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Roviditések jegyzéke

ABC -
ADME -
ATP -
BBB -
BCRP -
Caco-2 -
HEK293 -
HL60 -
HT -
K562 -
MCF7 -
MDCKII -
MDR -
MDR1 -
MRP1 -
Papp -

Sf9 -

VT -

ATP-koto kazetta transzporter
abszorpcio-disztribucio-metabolizmus-exkrécid
adenozin trifoszfat

vér-agy gat

mellrak rezisztencia protein, (MXR, ABCP, ABCG2)
kolorektalis karcindma sejtvonal

emberi embrid vese sejtek

human promyelocitikus leukemia sejtvonal-

nagy ateresztoképességli

emberi mielogén leukémia sejtek

emberi mell-adenocarcinoma sejtek

Madin-Darby Il kutya vese sejtek

multidrog rezisztencia

multidrog rezisztencia protein 1 (P-gp, ABCB1)
multidrog rezisztencia asszocialt protein 1 (ABCC1)
apparens permeabilitasi egyiitthato

Spodoptera frugiperda petefészek sejtek

vezikularis transzport



1. Bevezetés és célkituzések

A transzporterek nagymértékben befolyasoljak a fiziologids szubsztratok, endobiotikumok
homeosztazisat valamint a xenobiotikumok, gyogyszerek farmakokinetikajat vagy ADME
tulajdonsagait. Ezért a transzporterek alapvetden befolyasoljak a kiilonb6z6 szubsztratok
plazma és szoveti szintjeit. A transzporterek gyogyszerkOzvetitett gatlasa tehat az
endobiotikumok és xenobiotikumok szintjének novekedéséhez vezethet a plazmaban és a
szovetekben. A sziik terapias indexekkel rendelkezd tigynevezett “victim” vagy aldozatként
résztvevé gyogyszerek kiilonosen aggodalomra adhatnak okot, mivel a plazma- vagy
szovetkoncentraciojuk  novekedése mérgez6 hatashoz, toxicitashoz vezethet. A
gyogyszereknek ugynevezett elkovetéként (“perpetrator”) is lehetnek karos hatasai, ha a
transzporterek gatlasa az egyidejileg alkalmazott gyogyszer (gyodgyszer-gyogyszer
kolcsonhatds) vagy endobiotikum (gyogyszer-endobiotikus kdlcsonhatds) —szintjének

fokozodasahoz vezet.

Az ATP-kot6 kazetta (ATP-binding cassette - ABC) transzporter szupercsalad és génjei az
ismert transzmembran fehérjék egyik legnagyobb csaladjat képviselik. Tagjai szinte minden
¢l6 szervezetben megtalalhatok baktériumoktol az emldsokig. Emberben szamos élettani
folyamatban jatszanak fontos szerepet, beleértve az endobiotikumok vagy xenobiotikumok
fiziologiai akadalyokon (“barriereken”) keresztiil torténé permeabilitasanak modulalasat [1,

2],

Szamos fiziologiai hatarfeliilet 1étezik az emberi szervezetben. A bél, a m4j, a vese és a vér-
agy-gat(ak) tekinthetok kulcsfontossagunak egy gyogyszer ADE (Absorption-Distribution-
Excretion, azaz felszivodas-eloszlds-kivalasztas) tulajdonsdgainak szempontjabol. Ezek
definialjak is a gyogyszerek biohasznosulasat és farmakokinetikajat [3]. Meg kell jegyezni,
hogy a nem célzott sejtekben / szdvetekben fellépd toxicitastol eltérden a célsejttoxicitas
nem mindig nemkivanatos (példaul toxicitas a rakos sejtekben) [1]. Ez az értekezés csak az
ABCBl-et és ABCG2-t taglalja részletesebben, mivel ezek toxikoldgiai szempontbol is

figyelemre mélto szerepet jatszanak.

Ez az értekezés harom részbdl all. Mindegyik résznél ismertetjiik a gyogyszermolekulak

hatasat az MDR transzporterekbdl allo barrierekre.



