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1 Rövidítések jegyzéke 

Az értekezésben az ABC transzporterek szisztematikus nomenklatúráját alkalmaztuk, kivételt    

jelent ez alól azon membránpreparátumok és sejtvonalak nevei, ahol a gyártó másképpen járt el. 

5-ASA: 5-aminosalicylic acid; 

ABC transzporter: ATP-Binding Cassette transzporter; 

ADME: Absorption-Distribution-Metabolism-Excretion; 

ATP: adenosine triphosphate; 

BBB: blood-brain-barrier; 

BCRP, MXR, ABCP: ABCG2;  

BSEP, ABCB11, sP-gp: bile salt export pump; 

CEM: human T-lymphoblastoid cells; 

CFTR: cystic fibrosis transmembrane conductance regulator; 

CHO: chinese hamster ovary cells; 

CNS: central nervous system; 

CSF: cerebrospinal fluid; 

DMARD: disease modifying anti-rheumatic drug; 

DMSO: dimethyl sulfoxide;  

      EHBR: eisai hyperbilirubinemic rat; 

GC: glycocholate; 

      GCDC: glycochenodeoxycholate. 

H69: human small cell lung cancer cells 

HAM: high activity membrane; 

HBSS: Hanks balanced salt solution;  

      HEK293: human embryonic kidney cells; 

HIV: human immunodeficiency virus; 

      HL60: human promyelocytic leukemia cells; 

HPLC: high performance liquid chromatography;  

      HT: high-troughput; 

K562: human myelogenous leukemia cells; 

KB: human epidermoid carcinoma cells; 

      MCF7: human breast adenocarcinoma cells; 
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MDCK: Madin-Darby canine kidney cells;  

MDR: multidrug resistance; 

MDR1, P-gp: ABCB1; 

MRP: multidrug resistance associated protein; 

MRP1: ABCC1; 

MTX: methotrexate; 

Na3VO4: sodium orthovanadate; 

NBD: nucleotide binding domen; 

NEM-GS: N-ethylmaleimide glutathione; 

NSAID: non-steroidal anti-inflammatory drug; 

PFIC2: progressive intrahepatic cholestasis; 

      PLB985: human myelomonoblastic leukemia cells; 

RA: rheumatoid arthritis; 

RAMEB: randomly methylated cyclodextrin; 

Sf9: Spodoptera frugiperda ovarian cells;  

TC: taurocholate; 

TCDC: taurochenodeoxycholate; 

TMD: transmembrane domen; 

UMP: uridine monophosphate; 

      VT: vesicular transport. 
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2 Bevezetés 

2.1 Az ABC transzporterfehérjék 

  
Már egy 1970-es évek közepén megjelent publikációban is leírták, hogy kínai hörcsög ovárium 

epiteliális sejteket (CHO) kolhicinnel szelektálva a rezisztencia nemcsak a szelektáló ágenssel 

szemben alakul ki, hanem más, általuk vizsgált amfipatikus gyógyszermolekulával szemben is, ezek 

közé tartozik pl. a vinblasztin, kolcemid, daunomycin, pluromycin1. Ezekben a rezisztens sejtekben 

Juliano és munkatársai azonosítottak egy 170 kDa méretű glikoproteint, amelynek a megváltozott 

drogpermeabilitás tulajdonítható volt, hiszen a vadtípusú sejtek membránjában nem volt 

megtalálható ez a fehérjetípus. Az íly módon felfedezett membránfehérjét permeabilitás 

glikoproteinnek (P-glikoproteinnek, P-gp/MDR1/ABCB1) nevezték el2. Ez a felismerés 

magyarázatot adhatott arra a tényre is, amely már évtizedek óta ismeretes volt: miért válik 

rezisztenssé egy adott citosztatikummal kezelt tumor egy másik, szerkezetileg akár teljesen eltérő 

szerre is. Az elkövetkező években különböző laborok számos olyan szelektált sejtvonalat állítottak 

elő, amelyek keresztrezisztenciát mutattak más citosztatikumokkal, antibiotikumokkal, szteroid 

hormonokkal, kálcium-csatorna blokkolókkal stb. szemben. A hasonlóság ezekben a sejtvonalakban 

az volt, hogy minden esetben ki tudták mutatni az ABCB1 jelenlétét a sejtmembránban. 

1986-ban Shen és kutatócsoportja kolhicinnel szelektált humán KB karcinoma sejteket vizsgálva azt 

tapasztalta, hogy a multidrog rezisztencia kialakulása megemelkedett mdr1 mRNS szinttel jár 

együtt. Még ebben az évben bebizonyították, hogy az mdr1 gén kódolja az ABCB1 fehérjét, a 

cDNS teljes szekvencia analízisét követően pedig homológiát fedeztek fel az ABCB1 és néhány 

bakteriális transzportfehérje között, illetve azonosították a fehérje két nukleozid-trifoszfát 

kötőhelyét is3,4,5,6,7. Ezek a felismerések azt sugallták, hogy az ABCB1 közvetlenül vesz részt a 

transzportfolyamatokban, aktív transzporterként ATP-t hidrolizálva. Ezt a tényt Hamadának sikerült 

igazolnia azzal, hogy a proteint enzimatikus funkcióját megőrizve tisztította adriamycin rezisztens 

K562 humán leukémia sejtvonalból8. 

Cole és munkatársai 1992-ben doxorubicinnal szelektált tüdőrák sejtvonalban, a H69AR-ben – 

amely keresztrezisztenciát mutatott számos citosztatikummal szemben – nem tudtak ABCB1 

expressziót kimutatni, viszont egy másik fehérje megemelkedett mRNS szintjét tapsztalták az 

anyasejtvonalhoz képest. Ez a fehérje szintén az ABC transzporterek családjába tartozó MRP 
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(multidrug resistance associated protein), amelynek a multidrogrezisztencia kialakulása 

tulajdonítható volt ebben a szelektált sejtvonalban9. 

Az elmúlt másfél évtizedben sorra azonosították az ABC transzporter fehérjecsalád tagjait, amelyek 

az élővilágban rendkívül széleskörűen fordulnak elő a mikróbáktól az emberig. A kutatási 

eredmények jelenlegi állása szerint az ABC transzporter családnak az emberi szervezetben 49 tagja 

van10,11,12. 

Fény derült arra is, hogy egyes öröklődő betegségek kapcsolatban állnak bizonyos ABC 

transzporterek mutációival. 1989-ben Riordan és munkatársai azonosították az egyik leggyakrabban 

előforduló, recesszíven öröklődő, autoszómális betegség, a cisztás fibrózis kialakulásáért felelős 

gént, a CFTR-t, amely szintén egy ABC fehérjét kódol13. Az elmúlt években több genetikai 

betegségről bizonyították be, hogy kialakulásában szerepet játszik az adott ABC fehérje teljes vagy 

részleges működésképtelensége. Ilyen – néhány példát kiragadva – a lipidhomeosztázisban fontos 

szerepet játszó ABCA1 mutációjának következtében kialakuló Tangier-kór, az ABCC2/MRP2 

funkciósérülése következtében megjelenő Dubin-Johnson szindróma, valamint a viszonylag ritka 

pseudoxanthoma elasticum, amely az ABCC6/MRP6 mutációjának eredményeképpen lép 

fel14,15,16,17 . 

 

2.2 Az ABC transzporterek szerkezete 

 
Alapvetően az ABC fehérjecsalád tagjaira jellemző, hogy rendkívül konzervált ATP kötő 

doménekből (NBD) és a membránon átívelő, transzmembrán régiókból (TMD) épülnek fel. 

Emlősökben a funkcionálisan működő ABC transzporterek legtöbbje két nukleotidkötő doménből 

és két transzmembrándoménből állnak. Ez a négy alegység az ún. egésztranszporterek esetében egy 

polipeptidláncon helyezkedik el (1. ábra), de megkülönböztetünk ún. féltranszportereket is (2.ábra), 

amelyek egy ATP kötő doménből és egy TMD-ből épülnek fel. Ezek a féltranszporterek homo-, 

vagy heterodimerizáció révén válnak működőképes fehérjékké18. Megemlítendő, hogy egyes ABC 

fehérjék, mint pl. az MRP alcsalád néhány tagja egy 5 transzmembrán hélixből álló addicionális 

TMD-t tartalmaz19. 
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    1.ábra Két TMD-ből és két NBD-ből felépülő egésztranszporter     

 

  
    2.ábra Egy TMD-ből és egy NBD-ből felépülő féltranszporter 

 

A transzmembrándomének – amelyek egyenként hat α-hélixből épülnek fel – alkotják az ABC 

transzporterek működésének alapját. Ugyanis ezek a polipeptidláncok a memránon áthatolva, 
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specifikusan az adott fehérjére jellemző csatornát alkotva biztosítják szubsztrátjaik számára az 

átjutást a membrán egyik oldaláról a másikra.  

Az ABC proteinek, mint aktív transzporterek az ATP hidrolíziséből nyerik az energiát. Az ATP a 

citoplazmában elhelyezkedő nukleotidkötő doménhez kapcsolódik és a hidrolíziséből származó 

energia fordítódik a közvetlenül a NBD-hez kapcsolódó transzmembrán domén 

konformációváltozására, így a szubsztrát transzportjára10,11,20.  

Az emberei szervezetben előforduló 49 ABC fehérjét az 3.ábrán látható filogenetikai fa segítségével 

szemléltetett szekvenciahomológia alapján 7 alcsaládba, ABCA-tól ABCG-ig sorolták10.  



 9

 
3.ábra: Az ABC transzporterek filogenetikai fája a fehérje ATP kötő doménjének alapján. Az I és II jelölések arra 
utalnak, hogy egyes fehérjécsaládok egy, míg mások két ATP kötő doménnal rendelkeznek. Az elágazási pontoknál 
lévő számok a bootstrap értékekre utalnak. 
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 ABCA alcsalád   

Az ABCA alcsaládba – amelyet további két alcsoportra lehet osztani a kromoszómákon való 

elhelyezkedés alapján – 12 egész transzporter és a legnagyobb mólsúlyú ABC fehérjék többsége 

tartozik. Az egyik legjobban jellemzett tagja az ABCA1 protein, amelynek feladatai közé tartozik a 

felesleges koleszterin és foszfolipidek eltávolítása a sejtekből21. A lipidhomeosztázis fenntartásában 

vesz részt az ABCA7 fehérje is22. 

 

ABCB alcsalád  

Ez a legváltozatosabb ABC alcsalád: tartalmaz mind egész- és féltranszportereket, vannak közöttük 

gyógyszer-, vas- és speciális fehérjetranszporterek is. Az ABCB alcsalád tagjai változatos 

előfordulásúak, a plazmamembránon kívül az endoplazmatikus retikulumban, lizoszómális és 

mitokondriális membránokon is megtalálhatóak. Ebbe a családba tartozik a legismertebb és 

legjobban jellemzett ABC fehérje, az ABCB1 is, amelyet elsőként hoztak kapcsolatba a multidrog 

rezisztenciával. Az ABCB2/TAP1 és a ABCB3/TAP2 féltranszporterek heterodimerként, mint 

peptid transzporterek vesznek részt az MHC-I függő antigén prezentációban. Az ABCB4 és – a 

később részletesen jellemzett – ABCB11/BSEP fehérjék vesznek részt a foszfatidilkolin és az 

epesók transzportjában. Az ABCB6-8 fehérjék funkciója még nem teljesen ismert, ezek ABC 

féltranszporterek és leginkább a mitokondrium belső membránjában foglalnak helyet11.  

 

ABCC alcsalád  

Az alcsalád mind a 12 tagja hasonló struktúrával rendelkező egésztranszporter. Bár szerkezetileg 

hasonlítanak, funkcióik és molekuláris mechanizmusaik nagyon eltérőek. Vannak köztük aktív ATP 

függő transzporterek, regulátor ioncsatornák és kálium-csatornák permeabilitását moduláló fehérjék 

is. Az MRP1/ABCC1 volt a második ABC transzporter, amelyet kapcsolatba hoztak a tumorok 

multidrog rezisztencia jelenségével9,23,24,25. Szubsztrátjai közé tartozik pl. a daunorubicin, 

doxorubicin, vinkrisztin, kolhicin, de nagyon hasonló profilt mutat az ABCB1-gyel is. Az ABCC1-

re és a család további négy tagjára (ABCC2, ABCC3, ABCC6 és ABCC7) jellemző, hogy a többi 

ABC transzportertől eltérően nem két, hanem három TMD-t tartalmaznak. Az ABCC1 különböző 

molekulák, drogok glutation, glukoronát és szulfát konjugátumainak, valamint organikus anionok 

transzportjára képes, de részt vesz egy rendkívül fontos szignalizációs molekula, a LeukotriénC4 

szállításában is26,27,28. Számos külső és belső mérgező anyag válik semlegessé a korábban említett 

vegyületekkel kapcsolódva, amelyeket aztán az ABCC2 választ ki az epébe és a vizeletbe. Az 
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ABCC3 szintén szerves anionokat transzportál, főleg a glukoronát konjugátumok a szubsztrátjai. Az 

ABCC4, ABCC5 és ABCC6 fehérjékről is bebizonyosodott, hogy aktív transzporterek, így részt 

vesznek nukleozid analógok (ABCC4), nukleozid monofoszfát analógok (ABCC5) és glutation 

konjugátumok (ABCC6) transzportjában.  

A SUR1/ABCC8 a Langerhans-szigetek felszínén levő ATP függő kálium-csatornák expresszióját 

és funkcióját szabályozza, ezáltal befolyásolva a szervezet inzulin szintjét11.  

 

 ABCD alcsalád  

Ez a család négy ABC féltranszportert foglal magába. A peroxiszómális membránban helyezkednek 

el, így ezek génjeinek mutációja peroxiszomális betegségek kialakulását eredményezi. A 

leggyakoribb a nemi X kromoszómához kötötten öröklődő adrenoleukodytrophia, melynek során 

telített zsírsavak halmozódnak fel a sejtekben. Ezt a betegséget az ALD/ABCD1 gén mutációja 

okozza11. 

 

ABCE és F alcsalád  

Ezek az alcsaládok nukleotidkötő doménekkel rendelkeznek, viszont nem azonosítottak bennük 

transzmembrándoméneket , így jelenleg nem ismerjük transzporttal kapcsolatos funkcióikat.  

 

ABCG alcsalád  

A humán ABCG alcsalád mind a 6 tagja jellegzetes domén szerkezettel rendelkező fél transzporter, 

ugyanis a transzmembrán domének a C-terminálison, míg a nukleotidkötő domének az N-

terminálison helyezkednek el. Ezek a fehérjék jelentős szerepet játszanak mind a sejtek lipid 

anyagcseréjében, mind a gyógyszerek farmakokinetikájában.  

Az ABCG1 szerepet játszik a lipid metabolizmusban a lipoproteinek és a koleszterin 

transzportálásával a makrofágokban. ABCG1 expresszióját írták le a lépben, a szívben, a májban, a 

tüdőben, a vesében, a vázizmokban, az agyban és a placentában. A később részletesen tárgyalt 

BCRP/ABCG2/MXR/ABCP a család legismertebb és legjobban jellemzett tagja. 

Az ABCG4 szerepe és szerkezete is nagyon hasonló az ABCG1-hez, részt vesz a retinoidok célba 

juttatásában11.  

Az ABCG5 és ABCG8 heterodimert alkotó féltranszporterek, szintén a lipid homeosztázis 

szereplői, transzportálják a szitoszterolokat és a koleszterin származékokat is. Bármelyikük 

mutációja a szitoszterolemia nevű ritka örökletes betegséget okozza29. 
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2.3 Az ABC transzporterek lokalizációja 

  
Az ABC transzporterekről általában elmondható, hogy a sejtek plazmamembránjában 

expresszálódnak, ezalól kivételt képeznek a peroxiszómában lokalizálódó D alcsalád tagjai, a B 

alcsalád mitokondriális membránban expresszálódó tagjai, valamint a szintén odatartozó TAP1 és a 

TAP2, amelyek az endoplazmatikus retikulumban fordulnak elő30,31,32. Az ABCB1 a sejtek apikális 

membránjában fejeződik ki, szemben az ABCC1-gyel, amely a bazolaterális oldalon található 

meg33. A hepatociták kanalikuláris membránjában foglal helyet az ABCC2, ABCB4 és ABCB11, 

míg a bazolaterális membránban az ABCC3 és ABCC5. Apikális expresszió figyelhető meg az 

ABCG2 esetén is34. 

 

2.3.1 Az ABC transzporterek lokalizációja a sejtmembrán eltérő koleszterintartalmú 
régióiban 

 
Az utóbbi évek kutatásai világítottak rá arra tényre, hogy a sejtmembránt nem tekinthetjük egy 

homogén lipid kettősrétegnek, hiszen különböző lipidekben és fehérjékben gazdag régiókból, 

doménekből épül fel. Raftoknak vagy kaveoláknak nevezik azokat a 10-200 nm nagyságú 

struktúrákat, amelyek rendkívül gazdagok szfingolipidben és koleszterinben, valamint rezisztensek 

olyan nemioinos detergenssel szemben, mint a Triton X-10035,36. Ezekről a mikrodoménekről 

bebizonyították azt is, hogy bennük számos különböző fehérje lokalizálódik, pl. az ABC 

transzporterek közül az ABCB1, az ABCC1, az ABCC2 és az ABCG237,38,39. 

Troost és munkatársai in vitro és ex vivo kísérletek alapján írták le, hogy az ABCB1 működését 

befolyásolja a sejtmembrán koleszterintartalma, mások megnövekedett kaveola mennyiséget 

tapasztaltak a multidrogrezisztens tumoros sejtvonalakban40,41. 

Korábbi tanulmányok rávilágítottak arra a tényre, hogy az Sf9 rovarsejtek membránjának 

megközelítőleg 20-szor alacsonyabb a koleszterintartalma az emlős sejtek plazmamembránjáéhoz 

képest42. 

Laboratóriumunkban elvégzett kísérleteink során bebizonyítottuk, hogy az ABCG2 fehérje 

működését jelentős mértékben befolyásolja az alkalmazott expressziós rendszer. Megfigyeltük, 

hogy az ABCG2-t expresszáló Sf9 sejtekből készült membránpreparátumok (BCRP-Sf9) az ismert 

ABCG2 szubsztrátok legtöbbjével nem aktiválhatók az alapaktivitás fölé, szemben az ABCG2-t 
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emlős sejtben kifejezett preparátumokkal (BCRP-M). Specifikus ABCG2 inhibítort – Ko134/Ko143 

– alkalmazva az alapaktivitás csökkenthető, így a BCRP-Sf9 membránpreparátum is alkalmassá 

tehető a szubsztrátok detektálására43.  

Később ABCG2-t expresszáló Sf9 sejtekből preparált membránvezikulákon végzett ATPáz 

kísérletekkel igazoltuk, hogy a membránkörnyezet koleszterintartalma pozitívan befolyásolja a 

fehérje működését, ezáltal a koleszterinnel feltöltött BCRP-HAM-Sf9 (High Activity Membrane) 

membránpreparátumok ugyanolyan jól használhatóvá válnak, mint az emlős rendszerek44. 

Feltételeztük, hogy a koleszterin potencírozó hatása azt jelzi, hogy fiziológiásan a ABCG2 is a 

koleszterinben gazdag raft és kaveola membrán mikrodoménekben helyezkedik el. Nem sokkal 

később Storch és kutatócsoportja ABCG2-t expresszáló MDCKII sejteken igazolta feltevésünket, és 

megmutatták a membrán kaveolin-1 és a transzporterfehérje közötti kolokalizációt, funkcionális 

kapcsolatot39.  

