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1. Bevezetés

A multispecifikus gyogyszertranszporterek az ATP-kotd
kazetta (ABC) és az oldott molekuldkat hordoz6 (SLC)
transzporterek szupercsalddjaba tartoznak. Az ABC és
SLC transzporterek szupercsalddjaba jelen tudasunk
szerint tobb mint 500 fehérje tartozik. A legtobb emlds
ABC transzporter elsddleges aktiv transzporterként
miikodik, a szubsztratok sejtbdl vald eltavolitasat végzi.
Az SLC-k vagy a passziv facilitalt diffuzioban vesznek
részt vagy szekunder aktiv transzporterekként mitkdodnek,
de ismertek tercier aktiv transzporterek is. Normal
fiziologias koriilmények kozt az SLC fehérjék -kevés
kivételtdl eltekintve- kiilonféle molekuldk sejtbe valo
felvételét végzik.

Ezek a transzport fehérjék fiziologias szerepiik mellett
dontden befolyasoljak a gyogyszerek abszorpciojat,
disztribucidjat, metabolizmusat, eliminécidjat (ADME)
és toxicitasat. Igy fontos szerepet jatszanak a
gyogyszerfejlesztés folyamatéban, gyogyszerek
farmakokinetikai tulajdonsagainak megértésében, a
xenobiotikumok szervezeten beliili lehetséges sorsanak
feltérképezésében.

Az alkalmazott in vitro essz€k fontos eszkozok a
transzporterkdlcsonhatdsok leirasara. Mig korabban
elsésorban a klinikai megfigyelések vezettek oda, hogy a
gyogyszerek ADMETox sajatsagainak alakitasdban a
transzporterek szerepét feltételezték, ma mar ez a tertiilet



dinamikus fejlédik és az in vitro eredmények mar a
klinikai vizsgalatok tervezéséhez is elérhetdek.

2. Célkitiizés

A kutatdomunkdhoz részben mar rendelkezésre élltak a
sziikséges, jol karakterizalt alapmddszerek, technikak. A
kisérletes munka e mddszereket a gyogyszermolekulak
transzporter  kolcsonhatasainak vizsgalatara is
optimalizalta. Munkdm  soran  szerettem volna
megmutatni a transzporter vizsgalatok széleskori
gyakorlati alkalmazasanak lehetoségét.

A részletes célok az alabbiak voltak:

1. Ujonnan fejlesztett Mycobacterium tuberculosis
topoizomeraz-1 (MtTopo-I) inhibitorok kdlcsonhatasanak
vizsgélata human ABC transzportfehérjékkel

A gyogyszer-rezisztens tuberkuldzis esetek szamanak
novekedése miatt siirgetd az igény 1j, hatdsos
antituberkulotikumok fejlesztésére. Egyik lehetséges
gyogyszer célpont lehet az MtTopo-I, mikobakterialis
DNS repair enzim specifikus gatlasa. A Vichem Chemie
Kutat6 Kft. Nested Chemical Library™ molekulainak egy
részEét  virtudlis sziiréssel, az MtTopo-I enzim 3D
szerkezetébe vald dokkolasaval vizsgaltdk, majd a
kivalasztott molekulaszett MtTopo-I in vitro gatlohatasat,
H37Rv virulens mikobaktérium torzs szaporodasara



kifejtett gatlo hatdsat is ellendrizték, illetve toxicitas
vizsgélatokat is végeztek human sejteken. A Vichem
Chemie Kutato Kft. munkatarsai altal fejlesztett MtTopo-
I inhibitorok kozil 7 jeldltet valasztottunk tovabbi
kisérletek elvégzésére. Nemzetkézi kooperacioban
végzett részmunka soran célunk volt egy optimalizalt,
szamos in vitro modszert alkalmazé, human ABC
transzporter vizsgélatara is alkalmas molekulasziird
tesztrendszer fejlesztése, mely segiti az igéretes molekula
valasztasat.

2. A COVID-19 kezelésére hasznalt gyogyszerek DDI
rizikojanak meghatarozasa

A SARS-CoV-2 virus altal okozott COVID-19 betegség
kezelésére tobb, mar egyéb indikacioval forgalomban
1év0, per os alkalmazott gyogyszert probaltak ki, tobbek
kozt a klorokin, a hidroxiklorokin, a lopinavir, a ritonavir
¢s a favipiravir molekulakat. Az ivermektin hasznalata is
felmertiilt szdmos orszagban, mint terapias lehetdség. A
remdezivirt parenteralisan alkalmazzdk, s mai napig a
terapia része. Célul tlztik ki a fenti gyogyszerek
transzporter kolcsonhatdsainak vizsgalatat, foként a vér-
agy gat ¢és a hepatikus barrier transzportereire fokuszalva,
s eredményeink birtokdban az in vivo mellékhatdsok
elorejelzését, magyarazatat.

