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Bevezetés

A Kinai Gyogyszerkonyvben megtalalhatd Radix Scutellariae ban, a baikali csukdka
szaritott gyokerében eddig tobb mint 50 flavonoidot azonositottak, legnagyobb
mennyiségben a baikalint (baikalein-7-gliikkuronid, BG) és aglikonjat a baikaleint (5, 6,
7 —trihidroxifavon, B). Relativ alacsony toxicitasuknak és a Radix Scutellariae ban nagy
koncentracioji jelenlétiiknek koszonhetdéen ezen flavonoidok az egyik legszélesebb
korben kutatott fitomedicindk ko6zé tartoznak. Szamos in vivo és in vitro kisérlet
bizonyitotta, hogy a baikalin és aglikonja rendkiviil fontos hatéanyagok, melyek
jelentés daganatellenes, -majvédd,- gyulladasgatlo,- antioxidans,- antiviralis,
neuroprotektiv- €s antiallergén hatassal rendelkeznek.

A baikalin a felsé béltraktrusban azonnal felszivodik, vagy baikaleinné hidrolizalodik,
utobbi passziv diffizidval jol abszorbeal a bélhamsejtekbe.

Ezzel megegyezden a baikalein ordlis bevitele utan a baikalein passziv diffuzioval bejut
a bélhamsejtekbe. Az enterocitdkban a baikalein tobb, mint 90%-a baikalinna alakul
extenziv “first-pass” intesztindlis fazis II metabolizmus (féként gliikkuronizacid) révén.
J6 lipofil tulajdonsadganak koszonhetden a baikalein jo permeabilitdsu molekula, de az
epitél bélhamsejtekben kialakult gliikuronid szarmazéka, a baikalin tal poldros ahhoz,
hogy passziv diffizidval atjusson a kettds lipidrétegen. Szamos allatkisérlet kimutatta,
hogy baikalein, vagy baikalin ordlis bevitele utan a molekula predominansan baikalin
formaban van jelen a vérkeringésben.

Az utobbi évtizedekben szdmos in vitro €s in vivo kisérlet bizonyitotta, hogy a baikalin
a transzportfehérjékkel extenziven koleson hat és kritikus szerepet jatszhat a multidrog
rezisztencia modositasaban, valamint a gyoégyszerek eloszldsdban. Egy 1jabb
patkanybél perfuziés modellen és Caco-2 monolayeren végzett vizsgalat feltarta, hogy a
bélhamsejtekben baikaleinnek tobb, mint 90%-a gyorsan baikalinnd alakul, miel6tt a
mezenteridlis keringésbe keriil. Réaadasul a baikalin szignifikdns biliaris és
szinuszoidalis transzportja volt megfigyelhetd a hepatocitakbol. Mrp2-deficiens
patkdnyokban csokkent a szinuszoidalis transzport. gy feltételezhetd, hogy az
intracellularisan kialakult baikalin enterohepatikus transzportjdban fontos szerepet

jatszanak a transzporterek.



AZ ATP koté transzporterek (ATP-bindig cassette, ABC) és a szerves anion
transzportald polipeptidek (OATP) olyan fehérjemolekulakként valtak ismertté, melyek
szamos szubsztratot, koztilk metabolitot képesek a sejtbe felvenni. Az MRP-k
(Multidrug resistance associated proteins) csaladjaba tartoz6 MRP2 (ABCC2) és
MRP3(ABCC3) hasonlo6 szubsztrat specificitassal rendelkeznek és organikus anionok és
fazis 11 metabolitokat transzportalnak, mint példaul glutation, gliikuronid és szulfét
konjugatumokat.

Valoszintisithetd, hogy MRP2 és/vagy BCRP (Breast cancer resistance protein,
ABCG2) a flavonoid konjugatumok apikalis oldali, intesztinalis effluxaért felelnek.
Tobb kisérlet eredményei bizonyitottak, hogy a BCRP-, MRP2- ¢s MRP3-medialt
vezikularis transzportot a baikalin nagyon hatékonyan gétolta, ugyanakkor a BCRP,
MRP2 ¢s MRP3 ATP4az aktivitasat pedig aktivalta.

Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy az MRP3 fontos szerepet jatszhat a baikalin
intesztinalis sejtekbdl torténd bazolateralis transzportjaban, mig MRP2 és BCRP az
enterocitdk apikalis oldalan pumpaljdk ki a baikalint. Rdaaddsul a baikalin
kolcsonhatasba lépett OATP2B1 és OATP1IB3 transzporterekkel gatlas esszékben.
Ezzel ellentétben a baikalin nem gatolta a két masik hepatikus és/vagy intesztinalis
uptake transzportert, OATP1B1-t és OATP1A2-t.

Fontos megemliteni, hogy az ABC transzporterek gatlasdval a baikalin moduléalhatja a
gyogyszerek felszivodasat és eloszlasat, igy novelve a modositott hatas és toxicitas
kockézatat. Miutan a baikalin és a baikalein jelentds terapids potenciallal rendelkeznek,
farmakologiai hatdsuk megértéséhez, a gyogyszeres kezelés megtervezéséhez, illetve a
potencialis gyogyszerkdlcsonhatasok vizsgalatdhoz farmakokinetikai tulajdonsagaik

pontos megismerése sziikséges.



Célkitiizés

Az utdbbi évtizedben in vitro és in vivo vizsgalatok bizonyitottak, hogy a baikalin
extenziven kolcsonhatasba 1€p a transzporterekkel és kritikus szerepet jatszik a
multidrog rezisztencia modulalasaban, valamint a gyoégyszerek felszivodasaban és
eloszlasaban. Farmakokinetikai  kdlcsonhatasok révén, a gyogyszer ADME
tulajdonsagainak, hatékonysaganak vagy toxicitasinak modulalasdval valtozhat a

gyogyszerek eloszlasa, melynek klinikai fontossdgt kvetkezményei lehetnek.

Munkam célkitlizései az alabbiak voltak:

» A baikalin ABC transzporterekkel vald kolcsonhatasanak, gatld hatasanak
vizsgalata

» Beazonositani azokat az ABC transzportereket, melyek a baikalin enterocitakbol
¢s hepatocitakbdl torténd kipumpalasaban jatszanak fontos szerepet,

» Beazonositani azokat az uptake transzportereket, melyek a baikalin

enterocitakba €s hepatocitakba torténd felvételében jatszanak fontos szerepet.



Modszerek

Efflux transzport

Bizonyitott, hogy a vezikularis transzport modszer alkalmazhato a transzporterek
flavonoidok permeabilitdsara vald hatasanak vizsgélatara. Az 1Csp a maximalisan
felaktivalt fehérje 50%-os gatlasdhoz tartozd baikalin koncentracidt jelenti. A
transzporter kolcsonhatasok vizsgalatara vonatkozo aktualis FDA és EMA iranyelvek az
ICso értékek meghatarozasatol fliiggnek, miutdn ezen adatokat hasznaljak arra, hogy
megallapitsak, sziikséges-e egy klinikai kolcsonhatas vizsgélatot elvégezni.

Ezen irdanyelvek dontési fakat tartalmaznak, melyekben az 1Csq értékek klinikai
hatéanyag koncentracid Osszefiiggéséb6l megallapithatd, hogy sziikséges-e a Klinikai

kolcsonhatés vizsgalatot elvégezni.

Vezikularis transzport gatlas kisérletek

Vizsgalataim sordn eldszor gatlas, majd direkt vezikularis transzport tesztet végeztem
kivalasztott efflux transzporterekkel overexpresszalt sejtekbdl kinyert membran
vezikulumokon. A membranvezikulak egy része kiforditott, uUn. “inside-out”
orientaltsagl. Ezen kiforditott vezikuldk esetében az efflux transzporter a molekuldkat a
vezikula belsejébe pumpalja. A vezikuldk a bepumpalt molekuldkkal egyiitt megfeleld

szlirési technikaval elvalaszthatok és ezt kovetden a szubsztrdt mennyisége detektalhato.

