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1. Bevezetés

Az emberi szervezetben a mdj az elsddleges méregtelenitd szerv. Legkisebb egységében,
a hepatocitdkban szigoruan szabalyozott folyamat soran torténik a kiilonb6z6 endogén és
exogén anyagok artalmatlanitdsa. A detoxifikacid féleg két nagy transzporter csalad,
illetve a gyogyszerek atalakitasat végzo enzimek (citokrom P450 enzimcsalad tagjai:
CYP1A2, 2B6, 2C8/9/19, 2D6, 2E1, 3A4/5/7) mikodéséhez kothetd. A potencialisan
veszélyes molekuldk méjsejtekbe vald bejuttatasat, majd az ott levo enzimek segitségével
modositott anyagok epébe vagy vérbe valo kijuttatasat az Organikus Anion Transzporter
Polipeptidek (OATP) és ATP Binding Cassette (ABC) membran transzporterek végzik.
Az OATP-k membranfehérjék, amelyek miikodésiik révén nagyméretli, szerves
molekuldk sejtekbe torténd felvételét segitik eld. Az ismert tizenegy human OATP koziil
az OATPIBI1, OATP1B3 és OATP2BI1 fehérje van jelen a majsejtekben. Az OATP1B1
¢s OATP1B3 mdj-specifikus, az OATP2B1 kifejezddik a majban, a vékonybélben, a vér-
agy gat sejtjeiben, a méhlepényben, a szivben és a vazizomban is. Mindhdrom fent
nevezett OATP szallit epesokat és nemi hormonokat. Ezen kiviil szamos, a klinikumban
hasznalt gydgyszer molekulat (példaul antiviralis és kemoterapias szerek, sztatinok) is
felismernek. Megvaltozott miikodésiik mutaciok, polimorfizmusok, vagy szubsztratjaik
egylittes alkalmazasa révén eltéré farmakokinetikat, s6t akar nem vart toxicitast (pl.
sztatinok okozta miopdtia) is eredményezhet. Az OATP-k jelentdsége egyrészt tehat
farmakokinetikat befolydsold szerepiikben rejlik, masrészt abban, hogy tumorokban
egyes OATP-k expresszioja az egészséges szovetekétol eltérd. Sot, 1étezik egy OATP
varians, OATP1B3-V1, amely csak tumorokban fejezddik ki. A tumorokban

megvaltozott expressziot mutatd OATP-k igéretes rak-terapias célpontok.

A méreganyagok sejtekbol vald eltavolitasat nagyrészt az ABC csaladba tartozo
multidrog transzporter (MDR-ABC) fehérjék végzik. Ezek aktiv transzporterek,
miikédésiikhoz adenozin-5’-trifoszfat (ATP) hidrolizise sziikséges. A multispecifikus
(sokféle szubsztratot felismerd) MDR-ABC és OATP fehérjék expresszids mintazata és
szubsztrat felismerése atfedd. Mindkét fehérjecsalad esetében ismert, hogy szubsztratjaik
egyiittes alkalmazasa a mukodésiik gatlasdhoz, és akar nem vart toxicitashoz vezethet.

Emiatt vizsgalatuk a gyogyszerfejlesztés soran ajanlott.



2. Célkitlizés

A gyogyszer transzporterekkel valo kolcsonhatas vizsgalata a gyogyszerfejlesztés soran
kotelezo, ezért tesztelésiikre alkalmas gyors, egyszert és koltséghatékony modszerekre
nagy igény mutatkozik. Eddig nem létezett az OATP1B1 és ABC transzporterek egylittes

vizsgélatara alkalmas fluoreszcens modszer.

Doktori munkam soran hepatikus transzporterek vizsgalatara alkalmas 0j fluoreszcens
modszerek fejlesztését, illetve azok segitségével 1) transzporter kolcsonhatasok
kimutatasat tiztik ki célul. Emellett célunk volt egy hepatikus transzporter tumor

specifikus izoform4janak vizsgalata.

Dolgozatom fobb célkitiizései:

1. A kutatécsoportban azonositott hepatikus OATP szubsztratokra alapozva egy 1j,
fluoreszcens mérési modszer beallitasahoz sziikséges paraméterek vizsgalata. A modszer
validalasa a szakirodalombodl mar ismert, hepatikus OATP-kkel kélcsonhatd vegyiiletek

segitségével.

2. Hepatikus OATP-k 0j gyogyszer kolcsonhatasainak kimutatasa az 4 fluoreszcens

modszer altal.

3. A Cascade Blue hidrazid (CB) festék molekula szerkezete alapjan tovabbi,
fluoreszcens OATP szubsztrat(ok) azonositasa és azok tovabbi vizsgalata ABC fehérje
kolcsonhatas szempontjabol. A kozés OATP1B1-ABC transzporter szubsztratként
azonositott fluoreszcens vegyiilet(ek) alapjdn a transzporterek kozos vizsgélatara

alkalmas 1j fluoreszcens transzcellularis transzport mérési modszer beallitasa.

