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1. Bevezetés 

A multispecifikus gyógyszertranszporterek az ATP-kötő 
kazetta (ABC) és az oldott molekulákat hordozó (SLC) 
transzporterek szupercsaládjába tartoznak. Az ABC és 
SLC transzporterek szupercsaládjába jelen tudásunk 
szerint több mint 500 fehérje tartozik. A legtöbb emlős 
ABC transzporter elsődleges aktív transzporterként 
működik, a szubsztrátok sejtből való eltávolítását végzi. 
Az SLC-k vagy a passzív facilitált diffúzióban vesznek 
részt vagy szekunder aktív transzporterekként működnek, 
de ismertek tercier aktív transzporterek is. Normál 
fiziológiás körülmények közt az SLC fehérjék -kevés 
kivételtől eltekintve- különféle molekulák sejtbe való 
felvételét végzik.  

Ezek a transzport fehérjék fiziológiás szerepük mellett 
döntően befolyásolják a gyógyszerek abszorpcióját, 
disztribúcióját, metabolizmusát, eliminációját (ADME) 
és toxicitását. Így fontos szerepet játszanak a 
gyógyszerfejlesztés folyamatában, gyógyszerek 
farmakokinetikai tulajdonságainak megértésében, a 
xenobiotikumok szervezeten belüli lehetséges sorsának 
feltérképezésében. 

Az alkalmazott in vitro esszék fontos eszközök a 
transzporterkölcsönhatások leírására. Míg korábban 
elsősorban a klinikai megfigyelések vezettek oda, hogy a 
gyógyszerek ADMETox sajátságainak alakításában a 
transzporterek szerepét feltételezték, ma már ez a terület 



dinamikus fejlődik és az in vitro eredmények már a 
klinikai vizsgálatok tervezéséhez is elérhetőek. 

 

2. Célkitűzés 

 

A kutatómunkához részben már rendelkezésre álltak a 
szükséges, jól karakterizált alapmódszerek, technikák. A 
kísérletes munka e módszereket a gyógyszermolekulák 
transzporter kölcsönhatásainak vizsgálatára is 
optimalizálta. Munkám során szerettem volna 
megmutatni a transzporter vizsgálatok széleskörű 
gyakorlati alkalmazásának lehetőségét.  

A részletes célok az alábbiak voltak: 

1. Újonnan fejlesztett Mycobacterium tuberculosis 
topoizomeráz-I (MtTopo-I) inhibitorok kölcsönhatásának 
vizsgálata humán ABC transzportfehérjékkel 

A gyógyszer-rezisztens tuberkulózis esetek számának 
növekedése miatt sürgető az igény új, hatásos 
antituberkulotikumok fejlesztésére. Egyik lehetséges 
gyógyszer célpont lehet az MtTopo-I, mikobakteriális 
DNS repair enzim specifikus gátlása. A Vichem Chemie 
Kutató Kft. Nested Chemical Library™ molekuláinak egy 
részét virtuális szűréssel, az MtTopo-I enzim 3D 
szerkezetébe való dokkolásával vizsgálták, majd a 
kiválasztott molekulaszett MtTopo-I in vitro gátlóhatását, 
H37Rv virulens mikobaktérium törzs szaporodására 



kifejtett gátló hatását is ellenőrizték, illetve toxicitás 
vizsgálatokat is végeztek humán sejteken. A Vichem 
Chemie Kutató Kft. munkatársai által fejlesztett MtTopo-
I inhibitorok közül 7 jelöltet választottunk további 
kísérletek elvégzésére. Nemzetközi kooperációban 
végzett részmunka során célunk volt egy optimalizált, 
számos in vitro módszert alkalmazó, humán ABC 
transzporter vizsgálatára is alkalmas molekulaszűrő 
tesztrendszer fejlesztése, mely segíti az ígéretes molekula 
választását.  

2. A COVID-19 kezelésére használt gyógyszerek DDI 
rizikójának meghatározása 

A SARS-CoV-2 vírus által okozott COVID-19 betegség 
kezelésére több, már egyéb indikációval forgalomban 
lévő, per os alkalmazott gyógyszert próbáltak ki, többek 
közt a klorokin, a hidroxiklorokin, a lopinavir, a ritonavir 
és a favipiravir molekulákat. Az ivermektin használata is 
felmerült számos országban, mint terápiás lehetőség. A 
remdezivirt parenterálisan alkalmazzák, s mai napig a 
terápia része. Célul tűztük ki a fenti gyógyszerek 
transzporter kölcsönhatásainak vizsgálatát, főként a vér-
agy gát és a hepatikus barrier transzportereire fókuszálva, 
s eredményeink birtokában az in vivo mellékhatások 
előrejelzését, magyarázatát. 

