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1. BEVEZETES

A P-glikoprotein (P-gp, MDR1) az egyik legjelentésebb efflux transzporter,
amely a gyégyszerek penetraciéjat limitdlja. Az intesztindlis endotélium és a vér-agy gat
(blood-brain barrier; BBB) polarizélt sejtjeinek apikalis membranjdban elhelyezkedo P-
gp jelentdsen gétolja a szubsztratjai agyba vald bejutdsat, valamint befolydsolja az
alacsony vagy variabilis plazmaszintet és nem-linedris kinetikat eredményezhet.

Az Ujonnan szintetizdlt vegyiiletek és gyogyszerjelolt molekuldk penetraciéjanak
szlirése a preklinikai vizsgdlatok fontos része, ami a molekuldk intesztindlis
felszivodasanak €s az agyi penetracidéjanak elOrejelzése miatt sziikséges.

A Caco-2 egy gyakran alkalmazott, hatékony human abszorpciés modell, de a P-
gp szubsztritokat nem elég érzékenyen, nem elég biztonsdggal mutatja ki. Ezdltal a
modell prediktivitdsa sem kielégitd a szubsztrdt gydgyszerek in vivo penetracidjara. A
Caco-2 problém4djat felismerve szamos kutatécsoport foglalkozott mar a sejtek P-gp
szintjének és funkcionalitdsanak javitasaval.

A gyoOgyszerkutatds korai fazisdban nagy sziikks€g van olyan in vitro agyi
penetriciés modellekre, amelyeken megfeleld passziv permedbilitds mérhetd, elegendd
efflux transzporter funkcionalitdssal rendelkeznek, emellett j6 human prediktivitassal is.
A korai vér-agy git penetrdcidés szkrin sordn az epitél alapui penetracids modellek
kevésbé koltséges, konnyebben kivitelezhetd alternativdi lehetnek a primer agyi
kapillaris endotél alapi modelleknek. Az epitélsejt alapi MDCK-MDR1 modellel a
BBB modellhez hasonléan j6 korreldciét mutattak ki az in vitro — in vivo agyi
permedbilitas kozott. Egyre tobbszor vizsgaljdk a nativ Caco-2 kultdrdval torténd agyi
permedbilitds elOrejelzésének lehetdségét is.

Jelenleg nincs éltaldnosan elfogadott modell a gydgyszerek agyi penetracidjanak
elOrejelzésére. Kevés olyan vizsgélatot publikdltak, ami a kiilonboz6 BBB modellek
(agyl kapillaris endotél, illetve epitelidlis alapi) Osszehasonlitisaval foglalkozik,

kiilonosképpen, amely a transzporterek funkcionalitdsat is vizsgalja.



2. CELKITUZES

Céljaink a kovetkezok voltak:

- Egy stabil és magas P-gp funkcionalitdst mutaté kultira létrehozasa a Caco-2

modositasaval.

- Tartés vinblasztin kezelés hatdsanak vizsgdlata a Caco-2 P-gp expresszidjara és

funkcionalitasara (VB-Caco-2).

- Az gy létrejott VB-Caco-2 modell jellemzése gyogyszer penetracids
szkrinvizsgédlatokban, P-gp szubsztritok és gatlok kimutatdsara kétiranyud

transzport esszében és Calcein-AM esszében.

- A vinblasztin P-gp szintet emeld hatdsmechanizmusanak tisztazasa.

- A primer agyi kapillaris endotél alapit BBB modell és az epitelidlis sejt alapu
modellek (Caco-2, VB-Caco-2, MDCK-MDR1) 6sszehasonlitasa a kritikus vér-
agy gat tulajdonsdgokat figyelembe véve (hézagmentes sejtkozotti /paracelluldris
kapcsolatok, vér-agy gdthoz hasonlé tartomdnyban mért transzcelluldris

penetracio, P-gp expresszid €s funkcionalitds).

- Az in vivo agyi penetricié epitelidlis és endotél modellekkel torténd

predikcidja.

- A VB-Caco-2 és a széles korben elfogadott MDCK-MDRI1 modell

0sszehasonlitdsa a molekuldk permedbilitasat illetden.



3. MODSZEREK

Sejttenyésztés

Caco-2 sejtek: A Caco-2 sejteket (HTB-37) az ATCC-t81 (American Type
Culture Collection, MD, USA) vettikk 17-es passzdzs szdmmal. A sejteket normadl,
MEM-alapi (Minimal Essential Medium) sejttenyésztd médiumban tartottuk fenn,
amely 20% fotdlis marha szérumot, penicillint (100 egység/ml), sztreptomicint (0,1

mg/ml) és natrium-piruvitot (ImM) tartalmazott.

VB- Caco-2 sejtek: A VB-Caco-2 kultirat a Caco-2-bdl hoztuk 1étre tgy, hogy a

sejteket 10 nM vinblasztint tartalmaz6 médiumban tartottuk fenn mind a tenyésztési
periddusban a flaskdban, mind a differencidlédési idészakban a Transwell inzertekben.
A transzport esszéhez, a Western blothoz, az RT-PCR-hez, a CYP aktivitds méréshez és
az elektronmikroszképos vizsgdlatokhoz 5 x 10° sejtet iiltettiink ki az EC Matrix-szal
fedett (ATCC, USA) 1,12 cm? feliiletti Costar Transwell inzertekre (polikarbonat, 12
mm atmérd, 0,4 um pérusméret; Corning Incorporated, Corning, NY, USA), és a 19-21.
napon haszndltuk fel. A kisérleteinkben hasznalt VB-Caco-2 sejtvonal passzdzs szdma

48 és 201 kozott véltozott, mig a Caco-2-nek 35 és 93 kozott.

