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Tartalmi 6sszefoglalo

Az ABC (ATP-Binding Casette) transzporterek membrankotott proteinek, amelyek az
egyik legnagyobb fehérjecsaladot alkotjak és minden €16 organizmusban megtalalhatok.
Jelentéségiik abban rejlik, hogy sokféle anyag bioldgiai membranokon keresztiili
transzportjat medidljak, igy szamos az élet szadmara nélkiilozhetetlen folyamatban jatszanak
kozponti szerepet iigymint a szervezet mérgez6 vegyliletekkel szembeni védekezésében, a
sejtek tapanyag felvételében. Megtalalhatok a szervezet fontos fiziologias, ,,barrier”
funkciot ellato szoveteiben, sejtjeiben, a vér-agy gatban, a gyomor-bél rendszerben, a maj-,
vese- ¢és epitélsejteken, a placentaban és a testisben.

Egyik legjobban tanulmanyozott funkcidjuk az, hogy képesek befolydsolni a
xenobiotikumok ADME-TOX (Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion, Toxicity
= felszivddas, eloszlas, lebomlas, kivalasztas, mérgezd hatas) tulajdonsagait, ezért a
gyogyszerkutatds soran mar korai fazisban vizsgaljak a gydgyszerjelolt vegyiiletek
kiilonboz6 transzporterekkel vald kolcsonhatasat.

A tumorsejtek az egészséges sejtekhez képest tultermelnek egy-, vagy tobbféle olyan
ABC transzportert, amelyek az alkalmazott gyogyszert kipumpaljak a sejtekbdl és ezzel
megakadalyozzék, hogy azok kifejtsék a hatasukat a sejt belsejében. Ezt a jelenséget hivjuk
a tumorok multidrog rezisztencidjanak, amely kialakulasiban harom ABC transzporter
vesz részt: ABCB1 (MDR1), ABCCI (MRP1) és ABCG2 (BCRP).

Kisérleteink soran olyan indikacios teriileteken (daganatos, gyulladdsos és autoimmun
betegségek) alkalmazott gyogyszermolekuldkat teszteltiink amelyeknél fellép a multidrog

rezisztencia jelensége, célunk volt a még nem leirt kdlcsonhatasok karakterizalasa.

Kulcsszavak: multidrog rezisztencia, ABCB1, ABCC1, ABCG2, citotosztatikum
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1. Roviditések jegyzéke

ADME-TOX — felszivodas, eloszlas, lebomlas, kivalasztas, mérgezd hatas (Absorption,
Distribution, Metabolism, Excretion, Toxicity)

ABC — ATP-koté egység (ATP binding cassette)

ATP — adenozin-trifoszfat

NBD — nukleotidk6td domén (nucleotide binding domain)

TMD — transzmembran domén (transmembrane domain)

MDR — multidrog rezisztencia

MDR1 — multidrog rezisztencia fehérje

MRP1 — multidrog rezisztencia-asszocialt fehérje 1

BCRP — eml6rak rezisztencia fehérje (breast cancer resistance protein)

ABCC — az ABC transzporterek C alcsaladja

Calcein AM — calcein acetoxi-metilészter

LTC, — leukotrién C4

ICsp — 50%-o0s gatlashoz tartozo koncentracio (half maximal inhibitory concentration)

Sf9 sejt — Spodoptera frugiperda ovarium sejtvonal

ER — endoplazmatikus retikulum

CHO - kinai aranyhoresog petefészeksejt (Chinese hamster ovary cell)

MHC — f6 hisztokompatibilitasi komplex (major histocompatibility complex)

DMSO — dimetil szulfoxid

FBS — magzati borjusavo (fetal bovine serum)

Pen-Strep — Penicillin-Streptomycin

FACS — aramlasi citometria


http://en.wikipedia.org/wiki/Chinese_hamster_ovary_cell
http://en.wikipedia.org/wiki/Major_histocompatibility_complex
http://www.biocenter.hu/termekek.php?termekid=19113&fokategoria=2&kategoria=4044

2. Irodalmi attekintés

2.1. Az ABC transzporterek

Az ABC transzporterek alkotjak az egyik legnagyobb fehérjecsaladot, a prokariotaktol
az emberig minden ¢él6 organizmusban megtalalhatok. Nagyfoku konzervaltsaguk a
bizonyitéka annak, hogy az evollcio korai szakaszaban jottek létre és rendkiviil fontos
szerepet toltenek be az ¢l6 szervezetben. JelentOségiik abban rejlik, hogy sokféle anyag
biologiai membranokon keresztiili transzportjat medialjak, igy szamos az ¢élet szdmara
nélkiilozhetetlen folyamatban jatszanak kozponti szerepet. Emellett még részt vesznek a
sejtek tapanyag felvételében, a mérgezd vegyiiletekkel szembeni védekezésben, vegyiiletek
kivélasztasaban.

Az ATP hasitasanak energidjat felhasznalva aktiv transzporterként, ioncsatornaként
vagy modulatorként vesznek részt a kiilonb6zo szubsztratok sejtbol torténd eltavolitasaban.
Az altaluk transzportalt anyagok kozott elsdsorban cukrok, aminosavak, kisebb peptidek,
kiilonféle sok, valamint kismolekuldgju (MW ~ 500-1000) xenobiotikumok talalhatok.
Egyik legjobban tanulméanyozott funkcidjuk az, hogy képesek befolydsolni a
xenobiotikumok ADME-TOX (Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion, Toxicity
= felszivddas, eloszlas, lebomlas, kivalasztas, mérgez0 hatas) tulajdonsagait, ezért a
modern gyogyszerek fejlesztése soran mar korai fazisban indokolt a gyogyszerjelolt
vegyiiletek relevans transzporterekkel vald kdlcsonhatasanak vizsgalata. Valamennyi eddig
ismert ABC fehérjére jellemz6, hogy membranasszocialtak, és mitkodésiik soran ATP-t
hidrolizalnak. E két tulajdonsag szerkezeti alapjaul a membranba agyazo6do transzmembran
domén (TMD), illetve az ATP megkotéséért felelds intracelluralis nukleotidk6té domén
(NBD) szolgal.

Megkiilonboztetiink egész transzportereket amelyek 2 TMD-t é 2 NBD-t
tartalmaznak, illetve féltranszpotereket amelyek 1 TMD-bol és 1 NBD-61 épiilnek fel
[1.abra]. A f€ltranszporterek kapcsolddhatnak azonos illetve mas féltranszporterrel, elébbi

esetben homodimer, utébbinal heterodimer transzporterrél beszéliink*?.
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1. dbra Az ABC transzporterek szerkezete

Az ABC fehérjék citoplazmatikus nukleotidkoté doménjében 3 konzervalt szekvenciat
azonositottak: a Walker A (GXXGXGKS/T) és B (hhhhD) konszenzus szekvenciak,
amelyek mas ATP-t hasito fehérjékben is megtalalhatok, és az un. ,,ABC-signature”
szekvencia (LSGGQQ/R/KQR), amely csak az ABC fehérjékben talalhato meg®. A lipofil
transzmembran domének strukturaja adja a hatteret a funkcido betdltéséhez. A koz0Os
szerkezeti séma alapjan feltételezhetd, hogy az ABC fehérjék hasonlé mechanizmussal
mikodnek. Az ABC fehérjék elsédlegesen aktiv transzporterek, amelyek konforméacioja
megvaltozik az ATP hidrolizisébdl nyert energia terhére és képesek anyagokat juttatni a
membran egyik oldalarol a masikra koncentracio gradiens ellenében.

Prokariotakban az ATP-kot6 és a transzmembran domének kiilon génekben
kodolodnak, a fejlettebb eukariotakban viszont egész transzporterek esetében mind a négy,
féltranszportereknél pedig mind a két domén egyiitt kodolodik egy nyitott leolvasasi
kereten beliil. Eddig 49 human ABC fehérjét kodolo gént irtak le, amelyeket a NBD-k és a
TMD-k szekvencia homologiaja alapjan 7 alcsaladba soroltak. A nevezéktani anomaliak
kikiiszobolése érdekében egységes nomenklaturat vezettek be és az ABC fehérjéket A-t6l

G-ig nevezték el’.



2.2. A multidrog rezisztencia

Az ABC transzporterek csaladjanak tagjai akkor keriiltek a figyelem kozéppontjaba,
amikor felfedezték, hogy miikodésiik zavara betegséghez vagy olyan allapothoz vezet,
amely a betegség gyogyitasat lassitja illetve megakadalyozza. A legismertebb a tumorok
multidrog rezisztenciagja (MDR). Ez a jelenség nagymértékben megneheziti egyes
raktipusok gyogyitasat, ugyanis a tumorsejtek az egészséges sejtekhez képest
tultermelhetnek egy-, vagy tobbféle olyan ABC transzportert, amelyek az alkalmazott
gyogyszert kipumpaljak a sejtekbdl és ezzel megakadalyozzak, hogy azok kifejtsék a
hatésukat a sejt belsejében”.

Erre a mechanizmusra az egyértelmii klinikai bizonyitékok még hianyoznak, de az
egyértelmil, hogy az MDR transzporterek magas expresszidja 0sszekapcsolhat6 a klinikai
multidrog rezisztenciaval Az elnevezés onnan szarmazik, hogy nemcsak a kivaltd agenssel
szemben alakul ki rezisztencia, hanem akar teljesen mas szerkezetli, tulajdonsaga
molekulakkal szemben is rezisztens lesz az adott sejt a széles szubsztratspecifitas
kdvetkeztében fellépd keresztrezisztencia miatt>® "%,

A ABCB1 (MDR1, P-glikoprotein, Pgp) medialt multidrog rezisztenciat fedezték fel

" . 10.17
elészor> o

¢és valoszinlileg még most is a legszélesebb korben tanulmanyozott a klinikai
multidrog rezisztencia teriiletén>®"®, Nem sokkal az MDR1 klonozésat és karakterizalasat
kovetden nyilvanvalova valt, hogy mas efflux transzporterek is jelentds szerepet jatszanak
a transzport-fliggd drog rezisztenciaban. Két masik ABC transzporterrdl bizonyosodott be,
hogy szerepet jatszanak a tumorok multidrog rezisztencidjanak kialakuldsaban: ABCCI
(MRP1, multidrog rezisztencia-asszocialt fehérje 1) és az ABCG2 (BCRP, eml6rak
rezisztencia fehérje)8’11’12’13’14. Az emlitett harom fehérjén kiviil 8-10 ABC transzporter
képes a citosztatikumokat aktiv modon kipumpdlni a sejtekbdl, igy bizonyos esetekben

. ) . e, 151
ezek is részt vehetnek a rezisztencia kilakitasaban™>®.



