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1. BEVEZETES

Az EU-tagallamok koziil Magyarorszagon a legmagasabb a tiido- és vastagbélrak eléfordulasa
¢és mortalitasi aranya. Az emlddaganat jelentds egészségiigyi probléma, amelynek prevalenciaja és
halalozasi aranya vilagszerte névekvd tendenciat mutat. Az emlédaganat az egyik leggyakrabban
diagnosztizalt daganatos megbetegedés és vezetd halalok a néi populacioban. A kezelés soran
kemoterapiat alkalmaznak, amelynek célja a rosszindulati sejttomeg megsziintetése vagy
csokkentése, valamint a beteg életmindségének javitasa. A kemoterapia alkalmazasat jelentdsen
befolyasolja alacsony biohasznosuldsa, a nem szelektiv citotoxikus aktivitasbol adodd hatranyos
mellékhatasok, valamint a multidrog-rezisztencia (MDR) kialakulasa, amelynek soran a daganatok

eltérd szerkezetli és hatdsmechanizmust kemoterapias szerekkel szemben mutatnak rezisztenciat.

A Chlamydia trachomatis szexualis Gton terjedé Gram-negativ, obligat, intracellularis parazita.
Az emberi szervezetben urogenitalis megbetegedést, szemfert6zést (pl. Gjsziilottkori kotéhartya-
gyulladas) képes okozni. A WHO becslése szerint 2020-ban 129 milli6é Gj chlamydia fertézés
fordult el6 vilagszerte. A C. trachomatis fert6zés miatt kezelt nék 10-15%-nal fordul el6 visszatérd

vagy tartos fertdzes.

A gyogyszer-rezisztencia altalanosan ismert és széles korben elterjedt folyamat, amely soran a
korokozok vagy tumorsejtek ellenallova valnak az alkalmazott kezeléssel szemben. A bakterialis és
tumor MDR kialakuldsa jellemzden az efflux transzporter fehérjék talzott expresszidjanak
tulajdonithat6. Ezek a transzporterek tobbféle, egymasol eltérd szerkezetii kemoterapias szer, illetve
antibiotikum kipumpalasara képesek. A szakirodalomban szamos olyan vegyiiletet irtak le, amelyek
képesek gatolni a pumpak miikodését. Az MDR fenotipus visszaforditasara lehetséges megoldas az

efflux pumpa gatlo (EPI) vegyiiletek adjuvansként torténd alkalmazésa a terapia soran.

A szelén (Se) az emberi szervezetben csak kis mennyiségben el6forduld, de alapvetd
fontossagi nyomelem. Az Se-vegyiiletek az emberi szervezetben lehetnek antioxidans vagy
prooxidans hatastak. Emellett képesek modulalni a gyulladasos folyamatokat, apoptozist
indukalnak, gatoljak az MDR efflux pumpakat, kemopreventiv hatasuak, valamint antiproliferativ
és citotoxikus aktivitasuk révén a daganatok attétképzodését is gatolhatjak. Szakirodalmi adatok
alapjan az Se tartalmt vegyiiletek antivirdlis, antimikrobidlis, biofilm-ellenes és antifungalis
tulajdonsagokkal is rendelkeznek. Szamos jotékony hatasuk révén az Se-vegyiiletek 0j alternativat

jelenthetnek a kisérleti kemoterapiaban és a baktériumok multidrog rezisztenciajanak lekiizdésében.



2.

CELKITUZESEK

A kutatas célja tizenegy (1-11) szelénvegyiilet aktivitasanak vizsgalata volt az MCF-7

emlddaganat sejtvonalon és annak doxorubicin-rezisztens alvonalan, a KCR-en, mint in vitro

modellrendszeren. A kutatas soran az Se-vegyiiletek doxorubicinnel valdé koélcsonhatasat,

valamint a vegyiiletek apoptozist indukalé aktivitdsat a mar emlitett MCF-7 és KCR

sejtvonalakon vizsgaltuk. Az Se-vegyliletek antibakterialis hatasat a C. trachomatis D

baktériumtoérzson tanulmanyoztuk.

A kutatas 6 céljai:

1)

2)

3)

4)

3.

3.1.

A szelénvegyliletek citotoxicitasanak ¢és szelektivitdsanak meghatarozésa a
doxorubicin-érzékeny MCF-7 ¢és a rezisztens KCR emlédaganat sejtvonal

felhasznalasaval MTT modszerrel.

