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1. Irodalmi bevezető 

1.1. A pentamidin, mint antiparazita gyógyszer 

1.1.1. Alkalmazási területek, limitációk 

A pentamidin (1. ábra) egy szintetikus aromás diamidin, melynek antiparazita hatása több, 

mint 80 éve ismert (Yorke, 1940). Szerepel a WHO alapvető gyógyszerek listáján első fázisú 

Trypanosoma brucei gambiense okozta álomkór (humán afrikai trypanosomiasis, HAT), 

valamint kiegészítő terápiaként az immunhiányos személyeknél súlyos tüneteket okozó 

Pneumocystis jirovecii (korábban Pneumocystis carinii) és Toxoplasma gondii fertőzések 

kezelésére (WHO Expert Committee, 2023). Emellett a pentamidint alkalmazzák leishmaniasis 

másodvonalbeli kezelésére (Kip et al., 2018), hatékony Plasmodium falciparum, a malária 

kórokozója ellen is (Bell et al., 1990; Stead et al., 2001), továbbá antibakteriális és 

antineoplasztikus hatása is régóta ismert (Schoenbach & Greenspan, 1948). Korábban 

pentamidin-dimezilát és -izetionát, ma már csak -izetionát vízben oldódó bázikus só formájában 

forgalmazzák. Az FDA (US Food and Drug Administration) 1984-ben hagyta jóvá a 

pentamidint a HAT kezelésére.  

 

1. ábra: A pentamidin szerkezete 

A pentamidin felhasználhatóságát számos tényező limitálja. Egyik ilyen ok, hogy nem képes 

átjutni a vér-agy gáton (blood-brain barrier, BBB), így az álomkór kezelésére csak a betegség 

korai fázisában alkalmas, amikor a kórokozó még nem jutott be a központi idegrendszerbe. A 

másik tényező, ami korlátozza alkalmazását, hogy két, erősen bázikus amidin csoportja 

következtében szájon át alkalmazva nem szívódik fel megfelelő mértékben, ezért 

intramuszkuláris és intravénás úton adják a betegeknek, mely a pentamidinnel kezelt 

betegségekben leginkább érintett, fejletlen egészségügyi rendszerrel rendelkező országokban 

szintén nehézséget okoz (Kotthaus et al., 2011). Végezetül, a pentamidinnek számos súlyos 

mellékhatása ismert, mint a diabetes mellitus, súlyos hipoglikémia, sokk, szívizomgyulladás és 

vesekárosodás (WHO Expert Committee, 2010).  
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1.1.2. Farmakokinetika 

A rendelkezésre álló adatok alapján a pentamidinnel kezelt betegek vérplazmájában a 

pentamidin maximális koncentrációja 209-825 ng/ml (0,6-2,4 µM) közötti érték (Kip et al., 

2018). A plazmakoncentráció a vizsgált esetek többségében a beadástól számított 1 órán belül 

eléri maximális értékét (Conte et al., 1986; Bronner et al., 1991), ezután néhány perc alatt 

jelentősen csökken a szövetekbe történő felvételnek köszönhetően, majd lassabban, 11-12 

napos felezési idővel csökken tovább (Conte, 1991; Bronner et al., 1995). 

A pentamidin legnagyobb mértékben a vesében, májban, lépben és a mellékvesékben, kisebb 

mértékben a tüdőben halmozódik fel, és bizonyos szövetekben hónapokkal az adagolás után is 

kimutatható (Donnelly et al., 1988). Kis részben vizelettel távozik, nagyobb részben 

metabolizálódik (Conte et al., 1986; Conte, 1991; Bronner et al., 1995). A CYP (citokróm P450) 

enzimek, elsősorban a CYP1A1, kisebb mértékben a CYP3A5 és a CYP4A11 enzimek 

metabolizálják (X. Q. Li et al., 2003). 

1.1.3. Hatásmechanizmus 

A pentamidin parazitasejtekbe való felvételét az adott kórokozóra specifikus 

mechanizmusok irányítják, melyekről egyes kórokozó nemzetségek esetén több, más 

nemzetségek esetén kevesebb irodalmi adat áll rendelkezésre.  

Trypanosoma brucei brucei (állatokat fertőző T. brucei alfaj) esetén három transzportert 

azonosítottak, melyek részt vesznek a pentamidin parazita sejtekbe való felvételében. A P2 

nukleozid transzporter (Carter et al., 1995; De Koning & Jarvis, 1999) 50-70 %-ban felelős a 

pentamidin felvételéért. Ezen kívül a LAPT1 (kis affinitású (nagy kapacitású) pentamidin 

transzporter 1) (De Koning & Jarvis, 2001) és a HAPT1 (nagy affinitású (kis kapacitású) 

pentamidin transzporter 1) (De Koning, 2001) segíti a pentamidin felvételét a T. brucei sejtekbe. 

A Leishnmania nemzetség több tagjában, például L. donovani, L. amazonensis (Basselin et 

al., 1996) és L. mexicana (Basselin et al., 2002), szintén bizonyították, hogy a pentamidin 

felvétele nagy affinitású, telíthető transzporter közvetítésével történik. L. donovani-ban azt is 

megállapították, hogy feltehetően létezik egy másodlagos, kis affinitású, nem telíthető felvételi 

mechanizmus is (Mukherjee et al., 2006).  

Plasmodium falciparum fertőzött vörösvérsejtekbe a pentamidin a kórokozó által a gazdasejt 

felszínén aktivált NPP (új permeabilitási útvonal) (Ginsburg et al., 1983) pórusain keresztül jut 

be (Stead et al., 2001). 
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A pentamidin hatásmechanizmusa nem teljesen tisztázott, és különböző parazitákban eltérő 

lehet. Egyik igazolt mechanizmus, hogy a pentamidin képes a DNS tartalmú organellumokba 

(sejtmag, kinetoplaszt) bejutni és ott a célsejt DNS-ének kis árkába kötődni, így hátráltatva a 

parazita transzkripcióját és replikációját. A molekula hajlott, viszonylag flexibilis alakjának 

köszönhetően illeszkedik a kis-árokba (Wilson et al., 2008), ahol preferáltan AT-gazdag 

régiókhoz, legalább 4 egymást követő AT bázispárhoz kötődik. A kölcsönhatás két hidrogén-

híddal valósul meg, melyekben a pentamidin -NH csoportjai donorként, a kis árok belső részén 

található adenin N3 atomja és timin O2 atomja pedig akceptorként vesznek részt (Fox et al., 

1990). A kölcsönhatást erősíti az aromás gyűrűk π-π kölcsönhatása a kis árok falával, és a 

molekula pozitív töltése, mely ellensúlyozza a DNS foszfát-csoportjainak negatív töltését. GC 

bázispárok esetén hasonlóan erős kölcsönhatás nem tud megvalósulni a harmadik, sztérikusan 

kedvezőtlen hidrogénkötés és a kis-árok nagyobb szélessége miatt (Wilson et al., 2008). A 2. 

ábrán látható a DNS kis árkába kötődő pentamidin kristályszerkezete. 

 

2. ábra: A DNS kis árkának AATT szekvenciájához kötődő pentamidin kristályszerkezete 

(Wilson et al., 2008) 

A pentamidinnel történő kezelés két fontos célpontja, a Trypanosoma és Leishmania 

nemzetségek a Kinetoplastida osztályba tartoznak, melynek tagjai mitokondriális DNS-üket a 

kinetoplaszt nevű organellum tartalmazzák. A kinetoplaszt a Kinetoplastida osztályra jellemző, 

a mitokondriumon belül található, több ezer kópiát tartalmazó cirkuláris DNS hálózat 

(Cavalcanti & De Souza, 2018), mely a pentamidin és rokon vegyületeinek kiemelt 

támadáspontja ezen parazitákban (Wilson et al., 2008). Ez biztosítja a pentamidin (részleges) 

szelektivitását. 
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1.2. Az OATP fehérjecsalád 

1.2.1. Az OATP fehérjecsalád általános jellemzői 

Az OATP (organikus anion transzporter polipeptid) család tagjai az SLCO (solute carrier, 

korábban SLC21) szupercsaládba tartozó (Hagenbuch & Meier, 2004), 12 transzmembrán 

doménnal és intracelluláris C- és N-terminálissal rendelkező membrántranszporter molekulák 

(Wang et al., 2008; Obaidat et al., 2012). Szubsztrátjaik közé tartozik számos endogén anyag 

(pl. bilirubin, epesavak, eikozanoidok, prosztaglandinok, hormonok, valamint szulfát- és 

glukuronid konjugátumaik) és xenobiotikum (pl. sztatinok, antibiotikumok, antivirális szerek, 

szívglikozidok, immunszuppresszánsok, antidiabetikumok, rákellenes gyógyszerek), melyek 

főként 300 Da-nál nagyobb molekulatömegű szerves anionok, de semleges és pozitív töltésű 

molekula is megtalálható köztük (Kovacsics et al., 2016) . 

