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Roviditésjegyzék

ABC: ATP-binding casette

BCRP: breast cancer resistance protein
NBD: nucleotide binding domain

TMD: transmembrane domain

RAMEB: random metylated B-cyclodextrin
WT: wild type, vad tipust



BEVEZETES

Az ABC-transzporter szupercsalad tagjai a prokaridtdkban és az eukaridtdkban
egyarant megtalalhatok. Olyan transzmembran fehérjék, amelyek ATP-hidrolizisb6l nyerik
az energiat a mikodésikhéz. A transzporterek valtozatos anyagokat juttatnak at a
membranokon, de vannak nem-transzporterek is, példaul kromatin-szervezok, DNS-javitok és
teloméra-fenntartok (Lindon és munkatarsai 2007).

Az ABC-transzporterek sokféle szubsztratot juttatnak at a sejtmembranon, vagy az
intracellularis kompartmentek membranjain, gy, mint anyagcserctermékeket, lipideket,
szteroidokat, toxikus anyagokat. Az ABC-transzporterek hibaja szamos orokletes betegségben
szerepet jatszik, példaul a cisztds fibrozis kialakulasaban. Az ABC-transzporterek egy
csoportja kulcsfontossagi a multidrog-rezisztencia kialakulasaban. Sokféle szovet epitelialis
rétegében eléfordulnak, Ggy, mint a vékonybél, m4j, vese, méhlepény, vagy a vér-agy gat.
Kiterjedt lokalizaciojuk révén képesek az altaluk transzportalt anyagok felszivodasat, tirtilését
¢s szoveti megoszlasat befolyasolni (Sarkadi és munkatarsai 2006).

Az ABC-transzporterek tobb doménbdl épiilnek fel: a két citoplazmatikus ABC- vagy
nukleotidkotd doménbdl (NBD) és a transzmembran doménekbdl (TMD). A NBD
citoplazmatikusan helyezkedik el, globularis szerkezetii. Itt torténik az ATP-kotés és
hidrolizis. A két NBD domén egyiittesen alakitja ki az ATP-kotd helyeket. Minden TMD
tipikusan hat membranon ativelé hélixbél all. Ez a domén felel6s a szubsztratkotésért, az
ATP-hidrolizis energizalja a szubsztrat transzportjat. Az ABC-fehérjék miikodéséhez legalabb
két TMD és két NBD sziikséges. Ezek elhelyezkedhetnek egy polipeptidlancon beliil, az ilyen
fehérjéket egész transzportereknek nevezziik. Ha egy fehérjében csak 1-1 NBD és TMD
talalhato, féltranszportereknek hivjuk Oket. Ezeknek dimerizdlodniuk kell, hogy
mitkodhessenek (Jones és George 2004).

A ABC-fehérjéket a NBD szerkezete szerint hét alcsaladba soroljuk, A-t6l G-ig
terjedd betiikkel jeloljiik dket. Az egyes fehérjeket még egy tovabbi szammal kiilonbdztetjiik
meg.

Harom fontos multidrog-transzportert ismeriink az emlésokben: a P-glikoproteint (mas
néven ABCB1/ MDRI1), a “multidrog-rezisztenciahoz tarsult transzportereket” (ABCC1-10/
MRP) és az “emldrak-rezisztencia fehérjét” (ABCG2/BCRP/ MXR). Ezek a transzporterek
szamos toxikus hidrofob anyagot illetve ezek konjugatumait képesek kijuttatni a sejtbdl,
megvédve a sejteket ezek toxikus hatdsatol. Mindegyik multispecifikus transzporter, szdmos

gyogyaszatban alkalmazott kemoterapids és egyéb drog is a szubsztratjuk.
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Az ABCG2 transzporter, vagy BCRP (mellrakrezisztencia-fehérje, breast cancer
resistance protein) az ABCG alcsaladhoz tartozo féltranszporter. Az ABCG2 felelés tobbek
kozott a tumorsejtekben és a virussal fertdzott sejtekben eldforduld széleskori multidrog-
rezisztenciaért. Szubsztratjai kozé tartozik sok tumorellenes szer, példaul a mitoxantrone,
topotecan, flavopiridol, és a methotrexat. Ilyen kezelések hatasara a tumorsejtekben jelentdsen
tobb multidrog-transzporter expresszalodhat. Bar fizioldgids szubsztratjai a mai napig
nincsenek feltérképezve, az Abcg2-deficiens egerekkel kapott eredmények arra utalnak, hogy
ez a transzporter fontos szerepet jatszhat a kiilonb6zo toxikus anyagok elleni védelemben,
valamint a sejt porfirin-haztartasaban (Jonker és munkatarsai, 2002).

