosabb elemei a ABC (ATP Binding
Casette) modul(ok), amely(ek) magukban foglalja(k) az NBD (Nucleotide Binding
Domain) domén(ek)t és a TMD (Transmembrane Domain) domén(ek). Az NBD
domének elemei az egymastol 90-120 aminosav tavolsagra Iévé Walker A és Walker
B motivumok, valamint a Walker B motivum el6étt elhelyezked6 signature (C)
motivum. Mig a Walker A és B motivumok minden human ATP-k6té fehérjében
megtalalhatok, addig a signature motivum kizardlag erre a szupercsaladra jellemzé.
Az NBD domének részei az D, H, Q és a nemrég felfedezett A hurkok (Sauna and
Ambudkar 2007). A transzmembran domének a membranokat atszel§ hélixekbdl és
az azokat 0sszekodtd hurkokbol allnak. A struktura alapjan fél és teljes
transzportereket kulonboztethetlink meg. A teljes transzporterek két NBD doménbdl
és altaldaban két hozzajuk kapcsolodo, egyenként 6 transzmembran hélixbdl allé
transzmembran doménbdl allnak. Az ABCC csalad néhany tagja (ABCC1,2,3,6,8,9)
egy tovabbi, N-termindlis transzmembran domént is tartalmaz. A fél transzporterek
egy NBD domént és egy transzmembran domént tartalmaznak. Ezen belul az ABCG
alcsaladban az ABC transzporterek kozott egyedulalld médon az NBD domén a
transzmembran doménhez képest N-termindlisan helyezkedik el (Deeley 2006). A
xenobiotikumok  transzportjaban résztvevd ABC transzporterek jellemzé
doménszerkezetét a 3. abra jeleniti meg. Altalanosan elfogadott, hogy a
féltranszporterek oligomer strukturaban funkcioképesek, tehat minimum 2

transzmembran domén kell a transzport kompetenciahoz.

22



dc_350 11

M P ) (A\ ~
ABCB1 il & 5 = § " N . A m = n —
A —
Y LKEJ/ \_/ lﬁz
Transzmembran domen TMDT
(TMD1) Nukleotid ket 7 (NED2)
domeén (NBD1)

ABCC1 2 I EE I BE I NI Il EENEN =
R - e NS
TMD N UT‘IDI U 9_52/ TMD?
NEDI NBD2

M~ A

ABCG2 E BN EE
i A - A
SLQ TMD1

3. abra A xenobiotimumok transzportjaban részt vevé ABC transzporterek tipikus

doménstrukturaja

Az NBD domének az enzimatikus aktivitasért felelések és az itt bekdvetkezd
mutaciok sokszor a fehérje funkcidvesztését okozzak. A transzmembran domének a
szubsztrat kotésért felelések, és az itt bekdvetkez6 aminosavcserék a fehérjék
szubsztrat-specificitasat valtoztathatjak meg (Dean and Allikmets 2001).

A géneket a génstruktuara (fél illetve teljes transzporter), a domének sorrendje és az
NBD és transzmembran domének szekvencidja alapjan soroljuk a kulénb6zé
alcsaladokba (Dean 2001). Az ABCA, ABCB, ABCC és ABCG alcsaladok diverz
funkcioju tagokbdl allnak, melyek a leggyakrabban a plazma membranban talalhaték.
Az ABCD alcsalad a peroxiszOmakban talalhatd féltranszportereket tartalmaz,
melyek funkcidja a nagyon hosszu szénlancu zsirsavak transzportja. Az ABCE és
ABCF alcsalad tagjai nem tartalmaznak transzmembran doméneket és eddigi
ismereteink szerint membran transzport folyamatokban nem vesznek részt. Az
ABCB1, ABCC1 és ABCG2 fehérjék kapcsolatba hozhatdk a klinikai multidrog
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rezisztencia (Multidrug Resitance (MDR)) jelenségével, ezért ezeket a
transzportereket MDR-ABC transzportereknek is nevezik. Az egyes transzporterek

nevét az alcsalad nevébdl képzik egy a transzportert definialé szam hozzaadasaval.

A transzporterek pontos strukturdjanak és mikddésének megértéséhez nagyban
hozzdjarult az egér ABCB1 fehérje kristalyositdsa és szerkezetének
rontgendiffrakciés meghatarozasa (Aller 2009). Az Apo fehérje és az inhibitorokkal
komplexalt fehérje nagy szubsztratk6té helyet tartalmaz, amely nyitott a citoplazma
és a membran citoplazmas lemeze felé. Az NBD domének szeparaltan, egymastol
mintegy 30 angstrom tavolsagban talalhatok. Ez az elrendezés az un. ,open inward”
formara jellemzd. A szubsztrat kétéhely elsésorban hidrofob és aromas oldallancu
aminosavakat tartalmaz, bar a szerkezeten alapul6 tovabbi modellek negativ toltési
oldallancokat is definialnak (Ravna 2009). A szubsztratkdtés elsésorban az indukalt

illeszkedés (induced fit) mechanizmusnak felel meg.

A jelen értekezésben az ABCB1 fehérje mellett masik, kézponti helyet elfoglalo ABC
transzporternek, az ABCG2-nek tébb homoldégia modellje készult (Li 2007), jelentds
részben magyar kutatok mihelyében (Hazai and Bikadi 2008; Ni 2010; Rosenberg
2010; Ni 2011). A Hazai és munkatarsai altal készitett tanulmany szerint, amely a
transzporter dimer extracellularis tér felé nyitott szerkezetét reprezentalja, az egyik
alegység 1 és 2-es transzmembran hélixe (H1, H2) és a masik alegység 5 és 6-os
transzmembran hélixe (H5, H6) alkotjak a szubsztratkdté helyet. A dokkolasi
kisérletek harom régiot allapitottak meg, melyek affinitisa mas a kilénb6zé
szubsztratokhoz. A rhodamine 123-t kot6 régio, egy a citoplazmahoz kdzelebbi
felszinen talalhato. A masik régiéba dokkolt a daunomycin mellett a doxorubicin és a
Hoechst33342. A porfirin a prazosinnal azonos régidhoz kotédott. Ez a profil
O0sszhangban van kisérleti adatokkal, mégha azok a fehérje R482G mutansaval
készlltek is (Clark 2006), mig a modell a vadtipusu fehérjére készdlt. A mutacié érinti
a szubsztratspecificitast (Honjo 2001; Ozvegy-Laczka 2005), bar az adatok sokszor
nem egyértelmiek. Az alkalmazott gyogyszerek koéziul a daunomycin és a
doxorubicin esetében is egyarant vannak az ABCG2-medialt transzportot elvet6
(Honjo 2001; Robey 2003) és tamogaté (Tamura 2007; Calcagno 2008;
Schneiderman 2010) adatok. A modell jelentds elérelépés volt, és ezt kdvetben
kidolgozasra kerult a fehérje 2D kristalyszerkezetén alapulé modell is. Ez a

citoplazma felé nyitott és zart szerkezet, ami az Ures és a szubsztrat-kotott

24



dc_350 11

konformaciot reprezentalja (Rosenberg 2010). Az ezen szerkezet felhasznalasaval
készult mutacié analizis az 1-es és 6-0s hélixekben talalhaté polaros aminosavak
jelentéségét igazolja a hélix interakcidban és a szubsztrat felismerésben (Ni 2010). A
3-as hélix 482-es pozicidjaban 1évé arginin (Honjo 2001; Miwa 2003; Ozvegy-Laczka
2005) valamint a 2-es hélixben 1év6 K452, K453, R465 és H457 aminosav
oldallancok (Cai 2010) mutaciéja mind hatassal volt a fehérje aktivitasara. Az utébbi
tanulmany soran végzett modellezési és dokkolasi kisérletek szerint az R465 és a
H457-es aminosavak a szubsztrat kotésben kozvetlenul is részt vehetnek.
Osszességében biztosnak vehetd a pozitiv téltésii oldallancok fontossaga a
szubsztrat kotésben és transzportban. A legujabb tanulmany a 392-es és 485-0s
prolin oldallancok szubsztratkdtésben valé részvételét igazolja (Ni 2011). A
homoldgia modell alapjan a P485-nek szerepe lehet a fehérje konformacios
flexibilitdsaban, mig a P392 a TMD és az NBD kozo6tti kommunikaciot biztosithatja.

Az ABCC fehérjek tobbségére készilt teljes vagy részleges homoldégia modell
(Campbell 2004; Williamson 2007; Ravna 2009). Altalaban elmondhatd, hogy a
feltételezett szubsztratkdtd helyek a transzmembran régiodban, illetve a membrannal
szomszédos citoplazma régidéban talalhatdék. Pozitiv toltést vagy hidrofil, illetve
apolaros aminosav oldallancok is részt vesznek a szubszirat koétésben és
transzportban. Erdekes moédon a szintén elsésorban anion transzporter ABCC4
fehérje homoldgia modelljének szubsztratkdtd zsebe a pozitiv toltésl régiok mellett
kisebb negativ toltésl foltokat is tartalmaz (Ravna 2009). Fotoaffinitas jel6léssel
(Deeley 2006) valamint mutagenezissel (Zhang 2006) elsésorban az ABCC1 (Deeley
2006; He 2011), az ABCC2 (Hirouchi 2004; Hulot 2005; Letourneau 2007), és az
ABCC4 fehérjék (EI-Sheikh 2008) szubsztratkotésben részt vevé aminosav
oldallancait azonositottak. Altalanossagban elmondhaté, hogy egy adott oldallanc
hatasa szubsztrat-flggé. Ez is igazolja tébb kulonb6zd vagy egy nagyobb
szubsztratkotd hely [étezését.

Kisérleti munkankban szintén hangsulyos szerepet kapd, a konjugalt epesdk
canalicularis transzportjat végz6 ABCB11 fehérje szerkezete kevéssé ismert.
Jelenlegi tudasunk szerint klasszikus egész transzporter. Sem
rontgenkrisztallografias, sem homologia modellezésen alapul6 szerkezete nem kerult
leirasra. Mivel kevés ismert gydgyszer szubsztratja van, igy a kotéhely szerkezetérél

farmakoféor modell sem készllt. A szubsztrat transzportban résztvevé hélixek és
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aminosavak azonositasat az segiti, hogy az ABCB11 mutansait és polimorf
valtozatainak jelent6s részét hordozé emberekben epepangas (cholestasis) alakul ki.
Ez annak a koévetkezménye, hogy az ABCB11 fehérje funkciovesztése a szubsztrat
epesdk epébe torténd kivalasztodasanak csokkenésével jar. A nem-szinonim
mutaciok és illetve polimorfizmusok nagyobb része a fehérje stabilitasanak, illetve
plazma membranba torténd transzportjanak csokkenéséhez vezet, igy szerkezet —
hatas 6sszefliggések megtételére nem alkalmasak. Van azonban néhany olyan SNP,
amely a fehérje stabilitasat és transzportjat nem befolyasolja jelentékenyen, mégis
funkcidvesztéssel jar. Ezen modosulatok koézil a D482G az 1-es nukleotidkotd
doménben talalhatd, az E297G egy intracellularis hurokban, mig az R1050C a 2-es
nukleotidkdtd domén membran horgonyaban. Mivel az ezekkel a modosulatokkal
kapott adatok fajfliggbek, részvételik a szubsztrat kétésben/transzportban kérdéses
(Kagawa 2008; Stieger 2011). A legtdobb lehet6ség az inhibitor kotéhely(ek)
szerkezetének meghatarozasara nyilik az ismert inhibitorok nagy szama miatt (Saito
2009).

Az NBD domén funkcioé és a transzport kapcsolédasara tobb modell is létezik. Ezek a
modellek tartalmazzak a kdvetkezb lépéseket: 1., transzport inicidlas az ATP és/vagy
szubsztrat kotédésével, 2., az ATP kotédés és/vagy hidrolizis hatasara konformacios
valtozas az NBD doménben, 3., az NBD domén és a transzmembran domének
kapcsolodasan keresztll konformacié valtozas kozvetitése a szubsztratkdtd helyre
és ott a nagy-affinitasu konformacio — kis-affinitasi konformacié valtas megtorténte
€és a szubsztrat disszociacidja, 4. a szubsztrat és ATP kotésre kompetens
konformacio visszaallitasa (Sauna and Ambudkar 2007). Az ATP hidrolizis és
transzport pontos sztdchiometridjara sok adat latott napvildgot az 1-50 mol ATP
hidrolizis / mol transzportalt szubsztrat tartomanyban (Shapiro and Ling 1998; Sauna
and Ambudkar 2007).

Az ABC transzporterek jelent6s részének széles a szubsztratspecificitasa. A
xenobiotikumok mellett a legtdbb transzporternek ismertek fiziologias szubsztratjai is.
Elmondhaté, hogy a kritikus élettani funkcidkat ellatd transzporterek (pld. epeso
transzporterek) szubsztraspecificitasa szlikebb, mig az elséssorban védelmi funkcioét
ellaté transzportereké (pl. ABCB1, ABCG2) szélesebb. A disszertaciéban szerepld,
xenobiotikumok és endobiotikumok transzportjaban legjelentésebb szerepet jatszé

ABC transzporterek legfontosabb funkcionalis jellemzdéit az 1. tablazat tartalmazza. A
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transzporterek szervezeten bellli lokalizaciojat a 2.5 és xenobiotikumok ADMETox

sajatsagaira kifejtett hatasat a 2.7 fejezet taglalja.

1. tablazat A disszertacidoban szerepld, xenobiotikumok és endobiotikumok transzportjaban

legjelentésebb szerepet jatszd ABC transzporterek legfontosabb funkcionalis jellemzéi

Kapcsolodoé
Domén Sovetspecificitas / Endobiotikum Xenobiotikum oroklédo
Transzporter | szerkezet lokalizacié szubsztratok szubsztratok betegség/hajlam
enterocyta / apikalis,
hepatocyta / apikalis,
vese PT epithel /
apikalis, endothel / pozitiv toltés,
ABCB1/ P-gp/ | TMD1-NBD1- | apikalis, ependyma szterolok, szteroid apolaros, amfipatikus
MDR1 TMD2-NBD2 | /apikalis , &ssejt hormonok, peptidek molekuldk
Il-es tipusu
progressziv
familialis
cholestais
(PFICII); ll-es
tipusu benignus
recurrens
ABCB11/ TMD1-NBD1- pravastatin, cholestasis
BSEP TMD2-NBD2 | hepatocyta/apikalis epesok bosentan, darusentan | (BRICII)
HIV proteaz
enterocyta/basolateralis | szteroid-konjugatumok, | inhibitorok,
, vese PT epithel / leukotriénC4 (LTC4), antracyclinek,
TMDO-TMD1- | basolateralis, redukalt glutation epipodofilotoxinok,
ABCC1/ NBD1-TMD2- | endothel/?, (GSH), oxidalt glutation | vinca alkaloidok,
MRP1 NBD2 ependyma/basolaterdlis | (GSSG) folatok
HIV proteaz
inhibitorok,
antraciklinek,
enterocyta / apikalis, bilirubin-gliikuronidok, epipodofilotoxinok,
hepatocyta / apikalis, szteroid-konjugatumok, | vinca alkaloidok, Dubin-Johnson
TMDO-TMD1- | vese PT epithel / szulfatalt epesok, ciszplatin, folatok, szindroma
ABCC2/ NBD1-TMD2- | apikalis, endothel / leukotrién-C4, GSH, arzenatok, (konjugalt-
MRP2 NBD2 apikalis GSSG antimonatok hiperbilirubinémia)
enterocyta / bilirubin-gliikuronidok,
basolateralis, epesok, szulfatalt
TMDO-TMD1- | hepatocyta / epesok, epesavak, epipodofilotoxinok,
ABCC3/ NBD1-TMD2- | basolateralis, vese PT szteroid-konjugatumok, | vinca alkaloidok,
MRP3 NBD2 epithel / basolateralis LTC4 methotrexat
enterocyta / apikalis(?) | ciklikus adenozin-
hepatocyta / monofoszfat (CAMP), cefalosporinok,
basolateralis, vese PT ciklikus guanozin- furosemid,
epithel / apikalis, monofoszfat (cGMP), hydrochlorothiazid,
ABCC4 / TMD1-NBD1- | endothel / apikalis, kolat, prosztaglandinok, | methotrexat,
MRP4 TMD2-NBD2 | ependyma / apikalis szteroid konjugatumok, | topotecan
enterocyta / apikalis,
hepatocyta / apikalis, szteroid-konjugatumok, | negativ és pozitiv
vese PT epithel / epesok, szulfatalt toltésti molekulak,
apikalis, endothel / epesok, amfipatikus
ABCG2/ apikalis, ependyma / protoporphyrinek, hem, | vegylletek,
BCRP / MXR | NBD1-TMD1 | apikalis , 6sseijt GSH, urat konjugatumok hiperurikémia

P-gp: Permeability glycoprotein (permeabilitas glikoprotein); MDR1: Multidrug Resistance
Protein 1 (multidrog rezisztencia protein 1); BSEP: Bile Salt Export Pump (epesd6 export
pumpa); MRP1:
Resistance Protein (eml6tumor rezisztencia fehérje); MXR: Mitoxantrone Resistance protein

Multidrug Resistance Associated protein 1); BCRP: Breast Cancer

(mitoxantron rezisztencia fehérje)
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2.4 Human influx transzporterek szerkezete, nomenklaturaja és miikodése

Emberben a ,Solute Carriers” (SLC; oldott anyag transzporterek / influx
transzporterek) szupercsalad tagjai alkotjak a transzporterek legnagyobb csoportjat.
Az ADMETox vizsgalatokban elsésorban azok az SLC transzporterek szerepelnek,
melyek a gydégyszermolekuldk sejtekbe torténd felvételét végzik, ezért
dolgozatomban a nemzetkdzi szaknyelvben is elfogadott influx transzporter kifejezést

hasznalom.

A transzporterek nomenklaturajaban a szisztematikus angol elnevezést hasznalom.
A szisztematikus név mellett a régebben felfedezett transzportereknek egy
hagyomanyos elnevezése is létezik, amit — kiléndsen a gydgyszeriparban - tovabbra
is hasznalnak. Ezek a nevek is el6fordulnak a disszertacioban publikalt abrakban,

valamint reagens elnevezésekben.

Az influx transzporterek pontos szamardl és evolucios rokonsagukroél eltérd adatok
lattak napvilagot (Fredriksson 2008; He 2009). Két folyamatosan frissitett adatbazis
(http://www.bioparadigms.org/sic/menu.asp ; http://www.genenames.org/genefamilies/SLC) 51
csaladot listaz. Bar kulonbség itt is talalhatd, a xenobiotikumok transzportjaban
résztvevd legfontosabb csaladokban konszenzus van a kiilénb6z6 adatbazisokban.
A kisérletes munkaban érintett, xenobiotikumok transzportjaban résztvevd

jelentésebb influx transzporterek legfontosabb jellemzéit a 2. tablazat tartalmazza.
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2. tablazat A kisérletes munkaban érintett, xenobiotikumok transzportjaban résztvevd
legfontosabb influx transzporterek legfontosabb jellemzéi
Transz Topolégia Szovetspecificitas Endobiotikum Xenobiotikum Kapcsolédo
porter és lokalizacio szubsztratok szubsztratok orokl6do
betegség /
hajlam
SLCO1B1/ — — hepatocyta / dehidroepiand benzylpenicillin, Rotor
OATP1B1/ A — basolateralis roszteron-3-szulfat bosentan, szindroma
OATP-C ' I " ' ) 'l"., (DHEAS), bromoszulfoftalein, (konjugalt
L ve y e konjugalt bilirubin, methotrexat (MTX), hiperbilirubiné
* —~ = S b/_ Osztron 3-szulfat statinok mia) az
- - k (E3S), 6sztradiol- SLCO1B1 és
17-glikuronid (E2- SLCO1B3
17BG), taurokolat, kombinalt
thyroxin, defektusa
trijodothyronin esetén
SLCO1B3/ hepatocyta / GSH, konjugalt bromoszulfoftalein, Rotor
OATP1B3 basolateralis bilirubin, E3S, E2- digoxin , docetaxel, szindroma
/OATP8 178G, thyroxin, fexofenadin, MTX, (konjugalt
trijodothyronin paclitaxel, statinok hiperbilirubiné
mia) az
SLCO1B1 és
SLCO1B3
kombinalt
defektusa
esetén
SLCO2B1/ hepatocyta / Prostaglandin E2 benzylpenicillin,
OATP2B1/ basolaterdlis, (PGE2), 6sztron-3- | bosentan,
OATP-B kapillaris endothel, szulfat, DHEAS bromosulfophthalein,
kisartériak, vénak, fexofenadin,
ciliaris test epithel, glibenclamid, statinok
enterocytak / apikalis
SLC22A6 / vese proximalis tubulus | cAMP és cGMP, acetylsalicylat, p-
OAT1 (PT) epithel / indoxyl szulfat aminohippurat,
basolateralis ketoglutarat, PGE2 | cephaloridin,
" ' ' "l ' l '" és PGF2, urat cimetidin,
edaravon szulfat,
furosemid,
indomethacin, MTX,
nucleosid/nucleotid
analogok,
ochratoxin A, penicillin
G, tetracyclin,
SLC22A7 / hepatocyta PGF2a MTX, zidovudin
OAT2 /basolateralis,
vese(PT) epithel /
basolateralis
SLC22A8 / vese PT epithel, DHEAS, epesok allopurinol, p-
OAT3 kapillaris endothel / glutarat, glutation, aminohippurat (PAH),
basolateralis indoxyl szulfat, bazis analégok,
karnitin, 6sztron-3- | benzylpenicillin,
szulfat, PGE2 és cephalosporinok, ,
PGF2, urat cimetidine, cortisol,
edaravon szulfat,
famotidine, 5-
fluorouracil,
MTX, 6-
mercaptopurin,
nucleozid analégok,
ochratoxin A, statinok,
tetracyclin
SLC22A11 vese PT epithel / a-keto-glutarat, bumetanide,
| OAT4 apikalis, Osztron-3-szulfat, hydrochlorothiazid,

syncitiotrophoblast /
basolateralis

DHEAS, urat,
PGE2, PGF2a

torasemid, tetraciklin,
zidovudin, MTX

OAT: Organic Anion Transporter (szerves anion transzporter); OATP: Organic Anion

Transporting Polypeptide (szerves anion transzpotald polipeptid); SLC: Solute Carrier (oldott

anyag transzporter azonos az influx transzporterrel); SLCO: Solute Carrier OATP (oldott

anyag transzporter OATP)
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A gydgyszerek, ndvényi hatdanyagok és kornyezetszennyezd anyagok
transzportjaban résztvevd legfontosabb fehérjék az SLC10, SLC15, SLC16, SLCO,
SLC22, SLC28, SLC29, SLCA47 csaladokba tartoznak. A jelen disszertacié targyat
képezd, az SLCO és SLC22 csaladokba tartoz6 transzporterekre 12 transzmembran
hélixet jésolnak a modellek (Fredriksson 2008). A fehérjék pontos topoldgiaja és az
azon alapulé muakodési mechanizmusok a rontgenkrisztallografias
szerkezetmeghatarozas segitségével lesznek hozzaférhetok. Kristalyszerkezeti
adatok hianyaban a homoldgia modellezéssel kapcsolt helyspecifikus mutagenezis
szolgaltatta a legtébb hiteles informaciét. A human SLC22A6 fehérje modelljét egy
masik, a Major Facilitator szupercsaladba tartozo fehérje, az Escherichia coli glicerin-
3-foszfat transzporter (glycerol-3-phosphate transporter (GlpT)) alapjan készitették el
(Perry 2006). A tanulmany azt talalta, hogy az 5, 7, 8, 10 és 11-es hélixek fognak
koézre egy elektronegativ aktiv helyet, ami a citoplazma felé nyitott. A mutagenezis
vizsgalatok az 5-6s szamu hélixben a Y230, mig a 10-es szamu hélixben a K431 és
F438 aminosavak szerepét igazoltak. Az SLC22A6 egy anion .,exchanger’, és
altalanosan elfogadott az az elmélet, hogy az influxra kertlé anionnal szemben alfa-
keto-glutarat effluxalédik. Rizwan és munkatarsai (Rizwan 2007) egy elegans
tanulmanyban megmutattak, hogy a glutamat kotésben nélkulozhetetlen a 11-es
hélixben talalhaté R466. Az SLC22A8 fehérjében intracellularisan a 6-0s és 7-es
hélixek kozotti hurokban talalhaté két a transzportban szerepet jatszé aminosav
(R277, F305) (Erdman 2006). Egy részletes mutagenezis tanulmany az
extracellularis régioban (R57, K361), a 11-es transzmembran hélixben (R580) és
intracellularis doménekben (K90, H92, R93) is talalt a szubsztrat transzportban
szerepet jatsz6 aminosav oldallancokat (Weaver and Hagenbuch 2010). Kulén
érdekessége a tanulmanynak, hogy az extracellularis aminosavak mutacidja a Ky
értékeket, tehat a szubsztrat kdtést hataroztak meg, addig a citoplazmas oldallancok
a maximalis transzport sebességre (Vmax) Voltak hatéssal. A transzmembran
oldallanc mindkét kinetikai paraméterre hatassal volt. A homolég SLCO1B3
fehérjében talalt, transzportban szerepet jatsz6 aminosav oldallancok esetében ezt a
szereposztast a vizsgalatok nem tudtak igazolni (Gui and Hagenbuch 2008; Glaeser
2010). Az viszont elmondhatd, hogy az anion transzporterek 5-6s, 10-es és 11-es
szamu transzmembran hélixei képezik a szubsztrat transzlokaciot szolgaldé csatornat.
Tovabba az azonositott aminosavak kozott sok bazikus talalhaté az extracellularis,

transzmembran és intracellularis doménekben is. Emellett szamos polaros, de
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els6sorban nagyméretli apolaros aminosavak transzportban vald részvétele volt
mefigyelheté. Mindez korrelaciéban van az SLCO1B1 fehérjére készult farmakofor
modellell, ami szerint szubsztratkoté helye legalabb két hidrogén-kotés akceptort és
egy nagy hidroféb felszint tartalmaz (Chang 2005). Az SLCO2B1 fehérjére
vonatkozdan nincs adat, azon tulmenden, hogy egy predikcié szerint az SLCO2-es
csaladban 579-es poziciéban lév6 histidin része a szubsztratkétd helynek (Meier-Abt
2005), és az extracellularisan talalhatdé S486 aminosav oldallanc (Nozawa 2002) a

transzport Vmax €rtékre volt hatassal.

Az SLC fehérjék altal medialt transzportfolyamatok mechanizmusa sokféle (Kusuhara
and Sugiyama 2009). Passziv (SLC22A1/0OCT1; SLC22A2/0CT2; SLC29A1-4), és
masodlagosan aktiv (SLC10A1-2; SLC28A1-3) illetve harmadlagosan aktiv
(SLC15A1-2; SLC22A6,8) transzporterek is talalhatok kozottuk. A disszertacid
kisérletes részében érintett SLCO transzporterek transzport mechanizmusardl
keveset tudunk. Felmertilt, hogy az influx hidrokarbonat (Satlin 1997) illetve glutation
(Li 2000) anionok effluxaval jar egyultt. Az utdbbi mechanizmus azonban a
kézelmultban elvetésre kerllt (Mahagita 2007). A transzportfolyamatok és

transzporterek legfontosabb sajatsagai fel vannak tlintetve a 4. abran.
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4. dbra Az SLC transzporterek transzport mechanizmusai. NaDC3: sodium-dependent high

affinity dicarboxylate transporter (natrium-fiiggé dikarboxylat transzporter), NHE: sodium-

proton exchanger (natrium-proton ,exchanger”), Na/K ATPaz: natrium-kalium ATPaz (Na*/K*

ATPaz), OCT: Organic Cation Transporter (szerves kation transzporter), PEPT: Peptide

Transporter (peptid transzporter)

2.5 Efflux és influx transzporterek a farmakolégiai szempontbol jelentés

fiziologias membranokban

A xenobiotikumok abszorpcidjanak legfontosabb portadlja a gasztrointesztinalis

traktus. Ezért az egyik legfontosabb barriert az enterocytak jelentik. Az itt felszivédott

anyagok/molekulak a portalis keringéssel a majba kertlnek. Fliggéen a maj, az adott

molekulara jellemzd extrakciés hanyadosatdl a molekulak a hepatocytaba kerulnek,

ahol metabolizalodhatnak és/vagy kivalasztodnak az epébe. A metabolitok Utja nem

egyertelmien a biliaris kivalasztodas. Jelent6és mennyiségl metabolit végul a
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vesében valasztédik ki. A vesében a szekrécié szempontjabdl legfontosabb sejttipust
a proximalis tubulusok (PT) epithel sejtjei alkotjak. Kivételes helyet foglal el még a
kdézponti idegrendszert védé vér-agy gat (blood—brain barrier (BBB)), a neurotoxicitas
kivételesen veszélyes jellege és kovetkezményei miatt. A vér-agy gatban a rendkivil
szoros sejt - sejt kdzotti kapcsolatokkal és magas efflux transzporter aktivitassal
rendelkez6 endothel biztositia a védelmet. A farmakoldgiai szempontokbol
legfontosabb barrier sejttipusok tehat: enterocytak, hepatocytak, PT epithel és BBB

endothel.

A négy barrier a transzport folyamatok szemszdgébdl funkcionalisan kulonb6zé
feladatokat lat el. Az enterocytak szerepe a abszorpcidban vagy annak
korlatozasaban van. De szerepet jatszhatnak bizonyos xenobiotikumok esetében az
exkréciéban is (Westphal 2000). A hepatocytak szerepe elsésorban az exkrécidéban
van. Mivel sok gyogyszer molekularis tdmadaspontja is a hepatocytéakban talalhato,
igy a hepatocytak a disztribucidban is fontos szerepet jatszanak. Ugyanez érvényes
a PT epithelre is. Mivel a gydgyszer toxicitas két fontos fajtaja a hepatotoxicitas és a
nephrotoxicitas, igy az ezen sejtekben valo felhalmozddast meghatarozé
transzporterek toxikoldgiai jelentésége nagy. A BBB endothel egyértelmien az

disztribacidban, és elssorban annak limitalasaban jatszik szerepet.