  

2.4 Az ABC transzporterek funkciói 

2.4.1 Az ABC transzporterek fiziológiás funkciói 

  
A 80-as évek végétől számos publikáció látott napvilágot, amely az ABC transzporterek normál 

szövetekben való lokalizációját és fiziológiás funkcióját tanulmányozta. E tanulmányok alapján 

körvonalazódott, hogy ezen fehérjecsalád egyes tagjainak fiziológiás funkciója rendkívül 

szerteágazó; magába foglalja többek között a detoxifikációt (ABCB1, ABCC1), a 

xenobiotikumokkal és oxidatív stresszel szembeni védelmet (ABCC család tagjai), a lipid 

metabolizmusban való részvételt (ABCA1, ABCB4, ABCG család tagjai), valamint az 

antigénprezentációt is (TAP1, TAP2) stb.  

Schinkel és munkatársai 1994-ben megjelent publikációjukban az általuk előállított Mdr1a (-/-) 

egérrel kapcsolatos vizsgálataikról számoltak be. Ez az állat élet- és szaporodóképes volt, abban az 

esetben viszont, ha a központi idegrendszerre toxikus peszticiddel, az ivermectinnel kezelték akkor 

100- szor érzékenyebbé vált a vadtípusú egyedekhez képest. Összehasonlítva az Mdr1 (+/+) 

állatokból származó mintákkal, a knockout egér szöveteiben – különösen az agyban – 

szignifikánsan magasabb ivermectin koncentrációt mértek45. Ez a tanulmány volt az első, amely 

bizonyította az ABCB1, így az ABC transzporterek szerepét a szervezet toxinokkal szembeni 
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védelmében. Az ABCB1 a bélnyálkahártya sejtjeiben expresszálódva megakadályozza a káros 

anyagok bejutását a testbe, hatásos védelmet nyújt a vér-agy-gátat (BBB) alkotó sejtekben, a 

placenta trophoblastban, a herében és a csontvelőben. A bél, a máj és vese sejtjeiben lokalizálódva 

szerepe van a szervezetre káros toxinok eliminációjában46. 

A choroid epitél sejtek bazolaterális membránjában megtalálható ABCC1 pedig a cerebrospinális 

folyadékot (CSF) védi meg a különböző veszélyes molekulákkal és drogokkal szemben, ahogy erre 

Wijnhold eredményei mutattak rá, amikor is az ABCC1 mediált etopozid transzportot vizsgálták a 

CSF-ból47. Az ABCC1-hez hasonlóan az alcsalád több tagja is transzportál különböző 

konjugátumokat; mint a máj, vese vagy bél epitéliális sejtek apikális membránjában lokalizálódó 

ABCC2, amelynek fiziológiás szubsztrátjai közé tartozik pl. a bisglucuronosyl bilirubin, 

monoglucuronosyl bilirubin, vagy a polarizált sejtek bazolaterális membránjában kifejeződő 

ABCC3, amely elsősorban glukoronátokat eliminál a sejtekből. Az ABCC2-höz hasonlóan szintén 

apikális orientáltságú a később részletesen tárgyalt ABCB11 fehérje is, amelynek szerepe az, hogy a 

hepatocitákból az epébe transzportálja a különböző epesókat. 

 

2.4.2 ABC transzporterek és a multidrog rezisztencia (MDR) 

 
Habár az utóbbi évtizedekben az ABC transzporterek rendkívül széleskörű elterjedését és funkcióját 

azonosították, a tumorok multidrog rezisztenciája az, amely elsőként eszünkbe jut a fehérjecsalád 

említésekor. 

A piacon megjelenő újabb és újabb kemoterápiás szerek ellenére számos tumor típusnál a terápia 

hatékonysága még a mai napig meglehetősen alacsony. A kezelés hatékonysága nagyban függ attól, 

hogy a tumor mely szervben helyezkedik el, illetve hogy milyen az alkalmazott terápiás szer 

farmakokinetikája. 

Az ABCB1 felfedezése óta nyilvánvalóvá vált, hogy egy, a membránban elhelyezkedő fehérje 

milyen jelentősen tudja befolyásolni az alkalmazott terápia eredményességét. Hiszen az ABCB1 

expresszió szelekciós előnyt jelent a tumoros sejtnek a citosztatikumkezelés során, mivel az adott 

szerre, illetve más molekulákra is keresztrezisztens populáció fog túlélni és szaporodni (4.ábra)48. 
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 4.ábra: Az ABCB1 pozitív tumor kialakulása  
 
A multidrog rezisztencia jelenség kapcsán három ABC transzportert emelhetünk ki, ezek az 

ABCB1, az ABCC1 és az ABCG2. Ezen fehérjék szubsztrátspecifitása a citosztatikumok körében 

meglehetősen átfedő, ahogy azt az 5.ábra is szemlélteti49. 
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5. ábra: COLCH:colchicin, ACT-D: actinomicin-D, MYTOM:mitomicin, VCR: vincristin, VBL:vinblastin, STER: 
szteroid, TAM:tamoxifen, TKI-INHIB: tirozin-kináz inhibitor, MTX:metotrexát, CPHAM:ciklofoszfamid, 
CHLB:chlorambucil, CARM:carmustin, LCV:leucovorin, HUR: hidroxiurea, CISPL: cisplatin, MX:mitoxantron, 
TOPOT: topotecan, BISANT: bisantron, DOX: doxorubicin, DNR: daunorubicin, EPIR: epirubicin 
  

 

2.4.3 A multidrog rezisztencia szerepe a rheumatoid arthritis terápiájában 

 
A multidrog rezisztencia jelensége a tumoros betegségek mellett más esetekben is szerepet játszik, 

így pl. a különböző gyulladásos, valamint autoimmun kórképek terápiájának hatékonyságát is 

jelentősen csökkenheti50. 

A rheumatoid arthritis (RA) egy olyan krónikus autoimmun betegség, amely az izületek 

gyulladásával jellemezhető. A betegség kialakulásában több tényező bonyolult egymásra hatása 

vesz részt, ezért a rheumatoid arthritis kialakulásáért nem lehet egyetlen okot felelőssé tenni. Az 

ízületi gyulladás beindításában genetikai, környezeti tényezők és autoimmun jelenségek egyaránt 

részt vesznek.  

Alapvetően három gyógyszermolekula csoport használatos a betegség kezelésére; a nem szteroid 

tipusú gyulladáscsökkentők (NSAID), a kortikoszteroidok, valamint az ún. DMARD (disease 

modifying anti-rheumatic drug), vagy más néven bázisterápiás vegyületek51,52. Ezek közöttt több, a 
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daganatterápiában is használatos gyógyszer (pl. metotrexát, ciklofoszfamid, metilprednizolon) is 

van. A DMARD-ok a RA kezelésében alkalmazott olyan elsővonalbeli szerek, melyek a tünetek 

enyhítésére és a strukturális károsodás progressziójának lassítására szolgálnak. Korai alkalmazásuk 

rendkívül fontos az izületi deformitás és a rokkantság megelőzése érdekében. Ezen molekulákra 

jellemző, hogy hetekig, akár hónapokig is kell alkalmazni őket ahhoz, hogy hatékonyak legyenek. 

Ugyanakkor a hosszantartó alkalmazás során számos beteg esetében csökken a gyógyszerek 

hatékonysága, a páciensek egy része, – 5-10 % – pedig már esődlegesen is rezisztens egyes 

bázisterápiás szerekre53,54,55,56. Ez a rezisztencia azonban meglehetősen összetett, köszönhető 

egyrészt az ABC transzportereknek, de a nem elégséges felszívódás, aktiváció és megnövekedett 

detoxifikáció is szerepet játszik57,58,59. 

Egyes tanulmányok prednizolon kezelés hatására megnövekedett ABCB1 expressziót figyeltek meg 

a perifériás limfocitákban, Llorente és munkatársai pedig a terápiára jól és nem reagáló 

pácienseknél tapasztaltak eltérő ABCB1 szinteket60,61,62. Míg mások ABCC1-et detektáltak a 

kloroquinre rezisztens humán CEM T sejtekben63. Azt is megfigyelték, hogy ha humán T 

limfocitákat szulfaszalazin jelenlétében tenyésztettek, akkor a rezisztens populáció ABCG2-t 

expresszált és leflunomidra is rezisztenssé vált64. Mindkét gyógyszermolekula a RA terápiájában 

rendkívül gyakran alkalmazott bázisterápiás vegyületek csoportjába tartozik, amelyhez hozzá 

sorolható még a metotrexát, a kloroqiun, az azathioprin, a ciklosporin A, valamint a 

glukokortikoidok is. 

A metotrexát egy folát antagonista, amelynek hatásmechanizmusa a folát metabolizmus és 

purinbioszintézis kulcsenzimjeinek gátlásán alapul65. Így alacsonyabb folát, valamint 

megemelkedett adenozinszint jelenik meg, amely apoptózishoz és/vagy gyulladáscsökkentő 

hatáshoz vezet66,67. A szulfaszalazin a colitis ulcerosa, Crohn-betegség, valamint RA esetén is 

gyakran alkalmazott gyógyszer, melynek aktív metaboltja az 5-aminoszalicilsav (5-ASA). Az 5-

ASA a prosztaglandin szintézisre, valamint a lipoxigenáz enzimen keresztül az arachidonsav 

metabolizmusra van hatással68. Az antimaláriás gyógyszerek, mint a kloroquin és hidroxikloroquin 

alacsonyabb hatékonyságúak a fent említett szerekhez képest, viszont kevésbé toxikusak is. A 

ciklosporin A specifikusan a T-sejtek proliferációját gátolja69. 

 A leflunomid az első, kifejezetten a RA kezelésére kifejlesztett bázisterápiás vegyület. Ez a 

molekula egy izoxazol származék, amely a mitogén-stimulált T- és B-limfociták proliferációját 

gátolja oly módon, hogy blokkolja a de novo UMP-szintézis kulcsenzimét, a dihydroorotát 

dehydrogenázt. Prodrug-nak tekinthető, hiszen a szervezetbe kerülve egy gyors reakció során a 
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biológiai hatásért felelős molekula, az A771726, vagy más néven teriflunomid képződik belőle 

(6.ábra)70,71,72. 

                 

    

                    
                               6. ábra: A leflunomidból az aktív metabolit, az A771726 képződik. 

 

2.4.4 Az ABC transzporterek szerepe a gyógyszermolekulák ADME-Tox tulajdonságaiban 

 
 Az ABC transzporterek kölcsönhatás révén a szervezetbe bekerülő gyógyszermolekulák 

abszorpcióját, disztribúcióját, metabolizmusát és kiválasztását (ADME) is jelentősen 

befolyásolhatják.  

A gyógyszerek szervezeten belüli metabolizmusa klasszikusan két részre osztható: a Fázis I-re, 

amely legtöbbször a molekula oxidációját jelenti, illetve a vízoldékonyságot eredményező 

konjugációt magába foglaló Fázis II-re. Az utóbbi években azonban az is nyilvánvalóvá vált, hogy a 

transzporter membránfehérjék kulcsfontosságú szerepe miatt ez további két lépéssel egészíthető ki: 

a Fázis 0-ban a sejtmembránban lokalizálódó transzporterek befolyásolják a molekula intracelluláris 

térbe való bejutását, a Fázis III-ban pedig a detoxifikált drog eliminációját. Emiatt az ABC 

transzporterek az utóbbi években egyre inkább a gyógyszerfejlesztések látóterébe kerültek. 

Különböző in vivo, in vitro és ex vivo vizsgálatok segítségével próbálják nyomon követni a 

fejlesztés alatt álló molekulák szervezetbeni útját és sorsát73,11. 

Négy ABC transzporter jelentős a gyógyszerek intesztinális abszorpciója kapcsán; ezek az ABCB1, 

ABCC2, ABCC4 és az ABCG2, amelyek expressziós szintje a bélcsatorna különböző 
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szegmenseiben eltérő. A vékonybélben az ABCB1, az ABCC2 és az ABCG2 magasabb szintje 

figyelhető meg, amelyek jelentőségéről több tanulmány számol be74,75,76,77.  

A hatás kifejtéséhez a felszívódott molekuláknak el kell jutnia a célsejtekig, szövetekig.  A központi 

idegrendszerbe (CNS) való bejutás a gyógyszerek nagy hányadánál követelmény, amelyet azonban 

a vér-agy-gát, valamint a vér-liquor-gát jelentősen limitál. Korábban úgy gondolták, hogy a 

lipofilicitás elegendő feltétele a CNS-be való bejutásnak, és nem tudták magyarázni azt a tényt, 

hogy bár számos drogmolekula lipofilicitása megfelelt a fent említett feltételnek, mégsem sikerült 

átjutni a BBB-en. Mára már nyilvánvalóvá vált az ABC transzporterek szerepe, hiszen az 

agykapillárisok endotél sejtjeinek apikális/lumináris membránjában lokalizálódó ABCB1 és 

ABCG2, valamint a choroid epitél sejtek bazolaterális membránjában lévő ABCC1 megvédik a 

központi idegrendszert a xenobiotikumoktól23,78. Az ABCB1-nek az ABCC2-vel, valamint az 

ABCG2-vel együtt terhesség alatt rendkívül fontos szerepe van a magzat védelmében is a 

különböző toxinokkal és gyógyszerekkel szemben79,80.  

Mára elfogadott tény, hogy a béltraktus a metabolizmus első színtere. Azon molekulák, amelyeket 

pl. az ABCB1 kipumpál, újra felszívódhatnak az enterocitákba és ez az ismélt abszorpció 

megnöveli a gyógyszerek tartózkodási idejét a béltraktusban, így a metabolizmus lehetőségét is. Lin 

és munkatársai in vivo kísérletekkel bizonyították, hogy az ABCB1 és CYP3A4 szubsztrát indinavir 

metabolizmusa 6%- ról 34%-ra nőtt abban az esetben, ha a patkányokat ABCB1 és CYP3A4 

expressziót indukáló dexamethazonnal kezelték81.  A különbség a szerzők szerint nem 

magyarázható kizárólag a CYP3A4 2,5-szeresre megnövekedett expressziójával, a szintén 

jelentősen megemelkedett expressziójú  ABCB1 szerepe is feltételezhető. 

A gyógyszermolekulák kiválasztásának fő színtere a máj és a vese. A drogok a hepatocitákba és 

tubuláris epitél sejtekbe ezek bazolaterális membránján keresztül jutnak be, majd az apikális 

membránon keresztül távoznak passzív diffúzió vagy transzporterfehérjék révén.  

Korábban már említett rendkívül fontos funkciója az ABC pumpáknak a szervezet toxikus 

vegyületekkel szembeni védelme. Az ABCC1-3 a hepatocitákban lokalizálódva különböző mérgező 

vegyületek, metabolitok glutation konjugátumait pumpálja ki. Szintén a hepatociták membránjában 

lokalizálódik az ABCB11 is, amelynek a különböző epesók eltávolítása a feladata. Számos 

gyógyszerről bizonyosodott be, hogy kompetitíven gátolják az ABCB11 általi epesó transzportot, 

megemelve ezzel a citotoxikus epesók intracelluláris szintjét, amely súlyos májkárosodáshoz vezet. 
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2.5 A dolgozatban részletesen vizsgált ABC transzporterek 

2.5.1 ABCG2/MXR/BCRP 

  
A 90-es évek végén lényegében egyidőben három különböző laboratórium is azonosította az 

ABCG2 molekulát: kettő drogszelektált sejtvonalból egy pedig humán cDNS könyvtárból, így a 

fehérje nevezéktana a kezdetekben nem volt egységes82,83,84. Doyle és munkatársai rezisztens 

mellrák sejtvonalban azonosították, így BCRP-nek (breast cancer resistance protein) nevezték el, a 

verapamillal blokkolt ABCB1 funkciójú mitoxantronra rezisztens sejtvonalból származó fehérjének 

Allikments-ék az MXR (mitoxantrone resistance protein) nevet adták, míg Miyake és 

kutatócsoportja pedig ABCP-nek keresztelték el a placentában magasan expresszálódó proteint. 

Később azonban kiderült, hogy a cDNS könyvtárból származó fehérje a vadtípusú, a másik kettő 

pedig hordoz egy olyan pontmutációt a 482-es pozicióban lévő aminosavnál, amely a 

szubsztrátspecificitást is befolyásolja. Ez a mutáció ráadásul a humán populációkban nem fordul 

elő, hanem a drogszelekció során keletkező szomatikus mutáció. 

Az ABCG2 fehérje egy féltranszporter, amely homodimerizáció révén válik funkcióképes 

fehérjévé. Számos szövet apikális membránjában expresszálódik, különösen  az intesztinális epitél 

sejtekben, a placentában, a vér-agy-gátban és a májban. Jelentős szerepe van a sejtek védelmében 

hipoxiás körülmények között, hiszen csökkenti a hem és/vagy porfirinek intracelluláris 

koncentrációját. Funkciója ugyan még mind a mai napig nem teljesen tisztázott, de tény, hogy a 

hematopoetikus őssejtek membránjában is jelentős mennyiségben kifejeződik85,86,87. Abcg2 

knockout egérkísérletek alapján eltérést tapasztaltak a két nem között, ugyanis a hímek májában 

magasabb szinten expresszálódik a fehérje, és ez jelentős különbséget okoz az Abcg2 szubsztrát 

gyógyszermolekulák farmakokinetikai viselkedésében88. Az ABCG2-nek fontos szerepe van a 

különböző molekulák, toxinok, drogok anyatejbe való kiválasztásában is. Erre Jonker és 

munkatársai világítottak rá, miután ABCG2 expressziót észleltek a tejmirigyekben89.  Ugyancsak ők 

mutatták meg, hogy Abcg2-/- állatokban egyes szulfát konjugátumok vizeleten keresztüli 

kiválasztása lényegesen alacsonyabb, mint a vad típusú állatokban90. 

Szubsztrátjai között találunk számos gyógyszermolekulát, illetve azok metabolitját ugyanúgy, mint 

toxint, élelmiszerekben megtalálható molekulákat, szulfatált hormon metabolitokat, klorofill 

metabolitot, fluoreszcens festéket stb. 
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2.5.2 ABCB11/sP-gp/BSEP 

 
Az ABCB1 aminosavsorrendjével rendkívül nagy hasonlóságot mutató ABCB11 (bile salt export 

pump) transzportert 1998-ban klónozták először Gerloff és munkatársai91. A meglehetősen 

konzervált fehérje a hepatociták kanalikuláris membránjában lokalizálódva kulcsfontosságú 

szerepet játszik az epesók transzportjában. Aktív transzporterként – olyan más ABC pumpákkal 

együtt, mint az ABCC2, ABCB4 és az ABCG5/8 – az epébe pumpálja a szervezetből eltávolítandó 

molekulákat92,93,94. Ezen transzporterek közül azonban egyedül az ABCB11 képes taurokolátot és 

glikokolátot transzportálni. A fehérje mutációjának következtében alakul ki a PFIC2 (progressive 

intrahepatic cholestasis) betegség, amely csökkent epesókiválasztást eredményez. Számos 

gyógyszermolekuláról derült ki, hogy gátolja az ABCB11-et, ezzel kolesztázist és májkárosodást 

okozva, hiszen az emberi szervezetben nincsen más mechanizmus, amely eltávolítaná a 

hepatocitákból az epesókat95. Egy publikáció ugyan leírja, hogy az ABCC4 képes glutation 

jelenlétében epesó transzportra, azonban ez az eredmény más laborok által még nem került 

megerősítésre, így nem tudható, hogy a szinuszoidálisan elhelyezkedő ABCC4 képes-e legalább 

részben méregteleníteni a hepatocitákat96. Az előzőekhez hasonlóan, a humán ABCC3-ról is 

megmutatták, hogy képes epesók transzportjára97. Bár feltételezték, hogy a primer biliáris 

cirrózisban megemelkedett ABCC3 szint a kolesztázissal szembeni védekező funkciót szolgál, 

ennek megerősítésére még nem került sor98. Emiatt rendkívül fontos a gyógyszerfejlesztés során az 

adott jelölt molekula ABCB11 transzporterrel való kölcsönhatásának vizsgálata is, ehhez azonban 

nagy áteresztőképességű, robosztus in vitro tesztrendszerekre van szükség. 

