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1 Rövidítések jegyzéke 

ABC: ATP Binding Casette (ATP-kötő kazetta)  
ABCB1: ABC subfamily B member 1 (ABC B alcsalád 1. tag, azonos az MDR1 illetve P-gp fehérjével) 
ABCG2: ABC subfamily G member 2 (ABC G alcsalád 2. tag azonos az MXR illetve BCRP fehérjével)  
ADME: Absorption-Distribution-Metabolism-Excretion (abszorpció-disztribúció-metabolizmus-exkréció)  
BCA: Bicinchoninic Acid (bicinkoninsav) 
calcein-AM: calcein-Acetoxy-Methylester (calcein-acetoximetilészter) 
CSF: Cerebrospinal Fluid (cerebrospinális folyadék) 
DMSO: Dimethyl Sulfoxide (dimetil-szulfoxid) 
E2-17βG: Estradiol-17β-Glucuronide (ösztradiol-17 β -glükuronid) 
EMA: European Medicines Agency (Európai Gyógyszerhatóság) 
ER: Efflux Ratio (efflux arány)  
FDA: Food and Drug Administration (Amerikai Élelmiszer- és Gyógyszerhatóság) 
HBSS: Hank's Buffered Salt Solution (Hanks puffer) 
IVIVC: In vitro – In vivo Correlation (in vitro - in vivo korreláció) 
MDCKII-BCRP: BCRP transfected Madin-Darby Canine Kidney cell line (BCRP transzfektált Madin-
Darby kutya vese sejtvonal) 
MDCKII-MDR1: MDR1 transfected Madin-Darby Canine Kidney cell line (MDR1 transzfektált Madin-
Darby kutya vese sejtvonal) 
MDR: Multidrug Resistance (multidrog rezisztencia)  
MDR1: Multridrug Resistance Protein 1 (multidrog rezisztencia fehérje 1) 
MSD: Mass Single Quad Detector (egyszeres quadrupole rendszerű tömegspektrométer detektor) 
OAT: Organic Anion Transporter (szerves anion transzporter) 
PPF: Peripherial Fluid (perifériás folyadék) 
SLC: Solute Carriers (oldott anyag transzporterek azonosak az influx transzporterekkel) 
TEER: Transepithelial Electrical Resistance (transzepitéliális elektromos ellenállás) 
VT: Vesicular Transport (vezikuláris transzport) 

2 Bevezetés és irodalmi áttekintés 

2.1 Az ADMETox és jelentősége 

Az ADMETox a xenobiotikumok abszorpcióját (Absorption), disztribúcióját (Distribution), 
metabolizmusát (Metabolism), exkrécióját (Excretion) és toxicitását (Toxicity) tanulmányozó 
tudományterület. A terület fejlődésében a gyógyszeri alkalmazások a meghatározók. 
Elsősorban az in vitro módszertan, valamint az in vitro – in vivo extrapoláció fejlődése 
következtében a 80-90-es években mintegy ötödére csökkent a gyógyszerjelöltek előnytelen 
ADMETox sajátságok miatti klinikai fázisban történő lemorzsolódása (attrition).  
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2.2 Biológiai membránok, transzportfolyamatok 

Az ADME szempontból legfontosabb sejtek a polarizált epithel és endothel sejttípusok. Az 
endobiotikumok és xenobiotikumok ezen sejtrétegeken való átjutása lehet paracelluláris vagy 
transzcelluláris. A paracelluláris útvonal szoros kapcsolatokkal rendelkező sejtek esetében 
kisméretű molekulák számára áll rendelkezésre.  

A transzcelluláris transzport kismolekulák esetében lehet passzív és aktív. A passzív 
transzport kétféle mechanizmus szerint valósulhat meg. A transzporter-mediált transzport a 
facilitált diffúzió, míg a nem fehérje mediált transzport a passzív diffúzió (passzív 
permeabilitásnak). A passzív transzport folyamatok a koncentrációgrádiens mentén 
történnek. Az aktív transzport folyamatok hajtóereje az ATP hidrolízis, amely lehetővé teszi a 
koncentráció grádienssel szembeni transzportot is. 
 
A gyógyszerkutatás egyik legtöbbet vitatott kérdése a passzív permeabilitás és a 
transzporter-mediált folyamatok súlya a gyógyszermolekulák transzportjában (Dobson and 
Kell 2008; Dobson 2009; Sugano 2010). Kell és munkatársai szerint a passzív 
permeabilitásnak tekintett folyamatok legtöbbjére nincs kellő bizonyíték. A lineáris 
koncentrációfüggés lehet több transzport fehérje hozzájárulásának az eredménye, míg 
molekulaszerkezetből adódó specificitás hiánya a transzporterek széles és átfedő 
szubsztrátspecificitásából eredeztethető (Dobson and Kell 2008). 

Ez a kérdés messze túlmutat egy elméleti vitán. Ha a passzív permeabilitás a transzport 
meghatározó eleme, akkor fizikokémiai jellemzők optimalizálásával javíthatók a molekulák 
permeabilitása (Fujikawa 2005; Vastag and Keseru 2009; Borbely 2012). A transzporter 
kölcsönhatásokra való optimalizálás is számos lehetőséget kínál. A abszorpció javítását 
lehet elérni olyan propharmaconok (prodrug) alkalmazásával, melyek az enterocyták apikális 
influx transzportereinek szubsztrátjai (Varma 2010). A transzporter-mediált célzott szöveti 
felvételre példák a HMG-CoA-reduktáz inhibitor statinok.  

A fentieket összegezve a molekulák legnagyobb részénél, a közepes passzív 
permeabilitásúakat is ide értve, a transzporter-mediált membrán permeáció valószínűleg 
jelentős (Yabe 2011). 
 

2.3 Efflux és influx transzporterek 

Az eukariota sejtekben az efflux transzporterek a szubsztrátok citoplazmából töténő 
eltávolítását végzik (Dean 2001). A legtöbb efflux funkciót ellátó transzporter az ABC 
szupercsaládba tartozik. A 49 ismert humán ABC transzportert 7 alcsaládba (ABCA-G) 
sorolják (http://nutrigene.4t.com/humanabc.htm). A transzporterek nómenklatúrájában a 
szisztematikus angol elnevezést használom. 

A géneket a génstruktúra (fél illetve teljes transzporter), a domének sorrendje és az NBD és 
transzmembrán domének szekvenciája alapján soroljuk a különböző alcsaládokba (Dean 
2001). Kísérletes munkánkban az ABCB, ABCC és ABCG alcsalád tagjaival dolgoztunk.  
 
A sejtekbe töténő felvételt katalizáló transzporterek a „Solute Carriers” (SLC) szupercsalád 
tagjai. Megnevezésükre a nemzetközi szaknyelvben is elfogadott influx transzporter 
kifejezést használom. Emberben ez a legnagyobb transzporter szupercsalád, több mint 300 
taggal (http://www.bioparadigms.org/slc/menu.asp). Kísérletes munkánkban az SLCO és az 
SLC22 családok tagjaival dolgoztunk. 
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2.4 Farmakológiai szempontból fontos fiziológiás barrierek 

A legfontosabb négy barriert képező sejtek az enterocyták, hepatocyták, vese proximális 
tubulus (PT) epithel és a vér-agy gát endothel. A négy barrier a transzport folyamatok 
szemszögéből funkcionálisan különböző feladatokat lát el. Az enterocyták szerepe a 
abszorpcióban vagy annak korlátozásában van. De szerepet játszhatnak bizonyos 
xenobiotikumok esetében az exkrécióban is (Westphal 2000). A hepatocyták szerepe 
elsősorban az exkrécióban van. Mivel sok gyógyszer molekuláris támadáspontja is a 
hepatocytákban található, így a hepatocyták a disztribúcióban is fontos szerepet játszanak. 
Ugyanez érvényes a PT epithelre is. Mivel a gyógyszer toxicitás két fontos fajtája a 
hepatotoxicitás és a nephrotoxicitás, így az ezen sejtekben való felhalmozódást 
meghatározó transzporterek toxikológiai jelentősége nagy. A BBB endothel egyértelműen az 
disztribúcióban, és elsősorban annak limitálásában játszik szerepet.  

Az általunk vizsgált efflux transzporterek közül az ABCB1 mind a négy fenti barrier sejtréteg 
apikális membránjában expresszálódik, és döntően hidrofób, valamint kationos molekulákat 
transzportál. A szintén apikális lokalizációjú ABCC2 és ABCG2 elsősorban anionokat, köztük 
konjugátumokat transzportál. Az ABCC1, ABCC3 és ABCC4 szintén anionokat transzportál. 
Funkciójuk lokalizációjuktól függő. A vizsgált influx transzporterek közül az SLCO1B1, 
SLCO1B3 és SLCO2B1 máj, míg az SLC22A6, SLC22A7, SLC22A8 a vese basolateralis, az 
SLC22A11 az apikális mebránjában tölt  be fontos zerepet az exkrécióban illetve 
reabszorpcióban. 