Különböző fajok genomjának szekvenálása alapján eddig több, mint 300 OATP-t 

azonosítottak (Hagenbuch & Stieger, 2013). A legalább 40 %-ban azonos szekvenciával 

rendelkező OATP-ket egy családba, a legalább 60 %-ban azonos szekvenciával rendelkező 

OATP-ket egy alcsaládba soroljuk. Az ismert OATP-k 6 családot (OATP1-OATP6) és 13 

alcsaládot (pl. OATP2A) alkotnak. Az alcsaládokon belül az OATP-k számozása (pl. 

OATP2A1) felfedezésük sorrendjében történt (Hagenbuch & Meier, 2004).  

Az OATP-k nátrium- és ATP-független módon működő transzporterek (Kovacsics et al., 

2016). Transzport mechanizmusuk nem teljesen tisztázott, de általánosan elfogadott, hogy 

szerves ioncserélőként (exchanger) működnek, vagyis valamilyen elleniont, pl. bikarbonátot 

(Satlin et al., 1997; Leuthold et al., 2009) vagy redukált glutationt (L. Li et al., 1998, 2000) 

juttatnak ki a sejtből szubsztrátjuk beáramlásával egyidőben. Az OATP-mediált transzportot 

számos tényező befolyásolhatja, mint pl. az extracelluláris pH (Kobayashi et al., 2003; Leuthold 

et al., 2009), más szubsztrát vagy inhibitor jelenléte, valamint az OATP expresszió szabályozása 

transzkripciós vagy poszt-transzlációs szinten (Hagenbuch & Stieger, 2013). 

1.2.2. Humán OATP-k jelentősége 

11 humán OATP-t ismerünk (OATP1A2, 1B1, 1B3, 1C1, 2A1, 2B1, 3A1, 4A1, 4C1, 5A1, 

6A1), melyek epithel és endothel sejtek sejtmembránjaiban expresszálódnak. Néhány OATP 

szervspecifikus (pl. OATP1B1 és OATP1B3 a májra jellemző), míg mások többféle szövetben 

is expresszálódnak (pl. OATP2A1, OATP3A1 és OATP4A1) (Obaidat et al., 2012). A 3. ábra a 

humán OATP-k legfontosabb előfordulási helyeit szemlélteti. 
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3. ábra: Humán OATP-k előfordulása a szervezetben, az azonos alcsaládba tartozó OATP-ket 

azonos szín jelöli (Hagenbuch & Stieger, 2013) 

A 11 humán OATP közül az OATP1A2, OATP1B1, OATP1B3 és OATP2B1 igazoltan 

szerepet játszik a gyógyszerek in vivo sorsának alakulásában. A májban expresszálódó 

OATP1B1 és OATP1B3 (Obaidat et al., 2012) működése kulcsfontosságú több gyógyszer, pl. 

sztatinok eliminációjában. Gyógyszerszubsztrátjaik egyidejű alkalmazása megváltozott 

farmakokinetikát és akár nem várt toxicitást eredményezhet (Kovacsics et al., 2016). Ezért az 

ITC (International Transporter Consortium), az FDA és az EMA (European Medicines Agency) 

egyaránt javasolják a gyógyszerfejlesztés során az új gyógyszer-jelölt molekulák OATP1B1 és 

OATP1B3 transzporterekkel való kölcsönhatásainak vizsgálatát (Zamek-Gliszczynski et al., 

2018; FDA CDER, 2020; ICH Committee, 2022). Emellett az ITC az elsősorban a 

vékonybélben fontos OATP2B1 kölcsönhatásainak vizsgálatát is javasolja (Zamek-

Gliszczynski et al., 2018, 2022). Az OATP1A2 szerepe elsősorban a vér-agy-gáton történő 

átjutásban lehet fontos, erre azonban nincs egyértelmű klinikai bizonyíték, ezért az ITC és az 

egyéb szabályozó hatóságok nem fogalmaznak meg javaslatot az OATP1A2 vizsgálatára 

gyógyszerfejlesztés során (Zamek-Gliszczynski et al., 2018). 

1.2.3. Az OATP1A2 és OATP2B1 fehérjék 

Kutatómunkám során az OATP1A2 és OATP2B1transzporterekkel foglalkoztam, melyek fő 

előfordulási helyeit az emberi szervezetben és endogén szubsztrátjaikat az 1. táblázatban 

foglaltam össze. 
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 Expresszió helye a humán 

szervezetben 
Endogén szubsztrátok 

OATP1A2 • BBB  

• szem (retina)  

• bél  

• vese (disztális tubulus) 

• máj (cholangiocyták)  

• neuronok 

• vér-here gát 

• placenta 

• epesók (taurokolát, kolát, 

urzodezoxikolát)  

• hormonok (tiroxin, 

dehidroepiandroszteron-szulfát, 

ösztron-3-szulfát) 

• neuropeptidek (substance P, vazoaktív 

intesztinális peptid)  

• prosztaglandin E2 

• bilirubin 

• all transz-retinol 

OATP2B1 • BBB 

• szem (retina)  

• bél 

• máj (hepatocyták) 

• vázizom 

• placenta 

• taurokolát 

• hormonok (dehidroepiandroszteron-

szulfát, ösztron-3-szulfát) 

• neuropeptidek (substance P, vazoaktív 

intesztinális peptid) 

• prosztaglandin E2 

• leukotrién C4  

• tromboxán B2 

1. táblázat: A kutatómunkám során vizsgált OATP1A2 és OATP2B1 fehérjék expressziója az 

emberi szervezetben (mRNS és/vagy fehérje adatok alapján) és endogén szubsztrátjaik 

(Kovacsics et al., 2016) 

• Máj 

Az OATP1A2 megtalálható az epevezeték epithel sejtjeiben, a cholangiocytákban, így 

szerepet játszik az epesavak, a konjugálatlan bilirubin és a gyógyszerek reabszorpciójában. Az 

OATP2B1 expresszálódik a hepatocytákban, így szintén szerepe lehet a máj által történő 

méregtelenítésben, de hatását nehéz elkülöníteni a májsejtekre specifikus OATP1B1 és 

OATP1B3 hatásától átfedő szubsztrátspecificitásuk miatt (Hagenbuch & Stieger, 2013). 

Ráadásul, a májban az OATP2B1 és OATP1B3 expressziója töredéke az OATP1B1 fehérje 

expressziójának (Özvegy-Laczka et al., 2023). 

• Vese 

Az OATP1A2 megtalálható a nefronok disztális tubulusában, így szerepe lehet a 

gyógyszerek vesében történő reabszorpciójában is (Badagnani et al., 2006).  

• Vékonybél 

A vékonybélben számos OATP megtalálható, többek között az OATP1A2 is (Kovacsics et 

al., 2016). Azonban az enterocytákban az OATP2B1 mRNS-e mutatható ki legnagyobb 

mennyiségben (Meier et al., 2007), így feltételezhetően a gyógyszerek felszívódására és orális 

elérhetőségére az OATP2B1-nek van a legnagyobb befolyása (Kovacsics et al., 2016).  
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• Vér-agy gát és egyéb vér-szövet gátak 

Az OATP1A2 és OATP2B1 megtalálható az agyi kapilláris endothel sejtek apikális oldalán, 

így befolyásuk lehet arra, hogy mely gyógyszerek juthatnak be a központi idegrendszerbe. E 

két transzporter szintén jelen van a retinában, és közreműködnek a retinába történő 

neurotranszmitter és neuroszteroid felvételben (Gao et al., 2015). Az OATP1A2 befolyásolja a 

gyógyszerek átjutását a vér-here, a vér-szem és a placentális gáton, míg az OATP2B1 a vér-

szem és a placentális gáton való átjutásban szerepelhet (Kovacsics et al., 2016).  