Az ABCB11 esetében korábban az irodalomban ellentmondó eredmények voltak arra vonatkozólag, 

hogy a membrán koleszterintartalma hogyan befolyásolja a transzporter működését. Hoda és 

munkatársai epekőre hajlamos (C57l/J) és rezisztens (AKR/J) egerek kanalikuláris membránját 

vizsgálva azt tapasztalták, hogy a C57L/J egerekben megemelkedett ABCB11 expresszió 

alacsonyabb taurokolát transzporttal jár, és ők ezt a megemelkedett koleszterintartalommal 

magyarázták99. Ugyanakkor tény, hogy a korábban már említett membrán koleszterintartalomra 

érzékeny pumpák – úgy mint ABCB1, ABCC2, ABCG2 – szintén részt vesznek a különböző 

szervezetből eltávolítandó molekulák epén keresztüli eliminációjában.  
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2.6 Az ABC transzporterek vizsgálatára alkalmas tesztrendszerek 

 
Számos in vitro, in vivo és ex vivo rendszer áll rendelkezésre az ABC transzporterek és a különböző 

gyógyszermolekulák, toxikus komponensek közötti kölcsönhatás vizsgálatára. A korai 

gyógyszerfejlesztés során elsősorban az in vitro módszerek kerülnek előtérbe, hiszen ezek 

alkalmasak arra, hogy viszonylag rövid idő alatt több száz, akár több ezer molekula adott 

transzporterrel való kölcsönhatását prediktálják. Az adott molekula szervezeten belüli sorsáról, 

ADME tulajdonságairól, valamint ezekben a folyamatokban az ABC transzporterek szerepéről csak 

a jóval korlátozotabban kivitelezhető in vivo vizsgálatok adhatnak felvilágosítást. Az in vivo 

kísérletekhez hasonlóan az ex vivo modellek, úgymint az izolált perfúziós vékonybél, máj, vese 

vagy agy is fontos információt ad a gyógyszerek felszívódásáról, eloszlásáról, eliminációjáról és 

kiválasztásáról, ugyanakkor az állatkísérletekkel összehasonlítva jobban kontrollálhatóak100,101,102,11. 

 

2.6.1  In vitro módszerek 

 
Alapjában véve az in vitro rendszerek két típusát különböztetjük meg: a vizsgálatok történhetnek az 

adott transzportert stabilan vagy tranziensen expresszáló sejtekkel, vagy pedig a kívánt ABC 

fehérjét kifejező sejtekből készült membrán preparátumokon. A módszer alapulhat az ATP 

hidrolízisének, vagy pedig a szubsztrát transzportjának a mérésén, ez esetben vizsgálhatjuk 

közvetlenül az adott molekula ABC fehérje általi transzportját vagy pedig egy jól ismert, ún. 

riporter szubsztrát transzportjára való hatását. Az előbbi módszer a gyógyszerjelölt és drog 

transzporter közötti kölcsönhatás jellemzésére, az utóbbi pedig az inhibítor molekulák detektálására 

alkalmas. 

 

2.6.2 Membrán vezikula alapú vizsgálatok 

 

ABC transzporterek vizsgálatára alkalmas membrán preparátum készíthető olyan sejtekből, melyek 

elegendően magas szinten expresszálják a vizsgálni kívánt fehérjét. A különböző drogszelektált, 

vagy transzfektált emlőssejtek relatíve alacsony fehérje expressziós szintjük miatt sok esetben nem 

felelnek meg ennek a kívánalomnak, habár mindenképp előnyük, hogy az expresszált transzporter 
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környezete nagyban hasonlít a fiziológiáshoz. Széles körben elterjedt az ún. rekombináns 

bakulovírus expressziós rendszer használata, rovar eredetű Sf9 sejtek alkalmazásával, amely 

rendkívül magas fehérjeexpressziót eredményez.. Ugyanakkor mindenképp a rovarsejtes rendszer 

hátrányai közé sorolható, hogy a transzporter lipidkörnyezete eltér a fiziológiástól, és ez okozhat 

funkcióbeli különbségeket, illetve a glikoziláltsági fok sem egyezik meg az emlős rendszerekben 

tapasztaltakkal. Ez utóbbiról azonban több transzporter esetében kiderült, hogy nem befolyásolja a 

fehérje funkcióképességét103,104. 

 

 

ATPáz esszé 

Az ATPáz esszé alapja az, hogy a transzporterfehérje a szubsztrátjának sejtből való kipumpálásához 

az ATP hidrolíziséből származó energiát használja fel. A hidrolízis során szervetlen foszfát (Pi) 

szabadul fel, amely egyszerű kolorimetriás módszerrel detektálható (7.ábra). A 

membránvezikulában azonban a túlexpresszáltatott fehérje mellett más ATP-ázok is működnek, így 

szükséges ezek gátlása különböző specifikus gátlószerekkel. Az ABC transzporterekről 

általánosságban elmondható, hogy hatékonyan gátolhatók nátrium-ortovanadáttal, így a kísérletek 

során a totál, membránvezikulára jellemző összes ATP-áz aktivitásból elegendő a vanadát-érzékeny 

hányad maghatározása, amit vanadát-érzékeny alapaktivitásnak nevezünk105. 

 

 

 
7.ábra: Az ATPáz esszé sematikus ábrája 
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 Aktiválási teszt esetében a szubsztrát molekula stimulálja a vanadát-érzékeny alapaktivitást, a 

kapott dózisgörbéből pedig meghatározható az ún. EC50, amely a maximum hatás 50%-ához tartozó 

koncentrációt jelenti. Az inhibítorok és a lassan transzportálódó szubsztrátok a gátlási tesztben 

detektálhatók. Ezen esetben a vizsgálni kívánt molekula hatását oly módon követik nyomon, hogy a 

transzportert egy ismert szubsztrát segítségével maximálisan aktiválják, és az ATP hidrolízist mérik 

növekvő inhibítor koncentrációknál. Ez a kölcsönhatás jellemezhető az ún. IC50 értékkel, amely a 

maximálisan felaktivált fehérje 50%-os gátlásához tartozó drogkoncentrációt jelenti. 

 

 

Vezikuláris transzport esszé (VT) 

A membránvezikulák egy része ún. “inside-out” orientáltságú. Ezen kifordított vezikulák esetében a 

transzporter a molekulákat a vezikula belsejébe pumpálja; ez az alapja a vezikuláris transzport 

esszének (8.ábra). A vezikulák a bepumpált molekulákkal együtt megfelelő szűrési technikával 

elválaszthatók és ezt követően a szubsztrát molekula a jelölésétől függő módon detektálható; 

rendkívül széles körben elterjedt a különböző drogok fluoreszcens vagy radioaktív jelölése, 

érzékenyebbé téve ezzel a detektálást. 

 

 
8.ábra: A vezikuláris transzport esszé sematikus ábrája 
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Abban az esetben, ha az adott szubsztrát transzportját mérjük, akkor direkt VT módszerről 

beszélünk. Indirekt a módszer azonban, ha a vizsgált molekula egy jól karakterizált szubsztrátra 

gyakorolt hatását vizsgáljuk. A direkt vezikuláris transzport esszé alkalmas egy drog-transzporter 

kölcsönhatás kinetikai karakterizálására, míg az indirekt VT-nél tapasztalt kölcsönhatás esetében 

nem tudjuk megmondani ennek természetét, azaz hogy szubsztrátról vagy inhibítorról van-e szó.  

 

2.6.3 Sejtes vizsgálatok 

 
ABC transzportert expresszáló sejtekben a fehérje csökkenti az adott szubsztrát akkumulációját, 

intracelluláris koncentrációját, valamint felgyorsítja a drog eliminációját a sejtből. Abban az 

esetben, ha a molekula citotoxikus, akkor a jelenlévő ABC transzporter csökkenti a sejt 

szerre/citosztatikumra való érzékenységét az anyasejtvonalhoz képest, megfelelő inhibitor jelenléte 

pedig felfüggeszti ezt a kialakult rezisztenciát. Ezeken a tényeken alapulnak azok a sejtes 

tesztrendszerek, amelyek segítségével a molekulák és az ABC transzporterek közötti kölcsönhatás 

vizsgálják. Emlős sejtvonalak mellett bakteriális, élesztő, valamint rovarsejteket is alkalmaznak. Az 

alacsony passzív permeabilitású molekulák vizsgálatához az ABC transzportereket uptake 

transzporterekkel együtt stabilan expresszáltatják ugyanabban a sejtben. 

 

 

Citotoxicitási esszé 

A citotoxicitási esszét rendkívül széles körben alkalmazzák az ABC transzporterek vizsgálatára is. 

A fehérjét stabilan kifejező sejtek az anyasejtvonalhoz képest magasabb toxikus molekula 

koncentráció jelenlétében is életképesek, így a két sejtvonal esetében jelentős IC50-beli különbség 

figyelhető meg. A citotoxicitási esszénél az IC50 érték azt a citosztatikum koncentrációt jelenti, 

amelynél a sejtek 50%-a marad életképes. Ez a különbség azonban eltűnik abban az esetben, ha 

egy, az ABC pumpára specifikus gátlószert (revertáló ágenst) alkalmaznak. 

 

 

Festéktranszport esszé 

A szubsztrátok intracelluláris akkumulációját a transzporter csökkenti, az inhibitorok vagy 

kölcsönhatók pedig visszaállítják azonos szintre a szülői sejtvonalhoz képest az ABC fehérjét 
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expresszáló sejtekben. Sok esetben fluoreszcens szubsztrátokat alkalmaznak. Más esetekben, mint 

pl. a Hoechst 33342 és a pheophorbid A az ABCG2 esetében, vagy a Calcein-AM az ABCB1 és 

ABCC1 esetén, egy nem fluoreszcens prekurzort adnak a sejtekhez, amely a sejten belül válik 

fluoreszcenssé. Annak köszönhetően, hogy csak viszonylag kevés molekula fluoreszcens, ezt a 

módszert is elsősorban indirekt mérésekre alkalmazzák. 

 

Transzcelluláris transzport esszé 

A gyógyszermolekuláknak in vivo különböző farmakológiai barriereken – pl. az intesztinális epitél 

sejtek, a vér-agy-gát, hepatociták stb. – kell túljutniuk ahhoz, hogy eljussanak a célsejtekig, végül 

pedig hogy kiválasztódjanak a szervezetből. Ezt a transzcelluláris transzportot modellezi az ún. 

monolayer efflux esszé, amely során két folyadékkompartment közé egy szűrőfelületre kiültetett 

100% konfluenciát elért ABC fehérjét expresszáló sejtréteg segítségével vizsgálják a 

transzportfolyamatokat.  

 

2.6.4 In vivo módszerek 

 
Míg az in vitro rendszerek alkalmasak arra, hogy viszonylag gyorsan információt adjanak arról, 

hogy egy adott gyógyszerjelölt kölcsönhat-e a vizsgált ABC transzporterrel, addig nem válaszolják 

meg azokat a kérdéseket, hogy fiziológiás körülmények között a transzporterek hogyan 

befolyásolják a drog abszorpcióját, disztribúcióját, eliminációját és exkrécióját. Ennek tisztázása 

érdekében szükséges az in vivo vizsgálatok elvégzése, amelyre lehetőséget a transzgénikus, 

valamint mutáns állatok alkalmazása mellett specifikus gátlószer jelenlétében végrehajtott 

kísérletek adnak106. 

A korábban már említett Mdr1a (-/-) egér volt az első olyan genetikailag módosított állat, amely 

alkalmas volt az ABCB1 fiziológiás funkciójának vizsgálatára45. Az utóbbi másfél évtizedben 

számos olyan knock-out törzset hoztak létre, amelyeknél egyik vagy másik transzporter génjét, pl. 

az ABCB11-et, az ABCC1-et, ABCC3-at, vagy az ABCG2-t kiütötték, megakadályozva ezzel a 

fehérje kifejeződését. Az ezekkel az állatokkal végzett kísérletek nagyban hozzájárulnak az ABC 

transzporterek szervezetbeni funkciójának a megértéséhez, valamint kulcsfontosságú szerepet 

játszanak a gyógyszerkutatásban is107,108,109,110,111. 
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Paul és munkatársai skót juhászkutyákat ivermectinnel kezelve figyelték meg azt, hogy az egyes 

egyedek eltérő érzékenységet mutatnak a gyógyszerrel szemben. Csak később, 2001-ben 

bizonyította Mealey és kutatócsoportja, hogy a megnövekedett ivermectin érzékenységet egy, az 

mdr1 génben bekövetkező deléciós mutáció okozza112,113,114. Az mdr1a génjét érintő mutációt 

figyeltek meg a CF-1 egerek szubpopulációjában is, amely csökkent ABCB1 expressziót 

eredményez azokban a szövetekben, ahol az Mdr1a kifejeződése az elsődlegesen jellemző115,116. Az 

Mrp2 fiziológiás funkciójának tisztázásában, valamint a Dubin-Johnson szindróma megértésében 

fontos szerepet játszottak az olyan TR(-) és EHBR hyperbilirubinémiás patkányok, amelyekben 

nincsen Mrp2 expresszió117,118. 

Számos esetben alkalmaznak kombinált genetikai és kémiai knockout modelleket abból a célból, 

hogy vizsgálják egy gyógyszer farmakokinetikájában az adott transzporterek szerepét. 

Természetesen ezekben az esetekben kritikus tényező az inhibítor koncentrációja, valamint az, hogy 

kellőképpen szelektív legyen az adott transzporterre, és ez az ABC transzporterek esetében nem 

mindig egyszerű feladat. 
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3 Célkitűzések 

  

1./ A bevezetőben említett terápiás területeken (daganatos betegségek, gyulladásos, -és 

autoimmunbetegségek) alkalmazott gyógyszermolekulák tesztelése a multidrogrezisztenciában 

szerepet játszó transzportereket kifejező MDR1-Sf9 (ABCB1-et), MRP1-Sf9 (ABCC1-et), valamint 

korábban a laboratóriumunkban kifejlesztett HT-BCRP-HAM-Sf9 (high-troughput) 

membránpreparátumok alkalmazásával abból a célból, hogy a korábban nem karakterizált 

kölcsönhatásokat leírjuk. Előzetes kísérleteink alapján specifikus kölcsönhatást figyeltünk meg az 

ABCG2 fehérje és a leflunomid molekula között. Célunk volt ezen kölcsönhatás természetének 

jellemzése különböző in vitro tesztrendszerek segítségével. 

 

 

2./ Kíváncsiak voltunk arra, hogy a koleszterinnek az ABCG2-re való potencírozó hatása 

tapasztalható-e más olyan ABC transzporter esetében is, mint az ABCB11, amely az ABCG2-höz 

hasonlóan szintén a hepatociták koleszterinben gazdag kanalikuláris membránjában fejeződik ki. 

Célul tűztük ki, az így kifejlesztett BSEP-HAM-Sf9 (ABCB11-et expresszáló) membránok 

jellemzését, valamint korrelációs vizsgálatok végrehajtását a már rendelkezésre álló ABCB11 

membránokkal vezikuláris transzport kísérletekben. Ezzel párhuzamosan ismert hepatotoxikus 

gyógyszerek fajok közötti affinitáskülönbségeinek vizsgálatát is el kívántuk végezni. 

 

 

3./ Az egér Bsep-HAM-Sf9 (egér Abcb11-et kifejező) membrán ATPáz esszéjének adaptálásával 

egy széleskörűen alkalmazható nem radiokatív teszt kifejlesztése és optimalizálása is célunk volt. 

Ismert ABCB11 szubsztrátok segítségével validálni kívántuk az ATPáz esszében mért értékeket. 
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4 Anyagok és módszerek 

 
Reagensek 

A kísérletek során alkalmazott reagenseket az alábbi táblázat tartalmazza (1.táblázat) 

 

Reagens neve Reagens származási helye 

[3H]-Metotrexát Moravek Biochemicals (Brea, CA, USA), 

[3H]-Taurokolátot, [3H]-LTC4 Perkin Elmer (Boston, MA, USA) 

[14C] –Glikokolát Amersham Bioscience 
3H]-Taurokenodeoxykolát 

[3H]-Glykokenodeoxycholát 

Prof. Alan F Hofmann (University of 

California San Diego, CA, USA) 

ABCG2 elleni ellenanyag Abcam (Cambridge, UK) 

ABCG2-t, ABCB1-et és az ABCC1-et 

expresszáló rekombináns bakulovírusok 

Prof. Sarkadi Balázs (National Medical Center, 

Budapest, Hungary) 

egér, patkány és humán ABCB11 elleni 

ellenanyag 

 Prof. Bruno Stieger (University of Zurich, 

Zurich, Switzerland) 

RAMEB és a cholesterol@RAMEB Cyclolab (Budapest, Hungary) 

Ko134 
Prof. GJ Koomen (National Cancer Institute, 

Amsterdam, Netherlands) 

bovine gamma globulin Fermentas UAB (Vilnius, Lithuania) 

Többi vegyszer 
 

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
 

1.táblázat: a kísérletek során alkalmazott reagensek és származási helyük 
 
 
Sejtvonalak 

A HEK293 sejtvonalat (American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA) és ennek 

ABCG2-t expresszáló változatát (HEK293-BCRP) 10%(v/v) hőinaktivált szérummal, 100 units/ml 

penicilinnel, 100 µg/ml streptomycinnel és 2 mM L-Glutaminnal kiegészített MIX MEM (Hank's 

F12 : DMEM ,1:1, Sigma) tápoldatban tartottuk 5% CO2-ot tartalmazó 37°C-os inkubátorban119. 

10% (v/v) hőinaktivált szérummal, 100 units/ml penicilinnel, 100 µg/ml streptomycinnel és 2 mM 
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L-Glutaminnal kiegészített Advanced RPMI 1640 (GIBCO) tápoldatot alkalmaztunk a PLB985, 

PLB985-BCRP (ABCG2-t expresszáló), K562-MDR (ABCB1-et expresszáló) és HL60-MRP 

(ABCC1-et expresszáló) sejtvonalak esetében, melyeket szintén 5% CO2-ot tartalmazó 37°C-os 

inkubátorban szaporítottunk. 

