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1. Rövidítések jegyzéke 

 
ABC ATP-kötő kazetta 

 

ADME-Tox abszorpció-disztribúció-metabolizmus-exkréció-toxicitás  

 

AML Akut myeloid leukémia 

 

ATCC American Type Culture Collection 

 

ATP adenozin-trifoszfát 

 

BBB vér-agy gát 

 

BCRP Breast Cancer Resistance Protein 

 

CB Cascade Blue festék 

 

CHO kínai hörcsög ovárium sejtvonal 

 

CI kombinációs index 

 

COX-2 ciklooxigenáz-2 

 

CS járulékos érzékenység 

 

DDI gyógyszer-gyógyszer kölcsönhatás 

 

DMEM Dulbecco által módosított Eagle-féle medium 

 

DMSO dimetil-szulfoxid 

 

eGFP fokozott zöld fluoreszcens fehérje 

 

FACS Fluoreszcencia aktivált sejt szortírozás 

 

FDA Amerikai Élelmezési és Gyógyszerügynökség 

 

HTS Nagy-áteresztőképességű szűrés 
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IC50 Félmaximális gátló koncentráció 

 

MAF Multidrog rezisztencia Aktivitási Faktor 

 

mCh mCherry fluoreszcens fehérje 

 

MDR multidrog rezisztencia 

 

mOr mOrange floureszcens fehérje 

 

NBD nukleotid-kötő domén 

 

NCI DTP Nemzeti Rákkutató Intézet Fejlesztési Terápiás Programja 

 

NCI-60 National Cancer Insitute 60 sejtvonal panel 

 

OATP Organikus Anion Transzporter Polipeptid 

 

PCC Pearson korrelációs koefficiens 

 

Pgp P-glikoprotein 

 

RR rezisztencia hányados 

 

SLC Solute Carriers (oldott anyag transzporter) 

 

SR szelektivitási hányados 

 

TMD transzmembrán domén 

 

TQ tariquidar 
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2. Bevezetés 

2.1. Transzporterek és szerepük a gyógyszerfejlesztés során 

A sejtek intracelluláris, sejtszintű és szöveti szintű felosztása alapvető fontosságú az élő 

szervezetek működésének szempontjából. Komplex fizikai akadályrendszerük 

szabályozza a xenobiotikumok és az endogén molekulák szöveti és sejtes expozícióját. A 

szervezeten belüli barrierek elválasztó és egyben összekötő funkciójának biztosításáról 

számos membrán transzporter gondoskodik, amelyek különböző transzportfolyamatok 

révén biztosítják a szükséges anyagok felvételét és eltávolítását. Ugyanezek a 

rendszerek módosíthatják a xenobiotikumok abszorpcióját, disztribúcióját, 

metabolizmusát, exkrécióját és toxicitását (ADME-Tox). A barrierek jellemzően szoros 

sejtközi összeköttetésekkel rendelkeznek az epitheliális és/vagy vaszkuláris endoteliális 

rétegekben, amelyek korlátozzák a molekulák paracelluláris transzportját, védelmi 

vonalat képezve a test vagy szövet potenciálisan mérgező anyagoknak való kitettségtől. 

Egy gyógyszermolekulának általában több sejtmembránon is át kell jutnia ahhoz, hogy 

elérje célpontját. A kicsi, nettó töltés nélküli lipofil molekulák nagyobb valószínűséggel 

hatnak át a gátakon, mint azok, amelyek töltéssel rendelkeznek és hidrofilek. 

Funkciójuktól függően a membrántranszporterek fokozhatják, vagy korlátozhatják a 

gyógyszerek barriereken történő átjutását (1). Az aktív transzport jelentős szerepet tölt be 

a központi idegrendszer védelmében (BBB, vér-agy gát) is. Az endotélsejtek közötti, 

„tight junction” -nak nevezett összeköttetések korlátozzák a vízben oldódó vegyületek 

szabad mozgását a szomszédos sejtek közt. Ezen a paracelluláris gáton, vagyis a sejtek 

közötti anyagáramlás megakadályozásán túl az endotélsejtekben az endocitózis és a 

transzcitózis is igen alacsony szintű (transzcelluláris gát), ami gátolja a vegyületek 

citoplazmán keresztüli transzportját. Az agyi endotélsejtekben acetilkolin észterázok, 

monoamin oxidázok, alkalikus foszfatázok, γ-glutamil transzpeptidázok is találhatók, 

amelyek a metabolikus gát kialakításában vesznek részt, a membránban helyet foglaló 

transzporter fehérjék táplálék- és energiaellátást biztosítják, illetve az idegi működés 

számára káros anyagokat távolítják el a központi idegrendszerből (2) (1. ábra). A BBB 

paracelluláris, transzcelluláris, és metabolikus gátja, illetve az efflux pumpák által 

alkotott négyszeres védvonala  az idegsejtek szinapszisainak működéséhez 
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elengedhetetlen ionos homeosztázis megteremtése mellett részt vesz az agy 

tápanyagokkal való ellátásában, az aktív pumparendszere révén a xenobiotikumok és 

metabolitok eltávolításában (3). 

 

1. ábra: Proteinszinten kimutatott transzporter fehérjék lokalizációja a vér-agy gát 

különféle sejtjeiben. BCRP = breast cancer resistance protein, ABCG2; GLUT1 = glucose 

transporter-1; LRP = low-density lipoprotein receptor-related protein; MCT = 

monocarboxylic acid transporter; Mrp = multi-drug resistance protein; Oat = organic 

anion transporter; Oatp = organic anion transporting polypeptide; P-gp = P- 

glycoprotein; RAGE = receptor for advanced glycation end products; RLIP76 = Ral- 

binding protein-1, (4, 5) nyomán 

A gyógyszerek sejtekbe való bejutásának módját a vegyület lipidekben való oldhatósága, 

mérete, polarizáltságuk mértéke és egyéb fizikai-kémiai tulajdonságok határozzák meg. 

A gyógyszer sejtekbe történő jutásának első gátját a plazmamembrán jelenti. Sok 

kemoterápiás szer gyenge bázis, hidrofób, 7.4 és 8.2 közötti pK értékkel, ezért is 

merült fel a sejtmembránon keresztüli passzív diffúzió lehetősége (6). A passzív 

transzport koncentrációgradiensnek megfelelő irányú diffúzióval, de „flip-flop” 
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mechanizmus révén is történhet. A membránok olyan dinamikus lipidstruktúrák, ahol 

a specifikus foszfolipid fajták aszimmetrikusan oszlanak meg (7). A plazmamembrán 

lipidprofilja adott sejttípusra jellemző tulajdonság, szövetenként eltér, és a sejt fiziológiai 

funkciójától függ (8). Lipidfrakciójukban foszfatidinsav származékok, glikolipidek, 

szfingolipidek és koleszterin található. A koleszterin a sejtmembrán merevségéért, a 

telítetlen foszfolipidek pedig a sejtmembrán fluiditásáért felelnek (9, 10). A gliko- és 

szfingolipidek, valamint a koleszterin egymás iránti erős affinitása következtében a 

sejtmembránban olyan membránrégiók, ún. „lipid-tutajok” alakulnak ki (11), amelyek 

szervezett lipidösszetételűek, és az integrált membránproteinek stabilizálásának 

specifikus platformjaiként működnek (12). A szerkezeti szerepen kívül a lipidek 

megfelelő mikrokörnyezetet is biztosítanak a membránproteinek kapcsolódásához (13). 

A membránfehérjék felelősek a membrán fizikai stabilizálásáért, a membrán-csatornákon 

és transzportereken keresztüli szállításért, egyesek részt vesznek szignál transzdukcióban, 

enzimatikus szerepet is játszhatnak (14-16). A rákos sejtek lipidösszetételénél sajnos 

nincs olyan specifikus lipidprofil, amely megkülönböztetné őket a nem rosszindulatú 

sejtekétől (17-19). Ugyanakkor lipidösszetételük ingadozik a sejt fiziológiai állapotától 

függően, például a  metasztázisra készülő sejtek csökkentik a membránuk koleszterin 

tartalmát, hogy növeljék membránfluiditásukat és plaszticitásukat, ami elengedhetetlen 

az angiogenezishez (20). A lipidek ilyesfajta dezorganizációja a membránban jelentősen 

megzavarhatja a sejtek szignalizációját, érintik bizonyos enzimek modulációját, 

energetikai anyagok felhalmozódását eredményezik, amelyet a tumoros sejt fokozott 

proliferációjára fordíthat (21). A normál sejtek tumorsejtekké történő metabolikus 

átalakulásuk során történő anyagcsere-változások (pl. a megnövekedett anaerob 

glikolízis) szintén csökkentik az extracelluláris pH-t. Az alacsony pH hatással van a 

gyógyszerek ionizációs állapotára, ezáltal a lipid kettős rétegben történő transzportjára 

( 2 2 ) . Míg a mérsékelt polaritású kismolekulák passzívan képesek diffundálni a 

sejtmembránon, a legtöbb metabolit, illetve peptid speciális membránszállítókat 

igényelnek a sejtmembránon való átjutáshoz. A transzmembrán diffúziót szabályozó 

legfontosabb paraméterek a polaritás és a méret (23). Számos gyógyszer hidrofil és 

nagyon lassan diffundál a lipidmembránokon keresztül, emiatt a hatékonyságuk 

nagymértékben függ a normál illetve rákos szövetekben is található transzporterek 

relatív aktivitásától (24). Míg az 500 Da-nál kisebb molekulatömegű, lipofil vegyületek 
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(logP>2) passzív transzporttal könnyedén átjutnak a vér-agy gáton, a poláros vagy nagy 

molekulatömegű vegyületeknek először is be kell jutni a sejtbe, amit efflux transzporterek 

esetleg gátolnak (25). Emiatt a szelektív szabályozás miatt a gyógyszerkutatásban egyre 

nagyobb szerepet kap az olyan gyógyszerhordozó rendszerek fejlesztése, amelyek 

hatékony gyógyszerbejuttatást tesznek lehetővé (26). 

Farmakokinetikailag fontos lépés a szervezetbe került gyógyszerek és xenobiotikumok 

eliminációjában a metabolizmus folyamata, amely leírja azokat a kémiai reakciókat, 

amely eredményeként vízoldékonyabb metabolitok keletkeznek. Az enzimek által 

katalizált biotranszformációs folyamatok során inaktív, aktív vagy toxikus metabolitok 

keletkezhetnek (27). A metabolizmus elsődleges színtere a máj, de sok esetben más 

szervek is (vese, tüdő, bélnyálkahártya, bőr, placenta) részt vesznek a folyamatban.  A 

gyógyszerek metabolizmusának fázisait korábban két részre osztották: Fázis I-re, 

amely legtöbbször a molekula oxidációját vagy redukcióját jelenti minimalizálva a 

vegyület interakcióját az intracelluláris targettel, és Fázis II-re, amelyben a 

vízoldékonyságot eredményező konjugáción túl (pl glukoronidáció, glutamiláció) a 

vegyület detoxifikációja történik. A későbbiekben a membrántranszporterek celluláris be- 

illetve kilépésnek a modulálásában való aktív szerepeinek feltárásával ezt további két, 

transzportfolyamatokat reprezentáló fázissal egészítették ki: Fázis 0-ban a vegyület 

intracelluláris térbe való bejutása vagy kipumpálása történik membrántranszporterek 

segítségével, a Fázis III-ban pedig a detoxifikált drog eliminációja (28) a sejtből . Mivel 

a transzporterek befolyásolják a vegyület véráramba jutását és szöveti eloszlását, és így 

egyre inkább a gyógyszerfejlesztés előterébe kerültek ( 2 9 ) . Számos tanulmány a 

transzporterek in vivo szerepének fontosságát hangsúlyozza ( 3 0 - 3 3 )  a gyógyszer 

diszpozíciójában, a terápiás hatékonyságban, illetve a kezelés során felmerülő 

mellékhatásokban. A vegyület-vegyület kölcsönhatások (DDI) előrejelzése a 

gyógyszerfejlesztés során a farmakokinetikán (PK) és a farmakodinamikán (PD) 

alapulnak. DDI esetén két gyógyszer együttes adagolásakor megváltozhat a 

kombinációk egyes tagjainak vagy minden komponensének a farmakológiai hatása (34). 

Ezek a kölcsönhatások lehetnek előnyösek, de járhatnak súlyos mellékhatásokkal is 

(35). Pontos előrejelzése a gyógyszerfejlesztés során rengeteg időt, költséget és energiát 

takaríthat a gyógyszerjelöltek megfelelő rangsorolásával. A gyógyszerfejlesztés egyik 

legkritikusabb fázisát az ADME-Tox vizsgálatok jelentik (36). Becslések szerint a 
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gyógyszerjelöltek közel 50%-a bukik el nem megfelelő hatékonyság, gyenge 

biohasznosulás, nem hatékony felszívódás vagy nem kívánatos metabolikus instabilitás 

következtében (37), míg a gyógyszerjelöltek akár 40% -a toxicitás miatt (38).  

A gyógyszerfejlesztés során ma már alapvető követelmény a gyógyszertranszporterekkel 

való kölcsönhatás, az ADME-Tox tulajdonság, hatékonyság és biztonságosság 

feltérképezése, DDI-ben betöltött jelentőségének vizsgálata. A transzporter-drog 

interakció preklinikai értéklése során a transzporter szubsztrátjainak és gátlószereinek 

vizsgálata központi helyet foglal el. Többféle in vitro gyógyszerérzékenységi vizsgálatot 

használnak transzporterekkel való interakció jellemzésére ( 3 9 ,  4 0 ) , ahol olyan 

körülmények kialakítása a cél, amelyben a kapott eredmény minél jobban korrelál az in 

vivo hatással ( 4 1 ) . Aktív transzportfolyamat membránban lévő transzportfehérjék 

segítségével koncentráció-gradiens ellenében valósulhat meg. Funkció szempontból 

bemenő (efflux) és kimenő (influx) transzportereket különböztetünk meg. A 

transzporterek farmakológiai jelentőségük révén egyes esetekben terápiás célpontok is 

lehetnek (42-45).  

2.2. Daganatos megbetegedések és kezelésük 

A fejlett országokban a kardiovaszkuláris megbetegedések után a daganatos 

megbetegedések szerepelnek a vezető halálozási okok közt, együttesen a halálesetek több, 

mint felét tették ki 2017-ben az EU-tagállamokban. Dániában, Írországban, 

Franciaországban (2016-os adatok) és Hollandiában a halálozási statisztika első helyére 

a daganatos megbetegedések kerültek (2. ábra). A tumoros megbetegedések miatt 

bekövetkezett halálozások aránya Szlovéniában volt a legmagasabb (32%), míg 

Bulgáriában volt a legalacsonyabb (16%) az EU-27-ben. A százezer főre jutó standard 

halálozási arány mindkét nemet számításba véve Magyarországon, Horvátországban, 

Szlovákiában és Szlovéniában volt a legmagasabb. Férfiak esetében a legmagasabb 

standardizált daganatos halálozási arányt Lettországban, Magyarországon, 

Horvátországban, Észtországban és Szlovákiában jelentették, amelyek mindegyike 

100 000 férfi lakosra megközelíti vagy meghaladja a 450-et, míg nők esetében 

Magyarországon és Dániában regisztrálták a legmagasabb értékeket, mindkettőnél több 

mint 240 esetet 100 000 női lakosra nézve (46). 

DOI:10.14753/SE.2022.2596



 

12  

 

2. ábra: Európai halálozási statisztika, 2017. Vezető halálokok az Európai Unión belül 

(46) 

Az elmúlt két évtized során a rák kezelésének paradigmája a nem specifikus citotoxikus 

szerekből szelektív, hatásmechanizmuson alapuló terápiává alakult. A kemoterápiában 

használt hatóanyagokat kezdetben a gyorsan osztódó sejteket pusztító képességük alapján 

választották. A szűk terápiás index, a jelentős toxicitás és a kezelés során használt 

vegyülettel szemben szerzett gyakori rezisztencia miatt ugyanakkor szükségessé vált 

újabb módszerek kifejlesztése (47). Sajnálatos módon a tumor kezelése után, ha a tumoros 

betegség kiújul a gyógyulás esélye kisebb, magasabb a halálozási ráta. A nem kissejtes 

tüdőrákban (NSCLC) szenvedő betegek 30–55%–a remissziót követő relapszus során 

veszti életét (47), a petefészek adenokarcinómák 50–70%–a a műtét és a kapcsolódó 

kemoterápiát követően egy éven belül kiújul ( 4 8 ) , és legtöbb esetben kemorezisztens 

fenotípust nyer (49), míg akut limfoblasztos leukémiás gyermekek kb. 20%–ánál 

jelentkezik relapszus (50). 

A klasszikus kemoterápiás kezelések a mai napig fontosak a tumorsejtek proliferációs 

képességeinek célzásához. Számos citotoxikus terápia bizonyította hatékonyságát első 

vonalbeli terápiaként áttétes emlőrákok esetén: antraciklinek (pl. doxorubicin), 

alkilezőszerek (pl. ciklofoszfamid), antimetabolitok (pl fluorouracil),  mikrotubulus-

gátlók ( pl. taxánok, vinorelbin) (51) . A vegyületek kombinációban történő kezelését 

1960 óta alkalmazzák, amikor Greenspan ( 5 2 ) publikálta első összehasonlító 

vizsgálatának eredményeit az emlőrákos megbetegedések túlélésének javítására, az 
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1970-es évek végére a CMF (ciklofoszfamid, metotrexát, 5-fluorouracil) kombináció 

vált általánosan elfogadottá vált az emlőrák előrehaladott eseteinek kezeléseihez. 

Metotrexát, vincristin, 6-mercaptopurin és prednison (POMP) egyidejű alkalmazása 

hosszútávú remissziót eredményezett ALL-ben szenvedő gyermekeknél (53). Az 1960-

as évek végére a Hodgkin és non Hodgkin lymphomás betegek kezelése MOPP 

kombináció (mustárnitrogén, vincristin, procarbazin, prednison) használatával történt 

(54). Leukémia esetén például a monoterápia csekély gyógyulást eredményezett a 

kombinációban használt hatóanyagoknál elért 80%–os gyógyulási arányhoz képest (55, 

56). 

2.3. Kemoterápiás kezelés során kialakult multidrog rezisztencia (MDR) 

A rákos betegségek hatékony kemoterápiás kezelésének egyik legfőbb akadálya a sejtek 

számos, különböző kémiai szerkezetű és hatásmechanizmusú vegyület toxicitásával 

szemben kialakuló ellenállóképessége (MDR). A kemoterápiás kezelésnek ellenálló 

tumorsejtek többféle mechanizmus segítségével biztosíthatják túlélésüket: a 

tumorsejtek módosíthatják az apoptózist szabályzó gének működését (57, 58), 

fokozhatják a toxikus vegyületeket lebontó enzimfehérjék mennyiségét (59), 

kvantitatívan, illetve kvalitatívan változtathatják a gyógyszerhatás célmolekuláját (60, 

61), vagy növelhetik a DNS- hibajavítás mértékét (62, 63) (3. ábra). Ha a kezelés hatására 

a tumorsejtben ezen mechanizmusok közül egyidejűleg több is jelen van, akkor 

kölcsönösen erősíthetik egymást, ami keresztrezisztenciát eredményezhet (64). A 

rezisztencia mechanizmusok megismerésére irányuló kutatások eredményeként számos 

sejtszintű rezisztencia mechanizmust sikerült azonosítani, melyek közül az egyik 

legismertebb az intracelluláris gyógyszerkoncentráció csökkentése különböző efflux 

pumpák fokozott expressziója által, ami a koncentráció toxikus szint alatt tartásával 

biztosítja a sejt túlélését. 
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3. ábra: MDR kialakulásának lehetséges mechanizmusai, Stella Chai (2010) nyomán (65) 

Az MDR kialakulásának fontos szerepe van a rákos relapszusok esetén. A folyamat 

klinikai jelentőségét felismerve az 1970-es évektől kezdődtek a próbálkozások rezisztens 

sejtvonal előállítására: a parentális sejteket egy adott terápiás szer koncentrációjának 

fokozatos emelése mellett tenyésztve az adott szerrel szemben rezisztens alvonalakat 

sikerült kinyerni (66). 1970-ben Biedler és Riehm-nek sikerült bizonyítania a 

keresztrezisztencia jelenségét: aktinomicin D-vel szelektált CHO sejteken mutattak ki az 

egyidejű rezisztenciát szerkezetileg és funkcióban is eltérő citosztatikumokra 

(mitramicin, vinblasztin, vinkrisztin, puromicin, daunomicin, demekolcin, mitomicin C). 

Továbbá azt is sikerült bizonyítania, hogy a vinblasztin és daunomycin-nel szemben 

kialakult rezisztencia mértéke korrelál egymással (67 ) . 1973-ban Dano daunomycinnel 

történő kezelés során rezisztenssé vált aszcitesz egér tumor sejteken igazolta a rezisztens 

sejtek keresztrezisztenciáját, illetve csökkent daunomycin felvételét, amit metabolizmus 

gátló szerek (2-deoxiglükóz iodoacetát) segítségével vissza is tudott fordítani. Már akkor 

felmerült a gondolata egy energia-függő pumpa működésének, amely a csökkent drog 

akkumulációért felel és amelyért a vegyületek közt kompetíció lép fel (68). A jelenség 

magyarázatára egyéb hipotézisek is születtek – csökkent affinitás intracelluláris 

kötőhelyekhez és a csökkent drog-influx lehetősége (69), csökkent energiafüggő 

intracelluláris drog-kötődés (70), csökkent membránpermeabilitás (71) - a 

plazmamembrán szerepének fontossága közös kapocsként szerepelt. Így született meg 
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az aktív permeabilitási modell, ami a rezisztencia létrejöttét a membrán lipid fluiditásának 

változásához rendelte (72). 1976-ban Juliano és Ling kolhicin-rezisztens CHO 

sejtvonalon egy kb. 170 kDa méretű glikoprotein megnövekedett expresszióját írta le 

melynek mennyisége korrelációt mutatott a rezisztencia mértékével (73). Mivel ez a 

fehérje befolyásolta a citosztatikumok membrán permeabilitását, P (permeabilitási) 

glikoproteinnek nevezték el. 10 év elteltével sikerült bizonyítani, hogy a Pgp-t az mdr1 

gén kódolja (74), ennek jelenlétét normál humán szövetekben (75) illetve, hogy 

retrovirális transzfekciója multidrog rezisztens fenotípussal ruházza fel a transzfektált 

sejteket (76). 

 

Az MDR sejtvonalak további vizsgálata során felmerültek nem Pgp-hez kapcsolódó, de 

szintén a plazmamembránban kifejeződő, MDR fenotípust okozó fehérjék: 1992-ben 

Cole és mtsai az ún. MDR-kapcsolt fehérjének, az MRP1-nek a kifejeződését írták le 

(77), 1998-ban Doyle és mtsai a BCRP-t azonosították, amelyek szintén multidrog 

rezisztenciát eredményeztek Pgp-negatív MDR sejtvonalakon (78). Ezek a fehérjék az 

ABC transzporterek családjába tartoznak. 

2.4. ABC transzporter szupercsalád 

Az ABC traszporterek családja számos a gyógyszerek és metabolitok transzportjában 

fontos efflux transzportert tartalmaz. Az ABC transzporter család a nevét az ezekben a 

fehérjékben megtalálható, egész élővilágban konzervált ATP-kötő doménről (“ATP 

Binding Cassette”) kapta, melyek működésük során az ATP hidrolízise által nyert 

energiát használják fel endo- és xenobiotikumok, inorganikus anionok, fém ionok, 

aminosavak, cukrok, különféle hidrofób vegyületek, metabolitok transzportjában 

( 7 9 ,  8 0 ) . Funkciójukat tekintve az emberben túlnyomórészt exporterek, 

prokariótákban viszont több importer típusú transzporter is található (pl ModBC, 

MetNI) ( 8 1 ) . A humán genomban 48 ABC transzporter fehérjét kódoló gént 

azonosítottak, melyet doménjeik szerveződése és az ABC transzporterek filogenetikai 

analízise alapján 7 alcsaládba sorolnak ABCA-tól ABCG-ig (82). 

Általában az ABC transzporterek közös szerkezeti jellemzője a transzmembrán domén 

( TMD), amelyek 12, egyenként 20-25 aminosavból álló transzmembrán szegmensből 

épülnek fel (83), a megközelítőleg 200 aminosavból álló nukleotid-kötő domén 
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(NBD), és a kettő közti kommunikációt biztosító, TMD részét képező úgynevezett 

intracelluláris domén (ICD) ( 8 4 ) . A  funkcionálisan működő ABC transzporterek 

legtöbbjét két nukleotidkötő domén és két transzmembrán domén jellemzi, amelyet 

sokszor 1 polipetid tartalmaz de némelyik ABC transzporter csak egy ATP kötő 

doménből és egy TMD-ből épül fel, ezek az ún. “féltranszporterek” (pl. ABCG2), melyek 

homo-, vagy heterodimerizáció révén válnak működőképes fehérjékké (85). Egyes ABC 

fehérjék (pl. MRP1 vagy az MRP2) pedig rendelkeznek egy további, kiegészítő 

doménnel, amely 5 transzmembrán szegmensből áll, ami összesen 17 transzmembrán 

hélixet jelent ( 8 6 ) . A NBD-ek olyan katalitikus egységek, melyek az ATP kötéséért 

és hidrolíziséért felelősek, így az általuk felszabadított és közvetített energia által 

valósul meg a szubsztrátok transzportja (87), a TMD-ek a szubsztrátok megkötéséhez 

egy funkcionális egységet képeznek. 2002-ben sikerült először az ABC transzporterek 

közül az E. coli B12 vitamin importert (BtuCD) kristályosítani (88), ezt követte 2006-

ban az első exporter (Staphylococcus aureus Sav1866  fehérje) (89),  míg  az  első  emlős  

ABC  transzportert  Aller  és  munkatársai határozták meg, az egér Pgp 

kristályszerkezetét ATP-mentes, a citoplazma felé nyitott állapotban amelyet az ATP 

kötődési modelljével 2009-ben publikáltak (90) (4. ábra). Az ABCB1 struktúráját 

tekintve egyetlen polipeptidlánc kódolja, 2 homológ nukleotid-kötő és 2 homológ 

transzmembrán doménnel (91). A homológ transzmembrán doméneket körülbelül egy 

60 aminosavból álló régió kapcsolja össze ( 7 6 ) .  

 

4. ábra: ABCB1 szubsztrát transzport mechanizmusa és térszerkezetének 
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meghatározása (90). A) A lila színnel jelölt szubsztrát belép a membránba és bejut a 

transzporter TMD régiójának belsejébe. B) Miután megtörtént a kötődés a kék színnel 

jelölt kötőzsebbe, és az ATP (sárga színnel jelölve) is hozzákötődött az NBD-hez, 

konformációs változást okoz, az extracelluláris tér felé fordítva a kötőzsebet. C) Az 

ABCB1 fehérje elülső (A) és hátulsó (B) nézetből a röntgenkrisztallográfiás analízis 

szerint szalagmodellel ábrázolva: 12 transzmembrán domén (TM1-2), 2 nukleotid 

kötőhely (NBD1-2), valamint a fehérje N- (sárga) és C-terminális (kék) része szerepel 

az ábrán. 

Az ABC fehérje által közvetített transzport ATP hidrolízis útján valósul meg, de a mai 

napig nem tisztázott a részletes katalitikus mechanizmus, melynek során a transzporter az 

ATP hidrolíziséből felszabaduló energiát a szubsztrátok transzportjára tudja fordítani. 