MDCK sejtek: Az alap (parent) és a human MDRI1 transzfektalt Madin-Darby
kutya vese epitél sejteket Hollandidbol vettiik (Netherlands Cancer Institute,
Amszterdam). A sejteket DMEM-alapt (4,5 g/l gliikéz tartalmd Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) médiumban tartottuk fenn, amely 10% {6tilis marha szérumot,
penicillint (50 egység/ml) és sztreptomicint (0,05 mg/ml) tartalmazott. A sejteket a 20-
30. passzaldsig haszndltuk, amig az eredeti tulajdonsdgaikat megdrizték. A transzport
esszéhez és a Western blothoz 5 x 10° sejtet iltettiink ki a 1,12 cm? feliileti Costar

Transwell inzertekre, és az esszékhez a 3-4. napon hasznéltuk fel.

Patkany BBB modell: A patkdny agyi kapillaris endotél sejteket hdrmas kultdra

modellben haszndltuk. A primer agyi endotél sejtek, az asztrocitdk és a pericitdk

tenyésztését, valamint a harmas modell kialakitisdit Nakagawa és munkatarsai



(Nagaszaki Egyetem, Japan), valamint Deli Maria és csoportja (MTA Szegedi Bioldgiai
Kozpont) végezték. A sejteket kollagénnel és fibronektinnel bevont Costar Transwell
polikarbondt membranokra (12 mm &tméré, 3 um pdrusméret) iiltették ki a

permedbilitds mérésekhez.

A sejtek morfolégiaja

A flaskdban tenyésztett nativ és a Transwell inzertekre kiiiltetett, toluidin kékkel
festett Caco-2, VB-Caco-2 és MDCK sejteket folyamatosan vizsgaltuk inverz
faziskontraszt mikroszképpal. A mikroszképos képeket T75 flaskdban tenyésztett
sejtekrdl készitettiik. Az inzertek membranjain novesztett sejteket fixalas utan Hitachi

7100 transmisszids elektronmikroszképpal (Hitachi Ltd., Tokid, Japan) vizsgaltuk.

Immunfestés

A poliészter membranon tenyésztett sejtek junkciondlis fehérjéit festettiik meg; a
B-katenint, a ZO-1-et és a klaudin-1-et, -4-et €és-5-6t, valamint az iiveg fed6lemezen
novesztett sejtek P-glikoproteinjét festettiik, majd fixaltuk. 3% BSA-s blokkolas utén a
sejteket inkubdltuk az elsddleges antitestekkel (anti-B-katenin, ZO-1, klaudin-1, -4, -5,
1:200 higitasban és P-glikoprotein 1:100 higitdisban) masfél o6rdan keresztiil. A
madsodlagos ellenanyaggal torténd inkubdlds Cy3-jelolt anti-nydl IgG-vel vagy anti-

egér-IgG-Alexa 488-cal egy 6ran keresztiil tartott, 1:500 higitasban.

Valésidejii PCR

A flaskdban és Transwell inzerteken tenyésztett sejtekb0l RNeasy Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Németorszag) segitségével vontuk ki az RNS-t. A reverz transzkripcid
egy Gene ATAQ Controller Thermal Cycler (Pharmacia LKB, Svédorszag) késziilékben
tortént. A PCR reakci6hoz a PE Applied Biosystems éltal tervezett valds ideji PCR
primereket hasznédltunk az MDR1-hez és 18S riboszémdlis RNS-hez (belsd standard
gén). A reakcié 96-lyuki lemezekben zajlott ABI Prism 7000 Sequence Detection
System (PE Applied Biosystems) késziilékben.



Western blot

A Western blothoz 25 pg fehérje tartalmu sejtlizatumot vittiink fel 7.5% Tris-
HCl Ready Gélekre (BioRad Laboratories, CA, USA), és polivinilidén difluorid
membrinra blottoltuk. A blotpapirokat ezutdn az elsddleges ellenanyagokkal
inkubdltuk; egér anti-P-glikoprotein monoklondlis ellenanyaggal (Clone C219,
Calbiochem, La Jolla, CA, USA 1:100 illetve 1:20 higitdsban), vagy nyul anti-aktin
poliklondlis ellenanyaggal (1:200, Sigma-Aldrich), ami toltési kontrollként szolgélt. A
masodlagos ellenanyagokkal tortén6 inkubécié 1 6rdn keresztiil tartott (kecske anti-egér
HRP-konjugilt IgG; 1:10 000; Calbiochem, az anti-P-gp-hez; és kecske anti-nyidl HRP-
konjugalt IgG ellenanyag 1:3000, Bio-Rad, az anti-aktinhoz). Végiil a P-gp-t
kemilumineszcens moddszerrel detektaltuk (SuperSignal West Pico Chemiluminescent

Substrate), az aktint pedig 3,3'-diaminobenzidinnel hivtuk eld.