A szelénvegyiiletek és a doxorubicin kolcsonhatdsanak vizsgdlata MCF-7 és KCR

emlddaganat sejtvonalon checkerboard kombinacios modszerrel.

A szelénvegyliletek apoptdzist indukald hatdsdnak vizsgalata aramlési citometriaval
Annexin V-FITC és propidium-jodid kett6s festéssel MCF-7 és KCR emlddaganat

sejtvonalon.

A szelénvegyiiletek antibakterialis aktivitasanak meghatarozasa a C. trachomatis D

baktériumon indirekt immunfluoreszcens festéssel.

ANYAG ES MODSZEREK

Vegyiiletek

A vizsgalt vegyiiletcsoport tizenegy szelénszarmazékot tartalmazott: egy ciklikus

szelenoanhidridet (1) és tiz szelenoésztert (2-11). A vegyiiletek szintézisét Dr. Enrique

Dominguez-Alvarez (CSIC, Madrid, Spanyolorszag) és Prof. Dr. Carmen Sanmartin

(University of Navarra, Pamplona, Spanyolorszag) végezték. A vegyliletek a spektroszkopos

vizsgalatok alapjan tisztak és kémiailag stabilak voltak levegon.



A ftalsav-anhidrid (12; az 1-es vegyiilet oxigén izosztere) és harom szervetlen kalkogén-
cianat (13-15) referenciaként szerepelt kisérleteinkben. A 12-15 vegyiileteket a Sigma-Aldrich

Chemie GmbH-t6l (Steinheim, Németorszag) vasaroltuk meg.

A vegyiileteket dimetil-szulfoxidban (DMSO) oldottuk ¢és a kisérletekhez 10 mM

koncentracioju térzsoldatokat készitettiink.

3.2. Sejtvonalak

Az MCF-7 emlddaganat sejtvonalat (ATCC® HTB-22) az LGC Promochem-tél
(Teddington, Egyesiilt Kiralysag) vasaroltuk. Az MCF-7 sejtvonalat és annak doxorubicin-
rezisztens KCR sejtvonalat 4,5 g/l gliikozt tartalmazé Eagle's Minimal Essential Medium
(EMEM) tapfolyadékban tenyésztettiik, kiegészitve az alabbiakkal: nem-esszencialis aminosav
keverék, vitaminelegy és 10% hdinaktivalt fotalis borjuszérum (FBS). A sejtvonalakat 37°C-
on, 5% CO; atmoszféraban inkubaltuk. Minden harmadik passzalas alkalméval 0,56 pg/ml
doxorubicint adtunk az EMEM tapfolyadékhoz, hogy az ABCB1 efflux pumpa expressziojat
fenntartsuk a rezisztens KCR sejtvonalban.

3.3. Baktériumtorzs

A vegyliletek Chlamydia ellenes hatasat a C. trachomatis referencia torzs (szerovarians D,
UW-3/Cx, ATCC, VR-885D) felhasznalasaval hataroztuk meg.

3.4. Citotoxicitas vizsgalata

Az Se-vegyiiletek novekvd koncentracidinak sejtosztdédasra gyakorolt hatasat 96-lyuka
mikrotiter lemezekben vizsgaltuk az MCF-7 és KCR sejtvonalakon. A vegyiiletek torzsoldatait
(10 mM) 100 pul EMEM tapfolyadékban higitottuk.

Az adherens MCF-7 és KCR sejteket 96-lyuku mikrotiter lemezekben tenyésztettiik
EMEM tapfolyadékban. A sejtszamot 1x10%lyuk (100 pl médiumban) koncentraciora
allittottuk be. A sejteket a vizsgalat elétt 37°C-on, 24 o6ran at, CO2 termosztatban tenyésztettiik.
Az inkubacids idd letelte utan a sejteket tartalmazd lemezekrdl eltavolitottuk a tapfolyadékot,
¢s a sejtekhez hozzamértiik a vegyiiletek felezo higitasait. A lemezeket 37°C-on inkubaltuk 24
oran keresztiil; az inkubacios id6 végén 20 pul MTT festéket mértiink a lemezekre, majd tovabbi
4 6ra mulva 100 pl 10%-0s SDS (natrium-dodecil-szulfat)-HCI elegyet mértiink a mintakhoz a

formazan kristalyok szolubilizalasa érdekében.



