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Tartalmi összefoglaló 

 
 

Az ABC (ATP-Binding Casette) transzporterek membránkötött proteinek, amelyek az 

egyik legnagyobb fehérjecsaládot alkotják és minden élő organizmusban megtalálhatók. 

Jelentőségük abban rejlik, hogy sokféle anyag biológiai membránokon keresztüli 

transzportját mediálják, így számos az élet számára nélkülözhetetlen folyamatban játszanak 

központi szerepet úgymint a szervezet mérgező vegyületekkel szembeni védekezésében, a 

sejtek tápanyag felvételében. Megtalálhatók a szervezet fontos fiziológiás, „barrier” 

funkciót ellátó szöveteiben, sejtjeiben, a vér-agy gátban, a gyomor-bél rendszerben, a máj-, 

vese- és epitélsejteken, a placentában és a testisben. 

Egyik legjobban tanulmányozott funkciójuk az, hogy képesek befolyásolni a 

xenobiotikumok ADME-TOX (Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion, Toxicity 

= felszívódás, eloszlás, lebomlás, kiválasztás, mérgező hatás) tulajdonságait, ezért a 

gyógyszerkutatás során már korai fázisban vizsgálják a gyógyszerjelölt vegyületek 

különböző transzporterekkel való kölcsönhatását.  

A tumorsejtek az egészséges sejtekhez képest túltermelnek egy-, vagy többféle olyan 

ABC transzportert, amelyek az alkalmazott gyógyszert kipumpálják a sejtekből és ezzel 

megakadályozzák, hogy azok kifejtsék a hatásukat a sejt belsejében. Ezt a jelenséget hívjuk 

a tumorok multidrog rezisztenciájának, amely kialakulásában három ABC transzporter 

vesz részt: ABCB1 (MDR1), ABCC1 (MRP1) és ABCG2 (BCRP).  

Kísérleteink során olyan indikációs területeken (daganatos, gyulladásos és autoimmun 

betegségek)  alkalmazott gyógyszermolekulákat teszteltünk amelyeknél fellép a multidrog 

rezisztencia jelensége, célunk volt a még nem leírt kölcsönhatások karakterizálása. 

 

 

Kulcsszavak: multidrog rezisztencia, ABCB1, ABCC1, ABCG2, citotosztatikum 
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1. Rövidítések jegyzéke 
 

 

 

ADME-TOX – felszívódás, eloszlás, lebomlás, kiválasztás, mérgező hatás (Absorption,          

                         Distribution, Metabolism, Excretion, Toxicity) 

ABC – ATP-kötő egység (ATP binding cassette) 

ATP – adenozin-trifoszfát 

NBD – nukleotidkötő domén (nucleotide binding domain) 

TMD – transzmembrán domén (transmembrane domain) 

MDR – multidrog rezisztencia 

MDR1 – multidrog rezisztencia fehérje 

MRP1 – multidrog  rezisztencia-asszociált fehérje 1  

BCRP – emlőrák rezisztencia fehérje (breast cancer resistance protein) 

ABCC – az ABC transzporterek C alcsaládja 

Calcein AM – calcein acetoxi-metilészter 

LTC4 – leukotrién C4 

IC50 – 50%-os gátláshoz tartozó koncentráció (half maximal inhibitory concentration) 

Sf9 sejt – Spodoptera frugiperda ovárium sejtvonal 

ER – endoplazmatikus retikulum 

CHO – kínai aranyhörcsög petefészeksejt (Chinese hamster ovary cell) 

MHC – fő hisztokompatibilitási komplex (major histocompatibility complex) 

DMSO – dimetil szulfoxid  

FBS – magzati borjúsavó (fetal bovine serum) 

Pen-Strep – Penicillin-Streptomycin 

FACS –  áramlási citometria 

 

 

 

 

 
 
 
 

http://en.wikipedia.org/wiki/Chinese_hamster_ovary_cell
http://en.wikipedia.org/wiki/Major_histocompatibility_complex
http://www.biocenter.hu/termekek.php?termekid=19113&fokategoria=2&kategoria=4044
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2. Irodalmi áttekintés 

2.1. Az ABC transzporterek 

 

Az ABC transzporterek alkotják az egyik legnagyobb fehérjecsaládot, a prokariótáktól 

az emberig minden élő organizmusban megtalálhatók. Nagyfokú konzerváltságuk a 

bizonyítéka annak, hogy az evolúció korai szakaszában jöttek létre és rendkívül fontos 

szerepet töltenek be az élő szervezetben. Jelentőségük abban rejlik, hogy sokféle anyag 

biológiai membránokon keresztüli transzportját mediálják, így számos az élet számára 

nélkülözhetetlen folyamatban játszanak központi szerepet. Emellett még részt vesznek a 

sejtek tápanyag felvételében, a mérgező vegyületekkel szembeni védekezésben, vegyületek 

kiválasztásában.  

Az ATP hasításának energiáját felhasználva aktív transzporterként, ioncsatornaként 

vagy modulátorként vesznek részt a különböző szubsztrátok sejtből történő eltávolításában. 

Az általuk transzportált anyagok között elsősorban cukrok, aminosavak, kisebb peptidek,  

különféle sók, valamint kismolekulájú (MW ~ 500–1000) xenobiotikumok találhatók. 

Egyik legjobban tanulmányozott funkciójuk az, hogy képesek befolyásolni a 

xenobiotikumok ADME-TOX (Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion, Toxicity 

= felszívódás, eloszlás, lebomlás, kiválasztás, mérgező hatás) tulajdonságait, ezért a 

modern gyógyszerek fejlesztése során már korai fázisban indokolt a gyógyszerjelölt 

vegyületek releváns transzporterekkel való kölcsönhatásának vizsgálata. Valamennyi eddig 

ismert ABC fehérjére jellemző, hogy membránasszociáltak, és működésük során ATP-t 

hidrolizálnak. E két tulajdonság szerkezeti alapjául a membránba ágyazódó transzmembrán 

domén (TMD), illetve az ATP megkötéséért felelős intracellurális nukleotidkötő domén 

(NBD) szolgál.   

Megkülönböztetünk egész transzportereket amelyek 2 TMD-t és 2 NBD-t 

tartalmaznak, illetve féltranszpotereket amelyek 1 TMD-ból és 1 NBD-ól épülnek fel 

[1.ábra]. A féltranszporterek kapcsolódhatnak azonos illetve más féltranszporterrel, előbbi 

esetben homodimer, utóbbinál heterodimer transzporterről beszélünk
1,2

. 
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1. ábra Az ABC transzporterek szerkezete 

 

Az ABC fehérjék citoplazmatikus nukleotidkötő doménjében 3 konzervált szekvenciát 

azonosítottak: a Walker A (GXXGXGKS/T) és B (hhhhD) konszenzus szekvenciák, 

amelyek más ATP-t hasító fehérjékben is megtalálhatók, és az ún. „ABC-signature” 

szekvencia (LSGGQQ/R/KQR), amely csak az ABC fehérjékben található meg
3
. A lipofil 

transzmembrán domének struktúrája adja a hátteret a funkció betöltéséhez. A közös 

szerkezeti séma alapján feltételezhető, hogy az ABC fehérjék hasonló mechanizmussal 

működnek. Az ABC fehérjék elsődlegesen aktív transzporterek, amelyek konformációja 

megváltozik az ATP hidrolíziséből nyert energia terhére és képesek anyagokat juttatni a 

membrán egyik oldaláról a másikra koncentráció gradiens ellenében.  

Prokariótákban az ATP-kötő és a transzmembrán domének külön génekben 

kódolódnak, a fejlettebb eukariótákban viszont egész transzporterek esetében mind a négy, 

féltranszportereknél pedig mind a két domén együtt kódolódik egy nyitott leolvasási 

kereten belül. Eddig 49 humán ABC fehérjét kódoló gént írtak le, amelyeket a NBD-k és a 

TMD-k szekvencia homológiája alapján 7 alcsaládba soroltak. A nevezéktani anomáliák 

kiküszöbölése érdekében egységes nomenklatúrát vezettek be és az ABC fehérjéket A-tól 

G-ig nevezték el
3
. 
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2.2. A multidrog rezisztencia 

 

Az ABC transzporterek családjának tagjai akkor kerültek a figyelem középpontjába, 

amikor felfedezték, hogy működésük zavara betegséghez vagy olyan állapothoz vezet, 

amely a betegség gyógyítását lassítja illetve megakadályozza. A legismertebb a tumorok 

multidrog rezisztenciája (MDR). Ez a jelenség nagymértékben megnehezíti egyes 

ráktípusok gyógyítását, ugyanis a tumorsejtek az egészséges sejtekhez képest 

túltermelhetnek egy-, vagy többféle olyan ABC transzportert, amelyek az alkalmazott 

gyógyszert kipumpálják a sejtekből és ezzel megakadályozzák, hogy azok kifejtsék a 

hatásukat a sejt belsejében
4
. 

Erre a mechanizmusra az egyértelmű klinikai bizonyítékok még hiányoznak, de az 

egyértelmű, hogy az MDR transzporterek magas expressziója összekapcsolható a klinikai 

multidrog rezisztenciával Az elnevezés onnan származik, hogy nemcsak a kiváltó ágenssel 

szemben alakul ki rezisztencia, hanem akár teljesen más szerkezetű, tulajdonságú 

molekulákkal szemben is rezisztens lesz az adott sejt a széles szubsztrátspecifitás 

következtében fellépő keresztrezisztencia miatt
5,6,7,8

.   