Az els6 rész a BBB és a seliciclib ko6zotti interakciordl szol. Ebben a részben az volt a cél,
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jellemezziik a seliciclib kolcsonhatasat az ABCB1 transzporterrel.

A masodik részben a klorotiazid kolcsonhatasaira koncentraltunk, valamint ennek a
diuretikumnak a vese altal alkotott hatarfeliiletre (barrier) gyakorolt hatasara. Megvizsgaltuk,
hogy 1) vajon a harom f6 apikalisan elhelyezkedd bél efflux transzporter, az ABCB1, az
ABCGQG?2 vagy az ABCC2 modulalja-e a klorotiazid permeabilitasat, tovabba ii) az esetleges
kolcsonhatas(ok) hatasat a fent emlitett efflux transzporterekkel és nem utols6 sorban iii) a

klorotiazid hatasait ABCG?2 altal kozvetitett urat transzportra.

Végezetiil, a harmadik rész Dr. T6th Géabor professzor Ur Szegedi Tudomanyegyetem Orvosi
Vegytani Tanszéken taldlhato laborjaval egyiittmiikodésben jott 1étre. Eszterkotést amiddal
vagy alkil-lancokkal helyettesitett szintetizalt FTC-Ko analégok specifikussagat ¢és

szerkezet-aktivitasi viszonyait vizsgaltuk.

2. Anyagok, modszerek

A human ABCBI1, ABCC2 ¢és ABCG2 transzportereket expresszalé membran vezikula
készitmények koziil az MDR1-Sf9, MRP2-Sf9 ¢és BCRP-HAM-Sf9  membranok
baculovirussal fert6zott Sf9 sejtekbodl késziilnek, mig a BCRP-M-et ABCG2-t taltermeld
emlds sejtekbdl, annak kontrolljat (M-Ctrl) ABC transzportereket nem tiltermelé emlds

sejtekbdl allitjak eld.

A sejteket kiegészitett tapfolyadékokban tartottuk és standard koriilmények kozott
tenyésztettiik 5% CO2-n és 37°C-n.

A tesztelt gyogyszermolekuldk és az aktudlisan vizsgalt transzporter kozotti kolesonhatast

membran-alapu ATP4z és vezikularis transzport esszékben végeztiik.

A festék efflux inhibicids vizsgélatok (CalceinAM és Hoechst 33342) segitettek annak
kimutatasdban, hogy a vizsgalt hatdanyag kolcsonhatasba 1€ép-e a vizsgalt transzporterrel

vagy sem.

A vizsgalt fehérjék jelenlétének igazolasat western blottal végeztiik.



A sejtek talélését valaszul a vizsgalt hatéanyag kiilonboz6 koncentracioival torténd

inkubéciora citotoxicitasi kisérletekben vizsgaltuk.

A tesztelendd gyogyszerek bazolateralis kompartmentbdl apikalis kompartmentbe torténd és
vissziranyl transzportjat egy ,barrier’-t imitdlo szorosan Osszenétt sejtrétegen keresztiil,

monolayer vektorialis transzport redszerben végeztiik.

A fumitremorgin analdgok szilard- vagy oldatfazisu szintézisét részletesen Szolomajer-

Csiko6s Orsolya altal 2013-ban irt cikk irja le [II1].

3. Eredmények és megbeszélésiik - Alkalmazasok a gyogyszerkutatas-
ban és fejlesztésben

3.1. ABCBL1/ Seliciclib / Vér-agy gat

A seliciclib az ABCB1 szelektiv szubsztratja, mégsem okoz rezisztenciat

A Seliciclib (R-roscovitine) egy ciklin-fiiggé kinaz inhibitor és kemoterapias gyogyszerjelolt
molekula. A Seliciclib gyorsan kivalik a plazmabol és eloszlik a szervekbe. Agyi szintje
koriilbeliil 20 %-a volt a plazmaban mért értéknek, mig 0jsziilott patkanyokban, akik
agyaban a vér-agy gat még éretlen, 100 % [4]. Ez a kiilonbség egy felnétt és egy éretlen agy
transzport profil kiilonbségeibdl eredhet. A BBB-ben expresszalodo efflux transzporterek

szerepet jatszhatnak.

