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2. Bevezetés

2.1. Transzporterek és szerepiik a gyogyszerfejlesztés soran

A sejtek intracellularis, sejtszintli €s szoveti szintli felosztasa alapvetd fontossagu az €l
szervezetek mukodésének szempontjabol. Komplex fizikai akadalyrendszeriik
szervezeten beliili barrierek elvalasztd és egyben 6sszekotd funkcidjanak biztositasarol
szamos membran transzporter gondoskodik, amelyek kiilonboz6 transzportfolyamatok
révén biztositjak a sziikséges anyagok felvételét és eltavolitasat. Ugyanezek a
rendszerek  modosithatjdk a  xenobiotikumok  abszorpcidjat,  disztribuciojat,
sejtkozi Osszekottetésekkel rendelkeznek az epithelialis és/vagy vaszkularis endotelialis
rétegekben, amelyek korlatozzék a molekuldk paracelluldris transzportjat, védelmi
vonalat képezve a test vagy szdvet potencialisan mérgezo anyagoknak valé kitettségtol.
Egy gyogyszermolekulanak altalaban tobb sejtmembranon is at kell jutnia ahhoz, hogy
elérje célpontjat. A kicsi, nettd toltés nélkiili lipofil molekuldk nagyobb valoszinliséggel
hatnak at a gatakon, mint azok, amelyek toltéssel rendelkeznek és hidrofilek.
Funkcidjuktol fliggden a membrantranszporterek fokozhatjak, vagy korlatozhatjak a
gyogyszerek barriereken torténd atjutasat (1). Az aktiv transzport jelent6s szerepet tolt be
a kozponti idegrendszer védelmében (BBB, vér-agy gat) is. Az endotélsejtek kozotti,
,Htight junction” -nak nevezett dsszekottetések korlatozzak a vizben oldodo vegyiiletek
szabad mozgésat a szomszédos sejtek kozt. Ezen a paracelluléris gaton, vagyis a sejtek
kozotti anyagaramlas megakadalyozasan til az endotélsejtekben az endocitdzis és a
transzcitézis is igen alacsony szintli (transzcelluldris gat), ami gatolja a vegyiiletek
citoplazman keresztiili transzportjat. Az agyi endotélsejtekben acetilkolin észterazok,
monoamin oxidazok, alkalikus foszfatazok, y-glutamil transzpeptidazok is talalhatok,
amelyek a metabolikus gat kialakitasaban vesznek részt, a membranban helyet foglald
transzporter fehérjék taplalék- és energiaellatast biztositjak, illetve az idegi miikodés
szamara karos anyagokat tavolitjak el a kdzponti idegrendszerbdl (2) (1. dbra). A BBB
paracellularis, transzcellularis, €s metabolikus gatja, illetve az efflux pumpak altal

alkotott négyszeres védvonala az idegsejtek szinapszisainak milkodéséhez
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elengedhetetlen ionos homeosztazis megteremtése mellett részt vesz az agy
tapanyagokkal vald ellatasaban, az aktiv pumparendszere révén a xenobiotikumok és

metabolitok eltavolitasaban (3).

Neuron

Choroid plexus

Luminal

1. abra: Proteinszinten Kimutatott transzporter fehérjék lokalizacidja a vér-agy gat
kiilonféle sejtjeiben. BCRP = breast cancer resistance protein, ABCG2; GLUT1 = glucose
transporter-1; LRP = low-density lipoprotein receptor-related protein; MCT =
monocarboxylic acid transporter; Mrp = multi-drug resistance protein; Oat = organic
anion transporter; Oatp = organic anion transporting polypeptide; P-gp = P-
glycoprotein; RAGE = receptor for advanced glycation end products; RLIP76 = Ral-
binding protein-1, (4, 5) nyoman

A gyogyszerek sejtekbe vald bejutasanak modjat a vegyiilet lipidekben valo oldhatdosaga,
mérete, polarizaltsaguk mértéke és egyéb fizikai-kémiai tulajdonsagok hatarozzak meg.
A gyogyszer sejtekbe torténd jutasanak elsé gatjat a plazmamembran jelenti. Sok
kemoterapias Szer gyenge bazis, hidroféb, 7.4 és 8.2 kozotti pK értékkel, ezért is
mertlt fel a sejtmembranon keresztiili passziv difftzio lehetdsége (6). A  passziv

transzport koncentracidogradiensnek megfelelé iranyt diffazioval, de ,.flip-flop”
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mechanizmus révén is torténhet. A membranok olyan dinamikus lipidstruktarak, ahol
a specifikus foszfolipid fajtak aszimmetrikusan oszlanak meg (7). A plazmamembran
lipidprofilja adott sejttipusra jellemz6 tulajdonsag, szovetenként eltér, és a sejt fiziologiai
szfingolipidek ¢és koleszterin talalhat6. A koleszterin a sejtmembran merevségéért, a
telitetlen foszfolipidek pedig a sejtmembran fluiditasaért felelnek (9, 10). A gliko- és
szfingolipidek, valamint a koleszterin egymas iranti erds affinitdsa kovetkeztében a
sejtmembranban olyan membranrégiok, un. ,lipid-tutajok” alakulnak ki (11), amelyek
szervezett lipidosszetételliek, és az integralt membranproteinek stabilizalasanak
specifikus platformjaiként mikodnek (12). A szerkezeti szerepen kiviil a lipidek
megfeleld mikrokornyezetet is biztositanak a membranproteinek kapcsolédasahoz (13).
A membranfehérjék feleldsek a membran fizikai stabilizalaséért, a membran-csatorndkon
¢s transzportereken keresztiili szallitasért, egyesek részt vesznek szignal transzdukcioban,
enzimatikus szerepet is jatszhatnak (14-16). A rakos sejtek lipidosszetételénél sajnos
nincs olyan specifikus lipidprofil, amely megkiilonboztetné dket a nem rosszindulati
sejtekétol (17-19). Ugyanakkor lipidosszetételiik ingadozik a sejt fiziologiai allapotatol
fliggben, példaul a metasztazisra késziilo sejtek csokkentik a membranuk koleszterin
tartalmat, hogy noveljék membranfluiditasukat €s plaszticitasukat, ami elengedhetetlen

az angiogenezishez (20). A lipidek ilyesfajta dezorganizacidja a membranban jelentdsen

crer

cres

atalakulasuk soran torténé anyagcsere-valtozasok (pl. a megndvekedett anaerob
glikolizis) szintén csokkentik az extracellularis pH-t. Az alacsony pH hatassal van a
gyogyszerek ionizacios allapotara, ezaltal a lipid kettOs rétegben torténd transzportjara
(22). Mig a mérsékelt polaritasti kismolekulak passzivan képesek diffundalni a
sejtmembranon, a legtobb metabolit, illetve peptid specidlis membranszallitokat
igényelnek a sejtmembranon vald atjutashoz. A transzmembran diffuzidt szabalyozo
legfontosabb paraméterek a polaritas és a méret (23). Szamos gyogyszer hidrofil és
nagyon lassan diffundal a lipidmembranokon keresztiil, emiatt a hatékonysaguk
nagymértékben fligg a normal illetve rakos szovetekben is talalhato transzporterek

relativ aktivitasatol (24). Mig az 500 Da-nal kisebb molekulatomegii, lipofil vegyiiletek
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(logP>2) passziv transzporttal konnyedén atjutnak a vér-agy gaton, a polaros vagy nagy
molekulatomegii vegyiileteknek el6szor is be kell jutni a sejtbe, amit efflux transzporterek
esetleg gatolnak (25). Emiatt a szelektiv szabalyozas miatt a gyogyszerkutatasban egyre
nagyobb szerepet kap az olyan gyogyszerhordozo rendszerek fejlesztése, amelyek

hatékony gyogyszerbejuttatast tesznek lehetévé (26).

Farmakokinetikailag fontos 1épés a szervezetbe keriilt gyogyszerek és xenobiotikumok
elimindciojaban a metabolizmus folyamata, amely leirja azokat a kémiai reakcidkat,
amely eredményeként vizoldékonyabb metabolitok keletkeznek. Az enzimek 4altal
katalizalt biotranszformacios folyamatok soran inaktiv, aktiv vagy toxikus metabolitok
keletkezhetnek (27). A metabolizmus els6dleges szintere a maj, de sok esetben mas
szervek is (vese, tiidd, bélnyalkahartya, bér, placenta) részt vesznek a folyamatban. A
gyogyszerek metabolizmusanak fazisait korabban két részre osztottak: Fazis I-re,
amely legtobbszor a molekula oxidacidjat vagy redukcidjat jelenti minimalizalva a
vegylilet interakciojat az intracellularis targettel, és Fazis Il-re, amelyben a
vizoldékonysagot eredményezé konjugacion tul (pl glukoronidacié, glutamilacio) a
vegyitilet detoxifikacidja torténik. A késébbiekben a membrantranszporterek cellularis be-
illetve kilépésnek a modulalasaban valo aktiv szerepeinek feltarasaval ezt tovabbi két,
transzportfolyamatokat reprezentald fazissal egészitették ki: Fazis 0-ban a vegyiilet
intracellularis térbe valé bejutdsa vagy kipumpdéldsa torténik membrantranszporterek
segitségével, a Fazis ll1-ban pedig a detoxifikalt drog eliminacioja (28) a sejtbél . Mivel
a transzporterek befolyasoljak a vegyiilet véraramba jutasat és szoveti eloszlasat, és igy
egyre inkabb a gyogyszerfejlesztés elSterébe kertiltek (29). Szamos tanulmany a
transzporterek in vivo szerepének fontossagat hangsulyozza (30-33) a gyogyszer
diszpozicidjaban, a terapias hatékonysagban, illetve a kezelés soran felmeriild
mellékhatasokban. A vegyiilet-vegyiilet kolcsonhatasok (DDI) eldrejelzése a
gyogyszerfejlesztés soran a farmakokinetikan (PK) és a farmakodinamikan (PD)
alapulnak. DDI esetén két gyogyszer egyiittes adagolasakor megvaltozhat a
kombinaciok egyes tagjainak vagy minden komponensének a farmakologiai hatasa (34).
Ezek a kolcsonhatasok lehetnek elényosek, de jarhatnak stlyos mellékhatasokkal is
(35). Pontos elérejelzése a gyogyszerfejlesztés soran rengeteg idot, koltséget és energiat
takarithat a gyogyszerjeloltek megfeleld rangsorolasaval. A gyogyszerfejlesztés egyik
legkritikusabb fazisat az ADME-Tox vizsgalatok jelentik (36). Becslések szerint a

10
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gyogyszerjeloltek kozel 50%-a bukik el nem megfelelé hatékonysag, gyenge
biohasznosulas, nem hatékony felszivodas vagy nem kivanatos metabolikus instabilitas
kovetkeztében (37), mig a gyogyszerjeloltek akar 40% -a toxicitas miatt (38).

A gybgyszerfejlesztés soran ma mar alapvetd kovetelmény a gyogyszertranszporterekkel
valé kolcsonhatds, az ADME-Tox tulajdonsdg, hatékonysag és biztonsagossag
feltérképezése, DDI-ben betoltott jelentdségének vizsgalata. A transzporter-drog
interakcid preklinikai értéklése soran a transzporter szubsztratjainak és gatloszereinek
vizsgalata kozponti helyet foglal el. Tébbféle in vitro gyogyszerérzékenységi vizsgalatot
hasznalnak transzporterekkel valo interakcio jellemzésére (39, 40), ahol olyan
koriilmények kialakitasa a cél, amelyben a kapott eredmény minél jobban korrelal az in
vivo hatassal (4 1) . Aktiv transzportfolyamat membranban 1év6 transzportfehérjék
segitségével koncentracio-gradiens ellenében valosulhat meg. Funkcio szempontbol
bemend (efflux) ¢és kimend (influx) transzportereket kiilonboztetiink meg. A
transzporterck farmakologiai jelentdségiik révén egyes esetekben terapias célpontok is
lehetnek (42-45).

2.2. Daganatos meghetegedések és kezelésiik

A fejlett orszagokban a kardiovaszkularis megbetegedések utan a daganatos
megbetegedések szerepelnek a vezetd halalozasi okok kozt, egyiittesen a halalesetek tobb,
mint felét tették ki 2017-ben az EU-tagallamokban. Danidban, Irorszagban,
Franciaorszagban (2016-0s adatok) és Hollandiaban a halalozasi statisztika elsé helyére
a daganatos megbetegedések keriiltek (2. dbra). A tumoros megbetegedések miatt
bekovetkezett haldlozasok aranya Szlovénidban volt a legmagasabb (32%), mig
Bulgariaban volt a legalacsonyabb (16%) az EU-27-ben. A szazezer fére juté standard
halélozéasi arany mindkét nemet szdmitasba véve Magyarorszagon, Horvatorszagban,
Szlovakiaban és Szlovéniaban volt a legmagasabb. Férfiak esetében a legmagasabb
standardizalt daganatos halalozasi aranyt  Lettorszagban, = Magyarorszagon,
Horvétorszagban, Esztorszagban és Szlovékiaban jelentették, amelyek mindegyike
100 000 férfi lakosra megkozeliti vagy meghaladja a 450-et, mig nék esetében
Magyarorszagon és Daniaban regisztraltak a legmagasabb értékeket, mindketténél tobb
mint 240 esetet 100 000 ndi lakosra nézve (46).

11
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Main causes of death, 2017
(%)

I Diseases of the ci y sy ™ Cancers i Di f the respiratory sy Other

(32018 o mtend o 2077

ec.europa.eu/eurostat &

2. abra: Eurdpai halalozasi statisztika, 2017. Vezetd halalokok az Eurdpai Unién beliil
(46)

Az elmult két évtized soran a rak kezelésének paradigmaja a nem specifikus citotoxikus
szerekbdl szelektiv, hatasmechanizmuson alapuld terapiava alakult. A kemoterapiaban
hasznalt hatéanyagokat kezdetben a gyorsan osztodo sejteket pusztitd képességiik alapjan
valasztottak. A szlik terapias index, a jelentds toxicitds és a kezelés soran hasznalt
vegyitilettel szemben szerzett gyakori rezisztencia miatt ugyanakkor sziikségessé valt
ujabb modszerek kifejlesztése (47). Sajnalatos modon a tumor kezelése utan, ha a tumoros
betegség kiujul a gyogyulas esélye kisebb, magasabb a halalozasi rata. A nem Kissejtes
tiidérakban (NSCLC) szenvedd betegek 30-55%-a remissziot koveto relapszus soran
veszti életét (47), a petefészek adenokarcinomak 50-70%-a a mitét és a kapcsolodo
kemoterapiat kovetden egy éven beliil kiujul ( 4 8 ) , és legtobb esetben kemorezisztens
fenotipust nyer (49), mig akut limfoblasztos leukémias gyermekek kb. 20%-—anal

jelentkezik relapszus (50).

A Kklasszikus kemoterapias kezelések a mai napig fontosak a tumorsejtek proliferacios
képességeinek célzasahoz. Szamos citotoxikus terapia bizonyitotta hatékonysagat elsé
vonalbeli terapiaként attétes emlérakok esetén: antraciklinek (pl. doxorubicin),
alkilezszerek (pl. ciklofoszfamid), antimetabolitok (pl fluorouracil), mikrotubulus-
gatlok (pl. taxanok, vinorelbin) (51). A vegyiiletek kombinacioban térténd kezelését
1960 ota alkalmazzak, amikor Greenspan (52)publikalta els6 Osszehasonlitd

vizsgalatanak eredményeit az emlérakos megbetegedések tulélésének javitasara, az

12
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1970-es évek végére a CMF (ciklofoszfamid, metotrexat, 5-fluorouracil) kombinaciod
valt altalanosan elfogadotta valt az emlérak eldrehaladott eseteinek kezeléseihez.
Metotrexat, vincristin, 6-mercaptopurin és prednison (POMP) egyidejii alkalmazasa
hosszatava remissziot eredményezett ALL-ben szenved6 gyermekeknél (53). Az 1960-
as évek végére a Hodgkin és non Hodgkin lymphomas betegek kezelése MOPP
kombinacié (mustarnitrogén, vincristin, procarbazin, prednison) hasznalataval tortént
(54). Leukémia esetén példaul a monoterapia csekély gyogyulast eredményezett a
kombinacioban hasznalt hatbanyagoknal elért 80%—0s gyogyulasi aranyhoz képest (55,
56).

2.3. Kemoterapias kezelés soran kialakult multidrog rezisztencia (MDR)

A rakos betegségek hatékony kemoterapias kezelésének egyik legfobb akadalya a sejtek
szamos, kiilonbozd kémiai szerkezetli és hatdsmechanizmust vegylilet toxicitdsaval
szemben kialakulo ellenalloképessége (MDR). A kemoterapias kezelésnek ellenallo
tumorsejtek  tobbféle mechanizmus segitségével Dbiztosithatjak talélésiiket: a
tumorsejtek modosithatjdk az apoptézist szabalyzo gének mikodését (57, 58),
fokozhatjak a toxikus vegyiileteket lebontd enzimfehérjék mennyiségét (59),
kvantitativan, illetve kvalitativan valtoztathatjak a gyogyszerhatas célmolekulajat (60,
61), vagy novelhetik a DNS- hibajavitas mértékét (62, 63) (3. dbra). Ha akezelés hatasara
a tumorsejtben ezen mechanizmusok koziil egyidejiileg tobb is jelen van, akkor
kolesonodsen erdsithetik egymast, ami  keresztrezisztenciat eredményezhet (64). A
rezisztencia mechanizmusok megismerésére iranyuld Kutatasok eredményeként szamos
sejtszinti  rezisztencia mechanizmust sikeriilt azonositani, melyek koziil az egyik
legismertebb az intracellularis gyogyszerkoncentracio — csokkentése kiilonbozo efflux
pumpak fokozott expresszidja altal, ami a koncentracio toxikus szint alatt tartasaval

biztositja a sejt tulélését.
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3. abra: MDR kialakulasanak lehetséges mechanizmusai, Stella Chai (2010) nyoman (65)

Az MDR kialakulasanak fontos szerepe van a rakos relapszusok esetén. A folyamat
Klinikai jelentdségét felismerve az 1970-es évektdl kezdbédtek a probalkozasok rezisztens
fokozatos emelése mellett tenyésztve az adott szerrel szemben rezisztens alvonalakat
sikeriilt kinyerni (66). 1970-ben Biedler és Riehm-nek sikeriilt bizonyitania a
keresztrezisztencia jelenségét: aktinomicin D-vel szelektalt CHO sejteken mutattak ki az
egyidejii rezisztenciat szerkezetileg és funkcidoban is eltér6 citosztatikumokra
(mitramicin, vinblasztin, vinkrisztin, puromicin, daunomicin, demekolcin, mitomicin C).
Tovabba azt is sikeriilt bizonyitania, hogy a vinblasztin és daunomycin-nel szemben
kialakult rezisztencia mértéke korrelal egymassal (67). 1973-ban Dano daunomycinnel
torténd kezelés soran rezisztenssé valt aszcitesz egér tumor sejteken igazolta a rezisztens
sejtek keresztrezisztenciajat, illetve csokkent daunomycin felvételét, amit metabolizmus
gatlo szerek (2-deoxigliikoz iodoacetat) segitségével vissza is tudott forditani. Mar akkor
felmertiilt a gondolata egy energia-fiiggéd pumpa miitkodésének, amely a csokkent drog
akkumulacioért felel és amelyért a vegyliletek kozt kompeticio 1ép fel (68). A jelenség
magyarazatira egyéb hipotézisek is sziilettek — csokkent affinitas intracellularis
kotéhelyekhez és a csokkent drog-influx lehetésége (69), csokkent energiafiiggd
intracellularis  drog-kotédés (70), csokkent membranpermeabilitas (71) - a

plazmamembran szerepének fontossaga kozos kapocsként szerepelt. gy sziiletett meg
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az aktiv permeabilitasi modell, ami a rezisztencia létrejottét a membran lipid fluiditasanak
valtozasahoz rendelte (72). 1976-ban Juliano és Ling kolhicin-rezisztens CHO
sejtvonalon egy kb. 170 kDa méretii glikoprotein megndvekedett expressziojat irta le
melynek mennyisége korrelaciot mutatott a rezisztencia mértékével (73). Mivel ez a
fehérje befolyasolta a citosztatikumok membran permeabilitasat, P (permeabilitasi)
glikoproteinnek nevezték el. 10 év elteltével sikeriilt bizonyitani, hogy a Pgp-t az mdrl
gén kodolja (74), ennek jelenlétét normal human szovetekben (75) illetve, hogy
retroviralis transzfekcidja multidrog rezisztens fenotipussal ruhazza fel a transzfektalt
sejteket (76).

Az MDR sejtvonalak tovabbi vizsgalata soran felmeriiltek nem Pgp-hez kapcsolodo, de
szintén a plazmamembranban kifejez6d6, MDR fenotipust okoz6 fehérjék: 1992-ben
Cole és mtsai az in. MDR-kapcsolt fehérjének, az MRP1-nek a kifejez6dését irtak le
(77), 1998-ban Doyle és mtsai a BCRP-t azonositottak, amelyek szintén multidrog
rezisztenciat eredményeztek Pgp-negativ MDR sejtvonalakon (78). Ezek a fehérjék az

ABC transzporterek csaladjaba tartoznak.
2.4. ABC transzporter szupercsalad

Az ABC traszporterek csalddja szamos a gyodgyszerek és metabolitok transzportjdban
fontos efflux transzportert tartalmaz. Az ABC transzporter csalad a nevét az ezekben a
fehérjékben megtalalhato, egész ¢éldvilagban konzervalt ATP-kotd doménrdl (“ATP
Binding Cassette”) kapta, melyek miikodésiik soran az ATP hidrolizise altal nyert
energiat hasznaljak fel endo- és xenobiotikumok, inorganikus anionok, fém ionok,
aminosavak, cukrok, kiilonféle hidroféb vegyiiletek, metabolitok transzportjaban
(79, 80). Funkcidjukat tekintve az emberben talnyomorészt exporterek,
prokaridtakban viszont tobb importer tipusu transzporter is talalhaté (pl ModBC,
MetNIl) (81). A human genomban 48 ABC transzporter fehérjét kodold gént
azonositottak, melyet doménjeik szervezddése és az ABC transzporterek filogenetikai
analizise alapjan 7 alcsaladba sorolnak ABCA-t61 ABCG-ig (82).

Altalaban az ABC transzporterek kozos szerkezeti jellemzéje a transzmembran domén
(TMD), amelyek 12, egyenként 20-25 aminosavbol all6 transzmembran szegmensbél

épiilnek fel (83), a megkdzelitdleg 200 aminosavbol allé nukleotid-k6té domén
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(NBD), és a ketté kozti kommunikaciot biztosito, TMD részét képez6 ugynevezett
intracellularis domén (ICD) (8 4 ). A funkcionalisan mikodé ABC transzporterek
legtobbjét két nukleotidk6tdé domén és két transzmembran domén jellemzi, amelyet
sokszor 1 polipetid tartalmaz de némelyik ABC transzporter csak egy ATP koté
doménbdl és egy TMD-bdl épiil fel, ezek az un. “féltranszporterek” (pl. ABCG2), melyek
homo-, vagy heterodimerizacio révén valnak miikodéképes fehérjékké (85). Egyes ABC
fehérjék (pl. MRP1 vagy az MRP2) pedig rendelkeznek egy tovabbi, kiegészitd
doménnel, amely 5 transzmembran szegmensbdl all, ami Osszesen 17 transzmembran
hélixet jelent (86). A NBD-ek olyan katalitikus egységek, melyek az ATP kotéséért
¢és hidroliziséért felelosek, igy az altaluk felszabaditott és kozvetitett energia altal
valosul meg a szubsztratok transzportja (87), a TMD-ek a szubsztratok megkotéséhez
egy funkcionalis egységet képeznek. 2002-ben sikeriilt el6szor az ABC transzporterek
kozil az E. coli B12 vitamin importert (BtuCD) kristalyositani (88), ezt kovette 2006-
ban az elsé exporter (Staphylococcus aureus Sav1866 fehérje) (89), mig az els6 emlds
ABC transzportert Aller ¢és  munkatarsai hataroztak meg, az egér Pgp
kristalyszerkezetét ATP-mentes, a citoplazma felé nyitott allapotban amelyet az ATP
kotédési  modelljével 2009-ben publikaltak (90) (4. dbra). Az ABCBI strukturajat
tekintve egyetlen polipeptidlanc kodolja, 2 homolog nukleotid-koto és 2 homolog
transzmembran doménnel (91). A homoldg transzmembran doméneket koriilbeliil egy

60 aminosavbol allo régio kapcsolja 6ssze (76).

yoeL~

4. abra: ABCB1l szubsztrat transzport mechanizmusa és térszerkezetének
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meghatarozasa (90). A) A lila szinnel jelolt szubsztrat belép a membranba és bejut a
jelolt kotézsebbe, és az ATP (sarga szinnel jelolve) is hozzakotédott az NBD-hez,
konformacios valtozast okoz, az extracellularis tér felé forditva a kot6zsebet. C) Az
ABCBL1 fehérje eliilsé (A) és hatulso (B) nézetbdl a rontgenkrisztallografias analizis
szerint szalagmodellel abrazolva: 12 transzmembran domén (TM1-2), 2 nukleotid
kothely (NBD1-2), valamint a fehérje N- (sarga) és C-terminalis (kék) része szerepel

az abran.

Az ABC fehérje altal kozvetitett transzport ATP hidrolizis Gtjan valosul meg, de a mai
napig nem tisztazott a részletes katalitikus mechanizmus, melynek soran a transzporter az
ATP hidrolizisébdl felszabaduld energidt a szubsztratok transzportjara tudja forditani.
Néhany ABC transzporter szubsztratjai tdvollétében is mutat gyengébb ATPaz aktivitast,
melyet az irodalomban nyugalmi (bazalis) ATPaz aktivitasnak is neveznek. Akadnak
tanulmanyok, melyek a bazalis ATPaz aktivitast endogén szubsztratok (pl koleszterin,
rovid szénlanca lipidek) transzportjaval magyarazzak (92, 93), de van olyan modell
is, amely szerint ez a transzporter, pl. Pgp katalitikus mechanizmusabdl eredéen egy
szétkapcsolt aktivitas és elveti egy esetleges endogén szubsztrat transzportjanak
hipotézisét (92). Al Shawi és munkatarsai Szerint a bazalis és szubsztrat-stimulalt
ATPaz ciklusanak létezik k6zos pontja, melybdl a transzporternek lehetésége van a
koriilményeknek megfeleléen akdr a szubsztrat nélkiili bazalis aktivitast, akar

szubsztrat indukalta katalitikus ciklus elinditasara (94).

Az ABCG2 féltranszporter egy NBD ¢és egy TMD domént tartalmaz, melyeknek
sorrendje forditott a Pgp-nél tapasztaltakhoz képest, NBD helyezkedik el N-
terminalisan, és C-terminalis @ TMD. A transzmembran domént 6 db hélix és az azokat
0sszekotd hurkok alkotjak. Az NBD-n beliil a Pgp-hez hasonléan szamos konzervalt
motivum talalhat6: Walker A motivum (P-hurok), Q-hurok, egy Walker B alkotdeleme
motivum, hisztidin kapcsold (H-hurok), D-hurok és az un. C-signature motivum (95).
Miikddéséhez dimerizaciora van sziikség, €z nagy valdsziniiséggel homodimerizaciot,
esetleg homooligomerizaciot jelent (96). Orlando és  munkatarsai altal bemutatott
modellben cryo-EM tanulmanyok és a korabbi statikus allapotot jelentd

rontgenkrisztallografias szerkezet alapjan kezdetben az ABCG2 apo-zart allapotu, a
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NBD-k nyitott pozicidban vannak (5. abra, 1. allapot). Szubsztratok vagy inhibitorok
kotédése a fehérjét a befelé nézd konformacio felé tolja el, ahol a kis molekulak
els6sorban hidrofob koélcsonhatas révén csapdaba esnek (5. dbra, 2. allapot). Az ezt
kovetd ATP- kotés elGsegiti a szubsztrat kiaramlasat az extracellularis térbe (5. dbra,
3. allapot), amelyet ATP-hidrolizis kdvet, majd a transzporter az apo-zart konformacioba
all vissza. Inhibitorok kotédése megakadalyozza az ATP-hidrolizist és a tovabbi
konformacios valtozasokat a fehérje kifelé nézé allapotaba (4. dbra) (97). Mind az
ABCB1 mind az ABCG2 esetén a szubsztratmolekula kivalasztasa szorosan kapcsolodik
a transzporterek konformaciés valtozasaihoz (98). A részletes szerkezeti informaciok
kiilonosképpen a  TMD  vonatkozasaban elengedhetetlenek a potencidlis Uj
gyogyszerek  szubsztratként  torténd azonositasahoz, az ABCG2-n keresztiili

transzportfolyamat megismeréséhez, é¢s specifikus ABCG2 inhibitorok tervezéshez.

Extracellular

Membrane

Intracellular

v
ADP + P,

5. abra: ABCG2 ATP-fligg6 transzportmechanizmusanak modellje. Ligand hianyaban az
ABCG?2 apo-zart konformaciot vesz fel (1). llyenkor a NBD-k eltavolodnak egymastol, a
TM5 (zold/sarga jelzéssel) a szimmetriatengely felé tolodik, és a TM2 (lila rugoval
jelezve) a spiral kozepénél tekeredik. A ligand kotddése az ABCG2-t a befelé nézo
konformaci6 fele tolja, TM5 elmozdul oldaliranyba, és fordul a dimer tengelye koriil (2).
Az ATP kotédése a TM hélix kotegeit egymas felé tolja, és a megkotott vegyiilet a

leucin dugon (vords flipper) keresztiil az extracellularis térbe keriil (3)(97).
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2.4.1. ABCBL1 és szerepe a multidrog rezisztencidban

1976-ban a P-glikoprotein (Pgp/ABCB1/MDR1) volt az elsének azonositott MDR-ABC
transzporter (73). A Pgp szokatlanul széles szubsztratspecificitassal rendelkezik, tobb
szaz vegylletet is képes felismerni, 330 daltontdl akar 4000 daltonig (94). A legtobb
szubsztratmolekula hidrofob, megoszlik a kettds lipid rétegben (99), a transzporter pedig
egyfajta molekularis ,,hidrofob porszivoként” dsszegyijti és kipumpalja @8 membranbdl a
szubsztratjait, miel6tt azok a citoplazmahoz érnének (99, 100). Pgp hatasanak védo
funkcidja gyakran szelekcios elényhoz juttathatja a sejteket a kemoterapias kezelés
soran, igy gyakran fokozott mennyiségben talalhatdé meg a rakos sejtek felszinén.
Egészséges szoveti kornyezetben ugyanakkor jelenlétik tamogatja a Szervezet
xenobiotikumokkal szembeni védekezését (101), magas expresszios szintjét vesében,

vastagbélben, majban, tiidében illetve BBB-ben is azonositottak (1. tabldzat).

1. tablazat: ABCBL1 (P-glycoprotein/Pgp) és ABCG2 (BCRP) transzporterek f6 jellemzdi.
BBB: blood-brain barrier; P-gp: P-glycoprotein; BCRP: breast cancer resistance protein,
Jaramillo és mtsai (2018) nyoman (102).

