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1 Roviditések jegyzéke

Az értekezésben az ABC transzporterek szisztensatikmenklatirgjat alkalmaztuk, kivételt
jelent ez aldl azon membranpreparatumok és sejlakmevei, ahol a gyarté maskeppen jart el.
5-ASA: 5-aminosalicylic acid;

ABC transzporter: ATP-Binding Cassette transzporter
ADME: Absorption-Distribution-Metabolism-Excretion;
ATP: adenosine triphosphate;

BBB: blood-brain-barrier;

BCRP, MXR, ABCP: ABCGZ2;

BSEP, ABCBL11, sP-gp: bile salt export pump;

CEM: human T-lymphoblastoid cells;

CFTR: cystic fibrosis transmembrane conductancelatgy;
CHO: chinese hamster ovary cells;

CNS: central nervous system;

CSF: cerebrospinal fluid;

DMARD: disease modifying anti-rheumatic drug;
DMSO: dimethyl sulfoxide;

EHBR: eisai hyperbilirubinemic rat;

GC: glycocholate;

GCDC: glycochenodeoxycholate.

H69: human small cell lung cancer cells

HAM: high activity membrane;

HBSS: Hanks balanced salt solution;

HEK293: human embryonic kidney cells;

HIV: human immunodeficiency virus;

HL60: human promyelocytic leukemia cells;

HPLC: high performance liquid chromatography;

HT: high-troughput;

K562: human myelogenous leukemia cells;

KB: human epidermoid carcinoma cells;

MCF7: human breast adenocarcinoma cells;



MDCK: Madin-Darby canine kidney cells;
MDR: multidrug resistance;

MDR1, P-gp: ABCB1;

MRP: multidrug resistance associated protein;
MRP1: ABCC1;

MTX: methotrexate;

NasVO4: sodium orthovanadate;

NBD: nucleotide binding domen;

NEM-GS: N-ethylmaleimide glutathione;
NSAID: non-steroidal anti-inflammatory drug;
PFIC2: progressive intrahepatic cholestasis;
PLB985: human myelomonoblastic leukemia cells
RA: rheumatoid arthritis;

RAMEB: randomly methylated cyclodextrin;
Sf9: Spodoptera frugiperdavarian cells;

TC: taurocholate;

TCDC: taurochenodeoxycholate;

TMD: transmembrane domen,;

UMP: uridine monophosphate;

VT: vesicular transport.



2 Bevezetés

2.1 Az ABC transzporterfehérjék

Mar egy 1970-es évek kozepén megjelent publikdcidbaeirtak, hogy kinai hércsdg ovarium
epitelialis sejteket (CHO) kolhicinnel szelektalaarezisztencia nemcsak a szelektdlo agenssel
szemben alakul ki, hanem mas, altaluk vizsgalt patikus gydgyszermolekulaval szemben is, ezek
kozé tartozik pl. a vinblasztin, kolcemid, daunoimy@luromycirt. Ezekben a rezisztens sejtekben
Juliano és munkatarsai azonositottak egy 170 kDa&tinglikoproteint, amelynek a megvaltozott
drogpermeabilitas tulajdonithatd volt, hiszen a tiyacgl sejtek membranjaban nem volt
megtalalhatd ez a fehérjetipus. Az ily modon fedfeit membranfehérjét permeabilitas
glikoproteinnek (P-glikoproteinnek, P-gp/MDR1/ABCBlnevezték él Ez a felismerés
magyarazatot adhatott arra a tényre is, amely méizeflek Ota ismeretes volt: miért valik
rezisztenssé egy adott citosztatikummal kezelt tuegy masik, szerkezetileg akéar teljesen éltér
szerre is. Az elkovetkézévekben kilénbdzlaborok szamos olyan szelektalt sejtvonalat &éto
elé, amelyek keresztrezisztenciat mutattak mas catigkmimokkal, antibiotikumokkal, szteroid
hormonokkal, kalcium-csatorna blokkolokkal stb.raben. A hasonldsag ezekben a sejtvonalakban
az volt, hogy minden esetben ki tudtak mutatni &R1 jelenlétét a sejtmembranban.

1986-ban Shen és kutatdcsoportja kolhicinnel st@lshuman KB karcinoma sejteket vizsgalva azt
tapasztalta, hogy a multidrog rezisztencia kialakal megemelkedett mdrl mRNS szinttel jar
egyltt. Még ebben az évben bebizonyitottak, hogyndrl gén kdédolja az ABCB1 fehérjét, a
cDNS teljes szekvencia analizisét k@est pedig homologiat fedeztek fel az ABCB1 és nehany
bakterialis transzportfehérje kozott, illetve azeitoitak a fehérje két nukleozid-trifoszfat
kotshelyét i$4°°7 Ezek a felismerések azt sugalltdk, hogy az AB&Bivetleniil vesz részt a
transzportfolyamatokban, aktiv transzporterként ATiRIrolizalva. Ezt a tényt Hamadanak sikerilt
igazolnia azzal, hogy a proteint enzimatikus fudjai medrizve tisztitotta adriamycin rezisztens
K562 human leukémia sejtvonalBol

Cole és munkatarsai 1992-ben doxorubicinnal sz&llekiidsrak sejtvonalban, a H69AR-ben —
amely keresztrezisztenciat mutatott szamos citbkatamal szemben — nem tudtak ABCB1
expressziot kimutatni, viszont egy masik fehérjegamelkedett mRNS szintjét tapsztaltdk az

anyasejtvonalhoz képest. Ez a fehérje szintén aZ Afnszporterek csaladdjaba tartoz6 MRP
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(multidrug resistance associated protein), amelyngk multidrogrezisztencia kialakulasa
tulajdonithatd volt ebben a szelektalt sejtvonalban

Az elmult masfél évtizedben sorra azonositottARBEZ transzporter fehérjecsalad tagjait, amelyek
az ébvilagban rendkivul széleskiign fordulnak & a mikrobaktdl az emberig. A kutatasi
eredmények jelenlegi allasa szerint az ABC trandepasaladnak az emberi szervezetben 49 tagja
VanlO,ll,lZ-

Feny derilt arra is, hogy egyes Ofidd betegségek kapcsolatban &llnak bizonyos ABC
transzporterek mutécidival. 1989-ben Riordan éskatémsai azonositottak az egyik leggyakrabban
eléforduld, recessziven oOrddo, autoszomalis betegség, a cisztas fibrézis kiddaladrt felgls
gént, a CFTR-t, amely szintén egy ABC fehérjét kbtoAz elmult években tdbb genetikai
betegsédil bizonyitottdk be, hogy kialakuladsaban szerepsijla az adott ABC fehérje teljes vagy
részleges rfikodésképtelensége. llyen — néhany példat kiragadadipidhomeosztazisban fontos
funkciosérulése kdvetkeztében megjélddubin-Johnson szindroma, valamint a viszonylakarit

pseudoxanthoma elasticum, amely az ABCC6/MRP6 rajfdak eredményeképpen lép
feI14‘15’16’17.

2.2 Az ABC transzporterek szerkezete

Alapvetben az ABC fehérjecsalad tagjaira jellémzhogy rendkivil konzervalt ATP kit
doménekBl (NBD) és a membranon étivel transzmembran régiokbol (TMD) épulnek fel.
Emléstkben a funkciondlisaniikodé ABC transzporterek legtobbje két nukleotidk@oménisl

és két transzmembrandoméhhBlinak. Ez a négy alegység az Un. egésztransapiresetében egy
polipeptidlancon helyezkedik el (1. 4bra), de méghiitztetiink un. féltranszportereket is (2.4bra),
amelyek egy ATP két doménidl és egy TMD-I61 épllnek fel. Ezek a féltranszporterek homo-,
vagy heterodimerizacié révén valnakikiidsképes fehérjékk& Megemlitend, hogy egyes ABC
fehérjék, mint pl. az MRP alcsalad néhany tagja Bgyanszmembran héligballé addicionalis
TMD-t tartalmaz®.
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2.abra Egy TMD-BI és egy NBD-BI feléplk féltranszporter

A transzmembrandomének — amelyek egyenkéntaHalixbdl épilnek fel — alkotjak az ABC

transzporterek dkodésének alapjat. Ugyanis ezek a polipeptidlanaoknemranon athatolva,
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specifikusan az adott fehérjére jellgimesatornat alkotva biztositjdk szubsztratjaik szanmee
atjutast a membran egyik oldaléarol a masikra.

Az ABC proteinek, mint aktiv transzporterek az Afidrolizisél®l nyerik az energiat. Az ATP a
citoplazméban elhelyezkédnukleotidk6é doménhez kapcsolddik és a hidrolizidlébzarmazo
energia forditodik a kozvetlenil a NBD-hez kapcdolo transzmembran domén
konformaciévaltozasara, igy a szubsztrat transigaft*

Az emberei szervezetberv&rduld 49 ABC fehérjét az 3.abran lathato filogekes fa segitségével
szemléltetett szekvenciahomoldgia alapjan 7 aldsalAABCA-t6| ABCG-ig soroltak.
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3.4bra: Az ABC transzporterek filogenetikai fajdehérije ATP kdd doménjének alapjan. Az | és Il jeldlések arra
utalnak, hogy egyes fehérjécsaladok egy, mig masolATP k6 doménnal rendelkeznek. Az eldgazasi pontoknal
lévé szadmok a bootstrap értékekre utalnak.



ABCA alcsalad
Az ABCA alcsalddba — amelyet tovabbi két alcsopoihet osztani a kromoszémakon valo

elhelyezkedés alapjan — 12 egész transzporterlégnagyobb molsulyd ABC fehérjék tobbsége
tartozik. Az egyik legjobban jellemzett tagja az @B1 protein, amelynek feladatai kdze tartozik a
felesleges koleszterin és foszfolipidek eltavotitassejtekél®’. A lipidhomeosztazis fenntartasaban
vesz részt az ABCA7 fehérjeffs

ABCB alcsalad
Ez a legvéltozatosabb ABC alcsalad: tartalmaz regpekz- és féltranszportereket, vannak kozoéttik

gyogyszer-, vas- €s specidlis fehérjetranszportésekAz ABCB alcsalad tagjai valtozatos
eléfordulasuak, a plazmamembranon kivil az endoplakosatretikulumban, lizoszomalis és
mitokondridlis membranokon is megtalalhatéak. Elzbecsaladba tartozik a legismertebb és
legjobban jellemzett ABC fehérje, az ABCBL1 is, apetlel$keént hoztak kapcsolatba a multidrog
rezisztenciaval. Az ABCB2/TAP1 és a ABCB3/TAP2 féitszporterek heterodimerként, mint
peptid transzporterek vesznek részt az MHC-I &liggtigén prezentacioban. Az ABCB4 és — a
késibb részletesen jellemzett — ABCB11/BSEP fehérjékzmek részt a foszfatidilkolin és az
epesok transzportjaban. Az ABCB6-8 fehérjék funjecithég nem teljesen ismert, ezek ABC

féltranszporterek és leginkabb a mitokondrium betembranjaban foglalnak helykt

ABCC alcsalad
Az alcsalad mind a 12 tagja hasonld struktUravatietked egésztranszporter. Bar szerkezetileg

hasonlitanak, funkcidik és molekularis mechanizntusagyon eltéek. Vannak koztuk aktiv ATP
fliggo transzporterek, regulator ioncsatornak és kalisatarnak permeabilitasat modulalé fehérjék
is. Az MRP1/ABCC1 volt a masodik ABC transzportamelyet kapcsolatba hoztak a tumorok
multidrog rezisztencia jelenségéVet?*® Szubsztratjai kozé tartozik pl. a daunorubicin,
doxorubicin, vinkrisztin, kolhicin, de nagyon hagoprofilt mutat az ABCB1-gyel is. Az ABCC1-

re és a csalad tovabbi négy tagjara (ABCC2, ABCAEBCC6 és ABCCY7) jellemg hogy a tobbi
ABC transzportetil eltérsen nem két, hanem harom TMD-t tartalmaznak. Az ABGGI6Nbo?
molekulak, drogok glutation, glukoronat és szukéhjugatumainak, valamint organikus anionok
transzportjara képes, de részt vesz egy rendkonib$ szignalizaciés molekula, a LeukotriénC4
széllitasaban 827?® Szamos kiils és bel§ mérges anyag valik semlegessé a korabban emlitett

vegyuletekkel kapcsolddva, amelyeket aztan az AB@&I2szt ki az epébe és a vizeletbe. Az
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ABCC3 szintén szerves anionokat transzporééd a glukoronat konjugatumok a szubsztratjai. Az
ABCC4, ABCC5 és ABCC6 fehérjéllris bebizonyosodott, hogy aktiv transzporterely, fi@szt
vesznek nukleozid analdégok (ABCC4), nukleozid mosafat analégok (ABCC5) és glutation
konjugatumok (ABCCB6) transzportjaban.

A SUR1/ABCCS8 a Langerhans-szigetek felsziné IBTP fugg kalium-csatornak expressziojat

és funkci6jat szabalyozza, ezéltal befolyasolvaemezet inzulin szintjét

ABCD alcsalad
Ez a csalad négy ABC féltranszportert foglal mag&bperoxiszomalis membranban helyezkednek

el, igy ezek génjeinek mutacidja peroxiszomalisepetgek kialakuldsat eredményezi. A
leggyakoribb a nemi X kromoszémahoz kététten didkladrenoleukodytrophia, melynek soran
telitett zsirsavak halmozdodnak fel a sejtekben. &bietegséget az ALD/ABCD1 gén mutacioja

okozzd.

ABCE és F alcsalad

Ezek az alcsaladok nukleotidkbtdoménekkelrendelkeznek viszont nem azonositottak benniik

transzmembrandoméneket , igy jelenleg nem ismémfiiszporttal kapcsolatos funkcidikat.

ABCG alcsalad
A human ABCG alcsalad mind a 6 tagja jellegzetenéio szerkezettel rendelkefel transzporter,

ugyanis a transzmembran domének a C-termindlisaig, an nukleotidkdd domének az N-
terminalison helyezkednek el. Ezek a fehérjék féerszerepet jatszanak mind a sejtek lipid
anyagcseréjében, mind a gyogyszerek farmakokinabika.

Az ABCG1l szerepet jatszik a lipid metabolizmusban lipoproteinek és a koleszterin
transzportalasaval a makrofagokban. ABCG1 exprégsrtak le a Iépben, a szivben, a majban, a
tidében, a vesében, a vazizmokban, az agyban és anfilbaa. A késbb részletesen targyalt
BCRP/ABCG2/MXR/ABCP a csalad legismertebb és lelggobjellemzett tagja.

Az ABCG4 szerepe és szerkezete is nagyon hasomBE£51-hez, részt vesz a retinoidok célba
juttatasabaht.

Az ABCG5 és ABCGS8 heterodimert alkoté féltranszpogk, szintén a lipid homeosztazis
szerepbi, transzportaljdk a szitoszterolokat és a koleszteszarmazékokat is. Barmelyikik

mutaci6ja a szitoszterolemia riesitka drokletes betegséget okoZza
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2.3 Az ABC transzporterek lokalizacioja

Az ABC transzporterekt altaldban elmondhatd, hogy a sejtek plazmameniddran
expresszalédnak, ezaldl kivételt képeznek a perdrigaban lokalizalédé D alcsalad tagjai, a B
alcsalad mitokondrialis membranban expresszalogjéitavalamint a szintén odatartozo TAP1 és a
TAP2, amelyek az endoplazmatikus retikulumban foraki eb®°>!%2 Az ABCB1 a sejtek apikalis
membranjaban fejédik ki, szemben az ABCC1-gyel, amely a bazolaterélidalon taldlhatd
meg”. A hepatocitak kanalikularis membrénjaban foglelyat az ABCC2, ABCB4 és ABCB11,
mig a bazolaterdlis membranban az ABCC3 és ABCQbkatis expresszio figyelhétmeg az
ABCG?2 esetén 8.

2.3.1 Az ABC transzporterek lokalizaci6ja a sejtmembran #&éré koleszterintartalma
régidiban
Az utdbbi évek kutatasai vilagitottak ra arra ténynogy a sejtmembrant nem tekinthetjuk egy
homogén lipid ketisrétegnek, hiszen kulonb®zipidekben és fehérjekben gazdag régiokbal,
doménekBl épul fel. Raftoknak vagy kaveolaknak nevezik a#ola 10-200 nm nagysagu
struktarakat, amelyek rendkivil gazdagok szfingdben és koleszterinben, valamint rezisztensek
olyan nemioinos detergenssel szemben, mint a TrXek0D0™>¢ Ezeksl a mikrodoméneki
bebizonyitottak azt is, hogy bennik szamos kuloabéehérje lokalizaldédik, pl. az ABC
transzporterek koziil az ABCB1, az ABCC1, az ABCG2¢ ABCG2'3%%
Troost és munkatarsan vitro ésex vivokisérletek alapjan irtédk le, hogy az ABCBIlikiidését
befolyasolja a sejtmembran koleszterintartalma, akamegnovekedett kaveola mennyiséget
tapasztaltak a multidrogrezisztens tumoros sejteddari®*:
Korabbi tanulmanyok ravilagitottak arra a tényreggyh az Sf9 rovarsejtek membranjanak
megkodzelitleg 20-szor alacsonyabb a koleszterintartalma d#ssejtek plazmamembranjaéhoz
képest?.
Laboratoriumunkban elvégzett kisérleteink soran izmstyitottuk, hogy az ABCG2 fehérje
mukodeését jeleris mértékben befolyasolja az alkalmazott expressmosiszer. Medfigyeltik,
hogy az ABCG2-t expresszalo Sf9 sejtélkkészilt membranpreparatumok (BCRP-Sf9) az ismert
ABCG2 szubsztratok legtobbjével nem aktivalhatokadapaktivitas folé, szemben az ABCG2-t
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emlés sejtben kifejezett preparatumokkal (BCRP-M). $jppers ABCG2 inhibitort — Ko134/Ko143

— alkalmazva az alapaktivitds csokkenthdgy a BCRP-Sf9 membranpreparatum is alkalmassa
tehe® a szubsztratok detektalaséra

Késsbb ABCG2-t expresszald Sf9 sejtékbpreparalt membranvezikulakon végzett ATPaz
kisérletekkel igazoltuk, hogy a membrankdrnyezeekderintartalma pozitivan befolyasolja a
fehérje nikdodését, ezaltal a koleszterinnel feltéltott BCRRNHSO (High Activity Membrane)
membranpreparatumok ugyanolyan j6l hasznalhatévihaka mint az entls rendszerék
Feltételeztik, hogy a koleszterin potencirozo leat@g jelzi, hogy fiziologiasan a ABCG2 is a
koleszterinben gazdag raft és kaveola membran oidknénekben helyezkedik el. Nem sokkal
késsbb Storch és kutatocsoportja ABCG2-t expresszaldMD sejteken igazolta feltevéslinket, és
megmutattdk a membran kaveolin-1 és a transzpehiénie kozotti kolokalizaciot, funkcionalis

kapcsolatot.

