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Roviditésjegyzék

ABC: ATP Binding Cassette, jellegzetes ATP-koto kazettat tartalmazé fehérjecsalad neve
BBB: blood-brain barrier, vér-agy gat

BSP: bromoszulfoftalein

CYP: citokrom P450

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium, sejttenyészté médium

EMA: European Medicines Agency, Eurdpai Gyogyszeriigynokség

FBS: fetal bovine serum, magzati marha szérum

FDA: US Food and Drug Administration, USA Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi Hivatala
FITC: fluoreszcein-izotiocianat

HAPT1: nagy affinitdsu pentamidin transzporter 1

HAT: human afrikai trypanosomiasis (afrikai dlomkor)

ICso: half-maximal inhibitory concentration, félmaximalis gatlasi koncentracio
ITC: International Transporter Consortium, Nemzetkozi Transzporter Konzorcium
LAPT: kis affinitast pentamidin transzporter 1

MRP: multidrog rezisztencia asszocialt protein

MRSA: menticillin rezisztens Staphylococcus aureus

NPP: new permeability pathway, ) permeabilitasi itvonal

OATP: organikus anion transzporter polipeptid

OCT1: organikus kation transzporter 1

PBS: phosphate buffered saline, foszfat puffer

P-gp: P-glikoprotein

PI: propidium-jodid

SLCO: solute carrier for OATPs, OATP-ket kodold gén neve

SR101: szulforodamin 101



1. Irodalmi bevezeto
1.1. A pentamidin, mint antiparazita gyogyszer

1.1.1. Alkalmazasi teruletek, limitaciok

A pentamidin (1. abra) egy szintetikus aromds diamidin, melynek antiparazita hatdsa tobb,
mint 80 éve ismert (Yorke, 1940). Szerepel a WHO alapvetd gyodgyszerek listajan elsé fazisa
Trypanosoma brucei gambiense okozta alomkor (human afrikai trypanosomiasis, HAT),
valamint kiegészitd terapiaként az immunhianyos személyeknél sulyos tiineteket okozd
Pneumocystis jirovecii (kordbban Pneumocystis carinii) és Toxoplasma gondii fertdzések
kezelésére (WHO Expert Committee, 2023). Emellett a pentamidint alkalmazzak leishmaniasis
masodvonalbeli kezelésére (Kip et al., 2018), hatékony Plasmodium falciparum, a malaria
koérokozdja ellen is (Bell et al., 1990; Stead et al., 2001), tovabba antibakteridlis ¢és
antineoplasztikus hatasa is régdta ismert (Schoenbach & Greenspan, 1948). Korabban
pentamidin-dimezilat és -izetiondt, ma mar csak -izetionat vizben 0ldodo bazikus sé formajaban
forgalmazzdk. Az FDA (US Food and Drug Administration) 1984-ben hagyta jova a

pentamidint a HAT kezelésére.
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1. abra: A pentamidin szerkezete

A pentamidin felhasznalhatosagat szamos tényez6 limitalja. Egyik ilyen ok, hogy nem képes
atjutni a vér-agy gaton (blood-brain barrier, BBB), igy az dlomkor kezelésére csak a betegség
korai fazisdban alkalmas, amikor a korokozo még nem jutott be a kdzponti idegrendszerbe. A
masik tényezd, ami korlatozza alkalmazéasat, hogy két, er6sen bazikus amidin csoportja
kovetkeztében szajon 4t alkalmazva nem szivodik fel megfelel6 mértékben, ezeért
intramuszkularis €s intravénas uton adjadk a betegeknek, mely a pentamidinnel kezelt
betegségekben leginkdbb érintett, fejletlen egészségiigyi rendszerrel rendelkezd orszagokban
szintén nehézséget okoz (Kotthaus et al., 2011). Végezetiil, a pentamidinnek szamos stlyos
mellékhatasa ismert, mint a diabetes mellitus, sulyos hipoglikémia, sokk, szivizomgyulladas és

vesekarosodas (WHO Expert Committee, 2010).



1.1.2. Farmakokinetika

A rendelkezésre allo adatok alapjan a pentamidinnel kezelt betegek vérplazmajaban a
pentamidin maximalis koncentracidja 209-825 ng/ml (0,6-2,4 uM) kozotti érték (Kip et al.,
2018). A plazmakoncentracio a vizsgalt esetek tobbségében a beadastdl szamitott 1 dran beliil
eléri maximalis értékét (Conte et al., 1986; Bronner et al., 1991), ezutan néhany perc alatt
jelentésen csokken a szovetekbe torténd felvételnek koszonhetden, majd lassabban, 11-12

napos felezési idovel csokken tovabb (Conte, 1991; Bronner et al., 1995).

A pentamidin legnagyobb mértékben a vesében, majban, Iépben €s a mellékvesékben, kisebb
mértékben a tiidoben halmozodik fel, és bizonyos szovetekben honapokkal az adagolas utan is
kimutathaté (Donnelly et al., 1988). Kis részben vizelettel tavozik, nagyobb részben
metabolizalodik (Conte et al., 1986; Conte, 1991; Bronner et al., 1995). A CYP (citokrom P450)
enzimek, elsésorban a CYPIAI, kisebb mértékben a CYP3AS5 és a CYP4All enzimek
metabolizaljak (X. Q. Li et al., 2003).

1.1.3. Hatasmechanizmus

A pentamidin parazitasejtekbe valo felvételét az adott korokozora specifikus
mechanizmusok irdnyitjadk, melyekrél egyes koérokozd nemzetségek esetén tobb, mas

nemzetségek esetén kevesebb irodalmi adat 4ll rendelkezésre.

Trypanosoma brucei brucei (&llatokat fert6z6 7. brucei alfaj) esetén harom transzportert
azonositottak, melyek részt vesznek a pentamidin parazita sejtekbe valo felvételében. A P2
nukleozid transzporter (Carter et al., 1995; De Koning & Jarvis, 1999) 50-70 %-ban felelds a
pentamidin felvételéért. Ezen kiviil a LAPT1 (kis affinitasti (nagy kapacitdst) pentamidin
transzporter 1) (De Koning & Jarvis, 2001) és a HAPT1 (nagy affinitast (kis kapacitdsu)

pentamidin transzporter 1) (De Koning, 2001) segiti a pentamidin felvételét a 7. brucei sejtekbe.

A Leishnmania nemzetség tobb tagjaban, példaul L. donovani, L. amazonensis (Basselin et
al., 1996) és L. mexicana (Basselin et al., 2002), szintén bizonyitottdk, hogy a pentamidin
felvétele nagy affinitast, telithetd transzporter kozvetitésével torténik. L. donovani-ban azt is
megallapitottak, hogy feltehetden létezik egy masodlagos, kis aftinitast, nem telithetd felvételi

mechanizmus is (Mukherjee et al., 2006).

Plasmodium falciparum fertézott vorosvérsejtekbe a pentamidin a kdrokozoé 4ltal a gazdasejt
felszinén aktivalt NPP ({1j permeabilitasi ttvonal) (Ginsburg et al., 1983) porusain keresztiil jut

be (Stead et al., 2001).



A pentamidin hatdsmechanizmusa nem teljesen tisztazott, €s kiilonb6z6 parazitakban eltérd
lehet. Egyik igazolt mechanizmus, hogy a pentamidin képes a DNS tartalmt organellumokba
(sejtmag, kinetoplaszt) bejutni és ott a célsejt DNS-ének kis arkéba kotddni, igy hatrltatva a
parazita transzkripciojat és replikacidjat. A molekula hajlott, viszonylag flexibilis alakjanak
koszonhetden illeszkedik a kis-arokba (Wilson et al., 2008), ahol preferaltan AT-gazdag
régiokhoz, legalabb 4 egymast kovetd AT bazisparhoz kotddik. A kolesonhatas két hidrogén-
hiddal valosul meg, melyekben a pentamidin -NH csoportjai donorként, a kis arok belsé részén
talalhatd adenin N3 atomja és timin O2 atomja pedig akceptorként vesznek részt (Fox et al.,
1990). A kolcsonhatast erdsiti az aromas gytirtik m-m kolcsonhatésa a kis arok falaval, és a
molekula pozitiv toltése, mely ellenstilyozza a DNS foszfat-csoportjainak negativ toltését. GC
bazisparok esetén hasonldéan erés kdlcsonhatas nem tud megvaldsulni a harmadik, sztérikusan
kedvezdtlen hidrogénkotés és a kis-arok nagyobb szélessége miatt (Wilson et al., 2008). A 2.
abran lathat6 a DNS kis arkaba kotddd pentamidin kristalyszerkezete.

