SZERVES SZELENVEGYULETEK MULTIDROG
REZISZTENCIA VISSZAFORDITO HATASANAK
VIZSGALATA

PhD disszertacid

dr. Gajdacs Mario

Témavezeto: Dr. Spengler Gabriella

Szegedi Tudoméanyegyetem
Altalanos Orvostudomanyi Kar

Orvosi Mikrobiologiai €s Immunbioldgiai Intézet

Szeged
2018



|. BEVEZETES

A daganatos megbetegedések a masodik vezetd haldloknak szamitanak, nemzetkozi
viszonylatban sulyos népegészségiigyi problémat jelentenek. 2012-ben vilagszerte 8,2 millio
daganatokhoz kothet6 halalesetet és 14,1 millio Gj rakos beteget regisztraltak, mig 32,6 millid
ember Iépett be az 6téves tulélés szakaszaba. Az Eurdpai Unid tagallamai koziil Magyarorszag
szamolt be a legtobb 1j esetrdl €s a legmagasabb halalozasi aranyrol a tiidorak és a vastagbélrak
tekintetében. A daganatos korképek alatt szamtalan, egymastdl gyakran sok szempontbdl eltérd
betegséget értiink, melyet az egészséges sejtek atalakulasa jellemez szabalyozatlanul osztodo
¢s novekedo sejtekké, melyek veszélyeztetik az egészséges szovet és a szervezet valamennyi
részének normadlis mikodését. A daganatos megbetegedések szamos etioldgiai tényezdjét
leirtak: az egyén Oroklott hajlama a betegségre, kiilonboz6 életmodbeli szokasok, kornyezeti
faktorok és egyéb befolyasolo tényezok, mint az immunszupresszi6 és kiilonboz6 gyogyszerek
egyarant daganatok kialakuldsdhoz vezethetnek.

A daganatterapia célja a rosszindulati sejttdmeg elpusztitisa vagy méretének
tekintve a sebészeti beavatkozasok, a radioterapia és a kemoterapia (vagy magaban vagy akar
kombindlva az el6z6 kettdvel) all rendelkezésilinkre. A kemoterdpia a leggyakrabban hasznalt
kezelési mod a malignus hematologiai korképek és a szolid tumorok tekintetében is. Azt a
jelenséget, amikor a daganatsejtek tobb, egymastol kémiai szerkezetben és
hatasmechanizmusban kiilonb6z6 kemoterapias szerrel szemben mutatnak rezisztenciat,
multidrog rezisztencianak (MDR) nevezziik, melyet a tumorsejtek szamos mechanizmuson
keresztiik képesek kialakitani. Jelen kutatdsunk soran az energiafliggd efflux pumpak és az
apoptdzis gatlasa altal kialakult MDR kapott kitiintetett figyelmet. Az ATP-koto kazetta (ABC;
ATP-binding casette) transzportercsalad rendkiviil jelentds €s elterjedt csoportja a transzport
funkciot ellato fehérjéknek az emberi szervezetben, melyek mikodésiik soran az ATP
hidrolizisébdl felszabaduld energidt hasznaljak fel arra, hogy a fehérjét expresszald sejtbdl
eltavolitsanak kiilonb6zd szubsztratokat. Az ABC transzporterek koziil eldszor az ABCBI
fehérjét irtdk le: a fehérje tultermelését gyakran hoztdk kapcsolatba hatranyos klinikai
kimenetellel a daganatos betegség soran. Ez a transzporter flexibilis szubsztratkoté helyének
koszonhetden tobbféle, egymassal nem rokon szerkezeti kemoterapias szer kipumpaldsara
képes. Feltorekvd kutatasi irdnyvonalnak €s terapias stratégianak mutatkozik az efflux pumpa
gatlok alkalmazésa, igy javitani lehet a daganatellenes terapia hatékonysagat. A kemoterapias
szerek altal kivaltott sejthalal egyik legjelentésebb formajanak az apoptozist tekintik, az
apoptotikus folyamatok karosodasa vezethet MDR (terapia-refrakter) daganatokhoz.

Szamos szervetlen és szerves szelénvegyiiletet vizsgaltak mint kemopreventiv és/vagy
citotoxikus szert a daganatterapidban: ezeket az eredményeket nagy elemszamu epidemioldgiai
vizsgélat is aldtdmasztja. A szelénvegyiiletek daganatellenes szerként valo alkalmazasahoz
fizott elképzelések azok redox-modulald hatasaval fiiggnek 0ssze. A szakirodalomban leirték,
hogy a rakos sejtek sokkal érzékenyebbek az exogén oxidativ stresszre, mint az egészséges,
nem tumoros sejtek. Ennek oka a reaktiv oxigén intermedierek (ROS) fokozott szintje és az
antioxidans kapacitasuk maximalis kiiszobértéke, mivel a daganatsejtek csak intenzivebb
metabolizmusukkal képesek fenntartani folyamatos sejtproliferaciojukat. A  kisérletes
vizsgalatok kezdetben a szervetlen szelénvegyiileteket tanulmanyoztak citotoxikus hatasukra
¢s kombinacids kemoterapiaban vald hatékonysdgukra vonatkozdan, azonban késdbbi



eredmények ravilagitottak arra, hogy a szerves szelénvegyiiletek elénydsebb biologiai hatassal
rendelkeznek és kevésbé toxikusak. Ezen vegyiileteket szamos in vitro daganatsejtes és
allatkisérletes modellrendszerben vizsgaltak, ahol igéretes rakellenes és ROS-modulald hatéast
mutattak onmagukban vagy klinikailag relevans kemoterdpias szerekkel kombinacidban.

Il. CELKITUZES

Vizsgalatunk célja Dominguez-Alvarez és mtsai. 4ltal szintetizalt, ujszeru szerkezettel
rendelkez6 szerves szelénvegyiiletek antitumor hatasanak tanulmanyozasa kiilonboz6 in vitro
sejtvonalas modellrendszerek (egér és human, tumoros és nem daganatos) fehasznalasaval.
Citotoxikus hatasuk mellett a vegyiiletek multidrog rezisztencia visszaforditd hatasat is
vizsgaltuk két rezisztencia mechanizmusra (ABCB1-altal medidlt drog efflux gatlasa ¢és
apoptozis indukcid) vonatkozoan. Ezen feliil feltérképeztiik fizikai-kémiai tulajdonsagaikat,
hogy tovabbi szarmazékokat lehessen eldallitani és in vivo is fel lehessen 6ket hasznalni.