2.4 Az ABC transzporterek funkcioi

2.4.1 Az ABC transzporterek fiziologias funkcioi

A 80-as évek végét szamos publikacio latott napviladgot, amely az AB@nszporterek normal
szovetekben vald lokalizaciojat és fiziologias faidfat tanulmanyozta. E tanulmanyok alapjan
korvonalazodott, hogy ezen fehérjecsalad egyesaitedj fiziolégias funkcidja rendkivdl
szerteagaz0; magaba foglalja tobbek kozétt a détégiot (ABCB1, ABCCl), a
xenobiotikumokkal és oxidativ stresszel szembenieiréet (ABCC csalad tagjai), a lipid
metabolizmusban vald részvételt (ABCAl, ABCB4, ABCGsaldd tagjai), valamint az
antigénprezentéaciot is (TAP1, TAP2) stb.

Schinkel és munkatarsai 1994-ben megjelent pubbi#idan az altaluk éhllitott Mdrla (-/-)
egérrel kapcsolatos vizsgalataikrol szamoltak zeaEallat élet- és szaporoddképes volt, abban az
esetben viszont, ha a kézponti idegrendszerre uexieszticiddel, az ivermectinnel kezelték akkor
100- szor érzékenyebbé valt a vadtipusi egyedekipest. Osszehasonlitva az Mdrl (+/+)
allatokb6l szarmaz6 mintdkkal, a knockout egér semibben — kilbnbsen az agyban -
szignifikinsan magasabb ivermectin koncentracidttek®. Ez a tanulmany volt az élsamely

bizonyitotta az ABCB1, igy az ABC transzporterelerspét a szervezet toxinokkal szembeni
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védelmében. Az ABCB1 a bélnyalkahartya sejtjeibapresszalodva megakadalyozza a kéaros
anyagok bejutasat a testbe, hatasos védelmet ayugr-agy-gatat (BBB) alkotd sejtekben, a
placenta trophoblastban, a herében és a csébbml A bél, a m§j és vese sejtjeiben lokalizalodva
szerepe van a szervezetre karos toxinok elimingioédf®.

A choroid epitél sejtek bazolateralis membranjabeegtalalhatd ABCC1 pedig a cerebrospinalis
folyadékot (CSF) védi meg a kulonlibeeszélyes molekulakkal és drogokkal szemben, abagy
Wijnhold eredményei mutattak r4, amikor is az ABQ@édialt etopozid transzportot vizsgéaltak a
CSF-b6f’. Az ABCCl-hez hasonléan az alcsalad tébb tagjatranszportal kiilonbdiz
konjugatumokat; mint a méj, vese vagy bél epitdligejtek apikalis membranjaban lokalizalodo
ABCC2, amelynek fiziolégids szubsztratjai kozé damt pl. a bisglucuronosyl bilirubin,
monoglucuronosyl bilirubin, vagy a polarizalt sgjtéazolateralis membranjaban kifejel
ABCC3, amely elssorban glukoronatokat eliminél a sejtékbAz ABCC2-hdz hasonléan szintén
apikalis orientaltsagu a kélsh részletesen targyalt ABCB11 fehérje is, amelysmkepe az, hogy a
hepatocitakbol az epébe transzportalja a kilohlepzesokat.

2.4.2 ABC transzporterek és a multidrog rezisztencia (MDR

Habar az utébbi évtizedekben az ABC transzportezelkivil széleskdrelterjedését és funkciojat
azonositottak, a tumorok multidrog rezisztenci&gaamely eléként esziinkbe jut a fehérjecsalad
emlitésekor.

A piacon megjeleh Ujabb és Ujabb kemoterapias szerek ellenére szamuy tipusnal a terapia
hatékonysaga még a mai napig megléseat alacsony. A kezelés hatékonysaga nagyban ftag a
hogy a tumor mely szervben helyezkedik el, illeh@gy milyen az alkalmazott terapias szer
farmakokinetikaja.

Az ABCBLI1 felfedezése 6ta nyilvanvalova valt, hogyyea membranban elhelyezkKefehérje
milyen jelenésen tudja befolyasolni az alkalmazott terapia eksdrasségét. Hiszen az ABCB1
expresszid szelekcidsoalyt jelent a tumoros sejtnek a citosztatikumkezskd@sn, mivel az adott
szerre, illetve mas molekulakra is keresztreziszpapulacié fog tiléIni és szaporodni (4.4ffta)
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Tumorigenezis Kemoterapia Relapszus

Mutacio
Indukcid
Szelekcio

Transzformacio
Mmutacio
Indukeid (hipoxia, stressz)

4.abra: Az ABCB1 pozitiv tumor kialakulasa

A multidrog rezisztencia jelenség kapcsan harom AB&hszportert emelhetiink ki, ezek az
ABCB1, az ABCC1 és az ABCG2. Ezen fehérjék szubsspecifitasa a citosztatikumok kdrében

meglehetsen atfed, ahogy azt az 5.4bra is szemléfteti
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VCR
VBL
VP16
STER, TAM
TKIHINHIB

MXR

5. dbra: COLCH:colchicin, ACT-D: actinomicin-D, MYOM:mitomicin, VCR: vincristin, VBL:vinblastin, STER
szteroid, TAM:tamoxifen, TKI-INHIB: tirozin-kindz nhibitor, MTX:metotrexat, CPHAM:ciklofoszfamid,
CHLB:chlorambucil, CARM:carmustin, LCV:leucovorirddUR: hidroxiurea, CISPL: cisplatin, MX:mitoxantron,
TOPOT: topotecan, BISANT: bisantron, DOX: doxorubjd®NR: daunorubicin, EPIR: epirubicin

sz

P

jelensen csokkenhéfl

A rheumatoid arthritis (RA) egy olyan kronikus aatnun betegség, amely az iziuletek
gyulladaséaval jellemezhet A betegség kialakulasaban tobb téryéonyolult egyméasra hatasa
vesz részt, ezért a rheumatoid arthritis kialalkddésnem lehet egyetlen okot féleté tenni. Az
izUleti gyulladas beinditasdban genetikai, kornffeBayedk és autoimmun jelenségek egyarant
részt vesznek.

Alapveten harom gyogyszermolekula csoport hasznalatosemyd¥y kezelésére; a nem szteroid
tipusu gyulladascsokkefikt (NSAID), a kortikoszteroidok, valamint az un. DS (disease

modifying anti-rheumatic drug), vagy mas néven s@rapias vegyiiletek®? Ezek kozottt tobb, a
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daganattergpiaban is hasznalatos gyogyszer (pbtmeedt, ciklofoszfamid, metilprednizolon) is
van. A DMARD-ok a RA kezelésében alkalmazott olydsivonalbeli szerek, melyek a tinetek
enyhitésére és a strukturalis kdrosodas progrgésaldlassitasara szolgalnak. Korai alkalmazasuk
rendkivil fontos az izileti deformitas és a rokkagt megélzése érdekében. Ezen molekulakra
jellemz5, hogy hetekig, akar hénapokig is kell alkalmadket ahhoz, hogy hatékonyak legyenek.
Ugyanakkor a hosszantartd alkalmazas soran szamteg lesetében csokken a gyogyszerek
hatékonysaga, a péaciensek egy része, — 5-10 % ig pa@it esdlegesen is rezisztens egyes
bazisterapias szereRfe**>°® Ez a rezisztencia azonban meglébeh Osszetett, koszonbet
egyrészt az ABC transzportereknek, de a nem elégsiiszivodas, aktivacio és megnovekedett
detoxifikaci6 is szerepet jatsZiic®>°

Egyes tanulmanyok prednizolon kezelés hatasara inegadett ABCB1 expressziot figyeltek meg
a periférias limfocitdkban, Llorente és munkatargeidig a terdpiara jol és nem reagéalo
pacienseknél tapasztaltak eftéABCB1 szintekeét”®1®? Mig masok ABCCl-et detektaltak a
kloroquinre rezisztens human CEM T sejteKBemAzt is megfigyelték, hogy ha human T
limfocitdkat szulfaszalazin jelenlétében tenyéseket akkor a rezisztens populaci6 ABCG2-t
expresszalt és leflunomidra is rezisztenssé€Valtindkét gydgyszermolekula a RA terapiajaban
rendkivil gyakran alkalmazott bazisterapias vedglilecsoportjaba tartozik, amelyhez hozza
sorolhatd még a metotrexat, a klorogiun, az azpthip a ciklosporin A, valamint a
glukokortikoidok is.

A metotrexat egy folat antagonista, amelynek hata$rmnizmusa a folat metabolizmus és
purinbioszintézis  kulcsenzimjeinek gatlasan al%puligy alacsonyabb folat, valamint
megemelkedett adenozinszint jelenik meg, amely t@aoghoz és/vagy gyulladascsokként
hatashoz vez&®. A szulfaszalazin a colitis ulcerosa, Crohn-bedggsvalamint RA esetén is
gyakran alkalmazott gyogyszer, melynek aktiv mdtgh@z 5-aminoszalicilsav (5-ASA). Az 5-
ASA a prosztaglandin szintézisre, valamint a ligexiaz enzimen keresztlil az arachidonsav
metabolizmusra van hatas$alAz antimalarias gyégyszerek, mint a kloroquirhéroxikloroquin
alacsonyabb hatékonysaguak a fent emlitett szexeképest, viszont kevésbé toxikusak is. A
ciklosporin A specifikusan a T-sejtek proliferaéitgatolja”.

A leflunomid az el§, kifejezetten a RA kezelésére kifejlesztett b&zégtias vegyllet. Ez a
molekula egy izoxazol szarmazék, amely a mitogénedélt T- és B-limfocitak proliferaciojat
gatolja oly modon, hogy blokkolja de novo UMP-szintézis kulcsenzimét, a dihydroorotat

dehydrogenazt. Prodrug-nak tekinthehiszen a szervezetbe kerllve egy gyors reakaidnsa
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bioldgiai hatasért felés molekula, az A771726, vagy mas néven teriflunokégzdik beble

(6.4braj® "2

6. &bra: A leflunathdl az aktiv metabolit, az A771726 képik.

2.4.4 Az ABC transzporterek szerepe a gyogyszermolekulakDME-Tox tulajdonsagaiban

Az ABC transzporterek koélcsbonhatds révén a szetbez bekeril gyogyszermolekulak
abszorpciojat, disztribuciéjat, metabolizmusat ésvallsztasat (ADME) is jele6sen
befolyasolhatjak.

A gyogyszerek szervezeten bellli metabolizmusaskikesan két részre oszthatd: a Fazis I-re,
amely legtobbszdor a molekula oxidacidjat jelentietve a vizoldékonysagot eredmén§ez
konjugéaciét magéaba foglalé Fazis Il-re. Az utobkelében azonban az is nyilvanvalova valt, hogy a
transzporter membranfehérjék kulcsfontossagu seereptt ez tovabbi két [épéssel egészithet

a Fazis 0-ban a sejtmembranban lokalizal6do tramsaek befolyasoljak a molekula intracellularis
térbe valé bejutasat, a Fazis lll-ban pedig a dBkak drog eliminaciojat. Emiatt az ABC
transzporterek az utobbi években egyre inkdbb agypaerfejlesztések latoterébe keriltek.
Kulénb6z in vivo, in vitro és ex vivo vizsgalatok segitségével probaljdk nyomon kovetni
fejlesztés alatt 4ll6 molekulak szervezetbeni @gsorsat™

Négy ABC transzporter jeletg a gyogyszerek intesztinalis abszorpcidja kapaséek az ABCB1,
ABCC2, ABCC4 és az ABCG2, amelyek expresszios fzird bélcsatorna kilonbéz
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szegmenseiben eltérA vekonybélben az ABCB1, az ABCC2 és az ABCG2 asapb szintje
figyelhets meg, amelyek jeletiségéél tobb tanulmany szamol Be'> "¢’

A hatas kifejtéséhez a felszivodott molekulaknakedlljutnia a célsejtekig, szévetekig. A kdzponti
idegrendszerbe (CNS) val6 bejutas a gyogyszerek hagyadanal kovetelmény, amelyet azonban
a vér-agy-gat, valamint a vér-liquor-gat jelgsen limital. Korabban Ggy gondoltak, hogy a
lipofilicitds elegend feltétele a CNS-be valé bejutdsnak, és nem tudidfyaradzni azt a tényt,
hogy bar szamos drogmolekula lipofilicithsa medtedefent emlitett feltételnek, mégsem sikertilt
atjutni a BBB-en. Mara mar nyilvanvaléva véalt az @Btranszporterek szerepe, hiszen az
agykapillarisok endotél sejtjeinek apikalis/lumisarmembranjaban lokalizalédé ABCB1 és
ABCG2, valamint a choroid epitél sejtek bazolaisrahembranjaban |évABCC1 megvédik a
kdzponti idegrendszert a xenobiotikumokidf Az ABCB1-nek az ABCC2-vel, valamint az
ABCG2-vel egyutt terhesség alatt rendkivil fontaerepe van a magzat védelmében is a
kiilbnbo toxinokkal és gydgyszerekkel szemBeti

Mara elfogadott tény, hogy a béltraktus a metabulz el§ szintere. Azon molekuladk, amelyeket
pl. az ABCB1 kipumpal, Ujra felszivédhatnak az emtéakba és ez az ismélt abszorpciod
megnoveli a gydgyszerek tartbzkodasi idejét a didiisban, igy a metabolizmus lefsdgét is. Lin

és munkatarsain vivo kisérletekkel bizonyitottak, hogy az ABCB1 és C¥R3zubsztrat indinavir
metabolizmusa 6%- rél 34%-rabth abban az esetben, ha a patkanyokat ABCB1 és 8¥P3
expresszi6t indukalé dexamethazonnal kezBlték A kilbnbség a szebk szerint nem
magyarazhaté kizarélag a CYP3A4 2,5-szeresre mefgedett expresszidjaval, a szintén
jelenttsen megemelkedett expresszioju ABCB1 szerepétésefimzhed.

A gyogyszermolekuldk kivalasztasanakdzintere a maj és a vese. A drogok a hepatocitakba
tubularis epitél sejtekbe ezek bazolateralis meméra keresztil jutnak be, majd az apikalis
membranon keresztil tAvoznak passziv diffuzio tegyszporterfehérjék réven.

Kordbban mar emlitett rendkivil fontos funkciéja ABC pumpaknak a szervezet toxikus
vegyuletekkel szembeni védelme. Az ABCC1-3 a hegiidtkban lokalizalodva kilénbézanérgesd
vegylletek, metabolitok glutation konjugatumait péija ki. Szintén a hepatocitdk membranjaban
lokalizalodik az ABCB11 is, amelynek a kuloniBoepesok eltavolitasa a feladata. Szamos
gyogyszersl bizonyosodott be, hogy kompetitiven géatoljak sBGB11 altali epesd transzportot,

megemelve ezzel a citotoxikus epesok intracellsiigzintjét, amely sulyos majkarosodashoz vezet.
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2.5 A dolgozatban részletesen vizsgalt ABC transzportek
2.5.1 ABCG2/MXR/BCRP

A 90-es évek végén lényegében edbieh harom kilbnb@e laboratérium is azonositotta az
ABCG2 molekulat: kett drogszelektalt sejtvonalbdl egy pedig human cDN8yktarbol, igy a
fehérje nevezéktana a kezdetekben nem volt egy$&3&s Doyle és munkatérsai rezisztens
mellrak sejtvonalban azonositottdk, igy BCRP-nekdbt cancer resistance protein) nevezték el, a
verapamillal blokkolt ABCB1 funkciéju mitoxantronrazisztens sejtvonalbdl szarmazo fehérjének
Allikments-eék az MXR (mitoxantrone resistance piofe nevet adtdk, mig Miyake és
kutatocsoportja pedig ABCP-nek keresztelték el acghtdban magasan expresszaldédd proteint.
Késsbb azonban kiderllt, hogy a cDNS koényvtarbol szadnighérje a vadtipusu, a masik Kett
pedig hordoz egy olyan pontmutaciot a 482-es polkam |é¥ aminosavnal, amely a
szubsztratspecificitast is befolyasolja. Ez a mat&aadasul a human populacidokban nem fordul
elé, hanem a drogszelekcid soran keletkezomatikus mutacio.

Az ABCG2 fehérje egy féltranszporter, amely homagliacié révéen valik funkcidképes
fehérjévé. Szamos szovet apikalis membranjabaresgpélodik, kilonésen az intesztinalis epitél
sejtekben, a placentaban, a vér-agy-gatban éslzmajelerits szerepe van a sejtek védelmében
hipoxias korilmények kozott, hiszen csokkenti a hd&w/vagy porfirinek intracellularis
koncentraciojat. Funkcidja ugyan még mind a maiighaygem teljesen tisztazott, de tény, hogy a
hematopoetikuséssejtek membranjaban is jelésmt mennyiségben kifejédik®°®” Abcg2
knockout egérkisérletek alapjan eltérést tapasktaltkét nem kozott, ugyanis a himek majaban
magasabb szinten expresszalddik a fehérje, éslamég kilonbséget okoz az Abcg2 szubsztrat
gyogyszermolekuldk farmakokinetikai viselkedés&hemz ABCG2-nek fontos szerepe van a
kalonbd® molekulak, toxinok, drogok anyatejbe valé kivaldasAban is. Erre Jonker és
munkatarsai vilagitottak ra, miutin ABCG2 expredsészleltek a tejmirigyekb&h Ugyancsakk
mutattak meg, hogy Abcg2-/- allatokban egyes stulanjugatumok vizeleten keresztili
kivalasztasa lényegesen alacsonyabb, mint a vasitigllatokbat?.