A ABCB1 (MDR1, P-glikoprotein, Pgp) mediált multidrog rezisztenciát fedezték fel 

először
9,10,17

 és valószínűleg még most is a legszélesebb körben tanulmányozott a klinikai 

multidrog rezisztencia területén
5,6,7,8

. Nem sokkal az MDR1 klónozását és karakterizálását 

követően nyilvánvalóvá vált, hogy más efflux transzporterek is jelentős szerepet játszanak 

a transzport-függő drog rezisztenciában. Két másik ABC transzporterről bizonyosodott be, 

hogy szerepet játszanak a tumorok multidrog rezisztenciájának kialakulásában: ABCC1 

(MRP1, multidrog rezisztencia-asszociált fehérje 1) és az ABCG2 (BCRP, emlőrák 

rezisztencia fehérje)
8,11,12,13,14

. Az említett három fehérjén kívül 8-10 ABC transzporter 

képes a citosztatikumokat aktív módon kipumpálni a sejtekből, így bizonyos esetekben 

ezek is részt vehetnek a rezisztencia kilakításában
15,16

. 
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2.3. A multidrog rezisztencia kialakításáért felelős transzporterek 

2.3.1. MDR1 (ABCB1) 

 

Az 1970-es években megfigyelték, hogy a kínai hörcsög ovárium epiteliális sejtek 

(CHO) kolhicinnel történt szelekciója után a sejtek nemcsak a kiváltó ágenssel szemben 

mutattak rezisztenciát, hanem egészen  más szerkezetű molekulákkal szemben is
17

. Juliano 

és Ling 1976-ban fedezte fel az első ABC transzportert a rezisztens sejtekben, amelyet P-

glikoproteinnek (P-gp, MDR1, ABCB1) neveztek el
18

. Ezt a transzporter nem tudták 

kimutatni a vadtípusú sejtekben, tehát ez a szelekció eredményeképpen jelent meg és 

ennek volt köszönhető a megváltozott drogpermeabilitás. Shen és munkatársai 1986-ban 

kolhicinnel szelektált humán epidermoid karcinoma sejteket (KB) vizsgálva felfedezték, 

hogy a multidrog rezisztencia kialakulásával egyidejűleg megemelkedi az mdr1 mRNS 

szintje és bizonyították, hogy az mdr1 gén kódolja a ABCB1 (MDR1) fehérjét. Sikerült 

azonosítaniuk az ABCB1 két nukleozid-trifoszfát kötőhelyét és homológiát fedeztek fel az 

ABCB1 fehérje és számos bakteriális transzporterfehérje között
19,20,21,22,23

. Hamada és 

kutatócsoportja bizonyította, hogy az ABCB1 ATP hidrolízisének energiáját felhasználva 

aktív transzporterként funkcionál
24

. Schinkel és munkatársai 1994-ben Mdr1a knockout 

egereket hoztak létre. Ezek az egerek szaporodóképesek voltak és nem mutattak semmi 

rendellenességet, viszont ivermectinnel történt kezelés után -amely egy központi 

idegrendszerre toxikus peszticid- 100-szor érzékenyebbé váltak a vadtípusú állatokhoz 

képest. A knockout egerek szöveteiben szigfikánsan magasabb ivermectin koncentrációt 

mutattak ki, mint a vadtípusú egyedekben
25

. Ez volt az első bizonyítéka annak, hogy az 

ABCB1 részt vesz a szervezet toxikus anyagokkal szembeni védekezésében.  

Az ABCB1 egész transzporter, olyan glikozilált protein, amely a sejtek apikális 

membránjában expresszálódik. Magas ABCB1 expressziót lehet kimutatni a vér-agy gát 

endotél sejtjeinek apikális membránjában, a placenta trophoblastban, a herében, a 

csontvelőben és a bélnyálkahártya sejtjeiben, ahol az a szerepe, hogy meggátolja a káros 

anyagok bejutását a szervezetbe. Ezentúl szerepe van még a káros anyagok eltávolításában 

a bélben, májban és a vese sejtjeiben található ABCB1 fehérjéknek
26

.  Magas transzport 

kapacitása és széles szubsztrátfelismerő képessége van. Habár főként semleges/kationos 

hidrofób molekulákat transzportál
27

, rákellenes gyógyszerek, HIV-proteáz gátlók, 

antibiotikumok, antidepresszánsok, antiepileptikumok és fájdalomcsillapítók is 

szubsztrátjainak bizonyultak
28

. A fluoreszcens festékek közül a CalceinAM, a Rhodamine 

123 (R123) és a Hoechst 33342 szintén az ABCB1 szubsztrátjai.  
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2.3.2. MRP1 (ABCC1) 

 

Az ABCC alcsalád egyik legtöbbet tanulmányozott képviselője az ABCC1/MRP1 

(Multidrog Resistance associated Protein 1) transzporter, amelynek fontos szerepe van a 

multidrog rezisztencia kialakításában. Az ABCB1 fehérje után ez volt a második 

transzporter, amelyet felfedeztek a multidrog rezisztenciával kapcsolatban
29,30,31,32

. Az 

ABCC1 fehérjék a sejtek bazolaterális membránjában expresszálódnak
33

. Különös 

tulajdonsága, hogy a legtöbb ABC transzportertől eltérően nem kettő, hanem három 

transzmembrán domént (TMD) tartalmaz. A kiegészítő TMD öt transzmembrán hélixet 

tartalmaz és N-terminálisan helyezkedik el
34,35

.  

Az MRP fehéréjék organikus aniontranszporterként működnek, mert képesek számos 

gyógyszer metabolizmusa során keletkező glutation-, glükuronát- és szulfát-konjugátumok 

eltávolítására, ezenfelül konjugálatlan amfifil anionok szabad GSH–val történő együttes 

kotranszportjáért is felelősek. Az Mrp1 knockout egerek élet- és szaporodóképesek, de 

hiányosságokat mutatnak a Leukotrién C4-mediált gyulladási reakciókban, amelyből arra 

lehet következtetni, hogy ABCC1-nek szerepe van ennek a nagyon jelentős szignalizációs 

molekulának a szállításában is
36,37,38

. Wijnhold és munkatársai írták le, hogy a choroid 

epitél sejtek bazolaterális membránjában expresszálódó ABCC1 transzporterek védik a 

cerebrospinális folyadékot (CSF) a xenobiotikumokkal szemben
39

.   

 

2.3.3. BCRP (ABCG2) 

 

A ABCG2 az egyik legfontosabb efflux transzporter az endotél és epitél sejtekben, 

amelyek képesek szabályozni a különböző gyógyszermolekulák és xenobiotikumok 

ADME-TOX tulajdonságait
40

. A 90-es évek végén három laboratórium egymástól 

függetlenül azonosította az ABCG2 molekulát. Két helyen drogszelektált sejtvonalból, a 

harmadik helyen pedig humán cDNS könyvtárból
41,42,43

. Mindhárom helyen más nevet 

adtak az újonnan felfedezett fehérjének. Doyle csoportja rezisztens emlőrák sejtvonalból 

azonosította és ezért BCRP-nek (breast cancer resistance protein) nevezte el, Allikments 

csoportjának verapamillal blokkolt ABCB1 funkciójú mitoxantronra rezisztens 

sejtvonalból sikerült az azonosítás, így MXR-nek (mitoxantrone resistance protein) 

nevezték el, míg Miyake csoportja ABCP-nek írta le, mivel a placentában expresszálódott 

magas szinten. Hamarosan kiderült, hogy csak az Allikmets kutatócsoportja által izolált 
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protein vadtípusú, a másik két csoport által izolált fehérje a 482-es pozícióban glicint 

tartalmaz és ez a pontmutáció hatással van a transzporter szubsztrátspecifitására.  

Az ABCG2 féltranszporter, amely homodimerizációt követően válik funkcióképes 

fehérjévé
44

 és a sejtek plazmamembránjában lokalizálódik
45

. Széles szubsztrátspecifitással 

rendelkezik, egyaránt képes hidrofób, anionos és kationonos molekulák transzportjára
41

. 

Meghatározó szabályozó szerepe van a metabolitok és xenobiotukumok felszívódásában
46

, 

májban a szulfát konjugátumok szekréciójában
47

, vesében a szulfát konjugátumok 

kiválasztásában
48

 és megakadályozza, hogy a xenobiotikumok bejussanak az agyba
49,50

. Az 

ABCG2 transzporternek jelentős szerepe van a xenobiotikumok anyatejbe való 

kiválasztásában
51

,  valamint a placentában is magas az expressziója így védi a magzatot a 

toxikus anyagoktól és csökkenti a szteroid szintet a magzati szövetekben
52

. Az ABCB1 és 

ABCC1 transzporter mellett a ABCG2 is felelős a tumorterápia során kialakuló 

rezisztenciáért
3,53

.  

 

2.4. A transzporter–gyógyszer kölcsönhatások tanulmányozása során alkalmazott 

tesztrendszerek 

 

A szervezetbe bejutó gyógyszermolekulák, xenobiotikumok és toxikus anyagok ABC 

transzporterekkel való kölcsönhatását ex vivo, in vivo és in vitro módszerekkel lehet 

tanulmányozni és így információt kaphatunk a vizsgált molekulák ADME-TOX 

tulajdonságairól. Az efflux transzportereknek jelentős szerepe van a farmakokinetikai 

vizsgálatokban.  

