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Bevezetés

Az ABC transzporterek egy nagy fehérjecsalad tagjaielyek szerteagazo funkciot tdltenek be
az éb szervezetben; tobbek kozétt a detoxifikaciot (ABCBABCC1, ABCG2), a
xenobiotikumokkal és oxidativ stresszel szemberdelrdet (ABCC csalad tagjai), a lipid
metabolizmusban vald részvételt (ABCAl, ABCB4, ABCGsalad tagjai), fiziologias
szubsztratok eltavolitasat (ABCB11, ABCC1) valanantantigénprezentaciot is (TAP1, TAP2),
stb.

Ennek ellenére, a tumorok multidrog rezisztenc{8®R) az, amely ekként esziinkbe jut a
fehérjecsalad emlitésekor. Az ABCB1 felfedezése ntavanvaléva valt, hogy egy, a
membranban elhelyezkédehérje milyen jeleritsen tudja befolyasolni az alkalmazott terapia
eredményességét. Hiszen az ABCB1 expresszié saitekbnyt jelent a tumoros sejtnek a
citosztatikumkezelés sordn, mivel az adott széltetye mas molekulakra is keresztrezisztens
populacié fog tulélni és szaporodni. A multidrogzisztencia jelenség kapcsan az ABCB1
mellett még két ABC transzportert emelhetiink kielkeaz ABCC1 és az ABCG2. Az MDR
jelensége nemcsak a daganatos betegségek kezesk®m enerllhet fel, hanem pl. olyan
gyulladasos,- és autoimmunbetegségek esetébemdk,aagydgyszerek — melyek kdzott sok
citosztatikus hatasu — viszonylag hosszantartdratkzdsa szikséges.

A rheumathoid arthritis (RA) egy olyan kronikus eégteg, amely a csontok és iziletek
gyulladasaval jellemezh&t Az un. DMARD (disease modifying anti-rheumaticugy, vagy
masnéven bazisterapias vegylletek a RA kezelésdélkaimazott olyan etsonalbeli szerek,
melyek a tiinetek enyhitésére és a strukturalisskélids progresszidjanak lassitdsara szolgalnak.
Korai alkalmazasuk rendkivul fontos az izileti deidds és a rokkantsag megmdse
erdekében. Ezen molekulakra jelleinhogy hetekig, akar honapokig is kell alkalma#zket
ahhoz, hogy hatékonyak legyenek. A kialakult rdeiszia azonban meglelisen Osszetett,
koszonhet egyrészt az ABC transzportereknek, de a sériligygsaerfelvétel, aktivacido és
megnovekedett detoxifikacid is szerepet jatszikydsgbazisterapias vegyuletek bizonyitottan
szubsztratjai az ABC transzportereknek és tobb besetsikeriilt a kezelés hatasara,
megemelkedett ABC fehérje expressziot detektalnieghgyelték pl, hogyha human T
limfocitakat szulfaszalazin jelenlétében tenyéseketakkor a rezisztens populacio ABCG2-t
expresszalt és leflunomidra is rezisztens volt.

A leflunomid az el§, kifejezetten a RA kezelésére kifejlesztett b&zégpias gyogyszer. Ez a
molekula egy izoxazol szarmazék, amely a mitogénesélt T- és B-limfocitak proliferaciojat
gatolja, oly médon, hogy blokkolja de novoUMP-szintézis kulcsenzimét a dihydroorotat



dehydrogenéazt. Prodrug-nak tekinthetiszen a szervezetbe kerililve egy gyors reakcénsa
biolégiai hatasért felék molekula, az A771726, vagy mas néven teriflunokéiosdik beble.