Szubsztratjai kozott talalunk szamos gyogyszernubdekilletve azok metabolitjat ugyanugy, mint
toxint, élelmiszerekben megtalalhatd molekuldkatulfatédlt hormon metabolitokat, klorofill

metabolitot, fluoreszcens festéket stb.
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2.5.2 ABCB11/sP-gp/BSEP

Az ABCB1 aminosavsorrendjével rendkivil nagy hadsagot mutato ABCB11 (bile salt export
pump) transzportert 1998-ban klénoztakésebr Gerloff és munkatarS$ai A megleheaisen
konzervéalt fehérje a hepatocitdk kanalikularis meanfaban lokalizalédva kulcsfontossagu
szerepet jatszik az epesok transzportjdban. Aksinszporterként — olyan mas ABC pumpakkal
egyltt, mint az ABCC2, ABCB4 és az ABCG5/8 — azleppumpdlja a szervezétteltavolitandd
molekulakat*®*** Ezen transzporterek koziil azonban egyediil az ABCIBpes taurokolatot és
glikokolatot transzportalni. A fehérje mutécidjaniativetkeztében alakul ki a PFIC2 (progressive
intrahepatic cholestasis) betegség, amely csokkepesokivalasztast eredményez. Szamos
gyogyszermolekularol dertilt ki, hogy géatolja az ARI-et, ezzel kolesztazist és majkarosodast
okozva, hiszen az emberi szervezetben nincsen méshamizmus, amely eltavolitand a
hepatocitakbdl az epesékat Egy publikacié ugyan leirja, hogy az ABCC4 képgistation
jelenlétében epesd transzportra, azonban ez aznémgd mas laborok altal még nem Kkerilt
megebsitésre, igy nem tudhatd, hogy a szinuszoidalidaelyezked ABCC4 képes-e legaladbb
részben méregteleniteni a hepatocitfkabz elzéekhez hasonléan, a human ABCC3-rél is
megmutattak, hogy képes epesok transzpotfjarBar feltételezték, hogy a primer biliaris
cirrozisban megemelkedett ABCC3 szint a koleszsariszembeni védek&zZunkciot szolgal,
ennek megéisitésére még nem keriilt EbrEmiatt rendkivill fontos a gyégyszerfejlesztésinaaz
adott jelolt molekula ABCB11 transzporterrel valdldsonhatasanak vizsgéalata is, ehhez azonban
nagy ateres#képesséf robosztusn vitro tesztrendszerekre van szikség

Az ABCBL11 esetében korabban az irodalomban ellentitd@redmények voltak arra vonatkozoélag,
hogy a membran koleszterintartalma hogyan befoljgasm transzporter tikddését. Hoda és
munkatarsai epéke hajlamos (C571/J) és rezisztens (AKR/J) egerakakkularis membranjat
vizsgalva azt tapasztaltdk, hogy a C57L/) egerekbwgemelkedett ABCB11 expresszio
alacsonyabb taurokolat transzporttal jar, @s ezt a megemelkedett koleszterintartalommal
magyarazta®. Ugyanakkor tény, hogy a kordbban méar emlitett brém koleszterintartalomra
érzékeny pumpak — ugy mint ABCB1, ABCC2, ABCG2 -ntn részt vesznek a kulonlkoz

szervezetbl eltivolitandd molekuldk epén keresztili elimirdg@ban.
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2.6 Az ABC transzporterek vizsgalatara alkalmas tesztradszerek

Szamosn vitro, in vivo ésex vivorendszer all rendelkezésre az ABC transzportesekl@ilonboé
gyogyszermolekuldk, toxikus komponensek kozotti ckdhhatds vizsgalatara. A korai
gyogyszerfejlesztés soran @&srban azin vitro mddszerek kerllnek @&krbe, hiszen ezek
alkalmasak arra, hogy viszonylag rovidéialatt tobb szaz, akar tobb ezer molekula adott
transzporterrel valé koélcsonhatdsat prediktaljak. adott molekula szervezeten belili sorséardl,
ADME tulajdonsagairdl, valamint ezekben a folyankétn az ABC transzporterek szerdpésak

a joval korlatozotabban kivitelezléein vivo vizsgalatok adhatnak felvilagositast. Az vivo
kisérletekhez hasonl6an ax vivo modellek, agymint az izolalt perfaziés vékonyb#glaj, vese
vagy agy is fontos informaciot ad a gyogyszerekzi®odasarol, eloszlasardl, eliminacidjarél és
kivalasztasarol, ugyanakkor az allatkisérleteklssizéhasonlitva jobban kontrollalhatg8ro* 10211

2.6.1 Invitro médszerek

Alapjaban véve amn vitro rendszerek két tipusat kulonboztetjik meg: a vletgk térténhetnek az
adott transzportert stabilan vagy tranziensen asp@d sejtekkel, vagy pedig a kivant ABC
fehérjét kifejed sejtekldl készult membran preparatumokon. A moddszer al@pube ATP
hidrolizisének, vagy pedig a szubsztrat transzoali a mérésén, ez esetben vizsgalhatjuk
kdzvetlenul az adott molekula ABC fehérje altalnszportjat vagy pedig egy jol ismert, an.
riporter szubsztrat transzportjara valé hataséat. ekibbi modszer a gyogyszerjelolt és drog
transzporter k6zotti kdlcsonhatés jellemzéséreitdabi pedig az inhibitor molekuladk detektalasara

alkalmas.

2.6.2 Membran vezikula alapu vizsgalatok

ABC transzporterek vizsgalatara alkalmas membrépgratum készith&éblyan sejtekBl, melyek

elegenden magas szinten expresszdljak a vizsgalni kivéimérfét. A kilonboé& drogszelektalt,

vagy transzfektalt erissejtek relative alacsony fehérje expressziosjgkiniatt sok esetben nem

felelnek meg ennek a kivdnalomnak, habar mindenlke&pyyik, hogy az expresszalt transzporter
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kornyezete nagyban hasonlit a fiziologiashoz. Szétérben elterjedt az Un. rekombinans
bakulovirus expresszidés rendszer hasznélata, revedet Sf9 sejtek alkalmazasaval, amely
rendkivil magas fehérjeexpressziot eredményez.akbggkor mindenképp a rovarsejtes rendszer
hatranyai kozé sorolhatd, hogy a transzporter Kijidyezete eltér a fiziologiastol, és ez okozhat
funkcidbeli kilonbségeket, illetve a glikozilaltsdgk sem egyezik meg az edsl rendszerekben
tapasztaltakkal. Ez utobbir6l azonban tobb trandep@setében kiderilt, hogy nem befolyasolja a

fehérje funkcioképessédt'®t

ATPA4z esszé

Az ATPaz esszé alapja az, hogy a transzporterielésgubsztratjanak sejtlvald kipumpaladsahoz
az ATP hidrolizisédl szarmazé energiat hasznalja fel. A hidrolizisasoszervetlen foszfat (Pi)
szabadul fel, amely egys#er kolorimetrias modszerrel detektalhatd (7.abra). A
membranvezikulaban azonban a tulexpresszaltatodtjie mellett mas ATP-azok istkddnek, igy
szikséges ezek gatlasa kulonbospecifikus gatloszerekkel. Az ABC transzporteékkr
altalanossagban elmondhaté, hogy hatékonyan gé&b&lmeatrium-ortovanadattal, igy a kisérletek
soran a total, membranvezikulara jellénisszes ATP-az aktivitdsboél elegéralvanadat-érzékeny

hanyad maghatarozasa, amit vanadat-érzékeny aldpiak nevezink>,

* Extracellularis ter

L o
0000 0000
* Intracellularis tér

* Szubsztrat

ATP e—) ADP+ P,

7.4abra: Az ATPaz esszé sematikus abréaja
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Aktivalasi teszt esetében a szubsztrat molekulautdlja a vanadat-érzékeny alapaktivitast, a
kapott d6zisgorbét pedig meghatérozhat6 az un. gg@mely a maximum hatas 50%-ahoz tartozo
koncentraciot jelenti. Az inhibitorok és a lassaanszportalédd szubsztratok a gatlasi tesztben
detektalhatok. Ezen esetben a vizsgalni kivant koddehatasat oly modon kdvetik nyomon, hogy a
transzportert egy ismert szubsztrat segitségéveinnddisan aktivaljak, és az ATP hidrolizist mérik
névekw inhibitor koncentracioknal. Ez a kdlcsonhatasejakbzhet az un. 1G, értekkel, amely a

maximalisan felaktivalt fehérje 50%-o0s géatlasatatoz6 drogkoncentraciot jelenti.

Vezikuléris transzport esszé (VT)

A membranvezikuladk egy része un. “inside-out” orétsdgu. Ezen kiforditott vezikuldk esetében a
transzporter a molekuldkat a vezikula belsejébepdlisy ez az alapja a vezikularis transzport
esszének (8.4bra). A vezikuldk a bepumpélt molékalaegyitt megfelél szirési technikaval
elvalaszthatok és ezt kdven a szubsztrat molekula a jeloléséiliggdé mdédon detektalhato;
rendkivil széles korben elterjedt a kulonbodrogok fluoreszcens vagy radioaktiv jel6lése,

érzékenyebbé téve ezzel a detektalast.

*» Szubsztrat ATP

8.4bra: A vezikularis transzport esszé sematikudjab
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Abban az esetben, ha az adott szubsztrat trangzpaomnerjik, akkor direkt VT mobdszéir
beszélink. Indirekt a modszer azonban, ha a vizegdlekula egy jol karakterizalt szubsztratra
gyakorolt hatasat vizsgaljuk. A direkt vezikulatianszport esszé alkalmas egy drog-transzporter
kolcsbnhatas kinetikai karakterizalasara, mig afirékt VT-nél tapasztalt kdlcsonhatas esetében

nem tudjuk megmondani ennek természetét, azaz $mdpsztratrol vagy inhibitorrol van-e szo.

2.6.3 Sejtes vizsgalatok

ABC transzportert expresszald sejtekben a fehéjikkenti az adott szubsztrat akkumulaciéjat,
intracellularis koncentracidjat, valamint felgydjsia drog eliminacidjat a seftb Abban az
esetben, ha a molekula citotoxikus, akkor a jelénl@&BC transzporter csokkenti a sejt
szerre/citosztatikumra vald érzékenységét az ajtyasalhoz képest, megfeteinhibitor jelenléte
pedig felfliggeszti ezt a kialakult rezisztenciazeken a tényeken alapulnak azok a sejtes
tesztrendszerek, amelyek segitségével a molekslé@z &BC transzporterek kdzotti kdlcsonhatas
vizsgaljak. Embs sejtvonalak mellett bakterialis, élégatalamint rovarsejteket is alkalmaznak. Az
alacsony passziv permeabilitasid molekulak vizsghtet az ABC transzportereket uptake

transzporterekkel egytitt stabilan expresszaltatgglanabban a sejtben.

Citotoxicitasi esszé

A citotoxicitasi esszét rendkivil széles kdrberabilazzak az ABC transzporterek vizsgalatara is.
A fehérjét stabilan kifejgz sejtek az anyasejtvonalhoz képest magasabb toxikakkula
koncentracio jelenlétében is életképesek, igy as&gtonal esetében jeléstICsq-beli kiilonbség
figyelhet meg. A citotoxicitasi esszénél azs§Brték azt a citosztatikum koncentraciot jelenti,
amelynél a sejtek 50%-a marad életképes. Ez a k&@inazonban éhik abban az esetben, ha

egy, az ABC pumpara specifikus gatloszert (revéré@enst) alkalmaznak.

Festéktranszport esszé

A szubsztratok intracellularis akkumulaciéjat anszporter csokkenti, az inhibitorok vagy
kolcsbnhatok pedig visszadllittak azonos szintrezabi sejtvonalhoz képest az ABC fehérjét
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expresszald sejtekben. Sok esetben fluoreszcehszratokat alkalmaznak. Mas esetekben, mint
pl. a Hoechst 33342 és a pheophorbid A az ABCG®ben, vagy a Calcein-AM az ABCB1 és

ABCC1 esetén, egy nem fluoreszcens prekurzort a@nakjtekhez, amely a sejten belll valik

fluoreszcenssé. Annak koszondest, hogy csak viszonylag kevés molekula fluoreszceat a

modszert is etissorban indirekt mérésekre alkalmazzak.

Transzcellularis transzport esszé

A gyégyszermolekuldknak vivo kiilonbdz farmakoldgiai barriereken — pl. az intesztinjisté
sejtek, a vér-agy-géat, hepatocitédk stb. — kelutaipk ahhoz, hogy eljussanak a célsejtekig, végul
pedig hogy kivalasztddjanak a szervedktliEzt a transzcellularis transzportot modellezi (ae
monolayer efflux esszé, amely soran két folyadékkantment kdze egy swfellletre killtetett
100% konfluenciat elért ABC fehérjét expresszaldjiréteg segitségével vizsgaljgdk a

transzportfolyamatokat.

2.6.4 |Invivo moédszerek

Mig azin vitro rendszerek alkalmasak arra, hogy viszonylag gyomstormaciot adjanak arrdl,
hogy egy adott gydgyszerjeldlt kdlcsonhat-e a \aisgBC transzporterrel, addig nem valaszoljak
meg azokat a kérdéseket, hogy fiziologias korulne&nykozott a transzporterek hogyan
befolyasoljadk a drog abszorpciojat, disztribucipgiminaciojat és exkrécidjat. Ennek tisztdzasa
érdekében szikséges @z vivo vizsgalatok elvégzése, amelyre Idiséget a transzgénikus,
valamint mutans allatok alkalmazdsa mellett spagifi gatlészer jelenlétében végrehajtott
kisérletek adndR®.

A korabban mar emlitett Mdrla (-/-) egér volt agdeblyan genetikailag mddositott allat, amely
alkalmas volt az ABCBL1 fiziol6gids funkci6janak siélatar&. Az utébbi masfél évtizedben
szdmos olyan knock-out torzset hoztak létre, ankeleegyik vagy masik transzporter génjét, pl.
az ABCB11l-et, az ABCC1l-et, ABCC3-at, vagy az ABCGRutottek, megakadalyozva ezzel a
fehérje kifejeddését. Az ezekkel az allatokkal vegzett kisérletagyban hozzajarulnak az ABC
transzporterek szervezetbeni funkcidjanak a meg@nez, valamint kulcsfontossagu szerepet

jatszanak a gy6gyszerkutatasbdfiig?109-110111
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Paul és munkatéarsai skot juhaszkutyakat ivermeetikazelve figyelték meg azt, hogy az egyes
egyedek eltér érzékenységet mutatnak a gydgyszerrel szembenk @®egbb, 2001-ben
bizonyitotta Mealey és kutatécsoportja, hogy a megkedett ivermectin érzékenységet egy, az
mdrl génben bekoévetkézdeléciés mutacié okozZzg'*™* Az mdrla génjét érifit mutaciot
figyeltek meg a CF-1 egerek szubpopulaciojaban asely csokkent ABCB1 expressziot
eredményez azokban a szdévetekben, ahol az Mdrdje#idése az elgllegesen jellen*>*® Az
Mrp2 fizioldgias funkcidjanak tisztazasaban, valaima Dubin-Johnson szindroma megértésében
fontos szerepet jatszottak az olyan TR(-) és EHBRehbilirubinémias patkanyok, amelyekben
nincsen Mrp2 expresszig '8

Szamos esetben alkalmaznak kombindlt genetikaiédsak knockout modelleket abbdl a célbdl,
hogy Vvizsgaljak egy gyogyszer farmakokinetikajdba@z adott transzporterek szerepét.
Természetesen ezekben az esetekben kritikus @ayeanhibitor koncentracioja, valamint az, hogy
kelloképpen szelektiv legyen az adott transzporterregezéaz ABC transzporterek esetében nem
mindig egyszdr feladat.
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3 Célkitizések

1./ A bevezdtben emlitett terapids terlleteken (daganatos b&ge§s gyulladasos, -és
autoimmunbetegségek) alkalmazott gyogyszermolekukdetelése a multidrogrezisztencidban
szerepet jatszo transzportereket kiféj&DR1-Sf9 (ABCB1-et), MRP1-Sf9 (ABCC1-et), valamint
korabban a laboratériumunkban  kifejlesztett ~HT-BGRARM-Sf9  (high-troughput)
membranpreparatumok alkalmazéasaval abbol a célbdfly a korabban nem karakterizalt
kdlcsonhatasokat leirjuk. &etes kisérleteink alapjan specifikus kolcsonhdiggeltink meg az
ABCG2 fehérje és a leflunomid molekula kdzott. @éwolt ezen kblcsdnhatas természetének

jellemzése kulonbdyrin vitro tesztrendszerek segitségével.

2./ Kivancsiak voltunk arra, hogy a koleszterinnek ABCG2-re valé potencirozé hatasa
tapasztalhat6-e mas olyan ABC transzporter esetébenint az ABCB11, amely az ABCG2-hoz
hasonlbéan szintén a hepatocitak koleszterinbenagakdnalikularis membranjdban fejdik ki.

Célul tiztuk ki, az igy kifejlesztett BSEP-HAM-Sf9 (ABCBXt- expresszald) membranok
jellemzését, valamint korrelacios vizsgalatok végitasat a mar rendelkezésre all6 ABCB11
membranokkal vezikularis transzport kisérletekbEmzel parhuzamosan ismert hepatotoxikus

gyogyszerek fajok kdzotti affinitdskilonbségeinéksgalatat is el kivantuk végezni.

3./ Az egér Bsep-HAM-Sf9 (egér Abcbll-et kifgjpanembran ATP4az esszéjének adaptalasaval
egy széleskdien alkalmazhaté nem radiokativ teszt kifejleszé&septimalizélasa is célunk volt.

Ismert ABCB11 szubsztratok segitségével validéivaktuk az ATPaz esszében meért értékeket.
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4 Anyagok és modszerek

Reagensek
A kisérletek soran alkalmazott reagenseket az atablazat tartalmazza (1.tablazat)

Reagens neve Reagens szarmazasi helye
[*H]-Metotrexat Moravek Biochemicals (Brea, CA, USA),
[*H]-Taurokoléatot, {H]-LTC, Perkin EImer (Boston, MA, USA)
[*“C] —Glikokolat Amersham Bioscience
®H]-Taurokenodeoxykolat Prof. Alan F Hofmann (University of
[*H]-Glykokenodeoxycholat California San Diego, CA, USA)
ABCG2 elleni ellenanyag Abcam (Cambridge, UK)
ABCG2-t, ABCB1-et és az ABCCl-et Prof. Sarkadi Balazs (National Medical Center,
expresszalé rekombinans bakulovirusok Budapest, Hungary)

egér, patkany és human ABCB11 elleni Prof. Bruno Stieger (University of Zurich,

ellenanyag Zurich, Switzerland)
RAMEB és a cholesterol @RAMEB Cyclolab (Budapestntfary)
Prof. GJ Koomen (National Cancer Institute,
Kol34
Amsterdam, Netherlands)
bovine gamma globulin Fermentas UAB (Vilnius, Ligmig)
Tobbi vegyszer Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

1tablazat: a kisérletek soran alkalmazott reageéseizarmazasi helyik

Sejtvonalak
A HEK293 sejtvonalat (American Type Culture Collent Rockville, MD, USA) és ennek

ABCG2-t expresszalo valtozatat (HEK293-BCRP) 10%g(W6inaktivalt szérummal, 100 units/ml
penicilinnel, 100ug/ml streptomycinnel és 2 mM L-Glutaminnal kiegésitiMIX MEM (Hank's
F12 : DMEM ,1:1, Sigma) tapoldatban tartottuk 5% ,@® tartalmazé 37C-os inkubatorbah®.

10% (v/v) Winaktivalt szérummal, 100 units/ml penicilinnel,0L@g/ml streptomycinnel és 2 mM
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L-Glutaminnal kiegészitett Advanced RPMI 1640 (GIBCtapoldatot alkalmaztunk a PLB985,
PLB985-BCRP (ABCG2-t expresszald), K562-MDR (ABCBtl-expresszald) eés HL60-MRP
(ABCC1l-et expresszalo) sejtvonalak esetében, metyskintén 5% C@ot tartalmazd 37C-o0s

inkubéatorban szaporitottunk.