4. A rak-specifikus Ct-OATP1B3-V1 izoforma transzporter funkciojanak vizsgalata.
A fehérje kemoterapias szerekkel vald kolcsOnhatasanak tesztelése sejt €letképesség
vizsgalatokban. In vivo kisérletekhez alkalmas Ct-OATP1B3-V1-et termeld sejtvonal

eloallitasa.



3. Moddszerek

A431 és MDCKII sejtvonalak létrehozasa és fenntartasa
Transzpozon alapu génbevitel (A431-OATP2B1, MDCKII-ABCG2)

Az A431-OATP2B1, valamint MDCKII-ABCG2 sejtvonalak transzpozon alapt
génbevitel révén késziiltek el, melyhez a Sleeping Beauty (SB) transzpozaz altal felismert
nukleotid repeatek kozott az OATP2B1/ABCG2 cDNS-t hordozé vektorokat a csoport

korabbi munkai soran hozta létre.

A pSB-OATP2B1, illetve pSB-CMV-ABCG?2 vektorokrol a célgénekkel egyiitt egy-egy
puromicin rezisztenciat kialakitdé gén is atirodik, melynek segitségével kivalogathatok
azok a sejtek, amelyekbe az OATP2B1, vagy ABCG2 cDNS-e beépiilt. A sikeresen
transzfektalt A431-OATP2B1/MDCKII-ABCG?2 sejteket a pSB-OATP2B1/pSB-CMV-
ABCG?2 vektorokrdl a célgénekkel egytitt atirddo, puromicin rezisztenciat kialakitdo gén

mukddése altal feldasitottuk.
Lentiviralis transzdukcio

Az MDCKII-MRP2 sejtvonal mar a csoport korabbi munkdja soran elkésziilt, és igy

rendelkezéstinkre allt.

Az OATPIB1, OATPIB3 ¢s OATPIA2 A431 sejtekben vald overexpresszidja
lentivirdlis transzdukcid segitségével tortént. Az OATPIB1 MDCKII parentilis,
MDCKII-MRP2, illetve MDCKII-ABCG2 sejtekben torténd expressziojat szintén
rekombinadns lentivirusok 4altal értiik el. A transzport kisérletekhez kontrollként
alkalmazott sejtek létrehozasa céljabol az A431 és MDCKII parentalis, MDCKII-MRP2,
és MDCKII-ABCG2 sejteket az ,,iires” pRRL-EF1-ACD4 vektorral transzfektaltuk. A
sikeresen transzdukalt sejteket CD4-pozitivitasuk alapjan BD FACSAria III Cell Sorter
(BD Biosciences, San Jose, CA, US) segitségével kiilonitettiik el. Az OATP-vel
transzfektalt sejteket LDG transzport funkcidjuk alapjan (0,8 pl LDG/2-4*10° sejt)
tovabb dusitottuk, igy létrehozva magas OATP funkcidval rendelkezd sejtvonalakat.



Western blot

A431/MDCKII sejtekben, vagy mélyfagyasztott xenograft mintakban a célfehérjék

expresszidjat Western blot technika segitségével ellendriztiik.
MRP?2 és ABCG?2 expresszioja Sf9 rovarsejtekben, inside-out vesicle (I0V) prepardlas

Az MRP2, ABCQG2, illetve kontrollként egy nem relevans, magi fehérje egyik alegységét
kodold protein (D. melanogaster telomeraz) Sf9 rovarsejtekben vald tranziens
expressziojat rekombinans bakulovirusok segitségével értiik el. A rekombinans fehérjék
eldallitisa a BD BaculoGold™ Bakulovirus Expresszios Vektor Rendszer (BD

Biosciences) alkalmazasaval tortént.

Az MRP2, ABCG?2, illetve kontroll fehérjék cDNS-¢ét hordozo transzfer vektorokat és a
rekombinans bakulovirusokat a kutatcsoport készitette a kordbbi munkak soran, igy az

¢én feladatom ott kezd6dott, hogy a rovarsejteket megfertéztem az adott virusokkal.

Az MRP2, ABCG2 és kontroll Sf9 membran preparatumok elkészitéséhez el6zetesen
sziikség volt a befogadd Sf9 rovarsejtekre, amelyeket a fert6zést kovetéen 72 oOraval
gyljtottik Ossze, majd a sejtekb6l membrant preparaltunk. Az ABCG2 10V-ket a

maximalis ABCG?2 aktivitas elérése érdekében koleszterinnel toltottuk.
Transzport kisérletek Sf9 10V membranokon