2. dbra: A DNS kis darkanak AATT szekvencidjahoz kotédé pentamidin kristalyszerkezete
(Wilson et al., 2008)

A pentamidinnel torténd kezelés két fontos célpontja, a Trypanosoma és Leishmania
nemzetségek a Kinetoplastida osztalyba tartoznak, melynek tagjai mitokondrialis DNS-iiket a
kinetoplaszt nevii organellum tartalmazzak. A kinetoplaszt a Kinetoplastida osztalyra jellemzd,
a mitokondriumon beliil talalhat6, tobb ezer kopidt tartalmazo cirkularis DNS halozat
(Cavalcanti & De Souza, 2018), mely a pentamidin és rokon vegyiileteinek kiemelt
tamadaspontja ezen parazitdkban (Wilson et al., 2008). Ez biztositja a pentamidin (részleges)

szelektivitasat.



1.2. Az OATP fehérjecsalad

1.2.1. Az OATP fehérijecsalad altalanos jellemz6i

Az OATP (organikus anion transzporter polipeptid) csaldd tagjai az SLCO (solute carrier,
korabban SLC21) szupercsaladba tartozdé (Hagenbuch & Meier, 2004), 12 transzmembran
doménnal ¢és intracellularis C- és N-termindlissal rendelkez6 membrantranszporter molekulak
(Wang et al., 2008; Obaidat et al., 2012). Szubsztratjaik kozé tartozik szamos endogén anyag
(pl. bilirubin, epesavak, eikozanoidok, prosztaglandinok, hormonok, valamint szulfat- és
glukuronid konjugatumaik) €s xenobiotikum (pl. sztatinok, antibiotikumok, antiviralis szerek,
szivglikozidok, immunszuppresszansok, antidiabetikumok, rakellenes gyogyszerek), melyek
foként 300 Da-nal nagyobb molekulatomegii szerves anionok, de semleges és pozitiv toltésii

molekula is megtalalhato koztiik (Kovacsics et al., 2016) .

Kiilonbozd fajok genomjanak szekvenaldsa alapjan eddig tobb, mint 300 OATP-t
azonositottak (Hagenbuch & Stieger, 2013). A legalabb 40 %-ban azonos szekvenciaval
rendelkezd OATP-ket egy csaladba, a legalabb 60 %-ban azonos szekvencidval rendelkez6
OATP-ket egy alcsaladba soroljuk. Az ismert OATP-k 6 csaladot (OATP1-OATP6) és 13
alcsaladot (pl. OATP2A) alkotnak. Az alcsalddokon beliill az OATP-k szdmozéasa (pl.
OATP2A1) felfedezésiik sorrendjében tortént (Hagenbuch & Meier, 2004).

Az OATP-k natrium- és ATP-fiiggetlen modon miikodd transzporterek (Kovacsics et al.,
2016). Transzport mechanizmusuk nem teljesen tisztdzott, de altaldnosan elfogadott, hogy
szerves ioncseréloként (exchanger) mitkddnek, vagyis valamilyen elleniont, pl. bikarbonatot
(Satlin et al., 1997; Leuthold et al., 2009) vagy redukalt glutationt (L. Li et al., 1998, 2000)
juttatnak ki a sejtbdl szubsztratjuk bedramlasaval egyidében. Az OATP-medialt transzportot
szamos tényezd befolyasolhatja, mint pl. az extracellularis pH (Kobayashi et al., 2003; Leuthold
etal., 2009), mas szubsztrat vagy inhibitor jelenléte, valamint az OATP expresszio szabalyozasa

transzkripcids vagy poszt-transzlacios szinten (Hagenbuch & Stieger, 2013).

1.2.2. Human OATP-k jelentOsége

11 human OATP-t ismeriink (OATP1A2, 1B1, 1B3, 1C1, 2A1, 2B1, 3A1, 4Al, 4Cl, 5A1,
6A1), melyek epithel és endothel sejtek sejtmembranjaiban expresszalodnak. Néhany OATP
szervspecifikus (pl. OATP1B1 és OATP1B3 a majra jellemzd), mig masok tobbféle szovetben
is expresszalodnak (pl. OATP2A1, OATP3A1 és OATP4A1) (Obaidat et al., 2012). A 3. dbra a
human OATP-k legfontosabb eléfordulasi helyeit szemlélteti.



Vér-agy gat

Sugartest

OATP1A2
OATPIC1
OATP2A1

3. dbra: Human OATP-k eldforduldsa a szervezetben, az azonos alcsaladba tartozo OATP-ket
azonos szin jeloli (Hagenbuch & Stieger, 2013)

A 11 human OATP koziil az OATP1A2, OATPIBI1, OATPIB3 ¢és OATP2BI1 igazoltan
szerepet jatszik a gyogyszerek in vivo sorsanak alakuldsdban. A méajban expresszalodo
OATPIBI1 ¢és OATP1B3 (Obaidat et al., 2012) mitkddése kulcsfontossagu tobb gydgyszer, pl.
sztatinok eliminacidjaban. Gyobgyszerszubsztratjaik egyidejii alkalmazdsa megvaltozott
farmakokinetikat és akar nem vart toxicitast eredményezhet (Kovacsics et al., 2016). Ezért az
ITC (International Transporter Consortium), az FDA és az EMA (European Medicines Agency)
egyarant javasoljak a gyogyszerfejlesztés soran az 0j gydgyszer-jelolt molekulak OATP1BI és
OATPI1B3 transzporterekkel vald kdlcsonhatasainak vizsgalatat (Zamek-Gliszczynski et al.,
2018; FDA CDER, 2020; ICH Committee, 2022). Emellett az ITC az els6sorban a
vékonybélben fontos OATP2BI1 kolcsonhatdsainak vizsgalatat is javasolja (Zamek-
Gliszezynski et al., 2018, 2022). Az OATP1A2 szerepe elsdsorban a vér-agy-gaton torténd
atjutasban lehet fontos, erre azonban nincs egyértelmi klinikai bizonyiték, ezért az ITC és az
egyéb szabalyozo hatdésagok nem fogalmaznak meg javaslatot az OATP1A2 vizsgalatara

gyogyszerfejlesztés soran (Zamek-Gliszczynski et al., 2018).

1.2.3. Az OATP1A2 és OATP2BI1 fehérjék

Kutatomunkam sordn az OATP1A2 ¢s OATP2B 1transzporterekkel foglalkoztam, melyek f6
eléforduléasi helyeit az emberi szervezetben €s endogén szubsztratjaikat az 1. tdblazatban

foglaltam Ossze.



Expresszio helye a human Endogén szubsztratok
szervezetben
OATP1A2 e BBB e epesok (taurokolat, kolat,
e szem (retina) urzodezoxikolat)
e bél e hormonok (tiroxin,
e vese (disztalis tubulus) dehidroepiandroszteron-szulfat,
e ma4j (cholangiocytak) 0sztron-3-szulfat)
e neuronok e neuropeptidek (substance P, vazoaktiv
e vér-here gat intesztinalis peptid)
e placenta e prosztaglandin E2
e bilirubin
e all transz-retinol
OATP2BI e BBB e taurokolat
e szem (retina) e hormonok (dehidroepiandroszteron-
o bél szulfat, Osztron-3-szulfat)
o maJj (hepatocytak) e neuropeptidek (substance P, vazoaktiv
e vazizom intesztinalis peptid)
e placenta e prosztaglandin E2
e leukotrién C4
e tromboxan B2

1. tablazat: A kutatomunkam soran vizsgalt OATP1A2 és OATP2BI1 fehérjék expresszidja az

emberi szervezetben (mRNS és/vagy fehérje adatok alapjan) és endogén szubsztratjaik
(Kovacsics et al., 2016)

o Mjj

Az OATPIA2 megtalalhatd az epevezeték epithel sejtjeiben, a cholangiocytakban, igy
szerepet jatszik az epesavak, a konjugalatlan bilirubin €s a gyogyszerek reabszorpcidjaban. Az
OATP2B1 expresszalodik a hepatocytakban, igy szintén szerepe lehet a mdj altal torténd
méregtelenitésben, de hatasat nehéz elkiiloniteni a majsejtekre specifikus OATP1B1 és
OATP1B3 hatasatol atfedd szubsztratspecificitasuk miatt (Hagenbuch & Stieger, 2013).
Raadésul, a majban az OATP2B1 ¢és OATP1B3 expresszioja toredéke az OATP1B1 fehérje
expresszidjanak (Ozvegy-Laczka et al., 2023).

o Vese

Az OATP1A2 megtaldlhato a nefronok disztalis tubulusdban, igy szerepe lehet a

gyogyszerek vesében torténd reabszorpciojaban is (Badagnani et al., 20006).
e Vékonybél

A vékonybélben szamos OATP megtalalhato, tobbek kozott az OATP1A2 is (Kovacsics et
al., 2016). Azonban az enterocytakban az OATP2B1 mRNS-e mutathatdo ki legnagyobb
mennyiségben (Meier et al., 2007), igy feltételezhetden a gydgyszerek felszivodasara €s oralis

elérhetdségére az OATP2B1-nek van a legnagyobb befolyésa (Kovacsics et al., 2016).
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e Vér-agy gat €s egy¢b vér-szovet gatak

Az OATP1A2 ¢és OATP2B1 megtalalhat6 az agyi kapillaris endothel sejtek apikalis oldalén,
igy befolyasuk lehet arra, hogy mely gyogyszerek juthatnak be a kozponti idegrendszerbe. E
két transzporter szintén jelen van a retindban, és kozremikodnek a retindba torténd
neurotranszmitter €s neuroszteroid felvételben (Gao et al., 2015). Az OATP1A2 befolyasolja a
gyogyszerek atjutasat a vér-here, a vér-szem ¢€s a placentalis gaton, mig az OATP2B1 a vér-

szem ¢és a placentalis gaton vald atjutasban szerepelhet (Kovacsics et al., 2016).