A kutatas célkitiizései az alabbiak:

1. A vegyiletek (ciklikus szelenoanhidrid, tiz szelenoészter ¢és négy szervetlen
kalkogénvegyiilet) citotoxikus hatasanak és szelektivitisanak meghatarozasa L5178Y
sziiléi (PAR) és ABCB1-génnel transzfektalt multidrog rezisztens (MDR) egér T-sejtes
limfoma sejtvonal, Colo 205 (doxorubicin-érzékeny) és rezisztens Colo 320 (ABCB1-
tiltermelé) human vastagbél adenokarcindma sejtvonal, A549 human tid6
adenokarcinoma, NIH/3T3 egér embrionalis fibroblaszt ¢s MRC-5 human tiid6 fibroblaszt
sejtvonal felhasznalaval, MTT mddszerrel.

2. A vegylletek (ciklikus szelenoanhidrid, tiz szelenoészter és négy szervetlen
kalkogénvegyiilet) efflux pumpa modulalé hatasanak vizsgalata L5178Y sziil6i (PAR)
¢s ABCB1-génnel transzfektalt multidrog rezisztens (MDR) egér T-sejtes limfoma, Colo
205 (doxorubicin-érzékeny) és rezisztens Colo 320 (ABCB1-tultermel$) huméan vastagbél
adenokarcindma sejtvonalon, rhodamin 123 akkumuléacion alapulé aramlési citometrias
modszerrel.

3. A vegyliletek (ciklikus szelenoanhidrid, tiz szelenoészter ¢és négy szervetlen
kalkogénvegyiilet) apoptoézist indukalé hatasanak vizsgalata Annexin V-FITC
modszerrel L5178Y sziil6i (PAR) és ABCB1-génnel transzfektalt multidrog rezisztens
(MDR) egér T-sejtes limfoma és rezisztens Colo 320 (ABCB1-thltermeld) human vastagbél
adenokarcindma sejtvonalon.

4. A vegyiiletek fizikai-kémiai és in vivo abszorpciés paramétereinek in silico elemzése
OSIRIS Molecular Property Explorer és PreADMET 2.0 szoftverek felhasznalasval.
Korrelacio-regresszio analizis felhasznéaldsa a becsiilt fizikai-kémiai paraméterek és az
efflux pumpa gatlo hatas kozotti 6sszefliggések meghatarozasara.

5. Szerkezet-hatas osszefiiggések (SAR) meghatarozasa a kisérleti eredmények fényében.



1. ANYAG ES MODSZER

Vegyiiletek

Kutatasunk soran az alabbi vegyiileteket vizsgaltuk: egy ciklikus szelenoanhidrid (1) és
kiilonb6z6é funkcids csoportokkal rendelkezé szelenoészterek (2-11; (2-5: metil-csoport; 6:
amid; 7-8: karboxil-észter; 9-11: keton). A vegyiiletek szintézisét Dominguez-Alvarez és mtsai.
irtak le. A vegyiileteket DMSO-ban oldottuk fel a toérzsoldatok (10 mM koncentracidoban)
elkészitéséhez. Ftalsav-anhidrid (12; az 1-es vegyiilet oxigén izosztere) és harom szervetlen
kalkogén-cianat (13-15; 13-KOCN, 14-NHsSCN, 15-KSeCN) referenciaként szerepelt
kisérleteinkben. Tovabba az alabbi vegyliletek keriiltek felhasznélasra kisérleteink soran:
rhodamin 123 (R123; Sigma, St. Louis, MO, USA), 3-(4,5-dimethiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium-bromid (MTT; Sigma, St Louis, MO, USA), natrium-dodecil-szulfat (SDS;
Sigma), verapamil (EGIS, Budapest, Magyarorszag), cisplatin (TEVA, Petah Tikva, Izrael) és
dimetil-szulfoxid (DMSO; Sigma). Az apoptozis vizsgalathoz a pozitiv kontroll M627 (12H-
benzo[a]fenotiazin) kivételével minden reagenst az Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit
(katalogusszam: PF 032, EMD Biosciences, Inc. La Jolla, CA) tartalmazott. A pozitiv kontroll
M627-et Prof. Dr. Noboru Motohashi bocsatotta rendelkezésiinkre (Meiji Gyogyszerészeti
Egyetem, Kiyose, Tokio, Japan), melyet DMSO-ban oldottunk fel. A rhodamin 123 torzsoldatat
PBS-ben, a verapamil torzsoldatat vizben készitettiik el. Minden oldatot a vizsgalat napjén,
frissen készitettiink el.

Sejtvonalak

Az L5178Y egér T-sejtes limfoma sejtvonalat (PAR) (ECACC 87111908 katalogus szammal
az amerikai Gyogyszer- és Elelmiszerellenérzé Hatésagtol keriilt megvésarlasra)
transzfektaltak pHa MDR1/A retrovirussal, a Cornwell és mtsai. altal leirt modszer alapjan. Az
ABCBI-tiltermelé sejtvonal (MDR) a transzfektalt sejtek kolhicinnel valo tenyésztésével
kertilt kiszelektalasra. A human vastagbél adenokarcinoma sejtvonal (Colo 205
doxorubicin-érzékeny ¢és Colo 320/MDR-LRP multidrog rezisztens, ABCB1-taltermeld
(MDR1)-LRP), ATCC-CCL-220.1 (Colo 320) és CCL-222 (Colo 205), az A549 human tiid6é
adenokarcinéma sejtvonal (ATCC CCL-185), a NIH/3T3 egér embrionalis fibroblaszt
sejtvonal (ATCC CRL-1658) ¢s az MRC-5 human embrionalis tiidé fibroblaszt (ATCC
CCL-171) az LGC Promochem-t6l (Teddington, Egyesiilt Kiralysag) keriilt megvasarlasra.