Az ABCG2 tobb helyen eléfordul, példaul a m4dj canalicularis membranjaban, a
vékonybélben, a vastagbélben, a vesében, a tiidoben, az eml6 hamsejtjeiben, a mellékvese és
verejtékmirigy epitéliumaban, a Kapillarisok és vénak endotéliumaban, a vér-agy gatban és a
placentdban (Sarkadi és munkatdrsai 2004). Ezen kiviil tobb 6ssejttipusban is megtalalhato,

példaul a hematopoetikus dssejtek ,,side population” nevi frakciojaban.

CELKITUZESEK

Dolgozatomban az antiviralis terapias szerek és az ABCG2 multidrog-transzporter
kolcsonhatasat vizsgdlom. Az antiviralis szerek a virus sejten beliili replikaciojat kiilonbozd
pontokon gatoljak, ezért fontos a multidrog-transzporterekkel vald kdlcsonhatds vizsgalata,
mert az megakadalyozhatja a kezelOszer bejutasat a sejtbe. Az antiviralis szereket leginkabb
HIV-fertdzésben szenvedd és a csokkent immunmiikodésii betegek esetében alkalmazzak.

A gyogyszer-transzporter kolcsonhatast in vitro esszékkel vizsgaljuk, ahol nagy
mennyiségli ABCG2-t tartalmaz6 membran alkalmazasaval a fehérje aktivitasanak valtozasat
nézziikk a tesztvegylilet jelenlétében, valamint human ABCG2-t expresszald sejtvonalakon
vizsgaljuk a tesztvegyiilet sejtfelszini multidrog-transzporterekkel vald kdlcsonhatasat.

Kutatdsom célja, hogy megfelel6 mérési paneleket allitsak Ossze, melyek segitségével
ismert és Gjonnan fejlesztett antivirdlis szerek ABCG2-vel vald kolcsonhatasa tesztelheto.

Legel6szor harom olyan terapias szert valasztottunk, melyekkel kapcsolatban mar
ismert az ABCG2-vel valo kolesonhatas. Ezeken allitjuk be sajat tesztrendszereinket, és a
tobbféle tesztrendszer alkalmazasaval kiterjedtebben fogjuk tudni vizsgdlni a drog-

transzporter kdlcsonhatas jellegzetességeit. A valasztott drogok, a nelfinavir, a zidovudine és
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a purvalanol-A kiilonboz6 kémiai sajatsagu illetve terapias szempontbdl kiilonb6zé
tamadéspontu csoportokat reprezentalnak.

A nelfinavir gatolja a human immundeficiencia-virus proteazt, gyakran hasznaljak
kombinalt terapidban mas huméan HIV-proteaz-gatld szerrel. A mitoxantrone ¢és a
pheophorbide-A  BCRP-medialt  transzportjat  hatékonyan  gatolja  mikromolaris
koncentracioban (Giri ¢s munkatarsai 2009, Gupta és munkatarsai 2004).

A zidovudine egy nukleozid-analog, radioaktivan jelzett molekulajat az ABCG2
transzportalja mind sejtes, mind egereken végzett kisérletekben. A P-gp-nek is szubsztratja.
Magas Kkoncentracioban citotoxikus, ABCG2-expresszald sejtekben kimutathaté a
megnovekedett toxicitasi hatarérték (Giri 2008, Giri 2009).

A purvalanol-A egy purinszarmazék, CDK-inhibitor, antiviralis és antitumor hatassal
rendelkezik. Kimutattak, hogy gatolja az ABCG2 mikodését példaul az ABCG2-medialt
hematoporphyrin-transzportot, ¢s az ABCG2-medialt fototoxicitast is novelte egy kisérleti

rendszerben (An és munkatarsai, 2009).