Kétiranyu transzport esszé

A vizsgdlt anyagok permeabilitdsat kétirdnyu transzport esszé segitségével
mértiik meg, mind az apikdlis-bazolaterdlis (A-B), mind a bazolaterdlis-apikdlis
irdnyban (B-A), 37 °C-on, mérsékelt razatds mellett (120 rpm). A magas permedbilitdsu
anyagokndl a koncentracié-gradiens fenntartdsa érdekében adott id6 (15, 30 vagy 60
perc) utan friss pufferbe, HBSS-Hepesbe (25 mM Hepest tartalmazé Hank's Buffered
Salt Solution) raktuk at a sejtes inzerteket. B-A irdnyban mérve csak az inkubdlds
végén, egy idOpontban vettiink mintdt. A referencia vegyiiletek esetében minimum
harom fiiggetlen kisérletet (n = 3-3) végeztiink, mindkét irdnyban. A permeabilitasi
szkrinvizsgélatokban &ltaldban mindkét kompartmentben azonos pH-ji oldattal
dolgoztunk (“izo pH”; pH 7,4 A-7,4 ). A permeabilitési kisérletek inditdsa elétt TEER-t
(transz epitelidlis elektromos rezisztencia) mértiink (EVOM-2, WPI Inc, Sarasota, FL).
A kisérletek végén megvizsgaltuk a monolayerek sértetlenségét toluidinkék festékkel
(1%). Tovabba két paracellularis markert, a Lucifer Yellow-t és a natrium fluoreszceint
(100 uM) alkalmaztuk a szoros kapcsolatok (tight junction) integritdsanak

ellendrzésére.



A legtobb vizsgalt molekula koncentracidjat a mintdkban HPLC-s elvélasztast
kovetéen UV-VIS vagy fluoreszcens detektorral hatdroztuk meg. (Merck-Hitachi
LaChrom). A latszélagos permedbilitast (Papp) a kovetkezd egyenlet alapjan hataroztuk

meg:

_ (dQrdy)
© AxCo

Papp

ahol dQ/dt a permedbilitds sebessége, Cp a kezdeti koncentrdci6 a donor
kompartmentben és A a membrdn felillete (1.12 cm?). Az efflux hényadost is
meghatdroztuk, amely a Pappg.a és a Pappa.g hdnyadosa. Altaldnosan elfogadott, hogy
ha az efflux hanyados 2,0-nél nagyobb, akkor a molekuldt efflux transzporter
szubsztratnak tekintjiik. Az efflux transzportereket verapamillal vagy kinidinnel
gatoltuk (100 uM, 30 perc eldinkubdcio), ezzel igazoltuk, hogy a molekula szubsztrat.
Az MDCK-MDRI1 modell esetében korrigélt efflux hdnyadost is szdmoltunk
ugy, hogy az MDCK-MDRI sejteken mérhetd efflux hanyadost elosztottuk az MDCK

alapkulturan mérhetd efflux hdnyadossal.
Egyensiilyi dializis

A molekuldk szabad agyi és plazma frakcidjat 96-lyukd egyensilyi dializis
modszerrel hatdroztuk meg 3,5 kDa podrusitméréji membranok segitségével
(HTDialysis LLC, USA). A Balb/C egerek vérét és agyi szovetét a kisérlet napjan,
frissen nyertiik. A higitott agyi homogenizdtumba és a plazmédba pipettiztuk a
vizsgdlandé anyagot, melynek végsd koncentracidja 10 uM volt. A dializis PBS-sel
szemben a 96-lyuku egyensulyi dializis kamrdban 5,5 6réan keresztiil tartott 37°C-on.

A plazma szabad frakcidkat (fu) és a latszélagos agyi szabad frakcidkat
pufferben 1évé koncentracié és az agyi illetve plazma koncentracié hanyadosabol

szamoltuk. Az agyi szabad frakciot a higitasi faktor (D) segitségével szamitottuk:

P (1/D)
{[1/ fu(apparent)] ~1}+1/D




4. EREDMENYEK

A vinblasztinnal kezelt Caco-2 (VB-Caco-2) alapii penetraciés modell

A VB-Caco-2 kultiréra jellemz6 kompakt, homogén morfolégia (1B. abra) mar
a 10 nM-os vinblasztinos kezelés megkezdése utani koriilbeliil 6. passzaldsra kialakult,
¢és végig megmaradt a 200. passzdlasig tarté megfigyelési periddusban. A kultira féleg
kis atmérdjii sejtekbdl 4ll, a normdl (vinblasztin nélkiili médiumban tartott) Caco-2-vel
ellentétben, amely heterogén megjelenésii monolayert alkot, egyes részeken Kkis

sejtekkel, mashol relative nagy atmérdjtiekkel (1A. abra).
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1. dbra: A Caco-2 (A) és a VB-Caco-2 (B) monolayerek. A képeken differencidlatlan,

flaskdkban 1évo, 4 napos konfluens kultira ldathato. Fdziskontraszt kép, beosztds: 100

um.