A négy barrierben expresszalédd és a xenobiotikumok és fiziologias szubsztratok
transzportjaban szerepet jatszé legfontosabb human transzporterek az 5. abran
vannak feltlintetve (Giacomini 2010). A gydégyszerkutatasi szempontbdl legfontosabb
transzportereket az Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és Gyégyszerhatdsaga (Food and
Drug Administration (FDA)) szerzéi altal is jegyzett ,white paper” (Giacomini 2010)
valamint Eurépa megfelelé hatésaga (European Medicines Agency (EMA) ajanlasa
(EMA-Guidance 2010) definialta. Az FDA listan két efflux transzporter az ABCB1 és
az ABCG2 szerepel az 6t influx transzporter (SLCO1B1, SLCO1B3, SLC22A2,
SLC22A6, SLC22A8) mellett. Az EMA listan két tovabbi transzporter (ABCB11,
SLC22A1) lett megnevezve. Ez a transzporter valasztas utal az egyes barrierek
legfontosabb funkciojara. Az enterocytak és a BBB endothel elsésorban védé
funkciot lat el, ezért ott az ABCB1 és az ABCG2 fehérjéknek van kiemelt
fontossaguk. A hepatocytaknak és a PT epithelnek a exkrécioban van fontos
szerepe, ezért ott a exkrécidban sokszor sebességmeghatarozd szerepet jatszé

specifikusan majban expresszalédé SLCO1B1, SLCO1B3 anion transzporterek,
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valamint a vesében magasan expresszalddo kation (SLC22A2) és anion (SLC22A6,
SLC22A8) transzporterek birnak nagy jelentéséggel. Az EMA listan szerepld két
extra transzporter ,kakukktojas’. Az SLC22A1 a hepatocytak kation influx
transzportere, melynek fontossagat a metformin hepatocitéak altali felvételében
jatszott szerepe jelzi allatkisérletben (Wang 2002) és klinikailag (Shu 2007) egyarant.
Az ABCB11 —ahogy kordbban mar targyalasra kerult- toxikoldgiai szempontbdl fontos
(Kis 2011). A gyogyszerhatésagok egyértelmien egy kezelhet6 szinten szerették
volna tartani a tesztelésre ajanlott transzporterek szamat, ezért egyes barrierekben
fontos transzporterek lemaradtak a listardl. llyen a enterocytakban a SLC15A1, ami
nemcsak azért fontos, mert a peptidkotést tartalmazé molekulak (pl. béta-laktam
antibiotikumok), peptidomimetikumok abszorpciojaért felelés, de fontos célpontja az
alacsony permeabilitdsu gyogyszerek célzott felvételét hasznositdé propharmacon
(,prodrug”) stratégianak. Ezekben az esetekben a propharmacon az enterocytak
lumenalis membranjaban expresszalédd egyik influx transzporter (pld. SLC15A1)
szubsztratja, ndvelve ezzel az abszorbciot. A farmakoldgiailag aktiv hatéanyag az
enterocytakban, vérben illetve a szdvetekben, elsésorban a majszévetben szabadul
fel (Han and Amidon 2000; Varma 2010).

Az ABCC4 transzporter kdzel olyan fontos a BBB endothelben mint a szintén anion
effluxban kiemelt szerepet jatsz6 ABCG2 (Decleves 2011), mig a PT epithelben
fontosabb is az ABCG2-nél (Hasegawa 2007; Mizuno 2007). Ugyszintén lemaradt a
listarél az ABCC2, ami a hepatocitakban a fazis Il xenobiotikum és endobiotikum
(bilirubin) konjugatumok epébe torténd Uritését végzi, igy exkrécios és toxikologiai
szempontbdl is igen fontos. A hepatocytak és PT epithel apikalis membranjaban
kifejez6d6é SLC47A1 (Multidrug And Toxin Extrusion protein 1 (MATE1)) valamint a
specifikusan a vesében expresszaloddé SLC47A2 (MATE-2K) is legalabb olyan fontos
kation transzporternek tlnik a fenti membranokban, mint az ott szintén

expresszalodo, kationokat is transzportalo ABCB1.
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5. abra A négy legfontosabb barrierben expresszalodé human transzporterek

2.6 Mérési modszerek xenobiotikumok permeabilitasanak és
transzporterekkel valé kolcsonhatasanak meghatarozasara

Szamos in vitro, in vivo és ex vivo rendszer all rendelkezésre transzporterek és
xenobiotikumok kozotti kdlcsdnhatas vizsgalatara. A korai gyogyszerfejlesztés soran
els6sorban az in vitro modszerek kerllnek el6térbe, hiszen ezek alkalmasak arra,
hogy viszonylag rovid id6 alatt tobb szaz, akar tobb ezer molekula adott
transzporterrel valo kdlcsonhatasat megmeérjék. Az adott molekula szervezeten beldli
sorsarol, ADME tulajdonsagairdl, valamint ezekben a folyamatokban az ABC
transzporterek szerepérél csak a joval korlatozotabban kivitelezheté in vivo
vizsgalatok adhatnak felvilagositast. Az in vivo kisérletekhez hasonléan az ex vivo
modellek, ugymint az izolalt perfuziés vékonybél, maj, vese is fontos informaciét

adnak a gyogyszerek abszorpcidjardl, disztribuciojarol és exkréciojarol, ugyanakkor
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az allatkisérletekkel 6sszehasonlitva jobban kontrollalhatéak (Glavinas 2008; Kis
2010).

2.6.1 Invitro médszerek

Az in vitro rendszerek két tipusat kulonboztetjuk meg: a vizsgalatok torténhetnek
primer vagy az adott transzportert stabilan esetleg tranziensen expresszalo sejtekkel,
vagy pedig a kivant transzporter fehérjét kifejez6 sejtekbél készilt membran
preparatumokon. Az utdbbi mdodszer elsésorban ABC transzporterek vizsgalatakor
hasznalatos. A mdodszer alapulhat az ATP hidrolizisének, vagy pedig a szubsztrat
transzportjanak a mérésén, ez esetben vizsgalhatjuk kdzvetlenll az adott molekula
ABC fehérje altali transzportjat vagy pedig egy jol ismert, uUn. riporter szubsztrat
transzportjara valé hatasat. Az el6bbi moédszer a gyogyszerjelolt és a transzporter
kozotti  kblcsbnhatas  jellemzésére, az utdbbi pedig az inhibitor molekulak
detektalasara alkalmas. Az in vitro tesztek legfontosabb jellemz6éi a 3. tablazatban

mig a mikodési elvet abrazolo rajzok a 6. abran lathaték.

2.6.1.1 Membran vezikula alapu vizsgalatok
ABC transzporterek vizsgalatara alkalmas membran preparatum készitheté olyan

sejtekbél, melyek elegendéen magas szinten expresszaljak a vizsgalni kivant
fehérjét. A kildnbdzé szelektalt, vagy transzfektalt emlés sejtek relative alacsony
fehérje expresszidés szintjuk miatt sok esetben nem felelnek meg ennek a
kivanalomnak, habar mindenképp elényuk, hogy az expresszalt transzporter lipid

kornyezete hasonlit a fiziolégiashoz.

2.6.1.2 Sejtes vizsgalatok
A sejtes vizsgalatok kulonféle sejttipusokon és kilénb6z6 kultivalasi korilmények

kozott végezhetdk. Sok sejtes esszé elvégezhetd szuszpenzidés vagy egyszeri
adherens kulturakon, és nem szikséges polarizalt sejtvonalak hasznalata. Mivel a
barriereket alkotd sejtek mind polarizaltak, a polarizalt sejteken veégzett
transzcellularis tesztek relevansabbak. Az alacsony passziv permeabilitasu
molekulak ABC transzporterekkel térténd kolcsdnhatasanak vizsgalatahoz az ABC

transzportereket sokszor influx transzporterekkel egyutt expresszaltatjak.
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Modszer

Rendszer

Alkalmazas

Szolgaltatott adatok

El8nydk

Hatranyok

Referenciak

ATPaz esszé

membranok rovarsejtbdl,
szelektalt sejtvonalbol

szubsztrat esszé, gatlas
esszé ABC transzporterre

Vinaxs ECs0/Kim; 1Cs0/Ki

HT; nem kivan analitikat; az egyetlen
szubsztrat esszé magas passziv
permeabilitasu anyagokra

az ATP hidrolizis sebessége nehezen
korrelaltathat6 a transzporttal és a
passziv permeabilitassal

(Sarkadi 1992; Glavinas
2008)

membranok rovarsejtbdl,

alacsony passziv permeabilitdsu teszt

Vezikularis transzfektalt, szelektalt szubsztrat esszé, gatlas anyagra idedlis szubsztrat és gatlas magas passziv permeabilitdsu
transzport (VT) sejtvonalbol esszé ABC transzporterre Vmax; ECs0/Kn: ICs0/K; tesztben szubsztratra nem alkalmazhato (Glavinas 2008)
Elénydsen alkalmazhatd kézepes és
primer, transzfektalt, szubsztrat esszé, gatlas alacsony passziv permeabilitdsu magas passziv permeabilitdsu
Influx esszé szelektalt sejt esszé influx transzporterre | Vinax; ECso/Ki: ICs0/Ki szubsztratra szubsztratra korlatozottan alkalmazhaté (Xia 2007)
primer, transzfektalt, szubsztrat esszé, gatlas nehézkes, kinetikai paraméterek
Efflux esszé szelektalt sejt esszé ABC transzporterre 1Cs0/Ki sejtes esszé ABC transzporterre szamitdsa nehezebb, mint a VT-ben (Hazlehurst 1999)

Citotoxicitas

primer, transzfektalt,

gyogyszerrezisztencia,
kvalitativ szubsztrat, gatlas

idedlis revertald szerek (efflux

kis atereszt6képességl; nehézkes

esszé szelektalt sejt esszé relativ rezisztencia, IC50/Ki transzporter inhibitorok) jellemzésére kinetikai adatok kinyerésére (Hazlehurst 1999; Kis 2009b)
kénnyl korreldltatas a passziv
permeabilitassal; j6l mikodik kézepes | nem alkalmas nagyon alacsony és
primer, egyszeres / szubsztrat esszé, gatlas passziv permeabilitasu nagyon magas passziv permeabilitasu (Neuhoff 2003; Neuhoff 2005;
Vektorialis t6bbszords transzfektalt, | esszé ABC és influx Papp, efflux arany (ER); szubsztratokra; gyogyszerhatédsagok szubsztratokra; kinetikai adatok Xia 2005; Balimane 2008; von

transzport esszé

szelektalt sejt

transzporterekre

ECs0/Km; 1Cso/Ki

preferaljak

extrakcidja nem koénnyi

Richter 2009)

Festék-transzport
esszé

primer, transzfektalt,
szelektalt sejt

gatlas esszé

ICso/Ki

nagy ateresztéképességi

kevés a szubsztrat prébaként
alkalmazhaté gydgyszer

(Homolya 1993; Hollo 1996)
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6. abra A legfontosabb in vitro esszék miikddési elve. (A) A vezikularis transzport esszé a
kiforditott vezikulakba torténé ATP-fliggé transzportot méri. (B) Az ATPaz esszét a
transzporttal kapcsolt vanadat fiiggé ATP hidrolizist detektalja. (C) A festéktranszport esszé
a legtdbb esteben gatlas esszéként funkcional. Elényds megvaldsitasban a festék nem
fluoreszcens formaja a szubsztratja a transzporternek, tehat a fluoreszcencia sejthez kotott.
A transzporter gatlasaval né a fluoreszcencia. (D) A vektoridlis transzport esszé kétféle
megvaldsitasban hasznalatos. A kétiranyd esszében a két iranyban mért latszélagos
permeabilitasi koefficiens aranya, az efflux arany (efflux ratio (ER)) jelzi a szubsztrat jelleget.
Apikalis efflux transzporter esetén ER = Pgpyp-a / Pagpas-s 2 2. A mérés egyiranyban is
elvégezhetd, ahol a specifikus gatldszer jelenlétében és tavollétében mért értékek jelzik a

transzporter hozzajarulasat.

2.6.2 In vivo modszerek

Az in vitro rendszerek alkalmasak arra, hogy viszonylag gyorsan informaciot adjanak
arrél, hogy egy adott gydgyszerjeldlt kdlcsonhat-e a vizsgalt transzporterrel. Nem
valaszoljak meg viszont azt a kérdést, hogy fizioldgias korilmények kozott az adott
kOlcsonhatas jelent6s-e. Ennek tisztazasa érdekében szikséges az in vivo

vizsgalatok elvégzése.
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Ezeket a vizsgalatokat egerek esetében a leggyakrabban transzgénikus és knock-
out, valamint természetes mutans allatok felhasznalasaval végzik (Klaassen and Lu
2008; Robey 2010). Komoly potencialt hordoznak magukban az ugynevezett
humanizalt egerek, mert itt a human fehérje in vivo preklinikai vizsgalatara van
lehetéség (Patterson 2008; Jiang 2011). Patkanyok esetében a természetes mutans
allatok alkalmazasa mellett specifikus gatlészer jelenlétében végrehajtott kisérlet a
kézenfekvd opcio, bar a transzgenezis technolégiaja ma mar patkanyokban is

lehetéséget ad knock-out allatok eléallitasara (Izsvak 2010).

2.7 Transzporterek jelentésége a gyogyszerek ADMETox sajatsagaiban

A disszertacioban targyalt transzporterek jelentéségére gyogyszerek ADMETox
sajatsagainak meghatarozasaban el6szor in vitro vizsgalatok hivtak fel a figyelmet.
Victor Ling laborjaban azt talaltak, hogy colchicinnel szelektalt kinai hércsdg ovarium
(CHO) sejtvonal rezisztenssé valt tovabbi citosztatikumokra is (Juliano and Ling
1976). Tovabbi vizsgalatok azt mutattdak meg, hogy a rezisztens sejtek
membranjaban egy 170 kDa molekulasulya glikozilalt fehérje halmozodott fel, és
ezen fehérje mennyisége korreldl a rezisztenciaval. Mivel ez a fehérje limitalta a
citosztatikumok latszélagos membran permeabilitasat, elnevezték ,Permeability
glycoprotein”™nek (P-gp). A P-gp-ét (ABCB1), egy évtizeddel késébb Riordan

laboratériumaban klénoztak és nevezték el mdr1-nek (Ueda 1986).

Bar az elsé monografia a digoxin és a quinidin egyuttes alkalmazasanak veszélyeirél
mar 1950-ben napvilagot latott (Gold 1950), a két gyogyszer kozotti
gyogyszerinterakcio értelmezésére majd harom évtizedet kellett varni. Leahy és
munkatarsai 1978-ban irtak le azt a megfigyelésiket, hogy digoxin és quinidin
egyuttes adagolasa esetén a szérum digoxin koncentraciok tdbb mint a duplajara
néttek (Leahey 1978). Az mdria ” egereken végzett elsd kisérletek igazoltak a
transzporter hatasat a digoxin ADME sajatsagaira (Schinkel 1995). Kiléndsen
dramai volt a génkiltés hatasa az agyi penetraciora, ahol 35-55—sz6ros ndvekedést
lattak. Az ABCB1 szerepét a digoxin — quinidin interakcidban knock-out egér
felhasznalasaval végul 1999-ben sikerult igazolni (Fromm 1999). Sikerult

megmutatni, hogy a quinidin felfiggeszti a digoxin vektoridlis transzportjat LLC-
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MDR1 sejteken, valamint a quinidin — digoxin kolcsOnhatas eltiinik mdria "

allatokban. Mivel a digoxin klinikan és in vitro sejtes tesztekben is ABCB1-fiiggé
ADME sajatsagokat mutat, raadasul egy szlk terapias indexd gyégyszer, a molekula
jelenleg is az ABCB1 transzporter preferalt szubsztrat probaja ugy az in vitro, mint a
klinikai tesztekben (Giacomini 2010).

A legutébbi idékig els6sorban klinikai megdfigyelések vezettek oda, hogy
transzporterek szerepét tételezzik fel gydgyszerek ADMETox sajatsagainak
alakitasaban. A ma legfontosabbnak tartott transzportereket a kétezres évek
kdzepéig klonoztak, igy ma mar megfelelé és specifikus in vitro rendszerek allnak
rendelkezésre, hogy a transzporter kolcsOnhatdsok szempontjabdl elénytelen
molekulakat kiszirjék. A tesztelésre vonatkozé regulacios javaslatok is publikalasra
kerlltek (EMA-Guidance 2010; Giacomini 2010; FDA-Guidance 2012).

A transzporter - gyogyszer kolcsonhatasoknak klinikai kovetkezményei akkor vannak,
ha a betegben egy olyan transzporter varians illetve mutans expresszalddik, melynek
aktivitasa kisebb az atlagosnal, illetve komedikacié esetében az egyik gydégyszer
(elkovetd/perpetrator) a transzporter kozvetlen gatlasaval avagy a transzporter
expresszio modulalasaval befolyasolja a masik gyogyszer (aldozat/victim) ADMETox

sajatsagait.

2.7.1 Transzporter polimorfizmusok

A transzporterekben megfigyelhetd genetikai valtozékonysag egyes esetekben a
vadtipusu valtozathoz képest részleges vagy teljes funkciovesztésben nyilvanul meg.
Transzporter polimorfizmusok vagy mutaciok ennek kovetkeztében sok esetben
genetikailag 06rokl6dé betegségek kialakulasahoz vezetnek influx és efflux
transzporterek esetében egyarant (Gottesman and Ambudkar 2001; Degorter 2012).
A masik hatasa a transzporterek genetikai valtozékonysaganak a gyogyszerek eltérd
ADMETox sajatsagaiban figyelheté meg. Az efflux transzporterek esetében néhany
ismert példaja van a csdkkent transzporter aktivitasnak (Degorter 2012; leiri 2012).
Altalanossagban, az apikalis membranokban expresszalédé ABC transzporterek
csOkkent aktivitasa megnovekedett intesztinalis abszorpciot, megndvekedett BBB
penetraciét és csokkent exkrécidt von maga utan. Mindez a plazma gyogyszerszintek

emelkedésével jar.
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Az ABCG2 fehérje nem-szinonim (Q141K) c.421C>A (rs2231142) polimorfizmusa a
legjobban dokumentalt. Bar nem egyértelmd, hogy a varians a vadtipushoz képest
kisebb atviteli szammal rendelkezik-e (Sparreboom 2005), vagy csak a stabilitasa
csokkent mértéki (Kondo 2004), esetleg a fehérje plazma membranba térténé
transzportja sérult (Urquhart 2008), az igazoltnak latszik, hogy ez a varians kisebb
aktivitasu in vivo. Bar a sulfasalazin, az egyik ABCG2 szubsztrat préba esetében
expozicié novekedésérél ellentmondasos adatok lattak napvilagot, kdzel egy tucat
gyogyszer esetében a c.421C>A polimorfizmus az expozicid ndvekedésével jart
(Degorter 2012; leiri 2012).

Az ABCB1 esetében sok polimorf valtozat létezik. Kilonésen a ¢.3435T>C varianst
illetve a ¢.2677G>T/A (rs2032582; S893A), c¢.3435T>C (rs1045642, 11145]
haplotipust vizsgaltak kimeritéen meggy6z6é eredmények nélkul (Degorter 2012; leiri
2012).

A tovabbi apikalis efflux transzporterek kozil az ABCC2-nek ismert sok variansa. A
csokkent ABCC2 aktivitdas emberben a Dubin-Johnson szindromahoz vezet, ami az
ABCC2 szubsztrat bilirubin-glikuronidok defektiv canalicularis transzportjahoz,
kovetkezésképp konjugalt bilirubinémiahoz vezet (Paulusma 1997). A defektiv
ABCC2 gént hordozé emberekben kimutathaté volt a szubsztrat gyoégyszerek
emelkedett plazma szintje is (Gradhand and Kim 2008).

A legismertebb ABCC4 SNP a c¢.2269G>A (rs3765534; E757K) a fehérje plazma
membranba térténd csokkent transzportjaval és ennek kdvetkeztében az ABCC4
szubsztrat tiopurinok hemopoetikus sejtekben vald fokozott felhalmozddasaval és

fokozott myeloszuppresszidval jar (Krishnamurthy 2008).

A hepatocyta illetve a PT epithel basolateralis membranjaban expresszalddo influx
transzporterek polimorf valtozatait tanulmanyoztak a legtdbbet. Ezekrdél a
variansokrol is elmondhatd, hogy a vadtipushoz képest csokkent aktivitasuak. Mivel
ezek a transzporterek altalaban szubsztratjaik biliaris vagy renalis exkrécidjanak
sebességmeghatarozd |épését katalizaljak, a variansokat hordozé emberekben
magasabb plazma szintek mérheték (Degorter 2012). Ugyanakkor hepatotoxikus
vagy nephrotoxikus gyogyszerek esetében ezekben a paciensekben csokkent

szoveti toxicitassal talalkozunk (Degorter 2012).
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A legtobbet tanulmanyozott polimorfizmus az SLCO1B1 ¢.521C>T varians
(rs4149056; V174A). Tobb mint 20 gyogyszer szubsztrat farmakokinetikajat
tanulmanyoztak ¢.521C>T varianst expresszaldo betegeken (Niemi 2011). Nem
minden szubsztrat esetében talaltak valtozast, ami azt jelenti, hogy egy masik
transzporter, legnagyobb valdszinliséggel az SLCO1B3 kiegyenlité hatasa elfedi az
SLCO1B1 ¢.521C>T aktivitasvesztését. A szintén a majban expresszaldédd
SLCO1B3 polimorfizmus kdvetkezményei kevésbé egyértelmiiek. Az egyetlen kivétel
a docetaxel indukalta leukopenia a variansokat expresszald japan pacienseken

(Kiyotani 2008), bar ugyanezt kaukazusi populacion nem figyelték meg (Baker 2009).

A PT epithel anion felvételéért felelés SLC22A6 és SLC22A8 transzporter
polimorfizmusok nem vezettek dokumentalt valtozasokhoz a gydgyszer szubsztratjaik
farmakokinetikajaban illetve farmakolégiai hatékonysagaban (Degorter 2012). Bar
egy kozelmultbeli tanulmany szerint szerint az SLC22A6 és SLC22A8 gének
a szubsztrat hydrochlorothiazid vérnyomascsokkentd hatasanak meértékével (Han
2011).

2.7.2 Gyogyszerkolesonhatasok

Transzporter medialt gyogyszerkdlcsénhatasok a transzporterek fontossaganak
legbiztosabb jelei és komoly kockazatat hordozzak a gyogyszer-indukalta
toxicitasnak, mellékhatasoknak. A gyodgyszerkdlcsdnhatasok alapulhatnak kozvetlen
gatlason/potencirozason vagy a génexpresszio modulalasan. A génexpresszid
modulalasa nem relevans a bemutatasra kerulé kisérletes munka szempontjabdl,

ezért nem kerdl itt sem targyalasra.

2.7.2.1 Kozvetlen gatlason alapulé kolesonhatasok
Kbzvetlen gatlason alapuld kolcsonhatasok fontossagat jelzi, hogy a

gyogyszerkdlcsdnhatasi potencialt modellezé in vitro gatlas esszék ma mar legalabb
akkora fontossaguak, mint a szubsztrat tesztek.

Az efflux transzportereken keresztll megvalosuld gyégyszerinterakciokra szamos
példa ismert. Ezek a példak elsésorban az ABCB1 fehérjén torténd interakciok.
Jellemzdje ezeknek az interakcidknak, hogy oralisan adott gyogyszerek esetében a

plazma szintek megemelkedése maximum 2-3-szoros. Az agyi szintek viszont ennek

42



dc_350 11

a tobbszorosere emelkedhetnek. A meérések jellege miatt errél kevés adat van
emberben. A liquor gyogyszerszintek mérésére lehetéség nyilik emberek esetében
is, azonban a vér—liquor gat epithelben az ABCB1 a liquor felé transzportalja az
anyagokat, igy a liquor szintek nem feltétlendll feleinek meg az agyi extracellularis tér
szintjeinek (Urquhart and Kim 2009). Az in vivo allatkisérletek azonban egyértelmien
azt mutatjak, hogy az agyi szintek Iényegesen jobban megnének, mint a plazma
szintek (Schinkel 1994). A transzporterek szerepét a human vér—-agy gatban
elsésorban képalkotd eljarasokkal végzett vizsgalatokkal mutattak meg (Eyal 2009;
Kreisl 2010; Bauer 2012). Az ABCG2 fehérje kolokalizalodik az ABCB1 fehérjével. Az
ABCG2 transzporteren létesllé gyodgyszerkdlcsdnhatasok hatasat ezért elsésorban
olyan szubsztratok esetében lehet latni, amik nem, vagy nem nagy sebességgel
transzportalodd szubsztratjai az ABCB1-nek (Enokizono 2007a; Enokizono 2008). A
klinikai ABCG2-medialt gyogyszerkdlcsonhatasok szama limitalt. A klasszikus példa
a topotecan — GF120918 kolcsdnhatas. Bar a topotecan ABCB1 szubsztrat, az
ABCG2 c.421C>A polimorfizmus hatassal van a topotecan plazma szintjeire, tehat az
ABCG2 hatasa jelentés (Sparreboom 2005). A legfontosabb transzporter medialt

gyogyszerkolcsOnhatasokat a 4. tablazat tartalmazza.

Az influx transzporterek esetében a legfontosabb példak az SLCO1B1 és SLCO1B3
fehérjéken létrejovd kolcsdnhatasok. Ezek a fehérjék a meghatarozoi a statinok
majba torténd felvételének (Watanabe 2010), ezért a legtobb itt Iétrejovd gatlo
kdlcsbnhatas dramai médon emeli az érintett statin plazma szintjét. A cyclosporin A
okozta gatlas tobb statin esetében is jelentds, akar 7-10-szeres ndvekedést okozhat
az expozicidban (AUC) és maximalis plazma koncentracioban (Cmax). A legjobban
ismert nem statint érinté kdlcsonhatdas az SLCO1B1 fehérje vonatkozasaban az
endothelin receptor antagonista bosentannal mint aldozattal kapcsolatos. A
cyclosporin A egyuttes adagolasa a bosentan plazma szintjeinek 30-szoros
koncentracié novekedésével jart (Treiber 2007), holott a bosentant metabolizald
CYP3A4 gatlasa alapjan csak kb. kétszeres plazma szint emelkedés lett volna
varhaté. In vitro mérések alapjan azt feltételezik, hogy a megfigyelt
gyogyszerinterakcié jelentés részben az SLCO1B1 influx transzporteren torténik. Az
SLCO1B3 transzporteren Iétrejové gyogyszerkdlcsdnhatasok analégok az SLCO1B1
fehérjén létrejové kdlcsonhatasokkal. A gydgyszerek szubsztrat spektrumaban van

némi kuldnbség (4. tablazat). Transzfektansokon kapott in vitro adatok azt mutatjak,
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hogy a gydégyszerkdlcsonhatasoknak egy olyan formaja is Iétezik, amikor az elkdvetd
gyogyszer noveli az aldozat gyoégyszer transzportjat. Oralis diabétesz elleni szerek,
mint a rosiglitazone potencirozta a pravastatin SLCO1B1 és SLCO1B3 Altali
transzportjat (Bachmakov 2008). Ezeket az adatokat eddig klinikai megfigyelések

nem tamasztottak ala.

A basolateralisan elhelyezkedd renalis influx transzportereken is jelentés
gyogyszerkolcsdnhatasok figyelheték meg. A kélcsénhatasok kdvetkezménye itt is a
plazma szintek és az expozicid (AUC) megndvekedése. Az anion transzporterek

esetén a probenecid a leggyakoribb elkdvet6 (4. tablazat).
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disszertacio témakodrébe tartozo transzportereken

gyégyszerkolcsdnhatasok a

Transzporter Aldozat Elkovetd gyégyszer Farmakokinetikai Referencia
gyogyszer kovetkezmény

ABCB1 Digoxin Itraconazol AUC 1,7x, CIR 0,8x (Jalava 1997)
Digoxin Quinidin serum conc 2,5x (Mordel 1993)
Digoxin Atorvastatin AUC 1,15x (Boyd 2000)
Digoxin Valspodar AUC 3,0x, CIR 0,2x (Kovarik 1999)
Digoxin Ranolazin AUC 1,6x (Jerling 2006)
Digoxin Dronedaron AUC 2,6x (Deneer and van Hemel 2011)
Loperamid Quinidin AUC 2,5x (Sadeque 2000)
Loperamid Tipranavir / Ritonavir AUC 0,5x (Mukwaya 2005)
Talinolol Erythromycin AUC 1,5x (Schwarz 2000)
Talinolol Ver (verapamil) AUC 0,76x (Schwarz 1999)

ABCB1/ Doxorubicin GF120918 AUC 1,2x (Planting 2005)

ABCG2

ABCB1/ Topotecan GF120918 AUC 2,4x (Sparreboom 2005)

ABCG2

ABCB1/SLCO Aliskiren Atorvastatin AUC 1,47 (Vaidyanathan 2008)

ABCB1/SLCO Fexofenadin Ver AUC 2,5x (Yasui-Furukori 2005)

ABCG2/ Rosuvastatin Cyclosporin A (CsA) AUC 7,0x (Simonson 2004)

SLCO1B1

SCLO1B1 Bosentan Lopinavir/Ritonavir AUC 5-48x (Dingemanse 2010)
Glyburid Rifampin AUC 2,3x (Zheng 2009)
Pravastatin CsA AUC 9,8x (Neuvonen 2006)

SLCO1B1/ Pravastatin Clarithromycin AUC 2,1, (Jacobson 2004; Seithel 2007)

SLCO1B3

SLCO1B3 Pitavastatin CsA AUC 4,6x (Neuvonen 2006)
Rosuvastatin CsA AUC 7,1x (Neuvonen 2006)

SLCO Fexofenadin grapefruit juice AUC 0,58x (Dresser 2005)
Rosuvastatin Lopinavir/Ritonavir AUC 2,1x (Kiser 2008)

SLC22A6 Acyclovir Cimetidin AUC 1,2x, CIR 0,78x | (De Bony 2002)
Cephradin Probenecid AUC 2,9x (Welling 1979)
Oseltamivir Probenecid AUC 2,5x, CIR 0,5x (Hill 2002)

SLC22A6-8 Acyclovir Probenecid AUC 1,42x (De Bony 2002)
Cidofovir Probenecid AUC 1,5x (Cundy 1995)
Dicloxacillin Probenecid AUC 1,8x, CIR 0,3x (Beringer 2008)
Famotidin Probenecid AUC 1,8x, CIR 0,4x (Inotsume 1990)
Furosemid Probenecid AUC 2,7x (Vree 1995)

AUC 1,5x= AUC 50%-al nétt

CIR 0,3x= clearance 70%-csokkent
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2.8 Transzporterek és novényi hatéanyagok

A ndvények metabolomjaban hagyomanyosan sok a farmakolégiailag aktiv molekula
(Gertsch  2011). A ndvényekb8l szarmazé hatdéanyagok kozétt sok a
daganatterapidban alkalmazott szer (Mishra and Tiwari 2011; Shynu 2011; Pan
2012), de az alkaloidok, antoxidansok széles skalajat hasznaljak kulénbdzé
kardiovaszkularis (Babu and Liu 2008), s6t CNS indikaciokban (Roth 2004) is.