A transzport kisérletekben 150 pl végtérfogatban 50 pg membran vezikulat és 4 mM
MgATP/MgAMP-t inkubaltam transzport pufferben (6 mM MgCl, 40 mM 4-
morfolinpropanszulfonsav-Tris (pH 7,0), 35 mM KCI). Gatlészeres kisérletek soran 2
mM natrium-ortovanadatot (Vi), 10 mM EDTA-t vagy 1 uM végkoncentracioban Ko143-
at adtam a vezikulakhoz. A reakcid kezdeteként 10-10 pl, transzport pufferben higitott
fluoreszcens szubsztratot adagoltam a fentiekhez az alabbi végkoncentraciokban: 1 uM
szulforodamin 101 (SR101)/fluoreszcein-metotrexat (FMTX), 5 uM piranin/CB, 10 uM
Lucifer Yellow (LY), vagy 0,2 ul/csé Zombie Violet (ZV)/Live/Dead Violet
(LDV)/Live/Dead Green (LDG). A fluoreszcens szubsztratokkal ezt kdovetéen 10
(ZV/LDV/LDG/FMTX/SR101/LY), 20 (piranin), vagy 30 (CB) percig inkubaltam a
37°C-os vizfiirddben réazatds mellett. A reakcid ledllitdsat kovetden a mintdk

fluoreszcencia intenzitasat Perkin Elmer fluoreszcens lemezolvasoban detektaltuk.



Transzport kisérletek A431 és MDCKII sejtekben dramlasi citometriaval

5*10° A431/MDCKII sejtet 100 pl végtérfogatban megfelelé pH értékii transzport
pufferben higitott fluoreszcens szubsztrat jelenlétében inkubaltam razatott 37°C
vizfiirdében. A sejtekben mérhetd fluoreszcencia intenzitasat mintanként legalabb 20000
€16 sejt fluoreszcens jele alapjan allapitottuk meg az Attune Acoustic Focusing Cytometer

(Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA, US) késziilék segitségével.
Piranin, CB és SR101 toxikussaganak vizsgalata dramlasi citometriaval

Az MDCKII sejteket CB, piranin vagy SR101 jelenlétében 30 percig inkubaltuk 37°C
razatott vizfiirddben. A reakciot jéghideg 1 x PBS-ben oldott propidium-jodid (PI, CB és
piranin estén) vagy ZV (SR101 esetén) viabilitdsi marker hozzdadasaval, és a mintak
jégre helyezésével allitottuk le. A sejtekben mérheté fluoreszcencia intenzitasat
mintanként legalabb 20000 €16 sejt fluoreszcens jele alapjan allapitottuk meg az Attune
Acoustic Focusing Cytometer (Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA,
US) késziilék segitségével.

OATP-k funkcionalis vizsgdlata A431 és MDCKII sejtekben 96 lyuki mikrolemezen

Az A431/MDCKII sejtekbe az OATP1A2, OATPIBI, OATPIB3, és OATP2BI
transzporterek kiilonbozé festék szubsztratjainak (ZV, LDG, CB, Alexa Fluor 405
(AF405), piranin, SR101, FMTX) id6-, koncentraciofiiggd, vagy gatloszerek jelenlétében
torténd felvételét 96 lyuku lemezeken teszteltem. A kisérleteket megel6z6 napon a
sejteket komplettalt DMEM-ben osztottam ki a lemezekre. A reakcid kezdete el6tt a
sejteket 37°C-on 50 ul pH 5,5 (vagy OATP1A2 esetén pH 7,4) transzport puffer, vagy
sejtekhez hozzaadtam 50 ul pH 5,5/7,4 transzport pufferben oldott fluoreszcens OATP
szubsztratot, amellyel 10-60 percig inkubaltam a sejteket 37°C-on. A sejtek

fluoreszcencia intenzitasat Perkin Elmer fluoreszcens lemezolvasdban detektaltuk.
Transzcellularis transzport kisérletek

A transzcellularis transzport vizsgalatokhoz transwell inzerteken polarizaltatott, MDCKII
Kontroll, MDCKII-OATP1B1, MDCKII-MRP2, MDCKII-ABCG2, MDCKII-



OATP1B1-MRP2 vagy MDCKII-OATP1B1-ABCG2 sejtet alkalmaztunk. A
vizsgalatokhoz a szubsztratokat a bazolateralis/apikalis oldalon adagoltuk, gatloszeres
kisérletek esetén Ciklosporin A vagy Benzbromaron bazolateralis vagy apikalis oldali
egyideji hozzaadasaval. A 37°C-on 30 percig folytatott reakciokat az inzertek kortili
transzport puffer eltavolitasaval és 1 ml pH 5,5 transzport pufferben (a magasabb
OATPIBI funkcio érdekében) oldott fluoreszcens szubsztrat hozzaadasaval inditottuk. A
transzcellularis transzport soran az apikalis kompartmentbdl 5 percenként 30 pl mintat
vettlink. A mintak fluoreszcencia intenzitasat Perkin Elmer fluoreszcens lemezolvasoban

detektaltuk.