Az ex vivo modellek közé tartozik például a perfúziós agy, máj és vese, melyek 

használatával információkat kaphatunk a xenobiotikumok ADME tulajdonságairól.  

Az in vivo módszerek közé soroljuk például a transzgénikus vagy a knock-out 

állatokon végrehajtott kísérleteket illetve a mikrodialízis eljárást. A knock-out modellek 

esetében kiütik a vizsgálni kívánt transzporter génjét és megfigyelik, hogy ez milyen 

fiziológiai változásokat eredményez. In vivo vizsgálatokat vadtípusú állatokon specifikus 

gátlószerek alkalmazásával lehet transzporter-specifikussá tenni. A mikrodialízis-technika 

olyan in vivo módszer, amely lehetővé teszi különböző szövetek interstíciális 

állományának kémiai elemzését, így egy adott gyógyszermolekula koncentrációjának a 

vérben és az agykéreg extracelluláris terében történő követését is. A szimultán végzett 

vénás és agyi mikrodialízis alkalmas a tesztanyag vér-agy gáton történő 
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áthatolóképességének elemzésére, illetve a molekulák agyi szintjének aktív csökkentéséért 

felelős efflux transzportereket befolyásoló kölcsönhatások észlelésére is
54

.  

Az in vitro eljárások két nagyobb csoportba oszthatók, egyik az egész sejtes 

módszerek, másik pedig az adott transzportert túlexpresszáló sejtekből készült 

membránpreparátumokon végzett kísérletek.  

Az in vivo eljárások nagy előnye, hogy az élő szervezetben lejátszódó folyamatokhoz 

nagyon hasonló környezetben teszi lehetővé a vizsgálatokat, ezzel szemben az in vitro 

technikák egy leegyszerüsített modellt alkotnak. A gyógyszerfejlesztés korai szakaszában 

az in vitro technikákat alkalmazzák, mert nagyobb az áteresztőképességük és 

költséghatékonyabbak, mint az in vivo technikák. Az in vitro módszerek további előnye, 

hogy humán fehérjék is vizsgálhatók, illetve fajspecifitás vizsgálatok végezhetők rajtuk. 

A következőkben a kísérletek során alkalmazott in vitro módszerek kerülnek 

bemutatásra. 

 

2.4.1. Sejtes vizsgálati módszerek 

Festéktranszport esszék 

 

A festéktranszport esszék működési elve az, hogy a gátlószerek vagy az ABCB1, 

ABCC1 illetve az ABCG2 transzportálódó szubsztrátjai módosíthatják a festék 

felhalmozódását a sejt belsejében. Az ABCG2 esetében Hoechst 33342, ABCB1 és 

ABCC1 estében calcein AM prekurzort adnak a sejtekhez.  

 

Calcein esszé 

A calcein AM hidrofób, nem-fluoreszcens molekula, amely könnyen át tud jutni a 

sejtmembránon. Azt követően, hogy bejutott a sejtbe, az intracelluláris calcein AM-et 

endogén észterázok hidrolizálják calceinné [2. ábra]. Az így keletkező calcein hidrofil 

tuladonságú és csapdázódik a citoplazmában, mert a sejtmembrán már átjárhatatlan 

számára. Az esszé alapja az, hogy a calcein-AM szubsztrátja az ABCB1-nek és az 

ABCC1-nek. A kísérlet során a termelődő szabad fluoreszcens molekula mennyiségét 

fluoriméter segítségével detektáljuk. Az ABCB1 és ABCC1 kölcsönható molekulái 

gátolják a kifelé irányuló transzportot és csökkentik a kijuttatott festék mennyiségét. Így az 

intracelluláris calcein koncentráció megemelkedik és nő a fluoreszcencia intenzitása. Ez 

egy közepes áteresztőképességű rendszer, amely alkalmas a fejlesztés alatt álló 
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gyógyszermolekulák és a transzporter kölcsönhatásának vizsgálatára. Mivel az ABC 

fehérjék efflux transzportot végeznek, a vizsgálni kívánt gyógyszermolekuláknak be kell 

jutniuk a sejten belülre, hogy kapcsolatba lépjenek a transzporterrel, de azok a molekulák, 

amelyeknek kicsi a membrán permeabilitásuk nem képesek bejutni, ezért nem 

tapasztalható kölcsönhatás
55

. 

 

 

2. ábra: A calcein esszé működési elve 

 

Hoechst esszé 

A Hoechst 33342 membránon átjutó DNS-festék, amely preferenciálisan a DNS AT 

bázispárjaihoz köt. Minél több az AT-pár, annál több festék kötődik be és annál 

intenzívebb lesz a fluoreszcens jel. A Hoechst esszé ugyanazon az elven működik, mint a 

calcein esszé. A festékmolekula, amely bejut a sejt belsejébe, az ABCG2 transzporter 

kiváló szubsztrátja. Az ABCG2-t túlexpresszáló sejtek drog-transzporter kölcsönhatás 

esetén aktív transzporttal kipumpálják a hoechst-öt.  

Citotoxicitás esszé 

A citotoxicitás esszé lehetővé teszi xenobiotikumok, citosztatikumok és 

gyógyszermolekulák tesztelését élő sejteken. A vizsgálni kívánt transzportert 

túlexpresszáló sejtek abban az esetben, ha a drog szubsztrátja az adott transzporternek 

magasabb drog koncentrációt képesek tolerálni, mint a vadtípusú, kontroll sejtek. A drog-

transzporter kölcsönhatás IC50 értékkel jellemezhető, amely megadja azt a drog 

koncentrációt, amelynél a sejtek 50%-a életképes. Az élő sejtek arányának 

meghatározására számos módszer áll rendelkezésre; alapulhat pl. a sejtmembrán 
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intaktságának vizsgálatán (propidium-jodid, trypan-kék), a mitokondriális enzimek 

működésén (resazurin, formazan), illetve különböző funkcionális alapokon.  

2.4.2. Membránvezikula-alapú eljárások 

 

A membránvezikula-alapú eljárások esetében nem egész sejteket, hanem a vizsgálni 

kívánt transzportert túlexpresszáló sejtekből származó membránvezikulákat használunk. 

ATPáz esszé 

Az ABC transzporterek az ATP hidrolíziséből származó energiát használják fel arra, 

hogy a szubsztrátjaikat kipumpálják a sejtből. Ezen hidrolízis eredményeképp anorganikus 

foszfát (Pi) keletkezik, amely detektálható egy egyszerű kolorimetriás reakció segítségével 

[3. ábra]. A hidrolízis következtében felszabaduló foszfát mennyisége arányos a 

transzporter protein aktivitásával. Minden membránpreparátum tartalmaz más ATPáz 

molekulákat is, nem csak a kívánt transzportereket. Fontos megkülönböztetni a specifikus 

ABC transzporterekhez köthető ATPáz aktivitást és a nem specifikus aktivitást. Az ABC 

transzporterek specifikusan gátolhatók nátrium-ortovanadáttal, ezért a transzporter 

aktivitás meghatározható, mint a teljes ATPáz aktivitás vanadát érzékeny része. Mind 

aktiválási, mind gátlási tesztet is lehet ezzel a módszerrel végezni: az aktiválás a 

kölcsönható szubsztrát jelenlétében bekövetkező ATPáz aktivitás növekedésében jelenik 

meg, a gátlás pedig egy ismert aktiválószerrel kiváltott ATPáz aktivitás gátlásában. Ha a 

gátlási tesztben észlelünk kölcsönhatást, az nem ad egyértelmű felvilágosítást arról, hogy a 

tesztanyag a transzporter valódi gátlószere, vagy egy lassan transzportált szubsztrátja. 

 

 

3. ábra: Az ATPáz esszé működési elve 
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3. Célkitűzések 
 

 Kísérleteink során olyan indikációs területen (daganatos megbetegedések) alkalmazott 

gyógyszermolekulákat teszteltünk sejtes és membránvezikula-alapú eljárásokkal, 

amelyeknél fellép a multidrog rezisztencia jelensége.  

 Célunk volt egyrészt a korábban már ugyan leírt, de nem pontosan karakterizált 

kölcsönhatások jellemzése kinetikai paraméterek megadásával. Másrészt kiválasztásra 

került néhány olyan molekula is, amelyek ABC transzporterekkel való kölcsönhatása még 

nem ismert.  

 A multidrog rezisztenia nagymértékben megnehezíti a rák gyógyítását, ugyanis a 

tumorsejtek az egészséges sejtekhez képest túltermelnek egy-, vagy többféle olyan ABC 

transzportert, amelyek az alkalmazott gyógyszert kipumpálják a sejtekből és ezzel 

megakadályozzák, hogy azok kifejtsék hatásukat a sejt belsejében 
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4. Anyagok és módszerek 
 

 

4.1. Tesztelt molekulák  

 

A dolgozat során vizsgált molekulákat, azok permeabilitási paramétereit és a 

szakirodalomban leírt efflux transzporterekkel való kölcsönhatásait az 1. táblázat foglalja 

össze. A Lipofilitás (logP) oszlopban ChemAxon Molconvert programmal kalkulált logP 

értékek lettek feltüntetve. 