Néhány ABC transzporter szubsztrátjai távollétében is mutat gyengébb ATPáz aktivitást, 

melyet az irodalomban nyugalmi (bazális) ATPáz aktivitásnak is neveznek. Akadnak 

tanulmányok, melyek a bazális ATPáz aktivitást endogén szubsztrátok (pl koleszterin, 

rövid szénláncú lipidek) transzportjával magyarázzák (92 ,  93 ) , de van olyan modell 

is, amely szerint ez a transzporter, pl. Pgp katalitikus mechanizmusából eredően egy 

szétkapcsolt aktivitás és elveti egy esetleges endogén szubsztrát transzportjának 

hipotézisét (92). Al Shawi és munkatársai szerint a bazális és szubsztrát-stimulált 

ATPáz ciklusának létezik közös pontja, melyből a transzporternek lehetősége van a 

körülményeknek megfelelően akár a szubsztrát nélküli bazális aktivitású, akár 

szubsztrát indukálta katalitikus ciklus elindítására (94).  

Az ABCG2 féltranszporter egy NBD és egy TMD domént tartalmaz, melyeknek 

sorrendje fordított a Pgp-nél tapasztaltakhoz képest, NBD helyezkedik el N-

terminálisan, és C-terminális a TMD. A transzmembrán domént 6 db hélix és az azokat 

összekötő hurkok alkotják. Az NBD-n belül a Pgp-hez hasonlóan számos konzervált 

motívum található: Walker A motívum (P-hurok), Q-hurok, egy Walker B alkotóeleme 

motívum, hisztidin kapcsoló (H-hurok), D-hurok és az ún. C-signature motívum (95). 

Működéséhez dimerizációra van szükség, ez nagy valószínűséggel homodimerizációt, 

esetleg homooligomerizációt jelent (96). Orlando és munkatársai által bemutatott 

modellben cryo-EM tanulmányok és a korábbi statikus állapotot jelentő 

röntgenkrisztallográfiás szerkezet alapján kezdetben az ABCG2 apo-zárt állapotú, a 
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NBD-k nyitott pozícióban vannak (5. ábra, 1. állapot). Szubsztrátok vagy inhibitorok 

kötődése a fehérjét a befelé néző konformáció felé tolja el, ahol a kis molekulák 

elsősorban hidrofób kölcsönhatás révén csapdába esnek (5. ábra, 2. állapot). Az ezt 

követő ATP- kötés elősegíti a szubsztrát kiáramlását az extracelluláris térbe (5. ábra, 

3. állapot), amelyet ATP-hidrolízis követ, majd a transzporter az apo-zárt konformációba 

áll vissza. Inhibitorok kötődése megakadályozza az ATP-hidrolízist és a további 

konformációs változásokat a fehérje kifelé néző állapotába (4. ábra) (97). Mind az 

ABCB1 mind az ABCG2 esetén a szubsztrátmolekula kiválasztása szorosan kapcsolódik 

a transzporterek konformációs változásaihoz (98). A részletes szerkezeti információk 

különösképpen a TMD vonatkozásában elengedhetetlenek a potenciális új 

gyógyszerek szubsztrátként történő azonosításához, az ABCG2-n keresztüli 

transzportfolyamat megismeréséhez, és specifikus ABCG2 inhibitorok tervezéshez. 

 

5. ábra: ABCG2 ATP-függő transzportmechanizmusának modellje. Ligand hiányában az 

ABCG2 apo-zárt konformációt vesz fel (1). Ilyenkor a NBD-k eltávolodnak egymástól, a 

TM5 (zöld/sárga jelzéssel) a szimmetriatengely felé tolódik, és a TM2 (lila rugóval 

jelezve) a spirál közepénél tekeredik. A ligand kötődése az ABCG2-t a befelé néző 

konformáció fele tolja, TM5 elmozdul oldalirányba, és fordul a dimer tengelye körül (2). 

Az ATP kötődése a TM hélix kötegeit egymás felé tolja, és a megkötött vegyület a 

leucin dugón (vörös flipper) keresztül az extracelluláris térbe kerül (3)(97). 
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2.4.1. ABCB1 és szerepe a multidrog rezisztenciában  

1976-ban a P-glikoprotein (Pgp/ABCB1/MDR1) volt az elsőnek azonosított MDR-ABC 

transzporter (73). A Pgp szokatlanul széles szubsztrátspecificitással rendelkezik, több 

száz vegyületet is képes felismerni, 330 daltontól akár 4000 daltonig (94). A legtöbb 

szubsztrátmolekula hidrofób, megoszlik a kettős lipid rétegben  (99), a transzporter pedig 

egyfajta molekuláris „hidrofób porszívóként” összegyűjti és kipumpálja a membránból a 

szubsztrátjait, mielőtt azok a citoplazmához érnének (99, 100). Pgp hatásának védő 

funkciója gyakran szelekciós előnyhöz juttathatja a sejteket a kemoterápiás kezelés 

során, így gyakran fokozott mennyiségben található meg a rákos sejtek felszínén. 

Egészséges szöveti környezetben ugyanakkor jelenlétük támogatja a szervezet 

xenobiotikumokkal szembeni védekezését (101), magas expressziós szintjét vesében, 

vastagbélben, májban, tüdőben illetve BBB-ben is azonosították (1. táblázat).  

1. táblázat: ABCB1 (P-glycoprotein/Pgp) és ABCG2 (BCRP) transzporterek fő jellemzői. 

BBB: blood-brain barrier; P-gp: P-glycoprotein; BCRP: breast cancer resistance protein, 

Jaramillo és mtsai (2018) nyomán (102). 

ABC transzporter Lokalizáció MagaExpressziós Szint Szubsztrátok 

ABCB1/Pgp apikális Vese, mellékvese, máj, 

hasnyálmirigy, 

vastagbél, tüdő, BBB, 

placenta 

hidrofób vegyületek, 

akár pozitív töltéssel 

ABCG2/BCRP apikális Placenta, emlő, BBB, 

máj, vastagbél 

Pozitív vagy negatív 

töltésű 

hidrofób/hidrofil 

konjugált/nem- 

konjugált 

A transzporterek expressziós szintjeinek változása farmakokinetikai és farmakodinamikai 

szempontból is jelentős, akár csökkent, vagy magasabb aktivitás jellemzi a tumoros 

sejteket az átlagosnál. Elsőként 1991-ben nyert bizonyítást, hogy az emelkedett Pgp szint 

és az MDR közötti összefüggés emlődaganatok esetében fennáll (103). Oszteoszarkóma 
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esetén a megnövekedett Pgp szint több, mint háromszorosára növelte a mellékhatások 

kockázatát és rövidítette az eseménymentes túlélést (104) . A Pgp emelkedett RNS szintjét 

írták le inoperábilis tüdőszarkóma doxorubicin kezelése esetén is (105). Gregorcyk és 

munkatársai pedig Pgp-pozitív emlőrákos betegeknél mutattak ki szignifikánsan 

nagyobb  relapszus kockázatot (106) . Hematológiai daganatok esetén a kemoterápiás 

kezelés után a Pgp mRNS expresszió és a fehérje funkció is fokozódik. Ennek mértéke 

mieloid blastokban korrelál a kezelés kudarcával és rövidebb túléléssel felnőttkori akut 

mieloid leukémiában (AML) szenvedő betegeknél (107, 108). Ezen klinikai eredmények 

vezettek az ötlethez, miszerint a transzporter funkciójának inhibitor molekulákkal való 

gátlása hatékony módja lehetne a drogrezisztencia megszüntetésének (109, 110). Az első 

(verapamil, kinidin, amiodaron, cikloposorin A) és második generációs (valspodar, 

dexverapamil) inhibitorok  vagy nem voltak túl hatásosak, vagy már önmagukban túl 

toxikusak voltak, és az ABCB1 gátlására való képességüket sem sikerült igazolni 

betegekben (64). Ezenkívül előfordult, hogy az inhibitorokkal végzett farmakokinetikai 

interakciók (pl a citokróm P450 valspodar általi gátlása) a kemoterápiás vegyület 

dózisának csökkentését tette szükségessé ami a betegek aluladagolásával járhatott (111). 

Az inhibitorok harmadik generációja (dofequidar, zosuquidar, tariquidar, biricodar) a 

transzporterrel való kölcsönhatás specifikusságának növelését célozta. Ugyan az in vitro 

vizsgálatok több olyan vegyületet azonosítottak, melyek hatékonyan gátolták a Pgp 

transzporter funkcióját, még a harmadik generációs inhibitorokkal végzett kísérletek 

többsége is elbukott a klinikai próbákon (110). A gátlószerek használatának bukásához 

egyfelől a helytelenül tervezett klinikai kísérletek is hozzájárulhattak. Több kísérlet is 

irányult az ABCB1 kifejeződésének tesztelésére akut myeloid leukémia (AML) esetén. 

Wilson és munkatársai 170 AML páciens génexpressziós profilja alapján 

megállapították, hogy a minták csupán 13%–a rendelkezett ABCB1 vagy ABCG2 

expresszióval ( 1 1 2 ) . A Pgp expressziója független prognosztikai faktor AML-nél 

(113) , expressziója AML-ben és akut  nem-limfoblasztikus  leukémiában  negatív  

korrelációt  mutat  a  kezelésre  adott  válasszal (114). A Pgp gátlószerek tumorterápiában 

való kudarcát nagyrészt a Pgp fiziológiai funkciójának járulékos gátlása, például a barrier 

feladatot ellátó szövetek működésének megzavarása okozhatta. A 

kemoterapeutikumok és inhibitorok között fellépő drog-drog interakciók szintén súlyos 

toxikus mellékhatásai több esetben a klinikai vizsgálatok leállításához vezettek, ill. az 
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alkalmazott terápiás dózisok csökkentését tették szükségessé ( 1 1 5 ) .  

2.4.2. ABCG2 és szerepe a multidrog rezisztenciában  

Felfedezését követő évtizedben, miután az ABCG2 (breast cancer resistance protein, 

BCRP) fehérjét fiziológiai szempontból is fontos urát-transzporterként azonosították, 

pozitív kapcsolatot találtak a transzporter diszfunkciója és különböző betegségek (pl 

köszvény, hiperurémia) kialakulásának kockázata közt (116-118). Szubsztrátjai közt 

endogén szteroidok szulfátkonjugátumokat ( 1 1 9 ) mellett porfirineket (120), 

fitoösztrogén szulfát- konjugátumokat ( 1 2 1 )  azonosítottak. Az ABCG2 mitoxantrone 

rezisztens protein (MXR) néven is ismert, mivel humán vastagbél karcinóma sejtekből 

izolálták mitoxantronnal végzett in vitro szelekciót követően ( 1 2 2 ) . A mitoxantronnal 

végzett szelekciót követően a BCRP túlzott expresszióját egyéb tumoros sejtvonalakban, 

emlőkarcinómában, gyomorrákban, fibroszarkómában, nem kissejtes tüdőrákban, 

glioblasztómában és mielómában is kimutatták (123-125). A szelekcióval előállított 

modellsejtvonalakon végzett vizsgálatok többször is rámutattak az ABCG2 fokozott 

kifejeződésére is. Normál szövetekben az apikális membránban lokalizálódik (126), 

különösen az intesztinális epitél sejtekben, a placentában, a vér-agy-gátban és a májban, 

ahol széles szubsztrát-specifitást mutató effluxpumpaként endogén és exogén 

vegyületeket transzportál, beleértve a hagyományos kemoterápiás szereket vagy a célzott 

kezelés során használatos kis méretű terápiás molekulákat (1. táblázat), például a 

klinikumi gyakorlatban fontos mitoxantront és számos tirozin-kináz inhibitort.  

Számos tumoros klinikai vizsgálatban figyeltek meg a korrelációt a magas ABCG2 

aktivitás és a csökkentett túlélés között (127-129). Az ABCG2 expressziója rossz 

prognózissal társult az akut mieloid leukémia (121) és a diffúz nagy B-sejtes limfóma 

kezelésében (130) is. In vitro kísérletek igazolták a BCRP expressziója és a kialakult 

MDR közti korrelációt myeloma eredetű (131), emlő- (78), vastagbél- (122), kissejtes 

tüdő- (132), petefészek (133) daganat eredetű sejteken. Akut limfoid leukémia 

vizsgálatokban felnőtt betegeknél az AML sejtek magas BCRP szintje korrelált a 

betegség prognózisával és az általános túléléssel (127, 134). Ezt az összefüggést azonban 

nem sikerült bizonyítani a gyermekkori AML esetén (135). Bár még nem tisztázott, de a 

tanulmányok közötti ellentmondás oka lehet a felnőttkori vagy a gyermekkori AML 

különbségei is. Furcsa mód azonban az ABCG2 expressziójának egyéb tumoros 
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megbetegedések klinikai eredményeire gyakorolt hatása ellentmondásos, pedig a 

kezelések során használt vegyületek több esetben is ABCG2 szubsztrátjai (83). 

Logikusnak tűnhet, hogy a kemoterápia során az ABCB1 mellett az ABCG2 funkció 

megfelelő modulációja is növelheti a rákellenes szerek hatékonyságát az MDR fenotípus 

leküzdésével. Ennek a lehetőségnek a megerősítésére szintén jelentős erőfeszítéseket 

tettek az ABCG2-gátlók fejlesztésére. Bár az ABCG2 patofiziológiai jelentőségének 

megértésével kapcsolatosan sok előrelépés történt és igazolt, hogy az ABCG2 is okozhat 

MDR-t, a klinikai vizsgálatokban nem sikerült bizonyítani, hogy az ABCG2 gátlása az 

általa okozott MDR csökkenéséhez vezetne (136-139).  

2.5. Az SLC szupercsalád 

Az utóbbi években egyre fontosabb és egyre nyilvánvalóbb klinikai szerepet boncolgató 

tanulmány született az SLC uptake transzporterek fontosságáról (43, 44, 140, 141). 

Számos SLC transzportert azonosítottak gyógyszermolekula célpontként, 

glükóztranszportereket (pl. SLC5 család), neurotranszmitter transzportereket (pl. SLC6 

család), epesav transzportereket (pl. SLC10 család), húgysav transzportereket (pl. SLC2 

család) kation- Cl transzportereket (pl. SLC12 család) (141, 142).  Vegyületkönyvtárak 

szűrése során több olyan vezérmolekulát is azonosítottak, amelyek gátolják a 

glükózfelvételt olyan sejtvonalakban, amelyek stabilan expresszálják a humán SGLT1 

vagy SGLT2 transzportert. Amellett, hogy csökkentik a plazma glükózszintjét és 

fokozzák a vizelet glükóz kiválasztását, az SGLT2 gátlókat ozmotikus hatásaik miatt 

súlycsökkenéssel és vérnyomáscsökkentéssel is összefüggésbe hozták (143). Az SLC6 

család számos transzporterének (SLC6A2, SLC6A3, SLC6A4) fontos szerepe van a 

monoaminok felvételében, a noradrenalin, a dopamin és a szerotonin transzportjában. A 

neuropszichiátriai rendellenességek kezelésének másik terápiás célpontja a vezikuláris 

monoamin transzporter 2 (VMAT2; SLC18A2), amely monoaminokat szállít a sejtes 

citoszolból a szinaptikus vezikulákba. Az SLC10A2 (ASBT, apical sodium-dependent 

bile acid transporter) közvetíti az epesavak reabszorpcióját a bél lumenéből. Gátlása az 

epesav csökkenését és a májban a koleszterin fokozott epesavvá történő átalakulását 

eredményezné, ezáltal csökkentve a koleszterinszintet, megakadályozva a szív- és 

érrendszeri megbetegedéseket.  
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Az SLCO gének által kódolt organikus anion transzporter polipeptidek központi szerepet 

játszanak a gyógyszerek és más xenobiotikumok diszpozíciójában. Az SLC szupercsalád 

közel 400 membrán-kötött fehérjéből áll, az emberi genomban 11 OATP kódoló gént 

(SLCO) azonosítottak (140). Szöveti expressziójuk meglehetősen heterogén (144, 145), az 

itt található barrierek döntő jelentőségűek a gyógyszerek felszívódása, metabolizmusa, 

eloszlása és kiválasztása szempontjából. Mutációjuk, gátlásuk akár toxicitáshoz is 

vezethet a megváltozott farmakokinetika révén, ilyen például az immunszuppresszív 

ciklosporinnal történő egyidejű kezelés, ami sztatin-indukálta myopathiát 

eredményezhet, mivel a sztatinok ismert OATP1B1 szubsztrátok és a ciklosporin pedig 

OATP1B1 gátlószer. Az OATP1B1 ciklosporin általi gátlása tehát megnöveli a különféle 

sztatinok plazmakoncentrációját (146). Ezek a nátrium- és ATP független transzporterek 

endogén szubsztrátok szállítását is közvetítik, elsősorban amfipatikus szerves 

molekulákét, amelyek molekulatömege meghaladja a 300 Da-t (145), de semleges vagy 

akár pozitív töltésű szubsztrátokat is képesek szállítani, azaz polispecifikus 

transzporterek. Az OATP transzporterekkel való kölcsönhatásoknak egyre nagyobb 

szerepet tulajdonítanak a gyógyszerfejlesztés során, ugyanis a szubsztrátjaik közt számos 

sztatin, angiotenzin- konvertáló enzim inhibitorok, angiotenzin receptor blokkolók, 

antibiotikumok, antihisztaminok, vérnyomáscsökkentők és rákellenes gyógyszerek is 

szerepelnek (147). Ezen felül egyre több eredmény születik arról, hogy expressziójuk 

mértéke megváltozhat a rák különböző típusaiban (148), biomarkerként szolgálva. 

OATP-k megnövekedett expresszióját figyelték meg például mell-, máj-, vastagbél-, 

tüdő-, hasnyálmirigy- és petefészekrákban (149-151),  ugyanakkor pontos szerepüket a 

tumoros folyamatokban még nem sikerült tisztázni. A kevésbé jellemzett OATP-k 

szubsztrát felismerésének jellemzésére szükség van olyan in vitro vizsgálati módszerek 

kidolgozására, amelyek segítségével könnyebbé válik az OATP-k gyógyszerekkel való 

kölcsönhatásának kimutatásra. 

2.5.1. OATP2B1 transzporter fehérje 

Az OATP2B1 széles szöveti expressziót mutat, de nagyobb mennyiségben többek közt a 

májsejtek bazolaterális membránjain (152), szinciotrofoblaszt bazális felületén (153), az 

enterociták apikális membránján (154), az emlőmirigyben (155) és a szem ciliáris 

testjében ( 1 5 6 )  expresszálódik. Mivel a bélben és a májban is jelentős mennyiségben 
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expresszálódik, és sokféle gyógyszer molekulát felismer, részt vesz a gyógyszerek 

felszívódásában és diszpozíciójában, klinikailag jelentős gyógyszerkölcsönhatásokat 

eredményezhet (157). Az OATP1A2, OATP1B1, OATP1B3 és OATP2B1 

multispecifikus transzporterek, melyek számos endogén szteroidhormont és 

hormonkonjugátumot szállítanak, többek közt az ösztradiolt, az ösztron-3-szulfátot (E3S) 

és a dehidroepiandroszteron-szulfátot (DHEAS) (158, 159). A szteroidhormonok és azok 

konjugátumai a tumorsejtek proliferációjában kiemelt fontossággal bírnak az ún. 

hormonfüggő daganatok esetén (160-162). Hormonfüggő rákos megbetegedéseket 

tanulmányozva az OATP expresszió mértékének vizsgálata során összefüggést fedeztek 

fel a tumor minták differenciáltságának szintjével (163). Az OATP1A2, az 1B3, a 3A1 

és a 4A1 ösztron-3-szulfát felvétele összefüggésbe hozható a hormonfüggő emlőrák 

sejtek túlélésével (162, 164, 165). Prosztatarákos mintákban normál prosztata- vagy 

jóindulatú prosztata-hiperpláziákhoz képest fokozott OATP1B1 (149) és OATP1B3 

(163) fehérje- és/vagy mRNS-expressziót mutattak ki. Ráadásul a megnövekedett 

OATP1B3 expresszió korrelált a tumor méretével is. Az OATP2B1 esetén szintén 

korrelációt véltek felfedezni a megnövekedett DHEAS transzport és a megnövekedett 

beteghalandóság közt ( 1 6 6 ). Tekintettel arra, hogy az OATP2B1 fokozott 

hormonfelvétele a hormonfüggő daganatok (például emlő vagy prosztata) esetén fokozott 

sejtproliferációt eredményez ( 1 6 7 ), az OATP2B1 gátlása jó stratégia lehet e 

daganatok növekedésének gátlására. Az OATP2B1 emelkedett expresszióját több 

különböző ráktípusban is kimutatták. Gliómákban a vér-agy gát és a vérdaganat gát 

endothelsejtjeiben (168), emlőrákos mintákban ( 1 5 1 ), ahol expressziójuk egyenes 

arányban növekedett a tumor méretével ( 1 6 9 ), vastagbél adenokarcinómában (170), 

és csontcisztákban is, szerepet játszva ezzel a csont homeosztázisának fontos 

szabályzásában, befolyásolva a daganat növekedését és progresszióját (171) . A tizenegy 

humán OATP expressziós mintázatát kvantitatív RT- PCR-rel elemezve nem malignus és 

a rosszindulatú csontdaganat mintákban szignifikánsan magasabb mRNS expressziós 

szintet mértek 8 humán OATP transzporter esetén is (OATP1A2, OATP1C1, OATP2A1, 

OATP2B1, OATP3A1, OATP4A1, OATP4C1, OATP5A1). A magas OATP expressziós 

szintek a vizsgált transzporterek szerepének fontosságát sugallják, szerepet játszva a 

csontsejtek hormonokkal, konjugátumaikkal, prosztaglandinokkal és gyógyszerekkel 

való ellátásában. Az OATP2B1 transzporter barrierekben való előfordulása révén a 
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gyógyszerek farmakokinetikai paramétereinek kulcsfontosságú meghatározója (172). 

2.6. MDR leküzdésére irányuló stratégiák 

Az MDR-gátlókkal végzett klinikai vizsgálatok közt (110, 173) akadtak bíztató 

eredmények is. A Pgp inhibitor ciklosporin (CsA) terápiába történő bevonása akut 

mieloid leukémia esetén jelentős javulást eredményezett a relapszusmentes és az általános 

túlélésben is (174).  A CsA-val kiegészített kezelés meghosszabbította a medián túlélést 

azoknál az AML betegeknél, akiknél a Pgp-overexpresszió közti különbség háromszoros 

volt (12 hónap versus a kontrolnál mért 4 hónaphoz képest), míg a hiányos vagy 

minimális Pgp-expresszióval rendelkező betegeknél nem mutatkozott különbség a 

medián túlélésben. A becsült 2 éves relapszus-mentes túlélés jelentősen javult CsA-

kezeléssel (34 százalék szemben a kontrol csoportban mért 9 százalékkal). Az MDR 

fenotípus reverzibilis változását vinkrisztin kezelés hatására rezisztenssé vált HL60 

humán leukémia sejtek esetén kimutatták, ahol a Pgp expresszió növekedése 

visszafordítható volt (175). NSCLC sejtvonalak nagy dózisú EGFR-gátló kezelése során 

kimutatták, hogy a sejtpopuláció dinamikus túlélési stratégiát alkalmaz, amely során az 

egyes sejtek átmenetileg reverzibilisen gyógyszer-toleráns állapotot vesznek fel, hogy 

megvédjék a populációt a toxikus vegyületek letális következményétől. A rezisztens 

sejtek ugyanakkor KDM5a hiszton-demetiláz szelektív gátlásával újra szenzitívvé váltak 

az EGFR gátlókkal szemben, amiből arra lehet következtetni, hogy a vegyületek 

kombinált terápiában való használata előnyös lehet a rezisztencia kialakulásával szemben 

( 1 7 6 ) . Számos tirozin- kináz inhibitort (TKI) kemoterápiás szerekkel kombinálva 

sikeresen alkalmaztak rezisztencia kialakulásának megelőzésére (177, 178). Emlőtumor 

(179), vastagbéldaganat (180) és gyomorrákos (181) sejtvonalon kimutatták a COX-

2 overexpresszió általi Pgp expresszió növekedését. A ciklooxigenáz-2 enzim működése 

által képződött prosztaglandinoknak szerepe van a fájdalom és a gyulladás 

patomechanizmusában. Tumoros megbetegedéseknél a COX-2 fokozott expressziója 

kapcsolatba hozható a sejt proliferációval, az áttétképzéssel a mátrix-metalloproteinázok 

fokozásával, a tumorgenezissel, a vérér képződéssel a VEGF működésének serkentésével 

és az apoptózis rezisztenciával is (182, 183). A COX-2 inhibitorok terápiás alkalmazása 

sikeres stratégia lehet a rezisztencia leküzdésére a Pgp expresszió csökkentése révén 

(179). 
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A kemoterápiás gyógyszerek retenciója a membránban található efflux- és uptake 

transzporterek nettó funkciójának eredménye. Míg az efflux transzporterek elektrokémiai 

gradiensükkel szemben kifelé vagy az intracelluláris organellumokba mozgatják 

szubsztrátjaikat, addig az SLC transzporterek nemcsak közvetlenül a rákos sejtekbe 

juttatják a kemoterápiás vegyületeket, hanem a tumornövekedés és a túlélés 

szempontjából nélkülözhetetlen tápanyagfelvétel közvetítőiként is szolgálnak (184). 

Mivel a tumoros sejtek efflux transzportereik természetes védelmi mechanizmusának 

kihasználása révén biztosítják túlélésüket, overexpressziójuk sok esetben összefüggésben 

áll a kedvezőtlen prognózissal. Ugyanezek a biológiai változások ugyanakkor terápiásan 

kihasználható „gyengeségeket” is létrehozhatnak. Szakács és mtsai korábban sikeresen 

azonosítottak Pgp-t kifejező daganatos sejtek szelektív elpusztítására alkalmas 

vegyületeket (185). Az ún. MDR-szelektív molekulák a transzporter működésének 

eliminálása helyett a transzporter funkciójának kihasználása révén célozza az MDR 

sejteket, ugyanis a kezelés során a multidrogrezisztencia kifejlődése mellett paradox 

módon jelentős szenzitivitás (járulékos érzékenység, CS) lép fel egyéb hatóanyagokkal 

szemben (6. ábra). A járulékos érzékenység mértéke az egyes vegyületek parentális 

(MDR- negatív) ill. a rezisztens (MDR-pozitív) sejtekre kifejtett toxikusságának 

arányával (IC50, a sejtek felét elpusztító koncentráció) jellemezhető. Az MDR 

kialakulásának megakadályozására felmerült másik stratégia a transzporter működésének 

gátlása helyett funkciójának kihasználásán alapszik („Achillesz-sarok”) ( 1 8 5 ) . 

 

6. ábra: Járulékos érzékenység definíciója (185). Míg a rákos sejtekben fokozott 

mértékben kifejeződő efflux transzporterek „A” vegyület koncentrációját intracelluláris 

toxikus szint alatt tartják, hogy javítsák túlélési esélyeiket, előfordul, hogy az „A” 

vegyülettel szemben kialakult rezisztencia „B” vegyülettel szembeni érzékenységet von 

maga után (kollaterális szenzitivitás). 
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Az ABCG2 transzporterrel kölcsönható és az azokat overexpresszáló sejteket szelektíven 

elpusztító vegyületekről az irodalomban akad néhány példa alacsonyabb ABCG2-

szelektivitási aránnyal (186), amely nagyságrendekkel kisebb, mint a Pgp esetében (187, 

188). Az ABCG2 transzportert overexpresszáló MDR sejtekre szelektíven toxikus 

vegyületek felfedező kutatása jelenleg is zajlik. 