ABC transzporter Lokalizaci6 Expresszios Szint Szubsztratok
ABCB1/Pgp apikalis Vese, mellékvese, mdj, hidrofob vegyiiletek,
hasnyalmirigy, akar pozitiv toltéssel

vastagbél, tiid6, BBB,

placenta
ABCG2/BCRP apikalis Placenta, emlé, BBB, Pozitiv vagy negativ
maj, vastagbél toltésii
hidrofob/hidrofil
konjugalt/nem-
konjugalt

A transzporterek expresszios szintjeinek valtozasa farmakokinetikai és farmakodinamikai
szempontbdl is jelentds, akar csokkent, vagy magasabb aktivitas jellemzi a tumoros
sejteket az atlagosnal. Els6ként 1991-ben nyert bizonyitast, hogy az emelkedett Pgp szint

¢és az MDR kozotti 6sszefliggés emlddaganatok esetében fennall (103). Oszteoszarkoma
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esetén a megndvekedett Pgp szint tobb, mint haromszorosara novelte a mellékhatasok
kockazatat és roviditette az eseménymentes tulélést (104) . A Pgp emelkedett RNS szintjét
irtak le inoperabilis tiid6szarkoma doxorubicin kezelése esetén is (105). Gregorcyk és
munkatarsai pedig Pgp-pozitiv emlérakos betegeknél mutattak ki szignifikdnsan
nagyobb relapszus kockazatot (106). Hematologiai daganatok esetén a kemoterapias
kezelés utan a Pgp MRNS expresszio és a fehérje funkcio is fokozodik. Ennek mértéke
mieloid blastokban korrelal a kezelés kudarcaval és rovidebb taléléssel feln6ttkori akut
mieloid leukémiaban (AML) szenved6 betegeknél (107, 108). Ezen klinikai eredmények
vezettek az otlethez, miszerint a transzporter funkciojanak inhibitor molekulakkal valo
gatlasa hatékony modja lehetne a drogrezisztencia megsziintetésének (109, 110). Az elsé
(verapamil, kinidin, amiodaron, cikloposorin A) és masodik generacios (valspodar,
dexverapamil) inhibitorok vagy nem voltak tal hatasosak, vagy mar énmagukban tul
toxikusak voltak, ¢s az ABCB1 gatlasara vald képességiiket sem sikeriilt igazolni
betegekben (64). Ezenkiviil el6fordult, hogy az inhibitorokkal végzett farmakokinetikali
interakciok (pl a citokrom P450 valspodar altali gatlasa) a kemoterapias vegyiilet
dozisanak csokkentését tette sziikségessé ami a betegek aluladagolasaval jarhatott (111).
Az inhibitorok harmadik generacidja (dofequidar, zosuquidar, tariquidar, biricodar) a
transzporterrel vald kolcsonhatas specifikussaganak novelését célozta. Ugyan az in vitro
vizsgalatok tobb olyan vegyiiletet azonositottak, melyek hatékonyan gatoltak a Pgp
transzporter funkcidjat, még a harmadik generacios inhibitorokkal végzett kisérletek
tobbsége is elbukott a klinikai probakon (110). A gatloszerek hasznalatanak bukasahoz
egyfeldl a helytelentil tervezett klinikai kisérletek is hozzajarulhattak. Tobb kisérlet is
iranyult az ABCB1 kifejez6désének tesztelésére akut myeloid leukémia (AML) esetén.
Wilson és munkatarsai 170 AML paciens génexpresszios profilja alapjan
megallapitottak, hogy a mintak csupan 13%-a rendelkezett ABCB1 vagy ABCG2
expresszioval (112). A Pgp expresszioja fliggetlen prognosztikai faktor AML-nél
(113), expresszioja AML-ben és akut nem-limfoblasztikus leukémiaban negativ
korrelaciot mutat a kezelésre adott valasszal (114). A Pgp gatloszerek tumorterapiaban
valo kudarcat nagyrészt a Pgp fiziologiai funkcidjanak jarulékos gatlasa, példaul a barrier
feladatot  ellato szovetek ~ milkodésének ~ megzavarasa  okozhatta. A
kemoterapeutikumok és inhibitorok ko6zott fellép6 drog-drog interakciok szintén sulyos

toxikus mellékhatasai tobb esetben a klinikai vizsgalatok leallitasahoz vezettek, ill. az
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alkalmazott terapias dozisok csokkentését tették sziikségessé (115).
2.4.2. ABCG2 és szerepe a multidrog rezisztenciaban

Felfedezését kovetd évtizedben, miutan az ABCG2 (breast cancer resistance protein,
BCRP) fehérjét fizioldgiai szempontbol is fontos urat-transzporterként azonositottak,
pozitiv kapcsolatot talaltak a transzporter diszfunkcidja és kiilonbozd betegségek (pl
koszvény, hiperurémia) kialakulasanak kockazata kozt (116-118). Szubsztratjai kozt
endogén szteroidok szulfatkonjugatumokat (119) mellett porfirineket (120),
fitodsztrogén szulfat- konjugatumokat (121) azonositottak. Az ABCG2 mitoxantrone
rezisztens protein (MXR) néven is ismert, mivel human vastagbél karcinoma sejtekbdl
izolaltak mitoxantronnal végzett in vitro szelekciot kovetéen (122 ). A mitoxantronnal
végzett szelekcidt kvetden a BCRP tulzott expresszidjat egyéb tumoros sejtvonalakban,
emldkarcindmaban, gyomorrdkban, fibroszarkémaban, nem kissejtes tiidérdkban,
glioblasztomaban és mielomaban is kimutattak (123-125). A szelekcioval elballitott
modellsejtvonalakon végzett vizsgalatok tobbszor is ramutattak az ABCG2 fokozott
kifejezOdésére is. Normal szovetekben az apikalis membranban lokalizalodik (126),
kiilondsen az intesztinalis epitél sejtekben, a placentdban, a vér-agy-géatban és a majban,
ahol széles szubsztrat-specifitdst mutatd effluxpumpaként endogén ¢és exogén
vegylileteket transzportal, beleértve a hagyomanyos kemoterapias szereket vagy a célzott
kezelés soran haszndlatos kis méretli terapias molekuldkat (1. tabldzat), példaul a

klinikumi gyakorlatban fontos mitoxantront és szdimos tirozin-kinaz inhibitort.

Szdmos tumoros klinikai vizsgalatban figyeltek meg a korrelaciét a magas ABCG2
aktivitas és a csokkentett tulélés kozott (127-129). Az ABCG2 expresszidja rossz
prognozissal tarsult az akut mieloid leukémia (121) és a diffuz nagy B-sejtes limfoma
kezelésében (130) is. In vitro kisérletek igazoltak a BCRP expresszidja és a kialakult
MDR kozti korrelaciot myeloma eredetii (131), emld- (78), vastagbél- (122), kissejtes
tido- (132), petefészek (133) daganat eredetii sejteken. Akut limfoid leukémia
vizsgalatokban felnétt betegeknél az AML sejtek magas BCRP szintje korreldlt a
betegség prognozisaval €s az altalanos tuléléssel (127, 134). Ezt az 0sszefiiggést azonban
nem sikertiilt bizonyitani a gyermekkori AML esetén (135). Bar még nem tisztazott, de a
tanulmanyok kozotti ellentmondas oka lehet a felndttkori vagy a gyermekkori AML

kiilonbségei is. Furcsa moéd azonban az ABCG2 expresszidjanak egyéb tumoros
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megbetegedések klinikai eredményeire gyakorolt hatasa ellentmondasos, pedig a

kezelések soran hasznalt vegyiiletek tobb esetben is ABCG2 szubsztratjai (83).

Logikusnak tlinhet, hogy a kemoterapia soran az ABCB1 mellett az ABCG2 funkci6
megfeleld modulacidja is ndvelheti a rakellenes szerek hatékonysagat az MDR fenotipus
lekiizdésével. Ennek a lehetdségnek a megerdsitésére szintén jelentds erdfeszitéseket
tettek az ABCG2-gatlok fejlesztésére. Bar az ABCG2 patofiziologiai jelentéségének
megértésével kapcsolatosan sok eldrelépés tortént €s igazolt, hogy az ABCG2 is okozhat
MDR-t, a klinikai vizsgélatokban nem sikeriilt bizonyitani, hogy az ABCG2 gatlasa az
altala okozott MDR csokkenéséhez vezetne (136-139).

2.5. Az SLC szupercsalad

Az utdbbi években egyre fontosabb €s egyre nyilvanvalobb klinikai szerepet boncolgatd
tanulmany sziiletett az SLC uptake transzporterek fontossagarol (43, 44, 140, 141).
Szamos SLC  transzportert azonositottak  gydgyszermolekula  célpontként,
gliikéztranszportereket (pl. SLC5 csaldd), neurotranszmitter transzportereket (pl. SLC6
csalad), epesav transzportereket (pl. SLC10 csalad), hugysav transzportereket (pl. SLC2
csalad) kation- Cl transzportereket (pl. SLC12 csalad) (141, 142). Vegyiiletkonyvtarak
szlirése soran tobb olyan vezérmolekulat is azonositottak, amelyek gatoljak a
gliikozfelvételt olyan sejtvonalakban, amelyek stabilan expresszaljak a huméan SGLTI
vagy SGLT2 transzportert. Amellett, hogy csokkentik a plazma gliikkdzszintjét és
fokozzék a vizelet gliikoz kivalasztasat, az SGLT2 gatlokat ozmotikus hatdsaik miatt
stlycsokkenéssel és vérnyomascsokkentéssel is Osszefliggésbe hoztak (143). Az SLC6
csaldd szamos transzporterének (SLC6A2, SLC6A3, SLC6A4) fontos szerepe van a
monoaminok felvételében, a noradrenalin, a dopamin és a szerotonin transzportjadban. A
neuropszichiatriai rendellenességek kezelésének masik terapias célpontja a vezikularis
monoamin transzporter 2 (VMAT2; SLC18A2), amely monoaminokat szallit a sejtes
citoszolbdl a szinaptikus vezikulakba. Az SLC10A2 (ASBT, apical sodium-dependent
bile acid transporter) kozvetiti az epesavak reabszorpciojat a bél lumenébdl. Gatlasa az
epesav csOkkenését és a majban a koleszterin fokozott epesavva torténd atalakuldsat
eredményezné, ezaltal csokkentve a koleszterinszintet, megakadalyozva a sziv- és

érrendszeri megbetegedéseket.
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Az SLCO gének altal kodolt organikus anion transzporter polipeptidek kézponti szerepet
kozel 400 membran-kotott fehérjébdl all, az emberi genomban 11 OATP kodold gént
(SLCO) azonositottak (140). Szoveti expressziojuk meglehetdsen heterogén (144, 145), az
itt talalhatd barrierek dontd jelentdségliek a gyogyszerek felszivodasa, metabolizmusa,
eloszldsa és kivalasztasa szempontjabol. Mutacidjuk, gatlasuk akér toxicitdshoz is
vezethet a megvaltozott farmakokinetika révén, ilyen példaul az immunszuppressziv
ciklosporinnal  torténé egyidejii  kezelés, ami sztatin-indukalta myopathiat
eredményezhet, mivel a sztatinok ismert OATP1B1 szubsztratok és a ciklosporin pedig
OATP1B1 gatloszer. Az OATP1BI ciklosporin altali gatlasa tehat megndveli a kiilonféle
endogén szubsztratok szallitdsat is kozvetitik, elsdsorban amfipatikus szerves
molekulakét, amelyek molekulatomege meghaladja a 300 Da-t (145), de semleges vagy
akar pozitiv toltési szubsztratokat is képesek széllitani, azaz polispecifikus
transzporterek. Az OATP transzporterekkel vald kolcsonhatdsoknak egyre nagyobb
szerepet tulajdonitanak a gyogyszerfejlesztés sordn, ugyanis a szubsztratjaik kdzt szamos
sztatin, angiotenzin- konvertald enzim inhibitorok, angiotenzin receptor blokkolok,
antibiotikumok, antihisztaminok, vérnyomascsokkent6k és rakellenes gyogyszerek is
szerepelnek (147). Ezen feliil egyre tobb eredmény sziiletik arrél, hogy expresszidjuk
mértéke megvaltozhat a rak kiilonb6z6 tipusaiban (148), biomarkerként szolgalva.
OATP-k megndvekedett expresszigjat figyelték meg példaul mell-, maj-, vastagbél-,
tiid6-, hasnyalmirigy- és petefészekrakban (149-151), ugyanakkor pontos szerepiiket a
tumoros folyamatokban még nem sikeriilt tisztazni. A kevésbé jellemzett OATP-k
szubsztrat felismerésének jellemzésére sziikség van olyan in vitro vizsgalati modszerek
kidolgozésara, amelyek segitségével konnyebbé valik az OATP-k gydgyszerekkel valo

kolesonhatasanak kimutatasra.
2.5.1. OATP2BL1 transzporter fehérje

Az OATP2BI széles szoveti expressziot mutat, de nagyobb mennyiségben tobbek kozt a
majsejtek bazolateralis membranjain (152), szinciotrofoblaszt bazalis feliiletén (153), az
enterocitak apikalis membranjan (154), az emldmirigyben (155) és a szem cilidris

testjében (156) expresszalodik. Mivel a bélben és a majban is jelentés mennyiségben
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expresszalodik, és sokféle gyogyszer molekulat felismer, részt vesz a gydgyszerek
eredményezhet (157). Az OATP1A2, OATPIBI, OATPIB3 ¢és OATP2BI
multispecifikus  transzporterek, melyek szamos endogén szteroidhormont ¢s
hormonkonjugatumot szallitanak, tobbek kozt az 6sztradiolt, az 6sztron-3-szulfatot (E3S)
¢s a dehidroepiandroszteron-szulfatot (DHEAS) (158, 159). A szteroidhormonok és azok
hormonfiiggé daganatok esetén (160-162). Hormonfliggé rakos megbetegedéseket
tanulmanyozva az OATP expresszid mértékének vizsgalata soran Osszefiiggést fedeztek
fel a tumor mintak differencialtsaganak szintjével (163). Az OATP1A2, az 1B3, a 3Al
és a 4A1 Osztron-3-szulfat felvétele Osszefliggésbe hozhat6 a hormonfiiggd emlérak
sejtek tulélésével (162, 164, 165). Prosztatarakos mintakban normal prosztata- vagy
joindulati prosztata-hiperplaziakhoz képest fokozott OATP1B1 (149) és OATP1B3
(163) fehérje- és/vagy mRNS-expressziot mutattak ki. Raadasul a megndvekedett
OATPIB3 expresszido korreldlt a tumor méretével is. Az OATP2B1 esetén szintén
korrelaciot véltek felfedezni a megndvekedett DHEAS transzport és a megndvekedett
beteghalandosag kozt (16 6). Tekintettel arra, hogy az OATP2B1 fokozott
hormonfelvétele a hormonfiiggd daganatok (példaul emld vagy prosztata) esetén fokozott
sejtproliferaciot eredményez (1 6 7 ), az OATP2B1 gatlasa jo stratégia lehet e
daganatok novekedésének gatlasara. Az OATP2B1 emelkedett expresszigjat tobb
kiilonbozd raktipusban is kimutattak. Gliomakban a vér-agy gat és a vérdaganat gat
endothelsejtjeiben (168), eml6érakos mintdkban (151), ahol expresszidjuk egyenes
aranyban novekedett a tumor méretével ( 1 6 9 ), vastagbél adenokarcindmaban (170),
és csontcisztadkban is, szerepet jatszva ezzel a csont homeosztizisdnak fontos
szabalyzasaban, befolyasolva a daganat ndvekedését és progressziojat (171). Atizenegy
human OATP expresszids mintazatat kvantitativ RT- PCR-rel elemezve nem malignus és
a rosszindulati csontdaganat mintdkban szignifikdnsan magasabb mRNS expresszios
szintet mértek 8 human OATP transzporter esetén is (OATP1A2, OATP1C1, OATP2A1,
OATP2B1, OATP3A1, OATP4AL, OATP4CI1, OATP5A1). A magas OATP expresszids
szintek a vizsgalt transzporterek szerepének fontossagat sugalljak, szerepet jatszva a
csontsejtek hormonokkal, konjugatumaikkal, prosztaglandinokkal és gyogyszerekkel

vald ellatasdban. Az OATP2B1 transzporter barrierekben vald eléforduldsa révén a
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gyogyszerek farmakokinetikai paramétereinek kulcsfontossagii meghatarozoja (172).
2.6. MDR lekiizdésére iranyulé stratégiak

Az MDR-gatlokkal végzett Klinikai vizsgalatok kozt (110, 173) akadtak biztato
eredmények is. A Pgp inhibitor ciklosporin (CsA) terapiaba torténd bevonasa akut
mieloid leukémia esetén jelentds javulast eredményezett a relapszusmentes és az altalanos
tulélésben is (174). A CsA-val kiegészitett kezelés meghosszabbitotta a median talélést
azoknal az AML betegeknél, akiknél a Pgp-overexpresszio kozti kiilonbség haromszoros
volt (12 honap versus a kontrolndl mért 4 hoénaphoz képest), mig a hidnyos vagy
minimalis Pgp-expressziéval rendelkezd betegeknél nem mutatkozott kiilonbség a
median talélésben. A becsiilt 2 éves relapszus-mentes tulélés jelentésen javult CsA-
kezeléssel (34 szazalék szemben a kontrol csoportban mért 9 szazalékkal). Az MDR
fenotipus reverzibilis valtozasat vinkrisztin kezelés hatasara rezisztenss¢ valt HL60
human leukémia sejtek esetén kimutattdk, ahol a Pgp expresszi6 ndvekedése
visszafordithato volt (175). NSCLC sejtvonalak nagy dozisu EGFR-gatlo kezelése soran
kimutattdk, hogy a sejtpopulacié dinamikus tulélési stratégiat alkalmaz, amely sordn az
egyes sejtek atmenetileg reverzibilisen gydgyszer-tolerans allapotot vesznek fel, hogy
megveédjék a populaciot a toxikus vegyliletek letalis kovetkezményétdl. A rezisztens
sejtek ugyanakkor KDMb5a hiszton-demetilaz szelektiv gatlasaval Gjra szenzitivvé valtak
az EGFR gatlokkal szemben, amibdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a vegyiiletek
kombinalt terdpidban vald hasznalata el6ny0s lehet a rezisztencia kialakuldsaval szemben
(176). Szamos tirozin- kinaz inhibitort (TKI) kemoterapias szerekkel kombinalva
sikeresen alkalmaztak rezisztencia kialakulasanak megel6zésére (177, 178). Emlétumor
(179), vastagbéldaganat (180) és gyomorrakos (181) sejtvonalon kimutattak a COX-
2 overexpresszio altali Pgp expresszio novekedését. A ciklooxigenaz-2 enzim miikodése
altal képzddott prosztaglandinoknak szerepe van a fajdalom és a gyulladas
patomechanizmusaban. Tumoros megbetegedéseknél a COX-2 fokozott expresszidja
kapcsolatba hozhat6 a sejt proliferacidval, az attétképzéssel a matrix-metalloproteinazok
fokozéséaval, a tumorgenezissel, a vérér képzddéssel a VEGF miikodésének serkentésével
€s az apoptozis rezisztenciaval is (182, 183). A COX-2 inhibitorok terapias alkalmazasa
sikeres stratégia lehet a rezisztencia lekiizdésére a Pgp expresszid csokkentése révén

(179).
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A kemoterapids gyogyszerek retencidja a membranban talalhatd efflux- és uptake
transzporterek nett6 funkcidjanak eredménye. Mig az efflux transzporterek elektrokémiai
gradiensiikkel szemben kifelé vagy az intracellularis organellumokba mozgatjak
szubsztratjaikat, addig az SLC transzporterek nemcsak kozvetleniil a rakos sejtekbe
juttatjdk a kemoterdpias vegyiileteket, hanem a tumorndvekedés és a talélés
szempontjabol nélkiilozhetetlen tapanyagfelvétel kozvetitdiként is szolgalnak (184).
Mivel a tumoros sejtek efflux transzportereik természetes védelmi mechanizmusanak
kihasznalasa révén biztositjak talélésiiket, overexpresszidjuk sok esetben 0sszefiiggésben
all a kedvezotlen prognozissal. Ugyanezek a biologiai valtozasok ugyanakkor terapidsan
kihasznalhat6 ,,gyengeségeket” is 1étrehozhatnak. Szakdcs és mtsai kordbban sikeresen
azonositottak Pgp-t kifejez6 daganatos sejtek szelektiv elpusztitdsdra alkalmas
vegylileteket (185). Az un. MDR-szelektiv molekulak a transzporter miikodésének
eliminalasa helyett a transzporter funkciojanak kihasznaldsa révén célozza az MDR
sejteket, ugyanis a kezelés soran a multidrogrezisztencia kifejlédése mellett paradox
moddon jelentds szenzitivitas (jarulékos érzékenység, CS) Iép fel egyéb hatdanyagokkal
szemben (6. dbra). A jarulékos érzékenység mértéke az egyes vegyiiletek parentalis
(MDR- negativ) ill. a rezisztens (MDR-pozitiv) sejtekre kifejtett toxikussaganak
aranyaval (ICso, a sejtek felét elpusztitdé koncentracio) jellemezheté. Az MDR
kialakulasdnak megakadalyozasara felmeriilt mésik stratégia a transzporter miikdésének

gatlasa helyett funkcidjanak kihasznalasan alapszik (,,Achillesz-sarok”) (18 5) .

Drug B is effluxed by MDR transporters:
Multidrug Resistance

Fitness in Drug B

Drug B is a not recognized by MDR
le} > @ transporters:

Fitness Cost Single Drug Resistance

(_1_\

=N
) ) Drug B is an MDR-selective compound:
Fitness in Drug A Collateral Sensitivity

6. abra: Jarulékos érzékenység definicidja (185). Mig a rakos sejtekben fokozott

crcr

toxikus szint alatt tartjak, hogy javitsak tulélési esélyeiket, eléfordul, hogy az , A”
vegyiilettel szemben kialakult rezisztencia ,,B” vegyiilettel szembeni érzékenységet von

maga utan (kollateralis szenzitivitas).
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Az ABCG2 transzporterrel kolcsonhat6 €s az azokat overexpresszalo sejteket szelektiven
elpusztitd vegyliletekr6l az irodalomban akad néhany példa alacsonyabb ABCG2-
szelektivitasi arannyal (186), amely nagysagrendekkel kisebb, mint a Pgp esetében (187,
188). Az ABCG2 transzportert overexpresszald MDR sejtekre szelektiven toxikus

vegyiiletek felfedezd kutatasa jelenleg is zajlik.

Az MDR sejtekben okozott szelektiv toxicitasra négy f6 hipotézist allitottak fel - (1) a
reaktiv oxigén gyokok (ROS) novekedése az ABC transzporter ATP hidrolizisének
indukcioja révén; (2) fokozott érzékenység az energiaszint valtozasaival szemben; (3) a
sejtek tuléléséhez nélkiilozhetetlen endogén szubsztratok extrudalasa (4) membran
perturbacié (189). Bar a pontos hatdsmechanizmust még nem sikeriilt tisztazni, arra
sikerlilt ravilagitani, hogy a szelektiv toxicitasu vegyiiletek fém-ion kolcsonhatisa
kulcsfontossagu az MDR-szelektiv vegyiiletek citotoxicitdsdban. A szelektiven toxikus
molekulak képesek fémion kelaciora, ezéltal — a sejtekbe vald fémion bejutést segitve —
toxicitas léphet fel, vagy éppen ellenkezdleg fémion deplécid eldidézésére lehetnek
képesek a sejtekben (190). Mivel szamos l1étfontossagu enzim miikodése vasfiiggd, mely
a tumorsejtek altalanos vasérzékenységével egyiitt arra utal, hogy az MDR-szelektiv

toxicitas folyamataban fontos tényez0 lehet a vas elvonasa a sejt enzimeitdl (191).

Mivel nemcsak az efflux transzporterek, hanem az OATP uptake transzporterek is
tobbféle raktipusban emelkedett expressziot mutatnak (192-194), fontos diagnosztikai
markerek lehetnek. Raadasul, mivel a kemoterapids szerek sejtekbe torténd felvételét
segitik, kiakndzhatok lehetnek a tumorsejtek célzott elpusztitdsara. Laczka Csilla
(Természettudomanyi Kutatokdzpont, Enzimologiai Intézet, Membran Fehérje
Kutatocsoport) csoportjaban olyan gydgyszerek farmakokinetikajaban fontos OATP
importereket termeld sejtvonalak 1étrehozasaval foglalkoznak, amely modellként
szolgalhat az ADME-Tox mechanizmusok megértésében (158). Az altaluk kialakitott
huméan adenokarcindma modellrendszer transzporter funkcid mérésére alkalmas. A
parentalis és az OATP2B1 fehérjét overexpresszald sejtek fluoreszcens fehérjét is
expresszalnak. Ezeknek a modellsejteknek olyan valtozata is elkésziilt, amelyek az
OATP-n kiviil fluoreszcens fehérjét is expresszalnak. A fluoreszcencia-alapu detektalasi
technoldgidk homogenitasban és érzékenységben mutatott eldnyei kihasznalhatok a

transzporteres esszében mind efflux, mind uptake transzporterek esetén, miniatiirizalt

27



DOI:10.14753/SE.2022.2596

formaban torténd méréséhez is (195). A farmakokinetikai vizsgalatokban fontos

OATP2BI esetében még nem szamoltak be fluoreszcencia-alapa HTS maddszerrdl.
2.7. HTS a gyégyszerfejlesztés korai szakaszaban

Szamos in vitro, in vivo és ex vivo rendszer all rendelkezésre transzporter-drog kozotti
kolcsonhatas vizsgalatara. A korai gyogyszerfejlesztés soran elsésorban az in vitro
modszereket alkalmazzak, elsdsorban koltség- és idOhatékonysag miatt. Szamos FDA
altal engedélyezett kemoterapias szer felfedezése HTS szilirési eredményekre vezethetok
vissza: Alectinib, Ixazomib citrat, Olaparib, Ceritinib, Ibrutinib, Trametinib, Vismodegib,
Lapatinib, Dasatinib, Sorafenib, Erlotinib, Gefitinib (196). A sziirérendszer egymasra
¢épiild 1épések sorozata, amiben az elsd 1épés, az elsddleges teszt (primary assay) célja,
hogy kisziirje a tobbnyire aktiv vegyiileteket a nagyrészt inaktiv vegyiiletek halmazabol,
kezelhetd anyag- és er6forras-felhasznalas mellett. A taldlatok megerdsitéséhez tovabbi

tesztek sziikségesek.

Ioncsatornak, membrantranszporterek, transzkripcids faktorok vizsgalata esetén, a sejtek
szaporodasanak, toxicitasanak, motilitdsanak, specifikus jelatviteli utak aktivalodasanak
vagy morfoldgiai valtozasok mérésénél a sejtalapti vizsgalatok keriilnek el6térbe (197).
Az 1980-as években az ABC transzporterek felfedezése, valamint az MDR horcsog, egér
és human sejtvonalak létrehozasaval (198-200) vette kezdetét a torekvés olyan
inhibitorok kutatasa utan, amellyel a kialakult rezisztencia ellen kivantak fellépni.
Akkoriban tobb csoport is nekildtott MDR sejtvonalak felhasznaldsdval a nagy
ateresztOképességli szlirési esszek (HTS) fejlesztésének, hogy eldsegitsék a Pgp és mas
ABC transzporterek gatloszereinek felfedezését. A sziirések az egyszerii citotoxicitasi
vizsgalatokrol a komplexebb felépitésli fluoreszcencia alaptig terjedtek, amelyeknél
jelolt szubsztratot (201) vagy fluoreszcens fehérjét expresszald sejtvonalat (202)
hasznaltak. Az ATADS-luciferaz-teszttel sikeriilt azonositani két vegyiiletet, a resveratolt
és a genisteint, amelyek szelektiven elpusztitottdk a Pgp-t overexpresszald6 human
epidermoid karcinoma KB sejtvonalat (203, 204 ). A transzporter alapt citotoxicitasi
HTS sziirés teljesitményének javitasa érdekében Brimacombe és munkatarsai bevezettek
egy kettés kokultira alapt fluoreszcencia méréssel dolgozd rendszert, amelyben a
parentalis OVCAR-8 sejtvonal és Pgp transzportert expresszalo NCI/ADR-RES

izogenikus sejtvonalon mért toxikus hatas kokultaraban vizsgalhat6 (202).
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A tesztelendé aktiv vegyiiletekre is kialakitottak nagy konyvtarakat. Az Amerikai
Egyesiilt Allamok Nemzeti Egészségiigyi Szervezetéhez tartozo intézet altal létrehozott
NCI Developmental Therapeutics Program (DTP) kiilonb6zé preklinikai adatok és
kutatasi anyagok alapvet6 forrasat szolgaltatja vilagszerte. 1955-6s megalakulésa 6ta tobb
mint 40 amerikai engedéllyel is rendelkezd rakellenes szer kifejlesztéséhez jarult hozza
(205). A DTP szintetikus és természetben is el6fordul6 tobb, mint 200 ezer vegyiiletbdl
allo konyvtarai feltételezett rakellenes hatassal rendelkezé molekuldkat tartalmaznak,
amelyek kutatasi célokra megrendelhetdk. 1990 6ta a program in vitro citotoxicitasi
teszteket végez a vegyliletek toxikus aktivitasanak jellemzésére az un. NCI-60 huméan
tumor sejtvonal panelen. Hamar felismerték, hogy ez a sziirési modell gazdag
informacioforras a novekedésgatlas tanulmanyozasara (206). Szakacs és munkatarsai in
silico megkozelitéssel DTP-bol elérheté NCI-60 sejtvonalpanelen mért drogérzékenységi
adatokat és a sejtvonalak kvantitativ real-time PCR-rel meghatarozott ABCB1 mRNS
expresszios adatsorat hasznalta fel MDR-szelektiv tulajdonsaggal rendelkezd
molekulajeloltek azonositasara (207). Némely vegyiiletek pozitiv korrelacioja felvetette,
hogy ezek MDR szelektiv vegyiiletként miikodhetnek. A korrelacios elemzéssel kapott
Pearson  koefficiens pozitiv korrelacido (PCC>0,4) esetén a novekvd transzporter
kifejezddés novekvo drogérzékenységnek felel meg, ami MDR-szelektiv tulajdonsagra
utal. Az NSC73306 volt az els6 DTP-bdl azonositott vegyiilet, melynek kollateralis
érzékenységet kivaltdo hatdsa bizonyitottan az ABCB1 miikodésehez kothetd, fokozott
aktivitasa pedig a transzporter specifikus inhibitoraival gatolhat6 (190). Sajnos a hasonld
modon végzett in silico screening az NCI-60 sejtpanelen ABCC1 vagy ABCG2
transzporter esetén gyakran nem azonositja az ismert szubsztrat molekulékat, ugyanis a

panelben levé sejteken mért transzporter expresszié mértéke nagyon alacsony (186).
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3. Célkitiizések

Doktori munkam célja egy HTS kompatibilis, in vitro modszer kidolgozasa volt, amely
lehet6séget ad vegyiiletkonyvtarak és az ABCB1l, ABCG2, OATP transzporterek
kolcsonhatasanak vizsgalatdra. Az essz¢é segitségével onkoldgiai relevanciaju
vegylileteket kivantunk vizsgalni egyedi, valamint kombindcios kolcsonhatési

vizsgalatokkal.

A kovetkezd feladatokat tliztiik ki:

1. HTS szlrés teljesitményének novelése érdekében kokulturdban alkalmazhato,
fluoreszcens fehérjék expresszidjan alapuldé HTS-kompatibilis esszé kialakitasa

efflux és uptake transzporterekkel valo kolcsonhatas vizsgalatara

. OATP2BI uptake transzporterrel valo kdlcsonhatas vizsgdlata parentalis €s
OATP2BI uptake transzportert expresszald kokultira modellel

. ABCB1, ABCG2 efflux transzporterrel valo kolcsonhatas vizsgalata
parentalis, ABCB1 és ABCG?2 traszportereket expresszaldo harmas kokultura

modellel

2. A kialakitott szlirérendszer segitségével az NCI DTP Onkologiai készlet IV
tesztelése ABCBI1, ABCG2 és OATP2BI1 transzporterekkel valé kdlcsonhatas
vizsgalatara

3. A kialakitott esszével nyert eredmények validalasa masodlagos tesztekkel

4. A rezisztencia kialakuldsanak megakadalyozasara irdnyuld stratégia vizsgéalatara az
ABCBI expressziojat gatld celecoxib jellemzése kombinécios kdlcsonhatas analizis

segitségével
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4.  Anyagok és médszerek
4.1. Felhasznalt vegyiiletek

Az NCI DTP altal osszevalogatott Onkoldgiai készlet IV, az FDA 4altal jovahagyott
rakellenes hatassal rendelkezd 101 tagbol all6 konyvtarat 96 lyuka lemezen, 10 mM-0S
koncentracioban DMSO-ban oldva szereztiik be (205). A szlirés soran kijott potencialis
“hit” vegyiileteket a megerdsitd tesztekhez mas gyartotol rendeltiik Gjra: metotrexatot
(NSC-740), tenipozidot (NSC-122819) és tioplexet (NSC-6396) a Merckt6l; irinotecant
(NSC-616348), kapecitabint (NSC-712807), bleomicint (NSC-125066), docetaxelt
(NSC-628503) és carfilzomibot (NSC-758252) a SelleckChemt6l; karboplatin (NSC-
241240) az Accord Healthcare-t6l; Etopozidot (NSC-141540) a TEVA-t6l; mig az

Osztron-3-szulfat és Cascade Blue a ThermoFisher Scientific cégtdl szarmaztak.

A szinergia kisérletekhez hasznalt doxorubicint, celecoxibot és firocoxibot a Sigma-
Aldrich-tol; a trichosztatin-A-t és a SAHA vegyiiletet a Tocris Bioscience-t6l

vasaroltuk. A meloxicam-ot a Ceva Animal Health-t81 szereztiik be.

4.2. Sejtvonalak és tenyésztésiik

A szilirés soran rakos és immortalizalt sejtek parentalis és MDR fenotipusait hasznaltuk.
Az A431 humén epidermoid karcinoma sejtvonalat és Mes-Sa human méhszarkéma
sejtvonalat az ATCC-t6l vasaroltuk. A szinergia vizsgalatokhoz hasznalt P388 egér
leukémia sejtvonalat az NCI DTP sejtgytijteményébdl (National Institutes of Health), a
CLBL-1 kutya diffuz nagy B-sejtes lymphomasejteket Dr. Riitgen Barbaratdl (University
of Veterinary Medicine, Bécs) kaptuk (208).

A parentalis Mes-Sa sejtvonalbél Mes-Sa/Dx5 nagy mennyiségii ABCB1 fehérjét
kifejezé tumorsejtvonalat folytonos doxorubicin szelekcioval hoztak 1étre (209), az
ABCBI illetve ABCG2 transzportereket overexpresszalo epidermoid karcindoma és uterin
szarkoma sejtvonalakat retroviralis transzdukcidoval (210), mig az OATP2BI1-et
overexpresszalo A431 sejtvonal transzpozon alapi génbeviteli rendszer segitségével
(158) késziiltek. A transzdukcid utan a sejteket aramlasi citométerrel (Becton Dickinson

Biosciences, San Jose, CA, USA) transzporter funkciora, tovabba OATP2B1 esetén CD4
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protein  expressziora szortoltuk. A  parentalis, OATP2B1, ABCG2 ¢és ABCBI
overexpresszald sejtvonalakba ezek utdn lentiviralis transzdukcioval keriiltek a
fluoreszcens proteint kifejez6 pRRL-EF1-mCherry, -mOrange, illetve az -eGFP
expresszios plazmidok (210). A szelekcioval létrehozott Mes-Sa/DX5 sejteket a stabil és
homogén ABCBI1 overexpresszio biztositdsara 500 nM doxorubicinben tenyésztettiik, a

kisérletek megkezdése eldtt egy héttel a sejteket drogmentes médiumba helyeztiik at.