Az utObbi évek kutatasai vilagitottak ra arra tényrogy a sejtmembrant nem tekinthetjik egy
homogén ketts lipidrétegnek, hiszen kulonb®zipidekben és fehérjékben gazdag régidkbal,
doménekBl épll fel. Raftoknak vagy kaveoldknak nevezik aok 10-200 nm nagysagu
struktarakat, amelyek rendkivil gazdagok szfingdbpn és koleszterinben, valamint
rezisztensek olyan nemioinos detergenssel szembent a Triton X-100. Ezeldt a
mikrodoménelkél bebizonyitottédk azt is, hogy szamos kulonbdehérjét lokalizalnak, pl. az
ABC transzporterek kozil az ABCB1-et, az ABCClat ABCC2-t és az ABCG2-t. Kordbban
laboratoriumunkban ABCG2-t expresszald Sf9 sefiekibeparalt membranvezikulakon végzett
ATPaz kisérletekkel sikertlt bizonyitani, hogy a mieankdrnyezet koleszterintartalma
pozitivan befolyasolja a fehérje tkbdését, ezaltal a koleszterinnel feltoltétt ABCG2-
expresszald Sf9 membranpreparatumok ugyanolyamgégznélhatova valnak, mint az ésl
rendszerek. Ugyanis korabbi tanulmanyok bebizottgitp hogy az Sf9 rovarsejtek
membranjanak megkozdlieg 20- szor alacsonyabb a koleszterintartalma ralbse sejtek
plazmamembranjaéhoz képest.

Az ABCB11 mikrodomén lokaliz&cidjara vonatkozolagr&bban az irodalomban nem volt
egyértelnit adat. Ugyanakkor tény, hogy a korabban mar emtitembran koleszterintartalomra
erzékeny pumpak — ugy mint ABCB1, ABCC2, ABCG2 -t részt vesznek a kulonkidz
szervezetl eltavolitandd molekuldk epén keresztili elimirg&ban.

Az ABCB11 fehérje kulcsfontossagu szerepet jatszikkanalikularis epesé transzportban,
szabalyozza a hepatocitdakban, valamint gyakortptiEz egész szervezetben az epeso
koncentraciéjat. A hepatotoxicitas manapsag az kegyegkritikusabb pontja a
gyogyszerfejlesztésnek. Az esetek egy részébenxiatés oka az, hogy az ABCB11 drogok
altali gatlasa miatt az epesék nemkivant mennysédialmozodnak fel a hepatocitakban.
Szamos molekularél mar a preklinikai kisérletekasokidertil, hogy majkarosodast okoz,
ugyanakkor sok esetben — a molekulak kozel 50%-avé&k csak a Fazis | klinikai kisérletei
soran deril fény. Ez tébbek kozott azzal magyatézheogy az adott molekula a preklinikai
vizsgalatokhoz alkalmazott kisérleti allatban éseameri szervezetben eliémertékben okoz
hepatotoxicitast.

A patkany és az egér a leggyakrabban alkalmazatdsogyszerek preklinikai fejlesztése soran
a gyogyszer farmakokinetikai sajasagaimakivo becslésére. Ezekbazin vivo eredményekdl

szokas a humarnn vivo farmakokinetika becslése, ami elengedhetetlenerészklinikai
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kiprébalasok megkezdésének. Ahhoz, hogy korrektvivo korrelaciora esélyiink legyen,
O0sszehasonlitd vizsgalatokat kell végezni egy olyandszeren, ahol azonos expressziés

rendszerben vagy a human vagy az egér vagy a pdikdrszporter expresszalodik.

Célkitiizések

1./ A bevezdiben emlitett terapias terlleteken (daganatos he&gegs gyulladasos, -és
autoimmunbetegségek) alkalmazott gyogyszermolektdgktelése a multidrogrezisztenciaban
szerepet jatsz6 transzportereket kiféjellDR1-Sf9 (ABCB1-et), MRP1-Sf9 (ABCC1-et),
valamint korabban a laboratériumunkban kifejlesztéT-BCRP-HAM-Sf9 (high-troughput)
membranpreparatumok alkalmazasaval abbdl a célmijy a korabban nem karakterizalt
kolcsonhatasokat leirjuk. &tetes kisérleteink alapjan specifikus kélcsonhdiggeltink meg
az ABCG2 fehérje és a leflunomid molekula kozotteludk volt ezen kdlcsbnhatas

természetének jellemzése kulonbdz vitro tesztrendszerek segitségeével.

2./ Kivancsiak voltunk arra, hogy a koleszterinrek ABCG2-re valdé potencirozé hatasa
tapasztalhat6-e més olyan ABC transzporter esetiéhenint az ABCB11, amely az ABCG2-

hdéz hasonléan szintén a hepatocitdk koleszterinpandag kanalikularis membranjaban
fejezddik ki. Ceélul fiztik ki, az igy kifejlesztett BSEP-HAM-Sf9 (ABCBZXt- expresszalo)

membranok jellemzését, valamint korrelacios vizagd végrehajtasat a mar rendelkezésre allé
ABCB11 membranokkal vezikularis transzport kisé@kben. Ezzel parhuzamosan ismert
hepatotoxikus gyégyszerek fajok kozotti affinitakkibségeinek vizsgalatat is el kivantuk

végezni.