A gyoégyszerkutatas/fejlesztés egyik kiemelkedéen fontos bemenetét alkotjak a
noveényekbdl izolalhatd hatéanyagok. Bar ezek szerkezetiukben tobb jellegzetes
eltérést mutatnak a szintetikus molekulaktdl, az elfoglalt kémiai tér jelentés részben
atfed és ugyanazok a transzporterek relevansak. A névényi hatéanyagok ADMETox

vizsgalatara ugyanazok a vizsgalati modszerek hasznalatosak.

A vizsgalatok specialis eseteiben a transzporterek terapias célpontok. llyen a
multidrog rezisztencia (MDR) esete, amikor az eredeti elmélet szerint efflux
transzporterek magas expresszidjanak kovetkeztében a gyogyszerek hatékonysaga
csokken. Az MDR-t kivédend6 gatlészerek (un. revertald agensek) alkalmazasa
lehetséges. Az utdbbi idében jelentés szamu publikacio irt le gatléoszer sajatsaggal

rendelkezd természetes eredetll molekuldkat (Molnar 2010).

Ugyanezen a jelenségen alapulnak az étel — gyogyszer interakcidk, melyek
meghatarozasa mar manapsag is kotelezd része a gyodgyszerfejlesztésnek.
Amennyiben az ételek kismolekuldas komponensei gyogyszerek enterocytak
apikalis/luminalis influx transzportereinek aktivitasat gatoljak, ugy altalaban az
abszorpciét is gatoljak. Ha a gatlas az apikalis/luminalis efflux transzportereken
torténik, az interakcié az abszorpciot segiti. A grapefruitlé 20-60%-al novelte klinikan
az ABCB1 szubsztrat cyclosporin A AUC értékét (Huang and Lesko 2004). A
furanokumarin (bergamottin, dihidrobergamottin) mentes grapefruitiének nem volt
hatasa a cyclosporin A AUC-ra (Paine 2008). A Caco-2 sejteken végzett
permeabilitas vizsgalatok igazoltak a transzporter gatlast, hiszen a grapefruitlé
ndvelte az A-B latszélagos permeabilitasi egyutthatd értékét, mig a furanokumarin
mentes grapefruitiének nem volt hatasa. A szintén ABCB1 szubsztrat fexofenadin
esetében viszont a varakozassal ellentétben a grapefruitlé 63%-al csokkentette a

plazma AUC értékét (Dresser 2002). Transzfektansokon végzett vizsgalatok

46



dc_350 11

igazoltak, hogy a fexofenadin szubsztratja az enterocytak lumenalis doménjében
expresszalodd SLCO1A2 fehériének (Glaeser 2007), és a grapefruitlé gatlasért
felel6s hatéanyaga a naringin (Bailey 2007). Az étel-gyogyszer kdlcsénhatasok tehat

megvalosulhatnak ugy az efflux mint az influx transzportereken.

A ndvényi hatéanyag kutatasnak specialis esetei azok a vizsgalatok, ahol a névényi
hatbanyag abszorpcidjanak javitdsa az cél. A hesperidin (hesperetin-7-O-rutinozid,
egy ramnoéz szarmazeék) nagyon rosszul szivodik fel, mivel a ramnoéz jelenléte miatt
nem szubsztratia a enterocytakban apikalisan elhelyezked6 natrium-figgé glukéz
transzporternek (sodium-glucose-cotransporter 1 (SGLT1). A ramnéz eltavolitasa a
hesperidindaz enzim segitségével az SGLT1 szubsztrat hesperetin-7-O-glukozidhoz

vezet, ami szignifikdnsan jobban felszivodik.

2.9 Transzporterek toxikoldgiai relevanciaja

Egy kozelmultban végzett becslés szerint kdrnyezetliinkben mitegy 97 ezer kemikalia
talalhatd, amelyeknek mindéssze 2%-a (1800) gyégyszer (Muir and Howard 2006).
Ezek a szamok azt mutatjak, hogy a gyogyszereken kivll az egyéb vegyszerek
okozta terheléssel is meg kell birkdznia az emberi szervezetnek. Ez a terhelés
jelentds, mégha a szervezetinket ér§ egyszeri doézisok alatta is maradnak a
gyogyszer doézisoknak. A kdzelmult kutatasai egyre intenzivebben foglalkoznak a
kérnyezetszennyezd anyagok és human transzporterek kolcsdnhatasaval. A
transzporter profil hasonldé a gybgyszerek transzportjaban szerepet jatszé
transzporterekkel. Ebben annak is lehet szerepe, hogy csak a gyogyszerek
transzportjaban szerepet jatsz6 fehérjékre vannak kész, kereskedelemben is

hozzaférhet6 reagensek, tesztek.

Altalanossagban elmondhaté, hogy a fékuszban az efflux transzporterek alinak,
hiszen a tanulmanyok az emberi szervezet toxikus anyagokkal szembeni védelmi
mechanizmusaira koncentralnak. Masrészt a kornyezetszennyezd anyagok kozott
nagy szamban vannak magas passziv permeabilitasu szerek, amelyek influx
transzporterek nélkul is felszivdbdnak és bejutnak a szdvetekbe, és oft
felhamozddhatnak. Kuilénésen igaz ez azokra a kemikdliakra, melyen nem
metabolizalédnak. A kornyezetlnket karositdé anyagok jelentés része a felszini

vizekkel a tavakba, tengerekbe, 6ceanokba jutnak. A bejutott toxikus anyagokkal
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szemben a tengeri el6lények efflux transzporterek indukciojaval védekeznek. A
hatasért részben felelés ABCB1 fehérjével homolog fehérjék expresszidjat sikerilt
azota tobb tengeri el6lényben kimutatni. Az is igazolast nyert, hogy a fehérje
expresszioja korrelal a kdrnyezeti szennyezés mértékével (Shuilleabhain 2005). Az
alacsonyabb passziv permeabilitasu kdrnyezetszennyezd anyagok kozott talalhatok
olyanok, melyek influx transzportereket vesznek igénybe a szdveti penetraciéhoz. A -
tobbek kdzott- haztartasi cikkek fellletkezelésére hasznalt perfluorozott karbonsavak
majba és vesébe torténd felvételében, s6t a vesében torténd reabszorpcioban is
szerepet jatszanak az SLCO és SLC22 csaladokba tartozé anion influx
transzporterek novelve ezzel a hepato- és nephrotoxicitas lehet6ségét. Tovabbi
példa az arzenat, az anorganikus arzén természetben legnagyobb mennyiségben
jelenlévé formaja az SLC34A2 (NaPi-llb) foszfat transzportereken keresztil szivédik
fel a bélbdl (Villa-Bellosta and Sorribas 2008). A vesében torténé reabszorpcio is egy
foszfat transzporteren keresztul valésul meg (Csanaky and Gregus 2001). Az arzénit
glutation-fliggd biliaris transzportjaért a patkanyban az Abcc2 a felelés (Kala 2000).

Az analdg funkcidt in vitro a human ABCC2 is ellatja (Carew and Leslie 2010).

A toxikus anyagok kozott megtalalhaték azok a vegyuletek, melyek nem célzott
kémiai szintetézissel készlilnek. Ide tartoznak a taplalékban talalhatd, részben a
taplalékok elkészitésekor keletkezd toxikus vegyuletek, valamint a terményeken
talalhaté kulénb6zé mikroorganizmusok altal termelt toxinok. A taplalékbdl szarmazo
karcinogének (Schutte 2006; Enokizono 2008) és a gombak altal termelt toxinok (van
Herwaarden 2006; Meier-Abt 2007; Evers and Chu 2008) influx és efflux
transporterek kozremikodésével kerlilnek felvételre illetve szekréciora. Ezeknek a

kolcsonhatasoknak a részletezése tulmutat a disszertacio keretein.

A kornyezetszennyezd anyagok és toxinok tehat ugyanazokat az utvonalakat (influx
transzporterek) hasznaljak, mint a gyoégyszerek és novényi hatdanyagok, és az
emberi szervezet is hasonlé eszkdzdkkel (efflux transzporterek és metabolikus

enzimek) védekezik ellenik.
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3 Célkitizések

Célul thztik ki egy transzporter modszertanra épulé metodikai platform kialakitasat,
validalasat és az in vitro — in vivo modszerek korrelacios analizisét. A kisérletes
munka a modszereket gydgyszermolekuldk vizsgalatara optimalizélja. Azonban a
moddszerek ndvényi hatdbanyagok és toxikus anyagok vizsgalatara is alkalmazhatok.
Az élelmiszeriparban és a vegyiparban ezek a vizsgalatok még nem részei a kutatas-
fejlesztési paradigmaknak, de a szakmai tarsadalom és az élelmiszer és
gyogyszerhatésagok részérdl is figyelmet kap. A metodikai platform abban is

specialis, hogy 6tvozi az in vitro és in vivo mddszereket. Részletes célok:

3.1 Expresszios rendszerek optimalizalisa gyégyszer — transzporter
kolecsonhatasok vizsgalatara.

Mivel az in vitro vizsgalatok egy része heteroldg expresszios rendszerben, a célzott
fehérjét tultermel6 sejtekben, membranokban térténik, a nem ,fiziologias” hatasok /
molekularis kdrnyezet értékelése, korrekcidja vagy korrelaciéba vétele fontos. cél volt
olyan tesztrendszer kifejlesztése, amely szabadalmaztathatdé, és széleskori
gyakorlati alkalmazast nyer. A dolgozatot megalapozé, ebben a témaban relevans
kdézlemények: (Glavinas 2007; Pal 2007a; Pal 2007b; Glavinas 2008; Kis 2009a; Kis
2009c; Kis 2011).

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

A gyogyszer — transzporter kdlcsonhatasok tesztelésére tobb tesztrendszer és esszé
alkalmazhat6. Az adott rendszer Kkorlatainak megértése, az eredmények
érvényességi tartomanyanak definidlasa volt az egyik célunk ezekkel a
vizsgalatokkal. A szubsztrat probak és referencia inhibitorok meghatarozasa,
jellemzése volt a masik cél. A terllet viszonylagos Ujszer(isége miatt a
gyogyszerhatdésagok sem tudnak mindenre kiterjedé pontos ajanlasokat tenni.
Ezekkel a tanulmanyokkal megfontolasra méltd adatokat, javaslatokat szerettiink

volna szolgaltatni. A dolgozatot megalapozo, ebben a témaban relevans
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kézlemények: (Heredi-Szabo 2008; Kis 2009b; Beery 2011; Glavinas 2011; Szeremy
2011)

3.3 Invitro esszérendszerek alkalmazasa transzporter — gyégyszer
kolcsonhatasok kinetikai jellemzésére.

Az alkalmazhaté esszérendszerek fluggnek a kérdésfeltevéstél, a molekula
fizikokémiai tulajdonsagaitdl, és a bioldgiai tesztrendszer limitaciditol. Az alkalmazasi
példak egy-egy aspektusra vilagitanak ra. A dolgozatot megalapozd, ebben a
témaban relevans kozlemények: (Lespine 2006; Jani 2009; Lespine 2009; Rajnai
2010; Jani 2011).

3.4 Invitro esszérendszerek alkalmazasa novényi hatoanyagok és
kornyezetszennyezo anyagok transzportrerekkel valo kolesonhatasanak
azonositasara és jellemzésére.

A vizsgalt névényi hatéanyagok mindegyike tartalmaz fenolos funkciot. Ezeknek
sajatossaga a gyors fazis || metabolizmus. Ezekben a munkakban tehat sok alacsony
passziv permeabilitasi konjugatummal dolgoztunk. Az ilyen alacsony passziv
permeabilitasu  vegyulletek transzporterek segitségével képesek atjutni a
membranokon. Vizsgalataink ezeknek a transzportereknek az azonositasat célozzak.
A dolgozatot megalapozd, ebben a témaban relevans kdzlemények: (Zhang 2007a;
Oosterhuis 2008; Brand 2011; Wong 2011; Zhang 2011).

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

A gyoégyszerkutatasban fontos elem a human és allati fehérjéket expresszalé in vitro
rendszereken mért adatok korrelacidja (fajspecificitas), valamint az in vitro adatok in
vivo adatokkal valé6 megfeleltetése (in vitro — in vivo correlation (IVIVC)). Célszerl a
kildnb6z6 rendszereken végzett vizsgalatokat ugyanazon a szubsztrat probak és
referencia inhibitorok felhasznalasaval végezni. A rendelkezésre all6 tesztrendszerek

felhnasznalasaval ezekre mutatunk példakat. A dolgozatot megalapozé, ebben a
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témaban relevans koézlemények: (Heredi-Szabo 2009a; Heredi-Szabo 2009b;
Jemnitz 2010; Sziraki 2011).
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4 Anyagok és modszerek

Az Anyagok és moddszerek fejezet a kisérleti munka tételes leirasat tartalmazza. A
szbveges részek a kisérleti protokol 1épéseit és megfontolasait irjak le. A pontos
paraméterek tablazatokba foglalva talalhatok. A disszertacibban szamszeriien benne
foglalt eredményekhez tartoz6 modszerek kerllnek itt leirasra.

4.1 Anyagok

A felhasznalt membranok a Solvo Biotechnoldgiai Zrt (Szeged, Magyarorszag)
termékei. Az 5.1.1 fejezetben hasznalt (Glavinas 2007; Pal 2007b) MXR-M membran
egy, az ABCG2 fehérjét tulxpresszald sejtvonalbdl készilt. A sejtvonal identitdsa a
Solvo Biotechnolégiai Zrt Uzleti titkanak mindsul. Az ezzel a membrannal készult
kisérletek reprodukalasa illetve Uj Kkisérletek elvégzése lehetséges, hiszen a
membranok megvasarolhatok a Solvo Biotechnologiai Zrt-t6l. A kifejlesztett,
szabadalmaztatott, koleszterinnel dusitott membranok nevében a HAM (High Activity
Membrane) utoétag szerepel. A specidlis reagensek (ellenanyagok, radioaktiv
molekulak) specifikacidja, és szarmazasi helye megtalalhatd a disszertacié alapjaul
szolgalo kozleményekben. A gyodgyszer, gyodgyszerjeldlt molekulak, noveényi
hatébanyagok és metabolitjaik valamint peszticidek egy részét Kkollaboracios
partnereink szintetizaltak, mig egy masik részét és az egyéb vegyszereket a Sigma-
Aldrich Kft-t6l (Budapest, Magyarorszag) vasaroltuk. A betijellel jelzett standard
pufferek Osszetételét nem részletezem, azok megegyeznek az irodalomban
leirtakkal.

4.2 Sejtvonalak, tranziensen transzfektalt sejtek és primer sejttenyészetek

Az MDCKIl szuléi sejtvonalat Dr. Kai Simons-t6l (Max Planck Intézet, Drezda,
Németorszag, az ABCG2-vel transzfektalt MDCKII sejtvonalat (MDCKII-BCRP)
Professzor Heyo Klaus Kroemer-t6l (Greifswaldi Egyetem, Greifswald,
Németorszag), az ABCB1-el transzfektalt MDCKIl sejtvonalat (MDCKII-MDR1)
Professzor Sarkadi Balazstél (Orszagos Gydgyintézeti Kozpont) és Dr. Németh
Katalintél (Orszagos Vérellatd Szolgalat) kapta a Solvo Biotechnolégia Zrt. Az
SLCO1B1 és SLCO1B3 transzfektalt Chinese Hamster Ovary-K (CHO-K) sejtvonalak
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Professzor Bruno Stiegertél (Zurichi Egyetem, Zurich, Svajc) szarmaznak. A Caco-2
sejtvonalat az American Tissue Type Collection-t8l vasarolta a Solvo Biotechnolégia

Zrt. A 293H sejtvonal az Invitrogentél (Carlsbad, Kalifornia) keriltek beszerzésre.

A sejteket 37°C-on 5% CO,- és 100% paratartalmu inkubatorban tartottuk. A sejtek
passzalasa a nemzetkdzi gyakorlatban elfogadott, leirt standard szdvettenyésztési
modszerekkel tortént. A sejtvonalak tenyésztési korulményeit az 5. tablazat

tartalmazza.

A 293H sejtek a transzfekcio el6tti napon poly-L-lizinnel bevont 24-kutas lemezekre
lettek killltetve 1.2 X 10° sejt/kat sejtszamban. A pCMV-XL6 vektorba klénozott
cDNS-ek (2 pg) 3 pl Fugene HD-vel 100 pl Opti-MEM-ben lett elegyitve. Tizennyolc
perc szobahémérsékleten vald inkubalas utan 25 pl transzfekcios komplex/kut kertlt

a sejtekre. A mérés 22-24 éraval a transzfekciot kovetden tortént.

A primer hepatocyta kulturat a Semmelweis Egyetem Transzplantaciés Klinikajarol
kapott majakbdl izolaltuk. Kivétel nélkll transzplantaciéra alkalmatlan szerveket
hasznaltunk. A felhasznaldas a Regiondlis Magyar Kutatasi és Etikai Bizottsag
engedélyével tortént. A szovetet elbszor perfundaltuk kalcium-mentes, EGTA-t
tartalmaz6 Earle-féle pufferrel, majd EGTA-mentes Earle-féle pufferrel. Végul
kalcium- és IV-es tipusu kollagenaz tartalmu Earle-féle pufferrel nyertik ki a sejteket
(Heredi-Szabo 2009a). A patkany szdvetbél is a fenti perfuziés médszerrel nyertik ki
a hepatocytakat. A majak 200-250 gramos him Wistar patkanyokbdl (Charles River,
Budapest, Magyarorszag) szarmaztak. A sejtek viabilitasa 90% folott volt. A kulturat
vektoridlis transzport kisérletekben hasznaltuk. A hepatocytakat (2x10°) 30 mm-es
patkany farokbdl nyert | tipusu kollagénnel (0,15 ml, 1,6 mg/ml) kezelt Petri
csészékbe Ultettik Williams tapfolyadékban (5% FCS, 100 nM inzulin, 2,5 pg/mi
amphotericin B, 0,1 mg/ml gentamicin, 30 nM Na,SeOs, 0,1 uM dexamethason). 24
oraval kés6bb a tapfolyadékot eltavolitottuk, és a sejtekre patkany farokbdl nyert
jéghideg, neutralizalt | tipusu kollagént (1,5 mg/ml, pH 7,4) rétegeztink. Negyvenot
perccel kés6bb a fenti Osszetételi Williams tapfolyadékot rétegeztink a kultura
tetejére. A kulturat vektoridlis transzport kisérletekben hasznaltuk.
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A vektorialis transzporthoz hasznalt patkany agyi endothel kulturahoz (Rat Brain
Endothelial Culture (RBEC)) az endothel sejteket 2-hetes patkanyokbdl izolaltuk
(Wilhelm 2007). A pericytakat kezeletlen Petri csészékbe killtetett cerebralis
mikrokapillarisokbdl nyertuk, mig a glia kultarat ujszilott patkanyokbdl készitettuk, és
poly-L-lizinnel kezelt csészékben kultivaltuk. A pericytakat a 12-kutas Transwell
lemezek (0,4 pm; 1,5X10* sejt/filter) hatoldalara Ultettiik ki. A kdvetkezé napon az
endothel sejteket Ultettlik a filterekre. A konfluencia elérése utan kiegészitettik a
tapfolyadékot hydrocortizonnal (550 nM), CPT-cAMP-vel (250 uM) és RO-201724-el
(17,5 uM) és 24 orara glia kulturat tartalmazé edénybe helyeztik. A kulturat

vektorialis transzport kisérletekben hasznaltuk.

5. tablazat A sejtvonalak tenyésztési kérilményei

Sejtvonal Alap tapfolyadék Antibiotikum Szérum Egyéb kiegészitd
Caco-2 DMEM 10 pg/ml penicillin- | 10% (V/V) héinkativalt FBS 2 mM L-glutamin,
sztreptomicin 1% nemesszencialis
aminosavak
CHO-K MIX MEM 10 pg/ml penicillin- | 10% (V/V) héinkativalt FBS 2 mM L-glutamin,
-OATP1B1 és | (Hank's F12 sztreptomicin 50 pg/ml Proline
-OAPT1B3 :DMEM, 1:1)
HEK293 és MIX MEM medium | 10 pyg/ml penicillin- | 10% (V/V) h&inkativalt FBS 2 mM L-glutamin,
HEK293- (Hank’s streptomicin
BCRP F12:DMEM, 1:1)
HL60-MRP1 Advanced RPMI 10 pg/ml penicillin- | 10% (V/V) héinkativalt FBS -
1640 streptomicin
K562 és Advanced RPMI 10 pg/ml penicillin- | 10% (V/V) héinkativalt FBS 2 mM L-glutamin,
K562- MDR 1640 streptomicin
LLCPK1- Medium199 10 pg/ml penicillin- | 10% (V/V) héinkativalt FBS G418 (400g/L),
mdr1 streptomicin
MCF7-MX EMEM 10 pg/ml penicillin- | 10% (V/V) héinkativalt FBS 2 mM L-glutamin,
streptomicin 1% nemesszencialis
aminosavak
0.01 mg/ml bovine
insulin
MDCKII és EMEM 10 pg/ml penicillin- | 10% (V/V) héinkativalt FBS 2 mM L-glutamin,
MDCKII- streptomicin 1% nemesszencialis
MDR1 aminosavak
MDCKII-
BCRP
PLB985 és Advanced RPMI 10 pg/ml penicillin- | 10% (V/V) héinkativalt FBS 2 mM L-glutamin,
PLB985- 1640 streptomicin
BCRP
293H DMEM 50 U/mL penicillin— | 10% (V/V) héinkativalt FBS 1% nemsszencialis
streptomycin aminosavak,
25 mM glikéz

4.3 A logP és logD7 4 szamitasa

A logP és logDy7 4 értékeket a MarvinSketch 5.3 szoftver (ChemAxon, Budapest,

Magyarorszag) segitségével szamoltuk.
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4.4 Fehérjetartalom meghatarozasa

Thermo Scientific Kit alkalmazasaval, szinreakcié segitségével hataroztuk meg a
mintak fehérje tartalmat. A fehérje peptid-kdtései a Cu?* ionokat Cu* ionokka
redukalijdk. A Cu® ionok mennyisége aranyos az oldatban jelenlévs fehérje
mennyiségével. A Cu” ionok a bicinkoninsav (bicinchoninic acid (BCA)) molekulakkal
lila szinl kelatot képeznek, amely kolorimetriasan detektalhaté 562 nm-en. Az

abszorpciés méréseket FluoStar Optima fotométer készilék segitségével végeztik.

4.5 Western blot

A fehérjéket 10%-os natrium-dodecyl-szulfat poliakrilamid gél elektroforézissel (SDS-
PAGE) szeparaltuk, majd polivinilidén-difluorid (PVDF) membranra (Immobilon-P,
Millipore, Bedford, MA) transzferaltuk 350 mA &ramer6sség mellett a gyartd
Utmutatasai alapjan. A membrant blokkoltuk foszfat pufferben (Phosphate Buffered
Saline (PBS); 5% zsirmentes tejpor, 0,5% bovin szérum albumin (Bovine Serum
Albumin (BSA)), 0,05% Tween 20) minimum 2 6ran at szobahémeérsékleten. Majd a
blokkold pufferben kezeltik az 1. ellenanyaggal 2 6ran at szobahdémérsékleten. Az
ABCG2 fehérje detektalasahoz BXP-21-es ellenanyagot (Abcam, Cambridge,
Egyesult Kirdlysag)hasznaltunk 1:1000 higitdsban, mig az ABCB1 fehérje esetén a
C-219 (Abcam, Cambridge, Egyesult Kiralysag) ellenanyag 1:3000-es higitasat
alkalmaztuk. A 3X10 perces mosas (PBS, 0,05% Tween 20) utdn a membranokat
kezeltik egér-elleni IG-HRP masodik ellenanyag (Sigma-Aldrich, St Louis, Mo)
1:5000-szeres higitasaval 1 éran at, szobahémérsékleten. Mostuk, mint fenn, és az
ECL Western Blotting Detection System kittel (GE Healthcare, Buckinghamshire,
Egyesdult Kiralysag) hivtuk elé.

4.6 Membran esszék

Hagyomanyos ATPaz esszé

ATPaz esszét a Sarkadi és munkatarsai altal korabban leirt moédon végeztik
(Sarkadi 1992). A megfelel6 mennyiségli membranszuszpenziét 50 mM MOPS-Tris,
50 mM KCI, 5 mM Na-azid, 2 mM DTT és 0,1 mM EGTA-Tris tartalmu elegyben a
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tesztelendd molekulak jelenlétében el6inkubaltuk 37°C-on. A tesztanyagok
alkalmazott koncentraciéja az abrakban, tablazatokban illetve a megjelent
kozleményekben kerll leirasra. A reakciot 5 mM Mg-ATP oldat hozzaadasaval
inditottuk el. Az adott transzporternek megfelel§ inkubacids idét kdvetéen a reakcidt
5%-os SDS oldattal allitottuk le. A keletkez6 P; mennyiségét 16,5 mM ammonium-
heptamolibdat, 7,5%-os aszkorbinsav és 3,75 mM cink-acetat oldat-elegy
segitségével hataroztuk meg. A reakcioelegyet 20 percig 37°C-on inkubaltuk, majd
az optikai denzitast 690 nm-en mértik. A disszertacié altal felhasznalt kisérleti
munkak némelyikében alkalmazott PREDEASY kitek a hagyomanyos ATPazon
alapulnak, a kapott eredmények egyenértékiiek, ezért nem valasztottam kilon a

leirasokat sem. Az ATPaz esszé jellemzd paramétereit a 6. tablazat tartalmazza.