Membranvezikulak preparalasa

A kisérletek soran alkalmazott membranpreparaturagimint MDR1-Sf9, MRP1-Sf9, BSEP-Sf9,
patkany Bsep-Sf9, egér Bsep-Sf9, defBCRP-Sf9 ésBBERM-Sf9 a Solvo Biotechnologiai Zrt-
t6l szarmaztak (Szeged, Hungary). Az Sf9 rovarsejtelzeadott ABC transzportert tartalmazé

rekombinans bakulovirussal fértilk és ezekl preparaltunk membrafff. A kapott
membranpreparatumok fehérjetartalmat BCA maodszagitsmével hataroztuk meg (Pierce
Biotechnology, Rockford, IL, USA).

Western blot

Az ABCG2 esetén a fehérjék elvalasztasa 10%-08B&B11 esetén pedig 7,5 %-os poliakrilamid
denaturdlo gélen tortént. A szeparélt fehérjeketm®® TRIS-t, 192 mM glicint és 15 % metanolt
tartalmazé transzfer pufferben 1 6ran keresztul ®30mellett polivinilidin difluoride membranra
rogzitettik (Immobilon-P, Millipore, Bedford, MA, .8.A). Ezt kdveiten a membrant 2 6ran
keresztll szobdmérsékleten blokkolo pufferben (5 % zsirmentesotgj®,5 % BSA, 0,05 %
Tween 20, PBS-oldatban oldva) tartottuk. 2 6rakezeltiik a membrant az éteges ellenanyag,

a monoklondlis egér anti-ABCG2 BXP-21 1:1000-saalamint a nyudl anti-patkany Abcbll
1:500-szor blokkolé pufferben higitott oldatavakjch3-szor 10 percen keresztil mostuk 0,05%- os
Tween 20 tartalmu PBS oldattal. Ezutan kdvetkeaattasodlagos ellenanyag, az anti-egér 1gG-
HRP 1:5000-szer, valamint az anti-nyal IgG-HRP 00-8zer 0,05%- os Tween 20 tartalmu PBS-
ben higitott oldataval valé inkubacié szoBatérsékleten 1 oran keresztul. Ezt a korabban mar
emlitett médon mosasi |épések kovették, majd az urmoreaktiv fehérjéket ECL detektalo
rendszerrel vizualizaltuk (Amersham Biosciences, ciwighamshire, UK). A mintak
ABCB11/Abcbl1l tartalmanak szemikvantitativ meghatadsahoz 1pg 6sszfehérjét vittliink fel és
valasztottunk szét 7,5 %-0s poliakrilamid gélemjdnCoomassie blue-val festettik. A kalibracios
gorbéhez bets sztenderdként 140 kDa mérdborji gamma globulint hasznaltunk (1,25 ¢
/zseb). A kvantifikalashoz ImageJ (NIH, Bethesd®,MSA) szoftvert alkalmaztunk.
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Koleszterinkezelés

A membran koleszterintoltését kbzvetlenil a memrdparalas étt végeztik olymodon, hogy a
bakulovirussal fetizott sejteket 30 percig 37 °C-on 1 mM cholesteroAEB komplex
jelenlétében inkubaltuk. Ezt a sejtek moséasa kéudtink’s oldatban (GIBCO), majd a preparalast

a fent leirt médon folytattuk. Az eljaras szabadaittalom alatt aft%°.

Membranvezikulak koleszterintartalmanak meghataroz&a

A membran koleszterintartalmanak meghatarozasaleserin-oxiddz médszeren alalftil A
reakcio-elegy (500 mM Mggl 500 mM Tris puffer, 10 mM DTT, 100 mg Triton X-Q0pH 7,4)

10 pl-éhez 50pl membrant adtunk és ezt inkubaltuk @bD1mg/ml-es koleszterol-oxidaz enzim
(Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) jelenlé&téB@ percig 37 °C-on. A reakciét 100 pl
metanol/etanol oldattal (50% (v/v)) allitottuk ls tovabbinkubaltuk 30 percig 0 °C-on. 5 perc 700
g-n valé centrifugalas utan a felllusz6 @bjét C18 forditott fazisu kromatogréfids oszlopot
tarttalmazé HPLC-vel analizdltuk (1100 Series gsgjlent, Santa Clara, CA, USA). Mozgdé
fazisként 0,3 ml/perc sebességgel aramlé 1% (Wejsav/metanol elegyét hasznaltuk. Az oxidalt
koleszterint 241 nm-en UV detektor segitségéveleldattuk. A Kkoleszterin kvantitativ

meghatarozasahoz kalibracios gorbét alkalmaztunk.

ATPA4z esszé

ATP&z esszét a Sarkadi és munkatarsai &ltal kondbdat modon végeztd®. Az ATPaz
aktivitAsok meghatarozasara a PREDEASY BCRP-HAM-a3ePKit-et, a PREDEASY defBCRP-
HAM-ATPase Kit-et, a PREDEASY MDR1-ATPase Kit-etPREDEASY MRP1-ATPase Kit-et
€s a PREDEASY egér Bsep-HAM-ATPase Kit-et (SOLVtBchnology, Szeged, Hungary)
alkalmaztuk. Mindegyik esszét a gyarto altal megfwatott paraméterekug membran/lyuk,

inkubécios id és lbmeérséklet) mellett végeztik.

Vezikularis transzport esszé

Az “inside-out” vezikulakat is tartalmazé membramszpenziét (5Qug protein/lyuk) a megfelél
esszé elegyben — amely tartalmazta a transzpedélisztratot is — 4 mM ATP jelenlétében és
hianyaban 37 °C-on inkubaltuk. A reakciokat 20Gideg mosopufferrel allitottuk le. Ezt koden

a reakcioelegyeket Im porusmerét B tipusu Gvedfiltert tartalmazé lemezekrdigiak (Millipore,
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Bedford, MA, USA) és 5x20@l hideg mosoé pufferrel mostuk. A filtereken maraatlioaktivitast
folyadékszcintillator segitségével meértik az ATBeftitranszportot pedig az ATP-t tartalmazo és
nem tartalmazé lyukakban mért értékek kilonbsélgébamoltuk (Microbeta Trilux, Wallac Oy,
Turku, Finland). Az 2.tdbldzat mutatja a kilonboranszportkisérletek soran alkalmazott

esszekorilményeket.

ABCB11, patkany
ABCG2 altali MTX ABCCI1 altali LTC , Abcbll Zsltzﬁer Abcbll
transzport transzport TC/GC/TCDC/GEDC
transzport
7,5 mM MgCh
] i} . 7,5 mM MgCb ’ = 1 M KNO;
Esszépuffer Gsszetétele | 40 mM MOPS-Tris pH 7,0 10 MMMOPS-THS pH 7.0 4 1'yy o NGy,
70 mM KCI 70 mM KCI 10 mM Hepes-Tris pH 7,4
2 mM GSH '
Transzportalt szubsztrat 2 UM
koncentracidja 100pM 50nM H
Reakcidid 4 perc 1 perc 5 perc
Mosopuffer 6sszetétele | 40 mM MOPS-Tris pH 7.0 40 mM MOPS-Tris pH 7.0 100 mM Tris-HCI
70 mM KCI 70 mM KCI 1M KNO;

2.tdblazat: A vezikularis transzport kisérletekdsoalkalmazott kisérleti paraméterek

Festéktranszport esszék (Hoechst esszé és Calceiszé)

A sejttenyésztéshez hasznalt tapfolyadék eltawalitZljdbdl Hank's puffeben mosott, mikrotiter
lemezekre meghatarozott szamban kiosztott sejtékeétank’s oldatban 37 °C-on 30 percig
inkubaltuk a specifikus inhibitor jelenlétében.

Hoechst esszé esetén ez 1dOtérfogatot jelentett, amelyhez az inkubaciot kdee 50 pl
1xHank's-ben oldott 50uM Hoechst 33342 festéket adtunk elinditva ezzeleakgiot. A
fluoreszcenciat spektrofotométer segitségével rkétth percig 30 masodpercenkent kinetikus
mérési modban (Fluoroskan Ascent Type 374), ahokacitacios fény hullamhossza 350 nm, az
emisszios fényé pedig 460 nM volt. A maximalid@gtt300 nM Ko134 jelenlétében értik el.

A Calcein esszénél a sejteket 10Q@érfogatban inkubaltuk és tovabbi 10250 nM CalceinAM-

et és BSA-t tartalmaz6 1xHank’s oldatot adtunk Boazreakcié elinditdsa céljabdl. Ebben az
esetben 6@M verapamil segitségével kaptuk a maximalis gatkastalcein esszé esetében 485 nm
hullamhosszu excitacios fényt és 538 nm hullamhbssaisszios fényt alkalmaztunk, a mérést 8

percig végeztik 30 masodpercenként kinetikus ménégban.
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Meghataroztuk az inhibitor jelenlétében g és tavollétében Ry kapott egyenesek
meredekségeét, valamint az egyes drogkoncentrasgtiéleen mert egyenesek meredekseggiyR
Az igy kapott éertékek segitségével a kovetk&eplet felhasznaldsaval meghataroztuk az adott

koncentracioju gyogyszermolekula altal okozott &sitl

Rdrog Ralap * 100 (1)

ax lap

Gatlag%) =

Az egyes drogkoncentraciokhoz tartozé gétlasi ékéekbrazolasaval meghataroztuk az adott

vegyllet 1Go értékét.

Citotoxicitasi esszé

A mikrotiter lemezekre 200l tapfolyadékban meghatarozott szamu sejtet osrtiotki, amelyeket
24 oran keresztil 37 °C-o0s 5% gOtartalmazo inkubatorban tartottunk. Ezt k@est a DMSO-
ban oldott molekuldkat tapfolyadékbardrel higitottuk és 5@l-ben adtuk a sejtszuszpenzidhoz. A
kontrollok ebben az esetben csak DMSO-t tartalmapifolyadékot kaptak. Az inkubacio 96 éran
keresztul tartott 37 °C-o0s 5% G®tartalmazo inkubatorban.

A HEK293 és HEK293-BCRP sejtvonalak esetében aduliési sejtriiség 2x10 sejt/ml, a
PLB985 és PLB985-BCRP sejtvonalaknal pedig $xEjt/ml volt.

A 96 Ora elteltével a tulélsejtek aranyat MTS reakcio segitségével hatarartey a gyarto altal
ajanlott kisérleti korilmények mellett (Promega,didan, WI, USA). A kapott értékeket abrazoltuk

az alkalmazott drogkoncentraciok fliggvényében éghatdroztuk az 165 értékeket.

Adatok kiértékelése

Az ATPé&z esszé, a vezikularis transzport esszéamiat a festéktranszport esszék két, a
citotoxicitasi esszé pedig harom parhuzamos m@a@sban készultek, ezeket atlagoltuk és szorast
szamoltunk.

ATPaz esszé esetében a vizsgalt molekula altallt&ivéhatast a kovetkéz egyenlet alapjan

szamoltuk ki:

7 erax - TLImin (2)
v =1 min + 1+ lﬂ[logEC:—,g + [A]) X ny
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ahol v=hatas (nmol Pi/mg protein/min),,}4= minimalis hatas, ¥Wa= maximalis hatas, Bg= az
50%-0s hatashoz tartozé drogkoncentracio, A= atdesg koncentracid, 4= a kooperativitast
jellemzs Hill-szam.
A VT esszé esetében a &tékek meghatarozasara a Cheng-Prusoff képlasenaltuk:
K, = fﬁ 3

KM
ahol K= az inhibitor affinitaséat jellendz paraméter, 16= az 50%-0s gatlashoz tartozé inhibitor
koncentracid, S= a szubsztratkoncentracigs i szubsztrat affinitasat jellethparamétet®>
Citotoxicitasi esszé esetében azsolCértékeket — amelyek az 50%-0s tuléléshez tartozo
drogkoncentraciot jelentik — a mért hatasgorlséklbptuk meg.
A gorbeillesztésekhez, valamint a kinetikai pararek szamitasdhoz a PRISM 3.0 szoftvert
hasznéltuk (GraphPad Software Inc., San Diego,&jcoxon-proba és ANOVA segitségével
vizsgaltuk a koleszterin hatdsat az ABCB11/Abcbidli&epesotranszportra.
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5 Eredmények

5.1 Uj szubsztrat-transzporter kolcsonhatasok detektalda és karakterizalasa
HT in vitro esszékkel

Munkank soran céluliztik ki, hogy azon terapias teruletélkmmelyeknél a kezelés hatékonysagat
a multidrog rezisztencia jelensége befolyasolj@gygzermolekulakat valasztunk ki és harom ABC
transzporterrel — ABCB1, ABCC1, ABCG2 — valo kolnbatasukat leirjuk és karakterizaljuk.

A kisérletek kivételézéshez mindenképp olyan tesdszerekre volt szilkség, amelyek segitségével
megbizhat6an, viszonylag réviddidlatt végre tudtuk hajtani a kisérleteket. Az ABIGE ABCC1
transzporter esetében rendelkezésre allt HT tésreehlkalmas Sf9 rendszer, az ABCG2 esetében
azonban a kordbban emlitett okok miatt a membr@apéum erre nem volt alkalmas.
Laboratériumunkban ezzel péarhuzamosan kerilt kdejéesre a BCRP-HAM-Sf9
vezikulapreparatum, — amelyet egy korabbi dolgamatismertettiink — és mar eleget tett a fent
felsorolt kivanalmaknak.

Ezen molekuldkat olyan nagy ateré&&pesséq in vitro rendszerekben vizsgaltuk meg, mint az

ATPaz esszé, vezikularis transzport esszé, valdastgktranszport esszé.

5.1.1 Az ABCG?2 és leflunomid kdzotti specifikus kdlcsonatas karakterizalasa

Kisérleti eredményeink egyértelen ravilagitottak arra a tényre, hogy az ABCG2 é&flanomid
molekula kozott specifikus kdlcsonhatds van. Koedbbvan der Heijden és munkatarsai
feltételeztek kolcsonhatast — human T limfocitdks#tulfaszalazin jelenlétében tenyésztve
leflunomidra is rezisztens ABCG2-t expresszalo pégiat figyeltek meg — de ezt egyaltalan nem
karakterizaltak.

Abbdl a célbdl, hogy jellemezzik a kdlcsonhatastkavetkesd kisérleteket végeztik el a
leflunomiddal, valamint az A771726 molekulaval.
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5.1.2 A leflunomid és az A771726 kdlcsbnhat az ABCG2-vel

Mind a leflunomid, mind pedig az A771726 koncenibficggéen gatolja az ABCG2 medialt
metotrexat transzportot a kiforditott vezikulakbezikularis transzport kisérletekben (9.A,B abra)
Osszehasonlitva a két molekulat megallapithatdy faolgflunomidnak kisebb az affinitasa, hiszen
K, értéke 1,86uM, mig az A771726 Keértéke 0,093uM. A kisérletet kilonbd& metotrexat
koncentraciok mellett megismételve, a mért eredmkety Dixon-féle abrdzolasmodban
megjelenitve elmondhato, hogy a leflunomid és aZ1426 molekula is kompetitiven géatolja az
ABCG2 metotrexat transzportjat (9.C,D abfa)

A B
100+ 100
<
z® o
= =
N 601 S 60
S c
S 5
= 404 = 40
g g
o 2
S 20 S 20-
(O] Q
= =
Ottt —r—r—rrrrm O v rr— ey T
10° 10t 102 103 10?2 101 100 101 102
Leflunomid (| uM) A771726 (uM)
C D
0.10q 0.4-
S
5 S
s 2
@ S
= ——
S le)
o >
1% E
= 3
2 - <
= 10 20 30 40 50 60 :
3 Leflunomid / (M) 6
01d  AT71726/ (uM
-0.05- 0.1 (uM)

9.abra: ABCG2-t tartalmaz6 vezikuldk ATP fidgapetotrexat transzportja leflunomid (A) és A7717B% jelenlétében.
Leflunomid (C) és A771726(D) kompetitiv gatlasariaikkon-Webb féle abrazolasa 2¥{, 50 (A), és 100 §) uM
metotrexat jelenlétében ABCG2-t expresszald veaikoih.
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Hasonlé eredményeket kaptunk a festéktranszporérlgtsk soran is, amelyet ABCG2-t
expresszalé PLB985 sejtvonalon végeztink. A leftnicbés a metabolitja is gatolja a Hoechst
33342 festék ABCG2 fehérje Altali sdjtbvald kipumpaldsat. A 10.A,B abra mutatja be a
molekuldk koncentracidéfliigggatlasat az 1-es egyenletet alkalmazva. A kalku@d, értekek
hasonl6 koncentracié tartomanyba esnek; 48 a leflunomidra és 2,87UM az A771726

molekulara vonatkozd Kg paraméter, amelyet a kétfazisu gorbed edzakaszat felhasznalva
kaptunk.

A B

150 200+

150+
100+

< 100 "
504

Gatlas (%)

50+

Gatlas

04

10¢ 10t 107 102 100 10° 10t 102 108

Koncentracio ( pM)

Koncentracio ( pM)

10.4bra: A leflunomid (A) és az A771726 (B) hataskloechst 33342 festék ABCG2 altali kipumpalasdrBI85-
BCRP sejtekdl. Mindkét diagrammon aa{) jel6lés az ABCG2 specifikus Kol134 hatdsat mutatja

5.1.3 A leflunomid és az A771726 az ABCG2 szubsztratjai

A kolcsbnhatas detektalasa utan kivancsiak volamé, hogy ezen molekulak szubsztratjai vagy
inhibitorai az ABCG2 transzporternek. Bbba célbdl ATPaz esszéket veégeztink ABCG2-t
expresszald membranvezikulakon. Kisérleti eredmékyalapjan elmondhaté, hogy mind a
leflunomid, mind pedig az A771726 koncentracioftiglg stimulalja az ABCG2 vanadatfitgg
ATPaz aktivitdsat (11.A,B 4bra). Ez nem volt megéihett sem a kontroll (defBCRP) (C), sem
pedig az ABCB1-et expresszald vezikuldkon végzisiérketek sordn még magas koncentracioban
sem (D). A kalkulalt EG értéekek kozott itt is megfigyelhetaz affinitasbeli kilonbség: a
leflunomidra vonatkozo érték 3,90V, az A771726-ra vonatkozo érték pedig OpiR8 volt.
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11.4bra: ABCG2-t tartalamzé membran vanadat sZenAfTPaz aktivitasa

leflunomid (A) és A771726 (B)

jelenlétében. A leflunomid o) és az A771726 K) hatdsa defBCRP-t (C) és ABCBl-et (D) tartalmazé

mebranvezikulak vanadéat érzékeny ATPaz aktivitasara

A 3.tablazat tartalmazza a vezikularis transzpsdgzé, az ATPaz és a Hoechst esszé kinetikai

paramétereit

ECsg leflunomid ECso A771726 IC5y/K, leflunomid IC5y/K, A771726
(D) (D) (D) (uM)
Vezikuléris transzport
esszé-MTX 186 0,093
Hoechst esszé 4,53 2,87
ATPé&z esszé 3,93 0,78

3.tAblazat: A vezikuléris transzportban, az ATPazésa a Hoechst esszében mért adatokbdl szamejt &SAGyYK;,

értékek.