3 A transzporterek jelentősége a gyógyszerek ADMETox 
sajátságainak meghatározásában 

A transzporter - gyógyszer kölcsönhatásoknak klinikai következményei akkor vannak, ha a 
betegben egy olyan transzporter variáns illetve mutáns expresszálódik, melynek aktivitása 
kisebb az átlagosnál, illetve komedikáció esetében az egyik gyógyszer (elkövető/perpetrator) 
a transzporter közvetlen gátlásával avagy a transzporter expresszió modulálásával 
befolyásolja a másik gyógyszer (áldozat/victim) ADMETox sajátságait. 

Az apikális membránban expresszálódó efflux transzporterek csökkent aktivitású variánsait 
hordozó páciensekben (pl. ABCG2 c.421C>A) megnövekedett gyógyszerexpozíció a 
következmény (Degorter 2012; Ieiri 2012). Ugyanez a következménye a ilyen 
transzportereken történő gyógyszerinterakciónak is. A máj és vese basolateralis 
membránjában expresszálódó influx transzporterek esetében a csökkent aktivitású 
variánsokat hordozó páciensekben és gyógyszerinterakció esetében is csökkent exkréció, és 
magasabb plazma szintek a jellemzőek (Degorter 2012).  

Növényi hatóanyagok a gyógyszerekkel részben átfedő kémiai teret foglalnak el. A növények 
metabolomjában sok a farmakológiailag aktív molekula található (Gertsch 2011). Az előnyös 
terápiás tulajdonságokkal rendelkező molekulák jelentős része tartalmaz fenolos funkciót, 
aminek következtében már az enetrocytákban konjugálódnak (Tang 2012). A konjugátumok 
alacsony passzív permeabilitással rendelkeznek, ezért sejtmembránokon át történő 
transzportjuk transzporter fehérjék közreműködésével történik. A növényekben található 
kismolekulájú anyagok transzporter kölcsönhatásai az étel - gyógyszer interakciók 
szempontjából is fontosak.  

Egy közelmúltban végzett becslés szerint környezetünkben mitegy 97 ezer kemikália 
található, amelyeknek mindössze 2%-a (1800) gyógyszer (Muir and Howard 2006). Ezek a 
számok azt mutatják, hogy a gyógyszereken kívül az egyéb vegyszerek okozta terheléssel is 
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meg kell birkóznia az emberi szervezetnek, mégha a szervezetünket érő egyszeri dózisok 
alatta is maradnak a gyógyszer dózisoknak. Az idevonatkozó tanulmányok fókuszában az 
efflux transzporterek állnak, hiszen az emberi szervezet toxikus anyagokkal szembeni 
védelmi mechanizmusaira koncentrálnak.  

4 Célkitűzések 

Célul tűztük ki egy transzporter módszertanra épülő metodikai platform kialakítását, 
validálását és az in vitro – in vivo módszerek korrelációs analízisét. A kísérletes munka a 
módszereket gyógyszermolekulák vizsgálatára optimalizálja.  Azonban a módszerek növényi 
hatóanyagok és toxikus anyagok vizsgálatára is alkalmazhatók. A metodikai platform abban 
is speciális, hogy ötvözi az in vitro és in vivo módszereket.  

Részletes célok: 

4.1 Expressziós rendszerek optimalizálása gyógyszer – transzporter 
kölcsönhatások vizsgálatára.  

Mivel az in vitro vizsgálatok egy része heterológ expressziós rendszerben, a célzott fehérjét 
túltermelő sejtekben, membránokban történik, a nem „fiziológiás” hatások / molekuláris 
környezet értékelése, korrekciója vagy korrelációba vétele fontos. Cél volt olyan 
tesztrendszer kifejlesztése, amely szabadalmaztatható, és széleskörű gyakorlati alkalmazást 
nyer. A dolgozatot megalapozó, ebben a témában releváns közlemények: (Glavinas 2007; 
Pal 2007a; Pal 2007b; Glavinas 2008; Kis 2009a; Kis 2009c; Kis 2011). 

4.2 Tesztrendszerek korrelációs analízise, valamint transzporter szubsztrát 
próbák és referencia inhibitorok validálása in vitro ADME vizsgálatok 
céljára.  

A gyógyszer – transzporter kölcsönhatások tesztelésére több tesztrendszer és esszé 
alkalmazható. Az adott rendszer korlátainak megértése, az eredmények érvényességi 
tartományának definiálása volt az egyik célunk ezekkel a vizsgálatokkal. A szubsztrát próbák 
és referencia inhibitorok meghatározása, jellemzése volt a másik cél. A dolgozatot 
megalapozó, ebben a témában releváns közlemények: (Heredi-Szabo 2008; Kis 2009b; 
Beery 2011; Glavinas 2011; Szeremy 2011) 

4.3 In vitro esszérendszerek alkalmazása transzporter – gyógyszer 
kölcsönhatások kinetikai jellemzésére.  

Az alkalmazható esszérendszerek függnek a kérdésfeltevéstől, a molekula fizikokémiai 
tulajdonságaitól, és a biológiai tesztrendszer limitációitól. Az alkalmazási példák egy-egy 
aspektusra világítanak rá. A dolgozatot megalapozó, ebben a témában releváns 
közlemények: (Lespine 2006; Jani 2009; Lespine 2009; Rajnai 2010; Jani 2011). 
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4.4 In vitro esszérendszerek alkalmazása növényi hatóanyagok és 
környezetszennyező anyagok transzportrerekkel való kölcsönhatásának 
azonosítására és jellemzésére. 

A vizsgált növényi hatóanyagok mindegyike tartalmaz fenolos funkciót. Ezeknek sajátossága 
a gyors fázis II metabolizmus. Vizsgálataink az alacsony passzív permeabilitású 
konjugátumot transzportáló fehérjék azonosítását célozzák. A dolgozatot megalapozó, ebben 
a témában releváns közlemények: (Zhang 2007a; Oosterhuis 2008; Brand 2011; Wong 
2011; Zhang 2011). 

4.5 In vitro vizsgálatok in vivo relevanciájának bemutatása. In vitro – in vivo 
korrelációs és fajspecificitás vizsgálatok.  

A gyógyszerkutatásban fontos elem a humán és állati fehérjéket expresszáló  in vitro 
rendszereken mért adatok korrelációja (fajspecificitás), valamint az in vitro adatok in vivo 
adatokkal való megfeleltetése (in vitro – in vivo correlation (IVIVC)). Célszerű a különböző 
rendszereken végzett vizsgálatokat ugyanazon a szubsztrát próbák és referencia inhibitorok 
felhasználásával végezni. A dolgozatot megalapozó, ebben a témában releváns 
közlemények: (Heredi-Szabo 2009a; Heredi-Szabo 2009b; Jemnitz 2010; Sziraki 2011). 

5 Anyagok és módszerek 

Anyagok 

A felhasznált membránok a Solvo Biotechnológiai Zrt (Szeged, Magyarország) termékei. A 
speciális reagensek (ellenanyagok, radioaktív molekulák) specifikációja, és származási helye 
megtalálható a disszertáció alapjául szolgáló közleményekben. A gyógyszer, gyógyszerjelölt 
molekulák, növényi hatóanyagok és metabolitjaik valamint peszticidek egy részét 
kollaborációs partnereink szintetizálták, míg egy másik részét és az egyéb vegyszereket a 
Sigma-Aldrich Kft-től (Budapest, Magyarország) vásároltuk. 

Sejtvonalak, primer kultúrák 

Az MDCKII szülői sejtvonalat Dr. Kai Simons-tól (Max Planck Institute, Drezda, 
Németország, az ABCG2-vel transzfektált MDCKII sejtvonalat (MDCKII-BCRP) Professzor 
Heyo Klaus Kroemer-től (Greifswald Egyetem, Greifswald, Németország), ABCB1-el 
transzfektált MDCKII sejtvonalat (MDCKII-MDR1) Professzor Sarkadi Balázstól (Országos 
Gyógyintézeti Központ) és Dr. Németh Katalintól (Országos Vérellátó Szolgálat) kapta a 
Solvo Biotechnológia Zrt. A Caco-2 sejtvonalat az American Tissue Type Collection-től 
vásárolta a Solvo Biotechnológia Zrt. A 293H sejtvonal az Invitrogentől (Carlsbad, Kalifornia) 
kerültek beszerzésre. 
 
A sejtek fenntartása a nemzetközi gyakorlatban elfogadott, leírt standard szövettenyésztési 
módszerekkel történt. 

