Organoszilikon, terpenoid és flavonoid vegyiiletek hatasa

tumor sejtek multidrog rezisztenciajanak gatlasara in vitro

(Osszefoglalé)

A multidrog rezisztencia kialakuldsa korlatozza a tumoros megbetegedések
kezelésének hatékonysdgat. A tumor sejtekben kemoterapia indukélta multidrog
rezisztencia mechanizmusok teszik hatéstalanni a kezelést és okoznak gondot a
klinikai onkol6giaban. A helyes terapia kijel61ésénél egyre nagyobb eréfeszitések
mutatkoznak a multidrog rezisztencia esetleges meglétének igazoldséara, illetve
kikiiszobolésére. Szamos olyan mechanizmust azonositottak, mely meghatirozé
szerepet jatszik a multidrog rezisztencia folyamatéaban.

1. DNS topoizomerdzok expresszi6janak és funkcidjdnak megvaltozasa.
2. A DNS repair mechanizmusok fokozddasa.

3. Fiziolégias apoptotikus utak defektusa.

4. Efflux proteinek overexpresszidja.

Egyik lehetséges ut a multidrog reszisztencia gatlasara tehat olyan vegyiiletek
alkalmazasa a kezelés soran, melyek képesek blokkolni a sejtekben a rezisztenciaért
feleldssé tehetd fehérjék mikodését.

A fent emlitett mechanizmusok ké6ziil az egyik fé6 tényezé az ABC (ATP-binding
cassette) proteinek, koéztilk az MDR1 (multidrug resitance protein 1) vagy mas
néven P-glycoprotein (P-gp) és MRP (multidrug resistance related protein 1)

proteinek overexpresszidja, mely megakaddlyozza a kemoterdpids szerek

daganaé}:jtbé.ﬁﬁ t(')'lr"t‘éné' felhalmoz6dasat.” A kézelmultban néhény igen- igéretes

rezisztenciamddosité  vegyiiletet azonositottak. Az MDRI gétiéséban a
legjelentésebbek a dexverapamil, valspodar (PSC 833), zosuquidar (LY335979) és
laniquidar (R101933) de a klinikai kiprébalds soran gyakran toxikusnak bizonyultak
illetve még klinikai tesztek alatt dllnak. Az in vitro MRP moduldtorok kéziil az
irodalmi adatok a flavonoidok egyes képviseléit, az indometacin, a N,N -

diszubsztitudlt piperazinok valamint a quinazolinonok jelentéségét emelik ki.

Célul tiiztiik ki a természetes névényi alkotékbol kivont terpenoid, flavonoid
szarmazékok valamint szintetikus organosilicon szdrmazékok vizsgalatat, remélve,

hogy kevésbé toxikus és hatdsosabb rezisztenciamédosité vegyiletet talalunk.



1. Immuncitokémiai vizsgalattal igazoltuk a m{ik6dé ABC transzporterek (MDRI,
MRP) jelenlétét L5178Y human mdrl gén transzfektilt egér lymphoma vonal,
MDA-MB-231, MCF7, valamint drogrezisztens KCR huméan emlétumor
vonalakon, tovabbd Hep2 gége karcinoma sejtvonalon.

2. A rakkutatasban is széles koérben alkalmazott MTT moédszerrel teszteltiik a
vegyiiletek antiproliferativ és citotoxikus hatésat in vitro.

3. MDRI1 rezisztencia moédositds tesztelésére megvizsgiltuk a Rhodamin 123
intracellularis akkumuléci6jat a organoszilikon, terpenoid (jatrophane diterpen
and karotenoid) és flavonoid vegyiiletek jelenlétében, az L5178Y huméan mdrl
gén transzfektalt egér lymphoma vonalon dramlasi citometria médszerével.

4. Az MDRI reverziot megvizsgéltuk karotenoidok jelenlétében a doxorubicin
adaptalt, drogrezisztens KCR humén eml6tumor sejtvonalon.

5. Az MRP rezisztencia tanulményozdsara a 2°,7’-bis(2-carboxyethyl)-5(6)-
carboxy-fluorescein  acetoxymethyl ester (BCECF-AM) intracelluldris
akkumulacidjat vizsgaltuk a tsztelt vegyiiletek jellenlétében MDA-MB-231 emlé
tumor sejteken.

6. Hep2 gégekarcinéma vonalon, pedig az organoszilikon vegyiiletek multidrog
rezisztencia gétlé hatdsat vizsgéaltuk in vitro.

7. Az optimalis gyégyszer felhalmozddist elésegitd rezisztencia médositék
jelenlétében tanulmanyoztuk a mindennapi gyakorlatban alkalmazott rdk ellenes
kemoterapids szerek hatasat, a kiilonb6z8 daganat sejtek proliferaciéjara és
pusztuldsira, kombinaciés kisérletben (checkerboard microplate method).

8. Néhiny vegyiilet esetében alkalmunk  nyilt a  szerkezet-aktivitas
Osszefiiggéseinek megvizsgildsira, az ADME (Adsorption, Distribution,
Met_ahollsm
szerkezet.l és ..kemlal tulaJdonségal alapjan lehetoséget nyuijt az MDRI gatlé

?""‘.etlon) szoftver program segxtsegevel mely ..a mlekula a

hatas predikciéjara (Pharma Algorithms Inc., 2004 Canada; www-ap-algorithms.com).
9. Megvizsgaltuk karotenoidok apoptézis indukalé hatdsdt, mint a tumor sejtek

elimindlasihoz hozzdjaruld lehetséges faktor szerepét.