Az L5178Y egér T-sejtes limfoma sejtvonalakat (PAR és MDR) McCoy’s 5A
tapfolyadékban tenyésztettiik (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), kiegészitve az alabbiakkal:
10% héinaktivalt 16szérum (Sigma, USA), nystatin (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) és
penicillin-streptomycin keverék (100 U/1 és 10 mg/l) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). A
human vastagbél adenokarcinéma sejtvonalakat (Colo 205 és Colo 320) RPMI-1640
tapfolyadékban tenyésztettiik (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), kiegészitve az alabbiakkal:
10% hoinaktivalt fotalis borjuszérum (FBS; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), 2 mM L-
glutamin (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), 1 mM natrium-piruvat, 100 mM HEPES
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), nystatin (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) és
penicillin-streptomycin keverék (100 U/I és 10 mg/l) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). A
NIH/3T3 egér embrionalis fibroblaszt sejtvonalat Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
tapfolyadékban (DMEM; Gibco Life Technologies Co., UK) tenyésztettiik, kiegészitve az
alabbiakkal: 4,5 g/l D-gliikoz, 10% hdinaktivalt fotalis borjuszérum, 2 mM L-glutamin (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, USA), 1 mM natrium-piruvat (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA),
nystatin (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) és penicillin-streptomycin keverék (100 U/l és



10 mg/l). Az MRC-5 human embrionalis tiidé fibroblaszt sejtvonalat és az A549 human
tildé adenokarcinéma sejtvonalat Eagle’s Minimal Essential Medium tapfolyadékban
(EMEM, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) tenyésztetiik, kiegészitve az alabbiakkal: nem-
esszencialis aminosav keverék (NEAA,; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), vitaminelegy (az
MRC-5 sejtvonal esetén), 10% hdinaktivalt fotalis borjuszérum (FBS) 2 mM L-glutamin
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), 1 mM natrium-piruvat (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA), nystatin (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) és penicillin-streptomycin keverék (100
U/l és 10 mg/l).

Citotoxicitas vizsgalata

A kiilonb6z6 szerkezetli szelénvegyliletek sejtosztoddsra gyakorolt hatdsat 96 lyuku
mikrotiter lemezekben hataroztuk meg. A harmadik oszlopba 196 pl tapfolyadékhoz 4 pl-t
adtunk a szelenoészter szarmazékok 10 mM-os koncentracidju torzsoldataibol, innen higitottuk
tovabb az anyagokat felezé higitasos modszerrel. Ezt kovetéen az egér T-sejtes limfoma
sejtekbdl és a humdan vastagbél adenokarcinoma sejtekbdl 10* sejtet mértiink a masodik
oszlopba a 100 pul a megfelel6 tapfolyadék mellé 100 pl térfogatban, kivéve a médium kontroll
sorokat, igy a vegyliletek kezdeti koncentracidja 100 uM lett. A kitapadd egér embrionalis
fibroblaszt (10%/1yuk), huméan embrionalis tiidé fibroblaszt (1,5x10%lyuk) és humén tiid6
adenokarcinoma (10%/lyuk) sejteket a megfelelé6 médiumban felvéve kitapasztottuk 96 lyuku
mikrotiter lemezekben 4 ordn at. Ebben az esetben a felezd higitdsokat kiilon mikrotiter
lemezekben készitettiik el, melyeket kés6bb mértiink ra a sejtekre. A lemezeket 37°C
homérsékleten inkubaltuk 24 6ran at, CO termosztatban, az inkubacio utan 20 ul MTT-t (5
mg/ml-es térzsoldatbol, Sigma) mértiink a lemezekre, majd tovabbi 4 6éra malva 100 ul 10%
SDS (natrium-dodecil-szulfat)-HCl elegyet mértiik a mintakhoz, a formazan kristalyok
szolubilizalasa végett, majd a lemezeket tovabbi 24 oran at inkubaltuk CO» termosztatban. A
lemezek optikai denzitasat (OD) Multiscan EX ELISA mikrotiter lemez leolvasoval (Thermo
Labsystem, Cheshire, Egyesiilt Allamok) mértiik 540 és 630 nm-en, hogy szamszerii adatot
kapjunk a sejtpusztulas mértékérdl. A mérések sordn az ICsp értéket hataroztuk meg, amely azt
a koncentraciot jelenti, ahol a vizsgalt sejtek 50%-a elpusztul a kontrollhoz képest, az alabbi
képlet alapjan:

ODkezelt — OD médiumkontroll
1Cs0= 100 - . x100
OD kezeletlen— OD médiumkontroll

Szelektivitasi indexeket (ST) szamoltunk azért, hogy 6sszehasonlitsuk a vizsgalt vegyiiletek
hatékonysagat a tumoros és nem daganatos sejtvonalon. A szelektivitasi indexeket egy kvociens
formajaban fejeztiik ki, melyet Gigy kaptunk, hogy a nem tumoros sejteken mért ICso értékeket
elosztottuk a daganatos sejtvonalakon (érzékeny, illetve MDR) kapott ICso értékekkel. A
vegyiilet erdsen szelektivnek tekinthetd, ha az SI érteke 6-nal nagyobb, mérsékelten
szelektivnek, ha 3 <SI <6, enyhén szelektivnek, ha 1 <SI<3 és nem szelektivnek, ha Sl kisebb,
mint 1.

ABCBI efflux pumpa gatlas vizsgalata

A vizsgalt vegyiiletek ABCB1 (P-glikoprotein) multidrog efflux pumpara gyakorolt gatlo
hatasat rhodamin 123 (R123) akkumuléacion alapuld, aramlasi citometrias modszerrel
vizsgéltunk az MDR egér T-sejtes limféoma és a rezisztens Colo320 human vastagbél
adenokarcinoma sejtvonalon. A mddszer egy fluoreszcencian alapuld mérési technika, amely
verapamilt (egy elsd generacids, kompetitiv efflux pumpa gatld) hasznal referencia
gatloszerként. Az egér T-limfoma és a vastagbél adenokarcindma sejtek szamat 2x10° sejt/ml-
re allitottuk be, az egér T-limfoma sejteket szérummentes McCoy’s SA médiumban, a



vastagbél adenokarcinoma sejteket szérummentes RPMI-1640 médiumban reszuszpendaltuk,
majd 0,5 ml térfogatonként Eppendorf-csdvekbe osztottuk szét dket. A vizsgalt vegyiileteket
torzsoldatokbol, majd 10 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk a mintakat. Verapamilt
(EGIS, Budapest, Magyarorszag) hasznaltunk pozitiv kontrollként (20 uM koncentracioban),
mig a DMSO oldoészer kontrollként szerepelt (2 V/V%). Ezutan valamennyi mintdhoz 10-10
ul rhodamin 123 (R123, Sigma, St. Louis, MO, USA) festéket mériink. A R123 egy nem
toxikus, lipofil, kationos fluoreszcens festék (Aexem = 505/534 nm), amely az ABCB1 pumpa
szubsztratja. Mivel membranpermeabilis, az ¢l0 sejtek gyorsan felveszik, igy MDR
gatloszerekkel egylitt az ABCB1 pumpa funkcidjanak mérésére hasznalhat6. A kezelt
mintakat 20 percig 37°C-os vizfiirdoben tartottuk, és miutan kétszer mostuk oket foszfat
sooldat pufferrel (PBS), 0,5-0,5 ml PBS-ben vettiik fel a mintakat. A vizsgalt sejtpopulaciok
fluoreszcenciajat Partec CyFlow® aramldsi citométer (Partec, Miinster, Germany) segitségével
detektaltunk. Az eredményeink egy reprezentativ aramlasi citometrias kisérletbdl szarmaznak,
amelyben az 6ssz sejtpopuldcidban legalabb 20,000 egyedi sejt kiértékelése tortént meg.
Vizsgalatunk eredményeképpen fluoreszcencia aktivitasi hanyados (FAR) értékeket kaptunk,
amelyek az alabbi Osszefiiggés alapjan hatarozhatéak meg, a kezelt és kezeletlen, érzékeny
PAR és MDR sejtvonalak fluoreszcencidjanak fiiggvényében:

MDR kezelt/MDR kontroll

FAR=— r
Erzékenykezit/ Erzékenykontrol

Az aramlasi citometrids mérések soran az aldbbi paramétereket értékeltiik ki: elére mutatd
fényszoras (FSC, a sejtek nagysagarol ad informaciot); oldaliranya fényszoras (SSC, a sejtek
granulaltsagardl ad informaciot); FL-1 (a mért fluoreszcencia értéke a sejtekben) és a
fluoreszcencia aktivitasi hanyados (FAR), melyet a fent lathato képlet alapjan szamoltunk. A
vegyliletek efflux pumpa gatlo hatasat a verapamiléval hasonlitottuk ossze, emellett egy FAR-
kvdciens is kiszamitasra keriilt, az alabbi képlet alapjan:

Kvéciens = 100 X (FARvegyﬁlet/FARverapamiI)
Apoptozis indukcio vizsgalata

A szelénvegyliletek apoptozist indukéald hatisat az L5178Y egér T-sejtes limfoma
(sziil6i és ABCB1-transzfektalt) és a rezisztens Colo 320 humén vastagbél adenokarcindma
sejtvonalon vizsgaltuk in vitro. Az apoptozist az Annexin V-FITC Apoptozis detektalo kittel
vizsgaltuk, a gyarto utasitasai alapjan. Ez a modszer lehetdvé teszi a korai és késdi apoptotikus
folyamatok ¢és a sejthalal differencialasat és kvantitativ eredményt ad a kezelt sejtpopulaciorol.
Az apoptozis indukcid vizsgélatandl annexin V foszfolipidkotd fehérjét hasznaltunk a PS
megkdtésére, amelyhez fluoreszcein-izotiocianat (FITC) volt konjugalva mint fluoreszcens
szubsztrat (Aex/lem= 495/519 nm), a fluoreszcens jelet aramlasi citometriaval detektaltuk. Mivel
azoknal a sejteknél is megfigyelhetd a PS athelyez6dés, amelyek mar nekrotikusak vagy
elpusztultak, propidium-jodidos (PI) festést iS (Aex/em= 535/617 nm) alkalmazunk. A két festés
azért hasznalhatd parhuzamosan, mert hullimhossz tartomdnyaikban nincsen atfedés. A
mintakban a sejtszam 1x10° sejt/ml-re volt beallitva. Az L5178Y egér T-sejtes limfoma sejtek
esetén a sejtszuszpenziot Eppendorf-csdvekbe osztottuk szét 0,5 ml-ként (5x10° sejt). Az egér
T-sejtes limfoma sejteket 1 oran at kezeltikk a vizsgalt vegyiiletekkel, 37°C-on. A Colo 320
human vastagbél adenokarcindma sejtek esetén a sejtszuszpenziot 24-lyuktl lemezekbe
osztottuk szét és 24 oran at inkubaltuk 37°C-on, 5% CO, atmoszféraban. A kovetkezd napon a



médiumot eltavolitottuk és friss tapfolyadékot mértiink a sejtekre. A Colo 320 human vastagbél
adenokarcinoma sejteket 3 6ran at kezeltiik a vizsgalt vegyiiletekkel.

Pozitiv kontrollként M627-et hasznaltunk (12H-benzo[a]fenotiazin, 20 puM), amely egy
benzotiazin szdrmazék és ismert korai apoptozist indukald vegyiilet. A DMSO oldészer
kontrollként szerepelt (2 V/V%). A mintakat PBS-ben mostuk, majd a sejteket 2000 x g-n
centrifugaltuk 2 percig. A sejtekhez friss médiumot adtunk, majd a lemezeket 24 oran at
inkubaltuk 37°C-on, 5% CO, atmoszféraban. Az inkubacios id6 lejarta utan a Colo 320 sejteket
Ovatosan eltavolitottuk a lyukakbol sejtkapard segitségével. A mérés eldtt a sejteket
reszuszpendaltuk friss, szérummentes médiumban. Ezutan elvégeztiik az apoptdzis vizsgalatot
a kit ,,gyors” protokollja alapjan, a vizsgalt sejtpopulaciok fluoreszcencidjat Partec CyFlow®
aramlasi citométer (Partec, Miinster, Németorszag) segitségével detektaltunk.

Prediktiv in silico vizsgalat

A vizsgalt szelénvegyiiletek fizikai-kémiai és in vivo abszorpcids tulajdonsagainak
becslésére prediktiv in silico vizsgalatot végeztink OSIRIS Molecular Property Explorer
(Actelion Pharmaceuticals, Allschwil, Svéjc) és PreADMET 2.0 (Yonsei Egyetem, Seoul,
Koreai Koztarsasdg), interneten ingyenesen elérhetd szoftverek felhasznalasdval, hogy
kozelité képet kaphassunk a szelénvegyliletek, mint potencidlis farmakon-jeldltek vérhato
tulajdonsagair6l. Az OSIRIS (a széban  forgdé  modelltdl fliggden) 2000-5000
gyogyszermolekulat tartalmaz6 adatbazissal dolgozik, mig a PreADMET t6bb mint 1 millio
molekula kisérletesen mért tulajdonséagait tartalmazza A vizsgalat sordn a vegyiiletek alabbi
tulajdonsagait vizsgaltuk és értékeltilk, hogy meghatarozzuk a vegyiiletek illeszkedését a
Lipinsky-féle 6tos szabalyhoz (RO5): molekulatomeg (M), hidrogénkotés-donorok szama (n-
OHNH), hidrogénkotés-akceptorok szama (n-ON), oktanol/viz particios koefficiens tizes
alapu logaritmusa (cLogP), vizoldékonysag tizes alapi logaritmusa (logS; mol/l-ben
kifejezve) és a molekuldk topologiai polaris felillete (TPSA). Ezen feliil, a szoftverek
segitségével megbecsiiltiik a vegyliletek farmakokinetikai tulajdonsagait, igy a plazmafehérje-
kotodést (PPB%), kiilonboz6 monolayer modellrendszereken torténd penetracid mértékét
(Caco-2, MDCK), human intesztinalis abszorpcio mértékét (HIA%) és a kiilonféle citokrom
P450 enzimekkel vald kolcsonhatast. Az adatok Osszehasonlitdsa céljabol kiillonbozo
szerkezetll és hatdsmechanizmusu, klinikailag relevans daganatellenes szereket (doxorubicin,
gemcitabin, irinotekan, methotrexat, 5-fluorouracil) valasztottunk referenciaként.
Meghataroztuk a vegyiiletek efflux pumpa gatld hatasanak (logFAR értékben kifejezve)
fliggését a becsiilt fizikai-kémiai paraméterektdl (cLogP, logS, logTPSA, M), korrelacio-
regresszio analizist végeztiik Past 3.16 statisztikai program felhasznalasaval. Szignifikansnak
p<0,05 alatt tekintettiik, emellett a determinacios egyiitthatét (R?) is szamoltunk, amely a
kolcsonhatés szazalékos fliggését fejezi ki a valtozok kozott.