 

Membránvezikulák preparálása 

A kísérletek során alkalmazott membránpreparátumok, úgymint MDR1-Sf9, MRP1-Sf9, BSEP-Sf9, 

patkány Bsep-Sf9, egér Bsep-Sf9, defBCRP-Sf9 és BCRP-HAM-Sf9 a Solvo Biotechnologiai Zrt- 

től származtak (Szeged, Hungary). Az Sf9 rovarsejteket az adott ABC transzportert tartalmazó 

rekombináns bakulovírussal fertőztük és ezekből preparáltunk membránt105. A kapott 

membránpreparátumok fehérjetartalmát BCA módszer segítségével határoztuk meg (Pierce 

Biotechnology, Rockford, IL, USA). 

 

Western blot 

Az ABCG2 esetén a fehérjék elválasztása 10%-os, az ABCB11 esetén pedig 7,5 %-os poliakrilamid 

denaturáló gélen történt. A szeparált fehérjéket 25 mM TRIS-t, 192 mM glicint és 15 % metanolt 

tartalmazó transzfer pufferben 1 órán keresztül 350 mA mellett polivinilidin difluoride membránra 

rögzítettük (Immobilon-P, Millipore, Bedford, MA, U.S.A). Ezt követően a membránt 2 órán 

keresztül szobahőmérsékleten blokkoló pufferben (5 % zsírmentes tejpor, 0,5 % BSA, 0,05 % 

Tween 20, PBS-oldatban oldva) tartottuk. 2 órán át kezeltük a membránt az elsődleges ellenanyag, 

a monoklonális egér anti-ABCG2 BXP-21 1:1000-szer, valamint a nyúl anti-patkány Abcb11 

1:500-szor blokkoló pufferben higított oldatával, majd 3-szor 10 percen keresztül mostuk 0,05%- os 

Tween 20 tartalmú PBS oldattal. Ezután következett a másodlagos ellenanyag, az anti-egér IgG-

HRP 1:5000-szer, valamint az anti-nyúl IgG-HRP 1:1000-szer 0,05%- os Tween 20 tartalmú PBS-

ben hígított oldatával való inkubáció szobahőmérsékleten 1 órán keresztül. Ezt a korábban már 

említett módon mosási lépések követték, majd az immunoreaktív fehérjéket ECL detektáló 

rendszerrel vizualizáltuk (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK). A minták 

ABCB11/Abcb11 tartalmának szemikvantitatív meghatározásához 15 µg összfehérjét vittünk fel és 

választottunk szét 7,5 %-os  poliakrilamid gélen, majd Coomassie blue-val festettük. A kalibrációs 

görbéhez belső sztenderdként 140 kDa méretű borjú  gamma globulint használtunk (1,25 – 5 µg 

/zseb). A kvantifikáláshoz ImageJ (NIH, Bethesda, MD, USA) szoftvert alkalmaztunk. 
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Koleszterinkezelés 

A membrán koleszterintöltését közvetlenül a membránpreparálás előtt végeztük olymódon, hogy a 

bakulovírussal fertőzött sejteket 30 percig 37 °C-on 1 mM cholesterol@RAMEB komplex 

jelenlétében inkubáltuk. Ezt a sejtek mosása követte Hank’s oldatban (GIBCO), majd a preparálást 

a fent leírt módon folytattuk. Az eljárás szabadalmi oltalom alatt áll120. 

 

Membránvezikulák koleszterintartalmának meghatározása 

A membrán koleszterintartalmának meghatározása a koleszterin-oxidáz módszeren alapul121. A 

reakció-elegy (500 mM MgCl2, 500 mM Tris puffer, 10 mM DTT, 100 mg Triton X-100, pH 7,4) 

10 µl-éhez 50 µl membránt adtunk és ezt inkubáltuk 10 µl 1mg/ml-es koleszterol-oxidáz enzim 

(Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) jelenlétében 30 percig 37 °C-on. A reakciót 100 µl 

metanol/etanol oldattal (50% (v/v)) állítottuk le és továbbinkubáltuk 30 percig 0 °C-on. 5 perc 700 

g-n való centrifugálás után a felülúszó 25 µl-jét C18 fordított fázisú kromatográfiás oszlopot 

tarttalmazó HPLC-vel analizáltuk (1100 Series set, Agilent, Santa Clara, CA, USA). Mozgó 

fázisként 0,3 ml/perc sebességgel áramló 1% (v/v) ecetsav/metanol elegyét használtuk. Az oxidált 

koleszterint 241 nm-en UV detektor segítségével detektáltuk. A koleszterin kvantitatív 

meghatározásához kalibrációs görbét alkalmaztunk. 

 

ATPáz esszé 

ATPáz esszét a Sarkadi és munkatársai által korábban leírt módon végeztük105. Az ATPáz 

aktivitások meghatározására a PREDEASY BCRP-HAM-ATPase Kit-et, a PREDEASY defBCRP-

HAM-ATPase Kit-et, a PREDEASY MDR1-ATPase Kit-et, a PREDEASY MRP1-ATPase Kit-et 

és a PREDEASY egér Bsep-HAM-ATPase Kit-et (SOLVO Biotechnology, Szeged, Hungary) 

alkalmaztuk. Mindegyik esszét a gyártó által meghatározott paraméterek, (µg membrán/lyuk, 

inkubációs idő és hőmérséklet) mellett végeztük. 

 

Vezikuláris transzport esszé 

 Az “inside-out” vezikulákat is tartalmazó membránszuszpenziót (50 µg protein/lyuk) a megfelelő 

esszé elegyben – amely tartalmazta a transzportált szubsztrátot is – 4 mM ATP jelenlétében és 

hiányában 37 °C-on inkubáltuk. A reakciókat 200 µl hideg mosópufferrel állítottuk le. Ezt követően 

a reakcióelegyeket 1 µm pórusméretű B tipusú üvegfiltert tartalmazó lemezekre szűrtük (Millipore, 
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Bedford, MA, USA) és 5x200 µl hideg mosó pufferrel mostuk. A filtereken maradt radioaktivitást 

folyadékszcintillátor segítségével mértük az ATP-függő transzportot pedig az ATP-t tartalmazó és 

nem tartalmazó lyukakban mért értékek különbségéből számoltuk (Microbeta Trilux, Wallac Oy, 

Turku, Finland). Az 2.táblázat mutatja a különböző transzportkísérletek során alkalmazott 

esszékörülményeket. 

 

 

 

 

ABCG2 általi  MTX 
transzport 

ABCC1 általi LTC 4 
transzport 

ABCB11,  patkány 
Abcb11 és egér Abcb11 

általi 
TC/GC/TCDC/GCDC 

transzport 

Esszépuffer összetétele 
7,5 mM MgCl2 

40 mM MOPS-Tris pH 7,0 
70 mM KCl 

7,5 mM MgCl2 
40 mM MOPS-Tris pH 7,0 

70 mM KCl 
2 mM GSH 

1 M KNO3 
0,1 M Mg(NO3)2 

10 mM Hepes-Tris  pH 7,4 

Transzportált szubsztrát 
koncentrációja 100 µM 50 nM 2 µM 

Reakcióidő 4 perc 1 perc 5 perc 

Mosópuffer összetétele 40 mM MOPS-Tris pH 7.0 
70 mM KCl 

40 mM MOPS-Tris pH 7.0 
70 mM KCl 

100 mM Tris-HCl 
1M KNO3 

2.táblázat: A vezikuláris transzport kísérletek során alkalmazott kísérleti paraméterek 

 

Festéktranszport esszék (Hoechst esszé és Calcein esszé) 

A sejttenyésztéshez használt tápfolyadék eltávolítása céljából Hank’s puffeben mosott, mikrotiter 

lemezekre meghatározott számban kiosztott sejteket 1xHank’s oldatban 37 °C-on 30 percig 

inkubáltuk a specifikus inhibitor jelenlétében. 

Hoechst esszé esetén ez 150 µl térfogatot jelentett, amelyhez az inkubációt követően 50 µl 

1xHank’s-ben oldott 50 µM Hoechst 33342 festéket adtunk elindítva ezzel a reakciót. A 

fluoreszcenciát spektrofotométer segítségével mértük 15 percig 30 másodpercenként kinetikus 

mérési módban  (Fluoroskan Ascent Type 374), ahol az  excitációs fény hullámhossza 350 nm, az 

emissziós fényé  pedig 460 nM volt. A maximális gátlást 300 nM Ko134 jelenlétében értük el. 

A Calcein esszénél a sejteket 100 µl térfogatban inkubáltuk és további 100 µl 250 nM CalceinAM-

et és BSA-t tartalmazó 1xHank’s oldatot adtunk hozzá a reakció elindítása céljából. Ebben az 

esetben 60 µM verapamil segítségével kaptuk a maximális gátlást. A Calcein esszé esetében 485 nm 

hullámhosszú excitációs fényt és 538 nm hullámhosszú emissziós fényt alkalmaztunk, a mérést 8 

percig végeztük 30 másodpercenként kinetikus mérési módban. 
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Meghatároztuk az inhibitor jelenlétében (Rmax) és távollétében (Ralap) kapott egyenesek 

meredekségét, valamint az egyes drogkoncentrációk esetében mért egyenesek meredekségét (Rdrog). 

Az így kapott értékek segítségével a következő képlet felhasználásával meghatároztuk az adott 

koncentráciojú gyógyszermolekula által okozott gátlást: 

100*(%)
max alap

alapdrog

RR

RR
Gátlás

−
−

=     (1) 

Az egyes drogkoncentrációkhoz tartozó gátlási értékek ábrázolásával meghatároztuk az adott 

vegyület IC50 értékét. 

 

Citotoxicitási esszé 

A mikrotiter lemezekre 200 µl tápfolyadékban meghatározott számú sejtet osztottunk ki, amelyeket 

24 órán keresztül 37 °C-os 5% CO2-t tartalmazó inkubátorban tartottunk. Ezt követően a DMSO-

ban oldott molekulákat tápfolyadékban előre higítottuk és 50 µl-ben adtuk a sejtszuszpenzióhoz. A 

kontrollok ebben az esetben csak DMSO-t tartalmazó tápfolyadékot kaptak. Az inkubáció 96 órán 

keresztül tartott 37 °C-os 5% CO2-t tartalmazó inkubátorban. 

A HEK293 és HEK293-BCRP sejtvonalak esetében a kiindulási sejtsűrűség 2x104 sejt/ml, a 

PLB985 és PLB985-BCRP sejtvonalaknál pedig 5x104 sejt/ml volt. 

A 96 óra elteltével a túlélő sejtek arányát MTS reakció segítségével határoztuk meg a gyártó által 

ajánlott kísérleti körülmények mellett (Promega, Madison, WI, USA). A kapott értékeket ábrázoltuk 

az alkalmazott drogkoncentrációk függvényében és meghatároztuk az IC50 értékeket. 

 

Adatok kiértékelése 

Az ATPáz esszé, a vezikuláris transzport esszé, valamint a festéktranszport esszék két, a 

citotoxicitási esszé pedig három párhuzamos mérési pontban készültek, ezeket átlagoltuk és szórást 

számoltunk. 

ATPáz esszé esetében a vizsgált molekula által kiváltott hatást a következő egyenlet alapján 

számoltuk ki: 

 

(2) 
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ahol υ= hatás (nmol Pi/mg protein/min), Vmin= minimális hatás, Vmax= maximális hatás, EC50= az 

50%-os hatáshoz tartozó drogkoncentráció, A= a tesztdrog koncentráció, nH= a kooperativitást 

jellemző Hill-szám. 

A VT esszé esetében a KI értékek meghatározására a Cheng-Prusoff  képletet használtuk: 

[ ]
M

I

K

S
IC

K
+

=
1

50       (3) 

ahol KI= az inhibitor affinitását jellemző paraméter, IC50= az 50%-os gátláshoz tartozó inhibítor 

koncentráció, S= a szubsztrátkoncentráció, KM= a szubsztrát affinitását jellemző paraméter 122. 

Citotoxicitási esszé esetében az IC50 értékeket – amelyek az 50%-os túléléshez tartozó 

drogkoncentrációt jelentik – a mért hatásgörbékből kaptuk meg. 

A görbeillesztésekhez, valamint a kinetikai paraméterek számításához a PRISM 3.0 szoftvert 

használtuk (GraphPad Software Inc., San Diego,CA). Wilcoxon-próba és ANOVA segítségével 

vizsgáltuk a koleszterin hatását az ABCB11/Abcb11 általi epesótranszportra. 
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5 Eredmények 

5.1 Új szubsztrát-transzporter kölcsönhatások detektálása és karakterizálása 
HT in vitro esszékkel 

 
Munkánk során célul tűztük ki, hogy azon terápiás területekről, amelyeknél a kezelés hatékonyságát 

a multidrog rezisztencia jelensége befolyásolja, gyógyszermolekulákat választunk ki és három ABC 

transzporterrel – ABCB1, ABCC1, ABCG2 – való kölcsönhatásukat leírjuk és karakterizáljuk.  

A kísérletek kivételézéshez mindenképp olyan tesztrendszerekre volt szükség, amelyek segítségével 

megbízhatóan, viszonylag rövid idő alatt végre tudtuk hajtani a kísérleteket. Az ABCB1 és ABCC1 

transzporter esetében rendelkezésre állt HT tesztelésre alkalmas Sf9 rendszer, az ABCG2 esetében 

azonban a korábban említett okok miatt a membránpreparátum erre nem volt alkalmas. 

Laboratóriumunkban ezzel párhuzamosan került kifejlesztésre a BCRP-HAM-Sf9 

vezikulapreparátum, – amelyet egy korábbi dolgozatban ismertettünk – és már eleget tett a fent 

felsorolt kívánalmaknak. 

Ezen molekulákat olyan nagy áteresztőképességű in vitro rendszerekben vizsgáltuk meg, mint az 

ATPáz esszé, vezikuláris transzport esszé, valamint festéktranszport esszé.  

 

5.1.1 Az  ABCG2 és leflunomid közötti specifikus kölcsönhatás karakterizálása 

 
 Kísérleti eredményeink egyértelműen rávilágítottak arra a tényre, hogy az ABCG2 és a leflunomid 

molekula között specifikus kölcsönhatás van. Korábban van der Heijden és munkatársai 

feltételeztek kölcsönhatást – humán T limfocitákat szulfaszalazin jelenlétében tenyésztve 

leflunomidra is rezisztens ABCG2-t expresszáló populációt figyeltek meg – de ezt egyáltalán nem 

karakterizálták. 

Abból a célból, hogy jellemezzük a kölcsönhatást, a következő kísérleteket végeztük el a 

leflunomiddal, valamint az A771726 molekulával. 
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5.1.2 A leflunomid és az A771726 kölcsönhat az ABCG2-vel 

 
Mind a leflunomid, mind pedig az A771726 koncentrációfüggően gátolja az ABCG2 mediált 

metotrexát transzportot a kifordított vezikulákba vezikuláris transzport kísérletekben (9.A,B ábra) 

Összehasonlítva a két molekulát megállapítható, hogy a leflunomidnak kisebb az affinitása, hiszen 

KI értéke 1,86 µM, míg az A771726 KI értéke 0,093 µM. A kísérletet különböző metotrexát 

koncentrációk mellett megismételve, a mért eredményeket Dixon-féle ábrázolásmódban 

megjelenítve elmondható, hogy a leflunomid és az A771726 molekula is kompetitíven gátolja az 

ABCG2 metotrexát transzportját (9.C,D ábra)123.  

  A                                                                               B 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  C                                                                                D 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

9.ábra: ABCG2-t tartalmazó vezikulák ATP függő metotrexát transzportja leflunomid (A) és A771726 (B) jelenlétében. 
Leflunomid (C) és A771726(D) kompetitiv gátlásának Dixon-Webb féle ábrázolása 25 (▼), 50 (▲), és 100 (■) µM 
metotrexát jelenlétében ABCG2-t expresszáló vezikulákon. 
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Hasonló eredményeket kaptunk a festéktranszport kísérletek során is, amelyet ABCG2-t 

expresszáló PLB985 sejtvonalon végeztünk. A leflunomid és a metabolitja is gátolja a Hoechst 

33342 festék ABCG2 fehérje általi sejtből való kipumpálását. A 10.A,B ábra mutatja be a 

molekulák koncentrációfüggő gátlását az 1-es egyenletet alkalmazva. A kalkulált IC50 értékek 

hasonló koncentráció tartományba esnek; 4,53 µM a leflunomidra és 2,87 µM az A771726 

molekulára vonatkozó IC50 paraméter, amelyet a kétfázisú görbe első szakaszát felhasználva 

kaptunk. 

 

 A                                                                                B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
10.ábra: A leflunomid (A) és az A771726 (B) hatása a Hoechst 33342 festék ABCG2 általi kipumpálására PLB985-
BCRP sejtekből. Mindkét diagrammon a (■) jelölés az ABCG2 specifikus Ko134 hatását mutatja. 
 

5.1.3 A leflunomid és az A771726 az ABCG2 szubsztrátjai 

  
A kölcsönhatás detektálása után kíváncsiak voltunk arra, hogy ezen molekulák szubsztrátjai vagy 

inhibítorai az ABCG2 transzporternek. Ebből a célból ATPáz esszéket végeztünk ABCG2-t 

expresszáló membránvezikulákon. Kísérleti eredményeink alapján elmondható, hogy mind a 

leflunomid, mind pedig az A771726 koncentrációfüggően stimulálja az ABCG2 vanadátfüggő 

ATPáz aktivitását (11.A,B ábra). Ez nem volt megfigyelhető sem a kontroll (defBCRP) (C), sem 

pedig az ABCB1-et expresszáló vezikulákon végzett kísérletek során még magas koncentrációban 

sem (D). A kalkulált EC50 értékek között itt is megfigyelhető az affinitásbeli különbség: a 

leflunomidra vonatkozó érték 3,93 µM, az A771726-ra vonatkozó érték pedig 0,78 µM volt. 

 
 

 

10 -3 10 -2 10 -1 100 101 102
0

50

100

150

Koncentráció ( µµµµM)

G
át

lá
s 

(%
)

10 -2 10 -1 100 101 102 103
0

50

100

150

200

Koncentráció ( µµµµM)

G
át

lá
s 

(%
)



 38

   A                                                                              B 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

   C                                                                               D       

                                                                                

 

 

 

 

 

 

 

 
11.ábra: ABCG2-t tartalamzó membrán vanadát szenzitív ATPáz aktivitása  leflunomid (A) és A771726 (B) 
jelenlétében. A leflunomid (■) és az A771726 (▲) hatása defBCRP-t (C) és ABCB1-et (D) tartalmazó 
mebránvezikulák vanadát érzékeny ATPáz aktivitására. 
 
 
A 3.táblázat tartalmazza a vezikuláris transzport esszé, az ATPáz és a Hoechst esszé kinetikai 

paramétereit 

 

 
EC50 leflunomid 

(µµµµM)  
EC50 A771726 

(µµµµM)  
IC 50/K I leflunomid 

(µµµµM)  
IC50/K I A771726 

(µµµµM)  
Vezikuláris transzport 

esszé-MTX 
---- ---- 186 0,093 

Hoechst esszé ---- ---- 4,53 2,87 
 

ATPáz esszé 
 

3,93 0,78 ---- ---- 

3.táblázat: A vezikuláris transzportban, az ATPázban és a Hoechst esszében mért adatokból számolt EC50 és IC50/KI 
értékek. 

