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1. IRODALMI HATTER
1.1. Bevezetés

Az emberi szervezetben a maj az elsddleges méregtelenitd szerv. Legkisebb egységében,
a hepatocitdkban szigortan szabalyozott folyamat soran torténik a kiilonb6z6 endogén és
exogén anyagok artalmatlanitdsa. A detoxifikacio féleg két nagy transzporter csalad,
illetve a gyogyszerek atalakitasat végzd enzimek (citokrom P450 enzimcsalad tagjai:
CYP1A2, 2B6, 2C8/9/19, 2D6, 2E1, 3A4/5/7) [1] mikodéséhez kothetd [2]. A
potencialisan veszélyes molekulak majsejtekbe vald bejuttatdsat, majd az ott levd
enzimek segitségével modositott anyagok epébe vagy vérbe vald kijuttatasat az
Organikus Anion Transzporter Polipeptidek (OATP) és ATP Binding Cassette (ABC)
membran transzporterek végzik [3-5]. Az OATP-k membranfehérjék, amelyek
miikddésiik révén nagyméretii, szerves molekuldk sejtekbe torténd felvételét segitik eld
[4, 6]. Az ismert tizenegy human OATP koziil az OATP1B1, OATP1B3 és OATP2B1
fehérje van jelen a majsejtekben [7-9]. Az OATP1B1 és OATP1B3 maj-specifikus [7, 8],
az OATP2BI1 kifejez6dik a majban, a vékonybélben, a vér-agy gat sejtjeiben, a
méhlepényben, a szivben és a vazizomban is [4, 9-15]. Mindharom fent nevezett OATP
szallit epesokat és nemi hormonokat. Ezen kiviil szdmos, a klinikumban hasznalt
gyogyszer molekulat (példaul antivirdlis €és kemoterapids szerek, sztatinok) is
felismernek. Megvaltozott mitkddésiik mutaciok, polimorfizmusok, vagy szubsztratjaik
egylittes alkalmazdsa révén eltérd farmakokinetikat, s6t akar nem vart toxicitast (pl.
sztatinok okozta miopatia) [12, 16] is eredményezhet. Az OATP-k jelentdsége egyrészt
tehat farmakokinetikat befolyasolo szerepiikben rejlik, masrészt abban, hogy tumorokban
egyes OATP-k expresszioja az egészséges szovetekétdl eltérd. Sot, 1étezik egy OATP
varians, OATP1B3-V1, amely csak tumorokban fejezédik ki [17, 18]. A tumorokban

megvaltozott expressziot mutato OATP-k igéretes rak-terapids célpontok.

A méreganyagok sejtekbdl vald eltavolitdsat nagyrészt az ABC csalddba tartozo
multidrog transzporter (MDR-ABC) fehérjék végzik [5]. Ezek aktiv transzporterek,
mitkodésiikhoz adenozin-5’-trifoszfat (ATP) hidrolizise sziikséges. A multispecifikus
(sokféle szubsztratot felismerd) MDR-ABC ¢és OATP fehérjék expresszios mintdzata €s

szubsztrat felismerése atfedd. Mindkét fehérjecsalad esetében ismert, hogy szubsztratjaik
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egyiittes alkalmazasa a miikodésiik gatlasahoz, és akar nem vart toxicitashoz vezethet.

Emiatt vizsgalatuk a gyogyszerfejlesztés soran ajanlott [19].
1.2. Atranszporterek szerepe a farmakokinetikdaban

Az ¢l6 sejtek koriil a plazmamembran olyan szelektiv hatdrvonalként funkcional,
amelyen csak kevés vegyiilet, példaul viz, gazok, kisméret(i hidrofob vegyiiletek, alkohol,
urea, vagy kisméreti lipidek egy része tud passzivan keresztiil haladni [20]. Ahhoz, hogy
nagyobb méretli, toltéssel rendelkezd, vagy akar hidrofil molekula a plazmamembranon
atjusson, membran transzporterekre vagy csatorna fehérjékre van sziikség [20]. A
membran transzporterek olyan polipeptidek, amelyek a foszfolipid kettésrétegbe
agyazdodva segitik kiilonféle molekuldk ¢€s ionok keresztiil haladdsat a bioldgiai
membranokon [21]. A legtobb gyogyszer molekula bioldgiai membranokon val6 atjutasat

transzporterek mozditjak eld.

Egy gyogyszer szajon at alkalmazva a bélfal kapuér véraraman keresztiil a majba keriil,
ahol metabolikus folyamatok soran enzimatikus atalakulasokon mehet keresztiil. Ezutan
az epébe, onnan a bélbe és az exkrétumba keriil, vagy a majbol a véraramba tovabbitodik
és végiil a vesébdl a vizeletbe jutva keriil szekréciora. E farmakokinetikai folyamatok
soran a gyogyszer szamos biologiai membranon jut keresztiil, amit transzporterek
miikodése befolydsol. Gyogyszer transzportald proteinek az emberi szervezetben szamos
helyen eldéfordulnak, példaul hatarolo, kivéalasztd vagy méregtelenitd funkcidval
rendelkez6 szervekben és szovetekben. Ilyenek példaul a vékonybél, maj, vér-agy gat,
vese és placenta [22, 23]. Tehat a membran transzporterek fontos szerepet toltenek be az
Abszorpcid, Disztribucio, Metabolizmus, Eliminacié (ADME) folyamataiban, az altaluk
transzportalt anyagok felszivodasaban, eloszlasaban, €s kitiriilésében [24, 25]. Emellett
szubsztratjaik egyiittes alkalmazasan keresztiil vagy mikodésiik masfajta gatlasa révén
toxikus allapotok is kialakulhatnak, igy dsszefoglaldan az ADME-Tox folyamatok fontos

résztvevol.

A membran transzporterek négy nagy csoportjat kiilonboztethetjiik meg. Ezek a Solute
Carrierek (SLC-k), ioncsatornak, vizcsatornak és az aktiv, azaz ATP-vel ,hajtott”
els6dleges transzporterek. Az SLC fehérjék tobbféle modon transzportalhatjak

szubsztratjaikat. Az SLC-k 4ltali transzport lehet koncentracié gradiens mentén torténd

10
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facilitalt transzport, vagy akar a koncentracio gradienssel ellentétes irdnyt méasodlagosan

aktiv transzport [26]. Az SLC szupercsalad mintegy 458 fehérjét foglal magaba, melyeket

65 csaladba sorolnak (https://www.bioparadigms.org/). Az SLC szupercsaladon beliil
tobb olyan fehérje talalhato, amelyek fontosak farmakokinetikai szempontbol. Példaul az
OATP csaladban az OATP1A2, OATP1B1, OATP1B3, és OATP2B1, az organikus anion
transzporter (OAT) alcsaladban az OAT1 és OAT3, az organikus kation transzporter
alcsaladban (OCT) az OCTL1 és OCT2, illetve az organikus kation/karnitin transzporter
(OCTN) alcsaladban az OCTNI, és OCTN2 [24, 25, 27-29]. Az OATP csalad tagjai koziil
a leginkabb tanulmanyozottak a kifejezetten majspecifikusan termel6dd, SLCOIB1 és
SLCO1B3 génekrol atiroddo OATP1B1 és OATP1B3 transzporter fehérjék. Mellettiik a
hepatocitakban az OATP2BI1 is segiti a detoxifikaciot [4].

A gyogyszerek transzportjdban szerepet jatsz6 masik fehérje csaldd az ABC
transzportereké, melyek ATP hidrolizise altal katalizaljak szubsztratjaik membranon valo
athaladasat. A majban az ADME folyamatokban szintén fszerepet jatszo ABC fehérjék
példaul az MDRI1 (Pgp, ABCB1), MRP2 (ABCC?2), vagy az ABCG2 (BCRP), amik a
hepatocitakban atalakitott anyagok epébe valo tovabbitasaért felelnek, vagy az ABCC3
¢s ABCC4 fehérjék, amelyek a véraramba tovabbitjak a konjugalt endogén, valamint

gyogyszer szubsztratjaikat [2, 24, 30].

Az OATP ¢és ABC fehérjék szubsztrat felismerése atfedhet, ami példaul a hepatikus
detoxifikacio esetén fontos, hiszen a méj méregtelenitése soran sziikséges a hepatikus

OATP és ABC transzporterek dsszehangolt miikddése [31].

Doktori kutatdsom soran a gyodgyszerek ADME-Tox folyamataiban részt vevo
OATP1B1, OATP1B3, OATP2ZBI1, valamint ABCG2 ¢és MRP2 transzporterek

vizsgélataval foglalkoztam.
1.3. OATP-k
1.3.1. Az OATP-k nevezéktana

Az OATP fehérjéket kodoldo SLCO géncsaladot korabban SLC21A-nak nevezték, amig
ezt 2004-ben filogenetikai kapcsolatok alapjan SLCO, azaz ,,solute carrier family of the
OATPs” névre modositottak [6, 32]. 11 human OATP fehérjét kodoldo SLCO gén ismert.

11
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Az OATP fehérjék az emberi szervezetben szamos helyen eléfordulnak, és endogén,
valamint exogén anyagok sejtekbe vald felvételét végzik. Az OATP csalad tagjait
aminosav szekvenciajuk legalabb 40%-0S azonossaga alapjan 6 (OATP1-6) csaladba
soroljak [15], a csaladokon beliil pedig 60% azonossag esetén tovabbi alcsaladokat
kiilonitenek el (példaul OATP1A, OATPIB). Az alcsaladokon és csaladokon beliil a

felfedezés sorrendjében szamozzuk az egyes fehérjéket [6].
1.3.2. Az OATP-k szerkezete

Az OATP csalad tagjai 643-724 aminosavbdl allnak, kivétel az OATP5A1, mely 848
aminosavbol ¢épiil fel. Pontos térszerkezetilk rontgen krisztallografids ¢és
elektronmikroszkopias vizsgalatok hianyaban egyelére nem ismert. Az OATP-k
szerkezetét illetéen kizarolag membran topologia becslési adatokra tdmaszkodhatunk.
llyen predikcios modellek alapjan az OATP-k 12 transzmembran doménnel (TM)
rendelkeznek, a fehérjék N-, és C-terminalis végei pedig intracellularisan helyezkednek
el [13]. Az OATP-ket az SLC csalad tobbi tagjatol megkiilonbozteti egy konzervalt
motivum, az agynevezett ,,OATP superfamily signature”: D-X-RW-(I,V)-GAWW-X-G-
(F,L)-L [32] (1. abra), amely a harmadik extracellularis hurok és a 6. transzmembran hélix
hataran talalhato [33]. Jellegzetes tovabba, az SLC csaladon beliil szintén csak az OATP
csaladra jellemzd, a 9. és 10. transzmembran hélixet 6sszekotd, nagy, atlagosan 100
aminosav hosszusagu 5. extracellularis hurok, amely 11 konzervalt ciszteint tartalmaz [4,
15]. Emellett Kazal-2 tipust szerin proteaz inhibitor domén is megtalalhatdo az 5.
extracellularis hurokban [C-X3-X-C*-X6-P-V-C-X6-Y-X-S-X-C*-X-A*-G-C*]
(*:konzervalt aminosavak) [34], arrél azonban nincs szakirodalmi adat, hogy az OATP-k
protedz gatld funkcidval rendelkeznének. A konzervalt ciszteinek az OATP2B1 esetén
bizonyitottan alkalmasak diszulfid-kotések 1étesitésére, amelyeknek a fehérje sejtfelszini
lokalizacidjaban van szerepe [6, 35]. Az OATP2B1 konzervalt ciszteinjeit célzo mutaciok
hatasara a fehérje intracellularisan rekedt és 6sztron-3-szulfat (E1S) transzport funkcioja
lecsokkent [35]. Az extracellularis ciszteinek szerepét a tobbi OATP-nél egyelére nem

vizsgaltak.

Az OATP-k szubsztrat felismerd helyét kialakitdo aminosavak tobbnyire a transzmembran

régidoban helyezkednek el. Az OATP1IB1 ¢és OATPIB3 esetén a 2., 6., 8., 9., 10.
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transzmembran hélixekben és a 6. extracellularis hurokban 1évé aminosavakrol igazoltak,

hogy fontosak a transzport funkcidhoz [22, 36-39].

Az OATP1A2, OATPICI, OATP2BI, és OATP3A1 C-terminalisukon PDZ domént is
tartalmaznak [40-43] (1. abra). A PDZ elnevezés a PSD95 (post synaptic density protein),
Dlgl (Drosophila disc large tumor suppressor) és zo-1 (zonula occludens-1 protein)
fehérjék kezddbetiiibdl ered, amelyekben elséként fedezték fel ezt a fehérje szekvenciat
[44]. Az OATP-k esetén ez a PDZ motivum az X(S/T)X¢ (X: barmely aminosav, ¢:
hidroféb aminosav) szekvenciat jelenti [45], melyhez kapcsolodva a PDZ 1 osztalyba
tartozo fehérjék (példaul a PDZK1, NHERF1, NHERF2, vagy IKEPP proteinek [46]) a
transzporterek megfeleld plazmamembranbeli lokaliz4ciojat segitik eld. Ezt a patkany
Oatpla2 és a human OATP1A2 [43, 47], OATP3A1 és OATPICI1 [41] esetén mar
igazoltak. Tovabba az OATP2B1 ¢és a PDZK1 kolcsonhatasa bizonyitottan befolyasolja
a transzporter funkcidjat és lokalizaciojat [40]. Az OATPIB1 és OATP1B3
szekvenciajaban PDZ domén nincs jelen [43, 47], igy funkciojuk és lokalizacidjuk

szabalyozasa mas modon torténhet.
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1. abra Az OATP-kre jellemzg dltalanos membrdantopolégia. Az dbra az OATP1B1
keérdimenzios szerkezetér mutatja, amely a HMMTOP program segitségével késziilt
(http://www.enzim.hu/hmmtop/index.php).
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1.3.3. Lokalizacio és az azt befolydsolo poszttranszidcios modosulasok

A 11 human OATP az emberi test endotél és epitél sejtjeiben taladlhatd. A szervezeten
beliili expresszids mintdzatokat tobbnyire mRNS adatokra alapozhatjuk, de tobb OATP
esetében specifikus antitestekkel végzett fehérje expresszios eredmények is rendelkezésre
allnak [25]. Az antitest alapt vizsgalatok alapjan az OATP-k a sejtmembranban
talalhatoak, viszont a prosztaglandin E2 (PGE2)-t transzportald OATP2Al-et a
lizoszomakban is kimutattak [48]. A plazmamembran OATP-k a polarizalt sejtekben valo
lokalizacios mintazatukat tekintve mind apikalisan, mind bazolateralisan eléfordulhatnak.
Az OATPIBI1 és OATP1B3 [8, 9] a hepatocitakban, illetve az OATP4C1 [49] a vesében
bazolateralisan helyezkedik el, mig az OATP1A2 [50-52], vagy a szervezetben
altalanosan eléforduld6 OATP4ALl [14, 53-55] leginkabb az apikalis membranokban
talalhaté. Erdekes médon az OATP3A1 az agy choroid plexus sejtjeiben két kiilonbozd
izoformé4javal is megtalalhato, és ezek koziil az egyik a sejtek apikalis, a masik izoforma
pedig a bazolateralis membranjaban helyezkedik el [56]. A testszerte el6forduld
OATP2BI1 a m4j hepatocitdiban az OATP1BI1 ¢és OATP1B3 fehérjékhez hasonloan a
szinuszoidalis membranban [57], am a vékonybél enterocitaiban apikalisan talalhat6 [13,
58], ahol az OATP1A2 is eld6fordul [59]. Ugyanakkor mas tanulmanyok szerint az
OATP2BI1 a vékonybélben és a vesében bazolateralisan és apikalisan is detektalhato [40,
60, 61]. Az OATP2BI1 esetében ezt az ellentmondast még nem sikertilt feloldani. Tovabbi
OATP-k, mint az OATP5A1, vagy OATP6A1 szoveti eléfordulasa mar ismert, de

plazmamembranbeli pontos lokalizacioja egyeldre felfedetlen.

Az OATP-k szoveti megjelenését, és plazma membranban valo apikalis vagy

bazolateralis lokalizaciojukat egylittesen az 1. tdblazatban foglaltam Ossze.
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1. tablazat: A tizenegy humdn OATP széveti eloforduldsa és lokalizdaciéja Hagenbuch
[4] és Svoboda [15] alapjan.

Fehérje Gén Szoveti elofordulas Lokalizacio
altalanosan eléfordul: vér- agy
gat, maj kolangiocitai, vese-
OATP1A2 | SLCO1A2 disztalis nefron, vékonybél, apikalis
szem retina, placenta,
vOrosvértestek, neuronok
majspecifikus: hepatocitak, féleg bazolateralis
OATP1B1 | SLCO1B1
lobulusokban (szinuszoidalis)
foleg majspecifikus: hepatocitak,
leginkdbb a kdzponti vena bazolateralis
OATP1B3 | SLCO1B3
hepatica koriil, hasnyalmirigy (szinuszoidalis)
Langerhans szigetei
vér-a at, here Leydig sejtjei,
OATP1C1 | SLCO1C1 =e ) e bazolateralis
choroid plexus
altalanosan el6fordul: neuronok,
vékony- és vastagbél, apikalis
OATP2Al1 | SLCO2A1 ‘
méhnyalkahartya, szem retina és (méhnyalkahartya)
ciliaris epitélium
apikalis (enterocitak,
vese proximalis
altalanosan eléfordul: vér-agy .
. o tubulus), bazolateralis
gat, maj hepatocitai, vékonybél, '
OATP2B1 | SLCO2B1 (hepatocitak, vese
vazizom, vordsvértestek, retina,
‘ disztalis tubulus,
méhlepény trofoblaszt sejtek
enterocitak, trofoblaszt
sejtek)
agy choroid plexus, neuronok, o '
OATP3A1 | SLCO3A1 apikalis és bazolateralis

here, vékonybél

(choroid plexus)
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altalanosan el6fordul; szem

OATP4A1 | SLCO4Al | sugartest, vese, hasnyalmirigy, apikalis
sziv, vékonybél
OATP4C1 | SLCO4C1 vesében proximalis tubulus bazolateralis
emld, sziv, magzati agy, ) ) )
OATP5A1 | SLCO5A1 nincs szakirodalmi adat
vazizom
OATP6A1 | SLCO6A1L agy, here nincs szakirodalmi adat

Tobb tanulmanyban is vizsgaltdk az OATP-k olyan poszttranszlacios modositasainak

szerepét, mint az N-glikozilacio, vagy fehérje foszforilacio [51, 62-66].

Az OATP-k szerkezetében a masodik ¢s 6todik extracellularis hurok tobb potencialis N-
glikozilacios helyet (N-X-S/T) tartalmaz, melyek szdma fehérjénként valtozo lehet. Az
OATP1B1 esetében a harom lehetséges N-glikozilaciés hely egyiittes mutacidja
csokkentette a fehérje funkciojat azaltal, hogy az az endoplazmas retikulumban rekedt,
illetve expresszidja lecsokkent. Erdekes médon az aszparaginok egyenkénti cseréje
viszont nem csorbitotta az OATP1B1 funkciot [65]. Az OATP1A2 fehérje esetében is
igazoltak, hogy a fehérje expresszidja és funkcidja is csokken glikozilacio hianyaban [51].
Azonban ezeket az adatokat fenntartassal kell kezelni, hiszen maga az aminosav csere is
okozhat funkcionalis kiilonbséget vagy fehérje instabilitast, és nem feltétlenil a

glikozilaci6 elmaradasa a felelds az észlelt fenotipuseért.

OATP-k internalizaciojat a transzporter foszforilacioja kiilonbézdképpen befolyasolhatja.
Az OATP2BI esetén bizonyitottak, hogy a klatrinfiiggd és a PKC-medialt jelatviteli
utvonal szabalyozza a fehérje plazmamembranba ékelddését [62]. Megallapitottak, hogy
a forbol-12-mirisztat-13-acetat (PMA) hatasara aktivalt PKC altal a fehérje emelkedett
foszforilacidja, majd internalizacidja kovetkezett be [62]. Egy évvel késobb kidertilt, hogy
az OATPIA2 is hasonloképpen PKC szabalyozé elemek hatasara és klatrinburkos
vezikulumok révén internalizalodik [66]. Emellett a kazein kinaz 2 is befolyasolja az
OATP1A2 internalizacios és reciklizacios folyamatait [42, 67]. Az OATP1B1 Golgibol a
bazolateralis membranba valé vandorlasat az intracellularis cAMP szint ndvekedés
hatasara aktivalodd6 PKA tutvonal hajtja meg. Ezt bizonyitotta, hogy PKA aktivator

hatasara a fehérje membran lokalizacioja és E1S transzporter funkcidja megmaradt, mig
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PKA inhibitor jelenlétében az expresszio és funkcid lecsokkent [64]. Az OATP1B1
plazmamembrénban vald elhelyezkedését emellett a PKC is befolyasolja. A PKC
aktivator PMA hatasara az OATPI1B1 internalizalodott, és korai, valamint reciklizald

endoszomaval is kolokalizalt. Kovetkezésképpen a fehérje EL1S transzport funkcioja

lecsokkent [68].

A transzporterek lokalizacidjat befolyasolhatja tovabba oligomerizaci6 is [69-71]. Az
oligomerizaciot eldsegitendd, a fehérje partnerek kozott kialakulhatnak diszulfid-kotések.
Az OATPIBI esetében leirtak, hogy oligomereket képes kialakitani, és az oligomereket
intermolekularis diszulfid-k6tések rogzitik [42, 72]. Az OATP2B1 extracellularis
ciszteinjeit célzd mutagenezis vizsgalatok soran pedig azt talaltdk, hogy a fehérje
intracellularisan rekedt [35, 70], ami alapjan felvetették annak lehet6ségét, hogy a
ciszteinek jelenléte a diszulfid-k6tddéseken keresztiil befolyasolhatja a fehérjék
oligomerizaciojat, ¢és igy sejtfelszinre keriilését, bar ezt az Osszefiiggést eddig nem
bizonyitottdk. Az extracellularis ciszteineken kiviil mas aminosavak, motivumok is részt
vehetnek az oligomerizacioban. Az OATP1B1 8. transzmembran hélixében talalhato
GXXXG motivum is fontos lehet az oligomerizacié szempontjabol, mivel a TMD8-ban
lev6 Gly393Ala mutacidja csokkent oligomerizaciot és EL1S transzportot okozott [42, 72].
Az OATP1B3 homo-, illetve az OATP1BI transzporterrel heterooligomerizalodni is
képes, ami fokozott transzport funkciot eredményez [42, 73, 74]. Az OATP1B3 plazma
membranba épiilését a fehérje N-terminalisa is meghatiarozza, még pedig a 12-28
aminosavak kozotti szakasz [75]. Az OATP1B1 esetén is bizonyitottan fontos az N-
terminus elsé 50 aminosava a plazma membranban val6 elhelyezkedéshez. Feltételezik,
hogy mivel ezek az OATP-k a C-terminusukon PDZ domént nem tartalmaznak, az N-
terminalis aminosavak szabalyozhatjak a membranbeli lokalizaciojukat [41, 42, 75]. Az
organikus anion transzporter polipeptidek poszttranszlacios médositasaihoz kapcsolodo,
¢és egyéb, sajatos szerkezeti elemeit az OATP-k altalanos, prediktalt membrantopoldgiai

abrajan foglaltam 6ssze (1. bra).
1.3.4. Az OATP-k transzport mechanizmusa

Az OATP-k transzport mechanizmusa egyeldre nem pontosan ismert. Az mar bizonyitott,
hogy miikodésiikhoz ATP nem sziikséges, valamint natrium-, kalium-, és klorid

gradienst6l fliggetlen modon transzportaljak szubsztratjaikat [15, 37]. Viszont tobb
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elképzelés létezik arra, hogy pontosan hogyan torténik a transzport. Az egyik feltevés ezt
illetden az ugynevezett ,,rocker-switch” tipusu mechanizmus, melynek soran a fehérje az
extra-/intracellularis tér felé nyitott/zart allapotban van, és ez a két allapot a kdlcsonhato
vegylilet kotddésének hatasara képes egymasba atalakulni [34]. Tehat példaul szubsztrat
kotodésének kovetkeztében a fehérje konformdacidja megvaltozik, ezéltal annak
centrumaban porus jon 1étre, melyen keresztiil athaladhat a szubsztrat [34]. Azonban még
nem tisztazott, hogy ezzel egyiitt jar-e egy masik anyag atjutasa is a membranon, és ha
igen, megegyez6 vagy ellentétes iranyba: Ko-transzport vagy kicserélédés (,,exchange”)

atjan [76].

HeLa sejtekben expresszaltatott patkany Oatplal-en végzett kisérletek alapjan fedezték
fel el6szor, hogy az OATP-k organikus anion kicseréloként szubsztrajukat bikarbonatra
valthatjak [77]. Kés6bb tobben megerdsitették a bikarbonatra [77, 78], glutationra [79,
80], vagy annak konjugatumara [81] valo kicserélddés lehetdségét [6, 56, 76]. Ez viszont
OATP-t6l fliggben eltér is lehet, mivel a taurokolat (TC) szubsztrat glutationra vald
kicserélodését patkany Oatplal [80] és Oatpla4 [81] esetén is kimutattdk, de a
bikarbonatra vald kicserélodését csak az Oatplal esetében figyelték meg [77]. Veliik
szemben az OATPIB csaladtagok esetében nem tudtak igazolni a glutation
ellentranszportot a TC transzport soran [4, 76]. Xenopus laevis oocitakban végzett
kisérletek alapjan az OATP1BI1 és OATP1B3 feltételezetten bidirekcionalis facilitalt
diffazioval végzi transzportjat [76].

Az exchanger mechanizmust tdmasztja ala egy Ujabb tanulmany is, amelyben leirtak,
hogy akar nagyméretii szubsztratok is kicserélodhetnek egymasra az OATP-k miikodése

révén [82].

Tobb tanulmany megerdsitette, hogy savas extracellularis pH esetén az OATP-k
transzport aktivitasa megnd [13, 15, 78, 83]. Az extracellularisan savas pH kapcsan
azonban egyeldre tisztazatlan, hogy a szubsztrat, vagy az OATP transzporter konzervalt
hisztidinjének protonalodasa torténik-e meg [78, 84]. Mindezeken til a transzportot a
proton gradiens is szabalyozhatja [83]. Sajat kisérleteink alapjan pedig azt tapasztaltuk,
hogy a pH fliggés szubsztratonként és OATP-nként eltérd lehet.
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1.3.5. Az OATP-K szubsztratjai

Az OATP-k viszonylag nagyméretii (>300 Da), hidrofob, amfipatikus vagy negativ
toltésti szerves molekulakat ismernek fel, de a pozitiv toltésii vegyiiletek OATP-k altali

transzportjat is megfigyelték mar [85].

Az OATP csalad tagjai szubsztrat felismerésiik alapjan két nagy csoportba oszthatok. A
csalad mintegy kétharmadat a kevés szubsztratot felismeré OATP-K teszik ki, amelyek az
OATP1C1, OATP2A1, OATP3A1, OATP4AL, OATPACIL, OATP5A1 és OATP6AL. A
multispecifikus OATP-k k6zé az OATP1A2, OATPIB1, OATPIB3 és OATP2BI1
fehérjék tartoznak, melyek szamos, nem rokon vegyiiletet is képesek transzportalni (lasd
2. tablazat). Az OATP1 csalad tagjai koziil az OATPICI tiroid hormon transzportjarol
ismert, az OATP2A1 és OATP3A1 prosztaglandinokat, az OATP2B1 sztatinokat,
szteroidokat és epesokat szallit. Az OATP4A1, OATP4CI1 nemi és tiroid hormonokat
transzportalnak, és az OATP5A1 és OATP6AL fehérjékrdl is azt feltételezik, hogy
hormonok transzportjaban vesznek részt [86, 87]. Megjegyzendd, hogy utdbbi fehérjékre
vonatkozolag még kevés adat all rendelkezésre, igy szubsztrat spektrumuk sincs

kelloképpen feltérképezve.

Az OATP-k szubsztratjai lehetnek endogén vagy exogén eredetli vegyiiletek [88]. Az
endogén szubsztratjaik altalanossagban az epesok (gliikokolat, TC), bilirubin és
konjugatumai, szteroid konjugatumok (E1S, 6sztradiol 17B-D-gliikuronid (EG)),
prosztaglandinok, tiroid hormonok [6, 63]. Ezek alapjan felételezik, hogy az OATP-k a
hormonok, illetve a maj normal homeosztazisanak fenntartasaban, valamint gyulladasos
folyamatokban fontosak [6, 63]. Eddig azonban néhany kivétellel, nem tudunk konkrét
Osszefiiggésrdl az SLCO gén mutécidi és betegségek kozott. Kivételként ismert a Rotor
szindroma (OATPIB1 ¢és OATPIB3 egyideji mutacioja [89]), és a juvenilis
neurodegeneracio (OATP1C1 mutacid) [90]. Ezekrol bévebben az 1.3.8. fejezetben irok.

Az OATP-k masik jelent0sége az exogén szubsztratok (példaul toxinok, antiviralis és
kemoterapids szerek, koleszterin csdkkentdk, immunszuppresszansok) transzportjaban
van [63]. A multispecifikus OATP-k gyogyszer szubsztratjaik farmakokinetikajanak
fontos szerepléi. Az OATP csaladtagok szubsztratjait részletesen a 2. tablazatban

foglaltam Ossze.
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2. tablazat OATP szubsztratok a www.guidetopharmacoloqy.orq adatbazisa, valamint
Roth (2012) [6] és Gui (2008) [37] alapjdn

Fehérje Endogén szubsztratok | Exogén szubsztratok | Inhibitorok
deltorphin 11, sztatinok,
bromoszulfoftalein
(BSP), talinolol,

PGE, bilirubin, szteroid | mikrocisztin, naringin,

OATP1A2 | konjugatumok, epesok, | fexofenadin, ouabain, | rifampicin,

tiroid hormonok antibiotikumok, rifamicin SV
metotrexat (MTX), B-
blokkoldk, HIV protedz
inhibitorok
_ o gemfibrozil,
rifampicin, BSP, ACE|
o ) ) ) rifamicin SV,
bilirubin, szteroid | (angiotenzin-konvertalo o
‘ o ] o glicirrhizin,
konjugatumok,  tiroid | enzim) inhibitorok, | )
OATP1B1 | ciklosporin-A
hormonok, epesok, | MTX, benzilpenicillin, _ o
(CsA), rifampicin,
leukotriének HIV protedz | )
S ) indocianin z61d,
inhibitorok, sztatinok
E1S
eritromicin, rifampicin, ] )
leukotrién C4 (LTCA4), | gemfibrozil,
) o BSP, amanitin, digoxin, | =~
kolecisztokinin 8 (CCK- - | rifamicin SV,
o | saquinavir, fexofenadin, |
OATP1B3 | 8), bilirubin, szteroid ) glicirrhizin, CsA,
. ouabain, MTX | )
konjugatumok, epesok, ) . sildenafil,
o benzilpenicillin, ) o
tiroid hormonok _ rifampicin
sztatinok
bisz-penicillamin-
szteroid konjugatumok, enkefalin,
OATP1C1 o docetaxel )
tiroid hormonok, BSP probenecid
(DPDPE), TC
) prosztaglandin bromokrezol z6ld,

OATP2A1 | prosztaglandinok )

analogok, kvercetin BSP
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glibenklamid,
o _ ) gemfibrozil,
tiroxin (T4), | glibenklamid, bosentan, | ~
] ) ) o rifamicin SV,
OATP2B1 | dehidroepiandroszteron- | BSP, talinolol, aliskiren, \denafi
sildenafil,
szulfat (DHEAS), E1S | fexofenadin, sztatinok o
erlotinib,
verlukast
vazopresszin,
prosztaglandinok, tiroid ) ~ | Nincs
OATP3Al ] BQ123, benzilpenicillin ] )
hormonok,  arachidon szakirodalmi adat
sav, E1S
PGE2, TC, szteroid
konjugatumok,  trijod- ) . Nincs
OATP4Al1 o benzilpenicillin ) )
tironin  (T3), reverz szakirodalmi adat
trijod-tironin (rT73), T4
sitagliptin, digoxin, | Nincs
OATP4AC1 | cAMP, ELS, T3, T4 ) _ )
ouabain, MTX szakirodalmi adat
: : : : : Nincs
OATP5A1 | Nincs szakirodalmi adat | kvercetin, satraplatin _ )
szakirodalmi adat
) ) ) ) ) ) Nincs
OATP6AL1 | Nincs szakirodalmi adat | Nincs szakirodalmi adat

szakirodalmi adat

1.3.6. Az OATP-k modulatorai: szubsztratok vagy inhibitorok?

Az OATP-kkel kdlcsonhato vegyiiletek lehetnek transzportalodo szubsztratok, vagy nem

transzportal6do inhibitorok (2. tablazat). A legtobb vizsgalati modszer ezek kozott nem

tesz kiilonbséget. Tovabb bonyolitja a képet, hogy az OATP-kkel két, egyidejiileg

kolesonhato vegyiilet gatolhatja, vagy fokozhatja is egymas transzportjat, ami a transzport

mechanizmusanak pontos leirasat iS tovabb neheziti. Raadasul ugyanazon vegyiilet a

kiilonb6z6é szubsztratok transzportjara lehet stimulald, gatlé, vagy éppen semleges

hatassal is [37, 85, 91].

Példaul a klotrimazol, ami széles spektrumu antifungalis szer, az OATP1B3 EG felvételét

serkentette, mig az OATP1B1 altal a hormon konjugatum felvétele csokkent a gombadld

szer hatasara [37, 92]. Emellett az OATP2B1 DHEAS transzportjat a prosztaglandin A1l
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és A2 stimulalta [93], hasonld hatassal volt a progeszteron is az OATP2B1 DHEAS és
E1S transzportjara [11]. Ellenben a transzport aktivitast a tesztoszteron és a mifepriston
gatolta [11]. Flavonoid vagy zold tea komponensek is képesek ndvelni a hormon
konjugatumok OATPI1BI, illetve OATP1B3 altali felvételét [37, 94]. Ezekre lehetséges
magyarazat, hogy az OATP-k tobb kotohellyel is rendelkezhetnek, igy egyszerre tobb
anyagot is szallithatnak, amelyek egymas transzportjat fokozhatjak, vagy elnyomhatjak
[63]. Az OATPI1BI fehérje esetén az E1S-ra bifazisos telitési kinetikat hataroztak meg,
ami alapjan bizonyitottak, hogy a fehérje nagy affinitasu, kis kapacitasu és kis affinitasu,
nagy kapacitasii kotGhelyet is tartalmaz [38, 95, 96]. Az OATP4C1 fehérjérdl is
feltételezik, hogy tobb szubsztrat kotd helyet tartalmaz, igy a transzporter eltérd régioi

1épnek kolcsonhatasba példaul az E1S-tal vagy a digoxinnal [97].

Altalanossagban elmondhatd, hogy OATP kolcsonhatds szempontjabol vizsgalt
ismeretlen anyag tesztelésekor tobbféle teszt vegyiilet alkalmazasa is sziikséges lehet

[95].
1.3.7. Az OATP-K klinikai jelentsége

Mivel az OATP-k szamos, a szervezet homeosztazisa fenntartasahoz sziikséges endogén
molekuléat, valamint exogén anyagokat, példaul gyodgyszereket is szallitanak, normal

funkcidjuk megvaltozasa sulyos kdvetkezményekkel jarhat.

Szubsztratjaik egyiittes alkalmazasa, gyogyszer-gyogyszer/élelmiszer koélcsonhatasok,
illetve genetikai variansaik, SNP-k megjelenése komoly mellékhatasokat, akar toxicitast
is eredményezhet [98-100]. Klinikai szempontbol fontos lehet tovabba, amennyiben
expresszios szintjiik megvaltozik. Példaul a kolesztazist a majban csokkent OATP1A2,
OATPIBI1 és OATPIB3 mRNS szintekkel hoztak oOsszefliggésbe [101-103], illetve
gyulladéasos bélbetegség esetén az OATP2B1 és OATP4A1 expresszidja a vékony-, €S
vastagbélben megnétt [104]. Mindemellett ismeretes, hogy tumorokban az egészséges
szovetektol eltérd expresszios szinten fordulhatnak elé [88]. Az egészséges szovetek
koziil csak a majszovetben kifejez6d6 OATP1B3 megjelenik gyomor, vastagbél,
hasnyalmirigy rakban is [105, 106], tovabba tiidérakban [107], illetve eml6-, [108] vagy
prosztata daganatban [109], a hepatocellularis karcindmaban viszont alig szamottevé

mennyiségben van jelen [110-112]. Hasonloképpen a tobbi OATP is mutathat
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tumorokban az egészséges allapottol eltéré expressziot [88]. Mivel ismert, hogy képesek
hormonok ¢és azok konjugatumainak transzportjara [88], ezeket a proliferaciohoz
sziikséges anyagokat a tumor sejtekbe juttatva, elésegithetik a daganatsejtek tulélését [6],
ahogy ezt példaul az OATP2BI1 esetén is megerésitették emlétumorban [113]. A
daganatos megbetegedésekben az OATP-k tovabbi jelentdsége lehet, hogy a betegség
korai detektalasaban valhatnak hasznossa. A tumor gyakran olyan extracellularis
vezikulakat szekretal kiilonbozo testfolyadékokba (vizelet, vérplazma, nyal), amelyekbe
lipidek, fehérjék, DNS, RNS (mRNS, miRNS, IncRNS) csomagoldodhatnak [114]. Ezek
vizsgalata egyszerii, nem invaziv modja a daganat diagn6zisaban és a tumor jellemzdinek
megallapitdsaban. Az OATPIB3 fehérjének létezik rakos tipust izoformdja (lasd
1.3.10.1. fejezet), ami példaul kolorektalis rakban nagy mennyiségben megtalalhato.
Kimutattak tovabba, hogy a daganatos betegek vérszérumaban a rakos tipusi OATP1B3
fehérjét kodolo mRNS detektalhato [115]. Ezaltal az OATP-k a daganatterapiaban a korai
diagnozis feléllitdsdhoz biomarkerként szolgéalhatnak, illetve potencidlis terapias

célpontok [115-117].
1.3.8. Az OATP-k egypontos nukleotid-polimorfizmusai (SNP-i) és mutacioi

A hepatikus OATP-ket (OATP1B1, OATP1B3, OATP2B1) érintd polimorfizmusok

kiemelt fontossaggal birnak, hiszen megvaltozott farmakokinetikat eredményezhetnek.

Tomegspektrometrids adatok alapjan ismert, hogy az OATP1B1 a legnagyobb
mennyiségben eloforduldo OATP fehérje a hepatocitakban [118-120]. Emellett az
OATP1BL1 a hepatikus OATP-k koziil a legtobb eddig azonositott SNP-vel rendelkezik.
Az OATP1B1*15 (388A>G + 521T>C) haplotipusrédl tudjuk a legtobbet, mely két
aminosav szubsztiticiot hordoz (Asn130Asp (rs2306283) + Vall74Ala (rs4149056)). A
vad tipust OATP1B1 (OATP1B1*1a)-hez képest az OATP1B1*15 szdmos szubsztratra
(EG, E1S, atorvasztatin, citarabin, daunorubicin, docetaxel, gliklazid, glimepirid, MTX,
mitoxantron, pravasztatin, SN-38) csokkent transzport aktivitast mutat in vitro [121-127].
Emellett az OATP1B1 Vall74Ala varians a bilirubin és tiroxin-szulfat szérum szintjeinek
emelkedéséért is felel [128].

Az europai, kaukazusi, és azsiai populaciokban az OATP1B3 fehérje két legnagyobb allél
gyakorisaggal rendelkez6 variansa a Met233lle (rs7311358) és Ser112Ala (rs4149117)
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[129]. Ez a két polimorfizmus egyes tanulmanyok alapjan kapcsoltan fordul el6 [25, 129].
Onmagéban a Met2331le varians csokkent aktivitdssal transzportilja a CCK-8
emésztOrendszeri peptidhormont [129], a docetaxel [124] és paclitaxel [127, 130]
citosztatikumokat, illetve a roszuvasztatin koleszterinszint-csokkent6t [129]. Bizonyos
vizsgalatok alapjan ez a polimorfizmus a vad tipushoz képest a tesztoszteront is kisebb
hatékonysaggal transzportalja, mig mas eredmények ezt megcafoltak [109, 131]. Vele
ellentétben dnmagaban a Serl12Ala varians tobb tanulmany szerint sem okoz funkcid
csokkenést [109, 129, 132]. A Met233I1le és Serl12Ala kettds varians esetében a CCK-8,
roszuvasztatin, docetaxel és tesztoszteron transzport csokkenését is megfigyelték [109,
124, 129]. Az SLCO1B3 variansait GWAS (genome-wide association study) vizsgalatok
alapjan a konjugalatlan hiperbilirubinémiaval €s a szérum Gssz-bilirubin megnovekedett

szintjével is 0sszefliggésbe hoztak [133].

A héarom hepatikus OATP koziil az OATP2B1 genetikai polimorfizmusait tekintve eddig
viszonylag kevés adat all rendelkezésiinkre. A két legnagyobb allél gyakorisagu
polimorfizmusa (Arg312GIn (rs12422149), valamint Ser486Phe (rs2306168))
megndvekedett DHEAS [134], illetve csokkent E1S [135] transzportot okoz.

Az SLCO1A2 leggyakoribb, 11e13Thr gén variansa (rs10841795) [130, 136] a vad
tipushoz képest magasabb E1S, valamint MTX transzport kapacitast okozott, igy a
disztalis tubulusokbol nagyobb mennyiségii MTX reabszorbealodhat, ami in vivo
szisztémas toxicitashoz vezethet [136, 137]. Vele szemben a Glul172Asp (rs11568563)
gén varians Hela sejtekben a vad tipusu fehérjéhez képest csokkent E1S transzportot

eredményezett [51, 138].

A gyogyszerek ADME folyamataiban részt vevé transzporterek egypontos nukleotid-
polimorfizmusainak ismerete a kiilonb6z6 genotipusii péaciensekben a megvaltozott
farmakokinetika [139], illetve a gyogyszer kolcsonhatasok megértése céljabdl is fontos.
A legtobb OATP esetén szamos ilyen polimorfizmus €s annak in vitro/in vivo funkciéra
kifejtett hatdsa ismert, melyek koziil a leggyakoribbakat a 3. tdblazatban foglaltam 6ssze.
Bovebb informaciok a megjelolt forrasokban talalhatok [140].
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3. tablazat Az OATP-ket kodolo SLCO gének eurdpai, valamint afroamerikai
populdcioban mutatott legnagyobb allél gyakorisdagu variansai Niemi [140] alapjan. A
valtozatlan/emelkedett/csokkent transzporter funkciot a «</1/] szimbolumok jelolik.

Gén Nukleotid | Aminosav In vitro | In vivo | Referencia

csere csere funkcio funkcio

SLCO1A2 | 38T>C [le13Thr /1 Ismeretlen | [51, 136]
516A>C Glul72Asp l Ismeretlen | [51]
2003C>G Thr668Ser /] Ismeretlen | [51]

SLCO1BI1 | 388A>G Asnl30Asp | «/] /1 [135, 141-143]
463C>A Pro155Thr > “— [141-143]
521T>C Vall74Ala ! ! [135, 141-143]
1463G>C Gly488Ala ! Ismeretlen | [141]
1929A>C Leu643Phe Ismeretlen | < [142, 143]
2000A>G Glu667Gly > Ismeretlen | [141]

SLCO1B3 | 334T>G Ser112Ala — > [132, 144]
699G>A Met233lle /| > [132, 144]

SLCO2A1 | 1186G>A Ala396Thr Ismeretlen | Ismeretlen

SLCO2B1 | 935G>A Arg312GIn Ismeretlen | Ismeretlen
1457C>T Ser486Phe A Ismeretlen | [135, 142]

SLCO3A1 | 882G>C Glu294Asp Ismeretlen | Ismeretlen

SLCO4A1 | 209G>A Arg70GIn Ismeretlen | Ismeretlen
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232G>A Val78lle Ismeretlen | Ismeretlen

SLCO5A1 | 97C>T Leu33Phe Ismeretlen | Ismeretlen

SLCO6A1 | 1142A>G Lys381Arg Ismeretlen | Ismeretlen

1961C>G Thr654Arg Ismeretlen | Ismeretlen

Egyelore kevés olyan mutacio ismert az OATP-ket kodolé SLCO génekben, amely
betegséget okoz. Az eddig ismert konkrét SLCO gén mutacid — betegség dsszefliggéseket

az aldbbiakban foglaltam Gssze.

Az SLCO1BI és SLCO1B3 gének egyiittes mutacidja révén a bilirubin majbeli felvétele
csokken, ami  megnovekedett szérum  bilirubin-glikuronid szintekhez
(hiperbilirubinémia) vezet, mely a sargasaggal jar6 enyhe tiinetegyiittes, az ugynevezett
Rotor szindroma okozoja [89]. A két fehérje valdsziniileg képes atvenni egymas szerepét,
tehat csak amennyiben mindkét fehérje hibas/hidnyzik, alakul ki ez az enyhe fenotipus.
Arr6l nincs irodalmi adat, hogy valaha végeztek volna a Rotor szindromaval érintett

egyénekben farmakokinetikai vizsgalatokat.

Az SLCOI1A2 korabban emlitett, csokkent E1S transzportot okozd [51] variansat
(rs11568563) a progressziv szupranuklearis parézis (PSP) betegséggel is 0sszefliggésbe
hoztak. A PSP neurodegenerativ tauopatias korkép, melyben az agy olyan, motoros
funkciodit ellatd teriiletek érintettek, mint az agytdrzs, bazélis ganglionok, vagy a

kozépagy [145].

Az SLCO6A1 variansait tobb betegséggel is Osszefiiggésbe hoztdk, példaul skizofrénia,
bipolaris betegség, illetve Crohn betegség [146-148], de ezek multigénes betegségek, igy
nem csak a kies6 OATP6A1 mitkodésének lehet ezek kialakulasaban szerepe.

Egy friss esettanulmany alapjan az SLCO1C1 mutacidja (Asp252Asn), ami csokkent T4
transzportot eredményez, sulyos neurodegenerativ elvaltozasokhoz vezet [90]. Tehat az
OATPICI altali tiroid hormon transzportnak a normal agyi fejlédésben és miikodésben

van SZerepe.
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1.3.9. OATP-medialt gyogyszer kolcsonhatasok

Mivel az OATP-k multispecifikus transzporterekként sokféle szubsztratot felismernek, a
szubsztratok egyidejii el6fordulasa transzportjukat befolyasolhatja. Ilyen esetekben

sulyos mellékhatasok, akar toxicitas is bekovetkezhet.

Példaul olyan OATP1B1/OATP1B3-kolcsonhatd vegyliletek, mint a gemfibrozil, CsA,
rifampicin vagy ritonavir, OATP szubsztrat sztatinokkal vald szimultan alkalmazéisa
sztatin indukalt miopatiat okozhat [12, 16]. Ezzel kapcsolatosan tortént, hogy a Bayer
gyogyszergyar visszahivta egyik koleszterin csokkentd sztatinjat, a cerivasztatint (US:
Baycol, UK: Lipobay), mivel az Amerikai Egyesiilt Allamokban 31 olyan beteg hunyt el
stlyos rabdomiolizisben, akik koziil 12-en a cerivasztatint gemfibrozillal egyiitt szedték
[149]. Késoébb kideriilt, hogy a megnovekedett plazma cerivasztatin szint hatasara
bekovetkez6 toxicitas hatterében az OATPIBI1 transzporter és a CYP2C8 enzim
gemfibrozil altali gatlasa allt [25, 150, 151].

