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1. Tartalmi osszefoglalo

Napjainkban ismert, és ezért intenziven kutatott, a kiilonb6zd, sejtmembranban
elhelyezkedd transzporterek szerepe a gyogyszerek felvételében, szervezeten beliili
eloszlasaban, leadasdban, toxicitasaban, a gyogyszerek egyénenként eltérd hatasanak
megértésében, a lehetséges, nem vart gydgyszerkdlcsonhatasok felismerésében. Ilyen fehérjék
tobbek kozt az SLC (Solute Carrier) csaladba tartozo szerves kation transzporterek (Organic
Cation Transporters, OCT-k) és ikerion/kation transzporterek (OCTN-ek). Az SLC csalad
tagjai endogén szubsztratok és xenobiotikumok felvételét szabalyozzak minden sejtben,
1étfontossagu szerepet betdltve a normal sejt- és szervmiikddésben.

A diabetes mellitus (2-es tipust cukorbetegség) manapsag mar népbetegségnek
tekinthetd a fejlett orszdgokban, igy komoly egészségiigyi jelentdsége van. Szamos, a 2-€S
tipust cukorbetegségben szenveddknek késziilt szajon at adhatd gyogyszer egy része szerves
kation (példaul: metformin /1,1-dimetil-biguanid/), igy szervezeten beliili sorsukban kiemelt
szerepet jatszhatnak a szerves kation transzporterek.

Munkdm célja egy aramlasi citometrias tesztrendszer kidolgozasa volt, specifikus,
adott transzporter szubsztratjaként alkalmazhat6 fluoreszcens festékkel, amellyel az OCT],
OCT2, OCTNI1 és OCTN2 szerves kation transzporterek vizsgalhatok. Ezért szamos festéknél
megvizsgaltam, hogy alkalmasak-e szubsztratjel6ltnek.

Méréseimhez a vizsgalando fehérjéket taltermeld CHO sejtvonalakat hasznéltam. A
sejtekben a fluoreszcens festékkel valo inkubalas utdn dramlési citometriaval vizsgaltam azok
mennyiségét, majd Osszevetettem a festékmentes kontrollal. E modszer alkalmazasaval
kerestem transzporter-specifikus fluoreszcens festéket.

Az adatok értékelése soran taldltam olyan festékeket, melyek az egyes

transzporterekre specifikusnak tekinthetok.



2. Bevezetés

2.1 A membranok és a transzporterek altalanos szerepe

A bioldgiai membranok kiilonbozd specifikus funkciok ellatasara szolgald komponensei
a membranfehérjék. Valtozatos szerepet toltenek be a sejtek fiziologids miikodéséhez
elengedhetetlen sejt és kornyezete kozott zajléo szelektiv anyag- ¢€s informacidcsere
folyamataiban, a sejtadhézioban, valamint a sejtek kozotti kommunikacioban. A kiilonb6zo
membranfehérjék igy Dbetolthetnek transzporter, receptor, antigén, energiatermeld,
toltésszallitd és enzimatikus funkciokat is. Az adott fehérje és a membran kolcsonhatasanak
tipusa alapjan két tagabb kategdriaba sorolhatok a membranfehérjék: periférias €és integrans
(transzmembran) fehérjék. A periféridss membranfehérjék a membran periférids rétegéhez,
vagy integrans membranfehérjéhez kapcsolodnak. Az integrans membranfehérjék lehetnek
tobbek kozott aktiv pumpa fehérjék, csatornafehérjék, receptorok vagy transzporter fehérjék.

A sejtek normadlis mikodése szempontjabol kiemelt jelentdsége van azoknak a
transzport folyamatoknak, amelyek segitségével anyagok koncentracio- vagy elektrokémiai
gradienssel ellentétes iranyban mozognak. Elsddleges aktiv transzport esetén a transzport
energiaigényét a kozvetleniil kapcsolt adenozin-trifoszfat (ATP) termindlis foszfatjanak
hidrolizise fedezi, szemben a masodlagos aktiv transzporttal, ahol az ATP hidrolizise nem
kozvetlentil része a folyamatnak.

Szamos endo- és xenobiotikum, szerves anion és Szerves kation talalhatdo az emberi
szervezetben. Ezeknek a szdllitdsahoz és eltavolitdsdhoz sziikségesek a multispecifikus
transzporterek, mint az SLC transzporterek (oldott anyagokat szallito transzporterek - Solute
Carrier transporters) és ABC transzporterek (ATP-binding Casette Transporters). Az ABC
transzporterek ATP felhasznaldsaval a sejtbdl kifelé szallitjdk szubsztratjaikat. Az SLC
transzporterek a szubsztratok felvételét segitik a sejtbe, passziv transzporterekként (facilitalt
diffizié) vagy aktiv transzporterekként (antiporterek vagy szimporterek).(2012, Roth és
mtsai)

Az SLC transzporter szupercsaladba 55 géncsalad tartozik, tobb mint 350 funkcionalis
fehérjét kodold génnel. Ez idaig kevesebb, mint 20 transzportert karakterizaltak, mint
gyogyszerkOlcsonhatasban részt vevd fehérjét. A fobb SLC transzportercsaldadok: SLCO,
SLC47 és SLC22A. (2012, Roth és mtsai)



Az utdbbi évtizedben a gybdgyszeripari fejlesztésekben vizsgaljdk a molekuldk
szerkezet-aktivitas kapcsolatat (Structure-activity relationships, SAR) tobbek kozt a féléletidd
megnovelésére, a magasabb metabolikus stabilitas elérésére. Ma mar tudjuk, hogy a
metabolikusan stabilabb gyogyszerek gyakran elére nem megjosolhaté mdodon kdlcsdnhatnak
kiilonb6z6 transzporterekkel, és barmely transzporter expresszidban vagy miikddésben
bekovetkezd szignifikans valtozas megvaltoztathatja egy adott gyogyszer farmakokinetikajat.
A gybgyszerfejlesztésben  emiatt egyre jobban  eldtérbe  keriil ezeknek a
transzportmechanizmusoknak a tanulmanyozasa, hiszen az emberi szervezetbe bejuttatott
gyogyszer akkor hat megfelelden, ha képes bejutni a célsejtekbe diffuzidoval vagy a
transzportereken keresztiil.

Az in vivo vizsgalatoknal olcsobbak, egyszerlibbek, és gyorsabbak az in vitro
vizsgalatok, amelyek lehetdvé teszik a potencialis gyogyszermolekula-jeloltek hatékonyabb
sziirését. Ennek egyik modja, hogy az adott transzporter fehérjét taltermelé emlds
sejtvonalakon, vagy az ezekbdl 1étrehozott membranprepardtumokon vizsgaljuk a gydgyszer —

transzporter fehérje kdlcsonhatast.