A vizsgalt két molekula esetében HEK293, valamiEK293-BCRP sejtvonal alkalmazésaval
citotoxicitasi esszében is sikerilt alatamasztaszubsztrat-jelleget. Abban az esetben ugyanis, ha
egy vegylulet szubsztratia az ABCG2 transzporteradgkor a fehérjét nagyobb mennyiségben
expresszalé sejtvonal kevésbé érzékeny a drog eggnekw koncentracidjara, mint az
anyasejtvonal. Ugyanakkor transzporter-specifikusihitor (1 uM Kol34) alkalmazasaval ez a
rezisztencia visszafordithato, igy egyértidm bizonyithatd, hogy a rezisztencia kialakitasagrt
ABCG?2 a felebs (12.A,B abra).
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12. abra: a tllélés aranya a noweleflunomid (A) és A771726 (B) koncentracié melletHEK293-mock sejteken
1uM Kol34 jelenlétében £) és hianyabam(), valamint HEK293-BCRP sejtekenul¥l Ko134 jelenlétében«) és
hianyabang).

Az 4.tablazat tartalmazza azuM Kol134 jelenlétében és hianyaban a HEK293-mocKEK293-

BCRP sejtvonalon mért adatokbdl szamokl€rtékeket leflunomidra és a metabolitjara.

HEK293-mock HEK293-BCRP  +1uM
IC_ (UM - ]
50 (HM) HEK293-mock +1uM Ko134 HEK293-BCRP Kol34
Leflunomid 3,34 2,09 68,8 8,98
AT71726 9,16 11,49 68,03 10,72

4 tablazat: HEK293-mock és HEK293-BCRP sejtekeluhefmid és A771726 névekwkoncentracidja mellett végzett
citotoxicitasi esszé I értékei UM Ko134 jelenlétében és hidnyaban.
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5.2 A koleszterin hatasa az egér, a patkany és human AEB11 transzporter
miikodeéeseére

Az Sf9 expresszids rendszert rendkivil széldskdmlkalmazzak kilonbézmembranfehérjék, igy
ABC transzporterek kifejezésére. A kilonBotajokbdl szarmazd ABCB11/Abcbll fehérjéket
szintén gyakran expresszaltatjak bakulovirussaté4étt Sf9 rovarsejtekkel, az igy kapott
rendszerben meért K és 1G, illetve K, értékek nagy meértékben hasonlitottak a hepatocitak
kanalikularis membranjabél késziilt preparatumabagrt mértékekheZ*'*> Szamos ABC
transzporteil, mint az ABCB1, ABCC2 és ABCG2 - amelyek az ABI-hez hasonléan
szintén a hepatocitdk kanalikularis membranjabgrddnek ki — mi és mas laborok leirtak mar
kordbban, hogy koleszteringazdag régiokban lokdliréak és érzékenyek a membrankdrnyezet
koleszterintartalméafa 262

Kivancsiak voltunk arra, hogy az ABCB1ll1l fehérjetikidését hogyan befolyasolja a

membrankdrnyezet koleszterintartalma, ezért a kézétkisérleteket végeztik el.

5.2.1 A koleszterin hatasa az Sf9 sejteld preparalt membran ABCB11/Abcb11 tartalmara

A hepatocitdk kanalikularis membranja — amelybenABCB11 lokalizalédik — koleszterinben
megleheaisen gazdag, ugyanakkor az expresszidohoz alkalm@ibtovarsajtek koleszterintartalma
elmarad az ek sejtekéhez képest. Abban az esetben azonbarz, 88 sejtek membranjat a
vezikulapreparaciét medaéen koleszterinnel toltjuk fel a fiziolégiashoz jabyb hasonlito
lipidosszetétdi rendszert kapunk. Az ABCB11/Abcbl1 transzportartaimaz6 bakulovirussal
fert6zott Sf9 sejtet kezeltiink koleszterin@RAMEB kompiex, amelynek hatasara a preparalt
membran koleszterintartalma megkoZdéiy 3-4-szer magasabb (0,i6hol/mg fehérje) lett. Mig a
human ABCB11 és az egér ortoldg expresszios s#bel azonos volt (2,6 pg /15 pg osszfehérje
és 2,2 ug /15 pg osszfehérje), addig a patkany Bbaokreknél joval kisebb mennyiségben
fejezodott ki (1,3 pg /15 pg Osszfehérie). A 13.4bra deketi, hogy a membran
koleszterintartalmanak valtozasa nem volt jélerttatassal a kifejezni kivant fehérje expresszios

szintjére és méretére.
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13.4bra: A koleszterin feltdltés hatdsa az ABCBIEML1 transzporterek expresszios szintjére és aréreA:BSEP-
Sf9, B:BSEP-HAM-Sf9, (B-gal-Sf9, D:patkany Bsep-Sf9, E:patkany Bsep-HANSF:egér Bsep-Sf9, G:egér Bsep-
HAM-Sf9. Az 50 kDa alatti mérétaza-aktin.

5.2.2 A koleszterin hatasa az ABCB11/Abcb11 fehérjék fikodésére

Kisérleteink sordn a membrankdrnyezet megemelkddséiszterintartalmanak hatdsat a harom
kilénb6z fajbdl szarmazé ABCB11/Abcbll fehérje négy kuldrtbépeso: TC, TCDC, GC és
GCDC transzportjan keresztil vizsgaltuk. Mind aynégeso transzportjarol elmondhaté, hogy a
Michaelis-Menten kinetikat koveti. Az Sf9 sejt memabjanak koleszterinnel valo feltoltése
magasabb Ma.x ertékeket eredmeényezett, a transzportndvekedésy pmdijd minden esetben

statisztikailag is szignifikans volt (14.A,B,C apra
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14.abra: A kontroll ¢) és koleszterinkezeltm] human (A), egér (B) és patkany (C) Abcbll fehédjeali
epesotranszport. A transzport értékek a prepar&ufARCB11/Abcbll tartalmara lettek korrigalva. A tidatikai

analizist a Wilcoxon-prébaval végeztik, * p<0.081p<0.05.

Az észlelt K, valtozas kisebb meértékvolt, tendenciajanak kideritése ceéljabol a TC srqortot

kivalasztva a sebességi értékeket Eadie-Hofsteeliiébarizadlasnak vetettik ala. Az egyenesek

negativ meredeksége hatarozza meg,aéftekét, amelyek kozott szignifikans eltéréstkeatroll

és HAM membrant 6sszevetve — nem tapasztaltunilfis).
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15.4bra: Az ABCB11/Abcbl1 fehérje altali TC transapértékek Eadie-Hofstee- féle linearizélasa. Anhn ABCB11,
B:egér Abcbll, C:patkany Abcb11

A kisérleteink soran kapott és ezéklszamitott K;, valamint Vin./Ky értékeket az 5.tdblazat

tartalmazza.
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human ABCB11 egér Abcbl11 patkany Abcb11

Kontroll HAM Kontroll HAM Kontroll HAM
KM Vmax/KM KM Vmax/KM KM Vmax/KM KM Vmax/KM KM Vmax/KM KM Vmax/KM
UM W/ pg/min UM pi/pg/min UM p/pg/min UM pl/pg/min UM u/pg/min UM pl/pg/min
7,6 11,7
T 150+ 17,0 0,42 + 6,7 + ! 4,70 + ' 0,06 + 15,3
c 36 0,25 £ 0,02 +11 0,01 21 3,41+0,23 + 043 + 0.00 +13 0,16 +0,,0
2,8 55
12,3 22,1
G 355+% 25,9 0,27 = 8,84 ' ' 0,04 + 12,8
c 11 0,12 +0,01 £09 0,04 £0.3 0,88 + 0,08 + 1,08 £0,4 + 0.00 £0.9 0,18 £0,0
1,0 3,8
T 36,5 11,8
C 42+ 57t 2,49 + 17,1 ’ 0,51+ ’ 0,19+ 12,6
D 17 1,59+0,3 15 0,04 +0.3 0,59 + 0,08 + 0.07 + 006 +23 0,62+0,1
C 0,2 1,3
S 17s 43+ 136+ 1,89 475 159 g10s 499
oo 1,38 £0,03 D S ' 1,42 +0,2 + 1,36+ 0,3 + i + 0,15+ 0,07
D 06 1 0,13 +0,7 0,08
c 0,7 2,0 10,2

5.tablazat: A kontroll és a HAM egér, patkany ésn ABCB11 fehérje altali TC, GC, TCDC, GCDC trgmsizok
Kum €S Vina/Ku értékei.

Vizsgaltuk a koleszterintartalomvaltozas olyan bkatais, hogy milyen moédon befolyasolja a
kilonb6a fajbdl szarmazé ABCB11/Abcbll transzporterek kbfiw epesdkhoz valo affinitdsat.
Eltolédas egyedil a patkany Abcbll esetében volgfimeelhet kismértékben, ugyanis
koleszterinfeltdltés hatdsara a GC, GCDC és TCRG(M v értékei kdzelitettek egymashoz.

A tablazat alapjan az is elmondhatd, hogy a menkidréwyezet koleszterinkoncentraciojanak
megemelkedése leginkabb a patkany Abcbll-re, l&gkey pedig a human ABCB1l1l-re volt

potenciroz6 hatassal.

5.2.3 Kolesztatikus gyogyszerek hatasa az ABCB11/Abcbl11AM altali TC, GC, TCDC,
GCDC transzportra

A kovetkedkben megvizsgaltunk harom kivalasztott hepatotoxikgyogyszer hatasat
ABCB11/Abcbl11-HAM altali TC, GC, TCDC, GCDC transzfra. A kisérletek soran kapott

maximalis gatlasokat és igertékeket a 6.tablazat foglalja 6ssze.
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TC GC TCDC GCDC
ICs50 (UM) (maximalis gatlas %)
huméan ABCB11

Glibenklamid 14,7 (100) 18,8 (100) 15,8 (100) 7,6 (87)

Ciklosporin A 18,9 (100) 0,93 (100) 0,94 (100) £100)
Troglitazon 9,5 (100) 16 (100) 27,6 (100) 24,4 (100

egér Abcb11l

Glibenklamid 150 (100) 95,5 (100) 109 (86) 153 (90)

Ciklosporin A 2,05 (85) 1,16 (100) 7,17 (60) 1,1
Troglitazon 40,4 (100) 56,3 (100) 63,4 (85) 42 800

patkany Abcb11

Glibenklamid 26,1 (100) 23,1 (100) 15,5 (100) 2@,60)

Ciklosporin A 0,89 (100) 2,28 (100) 0,09 (100) Z3(200)
Troglitazon 27,5 (100) 48,9 (100) 42,3 (100) 34.,60Q)

6.tablazat: A glibenklamid, a ciklosporin A és adiitazon hatasa az ABCB11/Abcb11-HAM altali epé$€, GC,
TCDC, GCDC) transzportokra.

Az eredmények alapjan elmondhat6, hogy habar semjtiiamid és troglitazon Kg értékei egy
fajon belll nem nagyon mutattak kilonbségeket, njéte — akar nagysagrendi — eltérések
figyelhettk meg a fajok kozott. Mindkét gyogyszer esetébdruman transzporter rendelkezik a
legnagyobb affinithssal és az egér a legkisebbalikldsporin A altal kifejtett gatlas kg értékei
mar egy fajon belll is mutatnak eltéréseket, nekesdajok kdzott. A ciklosporin A a human
ABCBI11 altali TC transzportot akar huzszoroset@el gatolja, 6sszevetve a GC, vagy TCDC
transzporttal. Hasonl6 nagy diverzitas figyetheteg a patkany Abcb11 esetében is.

5.2.4 Kolesztatikus gyogyszerek hatasa a human ABCB11l éSBCB11-HAM Altali TC
transzportra

A tovabbiakban kilenc olyan gydégyszer hatasat \aite§, amelyek kdzismerten kolesztazist
okoznak. Kivancsiak voltunk arra, hogy befolyaseja membran koleszterintartalma az ABCB11
fehérje molekuldkhoz valé affinitdsat. A 7.tablazartalmazza a molekulak altal az epeso

transzportra kifejtett maximalis gatlas mertékeadspott 1G, ertekeket.
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ABCB11-CTRL ABCB11-HAM

ICs0 (LM)
Troglitazon 8,4 9,5
Ciklosporin A 2,0 18,9
Glibenklamid 11,3 14,7
Valinomicin 0,7 1,0
Vinblasztin 57,3 62,0
Rifampicin 10,5 18,8
Clofazimin 2,3 54
Reszerpin 2,8 4,9
Etinildsztradiol 15,7 171

7.tablazat: Kolesztatikus gyogyszerek hatasa azBHRCABCB11-HAM altali TC transzportra.

A 7.tdbldzat alapjan elmondhatd, hogy a membranigaet lipidtartalma nem befolydsolja az
ABCB11 fehérje affinitdsat a vizsgalt gydgyszerekhEz aldl egyedil a ciklosporin A jelent
kivételt, hiszen majd 10-szeres kilénbség mutakkazkapott 1G, értékekben (1M a control és
18,9uM a HAM vezikula esetén).

5.3 Az egér Abcb11-HAM membran ATPaz esszéjének kifejkztése

Noe és munkatéarsai 2001-ben megjelent publikddigokaz egér Abcbll transzportert Sf9
sejtekben expresszaltattak és tanulmanydZtakzt mar megékte a patkany Abcbll, de csak
kébb, 2002-ben kovette a human ABCB11 karakteriz&t43 Mindharom ortolég esetében
sikeriilt kulonbd# epesok transzportjat vezikularis transzport kétékben mérni, ugyanakkor
ATPaz esszében az Sf9 rendszerek alkalmazasakashzsger Abcbll esetében. Ennek az az oka,
hogy esetlinkben csak ez a transzporter rendelldygdn magas ¥ax €rtékkel az egyes epesdk
esetében, amely mar detektadlhatd ATP&z esszébenenflitett kisérleti modszer igen nagy
jelentbsédi, mert amellett, hogy kélképpen robosztus és nagy aterédszpesséfy alkalmas a
kdlcsdnhatasokon tul a szubsztratok detektalaséara i
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5.3.1 A sejtmembran koleszterintartalom novekedésének hasa az egér Abcbll
transzporter ATP4z miikodésére

A TCDC és az egér Abcbll transzporter koélcsonhat@#sBPaz esszében tanulmanyozva
megallapithatd, hogy a membran koleszterintartattkarovelése az esszé robosztussagat novelte,
hiszen a csokkent alapaktivitas mellett magasabtiméis ATPaz aktivitast mértiink nmol Pi/mg
membranfehérje/perc meértékegységben, és ez a asltemtisztikailag is szignifikdns volt
(16.4bra).
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16.4bra: Az egér Abcbll-ek)(és egér Abcbl1l-HAM-etK) tartalmazdé membranvezikuldk vanadatszenzitiv ATP4&
aktivitasa noveky TCDC koncentracié mellett. A statisztikai analiZNOVA segitségével végeztik, ** p<0.01, ***
p<0.001.

Az eredmények szerint kdzel a duplajara (B)73r2-re) emelkedett a membranpreparatum 100 uM

TCDC-tal valo aktivalhatésaga, ami az esszé jokalalazhatosagat eredményezi.

5.3.2 Az egér Abcb11-HAM transzporter ATPaz esszéjének dpnalizélasa

Az egér Abcbll-HAM transzporter TCDC stimulalt ABP&ktivitasa  figg az ATP

koncentraciojatol (17.abra). A telitési gorbe madis transzportsebessége 21 nmol Pi/mg
membranfehérje/perc, az ATP-re vonatkozgdttéke pedig 0,6 pM. A maximalis ATPaz aktivitast
2 mM ATP koncentracid6 mellett kozelitettik meg, igytovabbi kisérletek soran ezt az ATP

koncentraciot alkalmaztuk.
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17.4bra: Az egér Abcbll-HAM transzportert tartaltnazzikuldk ATPaz aktivitasa az ATP koncentraciéjan
fuggvényeében.

Ezt koveben optimalizaltuk az esszé kivitelezéséhez szulkségér Abcbl1-HAM transzportert
tartalmazé membran mennyiségét és az inkubacibsHyyelembe véve azt is, hogy a mérés soran
mindvégig a foszfat kalibracids gorbe lineéaris ssén merjink, optimalis inkubacio$mtk a 15
perc mutatkozott. Kulonbdzfehérjemennyiségek mellett mértik az alap, 100 T®&DC Aaltal
stimulélt és 100 puM ciklosporin A altal gatolt ATPAaktivitdsokat 15 perc inkubalassal (18.4bra).
A fent emlitett szempontot is szenbtekartva tovabbiakban a kisérletekgi@ membranmennyiség

mellett kiviteleztik.

0.8 N
E3 Alapaktivitas
&3 100 uM TCDC
0.61 E3 100 pMCSA
0.4+

e

ATPaz aktivitas (nmol Pi/perc)

8 ug 4 ug 2 ug

18.4bra: Az egér Abcbl11-HAM transzporter alap, 0O TCDC altal stimulalt és 100 uM ciklosporin A (Egaltal
gatolt ATP4az aktivitdsainak valtozasa az dsszfehdgnnyiség fliggvényében.
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5.3.3 Az egér Abcbl1l-HAM transzporterrel kdlcsénhaté mol&uldk detektdlasa ATPaz és
VT esszében

Abbdl a célbdl, hogy validaljuk az egér Abcbll-HAMTPaz esszét, kivalasztottunk egy
molekulaszettet, amelyet az emlitett esszé meNeDC vezikularis transzport kisérletekben is
megvizsgaltunk és 0dsszehasonlitottuk az igy kakiigtikai paramétereket (19.A,B,C &bra).
Ezek6l a gyogyszerekil az irodalomban leirtak, hogy hepatotoxikusak, lgeteaz ABCB11

fehérjével val6 kdlcsdnhatasuk okoz, igy alkalarsak&olesztazishoz vezetffét'?® 130

A B
150+ 1504 . .
—_ B Ciklosporin A
S = , .
< 100 s g A Glibenklamid
«E u = [ | L3 v Rifamici
= S 10 ifamicin
< S0 > ¢ Ketokonazol
N x i ¢ Troglitazon
& O- W00
> Y
> “—
£ 501 o
o <
'lOC L] L] L] L] L} C L} L} L} L} L} L}
0.01 0.1 1 10 100 1000 0001 001 01 1 10 100 1000
Koncentracio ( pM) Koncentréacio ( puM)
C
Kdlcsdnhaté molekula IC 50 (uM)
TCDC stimulélt ATPaz TCDC vezikularis transzport
Ciklosporin A 3,5 7,2
Glibenklamid 45 120
Rifamicin SV 62 105
Ketokonazol 33 >100
Troglitazon 33 97
Rifampicin >100 Nem volt mérh&kdlcsénhatas

19.4bra: A vizsgélt molekuldk hatasa az egér AbdhAM TCDC transzportra ATPaz esszében (A) és vdaila
transzport esszében (B), valamint a kapoip B2tékek 6sszehasonlitasa (C).