P-glikoprotein mRNS és fehérje szintek a VB-Caco-2 és a Caco-2 kultiirdakban

A VB-Caco-2 kultira MDR1 mRNS szintje 2,2-szer magasabb volt a
differencidlodott, és 4,3-szor magasabb a differencidlatlan Caco-2 kultdrdndl. Az
immunoblot (2. abra) a VB-Caco-2 kultirakban intenziv jelet mutatott a P-gp-re, mig a

nativ Caco-2 kultirdkban nem volt detektdlhaté a P-gp fehérje ezzel a médszerrel.
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2. dbra: A P-gp kimutatdsa a differencidlt (D) és a differencidlatlan (U) Caco-2 és VB-

Caco-2 sejtlizatumokban Western blottal. M1 és M2: molekulatomeg markerek.

A VB-Caco-2 és a Caco-2 funkcionalitdsdnak dsszehasonlitdsa: passziv penetrdcio

A passzivan penetrdlé referencia vegyiiletekre (n = 12) mért latszélagos
permedbilitasi értékek (Pappa.p) szorosan korreldltak (r2 = 0,9830), ami azt mutatja,
hogy nincs alapvetd kiilonbség a két modell kozott a passziv penetrdciot illetOen.
Szintén hasonld penetrabilitds mérhetd a két paracelluldrisan &atjuté molekuldra, a

Lucifer Yellow-ra és a natrium fluoreszceinre.

Humdn felszivodds predikcioja

A referencia vegyiiletek (mind a passzivan penetrdlok mind az effluxosak)
irodalombdl szdrmazé humadn felszivodasi értékét a VB-Caco-2 és Caco-2 modelleken
mért latszolagos permedbilitds (Pappap) fiiggvényében &brazoltuk. Két csoport
egyértelmiien elkiiloniilt egymdstdl; a magas permedbilitdsi vegyiiletek, magasabb,
mint 85% human felszivodassal, minimum 8,5 x 10 cm/s latsz6lagos permedbilitassal
VB-Caco-2 modell esetében, 15,4 x 10°° cm/s-mal a Caco-2 modellben; és az alacsony
permedbilitasu vegyiiletek, kisebb, mint 0,6 x 10° cm/s és 1,9 x 10° cm/s Pappas
értékkel a VB-Caco-2 és a Caco-2 modellben vizsgidlva. A Caco-2-n magasabb Papp
hatarérték mérhetd, mivel a modell a P-gp szubsztratokra magasabb permedbilitast

mutat (3. abra).
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3. dbra: A referencia vegyiiletek humdn felszivoddsi értéke (HA%) a VB-Caco-2 és
Caco-2 kétirdnyu transzport esszékben mért Pappap értékek (dtlag = S.D.)
fiiggvényében. A modellekkel a gyogyszerek két csoportja kiilonitheto el, kismértékben
kiilonbozo  hatdrértékekkel (pontozott teriilet: magas permedbilitdsi vegyiiletek,

vonalazott teriilet: alacsony permedbilitdsi vegyiiletek).

A VB-Caco-2 és a Caco-2 P-gp funkciojanak osszehasonlitisa

A VB-Caco-2 kétirdnyu transzport esszében kimutatta az 0sszes vizsgdlt P-gp
szubsztratot (efflux hdnyados > 2, n = 11), az alacsony permedbilitdstakat (vinblasztin,
cimetidin, ranitidin, chlorothiazid, atenolol és doxorubicin), valamint az 6sszes magas
permedbilitasut is (verapamil, kinidin, dexamethason, loperamid és labetalol). Ezzel
szemben a Caco-2 egyik magas permedbilitdsi P-gp szubsztritot sem ismerte fel, és két
alacsony permeabilitastt, a ranitidint és az atenololt sem. A Caco-2 a tdbbi alacsony
permedbilitdsi P-gp szubsztratot azonositotta (vinblasztin, cimetidin, chlorothiazid és
doxorubicin), de alacsonyabb efflux hanyadossal, mint a joval érzékenyebb VB-Caco-2.

A VB-Caco-2 P-gp funkcigjat széles passzalasi tartomdnyon (35-195. passzalas)
keresztiil kovettiik végig. Ezalatt minden vizsgdlt P-gp szubsztritot kimutatott 2-nél

nagyobb efflux hanyadossal minden kisérletben. (4. abra).
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4. dbra: P-gp szubsztrdt gyogyszerek efflux hdnyadosai (dtlag = S.D., n = 3) a
kiilonbozo passzdldsi szamii VB-Caco-2 (sotét oszlopok) és Caco-2 (vildgos oszlopok)
kultiirdkon. A VB-Caco-2 modell nagyobb, mint 2 efflux hdanyadossal felismerte a P-gp
szubsztrdt gyogyszereket a teljes megfigyelési idoszakban. Az oszlopok alatt a passzdldsi

szdmok ldthatok.

Vinblasztin megvonds hatdsa a VB-Caco-2 kultiira P-gp szintjére és funkcidjdra
Differencidlédott, €s 70 passzdldson keresztiil vinblasztinnal kezelt VB-Caco-2
kultirdkt6l megvontuk a vinblasztint, és tovabbi 10, illetve 33 passzdldson keresztiil
vinblasztin nélkiil tenyésztettilk a sejteket. Sem a P-gp szintje, sem a funkcidja —
referencia vegyiiletek vizsgdlata alapjan — nem csokkent a vinblasztin megvonds

hatdsara a tovébbra is vinblasztinnal kezelt kultirdhoz képest.