Baikalin gatlasat vizsgaltam az aldbbi radioaktivan jelolt, transzporter-specifikus
szubsztratok transzportjara, ATP jelenlétében és hianyaban (AMP hozzaadéasaval):
» N-metil-kinidin transzportja multidrog rezisztens fehérje 1 (MDR1)-et
tulexpresszald mielogén leukemia (K562) sejtekbdl,
» Biman glutation konjugadtum transzportja multidrog rezisztens fehérje 1
(MRP1)-et talexpresszald Spodoptera frugiperda petefészek (Sf9) sejtekbdl,
> Osztradiol-17-B-D-gliikuronid transzportja MRP2-t tlexpresszalé Sf9, illetve
human embri6 vese sejtekbdl,
» Osztradiol-17-B-D-gliikuronid transzportja MRP3-t talexpresszaldé Sf9, illetve
HEK?293 sejtekbdl,



» Dehidroepiandroszteron szulfat transzportja MRP4-t tulexpresszalo HEK293
sejtekbol
> Osztron-3-szulfat transzportja BCRP-t talexpresszald Michigan Cancer

Foundation-7 (MCF7) sejtekb6l kinyert membran vezikulumokon, ndévekvo

c sy

A vezikuldkat tartalmazé elegyet preinkubaltam. A *H jeldlt transzporter specifikus
szubtratot hozzdadtam az elegyhez. A 75 ul reakcié térfogata well-ek, 50 pnug
sor 150 szeresre higult a well ekbe torténd adagolds utdn. A transzportot a megfeleld
well be 4 mM ATP vagy AMP hozzaadasaval inditottam. A transzportot specifikus

inkubacios ideig és homérsékleten végeztem.

A transzportot hideg mos6 pufferrel allitottam le, a specifikus inkubécios 1d6 letelte
utan. A mintdkat B besorolast, 1-um porusméretii, livegszalas filterekre atmértem
(Millipore, Billerica, MA, USA). A filtereket 5 x 200 uL hideg pufferrel mostam, majd
szaritottam. 100 pL szcintillaciés koktél hozzaadasa utan mértem a filteren maradt
radioaktivitast folyadék szcintillacio méréssel (Perkin Elmer 1450 LSC, Luminescence

counter, Microbeta Trilux).
Az eredményeket cpm ben kaptam.

A jelolt szubsztrat ATP fliggd transzportjanak, illetve a maximalis transzporthoz
viszonyitott relativ aktivitas szadmolasa utan meghatdroztam az ICsg értékeket GraphPad
(San Diego, CA, USA) Prism 5-6s verziojaval (egy koté hely, dozis-valasz gorbe

illesztéssel). A méréseket 2 parhuzamossal, 3-szor ismételtem meg.



Szamolasok:

ATP fliggd transzport: ATP jelenlétében mért értékek atlagabol kivont ATP hidnyaban
(AMP) mért értékek atlaga.

ATP fiiggd transzport (pmol/mg/perc): Az adott lyukban mért cpm ek szorzata a tozal
aktivitast adja (cpm). A transzport sebességét pmol/mg membran fehérje/perc az alabbi

képlettel szamoltam:

ATP fligg diiggdt ranszport  (cpm )* Szubsztrat  koncentrac  i6 (nM ) * Térfogat (ml )

Teljesakti vitdas (cpm ) membranfeh  érje (mg ) * id & (perc)

ATP fiiggé transzport (%): 100% nak vettem a baikalin hozzaadas nélkiili ATP fiiggd

transzportot és ehhez viszonyitott transzport értékek, baikalin jelenlétében.

Vezikularis Szubsztrat transzport kisérletek

Direkt vezikularis transzport tesztet végeztem a baikalin ATP-fiiggé felhalmozodasanak
vizsgalatahoz, ATP jelenlétében, illetve hidnydban (AMP hozzdadéasaval):
» MDR1-et talexpressszalo K562,
MRP1-et tulexpresszalo S{9,
MRP2-t talexpresszalo HEK293,
MRP3-t talexpresszalo HEK293,
MRP4-t talexpresszalo HEK293 és
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BCRP-t talexpresszald MC7 sejtekbodl kinyert vezikuldkban, gyors filtracios
modszerrel.