A lemezeket 37°C-on, CO; termosztatban inkubaltuk egy éjszakan at. Ezt kovetden Multiscan
EX ELISA (Thermo Labsystems, Cheshire, WA, USA) lemezolvas6 segitségével ODsso Nm
(ref. 630 nm) hullamhosszon meghataroztuk a sejtek novekedését. A mérések adataibol 1Cso
értéket szamoltunk, amely azt a koncentraciot jelenti, ahol a vizsgalt sejtek 50%-a elpusztul a

kontrollhoz képest.

A szelektivitast a szelektivitasi index (SI) segitségével definidltuk, amelyet a korabban
leirt, nem daganatos MRC-5 (human embrionalis tiid6 fibroblaszt) sejtvonalon kapott I1Cso érték
¢és az adott daganatos sejtvonalra (MCF-7 vagy KCR) vonatkozo ICso érték hanyadosaként
definialtunk (Dominguez-Alvarez et al. Bioorg Med Chem Lett. 26:2821-24, 2016). Egy
vegyiilet akkor tekinthetd erésen szelektivnek, ha az SI értéke 6-nal nagyobb, mérsékelten
szelektivnek, ha 3<SI<6, enyhén szelektivnek, ha 1<SI<3, és nem szelektivnek, ha SI kisebb,

mint 1.

Az anti-chlamydias hatas vizsgalatahoz a vegyiiletek citotoxikus hatasat HelL.a sejtvonalon

is megvizsgaltuk a fent leirt modszerrel.

3.5. Checkerboard kombinaciés vizsgalat

A szelénvegyliletek és a doxorubicin kozotti kdlcsonhatasat checkerboard kombinacids
modszerrel vizsgaltuk. A kisérletet 96-lyuk(i mikrotiter lemezen végeztiik el MCF-7 és KCR
sejteken, ahol a sejtszam 6000 sejt/lyuk volt. A sejteket a vizsgalat el6tt 37°C-on, 24 oran at,
CO. termosztatban tenyésztettiik. Az inkubacids id6 letelte utdn a sejteket tartalmazo

lemezekrdl eltavolitottuk a tapfolyadékot.

crer

adott sejtvonalakon kapott I1Cso értékek alapjan valasztottuk ki. A doxorubicin higitasait
vizszintes iranyban 100 ul-ben, az Se-vegyiiletek higitasat fiiggélegesen 50 pl térfogatban
végeztiik a mikrotiter lemezben, majd ramértiikk a sejtekre. A lemezeket 72 oran keresztiil
inkubaltuk 37°C-on, 5%-0s CO: termosztatban. A vegyiiletek sejtosztddasra gyakorolt hatasat
MTT modszerrel hataroztuk meg. Az inkubacié utan 20 pul MTT-t mértiink a lemezekre, majd
4 ora elteltével 100 pl 10%-0s SDS-HCI elegyet mértiink a mintakhoz, majd a lemezeket
tovabbi 37°C-on, CO; termosztatban inkubaltuk egy ¢€jszakan at. Ezt kovetden a lemezek
optikai denzitasat Multiscan EX ELISA mikrotiter leolvasoval mértiik 540 és 630 nm-en,

amelynek segitségével meghatarozhato volt a sejtpusztulas mértéke.



A kapott adatokbol EDsg értéket szamoltunk, ez az érték azt a koncentraciot jelenti, ahol a

vizsgalt sejtek novekedése 50%-kal gatlodik a kontrollhoz képest.

A kombindciés index (CI) ennél az értéknél keriilt meghatarozasra CompuSyn szofter
alkalmazasaval (ComboSyn Inc., Paramus, NJ. USA), legalabb 4-5 adatpont felhasznalasaval.
A CI értékeket a Chou-Talalay-modszer szerint szamitottuk Ki, ahol a CI<1 szinergizmust, a

CI=1 additiv hatast (vagy a kdlcsonhatas hianyat), ésa CI>1 antagonizmust jelent.

3.6. Apoptozis indukcid vizsgalata

Az Se-vegyiiletek apoptézist indukald hatasat in vitro vizsgaltuk MCF-7 és KCR
sejtvonalon. Az apoptézist a Calbiochem (EMD Biosciences, Inc. La Jolla, CA, USA) Annexin
V-FITC apoptozis detektalo kittel vizsgaltuk a gyarto utasitasai alapjan. Ez a modszer lehetové
teszi a korai és késOi apoptotikus események, valamint a nekrozis meghatarozasat az Se-

vegyiiletekkel kezelt sejtpopulacidban.