ANYAGOK ES MODSZEREK

Human ABCG2-t tartalmazo membranprepardtum készitése ATP-dz esszéhez

A human ABCG2 cDNS-¢ét rekombinans bakulovirus transzfer vektorba klonozzuk és
az SfY rovarsejteket megfertdzziik veliik. A fertdzott sejteket begytjtjiik, a sejtmembran-
vezikuldkat izolaljuk egy korabbi eljards szerint, amely mechanikus homogenizalason és
elkiilonitd centrifugaldson alapszik (Ozvegy-L. és munkatarsai 2005 a,b) és koleszterin-
ciklodextrin komplex segitségével feltoltjiik koleszterinnel az eredetileg a fehérjefunkcid
szempontjabol elégtelen koleszterint tartalmazo rovarsejt-membrant (Telbisz és munkatarsai
2007). A membranfehérje-koncentraciét meghatarozzuk Lowry-moédszerrel. Ezutan kis

adagokban taroljuk -80 °C-on.

Sejtvonalak

Az Sf9 sejtvonal altalanosan hasznalt rovarsejtvonal.

Emlés sejtes esszékhez PLB-985 human limfoid sejtvonalbol korabban intézetiinkben
eldallitott human ABCG2-vel transzdukalt és ABCG2-re szelektalt stabil limfoid
sejtvonalakat hasznalunk (Ozvegy-Laczka 2005 b).

ATP-dz esszé

Az ABCG2-t tartalmazd Sf9 membranvezikuldkon mérjiikk az ATP-az aktivitast. A
nem ABC-transzporterhez kapcsolhato ATPaz-aktivitast gatoljuk kiilonbozo gatloszerekkel
(EDTA, Na-azid, ouabain) és az ABC-transzporterek vanadat-szenzitiv ATP-hidrolizis
aktivitasat mérjiilk 3 mM ATP jelenlétében. Mintanként 10 pg fehérjét tartalmazo vezikulat 30
percig inkubalunk ATP jelenlétében 37 °C-on, 30 perc utdn a reakciot ledllitjuk detergens
(SDS) hozzaadasaval. A keletkez6 inorganikus foszfatot kolorimetrias esszével kvantitativan

kimutatjuk (Ozvegy-Laczka és munkatarsai 2001).



Mitoxantrone uptake assay

A mitoxantrone egy ABCG?2 altal transzportalt fluoreszcens vegyiilet, amelynek sejtbe
valo felvételét mas ABCG2-vel kolcsonhatd anyagok befolyasoljak. Méréseinkben human
ABCG2-t expresszalo és parentalis PLB sejtvonalakat hasznaltunk. Az é16 sejteket 20 percig
inkubaljuk 7 uM mitoxantrone jelenlétében, gatloszer nélkiil, illetve a vizsgalt anyaggal,
gatloszerrel. Kontrollként 1 uM Ko143 ABCG2 specifikus inhibitort hasznalunk. Egy mosasi
Iépés utan a sejtek fluoreszcencidjat FACSCalibur dramlasi citométerrel mérjiik 635 nm-es

excitacios és 661/16 nm-es emisszios hullamhosszon (Ozvegy és munkatéarsai 2002).

SD3-shift meérés

Az 5D3 egy monoklonalis, konformacié-szenzitiv antitest, amely az ABCG2 fehérje
egyik extracellularis epitopjahoz kotédik. A szubsztrat és ATP jelenlétében a fehérje
konformacidja megvaltozik, ennek kovetkeztében az antitest-kotddés mértéke megnd.
Inhibitor drog jelenlétében a sejtek erdsebben jel6lddnek. Méréseinkben Alexa 647
fluoreszcens festékkel jelolt SD3 antitestet hasznalunk. Az intakt sejteket 45 percig 37 °C-on
inkubdljuk a teszt drog, illetve a Kol43 inhibitor kontroll jelenlétében, 0,5% albuminnal
kiegészitett Hank’s oldatban. Egy moséasi 1épés utan a sejtek fluoreszcenciajat FACSCalibur
aramlasi citométerrel mérjiik 635 nm-es excitacids és 661/16 nm-es emisszids hullamhosszon.