2.2 Az SLC22A géncsalad

Az SLC22A transzporter csaladba tartoznak a szerves kation transzporterek (OCT-K), az

ikerion/kation transzporterek (OCTN-ek) és a szerves anion transzporterek (OAT-0k). A
szubsztratspecificitds és a transzport mechanizmusa alapjan szamos alcsoportra oszthaté az
SLC22 csalad. Miikodhetnek uniporterekként, a facilitalt diffuziot elésegitve barmely irdnyba
(OCT-k), anion cserélé transzporterekként (OATI és OAT3), illetve Na'/karnitin
kotranszporterként (OCTN2). Méréseim soran az SLC22A géncsalad altal kodolt szerves
kationtranszportereket (OCT1, OCT2), valamint szerves kation és karnitin transzportereket
(OCTN1, OCTN2 - organic cation transporter novel type 1, - 2) vizsgaltam. Ezek a
multispecifikus transzporterek szamos szerv epitél sejtjeiben expresszalodnak, ez az 1.
tablazatban lathat6. (2007, Koepsell és mtsai) Széles szubsztratspecificitasuk és

elhelyezkedésiik miatt fontos szerepet jatszanak a detoxifikacioban.



1. tablazat
A szerves kationtranszporterek eloszlasa kiilonb6z6 szovetekben. +: erds expresszio.
O: nincs detektalhatd expresszid. -: még nem vizsgaltak adott szovetben a transzporter

expressziojat. (2007, Koepsell és mtsai)
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Az uptake transzporterek megfeleld koriilmények kozott a kiilsé térbol a sejt belseje felé
kozvetitik az adott anyag transzportjat. Kritikus szerepiik van az endogén anyagok
homeosztazisdban, a terapids szerek vizelettel valo kivalasztasdban. Szerepiik van a bélben
torténd felszivodasban (1.4bra), a vesetubulusokban zajldé reabszorpcioban (2.abra), a
majban zajlo hepatikus exkrécioban (3.abra) (2009, Kindla és mtsai), és a szervezet bels6

gatjain (pl. vér-agy-gat, OCTN2) keresztiili anyagszallitasban.

Lumen Ver

Enterocita

oc*
ocC*

1. abra
A vékonybél enterocitaiban a szerves kationtranszportért felelos fehérjék elhelyezkedése
és miikodése. Az OCT1 és OCT3 fehérjék a kationok elektrogén egyirdny transzportjat
segitik el6 mindkét iranyba, az elektrokémiai gradienstol fliggden. -60 mV-0s
membranpotencial mellett elsésorban a kaionfelvétel folyik (vastag nyilak). Mindazonaltal, az
OCT-k kation kidramlést is kozvetithetnek (vékony nyilak), ha ezek koncentracioja a sejtben

tizszer nagyobb, mint a sejten kiviil.(2007, Koepsell és mtsai)



Lumen Ver

ocr Hamsejt
OCTN1 — oc*
H* or OC* OCT2
oct
oc*
MATE1
Hf
oc* oct
MATE2-K OCT2A
H* oc*
oc&
Na* + carnitine |
or OC* oct
oc* 0CT3
ATP oc*
/
2. abra

Az emberi vese proximalis tubulusaban elhelyezked6 hamsejtek szerves
kationtranszporterei. A nyilak vastagsaga az 1. abran leirtaknak megfeleld. A piros nyilak a
kation szekrécid, mig a zoldek a kation reabszorpcid Utvonalait jeldlik. (2007, Koepsell és

mtsai)

Hepatocita /]\
< oc*

H+

OATP1A2
OA-
or OC*

3. abra
Az emberi maj hepatocitaiban a szerves kationtranszporterek elhelyezkedése. A nyilak
vastagsaga a 1. abran leirtaknak megfeleld. Az epe szekrécidban részt vevo folyamatok piros
nyillal, mig a z6ld nyilak a kaionok szinuszoidokba torténd kivalasztasat jelolik. (2007,

Koepsell és mtsai)
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2.3 A szerves kation transzporterek szerkezete

A szerves kation transzporterek 551-557 aminosavbol allnak. Mint a tipikus integrans
membranfehérjék, szamos hidrofob transzmembran alegységet (TMD) tartalmaznak, melyeket
hidrofil intra- és extracellularis hurok kapcsol 6ssze. Karboxi- és amino terminalisuk is a
sejtmembran belsd oldalan van. Mikddhetnek monomer formaban vagy obligat homo- illetve
heterooligomerként. Az elsé és masodik TMD kozott egy nagy extracellularis hurok van,
amelyen szamos lehetséges N-glikolizacios hely talalhato. A 6. és 7. TMD kozott egy nagy
intracellularis hurok van, amelyen vélhetéen szamos foszforilacios hely lehet. Az OCTI és
OCT?2 fehérjék aminosavsorrendje 70%-ban (2012, Roth és mtsai; 1997, Gorboulev és mtsai),
mig az OCTN1 és OCTN2-¢é 77%-ban egyezik meg egymassal (2012, Roth és mitsai).
Homologia modellezéssel megbecsiilt haromdimenzids szerkezetiik alapjan feltételezhetd,
kizardlagos kotdhellyel. Mas kisérletek azt igazoltak, hogy a szubsztratkotd régidban talalhatod
0t olyan aminosav, ami az intra- és extracellularis szubsztratokkal is kdlcsonhatasba 1éphet,

igy valoszintileg részt vesz a transzlokaciojukban. (2012, Roth és mtsai)

2.4 A szerves Kkation transzporterek funkciéja és milkodése

Az OCT1 és OCT2 transzporterek szerves kationok vagy gyenge bazisok passziv,
mindkét irdnyba végbemehet, és kevésbé érzékeny a pH-ra, és fiiggetlen a Na'-ionok
koncentraciojatol (2012, Roth és mtsai). Fontos megjegyezni, hogy annak ellenére, hogy a
transzportert kozvetleniil nem befolydsolja a pH, a szubsztratokra hatdssal lehet a
protonalodas/deprotonaldodas, mivel emiatt megvaltozhat a molekula toltése, €és igy az
affinitasa a transzporterhez. (2002, Barendt és mtsai)

Ezzel szemben az OCTNI transzporter miikodését befolyasolhatia a Na'- és a
protonkoncentracid, az OCTN2 pedig végezhet Na'-fiiggd és Na'- fliggetlen szallitast is.
(2012, Roth és mtsai; 1997, Gorboulev és mtsai)

2.5 Szerves kation transzporterek szubsztratspecificitasa

A szerves kation transzporterek szubsztratjait és gatloszereit a 2. tablazatban foglaltam

0ssze.