3. Nem-ma4jsejt alapu tesztrendszer 1étrehozasa ABCB4
fehérje és gydgyszerek kdlcsonhatasanak vizsgalatara

A szinte kizdrélag a majban expresszalodo ABCB4
alapvetd szerepet jatszik az epeképzés folyamataban,



gyogyszerekkel és/vagy metabolitjaikkal torténd gatlasa
kolesztazist ¢és gyogyszer-indukalta —majkarosodast
okozhat (DILI). Ma4jsejt-alapt tesztrendszerekben az
ABCB4 gatlasanak vizsgalata nehézségekbe iitkozik a
jelenlévé ABCBI1 fehérjével atfedd aktivitas ¢és a
foszfolipid kimutatasdnak technikai korlatai miatt is,
emellett koltséges is. Ezért egy olyan ABCB4-
overexpresszald MDCKII sejtvonal 1étrehozésat tiztiik ki
célul, melyben az ABCB4 fehérjével rokon endogén
kutya Abcbl fehérjét kodolo gént kititottiikk. Célunk volt,
hogy vektoridlis transzport esszében probaszubsztratként
digoxint hasznalva vizsgaljuk a gyogyszer-indukalta
majkarosodast  okoz6  szerek, ismert ABCBI
kolcsonhatok hatasat az ABCB4 fehérje mitkddésére.

4. Gyogyndvény kivonat, a baikalin vizsgalata potencialis
novényi hatdanyag-gyodgyszer €s transzporter interakciok
feltérképezésére

A Dbaikalein szijon at torténd alkalmazisa utan
allatkisérletekben azt talaltdk, hogy a szisztémas
keringésben a baikalin a f6 metabolit, melynek
eliminacidja a majon at torténik. Az altalunk fejlesztett
moddszerek ndvényi hatéanyagok  vizsgalatara is
alkalmasak. Megvizsgaltuk, hogy a mar ismert baikalin
effluxaért felelés ABC transzporterek mellett mely, a
majban expresszalodo OATP fehérje lehet felelds a
baikalin hepatocitakba torténd aktiv felvételéért.

3. Modszerek



Az  ABC  transzporterek és  xenobiotikumok
kolcsonhatasanak vizsgéalatara membran és sejtalapa
esszéket hasznaltunk, illetve hoztunk 1étre.

a. Membranpreparatumok és ATPaz esszé

A human ABCBI1 ¢és ABCG2 fehérjéket tartalmazd
membranpreparatumok  rekombindns  bakulovirussal
fertézott Sf9 rovarsejtekbdl késziiltek. Az 0sszegyljtott
sejtekbél mechanikai homogenizalassal és differencial
centrifugalassal membranpreparatumot készitettiink. A
vizsgélt transzporterek vanadat-szenzitiv alap ¢€s
drogstimulalta ATP4z aktivitasat a keletkez6 anorganikus
foszfat komplex mennyiségének kolorimetrids mérésével
jellemeztiik, s meghataroztuk a transzporterspecifikus
ATPaz aktivitast a felszabadult anorganikus foszfat
(nmol)/perc/teljes fehérje tartalomként (mg).

b. ABCBI1 és ABCG2 sejtes festéktranszport mérések

A kisérleteket mar kordbban lentivirusos transzdukcioval
létrehozott ABCB1 ¢és ABCG2 fehérjéket stabilan
expresszalo PLB myeloid sejteken végeztik. ABCBI1-
specifikus 0,1 uM CAM vagy ABCG2-specifikus 1 uM
jeloltek (5 uM) és ismert gatloszerek jelenlétében, illetve
anélkiil is vizsgaltuk.

c. Membranvezikuldk preparalasa és  vezikularis
transzport gatlas esszé (VT)