2.3. A multidrog rezisztencia kialakitasaért felelos transzporterek

2.3.1. MDR1 (ABCB1)

Az 1970-es években megfigyelték, hogy a kinai horcsdg ovarium epitelialis sejtek
(CHO) kolhicinnel tortént szelekcioja utan a sejtek nemcsak a kivalté agenssel szemben
mutattak rezisztenciat, hanem egészen mas szerkezetli molekuldkkal szemben is*’. Juliano
és Ling 1976-ban fedezte fel az els6 ABC transzportert a rezisztens sejtekben, amelyet P-
glikoproteinnek (P-gp, MDR1, ABCB1) neveztek el'®. Ezt a transzporter nem tudtik
kimutatni a vadtipusu sejtekben, tehat ez a szelekcid eredményeképpen jelent meg ¢€s
ennek volt kdoszonheté a megvaltozott drogpermeabilitas. Shen és munkatarsai 1986-ban
kolhicinnel szelektalt human epidermoid karcinoma sejteket (KB) vizsgalva felfedezték,
hogy a multidrog rezisztencia kialakulasaval egyidejiileg megemelkedi az mdrl mRNS
szintje és bizonyitottdk, hogy az mdrl gén kodolja a ABCB1 (MDRI1) fehérjét. Sikeriilt
azonositaniuk az ABCB1 két nukleozid-trifoszfat kotéhelyét ¢s homologiat fedeztek fel az

19,20,21,22,23' Hamada é&s

ABCBI1 fehérje és szamos bakteridlis transzporterfehérje kozott
kutatdcsoportja bizonyitotta, hogy az ABCB1 ATP hidrolizisének energiajat felhasznalva
aktiv transzporterként funkcional®. Schinkel és munkatarsai 1994-ben Mdrla knockout
egereket hoztak létre. Ezek az egerek szaporodoképesek voltak és nem mutattak semmi
rendellenességet, viszont ivermectinnel tortént kezelés utdn -amely egy kozponti
idegrendszerre toxikus peszticid- 100-szor érzékenyebbé valtak a vadtipusu allatokhoz
képest. A knockout egerek szoveteiben szigfikansan magasabb ivermectin koncentraciot
mutattak ki, mint a vadtipusii egyedekben®. Ez volt az elsé bizonyitéka annak, hogy az
ABCBI részt vesz a szervezet toxikus anyagokkal szembeni védekezésében.

Az ABCBI1 egész transzporter, olyan glikozilalt protein, amely a sejtek apikalis
membranjaban expresszalodik. Magas ABCBI1 expressziot lehet Kimutatni a vér-agy gat
endotél sejtjeinek apikalis membranjadban, a placenta trophoblastban, a herében, a
csontveldben és a bélnyalkahartya sejtjeiben, ahol az a szerepe, hogy meggatolja a karos
anyagok bejutasat a szervezetbe. Ezentll szerepe van még a kéaros anyagok eltavolitadsaban
a bélben, majban és a vese sejtjeiben talalhato ABCBI fehérjéknek%. Magas transzport
kapacitasa és széles szubsztratfelismerd képessége van. Habar foként semleges/kationos
hidrofob molekulakat transzportal”’, rakellenes gyogyszerek, HIV-proteaz gatlok,
antibiotikumok, antidepresszansok, antiepileptikumok és fajdalomcsillapitok is
szubsztratjainak bizonyultak?®. A fluoreszcens festékek koziil a CalceinAM, a Rhodamine
123 (R123) és a Hoechst 33342 szintén az ABCB1 szubsztratjai.



2.3.2. MRP1 (ABCC1)

Az ABCC alcsalad egyik legtobbet tanulmanyozott képviseldje az ABCC1/MRP1
(Multidrog Resistance associated Protein 1) transzporter, amelynek fontos szerepe van a
multidrog rezisztencia kialakitasaban. Az ABCBI1 fehérje utan ez volt a masodik
transzporter, amelyet felfedeztek a multidrog rezisztenciaval kapcsolatban®*%3%2 Az
ABCC1 fehérjék a sejtek bazolateralis membranjaban expresszalodnak®. Kiilonos
tulajdonsaga, hogy a legtobb ABC transzportertdl eltéréen nem kettd, hanem harom
transzmembran domént (TMD) tartalmaz. A kiegészit6 TMD 6t transzmembran hélixet
tartalmaz és N-terminalisan helyezkedik el**®.

Az MRP fehéréjék organikus aniontranszporterként miikodnek, mert képesek szdmos
gyogyszer metabolizmusa soran keletkezd glutation-, glitkuronat- és szulfat-konjugatumok
eltavolitasara, ezenfeliil konjugélatlan amfifil anionok szabad GSH-val torténd egyiittes
kotranszportjaért is feleldsek. Az Mrpl knockout egerek élet- és szaporoddképesek, de
hianyossagokat mutatnak a Leukotrién Cs-medialt gyulladési reakcidkban, amelybdl arra
lehet kovetkeztetni, hogy ABCC1-nek szerepe van ennek a nagyon jelentds szignalizacios

%3738 Wijnhold és munkatérsai irtdk le, hogy a choroid

molekulanak a szallitasaban is
epitél sejtek bazolateralis membranjaban expresszalodo ABCCI transzporterek védik a

cerebrospinalis folyadékot (CSF) a xenobiotikumokkal szemben®.

2.3.3. BCRP (ABCG2)

A ABCG2 az egyik legfontosabb efflux transzporter az endotél és epitél sejtekben,
amelyek képesek szabalyozni a kiillonb6z6 gyogyszermolekulak ¢és xenobiotikumok
ADME-TOX tulajdonsagait®®. A 90-es évek végén harom laboratorium egymastol
fliggetleniil azonositotta az ABCG2 molekulat. Két helyen drogszelektalt sejtvonalbdl, a

harmadik helyen pedig human ¢cDNS kényvtélrb(')l41’42'43

. Mindharom helyen mas nevet
adtak az Gjonnan felfedezett fehérjének. Doyle csoportja rezisztens emlérak sejtvonalbol
azonositotta és ezért BCRP-nek (breast cancer resistance protein) nevezte el, Allikments
csoportjanak verapamillal blokkolt ABCB1 funkci¢ju mitoxantronra rezisztens
sejtvonalbdl sikeriilt az azonositas, igy MXR-nek (mitoxantrone resistance protein)
nevezték el, mig Miyake csoportja ABCP-nek irta le, mivel a placentdban expresszalodott

magas szinten. Hamarosan kideriilt, hogy csak az Allikmets kutatocsoportja altal izolalt



protein vadtipust, a masik két csoport altal izolalt fehérje a 482-es pozicidoban glicint
tartalmaz és ez a pontmutacié hatassal van a transzporter szubsztratspecifitasara.

Az ABCG2 féltranszporter, amely homodimerizacidét kovetden valik funkcidoképes
fehérjévé44 ¢és a sejtek plazmamembréanjaban lokalizalodik®. Széles szubsztratspecifitassal
rendelkezik, egyarant képes hidrofob, anionos és kationonos molekuldk transzportjéra“.
Meghatarozo szabalyozo szerepe van a metabolitok és xenobiotukumok felszivodasaban™,
kivélasztasaban®® és megakadalyozza, hogy a xenobiotikumok bejussanak az agyba49'5°. Az
ABCG2 transzporternek jelentds szerepe van a xenobiotikumok anyatejbe valo

., . 1. 51
kivalasztasaban

, valamint a placentaban is magas az expresszioja igy védi a magzatot a
toxikus anyagoktol és csokkenti a szteroid szintet a magzati szdvetekben®®, Az ABCBI és
ABCCL1 transzporter mellett a ABCG2 is felelés a tumorterapia soran kialakulo

rezisztenciaért>>>,

2.4. A transzporter—gyégyszer kolesonhatisok tanulmanyozasa soran alkalmazott
tesztrendszerek

A szervezetbe bejutd gyogyszermolekulak, xenobiotikumok ¢€s toxikus anyagok ABC
transzporterekkel vald kolcsonhatasat ex vivo, in vivo és in vitro moédszerekkel lehet
tanulmanyozni ¢és igy informaciot kaphatunk a vizsgdlt molekuldk ADME-TOX
tulajdonsagairdl. Az efflux transzportereknek jelentds szerepe van a farmakokinetikai
vizsgalatokban.

Az ex vivo modellek kozé tartozik példaul a perfuzids agy, maj és vese, melyek
hasznalataval informaciokat kaphatunk a xenobiotikumok ADME tulajdonséagairol.

Az in vivo modszerek kozé soroljuk példaul a transzgénikus vagy a knock-out
allatokon végrehajtott kisérleteket illetve a mikrodializis eljarast. A knock-out modellek
esetében kiiitik a vizsgalni kivant transzporter génjét és megfigyelik, hogy ez milyen
fiziologiai valtozasokat eredményez. In vivo vizsgalatokat vadtipusu allatokon specifikus
gatloszerek alkalmazasaval lehet transzporter-specifikussa tenni. A mikrodializis-technika
olyanin vivo moédszer, amely Ilehetévé teszi kiillonboz6 szdvetek intersticialis
vérben és az agykéreg extracellularis terében torténd kovetését is. A szimultan végzett

vénds ¢és agyl mikrodializis alkalmas a tesztanyag vér-agy gaton torténd
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athatoloképességének elemzésére, illetve a molekuldk agyi szintjének aktiv csokkentéséért
felelés efflux transzportereket befolyasold kolesdnhatasok észlelésére is>.

Az in vitro eljarasok két nagyobb csoportba oszthatok, egyik az egész sejtes
modszerek, masik pedig az adott transzportert tulexpresszaldo sejtekbdl késziilt
membranpreparatumokon végzett kisérletek.

Az in vivo eljarasok nagy elénye, hogy az €16 szervezetben lejatsz6dé folyamatokhoz
nagyon hasonld kornyezetben teszi lehetdvé a vizsgalatokat, ezzel szemben az in vitro
technikak egy leegyszeriisitett modellt alkotnak. A gydgyszerfejlesztés korai szakaszaban
az in vitro technikakat alkalmazzak, mert nagyobb az ateresztéképességik ¢és
koltséghatékonyabbak, mint az in vivo technikék. Az in vitro modszerek tovabbi elénye,
hogy human fehérjék is vizsgalhatok, illetve fajspecifitas vizsgalatok végezhetdk rajtuk.

A kovetkezOkben a Kkisérletek soran alkalmazott in vitro modszerek Kkeriilnek

bemutatasra.

2.4.1. Sejtes vizsgalati modszerek

Festéktranszport esszék

A festéktranszport esszék miikodési elve az, hogy a gatloszerek vagy az ABCBI,
ABCC1 illetve az ABCG2 transzportalodd szubsztratjai modosithatjadk a festék
felhalmozodasat a sejt belsejében. Az ABCG2 esetében Hoechst 33342, ABCBI1 és
ABCCI estében calcein AM prekurzort adnak a sejtekhez.

Calcein esszé

A calcein AM hidroféb, nem-fluoreszcens molekula, amely kénnyen at tud jutni a
sejtmembranon. Azt kdvetden, hogy bejutott a sejtbe, az intracellularis calcein AM-et
endogén észterazok hidrolizaljak calceinné [2. abra]. Az igy keletkez6 calcein hidrofil
tuladonsdgu és csapddzodik a citoplazmaban, mert a sejtmembran mar atjarhatatlan
szamdra. Az essz¢ alapja az, hogy a calcein-AM szubsztratja az ABCBl-nek és az
ABCCl-nek. A kisérlet soran a termel6d6 szabad fluoreszcens molekula mennyiségét
fluoriméter segitségével detektaljuk. Az ABCBI1 és ABCC1l kolcsonhaté molekulai
gatoljak a kifelé iranyulo transzportot és csokkentik a kijuttatott festék mennyiségét. Igy az
intracellularis calcein koncentracid6 megemelkedik és n6 a fluoreszcencia intenzitasa. Ez

egy kozepes ateresztoképességli rendszer, amely alkalmas a fejlesztés alatt allo
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gyogyszermolekuldk és a transzporter kolcsOnhatasanak vizsgalatara. Mivel az ABC
fehérjék efflux transzportot végeznek, a vizsgalni kivant gydgyszermolekuldknak be kell
jutniuk a sejten beliilre, hogy kapcsolatba 1épjenek a transzporterrel, de azok a molekulak,
amelyeknek kicsi a membran permeabilitisuk nem képesek bejutni, ezért nem

tapasztalhato kolcsonhatas®.