1.3. A pentamidin transzportja a vér-agy gat sejtjeibe

Eddig két olyan transzportert azonositottak, amelyek a pentamidin human sejtekbe torténd
felvételét segitik eld. A pentamidin szubsztratja a huméan OCT1 (organikus kation transzporter
1, génnév: SLC22A1) fehérjének (Ming et al., 2009), mely elsdsorban a majban expresszalodik
(Gorboulev et al., 1997), de megtalalhaté a BBB endothel sejtjeiben is és képes a pentamidint
azokba bejuttatni (Sekhar et al., 2017). Kutatocsoportunk korabban felfedezte, hogy a BBB
endothel sejtjeiben expresszalodo OATP1A2 is eldsegiti a pentamidin felvételét (Ungvari et al.,
2023). Bar a pentamidin felhalmozddik a vér-agy gat endothel sejtjeiben, az agyba nem jut be
elegendden nagy mennyiségben, mert a P-gp (P-glikoprotein) és az MRP (multidrog
rezisztencia asszocidlt protein) ABC (ATP-ko6td kazetta) tipust efflux transzporterek

visszajuttatjak a vérbe (Sanderson et al., 2009).

1.4. Pentamidin analégok

A munkém soran hat pentamidin analégot (PK-168, PK-171, PK-174, PK-175, PK-176, PK-
177) vizsgaltam (4. dbra), amelyek a linker régioban taldlhat6 O és S heteroatomok helyzetében
¢s/vagy az NH- csoportokon taldlhatdo szubsztituensekben térnek el egymastol és a

pentamidintdl.
OWVO
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4. abra: Kutatomunkam soran vizsgalt pentamidin analogok szerkezeti képlete

A hat vegyiiletet nemzetkozi kollaboracio keretében kaptuk. A kollaboracios partner ezek

koziil négy vegylilet biologiai aktivitasat jellemezte. Vizsgaltak toxicitdsukat human és emlds

sejtekben, anti-Prneumocystis hatdsukat és mas gombdk és baktériumok elleni hatékonysagukat

(Maciejewska et al., 2012, 2014, 2017; Zotek et al., 2019). Ezeket az eredményeket az 1.4.1-4.

fejezetekben mutatom be.
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1.4.1. Toxicitas

A vegyiiletek toxicitasat A549 és HeLa huméan sejtvonalakon és az L2 patkany sejtvonalon
vizsgaltak. A PK-168 az A549 és L2 sejtvonalakra a vizsgélt koncentracidtartomanyban nem
volt toxikus (Maciejewska et al., 2012). A PK-171 vegyiiletnek az A549 sejtvonalra enyhén
toxikus hatasa volt, mig a HeLa sejtvonalon nem tapasztaltak toxicitdst a vizsgalt
koncentracidtartomanyban (Maciejewska et al., 2014). A PK-174 az A549, HelLa és L2
sejtvonalra is enyhén toxikus volt (Maciejewska et al., 2014, 2017). A PK-175 enyhén toxikus
volt az A549 sejtvonalra, de a vizsgalt koncentraciotartomanyban nem volt toxikus L2 sejtekre
(Maciejewska et al., 2017). A rendelkezésre allo ICso (félmaximalis gatlasi koncentracio)

értékeket a 2. tdblazatban foglaltam Gssze.

1.4.2. Anti-Preumocystis hats

Pneumocystis carinii (patkdnyokat fert6z0 Pneumocystis faj) elleni hatékonysag
szempontjabol harom vegyiiletet teszteltek. A PK-168 esetén a pentamidinhez képest gyengébb
(Maciejewska et al., 2012), a PK-174 esetén a pentamidinhez képest 2-szer er0sebb, mig a PK-
175 esetén a pentamidinhez képest mintegy 50-szer erdsebb (Maciejewska et al., 2017) hatast

tapasztaltak. A rendelkezésre 4ll6 ICso értékeket a 2. tablazatban foglaltam Gssze.

Vegyiilet Toxicitas human és emlds sejtekre Anti-Prneumocystis hatas
ICs0 (nM) ICs0 (uM)
Pentamidin A549:23,5+43 0,50
L2: 33,8 + 13,3 (Maciejewska et al., 2017) | (Maciejewska et al., 2012)
PK-168 A549:>232 1,18
L2: > 232 (Maciejewska et al., 2012) (Maciejewska et al., 2012)
PK-171 A549: > 84 Nem 4ll rendelkezésre irodalmi
HeLa: > 168 (Maciejewska et al., 2014) adat.
PK-174 A549: 22 <0,223
HeLa: < 112 (Maciejewska et al., 2014) (Maciejewska et al., 2017)
A549:50,9+ 10,3
L2:26,4 + 7,4 (Maciejewska et al., 2017)
PK-175 A549: 30,6 £10,2 0,010
L2:>200 (Maciejewska et al., 2017) (Maciejewska et al., 2017)

2. tablazat: A munkam soran vizsgalt pentamidin analogokrol az irodalomban megtalalhato,
toxicitasra és anti-Pneumocystis hatdsra vonatkozo ICsg értékek, a szoras feltiintetésével,
amennyiben rendelkezésre allt

13



1.4.3. Mas gombék és baktériumok elleni hatékonysag

Micrococcus luteus, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Candida parapsilosis, Aspergillus
brasiliensis, Saccharomyces cerevisiae, €s Zygosaccharomyces rouxi (utébbi csak PK-168
esetén) ellen hatékonynak talaltdk a PK-168, PK-171 és PK-174 vegytileteket. A PK-171 ¢és
PK-174 a vizsgalt Gram-pozitiv baktériumok novekedését erésebben gatolta, mint a Gram-
negativ torzsekét. A PK-171 kiilonosen hatékonynak bizonyult éleszték ellen. Ot vizsgalt
MRSA (menticillin rezisztens Staphylococcus aureus) torzs ellen a PK-168 és PK-174 a
pentamidinhez hasonld, a PK-171 viszont 10-szer erdsebb hatékonysagot mutatott

(Maciejewska et al., 2014).

1.4.4. Egyéb vizsgalt hatdsok

A PK-168, PK-171, PK-174 ¢s PK-175 vegyliletek matematikai modell alapjan végzett
predikcid szerint kedvez6 ,,drug-likeness” paraméterekkel rendelkeznek oralis gyogyszerek
létrehozasahoz. A PK-171 és PK-175 vegyiiletek a becslések alapjan feltételezhetéen képesek
atlépni a vér-agy gaton, mig a PK-168 és PK-174 vegyiiletekrdl ez kevésbé valoszinii.

Kisérletes és szamitasi modszerek kombinacigjaval nyert adatok szerint a négy vegylilet nem

kardiotoxikus (Zotek et al., 2019).
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2. Célkitiizés

Munkam célja hat pentamidin analdg kolcsOnhatasainak jellemzése volt a vér-agy gat
endothel sejtjeiben megtalalhato OATP1A2 és OATP2B1 fehérjékkel. Ennek soran vizsgaltam
a pentamidin analogok transzporter gatld hatdsat és OATP1A2 vagy OATP2B1 fehérjéket
termeld sejtvonalakra kifejtett in vitro toxicitasat. Arra a kérdésre kerestem a valaszt, hogy a
kutatocsoportunkban korabban vizsgélt pentamidinhez képest mennyiben tér el az 1j
vegyiiletek viselkedése, pl. a kdzponti idegrendszerbe vald bejutas €s toxicitas tekintetében.