(Telbisz és munkatarsai 2011, Ozvegy-Laczka és munkatarsai 2005 b, 2008)



EREDMENYEK

Az antiviralis szerek hatasanak vizsgalata ATP-dz esszében

Az ABC-transzporterek drogtranszportja és ATP-dz aktivitasa sztochimetrikusan
kapcsolt folyamat. Mivel egyenes aranyossag all fenn koztiik, az ATP-az aktivitas mértékébdl
kovetkeztethetiink a drog transzportra. Az ABCG2-nek jelentés drogfiiggetlen alapaktivitasa
van, ami fokozhat6, vagy gatolhatd. A transzporter altal kijuttatott szubsztrat fokozza, a lassan
transzportal6do szubsztrat vagy alloszterikus gatloszer csokkenti az ATP hidrolizis mértékét.

A quercetin olyan szubsztrat, amely fokozza az ABCG2 alapaktivitasat. Gatloszerek
jellemzésekor a szubsztrat-stimulalt aktivitas gatlasat mérjiik, melyhez kis koncentracidju
quercetint hasznalunk. Ebben a mérési panelben jobban detektidlhatok a kisebb hatast
inhibitorok.

A rovarsejtekben az emldssejtekhez képest magas expressziot lehet elérni, ezért az
altalanosan hasznalt Sf9 (Spodoptera frugiperda) rovarsejt-kulturaban expresszaltatjuk az
ABCG2 fehérjét. Ebbdl preparaljuk az ATP-4z essz€hez hasznéalt membranvezikulakat.

Az ABCG2 miikddése koleszterin-fiiggd. Az Sf9 rovarsejtek koleszterintartalma
minimalis az emldssejtekéhez képest, ezért koleszterinnel toltjik az Sf9 vezikuldkat. A
koleszterin nem oldddik vizben, ezért koleszterinnel to1tott RAMEB-et (random metylated [3-
cyclodextrin) hasznaltunk a membran koleszterin-désitasahoz.

A nelfinavir gatolta az ABCG2 ATP-4z aktivitasat. 25 pM nelfinavir koncentracional
mar majdnem maximalis a gatlas, quercetin jelenlétében és quercetin nélkiil is (1. abra).

A zidovudine nem volt szignifikans hatassal az ABCG2 ATP-az aktivitasara a vizsgalt
kortiilmények kozott (2. abra).

A purvalanol-A gatolta az ABCG2 ATP-az aktivitasat. 25 uM purvalanol-A

végkoncentracional mar majdnem maximalis a gatlds, quercetin jelenlétében. (3. abra).



Nelfinavir ATPaz (wt 2RC Sf9)
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1. abra. A nelfinavir hatasa a vanadat-szenzitiv ATP-az aktivitasra Sf9 sejtekben.

Nelfinavir koncentraciok: 1, 5, 10, 25, 50, 100 uM. Z5ld ® - quercetin hozzaadasa nélkiil, piros B - 1 uyM

quercetin mellett mért aktivitasvaltozas.

Zidovudine ATPaz (wt 2RC Sf9)
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2. abra. A zidovudine hatasa a vanadat-szenzitiv ATP-az aktivitasra Sf9 sejtekben.

Zidovudine koncentraciok: 1, 5, 10, 25, 50, 100 uM. Zold ® - quercetin hozzaadasa nélkiil, piros ® - 5 uM

quercetin, bordo A - 1 uM quercetin mellett mért aktivitasvaltozas.
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Purvalanol A ATPaz (wt 2RC Sf9)
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3. abra. A purvalanol-A hatasa a vanadat-szenzitiv ATP-az aktivitasra Sf9 sejtekben.
Purvalanol-A koncentraciok: 1, 5, 10, 25, 50, 100 uM. Az abra 1 uM quercetin mellett mutatja az

aktivitasvaltozast.

Az antiviralis szerek hatasanak vizsgalata mitoxantrone uptake esszében

Az ABCG2 funkcigjanak vizsgalatara alkalmasak a festéktranszport-esszék. A
mitoxantrone tobb ABC-transzporter altal transzportalt fluoreszcens molekula. ABCG2-
tartalmu sejtekben csokkent mitoxantrone-felhalmozodas mérhetd, amely ABCG2-specifikus
inhibitorokkal a parentalis sejtekre jellemz6 értékhez kozelithetd.