A transzcellularis transzport ellentétes iranybol vald vizsgalatdhoz a reakcidt a

bazolateralis helyett az apikalis oldalrol inditottuk a szubsztratok hozzaadasaval.

crcr

A piranin intracellularis akkumulaciojanak meghatarozasahoz egy 30 perces
bazolateralis-apikalis irdnyu transzcellularis transzport kisérletet kovetden feltartuk a
sejteket, majd a felszabaduld fluoreszcencia intenzitasat fluoreszcens lemezolvaséd

segitségével detektaltuk.
Sejt életképességi vizsgalatok

A Ct-OATP1B3-V1 varians A431 sejtek kemoterapias szerekre valo érzékenyitd
képességét sejt viabilitasi kisérletekben teszteltem. 96 lyuku lemezre kiosztott sejteket
kezeltem terdpias szerekkel az alabbi maximalis koncentraciokban: 0,1 uM MTX, 1000
UM kapecitabin, 10 uM irinotekan/5-FU, 40 uM oxaliplatin. 144 oran keresztiil steril,
37°C, 5% COz2 koriilmények kozott tartd inkubaciot kovetden a sejtek életképességét
PrestoBlue (Thermo Fisher Scientific) modszer segitségével ellendriztiik Perkin Elmer

fluoreszcens lemezolvasoban.
In vivo kiserletek

Az in vivo Kkisérleteket az Orszagos Onkologiai Intézet Kisérletes Farmakolodgiai

Osztalyanak allathazaban Cserepes Mihaly és Léner Violetta végezték.



Szubkutan xenograft modell

Ketrecenként 6 darab NOD-SCID (NOD.Cg-Prkdcscid/J) néstény egér fenntartasa tortént
SPF (specifikus koérokozoktdl mentes) egér kolonidkban. Eldzetesen a monolayer
kultaraban novesztett A431 kontroll, illetve A431-OATP1B3-V1 sejteket tripszinnel
kezeltiik, dsszegytijtottiik, kétszer mostuk szérummentes médiumban, majd 10° sejtet 200
ul-ben szubkutan injektaltak csoportonként 7 darab, 8-10 hetes egérbe. 10-11 nappal az
injektalast kovetden mérhetd tumorok fejlédtek. A szubkutan ndvekvd tumorok méretét
hetente 2 alkalommal a 27. napig kovették nyomon, és térfogatukat az alabbi képlet
alapjan hataroztdk meg: térfogat = hosszlisag x szélesség? X m/6. A tumorméretek

valtozasanak bemutatasdhoz az adatok atlagat + SEM abrazoltuk.
Allattartdsi koriilmények

Minden allattartasi és allattenyésztési folyamat (engedély szam: PEI/001/1738-3/2015),
valamint allatkisérlet (engedély szam: PEI/001/2574-6/2015) az Orszagos Onkologiai
Intézet allatjoléti bizottsaganak jovahagyasaval tortént. Az allathaz a FELASA iranyelvei
szerint miikddve biztositja, hogy allatai korokozo-, és egyéb betegségektdl mentesek. A
kisérleti csoportokba sorolt allatok stlya 22-26 gramm koz¢é esett a kisérletek
megkezdésekor, és a kisérletek soran 10%-nal nagyobb mértékili sulycsokkenést egyik
allat esetén sem tapasztaltak. A csoportok méretét az allatok felhaszndlasanak
minimalizalasaval allapitottak meg (n=7). Az A431 tumor sejtek beinjektalasa
anesztetizalt allatokba tortént. A kisérlet végén az éllatokat izofluranos altatdsban nyaki

diszlokacidval eutanazidban részesitették, és a tumorokat eltavolitottak.
Adatok kiertékelése és statisztika

Kisérleteink soran a transzport, illetve életképességi kinetikai paramétereket az OriginPro
8.6 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, US) szoftver Hill1, valamint DoseResp
gorbe illesztési funkcidi segitségével hataroztuk meg. Az ATP-fiiggd jelek kozotti
statisztikai szignifikancia vizsgalatot a Student-féle t-teszttel végeztiik el. A gatloszeres
IOV kisérletek sordn delta értékeket képeztink a MgATP/MgATP+Ko jelekbdl a
megfeleld MgAMP/MgAMP+Ko jelek kivonasaval. Ezen delta értékekre szintén

Student-féle t-teszttel végeztiink szignifikancia vizsgalatot. A Student t-teszt esetén



alkalmazott p értékek: *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001. A transwell kisérletek soran
varianciaanalizis (One-Way ANOVA) soran elutasitottuk a nullhipotézist, mely alapjan
a mintdk kozott kiillonbség felfedezhetd. Ezt kdvetden (0=0,05) Tukey-Kramer HSD
(Honest Significant Differences) post hoc tobbszords Osszehasonlitds segitségével
allapitottuk meg a mintdk kozotti kiilonbségek szignifikancidjat. Az azonos betiijellel
ellatott mintak (,,a” MRP2 ¢és kontroll mintak esetén) nem kiilonboztek egymastol

szignifikansan, mig a kiilonboz0 betiijeliiek igen.



4. Eredmények

1. Meghataroztam a sziikséges beallitasi paramétereket egy j, fluoreszcencia alapu

mérés fejlesztéséhez, amely az OATP-k mitkodésének vizsgalatara alkalmas (Patik et al.,
2018).

2. Igazoltuk, hogy az 0j fluoreszcens modszer alkalmazasa esetén a CB és AF405
festékek optimalisak az OATPIBI ¢s OATP2BI, illetve OATPIB3 transzporterek
funkcionalis vizsgalatara. Valamint, a mddszer validalasaval bizonyitottam, hogy az
alkalmas a hepatikus OATP-k gyogyszer kolcsonhatasainak tesztelésére (Patik et al.,
2018).