Fentiek kovetkezményeképpen nemzetkdzi szervezetek, mint az amerikai Food and Drug
Administration (FDA) [152], European Medicines Agency (EMA), tovabba az
International Transporter Consortium (ITC) [153] is ajanlja barmilyen 0j gyogyszer
fejlesztése soran, amennyiben az a majban detoxifikalodik, hogy annak OATPIBI1 és

OATPI1B3 fehérjékkel vald kdlcsonhatasat megvizsgaljak.
1.3.10. OATP-k ektopikus megjelenése tumorokban

Szamos maés fehérjéhez hasonldoan az OATP-k egészséges szOvetekben mutatott
expresszidja megvaltozhat patologias koriilmények kozott. Az egészséges majszovetben
magas szinten expresszaldédé OATP1B1 fehérje hepatocelluléaris karcinomaban (HCC)
alacsony mennyiségben termelddik [107, 110, 154, 155]. Ezzel szemben vastagbél rakban
[156] és petefészek rakban [15], ahol egészséges allapotban az OATP1B1 nem

megtalalhato, a fehérje megjelenik.

Az OATP2BI1 esetében, amely tobb egészséges szovetben is kifejezddik, a tumorokban
mind expresszids szint-ndvekedést, mind pedig -csokkenést leirtak. Emlédaganatokban
egyelére vitatott, hogy magasabb [157], vagy alacsonyabb [158] mennyiségben

termelddik. Csont cisztakban az OATP2B1 magasabb expressziot mutatott, mint a csont
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rakos szovetekben [159]. Hasonldan tobb OATP2B1-et talaltak agydaganatos szévetben
[10] és vastagbél rakban [9] is. Pressler és munkatarsai pedig kimutattak, hogy az
OATP2B1 mRNS szinten méj-, illetve hasnyalmirigy rakban alacsonyabb volt, mint azok
egészséges szovetparjaiban [117]. Az OATP2B1 esetén harom, csokkent transzporter
mikodést eredményezd SLCO2BI1 varians (rs12422149, rs1077858, rs1789693) hozhatd
Osszefliggésbe a prosztatarakos betegek hosszabb tulélési idejével [127, 134, 160].

Az OATP1B3 normal esetben a majban expresszalodik, viszont, hasonléan az OATP1B1-
hez, HCC-ben lecs6kken a mennyisége. Ez a jelenség az OATP1B1-gyel egyiitt a sériilt
fehérje éréssel, illetve alacsony differencidcios statusszal fiigghet 6ssze, mely gyakran
jellemzd a rosszindulatu szovetekre. Az OATP1B3 ugyanakkor szamos mas daganatos

szovetben is eldfordul, melynek bovebb targyalasa a kovetkezd fejezetben torténik.

Az OATP1A2, OATP1C1, OATP2Al, OATP3A1, OATP4Al, OATP4CL, OATP5AL,
OATPO6AL1 esetében is detektaltak megnovekedett expressziot tumorokban [87]. Ezek a
fehérjék, valamint az OATP1B1 és OATP2B1 is képesek E1S-ot transzportalni, ami

eldny0s lehet a hormonfiiggd daganatok talélése szempontjabol.

Az OATP1A2 emellett a kasztracidrezisztens prosztata rak sejtek DHEAS felvételét és
ezzel a rezisztens daganatsejtek talélését segitheti [161, 162]. Az OATP1A2, OATP1B1,
OATPIB3 és OATP2B1 széles szubsztrat-felismerésiik, farmakokinetikaban bet6ltott

szerepiik és tumorokban vald el6fordulasuk miatt potencialis terapias célpontok lehetnek

[23].
1.3.10.1. Az OATP1B3 megjelenése tumorokban

Immunhisztokémiai, illetve RT-PCR vizsgalatok alapjan az OATP1B3 tobb daganatos
szovetben is megjelenik, példaul eml6-, prosztata-, tiid6-, vastagbél [163], hasnyalmirigy-
, 1lletve petefészek [87] rakban. Ezen szovetek egészséges formajaban az OATP1B3 nincs
jelen, vagy legfeljebb csak nagyon alacsony mRNS szinten a vastagbél [106], illetve
hasnyalmirigy [116] sejtjeiben.

Korabban azt gondoltak, hogy a tumoros szovetekben az OATPIB3 hosszu (Lt-
OATPI1B3, 702 aminosav hosszusagu) tipusa szerepel, csakigy, mint az egészséges maj
lobulusok centralis vénaja koriili hepatocitakban [15, 18, 105-109]. Azonban Thakkar és
munkatarsai 2013-ban RT-PCR kisérletek segitségével tisztaztak, hogy az Lt-OATP1B3
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sem daganatos vastagbél-, valamint hasnyalmirigy szovetekben, sem ezen szervek
egészséges szoveteiben nem fordul eld, kizardlag az egészséges majban. A tumoros
szovetekben viszont rovidebb mRNS jelenik meg, amit Ct-SLCO1B3-nak neveztek el
(ct=cancer-type, rakos tipus) [18]. A Ct-SLCO1B3 tumorspecifikus megjelenését
Thakkar és munkatarsaival egyidében tobben is igazoltak [17, 164].

Az OATPI1B3 réakspecifikus izoforméajat Nagai és munkatarsai 5° RACE modszer
segitségével azonositottak [164]. Vastagbél-, és tiidorakos szovet mintakbdl allapitottak
meg, hogy ennek a fehérjének az mRNS-e az SLCO1B3 masodik intronjan beliil 1évo
alternativ transzkripcios start hely (TSS)-r61 képzddik, amelyr6l 2 potencialisan képz6d6
ORF lehetséges. Ezek koziil a 655 aminosav hossziisagh ORF a Lt-OATP1B3 N-
terminalisatdl 47 aminosavval révidebb fehérjét eredményezett, melyet Ct-OATP1B3-

nak neveztek el.

Ha az alternativ TSS utan a masik ATG-rol indul az atiras, akkor a Lt-OATP1B3 N-
terminalisatol 28 aminosavval rovidebb OATP1B3-V1 fehérjét kodold6 mRNS képzddik
(2. abra), melyet két kutatocsoport is felfedezett egymastol fiiggetleniil [17, 18]. Imai a
V1-et 5° RACE segitségével azonositotta tobb daganatos sejtvonalban (PK-8, PK-45P,
DLD-1, TFK-1, HepG2, és Caco-2), ahol a Lt-OATP1B3 viszont nem volt detektalhato.
Thakkar és munkatarsai [18] vastagbél-, és hasnyalmirigy rakos szovetekben szintén 5’
RACE segitségével szamos (16) varianst azonositottak. A leggyakoribb ORF-ben 4tir6do
fehérjét OATP1B3-V1-nek nevezték el.

Kezdetben eltéréen nevezték a rakos tipusit OATP1B3 fehérjét. Végiil Furihata alapjan a
47 aminosavval rovidebb verziot Ct-OATP1B3-C-nek, a 28 aminosavval rovidebb
fehérjét pedig Ct-OATP1B3-V1-nek nevezziik. Ezeket egyszerisitve ,,C” és ,,V1”

jelolésekkel hasznalom a dolgozatomban a fehérjék megkiilonboztetése céljabol.
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2. abra Az SLCOI1B3 gén szerkezete, és a képzodo OATPLB3 variansok prediktalt
membrantopologidaja Sun (2020) [165] alapjan

Teft és munkatarsai azt talaltak, hogy vastagbél rakban a magasabb OATP1B3 expresszio
rosszabb prognézist eredményez [166]. Emellett Hamada ¢és munkatarsai [109]
kimutattak, hogy a Ser112Ala és Met233lle aminosav cserét és csokkent tesztoszteron
transzportot eredményezd polimorf allél jelenléte prosztata rakos betegekben jobb

tuléléssel tarsul [109].

Membrantopologia becslések alapjan a C tipus 11 transzmembran hélixszel rendelkezik.
Amennyiben az OATP-k miikddéséhez 12 transzmembran hélix sziikséges, a C varians
mitkodéképessége megkérddjelezhets. Sun és munkatarsai [167] azt talaltak, hogy a 47
aminosavval rovidebb izoforma nem aktiv. A V1 varidns ezzel szemben képes lehet 12
transzmembran hélixet kialakitani, ami megfelel az OATP transzporterek altalanos
mértékben csokkent plazma membran lokalizaciot, illetve transzporter funkciot mutatott
ki [18, 75]. Thakkar szerint emiatt az elsé 28 aminosav a fehérje lokalizaciojat és
transzporter aktivitasat is meghatarozza [18, 75]. Késébb azonban Chun megallapitotta,
hogy a fehérje N-terminalisan elhelyezkedé 12-28. aminosav fontos a membranba valo
lokalizaciohoz (mig az els6 11 aminosav hianya nem csorbitja a lokalizaciot) [75]. Ezzel
szemben Imai és munkatarsainak eredményei alapjan a V1 a plazmamembranba

lokalizalodik és képes a fluvasztatin, EG és rifampicin transzportjara is [17].
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Ismeretes, hogy a poszttranszlacios modositasok, mint a glikozilacid és foszforilacio a
membranfehérjék lokalizaciojat és aktivitasat is befolyasoljak [62]. A rakos tipust
OATP1B3 a Lt-OATP1B3-hoz képest eltéréd mértékben megy keresztiil poszttranszlacios
modositasokon és proteaszomalis degradacion [18]. A V1 a hossza izoformahoz képest
sokkal kevésbé glikozilalodik [18]. Thakkar és munkatarsai V1-et expresszalo HCT 116
kolorektalis rak sejteket epoxomicin (proteaz inhibitor), illetve ammonium-Kklorid
(lizoszomalis inhibitor) kezelésnek vetették ala. Eredményeik alapjan megallapitottak,
hogy a Ct-OATP1B3-V1 a hosszll izoformanal érzékenyebb a proteaszomalis lebomlasra
[18].

A kolorektalis rak (CRC) a harmadik leggyakoribb daganat tipus a vilagon és altalaban
mar masodik vagy harmadik stadiumu, amikor a betegnél diagnosztizaljak [168]. A
mortalitds csokkentése céljabol fontos a CRC korai diagndzisa és személyre szabott
terapids kezelése. Azonban a mar elérhetd CRC diagnosztikai markerek nem elég
érzékenyek a korai stadium jelzésére [169-173]. A rakos sejtekb6l szarmazo szérumbeli
exoszomak a daganatsejtek molekulait hordozhatjak [174] (pl. glioblasztomas betegek
szérumbeli exoszomaiban tumor specifikus mRNS splicing variansokat talaltak) [175].
Ha CRC-eredetii extracellularis vezikulakban is megjelenik a rakos tipusu SLCO1B3
MRNS, akkor CRC diagnosztikai biomarker valhat bel6le [115]. Ennek vizsgalatara
Morio ¢és munkatarsai CRC sejtvonalakbdl egér xenograftokat készitettek, és az egerek
szérumanak extracellularis vezikuldit vizsgaltdk, melyekben megtalalhatd volt a Ct-
SLCO1B3 mRNS-e [115]. Ez alapjan a Ct-SLCO1B3 mRNS megfelelé CRC biomarker
lehet. Ezt tamasztja ala egy masik tanulmany is [173], amelyben azt vizsgaltak, hogy a
tumorspecifikus OATP1B3 mennyire alkalmas a kolorektalis rdk korai kimutatisara.
Vizsgalataik alapjan a rakos SLCO1B3 mRNS a mar rutinszeriien alkalmazott CEA
markerhez képest vastagbél tumorokbdl joval érzékenyebben ¢€s specifikusabban

kimutathaté markernek bizonyult [173].
1.4.  ABC transzporterek

Az ADME folyamatoknak az SLC-knél sokkal régebb o6ta és behatobban tanulmanyozott
szerepldi az ABC (ATP Binding Cassette) transzporterek. A human ABC transzporter
csaladba 48 fehérje tartozik. Az OATP-khez hasonldan a szekvencia azonossag mértéke

alapjan soroljak oket hét, ABCA-G alcsaladba. Legtobbjlik aktiv transzporter,
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szubsztratjaik transzportjat ATP hidrolizise kiséri. Az ABC fehérjék kozott azonban
el6fordul ioncsatorna, mint az egyik leggyakoribb egygénes 6roklodo betegségért felelés
CFTR (cisztas fibrozis transzmembran konduktancia regulator, ABCC7) [176], valamint
ioncsatorna regulatorként (szulfonil urea receptor (SUR)) [177] miikodo fehérje is. Az
ABC fehérjék kiemelt fontossdguak gyogyszertranszportald képességiik miatt is. Ilyen
multispecifikus ABC transzporterek a P-glikoprotein (ABCB1, P-gp, MDR1), az ABCC
fehérjecsalad tobb tagja ABCC1 (MRP1), ABCC2 (MRP2), és az ABCG2 fehérje
(BCRP) [178]. Ezek a szervezet mérgez6 anyagokkal szembeni védelmét latjak el, amit
az immunrendszer analogjaként, kemoimmunitasnak neveztek el [179]. Ugyanakkor ezek
a multispecifikus ABC transzporterek a tumoros sejteket is megvédik azaltal, hogy a
tumor elpusztitasara szant gyogyszereket kipumpaljak a rakos sejtbol. Rdadasul, mivel
sokféle gyogyszert felismernek, a kezelés soran hasznalt kemoterapids szereken kiviil
szamos mas citosztatikum ellen is védelmet biztositanak a raksejteknek. Emiatt nevezik
dket multidrog rezisztencia fehérjéknek (MDR) is. Az ABC transzporter csalad tagjai
szamos szovetben egyiittesen is el6fordulnak és kiegészithetik egymas miikodését azaltal,

hogy szubsztrat felismerésiik nagymértékben atfed [180, 181].

FELVETEL EFFLUX

hepatocita
(metabolizmus és konjugdacié)
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3. dbra Hepatikus OATP és multispecifikus ABC transzporterek egyiittes miikodése a
hepatikus detoxifikacioban
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A majban zajlo6 méregtelenités sordn a koradbban emlitett SLC transzporterek, koztiik
példaul az OATP-k sziikségesek a molekuldk hepatocitdkba vald felvételéhez. A
majsejtekben metabolikus enzimek altali atalakitdsok sorat kovetden a metabolitok, vagy
akdr az atalakitatlan szubsztrat epébe vagy vérbe vald kipumpalasért (efflux), vagy a
portalis vénaba vald visszajuttatasaért a multispecifikus ABC transzporterek felelnek. (3.

abra).

A 16 hepatikus ABC transzporterek az ABCB1, ABCB11, MRP2 (ABCC2), ABCC3,
ABCC4, ABCC6 és ABCG2 [158, 182, 183]. A hepatocitak kanalikularis membranjaban
helyet foglalo ABC transzporterck (ABCB1, MRP2, ABCG2) egyfel6l endogén
szubsztratként epesokat szallitanak az epébe, de emellett gyogyszerek (exogén
szubsztratok) kanalikularis {iriilésében is részt vesznek [3]. Az ABCC3, ABCC4 és az
ABCC6 az ABCB1, MRP2 és ABCG?2 fehérjékhez hasonloan MDR transzporter, egyiitt
a hepatocitdk bazolateralis/szinuszoidalis membranjaban gybégyszerek vérbe vald

szekréciojat katalizaljak [158, 184, 185].

Az FDA és EMA nemzetkozi szervezetek a hepatikus OATP-khez hasonléan tobb
hepatikus ABC fehérje vizsgalatait (ABCB1, MRP2, ABCQG2) is el6irjak ) gyogyszer
hatéanyagok fejlesztésekor [19].

Munkam soran az ABC transzporter csaladbol az MRP2 és ABCG2 fehérjékkel

foglalkoztam, igy a tovabbiakban ezekrdl fogok részletesen irni.
1.4.1. MRP2
1.4.1.1. Az MRP?2 expresszioja, Szerkezete

Az MRP?2 fehérje fiziologidsan fleg a hepatocitak kanalikularis membranjaban talalhato
[186], ahol az epe felé olyan polaris vegyiileteket pumpal, mint gyogyszer metabolitok,
illetve epeso-, vagy hormon konjugidtumok. Az MRP2-t kimutattdk tovabba a vese
proximalis tubulusaiban, enterocitdkban és az epeholyag epitél sejtjeinek apikalis
membranjaban is [187-190]. Human placentaban is detektaltak [191], valamint
patkanyban alacsony mennyiségii Mrp2 mRNS-t a tiidében és gyomorban [192], illetve
periférias vérsejtekben, kifejezetten CD4+ limfocitakban [193] is talaltak. Az MRP2 vér-

agy gatban lev6 expresszidjara nézve ellentétes eredmények sziilettek [74, 194, 195].
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Az MRP2 térszerkezetét tekintve harom MSD (membrane spanning domain) doménbdl,
azokon beliil pedig dsszesen 17 transzmembran hélixbdl all [196]. A 190 kDa méretii
fehérje [197] MSDO ¢és MSD1 doménjei az LO intracellularis hurkon keresztiil
kapcsolodnak. Az MSD1-2 domének 6-6, az MSDO domén pedig 5 membranon atnytlo
régiobal all. A fehérje N terminalisa az MSDO doménhez kapcsolodik [198, 199]. Ez az
extra domén csak az ABCC alcsalad egyes tagjaira jellemz6 [200]. Az MRP2 két ATP-
kot hellyel, NBD1 és NBD2 (nulceotide binding domain) rendelkezik [196]. Az MRP2
»core” régidja, amely a transzport funkcidhoz sziikséges, az NBD1-2 és MSDI1-2
doménekbdl all [197]. A szubsztrat kotésben fontos aminosavak iranyitott mutagenezis

vizsgalatok alapjan a 6., 9., 16. és 17. transzmembran hélixekben talalhatok [201].

Az MSDO és LO domének az MRP2 apikdlis membranokba vald irdnyitdsaban
nélkiilozhetetlenek, amit azzal bizonyitottak, hogy ezen domének hianyaban a fehérje
intracellularisan reked [202]. Emellett a C-terminalisnak, kiilonésen a PDZ-interakcios
motivumnak is szerepe van a fehérje plazmamembranbeli lokalizaciojaban [203-205].
Egy 2017-es tanulmanyban az ABCC2 gén hét kiillonbozé mutacidjardl bizonyitottak,
hogy a fehérje expresszidjat, funkcidjat, vagy membranban torténd lokalizacidjat is
befolyasolhatja [206]. Az MRP2 fehérje prediktalt membrantopologidja a 4. abran
lathato.

MSDO MSD1 MSD2

:

SEROADEEROCREAOEEECHED

Extracelluldris tér

Intracelluldris tér

NBD1 NBD2

4. abra Az MRP2 membran topologidgja az UniProt adatbdzisa alapjan. Az dbra a
Protter szoftver [207] segitségével késziilt.
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1.4.1.2. Az MRP? fehérjével kélcsonhato vegyiiletek

Az MRP2 multispecifikus transzporter 1évén tobbféle szubsztratot felismer. Ezek
antibiotikumok, rakellenes szerek, antiviralis vegytletek, egyéb gyogyszerek, endogén
szubsztratok és fluoreszcens molekulak. Féleg anionos vegyiileteket transzportal, tobbek
kozott masodlagos metabolitokat, pl. glutation konjugatumokat, gliikuronidokat,

szulfatokat. Emellett tobb inhibitora is ismert.

Fiziologias szubsztratjai leginkabb hormonok és epesok konjugatumai: E1S [208], EG
[196, 209], szulfatalt epesok [210, 211], tetrahidroxi epesok, tovabba bilirubin gliikkuronid
konjugatuma [212, 213], leukotriének (C4, D4, E4) [214], glutation (redukalt vagy oxidalt
formaban is) [215, 216], T3 [217].

Gyogyszer szubsztratjai lehetnek példaul citosztatikumok (MTX [218], irinotekan,
ciszplatin [196], doxorubicin [187, 219-221], paclitaxel [222]), HIV proteaz inhibitorok
(ritonavir, saquinavir [196], lopinavir, atazanavir, indinavir [223]), antibiotikumok
(amipicillin, azitromicin [196]), illetve sztatinok, pl. pravasztatin [196]. A 4. tablazatban
endogén ¢és exogén MRP2, valamint ABCG2 és OATPIBI1 szubsztratok dsszefoglald

felsorolasa megtalalhato6.

Az MRP2 szubsztratok fontos csoportjat alkotjak a fluoreszcens vegyiiletek, amelyek a
fehérje mikodésének vizsgéalatahoz egyszerli ¢és koltséghatékony modszereket
biztositanak. Ilyen példaul az 5-(6)-karboxi-2’,7’-diklorofluoreszcein (CDF) [197], a
Ca?" indikator Fluo-3, [224], vagy a nem fluoreszcens 5-karboxifluoreszcein-diacetat (5-
CFDA) intracellularisan fluoreszcens 5-carboxifluoreszceinné (CF) alakuld formaja
[224]. Az MRP2-nek tovabbi fluoreszcens szubsztratjai a Texas Red [225], fluoreszcein-
metotrexat (FMTX) [226-228], a kolil-L-lizil-fluoreszcein (CLF), SR101 (szulforodamin
101) [194, 229], és a (CMFDA (5-klorometilfluoreszcein-diacetat)-bol intracellularisan
kialakulo) GSMF is [230].

Az MRP2 miikodését bizonyitottan gatoljak: MK571 [231], benzbromaron (Benz) [232],
probenecid [233], Na*-fuzidat [234], indometacin [235], CsA [231], rifampicin [226].
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1.4.1.3. Az MRP2 (pato)fiziologiai jelentésége

Az MRP2 klinikai jelent0sége sokréti. Fiziologias koriilmények kozott a hepatikus
detoxifikacio soran az atalakitott anyagok eltavolitasaban jatszik szerepet. A majban a
méregtelenités folyaman a vegyiiletek kiilonb6zd, oxidacioért (citokrém P450) és/vagy
konjugécioért (UDP-gliikoronozil-transzferazok ¢és  szulfotranszferdzok) felelds
metabolizald enzimek altal hidrofilebb metabolitokka alakulnak, majd az ABC
transzporterek muikodése révén az epébe jutnak. Az MRP2 szdmos metabolitot ¢és

konjugatumot felismer, és azokat az epébe pumpalja [197].

Génjében torténd mutaciok altal funkcioja megvaltozhat, mely hatasara szubsztrajainak
plazmabeli koncentracidja a varttdl eltérd lehet, és igy nem vart kockazatokat okozhat.
Az MRP2 tobb mutacidja is az drokletes Dubin-Johnson szindromat okozza [226, 236].
Ezek a fehérje funkcigjanak elvesztését eredményezik, amely altal a vérben megné a
bilirubin szint. A hiperbilirubinémidhoz és sargasaghoz vezetd tiinetegyiittes azonban

majkarosodast, illetve betegséget nem okoz [226].

Az MRP2 defektiv miikodésebdl fakadoan a gyodgyszerek csokkent biliaris {iriilése
szintén emelkedett szérumbeli gyogyszer szinteket okozhat, €s azok eliminacidjat
negativan befolyasolhatja [196], ezaltal toxicitashoz vezetve. Ezt MRP2-hianyos
patkanyokban tobben bizonyitottak [196, 237-239]. Ugyan az MRP2 transzportert
tumorterapidkkal kapcsolatban nem gyakran emlitik tipikus gyogyszer rezisztenciat
okozo efflux transzporterként, mégis tobb human tumorban megjelenik, példaul
kolorektalis daganatban (kamptotecin efflux), emldrdkban, illetve leukémidban
(antraciklinek kipumpalasa) ¢és petefészek rakban (ciszplatin efflux) [240-242].
Mindemellett ciszplatin-rezisztens sejtvonalban az MRP2 overexpresszidjat figyelték
meg [241, 243], tovabba overexpresszidjat osszefliggésbe hoztak MTX, vinkrisztin,
doxorubicin és epipodofilotoxinokra kialakult keresztrezisztenciaval is [196, 209, 218,
244].
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1.4.2. ABCG2
1.4.2.1. Az ABCG2 expresszioja, szerkezete

A human ABCG2 fehérjét az ezredfordulon egymastol fiiggetleniil harom kutatocsoport
szinte egyidejlileg klonozta. Felfedezésiik alapjan eltérden is nevezték el ezt a fehérjét.
Elsoként 1998-ban Allikmets, valamint Doyle fedezték fel a placentdban, illetve
emlddaganatban. Allikmets €s munkatarsai az ABCG2 megndvekedett expressziojat
tapasztaltdk a méhlepényben, ezért placenta-specifikus ABC fehérjének (placenta-
specific ABC protein, ABCP) nevezték el [245]. Doyle és munkatarsai a drogrezisztens
emldtumorban megndvekedett expresszidju fehérjét pedig mellrdk rezisztencia
fehérjének (BCRP: breast cancer resistance protein) nevezték [246]. Tovabba még egy
kutatocsoport (Miyake és munkatarsai) egy évvel késébb mitoxantronnal szelektalt
vastagbél daganatban azonositottdk az ABCG2-t, igy mitoxantron rezisztencia fehérje
(MXR) névre keresztelték [247]. Ezek az elnevezések viszont nem helytalloak, hiszen az
ABCG2 hatarozottan nem csak a placentdban megfigyelhetd, illetve az emlitett
daganatokban sem kizardlag az ABCG2 hozhato 6sszefliggésbe a kedvezotlen klinikai
kimenetelekkel [248]. A HUGO alapjan ezt a fehérjét ABCG2-nek nevezem a

dolgozatomban.

Az ABCGQG2 fehérje az ABC csaléd tobbi tagjdhoz hasonldan szamos endogén €s exogén
vegyiiletet transzportdl, illetve az emberi test rendkiviil sok szovetében eléfordul. A
vékonybél enterocitdiban, a vér-agy gat endotél és a placenta szinciciotrofoblaszt
sejtjeiben, a hepatocitak kanalikularis membranjaban, a vese proximalis tubulusaiban, az
emlémirigyekben, de még a szOrzeti tiisz6mirigyekben is megtalalhato [248]. Az ABCG2
szamos fiziologids szubsztratot felismer, mint az E1S, 178-6sztradiol, EG vagy hugysav
[249]. Az ABCG?2 fontos gyogyszer transzporter is [248]. Példaul a vér-placenta barrieren
gyogyszerek és xenobiotikumok iirlilését segiti a magzatibol az anyai vérkeringésbe.
Bcrpl™ egerekben a vad tipushoz képest a magzati keringésben tobbszords nitrofurantoin
¢s glibenklamid volt talalhato [178].

Az ABCG2 @gén a 4q22 kromoszéman helyezkedik el, és 655 aminosavbol allo
transzmembran fehérjét kodol [178]. Kiilonlegessége, hogy ugynevezett fél-transzporter,

mivel egyetlen MSD ¢és egy NBD doménbdl all, és ezek a tobbi ABC csalad tagjaihoz
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képest forditott sorrendben kovetik egymast [178]. Az MSD a C-terminalis kdzelében
helyezkedik el, 6 membrant atszeld hélixbdl all, amelyeket intra-, és extracellularis
hurkok kotnek Ossze [248] (5. abra). Miikkodoképes formajat oligo-, vagy dimerizacio
révén éri el [249-252]. Potencialis két N-glikozilaciés aminosava koziil csak a C-
terminalishoz kozelebb elhelyezkedd, 596. aszparagin glikozilalodik [253]. Az ABCG2
miikodését befolyasolhatja a glikozilacio, bar rovar sejtekben termeltetett formaja, amely
csak ugynevezett ,,core” glikozilacion esik at, is mitkodik [250]. Leginkabb a dimerizacio
fontos a fehérje membranba dgyazddasdhoz és transzporter funkcidjanak betoltéséhez

[254].

MSD

Extracellularis tér

Intracellularis tér

“oseaseecreeEreeEaEan,

5. abra Az ABCG2 membran topologidja az UniProt adatbazisa alapjan. Az abra a

Protter szoftver [207] segitségével késziilt.
1.4.2.2. Az ABCG?2 fehérjével kélcsonhato vegyiiletek

Az ABCG2 fiziologids szerepe a szervezet xenobiotikumokkal szembeni és a
hemopoetikus dssejtek hem-indukalt toxicitds elleni védelme, a tdpanyagok anyatejbe
valo atkeriilésének eldsegitése, a hlugysav vesébdl valo kiliritése [249]. Endogén
szubsztratjai szulfatalt vagy gliikkuronidalt organikus anion konjugatumok, mint az E1S,
DHEAS, és az EG. Altalaban a szulfatalt konjugatumokat nagyobb affinitassal képes
szallitani az ABCG2 [178].
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Az ABCG2 gyogyszer szubsztratjai kozé tartozik a mitoxantron [255, 256], topotekan
[256], SN-38 [257], irinotekan [258, 259], MTX [260, 261] nukleozid analégok (AZT és
AZT 5-monofoszfat [262, 263]), flavopiridol [264], szulfaszalazin [265], roszuvasztatin
[266]. Tovabbi rakellenes szereket is szallit, példaul antraciklineket, tirozin kindz
inhibitorokat [267], daunomicint [249], vagy anti-folsavakat [249]. Ide tartozik még tobb
fotokémiai érzékenyité, mint a feoforbid-A [268], protoporfirin IX. Ez utdbbi
kipumpalasa révén az ABCG2 a fotodinamikus terapia elleni cellularis rezisztencia egyik

lehetséges okozdja [178].

Az ABCG2 az ABC transzporterek korabban targyalt csaladtagjahoz, az MRP2-h6z
hasonldan fluoreszcens szubsztratokat is felismer, ezaltal a transzporter funkcidja és
celluldris expresszidja ezek segitségével nyomon kovethetd. Ilyen gyakori ABCG2
szubsztratként alkalmazott fluoreszcens molekulak a BODIPY-prazosin [255], Hoechst
33342 [269-271], feoforbid-A [268], DyeCycle Violet (DCV) [272], hematoporfirin
[273] és a PhenGreen [274]. Erdekes modon a rodamin 123, és a Lysotracker Green az
ABCG2 vad tipusanak nem, csak az Arg482Gly, illetve Arg482Thr mutansainak
szubsztratjai [178, 264].

Az ABCG?2 inhibitorai HIV proteaz inhibitorok (lopinavir [275], saquinavir, ritonavir
[276]), immunszuppresszansok (CsA, sirolimus [277]). Ezeken tul az ABCB1 harmadik
generacios inhibitorai koziil az elacridar in vitro korilmények ko6zott mar szub-
mikromolaris koncentracioban gatolta az ABCG2-t [278]. Tovabba, ABCG2 specifikus
inhibitor az Aspergillus fumigatus gombab6l szarmazo fumitremorgin-C (FTC), ami
rendkivill toxikus, igy in vivo nem alkalmazhato [178]. Az FTC-nek azonban tobb
analogja ismeretes, mint a Ko132, Ko134 és Ko143, amelyek szelektiv gatloszerei az
ABCG2-nek (IC50=100-200 nM) [279] és mindemellett alacsony in vivo neurotoxicitas
jellemzd rajuk. Az FTC analogok feltehetdleg az ABCG2 ATP-az aktivitasat blokkoljék,

igy gatolva a transzporter altalanos miikodését [178].
1.4.2.3. Az ABCG? (pato)fiziologiai jelentosége

Az emlitett szovetekben az ABCG2 a gyogyszerek ¢és endogén vegyiiletek
abszorpcidjanak, disztribiicidjanak €s eliminacidjanak szabalyozasaban, illetve a sejtek

xenobiotikumokkal szembeni védelmében jatszik szerepet. Ugyanakkor az ABCG2
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jelenlétét kimutattak tumorokban is, ahol szerepet jatszik a rakgyogyitasban problémat
okozo multidrog-rezisztencia kialakitasaban [280-284]. Az ABCG2 megnovekedett
expressziojat bizonyitottdk mellrdkos szovetekben, amelyekben egy ABCG2
szubsztratra, az 5-fluorouracil (5-FU)-ra valo rezisztenciat allapitottak meg [178, 285].
Kronikus myeloid leukémia terapia esetén pedig a periférids keringésben levo
leukocitakban emelkedett ABCG2 mRNS szintet és ezzel Osszefliggésben imatinib
rezisztenciat fedeztek fel [178, 286]. Mindezeken tul az ABCG2-t rakos éssejt markernek

vélik, a daganatok 6ssejt populacidiban nagy mennyiségben fordul el6 [178, 287].

Bar az ABCG2 hianya jol toleralhato, igy nem okoz betegséget, a sejtekre toxikus
anyagok kipumpaléasa révén viszont része a kemoimmun rendszernek. Az ABCG2 fehérje
hianyat eredményez6 mutacio a Junior (Jr(a-)) vércsoportot eredményezi [288]. Feoforbid
A-val dusitott takarmanyt fogyaszté Berpl/Abcg2-KO egerek filile fény hataséra stlyos
fototoxikus sériilést szenvedett. Ennek magyardzata, hogy mig a vad tipusu egerek nem
sériiltek, addig a KO allatokban az Abcg2 kiesett funkcidjanak hatasara a toxikus
bomlastermék (feoforbid A) a sejtekben felhalmozodott, mely a fénynek kitett egerek

fiileinek nekrozisat, vagy stlyos esetben az allatok elpusztulasat okozta [178, 268].

Az ABCG2 transzporter génjében rendkiviil sok (>80) egypontos nukleotid-
polimorfizmust azonositottak, melyek koziil a kelet-azsiai populacidban a két
leggyakoribb a 34G>A SNP-bdl eredé Vall2Met (rs2231137) és a 421C>A nukleotid
cserébdl fakadd GInl41Lys (rs2231142) variansok. A kaukazusi és afroamerikai
populaciokban ezek joval kisebb gyakorisaguak [178]. A GIn141Lys varians a vad tipusu
fehérjéhez képest bizonyitottan csokkent sejtfelszini kifejezodést, igy pedig alacsonyabb
efflux miikodést eredményez [289]. Ezzel szemben a Vall2Met varians (és tobb egyéb
ABCG2 SNP, példaul Ile206Leu, Phe208Ser, Asn590Tyr, Asp620Asn) a vad tipushoz
hasonlo expresszios szintet €s gyogyszer transzport funkciot mutat [289, 290]. Toyoda és
munkatarsai 2019-ben tovabbi ABCG2 variansokat azonositottak a cseh populacidban,

amelyek bar ritkan fordulnak eld, befolyasolhatjak a kdszvény kialakulasat.

Az ABCG2 GInl41Lys variansa patologias szempontbol rendkiviil fontos, hiszen
megvaltozott aktivitasa révén a hugysav transzport 54%-kal csokken, mely altal a
szérumbeli megnovekedett hugysav kristalyok formajaban kicsapodik, és az iziiletekben

koszvényt okoz, a vese tubulusaiban pedig vesekovek képzédéséhez vezet [249, 291].
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Egy GWAS tanulmany szerint raadasul a GInl41lLys varians esetén az allopurinol,

koszvény elleni gyogyszer terapia kevésbé sikeres [248]. Mindezeken til ezt a varianst a

prosztata rak rosszabb progndzisaval is Osszefliggésbe hoztak, feltehetleg a folsav

prosztata rakbol valo csokkent effluxa miatt [292]. Ennek hatasara a tumorban a folsav

cres

Mindezek miatt az FDA ¢és EMA ajanlds értelmében az ABCG2 vizsgalata 4j

hatéanyagok esetén javasolt [178].

4. tablazat Az OATPIB1, MRP2 és ABCG?2 szubsztratjai Kis és mtsai (2010) [223],
Halilbasic és mtsai (2013) [222], Szakdcs és mtsai (2008) [293] és az FDA hivatalos

adatbazisa alapjan

(https://www.fda.gov/Drugs/DevelopmentApprovalProcess/DevelopmentResources/Dr

uglnteractionsLabeling/ucm093664.html)

Transzporter

Endogén szubsztratok

Gyogyszer szubsztratok

konjugalt epesok, bilirubin,
bilirubin gliikkoronid, EG, E1S,

repaglinid,  angiotenzin I

rifampicin, BSP, fexofenadin,
ACE, kemoterapias szerek, B-

laktam antibiotikumok, endotelin

gliikoronilalt konjugéatumai,

hugysav

OATP1B1 . _ | receptor antagonistak, HIV proteaz
receptor antagonistadk, szteroid | = .
inhibitorok, opioidok, szartanok,
konjugatumok, tiroid hormonok, ] o o
sztatinok, lopinavir, saquinavir,
leukotriének )
darunavir
MTX, doxorubicin, morfin-3-
szulfatalt epesok, tetrahidroxi-
ABCC2 o ‘ gliikoronid, paclitaxel, atazanavir,
epesok, bilirubin gliikoronid, i ) o o
(MRP2) _ ritonavir, lopinavir, saquinavir,
glutation, LTC4, EG, E1S,| ) )
indinavir, pitavasztatin,
CCK-8, CLF ) )
roszuvasztatin, pravasztatin
MTX, imatinib, sztatinok,
Osztron és Osztradiol szulfatalt és |
ABCG2 mitoxantron, topotekan, irinotekan

porfirinek, lamivudin, mitoxantron,

ciprofloxacin, kvercetin, CsA
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1.5. Vizsgadlati mddszerek az ADME folyamatokban jelentos OATP és ABC

transzporterek gyogyszer kolcsonhatasainak jellemzésére

Uj gyogyszer hatoanyag fejlesztésekor a gyogyszerek farmakokinetikai paramétereivel a
human tesztelések el6tt tisztaban kell lenni az esetleges mellékhatasok elkeriilése
érdekében. Emiatt nagy sziikség van gyors, koltséghatékony és validalt mdodszerekre,
hogy példaul a gyodgyszer transzporterekkel valo interakciok minél kordbban, a

gyogyszerfejlesztés korai stadiumaban felderithet6k legyenek.
1.5.1. Az OATP-k vizsgalataban alkalmazott in vitro modszerek

Az OATP-k vizsgalata jelenlegi tudasunk szerint kétféle modon torténhet. Vizsgalhatjuk
potencialis szubsztrat direkt transzportjat, vagy pedig teszt vegyiilet transzportjanak

valtozasat un. indirekt modszerrel.

A direkt modszer esetén €p sejtes rendszerben a radioaktivan jelolt molekula sejten beliili

vizsgalt vegyiilet sejten beliili mennyisége.

Az OATP ¢és a vizsgalandd molekula kozotti kolcsonhatast indirekt modon is
vizsgalhatjuk, amelynek sordn a jel6lt, vagy nyomon kovethetd teszt vegylilet
transzportjanak moddosuldsat mérjik a vizsgalanddo vegyiilet jelenlétében. A
leggyakrabban alkalmazott teszt vegyiiletek a radioaktivan jelolt BSP, E1S, vagy EG [83,
294, 295]. Az izotopos jelolés viszont rendkiviil koltséges és nem veszélytelen, raadasul
okolodgiai ldbnyoma is jelentds. Alternativaként tomegspektrometrids modszerrel is
nyomon kovethetjiik a teszt vegyiilet mennyiségének a vizsgalandd anyag hatdsara
torténd valtozasat. Ez azonban viszonylag iddigényes, jelentds szakértelmet kivan és nem

alkalmas nagy ateresztoképességli vizsgalatra.

A fluoreszcens teszt szubsztratok alkalmazasa egyre nagyobb teret hodit [37, 295, 296].
A fluoreszcencia mérés a radioaktiv jelolésnél Iényegesen egyszeriibb,
koltséghatékonyabb, €s kevésbé veszélyes mind a kornyezetre, mind pedig a mérést
kivitelezOkre. Fluoreszcens teszt szubsztrat a kozelmultig csak az OATPIB1 és
OATPIB3 esetén volt elérhetd. Kutatocsoportunk nemrégiben bemutatta, hogy a

natrium-fluoreszceinnel az 6sszes human OATP funkcidja vizsgalhato [86]. Viszont a
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natrium-fluoreszcein pH érzékenysége miatt kevésbé idealis, mivel az OATP-k sok
esetben savas extracellularis pH-n vizsgalandok, igy tovabbi modszerek fejlesztése volt

sziikséges.

Vezikularis (nem ép sejtes) modszert egy kivétellel [297] még nem irtak le az OATP-k
esetében. Ennek egyik oka lehet, hogy az OATP-k miikddési mechanizmusa még nem
tisztazott, igy a megfeleld gradiens, egyéb, a transzportot lehetévé tevd koriilmény

kialakitasa vezikularis rendszerben még nem jart sikerrel.

1.5.2. Az ABC transzporterek vizsgalataban alkalmazott in vitro modszerek

crcr

1.5.2.1. ATP-az aktivitas mérés

Az ABC transzporter csalad tagjai miikodésiikhoz ATP-t igényelnek, a nukleotid
hidrolizisébdl felszabaduld energiat hasznositva képesek szubsztratjaikat a plazma
membranon 4tszallitani. Ebbdl kovetkezoleg az ABC fehérjék miikodését ATP
hidrolitikus aktivitdisuk (ATP-az aktivitds) mérése révén vizsgalhatjuk, mely
feltételezetten transzport folyamathoz tarsul [298]. Az ATP-az modszer olyan indirekt
mérési mod, amely megmutatja, hogy a vizsgalt molekula az ABC transzporterrel
kolcsonhatasba 1ép-e. Amennyiben igen, a vegyiilet fokozza, vagy csékkenti az aktivitast.
Az ATP-az aktivitas fokozasa azt jelzi, hogy a vizsgalt vegyiilet a transzporter
szubsztratja [197]. ATP-az aktivitds mérésére a leggyakoribb modszer a felszabadult
szervetlen foszfat kolorimetrias detektalasa [299]. Ez a vizsgalat nem igényel jelzett

szubsztratot, és nagy ateresztOképességli tesztelésre is alkalmas lehet.

1.5.2.2. Vezikularis transzport mérés

crer
crer

crcr

ismert vegylilet transzportjanak gatolhatosagat tesztelik a kérdéses, potencialisan
kolcsonhato anyaggal [300, 301]. Ez a mérési mddszer alkalmas kinetikai paraméterek

meghatarozasara is, illetve a transzportdlt szubsztrat pontos mennyisége is
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meghatarozhato [302]. A vezikulak mellett szol tovabba, hogy barmikor kiolvaszthatok,
vagy lefagyaszthatok [19], illetve adaptalhatok mikrolemezen torténé méréshez, és igy
akar nagy ateresztéképességii tesztelésre is alkalmasak. Mindemellett, amennyiben
kereskedelmi forgalomban kaphaté membran vezikuldkon kisérleteziink, mivel azok
egyszerre nagy mennyiségben kerlilnek preparalasra, tobb kisérleten keresztiil

elkeriilhet6 a kiilonb6z6 preparatumok kozotti variabilitasbol adodo eltérés [303].
1.5.2.3. Ep sejtes médszerek

Az ABC transzportereket ép sejtes modellekben is vizsgalhatjuk, amelyekben el6zetesen
overexpresszaltuk a szamunkra érdekes transzportereket. Jellemzden sejtpermedbilis
szubsztratot alkalmazva, annak ABC transzporter altali kipumpalasat, igy a sejten beliil
mérheté szubsztrat mennyiség csokkenését detektalhatjuk. Ep sejteken ezen kiviil
indirekten is vizsgalhatjuk potencialis szubsztrat molekula transzportjat azaltal, hogy
ismert, fluoreszcensen vagy radioaktivan jelolt ABC szubsztrat transzportjara kifejtett

hatast vizsgalunk [302, 304].
1.5.3. Az OATP és ABC transzporterek egyiittes vizsgalatdra alkalmazott médszerek
1.5.3.1. Modell rendszerek

Az OATP és ABC transzportereket szimultan €p sejtes modszerekkel vizsgalhatjuk. Az
OATP és ABC fehérjék kozos vizsgalatahoz nagyon fontos, hogy a transzporterek
funkcidja elkiilonithetd legyen. Ehhez polarizalt sejtekre van sziikség, melyek jellemzden
kettds-, vagy tobbszoros transzfektansok [305], vagy akar a fiziologias allapotot jobban

tiikkr6z6, hepatocita vagy vér-agy gat modell sejtvonalat is alkalmazhatunk.

A szendvics kultaraban novesztett hepatocitakkal valo kisérletek nagy kihivast jelentenek
és igen koltségesek, illetve néhany hétnél tovabb nem fenntarthatok. A primer hepatocita
kultarédk habar az izolalast kovetd kozvetlen iddszakban jol tiikrozik a fiziologias CYP
enzimek, valamint majspecifikus gének expresszidjat és funkciojat, ezek expresszidja a
primer kulturakban a tenyésztés soran hamar lecsokken [306]. Raadasul mivel nem
immortalizaltak, csak korlatozott szamti mérést tesznek lehetové. Az immortalizalt
hepatocita eredetli sejtvonalak, mint a HepG2, C3A, HepaRG [307-310], Fa2N-4 [311-

314] korlatlanul szaporithatdéak, de nem expresszalnak minden metabolikus maj enzimet
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illetve transzportert, ¢és amit igen, azt sem fizioldgids szinten, igy gyogyszer

metabolizmus vagy toxicitas predikcids vizsgalatokra kevéssé alkalmasak [306, 310].

Az OATP-ket, ABC transzportereket ¢s CYP-eket taltermeld sejtvonalak olcsobb és
reprodukdlhato alternativat jelentenek. A nagyobb ateresztd képességli mérésekhez
leginkabb 96 vagy 384 lyuku lemez formatumi modszerre van sziikség [19], amihez a
kettés/sokszoros transzfektans sejtvonalak elénydsebbek. Hatranyuk, hogy az
expresszids szintek és mintazatok nem feltétleniil tiikr6zik az emberi szervezetben
eléforduld allapotot. Emiatt ezekben a kisérletekben feltétlentiil sziikséges a megfeleld
kontroll sejtvonalak vizsgalata is [315]. A gyogyszerek transzport vizsgalataihoz mar
nem csak egyszeres vagy kétszeres, de harom-, négyszeres transzfektans sejtvonalak is
rendelkezésre allnak. Ezeket leginkdbb Hela (Henrietta Lacks méhnyakrakbol izolalt
sejtvonal), HEK293 (human embridvese sejtvonal), MDCKII (kutyavese sejtvonal) és
LLC-PK1 (sertés vese sejtvonal) emlés sejtvonalak segitségével hozzak 1étre [305, 316].
Ezekben a majban zajlé méregtelenito folyamatok jobb modellezése céljabol metabolikus

enzimeket is expresszaltathatnak (pl. UGT1A1, CYP3A4, CYP2C9) [317].

MDCKII sejtvonalban az OATP1B, MRP2 és ABCG2 transzporterek kombinacidival
létrehoztak példaul kettés transzfektans sejtvonalakat: MDCKII-OATP1B1/MRP2,
MDCKII-OATP1B3/MRP2, MDCKII-OATP1B3/MDRI, és MDCKII-
OATP1B3/ABCG2 [316, 318-320]. Haromszorosan transzfektalt MDCKII-OATP1B1-
MRP2-MRP3, illetve MDCKII-OATP1B1-MRP2-MRP4 sejtvonalakban sztradiol,
gemfibrozil és azok konjugdtumainak bazolaterdlis-apikalis irdanyu vektoridlis
transzportjat vizsgaltak [321]. Négyszeresen transzfektalt sejtvonalon pedig (MDCKII-
OATP1B1-CYP3A4-UGT1A1-MRP2) a bozentan metabolizmus és a transzcellularis
transzport kozotti kdlesonhatast tesztelték [317].

1.5.3.2. Teszt vegyiiletek

Az OATP uptake és az ABC transzporter efflux funkcidjanak egyiittes nyomon
kovetéséhez olyan teszt vegyiiletekre van sziikség, amelyek mind az OATP, mind pedig
az ABC fehérje szamara szubsztratként viselkednek, vagy pedig az OATP altal a sejtbe
bejuttatott anyag a sejtben atalakulva valik az ABC transzporter altal felismert

szubsztratta.