Célom volt tovabba a pentamidin és analdgjai altal eldidézett sejthaldl mechanizmus megértése.
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3. Anyagok és modszerek
3.1. Munkam soran hasznalt vegyiiletek

A kisérleteimhez hasznélt pentamidin analogokat Teresa Zotek kutatocsoportja szintetizalta
a Varso6i Orvostudomanyi Egyetemen diklorid sok formajaban. A PK-168 (Maciejewska et al.,
2012), PK-171, PK-174 (Maciejewska et al., 2014) és PK-175 (Maciejewska et al., 2017)
szintézisének 1épéseit mar publikaltak, a PK-176 és PK-177 Gjonnan eléallitott vegytiletek.

Azon felhasznalt anyagokat, amelyeknél nem jelzem kiilon a gyartot, a Sigma-Aldrich Kft.-

tol szereztiik be.
3.2. Munkam soran hasznalt sejtvonalak

Kisérleteimet A431 (human epidermoid karcindma) és HEK-293 (human embrionalis vese)
sejtvonalakon végeztem. Az OATP1A2 (A431-OATP1A2, HEK-293-OATP1A2) vagy
OATP2B1 (A431-OATP2B1) fehérjét thlexpresszal6 és  kontroll  sejtvonalakat
kutatocsoportunkban allitottdk el kordbban. Az OATP1A2 cDNS-ének bevitele az A431 és
HEK-293 sejtvonalba rekombindns lentivirussal tortént (Patik et al., 2018; Bakos et al., 2020),
mig az OATP2B1 A431 sejtvonalban torténd expresszidjahoz transzpozon alapil génbevitelt
alkalmaztak (Patik et al., 2018). A kontroll sejtvonalakat OATP cDNS-t nem tartalmazo
vektorral transzfektaltak. Az OATP1A2 és OATP2BI1 fehérjéket expresszalo sejtvonalakban az
OATP-k jelenlétét Westren blot-tal igazoltak.

A sejtvonalak fenntartasa 37 °C hdmérsékleten, 5 % szén-dioxid koncentracid mellett tortént
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Thermo Fisher Scientific) sejttenyésztd
médiumban, melyet 2 mM L-glutaminnal, 10 % FBS-sel (magzati marha szérum), 100 U/ml
penicillinnel és 100 pg/ml sztreptomicinnel komplettaltam. A sejteket 2-4 naponta passzaltam

¢és kb. 20 passzalasig hasznaltam.
3.3. Transzport gatlas vizsgalatok fluoreszcens modszerrel

A transzport gatlas és citotoxicitds kisérletekhez sejttenyésztésre alkalmas 96 lyuki
lemezeket hasznaltam. Transzport gatlas kisérletekhez lyukanként 80000 sejtet 200 pl
térfogatban, citotoxicitds kisérletekhez pedig lyukanként 5000 sejtet osztottam ki 100 pl

térfogatban. Minden lemez esetén 3 sorba OATP-t expresszalo, 3 sorba kontroll sejteket
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osztottam, a sz¢ls6 lyukakba pedig 200 ul steril viz keriilt. Egy lemez elrendezése az 5. abran

lathato.

1 23456 7 8 9101112

viz

kontroll

OATP-t expresszalé

T QMmoo QOw»

5. abra: A 96 lyuku lemez elrendezése transzport gatlas és citotoxicitas kisérletekhez torténo
sejtkirakasnal

A sejtek a méréseket megeldzéen 24 oran at 37 °C hdmérsékleten, 5 % COz koncentracio
mellett inkubalodtak. Masnap a sejtekrdl eltdvolitottam a médiumot, és 3-szor mostam Oket
lyukanként 200 pl szobahdmérsékletii 1xPBS-sel (foszfat puffer: 137 mM NacCl, 2,7 mM KCl,
10 mM NaHPOqs, 1,8 mM KH>PO4, pH 7,4). A vizsgalt pentamidin analogokat, a kontroll
inhibitorként hasznalt bromoszulfoftaleint (BSP) és a fluoreszcens szubsztratot transzport
pufferben (125 mM NaCl, 4,8 mM KCI, 1,2 mM CaCla, 1,2 mM KH>PO4, 12 mM MgSOQOs, 25
mM MES, 5,6 mM gliikéz, OATP1A2 esetén 10 N NaOH hozzdadasaval pH 7,4 értékre,
OATP2BI1 esetén 1 M HEPES hozzéadasaval pH 5,5 értékre allitva) a kivant végkoncentracid
kétszeresére higitottam. 50 pl transzport pufferben oldott vizsgalt vegytilettel, BSP-vel vagy
csak 50 ul transzport pufferrel (kezeletlen kontroll) 5 percig 37 °C-on eldinkubaltam a sejteket.
Ezutan 50 pl transzport pufterben oldott fluoreszcens szubsztratot (OATP1A2 esetén 0,5 uM
szulforodamin 101 (SR101), OATP2B1 esetén 20 puM piranin) is adtam a sejtekhez, majd
OATPI1A2 esetén 10 percig, OATP2BI esetén 15 percig inkubaltam a lemezt 37 °C-on. Az
inkubacios 1d6 letelte utan eltavolitottam a reakcidelegyet a sejtekrdl, majd 3-szor mostam 200
pl jéghideg 1xPBS-sel, ezzel leallitottam a reakciot. Végiil 200 pl jéghideg 1xPBS-ben
olvastam le a sejtek fluoreszcencigjat 586/605 nm (SR101) és 460/510 nm (piranin)
gerjesztési/kibocsatasi hulldmhosszokon Perkin Elmer EnSpire Plate Reader fluoreszcens
lemezolvas6 késziilék hasznalataval. Az egyes oszlopokba azonos anyag azonos koncentracidja

keriilt, igy 3-3 technikai parhuzamos mérést végeztem.

A pentamidin analdgok kiilonb6zd koncentracidja esetén jellemzd transzport aktivitast a

kovetkezd képlettel szamitottam ki a mért fluoreszcencia értékekbdl:

. (%) = atlag (OATP, kezelt) — 4tlag (kontroll sejtek, kezelt) 100%
ranszport {7) = atlag (OATP, kezeletlen) — atlag (kontroll sejtek, kezeletlen) °
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ahol atlag (OATP, kezelt) és atlag (kontroll sejtek, kezelt) a pentamidin analdggal azonos
koncentracioban kezelt OATP-t expresszalo és kontroll sejtek esetén 3 parhuzamos lyukban
mért fluoreszcencia atlaga, atlag (OATP, kezeletlen) és atlag (kontroll sejtek, kezeletlen) a
kezeletlen OATP-t expresszald és kontroll sejtek esetén a 3 parhuzamos lyukban mért

fluoreszcencia atlaga.

Az 1Cso értékek meghatarozasara az Origin szoftvert (verzid: 2023, OriginLab Corporation)
aktivitas értékeket és a pontokra a program Hilll fiiggvényét illesztettem. Minden koriilmény
esetén minimum 3 bioldgiai parhuzamos mérést végeztem, kiilonb6zo passzalasokbol szarmazo

sejtekkel, majd kiszamitottam a ICso értékek atlagat és szorasat.
3.4. Citotoxicitas vizsgalatok fluoreszcens modszerrel

A 3.3. fejezetben mar ismertetett modon 96 lyuku lemezekre lyukanként 5000 sejtet
osztottam ki 100 ul térfogatban. A lemezeket 24 6ran 4t inkubdltam 37 °C és 5 % CO
koncentraci6 mellett. Ezutdn a vizsgalt pentamidin analégokat médiummal kiilonb6zo
koncentraciokban higitottam, és az oldatok 100 pl térfogataval kezeltem a sejteket. Negativ
kontrollként 100 pul médiumot alkalmaztam (kezeletlen sejtek). A kezelést ugy végeztem, hogy
egy vegylilet egy koncentracidja a lemez egy oszlopaba keriiljon, igy 3-3 parhuzamos lyuk
legyen minden esetben. Tovabbi 4 napot inkubaltam a sejteket 37 °C-on, 5 % COz koncentracio
mellett. A kezelés leallitaisahoz A431 sejtek esetén eltavolitottam a vegyiileteket tartalmazo
médiumot a sejtekrdl, majd a sejtek életképességének vizsgalatahoz 100 ul 5 %-os Presto Blue
reagenst adtam a sejtekhez. HEK-293 sejtek esetén a feliiliszo eltavolitasa nélkiil 50 pl 25 %-
os Presto Blue reagenst adtam a sejtekhez (igy a végkoncentracio szintén 5 % lett). A Presto
Blue reagenssel 1 6ran keresztiil inkubaltam a sejteket 37 °C-on, 5 % CO» koncentracid mellett,
majd Perkin Elmer EnSpire Plate Reader lemezolvaso késziilék hasznalataval leolvastam a
fluoreszcenciat 555/585 nm gerjesztési/kibocsatasi hulldimhosszon. Hattérként (blank) az A431
sejtek esetében sejteket nem tartalmazd 100 pl 5 %-os Presto Blue reagenst, HEK-293 sejtek
esetén 200 pl médiumot €s 50 pl 25 %-os Presto Blue reagenst tartalmazo lyukak fluoreszencia

értékeit hasznaltam.