A primer hepatocyta kúltúrát a Semmelweis Egyetem Transzplantációs Klinikájáról kapott 
májakból izoláltuk. Kivétel nélkül transzplantációra alkalmatlan szerveket használtunk. A 
felhasználás a Regionális Magyar Kutatási és Etikai Bizottság engedélyével történt. A 
szövetből kalcium- és IV-es típusú kollagenáz tartalmú Earle-féle pufferrel nyertük ki a 
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sejteket (Heredi-Szabo 2009a). A patkány szövetből is perfúziós módszerrel nyertük ki a 
hepatocytákat. A májak hím Wistar patkányokból (Charles River, Budapest, Magyarország) 
származtak. A kultúrát vektoriális transzport kísérletekben használtuk. 
 
A vektoriális transzporthoz használt patkány agyi endothel kultúrához (Rat Brain Endothelial 
Culture (RBEC)) az endothel sejteket 2-hetes patkányokból izoláltuk (Wilhelm 2007). A 
pericytákat kezeletlen Petri csészékbe kiültetett cerebrális mikrokapillárisokból nyertük, míg a 
glia kultúrát újszülött patkányokból készítettük. A pericytákat a 12-kutas Transwell lemezek 
(0,4 µm; 1,5X104 sejt/filter) hátoldalára ültettük ki. A következő napon az endothel sejteket 
ültettük a filterekre. A kultúrát vektoriális transzport kísérletekben használtuk. 
 
A logP és logD7,4 számítása 
 
A logP és logD7,4 értékeket a MarvinSketch 5.3 szoftver (ChemAxon, Budapest) segítségével 
számoltuk. 

Fehérjemérés 

Thermo Scientific Kit alkalmazásával, a bicinkoninsav (bicinchoninic acid (BCA)) módszerrel 
történt. 
 
Western blot 
 
Az elektroforézis és a western blot standard módszerekkel történt. ABCG2 fehérje 
detektálásához BXP-21-es ellenanyagot (Abcam, Cambridge, Egyesült Királyság) 
használtunk 1:1000 hígításban, míg az ABCB1 fehérje esetén a C-219 (Abcam, Cambridge, 
Egyesült Királyság) ellenanyag 1:3000-es hígítását alkalmaztuk. 
 
Membrán esszék 

 
ATPáz esszé 
ATPáz esszét a Sarkadi és munkatársai által korábban leírt módon végeztük (Sarkadi 1992). 
A reakciót 5 mM Mg-ATP oldat hozzáadásával indítottuk el. Az adott transzporternek 
megfelelő inkubációs időt követően a reakciót 5%-os SDS oldattal állítottuk le. A keletkező Pi 
mennyiségét ammónium-heptamolibdát - aszkorbinsav - cink-acetát oldat-elegy segítségével 
határoztuk meg. Az optikai denzitást 690 nm-en mértük. 

 

Vezikuláris transzport esszé 
A kifordított (inside-out) vezikulákat is tartalmazó membránszuszpenziót  a megfelelő esszé 
elegyben -amely tartalmazta a transzportált szubsztrátot is- 4 mM ATP jelenlétében és 
hiányában 37°C-on inkubáltuk, majd hideg mosópufferrel leállítottuk. A reakcióelegyeket 1 
μm pórusméretű B típusú üvegszál szűrőt tartalmazó lemezeken (Millipore, Bedford, MA, 
USA) szűrtük, mostuk. A filtereken maradt radioaktivitást folyadékszcintillátor (Microbeta 
Trilux, Wallac, Turku, Finnország) vagy fluoriméter segítségével mértük.  
 
Sejtes esszék 
 
 
Influx esszé 
 
A mérőlemezre kiültetett a sejtekhez lyukanként 50-50 μl  szubsztrátot próbát valamint 
gátlószert vagy tesztanyagot tartalmazó reakcióelegyet adtunk. A reakciót hideg puffer 
hozzáadásával állítottuk le. Ezt követően zsebenként a sejteket 50 μl NaOH vagy MeOH 
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hozzáadásával lizáltuk. A felvett anyagmennyiséget fotométer készülékkel (FluoStar Optima, 
BMG Labtech, Offenburg, Germany), folyadék szintillációs módszerrel (Microbeta Trilux, 
Perkin Elmer, Waltham, MA) vagy Agilent Series 1100 HPLC keszüléken történt, amihez egy 
egyszeres quadrupole rendszerű tömegspektrométer detektor (MSD) van sorbakötve 
(Agilent Technologies International SARL, Morges, Switzerland).  
 
Vektoriális transzport esszé 
 
Sejtvonalakon 
Az MDCKII alap és transzfektált sejteket 24-lyukú Millipore monolayer lemezre ültettük és 3 
napig inkubátorban tartottuk. A Caco-2 sejteket (30-65 passzázs szám) kollagénnel bevont 
membránra ültettük és 21 napig inkubátorban tartottuk. A vizsgált anyagokat DMSO-ban 
oldva adtuk a sejtekhez, és mértük az A>B és B>A irányú anyagmozgást. A vizsgált anyag- 
vagy a referencia anyag koncentrációját fluoriméterrel, folyadékszintillátorral vagy LC-MS-
sel. A kérdéses anyag látszólagos permeabilitási együtthatóját az alábbi egyenlet alapján 
számítottuk: 

0

1

CAdt

dQ
Papp 

  

ahol dQ/dt az egységnyi idő alatt a donorból a receptor oldalra átjutott abszolút 
anyagmennyiség, A a membrán felülete, C0 a kiindulási koncentráció a donor oldalon. A B>A 
és A>B irányokban mért Papp-ok aránya az ún. efflux arány, amivel a transzporter aktivitás 
jellemezhető.  
 
Hepatocyta szendvics kultúrán 
A hepatocytákat patkány farokból nyert I tipusú kollagénnel kezelt Petri csészékbe ültettük. 
24 órával később a tápfolyadékot eltávolítottuk, és a sejtekre patkány farokból nyert 
jéghideg, neutralizált I tipusú kollagént rétegeztünk.  A patkány sejteket 2 nap a humán 
sejteket 5 nap szendvics kúltúrában való kultiválás után használtuk. A hepatocytákhoz jelölt 
szubsztrát próbát adtunk HBSS-ben, majd 10 percig inkubátorban tartottuk. Ezután a puffert 
eltávolítottuk, a sejteket jéghideg Ca2+, Mg2+-mentes HBSS-el mostuk.  Majd 0,5 ml, a 
modulátort tartalmazó standard vagy Ca2+, Mg2+-mentes HBSS-t adtunk a sejtekhez. A 
puffert 20 perc inkubálás után eltávolítottuk, és a radiokaktivitást mértük. A nem-specifikus 
kötést a sejtek nélküli, 2 réteg kollagénnel kezelt Petri-csészékhez való kötődésből 
számoltuk.  
 
Primer patkány agyi enothel kultúrán 
Az RBEC (rat brain endothelial cell / patkány agyi endothel) kísérletekhez az endothel és 
pericyta kultúrát tartalmazó lemezeket kivettük a glia kultúrát tartalmazó edényekből. A 
filtereket Ringer-HEPES oldattal mostuk, és a mérést a sejtvonalakra leírt módszer szerint 
végeztük. 
 
Festéktranszport esszék 
 
Calcein esszében az ABCB1 funkció méréséhez ABCB1-et túlexpresszáló K562-MDR, 
MDCKIIMDR1 míg az ABCC1 funkció méréséhez HL60-MRP sejtvonalat használtuk. 
Hoechst esszében, az ABCG2 funkció mérésére az ABCG2 transzfektáns PLB985-BCRP  
vagy HEK293-BCRP sejtvonalakat használtuk, melyek magasan expresszálták az ABCG2 
fehérjét. 
 
A calcein-AM (calcein-acetoximetilészter) olyan nem fluoreszcens molekula, ami passzívan 
bejut a sejtekbe, és ott az endogén észterázok az AM csoport hasításával fluoreszcens 
calceint hoznak létre. A calcein-AM az ABCB1 és ABCC1 transzporterek szubsztrátja. A 
transzportereket túlexpresszáló sejtekben tehát alacsony a fluoreszcencia. A transzporterek 
teszt molekula általi gátlása megnövekedett sejt-asszociált fluoreszcenciával jár. A kísérlet 
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során a termelődő szabad calcein mennyiségét detektáljuk az idő függvényében (Homolya 
1993). 
 
A Hoechst 33342 festék  a dupla szálú DNS-el fluoreszcens adduktot képez, amelyet 
fluoriméterrel detektálhatunk (Adhikary 2000). A festékmolekula szubsztrátja az ABCG2 
transzporternek. A transzportert túlexpresszáló sejtekben emiatt alacsony a fluoreszcencia. 
A transzporterek teszt molekula általi gátlása megnövekedett sejt-asszociált 
fluoreszcenciával jár. A kísérlet során az intracelluláris festék mennyiségét detektáljuk az idő 
függvényében. 
 