45



DOI:10.14753/SE.2021.2545

Jellemzéen nem sejt-permeabilis szubsztratok vizsgalata elényds ilyen modellekben,
hiszen igy mind az uptake, mind pedig az efflux transzporter miikddése is tesztelhetd.
Mivel az MRP2 szubsztratok fizioldgids koriilmények kozott negativ toltéstiek, azok
uptake transzporter nélkiil nem tudnak atjutni a plazma membranon [316], igy az MRP2
altali efflux sem kovethetd [322]. Polarizalt, tobbszords transzfektans modellekben az
apikalis transzporterek aktivitasat nagyobb érzékenységgel vizsgalhatjuk, mint membran
vezikulakban. Példaul a pravasztatin ATP-fliggd felvétele nagyon alacsony a human
kanalikularis membran vezikuldkban, mig az OATP1B1/MRP2 dupla transzfektansokban
transzcellularis transzportja elegenddéen magas ahhoz, hogy a telitési kinetika lathatéva

véljon [322].

Azokat a fluoreszcensen vagy radioaktivan jeldlt vegyiileteket, amelyekrdl mar tudjuk,
hogy kiilon-kiilon az OATP1B1, és MRP2, illetve ABCG2 transzporterek is felismerik,
az 5. tablazatban foglaltam 6ssze. Eddig kizarolag a Fluo-3 festéket alkalmaztak az MRP2
¢s OATP1B3 egyiittes vizsgalatara.

5. tablazat OATP és ABC transzporterek kizos teszt szubsztrdatjai [305, 316, 322]

Fluoreszcens Radioaktiv
Rifampicin, Fluo-3 [316] FMTX [296, 323], PH-BSP, *H-LTC4, *H-EG, *H-DHEAS,
kolil-L-lizil-fluoreszcein [226, 324], 3H-enalapril, *H-cerivasztatin,

karboxi-dikloro-fluoreszcein szarmazékok  |*H-pravasztatin [305, 316, 321, 322]
[325]
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2. CELKITUZESEK

A gyobgyszer transzporterekkel valo kdlcsonhatds vizsgdlata a gyogyszerfejlesztés soran
kotelezo, ezért tesztelésiikre alkalmas gyors, egyszeri és koltséghatékony modszerekre
nagy igény mutatkozik. Eddig nem létezett az OATP1B1 és ABC transzporterek egylittes

vizsgalatara alkalmas fluoreszcens modszer.

Doktori munkdm soran hepatikus transzporterek vizsgalatara alkalmas 0j fluoreszcens
modszerek fejlesztését, illetve azok segitségével Uj transzporter kolcsonhatasok
kimutatasat tiiztik ki célul. Emellett célunk volt egy hepatikus transzporter tumor

specifikus izoformédjanak vizsgalata.

Dolgozatom fébb célkitiizései:

1. A kutatocsoportban azonositott hepatikus OATP szubsztratokra alapozva uj,
fluoreszcens mérési modszer beallitasahoz sziikséges paraméterek vizsgalata. A modszer
validalasa a szakirodalombol mar ismert, hepatikus OATP-kkel kdlcsonhatd vegytiletek

segitségeével.

2. Hepatikus OATP-k uj gyogyszer kolcsonhatasainak kimutatasa az uj fluoreszcens

modszer segitségével.

3. A Cascade Blue (CB) festék molekula szerkezete alapjan tovabbi, fluoreszcens
OATP szubsztrat(ok) azonositdsa és azok tovabbi vizsgalata ABC fehérje kolcsonhatas
szempontjabol. A kozos OATP1B1-ABC transzporter szubsztratként azonositott

fluoreszcens vegyiilet(ek) alapjan a transzporterek ko6zOs vizsgalatara alkalmas uj

fluoreszcens transzcellularis transzport méreési modszer beallitasa.
4. A rak-specifikus Ct-OATP1B3-V1 izoforma transzporter funkciojanak vizsgalata.

A fehérje kemoterapias szerekkel valo kolcsonhatasanak tesztelése sejt életképességi
vizsgalatokban. In vivo kisérletekhez alkalmas Ct-OATP1B3-V1-et termelé sejtvonal

eldallitasa.
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3. MODSZEREK
3.1. Anyagok

A Zombie Violet (ZV) festéket a BioLegend® (San Diego, CA, US) nevii cégtdl, a
LIVE/DEAD® Violet (LDV) és Green (LDG) festékeket, tovabba a CB és Alexa Fluor
405 (AF405) festéket a Thermo Fisher Scientific-t6l (Waltham, MA, US), illetve a
FMTX-ot a Biotiumtol (Haywar, CA, US) szereztilk be. A xenograft mintak esetén
alkalmazott K18 anti-OATP1B3 antitest (egér), valamint az OATP1B1 elleni antitest
(nyal) Prof. Dr. Bruno Stieger (Ziirich Egyetemi Korhaz Klinikai Farmakologiai és
Toxikologiai Intézete, Svajc) jovoltabol allt rendelkezésiinkre [56, 326]. A teljes sejt
lizatumok esetén alkalmazott, OATP1B3 ellen nytlban termeltetett antitest az Atlas
Antibodies (Stockholm, Svédorszag) AMAb91231 koédu terméke. Tovabbi antitestek:
anti-MRP2 (Mz-1-4 |/ M2-111-6) [200], anti-ABCG2 (BXP-21) [259]. Masodlagos
antitestek: anti-nyal (OATP-k), anti-egér (Ct-OATP1B3-V1, ABC fehérjék, B-aktin)
(Jackson ImmunoResearch, Suffolk, UK). Minden tovabbi vegyszerhez ¢és anyaghoz a

Sigma-Aldrich Kft. jovoltabol jutottunk hozza, kivéve, ahol ezt kiilon jeloltem.
3.2. A431 és MDCKII sejtvonalak létrehozadsa és fenntartasa
3.2.1. Transzpozon alapu génbevitel (4431-OATP2B1, MDCKII-ABCG2)

Az A431-OATP2BI1 sejtvonal transzpozon alapt génbevitel révén késziilt el, melyhez a
Sleeping Beauty (SB) transzpozaz [327] altal felismert nukleotid repeatek kozott
OATP2B1 cDNS-t hordoz6 vektort a csoport korabbi munkai soran hozta 1étre [328].
A431 parentalis sejtekbe Fugene HD reagens (Promega, Madison, WI, US) segitségével
a gyartd Utmutatasa szerint 1 pug pSB-OATP2BI1 vektort és 100 ng SB transzpozazt

tartalmazoé plazmidot transzfektaltunk.

Az MDCKII-ABCG2 sejteket szintén transzpozon alapt génbevitel utjan, Lipofectamin
2000® reagens (Thermo Fisher Scientific) segitségével, a gyartd utmutatasanak
megfelelden allitottuk eld. A csoport kordbbi munkassaga sordn létrehozta azt a vektort,
amely a Sleeping Beauty transzpozaz [327] altal felismert nukleotid repeatek kozott
hordozza az ABCG2 cDNS-¢ét. Parentalis MDCKII sejteket (Lipofectamin mellett) az
ABCG2 ¢DNS transzpozon alapti genomi beépiilésének céljabol [329] 1 ug ABCG2
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plazmid DNS-sel (pSB-CMV-ABCG?2), és 100 ng SB transzpozazt tartalmazé plazmiddal
transzfektaltunk. A pSB-OATP2B1, illetve pSB-CMV-ABCG2 vektorokrol a
célgénekkel egylitt egy-egy puromicin rezisztenciat kialakito gén is atirédik, melynek
segitségével kivalogathatok azok a sejtek, amelyekbe az OATP2B1, vagy ABCG2 cDNS-
e beéplilt. Ezt a szelekcios eldnyt kihasznalva 48 6raval a transzfekciot kovetden 1 pg/ml
puromicin segitségével koriilbeliil két hét leforgasa alatt feldusitottuk a sikeresen
transzfektalt A431-OATP2B1, valamint MDCKII-ABCG?2 sejteket. Az 5D3 anti-ABCG2
monoklonalis antitest segitségével az MDCKII-ABCG?2 sejteket tovabbi kivalogatasnak
vetettiik ala. Az SD3 sejtfelszini epitopokhoz kotédik [269, 330], ami alapjan az 5D3-,
azaz ABCG2-pozitiv MDCKII sejtek BD FACSAria I1I Cell Sorter (BD Biosciences, San
Jose, CA, US) segitségével kivalogathatok.

Negativ kontrollként a célgént nem hordozd, iires vektorral transzfektalt A431, illetve
parentalis MDCKII sejtvonalakat hasznaltam. Az OATP2B1 expressziojat natrium-
fluoreszcein felvételén alapuld funkcionalis médszerrel ellendriztiik [86]. Az ABCG2
miikddésérél a fluoreszcens DCV kipumpéldsan alapuld funkciondlis moédszerrel

gy0zodtiink meg (21. 4bra).
3.2.2. Lentiviralis transzdukcio

Az MDCKII-MRP2 sejtvonal mar a csoport korabbi munkéja soran elkésziilt, és igy
rendelkezésiinkre allt [200].

Az OATP1B1, OATP1B3 ¢és OATP1A2 A431 sejtekben vald overexpresszidja
lentiviralis transzdukcio segitségével tortént [328]. Az OATP1B1 MDCKII parentalis,
MDCKII-MRP2, illetve MDCKII-ABCG2 sejtekben torténd expressziojat szintén
rekombinans lentivirusok altal értiik el [331]. HEK 293T human embrionalis vese sejteket
(1,8*10° sejt/6 cm atméréji  Petri-csésze) 6 pg pRRL-CMV-MCS-IRES-
ACD4/OATP1B1, OATP1B3, vagy OATP1A2, 22 pug pMDG ¢és 4 pg psPax2
vektorokkal transzfektaltunk CaPOs vagy — MDCKII sejtek esetén — CaClz kicsapassal
(CD4 — Cluster of Differentiation 4 (immunsejtek felszinén levé glikoprotein)). A
transzport kisérletekhez kontrollként alkalmazott sejtek 1étrehozasa céljabol az A431 és
MDCKII parentalis, MDCKII-MRP2, ¢s MDCKII-ABCG2 sejteket az ,,iires” pRRL-
EF1-ACD4 vektorral transzfektaltuk a fent leirt moédon. A transzfekciot 72 oraval
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kovetéen a lentiviralis partikulumokat tartalmazé feliiliszot Osszegytjtottiik, majd
azokkal 6 lyuka lemezen transzdukaltuk a megfelelé A431, valamint MDCKII sejteket
klorokin hozzdadasa mellett. Olyan virusmennyiséget alkalmaztunk, hogy egy sejtet
koriilbeliil 1 viruspartikulum fert6zzon meg. A sikeresen transzdukalt sejteket CD4-
pozitivitasuk alapjan BD FACSAria III Cell Sorter (BD Biosciences, San Jose, CA, US)
segitségével kiilonitettiik el. Az OATP-vel transzfektalt sejteket LDG transzport
funkciojuk alapjan (0,8 ul LDG/2-4*10° sejt) tovabb dusitottuk [328], igy létrehozva

magas OATP funkcioval rendelkez6 sejtvonalakat.

A mar transzfektalt/transzdukalt, és igy a célfehérjéket tartalmazo sejteket sejttenyésztd
flaskakon novesztettem 37°C hémérsékletii COz2 inkubatorban steril koriilmények kozott.
Az A431 és MDCKII sejteket DMEM médiumban tartottam kulturaban, komplettalva
10% FBS (fetal bovine serum, borjaszérum), 2mM L-glutamin, 100 U/ml penicillin és
100 pg sztreptomicin antibiotikum hozzaadasaval (Gibco, Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA, US)). Az OATP2B1-et termelé A431 sejteket folyamatosan 1 ug/ml

mennyiségi puromicint tartalmaz6 médiumban tenyésztettem.

Az MRP2 miikodését az intakt sejtekbe passzivan bejuto, €s ott intracelluléris észterazok
hasitasa altal calceinné alakul6 calcein-AM (CaAM) transzportja révén ellendriztiik (20.
abra). Az OATP1B1, OATP1B3, vagy OATP1A2 funkcidjat a CB/LDG/FMTX festék
felvétele altal erdsitettiik meg (20. abra, 33. abra). Az A431 sejtvonalakat a csoport
korabbi munkai sordn készitette el, igy én ezen sejtek fenntartdsitdl vettem részt a

munkéban.
3.3. Western blot

A431, valamint MDCKII sejteket az Osszegytjtést kovetdéen diszaggregacios pufferben
taroltuk (50 mM Tris-PO4 (pH 6,8), 2 % SDS, 2 % B-merkaptoetanol, 2 mM EDTA (pH
6,8), 20% glicerin, 1% bromfenolkék). A mélyfagyasztott xenograft mintakat szérazjég
agyon morzsoltuk, majd meghatarozott pufferben lizaltuk (50 mM HEPES, pH 7,3, 150
mM NaCl, 10% glicerin, 1% Triton X-100, 1 mM EDTA, 1,5 mM MgClz + Complete™,
Mini Protease Inhibitor Cocktail (1 tabletta/10 ml, Roche, Bazel, Svajc). A teljes sejt

crer

modszerrel hataroztam meg, BSA (borju szérum albumin) standard alkalmazasaval [250].
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A kiilonbozo fehérje mennyiségeket 7,5% toménységli Laemmli SDS-PAGE géleken
valasztottam szét elektroforetikus futtatas (60 perc, 110V) segitségével. Az immunoblot
kisérletek soran a fehérjéket a Bio-Rad mini Protean 3 készlet segitségével Tris pufferben
(0,7 M glicin, 25 mM Tris, pH 7,7) 1,5 ora alatt 250 mA aramerdsséggel polivinilidén-
difluorid (PVDF) membranokra transzferaltam. A membranokat az aspecifikus kotédés
elkeriilése érdekében 1 oran keresztil 5% toménységii TBS-Tween-tej oldatban
inkubaltam szobahdmérsékleten, majd 5%-0s TBS-Tween-tejben oldott anti-OATP, anti-
ABC, anti-B-aktin antitesttel inkubaltuk 1 éjszakan at 4°C-on. Masnap a membranokat
5%-0s TBS-Tween-tejoen 20000-szeresre higitott, HRP-konjugalt masodlagos
antitestekkel 1 oran at inkubaltuk szobah6mérsékleten. A mintdk lumineszcencia
intenzitasat a Luminor Enhancer Solution kit (Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA,

US)) segitségével detektaltuk [298].

3.4. MRP2 és ABCG2 expresszioja Sf9 rovarsejtekben, inside-out vesicle (IOV)

preparalas

Az MRP2, ABCG2, illetve kontrollként nem relevans, magi fehérje egyik alegységét
koédold protein (D. melanogaster telomeraz) Sf9 rovarsejtekben vald tranziens
expressziojat rekombinans bakulovirusok segitségével értiik el. A rekombindns fehérjék
eléallitisa a BD BaculoGold™ Bakulovirus Expressziés Vektor Rendszer (BD

Biosciences) alkalmazasaval tortént.

Az MRP2 [200], ABCG2 [330], illetve kontroll [86] fehérjék cDNS-ét hordozo transzfer
vektorokat és a rekombinans bakulovirusokat a kutatocsoport készitette a korabbi munkak
soran [86], igy az én feladatom ott kezd6dott, hogy a rovarsejteket megfertéztem az adott

virusokkal.

Az MRP2, ABCG2 és kontroll Sf9 membran preparatumok elkészitéséhez el6zetesen
szikkség volt a befogaddo Sf9 rovarsejtekre, melyeket 27°C-on alland6 magneses
kevertetésii folyadékkultiraban (10% FBS-sel, 100 U/ml penicillinnel, valamint 100
U/ml sztreptomicinnel kiegészitett TNM-FH) tartottunk fenn. A bakulovirusokkal valo
fertzést megelézéen 1,2*107 rovarsejtet helyeztiink sejttenyészté flaskakra, majd a

megfeleld virussal fertdztiik.
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A virusokkal fert6zott Sf9 sejteket a fertézést kovetéen 72 draval gyiijtottiik ssze, majd
a sejtekbdl membrant preparaltunk. A fert6zott Sf9 sejteket Tris-mannitol pufferben (50
mM Tris, pH 7,0, 300 mM mannitol, 0,5 mM fenilmetilszulfonil-fluorid) mostuk, majd
tiveg potter csovekben TMEP oldatban (50 mM Tris, pH 7,0, 50 mM mannitol, 2 mM
EGTA, 10 pg/ml leupeptin, 8 pg/ml aprotinin, 0,5 mM fenilmetilszulfonil-fluorid, 2 mM
ditiotreitol) lizaltuk és homogenizaltuk. A lizalatlan sejteket és tormelékeket 10 perces
500 g fordulatszamu centrifugélassal tavolitottuk el. Végiil, a membranokat tartalmazo
feliiliszot 1 o6ran keresztiil 100000 g fordulatszamon centrifugéltuk, és a membrant
TMEP oldatban vettiik fel, majd -80°C-on taroltuk. [200, 298]. A membranok fehérje
IOV-ket a maximalis ABCG2 aktivitas elérése érdekében koleszterinnel toltottiik [332].
Ennek céljabol az utolsd centrifugalasi 1épés eldtt az ABCG2 membranokat és annak
kontroll membranjait 2 mM Cholesterol-RAMEB (Cyclolab, Magyarorszag) tartalmu
TMEP oldattal inkubaltuk 30 percen keresztiil jégen [332].

3.5.  Transzport kisérletek Sf9 IOV membranokon

Az Sf9 IOV membranokon a transzport kisérletek minden 1épését 4°C-on végeztem,
kivéve, ahol ezt eltéréen jeldltem. A transzport kisérletekben 150 ul végtérfogatban 50
nug membran vezikulat és 4 mM MgATP/MgAMP-t inkubaltam transzport pufferben (6
mM MgClz, 40 mM 4-morfolinpropanszulfonsav (MOPS)-Tris (pH 7,0), 35 mM KCI)
[200]. ABCG?2 transzport gatlasi vizsgalatok esetén tovabba 1 uM végkoncentracidban
Ko143-at adtam és a csoveket 37°C-on 5 perces eldinkubalasnak vetettem ala. A kontroll
membran vezikuldk gatloszeres kisérletei soran 2 mM natrium-ortovanadat (Vi), vagy 10
mM EDTA hozzdadéasat kovetden kezdtem meg az eldinkubalést. A reakcid kezdeteként
10-10 pl, transzport pufferben oldott fluoreszcens szubsztratot adagoltam a fentiekhez az
alabbi végkoncentraciokban: 1 pM SR101/FMTX, 5 uM piranin/CB, 10 uM Lucifer
Yellow (LY), vagy 0,2 ul/cs6 ZV/LDV/LDG. A fluoreszcens szubsztratokkal ezt
kovetéen 10 (ZV/LDV/LDG/FMTX/SR101/LY), 20 (piranin), vagy 30 (CB) percig
inkubéltam a 37°C-os vizfiirddben razatds mellett. Ezeket a kisérleti koriilményeket
(inkubacids 1d6, festék koncentracio) elzetes id6-, €s koncentraciofiiggd IOV transzport
vizsgélatok alapjdn hataroztuk meg és a legnagyobb jel/zaj aranyt ado kisérleti

koriilményeket valasztottuk ki. A reakciot 550 ul jég hideg transzport puffer
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hozzaadasaval és a mintak jégre helyezésével allitottam le, majd 5 percig 22000 g
fordulatszamon centrifugaltuk, és azonnal eltavolitottuk a feliilaszot. A membranokat 200
ul 1 x PBS-ben szuszpendaltuk és 96 lyuku lemezre pipettaztuk. A mintak fluoreszcencia
intenzitdsat Perkin Elmer fluoreszcens lemezolvasoban detektaltuk az alabbi
hullamhosszokon: 405/423 nm (ZV), 416/451 nm (LDV), 495/520 nm (LDG), 403/517
nm (piranin), 400/419 nm (CB), 586/605 nm (SR101), 428/540 nm (LY), 497/516 nm
(FMTX). Az ismert molekula képletii CB, piranin, LY, SR101 és FMTX esetén a festékek

kalibracios gorbéje alapjan meghataroztuk a fehérjék transzport aktivitasat.
3.6. Transzport kisérletek A431 és MDCKII sejtekben aramlasi citometriaval

Az A431/MDCKII sejteket 0,2% toménységli tripszinnel kezelve valasztottam el a
flaskarol, majd komplettalt DMEM médiumban gytijtéttem 6ssze. A sejteket megmostam
1-1 ml transzport pufferrel (125 mM NacCl, 4,8 mM KCI, 1,2 mM CaClz, 1,2 mM
KH2PO4, 12 mM MgSOa, 25 mM MES, 5,6 mM gliik6z, a pH 5,5/7,4 OATP/ABC fehérje
vizsgalat szerint). Ezt kdvetéen 5*10° A431/MDCKII sejtet 100 ul végtérfogatban
megfeleld pH értékii transzport pufferben oldott fluoreszcens szubsztrat jelenlétében
inkubdltam razatott 37°C vizfiirddben. A festékekre alkalmazott inkubaciés idok és
végkoncentraciok: 0,5 uM CaAM (10 perc), 1 uM CB/DCV/FMTX (30 perc), 0,1 ul
LDG (30 perc). A CB/LDG/FMTX/CaAM/DCV festékek az
OATP1B1/OATPIB3/MRP2/ABCG2  transzporterek  mukodésének  vizsgalatara
szolgaltak. A reakcidt 700 pl jég hideg 1 x PBS oldat hozzaadasaval, és a mintak jégre
helyezésével allitottuk le. A sejtekben mérhetd fluoreszcencia intenzitdsat mintanként
legalabb 20000 ¢16 sejt fluoreszcens jele alapjan allapitottuk meg az Attune Acoustic
Focusing Cytometer (Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA, US)

késziilék segitségével.
3.7. Piranin, CB és SR101 toxikussaganak vizsgalata aramlasi citometriaval

Az MDCKII sejtekkel a transzport kisérletet az el6z6 (3.6.) pontban ismertetetteknek
megfelelden végeztiik el, kivéve a festékekre alkalmazott inkubacids iddoket és
végkoncentraciokat: 5 uM CB/piranin, illetve 1 uM SR101 jelenlétében egységesen 30
percig inkubaltunk 37°C razatott vizfiirdében. A reakciot 700 pul jég hideg 1 x PBS-ben
oldott 1 pg/ml propidium-jodid (PI, CB és piranin estén)/ 0,1 ul/ml ZV (SR101 esetén)
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viabilitasi marker hozzaadasaval, és a mintak jégre helyezésével allitottuk le. A sejtekben
mérheto fluoreszcencia intenzitdsat mintanként legalabb 20000 é16 sejt fluoreszcens jele
alapjan allapitottuk meg az Attune Acoustic Focusing Cytometer (Applied Biosystems,
Life Technologies, Carlsbad, CA, US) késziilék segitségével.

3.8. OATP-k funkcionalis vizsgalata A431 és MDCKII sejtekben 96 lyukiu mikrolemezen

Az A431/MDCKII sejtekbe az OATP1A2, OATPIB1, OATPIB3, és OATP2BI1
transzporterek kiilonb6z6 festék szubsztratjainak (ZV, LDG, CB, AF405, piranin, SR101,
FMTX) id6-, koncentraciofiiggd, vagy gatloszerek jelenlétében torténd felvételét 96
lyuki lemezeken teszteltem. A kisérleteket megel6z6 napon lyukanként 200 pl
komplettalt DMEM-ben 8*10% sejtet osztottam ki a lemezekre. Ezt kdvetden 16-24 éraval
a sejtekrdl eltavolitottam a médiumot és haromszor mostam 1 x PBS-sel. A reakcio
kezdete el6tt a sejteket 37°C-on 50 pl pH 5,5 (vagy OATP1A2 esetén pH 7,4) transzport
Iépésnek vetettem ald. Gatloszerek tesztelése esetén a kovetkezd maximalis
koncentraciokat alkalmaztuk: 20 uM BSP, 200 uM TC [328], 25/3/1,56 uM ritonavir
(OATP1A2/0OATP1B3/OATP2B1), 400 uM maraviroc [333]. Ezutan hozza adtam 50 pl
pH 5,5/7,4 transzport pufferben oldott fluoreszcens OATP szubsztratot. A BSP és TC
tesztelése esetén szubsztratként 2/10 uM CB (OATP1B1/OATP2Bl), illetve 5 uM
AF405 (OATP1B3), a ritonavir és maraviroc vizsgalata soran pedig 5/10 uM CB
(OATP2B1/OATP1B3) vagy 1 uM FMTX (OATP1A2) szolgalt fluoreszcens OATP
szubsztratként, melyekkel a sejteket 37°C-on 30 percig inkubaltuk. Abban az esetben,
amikor az OATP-k koncentraciofiiggd piranin felvételét teszteltiik, az eldinkubalasi
1épést kovetéen 50 pl pH 5,5 transzport pufferben oldott, 500 uM-ig névekvé
inkubaltunk 37°C-on. Amikor az MDCKII sejtekben a piranin, CB és SR101 idofiiggd
felvételét vizsgaltuk, az eldinkubalast kovetéen a sejteket 90 percig inkubaltuk pH 5,5
transzport pufferben oldott, 1 (SR101)/5 (CB, piranin) uM végkoncentracioju festékekkel
100-100 pl végtérfogatban 37°C-on. A ZV, LDG, CB és AF405 fluoreszcens
szubsztratok idéfiiggd tesztelése esetén lyukanként 6%10* sejtet osztottunk ki a kisérletet
megel6z6 napon, és szubsztratként 0,1 pl (ZV, LDG)/10 uM (CB, AF405)
végkoncentracioji festékkel inkubaltuk 6ket 100-100 pl végtérfogatban 45-60 percig
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37°C-on. Az alkalmazott inkubacios idoket korabbi kisérletek soran valasztottuk ki, a
szubsztratok id6fiiggd felvételeinek linearis fazisabol [328]. A reakcid leallitasa minden
esetben ugyantigy tortént: a sejtekrdl a festéket eltavolitottam, és haromszor megmostam
jég hideg 1 x PBS-sel. Végiil 200-200 pl hideg 1 x PBS oldatban mértikk a sejtek
fluoreszcencia intenzitasat Perkin Elmer fluoreszcens lemezolvasoban 497/516 nm
(FMTX), 403/517 nm (piranin), 400/419 nm (CB), 586/605 (SR101), 400/421 nm
(AF405), 405/423 nm (ZV), vagy 495/520 nm (LDG) hullamhosszon. Az OATP-kK altali
transzport meghatarozasédhoz az A431-OATP sejtek fluoreszcencia értékeibdl kivontuk a
hozzajuk tartozé kontroll sejtek fluoreszcencia értékeit. A transzport aktivitast kalibracios

gorbe alapjan allapitottuk meg.
3.9. Transzcellularis transzport kisérletek

A transzcellularis transzport vizsgalatokhoz MDCKII sejtekben overexpresszaltattuk az
OATPIBI1 ¢és/vagy MRP2/ABCG2 transzportereket. Az ugynevezett ,transwell”
rendszerben megvaldsuld vektoridlis transzport méréséhez sziikséges az MDCKII kutya
vese sejtvonal azon tulajdonsaga, hogy az MDCKII sejtek polarizalodni képesek. A sejtek
féligateresztd filterre (transwell inzert: 6,5 mm atmérd, 0,4 um pérusméret (VWR Kft.,
Magyarorszag)) kitiltetve, a rendelkezésiikre allo hely betoltését kovetden polarizalodni
kezdenek, melynek soran az OATPIBI transzporter a bazolateralis, mig az
MRP2/ABCG2 transzporterek az apikalis oldalra lokalizalédnak (6. abra). Transwell
kisérleteink soran inzertenként 9*10* MDCKII Kontroll, MDCKII-OATP1B1, MDCKII-
MRP2, MDCKII-ABCG2, MDCKII-OATP1B1-MRP2 vagy MDCKII-OATP1B1-
ABCG2 sejtet osztottunk 300 ul DMEM-ben transwellekre 24 lyuka lemezen. A lemez
lyukaiba a transwellek koré 1 ml komplettalt DMEM médiumot pipettaztunk, majd 4
napon keresztlil novesztettik a sejteket steril 37°C 5% CO2 inkubatorban. A
transzcellularis transzport kisérletek megkezdése elétt a sejtekrdl és az inzertek kortil
eltavolitottuk a médiumot, az inzerteket kétszer 300 ul pH 7,4 transzport pufferrel (Id.
fentebb), az inzertek koriil a lemez lyukait pedig haromszor 1 ml pH 5,5 transzport
pufferrel (1d. fentebb) mostuk. Ezt kvetden 300 ul pH 7,4 transzport puffert, illetve 1 ml
pH 5,5 transzport puffert pipettaztunk az inzertekbe, illetve azok koré, és a sejteket 10
perces 37°C eldinkubacionak vetettiik ala. A 37°C-on 30 percig folytatott reakciot az

inzertek koriili transzport puffer eltavolitasaval és 1 ml pH 5,5 transzport pufferben (a
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magasabb OATP1B1 funkcié érdekében [328]) oldott fluoreszcens szubsztrat
hozzaadasaval inditottuk. A szubsztratok alkalmazott koncentracioéi: 5 uM piranin/CB, 1
uM SRI101/FMTX. A transzport felfiiggesztésére alkalmazott gatlészerek tesztelése
esetén az eldinkubalasi szakasztol kezdve a bazolateralis kompartmentbe 10 um CsA-t,
vagy az apikalis kompartmentbe 300 ul 40 uM Benz-t adagoltunk. A transzcellularis
transzport soran az apikalis kompartmentbdl 5 percenként 30 pl mintat vettiink. Az
MDCKII-ABCG2-OATPIBI1 sejtek esetében a CB transzport mérése soran ezek a
mintavételek a 0., 15., és 30. percben torténtek. Az 1d6fiiggd transzport soran gytijtott
mintdk fluoreszcencia intenzitasat Perkin Elmer fluoreszcens lemezolvasdban detektaltuk
az alabbi hullamhosszokon: 403/517 nm (piranin), 400/419 nm (CB), 586/605 nm
(SR101), 497/516 nm (FMTX).

A transzcellularis transzport ellentétes iranybol vald vizsgélatdhoz a reakcidt a
bazolateralis helyett az apikalis oldalr6l inditottuk a szubsztratok hozzaadasaval. A
mintavétel az alsé kompartmentbdl tortént 25 percig, ahonnan 100-100 pl mintat vettiink,

melyek fluoreszcencia intenzitasat fluoreszcens lemezolvasoval allapitottuk meg.

crer

30 perces bazolateralis-apikalis iranyt transzcellularis transzport kisérletet végeztiink el.
A transzportnak az inzertek és lyukak jéghideg PBS-sel valé haromszori mosasa és a
lemez jégre helyezése altali leallitasat kovetden az inzerteket eltavolitottuk a
transwellekbdl, és 200-200 pl 1% Triton-PBS oldatban inkubdltuk 75 percig
szobahOmérsékleten. Ezt kovetden az inzertekrdl kinyert sejt lizatumokat 96 lyukua
lemezre pipettaztuk, a sejtekbdl felszabaduld fluoreszcencia intenzitdsat pedig
fluoreszcens lemezolvasd segitségével detektaltuk 403/517 nm hulldmhosszon. A
mintakban levd pontos festék mennyiséget a piranin festék mixbdl készitett kalibracio

segitségével hatdroztuk meg.

Transwell inzert ———»

Sejt monolayer ,—\

<+——— Apikalis oldal

Féligatereszto

membran \_/' <«—— Bazolaterilis

oldal

6. dbra A Transwell rendszer felépitése [334]
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3.10. Sejt életképességi vizsgalatok

A Ct-OATP1B3-V1 varians A431 sejtek kemoterapias szerekre vald érzékenyitd
képességét viabilitas vizsgalatokban teszteltem. 96 lyuku lemezre komplettalt DMEM-
ben lyukanként 100 ul térfogatban 5*10° A431-OATP1B3-V1, illetve kontroll sejtet
osztottunk Ki. 16-24 6ras steril inkubatorban (37°C, 5% CO2) valo novesztést kovetden
steril koriilmények kozott megkezeltem a sejteket a terapids szerekkel. A vegyiileteket
komplettalt DMEM médiumban higitottam ¢és 100-100 ul végtérfogatban adagoltam a
mikrolemez lyukaiba a kovetkezé maximalis koncentracidkban: 0,1 uM MTX, 1000 uM
kapecitabin, 10 uM irinotekan/5-FU, 40 uM oxaliplatin. A sejteket ezutan tovabb
inkubaltam 144 6ran keresztiil steril, 37°C, 5% COz2 koriilmények kozott. Ez 1d6 elteltével
ellendriztiik a sejtek ¢életképességét a PrestoBlue (Thermo Fisher Scientific) mddszer
segitségével. A sejtekrél a médiumot eltavolitottuk és 100 ul 5% PrestoBlue-PBS oldatot
adtunk hozzajuk, majd 1 6rdn keresztiil inkubaltuk 6ket 37°C 5% COz2 inkubatorban.
Végiil a fluoreszcenciat Perkin Elmer fluoreszcens lemezolvasé segitségével detektaltuk
585 nm hullamhosszon. Az életképességet a kezeletlen sejtekhez viszonyitva hataroztuk
meg. A hattér jeleként a mikrolemez sejteket nem tartalmazo, 5% PrestoBlue reagenssel

feltoltott lyukai altal adott fluoreszcencia szolgalt.
3.11. Invivo kisérletek

Az in vivo Kkisérleteket az Orszagos Onkologiai Intézet Kisérletes Farmakolodgiai

Osztalyanak allathazaban végezték Cserepes Mihdly és Léner Violetta.
3.11.1. Szubkutan xenograft modell

Ketrecenként 6 darab NOD-SCID (NOD.Cg-Prkdcscid/J) néstény egér fenntartasa tortént
SPF (specifikus korokozoktol mentes) egér kolonidkban. Eldzetesen a monolayer
kultaraban novesztett A431 kontroll, illetve A431-OATP1B3-V1 sejteket tripszinnel
kezeltiik, Osszegytijtottilk, kétszer mostuk szérummentes médiumban, majd az
allathazban 10° sejtet 200 pl-ben szubkutan injektaltak csoportonként 7 darab, 8-10 hetes
egérbe. 10-11 nappal az injektalast kovetden mérhetd tumorok fejlédtek. A szubkutdn

novekvd tumorok méretét hetente 2 alkalommal a 27. napig kovették nyomon, és
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térfogatukat az alabbi képlet alapjan hataroztak meg: térfogat = hosszisag x szélesség? x

/6. A tumorméretek valtozadsanak bemutatasahoz az adatok atlagat + SEM abrazoltuk.
3.11.2. Allattartdsi koriilmények

Minden allattartasi és allattenyésztési folyamat (engedély szam: PEI/001/1738-3/2015),
valamint allatkisérlet (engedély szam: PEI/001/2574—6/2015) az Orszagos Onkoldgiai
Intézet allatjoléti bizottsaganak jovahagyasaval tortént. Az allathaz a FELASA iranyelvei
szerint miikodve biztositja, hogy allatai korokozo-, és egyéb betegségektol mentesek. A
kisérleti csoportokba sorolt allatok stlya 22-26 gramm koz¢é esett a kisérletek
megkezdésekor, és a kisérletek soran 10%-nal nagyobb mértékii sulycsokkenést egyik
allat esetén sem tapasztaltak. A csoportok méretét az allatok felhasznalasanak
minimalizalasaval allapitottuk meg (n=7). Az A431 tumor sejtek beinjektalasa
anesztetizalt allatokba tortént [335]. A kisérlet végén az allatokat izofluranos altatasban

nyaki diszlokacioval eutanaziaban részesitették, és a tumorokat eltavolitottak.
3.12. Adatok kiértékelése és statisztika

Kisérleteink soran a transzport, illetve sejt életképességi kinetikai paramétereket az
OriginPro 8.6 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, US) szoftver Hill1, valamint
DoseResp gorbe illesztési funkcioi segitségével hataroztuk meg. Az ATP-fiiggd jelek
kozotti statisztikai szignifikancia vizsgalatot a Student-féle t-teszttel végeztiik el. A
gatloszeres 1OV kisérletek sordn delta értékeket képeztink a MgATP/MgATP+Ko
jelekbdl a megfeleld6 MgAMP/MgAMP+Ko jelek kivonasaval. Ezen delta értékekre
szintén Student-féle t-teszttel végeztiink szignifikancia vizsgalatot. A Student t-teszt
esetén alkalmazott p értékek: *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001. A transwell kisérletek
varianciaanalizis (One-Way ANOVA) soran elutasitottuk a nullhipotézist, mely alapjan
a mintak kozott kiilonbség felfedezhetd. Ezt kdvetden (0=0,05) Tukey-Kramer HSD
(Honest Significant Differences) post hoc tobbszorés Osszehasonlitas segitségével
allapitottuk meg a mintdk kozotti kiilonbségek szignifikancidjat. Az azonos betiijellel
ellatott mintak (,,a” MRP2 és kontroll mintak esetén) nem kiilonboztek egymastol

szignifikansan, mig a kiilonbozo betlijeliiek igen.
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4. EREDMENYEK

4.1. Hepatikus OATP-K funkcionadlis vizsgdlatira alkalmas uj fluoreszcens modszer

beallitasa es validalasa

Doktori kutatdmunkdm soran részt vettem az OATP1B1/3 és OATP2BI1 transzporterek
vizsgalatara alkalmas 1j fluoreszcens modszer kidolgozasaban [328]. Ebben a
tanulmanyban a kereskedelmi forgalomban kaphaté fluoreszcens vegyliletek Uy
alkalmazasi teriiletét fedtiik fel. Ezeket a festékeket ugyanis a maj OATP fehérjéi,
OATPIBI, OATPIB3 és OATP2BI felismerik, és azok sejtbeli dusulasat okozzak. A

festékfelvétel nyomon kovetésével pedig az OATP-k miikodése vizsgalhato.

A munka megkezdésekor a célunk az volt, hogy alacsony sejt permeabilitast, az
eddigieknél megbizhatobb, olcsobb ¢€s érzékenyebb OATP szubsztratokat azonositsunk.
Elséként a ZV festékre taldltunk ra, amelyet a kereskedelmi forgalomban viabilitasi
festékként forgalmaznak. Elonyos tulajdonsdga, hogy csekély sejt permeabilitdssal
rendelkezik, illetve fluoreszcenciaja pH-fiiggetlen, mely altal potencialisan OATP
funkcio vizsgalatara alkalmas festék. Az ¢€l6/holt sejtek elkiilonitésére alkalmas
vegyiiletek kozott olyan tovabbi, amin-reaktiv fluoreszcens festékeket azonositottunk
OATP szubsztratként, mint a LDG ¢és LDV. Ezek a festé¢kek alkalmasak a hepatikus
OATP-k funkcionalis vizsgalatara [328]. Raadasul a ZV és LDG festékek hatasara
toxicitas vizsgalatainkban a sejtek alig 20%-a pusztult el, igy a fluoreszcens festékekkel
lehetévé valik magas OATP-expresszioju sejtpopulaciok 1étrehozasa [328]. Ellenben a
ZV, LDV és LDG hatranya, hogy molekula képletiik ismeretlen, igy a transzport kinetikai
paraméterei (Km, Vmax) nem meghatarozhatok. Emiatt a nem sejt permeabilis
fluoreszcens viabilitasi festékek kozott tovabbi potencidlis OATP szubsztratok utdn
kutattunk. Még két olyan fluoreszcens vegyliletet azonositottunk OATP szubsztratként,
amelyeket a kereskedelmi forgalomban sejt permeabilitasi és fehérje jelolési
vizsgalatokban alkalmaznak: CB és AF405. Osszegezve az alabbi fluoreszcens OATP
szubsztratokat fedeztiik fel: ZV, LDV, LDG, CB és AF405. Ezt kovetden célkitiizésiink
az volt, hogy ezekre a szubsztratokra alapozva létrehozzunk egy olyan 1j fluoreszcens
modszert, amely a hepatikus OATP-k funkcionalis vizsgalatara alkalmas €s akar kozepes-

, vagy nagy ateresztOképességii tesztelésre is adaptalhato.
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Ennek érdekében eldszor meghataroztuk az OATP szubsztratok vizsgalatahoz sziikséges
kisérleti koriilményeket. Az én feladatom az volt, hogy meghatarozzam a felfedezett uj
fluoreszcens vegyiiletek OATP-k altali transzportjanak idoéfliggését. Ezzel egyrészt a
folyamat kinetikdjat szandékoztuk jellemezni, masrészt a festékfelvételen alapulod
szubsztrat-inhibitor vizsgalatokhoz sziikség volt az optimalis korilmények (id6, festék
koncentracid) meghatarozasara. A 7. abran a ZV, LDG, CB és AF405 1dofiiggd felvétele
lathato  hepatikus OATP-ket termel6 A431 sejtvonalakon. A festékfelvétel

transzporterekre jellemzd telitési kinetikat mutat.
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7. abra ZV, LDG CB és AF405 idofiiggd felvétele A431 sejtekben. 96 lyuku lemezen 1,2
x 10° A431 sejtet 100 ul térfogatii pH 5,5 transzport pufferben oldott, 1 x| ZV/LDG vagy
20 uM koncentracioju CB/AF405 festékkel inkubaltunk 45-60 percig 37°C-on. A
Sfluoreszcenciat Enspire fluoreszcens lemezolvaséval hatdaroztuk meg (ZV: 405/423 nm,
LDG: 495/520 nm, CB: 400/419 nm, AF405: 401/421 nm). Az dbran legalabb két
parhuzamos mérés atlaga + szoras lathato
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Megallapitottuk, hogy mindegyik vizsgalt festék, a gyartoi leirasnak megfelelden, csekély
passziv felvételt mutat (kontroll sejtekben elenyészd fluoreszcencia ndvekedés
¢észlelhetd). Az 1d6- és azt itt nem bemutatott koncentracio fiiggések, illetve a mddszer
megbizhatdsasanak (z-faktor) jellemzése [328] alapjan a ZV és a CB a legmegfelelobb
szubsztrat az OATP1B1 és OATP2B1 esetében. Az LDG hasonloan alkalmas mindharom
fehérje vizsgalatara, az OATP1B3 esetében pedig az AF405 az optimalis Szubsztrat. Az
azonositott festék szubsztratok tehat OATP-k gyogyszerekkel vald kolcsonhatasanak
gyors ¢s egyszerli nyomon kovetésére alkalmasak lehetnek. Annak érdekében, hogy errdl
meggy6zodjiink, kiillonb6zd, az irodalomban mar leirt OATP1B ¢és 2BI1 interakcios
partnerekkel vizsgaltuk a fehérjék kolcsonhatasat. Mivel azonban a ZV és LDG képletét
a gyartok nem hozzak nyilvanossagra, tovabbi vizsgalatainkban a CB és AF405

festékekkel foglalkoztunk.

Az én feladatom a BSP és TC tesztelése volt dozis-hatas vizsgalatokban. Ezt a két anyagot
az egyes fehérjék szamara legmegfelelobb szubsztrat (OATP1B1 ¢és OATP2B1: CB,
OATP1B3: AF405) mellett emelkedd koncentracioban adva, koncentraciofiiggd gatlast
mértem. A novekvé BSP és TC koncentracio fliggvényében a sejtekben a szubsztratok
fluoreszcencia intenzitasanak csokkenését figyeltem meg. A kapott kisérleti gorbéket a 8.
abran mutatom be.
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8. dabra Hepatikus OATP-k dozis-hatas vizsgalata BSP, és TC vegyiiletekkel A431
sejtekben. 96 lyukii lemezen 1,6 x 10° A431 sejtet 50 ul pH 5.5 transzport pufferben oldott,
37°C-on. Ezutan a sejteket 50 ul pH 5.5 transzport pufferben oldott, 4 (OATP1B1) vagy
20 (OATP2Bl) uM koncentrdacioju CB, vagy 10 uM koncentracioju AF405 festék
(OATP1B3) hozzaaddasa utan inkubaltuk 37°C-on 30 percig. 100%-nak a gatloszerrel
nem kezelt sejtek fluoreszcencidja felel meg. A fluoreszcenciar Enspire fluoreszcens
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lemezolvasoval detektaltuk (CB: 400/419 nm, AF405: 401/421 nm). Az dabran legalabb
harom parhuzamos mérés atlaga + szords lathato.

A kinetikai gorbék alapjan ICso értékeket hatdroztam meg, ezeket

pedig
Osszehasonlitottam az irodalomban fellelhetd fél-maximalis gatloszer koncentraciokkal.

Az 1Csp értékeket a 6. tablazatban foglaltam Gssze.

6. tablazat A 8. dabra alapjan dltalunk meghatarozott ICso értékek dsszehasonlitisa
szakirodalmi adatokkal.

OATP1B1 OATP1B3 OATP2B1

Jelen Jelen Jelen

tanulmany

Szakirodalom

tanulmany

Szakirodalom

tanulmany

Szakirodalom

BSP

0,08+0,10

0,1 [336-338]

0,9+0,31

0,4 [326]; 0,5
[337]

1,26+0,56

1,2 [339]

TC

11,2+0,22

9 [336, 338]

14,3+0,32

18 [340]

12,3+0,15

9 [339]

Elmondhat6, hogy az altalunk fluoreszcens mdédon meghatarozott gatlasi értékek jol
korrelalnak az irodalmi, radioligand-alapt technikakkal mért eredményekkel. Ezaltal a
modszer jo alternativaja a radioligand alapu teszteknek, és az elsd, emlds sejtvonalon

miikddo fluoreszcencia alapu technika az OATP2BI1 transzporter esetében.

4.2. Az OATP-k vizsgadlatara alkalmas uj fluoreszcens modszer segitségével uj OATP

szubsztrat/inhibitor kolcsonhatasok kimutatasa

A maraviroc HIV fert6zés esetén alkalmazott antiviralis szer, amely alacsony toxicitasi
profillal rendelkezik. A maraviroc HIV fert6zott gyermekek kezelésére mar
engedélyezett, de egyeldre varandos nék szamara nem alkalmazhato [341]. A placentaban
az MDRI1 transzporter jelentds szerepet tolt be a fejlddé magzat védelmében, példaul a
maraviroc kipumpalasaval megakadalyozza annak placentan val6 atjutasat [342, 343]. A
cseh kutatocsoport, akivel egyiittmikodtiink (Martina Ceckova, Hradec Kralove,
Csehorszag) korabbi tanulmanyaban bizonyitotta, hogy a maraviroc MDR1 szubsztrat

[342]. Szakirodalmi adatok alapjan ismert, hogy egy masik antiviralis szer, a ritonavir az
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MDR1 inhibitora [344]. A kutatocsoport tovabbi munkaja soran, placenta mintakon
perfuzios kisérletekben vizsgalta a maraviroc mennyiségének alakulasat a magzati és
anyai kompartmentumban. Varhat6é volt, hogy a magzati kompartmentbdl kikeriil6
maraviroc az anyai cirkulacioban jelenjen meg, am abban meglepd modon nem nétt,
hanem csokkent a maraviroc mennyisége €s a placentaban halmozodott fel. Ez felvetette,
hogy a placentaban a maraviroc transzportjat az MDR1 fehérjén kiviil mas transzporterek

is befolyasolhatjak.

Korabbi tanulmanyok és Tupova mRNS szint vizsgélatai alapjan az OATP2BI1 ¢és
OATP1A2 nagyobb mennyiségben, mig az OATP1B3 joval kisebb mennyiségben, de
szintén megjelenik a placentaban [52, 333, 345-348].