 

Molekulák Lipofilitás (logP) Efflux transzporter 

Carboplatin 1,06 - 

Camptothecin 1,22 MDR1 szubsztr, BCRP szubsztr + inhib 

Cyclophosphamid 0,1 MRP1 szubsztr 

Cisplatin 0 MDR1 szubsztr 

Dacarbazine -0,43 - 

Daunorubicin 1,67 MDR1 szubsztr + inhib, MRP1, BCRP szubsztr 

Doxorubicin 0,86 MDR1, MRP1, BCRP szubsztr 

Etoposide 1,16 MDR1, MRP1, BCRP szubsztr 

Hydroxiurea -1,37 - 

Melphalan 0,12 (csak a glutation konj.melphalan MRP1 szubsztr) 

Mitoxantrone 1,17 MDR1, MRP1, BCRP szubsztr 

Tamoxifen 6,35 MDR1, BSEP inhib, BCRP szubsztr + inhib 

Taxol 3,54 

MDR1 szubsztr + inhib, MRP1, BSEP szubsztr + 

inhib 

Topotecan -0,55 MDR1, BCRP szubsztr 

Vinblastine 4,18 MDR1 szubsztr + inhib, MRP1 szubsztr + inhib 

Vincristine 3,13 MDR1 szubsztr +inhib, MRP1 szubsztr + inhib 

Methotrexate -0,51 MRP1, BCRP szubsztr 

Cytarabine  -2,8 - 

Thioguanine  -0,35 - 

Fludarabine -3,97 - 

Chlorambucil 3,94 (csak a glutation konj. chlorambucil MRP1 szubsztr) 

Clofarabine  -0,29 - 

Pixantrone - - 

1. táblázat: A dolgozat során tesztelt molekulák listája 
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4.2. Sejttenyésztés 

 

A membránvezikula-alapú eljárások során a vizsgálni kívánt ABC transzporter génjét 

tartalmazó bakulovírussal fertőzött Spodoptera frugiperda rovarsejtekből nyert membrán 

preparátumokat használtunk, míg a sejtes vizsgálati módszerek során az adott ABC 

transzportert kifejező sejtvonalakat. 

Mind a HL60-MDR, MRP, CTRL; PLB985-BCRP, CTRL sejteket és a membrán 

preparátumokat a Solvo Zrt. bocsátotta rendelkezésünkre. A HL60-MDR és HL60-MRP 

sejtek MDR1 illetve MRP1 transzporterek túlexpresszálására szelektált humán leukémia 

sejtvonalból, míg a PLB985-BCRP sejek myelomonoblastos leukémia sejtvonalból 

származnak. A kontroll sejtek drogszelekció nélküli, ABC transzportert nem túlexpresszáló 

sejtek. Sejtfelvétel során a sejteket a folyékony N2 tartályból történt kivétel után 37 
o
C-os 

vízfürdőben felolvasztottuk és 2000 RPM-en, szobahőn, 5 percig centrifugáltuk. A 

felülúszó leszívását követően a pelletet tápfolyadékkal felszuszpendáltuk és 75 cm
2
 –es 

műanyag sejttenyésztő flaskában tenyésztettük. A sejtek növekedéséhez az optimális 

környezet 37 
o
C és 5% CO2 tartalom, melyet a CO2 inkubátorban tudtunk biztosítani 

számukra. A sejteket hetente 2-3 alkalommal passzáltuk, a passzálás során megszámoltuk 

és 300 000-400 000-et tettünk vissza a flaskába, majd felöntöttük 20-30 ml friss 

tápoldattal. Mind az öt sejtvonal tenyésztéséhez Advanced RPMI tápoldatot használtunk, 

amelyet 10% FBS-sel, 1 % L-glutaminnal és 0,5 % Pen-Strep antibiotikummal 

egészítettünk ki.  

 

 

4.3. Az ATPáz esszé kivitelezése 

 

Az ATPáz esszéket tisztított, az adott ABC transzportert túlexpresszáló 

membránpreparátumokon végeztük a SOLVO Biotechnológiai ZRt. PREDEASY
TM

 

ATPase Kit protokoll alapján. Az abszorbancia értékekből meghatározható a foszfát 

mennyisége ismert mennyiségű foszfátot tartalmazó oldatok mérési adataiból előállított 

kalibrációs egyenessel. Az anorganikus foszfát nem csak az aktív transzporter szubsztrát 

jelenlétében történő ATP hidrolíziséből származhat, hanem előfordulhat, hogy az MgATP 

oldatban, vagy a membránszuszpenzióban volt jelen szennyeződés következtében. Ennek 

elkerülése végett a minták feléhez Na-ortovanadátot kell adni, amely ADP-vel együtt 
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kapcsolódik a transzporterek ATP-kötő helyéhez, ezáltal megakadályozza az ATP 

kötődését és hidrolízisét
56

. Az ezekben a mintákban mért értékeket ki kell vonni a 

vanadátmentes közegben mért értékekből, mivel azok nem a transzporter aktivitásához 

köthetők és így megkapjuk a transzporter működése során keletkező foszfátmennyiséget. 

Ebből az értékből kiszámítható a transzporter aktivitása oly módon, hogy a kapott 

foszfátmennyiséget elosztjuk a reakcióidővel és a lyukankénti fehérjemennyiséggel, így 

nmol Pi/mg protein/perc mértékegységben kapjuk meg eredményt.  

 

Az ATPáz esszé végrehajtásához az alábbi anyagok szükségesek (2. táblázat): 

Anyagok Koncentráció Tárolás 

Membrán - -80 ˚C 

10×Medium - -80 ˚C 

Foszfát-oldat 0,4 mM ≤-20 ˚C 

Foszfát-oldat 0,8 mM ≤-20 ˚C 

Na-ortovanadát 600 mM ≤-20 ˚C 

Referencia szubsztrát - - 

3×Előhívó - ≤-20 ˚C 

10×Stabilizáló - ≤-20 ˚C 

Referencia inhibítor - - 

MgATP-oldat 0,2 mM ≤-20 ˚C 

2. táblázat: Az ATPáz esszéhez szükséges anyagok listája 

 

A kivitelezés főbb lépései: 

 

1. Esszémix elkészítése  

2. A tesztanyagok törzsoldataiból kiindulva 8 lépcsős, 3-szoros hígítási sort 

készítettünk DMSO-ban. A reakcióelegybe 1-1 μl-t kell tenni a tesztanyagokból.  

3. Membránszuszpenzió elkészítése esszémixben 

4. Az elkészült membránszuszpenzió kettéosztása, majd a gátlási esszéhez tartozó 

membránszuszpenzióhoz a referencia szubsztrát hozzáadása.  

5. Mindkét membránszuszpenzió kettéosztása és az egyik feléhez Na-ortovanadát 

hozzáadása. A membránszuszpenziók kiosztása 96-lyukú mikrotiter lemezre a 4. 

ábrán feltüntetett elrendezésben.  

6. Foszfát kalibráció, majd a négyféle kontroll elkészítése. 
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7. A tesztdrogok hozzáadása az 5-12. oszlopokba. 

8. Előinkubálás 37 
o
C-on, majd az Mg ATP oldat hozzáadásával a reakció elindítása 

9. Inkubálás 37 
o
C-on, majd a rekció leállítása az előhívó hozzáadásával. 

10. Stabilizálószer hozzáadása, majd inkubálás 37 
o
C-on. 

11. A képződött foszfát-komplex abszorpciójának mérése spekrofotométerrel 620 nm 

hullámhosszon. 

12. Eredmények kiértékelése a kapott OD értékekből a foszfát kalibráció 

felhasználásával. 

 

Az ABCB1, ABCC1 és ABCG2 transzportereket túlexpresszáló membránvezikulákkal 

végzett ATPáz esszék az alábbiakban különböznek egymástól (3. táblázat): 

 

Transzporter Alkalmazott 

membrán 

mennyiség 

(μg/lyuk) 

Inkubációs 

idő (perc) 

Szubsztrát próba 

(koncentráció) 

Referencia 

inhibitor 

(koncentráció) 

ABCB1 
4 10 

verapamil 

(40 µM) 

cyclosporine A 

(40 µM) 

ABCC1 
8 10 

NEM-GS 

(10 mM) 

benzbromarone 

(100 µM) 

ABCG2 
4 10 

sulfasalazine 

(10 µM) 

Ko134 

(1 μM) 

3. táblázat: A három transzporterrel végzett kísérletek paramétereit összefoglaló táblázat 

 

 

 

 

 

 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 200,00 200,00 200,00 200,00 200,00 200,00 200,00 200,00 
B 66,67 66,67 66,67 66,67 66,67 66,67 66,67 66,67 
C 22,22 22,22 22,22 22,22 22,22 22,22 22,22 22,22 
D 7,41 7,41 7,41 7,41 7,41 7,41 7,41 7,41 
E 2,47 2,47 2,47 2,47 2,47 2,47 2,47 2,47 
F 0,82 0,82 0,82 0,82 0,82 0,82 0,82 0,82 
G 0,27 0,27 0,27 0,27 0,27 0,27 0,27 0,27 

 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 

    4 nmol Pi 
8 nmol Pi 
Kontroll 1 
Kontroll 2 
Kontroll 3 
Kontroll 4 

Kontrollok tesztdrog (µM) tesztdrog (µM) +  
vanadát 

tesztdrog (µM) +  
aktivátor 

tesztdrog (µM) +  
aktivátor + vanadát 

    Vak 

 
 

Plate 

térkép 
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5.ábra Az ATPáz esszéhez szükséges mikrotiter lemez felépítése 

 

 

Az ATPáz esszével kapott eredmények kiértékelésének módja 

 

Az alkalmazott foszfát kalibráció felhasználásával meghatározható, hogy a mért 

OD értékek hány nmol foszfátnak felelnek meg. A felhasznált membránfehérje 

mennyiségének és az inkubációs időnek az ismeretében az aktivitás meghatározható nmol 

foszfát/mg fehérje/perc mértékegységben. Ezt a tesztelt molekula koncentrációjának 

függvényében lehet ábrázolni. A kontroll 1 és kontroll 2 különbsége adja a vanadát 

érzékeny ATPáz aktivitást, míg a kontroll 3 és kontroll 4 különbsége a transzporter vanadát 

érzékeny maximális ATPáz aktivitását.          