2. tablazat
A szerves kationtranszporterek endogén szubsztratjai és gatloszerei. A Ky, (Michaelis
konstans) és ICsg (maximalis gatlashoz tartozo koncentracio fele) értékeket Xenopus laevis

oocitakban vagy epitél sejtvonalakban expresszalt transzportereken mérték le. (2007, Koepsell

¢és mtsai)
K vagy 1Cso [UM]
OCT1 |OCT2 OCTN1|OCTN2
Acetyl-L-carnitine 8.5
Betaine <500
Choline 16700 210 231 <2000
Metabolitok Creatinine >20000( <2000
D-Carnitine 12400 13000| <2000 11.98
Guanidine 5030 2300 24 4.3
Thiamine 117
Acetylcholine 580 390
Dopamine >20000 400
Neurotranszmitterek EFJinep'hrine >30000 240
histamine >20000 1500
Norepinephrine 7100 80
Serotonin >20000
Aldosteron <500
Corticosterone 7.22 34 <100
Hormonok Progesteron.e 3.1 27
Prostaglandin E2 0.66 0.03
Prostaglandin F2 0.48 0.33
Testosterone 10 3
Agmatine 24000 1400
Egyéb Ergothioneine 21
Stachydrine 270
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2.5.1 OCT1 és OCT2

Az OCTI1 fehérjék egyrészt az I tipust szerves kationok (protonalt molekulak) Na+-
fliggetlen transzportjat végzik, példaul tetraetil-ammonium (TEA), 1-metil-4-fenilpiridinium
(MPP), N1-methylnicotinamide (NMN), dopamin és cholin, masrészt II tipusi kationok
(nagyobb méretii kationok) mint methyl-quinine és quinidine. Az OCT2 fehérjék a choroid
plexus epithel sejtjeinek ventrikularis membranjaban is expresszalodnak, monoamin
neurotranszmittereket transzportalnak, gy mint a dopamin, a noradrenalin, az adrenalin, az 5-
hydroxitryptamin. Ezek mellett szamos antiviralis gyogyszer transzportjaért is felelosek. A
szubsztratok szerkezete alapjan alkottak egy farmakofor modellt, miszerint az OCT1
szubsztratjainak rendelkeznie kell egy pozitiv ionizéacios hellyel, egy hidrofob résszel és két
hidrogén-kotés akceptorral. (2007, Moaddel és mtsai)

Az 1-metil-4-fenilpiridinium (MPP) és a tetractil-ammonium (TEA) altalanosan

hasznalt modell szubsztratok ezen két transzporter vizsgalatara. (2012, Roth és mtsai)

2.5.2 OCTNI1 és OCTN2

Az OCTNI transzporter felelés a Na'-ionok és az ergothionein kortanszportjaért, ami a
természetben eléforduld fontos antioxidans. (2005, Griindemann és mtsai)

Az OCTN2 szerves kation transzporterként és Na'-fiiggé nagy affinitasa L-karnitin
traszporterként is mikodik (1998, Tamai és mtsai). Az L-karnitinnek és a TEA-nak
kiilonbozd kotddési helye van, mivel szdmos muticid csak az egyik anyag transzportjat

gatolja, a masikét nem. (2002, Ohashi és mtsai; 1999 Seth és mtsai)

2.6 Klinikai szempontbol fontos polimorfizmusok

2.6.1 OCT1 és OCT2

Egér knockout modellek esetén semmilyen fenotipusos kiilonbséget nem okoz az OCT1
¢s OCT?2 transzporterek hidnya (2003, Jonker és mtsai). Hasonléan embernél sem ismeriink
olyan betegséget, ami Osszefiiggésbe hozhatd az OCT transzporterek valamelyik
polimorfizmusaval. Viszont genetikai valtozataik befolyassal lehetnek egyes gyogyszerek
farmakokinetikdjara és farmakodinamiajara, és felelések lehetnek gyogyszerek kozotti

kolcsonhatasokért is. (2012, Roth és mtsai)
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Az OCT1-nek 18 olyan SNP-je (single nucleotide polymorphism — egy nukleotidnyi
eltérés a génben) ismert, ami megvaltoztatja az aminosav- szekvenciat. Ezek koziil hat
variansnak csokkent az aktivitisa, mig egynek nétt. (2002, Kerb és mtsai)

Az OCT2-nek tiz ismert variansa van, ezek koziil egy kivételével mind funkcionalisan
aktiv, de a szubsztrat szelektivitasuk és a transzport képességiik kissé eltérhet. (2007,

Koepsell és mtsai)

2.6.2 OCTNI1 és OCTN2

Az OCT transzporterekkel ellentétben az OCTN transzporterek variansai 6sszefliggésbe
hozhatok autoimmun betegségekkel. (2012, Roth és mtsai)

Az OCTNI1 LS503F variansa eltérd szubsztratspecificitasi, jelentdsen nagyobb az
affinitasa a TEA-hoz (2007, Urban és mtsai). Ez Osszefiiggésbe hozhaté a familidris és
sporadikus bélgyulladassal. (2010, Lin és mtsai)

A szisztémas karnitinhianyt a karnitin vesében torténé csokkent reabszorpcioja okozza.
Ennek oka lehet az OCTN2 szamos mutacioja, amelyek csokkent vagy elégtelen funkciot
okoznak. (2001, Lahjouji és mtsai)

2.7 Klinikai jelentoség

Farmakokinetikai kolcsonhatas akkor johet létre két gydgyszer kozott, ha ugyanaz a
célpontjuk abszorpcid, disztribucid, metabolizmus és/vagy exkrécio soran (2009, Kindla és
mtsai). Az alabbiakban néhany fontosabb gyodgyszert emelnék ki, melyek jol ravilagitanak
arra, miért is fontos a transzporterek szerepe a gyogyszerkolcsonhatasok tanulmanyozasa

soran.

2.7.1 Az OCT1 és az OCT2 szubsztratjai

Szamos oralis gyogyszer szubsztratja ezeknek a transzportereknek, mivel mas uptake
transzporterrel egyiitt, ezek felelosek a hidrofil molekuldk egy részének a bél lumenébdl az
epithélsejtekbe valo bejutasaért, majd késobb a reabszorpcidjukért és a kivalasztasukért is.

A metformint gyakran egyiitt adjak madas antihiperglikémias szerekkel 2-es tipusu
diabétesz kezelése soran (2007, Koepsell és mtsai). Emiatt felléphet annak a kockazata, hogy
ezek a gyogyszerek is kolcsonhatnak az OCT transzporterekkel, igy gatolva a metformin
transzportjat. Ilyenek példaul egyes protonpumpa-inhibitorok, amelyek szignifikansan,
koncentraciojuktol fliiggéen gatoljak a metformin transzportjat (2011, Nies és mtsai). Mivel

ezek a transzporterek magas szinten expresszalodnak a majban (2009, Nies és mtsai) €és a
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vesében (2002, Motohashi és mtsai), gatlasuk nagy hatdssal lehet a metformin felvételére a

hepatocitakba, és a kivalasztasara az epébe ¢€s a vizeletbe.