Kutatdcsoportunk és az én feladatom az volt, hogy tisztazzuk, az OATP-k részt vesznek-
e a maraviroc placentan valé atjutasaban. A maravirocon kiviil a masik antiviralis MDR1
inhibitor, ritonavir és OATP1A2, OATP1B3, valamint OATP2B1 fehérjékkel vald
kolcsonhatasanak tesztelésében vettem részt. A vegyiileteket dozis-hatés vizsgéalatokban
jellemeztiik a csoportunk altal kidolgozott 0j fluoreszcens moédszer segitségével. Az
OATP1A2 esetén a FMTX (1 uM), mig az OATP1B3 és OATP2BI1 esetében a CB (10,
valamint 5 pM) [86] fluoreszcens szubsztratokat alkalmaztuk teszt vegyiiletként. Az

OATP1A2, OATP1B3 és OATP2BI1 fehérjéken kapott eredményeket a 9. dbran mutatom
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9. dabra Az OATPIA2, OATPIB3 és OATP2BI transzporterek kélcsonhatdsanak
vizsgalata ritonavir és maraviroc vegyiiletekkel A431 sejtekben. 96 lyuku lemezen 1,6 x
10° sejtet 50 ul pH 5,5 (OATPIB3 és OATP2BI) vagy 7,4 (OATP1A2) transzport

e s
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oldatban inkubdltuk 5 percig 37°C-on. Ezutan a sejteket 50 ul pH 5,5 (OATPIB3 és
OATP2B1) vagy 7,4 (OATP1A2) transzport pufferben oldott, 10 (OATP1B3) vagy 5
(OATP2Bl) uM koncentracioju CB, vagy 1 uM koncentracioju FMTX (OATP1A2)
hozzdaddsa utan inkubdltuk 37°C-on 30 percig. 100%-nak a gatloszerrel nem kezelt

sejtek fluoreszcencidja felel meg. A fluoreszcenciat Enspire fluoreszcens lemezolvasoval
detektaltuk (CB: 400/419 nm, FMTX: 497/516 nm). Az abran legalabb harom
parhuzamos mérés atlaga + szoras lathato.

Az OATP1A2 transzporter altali FMTX akkumul4cidot mindharom tesztelt vegyiilet
csokkentette. Az OATPIB3 fehérjéket overexpresszald A431 sejtekben a CB
fluoreszcens szubsztrat felvételét a ritonavir gatolta, mig a maraviroc a legmagasabb
OATP2BI fehérjén mért kinetikai gérbéket a publikacion tuli eredményként mutatom be
a 9. abran, melyen lathato, hogy mindharom vegyiilet gatolta a CB A431-OATP2B1
sejtekbe torténd akkumulacidjat. Az A431-OATP1A2, OATPIB3, és OATP2B1
sejtekben a harom vegyiiletre ICso értékeket hataroztam meg, melyeket a 7. tdblazatban
foglaltam Gssze.

7. tablazat Maraviroc és ritonavir vegyiiletekre meghatdrozott I1Cso értékek A431
sejtekben a 9. dbra alapjan.

I1Cxo értékek (LM)
Maraviroc Ritonavir
OATP1A2 72,97 £5,74 1,36 £ 0,28
OATP1B3 nincs gatlas 0,82 +0,27
OATP2B1 135,7 £ 59,34 0,97 +£0,34

Eredményeink alapjan a tesztelt vegytiletek képesek kolcsonhatasba 1épni az OATP1A2,
OATP1B3, vagy OATP2BI1 transzporterekkel, ezért Tupova és munkatarsai célzottan e
harom OATP-t vizsgéalta maraviroc-felvétel szempontjabol. Megallapitottak, hogy a
maraviroc szubsztratja az OATP1A2 és OATP1B3 fehérjéknek. Az OATP2B1 esetében
maraviroc transzportot nem tudtak kimutatni. Ez utobbira magyarazat lehet, hogy az
indirekt modszer nem tesz kiilonbséget a transzportdldodd szubsztrat és a nem
transzportal6do inhibitor kozott. Tehat a maraviroc valosziniileg nem transzportalodo

inhibitora az OATP2B1-nek.
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A részletes transzporter vizsgalatok alapjan az anyai vérarambol a szinciciotrofoblaszt
apikalis membranjaban levd OATP1A2 révén torténhet a maraviroc felvétele, ami majd
a bazolaterdlis membranban levd MRPI1 efflux transzporter révén a placentalis
intersticiumba keriil. Az OATP1B3 joval kisebb mRNS mennyiségébdl kovetkezden ez
a transzporter feltehetdleg kevésbé befolyasolja a maraviroc transzportjat. A maraviroc
ellentétes iranyu athaladasat a magzati kapillarisokbol az MRP1, a szinciciotrofoblasztbol
pedig az MDR1 végzi (10. abra) [333].

Apikalis Bazolateralis Intersticium

O

Anyai véraram
szinciciotrofoblaszt

Magzati
kapillaris

OATP1A2

@ maraviroc

10. abra A maraviroc feltételezett athaladdsa a placentan Tupova és mtsai (2020) [333]
alapjan

4.3. Hepatikus detoxifikdcioban fontos membran transzporterek vizsgadlatdara alkalmas

uj fluoreszcens modszer kidolgozasa

Kutatdmunkam jelentds részében a majsejtek méregtelenitd folyamataiban részt vevd
OATP1B1 ¢és MRP2, illetve ABCG2 fehérjék egyiittes vizsgalatira alkalmas 1j
fluoreszcens modszer fejlesztésén dolgoztam. EbboSl a munkabol sziiletett elsdszerzds
kozleményem [331], valamint egy szabadalmi bejelentés is (P1900448 sz. magyar
szabadalmi bejelentés, ebbdl szdrmaz6é PCT/HU2020/050014 sz. nemzetkdzi szabadalmi
bejelentés elbiralas alatt). A vizsgalataink alapja az volt, hogy az altalunk azonositott
fluoreszcens OATP szubsztratokat az MRP2 és ABCG2 fehérjék is felismerhetik, hiszen

szamos kozos, nem fluoreszcens szubsztratjuk ismert.

65



DOI:10.14753/SE.2021.2545

4.3.1. Piranin: a hepatikus OATP1BI uj fluoreszcens szubsztrdtja

Csoportunk célul tlizte ki a fluoreszcens OATP szubsztratok korének kiterjesztését, ezért
a korabbi tanulmanyunkban [328] bemutatott CB molekula képletébdl kiindulva, ahhoz
hasonld, 4m olcsobb fluoreszcens vegyiileteket kerestiink, melyek potencidlisan OATP
szubsztratok lehetnek. Igy talaltunk ra a piranin festékre (11. abra). A piranin (HPTS,
Solvent Green 7, trisodium 8-hydroxypyrene-1,3,6-trisulfonate) olyan fluoreszcens pH
indikator, mely a kutatocsoportunk altal korabban OATP szubsztratként azonositott CB
festékhez hasonlo molekula szerkezettel rendelkezik (11. abra) [349-351].

0=S=0
o W\ / O _ ,S S\
o 0% ¢ 0O o
Piranin Cascade Blue Hidrazid szulforodamin 101

11. abra A piranin, CB és SR101 fluoreszcens vegyiiletek molekularis képlete

Annak feltarasara, hogy a piranin az OATP1B1 szubsztratjaként viselkedik-e, MDCKI|I-
megvizsgalva (12A abra) megallapitottuk, hogy az OATP1B1 esetében a festék
akkumulacié a 10. percben a linearis felvételi fazist mutatja, igy a koncentracid fiiggd
piranin felvételt (12B abra) ezen inkubacidos idGtartamban végeztiik el. A felvétel
kinetikai gorbéit a sejteken beliil detektalt fluoreszcens piranin jel alapjan vettiik fel,
melyek a 12A-B abrakon lathatok. A sejtek telitddési kinetika szerint akkumulaltak a
piranint, mig a kontroll sejtekben nem ndvekedett a festék mennyisége, ezek alapjan
megallapitottuk, hogy a piranin az OATP1B1 1j fluoreszcens szubsztratja (12. abra). A
piranin telitési gorbéje alapjan Km értéket hataroztunk meg (12B abra). A CB és SR101
festékekrol (12C-D abra) a csoport korabbi munkai soran [328, 352] bizonyitotta A431-
OATPIBI sejtekben, hogy az OATP1BI1 szubsztratjai. A 12. abran lathaté eredmények
megerdsitik, hogy az OATP1BI1 ezeket a festékeket MDCKI|I sejtekben overexpresszalva
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is az OATP-kre jellemz6 telitési kinetika szerint képes akkumulalni a sejtekben. A 4.3.
fejezet tovabbi részében e harom fluoreszcens festék (11-12. dbra) OATPIBI1 ¢és ABC

fehérjékkel vald kolcsonhatasainak vizsgalatdt mutatom be.
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12. abra Piranin, CB és SR101 akkumulacioja MDCKII-OATP1B1 és MDCKII
kontroll sejtekben. A, C, D: 96 lyukii lemezen 1,6 x 10° sejtet 100 u! végtérfogatii pH 5,5

crer

« 7.

inkubdltuk 37°C-on 10 percig, a festék felvétel linedris fazisaban. A fluoreszcenciat
Enspire fluoreszcens lemezolvasoval hataroztuk meg (piranin: 403/517 nm, CB. 400/419
nm, SR101: 586/605 nm nm). Az A és B abran harom parhuzamos mérés datlaga + szoras,
a C és D abrakon 1-1 reprezentativ mérés eredménye lathato.
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4.3.2. Az OATPIBI és MRP2, valamint ABCG2 transzporterek uj, kozos fluoreszcens

szubsztrdtjainak azonositasa

Az OATP1BI1, OATP1B3 és OATP2B1 fehérjék és MRP2, illetve ABCG2 transzporterek
szubsztrat felismerése nagyban atfed egymassal [24]. Mivel a mi kutatécsoportunk tobb,
Uj fluoreszcens OATP szubsztratot azonositott, felmeriilt, hogy ezeket a vegyiileteket az
ABC fehérjek (MRP2, ABCG?2) is felismerhetik. Azonban, az altalunk azonositott OATP
szubsztratok egyik nagy elénye OATP vizsgalat szempontjabdl, hogy gyakorlatilag sejt
impermeabilisak, OATP-k nélkiil nem jutnak 4t a sejtmembranon. Viszont emiatt ép
sejtes rendszerben nem feltétleniil alkalmasak ABC efflux transzporterek vizsgalatara,
hiszen ott olyan molekulak az eldnydsek, amelyek passzivan bejutnak a sejtbe, amit aztan
az ABC fehérjék mikodése megakadalyoz. Ezért a nem sejtpermedbilis festékek ABC
transzporterek altali transzportjat kiforditott vezikuldkon vizsgéltuk, ahol a forditott

crer

valik lehetové.

Kisérleteinkhez MRP2, valamint ABCG2 transzportereket overexpresszaldo Sf9
(Spodoptera frugiperda) rovar sejtekbdl preparalt I0V-ket hasznaltunk (13. abra).
Negativ kontrollként egy magi fehérje egyik alegységét (D. melanogaster telomeraz)
tartalmazd Sf9 IOV szolgalt [86]. Az ABC transzporterek ATP hidrolizise mellett
miikddnek, tehat kisérleteink soran a megfelel6 MRP2-, illetve ABCG2 funkcidéhoz
MgATP, negativ kontrollként pedig MgAMP jelenlétében vizsgaltuk a szubsztratokkal
vald kolcsOnhatasokat. Pozitiv kontrollként az MRP2 esetében a FMTX-ot, az ABCG2
transzporternél pedig a LY festéket hasznaltuk, melyek a szakirodalombol mér ismert
MRP2, valamint ABCG2 fluoreszcens szubsztratok [228, 323, 353, 354].

Megallapitottuk, hogy a FMTX, ZV, LDG, CB, SR101 és piranin festékeket az MRP2
ATP-fiiggd modon transzportalja, mig a LDV festékre nem volt megfigyelheté ATP-
fliggd transzport (13A-B é4bra).

Az ABCG2 transzporter a LY transzport alapjan miikodOképesnek bizonyult, és
szignifikans, ATP-fliggd transzportot figyeltiink meg a LDV, valamint a CB festékekre.
Ellenben ABCG2 I0V-kben ATP-fiiggd ZV, LDG, piranin vagy SR101 transzport nem
volt felfedezhet6 (13C-D ébra).
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13. dbra ATP-fiiggd vezikularis transzport MRP2 és ABCG2 Sf9 10V-kbena ZV, LDV,
LDG, piranin, SR101, CB, LY és FMTX festékekre. MRP2/ABCG? tartalmu/kontroll
S19 10V-t 4 mM MgATP/MgAMP jelenlétében 30 (CB)/ 20 (piranin)/ 10 (ZV, LDV, LDG,
SR101, FMTX, LY) percig inkubaltunk 1 (SR101, FMTX) / 5 (CB, piranin)/ 10 (LY) uM
vagy mintanként 0,2 ul ZVILDVILDG fluoreszcens festék jelenlétében 37°C-on. A
fluoreszcenciat Enspire fluoreszcens lemezolvasoban hatdroztuk meg (CB: 4001419 nm,
ZV: 405/423 nm, LDV: 416/451 nm, LDG: 495/520 nm, piranin: 403/517 nm, SR101:
586/605 nm, FMTX: 497/516 nm, LY: 428/540 nm). Az abrakon legaldbb 3 parhuzamos
mérés eredménye + szords lathato. A statisztikai szignifikanciat az ATP-fiiggo jelek kozott
szamoltuk ki. A MgATP jelenlétében kapott fluoreszcencia intenzitdasokat a MgAMP-vel
kezelt mintak jelével csokkentettiik, igy létrehozva delta értékeket, amelyek statisztikai
analizisét a Student-féle t-teszt segitségével veégeztiik szignifikancia szempontjdabal.
*.p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001.

Erdekes, hogy a kontroll vezikuldkban kismértékii ATP-fiiggd SR101 transzportot
figyeltiink meg (13B, D abra). Ezen jelenség hatterének feltarasara a kontroll membran
vezikularis SR101 transzportjat EDTA (Mg?* kelator), illetve natrium-ortovanadat (Vi,
altalanos ATP-4z inhibitor) jelenlétében is elvégeztiik (14. dbra). Ez alapjan a kontroll
membran SR101 transzportja Mg?*-fiiggd, valamint natrium-ortovanadattal gatolhato,
ami egyelére egy nem azonositott, SR101 transzportot katalizald, endogén rovar

transzporter jelenlétét feltételezi a kontroll membranban.
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14. dbra Az SR101 ATP-fiiggd transzportjia EDTA és vanadat (Vi) jelenlétében kontroll
IOV membrdanban. Kontroll IOV-¢ inkubdltunk 4 mM MgAMP/MgATP és 2 mM natrium-
ortovanadat (Vi) vagy 10 mM EDTA jelenlétében 5 percig 37°C-on. A transzport reakciot
1 uM SR101 fluoreszcens festék hozzaadasaval inditottuk, amellyel 10 percig inkubaltuk
a mintakat 37°C-on. A fluoreszcencia intenzitast Enspire fluoreszecens lemezolvasoval
detektaltuk. Az dbran 3 pdrhuzamos kisérlet datlaga + szoras lathato. A statisztikai
szignifikanciat a Student-féle t-teszt segitségeével szamoltuk ki. *: p <0,05; **: p <0,01.

A felfedezett 1j ABC szubsztratok potencialisan alkalmasak IOV mérésekben inhibitorok
vizsgalatara. A legigéretesebb 1j ABC szubsztratnak a 13. abran lathaté eredmények
alapjan a LDV tlint az ABCG2 IOV-ken, ezért az ABCG2 és potencidlis 0j fluoreszcens
szubsztratjainak kolcsonhatasat inhibitor jelenlétében is teszteltiik. Az ABCG2 IOV-ken
az ismert LY szubsztrat mellett a CB és LDV festékek transzportjat Kol143, ABCG2
inhibitor jelenlétében vizsgaltuk (15. abra).
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15. dabra LDV, CB és LY ATP-fiiggd transzportianak gatlasa Kol43 inhibitorral
ABCG2-t kifejezd Sf9 I0V-kben. ABCG2/kontroll IOV-t 4 mM MgATP/MgAMP + 1 uM
Kol43 jelenlétéeben 5 percig inkubaltunk 37°C-on. A membranokat ezutan 30 (CB)/ 10
(LDVILY) percig inkubaltuk 5/10 uM CBILY vagy mintdinként 0,2 ul LDV fluoreszcens
festék jelenlétéeben 37°C-on. A fluoreszcenciatr Enspire fluoreszcens lemezolvasoval
detektaltuk (CB: 400/419 nm, LDV: 416/451 nm, LY: 428/540 nm). Az abrakon legalabb
2 parhuzamos mérés eredménye + szords lathato. A statisztikai szignifikanciat az ATP-
fiiggd jelek kozott szamoltuk ki a Student-féle t-teszt segitségével. *: p <0,05.

Mindkét festék (LDV, CB) esetében felfliggeszthetd volt az ATP-fiiggd transzport az
inhibitor hatasara, igy ezek a festékek alkalmasak lehetnek ABCG2 indirekt
kolesonhatasok tesztelésére vezikularis rendszerekben. Rdadasul a LDV festékre nagyon
kedvezd jel/zaj arany mellett mintegy 3,5X-es transzport ratat tudtunk kimutatni a kontroll
vezikulakhoz képest, ami az ismert LY esetén megfigyelheté 1,8x aranyhoz viszonyitva
jobbnak bizonyult. Az IOV rendszerben kapott kisérleti eredményeinket 6sszefoglaloan

a 16. abran mutatom be.
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16. dbra Az ABCG2, valamint MRP2 transzportereket tartalmazé Sf9 10V-kben
megallapitot MRP2, és ABCG2 transzporterekkel kozos fluoreszcens OATP
szubsztratok. A festekek ATP felhaszndlasa révén az 10V-kben akkumuldlodnak.

4.3.3. Az OATPIBI és MRP2, vagy ABCG?2 transzportereket egyiittesen expresszalo
MDCKII sejtvonalak létrehozdasa, OATPIBI expresszio beallitasa MDCKII-
OATPIBI és MDCKII-MRP2-OATP1B1 sejtekben

A 4.3.1. és 4.3.2. fejezetekben ismertetettek alapjan hat olyan 0j fluoreszcens OATP
szubsztratot talaltunk, melyeket az ABCG2 és/vagy MRP2 fehérjék is képesek ATP-
fliggd modon transzportalni. Mivel az altalunk OATP1B1 és ABC transzporterek kozos
vizsgalatara potencialisan alkalmasnak vélt harom fluoreszcens festék (CB, piranin,
SR101) nem sejt-permeabilis, ezért azok sejtes rendszerben csakis kettos

transzfektansokon (OATP + ABC transzporter) vizsgalhatok.

A transzcellularis transzport kisérletek soran elengedhetetlen, hogy az egyméshoz
viszonyitand6 sejtvonalakban az overexpresszalt transzporterek expresszidja
Osszemérhet6é legyen. A transzcellularis transzport kisérletekhez sziikséges, azonos
OATPIBI expresszidju sejtvonalak eldallitdsa tobbszorosen nehézségekbe iitkdzott a
sejtvonalak funkci6 alapu kivalogatdsa soran. Eldszor CD4-pozitivitasuk (,,1x”, lasd

3.2.2. fejezet), majd LDG transzport funkciodjuk (,,2x”, illetve ,,3x”) alapjan valogattuk ki
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a sejteket. A CD4-pozitiv (1x kivalogatott) MDCKII-OATP1B1, illetve MDCKII-MRP2-
OATPIBI1 sejtvonalak LDG funkciojuk alapjan torténd kivalogatasanak (,,2x”
kivalogatott sejtek) eredményeként az MDCKII-OATP1B1 sejtekben az OATP1B1
expresszidja er6sebbé valt az MDCKII-MRP2-OATP1B1 sejtvonal OATP1B1
kivalogattuk (,,3x”) LDG transzport funkcidja alapjan, melynek eredményeképpen
viszont erésebb OATP1B1 expresszidju sejtvonalat kaptunk az MDCKII-OATP1B1
sejtvonalhoz képest (17A ébra). Ezutan az MDCKII-OATP1B1 sejtvonalat is ismét
kivalogattunk LDG funkcié alapjan, de a dupla transzfektans még igy is erdsebb
OATPI1BI expresszioval birt (17B abra).

OATP1B1

OATP1Bl1 2X<MRP2-OATP1B1 OATP1BI1 3x < MRP2-OATP1B1

3x 3x
MDCKII MDCKII
MRP2-OATPIB1 MRP2-OATPIB1

OATP1BI 2x 3x OATPI1BI 3x 3x (kDa)
4100

4 70
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35
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17. abra Az OATPIBI fehérje expressziojanak kivetése MDCKII sejtvonalakban
Western blot technika segitségével. 10/20/40 ug sejt lizatum OATPIBI fehérje
expresszios szintjét anti-SLCOL1BL antitest segitségével detektaltuk. A kisérleteket
legalabb 3 alkalommal végeztiik el. Az abran 1-1 reprezentativ kisérlet eredménye
lathato.
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Sajnos e vizsgalatokkal parhuzamosan deriilt ki, hogy az LDG az MRP2-nek is
szubsztratja, igy nem volt meglepd, hogy a dupla transzfektansokban magasabb
OATP1BL1 szint tud csak azonos LDG jelet biztositani, hiszen a felvett festéket az MRP2
folyamatosan kipumpalhatta. Ekkor masik stratégiat valasztottunk. A sejtvonalak
tobbszori szortolasi folyamatai soran elvégzett szamos Western blot kisérlet alatt
megfigyeltik, hogy a 3-4 hete tenyésztett MDCKII-OATP1B1 sejtek OATP1B1
expresszidja stabil maradt (18A abra). Ezzel szemben a dupla transzfektans OATP1B1
expresszidja ennyi id6 alatt latvanyosan lecsokken (18B abra), de megfigyeléseink szerint
mar koriilbeliil két hét elteltével is jelentésen valtozik OATP1B1 expresszidja, az

MDCKII-OATP1BI1 sejtekhez hasonl6 szintre.

fgy felmeriilt annak a lehetésége, hogy 2-4 hétig heti 2-3 passzalassal kultiraban tartva a
dupla transzfektans sejteket, azok OATP1B1 expresszidjat a fehérjét stabilan expresszalo
MDCKII-OATP1IB1 sejtek OATPIB1 expressziojahoz 0Osszemérhetd szintlire

csokkentsiik. Ez az elgondolasunk sikeresen mitkodott, melyet a 18C abran illusztralok.

A B C
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18. dbra Az OATPIBI1 expresszio bedllitaisa MDCKII sejtekben. 10/20/40 ug sejt
lizatum OATPIBI fehérje expresszios szintjét anti-SLCO1B1 antitest segitségével
detektaltuk. A kisérleteket legalabb 3 alkalommal végeztiik el. Az abran 1-1 reprezentativ
kisérlet eredménye lathato.
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A transzcellularis transzport kisérletekhez tehat a dupla transzfektans sejteket néhany
hétig kultaraban tartva és az OATPIB1 expressziot rendszeresen ellendrizve a
sejtvonalakat 6sszemérheté OATP1B1 expresszidju szintre allitottuk be. A publikacioban
bemutatott kisérleti eredmények is ezeken a sejtvonalakon késziiltek (19. abra). Az
ABCG?2 esetében nem volt sziikség ilyen hosszadalmas expresszio beallitasra, ami utdlag

megmagyarazhat6 azzal, hogy az LDG nem szubsztratja az ABCG2-nek.
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19. abra OATPIB1, MRP2 és ABCG? fehérjék expressziojanak ellenorzése MDCKII
sejtvonalakban. 10/20 ug sejt lizatum OATP1B1/MRP2/ABCG?2 fehérje expresszios
szintjét vizsgaltuk Western blot technika segitségével. A fehérjéket az elleniik termeltetett
antitestek segitségével detektaltuk. A kisérleteket legalabb 3 alkalommal végeztiik el. Az
dbran egy reprezentativ kisérlet eredménye lathato.

4.3.4. MDCKII-MRP2-OATPIBI és MDCKII-ABCG2-OATPIB1 kotranszfektans

sejtvonalak transzporter funkciojanak ellendrzése aramlasi citometriaval

Miutan megbizonyosodtunk, hogy a transzporterek expresszidja fehérje szinten
megfeleld, ellendriztiik azok funkcidjat is. Aramlasi citometrias kisérletekben ismert
OATPI1BI1, MRP2, valamint ABCG2 fluoreszcens szubsztratok (CB, CaAM, LY)

transzportjat vizsgaltuk (20. abra).
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20. dbra OATPIB1, MRP2, valamint ABCG2 transzporter funkciok vizsgdlata
aramlasi citometriaval MDCKII sejtekben. Az OATP1B1/MRP2/ABCG2 transzporterek
miikédésének vizsgalata CB/CaAM/DCV fluoreszcens festékekkel tortént. 5*10° MDCKII
sejtet 10 (CaAM)/ 30 (CB, DCV) percig inkubaltunk 37°C-on pH 5,5/7,4 (OATP/ABC
funkciohoz) transzport pufferben oldott 100 ul végtérfogatu, 0,5 (CaAM)/ 1 (CB, DCV)

e 7.

minimum 20000 sejt alapjan hatdaroztuk meg Attune Akusztikus Fokuszalo Citométer
(Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA, US) segitségével. A transzport
kisérleteket legalabb haromszor ismeételtiik, az dbran egy reprezentativ kisérlet
eredménye lathato.

A dupla transzfektansokban az MDCKII-OATP1BI1 sejtekhez hasonldo CB transzportot
figyeltink meg, igy megallapithato, hogy az MDCKII-MRP2-OATP1B1 uptake
funkcidja megfeleld. Erdekes, hogy az MDCKII-MRP2-OATPIB1 sejtekben két
populécio kiiloniilt el a CB fluoreszcens jelét vizsgalva: egy a kontrollal, egy pedig az
OATPIBI jelével esik egybe. Ez a tovabbiakban (4.3.8. fejezet) ismertetett eredményeim
alapjan nem meglepd, hiszen ezekben a sejtekben az MRP2 részben kipumpalja a
festéket, igy detektalhatd alacsonyabb fluoreszcencia intenzitasi csucs is. Ezzel
ellentétben az ABCG2-OATP1B1 sejtek hisztogramja egyetlen hisztogrambol all, az
OATPI1BI sejtekhez hasonl6 transzporter funkciot jelezve.

A CaAM sejtpermeabilis festék, ismert ABCB1 és MRP szubsztrat, mely akkor valik
fluoreszcenssé, amennyiben az intracellularis észterdzok acetoximetil-észter hidrolizise
altal calceinné alakul. Az MRP?2 a calceint felismeri, ezaltal kipumpalja a sejtbol, és igy
az intracellularisan mérhetd calcein fluoreszcens jele lecsokken. Az MRP2-OATP1B1

sejtekben az MDCKII-MRP2 sejtekhez hasonlo MRP2 funkcio volt megfigyelhetd.
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Az ABCG?2 transzporter funkcio6 vizsgalatara a DCV festéket alkalmaztuk, mely szintén
membran permeabilis, és a sejtbe bejutva a kettésszala DNS-hez kotédik. Az ABCG2 a
DCV festéket kipumpalja a sejtbdl, igy a DCV intracellularis mennyisége lecsokken.
Ezzel aranyosan a detektalhatd fluoreszcens jel az ABCG2 funkciot mutatd sejtekben
kisebb a kontroll sejtekhez képest, mely Osszevethetd mértékben egyarant megfigyelhetd

volt az MDCKII-ABCG2 és a dupla transzfektans sejtekben is.
4.3.5. A felfedezett uj, kozos fluoreszcens OATP-ABC szubsztratok nem toxikusak

Uj, ¢l6 sejtes modszer beallitisakor fontos ellendrizniink, hogy a kisérlet soran az
alkalmazott anyagok (szubsztratok) jelenlétében, az adott inkubacids id6 alatt a sejtek
¢letképessége nem valtozik szdmottevoen, igy a sejtpusztulds nem befolyasolhatja a
vizsgalt paramétereket. Ez azért is volt fontos esetiinkben, mert a festékfelvételt pH 5,5
koriilmények kozott végeztiik, hiszen csak ezen a pH értéken transzportalja az OATP1B1
ezeket a festékeket [328]. Ezért mindharom altalunk felfedezett k6zos uj OATP-ABC
szubsztrat (piranin, CB ¢és SR101) esetleges sejtekre valo toxicitdsat megvizsgaltuk. Az
¢l sejtek szazalékban kifejezett mennyiségét 30 perces inkubaciot (37°C) kovetden
aramlasi citométerben viabilitasi festékek segitségével hataroztuk meg (21-22. 4bra).
Kisérleteink soran a festékek gerjesztési és emisszios hullimhosszait figyelembe véve, a
CB ¢és piranin szubsztratok alkalmazdsa esetén a viabilitdsi markerként gyakran
alkalmazott propidium-jodidot (PI) hasznaltuk. Az SR101 festék vizsgalatakor pedig a
ZV festék szolgalt az €l6/holt populacio elkiilonitésére. Megallapitottuk, hogy egyik
festék hatasara sem csokken az €16 sejtek szama 80% alé, igy sem a piranin, CB, vagy

SR101 nem tekinthet6 toxikus festéknek a vizsgalt idotartam alatt.
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21. abra A piranin és CB festékek toxikussaganak vizsgadlata aramldasi citométerben.
5*10° MDCKII sejtet 30 percig inkubdltunk 37°C-on pH 5,5 transzport pufferben oldott
100 ul vegtérfogatu, 5 uM koncentracioju CB/piranin fluoreszcens szubsztrattal. A
reakciot 700 ul jéghideg 1 x PBS-ben oldott 1 ug/ml PI (propidium-jodid) viabilitdsi
marker hozzaadasaval allitottuk le. A mintdk fluoreszcencia intenzitasat minimum 20000
sejt alapjan hataroztuk meg Attune Akusztikus Fokuszalo Citométer (Applied Biosystems,
Life Technologies, Carlsbad, CA, US) segitségével. Az abran egy reprezentativ kisérlet
eredménye lathato.
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22. dbra Az SR101 toxikussagdanak vizsgalata dramldsi citométerben. 5*10° MDCKI|
sejtet 30 percig inkubaltunk 37°C-on pH 5,5 transzport pufferben oldott 100 ul

crer

jéghideg 1 x PBS-ben oldott 0,1 ul/ml ZV viabilitasi marker hozzaaddsaval allitottuk le.
A mintak fluoreszcencia intenzitasat minimum 20000 sejt alapjan hatdaroztuk meg Attune
Akusztikus Fokuszalo Citométer (Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA,
US) segitségevel. Az dbran egy reprezentativ kisérlet eredménye lathato.

4.3.6. A fluoreszcens transzcellularis transzport mérési modszer bedllitdasa

Az MDCKII sejtvonalrdl ismert, hogy abban a polarizacid soran a termeltetett
OATP1B1/3 transzporterek a bazolateralis (B), mig az MRP2 és ABCG2 az apikalis (A)
oldalra lokalizalodnak [316, 322]. Tehat annak megallapitasara, hogy az uj fluoreszcens,
kozos OATP-ABC szubsztratok valoban alkalmazhatoak-e az OATP1B1 és MRP2,
valamint az OATP1B1 és ABCG2 funkci6janak egyiittes tanulmanyozasara, a CB, SR101
€s piranin transzcellularis transzportjat polarizalt, kettds transzfektans MDCKII

sejtvonalakban vizsgaltuk.

A dupla transzfektans sejtekben a bazolateralis oldalon alkalmazott kdzos szubsztrat
vektorialis transzportja varhaté a bazolaterdlistol az apikélis kompartment felé.
Amennyiben szdmukra k6z0s fluoreszcens szubsztratot adagolunk a B oldalon, azt az
OATPIBI a sejtbe pumpalja, igy a fluoreszcens festék intracellularisan mar elérhetd az
efflux transzporter szdmara, amely képes azt kipumpalni az A oldalra. E transzcellularis

transzport soran a B oldalon adagolt fluoreszcens szubsztrat mennyisége id6fliggé médon
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az apikalis oldalon duisul. Amennyiben a sejtben csak uptake (OATP1B1) vagy csak
efflux transzporter (ABCG2/MRP2) overexpresszalodik, abban az esetben a fluoreszcens
szubsztrat intracellularisan megreked, igy nem detektalhatd az apikalis oldalon, vagy

pedig egyaltalan nem jut be a sejtbe.

Az MRP2-OATPIBI kettds transzfektans sejtvonalakon a mérési és sejttenyésztési
koriilmények alkalmassagat egy ismert kozos szubsztrat, a FMTX segitségével
ellendriztiik (23. abra) [228, 296, 323]. A dupla transzfektansokban az id6 fiiggvényében
novekvd fluoreszcencia intenzitast figyeltiink meg, mig kontroll sejtvonalaikban
(MDCKII Kontroll, MDCKII-MRP2) nem volt szamottevé fluoreszcens jel-novekedés.
Az MDCKII-OATP1B1 esetében enyhe jel novekedést észleltiink, ami azzal
magyarazhato, hogy az OATP1BI1 révén a sejtben feldusuldé FMTX kismértékben atjut a
membranon (valdsziniileg passziv, vagy apikalisan endogén efflux transzport, példaul

endogén kutya MDR1, vagy MRP2 &ltal [209, 355-357].
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23. abra A FMTX vektoridlis transzportjanak vizsgalata MDCKII sejtekben. 9*10*
MDCKII sejtet féligatereszto transwell inzerten 4 napig névesztve, polarizalt dllapotu
sejteken vizsgaltuk a FMTX transzcellularis transzportjat. A sejteket a bazolateralis (B)
oldalon 1 uM FMTX fluoreszcens festékkel kezeltiik és 37°C-on 30 percig inkubaltuk. Az
apikalis (A) oldalon idofiiggé modon mintat vettiink, melyek fluoreszcencia intenzitdasat
Enspire fluoreszcens lemezolvasoban detektaltuk (FMTX: 497/516 nm). Az abran harom
fiiggetlen mérés eredménye + szords lathato.
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4.3.7. Fluoreszcens transzcellularis transzport mérési modszer bedllitisa a piranin

festékre OATPIBI és MRP2 dupla transzfektansokon
4.3.7.1. Apiranin B-4 iranyu transzcellularis transzportja

Az MDCKII-MRP2-OATP1B1 sejtekben a FMTX-hoz hasonldéan B-A iranyban
1dofiiggd modon ndvekvo transzeellularis transzportot figyeltiink meg a piranin festékre
is. Ezzel szemben a kontroll sejtvonalakban nem volt szamottevé fluoreszcencia

novekedés (24. abra).
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24. dbra A piranin vektoridlis transzportjanak vizsgalata MDCKII sejtekben. 9*10*
MDCKII sejtet féligatereszto transwell inzerten 4 napig névesztve, polarizalt allapotu
sejteken vizsgaltuk a piranin transzcellularis transzportjat. A sejteket a bazolaterdlis (B)
oldalon 5 4M piranin fluoreszcens festékkel kezeltiik és 37°C-on 30 percig inkubaltuk. Az
apikalis (A) oldalon idofiiggé modon mintat vettiink, melyek fluoreszcencia intenzitdasat
Enspire fluoreszcens lemezolvasoban detektaltuk (piranin: 403/517 nm). Az dbran hdarom
fiiggetlen mérés eredménye + szords lathato.

4.3.7.2. A piranin intracellularis akkumulacioja
A piranin B-A transzcellularis transzportjanak alatamasztasara megvizsgaltuk a 24. abran
lathat6 kisérletet kovetden a sejtek intracellularis piranin tartalmat. A 24. dbran lathato

transzcellularis transzport leallitasat kovetden a sejteket feltartuk, és fluoreszcens

lemezolvaso segitségével mértiik a sejtekbe bejutott piranin festék mennyiségét (25.
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abra). Megfigyeltiik, hogy csak olyan sejtekbe jutott be nagyobb mennyiségii piranin,
amelyekben OATP1B1 fehérjét overexpresszaltunk, mig uptake transzporter hianyaban
(MDCKII Kontroll és MDCKII-MRP2) nem detektaltunk szamottevé mennyiségii
piranint intracellularisan. A kizardlag OATP1B1-et overexpresszald sejtekhez képest a
dupla transzfektansban alacsonyabb mennyiségii piranin akkumuldlodik az MRP2 efflux

mukodése miatt.
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25. dbra A piranin intracelluldaris akkumulicidja MDCKII sejtekben. 9*%10* MDCKII
sejtet feligatereszto transwell inzerten 4 napig novesztve, polarizalt allapotu sejteken
vizsgaltuk a piranin transzcellularis transzportjat kdvetéen a sejtekben intracellularisan
akkumuldlodott piranin mennyiségét. A sejteket a bazolaterdalis (B) oldalon 5 uM piranin
fluoreszcens festékkel kezeltiik és 37°C-on 30 percig inkubdltuk. A transzportot kovetden
a sejtekbdl felszabaduloé  piranin  festék fluoreszcencidjat Enspire fluoreszcens
lemezolvasoban detektdltuk (piranin: 403/517 nm). Az abran hdarom fiiggetlen mérés
eredménye + szoras lathato. A szignifikancia vizsgalatot Tukey-Kramer HSD (Honest
Significant Differences) feszt segitségével végeztiik el, miutin elutasitottuk a
nullhipotézist (a=0,05). Az azonos betijellel ellatott mintak (,,a” Kontroll és MRP2
esetén) nem kiilonboznek egymastol, veliik ellentétben a kiilonbozo betiijeliiek (,,b”, ,,c”)
(p <0,05, Tukey-Kramer HSD teszt) szignifikansan eltérdek.

4.3.7.3. A piranin ellentétes, A-B iranyu transzcelluldris transzportja

Annak bizonyitasara, hogy a 24. abran lathatd6 eredmény nem csak a sejt monolayer
atjarhatosagabol adodik, a piranin transzcellularis transzportjat az MRP2-OATP1B1
dupla, valamint szimpla OATP1B1 transzfektans sejteken A-B iranyban is megvizsgaltuk
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(26. abra). A 24. abran mar bemutatott dupla transzfektans, valamint OATP1B1 sejtek
transzcellularis transzportja mellett tehat ugyanezen sejtekben megmértik a
transzcellularis transzportot az apikalis, A oldalr6l is inditva. Kizarélag a dupla
transzfektansban, és csak B-A irdanyban detektalhatd transzcellularis piranin transzport, a

kontrollokban ez nem megfigyelhetd, igy a sejtréteg passziv atjarhatosaga kizarhato.
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26. dabra A piranin ellentétes, A-B irdnyu transzcellularis transzportjanak vizsgdlata
MDCKII sejtekben. 9*10* sejtet féligateresztd transwell inzerten 4 napig novesztve,
polarizalt allapotu sejteken végeztiik a kisérletet. A sejteket a bazolateralis (B)/ apikalis
(A) oldalon 5 uM piranin fluoreszcens festékkel kezeltiik (OATP1B1 B-A/A-B vagy
MRP2-OATP1B1 B-A/A-B) és 37°C-on 25 percig inkubaltuk. 1dofiiggé modon mintat
vettiink az apikdlis (A)/ bazolaterdlis (B) oldalon, melyek fluoreszcencia intenzitdsat
Enspire fluoreszcens lemezolvasoban detektaltuk (piranin: 403/517 nm). Az abran harom
fiiggetlen mérés eredménye + szords lathato.

4.3.7.4. A piranin B-A4 iranyu transzcellularis transzportjanak gatldasa

Szerettlink volna arrél megbizonyosodni, hogy a dupla transzfektdnsokban az apikalis
oldali novekvd piranin fluoreszcencia intenzitas az OATP1B1 és MRP2 6sszehangolt
miikodésébdl adodik. Ezért a piranin B-A transzcelluldris transzportjanak harmadik
validalasi modjaként a vektoridlis transzportot megvizsgaltuk gatloszerek jelenlétében is
(27. abra). A bazolateralis oldalon piranin szubsztrat mellett az OATP1B1 uptake
funkciojanak gatlasa céljabol CsA-t, vagy az apikalis oldalon az MRP2 efflux gatlasara

Benz-t adagoltunk.
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21. abra A piranin B-A iranyu transzcellularis transzportjanak gatlasa CsA vagy Benz
vegyiiletekkel MDCKII sejtekben. 9%10* sejtet féligdtereszid transwell inzerten 4 napig
novesztve, polarizalt allapotu sejteken vizsgaltuk a piranin transzcellularis transzportjat.
A szubsztrat adagolasa eldtt 5 perces elGinkubdacio soran a B oldalon 10 uM CsA-t/
apikalis oldalon 40 uM Benz-t adagoltunk. A sejteket a bazolaterdlis (B) oldalon 5 uM
piranin fluoreszcens szubsztrattal kezeltiik és 37°C-on 30 percig inkubdltuk. 1ddfiiggd
modon mintat vettiink az apikalis (A) oldalon, melyeK fluoreszcencia intenzitdasat Enspire
fluoreszcens lemezolvasoban detektaltuk (piranin: 403/517 nm). A kezeletlen MRP2-
OATPI1BI sejt fluoreszcens jeléhez viszonyitottuk a tobbi sejt fluoreszcenciajat. Az abran
harom fiiggetlen mérés eredménye + szords lathato.

A dupla transzfektans sejtek piranin transzportja akar a B oldalon CsA-val, akar az A
oldalon Benz-nal felfiiggeszthetd volt. A kisérlet kontrolljaként a kizarélag OATP1BI1,
vagy MRP2 transzportert overexpresszald sejteket is kezeltiik a piranin mellett a
bazolateralis oldalon CsA-val, vagy az apikalis oldalon Benz-zel. Ezen sejtekben igy sem

volt detektalhat6 transzcellularis transzport.

Mindezek alapjan bebizonyitottuk, hogy az MDCKII-MRP2-OATP1B1 sejtekben a
transzporterek piranin festékkel vald kolesonhatasaként megnyilvanulo OATP1BI1 altali
uptake, majd MRP2-medialt effluxnak kdszonhetd a piranin B-A iranyt transzcellularis

transzportja.
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4.3.8. Fluoreszcens transzcellularis transzport mérési modszer bedllitasa a CB és

SR101 festéekekre OATP1BI-MRP?2 dupla transzfektansokon

Az Sf9 IOV transzport kisérletekben kapott eredmények alapjan a SR101 szintén
potencialis k6z6s OATP1B1 és MRP2 szubsztrat (13B abra), valamint a CB festék
gyenge akkumulaciojat is megfigyeltiik MRP2, illetve ABCG2 IOV-kben (13B, D abra).
Ezért annak megvélaszolasara, hogy e festékek vektorialis transzport kisérletekben
fluoreszcens  szubsztratként  alkalmazhatoak-e, megvizsgéltuk transzcellularis

transzportjukat (28-29. abra).

4.3.8.1. A CB B-4 iranyu transzcellularis transzportia OATPIBI és MRP2, valamint
ABCG2 dupla transzfektansokon

Az MRP2-OATP1B1 dupla transzfektansban a CB-ra —hasonl6an a piraninhoz— id6fiiggd
transzcellularis transzportot figyeltink meg, mig a kontroll sejtekben ez nem volt
megallapithatd (28. abra). Az MRP2-OATP1B1 sejtekkel ellentétben érdekes médon —
ahogyan azt az Sf9 ABCG2 10V-kben detektalt kismértéki, de szignifikans CB transzport
alapjan vartuk volna — az ABCG2-OATP1BL1 sejtekben transzcellularis CB transzport
nem volt megfigyelhet6 (28. abra).
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28. dabra A CB transzcelluldris transzportianak vizsgdalata MDCKII sejtekben. 9*10*
MDCKII sejtet feligatereszto transwell inzerten 4 napig névesztve, polarizalt dllapotu
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sejteken vizsgaltuk a CB transzcellularis transzportjat. A sejteket a bazolaterdlis (B)
oldalon 5 uM CB fluoreszcens festékkel kezeltiik és 37°C-on 30 percig inkubdltuk.
1ddfiiggd modon mintat vettiink az apikalis (A) oldalon, melyek fluoreszcencia
intenzitasat Enspire fluoreszcens lemezolvasoban detektaltuk (CB: 400/419 nm). Az
ABCG2-OATPIBI sejtvonal esetén harom, a tébbi sejtvonalon 4 fiiggetlen mérés
eredménye + szoras lathato.

4.3.8.2. Az SR101 B-A irdnyu transzcellularis transzportja MDCKII-MRP2-OATP1B1

dupla transzfektanson

Az MRP2-OATP1BI1 sejtekben a SR101 transzcelluldris transzportjat is megvizsgaltuk,
melyet szintén az idoben apikalis oldalon névekvé SR101 fluoreszcencia intenzitasa
bizonyit, hasonldan az el6z06 két festékhez. A kontroll sejtekben nem tortént szamottevo

festék atjutas az apikalis oldalra (29. abra).
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29. abra A SR101 transzcelluldris transzportjanak vizsgalata MDCKII sejtekben. 9*10*
MDCKII sejtet feligatereszto transwell inzerten 4 napig novesztve, polarizalt allapotu
sejteken vizsgaltuk a SR101 transzcellularis transzportjat. A sejteket a bazolateralis (B)
oldalon 1 uM SR101 fluoreszcens festékkel kezeltiik és 37°C-on 30 percig inkubdltuk.
1ddfiiggé modon mintat vettiink az apikalis (A) oldalon, melyek fluoreszcencia
intenzitasat Enspire fluoreszcens lemezolvasoban detektaltuk (SR101: 586/605 nm). Az
dbran 3 fiiggetlen mérés eredménye + szords lathato.
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4.3.8.3. 4 CB és SRI01 ellentétes, A-B iranyu transzcellularis transzportia MDCKII-
MRP2-OATPI1BI dupla transzfektinson

A piraninhoz hasonléan a CB és SR101 esetén is megvizsgaltuk MRP2-OATP1B1
sejtekben az ellentétes, A-B iranyu transzcellularis transzportot. Hasonldan e két esetben
is azt allapitottuk meg, hogy a festékek szamottevéen nem képesek atjutni a sejteken

(<20%), kizarolag a dupla transzfektansban a bazolateralistol az apikalis oldal felé
(100%) (30. abra).
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30. dbra A CB és SR101 festékek A-B iranyu transzcellularis transzportjanak vizsgalata
MDCKII sejtekben. 9*10* MDCKII sejtet féligateresztd transwell inzerten 4 napig
novesztve, polarizalt dllapotu sejteken vizsgaltuk a CB és SRI01 transzcellularis
transzportjat. A sejteket a bazolaterdlis (B)/apikalis (A) oldalon 5 uM CB/1 uM SR101
fluoreszcens festékekkel kezeltiik (OATPI1BI B- Al A-B vagy MRP2-OATP1B1 B-A/ A-B)
és 37°C-on 25 percig inkubadltuk. Az abran a 25. perces mintdk jele lathato, amelyek
fluoreszcencia intenzitasat Enspire fluoreszcens lemezolvasoban detektaltuk (CB:
400/419 nm, SR101: 586/605 nm). Az MRP2-OATP1B1 sejtek B-A fluoreszcens jeléhez
viszonyitva dllapitottuk meg a mintdk fluoreszcencia intenzitdsat. Az dbrdan hdrom
fliggetlen mérés eredménye + szords lathato.
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4.3.84. A CB és SR101 B-A iranyu transzcellularis transzportjianak gatlasa MDCKII-
MRP2-OATPI1BI dupla transzfektinson

A CB ¢és SR101 festékekre beallitandé modszer validalasanak végso 1épéseként a festékek
transzcelluldris transzportjat megvizsgaltuk a mar emlitett (4.3.7.4. fejezet) interakcios
partnerek jelenlétében is. Sem CsA-val, sem Benz jelenlétében nem detektaltunk jelentds
CB/SR101 atjutast a dupla transzfektansokban a bazolateralis oldalrdl az apikalis oldalra.
Hasonloképpen a kontroll sejtvonalakban sem tortént CB vagy SR101 transzcellularis

transzport (31. abra).
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31. abra A CB és SR101 B-A iranyu transzcelluldris transzportjanak gatlasa MDCKII
sejtekben. 9*10* MDCKII sejtet féligatereszté transwell inzerten 4 napig névesztve,
polarizalt dllapotu sejteken vizsgaltuk a CB/SRI101 transzcelluldris transzportjat. A
sejteket a bazolateralis (B) oldalon 5 uM CB/ 1 uM SR101 fluoreszcens szubsztrattal
kezeltiik és 37°C-on 30 percig inkubaltuk. A szubsztrat adagoldsa eldtt 5 perces
eldinkubacio soran a B oldalon 10 uM CsA-t/ apikdlis oldalon 40 uM Benz-t adagoltunk.
1ddfiiggé modon mintakat vettiink az apikalis (4) oldalon, melyek fluoreszcencia
intenzitasat Enspire fluoreszcens lemezolvasoban detektaltuk (CB: 400/419 nm, SR101:
586/605 nm). A kezeletlen MRP2-OATP1B1 sejtek fluoreszcens jeléhez viszonyitva
dllapitottuk meg a mintak fluoreszcencia intenzitasat. Az abrdan harom fiiggetlen mérés
eredménye * szords lathato.