A tumor sejtekben kialakulé rezisztencidért els6dlegesen a P-gp
overexpresszi6ja tehetd feleldssé, mas esetekben egyéb plazmamemrin ABC
transzporterek szerepelnek, melyek szintén ATP hidrolizis révén képesek a
citosztatikumokat a sejtb8l kijuttatni. Irodami adatok alapjdn a P-gp gitolhatd

kézvetlen vagy kozvetett médon is. Kdzvetlenill: a kotéhely kompetitiv, nem



kompetitiv vagy allosztérikus gdtldsdval, koézvetett médon az ATP hidrolizis
befolydsoldsdval, valamint a sejtmembrin kérnyezet megvaltoztatisdval.

Vizsgalataink megkezdése el6tt immuncytokémiai mérésekkel igazoltuk a
kiilonb6z6 efflux proteinek (MDR1, MRP) jelenlétét az alkalmazott sejtvonalakon.
Az MDA-MB-231 emlétumor vonal esetében, mind a P-gp, mind pedig az MRP
fokozott expressziét mutatott. Azonban az in vitro drog akkumuliciés vizsgélatok
nem igazoltdk a P-gp aktivitast, feltehet6en a proteinen bekdvetkezd konformécids
valtozasok miatt.

Az organosilicon vegyiiletek hatasosan gétoljak az MDR1 pumpa miikédését nem
csak az mdrl gén transzfektdlt egér lymphoma sejteken, hanem a Hep2 sejtvonal
esetében is melyrél korabban igazoltdk, hogy radio- és kemorezisztens
tulajdonsdgok egyarant jellemzik.

A terpenoid vegyliletek koziill a jatrophane diterpen pubescen A és D mutat
jelentés hatast az MDR1 géatldsban, amit az in vitro kombinaciés kisérletek is
alatdmasztanak. Az utébbi vegyiilet az MRP pumpék.ml’ikﬁde’sét is gatolja. Azonban
nem kaptunk elég vegyiiletet és adatot arra, hogy feltdrjuk a legjobb P-gp gaitlé
hatéssal biré jatrophane diterpen vegyiiletek szerkezet és hatds kozti osszefiiggését.

Szamos tanulmany alatdmasztja, hogy a megvaltozott membranszerkezet jelentds
hatédssal bir az efflux pumpédk aktivitdsidra, valamint a rezisztencia mddositok és a
membran lipidek kélcsdénhatdsa szintén meghatirozé a rezisztencia moédositas
szempontjdbél. A karotenoidok, ugy tilinik képesek befolydsolni a membran
szerkezetet, és a megvaltozott membran fluiditds akaddlyozza a pumpamiikédést. A
karotenoidok hatasa tovabba &sszefiigg a molekuldk polaritasi jellemzdivel, mivel a
polaris tulajdonsidggal biré képviseléik esetén az MDRI1 géatlé hatds sokkal

nem ' szerkezet aktlvxtas osszefuggesemek v1zsgﬂo ADME

komputef program fontossé.gat melynek eredmenye1 eleg Jol ko;?glalnak a
drogakkumuléciés kisérletekben kapottakkal, igy hasznédlatdval a tovabbi MDRI
reverzids vizsgdlatokban jelentds idé és pénz spérolhaté.

A karotenoidok apoptotikus aktivitisa nem jelentds valamint erdsen fiigg a
vizsgalathoz hasznilt sejt tipusitél, ugyanis az 4latlunk vizsgilt egérlymphoma
sejtek érzékenebbnek bizonyultak a humian MDA-MB-231 emlétumor sejteknél.

Megvizsgélfuk a flavonoidok és isoflavonoidok mind a P-gp és MRP medislta
efflux mechanizmusokra gyakorolt hatdsat egér lymphoma és emldtumor
sejtvonalakon. A flavonoidok kéziil a rotenon és az amorphigenin gitlé hatdsa volt

jelentdsebb, azonban a rotenon igen toxikusnak bizonyult. A rotenon ¢&s



amorphigenin kozti szerkezeti differencia (egy -OH csoport) csbékkent toxicitast
eredményezett, mig P-gp gatlé aktivitdsa még jelentds maradt. Hatdsukat
valésziniileg a transzporterek ATP kot6 domain-jén keresztiil valtjak ki.

Mivel a P-gp hozzajarul a tumor sejtek szerzett multidrog rezisztencidjahoz
ezért raksejtek szelektiv elimindldsa t6kéletesithetd citosztatikumok és rezisztencia
médositék szimultan alkalmazisival kombinalt kemoterdpia sordn. Kisérleteink
soran a jatrophane diterpene Pubescen D jelentésen fokozta a doxorubicin
retencidjit, az MDA-MB-231 huméin emld tumor sejtvonalban és a huméan mdr! gén
transzfektalt egérlymphoma sejtekben egyarant, ezaltal felerdsitve a sejtek
rezisztens sejtekben is. Elvileg tumor vagy szerv specifikus efflux pumpa
inhibitorok azéaltal, hogy szelektiven befolyidsoljak a citosztatikumok
akkumulacidjat a sejtekben, csdkkenthetik azok altaldnos toxikus hatdsait. Az
organoszilikon valamint a karotenoidok k&zill néhdny vegyiilet igen igéretesnek

bizonyult a multidrog rezisztencia gatlasdban, vizsgéfatuk folytatddik in vivo.