A sejteket Hank’s puffeben mostuk, majd meghatározott sejtszámban és térfogatban kitettük 
őket 96-lyukú lemezre és Hank’s oldatban inkubáltuk a specifikus inhibitor/vizsgált anyag 
jelenlétében. A calcein esszénél a sejtek fluoreszenciáját 8 percen át követtük 485 nm 
excitációs 538 nm emissziós beállítás mellett.A Hoechst esszé reakcióját hasonló módon, de 
15 percig követtük 350 nm excitációs és 460 nm emissziós beállítás mellett. A viszgált anyag 
dózis-hatás görbéjét az alábbi egyenlet alapján határoztuk meg. 

 
ahol az Rdrog az aktuális tesztanyag adott koncentrációjához jelöli, az Ralap a gátlószer 
nélküli kontrollhoz, az Rmax pedig a maximális gátláshoz tartozó fluoreszencia-idő 
meredekséget jelölik. Az Rmax értékeket referencia inhibitorokkal állapítottuk meg, ez 
Calcein esszénél verapamil (60 µM), Hoechst esszénél Ko134 (300 nM) volt. A gátlás% - 
bemérési koncentráció görbére függvényt illesztettünk, amiből IC50 értékeket kaptunk. 
 
 
Citotoxicitás esszé 
A mikrotiter lemezekre kiültetett sejtekhez a DMSO-ban oldott molekulákat adtuk. A 96 óra 
elteltével az élő sejtek arányát MTS reakció segítségével határoztuk meg a gyártó protokollja 
alapján (Promega, Madison, WI, USA),és meghatároztuk az IC50 értékeket. 
 
A görbeillesztésekhez, valamint a kinetikai paraméterek számításához a PRISM szoftvert 
használtuk (GraphPad Software Inc., San Diego,CA).  

In vivo esszék 

Epevezeték kanülációs technika alkalmazása a kanalikuláris efflux transzportereken történő 
gyógyszer interakciók vizsgálatára 

A 250-300 g-os Wistar hím patkányokban a kísérleti nap reggelén urethan altatás (1 g/kg; 
intraperitoneélisan (ip)) mellett elkülönítettük az epevezetéket és bevezettük a kanült (Fine 
Bore Polythene Tubing 800/100/200; Smiths Medical Int. Ltd.).A sikeres epevezeték 
kanülálást követően az állatok intraperitoneálisan fiziológiás sóoldatban kapták a 
transzporter szubsztrátot (3H-E2-17βG) és különböző transzporter modulátorokat. A minták 
gyűjtése előre lemért csövekbe történt. A  minták 3H-E2-17βG szintjét folyadékszintillációs 
számláló segítségével határoztuk meg. A nyers adatokból az epemintákban lévő jelzett 
szubsztrát radioaktivitását (dpm/mg epe), a szubsztrát kumulatív exkrécióját (dózis %-ban), 
illetve az epefolyás sebességét (mg/10 perc) határoztuk meg. Valamennyi műtéti és kezelési 
eljárás az MTA Központi Kémiai Kutatóintézetének Állatetikai Bizottsága jóváhagyásával 
került alkalmazásra. 

100*
max  RalapR 

RalapRdrog 
Gátlás (%) 




 
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Mikrodialízis technikák alkalmazása a vér–agy gáton történő gyógyszer interakciók 
vizsgálatában 

A kísérleteket az Állategészségügyi Igazgatóság által kibocsájtott hatósági engedély alapján 
végeztük. A 280-360 g-os Wistar hím patkányokon két-szondás mikrodialízis technikát 
alkalmaztunk klorál hidráttal altatott állatokon. Egyidejűleg gyűjtöttünk perifériás (véna 
jugularis) és agyi (frontális cortex) mintákat. A jobboldali nyaki vénába CMA/20-as (CMA, 
Microbiotech) tipusú perifériás mikrodialízis szondát ültettünk be, a frontális kortexbe pedig 
CMA/12-es az agyi mikrodialízis szondát helyeztünk be.  

Az altatott állatos kísérletek némelyikénél két agyi mikrodialízis szondát és egy vénás 
szondát ültettünk be, s az un retrodialízis technikát alkalmaztuk. A retrodialízis kísérletekben 
a másik oldali frontális cortexbe is beültettünk egy agyi mikrodialízis szondát. A retrodialízis 
technika segítségével lehetővé válik egy-egy transzporter szubsztrát agyi penetrációjának 
összehasonlitó vizsgálata két ellenoldali félteke esetén. 

Az altatott állatos kísérleteknél a traszporter szubsztráttal és az inhibitorral való kezelés a 
combvénába elhelyezett kanülön keresztül történt. A retrodialízis kísérletekben az inhibítort 
és annak vehikulumát a perfúzios folyadékkal juttattuk az adott agyterületbe. Az agyi 
szondákat mesterséges cerebrospinális folyadékkal (CSF), a véna jugulárisban elhelyezett 
szondákat pedig perifériás folyadékkal (PPF) perfundáltuk CMA 102 microdialysis pumpa 
segítségével.  

A dializátum minták quinidin koncentrációinak meghatározása HPLC-vel kombinált 
fluoreszcens detektorral történt. Meghatároztuk a görbe alatti területeket (AUC) is.  

Az egyes kisérleti csoportokból származó AUC, Cmax és AUCagy/AUCvér arányok 
statisztikai kiértékelése  ANOVA, ill az azt követő  Duncan teszt segítségével történt. A 
kísérleti csoportok vénás és agyi értékeinek összehasonlítását pedig t-teszt segítségével 
végeztük. 

6 Eredmények és megbeszélés 

Az egyes alfejezeteiben az adott munka rövid bevezetését, kérdésfelvetését követi a 
legfontosabb kísérleti eredmények leírása szöveges, táblázatos és ábra formában. Az egyes 
alfejezetek az eredmények értelmezésével és egy rövid konklúzióval zárulnak. Kollaborációs 
munkák esetén a konkrét eredményeket leíró alfejezetek elején, a jelzett lábjegyzetben 
listázom azokat a vizsgálatokat melyek kollaboráló partnereink végeztek és azokat a 
vizsgálatokat, melyek a Solvo-nál készültek. Az egyes tanulmányokat a közleményben 
levelező szerző partner kezdeményezte. A vizsgálatok tervezése, az eredmények értékelése 
és a közlemények kéziratainak elkészítése közös munka eredménye, amiben a levelező 
szerző partner játszott vezető szerepet.  
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6.1 Expressziós rendszerek optimalizálása gyógyszer – transzporter 
kölcsönhatások vizsgálatára1 

(Glavinas 2007; Pal 2007a; Pal 2007b; Glavinas 2008; Kis 2009a; Kis 2009c; Kis 2011) 

Az ABC transzporterek esetében használt baculovírus – rovarsejt expressziós rendszer 
előnye, hogy ez az expresszió már lehetővé teszi egy kisebb érzékenységű teszt, mint az 
ATPáz esszé alkalmazását. A rendszernek potenciális hátrányai is vannak, ugyanis (i) 
rovarsejtekben a fehérjék glikozilációja különbözik az emlős sejtekben látott glikozilációtól 
(Altmann 1999), és (ii) a rovarsejt membránok lipidösszetétele más, elsősorban az 
alacsonyabb koleszterin tartalom miatt (Gimpl 1995). 

Saját eredményeink megerősítik, hogy a humán sejtekre jellemző glikoziláció nem játszik 
szerepet az ABCG2 fehérje aktivitásában (Pal 2007a). Ugyanakkor, a koleszterin jelentős 
hatással volt a transzporter aktivitására úgy az ATPáz, mint a vezikuláris transzport 
mérésekben (Glavinas 2007; Pal 2007a). A koleszetrinnel dúsított MXR-Sf9 membránok 
ATPáz aktivitása megnőtt, a koleszterin-depletált MXR-M membránoké pedig lecsökkent (Pal 
2007a). Az ATPáz aktivitás változással analóg transzport aktivitás változást is detektáltunk 
(Pal 2007a). A transzporter szubsztrátok iránti affinitására utaló EC50 és Km értékek nem 
változtak lényegesen. 

Az ABCG2 fehérjéhez hasonlóan az ABCB11 fehérje, a hepatocyták kanalikuláris 
membránjában expresszálódó, epesó transzportért felelős fehérje is koleszterin-függő 
transzport aktivitást mutatott. A humán, patkány és egér ABCB11/Abcb11 ortológok egyaránt 
megnövekedett transzportsebességet mutattak a kolesztrerinnel feltöltött BSEP-HAM / Bsep-
HAM membránban (Kis, 2009a). Az koleszterin szint jelentős hatással volt az 
ABCB11/Abcb11 transzporterek aktivitására, viszont  semmilyen trend nem volt 
megfigyelhető a Km értékekben. Ezzel analóg módon az ABCB11/Abcb11 taurokolát 
transzport gyógyszerek általi gátlását jellemző IC50 értékekben sem volt tendenciózus 
változás, kivéve a cyclosporin A által kiváltott gátlást, ahol mintegy 10-szer kevésbé volt 
potens a gyógyszer gátló hatása a koleszterinnel feltöltött membránban (ABCB1-HAM), mint 
a koleszterin szegény Sf9 membránban (18,9 µM szemben a 2,0 µM-al).  