3./ Az egér Bsep-HAM-ST9 (egér Abcbl1l-et kifgfgmembran ATPaz esszéjének adaptalasaval
egy széleskdien alkalmazhatdé nem radiokativ teszt kifejlesztéseoptimalizalasa is célunk
volt. Ismert ABCB11 szubsztratok segitségével iid kivantuk az ATPaz esszében meért

értékeket.



Anyagok és médszerek

Sejtvonalak és membranpreparatumok

A HEK293 sejtvonalat, és ennek ABCG2-t expresszalbozatat (HEK293-BCRP) 10%(v/v)
héinaktivalt szérummal, 100 units/ml penicilinnel, 0L@g/ml streptomycinnel és 2 mM L-
Glutaminnal kiegészitett MIX MEM (Hank's F12 : DMEN!:1) tapoldatban tartottuk 5% GO

ot tartalmazé 37C-os inkubatorban. 10%(v/v) 6maktivalt szérummal, 100 units/ml
penicilinnel, 100ug/ml streptomycinnel és 2 mM L-Glutaminnal kiegésttiAdvanced RPMI
1640 t4poldatot alkalmaztunk a PLB985, PLB985-BCABCG2-t magasan expresszalo),
K562-MDR (ABCB1-et magasan expresszalo) és HL60-MRBCC1-et magasan expresszalo)
sejtvonalak esetében, melyeket szintén 5% ,-@O tartalmazé 37C-os inkubatorban
szaporitottunk.

A kisérletek soran alkalmazott ABC transzporterekgymint ABCB1-et, ABCC1l-et, ABCG2-
t, egér, patkany és huméan ABCB11-t expresszald mampbeparatumok a Solvo

Biotechnoldgiai ZRtdl szarmaztak.

Western blott
Az ABCG2 és ABCB11 fehérjék elvalasztasa poliaknic denaturdldo gélen tortént,
vizualizdlasa pedig az anti-ABCG2 (BXP-21), valamiaz anti-ABCB11 ellenanyag

segitségével tortént.

Koleszterin kezelés és a membranvezikuldk kolesztartartalmanak meghatarozasa

A membran koleszterin toltését kdzvetlenil a mempr@paralas étt végeztik olymodon, hogy
a ferbzott sejteket 30 percig 37 °C-on 1 mM cholesteroBEB komplex jelenlétében
inkubaltuk.

A membran koleszterintartalmdnak meghatarozasales#erin-oxidaz modszeren alapul. A
reakcidelegyhez membrant adtunk és ezt inkubalulkskterol-oxiddz enzim jelenlétében 30
percig 37 °C-on. Centrifugalas utan a fellluszo8 Gdrditott fazisi kromatografias oszlopot
tartalmazo HPLC-vel analizaltuk. Az oxidalt kolematt 241 nm-en UV detector segitségével
detektaltuk.

ATPaz esszé
Az ATPaz aktivitasok meghatarozasara a PREDEASY BERM-ATPase Kit-et, a
PREDEASY defBCRP-HAM-ATPase Kit-et, a PREDEASY MDRIPase Kit-et, a
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PREDEASY MRP1-ATPase Kit-et és a PREDEASY egér H3AM-ATPase Kit-et
alkalmaztuk. Mindegyik esszét a gyartd altal meglwtott paraméterek, ugyminig

membran/lyuk, inkubacids édes tbmérséklet mellett végeztik.

Vezikuléaris transzport esszé

Az “inside-out” vezikulakat is tartalmazé membramszpenziot a megfelelesszé elegyben —
amely tartalmazta a transzportalt szubsztratot KT jelenlétében és hianyaban 37 °C-on
inkubaltuk. A reakciokat hideg mosépufferrel aftitdk le. Ezt kdveien a reakcidelegyeketyln
porusmérdt B tipusu Uvedfiltert tartalmazo6 lemezekrdigidk és hideg mosé pufferrel mostuk.
A filtereken maradt radioaktivitast folyadékszdildtior segitségével mértik az ATP-filgg
transzportot pedig az ATP-t tartalmazo6 és nemltaazd lyukakban mért értékek kilénbségeb

szamoltuk.