2.7.3 Az OCTNI1 és az OCTN2Z2 szubsztratjai

Széles szubsztratspecificitasuk miatt Az OCTNI és az OCTN2 transzportereknél is
jelentds a gyogyszerkdlcsonhatasok kialakuldsanak valoszintisége. Gatloszereik csokkentik a
karnitin reabszorpcidjat a vesetubulusokban. Ilyen OCTN2 gatlészerek a béta-laktamat
antibiotikumok, melyek szubsztratjai is ennek a transzporternek, igy kompetitiven gatoljak a

karnitin transzportjat. (2000, Ganapathy és mtsai)

2.8 A metformin klinikai alkalmazasa

A cukorbetegségre adott gydgyszerek egy része kation, és specifikusan csak ezeken a
transzportereken jut be a sejtekbe. Ilyen gyogyszer példaul a metformin (1,1-dimetil-
biguanid), amely egy inzulin-szenzitizald szer. A vér gliikozszintjét csokkenti a hepatocitak
glilkoneogenezisénék gatlasaval, az inzulin altal kivaltott gliikozfelvétel eldsegitésével
harantcsikolt izomban és zsirszovetben (2002, Kirpichnikov és mtsai). Kimutattak, hogy a
metformin felvételében jelentds szerepiik van a szerves kationtranszportereknek (2002, Wang
¢és mtsai; 2005, Kimura és mtsai).

Szamos beteg eltérd funkcidji varidnsat hordozza ezeknek a transzportereknek. Az
eltéré funkcid oka lehet az eltéré aminosavsorrend. A korabban emlitett polimorfizmusok egy
része megakadalyozza a metformin transzportjat, ezéltal rezisztenssé téve az adott SNP-t
hordoz6 beteget a kezelésre. Emellett (foleg az OCT]1 valtozatai) okozhatnak megnovekedett
vesén keresztiili kivalasztast és mdjba vald csokkent felvételt alacsony aktivitasu
genotipusokban, igy csokkentve a metformin hatdsat. (2012, Tarasova €s mtsai) Az altalam
fejlesztett teszt segitségével vizsgalhato lenne ezen fehérjék aktivitasa az egyes paciensekben.

A 2-es tipust cukorbetegségre 2010-ben csak az Amerikai Egyesiilt Allamokban 48
millié alkalommal irtak fel metformint (forras: IMS Institute for Healthcare Informatics).
Ebbdl az adatbdl jol latszik, milyen gyakran alkalmazott gyogyszerrdl van szo, igy a terapiak
eredményessége ¢s gazdasadgi okok miatt is fontos, hogy idében diagnosztizaljuk a fellépd
rezisztenciat.

Napjainkban intenziven kutatott téma a metformin rakellenes hatasa. Mivel ezek a
kutatasok csak mostanaban kezddédtek, ezért klinikai vizsgalati eredmény még nincs, de in
vitro tanulmanyok alapjan valdszinii, hogy a metforminnak van inzulin-fiiggetlen

sejtosztodast gatld hatasa. Ezt az AMPK (AMP aktivalt protein kindz) aktivalasaval éri el
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(2000, EI-Mir és mtsai; 2000, Owen és mtsai), ami a fehérje szintézisért felelds mTOR-t
(mammalian target of rapamycin) gétolja (2012, Hardie és mtsai). Igy lassitja a sejtndvekedést

¢s a sejtosztodast. A metformin lehetséges hatdsait a 4.abra szemlélteti.

Cell membrane

© 2014 American Association for Cancer Resesarch

4. abra
A metformin lehetséges jelatviteli utvonalai. (2014, Thompson AM)
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3. Célkituzések

Célom volt egy olyan aramlasi citometrids tesztrendszer kidolgozdsa, melyben
transzporterspecifikus fluoreszcens szubsztratmolekulakkal vizsgalhaté az OCTI1, OCT2,
OCTNI1 és OCTN2 fehérjék miikodése.

Ezzel a mddszerrel gyorsan és egyszerlien vizsgalhatd lenne gyogyszerfejlesztés sordn,
hogy az adott molekula miként hat koleson ezekkel a transzporterekkel. Tovabba konnyebben
¢s gyorsabban lehetne diagnosztizalni az egyes betegek eltérd transzporter- aktivitasat a
metformin kezelés elkezdése elott.

Ehhez szamos festéket teszteltiink gy, hogy a kiillonb6z6 transzportereket ttltermeld
sejtekhez két koncentrdcioban hozzdadtuk a vizsgalandé anyagokat, majd &ramlési
citométerrel megmértiik a sejtek fluoreszcencia-intenzitdsat. Megfeleld vitalis festékekkel
ellendriztiik a mérés soran az él0 sejtek aranyat.

A kapott fluoreszcencia- értékeket Osszehasonlitottuk a vadtipus értékeivel. Olyan
festéket kerestiink, amely legalabb nyolcszoros intenzitas-kiilonbséget mutat egy transzfektalt
sejtvonalban a vadtipushoz képest.

Az Aaltalam fejlesztett teszt foleg 2-es tipusi cukorbetegség kezelése soran lesz

hasznalhato.
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4. Anyagok és modszerek

4.1 Sejtvonalak

Kisérletem soran Chinese Hamster Ovary (CHO) sejtvonalakat hasznaltam. A stabilan

transzfektalt CHO sejtek az adott transzportert overexpresszaljak.

A CHO K1 sejtvonal az ATCC torzsgylijteménybdl szarmazik, a CHO-OCT1, -OCT2,
-OCTN1, -OCTN2 sejtvonalak ennek felhasznalasaval a SOLVO Biotechnologiai ZRt.-nél
késziiltek.

4.2 Sejttenyésztés

A sejteket 75 cm®-es flaskakon szaporitottam, 37°C-on, 5% szén-dioxid mellett. A
letapad6 sejteket 90 %-os konfluencia elérésénél, tripszines kezeléssel leemésztettem ¢€s

felhasznaltam O6ket a méréshez.

4.2.1. Tépoldat
A CHO sejteket komplettalt DMEM-F12 (1:1) (Lonza) médiumban tenyésztettem.

A komplett médium tartalmaz: 10 % fotéalis borjusavot (GIBCO), L-Prolint (34 pg/ml),

L-Glutamint (2 mM, SIGMA) és penicillin-streptomycin antibiotikumot (100 unit/ml
penicillin, 100pg/ml streptomycin, Lonza).