 

4.4. Áramlási citometria (FACS) 

 

A multidrog rezisztenciában részt vevő transzporterek (ABCB1, ABCC1, ABCG2) 

aktivitásának vizsgálatát a Solvo MDQ kittel (Solvo Biotechnológiai ZRt. Szeged) a 

gyártói utasításnak megfelelően végeztük el. Az áramlási citometriás méréseket egy Partec 

CyFlow space áramlási citométeren végeztük. Az adatgyűjtést az előre és oldalirányba 

történő szórás, valamint az elhalt sejtek propidium-jodiddal (PI) történő festődése alapján 

20 000 élő sejtre korlátoztuk. A FACS méréseket a citotoxicitás, Calcein és Hoechst esszék 

elvégzése előtt kontrollként végeztük, hogy megbizonyosodjunk arról, hogy a sejtek 

megfelelő mértékben expresszálják az adott ABC transzportert. A sejtes esszéket akkor 

végeztük el, ha a FACS mérés eredményeként a HL-60 MDR sejtek esetében a MAF érték 

nem volt kisebb, mint 95; HL-60 MRP-nél 50 és PLB985-BCRP esetében 60. 

 

    Esszé mix + 10 µl desztillált víz 

   Esszé mix + 10 µl 0.4 mM Pi 

   Esszé mix + 10 µl 0.8 mM Pi 

   Membrán szuszpenzió +  1 ul oldószer 

   Membrán szuszpenzió + vanadát (1.2 mM) + 1 ul oldószer 

   Membrán szuszpenzió + aktivátor + 1 ul oldószer 

   Aktivált membrán szuszpenzió + vanadát (1.2 mM) + 1 ul oldószer 

   Membrán szuszpenzió + 1 ul teszt drog a drog plate-ről 

   Membrán szuszpenzió + vanadát  + 1 ul teszt drog a drog plate-ről 
   Aktivált membrán szuszpenzió + 1  μ l teszt drog a drog plate-ről 

   Aktivált membrán szuszpenzió + vanadát  + 1 ul teszt drog a drog plate-ről 

Ctrl2 

Ctrl3 

Ctrl4 

Vak 

4 nmol Pi 

8 nmol Pi 

Ctrl1 

 
 

 
4. ábra A plate felépítésének színmagyarázata 
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4.5. A Calcein esszé kivitelezése  

 

A Calcein esszé méréseket HL60-MRP és HL60-MDR sejteken végeztük a SOLVO 

Biotechnológiai Zrt. Calcein esszé protokollja alpján. Az esszéhez szükséges anyagok 

listája alább látható: 

 

 

A kivitelezés fontosabb lépései: 

1. Verapamil és kontroll hígítási sor, valamint a vizsgálandó molekulákból 8 lépcsős 

hígítási sor készítése DMSO-ban. 

2. Calcein AM és BSA oldatok összeállítása 

3. Sejtek centrifugálása 1500 rpm, 5 perc, 25 
o
C paraméterekkel és visszavétele 1x 

Hank’s Buffered Salt Solution (HBSS) oldatban. 

4. Centifugálás az előző kondícíókkal és a 1x10
6
/ml

 
sejtkoncentráció beállítása 1x-es 

HBSS-sel. 

5. A 96-lyukú mikrotiter lemez minden lyukába 100 µl sejtszuszpenzió pipettázása. 

6. A tesztanyagból illetve a verapamil és kontroll hígítási sorból 2 µl pipettázása a 

megfelelő lyukakba, a plate térképen ábrázoltaknak megfelelően [5.ábra] 

Anyagok Koncentráció Tárolás 

Calcein AM 100 μM -20 ˚C 

BSA 10mg/ml 4 ˚C 

Verapamil 60 μM szobahőmérséklet 

DMSO - szobahőmérséklet 

10xHBSS - 4 ˚C 

MilliQvíz - szobahőmérséklet 

4. táblázat: A Calcein esszéhez szükséges anyagok listája 
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7. Plate inkubálása 37 
o
C-on 15 percig. 

8. Festékoldat elkészítése 1x-es HBSS, BSA és CalceinAM felhasználásával. 

9. Az inkubációs idő letelte után 100 µl festékoldat hozzáadása a lemez mindegyik 

lyukához. 

10. A fluoreszcencia mérése 8 percen keresztül minden 60 másodpercben 485 nm 

excitációs és 538 nm emissziós hullámhosszon fluoriméterrel. 

11. Az adatok kiértékelése a protokollhoz mellékelt Microsoft Excel kiértékelő fájllal 

történik.  

 

A Calcein esszével kapott eredmények kiértékelésének módja 

 

 A kiértékelésnél az egyes időpontokban mért fluoreszcencia értékeket ábrázoljuk az 

idő függvényében és meghatározzuk az egyes koncentrációkhoz tartozó fluoreszcencia 

görbék meredekségét. 

MAF: a transzportert expresszáló sejtekben inhibítor vagy más szubsztrát jelenléte nélkül 

is halmozódik fel calcein. Az ezt ábrázoló görbe meredeksége az esszé alapértéke, amelyet 

0%-nak veszünk (Rbase), míg a 60 μM verapamil mellett mért calcein felhalmozódást 

ábrázoló görbe meredekségét (Rver) vesszük 100 %-nak. A MAF értéket a maximális 

calcein felhalmozódáshoz normalizált különbség adja meg [6. ábra].   

 

 Verapamil Kontrollok Tesztanyagok 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 60 M 60 M Ver      

B 20 M 60 M Ver      

C 6.6 M 60 M Ver A tesztelendő anyagok 8 lépcsős 3-szoros 

hígitási sora, A-tól H-ig csökkenő 

koncentrációban. 

 

D 2.2 M  

E 741 nM  

F 246 nM       

G 82 nM DMSO      

H DMSO DMSO      

5. ábra A Calcein esszéhez használt lemez térkép 
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 Alap calcein felhalmozódásnak hívjuk azt a folyamatot, amikor a transzportert 

expresszáló sejtekben halmozódik fel a calcein. Ez az érték a kontrollt tartalmazó 

lyukakból állapítható meg. A maximális calcein felhamozódás a 60 μM-os verapamilt 

tartalmazó lyukakból számítható, ahol a verapamil teljesen legátolja a transzportert és a 

calcein nem távozik el a sejtekből. Minden kísérlet során szükséges megállapítani a sejtek 

verapamil érzékenységét.  

 A gátlószer nélkül (Rbase), a 60 μM verapamil mellett (Rver) és a vizsgálni kívánt 

gyógyszerrel (Rdrug) meghatározott görbék meredekségeiből meghatározható a százalékos 

gátlás az alábbi képlet szerint [7. ábra]: 

 

 

 

 

A vizsgálandó szer jelenlétében kapott meredekség (Rdrug ) elvileg kisebb, vagy egyenlő, 

mint a 100% gátlásnak megfelelő Rver, és Rdrug mindig nagyobb vagy egyenlő, mint 

Rbase, ezért a gátlás mértéke (%gátlás) várhatóan 0% és 100% közé esik. 

 

4.6. A Hoechst esszé kivitelezése  

A Hoechst esszé méréseket PLB985-BCRP sejteken végeztük a SOLVO 

Biotechnológiai Zrt. Hoechst esszé protokollja alapján. Az esszéhez szükséges anyagok 

listája: 

Anyagok Koncentráció Tárolás 

Hoechst 33342 10 mM -20 ˚C 

Ko134 100 µM -20 ˚C 

DMSO - szobahőmérséklet 

10xHBSS - 4 ˚C 

MilliQvíz - szobahőmérséklet 

5. táblázat: A Hoechst Az esszéhez szükséges anyagok listája 

% 100*
basever

basedrug

RR

RR
gátlás  

7. ábra Százalékos gátlás kiszámításának képlete 

 

 

100*
Rver

RbaseRver
MAF  

6. ábra A MAF érték meghatározásához használt képlet 
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A kivitelezés fontosabb lépései: 

1. Ko134 és kontroll hígítási sor, valamint a vizsgálandó molekulákból 8 lépcsős 

hígítási sor készítése DMSO-ban. 

2. 10 mM-os Hoechst oldat elkészítése 

3. Sejtek centrifugálása 1500 rpm, 5 perc, 25 
o
C paraméterekkel és visszavétele 1x 

Hank’s Buffered Salt Solution (HBSS) oldatban. 

4. Centifugálás az előző kondícíókkal és 5x10
6
/ml

 
sejtkoncentráció beállítása 1x-es 

HBSS-sel. 