3. Az 1 fluoreszcens modszer segitségével tovabbi OATP-gyogyszer
kolesonhatasokat mutattam ki a maraviroc, valamint ritonavir antiviralis vegyiiletekre

(Tupova et al., 2020).

4. Megallapitottam, hogy a piranin a hepatikus OATP-k 11j fluoreszcens szubsztratja
(Szekely et al., 2020).

5. Létrehoztam OATPIB1 ¢s MRP2/ABCG2 transzportereket egyiittesen
overexpresszalo sejtvonalakat (Szekely et al., 2020).

6. Uj , fluoreszcens, az OATP ¢és ABC transzporterekre kozOs szubsztratokat
azonositottam, amelyek alkalmasak lehetnek az ABCG2 fehérje gyogyszer

(Szekely et al., 2020).

7. Az 1j, k6z0s fluoreszcens OATP-ABC transzporter szubsztratokra (piranin, CB,
SR101) alapozva bedllitottam egy uj fluoreszcens transzcelluldris transzport mérési
modszert, amely alkalmas az OATP1B1 ¢és MRP2 transzporterek gyogyszer
kolcsonhatasokban vald egyidejii vizsgalatara (Szekely et al., 2020).

8. Az 1), kozos fluoreszcens OATP-ABC transzporter szubsztratokrol
megallapitottam, hogy nem toxikusak a sejtekre az alkalmazott kisérleti koriilmények

kozott (Szekely et al., 2020).
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9. A tumor-specifikus Ct-OATP1B3-V1 izoformardl igazoltam, hogy a hosszu
tipust OATPIB3 fehérjéhez hasonld transzport funkciora képes FMTX ¢és LDG

fluoreszcens szubsztratok esetén.

10.  Bizonyitottam, hogy a Ct-OATP1B3-V1 in vitro koriilmények kozott érzékenyiti

a sejteket 5-fluorouracillal, metotrexattal, oxaliplatinnal és kapecitabinnal szemben.

11.  Létrehoztunk olyan, Ct-OATP1B3-V1 fehérjét erdsen kifejezd A431 sejtvonalat,

amely NOD-SCID néstény egerekben xenograftok 1étrehozasara alkalmas.

12. Igazoltuk, hogy az A431 xenograftok az egerekbdl valo eltavolitast kovetden is
detektalhatdo Ct-OATP1B3-V1 expressziot mutattak, igy a késdbbiekben alkalmasak

lehetnek az in vitro vizsgalt terapias szerek tesztelésére in vivo.
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5. Kovetkeztetések

A gyogyszer metabolizmus {6 szintere a maj. Az emberi szervezetben ez a szerv 70%-
ban felel a gydgyszerek eliminacidjaért. Ezért a hepatocitak transzporterei, igy az OATP
¢s ABC transzporterek kiemelten fontos szerepet jatszanak a gyogyszerek

farmakokinetikai paramétereinek befolyasolasaban.

Uj gyogyszer forgalomba hozatala elétt feltétleniil sziikséges tisztiban lenni annak
farmakokinetikai tulajdonsagaival, amelyet a transzporterek (megvaltozott) mitkddése
vagy gyogyszer kolcsonhatasok létrejotte jelentdsen befolyasolhat. Ezért nemzetkozi
szervezetek (FDA, EMA, PMDA, ITC) javasoljak gyogyszer transzporterek vizsgalatat a

gyogyszer fejlesztés korai szakaszaban.

A transzporterek gyogyszer kdlcsonhatasokban valo tesztelésére mar tobb direkt vagy
indirekt modszer 1étezik. llyenek lehetnek a radioaktivan jelolt szubsztratok vizsgalatan
alapul6é moédszerek, tomegspektrometrias technikak, illetve egyéb, a szubsztrat felvételt
nyomonkovetd (példaul fluoreszcens mikroszkopos, PET, MRI) metodikak. Azonban
ezek nem minden esetben veszélytelen, koltséghatékony, vagy nagy ateresztOképességii

¢€s automatizalasra alkalmas vizsgalati lehetdségek.

A transzporterek fluoreszcens szubsztratokkal valé funkcionalis vizsgalata ezekhez
képest tobb elényt hordoz magaban. A radioaktivan jelolt szubsztratokkal szemben a
fluoreszcens vegyiiletek veszélytelenek (legalabbis nem okoznak sugarterhelést) és
kevésbé koltségesek, tovabba a tomegspektrometrids vagy mikroszkdpos eljarasokhoz
képest nagyobb ateresztOképességgel, illetve akar automatizaltan is alkalmazhatok.
Fluoreszcencia alapu modszereket, példaul a calcen AM felvételén alapulé modszert
MDRI1 és MRP-k esetében, vagy a Hoechst 33342, DyeCycle Violet, illetve PhenGreen

festéket mar rutinszeriien alkalmazzak az ABC multidrog transzporterek vizsgalataban.