A vizsgalathoz parentalis és ABCG2-t expresszald PLB sejteket hasznaltunk. A sejtek
mitoxantrone felvételét FACS-on analizaltuk.

A parentalis PLB sejtekhez képest jelentdsen csokkent mitoxantrone-felhalmozodast
mutatnak a wt ABCG2 sejtek, amelyet Ko143 gatloszerrel, mely az ABCG2 specifikus és
leger6sebb inhibitora, fokozni tudunk. Az ATP-az mérések alapjan  kivalasztott
mitoxantrone-felvétele megnd, a parentalis és a wt ABCG2, Kol43-mal kezelt sejtekéhez

kozelit. Tehat ebben az esszében a nelfinavir €s a purvalanol gatloszerként viselkedik.
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4. abra. A nelfinavir hatisa a mitoxantrone-felvételre parentalis és wt ABCG2-t expresszalo PLB
sejtekben. Az 4bran az egyes kezelésekhez tartozd FACS hisztogram gorbéket mutatjuk. A Kol43

koncentracidja 1 uM, a nelfinaviré 20 uM volt.
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5. abra. A puravalanol-A hatisa a mitoxantrone-felvételre parentilis és wt ABCG2-t expresszalé PLB

sejtekben. Az abran az egyes kezelésekhez tartozé FACS hisztogram gorbéket mutatjuk. A Kol43 1 uM, a

puvalanol A koncentraci6ja 20 uM volt.
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Az antiviralis szerek hatasanak vizsgalata 5D3 shift esszében

Az 5D3 egy monoklonalis, konformacio-szenzitiv antitest, amely az ABCG2 fehérjén
valamilyen extracellularis epitophoz kotédik. A szubsztrat és ATP jelenlétében a fehérje
konformacioja megvaltozik, ennek kovetkeztében az antitest-kotddés mértéke megnd.
Inhibitor drog jelenlétében a sejtek erdsebben jelolédnek 5D3 antitesttel, ami a FACS
hisztogram gorbék eltolodasaban (5D3 shift) jelentkezik. A hisztogram gorbéket a relativ
mértani kozépértékekkel jellemeztiik, ennek valtozasébol szamitjuk a relativ 5D3 shift értéket.
100%-nak tekintjiik az 1TuM Ko143 jelenlétében mért maximalis értéket.

A vizsgalathoz csak wt ABCG2-t expresszald PLB sejteket hasznaltunk.

A nelfinavir (6. és 8. abra) és a purvalanol-A (7. és 9. abra) koncentracio-fiiggé modon
novelték az 5D3-ko6tddés mértékét. Inhibitor hatdsuk mindkét esetben a legmagasabb

alkalmazott koncentracidkban Gsszevetheté a Ko143 gatloszerével, hatékony koncentraciojuk

ugyanakkor sokkal magasabb.
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6. abra. A nelfinavir hatisa az 5D3-kot6dés mértékére wt ABCG2-t expresszalé PLB sejtekben. Az egyes
hisztogramok a jelmagyarazatban megadott kezelések eredményét mutatjak: Kontroll — kezeletlen, Ko143 — 1

uM Ko143-mal kezelt, 20 uM nelfinavir - 20 uM nelfinavirral kezelt sejtmintak.
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7. abra. A purvalanol-A hatasa az 5D3-koétédés mértékére wt ABCG2-t expresszalé PLB sejtekben
Az egyes hisztogramok a jelmagyardzatban megadott kezelések eredményét mutatjak: Kontroll — kezeletlen,

Ko143 — 1 uM Ko143-mal kezelt, 20 uM purvalanol-A - 20 uM purvalanol A-val kezelt sejtmintak.
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8. abra A nelfinavir hatasa az 5D3-kotodés mértékére wt ABCG2-t expresszalo PLB sejtekben. Az abra a
FACS hisztogram-gorbék mértani kozépértéke alapjan szamitott relativ hatasokat mutatja, Ko143-hoz

viszonyitva.
A mérésben 5 uM, 20 uM és 100 uM nelfinavirral kezelt sejtekben mért hatasokat hasonlitottuk Ossze a

kontrollokkal.
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9. abra. A purvalanol-A hatasa az 5D3-kotédés mértékére wt ABCG2-t expresszalé PLB sejtekben. Az
abra a FACS hisztogram-gorbék mértani kozépértéke alapjan szamitott relativ hatasokat mutatja,
Ko0143-hoz viszonyitva.