10 -2 10-1 100 101 102 103
0

25

50

75

100

Koncentráció ( µµµµM)

va
na

dá
t s

ze
nz

ití
v 

A
T

P
áz

 a
kt

iv
itá

s
(n

m
ol

 P
/m

g 
m

em
br

án
fe

hé
rje

/p
er

c)

10 -2 10-1 100 101 102 103
0

25

50

75

100

Koncentráció ( µµµµM)

va
na

dá
t s

ze
nz

ití
v 

A
T

P
áz

 a
kt

iv
itá

s
(n

m
ol

 P
/m

g 
m

em
br

án
fe

hé
rje

/p
er

c)

25

50

75

100

125

100 101 102

Leflunomid ( µµµµM)

va
na

dá
t s

ze
nz

ití
v 

A
T

P
áz

 a
kt

iv
itá

s
(n

m
ol

P
/m

g 
m

em
br

án
fe

hé
rje

/p
er

c)

10-2 10 -1 100 101 102
0

25

50

75

100

125

A771726 (µµµµM)

va
na

dá
t s

ze
nz

ití
v 

A
T

P
áz

 a
kt

iv
itá

s
(n

m
ol

 P
/m

g 
m

em
br

án
fe

hé
rje

/p
er

c)



 39

 

A vizsgált két molekula esetében HEK293, valamint HEK293-BCRP sejtvonal alkalmazásával 

citotoxicitási esszében is sikerült alátamasztani a szubsztrát-jelleget. Abban az esetben ugyanis, ha 

egy vegyület szubsztrátja az ABCG2 transzporternek, akkor a fehérjét nagyobb mennyiségben 

expresszáló sejtvonal kevésbé érzékeny a drog egyre növekvő koncentrációjára, mint az 

anyasejtvonal. Ugyanakkor transzporter-specifikus inhibitor (1 µM Ko134) alkalmazásával ez a 

rezisztencia visszafordítható, így egyértelműen bizonyítható, hogy a rezisztencia kialakításáért az 

ABCG2 a felelős (12.A,B ábra).  

 

   A                                                                               B 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

12. ábra: a túlélés aránya a növekvő leflunomid (A) és A771726 (B) koncentráció mellet a HEK293-mock sejteken 
1µM Ko134 jelenlétében (▲) és hiányában(■), valamint HEK293-BCRP sejteken 1µM Ko134 jelenlétében (●) és 
hiányában(♦). 

 

Az 4.táblázat tartalmazza az 1 µM Ko134 jelenlétében és hiányában a HEK293-mock és HEK293-

BCRP sejtvonalon mért adatokból számolt IC50 értékeket leflunomidra és a metabolitjára. 

  

IC
50

 (µµµµM)  HEK293-mock 
HEK293-mock 
+1µµµµM Ko134 

HEK293-BCRP HEK293-BCRP  +1µµµµM 
Ko134 

 
Leflunomid 

 
3,34 2,09 68,8 8,98 

 
A771726 

 
9,16 11,49 68,03 10,72 

4.táblázat: HEK293-mock és HEK293-BCRP sejteken leflunomid és A771726 növekvő koncentrációja mellett végzett 
citotoxicitási esszé IC50 értékei 1 µM Ko134 jelenlétében és hiányában. 
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5.2 A koleszterin hatása az egér, a patkány és humán ABCB11 transzporter 
működésére 

 
Az Sf9 expressziós rendszert rendkívül széleskörűen alkalmazzák különböző membránfehérjék, így 

ABC transzporterek kifejezésére. A különböző fajokból származó ABCB11/Abcb11 fehérjéket 

szintén gyakran expresszáltatják bakulovírussal fertőzött Sf9 rovarsejtekkel, az így kapott 

rendszerben mért KM és IC50 illetve KI értékek nagy mértékben hasonlítottak a hepatociták 

kanalikuláris membránjából készült preparátumában mért értékekhez124,125. Számos ABC 

transzporterről, mint az ABCB1, ABCC2 és ABCG2  –  amelyek az ABCB11-hez hasonlóan 

szintén a hepatociták kanalikuláris membránjában fejeződnek ki – mi és más laborok leírták már 

korábban, hogy koleszteringazdag régiókban lokalizálódnak és érzékenyek a membránkörnyezet 

koleszterintartalmára44,126,127. 

Kíváncsiak voltunk arra, hogy az ABCB11 fehérje működését hogyan befolyásolja a 

membránkörnyezet koleszterintartalma, ezért a következő kísérleteket végeztük el. 

 

 

5.2.1 A koleszterin hatása az Sf9 sejtekből preparált membrán ABCB11/Abcb11 tartalmára 

 
A hepatociták kanalikuláris membránja – amelyben az ABCB11 lokalizálódik – koleszterinben 

meglehetősen gazdag, ugyanakkor az expresszióhoz alkalmazott Sf9 rovarsajtek koleszterintartalma 

elmarad az emlős sejtekéhez képest. Abban az esetben azonban, ha az Sf9 sejtek membránját a 

vezikulapreparációt megelőzően koleszterinnel töltjük fel a fiziológiáshoz jobban hasonlító 

lipidösszetételű rendszert kapunk. Az ABCB11/Abcb11 transzportert tartalmazó bakulovírussal 

fertőzött Sf9 sejtet kezeltünk koleszterin@RAMEB komplexszel, amelynek hatására a preparált 

membrán koleszterintartalma megközelítőleg 3-4-szer magasabb (0,16 µmol/mg fehérje) lett. Míg a 

humán ABCB11 és az egér ortológ expressziós szintje közel azonos volt (2,6 µg /15 µg összfehérje 

és 2,2 µg /15 µg összfehérje), addig a patkány Abcb11 ezeknél jóval kisebb mennyiségben 

fejeződött ki (1,3 µg /15 µg összfehérje). A 13.ábra szemlélteti, hogy a membrán 

koleszterintartalmának változása nem volt jelentős hatással a kifejezni kívánt fehérje expressziós 

szintjére és méretére. 
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              A        B               C        D        E                 F        G 

 
13.ábra: A koleszterin feltöltés hatása az ABCB11/Abcb11 transzporterek expressziós szintjére és méretére. A:BSEP-
Sf9, B:BSEP-HAM-Sf9, C:β-gal-Sf9, D:patkány Bsep-Sf9, E:patkány Bsep-HAM-Sf9, F:egér Bsep-Sf9, G:egér Bsep-
HAM-Sf9. Az 50 kDa alatti méretű az α-aktin. 
 
 
 

5.2.2 A koleszterin hatása az ABCB11/Abcb11 fehérjék működésére 

 
Kísérleteink során a membránkörnyezet megemelkedett koleszterintartalmának hatását a három 

különböző fajból származó ABCB11/Abcb11 fehérje négy különböző epesó: TC, TCDC, GC és 

GCDC transzportján keresztül vizsgáltuk. Mind a négy epesó transzportjáról elmondható, hogy a 

Michaelis-Menten kinetikát követi. Az Sf9 sejt membránjának koleszterinnel való feltöltése 

magasabb Vmax értékeket eredményezett, a transzportnövekedés pedig majd minden esetben 

statisztikailag is szignifikáns volt (14.A,B,C ábra).  
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14.ábra: A kontroll (●) és koleszterinkezelt (■) humán (A), egér (B) és patkány (C) Abcb11 fehérje általi 
epesótranszport. A transzport értékek a preparátumok ABCB11/Abcb11 tartalmára lettek korrigálva. A statisztikai 
analízist  a Wilcoxon-próbával végeztük, * p<0.001, ** p<0.05. 
 
 
Az észlelt KM változás kisebb mértékű volt, tendenciájának kiderítése céljából a TC transzportot 

kiválasztva a sebességi értékeket Eadie-Hofstee-féle linearizálásnak vetettük alá. Az egyenesek 

negatív meredeksége határozza meg a KM, értékét, amelyek között szignifikáns eltérést – a kontroll 

és HAM membránt összevetve – nem tapasztaltunk (15.ábra).  
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15.ábra: Az ABCB11/Abcb11 fehérje általi TC transzport értékek Eadie-Hofstee- féle linearizálása. A:humán ABCB11, 
B:egér Abcb11, C:patkány Abcb11 
 

 

A kísérleteink során kapott és ezekből számított KM, valamint Vmax/KM értékeket az 5.táblázat 

tartalmazza. 
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humán ABCB11 egér Abcb11 patkány Abcb11 
Kontroll  HAM  Kontroll  HAM  Kontroll  HAM  

KM 

µM 
Vmax/K M 

µl/µµµµg/min 
KM  
µM 

Vmax/K M 
µl/µµµµg/min 

KM 

µM 
Vmax/KM 

µl/µµµµg/min 
K M 

µM 
Vmax/K M 

µl/µµµµg/min 
KM 
µM 

Vmax/K M 

µl/µµµµg/min 
K M 

µM 
Vmax/K M 

µl/µµµµg/min 

T
C 

15,0 ± 
3,6 0,25 ± 0,02 

17,0 
± 1,1 

0,42 ± 
0,01 

6,7 ± 
2,1 3,41 ± 0,23 

7,6 
± 

2,8 

4,70 ± 
0,43 

11,7 
± 

5,5 

0,06 ± 
0,00 

15,3 
± 1,3 0,16 ± 0,,0 

G
C 

35,5 ± 
1,1 

0,12 ± 0,01 
25,9 
± 0,9 

0,27 ± 
0,04 

8,84 
± 0,3 

0,88 ± 0,08 
12,3 

± 
1,0 

1,08 ± 0,4 
22,1 

± 
3,8 

0,04 ± 
0,00 

12,8 
± 0,9 

0,18 ± 0,0 

T
C
D
C 

4,2 ± 
1,7 

1,59 ± 0,3 
5,7 ± 
1,5 

2,49 ± 
0,04 

17,1 
± 0,3 

0,59 ± 0,08 
36,5 

± 
0,2 

0,51 ± 
0,07 

11,8 
± 

1,3 

0,19 ± 
0,06 

12,6 
+ 2,3 

0,62 ± 0,1 

G
C
D
C 

1,7 ± 
0,6 

1,38 ± 0,03 
4,3 ± 

1 
1,36 ± 
0,13 

1,89 
± 0,7 

1,42 ± 0,2 
4,75 

± 
0,7 

1,36± 0,3 
15,9 

± 
2,0 

0,12 ± 
0,08 

45,9 
± 

10,2 
0,15 ± 0,07 

5.táblázat: A kontroll és a HAM egér, patkány és humán ABCB11 fehérje általi TC, GC, TCDC, GCDC transzportok 
KM és Vmax/KM értékei. 
 
 
Vizsgáltuk a koleszterintartalomváltozás olyan hatását is, hogy milyen módon befolyásolja a 

különböző fajból származó ABCB11/Abcb11 transzporterek különböző epesókhoz való affinitását. 

Eltolódás egyedül a patkány Abcb11 esetében volt megfigyelhető kismértékben, ugyanis 

koleszterinfeltöltés hatására a GC, GCDC és TCDC Vmax/KM értékei közelítettek egymáshoz. 

A táblázat alapján az is elmondható, hogy a membránkörnyezet koleszterinkoncentrációjának 

megemelkedése leginkább a patkány Abcb11-re, legkevésbé pedig a humán ABCB11-re volt 

potencírozó hatással. 

 

 

5.2.3 Kolesztatikus gyógyszerek hatása az ABCB11/Abcb11-HAM általi TC, GC, TCDC, 
GCDC transzportra 

  
A következőkben megvizsgáltunk három kiválasztott hepatotoxikus gyógyszer hatását 

ABCB11/Abcb11-HAM általi TC, GC, TCDC, GCDC transzportra. A kísérletek során kapott 

maximális gátlásokat és IC50 értékeket a 6.táblázat foglalja össze. 
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 TC GC TCDC GCDC 

 IC50 (µM) (maximális gátlás %) 

 humán ABCB11 
Glibenklamid 14,7 (100) 18,8 (100) 15,8 (100) 7,6 (87) 
Ciklosporin A 18,9 (100) 0,93 (100) 0,94 (100) 9,4 (100) 
Troglitazon 9,5 (100) 16 (100) 27,6 (100) 24,4 (100) 

 egér Abcb11 
Glibenklamid 150 (100) 95,5 (100) 109 (86) 153 (90) 
Ciklosporin A 2,05 (85) 1,16 (100) 7,17 (60) 1,87 (71) 
Troglitazon 40,4 (100) 56,3 (100) 63,4 (85) 42,4 (100) 

 patkány Abcb11 
Glibenklamid 26,1 (100) 23,1 (100) 15,5 (100) 22,5 (100) 
Ciklosporin A 0,89 (100) 2,28 (100) 0,09 (100) 23,85 (100) 
Troglitazon 27,5 (100) 48,9 (100) 42,3 (100) 34,5 (100) 

6.táblázat: A glibenklamid, a ciklosporin A és a troglitazon hatása az ABCB11/Abcb11-HAM általi epesó (TC, GC, 
TCDC, GCDC) transzportokra. 
 
 
Az eredmények alapján elmondható, hogy habár a glibenklamid és troglitazon IC50 értékei egy 

fajon belül nem nagyon mutattak különbségeket, jelentős – akár nagyságrendi – eltérések 

figyelhetők meg a fajok között. Mindkét gyógyszer esetében a humán transzporter rendelkezik a 

legnagyobb affinitással és az egér a legkisebbel. A ciklosporin A által kifejtett gátlás IC50 értékei 

már egy fajon belül is mutatnak eltéréseket, nemcsak a fajok között. A ciklosporin A a humán 

ABCB11 általi TC transzportot akár húzszoros IC50-nel gátolja, összevetve a GC, vagy TCDC 

transzporttal. Hasonló nagy diverzitás figyelhető meg a patkány Abcb11 esetében is. 

 

5.2.4 Kolesztatikus gyógyszerek hatása a humán ABCB11 és ABCB11-HAM általi TC 
transzportra 

 
A továbbiakban kilenc olyan gyógyszer hatását vizsgáltuk, amelyek közismerten kolesztázist 

okoznak. Kíváncsiak voltunk arra, hogy befolyásolja-e a membrán koleszterintartalma az ABCB11 

fehérje molekulákhoz való affinitását. A 7.táblázat tartalmazza a molekulák által az epesó 

transzportra kifejtett maximális gátlás mértékét és a kapott IC50 értékeket. 
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 ABCB11-CTRL ABCB11-HAM 

 IC50 (µM) 

Troglitazon 8,4 9,5 

Ciklosporin A 2,0 18,9 

Glibenklamid 11,3 14,7 

Valinomicin 0,7 1,0 

Vinblasztin 57,3 62,0 

Rifampicin 10,5 18,8 

Clofazimin 2,3 5,4 

Reszerpin 2,8 4,9 

Etinilösztradiol 15,7 17,1 

7.táblázat: Kolesztatikus gyógyszerek hatása az ABCB11/ABCB11-HAM általi TC transzportra. 

 

A 7.táblázat alapján elmondható, hogy a membránkörnyezet lipidtartalma nem befolyásolja az 

ABCB11 fehérje affinitását a vizsgált gyógyszerekhez. Ez alól egyedül a ciklosporin A jelent 

kivételt, hiszen majd 10-szeres különbség mutatkozik a kapott IC50 értékekben (2 µM a control és 

18,9 µM a HAM vezikula esetén). 

 

5.3 Az egér Abcb11-HAM membrán ATPáz esszéjének kifejlesztése 

 
Noe és munkatársai 2001-ben megjelent publikációjukban az egér Abcb11 transzportert Sf9 

sejtekben expresszáltatták és tanulmányozták128. Ezt már megelőzte a patkány Abcb11, de csak 

később, 2002-ben követte a humán ABCB11 karakterizálása124,129. Mindhárom ortológ esetében 

sikerült különböző epesók transzportját vezikuláris transzport kísérletekben mérni, ugyanakkor 

ATPáz esszében az Sf9 rendszerek alkalmazásával csak az egér Abcb11 esetében. Ennek az az oka, 

hogy esetünkben csak ez a transzporter rendelkezik olyan magas Vmax értékkel az egyes epesók 

esetében, amely már detektálható ATPáz esszében. Az említett kísérleti módszer igen nagy 

jelentőségű, mert amellett, hogy kellőképpen robosztus és nagy áteresztőképességű, alkalmas a 

kölcsönhatásokon túl a szubsztrátok detektálására is.  
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5.3.1 A sejtmembrán koleszterintartalom növekedésének hatása az egér Abcb11 
transzporter ATPáz működésére 

 
A TCDC és az egér Abcb11 transzporter kölcsönhatását ATPáz esszében tanulmányozva 

megállapítható, hogy a membrán koleszterintartalmának növelése az esszé robosztusságát növelte, 

hiszen a csökkent alapaktivitás mellett magasabb maximális ATPáz aktivitást mértünk nmol Pi/mg 

membránfehérje/perc mértékegységben, és ez a változás statisztikailag is szignifikáns volt 

(16.ábra). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
16.ábra: Az egér Abcb11-et (■) és egér Abcb11-HAM-et (▲) tartalmazó membránvezikulák vanadátszenzitív ATPáz 
aktivitása növekvő TCDC koncentráció mellett. A statisztikai analízist ANOVA segítségével végeztük, ** p<0.01, *** 
p<0.001. 
 

 

Az eredmények szerint közel a duplájára (1,7-ről 3,2-re) emelkedett a membránpreparátum 100 µM 

TCDC-tal való aktiválhatósága, ami az esszé jobb alkalmazhatóságát eredményezi. 

 

5.3.2 Az egér Abcb11-HAM transzporter ATPáz esszéjének optimalizálása 

 
Az egér Abcb11-HAM transzporter TCDC stimulált ATPáz aktivitása  függ az ATP 

koncentrációjától (17.ábra). A telítési görbe maximális transzportsebessége 21 nmol Pi/mg 

membránfehérje/perc, az ATP-re vonatkozó KM értéke pedig 0,6 µM. A maximális ATPáz aktivitást 

2 mM ATP koncentráció mellett közelítettük meg, így a további kísérletek során ezt az ATP 

koncentrációt alkalmaztuk. 
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17.ábra: Az egér Abcb11-HAM transzportert tartalmazó vezikulák ATPáz aktivitása az ATP koncentrációjának 
függvényében. 
 

Ezt követően optimalizáltuk az esszé kivitelezéséhez szükséges egér Abcb11-HAM transzportert 

tartalmazó membrán mennyiségét és az inkubációs időt. Figyelembe véve azt is, hogy a mérés során 

mindvégig a foszfát kalibrációs görbe lineáris szakaszán mérjünk, optimális inkubációs időnek a 15 

perc mutatkozott. Különböző fehérjemennyiségek mellett mértük az alap, 100 µM TCDC által 

stimulált és 100 µM ciklosporin A által gátolt ATPáz aktivitásokat 15 perc inkubálással (18.ábra). 

A fent említett szempontot is szem előtt tartva továbbiakban a kísérleteket 8 µg membránmennyiség 

mellett kiviteleztük. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
18.ábra: Az egér Abcb11-HAM transzporter alap, 100 µM TCDC által stimulált és 100 µM ciklosporin A (CSA) által 
gátolt ATPáz aktivitásainak változása az összfehérjemennyiség függvényében.  
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5.3.3 Az egér Abcb11-HAM transzporterrel kölcsönható molekulák detektálása ATPáz és 
VT esszében 

Abból a célból, hogy validáljuk az egér Abcb11-HAM ATPáz esszét, kiválasztottunk egy 

molekulaszettet, amelyet az említett esszé mellett TCDC vezikuláris transzport kísérletekben is 

megvizsgáltunk és összehasonlítottuk az így kapott kinetikai paramétereket (19.A,B,C ábra). 

Ezekről a gyógyszerekről az irodalomban leírták, hogy hepatotoxikusak, amelyet az ABCB11 

fehérjével való kölcsönhatásuk okoz, így alkalamazásuk kolesztázishoz vezethet124,125 ,130,. 