 

Az MDR sejtekben okozott szelektív toxicitásra négy fő hipotézist állítottak fel - (1) a 

reaktív oxigén gyökök (ROS) növekedése az ABC transzporter ATP hidrolízisének 

indukciója révén; (2) fokozott érzékenység az energiaszint változásaival szemben; (3) a 

sejtek túléléséhez nélkülözhetetlen endogén szubsztrátok extrudálása (4) membrán 

perturbáció (189). Bár a pontos hatásmechanizmust még nem sikerült tisztázni, arra 

sikerült rávilágítani, hogy a szelektív toxicitású vegyületek fém-ion kölcsönhatása 

kulcsfontosságú az MDR-szelektív vegyületek citotoxicitásában. A szelektíven toxikus 

molekulák képesek fémion kelációra, ezáltal – a sejtekbe való fémion bejutást segítve – 

toxicitás léphet fel, vagy éppen ellenkezőleg fémion depléció előidézésére lehetnek 

képesek a sejtekben (190). Mivel számos létfontosságú enzim működése vasfüggő, mely 

a tumorsejtek általános vasérzékenységével együtt arra utal, hogy az MDR-szelektív 

toxicitás folyamatában fontos tényező lehet a vas elvonása a sejt enzimeitől (191). 

Mivel nemcsak az efflux transzporterek, hanem az OATP uptake transzporterek is 

többféle ráktípusban emelkedett expressziót mutatnak (192-194), fontos diagnosztikai 

markerek lehetnek. Ráadásul, mivel a kemoterápiás szerek sejtekbe történő felvételét 

segítik, kiaknázhatók lehetnek a tumorsejtek célzott elpusztítására. Laczka Csilla 

(Természettudományi Kutatóközpont, Enzimológiai Intézet, Membrán Fehérje 

Kutatócsoport) csoportjában olyan gyógyszerek farmakokinetikájában fontos OATP 

importereket termelő sejtvonalak létrehozásával foglalkoznak, amely modellként 

szolgálhat az ADME-Tox mechanizmusok megértésében (158). Az általuk kialakított 

humán adenokarcinóma modellrendszer transzporter funkció mérésére alkalmas. A 

parentális és az OATP2B1 fehérjét overexpresszáló sejtek fluoreszcens fehérjét is 

expresszálnak. Ezeknek a modellsejteknek olyan változata is elkészült, amelyek az 

OATP-n kívül fluoreszcens fehérjét is expresszálnak. A fluoreszcencia-alapú detektálási 

technológiák homogenitásban és érzékenységben mutatott előnyei kihasználhatók a 

transzporteres   esszében mind efflux, mind uptake transzporterek esetén,   miniatürizált  
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formában   történő   méréséhez   is  (195). A farmakokinetikai vizsgálatokban fontos 

OATP2B1 esetében még nem számoltak be fluoreszcencia-alapú HTS módszerről. 

2.7. HTS a gyógyszerfejlesztés korai szakaszában 

Számos in vitro, in vivo és ex vivo rendszer áll rendelkezésre transzporter-drog közötti 

kölcsönhatás vizsgálatára. A korai gyógyszerfejlesztés során elsősorban az in vitro 

módszereket alkalmazzák, elsősorban költség- és időhatékonyság miatt. Számos FDA 

által engedélyezett kemoterápiás szer felfedezése HTS szűrési eredményekre vezethetők 

vissza: Alectinib, Ixazomib citrát, Olaparib, Ceritinib, Ibrutinib, Trametinib, Vismodegib, 

Lapatinib, Dasatinib, Sorafenib, Erlotinib, Gefitinib ( 1 9 6 ) . A szűrőrendszer egymásra 

épülő lépések sorozata, amiben az első lépés, az elsődleges teszt (primary assay) célja, 

hogy kiszűrje a többnyire aktív vegyületeket a nagyrészt inaktív vegyületek halmazából, 

kezelhető anyag- és erőforrás-felhasználás mellett. A találatok megerősítéséhez további 

tesztek szükségesek. 

 

Ioncsatornák, membrántranszporterek, transzkripciós faktorok vizsgálata esetén, a sejtek 

szaporodásának, toxicitásának, motilitásának, specifikus jelátviteli utak aktiválódásának 

vagy morfológiai változások mérésénél a sejtalapú vizsgálatok kerülnek előtérbe (197). 

Az 1980-as években az ABC transzporterek felfedezése, valamint az MDR hörcsög, egér 

és humán sejtvonalak létrehozásával ( 1 9 8 - 2 0 0 ) vette kezdetét a törekvés olyan 

inhibitorok kutatása után, amellyel a kialakult rezisztencia ellen kívántak fellépni. 

Akkoriban több csoport is nekilátott MDR sejtvonalak felhasználásával a nagy 

áteresztőképességű szűrési esszék (HTS) fejlesztésének, hogy elősegítsék a Pgp és más 

ABC transzporterek gátlószereinek felfedezését. A szűrések az egyszerű citotoxicitási 

vizsgálatokról a komplexebb felépítésű fluoreszcencia alapúig terjedtek, amelyeknél 

jelölt szubsztrátot ( 2 0 1 ) vagy fluoreszcens fehérjét expresszáló sejtvonalat (202) 

használtak. Az ATAD5-luciferáz-teszttel sikerült azonosítani két vegyületet, a resveratolt 

és a genisteint, amelyek szelektíven elpusztították a Pgp-t overexpresszáló humán 

epidermoid karcinóma KB sejtvonalat ( 2 0 3 ,  2 0 4 ) . A transzporter alapú citotoxicitási 

HTS szűrés teljesítményének javítása érdekében Brimacombe és munkatársai bevezettek 

egy kettős kokultúra alapú fluoreszcencia méréssel dolgozó rendszert, amelyben a 

parentális OVCAR-8 sejtvonal és Pgp transzportert expresszáló NCI/ADR-RES 

izogenikus sejtvonalon mért toxikus hatás kokultúrában vizsgálható (202). 
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A tesztelendő aktív vegyületekre is kialakítottak nagy könyvtárakat. Az Amerikai 

Egyesült Államok Nemzeti Egészségügyi Szervezetéhez tartozó intézet által létrehozott 

NCI Developmental Therapeutics Program (DTP) különböző preklinikai adatok és 

kutatási anyagok alapvető forrását szolgáltatja világszerte. 1955-ös megalakulása óta több 

mint 40 amerikai engedéllyel is rendelkező rákellenes szer kifejlesztéséhez járult hozzá 

( 2 0 5 ) . A DTP szintetikus és természetben is előforduló több, mint 200 ezer vegyületből 

álló könyvtárai feltételezett rákellenes hatással rendelkező molekulákat tartalmaznak, 

amelyek kutatási célokra megrendelhetők. 1990 óta a program in vitro citotoxicitási 

teszteket végez a vegyületek toxikus aktivitásának jellemzésére az ún. NCI-60 humán 

tumor sejtvonal panelen. Hamar felismerték, hogy ez a szűrési modell gazdag 

információforrás a növekedésgátlás tanulmányozására (206). Szakács és munkatársai in 

silico megközelítéssel DTP-ből elérhető NCI-60 sejtvonalpanelen mért drogérzékenységi 

adatokat és a sejtvonalak kvantitatív real-time PCR-rel meghatározott ABCB1 mRNS 

expressziós adatsorát használta fel MDR-szelektív tulajdonsággal rendelkező 

molekulajelöltek azonosítására (207). Némely vegyületek pozitív korrelációja felvetette, 

hogy ezek MDR szelektív vegyületként működhetnek. A korrelációs elemzéssel kapott 

Pearson koefficiens pozitív korreláció (PCC≥0,4) esetén a növekvő transzporter 

kifejeződés növekvő drogérzékenységnek felel meg, ami MDR-szelektív tulajdonságra 

utal. Az NSC73306 volt az első DTP-ből azonosított vegyület, melynek kollaterális 

érzékenységet kiváltó hatása bizonyítottan az ABCB1 működéséhez köthető, fokozott 

aktivitása pedig a transzporter specifikus inhibitoraival gátolható (190). Sajnos a hasonló 

módon végzett in silico screening az NCI-60 sejtpanelen ABCC1 vagy ABCG2 

transzporter esetén gyakran nem azonosítja az ismert szubsztrát molekulákat, ugyanis a 

panelben levő sejteken mért transzporter expresszió mértéke nagyon alacsony ( 1 8 6 ) . 
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3.  Célkitűzések 

 

Doktori munkám célja egy HTS kompatibilis, in vitro módszer kidolgozása volt, amely 

lehetőséget ad vegyületkönyvtárak és az ABCB1, ABCG2, OATP transzporterek 

kölcsönhatásának vizsgálatára. Az esszé segítségével onkológiai relevanciájú 

vegyületeket kívántunk vizsgálni egyedi, valamint kombinációs kölcsönhatási 

vizsgálatokkal. 

A következő feladatokat tűztük ki: 

1. HTS szűrés teljesítményének növelése érdekében kokultúrában alkalmazható, 

fluoreszcens fehérjék expresszióján alapuló HTS-kompatibilis esszé kialakítása 

efflux és uptake transzporterekkel való kölcsönhatás vizsgálatára 

• OATP2B1 uptake transzporterrel való kölcsönhatás vizsgálata parentális és 

OATP2B1 uptake transzportert expresszáló kokultúra modellel 

• ABCB1, ABCG2 efflux transzporterrel való kölcsönhatás vizsgálata 

parentális, ABCB1 és ABCG2 traszportereket expresszáló hármas kokultúra 

modellel 

2. A kialakított szűrőrendszer segítségével az NCI DTP Onkológiai készlet IV 

tesztelése ABCB1, ABCG2 és OATP2B1 transzporterekkel való kölcsönhatás 

vizsgálatára 

3. A kialakított esszével nyert eredmények validálása másodlagos tesztekkel 

4. A rezisztencia kialakulásának megakadályozására irányuló stratégia vizsgálatára az 

ABCB1 expresszióját gátló celecoxib jellemzése kombinációs kölcsönhatás analízis 

segítségével  
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4. Anyagok és módszerek 

4.1. Felhasznált vegyületek 

Az NCI DTP által összeválogatott Onkológiai készlet IV, az FDA által jóváhagyott 

rákellenes hatással rendelkező 101 tagból álló könyvtárát 96 lyukú lemezen, 10 mM-os 

koncentrációban DMSO-ban oldva szereztük be (205). A szűrés során kijött potenciális 

“hit” vegyületeket a megerősítő tesztekhez más gyártótól rendeltük újra: metotrexátot 

(NSC-740), tenipozidot (NSC-122819) és tioplexet (NSC-6396) a Mercktől; irinotecant 

(NSC-616348), kapecitabint (NSC-712807), bleomicint (NSC-125066), docetaxelt 

(NSC-628503) és carfilzomibot (NSC-758252) a SelleckChemtől; karboplatin (NSC- 

241240) az Accord Healthcare-től; Etopozidot (NSC-141540) a TEVA-tól; míg az 

ösztron-3-szulfát és Cascade Blue a ThermoFisher Scientific cégtől származtak. 

A szinergia kísérletekhez használt doxorubicint, celecoxibot és firocoxibot a Sigma- 

Aldrich-tól; a trichosztatin-A-t és a SAHA vegyületet a Tocris Bioscience-től 

vásároltuk. A meloxicam-ot a Ceva Animal Health-től szereztük be. 

4.2. Sejtvonalak és tenyésztésük 

A szűrés során rákos és immortalizált sejtek parentális és MDR fenotípusait használtuk. 

Az A431 humán epidermoid karcinoma sejtvonalat és Mes-Sa humán méhszarkóma 

sejtvonalat az ATCC-től vásároltuk. A szinergia vizsgálatokhoz használt P388 egér 

leukémia sejtvonalat az NCI DTP sejtgyűjteményéből (National Institutes of Health), a 

CLBL-1 kutya diffúz nagy B-sejtes lymphomasejteket Dr. Rütgen Barbarától (University 

of Veterinary Medicine, Bécs) kaptuk (208). 

A parentális Mes-Sa sejtvonalból Mes-Sa/Dx5 nagy mennyiségű ABCB1 fehérjét 

kifejező tumorsejtvonalat folytonos doxorubicin szelekcióval hozták létre (209), az 

ABCB1 illetve ABCG2 transzportereket overexpresszáló epidermoid karcinóma és uterin 

szarkóma sejtvonalakat retrovirális transzdukcióval (210), míg az OATP2B1-et 

overexpresszáló A431 sejtvonal transzpozon alapú génbeviteli rendszer segítségével  

(158) készültek. A transzdukció után a sejteket áramlási citométerrel (Becton Dickinson 

Biosciences, San Jose, CA, USA) transzporter funkcióra, továbbá OATP2B1 esetén CD4 
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protein   expresszióra szortoltuk.   A   parentális, OATP2B1, ABCG2   és   ABCB1 

overexpresszáló sejtvonalakba ezek után lentivirális transzdukcióval kerültek a 

fluoreszcens proteint kifejező pRRL-EF1-mCherry, -mOrange, illetve az -eGFP 

expressziós plazmidok (210). A szelekcióval létrehozott Mes-Sa/Dx5 sejteket a stabil és 

homogén ABCB1 overexpresszió biztosítására 500 nM doxorubicinben tenyésztettük, a 

kísérletek megkezdése előtt egy héttel a sejteket drogmentes médiumba helyeztük át. 

A Mes-Sa, Mes-Sa/Dx5, Mes-Sa-B1, A431, A431-B1, A431-G2 sejteket DMEM-ben 

(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, SigmaAldrich, 52100047), P388, CLBL-1 

sejteket RPMI (Roswell Park Memorial Institute) médiumban (Life Technologies, 

Carlsbad, CA, USA) tenyésztettük, 37°C-on, 5% CO2 tartalom mellett. A tápoldatok 10% 

szérumot (FBS, fetal bovine serum), 5 mM L-glutamint és 50 unit/ml 

penicillin/streptomycin (Life Technologies) antibiotikum keverékkel egészítettük ki. 

 

A sejtvonalakat rendszeresen teszteltük mycoplasma fertőzésre, folyamatosan vizsgáltuk 

az ABCB1 és ABCG2 transzporter expressziót mitoxantronnal, tariquidar inhibitor 

hiányában és jelenlétében, illetve az OATP2B1 expressziót Cascade Blue felvétellel (158) 

öszton-3-szulfát inhibitor hiányában és jelenlétében. 

4.3. Fluoreszcens fehérje expresszióján alapú és reagens alapú citotoxicitási esszé 

A nagy áteresztőképességű fluoreszcens alapú citotoxicitási esszé kutatócsoportban 

korábban kifejlesztett módszeren alapul (211). A citotoxicitási tesztek automatizálása 

Hamilton STARlet automata folyadékkezelő robot (Hamilton Robotics STARlet) 

segítségével valósult meg. A sejtek kiültetése 384 lyukú lemezeken történt, 

monokultúrában 2500 sejt, kettes kokultúra esetén sejtvonalanként 1250 sejt, míg hármas 

kokultúra esetén sejtvonalanként 625 sejt került egy well-be. A tesztelni kívánt 

vegyületek 24 óra elteltével, 37 °C-on és 5% CO2 koncentráció mellett történő inkubációt 

követően kerültek rá a sejtekre. A szűrés során 6 koncentrációpontban, harmadoló 

hígításban kerültek a sejtekre a vegyületek, elérve a 60 µl/well végtérfogatot, a DMSO 

koncentráció a sejteken nem haladta meg az 1%–ot. 6 fluoreszcens vegyületet (valrubicin, 

doxorubicin, daunomycin, mitoxantrone, mithramycin, dactinomycin) kizártunk a 

vizsgálatból, belső saját (belső) fluoreszcenciájuk miatt. A citotoxikus hatást 96 és 144 

óra elteltével is lemértük mikrolemez-olvasóval (GFP: 485ex /510em; mCherry: 585ex 
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/610em; mOrange: 545ex /567em), mivel az általunk létrehozott kvázi ‚label free’ 

fluoreszcens esszével többször is lemérhető ugyanaz a lemez, és így megvalósítható a 

toxicitás időbeli követése (211). A mérésekhez WAS (well area scan) protokolt 

használtunk, amely 4 meghatározott ponton pásztázza végig a well-eket, figyelembe véve 

a sejtek eloszlásának szabályosságait. A megerősítő tesztek során 9 koncentrációpont 

segítségével vettük fel a dózis-hatás görbéket, a vegyület citotoxicitásához igazított 

hígítási lépcsővel. 

4.4. HTS-kompatibilis in vitro szűrési platform 

A tesztek 384-es lemezeken történő automatizálása Hamilton STARlet automata 

folyadékkezelő robot segítségével valósul meg. Az automatizált folyadékkezelés 

programozása Venus2 szoftveren keresztül történt. A fluoreszcencia alapú kokultúrás 

esszé mérése a platformhoz integrált Perkin Elmer mikroplate readerrel, kiértékelése 

Sessler Judit által C# nyelven írt program segítségével történt. A vegyületeket mindhárom 

kokultúrás modellben legalább kétszer, egymástól függetlenül teszteltük. 

4.5. Statisztikai analízis 

Az elsődleges szűrés során az IC50 értéket a logaritmikus dózis-hatás görbékre fektetett 

lineáris regresszióval határoztuk meg. A megerősítő tesztek során a szigmoidális görbék 

illesztése GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, San Diego, CA) szoftver segítségével 

történt. A sejtvonalakon mért IC50 értékek közti szignifikancia elemzést kétoldali Student-

teszt segítségével végeztük. Az eredményeket statisztikailag szignifikánsnak tekintettük 

P érték <0,05 (*) vagy 0,01 (**) esetén. Az IC50 (a sejtek 50%–át elpusztító koncentráció) 

értékekből számított átlagok 3–10 ismétlésből lettek kalkulálva. A szelektivitás mértékét 

a parentrális és transzportert expresszáló sejtvonalakon mért citotoxicitási IC50 értékek 

hányadosából határoztuk meg: a rezisztencia hányados (resistance ratio, RR) jelenti a 

rezisztens és parentális sejteken mért IC50 értékek hányadosát, a szelektivitási hányados 

(selectivity ratio, SR) az RR inverze. Biológiailag releváns különbségnek a RR> 3 vagy 

SR> 3 értékeket tekintettük. 

4.6. NCI DTP in silico screening 

Az in silico szűrés során az NCI DTP Onkológiai készlet IV vegyületkönyvtárában 
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található 101 molekulára fókuszáltunk.  Az NCI-60 tumorsejtpanel   ABCB1 mRNS 

expressziós mintázatát korreláltattuk a vegyületekkel szemben mutatott citotoxicitási 

aktivitási mintázattal, hogy MDR-szelektív molekulajelölteket, illetve ABCB1 

szubsztrátokat azonosítsunk. A vegyületek citotoxicitási profilját a DTP nyilvános    

adatbázisából töltöttük le (2016    december).     A     Pearson-korrelációs koefficienseket 

(PCC) Szakács és mtsai által leírt analízis szerint számoltuk (207), PCC <-0,4 feltételezett 

szubsztrátmolekulákat jelöl. 

4.7. In vitro vegyületkölcsönhatás vizsgálata 

A mono- és kombinált kezelések citotoxicitásának vizsgálatára egy nappal a vegyületek 

hozzáadása előtt a sejteket 384-es lemezre ültettük ki, 20 µl tápközegben. A P388 sejtből 

2500, CLBL-1 esetén 100 000 sejt került egy well-be. 24 óra inkubáció elteltével további 

20-20 µl térfogatban hozzáadtuk a 2 vegyületet a megfelelő koncentrációtartományban 

(7. ábra), elérve a 60 µl/well végtérfogatot.  

 

7. ábra: A és B vegyületek kölcsönhatásának vizsgálata során használt plate map 384-

lyukú lemezen. A1 jelöli a tesztelt vegyület hígítási sorának legtöményebb, A8 a 

leghígabb koncentrációját. 

A teljesen automatizált pipettázási lépéseket Hamilton STARlet folyadékkezelő 

munkaállomás segítségével hajtottuk végre, Tóth Szilárd által írt program futtatásával. A 

lemezeket 120 órán át inkubáltuk 37 °C-on, 5% páratartalom mellett, majd az IC50 értékek 

meghatározásához PrestoBlue® assayt (TermoFisher) használtunk, a gyártó utasításai 

szerint. A sejtek életképességét spektrofotometriásan, EnSpire mikrotiter lemezolvasóval 

mértük (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA). Az adatokat normalizáltuk a negatív 
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(kezeletlen, élő sejtek) és a pozitív (halott sejtek) kontrollokra. A kombinációk 

vizsgálatánál az „1. vegyület” IC50-értékeinek változását vizsgáltuk a „2. vegyület” fix 

koncentrációja mellett (és fordítva). A kapott IC50 értékeket izobologramon ábrázoltuk, 

minden adatpontra kombinációs index értéket számítottunk ( 2 1 2 ) . Ennek megfelelően 

a kapott hatást szinergistának (CI ≤ 0.7); mérsékelten szinergistának (0.7<CI≤0.85), 

additívnak ((0.85<CI≤1.2), mérsékelten antagonistának (1.2<CI≤1.45) vagy 

antagonistának (CI>1.45) határoztuk meg. Az izobologramok kiértékelése Sessler Judit 

által írt programmal történt. 

4.8. Kombinációs kölcsönhatás analízise Chou Talalay CI-módszer segítségével 

Az izobologram ábrázolása általánosan használt eljárás az ágensek közötti 

kölcsönhatások elemzésére, függetlenül a vegyületek hatásmechanizmusának, illetve 

dózis-hatás kapcsolataik jellegétől ( 2 1 3 ) . Ha a két vegyület önmagában mért hatás 

(pl.IC50) értékét egy egyenessel összekötjük, az egyenesen olyan koncentrációpontok 

halmazát kapjuk, melyeknél a kombinációban mért hatás eléréséhez az anyagok 

egymással helyettesíthetők (214) (8. ábra). 

 

8. ábra: Normalizált izobologram (212). A tengelyek metszéspontja jelöli a két vegyület 

önmagában mért ED50 értékre normalizált koncentrációit. Ha a kombinációban mért 

értékek a vonalra esnek (a pont), akkor a hatás additív. A vegyületek kombinációkban 

tesztelve felerősíthetik egymás citotoxikus hatásait (b, c pont), illetve gyengíthetik 

azokat (d, e pont), szinergizmust vagy antagonizmust jelezve. 

A kombinációs indexet két vegyület szinergizmusának vagy antagonizmusának 

meghatározására vezették be. Az egyenlet (212) magában foglalja a biokémiában és 
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biofizikában használatos Michaelis-Menten, Hill, Henderson-Hasselbalch és Scatchard- 

egyenleteket: 

 

, ahol CI <1, CI = 1, illetve CI > 1 jelzi a szinergista, additív, illetve antagonista hatást. 

A nevezőben szereplő (Dx)1 és (Dx)2 jelenti „D1”, illetve „D2” vegyület önmagukban mért 

koncentrációját x% inhibíció mellett, Dm a medián hatású dózis (pl. IC50, ED50, vagy 

LD50), ami 50%–os inhibícióval bír, míg m koefficiens a dózis-hatás görbe alakjáról ad 

információt (hiperbolikus, szigmoidális görbe). A kölcsönhatás további pontosítását a CI 

értékek intervallumokba sorolásával finomították (2. táblázat).  

2.  táblázat: Kombinációs index (CI) analízis során használt jelölések szinergista, additív 

hatás illetve antagonizmus esetén (212). A kombinációs index módszer Chou és Talalay 

(215), valamint Chou és Martin számítógépes szoftverén (216) alapul. 

 

 
 

4.9. Mikrolemez-alapú uptake esszé 

7x104 OATP2B1-et expresszáló A431 sejtet osztottunk ki 96 lyukú lemezekre 200 μl 

végtérfogat/well-ben és inkubáltuk 16–24 órán át 37 °C-on, 5% CO2-tartalom mellett. A 

konfluencia elérése után a felülúszót eltávolítottuk, majd a sejteket háromszor mostuk 

200 μl/well foszfátpufferelt sóoldattal (PBS). Ezt követően a sejteket a vegyületek 
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jelenlétében 5 percig 37 °C-on előinkubáltuk. Az oldószer mennyiségét 0,5% alatt 

tartottuk a vizsgálat során, a fluoreszcens festékek interferenciájának elkerülése 

érdekében. 50 μl Cascade Blue fluoreszcens festék hozzáadása után (elérve a 10 μM 

végkoncentrációt 100 μl végtérfogatban) a lemezt 30 percig inkubáltuk 37 °C-on (158) . 

A reakciót 200 μl/well jéghideg PBS hozzáadásával állítottuk le, majd a felülúszó 

eltávolítása után a sejteket háromszor mostuk 200 μl/well jéghideg PBS-sel. Végül 200 

μl/well PBS hozzáadása után a fluoreszcenciát Enspire lemezolvasóval (Perkin Elmer) 

szobahőmérsékleten mértük 401ex/419em hullámhosszon. 

4.10. Cascade Blue uptake meghatározása áramlási citométer segítségével 

Az A431 sejteket tripszinezés (0,1% tripszin) után összegyűjtöttük és kétszer mostuk 

uptake pufferrel (125 mM NaCl, 4.8 mM KCl, 1.2 mM CaCl2, 1.2 mM KH2PO4, 12 mM 

MgSO4, 25 mM MES és 5.6 mM glükóz; a Ph-t 10 N NaOH / 1 M HEPES alkalmazásával 

5.5-re állítottuk be). 5x105 sejtet ösztron-3-szulfát jelenlétében, illetve anélkül 37 °C-on 

előinkubáltuk, majd a 100 μl végtérfogathoz hozzáadtunk 5 μM Cascade Blue festéket 30 

percig. A reakciót 1 ml jéghideg PBS hozzáadásával állítottuk le. A sejteket jégen 

tartottuk az áramlási citométerrel történő mérésig. A sejtek fluoreszcenciája minimum 

20 000 élő sejt leszámlálásával lett meghatározva, Attune Acoustic Focusing Cytometer 

(Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA, US) segítségével. 
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5. Eredmények 
 

5.1. Kokultúrán alapuló fluoreszcens esszé kialakítása efflux és uptake 

transzporterekkel való kölcsönhatás vizsgálatára 

Kutatócsoportunk korábban létrehozott egy automatizált, hatékony és robosztus 

sejtproliferáció gátlást mérő HTS-kompatibilis szűrő platformot (211). Célunk a már 

kialakított módszer továbbfejlesztése volt,  a  tesztelt vegyületek efflux és uptake 

transzporterekkel való citotoxikus kölcsönhatásának vizsgálatára. Olyan gyógyszerjelölt 

molekulákat kívántunk azonosítani, amelyek alkalmasak lehetnek a hagyományos 

kemoterápiás szerekkel szemben ellenálló tumorok kezelésére. 

5.1.1. Fluoreszcens transzportert expresszáló és parentális sejtpárok kialakítása 

HTS toxicitási kísérletekhez 

A molekulakönyvtárak HTS szűréséhez először adaptáltunk egy, a csoportunkban 

korábban Tóth Szilárd által kidolgozott sejtproliferáció gátlást mérő in vitro esszét (211), 

fluoreszcens fehérjét és specifikus transzportereket is expresszáló sejtek mennyiségének 

közvetlen mérésével. A szűrés során A431 humán epidermoid karcinóma sejtvonal MDR 

efflux (ABCB1 és ABCG2), illetve uptake (OATP2B1) transzportert expresszáló 

variánsait, illetve humán Mes-Sa uterin szarkóma sejtvonal ABCB1 transzportert 

expresszáló Mes-Sa-B1, illetve doxorubicin rezisztens változatát (Mes-Sa/Dx5) 

jellemeztük. A fluoreszcens proteineket kódoló vektorok lentivirális transzfekcióval 

kerültek a sejtekbe. A fluoreszcens sejtek lentivirális transzfekcióját Szepesi Áron és 

Kucsma Nóra végezte. A kísérletek során használt fluoreszcens sejtek homogenitását és 

intenzitását a kísérletek időtartama alatt folyamatosan ellenőriztük áramlási citométer 

segítségével, míg a transzporter expressziót citotoxicitási esszével specifikus inhibitor 

hiányában, illetve jelenlétében vizsgáltuk. Specifikus inhibitor jelenlétében a transzporter 

funkciójának kiesése megszünteti az MDR sejtek ellenállóképességét a parentális 

sejtvonalon mért hatáshoz képest. A vártnak megfelelően az ABCB1, illetve ABCG2 

transzportert expresszáló sejtekre kevésbé toxikus vegyületek gátlószer használatakor 

nem mutattak szignifikáns eltérést toxicitásban a parentális sejtvonalakon mért 

értékekhez képest (9. ábra b). Ahhoz, hogy a fluoreszcencia alapú sejtproliferáció gátlást 
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mérő rendszerrel megbízhatóan tudjunk mérni, mind a fluoreszcens proteineket, mind a 

választott transzportereket stabilan expresszáló fluoreszcens sejtvonalakra van szükség. 