Festéktranszport esszék (Hoechst esszé és Calceisze)

A mikrotiter lemezekre meghatarozott szamban kaitZejteket 1xHank’s oldatban 37 °C-on
inkubaltuk a specifikus inhibitor jelenlétében.
Hoechst esszé esetén az inkubéciot KidretlxHank's-ben oldott Hoechst 33342 festéeket
adtunk elinditva ezzel a reakciot. A fluoreszcensigektrofotométer segitségével mertik 15
percig 30 masodpercenként kinetikus mérési modiaml, az excitacios fény hullamhossza 350
nm, az emisszios fényé pedig 460 nM volt. A maximghtlast 300 nM Kol134 jelenlétében
ertuk el.
A Calcein esszénél CalceinAM-et és BSA-t tartalmazilank’s oldatot adtunk hozza a reakcio
elinditasa céljabol. Ebben az esetbenubDverapamil segitségével kaptuk a maximalis gatlast
A Calcein esszé esetében 485 nm hullamhosszl esitéényt és 538 nm hullamhosszu
emisszios fényt alkalmaztunk, a mérést 8 percigrtitk 30 masodpercenként kinetikus mérési
maodban .
Meghataroztuk az inhibitor jelenlétében g8 és tavollétében Ry kapott egyenesek
meredekségét, valamint az egyes drogkoncentracsékéleen mért egyenesek meredekségét
(Rarog)- Az igy kapott értékek segitsegével a koveikazplet felhasznalasaval meghataroztuk az
adott koncentracioju gyogyszermolekula altal okbgétlast:
GatAo6) = oo o 41

ax lap
Az egyes drogkoncentraciokhoz tartozo gatlasi ékékbrazolasaval meghataroztuk az adott

vegylulet 1Go értékét.



Citotoxicitasi esszé

A mikrotiter lemezekre tapfolyadékban meghatarosaému sejtet osztottunk ki, amelyeket 24
oran keresztil 37 °C-os 5% GOtartalmazo inkubéatorban tartottunk. Ezt kd@est a DMSO-
ban oldott molekulakat tapfolyadéekbarbrel higitottuk és ezt adtuk a sejtszuszpenzidhoz. Az
inkubacié 96 oran keresztul tartott 37 °C-os 5%, C@artalmazé inkubatorban.A HEK293 és
HEK293-BCRP sejtvonalak esetében a kiindulasi &ejsgg 2x16 sejt/ml volt.

A 96 Ora elteltével a tulélsejtek aranyat MTS reakcio segitségével hataraneds a gyarto altal
ajanlott kisérleti kortilmények mellett. A kapott tékeket &abrazoltuk az alkalmazott

drogkoncentracidk fliggvényében és meghataroztukz2rtékeket.

Adatok kiértékelése

Az ATPaz esszé, a vezikularis transzport esszéamiat a festéktranszport esszék két, a
citotoxicitasi esszé pedig harom parhuzamos mégréstban késziltek, ezeket atlagoltuk és
szorast szamoltunk.

ATPaz esszé esetében a vizsgalt molekula altalt&ivdatast a kovetkézegyenlet alapjan
szamoltuk ki:

I .
1 max 1 min

v = 1i’jrmin + 1+ 1G[IUgE(250 + [A]) % ny

aholv=hatas (nmol Pi/mg protein/min),,}/= minimalis hatas, ¥a= maximalis hatas, Big=
az 50%-o0s hatashoz tartoz6 drogkoncentracio, Assadrog koncentracioyn a kooperativitast
jellemzs Hill-szam.
A VT esszé esetében a &tékek meghatarozasara a Cheng-Prusoff képlasenhltuk:

IC,,

K, = :ET
KM

ahol K= az inhibitor affinitasat jellentzparaméter, 16= az 50%-0s gatlashoz tartozo inhibitor

koncentracid, S= a szubsztratkoncentracigs=ta szubsztrat affinitdsat jellehparaméter.

Citotoxicitasi esszé esetében azsol@rtékeket — amelyek az 50%-0s tuléléshez tartozé

drogkoncentracioét jelentik — a mért hatasgorléékiptuk meg.