Az értekezés targyat képez0 munka egy része annak meghatarozéasa volt, hogy az efflux
transzporterek, amelyekrél Ugy gondoljak, hogy korlatozzdk a gyogyszerek agyi
seliciclib kolcsonhatasat négy transzporterrel teszteltiik. Ezek az ABCB1, ABCG2, ABCClI
és ABCC2 voltak.

A seliciclib és a BBB-ben jelenlévo efflux transzporterek interakcidinak vizsgalatara ATPaz
essz¢ meérések késziiltek. Az eredmények azt mutatjdk, hogy a seliciclib kdlcsonhatasba 1ép
az ABCBI1, ABCCI1 és ABCG2 transzporterekkel, azonban ABCC2-vel nem (1. abra). A
seliciclib ABCBI1 aktivator, de az ABCC1-nek és ABCG2-nek inhibitora.

Annak ellendrzésére, hogy lassuk a seliciclib vajon kdlcsonhatasba 1ép-e az ABCB1-gyel,
vezikularis transzport (VT) és calcein vizsgalatokat végeztiink (2. abra). A seliciclib gatolta a

proba szubsztrat N-metil-kinidin (NMQ) transzportjat a VT kisérletben.
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2. abra K562-MDR sejtekbol szarmazo (A) Calcein AM efflux gatlasa, (B) ATP-fiiggé NMQ
transzport MDR1-K kiforditott vezikulakba és (C) Hoechst 33342 festék efflux PLB985-

BCRP sejtbol kiilonbozo koncentracioju seliciclib jelenlétében.

Miutan bemutattuk, hogy a seliciclib az ABCBI1 transzportalt szubsztratja, ez a transzport

calcein efflux vizsgalatban is megeréstést nyert MDCKII-MDR1 sejteken.

(D) BCRP-HAM-Sf9




A vad tipust MDCKII és MDCKII-MDRI1 sejtekkel vektoridlis transzportvizsgalatok is
késziiltek. Az efflux ardny a koriilbeliil 8-r6l1 1,2-re csokkent, amikor LY335979 is volt

alkalmazva.

Ezutan annak kideritése kovetkezett, hogy az ABCBI1 tulzott expresszioja rezisztenciat
eredményez-e a seliciclib ellen. Az eredmények azt mutatjadk, hogy az ABCBI
megnovekedett jelenléte nem okoz seliciclib-rezisztenciat. Ezek alapjan kijelenthetjiik, hogy
habar a seliciclib az ABCBI transzportalt szubsztratja, ez nem biztosit védelmet a gyogyszer
ellen, még akkor sem, ha az ABCBI1 tultermeldédik. Az ABCB1 védo hatasanak hianya a
sejtek halalaval szemben egyszerlien csak a gyodgyszer passziv permeabilitasaval
magyarazhatdé. Vannak olyan vegyiiletek, amelyeket ABCBI1-inverznek neveznek, mert
amikor ezeket alkalmazzak, az ABCBI jelenléte szenzitivizalja a sejteket citotoxicitasra [5].
Tehat valoszinii, hogy az ABCBI kett6s szereppel bir a vizsgalt sejtekben. Egyrészt
csOkkenti az intracellularis hatdanyag-koncentraciot, masrészt érzékenyebbé teszi a sejteket
a seliciclibbel szemben. A két ellentétes hatds lehet hatékonyan kiiitdtte egymadst a jelen

tanulmanyban alkalmazott sejtvonalakban.

A seliciclib az ABCG2-vel is kolcsonhatasba 1ép, leginkabb gatldé modon, de ez a

kolcsonhatés valdsziniileg klinikailag nem relevans.

Osszefoglalva, a seliciclib az ABCB1 nagy affinitdst, szelektiv szubsztratja. Ez a
Ugyanakkor az ABCBI tultermelddés nem vezet seliciclib-rezisztencidhoz. Ez azt jelenti,
hogy a gyogyszer igéretes jelolt lehet az ABCBI transzporter-tiltermeld daganatok

kezelésére.