Vezikularis transzport gatlds esszékben vizsgaltuk meg
gyogyszerek ABC transzporter szubsztratok



transzportjara valo hatasat. A rekombinans bakulovirussal
fert6zott rovarsejtbdl szarmazé preparatumok az ABCC1
¢s ABCC2 fehérjék, a lentivirusos transzdukcioval
l1étrehozott HEK293 emlds sejtekbdl szarmazoé membran
vezikula preparatumok az ABCB1, ABCG2, ABCC2,
ABCC3, ABCC4 ¢s ABCBI11 fehérjék és gyogyszerek
kolcsonhatas vizsgalatat tették lehetévé. ATP jelenlétében
a szubsztratokat az ABC transzporterek a vezikula
belsejébe pumpaljak; a vezikuldkat megfeleld sziirési
technikaval  elvalasztottuk és a  felhalmozott
szubsztratokat detektaltuk, mennyiségileg meghataroztuk
gyogyszerek, illetve csak oldoszer jelenlétében.

d. Uptake (SLC) transzportert kifejez0 sejtvonalak és
esszek

HEK293 ¢és MDCKII SLC transzportert kifejezd
sejtvonalakat hoztunk 1étre lentivirusos transzdukcioéval, a
kifejezett fehérjék transzport tulajdonsagait jellemeztiik
¢és a sejtalapti esszéket ipari standardoknak megfelelden
validaltuk. Megvizsgaltuk, hogy a gydgyszerek
koncentraciofiiggden gatoljak-e a transzporter-specifikus
szubsztratok sejtbe torténd felvételét. A baikalin
OATPIB3- és OATP2BI1-medidlta transzportjat ido- és
koncentraciofiiggd kisérletekben jellemeztiik.

e. ABCB4-expresszalo sejtvonal és transzcellularis esszék

Az MDCKII-Abcbl  biallélikus  knockout  klont
karakterizaltuk (aramlasi citometrias calcein essz¢, célzott
proteomikai és transzcellularis transzport mérés). Majd az
Abcb1KO-MDCKII sejtekben lentivirusos



transzdukcioval ABCB4 fehérjét overexpresszaltunk. A
l1étrehozott sejtvonalban az ABCB4 fehérje expressziojat
RT-PCR ¢és Western blot segitségével ellendriztiik. A
transzport mérésekhez a sejteket kettés kamrarendszerben
polikarbonat  sejttenyésztd inzertekre iiltettiik és
differencialtattuk. A gyogyszer-ABCB4 kolcsonhatast a
digoxin  kétiranytl  transzportjanak  valtozasaval
detektaltuk.

4. Eredmények

1. Ujonnan fejlesztett Mycobacterium tuberculosis
topoizomeraz-I inhibitorok kdlcsonhatdsanak vizsgalata
huméan ABC transzportfehérjékkel

A Vichem Chemie Kutaté Kft. munkatarsai 4altal
fejlesztett MtTopo-I inhibitorok vizsgalatakor azt talaltuk,
hogy a VCC389777 molekula szignifikansan stimulalta az
ABCG2 ATPaz aktivitasat, S ebbol arra
kovetkeztethettiink, hogy a VCC389777 molekula
transzportalt szubsztrat. Tovabbi harom anyag az ABCB1
ATPaz aktivitasat stimulélta, igy ezek is transzportalt
szubsztratok lehetnek (VCC389777, VCC979812, és
VCC450822). A VCC450822 vegyiilet a lassan
transzportalt szubsztratokra vagy inhibitorokra jellemzd
moédon hatott koleson az ABCB1 fehérjével. A sejtes
esszékben a VCC891909 vegyiilet kivételével az dsszes
molekula gatolta a sejtekb6l az ABC transzporter-
medialta festék kipumpalasat. A VCC450327 molekula
nem hatott kolcson az ABCB1 fehérjével ebben az



esszében, s az ABCG2 kolcsonhatas is csak mérsékelt
volt. Toxicitas vizsgéalatokban a VCC891909 vegyiilet
egyik sejtvonalra sem fejtett ki toxikus hatast. A
VCC480522, VCC340963 és VCC478498 vegyliletek
toxikusak, toxicitdsukat az ABCB1 ¢és ABCG2 fehérje
expresszioja nem befolyasolta.