Ujonnan szintetizdlt vegyiiletek szkrinvizsgdlata a VB-Caco-2 és a Caco-2 alapii
kétirdanyu transzport esszében

16 kiilonboz06 szerkezeti csaladbdl szarmazd, Richterben szintetizalt dj vegyiilet
permedbilitadsat hasonlitottuk 6ssze a VB-Caco-2 és Caco-2 modellekben. Mig a VB-
Caco-2 modellben a 91 vegyiiletbdl 34 bizonyult efflux transzporter szubsztratnak

(efflux hényados > 2), a Caco-2 csak 8-at ismert fel, tehdt a szubsztratok 76%-4t nem
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mutatta ki (5. abra). A passzivan penetrdl6 vegyiiletek (efflux hanyados < 2) hasonlé

permedbilitast mutattak a két modellben (r* = 0.8706).
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5. dbra: Uj vegyiiletek (n = 91) permedbilitdsa (Papp a.p) (A) és az efflux hdnyados
értékek eloszldsa a molekuldk szama szerint (B) VB-Caco-2 és Caco-2 alapu kétiranyii
transzport esszében; telt kor: efflux hanyados < 2 a VB-Caco-2 és Caco-2 modellben is
(n = 57); nyilt haromszog: efflux hanyados > 2 csak a VB-Caco-2 modellben (n = 26);
nyilt négyzet: efflux hdnyados > 2 mindkét modellben (n = 8). A VB-Caco-2 tobb
effluxos vegyiiletet ismert fel magasabb efflux hdnyadossal. A 0,6 - 2 efflux hdnyados

tartomdnyba a passziv penetrdciojiinak azonositott vegyiiletek esnek.

Az agyi penetracioé predikciéjanak megkozelitése VB-Caco-2 modellel:
Agyi kapillaris endotél alapu és az azt helyettesité epitélsejt alapi vér-agy gat
(BBB) modellek osszehasonlitasa
Morfologia: elektronmikroszkopia és immunfestés

A pericitdkkal és asztrocitdkkal egyiitt tenyésztett endotélsejtek magassiga
mindossze 1,5-2 um a perinukledris régidoban (6. abra). Az atfed6 membranok kozott
taldlhatéak hosszu sorban a szoros kapcsolatok (tight junction, TJ). Az endotélsejtek
felszine sima, de sok helyen taldlhat6 rajta kaveola vagy kaveola-szerii betiiremkedés.
Az agyi kapillaris endotélsejtek esetében a zonula adherens €s a dezmoszémak a szoros

kapcsolatokkal funkcionélis egységben taldlhatdak.
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6. dbra: A patkiny BBB, a VB-Caco-2 és az MDCK-MDRI sejtek felépitésének

elektronmikroszkopos képe. ER, endoplazmds retikulum; ID, interdigitdcio; m,

mitokondrium; N, sejtmag; TJ, intercelluldris szoros kapcsolatok; V, mikrobolyhok.

Az agyi kapillaris endotélsejtek pozitiv festddést adtak az endotél-specifikus
klaudin-5-re, de az epitélre jellemzd klaudinokra (klaudin-1 és -4) nem. A ZO-1 és a -
katenin is megfest6dott a sejtekben (1. tablazat). Az agyi kapilldris endotélsejtek

vékonyak, megnyultak és 6rvényld mintdzatot mutatnak fénymikroszképban.

1. tablazat: A patkdny vér-agy gdt (BBB) modell és az epitélsejtek (Caco-2, VB-Caco-2,
MDCK-MDRI) sejtkapcsolo fehérjéinek immunfestési eredménye.

Modell B-katenin  ZO-1 Klaudin-1 Klaudin-4 Klaudin-5
patkiny BBB + + +/— - +
Caco-2 + + + + -
VB-Caco-2 + + + + -
MDCK-MDR1 + + + + -

+: pozitiv festodés, —: negativ festodés
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A nativ Caco-2, a VB-Caco-2 és a kutya vese epitél sejtek (MDCK, MDCK-
MDR1) egymdssal nem atfed0 monolayer-t képeznek, és kuboidalis alakuak.
Szembetlind morfoldgiai kiillonbség, hogy az MDCK sejtek atlagosan magasabbak, mint
Caco-2 és VB-Caco-2 sejtek. Mindkét sejttipus jellemzdje, hogy mikrobolyhokkal
fedett. A szomszédos sejtek kozott a szoros kapcsolatok viszonylag rovid szakaszban
taldlhatéak (0.3-1 um) az apikdlis oldalon, és jol elkiiloniilnek a tobbi sejtkapcsold
strukturat6l, mint a dezmoszoma €s a zonula adherens (6. abra).