Ezeket a paramétereket a kísérletek előtt és alatt is folyamatosan vizsgáltuk effux (9a, 9b, 

9c ábra), és uptake (10a, 10b ábra) transzporter esetén. A fluoreszcens fehérje 

expresszióján alapú citotoxicitási esszék során eGFP, mCherry (mCh), mOrange (mOr) 

fluoreszcens fehérjét expresszáló A431, A431-B1, A431-G2, A431-OATP2B1, illetve 

Mes-Sa, Mes-Sa/Dx5 sejtvonalakat használtunk. A szűrés során használt OATP2B1 mCh 

transzportert expresszáló A431 sejtvonal transzportaktivitását Cascade Blue esszével 

ellenőriztük (158),     amely     fluoreszcens     festék     impermeábilis OATP2B1     

szubsztrát. 
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9. ábra: A kokultúrában használt A431 és Mes-Sa efflux-transzportereket expresszáló 

sejtvonalak karakterizációja. a) A kísérletek során használt fluoreszcens fehérjét 

expresszáló A431 és Mes-Sa sejtvonalak fluoreszcencia-intenzitása. A fluoreszcens 

sejtvonalak homogenitását és stabilitását Attune® akusztikus fókuszáló citométerrel 

(Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) ellenőriztük 488 nm 

excitációs hullámhosszon. Az eGFP-t expresszáló sejteket a BL1 csatornában (530/30 nm 

filter), mCh-sejteket a BL3 csatornában (695/40 nm filter), míg az mOr-sejteket a BL2- 

ben (574/26 nm filter) detektáltuk. b) ABCB1 és ABCG2 transzporter expresszió 

ellenőrzése citotoxicitási teszttel. Irinotecan és etopozid toxicitása parentális, ABCB1, 

illetve ABCG2 transzportert expresszáló sejteken. Tariquidar jelenlétében a transzportert 

expresszáló sejtek ellenállása megszüntethető. c) DyeCycle Violet (DCV) 

felhalmozódásának mérése A431 és Mes-Sa sejtvonalakban áramlási citométer 

segítségével. Az adatok elemzését AttuneTM Nxt v2.6 szoftver (InvitrogenTM, Thermo 

Fischer Scientific) alkalmazásával végeztük. A DCV transzport kísérleteket uptake 

pufferben végeztük (125 mM NaCl, 4,8 mM KCl, 1,2 mM CaCl2, 1,2 mM KH2PO4, 

12 mM MgSO4, 25 mM MES és 5,6 mM glükóz), a pH-t 7,4-en, 1 M HEPES 

felhasználásával. Az ABCB1 és az ABCG2 működését DCV felhasználásával vizsgáltuk, 

amely szubsztrátja mindkét transzporternek. Az 5 percig tartó, 1 μM tariquidar (ABCB1 

és ABCG2 inhibitor) hiányában vagy jelenlétében történő előinkubálást követően 30 

percig 1 μM DCV-vel inkubáltuk a sejteket. Az MDR aktivitási tényező (MAF%) 
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számítása a következőképpen történt: MAF% = (((MFIinh-MFI0)/MFIinh)×100), ahol az 

MFIinh és az MFI0 a medián fluoreszcens intenzitás (MFI) (inh) vagy anélkül (0) (217). 

 

10. ábra: A kokultúrában használt A431 és 2B1 uptake-transzportert expresszáló 

sejtvonalak karakterizációja. a) A kísérletek során használt fluoreszcens fehérjét 

expresszáló A431 és 2B1 uptake-transzportert expresszáló variáns fluoreszcencia- 

intenzitása. A fluoreszcens sejtvonalak homogenitását és stabilitását Attune® akusztikus 

fókuszáló citométerrel (Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) 

ellenőriztük 488 nm excitációs hullámhosszon. Az eGFP-t expresszáló sejteket a BL1 

csatornában (530/30 nm filter), mCh-sejteket a BL3 csatornában (695/40 nm filter) 

detektáltuk. b) Az A4312B1 sejtek Ösztron-3-szulfát-függő Cascade Blue (CB) felvételt 

mutatnak (Anyagok és módszerek 4.10). A CB felvételt a sejtek 5 µM CB 30 percig 

tartó inkubálása után (sötétszürke) mértük. Kontroll kísérletekben a sejteket 5 percig 

előinkubáltuk Estrone-3-szulfáttal (világosszürke). A sejtek autofluoreszcenciáját fekete 

görbe jelzi. 

A kokultúrában vizsgált hatás méréséhez olyan módszer kialakítására van szükség, amely 

képes a fluoreszcens fehérjéket expresszáló sejtek mennyiségének szelektív követésére. 

Mindemellett a monokultúrában detektált sejtszám fluoreszcens intenzitásának 

összehasonlíthatónak kell lennie a kokultúrában mért értékekkel. Ahogyan a 11. ábrán is 

szerepel, a különböző hullámhosszon emittáló (egymással nem interferáló) fluoreszcens 

proteinnel transzfektált variánsok kokultúrában, multiplexing technikával, direkt 

fluoreszcens méréssel vizsgálhatók. A transzportereket kifejező sejtvonalak különböző 

fluoreszcens proteineket is expresszálnak, melyek szelektíven detektálhatók. 
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11. ábra: Egyenes arányosság a mono- illetve kokultúrában mért fluoreszcencia 

intenzitás és a 384-es lemezre kiosztott sejtszám közt. A kísérletek során használt 

intervallumban a fluoreszcencia intenzitás értéke arányos a sejtszámmal, az eGFP (a), 

mCh (b) vagy mOr (c) expresszáló sejtek száma megbízhatóan megbecsülhető mono- és 

kokultúrás körülmények közt.  

A 384-es lemezen mért citotoxicitási esszék előzetes mérései során monokultúrában 2500 

sejt/well kiindulási sejtszám esetén elegendőnek bizonyult 60 μl végtérfogat/well esetén 

(218) . A lemez szélén lévő wellekben a 144 órás inkubáció végére szemmel láthatóan 

is csökkent a térfogat (12. ábra), az itt mért intenzitás alacsonyabb volt, mint a belső well-

ek intenzitása, emiatt a sejtek kiosztásánál figyelembe kellett venni a szélhatás jelenségét 

is (211). 

 

12. ábra: 384-es lemez szélén levő wellekben 144 óra inkubációt követően jelentősen 

csökkent a médium térfogata (218) 
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A kettes és hármas kokultúrák esetében a monokultúrában meghatározott sejtszám 

alapján tettük ki a lemezekre a sejteket. A 60 μl végtérfogatban a három sejtvonal 

növekedési rátája közt nincs jelentős különbség (13. ábra). 

 

13. ábra: Fluoreszcens A431 és Mes-Sa sejtek növekedésének követése mono- és 

kokultúrában. A sejtnövekedés szelektíven nyomon követhető a különböző fluoreszcens 

proteint expresszáló sejtvonalak fluoreszcencia intenzitása alapján. A sejteket egy 384- 

lyukú lemezre szélesztjük, ahol a sejtsűrűség 1875 sejt / well volt a hármas kokultúrában 

(625 sejt Mes-Sa mCh / Mes-Sa/Dx5 eGFP / Mes-Sa-B1 mOr sejtvonalakból; 625 sejt 

A431 eGFP / A431-B1 mCh / A431-G2 mOr sejtvonalakból) és 2500 sejt/well 

monokultúrákban. A sejtek 144 órán át inkubáltuk 37°C and 5% CO2 -tartalom mellett, 

az egyes sejtvonalak sűrűségének megfelelő fluoreszcencia intenzitást rendszeres 

időközönként rögzítettük mikrotálca lemezolvasó segítségével. 

Mivel a kokultúra DMSO-tűrési határa 0.5%, (14. ábra), a szűrés során használt 

vegyületek legmagasabb tesztelt koncentrációját 50 μM-ban határoztuk meg. 

 

 
14. ábra: Mes-Sa (A) és A431 hármas- (B), illetve A431 kettes kokultúra (C) DMSO 

tűrési tartománya 
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5.1.2.  Az ABCB1 és ABCG2 transzportert expresszáló A431 és Mes-Sa/Dx5 sejteket 

tartalmazó kokultúra-modell Prestoblue reagenssel történő validációja 

A kokultúra modelleket ezután ismert hatású vegyületekkel validáltuk. A kokultúrában 

és monokultúrában kitett sejteket mennyiségét kétféle módon mértük, fluoreszcencia 

alapú detektálási módszerrel és PrestoBlue® reagenssel. Az ABCB1 és ABCG2 

transzportereket expresszáló sejtek etopozidra rezisztensek (balra), míg egy MDR-

szelektív vegyület (NSC73306) szelektíven pusztítja az ABCB1 transzportert expresszáló 

sejtvonalat (középső sor Mes-Sa sejtvonalon, utolsó sor A431 sejteken mérve). A 

fluoreszcensen mért rezisztencia fokozódása PrestoBlue citotoxicitási esszével is 

igazolható (15. ábra, 3. táblázat). Az ellenőrző kísérleteket Tóth Szilárddal közösen 

végeztük. 

 

15. ábra: A fluoreszcencia alapú hármas kokultúrán mért citotoxicitási esszé validálása 

Prestoblue esszé segítségével. Mes-Sa, Mes-Sa-B1, Mes-Sa/Dx5 és A431, A431B1, 

A431G2 sejteken mono- illetve kokultúrában növekvő koncentrációjú etopozid (felső sor) 

és MDR-szelektív vegyület (középső és alsó sor) fluoreszcensen és Prestoblue reagenssel 

mért citotoxicitási görbéje összevethető eredményt ad. A pontos IC50 értékeket a 3. 

táblázat tartalmazza. 
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3. táblázat: Etopozid és az NSC57969 MDR-szelektív vegyület IC50 értékei (µM) 

PrestoBlue viabilitási és fluoreszcencia alapú citotoxicitási esszével monokultúrában, 

illetve kokultúrában mérve. 

 

A kokultúrában fluoreszcencia alapján mért citotoxicitási esszé ABC efflux 

transzporterrel való toxikus kölcsönhatás kimutatására, ezáltal szubsztrátok, illetve 

MDR-szelektív vegyületek azonosítására is alkalmasnak bizonyult. 

5.1.3.  A kialakított szűrési rendszer NCI DTP Onkológiai készleten történő 

validációja 

A kialakított rendszer segítségével az NCI DTP által összeválogatott Onkológiai készlet 

101 vegyületét teszteltük. A primary screening során 6 koncentrációpontban, 2 

párhuzamos mintával, efflux és uptake transzportert expresszáló kokultúra modelleken 

vizsgáltuk a vegyületek citotoxikus hatását (4. táblázat). 

 

 

  IC50 (µM) 

Fluoreszcens 

mérés (hármas 

kokultúra) 

IC50 (µM) 

Fluoreszcens 

mérés 

(monokultúra) 

IC50 (µM) 

PrestoBlue 

Etopozid A431:  

A431B1:  

A431G2: 

1.691 

13.77 

4.049 

6.098 

46.27 

11.97 

1.188 

5.489 

3.425 

NSC57969 Mes-Sa: 

Mes-Sa/Dx5:  

Mes-Sa-B1: 

3.208 

0.177 

1.799 

5.076 

0.951 

2.809 

4.891 

0.815 

1.482 

 A431:  

A431B1:  

A431G2: 

7.094 

2.783 

8.392 

5.127 

0.774 

7.257 

4.932 

0.974 

5.760 

DOI:10.14753/SE.2022.2596



 

46  

4. táblázat: NCI DTP Onkológiai készlet IV-ben található vegyületek és szűrés során 

vizsgált koncentrációik. 

 Legmagasabb 

vizsgált koncentráció 

 Legalacsonyabb 

 vizsgált koncentráció 

Abiraterone 25 µM - 0,103 µM 

Allopurinol 50 µM - 0,206 µM 

Altretamine 50 µM - 0,206 µM 

Arimidex 50 µM - 0,206 µM 

Arsenic trioxide 25 µM - 0,103 µM 

Axitinib 25 µM - 0,103 µM 

Azacitidine 50 µM - 0,103 µM 

Bleomycin 50 µM - 0,103 µM 

Bortezomib 25 µM - 0,0021 µM 

Busulfan 50 µM - 0,206 µM 

Cabazitaxel 25 µM - 0,0021 µM 

Capecitabine 50 µM - 0,206 µM 

Carboplatin 50 µM - 0,206 µM 

Carfilzomib 25 µM - 0,00041 µM 

Carmustine 50 µM - 0,206 µM 

Celecoxib 50 µM - 0,103 µM 

Chlorambucil 25 µM - 0,103 µM 

Cisplatin 25 µM - 0,103 µM 

Cladribine 25 µM - 0,041 µM 

Clofarabine 50 µM - 0,103 µM 

Crizotinib 25 µM - 0,041 µM 

Cyclophosphamide 50 µM- - 0,206 µM 

Cytarabine 25 µM - 0,103 µM 

DOI:10.14753/SE.2022.2596



 

47  

Dacarbazine 50 µM - 0,206 µM 

Dasatinib 25 µM - 0,0041 µM 

Decitabine 50 µM - 0,206 µM 

Dexrazoxane 50 µM - 0,206 µM 

Docetaxel 25 µM - 0,000041 µM 

Erlotinib 25 µM - 0,041 µM 

Estramustine 50 µM - 0,206 µM 

Ethyol 50 µM - 0,206 µM 

Etoposide 50 µM - 0,103 µM 

Everolimus 25 µM - 0,103 µM 

Exemestane 50 µM - 0,103 µM 

Floxuridine 25 µM - 0,0021 µM 

Fludarabine 50 µM - 0,206 µM 

Fluorouracil 50 µM - 0,103 µM 

Fulvestrant 50 µM - 0,103 µM 

Gefitinib 25 µM - 0,0021 µM 

Gemcitabine 25 µM - 0,0021 µM 

Hydroxyurea 50 µM - 0,206 µM 

Ifosfamide 50 µM - 0,206 µM 

Imatinib 50 µM - 0,206 µM 

Imiquimod 50 µM - 0,206 µM 

Irinotecan 50 µM - 0,103 µM 

Ixabepilone 25 µM - 0,0206 µM 

Lapatinib 25 µM - 0,0206 µM 

Lenalidomide 25 µM - 0,103 µM 

Letrozole 50 µM - 0,206 µM 

Levulan 25 µM - 0,103 µM 
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Lomustine 50 µM - 0,103 µM 

Mechlorethamine 50 µM - 0,103 µM 

Megestrol 50 µM - 0,206 µM 

Melphalan 50 µM - 0,103 µM 

Mercaptopurine 25 µM - 0,041 µM 

Methotrexate 25 µM - 0,0021 µM 

Methoxsalen 50 µM - 0,206 µM 

Mitomycin 25 µM - 0,0206 µM 

Mitotane 50 µM - 0,103 µM 

Nelarabine 50 µM - 0,206 µM 

Nilotinib 50 µM - 0,103 µM 

Oxiplatin 50 µM - 0,103 µM 

Pazopanib 25 µM - 0,103 µM 

Pemetrexed 50 µM - 0,103 µM 

Pentostatin 50 µM - 0,206 µM 

Pipobroman 50 µM - 0,206 µM 

Pralatrexate 25 µM - 0,000041 µM 

Procarbazine 50 µM - 0,206 µM 

Quinacrine 25 µM - 0,041 µM 

Raloxifene 25 µM - 0,103 µM 

Rapamycin 50 µM - 0,103 µM 

Ribomustin 50 µM - 0,206 µM 

Romidepsin 25 µM - 0,0041 µM 

Sorafenib 25 µM - 0,103 µM 

Streptozocin 50 µM - 0,206 µM 

Sunitinib 25 µM - 0,103 µM 

Tamoxifen 25 µM - 0,103 µM 
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Taxol 25 µM - 0,0021 µM 

Temozolomide 50 µM - 0,206 µM 

Teniposide 25 µM - 0,103 µM 

Thalidomide 25 µM - 0,103 µM 

Thioguanine 50 µM - 0,103 µM 

Thioplex 50 µM - 0,206 µM 

Topotecan 25 µM - 0,206 µM 

Tretinoin 50 µM - 0,206 µM 

Triethylenemelamine 25 µM - 0,103 µM 

Uramustine 50 µM - 0,103 µM 

Vandetanib 25 µM - 0,041 µM 

Vemurafenib 50 µM - 0,103 µM 

Vinblastine 25 µM - 0,0021 µM 

Vincristine 25 µM - 0,0021 µM 

Vinorelbine 25 µM - 0,00021 µM 

Vismodegib 50 µM - 0,206 µM 

Vorinostat 25 µM - 0,103 µM 

Zoledronate 50 µM - 0,206 µM 

 

A citotoxikus hatást 144 óra elteltével mértük. A szenzitivitás mértékét az IC50 értékekből 

számolt szelektivitási hányados (SR) mutatja meg, míg a szelektivitási hányados 

reciproka a rezisztencia hányados (RR) (4.5 Anyagok és módszerek). A szűrés során a 

kölcsönhatási „küszöbértéknek” a rezisztencia, illetve a szelektivitási hányados értékeket 

3-nak határoztuk meg.  
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16. ábra: Az NCI DTP Onkológiai készleten mért elsődleges szűrés eredményei a) Mes-

Sa mCh és Pgp-t expresszáló variánsain (Mes-Sa/Dx5 eGFP (szürke pontok) illetve 

Mes-Sa-B1 mOr (fekete pontok)); b) A431 és Pgp-t expresszáló sejtvonalpárján. Az 

adatpontok legalább két egymástól függetlenül végzett kísérlet pIC50 értékének átlagát 

reprezentálják. Az ábrákon a transzportert expresszáló sejtvonallal szemben mutatott 

csökkent toxicitású vegyületeket listáztam, például sárga: teniposide, kék: taxol, zöld: 

vinblastine, piros: docetaxel. A parentális és a transzportert expresszáló sejtek közötti 
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toxicitásban legalább háromszoros különbséget (szaggatott vonal) mutató vegyületeket 

feltételezett ABCB1 vagy ABCG2 szubsztrátnak (RR>3) tekintettük. 

Ahogy sejteni lehetett, a vegyületek többsége nem érte el a küszöbhatást, ugyanakkor 

azonosítottunk 12 olyan vegyületet, amelyek legalább háromszoros különbséget 

mutatnak toxicitásban a kontroll és a transzportert expresszáló sejtek IC50 értéke között, 

mind az A431 mind a Mes-Sa ABCB1 transzportert expresszáló modellben, ilyen volt 

például a teniposide, taxol, vinblastine, docetaxel (16. ábra, 5. táblázat).  Az irodalmi 

adatokkal összevetve ezeket a molekulákat korábban szubsztrátként azonosították.  

5. táblázat: A szűrés során Mes-Sa/Dx5, Mes-Sa/B1 és A431B1 transzportert expresszáló 

kokultúra modellben ABCB1 szubsztrátként (rezisztencia hányados, RR>3) azonosított 

vegyületek listája. Az azonosított vegyületek korábban publikált Pgp-szubsztrát 

molekulák, ahogy azt a referenciák is jelzik.  

NSC kód Triviális név 
RR  

(Mes-Sa-B1) 

RR 

(A431B1) 

RR  

(Mes-Sa/Dx5) 
Referencia 

NSC-122819 Teniposide 41.88 5.43 75.25 (219) 

NSC-125973 Taxol 593.3 50.91 497.67 (219) 

NSC-141540 Etoposide 16.97 > 4.14 > 61.73 (219) 

NSC-49842 Vinblastine 15.00 244.4 11.00 (219) 

NSC-608210 Vinorelbine 725.00 232.00 861.00 (220) 

NSC-628503 Docetaxel 275.00 26.38 295.00 (64) 

NSC-67574 Vincristine 38.00 56.8 36.00 (64) 

NSC-732517 Dasatinib 3.147 11.5 > 3.60 (221) 

NSC-747973 Ixabepilone >208.3 23.32 9.66 (222) 

NSC-754143 Romidepsin 331.70 > 97 > 234.15 (223) 
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NSC-758252 Carfilzomib 55.50 47.4 88.00 (224) 

NSC-761432 Cabazitaxel 63.00 6.00 > 107.00 (225) 

Érdekes módon a szűrés során pár vegyület, pl. az NSC-125066 (Bleomycin), NSC-9706 

(Trietilén-metil-amin), NSC-6396 (Thioplex) és NSC-762 (mechlorethamine) toxikusabb 

volt a Mes-Sa/ Dx5 sejtekben, a parentális sejtvonalon mért értékekhez képest (6. 

táblázat). 

6. táblázat: A szülői Mes-Sa sejtekhez viszonyítva Mes-Sa/Dx5 sejtvonalra 

szelektíven toxikus vegyületek listája (SR > 3). 

NSC-kód Triviális név SR (Mes-Sa/Dx5) SR(Mes-Sa-B1) 

NSC-125066 Bleomycin 57.8 1.44 

NSC-9706 Triethylenemelamine 26.62 1.3 

NSC-6396 Thioplex 12.56 - 

NSC-762 Mechlorethamine > 11.58 - 

NSC-752 Thioguanine 6.93 0.41 

NSC-747599 Nilotinib 4.68 1.23 

NSC-26980 Mitomycin 4.407 0.56 

NSC-755 Mercaptopurine 3.87 0.39 

NSC-606869 Clofarabine 3.44 0.91 

NSC-755986 Vismodegib > 3.31 - 

NSC-698037 Pemetrexed 3.29 1.14 

Hasonlóképpen a Pgp-hez az ABCG2 transzporter is számos vegyülettel szemben 

mutatott rezisztenciát, ismert ABCG2 szubsztrátokat azonosítottunk: piros színnel 

jelölt merkaptopurint (226), lilával jelölt irinotekánt (227), szürke színnel jelölt topotekánt 

(228), zöld színnel jelölt dasatinibot (178), kék színnel jelölt gefitinibet (229), 

narancssárgával jelölt lapatinibot (230) és a rózsaszínnel jelölt klofarabint (231) (17. 
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ábra). 

 

 

17. ábra: Az NCI DTP Onkológiai lemezen mért elsődleges szűrés eredményei A431 

és ABCG2 transzportert expresszáló sejtvonalpáron. Az adatpontok legalább két 

egymástól függetlenül végzett kísérlet pIC50 értékének átlagát reprezentálják. Az 

ábrákon a transzportert expresszáló sejtvonallal szemben mutatott csökkent toxicitású 

vegyületeket listáztam: piros: merkaptopurin, lila: irinotecan, szürke: topotecan, zöld: 

dastainib, kék: gefitinib, narancssárga: lapatinib, rózsaszín: clofarabine. 

Az Onkológiai készlet tesztelése során több ABCB1 és ABCG2 szubsztrátot (RR> 3) 

és Mes-Sa/Dx5 sejtvonalra szelektíven toxikus molekulát azonosítottunk (SR>3) (16. és 

17. ábra), összhangban az irodalmi adatokkal.  Az esszé alkalmas olyan vegyületek 

azonosítására, melyek toxicitása csökken az ABCB1, illetve ABCG2 transzportert 

expresszáló sejtvonalakban. 

5.1.4. OATP2B1 uptake transzporterrel való kölcsönhatás azonosítására alkalmas 

HTS rendszer létrehozása 

A kokultúra alapú kísérletek megmutatták, hogy a fluoreszcencia-alapú rendszerrel 

citotoxikus ABCB1 és ABCG2 transzporterrel való kölcsönhatás kimutatható. Korábban 

létrehozott OATP transzporter család tagjait (OATP1B1, 1B3 és 2B1) expresszáló A431 
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sejtvonalakról korábban igazolták, hogy OATP transzporter funkció mérésére alkalmasak 

( 1 5 8 ) . Annak kiderítésére, hogy az Onkológiai készletben található vegyületek 

toxicitását az OATP2B1 módosítja-e, létrehoztunk egy mCh-vel jelölt OATP2B1 

transzportert expresszáló sejtvonalat tartalmazó kokultúrát. A transzporter aktivitást és a 

fluoreszcens fehérje expressziójának mértékét (18a ábra, 10. ábra) FACS méréssel 

ellenőriztük. Mivel a parentális és a transzportert expresszáló variánst tartalmazó 

kokultúrában a fluoreszcens sejtek száma megbízhatóan becsülhető (18b ábra), a rendszer 

alkalmas az OATP2B1 transzporterrel való kölcsönhatás in vitro vizsgálatára. 

 

 

18. ábra: A fluoreszcencia-alapú OATP2B1 uptake transzportert expresszáló kokultúra 

modell jellemzése. a) Az OATP2B1 transzport aktivitása szelektíven mérhető a 

kokultúrában, Parentális A431 eGFP (szürke) és A431-2B1 mCh (fekete) transzportert 

expresszáló sejteket kokultúrában Cascade Blue-val festettük ösztron-3-szulfát 

(OATP2B1 inhibitor) hiányában (középső) vagy jelenlétében (jobbra). A CB-t az 

OATP2B1-et expresszáló sejtek szelektíven veszik fel. b) Az A431 eGFP és az A431-

2B1 mCh sejtek növekedése fluoreszcens esszé alapján mért sejtmennyiség változása 

szelektíven követhető 384 lyukú lemezen mono- (2500 sejt / lyuk) és kokultúrában mérve 

(1250 A431 eGFP + 1250 A431-2B1 sejt/well), 144 órán keresztül, 60 μl végtérfogatban. 

DOI:10.14753/SE.2022.2596



 

55  

Az OATP2B1 esetében, amely nagy, szerves molekulák, beleértve kemoterápiás 

vegyületek felvételét közvetíti (232), a sejtekben történő megnövekedett expresszió miatt 

a  transzporter szubsztrátjaitól  fokozott  toxicitást  várhatunk.  A vegyületek többsége 

hasonló mértékben volt toxikus mind a parentális, mind az OATP2B1 transzporterre 

nézve, ugyanakkor 13 vegyületet azonosítottunk szelektív toxicitással az OATP2B1 

transzportert expresszáló sejtvonalon (19. ábra). 

 

19. ábra: DTP Onkológiai készlet IV szűrési eredményei a szülői A431 és az OATP2B1 

transzportert expresszáló sejtvonal (A431-2B1) kokultúra modelljén mérve. A kontroll és 

a transzportert expresszáló sejtek között toxicitásban legalább háromszoros különbséget 

mutató toxicitásban (SR> 3) (szaggatott vonal) feltételezett szubsztrátnak tekintettük. 