4.2.2 Sejtek passzalasa
A sejtekkel passzalasuk soran steril fiilke alatt dolgoztam. El6szor leszivtam roluk

a tapoldatot, majd 10 ml PBS-sel (phosphate buffered saline) atmostam a flaska aljat, és
ezt is leszivtam rola. Ezutan 2 ml tripszint Ontottem a sejtekre, és 37°C-on 3 percig
inkubaltam. Utana a sejtekhez 3 ml tapoldatot adtam, felszuszpendaltam 6ket, és 300 pl-
t visszahelyeztem a flaskaba a szuszpenziobol, a tobbit pedig 50 ml-es centrifugacsébe
gylijtottem és ezt hasznaltam a méréshez. A flaskat feltdltottem 30 ml-re tapoldattal, és

visszatettem az inkubatorba.

4.3 Vizsgalt anyagok

Méréseim soran kiilonféle festési eljarasokhoz hasznalatos festékeket alkalmaztam.
Szabadalmi okokbdl ezeknek a neve titkos, csak Compound 1-17-ként nevezem meg Oket a

dolgozatban. A festékek kivalasztasa soran feltétel volt, hogy fiziologias pH-n egyszeres
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pozitiv toltéssel rendelkezzenek. Az irodalmi adatok alapjan szamos DNS festéket és pH
indikatort valogattam be, ezek koziil egyiknek se ismert kolcsonhatasa a vizsgalt
transzporterekkel. (3. tablazat)

3. tablazat

A tesztelt anyagokhoz hasznalt vitalis festékek A vitalis festék fajtajat az hatarozta meg,
hogy a tesztanyag fluoreszcens spektruma hova esett.

Tesztelt anyag Vitalis festék

Compound 1 SYTOX Green
Compound 2 SYTOX Green
Compound 3 Propidium-jodid
Compound 4 Propidium-jodid
Compound 5 Propidium-jodid
Compound 6 Propidium-jodid
Compound 7 SYTOX Green
Compound 8 SYTOX Green
Compound 9 Propidium-jodid

Compound 10 Propidium-jodid
Compound 11 Calcein-AM
Compound 12 Calcein-AM
Compound 13 Calcein-AM
Compound 14 Propidium-jodid
Compound 15 Propidium-jodid
Compound 16 Propidium-jodid
Compound 17 Propidium-jodid

4.4 Kisérleti elrendezés

Méréseimhez a passzalas soran 0sszegylijtott, szuszpenzioba vitt sejteket hasznaltam.
Elsd 1épésben a sejttenyésztés soran hasznalt tapoldattél megtisztitottam a sejteket a
kovetkezé modszerrel:
1. A szuszpenziot 5 percig centrifugaltam 300 rcf-en
2. A feliiluszot leontottem, €és a sejteket felvettem 5 ml HBSS-ben (Hank’s
Balanced Salt Solution)
3. A szuszpenziot 5 percig centrifugaltam 300 rcf -en
4. A feliiliiszot leontdttem, és a sejteket jra felvettem 5 ml HBSS-ben
Calcein-AM vitalis festék hasznalata esetén (3. tablazat), 12,5 ul, 0,1 mM-os Calcein-
AM (calcein acetoxi-metilészter) oldatot adtam a szuszpenzidkhoz, igy azokban a festék

végkoncentracidja 0,25 uM volt. Egyéb vitalis festék esetén ebben a Iépésben nem adtam a
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szuszpenziokhoz semmit, mivel ekor a vitalis festéket a kisérlet végén adtam hozza a

sejtekhez.

Szétosztottam minden egyes sejtvonalbol 400-400 pl szuszpenziot 10-10 szdmozott
félkémcsobe.

A kovetkezd 1épésben hozzdadtam a vizsgalandd festéket a sejtszuszpenzidkhoz.
Mindegyik festéket 2- és 20 pM-os koncentracidban vizsgaltam. Ehhez eldszor a
festékporokbodl készitettem 10 mM-os torzsoldatot Milli-Q vizben vagy dimetil-szulfoxidban
(DMSO) az anyag oldodasi tulajdonsagainak megfeleléen. Ezutan ezekbdl készitettem 100
uM-os higabb oldatot, majd megfeleld6 mennyiséget belemértem a csdvekbe ugy, hogy az
elébb leirt festékkoncentraciokat érjem el.

37°C-on 20 percig inkubaltam a mintdkat, majd 1 percig centrifugaltam 300 rcf-en;
ezaltal elvalasztottam a sejteket az oldattol, igy leéllitottam a vizsgalt anyag esetleges
transzportjat. A feliiliszot ledntottem. A sejteket ezutan felszuszpendaltam 800 ul HBSS-ben.

Ujra centrifugaltam a mintakat 300 rcf-en 1 percig, majd ledntdttem a feliiluszot.

Végiil a sejteket attol fliggden, hogy milyen vitdlis festéket hasznaltunk, ujra
felszuszpendaltam:

» Propidium-jodid hasznalatakor: 800 pl 15 uM-o0s Propidium-jodidban

» SYTOX Green hasznalatakor: 100 pl SYTOX Green oldatban (a tdorzsoldat
1,5 uM-os, 10 nM-os végkoncentracioban alkalmazva,). 10 perc
szobahémérsékleten valo inkubalas utan 700 ul HBSS-t adtam az oldathoz.

» Calcein-AM hasznalatakor: 800 ul HBSS-ben.

Ezutan dramlasi citométerrel megmértem az egyes sejtek fluoreszcencia-intenzitasat.

4.5 Aramlasi citométer

Méréseimhez Partec Cyflow éaramlési citométert haszndltam a gyartd altal ajanlott
paraméterekkel, amiket a mérés céljaihoz optimalizaltam. A késziilék 3 lézerrel (375 nm,
488 nm, 638 nm) rendelkezik, és 7 detektoron torténik az adatgyiijtés. Ezek koziil egy a
mintabol oldalra szor6do fénynyaldb intenzitasat méri, a masik hat a mintabol eldre kilépd

fénynyalab intenzitasat, kiilonb6z6 hullimhossz-tartomanyokon.
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Az alabbi 1ézereket, az azokhoz tartozo sziirdket és detektorokat hasznaltam:
e 488 nm-es lézer
o 512-542 nm-es sziir6 — FL1 detektor
o 565-615 nm-es sziir6 — FL2 detektor
o 671-693 nm-es sziird — FL3 detektor
o 748 nm-nél hosszabb hulldmhosszl fényt atengedd sziird — FL4 detektor
e 375 nm-es lézer
o 430-480 nm-es sziird6 — FL5 detektor
e 638 nm-es lézer
o 665-685 nm-es sziird6 —FL6 detektor

Mindegyik mintat lemértem az dsszes detektoron.