1.3. A pentamidin transzportja a vér-agy gát sejtjeibe 

Eddig két olyan transzportert azonosítottak, amelyek a pentamidin humán sejtekbe történő 

felvételét segítik elő. A pentamidin szubsztrátja a humán OCT1 (organikus kation transzporter 

1, gén név: SLC22A1) fehérjének (Ming et al., 2009), mely elsősorban a májban expresszálódik 

(Gorboulev et al., 1997), de megtalálható a BBB endothel sejtjeiben is és képes a pentamidint 

azokba bejuttatni (Sekhar et al., 2017). Kutatócsoportunk korábban felfedezte, hogy a BBB 

endothel sejtjeiben expresszálódó OATP1A2 is elősegíti a pentamidin felvételét (Ungvári et al., 

2023). Bár a pentamidin felhalmozódik a vér-agy gát endothel sejtjeiben, az agyba nem jut be 

elegendően nagy mennyiségben, mert a P-gp (P-glikoprotein) és az MRP (multidrog 

rezisztencia asszociált protein) ABC (ATP-kötő kazetta) típusú efflux transzporterek 

visszajuttatják a vérbe (Sanderson et al., 2009). 

1.4. Pentamidin analógok 

A munkám során hat pentamidin analógot (PK-168, PK-171, PK-174, PK-175, PK-176, PK-

177) vizsgáltam (4. ábra), amelyek a linker régióban található O és S heteroatomok helyzetében 

és/vagy az NH- csoportokon található szubsztituensekben térnek el egymástól és a 

pentamidintől. 

Pentamidin 
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PK-168 

 

PK-171 

 

PK-174 

 

PK-175 

 

PK-176 

 

PK-177 

 

4. ábra: Kutatómunkám során vizsgált pentamidin analógok szerkezeti képlete 

A hat vegyületet nemzetközi kollaboráció keretében kaptuk. A kollaborációs partner ezek 

közül négy vegyület biológiai aktivitását jellemezte. Vizsgálták toxicitásukat humán és emlős 

sejtekben, anti-Pneumocystis hatásukat és más gombák és baktériumok elleni hatékonyságukat 

(Maciejewska et al., 2012, 2014, 2017; Żołek et al., 2019). Ezeket az eredményeket az 1.4.1-4. 

fejezetekben mutatom be. 
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1.4.1. Toxicitás 

A vegyületek toxicitását A549 és HeLa humán sejtvonalakon és az L2 patkány sejtvonalon 

vizsgálták. A PK-168 az A549 és L2 sejtvonalakra a vizsgált koncentrációtartományban nem 

volt toxikus (Maciejewska et al., 2012). A PK-171 vegyületnek az A549 sejtvonalra enyhén 

toxikus hatása volt, míg a HeLa sejtvonalon nem tapasztaltak toxicitást a vizsgált 

koncentrációtartományban (Maciejewska et al., 2014). A PK-174 az A549, HeLa és L2 

sejtvonalra is enyhén toxikus volt (Maciejewska et al., 2014, 2017). A PK-175 enyhén toxikus 

volt az A549 sejtvonalra, de a vizsgált koncentrációtartományban nem volt toxikus L2 sejtekre 

(Maciejewska et al., 2017). A rendelkezésre álló IC50 (félmaximális gátlási koncentráció) 

értékeket a 2. táblázatban foglaltam össze. 

1.4.2. Anti-Pneumocystis hatás 

Pneumocystis carinii (patkányokat fertőző Pneumocystis faj) elleni hatékonyság 

szempontjából három vegyületet teszteltek. A PK-168 esetén a pentamidinhez képest gyengébb 

(Maciejewska et al., 2012), a PK-174 esetén a pentamidinhez képest 2-szer erősebb, míg a PK-

175 esetén a pentamidinhez képest mintegy 50-szer erősebb (Maciejewska et al., 2017) hatást 

tapasztaltak. A rendelkezésre álló IC50 értékeket a 2. táblázatban foglaltam össze. 

Vegyület Toxicitás humán és emlős sejtekre 

IC50 (μM) 

Anti-Pneumocystis hatás 

IC50 (μM) 

Pentamidin A549: 23,5 ± 4,3 

L2: 33,8 ± 13,3 (Maciejewska et al., 2017) 

0,50 

(Maciejewska et al., 2012) 

PK-168 A549: > 232 

L2: > 232 (Maciejewska et al., 2012) 

1,18 

(Maciejewska et al., 2012) 

PK-171 A549:  ≥ 84  

HeLa: > 168 (Maciejewska et al., 2014) 

Nem áll rendelkezésre irodalmi 

adat. 

PK-174 A549: 22  

HeLa: < 112 (Maciejewska et al., 2014) 

A549: 50,9 ± 10,3 

L2: 26,4 ± 7,4 (Maciejewska et al., 2017) 

 < 0,223 

(Maciejewska et al., 2017) 

PK-175 A549: 30,6 ± 10,2 

L2: > 200 (Maciejewska et al., 2017) 

0,010 

(Maciejewska et al., 2017) 

2. táblázat: A munkám során vizsgált pentamidin analógokról az irodalomban megtalálható, 

toxicitásra és anti-Pneumocystis hatásra vonatkozó IC50 értékek, a szórás feltüntetésével, 

amennyiben rendelkezésre állt 
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1.4.3. Más gombák és baktériumok elleni hatékonyság 

Micrococcus luteus, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia 

coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Candida parapsilosis, Aspergillus 

brasiliensis, Saccharomyces cerevisiae, és Zygosaccharomyces rouxi (utóbbi csak PK-168 

esetén) ellen hatékonynak találták a PK-168, PK-171 és PK-174 vegyületeket. A PK-171 és 

PK-174 a vizsgált Gram-pozitív baktériumok növekedését erősebben gátolta, mint a Gram-

negatív törzsekét. A PK-171 különösen hatékonynak bizonyult élesztők ellen. Öt vizsgált 

MRSA (menticillin rezisztens Staphylococcus aureus) törzs ellen a PK-168 és PK-174 a 

pentamidinhez hasonló, a PK-171 viszont 10-szer erősebb hatékonyságot mutatott 

(Maciejewska et al., 2014).  

1.4.4. Egyéb vizsgált hatások 

A PK-168, PK-171, PK-174 és PK-175 vegyületek matematikai modell alapján végzett 

predikció szerint kedvező „drug-likeness” paraméterekkel rendelkeznek orális gyógyszerek 

létrehozásához. A PK-171 és PK-175 vegyületek a becslések alapján feltételezhetően képesek 

átlépni a vér-agy gáton, míg a PK-168 és PK-174 vegyületekről ez kevésbé valószínű. 

Kísérletes és számítási módszerek kombinációjával nyert adatok szerint a négy vegyület nem 

kardiotoxikus (Żołek et al., 2019). 
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2. Célkitűzés 

Munkám célja hat pentamidin analóg kölcsönhatásainak jellemzése volt a vér-agy gát 

endothel sejtjeiben megtalálható OATP1A2 és OATP2B1 fehérjékkel. Ennek során vizsgáltam 

a pentamidin analógok transzporter gátló hatását és OATP1A2 vagy OATP2B1 fehérjéket 

termelő sejtvonalakra kifejtett in vitro toxicitását. Arra a kérdésre kerestem a választ, hogy a 

kutatócsoportunkban korábban vizsgált pentamidinhez képest mennyiben tér el az új 

vegyületek viselkedése, pl. a központi idegrendszerbe való bejutás és toxicitás tekintetében. 

Célom volt továbbá a pentamidin és analógjai által előidézett sejthalál mechanizmus megértése. 
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3. Anyagok és módszerek 

3.1. Munkám során használt vegyületek 

A kísérleteimhez használt pentamidin analógokat Teresa Żołek kutatócsoportja szintetizálta 

a Varsói Orvostudományi Egyetemen diklorid sók formájában. A PK-168 (Maciejewska et al., 

2012), PK-171, PK-174 (Maciejewska et al., 2014) és PK-175 (Maciejewska et al., 2017) 

szintézisének lépéseit már publikálták, a PK-176 és PK-177 újonnan előállított vegyületek. 

Azon felhasznált anyagokat, amelyeknél nem jelzem külön a gyártót, a Sigma-Aldrich Kft.-

től szereztük be. 