A mérésben 5 uM, 20 uM és 100 uM nelfinavirral kezelt sejtekben mért hatisokat hasonlitottuk Gssze a
kontrollokkal.

DISZKUSSZIO

Az ABCG?2 szervezetiink fontos multidrog-transzportere, ezaltal az antiviralis terapias
szerek hatékonysagat is bizonyitottan befolyasolja, amit a mi in vitro eredményeink is
valoszintsitenek. Az ABCG2 képes ezeknek a szereknek sejten beliili koncentraciojat a
hatasos szint ala csokkenteni. Mivel a drog-membrantranszporter kdlcsonhatas Osszetett és
sok tényezd befolyasolja, tobbféle funkcidra specializalt esszé jobban kdrvonalazza a drog-
transzporter interakciot. Mostanaig elvégzett vizsgalatainkban harom antiviralis szer
kolcsonhatasat vizsgaltuk azzal a céllal, hogy az altalunk hasznélt esszérendszereket
beallitsuk ismeretlen antiviralis szerek tesztelése céljabol.

Eddigi eredményeink a nelfinavir és a purvalanol-A esetében egybehangzoak az
irodalmi adatokkal. A nelfinavir és a purvalanol minden altalunk alkalmazott esszében
kolcsonhatast mutatott az ABCG2 fehérjével, mikromolaris koncentracio-tartomanyban
gatolta a fehérje ATP-az aktivitasat, transzportfunkciojat és az 5D3 shift esszében inhibitor
jellegli hatast mutatott. Az irodalomban eddig ismertetett mérésekben szintén mikromolaris

koncentracioban tapasztaltak transzportgatlast (Giri és munkatarsai 2009, Gupta és
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munkatarsai 2004, An és munkatarsai 2009). Ezek a transzportmérések nem képesek
egymastol elkiiloniteni a kompetitiv és az allosztérikus inhibitorokat. Az altalunk végzett
jobban diszkrimindldo ATP-4z essz¢é és SD3 shift essz¢é alapjan valdszintisithetd, hogy ezek a
hatéanyagok a nem transzportalddo inhibitorok csoportjaba tartoznak.

A tovabbiakban tervezziik a mérések ismétlését és a mitoxantrone uptake esszében a
hatébanyagok vizsgalatat kisebb koncentraciokban is, hogy az in vivo koriilményeket,
melyekre kisebb koncentraciok jellemzdk, jobban modellezhessiik.

A zidovudine-ABCG2 kolcsonhatast eddigi mérések radioaktivan jelzett zidovudine
ABCG2-medialt transzportjaként mutattak Ki (Giri és munkatarsai 2008 és 2009). Mi eddig
ATP-az esszében vizsgaltuk a hatasat, de a zidovudine nem befolyasolta az ABCG2 ATP-az
aktivitasat. Ismert, hogy egyes transzportalt szubsztratok nem befolyasoljak szignifikdnsan az
ATP-az aktivitast, ezekben az esetekben a drog-indukalt ATP-hidrolizist elfedheti a magas
alapaktivitas. Ez jellemzd példaul a bizonyitottan transzportdlodd kemoterapids szerre, a
methotrexate-ra is. Ezek rendszerint kis affinitasu szubsztratvegyiiletek. A tovabbiakban
tervezziik a zidovudine nagyobb koncentraciokban, valamint mas esszékben vald vizsgalatat.

A kovetkezd méréssorozatban olyan kisérleti, preklinikai stddiumban levd antiviralis
szerek hatasat fogjuk jellemezni idéig bedllitott esszérendszereinkben, amelyek a CDK-

inhibitorok csoportjaba tartoznak.
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Nyilatkozat a palyazo egyéni hozzajarulasardl a palyamiiben leirt eredményekhez

Kijelentem, hogy a palyamiiben leirt eredményeket sajat munkaval értem el,

a témavezetdim utmutatasa alapjan.
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