3. Nem-májsejt alapú tesztrendszer létrehozása ABCB4 
fehérje és gyógyszerek kölcsönhatásának vizsgálatára  

A szinte kizárólag a májban expresszálódó ABCB4 
alapvető szerepet játszik az epeképzés folyamatában, 



gyógyszerekkel és/vagy metabolitjaikkal történő gátlása 
kolesztázist és gyógyszer-indukálta májkárosodást 
okozhat (DILI). Májsejt-alapú tesztrendszerekben az 
ABCB4 gátlásának vizsgálata nehézségekbe ütközik a 
jelenlévő ABCB1 fehérjével átfedő aktivitás és a 
foszfolipid kimutatásának technikai korlátai miatt is, 
emellett költséges is. Ezért egy olyan ABCB4-
overexpresszáló MDCKII sejtvonal létrehozását tűztük ki 
célul, melyben az ABCB4 fehérjével rokon endogén 
kutya Abcb1 fehérjét kódoló gént kiütöttük. Célunk volt, 
hogy vektoriális transzport esszében próbaszubsztrátként 
digoxint használva vizsgáljuk a gyógyszer-indukálta 
májkárosodást okozó szerek, ismert ABCB1 
kölcsönhatók hatását az ABCB4 fehérje működésére. 

4. Gyógynövény kivonat, a baikalin vizsgálata potenciális 
növényi hatóanyag-gyógyszer és transzporter interakciók 
feltérképezésére 

A baikalein szájon át történő alkalmazása után 
állatkísérletekben azt találták, hogy a szisztémás 
keringésben a baikalin a fő metabolit, melynek 
eliminációja a májon át történik. Az általunk fejlesztett 
módszerek növényi hatóanyagok vizsgálatára is 
alkalmasak. Megvizsgáltuk, hogy a már ismert baikalin 
effluxáért felelős ABC transzporterek mellett mely, a 
májban expresszálódó OATP fehérje lehet felelős a 
baikalin hepatocitákba történő aktív felvételéért.  

 

3. Módszerek 



Az ABC transzporterek és xenobiotikumok 
kölcsönhatásának vizsgálatára membrán és sejtalapú 
esszéket használtunk, illetve hoztunk létre. 

a. Membránpreparátumok és ATPáz esszé 

A humán ABCB1 és ABCG2 fehérjéket tartalmazó 
membránpreparátumok rekombináns bakulovírussal 
fertőzött Sf9 rovarsejtekből készültek. Az összegyűjtött 
sejtekből mechanikai homogenizálással és differenciál 
centrifugálással membránpreparátumot készítettünk. A 
vizsgált transzporterek vanadát-szenzitív alap és 
drogstimulálta ATPáz aktivitását a keletkező anorganikus 
foszfát komplex mennyiségének kolorimetriás mérésével 
jellemeztük, s meghatároztuk a transzporterspecifikus 
ATPáz aktivitást a felszabadult anorganikus foszfát 
(nmol)/perc/teljes fehérje tartalomként (mg).  

b. ABCB1 és ABCG2 sejtes festéktranszport mérések 

A kísérleteket már korábban lentivírusos transzdukcióval 
létrehozott ABCB1 és ABCG2 fehérjéket stabilan 
expresszáló PLB myeloid sejteken végeztük. ABCB1-
specifikus 0,1 µM CAM vagy ABCG2-specifikus 1 µM 
DCV  intracelluláris akkumulációját antituberkulotikum-
jelöltek (5 µM) és ismert gátlószerek jelenlétében, illetve 
anélkül is vizsgáltuk.  

c. Membránvezikulák preparálása és vezikuláris 
transzport gátlás esszé (VT) 