A mért I1G; értékek egymassal viszonylag jol korrelalnak, ddédrondhatd, hogy a az egér Abcbl11-
HAM ATP&az esszében kapott paraméterek 2-3-szobkede a VT-ben mértekhez képest (17.C
tablazat). A rifampicin esetében ATPaz esszébedkieill magas — >10QM — ICs, érteket

kaptunk, igy ez a kdlcsdnhatas vezikularis trangageérletben mar nem is volt detektalhat6. A két
mérési mddszer eredményei egymadisitik, mivel az affinitAsok sorrendje azonos mirtdké

rendszerben.
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6 Megbeszélés

Uj szubsztrat-transzporter kolcsonhatasok detektalda és karakterizalasa HT in vitro

esszékkel

A 70-es évekre az onkologusok szamara egyre nyiblébba valt az a tény, hogy az Ujabb és
Ujabb, kezdetben rendkivil hatékony kemoterapiasekzellenére egyes tumortipusokkal szemben
tovabbra is tehetetlenek, hiszen ezek egy része“ondklotten” rezisztens adott gyogyszerekre,
mig mas részik a terapia soran valik azza. A kezedéekonysagat még az is neheziti, hogy ez a
rezisztencia multidrog-jelldg azaz kialakulasa utan egymastol teljesen (eltszerkezdt
gyogyszerek is hatastalanna valnak. A multidrogseenciaért feléls, membranban elhelyezked
pumpak — amelyek az ABC transzporterek csaladjabtznak — szerepét, szerkezetét és a
funkcidjat az utdbbi harminc évben sikerilt feltemi. Az is kiderult, hogy harom ABC fehérje, az
ABCB1/Pg-p/MDR1, az ABCC1/MRP1 és az ABCG2/BCRP/MXRCP felebs a fent emlitett
jelenség kialakulasaért, amely nemcsak a dagabategségek kezelése esetén mertlhet fel, hanem
pl. olyan kronikus gyulladasos,- és autoimmunbeiggk esetében is, ahol a gyogyszerek
viszonylag hosszantarté alkalmazéasa sziikséges.

Kisérleteink soran egy megletieén specifikus, mindeddig ismeretlen interakcigyditink meg
Kilonb6z membranalapu és egész sejt alapuitro esszek segitségeével sikerilt karakterizalni az
ABCG2 és leflunomid, valamint a metabolitja, az A726 kozott megfigyelt kdlcsdnhatast. Azt
tapasztaltuk, hogy a fent emlitett molekulak az A fehérje szubsztréatjai, ugyanis aktivaljak az
ABCG2-t ATPaz esszében, kompetitiven gatoljak azCE&R A&ltali metotrexat transzportot,
valamint az ABCG2-nek kdszonlden kevéshbé toxikusak a transzportert expresszplmsalra.

Az a tény, hogy van der Heijden és munkatarsai Bi&dek izlleteitl szarmazo endotél sejtjeiben
és makrofagjaiban ABCG2 kifejédést tapasztaltak azt sugallja, hogy az ABCG2-rakok
szerepe lehet a gyulladasos folyamatokban. Ezkazgsziot a szebk inkdbb gyulladasflugimek,
mint gyogyszerfiignek talaltak®’. Korabbi adatokbol ismert, hogy az ABCG2 résztzvelyan
bazisterapias vegyiletek abszorpciéjaban és eloidijdan, mint a szulfaszalazin, vagy a

metotrexat’>133134.135
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A metotrexat egy ismert ABCG2 szubsztrat, amelyetkgan alkalmaznak vezikuléris transzport
kisérletekbet?®. Ez a gatlason alapulé vitro esszé metotrexat-drog kélcsonhatasok kimutatasara
alkalmas. A leflunomid és a metabolitja is koncéaibfugden gatoltak az ABCG2 Altali
metotrexat transzportot a kiforditott BCRP-HAM-St@zikuldkba. A két molekula affinitdsa
azonban eltéy; hiszen mig a leflunomid esetén 184, addig az A771726 esetében 0,083 K|
ertéket szamoltunk. A Dixon-féle abrazolassal aztsikerllt megéllapitani, hogy ez a gatlas
kompetitiv tipusu.

A kinetikai paraméterekben, az EfCeértékekben észlelt eltérés az ATPaz esszé eseiében
megfigyelheb volt (3,93 uM és 0,78uM). Mindkét molekula koncentraciofiggn stimulalta az
ABCG2 ATPaz aktivitasat, amely szubsztrat termésagtalhat.

A Hoechst 33342 egy membranpermeabilis festék, yakighld szubsztratja az ABCG2-nek. A
festéket alkalmazo esszé, amelyet a transzportgnesszaldo sejteken végeztink, alkalmas a
tesztdrogok és a transzporter kozotti kdlcsonhayasmonkovetésére. A leflunomid és a metabolitja
is gatolta az ABCG2 altali Hoechst 33342 transagpdzonos nagysagrendbé é€so értékekkel
(4,53uM és 2,87uM).

Citotoxicitasi esszét végeztink a transzporterresgrald és Ures vektorral transzfektalt HEK293
sejteken abbdl a célbdl, hogy igazoljuk ezen mdbdkunem csupan kélcsdnhatéi, hanem
szubsztratjai is az ABCG2 fehérjének. Az ABCG2prsszalo sejtek 20,6- szor, valamint 7,5-sz06r
voltak rezisztensebbek a leflunomidra és az A7748d26 HEK293-mock sejteknél. Mivel ez a
rezisztencia ABCG2 specifikus inhibitor segitsedjaxvsszafordithatd volt, sikerllt bizonyitani,
hogy ez folyamat az ABCG2-nek kdszorthety médon, hogy a transzporter csokkenti a drogok
intracellularis koncentraciojat.

A kilonbdd esszék kinetikai paramétereit megvizsgalva azasapltuk, hogy a két molekula
kozotti nagysagrendi eltérés csak a membranvezidalal rendszerek esetében volt megfigyélhet
Ez az eltérés azzal magyarazhatd, hogy a Hoeck®é,egalamint a citotoxicitasi esszé esetében —
ahol az ABCG2-vel val6 interakciohoz sziikség vaa,drogy a molekulak bejussanak a sejtekbe —
jelents kuldnbség van a passziv permeabilitasokban. lAnkefnid metabolitja egy plusz hidroxil
csoporttal rendelkéz nyitott gyiris molekula, amely felteh#leg alacsonyabb permeabilitassal
rendelkezik.

A leflunomid egy viszonylag Uj bazisterapias vegyiiek szamit, amelyet monotergpiadban,
valamint mas bazisterapias szerekkel és nem-sdtgpaisu gyulladascsokkeiitkel kombinalva is

alkalmaznak a RA terapajadaht®®3914%141 Tohh tanulmany is beszamol arrél hogy, ha egy
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hosszabb, mar kevésbé hatékony metotrexat-kedeféstomiddal egészitenek ki, akkor a beteg
allapotanak javulasa figyeliemed®**? Ez kisérleti eredményeink szerint magyarazhatiasgalt
molekulak, valamint a metotrexat kozott felbégompetitiv inhibicidval, amely az egyik vagy
masik gyogyszer intracellularis koncentraciojanakekkedését eredményezi. Ezen eredmények
képezhetik az alapjat a RA-terapia egy Ujfajta niegktésének, amelyben kezelés mellett fontos
lehet az ABCG2 transzporter gatlasa is specifikoisibitorral vagy akar mas bazisterapias
vegydulettel is. Feltételezzik, hogy az ABCG2 feddgntos szerepet jatszik az ABCG2 szubsztrat
bazisterapias gyogyszerekkel szembeni rezisztescidfr a hipotézisiink azéta meggtest nyert,
hiszen van der Heijden és munkatarsai megmutalidggy a metotrexatra illetve leflunomidra
rezisztens betegek szinovialis makrofagjaiban aZ@B szintje szignifikansabban magasabb, mint
a terapiara jol reagalé betegek esetéfien

A kozeljowre azt tervezzik, hogy a fent emlitett terapidsleeekil kivalasztott gyogyszerek és a
relevans ABC transzporterek kozotti kulonbpZAltalunk kifejlesztett és alkalmazaitt vitro
esszékben megfigyelt kdlcsonhatést kinetikai szentiyid jellemezzik. Az igy kapott paraméterek,
ugymint EGg és 1G, értékek segitségével egy kisebb adatbazist séeetiétrehozni, illetve az
irodalomban korabban még nem leirt interakciokbéneezni. Ezen adatok alapjat képezhetik az
egyénre szabott terapianak, hiszen ha a beteg MBR-Aranszporter profilja ismert, olyan
gyogyszer kerllhet alkalmazasra, amely esetén mgmfdl MDR-jelenség, és igy jelésen
javulhat a terapia hatékonysaga. A hematoldgiaiotak esetében rendelkezésre all egy olyan
tesztrendszer, amely a Calcein-esszén alapulvaakcifinalis ABCB1 és ABCC1 mennyiségét

hatarozza meg, és jelenleg dolgozunk a kit ABCGi2t saérésére alkalmagiwitéséen.

A membran koleszterintartalmanak hatasa az egér, gaany és human ABCB11 niikddésére

Az egér Abcbl1l transzporter 1321 aminosavbdl fetefpeherje, amelynek molekulattmege 160
kDa, az Sf9 rendszert alkalmazva, azonban a rgeksesokkent glikozilaciés képessége miatt egy
130 kDa tomet, funkcionalis fehérje fejeik ki***4> Korabbi kisérletek ravilagitottak arra a
tényre, hogy az Sf9 expresszidés rendszert alkalmgzatkany Abcbll esetén alacsonyabb
transzportsebességek éretel, mintha izolalt kanalikularis plazmamembran zikalakat

alkalmaznan¥. Bizonyitast nyert, hogy a csékkent glikolizAciéldsziri nem befolyasolja az
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ABCG2 transzporter mikodését, viszont a membraaskzbérintartalma igen, hiszen az is kiderult
errl a fehérjéél, hogy koleszteringazdag raftokban és kaveolakbalizalodike*** .

Kisérleteink soran bebizonyitottuk, hogy az egé&tk@ny és human ABCB11 is érzékeny a
membran koleszterintartalméara, hiszen megemelkédetszportsebességeket mértiink abban az
esetben, ha megndveltik az Sf9 sejtek plazmamembatnkoleszterin tartalméat. Ez a potencirozo
hatds a Wax novekedéseén tul jeledd meértekben nem befolyasolta az epesé transzpdtipk
értekét, azaz nem volt hatassal az affinitasra. ofedeterin ezen hatdsa az ABCB11/Abcbll
fehérjekre nem teljesen tisztazott. Feltételezéstmpkrint allosztérikus modulatorként hat a
fehérjére, vagy pedig a membran fluiditdsat va#tgatmeg. A legujabb publikaciok alatamasztjak
ezen eredményeinket, ugyanis Paulusma és munkat&i$28B1 hianyos egér kanalikularis
membranjat vizsgalva - amelynél a koleszterintanaljelentsen lecsokkent - azt tapasztaltak,
hogy az Abcbll fehérje Altali transzport kb. negyed vadtipus esetében tapasztaltnak. A
kisérleteket a koleszterin vitro kivonasaval elvégezve is hasonlé eredményeketk4ft Sajat
munkénkkal parhuzamosan Ismair és munkatarsaiadté bizonyitast nyert, hogy az ABCB11 a
kanalikularis membran koleszterinben gazdag raftigan lokalizalodik®’.

Az ABCB11 fehérje kulcsfontossagu szerepet jatsaikkanalikularis epesé transzportban,
szabalyozza a hepatocitakban, valamint gyakortptilaz egész szervezetben az epeso
koncentraciojat. A hepatotoxicitas manapsdg az kegylegkritikusabb pontja a
gyogyszerfejlesztésnek. Az esetek egy részéberictés oka az, hogy az ABCB11 drogok altali
gatlasa miatt az epesok nemkivant mennyiségberolzabinak fel a hepatocitakban.

Szamos molekularél méar a preklinikai kisérletek asorkidertl, hogy majkarosodast okoz,
ugyanakkor sok esetben — a molekulak kozel 50%-aeéte csak a Fazis | klinikai kisérletei soran
dertl fény. Ez tObbekkozott azzal magyardzhatd, yheg adott molekula a preklinikai
vizsgalatokhoz alkalmazott kisérleti allatban éseazberi szervezetben eliéemértékben okoz
hepatotoxicitast®'*® Ennek oka abban kereséndhogy a kisérleti allatokként alkalmazott
ragcsalokban a hidroxilacid révén az epesok tovabétabolizalodhatnak, és ezzel azt
eredményezik, hogy kevésbé toxikus tetrahidroxsapak képé&dnek, masrészt a ragcséalokban
mas transzporterek révén alternativ mechanizmustézik az epesavak eliminacidjara. Mig az
emberi szervezetben az ABCB11 hianya vagy blokkok&ndkivul sulyos kolesztazishoz vezet
addig azAbcb11 -/- ragcsalé az epesék majd 30%-at képes tovabeelsetalni?® ! Kiilonbség
figyelhet® meg abban is, hogy az emberi szervezetben azlefieg glycin, mig a ragcsaldékban

elsbsorban taurin konjugatumai fordulnaléeEzek ismeretében rendkivil fontos a fajok kozotti
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vizsgalatok eredményeinek o©sszehasonlitasa, elemz¢gsgélataink soran a kivalasztott,
bizonyitottan hepatotoxikus gyogyszerek epesoé traorsra gyakorolt hatasaiknal az affinitasban
jelents kulonbségeket tapasztaltunk. A glibenklamid ésoglitazon esetében a human fehérje
rendelkezett a legnagyobb affinitdssal, legkiselpleelig az egér ortoldg. A ciklosporin A kapcsan
mért 1G5, eértékek kozott nemcsak a fajok kozoétt, hanem egynfbeliil a kilonbdzepesok kozott

is jelents kuldonbségek voltak. Az altalunk kapott eredméeyeisszehasonlitva az irodalomban
taldlhato TC transzportra vonatkozo adatokkal elthamd, hogy a glibenklamid és CSA esetében
kétszeres kuldonbség van a human ABCB11-nél és s a patkanynal, ugyanakkor a drogok
affinitasi sorrendje — CsA<troglitazon~glibenklarsidnegegyezik’.

Annak érdekében, hogy a megvaltoztatott lipidkorefie membranban kifejezett fehérjékkel mért
kisérletek soran kapott eredményeket validaljukyalasztottunk egy kilenc kolesztatikus
molekulabol allé szettet, amelyeket kontroll és HAMmMan ABCB11-en is megmértink. A
molekulak 1Go értékeit figyelembe véve nem tapasztaltunk kulégks a kontroll és koleszterinnel
feltdltott vezikulak kozott, egy kivétélt eltekintve: ez a gyodgyszer a ciklosporin A, amedgtében

a kulonbség kozel tizszeres volt. Ez a molekulatligik nemcsak a kulonb&zepesokra, hanem a

membran koleszterintartalméra is meglébeh érzékeny.

Az egér Abcbl11-HAM ATPaz esszé kifejlesztése

Kisérleteink soran sikerilt megmutatni, hogy azregécbll transzporter is érzékeny a membran
koleszterintartalmara. TCDC-ot szubsztratként atieedva az Sf9 membran koleszterinfeltéltésének
hatdsara ATPaz esszében nagyobb ATPaz aktivit&tikularis transzport esszében pedig
magasabb transzport értéket mertink. A megemelkdd@eszterinszint ATPaz esszében az
alapaktivitas szignifikans csokkenésével jart, améyy egy jobb jel/zaj ardnyl esszét
eredményezett.

Az egér Abcbl1-HAM vezikuldk ATPaz aktivitasasjdhémérséklet, valamint ATP fudgek
bizonyult. Az esszé korilményeinek optimalizalasaiegy kivalasztott molekulaszett segitségével
— amely vegyuletekt az irodalomban leirtdk, hogy hepatotoxicitast i@k — a mért 16
ertékeket 0sszehasonlitottuk a vezikularis trangkzpn meért 1G-ekkel. A vizsgalt molekulak

mindkét esszében koélcsdnhatottak az egér Abcbtikzpmrterrel, ugyanakkor az is elmondhato,
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hogy az ATPaz esszével 2-3-szor alacsonyalh é@€ékeket kaptunk. A kilonbségre egyeal
magyarazatot adni nem tudunk.

Tobb kulonbodd in vitro esszé all rendelkezésre a toxicitds tesztelésgiia givo kisérleteket
megebzoleg, mint pl. a kanalikularis vezikula preparatumalagy a hepatocitakb6l allé un.
szendvicskultirdk. Azonban ezek egy részéhez r@iiNo@anyagok hasznélata szikséges, mas
esszétipusok pedig bonyolult analitikat igényelnlikanalikularis vezikula preparatumok tovabbi
hatranya, hogy tobb, fiziologiasan jelerdéwanszportert is tartalmaz, amely megneheziti a
gyogyszerjelolt és egy adott transzporter kolcstag@mak detektalasat. Ezekkel szemben rendkivl
nagy ebnye az Sf9 sejteki preparalt membranvezikulakon végzett ATPaz esdzdmogy gyors, a
vizsgalni kivant fehérjét nagy mennyiségben taréaira (kb. 3%), a detektalas pedig egyszer
kolorimetrias mérésh all*®® igy lehetség nyilik arra, hogy nagyon sok molekulat viszagyl
rovid id6 alatt teszteljink az adott transzporterre, kieijgszezzel a masn vitro ésin vivo
esszekbl kapott eredményeket.