6. tablazat Az ATPaz esszé jellemz6 paraméterei

Transzporter Membran (ug/lyuk) | Inkubacios idé Referencia szubsztrat | Referencia inhibitor
(perc) (koncentracio) (koncentracid)
ABCB1
15 40 ver CsA
(40 M) (40 M)
ABCC1 N-ethyl-maleinimid- 878
40 60 glutation (NEM-GS) 100 uM
(10 mM) (100 uM)
ABCC2 i
15 60 sulfasalazin BZB
(100 pM) (100 pM)
ABCC3
10 60 BZB CsA
(50 pMm) (40 M)
ABCG2 i
10 40 sulfasalazin Ko134
(10 pM) (1 uM)
egér Abcb11-HAM 8 15 taurokenodeoxykolat CsA
(TCDC) (100 pM) (40 pM)
Kontroll membran
(ABCB1) 15/10 40/30
Kontroll membran
(ABCC1, ABCC2, 45/15/10 60
ABCC3)
Kontroll membran
(ABCG2) 10 40
egér Abcb11-HAM 8 15

Hagyomanyos VT

A kiforditott (inside-out) vezikulakat is tartalmazé membranszuszpenziét a megfelelé
esszé elegyben -amely tartalmazta a transzportalt szubsztratot is- 4 mM ATP
jelenlétében és hianyaban 37°C-on inkubaltuk. A tesztanyagok alkalmazott
koncentracidja az abrakban, tablazatokban illetve a megjelent kdzleményekben kerul
leirasra. A reakcidokat 200 upl hideg mosépufferrel allitottuk le. Ezt kovetéen a

reakcidelegyeket 1 um pérusmeretl B tipusu Uvegszal szlirdt tartalmazd lemezeken
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(Millipore, Bedford, MA, USA) szirtuk at, és 5x200 ul hideg mosé pufferrel mostuk. A
filtereken maradt radioaktivitast folyadékszcintillator segitségével mértik, az ATP-
fuggd transzportot pedig az ATP-t tartalmazd és nem tartalmazo lyukakban mért
értékek kulonbségébél szamoltuk (Microbeta Trilux, Wallac, Turku, Finnorszag). A
disszertacid altal felhasznalt kisérleti munkak némelyikében alkalmazott PREDIVEZ
kitek a hagyomanyos VT-on alapulnak, ezért nem valasztottam kilon a leirasokat

sem. A hagyomanyos VT esszé jellemzé paramétereit a 7. tablazat tartalmazza.
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7. tablazat A hagyomanyos VT esszé jellemz6 paraméterei

Memb / 1d6 / Referencia Referencia
Membran Esszé puffer Mos6 puffer Tlyuk erc (szubsztrat (inhibitor
Ha'ly P koncentr) koncentr.)
ABCB1 10 mM Tris-HCI, 250 mM 10 mM Tris-HCI, 250 mM szukroz, 50 3 N-metil-quinidin verap
szukr6z, 10 mM MgCl, 100 mM NaCl (NMQ) (2 uM) (100 pM)
ABCB1 10 mM Tris-HCI, 250 mM 10 mM Tris-HCI, 250 mM szukroz,
kontroll szukréz, 10 mM MgCl 100 mM NaCl 50 3 NMQ (2 uM) -
46,5 mM MOPS-Tris, 65,1 . MK571
ABCC1 mM KCl, 7 mM MgCl, 40 mM MOPS-Tris, 70 mM KCI 50 1 LTC4 (50 nM) (150 uM)
ABCC1 .
46,5 mM MOPS-Tris, 65,1 .
kontroll mM KCI, 7 mM MgCl, 40 mM MOPS-Tris, 70 mM KCI 50 1 LTC4 (50 nM) -
46,5 mM MOPS-Tris, 65,1 T E>17BG (50 pM) BzB
ABCC2 mM KCl, 7 mM MgCl, 40 mM MOPS-Tris, 70 mM KCI 50 8/1 ILTC, (100 uM)
ABCC2 46,5 mM MOPS-Tris, 65,1 . E»17BG (50 uM) .
kontroll mM KCI, 7 mM MgCl 40 mM MOPS-Tris, 70 mM KCI 50 8/1 ILTC,
46,5 mM MOPS-Tris, 65,1 . E.17BG BZB
ABCC3 mM KCI, 7 mM MgCl, 40 mM MOPS-Tris, 70 mM KCI 50 2 (1 uM) (100 uM)
ABCC3 46,5 MM MOPS-Tris, 65,1 . E;178G
kontroll mM KCl, 7 mM MgCl, 40 mM MOPS-Tris, 70 mM KCI 50 2 (1 uM) -
ABCC4 46,5 mM MOPS-Tris, 65,1 50 mM Tris, 10 mM MgCl,, 250 50 8 DHEAS MK571
mM KCl, 7 mM MgCl, mM szukréz, 0,02% BSA (0.02 uM) (150 uM)
ABCC4 46,5 mM MOPS-Tris, 65,1 50 mM Tris, 10 mM MgCl;, 250 50 8 DHEAS R
kontroll mM KCI, 7 mM MgCl, mM szukrdz, 0,02% BSA (0.02 uM)
10 mM Tris-HCI, 250 mM
5 y 10 mM Tris-HCI, 250 mM szukréz, E3S(1 uM)/ Ko134
ABCG2 szukréz, 10 mM MgCl,/ ’ ? 25/50 1/4
o~ 100 mM NaCl MTX(100 mM) (1 uM)
ABCG2 10 mM Tris-HCI, 250 mM 10 mM Tris-HCI, 250 mM szukréz, 25/50 14 E3S(1 uMy )
kontroll szukréz, 10 mM MgCl, 100 mM NaCl MTX(100 mM)
2 mM Hepes-Tris, 100 mM 10 mM Tris-HCI, 100 mM KNOs, taurokolat
ABCB11 KNOs, 10 mM Mg(NOs), 50 mM szukroz, 103,5 M TC 50 5 @ M) CsA (20 uM)
ABCB11 2 mM Hepes-Tris, 100 mM 10 mM Tris-HCI, 100 mM KNOs, 50 5 taurokolat }
kontroll KNO3, 10 mM Mg(NOs3), 50 mM szukréz, 103,5 yM TC (2 uM)
Patkany 2 mM Hepes-Tris, 100 mM 10 mM Tris-HCI, 100 mM KNO3, 50 5 taurokolat CsA (100
Abcb11 KNOs, 10 mM Mg(NO), 50 mM szukréz, 103,5 uM TC (2 uM) uM)
P atkeny 2 mM Hepes-Tris, 100 mM | 10 mM Tris-HCI, 100 mM KNOs, 5 5 taurokolat )
kontroll KNOj3, 10 mM Mg(NOs3), 50 mM szukréz, 103,5 yM TC (2 uM)
Egér Abcb11 2 mM Hepes-Tris, 100 mM 10 mM Tris-HCI, 100 mM KNO, 50 5 taurokolat CsA (100
KNOs, 10 mM Mg(NO), 50 mM szukréz, 103,5 uM TC (2 uM) uM)
Egér Abcb11 2 mM Hepes-Tris, 100 mM 10 mM Tris-HCI, 100 mM KNOs, 50 5 taurokolat )
kontroll KNOj3, 10 mM Mg(NOs3), 50 mM szukréz, 103,5 yM TC (2 M)
igg{n n 2 mM Hepes-Tris, 100 mM 10 mM Tris-HCI, 100 mM KNO3, 50 5 TCDC CsA (100
HAM KNO3;, 10 mM Mg(NO3), 50 mM szukréz, 103,5 yM TC (2 uM) uM)
o 2 mM Hepes-Tris, 100 mM | 10 mM Tris-HCI, 100 mM KNOs, 5 5 TCDC )
HAM Kontroll KNOs, 10 mM Mg(NO3), 50 mM szukréz, 103,5 uM TC (2 uM)

Fluoreszcens VT:

A hagyomanyos VT-hez hasonldéan kiviteleztik azzal a kllénbséggel, hogy az

alkalmazott szubsztratok fluoreszcens molekuldk. A tesztanyagok alkalmazott
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koncentraciéja az abrakban, tablazatokban illetve a megjelent kbzleményekben kerdl
leirasra. A sz(rékon, igy a vezikuldkban maradt fluoreszcens molekulakat a
megfelel6 detektor oldattal leoldottuk, majd a fluoreszcens jelet mértik. A

fluoreszcens VT esszé jellemzé paramétereit a 8. tdblazat tartalmazza.

8. tablazat A fluoreszcens VT esszé jellemz6 paraméterei

Transzporter Esszé Mosé Detektor Alkalmazott Inkubacios Referencia Referencia
puffer puffer puffer membran id6 (perc) szubsztrat inhibitor
mennyiség (koncentracio) (koncentracio)
(ugllyuk)
ABCC2 46,5 mM 40 mM 1N NaOH -
’ boxy-dichloro-
MOPS-Tris, | MOPS-Tris, carboxy-dichioro
fluorescein BZB
651mM | 70 mM KCI 40 30 CDCF
KCl, 7 mM (ebek) (150 M)
MgCl, (7,5 uM)
Kontroll 46,5 mM 40 mM 1N NaOH
membran MOPS-Tris, | MOPS-Tris, CDCF
(ABCC2-h6z) 65,1 mM 70 mM KClI 40 30 -
KCl, 7 mM (7.5 uM)
MgCl,

Membran esszé adatok értékelése

A vezikularis transzport kisérletekben a Km és Vmax €rtékeket a Michaelis-Menten
egyenletbdl (1) szamitottuk, miutan a Hill abrazolasbdl megallapitottuk a kétéhelyek
szamat.
(1)
v - Vo x[8]

Ky +[5]

ATPaz esszében és a gatlas esszékben a vizsgalt molekula altal kivaltott hatast a (2)
egyenlet alapjan szamoltuk ki:
(2)

Vmax — Vmin

(logEC50—x)+*h
1+10

v=Vmin+

ahol v az aktivitas , Vmin=minimalis aktivitas, Vmax=maximalis aktivitas, ECso= az 50%-
os hatashoz tartozé koncentracio, x= a tesztanyag koncentracio logaritmusa, ny= a

kooperativitast jellemzé Hill-szam.
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A VT esszé esetében a K, értékek meghatarozasara a Cheng-Prusoff képletet (3)

hasznaltuk:
3)
IC
K, = 50
1+B
K

m

ahol K= az inhibitor affinitasat jellemzd paraméter, IC50= az 50%-0s gatlashoz
tartozé inhibitor koncentracid, S= a szubsztratkoncentracid, K,= a szubsztrat

affinitasat jellemzd paraméter.

4.7 Sejtes esszék

Influx esszé

A mérélemezre killtettink a sejtvonalra optimalizalt szamu sejtet. Az egy vagy két
napig (sejtvonal-figgd) tenyésztett sejtekrél leszivtuk a tapfolyadékot, és kétszer
mostuk lyukanként 100 pl HK pufferrel. A mosas utan lyukanként 50-50 pl
szubsztratot prébat valamint gatlészerrel vagy tesztanyagot tartalmazé
reakcidelegyet adtunk. A tesztanyagok alkalmazott koncentracidja az abrakban,
tablazatokban illetve a megjelent kdzleményekben kerll leirasra. A sejteket az
esszébedllitasnal meghatarozott ideig inkubaltuk. A reakciét hideg puffer
hozzaadasaval allitottuk le, majd a sejteket hideg pufferrel kétszer mostuk. Ezt
kovetéen zsebenként a sejteket 50 yl NaOH vagy MeOH hozzaadasaval, 10 percig
37 °C-on lizaltuk. A felvett anyagmennyiséget fotométer készilékkel (FluoStar
Optima, BMG Labtech, Offenburg, Germany), folyadék szintillaciés moddszerrel
(Microbeta Trilux, Perkin Elmer, Waltham MA) vagy Agilent Series 1100 HPLC
keszlléken tortént, amihez egy egyszeres quadrupole rendszerl tdmegspektrométer
detektor (MSD) van sorbakotve (Agilent Technologies International SARL, Morges,

Switzerland). Az influx esszék legfontosabb paramétereit a 9. tablazat tartalmazza.
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9. tablazat Az influx esszék legfontosabb paraméterei

Sejtvonal Transzporter Expresszios Vizsgalt anyag /gatloszer Meghatarozas Szamolt érték
rendszer mdédja
293H SLC22A6 / Tranziens PAH (25 uM) HPLC Transzportalt
OAT1 transzfekcio Hidroxifahéjsav és szarmazékai mennyiség/gat-
(0,1-1000 pM) 1as (%)
293H SLC22A7 / Tranziens PAH(25 uM) HPLC Transzportalt
OAT2 transzfekcio Hidroxifahéjsav és szarmazékai (2- mennyiség/gat-
100 pM) las (%)
293H SLC22A8 / Tranziens 5-carboxifluorescein (100 pM) Fluoreszcens Transzportalt
OAT3 transzfekcio Hidroxifahéjsav és szarmazékai detector, HPLC mennyiség/gat-
(0,1-1000 uM) las (%)
293H SLC22A11/ Tranziens 5-carboxifluorescein (100 pM) Fluoreszcens Transzportalt
OAT4 transzfekcio Hidroxifahéjsav és szarmazékai (2- detector, HPLC mennyiség/gat-
100 uM) 1as (%)
CHO SLCO2B1/ Stabilan E3S/baicalein és baicalein- Folyadék gatlas (%)
OATP1B1 transzfektalt glikuronid (1 és 10 uM) szintillacié
CHO SLCO1B3/ Stabilan Fluo-3/ baicalein és baicalein- Fluoreszcens gatlas (%)
OATP1B3 transzfektalt glikuronid (1 és 10 uM) detector,
MDCKII SLCO2B1/ Stabilan E3S/ baicalein és baicalein- Folyadék gatlas (%)
OATP2B1 transzfektalt glukuronid (1 és 10 uM) szintillacié

Vektorialis transzport esszé

Sejtvonalakon

Az MDCKIl alap és transzfektalt sejteket 24-lyuku Millipore monolayer lemezre
Ultettik (Millicell 24, A=0.7 cm?, PCF 0.4 pm, Millipore, Carrigtwohill, irorszag) és 3
napig 37°C-on 5% CO,- és 100% paratartalmu inkubatorban tartottuk. A kisérlet elétti
napon friss tapfolyadékot adtunk a sejteknek. A Caco-2 sejteket (30-65 passzazs
szam) Kkollagénnel (patkany farokbdl nyert | tipusu kollagén, Sigma) bevont
CO2- és 100%

inkubatorban tartottuk. Minden harmadik nap friss tapfolyadékot adtunk a sejteknek.

membranra Ultettlk és 21 napig 37°C-on 5% paratartalmu
A kisérlet el6tt 37°C-ra melegitett HBSS-sel kétszer mostuk a sejteket és 15 percig
enyhe razatas melett 37°C-on inkubaltuk. A monolayer kialakulasat a transzepithel
elektromos ellenallas (transepithelial electrical resistance (TEER)) mérésével
ellendriztik a kisérlet megkezdése el6tt.

A vizsgalt anyagokat altalaban dimetil-szulfoxid (DMSO) térzsoldatbdl higitottuk, a
DMSO végsd koncentraciéja nem haladta meg a 0,5 V/V%-ot. A kisérlet soran
meértuk az A-B és B-A iranyu anyagmozgast. A vizsgalat kezdetekor a donor
kompartmentbdl, valamint bizonyos id6k6zdnként a receptor kompartmentbdl mintat

vettink (100 pl) és meghataroztuk a vizsgalt anyag- vagy a referencia anyag
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koncentracidjat fluoriméterrel, folyadékszintillatorral vagy LC-MS-sel. A kérdéses
anyag latszolagos permeabilitasi egyutthatéjat 4. egyenlet alapjan szamitottuk:
4)
dQ 1
ap — 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 koncentraci6 a donor
oldalon. A B-A és A-B iranyokban mért P,y,-0k aranya az un. efflux arany, amivel a
transzporter aktivitas jellemezhet6. A vektoridlis transzport esszék legfontosabb

paraméterei a 10. tablazatban vannak felsorolva.
Primer hepatocyta szendvics kulturan

A hepatocita szendvics kulturat el6allitasat a 4.2 fejezetben irtam le. A patkany
sejteket 2 nap a human sejteket 5 nap szendvics kulturaban val6 kultivalas utan
hasznaltuk. A hepatocytakhoz jel6lt szubsztrat probat adtunk HBSS-ben, majd 10
percig 37°C-on 5% CO,- és 100% paratartalmu inkubatorban tartottuk. Ezutan a
puffert eltavolitottuk, a sejteket 3x2 ml jéghideg Ca**, Mg?*-mentes HBSS-el mostuk.
Majd 0,5 ml, a modulatort tartalmazé standard vagy Ca?*, Mg®*-mentes HBSS-t
adtunk a sejtekhez. A puffert 20 perc inkubalas utan eltavolitottuk, és a
radiokaktivitast mértik. A nem-specifikus kotést a sejtek nélkdli, 2 réteg kollagénnel
kezelt Petri-csészékhez valé kotédésbél szamoltuk. A kisérlet tovabbi paraméterei

10. tablazatban és a 32. abran vannak feltlintetve.

Primer patkany agyi endothel kulturan

Az RBEC kultura el6allitasat a 4.2 fejezetben irtam le. Az RBEC kisérletekhez az
endothel és pericyta kulturat tartalmazo lemezeket kivettik a glia kulturat tartalmazé
edényekbdl. A filtereket Ringer-HEPES oldattal mostuk, és a mérést a sejtvonalakra
leirt modszer szerint végeztlk. A kisérletek paraméterei a 10. tablazatban valamint a

33. abran vannak megadva (Sziraki 2011).
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10. tablazat A vektorialis transzport esszék legfontosabb paraméterei

Sejtvonal Transzporter Vizsgalat Vizsgalt anyag Meghatarozas Szamolt érték
moédja (koncentracio)/gatlészer moédja
MDCKII és ABCG2 / BCRP Szubsztrat Chlorothiazid(100uM) HPLC-MS Papp, ER
Caco-2 esszé
Caco-2 ABCB1/MDR1 gatlasesszé 3H-digoxin (20 uM) / Acetochlor, Folyadék A-B
Alachlor, Metachlor (100 pM) szcintillacié permeabilitas
MDCKII ABCB1/ MDR1 Szubsztrat Seliciclib (5pM) HPLC-MS Papp
esszé (id6fliggés)
MDCKII ABCB1/ MDR1 Szubsztrat Quinidin (10uM) HPLC Papp
esszé (ido6fliggés)
MDCKII ABCB1/ MDR1 gatlas esszé Digoxin (5uM)/LY335979 és PSC8333 és | Folyadék Papp , ER
quinidin szcintillacio
Hepatocyta ABCC2/Abcc2 / Gatlas esszé °H-E2-17B8G (1 uM) / indomethacin Folyadék Billiaris efflux
szendvics MRP2/Mrp2 (10,100, 1000 pM), probenecid (50, 250, szcintillacié (%; kontroll
kulttra 2500 puM), BZB ((1,10 uM), sulfasalazin 100%)
(10, 100 M)
RBEC Abcb1a / Mdr1a Szubsztrat quinidin (0,1 yM, 1 pCi/ml) / Ly335979 (1 Folyadék Papp , ER
esszé uM); PSC833 (1 pM) szcintillacié

Festéktranszport esszék

Calcein esszében az ABCB1 funkcié méréséhez ABCB1-et tulexpresszald K562-
MDR, MDCKII-MDR1 vagy hCMEC/D3 mig az ABCC1 funkci6 méréséhez az
ABCC1-et tulexpresszaldo HL60-MRP sejtvonalat hasznaltuk. Hoechst esszében, az
ABCG2 funkcido 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 észterazok az AM csoport hasitasaval
fluoreszcens calceint hoznak létre, ami mar membran impermeabilis. A calcein-AM
az ABCB1 és ABCC1 transzporterek szubsztratja. A transzportereket tulexpresszalé
sejtekben tehat alacsony a fluoreszcencia. A transzporterek teszt molekula altali
gatlasa megndvekedett sejt-asszocialt fluoreszcenciaval jar. A kisérlet soran a

termelddd szabad calcein mennyiségét detektaljuk az idé fliggvényében.

A Hoechst 33342 festék a dupla szalu DNS-el fluoreszcens adduktot képez, amelyet
fluoriméterrel detektalhatunk (Adhikary 2000). A festékmolekula szubsztratja az
ABCG2 transzporternek. A transzportert tulexpresszald 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 fuggvényében.
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A sejteket Hank’s puffeben mostuk, majd meghatarozott sejtszamban és térfogatban
kitettlk 6ket 96-lyuku lemezre és Hank’s oldatban 37°C-on 30 percig inkubaltuk a
specifikus inhibitor/vizsgalt anyag jelenlétében.

A Calcein esszénél a sejteket 100 pl térfogatban inkubaltuk és a reakciét 100 pl 250
nM calcein-AM-et és BSA-t tartalmazé Hank’'s oldat hozzaadasaval inditottuk. A
sejtek fluoreszenciajat 8 percen at kovettik 485 nm excitacios 538 nm emisszios
beallitas mellett.

A Hoechst esszé reakciojat hasonlé médon, de 15 percig kovettik 350 nm excitacios
és 460 nm emisszios beallitas mellett.

A viszgalt anyag dézis-hatas gorbéjét az 5. egyenlet alapjan rajzoltuk meg.

_ Rdrog —Ralap £100

Gatlas (%)
R max — Ralap

ahol az R4rog az aktualis tesztanyag adott koncentracidjahoz jeloli, az Raap a gatioszer
nélkuli kontrollhoz, az Rnax pedig a maximalis gatlashoz tartozd fluoreszencia-id6é
meredekséget jeldlik. Az Rmax értékeket referencia inhibitorokkal allapitottuk meg, ez
Calcein esszénél verapamil (60 uM), Hoechst esszénél Ko134 (300 nM) volt.

A gatlas% - bemérési koncentracié gorbére a 2. egyenletnek megfeleld fuggvényt

illesztettiink, amibdl ICsy értékeket kaptunk.
Citotoxicitas esszé

A mikrotiter lemezekre 200 pl tapfolyadékban meghatarozott szamu sejtet dltettink
ki, amelyeket 24 o6ran keresztul 37°C-os 5% CO,-t tartalmazé inkubatorban
tartottunk. Ezt koévetéen a DMSO-ban oldott molekulakat tapfolyadékban elére
higitottuk és 50 ul-ben adtuk a sejtszuszpenziohoz. A kontrollok ebben az esetben
csak DMSO-t tartalmazé tapfolyadékot kaptak. Az inkubacié 96 éran keresztl tartott
37°C-os 5% CO2-t tartalmazé inkubatorban. A MDCKIl és MDCKII-MDR1
sejtvonalak esetében a kiindulasi sejtszam 1x10* sejt/kat, a HL60 és HL60-MDR1,
valamint a K562 és K562-MDR sejtvonalaknal pedig 5x10* sejt/kut volt. A 96 dra
elteltével az él6 sejtek aranyat MTS reakcid segitségével hataroztuk meg a gyarté
altal ajanlott kisérleti kérilmények mellett (Promega, Madison, WI, USA). A kapott
értéekeket abrazoltuk az alkalmazott drogkoncentraciék fliggvényében és

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

szamitasokat -ha masként nem jelezzuk- paratlan t-prébaval végeztuk

4.8 In vivo esszék

Epevezeték kanlilaciés technika alkalmazasa a canaliculéris efflux transzportereken
tértend gyogyszer interakciok vizsgalatara

A kisérletekhez sziikséges allatokat (250-300 g-os Wistar him patkanyok) a Charles
River Magyarorszag Kft-t6l (Budapest, Hungary) szereztiik be. Az allatokat a kisérlet
megkezdése elbtt legalabb egy hétig temperalt hémérsékletl allatszobaban tartottuk
12 6ras megvilagitas/sotét ciklus beadllitasa mellett, vizhez és taphoz korlatozas
nélkali hozzajutassal. A kisérletek elétti nap délutanjatél az allatokat éheztettik
vizmegvonas nélkil. A kisérleti nap reggelén urethan altatas (1 g/kg; ip) mellett
elkllonitettlik az epevezetéket és bevezettik a kanult (Fine Bore Polythene Tubing
800/100/200; Smiths Medical Int. Ltd.).

A sikeres epevezeték kanulalast kovetéen az allatok intraperitonealisan 300 ul
fiziologias sooldatban nyomijelzett transzporter szubsztratot (*H-E2-17BG) és
kllonb6zé transzporter modulatort, a kontroll allatok a szubsztratot és a modulator
vehikulumat kaptak. A kezelést kovet6 els6 két 6raban az epegylijtés 10 percenkeént,
a kovetkezd 2 6raban 20 percenként, majd tovabbi 1 6raban 30 percenként elére
lemért csbvekbe tortént. A folyadékhaztartas egyensulyanak fenntartasahoz az
allatok oranként 2 ml fiziolégias séoldatot kaptak sub cutan. A gyljtécsdveket ujra
lemértiik, majd a mintak °*H-E2-17BG szintjét folyadékszintillacids szamlalo
segitségével hataroztuk meg. A nyers adatokbdl a kovetkezd paramétereket
szamitottuk ki: i.) Az epemintakban |évd jelzett szubsztrat radioaktivitasat (dpm/mg
epe); ii.) a szubsztrat kumulativ exkrécidjat (dozis %-ban); iii.) az epefolyas
sebességét (mg/10 perc). Valamennyi mitéti és kezelési eljaras az MTA Kozponti

Kémiai Kutatointézetének Allatetikai Bizottsaga jovahagyasaval keriilt alkalmazasra.
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Epevezeték kanlilacios technika alkalmazéasa baicalein-gliikuronid biliaris clearance

vizsgalatara

A kisérletekhez hasznalt 260-280 grammos him Sprague-Dawley patkanyok a Hong
Kongi Kinai Egyetem Laboratériumi Allat Ellatd Centrumtdl keriiltek beszerzésre. Az
allatokat a kisérlet megkezdése elétt legalabb egy hétig temperalt hémérsékletl
allatszobaban tartottuk 12 6ras megvilagitas/sotét ciklus beallitasa mellett, vizhez és
taphoz korlatozas nélklli hozzajutadssal. A kisérletek elétti nap délutanjatél az
allatokat éheztettik vizmegvonas nélkul. Az allatok altatasa 60 mg/kg ketamin és 6
mg/kg xylazin elegy intramuscularis injekciojaval tértént. A jobb oldali vena jugularis,
a vena femoralis és az epevezeték kanulalasa utdn a baicalein glukuronidot (1,1
mg/kg) intravénasan adtuk. A vérmintakat a dozirozast kévetéen (0,25, 0,5, 1, 3, 10,
30 és 60 perckor, az epe mintakat a 0-15, 15-30, 30-45, 45-60 és 60-75 perces
intervallumokban gydijtottuk. A plazma és epe mintakat baicalein glukuronid tartalmat
glikuronidaz emésztés utan mért baicalein mennyiségébdl hataroztuk meg HPLC UV
kromatografiaval (Zhang 2011).

Mikrodializis technikék alkalmazasa a vér—agy gaton térténé gyogyszer interakciok
vizsgalataban

A Kkisérletekhez szikséges allatokat (280-360 g-os Wistar him patkanyok) a
ToxiCoop Kft-t6l (Budapest, Hungary) szereztik be. A kisérleteket minden esetben a
laboratériumi  allatokkal végzett munkalatok nemzetkdzileg meghatarozott
iranyelveinek/el6irasainak kdvetésével, az Allategészségiigyi Igazgatésag altal

kibocsajtott hatésagi engedély alapjan végeztuk.

A kisérletek dont6 tobbségében két-szondas mikrodializis technikat alkalmaztunk
kloral hidrattal altatott allatokon. Egy adott vizsgalati anyag fehériéhez nem kotott
frakcidjanak az agyba valé bejutasanak és a vér—agy gaton térténd gydgyszer
kolcsbnhatasok kdzvetlen meghatarozasara ez a technika a legcélravezetébb. A
technikaval egyidejlileg gytijtink periférias (vena jugularis) és agyi (frontalis cortex)
dializatum mintakat. Az eljarasok soran a széles korben alkalmazott mikrodializis

technikak eszkozeit nemzetkozileg elismert cégektél (CMA, Microbiotech) szereztuk
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be. A jobboldali nyaki vénaba CMA/20-as tipusu periférias mikrodializis szondat
uUltettink be, a frontélis kortexbe pedig CMA/12-es az agyi mikrodializis szondat
helyeztink be. Az agyi szonda szterotaxikus készulékben torténé behelyezésénél a
bregmahoz viszonyitott -a Paxinos patkany agy-atlasz (Paxinos and Watson 1998)
alapjan valasztott- koordinatak a kdvetkezék: AP = +3.0 mm, ML = 1.5, DV =-4.5. Az
allatok megfeleld testhémérsékletét rektalis hémérén keresztlil szabalyozott

elektromos fités melegitélap (CMA/150) segitségével biztositottuk a kisérlet alatt.

Az altatott allatos kisérletek némelyikénél két agyi mikrodializis szondat és egy vénas
szondat Ultettink be, s az un. retrodializis technikat alkalmaztuk. A retrodializis
kisérletekben a masik oldali frontalis cortexbe is belltettiink egy agyi mikrodializis
szondat. A retrodializis technika segitségével lehetévé valik egy-egy transzporter

« s

esetén.

A két- ill. harom-szondas mikrodializis technikat alkalmaztuk nem-altatott allatokon is.
llyen kisérleteknél az elsd |épés az un vezetb-kanul beépitése az adott agyteriletbe
a tényleges mikrodializis kisérlet el6tt 4 — 8 nappal. llyen kisérleteknél a periférias
mikrodializis szondat a kisérletet megel6z6 nap délutanjan Ultettik be a nyaki

vénaba, altatas mellett.

Az altatott allatos kisérleteknél a traszporter szubsztrattal és az inhibitorral valé
kezelés a combvénaba elhelyezett kanuldon keresztul tortént. A retrodializis
kisérletekben az inhibitort és annak vehikulumat a perfuzios folyadékkal juttattuk az
adott agyteruletbe. Az éber allatos kisérletben a kezelések intraperitonealis adagolas
mellett torténtek. A dializatum mintak gyujtése a kezelés el6tti -120 — 90 perctdl a
kezelést kovetd 210 — 300 perces id6szakban tortént altalaban 1,0 ul/perc-es
aramlasi sebességet alkalmazva. Az agyi szondakat mesterséges cerebrospinalis
folyadékkal (CSF), a vena jugularisban elhelyezett szondakat pedig periférias
folyadékkal (PPF) perfundaltuk CMA 102 microdialysis pumpa segitségével. A
mintakat 300 — pl-es polietilén csdvekbe gyujtottuk amelyeket a gydjtési periédus
végén szarazjégbe helyeztink. A kisérlet végén a periférids és agyi dializatum
mintakat -70 °C-os mélyhitébe helyeztik s taroltuk a bioanalitikai laborba vald

szallitasig.

67



dc_350 11

A dializatum mintak quinidin koncentracidinak meghatarozasa HPLC-vel kombinalt
fluoreszcens detektoros modszerrel tortént. Az agyi és vénas dializatumok quinidin-
szintjeinek nyers adataibdl koncentracié — id6 gérbéket Microsoft Excel és MicroCal
Origin programokkal készitettik. Ez utdbbi segitségével hataroztuk meg a gorbe
alatti tertleteket (AUC) is.

Az egyes kisérleti csoportokbdl szarmazé AUC, Cmax és AUCagy/AUCvér aranyok
statisztikai kiértékelése ANOVA, ill az azt koveté Duncan teszt segitségével tortént. A
kisérleti csoportok vénas és agyi értékeinek 0Osszehasonlitasat pedig t-teszt

segitségével végeztik.
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5 Eredmények

Az egyes alfejezeteiben az adott munka rovid bevezetését, kérdésfelvetését koveti a
legfontosabb kisérleti eredmények leirdsa szdveges, tablazatos és abra formaban.
Az egyes alfejezetek az eredmények értelmezésével és egy rovid konkluzidval
zarulnak. A disszertacio altal lefedett cikkek azon adataira, melyek nem keriltek be a
disszetacioba a referencia és azon belll az abra illetve tablazat megadasaval

hivatkozom.

Kollaboraciés munkak esetén a konkrét eredményeket leird alfejezetek elején, a
jelzett labjegyzetben listazom azokat a vizsgalatokat melyek kollaborald partnereink
végeztek és azokat a vizsgalatokat, melyek a Solvonal készlltek. Az egyes
tanuimanyokat a koézleményben levelez6 szerz6 partner kezdeményezte. A
vizsgalatok tervezése, az eredmények értékelése és a kdzlemények kéziratainak
elkészitése kd6z6s munka eredménye, amiben a levelez6 szerz6 partner jatszott

vezetd szerepet.

5.1 Expresszios rendszerek optimalizalasa gyogyszer — transzporter
kolcsonhatasok vizsgalatara

A gyogyszer — fehérje kdlcsdnhatasok in vitro tesztelésénél mindig kritikus kérdés a
specificitas. Az egyik legegyszeriibb médja a specificitas biztositasanak a fehérje
magas expresszidja egy heteroldg rendszerben, ahol az endogén fehérje ,hattér’
expressziojaval nem kell szamolni. A baculovirus — rovarsejt rendszer sok tekintetben
megfelelt ennek, hiszen kivételesen magas expressziét ad és nincs emlés fehérje
.hattér’ expresszio. Az ABC transzporterek esetében tovabbi elébnye a rendszernek,
hogy ez az expresszid mar lehetévé teszi egy kisebb érzékenységl teszt, mint az
ATPaz esszé alkalmazasat. A rendszernek potencialis hatranyai is vannak, ugyanis
(i) rovarsejtekben a fehérjék glikozilacidja kulonbdzik az emlds sejtekben latott
glikozilaciotol (Altmann 1999), és (ii) a rovarsejt membranok lipidosszetétele mas,
elsésorban az alacsonyabb koleszterin tartalom miatt (Gimpl 1995). A glikozilacié
fontossaga az ABC transzporterek aktivitasa szempontjabdl megkérdéjelezhetd

(Ozvegy 2001), hiszen a glikozilacios helyen mutalt fehérjék stabilitasa, és
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funkcionalis aktivitasa sem valtozott Iényegesen (Mohrmann 2005). Az alacsonyabb
koleszterin tartalom azonban jelentds faktor lehet, hiszen az mar ismert volt, hogy —
els6sorban- az olyan apikalis membranban expresszalodo transzporterek, mint az
ABCB1 (Bacso 2004) és az ABCC2 (Tietz 2005), a koleszterin gazdag raft-caveola

membran mikrodoménekben lokalizalddnak.