3.2. Munkám során használt sejtvonalak 

Kísérleteimet A431 (humán epidermoid karcinóma) és HEK-293 (humán embrionális vese) 

sejtvonalakon végeztem. Az OATP1A2 (A431-OATP1A2, HEK-293-OATP1A2) vagy 

OATP2B1 (A431-OATP2B1) fehérjét túlexpresszáló és kontroll sejtvonalakat 

kutatócsoportunkban állították elő korábban. Az OATP1A2 cDNS-ének bevitele az A431 és 

HEK-293 sejtvonalba rekombináns lentivírussal történt (Patik et al., 2018; Bakos et al., 2020), 

míg az OATP2B1 A431 sejtvonalban történő expressziójához transzpozon alapú génbevitelt 

alkalmaztak (Patik et al., 2018). A kontroll sejtvonalakat OATP cDNS-t nem tartalmazó 

vektorral transzfektálták. Az OATP1A2 és OATP2B1 fehérjéket expresszáló sejtvonalakban az 

OATP-k jelenlétét Westren blot-tal igazolták. 

A sejtvonalak fenntartása 37 °C hőmérsékleten, 5 % szén-dioxid koncentráció mellett történt 

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Thermo Fisher Scientific) sejttenyésztő 

médiumban, melyet 2 mM L-glutaminnal, 10 % FBS-sel (magzati marha szérum), 100 U/ml 

penicillinnel és 100 μg/ml sztreptomicinnel komplettáltam. A sejteket 2-4 naponta passzáltam 

és kb. 20 passzálásig használtam. 

3.3. Transzport gátlás vizsgálatok fluoreszcens módszerrel  

A transzport gátlás és citotoxicitás kísérletekhez sejttenyésztésre alkalmas 96 lyukú 

lemezeket használtam. Transzport gátlás kísérletekhez lyukanként 80000 sejtet 200 µl 

térfogatban, citotoxicitás kísérletekhez pedig lyukanként 5000 sejtet osztottam ki 100 µl 

térfogatban. Minden lemez esetén 3 sorba OATP-t expresszáló, 3 sorba kontroll sejteket 
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osztottam, a szélső lyukakba pedig 200 µl steril víz került. Egy lemez elrendezése az 5. ábrán 

látható.  

 

5. ábra: A 96 lyukú lemez  elrendezése transzport gátlás és citotoxicitás kísérletekhez történő 

sejtkirakásnál 

A sejtek a méréseket megelőzően 24 órán át 37 °C hőmérsékleten, 5 % CO2 koncentráció 

mellett inkubálódtak. Másnap a sejtekről eltávolítottam a médiumot, és 3-szor mostam őket 

lyukanként 200 µl szobahőmérsékletű 1xPBS-sel (foszfát puffer: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 

10 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, pH 7,4). A vizsgált pentamidin analógokat, a kontroll 

inhibitorként használt bromoszulfoftaleint (BSP) és a fluoreszcens szubsztrátot transzport 

pufferben (125 mM NaCl, 4,8 mM KCl, 1,2 mM CaCl2, 1,2 mM KH2PO4, 12 mM MgSO4, 25 

mM MES, 5,6 mM glükóz, OATP1A2 esetén 10 N NaOH hozzáadásával pH 7,4 értékre, 

OATP2B1 esetén 1 M HEPES hozzáadásával pH 5,5 értékre állítva) a kívánt végkoncentráció 

kétszeresére hígítottam. 50 µl  transzport pufferben oldott vizsgált vegyülettel, BSP-vel vagy 

csak 50 µl  transzport pufferrel (kezeletlen kontroll) 5 percig 37 °C-on előinkubáltam a sejteket. 

Ezután 50 µl transzport pufferben oldott fluoreszcens szubsztrátot (OATP1A2 esetén 0,5 µM 

szulforodamin 101 (SR101), OATP2B1 esetén 20 µM piranin) is adtam a sejtekhez, majd 

OATP1A2 esetén 10 percig, OATP2B1 esetén 15 percig inkubáltam a lemezt 37 °C-on. Az 

inkubációs idő letelte után eltávolítottam a reakcióelegyet a sejtekről, majd 3-szor mostam 200 

µl jéghideg 1xPBS-sel, ezzel leállítottam a reakciót. Végül 200 µl jéghideg 1xPBS-ben 

olvastam le a sejtek fluoreszcenciáját 586/605 nm (SR101) és 460/510 nm (piranin) 

gerjesztési/kibocsátási hullámhosszokon Perkin Elmer EnSpire Plate Reader fluoreszcens 

lemezolvasó készülék használatával. Az egyes oszlopokba azonos anyag azonos koncentrációja 

került, így 3-3 technikai párhuzamos mérést végeztem.  

A pentamidin analógok különböző koncentrációja esetén jellemző transzport aktivitást a 

következő képlettel számítottam ki a mért fluoreszcencia értékekből: 

transzport (%) =
átlag (OATP, kezelt) − átlag (kontroll sejtek, kezelt)

átlag (OATP, kezeletlen) − átlag (kontroll sejtek, kezeletlen)
∙ 100% 
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ahol átlag (OATP, kezelt) és átlag (kontroll sejtek, kezelt) a pentamidin analóggal azonos 

koncentrációban kezelt OATP-t expresszáló és kontroll sejtek esetén 3 párhuzamos lyukban 

mért fluoreszcencia átlaga, átlag (OATP, kezeletlen) és átlag (kontroll sejtek, kezeletlen) a 

kezeletlen OATP-t expresszáló és kontroll sejtek esetén a 3 párhuzamos lyukban mért 

fluoreszcencia átlaga. 

Az IC50 értékek meghatározására az Origin szoftvert (verzió: 2023, OriginLab Corporation) 

használtam. A pentamidin analógok koncentrációjának függvényében ábrázoltam a transzport 

aktivitás értékeket és a pontokra a program Hill1 függvényét illesztettem. Minden körülmény 

esetén minimum 3 biológiai párhuzamos mérést végeztem, különböző passzálásokból származó 

sejtekkel, majd kiszámítottam a IC50 értékek átlagát és szórását. 

3.4. Citotoxicitás vizsgálatok fluoreszcens módszerrel 

A 3.3. fejezetben már ismertetett módon 96 lyukú lemezekre lyukanként 5000 sejtet 

osztottam ki 100 ul térfogatban. A lemezeket 24 órán át inkubáltam 37 °C és 5 % CO2 

koncentráció mellett. Ezután a vizsgált pentamidin analógokat médiummal különböző 

koncentrációkban hígítottam, és az oldatok 100 µl térfogatával kezeltem a sejteket. Negatív 

kontrollként 100 µl médiumot alkalmaztam (kezeletlen sejtek). A kezelést úgy végeztem, hogy 

egy vegyület egy koncentrációja a lemez egy oszlopába kerüljön, így 3-3 párhuzamos lyuk 

legyen minden esetben. További 4 napot inkubáltam a sejteket 37 °C-on, 5 % CO2 koncentráció 

mellett. A kezelés leállításához A431 sejtek esetén eltávolítottam a vegyületeket tartalmazó 

médiumot a  sejtekről, majd a sejtek életképességének vizsgálatához 100 µl 5 %-os Presto Blue 

reagenst adtam a sejtekhez. HEK-293 sejtek esetén a felülúszó eltávolítása nélkül 50 µl 25 %-

os Presto Blue reagenst adtam a sejtekhez (így a végkoncentráció szintén 5 % lett). A Presto 

Blue reagenssel 1 órán keresztül inkubáltam a sejteket 37 °C-on, 5 % CO2 koncentráció mellett, 

majd Perkin Elmer EnSpire Plate Reader lemezolvasó készülék használatával leolvastam a 

fluoreszcenciát 555/585 nm gerjesztési/kibocsátási hullámhosszon. Háttérként (blank) az A431 

sejtek esetében sejteket nem tartalmazó 100 µl 5 %-os Presto Blue reagenst, HEK-293 sejtek 

esetén 200 µl médiumot és 50 µl 25 %-os Presto Blue reagenst tartalmazó lyukak fluoreszencia 

értékeit használtam.  

A pentamidin analógok különböző koncentrációja mellett jellemző életképességet a 

következő képlettel számítottam ki a mért fluoreszcencia értékekből: 

életképesség (%) =
átlag (kezelt) − átlag (blank)

átlag (kezeletlen) − átlag (blank)
∙ 100% 
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ahol átlag (kezelt) a pentamidin analóggal kezelt sejtek és átlag (kezeletlen) a kezeletlen sejtek 

esetén a 3 párhuzamos lyuk fluoreszcenciájának átlaga, átlag (blank) a háttér lyukakban mért 

fluoreszcencia átlaga. 