Az ABCB1l és gyogyszerjeldlt kolcsonhatasanak détéktra az ATPaz esszé az egyik
leggyakrabban alkalmazott tesztelési mddszer aygpaigiparban. Egyszerreprodukélhato és a
jelolt-transzporter interakciok jelefd hdnyada azonosithaté abban az esetben, ha astié
gatlasi tesztet is végezrek

Az Sf9 sejtek membranjanak koleszterinnel valo 6fedse, a fiziolégidshoz kozelebb &llo
lipidkérnyezetet teremt az ABCB11/Abcbll transzeoriszamara, megtartva ugyanakkor e
rendszer ényeit, az egyedulalléan magas fehérjeexpressziomeésbranvezikula hozamot. A
koleszterinfeltdltés altal stimulalt egér Abcbll-MAmembranvezikulak ATPaz esszéje altal egy
rendkivll robosztus és nagy aterékepesséd (high throughput)tesztelésre alkalmas rendszert

sikerdlt kifejlesztenink.
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7 Az eredmények jelenésége

A RA, amely a vilag lakossaganak atlagosan 1%iatiga fejlett orszagokban a rokkantsag vézet
oka. Terapiajanak alapjat képezik a bazisterapresek, amelyek lassan, de tartdosan hatnak,
csokkentik az izlleti gyulladast, a fajdalmat, lsigelelassitani a betegségrehaladasat. Ma a
korszefi terapia soran a betegek @eant metotrexatot kapnak, de a leflunomid is elttit
bazisterapias szer, a féttkori RA kezelésében. Korabbi tanulmanyokban #&kirthogy a
metotrexat az ABCG2 fehérje szubsztratja, és ézitevest kisérleti eredményeinkkel a leflunomid
esetében is sikerillt igazolnunk. Tovabbéa azt iszoalitottuk, hogy a két molekula kompetitiven
gatolja egymas ABCG2 Altali transzportjat. Ezekpga feltételezzik, hogy az ABCG2
kulcsfontossagu szerepet jatszik a bazisterap&eldzel szemben kialakult rezisztenciaban, amely
a betegek egy jelefd részében hosszutavon csokkenti az alkalmazogygyérek hatékonysagat.
amelyben a kezelés mellett fontos lehet az ABC@8stzporter géatlasa is specifikus inhibitorral

vagy akar mas béazisterapias vegyulettel is.

Az ABCBL11 fehérje amindsavsorrendje nagy meértékbasonlit az ABCB1-éhez. A méjsejtek
kanalikularis membranjaban lokalizadlodva kulcsfestigl szerepet tolt be az epesok
kipumpélasaban. Mivel az emberi szervezetben eegyetlen fehérje, amely képes kolatokat
eliminalni a hepatocitakbdl, igy a gyoygszerfejtések soran kritikus kérdés a jelolt ABCB11
fehérjével valdé esetleges interakcioja, amely aesék sejten bellli toxikus koncentraciojat
eredményezheti. A majsejtek koleszterinben gazdejgmembrannal rendelkeznek, tobb itt
kifejezod6 ABC transzportetii megmutattak, hogy a membrankérnyezet kolesztataima
pozitivan befolyasolja a hodésiket. Kisérleteink soran igazoltuk, hogy agreg patkany és a
human ABCB11 érzékeny a membran koleszterintart@mégy ha feltdltottik az Sf9 sejtek
membranjat koleszterinnel, akkor a fiziololégidshimbban hasonlitd, robosztusabb rendszert
kaptunk. A bakulovirussal fézott rovarsejtek aplikdlasaval méas rendszerekhezowiyitva
magasabb fehérje expresszid éfhel, ezért széles korben alkalmazott kilordbdehérjék
kifejezésére. Az ily modon kifejlesztett membrarssgitségével elvégzett vezikularis transzport
esszeé lehéséget ad arra, hogy a fajok — human, egeér ésmpatk&dzotti gyogyszertranszporbeli
kilonbségeket vizsgaljuk az ABCB11/Abcbl11 fehégetében.
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9 Osszefoglal6

Bevezetés

Az ABC transzporterek egy nagy fehérjecsalad tagjaielyek szerteagazo funkciét toltenek be az
elo szervezetben; tobbek kozott a detoxifikaciot (ABCBABCC1), a xenobiotikumokkal és
oxidativ stresszel szembeni védelmet (ABCC csalgjai), a lipid metabolizmusban val6 részvételt
(ABCA1, ABCB4, ABCG csalad tagjai), valamint az ig@nprezentaciot is (TAP1, TAP2) stb.
Ennek ellenére, a tumorok multidrog rezisztenci@y#dR) az, amely el&ként eszinkbe jut a
fehérjecsalad emlitésekor. Az ABCB1 felfedezésengitvanvaldva valt, hogy egy, a membranban
elhelyezked fehérje milyen jelerdtsen tudja befolyasolni az alkalmazott terapia eksgrasségét.
Hiszen az ABCB1 expresszio szelekcioéngt jelent a tumoros sejtnek a citosztatikumkezelés
soran, mivel az adott szerre, illetve mas molekalak keresztrezisztens populacio fog tulélni és
szaporodni. A multidrog rezisztencia jelenség kapcsz ABCB1 mellett még két ABC
transzportert emelhetiink ki, ezek az ABCC1 és aZZ@B. Az MDR jelensége nemcsak a
daganatos betegségek kezelése esetén meriulhdtafedm pl. olyan krénikus gyulladasos,- és
autoimmunbetegségek esetében is, ahol a gyogysagszbnylag hosszantartdé alkalmazasa
szikséges.

A rheumatoid arthritis (RA) egy olyan krénikus bgtég, amely az izuletek gyulladaséaval
jellemezheat. Az in. DMARD (disease modifying anti-rheumatiaid), bazisterapias vegyiletek a
RA kezelésében alkalmazott olyan éeignalbeli szerek, melyek a tinetek enyhitésére és a
strukturalis karosodas progresszidjanak lassit&szmigalnak. Korai alkalmazasuk rendkivil fontos
az izuleti deformitds és a rokkantsag mépése érdekében. Ezen molekuldkra jeli@nmzogy
hetekig, akar honapokig is kell alkalmaziket ahhoz, hogy hatékonyak legyenek. A kialakult
rezisztencia azonban meglebsn dsszetett, koszontetgyrészt az ABC transzportereknek, de a
sérllt gyogyszerfelvétel, aktivacid és megnovekedetoxifikacid is szerepet jatszik. Egyes
bazisterapiasvegyulletek bizonyitottan szubsztréjmi ABC transzportereknek és tdbb esetben
sikeriilt a kezelés hatadsara, megemelkedett ABCrjielexpressziot detektalni. Medfigyelték,
hogyha human T limfocitakat szulfaszalazin jele#bén tenyésztettek, akkor a rezisztens populacio
ABCG2-t expresszalt és leflunomidra is reziszteols v
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A leflunomid az el§, kifejezetten a RA kezelésére kifejlesztett b&zégtias vegyllet. Ez a
molekula egy izoxazol szarmazék, amely a mitogénesélt T- és B-limfocitdk proliferaciojat
gatolja oly mddon, hogy blokkolja @e novo UMP-szintézis kulcsenzimét a dihydroorotéat
dehydrogenazt. Prodrug-nak tekinthehiszen a szervezetbe kerlilve egy gyors reakaidnsa

biol6giai hatasért felék molekula, az A771726, vagy mas néven terifluncképlsdik beble.

Az utobbi évek kutatasai vilagitottak ra arra ténynogy a sejtmembrant nem tekinthetjuk egy
homogén lipid ketisrétegnek, hiszen kulonb®zipidekben és fehérjekben gazdag régiokbal,
doménekBl épull fel. Raftoknak vagy kaveolaknak nevezik aol 10-200 nm nagysagu a
membran lipid ketisrétegében elhelyezk&d struktarakat, amelyek rendkivil gazdagok
szfingolipidben és koleszterinben. Ezélka mikrodoménekil bebizonyitottdk azt is, hogy szamos
kilonboz fehérjét lokalizalnak, pl. az ABC transzportergk il az ABCB1-et, az ABCC1l-et, az
ABCC2-t és az ABCG2-t. Kordbban laboratériumunkb®BCG2-t expresszald Sf9 sejteib
preparalt membranvezikulakon végzett ATPaz kissklatl sikertlt bizonyitani, hogy a
membrankodrnyezet koleszterintartalma pozitivan lgééwlja a fehérje dkodését, ezaltal a
koleszterinnel feltoltétt ABCG2-t expresszald Sf9embranprepardtumok ugyanolyan jol
hasznalhatova valnak, mint az émlrendszerek. Ugyanis korabbi tanulméanyok bebizotigk,
hogy az Sf9 rovarsejtek membranjanak megkddetjt20-szor alacsonyabb a koleszterintartalma
az embs sejtek plazmamembranjaéhoz képest.

Az ABCBL11 esetében korabban az irodalomban ellenttd@redmények voltak arra vonatkozolag,
hogy a membran koleszterintartalma hogyan befoljgasm transzporter tikbdését. Hoda és
munkatarsai epéke hajlamos (C571/J) és rezisztens (AKR/J) egerakakkularis membranjat
vizsgalva azt tapasztaltdk, hogy a C57L/J egerekbegemelkedett ABCB11 expresszio
alacsonyabb taurokolat transzporttal jar @s ezt a megemelkedett koleszterintartalommal
magyaraztak. Ugyanakkor tény, hogy a kordbban mndliteit membran koleszterintartalomra
erzékeny pumpak — ugy mint ABCB1, ABCC2, ABCG2 -n&mn részt vesznek a kulonlksoz
szervezetdl eltavolitandd molekulak epén keresztili elimirdg@ban.

Az ABCB11 fehérje kulcsfontossdgu szerepet jatsaikkanalikularis epes6 transzportban,
szabalyozza a hepatocitakban, valamint gyakortptiaz egész szervezetben az epeso
koncentraciojat. A hepatotoxicitas manapsdg az kegylegkritikusabb pontja a
gyogyszerfejlesztésnek. Az esetek egy részéberictés oka az, hogy az ABCB11 drogok altali

gatlasa miatt az epesOk nemkivant mennyiségberozabinak fel a hepatocitakban.
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Szamos molekularél méar a preklinikai kisérletek asorkidertl, hogy majkarosodast okoz,
ugyanakkor sok esetben — a molekulak kozel 50%-aeéte csak a Fazis | klinikai kisérletei soran
dertl fény. Ez tObbek kozétt azzal magyarazhatogyhaz adott molekula a preklinikai
vizsgalatokhoz alkalmazott kisérleti allatban éseazberi szervezetben eliéemértékben okoz
hepatotoxicitast.

A patkany és az egér a leggyakrabban alkalmazodt ggogyszerek preklinikai fejlesztése soran a
gyogyszer farmakokinetikai sajatsagainakvivo becslésére. Ezekbaz in vivo eredményekdl
szokas a humain vivo farmakokinetika becslése, ami elengedhetetlereréddinikai kiprobalasok
megkezdésének. Ahhoz, hogy korrekt vivo korrelaciora esélyiink legyen, 6sszehasonlitd
vizsgalatokat kell végezni egy olyan rendszereml @zonos expresszios rendszerben vagy a

human vagy az egér vagy a patkany transzporteesspélodik.

Célkitiizések

1./ A bevezdiben emlitett terapids terlleteken (daganatos b&Ege§s gyulladasos, -és
autoimmunbetegségek) alkalmazott gyogyszermolekukdetelése a multidrogrezisztencidban
szerepet jatszo transzportereket kiféj®DOR1-Sf9 (ABCB1-et), MRP1-Sf9 (ABCC1-et), valamint
kordbban a laboratoriumunkban  kifejlesztett HT-BGRAM-SIO  (high-troughput)
membranpreparatumok alkalmazasaval abbol a célbdgy a korabban nem karakterizalt
kolcsbnhatasokat leirjuk. &etes kisérleteink alapjan specifikus kdlcsonhdiggeltink meg az
ABCG2 fehérje és a leflunomid molekula kdzott. @d&luwolt ezen kblcsdnhatas természetének

jellemzése kulonbdyrin vitro tesztrendszerek segitségével.

2./ Kivancsiak voltunk arra, hogy a koleszterinnek ABCG2-re valdé potenciroz6 hatasa
tapasztalhat6-e mas olyan ABC transzporter esetishenint az ABCB11, amely az ABCG2-hoz
hasonl6an szintén a hepatocitak koleszterinbenagpkdnalikularis membranjaban fejeik ki.

Célul tiztuk ki, az igy kifejlesztett BSEP-HAM-Sf9 (ABCBXt- expresszald) membranok
jellemzését, valamint korrelacids vizsgalatok végitaisat a mar rendelkezésre all6 ABCB11
membranokkal vezikularis transzport kisérletekbEmzel parhuzamosan ismert hepatotoxikus

gyogyszerek fajok kdzotti affinitdskilonbségeinéksgdlatat is el kivantuk végezni.
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3./ Az egér Bsep-HAM-Sf9 (egér Abcbll-et kifgjpanembran ATP4az esszéjének adaptaladsaval
egy szeéleskdien alkalmazhaté nem radiokativ teszt kifejleszé&s@ptimalizalasa is celunk volt.

Ismert ABCB11 szubsztratok segitségével validéivaktuk az ATPaz esszében meért értékeket.

Eredmeények és azok megbeszélése

Uj szubsztrat-transzporter kolcsdnhatasok detektaléa és karakterizalasa HT in vitro

esszékkel

Kisérleteink soran egy meglefisén specifikus, mindeddig ismeretlen interakcigyditink meg
Kilonb6z membranalapu és egész sejt alapwitro esszék segitségével sikerllt jellemezni az
ABCG2 és leflunomid, valamint a metabolitja, az A726 kozo6tt megfigyelt kdlcsbnhatast. Azt
tapasztaltuk, hogy a fent emlitett molekuldk az AR fehérje szubsztratjai, ugyanis aktivaljak az
ABCG2-t ATPaz esszében, kompetitiven gatoljak azCE&R A&ltali metotrexat transzportot,
valamint az ABCG2-nek kdszonléen kevésbeé toxikusak a transzportert expresszplmsalra.

A metotrexat egy ismert ABCG2 szubsztrat, amelygtkgan alkalmaznak vezikularis transzport
kisérletekben. Ez a gatlason alapuld vitro esszé alkalmas arra, hogy metotrexat-drog
kolcsbnhatasokra deritsen fényt. A leflunomid ésedabolitja is koncentraciofiggn géatolta az
ABCG2 altali metotrexéat transzportot a kifordit®€CRP-HAM-Sf9 vezikulakba. A két molekula
affinithsa azonban el@&r hiszen mig a leflunomid esetén 1,881, addig az A771726 esetében
0,093uM K, értéket szamoltunk. A Dixon-féle dbrazolassaliezikerult megallapitani, hogy ez a
gatlas kompetitiv tipusu.

A kinetikai paraméterekben, az EfCeértékekben észlelt eltérés az ATPaz esszé eseiében
megfigyelheb volt (3,93 uM és 0,78uM). Mindkét molekula koncentraciofiggn stimulalta az
ABCG2 ATPA&z aktivitasat, amely szubsztrat termésaaialhat.

A Hoechst 33342 egy membranpermeabilis festék, yakighld szubsztratja az ABCG2-nek. A
festéket alkalmazo esszé, amelyet a transzportgnesszaldo sejteken végeztink, alkalmas a
tesztdrogok és a transzporter kdzotti kdlcsonhagasonkovetésere. A leflunomid és a metabolitja
is gatolta az ABCG2 altali Hoechst 33342 transzagoazonos nagysagrendbe é€sy ertékekkel
(4,53uM és 2,87uM).

Abbdl a célbdl, hogy megésitsiik azt a sejtésiinket, hogy ezen molekulak remioslcsdnhatdi,

hanem szubsztratjai is az ABCG2-nek, citotoxicieggszét vegeztink a transzportert expresszalo és
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Ures vektorral transzfektalt HEK293 sejteken. AzQ®2-t expresszalo sejtek 20,6- szor, valamint
7,5-sz6r voltak rezisztensebbek a leflunomidraz28a/1726-ra a HEK293-mock sejteknél. Mivel
ez a rezisztencia ABCG2 specifikus inhibitor semjével visszafordithaté volt, sikerdlt
bizonyitani, hogy ez folyamat az ABCG2-nek koszdélody modon, hogy a transzporter csékkenti
a drogok intracellularis koncentracigjat.

A leflunomid egy viszonylag Uj bazisterapias vegyiek szamit, amelyet monoterapidban,
valamint mas bazisterapias szerekkel és nem-sdtgpoisu gyulladascsokkeiitkel kombinalva is
alkalmaznak a RA terdpgjaban. Tobb tanulmany ig&resl arrél, hogy, ha egy hosszabb mar
kevésbé hatékony metotrexat-kezelést leflunomidet@dszitenek ki, akkor a beteg tlneteinek
javulasa figyelhét meg. Ez kisérleti eredményeink szerint magyarézlaawizsgalt molekulak,
valamint a metotrexat kdzétt felléfxompetitiv inhibicioval, amely az egyik vagy magygogyszer
intracellularis koncentraciéjanak emelkedését edadrazi. Ezen eredmények képezhetik az alapjat
a RA-terapia egy Ujfajta megkozelitésének, amelykerelés mellett fontos lehet az ABCG2
transzporter gatlasa is specifikus inhibitorral wagkar mas bazisterapias vegyllettel is.
Feltételezzik, hogy az ABCG2 fehérje fontos szdr@giszik az ABCG2 szubsztrat bazisterapias
gyogyszerekkel szembeni rezisztencidban. Ez adifsiink az6ta meggsitést nyert, hiszen van
der Heijden és munkatarsai megmutattak, hogy a treetdra illetve leflunomidra rezisztens
betegek szinovialis makrofagjaiban az ABCG2 szirgggnifikdnsabban magasabb, mint a
terapiara jOl reagald betegek esetében.

A kozeljowre vonatkozoan azt a céliztik ki, hogy a fent emlitett terapias teruletékr
kivalasztott gyogyszerek és a relevans ABC tranmgepek kozotti kulonbdg altalunk
kifejlesztett és alkalmazoith vitro esszékben megfigyelt kblcsdnhatast kinetikai szetigl
jellemezzik. Az igy kapott paraméterek, ugymintsE€s IGo értékek segitségével egy
kisebb adatbazist szeretnénk létrehozni, illetveiradalomban korabban még nem leirt
interakciokat jellemezniEzen adatok alapjat képezhetik az egyénre szaréttinak, hiszen

ha a beteg MDR-ABC transzporter profilja ismertyasl gyogyszer kertlhet alkalmazasra,
amely esetén nem lép fel MDR-jelenség. A hemataldgimorok esetében rendelkezésre all

egy olyan tesztrendszer, amely a Calcein-esszgulata funkcionalis ABCB1 és ABCC1
mennyiségét hatadrozza meg, és jelenleg dolgozukit ABCG2 szint mérésére alkalmas

bévitésén.
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A membran koleszterintartalmanak hatadsa az egér, gaany és human ABCB11 niikddésére

Kisérleteink soran bebizonyitottuk, hogy az egétk@dny és human ABCB11 is érzékeny a
membran koleszterintartalméara, hiszen megemelkédetszportsebességeket mértiink abban az
esetben, ha megnoveltik az Sf9 sejtek plazmamepabadnkoleszterintartalmat. Ez a potencirozé
hatds a Wax novekedéseén tul jeledd meértekben nem befolyasolta az epesé transzpdtipk
értékét, azaz nem volt hatassal az affinitasra. ofedeterin ezen hatdsa az ABCB11/Abcbll
fehérjekre nem teljesen tisztazott. Feltételezéstmpkrint allosztérikus modulatorként hat a
fehérjére, vagy pedig a membran fluiditdsat va#tgatmeg. A legujabb publikaciok alatamasztjak
ezen eredményeinket, ugyanis Paulusma és munkat&i$28B1 hianyos egér kanalikularis
membranjat vizsgalva — amelynél a koleszterintantiajelensen lecsokkent — azt tapasztaltak,
hogy az Abcbll fehérje Altali transzport kb. negyed vadtipus esetében tapasztaltnak. A
kisérleteket a koleszterim vitro kivonasaval elvégezve is hasonlé eredményeketakafBajat
munkankkal parhuzamosan Ismair és munkatarsaiatéd bizonyitast nyert, hogy az ABCB11 a
kanalikularis membran koleszterinben gazdag rafbian lokalizalodik.