5. A 96-lyukú mikrotiter lemez minden lyukába 50 µl 1x-es HBSS pipettázása. 

6. A tesztanyagból illetve a Ko134 és kontroll hígítási sorból 2 µl pipettázása a 

megfelelő lyukakba, a plate térképen ábrázoltaknak megfelelően [8. ábra]. 

 
 

7. A 96-lyukú mikrotiter lemez minden lyukába 100 µl sejtszuszpenzió pipettázása. 

8. Plate inkubálása 37 
o
C-on 30 percig. 

9. Festékoldat elkészítése 1x-es HBSS és 10mM-os Hoechst felhasználásával. 

10. Az inkubációs idő letelte után 50 µl festékoldat hozzáadása a lemez mindegyik 

lyukához. 

11. A fluoreszcencia mérése 15 percen keresztül minden 60 másodpercben 355 nm 

excitációs és 460 nm emissziós hullámhosszon spektrofotométerrel. 

 Ko134 Controls Tesztanyagok 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 1 M 1 M KO 

A tesztelendő anyagok 8 lépcsős 3-szoros 

hígitási sora, A-tól H-ig csökkenő 

koncentrációban. 

 

B 333 nM 1 M KO 

C 111 nM 1 M KO 

D 37 nM  

E 12.3 nM  

F 4.12 nM  

G 1.37 nM DMSO 

H DMSO DMSO 
8. ábra A Hoechst esszéhez használt lemez térkép 
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12. Az adatok kiértékelése a protokollhoz mellékelt Microsoft Excel kiértékelő fájllal 

történik.  

 

A Hoechst esszével kapott eredmények kiértékelésének módja 

 

A Hoechst 33342 molekula a BCRP transzportert expresszáló sejtekben inhibítor 

jelenléte nélkül is felhalmozódik kis mennyiségben és ez jelenti az esszé hátterét. Ko134 

inhibítort alkalmazva a BCRP teljes mértékben gátolható és ily módon nem képesek a 

festéket aktív transzporttal kipumpálni a sejtből, ebben az esetben beszélünk maximális 

Hoechst akkumulációról. Ko134 gátlási görbét is szükséges készíteni, hogy 

meghatározhassuk, a sejtek hogyan reagálnak különböző koncentrációban adagolt 

inhibítorokkal szemben. Az esszé alapvonalát (Rbase) a gátlószer nálküli minták görbéinek 

meredeksége, a maximális jelet (Rmax) az 1 μM-os Ko134-el legátolt minták görbéinek 

meredekségei adják. A relatív gátlás értékének kiszámítása a Calcein esszénél leírtak 

alapján történik. 

 

 

4.7. A citotoxicitás esszé kivitelezése 

 

 A citotoxicitás esszé olyan eljárás, amely xenobiotikumok, citosztatikumok és 

gyógyszermolekulák élő sejtek viabilitására gyakorolt hatását vizsgálja. Az adott molekula 

hígítási sorának alkalmazásával meghatározhtaó IC50 érték azt a drog koncentrációt jelenti, 

amelynél a sejtek 50%-a életben marad. A transzporter-drog kölcsönhatás esetén a kontroll 

és az adott ABC transzportert túlexpresszáló sejtvonalak IC50 értékei között jelentős 

különbségek lehetnek, mert az ABC transzporterek kipumpálják a sejt belsejéből a 

citosztatikumot, amelyek ezáltal magasabb drogkoncentrációt képesek tolerálni.  

 A kísérlet során resazurint használtunk, amelyet az élő sejtben található 

mitokondriális enzimek redukálnak fluoreszcens resorufinná és így megállapítható a 

metabolikausan aktív, életképes sejtek száma [9. ábra] 
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A kísérlet körülményeit optimalizáltuk, melyet az eredmények fejezetben 

tárgyalunk részletesebben. Vizsgáltuk a sejtszámot, az elnyelési illetve a kibocsátási 

hullámhosszakat az inkubációs időt és a mérési intervallumot. A sejtszám optimalizálás 

eredményeként a HL60-MRP és HL60-CTRL sejtek esetében 5000 sejt/lyuk, a HL60-

MDR, PLB985-BCRP és PLB985-CTRL sejteknél 10 000 sejt/lyuk sejtszámokkal 

végeztük a kísérleteket. A detektáláshoz az 544 nm gerjesztési és 620 nm elnyelési 

értékeket választottuk. A sejteket a kiültetést követően 24 órán keresztül inkubáltuk 37 °C-

os 5% CO2-t tartalmazó inkubátorban, majd a drogok hozzáadását követően 72 órán 

keresztül inkubáltuk az előbb leírtakkal megegyező körülmények között. Az előhívó 

reagens hozzáadását követően 4 órát inkubáltuk a lemezeket az inkubátorban. A kísérletet 

hat párhuzamos mérési pontban végeztük, majd ezekből szórást és átlagot számoltunk. 

Megállapítottuk az IC50 értékeket, amelyek megadják azt a drogkoncentrációt, amelynél a 

sejtek 50%-a életképes maradt. 

 

 

 

 

 
9. ábra A resazurin átalakítása fluoreszcens resorufinná 
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A kivitelezés fontosabb lépései: 

 

1. A sejtek megszámolása automata sejtszámlálóval. A sejtszuszpenziók hígítása 

tápfolyadékkal (Advanced RPMI), hogy az alábbi koncentrációkat kapjuk: 

-HL60-MDR => 10 000 sejt/150 μl 

-HL60-MRP => 5 000 sejt/150 μl 

-HL60-CTRL => 5 000 sejt/150 μl 

-PLB985-BCRP => 10 000 sejt/150 μl 

-PLB985-CTRL=> 10 000 sejt/150 μl 

2. 96 lyukú plate minden lyukába repeater segítségével 150 μl sejtszuszpenzió 

pipettázása, kivéve a H6-os és H12-es lyukakat, melyekbe 150 μl tápfolyadék 

kerül. 

3. A plate 24 órán keresztüli inkubációja 37 
o
C-on CO2 termosztátban. 

4. A tesztelni kívánt drog 200x-ára hígul az esszzében. Egy üres 96 lyukú plate első 2 

oszlopába 200 μl/lyuk tápfolyadék pipettázása, ezután az első oszlophoz 7,3 μl/lyuk 

“A” drog, majd a második oszlophoz 7,3 μl/lyuk “B” drog hozzáadása. A drogok 

tesztelése 6 párhuzamosban történik. A tápfolyadékban hígított drokból 25 μl/lyuk 

pipettázása a sejtszuszpenziót tartalmazó lemezre. (Célszerű minden kivételnél 

felszuszpendálni a drog-tápfolyadék elegyet.)  A plate legalsó (H) sorába nem kerül 

drog. H1-H5-ig, illetve H7-H11-ig 25 μl/lyuk DMSO-t, H6-os és H12-es lyukakba 

25 μl/lyuk tápfolyadékot kerül.  

5. A lemez inkubálása 72 órán keresztül 37 
o
C-on CO2 termosztátban. 

6. 10 μl/lyuk 1,3 mM-os Alamar Blue (resazurin) munkaoldatot hozzáadása minden 

lyukhoz.  

7. Lemez befedése alufóliával és inkubálása 4 órán keresztül 37 
o
C-on CO2 

termosztátban. (Alamar Blue végkoncentrációja 70 μM lesz egy lyukban. Az 

Alamar Blue port 1xHanks-ben kell feloldani és tovább hígítani) 

8. Fluoreszcencia detektálása fluoriméterrel 544 nm gerjesztési és 620 nm elnyelési 

hullámhosszon 

9. Adatok kiértékelése Microsoft Excel programmal. 
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5. Eredmények és értékelésük 
 

5.1. Citotoxicitási esszé eredmények 

 

A kiválasztott molekulák tesztelését megelőzően szükség volt az esszé 

optimalizálására a különböző sejttípusokra; ez az optimális elnyelési és kibocsátási 

hullámhossz, valamint a lyukankénti sejtszám meghatározását jelentette. 

Az esszé optimalizálását az ideális elnyelési és kibocsátási hullámhossz 

kiválasztásával kezdtük. Kísérletünk során négy hullámhossz-párt teszteltünk 4 különböző 

sejtszám mellett [10.ábra]. Ezek alapján az 544 nm gerjesztési és 620 nm elnyelési 

értékeket választottuk, hiszen ebben az esetben tapasztaltuk a legmeredekebb pontokra 

illesztett egyenest. 

 

Hullámhossz-párok tesztelése
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10. ábra Hullámhossz-párok tesztelése 

 

 

Az alkalmas hullámhossz-pár kiválasztását követően az optimalizálást az ideális 

sejtszám kiválasztásával folytattuk. A kísérletek során 2000/5000/8000/10000/12000 sejtet 

ültettünk ki lyukanként tápfolyadékban és 96 órán keresztül 37 °C-os 5% CO2-t tartalmazó 

inkubátorban tartottuk a mikrotiter lemezeket. A cél az volt, hogy olyan értéket találjunk, 

melynél a sejtek még nem nőnek túl a mikrotiter plate egy lyukjában, de elegendően sokan 

vannak ahhoz, hogy megfelelő fluoreszcencia értékeket kapjunk A 11. ábrán feltüntetett 
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eredmények alapján a továbbiakban HL60-MRP és HL60-CTRL sejtek esetében 5000 

sejt/lyuk, a HL60-MDR, PLB985-BCRP és PLB985-CTRL sejteknél 10 000 sejt/lyuk 

sejtszámokkal végeztük a kísérleteket 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 A kiválasztott molekulákkal a kísérleteket hat párhuzamos mérési pontban végeztük, 

majd ezekből szórást és átlagot számoltunk. Megállapítottuk az IC50 értékeket, amelyek 

megadták azt a drogkoncentrációt, amelynél a sejtek 50%-a életképes maradt. 