Ezek alapjan megallapithatjuk, hogy az MRP2-OATP1B1 sejtekben a CB, valamint
SR101 festékek bazolateralisbol az apikalis kompartmentumba torténd transzcellularis
transzportja az OATPI1BI, illetve MRP2 transzporterek dsszehangolt miikodése révén

torténik meg. A 4.3.7 és 4.3.8. fejezetek eredményeit a 32. abran foglalom Ossze.
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32. abra Az OATP és ABC transzporterek kozos vizsgdlatara alkalmas transzcelluldris
transzport mérési modszer vazlata. OATP1Bl-et overexpresszalo sejtek: a festékek
bejutnak a sejtbe, de ott rekednek. OATPIBI és MRP2-t egyiittesen overexpresszalo
sejtek: vektoridlis dtjutas B = A iranyban. MRP2-t overexpresszalo sejtek: a festékek a
sejtbe sem jutnak be.

4.4. A tumor-specifikus Ct-OATP1B3-V1 jellemzése

Az emberi szervezetben kizarolag a majban eldfordulé multispecifikus gyogyszer
transzporter Lt-OATP1B3 fehérjének 1étezik csak tumorokban kifejezdd6 valtozata, amit
Ct-OATP1B3-V1-nek neveztek el [163]. Annak ellenére, hogy a tumor-specifikus Ct-
OATP1B3-V1 igéretes rakterapias célpont, miikodoképessége vitatott. Kutatdcsoportunk
célja az volt, hogy a szakirodalmi ellentmondasokat feloldjuk a tumor-specifikus
OATPI1B3 variansok lokalizaciojanak és funkcidjanak tekintetében. Ennek érdekében
kutatocsoportunk korabban létrehozta az Lt-OATP1B3, Ct-OATP1B3-V1 és Cit-
OATP1B3-C-t kifejez6 A431 és HCT-8 sejtvonalakat. Ezek segitségével azt talaltak,
hogy mig a Ct-OATP1B3-C intracellularisan reked, addig a V1 a plazma membranban
helyezkedik el. Feladatom az volt, hogy az A431 sejtekben overexpresszalt V1 fehérje

funkcionalis vizsgalatat elvégezzem.
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4.4.1. A Ct-OATP1B3-V1 varians mitkodoképességenek jellemzése A431 sejtvonalban

Az A431-OATP1B3-V1 és kontroll sejtvonalban aramlasi citometria segitségével
megvizsgaltam a fehérje mikodoképességét. Ehhez FMTX-ot, valamint LDG-t, két,
korabban igazolt OATP1B3 fluoreszcens szubsztratot alkalmaztam (33. abra). Az Lt-
OATP1B3-hoz hasonl6 funkciét sikeriilt kimutatni mindkét tesztelt szubsztrat esetében,

igy megallapithatjuk, hogy a V1 mikoddképes transzporter fehérje.
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33. dbra A Lt-OATP1B3 és Ct-OATP1B3-V1 fehérjék transzporter funkciojanak
ellendrzése aramldsi citometridval. 5*10° A431 sejtet 30 percig inkubdltunk 37°C-on pH
55 transzport pufferben oldott 100 w/ végtérfogat, 1 uM (FMTX)

e 7

intenzitasat minimum 20000 sejt alapjan hataroztuk meg Attune Akusztikus Fokuszalo
Citométer (Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA, US) segitségével. A
transzport kisérleteket legalabb haromszor ismételtiik, az abran egy reprezentativ kisérlet
eredménye lathato.

4.4.2. A Ct-OATP1B3-V1 expressziojanak és funkciojanak idobeli nyomon kévetése

Kisérleteink soran tobbszor felmeriilt, hogy a Ct-OATP1B3-V1 iddével csokkent
funkcioval bir, ami a kisérletek reprodukalhatosagat csorbitja. Ezért a sejtvonalak
elinditasatol szamitva 7 héten keresztiil kovettiik a Ct-OATP1B3-V1 expresszidjat és
funkciojat (34. abra).
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34. dabra A Lt-OATPIB3 és Ct-OATP1B3-V1 fehérjék transzport funkcidjanak és
expressziojanak vizsgdlata dramldsi citométer (A), valamint Western blot (B) technikdk
segitségével. A: 5*10° 4431 sejtet 30 percig inkubdltunk 37°C-on pH 5,5 transzport
pufferben oldott 100 u/ végtérfogatii, mintanként 0,1 ul (LDG) fluoreszcens szubsztrattal.
A mintak fluoreszcencia intenzitdsat minimum 20000 sejt alapjan hatdroztuk meg Attune
Akusztikus Fokuszadlo Citométer (Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA,
US) segitségével. Az abran egy reprezentativ kisérlet eredménye lathato. B: 10 ug sejt
lizatum OATP1B3 fehérje expresszios szintjét anti-SLCOL1B3 antitest dltal detektaltuk. A
kisérleteket legalabb hdarom alkalommal végeztiik el, az abran egy-egy reprezentativ
vizsgalat eredménye lathato.

Megfigyeltiik, hogy a Ct-OATP1B3-V1 expresszidja a hetek muldsdval folyamatosan
csokkent, a 6-7. hétre szinte teljesen eltlint. Mindezt az dramlési citométerrel kapott
eredmények alatdmasztottak, tehat a fehérje expresszioval egyiitt a V1 LDG transzport
funkcioja is lecsokkent. Mivel az expresszios szint csokkenését tobbszor is megfigyeltiik,
a kiindulasi sejtvonal alacsony passzazsszamu valtozatat felszaporitva, majd lefagyasztva
taroltuk, és a 4.4. fejezetben bemutatott tovabbi eredmények mindegyike az alacsony

passzazsszamu, optimalis V1 fehérje expressziot és funkciot mutatd sejteken késziilt.
4.4.3. A Ct-OATP1B3-V1 vizsgalata tumor terapias szerekkel viabilitds tesztekben

Ismert, hogy a Ct-OATP1B3-V1 legnagyobb mennyiségben kolorektalis tumorokban
fejez0dik ki, amelyek kezelésére a klinikumban a legelterjedtebb gyogyszerek az
irinotekan, kapecitabin, 5-FU és oxaliplatin, illetve ezek kombinaciéi [105, 358, 359].

Arra voltunk kivancsiak, hogy az altalunk igazoltan transzporterként miikodé V1 képes-
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e a sejteket érzékenyiteni citosztatikumokkal szemben, ami ezeknek a szereknek a
megnovekedett sejtbeli felvételével lenne magyarazhat6. Ezeken kiviil a MTX, Lt-
OATP1B3 szubsztrat daganatterapias szer [360] hatasat is teszteltiik sejt életképességi

vizsgalatokban.
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35. abra A Ct-OATP1B3-V1 sejtek érzékenyito képessége terdpids szerekre a kontroll
sejtvonalhoz képest. 5%10° A431-OATP1B3-V1/A431 kontroll sejtet 96 lyukii lemezekre
iltettiink 100 ul DMEM médiumban. Masnap a sejteket névekvo, a kévetkezé maximalis
koncentraciokban kezeltiik: 1000 uM (kapecitabin), 40 uM (oxaliplatin), 10 uM
(irinotekan, 5-FU), 0,1 uM (MTX). A sejteket ezutin 144 ordan keresztiil tartottuk 37°C
5% CO:z2 inkubdtorban. A sejtek életképességét (fluoreszcencia) 100 ul 5% PrestoBlue-
PBS oldatban detektaltuk 1 ora 37°C 5% COz2 inkubdlast kovetéen Enspire fluoreszcens
lemezolvasoban (585 nm). Kontrollnak a kezeletlen sejteket tekintettiik. A kisérleteket
legalabb haromszor végeztiik el. Az abran a kapecitabin esetében 4, a tobbi vegyiiletre
pedig harom fiiggetlen mérés eredménye + szoras lathato. A dozis-hatas gorbéket az
OriginPro 8.6 szoftver segitségével készitettiik el.

A Ct-OATP1B3-V1 sejteken elvégzett életképesség vizsgalatok eredményeit a 35. dbran
mutatom be. A MTX, oxaliplatin és 5-FU esetén a Vl-et overexpresszald sejtek
kismértékii érzékenyitést mutattak a kontroll sejtekhez képest. Az irinotekan esetében
nem mértiink 1ényeges kiilonbséget a két sejtvonal kozott. A legnagyobb érzékenyitd
hatas-kiilonbséget a két sejtvonal kozott a kapecitabin esetén tapasztaltuk. A vizsgalt
terapias szerekre a kapott dozis-hatds gorbék alapjan ICso értékeket hataroztunk meg,
melyeket a 8. tablazatban foglaltam 6ssze.

8. tablazat A Ct-OATP1B3-V1 és kontroll sejtvonalakon terdpids szerekkel valo

kezelések hatasdara megdllapitott ICso értékek, amelyeket dozis-hatds gorbék (35. dbra)
alapjan dllapitottunk meg.

1Cs0 (UM)
Teréapids szer A431 kontroll A431-OATP1B3-V1
5-FU 0.83 0.33
kapecitabin > 1000 103
irinotekan 1.16 0.81
MTX 0.125 0.03
oxaliplatin 27.8 15.1
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4.4.4. Invivo kisérletek elGkészitése

Az in vitro eredmények alapjan a Ct-OATP1B3-V1 kiaknazhaté a tumorok
novekedésének gatlasara, esetleges célzott elpusztitdsara. Annak érdekében, hogy ezt
tovabb vizsgaljuk, a szerek hatasat in vivo is tervezziik tesztelni. Az in vivo kisérleteket
az Orszdgos Onkologiai Intézet Kisérletes Farmakologiai Osztalydnak allathazaban
végezték Cserepes Mihaly és Léner Violetta. Modell allatként NOD-SCID ndéstény
egercket valasztottunk, mivel irodalmi adatok alapjan [361] ezek alkalmasak A431

xenograft vizsgalatara, illetve ilyen tipust egerek alltak rendelkezésre.

Viszont az in vitro eredmények alapjan megallapitottuk, hogy a Ct-OATP1B3-V1 magas
expresszidjanak érdekében fontos, hogy a sejtvonalak frissek, rovid ideje kultiraban
levok legyenek. Ezért a NOD-SCID egerekbe alacsony passzazsszamu sejtek beoltasa
tortént. Az egerekben a beoltast kovetden 10 nappal mérheté tumorok keletkeztek,

melyek novekedését folyamatosan, heti 2 alkalommal monitoroztuk 27 napig (36. abra).
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36. dbra A431 tumor xenograftok névekedése NOD-SCID egerekben. A431 kontroll,
vagy A431-OATP1B3-V1 sejtek (10° sejt/200 ul) szubkutin injekciéja NOD-SCID
egerekbe tortent. A fejlodo tumorok méretét hetente 2 alkalommal a 27. napig kovettiik
nyomon, és  terfogatukat az alabbi  képlet alapjan  hataroztuk  meg:
térfogat = hossziisag * szélesség® x n/6. A tumorméretek valtozdsanak bemutatdsdhoz az
adatok atlagat + SEM abrazoltuk.
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A fenti kisérlet alapjan megallapitottuk, hogy az injektalt A431 kontroll és A431-
OATP1B3-V1 sejtvonalak alkalmasak xenograft létrehozasara. 4 hét elteltével az
allatokat eutandziaban részesitették, és bel6liik a tumorokat eltavolitottak. A tumorokat
feldolgoztuk és megvizsgaltuk a Ct-OATP1B3-V1 expresszidjukat (37. abra).
Megallapithatd, hogy a V1 expresszidja 4 hét elteltével, a kifejlddott tumorokbol
kimutathatd, ezért ez a modell alkalmas lehet a citosztatikumok hatasanak in vivo

vizsgalatara.
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37. dbra Ct-OATP1B3-V1 expressziojanak ellenérzése A431  xenograft
tumormintakban és sejtvonalban. 10/50 ug sejt lizatum OATP1B3 fehérje expresszios
szintjét anti-SLCO1B3 antitest segitségével Western blot technika dltal detektaltuk. Az
abran egy reprezentativ kisérlet eredménye lathato.
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5. MEGBESZELES

A gyogyszer metabolizmus f6 szintere a maj. Az emberi szervezetben ez a szerv 70%-
ban felel a gyogyszerek eliminaciojaért [362, 363]. Ezért a hepatocitak transzporterei, igy
az OATP és ABC transzporterek kiemelten fontos szerepet jatszanak a gyogyszerek

farmakokinetikai paramétercinek befolyasolasaban [2, 25].

Uj gyogyszer forgalomba hozatala eldtt feltétleniil sziikséges tisztiban lenni annak
farmakokinetikai tulajdonsagaival, amelyet a transzporterek (megvaltozott) miikddése
vagy gyogyszer kolcsonhatasok 1étrejotte jelentésen befolyasolhat. Raadasul a
transzporterek expresszids mintdzata egyének kozott, illetve betegség esetén is nagyon
eltérd lehet. Proteomikai vizsgalatok alapjan két egészséges egyénben ugyanazon
transzporterek expresszids szintje kozott akar 10-, vagy tobbszoros kiilonbség is adddhat,
majbetegség esetén pedig a normalhoz képest eltérd hepatikus transzporter expresszios
szintek fordulhatnak el6 [364, 365]. Példaul nem alkoholos eredetili szteatohepatitiszes
betegek hepatikus OATP-i (OATP1B1, OATP1B3, OATP2BI1) szignifikansan
alacsonyabb mértékben glikozilaltak, igy kevésbé valhatnak mikodoképes

plazmamembran transzporterekké [366].

Ezért nemzetk6zi szervezetek (FDA, EMA, PMDA, ITC [153, 367]) javasoljak
gyogyszer transzporterek vizsgalatat a gyogyszer fejlesztés korai szakaszaban. Ezek a
dokumentumok a kimutatand6 kdlcsonhatastol fiiggden iranyelveket rogzitenek, példaul
kisérleti rendszereket, vagy alkalmazandé szubsztratokat javasolnak. A pontos metodikat,
illetve a szubsztratok detektalasdhoz sziikséges jelolést (fluoreszcens/radioaktiv) azonban

nem rogzitik.

A transzporterek gyogyszer kolcsonhatasokban vald tesztelésére mar tobb direkt vagy
indirekt modszer 1étezik. Ezek lehetnek radioaktivan jelolt szubsztratok vizsgalatin
alapuld modszerek, tomegspektrometrias technikak, illetve egyéb, a szubsztrat felvételt
nyomonkoévetd (példaul fluoreszcens mikroszkopos, PET, MRI) metodikak. Azonban
ezek nem minden esetben veszélytelen, koltséghatékony, vagy nagy ateresztoképességii

¢s automatizalasra alkalmas vizsgalati lehetdségek.

A transzporterek fluoreszcens szubsztratokkal valo funkcionalis vizsgalata ezekhez

képest tobb eldnyt hordoz magéban. A radioaktivan jel6lt szubsztratokkal szemben a
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fluoreszcens vegyiiletek veszélytelenck (legalabbis nem okoznak sugarterhelést) és
kevésbé koltségesek, tovabba a tomegspektrometrias vagy mikroszkopos eljarasokhoz
képest nagyobb ateresztoképességgel, illetve akar automatizaltan is alkalmazhatok.
Fluoreszcencia alapt modszereket, példaul a CaAM felvételén alapulé modszert MDR1
¢s MRP-k esetében, vagy a Hoechst 33342, DCV, illetve PhenGreen festéket mar
rutinszeriien alkalmazzak az ABC multidrog transzporterek vizsgalataban [272, 274, 330,
368].

Az utébbi évtizedben tobb fluoreszcens vegyliletet is azonositottak OATPIB
szubsztratként (pl. natrium-fluoreszcein, vagy FMTX) [19, 296], azonban ezek az
anyagok a kismértéki stabilitasuk, és a rajuk alapozott mddszerek kisebb érzékenysége
miatt kevéssé alkalmasak nagy mennyiségii vegyiilet tesztelésére [336]. Doktori munkam
soran részt vettem a kutatocsoport az iranytl munkdjdban, amelynek célja olyan Uy
fluoreszcens modszer megalkotasa volt, mely alkalmas az OATP-k és veliik potencialisan
kolcsonhato vegyiiletek, példaul gyogyszerek kolcsonhatasanak vizsgalatara [328]. Sejt
impermeabilis fluoreszcens OATP szubsztrat festékeket sikeriilt azonositani (7. abra),
amelyek raadasul alkalmasak az OATP-ket nagy mennyiségben termeld sejtek
kivalogatasara. A feladatom a modszer szakirodalombol ismert OATP interakcios

molekulak segitségével torténd validalasa volt.

A nemzetkozi irdnyelvek szerint egy gyodgyszer hatdanyag farmakokinetikai tesztjei soran
meghatarozand6 paraméter lehet a félmaximalis gatlast eredményezd inhibitor
koncentracio [367]. Ezzel kapcsolatban megjegyzendd, hogy adott vegyiiletre kapott ICso
érték nagyban fligghet a vizsgalati modszer bedllitasaitdl és az alkalmazott szubsztrattol.
Egy tanulményban példaul az ABCB1 transzporter esetén 23 kiilonb6z6 laboratoriumban
vizsgaltak ugyanazon vegyiiletek 1Cso értékeit, melyek koziil az egyik anyagra két eltérd
laborban mért értékek kozott mintegy 796-szoros kiilonbség adodott [369]. Ez is mutatja,
hogy nagyon fontos a kinetikai paraméterek szempontjabol figyelembe venni a modszer
beallitasait, az egyes mérési koriilményeket. Raadasul az OATP-krdl ugy gondoljak, tobb
kotohellyel is rendelkeznek [63, 296], tehat eltérd teszt szubsztratok alkalmazasaval
eltér6 ICso értéket adhat ugyanaz a vizsgalt vegyiilet [338]. Ezzel kapcsolatos
megfigyelések a mi laborunkban is torténtek. Csoportunkban az OATP3A1 esetén Bakos
¢s munkatarsai azt tapasztaltak, hogy az E1S hatasa eltérd attol fliiggden, hogy milyen

teszt szubsztratot alkalmazunk [85].
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A méréseim alapjan a laborunkban felfedezett uj fluoreszcens OATP szubsztratok a mar
rutinszertien alkalmazott, radioaktiv szubsztratokat kivalthatjak, amit alatdmaszt, hogy az
altalunk fluoreszcens szubsztratokkal meghatarozott ICso értékek az irodalmi adatokkal
jol osszevethetSek (8. abra, 6. tablazat). gy az OATP-kre kidolgozott fluoreszcens
modszeriink megfeleld alternativaja lehet a radioligand alapt teszteknek. Fontos azonban
azt hangsulyozni, hogy ismeretlen vegyiilet tesztelésekor célszerli annak tobb teszt
szubsztratra gyakorolt hatasat is megvizsgalni. Indokolt lehet tovabba a festékfelvétel
gatolhatosagat nagyobb szamu vegyiilettel, akdr molekula konyvtarak segitségével

tesztelni. Azonban mivel a csoport elsésorban alapkutatast végez, erre nem volt lehetéség.

Az 1j fluoreszcens modszer(ek) €s a létrehozott sejtvonalak jelentdségét mutatja, hogy
kutatocsoportunk az elmult években szamos megkeresést kapott, amelynek soran OATP-
Kkel potencialisan kolcsonhatd vegyiiletek tesztelését végeztik el. Az egyik ilyen
egytittmiikodésben én is részt vettem, amelynek soran a maraviroc antiviralis szer OATP
kolcsonhatasat vizsgaltam. Az OATP1A2, OATP1B3, OATP2B1, OATP3A1 fehérjék
bizonyitottan megjelennek a placentaban [52, 345, 346, 348], illetve eléfordulnak a maj,
vagy vér-agy gat sejtjeiben is, ezért ezeken a szoveteken a gyogyszerek, igy antiviralis
szerek athaladasat is befolyasolhatjak. Kiilfoldi egyiittmiikodés soran az OATP1A2,
OATP1B3, OATP2B1, valamint a maraviroc és ritonavir, a klinikumban antiviralis
szerként alkalmazott vegyiiletek kdlcsonhatasat vizsgaltuk meg. Az OATP-kr6l ismert,
hogy képesek antiviralis vegyiileteket transzportalni [6], de az altalunk vizsgalt anyagok
OATP-k altali transzportjarol még kevés adat allt rendelkezésre. Kisérleteink soran
megallapitottuk, hogy a maraviroc és ritonavir az OATP1A2 FMTX, valamint OATP2B1
CB felvételét koncentraciofiiggd modon gatolta, ami az OATP1B3 esetén is elmondhatd
a ritonavirrol (9. dbra). Erdekes médon az OATP1B3 CB felvételét a maraviroc fokozta,
a kiilfoldi kutatocsoport pedig radioaktivan jelolt maraviroc szubsztrat tesztelése soran
megallapitotta, hogy ez a vegylilet OATP1B3 szubsztrat. Ezzel szemben korabban a
majban az OATP1B3-mal nem mutattak ki maraviroc-koélcsonhatast, mig az OATP1B1-
gyel igen [370]. Emellett korabbi adatok alapjan az OATP1B3 funkcidjat a ritonavir
antiviralis vegyiilet is gatolja [371, 372], és az OATP1A2 ennek a szernek a vér-agy gaton
valo atjutasat is befolyasolhatja [373]. Ezzel Osszhangban all a mi megfigyelésiink,
miszerint az OATP1A2 és OATPI1B3 koélcsonhatnak a ritonavirrel. A maraviroc

OATPI1B3 altali, CB felvételre gyakorolt fokozo hatasa erdsiti azt a feltevést, hogy az
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OATP-k tobb szubsztratkoté hellyel rendelkezhetnek [37, 374]. Korabban példaul az
OATPI1BI rutin altali fokozott DHEAS transzportjat [94], vagy az OATP1B3 klotrimazol
altali megnovekedett EG transzportjat [37, 92], tovabba az OATP2B1 DHEAS, illetve
E1S transzportjanak prosztaglandin A1, valamint A2 altali [93], vagy progeszteron altali

magyaraztak.

Az OATP-K indirekt modszerrel valod vizsgalatanak 3 kimenetele lehetséges: 1., nincs
hatds, 2., gatlas, 3., fokozas. Az elsd esetben célszerli egyéb teszt vegyiiletet is alkalmazni
annak érdekében, hogy kizarhassuk a kdlcsonhatas meglétét. Gatlas esetében egyértelmi
a kolcsonhatas megléte, de az tovabbi vizsgalatot, példaul Km és Vmax paraméterekre
kifejtett hatas vizsgalatat igényelheti, hogy eldonthessiik, kompetitiv (amit szubsztrat
okozhat) vagy nem kompetitiv gatlasrol van-e sz6. Az OATP2B1 esetében példaul a
kolcsonhatas meglétének (gatlas) ellenére direkt transzportot nem tudtak Kimutatni.
Fokozast/aktivalast pedig allosztérikus modulator vagy szubsztrat hatasara
tapasztalhatunk. Fontos tovabba, hogy inhibitor tesztelésekor az inhibitor kizarélagos
jelenlétében végzett eldinkubalas hatassal lehet a kinetikai paraméterekre. Ezt tdmasztja
ala, hogy Shitara és munkatérsai tanulmanya szerint a CsA gatld hatdsa az OATP1B1
altali E1S felvételre 0-60 perces eldinkubalasi idétartamban nagysagrendekkel véltozik

[375]. Az FDA 30 perces eléinkubalast javasol.

A gyogyszer kolcsonhatasok vizsgalataban a hepatikus OATP-k és ABC transzporterek
egyiittes vizsgalatara is sziikség lehet, mivel eléfordulhat, hogy a tesztelt vegyiilet nem
sejt permeabilis, tehat 6nmagaban csak MRP2-t vagy mas ABC fehérjét kifejezo sejtben
nem detektalhato a kolcsonhatés, illetéleg az MRP2 vagy mas ABC szubsztratja nem
maga a tesztelt vegyiilet, hanem annak valamely metabolitja, amely csak a sejtben képes
kialakulni [317]. A k6z6s OATP-ABC szubsztratok vektorialis transzportjanak mérése
olyan modszert biztosit, amelyben a két transzporter egy alkalmazasban vizsgalhato.
Ehhez tipikusan az OATP, valamint ABC transzporterekkel, vagy akar tobbszoros ABC
fehérje tartalmt, esetleg CYP enzim(ek)et is kifejez6 kettds-, vagy tObbszordsen
transzfektalt és polarizalt sejteket hasznalnak [305, 316, 317, 322]. Azonban ezekben a
kisérletekben eddig kizardlag radioaktivan jelolt OATP-ABC szubsztratok segitségével,
vagy tomegspektrometriaval kovették nyomon a transzporterek egyiittes miikodését,

illetve annak gatlasat.
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Felmertilt, hogy a kutatdcsoportunk altal felfedezett uj fluoreszcens szubsztratokat akar
az MRP2 vagy ABCQG2 transzporterek is felismerhetik, hiszen szubsztrat felismerésiik
nagyban atfed. Ezeket a vegyiileteket el6szor IOV-ben vizsgaltuk, mivel ezek
egyszeriibb, gyorsabb, és koltséghatékonyabb tesztelést biztositanak a transzcellularis
méréseknél. Kimutattuk, hogy az MRP2-nek szubsztratja a ZV, LDG, piranin, CB, és
SR101 festékek, az ABCG2-nek pedig a LDV és CB (13. abra). Tovabbi IOV kisérletek
soran bizonyitottuk, hogy az ABCG2 4altali ATP-fiiggé LDV, illetve CB transzport az
ismert ABCG2 inhibitor, Ko143 [376] altal felfiiggeszthet6 (15. abra). A fluoreszcens
szignal alapjan azonban leginkabb az LDV lehet alkalmas az ABCG2 kdlcsonhatasok
vizsgalatara IOV rendszerekben, amely az eddig ismert, IOV-n alkalmazott ABCG2

szubsztrat LY-hoz képest is kedvezobb jel/zaj aranyt mutatott.

Az MRP2 miikddésének vizsgalatara IOV-ben fluoreszcens vegyiiletek kozil eddig a
CLF-et [324] és a CDF-et [325] alkalmaztak. A mi rendszeriinkben az MRP2 vizsgalatara
legalkalmasabb fluoreszcens vegyliletnek a FMTX bizonyult kedvezd jel/zaj aranya

miatt.

A kordbban OATP szubsztraként azonositott fluoreszcens vegyiiletek koziil az IOV
kisérleteink alapjan koz6s OATP-ABC szubsztratokat fedeztiink fel. A piranin, CB és
SR101 festékekre bedllitottunk egy uj fluoreszcens moddszert, amellyel polarizalt
MDCKII sejtekben az OATP1B1 ¢s MRP?2 altali vektoridlis transzport nyomon kdvethetd
(24., 28., 29. abra), igy alkalmas gyogyszer kolcsonhatasok vizsgalatara (27., 31. abra).
Az 10V kisérletek sordn ABCG2 szubsztratnak bizonyulé CB festék vektorialis
transzportjat megvizsgaltuk MDCKII-ABCG2-OATP1B1 sejtvonalban, &m nem sikertilt
transzcellularis transzportot detektaltunk. Ennek lehetséges magyardzata, hogy ép sejten
beliil a CB atalakul olyan termékké, amit az ABCG2 mar nem ismer fel, nem gy, mint
IOV-ben. Ezért intakt sejtben CB festékkel az OATPIB1 és ABCG2 miikodése
egylittesen nem vizsgalhatd. A CB esetleges sejten beliili atalakuldsa példaul
tomegspektrometriai vizsgalatokkal lenne tisztazhat6, a kutatomunkam soran azonban

erre nem volt lehetdség.

Kimutattam, hogy mindharom festék (piranin, CB és SR101) alkalmas arra, hogy az
OATPI1B1 ¢és MRP2 transzporterek gyogyszer kolcsonhatasait transwell rendszerben

vizsgaljuk. Ebben a rendszerben primer hepatocitikhoz képest koltséghatékony és
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hossztavon fenntarthat6 koriilmények kozott vizsgalhatok in vitro a maj méregtelenitési
folyamatai, azaz a hepatobiliaris vektorialis transzport folyamatok. A technika korlatjat
jelentheti, ha ezek a festékek toxikussa valnak a sejtekre. Tovabbi limitaciot okozhat,
hogy a transzporter expresszioé nem feltétleniil tiikrozi a fiziologias allapotokat, valamint
az endogén moddon expresszalodd transzporterek befolydsolhatjdk a transzport
folyamatokat. A hepatikus gyogyszer metabolikus folyamatokat jobban tiikr6z6
modellekben, példaul primér hepatocita sejtvonalon pedig mas, hepatikus uptake és efflux
human ABCBI transzporterrel végzett sajat vizsgalataink alapjan példaul nem varhato,
hogy az ABCB1 befolyasolja a transzportot. Ett6] fiiggetleniil nem zarhatjuk ki, hogy a
szinuszoidalis membranban mas ABC transzporterek, mint az MRP3 vagy MRP4 ezeket
a vegylileteket felismerve, csokkentik azok sejtbeli dusuldsat. Doktori munkam sordn
sajnos nem volt szerencsénk primer hepatocitakhoz hozzajutnunk, igy azt nem sikeriilt
megvizsgalni, vajon az azonositott festék szubsztratok endogén OATP és MRP2 szintek

mellett hasznalhatok-e, illetve hogy mas transzporterek befolyasoljak-e transzportjukat.

A szakirodalomban mar talalhatunk ko6zos OATPIB és MRP2 fluoreszcens
szubsztratokat, példaul a FMTX [296, 323], CLF [226, 324], vagy CDF szarmazékok
[325]. Azonban ezeket a vegyiileteket nem vizsgaltak dupla transzfektans sejtvonalakban.
Egyetlen olyan fluoreszcens szubsztrat, a Fluo-3 ismert, amelynek az egyik hepatikus
OATP, az OATP1B3 és MRP2 altali transzcellularis transzportjat kimutattak [316].
Azonban a hepatocitakban legnagyobb mennyiségben jelenlevé OATP1B1 [118-120]
nem transzportalja a Fluo-3 festéket [336], raadasul a Fluo-3 fluoreszcens jelének
detektilasahoz Ca?" indikator [377] 1évén tobblet Ca?* adagolasa sziikséges [316, 378].
Ezért a mi fluoreszcens festékeink egyszeriibben alkalmazhatéak az OATP és ABC
transzporterek kozos tesztelésére, rdadasul az OATP1B1 és MRP2 ko6z6s vizsgalatara ez
az els6 dokumentalt modszer. Ez alapjan adtuk be a nemzetkézi szabadalmi

bejelentésiinket.

Az OATP-k patologias fontossdga tumorokban vald ektopikus megjelenésiik miatt is
egyre nagyobb figyelmet kap [127, 379]. Az egyik hepatikus OATP egy variansa, a Ct-
OATP1B3-V1 bizonyitottan megjelenik tobb daganattipusban (példaul kolorektalis,
hasnyalmirigy, tiidérak) [87, 163]. Az ott betoltott szerepe azonban egyeldre tisztazatlan,
és az is vitatott, hogy egyaltalan mitkodoképes fehérjévé valik-e [17, 18, 75]. A mi célunk
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az volt, hogy allast foglaljunk ebben a kérdésben. Létrehoztunk olyan sejtvonala(ka)t,
amely(ek)ben a Ct-OATP1B3-V1 transzport funkciojat igazoltam FMTX és LDG
szubsztratokkal. Ezek azonban mesterséges szubsztratok, ezért egyéb, fiziologias

vegyiiletek pl. EG transzportjanak igazolasa sziikséges lehet.

A tumorokban megjelend, kemoterapias szerek transzportjara képes OATP-k a daganatok
elpusztitasanak céljabol potencialisan kiaknazhatoak lehetnek. A Lt-OATP1B3 igazoltan
multispecifikus transzporter, és érzékenyitheti a sejteket kemoterapias szerekkel szemben
[105, 358, 359]. A V1 esetében azonban a citosztatikumok kozvetlen hatasat még nem
vizsgaltdk. A Ct-OATP1B3-V1 rakspecifikus izoforma bizonyitottan megjelenik
kolorektalis rakban [18, 115, 173]. A vastagbél tumorok kezelésére tobb daganatellenes
szert (kapecitabin, oxaliplatin, 5-FU, irinotekan) alkalmaznak [380-382]. Ezek leginkabb
az ugynevezett FOLFIRI (folsav, 5-FU, irinotekan), FOLFIX (félsav, 5-FU, oxaliplatin),
vagy XELOX/CAPOX (oxaliplatin, kapecitabin) fluoropirimidin alapti kombinacios
terapiak. Annak vizsgalatara, hogy az immar bizonyitottan miikodoképes Ct-OATP1B3-
V1 képes-e érzékenyiteni a sejteket az emlitett terdpids szerekre, citotoxicitasi
vizsgalatokban teszteltiik 6ket. Munkdm soran ezeket a gyogyszereket egyesével
vizsgaltam, viszont a kombinacios terapiak elterjedtsége miatt tovabbi vizsgalatok
lehetnek sziikségesek, hogy az Ct-OATP1B3-V1 szerepét megismerjiik kombindlt terdpia

esetén.

Habar az OATP-k tumorokban betdltott szerepe egyeldre tisztazatlan, feltételezik, hogy
a daganatsejtek tulélését segitik eld tapanyagok és hormonok tumorsejtekbe valo felvétele
révén [109, 113]. A tumorokban megjelen6 OATP1B3 és a betegség prognozisa kozotti
Osszefiiggés azonban egyeldre ellentmondasos. A fehérje expresszidja a betegség
kedvezd kimenetelét okozhatja, amennyiben altala a tumorokba fokozottabban bejutnak
a kemoterapias szerek, igy a rezisztencia kialakulasat megfékezheti [165, 383, 384].
Emellett a fehérje magasabb expresszidjat a hosszabb betegségmentes-, illetve teljes
tuléléssel is Osszefiiggésbe hoztak [385]. Sun és munkatarsai 97 CRC-vel (colorectal
cancer, kolorektalis rak) diagnosztizalt beteg rdkos OATP1B3 mRNS expresszios
jellemzdit vizsgalva megallapitottak, hogy a rdkos OATP1B3 mRNS magas expresszioja
jobb tuléléssel fiigg dssze [173]. Lockhart és munkatarsai a korai stadiumu kolorektalis

tumorokban magas OATPIB3 expressziot figyeltek meg, mely a tumor stadium
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novekedésével csokkent [386]. Emellett megfigyeléseik szerint a magasabb OATP1B3

expresszio az 5-éves tuléléssel is korrelalt [386].

Fentiekkel ellentétben, az OATP1B3 egyik allél variansarol (SLCO1B3 334GG/699AA)
bizonyitottak, hogy csokkent tesztoszteron transzportot okoz, és jobb tuléléssel korrelal a
prosztatarakos megbetegedések esetén [109]. Ez alapjan feltételezik, hogy az OATP1B3
altali fokozott tesztoszteron felvétel segiti a tumor proliferaciét. A tumor sejtekben
azonban a transzport funkcion kiviil mas szerepe is lehet a rak specifikus OATP1B3-nak.
A Pgp (MDR1) példaul tobb daganatos sejtben intracellularisan eléfordulva [387-390]
képes megakadalyozni az apoptozist [391-396], még ATP-fiiggd efflux hianyaban is, ami
azt jelenti, hogy antiapoptotikus funkcidja a transzporter aktivitasatol fiiggetlen [18, 394].
Korabban megfigyelték, hogy vastagbéltumor-eredetii sejtekben az OATP1B3 a p53
jelatviteli utvonal gatlasan keresztiil talélési eldnyhoz juttatta a sejteket [106]. Azt is
kimutattak, hogy a p53 gatld hatas transzport aktivitas fiiggé [106]. Azonban ebben a
tanulmanyban az Lt-OATP1B3-mal foglalkoztak, igy az ismeretlen, hogy a V1 vajon

befolyasolja-e a p53 Utvonalat.

A szakirodalomban a rikos tipusu Ct-OATP1B3-V1 funkcionalitdsat érintd
ellentmondasok miatt nem teljesen érthetd, hogyan fiigg dssze a fehérje expresszioja a
tumorok tulélésével. Kutatocsoportunk tanulmanya soran azonban bizonyitotta a Ct-
OATP1B3-V1 miikkddoképességét. Erre magyarazatot adhat a megfeleld modell sejtvonal
(A431) kivalasztasa, valamint a LDG segitségével torténd, magas OATP-expresszidji
sejtvonal 1étrehozasa. A V1 miikodéképességének igazolasa és az in vitro kisérletek soran
tapasztalt érzékenyités bizonyos kemoterapias szerekkel szemben (kapecitabin,
oxaliplatin és MTX) felveti annak lehet6ségét, hogy a fehérjét megcélozva, az azt

magasan expresszald daganatos sejtek hatékonyan elpusztithatok legyenek.

A V1 tobb szempontbdl is lehet rak-terapias célpont. Amennyiben jelenléte fokozott
tumor proliferaciot/talélést eredményez, a cél az lehet, hogy gatoljuk a miikodését, igy a
daganatok hormon felvételét csokkentve [15, 88, 109, 397]. Ellenben, ha képes a
tumorsejteket a citosztatikumokra érzékenyiteni, akkor tumor terapids, specifikus Ct-
OATP1B3-V1 szubsztrat vegyliletekkel a daganatok célzottan elpusztithatok lehetnének.
Az Lt-OATP1B3 tobb gyogyszert is képes transzportalni (MTX, paclitaxel, docetaxel,
BSP, pitavasztatin) [37, 358], ezért mar tobben felvetették, hogy altala a kemoterapias
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szerek fokozott felvétele [15, 88, 397] hatékony rakterapias stratégia lehetne. Ehhez
azonban specifikus V1 szubsztrat tervezésére lenne sziikség, amelyhez a fehérje
szubsztrat felismerésében szerepet jatszo elemek pontos ismerete sziikséges. Eddig nincs
arra vonatkoz¢ adat, hogy az N terminalisrdl a hosszt izoforméhoz képest hianyzo 27
aminosav megvaltoztatna a szubsztrat felismerést. Az OATP1B3 TMI1-ben viszont a
G45A mutacio jelentdsen befolyasolja az atorvasztatin, illetve szamara specifikus CCK-
8 szubsztratok felvételét [36]. Mas OATP-k, példaul az OATP2B1 esetén tobben is ugy
gondoljak, hogy az N-terminalison beliil a TM1 tobb aminosava is fontos lehet a fehérje
szubsztrat felismerésének szempontjabol [34, 398]. A Ct-OATP1B3-V1 fehérje terapias
potencialjanak igazolasa emiatt tovabbi vizsgalatokat igényel. Ennek egyik 1épése lesz az
altalunk létrehozott sejtvonalak segitségével a V1 kemoterapidban betoltott szerepének

vizsgélata egér xenograft modellen.
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6. KOVETKEZTETESEK

1. Az OATP-k mikodésének vizsgalatara alkalmas fluoreszcencia alapu mérés
validalasaval igazoltam, hogy a CB és AF405 festékek alkalmasak az OATP1B1
¢s OATP2BI, illetve OATP1B3 gyogyszer kolcsonhatdsainak tesztelésére.

2. Uj OATP gyogyszer kolcsonhatisokat mutattam ki a maraviroc és ritonavir

antiviralis vegytiletekkel.

3. Ko6zos OATP és ABC fluoreszcens szubsztratokat azonositottam, amelyek

segitségével transzcellularis transzport mérést allitottam be
4. A tumor-specifikus Ct-OATP1B3-V1 izoformardl igazoltam, hogy transzport

funkciora képes, illetve in vitro koriilmények kozott érzékenyiti a sejteket 5-FU-

val, MTX-tal, oxaliplatinnal és kapecitabinnal szemben.
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7. OSSZEFOGLALAS

A gybogyszerek ADME folyamataiban szerepet jatsz6 transzporterek klinikai teszteket
megeldzd vizsgalataira szlikség van. A gyogyszerfejlesztés soran az OATP csalad
hepatikus tagjai (OATP1B1, OATP1B3, OATP2B1) is vizsgaland6 transzporterek. A
fluoreszcens szubsztratok felvételén alapuld modszerek megfeleld eszkozei lehetnek az
OATP-k vizsgalatanak. Fluoreszcencia alapii megbizhatdo modszer a kutatdsom
kezdetekor az OATP1B3 és OATP2B1 esetében nem volt elérhetd. Kutatomunkam soran
olyan, kereskedelmi forgalomban kaphaté nem sejtpermeabilis fluoreszcens vegyiileteket
azonositottunk OATP szubsztratként, amelyeket a hepatikus OATP-k felismernek, és
sejtbeli dusulasat okozzak. Az igy detektalt fluoreszcens jel segitségével az OATP-k
mikodése és gyogyszerekkel valo kdlesonhatésa gyors és egyszerii modon kdvethetd. Az
altalunk kidolgozott modszer j6 alternativaja a radioligand alapu teszteknek, és az elsd
fluoreszcencia alapu, kozepes atereszté képességli technika az OATP2B1 transzporter
esetében [328]. Az 0 fluoreszcens modszerek segitségével az OATP1A2, OATP1B3,
valamint OATP2B1 transzporterekre 10j gyogyszer kolcsonhatasokat mutattam ki.
Igazoltuk, hogy a maraviroc antiviralis szer placentan valo athaladasaban az OATP-knek
szerepe van [333]. Az altalunk azonositott fluoreszcens OATP szubsztratokat teszteltem
majsejtek méregtelenitd folyamataiban jelentds, az ABC fehérje csalddba tartozo MRP2
€s ABCQG?2 transzporterekkel valoé kdlcsonhatas szempontjabol. Igazoltam, hogy 10V-ken
a LDV festék haszndlhato ABCG2 funkcio tesztelésére. OATPIB1 és MRP2
transzportereket egylittesen kifejezd polarizalt MDCKII sejtvonalon pedig megmutattam,
hogy a CB, piranin és SR101 alkalmas transzcellularis transzport mérésére, amely soran
a két transzporter egyiittes mitkddése nyomon kovethetd [331] (P1900448 sz. magyar
szabadalmi bejelentés, ebbdl szarmazé PCT/HU2020/050014 sz. nemzetkozi szabadalmi

bejelentés elbiralas alatt).

Az OATP-k tumorokban valé megjelenésiik miatt is egyre nagyobb figyelmet kapnak. A
kizardlag tumorokban el6fordulé Ct-OATPB3-V1 izoforma igéretes rakterapias célpont.
Azonban a V1 izoforma lokalizacigjat és funkciojat tekintve ellentmondasos a
szakirodalom. Munkam soran igazoltam, hogy a Ct-OATP1B3-V1 mikod6képes
transzporter fehérje, valamint tobb daganatterapias szerrel szemben érzékenyiti a sejteket

in vitro (Bakos, Székely és munkatarsai, kézirat elokésziiletben).
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8. SUMMARY

Investigation of transporters involved in ADME processes is required prior to clinical
trials. During drug development screening of interaction with hepatic members of the
OATP transporter family, OATP1B1, OATP1B3 and OATP2BL1 is crucial. Methods
based on the accumulation of fluorescent OATP substrates is a promising tool in these
tests. However, at the beginning of my research such reliable fluorescence-based assays
have not been available for OATP1B3 and OATP2B1. During my PhD 1 identified
commercially available cell impermeable fluorescent compounds as substrates of the
hepatic OATPs and thus accumulating in the cells by the function of these proteins. These
dyes allow a simple and cost-effective way of investigating OATP drug interactions. The
fluorescence-based method developed in our group serves as a good alternative to
radioligand-based assays, and represents the first fluorescent semi-high throughput assay
for the investigation of OATP2B1 [328]. By applying this new fluorescence-based
method | have identified yet undiscovered OATP1A2, OATP1B3 and OATP2B1
interactions. Our experiments revealed the involvement of OATPs in the passage of

maraviroc through the placenta [333].

ABC (ATP Binding Cassette) transporters, ABCC2 (MRP2) and ABCG2 cooperate with
hepatic OATPs in hepatic detoxification. As a further development of the aforementioned
assay, we tested the interaction of the new fluorescent OATP substrates with ABC
transporters. Using 10Vs we identified LDV as a new substrate applicable for testing
ABCG?2 interactions. Based on the common OATP-ABC substrates pyranine, CB and
SR101, we developed a new fluorescence-based transcellular transport method which
enables the investigation of the drug interactions of both OATP1B1 and MRP2 [331] (No.
P1900448 Hungarian patent, and No. PCT/HU2020/050014 international patent under

review).

Emerging role of OATPs is also recognized by their expression in tumors. Of special
interest is the cancer-specific isoform, Ct-OATP1B3-V1. However, literature data are
controversial in regard of its localization and function. In my work, | proved the transport
function of Ct-OATP1B3-V1 and showed that it can sensitize the cells toward several

chemotherapeutics in vitro (Bakos, Székely et al., manuscript in preparation).
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SCIENTIFIC REPQRTS

Identification of novel cell-
‘impermeant fluorescent substrates
for testing the function and drug

e interaction of Organic Anion-
Tt Transporting Polypeptides,
'OATP1B1/1B3 and 2B1

© lzabel Patik?, Viradg Székely, Orsolya Német?, Aron Szepesi?, Néra Kucsma?, Gyérgy Varady?,
. Gergely Szakacs'*, Eva Bakos® & Csilla Ozvegy-Laczka®

. Organic Anion-Transporting Polypeptides are multispecific membrane proteins that regulate the
passage of crucial endobiotics and drugs across pharmacological barriers. OATP1B1 and OATP1B3

. have been described to play a major role in the hepatic uptake of statins, antivirals and various

: chemotherapeutics; whereas the pharmacological role of the ubiquitously expressed OATP2B1 is

. less well characterized. According to current industry standards, in vitro testing for susceptibility to

. OATP1B1 and 1B3 mediated transport is recommended for drug candidates that are eliminated in

. partvia the liver. Here we show that human OATP1B1, 1B3 and 2B1 transport a series of commercially

. available viability dyes that are generally believed to be impermeable to intact cells. We demonstrate

- that theintracellular accumulation of Zombie Violet, Live/Dead Green, Cascade Blue and Alexa Fluor

. 405 is specifically increased by OATPs. Inhibition of Cascade Blue or Alexa Fluor 405 uptake by known

. OATP substrates/inhibitors yielded IC;, values in agreement with gold-standard radioligand assays.

: The fluorescence-based assays described in this study provide a new tool for testing OATP1B/2B1 drug
interactions.