A pentamidin analdégok kiilonb6zé koncentracidja mellett jellemzd életképességet a

kovetkezd képlettel szamitottam ki a mért fluoreszcencia értékekbdl:

életké 8g (%) = dtlag (kezelt) — dtlag (blanlo 1009%
eletkepesseg () = atlag (kezeletlen) — atlag (blank) °
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ahol atlag (kezelt) a pentamidin analdggal kezelt sejtek és atlag (kezeletlen) a kezeletlen sejtek
esetén a 3 parhuzamos lyuk fluoreszcenciajanak atlaga, atlag (blank) a hattér lyukakban mért
fluoreszcencia atlaga.

Az ICsg értékek meghatarozasara az Origin szoftvert (verzio: 2023, OriginLab Corporation)
¢letképesség értékeket €s a pontokra a program Hilll fliggvényét illesztettem. Minden
koriilmény esetén minimum 3 bioldgiai parhuzamos mérést végeztem, kiilonbozo
passzalasokbol szarmaz¢ sejtekkel, majd kiszamitottam a ICso értékek atlagat és szorasat, kiilon

az OATP-t expresszalo és a kontroll sejtekre.
3.5. Sejthalal mechanizmus vizsgalata aramlasi citometriaval

Az apoptozis korai szakaszanak és késoi fazisdnak/nekrozisnak detektalasa fluoreszcensen
jelolt annexin V (annexin V — FITC, FITC: fluoreszcein-izotiocianat) €s a nukleinsav festék
propidium-jodid segitségével tortént. A kisérlethez 6 lyuku lemezekre lyukanként 120000 sejtet
osztottam 2 ml térfogatban, majd 24 6ran at inkubdltam a sejteket 37 °C és 5 % CO»
koncentraci6 mellett.

crer

vegylilettel kezeltem Oket. A pentamidint és a PK-168 analogot az A431 sejteken végzett
citotoxicitas kisérletek sordn meghatarozott 1Cso értékiik (pentamidin: 0,4 uM (Ungvari et al.,
2023), PK-168: 0,18 uM) 2-szeresének megfeleld koncentracional alkalmaztam médiumban
higitva. Negativ kontrollként 2 ml médiumot hasznaltam (kezeletlen sejtek). Ezutan masnapig

inkubaltam a sejteket 37 °C és 5 % COz koncentracié mellett.

A sejteket tripszines kezeléssel valasztottam el a lemezrdl, majd médiummal gyljtottem
Ossze. A sejteket megmostam 1 ml PBS-sel, majd 100 pl annexin kotd pufferben higitva 4 pl
annexin V — FITC konjugatumot és 5 ul 0,1 mg/ml propidium-jodidot adtam a sejtekhez és 15
percig inkubaltam Oket szobahdmérsékleten, fénytdl védve. A inkubacids id6 letelte utan 400
pl annexin kotd puffert adtam a mintdkhoz, és Attune NxT Flow Cytometer aramlési
citométerrel mértem az annexin V — FITC és a propidium-jodid altal festett sejtek aranyat. A
pentamidin és a PK-168 esetén is 3-3 bioldgiai parhuzamos mérést végeztem, kiillonbozo

passzalasokbol szarmazo sejtekkel.

19



4. Eredmények és értékelésiik
4.1. Transzport gatlas vizsgalatok fluoreszcens modszerrel

A pentamidin analégok OATP1A2 és OATP2BI1 transzporterekkel valo interakcidjat a
kutatocsoportunk altal kifejlesztett fluoreszcens indirekt transzport modszerekkel vizsgéltam
(Bakos et al., 2020; Székely et al., 2020). Azt mértem, hogy a pentamidin anal6égok jelenléte
milyen mértékben gatolja az OATP1A2 vagy OATP2BI1 egy ismert fluoreszcens
szubsztratjanak transzportjat az OATP-t expresszalo sejtekbe. Amennyiben valamely vegyiilet
jelenléte csokkenti az ismert szubsztrat sejtekbe torténd bejutasat, akkor az adott vegyiilet az
OATP szubsztratja vagy inhibitora. Az ismert szubsztrat az OATP1A2 esetén az SR101 (Bakos
et al., 2020), az OATP2BI esetén a piranin (Székely et al., 2020) volt. Ezen kisérleteket csak
A431 sejtekkel végeztem el, mivel csoportunk kordbban megallapitotta, hogy a transzport
gatlas eredménye nem fiigg a vizsgalt sejtvonaltdl, amennyiben a sejtekben megfeleld

mértékben expresszalodik a vizsgalt OATP (Patik et al., 2018; Bakos et al., 2020).

Csoportunkban korabban vizsgaltdk a pentamidin OATP1A2 és OATP2BI1 transzporterekkel
valo kolesonhatasat (Ungvari et al., 2023), ezért az analdgokra kapott eredményeket ezekkel az
adatokkal hasonlitom Ossze. Az ismertetett eredmények minimum 3 bioldgiai parhuzamos

mérés atlagat és szorasat (SD) mutatjak.

4.1.1. Pentamidin anal6gok hatasa az OATP2B1 transzport aktivitasara

Mivel a csoportunkban kordbban elvégzett kisérletek soran 100 uM koncentracidig nem
tapasztaltak interakcidt a pentamidin és az OATP2B1 transzporter kozott, ezért a kisérleteket

eldszor csak 100 uM koncentracional végeztem el (6. abra).

100 A OATP2B1 transzport aktivitdsanak gatlasa
90

801 717
7041
60
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40 I

30 4 17,9

Transzport aktivitas (%)
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20 T
10 42 I J 4.9
O T T T T T T
PK-168 PK-171 PK-174 PK-175 PK-176 PK-177
Pentamidin analégok (100 pM)

6. abra: Transzport gatlas A431-OATP2B1 sejtekben. 96 lyuku lemezre elozo nap kiosztott
sejteket (80000/lyuk) 100 uM pentamidin analoggal és 20 uM piraninnal 15 percig, 37 °C-on
inkubaltam. A sejtekben lévo piranin fluoreszcenciajat fluoreszcens lemezolvasoval
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detektaltam, és a transzport aktivitast a kontroll, csak festékkel kezelt sejtekben mért
fluoreszcencia alapjan hataroztam meg. Az abran 3 fiiggetlen mérés atlaga = SD értékek
lathatok.

A 6. 4dbran bemutatott eredmények alapjan a PK-171, PK-175, PK-176 és PK-177

vegyiileteket 100 uM koncentraciéban alkalmazva jelentésen (> 60 %) gatoltdk a piranin

OATP2BI1

medialta felvételét,

ezért ezeket a vegyiileteket

szélesebb koncentracio

tartomanyban is teszteltem az ICso értékek meghatarozasa érdekében (7. abra és 3. tablazat).
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7. abra: Pentamidin analogok koncentraciofiiggé transzport gatlo hatasa A431-OATP2B1
sejtekben. 96 lyuku lemezre elozo nap kiosztott sejteket (80000/lyuk) a pentamidin analogok
kiilonb6zo koncentracioival és 20 uM piraninnal inkubdltam 15 percig, 37 °C-on. A sejtekben
lévo piranin fluoreszcencidjat fluoreszcens lemezolvasoval detektaltam, és a transzport
aktivitast a kontroll, csak festékkel kezelt sejtekben mert fluoreszcencia alapjan hataroztam

meg. Az abran 3 fiiggetlen mérés atlaga + SD értékek lathatok.

Pegﬁ;})‘;'” Pentamidin | PK-168 | PK-171 | PK-174 | PK-175 | PK-176 | PK-177
+ + + +
ICso M) | >100% | >100 1015121 S50 9i7726 145,%25 7(,)922

3. tablazat: Pentamidin analogok ICsg értékei A431-OATP2B1 sejteken végzett transzport
gatlas kiserletekben (7. abra), *Ungvari et al., 2023
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4.1.2. Pentamidin analdégok hatasa az OATP1A2 transzport aktivitasara

Eldzetes kisérletek soran a pentamidin analogok 100 uM koncentracioban nagymértékben

(kozel 100 %) gatoltdk az OATP1A2 transzport aktivitasat, ezért mind a hat vegytiletet széles

koncentraciotartomanyban teszteltem (8. abra és 4. tablazat).
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8. abra: Pentamidin analogok koncentraciofiiggo transzport gatlo hatasa A431-OATP1A2
sejtekben. 96 lyuku lemezre elozo nap kiosztott sejteket (80000/lyuk) a pentamidin analogok
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kiilonbozo koncentracioival és 0,5 uM SR101 festékkel inkubdltam 10 percig, 37 °C-on. A
sejtekben lévo SR101 fluoreszcenciajat fluoreszcens lemezolvasoval detektaltam, és a
transzport aktivitast a kontroll, csak festekkel kezelt sejtekben mért fluoreszcencia alapjan

hataroztam meg. Az abran 3 fiiggetlen mérés atlaga + SD értékek lathatok.