 ABCB1 és ABCC1 transzporert kifejező HL60 sejteken és ABCG2 fehérjét kifejező 

PLB985 sejteken illetve a két kontroll sejtvonalon végzett kísérletek eredményeit a 6. 

táblázatban foglaltuk össze 
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11. ábra A sejtszám optmalizálás eredményei 
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Citotoxicitás esszé / IC50 értékek ( nM ) 

Tesztanyagok HL60-CTRL HL60-MDR HL60-MRP PLB985-CTRL PLB985-BCRP 

Carboplatin 27 012 81 091 15 249 13 028 35 234 

Camptothotecin 14,31 15,6 8,15 15,27 16,63 

Cyclophosphamid nk nk nk nk nk 

Cisplatin 28 854 85 798 14 300 12 833 33 072 

Dacarbazine 10 640 94 070 271 800 6 565 6 972 

Daunorubicin 11,74 1 528 931,5 11,19 12,54 

Doxorubicin 23,44 2 651 2 017 54,23 43,6 

Etoposide 292,2 53 102 36 213 88,63 155,4 

Hydroxiurea nk nk nk nk nk 

Melphalan 3 250 15 265 1 928 2 235 2 540 

Mitoxantrone 5,73 226,3 784,2 5,769 66,69 

Tamoxifen 12 920 20 340 12 490 16 070 29 010 

Taxol 1,72 3 896 3,98 2,59 3,17 

Topotecan 29,97 172,4 35,23 23,97 189,9 

Vinblastine 2,03 378,1 4,35 1,66 1,85 

Vincristine 1,02 8 063 14,9 3,33 3,16 

Methotrexate 10,01 24,3 102,8 16,18 26,38 

Cytarabine  22,32 81,65 102,1 422,9 1 146 

Thioguanine  438,5 6 421 16 790 3 624 3 902 

Fludarabine 2 868 1 854 8 230 4 521 6 449 

Chlorambucil 3 215 8 255 1 901 2 787 5 575 

Clofarabine  38.75 35,5 89,4 61,66 118,60 

Pixantrone 65,72 2 309 6 421 76,82 447,3 
6. táblázat: A citotoxicitási esszével kapott eredményeket összefoglaló táblázat 

 

5.2. Eredmények ATPáz esszével  

  

 A dolgozatban korábban ismertetett molekulákat ABCB1, ABCC1 valamint ABCG2 

transzportereket magas szinten kifejező sejtekből készült membránpremarátumokon 

teszteltük ATPáz esszében. A kísérletek során aktiválási és gátlási tesztet is 

végrehajtottunk. Eredményeinket transzporterek szerint csoportosítva, összefoglaló 
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táblázatokban mutatjuk be (7-9 táblázatok). A táblázatban a + jel azt jelenti, hogy 

megfigyeltünk kölcsönhatást, a – jel pedig azt, hogy nem. 

5.3. Festéktranszport esszével kapott eredmények 

 

 A festéktranszport kísérleteket, a Calcein és Hoechst esszét, az adott transzportert 

expresszáló sejteken végeztük. Így az ABCB1 esetében HL60-MDR, az ABCC1 esetében 

HL60-MRP, az ABCG2 esetében pedig PLB985-BCRP sejtvonalat alkalmaztunk. 

Eredményeinket transzporterek szerint táblázatba rendeztük, ahol az nk a kölcsönhatás 

hiányát jelzi. 

  

5.4. Transzporterek szerint csoportosított eredmények bemutatása 

 

Színkódok a 7-9 táblázatokban 

 zöld: kísérleteinkkel alátámasztottuk az irodalomban közölt eredményeket 

 kék: a tesztanyag és az adott transzporter kölcsönhatását még nem vizsgálták, nem 

találtunk kölcsönhatást 

 piros: a tesztanyag és az adott transzporter kölcsönhatását még nem vizsgálták, 

eredményeink alapján feltételezhetően szubsztrát a vizsgált anyag 

 

A korrelációk oszlopban az „A” az ATPáz esszét, a „B” a festéktranszport esszét, a „C” 

a citotoxicitás esszét, míg az „I” az irodalmat jelenti. A +/- jelek azt jelzik, hogy 

kimutatható volt-e kölcsönhatás az adott tesztrendszerrel a tesztanyag és a transzporter 

között. Az irodalom oszlopban a „0” azt jelzi, hogy nincs irodalmi adat a transzporter és a 

molekula kölcsönhatását illetőleg.  
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ABCB1/MDR1 

Az ABCB1 transzportert tartalmazó vezikulákon végzett ATPáz esszé, valamint a 

HL60-MDR sejteken végzett Calcein és citotoxicitási esszé  eredményeit a következő 

táblázat foglalja össze. 

 
7. táblázat: Az ABCB1 transzporterrel végzett kísérletek eredményei 

 

Az MDR1 transzportert túlexpresszáló sejtekkel illetve a sejtekből készült 

membránpreparátumokkal végzett kísérletek eredményeként elmondható, hogy a 

Cyclophosphamid, Daunorubicin, Doxorubicin, Etoposide, Mitoxantrone, Taxol, 

Topotecan, Vinblastine, Vincristine és a Methotrexate esetében sikerült alátámasztanunk 

az irodalmban közölt adatokat. A Hydroxiurea, Fludarabine és Clofarabine kölcsönhatását 

az MDR1 transzporterrel eddig nem vizsgálták, ezek a molekulák a kísérleteink alapján 

nem hatnak kölcsön a transzporterrel. A nem vizsgált anyagok közül a citotoxicitás 

esszével kapott eredmények alapján a Carboplatin, Dacarbazine, Cytarabine, Thioguanine 

és Pixantrone feltételezhetően az MDR1 transzporter szubsztrátjai. 

 

 

 

HL60-CTRL HL60-MDR
aktiválás/ 

gátlás kölcsönhatás IC 50 (µM) IC 50 (nM) IC 50 (nM) A F C I

Carboplatin 1,06  -/- nk 27 012 81 091 - - + 0

Camptothotecin 1,22  -/+ nk 14,31 15,6 + - - +

Cyclophosphamid 0,1  -/- nk nk nk - - - -

Cisplatin 0  -/- nk 28 854 85 798 - - + +

Dacarbazine -0,43  -/+ nk 10 640 94 070 + - + 0

Daunorubicin 1,67  -/+ 11 uM-nál 25% inh. 11,74 1 528 + + + +

Doxorubicin 0,86  -/+ nk 23,44 2 651 + - + +

Etoposide 1,16  -/+ nk 292,2 53 102 + - + +

Hydroxiurea -1,37  -/- nk nk nk - - - 0

Melphalan 0,12  +/+ nk 3 250 15 265 + - + -

Mitoxantrone 1,17  -/+ nk 5,73 226,3 + - + +

Tamoxifen 6,35  +/+ 11 uM felett toxikus 12 920 20 340 + - - +

Taxol 3,54  +/- 33 uM-nál 25% inh. 1,72 3 896 + + + +

Topotecan -0,55 +/- 33 uM-nál 25% inh. 29,97 172,4 + + + +

Vinblastine 4,18 +/- gátol 179 2,03 378,1 + + + +

Vincristine 3,13 +/+ nk 1,02 8 063 + - + +

Methotrexate -0,51 -/- nk 10,01 24,3 - - - -

Cytarabine -2,8 -/- nk 22,32 81,65 - - + 0

Thioguanine -0,35 -/- nk 438,5 6 421 - - + 0

Fludarabine -3,97 -/- nk 2 868 1 854 - - - 0

Chlorambucil 3,94 +/+ nk 3 215 8 255 + - + -

Clofarabine -0,29 -/- nk 38.75 35,5 - - - 0

Pixantrone -  -/- nk 65,72 2 309 - - + 0

Korrelációk
HL60-MDR

Tesztanyagok
Lipofilitás 

(logP)

Calcein esszé Citotoxicitás esszé
ATPáz esszé
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ABCC1/MRP1 

 Az alábbi táblázatban láthatók az ABCC1 transzportert tartalmazó vezikulákon végzett 

ATPáz esszé és a transzportert túlexpresszáló HL60-MRP sejteken végzett Calcein és 

citotoxicitási esszé eredményei.   

 

8. táblázat: Az ABCC1 transzporterrel végzett kísérletek eredményei 

 

 

A Daunorubicin, Doxorubicin, Etoposide, Tamoxifen, Taxol, Topotecan, Vinblastine 

és Vincristine molekuláknál tudtuk alátámasztani az irodalomban szereplő eredményeket. 

Az eddig  nem vizsgált anyagok közül a Carboplatin és a Hydroxiurea nem mutatott 

kölcsönhatást egyik tesztrendszerrel végzett kísérletben sem, a Dacarbazine, Cytarabine, 

Thioguanine, Fludarabine, Clofarabine és Pixantrone a citotoxicitás esszé alapján 

feltételezhetőan szubsztrátjai az MRP1 transzporternek.  