© Human Organic Anion-Transporting Polypeptides (OATPs) encoded by the SLCO genes mediate the cellular
- uptake of large organic, amphipathic molecules’?. At least four members of the family, OATP1A2, 1B1, 1B3
. and 2B1 are multispecific transporters that, besides the transport of endogenous substrates (bilirubin, bile acids
. and hormones), also promote the cellular uptake of pharmacologically relevant molecules. OATP1B1 and 1B3
: are almost exclusively expressed in the sinusoidal membranes of hepatocytes where they regulate the hepatic
. uptake of bile acids and bilirubin. Simultaneous mutations in the SLCO1B1 and 1B3 genes result in Rotor syn-
. drome, characterized by increased serum bilirubin levels®. Additionally, OATP1B1 and 1B3 are key determinants
. of the hepatic clearance of widely prescribed medications (e.g. statins, antivirals) and also of chemotherapeutics
* including docetaxel, irinotecan and cisplatin*®. Altered function of OATP1B1 and 1B3 due to single nucleotide
. polymorphisms (SNPs), drug-drug or drug-food interactions or disease conditions influences the in vivo effi-
: cacy of drugs®’. Co-administration of OATP1B substrate drugs may cause unexpected toxicity with fatal conse-
. quences. For example, statin-induced myopathy was shown to be linked to the inhibition of transporter-mediated
* hepatic uptake of statins by the co-administered gemfibrozil or Cyclosporin A%’. Inhibition of OATP1B function

: Membrane protein research group, Institute of Enzymology, Research Centre for Natural Sciences, Hungarian
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may also result in elevated bilirubin levels'®!!. OATP1B expression is often reduced in liver diseases including
non-alcoholic fatty liver disease, hepatocellular carcinoma, inflammatory cholestasis, primary biliary cirrhosis or
chronic hepatitis'2. OATP2BI is also expressed in the liver'?, though its contribution to the hepatic clearance of
exogenous compounds is unclear. OATP2B1 was shown to influence the intestinal absorption of orally admin-
istered drugs such as celiprolol, fexofenadine and montelukast>'. Additionally, OATP2B1 is expressed in skel-
etal muscle and in the heart, mediating the muscular uptake and myotoxicity of statins'>. OATP1A2, the fourth
multispecific member of the OATP family, has a largely overlapping expression pattern with OATP2B1, e.g. in
the intestine and the blood-brain-barrier>'¢. Additionally, OATP1A2 is present in the liver, however in contrast
to OATP1Bs and 2B1, 1A2 is found in cholangiocytes'’. Therefore, although OATP1A?2 transports a plethora of
clinically applied drugs, it is not directly involved in hepatic drug uptake, but rather in the reabsorption of drugs
from the bile. Based on pre-clinical and clinical data, OATP2B1 and 1A2 are key determinants of the intestinal
uptake of numerous drugs, including various statins, fexofenadine, sulfasalazine and telmisartan’s.

Recent guidelines issued by the US Food and Drug Administration (FDA) and the European Medicines Agency
(EMA) require testing the interaction of new molecular entities with OATP1B1 and 1B3'*%, and OATP2B1 and
OATP1A2 are emerging candidates according to the International Transporter Consortium?®’. Recommended
functional assays typically measure the effect of the investigated compounds on the OATP-mediated uptake of
radioactively labelled compounds’. Typical test substrates of OATP1B and 2B1 include radioactively labelled
estrone-3-sulphate, estradiol-glucuronide, bromosulphophthalein, a statin or cholecystokinin-8 (1B3)”. Recently,
several clinically applied drug substrates of OATP1B1 (various statins, fexofenadine, or bosentan) measured by
HPLC-MS (high-performance liquid chromatography with tandem mass spectrometry) have been shown to be
applicable as test substrates to predict DDI?!. Whereas these indirect assays provide a reliable and sensitive meas-
urement of OATP function, radioactive compounds and MS are usually not compatible with large scale screening
efforts. Lately, >H-Rosuvastatin and DHEAS have been demonstrated as in vivo substrates of OATP1Bs in cyno-
molgus monkey?>?, and erlotinib as a potential probe substrate for OATP2B1 applicable in humans®.

Fluorescence-based detection technologies are frequently applied in biological testing, due to their unique
advantages in setting up homogeneous, sensitive assays in miniaturized formats®. A common feature of drug
transporters is their wide substrate specificity that also encompasses fluorescent molecules. Indeed, fluorescent
molecules have been successfully used in in vitro and in vivo transporter assays. Calcein-AM, originally devel-
oped as a viability dye, was discovered to be a high affinity substrate of several pharmacologically relevant ABC
transporters®’~*°. Similarly, Hoechst 33342 and DyeCycle Violet, two nucleotide/DNA binding dyes, are ABCG2
and ABCBI substrates that can be used to characterize transporter function®*?!. Screening assays based on the
OATP1B1/3-mediated uptake of fluorescein, fluorescein-methotrexate or various fluorescein derivatives have
also been developed**-34. The applicability of fluorophores in transporter-based assays depends on several sources
of potential artefacts, including non-specific protein binding, sequestration within the cell, or quenching by pH or
intracellular ions. Unlike fluorescein or fluorescein-methotrexate, an ideal OATP test substrate should be mem-
brane impermeable, and its fluorescence should be independent of the intracellular milieu.

Our aim in this study was to expand the scope of currently available fluorescent indicators of hepatic OATPs,
1B1, 1B3 and 2BI. In particular, we wanted to identify a pH-independent fluorophore with low cell permeability,
to ensure a high signal to noise ratio and to allow transport measurements at acidic pH levels needed for the opti-
mal activity of OATPs*. Using cell lines engineered to overexpress human OATP1B1, 1B3, or 2B1, we identify a
series of commercially available cell impermeable dyes as high affinity OATP substrates. We show that a transport
assay based on the uptake of the best-performing fluorophores is amenable to semi high-throughput screening
for OATP drug interactions.

Results

Zombie Violet is a novel substrate of human OATPs, 1B1, 1B3 and 2B1. In an effort to identify
new fluorescent substrate candidates of hepatic OATPs, we searched the literature for dyes showing low mem-
brane permeability and pH independent fluorescence. Based on these characteristics we focused on commercially
available viability dyes, because these fluorescent molecules do not stain living cells, and therefore are expected
to show low passive permeability. Recently, we have shown that the OATP-mediated transport of fluorescent
compounds can be quantitatively monitored in insect cells*. Therefore, first we used this expression system to
test the contribution of OATP1BI to the cellular uptake of Zombie Violet™ (ZV, BioLegend), an amine-reac-
tive fluorescent dye used for the labelling of dead cells. To discern staining due to cell death, we counterstained
the cells with propidium iodide (PI). Whereas in control cells staining with ZV was always accompanied by
PI-positivity (indicating a loss of membrane integrity), cells expressing the human OATP1B1 transporter were
distinctly ZV-positive and PI-negative, indicating that ZV cannot penetrate living cells unless OATP1B1 is pres-
ent in the plasma membrane (Fig. 1a). Detailed transport measurements confirmed that the accumulation of ZV
is due to OATP1B1-mediated uptake, showing saturable (Fig. 1b) and inhibitor-sensitive uptake (Supplementary
Figure 1a).

Next, we screened ZV against the other, multispecific human OATPs of the liver, 1B3 and 2B1 (Fig. 1c). We
found that, albeit to a lesser extent, ZV is also transported by OATP1B3 and 2B1. ZV transport was sensitive to
pH (Fig. 1d), with highest uptake at pH 5.5; and also to inhibitors (Supplementary Figure 1b), indicating that ZV
is abona fide OATP1B and 2B1 substrate. Additionally, we found that Live/Dead Green (LDG, Life Technologies),
also designed to label dead cells, is another substrate of these three OATPs, while in the case of Zombie Green (a
viability dye from the Zombie™ family), there was no OATP-mediated transport (Fig. 1c).

Establishment of A431 cells with robust OATP1B1, 1B3 or 2B1 expression using viability
dye-based cell sorting.  While the Sf9 system has several advantages, the transient nature of OATP expres-
sion is not compatible with high-throughput screening (HTS). In order to build a stable model system and to test
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Figure 1. Uptake of viability dyes in Sf9 cells measured by flow cytometry. (a) Uptake of ZV (0.2 pl in 100 ul)
was measured at 37 °C in pH 5.5 uptake buffer for 15 minutes. Dead cells were identified based on PI staining.
Experiments were repeated at least three times, the result of one representative experiment is shown. (b)
Kinetics of OATP1B1-mediated ZV uptake. Uptake rates were normalized to the fluorescence values measured
for OATP1BI incubated with 2ul ZV for 30 minutes. (¢) ZV and LDG uptake in Sf9 cells. Dye (0.2 ul in 100 pl)
uptake was measured after 30 minutes of incubation. Statistical analysis was performed by Student’s t-test.

*p < 0.05, #**p < 0.001. (d) pH dependent uptake of ZV in Sf9 cells. Uptake of 0.2l ZV in 100 ul at 37°C

was measured in buffers with different pH for 10 minutes. (b,c and d) data represent the average of three
independent experiments & SD values.

whether OATPI1B and 2B1-mediated viability dye uptake can also be observed in human cells, we generated A431
(human epidermoid carcinoma) cell lines overexpressing OATP1B1, 1B3 or 2B1. The A431 cell line was cho-
sen based on its good adherence necessary for transport measurements in 96 well plates. OATP2B1 was readily
overexpressed in A431 cells, whereas expression levels of OATP1B1 and 1B3 remained very low despite repeated
rounds of puromycin selection or lentiviral transduction (Fig. 2a shows OATP protein levels in A431 cells in com-
parison to the levels achieved in insect cells). Consequently, transport of a common OATP1B and 2B1 substrate,
fluorescein-methotrexate showed weak OATP1B activity compared to OATP2B1 (Fig. 2b). Similarly, convincing
ZV and LDG uptake could only be observed in A431-OATP2B1 cells (Fig. 2b).

Substrate uptake is proportional to OATP expression/function, and we sought to determine whether subpop-
ulations with increased OATP expression could be identified based on substrate accumulation. Since LDG is well
tolerated (see Supplementary Figure 2), we sorted highly fluorescent LDG-positive A431-OATP1B1, 1B3 and 2B1
cells, which were further propagated in cell culture. Stunningly, the sorted cells showed significant OATP expres-
sion and function (Fig. 2¢,d), indicating that preferential uptake of LDG allowed the function-based sorting of
cells with high OATP expression. High expression levels were maintained for at least 2 months (cca. 20 passages)
without the need of further sorting or selection.

A set of commercially available fluorophores as OATP1B and 2B1 substrates. In addition to ZV
and LDG, a large panel of spectrally diverse dyes aimed for the detection of dead cells is available commercially
(Table 1). In order to find out whether these fluorescent dyes are also recognized by OATP1B1, 1B3 and 2B1, we
monitored their uptake in 96 well plates using the sorted A431 cells. In addition to the viability dyes, we tested the
transport of two other cell-impermeant fluorescent compounds, Cascade Blue hydrazide (CB) and Alexa Fluor
405 succinimidyl ester (AF405), intended for use in cell permeability assays and the fluorescent labelling of pro-
teins, respectively. As shown in Fig. 3, we found a robust fluorescent signal in OATP-expressing cells with several
dyes. Moreover, in the case of ZV, LDG, CB and AF405 the signal intensity highly exceeded that of FI-MTX, indi-
cating that the newly identified dyes may be better suited for fluorescence-based studies assaying OATP function.
On the other hand, Zombie Green, Live/Dead Red, Live/Dead Aqua, Live/Dead Yellow, Live/Dead Far-red and
Live/Dead near-IR were not transported by the investigated OATPs (Table 1).
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Figure 2. Low level of OATP1B expression in A431 cells. (a) Western blot detection of human OATPs
expressed in insect and A431 cells. Total cell lysates were analysed by Western blot. Control (ctr.) represents
Sf9 cells expressing an unrelated protein or mock transfected A431 cells. Multiple migratory bands most
probably represent differently glycosylated forms of OATPs. Figure for OATP1B1 was sliced from the same
blot, same exposure time. Full-length blots are presented in Supplementary Figure 7. (b) FI-MTX, LDG and
ZV uptake in A431 cells. Representative histograms show the uptake of 1 uM FI-MTX or 0.4 ul LDG or ZV into
A431 cells before and after sorting. Cells with the highest LDG fluorescence were sorted, and after recovery,
the cells were again measured for LDG uptake (panel c¢). Mock transfected control cells are indicated by filled
histograms. Cells were incubated with the substrates for 15 minutes (FI-MTX) or 30 minutes (ZV, LDG) at
37°C in uptake buffer (pH 5.5) in final volume of 100 ul. Living (PI-negative) cells are shown. (d) LDG sorting
results in increased expression of OATP1B1, 1B3 and 2B1. OATP expression was determined using whole cell
lysates (20 pg each) by Western blot. A431 mock transfected cell lysates were used as control. 3-actin served

as an internal control. Experiments were repeated at least twice. One representative blot is shown. Ctr.: mock-
transfected, non: non-sorted, sort: sorted. Multiple migratory bands most probably represent differentially
glycosylated forms of OATPs. Full-length blots with different exposition times are presented in Supplementary
Figure 7.

Functional assay adapted to microplates. In order to find optimal conditions for measuring the uptake
of the newly identified OATP1B and 2B1 substrates and to choose the best dye that could be applied in a semi
high-throughput set up, we characterized the kinetics of uptake by A431-OATP1B1, 1B3 and 2B1 cells seeded
in 96-well plates. We found rapid (t,;, values around 10-15 minutes, Supplementary Figure 3b) uptake of the
newly identified fluorescent dye substrates, and most importantly we also observed that incubation/reaction time
could be prolonged up to 60 minutes without significant “leakage” of the dyes into control cells. The optimum
condition for OATP1B and 2B1-mediated uptake for all the tested dyes was found to be at pH 5.5 (Fig. 1d, and
Supplementary Figure 4).

Structural information was available for AF405 (Tris(N,N-diethylethanaminium) 8-[2-(4-{[(2,5-dio
xopyrrolidin-1-yl)oxy]carbonyl}piperidin-1-yl)-2-oxoethoxy]pyrene-1,3,6-trisulfonate) and CB
([(3,6,8-trisulfo-1-pyrenyl)oxy]-,1-hydrazide), which were further characterized to determine the kinetic
parameters of transport (see Supplementary Figure 3 for detailed characterization of ZV, LDV and LDG trans-
port). In comparison to FI-MTX, AF405 and CB proved to be lower affinity substrates, whereas the V,,,, of
1B1/2B1-mediated CB transport was 2-4 fold higher. 1B3 showed weak CB transport, but AF405 proved to be an
excellent substrate with cca. 3-fold higher V, ., value as compared to FI-MTX (Fig. 4). In experiments performed
at ideal conditions for each dye, we found that the maximum signal (OATP vs. vector control) can be achieved
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Zombie Green 488/515 —
BioLegend
Zombie Violet 405/423 1B1, 1B3, 2B1
Live/Dead Blue 350/450 very weak 1B1, 1B3, 2B1
Live/Dead Aqua 367/526 —
Live/Dead Violet 416/451 1B1, 1B3, 2B1
Live/Dead Yellow 400/575 —
Live/Dead Green 495/520 1B1, 1B3, 2B1
Thermo Fisher (Life Technologies)
Live/Dead Red 595/615 —
Live/Dead Far-red 650/665 —
Live/Dead near-IR 750/775 —
Alexa Fluor 405 NHS Ester | 401/421 1B1, 1B3,2B1
Cascade Blue Hydrazide 400/419 1B1, 1B3, 2B1

Table 1. List of the fluorescent dyes tested in the current study. All dyes were tested for transport by OATP1BI,
1B3 and 2B1 expressed in A431 cells in 96-well plates using an Enspire fluorescent plate reader. Transport was
tested in at least two independent experiments using triplicates. “—”indicates lack of OATP-mediated uptake.

184 B FVTX

16 [_Jzv
777 .G

14 LDV

- XY AF405
124 EcB

Uptake ratio (OATP/ctr.)
» o oo
i

1B1 1B3 2B1

Figure 3. Screening identifies additional fluorescent OATP substrates. Transport was determined in A431 cells
expressing OATP1B1, 1B3 or 2B1 seeded in 96-well plates. The cells were incubated with 1 ul ZV, LDV, LDG,

1 uM (or 4 uM for OATP2B1) FI-MTX or 20 uM CB and AF405 for 30 minutes at 37 °C in buffer with pH 5.5, in
final reaction volume of 100 pl. Fluorescence was determined using an Enspire fluorescent plate reader. Activity
was calculated by dividing fluorescence measured in A431-OATP cells with that measured in A431 mock
transfected cells. Average of at least three independent measurements with triplicates + SD values are shown.

with ZV for all three OATPs. CB is as good a substrate for OATP1B1 and 2B1 as ZV. In the case of OATP1B3 the
highest signal was achieved with ZV, LDG and AF405 (activity ratios are summarized in Table 2). Importantly,
the transport of all novel fluorescent dyes could be inhibited by known inhibitors.

Inhibition assay using Cascade Blue or Alexa Fluor 405 to probe substrates. Next, we tested the
applicability of the best performing substrates, CB for OATP1B1 and 2B1, and AF405 for OATP1B3 to detect
OATP drug interactions. We measured the inhibitory effect of four well-known OATP1B and 2B1 interacting
compounds (Cyclosporin A (CsA), bromosulphophthalein (BSP), taurocholate (TC) and estrone-3-sulphate
(ES)). All four compounds inhibited CB or AF405 uptake in a concentration dependent manner (Fig. 5).
Moreover, the ICs, values obtained in the fluorescence-based assays (Table 3) showed perfect agreement with
results obtained using radioactive substrates, and pilot screens yielded a z-factor above 0.5, suggesting that the
new, fluorescence-based assays are amenable to HTS detecting OATP1B/2B1 drug interactions (Table 2)¥.

Discussion

Testing the interaction between a new molecular entity and OATP1Bs is required at early stages of drug devel-
opment. Several fluorescent OATP1B substrates have already been identified. These substrates are either mol-
ecules with intrinsic fluorescence, mainly fluorescein and its derivatives®***, or OATP substrates tagged with
a fluorophore, such as Oregon green/Flutax-2 (1B3*), chenodeoxycholyl-(Ne-1 nitrobenz-2-oxa-1,3-2
diazole)-lysine (CDCA-NBD)?*, cholyl-glycylamido-fluorescein (CGamF)*, cholyl-L-lysyl fluorescein (CLF)*,
fluorescein-methotrexate (FI-MTX)* and 8-fluorescein-cAMP (8-FcA)*!. Whereas methods based on the uptake
of fluorescein and fluorescein-methotrexate have been adapted to semi high-throughput (HT) format*>*, due
to reliability, sensitivity and availability issues, most of these probes are not ideal for large scale OATP drug
interaction screens®. For example, Gui et al. found that due to its lower transport capacity by OATP1B1,
FI-MTX is not suitable for HT OATP1B1 drug interaction screening®’. Moreover, in the case of OATP2B1, an
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Figure 4. Kinetics of uptake of CB, AF405 and FI-MTX in A431 cells overexpressing OATP1B1, 1B3 or 2B1.
Transport was measured in 96-well plates. Cells were incubated with increasing concentrations of FI-MTX, CB
or AF405 in the linear phase of uptake (2.5 minutes for FI-MTX, 10 minutes (1B1, 2B1) or 15 minutes (1B3) for
CB, and 15 minutes for AF405). Transport capacity was calculated based on calibration with known amounts
of the dye. Uptake in A431-OATP cells without background signal (fluorescence in A431-mock cells) is shown.
Data points indicate average £ SD values obtained in three independent experiments.

FI-MTX 2.14+0.44 2.49+0.72 1.24+£0.16 0.59 0.77 —1.80
Zombie Violet 11.05 +2.47 6.031+1.43 14.65 +2.47 0.61 0.61 0.71
Live/Dead Violet 2.034+0.59 1.33+0.21 3.50£0.53 0.55 —0.42 0.79
Live/Dead Green 3.8240.51 6.58+1.73 6.74+2.82 0.84 0.76 0.62
Cascade Blue 10.79 1+-2.46 1.71+0.16 7.31£2.17 0.73 0.26 0.66
Alexa Fluor 405 5.3241.22 4.65+0.51 5.46 +-2.46 0.59 0.64 0.57

Table 2. Transport ratio and z-factor determined in A431-OATP cells. A431 cells (seeded in 96-well plates)
were incubated with the dyes at pH 5.5 for 30 minutes in order to reach maximum fluorescence signal. Data
were calculated from at least 3 independent measurements. Dyes were applied in the following concentrations/
amounts: FI-MTX 1 uM (1B1 and 1B3) and 4uM (2B1); ZV, LDV and LDG 1-1 pl; CB and AF405 10 uM

(1B1 and 2B1) and 20 uM (1B3). A z-factor above 0.5 is defined as an excellent assay*’. Dyes defined as best
candidates for HTS are indicated in bold.

emerging candidate in pharmacokinetic studies, no such fluorescence-based large scale screening method has
been reported.

Here our aim was to identify novel fluorescent OATP1B1, 1B3 and 2B1 substrates. We tested commercially
available fluorescent molecules showing low passive cellular uptake, high fluorescence quantum yield and pH
insensitivity. These characteristics are required to achieve high signal to noise ratio, and maximal OATP activity,
since OATP2B1 functions (almost) exclusively at acidic extracellular pH***2. Based on these criteria, we chose
two sets of compounds. First, we tested fluorescent viability dyes (Zombie dyes and the Live/Dead viability dye
panel) developed to enter only dead cells. Secondly, we selected CB, a commercially available fluorescent dye used
to investigate membrane permeability.

We found that in OATP1B or 2B1 expressing live insect cells a typical transporter mediated uptake of ZV can
be observed (Fig. 1). Moreover, a robust OATP-mediated ZV uptake was also confirmed in A431 cells engineered
to overexpress the OATP transporters (Figs 2 and 3). ZV was designed to label cells with compromised mem-
branes. Indeed, in control Sf9 and A431 cells ZV fluorescence correlated with propidium iodide staining (Fig. la
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Figure 5. Inhibition of CB and AF405 uptake in A431-OATP cells. Transport of CB (2 uM for OATP1BI1 and
10uM for OATP2B1) and AF405 (5uM, OATP1B3) was measured for 30 minutes in the absence or presence
of the investigated compounds. Transport was determined by subtracting fluorescence in A431-mock cells.
Transport measured in cells with the dye alone was set to 100% and the effect of the compounds was compared
to this value. Experiments were performed in triplicates with three parallels in each biological replicate.
Average & SD values are shown.

BSP | 0.08+/—0.10 0.1344145 0.9+/—0.31 0.4%, 0.5% 1.26+/—0.56 | 1.2%
0.134,45

CsA | 0.074+/—0.04 0.184/—0.05 | 0.2,1.24 1.454/—0.11 | 36*
0.24,1.3%

E1S |0.22+/—0.004 | 0.05%%% 9.5+/—0.13 204 0.56+/— 0.05

TC | 11.2+4/-0.22 93,19 14.34+/-0.32 | 18%%° 12.34+/—0.15 | 9%

Table 3. Comparison of ICs, values with literature data. ICy, (uM) values were determined using 2 or 10 uM CB
(OATP1BI1 or 2B1) or 5puM AF405 (OATP1B3). For detailed description see Fig. 5. Literature data show ICs,
values obtained in assays using EG, ES, 8-FcA or DCF as probe substrates. When transport inhibition data were
not available, Km values obtained in direct transport experiments are shown, indicated by *.

and Supplementary Figure 5). However, our results demonstrate that the expression of OATPs results in the
staining of living (propidium iodide negative) cells, warranting caution in the interpretation of results obtained
with ZV as a viability dye.

Using the Sf9 expression system we identified another viability dye, Live/Dead Green as an OATP1B and
2B1 substrate (Fig. 1c). However, further large scale screens required a well-adherent cell line with stable OATP
expression. Therefore we generated A431 cells with OATP1B1, 1B3 or 2B1 overexpression. Although A431 is not
routinely used in pharmacological applications, due to its well-adherence it is well suited to microplate based
assays*. Unexpectedly, only very low levels of OATP1B1 and 1B3 expression could be achieved in this cell line
(Fig. 2a) and also in HEK293 or MDCKII cells. Enrichment of OATP1B expressing living cells based on antibody
labelling is not feasible due to the lack of an anti-OATP antibody recognizing an extracellular epitope. Therefore
we sorted cells based on increased fluorescence associated with OATP1B/2B1mediated LDG uptake, which led
to the enrichment of OATP1B and 2B1 positive cells characterized by elevated OATP expression and function
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(Fig. 2¢,d). The application of a fluorescent dye to enrich OATP-expressing cells is a unique (and to our knowl-
edge the first) tool that allows the generation of cells with high OATP levels.

To validate the reliability of the A431 model, we also tested the uptake of the newly identified fluorescent sub-
strates in HEK293 and MDCKII cells that are routinely used in transporter interaction studies. Results obtained
in HEK and MDCKII cells overexpressing OATP1B1, 1B3 or 2B1 (Supplementary Figure 6) were fully consistent
with those obtained in A431 cells, supporting the conclusion that the novel fluorescent dye substrates can be
applied to characterize OATP1B/2B1 function.

Consistently with studies showing that an acidic extracellular milieu can significantly stimulate
OATP-mediated transport®*2, we observed transport of the new fluorescent substrates almost exclusively at pH
6.5-5.5. Whether this is due to chemical changes in the fluorescent molecules at lower pH or an indication of
proton counter transport, needs further investigation. Importantly, inhibition constants obtained with the novel
assays at acidic pH are in full harmony with data obtained at neutral pH****, indicating that the established
assay conditions are suited for OATP drug interaction screens.

Although the exact transport kinetics (K, and V,,,, values) for ZV, LDV and LDG could not be defined
(the molecular formula of these dyes could not be obtained from the suppliers due to proprietary concerns),
we were able to determine and compare transport kinetics of CB and AF405 with that of FI-MTX. FI-MTX is
a well-established substrate of OATP1B1 and 1B3°?, and we have demonstrated previously that FI-MTX is also
transported by OATP2B1 when an acidic extracellular environment is generated*. In A431 cells we could con-
firm the OATP2B1-mediated uptake of FI-MTX, however compared to OATP1Bs, FI-MTX was found to be a
poor substrate of OATP2B1 (Figs 2 and 3). In the case of the novel dye substrates, we found that CB is preferen-
tially transported by OATP1BI1 and 2B1 as compared to FI-MTX, while OATP1B3 shows preferential transport of
AF405 as compared to CB and FI-MTX (Figs 3 and 4 and Table 2).

Besides the hepatic OATP1Bs and 2B1, OATP1A2 is also an important drug transporter. However, in our
pilot experiments, we found no detectable transport of Zombie Violet, Cascade Blue or Alexa Fluor 405 by this
transporter.

Highly fluorescent dyes with low cell permeability and elevated transport by OATPs are ideal candidates for
the development of a sensitive functional assay. Our results demonstrate that the novel OATP1B and 2B1 sub-
strates and the established A431 model cells can be used to measure OATP function in a low to medium through-
put format. The z-factor for the novel substrates also suggests that ZV, LDV (1B1, 2B1), LDG, CB (1B1, 2B1) and
AF405 may be applied in large scale drug screening studies (Table 2). Experiments using CB or AF405 as probe
substrates demonstrate that these dyes are suitable to detect OATP substrate/inhibitor interactions (Fig. 5). The
IC;, values obtained in our assay are in good agreement with those measured with widely accepted test substrates
(estrone-3-sulphate or estradiol-glucuronide) (Table 3). It is well known that OATP1Bs and 2B1 have more than
one substrate binding site. The IC;, values measured for OATP1B1-mediated CB uptake are in harmony with
those obtained with dichlorofluorescein and tritiated estradiol-glucuronide®***>. Therefore the CB assay may
be a good alternative to test OATP1B1 drug interactions as a substitute to estradiol-glucuronide. Similarly, the
AF405 and CB assay for OATP1B3 and 2B1, respectively resulted in ICs, values similar to that obtained in assays
using tritiated estradiol-glucuronide (1B3)*, or estrone-3-sulphate (2B1)**¢ as probe substrates. These results
again clearly argue that CB and AF405 are good alternatives to these radioactive assays. Interestingly, BSP at
low concentrations activated CB or AF405 uptake by OATP2B1 or 1B3, respectively. Such an activation by BSP
has not yet been documented, however the stimulatory effect of one compound to the transport of another is a
well-known phenomenon (summarized in*’). In the case of OATP1B3, progesterone was shown to stimulate
FI-MTX? and epigallocatechin gallate estrone-3-sulphate uptake*®. Progesterone has also an activating effect on
OATP2B1-mediated estrone-3-sulphate and dehydroepiandrosterone sulphate uptake*, and prostaglandin A1,
testosterone and fendilin on estrone-3-sulphate uptake**°. One possible explanation may be a co-transport of
the two molecules, however reciprocal transport has not yet been confirmed in any of these cases, and also needs
further investigation for the fluorescent dyes and BSP.

In conclusion, we show here that several fluorescent viability dyes and two sulfopyrenes (CB and AF405) are
high capacity substrates of the multispecific OATP1B and 2B1 transporters. The fluorescence-based transport
assay measuring the uptake of the best-performing substrates, CB and AF405 open the way to the development of
sensitive high-throughput assays for the detection of OATP1B/2B1 drug interactions.

Materials and Methods

Materials. Zombie dyes (Violet, Green) were purchased from BioLegend® (San Diego, CA, US). LIVE/
DEAD® Fixable Cell Stain Dye panel, Cascade Blue hydrazide, Alexa Fluor 405 succinimidyl ester were bought
from Thermo Fischer Scientific (Waltham, MA, US), and fluorescein-methotrexate triammonium salt from
Biotium (Hayward, CA, US). Restriction endonucleases were from New England Biolabs Ltd. (Ipswitch, MA,
US). All other materials, if not indicated otherwise, were purchased from Sigma Aldrich, Merck (Budapest, HU).

Generation of plasmid constructs. Generation of baculovirus vectors (pAcUW21-L/OATP and
pAcUW21-control) was described earlier®®. OATP2B1 expressing cells were generated by transposase mediated
genomic insertion of the OATP2B1 ¢cDNA (BC041095.1, HsCD00378878). Briefly, OATP2B1 cDNA was ampli-
fied (Phusion1 High-Fidelity PCR Kit, NEB, Ipswitch, MA, US) from the vector obtained from Harvard PlasmID
Repository (Harvard Medical School, Boston, MA, US) by using the following primers: forward 5': GTAAAT
GCGGCCGC AA GAATTC GCCACCATGGG ACCCAGGATAGG and reverse 5 GTACAT GCGGCCGC T
AAGCTT TCACACTCGGGAATCCTC. The PCR fragment was cloned between the NotI-HindIII sites of the
pSB-CMV vector..

OATP1B1 and 1B3 overexpressing cells were generated by lentivirus transduction. The lentivirus based
pRRL-CMV-MCS-IRES-ACD4 vector was generated by replacing the sequence of GFP with a multicloning
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site of the pRRLSIN.cPPT.PGK-GFPWPRE (Addgene #12252) plasmid (Didier Trono, Lausanne, Switzerland). An IRES
was cloned between the PmlI and Xbal sites of the MCS (forward: 5-ACACGTGTCCGGACTAGTCCACCTTGCC
TTACACATGAAGAG, reverse: 5'-ATCTAGAATGATCAGCCATATTATCATCGTGTTTTTCAAAG). The plasmid
also contains a truncated CD4 receptor enabling monitoring of the virus transfection. Truncated CD4 cDNA was PCR
amplified by the following primers (based on*%: 5-GATTCTAGAGCCACCATGAACCGGGGAGTCCCTTTTAGGC
and 5-GTAGTCGACTTAGCGCCTTCGGTGCCGGCAC from the pCMV-SPORT6-CD4 (Harvard Plasmid
Repository). After digestion with Xbal-Sall enzymes, the PCR fragment was cloned to the corresponding sites of the
PRRL-CMV-MCS-IRES vector.

The open reading frames OATP1B1 (Gene ID: AB026257) and OATP1B3 (BC141525, HsCD00348132)
were amplified by HF PCR (Phusion1 High-Fidelity PCR Kit, NEB, Ipswitch, MA, US) from the pAcUW-21-L/
OATP1B1-wt vector and from the plasmid obtained from Harvad PlasmID, respectively, using the following
primers:

OATPI1BI1: forward 5 TATTATTCGAAGCCACCATGGACCAAAATCAACAT, reverse 5 CATGTAAC
TAGTTTAACAATGTGTTTCACTATCT.

OATP1B3: forward 5’ ACTAGTTTAAACGCCACCATGGACCAACATCAACAT and reverse 5 GTACATGCG
GCCGCACTGCAGTTAGTTGGCAGCAGCATTGTC. After digestion with BstBI and Spel (OATP1BI)
or Pmel-Pstl (OATP1B3) enzymes the PCR fragments were cloned to the corresponding sites of the
PRRL-CMV-MCS-IRES-ACD4 vector.

The base order of the cDNAs in the final vector constructs was verified by sequencing. Empty vectors without
the OATP cDNAs, pSB-CMV and pRRLACD4 were used as negative controls (indicated on the Figures as mock).

Expression in insect cells. Transient expression of human OATP1B1, 1B3 and 2B1 in Sf9 (Spodoptera
frugiperda) cells was achieved as described earlier®. For transport measurements, Sf9 cells after 36-40 hours post
infection were used.

Generation of cell lines.  A431 cells (ATCC) were transfected with 1 pg plasmid DNA (OATP2B1) + 100
ng plasmid containing the transposase®** using Fugene HD reagent (Promega, Madison, W1, US) according
to the protocol of the supplier. Puromycin (1 ug/ml) selection was started 48 h later. After 2 weeks of puromycin
selection the cells were grown in DMEM (Gibco, Thermo Fischer Scientific (Waltham, MA, US)) supplemented
with 10% fetal calf serum, 2 mM L-glutamine, 100 U/ml penicillin, and 100 pg/ml streptomycin at 37 °C with 5%
CO, and 95% humidity, without puromycin.

OATPI1BI1 and 1B3 overexpression in A431 cells was achieved by recombinant lentiviruses as described in>.
HEK 293 T human embryonic kidney cells (1.8 x 10 cells on a Petri dish (6 cm in diameter)) were transfected
with (6 ug) pPRRL-CMV-MCS-IRES-ACD4/OATP1B1 or OATP1B3, 2.2 pg pMDG and 4 g psPax2 vectors™
using CaPO, precipitation. The supernatant, containing lentiviral particles was collected 72 h after the transfec-
tion. Transduction of target A431 cells was carried out on 6 well plates. The multiplicity of infection was approx-
imately 1.

Determination of dye uptake. Flow cytometry. In order to determine the uptake of the fluorescent mole-
cules in S9 cells, recombinant baculovirus infected cells were collected 36-40hours post infection. After washing
in the appropriate buffer (usually uptake buffer pH 5.5, see below) 5 x 10° cells were incubated at 37 °C with the
appropriate amount of dyes (the exact concentrations/amounts are indicated in the Figure legends) in a final vol-
ume of 100 pl. Transport experiments were carried out in the uptake buffer (125 mM NaCl, 4.8 mM KCl, 1.2 mM
CaCl,, 1.2mM KH,PO,, 12mM MgSO,, 25 mM MES, and 5.6 mM glucose, with the pH adjusted to 8.5, 7.4, 6.5
or 5.5 using 10N NaOH or 1 M HEPES). Incubation time was between 1-60 minutes. The reaction was stopped
by the addition of 1 ml ice-cold phosphate-buffered saline (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, Carlsbad, CA, US). Dead cells labelled with propidium iodide
(PI, 1 pg/ml) were excluded. Functional data for each OATP represent the mean of at least 3 independent exper-
iments performed on different days. In the case of A431 cells, cells were collected after trypsinization (0.1%
trypsin) and the uptake experiments were performed in the same way as described for insect cells (see above).
Data presented on Figures were generated by the FCS Express software.

Microplate-based assay. For the microplate-based assay, OATP-expressing A431 cells were seeded (6 x 10* cells
in 200 pl final volume/well) onto 96-well plates and cultured for 16-24h at 37 °C, 5% CO,. Next day, the super-
natant was removed and the cells were washed 3-times with 200 ul of PBS. When inhibitors were tested, the cells
were pre-incubated in the presence of inhibitors (solved in DMSO) for 5min at 37 °C (usually in 50 ul volume).
The amount of DMSO was kept below 0.5% throughout the study. This amount of the solvent did not influence
the fluorescence of the dyes. The reaction was started with the addition of 50 ul fluorescent dye (1-40 uM final
concentration or 0.05ul-1.2 ul in final volume of 100 ul) and the plate was incubated at 37 °C for 2-30 minutes.
The reaction was stopped by the addition of 200 ul ice-cold PBS. The supernatant was rapidly removed, and the
cells were washed 3-times with 200 ul ice-cold PBS. Finally, 200 ul PBS was added to the cells and fluorescence was
measured at room temperature using an Enspire fluorescent plate reader (Perkin Elmer) at wavelengths indicated
in Table 1.

Cell sorting. Function-based sorting was carried out based on the Live/Dead Green uptake of A431 cells
expressing OATP1B1, 1B3 or 2B1. 2-4 x 10° cells were incubated with 0.8-1.2 ul Live/Dead Green in 100 ul of
transport buffer (sterile filtered), pH 5.5 at 37 °C for 30 minutes. The reaction was stopped by the addition of 1 ml
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DMEM and the cells were centrifuged at 300 g for 4 minutes. The cell pellet was suspended in 500 ul DMEM.
Cellular fluorescence was analysed using a BD FACSAria III Cell sorter (BD Biosciences, San Jose, CA, US). Cells
with the highest fluorescence (see the applied gate (“LDG+") on Fig. 2) were collected and cultured for further
analysis. Cells kept in culture for maximum 20 passages were used for the experiments.

Western blot. Whole cell lysates of Sf9 or A431 cells (10-50 pg) were separated on 7.5% Laemmli SDS-PAGE
gels and transferred onto PVDF membranes. Immunoblotting was performed as described in*. Membranes were
incubated overnight with OATP-specific antibodies or anti-3-actin antibody (A1978, Sigma). The antibodies
used for the detection of OATP1B1 and 2B1 were kind gifts from Dr. Bruno Stieger (Department of Clinical
Pharmacology and Toxicology, University Hospital, 8091 Zurich, Switzerland)*®. The antibody raised against
OATP1B3 (AMAD91231) was purchased from Atlas Antibodies (Stockholm, Sweden). Secondary antibodies used
were 10,000-20,000x diluted, HRP-conjugated anti-rabbit or anti-mouse antibodies (Jackson ImmunoResearch,
Suffolk, UK). Luminescence was detected using the Luminor Enhancer Solution kit by Thermo Scientific
(Waltham, MA, US).

Toxicity measurements. 5 x 10°> A431 cells were seeded onto 96-well plates in a final volume of 100 ul DMEM.
The next day a transport assay was performed at sterile conditions using 0.4 or 1.6 ul Live/Dead Green or Zombie
Violet, respectively/5 x 10° cells in a 100 ul final volume. After 30 minutes, the cells were washed twice with
PBS. Finally, 200 ul DMEM was added and the cells were cultured for 144 hours. Viability of the cells was deter-
mined using the PrestoBlue (Thermo Fischer Scientific) assay. Briefly, the medium was removed, and 100 ul 5%
PrestoBlue in PBS was added to the cells. After incubation for 60 minutes at 37 °C, absorbance was detected at
583 nm with an Enspire fluorimeter (Perkin Elmer). Cells incubated with the buffer alone served as control.
Background signal was calculated by absorbance measured in empty wells filled with 5% PrestoBlue.

Data analysis and statistics. Z-factor was calculated as follows: 1 — ((3 X SDegutive control T 3 X SDpositive con-
wol)/ (Mean,,ogiye — Mean ,gyie)) based on*. Kinetic parameters of dye uptake or inhibition were analysed by Hill
fit using the Origin 8.6 software. Statistical significance was calculated by Student’s t-test. The p value for statistical
significance was set at 0.05 (*), 0.01 (**) or 0.001 (***).

Data availability. The datasets generated during the current study are available from the corresponding
author.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Detoxification in hepatocytes is a strictly controlled process, in which the governed action of membrane
OATP transporters involved in the uptake and efflux of potentially dangerous molecules has a crucial role. Major
MRP2 transporters of hepatic clearance belong to the ABC (ATP Binding Cassette) and Solute Carrier (SLC) protein
ABCG2

families. Organic anion-transporting polypeptide OATP1B1 (encoded by the SLCO1B1 gene) is exclusively ex-
pressed in the sinusoidal membrane of hepatocytes, where it mediates the cellular uptake of bile acids, bilirubin,
and also that of various drugs. The removal of toxic molecules from hepatocytes to the bile is accomplished by
several ABC transporters, including P-glycoprotein (ABCB1), MRP2 (ABCC2) and BCRP (ABCG2). Owing to their
pharmacological relevance, monitoring drug interaction with OATP1B1/3 and ABC proteins is recommended.
Our aim was to assess the interaction of recently identified fluorescent OATP substrates (various dyes used in cell
viability assays, pyranine, Cascade Blue hydrazide (CB) and sulforhodamine 101 (SR101)) (Bakos et al., 2019;
Patik et al., 2018) with MRP2 and ABCG2 in order to find fluorescent probes for the simultaneous character-
ization of both uptake and efflux processes. Transport by MRP2 and ABCG2 was investigated in inside-out
membrane vesicles (IOVs) allowing a fast screen of the transport of membrane impermeable substrates by efflux
transporters. Next, transcellular transport of shared OATP and ABC transporter substrate dyes was evaluated in
MDCKII cells co-expressing OATP1B1 and MRP2 or ABCG2. Our results indicate that pyranine is a general
substrate of OATP1B1, OATP1B3 and OATP2B1, and we find that the dye Live/Dead Violet and CB are good
tools to investigate ABCG2 function in IOVs. Besides their suitability for MRP2 functional tests in the IOV setup,
pyranine, CB and SR101 are the first dual probes that can be used to simultaneously measure OATP1B1 and
MRP2 function in polarized cells by a fluorescent method.

Fluorescent dye
Transcellular assay
Drug interaction

1. Introduction

The liver has a central role in the defense of the body against
harmful compounds. Membrane transporters expressed in hepatocytes
are key players in the elimination of potentially toxic compounds of
endogenous or exogenous origin (Jetter and Kullak-Ublick, 2019). Na™-
and ATP-independent uptake of bile acids, bilirubin, steroid hormones
and several drugs from the blood into the liver is mediated by members
of the Organic anion-transporting polypeptides family, OATP1BI,
OATP1B3 and OATP2B1 (Dawson et al.,, 2009; Hagenbuch and
Stieger, 2013). Conversely, following metabolism by hepatic enzymes,

modified compounds are effluxed from hepatocytes into the bile or back
to the blood stream by the action of ABC (ATP Binding Cassette)
transporters including P-glycoprotein (ABCB1), MRPs (ABCC family)
and BCRP (ABCG2) (Kock and Brouwer, 2012). Coordinated action of
hepatic OATPs and ABCs ensures efficient hepatobiliary elimination of
their shared substrates.

OATP1B1, encoded by the SLCO1B1 gene is exclusively expressed in
the sinusoidal membrane of hepatocytes (Konig et al., 2000), and is the
most abundant OATP of the human liver (Badee et al., 2015; Kimoto
et al., 2012; Prasad et al., 2014). OATP1Bl1 is an organic anion ex-
changer that mediates the cellular uptake of bile acids, bilirubin,

Abbreviations: CaAM, calcein acetoxy-methyl ester; CB, Cascade Blue hydrazide; DDI, drug-drug interaction; FMTX, fluorescein-methotrexate; IOV, inside-out
membrane vesicles; LDV, Live/Dead Violet; LDG, Live/Dead Green; LY, Lucifer Yellow; SR101, sulforhodamine 101
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thyroid and sex hormones, and also that of numerous clinically applied
drugs (Roth et al., 2012). OATP1B1 is a site of drug-drug interactions
(DDIs), inhibition of its function results e.g. in statin-induced myopathy
(Link et al., 2008; Shitara, 2011; Shitara et al., 2003).

MRP2 (ABCC2) is expressed in the canalicular membrane of hepa-
tocytes (Jedlitschky et al., 2006) where it mediates the active efflux of
conjugated and unconjugated organic anions (e.g. bilirubin and steroid
conjugates), and also the co-transport of uncharged molecules with
glutathione into the bile (Konig et al., 1999). Mutations in OATP1B
(SLCO1B) or MRP2 (ABCC2) genes both lead to increased serum bilir-
ubin levels respectively termed as Rotor or Dubin Johnson syndrome,
indicating that bilirubin elimination through the liver requires the
function of OATP1B1/3 and MRP2 (van de Steeg et al, 2012)
(Konig et al., 1999). Besides its endogenous substrates, MRP2 also re-
cognizes various drugs (Jedlitschky et al., 2006). Hence, by mediating
the extrusion of metabolites from hepatocytes into the bile, MRP2 plays
a key role in the terminal phase of detoxification (Zhou et al., 2008).

Similarly to MRP2, BCRP (ABCG2) is also expressed in the canali-
cular membrane of hepatocytes (Horsey et al., 2016; Maliepaard et al.,
2001) and is involved in the hepatobiliary excretion of various organic
compounds (Hirano et al., 2005; Lee et al., 2015; Patel et al., 2016).
ABCG2 is a genuine multidrug transporter, recognizing a plethora of
chemically diverse molecules that includes chemotherapeutics, statins,
anti-HIV drugs and antibiotics (Doyle et al., 1998; Horsey et al., 2016).
Given its wide substrate recognition pattern, ABCG2 is also a site of DDI
(Lee et al., 2015; Mao and Unadkat, 2015). ABCG2 transports several
endogenous substrates such as urate, haem and estrogen conjugates
(estradiol-glucuronide and estrone sulfate) (Heyes et al., 2018). The
most common ABCG2 polymorphism ¢.421C>A (p.141Q>K,
rs2231142) is associated with gout, due to the mislocalization of the
protein (Matsuo et al., 2009; Woodward et al., 2009). Significantly,
SNPs in ABCG2 have been correlated with the altered pharmacokinetics
of statins and sulfasalazin (Giacomini and Huang, 2013; Heyes et al.,
2018). Thus, MRP2, ABCG2 and OATP1B1 have overlapping substrate
specificities. They are important determinants of hepatobiliary excre-
tion of various drugs, including chemotherapeutics, statins and anti-
HIV agents (Giacomini et al., 2010; Hooijberg et al, 1999;
Kitamura et al., 2008; Liu et al., 2010; Roth et al., 2012). Therefore co-
administration of their substrates can lead to serious side effects, un-
derlying the relevance of these transporters as sites of DDIs. Hence,
according to the recommendations of the US Food and Drug Adminis-
tration (FDA) and the European Medicines Agency (EMA), interactions
with OATP1B1/3 and ABCG2 (and also potentially with MRP2) should
be assayed during drug development. FDA and EMA regulations require
the use of sensitive and reliable functional assays for the evaluation of
transporter drug interactions (Giacomini et al., 2013).