Pentamidin

Tald || Pentamidin | PK-168 | PK-171 | PK-L74 | PK-L75 | PK-176 | PK-AT7
324z | 420% | 1045< | 255 | 205 | 1.15<
* ) 5 ) 5 ) )
ICso (uM) | 55 378 1,36 417 0.56 0,23 0,14

4. tablazat: Pentamidin analogok ICsg értekei A431-OATPI1A2 sejteken végzett transzport
gatlas kisérletekben (8. abra), *Ungvari et al., 2023

A vizsgalt 6 vegyiilet mindegyike gatolta az SR101 OATP1A2 medialta transzportjat, tehat
kolesonhatnak a transzporterrel. A PK-171 vegyiilettel a pentamidinhez hasonlo, mig a PK-175,
PK-176 és PK-177 vegyiiletekkel a pentamidinnél alacsonyabb ICso értékeket kaptam, ami arra
utal, hogy ezek a vegyiiletek a pentamidinhez hasonld, vagy akar nagyobb hatékonysaggal
lépnek interakcioba az OATP1A2 fehérjével.

Azonban a transzport gatlas kisérletek alapjan nem donthetd el, hogy a vegyiiletek az
OATP1A2 és OATP2B1 szubsztratjai vagy inhibitorai. Ennek vizsgalata érdekében a

tovabbiakban citotoxicitasi teszteket végeztem.

4.2. Citotoxicitas vizsgalatok OATP fehérjéket termel6 sejteken

A citotoxicitas tesztek soran azt vizsgaltam, hogy a pentamidin analdgok toxikusak-e az
A431 és HEK-293 human sejtekre, és az OATP1A2 vagy OATP2BI1 transzporterek
overexpresszioja befolyasolja-e a toxicitasukat. A toxikus OATP szubsztratok hatékonyabb
felvétele a szubsztratok fokozott toxicitasat eredményezi az adott OATP-t expresszalo sejtekben
az OATP-t nem expresszaldo sejtekhez képest (Windt et al., 2019; Bakos et al., 2020).
Amennyiben a transzportert expresszald sejtek ¢€letképessége jelentdsen hatékonyabban
csokken egy vegyiilet hatasara, mint a kontroll sejtek életképessége, a jelenség egy lehetséges
magyarazata, hogy az adott vegyiilet szubsztratja a transzporternek. A transzport gatlas
vizsgalat alapjan nem donthetd el, hogy egy adott vegyiilet szubsztratja vagy inhibitora a
vizsgéalt OATP-nek, de amennyiben a transzport gatlas vizsgalat interakciot mutat, €és a
citotoxicitas vizsgalat alapjan az OATP jelenléte érzékenyebbé teszi a sejteket a vegyiiletre,

akkor arra kovetkeztethetiink, hogy a vegyiilet nagy valoszinliséggel szubsztrat.

A sejtek életképességének mérésére Presto Blue (Thermo Fisher Scientific) reagenst
hasznaltam, melynek fluoreszcencidja a sejtekkel torténdé megfeleld inkubacids 1d6t kovetden
az €10 sejtek szadmaval ardnyos. Az ismertetett eredmények minimum 3 bioldgiai parhuzamos
mérés atlagat és szorasat (SD érték) mutatjak.
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4.2.1.

Pentamidin analdgok citotoxicitasanak vizsgalata A431-OATP2B1 és A431-

kontroll sejteken

A pentamidin analdgok citotoxikus hatasat 50 uM koncentracioig vizsgaltam az A431-

OATP2BI1 és kontroll sejteken (9. abra és 5. tablazat).
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9. dbra: Pentamidin analogok citotoxicitisa A431-OATP2B1 és -kontroll sejtekben. 96 lyuku
lemezre elozo nap kiosztott sejteket (5000/lyuk) a pentamidin analogok névekvo
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koncentracioival kezeltem, majd 4 nap utan a sejtek életképességét Presto Blue reagenssel

hataroztam meg. Az abran 3 fiiggetlen mérés atlaga + SD értékek lathatok.

Pentamidin | Penta- | o, 100 | by 171 | PK-174 | PK-175 | PK-176 | PK-177
analég midin
A431- . 15.80 1825+ | 1653+
ICso | OATP2B1 | 21:2% | >0 >0 1 o1 | P90 | e | 010
M) | A431- . 14.48 = 2202+ | 1587+
kontroll | 28%° | >0 >50 1 945 | 790 | 1070 | 046

5. tablazat: Pentamidin analogok ICsg értekei A431-OATP2B1 és -kontroll sejteken vegzett
citotoxicitas kiserletekben, *Ungvari et al., 2023

A méréseim (9. abra és 5. tablazat) alapjan, egyik vegyiilet hatdsa sem kiilonbozik jelentds

mértékben az A431-OATP2B1 és A431-kontroll sejteken, vagyis az OATP2B1 expresszidja a

pentamidinhez hasonldan egyik pentamidin analogra sem tette érzékenyebbé az A431 sejteket.

4.2.2. Pentamidin analdgok citotoxicitasanak vizsgalata A431-OATP1A2 és A431-

kontroll sejteken

A pentamidin analdégok citotoxikus hatdsdt 50 uM koncentracioig vizsgaltam az A431-

OATP1A2 és kontroll sejteken (10. abra €s 6. tablazat).
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10. abra: Pentamidin analogok citotoxicitisa A431-OATP1A2 és -kontroll sejtekben. 96 hyuku
lemezre elozo nap kiosztott sejtek (5000/lyuk) a pentamidin analogok névekvo
koncentracioival kezeltem, majd 4 nap utan a sejtek életképességét Presto Blue reagenssel
hataroztam meg. Az abran 3 fiiggetlen mérés datlaga + SD értekek lathatok.

Pentamidin | Penta- | o, 1ea | pi 171 | PK-174 | PK-175 | PK-176 | PK-177
analég midin
A431- oge | 018 | 0.69% | 025+ |1573% | 070% | 024+
ICso | OATP1A2 | 006 | 017 | 004 | 916 | 038 | 008
M) [ AG3L- | o [1695% [ 24595 | 1576% | . | 1588 | 14,54+
kontroll ! 033 | 912 | 1,79 105 | 150

6. tablazat: Pentamidin analogok ICsg értékei A431-OATP1A2 és -kontroll sejteken végzett
citotoxicitas kisérletekben (10. abra), *Ungvari et al., 2023

Mindegyik vizsgalt vegylilet esetén jelentdsen alacsonyabb ICso értéket kaptam az

OATP1A2 transzportert expresszalo sejteken a kontroll sejteken mértekhez képest, vagyis az

OATPI1A2 expresszidja érzékenyebbé tette a sejteket a pentamidin analdgokkal szemben. A PK-

175 kivételével minden vegyiilet esetén a pentamidinnel 0sszevethetd I1Cso értéket kaptam az

A431-OATP1A2 sejteken. Annak ellenére, hogy a PK-175 kevésbé volt toxikus a

pentamidinhez képest, az OATP1A2-t expresszald sejtek ezzel a vegylilettel szemben is

jelentdsen érzékenyebbnek mutatkoztak a kontroll sejtekhez képest.

Az A431 sejteken végzett citotoxicitas kisérletek azt is mutatjak, hogy a hat vegyiilet nagy

koncentraciok esetén az A431-kontroll sejtekre is toxikus. A vegyliletek a pentamidinhez

hasonld, vagy valamivel erdsebb toxicitast mutatnak, a PK-175 toxicitasa a legkisebb, az

¢letképesség csokkenése azonban esetében is lathato (9. és 10. abra).
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4.2.3. Pentamidin analdgok citotoxicitasanak vizsgalata HEK-293-OATP1A2 és HEK-

293-kontroll sejteken

Annak érdekében, hogy igazoljuk, az OATP1A2-szelektiv toxicitas nem sejtspecifikus, a
vegyliletek toxicitasit OATP1A2-t termeld6 HEK-293 ¢és kontroll HEK-293 sejteken is

teszteltem (11. dbra és 7. tablazat).
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11. abra: Pentamidin analogok citotoxicitasa HEK-293-OATP1A2 és -kontroll sejtekben. 96
lyuku lemezre elozo nap kiosztott sejteket (5000/lyuk) a pentamidin analogok novekvo
koncentracioival kezeltem, majd 4 nap utan a sejtek életképességét Presto Blue reagenssel

hataroztam meg. Az abran 3 fiiggetlen mérés atlaga + SD értékek lathatok.