Az egér Abcb11 transzporter aktivitása megengedi, hogy a szubsztrát stimulálta ATPáz 
aktivitás is mérhető legyen (Noe 2001). Az egér Abcb11-et expresszáló Sf9 sejtekből izolált 
membrán koleszterinnel való feltöltése  csökkentette az alapaktivitást, és  növelte a 
szubsztrát indukálta aktivitást. A két hatás eredőjeként egy szűrésre alkalmas tesztet 
nyertünk. 

Összefoglalva, azt találtuk, hogy a koleszterin két, a koleszetrin gazdag raft/caveola 
mikrodoménekben gazdag apikális membránban elhelyezkedő transzporter aktivitását is 
stimulálja. Eredményeink összhangban vannak mások eredményeivel az ABCG2 (Telbisz 
2007) és a ABCB11/Abcb11 (Paulusma 2009) vonatkozasaban. Publikációinkat követően 
igazolódott, hogy az ABCG2 (Storch 2007) és az ABCB11/Abcb11 (Ismair 2009; Paulusma 
2009) is koleszterin gazdag mikrodoménekben található, és az ABCG2 caveolin-1-el 
asszociálódik (Storch 2007). Megfigyeléseinkre épülő szabadalmunkat Európában és az 
Egyesült Államokban már megadták. A szabadalom oltalmat biztosít egy új termékláncnak 
(High-Activity Membrane (HAM)). Továbbá, az Abcb11 ATPáz-ra építve egy nagy 
áteresztőképességű (High Throughput (HT)) nem-radioaktív tesztet is kidolgotunk BSEP-
gátló, tehát potenciálisan kolesztatikus vegyületek kiszűrésére. 

                                                            
1 A kollaboráló partnerek a ciklodextrin komplexeket állították elő. A biokémiai/farmakológiai mérések 
a Solvonál történtek. 
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6.2 Transzporter szubsztrát próbák és referencia inhibitorok validálása in 
vitro ADME vizsgálatok céljára  

(Heredi-Szabo 2008; Kis 2009b; von Richter 2009; Beery 2011; Glavinas 2011; Szeremy 
2011)  

Mivel az ABC efflux transzportereknek két egymással kapcsolt aktivitásuk (transzport és 
ATPáz) van, így szubsztrátok  azonosítására mindkét esszé típus számításba jöhet. 
Avezikuláris transzport esszé szubsztrát esszéként való felhasználása limitált a nagyon 
alacsony passzív permeabilitású anyagokra. A vektoriális transzport esszé a legelterjedtebb 
a gyógyszeriparban.  

A transzporter gátlás esszék a potenciális gyógyszerkölcsönhatásokat modellezik. Ezekhez 
a gátlás esszékhez ezért olyan szubsztrát próbát célszerű választani, mely in vivo, klinikai 
gyakorlatban is alkalmazható. Fontos, hogy a szubsztrát próba in vitro is alkalmazható 
legyen, hogy az in vitro eredmények alapján az in vivo adatokra predikciót lehessen tenni. Az 
ABCB1 transzporterre digoxin a konszenzusos szubsztrát próba (Giacomini 2010). ABCG2 
transzporterre nincs konszenzus a szubsztrát próba kérdésében. 

A szubsztrát próba kiválasztásához felmértük azokat a potenciális vegyületeket, melyekre in 
vitro és in vivo adatok -beleértve a klinikai adatokat- találhatók. A specificitás szűrés alapján 
a legjobb jelöltnek a chlorothiazid, a teriflunomid és a topotecan tűnnek. Az első két vegyület 
ABCG2 kölcsönhatását karakterizáltuk. 

A chlorothiazid szelektív ABCG2 kölcsönható. A két másik, apikális membránokban 
koexpresszálódó transzporterrel, az ABCB1-el és az ABCC2-vel nem hat kölcsön (Beery, 
2011), és az ABCC4-hez is kisebb az affinitása, mint az ABCG2-höz. A molekula alacsony 
passzív permeabilitású, így transzportja vezikuláris transzport esszében is mérhető (Km 
(334,6), és az ABCG2 ATPáznak jó aktivátora. Az ABCG2 transzfektáns MDCKIIBCRP 
sejteken az MDCKII-re korrigált efflux arány 36 (Beery, 2011). Caco-2 sejteken is 
vektoriálisan transzportálódik a chlorothiazid. A 8,1-es effluxarány az ABCG2-re specifikus 
Ko143 jelenlétéban 1,4-re csökken. A chlorothiazid az összes in vitro ABCG2 esszében 
alkalmazható szubsztrát próba, és igen mérsékelt a felszívódása (Fa 20-50%). Ahhoz, hogy 
legitim szubsztrát próbává váljon igazolni kell, hogy az ABCG2 c.421C>A allélt hordozó 
betegekben magasabb az expozíció. 

A teriflunomid és profarmakonja a leflunomid is specifikus ABCG2 kölcsönható (Kis 2009b). 
Mindkét gyógyszer aktiválta az ABCG2 ATPázt, de nem mutatott kölcsönhatást az ABCB1 
ATPázzal (Kis, 2009b). Az ABCG2 ATPáz aktiválás jelezte, hogy a leflunomid és teriflunomid 
szubsztrátjai a transzporternek. ABCG2-vel transzfektált HEK sejtek segítségével azt is 
igazoltuk, hogy az ABCG2 magas expressziója rezisztenciát indukál úgy a leflunomiddal mint 
a teriflunomiddal szemben. Hipotézisünket, hogy ABCG2 lehet a felelős a leflunomiddal 
szembeni rezisztenciáért klinikai viszgálatokban, egy holland csoport később valószínűsítette 
(van der Heijden 2009). Ráadásul, közelmúltban igazolták, hogy a teriflunomidnak ABCG2-
függő humán farmakokinetikája van (Kim 2011). 

Nagy áteresztőképességű rendszerekhez előszeretettel alkalmaznak fluoreszcens 
szubsztrátokat. A Calcein esszében alkalmazott calcein-AM ABCB1 (Homolya 1993) és 
ABCC1 szubsztrát (Hollo 1998). Az esszé ideális HT tesztrendszer, amit a gyógyszeriparban 
is sokan tanulmányoztak (Polli 2001; Rautio 2006; Cook 2010). Ráadásul jó korrelációt mutat 
a „gold standardnak” számító digoxin vektoriális transzport gátlással (Rautio 2006; Cook 
2010; Glavinas 2011). Az esszé karakterizálása során azt találtuk, hogy a kapott IC50 értékek 
erősen függtek az alkalmazott, ABCB1-et magasan expresszáló sejtvonaltól is. Az ABCB1 
expresszió az MDCKIIMDR1 > K562MDR > HCMEC/D3 sorrendben csökkent.  
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A calcein-AM-nek mint szubsztrát próbának előnye, hogy sejtes és membrán   esszékben is 
alkalmazható. A tendencia az, hogy a kevésbé lipofil molekulák vezikuláris és sejtes 
esszében meghatározott IC50 értékei jobban különböznek egymástól, mint a magasabb 
lipofilicitással rendelkező molekulák megfelelő értékei (Szeremy 2011).  

A harmadik fontos, apikálisan expresszálódó ABC transzporter az ABCC2. Az ABCC2 
többek között fázis II konjugátumokat transzportál. Bizonyos szubsztrátok a komplex 
kinetikájval transzportálódnak (Zelcer 2003; Heredi-Szabo 2009a). Ezek a sajátságok 
előnytelenek egy HT gátlás esszékben való felhasználásban. A leukotrién C4 ABCC2 általi 
transzportja Michaelis-Menten típusú kinetikát követ, nem jelenik meg a potencírozás 
jelensége (Gao 1998; Chen 1999). A leukotrién C4 azonban kémiailag instabil. Helyette, HT 
szűrőtesztes munkához a karboxy-dichloro-fluoreszcein (CDCF) használható. A CDCF 
Michaelis-Menten típusú telítési görbét ad, és esetében sem figyelhető meg a potencírozás 
jelensége. A kapott  IC50 értékek korrelálnak az irodalomban fellelhető adatokkal (Heredi-
Szabo 2008). Ismert ABCC2 szubsztrátok és gátlószerek esetében a Ki értékek sorrendje 
mindkét szubsztrát próba esetén azonos. 

6.3 In vitro esszérendszerek alkalmazása transzporter – gyógyszer 
kölcsönhatások kinetikai jellemzésére 2 

(Lespine 2006; Jani 2009; Lespine 2009; Rajnai 2010; Jani 2011) 

A seliciclib második generációs ciklin-függő kináz gátlószer (Meijer 2006). In vivo vizsgálatok 
azt mutatták, hogy míg az újszülött állatok agyában a seliciclib a plazmaszintnek megfelelő 
szintet ér el, addig  felnőtt állatokban az agy/plazma AUC arány 0,25 volt (Vita 2005; Sallam 
2008). In vitro eszközök segítségével azt vizsgáltuk, hogy mely efflux transzporter felel a 
limitált BBB penetrációért.  