Minden esetben elvégeztem a méréseket a megfeleld kontroll sejteken is (HEK293
kontroll, M kontroll és K kontroll). A membranok hatékonysagat miikodését ismert

jelolt szubsztratok transzportjanak vizsgélataval végeztem

A reakciokat az el6z6 1Csy adatokhoz igazitott 2 baikalin koncentracional (magas és
alacsony) végeztem, 2 idopontban. A Kisérleteket kétszer megismételtem azokkal a

paraméterekkel ahol maximalis volt a felhalmozo6das sebessége.
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higitasi sor 150 szeresre higult a well ekbe torténd adagolas utdn. A transzportot a
megfeleld well be 4 mM ATP vagy AMP inditottam. A transzportot specifikus

inkubdcios iddvel és homérsékleten végeztem.

A transzportot hideg moso6 pufferrel allitottam le, a specifikus inkubécids id6 letelte
utan. A mintdkat B besoroldsu, 1-um pdrusméretii, iivegszalas filterekre atmértem
(Millipore, Billerica, MA, USA). A filtereket 5 x 200 uL hideg pufferrel mostam, majd

szaritottam.

A vezikuldkat 2 x 150 pl metanollal feltartam, a baikalint tartalmazo elualt oldatot

speedvac koncentratorral szaritottam (Thermo DNA 120) és bioanalizissel mértem.
A transzportalt baikalin mennyiséget LC-MS/MS analizissel hataroztam meg.

Az MTA-TTK Szerves kémiai intézetének Metabolomika kutatocsoportjaval egy LC-
MS/MS  modszer fejlesztése tortént a  vezikulakba  bezarodott  baikalin
meghatarozasdhoz. A kormatografias elvalasztas inverz gradiens elacidval tortént,
reverz fazisu oszlopon. A baikalin kvantifikadlasa tobbszords termékion figyeléssel
tortént, electrospray ionizacidval.

A bezarodott baikalin mennyiségekbdl szamoltam ATP fiiggd transzportot.

A méréseket 3 parhuzamossal, 3-szor ismételtem meg.



Uptake transzport

Uptake transzport kisérletek

Végezetiil uptake transzporterekkel overexpresszalt sejteken vizsgaltam, hogy mely
uptake transzporter felel a baikalin a sejtekbe tortén6 felvételéért.

» OATP2B1-MDCKII

» vad tipust MDCKII

» OATP1B3-HEK293

» HEK293 mock sejteken.
oldat hozzaadasaval. A sejteket 37°C-on, 2 valasztott inkubacids ideig inkubéltam. A
méréseket 3 parhuzamos ponttal, 3-szor ismételtem meg.
Ezutan 8 iddpontban, (0-45 perc) idéfiiggést végeztem 5 uM baikalin hozzaadaséaval, az
idedlis inkubacids id6 megallapitasahoz. A méréseket 3 parhuzamos ponttal, 2-szer
ismételtem meg.
Végezetiil telitési mérések soran transzfektalt és kontroll sejtekhez 8 kiilonb6zo
transzport koncentracio fliggését, az eldzéleg meghatarozott inkubacids iddtartam alatt.
Minden esetben végeztem ismert szubsztratokkal kontroll méréseket, illetve fehérje
meghatarozast, a sejtek €s transzporterek megfeleld miikodésének ellendrzéséhez. A
kinetikai paraméterek GraphPad Prism-el hatdroztam meg. A méréseket 3
parhuzamossal, 3-szor ismételtem meg.
,Bicinchoninic acid kit”-et hasznaltam a teljes fehérje meghatarozasdhoz. Pozitiv
kontroll méréseket végeztem a transzporterek specifikus szubsztratjaival a sejtek

aktivitasanak ellen6rzéséhez.



Uj tudoményos eredmények

» BCRP-, MDR1-, MRP2-, MRP3- és MRP4-medialt transzport farmakoldgiailag
relevans baikalin koncentracio fliggd gatlasat figyeltem meg. BCRP medialt
transzportot a baikalin 3,41 + 1,83 uM-o0s ICs értékkel gatolta. MRP3 és MRP4
gatlasa egyarant hatékony volt (MRP3: 14,01 = 2,51 uM és MRP4: 14,39 + 5,69
uM ICsg értékkel). MDR1 és MRP2 gatlasa kevésbé bizonyult hatékonynak
(MDR1: I1Cs50=94,84 + 31,10 uM és MRP2: IC50 =210,13 + 110,49 uM).