Az utébbi évtizedben tobb fluoreszcens vegyliletet is azonositottak OATPIB
szubsztratként (pl. natrium-fluoreszcein, vagy FMTX), azonban ezek az anyagok a
kismértékli stabilitdsuk, és a rajuk alapozott moddszerek kisebb érzékenysége miatt
kevéssé alkalmasak nagy mennyiségli vegytilet tesztelésére. Doktori munkdm soran részt

vettem a kutatocsoport az irdnyt munkajaban, amelynek célja egy olyan 1) fluoreszcens
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modszer megalkotasa volt, mely alkalmas az OATP-k és veliik potencialisan kdlcsénhato
vegyiiletek, példaul gyogyszer kolcsonhatasok vizsgalatara. Sejt impermeabilis
fluoreszcens OATP szubsztrat festékeket sikeriilt azonositani, amelyek raadasul
hasznalhatoak OATP-ket nagy mennyiségben termeld sejtek kivalogatdsara. Tovabbi
feladatom volt a modszer szakirodalombdl ismert OATP interakciés molekulak

segitségeével torténd validalasa.

M¢éréseim alapjan a laborunkban felfedezett 0j fluoreszcens OATP szubsztratok a mar
rutinszeriien alkalmazott, radioaktiv szubsztratokat kivalthatjak, amit alatamaszt, hogy az
altalunk fluoreszcens szubsztratokkal meghatarozott 1Cso értékek az irodalmi adatokkal
jol osszevethetdek. Igy az OATP-kre kidolgozott fluoreszcens modszeriink megfeleld

alternativdja lehet a radioligand alapu teszteknek.

Az 1j fluoreszcens modszer(ek) €s a létrehozott sejtvonalak jelentdségét mutatja, hogy
kutatocsoportunk az elmult években szdmos megkeresést kapott, amelynek
kovetkeztében OATP-kkel potencialisan kdlcsonhato vegyiiletek tesztelését végeztiik el.
Egy kiilfoldi egylittmikodés soran az OATP1A2, OATP1B3, OATP2B1, valamint a
maraviroc €s ritonavir, a klinikumban antiviralis szerként alkalmazott vegyiiletek
kolcsonhatasat vizsgaltuk meg. Az OATP-krdl ismert, hogy képesek antiviralis
vegylileteket transzportalni, de az altalunk tesztelt anyagok OATP-k altali transzportjarol
még kevés adat allt rendelkezésre. Kisérleteink alapjan megallapitottuk, hogy a maraviroc
¢s ritonavir az OATP1A2 FMTX, valamint OATP2B1 CB felvételét koncentraciofiiggd
modon gatolta, ami az OATP1B3 esetén is elmondhaté a ritonavirrél. Erdekes modon az
OATPIB3 CB felvételét a maraviroc fokozta, a kiilfoldi kutatocsoport pedig radioaktiv
maraviroc szubsztrat tesztelése soran megallapitotta, hogy ez a vegyiilet OATP1B3
szubsztrat. Ezzel szemben korabban a majban az OATPI1B3-mal nem mutattak ki
maraviroc-kolcsonhatast, mig az OATP1B1-gyel igen. Emellett korabbi adatok alapjan
az OATP1B3 funkciojat a ritonavir antiviralis vegylilet is gatolja, és az OATP1A2 ennek
a szernek a vér-agy gaton vald atjutasat is befolyasolhatja. Ezzel 6sszhangban 4ll a mi
megfigyelésiink, miszerint az OATP1A2 és OATP1B3 kolcsonhatnak a ritonavirrel. A
maraviroc OATP1B3 altali, CB felvételre gyakorolt fokoz6 hatdsa erdsiti azt a feltevést,
hogy az OATP-k tobb szubsztratkdtd hellyel rendelkezhetnek. Korabban példaul az
OATPI1BI rutin altali fokozott DHEAS transzportjat, vagy az OATP1B3 klotrimazol
altali megnovekedett EG transzportjat, tovabba az OATP2B1 DHEAS, illetve EIS
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transzportjanak prosztaglandin Al, valamint A2 altali, vagy progeszteron Aaltali

magyaraztak.

A gyobgyszer kolesonhatasok vizsgalataban a hepatikus OATP-k €¢s ABC transzporterek
egyiittes vizsgalatara is sziikség lehet, mivel el6fordulhat, hogy a tesztelt vegytiilet nem
sejt permedbilis, tehat onmagaban csak MRP2-t vagy mas ABC fehérjét kifejezd sejtben
nem detektalhat6 a kolcsonhatas, illetleg az MRP2 vagy mas ABC szubsztratja nem
maga a tesztelt vegyiilet, hanem annak valamely metabolitja, amely csak a sejtben képes
kialakulni. A k6zos OATP-ABC szubsztratok vektorialis transzportjanak mérése olyan
modszert biztosit, amelyben a két transzporter egy alkalmazéasban vizsgalhat6. Ehhez
tipikusan az OATP, valamint ABC transzporterekkel, vagy akar tobbszéros ABC fehérje
tartalmu, esetleg CYP enzim(ek)et is kifejezd kettds-, vagy tobbszordsen transzfektalt és
polarizalt sejteket hasznalnak. Azonban ezekben a kisérletekben eddig kizarolag
radioaktivan jelolt OATP-ABC szubsztratok segitségével, vagy tomegspektrometriaval

kovették nyomon a transzporterek egyiittes miikodését, illetve annak gatlasat.