A mintdk mérése soran az FSC-SSC grafikon alapjan elkiilonitettem az optikailag
¢lonek karakterizalt sejteket. FSC: forward scattering - elre szorddds, ami a részecske
méretérél ad hozzavetbleges informaciot. SSC: side scattering - oldalra szorodas, ami a
részecske granularitasardl, a sejtmag tordezettségérdl ad informéciot, ami jol korreldl az
¢letképességgel. Ezutan az optikailag élonek tekinthetd sejteken beliil tovabb sziirtem a
megfeleld spektrumt vitalis festékekkel az enzimatikusan aktiv (Calcein-AM) vagy ¢ép
sejtmembrannal rendelkez6 (PI és SyTox Green) sejtekre, az 5.abran lathat6 fluoreszcencia-
spektrumoknak megfelelden.

A Calcein-AM egy nem fluoreszcens membran permeabilis molekula, sejten beliil az
észterazok elhasitjak az acetoxi-metilészter csoportot és igy fluoreszcens Calcein jon létre.
Mivel ez egy membran impermeabilis molekula, aktiv észterazok jelenlétében felhalmozodik
a sejten beliil, igy a fluoreszcens jel er6sodése a szabad molekula felhalmozdodasat, kozvetve
az enzimaktivitast jelzi.

A propidium-jodid és a Sytox Green szintén életképesség festékek, de a sejtmembran
sértetlenségérdl nyujtanak informaciot. Mindkettd membran impermedbilis DNS interkalalo
molekula, melyeknek a DNS-hez kotve jelentésen megné a fluoreszcencia-intenzitasuk. A
sejtek csak akkor jelolddnek propidium-jodiddal vagy Sytox Greennel, ha a sejtmembran
jelentdsen sériilt, ezaltal ezen sejtek halottnak tekinthetdek.

A mintakbol 15000 ¢€l6 sejtet mértem le, melyekbdl az adott detektoron mért
fluoreszcencia intenzitds geometriai atlagat (Geo-MFI) szamoltam ki. A kiilonb6zo

fluoreszcencia tatomanyoknak megfeleld csatornakon RN kapukkal jeldltem ki a vizsgalandd
sejtek Geo-MFI-jét (RN1-6).
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5. abra
A Calcein-AM excitacios és emisszios spektruma, valamint a detektorok mérési

tartomanyai. Az abra a Fluorescence SpectraViewer-el késziilt. (Life Technologies)

Calcein-AM vitalis festék hasznalata esetén az ¢€l6 sejtek magas fluoreszcenciat
mutatnak az FL1 és az FL2 csatornén.

Azokban az esetekben, mikor propidium-jodidot, vagy SYTOX Greent hasznaltunk, a
nagyon intenziven jelolodott, ezaltal életképtelennek tartott sejteket kivontuk a tovabbi
vizsgalatbol. Mivel az életképes sejtek nem festddnek ezekkel a festékekkel, igy ebben az
esetben €16, kikapuzott sejtek fluoreszcens intenzitasdit mérve abban a hullamhossz
tartomanyban eldonthetd, hogy az ott mért fluoreszcencia a vitalis festékekbdl vagy a
tesztanyagbdl szarmazik-e.

A kiértékelés soran a kapott fluoreszcencia adatokat a megfeleld sejtvonal tesztanyaggal
nem kezelt kontrolljanak fluoreszcencia adataihoz viszonyitottam. Igy megkaptam a relativ
fluoreszcencia értékeket. Ezutan a transzportert tiltermelé mintdk relativ fluoreszcenciajat

elosztottam a vadtipus relativ fluoreszcencidjaval, ez adta a foldot.

20



5. Eredmények és értékelésiik

Az alabbi tablazatokban a tesztanyagok foldjait dbrazolom transzporterenként és a
megfeleld detektorokhoz hasznalt kapunként csoportositva. Narancssargaval jeldltem a 2-nél
nagyobb foldot mutato tesztanyagokat, ezek kis valdszintiséggel lehetnek szubsztratjeloltek.
Pirossal jeloltem a 4-nél nagyobb foldot mutato tesztanyagokat, ezek nagy valosziniiséggel jo

szubsztratjeloltek.

4. tablazat
A tesztanyagok foldjai 2 pM-os koncentracional
OCT1 OCT2 OCTN1 OCTN2
RN1:RN2;RN3iRN4:RN5:RN6{RN1:RN2;RN3:RN4:RN5:RN6{RN1:RN2;RN3iRN4:RN5:RN6|RN1:RN2;RN3:RN4{RN5:RN6
Compound 1 2.6-5 11 1.1 1.1 09| 28 2% 1.1 120 1.1 0.6 2.9.5 11 130 1.2} 0.6 3.8 13 1.7 1.1 1.1
Compound 2 | 2.1i 250 1.1} 1.1i 1i 0.4] 2.1 2.8 1.2) 1.1i 1! 0.2| 25! 3.5 1.1} 1.1i 1! 0.6] 2.8 1.1} 1.2{ 0.9} 0.9

Compound 3 | 0.2 0.2} 0.9} 0.9} 1.3i 0.9 0.2i 0.2i 0.9i 1} 1.6} 1.6] 0.20 030 090 1} 1 0.4] 0.3 0.3 0.8 0.9 1.1 0.8
Compound 4 | 1.7: 150 1i 1.3} 1.3} 1.4] 1.1} 120 1} 1.2} 1.3} 1.4 10 1.1 1} 118 1.2} 1.2] 1f 118 1i 1.1) 1.2} 1.2
Compound 5 1.2 110 120 08 11| 1i 14 10 1107 12| 09 09 1i 08 1i 15| 1 12f 11 09l 09F 2
Compound 6 | 1.2i 0.5} 0.9 0.9} 1.7i 1.4] 1.3i 0.6f 1i 1} 1.2i 1.3] 1.1 25! 1.2{ 2.2 1.6] 1.1] 1.20 1! 1.1} 1.6! 1.6/ 0.9
Compound7 | 1.1i 1i 111200909 21 1 10 2i 1i 1l 12i 18 11006 120 1] 09 09 109 1 1
Compound 8 | 1.8/ 0.3i 0.6} 0.9) 1.3¢ 0.6 2.8' 1.6} 1.1 2.3} 1.2} 1| 1.5! 2.4} 1.2 2.4; 1.3} 0.9 2! 2.1 1.1i 2.3i 1.3} 1.2
Compound9 | 1 08! 09 08 1.2i 09f 127 1i 1i 2ia1f 1| 2 aiaaiaaiaal g 1l 2iaaiaal 2 2
Compound 10| 1! 0.9i 0.9 0.8} 0.8 1.1] 1 0.9 0.9i 0.9: 0.9: 0.9] 1i 1i 0.9i 0.8 0.9: 0.9] 1i 1i 0.9i 0.8/ 1i 0.9
Compound 11| 110 1f 2i 110 1i 11] 09i 09f 10 1i 1.2i 1.1 1 2i12i12i 1] 1 1 2 il 13 1
Compound 12| 1i 1 1i 118 22f af 1f 1.1 1f 110 1.1 09 R T H | I I I I L K H |
Compound 13| 1.2{ 0.3 0.70 1i 0.8 1.2] 1.7; 1.2 1.1} 1.70 0.9 1.1] 1.3} 2.2} 0.9} 1.8} 1.2i 1.2} 1.3 1.4} 1.1} 1.5 1.1} 0.9