 

  A                                                                                 B 
                                                                                         

 

 

 

 

 

 

 

 

C 
Kölcsönható molekula IC 50 (µM) 

TCDC stimulált ATPáz TCDC vezikuláris transzport 
Ciklosporin A 3,5 7,2 
Glibenklamid 45 120 
Rifamicin SV 62 105 
Ketokonazol 33 >100 
Troglitazon  33 97 
Rifampicin >100 Nem volt mérhető kölcsönhatás 

19.ábra: A vizsgált molekulák hatása az egér Abcb11-HAM TCDC transzportra ATPáz esszében (A) és vezikuláris 
transzport esszében (B), valamint a kapott IC50 értékek összehasonlítása (C). 
 

A mért IC50 értékek egymással viszonylag jól korrelálnak, bár elmondható, hogy a az egér Abcb11-

HAM ATPáz esszében kapott paraméterek 2-3-szor kisebbek a VT-ben mértekhez képest (17.C 

táblázat). A rifampicin esetében ATPáz esszében rendkívül magas – >100 µM – IC50 értéket 

kaptunk, így ez a kölcsönhatás vezikuláris transzport kísérletben már nem is volt detektálható. A két 

mérési módszer eredményei egymást erősítik, mivel az affinitások sorrendje azonos mindkét 

rendszerben. 
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6 Megbeszélés 

 
 
Új szubsztrát-transzporter kölcsönhatások detektálása és karakterizálása HT in vitro 

esszékkel 

 

A 70-es évekre az onkológusok számára egyre nyilvánvalóbbá vált az a tény, hogy az újabb és 

újabb, kezdetben rendkívül hatékony kemoterápiás szerek ellenére egyes tumortípusokkal szemben 

továbbra is tehetetlenek, hiszen ezek egy része már “öröklötten” rezisztens adott gyógyszerekre, 

míg más részük a terápia során válik azzá. A kezelés hatékonyságát még az is nehezíti, hogy ez a 

rezisztencia multidrog-jellegű, azaz kialakulása után egymástól teljesen eltérű szerkezetű 

gyógyszerek is hatástalanná válnak. A multidrog rezisztenciáért felelős, membránban elhelyezkedő 

pumpák – amelyek az ABC transzporterek családjába tartoznak – szerepét, szerkezetét és a 

funkcióját az utóbbi harminc évben sikerült felderíteni. Az is kiderült, hogy három ABC fehérje, az 

ABCB1/Pg-p/MDR1, az ABCC1/MRP1 és az ABCG2/BCRP/MXR/ABCP felelős a fent említett 

jelenség kialakulásáért, amely nemcsak a daganatos betegségek kezelése esetén merülhet fel, hanem 

pl. olyan krónikus gyulladásos,- és autoimmunbetegségek esetében is, ahol a gyógyszerek 

viszonylag hosszantartó alkalmazása szükséges.  

Kísérleteink során egy meglehetősen specifikus, mindeddig ismeretlen interakciót figyeltünk meg 

az ABCG2 és a rheumatoid arthritis terápiájában gyakran alkalmazott leflunomid között. 

Különböző membránalapú és egész sejt alapú in vitro esszék segítségével sikerült karakterizálni az 

ABCG2 és leflunomid, valamint a metabolitja, az A771726 között megfigyelt kölcsönhatást. Azt 

tapasztaltuk, hogy a fent említett molekulák az ABCG2 fehérje szubsztrátjai, ugyanis aktiválják az 

ABCG2-t ATPáz esszében, kompetitíven gátolják az ABCG2 általi metotrexát transzportot, 

valamint az ABCG2-nek köszönhetően kevésbé toxikusak a transzportert expresszáló sejtvonalra. 

Az a tény, hogy van der Heijden és munkatársai RA betegek izületeiből származó endotél sejtjeiben 

és makrofágjaiban ABCG2 kifejeződést tapasztaltak azt sugallja, hogy az ABCG2-nek fontos 

szerepe lehet a gyulladásos folyamatokban. Ezt az expressziót a szerzők inkább gyulladásfüggőnek, 

mint gyógyszerfüggőnek találták131. Korábbi adatokból ismert, hogy az ABCG2 részt vesz olyan 

bázisterápiás vegyületek abszorpciójában és eliminációjában, mint a szulfaszalazin, vagy a 

metotrexát132,133,134,135. 



 52

A metotrexát egy ismert ABCG2 szubsztrát, amelyet gyakran alkalmaznak vezikuláris transzport 

kísérletekben136. Ez a gátláson alapuló in vitro esszé metotrexát-drog kölcsönhatások kimutatására 

alkalmas. A leflunomid és a metabolitja is koncentrációfüggően gátolták az ABCG2 általi 

metotrexát transzportot a kifordított BCRP-HAM-Sf9 vezikulákba. A két molekula affinitása 

azonban eltérő, hiszen míg a leflunomid esetén 1,86 µM, addig az A771726 esetében 0,093 µM K I 

értéket számoltunk. A Dixon-féle ábrázolással azt is sikerült megállapítani, hogy ez a gátlás 

kompetitív típusú. 

A kinetikai paraméterekben, az EC50 értékekben észlelt eltérés az ATPáz esszé esetében is 

megfigyelhető volt (3,93 µM és 0,78 µM). Mindkét molekula koncentrációfüggően stimulálta az 

ABCG2 ATPáz aktivitását, amely szubsztrát természetre utalhat. 

A Hoechst 33342 egy membránpermeábilis festék, amely kiváló szubsztrátja az ABCG2-nek. A 

festéket alkalmazó esszé, amelyet a transzportert expresszáló sejteken végeztünk, alkalmas a 

tesztdrogok és a transzporter közötti kölcsönhatás nyomonkövetésére. A leflunomid és a metabolitja 

is gátolta az ABCG2 általi Hoechst 33342 transzportot, azonos nagyságrendbe eső IC50 értékekkel 

(4,53 µM és 2,87 µM). 

Citotoxicitási esszét végeztünk a transzportert expresszáló és üres vektorral transzfektált HEK293 

sejteken abból a célból, hogy igazoljuk ezen molekulák nem csupán kölcsönhatói, hanem 

szubsztrátjai is az ABCG2 fehérjének. Az ABCG2-t expresszáló sejtek 20,6- szor, valamint 7,5-ször 

voltak rezisztensebbek a leflunomidra és az A771726-ra a HEK293-mock sejteknél. Mivel ez a 

rezisztencia ABCG2 specifikus inhibítor segítségével visszafordítható volt, sikerült bizonyítani, 

hogy ez folyamat az ABCG2-nek köszönhető oly módon, hogy a transzporter csökkenti a drogok 

intracelluláris koncentrációját. 

A különböző esszék kinetikai paramétereit megvizsgálva azt tapasztaltuk, hogy a két molekula 

közötti nagyságrendi eltérés csak a membránvezikula alapú rendszerek esetében volt megfigyelhető. 

Ez az eltérés azzal magyarázható, hogy a Hoechst esszé, valamint a citotoxicitási esszé esetében – 

ahol az ABCG2-vel való interakcióhoz szükség van arra, hogy a molekulák bejussanak a sejtekbe – 

jelentős különbség van a passzív permeábilitásokban. A leflunomid metabolitja egy plusz hidroxil 

csoporttal rendelkező nyitott gyűrűs molekula, amely feltehetőleg alacsonyabb permeábilitással 

rendelkezik. 

A leflunomid egy viszonylag új bázisterápiás vegyületnek számít, amelyet monoterápiában, 

valamint más bázisterápiás szerekkel és nem-szteroid tipusú gyulladáscsökkentőkkel kombinálva is 

alkalmaznak a RA terápájában137,138,139,140,141. Több tanulmány is beszámol arról hogy, ha egy 
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hosszabb, már kevésbé hatékony metotrexát-kezelést leflunomiddal egészítenek ki, akkor a beteg 

állapotának javulása figyelhető meg72,142. Ez kísérleti eredményeink szerint magyarázható a vizsgált 

molekulák, valamint a metotrexát között fellépő kompetitív inhibícióval, amely az egyik vagy 

másik gyógyszer intracelluláris koncentrációjának emelkedését eredményezi. Ezen eredmények 

képezhetik az alapját a RA-terápia egy újfajta megközelítésének, amelyben kezelés mellett fontos 

lehet az ABCG2 transzporter gátlása is specifikus inhibítorral vagy akár más bázisterápiás 

vegyülettel is. Feltételezzük, hogy az ABCG2 fehérje fontos szerepet játszik az ABCG2 szubsztrát 

bázisterápiás gyógyszerekkel szembeni rezisztenciában. Ez a hipotézisünk azóta megerősítést nyert, 

hiszen  van der Heijden és munkatársai megmutatták, hogy a metotrexátra illetve leflunomidra 

rezisztens betegek szinoviális makrofágjaiban az ABCG2 szintje szignifikánsabban magasabb, mint 

a terápiára jól reagáló betegek esetében143. 

A közeljövőre azt tervezzük, hogy a fent említett terápiás területekről kiválasztott gyógyszerek és a 

releváns ABC transzporterek közötti különböző, általunk kifejlesztett és alkalmazott in vitro 

esszékben megfigyelt kölcsönhatást kinetikai szempontból jellemezzük. Az így kapott paraméterek, 

úgymint EC50 és IC50 értékek segítségével egy kisebb adatbázist szeretnénk létrehozni, illetve az 

irodalomban korábban még nem leírt interakciókat jellemezni. Ezen adatok alapját képezhetik az 

egyénre szabott terápiának, hiszen ha a beteg MDR-ABC transzporter profilja ismert, olyan 

gyógyszer kerülhet alkalmazásra, amely esetén nem lép fel MDR-jelenség, és így jelentősen 

javulhat a terápia hatékonysága. A hematológiai tumorok esetében rendelkezésre áll egy olyan 

tesztrendszer, amely a Calcein-esszén alapulva a funkcionális ABCB1 és ABCC1 mennyiségét 

határozza meg, és jelenleg dolgozunk a kit ABCG2 szint mérésére alkalmas bővítésén.  

  

 

A membrán koleszterintartalmának hatása az egér, patkány és humán ABCB11 működésére 

 

Az egér Abcb11 transzporter 1321 aminosavból felépülő fehérje, amelynek molekulatömege 160 

kDa, az Sf9 rendszert alkalmazva, azonban a rovarsejtek csökkent glikozilációs képessége miatt egy 

130 kDa tömegű, funkcionális fehérje fejeződik ki144,91,145. Korábbi kísérletek rávilágítottak arra a 

tényre, hogy az Sf9 expressziós rendszert alkalmazva patkány Abcb11 esetén alacsonyabb 

transzportsebességek érhetők el, mintha izolált kanalikuláris plazmamembrán vezikulákat 

alkalmaznánk91. Bizonyítást nyert, hogy a csökkent glikolizáció valószinű nem befolyásolja az 
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ABCG2 transzporter müködését, viszont a membrán koleszterintartalma igen, hiszen az is kiderült 

erről a fehérjéről, hogy koleszteringazdag raftokban és kaveolákban lokalizálódik39,44 . 

Kísérleteink során bebizonyítottuk, hogy az egér, patkány és humán ABCB11 is érzékeny a 

membrán koleszterintartalmára, hiszen  megemelkedett transzportsebességeket mértünk abban az 

esetben, ha megnöveltük az Sf9 sejtek plazmamembránjának koleszterin tartalmát. Ez a potencírozó 

hatás a Vmax növekedésén túl jelentős mértékben nem befolyásolta az epesó transzportok KM 

értékét, azaz nem volt hatással az affinitásra. A koleszterin ezen hatása az ABCB11/Abcb11 

fehérjékre nem teljesen tisztázott. Feltételezésünk szerint allosztérikus modulátorként hat a 

fehérjére, vagy pedig a membrán fluiditását változtatja meg. A legújabb publikációk alátámasztják 

ezen eredményeinket, ugyanis Paulusma és munkatársai ATP8B1 hiányos egér kanalikuláris 

membránját vizsgálva - amelynél a koleszterintartalom jelentősen lecsökkent - azt tapasztalták, 

hogy az Abcb11 fehérje általi transzport kb. negyede a vadtípus esetében tapasztaltnak. A 

kísérleteket a koleszterin in vitro kivonásával elvégezve is hasonló eredményeket kaptak146. Saját 

munkánkkal párhuzamosan Ismair és munkatársai által az is bizonyítást nyert, hogy az ABCB11 a 

kanalikuláris membrán koleszterinben gazdag raft régióiban lokalizálódik147. 

Az ABCB11 fehérje kulcsfontosságú szerepet játszik a kanalikuláris epesó transzportban, 

szabályozza a hepatocitákban, valamint gyakorlatilag az egész szervezetben az epesó 

koncentrációját. A hepatotoxicitás manapság az egyik legkritikusabb pontja a 

gyógyszerfejlesztésnek. Az esetek egy részében a toxicitás oka az, hogy az ABCB11 drogok általi 

gátlása miatt az epesók nemkívánt mennyiségben halmozódnak fel a hepatocitákban. 

Számos molekuláról már a preklinikai kísérletek során kiderül, hogy májkárosodást okoz, 

ugyanakkor sok esetben – a molekulák közel 50%-ánál – erre csak a Fázis I klinikai kísérletei során 

derül fény. Ez többekközött azzal magyarázható, hogy az adott molekula a preklinikai 

vizsgálatokhoz alkalmazott kísérleti állatban és az emberi szervezetben eltérő mértékben okoz 

hepatotoxicitást148,149. Ennek oka abban keresendő, hogy a kísérleti állatokként alkalmazott 

rágcsálókban a hidroxiláció révén az epesók tovább metabolizálódhatnak, és ezzel azt 

eredményezik, hogy kevésbé toxikus tetrahidroxi-epesavak képződnek, másrészt a rágcsálókban 

más transzporterek révén alternatív mechanizmus is létezik az epesavak eliminációjára. Míg az 

emberi szervezetben az ABCB11 hiánya vagy blokkolása rendkívül súlyos kolesztázishoz vezet 

addig az Abcb11 -/-  rágcsáló az epesók majd 30%-át képes továbbra is szekretálni150,151. Különbség 

figyelhető meg abban is, hogy az emberi szervezetben az epesók főleg glycin, míg a rágcsálókban 

elsősorban taurin konjugátumai fordulnak elő. Ezek ismeretében rendkívül fontos a fajok közötti 
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vizsgálatok eredményeinek összehasonlítása, elemzése. Vizsgálataink során a kiválasztott, 

bizonyítottan hepatotoxikus gyógyszerek epesó transzportra gyakorolt hatásaiknál az affinitásban 

jelentős különbségeket tapasztaltunk. A glibenklamid és a troglitazon esetében a humán fehérje 

rendelkezett a legnagyobb affinitással, legkisebbel pedig az egér ortológ. A ciklosporin A kapcsán 

mért IC50 értékek között nemcsak a fajok között, hanem egy fajon belül a különböző epesók között 

is jelentős különbségek voltak. Az általunk kapott eredményeket összehasonlítva az irodalomban 

található TC transzportra vonatkozó adatokkal elmondható, hogy a glibenklamid és CSA esetében 

kétszeres különbség van a humán ABCB11-nél és 3-6-szoros a patkánynál, ugyanakkor a drogok 

affinitási sorrendje – CsA<troglitazon~glibenklamid – megegyezik130. 

Annak érdekében, hogy a megváltoztatott lipidkörnyezetű membránban kifejezett fehérjékkel mért 

kísérletek során kapott eredményeket validáljuk, kiválasztottunk egy kilenc kolesztatikus 

molekulából álló szettet, amelyeket kontroll és HAM humán ABCB11-en is megmértünk.  A 

molekulák IC50 értékeit figyelembe véve nem tapasztaltunk különbséget a kontroll és koleszterinnel 

feltöltött vezikulák között, egy kivételtől eltekintve: ez a gyógyszer a ciklosporin A, amely esetében 

a különbség közel tízszeres volt. Ez a molekula úgy tűnik nemcsak a különböző epesókra, hanem a 

membrán koleszterintartalmára is meglehetősen érzékeny. 

 

 

Az egér Abcb11-HAM ATPáz esszé kifejlesztése 

 

Kísérleteink során sikerült megmutatni, hogy az egér Abcb11 transzporter is érzékeny a membrán 

koleszterintartalmára. TCDC-ot szubsztrátként alkalmazva az Sf9 membrán koleszterinfeltöltésének 

hatására ATPáz esszében nagyobb ATPáz aktivitást, vezikuláris transzport esszében pedig 

magasabb transzport értéket mértünk. A megemelkedett koleszterinszint ATPáz esszében az 

alapaktivitás szignifikáns csökkenésével járt, amely így egy jobb jel/zaj arányú esszét 

eredményezett.  

Az egér Abcb11-HAM vezikulák ATPáz aktivitása idő, hőmérséklet, valamint ATP függőnek 

bizonyult. Az esszé körülményeinek optimalizálása után egy kiválasztott molekulaszett segítségével 

– amely vegyületekről az irodalomban leírták, hogy hepatotoxicitást okoznak – a mért IC50 

értékeket összehasonlítottuk a vezikuláris transzportban mért IC50-ekkel. A vizsgált molekulák 

mindkét esszében kölcsönhatottak az egér Abcb11 transzporterrel, ugyanakkor az is elmondható, 
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hogy az ATPáz esszével 2-3-szor alacsonyabb IC50 értékeket kaptunk. A különbségre egyenlőre 

magyarázatot adni nem tudunk.  

Több különböző in vitro esszé áll rendelkezésre a toxicitás tesztelésére az in vivo kísérleteket 

megelőzőleg, mint pl. a kanalikuláris vezikula preparátumok, vagy a hepatocitákból álló un. 

szendvicskultúrák. Azonban ezek egy részéhez radioaktív anyagok használata szükséges, más 

esszétípusok pedig bonyolult analitikát igényelnek. A kanalikuláris vezikula preparátumok további 

hátránya, hogy több, fiziológiásan jelenlévő transzportert is tartalmaz, amely megnehezíti a 

gyógyszerjelölt és egy adott transzporter kölcsönhatásának detektálását. Ezekkel szemben rendkívül 

nagy előnye az Sf9 sejtekből preparált membránvezikulákon végzett ATPáz esszének, hogy gyors, a 

vizsgálni kívánt fehérjét nagy mennyiségben tartalmazza (kb. 3%), a detektálás pedig egyszerű 

kolorimetriás mérésből áll105. Így lehetőség nyílik arra, hogy nagyon sok molekulát viszonylag 

rövid idő alatt teszteljünk az adott transzporterre, kiegészítve ezzel a más in vitro és in vivo 

esszékből kapott eredményeket.  

Az ABCB1 és gyógyszerjelölt kölcsönhatásának detektálására az ATPáz esszé az egyik 

leggyakrabban alkalmazott tesztelési módszer a gyógyszeriparban. Egyszerű, reprodukálható és a 

jelölt-transzporter interakciók jelentős hányada azonosítható abban az esetben, ha aktiválási és 

gátlási tesztet is végeznek152.  