2. A COVID-19 kezelésére hasznalt gyogyszerek
gyogyszer-gyogyszer kolcsonhatas rizikdjanak
meghatarozasa

A COVID-19 kezelésére hasznalt gyogyszerek
transzporter kdlcsonhatdsainak vizsgalata soran az alabbi
eredményeket kaptuk: a favipiravir nem hatott kdlcson
egyik altalunk vizsgalt transzporter fehérjével sem. A
klorokin és hidroxiklorokin magas oldhatdsagt és magas
permeabilitasti gyogyszerek, igy farmakokinetikédjukat a
transzporterek kevésbé befolydsoljadk. Nem meglepd,
hogy a klorokin és hidroxiklorokin nem hatottak kdlcson
az ABCB1, ABCG2 ¢és ABCCI fehérjékkel. Gatoltak
viszont az OATP1A2 és OATP2BI1 transzportereket.
Eredményeink megerdsithetik azt a feltételezést,
miszerint a hosszutavu klorokin/hidroxiklorokin kezelés
okozta retinopatia kialakuldsdnak oka részben az
OATP1A2-mediélta all-transz-retinol felvétel gatlasa. Az
ivermektin gatolta az ABCB1, ABCC1 ¢és ABCG2
transzporterek miikddését. Az in vitro kisérleti
eredmények kvalitativ vagy kvantitativ atiiltetését az in
vivo  hatasok  eldrejelzésére in  vitro-in  vivo
extrapolacioval elvégeztiik, s mind az intesztinalis
ABCBI1 ¢és ABCG2, mind a vér-agy gaton, majban,



vesében expresszalodo ABCB1 ¢s ABCG2 fehérjék
vonatkozasaban olyan hanyadosokat kaptunk, melyek azt
er6sitik meg, hogy az ivermektin klinikailag jelent6s
gyogyszerkolcsonhatast okoz. A MATEIL, OCT1 és
NTCP transzporterekkel nem talaltunk kélcsonhatast. Az
ivermektin gatolta az altalunk vizsgalt OATP fehérjék
mitkddését, s az ABCC2 és ABCC3, ABCBI11 és ABCB4
efflux pumpdk is befolyasolhatjdk az ivermektin
fiziolégias  barriereken  keresztiili  fluxusat. Az
irodalomban elsdkként leirtuk az OATP1A2 ¢és
ivermektin kolcsonhatasat, valamint azonositottuk, mint
ABCB4 gatloszert. A lopinavir/ritonavir ABCB1 és
ABCG2 kolcsonhatasok in vivo kiterjesztve messze
meghaladtdk az alsé kiiszobértéket, ezért az ABCBI1 ¢és
ABCG2 transzporterek gatlasa relevans tényezd
lopinavir/ritonavir  gyogyszer-gyogyszer kolcsonhatés
kialakulasaban. A DDI riziko becslés soran az OATP1B1
kolesonhatasra kalkulalt R érték 2,39, az OATP1B3
kolcsonhatasra 1,74, igy in vivo befolyasolhatjdk mas
egyidejlileg alkalmazott gyogyszerek farmakinetikajat. A
lopinavir €s ritonavir gatoltdk az ABCB11 ¢s ABCB4
fehérjéket, ABCBI1-medialta epesav transzport és az
ABCB4-medialta foszfolipid szekrécio egyideji gatlasa a
gyogyszer okozta kolesztazis rizikofaktorai. A ritonavir
¢s lopinavir csak olyan magas koncentracioban gatoltak
az ABCC3 ¢és ABCC4 fehérjéket, ami in vivo
valosziniileg nem elérhetd. Gatoltak az NTCP, OCT]1 ¢és
MATE1  fehérjéket, melyek szimultdin  gatlasa
befolyasolhatja tobbek kozt a metformin
farmakokinetik4jat. A remdezivir az ABCBI transzportalt



szubsztratja. Az ABCCl-medidlta ETBG transzportot a
remdezivir stimulalta, az ABCG2 fehérjével nem hatott
kolcson. Potensen gatolta az OATP1A2, OATP2BI,
OATP1B1 és OATP1B3 transzportereket. Azt is leirtuk,
hogy az OCTI1- ¢és MATEl-medidlt metformin
transzportjat gatolta a remdezivir. A remdezivir gatolta az
NTCP- és BSEP-medidlt taurokolat transzportot, de olyan
magas koncentracidoban, ami in vivo taldn nem elérhetd.
A remdezivir nem hatott kdlcson az ABCC2 és ABCC3
fehérjékkel, viszont potensen gatolta az ABCC4
transzportert. Habar a fenti transzporterekre kalkulalt ICso
értékek kozel a remdezivir legmagasabb
miatt annak a lehetdsége, hogy e transzporterekkel
Osszefliggésben klinikailag szignifikans gydgyszer-
gyogyszer kolesonhatasokat okozzon, igen csekély.