Extracellular

Intracellular

2. abra: A calcein esszé miikodési elve

Hoechst esszé

A Hoechst 33342 membranon atjutdé DNS-festék, amely preferencialisan a DNS AT
bazisparjaihoz kot. Minél tobb az AT-par, annal tobb festék kotddik be és annal
intenzivebb lesz a fluoreszcens jel. A Hoechst essz¢é ugyanazon az elven miikodik, mint a
calcein esszé. A festékmolekula, amely bejut a sejt belsejébe, az ABCG2 transzporter
kivald szubsztratja. Az ABCG2-t tulexpresszald sejtek drog-transzporter kolcsonhatas

esetén aktiv transzporttal kipumpaljak a hoechst-ot.

Citotoxicitas esszé
A citotoxicitas esszé lehetévé teszi xenobiotikumok, citosztatikumok és

gyogyszermolekuldk tesztelését ¢él6 sejteken. A  vizsgalni kivant transzportert
tulexpresszalo sejtek abban az esetben, ha a drog szubsztratja az adott transzporternek
magasabb drog koncentraciot képesek toleralni, mint a vadtipusu, kontroll sejtek. A drog-
transzporter kolcsonhatds 1Csp értékkel jellemezhetd, amely megadja azt a drog
koncentraciot, amelynél a sejtek 50%-a életképes. Az ¢l6 sejtek aranyanak

meghatarozasdra szdmos modszer all rendelkezésre; alapulhat pl. a sejtmembran
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intaktsaganak vizsgalatan (propidium-jodid, trypan-kék), a mitokondrialis enzimek

miikodésén (resazurin, formazan), illetve kiilonb6z6 funkcionalis alapokon.

2.4.2. Membranvezikula-alapu eljarasok

A membranvezikula-alapu eljarasok esetében nem egész sejteket, hanem a vizsgalni

kivant transzportert tilexpresszalo sejtekbdl szarmazo membranvezikuldkat haszndlunk.

ATPaz esszé

Az ABC transzporterek az ATP hidrolizisébdl szarmaz6 energiat hasznaljak fel arra,
hogy a szubsztratjaikat kipumpaljak a sejtbdl. Ezen hidrolizis eredményeképp anorganikus
fosztat (Pi) keletkezik, amely detektalhatd egy egyszerii kolorimetrids reakcid segitségével
[3. abra]. A hidrolizis kovetkeztében felszabaduldo foszfat mennyisége aranyos a
transzporter protein aktivitasaval. Minden membranpreparatum tartalmaz mas ATPaz
molekulakat is, nem csak a kivant transzportereket. Fontos megkiilonbdztetni a specifikus
ABC transzporterekhez kothetd ATPaz aktivitast és a nem specifikus aktivitast. Az ABC
transzporterek specifikusan gatolhatok natrium-ortovanadattal, ezért a transzporter
aktivitas meghatarozhatd, mint a teljes ATPaz aktivitas vanadat érzékeny része. Mind
aktivalasi, mind gatlasi tesztet is lehet ezzel a modszerrel végezni: az aktivalas a
kolcsonhatd szubsztrat jelenlétében bekovetkezd ATPaz aktivitds novekedésében jelenik
meg, a gatlas pedig egy ismert aktivaloszerrel kivaltott ATPaz aktivitas gatlasdban. Ha a
gatlasi tesztben észlellink kolcsonhatést, az nem ad egyértelmii felvildgositast arrdl, hogy a

tesztanyag a transzporter valodi gatldszere, vagy egy lassan transzportélt szubsztratja.

Extracellular
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3. dbra: Az ATPaz esszé miikodési elve
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3. Célkitlizések

Kisérleteink soran olyan indikacios teriileten (daganatos megbetegedések) alkalmazott
gyogyszermolekulakat teszteltlink sejtes ¢és membranvezikula-alapu eljarasokkal,
amelyeknél fellép a multidrog rezisztencia jelensége.

Célunk volt egyrészt a kordbban mar ugyan leirt, de nem pontosan karakterizalt
kolcsonhatasok jellemzése kinetikai paraméterek megadasaval. Masrészt kivalasztasra
keriilt néhany olyan molekula is, amelyek ABC transzporterekkel valo kolcsonhatdsa még
nem ismert.

A multidrog rezisztenia nagymértékben megneheziti a rak gyogyitasat, ugyanis a
tumorsejtek az egészséges sejtekhez képest tultermelnek egy-, vagy tobbféle olyan ABC
transzportert, amelyek az alkalmazott gyogyszert kipumpaljak a sejtekbdl és ezzel

megakadalyozzak, hogy azok kifejtsék hatasukat a sejt belsejében
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Tesztelt molekulak

A dolgozat soran vizsgalt molekulakat, azok permeabilitasi paramétereit €s a
szakirodalomban leirt efflux transzporterekkel valdé kolcsonhatésait az 1. tablazat foglalja
Ossze. A Lipofilitas (logP) oszlopban ChemAxon Molconvert programmal kalkulalt logP
értekek lettek feltiintetve.

Molekulak Lipofilitas (logP) Efflux transzporter
Carboplatin 1,06 .
Camptothecin 1.22 MDR1 szubsztr, BCRP szubsztr + inhib
Cyclophosphamid 0,1 MRP1 szubsztr
Cisplatin 0 MDR1 szubsztr
Dacarbazine -0,43 )
Daunorubicin 167 MDR1 szubsztr + inhib, MRP1, BCRP szubsztr
Doxorubicin 086 MDR1, MRP1, BCRP szubsztr
Etoposide 116 MDR1, MRP1, BCRP szubsztr
Hydroxiurea -1,37 )
Melphalan 0.12 (csak a glutation konj.melphalan MRP1 szubsztr)
Mitoxantrone 117 MDR1, MRP1, BCRP szubsztr
Tamoxifen 6.35 MDR1, BSEP inhib, BCRP szubsztr + inhib

MDR1 szubsztr + inhib, MRP1, BSEP szubsztr +

Taxol 3,54 inhib
Topotecan -0.55 MDR1, BCRP szubsztr
Vinblastine 418 MDR1 szubsztr + inhib, MRP1 szubsztr + inhib
Vincristine 313 MDR1 szubsztr +inhib, MRP1 szubsztr + inhib
Methotrexate 051 MRP1, BCRP szubsztr
Cytarabine 28 )
Thioguanine 035 _
Fludarabine -3.97 .
Chlorambucil 394 (csak a glutation konj. chlorambucil MRP1 szubsztr)
Clofarabine -0,29 -
Pixantrone - -

1. tablazat: A dolgozat soran tesztelt molekuldk listaja
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4.2. Sejttenyésztés

A membranvezikula-alapt eljarasok soran a vizsgalni kivant ABC transzporter génjét
tartalmazo bakulovirussal fertdzott Spodoptera frugiperda rovarsejtekbdl nyert membran
preparatumokat hasznaltunk, mig a sejtes vizsgalati mddszerek sordn az adott ABC
transzportert kifejez6 sejtvonalakat.

Mind a HL60-MDR, MRP, CTRL; PLB985-BCRP, CTRL sejteket és a membran
preparatumokat a Solvo Zrt. bocsatotta rendelkezésiinkre. A HL60-MDR ¢és HL60-MRP
sejtek MDR1 illetve MRP1 transzporterek tulexpresszalasara szelektalt huméan leukémia
sejtvonalbol, mig a PLB985-BCRP sejek myelomonoblastos leukémia sejtvonalbol
szarmaznak. A kontroll sejtek drogszelekcid nélkiili, ABC transzportert nem tilexpresszalo
sejtek. Sejtfelvétel soran a sejteket a folyékony N, tartalybol tortént kivétel utan 37 °C-0s
vizfiirddben felolvasztottuk és 2000 RPM-en, szobahdn, 5 percig centrifugaltuk. A
feliiluszé leszivasat kovetden a pelletet tapfolyadékkal felszuszpendaltuk és 75 cm? —es
mianyag sejttenyésztd flaskaban tenyésztettiik. A sejtek novekedéséhez az optimalis
kornyezet 37 °C és 5% CO, tartalom, melyet a CO; inkubatorban tudtunk biztositani
szdmukra. A sejteket hetente 2-3 alkalommal passzaltuk, a passzalds sordn megszamoltuk
és 300 000-400 000-et tettiink vissza a flaskaba, majd felontottik 20-30 ml friss
tapoldattal. Mind az 6t sejtvonal teny€sztéséhez Advanced RPMI tépoldatot hasznaltunk,
amelyet 10% FBS-sel, 1 % L-glutaminnal és 0,5 % Pen-Strep antibiotikummal

egészitettiink ki.

4.3. Az ATPaz esszé kivitelezése

Az ATPaz esszéket tisztitott, az adott ABC transzportert talexpresszald
membranpreparatumokon végeztik a SOLVO Biotechnolégiai ZRt. PREDEASY™
ATPase Kit protokoll alapjan. Az abszorbancia értékekb6l meghatarozhaté a foszfat
mennyisége ismert mennyiségll foszfatot tartalmazo oldatok mérési adataibol eldallitott
kalibracios egyenessel. Az anorganikus foszfat nem csak az aktiv transzporter szubsztrat
jelenlétében torténd ATP hidrolizisébdl szdrmazhat, hanem el6fordulhat, hogy az MgATP
oldatban, vagy a membranszuszpenzidban volt jelen szennyezédés kovetkeztében. Ennek

elkeriilése végett a mintak feléhez Na-ortovanadatot kell adni, amely ADP-vel egyiitt
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kapcsolodik a transzporterek ATP-kotd helyéhez, ezéltal megakaddlyozza az ATP
kotddését és hidrolizisét®. Az ezekben a mintakban mért értékeket ki kell vonni a
vanadatmentes kozegben mért értékekbdl, mivel azok nem a transzporter aktivitasdhoz
kothetok €s igy megkapjuk a transzporter mitkodése soran keletkezd foszfatmennyiséget.
Ebbdl az értékbdl kiszamithatd a transzporter aktivitdsa oly moddon, hogy a kapott
foszfatmennyiséget elosztjuk a reakcididével és a lyukankénti fehérjemennyiséggel, igy

nmol Pi/mg protein/perc mértékegységben kapjuk meg eredményt.