IV. EREDMENYEK

Citotoxicitas vizsgalata

A ciklikus szelenoanhidrid (1) és a 9-11-es szamu szelenoészter erds citotoxikus
hatassal rendelkezett mind a sziil6i, mind az MDR egér T-limféma sejteken (az 1Cso érték az
elébbire vonatkozodan 0,94-3,97 uM, az utdbbira vonatkozdan 0,43-4,65 M), az utdébbi hdrom
vegyiilet daganatellenes hatasat nanomolos tartomanyban is képes volt kifejteni, a
legaktivabbnak bizonyulo szelenoészter (10) I1Cso értéke 430 nM volt MDR egér T-limfoma



sejteken. A 3-as és 6-os szelenoészterek szintén erds citotoxikus hatdssal rendelkeztek,
azonban ezen aktivitdsukat csak 5-40-szer magasabb koncentracioban voltak képesek
kifejteni, mint az el6z6 négy vegyiilet. A 9-11-es szamu szelenoészter a nem daganatos egér
embrionalis fibroblaszt sejteken is erésen toxikusnak bizonyult (0,62-1,35 uM), mig a 2-es és
7-es (23,72 uM), illetve a 6-os és 8-0s (69,69-74,47 uM) hasonlé koncentraciokban volt
toxikus. A 10-es vegyiilet mérsékelten volt szelektiv (SI=3,14), mig a szelenoanhidrid (1)
kivalo szelektivitast mutatott (SI > 25,19) a daganatos sejtvonalak iranyaba. A human
vastagbél adenokarcindma sejteken végzett kisérletek alapjan a 9-11-es szamu szelenoészter
erds citotoxikus hatassal rendelkezett mind az érzékeny (Colo 205), mind a rezisztens (Colo
320) sejtvonalakon (az 1Csg értékek 1,19-5,48 uM és 0,35-0,96 uM), a legaktivabb vegyiilet
(9) ICso értéke a Colo 320 sejteken 350 nM. Erdemes kiemelni, hogy a 9-es és 11-es
szelenoészter mérsékelt-erds szelektivitast mutatott a Colo 320 (SI: 3,40-10,0) és a Colo 205
(SI: 4,2-14,40) sejtvonal iranyaba.

A ciklikus szelenoanhidrid (1) és két masik szelenoészter (4 és 8) hasonldan
igéretesnek tekinthet6, hisz nem voltak toxikusak a Colo 205 sejtvonalon, de aktivak voltak a
rezisztens sejteken. A ciszplatin 1Cs értékei 11,36-108,29-szor magasabbak voltak, mint a 9-
11-es szelenoésztereké, emellett a szelénvegyiiletek 2,07-6,09-szer szelektivebbek voltak a
vastagbél adenokarcindma sejteken. Ehhez hasonloan, a 9-11-es szelenoészterek hatékony
citotoxikus szereknek bizonyultak az A549 human tiid6 adenokarcinoma sejtvonalon (1Cso:
5,91-15,22 uM), két masik vegyiilettel egyiitt (2 és 8), melyek 50 uM koriil bizonyultak
hatasosnak. Azonban ezek a vegyiiletek csekély szelektivitast vagy annak teljes hianyat (0,09-
1,95) mutattdk a tiid6 adenokarcindma/tiidé fibroblaszt sejtvonalak vonatkozasaban. A
referencia vegyiiletek (12-15) nem rendelkeztek citotoxikus hatassal egyik vizsgalt
sejtvonalon sem.

ABCBI efflux pumpa gatlas vizsgalata

A tizenegy vegyiilet koziil négy (1, 9-11) rendelkezett jelentés ABCBI1 gatlo hatéssal (az
R123 intracellularis koncentracioja ezekben az esetekben volt a legnagyobb) MDR egér T-
limfoma és Colo 320 human vastagbél adenokarcinéma sejteken, 20 pM-os koncentracioban.
Az aktiv vegyiiletek FAR kvociensei a pozitiv kontrollhoz (verapamil, 20 uM) képest 228,62-
458,48% kozott mozogtak. A két legaktivabb vegyiilet (a ciklikus szelenoanhidrid 1 és a 9-es
szelenoészter) hatékonyabb ABCB1 gatld hatassal rendelkezett a verapamilnal, még tizszer
kisebb koncentracioban (20 vs. 2 uM) is, 202,58%-as és 442,41%-es FAR kvociens értékekkel.
Hasonlo eredményeket kaptunk az ABCBI-et tultermelé Colo 320 sejtvonalon: a ciklikus
szelenoanhidrid 1 és a 9-11-es szelenoészter hatékony gatloszerei voltak az efflux protein
mikodésének, tulszarnyalva a verapamil aktivitasat (FAR=2,85) 2 uM-os koncentracioban
(135,44-401,05% kozotti kvociens értékekkel). A kutatas soran vizsgalt tobbi vegytilet (2-8-as
szelenoészterek és a 12-15-¢s referencia vegyliletek) nem rendelkeztek a verapamilhoz mérhetd
efflux pumpa gatld hatassal egyik sejtvonalon sem.