Felmeriilt, hogy a kutatdcsoportunk altal felfedezett 1) fluoreszcens szubsztratokat akar
az MRP2 vagy ABCG2 transzporterek is felismerhetik, hiszen szubsztrat felismerésiik a
hepatikus OATP-kkel nagyban atfed. Ezeket a vegyiileteket el6szor IOV-ben vizsgaltuk,
mivel ezek egyszerlibb, gyorsabb, ¢és koltséghatékonyabb tesztelést biztositanak a
transzcellularis méréseknél. Kimutattuk, hogy az MRP2-nek szubsztratja a ZV, LDG,
piranin, CB, és SR101 festékek, az ABCG2-nek pedig a LDV és CB. Tovabbi IOV
kisérletek sordn bizonyitottuk, hogy az ABCG2 éaltali ATP-fiiggé LDV, illetve CB
transzport az ismert ABCG2 inhibitor, Ko143 altal felfiiggesztheté. A fluoreszcens jel
alapjan azonban leginkabb az LDV lehet alkalmas az ABCG2 kolcsonhatasok
vizsgalatara IOV rendszerekben, amely az eddig ismert, IOV-n alkalmazott ABCG2
szubsztrat LY -hoz képest kedvezdbb jel/zaj aranyt mutatott.

Az MRP2 miikodésének vizsgalatara IOV-ben fluoreszcens vegyiiletek koziil eddig a
kolil-I-lizil-fluoreszceint (CLF) és az 5-(6)-karboxi-2’,7’-diklorofluoreszceint (CDF)
alkalmaztdk. A mi rendszeriinkben az MRP2 vizsgalatara legalkalmasabb fluoreszcens

vegyiiletnek a FMTX bizonyult kedvezd jel/zaj aranya miatt.
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A kordbban OATP szubsztraként azonositott fluoreszcens vegyiiletek koziil az IOV
kisérleteink alapjan k6z6s OATP-ABC szubsztratokat fedeztiink fel. A piranin, CB ¢és
SR101 festékekre beallitottunk egy 1j fluoreszcens modszert, amellyel polarizalt
MDCKII sejtekben az OATPIB1 és MRP2 altali vektoridlis transzport nyomon

kovethetd, igy alkalmas gydgyszer kdlcsonhatasok vizsgélatara.

A szakirodalomban mar taldlhatunk ko6zos OATP1B és MRP2 fluoreszcens
szubsztratokat, példaul a FMTX, CLF, vagy CDF szarmazékok. Viszont ezeket a
vegylileteket nem vizsgaltak dupla transzfektins sejtvonalakban. Egyetlen olyan
fluoreszcens szubsztrat, a Fluo-3 ismert, amelynek az egyik hepatikus OATP, az
OATP1B3, valamint MRP2 altali transzcellularis transzportjat kimutattak. Azonban a
hepatocitdkban legnagyobb mennyiségben jelenlevd OATP1B1 nem transzportalja a
Fluo-3 festéket, raadasul a Fluo-3 fluoreszcens jelének detektalasdhoz Ca?* indikétor
1évén tobblet Ca?* adagolasa sziikséges. Ezért a mi fluoreszcens festékeink egyszeriibben
alkalmazhatéak az OATP ¢és ABC transzporterek kozos tesztelésére, raadasul az
OATPI1BI és MRP2 k6z0s vizsgalatara ez az elsé dokumentalt modszer. Ez alapjan adtuk

be a nemzetkdzi szabadalmi bejelentésiinket.

Az OATP-k patologias fontossaga tumorokban vald ektopikus megjelenésiik miatt is
egyre nagyobb figyelmet kap. Az egyik hepatikus OATP egy variansa, a Ct-OATP1B3-
V1 bizonyitottan megjelenik tobb daganattipusban (példaul kolorektalis, hasnyalmirigy,
tiidorak). Az ott betdltott szerepe azonban egyeldre tisztazatlan, €s az is vitatott, hogy
egyaltalan miikddéképes fehérjéveé valik-e. A mi célunk az volt, hogy allast foglaljunk
ebben a kérdésben. Létrehoztunk olyan sejtvonala(ka)t, amely(ek)ben a Ct-OATP1B3-
V1 transzport funkcidjat igazoltam FMTX és LDG szubsztratokkal. Ezek azonban
mesterséges szubsztratok, ezért egyéb, fizioldgids vegyiiletek pl. EG transzportjanak

igazolasa sziikséges lehet.