Vezikuláris transzport gátlás esszékben vizsgáltuk meg 
gyógyszerek ABC transzporter szubsztrátok 



transzportjára való hatását. A rekombináns bakulovírussal 
fertőzőtt rovarsejtből származó preparátumok az ABCC1 
és ABCC2 fehérjék, a lentivírusos transzdukcióval 
létrehozott HEK293 emlős sejtekből származó membrán 
vezikula preparátumok az ABCB1, ABCG2, ABCC2, 
ABCC3, ABCC4 és ABCB11 fehérjék és gyógyszerek 
kölcsönhatás vizsgálatát tették lehetővé. ATP jelenlétében 
a szubsztrátokat az ABC transzporterek a vezikula 
belsejébe pumpálják;  a vezikulákat megfelelő szűrési 
technikával elválasztottuk és a felhalmozott 
szubsztrátokat detektáltuk, mennyiségileg meghatároztuk 
gyógyszerek, illetve csak oldószer jelenlétében. 

d. Uptake (SLC) transzportert kifejező sejtvonalak és 
esszék 

HEK293 és MDCKII SLC transzportert kifejező 
sejtvonalakat hoztunk létre lentivírusos transzdukcióval, a 
kifejezett fehérjék transzport tulajdonságait jellemeztük 
és a sejtalapú esszéket ipari standardoknak megfelelően 
validáltuk. Megvizsgáltuk, hogy a gyógyszerek 
koncentrációfüggően gátolják-e a transzporter-specifikus 
szubsztrátok sejtbe történő felvételét. A baikalin 
OATP1B3- és OATP2B1-mediálta transzportját idő- és 
koncentrációfüggő kísérletekben jellemeztük. 

e. ABCB4-expresszáló sejtvonal és transzcelluláris esszék 

Az MDCKII-Abcb1 biallélikus knockout klónt 
karakterizáltuk (áramlási citometriás calcein esszé, célzott 
proteomikai és transzcelluláris transzport mérés). Majd az 
Abcb1KO-MDCKII sejtekben lentivírusos 



transzdukcióval ABCB4 fehérjét overexpresszáltunk. A 
létrehozott sejtvonalban az ABCB4 fehérje expresszióját 
RT-PCR és Western blot segítségével ellenőriztük. A 
transzport mérésekhez a sejteket kettős kamrarendszerben 
polikarbonát sejttenyésztő inzertekre ültettük és 
differenciáltattuk. A gyógyszer-ABCB4 kölcsönhatást a 
digoxin kétirányú transzportjának változásával 
detektáltuk. 

 

4. Eredmények 

1. Újonnan fejlesztett Mycobacterium tuberculosis 
topoizomeráz-I inhibitorok kölcsönhatásának vizsgálata 
humán ABC transzportfehérjékkel 

A Vichem Chemie Kutató Kft. munkatársai által 
fejlesztett MtTopo-I inhibitorok vizsgálatakor azt találtuk, 
hogy a VCC389777 molekula szignifikánsan stimulálta az 
ABCG2 ATPáz aktivitását, s ebből arra 
következtethettünk, hogy a VCC389777 molekula 
transzportált szubsztrát. További három anyag az ABCB1 
ATPáz aktivitását stimulálta, így ezek is transzportált 
szubsztrátok lehetnek (VCC389777, VCC979812, és 
VCC450822). A VCC450822 vegyület a lassan 
transzportált szubsztrátokra vagy inhibitorokra jellemző 
módon hatott kölcsön az ABCB1 fehérjével. A sejtes 
esszékben a VCC891909 vegyület kivételével az összes 
molekula gátolta a sejtekből az ABC transzporter-
mediálta festék kipumpálását. A VCC450327 molekula 
nem hatott kölcsön az ABCB1 fehérjével ebben az 



esszében, s az ABCG2 kölcsönhatás is csak mérsékelt 
volt. Toxicitás vizsgálatokban a VCC891909 vegyület 
egyik sejtvonalra sem fejtett ki toxikus hatást. A 
VCC480522, VCC340963 és VCC478498 vegyületek 
toxikusak, toxicitásukat az ABCB1 és ABCG2 fehérje 
expressziója nem befolyásolta.  