 

 

 

 

HL60-CTRL HL60-MRP
aktiválás/ 

gátlás kölcsönhatás IC 50 (µM) IC 50 (nM) IC 50 (nM) A F C I

Carboplatin 1,06  -/- nk 27 012 15 249 - - - 0

Camptothotecin 1,22  -/+ 33 uM-nál 25% inh. 14,31 8,15 + + - -

Cyclophosphamid 0,1  -/- nk nk nk - - - +

Cisplatin 0  -/- 1,2 uM-tól 25% -os inh. 28 854 14 300 - + - -

Dacarbazine -0,43  -/- nk 10 640 271 800 - - + 0

Daunorubicin 1,67  -/+ gátol 2,408 11,74 931,5 + + + +

Doxorubicin 0,86  -/+ nk 23,44 2 017 + - + +

Etoposide 1,16  -/+ gátol ~156 047 292,2 36 213 + + + +

Hydroxiurea -1,37  -/- nk nk nk - - - 0

Melphalan 0,12  +/- 400 uM-nál 35% inh. 3 250 1 928 + + - +

Mitoxantrone 1,17  -/- 3,7 uM felett toxikus 5,73 784,2 - - + +

Tamoxifen 6,35  -/- 3,7 uM felett toxikus 12 920 12 490 - - - -

Taxol 3,54  -/+ gátol, 33 uM felett toxikus 1,954 1,72 3,98 + + + +

Topotecan -0,55  -/- 33 uM felett toxikus 29,97 35,23 - - - -

Vinblastine 4,18  -/+ gátol 5,508 2,03 4,35 + + + +

Vincristine 3,13  -/+ nk 1,02 14,9 + - + +

Methotrexate -0,51  -/- nk 10,01 102,8 - - + +

Cytarabine -2,8  -/- nk 22,32 102,1 - - + 0

Thioguanine -0,35  -/- nk 438,5 16 790 - - + 0

Fludarabine -3,97  -/- 3,7 uM felett toxikus 2 868 8 230 - - + 0

Chlorambucil 3,94  +/+ gátol, 11 uM felett toxikus 0,2742 3 215 1 901 + + - +

Clofarabine -0,29  -/- nk 38.75 89,4 - - + 0

Pixantrone - -/- 3,7 uM felett toxikus 65,72 6 421 - - + 0

Korrelációk
HL60-MRP

Tesztanyagok
Lipofilitás 

(logP)

Calcein esszé Citotoxicitás esszé
ATPáz esszé
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ABCG2/BCRP 

 Az 9. táblázatban az ABCG2 transzportert tartalmazó vezikulákon végzett ATPáz 

kísérletek illetve az ABCG2 transzportert magas szinten kifejező PLB985-BCRP sejteken 

végzett Hoechst és citotoxicitási esszé eredményeit foglaltuk össze.  

 

9. táblázat: Az ABCG2 transzporterrel végzett kísérletek eredményei 

 

Az irodalomban leírt kölcsönhatást a Melphalan, Topotecan, Vinblastine, Vincristine és 

Chlorambucil esetében sikerült megerősítenünk a kísérleteinkkel. A Dacarbazine, 

Hydroxiurea, Thioguanine és Fludarabine BCRP transzporterrel való kölcsönhatását még 

nem vizsgálták, adataink alapján egyik anyag sem hat kölcsön. A Carboplatin, Cytarabine, 

Clofarabine és Pixantrone kölcsönhatását eddig szintén nem vizsgálták, a kapott 

eredmények alapján feltételezhetően a BCRP szubsztrátjai. 

 

  

 

PLB-CTRL PLB-BCRP
aktiválás/ 

gátlás kölcsönhatás IC 50 (µM) IC 50 (nM) IC 50 (nM) A F C I

Carboplatin 1,06  -/- nk 13 028 35 234 - - + 0

Camptothotecin 1,22  +/- gátol 30 15,27 16,63 + + - +

Cyclophosphamid 0,1  -/+ nk nk nk + - - -

Cisplatin 0  -/- nk 12 833 33 072 - - + -

Dacarbazine -0,43  -/- nk 6 565 6 972 - - - 0

Daunorubicin 1,67  +/- 0,41 µM felett toxikus 11,19 12,54 + - - +

Doxorubicin 0,86  +/- nk 54,23 43,6 + - - +

Etoposide 1,16  -/- nk 88,63 155,4 - - - +

Hydroxiurea -1,37  -/- nk nk nk - - - 0

Melphalan 0,12  -/- nk 2 235 2 540 - - - -

Mitoxantrone 1,17  -/- nk 5,769 66,69 - - + +

Tamoxifen 6,35  -/+ nk 16 070 29 010 + - - +

Taxol 3,54  -/- 100 uM-nál 25% inh. 2,59 3,17 - + - -

Topotecan -0,55  +/- nk 23,97 189,9 + - + +

Vinblastine 4,18  -/- 0,05 µM felett toxikus 1,66 1,85 - - - -

Vincristine 3,13  -/- 1,23 µM felett toxikus 3,33 3,16 - - - -

Methotrexate -0,51  -/- nk 16,18 26,38 - - - +

Cytarabine -2,8  -/- 3,7 µM felett toxikus 422,9 1 146 - - + 0

Thioguanine -0,35  -/- nk 3 624 3 902 - - - 0

Fludarabine -3,97  -/- 3,7 µM felett toxikus 4 521 6 449 - - - 0

Chlorambucil 3,94  -/- nk 2 787 5 575 - - - -

Clofarabine -0,29  +/+ gátol 102,8 61,66 118,6 + + + 0

Pixantrone - NA 11µM felett toxikus 76,82 447,3 0 - + 0

Korrelációk
PLB-BCRP

Tesztanyagok
Lipofilitás 

(logP)

Hoechst esszé Citotoxicitás esszé
ATPáz esszé
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Az irodalomban eddig nem publikált új kölcsönhatásokat a citosztatikus anyagok és az 

ABC transzporterek között a citotoxicitás esszével végzett kísérletek alapján a 10. táblázat 

szemlélteti. 

 
 
 
 
 
 
 
 

10 táblázat: Új kölcsönhatások a citosztatikumok és az MDR1/MRP1/BCRP transzporterek között 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

12. ábra: A tesztanyagok ábrázolása Venn-diagram segítségével a citotoxicitás esszével kapott eredmények 
alapján. Jól látható az MDR1, MRP1, BCRP transzporterek átfedő szubsztrátspecifitása. 

 

Tesztanyagok MDR1 transzporter MRP1 transzporter BCRP transzporter

Cytarabine + + +

Pixantrone + + +

Thioguanine + + -

Dacarbazine + + -

Clofarabine - + +

Carboplatin + - +

Fludarabine - + -

Camptothecin 
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Hydroxyurea 

Tamoxifen 

MDR1 
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6. Összefoglalás 
 
 
 

 Az ABC transzporterek egyik legjobban tanulmányozott funkciója az, hogy képesek 

befolyásolni a xenobiotikumok ADME-TOX (felszívódás, eloszlás, lebomlás, kiválasztás, 

mérgező hatás) tulajdonságait, ezért a modern gyógyszerek fejlesztése során már korai 

fázisban indokolt a gyógyszerjelölt vegyületek releváns transzporterekkel való 

kölcsönhatásának vizsgálata. 

 A tumorok multidrog rezisztenciájának (MDR) kialakulásában három ABC 

transzporter vesz részt: ABCB1 (MDR1), ABCC1 (MRP1) és ABCG2 (BCRP). Célunk 

volt egyrészt a korábban már ugyan leírt, de pontosan nem karakterizált kölcsönhatások 

jellemzése kinetikai paraméterek megadásával, másrészt néhány olyan molekula tesztelése 

amelyek ABC transzporterekkel való kölcsönhatása ezidáig még nem volt ismert.  

A kísérleteket az MDR kialakulásában szerepet játszó transzportereket magas szinten 

expresszáló sejteken végeztük Calcein, Hoechst és citotoxicitási esszé formájában illetve 

az adott transzportereket tartalmazó vezikulákon ATPáz esszével. A Calcein és Hoechst 

módszer jól alkalmazható a magas permeabilitású molekulák kölcsönhatásának 

vizsgálatához, azonban az ATPáz esszével kapott adatokhoz viszonyítva figyelembe kell 

venni, hogy az eredményeit nagyban befolyásolja az egyes molekulák permeabilitása. 

 A citotoxicitás esszé eredményei a legrelevánsabbak, mert itt több napig inkubálódnak 

a sejtek a tesztanyag hozzáadását követően, szemben a festéktranszport esszék pár perces 

inkubációs idejével, tehát az alacsonyabb lipofilitási értékű molekulák nagyobb eséllyel 

képesek bejutni a sejt belsejébe.  

 Összegzésként elmondható, hogy a citotoxicitás esszét sikeresen optimalizáltuk, 

számos, az irodalomban leírt kölcsönhatást alátámasztottunk kísérleteinkkel illetve eddig 

nem ismert kölcsönhatásokat jellemeztünk kinetikai paraméterek megadásával. 

 Jövőbeli céljaink közé tartozik a még nem közölt kölcsönhatások további vizsgálata, a 

különböző módszerek és a lipofilitási értékek közötti további korrelációk keresése. Az 

alacsonyabb lipofilitású anyagokkal direkt vezikuláris transzport esszé, a magasabb 

lipofilitású anyagokkal monolayer esszé kivitelezését tervezzük. 

                                                 

 
 

 



 36 
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Cytosine arabinofuranoside
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Vincristine
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