A Mes-Sa, Mes-Sa/Dx5, Mes-Sa-B1, A431, A431-B1, A431-G2 sejteket DMEM-ben
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, SigmaAldrich, 52100047), P388, CLBL-1
sejteket RPMI (Roswell Park Memorial Institute) médiumban (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) tenyésztettiik, 37°C-on, 5% CO?2 tartalom mellett. A tapoldatok 10%
szérumot (FBS, fetal bovine serum), 5 mM L-glutamint és 50 unit/ml

penicillin/streptomycin (Life Technologies) antibiotikum keverékkel egészitettiik ki.

A sejtvonalakat rendszeresen teszteltiik mycoplasma fertézésre, folyamatosan vizsgaltuk
az ABCBI ¢és ABCG2 transzporter expressziot mitoxantronnal, tariquidar inhibitor
hianyaban és jelenlétében, illetve az OATP2B1 expressziot Cascade Blue felvétellel (158)

Oszton-3-szulfat inhibitor hidnyédban és jelenlétében.
4.3. Fluoreszcens fehérje expressziojan alapu és reagens alapu citotoxicitasi esszé

A nagy ateresztOképességli fluoreszcens alapl citotoxicitasi esszé kutatdocsoportban
korabban kifejlesztett modszeren alapul (211). A citotoxicitasi tesztek automatizalasa
Hamilton STARIet automata folyadékkezeld robot (Hamilton Robotics STARIet)
segitségével valosult meg. A sejtek kiiiltetése 384 lyuktl lemezeken tortént,
monokultiradban 2500 sejt, kettes kokultura esetén sejtvonalanként 1250 sejt, mig harmas
kokultira esetén sejtvonalanként 625 sejt keriilt egy well-be. A tesztelni kivant
vegyliletek 24 6ra elteltével, 37 °C-on és 5% CO2 koncentracid mellett torténd inkubéciot
kovetden keriiltek ra a sejtekre. A szlirés sordn 6 koncentracidpontban, harmadold
higitasban keriiltek a sejtekre a vegyiiletek, elérve a 60 ul/well végtérfogatot, a DMSO
koncentracio a sejteken nem haladta meg az 1%—ot. 6 fluoreszcens vegyiiletet (valrubicin,
doxorubicin, daunomycin, mitoxantrone, mithramycin, dactinomycin) kizartunk a
vizsgalatbol, belso sajat (belsd) fluoreszcencidjuk miatt. A citotoxikus hatast 96 és 144

ora elteltével is lemértiik mikrolemez-olvasoval (GFP: 485ex /510em; mCherry:  585ex
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/610em; mOrange: 545ex /567em), mivel az altalunk létrehozott kvazi ,label free’
fluoreszcens esszével tobbszor is lemérhetd ugyanaz a lemez, €s igy megvalosithatd a
toxicitds idobeli kovetése (211). A mérésekhez WAS (well area scan) protokolt
hasznaltunk, amely 4 meghatarozott ponton pasztazza végig a well-eket, figyelembe véve
a sejtek eloszlasanak szabalyossagait. A megerdsitd tesztek soran 9 koncentracidopont
segitségével vettilk fel a dozis-hatds gorbéket, a vegyiilet citotoxicitasdhoz igazitott

higitasi 1épcsovel.
4.4. HTS-kompatibilis in vitro sziirési platform

A tesztek 384-es lemezeken torténd automatizalasa Hamilton STARIet automata
folyadékkezeld robot segitségével valosul meg. Az automatizalt folyadékkezelés
programozasa Venus2 szoftveren keresztiil tortént. A fluoreszcencia alapti kokultiras
essz¢ mérése a platformhoz integralt Perkin Elmer mikroplate readerrel, kiértékelése
Sessler Judit altal C# nyelven irt program segitségével tortént. A vegyiileteket mindharom

kokultaras modellben legalabb kétszer, egymastol fiiggetleniil teszteltiik.
4.5. Statisztikai analizis

Az elsddleges szlirés soran az ICsp értéket a logaritmikus dozis-hatas gorbékre fektetett
linearis regresszidval hataroztuk meg. A megerdsito tesztek soran a szigmoidalis gérbek
illesztése GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, San Diego, CA) szoftver segitségével
tortént. A sejtvonalakon mért ICsp értékek kozti szignifikancia elemzést kétoldali Student-
teszt segitségével végeztiik. Az eredményeket statisztikailag szignifikdnsnak tekintettiik
P érték <0,05 (*) vagy 0,01 (**) esetén. Az ICsq (a sejtek 50%—at elpusztitd koncentracio)
értékekbdl szamitott atlagok 3—10 ismétlésbal lettek kalkulalva. A szelektivitas mértékét
a parentralis és transzportert expresszalod sejtvonalakon mért citotoxicitasi ICso értékek
hanyadosabdl hataroztuk meg: a rezisztencia hanyados (resistance ratio, RR) jelenti a
rezisztens ¢és parentalis sejteken mért ICso értékek hanyadosat, a szelektivitasi hanyados
(selectivity ratio, SR) az RR inverze. Biologiailag relevans kiilonbségnek a RR> 3 vagy

SR> 3 értékeket tekintettiik.
4.6. NCI DTP insilico screening

Az in silico szlirés soran az NCI DTP Onkologiai készlet IV vegyiiletkonyvtaraban
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talalhaté 101 molekulara fokuszaltunk. Az NCI-60 tumorsejtpanel ABCB1 mRNS
expresszids mintdzatat korrelaltattuk a vegyiiletekkel szemben mutatott citotoxicitasi
aktivitasi mintazattal, hogy MDR-szelektiv molekulajeldlteket, illetve ABCB1
szubsztratokat azonositsunk. A vegyiiletek citotoxicitasi profiljat a DTP nyilvénos
adatbazisabol toltottiik le (2016 december). A Pearson-korrelacios koefficienseket
(PCC) Szakacs és mtsai altal leirt analizis szerint szamoltuk (207), PCC <-0,4 feltételezett

szubsztratmolekuldkat jelol.
4.7. Invitro vegyiiletkolcsonhatas vizsgalata

A mono- és kombinalt kezelések citotoxicitasanak vizsgalatara egy nappal a vegyiiletek
hozzdadasa eldtt a sejteket 384-es lemezre tiltettiik ki, 20 pl tapkdzegben. A P388 sejtbdl
2500, CLBL-1 esetén 100 000 sejt keriilt egy well-be. 24 6ra inkubacio elteltével tovabbi
20-20 pl térfogatban hozzaadtuk a 2 vegyiiletet a megfeleld koncentracidtartomanyban
(7. abra), elérve a 60 pl/well végtérfogatot.

BO Bl B4 B5

B1 B2 B5 B6
Al | A2 | A3 | A4 | A5 | A6 | A7 | A8 [ AD | A1 | A2 | A3 | Ad | A5 | A6 | A7 | A8 | AD

B2 B3 B6 B7
Al | A2 | A3 | A4 | A5 | A6 [ A7 | A8 | AO | A1 | A2 | A3 | A4 | A5 | A6 | A7 | A8 | AO

pozitiv kontrol (0% él6)
negativ kontrol (100% élG)
pozitiv kontrol (0% é16)

B3 B4 B7 BO
Al | A2 | A3 | A4 | A5 | A6 | A7 | A8 | A0 | A1 | A2 | A3 | AA | A5 | A6 | A7 | A8 | AD

7. abra: A és B vegyiiletek kolcsonhatasanak vizsgalata soran hasznalt plate map 384-

lyukt lemezen. Al jeloli a tesztelt vegylilet higitdsi soranak legtoményebb, A8 a

crer

A teljesen automatizalt pipettazasi 1épéseket Hamilton STARIet folyadékkezeld
munkaallomas segitségével hajtottuk végre, Toth Szilard altal irt program futtatdsaval. A
lemezeket 120 6ran at inkubaltuk 37 °C-on, 5% paratartalom mellett, majd az ICso értékek
meghatdrozasahoz PrestoBlue® assayt (TermoFisher) hasznaltunk, a gyart6 utasitasai
szerint. A sejtek életképességét spektrofotometridsan, EnSpire mikrotiter lemezolvasdval

mértilk (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA). Az adatokat normalizéltuk a negativ
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(kezeletlen, €16 sejtek) és a pozitiv (halott sejtek) kontrollokra. A kombinaciok
vizsgélatandl az ,,1. vegylilet” ICso-értékeinek valtozasat vizsgaltuk a ,,2. vegyiilet” fix
koncentracioja mellett (és forditva). A kapott ICsp értékeket izobologramon abrazoltuk,
minden adatpontra kombinacios index értéket szamitottunk (212 ). Ennek megfelelden
a kapott hatast szinergistdnak (CI < 0.7); mérsékelten szinergistanak (0.7<CI<0.85),
additivnak  ((0.85<CI<1.2), mérsékelten antagonistdnak (1.2<CI<1.45) vagy
antagonistanak (CI>1.45) hataroztuk meg. Az izobologramok kiértékelése Sessler Judit

altal irt programmal tortént.
4.8. Kombinaciés kolcsonhatas analizise Chou Talalay Cl-médszer segitségével

Az izobologram 4abrazoldsa 4altalanosan hasznalt eljards az 4agensek kozotti
kolesonhatasok elemzésére, fiiggetleniil a vegyiiletek hatdsmechanizmusanak, illetve
dozis-hatas kapcsolataik jellegétdl (213). Ha a két vegylilet 6nmagaban mért hatas
(pl.ICs0) értékét egy egyenessel Osszekotjiik, az egyenesen olyan koncentraciépontok
halmazat kapjuk, melyeknél a kombinacioban mért hatas eléréséhez az anyagok

egymassal helyettesithetok (214) (8. abra).

(=3

0.5
(D), / (ED,),
Drug 1

8. abra: Normalizalt izobologram (212). A tengelyek metszéspontja jeldli a két vegyiilet
onmagaban mért EDsp értékre normalizalt koncentracidit. Ha a kombindcidban mért
értékek a vonalra esnek (a pont), akkor a hatas additiv. A vegyiiletek kombinaciokban
tesztelve felerdsithetik egymas citotoxikus hatasait (b, ¢ pont), illetve gyengithetik

azokat (d, e pont), szinergizmust vagy antagonizmust jelezve.

A kombinacids indexet két vegyiilet szinergizmusdnak vagy antagonizmusanak

meghatarozasara vezették be. Az egyenlet (212) magaban foglalja a biokémiaban és
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biofizikaban hasznalatos Michaelis-Menten, Hill, Henderson-Hasselbalch és Scatchard-
egyenleteket:

D), D) _ (D), . (D),
(Dx)l (D\)Z . (Dm)l[fa/(l - fa):ll/"” (Dm):z[fn/(l - ﬁl)]l/mg

CI=

, ahol CI <1, CI =1, illetve Cl > 1 jelzi a szinergista, additiv, illetve antagonista hatast.
A nevezbben szerepld (Dx)1 és (Dx)2 jelenti ,,D1”, illetve ,,D2” vegyiilet onmagukban mért
LDso), ami 50%—os inhibicioval bir, mig m koefficiens a dozis-hatas gorbe alakjarol ad
informéciot (hiperbolikus, szigmoidalis gorbe). A kdlcsdnhatés tovabbi pontositasat a CI

értékek intervallumokba sorolasaval finomitottak (2. tabldzat).

2. tablazat: Kombinacios index (Cl) analizis soran hasznalt jel6lések szinergista, additiv
hatas illetve antagonizmus esetén (212). A kombinacios index modszer Chou és Talalay

(215), valamint Chou és Martin szamitogépes szoftverén (216) alapul.

Range of Combination Index Description
<0.1 Very strong synergism
0.1-0.3 Strong synergism
0.3-0.7 Synergism
0.7-0.85 Moderate synergism
0.85-0.90 Slight synergism
0.90-1.10 Nearly additive
1.10-1.20 Slight antagonism
1.20-1.45 Moderate antagonism
1.45-3.3 Antagonism
3.3-10 Strong antagonism
>10 Very strong antagonism

4.9. Mikrolemez-alapu uptake esszé

7x10* OATP2B1-et expresszald A431 sejtet osztottunk ki 96 lyukt lemezekre 200 pl
végtérfogat/well-ben és inkubaltuk 1624 6ran at 37 °C-on, 5% CO»-tartalom mellett. A
konfluencia elérése utan a feliiliszot eltavolitottuk, majd a sejteket haromszor mostuk

200 pl/well foszfatpufferelt sooldattal (PBS). Ezt kovetden a sejteket a vegyiiletek
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jelenlétében 5 percig 37 °C-on eldinkubaltuk. Az oldbszer mennyiségét 0,5% alatt
tartottuk a vizsgdlat sordn, a fluoreszcens festékek interferencidjanak -elkertilése
érdekében. 50 pl Cascade Blue fluoreszcens festék hozzdadasa utan (elérve a 10 uM
végkoncentraciot 100 pl végtérfogatban) a lemezt 30 percig inkubaltuk 37 °C-on (158) .
A reakciot 200 pl/well jéghideg PBS hozzdadasaval allitottuk le, majd a feliiluszo
eltavolitasa utan a sejteket haromszor mostuk 200 pl/well jéghideg PBS-sel. Végiil 200
ul/well PBS hozzaadasa utan a fluoreszcenciat Enspire lemezolvasoval (Perkin Elmer)

szobahémérsékleten mértiik 401ex/419em hulldmhosszon.
4.10. Cascade Blue uptake meghatarozasa aramlasi citométer segitségével

Az A431 sejteket tripszinezés (0,1% tripszin) utan Osszegyiijtottiik és kétszer mostuk
uptake pufferrel (125 mM NaCl, 4.8 mM KCI, 1.2 mM CaCl;, 1.2 mM KH2PO4, 12 mM
MgSOs, 25 mM MES ¢és 5.6 mM gliikoz; a Ph-t 10 N NaOH /1 M HEPES alkalmazésaval
5.5-re allitottuk be). 5x10° sejtet dsztron-3-szulfat jelenlétében, illetve anélkiil 37 °C-on
eldinkubaltuk, majd a 100 pl végtérfogathoz hozzaadtunk 5 uM Cascade Blue festéket 30
percig. A reakciot 1 ml jéghideg PBS hozzaadasaval allitottuk le. A sejteket jégen
tartottuk az dramlési citométerrel torténd mérésig. A sejtek fluoreszcencidja minimum
20 000 €16 sejt leszamlalasaval lett meghatarozva, Attune Acoustic Focusing Cytometer

(Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA, US) segitségével.
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5.  Eredmények

5.1. Kokultiran alapulé fluoreszcens esszé Kialakitasa efflux és uptake

transzporterekkel valo kolcsonhatas vizsgalatara

Kutatocsoportunk korabban Iétrehozott egy automatizalt, hatékony ¢és robosztus
sejtproliferaciod gatlast mér6 HTS-kompatibilis sztiré platformot (211). Célunk a mar
kialakitott modszer tovabbfejlesztése volt, a  tesztelt vegyiiletek efflux és uptake
transzporterekkel valé citotoxikus kolcsonhatasanak vizsgalatara. Olyan gyogyszerjelolt
molekulakat kivantunk azonositani, amelyek alkalmasak lehetnek a hagyomanyos

kemoterapias szerekkel szemben ellenalld tumorok kezelésére.

5.1.1. Fluoreszcens transzportert expresszalo és parentalis sejtparok kialakitasa
HTS toxicitasi kisérletekhez

A molekulakonyvtarak HTS sziiréséhez eldszor adaptaltunk egy, a csoportunkban
korabban Toth Szilard altal kidolgozott sejtproliferacid gatlast mérd in vitro esszét (211),
fluoreszcens fehérjét és specifikus transzportereket is expresszald sejtek mennyiségének
kozvetlen mérésével. A sziirés soran A431 human epidermoid karcinéma sejtvonal MDR
efflux (ABCB1 és ABCGQG2), illetve uptake (OATP2B1) transzportert expresszald
variansait, illetve human Mes-Sa uterin szarkoma sejtvonal ABCBI1 transzportert
expresszalo Mes-Sa-B1, illetve doxorubicin rezisztens valtozatat (Mes-Sa/DXx5)
jellemeztiik. A fluoreszcens proteineket kodold vektorok lentiviralis transzfekcioval
keriiltek a sejtekbe. A fluoreszcens sejtek lentiviralis transzfekciojat Szepesi Aron és
Kucsma Nora végezte. A kisérletek soran hasznalt fluoreszcens sejtek homogenitasat és
intenzitasat a kisérletek idOtartama alatt folyamatosan ellendriztiik aramlési citométer
segitségével, mig a transzporter expressziot citotoxicitdsi esszével specifikus inhibitor
hianyéban, illetve jelenlétében vizsgaltuk. Specifikus inhibitor jelenlétében a transzporter
funkcidjanak kiesése megsziinteti az MDR sejtek ellendlloképességét a parentalis
sejtvonalon mért hatashoz képest. A vartnak megfeleléen az ABCBL, illetve ABCG2
transzportert expresszalo sejtekre kevésbé toxikus vegyiiletek gatloszer haszndlatakor
nem mutattak szignifikdns eltérést toxicitdsban a parentdlis sejtvonalakon mért

értékekhez képest (9. dbra b). Ahhoz, hogy a fluoreszcencia alapu sejtproliferacid gatlast
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mérd rendszerrel megbizhatéan tudjunk mérni, mind a fluoreszcens proteineket, mind a
valasztott transzportereket stabilan expresszald fluoreszcens sejtvonalakra van sziikség.
Ezeket a paramétercket a kisérletek elott és alatt is folyamatosan vizsgaltuk effux (9a, 9b,
9c dbra), és uptake (10a, 10b dbra) transzporter esetén. A fluoreszcens fehérje
expressziojan alapu citotoxicitasi esszék soran eGFP, mCherry (mCh), mOrange (mOr)
fluoreszcens fehérjét expresszalo A431, A431-B1, A431-G2, A431-OATP2B1, illetve
Mes-Sa, Mes-Sa/Dx5 sejtvonalakat hasznaltunk. A sziirés soran hasznalt OATP2B1 mCh

transzportert expresszald A431 sejtvonal transzportaktivitasat Cascade Blue esszével

ellendriztiik (158), amely fluoreszcens festék impermeabilis OATP2B1
szubsztrat.
a A431 eGFP A431B1 mCh A431G2 mOr
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9. abra: A kokultaraban hasznalt A431 és Mes-Sa efflux-transzportereket expresszald
sejtvonalak karakterizacioja. @) A kisérletek soran hasznalt fluoreszcens fehérjét
expresszalo A431 és Mes-Sa sejtvonalak fluoreszcencia-intenzitasa. A fluoreszcens
sejtvonalak homogenitasat ¢és stabilitasat Attune® akusztikus fokuszalo citométerrel
(Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) ellendriztiik 488 nm
excitacios hullamhosszon. Az eGFP-t expresszalo sejteket a BL1 csatornaban (530/30 nm
filter), mCh-sejteket a BL3 csatornaban (695/40 nm filter), mig az mOr-sejteket a BL2-
ben (574/26 nm filter) detektaltuk. b) ABCB1 és ABCG2 transzporter expresszio
ellendrzése citotoxicitasi teszttel. Irinotecan és etopozid toxicitasa parentalis, ABCB1,
illetve ABCG2 transzportert expresszalo sejteken. Tariquidar jelenlétében a transzportert
expresszalo sejtek ellenallasa megsziintethets. ¢) DyeCycle Violet (DCV)
felhalmozodasanak mérése A431 ¢és Mes-Sa sejtvonalakban aramlasi citométer
segitségével. Az adatok elemzését Attune™ Nxt v2.6 szoftver (Invitrogen™, Thermo
Fischer Scientific) alkalmazasaval végeztik. A DCV transzport kisérleteket uptake
pufferben végeztiik (125 mM NacCl, 4,8 mM KCI, 1,2 mM CaCl2, 1,2 mM KH2PO4,
12 mM MgSO4, 25 mM MES és 56 mM gliikoz), a pH-t 7,4-en, 1 M HEPES
felhasznalasaval. Az ABCB1 ésaz ABCG2 miikodését DCV felhasznalasaval vizsgaltuk,
amely szubsztratja mindkét transzporternek. Az 5 percig tart6, 1 uM tariquidar (ABCB1
¢s ABCG?2 inhibitor) hianyaban vagy jelenlétében torténd eldinkubalast kovetéen 30
percig 1 uM DCV-vel inkubaltuk a sejteket. Az MDR aktivitasi tényezé (MAF%)
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szamitasa a kovetkezéképpen tortént: MAF% = (((MFlinn-MFlo)/MFlinn)x100), ahol az
MFlinn és az MFloa median fluoreszcens intenzitas (MFI) (inh) vagy anélkiil (0) (217).

a A431 2B1 mCh b A431 eGFP A431 2B1 mCh

A4312B! mCh
|

Count

Percent of max
Percent of max

.
j\ S |

0 Joad o
10?

y :
10 10° 10

BL3-H CB Fluoreszcencia CB Fluoreszcencia

10. abra: A kokulturaban hasznalt A431 és 2B1 uptake-transzportert expresszalod
sejtvonalak karakterizacidja. a) A kisérletek soran hasznalt fluoreszcens fehérjét
expresszalo A431 és 2B1 uptake-transzportert expresszalo varians fluoreszcencia-
intenzitasa. A fluoreszcens sejtvonalak homogenitasat és stabilitasat Attune® akusztikus
fokuszald citométerrel (Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
ellendriztiik 488 nm excitacios hullamhosszon. Az eGFP-t expresszalo sejteket a BL1
csatornaban (530/30 nm filter), mCh-sejteket a BL3 csatornaban (695/40 nm filter)
detektaltuk. b) Az A4312B1 sejtek Osztron-3-szulfat-fiiggd Cascade Blue (CB) felvételt
mutatnak (Anyagok és modszerek 4.10). A CB felvételt a sejtek 5 uM CB 30 percig
tartdo inkubalasa utan (sotétsziirke) mértik. Kontroll kisérletekben a sejteket 5 percig
eléinkubaltuk Estrone-3-szulfattal (vilagossziirke). A sejtek autofluoreszcenciajat fekete

gorbe jelzi.

Akokultiraban vizsgalt hatds méréséhez olyan modszer kialakitasara van sziikség, amely
képes a fluoreszcens fehérjéket expresszald sejtek mennyiségének szelektiv kovetésére.
Mindemellett a monokulturaban detektalt sejtszam fluoreszcens intenzitasanak
Osszehasonlithatonak kell lennie a kokultirdban mért értékekkel. Ahogyan a 11. abran is
szerepel, a kiilonboz6é hulldmhosszon emittald (egymassal nem interferalo) fluoreszcens
proteinnel transzfektalt variansok kokultirdban, multiplexing technikéaval, direkt
fluoreszcens méréssel vizsgalhatok. A transzportereket kifejezd sejtvonalak kiilonbozo

fluoreszcens proteineket is expresszalnak, melyek szelektiven detektalhatok.
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11. abra: Egyenes aranyossag a mono- illetve kokultiraban mért fluoreszcencia
intenzitas és a 384-es lemezre Kiosztott sejtszam kozt. A kisérletek soran hasznalt
intervallumban a fluoreszcencia intenzitas értéke aranyos a sejtszammal, az eGFP (a),
mCh (b) vagy mOr (c) expresszal6 sejtek szama megbizhatoan megbecsiilheté mono- és

kokultaras koriilmények kozt.

A 384-es lemezen mért citotoxicitasi esszék eldzetes mérései soran monokultiraban 2500
sejt/well kiindulasi sejtszam esetén elegenddnek bizonyult 60 pl végtérfogat/well esetén
(218). A lemez szélén 1évo wellekben a 144 6ras inkubacié végére szemmel lathatoéan
is csokkent a térfogat (12. dbra), az itt mért intenzitas alacsonyabb volt, mint a bels6 well-
ek intenzitasa, emiatt a sejtek kiosztasanal figyelembe kellett venni a szélhatas jelenségét

is (211).

R — ! e
12. abra: 384-es lemez szélén levé wellekben 144 6ra inkubaciot kovetden jelentdsen

csokkent a médium térfogata (218)
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A kettes ¢és harmas kokultirdk esetében a monokultiraban meghatarozott sejtszam
alapjan tettilk ki a lemezekre a sejteket. A 60 ul végtérfogatban a harom sejtvonal

novekedési rataja kozt nincs jelentds kiilonbség (13. dbra).

Mes-Sa sejtek kokultiraban
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~ 150 = - .
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13. abra: Fluoreszcens A431 és Mes-Sa sejtek novekedésének kovetése mono- és
kokultaraban. A sejtnovekedés szelektiven nyomon kovethet6 a kiilonbozo fluoreszcens
proteint expresszalo sejtvonalak fluoreszcencia intenzitasa alapjan. A sejteket egy 384-
lyuku lemezre szélesztjiik, ahol a sejtstiriiség 1875 sejt / well volt a harmas kokulturaban
(625 sejt Mes-Sa mCh / Mes-Sa/Dx5 eGFP / Mes-Sa-B1 mOr sejtvonalakbol; 625 sejt
A431 eGFP / A431-B1 mCh / A431-G2 mOr sejtvonalakbol) és 2500 sejt/well
monokultirakban. A sejtek 144 oran at inkubaltuk 37°C and 5% CO -tartalom mellett,
az egyes sejtvonalak stirtiségének megfeleld fluoreszcencia intenzitast rendszeres

1d6kozonként rogzitettitk mikrotalca lemezolvasé segitségével.

Mivel a kokultira DMSO-tiirési hatara 0.5%, (14. dbra), a sziirés soran hasznalt

crer
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14. abra: Mes-Sa (A) és A431 harmas- (B), illetve A431 kettes kokultira (C) DMSO

tlirési tartomanya
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5.1.2. Az ABCBI és ABCG2 transzportert expresszalo A431 és Mes-Sa/Dx5 sejteket

tartalmazo6 kokultura-modell Prestoblue reagenssel torténé validacidja

A kokultira modelleket ezutan ismert hatasu vegyiiletekkel validaltuk. A kokultaraban

és monokultaraban kitett sejteket mennyiségét kétféle modon mértiik, fluoreszcencia

alapt detektalasi modszerrel és PrestoBlue® reagenssel. Az ABCB1 ¢és ABCG2

transzportereket expresszald sejtek etopozidra rezisztensek (balra), mig egy MDR-

szelektiv vegyiilet (NSC73306) szelektiven pusztitja az ABCB1 transzportert expresszalo

sejtvonalat (kozépsé sor Mes-Sa sejtvonalon, utolsdé sor A431 sejteken mérve). A

fluoreszcensen mért rezisztencia fokozodasa PrestoBlue citotoxicitasi esszével is

igazolhato (15. dabra, 3. tablazat). Az ellenérzé kisérleteket Toth Szilarddal kozdsen

végeztik.
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15. abra: A fluoreszcencia alapt harmas kokultiran mért citotoxicitasi essz¢é validalasa

Prestoblue esszé segitségével. Mes-Sa, Mes-Sa-B1, Mes-Sa/Dx5 és A431, A431Bl1,

A431G2 sejteken mono- illetve kokulturaban névekvo koncentracioju etopozid (felsé sor)

és MDR-szelektiv vegytilet (k6z&ps6 és alsé sor) fluoreszcensen és Prestoblue reagenssel

mért citotoxicitasi gorbéje Osszevethetd eredményt ad. A pontos ICso értékeket a 3.

tablazat tartalmazza.
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3. tablazat: Etopozid és az NSC57969 MDR-szelektiv vegyiilet 1Cgq értékei (uM)
PrestoBlue viabilitasi és fluoreszcencia alapu citotoxicitasi esszével monokultiraban,

illetve kokultaraban mérve.

ICs0 (LM) ICs0 (uM) ICs0 (M)
Fluoreszcens Fluoreszcens PrestoBlue
mérés (harmas méres
kokultura) (monokultura)
Etopozid A431: 1.691 6.098 1.188
A431B1. 13.77 46.27 5.489
A431G2: 4.049 11.97 3.425
NSC57969 Mes-Sa: 3.208 5.076 4.891
Mes-Sa/Dx5: 0.177 0.951 0.815
Mes-Sa-B1: 1.799 2.809 1.482
A431: 7.094 5.127 4,932
A431B1. 2.783 0.774 0.974
A431G2: 8.392 7.257 5.760

A kokultaraban fluoreszcencia alapjdn mért citotoxicitasi esszé ABC efflux
transzporterrel vald toxikus kolcsonhatas kimutatasara, ezaltal szubsztratok, illetve

MDR-szelektiv vegyiiletek azonositasara is alkalmasnak bizonyult.
5.1.3. A Kkialakitott sziirési rendszer NCI DTP Onkologiai készleten torténd
validacidja

A kialakitott rendszer segitségével az NCI DTP altal 6sszevalogatott Onkologiai készlet
101 vegyliletét teszteltik. A primary screening soran 6 koncentraciopontban, 2
parhuzamos mintaval, efflux és uptake transzportert expresszald kokultira modelleken

vizsgaltuk a vegyiiletek citotoxikus hatasat (4. tablazat).
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4. tablazat: NCI DTP Onkologiai készlet 1V-ben talalhatd vegyiiletek és sziirés soran

vizsgalt koncentracioik.

Legmagasabb Legalacsonyabb
vizsgalt koncentracio vizsgalt koncentracio
Abiraterone 25 uM - 0,103 uM
Allopurinol 50 uM - 0,206 uM
Altretamine 50 uM - 0,206 uM
Arimidex 50 uM - 0,206 uM
Arsenic trioxide 25 uM - 0,103 uM
Axitinib 25 uM - 0,103 uM
Azacitidine 50 uM - 0,103 uM
Bleomycin 50 uM - 0,103 uM
Bortezomib 25 uM - 0,0021 uM
Busulfan 50 uM - 0,206 uM
Cabazitaxel 25 uM - 0,0021 uM
Capecitabine 50 uM - 0,206 uM
Carboplatin 50 uM - 0,206 uM
Carfilzomib 25 uM - 0,00041 uM
Carmustine 50 uM - 0,206 uM
Celecoxib 50 uM - 0,103 uM
Chlorambucil 25 uM - 0,103 uM
Cisplatin 25 uM - 0,103 uM
Cladribine 25 uM - 0,041 uM
Clofarabine 50 uM - 0,103 uM
Crizotinib 25 uM - 0,041 uM
Cyclophosphamide 50 uM- - 0,206 uM
Cytarabine 25 uM - 0,103 uM
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Dacarbazine
Dasatinib
Decitabine
Dexrazoxane
Docetaxel
Erlotinib
Estramustine
Ethyol
Etoposide
Everolimus
Exemestane
Floxuridine
Fludarabine
Fluorouracil
Fulvestrant
Gefitinib
Gemcitabine
Hydroxyurea
Ifosfamide
Imatinib
Imiquimod
Irinotecan
Ixabepilone
Lapatinib
Lenalidomide
Letrozole

Levulan
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50 uM
25 uM
50 uM
50 uM
25 uM
25 uM
50 uM
50 uM
50 uM
25 uM
50 uM
25 uM
50 uM
50 uM
50 uM
25 uM
25 uM
50 uM
50 uM
50 uM
50 uM
50 uM
25 uM
25 uM
25 uM
50 uM

25 uM
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0,206 uM
0,0041 uM
0,206 uM
0,206 uM
0,000041 uM
0,041 uM
0,206 uM
0,206 uM
0,103 uM
0,103 uM
0,103 uM
0,0021 uM
0,206 uM
0,103 uM
0,103 uM
0,0021 uM
0,0021 uM
0,206 uM
0,206 uM
0,206 uM
0,206 uM
0,103 uM
0,0206 uM
0,0206 uM
0,103 uM
0,206 uM

0,103 uM



Lomustine

Mechlorethamine

Megestrol

Melphalan

Mercaptopurine

Methotrexate
Methoxsalen
Mitomycin
Mitotane
Nelarabine
Nilotinib
Oxiplatin
Pazopanib
Pemetrexed
Pentostatin
Pipobroman
Pralatrexate
Procarbazine
Quinacrine
Raloxifene
Rapamycin
Ribomustin
Romidepsin
Sorafenib
Streptozocin
Sunitinib

Tamoxifen
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50 uM
50 uM
50 uM
50 uM
25 uM
25 uM
50 uM
25 uM
50 uM
50 uM
50 uM
50 uM
25 uM
50 uM
50 uM
50 uM
25 uM
50 uM
25 uM
25 uM
50 uM
50 uM
25 uM
25 uM
50 uM
25 uM

25 uM
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0,103 uM
0,103 uM
0,206 uM
0,103 uM
0,041 uM
0,0021 uM
0,206 uM
0,0206 uM
0,103 uM
0,206 uM
0,103 uM
0,103 uM
0,103 uM
0,103 uM
0,206 uM
0,206 uM
0,000041 uM
0,206 uM
0,041 uM
0,103 uM
0,103 uM
0,206 uM
0,0041 uM
0,103 uM
0,206 uM
0,103 uM

0,103 uM
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Taxol 25 uM - 0,0021 uM
Temozolomide 50 uM - 0,206 uM
Teniposide 25 uM - 0,103 uM
Thalidomide 25 uM - 0,103 uM
Thioguanine 50 uM - 0,103 uM
Thioplex 50 uM - 0,206 uM
Topotecan 25 uM - 0,206 uM
Tretinoin 50 uM - 0,206 uM
Triethylenemelamine 25 uM - 0,103 uM
Uramustine 50 uM - 0,103 uM
Vandetanib 25 uM - 0,041 uM
Vemurafenib 50 uM - 0,103 uM
Vinblastine 25 uM - 0,0021 uM
Vincristine 25 uM - 0,0021 uM
Vinorelbine 25 uM - 0,00021 uM
Vismodegib 50 uM - 0,206 uM
Vorinostat 25 uM - 0,103 uM
Zoledronate 50 uM - 0,206 uM

A citotoxikus hatést 144 6ra elteltével mértiik. A szenzitivitds mértékét az ICso értékekbol
szamolt szelektivitdsi hanyados (SR) mutatja meg, mig a szelektivitdsi hanyados
reciproka a rezisztencia hanyados (RR) (4.5 Anyagok és modszerek). A sziirés soran a
kolcsonhatasi , kiiszobértéknek™ a rezisztencia, illetve a szelektivitasi hanyados értékeket

3-nak hataroztuk meg.
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a) Feltételezett ABCBI szubsztritok Mes-Sa kokultiriban mérve
NSC kod I'rivialis név Referencia
NSC-122819 Teaiposide (Ambudiar etal, 1999)
NSC-125973 Taxol (Ambudicar et al, 1999)
NSC-141540 Etoposide (Ambudikar et al, 1999) SR=3
NSC-226080 Rapamycia (Miller, Fricker & Drewe, 1997)

NSC49842 Vs Obebewar i Feltételezett MDR-szelektiv
Vinorelbine (Pan etal, 2008) vcgvﬁ'ct

Docetaxel (Gottesman et al, 2002)
Vincristine (Gottesman et al,, 2002)
Bortezomib (Clemens et al, 2015) Y RR=3
Dasatinib (Chen etal,, 2009)
Everolimus (Thomas-Schoemana et al,, 2014)
Ixabepilone (Shen etal, 2011)
Romidepsin (Xazo etal,, 2005)

(Tang, Nguyen, Sparidans, Wagenaar, Beijnen &
Schunkel, 2014)

Carfilzomib (Hawley etal, 2013)

Cabazitaxel (Duran etal, 2015) °
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b)

Feltételezett ABCBI szubsztritok SR=3
A431 kokultiriban mérve —

NSC kod Trividlis név . .
I P — 0o T€ltételezett MDR-szelektiv vegyiilet
NSC-49842 Vinblastine 244.40
NSC-754143  Romidepsin > 97 7 RR=3
NSC-67574 Vincristine 56.80 [ ] Y
NSC-125973  Taxol 50.91
NSC-758252  Carfilzomib 47.40
NSC-628503 Docetaxel 26.38
NSC-747973  Ixabepilone 23.32 °
NSC-732517  Dasatinib 115 o
NSC-125066  Bleomycin >17.2 =
NSC-609699  Topotecan 7.01 e & ° ° 4
NSC-761432 Cabazitaxel 6.00
NSC-122819  Teniposide 5.43 - °
NSC-141540  Etoposide >4.14 L °
NSC-745750  Lapatinib 325 - e @ o Q

pIC50 A431B1 mCh

& feltételezett ABCB1 szubsztrit
Y

pIC50 A431°
16. abra: Az NCI DTP Onkologiai készleten mért elsddleges szlirés eredményei a) Mes-
Sa mCh ¢és Pgp-t expresszald variansain (Mes-Sa/Dx5 eGFP (sziirke pontok) illetve
Mes-Sa-B1 mOr (fekete pontok)); b) A431 és Pgp-t expresszald sejtvonalparjan. Az
adatpontok legalabb két egymastol fiiggetlentil végzett kisérlet plCso értékének atlagat
reprezentaljak. Az abrakon a transzportert expresszald sejtvonallal szemben mutatott
csokkent toxicitasu vegyiileteket listdztam, példaul sarga: teniposide, kék: taxol, zold:

vinblastine, piros: docetaxel. A parentalis és a transzportert expresszald sejtek kozotti
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toxicitasban legalabb haromszoros kiilonbséget (Szaggatott vonal) mutatod vegyiileteket
feltételezett ABCB1 vagy ABCG?2 szubsztratnak (RR>3) tekintettiik.