Az Sf9 sejtek membránjának koleszterinnel való feltöltése, a fiziológiáshoz közelebb álló 

lipidkörnyezetet teremt az ABCB11/Abcb11 transzporter számára, megtartva ugyanakkor e 

rendszer előnyeit, az egyedülállóan magas fehérjeexpressziót és membránvezikula hozamot. A 

koleszterinfeltöltés által stimulált egér Abcb11-HAM membránvezikulák ATPáz esszéje által egy 

rendkívül robosztus és nagy áteresztőképességű (high throughput) tesztelésre alkalmas rendszert 

sikerült kifejlesztenünk. 
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7 Az eredmények jelentősége 

A RA, amely a világ lakosságának átlagosan 1%-át érinti, a fejlett országokban a rokkantság vezető 

oka. Terápiájának alapját képezik a bázisterápiás szerek, amelyek lassan, de tartósan hatnak, 

csökkentik az ízületi gyulladást, a fájdalmat, képesek lelassítani a betegség előrehaladását. Ma a 

korszerű terápia során a betegek elsőként metotrexátot kapnak, de a leflunomid is elfogadott 

bázisterápiás szer, a felnőttkori RA kezelésében. Korábbi tanulmányokban leírták, hogy a 

metotrexát az ABCG2 fehérje szubsztrátja, és ezt a feltevést kísérleti eredményeinkkel a leflunomid 

esetében is sikerült igazolnunk. Továbbá azt is bebizonyítottuk, hogy a két molekula kompetitíven 

gátolja egymás ABCG2 általi transzportját. Ezek alapján feltételezzük, hogy az ABCG2 

kulcsfontosságú szerepet játszik a bázisterápiás szerekkel szemben kialakult rezisztenciában, amely 

a betegek egy jelentős részében hosszútávon csökkenti az alkalmazott gyógyszerek hatékonyságát. 

A kapott eredmények fényében a RA terápiájának egy újfajta megközelítése is megfontolandó, 

amelyben a kezelés mellett fontos lehet az ABCG2 transzporter gátlása is specifikus inhibítorral 

vagy akár más bázisterápiás vegyülettel is.  

 

Az ABCB11 fehérje aminósavsorrendje nagy mértékben hasonlít az ABCB1-éhez. A májsejtek 

kanalikuláris membránjában lokalizálódva kulcsfontosságú szerepet tölt be az epesók 

kipumpálásában. Mivel az emberi szervezetben ez az egyetlen fehérje, amely képes kolátokat 

eliminálni a  hepatocitákból, így a gyóygszerfejlesztések során kritikus kérdés a jelölt ABCB11 

fehérjével való esetleges interakciója, amely az epesók sejten belüli toxikus koncentrációját 

eredményezheti. A májsejtek koleszterinben gazdag sejtmembránnal rendelkeznek, több itt 

kifejeződő ABC transzporterről megmutatták, hogy a membránkörnyezet koleszterintartalma 

pozítívan befolyásolja a működésüket. Kísérleteink során igazoltuk, hogy az egér, a patkány és a 

humán ABCB11 érzékeny a membrán koleszterintartalmára, így ha feltöltöttük az Sf9 sejtek 

membránját koleszterinnel, akkor a fiziolólógiáshoz jobban hasonlító, robosztusabb rendszert 

kaptunk. A bakulovírussal fertőzött rovarsejtek aplikálásával más rendszerekhez viszonyítva 

magasabb fehérje expresszió érhető el, ezért széles körben alkalmazott különböző fehérjék 

kifejezésére. Az ily módon kifejlesztett membránok segítségével elvégzett vezikuláris transzport 

esszé lehetőséget ad arra, hogy a fajok  – humán, egér és patkány – közötti gyógyszertranszporbeli 

különbségeket vizsgáljuk az ABCB11/Abcb11 fehérje esetében.  
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9 Összefoglaló 

 
Bevezetés 
 
Az ABC transzporterek egy nagy fehérjecsalád tagjai, amelyek szerteágazó funkciót töltenek be az 

élő szervezetben; többek között a detoxifikációt (ABCB1, ABCC1), a xenobiotikumokkal és 

oxidatív stresszel szembeni védelmet (ABCC család tagjai), a lipid metabolizmusban való részvételt 

(ABCA1, ABCB4, ABCG család tagjai), valamint az antigénprezentációt is (TAP1, TAP2) stb.  

Ennek ellenére, a tumorok multidrog rezisztenciája (MDR) az, amely elsőként eszünkbe jut a 

fehérjecsalád említésekor. Az ABCB1 felfedezése óta nyilvánvalóvá vált, hogy egy, a membránban 

elhelyezkedő fehérje milyen jelentősen tudja befolyásolni az alkalmazott terápia eredményességét. 

Hiszen az ABCB1 expresszió szelekciós előnyt jelent a tumoros sejtnek a citosztatikumkezelés 

során, mivel az adott szerre, illetve más molekulákra is keresztrezisztens populáció fog túlélni és 

szaporodni. A multidrog rezisztencia jelenség kapcsán az ABCB1 mellett még két ABC 

transzportert emelhetünk ki, ezek az ABCC1 és az ABCG2. Az MDR jelensége nemcsak a 

daganatos betegségek kezelése esetén merülhet fel, hanem pl. olyan krónikus gyulladásos,- és 

autoimmunbetegségek esetében is, ahol a gyógyszerek viszonylag hosszantartó alkalmazása 

szükséges.  

A rheumatoid arthritis (RA) egy olyan krónikus betegség, amely az izületek gyulladásával 

jellemezhető. Az ún. DMARD (disease modifying anti-rheumatic drug), bázisterápiás vegyületek a 

RA kezelésében alkalmazott olyan elsővonalbeli szerek, melyek a tünetek enyhítésére és a 

strukturális károsodás progressziójának lassítására szolgálnak. Korai alkalmazásuk rendkívül fontos 

az izületi deformitás és a rokkantság megelőzése érdekében. Ezen molekulákra jellemző, hogy 

hetekig, akár hónapokig is kell alkalmazni őket ahhoz, hogy hatékonyak legyenek. A kialakult 

rezisztencia azonban meglehetősen összetett, köszönhető egyrészt az ABC transzportereknek, de a 

sérült gyógyszerfelvétel, aktiváció és megnövekedett detoxifikáció is szerepet játszik. Egyes 

bázisterápiásvegyületek bizonyítottan szubsztrátjai az ABC transzportereknek és több esetben 

sikerült a kezelés hatására, megemelkedett ABC fehérje expressziót detektálni. Megfigyelték, 

hogyha humán T limfocitákat szulfaszalazin jelenlétében tenyésztettek, akkor a rezisztens populáció 

ABCG2-t expresszált és leflunomidra is rezisztens volt. 
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A leflunomid az első, kifejezetten a RA kezelésére kifejlesztett bázisterápiás vegyület. Ez a 

molekula egy izoxazol származék, amely a mitogén-stimulált T- és B-limfociták proliferációját 

gátolja oly módon, hogy blokkolja a de novo UMP-szintézis kulcsenzimét a dihydroorotát 

dehydrogenázt. Prodrug-nak tekinthető, hiszen a szervezetbe kerülve egy gyors reakció során a 

biológiai hatásért felelős molekula, az A771726, vagy más néven teriflunomid képződik belőle.  

 

Az utóbbi évek kutatásai világítottak rá arra tényre, hogy a sejtmembránt nem tekinthetjük egy 

homogén lipid kettősrétegnek, hiszen különböző lipidekben és fehérjékben gazdag régiókból, 

doménekből épül fel. Raftoknak vagy kaveoláknak nevezik azokat a 10-200 nm nagyságú a 

membrán lipid kettősrétegében elhelyezkedő struktúrákat, amelyek rendkívül gazdagok 

szfingolipidben és koleszterinben. Ezekről a mikrodoménekről bebizonyították azt is, hogy számos 

különböző fehérjét lokalizálnak, pl. az ABC transzporterek közül az ABCB1-et, az ABCC1-et, az 

ABCC2-t és az ABCG2-t. Korábban laboratóriumunkban ABCG2-t expresszáló Sf9 sejtekből 

preparált membránvezikulákon végzett ATPáz kísérletekkel sikerült bizonyítani, hogy a 

membránkörnyezet koleszterintartalma pozitívan befolyásolja a fehérje működését, ezáltal a 

koleszterinnel feltöltött ABCG2-t expresszáló Sf9 membránpreparátumok ugyanolyan jól 

használhatóvá válnak, mint az emlős rendszerek. Ugyanis korábbi tanulmányok bebizonyították, 

hogy az Sf9 rovarsejtek membránjának megközelítőleg 20-szor alacsonyabb a koleszterintartalma 

az emlős sejtek plazmamembránjáéhoz képest.   

Az ABCB11 esetében korábban az irodalomban ellentmondó eredmények voltak arra vonatkozólag, 

hogy a membrán koleszterintartalma hogyan befolyásolja a transzporter működését. Hoda és 

munkatársai epekőre hajlamos (C57l/J) és rezisztens (AKR/J) egerek kanalikuláris membránját 

vizsgálva azt tapasztalták, hogy a C57L/J egerekben megemelkedett ABCB11 expresszió 

alacsonyabb taurokolát transzporttal jár és ők ezt a megemelkedett koleszterintartalommal 

magyarázták. Ugyanakkor tény, hogy a korábban már említett membrán koleszterintartalomra 

érzékeny pumpák – úgy mint ABCB1, ABCC2, ABCG2 – szintén részt vesznek a különböző 

szervezetből eltávolítandó molekulák epén keresztüli eliminációjában.  

Az ABCB11 fehérje kulcsfontosságú szerepet játszik a kanalikuláris epesó transzportban, 

szabályozza a hepatocitákban, valamint gyakorlatilag az egész szervezetben az epesó 

koncentrációját. A hepatotoxicitás manapság az egyik legkritikusabb pontja a 

gyógyszerfejlesztésnek. Az esetek egy részében a toxicitás oka az, hogy az ABCB11 drogok általi 

gátlása miatt az epesók nemkívánt mennyiségben halmozódnak fel a hepatocitákban. 
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Számos molekuláról már a preklinikai kísérletek során kiderül, hogy májkárosodást okoz, 

ugyanakkor sok esetben – a molekulák közel 50%-ánál – erre csak a Fázis I klinikai kísérletei során 

derül fény. Ez többek között azzal magyarázható, hogy az adott molekula a preklinikai 

vizsgálatokhoz alkalmazott kísérleti állatban és az emberi szervezetben eltérő mértékben okoz 

hepatotoxicitást. 

A patkány és az egér a leggyakrabban alkalmazott faj a gyógyszerek preklinikai fejlesztése során  a 

gyógyszer farmakokinetikai sajátságainak in vivo becslésére. Ezekből az in vivo eredményekből 

szokás a humán in vivo farmakokinetika becslése, ami elengedhetetlen része a klinikai kipróbálások 

megkezdésének. Ahhoz, hogy korrekt in vivo korrelációra esélyünk legyen, összehasonlító 

vizsgálatokat kell végezni egy olyan rendszeren, ahol azonos expressziós rendszerben vagy a 

humán vagy az egér vagy a patkány transzporter expresszálódik.  

 

Célkitűzések 
 
1./ A bevezetőben említett terápiás területeken (daganatos betegségek, gyulladásos, -és 

autoimmunbetegségek) alkalmazott gyógyszermolekulák tesztelése a multidrogrezisztenciában 

szerepet játszó transzportereket kifejező MDR1-Sf9 (ABCB1-et), MRP1-Sf9 (ABCC1-et), valamint 

korábban a laboratóriumunkban kifejlesztett HT-BCRP-HAM-Sf9 (high-troughput) 

membránpreparátumok alkalmazásával abból a célból, hogy a korábban nem karakterizált 

kölcsönhatásokat leírjuk. Előzetes kísérleteink alapján specifikus kölcsönhatást figyeltünk meg az 

ABCG2 fehérje és a leflunomid molekula között. Célunk volt ezen kölcsönhatás természetének 

jellemzése különböző in vitro tesztrendszerek segítségével. 

 

2./ Kíváncsiak voltunk arra, hogy a koleszterinnek az ABCG2-re való potencírozó hatása 

tapasztalható-e más olyan ABC transzporter esetében is, mint az ABCB11, amely az ABCG2-höz 

hasonlóan szintén a hepatociták koleszterinben gazdag kanalikuláris membránjában fejeződik ki. 

Célul tűztük ki, az így kifejlesztett BSEP-HAM-Sf9 (ABCB11-et expresszáló) membránok 

jellemzését, valamint korrelációs vizsgálatok végrehajtását a már rendelkezésre álló ABCB11 

membránokkal vezikuláris transzport kísérletekben. Ezzel párhuzamosan ismert hepatotoxikus 

gyógyszerek fajok közötti affinitáskülönbségeinek vizsgálatát is el kívántuk végezni. 
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3./ Az egér Bsep-HAM-Sf9 (egér Abcb11-et kifejező) membrán ATPáz esszéjének adaptálásával 

egy széleskörűen alkalmazható nem radiokatív teszt kifejlesztése és optimalizálása is célunk volt. 

Ismert ABCB11 szubsztrátok segítségével validálni kívántuk az ATPáz esszében mért értékeket. 

 

Eredmények és azok megbeszélése 
 
Új szubsztrát-transzporter kölcsönhatások detektálása és karakterizálása HT in vitro 

esszékkel 

Kísérleteink során egy meglehetősen specifikus, mindeddig ismeretlen interakciót figyeltünk meg 

az ABCG2 és a rheumatoid arthritis terápiájában gyakran alkalmazott leflunomid között. 

Különböző membránalapú és egész sejt alapú in vitro esszék segítségével sikerült jellemezni az 

ABCG2 és leflunomid, valamint a metabolitja, az A771726 között megfigyelt kölcsönhatást. Azt 

tapasztaltuk, hogy a fent említett molekulák az ABCG2 fehérje szubsztrátjai, ugyanis aktiválják az 

ABCG2-t ATPáz esszében, kompetitíven gátolják az ABCG2 általi metotrexát transzportot, 

valamint az ABCG2-nek köszönhetően kevésbé toxikusak a transzportert expresszáló sejtvonalra. 

A metotrexát egy ismert ABCG2 szubsztrát, amelyet gyakran alkalmaznak vezikuláris transzport 

kísérletekben. Ez a gátláson alapuló in vitro esszé alkalmas arra, hogy metotrexát-drog 

kölcsönhatásokra derítsen fényt. A leflunomid és a metabolitja is koncentrációfüggően gátolta az 

ABCG2 általi metotrexát transzportot a kifordított BCRP-HAM-Sf9 vezikulákba. A két molekula 

affinitása azonban eltérő, hiszen míg a leflunomid esetén 1,86 µM, addig az A771726 esetében 

0,093 µM K I értéket számoltunk. A Dixon-féle ábrázolással azt is sikerült megállapítani, hogy ez a 

gátlás kompetitív tipusú. 

A kinetikai paraméterekben, az EC50 értékekben észlelt eltérés az ATPáz esszé esetében is 

megfigyelhető volt (3,93 µM és 0,78 µM). Mindkét molekula koncentrációfüggően stimulálta az 

ABCG2 ATPáz aktivitását, amely szubsztrát természetre utalhat. 

A Hoechst 33342 egy membránpermeábilis festék, amely kiváló szubsztrátja az ABCG2-nek. A 

festéket alkalmazó esszé, amelyet a transzportert expresszáló sejteken végeztünk, alkalmas a 

tesztdrogok és a transzporter közötti kölcsönhatás nyomonkövetésére. A leflunomid és a metabolitja 

is gátolta az ABCG2 általi Hoechst 33342 transzportot azonos nagyságrendbe eső IC50 értékekkel 

(4,53 µM és 2,87 µM). 

Abból a célból, hogy megerősítsük azt a sejtésünket, hogy ezen molekulák nemcsak kölcsönhatói, 

hanem szubsztrátjai is az ABCG2-nek, citotoxicitási esszét végeztünk a transzportert expresszáló és 
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üres vektorral transzfektált HEK293 sejteken. Az ABCG2-t expresszáló sejtek 20,6- szor, valamint 

7,5-ször voltak rezisztensebbek a leflunomidra és az A771726-ra a HEK293-mock sejteknél. Mivel 

ez a rezisztencia ABCG2 specifikus inhibitor segítségével visszafordítható volt, sikerült 

bizonyítani, hogy ez folyamat az ABCG2-nek köszönhető oly módon, hogy a transzporter csökkenti 

a drogok intracelluláris koncentrációját. 

A leflunomid egy viszonylag új bázisterápiás vegyületnek számít, amelyet monoterápiában, 

valamint más bázisterápiás szerekkel és nem-szteroid tipusú gyulladáscsökkentőkkel kombinálva is 

alkalmaznak a RA terápájában. Több tanulmány is beszámol arról, hogy, ha egy hosszabb már 

kevésbé hatékony metotrexát-kezelést leflunomiddal egészítenek ki, akkor a beteg tüneteinek 

javulása figyelhető meg. Ez kísérleti eredményeink szerint magyarázható a vizsgált molekulák, 

valamint a metotrexát között fellépő kompetitív inhibícióval, amely az egyik vagy másik gyógyszer 

intracelluláris koncentrációjának emelkedését eredményezi. Ezen eredmények képezhetik az alapját 

a RA-terápia egy újfajta megközelítésének, amelyben kezelés mellett fontos lehet az ABCG2 

transzporter gátlása is specifikus inhibítorral vagy akár más bázisterápiás vegyülettel is.  

Feltételezzük, hogy az ABCG2 fehérje fontos szerepet játszik az ABCG2 szubsztrát bázisterápiás 

gyógyszerekkel szembeni rezisztenciában. Ez a hipotézisünk azóta megerősítést nyert, hiszen  van 

der Heijden és munkatársai megmutatták, hogy a metotrexátra illetve leflunomidra rezisztens 

betegek szinoviális makrofágjaiban az ABCG2 szintje szignifikánsabban magasabb, mint a 

terápiára jól reagáló betegek esetében. 

A közeljövőre vonatkozóan azt a célt tűztük ki, hogy a fent említett terápiás területekről 

kiválasztott gyógyszerek és a releváns ABC transzporterek közötti különböző, általunk 

kifejlesztett és alkalmazott in vitro esszékben megfigyelt kölcsönhatást kinetikai szempontból 

jellemezzük. Az így kapott paraméterek, úgymint EC50 és IC50 értékek segítségével egy 

kisebb adatbázist szeretnénk létrehozni, illetve az irodalomban korábban még nem leírt 

interakciókat jellemezni. Ezen adatok alapját képezhetik az egyénre szabott terápiának, hiszen 

ha a beteg MDR-ABC transzporter profilja ismert, olyan gyógyszer kerülhet alkalmazásra, 

amely esetén nem lép fel MDR-jelenség. A hematológiai tumorok esetében rendelkezésre áll 

egy olyan tesztrendszer, amely a Calcein-esszén alapulva a funkcionális ABCB1 és ABCC1 

mennyiségét határozza meg, és jelenleg dolgozunk a kit ABCG2 szint mérésére alkalmas 

bővítésén.  
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A membrán koleszterintartalmának hatása az egér, patkány és humán ABCB11 működésére 

Kísérleteink során bebizonyítottuk, hogy az egér, patkány és humán ABCB11 is érzékeny a 

membrán koleszterintartalmára, hiszen  megemelkedett transzportsebességeket mértünk abban az 

esetben, ha megnöveltük az Sf9 sejtek plazmamembránjának koleszterintartalmát. Ez a potencírozó 

hatás a Vmax növekedésén túl jelentős mértékben nem befolyásolta az epesó transzportok KM 

értékét, azaz nem volt hatással az affinitásra. A koleszterin ezen hatása az ABCB11/Abcb11 

fehérjékre nem teljesen tisztázott. Feltételezésünk szerint allosztérikus modulátorként hat a 

fehérjére, vagy pedig a membrán fluiditását változtatja meg. A legújabb publikációk alátámasztják 

ezen eredményeinket, ugyanis Paulusma és munkatársai ATP8B1 hiányos egér kanalikuláris 

membránját vizsgálva – amelynél a koleszterintartalom jelentősen lecsökkent – azt tapasztalták, 

hogy az Abcb11 fehérje általi transzport kb. negyede, a vadtípus esetében tapasztaltnak. A 

kísérleteket a koleszterin in vitro kivonásával elvégezve is hasonló eredményeket kaptak. Saját 

munkánkkal párhuzamosan Ismair és munkatársai által az is bizonyítást nyert, hogy az ABCB11 a 

kanalikuláris membrán koleszterinben gazdag raft régióiban lokalizálódik. 