A 13 vegyület közül kettő nem adott szigmoidális dózis-hatás görbét, (NSC-63878, NSC- 

613327), egy nem volt elérhető (NSC-9706), egyet pedig intrinszik fluoreszcenciája miatt 

(NSC-757441) kellett kizárnunk a további vizsgálatokból. A fennmaradó vegyületeket 

újrarendeltük más gyártóktól és további citotoxicitási vizsgálatoknak vetettük alá, amik 

során, egy kivétellel (Tamoxifen) igazoltuk OATP2B1 transzporterrel való 

kölcsönhatásukat (7. táblázat). 
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7. Táblázat: Az OATP2B1-t expresszáló A431-sejtekkel szemben fokozott toxicitást 

(SR> 3) mutató vegyületek citotoxicitása (IC50) (μM) a) kokultúrában és  b) 

monokultúrában mérve. Az eredményeket statisztikailag szignifikánsnak tekintettük P 

<0.05 (*) vagy 0.01 (**) esetén.  

a 

 

b 

NSC-kód Triviális név 
IC50 (µM) 

A431 eGFP 
  

IC50 (µM) 

A431-2B1 mCh 
SR 

 

NSC-122819 Teniposide 0.45 ± 0.14  0.07 ± 0.033 6.02* 

NSC-125066 Bleomycin 7.47 ± 1.69  0.83 ± 0.16 9.01** 

NSC-141540 Etoposide 7.45 ± 2.28  0.82 ± 0.048 9.06** 

NSC-180973 Tamoxifen 9.76 ± 0.50  8.82 ± 0.38 1.18* 

NSC-616348 Irinotecan 13.83 ± 0.22  1.45 ± 0.55 9.51** 

NSC-628503 Docetaxel 0.08 ± 0.016  0.002 ± 0.013 4.98 

NSC-6396 Thioplex 57.65 ± 10.45  18.72 ± 4.66 3.08* 

NSC-712807 Capecitabine 205.40 ± 12.56  44.49 ± 3.29 4.62** 

NSC-740 Methotrexate 0.38 ± 0.11  0.03 ± 0.009 11.78** 

NSC-kód Triviális név 
IC50 (µM) 

A431 eGFP 
  

IC50 (µM) 

A431-2B1 mCh 
SR  

NSC-122819 Teniposide 0.83 ± 0.15  0.14 ± 0.05 6.1** 

NSC-125066 Bleomycin 16.3 ± 4.65  1.05 ± 0.24 10.9** 

NSC-141540 Etoposide 6.42 ± 1.67  1.99 ± 0.81 3.2* 

NSC-180973 Tamoxifen 11.35 ± 0.50  12.21 ± 0.36 0.9 

NSC-616348 Irinotecan 11.11 ± 2.61  2.03 ± 0.34 5.47** 
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A megerősítő tesztek során 9 koncentrációpontra illesztett dózis-hatás görbe alapján 

számítottuk ki az IC50 értékeket, minimum 3 ismétlés átlagából. Az IC50-értékek közötti 

különbségeket kétoldalas, páratlan Student t-teszttel elemeztük, az eredményeket 

statisztikailag szignifikánsnak tekintettük P <0,05 (*) vagy 0,01 (**) értéknél. 

Az OATP2B1 transzporterrel való interakció bizonyítására a sejtek Cascade Blue 

felvételét vizsgáltuk a vegyületek jelenlétében (158). A vegyületek OATP2B1 

transzporterrel való kölcsönhatását a Cascade Blue uptake-ben való változása mutatja, 

ami lehet gátlás vagy aktiválás egyaránt. A vizsgált vegyületek gátolták a CB felvételét, 

a szűrés során azonosított OATP2B1-szubsztrát jelölt vegyületek interakcióba léptek az 

OATP2B1 transzporterrel. A kölcsönhatás Cascade Blue uptake esszével történő 

megerősítése Patik Izabel munkája. 

5.2. Vegyületkombináció vizsgálata: COX-2 gátlószer vizsgálata a rezisztencia 

kialakulásának megakadályozására 

Az MDR fenotípus kialakulásának megakadályozására irányuló egy lehetséges stratégia 

a Pgp fokozott expressziójának megelőzését célozza. Karai Edinával és munkatársaival 

kollaborációban a doxorubicin kezelés által indukált Pgp kifejeződésének 

megakadályozására a COX-2 gátlószer celecoxib hatását vizsgáltuk P388 egér és CLBL-

1 kutya lymphoma sejtvonalon. A kezdetben érzékeny sejteknek 5 napos IC10 

koncentrációban történő doxorubicin kezelés során 90%–a elpusztult. A túlélő sejteken 

médiumcserével a vegyületet eltávolítva a kultúrából a túlélő sejtek képesek voltak újra 

létrehozni a populációt. Ezt P388 esetén háromszor, CLBL1 esetén kétszer ismételve 

alakítottuk ki a Pgp által mediált rezisztens P388 egér és CLBL-1 kutya limfóma sejteket. 

Kombinált kezelés esetén a doxorubicin és celecoxib vegyületek alkalmazása egyidőben 

NSC-628503 Docetaxel 0.00097 ± 0.00002  0.00022 ± 0.00015 4.35* 

NSC-6396 Thioplex 57.65 ± 10.45  18.72 ± 4.66 3.08* 

NSC-712807 Capecitabine 390.55 ± 50.47  128.58 ± 18.88 3.04** 

NSC-740 Methotrexate 0.43 ± 0.09  0.12 ± 0.034 3.59** 
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történt, monoterápiához hasonlóan 5 napig, majd a repopulációt követően ismételtük a 

kezelést. A rezisztencia indukciójának vizsgálata calcein esszével történt. Többszöri 

doxorubicin kezelés hatására a kezelt sejtekben kialakult a gyógyszer rezisztencia, a 

kezdetben érzékeny sejtek doxorubicinnel történő kezelést követően jelentősen 

megnövekedett Pgp expressziót mutattak (20a és 20b ábra, piros nyíl). Kimutattuk, hogy 

a doxorubicin kezelést a COX-2 gátlószer celecoxibbal kiegészítve a Pgp indukció 

megakadályozható (20a és 20b ábra, zöld nyíl).  

 

20. ábra: Doxorubicin, illetve doxorubicin celecoxibbal kombinált kezelésének hatása 

(9 kezelés, közel 100 nap) a Pgp expresszió kifejeződésére P388 (a) és CLBL-1 (b) 

sejtekre. Doxorubicinnel történő kezelés hatására a Calcein-AM-mel mért MAF érték 

jelentősen megnövekedett, míg a celexocibbal történő kombinált kezelés hatására a Pgp 

expressziójának fokozódása, így a MAF érték emelkedése elmaradt. Az áramlási 

citometriás hisztogramok a calcein fluoreszcenciájának mértékét mutatják a Pgp 

gátlószer verapamil jelenlétében (kék) és hiányában (piros). Karai Edina munkája. 

A doxorubicin topoizomeráz II gátló vegyület közvetett módon, enzimfehérjék 

működésén keresztül károsítja a DNS-t (233), a DNS molekulával komplexet képező 

topoizomeráz II enzimek gátlása dupla szálú DNS törések létrejöttéhez vezet a replikációs 

vagy transzkripciós folyamatok során. A doxorubicin gyakran alkalmazott és kezdetben 

nagyon hatásos kemoterápiás szer, azonban sok esetben kialakul a Pgp-mediált 

kemoterápia rezisztencia, mely a kezelés sikertelenségéhez vezet (234). Az MDR 

kialakulásának megelőzésére kiegészítettük a doxorubicin kezelést COX-2 gátlószer 

celecoxibbal, mivel a COX-2 gátlószerek képesek a Pgp expresszió befolyásolására 
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(235). A két vegyület kombinációs hatását robotizált platformon vizsgáltuk. A tengelyek 

metszéspontjaiban az IC50 értékre normalizált koncentrációkat ábrázoltuk, ahol 1 az IC50 

értékre utal.  A kombinációk során a normalizált IC50 értékeket a kombinációs index 

függvényében ábrázoltuk (4.8 Anyagok és módszerek). A doxorubicin és celecoxib 

együttes kombinációjánál additív vagy enyhén antagonista hatás figyelhető meg CLBL-1 

és P388 sejtvonalon (21. ábra). Az eredményekből kiderül, hogy az együttes 

hatásvizsgálat során a doxorubicin toxicitását nem növelte a celecoxib. 

 

21. ábra: Doxorubicin és celecoxib kombinációs kísérletben kezeletlen sejteken vizsgált 

citotoxicitási hatása P388 egér B-lymphoblast leukaemia sejteken és b) CLBL-1 kutya 

diffúz nagy B sejtes lymphoma sejteken. A tengelyek metszéspontjaiban az IC50 értékre 

normalizált koncentrációk láthatók, ahol 1 az IC50 értékre utal. Minden rombusz olyan 

gyógyszerkombinációt jelent, amely a sejtek 50% -át elpusztítja.  A kombinációs index 

(CI) analízisben szereplő intervallumok alapján a pontok nagysága mutatja a kölcsönhatás 

erősségét: enyhén, mérsékelten vagy erős antagonista/szinergista hatást kifejezve. 

Következő lépésként megvizsgáltuk a doxorubicin hatását egy másik COX-2- 

gátlószerrel, a firocoxibbal kombinálva. Mivel a firocoxib a vizsgált legmagasabb 

koncentrációban sem volt toxikus a P388, illetve a CLBL-1 sejtekre sem, izobologram 

ábrázolási mód nem volt lehetséges. Míg a P388 sejtvonalon a doxorubicin toxicitása a 

firocoxib koncentráció növelésével emelkedett (szinergizmus), addig a CLBL-1 kutya 

diffúz nagy B sejtes lymphoma sejtvonalon additív/ enyhén antagonista hatás érvényesült 

(22. ábra). 
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22. ábra: Doxorubicin és firocoxib kombinációs kísérletben vizsgált citotoxicitási hatása 

parentális, kezeletlen P388 egér B-lymphoblast leukaemia sejteken és CLBL-1 kutya 

diffúz nagy B sejtes lymphoma sejteken. Firocoxib nem volt toxikus hatással a sejtekre 

a legmagasabb vizsgált koncentrációban sem. 
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6. Megbeszélés 

A kialakult MDR döntően felelős a kemoterápia sikertelenségéért, a hatóanyagok 

membrán transzporter fehérjéken keresztül eliminálódhatnak a tumoros sejtből, biztosítva 

ezáltal a vegyület terápiás koncentrációjánál alacsonyabb intracelluláris koncentrációját. 

A terápia rezisztencia kiküszöbölésének érdekében több farmakológiai kutatás irányult az 

ABCB1 inhibitorok keresésére. Miközben a klinikai vizsgálatok a nem várt toxicitás miatt 

az inhibitor vegyületek kudarcát jelezték (236, 237), számos vizsgálattervezési problémát 

azonosítottak, pl. a beválasztási kritériumok során nem vették figyelembe a ráksejtek 

ABCB1 expressziós szintjét, vagy több esetben is alacsony hatékonyságú dózisban kellett 

alkalmazni a gátlószereket a toxikus mellékhatások jelentkezése miatt. Egy terápiás 

stratégia lehet különböző rezisztenciamódosító vegyületek alkalmazása adjuvánsként, a 

daganatos sejtek MDR fenotípusának visszafordítására (238). Pgp aktivitását 

befolyásolja többek között a ciklooxigenáz-2 enzim (COX-2) expresszió is, melynek 

mértékét COX-2 gátlószerekkel csökkenthetjük (239). A COX-2 gátlószerek a daganat 

érhálózatának kialakításában, növekedésében játszanak fontos szerepet, emellett 

proapoptotikus és antiproliferatív hatásokkal is rendelkeznek. A COX-2 enzim 

emelkedett expresszióját, emlő-, prosztata-, vastagbél- és nem kissejtes tüdőrákban is 

megfigyelték (240, 241). Számos tumortípus esetén kimutatták a COX-2 

overexpresszió és a Pgp túlműködése közötti szignifikáns korrelációt (235, 242, 243). 

A klinikai gyakorlatban a COX-2 és a Pgp expresszió között fennálló kapcsolat új 

perspektívákat nyithat a daganatos megbetegedések kezelésében a COX-2 gátlók révén. 

 

Egy másik újszerű megközelítés a transzporter működésének eliminálása helyett a 

funkciójának kihasználásán alapul. Magát a jelenséget az 1950-es években írták le 

először, amikor Bryson és Szybalski olyan hatóanyagokat azonosított, melyekkel 

hatékonyabban pusztítható a rezisztens fenotípussal rendelkező baktériumok (244). Úgy 

vélték, hogy a kollaterális szenzitivitás klinikailag is kihasználható. Ezt az ötletet alapul 

véve azóta több olyan vegyületet is sikerült azonosítani (185, 187, 191, 207, 245), 

amelyek segítségével az ABCB1 transzporter funkciója által kiváltott multidrog 

rezisztencia a fehérje funkciójának gátlása helyett kihasználással is támadható, az 

ABCB1 overexpresszió túlérzékenységen keresztül. Ugyanakkor egyéb efflux vagy akár 

uptake transzportert célzó túlérzékenységet okozó vegyületet még nem sikerült 
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azonosítani. 

A gyógyszerek farmakokinetikai és farmakodinamikai profiljára való hatása miatt a 

klinikailag releváns, ADME folyamatokat befolyásoló transzportereket az FDA (Egyesült 

Államok Élelmiszer- és Gyógyszerhatósága) által jegyzett „white paper” 

dokumentumban határozták meg (43). Az uptake transzporterek közül az OATP1B 

transzporterek kölcsönhatásának tesztelésére is szükség van a gyógyszerfejlesztés korai 

szakaszában. Számos fluoreszcens OATP1B szubsztrátot azonosítottak, többségük vagy 

saját fluoreszcenciával rendelkezik (246, 247) vagy fluorofórral jelölt OATP 

szubsztrátok, mint Oregon green (248), chenodeoxycholyl-(Nε-1 nitrobenz-2-oxa-1,3-2 

diazole)-lizin (249), kolil-glicilamido-fluoreszcein (250) kolil-L-lizil-fluoreszcein (251), 

fluoreszcein-metotrexát ( 2 4 8 ) és 8-fluoreszcein-cAMP ( 2 5 2 ) . Míg a fluoreszcein és 

a fluoreszcein-metotrexát felvételén alapuló módszereket HT formátumhoz részben 

sikerült adaptálni (248), a megbízhatóság, az érzékenység és az elérhetőség kérdése miatt 

többségük nem ideális széleskörű OATP transzporter kölcsönhatások 

nagyáteresztőképességű vizsgálatára (158, 247). Egy gyógyszermolekula fejlesztése 

elképzelhetetlen a hatásmechanizmusának ismerete nélkül A gyógyszerek túlnyomó 

többsége közvetlenül kötődik elsődleges célpontjához, működésük közvetlen 

befolyásolásával a fejti ki a hatását. A citotoxicitási teszt messze a legszélesebb körben 

alkalmazott sejtalapú tesztrendszer a vegyületek ABC transzporterekkel való 

kölcsönhatásának feltérképezéséhez. A transzportert expresszáló sejtekben kifejeződő 

fehérje csökkenti a szubsztrát akkumulációját, intracelluláris koncentrációját a toxikus 

szint alatt tartva. A transzporterre specifikus inhibitor jelenlétében ugyanakkor ez a 

kialakult rezisztencia felfüggeszthető (253-255). Ezek a sejtalapú citotoxicitási 

vizsgálatok lehetővé teszik a vegyületek nagy áteresztőképességű szűrését, lehetőség 

nyílik több körülmény, koncentráció vagy expozíciós idő tesztelésére egy lemezen (256), 

jelentős mértékű időt és költséget megtakarítva az in vivo vizsgálatokkal szemben, 

amelyek ráadásul számos etikai korlátokkal rendelkeznek. 

6.1. HTS-kompatibilis kokultúrán alapuló in vitro szűrési platform ABCB1 és 

ABCG2 efflux és OATP2B1 uptake transzporterrel való kölcsönhatás vizsgálatára 

Míg a legtöbb transzporter interakciót vizsgáló farmakológiai modell a vér-agy gát – 

jellemzően MDCK vagy Caco-2 sejteken végzett transzportfolyamatainak 

DOI:10.14753/SE.2022.2596



 

63  

modellezésével foglalkozik (257), csoportunk olyan in vitro modellrendszer létrehozását 

tűzte ki célul, amellyel lehetővé válik a transzporterek tumoros sejtek kemoszenzitivitásra 

való hatásának vizsgálata. A431 humán epidermoid carcinoma sejtvonal MDR efflux 

(ABCB1 és ABCG2), illetve uptake (OATP2B1) transzportert expresszáló variánsait, 

illetve humán Mes-Sa uterin szarkóma sejtvonal ABCB1 transzportert expresszáló Mes-

Sa-B1, illetve az ABCB1 transzportert szintén expresszáló doxorubicin rezisztens 

változatát (Mes-Sa/Dx5) jellemeztük kokultúra modellben. Korábbi kísérletek igazolták, 

hogy ezek a sejtvonalak jól használhatók citotoxikus MDR-szubsztrátok és MDR-

szelektív vegyületek azonosítására (1 78 ,  18 7 ,  211 ,  258 ,  259 ) . OATP2B1 

transzporter hatásának vizsgálatánál is hasonló in vitro modellt szerettük volna használni, 

amelyre az A431 sejtvonal alkalmasnak is bizonyult (158). 

 

Brimacombe és mtársai kettő fluoreszcens sejtvonalat tartalmazó kokultúra rendszer 

segítségével az NCI-60 tumoros sejtpanel OVCAR-8 (parentális) sejt érzékenységét 

hasonlította össze az NCI/ADR-RES származékkal, amely kifejezi az ABCB1/Pgp 

transzportert, lehetővé téve a különböző vegyületek hatásának vizsgálatát a parentális és 

transzportert expresszáló sejtekben hasonló körülmények közt (202). Ezt a gondolatot 

fejlesztettük tovább a parentális sejtvonal mellett egy uptake transzportert (OATP2B1), 

illetve két efflux transzportert (ABCB1 és ABCG2) expresszáló sejtvonalat tartalmazó 

kokultúra kialakításával, gondosan megválasztva azokat a fluoreszcens fehérjéket, 

amelyek lehetővé teszik a különböző sejtvonalakon mért citotoxikus hatás párhuzamos 

detektálását. Az általunk kidolgozott in vitro sejtproliferáció gátlást mérő rendszerben a 

különböző hullámhosszon emittáló (egymással nem interferáló) fluoreszcens proteinnel 

transzfektált variánsok kokultúrában, multiplexing technikával, direkt fluoreszcens 

méréssel vizsgálhatók. A fluoreszcencia intenzitás értéke arányos a sejtszámmal, így a 

kialakított sejtvonalak alkalmasak ABCB1, ABCG2, OATP2B1 transzporter 

szubsztrátok, illetve MDR sejteket szelektíven elpusztító vegyületek azonosítására. A 

kialakított rendszer segítségével az Amerikai Nemzeti Rákkutató Intézet Developmental 

Therapeutics Program (NCI DTP) által összeválogatott Onkológiai készlet 101 

vegyületét teszteltük. Az ABCB1 transzportert overexpresszáló sejten mért eredmények 

megerősítették, hogy a parentális mellett ABCB1 és ABCG2 transzportert expresszáló 

sejtvonalakat tartalmazó kokultúra modellel Pgp szubsztrátok azonosíthatók (5. 
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Táblázat). Az Onkológiai készletben található vegyületek az NCI60 sejtpanelen is le 

lettek mérve, így lehetőségünk volt az ABCB1 transzporteren mért adatok in silico 

értékelésére az NCI-60 tumorsejtpanel ABCB1 mRNS expressziójának és 

drogérzékenységi mintázatának korrelációs analízisével. Az NCI-60 tumorsejtpanel 60 

sejtvonalának ABCB1 mRNS expressziója és a 60 sejtvonalon mért egyes vegyületek 

sejtvonalakra gyakorolt citotoxikus hatásának (pGI50) értékével jellemzett 

drogérzékenysége közt korrelációs analízist végeztünk az Onkológiai készletben található 

101 vegyület esetén. Pearson korrelációs koefficienst (PCC) számoltunk a letölthető 

adatbázisban szerepelt toxicitási adatokból. A pozitív korreláció (PCC≥0,4) a növekvő 

transzporter kifejeződés esetében növekvő drogérzékenységnek felel meg, ami MDR-

szelektív tulajdonságra utal, míg a negatív korreláció (PCC≤-0,4) szubsztrátjelölt 

molekulát feltételez (207, 260) ABCB1 mediált rezisztenciára utal. 

Mind a Mes-Sa (Mes-Sa mCh, Mes-Sa/Dx5 eGFP, Mes-Sa-B1 mOr), mind az A431 

hármas kokultúrán (A431 eGFP, A431-B1 mCh, A431-G2 mOr) mért tesztek során az 

összes azonosított Pgp szubsztrát negatív Pearson-korrelációs együtthatóval jellemezhető 

(PCC <- 0,4), ezzel is jelezve, hogy a fluoreszcencia-alapú kokultúra modellen történő 

citotoxicitási szűrés összehasonlítható az NCI-60 tumorsejtpanelen történő in silico 

szűréssel (23. ábra). Ráadásul az in silico predikció számos ismert Pgp-szubsztrátra fals 

eredményt adott, ilyen volt például a vinkrisztin, dasatinib, docetaxel, ixabepilon, 

kabazitaxel, tenipozid és etopozid, amelyeket mind a Mes-Sa, mind az A431 modellen 

sikeresen azonosítottunk (5. táblázat). Feltehető, hogy a toxicitás mértékét az ABCB1 

transzporteren kívül számos egyéb sejtes faktor befolyásolhatja az egyes sejttípusokban 

eltérően (metabolizáló enzimek működése, eltérő plazmamembrán permeabilitás, egyéb 

transzporterek működése), ami nem teszi lehetővé egyes esetekben az ABCB1 

transzporter kölcsönhatás mérését. Például a crizotinib (261) és bortezomibot (262) Pgp 

szubsztrátként írták le, amelyet csak a Mes-Sa panelen azonosítottuk (RR = 9,9 és 4,3 

Mes-Sa-B1 és RR = 21,3, illetve 17 Mes-Sa/Dx5 esetén), míg lényegesen alacsonyabb 

RR arányt mértünk az A431 hármas kokultúrában (RR = 2,6 és 3) - ami az általunk 

definiált hatásküszöbérték alatt van. Az adatbázis tartalmaz olyan vegyületeket, 

amelyeknél a toxicitás pozitívan korrelál az ABCB1 expressziójával az NCI60 

sejtpanelben, jelezve, hogy a Pgp nem csak rezisztenciát okozhat, de egyes vegyületek 

toxicitását fokozhatja a Pgp expresszió, ( 2 0 7 ) . Ilyen például az NSC57969, amely 
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szelektív toxicitást mutat a Pgp-t expresszáló sejtekkel szemben, lehetőséget nyújtva a 

rezisztens sejtek szelektív elpusztítására a magas Pgp expressziójú tumorok esetén (263). 
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23. ábra: NCI-60 sejtpanel ABCB1 expressziós és drogérzékenységi mintázatának 

korrelációs analízise során prediktálhatók a szűrés alatt is azonosított ABCB1 

szubsztrátok. A PCC <-0,4 feltételezett szubsztrátokat jelöl. A fekete pontok a szűrés 

során szubsztrátként azonosított vegyületeket jelölik, amelyeknek a toxicitását a 

parentális sejtekhez viszonyítva az ABCB1 csökkentette a) Mes-Sa-B1 (RR> 3, 

szaggatott vonal), b) Mes-Sa/Dx5 c) és A431B1 sejtvonalon mérve. 

A transzporter-szubsztrát kölcsönhatáson kívül lehetőség nyílik „érzékenyítő” vegyületek 

vizsgálatára is az általunk használt modellekben. Az ún. MDR-szeletív molekulák az 

ABCB1 transzporter kifejeződése esetén szelektíven megnövekedett toxikus hatású 

vegyületek, ugyanakkor a szelektív hipertoxicitás a transzporter fehérje funkciójának 

gátlásával megszűntethető. Az Onkológiai készletben található molekulák közül MDR-

szelektív vegyületet nem azonosítottunk (16. ábra), az ABCB1 transzporter által okozott 

szelektív toxicitás a Mes-Sa/Dx5 sejtekre korlátozódott, az A431 sejtvonalon nem 

sikerült reprodukálni. Ez mutatta, hogy a megnövekedett toxicitás nem Pgp-hez 

kapcsoltan volt jelen ( 1 8 5 ) . Mivel több vegyület esetén a Mes-Sa/Dx5 sejteken mért 

paradox érzékenység a Mes-Sa-B1 sejteken nem volt reprodukálható, így a Mes-Sa/Dx5 

sejteken mért toxikus hatás feltehetőleg szelekciós folyamat következménye, amely 

egyidejűleg szelektálhatott egyéb, a rezisztenciát biztosító mechanizmushoz asszociált 

tulajdonságot is. ABCG2 transzportert overexpresszáló sejtekre szelektíven toxikus 
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vegyületet sem tartalmazott a vizsgált vegyületkönyvtár (17. Ábra). A kialakított módszer 

segítségével a jövőben lehetőség nyílik az NCI DTP által összeválogatott további 

vegyületkönytárainak (Approved Oncology Drugs Set, Diversity Set, Natural Product 

Set, Mechanistic Set) tesztelésére.  

Az OATP-k gyógyszerérzékenységben való szerepét a mai napig kevés tanulmány 

vizsgálta. Kimutatták, hogy az OATP1B1 érzékenyíti a sejteket flavopiridol felvétele 

esetén (264), az OATP1B3 és az OATP2B1 szintén növelte a metotrexát és az 

atorvasztatin toxicitását ( 2 6 5 ) . Az ABCB1 és ABCG2 efflux transzportereket 

expresszáló fluoreszcencia alapú kokultúra rendszer hagyományos citotoxicitási 

kísérletekkel, ismert ABCB1 és ABCG2 szubsztrátokkal történő validálása után 

monokultúrában és kokultúrában (3. táblázat), a szűrést OATP2B1 transzportert 

expresszáló A431 kokultúra modellen is megismételtük.  A további mérésekben az NCI 

DTP Onkológiai készlet IV-ben 13 kemoterápiás kezelésben használt vegyületet 

azonosítottunk, amelynek toxicitása az OATP2B1 transzportert overexpresszáló sejteket 

érzékenyítette a parentálissal szemben (19. ábra). A metotrexáton és etopozidon kívül a 

többi vegyület esetében az OATP2B1 transzporterrel való kölcsönhatásról eddig nem 

számoltak be. Etopozidot korábban már OATP2B1 szubsztrátként ( 2 6 6 ) , közeli 

szerkezeti analógját, tenipozidot OATP1B1 és OATP1B3 transzporter inhibitoraként 

(267) azonosították. Docetaxelt a szűrés során mindhárom vizsgált transzporter 

szubsztrátjaként azonosítottuk, további vizsgálatok OATP1B3 transzporterrel való 

kölcsönhatásra is utalnak (268). A taxolról korábban publikálták, hogy nem lép 

kölcsönhatásba OATP2B1 transzporterrel ( 2 6 9 ) , amelyet szűrésünk is megerősített (19. 

ábra). A korábban OATP1B1 szubsztrátként azonosított tamoxifennél (270)  az 

OATP2B1 transzporterrel való kölcsönhatást a  Cascade Blue mérés során azonosítottuk, 

így valószínűsíthető, hogy inhibitor. A tamoxifent az ABCB1 és ABCG2 efflux 

transzporterek is felismerik. Abban az esetben, ha a vegyületet efflux és uptake 

transzporterek is felismerik, érdekes lehet megvizsgálni az uptake/efflux kölcsönhatás 

nettó hatását A transzporterek által közvetített gyógyszerfelvétel mértéke nagyrészt 

patofiziológiai faktoroktól függ, ideértve az expresszió szintjét.  