A sejtszuszpenzi6 stirtiségét 1x10° sejt/ml-re allitottuk be. A sejtszuszpenziot 0,5 ml-ként
(5x10° sejt) 24-lyuka lemezbe osztottuk szét, és egy éjszakan at 37°C-on, 5% CO, mellett
inkubaltuk. A kovetkezd napon eltavolitottuk a tapfolyadékot, és friss médiumot mértiink a
sejtekre. Ezutan a sejteket 3 oran keresztiil, 37°C-on kezeltiik a vegyiiletek 1 vagy 2 uM-0s
koncentraciojaval. Pozitiv kontrollként M627-et (12H-benzo[a]fenotiazin; 20 uM)
hasznaltunk, amely ismert, korai apoptozist indukald vegyiilet. A mintakat PBS-ben mostuk,
majd friss EMEM tapfolyadékot adtunk a sejtekhez, és a lemezeket tovabbi 24 6ran keresztiil
37°C-on, 5% CO- mellett inkubaltuk. Az inkubacids id6 lejarta utan a sejteket tripszinezéssel,
ovatosan eltavolitottuk a lyukakbol, majd a mintdkat 2000 x g-n 2 percig centrifugaltuk. A
sejteket reszuszpendaltuk friss, szérummentes médiumban. Ezt kovetden az apoptozis
vizsgalatot a Kit “gyors” protokollja szerint végeztiik el, és a sejtpopulaciok fluoreszcenciajat

Partec CyFlow® aramlési citométerrel (Partec, Miinster, Németorszag) detektaltuk.

3.7. Chlamydia trachomatis D szaporitas

A C. trachomatis D-t HeLa 229 sejteken (ATCC, CCL-2.1) szaporitottuk. A fert6z6 elemi
testek mennyiségét indirekt immunfluoreszcens festéssel hataroztuk meg. Az elemi testek
kiilonbozo higitasaival Hela sejteket fertéztiink, majd 48 oras inkubacié utan a sejteket

acetonnal fixaltuk és monoklonalis anti-Chlamydia LPS antitesttel (AbD Serotec, Oxford,



Egyesiilt Kiralysag) és FITC-jelolt I[gG-vel (Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag) festettiik.
A C. trachomatis D inkltziokat UV-mikroszkop alatt szamoltuk meg.

3.8. Anti-chlamydias hatas vizsgalata

A C. trachomatis D elemi testeket (4x10° IFU/ml) szachardz-foszfat-glutaminsav
pufferben (SPG) a vizsgalt vegyiiletek kiilonb6z6 koncentracioival (0,25 uM, 0,5 uM, 1,25 uM
¢és 2,5 uM) inkubaltuk 2 6ran keresztiil 37°C-on. Kontrollként a C. trachomatis D elemi testeket
SPG-ben inkubaltuk. A vegyiiletek Chlamydia ellenes hatasanak vizsgalatahoz Hela sejteket
tenyésztettiink 13 mm-es fedélemezeken 24-lyuka tenyésztéedényben. 24 orat kovetéen a
konfluens sejteket az Se-vegyiiletekkel kezelt C. trachomatis D-vel vagy a kezeletlen
kontrollokkal fertoztiik. 48 ora elteltével a sejteket 10 percig -20°C-on acetonnal fixaltuk. A

fert6z6 elemi testek titerét indirekt immunfluoreszcens festéssel hataroztuk meg.

4, EREDMENYEK

4.1. Szelénvegyiiletek citotoxikus aktivitasa

A tizenegy Se-vegyiilet (1-11) és négy referencia vegyiilet (12—15) rakellenes hatasat az
MCF-7 ¢és a KCR eml6daganat sejtvonalon vizsgaltuk. A szelenoanhidrid (1) és a 2—7-es
szelenoészterek az MCF-7 sejtvonalon nem mutattak citotoxikus aktivitast, a vegyiiletek ICso
értéke 100 uM felett volt. Ezzel szemben a ketontartalmu szelenoészterek (9-11) erds
citotoxikus aktivitast mutattak, mivel ICso értékeik 1,04 és 1,70 uM kozott mozogtak. Az
eredmények hasonlonak bizonyultak a rezisztens KCR sejtek esetében is, két szarmazék
kivételével. A szelenoanhidrid (I) ICso értéke 2,35 uM volt, amely tobb mint 40-szer
alacsonyabb, mint az MCF-7 esetében. Ez az eredmény arra utalhat, hogy ez a vegyiilet
kozvetleniil a KCR sejtek altal taltermelt ABCB1 efflux pumpara hat. Tovabba a 11-es vegyiilet
fele olyan mértékben volt aktiv a KCR sejteken, mint az MCF-7-en. A referencia vegyiiletek
(12-15) nem gatoltak az MCF-7, a KCR, valamint az MRC-5 sejtek szaporodasat, ICsg értékiik
100 uM felett volt. Kutatocsoportunk a Se-vegyiiletek rakellenes hatasat az MRC-5 human
embrionalis tiidé fibroblaszt sejtvonalon korabban mar megvizsgalta (Dominguez-Alvarez et