Az ATPaz esszé végrehajtasahoz az alabbi anyagok sziikségesek (2. tablazat):

Anyagok Koncentracio Téarolas
Membran - -80 °C
10xMedium - -80 °C
Foszfat-oldat 0,4 mM <-20°C
Foszfat-oldat 0,8 mM <20 °C
Na-ortovanadat 600 mM <20 °C

Referencia szubsztrat - -

3xEl6hivo - <-20°C

10xStabilizalo - <20 °C

Referencia inhibitor - -

MgATP-oldat 0,2 mM <-20°C

2. tablazat: Az ATPaz esszéhez sziikséges anyagok listaja

A kivitelezés fobb 1épései:

1. Esszémix elkészitése

2. A tesztanyagok torzsoldataibol kiindulva 8 Iépcsds, 3-szoros higitasi sort
készitettiink DMSO-ban. A reakcioelegybe 1-1 pl-t Kell tenni a tesztanyagokbol.

3. Membranszuszpenzio elkészitése esszémixben

4. Az elkésziilt membranszuszpenzio kettéosztasa, majd a gatlasi esszéhez tartozo
membranszuszpenzidhoz a referencia szubsztrat hozzaadasa.

5. Mindkét membranszuszpenziod kettéosztdsa és az egyik feléhez Na-ortovanadat
hozzaadasa. A membranszuszpenziok kiosztasa 96-lyukt mikrotiter lemezre a 4.
abran feltiintetett elrendezésben.

6. Foszfat kalibracio, majd a négyféle kontroll elkészitése.
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7. A tesztdrogok hozzaadasa az 5-12. oszlopokba.

8. Eldinkubalas 37 °C-on, majd az Mg ATP oldat hozz4dadaséaval a reakci6 elinditasa

9. Inkubalas 37 °C-on, majd a rekcid leéllitasa az el6hivo hozzaadasaval.

10. Stabilizaloszer hozzaadéasa, majd inkubalas 37 °C-on.

11. A képzddott foszfat-komplex abszorpcidjanak mérése spekrofotométerrel 620 nm
hulldmhosszon.

OD értékekbol kalibrécio

12. Eredmények kiértékelése a kapott a foszfat

felhasznalasaval.

Az ABCBI, ABCC1 ¢és ABCG2 transzportereket tulexpresszaldé membranvezikuldkkal

végzett ATPaz esszEék az alabbiakban kiilonboznek egymastol (3. tablazat):

Transzporter Alkalmazott Inkubaciés | Szubsztrat proba Referencia
membran 1dd (perc) (koncentracio) inhibitor
mennyiség (koncentracio)
(ng/lyuk)
ABCB1 4 10 verapamil cyclosporine A
(40 uM) (40 uM)
ABCC1 g 10 NEM-GS benzbromarone
(10 mM) (100 pM)
ABCG2 4 10 sulfasalazine Ko134
(10 pM) (1 pM)

3. tablazat: A harom transzporterrel végzett kisérletek paramétereit 6sszefoglalé tablazat

Plate
térkep tosatarog (i) |0 ES T  stor | aktwator + vanadit
1 2 3 5 6 7 8 9 10 11 12
A Vak 200,00 200,00 200,00 200,00 200,00 200,00 00,00 00,00
B 4 nmol Pi 66,67 66,67 66,67 66,67 66,67 66,67
c 8 nmol Pi 22,22 22,22 22,22 22,22 22,22 22,22
D Kontroll 1 7,41 7,41 7,41 7,41 7,41 7,41
E Kontroll 2 2,47 2,47 2,47 2,47 2,47 2,47
F Kontroll 3 0,82 0,82 0,82 0,82 0,82 0,82 0 0,8
G 0,27 0,27 0,27 0,27 0,27 0,27 0 0
0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,0 0,0
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Vak Esszé mix + 10 pl desztillalt viz

4 nmol Pi Esszé mix + 10 pl 0.4 mM Pi

8 nmol Pi Esszé mix + 10 pl 0.8 mM Pi
Ctrl1 Membran szuszpenzié + 1 ul oldészer
Ctrl2 Membran szuszpenzié + vanadat (1.2 mM) + 1 ul oldészer
Ctrl3 Membran szuszpenzié + aktivator + 1 ul oldészer

Aktivalt membran szuszpenzio + vanadat (1.2 mM) + 1 ul oldoszer

Membran szuszpenzié + 1 ul teszt drog a drog plate-rél

Membran szuszpenzié + vanadat + 1 ul teszt drog a drog plate-rél

Aktivalt membran szuszpenzié + 1 ul teszt drog a drog plate-rél

_ Aktivalt membran szuszpenzié + vanadat + 1 ul teszt drog a drog plate-rél

5.abra Az ATPaz esszéhez sziikséges mikrotiter lemez felépitése

Az ATPaz esszével kapott eredmények kiértekelésének modja

Az alkalmazott foszfat kalibracié felhasznalasaval meghatarozhatd, hogy a mért
OD ¢értékek hany nmol foszfatnak felelnek meg. A felhasznalt membranfehérje
mennyiségének €és az inkubécios idonek az ismeretében az aktivitds meghatdrozhaté nmol
figgvényében lehet abrazolni. A kontroll 1 és kontroll 2 kiilonbsége adja a vanadat
érzékeny ATPaz aktivitast, mig a kontroll 3 és kontroll 4 kiilonbsége a transzporter vanadat

érzékeny maximalis ATPaz aktivitasat.

4.4. Aramlasi citometria (FACS)

A multidrog rezisztenciaban részt vevo transzporterek (ABCB1, ABCC1, ABCG2)
aktivitdsanak vizsgalatdit a Solvo MDQ kittel (Solvo Biotechnoldgiai ZRt. Szeged) a
gyartoi utasitasnak megfelelden végeztiik el. Az dramlasi citometrids méréseket egy Partec
CyFlow space aramlasi citométeren végeztik. Az adatgyljtést az elore és oldaliranyba
torténd szoras, valamint az elhalt sejtek propidium-jodiddal (PI) torténé festédése alapjan
20 000 ¢10 sejtre korlatoztuk. A FACS méréseket a citotoxicitas, Calcein és Hoechst esszék
elvégzése eldtt kontrollként végeztiik, hogy megbizonyosodjunk arr6l, hogy a sejtek
megfeleld mértékben expresszaljdk az adott ABC transzportert. A sejtes esszéket akkor
végeztiik el, ha a FACS mérés eredményeként a HL-60 MDR sejtek esetében a MAF érték
nem volt kisebb, mint 95; HL-60 MRP-nél 50 és PLB985-BCRP esetében 60.
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4.5. A Calcein esszé Kivitelezése

A Calcein essz¢ méréseket HL60-MRP és HL60-MDR sejteken végeztiik a SOLVO

Biotechnoloégiai Zrt. Calcein esszé protokollja alpjan. Az esszéhez sziikséges anyagok

listaja alabb lathato:

Anyagok Koncentracio Tarolas
Calcein AM 100 uM -20 °C
BSA 10mg/ml 4°C
Verapamil 60 uM szobahdmérséklet
DMSO - szobahOmérséklet
10xHBSS - 4°C
MilliQviz - szobahOmérséklet

4. tablazat: A Calcein esszéhez sziikséges anyagok listaja

A kivitelezés fontosabb 1épései:

1. Verapamil és kontroll higitasi sor, valamint a vizsgdlandé molekuldkbol 8 1épcsds

higitasi sor készitése DMSO-ban.
2. Calcein AM és BSA oldatok 0sszeallitasa

3. Sejtek centrifugalasa 1500 rpm, 5 perc, 25 °C paraméterekkel és visszavétele 1x
Hank’s Buffered Salt Solution (HBSS) oldatban.

4. Centifugalas az el6z6 kondiciokkal és a 1x10%/ml sejtkoncentracié beallitdsa 1x-€s

HBSS-sel.
5. A 96-lyukt mikrotiter lemez minden lyukaba 100 ul sejtszuszpenzio pipettazasa.

6. A tesztanyagbdl illetve a verapamil és kontroll higitasi sorbol 2 pl pipettdzasa a

megfeleld lyukakba, a plate térképen abrazoltaknak megfelelden [5.4abra]
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Verapamil Kontrollok Tesztanyagok
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
A 60 uM 60 uM Ver
B 20 uM 60 uM Ver
C 6.6 M 60 uM Ver A tesztelendd anyagok 8 1épcsds 3-Szoros
D 2.2 uM higitasi sora, A-t(’)’l H-ig csokkend
koncentracioban.
E 741 nM
F 246 nM
G 82 nM DMSO
H DMSO DMSO

5. dbra A Calcein esszéhez hasznalt lemez térkép

7. Plate inkubdlasa 37 °C-on 15 percig.

8. Festékoldat elkészitése 1x-es HBSS, BSA és CalceinAM felhasznalasaval.

9. Az inkubdcios id6 letelte utan 100 pl festékoldat hozzdadasa a lemez mindegyik

lyukéhoz.

10. A fluoreszcencia mérése 8 percen keresztiil minden 60 masodpercben 485 nm

excitacios és 538 nm emisszids hullamhosszon fluoriméterrel.

11. Az adatok kiértékelése a protokollhoz mellékelt Microsoft Excel kiértékeld fajllal

torténik.

A Calcein esszével kapott eredmények kiértékelésének modja

A kiértékelésnél az egyes idopontokban mért fluoreszcencia értékeket abrazoljuk az

id6 fiiggvényében és meghatarozzuk az egyes koncentraciokhoz tartozé fluoreszcencia

gorbék meredekségét.

MAF: a transzportert expresszalo sejtekben inhibitor vagy mas szubsztrat jelenléte nélkiil
1s halmozodik fel calcein. Az ezt abrazold gorbe meredeksége az essz¢ alapértéke, amelyet
0%-nak vesziink (Rpase), mig a 60 uM verapamil mellett mért calcein felhalmozodast

abrazolo gorbe meredekségét (Ryer) vesszilk 100 %-nak. A MAF értéket a maximalis

calcein felhalmozddashoz normalizalt kiilonbség adja meg [6. abra].
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Alap calcein felhalmozodasnak hivjuk azt a folyamatot, amikor a transzportert
expresszalo sejtekben halmozodik fel a calcein. Ez az érték a kontrollt tartalmazé
lyukakboél allapithatd meg. A maximalis calcein felhamozodas a 60 uM-o0s verapamilt
tartalmazé lyukakbol szamithat6, ahol a verapamil teljesen legétolja a transzportert és a

calcein nem tavozik el a sejtekbdl. Minden kisérlet soran sziikséges megallapitani a sejtek

MAF =

Rver — Rbase

*100

6. abra A MAF érték meghatarozasahoz hasznalt képlet

verapamil érzékenységét.

A gatloszer nélkiil (Rpase), @ 60 uM verapamil mellett (Ryer) és a vizsgalni kivant

gyogyszerrel (Rgrg) meghatarozott gorbék meredekségeibol meghatarozhatd a szazalékos

gatlas az alabbi képlet szerint [7. abra]:

A vizsgalandé szer jelenlétében kapott meredekség (Rdrug ) elvileg kisebb, vagy egyenld,
mint a 100% gatlasnak megfeleld Rver, és Rdrug mindig nagyobb vagy egyenld, mint

% gatlas =

ver

Rdrug - Rbase *100

base

7. abra Szazalékos gatlas kiszamitasanak képlete

Rbase, ezért a gatlas mértéke (%ogatlas) varhatdoan 0% és 100% kozé esik.