2. A COVID-19 kezelésére használt gyógyszerek 
gyógyszer-gyógyszer kölcsönhatás rizikójának 
meghatározása 

A COVID-19 kezelésére használt gyógyszerek 
transzporter kölcsönhatásainak vizsgálata során az alábbi 
eredményeket kaptuk: a favipiravir nem hatott kölcsön 
egyik általunk vizsgált transzporter fehérjével sem. A 
klorokin és hidroxiklorokin magas oldhatóságú és magas 
permeabilitású gyógyszerek, így farmakokinetikájukat a 
transzporterek kevésbé befolyásolják. Nem meglepő, 
hogy a klorokin és hidroxiklorokin nem hatottak kölcsön 
az ABCB1, ABCG2 és ABCC1 fehérjékkel. Gátolták 
viszont az OATP1A2 és OATP2B1 transzportereket. 
Eredményeink megerősíthetik azt a feltételezést, 
miszerint a hosszútávú klorokin/hidroxiklorokin kezelés 
okozta retinopátia kialakulásának oka részben az 
OATP1A2-mediálta all-transz-retinol felvétel gátlása. Az 
ivermektin gátolta az ABCB1, ABCC1 és ABCG2 
transzporterek működését. Az in vitro kísérleti 
eredmények kvalitatív vagy kvantitatív átültetését az in 
vivo hatások előrejelzésére in vitro-in vivo 
extrapolációval elvégeztük, s mind az intesztinális 
ABCB1 és ABCG2, mind a vér-agy gáton, májban, 



vesében expresszálódó ABCB1 és ABCG2 fehérjék 
vonatkozásában olyan hányadosokat kaptunk, melyek azt 
erősítik meg, hogy az ivermektin klinikailag jelentős 
gyógyszerkölcsönhatást okoz. A MATE1, OCT1 és 
NTCP transzporterekkel nem találtunk kölcsönhatást. Az 
ivermektin gátolta az általunk vizsgált OATP fehérjék 
működését, s az ABCC2 és ABCC3, ABCB11 és ABCB4 
efflux pumpák is befolyásolhatják az ivermektin 
fiziológiás barriereken keresztüli fluxusát. Az 
irodalomban elsőkként leírtuk az OATP1A2 és 
ivermektin kölcsönhatását, valamint azonosítottuk, mint 
ABCB4 gátlószert. A lopinavir/ritonavir ABCB1 és 
ABCG2 kölcsönhatások in vivo kiterjesztve messze 
meghaladták az alsó küszöbértéket, ezért az ABCB1 és 
ABCG2 transzporterek gátlása releváns tényező 
lopinavir/ritonavir gyógyszer-gyógyszer kölcsönhatás 
kialakulásában. A DDI rizikó becslés során az OATP1B1 
kölcsönhatásra kalkulált R érték 2,39, az OATP1B3 
kölcsönhatásra 1,74, így in vivo befolyásolhatják más 
egyidejűleg alkalmazott gyógyszerek farmakinetikáját. A 
lopinavir és ritonavir gátolták az ABCB11 és ABCB4 
fehérjéket,  ABCB11-mediálta epesav transzport és az 
ABCB4-mediálta foszfolipid szekréció egyidejű gátlása a 
gyógyszer okozta kolesztázis rizikófaktorai.  A ritonavir 
és lopinavir csak olyan magas koncentrációban gátolták 
az ABCC3 és ABCC4 fehérjéket, ami in vivo 
valószínűleg nem elérhető. Gátolták az NTCP, OCT1 és 
MATE1 fehérjéket, melyek szimultán gátlása 
befolyásolhatja többek közt a metformin 
farmakokinetikáját. A remdezivir az ABCB1 transzportált 



szubsztrátja. Az ABCC1-mediálta ETBG transzportot a 
remdezivir stimulálta, az ABCG2 fehérjével nem hatott 
kölcsön. Potensen gátolta az OATP1A2, OATP2B1, 
OATP1B1 és OATP1B3 transzportereket. Azt is leírtuk, 
hogy az OCT1- és MATE1-mediált metformin 
transzportját gátolta a remdezivir. A remdezivir gátolta az 
NTCP- és BSEP-mediált taurokolát transzportot, de olyan 
magas koncentrációban, ami in vivo talán nem elérhető. 
A remdezivir nem hatott kölcsön az ABCC2 és ABCC3 
fehérjékkel, viszont potensen gátolta az ABCC4 
transzportert. Habár a fenti transzporterekre kalkulált IC50 
értékek közel a remdezivir legmagasabb 
plazmakoncentrációjának felelnek meg, rövid féléletideje 
miatt annak a lehetősége, hogy e transzporterekkel 
összefüggésben klinikailag szignifikáns gyógyszer-
gyógyszer kölcsönhatásokat okozzon, igen csekély. 