Ahogy sejteni lehetett, a vegyiiletek tobbsége nem érte el a kiiszObhatast, ugyanakkor
azonositottunk 12 olyan vegyiiletet, amelyek legaldbb haromszoros kiilonbséget
mutatnak toxicitasban a kontroll és a transzportert expresszalo sejtek ICsp értéke kozott,
mind az A431 mind a Mes-Sa ABCBI1 transzportert expresszalé modellben, ilyen volt
példaul a teniposide, taxol, vinblastine, docetaxel (/6. dbra, 5. tabldzat). Az irodalmi

adatokkal O0sszevetve ezeket a molekulakat korabban szubsztratként azonositottak.

5. tablazat: A szlirés soran Mes-Sa/Dx5, Mes-Sa/B1 és A431B1 transzportert expresszalo
kokultara modellben ABCBL1 szubsztratként (rezisztencia hanyados, RR>3) azonositott
vegyiiletek listdja. Az azonositott vegyliletek kordbban publikalt Pgp-szubsztrat

molekulak, ahogy azt a referenciak is jelzik.

RR RR RR

NSC kod Trivialis név Referencia
(Mes-Sa-B1) (A431B1) (Mes-Sa/Dx5)
NSC-122819  Teniposide 41.88 5.43 75.25 (219)
NSC-125973  Taxol 593.3 50.91 497.67 (219)
NSC-141540  [Etoposide 16.97 >4.14 >61.73 (219)
NSC-49842 Vinblastine 15.00 244 .4 11.00 (219)
NSC-608210  Vinorelbine 725.00 232.00 861.00 (220)
NSC-628503  Docetaxel 275.00 26.38 295.00 (64)
NSC-67574 Vincristine 38.00 56.8 36.00 (64)
NSC-732517  Dasatinib 3.147 11.5 > 3.60 (221)
NSC-747973  |Ixabepilone >208.3 23.32 9.66 (222)
NSC-754143  Romidepsin 331.70 > 97 > 234.15 (223)
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NSC-758252  |Carfilzomib 55.50 47.4 88.00 (224)

NSC-761432  Cabazitaxel 63.00 6.00 >107.00 (225)

Erdekes modon a sziirés soran par vegyiilet, pl. az NSC-125066 (Bleomycin), NSC-9706
(Trietilén-metil-amin), NSC-6396 (Thioplex) és NSC-762 (mechlorethamine) toxikusabb
volt a Mes-Sa/ Dx5 sejtekben, a parentalis sejtvonalon mért értékekhez képest (6.

tablazat).

6. tablazat: A sziiléi Mes-Sa sejtekhez viszonyitva Mes-Sa/Dx5 sejtvonalra

szelektiven toxikus vegyiiletek listaja (SR > 3).

NSC-k6d Trividlis név SR (Mes-Sa/Dx5)  SR(Mes-Sa-B1)
NSC-125066 Bleomycin 57.8 1.44
NSC-9706 Triethylenemelamine 26.62 1.3
NSC-6396 Thioplex 12.56 -
NSC-762 Mechlorethamine >11.58 -
NSC-752 Thioguanine 6.93 0.41
NSC-747599 Nilotinib 4.68 1.23
NSC-26980 Mitomycin 4.407 0.56
NSC-755 Mercaptopurine 3.87 0.39
NSC-606869 Clofarabine 3.44 0.91
NSC-755986 Vismodegib >3.31 -
NSC-698037 Pemetrexed 3.29 1.14

Hasonloképpen a Pgp-hez az ABCG2 transzporter is szamos vegyiilettel szemben
mutatott rezisztenciat, ismert ABCG2 szubsztratokat azonositottunk: piros szinnel
jelolt merkaptopurint (226), lilaval jeldlt irinotekant (227), sziirke szinnel jel6lt topotekant
(228), zold szinnel jelolt dasatinibot (178), kék szinnel jelolt gefitinibet (229),

narancssargaval jelolt lapatinibot (230) és a rézsaszinnel jelolt Klofarabint (231) (17.
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abra).
Feltételezett ABCG2 szubsztratok
A431 kokulturaban mérve

Trivial Ref SR=3 e

Mercaptopurine (de Wolf et al., 2008) °

Irinotecan (Maliepaard et al., 2001) . ’

Topotecan (Maliepaard et al., 2001) .0

Dasatinib (Hegedus et al., 2009)

.. Gefitinib (Ozvegy-Laczka et al., 2004) RR=3
I~ Lapatinib (Polli et al., 2008) ° )
% Clofarabine (Nagai et al., 2011) LI
% P ) g
o "0 o
- e o® -
7 oe [ ‘ feltételezett ABCG2 szubsztrat
Oss .%o
= - e @
- i e e® .
T O : o
o‘“ o )
& 0

pIC50 A431
17. abra: Az NCI DTP Onkologiai lemezen mért elsédleges sziirés eredményei A431
és ABCG2 transzportert expresszald sejtvonalparon. Az adatpontok legalabb két
egymastol fiiggetleniil végzett kisérlet plCso értékének 4tlagat reprezentaljak. Az
abrakon a transzportert expresszald sejtvonallal szemben mutatott csokkent toxicitasu
vegylileteket listdztam: piros: merkaptopurin, lila: irinotecan, sziirke: topotecan, zold:

dastainib, kék: gefitinib, narancssarga: lapatinib, rozsaszin: clofarabine.

Az Onkologiai készlet tesztelése soran tobb ABCB1 és ABCG2 szubsztratot (RR> 3)
¢és Mes-Sa/Dx5 sejtvonalra szelektiven toxikus molekulat azonositottunk (SR>3) (16. és
17. dbra), 6sszhangban az irodalmi adatokkal. Az essz¢é alkalmas olyan vegyiiletek
azonositasara, melyek toxicitasa csokken az ABCBL, illetve ABCG2 transzportert

expresszalo sejtvonalakban.

5.1.4. OATP2B1 uptake transzporterrel valo kolcsonhatas azonositasara alkalmas

HTS rendszer létrehozasa

A kokultara alapu kisérletek megmutattak, hogy a fluoreszcencia-alapti rendszerrel
citotoxikus ABCB1 és ABCQG2 transzporterrel valo kdlcsonhatas kimutathato. Korabban
létrehozott OATP transzporter csalad tagjait (OATP1B1, 1B3 és 2B1) expresszalo A431
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sejtvonalakrol korabban igazoltak, hogy OATP transzporter funkcid mérésére alkalmasak
(158). Annak kideritésére, hogy az Onkoldogiai készletben talalhatdo vegyiiletek
toxicitasat az OATP2B1 modositja-e, 1étrehoztunk egy mCh-vel jelolt OATP2BI
transzportert expresszald sejtvonalat tartalmazo kokultarat. A transzporter aktivitast és a
fluoreszcens fehérje expresszidjanak mértékét (18a dabra, 10. dbra) FACS méréssel
ellendriztiik. Mivel a parentalis és a transzportert expresszalé varidnst tartalmazo
kokultaraban a fluoreszcens sejtek szama megbizhatdan becsiilhet6 (186 dbra), a rendszer

alkalmas az OATP2BI transzporterrel vald kolcsonhatas in vitro vizsgalatara.

(a) Autofluorescence CascadeBlue CascadeBlue
+ estrone sulfate

E 10 g o !
2] a =
S 10 / g, Q4
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2 : z g
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g b
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18. abra: A fluoreszcencia-alapat OATP2B1 uptake transzportert expresszalo kokultura
modell jellemzése. a) Az OATP2B1 transzport aktivitasa szelektiven mérheté a
kokulturaban, Parentalis A431 eGFP (sziirke) és A431-2B1 mCh (fekete) transzportert
expresszaldo sejteket kokultiraban Cascade Blue-val festettiik Gsztron-3-szulfat
(OATP2B1 inhibitor) hianyaban (kozépsé) vagy jelenlétében (jobbra). A CB-t az
OATP2B1-et expresszalo sejtek szelektiven veszik fel. b) Az A431 eGFP és az A431-
2B1 mCh sejtek novekedése fluoreszcens esszé alapjan mért sejtmennyiség valtozasa
szelektiven kovethet6 384 lyuku lemezen mono- (2500 sejt / lyuk) és kokulturaban mérve
(1250 A431 eGFP + 1250 A431-2B1 sejt/well), 144 oran keresztiil, 60 ul végtérfogatban.
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Az OATP2BI1 esetében, amely nagy, szerves molekuldk, beleértve kemoterapids
vegyiiletek felvételét kozvetiti (232), a sejtekben torténé megndovekedett expresszid miatt
a transzporter szubsztratjaitdl fokozott toxicitdst varhatunk. A vegyiiletek tobbsége
hasonlé mértékben volt toxikus mind a parentalis, mind az OATP2B1 transzporterre
nézve, ugyanakkor 13 vegyiiletet azonositottunk szelektiv toxicitassal az OATP2B1

transzportert expresszalo sejtvonalon (19. dbra).

Feltételezett OATP2B1 szubsztratok A431
kokultiriban mérve

~ NSC number Trivial SR
°  NSC-63878 Cytarabine >18.12
NSC-613327 Gemcitabine 16.5
I\:SC-616348 Irinote'cag 12.60 SR=3
s  NSC-27640 Floxuridin 12.31
NSC-125066 Bleomycin 10.15
NSC-740 Methotrexate 9.00 ; ; e
NSC-9706 Triethylenemelamine 773 Feltételezett OATP2BI1 szubsztrat P
s NSC-122819 Teniposide 4.78 oo ® oo
NSC-628503 Docetaxel 4.00 s x e
NSC-180973 Tamoxifen 3.49 . RR=3
o NSC-6396 Thioplex 3.48 a i
O 7 NSC-712807 Capecitabine 341 L
= NSC-141540 Etoposide 3.017 . .
— . .. *
[~} %o,
N . *
- ° o« o >
o 3
p * o °
'% 5 . : e % =
'E‘: . o": i
= % 8

pIC50 A431 eGFP

19. abra: DTP Onkologiai készlet IV sziirési eredményei a sziiloi A431 és az OATP2B1
transzportert expresszald sejtvonal (A431-2B1) kokultara modelljén mérve. A kontroll és
a transzportert expresszalo sejtek kozott toxicitasban legalabb haromszoros kiilonbséget

mutato toxicitasban (SR> 3) (szaggatott vonal) feltételezett szubsztratnak tekintettiik.

A 13 vegyiilet koziil ketté nem adott szigmoidalis dozis-hatas gorbét, (NSC-63878, NSC-
613327), egy nem volt elérhetd (NSC-9706), egyet pedig intrinszik fluoreszcenciaja miatt
(NSC-757441) kellett kizarnunk a tovabbi vizsgalatokbol. A fennmaradd vegyiileteket
ujrarendeltiik més gyartoktol és tovabbi citotoxicitasi vizsgalatoknak vetettiik ald, amik
soran, egy kivétellel (Tamoxifen) igazoltuk OATP2B1 transzporterrel vald

kolcsonhatasukat (7. tabldzat).
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7. Tablazat: Az OATP2B1-t expresszaldo A431-sejtekkel szemben fokozott toxicitast
(SR> 3) mutatdo vegyiiletek citotoxicitasa (ICso) (uM) a) kokultiraban ¢és b)

monokultaraban mérve. Az eredményeket statisztikailag szignifikdnsnak tekintettiik P

<0.05 (*) vagy 0.01 (**) esetén.

a

NSC-kéd  Trividlis név AIE (ei\il A4;C£°2(Bi Nr;)Ch SR
NSC-122819 | Teniposide 045 <+ 0.14 0.07 £ 0.033 6.02*
NSC-125066 ‘Bleomycin 747 £+ 1.69 0.83 + 0.16 9.01**
NSC-141540 Etoposide 745 + 228 0.82 £+ 0.048 9.06**
NSC-180973 | Tamoxifen 9.76 £+ 0.50 8.82 + 0.38 1.18*
NSC-616348 lIrinotecan 1383 =+ 0.22 145 £+ 055  9.51**
NSC-628503 | Docetaxel 0.08 + 0.016 0.00z £ 0.013 4.98
NSC-6396  Thioplex 5765 =+ 10.45 18.72 + 4.66 3.08*
NSC-712807 |Capecitabine 20540 + 12.56 44.4¢ + 329  4.62**
NSC-740 ‘Methotrexate 038 + 0.11 0.03 + 0.009 11.78**
b

NSC-kod  Trividlis név Af;’i (Gi\il A4I3C;°2; N;)Ch SR
NSC-122819 | Teniposide 083 + 0.15 014 + 005 61

NSC-125066 ‘Bleomycin 163 + 465 1.05 + 024 109™
NSC-141540 Etoposide 6.42 + 167 199 + 081 2 5
NSC-180973 ‘Tamoxifen 11.35 =+ 0.50 12.21 + 0.36 0.9

NSC-616348 Irinotecan 1111 + 261 203 + 034 547**
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NSC-628503‘Docetaer 0.00097 + 0.00002| 0.00022 + 0.00015 4.35*
NSC-6396  Thioplex 5765 <+ 1045 | 1872 + 466 308"

NSC-712807‘Capecitabine 39055 + 5047 | 12858 + 18.88 304"

NSC-740 ‘Methotrexate 043 + 009 | 012 + 0034 359**

A meger6sitd tesztek sordn 9 koncentracidpontra illesztett dozis-hatds gorbe alapjan
szamitottuk ki az ICsp értékeket, minimum 3 ismétlés atlagabol. Az ICse-értékek kozotti
kiilonbségeket kétoldalas, paratlan Student t-teszttel elemeztiik, az eredményeket

statisztikailag szignifikansnak tekintettiik P <0,05 (*) vagy 0,01 (**) értéknél.

Az OATP2B1 transzporterrel vald interakcido bizonyitasara a sejtek Cascade Blue
felvételét vizsgaltuk a vegyiiletek jelenlétében (158). A vegyiiletek OATP2BI1
transzporterrel vald kolcsonhatasat a Cascade Blue uptake-ben vald valtozasa mutatja,
ami lehet gatlas vagy aktivalas egyarant. A vizsgalt vegyiiletek gatoltdk a CB felvételét,
a szlirés soran azonositott OATP2B1-szubsztrat jelolt vegytiiletek interakcioba léptek az
OATP2BI1 transzporterrel. A kolcsonhatas Cascade Blue uptake esszével torténd

megerdsitése Patik Izabel munkdja.

5.2. Vegyiiletkombinacio vizsgalata: COX-2 gatloszer vizsgalata a rezisztencia

kialakulasanak megakadalyozasara

Az MDR fenotipus kialakuldsanak megakadalyozasara iranyul6 egy lehetséges stratégia
a Pgp fokozott expresszidjanak megel6zését célozza. Karai Edinaval és munkatarsaival
kollaboracioban a doxorubicin kezelés altal indukalt Pgp kifejez6désének
megakadalyozasara a COX-2 gatloszer celecoxib hatasat vizsgaltuk P388 egér és CLBL-
1 kutya lymphoma sejtvonalon. A kezdetben érzékeny sejteknek S5 napos ICio
koncentracioban torténd doxorubicin kezelés sordn 90%-—a elpusztult. A taléld sejteken
médiumcserével a vegyiiletet eltavolitva a kultarabdl a taléld sejtek képesek voltak ujra
létrehozni a populéciot. Ezt P388 esetén haromszor, CLBL1 esetén kétszer ismételve
alakitottuk ki a Pgp altal medialt rezisztens P388 egér ¢s CLBL-1 kutya limféma sejteket.

Kombinalt kezelés esetén a doxorubicin és celecoxib vegyiiletek alkalmazéasa egyidében
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tortént, monoterapidhoz hasonldéan 5 napig, majd a repopulaciot kovetden ismételtiik a
kezelést. A rezisztencia indukciojanak vizsgalata calcein esszével tortént. Tobbszori
doxorubicin kezelés hatasara a kezelt sejtekben kialakult a gydgyszer rezisztencia, a
kezdetben ¢érzékeny sejtek doxorubicinnel torténd kezelést kovetden jelentdsen
megndvekedett Pgp expressziot mutattak (20a és 20b abra, piros nyil). Kimutattuk, hogy
a doxorubicin kezelést a COX-2 gatloészer celecoxibbal kiegészitve a Pgp indukcio

megakadalyozhat6 (20a és 20b abra, z6ld nyil).

Verapamil — ==
Verapamil + s

pasanox CLBL-1 DOX
a b g

} MAF: 0,3&
i l

Sensitive Ok ¢ ; / \ !

Sensitive 00*

P388 L CLBL-1 > S E—AN
MAF: 0 P388 ’ MAF: 0,18 CLBL1
i i /\ DOX+CEL
oo* 11_.,.., J\ oo+ ? MAF: 0,05
Qe( Qe( §§ iz /\

20. abra: Doxorubicin, illetve doxorubicin celecoxibbal kombinalt kezelésének hatasa
(9 kezelés, kozel 100 nap) a Pgp expresszio kifejez6désére P388 (a) és CLBL-1 (b)
sejtekre. Doxorubicinnel torténd kezelés hatasara a Calcein-AM-mel mért MAF érték
jelentdsen megnovekedett, mig a celexocibbal térténé kombinalt kezelés hatasara a Pgp
expresszidjanak fokozodasa, igy a MAF érték emelkedése elmaradt. Az aramlasi
citometrias hisztogramok a calcein fluoreszcenciajanak mértékét mutatjak a Pgp

gatloszer verapamil jelenlétében (kék) és hianyaban (piros). Karai Edina munkaja.

A doxorubicin topoizomeraz Il gatld vegyiilet kozvetett moddon, enzimfehérjék
miikodésén keresztiil karositja a DNS-t (233), a DNS molekulaval komplexet képezd
topoizomeraz II enzimek gatlasa dupla szala DNS torések 1étrejottéhez vezet a replikacios
vagy transzkripcids folyamatok soran. A doxorubicin gyakran alkalmazott és kezdetben
nagyon hatdsos kemoterdpids szer, azonban sok esetben kialakul a Pgp-medialt
kemoterapia rezisztencia, mely a kezelés sikertelenségéhez vezet (234). Az MDR
kialakuldsanak megel6zésére kiegészitettiik a doxorubicin kezelést COX-2 gatldszer

celecoxibbal, mivel a COX-2 gatloszerek képesek a Pgp expresszido befolyasolasara
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(235). A két vegyiilet kombinacids hatasat robotizalt platformon vizsgaltuk. A tengelyek
metszéspontjaiban az ICso értékre normalizalt koncentraciokat abrazoltuk, ahol 1 az ICso
értékre utal. A kombinacidk soran a normalizalt ICso értékeket a kombinacids index
fliggvényében abrazoltuk (4.8 Anyagok és mddszerek). A doxorubicin és celecoxib
egyiittes kombinacidjanal additiv vagy enyhén antagonista hatas figyelheté meg CLBL-1
¢s P388 sejtvonalon (21. dbra). Az eredményekbdl kideriil, hogy az egyiittes

hatasvizsgalat soran a doxorubicin toxicitasat nem ndvelte a celecoxib.

a : ; - b 1 e ; s
P388 sejtvonalon mért toxicitas CLBL-1 sejtvonalon mért toxicitas
ﬁ 1.2 é 1.5
& ©
S5 19 e, S5 1 8 oo
D°g os e #8 2°F e, @ * o
8 g os ‘e 8 = ° .
5} 8 o 05 L 2
R g 0.4 RPN R g 6°°
s O 02 00 "o = 8 S P
R g~ 0 i
R~ 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 22 0 0.5 1 1.5
Relativ doxorubicin koncentracié Relativ doxorubicin koncentracio

Antagonista CI > 1.45
*

4 Meérsékelt antagonista 1.2 < CI< 1.45

& Additiv 0.85<CI<1.2
21. abra: Doxorubicin és celecoxib kombinacios kisérletben kezeletlen sejteken vizsgalt
citotoxicitasi hatasa P388 egér B-lymphoblast leukaemia sejteken és b) CLBL-1 kutya
diffuz nagy B sejtes lymphoma sejteken. A tengelyek metszéspontjaiban az ICsp értékre
normalizalt koncentraciok lathatok, ahol 1 az ICso értékre utal. Minden rombusz olyan
gyogyszerkombindciot jelent, amely a sejtek 50% -at elpusztitja. A kombindcids index

(CD) analizisben szerepld intervallumok alapjan a pontok nagysaga mutatja a kdlcsonhatas

erdsségét: enyhén, mérsékelten vagy erds antagonista/szinergista hatast kifejezve.

Kovetkezd 1épésként megvizsgaltuk a doxorubicin hatdsat egy masik COX-2-
gatloszerrel, a firocoxibbal kombindlva. Mivel a firocoxib a vizsgéalt legmagasabb
koncentracioban sem volt toxikus a P388, illetve a CLBL-1 sejtekre sem, izobologram
abrazolasi mod nem volt lehetséges. Mig a P388 sejtvonalon a doxorubicin toxicitasa a
firocoxib koncentracié novelésével emelkedett (szinergizmus), addig a CLBL-1 kutya
diffiz nagy B sejtes lymphoma sejtvonalon additiv/ enyhén antagonista hatas érvényestilt

(22. abra).
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22. abra: Doxorubicin és firocoxib kombinacios kisérletben vizsgalt citotoxicitasi hatasa

parentalis, kezeletlen P388 egér B-lymphoblast leukaemia sejteken és CLBL-1 kutya

diffuz nagy B sejtes lymphoma sejteken. Firocoxib nem volt toxikus hatassal a sejtekre

a legmagasabb vizsgalt koncentracidban sem.
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6. Megbeszélés

A kialakult MDR dontéen felelds a kemoterapia sikertelenségéért, a hatéoanyagok
membran transzporter fehérjéken keresztiil eliminaldédhatnak a tumoros sejtbdl, biztositva
A terépia rezisztencia kikiiszobolésének érdekében tobb farmakologiai kutatas irdnyult az
ABCBI inhibitorok keresésére. Mikozben a klinikai vizsgalatok a nem vart toxicitas miatt
az inhibitor vegyiiletek kudarcat jelezték (236, 237), szamos vizsgalattervezési problémat
azonositottak, pl. a bevalasztasi kritériumok sordn nem vették figyelembe a raksejtek
ABCBI expresszids szintjét, vagy tobb esetben is alacsony hatékonysagi dozisban kellett
alkalmazni a gatldészereket a toxikus mellékhatdsok jelentkezése miatt. Egy terapias
stratégia lehet kiilonbozd rezisztenciamddositd vegyiiletek alkalmazasa adjuvansként, a
daganatos sejtek MDR fenotipusanak visszaforditasara (238). Pgp aktivitasat
befolyasolja tobbek kozott a ciklooxigenaz-2 enzim (COX-2) expresszid is, melynek
mértékét COX-2 gatloszerekkel csokkenthetjiik (239). A COX-2 gatloszerek a daganat
érhalozatanak kialakitdsdban, novekedésében jatszanak fontos szerepet, emellett
proapoptotikus és antiproliferativ hatasokkal is rendelkeznek. A COX-2 enzim
emelkedett expressziojat, emlo-, prosztata-, vastagbél- és nem kissejtes tiidorakban is
megfigyelték (240, 241). Szamos tumortipus esetén kimutattak a COX-2
overexpresszio és a Pgp tulmiikodése kozotti szignifikans korrelaciot (235, 242, 243).
A Kklinikai gyakorlatban a COX-2 és a Pgp expresszio kozott fennalld kapcsolat uj
perspektivakat nyithat a daganatos megbetegedések kezelésében a COX-2 gatlok révén.

Egy masik ujszerli megkozelités a transzporter mitkodésének elimindldsa helyett a
funkcidjanak kihasznaldsan alapul. Magat a jelenséget az 1950-es években irtak le
eldszor, amikor Bryson és Szybalski olyan hatéanyagokat azonositott, melyekkel
hatékonyabban pusztithato a rezisztens fenotipussal rendelkez6 baktériumok (244). Ugy
vélték, hogy a kollateralis szenzitivitas klinikailag is kihasznalhatd. Ezt az otletet alapul
véve azdta tobb olyan vegyliletet is sikeriilt azonositani (185, 187, 191, 207, 245),
amelyek segitségével az ABCBI transzporter funkcidja altal kivaltott multidrog
rezisztencia a fehérje funkcidjdnak gatlasa helyett kihasznaldssal is tamadhato, az
ABCBI overexpresszi6 tulérzékenységen keresztiil. Ugyanakkor egyéb efflux vagy akar

uptake transzportert célzo tulérzékenységet okozd vegyliletet még nem sikerilt
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azonositani.

A gyogyszerek farmakokinetikai és farmakodinamikai profiljara valé hatdsa miatt a
klinikailag relevans, ADME folyamatokat befolyasolo transzportereket az FDA (Egyesiilt
Allamok Elelmiszer- és Gyogyszerhatosaga) altal jegyzett ,white paper”
dokumentumban hataroztak meg (43). Az uptake transzporterek koziil az OATP1B
transzporterek kolcsonhatdsanak tesztelésére is sziikség van a gyogyszerfejlesztés korai
szakaszaban. Szamos fluoreszcens OATP1B szubsztratot azonositottak, tobbségiik vagy
sajat fluoreszcenciaval rendelkezik (246, 247) vagy fluoroforral jelolt OATP
szubsztratok, mint Oregon green (248), chenodeoxycholyl-(Ne-1 nitrobenz-2-oxa-1,3-2
diazole)-lizin (249), kolil-glicilamido-fluoreszcein (250) kolil-L-lizil-fluoreszcein (251),
fluoreszcein-metotrexat (248)és 8-fluoreszcein-cCAMP (252). Mig a fluoreszcein és
a fluoreszcein-metotrexat felvételén alapulé modszercket HT formatumhoz részben
sikeriilt adaptalni (248), a megbizhatosag, az érzékenység és az elérhetdség kérdése miatt
tobbségliik  nem  idedlis  széleskori OATP  transzporter  kolcsonhatasok
nagyateresztoképességii vizsgalatara (158, 247). Egy gyogyszermolekula fejlesztése
elképzelhetetlen a hatdsmechanizmusdnak ismerete nélkiil A gyogyszerek tilnyomo
tobbsége kozvetlenlil kotddik elsédleges célpontjahoz, miikddésiik kozvetlen
befolyasolasaval a fejti ki a hatasat. A citotoxicitasi teszt messze a legszélesebb kdrben
alkalmazott sejtalapi tesztrendszer a vegyiiletek ABC transzporterekkel valo
kolesonhatasanak feltérképezéséhez. A transzportert expresszald sejtekben kifejez6dd
szint alatt tartva. A transzporterre specifikus inhibitor jelenlétében ugyanakkor ez a
kialakult rezisztencia felfiiggeszthetd (253-255). Ezek a sejtalapu citotoxicitasi
vizsgalatok lehetdvé teszik a vegyliletek nagy ateresztOképességli sziirését, lehetdség
nyilik tobb koriilmény, koncentracio vagy expozicios id6 tesztelésére egy lemezen (256),
jelentds mértékii 1dot €s koltséget megtakaritva az in vivo vizsgalatokkal szemben,

amelyek rdadasul szdmos etikai korlatokkal rendelkeznek.

6.1. HTS-kompatibilis kokultaran alapulé in vitro szirési platform ABCB1 és
ABCG2 efflux és OATP2B1 uptake transzporterrel valo kolcsonhatas vizsgalatara

Mig a legtobb transzporter interakciot vizsgald farmakoldgiai modell a vér-agy gat —

jellemzéen MDCK vagy Caco-2 sejteken végzett transzportfolyamatainak
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modellezésével foglalkozik (257), csoportunk olyan in vitro modellrendszer 1étrehozasat
tlizte ki célul, amellyel lehetévé valik a transzporterek tumoros sejtek kemoszenzitivitasra
vald hatasanak vizsgalata. A431 human epidermoid carcinoma sejtvonal MDR efflux
(ABCBI1 ¢és ABCQG2), illetve uptake (OATP2B1) transzportert expresszald variansait,
illetve human Mes-Sa uterin szarkoma sejtvonal ABCBI1 transzportert expresszalo Mes-
Sa-B1, illetve az ABCBL transzportert szintén expresszald doxorubicin rezisztens
valtozatat (Mes-Sa/Dx5) jellemeztiik kokulttira modellben. Korabbi kisérletek igazoltak,
hogy ezek a sejtvonalak jol hasznalhatok citotoxikus MDR-szubsztratok é¢s MDR-
szelektiv vegyiiletek azonositasara (178, 187, 211, 258, 259). OATP2Bl
transzporter hatasanak vizsgalatanal is hasonl6 in vitro modellt szerettiik volna hasznalni,

amelyre az A431 sejtvonal alkalmasnak is bizonyult (158).