3.2. ABCG2? / Klorotiazid

A klorotiazid, mint jovahagyott ABCG2 proba jelolt szabalyozasi vizsgalatokhoz

Szajon at torténd bevételt kovetden a klorotiazid, egy tiazid tipusu diuretikum, gyorsan
felszivodik, azonban metabolikusan stabil [6]. A metabolizalodas helyett a veséken keresztiil
gyorsan eliminalodik az emberi testb6l [7]. Mivel ez egy BCS/BDDCS [V-es osztalya
gyogyszer, a transzporter fehérjék jelentdsen befolydsolhatjdk ADE tulajdonsagait. A
klorotiazid biologiai hasznosuldsa 20-50% koriili. Mindezek jelzik az apikalisan

elhelyezkedd efflux transzporterek potencialis szerepét, amelyek korlatozhatjak a vegyiilet



bioldgiai hasznosuladsat. Ezek alapjan kiprobaltuk, hogy a klorotiazid kdlcsonhatasba 1épett-e
az enterocitdkban talalhatdé harom legfontosabb, apikdlisan elhelyezkedd efflux ABC
transzporterrel, amelyek: ABCB1, ABCG2 és ABCC2.

Sem az ABCBI1, sem az ABCC2 nem mutatott kdlcsonhatast klorotiaziddal, mindazonaltal

specifikus interakciot tapasztaltunk ABCG2-vel (3. abra).
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3. abra [3H] osztron-3-szulfat, [3H] N-metil-kinidin és [3H] osztradiol-17-3-D-gliikuronid
ATP-fiiggd transzportia (A) BCRP-HAM-Sf9, (B) MDR1-S9 és (C) MRP2-St9 vezikuldikba

erer

A klorotiazid és az ABCG2 koélcsonhatasdnak tovabbi jellemzésére ATPaz- és VT-
vizsgalatok késziiltek (4. dbra). Ezek a kisérletek megerdsitették, hogy ez a vizelethajto az
ABCG2-nek transzportalt szubsztratja.
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4. dbra Az ABCG2-¢ tulexpresszalo BCRP-M membranok névekvé klorotiazid koncentracioja
(A) vanadat érzékeny ATPaz aktivitas fiiggvényében, aktivalt (teli kérokben) illetéleg gatldsi
modban (teli négyzetek), valamint (B) kiforditott membranvezikuldkba torténé ATP-fiiggd
klorotiazid-transzport fiiggvényében.



A sejtes monolayer tesztek megerdsitették, hogy az ABCG2-vel valé kolcsonhatas
befolyasolhatja a klorotiazid ADME tulajdonsagait. Mindkét alkalmazott monolayer
tesztrendszer alaposan karakterizalt, tovabba ezek a leggyakrabban hasznalt in vitro
eszk6zok az oralisan beadott gyogyszerek felszivodasi tulajdonsagainak eldrejelzésére. Ezek
a kisérletek megerdsitették, hogy az ABCG2, amely a bél egyik apikalis efflux transzportere,
valdszintileg korlatozza a klorotiazid felszivodasat, hozzéjarulva annak alacsony bioldgiai

hasznosulasahoz. Az ABCG2 a vesék proximalis tubulus sejtjeiben is expresszalodik, igy

crer

Tovabba monolayer efflux kisérletekben igazoltuk, hogy a klorotiazid az ABCG2
transzportalt szubsztratja. Mind az MDCKII-BCRP, mind a Caco-2 sejtek
transzportértékében lattuk a kiillonbséget Kol43, egy ABCG2-specifikus inhibitor

jelenlétében vagy hianyaban.