Apoptozis indukci6 vizsgalata

A szelénvegyiiletek apoptdzist indukald hatasat a 12H-benzo[a]fenotiazinéhoz
hasonlitottuk. A vizsgalt szelenoészterek hatdsos apoptozist indukalé vegylileteknek
bizonyultak az egér T-sejtes limfoma sejtvonalakon. A ciklikus szelenoanhidrid (1) és a 9-11
szelenoészter hatékonysaga volt a legfigyelemreméltobb a pozitiv kontrollal 6sszehasonlitva,
ha az 0sszes apoptotikus esemény szamat vessziik alapul. A pozitiv kontroll csak tizszer



magasabb koncentracioban (2 vs. 20 uM) tudott az eldbb emlitett vegyiiletekhez hasonlo
apoptozist indukald hatdst mutatni. Az MDR egér T-sejtes limfoma sejtvonalon elvégzett
kisérletekben az 1-es vegyiilet kiemelked6 hatasa volt, mert korai apoptozist indukalt a vizsgalt
sejtpopulacio 32,2%-ban (6sszesen 77,67%-ban). Ezen feliil, a 9-11-es szelenoészterek is
aktivnak bizonyultak, azonban ezek biologiai hatasat dontdéen késdi apoptotdzisként vagy
nekrozisként detektaltuk. A vizsgélt vegyiiletek hasonld mértékben indukaltak apoptdzist a
sziiloi egér T-sejtes limfoma sejtvonalon, azonban érdemes megjegyezni, hogy a 10-11-es
szelenoészterek szamottevéen hatékonyabbak voltak az érzékeny sejtvonalon (apoptotikus
események a vizsgalt sejtpopulacio 39,01% vs. 84,37%-ban, illetve 47,16% vs. 92,46%-ban).
Az efflux pumpédk szerepét az apoptozis indukcid elkeriilésében ¢és a sejtmembran
stabilizalasdban mar leirtdk. Az efflux pumpak muikodésének €s a programozott sejthalal
folyamatainak Osszefonddasa lehetséges magyarazata a megfigyeléseinknek. Egy masik
lehetséges magyarazat lehet az, hogy a vegyiiletek intracellularis koncentracidja valoszintiileg
alacsonyabb az ABCBI efflux pumpa miikodésének kovetkeztében: mig mind a 9-11-es
vegyiilet citotoxikus hatdssal rendelkezett 1Csp <2 pM-s koncentracioban (a késdi
apoptozist/nekrozist okozé hatdsukhoz az egér sejtekben), a 9-es szelenoészter hatékony efflux
pumpa gatlé hatdssal rendelkezett 2 pM-os koncentracioban is, mig a 10-11-es vegyiiletek csak
20 uM-os koncentracioban mutatott hasonlo aktivitast. Az eredményeink alapjan a vegytiletek
hasonld6 mértékben okoztak késéi apoptozist/nekrozist PAR sejteken, mig a 9-es vegyiilet
kiugréan magas (2,8-3,9-szer magasabb) aktivitassal birt az MDR sejteken.

A vegyiiletek (1, 9-11) hasonld hatast mutattak a rezisztens human vastagbél
adenokarcinoma (Colo 320) sejtvonalon (apoptozist indukaltak a vizsgalt sejtpopulacié 64,6-
80,5%-ban). Osszehasonlitva az eredményeket mind a hirom sejtvonalra vonatkozdan,
megfigyelhetd, hogy a ciklikus szelenoanhidrid (1) hatékony korai apoptozist indukalonak
bizonyult (32,2-66,1%), mig a 9-11-es szelenoészter dontden késéi apoptotikus/nekrotikus
folyamatokat inditott el, mely valdsziniileg erds citotoxikus tulajdonsaguknak készonhetd. Mas
szelénvegyliletek (2-8) vagy a referencia vegyiiletek (12-15) nem rendelkeztek hasonlo
apoptdzis indukald hatassal.

Prediktiv in silico elemzés

A szelénvegyiiletek fizikai-kémiai tulajdonsagaikat tekintve Osszhangban vannak a
disszertacioban részletezett értékelési kritériumokkal és kivétel nélkiil mindegyik megfelelt a
Lipinsky-féle 06tos szabalynak, szemben bizonyos referenciavegyiiletekkel (doxorubicin,
methotrexat, irinotekdn). A  szerves szelénvegyliletek  véarhatdo  kivalo  oralis
biohasznosithatosaggal (96.74-99.10%) rendelkeznek, és a Caco-2 egysejtrétegen becsiilt
értékeik alapjan meérseékelt permeabilitasi tulajdonsdgokkal rendelkeznek. A prediktalt
plazmafehérje kotédés (PPB%) kozel 100%-0S az Osszes vizsgalt szelénvegyiilet esetében,
amely a szelénatom jelenlétének kdszonhetd a biologiailag aktiv molekuldkban. A vizsgalt
vegyiiletek elérelathatélag a CYP2C9 enzim inhibitorai és a 6-os vegyiiletet leszamitva a
CYP3A4 enzim szubsztratjai és inhibitorai, amely problémat jelenthet, ha ezeket a vegyiileteket
egylitt adagolndk olyan daganatellenes szerekkel, amelyek ezeken az enzimeken
metabolizalodnak. A vizsgalt vegyiiletek efflux pumpa gatlo hatasa (logFAR) és az oktanol/viz
koefficiensiik tizes alapu logaritmusa (CL0ogP) kozott szignifikans 0sszefliggést talaltunk mind
az MDR egér T-sejtes limfoma sejteken (p=0,0034; R220,6934), mind a Colo 320 human
vastagbél adenokarcindma sejteken (p=0,0198; R?=0,5117). A vegyiiletek molekulatdmege, a
topologiai polaris feliilete, illetve a vizoldhatosaguk tizes alapti logaritmusa és a fluoreszcencia
adatok (logFAR) kozott nem talaltunk jelentds Gsszefliggést.