al. Bioorg Med Chem Lett. 26:2821-24, 2016).



A szelenoészterek daganatos sejtekkel szembeni szelektivitasat tekintve egyértelmiien
megfigyelhetd volt, hogy a ketontartalmu szelenoészterek mérsékelten voltak szelektivek az
MCEF-7 és KCR daganatos sejtekre, kivéve a 11-es vegyiiletet, amely a KCR iranyaba enyhén
szelektiv volt (S1=2,2). A 9-es vegyiilet SI értéke a KCR sejtek esetében kozel 6 volt (SI=5,6),
ami a kiiszobérte annak, hogy egy vegyiiletet er6sen szelektivnek tekintsiink. A tobbi
szelenoészter nem mutatott szelektivitast az MCF-7 és KCR sejtvonalakon. Ezzel szemben a

szelenoanhidrid (1) erds szelektivitast mutatott a KCR sejtvonal iranyaba, az SI értéke 42 volt.

4.2. Szelénvegyiiletek kolcsonhatasa doxorubicinnal

A citotoxicitasi vizsgalatban az 6t aktiv vegyiiletet (1; 8-11) doxorubicinnel kombinalva
is megvizsgaltuk a két emlddaganat sejtvonalon. A vegyiiletek és a doxorubicin
kolcsonhatasanak eredményei jelentds kiilonbséget mutattak a két vizsgalt sejtvonalon. A
vizsgalt Se-vegyiiletek szinergista kdlcsonhatast mutattak a doxorubicinnel a KCR sejtvonalon,
mig az MCF-7 sejtvonal esetén a szelenoészterek ¢és a doxorubicin kozott antagonista
kolcsonhatas volt megfigyelhetd. A legelénydsebb kdlcsonhatast alacsony koncentracioban
(2,5 uM) a 9-es vegyiilet esetében tapasztaltuk a KCR sejtvonalon. Ez a vegyiilet a doxorubicin
legalacsonyabb koncentracidja (42,5 uM) mellett a legerésebb szinergizmust mutatta. A tobbi
Se-vegyiilet szinergista mddon Iépett kdlesonhatdsba a doxorubicinnel, a vegyiilet 4-szeres,
illetve a kemoterapias szer 2-szeres koncentraciojanal. Az MCF-7 sejteken a 9-es vegyiilet
magasabb koncentracidban (5 pM) mérsékelten antagonista kolcsonhatast mutatott a
doxorubicinnel (1 pM). A 8-as vegyiilet esetében ugyanilyen koncentracioban enyhe
antagonizmus volt megfigyelhetd, de a doxorubicin koncentracidja ebben az esetben 4-szer

magasabb volt.

4.3. Apoptozis vizsgalat

A Se-vegyiiletek a 7-es szelenoészter kivételével nem befolyasoltak az MCF-7 és KCR
sejtek apoptozisat. A 7-es szarmazék alacsony, 2 uM-0S koncentracioban korai apoptotikus és
késdi apoptotikus/nekrotikus folyamatokat inditott el a sejtek 16,9%, illetve 7,85%-aban MCF-
7 sejteken. A pozitiv kontrollként alkalmazott M627 a sejtpopulacio 20,8%-aban korai
apoptozist, 67,1%-aban pedig késéi apoptozist valtott ki, igy a 7-es vegyiilet altal eldidézett

apoptotikus események mérsékeltnek mondhatoak.



44. Szelénvegyiiletek Chlamydia ellenes vizsgalata

A Se-vegyiiletek Chlamydia ellenes hatasanak vizsgalata el6tt a Hela sejteken is
meghatdroztuk a vegyiiletek 1Cso értékeit azért, hogy a vegyiiletek olyan koncentréacioit

alkalmazzuk a kés6bbiekben, amelyek nem toxikusak a HelLa sejtvonalra.