 

Az OATP transzporterek kemoterápiás kezelések során használt vegyületekkel való 

kölcsönhatásairól jelenleg kevés adat áll rendelkezésünkre. Nagyáteresztőképességű 
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szűrés során igazoltuk, hogy az OATP2B1 transzporter jelenléte érzékenyíti a sejteket 

egyes kemoterápiás szerekkel szemben. Az általunk kialakított módszertan robosztus 

kísérleti eszközt nyújt az ABCB1 és ABCG2 efflux és OATP2B1 uptake 

transzporterekkel való kölcsönhatások feltérképezésére izogenikus sejtvonalak 

alkalmazása esetén. A szűrés során használt izogenikus sejtekben, szelekciós folyamattól 

mentes körülmények között végzett transzporter-vizsgálatokkal lehetőség nyílik egyetlen 

transzportert kifejező fehérje működéséhez köthető rezisztencia kifejeződésének 

vizsgálata. Ráadásul a vegyületek izogén sejtvonalakon történő tesztelése, amelyek csak 

az általuk expresszált transzporter fehérjében és a fluoreszcens protein színében 

különböznek multiplex technikának köszönhetően költséghatékonyak, időtakarékosak, 

illetve garantált a sejteket ért azonos tesztelési körülmény is. 

Az OATP2B1 fehérjével elért eredményeimből kiindulva elkészültek egyéb OATP 

transzportert expresszáló (OATP1B1, OATP1B3) és fluoreszcens fehérjét is termelő 

sejtvonalak, amelyeken hasonló vizsgálatokat tervezünk. Az általam kidolgozott módszer 

alapján ezeken a sejtvonalakon is lehet és érdemes HT szűrést elvégezni, mert ennek 

segítségével toxikus szubsztrát molekulák azonosíthatók. 

6.2. Kombinált kezelésben használt vegyületek kölcsönhatásának automatizált 

vizsgálata 

Az MDR megoldását számos kísérletben a Pgp gátlásán keresztül kívánták megvalósítani, 

azonban ez a megoldási stratégia a klinikai vizsgálatok során elbukott a nem várt 

toxicitás, a gyógyszer-kölcsönhatások és a klinikai vizsgálatok tervezési problémái miatt 

( 2 7 1 ,  2 7 2 ) . Ezt követően egy részletesebben kidolgozott, finomhangolt 

megközelítésre volt szükség, mely magában foglalja a transzporter-gátlók és a citotoxikus 

szerek együttes alkalmazását. A múlt évszázadtól egyre nagyobb szerepet kapott a 

hatóanyagok kombinációkban történő vizsgálata, sorra próbálták kvantitatívan 

meghatározni egyes gyógyszerek és kombinációik dózis-hatás összefüggését. Többféle 

megközelítéssel számtalan modell, hipotézis és teória született az analízis alapját 

szolgáltató matematikai háttérrel kapcsolatban ( 2 7 3 - 2 7 8 ) . 2006-ban Ting-Chao Chou 

összegezte az addigi tapasztalatokat az ún. Chou-Talalay kombinációs index módszerben 

(212). A módszer segítségével olyan gyógyszer- kombinációkat azonosíthatunk, melyek 

szinergista hatásuk révén alacsony dózisban alkalmazhatóak, így alkalmazásuk kevesebb 
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mellékhatással járhatna együtt. A vegyületek kombinációban történő alkalmazása során 

tapasztalt hatás nem mindig egyenértékű önmagukban mért hatásuk összegével. Gyakran 

a gyógyszerhatások megegyeznek a vegyületek hatásának összegével (additív), de 

előfordul hogy növelik (szinergista) vagy csökkentik (antagonista) egymás hatását, illetve 

kölcsönhatásaik révén eltérő befolyással lehetnek a terápia során tapasztalt 

mellékhatásokra ( 2 7 9 ) .  

Doktori munkám második részében egy kollaboráció keretén belül vizsgáltuk, hogy in 

vitro modellezhető rezisztencia indukciót meg lehet-e előzni COX-2 gátlókkal történő 

kombinációs kezeléssel. Mindamellett, hogy a COX-2 enzim gátlószerek fontos szerepet 

játszanak a fájdalom és a gyulladás csökkentésének kialakulásában, emellett alkalmasak 

lehetnek malignus folyamatok kezelésére is. A COX-2 fokozott expresszióját számos 

daganattípus esetén leírták: többek közt vastagbél- ( 2 8 0 ) , gyomor- ( 2 8 1 ) , máj- 

( 2 8 2 ) , petefészek- ( 2 8 3 ) , méhtest- ( 2 8 4 ) , hasnyálmirigy- ( 2 8 5 ) , emlő- ( 2 8 6 ) , 

bőr- ( 2 8 7 ) , és nem-kissejtes tüdőrákban (288). Ezen túlmenően számos daganattípusban 

kimutatták a COX-2 fokozott expressziója és az ABCB1 overexpresszió közti pozitív 

korrelációt (235, 289-291), miáltal a COX-2 magas szintjének gátlása negatív 

prognosztikai faktor révén klinikai előnyökkel járhat. A kísérletsorozat eredményeként 

COX-2 gátlószer celecoxib doxorubicinnel együttesen alkalmazva a terápia rezisztencia 

kialakulásáért felelős Pgp aktivitásának fokozódását képes volt megakadályozni (239). 

A COX-2 és az ABCB1 mediált MDR közötti kapcsolat vizsgálatára klinikailag 

alkalmazott celecoxib (292) és firocoxib (293) COX-2 gátlószereket teszteltük automatizált 

rendszer segítségével, citotoxikus szerként alkalmazott doxorubicinnel kombinálva. A 

kombinációs kísérletek során a celecoxibot doxorubicinnel kombinációban alkalmazva 

enyhén antagonista, illetve additív hatást mértünk, a vegyületek nem erősítették egymás 

citotoxikus hatását sem P388 sem CLBL-1 sejteken mérve. Az elvégzett szinergia 

vegyületkölcsönhatás vizsgálata során nyert eredmények tekintetében kijelenthető, hogy 

a rezisztencia kialakulásának megakadályozása nem a két vegyület szinerg hatása miatt 

következett be. Firocoxib esetén ugyanakkor szinergista hatást mértünk P388 

sejtvonalon, míg enyhén antagonista, illetve additív hatást CLBL-1 sejteken. Mivel a 

celecoxib önmagában nem gátolja az ABCB1 funkcióját, és mivel a kombinációs 

kísérletben nem mutatott szinergista hatást a doxorubicin kezeléssel kialakított rezisztens 
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sejteken, arra következtettünk, hogy az MDR fenotípus megjelenését a celecoxib a Pgp 

expressziójának mértékébe beavatkozva akadályozza meg (239). 
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7. Következtetések 

1. Létrehoztunk egy kokultúrában alkalmazható, fluoreszcencia alapú, efflux és 

uptake transzporterekkel való kölcsönhatás vizsgálatára alkalmas HTS-kompatibilis 

esszét. 

2. A kialakított szűrőrendszer segítségével elvégeztük az NCI DTP Onkológiai 

készlet IV vegyületkönyvtár jellemzését, és azonosítottuk azokat a molekulákat, amelyek 

eltérő toxicitást mutattak ABCB1, ABCG2 és OATP2B1 transzportert overexpresszáló 

sejtvonalakban. 

3. Másodlagos tesztek során igazoltuk az azonosított molekulák transzporterekkel 

való kölcsönhatását. 

4. A szűrési platform segítségével új, az OATP2B1 transzporterrel kölcsönható 

vegyületeket fedeztünk fel. 

5. Kimutattuk, hogy a COX-2 gátlószer celecoxib doxorubicinnel kombinálva képes 

az MDR in vitro kialakulásának megelőzésére. Robotizált kombinációs esszé 

segítségével bebizonyítottuk, hogy a celecoxib Pgp indukció gátló hatása nem a két 

vegyület szinerg toxicitásán alapul. 
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8. Összefoglalás 

A biológiai membránokon keresztüli áteresztőképességet a membránban található efflux 

(pl. ABCB1 és ABCG2) és uptake (pl. OATP2B1) funkciókat ellátó transzporterek 

határozzák meg. A transzporterek barrierekben való lokalizációjuk révén jelentős 

szerepet játszanak a drogok ADME-Tox paramétereinek kialakításában egyfajta 

kemoimmunitási hálózat részeként. A több, szerkezetileg és hatásmechanizmusában is 

diverz vegyületnek ellenálló multidrog rezisztens (MDR) tumoros sejteket legtöbbször az 

MDR ABC transzporterek védik, melyek emelkedett expressziója miatt a kemoterápiás 

kezelés gyakran hatástalan marad. Egyre több bizonyíték jelzi az OATP-k tumoros 

megbetegedésében való szerepét is, emelkedett expressziójuk egyes tumorokban újfajta 

terápiás lehetőségeket vet fel. A gyógyszerkutatás és gyógyszerfejlesztés során 

gyógyszer–transzporter kölcsönhatások tesztelése a preklinikai fázis döntő lépése. 

A doktori munkám során a gyógyszerek megoszlását befolyásoló transzporterek 

vizsgálatának céljából olyan nagy áteresztőképességű (HTS) in vitro módszer fejlesztését 

tűztük ki célul, amely lehetővé teszi az uptake és efflux transzporterekkel kölcsönható 

molekulák azonosítását. A kokultúrában alkalmazható sejtvonal párokból HTS-

kompatibilis esszé kialakítása után az NCI DTP Onkológiai készlet IV vegyületkönyvtár 

tesztelését végeztem, illetve a kapott eredményeket másodlagos tesztek során validáltam. 

Az eredmények tükrében a szűrési rendszer segítségével azonosított ABCB1 és ABCG2 

szubsztrát molekulák, illetve OATP2B1 szubsztrátok hozzájárulnak az efflux és uptake 

transzporterek patológiás folyamatokban betöltött szerepének jobb megismeréséhez. A 

kemoterápiás kezelés során használt hatóanyagok gyógyszer- transzporter interakciós 

profiljainak azonosításával lehetőség nyílik az MDR mechanizmusok előrejelzésére, 

kiküszöbölésére vagy kihasználására. 

Doktori munkám második felében egy kollaboráció keretében bizonyítottuk, hogy a 

COX-2 gátlószer celecoxib doxorubicinnel kombinálva képes az MDR in vitro 

kialakulásának megelőzésére. Robotizált kombinációs esszé segítségével megmutattuk, 

hogy a celecoxib Pgp indukció gátló hatása nem a két vegyület szinerg toxicitásán alapul. 
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Summary 

Permeability across biological membranes is determined by membrane transporters, 

which can be major determinants of pharmacokinetics, drug safety and efficacy. 

Transporters are membrane proteins that control the influx of essential nutrients and ions 

and the efflux of cellular waste, environmental toxins, drugs, and other xenobiotics. They 

play an important role in ADME-Tox processes as a critical element of the innate defense 

system termed the "chemoimmunity" network. Multidrug resistance (MDR) is a major 

obstacle in effective chemotherapy for cancer patients. It is defined by the development 

of cellular resistance to a large variety of structurally unrelated drugs with diverse 

mechanisms of action. Knowledge of transporters affecting the efflux and uptake 

mechanism of chemotherapeutic drugs in tumors allow us to predict, counteract or exploit 

resistance mechanisms. Identification of drug-transporter interaction profiles during the 

drug discovery process is crucial to explore ADME properties of therapeutic compounds. 

 

My aim was to adapt a high-throughput, fluorescence-based in vitro screening method to 

allow the identification of compounds interacting with efflux and uptake transporters. The 

in vitro triple-fluorescence-based cytotoxicity screen is based on the co-culturing cells 

expressing different fluorescent proteins and transporters. We used the screening system 

to characterize the ability of the transporter proteins to modulate the cytotoxic activity of 

114 clinically used chemotherapeutics compiled in the Developmental Therapeutics 

Program’s (DTP) Oncology Set IV. In addition to identifying known substrates of 

ABCB1 and ABCG2, the fluorescence-based cytotoxicity assays identified 13 novel 

putative OATP2B1 substrates whose toxicity was increased in OATP2B1 expressing 

cells. Interaction of these compounds with OATP2B1 was verified in dedicated transport 

assays. Understanding drug-transporter interactions is needed to increase the efficacy of 

chemotherapeutic agents. The use of automated screening techniques allows for efficient 

examination of drug-drug interactions hence accelerating the identification of potential 

drug combinations. The results highlight the potential of the fluorescence-based HT 

screening system for identifying transporter substrates, opening the way for the design of 

therapeutic approaches based on the inhibition or even the exploitation of transporters in 

cancer cells. 
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Abstract 
Membrane transporters play an important role in the absorption, distribution, metabolism and excretion of drugs. The cellular 

accumulation of many drugs is the result of the net function of efflux and influx transporters. Efflux transporters such as P-

glycoprotein/ABCB1 have been shown to confer multidrug resistance in cancer. Although expression of uptake transporters 

has been confirmed in cancer cells, their role in chemotherapy response has not been systematically investigated. In the present 

study we have adapted a fluorescence-based cytotoxic assay to characterize the influence of key drug-transporters on the toxicity 

of approved anticancer drugs. Co-cultures of fluorescently labeled parental and transporter-expressing cells (expressing 

ABCB1, ABCG2 or OATP2B1) were screened against 101 FDA-approved anticancer drugs, using a novel, automated, triple 

fluorescence-based cytotoxicity assay. By measuring the survival of parental and transporter-expressing cells in co-cultures, we 

identify those FDA-approved anticancer drugs, whose toxicity is influenced by ABCB1, ABCG2 or OATP2B1. In addition to 

confirming known substrates of ABCB1 and ABCG2, the fluorescence-based cytotoxicity assays identified anticancer agents 

whose toxicity was increased in OATP2B1 expressing cells. Interaction of these compounds with OATP2B1 was verified in 

dedicated transport assays using cell-impermeant fluorescent substrates. Understanding drugtransporter interactions is needed 

to increase the efficacy of chemotherapeutic agents. Our results highlight the potential of the fluorescence-based HT screening 

system for identifying transporter substrates, opening the way for the design of therapeutic approaches based on the inhibition 

or even the exploitation of transporters in cancer cells. 
Keywords High-throughput screen · Anticancer drugs · Cytotoxicity · ATP-binding cassette transporters · Organic Anon 

Transporting Polypeptides 
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Plasma membrane proteins play important roles in regulating 

the cellular uptake and efflux of nutrients, xenobiotics and 

drugs. Expressed in pharmacological barriers, transporters 

modulate the absorption, distribution, metabolism and 

excretion (ADME) of compounds (Szakács et al. 2008; César-

Razquin et al. 2015). Drug exporters such as ABCB1 (P-

glycoprotein/Pgp), ABCG2 (Breast cancer resistance protein, 

BCRP) or ABCC1 (Multidrug resistance-associated protein 1, 

MRP1) belong to the ATP-binding cassette (ABC) 

superfamily, and typically mediate the transmembrane 

transport of a wide variety of xenobiotics, drugs, lipids, sterols, 

and metabolic products by utilizing the energy of ATP 

hydrolysis (Ambudkar et al. 1999; Fletcher et al. 2010). 

Transporters mediating drug import are members of the solute 

carrier (SLC) superfamily. SLC transporters also influence 

drug disposition and efficacy, and are sites of drug–drug 

interactions leading to toxicity (Giacomini et al. 2010; 

Giacomini and Huang 2013). One of the major SLC uptake 

transporters involved in ADME processes are members of the 

OATP (organic anion transporting polypeptide, SLCO) family. 

OATPs are anion exchangers mediating the cellular uptake of 
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organic compounds with a molecular weight of more than 300 

Da in an ATP- and  Na+ independent manner (Roth et al. 

2012). The liver-specific OATP1B1 (SLCO1B1) and 

OATP1B3 (SLCO1B3) are responsible for the hepatic 

detoxification of numerous drugs. According to recent FDA 

(US Food and Drug Administration) and EMA (European 

Medicines Agency) recommendations, these uptake 

transporters must be investigated for interaction with any 

novel molecular entity undergoing hepatic clearance 

(Giacomini and Huang 2013). OATP2B1 (SLCO2B1) is also 

a multispecific transporter, mediating cellular uptake of a 

plethora of clinically applied medicines (e.g., statins, 

antihistamines, and antivirals) (Tamai and Nakanishi 2013; 

Yu et al. 2017). However, in contrast to the members of the 

OATP1B subfamily, the role of OATP2B1 in hepatic 

clearance has not yet been proven. Owing to its wider tissue 

expression, OATP2B1 may participate in drug absorption 

from the intestine or across the blood–brain barrier 

(Nakanishi and Tamai 2012; Gao et al. 2015). 

In the last decade, several studies revealed that the 

multidrug resistance phenotype in tumors is associated with 

the overexpression of certain ABC transporters, termed 

multidrug resistance (MDR) proteins. Expressed in cancer 

cells, ABCB1, ABCG2 or ABCC1 mediate the efflux of 

chemotherapeutics, allowing the survival of multidrug-

resistant clones despite toxic chemotherapy (Gottesman et al. 

2002). While OATP2B1 overexpression has been 

demonstrated in various tumors (e.g., breast cancer, gliomas, 

bone cysts), its role in chemotherapy response (sensitivity) 

has not been proven (Matsumoto et al. 2015; Kovacsics et al. 

2017). In particular, the range of OATP2B1 substrates among 

currently used chemotherapeutics is not known. In the present 

study, we have adapted a fluorescence-based cytotoxic assay 

to identify the influence of key drug transporters on the 

toxicity of approved anticancer drugs. By measuring the 

survival of parental and transporter-expressing cells in co-

cultures exposed to the drugs included in the NCI DTP 

oncology drug set, we identify those FDA-approved 

anticancer drugs, whose toxicity is influenced by the drug 

transporters. 

Methods 

Cell lines and culture conditions 
 
A431 and Mes-Sa cell lines, including Mes-Sa/Dx5 were 

obtained from ATCC. ABCB1 and ABCG2 were expressed 

in A431 and Mes-Sa cells using lentiviral transduction (Pape 

et al. 2015), while OATP2B1 expressing cells were generated 

as described previously (Patik et al. 2018). After the 

transduction, cell lines were tested by flow cytometry and 

were sorted based on transporter expression/function, and in 

the case of the OATP2B1-expressing cell line, on CD4 

protein expression. Parental, SLCO2B1, ABCG2 and ABCB1 

overexpressing cell lines were transduced with the fluorescent 

protein expressing lentiviral supernatants produced with 

pRRL-EF1-mCherry, -mOrange or -eGFP expression plasmid 

in a second round of transduction. Mes-Sa/Dx5-eGFP cells 

were repeatedly cultured in 500 nM doxorubicin to ensure 

homogenous expression of Pgp. All cell lines were cultured at 

37 °C, 5%  CO2, in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

(DMEM, SigmaAldrich, 52100047), supplemented with 10% 

FBS, 2 mM L-glutamine and 100 units/mL penicillin and 100 

µg/mL streptomycin (ThermoFisher). Functional expression of 

ABCB1 and ABCG2 was regularly checked with cytotoxicity 

assays using mitoxantrone in the absence or presence of 

tariquidar. Functional expression of OATP2B1 in A431-2B1 

was verified by the Cascade Blue uptake assay (Patik et al. 

2018) in the presence or the absence of estrone-3-sulfate (Fig. 

S1). 

Fluorescence‑based cytotoxicity assays 
 
All experiments were performed using a robotic pipetting 

workstation (Hamilton Robotics STAR Let). Cells were seeded 

at a final cell density of 1875 cells per well in 384well plates in 

the triple co-culture (625 cells from each lines) and at 2500 

cells per well in the A431 control and A431-2B1 co-culture 

(1250 cells from both) systems. Co-cultured cells were 

incubated for 24 h at 37 °C and 5%  CO2 under humidified 

atmosphere prior to the addition of drugs. In the primary assays, 

compounds were added in a six-point dose response format 

with threefold dilution (the final volume was 60 µl, DMSO did 

not exceeded 1%). Six compounds (valrubicin, doxorubicin, 

daunomycin, mitoxantrone, mithramycin, dactinomycin) were 

excluded from the fluorescence-based screens because of their 

intrinsic fluorescence. 144 h after drug addition, fluorescence 

was recorded by a Perkin Elmer EnSpire microplate reader 

(GFP:  485ex/510em; mCherry:  585ex/610em; mOrange: 5 

45ex/567em) by scanning the plate at a resolution of four points 

per well. Data were exported to a custom-made program for 

determining growth inhibition curves for each cell line. In 

confirmatory screens, compounds were tested with the same 

method in a nine-point dose response format. For validation, 

compounds were confirmed in cytotoxicity assays using the 

PrestoBlue cell viability reagent (ThermoFisher), according to 

the manufacturer’s instructions.
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Data analysis 
 
In the primary screening, I C50 was estimated by the intercept 

of the linear regression fitted on nearest values. In the 

confirmatory screening,  IC50 values were obtained by 

sigmoidal curve fitting using the GraphPad Prism software. 

Differences of the  IC50 values between the cell lines were 

analyzed by two-sided unpaired Student t test, and results 

were considered statistically significant at a P value of < 0.05 

(*) or 0.01 (**). Mean I C50 values were calculated as the 

average of 3–10 replicates. The Resistance Ratio (RR) was 

calculated by dividing the  IC50 values measured against the 

multidrug resistant, transporter-expressing derivative by the 

cytotoxicity measured in the parental cell line; the Selectivity 

Ratio (SR) is the inverse of RR. Differences were considered 

to be biologically relevant at RR > 3 or SR > 3. 

 

Microplate‑based uptake assay 
 
OATP-expressing A431 cells were seeded (7 × 104 cells in 

200 µl final volume/well) onto 96-well plates and cultured for 

16–24 h at 37 °C, 5% C O2. After reaching confluence, the 

supernatant was removed and the cells were washed 

threetimes with 200 µl of phosphate-buffered saline (PBS). 

The cells were preincubated in the presence of the compounds 

for 5 min at 37 °C. The amount of solvent was kept below 

0.5% throughout the study to avoid interference with the 

fluorescence of the dyes. The reaction was started with the 

addition of 50 µl Cascade Blue fluorescent dye (10 µM final 

concentration in a final volume of 100 µl) and the plate was 

incubated at 37 °C for 30 min (Patik et al. 2018). The reaction 

was stopped by the addition of 200 µl ice-cold PBS. The 

supernatant was rapidly removed, and the cells were washed 

three-times with 200 µl ice-cold PBS. Finally, 200 µl PBS 

was added to the cells and fluorescence was measured at room 

temperature using an EnSpire fluorescent plate reader (Perkin 

Elmer) at wavelengths  401ex/419em nm. 

 
 

Determination of Cascade Blue dye uptake by flow 
cytometry 

 
A431 cells were collected after trypsinization (0.1% trypsin) 

and washed twice with uptake buffer (125 mM NaCl, 4.8 mM 

KCl, 1.2 mM C aCl2, 1.2 mM K H2PO4, 12 mM  MgSO4, 25 

mM MES, and 5.6 mM glucose, with the pH adjusted to 5.5 

using 10 N NaOH/1 M HEPES). 5 × 105 cells were 

preincubated at 37 °C with or without estrone-3-sulfate. After 

preincubation, 5 µM Cascade Blue hydrazide was added in a 

final volume of 100 µl for 30 min. The reaction was stopped 

by the addition of 1 ml ice-cold PBS. The cells were kept on 

ice until flow cytometry analysis. The cellular fluorescence of 

min. 20,000 live cells was determined using an Attune 

Acoustic Focusing Cytometer (Applied Biosystems, Life 

Technologies, Carlsbad, CA, US). 

 

NCI DTP database and in silico screening 
 
For in silico calculations, we focused on the NCI DTP oncology 

set IV compound collection and the associated cytotoxicity data 

released in December, 2016 (https ://dtp.cance r.gov/). Putative 

substrates were identified based on correlation of cytotoxicity 

patterns to transporter expression within the NCI60 panel 

(Szakács et al. 2004). 

 

Materials 

Chemicals 
 
The NCI DTP oncology drug set IV, containing 101 

FDAapproved anticancer drugs, was obtained from the NCI/ 

NIH DTP Open Chemical Repository as 10 mM DMSO 

solutions. Compounds for the follow up experiments were 

purchased from several vendors: methotrexate (NSC-740), 

teniposide (NSC-122819) and thioplex (NSC-6396) were 

obtained from Merck Irinotecan (NSC-616348), capecitabine 

(NSC-712807), bleomycin (NSC-125066), docetaxel (NSC-

628503) and carfilzomib (NSC-758252) were purchased from 

SelleckChem; carboplatin (NSC-241240) was from Accord 

Healthcare; Etoposide (NSC-141540) was purchased from 

TEVA; estrone-3-sulfate and Cascade Blue hydrazide were 

from ThermoFisher Scientific 

 

Results 
 

Establishment and validation of the triple 
co‑cultured cell cytotoxicity assay 

 
We have shown earlier that the human epidermoid carcinoma 

cell line A431 provides a reliable and stable model for the 

characterization of the function of MDR ABC transporters 

ABCB1 and ABCG2 (Elkind et al. 2005; Nerada et al. 2016). 

For the purpose of this study we expressed the eGFP 

fluorescent protein in parental A431 cells, and mCherry or 

mOrange in A431 cells stably expressing 

ABCB1/Pglycoprotein (Pgp) or ABCG2, respectively. In 

addition, we transfected the human sarcoma cell line Mes-Sa 

and its multidrug-resistant counterparts (Mes-Sa/Dx5 and 

MesSa-B1) with mCherry (mCh), eGFP or mOrange (mOr), 

respectively. Transporter activity and the stable expression 

of the fluorescent tags were verified by functional assays and 

cytotoxicity experiments (Fig. S1). Correlation between the 

fluorescence intensity and cell number was maintained in the 
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triplicate co-cultures, indicating that the relative number of 

the parental and transporter-expressing cells can be reliably 

estimated by measuring the fluorescence of the individual cell 

lines in the same well (Fig. S2). Growth of the differently 

tagged cell lines could be selectively quantified both in mono- 

and triple co-cultures, indicating that this setup was amenable 

to a fluorescence-based cytotoxicity assay (Fig. 1a). The 

triple-fluorescence-based cytotoxicity assay measures the 

growth inhibitory effect of test compounds on the co-culture of 

differently tagged parental and transporter-expressing cell 

lines. The assay was validated using etoposide, which is known 

to be recognized by both ABCB1  
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◂Fig. 1 Cell growth can be reliably monitored based on the fluorescence 

of differently tagged cell lines. a Cells were plated in a 384 well plate at a 

final cell density of 1875 cells per well in the triple co-culture system (625 

cells from Mes-Sa mCh/Mes-Sa Dx5 eGFP/ Mes-Sa-B1 mOr cell lines; 

625 cells from A431 eGFP/A431-B1 mCh/A431-G2 mOr cell lines) and 

at 2500 cells per well in monocultures. Fluorescence corresponding to the 

density of the individual cell lines was recorded at regular intervals using 

a plate reader. b Validation of the triple-co-cultured fluorescence-based 

cytotoxicity assay.  IC50 values measured in triple coculture condition and 

in monocultures. Mes-Sa, Mes-Sa-B1, Mes-Sa/Dx5 and A431, A431-B1, 

A431-G2 cells were seeded in 384 well plates and were incubated in the 

presence of increasing concentrations of etoposide or the MDRselective 

compound NSC57969 in monoculture (left) and triple coculture 

conditions (middle) measured with fluorescence-based cytotoxic assay, 

and with the PrestoBlue-based cytotoxicity assay (right). The 

fluorescence-based assay measured in triple coculture condition and in 

monoculture, compared with PrestoBlue-based cytotoxic assay provided 

concordant I C50 results (see Table S1) 

 

and ABCG2, as well as an MDR-selective compound  

(NSC57969), which preferentially kills Pgp-expressing cells 

(Füredi et al. 2017) (Fig. 1b). The PrestoBlue-based 

cytotoxicity assay and the fluorescence-based assays measured 

in monoculture and in triple-co-culture provided concordant 

results, confirming that the triple-fluorescence assay is suitable 

for the identification of ABC transporter substrates and MDR-

selective compounds (Table S1). Interestingly, despite the 

overlapping substrate specificity of ABCB1 and ABCG2, 

ABCG2 did not sensitize cells to NSC57969. 