Brimacombe és mtarsai kettd fluoreszcens sejtvonalat tartalmazo kokultura rendszer
segitségével az NCI-60 tumoros sejtpanel OVCAR-8 (parentalis) sejt érzékenységét
hasonlitotta 0ssze az NCI/ADR-RES szarmazékkal, amely kifejezi az ABCBI1/Pgp
transzportert, lehetové téve a kiilonb6zo vegyiiletek hatasanak vizsgalatat a parentalis és
transzportert expresszald sejtekben hasonld koriilmények kozt (202). Ezt a gondolatot
fejlesztettiik tovabb a parentalis sejtvonal mellett egy uptake transzportert (OATP2B1),
illetve két efflux transzportert (ABCB1 és ABCG2) expresszald sejtvonalat tartalmazo
kokultura kialakitasaval, gondosan megvalasztva azokat a fluoreszcens fehérjéket,
amelyek lehetdvé teszik a kiilonbozd sejtvonalakon mért citotoxikus hatds parhuzamos
detektalasat. Az altalunk kidolgozott in vitro sejtproliferacio gatlast mérd rendszerben a
kiilonb6z6 hullamhosszon emittald (egymassal nem interferalo) fluoreszcens proteinnel
transzfektalt variansok kokultaraban, multiplexing technikaval, direkt fluoreszcens
méréssel vizsgalhatok. A fluoreszcencia intenzitas értéke aranyos a sejtszaimmal, igy a
kialakitott sejtvonalak alkalmasak ABCBI, ABCG2, OATP2B1 transzporter
szubsztratok, illetve MDR sejteket szelektiven elpusztitd vegyiiletek azonositasara. A
kialakitott rendszer segitségével az Amerikai Nemzeti Rakkutato Intézet Developmental
Therapeutics Program (NCI DTP) altal Gsszevalogatott Onkologiai készlet 101
vegyiiletét teszteltiik. Az ABCBI1 transzportert overexpresszalo sejten mért eredmények
megerdsitették, hogy a parentalis mellett ABCB1 és ABCG2 transzportert expresszalo

sejtvonalakat tartalmazé kokultira modellel Pgp szubsztratok azonosithatok (5.

63



DOI:10.14753/SE.2022.2596

Tablazat). Az Onkologiai készletben talalhatd vegyiiletek az NCI60 sejtpanelen is le
lettek mérve, igy lehetdségiink volt az ABCBI1 transzporteren mért adatok in silico
értékelésére az NCI-60 tumorsejtpanel ABCBI  mRNS expressziojanak és
drogérzékenységi mintazatanak korrelacios analizisével. Az NCI-60 tumorsejtpanel 60
sejtvonalanak ABCB1 mRNS expresszioja és a 60 sejtvonalon mért egyes vegyliletek
sejtvonalakra  gyakorolt citotoxikus hatasanak (pGlso) értékével jellemzett
drogérzékenysége kozt korrelacios analizist végeztiink az Onkoldgiai készletben talalhatéd
101 vegyllet esetén. Pearson korrelacios koefficienst (PCC) szamoltunk a letdlthetd
adatbazisban szerepelt toxicitasi adatokbol. A pozitiv korrelacio (PCC>0,4) a novekvo
transzporter kifejez6dés esetében ndvekvo drogérzékenységnek felel meg, ami MDR-
szelektiv tulajdonsagra utal, mig a negativ korrelaci6 (PCC<-0,4) szubsztratjelolt

molekulat feltételez (207, 260) ABCB1 medialt rezisztenciara utal.

Mind a Mes-Sa (Mes-Sa mCh, Mes-Sa/Dx5 eGFP, Mes-Sa-B1 mOr), mind az A431
harmas kokultaran (A431 eGFP, A431-B1 mCh, A431-G2 mOr) mért tesztek soran az
Osszes azonositott Pgp szubsztrat negativ Pearson-korrelacios egyiitthatdval jellemezhetd
(PCC <- 0,4), ezzel is jelezve, hogy a fluoreszcencia-alapi kokultira modellen torténd
citotoxicitasi szlirés Osszehasonlithato az NCI-60 tumorsejtpanelen torténd in silico
sztiréssel (23. dbra). Raadasul az in silico predikcid szamos ismert Pgp-szubsztratra fals
eredményt adott, ilyen volt példaul a vinkrisztin, dasatinib, docetaxel, ixabepilon,
kabazitaxel, tenipozid és etopozid, amelyeket mind a Mes-Sa, mind az A431 modellen
sikeresen azonositottunk (3. fablazat). Feltehetd, hogy a toxicitds mértékét az ABCBI1
transzporteren kiviil szamos egyéb sejtes faktor befolyasolhatja az egyes sejttipusokban
eltéréen (metabolizald enzimek miikddése, eltérd plazmamembran permeabilitas, egyéb
transzporterek miikodése), ami nem teszi lehetdvé egyes esetekben az ABCBI1
transzporter kolcsonhatas mérését. Példaul a crizotinib (261) és bortezomibot (262) Pgp
szubsztratként irtdk le, amelyet csak a Mes-Sa panelen azonositottuk (RR = 9,9 és 4,3
Mes-Sa-B1 és RR = 21,3, illetve 17 Mes-Sa/DXx5 esetén), mig lényegesen alacsonyabb
RR ardnyt mértiink az A431 harmas kokultirdban (RR = 2,6 és 3) - ami az altalunk
definidlt hatéaskiiszobérték alatt van. Az adatbazis tartalmaz olyan vegyiileteket,
amelyeknél a toxicitds pozitivan korrelal az ABCBI1 expressziojaval az NCI60
sejtpanelben, jelezve, hogy a Pgp nem csak rezisztenciat okozhat, de egyes vegyiiletek

toxicitasat fokozhatja a Pgp expresszio, (207). Ilyen példaul az NSC57969, amely
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szelektiv toxicitast mutat a Pgp-t expresszald sejtekkel szemben, lehetdséget nyudjtva a

rezisztens sejtek szelektiv elpusztitasara a magas Pgp expresszidji tumorok esetén (263).
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23. abra: NCI-60 sejtpanel ABCBL1 expresszios és drogérzékenységi mintazatanak
korrelacios analizise soran prediktalhatok a szlrés alatt is azonositott ABCB1
szubsztratok. A PCC <-0,4 feltételezett szubsztratokat jelol. A fekete pontok a sziirés
soran szubsztratként azonositott vegyiileteket jelolik, amelyeknek a toxicitasat a
parentalis sejtekhez viszonyitva az ABCB1 csokkentette a) Mes-Sa-B1 (RR> 3,
szaggatott vonal), b) Mes-Sa/Dx5 c) és A431B1 sejtvonalon mérve.

A transzporter-szubsztrat kolcsonhatason kiviil lehetdség nyilik ,,érzékenyitd” vegyiiletek
vizsgalatara is az altalunk hasznélt modellekben. Az in. MDR-szeletiv molekuldk az
ABCBI transzporter kifejez6dése esetén szelektiven megnovekedett toxikus hatast
vegyiiletek, ugyanakkor a szelektiv hipertoxicitas a transzporter fehérje funkciojanak
gatlasaval megsziintethetd. Az Onkologiai készletben talalhatdo molekulak koziill MDR-
szelektiv vegyiiletet nem azonositottunk (16. dbra), az ABCBI transzporter altal okozott
szelektiv  toxicitas a Mes-Sa/Dx5 sejtekre korlatozodott, az A431 sejtvonalon nem
sikeriilt  reprodukalni. Ez mutatta, hogy a megnovekedett toxicitas nem Pgp-hez
kapcsoltan voltjelen (18 5) . Mivel tobb vegylilet esetén a Mes-Sa/DX5 sejteken mért
paradox érzékenység a Mes-Sa-B1 sejteken nem volt reprodukalhaté, igy a Mes-Sa/Dx5
sejteken mért toxikus hatas feltehetdleg szelekcios folyamat kovetkezménye, amely
egyidejlileg szelektalhatott egyéb, a rezisztenciat biztositd mechanizmushoz asszocialt

tulajdonsagot is. ABCG2 transzportert overexpresszald sejtekre szelektiven toxikus
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vegyiiletet sem tartalmazott a vizsgalt vegyiiletkonyvtar (17. Abra). A kialakitott modszer
segitségével a jovOben lehetdség nyilik az NCI DTP altal 6sszevalogatott tovabbi
vegyiiletkonytarainak (Approved Oncology Drugs Set, Diversity Set, Natural Product
Set, Mechanistic Set) tesztelésére.

Az OATP-k gyogyszerérzékenységben vald szerepét a mai napig kevés tanulmany
vizsgélta. Kimutattak, hogy az OATP1B1 érzékenyiti a sejteket flavopiridol felvétele
esetén (264), az OATPIB3 és az OATP2B1 szintén novelte a metotrexat és az
atorvasztatin toxicitasait (26 5). Az ABCBI és ABCG2 efflux transzportereket
expresszaldo fluoreszcencia alapu kokultira rendszer hagyomanyos citotoxicitési
kisérletekkel, ismert ABCB1 ¢és ABCG2 szubsztratokkal torténd validalasa utan
monokultirdban és kokultardban (3. tablazat), a szlirést OATP2B1 transzportert
expresszaldo A431 kokultira modellen is megismételtiik. A tovabbi mérésekben az NCI
DTP Onkoloégiai készlet IV-ben 13 kemoterapids kezelésben hasznalt vegyiiletet
azonositottunk, amelynek toxicitasa az OATP2B1 transzportert overexpresszalo sejteket
érzékenyitette a parentalissal szemben (19. abra). A metotrexaton és etopozidon kiviil a
tobbi vegylilet esetében az OATP2B1 transzporterrel vald kolesonhatasrol eddig nem
szamoltak be. Etopozidot korabban mar OATP2BI1 szubsztratként (266), kozeli
szerkezeti analogjat, tenipozidot OATP1B1 és OATP1B3 transzporter inhibitoraként
(267) azonositottak. Docetaxelt a sziirés soran mindharom vizsgalt transzporter
szubsztratjaként azonositottuk, tovabbi vizsgalatok OATP1B3 transzporterrel vald
kolcsonhatasra is utalnak (268). A taxolrdl korabban publikaltak, hogy nem Iép
kolcsonhatasba OATP2BI1 transzporterrel (269), amelyet sziirésiink is megerdsitett (19.
abra). A korabban OATPI1BI1 szubsztratként azonositott tamoxifennél (270) az
OATP2B1 transzporterrel valo kolcsonhatast a Cascade Blue mérés soran azonositottuk,
igy valoszintisithetd, hogy inhibitor. A tamoxifent az ABCB1 és ABCG2 efflux
transzporterek is felismerik. Abban az esetben, ha a vegyiiletet efflux és uptake
transzporterek is felismerik, érdekes lehet megvizsgalni az uptake/efflux kolcsonhatas
nettd hatdsat A transzporterek altal kozvetitett gyogyszerfelvétel mértéke nagyrészt

patofiziologiai faktoroktdl fiigg, ideértve az expresszio szintjét.

Az OATP transzporterek kemoterapids kezelések soran hasznalt vegyiiletekkel vald

kolcsonhatéasairdl jelenleg kevés adat all rendelkezésiinkre. NagyateresztOképességi
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szlirés sordn igazoltuk, hogy az OATP2BI1 transzporter jelenléte érzékenyiti a sejteket
egyes kemoterapids szerekkel szemben. Az altalunk kialakitott modszertan robosztus
kisérleti eszk6zt nytjt az ABCBI1 ¢és ABCG2 efflux ¢és OATP2B1 uptake
transzporterekkel vald kolcsonhatasok feltérképezésére izogenikus sejtvonalak
alkalmazésa esetén. A szilirés soran hasznalt izogenikus sejtekben, szelekcios folyamattol
mentes koriilmények kozott végzett transzporter-vizsgalatokkal lehetség nyilik egyetlen
transzportert kifejez0 fehérje mukodéséhez kothetd rezisztencia kifejez6désének
vizsgalata. Rdadasul a vegyiiletek izogén sejtvonalakon torténd tesztelése, amelyek csak
az altaluk expresszalt transzporter fehérjében és a fluoreszcens protein szinében
kiilonboznek multiplex technikdanak koszonhetden koltséghatékonyak, iddtakarékosak,
illetve garantalt a sejteket ért azonos tesztelési koriilmény is.

Az OATP2BI1 fehérjével elért eredményeimbdl kiindulva elkésziiltek egyéb OATP
transzportert expresszaldo (OATPIB1, OATP1B3) és fluoreszcens fehérjét is termeld
sejtvonalak, amelyeken hasonl6 vizsgalatokat terveziink. Az altalam kidolgozott mddszer
alapjan ezeken a sejtvonalakon is lehet és érdemes HT szlirést elvégezni, mert ennek

segitségével toxikus szubsztrat molekulak azonosithatok.

6.2. Kombinalt kezelésben hasznalt vegyiiletek kolcsonhatasanak automatizalt

vizsgalata

Az MDR megoldasat szamos kisérletben a Pgp gatlasan keresztiil kivantak megvalositani,
azonban ez a megoldasi stratégia a klinikai vizsgélatok soran elbukott a nem vart
toxicitas, a gyogyszer-kolcsonhatasok és a klinikai vizsgéalatok tervezési problémai miatt
(271, 272). Ezt kdvetben egy részletesebben kidolgozott, finomhangolt
megkdzelitésre volt sziikség, mely magéaban foglalja a transzporter-gatlok és a citotoxikus
szerek egyiittes alkalmazasat. A mult évszazadtdl egyre nagyobb szerepet kapott a
hatéanyagok kombinaciokban torténd vizsgalata, sorra probaltdk kvantitativan
meghatarozni egyes gyogyszerek és kombinacioik dozis-hatds Gsszefliggését. Tobbféle
megkdzelitéssel szamtalan modell, hipotézis €s teoria sziiletett az analizis alapjat
szolgaltaté matematikai hattérrel kapcsolatban (273-278). 2006-ban Ting-Chao Chou
Osszegezte az addigi tapasztalatokat az in. Chou-Talalay kombinéacids index méddszerben
(212). A modszer segitségével olyan gyogyszer- kombinaciokat azonosithatunk, melyek

szinergista hatasuk révén alacsony dozisban alkalmazhatdak, igy alkalmazasuk kevesebb

68



DOI:10.14753/SE.2022.2596

mellékhatéssal jarhatna egytitt. A vegyiiletek kombinacidban torténd alkalmazasa soran
tapasztalt hatds nem mindig egyenértékii oGnmagukban mért hatdsuk 6sszegével. Gyakran
a gyogyszerhatasok megegyeznek a vegyiiletek hatdsanak Osszegével (additiv), de
eléfordul hogy novelik (szinergista) vagy csokkentik (antagonista) egymas hatasat, illetve
kolcsonhatasaik révén eltérd befolyassal lehetnek a terdpia sordn tapasztalt

mellékhatasokra (279).

Doktori munkam masodik részében egy kollaboracio keretén beliil vizsgaltuk, hogy in
vitro modellezhetd rezisztencia indukciot meg lehet-¢ elézni COX-2 gatlokkal torténd
kombinacios kezeléssel. Mindamellett, hogy a COX-2 enzim gatloszerek fontos szerepet
jatszanak a fajdalom és a gyulladas csokkentésének kialakuldsaban, emellett alkalmasak
lehetnek malignus folyamatok kezelésére is. A COX-2 fokozott expressziojat szamos
daganattipus esetén leirtak: tobbek kozt vastagbél- (280), gyomor- (281), maj-
(282), petefészek- (28 3), méhtest- (284 ), hasnyalmirigy- (285), emld- (286),
bér- (287), és nem-kissejtes tiidorakban (288). Ezen tilmenden szamos daganattipusban
kimutattdk a COX-2 fokozott expresszidja és az ABCBI1 overexpresszid kozti pozitiv
korrelaciot (235, 289-291), mialtal a COX-2 magas szintjének gatlasa negativ
prognosztikai faktor révén klinikai eldnyokkel jarhat. A kisérletsorozat eredményeként
COX-2 gatloszer celecoxib doxorubicinnel egyiittesen alkalmazva a terapia rezisztencia
kialakulasaért felelés Pgp aktivitasanak fokozodasat képes volt megakadalyozni (239).

A COX-2 ¢és az ABCBI1 medidlt MDR kozotti kapcsolat vizsgélatara klinikailag
alkalmazott celecoxib (292) és firocoxib (293) COX-2 gatldszereket teszteltiik automatizalt
rendszer segitségével, citotoxikus szerként alkalmazott doxorubicinnel kombinélva. A
kombinacios kisérletek soran a celecoxibot doxorubicinnel kombinacioban alkalmazva
enyhén antagonista, illetve additiv hatast mértiink, a vegyiiletek nem erdsitették egymas
citotoxikus hatasat sem P388 sem CLBL-1 sejteken mérve. Az elvégzett szinergia
vegyliiletkdlcsOnhatéds vizsgalata soran nyert eredmények tekintetében kijelenthetd, hogy
a rezisztencia kialakulasdnak megakadalyozésa nem a két vegyiilet szinerg hatdsa miatt
kovetkezett be. Firocoxib esetén ugyanakkor szinergista hatdst mértiink P388
sejtvonalon, mig enyhén antagonista, illetve additiv hatast CLBL-1 sejteken. Mivel a
celecoxib 6nmagaban nem gatolja az ABCBI1 funkcigjat, és mivel a kombinacios

kisérletben nem mutatott szinergista hatast a doxorubicin kezeléssel kialakitott rezisztens
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sejteken, arra kovetkeztettiink, hogy az MDR fenotipus megjelenését a celecoxib a Pgp

expresszidjanak mértékébe beavatkozva akadalyozza meg (239).
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7. Kovetkeztetések

1. Létrehoztunk egy kokulturaban alkalmazhato, fluoreszcencia alapu, efflux és
uptake transzporterekkel vald koélcsonhatas vizsgalatara alkalmas HTS-kompatibilis
esszét.

2. A kialakitott sziirérendszer segitségével elvégeztik az NCI DTP Onkologiai
keszlet IV vegyiiletkonyvtar jellemzését, és azonositottuk azokat a molekulakat, amelyek
eltérd toxicitast mutattak ABCB1, ABCG2 és OATP2B1 transzportert overexpresszald
sejtvonalakban.

3. Masodlagos tesztek soran igazoltuk az azonositott molekulak transzporterekkel

vald kolcsOnhatasat.

4. A szirési platform segitségével 1j, az OATP2B1 transzporterrel koélcsonhatod
vegyiileteket fedeztiink fel.
5. Kimutattuk, hogy a COX-2 gatloszer celecoxib doxorubicinnel kombinalva képes

az MDR in vitro kialakulasanak megel6zésére. Robotizalt kombinacios esszé
segitségével bebizonyitottuk, hogy a celecoxib Pgp indukcié gatldo hatasa nem a két

vegyiilet szinerg toxicitasan alapul.
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8. Osszefoglalas

A biologiai membranokon keresztiili ateresztoképességet a membranban talalhaté efflux
(pl. ABCB1 ¢és ABCG2) és uptake (pl. OATP2B1) funkcidkat ellaté transzporterek
hatdrozzak meg. A transzporterek barrierekben valod lokalizacidjuk révén jelentds
szerepet jatszanak a drogok ADME-Tox paramétereinek kialakitdsdban egyfajta
kemoimmunitasi halozat részeként. A tobb, szerkezetileg és hatasmechanizmuséaban is
diverz vegyiiletnek ellenall6 multidrog rezisztens (MDR) tumoros sejteket legtobbszor az
MDR ABC transzporterek védik, melyek emelkedett expresszidja miatt a kemoterapias
kezelés gyakran hatastalan marad. Egyre tobb bizonyiték jelzi az OATP-k tumoros
megbetegedésében vald szerepét is, emelkedett expresszidjuk egyes tumorokban ujfajta
terapias lehetdségeket vet fel. A gyogyszerkutatds és gyodgyszerfejlesztés soran

gyogyszer—transzporter kdlcsonhatasok tesztelése a preklinikai fazis donto 1épése.

A doktori munkam soran a gyogyszerek megoszlasat befolyasold transzporterek
vizsgalatanak céljabol olyan nagy atereszt6képességii (HTS) in vitro modszer fejlesztését
thztiik ki célul, amely lehetdvé teszi az uptake és efflux transzporterekkel kolcsonhatod
molekulak azonositasat. A kokulturaban alkalmazhatdé sejtvonal parokbol HTS-
kompatibilis essz¢ kialakitasa utan az NCI DTP Onkologiai készlet IV vegyiiletkonyvtar
tesztelését végeztem, illetve a kapott eredményeket masodlagos tesztek soran validaltam.
Az eredmények tlikrében a szlirési rendszer segitségével azonositott ABCBI ¢s ABCG2
szubsztrat molekulak, illetve OATP2B1 szubsztratok hozzajarulnak az efflux €és uptake
transzporterek patologids folyamatokban betdltott szerepének jobb megismeréséhez. A
kemoterapids kezelés soran hasznalt hatdanyagok gydgyszer- transzporter interakcios
profiljainak azonositasaval lehetdség nyilik az MDR mechanizmusok eldrejelzésére,

kikiiszobolésére vagy kihasznalasara.

Doktori munkdm masodik felében egy kollaboracid keretében bizonyitottuk, hogy a
COX-2 gatlészer celecoxib doxorubicinnel kombinalva képes az MDR in vitro
kialakulasanak megelézésére. Robotizalt kombinacids esszé segitségével megmutattuk,

hogy a celecoxib Pgp indukci6 gatlo hatdsa nem a két vegyiilet szinerg toxicitasan alapul.
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Summary

Permeability across biological membranes is determined by membrane transporters,
which can be major determinants of pharmacokinetics, drug safety and efficacy.
Transporters are membrane proteins that control the influx of essential nutrients and ions
and the efflux of cellular waste, environmental toxins, drugs, and other xenobiotics. They
play an important role in ADME-Tox processes as a critical element of the innate defense
system termed the "chemoimmunity” network. Multidrug resistance (MDR) is a major
obstacle in effective chemotherapy for cancer patients. It is defined by the development
of cellular resistance to a large variety of structurally unrelated drugs with diverse
mechanisms of action. Knowledge of transporters affecting the efflux and uptake
mechanism of chemotherapeutic drugs in tumors allow us to predict, counteract or exploit
resistance mechanisms. ldentification of drug-transporter interaction profiles during the
drug discovery process is crucial to explore ADME properties of therapeutic compounds.

My aim was to adapt a high-throughput, fluorescence-based in vitro screening method to
allow the identification of compounds interacting with efflux and uptake transporters. The
in vitro triple-fluorescence-based cytotoxicity screen is based on the co-culturing cells
expressing different fluorescent proteins and transporters. We used the screening system
to characterize the ability of the transporter proteins to modulate the cytotoxic activity of
114 clinically used chemotherapeutics compiled in the Developmental Therapeutics
Program’s (DTP) Oncology Set IV. In addition to identifying known substrates of
ABCB1 and ABCG2, the fluorescence-based cytotoxicity assays identified 13 novel
putative OATP2B1 substrates whose toxicity was increased in OATP2B1 expressing
cells. Interaction of these compounds with OATP2B1 was verified in dedicated transport
assays. Understanding drug-transporter interactions is needed to increase the efficacy of
chemotherapeutic agents. The use of automated screening techniques allows for efficient
examination of drug-drug interactions hence accelerating the identification of potential
drug combinations. The results highlight the potential of the fluorescence-based HT
screening system for identifying transporter substrates, opening the way for the design of
therapeutic approaches based on the inhibition or even the exploitation of transporters in

cancer cells.
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Abstract

Membrane transporters play an important role in the absorption, distribution, metabolism and excretion of drugs. The cellular
accumulation of many drugs is the result of the net function of efflux and influx transporters. Efflux transporters such as P-
glycoprotein/ABCB1 have been shown to confer multidrug resistance in cancer. Although expression of uptake transporters
has been confirmed in cancer cells, their role in chemotherapy response has not been systematically investigated. In the present
study we have adapted a fluorescence-based cytotoxic assay to characterize the influence of key drug-transporters on the toxicity
of approved anticancer drugs. Co-cultures of fluorescently labeled parental and transporter-expressing cells (expressing
ABCB1, ABCG2 or OATP2B1) were screened against 101 FDA-approved anticancer drugs, using a novel, automated, triple
fluorescence-based cytotoxicity assay. By measuring the survival of parental and transporter-expressing cells in co-cultures, we
identify those FDA-approved anticancer drugs, whose toxicity is influenced by ABCB1, ABCG2 or OATP2BL1. In addition to
confirming known substrates of ABCB1 and ABCG2, the fluorescence-based cytotoxicity assays identified anticancer agents
whose toxicity was increased in OATP2B1 expressing cells. Interaction of these compounds with OATP2B1 was verified in
dedicated transport assays using cell-impermeant fluorescent substrates. Understanding drugtransporter interactions is needed
to increase the efficacy of chemotherapeutic agents. Our results highlight the potential of the fluorescence-based HT screening
system for identifying transporter substrates, opening the way for the design of therapeutic approaches based on the inhibition
or even the exploitation of transporters in cancer cells.

Keywords High-throughput screen - Anticancer drugs - Cytotoxicity - ATP-binding cassette transporters - Organic Anon
Transporting Polypeptides

Introduction

Plasma membrane proteins play important roles in regulating
the cellular uptake and efflux of nutrients, xenobiotics and
drugs. Expressed in pharmacological barriers, transporters
modulate the absorption, distribution, metabolism and
excretion (ADME) of compounds (Szakacs et al. 2008; César-
Razquin et al. 2015). Drug exporters such as ABCB1 (P-
glycoprotein/Pgp), ABCG2 (Breast cancer resistance protein,
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BCRP) or ABCC1 (Multidrug resistance-associated protein 1,
MRP1) belong to the ATP-binding cassette (ABC)
superfamily, and typically mediate the transmembrane
transport of a wide variety of xenobiotics, drugs, lipids, sterols,
and metabolic products by utilizing the energy of ATP
hydrolysis (Ambudkar et al. 1999; Fletcher et al. 2010).
Transporters mediating drug import are members of the solute
carrier (SLC) superfamily. SLC transporters also influence
drug disposition and efficacy, and are sites of drug—drug
interactions leading to toxicity (Giacomini et al. 2010;
Giacomini and Huang 2013). One of the major SLC uptake
transporters involved in ADME processes are members of the
OATP (organic anion transporting polypeptide, SLCO) family.
OATPs are anion exchangers mediating the cellular uptake of
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organic compounds with a molecular weight of mor

Da in an ATP- and Na* independent manner (Roth et al.
2012). The liver-specific OATP1B1 (SLCO1B1) and
OATP1B3 (SLCO1B3) are responsible for the hepatic
detoxification of numerous drugs. According to recent FDA
(US Food and Drug Administration) and EMA (European
Medicines Agency) recommendations, these uptake
transporters must be investigated for interaction with any
novel molecular entity undergoing hepatic clearance
(Giacomini and Huang 2013). OATP2B1 (SLCO2B1) is also
a multispecific transporter, mediating cellular uptake of a
plethora of clinically applied medicines (e.g., statins,
antihistamines, and antivirals) (Tamai and Nakanishi 2013;
Yu et al. 2017). However, in contrast to the members of the
OATP1B subfamily, the role of OATP2B1 in hepatic
clearance has not yet been proven. Owing to its wider tissue
expression, OATP2B1 may participate in drug absorption
from the intestine or across the blood-brain barrier
(Nakanishi and Tamai 2012; Gao et al. 2015).

In the last decade, several studies revealed that the
multidrug resistance phenotype in tumors is associated with
the overexpression of certain ABC transporters, termed
multidrug resistance (MDR) proteins. Expressed in cancer
cells, ABCB1, ABCG2 or ABCC1 mediate the efflux of
chemotherapeutics, allowing the survival of multidrug-
resistant clones despite toxic chemotherapy (Gottesman et al.
2002). While OATP2B1 overexpression has been
demonstrated in various tumors (e.g., breast cancer, gliomas,
bone cysts), its role in chemotherapy response (sensitivity)
has not been proven (Matsumoto et al. 2015; Kovacsics et al.
2017). In particular, the range of OATP2B1 substrates among
currently used chemotherapeutics is not known. In the present
study, we have adapted a fluorescence-based cytotoxic assay
to identify the influence of key drug transporters on the
toxicity of approved anticancer drugs. By measuring the
survival of parental and transporter-expressing cells in co-
cultures exposed to the drugs included in the NCI DTP
oncology drug set, we identify those FDA-approved
anticancer drugs, whose toxicity is influenced by the drug
transporters.

Methods
Cell lines and culture conditions

A431 and Mes-Sa cell lines, including Mes-Sa/Dx5 were
obtained from ATCC. ABCB1 and ABCG2 were expressed
in A431 and Mes-Sa cells using lentiviral transduction (Pape
etal. 2015), while OATP2B1 expressing cells were generated
as described previously (Patik et al. 2018). After the
transduction, cell lines were tested by flow cytometry and
were sorted based on transporter expression/function, and in
the case of the OATP2B1-expressing cell line, on CD4
protein expression. Parental, SLCO2B1, ABCG2 and ABCB1
overexpressing cell lines were transduced with the fluorescent

profein —expressing lentiviral supernatants produced with
pRRL-EF1-mCherry, -mQOrange or -eGFP expression plasmid
in a second round of transduction. Mes-Sa/Dx5-eGFP cells
were repeatedly cultured in 500 nM doxorubicin to ensure
homogenous expression of Pgp. All cell lines were cultured at
37 °C, 5% CO,, in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM, SigmaAldrich, 52100047), supplemented with 10%
FBS, 2 mM L-glutamine and 100 units/mL penicillin and 100
pg/mL streptomycin (ThermoFisher). Functional expression of
ABCB1 and ABCG2 was regularly checked with cytotoxicity
assays using mitoxantrone in the absence or presence of
tariquidar. Functional expression of OATP2B1 in A431-2B1
was verified by the Cascade Blue uptake assay (Patik et al.
2018) in the presence or the absence of estrone-3-sulfate (Fig.
S1).

Fluorescence-based cytotoxicity assays

All experiments were performed using a robotic pipetting
workstation (Hamilton Robotics STAR Let). Cells were seeded
at a final cell density of 1875 cells per well in 384well plates in
the triple co-culture (625 cells from each lines) and at 2500
cells per well in the A431 control and A431-2B1 co-culture
(1250 cells from both) systems. Co-cultured cells were
incubated for 24 h at 37 °C and 5% CO2 under humidified
atmosphere prior to the addition of drugs. In the primary assays,
compounds were added in a six-point dose response format
with threefold dilution (the final volume was 60 ul, DMSO did
not exceeded 1%). Six compounds (valrubicin, doxorubicin,
daunomycin, mitoxantrone, mithramycin, dactinomycin) were
excluded from the fluorescence-based screens because of their
intrinsic fluorescence. 144 h after drug addition, fluorescence
was recorded by a Perkin Elmer EnSpire microplate reader
(GFP:  485¢4/510em; mCherry:  585¢/610em; mOrange: 5
45:4/567:m) by scanning the plate at a resolution of four points
per well. Data were exported to a custom-made program for
determining growth inhibition curves for each cell line. In
confirmatory screens, compounds were tested with the same
method in a nine-point dose response format. For validation,
compounds were confirmed in cytotoxicity assays using the
PrestoBlue cell viability reagent (ThermoFisher), according to
the manufacturer’s instructions.
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Dataanalysis

In the primary screening, | Cso was estimated by the intercept
of the linear regression fitted on nearest values. In the
confirmatory screening, 1Cso values were obtained by
sigmoidal curve fitting using the GraphPad Prism software.
Differences of the 1Csy values between the cell lines were
analyzed by two-sided unpaired Student t test, and results
were considered statistically significant at a P value of < 0.05
(*) or 0.01 (**). Mean | Csp values were calculated as the
average of 3-10 replicates. The Resistance Ratio (RR) was
calculated by dividing the 1Cso values measured against the
multidrug resistant, transporter-expressing derivative by the
cytotoxicity measured in the parental cell line; the Selectivity
Ratio (SR) is the inverse of RR. Differences were considered
to be biologically relevant at RR > 3 or SR > 3.

Microplate-based uptake assay

OATP-expressing A431 cells were seeded (7 x 10* cells in
200 pl final volume/well) onto 96-well plates and cultured for
16-24 h at 37 °C, 5% C O.. After reaching confluence, the
supernatant was removed and the cells were washed
threetimes with 200 ul of phosphate-buffered saline (PBS).
The cells were preincubated in the presence of the compounds
for 5 min at 37 °C. The amount of solvent was kept below
0.5% throughout the study to avoid interference with the
fluorescence of the dyes. The reaction was started with the
addition of 50 pl Cascade Blue fluorescent dye (10 uM final
concentration in a final volume of 100 pl) and the plate was
incubated at 37 °C for 30 min (Patik et al. 2018). The reaction
was stopped by the addition of 200 pl ice-cold PBS. The
supernatant was rapidly removed, and the cells were washed
three-times with 200 pl ice-cold PBS. Finally, 200 pl PBS
was added to the cells and fluorescence was measured at room
temperature using an EnSpire fluorescent plate reader (Perkin
Elmer) at wavelengths 401e/419m nm.

Determination of Cascade Blue dye uptake by flow
cytometry

A431 cells were collected after trypsinization (0.1% trypsin)
and washed twice with uptake buffer (125 mM NaCl, 4.8 mM
KCI, 1.2 mM C aCly, 1.2 mM K H2PO4, 12 mM MgSOy, 25
mM MES, and 5.6 mM glucose, with the pH adjusted to 5.5
using 10 N NaOH/I M HEPES). 5 x 10° cells were
preincubated at 37 °C with or without estrone-3-sulfate. After
preincubation, 5 uM Cascade Blue hydrazide was added in a
final volume of 100 pl for 30 min. The reaction was stopped
by the addition of 1 ml ice-cold PBS. The cells were kept on
ice until flow cytometry analysis. The cellular fluorescence of
min. 20,000 live cells was determined using an Attune

Acoustic Focusing Cytometer (Applied Biosystems, Life
Technologies, Carlshad, CA, US).

NCIDTP databaseandinsilico screening

For insilico calculations, we focused on the NCI DTP oncology
set IV compound collection and the associated cytotoxicity data
released in December, 2016 (https ://dtp.cance r.gov/). Putative
substrates were identified based on correlation of cytotoxicity
patterns to transporter expression within the NCI60 panel
(Szakacs et al. 2004).