» A direkt vezikularis transzport kisérletek egyértelmiien meghataroztak, hogy
MRP3 és MRP4 baikalin bazolateralis effluxaban, mig MRP2 ¢s BCRP baikalin
apikalis effluxaban jatszhatnak fontos szerepet.

» Az uptake megvalosithatosagi mérések adatai kimutattak, hogy baikalin az
OATP2B1-et expresszalt sejtekben 7,89 — 21,51 —folddal nagyobb uptake-et
mutatott a vad tipusat MDCKII kontroll sejtekhez képest, azonos koriilmények
kozott. Ezzel szemben baikalin az OATP1B3-at expresszalo sejtekben 1.08 —
1.91 —folddal nagyobb uptake volt mérhetd a HEK293 mock sejtekhez képest.
Az altalanosan elfogadott szabalyozasi iranyelvek alapjan a transzfektalt
sejtekben egy 2-fold uptake a kontroll sejtekhez képest tekinthetd
farmakologiailag szignifikansnak. Ezért kizardlag az OATP2BI- baikalin
kolcsonhatast vizsgaltuk tovabb.

» A baikalin OATP2B1 altali transzport id6fiiggését allapitottam meg. 10 percig
linearis kinetikat tapasztaltam. Egyenes illesztésével 3 percnél hataroztam meg
az optimalis inkubalasi 1d6t.

» A baikalin OATP2BI1 koncentracio-fiiggd felvételének inkubacios idejét 3
percre becsiiltiik. A baikalin OATP2B1-medialt transzportja telithetd volt,
specifikus Ky (9,71 + 3,56 pM), Viax (1575 + 674,58 pmol/mg fehérje min) és
intrinszik klirensz (162,13 pl/min mg fehérje) értékekkel.



Kovetkeztetések

Miutdan a baikalin és baikalein szamos terapids potenciallal rendelkezik,
farmakokinetikajuk és biohasznosulasok megismerése sziikséges a klinikai hatasok
részletezéséhez, a gyogykezelések megtervezéséhez ¢€s a potencialis gyogyszer

kolesonhatdsok megértéséhez.

Potencialis baikalin efflux transzporter kdlcsonhatast vizsgaltam gatlas, illetve direkt
vezikularis transzport teszttel, efflux transzporterekkel overexpresszalt sejtekbol kinyert
membran vezikulumokon. Tovabba uptake transzporterekkel overexpresszalt sejteken
vizsgaltam, hogy mely uptake transzporter felel a baikalin majba és enterocitakba
torténd felvételéért.

A baikalein enterocitdkba torténd passziv difftizidja utan a bélhamsejtben baikalinna
intenziven gliikuronizaldodik. Eredményeim alapjan valoszinisithetd, hogy a
bélhamsejtben kialakuld baikalin kiaramlasaért a bél lumenbe az apikalis oldalon az
MRP2 ¢és BCRP felel. A bazolaterdlis oldalon az MRP3 és MRP4 a vérbe torténd
effluxdban jatszhatnak fontos szerepet. Az OATP2B1 egyiittmiikodik az MRP3 és
MRP4 el a baikalin vérbe torténd felszivodasaban. A vérbe felszivodott baikalint az
OATP2BI1 juttathatja be a majba, az MRP2 és BCRP pedig az epe felé iriti, mikdzben
az MRP3 és MRP4 visszapumpaljak a baikalint a véraramba. Feltételezhet6, hogy a
biliaris exkrécidval a véraramba abszorbealt baikalin visszajut a gasztrointesztinalis
traktusba.

A baikalin efflux, illetve uptake folyamatainak ismerete kulcsfontossagi a baikalin
terapias alkalmazasahoz. Fontos megemliteni, hogy a baikalint gyakran alkalmazzak
egyéb gyogyszerekkel egyiitt is, amely esetekben a transzportereknél kolcsonhatas
Iéphet fel a flavonoid és a gyogyszermolekula kozott, moduldlva ez utobbi ADME
(abszorbcio, disztribucid, metabolizmus és exkrécid) tulajdonsagait. Ezeket a hatdsokat

fontos figyelembe venni a gyogyszeres kezelés megtervezésénél.
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