4.6. A Hoechst esszé kivitelezése

A Hoechst esszé méréseket

Biotechnoldgiai Zrt. Hoechst esszé protokollja alapjan. Az esszéhez sziikséges anyagok

PLB985-BCRP

sejteken végeztik a SOLVO

listaja:

Anyagok Koncentracié Tarolas
Hoechst 33342 10 mM -20°C
Kol134 100 uM -20 °C
DMSO - szobahdmérséklet
10xHBSS - 4°C
MilliQviz - szobahdmérséklet

5. tablazat: A Hoechst Az esszéhez sziikséges anyagok listaja
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A kivitelezés fontosabb 1épései:

1. Kol34 és kontroll higitasi sor, valamint a vizsgalandé molekulakbol 8 1épcsds

higitasi sor készitése DMSO-ban.

2. 10 mM-os Hoechst oldat elkészitése

3. Sejtek centrifugildsa 1500 rpm, 5 perc, 25 °C paraméterekkel és visszavétele 1x

Hank’s Buffered Salt Solution (HBSS) oldatban.

4. Centifugilas az el6zé kondiciokkal és 5x10°/ml sejtkoncentracio beallitasa 1x-es

HBSS-sel.

5. A 96-lyuka mikrotiter lemez minden lyukéba 50 pl 1x-es HBSS pipettazasa.

6. A tesztanyagbdl illetve a Kol34 és kontroll higitasi sorbol 2 ul pipettdzasa a

megfeleld lyukakba, a plate térképen abrazoltaknak megfelelden [8. abra].

Ko134 Controls Tesztanyagok
1 2 34567891011 ]1

A 1uM 1 uM KO
B| 333nM 1 uM KO
C| 111nM 1 uM KO A tesztelendd anyagok 8 1épcsds 3-szoros
D 37 nM higitasi sora, A-t6l H-ig csokkend
E| 12.3nM koncentracioban.
F| 412nM
G| 137nM DMSO
H| DMSO DMSO

8. abra A Hoechst esszéhez hasznalt lemez térkép

7. A 96-lyukt mikrotiter lemez minden lyukaba 100 pl sejtszuszpenzi6 pipettazasa.

8. Plate inkubélasa 37 °C-on 30 percig.

9. Festékoldat elkészitése 1x-es HBSS és 10mM-os Hoechst felhasznalasaval.

10. Az inkubacids id6 letelte utan 50 pl festékoldat hozzaadasa a lemez mindegyik

lyukahoz.

11. A fluoreszcencia mérése 15 percen keresztiil minden 60 masodpercben 355 nm

excitacios és 460 nm emisszids hulldmhosszon spektrofotométerrel.
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12. Az adatok kiértékelése a protokollhoz mellékelt Microsoft Excel kiértékeld fajllal
torténik.

A Hoechst esszével kapott eredmények kiértékelésének modja

A Hoechst 33342 molekula a BCRP transzportert expresszald sejtekben inhibitor
jelenléte nélkiil is felhalmozddik kis mennyiségben ¢€s ez jelenti az essz¢ hatterét. Kol34
inhibitort alkalmazva a BCRP teljes mértékben gatolhatd és ily modon nem képesek a
festéket aktiv transzporttal kipumpalni a sejtbdl, ebben az esetben beszéliink maximalis
Hoechst akkumuléciorol. Kol34 gatlasi gorbét is sziikséges késziteni, hogy
meghatarozhassuk, a sejtek hogyan reagédlnak kiilonb6z6 koncentracioban adagolt
inhibitorokkal szemben. Az essz¢é alapvonalat (Rpase) a gatloszer ndlkiili mintdk gorbéinek
meredeksége, a maximalis jelet (Rmax) az 1 uM-0s Kol34-el legatolt mintdk gorbéinek
meredekségei adjak. A relativ gatlas értékének kiszamitasa a Calcein esszénél leirtak

alapjan torténik.

4.7. A citotoxicitas esszé kivitelezése

A citotoxicitds essz€ olyan eljaras, amely xenobiotikumok, citosztatikumok és
gyogyszermolekulak él16 sejtek viabilitasara gyakorolt hatasat vizsgalja. Az adott molekula
higitasi soranak alkalmazasaval meghatarozhtad ICsg érték azt a drog koncentraciot jelenti,
amelynél a sejtek 50%-a életben marad. A transzporter-drog kolcsonhatas esetén a kontroll
¢és az adott ABC transzportert tulexpresszald sejtvonalak 1Cso értékei kozott jelentds
kiilonbségek lehetnek, mert az ABC transzporterek kipumpaljak a sejt belsejébdl a
citosztatikumot, amelyek ezaltal magasabb drogkoncentraciot képesek toleralni.

A kisérlet soran resazurint hasznéltunk, amelyet az ¢él6 sejtben talalhato
mitokondrialis enzimek redukdlnak fluoreszcens resorufinna és igy megallapithatd a

metabolikausan aktiv, életképes sejtek szama [9. abra]
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Viable Cell

Reduction
Reactions

Resazurin Resorufin
Emils fluorescence at 590nm
9. abra A resazurin atalakitasa fluoreszcens resorufinna

JE2GINA1T 24

A kisérlet koriilményeit optimalizaltuk, melyet az eredmények fejezetben
targyalunk részletesebben. Vizsgaltuk a sejtszamot, az elnyelési illetve a kibocsétasi
hullamhosszakat az inkubacids idot és a mérési intervallumot. A sejtszam optimalizalas
eredményeként a HL60-MRP és HL60-CTRL sejtek esetében 5000 sejt/lyuk, a HL60-
MDR, PLB985-BCRP ¢és PLB985-CTRL sejteknél 10 000 sejt/lyuk sejtszdmokkal
végeztilk a kisérleteket. A detektdldshoz az 544 nm gerjesztési és 620 nm elnyelési
értékeket valasztottuk. A sejteket a kiiiltetést kovetden 24 oran keresztiil inkubaltuk 37 °C-
0s 5% CO,-t tartalmazo inkubatorban, majd a drogok hozzaadasat kovetéen 72 Oran
keresztiil inkubéltuk az elébb leirtakkal megegyezd koriilmények kozott. Az eldhivo
reagens hozzaadasat kovetden 4 6radt inkubaltuk a lemezeket az inkubatorban. A kisérletet
hat parhuzamos mérési pontban végeztiik, majd ezekbdl szorast és atlagot szamoltunk.
Megallapitottuk az 1Cso értékeket, amelyek megadjak azt a drogkoncentraciot, amelynél a

sejtek 50%-a életképes maradt.
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A kivitelezés fontosabb 1épései:

1.

A sejtek megszdmoldsa automata sejtszamldloval. A sejtszuszpenziok higitasa
tapfolyadékkal (Advanced RPMI), hogy az alabbi koncentracidkat kapjuk:
-HL60-MDR => 10 000 sejt/150 pl

-HL60-MRP => 5 000 sejt/150 ul

-HL60-CTRL => 5 000 sejt/150 pl

-PLB985-BCRP => 10 000 sejt/150 ul

-PLB985-CTRL=> 10 000 sejt/150 pl

96 lyuku plate minden lyukéba repeater segitségével 150 upl sejtszuszpenzid
pipettazasa, kivéve a H6-os és H12-es lyukakat, melyekbe 150 pl tapfolyadék
kertil.

A plate 24 6ran keresztiili inkubacioja 37 °C-on CO, termosztatban.

A tesztelni kivant drog 200x-ara higul az esszzében. Egy iires 96 lyukt plate elsé 2
oszlopaba 200 pl/lyuk tapfolyadék pipettazasa, ezutan az elsé oszlophoz 7,3 ul/lyuk
“A” drog, majd a masodik oszlophoz 7,3 ul/lyuk “B” drog hozzaadasa. A drogok
tesztelése 6 parhuzamosban torténik. A tapfolyadékban higitott drokbol 25 pl/lyuk
pipettazdsa a sejtszuszpenziot tartalmazo lemezre. (Célszerli minden kivételnél
felszuszpendalni a drog-tdpfolyadek elegyet.) A plate legals6 (H) sordba nem keriil
drog. H1-H5-ig, illetve H7-H11-ig 25 pl/lyuk DMSO-t, H6-0s és H12-es lyukakba
25 ul/lyuk tapfolyadékot kertil.

A lemez inkubdldsa 72 éran keresztiil 37 °C-on CO, termosztatban.

10 pl/lyuk 1,3 mM-os Alamar Blue (resazurin) munkaoldatot hozzaadasa minden
lyukhoz.

Lemez befedése alufoliaval és inkubalasa 4 oran keresztil 37 °C-on CO,
termosztatban. (Alamar Blue végkoncentracioja 70 pM lesz egy lyukban. Az
Alamar Blue port 1xHanks-ben kell feloldani és tovabb higitani)

Fluoreszcencia detektalasa fluoriméterrel 544 nm gerjesztési €s 620 nm elnyelési
hulldamhosszon

Adatok kiértékelése Microsoft Excel programmal.
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5. Eredmények és értékelésiik

5.1. Citotoxicitasi esszé eredmények

A kivalasztott molekuldk tesztelését megelozéen sziikség volt az esszé
optimalizéldsara a kiilonbozd sejttipusokra; ez az optimdlis elnyelési és kibocsatési
hullamhossz, valamint a lyukankénti sejtszam meghatarozasat jelentette.

Az essz¢ optimalizadlasat az idedlis elnyelési ¢€s kibocsatasi hullamhossz
kivalasztasaval kezdtiik. Kisérletiink soran négy hullamhossz-part teszteltiink 4 kiilénb6zo
sejtszam mellett [10.4bra]. Ezek alapjdn az 544 nm gerjesztési és 620 nm elnyelési
értékeket valasztottuk, hiszen ebben az esetben tapasztaltuk a legmeredekebb pontokra

illesztett egyenest.

Hulldmhossz-parok tesztelése

90000
80000

70000 /% #544-620
60000
)’ = 584-620

50000
z //%
& 40000
A 584-630
30000 2
20000 'y ® 544-630
10000
0 T T T T T 1
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000

sejtszam

10. abra Hullamhossz-parok tesztelése

Az alkalmas hullamhossz-par kivélasztasat kovetden az optimalizalast az idedlis
sejtszam kivalasztasaval folytattuk. A kisérletek soran 2000/5000/8000/10000/12000 sejtet
tiltettiink ki Iyukanként tapfolyadékban és 96 6ran keresztiil 37 °C-0s 5% CO2-t tartalmazé
inkubatorban tartottuk a mikrotiter lemezeket. A cél az volt, hogy olyan értéket talaljunk,
melynél a sejtek még nem ndnek tal a mikrotiter plate egy lyukjaban, de elegend6en sokan

vannak ahhoz, hogy megfeleld fluoreszcencia értékeket kapjunk A 11. abran feltiintetett
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eredmények alapjan a tovabbiakban HL60-MRP és HL60-CTRL sejtek esetében 5000
sejt/lyuk, a HL60-MDR, PLB985-BCRP ¢s PLB985-CTRL sejteknél 10 000 sejt/lyuk

sejtszamokkal végeztiik a kisérleteket

11. 4bra A sejtszam optmalizalas eredményei

HL-60 MDR HL-60 MRP
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5 150000 T 150000
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100000 T 100000
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HL-60 CTRL PLB BCRP
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A kivalasztott molekulakkal a kisérleteket hat parhuzamos mérési pontban végeztiik,

majd ezekbdl szorast és atlagot szdmoltunk. Megéllapitottuk az ICs értékeket, amelyek

megadtak azt a drogkoncentraciot, amelynél a sejtek 50%-a életképes maradt.