Az IC50 értékek meghatározására az Origin szoftvert (verzió: 2023, OriginLab Corporation) 

használtam. A pentamidin analógok koncentrációjának függvényében ábrázoltam az 

életképesség értékeket és a pontokra a program Hill1 függvényét illesztettem. Minden 

körülmény esetén minimum 3 biológiai párhuzamos mérést végeztem, különböző 

passzálásokból származó sejtekkel, majd kiszámítottam a IC50 értékek átlagát és szórását, külön 

az OATP-t expresszáló és a kontroll sejtekre. 

3.5. Sejthalál mechanizmus vizsgálata áramlási citometriával 

Az apoptózis korai szakaszának és késői fázisának/nekrózisnak detektálása fluoreszcensen 

jelölt annexin V (annexin V – FITC, FITC: fluoreszcein-izotiocianát) és a nukleinsav festék 

propídium-jodid segítségével történt. A kísérlethez 6 lyukú lemezekre lyukanként 120000 sejtet 

osztottam 2 ml térfogatban, majd 24 órán át inkubáltam a sejteket  37 °C és 5 % CO2 

koncentráció mellett. 

Másnap a sejtekről leszívtam a médiumot és lyukanként 2 ml megfelelő koncentrációjú 

vegyülettel kezeltem őket. A pentamidint és a PK-168 analógot az A431 sejteken végzett 

citotoxicitás kísérletek során meghatározott IC50 értékük (pentamidin: 0,4 µM (Ungvári et al., 

2023), PK-168: 0,18 µM) 2-szeresének megfelelő koncentrációnál alkalmaztam médiumban 

hígítva. Negatív kontrollként 2 ml médiumot használtam (kezeletlen sejtek). Ezután másnapig 

inkubáltam a sejteket 37 °C és 5 % CO2 koncentráció mellett.  

A sejteket tripszines kezeléssel választottam el a lemezről, majd médiummal gyűjtöttem 

össze. A sejteket megmostam 1 ml PBS-sel, majd 100 µl annexin kötő pufferben hígítva 4 µl 

annexin V – FITC konjugátumot és 5 µl 0,1 mg/ml propídium-jodidot adtam a sejtekhez és 15 

percig inkubáltam őket szobahőmérsékleten, fénytől védve. A inkubációs idő letelte után 400 

µl annexin kötő puffert adtam a mintákhoz, és Attune NxT Flow Cytometer áramlási 

citométerrel mértem az annexin V – FITC és a propídium-jodid által festett sejtek arányát. A 

pentamidin és a PK-168 esetén is 3-3 biológiai párhuzamos mérést végeztem, különböző 

passzálásokból származó sejtekkel. 
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4. Eredmények és értékelésük  

4.1. Transzport gátlás vizsgálatok fluoreszcens módszerrel 

A pentamidin analógok OATP1A2 és OATP2B1 transzporterekkel való interakcióját a 

kutatócsoportunk által kifejlesztett fluoreszcens indirekt transzport módszerekkel vizsgáltam 

(Bakos et al., 2020; Székely et al., 2020). Azt mértem, hogy a pentamidin analógok jelenléte 

milyen mértékben gátolja az OATP1A2 vagy OATP2B1 egy ismert fluoreszcens 

szubsztrátjának transzportját az OATP-t expresszáló sejtekbe. Amennyiben valamely vegyület 

jelenléte csökkenti az ismert szubsztrát sejtekbe történő bejutását, akkor az adott vegyület az 

OATP szubsztrátja vagy inhibitora. Az ismert szubsztrát az OATP1A2 esetén az SR101 (Bakos 

et al., 2020), az OATP2B1 esetén a piranin (Székely et al., 2020) volt. Ezen kísérleteket csak 

A431 sejtekkel végeztem el, mivel csoportunk korábban megállapította, hogy a transzport 

gátlás eredménye nem függ a vizsgált sejtvonaltól, amennyiben a sejtekben megfelelő 

mértékben expresszálódik a vizsgált OATP (Patik et al., 2018; Bakos et al., 2020). 

Csoportunkban korábban vizsgálták a pentamidin OATP1A2 és OATP2B1 transzporterekkel 

való kölcsönhatását (Ungvári et al., 2023), ezért az analógokra kapott eredményeket ezekkel az 

adatokkal hasonlítom össze. Az ismertetett eredmények minimum 3 biológiai párhuzamos 

mérés átlagát és szórását (SD) mutatják.  

4.1.1. Pentamidin analógok hatása az OATP2B1 transzport aktivitására  

Mivel a csoportunkban korábban elvégzett kísérletek során 100 µM koncentrációig nem 

tapasztaltak interakciót a pentamidin és az OATP2B1 transzporter között, ezért a kísérleteket 

először csak 100 µM koncentrációnál végeztem el (6. ábra). 

 

6. ábra: Transzport gátlás A431-OATP2B1 sejtekben. 96 lyukú lemezre előző nap kiosztott 

sejteket (80000/lyuk) 100 μM pentamidin analóggal és 20 μM piraninnal 15 percig, 37 °C-on 

inkubáltam. A sejtekben lévő piranin fluoreszcenciáját fluoreszcens lemezolvasóval 
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detektáltam, és a transzport aktivitást a kontroll, csak festékkel kezelt sejtekben mért 

fluoreszcencia alapján határoztam meg. Az ábrán 3 független mérés átlaga ± SD értékek 

láthatók. 

A 6. ábrán bemutatott eredmények alapján a PK-171, PK-175, PK-176 és PK-177 

vegyületeket 100 µM koncentrációban alkalmazva jelentősen (> 60 %) gátolták a piranin 

OATP2B1 mediálta felvételét, ezért ezeket a vegyületeket szélesebb koncentráció 

tartományban is teszteltem az IC50 értékek meghatározása érdekében (7. ábra és 3. táblázat). 

  

 

7. ábra: Pentamidin analógok koncentrációfüggő transzport gátló hatása A431-OATP2B1 

sejtekben. 96 lyukú lemezre előző nap kiosztott sejteket (80000/lyuk) a pentamidin analógok 

különböző koncentrációival és 20 μM piraninnal inkubáltam 15 percig, 37 °C-on. A sejtekben 

lévő piranin fluoreszcenciáját fluoreszcens lemezolvasóval detektáltam, és a transzport 

aktivitást a kontroll, csak festékkel kezelt sejtekben mért fluoreszcencia alapján határoztam 

meg. Az ábrán 3 független mérés átlaga ± SD értékek láthatók. 

Pentamidin 

analóg 
Pentamidin PK-168 PK-171 PK-174 PK-175 PK-176 PK-177 

IC50 (µM) >100* >100 
10,52 ± 

1,11 
>50 

9,72 ± 

1,76 

14,22 ± 

0,05 

7,97 ± 

0,42 

3. táblázat: Pentamidin analógok IC50 értékei A431-OATP2B1 sejteken végzett transzport 

gátlás kísérletekben (7. ábra), *Ungvári et al., 2023 
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4.1.2. Pentamidin analógok hatása az OATP1A2 transzport aktivitására 

Előzetes kísérletek során a pentamidin analógok 100 μM koncentrációban nagymértékben 

(közel 100 %) gátolták az OATP1A2 transzport aktivitását, ezért mind a hat vegyületet széles 

koncentrációtartományban teszteltem (8. ábra és 4. táblázat). 

 

 

 

8. ábra: Pentamidin analógok koncentrációfüggő transzport gátló hatása A431-OATP1A2 

sejtekben. 96 lyukú lemezre előző nap kiosztott sejteket (80000/lyuk) a pentamidin analógok 
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különböző koncentrációival és 0,5 μM SR101 festékkel inkubáltam 10 percig, 37 °C-on. A 

sejtekben lévő SR101 fluoreszcenciáját fluoreszcens lemezolvasóval detektáltam, és a 

transzport aktivitást a kontroll, csak festékkel kezelt sejtekben mért fluoreszcencia alapján 

határoztam meg. Az ábrán 3 független mérés átlaga ± SD értékek láthatók. 