A 2-es, 3-as, 5-0s, 7-es és a 9-11-es Se-vegyiiletek szignifikansan gatoltak a Chlamydia
inklaziok képzodését az alkalmazott koncentraciokban. A 2-es és a 7-es vegyiilet 2,5 pM-0s
koncentracioban 82%, illetve 71%-0s gatlast mutatott a kontrollhoz képest. Ezenkiviil
ugyanezen vegyiiletek 1,25 pM-os koncentracioban is hatékonyak voltak, mig a 9-es és a 10-es
Se-vegyiilet nagyon alacsony, 0,5 uM-os szubmikromolaris koncentraciéban szignifikansan
gatolta az inklaziok képzodését. A leghatasosabb Chlamydia-ellenes Se-vegyiilet a 9-es és a
11-es volt, mivel 0,25 uM-0s koncentracidban tobb mint 50%-kal gatolta a C. trachomatis D
szaporodasat (0,0689 pg/ml, illetve 0,0858).

5. MEGBESZELES

A korai ¢és attétes emlddaganat kezelésében a hagyomanyos kemoterapia részben
antraciklin gyogyszerek, pl. doxorubicin addsdn alapul. A kezelés soran alkalmazott
gyogyszerek olyan stlyos mellékhatasokat okozhatnak, mint a kardiotoxicitas és a
myeloszuppresszio. Az antraciklinek mellékhatasainak minimalizalasa érdekében ajanlott a
liposzomas doxorubicin hasznalata vagy megfontoland6 a nanotechnologia alkalmazasa

kevésbé toxikus szarmazékok eldallitasa céljabol.

Kutatasunk soran tizenegy (1-11) Se-vegyiilet tumorellenes tulajdonsagait ¢és
doxorubicinnel valé kolcsonhatasat vizsgaltuk meg annak érdekében, hogy hatékony
adjuvansokat talaljunk, amelyek a késébbiekben alkalmazhatova valhatnanak a kombinalt

kemoterapiaban.

A Chlamydia fajok rezisztencia mechanizmusaik révén tobbféle antibiotikummal szemben
is rezisztenciat mutathatnak. A Chlamydia a DNS, RNS vagy a fehérjeszintézist gatlo
antibiotikumokra érzékeny, ezért a klinikai gyakorlatban a tetraciklineket, makrolidokat és
kinolonokat alkalmaznak a gyogyitas soran. Az MDR fenotipus lekiizdésére megoldast nytijthat
Uj antibakterialis és MDR visszafordité vegyiiletek kifejlesztése, amelyek révén a terapia

hatékonysaga fokozodik, a kezelés id6tartama rovidiil.



A kutatasunk részeként ezért az Se-vegyiiletek Chlamydia-ellenes hatasat is megvizsgaltuk
annak érdekében, hogy hatékony vegyiileteket talaljunk, amelyek gatoljak a baktérium

szaporodasat.

5.1. Szelénvegyiiletek rakellenes hatasa

A szelenoanhidrid 1 szelektiv aktivitast fejtett ki az ABCBI1-et overexpresszalo KCR-
sejtvonalon (ICs0=2,35 uM), azonban hatastalan volt az MCF-7 sejtvonallal szemben. Ezek az
eredmények Osszhangban vannak kordbbi kutatasi eredményeinkkel, amelyek megerdsitik,
hogy a szelenoanhidrid 1 kozvetleniil az ABCBI1 efflux pumpara hat. Meglepé méddon ez a
szarmazék nem valtott ki apoptotikus folyamatokat a vizsgalt emlédaganat sejtvonalakban,
ennek oka az ABCBI1 és a multidrog-rezisztencia protein 1 efflux pumpak kett6s gatlasa,

valamint mas rezisztencia mechanizmusok megléte.