Vizsgálataink azt mutatták, hogy a 4 potenciálisan érintett efflux transzporter közül a seliciclib 
csak az ABCB1-et aktiválta 4,2 µM-os EC50 értékkel (Rajnai 2010). Az ABCB1-el való 
kölcsönhatás mintegy 8-as efflux arányhoz vezetett az MDCKIIMDR1 sejtvonalon végzett 
kétirányú vektoriális transzport mérésekben. Vizsgálataink alapján elmondható, hogy a 
csökkent in vivo BBB permeabilitás valószínűleg az ABCB1/Abcb1a kölcsönhatásnak 
köszönhető.  

Az ivermectin, a makrociklusos laktonok csoportjába tartózó parazitaellenes szer, klasszikus 
ABCB1 szubsztrát. Az ivermectin szerkezetéből adódó flexibilitás és az ABC transzporterek 
átfedő szubsztrátspecificitása megengedi, hogy a molekula további ABC transzporterekkel is 
kölcsönhatásba kerüljön. Vizsgálataink azt mutatták, hogy az ivermectin a humán ABCB1, 
ABCC1, ABCC2, ABCC3 (Lespine 2006) és ABCG2 (Jani 2011), fehérjéket alacsony 
mikromólos tartományban gátolja (Lespine 2009). Az ABCB1 után legpotensebb 
kölcsönhatást az ABCG2-vel láttuk. Az ABCG2 mediált ösztron-3-szulfát transzportot az 
ivermectin nem-kompetitíven a Dixon ábrázolás szerint 1,4 µM-os Ki értékkel gátolja (Jani 
2011). A 150 µg/kg orális dózissal (http://www.drugs.com/) számolva koncentrációja a bélben 
elérheti az 50-70 µM-t. Az ABCG2 gátlását jellemző 1,4 µM-os Ki  (Jani 2011) érték mellett ez 
a kölcsönhatás gyógyszerinterakció szempontjából már szignifikáns (FDA-Guidance 2012).  

A sulfasalazin nagyon alacsony passzív permeabilitású molekula (von Richter 2009). Az 
alacsony passzív permeabilitású anyagok efflux transzporterekkel való kölcsönhatásának 

                                                            
2 Az ABCB1 és ABCC1 ivermektin kölcsönhatást vizsgáló festéktranszport vizsgálatokat a kollaboráló 
partner végezte. Az ivermectinnel végzett ATPáz és VT esszé és az összes sulfasalazinnal végzett 
vizsgálat a Solvonál készült. 
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vizsgálatára a VT alkalmazható, amit ma már a gyógyszerhatóságok is ajánlanak (Zhang 
2009; Giacomini 2010). A VT ABCG2-t túlexpresszáló membránokon végzett vizsgálataink 
igazolták, hogy a transzporter nagy affinitással (Km,pH7,0 = 0,70 ± 0,03) transzportálja a 
sulfasalazint (Jani 2009). Mivel a sulfasalazin potenciális ABCG2 szubsztrát próba a kapott 
eredmények hasznosak lehetnek az in vitro gátlás esszék kialakításában, és a fiziológiás 
alapú farmakokinetikai modell megépítésében.  
 

6.4 In vitro esszérendszerek alkalmazása növényi hatóanyagok és 
környezetszennyező anyagok transzportrerekkel való kölcsönhatásának 
azonosítására és jellemzésére3 

(Williamson 2007; Zhang 2007a; Brand 2011; Wong 2011; Zhang 2011)  

A baicalein a tradicionális kínai gyógynövény, a Scutellaria baicalensis gyökerének egyik fő 
flavonoidja (Homma 1997). Humán Caco-2 sejtekben két metabolitja a baicalein glükuronid 
és a baicalein szulfát keletkezik. A glükuronid konjugátum az apikális és a basolateralis 
membránon át is szekretálódik (Zhang 2007a). A szulfát konjugátum szinte kizárólag az 
apikális oldalon jelenik meg (Zhang 2007a). Az ATPáz vizsgálatok azt mutatták, hogy a 
baicalein-glükuronid aktiválta az ABCC2, ABCC3 és az ABCG2 ATPázt. Különösen jelentős 
volt ez az ABCG2 esetében, ahol már 20 µM-os koncentrációban a pozitív kontroll 
sulfasalazinnal mért értékeknél (100%) magasabb, 109.58 ± 15,54 % volt az ATPáz aktivitás. 
De jelentős aktivitást figyeltünk meg már ebben a koncentrációban az ABCC3 ATPázban is 
(18,07 ± 1,40%), míg az ABCC2 esetében csak 100 µM-os baicalein koncentrációnál volt 
szignifikáns aktiválás (26,00 ± 1,54%) 
Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a baicalein-glükuronid basolateralis transzportjáért 
és egyben abszorpciójáért az ABCC3 fehérje a felelős, míg az apikális, szekretorikus 
transzportban az ABCC2 és az ABCG2 fehérje is részt vehet.  
Korábbi vizsgálatok arra utaltak, hogy a májnak a baicalein metabolizmusában és 
elsősorban a konjugátumok exkréciójában komoly szerepe lehet (Zhang 2007b). A 
patkányoknak a vena jugularison  vagy vena portaen keresztül adott baicalein, nagyobbik 
része glükuronid és szulfát konjugátumok formájában szekretálódott az epébe (Zhang, 
2011). A baicalein glucuronid intravénás adásakor az ABCC és ABCG2 inhibitor 
MK571  valamint az ABCC2 és SLCO inhibitor probenecid is  szignifikánsan csökkentette a 
baicalein-glükuronid biliáris exkrécióját és növelte a plazma AUC értéket (Zhang, 2011). 
Mivel a baicalein-glucuronid membrán impermeábilis, felvetődött a sinusoidális influx 
transzporterek szerepe. A bacalein-glükuronid legnagyobb affinitással az SLCO2B1 majd az 
SLCO1B3 transzportereket gátolta, míg az SLCO1B1 transzporter aktivitására nem volt 
hatással. Feltételezhető tehát, hogy az SLCO2B1 és az SLCO1B3 transzporterek részt 
vesznek a baicalein-glükuronid hepatikus exkréciójában. Az, hogy ezek a kölcsönhatások 
szubsztrát típusú kölcsönhatások, még bizonyításra szorul.  
 
A hesperetin a narancsfélék fő flavonoidjának, a hesperidinnek (7-O-rutinozid-hesperetin) az 
aglikonja. Az orális felvétel és deglikolizáció után keletkező hesperetin glükuronizálódik, majd 
transzportálódik a bél lumenbe, jelentősen korlátozva ezzel ezen fontos antioxidáns 
flavonoid biológiai hasznosíthatóságát (Liu and Hu 2007). Korábbi vizsgálatok azt találták, 
hogy Caco-2 sejtekben apikálisan a hesperetin-7-O-glükuronid szekretálódik (Brand 2008). 
                                                            
3 A baicaleinnel és származékaival végzett in vivo és caco-2 viszgálatok a kollaboráló partnernél, míg 
a transzporter specifikus efflux és influx vizsgálatok a Solvonál készültek. A hesperetin 
glükuronaidjaival végzett vizsgálatok a Solvonál készültek. A hidroxi-fahéjsav és konjugátumaival 
végzett munkák döntő részét kiadó influx transzporteres kísérleteket a kollaboráló partner, míg az 
efflux transzporteres munkát a Solvo végezte. 
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Ugyanakkor, enterocytákból nyert mikroszómákkal történő inkubálás hatására jelentős 
mennyiségű hesperetin-3’-O-glükuronid is keletkezett. In vivo is ez a két glükuronid 
keletkezik (Mullen 2008). A számbajövő transzporterek az enterocytákban apikálisan 
elhelyezkedő ABCC2 és ABCG2 valamint a basolateralis membránban expresszálódó 
ABCC3. A hesperetin-7-O-glükuronid midhárom transzporter ATPáz aktivitását stimulálta. A 
hesperetin-3’-O-glükuronid nem aktiválta az ABCG2 ATPázt. Mindkét glükuronid kiváló 
aktivátora volt az ABCC3 ATPáznak. A hesperetin-7-O-glükuronid a control szubsztrát 
próbánál 2,5-ször, míg a hesperetin-3’-O-glükuronid 3,5-ször magasabb ATPáz aktivitást 
indukált az ABCC3 ATPáz esszében. Mindez azt sugallja, hogy az ABCC3 fontos szerepet 
játszhat a glükuronidok abszorpciójában.  
 