Vizsgálataink során a kiválasztott, bizonyítottan hepatotoxikus gyógyszerek epesó transzportra 

gyakorolt hatásaiknál az affinitásban jelentős különbségeket tapasztaltunk. A glibenklamid és a 

troglitazon esetében a humán fehérje rendelkezett a legnagyobb affinitással, legkisebbel pedig az 

egér ortológ. A ciklosporin A kapcsán mért IC50 értékek között nemcsak a fajok között, hanem egy 

fajon belül a különböző epesók között is jelentős különbségek voltak. Az általunk kapott 

eredményeket összehasonlítva az irodalomban található TC transzportra vonatkozó adatokkal 

elmondható, hogy a glibenklamid és CSA esetében kétszeres különbség van a humán ABCB11-nél 

és 3-6-szoros a patkánynál, ugyanakkor a drogok affinitási sorrendje – 

CSA<troglitazon~glibenclamid – megegyezik. 

Annak érdekében, hogy a megváltoztatott lipidkörnyezetű membránban kifejezett fehérjékkel mért 

kísérletek során kapott eredményeket validáljuk, kiválasztottunk egy kilenc kolesztatikus 

molekulából álló szettet, amelyeket kontroll és HAM humán ABCB11-en is megmértünk.  A 

molekulák IC50 értékeit figyelembe véve nem tapasztaltunk különbséget a kontroll és koleszterinnel 

feltöltött vezikulák között egy kivételtől eltekintve: ez a gyógyszer a ciklosporin A, amely esetében 

a különbség közel tízszeres volt. Ez a molekula úgy tünik nemcsak a különböző epesókra, hanem a 

membrán koleszterintartalmára is meglehetősen érzékeny. 
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Az egér Bsep-HAM ATPáz esszé kifejlesztése 

Kísérleteink során sikerült megmutatni, hogy az egér Abcb11 transzporter is érzékeny a membrán 

koleszterintartalmára. TCDC-ot szubsztrátként alkalmazva az Sf9 membrán koleszterinfeltöltésének 

hatására ATPáz esszében nagyobb ATPáz aktivitást, vezikuláris transzport esszében pedig 

magasabb transzport értéket mértünk. A megemelkedett koleszterinszint ATPáz esszében az 

alapaktivitás csökkenésével járt, amely így egy jobb jel/zaj arányú esszét eredményezett.  

Az egér Bsep-HAM vezikulák ATPáz aktivitása idő, hőmérséklet, valamint ATP függőnek 

bizonyult. Az esszé körülményeinek optimalizálása után egy kiválasztott molekulaszett segítségével 

– amely vegyületekről az irodalomban leírták, hogy hepatotoxicitást okoznak – a mért IC50 

értékeket összehasonlítottuk a vezikuláris transzportban mért IC50-ekkel. A vizsgált molekulák 

mindkét esszében kölcsönhatottak az egér Abcb11 transzporterrel, ugyanakkor az is elmondható, 

hogy az ATPáz esszével 2-3-szor alacsonyabb IC50 értékeket kaptunk. A különbségre egyenlőre 

magyarázatot adni nem tudunk. Több különböző in vitro esszé áll rendelkezésre a toxicitás 

tesztelésére az in vivo kísérleteket megelőzőleg, mint pl. a kanalikuláris vezikula preparátumok, 

vagy a hepatocitákból álló un. szendvicskultúrák. Azonban ezek egy részéhez radioaktív anyagok 

használata szükséges, más esszétípusok pedig bonyolult analitikát igényelnek. Ezekkel szemben 

rendkívül nagy előnye az Sf9 sejtekből preparált membránvezikulákon végzett ATPáz esszének, 

hogy gyors, a detektálás pedig egyszerű kolorimetriás mérésből áll. Így lehetőség nyílik arra, hogy 

nagyon sok molekulát viszonylag rövid idő alatt teszteljünk az adott transzporterre, kiegészítve 

ezzel a más in vitro és in vivo esszékből kapott eredményeket.  

Az Sf9 sejtek membránjának koleszterinnel való feltöltése, a fiziológiáshoz közelebb álló 

lipidkörnyezetet teremt az ABCB11/Abcb11 transzporter számára, megtartva ugyanakkor e 

rendszer előnyeit, az egyedülállóan magas fehérjeexpressziót és membránvezikulahozamot. A 

koleszterinfeltöltés által stimulált egér Abcb11-HAM membránvezikulák ATPáz esszéje által egy 

rendkívül robosztus és nagy áteresztőképességű (high throughput) tesztelésre alkalmas rendszert 

sikerült kifejlesztenünk. 

 

 

 

 

 

 



 66

10 Summary 

Introduction 
  
The ATP binding cassette (ABC) transporter superfamily is one of the largest family in field of the 

transmembrane proteins. Members of this superfamily cover a broad spectrum of physiological 

functions including detoxification, defense against xenobiotics and oxidative stress, absorption, 

distribution and excretion processes as well as lipid metabolism.  

The multidrug resistance phenotype in tumors can be associated with the overexpression of certain 

ABC transporters, termed MDR proteins. The P-glycoprotein – ABCB1 – mediated multidrug 

resistance was discovered first and probably still is the most widely observed mechanism in clinical 

multidrug resistance. Two other ABC transporters have been demonstrated to participate in the 

multidrug resistance of tumors: the multidrug resistance associated protein 1 (ABCC1), and the 

breast cancer resistance protein (ABCG2). 

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic disease characterized by inflammation of the lining or 

synovium of the joints. There are three general classes of drugs commonly used in the treatment of 

RA: non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), corticosteroids, and disease modifying anti-

rheumatic drugs (DMARDs). One of the drawbacks is that while NSAIDs and corticosteroids have 

a short onset of action, DMARDs can take several weeks or months to display clinical effect. 

Moreover, due to the long-term application of the drugs many RA patients demonstrate loss of 

efficacy over time. DMARDs resistance may be a multifactorial event including enhanced drug 

efflux via ABC transporters, impaired drug uptake and drug activation, enhanced drug 

detoxification etc. 

ABC transporters likely play a role in drug resistance to DMARDs. Previous studies revealed that 

ABCB1 expression was higher in the peripheral blood lymphocytes of prednisolone and  DMARD-

treated patients than in controls Llorente and colleagues observed a difference in the expression of 

ABCB1 among patients who did not respond to therapy and those patients who did. Others found 

ABCC1 overexpression in the chloroquine resistant human CEM T cells. When human T 

lymphocytes were selected in the presence of sulfasalazine, the  resistant population overexpressed 

ABCG2 and displayed lower sensitivity (5-fold) to leflunomide too. However, as the authors did 

not show that the phenomenon can be modelled in a transfected system they did not explicitly 

identify ABCG2 as the only factor responsible for resistance to sulfasalazine and leflunomide. 
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Leflunomide is a  DMARD with an isoxazole ring that  inhibits proliferation of mitogen-stimulated 

T- and B-lymphocytes by a non-cytotoxic. It inhibits the dihydroorotate dehydrogenase, a key 

enzime in the pathway for de novo synthesis of UMP. Leflunomide is a pro-drug that undergoes 

rapid nonenzymatic conversion to its active form, A771726. Leflunomide is used either alone or in 

combination with methotrexate in the therapy of RA.  

 

During the past few years it became clear that the plasma membrane not only consist of a uniform 

phospholipid bilayer but is rather laterally segregated into different plasma membrane domains that 

consist of a variety of different lipids and proteins. These small (10-200 nm) cholesterol-enriched 

microdomains are called lipid-raft or membrane-raft. The importance of the membrane lipid 

composition for the funtcion of membrane proteins has been demonstrated for a number a relevant 

proteins involved in signal transduction and membrane trafficking. In addition several reports found 

ABC transporters (ABCB1, ABCC1, ABCC2, ABCG2)  localized in these microdomains. No study 

had been published on microdomain localization of the ABCB11 transporter, altough this 

transporter is expressed on the cholesterol-rich apical membrane of the hepatocyte. 

Bile acids are oxidation products of cholesterol, synthesized by the hepatocytes, and transported as 

bile salts by the ABCB11 to the bile. In humans there is no compensatory mechanism for the loss of 

this transporter, as mutations of ABCB11 result in a genetic disease, called progressive familial 

intrahepatic cholestasis type 2 (PFIC2) and inhibition of ABCB11 by drug molecules leads to 

clinical cholestasis. Therefore there is an increasing need for reliable, validated screening tools 

suited to test drug candidates for ABCB11 interaction potential, during the process of drug 

development. 

ABCB11 protein is highly identical with its rodent (rat and mouse) orthologs. Gene knockout or 

transgenic mouse models are important in vivo systems for studying the role and regulation of the 

Bsep gene. In vitro expression of the mouse, rat and human ABCB11 protein makes the analysis of 

the functional  interspecies differences possible and forecast or validate the in vivo results through 

membrane based high throughput assays, like the vesicular transport assay and the ATPase assay. 
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Aims of the work 
 
1./ The major goal was to test drugs from that application fields where MDR phenomenon appears 

(autoimmune disease, cancer disease, inflammation disease). Using relevant ABC transporter 

expressing test systems – ATPase assay, vesicular assay and whole cell based assays – we wanted 

to show and characterize earlier not described interactions. Our preliminary experiments suggest a 

very specific interaction between ABCG2 protein and leflunomide. Our goal was to describe the 

nature of this interaction. 

 

2./ We hypotesized that cholesterol modulates rat, mouse and human ABCB11 activity which are 

localized in the cholesterol-rich canalicular membrane of the liver cells. As native Sf9 membranes 

contain much less cholesterol than mammalian cells, we have developed a cholesterol-enriched Sf9 

membranes that are better mimics of the mammalian membranes. We have also examined affinity 

differences between the mouse, rat and human ABCB11 mediated bile salts (taurocholate, 

glycocholate, taurochenodeoxycholate, glycochenodeoxycholate) transports using compounds 

which cause clinical cholestasis, namely cyclosporin A, troglitazone and glibenclamide. 

 

3./ Cholesterol enrichment of mBsep-Sf9 (expressing mouse Abcb11) vesicles resulted in a 

membrane product that is suitable for high-throughput screening for bile salt export pump 

interactors using the ATPase assay. Our goal was to develop and optimize this nonradioactive 

methods. 

 

 

 

Results and discussion 
 
Detection and characterization of substrate-transporter interaction using HT in vitro assays 

Different membrane and whole cell based assays were performed to investigate and characterize the 

interaction between the transporter, ABCG2 and the analyzed compounds, leflunomide and its 

metabolite, A771726. We have found that both compounds interacted with ABCG2 and are 

transported substrates of the transporter based on several facts: both compounds activated the 

ABCG2 transporter in the ATPase assay; both proved to be competitive inhibitors of methotrexate 
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transport by ABCG2 and the resistance to their cytotoxic effects could be reversed in the presence 

of a ABCG2-specific inhibitor, Ko134. 

ABCG2 was shown to be important in the defense mechanism of immune-competent cells, such as 

stem cells or monocyte-derived dendritic cells. ABCG2 could play an important role in 

inflammatory processes, because it was shown that it is expressed on endothelial cells and 

macrophages in the synovial sublining of RA patients. It was suggested that the expression of this 

ABC transporter is rather inflammation dependent than drug-induced. However, previous studies 

indicated that ABCG2 overexpressing population is selected upon treatment of cells with escalating 

dose of various drugs and the breast cancer resistance protein is important in the absorption and 

elimination of DMARDs, such as sulfasalazine and methotrexate.   

Methotrexate is a known ABCG2 substrate, which is commonly used in vesicular transport studies. 

This inhibition type membrane based assay is suitable to study the effect of the test drug on the 

accumulation of a transported substrate. By using a relevant drug molecule as a reporter substrate, 

potentially important drug-drug interactions can be detected in a simple in vitro system. Both 

leflunomide and A771726 inhibited the accumulation of methotrexate into inside-out BCRP-HAM-

Sf9 vesicles in a dose-dependent manner, but with different affinities. Leflunomide inhibited 

methotrexate transport with higher KI (1.86 µM) than A771726 (0.093 µM). Furthermore, the 

Dixon plots revelead that the mechanism of action between methotrexate and leflunomide or 

A771726 is competitive inhibition. 

This difference in kinetic parameters is also observed in the ATPase assay. The modulation of 

baseline ATPase activity may indicate the substrate nature of a compound.  Leflunomide and 

A771726 stimulated the vanadate sensitive ATPase activity of the ABCG2 transporter in the 

ATPase assay with 3.93 µM and 0.78 µM EC50 values, respectively. 

Hoechst 33342 is a membrane permeable dye which is an excellent substrate of ABCG2. This 

cellular assay is suitable to follow the interaction between the ABCG2 transporter and test drugs. 

Both substrates and inhibitors increase the cellular accumulation of the dye through ABCG2 

interaction. Leflunomide and its metabolite inhibited the Hoechst efflux with nearly same IC50 

values; 4.53 µM and 2.87 µM.  

We performed 96-hour cytotoxicity assays using empty vector transfected HEK293 cells and the 

ABCG2 transporter expressing clones. HEK293-BCRP cells showed 20.6 and 7.5-fold resistance 

compared to the mock HEK293 in the case of leflunomide and A771726. This increased resistance 

is attributable to the ABCG2 transporter because it could be reversed by a known specific ABCG2 
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inhibitor, Ko134. This assay set up is considered as a surrogate transport assay, as it refers directly 

to the involvement of a specific transporter and it’s role in resistance to the drug tested. 

Leflunomide is a commonly used new DMARD applied in monotherapy or in combination therapy 

with non steroidal anti-inflammatory drugs. Moreover, it is applicable to treat active rheumatoid 

arthritis in combination with other disease modifying antirheumatic drugs, like methotrexate, 

sulfasalazine, infliximab, adalimumab, etanercept and anakinra. 

Leflunomide is used in combination therapy with methotrexate in case resistance is developed for 

the latter mentioned DMARD. Several studies confirmed that administration of leflunomide 

together with methotrexate can lead to improved patient condition. This may be at least in part due 

to the competitive inhibition between methotrexate and leflunomide or A771726 leading to 

increased local concentrations of one both drugs. Our findings can be the basis of new therapeutic 

approaches, such as the local administration of ABCG2 reversing agents in combination with 

DMARDs.    

 

Effect of membrane cholesterol level on mouse, rat and human ABCB11 activity 

We have shown that cholesterol treatment has an effect on ABCB11 activity, namely, increasing 

Vmax values, without producing a significant shift in KM values. Cholesterol loading had the most 

pronounced effect on rat Abcb11 increasing intrinsic clearance values for taurocholate (TC), 

glycocholate (GC) and taurochenodeoxycholate (TCDC) 3-5-fold. In a study published 

simultaneously with our study raft localization of ABCB11 was shown and a study published right 

after our paper confirmed the crucial role of cholesterol in ABCB11 activity. 

We tested 3 inhibitors with 4 substrates on ABCB11 transporters from 3 species (human, rat, 

mouse) in this novel high-throughput screening system. Our data show different patterns for 

cyclosporin A and troglitazone as well as glibenclamide. IC50 values for cyclosporin A varied 

greatly for all substrates for ABCB11 from the same species as well as more expectedly between 

species for the same substrate. For troglitazone and glibenclamide there was little variation within 

IC50 values for the different substrates within a species. In contrast, there were significant variations 

between species for the same substrate. Both glibenclamide and troglitazone displayed the lowest 

inhibitory potency towards the mouse protein. Interestingly though, for glibenclamide the IC50 

values of the rat transporter are closer to the relevant data on the human transporter. While for 

troglitazone the IC50 values for the rat protein are closer to the data on the mouse protein. 
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Our results correlate reasonably well with published data. For human ABCB11-mediated TC 

transport inhibition the difference between our data and published results is about twofold for both 

glibenclamide and cyclosporin A. For rat Abcb11 mediated TC transport inhibition the differences 

between our data and published values differ 3-6-fold. However, the rankings (cyclosporin 

A<troglitazone~glibenclamide) in all studies are the same.  

To ensure that the IC50 values obtained are valid we tested a small set of compounds for their 

abilities to inhibite ABCB11-mediated TC transport both control and cholesterol-loaded Sf9 

vesicles containing human ABCB11. All compounds inhibited TC transport near identical IC50 

values for the respective compounds in the membrane vesicles with different cholesterol content. 

The only outlier was cyclosporin A, where a difference close to 10-fold could be observed. Not 

only was this compound showing the greatest inter-species and bile salt variability, but also this was 

the one apparently sensitive for the cholesterol level of the membrane. 

In general, we observed greater variations in species-specificity for inhibitors than for substrates. 

  

Optimization of the mouse Bsep-HAM ATPase assay 

In this study the mouse Abcb11 protein also proved to be sensitive for the cholesterol content of its 

membrane environment. Transport rate of the reporter substrate (TCDC) and the amount of 

phosphate generated in the presence of TCDC both increased in  cholesterol loaded Sf9 membranes. 

The elevated cholesterol level leads to an approximately two-fold increase of Vmax in the vesicular 

transport assay. In correlation with increased transport Vmax,  an increased maximal stimulation of 

ATPase activity was observed. However, in contrast to the results observed in the case of ABCG2, 

treatment of the Sf9 cells with cholesterol@RAMEB complex decreased the basal vanadate 

sensitive ATPase activity of the mouse Abcb11 protein. The combined effect of increased 

maximum value and decreased background resulted in a significantly better signal/ background 

ratio and a wider dynamic range. 

The ATPase activity of the mBsep-HAM-Sf9 vesicles is time, temperature and ATP dependent. 

After the assay parameter set has been optimized, the results obtained from the mBsep-HAM-Sf9 

ATPase assay were compared with those from the mBsep-HAM-Sf9 vesicles in the vesicular 

transport assay.Interestingly, slightly lower IC50 values were obtained by the ATPase assay than by 

vesicular transport.  

ABCB11 transporter plays a key role in canalicular bile salt transport and in regulating the bile salt 

concentration in the hepatocytes as well as in the systemic circulation. Identification of ABCB11 
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inhibitors, that reduce bile salt secretion thus causing cholestasis, is crucial in the early phase of 

drug development. Membrane based rodent transporter studies are promising tools for prediction of 

human interaction. The current transport assays all require fairly cumbersome, nongeneral 

analytical methods like LC/MS or the application of radiolabeled compounds. In contrast mBsep-

HAM-Sf9 ATPase is a simple, high-throughput, sensitive, nonradioactive assay designed to detect 

drug-ABCB11 interaction. It can complement the human ABCB11 mediated TC transport 

inhibition studies and the in vivo rodent studies. 
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