3. Nem-májsejt alapú tesztrendszer létrehozása ABCB4 
fehérje és gyógyszerek kölcsönhatásának vizsgálatára 

Munkánk a következő eredményekkel zárult: az 
Abcb1KO-MDCKII sejtvonalat eredményesen 
használtuk Abcb1 szubsztrátok transzportjának 
összehasonlítására a vad típusú, kutya Abcb1 fehérjét 
kifejező MDCKII sejtvonallal. Sikeresen létrehoztunk 
egy olyan ABCB4-expresszáló sejtvonalat, melyben 
endogén kutya Abcb1 kölcsönhatás nélkül vizsgálhatjuk a 
potenciális ABCB4 kölcsönható gyógyszereket és 
kidolgoztunk egy, a digoxin vektoriális transzport 
gátlásán alapuló esszét a fehérje vizsgálatára. 



Megvizsgáltuk, hogy az ABCB4 fehérje képes-e ABCB1 
szubsztrátok transzportjára, s azt találtuk, hogy a digoxin 
mellett a prazozin is az ABCB4 szubsztrátja. DILI 
kauzalitás alapján csoportokba osztott gyógyszerek 
vizsgálatakor az irodalmi adatokkal összhangban álltak 
eredményeink, illetve eddig még irodalomban nem leírt 
potens ABCB4 gátlószerként azonosítottunk tirozin-kináz 
inhibitorokat (imatinib, erlotinib, sorafenib és gefitinib), 
antivirális szereket (lopinavir,  darunavir és azunaprevir) 
és ABCB1 gátlószereket is. A gefitinibet, mint ABCB4 
szubsztrátot azonosítottuk.  

4. A baikalin kölcsönhatása OATP transzporterekkel  

A baikalin vizsgálatakor azt találtuk, hogy a baikalin az 
OATP1B3 és OATP2B1 fehérjék szubsztrátja. Affinitása 
nagyobb az OATP2B1 fehérjéhez, így a májba történő 
baikalin felvételért az OATP2B1 fehérje lehet felelős. 

 

5. Következtetések 

 

1. Újonnan fejlesztett Mycobacterium tuberculosis 
topoizomeráz-I inhibitorok kölcsönhatásának vizsgálata 
humán ABC transzportfehérjékkel 

Eredményeinket összegezve megállapítható, hogy a 
humán sejtekre toxikus, de antimikrobiális hatást kifejtő 
VCC450822, VCC340963 és VCC478498 vegyületek 
valószínűleg nem alkalmas jelöltek a további 



gyógyszerfejlesztésre. A VCC891909 vegyület kedvező 
tulajdonságokkal bír, s potenciális gyógyszerjelölt lehet, 
mert hatékonyan gátolta az MtTopo-I enzimet, 
antimikrobiális hatást mutatott anélkül, hogy 
kölcsönhatna a vizsgált humán ABC transzporterekkel, s 
toxikus hatást fejtett volna ki az alkalmazott 
sejtvonalakra.  

2. A COVID-19 kezelésére használt gyógyszerek 
gyógyszer-gyógyszer kölcsönhatás rizikójának 
meghatározása 

A COVID-19 kezelésére használt gyógyszerek 
transzporter kölcsönhatásainak vizsgálata során 
igazoltuk, hogy különböző komplexitású módszerek 
barrierspecifikus integrációjával gyógyszerek 
intesztinális felszívódásának, hepatikus exkréciójának, 
vér-agy gát penetrációjának és proximális tubuluson 
keresztüli szekréciójának vizsgálatával mechanisztikus és 
relevancia adatok egyaránt nyerhetők. 

3. Nem-májsejt alapú tesztrendszer létrehozása ABCB4 
fehérje és gyógyszerek kölcsönhatásának vizsgálatára 

Eredményeink alapján elmondhatjuk, hogy az Abcb1KO-
MDCKII-ABCB4 esszé alkalmas gyógyszerek ABCB4 
modulálásán keresztüli DILI potenciáljának vizsgálatára, 
az esszétípus korlátainak figyelembevételével. 

 

4. A baikalin kölcsönhatása OATP transzporterekkel  



Megmutattuk, hogy in vitro transzporter vizsgálataink 
alkalmasak nemcsak gyógyszerek, hanem növényi 
hatóanyagok transzportfolyamatainak vizsgálatára is, és a 
transzporter-xenobiotikum kölcsönhatások feltérképezése 
segítheti az in vivo gyógynövény-gyógyszer interakciók 
megértését, s az így kapott mechanisztikus adatok felvetik 
a lehetőségét a fejlesztések racionalizálásának. 
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