Materials
Chemicals

The NCI DTP oncology drug set IV, containing 101
FDAapproved anticancer drugs, was obtained from the NCI/
NIH DTP Open Chemical Repository as 10 mM DMSO
solutions. Compounds for the follow up experiments were
purchased from several vendors: methotrexate (NSC-740),
teniposide (NSC-122819) and thioplex (NSC-6396) were
obtained from Merck Irinotecan (NSC-616348), capecitabine
(NSC-712807), bleomycin (NSC-125066), docetaxel (NSC-
628503) and carfilzomib (NSC-758252) were purchased from
SelleckChem; carboplatin (NSC-241240) was from Accord
Healthcare; Etoposide (NSC-141540) was purchased from
TEVA,; estrone-3-sulfate and Cascade Blue hydrazide were
from ThermoFisher Scientific

Results

Establishment and validation of the triple
co-cultured cell cytotoxicity assay

We have shown earlier that the human epidermoid carcinoma
cell line A431 provides a reliable and stable model for the
characterization of the function of MDR ABC transporters
ABCB1 and ABCG?2 (Elkind et al. 2005; Nerada et al. 2016).
For the purpose of this study we expressed the eGFP
fluorescent protein in parental A431 cells, and mCherry or
mOrange in A431 cells stably expressing
ABCB1/Pglycoprotein (Pgp) or ABCG2, respectively. In
addition, we transfected the human sarcoma cell line Mes-Sa
and its multidrug-resistant counterparts (Mes-Sa/Dx5 and
MesSa-B1) with mCherry (mCh), eGFP or mOrange (mOr),
respectively. Transporter activity and the stable expression
of the fluorescent tags were verified by functional assays and
cytotoxicity experiments (Fig. S1). Correlation between the
fluorescence intensity and cell number was maintained in the
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triplicate co-cultures, indicating that the relative number of
the parental and transporter-expressing cells can be reliably
estimated by measuring the fluorescence of the individual cell
lines in the same well (Fig. S2). Growth of the differently
tagged cell lines could be selectively quantified both in mono-
and triple co-cultures, indicating that this setup was amenable
to a fluorescence-based cytotoxicity assay (Fig. 1a). The

1 10 0.001  0.01

¢ (UM ) NSC57969

0.1 1 10

triple-fluorescence-based cytotoxicity assay measures the
growth inhibitory effect of test compounds on the co-culture of
differently tagged parental and transporter-expressing cell
lines. The assay was validated using etoposide, which is known
to be recognized by both ABCB1
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<Fig. 1 Cell growth can be reliably monitored based on the fluorescence
of differently tagged cell lines. a Cells were plated in a 384 well plate at a
final cell density of 1875 cells per well in the triple co-culture system (625
cells from Mes-Sa mCh/Mes-Sa Dx5 eGFP/ Mes-Sa-B1 mOr cell lines;
625 cells from A431 eGFP/A431-B1 mCh/A431-G2 mOr cell lines) and
at 2500 cells per well in monocultures. Fluorescence corresponding to the
density of the individual cell lines was recorded at regular intervals using
a plate reader. b Validation of the triple-co-cultured fluorescence-based
cytotoxicity assay. 1Cso values measured in triple coculture condition and
in monocultures. Mes-Sa, Mes-Sa-B1, Mes-Sa/Dx5 and A431, A431-B1,
A431-G2 cells were seeded in 384 well plates and were incubated in the
presence of increasing concentrations of etoposide or the MDRselective
compound NSC57969 in monoculture (left) and triple coculture
conditions (middle) measured with fluorescence-based cytotoxic assay,
and with the PrestoBlue-based cytotoxicity assay (right). The
fluorescence-based assay measured in triple coculture condition and in
monoculture, compared with PrestoBlue-based cytotoxic assay provided
concordant | Cso results (see Table S1)

and ABCG2, as well as an MDR-selective compound
(NSC57969), which preferentially kills Pgp-expressing cells
(Firedi et al. 2017) (Fig. 1b). The PrestoBlue-based
cytotoxicity assay and the fluorescence-based assays measured
in monoculture and in triple-co-culture provided concordant
results, confirming that the triple-fluorescence assay is suitable
for the identification of ABC transporter substrates and MDR-
selective compounds (Table S1). Interestingly, despite the
overlapping substrate specificity of ABCB1 and ABCG2,
ABCG?2 did not sensitize cells to NSC57969.

The triple-fluorescence-based cytotoxicity assay
identifies ABC transporter substrates in the DTP
oncologysetIV

Next, we used the established co-culture model system to
characterize the ability of the MDR ABC proteins to
modulate the cytotoxic activity of 101 clinically used
chemotherapeutics compiled in the Developmental
Therapeutics Program’s (DTP) oncology set IV. In the
primary assays the compounds were tested in six
concentrations, using a robotic pipetting workstation. As
expected, the majority of the compounds were highly toxic.
As compared to the parental Mes-Sa cells, approximately
20% of the oncology set compounds showed reduced toxicity
against its multidrug resistant derivatives; compounds
showing reduced toxicity to Mes-Sa/Dx5 cells were also less
toxic to Mes-Sa/B1 cells, proving that these compounds are
P-glycoprotein substrates (Fig. 2a, Table S3). Interestingly,
several compounds including NSC-125066 (Bleomycin),
NSC-9706 (Triethylenemelamine), NSC-6396 (Thioplex),
and NSC-762 (Mechlorethamine) seemed to be more toxic
against Mes-Sa/Dx5 cells. However, none of these
compounds proved to preferentially kill Mes-Sa-B1 cells,
indicating that the paradoxical sensitivity of Mes-Sa/Dx5
cells is independent of Pgp (Table S2). To substantiate these
results, we repeated the screen using the co-culture of A431
cells. Putative Pgp substrates identified by the screen

performed by the Mes-Sa cells showed reduced toxicity to
A431-B1 mCh cells (Table S3), but the collateral sensitivity
of Mes-Sa/Dx5 cells could not be reproduced (Fig. S3). Next,
we analyzed the differential sensitivity of parental and
ABCG2-expressing A431 cells. Similarly to Pgp, ABCG2
conferred resistance to several compounds, which included
known ABCG2-substrates: mercaptopurine (Wolf et al.
2008), irinotecan, topotecan (Maliepaard et al. 2001),
dasatinib, gefitinib, lapatinib (Ozvegy-Laczka et al. 2004;
Hegedus et al. 2009), clofarabine (Nagai et al. 2011) (Fig. 2b).
On the other hand, none of the compounds were found to be
more toxic to ABCG2-expressing cells.

The fluorescence-based cytotoxicity assay identifies
putative OATP2B1 transporter substrates

Our experiments performed with the co-culture systems
indicated that the fluorescent protein based screen can identify
ABCB1 and ABCG?2 substrates. Recent evidence suggests that
uptake transporters can play a significant role in the uptake of
cytotoxic drugs. However, compared to MDR transporters,
there are no systematic studies addressing the contribution of
uptake transporters to cytotoxicity. Recently, we have
established a panel of cell lines expressing the members of the
OATP transporter family, OATP1B1, 1B3 and 2B1, and shown
that A431 cells can be used to study the function of these OATP
transporters (Patik et al. 2018). To address the ability of
OATP2BL1 to modulate the toxicity of the DTP compound set,
we labeled OATP2B1 expressing A431 cells with mCherry.
Transporter activity and the fluorescence of the cell lines were
verified by FACS analysis (Figs. 3a, S1). Growth curves of the
co-cultures confirmed that the relative number of the parental
and OATP2B1expressing cells can be reliably estimated (Fig.
3b), suggesting that the fluorescence-based co-culture system
can be used to characterize the sensitivity of OATP2B1
expressing cells.

In the case of OATP2B1, which mediates the uptake of large,
organic molecules, including chemotherapeutic compounds
(Thakkar et al. 2015), we expected an increased toxicity of
transporter substrate chemotherapeutics, due to their elevated
accumulation in the cells. Whereas the majority of the
compounds were equally toxic to A431eGFP and A431-2B1
cells, 13 approved chemotherapeutics showed increased
activity against A431 cells expressing the uptake transporter
(Fig. 4). Two compounds that showed uncharacteristic dose—
response patterns were not pursued further (NSC-63878, NSC-
613327), one compound (NSC-9706) was unavailable, and
another compound was removed due to intrinsic fluorescence
(NSC-757441). Increased toxicity of the remaining compounds
against OATP2B1 expressing cells was confirmed in additional
cytotoxicity experiments
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«Fig. 2 Screening results of the DTP oncology set IV measured against a
parental Mes-Sa mCh and Pgp-expressing MDR derivatives [Mes-Sa/Dx5
eGFP (gray dots) or Mes-Sa-B1 mOr (black dots)]; b parental A431 and
its ABCG2-expressing derivative (A431-G2). Data points represent
average p ICso values derived from at least two independent experiments.
To evaluate the selective toxicity of the compounds, resistance ratio (RR)
was calculated by dividing the ICso values measured against the multidrug
resistant, transporterexpressing derivative by the cytotoxicity measured in
the parental cell line, while the selectivity ratio (SR) was calculated as the
inverse of RR. Compounds displaying at least a threefold difference in
toxicity (dashed line) between the control and transporter-expressing cells
were considered as putative ABCB1 or ABCG2 substrates (RR > 3, see
inset); or putative MDR-selective compounds (SR > 3, see Table S2)

(Table S4), indicating that these compounds may be
transported by OATP2B1 into the cells. To test this
proposition, we evaluated the effect of these compounds on the
accumulation of CascadeBlue in A431-2B1 cells. The results
clearly indicated that the putative OATP2B1-substrates
identified by the fluorescence-based cytotoxicity screen show
high affinity interaction with OATP2B1 (Table 1).

Discussion

Drug transporters are widely acknowledged as important
determinants of drug pharmacokinetics, pharmacodynamics,
and toxicity, underlying drug—drug interactions, lack of
therapeutic efficacy or unwanted toxicity. A large variety of in
vitro assays have been used to characterize the interaction of
compounds with transporters (Polli et al. 2001; Sarkadi et al.
2006). While each approach has unique strengths, there are
also limitations, and classification of compounds as transporter
substrates or inhibitors often depends on the specific assay.
Whereas pharmacological models based on, e.g., MDCK or
CaCo-2 cells address the role of transporters in
pharmacological barriers such as the gut or the blood-brain
barrier, here we wanted to evaluate the influence of the
transporters on the chemosensitivity of cancer. In this study,
we characterize Mes-Sa (human sarcoma) and A431 (human
epidermoid  carcinoma) cells, along with their
transporterexpressing derivatives. In prior work our group has
shown that both cell lines are suitable for the identification of
cytotoxic MDR-substrates and MDR-selective compounds
(EIKind et al. 2005; Hegediis et al. 2009; Tiirk et al. 2009;
Nerada et al. 2016; Fiiredi et al. 2017; Szabo et al. 2018;
Temesszentandrasi-Ambrus et al. 2018). To evaluate the
influence of OATP2BL1 in the context of the MDR exporters,
we wanted to use the same in vitro model. We found that A431
cells are particularly well suited for the evaluation of OATP
function. First, A431 cells show optimal growth and adherence
characteristics favoring HTS applications.
Second, A431 cells allow the stable expression of OATP
transporters at relevant levels. Third, the signal to noise ratio
measured in the A431 cell system was particularly high, given
the very low permeability of these cells to the fluorescent dyes
used to probe OATP function (Patik et al. 2018).
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In oncological developments, in vitro cytotoxicity testing
provides a convenient means to characterize the toxicity of new
chemical entities. Since cellular accumulation of most drugs is
significantly influenced by the net function of efflux and influx
transporters, cytotoxicity of the compounds also depends on
their interaction with transporters. Thus, cytotoxicity assays
performed with pairs of parental and transporter-expressing
cells can be used to identify transporter substrates. In the case
of efflux pumps, compounds that are recognized for transport
are expected to show reduced toxicity. In contrast, uptake
transporters may increase the toxicity of their cytotoxic
substrates by enhancing their cellular accumulation. The
toxicity of many chemotherapeutics, including new-generation
anticancer agents, are known to be blunted by efflux
transporters, but the influence of uptake transporters is
relatively unexplored. To improve the throughput of
transporter-based cytotoxicity screens, Brimacombe et al.
introduced a dual-fluorescence system in which they compared
the sensitivity of the OVCAR-8 cell line with that of its drug-
selected derivative NCI/ADR-RES (expressing ABCB1/Pgp),
allowing sensitive and resistant cells to be treated with
compounds under shared conditions in the same wells
(Brimacombe et al. 2009). Here we take this approach a step
further to include up to three cell lines expressing two major
efflux pumps and a ubiquitous uptake transporter.

The fluorescence-based viability assay is based on the co-
culture of differentially tagged cell lines. To achieve stable
expression of transporters, ABCB1 and ABCG2 were
expressed in A431 and Mes-Sa cells by lentiviral transduction,
while SLCO2B1 expressing cells were established by the
Sleeping Beauty transposon-based gene delivery system, using
the 100x hyperactive SB transposase. In a second round of
transduction, the cell lines were transduced with the fluorescent
protein expressing lentiviral supernatants encoding mCherry,
mOrange or eGFP, carefully chosen to allow parallel detection
of the cell lines in the same well. Using a robotic work-flow,
we were able to increase the throughput of our assay to include
DTP’s approved oncology set, containing most current FDA-
approved anticancer drugs (Table S5). We developed three
parallel cellular models to evaluate the ability of the triple-
fluorescence assay to capture known ABCB1/Pgp substrates.
We compared the sensitivity of the parental Mes-Sa cells with
that of its drug-selected derivative (Mes-Sa/Dx5), and Mes-Sa-
B1 cells, which were engineered to overexpress Pgp. In
addition, we characterized the sensitivity of parental A431 cells
in comparison to A431 cells expressing ABCB1 or
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Fig. 3 Characterization of the fluorescence-based OATP2B1 uptake
transporter-expressing A431 co-culture system. a Transport activity of
OATP2B1 can be selectively measured in the co-cultured cells. Co-
culture of parental A431 eGFP (grey) and transporter expressing A431-
2B1 mCh (black) cells were stained by Cascade Blue in the absence
(middle) or presence (right) of the OATP2B1 inhibitor estrone-3-sulfate
(cells without Cascade Blue are shown in the left panel). CB is

ABCG2. Results obtained with ABCB1-overexpressing cells
confirmed that the triple co-culture cytotoxicity assay
identifies P-glycoprotein substrates. Overall, the three P-gp
positive cell lines gave similar results—however, resistance
mediated by ABCB1 was not identical in the three cell lines
(Table S3). The Oncology Set has also been measured across
the NCI60 cell panel, and it has been shown that the toxicity
pattern of ABCB1/Pgp substrates is negatively correlated
with the pattern of ABCBL1 expression across the NCI60 cell
panel (Alvarez et al. 1995; Szakacs et al. 2004). As shown in
Fig. S4a, all compounds identified as putative Pgp substrates
by the Mes-Sa triple co-culture assay are characterized by a
negative Pearson correlation coefficient (PCC < — 0.4),
indicating that the fluorescence-based triple co-culture
cytotoxicity assay can be cross-validated by data from the
NCI-60 screen (similar results were obtained by the A431
panel) (Fig. S4c). At the same time the in silico prediction
missed several known Pgp substrates including vincristine,
dasatinib, docetaxel, ixabepilone, cabazitaxel, teniposide and

selectively taken up by OATP2B1-expressing cells. b Growth of A431
eGFP and A431-2B1 mCh cells can be reliably monitored based on the
differential tagging of cells. Cells were seeded in 384-well plates in
monoculture (2500 cells/well) and in coculture conditions (1250 A431
eGFP + 1250 A431-2B1 cells/well). The cells were incubated for 144 h in
a final volume of 60 ul, at 37 °C and 5% COg, under humidified
atmosphere. Cell growth corresponding to each cell line was recorded
using a microplate reader

etoposide, which were identified by both the Mes-Sa and A431
co-culture assays (Table S4). Dasatinib, which was reported to
be a substrate of both P-gp and ABCG2, was less toxic to all
MDR cells. Conversely, crizotinib and bortezomib, both
described as Pgp substrates, was only identified by the Mes-Sa
panel (RR =9.9 and 4.3 for Mes-SaB1 and RR = 21.3 and 17
for Mes-Sa/Dx5, respectively), while the resistance ratio of
these compounds were below the established threshold in the
A431 cells (RR = 2.6 and 2.7, respectively). Interestingly, the
DTP database contains toxicity patterns that are positively
correlated to the expression of ABCBL1 across the NCI60 cell
panel, indicating that

Pgp may potentiate, rather than reduce the toxicity of certain
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Fig. 4 Screening results of the DTP Oncology Set IV measured against
parental A431 and its OATP2B1-expressing derivative (A431-2B1).
Compounds displaying at least a threefold difference in

Table 1 Inhibition of OATP2B1-mediated Cascade Blue (CB) uptake by
the putative OATP2B1 substrates identified in the cytotoxicity screen

NSC number Name I1Cs0 (UM)
NSC-125066 Bleomycin 64.15+6.1
NSC-712807 Capecitabine 124.01+6.42
NSC-628503 Docetaxel 11.32+0.38
NSC-616348 Irinotecan 17.03+1.46
NSC-180973 Tamoxifen 10.99+0.7
NSC-740 Methotrexate 265.50+31.38
NSC-122819 Teniposide 4.59+0.4
NSC-141540 Etoposide 1.88+0.32
NSC-6396 Thioplex 574.28+282.7

Transport of CB (10 pM) was measured for 30 min in increasing
concentrations of the investigated compounds. | Cso values were
determined by measuring the intracellular accumulation of Cascade Blue
in the presence of increasing concentrations of OATP2B1 interacting
compounds. Experiments were performed in triplicates with three
parallels in each biological replicate. Average + SD values of T Cso values
are shown

toxicity (dashed line) between the control and transporter-expressing
cells were considered as putative substrates (SR>3, see inset)

compounds (Szakacs et al. 2004). Indeed, compounds such as
NSC57969 show preferential toxicity to Pgp-expressing cells,
proving that this well-studied drug resistance mecha- nism
may be exploited to target resistant cancer (Hall et al. 2009).
However, as seen in Figs. 2a and S3, the paradoxical toxicity
of the compounds is restricted to Mes-Sa/Dx5 cells, indicating
that their increased toxicity is unrelated to Pgp (Szakacs et
al. 2014).

Increasing evidence indicates that OATPs show altered,
usually increased expression in various types of cancer,
e.g., in breast, colon, lung and prostate cancers (Obaidat et
al. 2012; Thakkar et al. 2015; Kovacsics et al. 2017).
Increased OATP2B1 expression has been demonstrated in

a colon cancer cell line (Tamai et al. 2000), in bone cysts
(Liedauer et al. 2009) and in glioma (Bronger et al. 2005).
OATP overexpression may be beneficial for tumor cells by
increased nutrient or hormone uptake. Indeed, it has been
shown that increased uptake of hormones (ES, DHEAS) by
OATPs 1A2, 1B3 and 2B1 resulted in increased survival of
breast cancer cells (Nozawa et al. 2004; Arakawa et al. 2012;
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Matsumoto et al. 2015). Moreover, clinical data suggests
that testosterone uptake by OATP1B3 or DHEAS transport
by OATP2B1 may be crucial in prostate cancer progression
(Hamada et al. 2008; Wright et al. 2011). Therefore, inhibi-
tion of OATP function presents a possible strategy to cure
hormone dependent cancers.

On the other hand, multispecific OATPs, such as
OATP1A2, 1Bs and 2B1 may also influence the in vivo fate
of drugs as well as their intratumoral concentration. Hence,
increased cellular uptake of anticancer compounds by these
OATPs may lead to increased drug sensitivity, offering a
strategy to increase the efficacy of chemotherapy. To date,
only few studies have investigated the role of OATPs in drug
sensitivity. OATP1B1 has been shown to sensitize cells
toward flavopiridol (Brenner et al. 2015), and OATP1B3 and
OATP2B1 were shown to increase the toxicity of
methotrexate and atorvastatin, respectively (Abe et al. 2001).
On the analogy of efflux transporters, correlations were found
between drug activity and the mRNA expression of SLC
transporters across the NCI60 cell panel (Okabe et al. 2008;
Lancaster et al. 2013). However, besides the above mentioned
in silico screen, a systemic search for OATP-mediated
cytotoxicity has not been undertaken. After validating the
fluorescence-based co-culture system with traditional
cytotoxicity experiments performed in monocultures (Fig. 1,
Table S1), and the identification of known ABCB1 and
ABCG?2 substrates (Fig. 2, Table S3) we repeated the screen
subjecting the co-cultures of parental and OATP2B1-
expressing cells to the drug panel. In agreement with the
directionality of the transport, the assay has failed to identify
compounds showing reduced toxicity in transporter-
expressing cells. Conversely, 13 chemotherapeutics proved to
be more toxic against OATP2B1 overexpressing A431 cells,
as compared to the parental line. Except for methotrexate and
etoposide, none of these compounds have been reported to
interact with OATP2B1. Etoposide was previously reported
as substrate of OATP2B1 (Fahrmayr et al. 2012), and its close
structural analog teniposide was reported to be an inhibitor for
both hepatic transporters OATP1B1 and OATP1B3 (De
Bruyn et al. 2013). The uniform platform introduced here
allows the comparative analysis of transporter-effect on cell
survival. It is interesting to note that both etoposide and
teniposide are also recognized by ABCG2 (Allen et al. 2003),
and etoposide is additionally recognized by ABCB1, which
may mask the OATP2Bl-mediated effect in tumor cells
expressing several transporters. Docetaxel is also transported
by all the three studied transporters, and further studies
suggest interaction with OATP1B3 (Baker et al. 2009).
However, it was reported that taxol is not transported by
OATP2B1 (Leblanc et al. 2018), which was confirmed by our
screening results (Fig. 4). We find that tamoxifen, which was
reported to be a substrate of OATP1B1 (Gao et al. 2017),
shows high affinity interaction with OATP2B1 (Table S5).
This drug is of special interest since it is commonly used for
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uptake of tamoxifen into cancer cells by uptake transporters
can, therefore, possess an advantage. However, since also
efflux transporters (ABCB1 and ABCG2) recognize tamoxifen,
the net-effect of this uptake/efflux interplay is unknown, when
both types of transporters are expressed. The clinical relevance
of transporter-mediated drug uptake depends on many
pathophysiological factors including expression levels or the
context of efflux transporters. The results presented in this
study prove that in vitro, OATP2B1 can sensitize cells to its
transported substrates. Further research should evaluate the role
of the interplay of transporters in drug resistant cancer, and it
will be essential to fully understand the full plethora of
transporters involved in drug disposition. The methodology
presented here provides an experimental tool for the
comparison of efflux and uptake transport mechanisms in
different variants of the same cell line.
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Abstract: Background: Treatment of malignancies is still a major challenge in human and canine cancer,
mostly due to the emergence of multidrug resistance (MDR). One of the main contributors of MDR is the
overexpression P-glycoprotein (Pgp), which recognizes and extrudes various chemotherapeutics from
cancer cells. Methods: To study mechanisms underlying the development of drug resistance, we
established an in vitro treatment protocol to rapidly induce Pgp-mediated MDR in cancer cells. Based on
a clinical observation showing that a 33-day-long, unplanned drug holiday can reverse the MDR
phenotype of a canine diffuse large B-cell lymphoma patient, our aim was to use the established assay to
prevent the emergence of drug resistance in the early stages of treatment. Results: We showed that an
in vitro drug holiday results in the decrease of Pgp expression in MDR cell lines. Surprisingly, celecoxib, a
known COX-2 inhibitor, prevented the emergence of drug-induced MDR in murine and canine lymphoma
cell lines. Conclusions: Our findings suggest that celecoxib could significantly improve the efficiency of
chemotherapy by preventing the development of MDR in B-cell lymphoma.

Keywords: lymphoma; multidrug resistance; P-glycoprotein; drug holiday; COX-2 inhibitors; celecoxib

1. Introduction

Despite newly developed therapies and protocols, treatment of lymphomas mostly results in transient
remission because of the rapid emergence of therapy resistance [1]. Dogs have shared a common
environment with humans for thousands of years. Canine lymphomas and human non-Hodgkin
lymphomas (NHLs) show strong similarities in genetics, therapy response, histopathology, and disease
progression [1-5]. Spontaneously occurring canine lymphoma has been considered a comparative animal
model to study mechanisms underlying therapy resistance and to investigate novel therapeutic agents
for human NHLs [6,7].
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Canine lymphoma is usually treated with multiagent chemotherapy, such as the CHOP-protocol
(cyclophosphamide (C), doxorubicin (H, hydroxydaunorubicin), vincristine (O, Oncovin), and prednisone
(P)). Although this treatment regimen initially seems successful, tumor recurrence can be expected and
the relapsed tumor is often resistant to additional treatment. Cancer cells can become therapy-resistant
through multiple mechanisms that include changes in drug metabolism, the decreased uptake of
chemotherapy agents, increased DNA repair, and inhibition of apoptotic pathways [1,8]. One of the most
common mechanisms is based on the active efflux of drugs from the cells mediated by transport proteins
of the ATP (adenosine triphosphate)-binding cassette (ABC) superfamily, including P-glycoprotein (Pgp,
ABCB1 (ATP-Binding Cassette Subfamily B Member 1)), MRP1 (Multidrug Resistance-Associated Protein
1) (ABCC1 (ATP Binding Cassette Subfamily C Member 1)), and BCRP (Breast Cancer Resistance Protein)
(ABCG2 (ATP-binding Cassette Subfamily G Member 2)). Pgp extrudes a wide spectrum of cytotoxic
compounds from the cell, resulting in decreased intracellular drug concentrations [8-10]. Several classes
of anticancer drugs used in human and veterinary medicine are substrates for Pgp [11]. Studies have
repeatedly linked the overexpression of P-glycoprotein to drug-resistant canine cancers [8,12,13].
Expression of Pgp was demonstrated in mast cell tumors [14], mammary tumors [15], pulmonary
carcinoma [16], and lymphoma [17,18]. Recently, we determined the impact of Pgp function on therapy
response and survival in canine lymphoma, using a quantitative measure based on the Pgp-mediated
efflux of calcein AM (acetoxymethyl) [19]. In agreement with studies measuring the Pgp-mediated efflux
of rhodamine 123 [20], our results confirmed the negative effect of P-glycoprotein function on therapy
response and survival [21].

Drug holidays have been proposed to limit the development of resistance in cancer treatment [22].
According to this concept, resistance can be reversed by introducing a pause in the treatment. In absence
of chemotherapy, adaptations driving resistance often prove to be a disadvantage, providing a new
selection pressure against resistant populations. The molecular basis of the negative selection during drug
holidays is not known. Reversal of therapy resistance is believed to be linked to reversible, nonmutational
changes. However, the required length of drug holiday in different cancer types is not precisely
established because only a few clinical studies are available [22,23]. In leukemia cells, Pgp is rapidly
induced by vincristine treatment, but after drug removal the expression of Pgp was shown to return to
initial levels [24]. This reversibility indicates a regulatory mechanism that can switch the expression of
MDR (multidrug resistance) proteins on and off during periods of treatment and drug holidays,
respectively. Induction and silencing of Pgp expression may be explained by epigenetic changes and/or
transcription factor activation. Interestingly, drug resistance can be modulated by the combination of
epigenetic inhibitors such as histone deacetylase inhibitors (HDACis)

with chemotherapy [6,25-29]. Additionally, cyclooxygenase (COX)-2, a key enzyme responsible for the
synthesis of prostaglandins from arachidonic acid, was shown to influence Pgp expression. Cells virally
transduced with COX-2 show high levels of Pgp expression and rhodamine efflux activity, however, the
mechanistic link between COX-2 and Pgp remains to be identified [30].

To study mechanisms underlying the development of drug resistance and the effect of drug holidays, we
established an in vitro treatment protocol to rapidly induce Pgp-mediated MDR in cancer cells. Our
ultimate goal was to identify clinically relevant COX-2 and HDACis that may prevent or delay the
emergence of drug resistance during chemotherapy. Here we show that celecoxib, a potent COX-2
inhibitor, prevents doxorubicin-induced MDR by inhibiting the expression of Pgp. Our findings suggest
that inclusion of celecoxib in the treatment protocols may significantly improve efficiency of
chemotherapy by preventing the development of MDR in B-cell lymphoma.
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2. Results

2.1. Pgp-Mediated Drug Resistance Is Temporarily Reversed by a Drug Holiday: A Clinical Case Study of
Two Canine Lymphoma Patients

Two canine patients were diagnosed with B-cell lymphoma (Table S1). Both patients were treated
according to the modified CHOP protocol (Table S2). Multidrug resistance was quantitated by the calcein
assay and the activity of Pgp was expressed as a dimensionless value (multidrug resistance activity factor
(MAF)) [31].

Case 1 (Figure 1a): The calcein assay performed at the time of diagnosis indicated a lack of P-glycoprotein
activity (MAF = 0.01) in the treatment-naive tumor cells of Patient 1. After 7 rounds of treatment, the
MAF value was 0.16 (day 51), which increased with an additional 4 rounds of treatment, reaching MAF =
0.24 at day 93. Pgp function, characterized by repeated calcein assays performed on isolated tumor cells,
showed further increase at day 184, after 9 additional rounds of chemotherapy, reaching high levels (MAF
= 0.56) usually observed in Pgp-overexpressing cell lines, such as HCT-15, CHO K1, and HCT-8, exhibiting
a MAF of 0.63, 0.64, and 0.46, respectively [32]. The immunophenotype of the lymphoma remained
identical during the course of the 184 days (Figure 1a).

Case 2 (Figure 1b): Tumor cells isolated from Patient 2 showed significant Pgp activity at the time of
diagnosis (MAF = 0.35), which further increased following 7 additional treatments (MAF = 0.52 at day
135). At this point, due to financial reasons, the treatment was temporarily halted for 33 days.
Surprisingly, this unplanned drug holiday resulted in a significant decrease of Pgp activity (MAF = 0.22).
However, following two additional cycles of treatment, tumor cells regained Pgp expression (MAF = 0.31),
indicatingthere-emergenceoftheresistantphenotypeatday217. Theimmunophenotype of the lymphoma
remained identical during the course of the 217 days (Figure 1b).

IR LS U

MAF: 0.56

N \
[ : L )¢
E— » Y %
E { 50 days " | 43 days 91 days Jicpss
= Vincristine ] J Vincristine Vincristine mHCn]
z “% Endoxan IS e Endoxan T e Endoxan v
cein fluorescence calcein fluorescence calcein fluorescence DOX caleein fluorescence
b5 MAF: 0.35 MAF: 0.52 MAF: 0.22 MATF: 0.31
! f J 2] CD3
s ‘ i ol +/CD5"
f v 1 LCD1INS
NG - ) NoE N ¢ (CDI& H w
V84 — \ v fcoar
g i 136 days ™ 33 days ; | 48 days +CDs¢ |||
Vincristine * i incrist 2{CD45* |
= ineris drug holiday Vincristine MHCII
A : b Endoxan W ; ) T Endoxan ;
calovin fluorescenoe l')()x calovin fluoresceance calcwin flu calevin fluoresce

Figure 1. Changes in P-glycoprotein function during chemotherapy in two B-cell ymphoma canine patients. P-
glycoprotein activity, as determined by the calcein assay (MAF values), was monitored during therapy
(treatments are indicated by arrows). Flow cytometry histograms show the calcein fluorescence of cancer cells
incubated with (blue) and without (red) the Pgp inhibitor verapamil. (a) Patient 1 showed the typical kinetics
of acquired multidrug resistance. (b) In the case of Patient 2, MDR was reversed by a 33-day-long (unplanned)
drug holiday. The immunophenotype of the lymphoma remained identical during the treatment in both case

(results show data of the final measurement).

2.2. A Novel Assay to Study the Rapid Emergence of Drug Resistance and the Effect of Drug Holiday

To study mechanisms underlying chemotherapy-induced drug resistance and renewed sensitivity
following drug holidays, we established an in vitro assay based on the treatment of lymphoma cell lines.
Our aim was to model clinical protocols by treating drug-naive cells with high concentrations of



Cancers2020, 12, 1117 DOI:10.14753/SE.2022.2596 968 of 134

doxorubicin for 5 days, followed by culturing cells in drug-free medium. Treatment with IC1o (Inhibitory
Concentration 10) of doxorubicin equals the concentration which kills 90% of the cells, however, surviving
cells were able to recover and proliferate over time. After 3 cycles of doxorubicin (13 nm) treatment, P388
cells showed a significant increase in P-glycoprotein function (P388 D), evidenced by a dramatic increase
of the MAF value (from 0.02 £ 0.02 to 0.68 + 0.16). Intriguingly, a 32-day-long “drug holiday”, during which
P388 D cells were cultured without doxorubicin (P388 D/DH), resulted in a decrease of the MAF value
(0.47) (Figure 2a). In line with the observed changes in P-glycoprotein activity, P388 D cells were 9.9-fold
resistant to doxorubicin (DOX) (p < 0.0001),

while P388 D/DH cells showed only 3.6-fold resistance to DOX as compared to parental P388 cells (Figure
2b). The direct involvement of Pgp in the acquired resistance of P388 D cells was verified by the addition
of the P-glycoprotein inhibitor tariquidar (TQ). In agreement with the functional results, mRNA
(messenger ribonucleic acid) expression of the mouse Abcbla gene increased in P388 D (p < 0.0001) and
decreased in P388 D/DH cells (p = 0.0003), while the expression of Abcblb was equally high in both
treatment groups compared to P388 (p < 0.0001) (Figure 2c, Figure S1).
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Figure 2. Effect of doxorubicin treatment and drug holiday on mouse P388 lymphoblastic leukemia cells. (a) Parental
P388 cells were treated with 13 nM DOX. After 3 cycles of DOX treatment (42 days) P388 D cells showed a significant
increase in P-glycoprotein activity (MAF 0.6 vs. MAF 0.04), which was significantly reduced after a 32-day-long drug
holiday (MAF 0.47). Flow cytometry histograms show the results of the calcein assay of cells assayed in the presence
(red) or absence (black) of the Pgp inhibitor verapamil. (b) Changes of doxorubicin sensitivity as a result of drug
treatment and drug holiday. Sequential DOX treatments of P388 cells resulted in a 9.9-fold increase of doxorubicin
tolerance (P388 D), which was significantly reduced following a drug holiday (P388 D/DH). Resistance of P388 D
cells was abrogated in the presence of tariquidar (P388 D + TQ) (c) Abcbla and b mRNA expression and DOX ICsg
values (red dots) of P388 parental cells (P388) after DOX treatment (D) and following drug holiday (D/DH). Statistical
analysis was performed on mRNA samples, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p <0.0001.