A szelenoészterek koziil csak a 9-11-es ketontartalmu vegyiiletek fejtettek ki jelentds
citotoxikus hatast az emlddaganat (KCR és MCF-7) sejtvonalakkal szemben. A 2-5-Gs
szimmetrikus dimetil-szelenoészter, az amid-tartalmu 6-0s és a 7-es metoxi-karbonil-metil-
szelenoészter inaktiv volt a vizsgalt sejtvonalakon. Az utobbi vegyiiletnél mért értékek alapjan
elmondhat6, hogy az O-észter oxigénjéhez kotott metil-rész fenilgytirtivel valo helyettesitése
csokkent, 60 és 100 uM kozotti ICso értékeket eredményezett. Ha ezt a fenil-észtert metil-
ketonnal (9) vagy terc-butil-ketonnal (11) helyettesitjiik, akkor az aktivitas megnd, az ICsp érték
alacsony mikromolaris koncentraciora csokken, ami ramutat ennek az alkil-keton résznek a
ketontartalmu szelenoészterek biologiai aktivitasaban jatszott szerepére. Tovabba ezek a
szelénszarmazékok figyelemre méltd szelektivitast mutattak a vizsgalt rakos sejtvonalakkal

(MCF-7, KCR) , szemben a nem tumoros MRC-5 sejtvonallal.

A kombinacios vizsgalatokban megfigyelt eredmények kiilonboznek a két sejtvonalon. Ez
az eredmény a vegyliletek eltérd aktivitdsara utal; a rezisztens (KCR) sejtvonal érzékenyebb a
vegyiiletek hatasara. Szakirodalmi adatok alapjan a doxorubicin és a metil-szelénsav apoptozist
indukalva, szinergista moédon hat az MCF-7 sejtekre, mivel kooperativ mddon aktivalja az els6
apoptotikus (FAS) atvonalat. A doxorubicin FasL-fiiggetlen modon Fas oligomerizaciot okoz,
a metil-szeleninsav pedig noveli a FAS-hoz kapcsolodo halal-domén fehérje expresszidjat, ami
apoptozist valt ki. A 11 Se-vegyiiletink kozil csak a metoxi-karbonil-metil-p-
klérbenzoszelenoat (7) indukalt apoptozist az MCF-7 sejtekben, a tobbi szarmazék nem valtott

ki apoptozist MCF-7 és KCR sejtekben.



10

Eredményeink arra utalnak, hogy a vizsgalt szelénszarmazékok visszafordithatjak a KCR
sejtek rezisztenciajat. A vegyiiletek bizonyitottan ABCB1 modulatorok, igy a doxorubicinnel
valo szinergizmusuk a KCR sejtek altal expresszalt efflux pumpaval valé kolesonhatasanak
tekinthetd. Ezzel szemben az MCF-7 sejtekben a vegyiiletek a doxorubicinnel antagonizmust
mutattak, amib6l arra kovetkeztethetiink, hogy a sejtben eltérd rezisztencia mechanizmusok
vannak jelen. Eredményeink uj megkdzelitésként szolgalhatnak az ABCB1-et expresszalo
rezisztens emlédaganat kezelésében, amely ellenall a jelenlegi klinikai hasznalatban 1évo
kezeléseknek. A legigéretesebb vegyiilet a 9-es metil-keton szelenoészter volt, amellyel
aktivitdsa miatt érdemes lenne tovabbi vizsgalatokat is elvégezni a lehetséges alkalmazéasok

szempontjabol.

A kutatdmunka soran kapott eredmények ravilagitanak a -COSeCH>COCH3 ¢s a -
COSeCH2CO(CHa)3 csoportok bioldgiai aktivitasban betoltott jelentéségére a tobbi vizsgalt
szubsztituenssel (-COSeCHzs, -COSeCH2CONHa, -COSeCH2COOCH3 és -COSeCH,COPh)
Osszehasonlitva. A ketontartalmu 9-11-es szelenoészterek citotoxikus aktivitasa, szelektivitasa
¢s a doxorubicinnel vald kdlcsonhatasa 6sszhangban van csoportunk korabbi, egér T-limfoma
(L5178Y) és vastagbél adenokarcinoma sejteken (Colo 205 és Colo 320) végzett munkajaval.
A jovObeni vizsgalatok sordan a mostani vegyiiletek tovabbfejlesztett szarmazékait szeretnénk a
kutatasainkba bevonni azért, hogy még hatékonyabb ¢és szelektivebb rakellenes szereket

tervezhessiink.