Az eddigieket Osszegezve, megvizsgaltuk, hogy a harom {0, apikalisan elhelyezkedo,
intesztinalis efflux transzporter - ABCB1, ABCG2 vagy ABCC2 - barmelyike in vitro
befolydsolja-e a gyogyszer permeabilitdsit. Az ABCG2 moduladlta a klorotiazid
permeabilitdsat mindhdrom vizsgalt kisérleti rendszerben. Mivel a jelen vizsgalatban
alkalmazott kisérleti rendszerek megfelelnek a jelenlegi szabalyozasi iranymutatasoknak, az
eredmények azt sugalljak, hogy a klorotiazid egy jogos ABCG2 proba jelolt a szabalyozo
vizsgalatokhoz. Tovabba az ABCG2-medialt urat transzport potencidlis gatlasa allhat a

klorotiazid hiperurikémias aktivitasanak hatterében.

3.3. Fumitremorgin C analégok / ABCG2 gatlasi specifikussaga

FTC-Ko analogok: a specifitas egyetlen kiralis kézpontra korlatozodik - a C-6 és a 3S, 68,
12aS konfigurdcio elengedhetetlen

ABC transzporterek milkodését gatldo molekulak javithatjdk a rakellenes szerek
hatékonysagat. Mindezeket figyelembe véve, az ABCG2 4&ltal kozvetitett transzport

megforditasa igéretes kutatasi tertilet.

Dr. Toth Gébor professzor csoportja a Szegedi Tudomanyegyetem Orvos Vegytan
Tanszékén 16 triciklusos és 28 tetraciklusos 1) analdgot szintetizalt észterkotések nélkiil.
Ezeket teszteltik ABCG2 gatlo hatdsra és specifikussagra. A szintetizalt vegyiiletek
ABCG2-gatlo aktivitdsdnak mérésére Hoechst probat alkalmaztunk. Pozitiv kontrollként



Kol34-et, az ABCG2 egy jol ismert specifikus inhibitorat alkalmaztuk. Vizsgalatunkban
100 %-os gatlast 1 pM Ko134 gatlas jelentett.

A triciklikus analdgok, a I1la-11Id vegyiiletek kozott nem tapasztaltunk gatlo hatast, nemugy,
mint a tetraciklusos szarmazékok kozott, amelyeknél egyes tetraciklusos szarmazékok és a
diasztereomer elegyek gatld képességei Osszehasonlithatoak voltak a Kol34-éval. A
sztereokémiailag tiszta vegyiiletek ebben a csoportban a 3S, 6S, 12aS abszolut
konfiguraciojuak voltak. A diasztereoizomer tarsaik (3S, 6R, 12aS) egy kivétellel nem

crer

mutatott részleges aktivitast.

Ezutan olyan vegyliletekre koncentraltunk, amelyek ABCG2 hatékony gétlasat mutattdk és
ICso-értékeket szamoltunk (1. tablazat). A 3e2 (R), 3e5 (R) és 3e6 (R) koziil, csak a 3e5 (R)
bizonyult gatlénak, mégpedig 16-szoros kiilonbséggel.

Molekula szaima ABCG?2 gatlas ABCG2 gatlas ABCBI gatlas ABCCI1 gatlas
Vegyiilet 10 uM (%) 1Cs0 (UM) 1Cs0 (UM) 1Cs0 (UM)
1c (35,6S,12a8) 118 0.05 + 0.03 0.75 +0.02 0.82 +0.04
2c (3S,6S,12aS) 113 0.06 £ 0.24 0.84 +£0.07 0.92 +0.08
3el (3S,6R,12aS) 0 >100 >100 86.0+7.07
3el (3S,6S,12aS) 113 1.73+£0.01 >100 83.5+8.91
3e2 (3S,6R,12aS) 7 >100 40.3+5.94 37.6+ 154
3e2 (3S,6S,12aS) 131 0.41+0.28 33.4+209 4.16+0.82