Similar results were obtained with a canine B-cell lymphoma cell line: Parental CLBL-1 cells express low
levels of Pgp (MAF = 0.16 + 0.03), which were significantly increased after 6 rounds of doxorubicin
treatment (MAF = 0.39 + 0.05), resulting in the increased doxorubicin resistance of the cells. Again,
culturing of the cells for 27 days without doxorubicin decreased the MAF value to 0.3 (+0.04) and
increased the sensitivity of cells to doxorubicin (p = 0.0006) (Figure 3a,b).
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Figure 3. Effect of doxorubicin treatment and drug holiday on canine CLBL-1 B-cell ymphoma cells. (a) After 6 cycles
of DOX treatment (74 days) parental CLBL-1 cells showed a significant increase in P-glycoprotein activity (MAF 0.42
vs. 0.22), which was significantly reduced after a 27-day-long drug holiday (MAF 0.26). Flow cytometry histograms
show the results of the calcein assay of cells assayed with (blue) or without (red) the Pgp inhibitor verapamil. (b)
Changes of doxorubicin sensitivity as a result of drug treatment and drug holiday. Sequential DOX treatments of CLBL-
1 cells resulted in a 9.2-fold increase of doxorubicin tolerance, which was significantly reduced following the period
of drug holiday. Resistance of CLBL-1 DOX cells was abrogated in the presence of tariquidar (D + TQ). ** p <0.01; ***
p < 0.001; ns: not significant.

2.3. Celecoxib Prevents the Development of Pgp-Mediated Drug Resistance In Vitro

As drug holidays are not routinely introduced in therapies, we next tested drug combinations to prevent
or delay the emergence of acquired resistance. We chose three COX-2 inhibitors and two HDAC (histone
deacetylase) inhibitors that are routinely used in the veterinary practice. Drug-naive cells were treated in
9 consecutive cycles either with DOX alone, or DOX in combination with subtoxic doses (ICso) of SAHA
(suberanilohydroxamic acid), trichostatin-A (TSA), celecoxib (CEL), firocoxib (FIR), or meloxicam (MEL).
Concentrations for each drug were selected in separate cytotoxicity experiments as described in the
Materials and Methods section (Figure S2). MAF was determined after every third treatment. The median
time to reach MAF 0.2 (considered as the threshold of resistance), was 40, 41, 51, and 67 days for DOX +
TSA (n = 3), DOX + SAHA (n = 3), DOX + MEL (n = 2) and DOX + FIR (n = 5), respectively (Figure 4a, Figure
S3). Surprisingly, celecoxib completely prevented the expression of P-glycoprotein, as none of the DOX +
CEL (n = 5) treated cultures reached the threshold of MAF = 0.2 during the 100-day-long experimental
period compared to DOX (p = 0.0027, with hazard ratio = 27.38 and 95% Cl (confidence interval) of ratio
=3.161 to 237.2) (Figure 4a,b).

The remarkable effect of CEL on DOX-induced MDR was further confirmed by drug sensitivity tests
performed on both cell lines after 9 cycles of treatment. In the case of P388 cells, DOX alone resulted in
a 160-fold increase in DOX resistance (ICso = 0.01 uM untreated vs. ICso = 1.6 uM DOX treated) while
addition of CEL prevented the emergence of doxorubicin resistance (ICso remained 0.03 uM) even after 9
cycles of treatment for at least 100 days (Figure 4c). In CLBL-1 cells, the DOX

+ CEL treatment even resulted in a decrease of DOX sensitivity (ICso= 0.44 uM untreated vs. ICso= 0.24
UM DOX + CEL treated), whereas DOX-treated cells were 4.5-fold resistant (ICso= 1.99 uM) (Figure 4d).
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Figure 4. Celecoxib prevented the emergence of Pgp-mediated drug resistance in both P388 and CLBL-1 cells.
(a) Kaplan—Meier curves of cell cultures treated with the indicated combinations. Cells were considered
resistant at MAF > 0.2. DOX (red) in combination with firocoxib (blue), celecoxib (green), meloxicam (pink),
trichostatin-A (brown), and SAHA (black) were treated in 9 sequential treatment cycles. (b) Quantitative
evaluation of multidrug resistance during the course of various treatments in P388 and CLBL-1 cells. MAF was
measured after every third treatment cycle (MAF1-3). (c,d) Relation of MAF and drug sensitivity. MAF
(patterned bars) and DOX ICsg values (red squares) of parental (sensitive), DOX-treated, and DOX + CEL-treated
(c) P388 cells, and (d) CLBL-1 cells, measured after 9

sequential treatment cycles (at around day 100). Statistical analysis was performed on MAF values, * p < 0.05,
**p<0.01, *** p <0.001, **** p <0.0001, ns: not significant.

2.4. Celecoxib Prevents the Emergence of Drug Resistance without Inhibiting Pgp or Contributing to the
Toxicity of DOX

We tested the effect of CEL on the calcein accumulation of P388/ADR cells, which overexpress
Pgp as a result of continuous drug selection [33]. While P388/ADR cells show low calcein fluorescence
(red) due to the Pgp-mediated efflux of calcein AM, the Pgp inhibitor verapamil restores fluorescence by
blocking dye efflux (blue). In contrast, CEL (up to 160 uM) had no effect on cellular fluorescence, indicating
that it does not inhibit Pgp (Figure 5a).
Interestingly, combined treatment with DOX + CEL significantly delayed the repopulation of the flasks (8
and 22 days following treatment with DOX and DOX + CEL, respectively) (Figure S4). To rule out
synergistic toxicity, the toxicity of the combined treatment was evaluated in short-term toxicity assays.
Surprisingly, CEL and DOX proved to be antagonistic, rather than synergistic in both cell lines, suggesting
that the ability of CEL to prevent DOX-induced MDR is not due to the increased toxicity of the
combination treatment (Figure 5b,c).
To investigate the effect of CEL on Pgp expression, we cultured P388/ADR and CLBL-1 D cells in the
absence or presence of CEL. Treatment with CEL decreased the MAF of both cell lines slightly more than
the drug holiday (Figure 5d,e). In the case of P388/ADR cells, the MAF value changed from 0.90 (+0.08) to
0.73 (+0.1) during the 28 days of the drug holiday, whereas cells treated with CEL exhibited a MAF 0.65



Cancers2020, 12, 1117 DOI:10.14753/SE.2022.2596 971 of 134

(x0.1) after a 28-day-long treatment (Figure 5d). Similar results were obtained with CLBL-1 D cells (MAF
0.39 £ 0.05), exhibiting MAF = 0.30 (+0.04) following a drug holiday of 18 days, and MAF = 0.23 (+0.04)
following an 18-day treatment with CEL (Figure 5e).
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Figure 5. Celecoxib is not a Pgp inhibitor and does not increase the toxicity of DOX. (a) In contrast to verapamil
(blue), a known Pgp inhibitor, 16—160 uM CEL (green) does not inhibit the function of Pgp. (b,c) CEL does not
show synergistic toxicity with DOX in P388 (b) or in CLBL-1 (c) cells. (d,e) Effect of CEL treatment on MDR in Pgp-
expressing P388/ADR (d) and CLBL-1 D (e). CEL treatment resulted in a more pronounced reduction of MAF in
Pgp-expressing P388/ADR (d) and CLBL-1 D (e) cells than drug holiday (DH).

3. Discussion

Lymphoma is responsible for a significant fraction of cancer mortality in canine and human patients [1].
Novel strategies are urgently required to increase treatment efficacy in the human and veterinary clinical
practice. Anthracycline-based chemotherapy protocols are initially successful, but tumor cells often
become resistant [34]. Overexpression of P-glycoprotein results in multidrug resistance and an
unfavorable response to therapy of canine lymphoma patients [17,35].

Several different drug resistance mechanisms were identified in cancer [36]. Malignant cells can
metabolize drugs through the CYP (cytochrome P450) system [37], alter drug targets [38], increase DNA
repair to overcome DNA-damaging toxic insults [39], modify apoptotic pathways to avoid cell death [40],
undergo epithelial-to-mesenchymal transition [41], or use rapid epigenome modifications to reversibly
adopt drug sensitive and resistant phenotypes [42]. Pgp can protect cancer cells by reducing the
intracellular concentrations of drugs below a cell-killing threshold. Pgp recognizes a wide array of
currently used chemotherapeutics, but the extent to which it contributes to clinical multidrug resistance
has remained a matter of debate. Although the strategy of transporter inhibition could not be validated
in clinical trials, mounting evidence continues to support the role of Pgp in clinical multidrug resistance in
some settings [43]. Pgp contributes to therapy resistance in acute myeloid leukemia [44—-46], ovarian and
breast cancer [47,48], ependymoma [49], medulloblastoma [50], melanoma [51], and hepatocellular
carcinoma [52]. Recently, we and others have shown that resistance to anthracycline-based
chemotherapy is almost universally based on the overexpression of Pgp in a clinically relevant mouse
model of hereditary breast cancer [53—-57]. As a result of its broad substrate specificity, Pgp also extrudes
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fluorescent dyes such as calcein AM [58,59]. Clinical studies have shown that the calcein assay can be
used as a quantitative, standardized, and inexpensive screening test in a routine clinical laboratory setting
to detect Pgp activity and to identify patients with unfavorable therapy responses [31].

Using a functional assay, we followed the emergence of Pgp-mediated resistance in two canine patients.
As expected, we found that continuous chemotherapy induced drug resistance. Surprisingly, in patient 2,
a pause in the therapy resulted in a reversible reduction of resistance along with the temporary
resensitization of the tumor to the treatment (Figure 1). Several studies have reported similar findings in
human cancer patients, showing the beneficial effect of drug holidays on treatment efficiency. Even after
therapy failure, lung cancer patients were shown to respond to EGFR (Epidermal Growth

Factor Receptor) treatment following a short period of drug holiday [60,61]. Similarly, melanoma patients
who discontinue BRAF (B-Raf Proto-Oncogene)-directed therapy due to progression or other causes can
benefit from retreatment at a later stage [62]. The possible benefit of treatment rechallenge with
chemotherapy has also been described in canine patients [63]. In the veterinary practice, drug holidays
are typically inserted to reduce the toxic side effects of chemotherapy. The striking effect of the short
drug holiday observed in Patient 2 prompted us to set up an in vitro assay modelling the development of
clinical drug resistance and the effect of drug holiday on drug sensitivity.

In vitro models of Pgp-mediated MDR have been typically established by the stepwise selection of cells in
increasing concentrations of cytotoxic compounds [64,65]. Because of the lengthy selection procedure,
MDR cells such as P388/ADR [33] express extremely high levels of P-glycoprotein, and thus do not provide
a realistic model of clinical MDR. Here, we introduced a new approach for the study of acquired resistance,
in which treatment with high concentrations of toxic chemotherapy is followed by recovery periods in
drug-free medium. We found that repeated treatment cycles eventually led to multidrug resistant cells
that express moderate, clinically relevant levels of Pgp [53,57] (Figures 2 and 3). Using this protocol, we
investigated the development of Pgp-mediated drug resistance and the effects of drug holiday in a mouse
lymphoblastic leukemia (P388) and a canine B-cell lymphoma (CLBL-1) cell line. In line with clinical
observations, we observed a rapid and reversible induction of Pgp expression in both cells.

Following high-dose EGFR-inhibitor treatment of non-small cell lung cancer (NSCLC) cell lines, a drug-
tolerant “persister” population exhibiting reversible drug resistance can be consistently detected [42].
Significantly, inhibition of the KDMA5a histone demethylase results in the selective depletion of the
persister subpopulation, leading to renewed sensitivity to EGFR inhibitors. Similarly, persisters originating
from T-cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL) rely on the chromatin modifier protein BRD4, consistent
with the benefit of the BRD4 inhibitor JQ1 in primary human leukemias [25]. These findings establish the
rationale for incorporating epigenetic modulators in combination therapies. To test the relevance of
epigenetic regulatory mechanisms in the reversible induction of Pgp expression, we repeated our
experiments in the presence of clinically used epigenetic inhibitors (SAHA, TSA). In contrast to our
expectations, the inhibitors did not influence the emergence of acquired drug resistance (Figure 4a).
Hematological malignancies are particularly sensitive to HDACis [66], but for our purposes the epigenetic
inhibitors had to be administered at nontoxic concentrations (Figure S2), which may have resulted in
suboptimal concentrations.

Another clinically feasible approach to interfere with the drug-induced overexpression of Pgp may rely on
the inhibition of COX-2. Selective COX-2 inhibitors (i.e., celecoxib, firocoxib, or meloxicam) have pro-
apoptotic and anti-proliferative effects in human and canine tumors [67-70]. Interestingly, Pgp was
shown to mediate celecoxib-induced apoptosis by activating caspase-3 and increasing cytochrome c
release from the mitochondria [71]. In addition, immunohistochemical analyses of human breast tumor
specimens revealed a strong correlation between expression of COX-2 and Pgp [72]. Based on mounting
evidence supporting the link between COX-2 and Pgp-mediated drug resistance [30], we tested a panel
of clinically used COX-2 inhibitors in our assay.
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Strikingly, addition of celecoxib completely prevented the development of MDR in both cell lines (Figure
4). Since celecoxib does not influence Pgp function (Figure 5a) or DOX toxicity (Figure 5b,c), its ability to
prevent MDR is likely mediated by repressing the expression of Pgp. Although COX-2 is known to regulate
Pgp expression via c-Jun phosphorylation [73] or PGE2 [74], lack of Pgp repression by firocoxib or
meloxicam indicates that the effect of celecoxib is independent from the inhibition of COX-2. Inhibition
of Pgp expression may be related to celecoxib’s many off-target effects, such as inhibition of cancer-
associated carbonic anhydrases [75], the master kinase PDK1 [76,77], or the sarco/endoplasmic reticulum
Ca®*-ATPase [78]. Future work will be needed to demonstrate whether this promising effect can be
exploited in the human and canine cancer clinic.

4, Materials and Methods

4.1. Drugs

Doxorubicin (DOX, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), celecoxib (CEL, Sigma-Aldrich), trichostatin-A (TSA,
Tocris Bioscience, Bristol, UK), SAHA (Tocris Bioscience), and firocoxib (FIR, Sigma-Aldrich) were purchased
from the manufacturers. Meloxicam (MEL, Ceva, Libourne, France) was a kind gift from Ceva Animal
Health, LLC.

4.2. Cell Lines

The mouse leukemic P388 and its doxorubicin-selected subline P388/ADR were obtained from the
National Cancer Institute’s Developmental Therapeutics Program (National Institutes of Health). The
canine B-cell lymphoma CLBL-1 cell line was a kind gift from Dr. Barbara Ritgen (University of Veterinary
Medicine, Vienna) [3]. P388/ADR cells were maintained in 500 nmol/L doxorubicin (Adriamycin, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) to ensure Pgp expression. Cells were cultured in RPMI (Roswell Park Memorial
Institute) media (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) supplemented with 10% fetal bovine serum, 5
mmol/L glutamine, and 50 units/mL penicillin and streptomycin (Life Technologies). All cell lines were
cultured at 37 °C with 5% COa.

4.3. In Vitro Cell Viability Assay

To test the cytotoxicity of mono and combined treatments, cells were seeded into 96- or 384-well tissue
culture plates at 2500 (P388) or 100,000 (CLBL-1) cells/well density in 100 puL or 20 puL medium,
respectively. Drug combinations were added to the plates by a Hamilton StarlLet liquid handling
workstation. The plates were incubated for 120 h at 37 °C with 5% CO..

ICso and growth inhibition (Gl) values were assessed by the PrestoBlue® assay (ThermoFisher, Waltham,
MA, USA), according to the manufacturer’s instructions. Briefly, cells were plated in 96or 384-well plates,
treated in the given concentration range with the indicated compounds. Viability of the cells was
measured spectrophotometrically using an EnSpire microplate reader (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA).
Data were normalized to untreated cells; curves were fitted by the Graph Pad Prism 8 software using the
sigmoidal dose-response model. Curve fit statistics were used to determine the selected IC values. In the
case of the drug combinations, Glso values of ‘compound 1’ with the fixed concentrations of ‘compound
2’ (and vice versa) were paired, and plotted on an equipotent graph as Glsoisoboles. For each data point
of the isobole, significance was calculated as the combination index (Cl) [79]. Drug combinations were
considered to indicate synergism (Cl £ 0.7), moderate synergism (0.7 < Cl £0.85), additive (0.85 < Cl < 1.2),
moderate antagonism (1.2 < Cl £ 1.45), and antagonism was defined as Cl > 1.45, respectively.

4.4. In Vitro Model System to Study the Development of Drug Resistance

For every drug (except for doxorubicin and firocoxib), ICso values (drug concentration which Kkills
approximately 20% of the cells) were determined for both cell lines using cytotoxicity assays. In the case
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of doxorubicin, the concentration killing 90% of the cells (IC10) was used. Firocoxib, which was not toxic
even at 1000 uM, was used at the concentration corresponding to the ICso concentration of celecoxib.
P388 cells (10°) were treated with 13 nM doxorubicin (DOX) for 120 h in T75 suspension flasks (Sarstedt
AG & Co. KG, Nimbrecht, Germany). When used in combination, DOX was complemented with celecoxib
(16 uM), firocoxib (16 uM), trichostatin-A (30 nM), or SAHA (0.4 uM). Following incubation with the drugs,
surviving cells were cultured further in drug-free medium. The medium was changed every 5 days until
the surviving cells reached the initial density of 106/18 mL (termed as “repopulation”). Treatments were
repeated multiple times; the emergence of P-glycoprotein-mediated drug-resistance was followed by the
calcein assay [80]; chemosensitivity of the cells was characterized by cytotoxicity assays.

In case of CLBL-1 cells, the initial cell number was 107, and the treatment lasted for 120 h. The following
concentrations were used for each drug: DOX (0.3 nM), trichostatin-A (50 nM), SAHA (0.7 uM), celecoxib
(26 uM), firocoxib (26 uM), and meloxicam (20 uM).

4.5. Immunophenotyping of CLBL-1 Cells

The following antibodies (AbD Serotec, Kidlington, UK) were used to determine the immunophenotype of
the canine lymphomas by flow cytometry: CD3 FITC (clone CA17.2A12),

CDS5 FITC (clone YKIX322.3), CD11/18 FITC (clone YKIX490), MHC Il FITC (clone YKIX334.2), CD14 PE (clone,
TUK4), CD21 PE (clone CA2.1D6), CD34 PE (clone 1H6), and CD45 APC (clone YKIX716.13).

The same panel was used to verify the immunophenotype of the CLBL-1 cells (Table S3).

4.6. Determination of MDR Activity Factor (MAF) with the Calcein Assay

The 250,000 cells were incubated with 0.25 mmol/L calcein AM (Dojindo Molecular Technologies,
Rockville, MD, USA) in medium with or without 10 mmol/L verapamil for 10 min at 37 °C. Cells were
washed with ice-cold PBS, and calcein accumulation was measured with a FACScan or FACS Calibur flow
cytometer (Becton Dickinson Biosciences, San Jose, CA, USA). Dead cells were excluded based on 7-AAD
(7-aminoactinomycin D (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) permeability.

For the clinical cases, lymphoid cells were collected during surgical biopsy under general anesthesia or by
fine-needle aspiration. Lymph node samples were immersed into dissociation medium containing
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), 200 U/mL collagenase type Il, and 0.6 U/mL dispase (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA). After a 30-minute-long incubation at 37 °C, cells were separated by a
40-uM cell strainer. Isolated cells were centrifuged at 300 g. Cells were selected based on size and
granularity; viable cells were gated based on 7-AAD exclusion. The 10,000 7-ADD negative cells were
analyzed. The activity of Pgp was expressed as a dimensionless value using the mean fluorescence
intensity measured in the presence and absence of verapamil (mean fluorescence inhibited (MFI) and
noninhibited (MFNI), respectively). The MAF was determined using the following formula: MAF = (MFI -
MFNI)/MFI [31,80].

4.7. RNA Isolation and RT-PCR

P388 cells were homogenized in TRIzol™ Reagent (Life Technologies). Total RNA was isolated using Direct-
zol® MiniPrep kit (Zymo Research, Irvine, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions. To
prevent DNA contamination, in-column DNAse | treatment was used. Then, 300-ng total RNA was reverse
transcribed to cDNA using the Promega Reverse Transcription System Kit. Abcbla, Abcblb, and Actin
(ActB) mRNA levels were quantified by TagMan® assays (ThermoFisher), using the StepOne™ Real-Time
PCR System (Life Technologies). The mRNA fold changes were determined by the 222 method.
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4.8. Canine B-Cell Lymphoma Case Studies

Two canine patients diagnosed with B-cell lymphoma at the Veterinary Hematology and Oncology Clinic
(Budapest) were treated according to the modified CHOP protocol consisting of doxorubicin (Adriamycin
injection, Pharmacia & Upjohn S.p.A. Co., Milan, Italy) 30 mg/m?: week 2, 11, 20; vincristi (Vincristine
liquid injection, Gedeon Richter Co., Budapest, Hungary) 0.75 mg/m?: week 1, 3-10, and 12-19;
cyclophosphamide (Endoxan injection, Baxter Co., Deerfield, IL, USA) 250 mg/m?: week 5, 8, 14, 17;
prednisolone (Prednisolone tablet, Gedeon Richter Co., Budapest, Hungary): 2 mg/kg BW (body weight)
week 1, perorally (po) daily, once a day (SID), 1.5 mg/kg BW week 2 po daily, SID, 1 mg/kg BW week 3 po
daily, SID, 0.5 mg/kg BW week 4, po daily, SID [81].

Case 1: German shepherd, male, 3.5 years old. Large cell immunoblastic lymphoma was diagnosed in
stage V (substage b). Case 2: Cocker spaniel, female, 6.5 years old. Diffuse large B-cell lymphoma was
diagnosed in stage IV (substage a). All dogs were staged and substaged according to the scheme
established by the World Health Organization (WHO) [82].

Initial diagnosis was made by chest X-ray, abdominal ultrasonography, complete blood count, and routine
plasma clinical chemistry analyses together with right prescapular lymph node excision and bone marrow
aspiration cytology based on the informed consent of the owner (Supplementary Materials 1 and
Methods 1). Histopathology and immunophenotyping of the tumor cells were determined by FACS
analysis of the excised lymph node. At the time of diagnosis, during treatment, and at the end of
chemotherapy, Pgp-mediated drug resistance was monitored by the calcein assay and the
immunophenotype of tumor cells was characterized by flow cytometry.

4.9. Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using the GraphPad Prism version 8.0.0 for Windows, GraphPad
Software (San Diego, CA, USA). One-way or two-way ANOVA followed by Tukey’s multiple test was used
for comparisons between treatment groups and MAF values for each cell line. The difference between
Kaplan—Meier survival curves was determined by log-rank test. The p < 0.05 was considered as statistically
significant.

5. Conclusions

In conclusion, this work demonstrates that celecoxib effectively blocks the emergence of multidrug
resistance by preventing the doxorubicin-induced upregulation of P-glycoprotein. We demonstrated that
doxorubicin treatment induces MDR in lymphoma cell lines, while addition of celecoxib inhibits the
development of resistance. Since celecoxib is not a Pgp inhibitor and the combination of the two drugs
did not increase toxicity, we conclude that celecoxib prevents the emergence of MDR by interfering with
Pgp expression. Our results show that the drug holiday effect can be mimicked in vitro with a clinically
used COX-2 inhibitor, offering a novel strategy to prolong response to therapy and to delay or prevent
the development of drug resistance. Based on these results a randomized double-blind controlled study
was initiated in the Veterinary Hematology and Oncology Clinic in Hungary.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2072-6694/12/5/1117/s1.
Table S1: Immunohistochemical findings of the two patients, Table S2: Detailed description of the used treatment
protocols, Table S3: Cell surface markers used for immunophenotyping CLBL-1 cells, Figure S1: The mRNA expression
of P388 cells after DOX treatment and following a drug holiday including data obtained from P388/ADR cells
(doxorubicin selected subline of P388), Figure S2: Cytotoxicity curves of P388 (a) and CLBL-1 (b) cells showing drug
sensitivity to doxorubicin (DOX), SAHA, trichostatin A (TSA), celecoxib (CEL), and firocoxib (FIR) for both cell lines.
Meloxicam (MEL) was tested only on CLBL-1 cells (b), Figure S3: Kaplan—Meier curves of cell cultures including actual
MAF values, Figure S4: Kaplan—Meier curves of cell cultures including days of repopulation time, Supplementary
materials 1: Cytology reports, Supplementary methods 1: Method of cytology sampling.

Author Contributions: Conceptualization, E.K., G.S., and A.F.; methodology, E.K., K.S., and A.F.; validation, E.K., K.S.,
P.V., G.S., and A.F.; investigation, E.K., S.F., E.S., V.D., T.W., P.V., and A.F.; resources, P.V., G.S., and A.F.; writing—


http://www.mdpi.com/2072-6694/12/5/1117/s1
http://www.mdpi.com/2072-6694/12/5/1117/s1
http://www.mdpi.com/2072-6694/12/5/1117/s1
http://www.mdpi.com/2072-6694/12/5/1117/s1
http://www.mdpi.com/2072-6694/12/5/1117/s1
http://www.mdpi.com/2072-6694/12/5/1117/s1
http://www.mdpi.com/2072-6694/12/5/1117/s1
http://www.mdpi.com/2072-6694/12/5/1117/s1
http://www.mdpi.com/2072-6694/12/5/1117/s1
http://www.mdpi.com/2072-6694/12/5/1117/s1
http://www.mdpi.com/2072-6694/12/5/1117/s1
http://www.mdpi.com/2072-6694/12/5/1117/s1
http://www.mdpi.com/2072-6694/12/5/1117/s1
http://www.mdpi.com/2072-6694/12/5/1117/s1
http://www.mdpi.com/2072-6694/12/5/1117/s1

Cancers2020, 12, 1117 DOI:10.14753/SE.2022.2596 976 of 134

original draft preparation, E.K. and A.F.; writing—review and editing, E.K., K.S., P.V., G.S., and A.F.; visualization, E.K.,
T.W., and A.F.; supervision, G.S., A.F., and P.V.; project administration, E.K. and A.F.; funding acquisition, G.S. and A.F.
All authors have read and agreed to the published version of the manuscript.

Funding: This research was funded by the National Research, Development, and Innovation Office of Hungary (2019-
1.3.1-KK-2019-00007 to G.S. and A.F.) and a Momentum Grant from the Hungarian Academy of Sciences (G.S.).
Acknowledgments: We thank Judit Sessler, Szilard Toth, and the owners of the two canine patients. The in vitro
drug combination test system was developed by Szilard Téth. Dose—response curve fitting and calculation of ICsg
values were performed by a custom program written by Judit Sessler in C#.

Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

References

1. Stephen, W.; Vail, D.; Page, R. Withrow and MacEwen’s Small Animal Clinical Oncology—5th Edition. Available
online: https://www.elsevier.com/books/withrow-and-macewens-small-animal-clinical-oncology/
9781437723625 (accessed on 10 December 2018).

2. Fournel-Fleury, C.; Magnol, J.P.; Bricaire, P.; Marchal, T.; Chabanne, L.; Delverdier, A.; Bryon, P.A.; Felman, P.
Cytohistological and Immunological Classification of Canine Malignant Lymphomas: Comparison with Human
Non-Hodgkin’s Lymphomas. J. Comp. Pathol. 1997, 117, 35-59. [CrossRef]

3. Ritgen, B.C.; Hammer, S.E.; Gerner, W.; Christian, M.; de Arespacochaga, A.G.; Willmann, M.; Kleiter, M.;
Schwendenwein, I.; Saalmuller, A. Establishment and Characterization of a Novel Canine B-Cell Line Derived
from a Spontaneously Occurring Diffuse Large Cell Lymphoma. Leuk. Res. 2010, 34, 932—-938. [CrossRef]
[PubMed]

4.  Teske, E. Canine Malignant Lymphoma: A Review and Comparison with Human Non-Hodgkin’s Lymphoma. Vet.
Q. 1994, 16, 209-219. [CrossRef] [PubMed]

5. Marconato, L.; Gelain, M.E.; Comazzi, S. The Dog as a Possible Animal Model for Human Non-Hodgkin
Lymphoma: A Review. Hematol. Oncol. 2013, 31, 1-9. [CrossRef]

6. Dias, J.N.R.; Aguiar, S.I.; Pereira, D.M.; André, A.S.; Gano, L.; Correia, J.D.G.; Carrapigo, B.; Riitgen, B.; Malho,
R.; Peleteiro, C.; et al. The Histone Deacetylase Inhibitor Panobinostat Is a Potent Antitumor Agent in Canine
Diffuse Large B-Cell Lymphoma. Oncotarget 2018, 9, 28586—28598. [CrossRef]

7. Kong, Y.; Barisone, G.A.; Sidhu, R.S.; O’Donnell, R.T.; Tuscano, J.M. Efficacy of Combined Histone Deacetylase
and Checkpoint Kinase Inhibition in a Preclinical Model of Human Burkitt Lymphoma. Mol. Med. 2015, 21, 824—
832. [CrossRef]

8.  Zandvliet, M.M.J.M. Drug Resistance in Canine Multicentric Lymphoma. Available online: http://dspace.
library.uu.nl/handle/1874/313141 (accessed on 10 December 2018).