A gorbeillesztésekhez, valamint a kinetikai pararek szamitasdhoz a PRISM 3.0 szoftvert

hasznaltuk (GraphPad Software Inc., San Diego,@#)coxon-proba és ANOVA segitségével

vizsgaltuk a koleszterin hatasat az ABCB11/Abchitdli&epesotranszportra.



Eredmények és azok megbeszélése

Uj szubsztrat-transzporter kélcsdnhatasok detektalda és karakterizalasa HTin vitro

esszékkel

Kisérleteink soran egy megletisén specifikus, az irodalomban még nem publikdérakciot
figyeltink meg az ABCG2 és a rheumathoid arthritésapidjaban gyakran alkalmazott
leflunomid kozott. Kilonbda membranalapu és egész sejt alapitro esszék segitségével
sikerllt karakterizalni az ABCG2 és leflunomid, amlint a metabolitja, az A771726 kdzott
megfigyelt kélcsdnhatast. Azt tapasztaltuk, hogiemt emlitett molekulak az ABCG2 fehérje
szubsztratjai, ugyanis aktivaljak az ABCG2-t ATR&5zEében, kompetitiven gatoljak az ABCG2
altali metotrexat transzportot, valamint az ABCGnkoszonhéen kevésbé toxikusak a
transzportert magasan expresszal6 sejtvonalra.

A metotrexat egy ismert ABCG2 szubsztrat, amelyeikgan alkalmaznak vezikularis transzport
kisérletekben. Ez a gatlason alapui® vitro esszé alkalmas arra, hogy metotrexat-drog
kolcsdnhatasokra deritsen fényt. A leflunomid @sedabolitja is koncentraciofliggn gatolta az
ABCG2 altali metotrexat transzportot a kiforditdBCRP-HAM-Sf9 vezikuldkba. A két
molekula affinitAsa azonban eli¢hiszen mig a leflunomid esetén 1)8@, addig az A771726
esetében 0,098M K, értéket szamoltunk. Tovabba a Dixon-féle abrazalaazt is sikerilt
megéllapitani, hogy ez a géatlas kompetitiv tipusa.

A Kkinetikai paraméterekben, az Ekftekben észlelt eltérés az ATPaz esszé esetében is
megfigyelhed volt (3,93uM és 0,78uM). Mindkét molekula koncentraciofiggn stimulélta az
ABCG2 ATPaz aktivitasat, amely szubsztrat terméesaatalhat.

A Hoechst 33342 egy membranpermeabilis festék, yakiedlé szubsztratja az ABCG2-nek. A
festéket alkalmazé esszé, amelyet a transzpork@resszald sejteken végeztink, alkalmas a
tesztdrogok és a transzporter kozotti kolcsonhaigsmonkovetésére. A leflunomid és a
metabolitja is gatolta az ABCG2 altali Hoechst 383danszportot azonos nagysagrendbe es
ICs0 értékekkel (4,53IM és 2,87uM).

Citotoxicitasi esszét végeztink a transzportertresgrald és Ures vektorral transzfektalt
HEK293 sejteken abbdl a célbdl, hogy igazoljuk emeolekuldk nem csupan kodlcsdnhatai,
hanem szubsztratjai is az ABCG2 fehérjének. Az AB@Gxpresszald sejtek 20,6- szor,
valamint 7,5-sz0r voltak rezisztensebbek a lefluibenés az A771726-ra a HEK293-mock
sejteknél. Mivel ez a rezisztencia ABCG2 specifikusibitor segitségével visszafordithat6 volt,
sikerilt bizonyitani, hogy ez folyamat az ABCG2-né&kszonhdét oly mddon, hogy a
transzporter csokkenti a drogok intracellularis ¢emtraciojat.