Pozitiv festddést mutattunk ki a klaudin-1-re és -4-re, valamint a citoplazméaban
elhelyezkedd, TJ-hez kapcsolt ZO-1 fehérjére, és a zonula adherenshez kothetd -
kateninre a Caco-2, VB-Caco-2 és az MDCK sejtek esetében. Az endotél-specifikus
klaudin-5 nem festédott meg az epitelidlis sejtvonalakban. Az epitélsejtek jellegzetes
“kockakoves” mintdzatot mutatnak fénymikroszképosan, azzal a kiillonbséggel, hogy a

VB-Caco-2 kultdra kisebb stirliségben nd, mint az MDCK-MDRI sejtek.

A P-glikoprotein expresszidja a patkany BBB modellben és az epitelidlis sejtekben

A Western blot analizis kozel hasonlé intenzitdsu jelet mutatott P-gp-re a VB-
Caco-2 és a MDCK-MDRI1 kultirdkban (7. abra). Kevésbé intenziv a patkany agyi
kapillaris endotélsejtekben kimutathaté jel, és a csikok valamivel alacsonyabb
molekulatomegnél jelentkeznek, mint a tobbi sejt esetében. Az MDCK és a nativ Caco-

2 sejtlizatumokban a P-gp szintje a detektalhatdsag hatara alatt volt.

VB- MDCK- MDCK-
BBB Caco-2 Caco-2 MDR1 parent

180kDa — | + e B e P-gp

-~

Aktin
7. dbra: A P-gp kimutatdsa patkdny agyi kapilldris endotél, nativ Caco-2, VB-Caco-2,

MDCK-MDRI és MDCK sejtlizatumokban Western blottal.

A P-gp immunfestés a Caco-2-ben gyengébb festddést mutatott, mig a patkany
BBB, a VB-Caco-2 és MDCK-MDRI1 kultirdk esetében nem volt nyilvdnval6
kiilonbség a P-gp festddésében.
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A modellek paracellularis zdrtsdgdnak osszehasonlitdsa

A patkdny BBB, a nativ Caco-2 és a VB-Caco-2 modellek TEER értéke joval az
elfogadhat6 integritést jelentd 150-200 Qcm? fo16tt volt (2. tablazat). Az MDCK(I) és
MDCK(I)-MDR1 kultirdk TEER értéke 100 Qcm® alatt volt. A paracellularis
integritdsi marker natrium fluoreszceinre (NaF) nézve a VB-Caco-2 és az MDCK-
MDR1 modellek voltak a legkevésbé ateresztok (Papp = 0,47 x 10° cm/s és 0,59 x 10°°
cm/s). A patkiny BBB és a nativ Caco-2 modellek kevésbé tiintek zartnak a
szignifikdnsan magasabb NaF permedbilitds alapjan (patkdny BBB: 2,72 x 10 cmi/s;
Caco-2: 1,34 x 10°° cm/s; 2. tablazat).

Referencia vegyiiletek effluxdnak és permedbilitasanak osszehasonlitdsa kétiranyu
transzport esszében

A vizsgalt modellek koziil az MDCK-MDR1 és a VB-Caco-2 mutatta ki a
legtobb efflux transzporter szubsztratot nagyobb, mint 2 efflux hanyadossal, tehat ezek
a modellek érzékenyebbek a szubsztratok felismerésében a tobbinél. Mig a hét ismert
P-gp szubsztratbol az MDCK-MDRI1 (korrigélt efflux hdnyadossal vizsgélva) és a VB-
Caco-2 modellek 6t6t mutattak ki (2. tablazat, félkovér jelolés), a patkany agyi modell

csak a digoxint ismerte fel.

In vitro - in vivo permedbilitds korreldcioja; szoveti kotodés és P-gp hatdsa a
korreldciora

A gybgyszerek plazmafehérje- és agyi szoveti kotddését egyensilyi dializis
moddszerrel mértiik. Az agyi €s a plazma szabad frakcidk (fu) hdanyadosaval korrigaltuk
a totdl koncentraciokbdl szamolt in vivo Papp (fu-val nem korrigdlt in vivo Papp)
értékeket, amelyeket kordbban egér agyi disztribuciés modellben mértek Nakagawa és
mtsai.

Az in vitro egyensulyi dializis alapjan az antipirin, a koffein, a kinidin, az
atenolol, a digoxin és a cimetidin alacsony plazmafehérje-k6tddéslinek bizonyultak

(kisebb, mint 75% kotédés), mivel az fu értékeik 0,25-nél magasabbak voltak.
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2. tablazat: Patkdny vér-agy gdt (BBB) modellen, valamint nativ Caco-2, VB-Caco-2, MDCK és MDCK-MDRI modelleken mért
gyogyszerek permedbilitdsa (Papp) és efflux hanyadosa, és a modelleken mérheto transz epitelidlis elektromos rezisztencia (TEER, Qcm?2)