Vizsgélataink soran a kivalasztott, bizonyitottagpétotoxikus gyogyszerek epesod transzportra
gyakorolt hatasaiknal az affinitdsban jetenkilonbségeket tapasztaltunk. A glibenklamid és a
troglitazon esetében a human fehérje rendelkeziettymagyobb affinitadssal, legkisebbel pedig az
egér ortolog. A ciklosporin A kapcsan mérgd@rtekek kozott nemcsak a fajok kdzott, hanem egy
fajon belll a kulonbdz epesok kozott is jelebs kilonbségek voltak. Az altalunk kapott
eredményeket 0sszehasonlitva az irodalomban t&dali& transzportra vonatkozo adatokkal
elmondhat6, hogy a glibenklamid és CSA esetébesz&egs kilénbség van a human ABCB11-nél
és 3-6-szoros a patkanyndl, ugyanakkor a drogok inita8i  sorrendje -
CSAc<troglitazon~glibenclamid — megegyezik.

Annak érdekében, hogy a megvaltoztatott lipidkomefie membranban kifejezett fehérjekkel mert
kisérletek soran kapott eredményeket validaljukyaldsztottunk egy kilenc Kkolesztatikus
molekulabol allo szettet, amelyeket kontroll és HAMman ABCB11l-en is megmertink. A
molekulak 1G, értékeit figyelembe véve nem tapasztaltunk kilégbs a kontroll és koleszterinnel
feltdltott vezikulak kézott egy kivetdlt eltekintve: ez a gyogyszer a ciklosporin A, amedgtében

a kulonbség kozel tizszeres volt. Ez a molekulatigik nemcsak a kilonbézpesokra, hanem a

membran koleszterintartalméra is meglébeh érzékeny.
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Az egér Bsep-HAM ATPaz esszé kifejlesztése

Kisérleteink soran sikerilt megmutatni, hogy azregécbll transzporter is érzékeny a membran
koleszterintartalmara. TCDC-ot szubsztratként atlkeetva az SfO membran koleszterinfeltdltésének
hatdsara ATP&az esszében nagyobb ATPaz aktivit&tikularis transzport esszében pedig
magasabb transzport értéket mertink. A megemelkdd@eszterinszint ATPaz esszében az
alapaktivitas csokkenésével jart, amely igy egpjmizaj aranyld esszét eredményezett.

Az egér Bsep-HAM vezikulak ATP&z aktivitasadjdhomeérséklet, valamint ATP fuggek
bizonyult. Az esszé kortlményeinek optimalizalasaiegy kivalasztott molekulaszett segitségével
— amely vegyiletekt az irodalomban leirtak, hogy hepatotoxicitast otak — a mért 16
értékeket 0sszehasonlitottuk a vezikularis trangapo mért IGy-ekkel. A vizsgalt molekulak
mindkét esszében kolcsdnhatottak az egér Abcbliszpmrterrel, ugyanakkor az is elmondhato,
hogy az ATPaz esszével 2-3-szor alacsonyalih é@ékeket kaptunk. A kilonbségre egyeal
magyarazatot adni nem tudunk. Tobb kulortbéz vitro esszé éall rendelkezésre a toxicitas
tesztelésére ain vivo kisérleteket megétéleg, mint pl. a kanalikularis vezikula preparatumok
vagy a hepatocitakbdl allé un. szendvicskultirakorban ezek egy részéhez radioaktiv anyagok
hasznalata sziukséges, mas esszétipusok pedig bibresdlitikat igényelnek. Ezekkel szemben
rendkivil nagy éinye az Sf9 sejtekdh preparalt membranvezikuldkon végzett ATPaz esszén
hogy gyors, a detektalas pedig egyszelorimetrias mérésh all. igy lehebség nyilik arra, hogy
nagyon sok molekulat viszonylag rovidéicdlatt teszteljink az adott transzporterre, kietjész
ezzel a mas vitro ésin vivo esszékbl kapott eredményeket.

Az Sf9 sejtek membranjanak koleszterinnel valo 6fedse, a fiziolégidshoz kodzelebb &llo
lipidkérnyezetet teremt az ABCB11/Abcbll transzeoriszamara, megtartva ugyanakkor e
rendszer dényeit, az egyedulalléan magas fehérjeexpresszidmémbranvezikulahozamot. A
koleszterinfeltdltés altal stimulalt egér Abcbll-MAmembranvezikulak ATPaz esszéje altal egy
rendkivll robosztus és nagy aterékepesséf (high throughput)tesztelésre alkalmas rendszert
sikerdlt kifejlesztentink.
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10 Summary

Introduction

The ATP binding cassette (ABC) transporter supeitfais one of the largest family in field of the
transmembrane proteins. Members of this superfagolyer a broad spectrum of physiological
functions including detoxification, defense agaimshobiotics and oxidative stress, absorption,
distribution and excretion processes as well ad hpetabolism.

The multidrug resistance phenotype in tumors caadseciated with the overexpression of certain
ABC transporters, termed MDR proteins. The P-glyotgin — ABCB1 — mediated multidrug
resistance was discovered first and probablyistithe most widely observed mechanism in clinical
multidrug resistance. Two other ABC transportersehbeen demonstrated to participate in the
multidrug resistance of tumors: the multidrug resise associated protein 1 (ABCC1), and the
breast cancer resistance protein (ABCG2).

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic disease abtrized by inflammation of the lining or
synovium of the joints. There are three generadsga of drugs commonly used in the treatment of
RA: non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDsprticosteroids, and disease modifying anti-
rheumatic drugs (DMARDSs). One of the drawbacks& tvhile NSAIDs and corticosteroids have
a short onset of action, DMARDs can take severatkseor months to display clinical effect.
Moreover, due to the long-term application of thrags many RA patients demonstrate loss of
efficacy over time. DMARDS resistance may be a ifadtorial event including enhanced drug
efflux via ABC transporters, impaired drug uptake and drugivaion, enhanced drug
detoxification etc.

ABC transporters likely play a role in drug resmsta to DMARDSs. Previous studies revealed that
ABCB1 expression was higher in the peripheral bliyotbhocytes of prednisolone and DMARD-
treated patients than in controls Llorente andeagjles observed a difference in the expression of
ABCB1 among patients who did not respond to theepythose patients who did. Others found
ABCC1 overexpression in the chloroquine resistambén CEM T cells. When human T
lymphocytes were selected in the presence of sufaise, the resistant population overexpressed
ABCG2 and displayed lower sensitivity (5-fold) eflunomide too. However, as the authors did
not show that the phenomenon can be modelledrenafected system they did not explicitly

identify ABCG2 as the only factor responsible fesistance to sulfasalazine and leflunomide.
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Leflunomide is a DMARD with an isoxazole ring thathibits proliferation of mitogen-stimulated
T- and B-lymphocytes by a non-cytotoxic. It inhgihe dihydroorotate dehydrogenase, a key
enzime in the pathway fale novasynthesis of UMP. Leflunomide is a pro-drug thadlergoes
rapid nonenzymatic conversion to its active forri/A726. Leflunomide is used either alone or in

combination with methotrexate in the therapy of RA.

During the past few years it became clear thapthema membrane not only consist of a uniform
phospholipid bilayer but is rather laterally segegl into different plasma membrane domains that
consist of a variety of different lipids and prot&i These small (10-200 nm) cholesterol-enriched
microdomains are called lipid-raft or membrane-rathe importance of the membrane lipid
composition for the funtcion of membrane proteias been demonstrated for a number a relevant
proteins involved in signal transduction and memébraafficking. In addition several reports found
ABC transporters (ABCB1, ABCC1, ABCC2, ABCG2) ltizad in these microdomains. No study
had been published on microdomain localization lné tABCB11 transporter, altough this
transporter is expressed on the cholesterol-rickeamembrane of the hepatocyte.

Bile acids are oxidation products of cholesterghtsesized by the hepatocytes, and transported as
bile salts by the ABCB11 to the bile. In humang¢his no compensatory mechanism for the loss of
this transporter, as mutations of ABCB11 resulaigenetic disease, called progressive familial
intrahepatic cholestasis type 2 (PFIC2) and intwbitof ABCB11 by drug molecules leads to
clinical cholestasis. Therefore there is an indreasieed for reliable, validated screening tools
suited to test drug candidates for ABCB11l intemactpotential, during the process of drug
development.

ABCB11 protein is highly identical with its rodeftat and mouse) orthologs. Gene knockout or
transgenic mouse models are importantivo systems for studying the role and regulation ef th
Bsep geneln vitro expression of the mouse, rat and human ABCB1lleprohakes the analysis of
the functional interspecies differences possille forecast or validate the vivo results through
membrane based high throughput assays, like thewastransport assay and the ATPase assay.

67



Aims of the work

1./ The major goal was to test drugs from that iappbn fields where MDR phenomenon appears
(autoimmune disease, cancer disease, inflammatiseask). Using relevant ABC transporter
expressing test systems — ATPase assay, vesiaday and whole cell based assays — we wanted
to show and characterize earlier not describeddnt®ns. Our preliminary experiments suggest a
very specific interaction between ABCG2 protein deitinomide. Our goal was to describe the

nature of this interaction.

2./ We hypotesized that cholesterol modulatesmatise and human ABCB11 activity which are
localized in the cholesterol-rich canalicular meam® of the liver cells. As native Sf9 membranes
contain much less cholesterol than mammalian oslishave developed a cholesterol-enriched Sf9
membranes that are better mimics of the mammali@mionanes. We have also examined affinity
differences between the mouse, rat and human ABCB®Etiated bile salts (taurocholate,
glycocholate, taurochenodeoxycholate, glycochenogdwlate) transports using compounds

which cause clinical cholestasis, namely cyclospéritroglitazone and glibenclamide.

3./ Cholesterol enrichment of mBsep-Sf9 (expressimguse Abcbll) vesicles resulted in a
membrane product that is suitable for high-throughpcreening for bile salt export pump
interactors using the ATPase assay. Our goal wadet@lop and optimize this nonradioactive
methods.

Results and discussion

Detection and characterization of substrate-transpder interaction using HT in vitro assays

Different membrane and whole cell based assays pesfermed to investigate and characterize the
interaction between the transporter, ABCG2 and ghalyzed compounds, leflunomide and its
metabolite, A771726. We have found that both compsuinteracted with ABCG2 and are

transported substrates of the transporter basedeweral facts: both compounds activated the

ABCG?2 transporter in the ATPase assay; both pragdee competitive inhibitors of methotrexate
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transport by ABCG2 and the resistance to theirtoyio effects could be reversed in the presence
of a ABCG2-specific inhibitor, Ko134.

ABCG2 was shown to be important in the defense a@sm of immune-competent cells, such as
stem cells or monocyte-derived dendritic cells. ABC could play an important role in
inflammatory processes, because it was shown th& expressed on endothelial cells and
macrophages in the synovial sublining of RA paselttwas suggested that the expression of this
ABC transporter is rather inflammation dependemintldrug-inducedHowever, previoustudies
indicated that ABCG2 overexpressing populatioreieded upon treatment of cells with escalating
dose of various drugs and the breast cancer resestarotein is important in the absorption and
elimination of DMARDSs, such as sulfasalazine andhoeexate.

Methotrexate is a known ABCG2 substrate, whichoimmonly used in vesicular transport studies.
This inhibition type membrane based assay is deittbstudy the effect of the test drug on the
accumulation of a transported substrate. By usingjevant drug molecule as a reporter substrate,
potentially important drug-drug interactions can detected in a simplen vitro system. Both
leflunomide and A771726 inhibited the accumulatadmethotrexate into inside-out BCRP-HAM-
Sf9 vesicles in a dose-dependent manner, but wiflereht affinities. Leflunomide inhibited
methotrexate transport with higher K.86 uM) than A771726 (0.093:M). Furthermore, the
Dixon plots revelead that the mechanism of actietwben methotrexate and leflunomide or
A771726 is competitive inhibition.

This difference in kinetic parameters is also obsérin the ATPase assay. The modulation of
baseline ATPase activity may indicate the substratiire of a compound. Leflunomide and
A771726 stimulated the vanadate sensitive ATPaseitscof the ABCG2 transporter in the
ATPase assay with 3.98V and 0.78uM ECsg values, respectively.

Hoechst 33342 is a membrane permeable dye whiem isxcellent substrate of ABCG2. This
cellular assay is suitable to follow the interactioetween the ABCG2 transporter and test drugs.
Both substrates and inhibitors increase the cellatecumulation of the dye through ABCG2
interaction. Leflunomide and its metabolite inhdoitthe Hoechst efflux with nearly samesdC
values; 4.531M and 2.87uM.

We performed 96-hour cytotoxicity assays using gnvactor transfected HEK293 cells and the
ABCG2 transporter expressing clones. HEK293-BCRIB ahowed 20.6 and 7.5-fold resistance
compared to the mock HEK293 in the case of lefluidenand A771726. This increased resistance
is attributable to the ABCG2 transporter becausmild be reversed by a known specific ABCG2
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inhibitor, Ko134. This assay set up is considerge aurrogate transport assay, as it refers directl
to the involvement of a specific transporter afglrible in resistance to the drug tested.
Leflunomide is a commonly used new DMARD appliedrionotherapy or in combination therapy
with non steroidal anti-inflammatory drugs. Moregvié is applicable to treat active rheumatoid
arthritis in combination with other disease modityi antirheumatic drugs, like methotrexate,
sulfasalazine, infliximab, adalimumab, etanerceyt anakinra.

Leflunomide is used in combination therapy with hattexate in case resistance is developed for
the latter mentioned DMARD. Several studies condidmthat administration of leflunomide
together with methotrexate can lead to improvedepatondition. This may be at least in part due
to the competitive inhibition between methotrexated leflunomide or A771726 leading to
increased local concentrations of one both drugs.fiddings can be the basis of new therapeutic
approaches, such as the local administration of @BCeversing agents in combination with
DMARDs.

Effect of membrane cholesterol level on mouse, raind human ABCB11 activity

We have shown that cholesterol treatment has attefin ABCB11 activity, namely, increasing
Vmax vValues, without producing a significant shift iy Kalues. Cholesterol loading had the most
pronounced effect on rat Abcbll increasing intdnsiearance values for taurocholate (TC),
glycocholate (GC) and taurochenodeoxycholate (TCD&%-fold. In a study published
simultaneously with our study raft localizationABCB11 was shown and a study published right
after our paper confirmed the crucial role of cistéeol in ABCB11 activity.

We tested 3 inhibitors with 4 substrates on ABCRBfdnsporters from 3 species (human, rat,
mouse) in this novel high-throughput screening esyst Our data show different patterns for
cyclosporin A and troglitazone as well as glibendl#e. 1G, values for cyclosporin A varied
greatly for all substrates for ABCB11 from the saspecies as well as more expectedly between
species for the same substrate. For troglitazodegibenclamide there was little variation within
ICs values for the different substrates within a sp&cin contrast, there were significant variations
between species for the same substrate. Both glénaide and troglitazone displayed the lowest
inhibitory potency towards the mouse protein. leséingly though, for glibenclamide the siC
values of the rat transporter are closer to theveeit data on the human transporter. While for

troglitazone the Ig values for the rat protein are closer to the datéhe mouse protein.
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Our results correlate reasonably well with publéiagata. For human ABCBll-mediated TC
transport inhibition the difference between ouradahd published results is about twofold for both
glibenclamide and cyclosporin A. For rat Abcb11 msst TC transport inhibition the differences
between our data and published values differ 3l@-fétlowever, the rankings (cyclosporin
A<troglitazone~glibenclamide) in all studies are game.

To ensure that the kgvalues obtained are valid we tested a small setoaipounds for their
abilities to inhibite ABCB11-mediated TC transpdybth control and cholesterol-loaded Sf9
vesicles containing human ABCB11. All compoundsibited TC transport near identical 4
values for the respective compounds in the membvaseles with different cholesterol content.
The only outlier was cyclosporin A, where a difiece close to 10-fold could be observed. Not
only was this compound showing the greatest inpecies and bile salt variability, but also this was
the one apparently sensitive for the cholestexallef the membrane.

In general, we observed greater variations in ggespecificity for inhibitors than for substrates.

Optimization of the mouse Bsep-HAM ATPase assay

In this study the mouse Abcb11 protein also praeede sensitive for the cholesterol content of its
membrane environment. Transport rate of the repatdstrate (TCDC) and the amount of
phosphate generated in the presence of TCDC botéased in cholesterol loaded Sf9 membranes.
The elevated cholesterol level leads to an apprataiy two-fold increase of ¥ixin the vesicular
transport assay. In correlation with increasedspant Vmax, an increased maximal stimulation of
ATPase activity was observed. However, in contr@she results observed in the case of ABCG2,
treatment of the Sf9 cells with cholesterol@ RAMEBMplex decreased the basal vanadate
sensitive ATPase activity of the mouse Abcbll pmotdhe combined effect of increased
maximum value and decreased background resulted significantly better signal/ background
ratio and a wider dynamic range.

The ATPase activity of the mBsep-HAM-Sf9 vesiclsstime, temperature and ATP dependent.
After the assay parameter set has been optimibediesults obtained from the mBsep-HAM-Sf9
ATPase assay were compared with those from the mB#dM-Sf9 vesicles in the vesicular
transport assay.Interestingly, slightly lowekd®@alues were obtained by the ATPase assay than by
vesicular transport.

ABCBL11 transporter plays a key role in canalicldée salt transport and in regulating the bile salt

concentration in the hepatocytes as well as insgtstemic circulation. Identification of ABCB11
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inhibitors, that reduce bile salt secretion thuasoag cholestasis, is crucial in the early phase of
drug development. Membrane based rodent transpsittdies are promising tools for prediction of
human interaction. The current transport assaysreduire fairly cumbersome, nongeneral
analytical methods like LC/MS or the applicationratliolabeled compounds. In contrast mBsep-
HAM-Sf9 ATPase is a simple, high-throughput, semsjtnonradioactive assay designed to detect
drug-ABCB11 interaction. It can complement the homABCB11l mediated TC transport
inhibition studies and thi& vivo rodent studies.
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