ABCBI1 ¢és ABCCI transzporert kifejezé6 HL60 sejteken és ABCG2 fehérjét kifejezo

PLB985 sejteken illetve a két kontroll sejtvonalon végzett kisérletek eredményeit a 6.

tablazatban foglaltuk 6ssze
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Citotoxicitas esszé / ICso értékek ( nM )

Tesztanyagok |HL60-CTRL|HL60-MDR | HL60-MRP | PLB985-CTRL | PLB985-BCRP
Carboplatin 27 012 81091 15 249 13 028 35234
Camptothotecin 14,31 15,6 8,15 15,27 16,63
Cyclophosphamid nk nk nk nk nk
Cisplatin 28 854 85 798 14 300 12 833 33 072
Dacarbazine 10 640 94 070 271 800 6 565 6972
Daunorubicin 11,74 1528 931,5 11,19 12,54
Doxorubicin 23,44 2651 2017 54,23 43,6
Etoposide 292,2 53 102 36 213 88,63 155,4
Hydroxiurea nk nk nk nk nk
Melphalan 3250 15 265 1928 2235 2540
Mitoxantrone 5,73 226,3 784,2 5,769 66,69
Tamoxifen 12 920 20 340 12 490 16 070 29 010
Taxol 1,72 3 896 3,98 2,59 3,17
Topotecan 29,97 172,4 35,23 23,97 189,9
Vinblastine 2,03 378,1 4,35 1,66 1,85
Vincristine 1,02 8063 14,9 3,33 3,16
Methotrexate 10,01 24,3 102,8 16,18 26,38
Cytarabine 22,32 81,65 102,1 422,9 1146
Thioguanine 438,5 6421 16 790 3624 3902
Fludarabine 2 868 1854 8230 4521 6449
Chlorambucil 3215 8 255 1901 2787 5575
Clofarabine 38.75 35,5 89,4 61,66 118,60
Pixantrone 65,72 2309 6421 76,82 447,3

6. tablazat: A citotoxicitasi esszével kapott eredményeket 6sszefoglalé tablazat

5.2. Eredmények ATPaz esszével

A dolgozatban kordbban ismertetett molekuldkat ABCB1, ABCC1 valamint ABCG2
transzportereket magas szinten kifejezd sejtekbdl késziilt membranpremaratumokon
teszteltik ATPaz esszében. A kisérletek soran aktivalasi és gatlasi tesztet is

végrehajtottunk. Eredményeinket transzporterek szerint csoportositva, 0Osszefoglalo
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tablazatokban mutatjuk be (7-9 tablazatok). A tablazatban a + jel azt jelenti, hogy
megfigyeltiink kdlcsonhatast, a — jel pedig azt, hogy nem.

5.3. Festéktranszport esszével kapott eredmények

A festéktranszport kisérleteket, a Calcein és Hoechst esszét, az adott transzportert
expresszalo sejteken végeztiik. igy az ABCBI1 esetében HL60-MDR, az ABCC1 esetében
HL60-MRP, az ABCG2 esetében pedig PLB985-BCRP sejtvonalat alkalmaztunk.
Eredményeinket transzporterek szerint tablazatba rendeztiik, ahol az nk a kolcsonhatas

hidnyat jelzi.

5.4. Transzporterek szerint csoportositott eredmények bemutatasa

Szinkddok a 7-9 tablazatokban

» z0ld: kisérleteinkkel alatimasztottuk az irodalomban k6zolt eredményeket

» kék: a tesztanyag és az adott transzporter kdlcsonhatasat még nem vizsgaltak, nem
talaltunk kdlcsonhatéast

» piros: a tesztanyag és az adott transzporter kolcsonhatasdit még nem vizsgaltak,

eredményeink alapjan feltételezhetGen szubsztrat a vizsgalt anyag

A korreléaciok oszlopban az ,,A” az ATPaz esszét, a ,,B” a festéktranszport esszét, a ,,C”
a citotoxicitas esszét, mig az ,I” az irodalmat jelenti. A +/- jelek azt jelzik, hogy
kimutathat6 volt-e kdlcsonhatas az adott tesztrendszerrel a tesztanyag és a transzporter
kozott. Az irodalom oszlopban a ,,0” azt jelzi, hogy nincs irodalmi adat a transzporter és a

molekula kélcsonhatasat illetéleg.
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ABCB1/MDR1

Az ABCBI transzportert tartalmazo vezikuldkon végzett ATPaz esszé, valamint a

HL60-MDR sejteken végzett Calcein €s citotoxicitasi essz€ eredményeit a kovetkezd

tablazat foglalja 6ssze.

, ) Calcein esszé Citotoxicitas esszé L.
ATPaz esszé Korrelacidk
Lipofilitas HL60-MDR HL60-CTRL | HL60-MDR
Tesztanyagok —
(logP) aktivalas/

gatlas kélcsonhatas IC 50 (MM)| IC 50 (M) | IC 50 (nM) | A F] ]|
Carboplatin 1,06 -/- nk 27 012 81091 -[-1+]0
Camptothotecin 1,22 -[+ nk 14,31 15,6 +| -] -]+
Cisplatin 0 -/- nk 28 854 85 798 - -]+
Dacarbazine -0,43 -/+ nk 10 640 94 070 +|-[+]0
Hydroxiurea -1,37 -/- nk nk nk -1-]1-1]0

Melphalan 0,12 +/+ nk 3250 15 265 + +

Tamoxifen | 635 | +/+ |11uMfeletttoxikus] | 12920 | 20340 |+|-|-|+]

Cytarabine -2,8 -/- nk 22,32 81,65 -l-[+]0
Thioguanine -0,35 -/- nk 438,5 6421 -l-]+]0
Fludarabine -3,97 -/- nk 2 868 1854 -1-]1-1]0
Chlorambucil 3,94 +/+ nk 3215 8 255 +|-|+] -
Clofarabine -0,29 -/- nk 38.75 35,5 -|-]1-1]0
Pixantrone - -/- nk 65,72 2309 -[-1+]0

7. tablazat: Az ABCB1 transzporterrel végzett kisérletek eredményei

Az MDR1 transzportert tulexpresszalo sejtekkel illetve a sejtekbdl késziilt
membranpreparatumokkal végzett kisérletek eredményeként elmondhatd, hogy a
Cyclophosphamid, Daunorubicin, Doxorubicin, Etoposide, Mitoxantrone, Taxol,
Topotecan, Vinblastine, Vincristine ¢s a Methotrexate esetében sikeriilt alatdmasztanunk
az irodalmban kozolt adatokat. A Hydroxiurea, Fludarabine és Clofarabine kdlcsonhatasat
az MDRI1 transzporterrel eddig nem vizsgaltak, ezek a molekuldk a kisérleteink alapjan
nem hatnak kolcson a transzporterrel. A nem vizsgalt anyagok koziil a citotoxicitas
esszével kapott eredmények alapjan a Carboplatin, Dacarbazine, Cytarabine, Thioguanine

¢és Pixantrone feltételezhetéen az MDR1 transzporter szubsztratjai.
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ABCC1/MRP1

Az alébbi tablazatban lathatok az ABCCI transzportert tartalmazo vezikuldkon végzett

ATPéz essz¢ és a transzportert tilexpresszald HL60-MRP sejteken végzett Calcein ¢€s

citotoxicitasi essz¢ eredményei.

. . Calcein esszé Citotoxicitas esszé _—
. ..., | ATPaz esszé Korrelaciok
Tesztanyagok Lipofilitas __ HL60-MRP HL60-CTRL | HL60-MRP
(logP) aktivalas/

gétlas kolcsonhatas IC 50 (MM)] IC50 (nM) | ICs0 (M) | A F| |1

Carboplatin 1,06 -/- nk 27 012 15 249 -|-f-f0
Camptothotecin 1,22 -[+ 33 uM-nal 25% inh. 14,31 8,15 +|+]-]-
Cyclophosphamid 0,1 -/- nk nk nk R
Cisplatin 0 -/- 1,2 uM-t6l 25% -os inh. 28 854 14 300 -+ -] -
Dacarbazine -0,43 -/- nk 10 640 271800 |-|-|+]|0

Hydroxiurea

-1,37

nk

Melphalan

0,12

400 uM-nal 35% inh.

3250 1928

Mitoxantrone

3,7 uM felett toxikus

Methotrexate -0,51 -/- nk 10,01 102,8 -+
Cytarabine -2,8 -/- nk 22,32 102,1 -l -[+]0
Thioguanine -0,35 -/- nk 438,5 16 790 -|-1+]0
Fludarabine -3,97 -/- 3,7 uM felett toxikus 2 868 8230 -|-1+]0
Chlorambucil 3,94 +/+ gatol, 11 uM felett toxikus | 0,2742 3215 1901 +|+[ -+
Clofarabine -0,29 -/- nk 38.75 89,4 - - 0
Pixantrone - -/- 3,7 uM felett toxikus 65,72 6421 - - (1]

8. tablazat: Az ABCC1 transzporterrel végzett kisérletek eredményei

A Daunorubicin, Doxorubicin, Etoposide, Tamoxifen, Taxol, Topotecan, Vinblastine

¢és Vincristine molekulaknal tudtuk alatdmasztani az irodalomban szereplé eredményeket.

Az eddig nem vizsgalt anyagok koziil a Carboplatin és a Hydroxiurea nem mutatott

kolcsonhatéast egyik tesztrendszerrel végzett kisérletben sem, a Dacarbazine, Cytarabine,

Thioguanine, Fludarabine, Clofarabine ¢és Pixantrone a citotoxicitds essz¢é alapjan

feltételezhetdan szubsztratjai az MRP1 transzporternek.
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ABCG2/BCRP
Az 9. tdblazatban az ABCG2 transzportert tartalmazd vezikuldkon végzett ATPaz

kisérletek illetve az ABCG?2 transzportert magas szinten kifejez6 PLB985-BCRP sejteken

végzett Hoechst €s citotoxicitasi essz¢é eredményeit foglaltuk dssze.