V. MEGBESZELES

A daganatos megbetegedések sulyos népegészségiigyi problémat jelentenek. 8,2 millio
daganatokhoz kothetd halalesetet és 14,1 millié 0j rédkos beteget regisztraltak. A fejlett
orszagokban az Oregedd népesség miatt a daganatos megbetegedések eloforduldsa
elorelathatélag tovabb fog novekedni. Az Eurdpai Unid tagallamai koziil Magyarorszag
szamolt be a legtobb 1j esetrdl €s a legmagasabb halalozasi aranyrol a tiidorak €s a vastagbélrak
tekintetében. A daganatterapia célja a rosszindulatu sejttomeg elpusztitdsa vagy méretének
csOkkentése, ezzel egyidében a beteg életmindségének javitdsa. A kemoterapia hatékony
alkalmazésat megneheziti a szerek alacsony biohasznosithatosaga, alacsony szelektivitasukbol
ad6do eldnytelen mellékhatas profilja €s a multidrog rezisztencia kialakulasa. A multidrog
rezisztencia soran a daganatsejtek tobb, kiillonbdz0 kémiai szerkezetli vagy hatasmechanizmusu
szerrel szemben mutatnak rezisztenciat. A jelen disszertacidban az energiafiiggé efflux pumpak
altal okozott rezisztencia és az apoptozis indukcid gatlasat vizsgaltuk. Szamos olyan vegyiiletet
irtak le, amely képes az ABCBI transzporter funkcigjat gatolni. Egy igéretes terapias
stratégianak tartjak kiilonb6z6 rezisztencia modositd vegyiiletek alkalmazasat adjuvansként,
hogy visszaforditsak a daganatos sejtek MDR fenotipusat. Rengeteg szervetlen és szerves
szelénvegyliletet vizsgaltak daganatellenes hatasukra vonatkozdan. A szerves szelénvegyiiletek
ismert modulatorai az emldssejtek intracellularis redox statuszanak, ennél fogva hatékony és
szelektiv daganatellenes hatdsuak lehetnek, mivel a daganatsejtek érzékenyebbek az exogén
ROS-ra. A kutatds célja ujszerli szerkezettel rendelkezd szerves szelénvegyiiletek
daganatellenes és MDR visszaforditdo hatasanak vizsgalata, a hazai daganatos betegségek
epidemiologiai viszonyait figyelembe véve. Ezen feliil célkitlizéseink kozott szerepelt a
szerkezet-hatas Osszefiiggések meghatarozasa.

Eredményeink tiikrében elmondhatd, hogy adott szerkezettel rendelkezd vegyliletek
minden vizsgalat soran figyelemre méltd aktivitassal rendelkeztek, mig masok nem voltak
hatékonyak egyik kisérletben sem. A referenciaként valasztott vegyiileteknek (12-15) nem volt
hatasa egyik kisérletben sem. A citotoxicitasi vizsgalatokban a szelénatom kozvetlen
kozelében levd alkillanc természete meghatarozé volt a daganatellenes hatas szempontjabol. A
ciklikus szelenoanhidriden (1) kiviil a metil- (9) vagy terc-butilketon-szubsztittci6 (10,11) volt
a legeldnydsebb a citotoxikus hatis kifejezddéséhez. Az aromds gylriin talalhatod
szubsztituensek hatasa kevésbé volt jelentds a vegyiiletek daganatellenes hatdsa szempontjabol.
Altaldnossagban elmondhaté, hogy a szelénvegyiiletek az A549 human tiidé adenokarcindma
sejtvonalon voltak a legkevésbé aktivak és szelektivek. A 9-11-es szelenoészter kiemelkedd
hatasat az is igazolja, hogy ICsg értékeik tobb esetben is a nanomolos tartomanyban voltak és
szelektivitasi indextik is 6 felettinek bizonyult a human vastagbél adenokarcindma sejteken. A
ciklikus szelenoanhidrid (1) kiemelkeddé szelektivitassal rendelkezett egér sejtvonalakon
(SI>20) és nem mutatott toxicitast egyik nem tumoros sejtvonal irant sem. A rhodamin 123
akkumulacios vizsgalatok eredményei Osszhangban vannak a citotoxicitasi vizsgalatban
megfigyeltekkel. A 4-klorfenil-szubsztitualt metil-keton-szelenoészter (9) volt a legaktivabb
vegyiilet (2 uM-os koncentracidban hatékonyabbnak bizonyult barmely mas vegyiiletnél),
melyet a ciklikus szelenoanhidrid (1) és a masik két metil-keton-szelenoészter (10,11) kovet,
melyek szintén hatékony ABCBI1 gatlok voltak birtak 20 pM-os koncentracioban.



A 2-8-as szelenoészter efflux pumpa modulald hatdsa nem volt Osszehasonlithato a
verapamillal. Fontos kiemelni, hogy a vegyiiletek lipofilicitasa befolyasolta azok ABCBI1
modulalé hatasat, mivel a cLogP értékiik szignifikéns 0sszefiiggést mutatott (p<0,05) a szamolt
FAR értékekkel. Az apoptézis vizsgalatban az elébb emlitett négy vegyiilet (1, 9-11) az egér
sejtvonalak esetén a sejtpopulacio 39,01-97,32%-ban, a human sejtvonalak esetén 64,60-
71,40%-ban volt képes kivaltani apoptozist. A ciklikus szelenoanhidrid (1) wvolt a
leghatékonyabb korai apoptozist indukald vegyiilet (az egér sejtvonal esetén a vizsgalt
sejtpopulacid egyharmadaban, a vastagbél adenokarcindma sejtvonalak esetén a vizsgalt
sejtpopulacio kétharmadaban), ezzel aktivabbnak bizonyult, mint a pozitiv kontroll (M627). A
metil-keton-szelenoészterek ezzel szemben dontéen nekrozist (az egér sejtvonalak esetén
egészen 85,8%-1g) okoztak. A két kiilonbo6z6 tipusu sejthalal megkiilonboztetése fontos, hiszen
a kemoterapia-indukalt sejthalal szempontjabol a korai apoptotikus folyamatok az elényosek,
hiszen nem szabadulnak fel gyulladasos mediatorok, amelyek karositjak a kornyezé sejteket,
szemben a nekrotikus folyamatokkal. A 2-8-as szamu szelenoészter esetén az apoptdzist
indukdlo hatas csekély volt vagy teljesen hianyzott. A human vastagbél adenokarcinéma
sejtvonal érzékenyebbnek bizonyult a szelenoészterekkel torténd kezelésre.