Compound 14| 1.9 0.8 13| 0.8 091 1i 1.2{ 0.9 1 1 1i 1} 09i 0.9) 0.9; 0.9} 0.9; 0.9} 0.9; 0.9
Compound 15| 19888 1.2} 1.5 1.2f 1.4] 1.1 160 11 10 1i 28 13 1 1.2i 120 1.9 1.1} 1.6 1.1} 1.2] 1.1} 2.3
Compound 16| 1i 1.2{ 1.1i 1.3{ 0.9i 1.1f 1i 0.9i 1i 1.2} 1i 09 1 1012 11l 21 113 111
Compound 17| 1i 09 1i 1 1i11] 1209 1 1! 09 0.9 11 111 11l o1 o1 111 111

A 4.tablazatban lathat6, hogy a vizsgalt festékek kb. fele jobban felhalmozodott a
transzportert tiltermeld sejekben, mint a vadtipusu sejekben. Ezek koziil szinte mindegyik
tobb transzfektalt sejtvonalban is felhalmozodott, ami varhatd volt a transzporterek atfedd

szubsztratspecificitasa miatt.
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5. tablazat
A tesztanyagok foldjai 20 uM-os koncentracional

OCT1 OCT2 OCTN1 OCTN2
RN1:RN2;RN3:RN4:RN5:RN6{RN1:RN2;RN3:RN4:RN5:RN6{RN1:RN2;RN3:RN4:RN5:RN6|RN1:RN2;RN3iRN4{RN5:RN6
Compound 1 | 1.9 2.2/ 1i 0.9} 1.1 1.9) 2.2 0.9} 0.9} 1.1 2i 260 1i 09i 1.2i 0.8] 2.4i 37 1.4i 160 1 1
Compound 2 | 1.4i 150 1. 07i 1 1.4; 15i 1 0.9; 1 1.3; 128 1 09 1i 08| 1.3 1.2i 1.1 1.1 1i 1.1

Compound3 | 0 o 0.5 0.6 1.7i 0.9 0.1i 0.1i 0.6i 0.98 228 2| 0.1i 020 06f 09 1.5 04 1i 110 110 1.3 1.7 1
Compound 4 | 1.8 2.6¢ 1! 168 2i 1.7] 1.2i 1.3; 1i 1.3} 1.9/ 1.5 1 1.2 1! 1.3} 1.8} 1.3 1i 1.2i 1} 1.3} 1.2} 1.3
Compound5 | 10320 1§ 11i09 12 120 17 1012 08 13 09 120 109 12 13 1015t 1 1l 120 14
Compound 6 | 1.2i 0.4} 0.8 1.2} 1.4i 0.8] 1.2i 090 1i 1} 1.3} 1.4] 1.1} 1.4} 11§ 2.2 1.6} 1.2] 1.20 1.1} 1.1} 1.9] 1.9} 1.6
Compound7 | 1 1i 1 1309 1] 09i 09 09 1i09 1| 1 1 1 2 1 1] 109 1 1 1111
Compound 8 | 1.8] 0.3{ 0.6i 0.9} 1.3i 0.6] 2 1.2i 110 1.7] 1.1i 0.9 1.9} 2.7 1.3} 2.8} 1.20 0.9] 2.1i 2.2} 1.2} 2.4i 1.3} 1.2
Compound 9 1i 0.5/ 0.8/ 0.9} 1.1} 0.9 1.6{ 1.5; 1.1f 1.1i 1.1 1.1| 1.2} 1.5{ 1.1 1.2f 1 1] 1.4f 2.3 1.1} 2.4 1.3} 1.5
Compound 10| 1i 0.8{ 0.9; 0.8 0.8 0.9] 1i 0.8 0.9: 0.9; 0.8i 0.9 1. 1i 0.9 0.8 0.9 0.9] 1 0.9 0.9 0.8 1i 0.9
Compound 11| i 1f 2i 120 1.2i 11 0.9i 09F 1i 2.1f 1 1l 2i 1 1i1ai 1109 2 1f 1 11 1114
Compound 12| 1.2 1.1 1} 1.2 1.2} 1| 1f 1§ 22i 218 1i o9f 128 110 1i 12012 1009 1 1i 11 1f 1
Compound 13| 1.4! 0.4i 0.7 0.8 0.9} 0.3] 1.9} 1.4 1.1 1.4} 0.9' 0.5 1.5 2.7 0.9' 1.2} 1.3} 0.2] 1.4 1.5! 1.1} 1.2 1.2} 0.4
Compound 14| 1 1.7| 2.6. 09 16| 0.9 1i 110 1.4f 1812 128 1i 11i12i 10 1] 1 1l 09 08 1.1 11
Compound 15| 1.18 220 1i 0.7 090 1.6] 1i 0.9i 1! 0.6i 0.8! 1.6] 0,90 0.8] 0.9] 0.7 0.9] 1.6] 1i 0.9 1! 0.6} 0.8} 2.4
Compound 16| 1i 1f 1i11f 1i 1] 109 1 af 1f 1 2 1f 1izai 1f g 111l 1i 12 1 4
Compound 17| 1{ 02! 0.7 06 1.0 1| 0.9 0.8 1i 1.1f 120 1| 08 1 1 1.3 16 1.1 07 090 1i 1.2] 1.5 1.1

Az S.tablazatban latszik, hogy 20 puM-os koncentracional hasonléan viselkedett a
tesztanyagok nagy része. A pirossal kiemelt anyagok mindkét koncentracional kettonél
nagyobb foldot mutattak, igy ezek a legigéretesebb szubsztratjeloltek.

A tablazatok alapjan latszik, hogy a Compound 1 valészinlileg mindegyik
transzporternek szubsztratja lehet. Emiatt nem lehetséges szelektiv tesztrenszer kidolgozasa
ezzel a festékkel, csak ha sikeriil szelektiv gatloszert talalni mindegyik transzporterre. Ilyen
vegyiiletek egyenldre nem ismertek, a hasonld fehérjeszerkezet miatt a gatlészerek hasonldan
hatnak ezekre a transzporterekre.

A Compound 2 affinitasa a kiilonb6z6 transzporterekhez hasonlo az el6z6 vegyiilethez,
ezt indokolja az is, hogy a szerkezetiik hasonl6. Emiatt valdszinii, hogy ez az anyag is
szubsztratja lehet az itt vizsgalt Osszes fehérjének, de tovabbi vizsgéalatokkal ez megerdsithetd
vagy cafolhato.