. , Hoechst esszé Citotoxicitas esszé .
ATPaz esszé Korrelacidk
Lipofilitas PLB-BCRP PLB-CTRL | PLB-BCRP
Tesztanyagok —
(logP) aktivalas/

gatlas kolcsonhatds IC 50 (M) | IC 50 (nNM) | IC 50 (nM) | A] F] c] 1

Carboplatin 1,06 -/- nk 13 028 35234 | -|-|+]O
Camptothotecin 1,22 +/- gatol 30 15,27 16,63 +| 4+ -]+
Cyclophosphamid 0,1 -/+ nk nk nk +|--]-
Cisplatin 0 -/- nk 12 833 33072 | -|-|+] -
Dacarbazine -0,43 -/- nk 6 565 6972 -1-1-1]0
Daunorubicin 1,67 +/- 0,41 pM felett toxikus 11,19 12,54 +-|-]+
Doxorubicin 0,86 +- nk 54,23 43,6 +| -] -]+
Etoposide 1,16 -/- nk 88,63 155,4 -l - -]+
Hydroxiurea -1,37 -/- nk nk nk -1-1-1]0
Melphalan 0,12 -/- nk 2235 2540 | -|-|-]|-
Mitoxantrone 1,17 -/- nk 5,769 66,69 S
Tamoxifen 6,35 -/+ nk 16 070 29010 | +|-| -]+
Taxol 3,54 -/- 100 uM-nal 25% inh. 2,59 3,17 -+ -] -
Topotecan -0,55 +/- nk 23,97 1899 | +|-|+]|+
Vinblastine 4,18 -/- 0,05 uM felett toxikus 1,66 1,85 -l -]-]-
Vincristine 3,13 -/- 1,23 pM felett toxikus 3,33 3,16 -l -]-] -
Methotrexate -0,51 -/- nk 16,18 26,38 -l - -]+
Cytarabine -2,8 -/- 3,7 uM felett toxikus 422,9 1146 | -|-|+]|0O
Thioguanine -0,35 -/- nk 3624 3902 -1-[-1]0
Fludarabine -3,97 -/- 3,7 uM felett toxikus 4521 6 449 -[-]-1]0
Chlorambucil 3,94 -/- nk 2787 5575 | -|-|-]|-
Clofarabine -0,29 +/+ gatol 102,8 61,66 1186 |+|+|+]|0
Pixantrone - NA 11uM felett toxikus 76,82 447,3 0|-[+]0

9. tablazat: Az ABCG2 transzporterrel végzett kisérletek eredményei

Az irodalomban leirt kélcsonhatast a Melphalan, Topotecan, Vinblastine, Vincristine €s
Chlorambucil esetében sikeriilt megerdsiteniink a kisérleteinkkel. A Dacarbazine,
Hydroxiurea, Thioguanine és Fludarabine BCRP transzporterrel vald kolcsonhatasat még
nem vizsgaltak, adataink alapjan egyik anyag sem hat kéleson. A Carboplatin, Cytarabine,
Clofarabine ¢s Pixantrone kolcsonhatasat eddig szintén nem vizsgaltdk, a kapott

eredmények alapjan feltételezhetéen a BCRP szubsztratjai.
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Az irodalomban eddig nem publikalt 4j kdlcsonhatasokat a citosztatikus anyagok és az
ABC transzporterek kozott a citotoxicitas esszével végzett kisérletek alapjan a 10. tablazat

szemlélteti.

Tesztanyagok | MDR1 transzporter | MRP1 transzporter | BCRP transzporter
Cytarabine + + +
Pixantrone + + +
Thioguanine + + -
Dacarbazine + + -
Clofarabine - + +
Carboplatin + - +
Fludarabine - + -

10 tablazat: Uj kolcsonhatasok a citosztatikumok és az MDR1/MRP1/BCRP transzporterek kozott

MDR1
Melphalan
Chlorambucil
Carboplatin
Dacarbazine
Daunorubicin _ _
Etoposide Cisplatin
Thioguanine Topotecan
~ Vinblastine
\ Vincristine  Mitoxantrone
Taxol Cytarabine
Pixantrone
AN y
~ Camptothecin
. 0 Cyclophosphamid
Meghortrg_xnate | Hydroxyurea
udarabine Clofarabine Tamoxifen
MRP1 BCRP ’

12. dbra: A tesztanyagok abrazolasa Venn-diagram segitségével a citotoxicitas esszével kapott eredmények
alapjan. Jol lathaté az MDR1, MRP1, BCRP transzporterek dtfedd szubsztratspecifitdsa.
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6. Osszefoglalas

Az ABC transzporterek egyik legjobban tanulmanyozott funkcidja az, hogy képesek
befolyasolni a xenobiotikumok ADME-TOX (felszivodas, eloszlas, lebomlés, kivalasztas,
mérgez0 hatas) tulajdonségait, ezért a modern gyogyszerek fejlesztése soran mar korai
fazisban indokolt a gyogyszerjelolt vegyiiletek relevans transzporterekkel valo
kolcsonhatasanak vizsgalata.

A tumorok multidrog rezisztencidjanak (MDR) kialakuldsdban harom ABC
transzporter vesz részt: ABCB1 (MDR1), ABCC1 (MRP1) és ABCG2 (BCRP). Célunk
volt egyrészt a korabban mar ugyan leirt, de pontosan nem karakterizalt kolcsonhatasok
jellemzése kinetikai paraméterek megadasaval, masrészt néhany olyan molekula tesztelése
amelyek ABC transzporterekkel valé kolesonhatasa ezidaig még nem volt ismert.

A kisérleteket az MDR kialakulasaban szerepet jatszo transzportereket magas szinten
expresszalo sejteken végeztiik Calcein, Hoechst és citotoxicitasi esszé formdjaban illetve
az adott transzportereket tartalmazo vezikulakon ATPaz esszével. A Calcein és Hoechst
modszer jol alkalmazhatd a magas permeabilitasi molekulak kolcsonhatasanak
vizsgélatahoz, azonban az ATPaz esszével kapott adatokhoz viszonyitva figyelembe kell
venni, hogy az eredményeit nagyban befolyasolja az egyes molekuldk permeabilitasa.

A citotoxicitds essz¢ eredményei a legrelevansabbak, mert itt tobb napig inkubalodnak
a sejtek a tesztanyag hozzdadasat kovetden, szemben a festéktranszport esszeék par perces
inkubacios idejével, tehat az alacsonyabb lipofilitasi értékli molekuldk nagyobb eséllyel
képesek bejutni a sejt belsejébe.

Osszegzésként elmondhat6, hogy a citotoxicitas esszét sikeresen optimalizaltuk,
szamos, az irodalomban leirt kdlcsonhatast alatdmasztottunk kisérleteinkkel illetve eddig
nem ismert kdlcsonhatasokat jellemeztiink kinetikai paraméterek megadasaval.

Jovobeli céljaink koz¢ tartozik a még nem kozolt kdlecsonhatasok tovabbi vizsgalata, a
kiilonb6z6 modszerek €s a lipofilitasi értékek kozaotti tovabbi korrelaciok keresése. Az
alacsonyabb lipofilitasu anyagokkal direkt vezikularis transzport esszé, a magasabb

lipofilitasu anyagokkal monolayer essz¢é kivitelezését tervezziik.
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8. Nyilatkozat

Alulirott Biologus MSc szakos hallgato, kijelentem, hogy a dolgozatban foglaltak
sajat munkam eredményei, és csak a hivatkozott forrasokat (szakirodalom, eszk6zok, stb.)

hasznaltam fel.

Vasko Balazs
Szeged, 2012. majus

42



9. Irodalomjegyzék

! Mikihisa Takano et al.: Expression and function of efflux drug transporters in
the intestine Pharmacology & Therapeutics, 2006, 109:137-161

2 Michael Dean: The Human ATP-Binding Cassette (ABC) Transporter
Superfamily

® Hristos Glavinas, Péter Krajcsi, Judit Cserepes and Balazs Sarkadi: The Role
of ABC Transporters in Drug Resistance, Metabolism and Toxicity.
Current Drug Delivery, 2004, 1:27-42

* Glavinas et al.: Current Drug Delivery, 2004, 1, 000-000

®> Endicott JA, Ling V. The biochemistry of P-glycoprotein-mediated multidrug
resistance. Annu Rev Biochem. 1989;58:137-71.

® Higgins CF. ABC transporters: from microorganisms to man. Annu Rev Cell
Biol. 1992;8:67-113.

" Gottesman MM, Pastan I. Biochemistry of multidrug resistance mediated by the
multidrug transporter. Annu Rev Biochem. 1993;62:385-427.

® Gottesman MM, Fojo T, Bates SE. Multidrug resistance in cancer: role of ATP-
dependent transporters. Nat Rev Cancer. 2002 Jan;2(1):48-58.

% Chen CJ, Chin JE, Ueda K, Clark DP, Pastan I, Gottesman MM, Roninson
IB. Internal duplication and homology with bacterial transport proteins in the mdrl
(P-glycoprotein) gene from multidrug-resistant human cells. Cell. 1986 Nov
7;47(3):381-9.

43


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Endicott%20JA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ling%20V%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Endicott%2CJA%20and%20Ling%2Cv.%2C%20Annu.%20Rev.Biochem.%2C%2058%2C137-171%20(1989)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Higgins%20CF%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Higgins%2CC.E%2C%20Ann.%20Rev.CellBioi.%2C8%2C%2067-113(1992)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Higgins%2CC.E%2C%20Ann.%20Rev.CellBioi.%2C8%2C%2067-113(1992)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8102521
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8102521
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11902585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11902585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2876781
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2876781

19 Ueda K, Cardarelli C, Gottesman MM, Pastan 1. Expression of a full-length
cDNA for the human "MDR1" gene confers resistance to colchicine, doxorubicin,
and vinblastine. Proc Natl Acad Sci U S A. 1987 May;84(9):3004-8.

1 Cole SP, Bhardwaj G, Gerlach JH, Mackie JE, Grant CE, Almquist KC,
Stewart AJ, Kurz EU, Duncan AM, Deeley RG. Overexpression of a transporter
gene in a multidrug-resistant human lung cancer cell line. Science. 1992 Dec
4;258(5088):1650-4.

12 Borst P, Evers R, Kool M, Wijnholds J. A family of drug transporters: the
multidrug resistance-associated proteins. J Natl Cancer Inst. 2000 Aug
16;92(16):1295-302.

3 Deeley RG, Cole SP. Function, evolution and structure of multidrug resistance
protein (MRP). Semin Cancer Biol. 1997 Jun;8(3):193-204.

4 Litman T, Druley TE, Stein WD, Bates SE. From MDR to MXR: new
understanding of multidrug resistance systems, their properties and clinical
significance. Cell Mol Life Sci. 2001 Jun;58(7):931-59.

1% Szakdes G, Paterson JK, Ludwig JA, Booth-Genthe C, Gottesman MM.
Targeting multidrug resistance in cancer. Nat Rev Drug Discov. 2006

Mar;5(3):219-34.

18 Michael Dean, Tito Fojo, Susan Bates: Tumour stem cells and drug resistance.
Nature Reviews Cancer 5, 275-284 (April 2005) | doi:10.1038/nrc1590

7 Ling V (1975) Drug resistance and membrane alteration in mutants of
mammalian cells. Can J Genet Cytol 17:503-15.

44


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3472246
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3472246
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3472246
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1360704
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1360704
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10944550
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10944550
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9441948
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9441948
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11497241
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11497241
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11497241
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16518375

8 Juliano RL and Ling V (1976) A surface glycoprotein modulating drug
permeability in Chinese hamster ovary cell mutants. Biochim Biophys Acta
455:152-162.

% Shen DW, Fojo A, Chin JE, Roninson IB, Richert N, Pastan | and
Gottesman MM (1986) Human multidrug-resistant cell lines: increased mdrl
expression can precede gene amplification. Science 232:643-645.

20 Ueda K, Cornwell MM, Gottesman MM, Pastan I, Roninson IB, Ling V and
Riordan JR (1986) The mdrl gene, responsible for multidrug-resistance, codes for

P-glycoprotein. Biochem Biophys Res Commun 141:956-962.

21 Gros P, Croop J, Housman D (1986) Mammalian multidrug resistance gene:
complete cDNA sequence indicates strong homology to bacterial transport proteins.
Cell 47:371-80.