8



A leflunomid egy viszonylag Uj bazisterapias vegyiiek szamit, amelyet monoterapiaban,
valamint mas bazisterapias szerekkel és nem-sdtpoist gyulladascsokkeiikel kombinalva

is alkalmaznak a RA terapajaban. Tobb tanulmamegszamol arrél hogy, ha egy hosszabb, mar
kevésbé hatékony metotrexat-kezelést leflunomieddagiszitenek ki, akkor a beteg allapotanak
javuldsa figyelhdt meg. Ez kisérleti eredményeink szerint magyarézhatizsgalt molekulak,
valamint a metotrexat kozott fell@pkompetitiv inhibiciéval, amely az egyik vagy masik
gyogyszer intracellularis koncentracidjanak emefised eredményezi. Ezen eredmények
képezhetik az alapjat a RA-terapia egy ujfajta niegkitésének, amelyben kezelés mellett
fontos lehet az ABCG2 transzporter gatlasa is §igasiinhibitorral vagy akar mas bazisterapias
vegyulettel is. Feltételezzik, hogy az ABCG2 fehéfpntos szerepet jatszik az ABCG2
szubsztrat bazisterapias gyogyszerekkel szembeasztenciaban. Ez a hipotézisiink azota
megebsitést nyert, hiszen van der Heijden és munkatanegjmutattak, hogy a metotrexatra
illetve leflunomidra rezisztens betegek szinovialisakrofagjaiban az ABCG2 szintje
szignifikAnsabban magasabb, mint a terapiara ggak betegek esetében.

A kozeljowre vonatkozoan azt a céltiztik ki, hogy a fent emlitett terapias teriletgkr
kivalasztott gyogyszerek és a relevans ABC trangepek kozotti kiulonbdg altalunk
kifejlesztett és alkalmazoth vitro esszékben megfigyelt kélcsdnhatast kinetikai szartil
karakterizaljuk. Az igy kapott paraméterek, ugynmitGs és Gy értékek segitségével egy
kisebb adatbazist szeretnénk I|étrehozni, illetve iradlalomban korabban még nem leirt
interakcidkat jellemezniEzen adatok alapjat képezhetik az egyénre szaréttinak, hiszen ha
a beteg MDR-ABC transzporter profilja ismert olygnogyszer kerllhet alkalmazasra, amely
esetén nem |ép fel MDR-jelenség. A hematoldgiaidiok esetében rendelkezésre all egy olyan
tesztrendszer, amely a Calcein-esszén alapulvalaifinalis ABCB1 és ABCC1 mennyiségét

hatarozza meg és jelenleg dolgozunk a kit ABCGRAtsneresére alkalmagwitésen.

A membran koleszterintartalmanak hatdsa az eqgér, phadny és human ABCB11

miikodésére

Kisérleteink soran bebizonyitottuk, hogy az egétk@ny és human ABCB11 is érzékeny a
membran koleszterintartalmara, hiszen megemelkéadetszportsebességeket mertiink abban az
esetben, ha megnoveltik az Sf9 sejtek plazmamefabegdn koleszterin tartalmat. Ez a
potencirozd hatads a . Mx novekedésén tul jelatg mértékben nem befolyasolta az epeso
transzportok If, értékét, azaz nem volt hatassal az affinitasr&kokeszterin ezen hatasa az
ABCB11/Abcbl11l fehérjekre nem teljesen tisztazoteltdtelezésiink szerint allosztérikus

modulatorként hat a fehérjére, vagy pedig a memfraditdsat valtoztatja meg. A legujabb
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publikacidk alatamasztjdk ezen eredményeinket, nigy®aulusma és munkatarsai ATP8B1
hianyos egér kanalikularis membranjat vizsgalvamelgnél a koleszterintartalom jelésen
lecsOkkent — azt tapasztaltak, hogy az Abcbll felatali transzport kb. negyedannyi, mint a
vadtipus esetében. A kisérleteket a kolesztarirvitro kivonasaval elvégezve is hasonlo
eredményeket kaptak. Sajat munkankkal parhuzamdsaair és munkatarsai altal az is
bizonyitdst nyert, hogy az ABCB11 a kanalikulariembran koleszterinben gazdag raft
régioiban lokalizalédik.

Vizsgalataink soran a kivalasztott bizonyitottarpdtetoxikus gyogyszerek epeso transzportra
gyakorolt hatasaiknal az affinitdsban jetenkilonbségeket tapasztaltunk. A glibenclamid és a
troglitazon esetében a human fehérje rendelkezegreagyobb affinitassal, legkisebbel pedig az
egeér ortolog. A ciklosporin A kapcsan mérisd@rtekek kozott nemcsak a fajok kdzott, hanem
egy fajon belll a kilénb@zepesok kozott is jeleds kilonbségek voltak. Az altalunk kapott
eredmeényeket dsszehasonlitva az irodalomban t&dalh@ transzportra vonatkozé adatokkal
elmondhatd, hogy a glibenclamid és CSA esetébereis kilonbség van a human ABCB11-
nél és 3-6-szoros a patkanynal, ugyanakkor az ta#iin sorrendje a drogoknak -
CSAc<troglitazon~glibenclamid — megegyezik.