9. Gottesman, M.M.; Fojo, T.; Bates, S.E. Multidrug Resistance in Cancer: Role of ATP-Dependent Transporters.
Nat. Rev. Cancer 2002, 2, 48-58. [CrossRef]

10. Mealey, K.L.; Barhoumi, R.; Rogers, K.; Kochevar, D.T. Doxorubicin Induced Expression of P-Glycoprotein in a
Canine Osteosarcoma Cell Line. Cancer Lett. 1998, 126, 187-192. [CrossRef]

11. Mealey, K.L.; Fidel, J. P-Glycoprotein Mediated Drug Interactions in Animals and Humans with Cancer.

J. Vet. Intern. Med. 2015, 29, 1-6. [CrossRef]

12. Vajdovich, P.; Koltai, Z.; Dékay, V.; Kungl, K.; Harnos, A. Evaluation of Pgp (MDR1) Immunohistochemistry in
Canine Lymphoma—Prognostic and Clinical Aspects. Acta Vet. Hung. 2018, 66, 309—-328. [CrossRef]

13. Pawtowski, K.M.; Mucha, J.; Majchrzak, K.; Motyl, T.; Krél, M. Expression and Role of PGP, BCRP, MRP1 and
MRP3 in Multidrug Resistance of Canine Mammary Cancer Cells. BMC Vet. Res. 2013, 9, 119. [CrossRef]
[PubMed]

14. Teng, S.-P.; Hsu, W.-L.; Chiu, C.-Y.; Wong, M.-L.; Chang, S.-C. Overexpression of P-Glycoprotein, STAT3,
Phospho-STAT3 and KIT in Spontaneous Canine Cutaneous Mast Cell Tumours before and after Prednisolone
Treatment. Vet. J. 2012, 193, 551-556. [CrossRef] [PubMed]


https://www.elsevier.com/books/withrow-and-macewens-small-animal-clinical-oncology/9781437723625
https://www.elsevier.com/books/withrow-and-macewens-small-animal-clinical-oncology/9781437723625
https://www.elsevier.com/books/withrow-and-macewens-small-animal-clinical-oncology/9781437723625
https://www.elsevier.com/books/withrow-and-macewens-small-animal-clinical-oncology/9781437723625
https://www.elsevier.com/books/withrow-and-macewens-small-animal-clinical-oncology/9781437723625
https://www.elsevier.com/books/withrow-and-macewens-small-animal-clinical-oncology/9781437723625
https://www.elsevier.com/books/withrow-and-macewens-small-animal-clinical-oncology/9781437723625
https://www.elsevier.com/books/withrow-and-macewens-small-animal-clinical-oncology/9781437723625
https://www.elsevier.com/books/withrow-and-macewens-small-animal-clinical-oncology/9781437723625
https://www.elsevier.com/books/withrow-and-macewens-small-animal-clinical-oncology/9781437723625
http://dx.doi.org/10.1016/S0021-9975(97)80065-5
http://dx.doi.org/10.1016/S0021-9975(97)80065-5
http://dx.doi.org/10.1016/j.leukres.2010.01.021
http://dx.doi.org/10.1016/j.leukres.2010.01.021
http://dx.doi.org/10.1016/j.leukres.2010.01.021
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20153049
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20153049
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20153049
http://dx.doi.org/10.1080/01652176.1994.9694451
http://dx.doi.org/10.1080/01652176.1994.9694451
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7740746
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7740746
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7740746
http://dx.doi.org/10.1002/hon.2017
http://dx.doi.org/10.1002/hon.2017
http://dx.doi.org/10.18632/oncotarget.25580
http://dx.doi.org/10.18632/oncotarget.25580
http://dx.doi.org/10.2119/molmed.2015.00032
http://dx.doi.org/10.2119/molmed.2015.00032
http://dspace.library.uu.nl/handle/1874/313141
http://dspace.library.uu.nl/handle/1874/313141
http://dspace.library.uu.nl/handle/1874/313141
http://dspace.library.uu.nl/handle/1874/313141
http://dspace.library.uu.nl/handle/1874/313141
http://dspace.library.uu.nl/handle/1874/313141
http://dspace.library.uu.nl/handle/1874/313141
http://dspace.library.uu.nl/handle/1874/313141
http://dspace.library.uu.nl/handle/1874/313141
http://dspace.library.uu.nl/handle/1874/313141
http://dspace.library.uu.nl/handle/1874/313141
http://dx.doi.org/10.1038/nrc706
http://dx.doi.org/10.1038/nrc706
http://dx.doi.org/10.1016/S0304-3835(98)00004-4
http://dx.doi.org/10.1016/S0304-3835(98)00004-4
http://dx.doi.org/10.1111/jvim.12525
http://dx.doi.org/10.1111/jvim.12525
http://dx.doi.org/10.1556/004.2018.028
http://dx.doi.org/10.1556/004.2018.028
http://dx.doi.org/10.1186/1746-6148-9-119
http://dx.doi.org/10.1186/1746-6148-9-119
http://dx.doi.org/10.1186/1746-6148-9-119
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23773525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23773525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23773525
http://dx.doi.org/10.1016/j.tvjl.2012.01.033
http://dx.doi.org/10.1016/j.tvjl.2012.01.033
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22398132
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22398132
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22398132

Cancers2020, 12, 1117 DOI:10.14753/SE.2022.2596 977 of 134

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Kim, N.-H.; Hwang, Y.-H.; Im, K.-S.; Kim, J.-H.; Chon, S.-K.; Kim, H.-Y.; Sur, J.-H. P-Glycoprotein Expression in
Canine Mammary Gland Tumours Related with Myoepithelial Cells. Res. Vet. Sci. 2012, 93, 1346-1352.
[CrossRef]

Hifumi, T.; Miyoshi, N.; Kawaguchi, H.; Nomura, K.; Yasuda, N. Immunohistochemical Detection of Proteins
Associated with Multidrug Resistance to Anti-Cancer Drugs in Canine and Feline Primary Pulmonary Carcinoma.
J. Vet. Med. Sci. 2010, 72, 665-668. [CrossRef] [PubMed]

Lee, J.J.; Hughes, C.S.; Fine, R.L.; Page, R.L. P-Glycoprotein Expression in Canine Lymphoma: A Relevant,
Intermediate Model of Multidrug Resistance. Cancer 1996, 77, 1892—-1898. [CrossRef]

Sokotowska, J.; Urban’ska, K.; Gizin'ski, S.; Zabielska, K.; Lechowski, R. Immunohistochemical Detection of P-
Glycoprotein in Various Subtypes of Canine Lymphomas. Pol. J. Vet. Sci. 2015, 18, 123-130. [CrossRef]

Dékay, V.; Karai, E.; Szakacs, G.; Flredi, A.; Szebényi, K.; Vajdovich, P. Calcein Assay for Multidrug Resistance
Predicts Therapy Response and Survival Rate in Canine Lymphoma Patients. 2020. in Preparation.

Lee, J.S.; Paull, K.; Alvarez, M.; Hose, C.; Monks, A.; Grever, M.; Fojo, A.T.; Bates, S.E. Rhodamine Efflux Patterns
Predict P-Glycoprotein Substrates in the National Cancer Institute Drug Screen. Mol. Pharmacol. 1994, 46, 627—
638.

Legrand, O.; Simonin, G.; Perrot, J.Y.; Zittoun, R.; Marie, J.P. Pgp and MRP Activities Using Calcein-AM Are
Prognostic Factors in Adult Acute Myeloid Leukemia Patients. Blood 1998, 91, 4480-4488. [CrossRef]

Dhawan, A.; Nichol, D.; Kinose, F.; Abazeed, M.E.; Marusyk, A.; Haura, E.B.; Scott, J.G. Collateral Sensitivity
Networks Reveal Evolutionary Instability and Novel Treatment Strategies in ALK Mutated Non-Small Cell Lung
Cancer. Sci. Rep. 2017, 7, 1232. [CrossRef]

Becker, A.; Crombag, L.; Heideman, D.A.M.; Thunnissen, F.B.; van Wijk, AW.; Postmus, P.E.; Smit, E.F.
Retreatment with Erlotinib: Regain of TKI Sensitivity Following a Drug Holiday for Patients with NSCLC Who
Initially Responded to EGFR-TKI Treatment. Eur. J. Cancer 2011, 47, 2603-2606. [CrossRef] [PubMed]

Pisco, A.O.; Brock, A.; Zhou, J.; Moor, A.; Mojtahedi, M.; Jackson, D.; Huang, S. Non-Darwinian Dynamics in
Therapy-Induced Cancer Drug Resistance. Nat. Commun. 2013, 4, 2467. [CrossRef] [PubMed]

Knoechel, B.; Roderick, J.E.; Williamson, K.E.; Zhu, J.; Lohr, J.G.; Cotton, M.J.; Gillespie, S.M.; Fernandez, D.; Ku,
M.; Wang, H.; et al. An Epigenetic Mechanism of Resistance to Targeted Therapy in T Cell Acute Lymphoblastic
Leukemia. Nat. Genet. 2014, 46, 364—-370. [CrossRef] [PubMed]

Moyal, L.; Feldbaum, N.; Goldfeiz, N.; Rephaeli, A.; Nudelman, A.; Weitman, M.; Tarasenko, N.; Gorovitz, B.;
Maron, L.; Yehezkel, S.; et al. The Therapeutic Potential of AN-7, a Novel Histone Deacetylase Inhibitor, for
Treatment of Mycosis Fungoides/Sezary Syndrome Alone or with Doxorubicin. PLoS ONE 2016, 11, e0146115.
[CrossRef] [PubMed]

Chun, P. Histone Deacetylase Inhibitors in Hematological Malignancies and Solid Tumors. Arch. Pharm. Res.
2015, 38, 933-949. [CrossRef] [PubMed]

Xu, W.S.; Parmigiani, R.B.; Marks, P.A. Histone Deacetylase Inhibitors: Molecular Mechanisms of Action.
Oncogene 2007, 26, 5541-5552. [CrossRef]

Mackmull, M.-T.; Iskar, M.; Parca, L.; Singer, S.; Bork, P.; Ori, A.; Beck, M. Histone Deacetylase Inhibitors (HDACi)
Cause the Selective Depletion of Bromodomain Containing Proteins (BCPs). Mol. Cell. Proteom. 2015, 14, 1350—
1360. [CrossRef]

Vimal, A.P,; Dunn, M.J,; Sorokin, A. Regulation of MDR-1  (P-
Glycoprotein) by Cyclooxygenase-2.—PubMed—NCBI. Available online:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12138126 (accessed on 18 November 2019).

Karaszi, E.; Jakab, K.; Homolya, L.; Szakdcs, G.; Holld, Z.; Telek, B.; Kiss, A.; Rejto, L.; Nahajevszky, S.; Sarkadi, B.;
et al. Calcein Assay for Multidrug Resistance Reliably Predicts Therapy Response and Survival Rate in Acute
Myeloid Leukaemia. Br. J. Haematol. 2001, 112, 308-314. [CrossRef]

Lebedeva, I.V.; Pande, P.; Patton, W.F. Sensitive and Specific Fluorescent Probes for Functional Analysis of the

Three Major Types of Mammalian ABC Transporters. PLoS ONE 2011, 6, €22429. [CrossRef]
Schabel, F.M.; Skipper, H.E.; Trader, M.W.; Laster, W.R.; Griswold, D.P.; Corbett, T.H. Establishment of Cross-
Resistance Profiles for New Agents. Cancer Treat. Rep. 1983, 67, 905-922.


http://dx.doi.org/10.1016/j.rvsc.2012.04.004
http://dx.doi.org/10.1016/j.rvsc.2012.04.004
http://dx.doi.org/10.1016/j.rvsc.2012.04.004
http://dx.doi.org/10.1292/jvms.09-0519
http://dx.doi.org/10.1292/jvms.09-0519
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20086324
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20086324
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20086324
http://dx.doi.org/10.1002/(SICI)1097-0142(19960501)77:9%26lt;1892::AID-CNCR20%26gt;3.0.CO;2-U
http://dx.doi.org/10.1002/(SICI)1097-0142(19960501)77:9%26lt;1892::AID-CNCR20%26gt;3.0.CO;2-U
http://dx.doi.org/10.1515/pjvs-2015-0016
http://dx.doi.org/10.1515/pjvs-2015-0016
http://dx.doi.org/10.1182/blood.V91.12.4480
http://dx.doi.org/10.1182/blood.V91.12.4480
http://dx.doi.org/10.1038/s41598-017-00791-8
http://dx.doi.org/10.1038/s41598-017-00791-8
http://dx.doi.org/10.1016/j.ejca.2011.06.046
http://dx.doi.org/10.1016/j.ejca.2011.06.046
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21784628
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21784628
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21784628
http://dx.doi.org/10.1038/ncomms3467
http://dx.doi.org/10.1038/ncomms3467
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24045430
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24045430
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24045430
http://dx.doi.org/10.1038/ng.2913
http://dx.doi.org/10.1038/ng.2913
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24584072
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24584072
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24584072
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0146115
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0146115
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0146115
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26752418
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26752418
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26752418
http://dx.doi.org/10.1007/s12272-015-0571-1
http://dx.doi.org/10.1007/s12272-015-0571-1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25653088
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25653088
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25653088
http://dx.doi.org/10.1038/sj.onc.1210620
http://dx.doi.org/10.1038/sj.onc.1210620
http://dx.doi.org/10.1074/mcp.M114.042499
http://dx.doi.org/10.1074/mcp.M114.042499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12138126
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12138126
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12138126
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12138126
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12138126
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12138126
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12138126
http://dx.doi.org/10.1046/j.1365-2141.2001.02554.x
http://dx.doi.org/10.1046/j.1365-2141.2001.02554.x
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0022429
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0022429

Cancers2020, 12, 1117 DOI:10.14753/SE.2022.2596 978 of 134

34,

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

Zandvliet, M.; Teske, E.; Schrickx, J.A. Multi-Drug Resistance in a Canine Lymphoid Cell Line Due to Increased P-
Glycoprotein Expression, a Potential Model for Drug-Resistant Canine Lymphoma. Toxicol. Vitro 2014, 28,
1498-1506. [CrossRef] [PubMed]

Moore, A.S.; Leveille, C.R.; Reimann, K.A.; Shu, H.; Arias, .M. The Expression of P-Glycoprotein in Canine
Lymphoma and Its Association with Multidrug Resistance. Cancer Investig. 1995, 13, 475-479. [CrossRef]
[PubMed]

Housman, G.; Byler, S.; Heerboth, S.; Lapinska, K.; Longacre, M.; Snyder, N.; Sarkar, S. Drug Resistance in Cancer:
An Overview. Cancers (Basel) 2014, 6, 1769—-1792. [CrossRef] [PubMed]

Rodriguez-Antona, C.; Ingelman-Sundberg, M. Cytochrome P450 Pharmacogenetics and Cancer. Oncogene
2006, 25, 1679-1691. [CrossRef] [PubMed]

Kobayashi, S.; Boggon, T.J.; Dayaram, T.; Janne, P.A.; Kocher, O.; Meyerson, M.; Johnson, B.E.; Eck, M.J.; Tenen,
D.G.; Halmos, B. EGFR Mutation and Resistance of Non-Small-Cell Lung Cancer to Gefitinib. N. Engl.

J. Med. 2005, 352, 786—792. [CrossRef] [PubMed]

Olaussen, K.A.; Dunant, A.; Fouret, P.; Brambilla, E.; André, F.; Haddad, V.; Taranchon, E.; Filipits, M.; Pirker, R.;
Popper, H.H.; et al. DNA Repair by ERCC1 in Non-Small-Cell Lung Cancer and Cisplatin-Based Adjuvant
Chemotherapy. N. Engl. J. Med. 2006, 355, 983—991. [CrossRef] [PubMed]

Reed, J.C. Bcl-2: Prevention of Apoptosis as a Mechanism of Drug Resistance. Hematol. Oncol. Clin. N. Am. 1995,
9, 451-473. [CrossRef]

Singh, A.; Settleman, J. EMT, Cancer Stem Cells and Drug Resistance: An Emerging Axis of Evil in the War on
Cancer. Oncogene 2010, 29, 4741-4751. [CrossRef]

Sharma, S.V.; Lee, D.Y.; Li, B.; Quinlan, M.P.; Takahashi, F.; Maheswaran, S.; McDermott, U.; Azizian, N.; Zou, L.;
Fischbach, M.A.; et al. A Chromatin-Mediated Reversible Drug-Tolerant State in Cancer Cell Subpopulations.
Cell 2010, 141, 69-80. [CrossRef]

Robey, R.W.; Pluchino, K.M.; Hall, M.D.; Fojo, A.T.; Bates, S.E.; Gottesman, M.M. Revisiting the Role of ABC
Transporters in Multidrug-Resistant Cancer. Nat. Rev. Cancer 2018, 18, 452—-464. [CrossRef]

Pirker, R.; Wallner, J.; Gotzl, M.; Gsur, A.; Geissler, K.; Havelec, L.; Knapp, W.; Haas, O.; Linkesch, W.; Lechner,
K. MDR1 RNA Expression Is an Independent Prognostic Factor in Acute Myeloid Leukemia. Blood 1992, 80, 557—
559. [CrossRef] [PubMed)]

Doxani, C.; Voulgarelis, M.; Zintzaras, E. MDR1 MRNA Expression and MDR1 Gene Variants as Predictors of
Response to Chemotherapy in Patients with Acute Myeloid Leukaemia: A Meta-Analysis. Biomarkers 2013, 18,
425-435. [CrossRef] [PubMed]

Campos, L.; Guyotat, D.; Archimbaud, E.; Calmard-Oriol, P.; Tsuruo, T.; Troncy, J.; Treille, D.; Fiere, D. Clinical
Significance of Multidrug Resistance P-Glycoprotein Expression on Acute Nonlymphoblastic Leukemia Cells at
Diagnosis. Blood 1992, 79, 473-476. [CrossRef] [PubMed]

Gillet, J.-P.; Wang, J.; Calcagno, A.M.; Green, L.J.; Varma, S.; Elstrand, M.B.; Trope, C.G.; Ambudkar, S.V,;
Davidson, B.; Gottesman, M.M. Clinical Relevance of Multidrug Resistance Gene Expression in Ovarian Serous
Carcinoma Effusions. Mol. Pharm. 2011, 8, 2080—-2088. [CrossRef] [PubMed]

Christie, E.L.; Pattnaik, S.; Beach, J.; Copeland, A.; Rashoo, N.; Fereday, S.; Hendley, J.; Alsop, K.; Brady, S.L.;
Lamb, G.; et al. Multiple ABCB1 Transcriptional Fusions in Drug Resistant High-Grade Serous Ovarian and Breast
Cancer. Nat. Commun. 2019, 10, 1295. [CrossRef] [PubMed]

Coyle, B.; Kessler, M.; Sabnis, D.H.; Kerr, I.D. ABCB1 in Children’s Brain Tumours. Biochem. Soc. Trans. 2015, 43,
1018-1022. [CrossRef]

Othman, R.T.; Kimishi, I.; Bradshaw, T.D.; Storer, L.C.D.; Korshunov, A.; Pfister, S.M.; Grundy, R.G.; Kerr, I.D.;
Coyle, B. Overcoming Multiple Drug Resistance Mechanisms in Medulloblastoma. Acta Neuropathol. Commun.
2014, 2, 57. [CrossRef]

Luo, Y.; Ellis, L.Z.; Dallaglio, K.; Takeda, M.; Robinson, W.A.; Robinson, S.E.; Liu, W.; Lewis, K.D.; McCarter, M.D.;
Gonzalez, R.; et al. Side Population Cells from Human Melanoma Tumors Reveal Diverse Mechanisms for
Chemoresistance. J. Investig. Dermatol. 2012, 132, 2440-2450. [CrossRef]


http://dx.doi.org/10.1016/j.tiv.2014.06.004
http://dx.doi.org/10.1016/j.tiv.2014.06.004
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24975508
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24975508
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24975508
http://dx.doi.org/10.3109/07357909509024910
http://dx.doi.org/10.3109/07357909509024910
http://dx.doi.org/10.3109/07357909509024910
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7552813
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7552813
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7552813
http://dx.doi.org/10.3390/cancers6031769
http://dx.doi.org/10.3390/cancers6031769
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25198391
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25198391
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25198391
http://dx.doi.org/10.1038/sj.onc.1209377
http://dx.doi.org/10.1038/sj.onc.1209377
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16550168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16550168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16550168
http://dx.doi.org/10.1056/NEJMoa044238
http://dx.doi.org/10.1056/NEJMoa044238
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15728811
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15728811
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15728811
http://dx.doi.org/10.1056/NEJMoa060570
http://dx.doi.org/10.1056/NEJMoa060570
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16957145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16957145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16957145
http://dx.doi.org/10.1016/S0889-8588(18)30104-7
http://dx.doi.org/10.1016/S0889-8588(18)30104-7
http://dx.doi.org/10.1038/onc.2010.215
http://dx.doi.org/10.1038/onc.2010.215
http://dx.doi.org/10.1016/j.cell.2010.02.027
http://dx.doi.org/10.1016/j.cell.2010.02.027
http://dx.doi.org/10.1038/s41568-018-0005-8
http://dx.doi.org/10.1038/s41568-018-0005-8
http://dx.doi.org/10.1182/blood.V80.2.557.557
http://dx.doi.org/10.1182/blood.V80.2.557.557
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1627808
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1627808
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1627808
http://dx.doi.org/10.3109/1354750X.2013.808263
http://dx.doi.org/10.3109/1354750X.2013.808263
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23805980
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23805980
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23805980
http://dx.doi.org/10.1182/blood.V79.2.473.473
http://dx.doi.org/10.1182/blood.V79.2.473.473
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1370388
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1370388
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1370388
http://dx.doi.org/10.1021/mp200240a
http://dx.doi.org/10.1021/mp200240a
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21761824
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21761824
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21761824
http://dx.doi.org/10.1038/s41467-019-09312-9
http://dx.doi.org/10.1038/s41467-019-09312-9
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30894541
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30894541
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30894541
http://dx.doi.org/10.1042/BST20150137
http://dx.doi.org/10.1042/BST20150137
http://dx.doi.org/10.1186/2051-5960-2-57
http://dx.doi.org/10.1186/2051-5960-2-57
http://dx.doi.org/10.1038/jid.2012.161
http://dx.doi.org/10.1038/jid.2012.161

Cancers2020, 12, 1117 DOI:10.14753/SE.2022.2596 979 of 134

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

Effendi, K.; Mori, T.; Komuta, M.; Masugi, Y.; Du, W.; Sakamoto, M. Bmi-1 Gene Is Upregulated in Early-Stage
Hepatocellular Carcinoma and Correlates with ATP-Binding Cassette Transporter B1 Expression. Cancer Sci.
2010, 101, 666—672. [CrossRef]

Rottenberg, S.; Nygren, A.O.H.; Pajic, M.; van Leeuwen, F.W.B.; van der Heijden, |.; van de Wetering, K.; Liu, X.;
de Visser, K.E.; Gilhuijs, K.G.; van Tellingen, O.; et al. Selective Induction of Chemotherapy Resistance of
Mammary Tumors in a Conditional Mouse Model for Hereditary Breast Cancer. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2007,
104, 12117-12122. [CrossRef]

Pajic, M.; lyer, J.K.; Kersbergen, A.; van der Burg, E.; Nygren, A.O.H.; Jonkers, J.; Borst, P.; Rottenberg, S.
Moderate Increase in Mdrla/1b Expression Causes in Vivo Resistance to Doxorubicin in a Mouse Model for
Hereditary Breast Cancer. Cancer Res. 2009, 69, 6396—6404. [CrossRef] [PubMed]

Rottenberg, S.; Vollebergh, M.A.; de Hoon, B.; de Ronde, J.; Schouten, P.C.; Kersbergen, A.; Zander, S.A.L.; Pajic,
M.; Jaspers, J.E.; Jonkers, M.; et al. Impact of Intertumoral Heterogeneity on Predicting Chemotherapy
Response of BRCA1-Deficient Mammary Tumors. Cancer Res. 2012, 72, 2350-2361. [CrossRef] [PubMed]
Flredi, A.; Toth, S.; Szebényi, K.; Pape, V.F.S.; Turk, D.; Kucsma, N.; Cervenak, L.; Tovari, J.; Szakacs, G.
Identification and Validation of Compounds Selectively Killing Resistant Cancer: Delineating Cell Line-Specific
Effects from P-Glycoprotein-Induced Toxicity. Mol. Cancer Ther. 2017, 16, 45-56. [CrossRef]

Firedi, A.; Szebényi, K.; Toth, S.; Cserepes, M.; Hamori, L.; Nagy, V.; Karai, E.; Vajdovich, P.; Imre, T.; Szabé, P.;
et al. Pegylated Liposomal Formulation of Doxorubicin Overcomes Drug Resistance in a Genetically Engineered
Mouse Model of Breast Cancer. J. Control. Release 2017, 261, 287-296. [CrossRef]

Homolya, L.; Hollo, Z.; Germann, U.A.; Pastan, |.; Gottesman, M.M.; Sarkadi, B. Fluorescent Cellular Indicators
Are Extruded by the Multidrug Resistance Protein. J. Biol. Chem. 1993, 268, 21493—-21496.

Homolya, L.; Hollo, M.; Miiller, M.; Mechetner, E.B.; Sarkadi, B. A New Method for a Quantitative Assessment
of P-Glycoprotein-Related Multidrug Resistance in Tumor Cells. Br. J. Cancer 1996, 73, 849—855. [CrossRef]
Kurata, T.; Tamura, K.; Kaneda, H.; Nogami, T.; Uejima, H.; Go, G.0.A.; Nakagawa, K.; Fukuoka, M. Effect of Re-
Treatment with Gefitinib (“Iressa”, ZD1839) after Acquisition of Resistance. Ann. Oncol. 2004, 15, 173-174.
[CrossRef]

Yano, S.; Nakataki, E.; Ohtsuka, S.; Inayama, M.; Tomimoto, H.; Edakuni, N.; Kakiuchi, S.; Nishikubo, N.;
Muguruma, H.; Sone, S. Retreatment of Lung Adenocarcinoma Patients with Gefitinib Who Had Experienced
Favorable Results from Their Initial Treatment with This Selective Epidermal Growth Factor Receptor Inhibitor:
A Report of Three Cases. Oncol. Res. 2005, 15, 107-111. [CrossRef]

Valpione, S.; Carlino, M.S.; Mangana, J.; Mooradian, M.J.; McArthur, G.; Schadendorf, D.; Hauschild, A.;
Menzies, A.M.; Arance, A.; Ascierto, P.A.; et al. Rechallenge with BRAF-Directed Treatment in Metastatic
Melanoma: A Multi-Institutional Retrospective Study. Eur. J. Cancer 2018, 91, 116-124. [CrossRef]

Cara, S.; Tannock, I.F. Retreatment of Patients with the Same Chemotherapy: Implications for Clinical
Mechanisms of Drug Resistance. Ann. Oncol. 2001, 12, 23-27. [CrossRef]

Harker, W.G.; Sikic, B.l. Multidrug (Pleiotropic) Resistance in Doxorubicin-Selected Variants of the Human
Sarcoma Cell Line MES-SA. Cancer Res. 1985, 45, 4091-4096. [PubMed]

Shen, D.W.; Cardarelli, C.; Hwang, J.; Cornwell, M.; Richert, N.; Ishii, S.; Pastan, |.; Gottesman, M.M. Multiple
Drug-Resistant Human KB Carcinoma Cells Independently Selected for High-Level Resistance to Colchicine,
Adriamycin, or Vinblastine Show Changes in Expression of Specific Proteins. J. Biol. Chem. 1986, 261, 7762—
7770. [PubMed]

Ageberg, M.; Rydstrom, K.; Relander, T.; Drott, K. The Histone Deacetylase Inhibitor Valproic Acid Sensitizes
Diffuse Large B-Cell Lymphoma Cell Lines to CHOP-Induced Cell Death. Am. J. Transl. Res. 2013, 5, 170-183.
[PubMed]

Pang, L.Y.; Argyle, S.A.; Kamida, A.; Morrison, K.O.; Argyle, D.J. The Long-Acting COX-2 Inhibitor Mavacoxib
(Trocoxil™) Has Anti-Proliferative and pro-Apoptotic Effects on Canine Cancer Cell Lines and Cancer Stem Cells
in Vitro. BMC Vet. Res. 2014, 10, 184. [CrossRef]

Knottenbelt, C.; Chambers, G.; Gault, E.; Argyle, D.J. The in Vitro Effects of Piroxicam and Meloxicam on Canine
Cell Lines. J. Small Anim. Pract. 2006, 47, 14-20. [CrossRef]


http://dx.doi.org/10.1111/j.1349-7006.2009.01431.x
http://dx.doi.org/10.1111/j.1349-7006.2009.01431.x
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.0702955104
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.0702955104
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-09-0041
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-09-0041
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19654309
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19654309
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19654309
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-11-4201
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-11-4201
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22396490
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22396490
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22396490
http://dx.doi.org/10.1158/1535-7163.MCT-16-0333-T
http://dx.doi.org/10.1158/1535-7163.MCT-16-0333-T
http://dx.doi.org/10.1016/j.jconrel.2017.07.010
http://dx.doi.org/10.1016/j.jconrel.2017.07.010
http://dx.doi.org/10.1038/bjc.1996.151
http://dx.doi.org/10.1038/bjc.1996.151
http://dx.doi.org/10.1093/annonc/mdh006
http://dx.doi.org/10.1093/annonc/mdh006
http://dx.doi.org/10.3727/096504005775082020
http://dx.doi.org/10.3727/096504005775082020
http://dx.doi.org/10.1016/j.ejca.2017.12.007
http://dx.doi.org/10.1016/j.ejca.2017.12.007
http://dx.doi.org/10.1023/A:1008389706725
http://dx.doi.org/10.1023/A:1008389706725
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/4028002
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/4028002
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3711108
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3711108
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23573362
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23573362
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23573362
http://dx.doi.org/10.1186/s12917-014-0184-9
http://dx.doi.org/10.1186/s12917-014-0184-9
http://dx.doi.org/10.1111/j.1748-5827.2006.00006.x
http://dx.doi.org/10.1111/j.1748-5827.2006.00006.x

Cancers2020, 12, 1117 DOI:10.14753/SE.2022.2596 980 of 134

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

Murakami, A.; Shibahashi, A.; lwasaki, R.; Kawabe, M.; Murakami, M.; Sakai, H.; Mori, T. Combination

Chlorambucil/Firocoxib or Chlorambucil/Prednisolone Treatment for Inflammatory Colorectal Polyps in

Miniature Dachshunds. J. Am. Anim. Hosp. Assoc. 2018, 54, 161-166. [CrossRef]

Tamura, D.; Saito, T.; Murata, K.; Kawashima, M.; Asano, R. Celecoxib Exerts Antitumor Effects in Canine

Mammary Tumor Cells via COX-2-independent Mechanisms. Int. J. Oncol. 2015, 46, 1393—1404. [CrossRef]

Fantappié, O.; Solazzo, M.; Lasagna, N.; Platini, F.; Tessitore, L.; Mazzanti, R. P-Glycoprotein Mediates

Celecoxib-Induced Apoptosis in Multiple Drug-Resistant Cell Lines. Cancer Res. 2007, 67, 4915-4923. [CrossRef]

Ratnasinghe, D.; Daschner, P.J.; Anver, M.R.; Kasprzak, B.H.; Taylor, P.R.; Yeh, G.C.; Tangrea, J.A.

Cyclooxygenase-2, P-Glycoprotein-170 and Drug Resistance; Is Chemoprevention against Multidrug Resistance

Possible? Anticancer Res. 2001, 21, 2141-2147.

Sui, H.; Zhou, S.; Wang, Y.;Liu, X.;  Zhou, L.; Yin,P.; Fan,Z; L, Q. COX-2 Contributes to P-

Glycoprotein-Mediated Multidrug Resistance via Phosphorylation of c-Jun at Ser63/73 in Colorectal Cancer.

Carcinogenesis 2011, 32, 667—-675. [CrossRef]

Roy, K.R.; Reddy, G.V.; Maitreyi, L.; Agarwal, S.; Achari, C.; Vali, S.; Reddanna, P. Celecoxib Inhibits MDR1

Expression through COX-2-Dependent Mechanism in Human Hepatocellular Carcinoma (HepG2) Cell Line.

Cancer Chemother. Pharmacol. 2010, 65, 903-911. [CrossRef] [PubMed]

Knudsen, J.F.; Carlsson, U.; Hammarstrém, P.; Sokol, G.H.; Cantilena, L.R. The Cyclooxygenase-2 Inhibitor

Celecoxib Is a Potent Inhibitor of Human Carbonic Anhydrase Il. Inflammation 2004, 28, 285-290. [CrossRef]

[PubMed]

Arico, S.; Pattingre, S.; Bauvy, C.; Gane, P.; Barbat, A.; Codogno, P.; Ogier-Denis, E. Celecoxib Induces Apoptosis

by Inhibiting 3-Phosphoinositide-Dependent Protein Kinase-1 Activity in the Human Colon Cancer HT-29 Cell

Line. J. Biol. Chem. 2002, 277, 27613-27621. [CrossRef] [PubMed]

Kulp, S.K,; Yang, Y.-T,; Hung, C.-C; Chen, K.-F.; Lai, J.-P; Tseng,
P.-H.; Fowble, J.W.; Ward, P.J.; Chen, C.-S. 3-Phosphoinositide-Dependent Protein Kinase-1/Akt

Signaling Represents a Major Cyclooxygenase-2-Independent Target for Celecoxib in Prostate Cancer Cells.

Cancer Res. 2004, 64, 1444-1451. [CrossRef] [PubMed]

Johnson, AJ.; Hsu, A.-L.; Lin, H.-P.; Song, X.; Chen, C.-S. The Cyclo-Oxygenase-2 Inhibitor Celecoxib Perturbs

Intracellular Calcium by Inhibiting Endoplasmic Reticulum Ca2+-ATPases: A Plausible Link with Its Anti-Tumor

Effect and Cardiovascular Risks. Biochem. J. 2002, 366 Pt 3, 831-837. [CrossRef] [PubMed]

Chou, T.-C. Theoretical Basis, Experimental Design, and Computerized Simulation of Synergism and Antagonism

in Drug Combination Studies. Pharmacol. Rev. 2006, 58, 621-681. [CrossRef]

Hollg, Z.; Homolya, L.; Davis, C.W.; Sarkadi, B. Calcein Accumulation as a Fluorometric Functional Assay of the

Multidrug Transporter. Biochim. Biophys. Acta Biomembr. 1994, 1191, 384—388. [CrossRef]

Stone, M.S.; Cotter, S.M.; Goldstein, M.A. Comparison of Two Protocols for Induction of Remission in Dogs with

Lymphoma. J. Am. Anim. Hosp. 1991, 27, 315-321.

Valli, V.E.; Kass, P.H.; Myint, M.S.; Scott, F. Canine Lymphomas: Association of Classification Type, Disease

Stage, Tumor Subtype, Mitotic Rate, and Treatment with Survival. Vet. Pathol. 2013, 50, 738-748. [CrossRef]

@ © 2020 by the authors. Licensee MDPI, Basel, Switzerland. This article is an open access
article distributed under the terms and conditions of the Creative Commons Attribution

(CC BY) license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).


http://dx.doi.org/10.5326/JAAHA-MS-6663
http://dx.doi.org/10.5326/JAAHA-MS-6663
http://dx.doi.org/10.3892/ijo.2015.2820
http://dx.doi.org/10.3892/ijo.2015.2820
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-06-3952
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-06-3952
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-06-3952
http://dx.doi.org/10.1093/carcin/bgr016
http://dx.doi.org/10.1093/carcin/bgr016
http://dx.doi.org/10.1007/s00280-009-1097-3
http://dx.doi.org/10.1007/s00280-009-1097-3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19685055
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19685055
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19685055
http://dx.doi.org/10.1007/s10753-004-6052-1
http://dx.doi.org/10.1007/s10753-004-6052-1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16134002
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16134002
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16134002
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M201119200
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M201119200
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12000750
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12000750
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12000750
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-03-2396
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-03-2396
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-03-2396
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14973075
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14973075
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14973075
http://dx.doi.org/10.1042/bj20020279
http://dx.doi.org/10.1042/bj20020279
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12076251
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12076251
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12076251
http://dx.doi.org/10.1124/pr.58.3.10
http://dx.doi.org/10.1124/pr.58.3.10
http://dx.doi.org/10.1016/0005-2736(94)90190-2
http://dx.doi.org/10.1016/0005-2736(94)90190-2
http://dx.doi.org/10.1177/0300985813478210
http://dx.doi.org/10.1177/0300985813478210
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