5.1.1 A membran—Kkoleszterin tartalom hatasa ABCG2 fehérje aktivitasara'

Relevans kozlemények: (Glavinas 2007; Pal 2007a; Pal 2007b; Glavinas
2008).

Sajat eredményeink megerdsitik, hogy a human sejtekre jellemzd glikozilacié nem
jatszik szerepet az ABCG2 fehérje aktivitasaban, hiszen a human sejtekben
expresszalodott ABCG2 fehérje aktivitasa nem kulénbdzott a peptid-N-glycanaz altal
deglikolizalt fehérje aktivitdsatol sem az ATPaz aktivalas, sem az ATPaz gatlas
esszékben (7. abra).

! A ciklodextrineket és a koleszterin-ciklodextrin komplexeket a kollaboralé partner allitotta el6. A
bioldgiai/farmakolégiai munkat a Solvo végezte.
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7. abra Deglikozilacié hatasa az ABCG2 transzporter aktivitasara. (A) Western blot
analizis a human sejtvonalban (MXR-M), Peptid-N-glycanazzal deglikozilalt MXR-M-
ben és rovarsejtben expresszalt ABCG2 fehérjén. (B) Ko134-es alapaktivitas gatlas

és (C) dsztron-3-szulfat aktivalas az MXR-M és a deglikozilalt MXR-M membranon.

A membran koleszterin tartalomnak viszont jelentés szerepe van az ABCG2 fehérje
aktivitasaban. A human sejtekben expresszalt ABCG2 fehérje ATPaz aktivitasa
stimulalhat6 volt ismert transzport szubsztratokkal, ugymint a sulfasalazin, prazosin,
topotecan, 06sztron-3-szulfat, mig az Sf9 rovarsejtvonalban expresszélt ABCG2
fehérje egyedul a sulfasalazin esetében mutatott a human sejtvonalban expresszalt

fehérjénél Iényegesen alacsonyabb stimulaciot (8. abra; Pal 2007a Figure 4).
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8. abra ABCG2 ATPaz stimulaldsa MXR-Sf9 (A) és MXR (B) membranokban.

Ha az Sf9 membranoknal mintegy Otszér magasabb koleszterintartalmi human
membranokbdl ciklodextrin segitségével kivontuk a koleszterint, ezek a membranok
is elvesztették aktivalhatésagukat (Pal 2007a Figure 4.). Az 0&sztron-3-szulfat
szubsztrat segitségével meg tudtuk mutatni, hogy a koleszterin potencirozas nem
csak az ATPaz esszében, hanem a vezikularis transzportban is megfigyelheté (9.

abra), és a két aktivitas koleszterin fuggése korrelal (Pal 2007a Figure 8).
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9. abra A vezikularis transzport és az ATPaz aktivitds fliggése a membran koleszterin
tartalomtél. Az 6sztron-3-szulfat transzportot (A, B) és ezzel korrelacioban az 6sztron-3-
szulfat indukalt ATPaz aktivitast (C,D) is stimulalja a membran koleszterin a rovarsejtekben
(MXR-Sf9; A, C) és a human sejtekben (MXR-M; B,D) expresszalt ABCG2 fehérje esetében

is.

5.1.2 A membrian—Kkoleszterin tartalom hatisa ABCB11 fehérje aktivitisara’

Relevans kdzlemények: (Kis 2009a; Kis 2009c; Kis 2011).

Az ABCG2 fehérjéhez hasonléan az ABCB11 fehérje, a hepatocytak canalicularis

membranjaban expresszalddo, epesd transzportért felelés fehérje is koleszterin-

? A ciklodextrineket és a koleszterin-ciklodextrin komplexeket a kollaboralé partner allitotta elé. A
biolégiai/farmakolégiai munkat a Solvo végezte.
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fliggd transzport aktivitast mutatott. A human, patkany és egér ABCB11/Abcb11
ortolégok egyarant megndvekedett transzportsebességet mutattak a kolesztrerinnel
feltéltott BSEP-HAM / Bsep-HAM membranban (10. abra, Kis 2009a Table 1). A
vizsgalatokat elvégeztik a 4 legfontosabb epeséra, és szinte egyontetiien
megndvekedett transzportsebességet talaltunk mind a 3 fajbdl szarmazo
transzporterek esetében (10. abra, Kis 2009a Table 1). A legjelentésebb potencirozé

hatast a patkany transzporteren mértik (10. abra, Kis 2009a Figure 2).
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10. abra A kontroll (teli kor) és koleszterinkezelt (teli négyzet) human (A), egér (B) és
patkany (C) Abcb11 fehérje altali epesotranszport. A transzport értékek a preparatumok
ABCB11/Abcb11 tartalmara lettek korrigalva. A statisztikai analizist a Wilcoxon-probaval
végeztik, * p<0.001, ** p<0.05.
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Az koleszterin szint jelent6s hatassal volt az ABCB11/Abcb11 transzporterek
aktivitasara, viszont semmilyen trend nem volt medfigyelheté a K., értékekben (11.

tablazat). Az intrinszik clearance (Vmax/Km) értékek ennek megfeleléen emelkedtek a
koleszterin toltés hatasara (11. tablazat).
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11. tablazat Koleszterin hatasa az ABCB11/Abcb11 transzporterek Km és intrinszik clearance értékeire

Human ABCB11 Egér Abcb11 Patkany Abcb11
Kontroll HAM Kontroll HAM Kontroll HAM
VmaleM VmaxIKM VmaxIKM VmaxIKM VmaxIKM VmaleM
KuuM pl/pg/min Ku uM pl/ipg/min KukM plipg/min KukM plipg/min Ky uM plipg/min KupM pl/pg/min
TC 12’%* 0,25 + 0,02 171‘2 * 042+001 |67+21| 341:023 |7,6+28 | 470043 115‘751 0,06 £ 0,00 1‘?%* 0,16+0,0
355+ 259+ 8,84 12,3 ¢ 221+ 12,8 £
GC 11 0,12+ 0,01 0.9 0,27 £ 0,04 0.3 0,88 + 0,08 10 1,08+04 3.8 0,04 + 0,00 0.9 0,18+0,0
TCDC | 4217 1,59+0,3 5715 2,49 £ 0,04 17,12 0,59 + 0,08 365+ 0,51 +£0,07 182 0,19 £ 0,06 126+ 0,62+0,1
0,3 0,2 1,3 2,3
1,89 4,75 + 159 459 +
GCDC | 1,7+£0,6 1,38 £ 0,03 431 1,36 £ 0,13 07 1,42+ 0,2 07 1,36+ 0,3 2.0 0,12 £ 0,08 10,2 0,15+ 0,07

A kontroll és a HAM egér, patkany és human ABCB11 fehérje altali TC, GC, TCDC, GCDC transzportok Ky és Vmax/Ky értékei.
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Ezzel analég médon az ABCB11/Abcb11 taurokolat transzport gyogyszerek altal
gatlasat jellemzd ICsy értékekben sem volt tendenciézus valtozas, kivéve a
cyclosporin A altal kivaltott gatlast, ahol mintegy 10-szer kevésbé volt potens a
gyogyszer gatldé hatasa a koleszterinnel feltéltétt membranban (ABCB1-HAM), mint a
koleszterin szegény Sf9 membranban (18,9 uM szemben a 2,0 uM-al) (12. tdblazat).
Tudva, hogy a gydégyszerek ABCB11-medialt epesd transzportjanak gatlasa
epefolyasi zavarokhoz, és azt kdvetben kolesztazishoz vezethet, a gyogyszerek
ABCB11 transzporter gatlé potencialjanak pontos, kvantitativ ismerete igen nagy

gyakorlati/klinikai jelent6sséggel bir.

12. tablazat Koleszterin feltdltés hatdsa a human ABCB11 taurokolat transzport gatlason
mért I1Cs, értékekre

ABCB11-CTRL | ABCB11-HAM
ICs0 (MM)
Troglitazon 8,4 9,5
Cyclosporin A 2,0 18,9
Glibenklamid 11,3 14,7
Valinomicin 0,7 1,0
Vinblastin 57,3 62,0
Rifampicin 10,5 18,8
Clofazimin 2,3 54
Reszerpin 2,8 4.9
Etinilésztradiol 15,7 171

Az egér Abcb11 transzporter aktivitisa megengedi, hogy a szubsztrat stimulalta
ATPaz aktivitas is mérhet6 legyen (Noe 2001). Az egér Abcb11-et expresszalo Sf9
sejtekbdl izolalt membran koleszterinnel valo feltdltése kettés hatassal volt az ATPaz

profilra. Egyrészt csdkkentette az alapaktivitast, masrészt —a varakozasoknak
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megfeleléen- névelte a szubsztrat indukalta aktivitas ndvekedést (11. abra). A két

hatas ereddjeként egy szlrésre alkalmas tesztet nyertink.
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11. abra Koleszterin feltltés hatasa az egér Abcb11 taurokolat transzport (A) és
taurokenodeoxikolat altal stimulalt ATPaz (B) aktivitasara

A taurokenodeoxikolat altal indukalt egér Abcb11 ATPaz aktivitas gydgyszerek altali
gatlasanak I1Cso értékei hasonlé sorrendet adtak, mint a human ABCB11 taurokolat
transzport gatlas [Cso értékei (13. tablazat). Mindezek figyelembevételével
kijelenthetd, hogy az egér Abcb11 ATPaz gatlas egy elfogadhaté, nem-radioaktiv

teszt gydgyszerek kolesztatikus potencialjanak megbecslésére.
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13. tablazat Korrelacio a taurokenodeoxikolat (TCDC) stimulalt egér Abcb11 ATPaz, a egér
Abcb11 és human ABCB11 taurokolat transzport gatlas 1Csq értékei kozott.

ICs0 (UM)
Kolcsonhatoé
molekula TCDC stimulalt TCDC vezikularis TC vezikularis
ATPaz transzport transzport

CsA 3,5 7.2 2,0
Glibenklamid 45 120 5,0
Rifamicin SV 62 105 8,0
Ketokonazol 33 >100 15
Troglitazon 33 97 20
Rifampicin >100 Nem volt mérhetd 50

kolcsdnhatas

5.2 Transzporter szubsztrat proébak és referencia inhibitorok validalasa in
vitro ADME vizsgalatok céljara

A gyogyszer — transzporter kolcsonhatasokat tesztelé vizsgalatok két csoportra
oszthatok (i) a szubsztrat esszékre és a (ii) gatlas esszékre. A kétféle tesztet
célszerli kuldon kezelni, mert egy szubsztrat nem biztos, hogy inhibitor is a
farmakoldgiailag relevans tartomanyban. Ezt mutatjak az ABCB1 transzporterre a
Polli labor (Polli 2001; Rautio 2006) adatai, miszerint a vektorialis transzport
esszében (monolayer efflux) mért transzport, és az ugyanabban a rendszerben mért
digoxin transzport gatlas kozott nagyon szerény a korrelacio (14. tablazat). Valamivel
jobb a korrelacio az ATPaz és a digoxin transzport gatlas eredményei kozott (14.
tablazat). A két gatlas esszé (Calcein esszé és digoxin transzport gatlas) kozott a
korrelacié sokkal jobb (14. tablazat). Emlitésre méltd, hogy a Calcein esszé volt az

érzékenyebb a két gatlas teszt kozdl.
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14. tablazat Korrelacio a MDCKIIMDR1-en mért vektorialis transzport, ABCB1 ATPaz és
MDCKIIMDR1-en mért digoxin transzport gatlas kozott. A tablazat a Polli 2001 JPET és
Rautio 2006 DMD cikkekben kdzolt eredmények alapjan készdlt.

K f s Vektorialis transzport / ATPaz / Digoxin Calcein assay /
orrelacié . . " i s Digoxin transzport
Digoxin transzport gatlas transzport gatlas gatlas

YIY 3 4 6

Y/N 8 6 2

N/Y 3 2

N/N 5 7 13

Teljes 8/19 11/19 19/21
korrelacio

Mivel az ABC efflux transzportereknek két egymassal kapcsolt aktivitasuk (transzport
és ATP&z) van, igy szubsztratok azonositasara mindkét esszé tipus szamitasba
johet. A transzport esszéknek 6t valtozata hasznalt a gydgyszeriparban, a vektorialis
transzport esszé, a vezikularis transzport esszé, a sejtes felvétel (uptake), a sejtes
efflux és a citotoxikus szubsztratok felhasznalasaval mikddé citotoxicitas esszé. Az
utobbi harom ritkabban, illetve az utolsé csak citotoxikus anyagokra alkalmazhato,
ennek kovetkeztében ezekre komolyabb adatbazisok nem léteznek. A vezikularis
transzport esszé szubsztrat esszéként valé felhasznalasa is limitalt, mert csak
nagyon alacsony passziv permeabilitasi anyagok esetében hasznalhatd, igy a
vektorialis transzport esszé a legelterjedtebb a gydgyszeriparban. Vizsgalataink

soran tehat a fenti szempontok vezérelték az esszévalasztast.

5.2.1 ABCG2 szubsztrat prébak validalasa®
Relevans kozlemények: (Kis 2009b; Beery 2011).

A transzporter gatlas esszék a felfedez6 kutatas késdéi fazisaiban illetve a fejlesztési
fazisban a potencialis gyogyszerkolcsonhatasokat 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

* A specifikus inhibitorokat a kollaboralé partner allitotta el. A bioldgiai/farmakoldgiai munkat a Solvo
végezte.
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predikciét lehessen tenni. Az ABCB1 transzporterre digoxin a konszenzusos
szubsztrat proba (Giacomini 2010). ABCG2 transzporterre, amely szintén a
gyogyszerhatdsagok listajan Iévé efflux transzporter, nincs konszenzus a szubsztrat
proba kérdésében.

A szubsztrat proba kivalasztasahoz felmértik azokat a potencialis vegyuleteket,
melyekre in vitro és in vivo adatok -beleértve a klinikai adatokat- talalhatok. A
szubsztrat préba elénydsen: i) specifikus ABCG2 koélcsdnhato, i) ABCG2 fliggé
vektorialis transzportot mutat MDCKII-BCRP ill Caco-2 sejteken, iii) nem, vagy csak
elhanyagolhaté mértékben metabolizalodik, iv) preklinikai allatmodellen és v) klinikai
gyakorlatban is ABCG2 fliggd a farmakokinetikaja. A végleges vegyliletlistan az
atorvastatin, chlorothiazid, dantrolen, sulfasalazin, teriflunomid és a topotecan
szerepelt. Az elsd, a specificitas szlirés alapjan a legjobb jeldltnek a chlorothiazid és

a teriflunomid tlintek (Krajcsi és munkatarsai, kézirat el6készuletben).

A chlorothiazid szelektiv ABCG2 kélcsonhatd. A két masik, apikalis membranokban
koexpresszal6doé transzporterrel, az ABCB1-el és az ABCC2-vel nem hat kdlcson
(Beery, 2011 Figure 1). A molekula alacsony passziv permeabilitasu, igy transzportja
vezikularis transzport esszében is mérhetd, és az ABCG2 ATPaznak jo aktivatora
(12. abra). A vezikularis transzportban mért K, (334,6 £ 325 uM), az ATPaz ECsg
(327,2 = 9,4 uM) és vezikularis transzport gatlas 1Cso (212,3 = 210,8 uM) értékek jol

korrelalnak.
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12. abra A chlorothiazid ABCG2 altali vezikuldris transzportjdnak (A) és ATPaz
aktivalasanak (B) koncentraciofuggése. Szignifikanciak: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Az ABCG2 transzfektdns MDCKIIBCRP sejteken az MDCKII-re korrigalt efflux arany
36 (13.A abra). Az MDCKIIBCRP sejteken B-A iranyban mért latszélagos
permeabilitasi koefficiens érték Ko143, egy ABCG2 specifikus inhibitor jelenlétében 1
kordli értékre csokkent, mig az MDCKII sejteken mért B-A érték nem valtozott (13.B
abra). Caco-2 sejteken is vektoridlisan transzportalédik a chlorothiazid. A 8,1-es
effluxarany az ABCG2-re specifikus Ko143 jelenlétéban 1,4-re csokken (13.C abra).
A chlorothiazid tehat in vitro esszékben ABCG2 szelektiv szubsztrat préobanak

bizonyult.
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13. abra Chlorothiazid vektoridlis transzportjia MDCKIIBCRP és MDCKII (A,B) valamint
Caco-2 sejteken (C). Az MDCKIIBCRP és MDCKII mért B-A iranyu transzport (B) és a Caco-

2 sejteken (C) mért latszdlagos permeabilitasi koefficiens gatlasa Ko143-al. Szignifikanciak:
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
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A leflunomid és aktiv metabolitia, a teriflunomid (A771726) a reumaellenes
gyogyszerek DMARD (Disease Modifying Antirheumatic Drugs) csoportjaba tartozik.
Egy korabbi munkaban sulfasalazinnal szelektalt CEM sejtekben az ABCG2 magas
expressziojat talaltdk. Mivel ezek a sejtek rezisztensek voltak leflunomid
citotoxicitdssal szemben, igy felmerult, hogy a leflunomid és teriflunomiddal
szembeni rezisztenciaért az ABCG2 a felel6s (van der Heijden 2009). Ezt igazolandé
methotrexat szubsztrat préba felhasznalasaval vezikularis transzport (14.A,B abra)
és Hoechst festék transzport gatlas (Kis 2009b Figure 2) kisérletekkel igazoltuk, hogy
a leflunomid és teriflunomid specifikusan kolcsénhat az ABCG2-vel. Mindkét
gyogyszer aktivalta az ABCG2 ATPazt (14.C,D abra), de nem mutatott kdlcsénhatast
az ABCB1 ATPazzal (Kis 2009b Figure 3D). Az ABCG2 ATPaz aktivalas jelezte,

hogy a leflunomide és teriflunomide szubsztratjai a transzporternek.
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14. abra A leflunomid (A,C) és teriflunomid (B,D) gatoljak az ABCG2-medialt methotrexat
transzportot (A,B) és aktivaljak az ABCG2 ATPazt (C,D)
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ABCG2-vel transzfektalt HEK sejtek segitségével azt is igazoltuk, hogy az ABCG2
magas expressziodja rezisztenciat indukal ugy a leflunomiddal mint a teriflunomiddal

szemben (15. abra).

p=2
=
~
o
| o

B
125 —

100 — 100 —

~
wm
|
~
@
|

(kDa)

HEK293 kontroll
HEK293-BCRP

100

o
[=]
|
W
o
|

[}
3]
|
~
o
|

Ny

ik 107 10° 10 107 10°

~J
o

Talélés (a kontroll szazalékaban kifejezve)

o

[=]

T \Hllll TT IIIIJI‘ T
107 10° 10’ 107
Teriflunomid (pM)

Talélés {a kontroll szazalékaban kifejezve)

Leflunomid (uM)

15. abra Az ABCG2 magas expresszidja (A) rezisztenciat eredményez leflunomid (B) és
teriflunomid (C) citotoxicitdsaval szemben. HEK kontroll (haromszég) és HEK-BCRP
(négyzet) sejtek viabilitasat teszteltiik Ko134 jelenlétében (teli jelek) és tavollétében (lres

jelek).

Elmondhaté tehat, hogy ugy a leflunomid mint a teriflunomid specifikus szubsztratjai
a human ABCG2-nek. Hipotézisinket, hogy ABCG2 lehet a felel6s a leflunomiddal
szembeni rezisztenciaért klinikai viszgalatokban, egy holland csoport késébb
valdészinUsitette (van der Heijden 2009). Raadasul, kézelmultban igazoltak, hogy a

teriflunomidnak ABCG2-fliggé human farmakokinetikaja van (Kim 2011).

5.2.2 A calcein-AM mint fluoreszcens ABCB1 szubsztrat proba membran és sejtes
tesztekben*

Relevans kézlemények: (Glavinas 2011; Szeremy 2011).

Ugyan relevans gyogyszerek mint szubsztrat probak megkerulhetetlenek a
gyogyszerjeldltek transzporter kdlcsénhatasainak tesztelésében, sokszor nem adnak
lehetbéséget nagy atereszt6képességl szlirésre. Nagy ateresztéképesseégl

rendszerekhez el6szeretettel alkalmaznak fluoreszcens szubsztratokat. A Calcein

* A hCMEC/D3 sejteken végzett Calcein esszé vizsgalatok a Krizbai labor (MTA Szegedi Bioldgiai
Kdzpont) és a Solvo munkatarsak egyuttes munkajaval készult. A tobbi sejtvonalon végzett Calcein
esszét, a vezikularis transzportot valamint az ATPaz méréseket a Solvo végezte.
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esszében alkalmazott calcein-AM ABCB1 (Homolya 1993) és ABCC1 szubsztrat
(Hollo 1998). Az esszé ideadlis nagy ateresztéképességl (High troughput (HT))
tesztrendszer, amit a gydgyszeriparban is sokan tanulmanyoztak (Polli 2001; Rautio
2006; Cook 2010). Az esszé raadasul j6 korrelaciot mutat a ,gold standardnak”
szamitoé digoxin vektorialis transzport gatlassal (Rautio 2006; Cook 2010; Glavinas
2011). Az esszé karakterizalasa soran azt talaltuk, hogy a kapott ICsy értékek erésen
fuggtek az alkalmazott, ABCB1-et magasan expresszal6 sejtvonaltél is. Az ABCB1
expresszio az MDCKIIMDR1 > K562MDR > HCMEC/D3 sorrendben csdkkent (16.

abra).

MW (150 kDa)
MDCKIIMDR1
K562MDR1

' hCMEC/D3

MDR1-5f9

16. abra A hasznalt sejtvonalak ABCB1 expresszidja Western blottal.

Ahol kilénbségeket latunk az ICs értékekben, ott is ezt a trendet latjuk (15. tablazat).
Nem minden molekulara latunk azonban kilénbséget a K562MDR és hCMEC/D3
sejtekben. Ezért feltehetben mas paraméterek, ugy mint a membranok eltérd
lipidosszetétele, vagy tomorsége (Gatlik-Landwojtowicz 2006; Seelig 2007) is szamit

az ICsp értékek meghatarozasaban.
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15. tablazat A calcein esszében kapott ICs értékek

Vizsgalt IC50 (uM)

gyogyszer MDCKIIMDR1* | MDCKIIMDR1 | K562MDR | hCMEC D3
GF120918 0.101 0.05 0.008 0.002
LY335979 ND 0.1 0.0004 0.0002
Propranalol N N 150 ND
Prazosin >100 >100 30 30
Quinidin 55.5 200 5 2
Vinblastin >100 ND 20 2
Verapamil 60.9 100 7 3.5
Ketoconazol 10.1 20 2 2
Daunorubicin N N N ND
Fexofenadin N N N N
Digoxin N N N 100
Erythromycin N N N Y

CsA 2.2 25 0.2 0.04

N, nincs gatlas; ND, nem vizsgalt.

* Rautio et al, 2006

A calcein-AM-nek mint szubsztrat probanak elénye, hogy tébb kilénbdzé tipusu

esszében alkalmazhato6. Ismert volt, hogy festéktranszport esszében alkalmazhato,
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varhato volt, hogy ATPaz esszében alkalmazhato lesz (17.A abra), viszont varatlan
volt, hogy —magas passziv permeabilitasa ellenére- vezikularis transzportban is
alkalmazhat6. Az utdbbi esszében a calcein-AM vagy metabolitja intravezikularis
retenci6janak mechanizmusa maig nem tisztazott. De a transzport telithet6, és

szachar6z-figgd (18.B abra).
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17. dbra A Calcein-AM aktivalja az ABCB1 ATPazt (A) és tekithet (B) és szacharoz fiiggé
(C) transzportot mutat VT-ben.

A calcein-AM-nek ez a tulajdonsaga, hogy kulonb6z6 tesztrendszerekben is
hasznalhato, lehetévé teszi, hogy az ICsy értékek dsszehasonlitasanal a kilénbdzé
szubsztrat — kilonbdzé kotdhely problématdl eltekintstiink. Ezt a korabbi tanulmanyok
nem tudtak megkerllni. Maradt azonban igy is egy valtozd, a passziv permeabilitas,
illetve az ezzel bizonyos tartomanyokban aranyos lipofilicitas (18. abra). A tendencia
az, hogy a kevésbé lipofil molekulak vezikularis és sejtes esszében meghatarozott
ICso értékei jobban kilénbdznek egymastdl, mint a magasabb lipofilicitassal

rendelkezé molekulak megfelel6 értékei (18. abra).
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18. abra A sejtes és a vezikularis transzportban kapott 1Cs, értékek hanyadosainak fliggése
a clogP (R*=0,61) (A) és clogD; 4 (R? = 0,54) (B) értékektsl
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5.2.3 A CDCF mint fluorescens ABCC2 szubsztrat proba

Relevans kézlemény: (Heredi-Szabo 2008)

A harmadik fontos, apikalisan expresszaldédé ABC transzporter az ABCC2. Az
ABCC2 tobbek kozott fazis Il konjugatumokat transzportal. A transzporteren legalabb
két koétéhelyet definialtak, ami bizonyos szubsztratokra (pl 6sztradiol-17p-glikuronid)
nem Michaelis-Menten tipusu komplex kinetikat eredményeztek (Zelcer 2003).
Bizonyos modulatorok a komplex kinetikaju szubsztrat proba transzportjat kisebb
koncentraciéban potenciroztak, mig magasabb koncentraciéban gatoltak (Zelcer
2003; Heredi-Szabo 2009a). Ezek a sajatsagok elénytelenek egy HT gatlas
esszékben valo felhasznalasban. A leukotrien C, ABCC2 altali transzportja
Michaelis-Menten tipusu kinetikat kdvet, nem jelenik meg a potencirozas jelensége
(Gao 1998; Chen 1999) (19.A abra). Tehat, ICsy meghatarozasokhoz kedvezd
sajatsagokkal rendelkezik. A leukotrién C4 azonban kémiailag instabil ugy jelolt, mint
jeloletlen formaban. Helyette, HT szlrétesztes munkahoz a karboxy-dichloro-
fluoreszcein (CDCF) hasznalhaté. A CDCF Michaelis-Menten tipusu telitési gorbét ad
(19.B abra), és esetében sem figyelhet6é meg a potencirozas jelensége. Tovabba
igazoltuk, hogy, a kapott ICs értékek korreldlnak az irodalomban fellelheté adatokkal
(Heredi-Szabo 2008).
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19. abra Az ABCC2 altali LTC4 (A) és CDCF (B) transzport kinetikaja vezikularis transzport

esszében MRP2-t expresszalo (teli négyzet) és kontroll (teli haromszdg) membranon.
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Ismert ABCC2 szubsztratok esetében —bar az individualis értékekben van kilénbség-

a K értékek sorrendje mindkét szubsztrat proba esetén azonos (16. tablazat).

16. tablazat Az LTC4 és CDCF szubsztrat prébak felhasznélasaval vezikuldris transzport
esszében mért ABCC2 gatlas ICs, értékei

LTC4 CDCF

Vizsgalt anyag

K|/HM

Indomethacin | 152 +89 | 71+ 24

MK571 1.8£0.5 | 4.1+£1.1

Probenecid 2300 580 + 45

Sulfasalazin 25+ 15 16+ 6

Benzbromaron | 24+6 |4.4+1.3

LTC4 - 1.8+£0.3

CDCF 15+10 -

Atlag + szdras.

5.3 In vitro esszérendszerek alkalmazasa transzporter — gyogyszer
kolcsonhatasok kinetikai jellemzésére

5.3.1 A seliciclib egy specifikus ABCB1 szubsztrat — kovetkezményei a seliciclib ADME
sajatsagaira, és citotoxicitasara’

Relevans kézlemény: (Rajnai 2010).

A seliciclib (20.A abra) masodik generacios ciklin-flggé kinaz gatlészer (Meijer

2006). In vitro aktivitast mutatott nem-kissejtes tidé carcindma, vastagbél, eml6 és

* A seliciclibet valamint a hasznalt inhibitorokat a kollaboralé partnerek adtak. A bioldgiai/farmakologiai
vizsgalatokat a Solvo végezte.
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prosztata daganatokat reprezentald sejtvonalakban (lurisci 2006; Meijer 2006).
Klinikan is aktivnak mutatkozott kronikus limfoid leukémiaban (CLL) (Weingrill 2007),
nasopharingealis carcinomaban (Hsieh 2009) és hepatocellularis carcinomaban (Le
Tourneau 2010).

In vivo vizsgalatok azt mutattak, hogy mig az ujszulétt allatok agyaban a seliciclib a
plazmaszintnek megfeleld szintet ér el, addig felnétt allatokban az agy/plazma AUC
arany 0,25 volt, ami limitalt BBB penetraciora utal (Vita 2005; Sallam 2008). In vitro
eszk6zok segitségével azt vizsgaltuk, hogy mely efflux transzporter felel a limitalt
BBB penetracioért. Az ATPaz tesztek azt mutattak, hogy a 4 potencialisan érintett
efflux transzporter kdzll az ABCB1-et 4,2 uM-os ECs, értékkel aktivalta (20.B abra).
Az ABCC2 és ABCC4 transzporterekkel nem lattunk kdlcsénhatast, mig az ABCG2
transzportert szuprafarmakoldgias dozisban gatolta a seliciclib (Rajnai, 2010 Table 1,
Figure 1). Az ABCB1-el val6 kdlcsonhatas mintegy 8-as efflux aranyhoz vezetett az
MDCKIIMDR1 sejtvonalon végzett kétiranyu vektorialis transzport mérésekben (20.C
abra). ABCB1 specifikus gatlészer, a LY335979 hatasara a szul6i sejteken mért
latszélagos permeabilitas értékekkel nagyjabol azonos, 5X10° cm/s allandét kaptunk
(20.C abra). Ez azért jelentés, mert ez a mért latszélagos permeabilitasi allandé
magas értéknek szamit. Szamunkra varatlanul, ez a hatékony transzporter
kdlcsdnhatas nem eredményezett rezisztenciat a gyogyszerrel szemben az altalunk
vizsgalt 3  sejtvonal paros  (MDCKII/MDCKIIMDR1; K562/K562MDR,;
HL60/HL60OMDR1) egyikében sem (Rajnai 2010). Az MDCKIl és MDCKIIMDR1
sejteken kapott eredményinket a 20.D abra demonstralja. Elmondhatd, hogy a
seliciclib esetében az ATPaz és a vektorialis transzport adatok korrelaciét mutattak,

mig a citotoxicitas nem mutatott ABCB1-fliggést.