Annak érdekében, hogy a megvaltoztatott lipidkorefe membranban kifejezett fehérjékkel
mért kisérletek soran kapott eredményeket validdjwalasztottunk egy kilenc kolesztatikus
molekulabdl allé szettet, amelyeket kontrol és HAMmMan ABCB11-en is megmértink. A
molekulak 1Gy értékeit figyelembe véve nem tapasztaltunk koléges a kontrol és
koleszterinnel feltoltott vezikulak kozott egy ktedsl eltekintve. Ez a gyogyszer a ciklosporin
A, amely esetében a kulonbség kozel 10-szeres Ealta molekula Ugy tinik nemcsak a

kulonbo® epesdkra, hanem a membran koleszterintartalmanagieheisen érzékeny.

Az egér Bsep-HAM ATP&z esszé kifejlesztése

Kisérleteink soran sikerult megmutatni, hogy azregécbll transzporter is érzékeny a
membran koleszterintartalmara. TCDC-ot szubsztrdtk@lkalmazva az Sf9 membran
koleszterinfeltbltésének hatasara ATPaz esszébayyohh ATPaz aktivitast, vezikularis
transzport esszében pedig magasabb transzport eertékertiink. A megemelkedett
koleszterinszint ATPaz esszében az alapaktivit@migikans csokkenésével jart, amely igy egy
jobb jel/zaj aranyu esszét eredményezett.

Az egér Abcbl1-HAM vezikuldk ATPaz aktivitasasjohomérséklet, valamint ATP fudggek
bizonyult. Az esszé korulményeinek optimalizalastnu egy kivalasztott molekulaszett
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segitségével — amely vegylletékaz irodalomban leirtdk, hogy hepatotoxicitast oiak — a
mért 1G;, értékeket dsszehasonlitottuk a vezikularis tramgbpn mért 1G-ekkel. A vizsgalt
molekulak mindkét esszében koélcsdnhatottak az AQébl11 transzporterrel, ugyanakkor az is
elmondhaté, hogy az ATPaz esszével 2-3-szor algebbn IG, értekeket kaptunk. A
kuldnbségre egyefile magyarazatot adni nem tudunk.

Tobb kulonboa in vitro esszé all rendelkezésre a toxicitas tesztelés®ne wvo kisérleteket
megebzéleg, mint pl. a kanalikularis vezikula preparatumetagy a hepatocitakbdl allé un.
szendvicskulturdk. Azonban ezek egy részéhez reiiNoanyagok hasznalata szikséges, mas
esszétipusok pedig bonyolult analitikdt igényelngk.kanalikuléris vezikula prepardtumok
tovabbi hatranya, hogy tdbb, fizioloégidsan jeledléWranszportert is tartalmaz, amely
megneheziti a gyogyszerjelolt és egy adott transep&dlcsonhatasanak detektalasat. Ezekkel
szemben rendkivil nagycelye az Sf9 sejteld preparalt membranvezikuldkon végzett ATPaz
esszének, hogy gyors, a vizsgélni kivant fehérggynmennyiségben tartalmazza (kb. 3%), a
detektalas pedig egys#ekolorimetrias mérést all. igy lehetség nyilik arra, hogy nagyon sok
molekulat viszonylag rovid il alatt teszteljink az adott transzporterre, kieljészzzel a mas
in vitro ésin vivo esszekBl kapott eredményeket.

Az Sf9 sejtek membréanjanak koleszterinnel valodfedse, a fizioldgidshoz kozelebb allo
lipidkdrnyezetet teremt az ABCB11/Abcbll transzeorszamara, megtartva ugyanakkor e
rendszer éinyeit, az egyedulalloan magas fehérjeexpresszidherabranvezikula hozamot. A
koleszterinfeltltés altal stimulalt egér Abcbll-MAmembranvezikulak ATPaz esszéje Altal
egy rendkivil robosztus és nagy aterdezpesséq tesztelésre alkalmas rendszert sikertlt
kifejlesztenink.
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