Hidroxi-fahéjsavak természetes antioxidánsok, melyek nagy mennyiségben találhatók 
gyümölcsökben, zöldségekben, kávéban (Tomas-Barberan 2001). Emberi plazmában a 
hidroxi-fahéjsavak elsősorban szulfatált és glükuronidált származékaik formájában találhatók 
(Wong 2010). A szabad hidroxi-fahéjsavak jól abszorbeálódnak, és a dózis 40-60%-a a 
vesén át ürül (Bourne 2000). Megvizsgáltuk, hogy szerepet játszhatnek-e a vese anion 
transzporterei a hidroxi-fahéjsavak és származékaik renális szekréciójában. A vesében a 
renális szekrécióban a basolateralisan expresszálódó SLC22A6 és SLC22A8 valamint az 
apikálisan expresszálódó ABCC2 és ABCG2 játszhatnak szerepet. Az SLC22A11 
elsősorban a reabszorpcióban játszik szerepet, de nem kizárható a szerepe az exkrécióban 
sem. 
A kávésav és metilétere, a ferulinsav, valamint dihidro származékaik az SLC22A6 
szubsztrátjainak bizonyultak HEK-293 transzfektánsokon történt mérésekben, míg az 
izoferulinsav nem bizonyult szubsztrátnak. A kavésav és telített származéka a dihidro-
kávésav az SLC22A8 transzporternek is szubsztrátja.Érdekes szelektivitás volt 
megfigyelhető a konjugátumok vonatkozásában. A szulfát konjugátumok elsősorban az 
SLC22A6 és kisebb mértékben az SLC22A8 által kerültek felvételre a transzfektánsokban, 
míg a glükuronid konjugátumok transzporter preferenciája ennek a fordítottja volt. Bár a nem 
konjugált hidroxi-fahéjsavak esetében is láttunk transzport aktivitást, ez a 
transzportsebesség lényegesen alacsonyabb volt, mint a konjugátumoké. Különösen igaz ez 
a fiziológiás koncentrációknál (<5 µM) mért értékekre. Az apikális membránban lokalizálódó 
ABC transzporterek közül a konjugátumok transzportjáról ismert ABCC2 és ABCG2 ATPáz 
alapaktivitását nem stimulálták sem a konjugálatlan sem a konjugált hidroxi-fahéjsavak. 
Érdekes módon, ugyanakkor néhány szulfát konjugátum transz-stimulálta az SLC22A11 
transzportert, tehát ez a transzporter bizonyos szulfát konjugátumok esetében apikális efflux 
transzporterként működhet (Wong, 2011). 
 
A táplálékban környezetszennyező anyagok is találhatók, aminek egy részét alkotják a 
peszticidek. A környezetszennyező anyagok nagy száma és a jelölt molekulák hiánya miatt 
az ATPáz tesztek az ideális HT szűrőtesztek szubsztrátokra. A lespecifikusabb 
kölcsönhatásokat a klóracetanilid herbicidek és az ABCB1 között detektáltuk (Oosterhuis, 
2008). A 7 vizsgált molekulából 4 aktiválta az ABCB1 ATPázt 10-100 µM közötti EC50 
értékekkel. A konjugátumok egyike stimulálta az ABCC1 ATPázt, és vezikuláris transzport 
esszében 23,8 ± 2,6 µM Km értéket állapítottunk meg a kölcsönhatásra. A humán populáció 
szempontjából előnyös, ha egy környezetszennyező anyag szubsztrátja apikálisan 
expresszálódó efflux transzportereknek, hiszen az ilyen vegyület kevésbé szívódik fel, és 
gyorsabban ürül ki. Ugyanakkor, nagyobb a veszélye annak, hogy  a megcélzott fajokban 
(rovarok, paraziták, gomák, gyomok, stb.) is kevésbé szívódnak fel ezek a vegyületek, azaz 
a fajok rezisztensek lesznek. Tehát, a szubsztrát specificitásbeli különbségeket leíró keskeny 
sáv az a kémiai tér, ahol az optimális tulajdonságokkal rendelkező peszticideket keresni kell. 
 

               dc_350_11



17 
 

6.5 In vitro vizsgálatok in vivo relevanciájának bemutatása. In vitro – in 
vivo korrelációs és fajspecificitás vizsgálatok4 

(Heredi-Szabo 2009a; Heredi-Szabo 2009b; Jemnitz 2010; Wong 2010; Sziraki 2011) 

A különböző komplexitású vizsgálati módszerek jól kiegészítik egymást. Az in vitro, 
elsősorban transzfektásokon vagy azokból készült sejteken végzett vizsgálatok 
mechanisztikus vizsgálatokra alkalmasak elsősorban, míg a primer tenyészeteken és 
elsősorban in vivo preklinikai rendszereken és klinikán végzett vizsgálatok a relevanciát 
igazolhatják.  
 
Az ABCC2/Abcc2 fehérje komplex, nem Michaelis-Menten kinetikával transzportál ösztradiol-
17β-glükuronidot (E2-17β-G) (Bodo 2003; Zelcer 2003; Gerk 2004; Borst 2006; Zimmermann 
2008; Heredi-Szabo 2009a). Szubsztrátok és modulátorok is potencírozták az E2-17β-G 
transzportját (Bodo 2003; Zelcer 2003; Gerk 2004; Borst 2006; Zimmermann 2008; Heredi-
Szabo 2009a). A potencírozó hatás a legtöbb esetben vezikuláris transzport tesztben került 
demonstrálásra. A mi vizsgálataink célja kettős volt: i) összehasonlítani a humán és a 
patkány transzportert a potencírozás vonatkozásásban nemcsak vezikuláris transzportban, 
hanem hepatocyta szendvics kultúrában is, és ii) vizsgálni, hogy a potencírozás jelensége 
megfigyelhető-e patkányban in vivo. Mindkét transzporter esetében megfigyelhető volt a 
potencírozás jelensége több gyógyszer (benzbromaron, indomethacin, probenecid és 
sulfasalazin) által is. A jelenség függött a szubsztrát póba, a E2-17β-G koncentrációjától. Míg 
1 µM E2-17β-G mellett jelentős potencírozást láttunk, addig 50 µM E2-17β-G mellett jobbára 
gátlás volt megfigyelhető. Primer hepatocyták két kollagén réteg között tenyésztve 
polarizálódnak, kialakulnak az epecsatornák, és a biliáris transzport tanulmányozható (Swift 
2010). A potencírozás jelenségét ezekben a rendszerekben is megfigyeltük az összes 
vizsgált gyógyszermolekulára úgy a patkány mint a humán kultúrában. A potencírozást 
patkányban in vivo is megfigyeltük. Az indomethacin 5 mg/kg-os dózisban 40%-al (104,8 
percről 60,9 percre) csökkentette a E2-17β-G félezési idejét. A benzbromaron hatása 
dózisfüggő,  a probenecid hatása bimodális volt. Elmondható tehát, hogy az ABCC2/Abcc2 
mediált E2-17β-G transzport potencírozásának jelensége megfigyelhető primer 
hepatocytákon és in vivo is. Továbbá, kijelenthető, hogy a vezikuláris transzport alkalmas 
mechanisztikai vizsgálatokra (Heredi-Szabo 2009b; Jemnitz 2010). 

A vér–agy gát vizsgálatára nincs olyan mértékben elfogadott in vitro tesztrendszer, mint az 
abszorpció becslésére használt Caco-2 sejtvonal. Az in vivo – in vitro korrelációk elsősorban 
passzívan transzportálódó molekulákra mutatnak jó egyezést (Garberg 2005; Hakkarainen 
2010). Következésképpen, annak megválaszolása, hogy egy molekula bejut-e az agyba, 
milyen efflux transzporter kölcsönhatások befolyásolják az agyi expozíciót és milyen efflux 
transzporter mediált gyógyszerkölcsönhatások várhatók a vér–agy gátnál többféle módszer 
alkalmazásával válaszolható meg adekvát módon. Az agyi expozíció mérésére a 
legalkalmasabb módszer az agyi mikrodialízis. A digoxin, az in vitro sejtes tesztekben 
alkalmazott konszenzusos ABCB1 próba nem alkalmazható in vivo agyi mikrodialízisben 
részben a nagyfokú nem-specifikus kötődés, részben a toxicitása miatt.  
 