A seliciclib tehat érdekes transzporter kdlcsonhatas profillal rendelkezik.
Vizsgalataink alapjan elmondhatd, hogy a csdkkent in vivo BBB permeabilitas az
ABCB1/Abcb1a kdlcsdnhatasnak kdszénheté.
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20. abra A seliciclib ABCB1-el valo kdlcsdnhatédsanak karakterizaldsa. A seliciclib (A)
kélcsbnhatasa ABCB1-el ATPaz (B) és MDCKIIMDR1-en végzett vektorialis transzport (C)
esszében, valamint MDCKII és MDCKIIMDR1 sejvonalakon végzett citotoxicitas tesztben
(D). Szignifikanciak: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

5.3.2 Az ivermectin kélcsonhatasa ABC transzporterekkel®

Relevans koézlemények: (Lespine 2006; Lespine 2009; Jani 2011).

Az ivermectin, a makrociklusos laktonok csoportjdba tart6zé parazitaellenes szer,
klasszikus ABCB1 szubsztrat. Abcb1a deficiens CF-1 (Kwei 1999) illetve abcb1a™
(Kwei 1999) egerekben az ivermectin agyi expozicid 70- illetve 87-szeresre x
novekedett, ami a knock-out egerek esetében mintegy 100-szorosra ndvekedett
neurotoxicitassal jart egyltt (Schinkel 1994). Hasonléan neurotoxikus a gyogyszer

egy 4 bp delécio kdvetkeztében Abcb1 deficiens Collie kutyakban (Mealey 2001).

® Az ABCB1 és ABCC1 ivermectin kolcsonhatast vizsgalo sejtes festéktranszportot a kollaborald
partner végezte. Az ABCB1, ABCC1-3 membran esszéket valamint az 6sszes ABCG2 esszét a Solvo
végezte.
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Vektorialis transzport kisérletekben in vitro is megerdsitést nyert a kdlcsdnhatas ugy
a human ABCB1 fehérjét (Smith 2000), mint az egér Abcb1a fehérjét (Dupuy 2010)
expresszalo LLC-PK1 hatter( transzfektansokon. Az ivermectin szerkezetébdl adédé
flexibilitas (21. abra) és az ABC transzporterek atfedd szubsztratspecificitasa
megengedi, hogy a molekula tovabbi ABC transzporterekkel is kdlcsdnhatasba

keruljon.

OCH,

CH,
CH,

H cH,cH,

21. abra Az ivermectin szerkezete

Vizsgalataink azt mutattak, hogy az ivermectin a human ABCB1, ABCC1, ABCC2,
ABCC3 (Lespine 2006) és ABCG2 (Jani 2011), fehérjéket alacsony mikromodlos
tartomanyban gatolja (17. tablazat) (Lespine 2009).

17. tablazat Az ivermectin kdlcsonhatasa ABC transzporterekkel ATPaz esszében

Transzporter ATPaz ICsq (uM)
ABCB1 2,5+/-2.0
ABCC1 9,0+/-4.0
ABCC2 18,0 +/- 5.0
ABCC3 40,0 +/- 21.0
ABCG2 1,68 +/-2.0

Az ivermectin ATPaz esszékben gatolta az aktivalt transzportert és az alapaktivitast
is. Azonban az ivermectin esetében az ATPaz aktivalas hianya nem mérvado, hiszen
gatolta a human ABCB1 ATPazt is (Lespine 2006). Az ABCB1 utan legpotensebb
kdlcsonhatast az ABCG2-vel lattuk. A 22. abran lathaté gatlasok 1-1,5 pM ICso
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értékeket adtak. Az ABCG2 medialt 6sztron-3-szulfat transzportot az ivermectin nem-

kompetitiven, a Dixon abrazolas szerint 1,4 uM-os K; értékkel gatolja (22.D abra).
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22. abra Ivermectin és a kontroll inhibitor Ko143 gatlasa az ABCG2 medialt E3S (A,D) és
Hoechst festék (B) transzportnak valamint az ABCG2 ATPaz alapaktivitasnak (C).

Vizsgalataink tehat azt mutattdk, hogy az ivermectin tobb efflux transzporterrel
kdlcsonhat. Bar kétséget kizaréan csak az ABCB1-r6l igazolodott, hogy annak
szubsztratja. Az ivermectin néhany betegben 100 nM-os plazma szintet érhet el (El-
Tahtawy 2008) mig a bélben 50-70 pM is lehet a koncentracidja. Tehat az ABCG2
gatlasat jellemzd 1,4 pM-os K; (Jani 2011) érték mellett ez a kolcsdnhatas

gyogyszerinterakcié szempontjabdl jelentds lehet.

5.3.3 A sulfasalazin ABCG2 szubsztrat — a kolcsonhatas jellemzése

Relevans kézlemény: (Jani 2009).

A sulfasalazin nagyon alacsony passziv permeabilitasu molekula (von Richter 2009).
Ennek kdvetkeztében efflux transzporterekkel valéo koélcsdnhatasat nehéz

karakterizalni sejtes rendszerben, mert vagy nem jut be a sejtbe, vagy a bejutas
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influx transzporteren keresztil t6ténik, ami pedig modulalhatjia az efflux
transzporterrel valé kolcsOnhatast. Az alacsony passziv permeabilitdsu anyagok
efflux transzporterekkel valo kélcsdnhatasanak vizsgalatara a VT alkalmazhato. Az
ABCG2-t tulexpresszald membranokon vegzett vizsgalataink igazoltak, hogy a
transzporter nagy affinitassal transzportalja a sulfasalazint (Jani 2009). A transzport
pH flaggetlen (Kyprss = 0,66 £ 0,08; Kyprzo = 0,70 £ 0,03). Bar a Vimax ertéke
valamivel magasabb volt pH 5,5 értéken, mint pH 7,0-an (71,2 pmol/mg/min szemben

a 52,1 pmol/mg/min).

Mivel a sulfasalazin potencidlis ABCG2 szubsztrat proba a kapott eredmények
hasznosak lehetnek az in vitro gatlas esszék kialakitdsaban, és a fiziolégias alapu

farmakokinetikai modell megépitésében.

5.4 In vitro esszérendszerek alkalmazasa névényi hatéanyagok és
kornyezetszennyezo anyagok transzportrerekkel valo kolcsonhatasanak
azonositasara és jellemzésére

5.4.1 A baicalein és a baicalein konjugatumok transzportja enterocytakban és
hepatocytakban’

Relevans koézlemények: (Zhang 2007a; Zhang 2011)

A baicalein a tradicionalis kinai gyogynovény, a Scutellaria baicalensis gydkerének
egyik f6 flavonoidja (23.A abra) (Homma 1997). Gyulladasgatldé (Hong 2002),
antioxidans (Shao 2002), antiviralis (Ono 1999) és allergiaellenes (Kimata 2000)
terapias hatasokkal is rendelkezik. A patkanyban végzett in vivo vizsgalatok szerint a
baicalein j6l abszorbealddik, az enterocytakban nagy hatékonysaggal konjugalodik,
és a mesenteridlis keringésbe 90%-ban mar glikuronidja, a baicalein-glikuronid
(baicalin) (23.B abra) talalhaté (Zhang 2005).

Vizsgalatainkban azt talaltuk, hogy human Caco-2 sejtekben egy masik metabolitja, a
baicalein szulfat (23.C abra) is keletkezik. A glikuronid konjugatum az apikalis és a

basolaterdlis membranon at is szekretalédik (Zhang 2007a Figure 3,4). A

’ Az extenziv in vivo, a Caco-2 sejteken végzett vizsgalatokat, valamint a metabolizmus vizsgalatokat
a kollaboralé partner végezte. A transzporter specifikus sejtes és membran vizsgalatok a Solvonal
készultek.
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basolateralis szekrécié telitbdik magasabb koncentracional. A szulfat konjugatum

szinte kizardlag az apikalis oldalon jelenik meg (Zhang 2007a Figure 3,5).

A B COOH C
HO (o)
HO 0 o HO
O | OH o | %0 |
"o oY 1O~
OH © o 0
B BG B

23. abra A baicalein (B) és glukuronid (BG) valamint szulfat konjugatumanak (BS)

S

szerkezete

Az inhibitor profilirozas azt mutatta, hogy a glikuronid konjugatum szekrécidja
gatlodik ABCC inhibitorokkal mint az LTC,4 és az MK571, addig a szulfat konjugatum
szekrécioja csak MK571 altal gatlédik (24. abra, Zhang 2007a Table 2) amirdl tudjuk,
hogy az ABCG2-t is gatolja (Matsson 2009). Az ATPaz vizsgalatok azt mutattak,
hogy a baicalein-glikuronid aktivalta az ABCC2, ABCC3 és az ABCG2 ATPazt.
Kuléndsen jelentds volt ez az ABCG2 esetében, ahol mar 20 yM-os koncentraciéban
a pozitiv kontroll sulfasalazinnal mért értékeknél (100%) magasabb, 109.58 + 15,54
% volt az ATPaz aktivitds. De jelentds aktivitast figyeltink meg mar ebben a
koncentraciéban az ABCC3 ATPazban is (18,07 £ 1,40%), mig az ABCC2 esetében

csak 100 pM-os baicalein koncentracional volt szignifikans aktivalas (26,00 + 1,54%)
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24. abra A baicalein glikuronid (BG) valamint szulfat konjugatumanak (BS) transzportja
Caco-2 sejteken. Szignifikanciak: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a baicalein-glikuronid basolateralis
transzportjaért és egyben abszorpcidjaért az ABCC3 fehérje a felelés, mig az
apikalis, szekretorikus transzportban az ABCC2 és az ABCG2 fehérje is részt vehet.
A baicalein-szulfattal transzporter specifikus kisérleteket nem végeztink, de a
potencialis transzporterek szubsztrat specificitasa alapjan feltételezheté (Adachi
2005), hogy az apikalis transzport déontéen az ABCG2 fehérjén keresztul valdsul

meg.

Korabbi vizsgalatok azt mutattak, hogy egyrészt az enterocytakban képz&dott
konjugatumok, valamint az alapvegytlet a mesenterialis keringésbe kerllnek (Zhang
2005), valamint a maj mikroszOmai az enterocytaknal gyorsabban metabolizaljak a
baicaleint (Zhang 2007b). Mindezek az adatok arra utaltak, hogy a majnak a
szerepe lehet (Zhang 2007b). A patkanyoknak a vena jugularison vagy vena portaen
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keresztil adott baicalein, nagyobbik része glikuronid és szulfat konjugatumok
formajaban szekretalodott az epébe (Zhang 2011 Table 1, Figure 4,5). A baicalein
glucuronid intravénas adasa mellett ABCC és ABCG2 inhibitor MK571 126 + 22
nmol-rél  64,0+15,3 nmodl-ra csOkkentette a baicalein-glikuronid canalicularis
exkréciojat az AUC 0,10320,020x10° nmol/mgxmin-rél 1,38+0,28x10% nmél/mgxmin-
ra torténd emelése mellett. Az ABCC2 és SLCO inhibitor probenecid esetében a
megfeleld értékek 80,8+9,26 nmdl illetve 0.701£0.331x103 nmdl/mgxmin. Mivel a
baicalein-glukuronid membran impermeabilis, felvetédott 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 (18. tablazat). Feltételezhet6 tehat, hogy az SLCO2B1
és az SLCO1B3 transzporterek részt vesznek a baicalein-glikuronid hepatikus
exkréciéjaban. Az, hogy ezek a kdlcsOnhatasok szubsztrat tipusu kdlcsdnhatasok,
még bizonyitasra szorul. Amennyiben ez sikerrel jar, ugy igazolast nyer, hogy a
baicalein-glikuronid biliaris exkrécioja influx és efflux transzporterek vektorialis

kapcsoldédasaval valosul meg.

18. tablazat A baicalein glikuronid kullcsénhatasa sinusoidalis hepatocyta influx

transzporterekkel

Influx gatlas %-a

10 UM BG | 100 uM BG

OATP1B1 (ES influx) 6,1+0,5 53+0,1

OATP2B1 (ES influx) 83,7+15,4 | 89,5+258

OATP2B3 (Fluo3 influx) | 40,1 +3,7 | 37,8 +8,8
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5.4.2 A hesperetin-gliikuronidok kélcsonhatasa enterocyta ABC transzporterekkel ®

Relevans kdzlemény: (Brand 2008).

A hesperetin (25.A abra) a narancsfélék f6 flavonoidjanak, a hesperidinnek (7-O-
rutinozid-hesperetin; 25.B abra) az aglikonja. Az oralis felvétel és deglikolizacié utan
keletkezd hesperetin glukuronizalédik, majd transzportalédik a bél lumenbe,
jelentésen korlatozva ezzel ezen fontos antioxidans flavonoid bioldgiai
hasznosithatésagat (Liu and Hu 2007). A hesperetin-glikuronidok egy része a
mezenteridlis keringésen keresztll felszivodik. Korabbi vizsgalatok azt talaltak, hogy
Caco-2 sejtekben apikalisan a hesperetin-7-O-glikuronid transzportalddik, és a
transzportért az ABCG2 fehérje a felelés (Brand 2008). Ugyanakkor, enterocytakbol
valamint hepatocytakbdl nyert mikroszomakkal torténd inkubalas hatasara jelentds

mennyiségl hesperetin-3’-O-glukuronid is keletkezett (Brand 2010).

oM

OCH

OH O

25. abra A hesperetin (A) és a hesperidin (B) szerkezete

In vivo is ez a két glikuronid keletkezik (Mullen 2008). E két konjugatum apikalis
(lumenalis/mucosalis) és basolateralis (serosalis) transzportjaért felelés efflux
transzporterek azonositasat tdztuk ki célul. A szambajovdé transzporterek az
enterocytakban apikalisan elhelyezkedé ABCC2 és ABCG2 valamint a basolateralis
mebranban expresszaléoddé ABCC3. A hesperetin-7-O-glikuronid midharom

transzporter ATPaz aktivitasat stimulalta, és a kolcsonhatds megfigyelheté volt

munka a Solvénal késziilt.
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vezikularis transzport gatlas tesztben (19. tabazat). Az ATPaz aktivalasban mért
ECs értékek sorrendje a kdvetkezé volt: ABCG2<ABCC3<ABCC2. A hesperetin-3'-
O-glikuronid nem aktivalta az ABCG2 ATPazt. Mindkét glikuronid kivalé aktivatora
volt az ABCC3 ATPaznak. A hesperetin-7-O-glukuronid a control szubsztrat probanal
2,5-sz6r, mig a hesperetin-3’-O-glikuronid 3,5-sz6r magasabb ATPaz aktivitast
indukalt az ABCC3 ATPaz esszében (19. tablazat). Mindez azt sugallja, hogy ezek a
konjugatumok j6 szubsztratjai az ABCC3-nak és az ABCC3 fontos szerepet jatszhat
a glukuronidok abszorpciéjaban. Tovabba, az ABCG2 blokkolasaval javithaté ezen

flavonoid konjugatumok bioldgiai hasznosithatésaga.

19. tablazat A hesperetin-7-O-glikuronid és a hesperetin-3’-O-gliikuronid kdlcsdnhatasa

ABC efflux transporterekkel

Hesperetin gliikuronid | ABC transzporter ATP-az esszé Vezikularis transzport gatlas esszé
aktivalas gatlas
ECso (uM) | Efficacy (%) 1Cso (UM) Efficacy (%)
H7G BCRP 0.45 76 306 794
MRP2 129+ 78 65+5 48 + 23 92+1
MRP3 26+8 250 + 80 1.5+03 100 £ 1
H3'G BCRP - - 42 £22 76+ 9
MRP2 85+13 78+ 15 131 93 +1
MRP3 205 350 + 60 34+00 98 +4

5.4.3 A hidroxi-fahéjsavak kolcsonhatasa renalis anion és ABC transzporterekkel9

Relevans kozlemény: (Wong 2011).

Hidroxi-fahéjsavak természetes antioxidansok, melyek nagy mennyiségben
talalhatok gyumolcsokben, zéldségekben, kavéban (Tomas-Barberan 2001). A napi

bevitel az 1000 mg-ot is elérheti. Emberi plazmaban a hidroxi-fahéjsavak elsésorban

° A vegyilletek szintézisét valamint a munka meghatarozo részét kitevd influx transzporteres
méréseket a kollaborald partnerek végezték. A Solvo az efflux transzporteres vizsgalatokat végezte.
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szulfatalt és glukuronidalt szarmazékaik formajaban talalhatok (Wong 2010). A
szabad hidroxi-fahéjsavak jol abszorbealodnak, és a dozis 40-60%-a a vesén at urdl
(Bourne 2000). Mivel sok fenolos vegyllet, valamint szulfat konjugatumok aktiv
rendlis szekrécioval Urulnek, megvizsgaltuk, hogy szerepet jatszhatnek-e a vese
anion transzporterei a hidroxi-fahéjsavak és szarmazékaik (26. 4bra) renalis
SLC22A6 és SLC22A8 valamint az apikalisan expresszaloddo ABCC2 és ABCG2
jatszhatnak szerepet. Az SLC22A11 elsésorban a reabszorpcioban jatszik szerepet,

de nem kizarhat6 a szerepe az exkréciéban sem.

R1=H2,R2 = H: kavésav

R1 =CH;, R2 = H: ferulinsav

R1 =H, R2 = CH;: kavésav-3-0O-gliikuronid
R1=GIluA, R2 = H: kavésav-3-0-gliikuronid

R1 =H, R2 = GluA: kavésav-3-0-gliikuronid

R1 = S0y, R2 =H: kavésav-3-szulfat

R1=H,R2 = SO;: kavésav-4-0-szulfat
R1=CH;R2 = GluA: ferulinsav-4-O-gltikuronid
R1=CH;R2 = SO, ferulinsav-4-O-szulfat

10. R1 =GluA, R2 = CHy: izoferulinsav-3-O-gliikuronid
11. R1 = S0y, R2 = CHy: izoferulinsav-3-0O-szulfat

12. R1=H, R4 = H: dihidrokavésav

13. R3 = CH;, R4= dihidroferulinsav

14. R3 = Glua, R4 =H: dihidrokavésav-3-0-gliikuronid
15. R3 =H, R4 = GluA: dihidrokavésav-4-O-gliikuronid
16. R3 = SO;-, R4 = H: dihidrokavésav-3-O-szulfat

17. R3 =H, R4 = SOy dihidrokévésav-4-0-szulfat

18. R3 = CHj3, R4 = GluA: dihidroferulinsav-4-O-gliikuronid
19. R3 = CHs, R4 = SO5_ dihidroferulinsav-4-0-szulfat

D O~NO & WN=

26. abra A hidroxi-fahéjsavak és szarmazékaik szerkezete

A kavésav és metilétere, a ferulinsav, valamint dihidro szarmazékaik az SLC22A6
szubsztratjainak bizonyultak HEK-293 transzfektansokon tértént mérésekben, mig az

izoferulinsav nem bizonyult szubsztratnak (27. abra). A kavésav és telitett
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szarmazéka a dihidro-kavésav az SLC22A8 transzporternek is szubsztratja (27.
abra). Kiléndsen dramai volt az SLC22A6 és SLC22A8 expresszidja a kavésav és
dihidro-kavésav sejtes felvételére, mert a szil6i sejteken a detektalasi limit alatt volt a
sejtasszocialt vegyuletek mennyisége. Az SLC22A7 és SLC22A11 transzportereknek

egyik vegyulet sem volt szubsztratja (27. abra).

40
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27. abra A kavésav (CA), dihidro-kavésav (DCA), ferulinsav (FA) és izoferulinsav (lA)
kdlcsbnhatasa a vese PT epithel sejtekre jellemz6 organikus anion (SLC22A6,7,8,11)

transzporterekkel. Szignifikanciak: *p<0,05.

Erdekes szelektivitas volt megfigyelheté a konjugatumok vonatkozasaban. A szulfat
konjugatumok els6ésorban az SLC22A6 és kisebb mértékben az SLC22A8 altal
kerultek felvételre a transzfektansokban (28.A &bra), mig a glukuronid konjugatumok
transzporter preferenciaja ennek a forditottja volt (28.B abra). A szulfat konjugatumok
vonatkozasaban egy regio-szelektivitas is megfigyelhetd volt, tudniillik a 3-O-szulfat
szarmazékok nagyobb hatékonysaggal transzpotalédtak, mint a 4-O-szulfat
szarmazékok (28.A abra). Osszességében bar a nem konjugalt hidroxi-fahéjsavak
esetében is lattunk transzport aktivitast ez a transzportsebesség Iényegesen
alacsonyabb volt, mint a konjugatumoké. Kulondsen igaz ez a fiziologias
koncentracioknal (<6 puM) mért értékekre, ahol a konjugatumok esetében lattunk

transzportot, mig a konjugalatlan savak esetében nem volt szignifikans transzport.
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28. abra A hidroxi-fahéjsavak szulfat (A) és glikuronid (B) konjugatumainak kélcsénhatasa a
vese PT sejtekre jellemzd organikus anion (SLC22A6,7,8,11) transzporterekkel.

Szignifikanciak: *p<0,05.
Az apikalis membranban lokalizalédé ABC transzporterek kozul a konjugatumok

transzportjarél ismert ABCC2 és ABCG2 ATPaz alapaktivitdsat nem stimulaltak sem

a konjugalatlan sem a konjugalt hidroxi-fahéjsavak (20. tablazat).
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20. tablazat Hidroxi-fahéjsavak és konjugatumaik kélcsénhatasa ABCG2 és ABCG2-vel

Szubsztrat (300 pM)® BCRP MRP2
ATPaz aktivacio Vezikularis ATPase Inhibition of
%) transzportcgatlasa activation (%) vesicular tr;?nsport
(%) (%)
Kavésav-3-0-glikuronid - - - 33
Kavésav-4-O-glikuronid - - - 48
Kavésav-3-O-szulfat - - 329
Kavésav-4-O-szulfat - 50 - -
Dihidrokavésav-3-O-glikuronid - 45 - 22
Dihidrokavésav-4-O-glikuronid - 38 - 32
Dihidrokavésav-3-0O-szulfat - - -
Dihidrokavésav-4-0O-szulfat - - - -
Dihidroferulinsav-4-O-glikuronid - - - 43
Dihidroferulinsav-4-O-szulfat - - -
Ferulinsav-4-O-glikuronid - 40 -
Ferulinsav-4-O-szulfat - 60 - -
|1zoferulinsav-3-O-glikuronid - 63 - 36
Izoferulinsav-3-0O-szulfat - 37 - -

-: nem volt interakcio

a) a transzport gatlasa nem volt megfigyleheté sem ATPaz sem VT esszében fiziologias
koncentraciokban (£ 10 uM).

b) relativ aktivitas abrazolva, ahol a sulfasalazin hatasa a 100%

C) a gatlas szalaléka. A gatlas inhibitor tavollétében 0%

d) a stimult ATPaz gatlasa

Erdekes moddon, ugyanakkor néhany szulfat konjugatum transz-stimuldlta az
apikalisan lokalizalédé SLC22A11 medialt 5-karboxi-fluoreszcein transzportot, tehat
ez a transzporter bizonyos szulfat konjugatumok esetében efflux transzporterként
mikddhet (Wong 2011 Figure 7).

9.4.4 Kléracetanilid herbicidek kolesonhatasa ABC transzporterekkel10

Relevans koézlemény: (Oosterhuis 2008).

is talalhatok. A
peszticidek. A

A taplalék 0Osszetevbi kozott kornyezetszennyezd anyagok

kdrnyezetszennyez anyagok jelentés részét alkotjak a
kornyezetszennyezd anyagok nagy szama és a jelolt molekulak hianya miatt az
ATPaz tesztek az idealis HT szlr6tesztek szubsztratokra. Munkank soran kulonb6zé
kémiai tipusba tartozé peszticidek és konjugatumaik, O0sszességében tobb mint

félszaz molekula kolcsonhatasat néztuk meg ABCB1, ABCC1, ABCC2 és ABCG2

1 A kollaboralo partner a felhasznalt vegyiiletek egy

biolégiai/farmakoldgiai kisérleteket a Solvo végezte.

részének szintézisét veégezte. A
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transzporterrel ATPaz esszében (nem kozolt eredmények). A legtébb molekula az
ABCB1 ATPazt aktivalta, de bizonyos csoportok (pld., karbanilat és fenilurea
herbicidek) preferencialisan az ABCG2 ATPazt aktivaltak. A legspecifikusabb
kolcsonhatasokat a kloracetanilid herbicidek és az ABCB1 kozott detektaltuk
(Oosterhuis, 2008 Figure 3). A 7 vizsgalt molekulabdl 4, az acetochlor, alachlor,
metazachlor és metolachlor aktivalta az ABCB1 ATPazt 10-100 yM kozotti ECsg
értékekkel (29.A abra). A dimetachlor, propachlor nem, a prynachlor pedig csak 1
mM-os koncentraciéban aktivalta az ATPazt (29.B abra). Az ATPaz eredmények
korrelaltak a K562MDR sejteken kapott Calcein esszé adatokkal (29.C,D abra).

(A) 100 - (B) 100 -
fechia —a— Dimetachlor
Alachior = —a— Propachlor
= 801 —— Metazachlor £ 804
= » —+—Prynachlor
@ ~u~ Metolachlor =
S 601 S 604
2 =
% ]
e 40 4 ; 40 4
' E
E 20 = 20
- 2
2 E
] = ]  —
= 0 T - & 0 - 3
© 10 100 1000 100 1000
-20 - 20
A vizsgalt anyag koncentracicja (uM) A vizsgalt anyag koncentracidja (uM)
(C) 100 - —e— Acetochlor (D) 100 1 —&— Dimetachlor
—m— Alachlor —&— Propachlor
60 1 —»— Metolachlor B3 —+— Prynachlor
-~ 604 —»— Metazachlor =~ 04
s 7
= 40 1 % 40 4
2 201 2 4
% 5 =
= @
& 01 3 £ o
A vizsgalt anyag 1000 10 100 1000
20 1 koncentracidja 20 4
-40 - -40 -

A vizsgalt anyag koncentracidja (uM) A vizsgalt anyag koncentracioja (uM)

29. abra Klodracetanilid herbicidek kdlcsénhatasa ABCB1-el ATPaz esszében
A konjugatumok kozul a 2-klér-N-(2-metil-6-etilfenil)acetamid-S-glutation stimulalta az

ABCC1 ATPazt, és vezikularis transzport esszében 23,8 + 2,6 uM K, értéket

allapitottunk meg a kélcsénhatasra (30. abra).
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30. abra A 2-klor-N-(2-metil-6-etilfenil)acetamid-S-glutation transzportja ABCC1
(MRP1) altal VT esszében.

A megallapitott ECsy  értékek lényegesen  magasabbak, mint az
ételekben/taplalékban varhaté értékek, azonban az efflux transzporterek a Kp-nél
jelentdsen alacsonyabb koncentraciok mellett is hatékonyan csdkkentik a
szubsztratok permeabilitasat (Xiao 2006; Shirasaka 2008). A konjugatumok esetén is
hasonld a helyzet, azzal a kilénbséggel, hogy ezek alacsony passziv permeabilitasu

molekulak, ezért felhalmozédhatnak a sejtekben.

Osszességében megallapithatd, hogy a névényi hatéanyagok és a
kornyezetszennyezd anyagok transzporterekkel valé6  kdlcsOnhatasa  jol
karakterizalhatd transzportert tulexpresszaldé membran és sejtes esszékben. Az
eredmények magyarazatot adnak a molekulak komplexebb rendszerekben vald

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

5.5.1 Az ABCC2 transzporteren mért dsztradiol-17p-gliikuronid transzportjanak
potencirozasa membran, sejtes és in vivo rendszereken''

Relevans kézlemény: (Heredi-Szabo 2009a; Jemnitz 2010).

A kil6nb6z6 komplexitasu vizsgalati moédszerek jol kiegészitik egymast. Az in vitro,
els6sorban transzfektdsokon vagy azokbdl készult sejteken végzett vizsgalatok
mechanisztikus vizsgalatokra alkalmasak elsésorban, mig a primer tenyészeteken és
els6sorban in vivo preklinikai rendszereken és klinikan végzett vizsgalatok a
relevanciat igazolhatjak. A két rendszer kozott specifikus inhibitorok illetve
transzgén/knock-out allatmodellek biztosithatjak a kapcsolatot. Mi ezen mddszerek
barrier-specifikus integraciojara tettink kisérletet.