Radioactively labeled substrates, such as bromosulphophtalein,
leukotriene C,4, dehydroepiandrosterone sulfate (DHEAS), estrone-3-
sulfate (E1S) or estradiol-173-D-glucuronide (E217G) have been re-
peatedly used for the characterization of OATP and ABC transporter
function and for the study of DDIs (Cui et al., 2001; Hirouchi et al.,
2009; Liu et al., 2006; Matsushima et al., 2005). In general, a limitation
of the radioligand transport assays is the cost associated with the
radiolabeling of the substrates. Fluorescence assays offer a cost effective
alternative, and it was shown that fluorescent probe substrates provide
an effective and sensitive means to investigate transporter function and
drug-transporter interactions (Szakacs et al., 2008). Since the discovery
of Calcein-AM to probe P-glycoprotein and MRP function more than
two decades ago (Hollo et al., 1994), the list of fluorescent MRP2
substrates has expanded (Cantz et al., 2000; Notenboom et al.,2005;
Prevoo et al., 2011; Siissalo et al., 2009). Similarly, fluorescent dye
substrates of ABCG2 (Hoechst, DyeCycle Violet) have long been used to
investigate its function or drug interactions (Mathew et al., 2009;
Ozvegy et al., 2002). Whereas the study of the efflux function of ABC
transporters requires the use of dyes that can accumulate in the cells
(high passive uptake) (Szakacs et al., 2008), ideal test substrates
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measuring OATP function are cell impermeable (Bednarczyk, 2010;
Gui et al., 2010; Kovacsics et al., 2017, Patik et al., 2018;
Yamaguchi et al., 2006).

To date, fluorescent probes allowing the simultaneous investigation
of OATP1B1 and the hepatic ABC transporters have not been identified.
The goal of the current work was to analyze the interaction of fluor-
escent OATP1B1 substrates with MRP2 and ABCG2 in order to find dual
OATP ABC transporter probes. Our earlier work has identified Zombie
Violet (ZV), Live/Dead Violet (LDV), Live/Dead Green (LDG), Cascade
Blue hydrazide (CB), Alexa Fluor 405 (AF405) (Patik et al., 2018), and
recently SR101 (sulforhodamine 101) (Bakos et al., 2019) as novel
fluorescent substrates of OATP1Bs. We have also shown that CB and
AF405 can be applied as probes in OATP1B1/3 or OATP2B1 drug in-
teraction tests (Patik et al., 2018). Since these OATP probes are cell-
impermeant, their transport by ABCG2 or MRP2 cannot be directly
investigated in cellular assays. However, transporter-mediated accu-
mulation of the same dyes can be measured in inside-out vesicles
(IOVs). Because of the reverse orientation of the membrane lipid bilayer
and the efflux transporters, ATP-dependent uptake of a substrate into
IOVs corresponds to cellular efflux, allowing the measurement of the
transport of cell impermeable dyes by ABC efflux transporters. Using
this experimental setup, we show that several cell-impermeable fluor-
escent substrates are indeed transported by MRP2 and ABCG2. Theo-
retically, cellular efflux may be measured if the accumulation of the cell
impermeable dyes was facilitated by uptake transporters. Using double-
transfected, polarized MDCKII cells overexpressing OATP1B1 and
MRP2 or ABCG2, we identify dual OATP1B1 and MRP2 fluorescent
probes, setting the stage for a fluorescence-based assay development
measuring vectorial transport mediated by these transporters.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Zombie Violet was purchased from BioLegend® (San Diego, CA, US).
LIVE/DEAD® Fixable Cell Stain Dyes (Violet and Green), fluorescein-
methotrexate and Cascade Blue hydrazide were purchased from
Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, US). All other materials, if not
indicated otherwise, were from Sigma Aldrich, Merck (Budapest, HU).

2.2. Generation of cell lines and cell culturing

A431 cells expressing OATPs 1B1, 1B3 or 2B1 and their mock
transfected counterparts were generated previously as described in
Patik et al. (2018). The MDCKII-MRP2 cell line was generated pre-
viously (Bakos et al., 2000). In order to generate MDCKII cells expres-
sing ABCG2, MDCKII parental cells were transfected with 1 pg plasmid
DNA (pSB-CMV-ABCG2, allowing transposon mediated genomic inser-
tion of ABCG2 cDNA (Saranko et al., 2013)) and 100 ng plasmid con-
taining the 100x Sleeping Beauty transposase using Lipofectamine
2000® reagent (Thermo Fisher Scientific) according to the re-
commendation of the manufacturer. After 48 hours the transfection
medium was removed and the cells were selected in puromycin (1 pg/
ml) for two weeks. Transfected cells were sorted based on labeling by
the anti-ABCG2 monoclonal antibody 5D3 (Bioscience), which binds to
a surface epitope (Ozvegy et al., 2002). Cells showing 5D3 positivity
were sorted using a BD FACSAria III Cell Sorter (BD Biosciences, San
Jose, CA, US).

OATP1B1 expression in MDCKII, MDCKII-MRP2 or MDCKII-ABCG2
cells was achieved by recombinant lentiviruses as described earlier
(Patik et al., 2018). Briefly, MDCKII parental, MDCKII-MRP2 and
MDCKII-ABCG2 cells were transfected with the pRRL-CMV-OATP1B1-
MCS-IRES-ACD4 vector. In order to generate mock transfected control
cells for transport experiments, MDCKII cells were transfected with the
PRRL-EF1-ACD4 vector. Transduced cells were sorted based on their
CD4 positivity using a BD FACSAria III Cell Sorter (BD Biosciences, San
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Fig. 1. A) Structure of the dyes tested in the current study. B) Pyranine is a novel substrate of OATP1B1, OATP1B3 and OATP2B1. Concentration dependent uptake of
pyranine was measured in A431 cells overexpressing OATP1B1, OATP1B3 or OATP2B1, or mock transfected controls (Ctr.) seeded onto 96-well plates at 37°C in the
linear phase of transport, at 10 (OATP1B1) or 15 (OATP1B3 and OATP2B1) minutes at pH 5.5. Fluorescence was determined using an Enspire plate reader (Ex/Em:
403/517 nm). Transport kinetics was determined by subtracting fluorescence measured in mock transfected cells. Average + /- SD values of at least 3 independent

measurements are shown.

Jose, CA, US). OATP1B1 overexpressing cells were sorted based on their
increased Live/Dead Green uptake, as described earlier (Patik et al.,
2018).

A431 and MDCKII cells were grown in DMEM (Gibco, Thermo
Fisher Scientific (Waltham, MA, US)) completed with 10 % fetal bovine
serum, 2 mM L-glutamine, 100 U/ml penicillin, and 100 pg/ml strep-
tomycin at 37°C, 5% CO,, under sterile conditions.

2.3. Western blot

MDCKII cell lysates were separated on 7.5% Laemmli SDS-PAGE
gels and transferred onto PVDF membranes. Immunoblotting was per-
formed as described (Sarkadi et al., 1992). Membranes were incubated
overnight with anti-OATP1B1, anti-MRP2 (M,-I-4 / M,-IlI-6 mono-
clonal antibody) (Bakos et al., 2000) or anti-ABCG2 (BXP-21,
Maliepaard et al., 2001) antibodies or anti-B-actin antibody (A1978,
Sigma). The antibody used for the detection of OATP1B1 was a kind gift
from Dr. Bruno Stieger (Department of Clinical Pharmacology and
Toxicology, University Hospital, 8091 Zurich, Switzerland) (Kullak-
Ublick et al., 2001). Secondary antibodies were HRP-conjugated anti-
rabbit (OATP1B1) or anti-mouse (MRP2, ABCG2, R-actin) antibodies
(Jackson ImmunoResearch, Suffolk, UK) in a dilution of 20,000x. Lu-
minescence was detected using the Luminor Enhancer Solution kit by
Thermo Scientific (Waltham, MA, US).

2.4. MRP2 and ABCG2 expression in insect cells and inside-out membrane
vesicle preparation

Recombinant baculovirus containing the ABCC2/MRP2 cDNA
(Bakos et al., 2000), ABCG2 cDNA (Ozvegy et al., 2002) or the cDNA of
an unrelated protein (Patik et al., 2015) were used to achieve transient
expression in Sf9 insect cells. Culturing and infection of Sf9 cells was

performed as described earlier (Sarkadi et al., 1992). Virus-infected Sf9
cells were harvested after 72 hours. Following washing with Tris-
mannitol buffer (50 mM Tris, pH 7.0, with HCI, 300 mM mannitol and
0.5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride), cells were lysed and homo-
genized in TMEP (50 mM Tris, pH 7.0, with HCl, 50 mM mannitol, 2
mM EGTA, 10 pg/ml leupeptin, 8 pg/ml aprotinin, 0.5 mM phe-
nylmethylsulfonyl fluoride, and 2 mM dithiotreitol) using glass tissue
grinder tubes. Undisrupted cells were removed by centrifugation for 10
min at 500 g. Finally, the supernatant containing the membranes was
centrifuged for 1 h at 100 000 g, and the pellet was resuspended in
TMEP (with freshly appended 0.5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride)
at concentration of 5-10 mg/ml. Membranes were stored at -80°C in
aliquots. (Bakos et al., 2000; Sarkadi et al., 1992). In the case of ABCG2
cholesterol enriched membranes IOVs were prepared in order to
achieve maximal ABCG2 activity (Telbisz et al., 2007). Cholesterol
loading was performed by incubation of the membranes (containing
ABCG2 or their controls) with TMEP containing 2 mM Cholesterol-
RAMEB (Cyclolab, Hungary) on ice for 30 minutes, prior to the final
centrifugation step (Telbisz et al., 2007).

2.5. Transport measurements in inside-out vesicles

Membrane vesicles (50 pg/tube) were incubated in transport buffer
(Bakos et al., 2000) with 4 mM MgATP or 4 mM MgAMP and with the
fluorescent dyes 1 pM sulforhodamine 101 (SR101)/fluorescein-meth-
otrexate (FMTX), 5 uM pyranine/Cascade Blue (CB), 10 uM Lucifer
Yellow (LY) or 0.2 ul/tube ZV/LDV/LDG for 10 (ZV/LDV/LDG/FMTX/
SR101/LY) / 20 (pyranine) / 30 (CB) minutes in 150 pl final volume at
37°C. These experimental conditions were evaluated by measuring
time- and concentration dependent transport of the fluorescent dyes in
preliminary experiments. For each compound, time and concentration
values yielding the highest signal/noise ratio measured were chosen.
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Fig. 2. Fluorescent dye transport measurements in inside-out membrane vesicles. Uptake of the fluorescent dyes, ZV, LDV and LDG (0.2 pl/sample), 5 pM CB, 5 pM
pyranine, 1 uM SR101, 1 uM FMTX or 10 uM LY in MRP2- (panels A, B) or ABCG2- (panels C, D) containing or control membrane vesicles (50 pg) was measured for
30 minutes (CB), 20 minutes (pyranine) or 10 minutes (ZV, LDV, LDG, SR101, FMTX, LY) in the presence of 4 mM MgATP or 4 mM MgAMP at 37°C. Experiments
were repeated 3-times. Average of at least 3 independent replicates + /- SD are shown. Statistical significance was calculated between ATP-dependent signals. Delta
values generated by subtracting signals with MgAMP from that measured with MgATP were compared for statistical significance by Student's t-test, *: p < 0.05, **:

p < 0.01, ***: p < 0.001.

When inhibition was investigated, the vesicles were pre-incubated with
1 uM Ko143, a known ABCG2 inhibitor (Allen et al., 2002) prior to the
addition of the fluorescent dyes. Reaction was stopped by the addition
of 550 pl ice cold transport buffer and by placing the samples on ice.
Eppendorf tubes were centrifuged for 5 min at 22000 g. Supernatant
was eliminated and the pellet was suspended in 200 pl RT (room
temperature) 1 x Phosphate Buffered Saline (PBS). The suspensions
were pipetted onto 96 well plates and fluorescence intensity was
measured in an Enspire Fluorescent plate reader (Perkin Elmer) at the
following wavelengths: 405/423 nm (ZV), 416/451 nm (LDV), 495/520
nm (LDG), 403/517 nm (pyranine), 400/419 nm (CB), 586/605 nm
(SR101), 428/540 nm (LY), 497/516 nm (FMTX). Transport activity in
the case of CB, pyranine, LY, SR101 and FMTX was determined based
on a calibration curve.

2.6. Transport measurements in MDCKII cells by flow cytometry

MDCKII cells were collected following trypsinization (0.2% trypsin)
in complete DMEM. After washing in 1 ml uptake buffer (125 mM NacCl,
4.8 mM KCl, 1.2 mM CaCl,, 1.2 mM KH,PO4, 12 mM MgSO,, 25 mM
MES, and 5.6 mM glucose, with the pH adjusted to 5.5/7.4 using 1 M
HEPES and 10 N NaOH for OATP/ABC function, respectively), 5 X 10°
cells were incubated at 37°C for 10 min (calcein-AM (CaAM)) / 30 min
(CB, DCV (DyeCycle Violet)) in 100 pl fluorescent dye (final con-
centrations: 0.5 pM CaAM, 1-1 uM CB or DCV) diluted in the

appropriate buffer. CB/CaAM/DCV were used as substrates of
OATP1B1/MRP2/ABCG2 for validating functionality. The reaction was
stopped by the addition of 700 pl ice-cold 1 x PBS, and the samples
were kept on ice until the flow cytometry analysis. Cellular fluorescence
was determined of at least 20,000 living cells from each sample using
an Attune Acoustic Focusing Cytometer (Applied Biosystems, Life
Technologies, Carlsbad, CA, US).

2.7. OATP-mediated transport of pyranine using a microplate-based
transport assay

Uptake of pyranine in A431 cells overexpressing OATPs 1B1, 1B3 or
2B1 was measured as described previously (Patik et al., 2018). Briefly,
A431 cells (8 x 10*/well) were seeded on 96-well plates in 200 pl
DMEM one day prior to the transport measurement. Next day the
medium was removed, and the cells were washed three times at room
temperature with 1 x Phosphate Buffered Saline (PBS). The cells were
pre-incubated with 50 pl uptake buffer (see above) at 37°C. The reac-
tion was started by the addition of 50 pl uptake buffer containing in-
creasing concentrations of pyranine. Cells were then incubated at 37°C
for 10 minutes (OATP1B1) or 15 minutes (OATP1B3 and OATP2B1).
The applied incubation time was evaluated during previous un-
published data. The reaction was stopped by removing the supernatant
and washing the cells three times with ice-cold 1 x PBS. Wells were
loaded with 200 pl ice-cold 1 x PBS and fluorescence was determined
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Fig. 3. Expression and function of OATP1B1, MRP2 or ABCG2 in the MDCKII cell lines. 3A: 10 or 20 pg of total cell lysates were analyzed for transporter expression
by Western blot. Signals of OATP1B1/MRP2/ABCG2/B-actin were visualized by the antibodies raised against these proteins. Transporter expression is equally present
for OATP1B1/MRP2/ABCG2 among the appropriate cell lines. 8-actin signals verified the equal amount of proteins in the samples tested. Experiments were repeated
at least 3-times. The result of one representative experiment is shown. 3B: Transporter function of OATP1B1, MRP2 or ABCG2 in MDCKII cell lines. Functionality of
the transporters OATP1B1, MRP2 or ABCG2 was determined based on the transport of CB, CaAM or DCV substrates, respectively. 5 x 10° MDCKII cells were
incubated at 37°C for 10 min (CaAM)/30 min (CB, DCV) in 100 pl fluorescent dye (final concentrations: 0.5 pM CaAM , 1-1 uM CB or DCV) diluted in the appropriate
buffer (pH 5.5/7.4 for OATP/ABC function). Cellular fluorescence was determined of at least 20,000 living cells from each sample using an Attune Acoustic Focusing
Cytometer (Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA, US). Transport measurements were repeated at least 3-times. One representative experiment is
shown. 3C: Transcellular transport of fluorescein-methotrexate: Basolateral to apical transcellular transport of FMTX (1uM) in MDCKII-OATP1B1, MDCKII-MRP2,
MDCKII-MRP2-OATP1B1 or control (Ctr., mock transfected) cells grown on transwell inserts for 4 days prior to the experiment was followed for 30 minutes at 37°C.

Average of 3 independent measurements + /- SD are shown.

using an Enspire plate reader Ex/Em: 403/517 nm. OATP-dependent
transport was determined by extracting fluorescence measured in mock
transfected cells. Transport activity was calculated based on a calibra-
tion curve. Experiments were repeated in 3 biological replicates.

2.8. Transcellular transport measurements

For transcellular transport experiments, OATP1B1 and/or MRP2 or
ABCG2 overexpressing MDCKII cells (9 X 10* cells/insert) were grown
on Tissue culture plate inserts (6.5 mm diameter, 0.4 uM pore size,
VWR Ltd., Hungary) for four days. The cells were seeded in 300 pl
complete DMEM onto the insert membranes and 1 ml media was added
to the wells around the inserts in 24 well plates. The transport mea-
surement was started by the removal of the medium from the transwell
inserts and by washing the cells two times with 300 ul pH 7.4 uptake
buffer (see above). The wells were washed three times with 1 ml pH 5.5
uptake buffer (see above). After washing, 300 pul pH 7.4 buffer was
pipetted into the inserts containing the cells and 1 ml pH 5.5 buffer into
the wells and a 10 min pre-incubation period at 37°C was applied. The
reaction was started by the addition of 1 ml uptake buffer pH 5.5
(ensuring higher OATP1B1 transport (Patik et al., 2018)) containing
pyranine, CB, SR101, or FMTX (final concentrations 5-5 uM and 1-1 pM
respectively) to the wells, and the tissue culture plates were further
incubated at 37°C. When inhibitors were tested, 10 uM cyclosporin A
(CsA) or 40 uM benzbromarone was added to the lower or upper

compartment, respectively. To determine transport, 30 ul samples from
the upper compartment were collected every 5 minutes and pipetted
into 70 pl 1 x PBS for fluorescence measurements. In the case of
MDCKII-ABCG2-OATP1B1 cells, CB transport was determined at the
following time points: 0, 15 and 30 minutes. The fluorescence intensity
of the samples was determined using an Enspire plate reader (Perkin
Elmer) at the following wavelengths: 403/517 nm (pyranine), 400/419
nm (CB), 586/605 nm (SR101), or 497/516 nm (FMTX).

In order to evaluate the transport in the opposite direction (A-B),
transport reaction was started from the apical side by adding the sub-
strates at the same concentration as applied before but in 300 pl pH 7.4
buffer. Samples were collected from the wells (B side) to a 96 well plate,
100 pl at each time points until 25 minutes and fluorescence intensity
was determined as described before.

For evaluating intracellular accumulation of pyranine, transport
reaction in B-A direction was stopped after 30 minutes by removing the
solutions from the wells and inserts and washing the cells three times
with cold 1 x PBS on ice. Transwell inserts were then cut out and placed
into 200 pl 1% Triton-PBS in Eppendorf tubes. Inserts were incubated at
RT for 75 minutes, and then cell lysates were pipetted onto 96 well
plates. Fluorescence intensity was determined using an Enspire plate
reader as described above, Ex/Em: 403/517. In order to define the
amount of the dyes in the samples, a calibration curve was generated by
determining the fluorescence of increasing amounts of the given dye
dissolved in 200 pl 1 x PBS. We found that fluoresce of the dyes
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Fig. 4. Transcellular transport of pyranine. 4A: Basolateral to apical transport of pyranine (5 pM) in MDCKII-OATP1B1, MDCKII-MRP2, MDCKII-MRP2-OATP1B1 or
control (Ctr., mock transfected) cells grown on transwell inserts for 4 days prior to the experiment was followed for 30 minutes at 37°C. Average of 5 independent
measurements +/- SD are shown. 4B: Intracellular levels of pyranine were determined in MDCKII cells after 30 minutes of incubation with 5 uM pyranine ad-
ministered from the basolateral side of the transwells. Average of 3 independent measurements + /- SD are shown. Statistical analysis for multi comparison was
evaluated by Tukey-Kramer HSD (Honest Significant Differences) procedure, as a post-hoc test, after rejecting Hp in One-Way ANOVA (a=0,05). Means + /- SD
marked with the same letter (“a” for Ctr. and MRP2) were not significantly different (p > 0.05, Tukey-Kramer HSD test) from each other unlike “b” and “c” which
mean significant difference. 4C: Lack of apical to basolateral transport of pyranine. Experiments were performed with pyranine (5 uM) added either to the apical or
the basolateral compartment and samples were taken from the basolateral (A-B) or the apical compartment (B-A), respectively until 25 minutes. Average of 3
independent measurements + /- SD are shown. 4D: Inhibition of pyranine transcellular transport by cyclosporin A (CsA) or benzbromarone (Benz). Transcellular (B-
A) transport of 5 M pyranine can be inhibited by known OATP1B1 and MRP2 inhibitors, CsA and Benz. Vectorial transport was measured as described at Fig. 4A,
except that 10 pM CsA or 40 uM benzbromarone was added to the basolateral or apical compartment, respectively prior to the addition of pyranine (5 puM).
Fluorescence of pyranine was measured using an Enspire plate reader at Ex/Em 403/517 nm. Data obtained from 3 independent experiments + /- SD values are
presented as a percent of transport measured in MDCKII-MRP2-OATP1B1 cells without any inhibitor (NT).

(pyranine, CB and SR101) diluted in PBS or accumulated in cells re- Differences) procedure, as a post-hoc test, after rejecting Hy in One-Way

mained stable even after 90 minutes of incubation at room temperature
(data not shown).

2.9. Data analysis and statistics

Kinetic parameters shown in Fig. 1B of dye uptake were analyzed by
Hill1 fit using the OriginPro 8 software (GraphPad, La Jolla, CA, USA).
Statistical significance was calculated by Student's t-test between ATP-
dependent signals. Delta values were generated by subtraction of
MgAMP or MgAMP + Ko signals from MgATP or MgATP + Ko signals,
respectively. These delta values were compared for statistical sig-
nificance by Student's t-test, *: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.001
(Figs. 2, 6).

Statistical analysis of the samples shown in Fig. 4B for multi com-
parison was evaluated by Tukey-Kramer HSD (Honest Significant

ANOVA (a=0.05). Samples marked with the same letter (“a” for MRP2
and Ctr.) were not significantly different from each other.

3. Results
3.1. Pyranine is a novel substrate of hepatic OATPs, 1B1, 1B3 and 2B1

To expand the scope of fluorescent OATP substrates, we evaluated
the interaction of pyranine (HPTS, Solvent Green 7, trisodium 8-hy-
droxypyrene-1,3,6-trisulfonate), a pH indicator closely related to
Cascade Blue hydrazide (CB) (Avnir and Barenholz, 2005; Clement and
Gould, 1981; Gan et al., 1998) (Fig. 1) with OATP1B1, OATP1B3 and
OATP2B1. Measurements were carried out using A431 cells over-
expressing OATP1B1, OATP1B3 or OATP2B1. Whereas pyranine does
not accumulate in control, mock transfected A431 cells (Fig. 1B), we
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are shown as a percent of B-A transport measured in MDCKII-MRP2-OATP1B1 cells. Average of 3 independent measurements + /- SD are shown. 5D: Inhibition of CB
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basolateral or apical compartment, respectively prior to the addition of the dyes 5 uM CB or 1 pM SR101. Data represent average + /- SD values of 3 independent

experiments and are presented as a percent compared to the B-A transport measured in MDCKII-MRP2-OATP1B1 cells (NT).

found a typical OATP-mediated uptake in A431 cells expressing a he-
patic OATP (Fig. 1B) revealing that pyranine is a common substrate of
these uptake transporters.

3.2. Identification of novel common fluorescent substrates of OATP1B1,
MRP2 and ABCG2

Hepatic OATPs and MRP2 or ABCG2 have an overlapping substrate
recognition profile (Giacomini et al., 2010). To characterize the sus-
ceptibility of fluorescent OATP probes to MRP2 or ABCG2 mediated
transport, we used inside-out membrane vesicles prepared from Sf9
(Spodoptera frugiperda) cells overexpressing either MRP2 or ABCG2
(Fig. 2). I0Vs allow the investigation of the transport of membrane
impermeable substrates by efflux transporters that otherwise, in the
lack of passive uptake, could not be investigated in cell-based assays
with single transfectants. IOVs prepared from mock transfected Sf9
cells, as well as transport in the presence of MgAMP served as negative
controls for transport experiments. On the other hand, Lucifer Yellow

(LY) and fluorescein-methotrexate (FMTX), documented substrates of
ABCG2 or MRP2 (Deng et al., 2016; Notenboom et al., 2005;
Prevoo et al., 2011; Sjostedt et al., 2017), respectively, were used as
positive controls. As shown in Fig. 2A and B, ATP-dependent transport
by MRP2 was observed for FMTX, ZV, LDG, CB, SR101 and pyranine,
while LDV was not transported. Although uptake of the known sub-
strate LY indicated functionality of ABCG2, transport of ZV, LDG, pyr-
anine or SR101 by ABCG2 was not detected. On the other hand, we
observed significant transport of LDV and a weak transport of CB by
ABCG2. A weak ATP-dependent transport of SR101 was also present in
control vesicles (Fig. 2B and D). To reveal the nature of the SR101
uptake observed in control vesicles, transport was measured using
EDTA as a Mg>* chelator or Na-orthovanadate as a general ATP-ase
inhibitor. These experiments showed a Mg®*-dependent and Na-or-
thovanadate sensitive transport of SR101, confirming the involvement
of a yet undefined insect transporter in SR101 transport (Supplemen-
tary Figure S1).
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3.3. Transcellular transport of pyranine, a novel common substrate of
OATP1B1 and MRP2

In order to test whether the newly identified dual fluorescent sub-
strates can indeed be applied for the simultaneous investigation of
OATP1B1 and MRP2 function, we examined their transport in double
transfected polarized MDCKII cells. Since the structure of ZV, LDG and
LDV is unknown, these dyes were excluded from further experiments.
First, stable MDCKII cell lines co-expressing these transporters, termed
as MDCKII-MRP2-OATP1B1 or MDCKII-ABCG2-OATP1B1 were en-
gineered (see 2.2.). Cell lines containing solely OATP1B1, MRP2,
ABCG2 or mock transfected cells (MDCKII-1B1, MDCKII-MRP2,
MDCKII-ABCG2 or MDCKII-Ctr.) served as controls. Expression was
confirmed by Western blot analysis (Fig. 3A), and functionality of the
transporters was verified by transport assays using known OATP1B1,
MRP2 or ABCG2 substrates, CB, CaAM and DCV, respectively (Fig. 3B).

For transcellular transport measurements, MDCKII cells were grown
on transwell inserts for 4 days to reach a polarized state, when
OATP1B1 is localized to the basolateral membrane, and MRP2 or
ABCG?2 are found apically (Cui et al., 2001; Matsushima et al., 2005).
First, FMTX, a previously identified substrate of OATP1B1 (Gui et al.,
2010) and MRP2 (Notenboom et al., 2005; Prevoo et al., 2011) was
used for the setup of the transcellular transport measurement. As shown
on Fig. 3C, a time-dependent transcellular basolateral to apical (B-A)
transport of FMTX could be observed in MRP2-OATP1B1 double
transfectants that was not present in the control, single transfected
MDCKII-1B1, MDCKII-MRP2 or MDCKII-Ctr. (mock) cells. Next, trans-
cellular transport of pyranine was determined. As shown on Fig. 4A, a
time-dependent B-A transport of pyranine could be observed in MRP2-
OATP1B1 double transfectants, and there was no B-A transport in single
or mock transfected cells. When intracellular accumulation of pyranine
was measured, we found that pyranine cannot enter the cells without
the function of OATP1B1, hence it cannot be detected in control or
MRP2 single transfected cells (Fig. 4B). To exclude leakage of the cell
monolayer, concurrent pyranine transport in the apical to basolateral
(A-B) direction was investigated. Transport of pyranine in both direc-
tions was measured on the MRP2-OATP1B1 double and OATP1B1
single transfectant cells (Fig. 4C). We found negligible transcellular
transport from the apical to the basal compartment in both cell lines.
These results indicate that the B to A directed transport is indeed de-
rived from the interaction of the dye with the OATP1B1 and MRP2

transporters. Finally, in order to verify that the increasing fluorescent
pyranine signal at the A side of double transfected cells is a result of the
concerted action of OATP1B1 and MRP2, the experiments were re-
peated in the presence of transporter inhibitors (Fig. 4D). Double
transfected cells treated with either cyclosporin A at the basal side or
benzbromarone at the apical side showed no detectable transcellular
transport. To control these experiments, OATP1B1 and MRP2 single
transfected cells were also treated with cyclosporin A or benz-
bromarone, at the basal or apical side, respectively. Taken together, the
results were consistent with the transcellular transport of pyranine in
double transfectants as a result of OATP1Bl-mediated uptake and
MRP2-mediated efflux.

3.4. Identification of Cascade Blue hydrazide and sulforhodamine 101 as
dual OATP1B1 and MRP2 probes in transwell measurements

Based on the experiments evaluated in the Sf9 IOV assay, SR101 is
another potential common substrate of OATP1B1 and MRP2, and a
weak accumulation of CB in IOVs with MRP2 or ABCG2 was also de-
tected. Therefore, in order to test their applicability as fluorescent
probes in vectorial transport measurements, their transcellular trans-
port was investigated in transwell transport assays (Fig. 5). When fol-
lowing time dependent accumulation of CB or SR101 in the apical
compartment of the transwells, vectorial transport in MRP2-OATP1B1
double transfected cells was detected for both substrates (Fig. 5A-B).
Interestingly, although we detected ABCG2-mediated transport of CB in
I0Vs, transcellular transport activity in ABCG2-OATP1B1 cells could
not be observed (Fig. 5A). Transcellular transport of CB and SR101 in
the A-B direction was negligible (Fig. 5C), and inhibitory measurements
performed with these dyes also confirmed OATP1B1- and MRP2-
mediated transport of CB and SR101 (Fig. 5D).

4. Discussion

Concerted action of hepatic uptake (OATP) and efflux transporters
(ABCC2 and ABCG2) is crucial in pharmacokinetics and in the dis-
position of therapeutic drugs and endogenous substances.
Consequently, simultaneous administration of transporter substrates
can lead to altered pharmacokinetics and undesired side effects.
Therefore, international regulations require the evaluation of
OATP1B1/3 and ABCG2 (and also potentially MRP2) during early
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phases of drug development.

Polarized cell lines engineered to overexpress both uptake and ef-
flux transporters are an accepted in vitro model of transepithelial
transport measurements. MDCKII cells co-expressing OATP1B and
MRP2 or OATP1B and ABCG2 have been used in numerous studies for
the measurement of vectorial transport of common OATP and ABC
transporter substrates (Cui et al.,, 2001; Fahrmayr et al., 2012;
Matsushima et al., 2005). Double-transfected cell lines allow the iden-
tification of dual substrates (especially when the test compound cannot
enter the cells without the contribution of an uptake transporter) and
also the determination of the involvement of transporters in the
transcellular transport (Matsushima, 2005; Sasaki, 2002). MDCKII cells
co-expressing OATP and ABC transporters are also used to investigate
DDIs mediated by these transporters (Cui et al., 2001; Fahrmayr et al.,
2012; Liu et al., 2006; Matsushima et al., 2005).

Considering their overlapping substrate specificities, OATP1Bs,
MRP2 and ABCG2 may also share common fluorescent substrates.
Indeed, several mutual fluorescent probes were reported (e.g. FMTX
Gui et al., 2010; Notenboom et al., 2005), cholyl-lysyl-fluorescein
(Barber et al., 2015; de Waart et al., 2010) or carboxy-dichloro-fluor-
escein derivatives (Heredi-Szabo et al., 2008)). Although separate stu-
dies have identified common fluorescent substrates of MRP2 and
OATP1Bs, these were not tested in double transfectants for vectorial
transport. The only exception is Fluo-3 that has been used in transcel-
lular transport experiments to investigate MRP2 and OATP1B3 function
(Cui et al., 2001). However, Fluo-3 is not transported by the major
hepatic OATP, OATP1B1 (Izumi et al., 2016), and application of
fluorescent probes for dual investigation of ABCG2 and OATP1B func-
tion have not yet been documented. One crucial difference between an
ideal probe substrate of uptake or efflux transporters is membrane
permeability. Uptake transporters require substrates with low mem-
brane permeability, while optimal efflux transporter substrates have
high levels of passive uptake (at least in measurements performed on
intact cells) (Bednarczyk, 2010; Gui et al., 2010; Kovacsics et al., 2017;
Patik et al., 2018; Szakacs et al., 2008; Yamaguchi et al., 2006).
However, shared substrates of uptake and efflux transporters can be
identified using double transfected polarized cells, or in transport ex-
periments using IOVs. IOVs allow the measurement of intravesicular
accumulation of cell impermeable dyes by inversely oriented efflux
transporters, and represent a faster and cheaper screening method
compared to the transcellular transport assay. Hence, in our current
work, the initial transport screens of the previously identified cell im-
permeable fluorescent OATP probes, and the novel dye substrate pyr-
anine (Fig. 1B), were performed on IOVs containing MRP2 or ABCG2.
First, in order to find an alternative for CB, we tested pyranine for
transport by hepatic OATPs (Fig. 1B). We found that although pyranine
is a lower affinity substrate compared to CB (pyranine Km values for
OATP1B1, OATP1B3 and OATP2B1 were 27.8, 92.2 and 65.6 UM, re-
spectively, vs. CB Km values were 2.6, 21 and 21 uM (Patik, 2018)), its
transport by all three OATPs is about 3-times higher than that of CB.
Therefore, we conclude that pyranine can be an excellent tool to in-
vestigate hepatic OATP function.

The IOV-based transport screen identified the hitherto undescribed
transport of ZV, LDG, pyranine, SR101 and CB by MRP2, and LDV and
CB transport by ABCG2 (Fig. 2). Interestingly, SR101 has been pre-
viously identified as a transported substrate of an MRP-like fish and rat
transporter (Miller et al., 2002, 2000). However, direct interaction of
this dye with human MRP2 has not yet been documented. After the IOV
screen, the novel substrates were tested in OATP1B1-MRP2 double
transfected MDCKII cells for basolateral to apical transport, which
confirmed pyranine, CB and SR101 as dual probes of OATP1B1 and
MRP2 (Figs. 4 and 5). In these experiments fluorescein-methotrexate, a
previously identified substrate of both OATP1B1 and MRP2 served as
positive control (Gui et al., 2010; Notenboom et al., 2005). Vectorial
transport could be inhibited by known OATP MRP2 inhibitors, in-
dicating that these fluorescent probes can be used for assessing drug

DOI:10.14753/SE.2021.2545

European Journal of Pharmaceutical Sciences 151 (2020) 105395

interactions with OATP1B or MRP2.

Although CB transport was very low in MRP2 and ABCG2 con-
taining IOVs, we still detected significant transport of this dye in double
transfected MDCKII-MRP2-OATP1B1 cells. However, although expres-
sion and function of both OATP1B1 and ABCG2 was confirmed in the
double transfected MDCKII cell line (Fig. 3A-B), we could not detect any
transcellular transport of CB (Fig. 5A). These discrepancies can be ex-
plained by the conversion of CB in the cells (but not in IOVs) into a
metabolite that is a higher affinity substrate of MRP2 than CB, but not
recognized anymore by ABCG2. Mass spectrometry studies analyzing
CB extruded from MDCKII-MRP2-OATP1B1 cells may clarify this issue.
These results underline the relevance of cell-based assays, which are
influenced by the intracellular metabolism of compounds that are also
relevant in physiological drug transporter and drug-drug interactions.

Finally, since dual probes of OATP1B1 and ABCG2 suitable for
transcellular transport measurements have not been identified, we also
tested the transport of LDV, identified here as a substrate for ABCG2
(Fig. 2C). However, these experiments also failed to detect any vectorial
transport in MDCKII-ABCG2-OATP1B1 cells (not shown). In addition, as
LY has been described as a substrate of zebrafish drOatpldl
(Faltermann et al., 2016), and our IOV experiments (Fig. 2D) showed
high level of uptake of this compound by ABCG2, we tested LY trans-
port in MDCKII-OATP1B1 cells. However, we found no detectable
OATP1B1-mediated uptake of this compound (not shown), therefore LY
was also excluded as a dual OATP1B1/ABCG2 probe. Although our
efforts failed to set up an assay for vectorial transport of potential dual
OATP1B1 and ABCG2 probes, LDV and CB can still be used to detect
ABCG2 drug interactions in vesicular transport studies. As demon-
strated in Fig. 6, uptake of these dyes in IOVs is inhibited in the pre-
sence of Ko143, a specific ABCG2 inhibitor (Fig. 6).

Although cell lines engineered to overexpress pairs of uptake and
efflux transporter or even metabolic enzymes are an accepted model of
in vitro drug interaction screens, to recapitulate in vivo conditions more
complex models, e.g. human derived hepatocytes are needed. The dual
OATP MRP2 substrates identified in our study are good candidates to
monitor the function and drug interactions of these transporters in
hepatocytes. Due to their low passive permeability, practically no up-
take of pyranine, CB or SR101 is observed in mock transfected cells
(Fig. 1B, and see also in Bakos et al., 2019; Patik et al., 2018), pre-
dicting low unspecific labeling in cellular assays/experiments. On the
other hand, a plethora of transporters is present in hepatocytes, some of
which may be involved in the uptake or efflux of these dyes. Based on
our experiments, ABCG2 will not influence elimination of these dyes
from the cells. In addition, based on our preliminary experiments per-
formed with IOVs containing human ABCB1 (P-gp), no interaction with
pyranine, CB or SR101 can be expected (not shown). However, it
cannot be excluded that other ABC transporters, e.g. MRP3 (ABCC3),
MRP4 (ABCC4), expressed in the sinusoidal membranes of hepatocytes,
recognize these dyes and will limit their cellular accumulation. Simi-
larly, the interaction of the fluorescent dyes with other solute carriers
(SLCs) cannot be excluded. Future work will address the applicability of
the fluorescence assays in more complex models. For example, toxicity
of the test substrates may limit the applicability of these dyes in he-
patocytes. However, when we investigated this issue in MDCKII cells we
found no significant toxicity (Supplementary Fig. S2).

In conclusion we identify dual OATP1B1 MRP2 fluorescent probes,
and also novel fluorescent substrates of ABCG2. To our best knowledge,
pyranine, CB and SR101 are the first dual probes that can be applied for
determining in a single, fluorescence-based assay the activity of
OATP1B1 and MRP2 and for evaluating the DDI potential of drug
candidates.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Special attention is required when pharmacological treatment is indicated for a pregnant woman. P-glycoprotein
Maraviroc (MDR1) is a well-known transporter localized in the maternal blood-facing apical membrane of placental syn-
Drug transporters cytiotrophoblast and is considered to play an important role in protecting the developing fetus. Maraviroc, a
1(\;[;{:; MDR1 substrate that is registered for treatment of HIV infection, shows a low toxicity profile, suggesting fa-

vorable tolerability also if administered to pregnant women. Nevertheless, there is only poor understanding to
date regarding the extent to which it permeates across the placental barrier and what are the transport me-
chanisms involved. Endeavoring to clarify the passage of maraviroc across placenta, we used in this study the
method of closed-circuit perfusion of maraviroc across human placental cotyledon. The data obtained confirmed
slight involvement of MDR1, but they also suggest possible interaction with other transport system(s) working in
the opposite direction from that of MDR1. Complementary in vitro studies, including cellular experiments on
choriocarcinoma BeWo cells as well as transporter-overexpressing MDCKII and A431 cell lines and accumulation
in placental fresh villous fragments, revealed maraviroc transport by MRP1, OATP1A2, and OATP1B3 trans-
porters. Based on mRNA expression data in the placental tissue, isolated trophoblasts, and fetal endothelial cells,
especially MRP1 and OATP1A2 seem to play a crucial role in cooperatively driving maraviroc into placental
tissue. By the example of maraviroc, we show here the important interplay of transporters in placental drug
handling and its possibility to overcome the MDR1-mediated efflux.

Placenta
Drug—drug interactions

1. Introduction present in maternal blood. Several transport proteins and carriers have
been described in the placenta that mediate active and facilitated

Research over the past few decades has made it clear that placenta transfer of nutrients and other essential compounds in the maternal-to-
should no longer be viewed as a mechanistic barrier between mother fetal direction [1-3]. On the other hand, most of the xenobiotics are
and fetus. Considerable progress has been made in understanding the lipophilic in their structures and to some extent able to permeate the
transport role of this essential organ for maintaining pregnancy. In placenta by passive diffusion [4]. ATP-dependent transporters P-gly-
parallel with ensuring that nutrition is supplied to the developing tis- coprotein (MDR1, ABCB1) and breast cancer resistance protein (BCRP,
sues, the placenta needs to handle waste products and protect the fetus ABCG2) present in the maternal blood-facing apical microvillous
against potentially toxic xenobiotics, including drugs, which might be membrane of the trophoblast layer have the capability to efflux

Abbreviations: [*H]-MVC, radiolabeled maraviroc; A-B, apical-to-basolateral direction; B-A, basolateral-to-apical direction; BCRP or ABCG2, breast cancer resistant
protein; CCR5, chemokine receptor type 5; DMEM, Dulbecco’s modified Eagle’s medium; ER, efflux ratio; FDA, Food and Drug Administration; GF or GF120918,
elacridar; LY or LY335979, zosuquidar; MDCKII, Madin-Darby Canine Kidney II cells; MDR1 or ABCB1, P-glycoprotein; MRPs, multidrug resistant proteins; OATPs,
organic anoint transporter proteins; OCTNs, organic carnitine transporters; Papp, permeable coefficient; PBS, phosphate buffered saline; Rr, relative ratio; SDS,
sodium dodecyl sulphate; SLC, solute carriers
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potentially harmful compounds to the maternal blood and thereby
protect the fetus [5-7]. These membrane transporters also constitute
possible sites for drug-drug interactions. Therefore, the ability of any
therapeutic compound to be transported by membrane proteins or to
cause their inhibition needs to be assessed and drug-drug interactions
considered, as emphasized by the International Transporter Consortium
[8,9] and such global drug regulatory authorities as the U.S. Food and
Drug Administration (FDA) and European Medicines Agency [10,11]. In
the placenta, MDR1 and BCRP have been indicated to protect the fetus
against various lipophilic drugs, including, for example, glyburide, di-
goxin, and vinca alkaloids [12-14]. In general, most of the drugs that
are identified as MDR1 or BCRP substrates in vitro are assumed to be
compromised in their transfer to fetus. Compared to MDR1 or BCRP,
less is known about the placental multidrug resistant proteins (MRPs)
transporters, among which MRP2 (ABCC2) and MRP1 (ABCC1) seem to
be the most-expressed members of this subfamily. While MRP2 shows
the same localization as do MDR1 and BCRP, and, similarly to these two
transporters, it is believed to ensure efflux in the fetal-to-maternal di-
rection [15], MRP1 has been detected mainly on the basal membrane of
trophoblast and fetal endothelial cells [16-19].

In addition to the ABC drug efflux transporter family, the solute
carriers (SLC) also are able to interact with drugs and their inhibition
may lead to clinically relevant drug—drug interactions [20-22]. Several
members of the organic anion-transporting polypeptide (OATP) and
organic carnitine (OCTNs) uptake transporters are recognized for their
roles in placental handling of various endogenous compounds, in-
cluding r-carnitine [23,24]. Among these, mainly OATP2A1, OATP4A1
[25,26], and OCTN2 [27] have been described in the apical micro-
villous membrane of human placenta, while OATP2B1 seems to ensure
influx through the opposite, basal membrane of trophoblast cells [28].
In addition to these carriers, lower expression of several other OATP
members, e.g, OATP1A2, OATP1B3, and OATP3A1l [29-31], and
OCTN1 [32] also has been reported in human placenta.

Many antiretroviral compounds have recently been identified as
substrates of MDR1 and/or BCRP in vitro [33-36], thus demonstrating
that placental ABC transporters-mediated drug—drug interactions might
affect drug levels in fetal circulation [37]. In particular, administration
of antiretroviral therapy to ideally all HIV-positive pregnant women is a
much-discussed topic, because it decreases the risk of mother-to-child
viral transfer from 45 % down to 1-2% or less [38,39]. Although the
approach to the treatment is itself becoming more modern and effec-
tive, the introduction of newer drugs for use during pregnancy is
scarcely advancing, and traditional therapeutics with well-known
toxicity and safety profiles are preferred in order to avoid potential
harmful effects to the fetus. Interestingly, however, a recent study
comparing a recommended combination of three common anti-
retroviral drugs with an alternative variant showed no significant dif-
ference in incidence of adverse birth outcomes [40].

The chemokine receptor 5 (CCR5) inhibitor maraviroc blocks HIV
from binding to the host cells and, due to its low toxicity, it has been
approved not only for use in adults infected by the R5-tropic virus but
also for the treatment of children [41]. Because sufficiently conclusive
results are still lacking, however, maraviroc is not yet recommended in
antiretroviral pharmacotherapy schedules for pregnant women [39].
Nevertheless, several case reports seem to be optimistic as they describe
births of healthy, uninfected neonates of women exposed to maraviroc
during pregnancy [42]. Importantly, the chemokine system plays a key
role in the control of inflammatory and immune processes. Therefore, in
addition to controlling HIV, maraviroc seems to bring therapeutic
benefit also in non-AIDS related comorbidities — e.g atherosclerosis
[43] - and is considered as well in several off-label indications, in-
cluding multiple sclerosis, rheumatoid arthritis, and some cancer in-
dications [44-46].

In a very recent study, we identified maraviroc as a substrate of
human MDR1 in vitro. Employing in situ dually perfused rat term pla-
centa, significant rat Mdrl-mediated efflux of the drug to the maternal
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compartment was observed, although this was subsequently abolished
in the presence of MDR1/Mdr1 inhibitors [47]. The primary aim of this
study was to address the protective role of MDR1 in the transfer of
maraviroc across human placenta using the well-established model of
closed-circuit perfusion of maraviroc across a single intact placental
cotyledon. Based on the results indicating possible interplay of several
other transport systems in the placenta that compromise the fetal-to-
maternal efflux mediated by MDR1, we subsequently employed several
ex vivo and in vitro studies in human placental tissue and relevant cell
lines in order to identify the contributing transport mechanisms.

2. Material and methods
2.1. Human placentas

Placentas from normal pregnancies were collected at the
Department of Obstetrics and Gynecology, Medical University of Graz
and used immediately after delivery or caesarean section. All women
were medication-free and negative for HIV and hepatitis B or C. The
study was approved by the institutional ethical committee (no. 24-529
ex 11/12) and informed consent was provided by all participants in-
volved in the study. The placentas for experiments in villous fragments
were collected at the Faculty Hospital Hradec Kralove after delivery
following uncomplicated pregnancies. Written informed consent was
obtained as approved by the local research Ethics Committee (approval
no. 201006S15 P).

2.2. Cell lines and generation of cell-based carrier systems

The human choriocarcinoma BeWo cell line, clone b30 was kindly
provided by Prof. Christiane Albrecht (University of Bern, Switzerland)
with kind permission from Dr. Alan Schwartz (Washington University,
USA). Madin-Darby Canine Kidney II (MDCKII) cell lines, both parental
and overexpressing human MRP1 transporter, were obtained from Dr.
A. Schinkel (Netherlands Cancer Institute, Amsterdam, Netherlands).
Human epidermal cell lines A431, both control and overexpressing
human OATP1A2, -1B3, -2A1, -2B1, or -3A1 transporters, were gener-
ated in the laboratories of the Institute of Enzymology (RCNS, Hungary)
according to well-established protocols. Plasmid constructs of SLCO2B1
and -1B3 were prepared and introduced in order to create the A431-
OATP2B1 and -1B3 cell lines as described previously [48]. OATP1A2
overexpression was achieved as described by Bakos et al. [49]. A431
cell lines overexpressing OATP2A1, OATP3Al, or OATP4Al were
constructed as part of the current study. Briefly, the cDNA of human
SLCO2A1 (BC041140, plasmid ID:HsCD00338568, Harvard Plasmid
Repository) was PCR-amplified using Phusion® High-Fidelity PCR Kit
(NEB, Ipswitch, MA, US) and the following primers: forward 5" GTAA
ATGCGGCCGCAAGAATTCGCCACCATGGGACCCAGGATAGG and re-
verse 5° GTACATGCGGCCGCTAAGCTTTCACACTCGGGAATCCTC. The
PCR fragment was cloned between the NotI HindIII sites of the pSB
vector [48]. The cDNAs of SLCO3A1 and SLCO4A1 were amplified from
the pAcUW-21-L/OATP3A1 and pAcUW-21-L/OATP4A1l vectors [50]
with the following primers: 3A1 forward 5 TAAAGGATCCGCGGCCG
CGCCACCATGCAGGGGAAGAAGCCG, 3Al reverse 5’ CATGTCTCGAG
ACTAGTAAGCTTCTATAAAACGGACTCCATG, 4A1 forward 5° TAAAG
GATCCGCCACCATGAAGAGCGCCAAAGGT, and 4Al reverse 5° CATG
TAACTAGTTCACCCTTCTTTTACTATTTTG. PCR fragments were di-
gested with BamHI and Spel enzymes (NEB) and were cloned into the
corresponding sites of the pRRL-CMV-MCS-IRES-ACD4 vector [48]. The
base order of the cDNAs in all constructs was verified by sequencing.
Empty pRRLACD4 or pSB vectors were used as negative controls. In the
case of OATP2A1, A431 cells (ATCC) were transfected using a Fugene
HD reagent (Promega, Madison, WI, USA.) according to the supplier’s
protocol and as described by [48.]. SLCO3A1 or SLCO4A1 over-
expression in A431 cells was achieved by lentiviral transduction [48].
Protein expression of all cloned OATPs in the particular cell lines was
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confirmed by western blotting analysis (data not shown).