További potenciális ABCB1 szubsztrát próbák egyike a quinidin (Ma 2010). A vér–agy 
gátban expresszálódó Abcb1a funkció megakadályozza a quinidin szabad ekvilibrációját, ami 
0,32 ± 0,11 AUCagy/AUCvér arányhoz vezet (Sziraki 2011). A Cmax,agy / Cmax,vér arány 0,34 ± 
0,06. A specifikus ABCB1 inhibitor PSC833 2X2 mg/kg dózisban közel 4-szeresre 

                                                            
4 Az ABCC2 vizsgálatoknál az in vivo és a szendvics kúltúrás kiséleteket a kollaborációs partner, a 
membrános méréseket pedig a Solvo végezte. Az ABCB1 vizsgálatoknál a patkány agyi endothel 
munkát a kollaborációs partner, míg a többi membrános és sejtes munkát valamint az in vivo 
vizsgálatokat a Solvo végezte. 
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(AUCagy/AUCvér = 1,34 ± 0,31;  Cmax,agy / Cmax,vér 1,25 ± 0,34) növelte az arányokat. 
Hárompróbás retrodialízis kísérletet is végeztünk, ahol az intravénásan adott quinidin mellett 
(5 mg/kg) a bal frontális cortexbe helyezett mikrodialízis próbán keresztül 10 mM-os 
PSC833-at, míg a jobb frontális cortexbe vehiculumot infundáltunk, majd mértük a quinidin 
agyi szintjeit. Az AUCagy/AUCvér arány 1 volt a bal oldali cortexben, míg jobb oldali kortexben 
0,28-as arányt mértünk. Elmondható tehát, hogy a quinidin és PSC833 alkalmas szubsztrát 
és referencia inhibitor páros vér-agy gát ABCB1/Abcb1a funkció tesztelésére. 
 

7 Új megállapítások, gyakorlati hasznosítás 

Munkánkat három fő irányvonal köré lehet csoportosítani: (i) új esszék/tesztrendszerek 
fejlesztése, mely magában foglalja az expressziós rendszer optimalizálását, szubsztrát 
próbák és referencia inhibitorok jellemzését, és az esszék felhasználhatóságának korlátait, 
(ii) annak megmutatása, hogy az esszék használhatók gyógyszermolekulák, növényi 
hatóanyagok, környezetszennyező anyagok transzporterekkel való kölcsönhatásának 
jellemzésére, és ADMETox sajátságainak megértésére, valamint (iii) in vitro – in vivo 
korrelációs vizsgálatok végzése. 
 
Új eredményeink: 
1., Megmutattuk, hogy az apikálisan expresszálódó ABCB11/Abcb11 és ABCG2 efflux 
transzporterek aktivitása jelentősen függ az expressziós rendszer membrán koleszterin 
tartalmától. 
2., Kifejlesztettünk és szabadalmaztattunk egy új teszt-reagens sorozatot, a koleszterinnel 
feltöltött rovarsejt membránokat (High-Activity-Membrane (HAM)). 
3., Megmutattuk, hogy az egér Abcb11 ATPáz esszé koleszterinnel töltött membránban 
taurokenodeoxikolát (TCDC) szubsztrát próba használata mellett alkalmas gátlás tesztben 
ABCB11 gátló, potenciálisan kolesztatikus anyagok kiszűrésére. Ennek a megfigyelésnek a 
hasznosításaként kifejlesztettünk, és validáltunk egy nem-radioaktív tesztrendszert 
gyógyszeripari felhasználásra.   
4., Megmutattuk, hogy a lipophilicitás fontos determinánsa a membrán és sejtes esszékben 
mért IC50 adatoknak.  
5., Kidolgoztunk és szabadalmaztattunk egy fluoreszcens VT esszét ABCB1 transzporter 
gátlásának vizsgálatára. 
6., Azt találtuk, hogy különböző sejtes rendszerekben mért IC50 értékek ugyanazon 
szubsztrát próba használata esetén is  különbözőek lehetnek. A különbség egyik fontos oka 
lehet az eltérő transzporter expresszió, hiszen a legtöbb esteben a megfigyelt különbségek 
korreláltak az ABCB1 transzporter expressziójával. Mindez felveti a barrier specifikus 
sejtvonalak, primer kultúrák használatának szükségességét. 
7., Megmutattuk, hogy a chlorothiazid szelektív ABCG2 szubsztrát, amely használható 
különböző in vitro tesztekben, és feltételezzük, hogy potenciális klinikai szubsztrát próbaként 
is alkalmazható lenne. 
8., Megmutattuk, hogy a leflunomid és aktív metabolitja a teriflunomid specifikus ABCG2 
szubsztrátok, és ez a kölcsönhatás felelős ezen molekulák citotoxicitásával szembeni in vitro 
rezisztenciáért. Mivel a teriflunomidról azóta kiderült, hogy ABCG2-függő farmakokinetikája 
van, javasoljuk a teriflunomidot ABCG2 szubsztrát próbaként való alkalmazásra úgy klinikai, 
mint in vitro vizsgálatoknál. 
9., Igazoltuk, hogy a CDCF alkalmas ABCC2 szubsztrát próbaként való alkalmazásra nagy 
áteresztőképességű vezikuláris transzport metodikájú szűrésekben. Ennek a megfigyelésnek 
a hasznosításaként kifejlesztettünk, és validáltunk egy nem-radioaktív tesztrendszert 
gyógyszeripari felhasználásra. 
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10., Megmutattuk, hogy a baicalein enterocytákban képződő glükuronidja aktiválja az 
ABCC2, ABCC3 és ABCG2 ATPázokat. Feltételeztük, hogy az ABCC2 és az ABCG2 lehet 
felelős a baicalein-glükuronid apikális/lumenális, míg az ABCC3 a basolateralis abszorptív 
transzportjáért. 
11., Azt találtuk, hogy a baicalein-glükuronid biliáris exkréciójában a hepatocyták sinusoidális 
membránjában lokalizázódó influx és a kanalikuláris membránban található ABCC2 és 
ABCG2 efflux transzporterek vesznek részt. A baicalein glükuronid SLCO influx 
transzportereken való profilirozása azt mutatta, hogy az SLCO2B1 lehet a legfontosabb 
influx transzporter az SLCO családból baicalein-glükuronid hepatocytákba történő 
felvételében  
12., Azt találtuk, hogy a hesperetin-7-O-glükuronid aktiválja az ABCC2, ABCC3 és ABCG2 
ATPázt, míg a hesperetin-3’-O-glükuronid csak az ABCC2 és ABCC3 ATPázt aktiválja. A 
hesperetin-7-O-glükuronidnak az ABCG2-vel való kölcsönhatása magyarázhatja ennek a 
glükuronidnak a specifikus, apikális/lumenális szekrécióját az enterocytákban, míg az 
ABCC3 lehet a felelős a két glükuronid abszorptív transzportjáért. 
13., Megvizsgáltuk a hidroxi-fahéjsavak kölcsönhatását a vesében kulcsszerepet játszó 
SLC22A alcsaládba tartozó szerves anion (organic anion transporter (OAT)) 
transzporterekkel. Azt találtuk, hogy a konjugálatlan savak esetében az SLC22A6 játssza a 
legfontosabb szerepet in vitro. A szulfát konjugátumokat az SLC22A6, míg a glükuronid 
konjugátumokat az SLC22A8 transzportálja preferenciálisan. Ezek a transzporterek lehetnek 
felelősek a basolateralis oldalon a renális szekrécióért. Az apikális exkrécióban az ABCG2 
és ABCC2 transzportereket teszteltük, és nem találtunk számottevő kölcsönhatást. Ezzel 
szemben néhány szulfát konjugátum transz-stimulálta az SLC22A11 mediált influx aktivitást, 
tehát elképzelhető, hogy az SLC22A11 résztvesz ezen szulfát konjugátumok szekretórikus 
transzportjában. 
14., Megmutattuk, hogy a klóracetanilid herbicidek jelentős része aktiválja a humán ABCB1 
ATPázt, tehát valószínűsíthetően szubsztrátja is. Az ATPáz esszé tehát egy olcsó, nagy 
áteresztőképességű esszé, amely alkalmas nagyszámú környezetszennyező anyag 
tesztelésére. 
15., Igazoltuk, hogy az ABCC2/Abcc2 transzporterek általi ösztradiol-17béta-glükuronid 
transzport gyógyszerek általi stimulációja mefigyelhető úgy a humán, mint a patkány 
transzporteren.  Továbbá, mindkét fajból származó hepatocyták szendvics kultúrában 
végzett méréseiban, valamint patkányban in vivo. Kijelenthetjük, hogy a jelenség élettani és 
farmakológiai szempontból is releváns. 
16., Megmutattuk, hogy a quinidin és a PSC833 alkalmas szubsztrát próba – referencia 
inhibitor páros in vitro és in vivo vizsgálatokban a vér-agy gát ABCB1-en történő 
kölcsönhatásainak vizsgálatára.  

Összefoglalva, munkánk során sikeresen (i) optimalizáltunk expressziós rendszereket, 
megmutattuk hogy a (ii) molekulák fizikokémiai tulajdonságai hogyan befolyásolják az adatok 
korrelációját, az esszé-választást és és felhasználását (iii) gyógyszerek, (iv) növényi 
hatóanyagok és (v) környezeti toxinok esetében, valamint az (vi) in vitro és in vivo 
módszerek felhasználásával hogyan lehet a mechanizmus és a relevancia kérdését 
megválaszolni. 
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