5.2. Szelénvegyiiletek Chlamydia ellenes hatasa

Korabbi tanulmanyok arr6l szamoltak be, hogy az olyan Se-tartalmu vegyiiletek, mint a
szelenocianat, a szelenokarbamid és a diszelenid antiproliferativ hatast mutattak a Leishmania
spp. intracellularis alakjaival szemben. Kutatisunkban a szelenoészterek gatoltak az
intracellularis Chlamydia szaporodasat. A 2-es, 3-as, 5-0s, 7-€s és 9-11-es szelenoészterek
mutattak figyelemre mélto aktivitast a C. trachomatis D-vel szemben. Tovabba a metil (9) és a
terc-butil (11) szarmazékok hatasa is igéretes volt, mivel mar nagyon alacsony, 0,25 uM-0s
koncentracioban is gatoltak a Chlamydia inklaziok tobb mint 50%-anak a képzOdését.

Hatasmodjukat azonban ebben a vizsgéalatban nem sikeriilt megallapitani.

Ami a Chlamydia-ellenes vizsgalatok soran megfigyelt szerkezet-aktivitas dsszefiiggéseket
illeti, a 9-11-es keton-szelenoészterek a mar emlitett alacsony koncentracioban (0,25 uM, 0,5

uM) is aktivak voltak a vegyiiletcsoport tobbi tagjahoz képest (1,25 uM, 2,5 uM).
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A tovabbi szelenoészterek koziil a tiofén gyirit tartalmazé szimmetrikus dimetil-
szelenodiészter (2) és a 7-es metil-oxoészter szarmazék mutatott nagyobb hatékonysagot, de a
3-as és 5-0s szimmetrikus dimetil-szelenodiészterek aktivitasa is figyelemre mélto volt. Ezen
eredmények tiikkrében elmondhato, hogy a szimmetria az intracellularis korokozokkal szembeni

aktivitast jelentdsen befolyasolta.

A tézisben 11 1j Se-vegyiilet daganatellenes, MDR visszafordito és antibakterialis hatasat
vizsgaltuk meg in vitro modellrendszereken. A szelenoanhidrid (1) szelektiven gatolta a
doxorubicin-rezisztens, ABCB1-et expresszalo KCR-sejtvonalat. A szelenoészterek koziil csak
a ketontartalma vegyiiletek (9-11) mutattak citotoxikus aktivitist az MCF-7 és KCR
sejtvonalakon, tovabba az Se-vegyiiletek szinergisztikusan hatottak a doxorubicinnel a KCR
sejtvonalon. A 9-es metilketon-szelenoészter nagyon alacsony koncentracioban (0,25 uM)
antibakterialis hatast mutatott a C. trachomatis D torzson. Az eredmények alapjan elmondhat6,
hogy a citotoxikus, a szinergista és a Chlamydia-ellenes hatds a COSeCH2COCHs és
COSeCH2CO(CHz3)s csoportoknak tulajdonithatd. A vegyiiletek e csoportja potencialis
tumorellenes, Chlamydia-ellenes és MDR visszafordito alapvaz lehet j kémiai vegyiiletek

szintetizalasahoz.

6. TEZISPONTOK

1) A ketontartalmt szelenoészterek (9-11) igéretes citotoxikus hatast mutattak a
doxorubicin-érzékeny MCF-7 ¢és a doxorubicin-rezisztens KCR emlddaganat
sejtvonalakon.

2) A keton-szelenoészterek (9-11) erds vagy mérsékelt szelektivitast mutattak a vizsgalt
emlédaganat sejtvonalakkal (MCF-7, KCR), szemben a nem tumoros MRC-5
sejtvonallal.

3) A metoxi-karbonil-metil szelenoészter (7) korai és kés6i apoptozist indukalt az MCF-7
sejtekben.

4) A ketontartalmu szelenoészterek (9—11) doxorubicinnel szinergista aktivitast mutattak
a doxorubicin-rezisztens KCR emlddaganat sejtvonalon.

5) A metilcsoportot tartalmazo 2-es, 3-as és 5-0s, a metoxi-karbonil-metil (7) és a
ketontartalmu szelenoészterek (9-11) figyelemre méltdé antibakterialis aktivitassal
rendelkeztek a vizsgalt C. trachomatis D torzson.

6) A leghatékonyabb anti-chlamydias aktivitast a 9-es metil-keton szelenoészter mutatta:
0,25 pM-os koncentracioban gatolta a C. trachomatis D szaporodasat.



12

7. KOSZONETNYILVANITAS

Oszinte haldmat szeretném kifejezni témavezetémnek, Dr. habil. Spengler Gabriella
egyetemi adjunktusnak, amiért lehet0séget biztositott, hogy az Orvosi Mikrobiologiai Intézet
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