Vegyiilet Fo6 F¢ efflux Patkdny BBB Caco-2 VB-Caco-2 MDCK MDCK-MDRI1
transzport transzpor-
mechaniz- terek Pappa.s efflux Pappa.s efflux Pappa.s efflux Pappa.s efflux Pappa.s efflux korrigalt
mus hanyados hanyados hanyados hanyados hanyados efflux
x10® cm/s x10 cm/s x10® cm/s x10 ® cm/sec x10 cm/s hényados
atlag  S.D. atlag S.D. atlag S.D. atlag SD atlag  S.D.
Antipirin PT 51,8 1,5 0,88 823 35 08 78,1 25 097 72,6 23 0098 746 3,1 0,96 0,98
Koffein PT 649 19 092 84,7 1 0,94 85,7 3,0 084 793 32 098 785 5.6 0098 1,00
Verapamil PT/E P-gp 234 22 1,36 446 89 1,33 40,0 79 1,60 25,6 10,6 1,59 152 03 2,78 1,75
Indometacin PT 33,6 1,3 1,31 50,9 14 1,08 50,3 0,5 1,10 471 44 1,11 455 43 1,16 1,05
Kinidin PT/E P-gp 6,28 0,04 193 40,2 3,7 1,06 163 3,6 49 31,8 34 1,22 519 1,51 164 13,5
Loperamid PT/E P-gp 156 23 1.4 181 1,2 1,46 11,5 0,7 3,13 948 1,03 1,81 47 267 178 9,79
Atenolol PP/E P-gp 1,36 0,20 1,66 0,83 0,19 1,21 025 0,09 195 0,58 0,2 1,42 043 0,14 2,33 1,64
Vinblasztin E P-gp, MRP2 242 097 0,57 6,97 095 10,5 0,28 0,07 270,2 2,09 092 17,32 0,21 0,12 369,5 50,5
Cimetidin E P-gp, BCRP 3,86 0,73 0,72 1,97 024 2,23 0,96 0,56 3,90 1,04 0,18 1,32 0,78 0,10 4,54 3,45
Digoxin E P-gp 1,25 0,27 2,46 6,5 042 4,72 0,55 0,17 65,5 237 012 17,0 0,57 0,09 53,1 7,56
Na-fluoreszcein PP 2,72 0,03 1,34 0,29 047 0,17 0,65 0,16 0,59 0,06

TEER (Qcm?), 4tlag +S.D.

548 125 1024 184 2012 347 74 4 84 8

A gyodgyszereket 10uM-os, a natrium fluoreszceint 100uM-os koncentracioban alkalmaztuk. A kettdnél nagyobb efflux hanyadosokat
félkovér értékekkel jeloltiik, ez valamilyen efflux mechanizmus érintettségét jelenti. A Caco-2, VB-Caco-2, MDCK és MDCK-MDRI1
esetében legalabb harom fiiggetlen kisérletben mért értékek atlaga és szordsa szerepel (kisérletenként 3-3 parhuzamossal). A patkiny BBB
modellben csak egy fiiggetlen mérés volt, 3 parhuzamos inzerttel. PT: passziv transzcellularis; PP: passziv paracelluldris; E: Efflux



A verapamil, az indometacin, a loperamid €s a vinblasztin pedig kozepes, illetve magas
plazmafehérje-kotddésli gydgyszerek (nagyobb vagy egyenld, mint 90% a kotddés),
kisebb vagy egyenld, mint 0,1 szabad frakcidval.

A szintén egyensilyi dializissel mért szabad agyi frakcidkat is figyelembe véve,
az fu agy €s az fu plazma hanyadosa kozel egy volt a koffein, az antipirin, az atenolol, a
cimetidin és a digoxin esetében. A verapamil, a kinidin és a loperamid agyi szdveti
kotdédése valamivel magasabb volt, mint a plazmafehérje-kotddése; ezért az in vivo Papp
korrekciéja az fu agy /fu plazma hényadossal alacsonyabb értéket hozott 1étre, mint a
totdl koncentraciokbdl szdmolt in vivo Papp (2-3-szoros eltoldédds). A legnagyobb
véltozas az in vivo Papp értékben az fu-val val6 korrekci6 hatdsara az indometacin (4,9-
szeres novekedés) és a vinblasztin (8-szoros csokkenés) esetében volt. Az
indometacinnak az agyi szoveti kotddéséhez (fu agy: 0,082) képest magas a
plazmafehérje-kotddése (fu plazma: 0,017), a vinblasztinnak pedig magas az agyi
szoveti kotddése (fu agy: 0,013) a plazmafehérje kotddéshez (fu plazma: 0,105) képest;
igy ezeknél a vegylileteknél a szabad frakciék hanyadosa jelentésen eltér 1-t6l, ami

nagyban valtoztat az in vivo Papp értéken.

3. tdablazat: A kiilonbozo sejtes modellekben mérhetd in vitro permedbilitds (Papp) és az
fu agy/fu plazma hdnyadossal korrigdlt, illetve nem korrigdlt in vivo Papp kozotti

korreldcick i’ értékei. BBB, vér-agy gdt hdrmas kultiira modell.