All cell lines were cultivated in antibiotic-free, complete high-glu-
cose Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) with r-glutamine,
supplemented with 10 % fetal bovine serum at 37 °C with 5% CO, and
regularly tested for Mycoplasma contamination. Cells from passages
5-20 for the MDCKII and A431 cell lines and passages from 5 to 15 for
the BeWo cells were used in the experiments. Dimethyl sulfoxide con-
centrations in all the assays did not exceed 0.5 %.

2.3. Chemicals and reagents

Radiolabeled maraviroc ([?H]-MVC) was purchased from Moravek
Biochemicals (Brea, CA, USA). DMEM, fetal bovine serum, sodium do-
decyl sulfate (SDS), calcein-AM, dextran from Leuconostoc spp. (M, =
40,000), phosphate buffered saline (PBS), and scintillation cocktail
were bought from Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA). Opti-
MEM®, reduced serum medium, Cascade Blue hydrazide, and the bi-
cinchoninic acid (BCA) assay were obtained from Thermo Fisher
Scientific. Maraviroc and ritonavir were provided by the NIH AIDS
Reagent Program or purchased from MedChemExpress (Monmouth
Junction, NJ, USA), which was also the source of control inhibitors
elacridar (GF120918), zosuquidar (LY335979), verapamil, sulfasala-
zine, L-carnitine, and MK-571. All the salts necessary for preparation of
perfusion and Thyrode’s buffers were purchased from Merck
(MerckGroup, Germany), and fluorescein-methotrexate triammonium
salt was from Biotium (Hayward, CA, USA).

2.4. Ex vivo perfusion of human placenta

The ex vivo placental perfusion setup used herein has been described
previously [51-53] and was adapted for the current study. Briefly,
within 30 min after delivery, a single unimpaired cotyledon was se-
lected and the supplying chorionic artery and vein pair was cannulated
and immediately rinsed with perfusion medium (DMEM:Earls buffer
3:1; containing 15 g/L dextran, 2 g/L glucose, and 250 mg/mL amox-
icillin; Sigma—Aldrich). Prepared cotyledon was placed in the middle of
a perfusion chamber and the fetal arterial cannula was connected to a
perfusion medium reservoir (37 °C). The maternal circulation was es-
tablished by insertion of three rounded needles into the intervillous
space of the cotyledon. Constant fetal (3 mL/min) and maternal (9 mL/
min) artery inflows were generated using a magnetic pump (Codan,
Salzburg, Austria). Flow recovery of the fetal circulation was = 95 % in
all experiments. In order to approximate in utero oxygen levels, fetal
perfusion medium was pretreated with a gas mixture (95 % N», 5%
CO,) through a gas-exchange device (Living Systems, St. Albans, VT,
USA) during the experiment. The back-flow pressure in the fetal vas-
cular system was recorded in line during the experiment by a micro
catheter pressure sensor (Millar, Houston, TX, USA) inserted into the
fetal arterial cannula.

2.4.1. Settings of perfusion experiments

The experimental time slots were set based on the findings from
other, similar experiments evaluating the contribution of ABC trans-
porters to placental drug transfer [13]. A single perfusion experiment
setup was initiated with a 90 min fetal and maternal closed-circuit
period when maraviroc (600 ng/mL) was added to both circulations
(minutes 0-90). This was followed by 30 min washout with maraviroc-
free media (minutes 90-120), 30min of inhibitor pre-incubation
(minutes 120-150), and 90 min of maraviroc with MDR1 inhibitors
elacridar (2 uM) or ritonavir (10 uM) (minutes 150-240), all applied to
both compartments. Samples were taken every 30 min from fetal vein
and maternal artery in volume of 1.5 mL. Samples were centrifuged to
separate perfusate from the remaining blood elements or residual tissue
and stable isotopically labelled internal standard (SIL-IS) of maraviroc
(100 ng/mL, maraviroc D6, TRC, Canada) was added into 1 mL of clear
supernatant. Completed samples were stored at —80°C in a freezer
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until analysis. After the experiment period, tissue integrity was tested
by a 30 min open-circuit antipyrine period. Antipyrine concentration
was determined by high-performance liquid chromatography (HPLC-
UV) in accordance with the protocol by [54] in maternal and fetal
perfusates. Only perfusion experiments reaching fetal-to-maternal an-
tipyrine ratios = 0.3 within 30 min in a fetal open circuit were con-
sidered as successful experiments and were further processed.

2.4.2. Analysis of maraviroc in perfusates

The determination of maraviroc in placental perfusion medium was
carried out using the Acquity Ultra Performance LC (UPLC) system
(Waters, Milford, MA, USA) coupled with a Micromass Quattro micro
API benchtop triple quadrupole mass spectrometer (Waters,
Manchester, UK). Samples of 2 L were injected onto an Acquity BEH
C18 analytical column (50 x 2.1 mm i.d.; particle size 1.7 um). The
analytes were separated using gradient elution with 0.1 % aqueous
formic acid (eluent A) and acetonitrile (eluent B) at a flow rate of
0.35 mL/min. The gradient started with 5% of eluent B in A, and it was
increased to 95 % B in 3 min. The percentage of eluent B was reduced to
the original conditions of 5% at 3.1 min. The total time of chromato-
graphic separation, including column equilibration, was 5min.
Quantification of analyte was achieved via selected reaction monitoring
using the precursor ion [M+H] " with m/z = 514.1 and two selected
fragment ions including quantifier m/z = 388.9 and qualifier ion m/
z = 280.0 to increase method selectivity. Ion source parameters were
set up as follows: capillary voltage — 1.0 kV, extractor — 3.0 V, RF lens —
0.1V, ion source temperature — 130 °C, cone voltage — 35V. The des-
olvation gas (nitrogen) flow was 1,000 L/h and temperature 450 °C.
Nitrogen was also used as a cone gas with a flow rate of 100 L/h.
Collision energy was set individually for each selected reaction mon-
itoring transition at 20eV (514.1 — 388.9) and at 30eV (514.1 —
280.0). The data was acquired using MassLynx 4.1 software and pro-
cessed by QuanLynx. The sample concentrations of maraviroc reported
in ng/mL were converted into percentages of the respective initial stock
solution concentration (100 %).

The pretreatment of 200 pL perfusion samples involved liquid-li-
quid extraction using dichloromethane in a 1:2 (v/v) ratio as an ex-
traction agent. The sample was agitated (1400 rpm, 30 °C, 10 min) and
centrifuged (14,000 rpm, 4 °C, 5min). Subsequently, 400 uL of extract
was taken, evaporated to dryness using nitrogen, and reconstituted in
20 % acetonitrile. The samples containing maraviroc were quantified
using a matrix calibration curve and SIL-IS.

2.4.3. Detection of maraviroc metabolites

To determine whether maraviroc may be metabolized by human
placenta tissue during perfusion experiments, detailed screening for
maraviroc metabolites was performed. Presence of metabolites was
screened using a UHPLC-HRMS (high-resolution mass spectrometry)
method. The Acquity UPLC I-class (Waters, USA) UHPLC system was
coupled to a Synapt G2Si (Waters, UK) of q-TOF type. Chromatography
was carried out using an Acquity UPLC BEH C18 (50 X 2.1 mm, 1.7 pm)
column and gradient elution with acetonitrile and 0.1 % formic acid in
water. Maraviroc is believed predominantly to be metabolized to var-
ious hydroxy metabolites by oxidation on phenyl or difluorocyclohexyl
rings and to a few decomposition products [55,56]. The m/z value
530.3301 of protonated molecule and its possible adducts were sear-
ched using reconstructed ion chromatograms (mass tolerance 10 ppm)
in electrospray ionization-positive mode corresponding to the summary
formula of CyoH,41F2NsO,. For the decomposition products, the che-
mical formulae C;3H25N40 and C;3H,,N4 were expected [55] and the
m/z of 251.1866 and 235.1917 for protonated molecules were searched
together with possible adducts. The column temperature was kept at
40 °C and autosampler temperature at 10 °C. High-resolution, fullscan
measurements were carried out in electrospray positive ion mode in the
range of 50 to 1,200 m/z. The ion source conditions were set up as
follows: capillary voltage — 0.8 kV, sampling cone voltage — 40 V, source
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offset — 80V, source temperature — 120 °C, desolvation temperature —
600 °C, desolvation gas flow — 500 L/h, cone gas flow — 50 L/h, and
nebulizer gas flow — 6 bar. Leucine enkephalin was used as a lock mass
reference for internal calibration and sodium formate for external ca-
libration. MassLynx 4.1 software was used for data acquisition.

2.5. Isolation of trophoblast and fetoplacental endothelial cells from human
term placenta

Endothelial cells were isolated from arterial vessels dissected from
the apical surface of the chorionic plate of human healthy-term pla-
centa following the protocol published by [57]. Arterial endothelial
cells were cultivated in a 75 cm? cultivation flask until confluence (4-5
days), then harvested for RNA isolation.

The primary trophoblast cells were isolated from four human term
placentas after uncomplicated pregnancy and delivery. Rinsed villous
placental tissue was digested by a mixture of trypsin and DNAse I and
the released cells were captured at the top of the percoll gradient. After
the centrifuging step, cells were purified using immunomagnetic beads
conjugated with MCA-81 antibody against HLA-A, B, and C (Serotec,
Puchheim, Germany) [58]. Trophoblast cells were seeded into 75 cm?
flasks (23 x 109), cultivated for 48h, then isolated using an RNeasy
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany).

2.6. RNA isolation, reverse transcription, and quantitative PCR analysis

A piece of tissue was sampled from each perfused placenta and
processed for subsequent use in detecting gene expression of selected
placental transporters. In order to evaluate the contribution of tro-
phoblast cells and fetal endothelial cells to the expression, these cells
were isolated from placental tissue as described above and subjected to
the RT-qPCR analysis. Thereby, we verified the mRNA expression of
relevant transporters in BeWo cells. TriReagent (Molecular Research
Center, Cincinnati, OH, USA) and Gb Reverse Transcription Kit (Generi
Biotech, Hradec Kralove, Czech Republic) were used for RNA isolation
and reverse transcription following the manufacturer’s instructions. The
cDNA samples thusly obtained were evaluated by PCR using TagMan®
Universal Master Mix II without uracil-N-glycosylase (Thermo Fisher
Scientific) and predesigned TagMan® Real Time Expression PCR assays
for human ABCB1 (Hs00184500.m1), ABCC1 (Hs01561483.m1l),
SLCO1A2 (Hs00366488 m1), SLCO1B3 (Hs00251986_m1), SLCO2A1
(Hs01114926_m1), SLCO2B1 (Hs01030343_m1), SLCO3A1
(Hs00203184_.m1), and SLCO4A1 (Hs00249583_.ml) (Applied
Biosystems, Thermo Fisher Scientific USA) and then analyzed using the
QuantStudio™ 6 system (Thermo Fisher Scientific). Each sample was
amplified in triplicate using the following PCR cycling profile: 95 °C for
10 min, followed by 40 cycles at 95°C for 15s and 60 °C for 60s.
Expression levels are reported as number of gene copies per pug of
transcribed RNA based on a five-point concentration calibration curve
of a randomly chosen comparator placental sample. This sample was
also analyzed for the number of gene copies using droplet digital PCR
assay as described previously [59]. Briefly, the ddPCR™ Supermix for
Probes (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) and the predesigned TagMan as-
says (Thermo Fisher Scientific) stated above were used. The analysis
was performed using the QX200 Droplet Generator, T100™ Thermal
Cycler, and QX200™ Droplet Reader, all from BioRad. According to the
number of positive droplets compared to negative, the concentration of
each of the target genes was calculated using the QuantaSoft™ Software.
Only wells in which the number of droplets exceeded 13,000 were used.
Knowing the number of copies of each target gene (expressed as
number of transcripts/uL RNA) in our comparator placental sample, the
numbers of gene transcripts in all the other cDNA samples were de-
duced by performing a qPCR analysis in which the five-point con-
centration curve of the calibrator cDNA was present.
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2.7. Bidirectional transport assays across monolayers of MDCKII-MRP1,
MDCKII-parental, and BeWo cell lines

Transport assays across monolayers of MDCKII-MRP1 and parental
cells were carried out as described previously [60,61]. MRP1 cells were
seeded at density 0.6 x 10° cells on 12-well, 3 uM microporous poly-
carbonate membrane filters (Transwell 3402; Costar Corning, New
York, NY, USA) and cultured for 72 h to confluence.

Transport assays employing monolayers of BeWo cells were per-
formed based on a modified protocol originated from Crowe et al. [62]
using microporous polycarbonate membrane filters (0.4 um pore size,
12mm diameter; Transwell 3401; Costar Corning) coated previously
with human placental collagen (Sigma-Aldrich). BeWo cells were
seeded at density 0.1 x 10° per insert and cultured for 6 days (37 °C
/5% CO,) with daily replacement of cell culture medium. The transe-
pithelial electrical resistance (TEER) was measured using a Millicell®
ERS Voltohmmeter (Millipore, Merck) prior to each experiment.

On the day of an experiment, cell monolayers were rinsed with PBS
(37 °C), then pre-incubated for 15 min in Opti-MEM with/without the
control inhibitors elacridar (2 uM), ritonavir (10 pM), or MK-571 (50
uM). Due to transport of maraviroc by endogenous canine Mdrl [47], a
certain part of the experiments in MDCKII cells were run in the presence
of the Mdr1 inhibitor zosuquidar (2 pM), which does not interact with
human MRP1 [63]. The assay was started by the addition of [®H]-MVC
0.2 pCi/mL (65 nM) into the apical or basal compartment with regular
sampling from the opposite compartment.

Transport of [*’H]-MVC was detected by liquid scintillation counting
and expressed as percentages calculated from measured values relative
to the stock solution. The efflux ratio (ER = Pappg a/Pappa_p) was
calculated within a linear period from values of permeable coefficients
(Papp) reached after 2 h of incubation.

Semipermeable membranes were cut out from each well, and cell
monolayer was lysed in 0.02 % SDS after the experiment. The accu-
mulation of [PH]-MVC in cells was measured and standardized to total
protein.

2.8. Accumulation assay in BeWo and A431 cell lines

BeWo and A431 cells overexpressed -OATP1A2, -1B3, -2A1, -2B1,
-3A1, or -4A1 and their appropriate controls were seeded onto a 24-well
plate (Techno Plastic Products, Trasadingen, Switzerland) at density
0.3 x 10° cells per well and cultured for 24 h (A431) or 48 h (BeWo) at
37 °C in 5% CO,. On the day of an experiment, the culture medium was
removed and cells were rinsed with PBS (37 °C). The BeWo cells were
then incubated for 15 min with Opti-MEM with and without the in-
hibitors elacridar (2 uM), ritonavir (10 uM), verapamil (100 pM), t-
carnitine (1 mM), MK-571 (50 pM), and cold maraviroc at a high con-
centration (100 uM). In the case of A431 cells, an uptake buffer con-
sisting of 125 mM NaCl, 4.8 mM KCl, 1.2mM CaCl,, 1.2 mM KH,PO,,
12mM MgSOy4, 5.6 mM bp-glucose, and 1 M HEPES (pH 7.4) was pre-
pared and sulfasalazine (100 uM) was used as a control inhibitor.
Accumulation was initiated by the addition of [*H]-MVGC 0.2 uCi/mL
(65nM) and stopped after 30 min (A431) or 60 min (BeWo) by re-
moving the supernatant. The cells were immediately washed two times
with ice-cold PBS (4°C) and subsequently lysed in 0.2 % SDS.
Maraviroc accumulation was measured by liquid scintillation counting
of the lysates and normalized to protein levels. None of the applied
inhibitory drugs affected viability of the cells, as confirmed by mon-
itoring the cellular confluency and protein content in each well at the
end of experiment.

2.9. Inhibitory assays on MRP1-mediated efflux and OATP1B3 and
OATP1A2 influx

In order to determine whether maraviroc, elacridar, or ritonavir
inhibit MRP1, OATP1B3, or OATP1A2 transporters, the following
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Fig. 1. Transport of maraviroc across human placental
cotyledon. A, B: Maraviroc (600 ng/mL), shown here
as 100 %, was perfused in a closed-circuit setup with
the same initial concentration in both fetal (A) and
maternal (B) compartments. Drop of maraviroc levels
was observed in both compartments within the first
90 min of the perfusion experiment. Addition of MDR1
inhibitors elacridar (GF, 2 uM) and ritonavir (RIT, 10
uM) prevented decrease in maraviroc levels on the
fetal but not maternal side (150-240 min) compared to
the non-inhibited phase. Time periods 90-120 min and

O maraviroc
* +GF

50 = TaRviee 5 \
10- \ + +RIT 10-
0 y T T . 0 ;
0 60 120 180 240 0 60

Perfusion duration (min)

inhibitory assays were performed:

Inhibitory assay in MDCKII-MRP1 was run as described previously
[47]. Cells were seeded on 96-well plates at density 5 X 10* and in-
cubated to full confluence. A preincubation period (15 min) either in
pure Opti-MEM or in the presence of a range of maraviroc, ritonavir,
and elacridar concentrations (1-50 uM) or control MRP1 inhibitor MK-
571 (50 uM) preceded an experimental period. The assay was initiated
by addition of the fluorescent MRP1 substrate calcein-AM (10 pM).
Relative fluorescent units were measured in 1 min intervals for 30 min,
at constant temperature 37 °C, using a Genios Plus microplate reader
(Tecan, Salzburg, Austria). Efflux response was expressed as the per-
centage of the concentration at which full inhibition was reached or as a
percentage inhibitory effect of model inhibitor. ICs, values were de-
termined by nonlinear regression analysis using data fitted onto data
points by the GraphPad Prism 8.2.0 program (GraphPad Software Inc.,
La Jolla, CA, USA).

Similarly, inhibitory assays were performed on OATP-over-
expressing A431 cells as described previously [48]. Briefly, cells grown
on 96-well plates were pre-incubated with increasing amounts of in-
hibitors for 5min at 37 °C. The assay was started by the addition of
fluorescein-methotrexate (1 uM) for 15 min in the case of OATP1A2 or
of Cascade Blue (10 uM) for 30 min in that of OATP1B3. After several
washings with PBS, fluorescence was measured using an EnSpire®
fluorescent plate reader (PerkinElmer, Waltham, MA, USA). Uptake
rates were expressed as percentages of uptakes measured in the absence
of any inhibitor. ICs, values were determined by nonlinear regression
analysis using data fitted on data points by the GraphPad Prism 8.2.0
program.

2.10. Maraviroc accumulation assay in fresh villous fragments of human
placenta

The study was conducted based on the method developed by SL
Greenwood (University of Manchester, UK) and as described previously
[35,64,65]. Briefly, 4-5 cubes (1 cm®) of fresh placental villous tissue
were dissected from placenta and rinsed two times in a mixture (1:1) of
DMEM and Tyrode’s buffer (pH 7.4). Small, fresh villous fragments
were cut out and fixed with thread on metal hooks, immersed into
DMEM/Tyrode’s solution to equilibrate (37 °C), and then transferred
into pre-incubating solutions of elacridar (2 pM), ritonavir (10 uM),
MK-571 (50 uM), and sulfasalazine (100 uM) for 10 min. Accumulation
assay was initiated by transfer of fragments into Tyrode’s buffer con-
taining [3H]-MVC 0.2 pCi/mL (65 nM) with and without inhibitors. The
assay was stopped after 10, 30, 90, 120, or 180 min by twice-washing
fragments in non-radioactive solutions of Tyrode’s buffer. The frag-
ments were then soaked in distilled water for at least 15h to lyse the
surface trophoblast layer and release accumulated radioactivity. Fi-
nally, the placental tissue fragments were cut from the hooks and lysed
in 0.3M NaOH for 10h at 37 °C. The released radioactive maraviroc
was quantified by liquid scintillation counting and normalized to total
protein levels using the BCA assay. Additional experiments addressing

Perfusion duration (min)

120-150 min depict the washout and pre-incubation
phases, respectively. Data are presented as
means * SD (n = 3) and analyzed by Mann-Whitney
test (*p < 0.05).

180 240

the possible formation of maraviroc metabolites in the villous tissue
were performed by exposing fragments to maraviroc (600 ng/mL),
corresponding to the concentration used in placental perfusion study.
UHPLC-HRMS analysis for maraviroc metabolites was then performed
in the lysates comprising the water solution after 15 h lysis of fragments
and in the lysates of the remaining fragmental tissue.

2.11. Statistical analysis

The data obtained are presented as means = standard deviations
(SD) of at least three independent experiments. Statistical analysis was
performed using GraphPad Prism software version 8.2.0 (GraphPad
Software). The p-values were calculated by one-way ANOVA or non-
parametric Mann-Whitney test and considered as statistically sig-
nificant if p < 0.05.

3. Results
3.1. Dual perfusion of human placenta cotyledon

Dual perfusion of human placenta cotyledon in the closed-circuit
setup was first performed to verify the contribution of MDR1-mediated
efflux to transplacental permeability of maraviroc as the transporter’s
substrate. After the initial 30 min of perfusion, levels of maraviroc
dropped to 86.7 % in the fetal compartment and 73.7 % on the maternal
side. The maraviroc levels remained then rather stable on both pla-
cental sides, showing, however, slight tendency to increase in the fetal
compartment up to 94.9 % at 90 min (Fig. 1A) while slowly decreasing
to 69.4 % at 90 min on the maternal side (Fig. 1B). Both added MDR1
inhibitors, elacridar and ritonavir, prevented a drop of maraviroc levels
in the fetal compartment (Fig. 1A) but did so only slightly in the ma-
ternal compartment (Fig. 1B).

Low concentrations of maraviroc were also found in perfusates at
the end of washout (minutes 90-120) and during pre-incubation
(minutes 120-150), with slightly higher levels in the maternal com-
partment. Therefore, faster washout of maraviroc retained in the pla-
cental tissue to the maternal circuit is suggested.

No maraviroc metabolites were detected in either the perfusion
samples with/without inhibitors or the lysates from fresh villous frag-
ments exposed to maraviroc solutions, thus indicating that the drug was
not metabolized during experiments and therefore biotransformation is
not responsible for observed changes in maraviroc concentrations in
perfusion assays.

3.2. Bidirectional transport and accumulation of maraviroc in BeWo cells

Following the perfusion studies, transport of maraviroc across po-
larized monolayer of BeWo choriocarcinoma cell line lacking MDR1
expression (Table 1) was employed. Both MDR1 inhibitors, elacridar (2
uM) and ritonavir (10 pM), were added with the intent to evaluate
possible contributions of placental transport systems other than MDR1
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Table 1
mRNA gene expression of studied transporters.
Transporter gene Placentas Endothelial cells Trophoblast cells BeWo cells
ABCBI 8.5 x 10° (0.08-1.7 x 10%) 0.7 x 102 (0.3-1.4 x 10%) 2.3 x 10° (0.16-6.4 x 10%) n.d.
ABCC1 4.1 x 10° (0.05-1.1 x 10%) 4.9 x 10° (4.2-6.3 x 10°) 5.3 x 10° (0.16-1.1 x 10%) 2.3 x 10° (1.8-3.1 x 10%)
SLCO1A2 6.3 x 102 (0.4-6.9 x 10°) 2.9 x 10% (2.4-7.7 x 10?) 1.2 x 10° (0.03-3.4 x 10%) 3.6 x 10° (1.5-4.9 x 10°)
SLCO1B1 n.d. n.d. n.d. n.d.
SLCO1B3 0.4 x 102 (0.1 - 0.8 x 10%) 0.1 x 102 (0.02-1.2 x 10?) 1.2 X 10% (0.91-1.4 x 10%) n.d.
SLCO2A1 9.0 x 10° (0.2-2.4 x 10%) 3.6 x 10° (1.6-6.7 x 10°) 7.6 x 10° (0.21-2.6 x 10%) 5.4 x 102 (3.5-8.1 x 10?)
SLCO2B1 1.1 x 10* (0.12-2.8 x 10%) 0.6 x 102 (0.4 - 0.9 x 10> 1.5 x 10% (0.12-1.7 x 10% 9.7 x 102 (8.3-16.0 x 10%)
SLCO3A1 1.0 x 10° (0.44-2.1 x 10°) 6.7 x 102 (1.1-2.5 x 10?) 3.3 x 10° (0.06-3.5 x 10%) 4.1 x 102 (2.5-4.7 x 10?)
SLCO4A1 3.1 x 10° (0.14-1.2 x 10%) 9.2 x 10° (0.32-1.4 x 10%) 1.6 x 10° (0.65-4.2 x 10%) 1.8 x 10* (1.7-1.9 x 109

Data is presented as median (inter-quartile range) of number of gene copies/pg of transcribed mRNA; n.d. = not detected.

Fig. 2. Bidirectional transport and uptake stu-
dies of [*H]-MVC (65nM) in BeWo chor-
iocarcinoma cell line. A: Uninhibited transport
of [3H]-MVC showing acceleration in apical-to-
basolateral (W;A-B) direction. B: Effect of
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in uptake and/or efflux of maraviroc. The data shows accelerated
maraviroc transport in apical-to-basolateral (A-B) relative to baso-
lateral-to-apical (B-A) direction and with ER value of 0.70 (Fig. 2A).
Addition of elacridar significantly decreased A-B transport from
20.8%-17.7% (p < 0.05) while not affecting the B-A direction, thus
resulting in ER value of 0.80 (Fig. 2B). Very interesting activity was
observed in the case of ritonavir, which also reduced A-B transport to
16.7 % (p < 0.05) but increased also B-A transport from
14.5%-22.1%, resulting in ER = 1.39. The primarily preferred direc-
tion of maraviroc transfer across BeWo monolayer was thus reversed
(Fig. 2C). These results strongly supported the theory of one or more
other transporters being involved in maraviroc transport across pla-
cental barrier.

Following transport assay, the simple accumulation study in BeWo
cells was carried out with the aim of helping to identify the mechanisms
contributing to maraviroc permeability (Fig. 2D). Decrease in mar-
aviroc accumulation (2.5-fold) was observed when a high concentration
of unlabeled maraviroc (100 uM) was applied, thus indicating satura-
tion of a transporter-mediated uptake of maraviroc to the cells rather
than its efflux. The accumulation of maraviroc in the cells also sig-
nificantly decreased in the presence of 100 pM verapamil (4.07-fold),
10 uM ritonavir (2.63-fold), and 2 uM elacridar (1.45-fold), suggesting
inhibition of an uptake transporter. On the contrary, enhanced (1.95-
fold) accumulation was detected in the presence of the ABCCs inhibitor

Accumulation assay
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Fokk lation of [*H]-MVC in BeWo cells. Data are
presented as means *+ SD (n = 3). Statistical
significance was evaluated by one-way ANOVA
or Mann-Whitney test (*p < 0.05, ***p <
0.001).
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MK-571 (50 puM), indicating inhibition of MRPs transporter-mediated
maraviroc efflux. The fact that no effect of L-carnitine (1 mM) was ob-
served on maraviroc accumulation excludes a contribution of OCTN1/2
transporters.

3.3. Gene expression of evaluated transporters

A detailed quantitative analysis of mRNA transporter expression for
all perfused placentas and BeWo cells along with independent samples
from isolated trophoblasts and fetal endothelial cells is summarized in
Table 1. As expected, ABCB1 was detected in all perfused placentas but
not in BeWo cells, while ABCCI was markedly expressed in placentas
and also in BeWo. SLCO2A1, SLCO2B1, SLCO3A1, and SLCO4A1 were
substantially expressed in all the perfused placentas, although a rather
lower number of transcripts was detected for SLCOIA2 and this was
only negligible for SLCOI1B3. BeWo cells showed high levels of
SLCO4A1 and SLCO1A2 transcripts. Expression analysis of in-
dependently isolated trophoblast and fetal endothelial cells showed
presence of all evaluated transporters with the exception of SLCO1BI,
with transcript levels being about one order of magnitude higher for
ABCBI1, SLCO1A2, SLCO1B3, and SLCO2B1 in trophoblast than in fetal
endothelial cells. Similar substantial levels of ABCC1, SLCO4A1, and
SLCO2A1 mRNA transcripts were found in trophoblast and fetal en-
dothelial cells.
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3.4. Maraviroc is a substrate of human MRP1

Following through on the evidence from data obtained in previous
experiments, interaction of [®H]-MVC (65 nM, 0.2 uCi/mL) with human
MRP1 was studied in MDCKII cells. These cells show overexpression of
human MRP1 transporter in the basolateral membrane [61], which
accelerates the transfer of its substrates from the apical to the baso-
lateral compartment. As shown in Fig. 3B, maraviroc is readily trans-
ported through MDCKII parental cells from the basolateral to the apical
side (ER = 5.50) by the function of the endogenous Mdrl transporter
[47]. On the other hand, there is no significant basolateral-to-apical
transport of maraviroc in MDCKII-MRP1 cells (ER = 1.01), as shown in
Fig. 3A. This data results in the high relative ratio (Rr = ERparental/
ERpgp1) of 5.44 when comparing transport in the two tested cell lines
and reveals maraviroc to be a substrate of human MRP1. Addition of
zosuquidar (2 puM) showed significant increase in accumulation of
maraviroc within monolayers of MDCKII-parental cells, thus reflecting
inhibition of endogenous Mdrl. This effect could not be observed in
MDCKII-MRP1 due to the retained efflux activity of non-inhibited
MRP1 pumping maraviroc out of the cells. Dual addition of zosuquidar
and the MRP1 inhibitor MK-571 (50 pM) resulted in significant increase
in maraviroc accumulation within both cell lines (Fig. 3C).

3.5. Maraviroc is a substrate of human OATP1A2 and OATP1B3 but not of
OATP2A1, 2B1, 3A1, or 4A1

In vitro uptake of [®H]-MVC (65nM, 0.2 uCi/mL) was measured in
A431 cells overexpressing human placental OATP transporters
OATP1A2, OATP1B3, OATP2A1, OATP2B1, OATP3A1, or OATP4Al
and compared to the respective mock control cells (Fig. 4A). Sig-
nificantly increased levels of maraviroc were detected in A431-
OATP1A2 (1.68-fold) and A431-OATP1B3 (2.21-fold) cells, thereby
indicating that maraviroc is a substrate of these transporters. No dif-
ference in accumulation of maraviroc was observed in the OATP2A1-,
OATP2B1-, OATP3A1l-, or OATP4Al-expressing cells. Decrease of
maraviroc accumulation in the presence of the OATP inhibitor sulfa-
salazine (SLF, 100 pM) in A431-OATP1B3 (Fig. 4B) or -OATP1A2
(Fig. 4C) cells further confirms that maraviroc is a transported substrate

Human MRP1

of these two OATPs.
3.6. Accumulation inhibitory assay

Because earlier experiments had revealed maraviroc to be a sub-
strate of MRP1, OATP1A2, and OATP1B3, we further aimed to verify
whether the inhibitors elacridar and ritonavir that were used during
placental perfusions (Fig. 1) and in BeWo transport and accumulation
assays (Fig. 2) could (in addition to MDR1) also affect these transpor-
ters.

We found that ritonavir increases accumulation of calcein-AM in
MDCKII-MRP1 cells with maximal inhibitory potency at 50 uM and
ICso = 13.9 uM (Fig. 5A). No changes were observed in the calcein-AM
accumulation when elacridar or maraviroc were present (tested con-
centration range was 1-50 uM).

Inhibitory effects of ritonavir, elacridar, and maraviroc toward
OATP1A2 or OATP1B3 transporters appear as a decrease of fluorescein-
methotrexate or Cascade-Blue hydrazide accumulation in A431-
OATP1A2 and A431-OATP1B3 cells, respectively. Ritonavir and ela-
cridar revealed inhibitory activity toward OATP1A2 (ICso of 3.70 uM
and 1.21 pM, respectively), while only weak OATP1A2 inhibition
(IC50 = 72.9 uM) was calculated for maraviroc (Fig. 5B). Ritonavir re-
vealed also potent inhibition of OATP1B3 (ICso = 0.82 uM) in A431-
OATP1B3 cells. The same effect was observed with elacridar
(ICsp = 3.17 uM). Maraviroc exhibited no inhibition of OATP1B3
transport, but a low level of activation (37 %) could be observed at high
maraviroc concentrations (Fig. 5C).

The inhibition of OATP1A2- and OATP1B3-mediated uptake and
MRP1-mediated efflux of maraviroc by ritonavir and elacridar was
subsequently confirmed in accumulation assays using inhibitory con-
centrations corresponding to those from the dually perfused human
placenta experiments (Fig. 5D).

3.7. Uptake of maraviroc into fresh villous fragments of human term
placenta

Fresh fragments prepared from human placental villous tissue re-
flect primarily the situation in the maternal-facing syncytiotrophoblast
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layer (Fig. 6D). Accumulation of maraviroc measured in placental
fragments bathed in [®H]-MVC (65 nM) solution showed increase over
time (up to 120 min; Fig. 6A). Elacridar (2 uM) and ritonavir (10 pM)
were added for 30 min (Fig. 6B) and 90 min (Fig. 6C). Neither of these
showed significant effect on accumulation of maraviroc. When more
specific OATPs and MRP1 inhibitors, sulfasalazine (100 uM) and MK-
571 (50 puM), respectively, were added, significant changes in mar-
aviroc accumulation were observed (Fig. 6B, C)

4. Discussion

More than 10 years have passed since maraviroc was registered by
FDA as the first selective blocker of CCR5 receptor for the treatment of
R5-tropic HIV-infected adults. During this period, further study of
maraviroc’s safety and efficiency has produced favorable results and
enabled expansion of the drug’s usage also to HIV-infected children
[41,66]. Due to the unique mechanism of action targeting CCRS5, the
intense placental expression of which is closely linked to the higher risk
of mother-to-child transmission of HIV, and owing to its expected
therapeutic benefit also in other non-HIV related indications, it seems
probable that maraviroc will more frequently be administered to
pregnant women [43-45,67]. Detailed knowledge is therefore needed
regarding transplacental transfer of maraviroc and the mechanisms
involved. Maraviroc is a quite lipophilic compound (logP = 5.80) [68]
and is presumed to cross biological membranes easily via passive dif-
fusion. We have recently described this antiretroviral as a substrate of
human MDR1 and, using a rat placental model, demonstrated the role
for rat Mdr1 in preventing maraviroc’s penetration from mother to fetus
[47]. A possible contribution of ABC transporters in placental handling
of maraviroc in humans has already been suggested by a study showing
accelerated fetal-to-maternal clearance of maraviroc in an open-circuit
perfusion setup, albeit without providing any direct proof, such as by
pharmacological inhibition [69]. Here, we employed dual ex vivo per-
fusion of a human placental cotyledon in a closed-circuit setup, which
limits transfer of drug via passive diffusion and emphasizes transporters
activity. The contribution of placental MDR1 was demonstrated
through rapid drop of maraviroc concentration on the fetal side after
30 min of perfusion (Fig. 1A), which was prevented by the MDR1 in-
hibitors ritonavir (10 puM) and elacridar (2 uM). To the best of our
knowledge, this is the first time that functional involvement of human
MDRI1 has been shown in maraviroc distribution across placental bar-
rier. Based on the known active efflux capability of the microvillous
membrane, the amount of maraviroc transferred from the fetal com-
partment would be expected to appear on the maternal side. On the
contrary, even more-pronounced decline in maraviroc levels was ob-
served in the maternal circulation, and no significant increase was
observed with the presence of inhibitor (Fig. 1B). The decline in mar-
aviroc concentration on both sides of perfused placenta raised the
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question as to where does the escaping maraviroc appear? Having ex-
cluded possible adherence of maraviroc to the perfusion tubes and other
plastic lab ware, we checked also for the occurrence of known mar-
aviroc metabolites in perfusates and homogenized placental tissue.
Although maraviroc has been described as a subject of biotransforma-
tion through CYP3A4 and CYP3AS5 isoenzymes in the liver [70,71], no
maraviroc metabolites were detected in our perfusates or tissue lysates,
reflecting probably the too-low biotransformation activity of placental
tissue [72] and a too-short perfusion time of the tissue to enable sig-
nificant formation of metabolites.

The unexpected behavior of maraviroc during the human placental
perfusions and partly hidden effect of MDR1-mediated efflux differ
considerably from observation in rat placenta, where we had described
robust contribution of rat Mdr1 in transplacental transfer of maraviroc,
correlating also with only low levels of maraviroc (less than 2%) re-
tained in rat placental tissue [47]. Unlike the findings in rat, maraviroc
seems to be retained within the human placenta, as up to 10 % of the
maraviroc was released from the tissue to the perfusates (in particular
in maternal compartment) after pre-incubation periods, when placenta
was perfused by maraviroc-free buffer with inhibitors. These observa-
tions from human placenta perfusions thereby indicate the involvement
of some other storage and/or transport mechanism(s) in placental
handling of maraviroc.

In order to identify those membrane transporters possibly con-
tributing to the placental handling of maraviroc and diminishing the
impact of MDR1-mediated maraviroc efflux as shown in the ex vivo
placenta perfusion study, several cell-based models were employed.
Because the human choriocarcinoma BeWo cell line mimics placental
trophoblast layer in vitro but shows no expression of ABCB1 [5,17 and
Table 11, it served as an ideal model for fast, initial screening (Fig. 2).
Among the applied inhibitors, MK-571, inhibiting efflux provided by
MRP transporters, significantly increased maraviroc accumulation in
BeWo cells. Based on the accelerated transport of maraviroc in the
apical-to-basolateral direction across polarized monolayers of BeWo
cells, the basolaterally located MRP1 was suggested as the MRP trans-
porter most probably involved. Indeed, subsequent transport assays
across the monolayers of MDCKII-MRP1 cells revealed maraviroc to be
a MRP1 substrate (Fig. 3).

Complementary accumulation studies in MDCKII-MRP1 cells
(Fig. 3C) further revealed high preference of maraviroc for MRP1- ra-
ther than endogenous canine Mdrl-mediated efflux, which drives the
transport in the opposite direction. This observation leads to a very
interesting conclusion in the context of our recent study, wherein we
describe a much stronger tendency for maraviroc to interact with the
canine endogenous Mdr1 variant than with human MDR1 transporter in
MDCKII-MDR1 cells [47]. Considering these two findings and the fact
that transport experiments in MDCKII-MDR1 cells in our previous study
and in MDCKII-MRP1 here were carried out under the identical
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protocol, we can suggest rather higher affinity of maraviroc to human

MRP1 than to human MDRI1.

Interestingly, when a high concentration of maraviroc (100 uM) was
applied in BeWo cells, it led to significant decrease in maraviroc

accumulation, thus indicating saturation of uptake rather than an efflux

transport mechanism. Similar decrease of maraviroc uptake was ob-

served also with the application of nonspecific inhibitors ritonavir and
verapamil. Published data showing maraviroc affinity to human
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OATP1B1 [73] and maraviroc-induced inhibition of uptake of the
nonspecific OATPs fluorescent substrate 8-(2-[fluoresceinyl]ami-
noethylthio)adenosine-3’,5’-cyclic monophosphate (8-FcAMP) into
BeWo cells [74] suggest the possible involvement of a member of the
OATP transporter family.

Based upon the mRNA expression profile of OATP transporters in all
perfused placentas (Table 1), in vitro studies were carried out in several
A431 cell lines overexpressing OATP transporters to evaluate the in-
teraction of maraviroc and the inhibitors used with these uptake
transporters.

The accumulation assays revealed uptake of maraviroc by OATP1A2
and OATP1B3 when applied at low (65nM) concentration. This effect
obviously remained hidden in the experimental setup of a recent study
that evaluated maraviroc in micromolar concentrations only using
OATP1B3-transfected HEK 293 cells [75].The number of OATP1A2
encoding mRNA transcripts (SLCO1A2) found in trophoblast cells was
comparable to the expression of MDR1 (ABCB1) and MRP1 (ABCC1I),
while the expression of OATP1B3 encoding gene SLCO1B3 was one
order of magnitude lower. Expression of SLCO1B3 more than one order
of magnitude lower compared to that of SLCO1A2 was found also in the
perfused placental tissue and in isolated fetal trophoblast cells, in-
dicating that OATP1B3 can play a less important role in placental
transfer of maraviroc than does OATP1A2. Significant expression of
SLCO1A2 was revealed also in BeWo cells, thus indicating OATP1A2 to
be the OATP member most probably responsible for the observed up-
take of maraviroc to the BeWo cells (Fig. 2D). Decreased uptake was
then observed in the presence of elacridar, ritonavir, and higher con-
centration of maraviroc, the inhibitors of OATP1A2 as demonstrated in
inhibitory assays using OATPs overexpressing A431 cells (Fig. 5B).
Since verapamil is also a potent inhibitor of OATP1A2 [76], significant
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decrease in maraviroc accumulation in BeWo cells in the presence of
verapamil can be also attributed to inhibited OATP1A2-mediated up-
take. These findings help to explain not only maraviroc’s behavior
during accumulation in BeWo cells, but also the drop of maraviroc le-
vels in maternal perfusates and their consequent increase after the
washout and pre-incubation period during placental perfusions, in
which inhibition of the OATP-mediated uptake obviously enables re-
leases of accumulated maraviroc from the tissue.

Identification of maraviroc as a substrate of other placental trans-
porters helps to explain its accelerated transport in the apical-to-baso-
lateral direction observed in BeWo cell monolayers. These indicate
vectorial transport of maraviroc provided by OATP1A2-mediated influx
in the apical membrane followed by MRP1-mediated efflux across the
basolateral membrane (Fig. 2A). Elacridar (GF) blocked only the api-
cally expressed OATP1A2 transporter, thereby decreasing the apical-to-
basolateral transport of maraviroc while having no effect on baso-
lateral-to-apical transport (Fig. 2B). In contrast, ritonavir, inhibiting
both OATP1A2 and MRP1, as shown in Fig. 5A,B, enabled higher per-
meability of maraviroc in the basolateral-to-apical direction (Fig. 2C).

Time-dependent accumulation of maraviroc was then shown in
fresh villous placental fragments representing primarily the situation in
syncytiotrophoblast as depicted in Fig. 6D. The absence of significant
effect of ritonavir or elacridar may be caused by inhibition not only of
OATP1A2 and MRPI, but also of MDR1 expressed in the apical mem-
brane (Fig. 6D). The contribution of OATP1B3 to this transport is
probably only marginal, because, in spite of the protein staining de-
scribed in the vasculosyncytial membrane [31], only very low expres-
sion was found in the placental tissue, as well as in isolated trophoblasts
and endothelial cells.

In summary, here we identified for the first time maraviroc as a
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substrate of three different transporters — MRP1, OATP1A2, and
OATP1B3 - while excluding its interaction with OATP2A1, OATP2BI,
OATP3A1, OATP4Al, and indirectly also with OCTN transporters.
Viewed in the context of MRP1 and OATP expression in human pla-
cental tissue, isolated trophoblasts, and fetal endothelial cells, our data
can contribute to a better understanding of maraviroc transplacental
pharmacokinetics and the drug’s safety during pregnancy. In addition
to the novel findings presented here, we question the generally ac-
cepted concept that considers MDR1 substrates always as compounds
with diminished maternal-to-fetal transfer. By the example of mar-
aviroc, we describe a situation wherein MDR1 activity was likely sur-
passed by the interplay of other placental transporters, the greatest
contribution to which we attribute to MRP1 and OATP1A2. In contrast
to the localization of MDR1 in the apical membrane, MRP1 was found
in basal membrane of polarized cells with the oppositely oriented
transport direction [77]. Basolateral localization of MRP1 has been
confirmed in trophoblast cells [17,18,78] and reported also in fetal
endothelial cells [18]. Therefore, we assume bidirectional flow of
maraviroc toward placental interstitium provided by the MRP1-medi-
ated efflux and further encouraged by OATP1A2- and, to a lower extent,
also by OATP1B3-mediated uptake. This theory actually corresponds
with our perfusion data and, consequently, it is not in conflict with the
low umbilical-cord-to-maternalblood ratio of maraviroc (0.33) reported
by Colbers et al. [42]. Obviously, the impact of transporters interplay
on transplacental drug transfer depends on the preferential affinity of
the drug to the particular transport proteins and on the transporter
expression profile across the pregnancy. Interestingly and in line with
our hypothesis, the well-known MRP1 substrate saquinavir showed low
penetration to fetus and retention within the placental tissue up to only
1.6 % in a study using an open-circuit placenta perfusion experiment in
the maternal-to-fetal direction [79]. Subsequently, it was found to be a
high affinity substrate of MDR1 and MRP2 [61], the transporters pro-
viding efflux on the apical microvillous membrane back to maternal
circulation and thereby overwhelming potential MRP1-mediated
transport of saquinavir in the opposite direction. Interestingly, reduc-
tion of saquinavir transport in the fetal-to-maternal direction by as
much as 43 % observed in other study, when MK-571 was added to the
perfusion buffer [80], could be explained as inhibition of MRP1 efflux
activity in fetal endothelial capillaries. Since MRP1 expression is sig-
nificantly increased by the end of gestation compared to at mid-gesta-
tion [81,82] while MDR1 is known to follow the opposite pattern [83],
the contribution of MRP1 might be increased by the end of gestation.
Indeed, Coles et al. have suggested that gestational-induced changes in
the transporters lead to greater uptake of saquinavir into mice placenta
at term [81]. Taking all these findings together, it seems that the MRP1-
mediated flux of maraviroc to the placenta is ensured in particular by
the end of pregnancy and that similar behavior might obviously be
expected in many other MRP1 substrates. Even though MRP1 is known
to transport several endogenous compounds, it is not yet clear what role
it fulfils when leading to the retention of its substrates within the pla-
cental tissue. We could speculate that by the end of pregnancy the inner
placental tissue might serve as space for disposal storage and additional
protection of the fetus and its mother shortly before delivery, during
which the organ is released. This hypothesis might be further supported
by findings of high levels of methylmercury in placentas of women
exposed to this toxin during pregnancy, as it, too, recently was identi-
fied as an MRP1 substrate [84,85]. Detailed studies would be needed to
consider the possibility that additional drugs described as MRP1 sub-
strates could be retained in human placental tissue when possessing
lower affinity to efflux transporters localized in the trophoblast mi-
crovillous membrane. Importantly, when evaluating the maternal-to-
fetal transfer of drugs and other xenobiotics, the involvement of addi-
tional placental transporters and their interplay affecting the perme-
ability of an investigated compound must be borne in mind and con-
sidered critically.
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