3e3 (3S,6R,12aS) 1 >100 >100 >100

3e3 (3S,6S,12aS) 59 2477+4.4 >100 52.3+10.7
3e4 (3S,6R,12aS) 4 >100 28.8+6.21 33.6+0.74
3e4 (3S,6S,12aS) 110 0.14+£0.03 8.74 £2.08 2.66 +0.32
3e5 (3S,6R,12aS) 101 7.49+1.12 28.6+14.0 42.9+6.27
3e5 (3S,6S,12a8S) 121 0.45+0.12 13.1+2.40 12.1£2.02
3e6 (3S,6R,12aS) 42 16.1 +£2.25 0.99 +0.23 1.34+0.25
3e6 (3S,6S,12aS) 117 0.14 £0.06 2.58+1.19 0.88 +0.09
4d (3S,6S,12aS) 110 0.32+0.24 8.38+1.56 6.21 £3.81
1¢*(3S,6S,12aS; 3S,6S,12aS) 88 5.50+4.10 1.79 £ 0.35 2.99+0.25
2¢’(3S,6S,12aS; 3S,6S,12aS) 96 3.00+2.20 2.75+0.53 3.53+0.44
KO134 111 0.06 =0.03 2.04 £0.06 5.51+0.88
KO0143 118 0.06 +0.01 8.74+0.29 9.13+1.07

1. tdblazat Festék efflux gatlas. Az adatok atlag értékek + standard devidcio.

A festék efflux calcein vizsgalatok segitettek az ABCG2 gatlas ABCB1 és ABCCI feletti
specifikussagdnak meghatarozasdban. Az ABCG2 gatlasanal megfigyelt figyelemre mélto
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sztereospecifikussag (3S, 6S, 12aS kontra 3S, 6R, 12aS) az ABCBI1 és az ABCC1 gatlasanal
teljesen hianyzik. Ezenkiviil az ABCB1 és ABCCI1 feletti ABCG2-specifitast nem talaltuk a

(S+R) racematvegyiiletek, amelyek a C-6-os pozicidban fenil- vagy benzilcsoportot
tartalmaznak izobutil-oldallanc helyett nem gatoltak specifikusan az ABCG2-t ABCBI ¢és
ABCCL1 felett.

Mivel a Illa-1IId triciklikus analégok nem mutattak aktivitist a Hoechst esszében,
nyilvanvaléva valt, hogy az FTC-tipusi diketo-piperazin gyuriszerkezet alapvetd az
aktivitds szempontjabol. A C-6 ¢és a 3S, 6S, 12aS konfiguracié elengedhetetlen. A 3S, 6R,
12aS konfiguracidji vegyiiletek vart modon inaktivak [8]. A 3e6 (3S,6R,12aS) lehet az
egyetlen kivétel a részleges aktivitasaval. De még ebben az esetben is a 3e6 (3S,6S,12aS)
diasztereoizomer par tobb mint 115-szer erdsebb volt. Figyelemre mélto, hogy az ABCG2
esetében a sztereospecifikus (3S, 6S, 12aS kontra 3S, 6R, 12aS) gitlas hidnyzik mind
ABCB1-nél mind pedig ABCCI1-nél. Ezenkiviil az ABCG2-specifitasat 3S, 6R, 12aS
tény, hogy a 6-os pozicidban a konfiguracié 6nmagaban biztositsa az ABCG2 specifitasat az
ABCBI és az ABCCI {616ttt még nem irtdk le kordbban. Figyelembe véve a fent emlitett
ABC transzporterek széles és atfedd szubsztrat-specifitasat, meglepd és egészen varatlan,

hogy ez a specifitas egyetlen kiralis kdzpontra korlatozodik [9, 10].

A fumitremorgin C analégok Ko csalddja hatékony és szelektiv  ABCG2 inhibitorokat
tartalmaz. Azonban a leghatasosabb Ko vegyiiletek ¢észterkotést hordoznak az
oldallancukban, ami kémiailag és metabolikusan kevésbé teszi Oket stabilld. 16 jonnan
szintetizalt triciklusos €s 28 Gjonnan szintetizalt tetraciklusos analogot teszteltiink ABCG2
gatld hatékonysagra ¢€s specifikussagra. A tetraciklikus analogok koziil hatékony ABCG2-

cre

gatlo  vegylileteket fedeztink fel. A 3S, 6S, 12aS konfiguracioji vegyiiletek

crer

18-szor kevésbé hatasos gatlast mutattak. llyen sztereospecifikussag ABCB1 és ABCCI

gatlasaban nem volt
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