Penetraciés 1” értéke

modell
in vitro Papp vs. in vitro Papp vs.
fu agy / fu plazma szoveti kotodéssel
hanyadossal korrigdlt nem korrigalt Papp in
Papp in vivo Vivo

Patkdany BBB ~ 0,7989 0,4391

Caco-2 0,6053 0,4430

VB-Caco-2 0,7206 0,3851

MDCK 0,6809 0,4217

MDCK-MDR1 0,7782 0,3352

A referencia vegyiiletek fu-val korrigdlt, és a totdl koncentraciokbdl szamolt,
nem korrigdlt in vivo Papp értékeit dbrazoltuk a patkdiny BBB, a Caco-2, a VB-Caco-2,
az MDCK és az MDCK-MDR1 modelleken mérhet6 in vitro Papp fiiggvényében. A

szoveti kotddéssel nem korrigdlt in vivo Papp értékeket haszndlva egyik modell
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esetében sem volt szignifikdns korrelacié (r2 < 0,45) (3. tablazat). Ezzel ellentétben,
amikor a szabad frakcidkkal korrigdlt in vivo értékekkel szamoltunk, minden modell
esetében tudtunk korreldciét kimutatni (r* = 0,7989-0,6053) (3. tablazat). Azok a
vegyiiletek, amelyek fu agy/fu plazma hdnyadosa lényegesen eltér egyt6l, mint az
indometacin (fu agy/fu plazma: 4,9) és a vinblasztin (fu agy/fu plazma: 0,12), rontottak
a totdl koncentracidokbol szamolt in vivo €s in vitro permedbilitds Osszefiiggést, a
korrekcié azonban lényegesen javitott a korrelacion.

A 3. tablazatban lathaté eredmények a jobb P-gp funkcionalitds pozitiv hatasat
is mutatjdk az in vitro — in vivo Kkorrelacidora. A VB-Caco-2 és Caco-2 valamint az
MDCK-MDRI1 és MDCK modellek példdjan megfigyelhetd a magasabb P-gp funkciéju
modell jobb prediktivitdsa (magasabb r* érték) az alacsony P-gp-jii megfeleléjéhez

képest.

A magas P-gp aktivitdsu modellek osszehasonlitasa: VB-Caco-2 vs. MDCK-MDR1
Nagyszdmu kémiailag véltozatos gydgyszer (n = 59) és djonnan szintetizalt
vegyiilet (n = 62) in vitro permeabilitasat (Papp) hataroztuk meg VB-Caco-2 és MDCK-
MDR1 modellben, amelyet a preklinikai fazisban gyakran haszndlnak agyi endotélt
helyettesité vér-agy géat modellként. Erds korrelaciot kaptunk a két modellben mért

permeabilitas kozott (8. abra).

Q Referencia vegyiiletek (n=59) Q Uj vegyiiletek (n=62)
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8. dbra: Referencia (n = 59) és uij vegyiiletek (n = 62) VB-Caco-2 és MDCK-MDRI

modellekben mért permedabilitdsa (Papp) kozotti korreldcio.
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5. KOVETKEZTETESEK

A Caco-2 krénikus vinblasztin kezelésével 1étrehoztuk a VB-Caco-2 kulturat, €s
vizsgéltuk a Caco-2 kulturdval 6sszehasonlitasban. A VB-Caco-2 kultira homogénebb,
a Caco-2-hoz hasonld passziv permedbilitdst mutat kétirdnyd transzport esszében, de
érzékenyebben kimutatja a P-gp szubsztratokat, és stabil P-gp funkcionalitdsa miatt
megbizhatéan haszndlhat6é igen hosszi passzdldsi tartomanyban. A sejtek alkalmasak
kétirdnyu transzport esszében az abszorpcid eldrejelzésére €s a P-gp dltal kozvetitett
interakciok vizsgalatara. Megdllapitottuk, hogy vinblasztin-megvonas hatdsara sem a P-
gp fehérjeszintje, sem a P-gp funkcidja nem csokken, ami a vinblasztin hatdsdnak
szelekciés mechanizmusat bizonyitja.

A tovdbbiakban 0Osszehasonlitottuk a VB-Caco-2-t és mads epitelidlis alapu
modelleket, mint lehetséges agyi endotélt helyettesitO BBB modelleket a primer
kapillaris endotél alapid harmas kultdra modellel (EPA). A 1ényegesen eltéré morfoldgia
ellenére a modellek hasonléan alacsony permedbilitdist mutatnak a paracelluldris
markerekre, €s hasonl6 transzcelluldris passziv penetracidt. Mig az agyi endotél modell
gyenge P-gp funkcionalitdst mutatott, a VB-Caco-2 és az MDCK-MDR1 modellek
mutattdk ki a legtobb ismert P-gp szubsztrat gydgyszert. Az in vitro - in vivo agyi
permedbilitds kozott mindegyik modellben szignifikdns korreldcié all fenn, ha az in vivo
értékeket korrigdljuk az agyi és a plazma szabad frakcidk hanyadosaval.
Megallapitottuk nagyszamu referencia és Uj vegyiilet vizsgélata alapjan, hogy erds
korrelacié 4ll fenn a magas P-gp expresszigji VB-Caco-2 és MDCK-MDRI1
modellekben mérhetd permedbilitds kozott.

Kovetkezésképpen a VB-Caco-2 sejtkultira a gydgyszerek és gydgyszerjeloltek
szkrinelésére kivdldan alkalmas modell. A magas és stabil P-gp expresszidja miatt az
interakciés potencidllal rendelkezd P-gp szubsztratok azonositdsdra, vizsgélatira is
alkalmas. A VB-Caco-2 modell megfeleld szkrin alternativdja lehet a széles korben
elfogadott agyi endotélt helyettesit6 MDCK-MDRI1 modellnek, illetve a dridga és

nehezebben kivitelezhetd agyi kapillaris endotél alapti modellnek.
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