 

The triple‑fluorescence‑based cytotoxicity assay 
identifies ABC transporter substrates in the DTP 
oncology set IV 

 
Next, we used the established co-culture model system to 

characterize the ability of the MDR ABC proteins to 

modulate the cytotoxic activity of 101 clinically used 

chemotherapeutics compiled in the Developmental 

Therapeutics Program’s (DTP) oncology set IV. In the 

primary assays the compounds were tested in six 

concentrations, using a robotic pipetting workstation. As 

expected, the majority of the compounds were highly toxic. 

As compared to the parental Mes-Sa cells, approximately 

20% of the oncology set compounds showed reduced toxicity 

against its multidrug resistant derivatives; compounds 

showing reduced toxicity to Mes-Sa/Dx5 cells were also less 

toxic to Mes-Sa/B1 cells, proving that these compounds are 

P-glycoprotein substrates (Fig. 2a, Table S3). Interestingly, 

several compounds including NSC-125066 (Bleomycin), 

NSC-9706 (Triethylenemelamine), NSC-6396 (Thioplex), 

and NSC-762 (Mechlorethamine) seemed to be more toxic 

against Mes-Sa/Dx5 cells. However, none of these 

compounds proved to preferentially kill Mes-Sa-B1 cells, 

indicating that the paradoxical sensitivity of Mes-Sa/Dx5 

cells is independent of Pgp (Table S2). To substantiate these 

results, we repeated the screen using the co-culture of A431 

cells. Putative Pgp substrates identified by the screen 

performed by the Mes-Sa cells showed reduced toxicity to 

A431-B1 mCh cells (Table S3), but the collateral sensitivity 

of Mes-Sa/Dx5 cells could not be reproduced (Fig. S3). Next, 

we analyzed the differential sensitivity of parental and 

ABCG2-expressing A431 cells. Similarly to Pgp, ABCG2 

conferred resistance to several compounds, which included 

known ABCG2-substrates: mercaptopurine (Wolf et al. 

2008), irinotecan, topotecan (Maliepaard et al. 2001), 

dasatinib, gefitinib, lapatinib (Ozvegy-Laczka et al. 2004; 

Hegedus et al. 2009), clofarabine (Nagai et al. 2011) (Fig. 2b). 

On the other hand, none of the compounds were found to be 

more toxic to ABCG2-expressing cells. 

 

The fluorescence‑based cytotoxicity assay identifies 
putative OATP2B1 transporter substrates 

 
Our experiments performed with the co-culture systems 

indicated that the fluorescent protein based screen can identify 

ABCB1 and ABCG2 substrates. Recent evidence suggests that 

uptake transporters can play a significant role in the uptake of 

cytotoxic drugs. However, compared to MDR transporters, 

there are no systematic studies addressing the contribution of 

uptake transporters to cytotoxicity. Recently, we have 

established a panel of cell lines expressing the members of the 

OATP transporter family, OATP1B1, 1B3 and 2B1, and shown 

that A431 cells can be used to study the function of these OATP 

transporters (Patik et al. 2018). To address the ability of 

OATP2B1 to modulate the toxicity of the DTP compound set, 

we labeled OATP2B1 expressing A431 cells with mCherry. 

Transporter activity and the fluorescence of the cell lines were 

verified by FACS analysis (Figs. 3a, S1). Growth curves of the 

co-cultures confirmed that the relative number of the parental 

and OATP2B1expressing cells can be reliably estimated (Fig. 

3b), suggesting that the fluorescence-based co-culture system 

can be used to characterize the sensitivity of OATP2B1 

expressing cells. 

In the case of OATP2B1, which mediates the uptake of large, 

organic molecules, including chemotherapeutic compounds 

(Thakkar et al. 2015), we expected an increased toxicity of 

transporter substrate chemotherapeutics, due to their elevated 

accumulation in the cells. Whereas the majority of the 

compounds were equally toxic to A431eGFP and A431-2B1 

cells, 13 approved chemotherapeutics showed increased 

activity against A431 cells expressing the uptake transporter 

(Fig. 4). Two compounds that showed uncharacteristic dose–

response patterns were not pursued further (NSC-63878, NSC-

613327), one compound (NSC-9706) was unavailable, and 

another compound was removed due to intrinsic fluorescence 

(NSC-757441). Increased toxicity of the remaining compounds 

against OATP2B1 expressing cells was confirmed in additional 

cytotoxicity experiments
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◂Fig. 2 Screening results of the DTP oncology set IV measured against a 

parental Mes-Sa mCh and Pgp-expressing MDR derivatives [Mes-Sa/Dx5 
eGFP (gray dots) or Mes-Sa-B1 mOr (black dots)]; b parental A431 and 
its ABCG2-expressing derivative (A431-G2). Data points represent 
average p IC50 values derived from at least two independent experiments. 
To evaluate the selective toxicity of the compounds, resistance ratio (RR) 
was calculated by dividing the  IC50 values measured against the multidrug 
resistant, transporterexpressing derivative by the cytotoxicity measured in 
the parental cell line, while the selectivity ratio (SR) was calculated as the 

inverse of RR. Compounds displaying at least a threefold difference in 
toxicity (dashed line) between the control and transporter-expressing cells 
were considered as putative ABCB1 or ABCG2 substrates (RR > 3, see 
inset); or putative MDR-selective compounds (SR > 3, see Table S2) 
 
 

(Table S4), indicating that these compounds may be 

transported by OATP2B1 into the cells. To test this 

proposition, we evaluated the effect of these compounds on the 

accumulation of CascadeBlue in A431-2B1 cells. The results 

clearly indicated that the putative OATP2B1-substrates 

identified by the fluorescence-based cytotoxicity screen show 

high affinity interaction with OATP2B1 (Table 1). 

 

Discussion 
 
Drug transporters are widely acknowledged as important 

determinants of drug pharmacokinetics, pharmacodynamics, 

and toxicity, underlying drug–drug interactions, lack of 

therapeutic efficacy or unwanted toxicity. A large variety of in 

vitro assays have been used to characterize the interaction of 

compounds with transporters (Polli et al. 2001; Sarkadi et al. 

2006). While each approach has unique strengths, there are 

also limitations, and classification of compounds as transporter 

substrates or inhibitors often depends on the specific assay. 

Whereas pharmacological models based on, e.g., MDCK or 

CaCo-2 cells address the role of transporters in 

pharmacological barriers such as the gut or the blood–brain 

barrier, here we wanted to evaluate the influence of the 

transporters on the chemosensitivity of cancer. In this study, 

we characterize Mes-Sa (human sarcoma) and A431 (human 

epidermoid carcinoma) cells, along with their 

transporterexpressing derivatives. In prior work our group has 

shown that both cell lines are suitable for the identification of 

cytotoxic MDR-substrates and MDR-selective compounds 

(Elkind et al. 2005; Hegedűs et al. 2009; Türk et al. 2009; 

Nerada et al. 2016; Füredi et al. 2017; Szabó et al. 2018; 

Temesszentandrási-Ambrus et al. 2018). To evaluate the 

influence of OATP2B1 in the context of the MDR exporters, 

we wanted to use the same in vitro model. We found that A431 

cells are particularly well suited for the evaluation of OATP 

function. First, A431 cells show optimal growth and adherence 

characteristics favoring HTS applications.  

Second, A431 cells allow the stable expression of OATP 

transporters at relevant levels. Third, the signal to noise ratio 

measured in the A431 cell system was particularly high, given 

the very low permeability of these cells to the fluorescent dyes 

used to probe OATP function (Patik et al. 2018). 

In oncological developments, in vitro cytotoxicity testing 

provides a convenient means to characterize the toxicity of new 

chemical entities. Since cellular accumulation of most drugs is 

significantly influenced by the net function of efflux and influx 

transporters, cytotoxicity of the compounds also depends on 

their interaction with transporters. Thus, cytotoxicity assays 

performed with pairs of parental and transporter-expressing 

cells can be used to identify transporter substrates. In the case 

of efflux pumps, compounds that are recognized for transport 

are expected to show reduced toxicity. In contrast, uptake 

transporters may increase the toxicity of their cytotoxic 

substrates by enhancing their cellular accumulation. The 

toxicity of many chemotherapeutics, including new-generation 

anticancer agents, are known to be blunted by efflux 

transporters, but the influence of uptake transporters is 

relatively unexplored. To improve the throughput of 

transporter-based cytotoxicity screens, Brimacombe et al. 

introduced a dual-fluorescence system in which they compared 

the sensitivity of the OVCAR-8 cell line with that of its drug-

selected derivative NCI/ADR-RES (expressing ABCB1/Pgp), 

allowing sensitive and resistant cells to be treated with 

compounds under shared conditions in the same wells 

(Brimacombe et al. 2009). Here we take this approach a step 

further to include up to three cell lines expressing two major 

efflux pumps and a ubiquitous uptake transporter. 

The fluorescence-based viability assay is based on the co-

culture of differentially tagged cell lines. To achieve stable 

expression of transporters, ABCB1 and ABCG2 were 

expressed in A431 and Mes-Sa cells by lentiviral transduction, 

while SLCO2B1 expressing cells were established by the 

Sleeping Beauty transposon-based gene delivery system, using 

the 100× hyperactive SB transposase. In a second round of 

transduction, the cell lines were transduced with the fluorescent 

protein expressing lentiviral supernatants encoding mCherry, 

mOrange or eGFP, carefully chosen to allow parallel detection 

of the cell lines in the same well. Using a robotic work-flow, 

we were able to increase the throughput of our assay to include 

DTP’s approved oncology set, containing most current FDA-

approved anticancer drugs (Table S5). We developed three 

parallel cellular models to evaluate the ability of the triple-

fluorescence assay to capture known ABCB1/Pgp substrates. 

We compared the sensitivity of the parental Mes-Sa cells with 

that of its drug-selected derivative (Mes-Sa/Dx5), and Mes-Sa-

B1 cells, which were engineered to overexpress Pgp. In 

addition, we characterized the sensitivity of parental A431 cells 

in comparison to A431 cells expressing ABCB1 or  
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Fig. 3 Characterization of the fluorescence-based OATP2B1 uptake 

transporter-expressing A431 co-culture system. a Transport activity of 

OATP2B1 can be selectively measured in the co-cultured cells. Co-

culture of parental A431 eGFP (grey) and transporter expressing A431-

2B1 mCh (black) cells were stained by Cascade Blue in the absence 

(middle) or presence (right) of the OATP2B1 inhibitor estrone-3-sulfate 

(cells without Cascade Blue are shown in the left panel). CB is 

selectively taken up by OATP2B1-expressing cells. b Growth of A431 

eGFP and A431-2B1 mCh cells can be reliably monitored based on the 

differential tagging of cells. Cells were seeded in 384-well plates in 

monoculture (2500 cells/well) and in coculture conditions (1250 A431 

eGFP + 1250 A431-2B1 cells/well). The cells were incubated for 144 h in 

a final volume of 60 µl, at 37 °C and 5%  CO2, under humidified 

atmosphere. Cell growth corresponding to each cell line was recorded 

using a microplate reader

 
 

ABCG2. Results obtained with ABCB1-overexpressing cells 

confirmed that the triple co-culture cytotoxicity assay 

identifies P-glycoprotein substrates. Overall, the three P-gp 

positive cell lines gave similar results—however, resistance 

mediated by ABCB1 was not identical in the three cell lines 

(Table S3). The Oncology Set has also been measured across 

the NCI60 cell panel, and it has been shown that the toxicity 

pattern of ABCB1/Pgp substrates is negatively correlated 

with the pattern of ABCB1 expression across the NCI60 cell 

panel (Alvarez et al. 1995; Szakács et al. 2004). As shown in 

Fig. S4a, all compounds identified as putative Pgp substrates 

by the Mes-Sa triple co-culture assay are characterized by a 

negative Pearson correlation coefficient (PCC < − 0.4), 

indicating that the fluorescence-based triple co-culture 

cytotoxicity assay can be cross-validated by data from the 

NCI-60 screen (similar results were obtained by the A431 

panel) (Fig. S4c). At the same time the in silico prediction 

missed several known Pgp substrates including vincristine, 

dasatinib, docetaxel, ixabepilone, cabazitaxel, teniposide and 

etoposide, which were identified by both the Mes-Sa and A431 

co-culture assays (Table S4). Dasatinib, which was reported to 

be a substrate of both P-gp and ABCG2, was less toxic to all 

MDR cells. Conversely, crizotinib and bortezomib, both 

described as Pgp substrates, was only identified by the Mes-Sa 

panel (RR = 9.9 and 4.3 for Mes-SaB1 and RR = 21.3 and 17 

for Mes-Sa/Dx5, respectively), while the resistance ratio of 

these compounds were below the established threshold in the 

A431 cells (RR = 2.6 and 2.7, respectively). Interestingly, the 

DTP database contains toxicity patterns that are positively 

correlated to the expression of ABCB1 across the NCI60 cell 

panel, indicating that  

Pgp may potentiate, rather than reduce the toxicity of certain  
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Fig. 4 Screening results of the DTP Oncology Set IV measured against 

parental A431 and its OATP2B1-expressing derivative (A431-2B1). 

Compounds displaying at least a threefold difference in 

toxicity (dashed line) between the control and transporter-expressing 

cells were considered as putative substrates (SR > 3, see inset) 

 
 

Table 1 Inhibition of OATP2B1-mediated Cascade Blue (CB) uptake by 

the putative OATP2B1 substrates identified in the cytotoxicity screen 
 

 

NSC number Name IC50 (µM) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
  NSC-6396   Thioplex   574.28 ± 282.7 

compounds (Szakács et al. 2004). Indeed, compounds such as 

NSC57969 show preferential toxicity to Pgp-expressing cells, 

proving that this well-studied drug resistance mecha- nism 

may be exploited to target resistant cancer (Hall et al. 2009). 

However, as seen in Figs. 2a and S3, the paradoxical toxicity 

of the compounds is restricted to Mes-Sa/Dx5 cells, indicating 

that their increased toxicity is unrelated to Pgp (Szakács et 

al. 2014). 

Increasing evidence indicates that OATPs show altered, 

usually increased expression in various types of cancer, 

e.g., in breast, colon, lung and prostate cancers (Obaidat et 

al. 2012; Thakkar et al. 2015; Kovacsics et al. 2017). 

Increased OATP2B1 expression has been demonstrated in 

   a colon cancer cell line (Tamai et al. 2000), in bone cysts 
Transport of CB (10 µM) was measured for 30 min in increasing 

concentrations of the investigated compounds. I C50 values were 

determined by measuring the intracellular accumulation of Cascade Blue 

in the presence of increasing concentrations of OATP2B1 interacting 

compounds. Experiments were performed in triplicates with three 

parallels in each biological replicate. Average ± SD values of I C50 values 

are shown 

(Liedauer et al. 2009) and in glioma (Bronger et al. 2005). 

OATP overexpression may be beneficial for tumor cells by 

increased nutrient or hormone uptake. Indeed, it has been 

shown that increased uptake of hormones (ES, DHEAS) by 

OATPs 1A2, 1B3 and 2B1 resulted in increased survival of 

breast cancer cells (Nozawa et al. 2004; Arakawa et al. 2012; 

NSC-125066 Bleomycin 64.15 ± 6.1 

NSC-712807 Capecitabine 124.01 ± 6.42 

NSC-628503 Docetaxel 11.32 ± 0.38 

NSC-616348 Irinotecan 17.03 ± 1.46 

NSC-180973 Tamoxifen 10.99 ± 0.7 

NSC-740 Methotrexate 265.50 ± 31.38 

NSC-122819 Teniposide 4.59 ± 0.4 

NSC-141540 Etoposide 1.88 ± 0.32 
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Matsumoto et al. 2015). Moreover, clinical data suggests 

that testosterone uptake by OATP1B3 or DHEAS transport 

by OATP2B1 may be crucial in prostate cancer progression 

(Hamada et al. 2008; Wright et al. 2011). Therefore, inhibi- 

tion of OATP function presents a possible strategy to cure 

hormone dependent cancers. 

On the other hand, multispecific OATPs, such as 

OATP1A2, 1Bs and 2B1 may also influence the in vivo fate 

of drugs as well as their intratumoral concentration. Hence, 

increased cellular uptake of anticancer compounds by these 

OATPs may lead to increased drug sensitivity, offering a 

strategy to increase the efficacy of chemotherapy. To date, 

only few studies have investigated the role of OATPs in drug 

sensitivity. OATP1B1 has been shown to sensitize cells 

toward flavopiridol (Brenner et al. 2015), and OATP1B3 and 

OATP2B1 were shown to increase the toxicity of 

methotrexate and atorvastatin, respectively (Abe et al. 2001). 

On the analogy of efflux transporters, correlations were found 

between drug activity and the mRNA expression of SLC 

transporters across the NCI60 cell panel (Okabe et al. 2008; 

Lancaster et al. 2013). However, besides the above mentioned 

in silico screen, a systemic search for OATP-mediated 

cytotoxicity has not been undertaken. After validating the 

fluorescence-based co-culture system with traditional 

cytotoxicity experiments performed in monocultures (Fig. 1, 

Table S1), and the identification of known ABCB1 and 

ABCG2 substrates (Fig. 2, Table S3) we repeated the screen 

subjecting the co-cultures of parental and OATP2B1-

expressing cells to the drug panel. In agreement with the 

directionality of the transport, the assay has failed to identify 

compounds showing reduced toxicity in transporter-

expressing cells. Conversely, 13 chemotherapeutics proved to 

be more toxic against OATP2B1 overexpressing A431 cells, 

as compared to the parental line. Except for methotrexate and 

etoposide, none of these compounds have been reported to 

interact with OATP2B1. Etoposide was previously reported 

as substrate of OATP2B1 (Fahrmayr et al. 2012), and its close 

structural analog teniposide was reported to be an inhibitor for 

both hepatic transporters OATP1B1 and OATP1B3 (De 

Bruyn et al. 2013). The uniform platform introduced here 

allows the comparative analysis of transporter-effect on cell 

survival. It is interesting to note that both etoposide and 

teniposide are also recognized by ABCG2 (Allen et al. 2003), 

and etoposide is additionally recognized by ABCB1, which 

may mask the OATP2B1-mediated effect in tumor cells 

expressing several transporters. Docetaxel is also transported 

by all the three studied transporters, and further studies 

suggest interaction with OATP1B3 (Baker et al. 2009). 

However, it was reported that taxol is not transported by 

OATP2B1 (Leblanc et al. 2018), which was confirmed by our 

screening results (Fig. 4). We find that tamoxifen, which was 

reported to be a substrate of OATP1B1 (Gao et al. 2017), 

shows high affinity interaction with OATP2B1 (Table S5). 

This drug is of special interest since it is commonly used for 

the treatment of ER-positive breast cancer and the facilitated 

uptake of tamoxifen into cancer cells by uptake transporters 

can, therefore, possess an advantage. However, since also 

efflux transporters (ABCB1 and ABCG2) recognize tamoxifen, 

the net-effect of this uptake/efflux interplay is unknown, when 

both types of transporters are expressed. The clinical relevance 

of transporter-mediated drug uptake depends on many 

pathophysiological factors including expression levels or the 

context of efflux transporters. The results presented in this 

study prove that in vitro, OATP2B1 can sensitize cells to its 

transported substrates. Further research should evaluate the role 

of the interplay of transporters in drug resistant cancer, and it 

will be essential to fully understand the full plethora of 

transporters involved in drug disposition. The methodology 

presented here provides an experimental tool for the 

comparison of efflux and uptake transport mechanisms in 

different variants of the same cell line. 
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Abstract: Background: Treatment of malignancies is still a major challenge in human and canine cancer, 

mostly due to the emergence of multidrug resistance (MDR). One of the main contributors of MDR is the 

overexpression P-glycoprotein (Pgp), which recognizes and extrudes various chemotherapeutics from 

cancer cells. Methods: To study mechanisms underlying the development of drug resistance, we 

established an in vitro treatment protocol to rapidly induce Pgp-mediated MDR in cancer cells. Based on 

a clinical observation showing that a 33-day-long, unplanned drug holiday can reverse the MDR 

phenotype of a canine diffuse large B-cell lymphoma patient, our aim was to use the established assay to 

prevent the emergence of drug resistance in the early stages of treatment. Results: We showed that an 

in vitro drug holiday results in the decrease of Pgp expression in MDR cell lines. Surprisingly, celecoxib, a 

known COX-2 inhibitor, prevented the emergence of drug-induced MDR in murine and canine lymphoma 

cell lines. Conclusions: Our findings suggest that celecoxib could significantly improve the efficiency of 

chemotherapy by preventing the development of MDR in B-cell lymphoma. 

Keywords: lymphoma; multidrug resistance; P-glycoprotein; drug holiday; COX-2 inhibitors; celecoxib 

 

1. Introduction 

Despite newly developed therapies and protocols, treatment of lymphomas mostly results in transient 

remission because of the rapid emergence of therapy resistance [1]. Dogs have shared a common 

environment with humans for thousands of years. Canine lymphomas and human non-Hodgkin 

lymphomas (NHLs) show strong similarities in genetics, therapy response, histopathology, and disease 

progression [1–5]. Spontaneously occurring canine lymphoma has been considered a comparative animal 

model to study mechanisms underlying therapy resistance and to investigate novel therapeutic agents 

for human NHLs [6,7]. 
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Canine lymphoma is usually treated with multiagent chemotherapy, such as the CHOP-protocol 

(cyclophosphamide (C), doxorubicin (H, hydroxydaunorubicin), vincristine (O, Oncovin), and prednisone 

(P)). Although this treatment regimen initially seems successful, tumor recurrence can be expected and 

the relapsed tumor is often resistant to additional treatment. Cancer cells can become therapy-resistant 

through multiple mechanisms that include changes in drug metabolism, the decreased uptake of 

chemotherapy agents, increased DNA repair, and inhibition of apoptotic pathways [1,8]. One of the most 

common mechanisms is based on the active efflux of drugs from the cells mediated by transport proteins 

of the ATP (adenosine triphosphate)-binding cassette (ABC) superfamily, including P-glycoprotein (Pgp, 

ABCB1 (ATP-Binding Cassette Subfamily B Member 1)), MRP1 (Multidrug Resistance-Associated Protein 
1) (ABCC1 (ATP Binding Cassette Subfamily C Member 1)), and BCRP (Breast Cancer Resistance Protein) 

(ABCG2 (ATP-binding Cassette Subfamily G Member 2)). Pgp extrudes a wide spectrum of cytotoxic 

compounds from the cell, resulting in decreased intracellular drug concentrations [8–10]. Several classes 

of anticancer drugs used in human and veterinary medicine are substrates for Pgp [11]. Studies have 

repeatedly linked the overexpression of P-glycoprotein to drug-resistant canine cancers [8,12,13]. 

Expression of Pgp was demonstrated in mast cell tumors [14], mammary tumors [15], pulmonary 

carcinoma [16], and lymphoma [17,18]. Recently, we determined the impact of Pgp function on therapy 

response and survival in canine lymphoma, using a quantitative measure based on the Pgp-mediated 

efflux of calcein AM (acetoxymethyl) [19]. In agreement with studies measuring the Pgp-mediated efflux 

of rhodamine 123 [20], our results confirmed the negative effect of P-glycoprotein function on therapy 

response and survival [21]. 

Drug holidays have been proposed to limit the development of resistance in cancer treatment [22]. 

According to this concept, resistance can be reversed by introducing a pause in the treatment. In absence 

of chemotherapy, adaptations driving resistance often prove to be a disadvantage, providing a new 

selection pressure against resistant populations. The molecular basis of the negative selection during drug 

holidays is not known. Reversal of therapy resistance is believed to be linked to reversible, nonmutational 

changes. However, the required length of drug holiday in different cancer types is not precisely 

established because only a few clinical studies are available [22,23]. In leukemia cells, Pgp is rapidly 

induced by vincristine treatment, but after drug removal the expression of Pgp was shown to return to 

initial levels [24]. This reversibility indicates a regulatory mechanism that can switch the expression of 

MDR (multidrug resistance) proteins on and off during periods of treatment and drug holidays, 

respectively. Induction and silencing of Pgp expression may be explained by epigenetic changes and/or 

transcription factor activation. Interestingly, drug resistance can be modulated by the combination of 

epigenetic inhibitors such as histone deacetylase inhibitors (HDACis) 

with chemotherapy [6,25–29]. Additionally, cyclooxygenase (COX)-2, a key enzyme responsible for the 

synthesis of prostaglandins from arachidonic acid, was shown to influence Pgp expression. Cells virally 

transduced with COX-2 show high levels of Pgp expression and rhodamine efflux activity, however, the 

mechanistic link between COX-2 and Pgp remains to be identified [30]. 

To study mechanisms underlying the development of drug resistance and the effect of drug holidays, we 

established an in vitro treatment protocol to rapidly induce Pgp-mediated MDR in cancer cells. Our 

ultimate goal was to identify clinically relevant COX-2 and HDACis that may prevent or delay the 

emergence of drug resistance during chemotherapy. Here we show that celecoxib, a potent COX-2 

inhibitor, prevents doxorubicin-induced MDR by inhibiting the expression of Pgp. Our findings suggest 

that inclusion of celecoxib in the treatment protocols may significantly improve efficiency of 

chemotherapy by preventing the development of MDR in B-cell lymphoma. 
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2. Results 

2.1. Pgp-Mediated Drug Resistance Is Temporarily Reversed by a Drug Holiday: A Clinical Case Study of 

Two Canine Lymphoma Patients 

Two canine patients were diagnosed with B-cell lymphoma (Table S1). Both patients were treated 

according to the modified CHOP protocol (Table S2). Multidrug resistance was quantitated by the calcein 

assay and the activity of Pgp was expressed as a dimensionless value (multidrug resistance activity factor 

(MAF)) [31]. 

Case 1 (Figure 1a): The calcein assay performed at the time of diagnosis indicated a lack of P-glycoprotein 

activity (MAF = 0.01) in the treatment-naïve tumor cells of Patient 1. After 7 rounds of treatment, the 

MAF value was 0.16 (day 51), which increased with an additional 4 rounds of treatment, reaching MAF = 

0.24 at day 93. Pgp function, characterized by repeated calcein assays performed on isolated tumor cells, 

showed further increase at day 184, after 9 additional rounds of chemotherapy, reaching high levels (MAF 

= 0.56) usually observed in Pgp-overexpressing cell lines, such as HCT-15, CHO K1, and HCT-8, exhibiting 

a MAF of 0.63, 0.64, and 0.46, respectively [32]. The immunophenotype of the lymphoma remained 

identical during the course of the 184 days (Figure 1a). 

Case 2 (Figure 1b): Tumor cells isolated from Patient 2 showed significant Pgp activity at the time of 

diagnosis (MAF = 0.35), which further increased following 7 additional treatments (MAF = 0.52 at day 

135). At this point, due to financial reasons, the treatment was temporarily halted for 33 days. 

Surprisingly, this unplanned drug holiday resulted in a significant decrease of Pgp activity (MAF = 0.22). 

However, following two additional cycles of treatment, tumor cells regained Pgp expression (MAF = 0.31), 

indicatingthere-emergenceoftheresistantphenotypeatday217. Theimmunophenotype of the lymphoma 

remained identical during the course of the 217 days (Figure 1b). 

  
Figure 1. Changes in P-glycoprotein function during chemotherapy in two B-cell lymphoma canine patients. P-

glycoprotein activity, as determined by the calcein assay (MAF values), was monitored during therapy 

(treatments are indicated by arrows). Flow cytometry histograms show the calcein fluorescence of cancer cells 

incubated with (blue) and without (red) the Pgp inhibitor verapamil. (a) Patient 1 showed the typical kinetics 

of acquired multidrug resistance. (b) In the case of Patient 2, MDR was reversed by a 33-day-long (unplanned) 

drug holiday. The immunophenotype of the lymphoma remained identical during the treatment in both case 

(results show data of the final measurement). 