Az ABCC csalad fehérjéi, elsésorban ABCC2/Abcc2 fehérje komplex, nem Michaelis-
Menten kinetikaval transzportal tobb szubsztratot (Bodo 2003; Zelcer 2003; Gerk
2004; Huisman 2005; Borst 2006b; Zimmermann 2008; Heredi-Szabo 2009a). Az
Osztradiol-17B-glikuronid (E2-17p-G) ABCC2/Abcc2-altali transzportjaval tébb
tanulmany is foglalkozik (Bodo 2003; Zelcer 2003; Gerk 2004; Borst 2006b;
Zimmermann 2008; Heredi-Szabo 2009a). A human fehérje minden tanulmanyban
szigmoidalis koncentraciofliggést mutatott. A homotrop kdlcsdnhatds mellett
heterotrop kolcsbnhatas is leirasra kerllt. Szubsztratok és modulatorok is
potenciroztak egy masik szubsztrat proba transzportjat (Bodo 2003; Zelcer 2003;
Gerk 2004; Borst 2006b; Zimmermann 2008; Heredi-Szabo 2009a). A potencirozé
hatas a legtdobb esetben vezikularis transzport tesztben kerilt demonstralasra.
Egyedil a paclitaxel (Huisman 2005) és a saquinavir (Zimmermann 2008) vektorialis
transzportjanak gyoégyszermolekulak altali potencirozasa kerult demonstralasra
MDCKIIMRP2 sejtekben a Schinkel labor altal. A mi vizsgalataink célja kettés volt: i)
O0sszehasonlitani a human és a patkany transzportert a potencirozas
vonatkozasasban nemcsak vezikularis transzportban, hanem hepatocyta szendvics

kulturaban is, és ii) vizsgalni, hogy a potencirozas jelensége megfigyelhet6-e

oA hepatocita szendvics kultura és az in vivo kisérleteket a kollaboralo partner (MTA Koézponti Kémiai
Kutatointézet) végezte. A Solvo a membran teszteket hajtotta végre.
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patkanyban in vivo. A vezikularis transzportban a human ABCC2 altali E2-17B3-G
transzportra altalunk szamolt Hill szam 1,58 (Heredi-Szabo, 2009a Figure 1A,B) jo
egyezésben volt masok altal publikalt adattal 1,6 (Zimmermann 2008). A patkany
fehérjére mi hiperbolikus koncentraciofoggést kaptunk, és az altalunk szamolt Hill
koefficiens érték, a 0,98 (Heredi-Szabo, 2009a Figure 1C,D) elfogadhaté egyezést
mutat a fuggetlen tanulmanybdl szarmazé 1,16-os értékkel (Ninomiya 2006).
Megjegyzend6d, hogy a patkany fehérjére vonatkozéan ellentmondasos eredmények
olvashaték az irodalomban, szigmoidalis kinetikat és 1,5-6s Hill szamot is leirtak
(Gerk 2004). Mindkét transzporter esetében megdfigyelheté volt a potencirozas
jelensége tdbb gyogyszer (benzbromaron, indomethacin, probenecid és sulfasalazin)
altal is (31. abra). A jelenség flggott a szubsztrat péba, a E2-17B-G
koncentracidjatol. Mig 1 uM E2-173-G mellett jelentés potencirozast lattunk, addig 50
MM E2-17B-G mellett jobbara gatlas volt megfigyelheté (30. abra). Mig a human
transzporter esetén a maximalis potencirozas a 2,5 — 8,0 tartomanyban mozgott
(31.A abra), addig a patkany transzporter esetében alacsonyabb (1,7 — 5,0-sz6r0s)
maximalis potencirozas (31.B abra) volt megfigyelheté. Elmondhat6é, hogy a
gyogyszerek potensebben stimulaltak az E2-178-G transzportot a human

transzporteren (31. abra).
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31. abra 1 yM (lres négyzet) vagy 50 uM (teli haromszog) 6sztradiol-17-beta-glikuronid
human ABCC2 (A) és patkany Abcc2 (B) medialt transzportjanak potencirozasa gyogyszerek

altal.

A jelenséget szerettik volna megerésiteni egy komplexebb, ezaltal relevansabb
rendszerben, a hepatocyta szendvics kulturaban. Primer hepatocytak két kollagén
réteg kozott tenyésztve polarizalddnak, kialakulnak az epecsatornak, és a biliaris

transzport tanulmanyozhaté (Swift 2010). A potencirozas jelenségét ezekben a
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rendszerekben is megfigyeltitk az Osszes vizsgalt gyogyszermolekulara uagy a
patkany (32.A,B,C mint a human kulturaban (32.D abra).
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32. abra Osztradiol-17-beta-gliikuronid transzportjanak gyogyszerek altali potencirozasa
szendvics kulturaban tartott patkany (A,B,C) és human (D) hepatocitakban. Szignifikanciak:
*p<0.05.

potenciroztak. Az indomethacin 5 mg/kg-os doézisban 40%-al (104,8 percrdl 60,9
percre) csokkentette a E2-173-G félezési idejét. A benzbromaron hatasa dozisfiggd
volt. A 190,2 perces kontroll értékrél 10 mg/kg dozisban 104,5 percre, mig 20 mg/kg
doézisban 71,2 percre csOkkent a E2-17B-G félezési ideje. A probenecid hatasa

bimodalis volt. A 25 mg/kg-os dozis jelentés csokkenésésvel jart (151,2 percrdl 91,8
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percre), mig az 50 mg/kg dozis ennél kisebb valtozast (115,2 perc) okozott.
Elmondhaté tehat, hogy az ABCC2/Abcc2 medialt E2-173-G transzport
potencirozasanak jelensége medfigyelheté primer hepatocytakon és in vivo is.
Tovabba, kijelenthetd, hogy a vezikularis transzport alkalmas mechanisztikai
vizsgalatokra (Heredi-Szabo 2009b; Jemnitz 2010).

5.5.2 A quinidin és PSC833 mint szubsztrat préba és referencia inhibitor alkalmazasa
vér-agy gat ABCB1/Abcbla funkci6 vizsgz’tlatzira12

Relevans kozlemény: (Sziraki 2011).

A vér—agy gat a disztribucids barrierek kozott kivételesen fontos helyet foglal el.
Vizsgalata nem csak a CNS tamadaspontu gydgyszerek, hanem a centralis toxicitas
és nemkivant mellékhatasok miatt is fontos. Nincs olyan mértékben elfogadott in vitro
tesztrendszer, mint az abszorpcio becslésére hasznalt Caco-2 sejtvonal. Az in vivo —
in vitro korrelacidk elsésorban passzivan transzportalddé molekulakra mutatnak jé
egyezést (Garberg 2005; Hakkarainen 2010). Kovetkezésképpen, annak
megvalaszolasa, hogy egy molekula bejut-e az agyba, milyen efflux transzporter
kélcsdnhatasok befolyasoljak az agyi expoziciét és milyen efflux transzporter medialt
gyogyszerkolcsonhatasok varhatok a vér-agy gatnal tobbféle modszer
alkalmazasaval valaszolhato meg adekvat modon. Az agyi expozicid mérésére a
legalkalmasabb modszer az agyi mikrodializis, hiszen ez a modszer a szabad
(fehérjéhez nem kotott) szinteket hatarozza meg az extracellularis folyadékban. A
mikrodializisnek nagyobb szamu korlatozé tényezéje van, mint az in vitro
modszereknek. Ezért ezek a Ilimitalok a szubsztrat préba valasztasban. A
legfontosabbak: a szubsztrat proba nem-specifikus tapadasa a mikrodializis
prébahoz, a hasznalt csdvezethez, valamint a szubsztrat préba toxicitasa. 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 gatban expresszalodé Abcb1a funkcid

“ s

2 Az inhibitorokat szintézisét és a primer patkany endothel kultiran végzett permeabilitas vizsgalatokat a
kollaboraré partnerek (Toth Gabor, Szegedi Tudomanyegyetem; Krizbai Istvén, MTA Szegedi Bioldgiai Kdzpont)
végezték. A tovabbi membran, sejtes és in vivo vizsgalatok a Solvoban készlltek.
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aranyhoz vezet (Sziraki 2011). A Chax, agy / Cmax, ver arany 0,34 = 0,06. A specifikus
ABCB1 inhibitor PSC833 2X2 mg/kg dozisban kdzel 4-szeresre (AUC,q/AUC ¢
1,34 £ 0,31; Cmax, agy / Cmax, ver 1,25 * 0,34) ndvelte az aranyokat (33.A &bra). A
vehikulum kontroll hatasa ehhez képest elhanyagolhaté (AUC.q/AUC = 0,38 *
0,09; Cmax, agy / Cmax, ver 0,44 = 0,04) (Sziraki 2011). Haromprobas retrodializis

kisérletet is végeztink, ahol az intravénasan adott quinidin mellett (5 mg/kg) a bal

frontalis cortexbe helyezett mikrodializis préban keresztlil 10 mM-os PSC833-at, mig
a jobb frontalis cortexbe vehiculumot infundaltunk, majd mértik a quinidin agyi
szintjeit. Az AUC,q/AUC arany 1 volt a bal oldali cortexben, mig jobb oldali
kortexben 0,28-as aranyt mértink (33.B abra).
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Az in vitro vizsgalatok azt mutattak, hogy a quinidin 7,8 uM ECs, értékkel aktivalta az
ABCB1 ATPazt (34.A abra). Ez a kolcsonhatas vektoridlis transzportban
MDCKIIMDR1 sejtvonalon egy 8-as efflux aranyt eredményezett (34.B abra), mig a
primer patkany agyi endothel kulturan (RBEC) egy 1,8-koruli efflux aranyt kaptunk
(34.C abra). A vektorialis transzport mindkét rendszerben ABCB1 fiiggd volt, mivel
szuléi MDCKII sejteken az efflux arany 0,65 volt (34.B &bra), mig RBEC sejteken
specifikus ABCB1 gatlészerek (1 yM PSC833 vagy 1 uM LY335979) jelenlétében az
efflux arany 1-koruli érték volt (Sziraki 2011) (34.C abra).
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34. abra Quinidin kolcsdnhatasa ABCB1-el ATPaz esszében (A) és ABCB1 fliggd
kdlcsbnhatasa PSC833-al vektoridlis transzport esszében MDCKIIMDR1 (B) és RBEC (C)
sejteken.

Elmondhaté tehat, hogy az in vitro és in vivo adatok kvalitativan korrelaltak, és a
quinidin alkalmas ABCB1 szubsztrat préba, a PSC833 pedig alkalmas referencia

inhibitor ugy az in vitro, mint az in vivo vizsgalatokban.
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6 Kovetkeztetések, ij megallapitasok

Munkankat harom f6 iranyvonal koéré lehet csoportositani: (i)  Uj
esszék/tesztrendszerek fejlesztése, mely magaban foglalja az expresszids rendszer
optimalizalasat, szubsztrat prébak és referencia inhibitorok jellemzését, és az esszék
felhasznalhatésaganak korlatait, (ii) annak megmutatasa, hogy az esszék
hasznalhatok gyogyszermolekuldk, novényi hatdéanyagok, kornyezetszennyezd
anyagok transzporterekkel valé kodlcsOnhatasanak jellemzésére, és ADMETox
sajatsagainak megértésére, valamint (iii) in vitro — in vivo korrelaciés vizsgalatok

végzeése.

Uj eredményeink:

1., Megmutattuk, hogy az apikalisan expresszalédé ABCB11/Abcb11 és ABCG2
efflux transzporterek aktivitdsa jelentésen flgg az expresszidés rendszer membran
koleszterin tartalmatol.

2., Kifejlesztettink és szabadalmaztattunk egy U] teszt-reagens sorozatot, a
koleszterinnel feltdltott rovarsejt membranokat (High-Activity-Membrane (HAM)).

3., Megmutattuk, hogy az egér Abcb11 ATPaz esszé koleszterinnel toltott
membranban taurokenodeoxikolat (TCDC) szubsztrat proba hasznalata mellett
alkalmas gatlas tesztben ABCB11 gatld, potenciadlisan kolesztatikus anyagok
kiszUrésére. Ennek a medfigyelésnek a hasznositasaként kifejlesztettink, és
validaltunk egy nem-radioaktiv tesztrendszert gydgyszeripari felhasznalasra.

4., Megmutattuk, hogy a lipophilicitds fontos determinansa a membran és sejtes
esszékben mért ICso adatoknak.

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

6., Azt talaltuk, hogy kilénb6z6 sejtes rendszerekben mért ICso értékek ugyanazon
szubsztrat proba hasznalata esetén is kulonbozéek lehetnek. A kiuldnbség egyik
fontos oka lehet az eltéré transzporter expresszid, hiszen a legtdbb esetben a
megfigyelt kilonbségek korrelaltak az ABCB1 transzporter expressziéjaval. Mindez
felveti a barrier specifikus sejtvonalak, primer kultirak hasznalatanak

szlkségességét.
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7., Megmutattuk, hogy a chlorothiazid szelektiv ABCG2 szubsztrat, amely
hasznalhat6 kilénb6zé in vitro tesztekben, és feltételezzlik, hogy potencialis klinikai
szubsztrat prébaként is alkalmazhato lenne.

8., Megmutattuk, hogy a leflunomid és aktiv metabolitia a teriflunomid specifikus
ABCG2 szubsztratok, és ez a kolcsOnhatas felel6s ezen molekulak citotoxicitasaval
szembeni in vitro rezisztenciaért. Mivel a teriflunomidrdl azéta kiderilt, hogy ABCG2-
fligg6 farmakokinetikaja van, javasoljuk a teriflunomidot ABCG2 szubsztrat probaként
valé alkalmazasra ugy klinikai, mint in vitro vizsgalatoknal.

9., Igazoltuk, hogy a CDCF alkalmas ABCC2 szubsztrat prébaként valo alkalmazasra
nagy ateresztbképességi vezikularis transzport metodikaju szlrésekben. Ennek a
megdfigyelésnek a hasznositdsaként kifejlesztettink, és validaltunk egy nem-
radioaktiv tesztrendszert gyégyszeripari felhasznalasra.

10., Megmutattuk, hogy a baicalein enterocytakban képz6dé glikuronidja aktivalja az
ABCC2, ABCC3 és ABCG2 ATPazokat. Feltételeztik, hogy az ABCC2 és az ABCG2
lehet felelds a baicalein-glikuronid apikalis/lumenalis, mig az ABCC3 a basolateralis
abszorptiv transzportjaért.

11., Azt talaltuk, hogy a baicalein-glukuronid biliaris exkrécidjaban a hepatocytak
sinusoidalis membranjaban lokalizazédé influx és a canalicularis membranban
talalhatdé ABCC2 és ABCG2 efflux transzporterek vesznek részt. A baicalein
gliukuronid 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-gliikuronid 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 kélcsbnhatasa
magyarazhatja ennek a glikuronidnak a specifikus, apikalis/lumenalis szekrécidjat az
enterocytdkban, mig az ABCC3 lehet a felelés a két glikuronid abszorptiv
transzportjaért.

13., Megvizsgaltuk a hidroxi-fahéjsavak kolcsdnhatasat a vesében kulcsszerepet
jatszé SLC22A alcsaladba tartozd szerves anion (OAT) transzporterekkel. Azt
talaltuk, hogy a konjugalatlan savak esetében az SLC22A6 jatssza a legfontosabb
szerepet in vitro. A szulfat konjugatumokat az SLC22A6, mig a glukuronid
konjugatumokat az SLC22A8 transzportalja preferencidlisan. Ezek a transzporterek

lehetnek felelések a basolaterdlis oldalon a renalis szekrécidért. Az apikalis
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exkréciéban az ABCG2 és ABCC2 transzportereket teszteltik, és nem talaltunk
szamottevé kolcsdnhatast. Ezzel szemben néhany szulfat konjugatum transz-
stimulalta az SLC22A11 medialt influx aktivitast, tehat elképzelhetd, hogy az
SLC22A11 részt vesz ezen szulfat konjugatumok szekretérikus transzportjaban.

14., Megmutattuk, hogy a kléracetanilid herbicidek jelentés része aktivalja a human
ABCB1 ATPazt, tehat valoszinlsithetéen szubsztratja is. Az ATPaz esszé tehat egy
olcs6, nagy ateresztbképességll esszé, amely alkalmas nagyszamu
kdrnyezetszennyezd anyag tesztelésére.

15., Igazoltuk, hogy az ABCC2/Abcc2 transzporterek altali 6sztradiol-17béta-
glikuronid transzport gyégyszerek altali stimulacioja mefigyelhetdé ugy a human, mint
a patkany transzporteren. Tovabba, mindkét fajbdl szarmazd hepatocytadk szendvics
kulturaban végzett méréseiban, valamint patkanyban in vivo. Kijelenthetjik, hogy a
jelenség élettani és farmakolégiai szempontbdél is relevans.

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

torténd kolcsdnhatasainak vizsgalatara.
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7 Megbeszélés

A Megbeszélés fejezet a kapott eredményeket, a kisérleti részben alkalmazott
sorrendben, de egy tdgabb kontextusban targyalja. Ahol a leirt kisérleti munka allasa

megkivanja, a tovabblépési lehetéségek is targyalasra kertilnek

A munkank alapvetéen arra iranyult, hogy a gyogyszerkutatas egy specialis
szegmensét kiszolgald, gyogyszer - transzporter kolcsOonhatasok mérésére és
értelmezésére alkalmas tesztrendszereket kifejlessziink, optimalizaljunk és
validaljunk. Mindehhez szukség volt olyan alapvetd membranbioldgiai vizsgalatokra,
mint a lipidkdrnyezet hatasa a transzporterek aktivitdsara. Szintén fontos a
transzporter expresszié hatasa a kinetikai paraméterekre. Vizsgaltuk, hogy a
molekulak lipofilicitasa hogyan befolyasolja a teszt eredményeket. Megfigyeléseinket,
eredményeinket ,beépitettik” kisérleti rendszereinkbe, és megmutattuk, hogyan
hasznalhatok a gydgyszerkutatasban, a novényi hatéanyagok abszorpciojanak és
exkrécidjanakanak megértésében. Tovabba, kezdeti Iépéseket tettink abban az
iranyban, hogy a kdrnyezetszennyez6 anyagok transzporter kdlcsdnhatasainak
vizsgalatan keresztul lehetéség legyen kedvezébb tulajdonsagu (pl. emberben

rosszabbul felszivodod) peszticidek fejlesztésére.

A gyogyszerkutatds ADMETox szegmense arrdl szol, hogy megértsik milyen
kdlcsdnhatasok determinaljak a gyogyszerjeldltek farmakokinetikai, és toxikologiai
viselkedését emberben. Egy in vitro tesztrendszer tehat akkor j6, ha a gydégyszer
tulajdonsagait meghatarozd fehérjék aktiv szerkezetlek, és relevans molekularis
kornyezetben vizsgalhatok. A viszgalatok mechanisztikus szempontjait (specificitas),
és a tesztek atereszt6képességét elénydsen befolyasolja, ha a célfehérjét
tulexpresszaljuk. Az ABC transzporterek kozkedvelt expresszios rendszere a
baculovirus vektor — rovarsejt rendszer, ami magas expressziét ad, és tébbféle
esszében (ATPaz, vezikularis transzport és festékiranszport) is alkalmazhato.
Vizsgalataink (5.1.1 és 5.1.2 fejezet), két transzporter (ABCB11/Abcb11, ABCG2)
esetében is azt mutattdk, hogy ezen rendszer hasznalatdanak korlatai vannak
(Glavinas 2007; Pal 2007b; Kis 2009a). Eredményeinket az ABCG2 (Telbisz 2007)
és az Abcb11 (Paulusma 2009) vonatkozasaban flggetlen Kkutatasok is
megerdsitették. A foszfatidil-szerin flippaz, ATP8B1 deficienciaja emberben a

progressziv familialis intrahepatikus kolesztazis 1 tipusat (PFIC1) illetve a benignus
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ismétlédé intrahepatikus kolesztazis 1-es tipusat (BRIC1) okozza. Elferink és
munkatarsainak (Paulusma 2009) vizsgalata szerint az ATP8B1 deficiencidja a
hepatocyta membran exoplazmas lemezében foszfatidil szerin megjelenésével, és az
epesokkal szemben rezisztens struktura elvesztésével jar. Ennek kdvetkezménye a
membran koleszterin fokozott extrakcidéja (Paulusma 2008). A csdkkent membran
koleszterol csokkent ABCB11 aktivitassal, és epepangassal, magas szérum epeso
koncentracioval jar. A holland kutatdk a funkcionalisan deficiens Atp8b76308V/E308V
egér modellen sikerdlt igazolniuk ezt a mechanizmust (Paulusma 2009). Az ABCB11
koleszterinfigg® aktivitasat igazold megfigyelésiinknek tehat komoly élettani és
korélettani relevanciai vannak. Tovabbi adatokat szolgaltatnak a megfigyelés
megértéséhez azok a tanulmanyok, melyek az ABCG2 (Storch 2007), és az
ABCB11-r6l (Ismair 2009) igazoltak, hogy az fiziolégidsan az apikalis membranok
koleszterin gazdag raft/caveola mikrodoménjeiben helyezkednek el. Mindkét
transzporterrdl igazoltak, hogy kolokalizalédik a caveolin-1 fehérjével (Storch 2007;
Ismair 2009). Tovabba, az ABCG2-rél a caveolin-1-el valé asszociacio is igazolast
nyert (Storch 2007). A kulénb6z6 tanulmanyok egyetértenek abban, hogy a
koleszterin altalanossagban véve nem moduldlja az epesok affinitasat a
transzporterhez, viszont jelentésen noveli a transzportsebességet. Ami a gatlészerek
potenciajat illeti, ott is hasonldék a megfigyelések, bar a cyclosporin A kdzel 10-szer
magasabb [Csy értéke a koleszterinnel toltétt ABCB11 membranon (BSEP-HAM)
Ovatossagra int (Kis 2009a). A koleszterin hatas mechanizmusa maig tisztazatlan
(Hegedus 2009). Nincs jele a kompeticidonak, és annak sem, hogy a koleszterin
szubsztratja lenne a fehérjéknek. Az ABCG2 esetén a koleszterin feltltés emelkedett
ATPaz alapaktivitassal (Kis 2009a), mig az Abcb11 esetében csdkkent ATPaz
alapaktivitassal (Kis 2009c) jart, tehat ebbdl sem vonhato le egyértelml konkluzio.
Az, hogy az ABCG2 R482G és R482G mutansok aktivitasat a koleszterin nem
befolyasolta szignifikansan (Telbisz 2007), arra utal, hogy itt egy specifikus hatasrdl

van szo.

Tovabbi ABC transzporterek esetében egyedil a basolaterdlisan expresszalodo
ABCC1-r6l publikalt adatok utalnak egységesen arra, hogy a fehérje aktivitasat nem
potencirozza a koleszterin (Cerf 2007; Telbisz 2007; Meszaros 2011). Az ABCG2- és
ABCB11-hez hasonléan apikdlisan expresszaloddé ABCC2 esetében szintén

megfigyelték a koleszterin potenciroz6 hatasat (Ilto 2008). A koleszterin ABCB1-re
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kifejtett hatasat sokan tanulmanyoztak, tobbek kdzo6tt magyar kutatok is (Fenyvesi
2008). A koleszterin ABCB1-en kifejtett hatasara és a hatas mechanizmusara

vonatkozo kovetkeztetések sem egységesek (Klappe 2009).

Osszegezve, megfigyeléseink azt sugalljdk, hogy az expressziés rendszer
megvalasztasanal vagy kialakitasanal a membran lipidkdrnyezetre tekintettel kell

lennink.

Az ABC transzporterek esetében sejtes és membran alapu tesztrendszerek
alkalmazhatok ugy a szubsztrat mint az inhibitor esszében. A két leggyakrabban
alkalmazott szubsztrat esszé az ATPaz és a vektorialis transzport esszé. Irodalmi
adatok analizisével azt allapitottuk meg, hogy a vektoridlis transzport szubsztrat
esszé eredményei €s az ugyanazon rendszerben mért gatlas adatok kdzott kicsi a
korrelacio (14. tablazat). Ez részben annak tudhaté be, hogy a magas passziv
permeabilitasu molekulak kozott volt, ahol sok ATPaz aktivator negativként jelent

meg a vektoridlis transzport esszében (Polli 2001; von Richter 2009).

A tesztrendszerek masik fontos része a szubsztrat probak kivalasztdsa. A szubsztrat
prébak egyrészt pozitiv kontrollok szubsztrat esszékben, masrészt riporter
szubsztratok gatlas esszékben. A regulacios vizsgalatokban célszer(i konszenzusos
szubsztrat prébakat hasznalni, ezért a szubsztrat prébakra a gydgyszerhatésagok
javaslatot is tesznek. A gyogyszerhatésagok altal kivalasztott efflux transzporterek
kézlil az ABCB1 esetében a digoxin a preferalt préba (EMA-Guidance 2010;
Giacomini 2010), bar a szakmai tarsadalom megosztott ezzel kapcsolatban (Lee
2011; Shi 2011). Az ABCB11 esetében a transzporter fiziolégias szerepe és a
gatlasabol kovetkez6 toxicitas profil egyértelmivé teszi egy epesd szubsztrat
prébaként valé hasznalatat. A legtdbbet hasznalt szubsztrat proba a taurokolat. A
harmadik, a gyégyszerhatdésagok altal kivalasztott transzporterre, az ABCG2-re nincs
konszenzusos préba (Giacomini 2010). Az egyik fontos kivalasztasi szempont a
specificitas, hiszen az atfedd szubsztrat specificitas profilok miatt in vivo egy
transzporter hatasat egy masik elfedheti kompenzatérikus expresszié névekedés. Ez
ugy jelenik meg, hogy egy transzporter hatasat knock-out allatokban csak a masik
transzporter egyideji kiutésével lehet felmérni (Robey 2010). A legtdbb példa arra
van, hogy az ABCG2 esetén az ABCB1 a legtdbb esetben a maszkirozo transzporter

(Enokizono 2008). A vér-agy gatban lévé Abcg2 hatasat knock-out allatokban csak
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olyan szubsztratokra lehetett detektalni, melyek nem ABCB1 szubsztratok is egyuttal.
Egyik tanulmanyunk, a chlorothiazid ABCG2 kolcsOnhatasat tanulmanyozta. A
chlorothiazid mint potencialis szubsztrat egy korabbi szirémunkank soran kerilt a
latoteriinkbe. A molekula szelektiv ABCG2 szubsztrat, nem szubsztratja az ABCB1-
nek (Beéry 2011 Figure 1.), bar az ABCC4 interakcié még nem zarhaté ki. Elénye a
chlorothiazidnak, hogy az 0Osszes vizsgalt in vitro esszében, azaz az ATPaz,
vezikularis transzport és vektoridlis transzport tesztben is hasznalhatdé. A
chlorothiazid, és a hydrochlorothiazid 6sszehasonlitasabdl az derul ki, hogy az utébbi
nem ABCG2 ATPaz aktivator (Beery 2011), bar vezikularis transzport kisérletek azt
mutattak, hogy szubsztratja a human ABCG2-nek (Hasegawa 2007). Mig emberben
a chlorothiazid abszorpcidja p.o. adagolas esetén a 20-50%-0s tartomanyban van
(Straughn 1979; Osman 1982; Adebayo and Mabadeje 1985), a hydrochlorothiazid
abszorpcidja 80% koruli. Feltételezhet6, hogy a chlorothiazid nagyobb transzport
sebességgel transzportaldédé ABCG2 szubsztrat, és ez okozza a klldnbséget.
Ahhoz, hogy a chlorothiazid legitim jeldlt legyen az ABCG2 szubsztrat préba
szerepre, igazolni kell, hogy emberben is ABCG2-figgé farmakokinetikat mutat. Ezek

a vizsgalatok még varatnak magukra.

A teriflunomidrdél és a propharmacon leflunomidrol mi irtuk le, hogy specifikus ABCG2
szubsztratok (Kis 2009b). Mindkét gydgyszer aktivalja az ABCG2 ATPazt, és
kdlcsdnhat az ABCG2-vel membran (VT) és sejtes (Hoechst) esszében is (5.2.1, 14.
abra). Mindkét gyogyszer potens szubsztratja az ABCG2-nek a leflunomid ABCG2
ATPazban mért ECs értéke 3,93 uM, mig a teriflunomidé 0,78 pM (Kis 2009b).
Ennek a kélcsbnhatasnak a kdvetkezménye, hogy az ABCG2 tulexpresszalasa HEK-
293-as sejtekben a gyogyszerek citotoxicitasaval szemben rezisztenciat okoz (Kis
2009b), ami a transzporter gatlasaval felfuggesztheté (5.2.1, 15. abra).
Eredményeink klinikai relevanciajat egy holland kutatécsoport igazolta, akik
megmutattak, hogy methotrexatra és/vagy leflunomidra rezisztens betegek
synoviumabdl izolalt makrofagokban az ABCG2 expressziod lényegesen magasabb,
mint a kezelésre szuszceptibilis betegek esetében (van der Heijden 2009). Tovabbi
érdekes fordulat, hogy a teriflunomid ABCG2-fligg6é farmakoldgiat mutatott, azaz az
alacsonyabb ABCG2 aktivitassal jaro, c.421C>A allélt hordozé betegekben a
gyogyszer 0sszes lényeges farmakokinetikai paramétere szignifikansan kulénb6zott
a csak vad tipusu allélt hordozo betegekétdl (Kim 2011). A Chax értékek 30%-al (2.01
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pug/ml szemben a 2.61 pg/ml, P=0.029), mig az AUC értékek 83%-al (476.8 ng*h/ml
szemben az 871.2 ng*h/ml) (P=0.004) voltak magasabbak a c.421C>A allélt is
hordozoknal. A gyogyszer felezési ideje 45%-al hosszabb (207.8 h szemben a 300.9
h) (P=0.029), mig az oralis clearance 41% -al volt alacsonyabb (45.0 L/h szemben a
26.6 L/h) (P=0.001) a c.421C>A allélt is hordozdknal. Mindez annak fényében, hogy
a teriflunomid a gyégyszerhatdésagok altal preferalt vektoridlis esszében ugy az
MDCKIIBCRP, mint a Caco-2 sejteken is ABCG2-t6l figgden transzportaldédtak
(Krajcsi és munkatarsai, kézirat el6késziletben) a teriflunomidot ABCG2 szubsztrat

préba szerepére alkalmas jeldltté teszi.