22 Chen CJ, Chin JE, Ueda K, Clark DP, Pastan |, Gottesman MM, Roninson
IB (1986) Internal duplication and homology with bacterial transport proteins in the
mdrl (P-glycoprotein) gene from multidrug-resistant human cells. Cell 47:381-9.

2 Gerlach JH, Endicott JA, Juranka PF, Henderson G, Sarangi F, Deuchars
KL, Ling V (1986) Homology between P-glycoprotein and a bacterial haemolysin

transport protein suggests a model for multidrug resistance. Nature 324:485-9.

% Hamada H, Tsuruo T (1988) Purification of the 170- to 180-kilodalton
membrane glycoprotein associated with multidrug resistance. 170- to 180-

kilodalton membrane glycoprotein is an ATPase. J Biol Chem 263:1454-8.

2% Schinkel AH, Smit JJ, van Tellingen O, Beijnen JH, Wagenaar E, van
Deemter L, Mol CA, van der Valk MA, Robanus-Maandag EC, te Riele HP

45



(1994) Disruption of the mouse mdrla Pglycoprotein gene leads to a deficiency in

the blood-brain barrier and to increased sensitivity to drugs. Cell 77:491-502.

26 Borst P, Elferink RO (2002) Mammalian ABC transporters in health and
disease. Annu Rev Biochem 71:537-92.

27 Kullak-Ublick GA, Stieger B, Meier PJ. Enterohepatic bile salt transporters in
normal physiology and liver disease. Gastroenterology. 2004 Jan;126(1):322-42.

Review.

%8 sarkadi B, Homolya L, Szakacs G and Varadi A (2006) Human multidrug
resistance ABCB and ABCG transporters: participation in a chemoimmunity
defense system. Physiol Rev 86:1179-1236.

% Cole SP, Bhardwaj G, Gerlach JH, Mackie JE, Grant CE, Almquist KC,
Stewart AJ, Kurz EU, Duncan AM, Deeley RG (1992) Overexpression of a
transporter gene in a multidrug-resistant human lung cancer cell line. Science
258:1650-4.

% Cole SP, Sparks KE, Fraser K, Loe DW, Grant CE, Wilson GM, Deeley RG
(1994) Pharmacological characterization of multidrug resistant MRP-transfected
human tumor cells. Cancer Res 54:5902-10.

% Grant CE, Valdimarsson G, Hipfner DR, Almquist KC, Cole SP, Deeley RG
(1994) Overexpression of multidrug resistance-associated protein (MRP) increases

resistance to natural product drugs. Cancer Res :357-61.

%2 Deeley RG, Cole SP (1997) Function, evolution and structure of multidrug
resistance protein (MRP). Semin Cancer Biol 8:193-204.

46


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14699511
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14699511

% Roberts LM, Black DS, Raman C, Woodford K, Zhou M, Haggerty JE, Yan
AT, Cwirla SE, Grindstaff KK. (2008) Subcellular localization of transporters
along the rat blood-brain barrier and blood-cerebral-spinal fluid barrier by in vivo
biotinylation. Neuroscience. 155:423-38.

% Bakos E, Evers R, Szakacs G, Tusnady GE, Welker E, Szabo K, de Haas M,
van Deemter L, Borst P, Varadi A, Sarkadi B. Functional multidrug resistance
protein (MRP1) lacking the N-terminal transmembrane domain. J Biol Chem
1998;273:32167-32175. [PubMed: 9822694]

% Rosenberg MF, Mao Q, Holzenburg A, Ford RC, Deeley RG, Cole SP. The
structure of the multidrug resistance protein 1 (MRP1/ABCC1). Crystallization and
single-particle analysis. J Biol Chem 2001;276:16076-16082. [PubMed: 11279022]

% J. Wijnholds, R. Evers, M.R. van Leusden, C.A.A.M. Mol, G.J.R. Zaman, U.
Mayer, J.H. Beijnen, M. van der Valk, P. Krimpenfort, A. Berns, P. Borst,
Increased sensitivity to anticancer drugs and decreased inflammatory response in
mice lacking MRP, Nature Med. 3 (1997) 1275-1279.

¥ Lorico, G. Rappa, R.A. Finch, D.Yang, R.A. Flavell, A.C. Sartorelli,
Disruption of the murine MRP (multidrug resistresistance-protein) gene leads to
increased sensitivity to etoposide (VP-16) and increased levels of glutathione,
Cancer Res. 57 (1997) 5238-5242.

%% D.F. Robbiani, R.A. Finch, D. Ja“ger, W.A. Muller, A.C. Sartorelli, G.J.

Randolph, The leukotriene C transporter MRP1 regulates CCL19 (MIP-3b, ELC)-
dependent mobilization of dendritic cells to lymph nodes, Cell 103 (2000) 757—768.

% Wijnholds J, deLange EC, Scheffer GL, van den Berg DJ, Mol CA, van der
Valk M, Schinkel AH, Scheper RJ, Breimer DD, Borst P (2000) Multidrug

47



resistance protein 1 protects the choroid plexus epithelium and contributes to the
blood-cerebrospinal fluid barrier. J Clin Invest 105:279-85.

“ Mao, Q. and Unadkat, J.D. (2005) Role of the breast cancer resistance protein
(ABCG2) in drug transport. AAPS J 7: E118-133.

* Allikmets R, Schriml LM, Hutchinson A, Romano-Spica V and Dean M
(1998) A human placenta-specific ATP-binding cassette gene (ABCP) on
chromosome 4q22 that is involved in multidrug resistance. Cancer Res 58:5337-
5339.

“2 Doyle LA, Yang W, Abruzzo LV, Krogmann T, Gao Y, Rishi AK and Ross
DD (1998) A multidrug resistance transporter from human MCF-7 breast cancer
cells. Proc Natl Acad Sci U S A 95:15665-15670.

* Miyake K, Mickley L, Litman T, Zhan Z, Robey R, Cristensen B, Brangi M,
Greenberger L, Dean M, Fojo T, Bates SE (1999) Molecular cloning of cDNASs
which are highly overexpressed in mitoxantrone-resistant cells: demonstration of

homology to ABC transport genes. Cancer Res 59:8-13.

* Ozvegy, C., Litman, T., Szakacs, G., Nagy, Z., Bates, S., Varadi, A. and
Sarkadi, B. (2001) Functional characterization of the human multidrug transporter,

ABCG?2, expressed in insect cells. Biochem Biophys Res Commun 285: 111-117.

** Rocchi E, Khodjakov A, Volk EL, Yang CH, Litman T, Bates SE, Schneider
E. The product of the ABC half-transporter gene ABCG2 (BCRP/MXR/ABCP) is
expressed in the plasma membrane. Biochem Biophys Res Commun. 2000 Apr
29;271(1):42-6.

% Polli, J.W., Baughman, T.M., Humphreys, J.E., Jordan, K.H., Mote, A.L.,
Webster, L.O., Barnaby, R.J., Vitulli, G., Bertolotti, L., Read, K.D. and
Serabjit-Singh, C.J. (2004) The systemic exposure of an N-methyl-D-aspartate

48


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rocchi%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Khodjakov%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Volk%20EL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yang%20CH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Litman%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bates%20SE%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schneider%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schneider%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rocchi%20E%2C%20Khodjakov%20A

receptor antagonist is limited in mice by the P-glycoprotein and breast cancer

resistance protein efflux transporters. Drug Metab Dispos 32: 722-726.

4 Zamek-Gliszczynski, MJ., Nezasa, K., Tian, X., Kalvass, JC., Patel, NJ.,
Raub, TJ., Brouwer, KL. (2006) The important role of Bcrp (Abcg2) in the biliary
excretion of sulfate and glucuronide metabolites of acetaminophen, 4-
methylumbelliferone, and harmol in mice. Mol Pharmacol 70, 2127-213

*® Mizuno N, Takahashi T, Kusuhara H, Schuetz JD, Niwa T, Sugiyama Y.
Evaluation of the role of breast cancer resistance protein (BCRP/ABCG2) and
multidrug resistance-associated protein 4 (MRP4/ABCC4) in the urinary excretion
of sulfate and glucuronide metabolites of edaravone (MCI-186; 3-methyl-1-phenyl-
2-pyrazolin-5-one). Drug Metab Dispos. 2007 Nov;35(11):2045-52. Epub 2007
Aug 6.

¥ Breedveld, P., Pluim, D., Cipriani, G., Wielinga, P., van Tellingen, O.,
Schinkel, A.H. and Schellens, J.H. (2005) The effect of Bcrpl (Abcg2) on the in
vivo pharmacokinetics and brain penetration of imatinib mesylate (Gleevec):
implications for the use of breast cancer resistance protein and P-glycoprotein
inhibitors to enable the brain penetration of imatinib in patients. Cancer Res 65:
2577-2582.

% Enokizono J, Kusuhara H, Sugiyama Y. Effect of breast cancer resistance
protein (Bcrp/Abcg2) on the disposition of phytoestrogens. Mol Pharmacol. 2007
Oct;72(4):967-75. Epub 2007 Jul 20.

* Jonker, J.W., Merino, G., Musters, S., van Herwaarden, A.E., Bolscher, E.,
Wagenaar, E., Mesman, E., Dale, T.C. and Schinkel, A.H. (2005) The breast
cancer resistance protein BCRP (ABCG2) concentrates drugs and carcinogenic
xenotoxins into milk. Nat Med 11: 127-129.

49


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mizuno%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Takahashi%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kusuhara%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schuetz%20JD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Niwa%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sugiyama%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=mizuno%20n%20%20bcrp%202007
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17644650
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17644650

*2 Jonker, J.W., Smit, J.W., Brinkhuis, R.F., Maliepaard, M., Beijnen, J.H.,
Schellens, J.H. and Schinkel, A.H. (2000) Role of breast cancer resistance protein
in the bioavailability and fetal penetration of topotecan. J Natl Cancer Inst 92:
16511656.

* Litman T, Brangi M, Hudson E, Fetsch P, Abati A, Ross DD, Miyake K,
Resau JH, Bates SE. The multidrug-resistant phenotype associated with
overexpression of the new ABC half-transporter, MXR (ABCG2). J Cell
Sci. 2000 Jun;113 (Pt 11):2011-21

>* http://www.xenobiotech.hu

> Holl6 Z, Homolya L, Davis CW, Sarkadi B. Calcein accumulation as a
fluorometric functional assay of the multidrug transporter.Biochim Biophys Acta.
1994 May 11;1191(2):384-8.

% Chen J, Sharma S, Quicho FA, Davidson AL.Trapping the transition state of
an ATP-binding cassette transporter: evidence for a concerted mechanism of
maltose transport. Proc Natl Acad Sci USA 2001 Feb 13;98(4):1525-30. Epub 2001
Feb 6.

50


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10806112
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10806112
http://www.xenobiotech.hu/

10. Abrak és tablazatok jegyzéke

1. abra: http://www.springerimages.com
2. abra: http://www.solvobiotech.com

3. abra: http://www.solvobiotech.com

4. abra: Solvo ATPase Kit Assay Protocol
5.-7. abra: Solvo Calcein Asssay Protocol
8. abra: Solvo Hoechst Assay Protocol

9. abra: http://www.promega.com

10.-12. abra: sajat készitésli

tablazat: sajat készitésii

tablazat: Solvo ATPase Kit Assay Protocol
tablazat: sajat készitésl
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