Pentamidin 

analóg 
Pentamidin PK-168 PK-171 PK-174 PK-175 PK-176 PK-177 

IC50 (µM) 5,5* 
13,24 ± 

3,78 

4,29 ± 

1,36 

10,45 ± 

4,17 

2,55 ± 

0,56 

2,15 ± 

0,23 

1,15 ± 

0,14 

4. táblázat: Pentamidin analógok IC50 értékei A431-OATP1A2 sejteken végzett transzport 

gátlás kísérletekben (8. ábra), *Ungvári et al., 2023 

A vizsgált 6 vegyület mindegyike gátolta az SR101 OATP1A2 mediálta transzportját, tehát 

kölcsönhatnak a transzporterrel. A PK-171 vegyülettel a pentamidinhez hasonló, míg a PK-175, 

PK-176 és PK-177 vegyületekkel a pentamidinnél alacsonyabb IC50 értékeket kaptam, ami arra 

utal, hogy ezek a vegyületek a pentamidinhez hasonló, vagy akár nagyobb hatékonysággal 

lépnek interakcióba az OATP1A2 fehérjével.  

Azonban a transzport gátlás kísérletek alapján nem dönthető el, hogy a vegyületek az 

OATP1A2 és OATP2B1 szubsztrátjai vagy inhibitorai. Ennek vizsgálata érdekében a 

továbbiakban citotoxicitási teszteket végeztem. 

4.2. Citotoxicitás vizsgálatok OATP fehérjéket termelő sejteken 

A citotoxicitás tesztek során azt vizsgáltam, hogy a pentamidin analógok toxikusak-e az 

A431 és HEK-293 humán sejtekre, és az OATP1A2 vagy OATP2B1 transzporterek 

overexpressziója befolyásolja-e a toxicitásukat. A toxikus OATP szubsztrátok hatékonyabb 

felvétele a szubsztrátok fokozott toxicitását eredményezi az adott OATP-t expresszáló sejtekben 

az OATP-t nem expresszáló sejtekhez képest (Windt et al., 2019; Bakos et al., 2020). 

Amennyiben a transzportert expresszáló sejtek életképessége jelentősen hatékonyabban 

csökken egy vegyület hatására, mint a kontroll sejtek életképessége, a jelenség egy lehetséges 

magyarázata, hogy az adott vegyület szubsztrátja a transzporternek. A transzport gátlás 

vizsgálat alapján nem dönthető el, hogy egy adott vegyület szubsztrátja vagy inhibitora a 

vizsgált OATP-nek, de amennyiben a transzport gátlás vizsgálat interakciót mutat, és a 

citotoxicitás vizsgálat alapján az OATP jelenléte érzékenyebbé teszi a sejteket a vegyületre, 

akkor arra következtethetünk, hogy a vegyület nagy valószínűséggel szubsztrát. 

A sejtek életképességének mérésére Presto Blue (Thermo Fisher Scientific) reagenst 

használtam, melynek fluoreszcenciája a sejtekkel történő megfelelő inkubációs időt követően 

az élő sejtek számával arányos. Az ismertetett eredmények minimum 3 biológiai párhuzamos 

mérés átlagát és szórását (SD érték) mutatják. 
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4.2.1. Pentamidin analógok citotoxicitásának vizsgálata A431-OATP2B1 és A431-

kontroll sejteken  

A pentamidin analógok citotoxikus hatását 50 μM koncentrációig vizsgáltam az A431-

OATP2B1 és kontroll sejteken (9. ábra és 5. táblázat). 

 

 

 

9. ábra: Pentamidin analógok citotoxicitása A431-OATP2B1 és -kontroll sejtekben. 96 lyukú 

lemezre előző nap kiosztott sejteket (5000/lyuk) a pentamidin analógok növekvő 
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koncentrációival kezeltem, majd 4 nap után a sejtek életképességét Presto Blue reagenssel 

határoztam meg. Az ábrán 3 független mérés átlaga ± SD értékek láthatók. 

Pentamidin 

analóg 

Penta-

midin 
PK-168 PK-171 PK-174 PK-175 PK-176 PK-177 

IC50 

(µM) 

A431-

OATP2B1 
21,2* >50 >50 

15,80 ± 

1,21 
>50 

18,25 ± 

1,61 

16,53 ± 

0,10 

A431-

kontroll  
26,2* >50 >50 

14,48 ± 

2,45 
>50 

22,02 ± 

10,70 

15,87 ± 

0,46 

5. táblázat: Pentamidin analógok IC50 értékei A431-OATP2B1 és -kontroll sejteken végzett 

citotoxicitás kísérletekben,*Ungvári et al., 2023 

A méréseim (9. ábra és 5. táblázat) alapján, egyik vegyület hatása sem különbözik jelentős 

mértékben az A431-OATP2B1 és A431-kontroll sejteken, vagyis az OATP2B1 expressziója a 

pentamidinhez hasonlóan egyik pentamidin analógra sem tette érzékenyebbé az A431 sejteket. 

4.2.2. Pentamidin analógok citotoxicitásának vizsgálata A431-OATP1A2 és A431-

kontroll sejteken  

A pentamidin analógok citotoxikus hatását 50 μM koncentrációig vizsgáltam az A431-

OATP1A2 és kontroll sejteken (10. ábra és 6. táblázat). 
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10. ábra: Pentamidin analógok citotoxicitása A431-OATP1A2 és -kontroll sejtekben. 96 lyukú 

lemezre előző nap kiosztott sejtek (5000/lyuk) a pentamidin analógok növekvő 

koncentrációival kezeltem, majd 4 nap után a sejtek életképességét Presto Blue reagenssel 

határoztam meg. Az ábrán 3 független mérés átlaga ± SD értékek láthatók. 

Pentamidin 

analóg 

Penta-

midin 
PK-168 PK-171 PK-174 PK-175 PK-176 PK-177 

IC50 

(µM) 

A431-

OATP1A2 
0,4* 

0,18 ± 

0,06 

0,69 ± 

0,17 

0,25 ± 

0,04 

15,73 ± 

9,16 

0,70 ± 

0,38 

0,24 ± 

0,08 

A431-

kontroll  
26,2* 

16,95 ± 

0,33 

24,59 ± 

9,12 

15,76 ± 

1,79 
>50 

15,88 ± 

1,05 

14,54 ± 

1,50 

6. táblázat: Pentamidin analógok IC50 értékei A431-OATP1A2 és -kontroll sejteken végzett 

citotoxicitás kísérletekben (10. ábra), *Ungvári et al., 2023 

Mindegyik vizsgált vegyület esetén jelentősen alacsonyabb IC50 értéket kaptam az 

OATP1A2 transzportert expresszáló sejteken a kontroll sejteken mértekhez képest, vagyis az 

OATP1A2 expressziója érzékenyebbé tette a sejteket a pentamidin analógokkal szemben. A PK-

175 kivételével minden vegyület esetén a pentamidinnel összevethető IC50 értéket kaptam az 

A431-OATP1A2 sejteken. Annak ellenére, hogy a PK-175 kevésbé volt toxikus a 

pentamidinhez képest, az OATP1A2-t expresszáló sejtek ezzel a vegyülettel szemben is 

jelentősen érzékenyebbnek mutatkoztak a kontroll sejtekhez képest. 

Az A431 sejteken végzett citotoxicitás kísérletek azt is mutatják, hogy a hat vegyület nagy 

koncentrációk esetén az A431-kontroll sejtekre is toxikus. A vegyületek a pentamidinhez 

hasonló, vagy valamivel erősebb toxicitást mutatnak, a PK-175 toxicitása a legkisebb, az 

életképesség csökkenése azonban esetében is látható (9. és 10. ábra). 
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4.2.3. Pentamidin analógok citotoxicitásának vizsgálata HEK-293-OATP1A2 és HEK-

293-kontroll sejteken 

Annak érdekében, hogy igazoljuk, az OATP1A2-szelektív toxicitás nem sejtspecifikus, a 

vegyületek toxicitását OATP1A2-t termelő HEK-293 és kontroll HEK-293 sejteken is 

teszteltem (11. ábra és 7. táblázat).  
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11. ábra: Pentamidin analógok citotoxicitása HEK-293-OATP1A2 és -kontroll sejtekben. 96 

lyukú lemezre előző nap kiosztott sejteket (5000/lyuk) a pentamidin analógok növekvő 

koncentrációival kezeltem, majd 4 nap után a sejtek életképességét Presto Blue reagenssel 

határoztam meg. Az ábrán 3 független mérés átlaga ± SD értékek láthatók. 