A gyogyszerkutatas korai fazisaban végzett vizsgalatok a magas vegyuletszam miatt
megkovetelik HT szlrétesztek kifejlesztését. A fluoreszcens szubsztrat prébak
alkalmazasa kozkedvelt az ilyen szlrétesztekben. Még akkor is, ha a fluoreszcens
préba nem egy klinikai szempontbdl relevans gyogyszer. Ez a gydgyszerkutatas-
fejlesztés késbi fazisaiban sziukségessé teszi az in vitro vizsgalatok megismétlését
klinikailag relevans szubsztrat probak felhasznalasaval. Az ABCB1 transzporterre a
magyar kutatok altal kifejlesztett (Homolya 1993), calcein-AM-et szubsztrat probaként
hasznalé Calcein esszé a legalkalmasabb HT szlir6tesztekben valo felhasznalasra. A
teszt detektalja a legtdobb gyogyszer — ABCB1 kolcsdnhatast (Rautio 2006; von
Richter 2009). Eredményei jol korrelalnak a szakmai korokben relevansabbnak
tekintett, am lényegesen alacsonyabb ateresztéképességu digoxin transzport gatlas
teszt eredményeivel (Cook 2010; Glavinas 2011). Az irodalomban MDCKIIMDR1
sejteken calcein esszében mért ICsy értékek (Polli 2001; Rautio 2006) Iényegesen
magasabbak voltak az altalunk K562MDR sejteken mért értékeknél, ami
standardizacios problémat jelent az eredmények felhasznalasaban, az ezen értékek
alapjan megbecsullt gyogyszer-interakcios potencial megallapitasaban. Megnéztik
tehat, hogy a valasztott sejtrendszer milyen hatassal van a kapott ICs, adatokra
(5.2.2, 15. tablazat). Jelentds, tobb mint 50-szeres kuldnbségeket talaltunk (Glavinas
2011). Ahol tendenciozus kuldnbségek voltak a harom altalunk vizsgal sejtvonal
kozott, ott az |ICsp-eredmények Kkorrelaltak a transzporter expresszioval
(ICsompckimpbr1 > 1Csokseampr > ICsonenmecps) (Glavinas 2011). Nem  minden
vegylletre voltak azonban ilyen trendek magfigyelhetdk a teljes sejtpanelre. Ezért
feltételezzuk, hogy mas jellemzdk, ugy mint a membranok lipid dsszetétele illetve a

membranok kompaktsaga is szerepet jatszhat (Gatlik-Landwojtowicz 2006; Seelig
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2007). Pontos magyarazat nincs, de hasonld, sejtvonal- és transzporter expresszié
fuggé ABCB1 gatlasi potencialt figyeltek meg quinidinre kordabban masok is (Taub
2005). Latva a hCMEC/D3, human agyi endothelen kapott alacsony ICsy értékeket,
Osszességében elmondhatd, hogy a tesztrendszernek komoly befolyasa van a mért
értékekre, és a Calcein esszé alkalmas a gyoégyszer-transzporter kdlcsonhatasok
barrier-specifikus tesztelésére.

A calcein-AM egy tovabbi érdekes vizsgalatra is lehetéséget adott. Megnézhettik
hogyan korrelalnak a kapott I1Csy értékek harom kulonb6zd tesztben (5.2.2): az
ABCB1 ATPaz, ABCB1 vezikularis transzport és ABCB1-specifikus Calcein
esszében (Szeremy 2011). Az, hogy a kulénbdz6 tipusu esszében ugyanazt a
szubsztrat probat hasznalhattuk, kikiszobodlte a kiulénb6zdé préba — kuldnbdzé
kotdhely és kilonboz6 kinetika problémakorbél adéddé kompatibilitasi nehézségeket.
Vizsgalatainkban azt talaltuk, hogy a kulonb6z6 esszékben kapott ICso értékek
rangsora ugyanaz (Szeremy 2011, Table 1). Kulonbséget lattunk viszont az
individualis értékeknél. Valamint megfigyelheté volt mint tendencia hogy az 1Csg caicein
/ 1Cs0 vt hanyados a molekulak lipofilicitasaval forditott aranyban valtozott (18. abra).
Osszefoglalva, a calcein-AM tdbbféle tesztrendszerben jol alkalmazhat6é proba. Az
eredmények értékelésében, azonban figyelembe kell venni a tesztrendszer
karakterisztikait (transzporter expresszid), és a teszt anyag tulajdonsagait
(lipofilicitas) is.

Az ABCC2 transzporter tobb fontos barrierben, ugy mint a hepatikus, intesztinalis és
renalis is jelen van. A legfontosabb szerepet mégis a hepatikus barrierben jatssza.
Ugyan tobb szubsztratia van a hatéanyagok valamint els6sorban a fazis |l
metabolitok kozo6tt, fontossagat mégis a toxikoldgiai jelentésége huzza ala. A
transzporter funkcié gatlasa a szubsztrat bilirubin glikuronidok hepatikus
felhalmozdodadaval, és -elsésorban a sinusoidalis ABCC3 altali transzportnak
kovetkeztében- megemelkedett plazma szintekkel, azaz konjugalt
hiperbilirubinémiaval jar. Az ABCC2 tanulmanyozasa tehat nagyon fontos. A
fiziologias szubsztratok kozott a leukotrién C4 transzport Michaelis-Menten kinetikat
kovet, és a potencirozas jelensége nem lép fel (5.2.3, 19. abra). Tehat olyan
szubsztratot kerestunk, amely hasonld kinetikaval transzportalddik, viszont
kedvezébb sajatsagokkal rendelkezik, mint az leukotriéen C4. Vizsgalataink azt
mutattak, hogy a CDCF alkalmas szubsztrat (5.2.3, 16. tablazat, 19. abra). Raadasul

nem csak vezikularis transzportban alkalmazhato, hanem sejtes esszékben is, hiszen

124



dc_350 11

van membran permeabilis valtozata is, a carboxy-dichloro-fluorescein-diacetat
(CDCF-DA). Maga a CDCF is szubsztratia az SLCO csaladba tartozé hepatocyta
influx transzportereknek (Howe 2009). Hepatocyta szendvics kulturaban a CDCF a

kanalikulusokban halmozddik fel, és alkalmas azok megjelenitésére, a kultura

« sy

Optimalizalt és validalt tesztek alkalmasak kismolekulak transzporterekkel vald
kdlcsdnhatasanak tesztelésére. Gyogyszermolekulak tesztelését célzd vizsgalataink
az ABCB1, az ABCC és az ABCG2 transzporterekre fokuszaltak (5.3 fejezet).

A seliciclibrél igazoltuk, hogy specifikus ABCB1 szubsztrat (5.3.1, 20. abra). Ez a
kélcsdnhatas megjelent az MDCKIIMDR1 sejtvonalon végzett vektorialis transzport
esszében. Valbszinlsithetd, hogy ez a kdlcsdnhatas a felelés a korlatozott vér—agy
gat permeabilitasért felnétt patkanyban. Erdekes médon a kdlcsdnhatds nem jart
egyutt a gydégyszer citotoxicitasa elleni rezisztenciaval az ABCB1-et tulexpresszalé
sejtvonalakon. Utébbi lehet annak a kdvetkezménye, hogy a magas passziv
permeabilitas mellett ebben az esszében a transzport nem volt képes jelentésen
csokkenteni az intracellularis gyogyszer koncentraciot. Ez LC/MS mérésekkel
megvalaszolhaté. Amennyiben nem err6l van sz6, azt feltételezhetjik, hogy a
seliciclib is az MDR1-inverz vegyuletek k6zé tartozik, melyek citotoxikus potencialja
korrelal az ABCB1 expresszioval (Szakacs 2004). A selicilib esetén ezt a hatast
kimutattak MCF7 és az ABCB1-et magasan expresszaldé MCF7 sejtvonalakon
(Cappellini 2009). Amennyiben ez a mechanizmus a magyarazat a jelenségre, ugy
az altalunk vizsgalt sejtekben az ABCB1 kétéll kardként viselkedik, mely egyrészrol

gyogyszer citotoxikus hatasat, és a kett6 nagyjabadl kiegyenliti egymast.

A parazita ellenes szerként ismert ivermectinrél ismert volt, hogy ABCB1/Abcb1
szubsztrat, és a kodlcsOnhatas felelés a csOkkent agyi expozicidéért, és a
neurotoxicitas hianyaért (Schinkel 1994). Az ivermectin nagy mérete és flexibilis
szerkezete alkalmassa teszi, hogy tobb transzporter szubsztrat/inhibitor kdtéhelyére
bekotdédjon (5.3.2, 21. abra). Vizsgalataink azt mutattdk, hogy az ivermectin
kdlcsénhat az ABCC1-3 fehérjékkel és az ABCG2-vel is. A kdlcsdnhatasok nem
utaltak a szubsztrat jellegre, mert nem volt ATPaz aktivalas (5.3.2, 17. tablazat, 22.

abra), de az az ABCB1-et tulexpresszalé membranokban sincs, pedig az ivermectin

125



dc_350 11

az ABCB1-nek ismert szubsztratja. Az ivermectin néhany paciensben 100 nM-os
plazma szintet érhet el (El-Tahtawy 2008) mig a 150 pg/kg oralis doézissal
(http://www.drugs.com/) szamolva koncentracioja a bélben elérheti az 50-70 uM-t. Az
ABCG2 gatlasat jellemzd 1,4 uM-os K (Jani 2011) érték mellett ez a kdlcsdnhatas
gyogyszerinterakcid szempontjabdél mar szignifikans, hiszen plazma szintjén
megkozeliti a koncentracio/K; = 0,1, és a béltraktusban pedig tulszarnyalja a .
koncentracié/K; = 10 kuszobértéket (FDA-Guidance 2012). Egy, az ivermectin —
ABCG?2 interakcidbdl adodo gyogyszerinterakcidt azéta egérben mar igazoltak (Real
2011).

A sulfasalazin olyan alacsony passziv permeabilitasu molekula, hogy hatékonyan
infux transzporter segitségével jut csak be a sejtbe. Ebben az esetben az
intracellularis  koncentraci®6 meghatarozdsa addiciondlis feladat. Az efflux
transzporterek sulfasalazin kolcsdnhatasanak vizsgalata tehat nehézkes, és az
eredmények értelmezése sem egyértelmid. A sulfasalazin transzport és sulfasalazin
gatlas vizsgalatara a vezikularis transzport egyértelmien a legalkalmasabb (Jani
2009). Vizsgalataink igazoltak, hogy a human ABCG2 nagy affinitassal transzportalja
a sulfasalazint (5.3.3 fejezet). Tovabba, a sulfasalazin esetében nem latunk, a
methotrexat transzportjanal megfigyelthez (Breedveld 2007) hasonlé mértékld pH-
fuggést (Jani 2009 Figure 2,3). Az alacsony passziv permeabilitdsu gyoégyszerek
altali gatlas vizsgalatara mar a gyégyszerhatdésagok altal is ajanlottak a vezikularis
transzport moédszert (Zhang 2009; Giacomini 2010).

A novényi hatéanyagok jelentés része tartalmaz fenolos funkciot. Ezek a molekulak
intenziven konjugalédnak, és a vérben els6sorban a konjugatumaik talalhatok A
konjugatumok passziv permeabilitasa igen alacsony, ezért a sejtmembranokon at
torténé transzportjuk transzporter medialt. Polarizalt sejteken valé vektorialis
transzportjuk pedig egy apikalis és egy basolateralis transzporter egyuttmikodésével
valésul meg. Az altalunk vizsgalt novényi hatdanyagok fenolos funkcidiknak
készénhetéen mar az enterocytakban konjugalédnak ezért a Caco-2 sejtvonalon
vizsgalhaté volt a metabolizmusuk és az alapmolekula valamint a metabolitok
transzportja is (5.4. fejezet). A baicalein esetében a glikuronid és szulfat konjugatum
is képzddott kdzel egyforma aranyban (Zhang 2007a Figure 3-5). A keletkezett

konjugatumok nagy hatékonysaggal effluxalédtak. Intracellularisan a képz&dott
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baicalein-glikuronidnak minddssze 1,6% volt talalhaté, mig az intracellularis
baicalein-szulfat detektalhatatlan volt (Zhang 2007a). Mig a glikuronid konjugatum
nagyobbik része basolateralisan, addig a szulfat konjugatum nagyobbik része az
apikalis membranon at effluxalédott. A baicalein-glukuroniddal végzett vizsgalataink
azt mutatjak, hogy az abszorptiv transzportban az ABCC3 jatszhat szerepet, mig a
szekretoérikus transzportban az ABCG2 és az ABCC2 is részt vehet (5.4.1 fejezet).
Baicalein szulfattal nem végeztlink méréseket, de a transzport iranya, és az ott 1évé
transzporterek szubsztratspecificitasa alapjan (Adachi 2005) feltételezhet6, hogy
dontéen az ABCG2 transzportalja. Egérben végzett kisérletek azt mutattak, hogy
fenolok glikuronidacidja a béltraktus fels6 szegmenseiben, mig a szulfatalédas az
als6 szegmensekben dominans. Mivel az Abcg2 expresszidja a kdzépsd és alsd
szegmensekben magasabb, igy az Abcg2 és a szulfotranszferaz (Sult) enzimcsalad
szép peéldajat szolgaltatia a metabolizmus és transzport egyuttmikoédésének
(Enokizono 2007b). Feltételezhetd tovabba, hogy az enterocyta SULT és/vagy
ABCG2 funkciok gatlasaval a novényi hatéanyagok bioldgiai hasznosithatésaga
novelhetd lenne. A baicalein kdzepes passziv permeabilitasi molekula (Zhang
2007a). Magasabb dozisoknal, a metabolikus apparatus telitédése kovetkeztében a
baicalein tdbb mint 75%-a atjut a Caco-2-es sejteken (Zhang 2007a). A majnak tehat
szerepe lehet a baicalein metabolizmusaban valamint biliaris exkréciéjaban.
Vizsgaltuk ezért a baicalein és baicalein-glikuronid biliaris exkréciojat. Szelektiv
gatloszerekkel azt sikerult igazolni, hogy a canalicularis exkrécidban az ABCC2 és
ABCG2 transzportereknek van szerepik. (Zhang 2011). A baicalein-glikuronid
hepatocytakba torténd influxaban az SLCO2B1 és az SLCO1B3 szerepe
feltételezhetd (5.4.1, 18. tablazat). Ennek igazolasahoz primer hepatocytakon és

transzfektansokon végzett influx tesztek elvégzése szikséges.

A hesperidin a narancsfélék f6 flavonoidja (5.4.2, 25. abra). A deglikozilaciojabdl
keletkezd hesperetin az enterocytakban konjugalédik. A keletkezd f6 metabolitok, a
hesperetin-7-O-glikuronid és a hesperetin-3’-O-glikuronid Caco-2-es sejtekbdl
torténd effluxa kilénbséget mutat (Mullen 2008). Csak az el6zd effluxalodik az
apikalis oldalon. Vizsgalataink azt mutattak, hogy csak a hesperetin-7-O-gltkuronid
aktivalta az ABCG2 ATPazt (5.4.2, 19. tablazat). A hesperetin-7-O-glikuronid a
masik, glukuronidok transzportjaban érintett apikalis efflux transzporterrel, az
ABCC2-vel is kolcsonhat, de lényegesen alacsonyabb ECs, értékkel (0,45 uM
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szemben a 129 + 78 uM). Ez a koélcsdnhatas valdszinlien elhanyagolhato, hiszen a
hesperetin-3’-O-glikuronid is aktivalja az ABCC2 ATPazt alacsonyabb EC50 (85 +
13 puM) és hasonlé hatékonysaggal, mint a hesperetin-7-O-glikuronid, még sincs
szamottevd apikalis effluxa. Mindkét glikuronid nagy hatékonysaggal aktivalja az
ABCC3 ATPazt (5.4.2, 19. tablazat). Tehat valoszinlsithet6, hogy ez a transzporter a
felelés az abszorptiv effluxért. Ennek igazolasa vezikularis transzport kisérletben
meég varat magara. Itt is elmondhaté, hogy az ABCG2 funkcié hesperetin-7-O-
glukuronid apikalis effluxaval limitalhatja a hesperetin bioldgiai hasznosithatésagat.
Az ABCC3 transzporter ugyanakkor kiemelkedd szerepet jatszik a hesperetin-
glukuronidok abszorpcidjaban.

A hidroxi-fahéjsavak szintén tartalmaznak fenolos funkciot, és ezért hatékonyan
glukuronizalédnak és szulfatalédnak (5.4.3, 26. abra). A ddézis mintegy fele a vesén
at urdl. Azonositandd az aktiv szekrécioeért felel6s fehérjéket, teszteltuk a renalis PT-
ban expresszalddd anion transzportereket. A hidroxi-fahéjsavak a savas fukcidnak
készénhetéen konjugalatlanul is alacsony passziv permeabilitasuak, igy sejtes
felvétellk influx transzporter fliggé (5.4.3, 27. abra). A konjugalatlan vegyuleteket és
a szulfat konjugatumokat az SLC22A6, mig a nagyobb méretli glikuronid
konjugatumokat az SLC22A8 transzportalta nagyobb sebességgel (5.4.3, 28. abra).
Egy tovabbi organikus anion transzporter, az SLC22A11 mdedialhatja az apikalis
szekretodrikus effluxot is, mert a bizonyos szulfat konjugatumok transzstimulaltéak a
SLC22A11 Aaltali 5-karboxy-fluoreszcein influxot. Erdekes médon a konjugatumok
fiziologias szintjeinél (<10 uM) a tesztelt apikalis efflux transzporterek az ABCC2 és
az ABCG2 nem mutattak kdlcsénhatast (5.4.3, 22. tablazat). Az efflux transzporterek
szerepét azonban nem lehet kizarni, mert agy a szulfat, mint a glikuronid
konjugatumok az SLC22A6 illetve az SLC22A8 koncentrativ hatasanak
kovetkeztében feldusulhatnak a sejtekben, masrészrél, egy tovabbi, a vese PT
epithelben szerepet jatszd efflux transzportert, az ABCC4-et nem teszteltuk.
Osszességében, a fenolos névényi hatéanyagok konjugatumai az enterocytakban,
hepatocytakban és a vese PT epithelben is membran transzporterek segitségével

abszorbealddnak és/vagy szekretalédnak.

A koérnyezetiszennyez6 anyagok koézll a peszticidek ABC efflux transzporterekkel
valo kdlcsonhatasat vizsgaltuk. Koérnyezetinkben mintegy 1000 peszticid, tehat az

O0sszes bennlnket korulvevd vegyi anyag valamivel tobb, mint 1 %-a talalhaté (Muir
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and Howard 2006). Ugy az alapvegyiiletek, mint a konjugatumok vizsgalatara
alkalmasak az elsGsorban gyogyszermolekuldk vizsgalatara optimalizalt
tesztrendszerek. Vizsgalataink azt mutattak, hogy a chloracetanilid herbicidek
els6sorban az ABCB1 transzporterrel (29. abra, Oosterhuis 2008 Figure 3), mig
glutation konjugatumaik az ABCC1-el hatnak koélcsdn (30. abra). Az ATPaz tesztek
alkalmasak nagy atereszt6képességli tesztelésre és szerkezet - hatas
Osszefliggések megallapitasara. Mégis elmondhaté, hogy az ATPaz aktivatorokat
transzport esszékben, elsésorban Caco-2 sejteken mért vektorialis transzportban
kellene tovabb tesztelni, hogy enterocytaban mért metabolizmusuk és transzporter
medialt transzportjuk igazolhato legyen. Mindezt egy széles — az enteralis és plazma
szinteket is magaban foglal6 - tartomanyban kell megtenni. A peszticidek
transzporter kdlcsénhatasait targyal6 irodalom nem bdévult jelentésen annak ellenére,
hogy a parazitaellenes peszticid, az ivermectin a prototipus ABCB1 szubsztrat.
Tovabba, Osszefluigéseket talaltak magas peszticid expozicidé és tobbek kozott
neurodegenerativ (Parron 2011) és onkohematoldgiai betegségek (Vajdic 2007;
Agopian 2009) kozott. Gatja lehet a tertlet bévilésének a transzporter kdlcsdnhatas
értékelése. A human populacié szempontjabol elényds, ha egy kdrnyezetszennyez6
anyag szubsztratja apikalisan expresszalédo efflux transzportereknek, hiszen az
ilyen vegyulet kevésbé szivodik fel, és gyorsabban Ural ki. Ugyanakkor, nagyobb a
veszélye annak, hogy a megcélzott fajokban (rovarok, parazitak, gomak, gyomok,
stb.) az ott talalhat6 transzporterek hatasasnak kdszénhetéen kevésbé szivodnak fel
ezek a vegylletek, azaz a fajok rezisztensek lesznek. Tehat, a szubsztrat
specificitasbeli kilénbségeket leird keskeny sav az a kémiai tér, ahol az optimalis

tulajdonsagokkal rendelkez6 peszticideket keresni kell.

Az ABCC2-re altalunk is megfigyelt komplex kinetika (5.5.1 fejezet) és a pozitiv
homotrép/heterotrop kdlcsdnhatasok jellemzéek a metabolikus (Atkins 2002) és a
transzport apparatusra (Borst 2006a; Borst 2006b) is. Az E2-17B-G transzportjanak
membran tesztben torténd potencirozasardl sok tanulmany szlletett, de a sejtes és
in vivo adatok hianyoztak. Tehat eredményeink (5.5.1 fejezet, 31. és 32. abra) akkor
is hianypoldéak, ha a glutation patany Abcc2 altali transzportjanak benzylpenicillin
altali potencirozal mar sejtes és in vivo adatok is kozlésre kerlltek (lto 2004).
Magarol a mechanizmusrol nincs a transzporterek vonatkozasaban egyértelmi kép.

Elképzelhetd két kulon transzport kotbhelye van a két molekuldnak. A kotranszport
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hipotézissel (Bodo 2003) ez kompatibilis. Ennek alternativajaként leirasra kerilt egy
modulator és egy transzport kétéhely (Zelcer 2003; Borst 2006a; Borst 2006b).
Utébbi mellett a szerz6k azzal érveltek, hogy a modulatorok kozott vannak olyan
molekulak, melyek maguk nem transzportalodnak (Zelcer 2003; Borst 2006b). A
kotdhelyek elhelyezkedhetnek szeparaltan illetve egy nagyobb koétdhely részeként.
CYP3A4-en végzett krisztallografiai (Cupp-Vickery 2000) és mutagenezis (Harlow
and Halpert 1998) vizsgalatok az utébbi modellt tamasztottak ala. Transzporterek
esetében az élettani jelentésége az egyik hipotézis szerint az, hogy a homotrop
kooperativitas alacsony cellularis koncentraciok mellett segit megakadalyozni az
értékes fizioldgias szubsztratok effluxat. A heterotrép stimulacié ugyanakkor
lehetbséget ad a toxikus szubsztratok hatékony eltavolitasara (Borst 2006a; Borst
2006b) .

Toxicitas szempontjabdl az agy az élettani szerep és a limitalt regeneracios
képesség okan kiemelt fontossagu. Az agy legfontosabb védéfunkcidja a
mikrokapillaris endothel, amely szoros sejt-sejt kozotti kapcsolatok és
apikalisan/lumenalisan elhelyezkedd efflux transzporterek segitségével limitalja a
toxikus molekulak agyi penetraciojat. Az efflux transzporter funkcié redundans
(Krajcsi 2012), ami mindenképpen jelzi a funkcié fontossagat. A normal human vér-
agy gat apikalis membranjaban négy efflux transzporter, az ABCB1, ABCG2, ABCC4
és ABCC5 expresszalddik (Warren 2009). Az Abcb1a, Abcg2 és Abcc4 knock-out
allatokon végzett kisérletekkel igazolt funkciot lat el (Lagas 2009; Ose 2009). A
harom funkcié ugyanakkor nem teljesen ekvivalens. Az Abcb1a kiltése sok
vegylleten a toébbi transzporter statuszatdl flggetlenlil megndvekedett agyi
expoziciot eredményez. Az Abcg2 funkcio kiesése ugyanakkor a legtdbb esetben
csak akkor jar megndvekedett agyi expozicidval, ha a molekula nem szubsztratja az
Abcb1a-nak (Enokizono 2008; Robey 2010). A vér—agy gat ABCB1 transzporteren
torténé gyogyszerkodlcsdonhatas tehat toxikus kovetkezményei lehetnek. A vér—agy
gat ABCB1 funkcié tanulmanyozasahoz in vitro és in vivo modszerek egyarant
szukségesek. Jelenleg hasznalatban 1évé in vitro rendszerek korrelacioja az in vivo
adatokkal mérsékelt (Garberg 2005; Krajcsi 2012). A digoxin mint szubsztrat proba
nem alkalmazhaté agyi mikrodializisben preklinikai modelleken, ezért helyette
quinidint hasznaltunk (5.5.2 fejezet). A quinidin egyike az alternativ  ABCB1
szubsztratoknak (Ma 2010). Referencia inhibitorként PSC833 hasznalhatd, amely
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efflux transzporterek vonatkozasaban Iényegesen specifikusabb ABCB1-re, mint a
gyakran hasznalt cyclosporin A vagy verapamil (Jani és munkatarsai, kézirat
el6készlletben). Ez a szubsztrat préba — inhibitor paros hasznalhaté ATPaz,
vektoridlis transzport esszében is, csakugy, mint in vivo agyi mikrodializisben
patkanyban (5.5.2 fejezet) és egérben (Sziraki és munkatarsai, kézirat
elékészuletben). A mi eredményeink szerint a quinidin a digoxinnal jobban

hasznalhato volt az in vitro tesztekben is (Sziraki 2011).

Osszefoglalva, munkank soran sikeresen (i) optimalizaltunk expresszios
rendszereket, megmutattuk hogy a (ii) molekulak fizikokémiai tulajdonsagai hogyan
befolyasoljak az adatok korrelacidjat, az esszé-valasztast és és felhasznalasat (iii)
gyogyszerek, (iv) ndvényi hatdbanyagok és (v) kdrnyezeti toxinok esetében, valamint
az (vi) in vitro és in vivo mddszerek felhasznaldsaval hogyan lehet a mechanizmus

és a relevancia kérdését megvalaszolni.

6. Jelen kisérletek, jov6beni tervek, gyakorlati alkalmazasok

Az ABCG2 szubsztrat proba jeldlt molekuldk esetében a kolcsdnhatas
karakterizalasat fejezzik be. Hatra vannak még az in vivo, ex vivo vizsgalatok
preklinikai modelleken. Ezek befejezése atvezet benninket az &6sszes barrier
esetében in vivo vizsgalatok beallitasara. Tesszuk ezt olyan médon, hogy egy fontos

kérdést is megvalaszolunk. Ez a kutatas-fejlesztési stratégia, amit kdvetink.

A fejlesztések egy masik f6 vonalat jelentik a tdbbszords transzfektans barrier
modellek Iétrehozasa. A vese PT epithel anion transzportra hoztunk Iétre egy kettés
transzfektans rendszert (MDCKII-OAT1/BCRP) (Beery és munkatarsai, kézirat
elékészuletben) mit chlorothiazid renalis szekrécidjanak jellemzésére is hasznalni
tudunk. A primer sejtek mellett ilyen modellekkel is tanulmanyozhatok a barrier
sejtekben torténd vektorialis transzport mechanisztikus vonatkozasai. Mindkét szoveti
modellt fel fogjuk hasznalni a vese PT epithelen at térténé transzportok vizsgalatara
olyan szubsztratok (urat, creatinin) felhasznalasaval, melyek a gyogyszerek karos
mellékhatasainak, toxicitdsanak mérésére alkalmasak. Kezdeti eredményeink azt
igazoljak, hogy az ABCGZ2-altali urat transzport chlorothiazid medialt gatlasa

magyarazhatja a chlorothiazid hiperurcaemias hatasat.
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Az egyik legfontosabb, mar folyamatban Iévé projektink az influx transzporterek
tesztelése relevans gyogyszer szubsztrat probakkal. Ez a fejlesztés lehetéséget ad
majd arra, hogy gydgyszerjeldltek transzportereken torténé gyogyszerkodlcsonhatas

potencialjat HT eszkdzdkkel vizsgaljuk.

Tervezzik a ndvényi hatéanyagok illetve kérnyezetszennyez6 anyagokon végzett
vizsgalatok kiterjesztését vezikularis transzport szubsztrat esszében, illetve
vektorialis transzport esszében. A funkcionalis élelmiszergyartok és a vegyipar is
potencialis piaci szegmensek, ahol termékeink és tesztjeink alkalmazasa ésszeriibb

fejlesztéseket, és biztonsagosabb termékeket erdményezhet.
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8 Koszonetnyilvanitas

Kdszonettel tartozom csaladomnak, akik lehetévé tették, hogy olyan sok idét és

energiat szenteljek munkamnak, és oriltek a sikereimnek.

Palyafutasom soran oriasi szerencsével a legkivalobb tanitdmestereim voltak:
szerves kémiat a Jozsef Attila Tudomanyegyetemen Prof Dr Filép Ferenc
akadémikustol, biokémiat a Semmelweis Orvostudomanyi Egyetemen Dr Aranyi
Péter akadémiai doktortdl, molekularis sejtbioldgiat a St Louisi Egyetemen Bill Wold
professzortél és virologiat az OKI Virolégiai F&osztalydn Dr Berencsi Gyorgy

kandidatustol tanultam.

Nem lett volna esélyem a transzporterek teriletén végzett munkamra, ha Prof. Dr.
Sarkadi Balazs akadémikus, a SOLVO szakmai alapitdja, a SOLVO Tudomanyos
Tanacsado Testlletének elnoke és Prof. Dr. Varadi Andras akadémiai doktor, a
Solvo korabbi tudomanyos tanacsadoja nem lattak volna meg ilyen pontossaggal
ezeknek a fehérjéknek a fontossagat a gyogyszerkutatasban. A disszertacié alapjat
képezd kdzleményekben hasznalt reagensek és szellemi tulajdon, szabadalmak jo

része is eredetileg T6lUk szarmazott.

Kdszonet illeti Dr. Homolya Laszlé akadémiai doktort és Hollé Zsolt MD, PhD-t, akik
szintén a Solvo Biotechnoldgia szakmai alapitoi és kimagaslé a hozzajarulasuk
azokhoz a szabadalmakhoz és reagensekhez, amik a disszertaciéban prezentalt

munka alapjaul szolgaltak.

Ahhoz, hogy az elvégzett munkat magaménak is tudhassam, sziikségem volt arra is,
hogy egy évtizede Iffi Duda Emnd, a Solvo Biotechnolégia elndk-vezérigazgatdja
engem bizzon meg cége kutatas-fejlesztésének iranyitasaval, és akinek a bizalmat

azota is élvezem.

Palyafutasomnak volt egy szakasza, amikor az az egyetemen és az iparban is
parhuzamosan dolgoztam. Akkori munkahelyi vezetséim, Prof Dr Adam Veronika
akadémikus, a Semmelweis Egyetem Orvosi Biokémia Intézete vezetdje, Dr Darvas
Ferenc, a Comgenex elndke, Dr Urge Laszlo, a Comgenex vezérigazgatoja és Dr
Szilbereky Jend, a Biorex vezérigazgatdja nagyvonalu tamogatasa kellett ahhoz,

hogy ezt a lehetéséget megkaptam.

133



dc_350 11

Ragyogoé kollaboralé partnerek sorara talaltam Magyarorszagon és kulfoldon is,

akiktél komoly szakmai segitséget kaptam.

A legtdébbet munkatarsaimnak kdszonhetek, akikkel egyltt tanuljuk ezt, a tdbb
diszciplina altal meghatarozott tudomanyteriletet. Mindannyiunknak nagy 6réom, ha

hozzajarulhatunk a fejl6déséhez.
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