2.2. A Novel Assay to Study the Rapid Emergence of Drug Resistance and the Effect of Drug Holiday 

To study mechanisms underlying chemotherapy-induced drug resistance and renewed sensitivity 

following drug holidays, we established an in vitro assay based on the treatment of lymphoma cell lines. 

Our aim was to model clinical protocols by treating drug-naive cells with high concentrations of 
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doxorubicin for 5 days, followed by culturing cells in drug-free medium. Treatment with IC10 (Inhibitory 

Concentration 10) of doxorubicin equals the concentration which kills 90% of the cells, however, surviving 

cells were able to recover and proliferate over time. After 3 cycles of doxorubicin (13 nm) treatment, P388 

cells showed a significant increase in P-glycoprotein function (P388 D), evidenced by a dramatic increase 

of the MAF value (from 0.02 ± 0.02 to 0.68 ± 0.16). Intriguingly, a 32-day-long “drug holiday”, during which 

P388 D cells were cultured without doxorubicin (P388 D/DH), resulted in a decrease of the MAF value 

(0.47) (Figure 2a). In line with the observed changes in P-glycoprotein activity, P388 D cells were 9.9-fold 

resistant to doxorubicin (DOX) (p < 0.0001), 

while P388 D/DH cells showed only 3.6-fold resistance to DOX as compared to parental P388 cells (Figure 

2b). The direct involvement of Pgp in the acquired resistance of P388 D cells was verified by the addition 

of the P-glycoprotein inhibitor tariquidar (TQ). In agreement with the functional results, mRNA 

(messenger ribonucleic acid) expression of the mouse Abcb1a gene increased in P388 D (p < 0.0001) and 

decreased in P388 D/DH cells (p = 0.0003), while the expression of Abcb1b was equally high in both 

treatment groups compared to P388 (p < 0.0001) (Figure 2c, Figure S1). 

 

Figure 2. Effect of doxorubicin treatment and drug holiday on mouse P388 lymphoblastic leukemia cells. (a) Parental 

P388 cells were treated with 13 nM DOX. After 3 cycles of DOX treatment (42 days) P388 D cells showed a significant 

increase in P-glycoprotein activity (MAF 0.6 vs. MAF 0.04), which was significantly reduced after a 32-day-long drug 

holiday (MAF 0.47). Flow cytometry histograms show the results of the calcein assay of cells assayed in the presence 

(red) or absence (black) of the Pgp inhibitor verapamil. (b) Changes of doxorubicin sensitivity as a result of drug 

treatment and drug holiday. Sequential DOX treatments of P388 cells resulted in a 9.9-fold increase of doxorubicin 

tolerance (P388 D), which was significantly reduced following a drug holiday (P388 D/DH). Resistance of P388 D 

cells was abrogated in the presence of tariquidar (P388 D + TQ) (c) Abcb1a and b mRNA expression and DOX IC50 

values (red dots) of P388 parental cells (P388) after DOX treatment (D) and following drug holiday (D/DH). Statistical 

analysis was performed on mRNA samples, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001. 

Similar results were obtained with a canine B-cell lymphoma cell line: Parental CLBL-1 cells express low 

levels of Pgp (MAF = 0.16 ± 0.03), which were significantly increased after 6 rounds of doxorubicin 

treatment (MAF = 0.39 ± 0.05), resulting in the increased doxorubicin resistance of the cells. Again, 

culturing of the cells for 27 days without doxorubicin decreased the MAF value to 0.3 (±0.04) and 

increased the sensitivity of cells to doxorubicin (p = 0.0006) (Figure 3a,b). 
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Figure 3. Effect of doxorubicin treatment and drug holiday on canine CLBL-1 B-cell lymphoma cells. (a) After 6 cycles 

of DOX treatment (74 days) parental CLBL-1 cells showed a significant increase in P-glycoprotein activity (MAF 0.42 

vs. 0.22), which was significantly reduced after a 27-day-long drug holiday (MAF 0.26). Flow cytometry histograms 

show the results of the calcein assay of cells assayed with (blue) or without (red) the Pgp inhibitor verapamil. (b) 

Changes of doxorubicin sensitivity as a result of drug treatment and drug holiday. Sequential DOX treatments of CLBL-

1 cells resulted in a 9.2-fold increase of doxorubicin tolerance, which was significantly reduced following the period 

of drug holiday. Resistance of CLBL-1 DOX cells was abrogated in the presence of tariquidar (D + TQ). ** p < 0.01; *** 

p < 0.001; ns: not significant. 

2.3. Celecoxib Prevents the Development of Pgp-Mediated Drug Resistance In Vitro 

As drug holidays are not routinely introduced in therapies, we next tested drug combinations to prevent 

or delay the emergence of acquired resistance. We chose three COX-2 inhibitors and two HDAC (histone 

deacetylase) inhibitors that are routinely used in the veterinary practice. Drug-naive cells were treated in 

9 consecutive cycles either with DOX alone, or DOX in combination with subtoxic doses (IC80) of SAHA 

(suberanilohydroxamic acid), trichostatin-A (TSA), celecoxib (CEL), firocoxib (FIR), or meloxicam (MEL). 

Concentrations for each drug were selected in separate cytotoxicity experiments as described in the 

Materials and Methods section (Figure S2). MAF was determined after every third treatment. The median 

time to reach MAF 0.2 (considered as the threshold of resistance), was 40, 41, 51, and 67 days for DOX + 

TSA (n = 3), DOX + SAHA (n = 3), DOX + MEL (n = 2) and DOX + FIR (n = 5), respectively (Figure 4a, Figure 

S3). Surprisingly, celecoxib completely prevented the expression of P-glycoprotein, as none of the DOX + 

CEL (n = 5) treated cultures reached the threshold of MAF = 0.2 during the 100-day-long experimental 

period compared to DOX (p = 0.0027, with hazard ratio = 27.38 and 95% CI (confidence interval) of ratio 

= 3.161 to 237.2) (Figure 4a,b). 

The remarkable effect of CEL on DOX-induced MDR was further confirmed by drug sensitivity tests 

performed on both cell lines after 9 cycles of treatment. In the case of P388 cells, DOX alone resulted in 

a 160-fold increase in DOX resistance (IC50 = 0.01 µM untreated vs. IC50 = 1.6 µM DOX treated) while 

addition of CEL prevented the emergence of doxorubicin resistance (IC50 remained 0.03 µM) even after 9 

cycles of treatment for at least 100 days (Figure 4c). In CLBL-1 cells, the DOX 

+ CEL treatment even resulted in a decrease of DOX sensitivity (IC50 = 0.44 µM untreated vs. IC50 = 0.24 

µM DOX + CEL treated), whereas DOX-treated cells were 4.5-fold resistant (IC50 = 1.99 µM) (Figure 4d). 
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Figure 4. Celecoxib prevented the emergence of Pgp-mediated drug resistance in both P388 and CLBL-1 cells. 

(a) Kaplan–Meier curves of cell cultures treated with the indicated combinations. Cells were considered 

resistant at MAF ≥ 0.2. DOX (red) in combination with firocoxib (blue), celecoxib (green), meloxicam (pink), 

trichostatin-A (brown), and SAHA (black) were treated in 9 sequential treatment cycles. (b) Quantitative 

evaluation of multidrug resistance during the course of various treatments in P388 and CLBL-1 cells. MAF was 

measured after every third treatment cycle (MAF1–3). (c,d) Relation of MAF and drug sensitivity. MAF 

(patterned bars) and DOX IC50 values (red squares) of parental (sensitive), DOX-treated, and DOX + CEL-treated 

(c) P388 cells, and (d) CLBL-1 cells, measured after 9 

sequential treatment cycles (at around day 100). Statistical analysis was performed on MAF values, * p < 0.05, 

** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001, ns: not significant. 

2.4. Celecoxib Prevents the Emergence of Drug Resistance without Inhibiting Pgp or Contributing to the 
Toxicity of DOX 

We tested the effect of CEL on the calcein accumulation of P388/ADR cells, which overexpress 
Pgp as a result of continuous drug selection [33]. While P388/ADR cells show low calcein fluorescence 
(red) due to the Pgp-mediated efflux of calcein AM, the Pgp inhibitor verapamil restores fluorescence by 

blocking dye efflux (blue). In contrast, CEL (up to 160 µM) had no effect on cellular fluorescence, indicating 

that it does not inhibit Pgp (Figure 5a). 

Interestingly, combined treatment with DOX + CEL significantly delayed the repopulation of the flasks (8 

and 22 days following treatment with DOX and DOX + CEL, respectively) (Figure S4). To rule out 

synergistic toxicity, the toxicity of the combined treatment was evaluated in short-term toxicity assays. 

Surprisingly, CEL and DOX proved to be antagonistic, rather than synergistic in both cell lines, suggesting 

that the ability of CEL to prevent DOX-induced MDR is not due to the increased toxicity of the 

combination treatment (Figure 5b,c). 

To investigate the effect of CEL on Pgp expression, we cultured P388/ADR and CLBL-1 D cells in the 

absence or presence of CEL. Treatment with CEL decreased the MAF of both cell lines slightly more than 

the drug holiday (Figure 5d,e). In the case of P388/ADR cells, the MAF value changed from 0.90 (±0.08) to 

0.73 (±0.1) during the 28 days of the drug holiday, whereas cells treated with CEL exhibited a MAF 0.65 
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(±0.1) after a 28-day-long treatment (Figure 5d). Similar results were obtained with CLBL-1 D cells (MAF 

0.39 ± 0.05), exhibiting MAF = 0.30 (±0.04) following a drug holiday of 18 days, and MAF = 0.23 (±0.04) 

following an 18-day treatment with CEL (Figure 5e). 

 

Figure 5. Celecoxib is not a Pgp inhibitor and does not increase the toxicity of DOX. (a) In contrast to verapamil 

(blue), a known Pgp inhibitor, 16–160 µM CEL (green) does not inhibit the function of Pgp. (b,c) CEL does not 

show synergistic toxicity with DOX in P388 (b) or in CLBL-1 (c) cells. (d,e) Effect of CEL treatment on MDR in Pgp-

expressing P388/ADR (d) and CLBL-1 D (e). CEL treatment resulted in a more pronounced reduction of MAF in 

Pgp-expressing P388/ADR (d) and CLBL-1 D (e) cells than drug holiday (DH). 

3. Discussion 

Lymphoma is responsible for a significant fraction of cancer mortality in canine and human patients [1]. 

Novel strategies are urgently required to increase treatment efficacy in the human and veterinary clinical 

practice. Anthracycline-based chemotherapy protocols are initially successful, but tumor cells often 

become resistant [34]. Overexpression of P-glycoprotein results in multidrug resistance and an 

unfavorable response to therapy of canine lymphoma patients [17,35]. 

Several different drug resistance mechanisms were identified in cancer [36]. Malignant cells can 

metabolize drugs through the CYP (cytochrome P450) system [37], alter drug targets [38], increase DNA 

repair to overcome DNA-damaging toxic insults [39], modify apoptotic pathways to avoid cell death [40], 

undergo epithelial-to-mesenchymal transition [41], or use rapid epigenome modifications to reversibly 

adopt drug sensitive and resistant phenotypes [42]. Pgp can protect cancer cells by reducing the 

intracellular concentrations of drugs below a cell-killing threshold. Pgp recognizes a wide array of 

currently used chemotherapeutics, but the extent to which it contributes to clinical multidrug resistance 

has remained a matter of debate. Although the strategy of transporter inhibition could not be validated 

in clinical trials, mounting evidence continues to support the role of Pgp in clinical multidrug resistance in 

some settings [43]. Pgp contributes to therapy resistance in acute myeloid leukemia [44–46], ovarian and 

breast cancer [47,48], ependymoma [49], medulloblastoma [50], melanoma [51], and hepatocellular 

carcinoma [52]. Recently, we and others have shown that resistance to anthracycline-based 

chemotherapy is almost universally based on the overexpression of Pgp in a clinically relevant mouse 

model of hereditary breast cancer [53–57]. As a result of its broad substrate specificity, Pgp also extrudes 

DOI:10.14753/SE.2022.2596



Cancers2020, 12, 1117 972 of 134 
 

 

fluorescent dyes such as calcein AM [58,59]. Clinical studies have shown that the calcein assay can be 

used as a quantitative, standardized, and inexpensive screening test in a routine clinical laboratory setting 

to detect Pgp activity and to identify patients with unfavorable therapy responses [31]. 

Using a functional assay, we followed the emergence of Pgp-mediated resistance in two canine patients. 

As expected, we found that continuous chemotherapy induced drug resistance. Surprisingly, in patient 2, 

a pause in the therapy resulted in a reversible reduction of resistance along with the temporary 

resensitization of the tumor to the treatment (Figure 1). Several studies have reported similar findings in 

human cancer patients, showing the beneficial effect of drug holidays on treatment efficiency. Even after 

therapy failure, lung cancer patients were shown to respond to EGFR (Epidermal Growth 

Factor Receptor) treatment following a short period of drug holiday [60,61]. Similarly, melanoma patients 

who discontinue BRAF (B-Raf Proto-Oncogene)-directed therapy due to progression or other causes can 

benefit from retreatment at a later stage [62]. The possible benefit of treatment rechallenge with 

chemotherapy has also been described in canine patients [63]. In the veterinary practice, drug holidays 

are typically inserted to reduce the toxic side effects of chemotherapy. The striking effect of the short 

drug holiday observed in Patient 2 prompted us to set up an in vitro assay modelling the development of 

clinical drug resistance and the effect of drug holiday on drug sensitivity. 

In vitro models of Pgp-mediated MDR have been typically established by the stepwise selection of cells in 

increasing concentrations of cytotoxic compounds [64,65]. Because of the lengthy selection procedure, 

MDR cells such as P388/ADR [33] express extremely high levels of P-glycoprotein, and thus do not provide 

a realistic model of clinical MDR. Here, we introduced a new approach for the study of acquired resistance, 

in which treatment with high concentrations of toxic chemotherapy is followed by recovery periods in 

drug-free medium. We found that repeated treatment cycles eventually led to multidrug resistant cells 

that express moderate, clinically relevant levels of Pgp [53,57] (Figures 2 and 3). Using this protocol, we 

investigated the development of Pgp-mediated drug resistance and the effects of drug holiday in a mouse 

lymphoblastic leukemia (P388) and a canine B-cell lymphoma (CLBL-1) cell line. In line with clinical 

observations, we observed a rapid and reversible induction of Pgp expression in both cells. 

Following high-dose EGFR-inhibitor treatment of non-small cell lung cancer (NSCLC) cell lines, a drug-

tolerant “persister” population exhibiting reversible drug resistance can be consistently detected [42]. 

Significantly, inhibition of the KDMA5a histone demethylase results in the selective depletion of the 

persister subpopulation, leading to renewed sensitivity to EGFR inhibitors. Similarly, persisters originating 

from T-cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL) rely on the chromatin modifier protein BRD4, consistent 

with the benefit of the BRD4 inhibitor JQ1 in primary human leukemias [25]. These findings establish the 

rationale for incorporating epigenetic modulators in combination therapies. To test the relevance of 

epigenetic regulatory mechanisms in the reversible induction of Pgp expression, we repeated our 

experiments in the presence of clinically used epigenetic inhibitors (SAHA, TSA). In contrast to our 

expectations, the inhibitors did not influence the emergence of acquired drug resistance (Figure 4a). 

Hematological malignancies are particularly sensitive to HDACis [66], but for our purposes the epigenetic 

inhibitors had to be administered at nontoxic concentrations (Figure S2), which may have resulted in 

suboptimal concentrations. 

Another clinically feasible approach to interfere with the drug-induced overexpression of Pgp may rely on 

the inhibition of COX-2. Selective COX-2 inhibitors (i.e., celecoxib, firocoxib, or meloxicam) have pro-

apoptotic and anti-proliferative effects in human and canine tumors [67–70]. Interestingly, Pgp was 

shown to mediate celecoxib-induced apoptosis by activating caspase-3 and increasing cytochrome c 

release from the mitochondria [71]. In addition, immunohistochemical analyses of human breast tumor 

specimens revealed a strong correlation between expression of COX-2 and Pgp [72]. Based on mounting 

evidence supporting the link between COX-2 and Pgp-mediated drug resistance [30], we tested a panel 

of clinically used COX-2 inhibitors in our assay. 
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Strikingly, addition of celecoxib completely prevented the development of MDR in both cell lines (Figure 

4). Since celecoxib does not influence Pgp function (Figure 5a) or DOX toxicity (Figure 5b,c), its ability to 

prevent MDR is likely mediated by repressing the expression of Pgp. Although COX-2 is known to regulate 

Pgp expression via c-Jun phosphorylation [73] or PGE2 [74], lack of Pgp repression by firocoxib or 

meloxicam indicates that the effect of celecoxib is independent from the inhibition of COX-2. Inhibition 

of Pgp expression may be related to celecoxib’s many off-target effects, such as inhibition of cancer-

associated carbonic anhydrases [75], the master kinase PDK1 [76,77], or the sarco/endoplasmic reticulum 

Ca2+-ATPase [78]. Future work will be needed to demonstrate whether this promising effect can be 

exploited in the human and canine cancer clinic. 

4. Materials and Methods 

4.1. Drugs 

Doxorubicin (DOX, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), celecoxib (CEL, Sigma-Aldrich), trichostatin-A (TSA, 

Tocris Bioscience, Bristol, UK), SAHA (Tocris Bioscience), and firocoxib (FIR, Sigma-Aldrich) were purchased 

from the manufacturers. Meloxicam (MEL, Ceva, Libourne, France) was a kind gift from Ceva Animal 

Health, LLC. 

4.2. Cell Lines 

The mouse leukemic P388 and its doxorubicin-selected subline P388/ADR were obtained from the 

National Cancer Institute’s Developmental Therapeutics Program (National Institutes of Health). The 

canine B-cell lymphoma CLBL-1 cell line was a kind gift from Dr. Barbara Rütgen (University of Veterinary 

Medicine, Vienna) [3]. P388/ADR cells were maintained in 500 nmol/L doxorubicin (Adriamycin, Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA) to ensure Pgp expression. Cells were cultured in RPMI (Roswell Park Memorial 

Institute) media (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) supplemented with 10% fetal bovine serum, 5 

mmol/L glutamine, and 50 units/mL penicillin and streptomycin (Life Technologies). All cell lines were 

cultured at 37 ◦C with 5% CO2. 

4.3. In Vitro Cell Viability Assay 

To test the cytotoxicity of mono and combined treatments, cells were seeded into 96- or 384-well tissue 

culture plates at 2500 (P388) or 100,000 (CLBL-1) cells/well density in 100 µL or 20 µL medium, 

respectively. Drug combinations were added to the plates by a Hamilton StarLet liquid handling 
workstation. The plates were incubated for 120 h at 37 ◦C with 5% CO2. 

IC50 and growth inhibition (GI) values were assessed by the PrestoBlue® assay (ThermoFisher, Waltham, 

MA, USA), according to the manufacturer’s instructions. Briefly, cells were plated in 96or 384-well plates, 

treated in the given concentration range with the indicated compounds. Viability of the cells was 

measured spectrophotometrically using an EnSpire microplate reader (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA). 

Data were normalized to untreated cells; curves were fitted by the Graph Pad Prism 8 software using the 

sigmoidal dose–response model. Curve fit statistics were used to determine the selected IC values. In the 

case of the drug combinations, GI50 values of ‘compound 1’ with the fixed concentrations of ‘compound 

2’ (and vice versa) were paired, and plotted on an equipotent graph as GI50 isoboles. For each data point 

of the isobole, significance was calculated as the combination index (CI) [79]. Drug combinations were 

considered to indicate synergism (CI ≤ 0.7), moderate synergism (0.7 < CI ≤ 0.85), additive (0.85 < CI ≤ 1.2), 

moderate antagonism (1.2 < CI ≤ 1.45), and antagonism was defined as CI > 1.45, respectively. 

4.4. In Vitro Model System to Study the Development of Drug Resistance 

For every drug (except for doxorubicin and firocoxib), IC80 values (drug concentration which kills 

approximately 20% of the cells) were determined for both cell lines using cytotoxicity assays. In the case 
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of doxorubicin, the concentration killing 90% of the cells (IC10) was used. Firocoxib, which was not toxic 

even at 1000 µM, was used at the concentration corresponding to the IC80 concentration of celecoxib. 

P388 cells (106) were treated with 13 nM doxorubicin (DOX) for 120 h in T75 suspension flasks (Sarstedt 

AG & Co. KG, Nümbrecht, Germany). When used in combination, DOX was complemented with celecoxib 

(16 µM), firocoxib (16 µM), trichostatin-A (30 nM), or SAHA (0.4 µM). Following incubation with the drugs, 

surviving cells were cultured further in drug-free medium. The medium was changed every 5 days until 

the surviving cells reached the initial density of 106/18 mL (termed as “repopulation”). Treatments were 

repeated multiple times; the emergence of P-glycoprotein-mediated drug-resistance was followed by the 

calcein assay [80]; chemosensitivity of the cells was characterized by cytotoxicity assays. 

In case of CLBL-1 cells, the initial cell number was 107, and the treatment lasted for 120 h. The following 

concentrations were used for each drug: DOX (0.3 nM), trichostatin-A (50 nM), SAHA (0.7 µM), celecoxib 

(26 µM), firocoxib (26 µM), and meloxicam (20 µM). 

 

4.5. Immunophenotyping of CLBL-1 Cells 

The following antibodies (AbD Serotec, Kidlington, UK) were used to determine the immunophenotype of 

the canine lymphomas by flow cytometry: CD3 FITC (clone CA17.2A12), 

CD5 FITC (clone YKIX322.3), CD11/18 FITC (clone YKIX490), MHC II FITC (clone YKIX334.2), CD14 PE (clone, 

TÜK4), CD21 PE (clone CA2.1D6), CD34 PE (clone 1H6), and CD45 APC (clone YKIX716.13). 

The same panel was used to verify the immunophenotype of the CLBL-1 cells (Table S3). 

4.6. Determination of MDR Activity Factor (MAF) with the Calcein Assay 

The 250,000 cells were incubated with 0.25 mmol/L calcein AM (Dojindo Molecular Technologies, 

Rockville, MD, USA) in medium with or without 10 mmol/L verapamil for 10 min at 37 ◦C. Cells were 

washed with ice-cold PBS, and calcein accumulation was measured with a FACScan or FACS Calibur flow 

cytometer (Becton Dickinson Biosciences, San Jose, CA, USA). Dead cells were excluded based on 7-AAD 

(7-aminoactinomycin D (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) permeability. 

For the clinical cases, lymphoid cells were collected during surgical biopsy under general anesthesia or by 

fine-needle aspiration. Lymph node samples were immersed into dissociation medium containing 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), 200 U/mL collagenase type II, and 0.6 U/mL dispase (Life 

Technologies, Carlsbad, CA, USA). After a 30-minute-long incubation at 37 ◦C, cells were separated by a 

40-µM cell strainer. Isolated cells were centrifuged at 300 g. Cells were selected based on size and 

granularity; viable cells were gated based on 7-AAD exclusion. The 10,000 7-ADD negative cells were 

analyzed. The activity of Pgp was expressed as a dimensionless value using the mean fluorescence 

intensity measured in the presence and absence of verapamil (mean fluorescence inhibited (MFI) and 

noninhibited (MFNI), respectively). The MAF was determined using the following formula: MAF = (MFI − 

MFNI)/MFI [31,80]. 

4.7. RNA Isolation and RT-PCR 

P388 cells were homogenized in TRIzol™ Reagent (Life Technologies). Total RNA was isolated using Direct-

zol® MiniPrep kit (Zymo Research, Irvine, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions. To 

prevent DNA contamination, in-column DNAse I treatment was used. Then, 300-ng total RNA was reverse 

transcribed to cDNA using the Promega Reverse Transcription System Kit. Abcb1a, Abcb1b, and Actin β 

(Actβ) mRNA levels were quantified by TaqMan® assays (ThermoFisher), using the StepOne™ Real-Time 

PCR System (Life Technologies). The mRNA fold changes were determined by the 2−∆∆Ct method. 
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4.8. Canine B-Cell Lymphoma Case Studies 

Two canine patients diagnosed with B-cell lymphoma at the Veterinary Hematology and Oncology Clinic 

(Budapest) were treated according to the modified CHOP protocol consisting of doxorubicin (Adriamycin 

injection, Pharmacia & Upjohn S.p.A. Co., Milan, Italy) 30 mg/m2: week 2, 11, 20; vincristi (Vincristine 

liquid injection, Gedeon Richter Co., Budapest, Hungary) 0.75 mg/m2: week 1, 3–10, and 12–19; 

cyclophosphamide (Endoxan injection, Baxter Co., Deerfield, IL, USA) 250 mg/m2: week 5, 8, 14, 17; 

prednisolone (Prednisolone tablet, Gedeon Richter Co., Budapest, Hungary): 2 mg/kg BW (body weight) 

week 1, perorally (po) daily, once a day (SID), 1.5 mg/kg BW week 2 po daily, SID, 1 mg/kg BW week 3 po 

daily, SID, 0.5 mg/kg BW week 4, po daily, SID [81]. 
Case 1: German shepherd, male, 3.5 years old. Large cell immunoblastic lymphoma was diagnosed in 

stage V (substage b). Case 2: Cocker spaniel, female, 6.5 years old. Diffuse large B-cell lymphoma was 

diagnosed in stage IV (substage a). All dogs were staged and substaged according to the scheme 

established by the World Health Organization (WHO) [82]. 

Initial diagnosis was made by chest X-ray, abdominal ultrasonography, complete blood count, and routine 

plasma clinical chemistry analyses together with right prescapular lymph node excision and bone marrow 

aspiration cytology based on the informed consent of the owner (Supplementary Materials 1 and 

Methods 1). Histopathology and immunophenotyping of the tumor cells were determined by FACS 

analysis of the excised lymph node. At the time of diagnosis, during treatment, and at the end of 

chemotherapy, Pgp-mediated drug resistance was monitored by the calcein assay and the 

immunophenotype of tumor cells was characterized by flow cytometry. 

4.9. Statistical Analysis 

Statistical analyses were performed using the GraphPad Prism version 8.0.0 for Windows, GraphPad 

Software (San Diego, CA, USA). One-way or two-way ANOVA followed by Tukey’s multiple test was used 

for comparisons between treatment groups and MAF values for each cell line. The difference between 

Kaplan–Meier survival curves was determined by log-rank test. The p < 0.05 was considered as statistically 

significant. 

5. Conclusions 

In conclusion, this work demonstrates that celecoxib effectively blocks the emergence of multidrug 

resistance by preventing the doxorubicin-induced upregulation of P-glycoprotein. We demonstrated that 

doxorubicin treatment induces MDR in lymphoma cell lines, while addition of celecoxib inhibits the 

development of resistance. Since celecoxib is not a Pgp inhibitor and the combination of the two drugs 

did not increase toxicity, we conclude that celecoxib prevents the emergence of MDR by interfering with 

Pgp expression. Our results show that the drug holiday effect can be mimicked in vitro with a clinically 

used COX-2 inhibitor, offering a novel strategy to prolong response to therapy and to delay or prevent 

the development of drug resistance. Based on these results a randomized double-blind controlled study 

was initiated in the Veterinary Hematology and Oncology Clinic in Hungary. 
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of P388 cells after DOX treatment and following a drug holiday including data obtained from P388/ADR cells 
(doxorubicin selected subline of P388), Figure S2: Cytotoxicity curves of P388 (a) and CLBL-1 (b) cells showing drug 
sensitivity to doxorubicin (DOX), SAHA, trichostatin A (TSA), celecoxib (CEL), and firocoxib (FIR) for both cell lines. 
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