 

Pentamidin analóg 
Penta-

midin 
PK-168 PK-171 PK-174 PK-175 PK-176 PK-177 

IC50 

(µM) 

HEK-

OATP1A2 
0,09* 

0,13 ± 

0,04 

0,71 ± 

0,06 

0,08 ± 

0,02 

0,96 ± 

0,23  

0,21 ± 

0,06  

0,22 ± 

0,02  

HEK-

kontroll  
6,9* 

7,64 ± 

1,61 

15,10 ± 

1,29 

7,13 ± 

3,46 

16,53 ±  

2,72 

12,86 ± 

1,74  

8,00 ± 

0,46  

7. táblázat: Pentamidin analógok IC50 értékei HEK-293-OATP1A2 és -kontroll sejteken 

végzett citotoxicitás kísérletekben, *Ungvári et al., 2023 

A vegyületek jelentősen toxikusabbnak bizonyultak a HEK-293-OATP1A2 sejtekre, mint a 

HEK-293-kontroll sejtekre, tehát ezen sejtvonal esetén is tapasztalható az OATP1A2 expresszió 

okozta érzékenyítés. A PK-168, PK-174, PK-176 és PK-177 vegyületek esetén a pentamidinnel 

közel azonos, míg a PK-171 és PK-175 vegyületek esetén valamivel magasabb IC50 értéket 

kaptam a HEK-293-OATP1A2 sejtekre. A hat vegyület nagyobb koncentrációk esetén a HEK-

293-kontroll sejtekre is toxikus, a pentamidinhez hasonló, vagy akár kisebb mértékben. 

4.3. Sejthalál mechanizmus vizsgálata áramlási citometriával 

A sejthalál mechanizmus vizsgálatok célja a pentamidin és analógjai által a rájuk érzékeny 

sejtekben előidézett sejthalál mechanizmus megértése volt. Kísérleteimhez az A431-OATP1A2 

sejtvonalat használtam, és a pentamidint, valamint a méréseim alapján erre a sejtvonalra 

legtoxikusabb analógot, a PK-168-at vizsgáltam.  

Az apoptózis korai és késői fázisának/nekrózisnak a detektálása fluoreszcensen jelölt 

annexin V (annexin V – FITC) és a nukleinsav festék propídium-jodid használatával történt. Az 

apoptózis korai fázisában a sejtek membránja még nem átjárható a propídium-jodid számára, 

azonban a membránjukban található foszfatidil-szerin molekulák kifordulnak, amelyekhez az 

annexin V így kötődni képes. Az apoptózis késői fázisában, valamint nekrózis folyamán a 

plazmamembrán integritása megszűnik, így a propídium-jodid megfesti a sejteket, valamint az 

annexin V is kötődik a sejtek foszfatidil-szerin molekuláihoz. Az annexin V – FITC és a 

propídium-jodid fluoreszcenciájának mérésével így elkülöníthetőek az élő, az apoptózis korai 

fázisában és az apoptózis késői fázisában / nekrotikus állapotban lévő sejtpopulációk.  

A pentamidinnel és a PK-168 analóggal is 3 biológiai párhuzamos mérést végeztem. A 12. 

ábrán egy reprezentatív mérés eredménye látható.  
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12. ábra: Áramlási citometriás annexin V kötődés vizsgálat eredménye, PI: propídium-jodid 

A kontroll, pentamidinnel vagy PK-168-val nem kezelt sejtekben az élő sejtek (annexin V 

negatív, propídium-jodid negatív) 99 %-os többségben vannak. A pentamidin esetén az 

apoptózis korai fázisában (annexin V pozitív, propídium-jodid negatív) és az apoptózis késői 

fázisában vagy nekrózisban (annexin V pozitív, propídium-jodid pozitív) lévő sejtek aránya is 

kb. 14 %, míg a PK-168 kezelés hatására az apoptózis korai fázisában kb. a sejtek 10 %-át, az 

apoptózis késői fázisában vagy nekrózisban kb. a sejtek 14 %-át detektáltuk.  
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4.4. Eredmények összegzése, következtetések 

A pentamidin évtizedek óta alkalmazott antiparazita gyógyszer. Számos hátrányos 

tulajdonsága (vér-agy gáton való limitált átjutás, súlyos mellékhatások, alacsony 

biohasznosulás szájon át történő adagolás esetén) indokolja a nála hatékonyabb és/vagy 

kedvezőbb tulajdonságokkal rendelkező új vegyületek kifejlesztését. Az OATP1A2 és 

OATP2B1 a vér-agy gátban és más szövetekben expresszálódó transzporterek, melyek 

befolyásolják a gyógyszerek in vivo sorsának alakulását (Kovacsics et al., 2016). 

Kutatócsoportunk korábban kimutatta, hogy a pentamidin az OATP1A2 szelektív szubsztrátja, 

az OATP2B1 fehérjével pedig nem lép kölcsönhatásba, vagyis az OATP1A2 fontos szerepet 

tölthet be a pentamidin vér-agy gát endothel sejtjeibe történő felvételében (Ungvári et al., 2023). 

Munkám során nemzetközi együttműködés keretében, hat pentamidin analógot vizsgáltam az 

OATP1A2 és OATP2B1 fehérjékkel való kölcsönhatásuk, OATP1A2 vagy OATP2B1 

transzportert expresszáló és kontroll humán sejtekre kifejtett toxicitásuk és a rájuk érzékeny 

sejtekben kiváltott sejthalál mechanizmus tekintetében. 

A transzport gátlás kísérletek során a pentamidinnel ellentétben a PK-171, PK-175, PK-176 

és PK-177 vegyületek gátolták az OATP2B1 transzport aktivitását (7. ábra és 3. táblázat), 

vagyis kölcsönhatásba lépnek ezzel a fehérjével, azonban ez csak viszonylag nagy 

koncentrációk esetén számottevő mértékű (IC50 = 7,97-14,22 μM). Mind a hat vegyület gátolta 

az OATP1A2 transzport aktivitását (8. ábra és 4. táblázat), vagyis az OATP1A2 fehérjével mind 

a hat vegyület kölcsönhatásba lép. A PK-168 és PK-174 a pentamidinhez (IC50 = 5,5 μM) képest 

gyengébb (IC50 = 13,24 és 10,45 μM), a PK-171 a pentamidinhez hasonló erősségű (IC50 = 4,29 

μM), a PK-175, PK-176 és PK-177 pedig a pentamidinhez képest erősebb (IC50 = 1,15-2,55 

μM) interakciót mutatott.  

A citotoxicitás kísérletek során a pentamidinhez hasonlóan egyik vegyület hatása sem 

különbözött jelentős mértékben az A431-OATP2B1 és A431-kontroll sejteken (9. ábra és 5. 

táblázat), vagyis az OATP2B1 expressziója egyik pentamidin analógra sem tette érzékenyebbé 

az A431 sejteket, ami arra enged következtetni, hogy a vegyületek nem szubsztrátjai az 

OATP2B1-nek. Azonban a transzport gátlás kísérletek a PK-171, PK-175, PK-176 és PK-177 

esetén interakciót mutattak. A transzport gátlás és citotoxicitás mérések együttes eredménye 

alapján tehát a felsorolt 4 vegyület nagyobb koncentrációk esetén (IC50 = 7,97-14,22 μM) az 

OATP2B1 inhibitora. Emiatt számolni kell azzal, hogy ezen vegyületek kisebb mértékben 
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gátolhatják az OATP2B1 endogén szubsztrátjainak (pl. hormonok, neuropeptidek) 

transzportját, befolyásolhatják a máj méregtelenítő funkcióját, a gyógyszerek bélből történő 

felszívódását, neurotranszmitterek és neuroszteroidok retinába történő felvételét, továbbá 

gyógyszerek átjutását a vér-agy, vér-szem és placentális gáton.  

A pentamidinhez hasonlóan mindegyik vizsgált vegyülettel jelentősen alacsonyabb IC50 

értéket kaptam az A431-OATP1A2 sejteken, mint a kontroll sejteken (10. ábra és 6. táblázat). 