Pentamidin analog F;,?:jtli PK-168 | PK-171 | PK-174 | PK-175 | PK-176 | PK-177
HEK- 0.09* 0,13+ | 0,71+ | 0,08+ | 096+ | 021+ | 0,22+
ICs0 | OATP1A2 : 0,04 0,06 0,02 0,23 0,06 0,02
(uM) HEK- 6.9% 7,64+ | 1510+ | 7,13+ | 16,53+ | 12,86+ | 8,00+
kontroll ! 1,61 1,29 3,46 2,72 1,74 0,46

7. tablazat: Pentamidin analogok ICsg értéekei HEK-293-OATP1A2 és -kontroll sejteken
végzett citotoxicitas kisérletekben, *Ungvari et al., 2023

A vegyiiletek jelentdsen toxikusabbnak bizonyultak a HEK-293-OATP1A2 sejtekre, mint a
HEK-293-kontroll sejtekre, tehat ezen sejtvonal esetén is tapasztalhaté az OATP1A2 expresszid
okozta érzékenyités. A PK-168, PK-174, PK-176 és PK-177 vegyiiletek esetén a pentamidinnel
kozel azonos, mig a PK-171 és PK-175 vegyiiletek esetén valamivel magasabb 1Cso értéket
kaptam a HEK-293-OATP1A2 sejtekre. A hat vegyiilet nagyobb koncentraciok esetén a HEK-

293-kontroll sejtekre is toxikus, a pentamidinhez hasonlo, vagy akar kisebb mértékben.

4.3. Sejthalal mechanizmus vizsgalata aramlasi citometriaval

A sejthaldl mechanizmus vizsgalatok célja a pentamidin és analdgjai altal a rajuk érzékeny
sejtekben eldidézett sejthalal mechanizmus megértése volt. Kisérleteimhez az A431-OATP1A2
sejtvonalat hasznaltam, és a pentamidint, valamint a méréseim alapjan erre a sejtvonalra

legtoxikusabb analogot, a PK-168-at vizsgaltam.

Az apoptdzis korai és késOi fazisanak/nekrozisnak a detektaldsa fluoreszcensen jelolt
annexin V (annexin V — FITC) és a nukleinsav festék propidium-jodid hasznalataval tortént. Az
apoptozis korai fazisaban a sejtek membranja még nem atjarhatéd a propidium-jodid szamara,
azonban a membranjukban talalhato foszfatidil-szerin molekuldk kifordulnak, amelyekhez az
annexin V igy kotédni képes. Az apoptozis késéi fazisdban, valamint nekrozis folyamén a
plazmamembran integritdsa megszlinik, igy a propidium-jodid megfesti a sejteket, valamint az
annexin V is kotddik a sejtek foszfatidil-szerin molekuldihoz. Az annexin V — FITC és a
propidium-jodid fluoreszcencidjanak mérésével igy elkiilonithetdek az €10, az apoptdzis korai

fazisdban és az apoptdzis késdi fazisaban / nekrotikus allapotban 1€vé sejtpopulaciok.

A pentamidinnel és a PK-168 analdggal is 3 biologiai parhuzamos mérést végeztem. A 12.

abran egy reprezentativ mérés eredménye lathato.
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kontroll pentamidin PK-168

Pl
PI
Pl

Annexin V-FITC Annexin V-FITC Annexin V-FITC
12. dbra: Aramldsi citometrids annexin V kotédés vizsgdlat eredménye, PI: propidium-jodid

A kontroll, pentamidinnel vagy PK-168-val nem kezelt sejtekben az €16 sejtek (annexin V
negativ, propidium-jodid negativ) 99 %-os tobbségben vannak. A pentamidin esetén az
apoptodzis korai fazisdban (annexin V pozitiv, propidium-jodid negativ) és az apoptozis késoi
fazisdban vagy nekrdzisban (annexin V pozitiv, propidium-jodid pozitiv) 1évd sejtek aranya is
kb. 14 %, mig a PK-168 kezelés hatasara az apoptozis korai fazisaban kb. a sejtek 10 %-at, az

apoptozis késoi fazisaban vagy nekrozisban kb. a sejtek 14 %-at detektaltuk.
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4.4. Eredmények 0sszegzése, kovetkeztetések

A pentamidin ¢évtizedek ota alkalmazott antiparazita gydgyszer. Szamos hatranyos
tulajdonsaga (vér-agy gaton valdé limitalt atjutas, sulyos mellékhatdsok, alacsony
biohasznosulds szajon at torténd adagolas esetén) indokolja a néla hatékonyabb és/vagy
kedvezobb tulajdonsagokkal rendelkezd 1) vegyiiletek kifejlesztését. Az OATP1A2 ¢és
OATP2B1 a vér-agy gatban és mas szovetekben expresszalodo transzporterek, melyek
befolyéasoljak a gyodgyszerek in vivo sorsanak alakulasat (Kovacsics et al.,, 2016).
Kutat6csoportunk korabban kimutatta, hogy a pentamidin az OATP1A2 szelektiv szubsztratja,
az OATP2BI1 fehérjével pedig nem 1ép kdlcsonhatasba, vagyis az OATP1A2 fontos szerepet
tolthet be a pentamidin vér-agy gat endothel sejtjeibe torténd felvételében (Ungvari et al., 2023).
Munkam sordn nemzetkozi egyiittmiikodés keretében, hat pentamidin analdgot vizsgaltam az
OATP1A2 ¢és OATP2B1 fehérjékkel vald kolcsonhatasuk, OATP1A2 vagy OATP2BI1
transzportert expresszald és kontroll human sejtekre kifejtett toxicitasuk és a rajuk érzékeny

sejtekben kivaltott sejthaldl mechanizmus tekintetében.

A transzport gatlas kisérletek soran a pentamidinnel ellentétben a PK-171, PK-175, PK-176
¢s PK-177 vegyliletek gatoltdk az OATP2BI1 transzport aktivitdsat (7. abra €s 3. tablazat),
vagyis kolcsonhatdsba 1épnek ezzel a fehérjével, azonban ez csak viszonylag nagy
koncentraciok esetén szamottevé mértékli (ICso = 7,97-14,22 uM). Mind a hat vegyiilet gatolta
az OATP1A2 transzport aktivitasat (8. abra és 4. tdblazat), vagyis az OATP1A2 fehérjével mind
a hat vegytilet kolcsonhatasba 1ép. A PK-168 ¢és PK-174 a pentamidinhez (ICso = 5,5 pM) képest
gyengébb (ICso = 13,24 és 10,45 uM), a PK-171 a pentamidinhez hasonl6 erésségii (ICso = 4,29
uM), a PK-175, PK-176 és PK-177 pedig a pentamidinhez képest erdsebb (ICso = 1,15-2,55
uM) interakcidt mutatott.

A citotoxicitds kisérletek sordn a pentamidinhez hasonldéan egyik vegyiilet hatisa sem
kiilonbozott jelentdés mértékben az A431-OATP2B1 és A431-kontroll sejteken (9. abra és 5.
tablazat), vagyis az OATP2B1 expresszidja egyik pentamidin analdgra sem tette érzékenyebbé
az A431 sejteket, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a vegyiiletek nem szubsztratjai az
OATP2B1-nek. Azonban a transzport gatlas kisérletek a PK-171, PK-175, PK-176 és PK-177
esetén interakciot mutattak. A transzport gatlds €s citotoxicitds mérések egyiittes eredménye
alapjan tehat a felsorolt 4 vegyiilet nagyobb koncentraciok esetén (ICso = 7,97-14,22 uM) az
OATP2B1 inhibitora. Emiatt szdmolni kell azzal, hogy ezen vegyiiletek kisebb mértékben

30



gatolhatjdk az OATP2B1 endogén szubsztratjainak (pl. hormonok, neuropeptidek)
transzportjat, befolydsolhatjdk a maj méregtelenitd funkcidjat, a gydgyszerek bélbdl torténd
felszivodasat, neurotranszmitterek és neuroszteroidok retinaba torténo felvételét, tovabba

gyogyszerek atjutasat a vér-agy, vér-szem ¢€s placentalis gaton.