A kalkogén elemeket (S, Se, Te) tartalmazd szerves vegyiiletek irant egyre nagyobb az
érdeklddés a kisérletes kemoterapias kutatdsokban. A szakirodalom arra enged kovetkeztetni,
hogy a csoport legaktivabb eleme a tellur (Te), azonban ezek a vegyiiletek altalaban erds
toxikus hatdssal és csekély szelektivitassal rendelkeznek. A szelénvegyiiletek elénye, hogy
befolyasoljak a kiillonb6zd cellularis redox mechanizmusokat €s szigndl transzdukcios
utvonalakat, ezért kifejezetten vonzoak a kutatok szamara. A 12-es szdmu referencia vegyiilet,
amely a ciklikus szelenoanhidrid oxigén-izosztere, nem mutatott értékelhetd aktivitast egyik
vizsgalat soran sem, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a Se-atom kdzponti jelentdségli a
vegyiiletek hatékonysaga tekintetében. A vegyliletek pontos molekularis hatdismechanizmusat
még nem irtak le. E16z6 vizsgalatok és Dominguez-Alvarez és mtsai. hipotézise alapjan a
vegylletek biologiai hatasa a szelenoészter csoport hidrolizisében keresendd. Ez a bomlas
lehetdvé teszi a szelén-anionok felszabaduldsat a biologiai kozegbe, igy a toltéssel rendelkezd
szelén-részecskék bekapcsolodhatnak a legkiilonfélébb oxido-redukcios folyamatokba. Azt
feltételezziik, hogy az ij szelenoészterek ,,prodrug” formajaban fejtik ki a hatasukat, igy a
molekulak képesek atjutni a sejtek citoplazméjaba. A sejten beliil a hordozomolekula bomlik
¢s felszabaditja az anionos karakterli részecskéket, amelyek citotoxikus hatéssal rendelkeznek.
Az elektronszivo csoportok a molekuldn beliil (pl. keton, karboxilcsoport) eldsegithetik a
lebomlés folyamatat €s stabilizalhatjék a keletkezd részecskéket. Azonban nem érdemes olyan
szarmazékokat tervezni, amelyeknek bomlasa még a citoplazman valé atjutds elott
bekovetkezik, hisz ebben az esetben az ionos karakter(i részecskék mar nem lesznek képesek
atjutni a citoplazman hidrofil karakteriik miatt. A ciklikus szelenoanhidrid (1) hatékonysaga
valoszintileg hasonldoan magyarazhat6, mint a 9-11-es vegyiiletek hatasmechanizmusa, bar a
bomlas folyamatdnak és kinetik4janak kiilonbozének kell lennie, hisz ebben az esetben a
Se-atom egy Ottagl gylirlirendszerben taldlhatd. Ezen feliil nem vilagos még az sem, hogy a
vizsgalt vegyiiletek az ABCBI1 kompetitiv gatloszerei vagy a fehérje egy specifikus
doménjéhez kotddnek.



Osszegezve, négy vegyiilet keriilt azonositdsra, mint kivald vezérmolekula tovabbi
kisérletek tervezésére: a ciklikus szelenoanhidrid (1) és a 9-11-es szamu szelenoészterek. Ezek
a vegyliletek kival6 daganatellenes és MDR-visszafordito6 (ABCBI-pumpa modulald és
apoptozis indukalo) hatassal rendelkeztek. Figyelembe véve az in silico elemzés soran kapott
becsiilt eredményeket, a vegyiiletek elérelathatolag megfeleld in vivo biohasznosithatosaggal
rendelkeznek és igéretesek lehetnek a pre-klinikai és klinikai kutatasi fazisba valé atmenetben
(lasd megfeleldségiiket a ROS5 szabalynak ¢és a HIA% értékeiket). A jovdbeli kutatdsokat
tekintve tovabbi szerkezeti varians szadrmazékok tervezésére, szintézisére mindenképpen
javasolt. Ezen feliil érdekes lehet a kiilonb6zé szelénvegyiiletek vizsgalata kombinacios
kemoterapiaban kiillonb6z6 daganatellenes szerekkel in vitro, mert ez a kutatasi teriilet is gazdag
szakirodalommal rendelkezik

VI. TEZISPONTOK

a. Szelénvegyiiletek mint citotoxikus szerek: Héarom alkil-ketoncsoportot tartalmazé
szelenoészter mutatott igéretes (1Cso értékek a nanomolos tartomanyban) citotoxikus hatast egér
T-sejtes limfoma, humdan vastagbél adenokarcinoma ¢és humdan tiid6 adenokarcindéma
sejtvonalakon. A ciklikus szelenoanhidrid kivald aktivitist és szelektivitdst mutatott a
daganatos egér sejtvonalak irdnyaba.

b. Szelénvegyiiletek mint efflux pumpa gatlé szerek: A ciklikus szelenoanhidrid és harom
alkil-ketoncsoportot tartalmazo szelenoészter rendelkezett figyelemre mélt6 efflux pumpa gatld
hatassal az ABCBI1-tultermeld egér T-sejtes limfoma és human vastagbél adenokarcinbma
sejtvonalon. A 4-klorfenil szubsztituens megléte bizonyult a legelénydsebbnek az efflux pumpa
gatlo hatas szempontjabol mind az egér, mind a human sejtvonalon.

C. Szelénvegyiiletek mint apoptozis indukalo szerek: A ciklikus szelenoanhidrid hatékony
korai apoptozist indukald vegyiilet volt, mig az alkil-ketoncsoportot tartalmazoé szelenoészterek
dontden késdi apoptozist/nekrozist indukaltak az érzékeny és az ABCB1-tultermeld egér T-
sejtes limfoma és vastagbél adenokarcindma sejtvonalon.

d. A szelénvegyiiletek ADME tulajdonsagainak becslése in silico modszerrel: Valamennyi
szerves szelénvegylilet megfelel a Lipinsky-féle 6tos szabalynak, tovabba varhatéan mérsékelt
intesztinalis penetracios tulajdonsdgokkal, nagyon erds plazmafehérje kotddéssel €s kivalo
oralis biohasznosithatosadggal rendelkeznek. Az eredmények alapjan dsszefiiggés feltételezhetd
az efflux pumpa gatld hatés és a vegyiiletek lipofil karaktere kozott.



VIl. PENZUGYI TAMOGATAS
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X.  TARSSZERZOI NYILATKOZAT

Hozzéjarulok ahhoz, hogy a doktorjeldlt a disszertacioban felsorolt kozos publikaciot és a
benne foglalt eredményeket a védési eljarasban felhasznalja.
Kijelentem, hogy a felsorolt kozleménybdl felhasznalt eredményeket mas PhD eljarasban nem
hasznaltuk és a jovOben sem hasznaljuk fel:
- Egy ciklikus szelenoanhidrid, tiz szelenoészter €s négy szervetlen kalkogénvegyiilet
citotoxikus hatasanak és szelektivitasanak meghatarozasa egér limfoma sejteken.
- Egy ciklikus szelenoanhidrid, tiz szelenoészter ¢és négy szervetlen kalkogénvegyiilet
efflux pumpa modulalé hatasanak vizsgalata egér limfoma sejteken.
- A vegylletek (ciklikus szelenoanhidrid, tiz szelenoészter és négy szervetlen

kalkogénvegyiilet) apoptozist indukal6 hatasanak vizsgalata egér limfoma sejteken.

Szeged, 2018. november 29.

Dr. Spengler Gabriella
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