Ennek a jelenségnek egy lehetséges magyarázata, hogy az OATP1A2 elősegíti a vegyületek 

sejtekbe történő felvételét. Annak érdekében, hogy az OATP1A2-szelektív toxicitás sejt-

specifikusságát (A431) kizárjam, a citotoxicitás vizsgálatot OATP1A2-t expresszáló és kontroll 

HEK-293 sejtvonalon is elvégeztem, melynek eredménye szintén azt mutatta, hogy az 

OATP1A2 jelenléte érzékenyebbé teszi a sejteket a toxikus vegyületekkel szemben (11. ábra és 

7. táblázat). Mivel az A431-OATP1A2 sejteken végzett transzport gátlás mérések is interakciót 

mutattak, a transzport gátlás és citotoxicitás kísérletek együttes eredménye alapján nagy 

valószínűséggel állítható, hogy a hat vizsgált vegyület a pentamidinhez hasonlóan az OATP1A2 

szelektív szubsztrátja.   

A citotoxicitás kísérletben kapott IC50 értékek alapján azonban nem dönthető el, hogy melyik 

vegyület a nagyobb affinitású OATP1A2 szubsztrát, mivel a toxikusságban több tényező is 

szerepet játszhat. A transzport gátlás kísérletekben mért IC50 értékek (4. táblázat) viszont a 

vegyületek és az OATP1A2 interakciójának erősségéről szolgáltatnak információt. Ez alapján 

feltételezhető, hogy a PK-168 és PK-174 a pentamidinhez képest kisebb affinitású, a PK-171 a 

pentamidinhez hasonló, a PK-175, PK-176 és PK-177 pedig a pentamidinnél nagyobb affinitású 

OATP1A2 szubsztrátok. Ez alapján az utóbbi három vegyületről feltételezhetjük, hogy a 

pentamidinnél nagyobb mértékben juthatnak be a vér-agy gát endothel sejtjeibe az OATP1A2 

működése segítségével. Ez összhangban áll Żołek et al. becsléseivel, melyek szerint a PK-171 

és PK-175 vegyületek feltételezhetően képesek átlépni a vér-agy gáton, a PK-168 és PK-174 

vegyületekről viszont ez kevésbé valószínű (Żołek et al., 2019).  

Kísérleteim alapján a hat pentamidin analóg erősen toxikus az OATP1A2-t expresszáló 

sejtekre. Bár a kísérleteim során az OATP1A2-t túlexpresszáló sejtekkel dolgoztam, vagyis in 

vivo körülmények között ilyen erős toxikus hatás feltételezhetően nem fordulna elő, fontos 

megállapítanunk, hogy a hatékonyabb OATP1A2 mediálta transzport fokozottabb toxicitással 

is járhat az OATP1A2 fehérjét expresszáló szövetekben, mint az agy, szem, bél, vese, máj, 

neuronok, vér-here gát és a placenta. Továbbá a vizsgált vegyületek az OATP-t nem expresszáló 

sejtekre is enyhe toxikus hatást mutattak. Ez összhangban áll a PK-171, PK-174 és K-175 
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vegyületekről rendelkezésre álló irodalmi adatokkal, melyek szerint az említett három vegyület 

enyhén toxikusnak mutatkozott egy vagy több emlős/humán sejtvonalra (Maciejewska et al., 

2014, 2017). A PK-168 esetén viszont nem detektáltak toxikus hatást a vizsgált sejtvonalakon 

(Maciejewska et al., 2012). 

A méréseim alapján az -NH csoportokon található szubsztituensek fokozzák az OATP2B1 

inhibíció és az OATP1A2 mediálta transzport hatékonyságát, valamint a PK-175 szerkezetében 

az amidin csoportok imidazolin gyűrűvé zárása csökkenti a molekula toxicitását. A PK-171 és 

PK-177 csak a linker régióban található O és S heteroatomok fordított elrendezésében térnek 

el, ezért arra is következtethetünk, hogy a PK-177 linker régiójában található S-O-S elrendezés 

kedvező a vér-agy gáton való átjutás, viszont kedvezőtlen a vegyület toxicitása szempontjából 

a PK-171 linker régiójában található O-S-O elrendezéshez képest. 

Összegezve a PK-175, PK-176 és PK-177 vegyületekről feltételezhető, hogy a vér-agy gáton 

a pentamidinnél könnyebben jutnak át. Ezen három vegyület közül a PK-175 mutatkozott a 

legkevésbé toxikusnak A431 és HEK-293 sejtekre, valamint Żołek et al. predikciója szerint 

kedvező „drug-likeness” paraméterekkel rendelkezik és feltételezhetően nem kardiotoxikus 

(Żołek et al., 2019). Utóbbi adatok nem állnak rendelkezésre a PK-176 és PK-177 

vegyületekről, így nem tudunk összehasonlítást végezni, de az ismert adatok alapján az általam 

vizsgált hat vegyület közül a PK-175 szerkezete tűnik a legkedvezőbbnek a vér-agy gáton 

átjutó, alacsony toxicitással rendelkező szer fejlesztésére. Itt azonban fontos lenne vizsgálni, 

hogy a vér-agy-gát ABC efflux transzporterei, az ABCB1 (P-glikoprotein) és az ABCG2 

fehérjék kipumpálják-e ezeket a vegyületeket a sejtekből, és így „semlegesítik”-e az OATP1A2 

által történő fokozott felvételt. Ennek tisztázása további kísérleteket igényel. 

A transzport gátlás és citotoxicitás kísérleteken kívül sikeresen kimutattam, hogy a 

pentamidin és analógjai feltehetően apoptózis kiváltásával pusztítják el a rájuk érzékeny 

sejteket, mely információ hasznos lehet a vegyületek hatásmechanizmusának megértése 

szempontjából. 
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5. Összefoglalás  

A pentamidin az FDA (US Food and Drug Administration) által jóváhagyott parazita-ellenes 

szer. Elsősorban a Trypanosoma brucei okozta álomkór kezelésére használják, de alkalmazzák 

Pneumocystis, Toxoplasma és Leishmania fertőzések esetén is. A pentamidin hatékonyságát 

azonban limitálja, hogy nem jut át a vér-agy gáton, ezért az álomkór kezelésére csak a betegség 

korai fázisában alkalmas, amikor a kórokozó még nincs jelen a központi idegrendszerben. 

Emellett számos mellékhatása lehet, mint diabetes mellitus, súlyos hipoglikémia, sokk, 

szívizomgyulladás, vesekárosodás. További hátránya, hogy szájon át nem alkalmazható. 

Kutatócsoportunk korábban kimutatta, hogy a pentamidin humán sejtekbe történő felvételét 

az Organikus anion transzporter polipeptid 1A2, OATP1A2 (gén név: SLCO1A2) képes 

elősegíteni. Az OATP1A2 egy solute carrier-típusú membránfehérje, amely szerves molekulák, 

többek között számos gyógyszer sejtbeli felvételét facilitálja. Munkám során a pentamidin hat 

analógjának kölcsönhatását teszteltem az OATP fehérjecsalád két tagjával, az OATP1A2 és 

OATP2B1 fehérjékkel, melyek többek között a vér-agy gát endothel sejtjeiben expresszálódnak, 

és a farmakokinetika fontos meghatározói. 

Kísérleteim során a vegyületek transzporterekkel való kölcsönhatását a kutatócsoportunk 

által kifejlesztett fluoreszcens módszerekkel jellemeztem. Szintén vizsgáltam, hogy a 

vegyületek toxikusak-e a humán modell sejtekre és azt befolyásolja-e az OATP1A2 és 

OATP2B1 fehérjék jelenléte. Áramlási citometriával annexin V kötődés teszteket végeztem a 

toxikus vegyületek hatásmechanizmusának megértése érdekében.   

Kísérleteim alapján a tesztelt vegyületek, a pentamidinhez hasonlóan, az OATP1A2 

transzporter szelektív szubsztrátjai, amelyeket az OATP2B1 nem szállít. Eredményeim 

elősegítik az új antiparazita vegyületek in vivo sorsának előrejelzését, mint toxicitás, 

felszívódás és eloszlás, ezzel előmozdíthatják hatékonyabb gyógyszerek fejlesztését. A tesztelt 

vegyületek és az OATP1A2 közötti kölcsönhatásból pedig szerkezet-aktivitás összefüggéseket 

vonhatunk le, amelyek célzott OATP1A2 szubsztrátok vagy inhibitorok tervezését segítik elő. 
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