A tumorokban megjelend, kemoterapias szerek transzportjara képes OATP-k a daganatok
elpusztitasanak céljabol potencialisan kiaknazhatoak lehetnek. A Lt-OATP1B3 igazoltan
multispecifikus transzporter, és érzékenyitheti a sejteket kemoterapids szerekkel
szemben. A V1 esetében azonban a citosztatikumok kozvetlen hatdsit még nem
vizsgaltdk. A Ct-OATP1B3-V1 rakspecifikus izoforma bizonyitottan megjelenik

kolorektalis rdkban. A vastagbél tumorok kezelésére tobb daganatellenes szert
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(kapecitabin, oxaliplatin, 5-fluorouracil, irinotekan) alkalmaznak. Ezek leginkabb az
ugynevezett FOLFIRI (folsav, 5-fluorouracil, irinotekan), FOLFIX (folsav, 5-
fluorouracil, oxaliplatin), vagy XELOX/CAPOX (oxaliplatin, kapecitabin)
fluoropirimidin alapii kombinacids terapidk. Annak vizsgalatara, hogy az immar
bizonyitottan mitkodoképes Ct-OATP1B3-V1 képes-e érzékenyiteni a sejteket az emlitett
terapids szerekre, sejt €letképességi vizsgalatokban teszteltiik 6ket. Munkam soran ezeket
a gyogyszereket egyesével vizsgaltam, viszont a kombinacios terapidk elterjedtsége miatt
tovabbi vizsgalatok lehetnek sziikségesek, hogy az Ct-OATP1B3-V1 szerepét

megismerjiik kombindlt terapia esetén.

Habar az OATP-k tumorokban betoltott szerepe egyeldre tisztazatlan, feltételezik, hogy
a daganatsejtek talélését segitik el tapanyagok €s hormonok tumorsejtekbe valo felvétele
révén. A tumorokban megjelend OATP1B3 és a betegség prognozisa kdzotti 6sszefliggés
azonban egyeldre ellentmondésos. A fehérje expresszioja a betegség kedvezd kimenetelét
okozhatja, amennyiben altala a tumorokba fokozottabban bejutnak a kemoterapias szerek,
igy a rezisztencia kialakulasat megfékezheti. Emellett a fehérje magasabb expresszidjat a
hosszabb betegségmentes-, illetve teljes tuléléssel is Osszefiiggésbe hoztdk. Sun és
munkatarsai 97 CRC-vel (colorectal cancer, kolorektalis rak) diagnosztizalt beteg rakos
OATPIB3 mRNS expresszios jellemzdit vizsgalva megdallapitottdk, hogy a rakos
OATP1B3 mRNS magas expresszidja jobb tuléléssel fiigg 0Ossze. Lockhart és
munkatarsai a korai stddiumt kolorektalis tumorokban magas OATP1B3 expressziot
figyeltek meg, mely a tumor stddium novekedésével csokkent. Emellett megfigyeléseik

szerint a magasabb OATP1B3 expresszio az 5-éves taléléssel is korrelalt.

Fentiekkel ellentétben, az OATP1B3 egyik allél variansarol (SLCO1B3 334GG/699AA)
bizonyitottak, hogy csokkent tesztoszteron transzportot okoz, €s jobb taléléssel korrelal a
prosztatarakos megbetegedések esetén. Ez alapjan feltételezik, hogy az OATP1B3 altali
fokozott tesztoszteron felvétel segiti a tumor proliferaciot. A tumor sejtekben azonban a
transzport funkcion kiviil mas szerepe is lehet a rak specifikus OATP1B3-nak. A Pgp
(MDR1) példaul tobb daganatos sejtben intracellularisan eléfordulva képes
megakadalyozni az apoptozist, még ATP-fliggd efflux hianyaban is, ami azt jelenti, hogy
antiapoptotikus funkcioja a transzporter aktivitasatol fliggetlen. Korabban megfigyelték,
hogy vastagbéltumor-eredetii sejtekben az OATP1B3 a p53 jelatviteli utvonal gatlasan
keresztiil tulélési elonyhoz juttatta a sejteket. Azt is kimutattak, hogy a p53 gatld hatas
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transzport aktivitas fiiggé. Azonban ebben a tanulmanyban az Lt-OATP1B3-mal

foglalkoztak, igy az ismeretlen, hogy a V1 vajon befolyasolja-e a p53 utvonalat.

A szakirodalomban a rakos tipusi Ct-OATP1B3-V1 funkcionalitasat érintd
ellentmondasok miatt nem teljesen érthetd, hogyan fiigg Ossze a fehérje expresszidja a
tumorok tulélésével. Kutatdcsoportunk tanulmanya soran azonban bizonyitotta a Ct-
OATP1B3-V1 miikoddképességét. Erre magyardzatot adhat a megfelel6 modell sejtvonal
(A431) kivalasztasa, valamint a LDG segitségével torténd, magas OATP-expresszidji
sejtvonal létrehozasa. A V1 miikodoképességének igazolasa és az in vitro kisérletek soran
tapasztalt ¢érzékenyités bizonyos kemoterdpids szerekkel szemben (kapecitabin,
oxaliplatin és metotrexat) felveti annak lehetdségét, hogy a fehérjét megcélozva, az azt

magasan expresszald daganatos sejtek hatékonyan elpusztithatok legyenek.
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