A Compound 5, 14 és 15 jo esé€llyel mind OCT1 szubsztratok. Mindkét koncentracional
magas foldjuk volt, de mindhdromnal alacsonyabb koncentracié mellett volt jobban specifikus
a tesztanyagok  felhalmozddasa. Emiatt mindharomnal érdemes  alacsonyabb
koncentraciotartomanyban vizsgélni a transzporter aktivitasat.

A Compond 3, 4, 6, 8, 9, 13 foldja kisebb volt 4-nél mindkét koncentracidban, igy
ezekrdl nem jelenthetjiik ki, hogy jo szubsztrat-jeloltek. Eléfordulhat, hogy csak az altalam

hasznal koncentraciok mellett nem elég specifikus a transzportjuk. Ezért ezeket az anyagokat
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célszerli lehet megvizsgalni Szélesebb koncentracidtartomanyban, mert lehet, hogy ott mar
nagyobb affinitassal szallitja a transzpoter ezeket a vegyiileteket.

A Compound 7, 10, 11, 12, 16, 17 foldja minden mérésnél kisebb volt 2-nél, igy ezek az
anyagok nagy valoszinliséggel nem szubsztratjai a vizsgalt transzportereknek. Emiatt ezekkel

az anyagokkal a tovabbi munkém soran nem fogok dolgozni.
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6. Osszefoglalas

Kisérleteim soran 17  fluoreszcens kationos festéket vizsgéaltam szerves
kationtranszportereket tiltermeld sejtekben aramlasi citométer segitségével. Igy szerettem
volna meghatarozni, hogy a vizsgalt festékek koziil van-e olyan, ami szubsztratja ezen
transzporterek koziil valamelyiknek.

A 6 tablazat szemlélteti azokat a festékeket, amelyek a legjobb szubsztrat-jeloltek,
tehat az adott transzporterre a foldjuk 4 feletti. A v azt jeloli, hogy az adott festék abban a
koncentracioban jo szubsztrat-jelolt. A X azt jeloli, hogy az adott festék abban a

koncentracidban nem tekinthetd j6 szubsztrat-jeloltnek.

6.tablazat

Lehetséges szubsztratok a vizsgalt sejtvonalakra.

Sejtvonal
Tesztanyag |Koncentracio| OCT1 [ OCT2 [OCTN1[OCTN2
Compound 1 L 2eM 1 /— —-’-c—--—-‘-/—--—-}/—--
P 20 uM v v x x
c 42 2 uM x x X v
ompoun —-m et —-- —--—-- —--—--
P 20 uM v v % X
2 uM v x % x
Compound 5 [--—--—--—-f—--—- —--—- —--—-- —--—--
20 UM X x x x
2uM v x x X
Compound 14 --—--—--—-f—--—- =T —- = — -
20 uM v x % x
2 uM v % % x
Compound 15f--—--—--—-f—--—- —--—- —--—-- —--—--
20 uM x x x x

Eredményeim alapjan elmondhatd, hogy sikertilt talalnom specifikus szubsztratjeloltet
az OCT1 transzporterhez. Mivel tobb ilyen molekulat is talaltam, ezért j6 esély van arra, hogy
ezek kozott talalhato olyan, ami ténylegesen a szubsztratja. A tobbi transzporterhez specifikus
szubsztratjeloltet egyenlére nem sikeriilt talalnom, viszont olyan festéket igen, ami a tobbi
vizsgalt transzporterrel is mutatott kolcsonhatast. Emiatt érdemes ezekkel is foglalkozni a
késébbiekben, mivel a tesztrendszer ugy is mikoddképes lehet, ha egy kevésbé specifikus
szubsztratot olyan gatloszerrel (gatloszerekkel) egyiitt haszndlunk, amit csak az egyik

transzporter ismer fel.
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A tovabbiakban célom a festékek felvételének karakterizalasa. Ennek soran szélesebb
koncentraciotartomanyban fogom megismételni a kisérleteimet. Emelett az inkubacids idot is
optimalizalni fogom. Végiil gatloszerrel fogom egyértelmiien bizonyitani, hogy melyik anyag
valddi szubsztrat.

Ha ezen mérések végén sikeriil fluoreszcens szubsztratot talalni, kdvetkezé 1épésként
human vérmintadkon szeretném bedllitani a tesztrendszert.

Ha a jeloltek k6zott nem sikeriil valodi szubsztratot azonositani, akkor tovabbi mérések
soran érdemes lenne még tobb kationos fluoreszcens molekulat megvizsgalni, hogy
szubsztratja-e ezen transzportereknek. Elsésorban olyan molekuldkat szeretnék talalni,
amelyek OCTN1 és OCTN2 transzportereknek szelektiv szubsztratja, mivel méréseim soran
ilyen festék nem volt a vizsgalt anyagok kozott. Mivel az OCTNI1 és OCTN2 fehérjéknek
ismert specifikus endogén szubsztratjuk (pl.: ergothioneine, karnitin), megoldas lehet ezeket
fluoreszcens csoporttal jelolni. Ha a jelolés utan is specifikusan képesek a transzporterek a
nekik megfeleldé molekulat szallitani, akkor nagy valdsziniiséggel lehet mindegyik
transzporterhez megfeleld szubsztrat-jeloltet talalni.

Ha nem sikeriil specifikus szubsztratot talalni, akkor olyan szelektiv gatloszereket
prébalunk keresni ezekhez a transzporterekhez és egy, mindegyik transzporter altal szallitott
fluoreszcens szubsztratot.

Osszefoglalasként elmondhaté, hogy a vizsgalataim soran az OCT1-hez sikeriilt
talalnom specifikus szubsztrat-jeloltet, a tobbi transzporterhez pedig kis specificitast

jelolteket.
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8. Roviditésjegyzék

ABC transzporter: ATP-kotd kazettat tartalmaz6 transzporter
AMPK: AMP aktivalt protein kinaz

AMP: adenozin-monofoszfat

ATP: adenozin-trifoszfat

Calcein-AM: Calcein acetoxi-metilészter
DMSO: dimetil-szulfoxid

FSC: eldére szorodas

HBSS: Hank’s Balanced Salt Solution

ICs0: maximalis gatlashoz tartozé koncentracio fele
Km: Michaelis konstans

MPP: 1-metil-4-fenilpiridinium

mTOR: mammalian target of rapamycin
NMN: N1-methylnicotinamide

OAT: szerves anion transzporter

OCT: szerves kation transzporter

OCTN: Na'/karnitin kotranszporter

PBS: foszfat puffer sdoldat

SAR: szerkezet-aktivitas kapcsolat

SLC: oldott anyagokat szallitd transzporterek
SNP: single nucleotide polymorphism

SSC: oldalra szorédas

TEA: tetraetil-ammonium

TMD: transzmembran alegység
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