A pentamidinhez hasonléan mindegyik vizsgalt vegyiilettel jelentdsen alacsonyabb ICsg
értéket kaptam az A431-OATP1A2 sejteken, mint a kontroll sejteken (10. dbra és 6. tablazat).
Ennek a jelenségnek egy lehetséges magyarazata, hogy az OATP1A2 eldsegiti a vegyiiletek
sejtekbe torténd felvételét. Annak érdekében, hogy az OATP1A2-szelektiv toxicitas sejt-
specifikussagat (A431) kizarjam, a citotoxicitas vizsgalatot OATP1A2-t expresszalo és kontroll
HEK-293 sejtvonalon is elvégeztem, melynek eredménye szintén azt mutatta, hogy az
OATP1A2 jelenléte érzékenyebbé teszi a sejteket a toxikus vegyiiletekkel szemben (11. dbra és
7. tablazat). Mivel az A431-OATP1A2 sejteken végzett transzport gatlas mérések is interakciot
mutattak, a transzport gatlas és citotoxicitas kisérletek egyiittes eredménye alapjan nagy
valdszinliséggel allithato, hogy a hat vizsgalt vegyiilet a pentamidinhez hasonléan az OATP1A2

szelektiv szubsztratja.

A citotoxicitas kisérletben kapott ICso értékek alapjan azonban nem donthetd el, hogy melyik
vegyliilet a nagyobb affinitdst OATP1A2 szubsztrat, mivel a toxikussagban tobb tényezd is
szerepet jatszhat. A transzport gatlas kisérletekben mért 1Cso értékek (4. tablazat) viszont a
vegyliletek és az OATP1A2 interakcidjanak erdsségérol szolgaltatnak informaciot. Ez alapjan
feltételezhetd, hogy a PK-168 és PK-174 a pentamidinhez képest kisebb affinitasu, a PK-171 a
pentamidinhez hasonl6, a PK-175, PK-176 és PK-177 pedig a pentamidinnél nagyobb affinitasu
OATP1A2 szubsztratok. Ez alapjan az utdébbi hadrom vegytletrdl feltételezhetjiik, hogy a
pentamidinnél nagyobb mértékben juthatnak be a vér-agy gat endothel sejtjeibe az OATP1A2
miikodése segitségével. Ez 6sszhangban all Zotek et al. becsléseivel, melyek szerint a PK-171
¢és PK-175 vegyiiletek feltételezhetden képesek atlépni a vér-agy gaton, a PK-168 és PK-174

vegyiiletekrdl viszont ez kevésbé valdszinii (Zotek et al., 2019).

Kisérleteim alapjan a hat pentamidin analdég erdsen toxikus az OATP1A2-t expresszalo
sejtekre. Bar a kisérleteim soran az OATP1A2-t thlexpresszald sejtekkel dolgoztam, vagyis in
vivo koriilmények kozott ilyen erds toxikus hatas feltételezhetéen nem fordulna eld, fontos
megallapitanunk, hogy a hatékonyabb OATP1A2 medialta transzport fokozottabb toxicitassal
is jarhat az OATP1A2 fehérjét expresszald szovetekben, mint az agy, szem, bél, vese, maj,
neuronok, vér-here gat és a placenta. Tovabba a vizsgalt vegyiiletek az OATP-t nem expresszald

sejtekre is enyhe toxikus hatdst mutattak. Ez 6sszhangban all a PK-171, PK-174 és K-175
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vegyliletekrdl rendelkezésre allo irodalmi adatokkal, melyek szerint az emlitett harom vegyiilet
enyhén toxikusnak mutatkozott egy vagy tobb emlds/human sejtvonalra (Maciejewska et al.,
2014, 2017). A PK-168 esetén viszont nem detektaltak toxikus hatést a vizsgalt sejtvonalakon
(Maciejewska et al., 2012).

A méréseim alapjan az -NH csoportokon talalhaté szubsztituensek fokozzak az OATP2BI1
inhibicio és az OATP1A2 medialta transzport hatékonysagat, valamint a PK-175 szerkezetében
az amidin csoportok imidazolin gytriivé zarasa csokkenti a molekula toxicitasat. A PK-171 és

PK-177 csak a linker régidban talalhaté O és S heteroatomok forditott elrendezésében térnek

crer

crer

Osszegezve a PK-175, PK-176 és PK-177 vegyiiletekrdl feltételezhetd, hogy a vér-agy gaton
a pentamidinnél konnyebben jutnak at. Ezen harom vegyiilet koziil a PK-175 mutatkozott a
legkevésbé toxikusnak A431 és HEK-293 sejtekre, valamint Zolek et al. predikcidja szerint
kedvezd ,,drug-likeness” paraméterekkel rendelkezik ¢és feltételezhetden nem kardiotoxikus
(Zotek et al, 2019). Utébbi adatok nem 4llnak rendelkezésre a PK-176 és PK-177
vegyiiletekrdl, igy nem tudunk 6sszehasonlitast végezni, de az ismert adatok alapjan az altalam
vizsgalt hat vegyiilet koziil a PK-175 szerkezete tlinik a legkedvezdbbnek a vér-agy gaton
atjuto, alacsony toxicitassal rendelkezd szer fejlesztésére. Itt azonban fontos lenne vizsgalni,
hogy a vér-agy-gat ABC efflux transzporterei, az ABCB1 (P-glikoprotein) és az ABCG2
fehérjék kipumpaljak-e ezeket a vegyiileteket a sejtekbdl, és igy ,,semlegesitik”-e az OATP1A2

altal torténd fokozott felvételt. Ennek tisztazasa tovabbi kisérleteket igényel.

A transzport gatlas és citotoxicitds kisérleteken kiviil sikeresen kimutattam, hogy a
pentamidin és analdgjai feltehetden apoptozis kivaltdsaval pusztitjdk el a rajuk érzékeny
sejteket, mely informacidé hasznos lehet a vegyiiletek hatdsmechanizmusdnak megértése

szempontjabol.
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5. Osszefoglalds

A pentamidin az FDA (US Food and Drug Administration) altal jovahagyott parazita-ellenes
szer. Els6sorban a Trypanosoma brucei okozta alomkor kezelésére hasznaljak, de alkalmazzak
Pneumocystis, Toxoplasma ¢és Leishmania fertdzések esetén is. A pentamidin hatékonysagat
azonban limitélja, hogy nem jut at a vér-agy gaton, ezért az alomkor kezelésére csak a betegség
korai fazisdban alkalmas, amikor a korokoz6 még nincs jelen a kdzponti idegrendszerben.
Emellett szamos mellékhatasa lehet, mint diabetes mellitus, sulyos hipoglikémia, sokk,

szivizomgyulladas, vesekarosodas. Tovabbi hatranya, hogy szajon at nem alkalmazhato6.

Kutat6csoportunk kordbban kimutatta, hogy a pentamidin humén sejtekbe torténd felvételét
az Organikus anion transzporter polipeptid 1A2, OATP1A2 (gén név: SLCOI1A2) képes
elésegiteni. Az OATP1A2 egy solute carrier-tipusui membranfehérje, amely szerves molekulak,
tobbek kozott szamos gyogyszer sejtbeli felvételét facilitalja. Munkdm sordn a pentamidin hat
analdgjanak kolcsonhatasat teszteltem az OATP fehérjecsalad két tagjaval, az OATP1A2 és
OATP2BI1 fehérjékkel, melyek tobbek kozott a vér-agy gat endothel sejtjeiben expresszalodnak,

¢s a farmakokinetika fontos meghatarozoi.

Kisérleteim soran a vegyiiletek transzporterekkel valo kolesonhatdsat a kutatocsoportunk
altal kifejlesztett fluoreszcens moddszerekkel jellemeztem. Szintén vizsgaltam, hogy a
vegyliletek toxikusak-e a human modell sejtekre ¢és azt befolyasolja-e az OATP1A2 ¢és
OATP2BI1 fehérjék jelenléte. Aramlési citometridval annexin V kotédés teszteket végeztem a

toxikus vegyliletek hatdsmechanizmusanak megértése érdekében.

Kisérleteim alapjan a tesztelt vegyiiletek, a pentamidinhez hasonléan, az OATP1A2
transzporter szelektiv szubsztratjai, amelyeket az OATP2B1 nem szallit. Eredményeim
elésegitik az 0j antiparazita vegyliletek in vivo sorsanak eldrejelzését, mint toxicitas,
felszivodas és eloszlas, ezzel eldmozdithatjak hatékonyabb gyogyszerek fejlesztését. A tesztelt
vegyliletek ¢s az OATP1A2 kozotti kolecsonhatasbol pedig szerkezet-aktivitas dsszefliggéseket
vonhatunk le, amelyek célzott OATP1A2 szubsztratok vagy inhibitorok tervezését segitik eld.
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