3. Nem-ma4jsejt alapu tesztrendszer 1étrehozasa ABCB4
fehérje és gydgyszerek kdlcsonhatasanak vizsgalatara

Munkdnk a kovetkezd eredményekkel zarult: az
Abcb1KO-MDCKII sejtvonalat eredményesen
hasznaltuk ~ Abcbl  szubsztratok  transzportjdnak
Osszehasonlitasara a vad tipust, kutya Abcbl fehérjét
kifejez6 MDCKII sejtvonallal. Sikeresen létrehoztunk
egy olyan ABCB4-expresszald sejtvonalat, melyben
endogén kutya Abcb1 kolcsonhatas nélkiil vizsgalhatjuk a
potencialis ABCB4 koélcsonhatd gyodgyszereket ¢€s
kidolgoztunk egy, a digoxin vektorialis transzport
gatlasan alapul6 esszét a fehérje vizsgalatara.



Megvizsgaltuk, hogy az ABCB4 fehérje képes-e ABCB1
szubsztratok transzportjara, s azt talaltuk, hogy a digoxin
mellett a prazozin is az ABCB4 szubsztratja. DILI
kauzalitdas alapjan csoportokba osztott gyogyszerek
vizsgélatakor az irodalmi adatokkal Gsszhangban alltak
eredményeink, illetve eddig még irodalomban nem leirt
potens ABCB4 gatloszerként azonositottunk tirozin-kinaz
inhibitorokat (imatinib, erlotinib, sorafenib és gefitinib),
antiviralis szereket (lopinavir, darunavir és azunaprevir)
¢s ABCBI1 gatloszereket is. A gefitinibet, mint ABCB4
szubsztratot azonositottuk.

4. A baikalin kolcsonhatasa OATP transzporterekkel

A baikalin vizsgélatakor azt talaltuk, hogy a baikalin az
OATPI1B3 és OATP2BI1 fehérjék szubsztratja. Affinitasa
nagyobb az OATP2B1 fehérjéhez, igy a majba torténd
baikalin felvételért az OATP2B1 fehérje lehet felelds.

5. Kovetkeztetések

1. Ujonnan fejlesztett Mycobacterium tuberculosis
topoizomeraz-1I inhibitorok kolcsonhatdsanak vizsgalata
humén ABC transzportfehérjékkel

Eredményeinket 0Osszegezve megallapithatd, hogy a
human sejtekre toxikus, de antimikrobidlis hatést kifejtd
VCC450822, VCC340963 és VCC478498 vegyliletek
valosziniileg nem alkalmas jeloltek a tovabbi



gyogyszerfejlesztésre. A VCC891909 vegytilet kedvezd
tulajdonsagokkal bir, s potencialis gyogyszerjelolt lehet,
mert hatékonyan gatolta az MtTopo-I enzimet,
antimikrobialis  hatdst  mutatott  anélkiil, hogy
kolcsonhatna a vizsgalt huméan ABC transzporterekkel, s
toxikus hatdst fejtett volna ki az alkalmazott
sejtvonalakra.

2. A COVID-19 kezelésére hasznalt gyogyszerek
gyogyszer-gyogyszer kolcsonhatas rizikdjanak
meghatarozasa

A COVID-19 kezelésére hasznalt gyogyszerek
transzporter  kolcsonhatdsainak ~ vizsgéalata  soran
igazoltuk, hogy kiilonb6z6 komplexitdsi moddszerek
barrierspecifikus integracidjaval gyogyszerek

crer

relevancia adatok egyarant nyerhetok.

3. Nem-m4jsejt alapu tesztrendszer 1étrehozasa ABCB4
fehérje és gydgyszerek kdlcsonhatasanak vizsgalatara

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy az Abcb1KO-
MDCKII-ABCB4 essz¢ alkalmas gyogyszerek ABCB4
modulalasan keresztiili DILI potencialjanak vizsgalatara,
az esszétipus korlatainak figyelembevételével.

4. A baikalin kolcsonhatasa OATP transzporterekkel



Megmutattuk, hogy in vitro transzporter vizsgalataink
alkalmasak nemcsak gyogyszerek, hanem novényi
hatdanyagok transzportfolyamatainak vizsgalatara is, és a
transzporter-xenobiotikum kolcsonhatasok feltérképezése
segitheti az in vivo gydgyndvény-gyodgyszer interakciok
megértését, s az igy kapott mechanisztikus adatok felvetik
a lehetOségét a fejlesztések racionalizaldsanak.
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