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Bevezetés: A szerves szelénvegyiiletekrdl szamos kutatas bizonyitja, hogy képesek modulalni az emlGssejtek intracellularis
redox homeosztazisit, igy hatékony és szelektiv daganatellenes szerek lehetnek, mivel a daganatos sejtek érzékenyebbek
a kiilsé oxidativ stresszhatdsokra. Célkitiizés: Ujszer(i szerkezettel rendelkezd szerves szelénvegyiiletek daganatellenes
és MDR-visszafordit6 hatdsdnak vizsgélata kiilonb6z6 daganatsejtes modellrendszerek felhasznéldsaval in vitro. Mddszer:
A vegyiiletek citotoxikus aktivitdsait MTT modszerrel hatdroztuk meg, az ABCBI efflux transzporter gatlasat rhodamin
123 akkumuldciés vizsgalattal tanulmdnyoztuk dramlasi citometrias médszerrel. A vegyiiletek apoptézist indukal6 hata-
sat Annexin V-FITC mddszerrel hataroztuk. OSIRIS Molecular Property Explorer és PreADMET 2.0 alkalmazasaval
becsiiltitk meg a vegyiiletek fizikai-kémiai és in vivo abszorpciés tulajdonsagait. Eredmények: Adott szerkezeti elemekkel
(négy vegyiilet: egy ciklusos szelenoanhidrid és harom alkil-keton-szelenoészter) rendelkezé szelénvegyiiletek hatékony-
nak bizonyultak minden vizsgalatban, mig masok csokkent vagy semmilyen aktivitast nem mutattak; ezek a vegyiiletek
erds citotoxikus hatastiak voltak a nanomolaris tartomanyban, emellett hatékonyan gatoltdk az ABCB1 efflux pumpat.
A vegyiiletek lipofilitisinak fontos szerepe van az effluxpumpa miikodésének befolyasoldsiban. A ciklikus szeleno-
anhidrid hatékony korai apoptdzist indukalé vegyiilet volt, mig az alkil-keton szelenoészterek nekrotikus folyamatokat
indukaltak. Kovetkeztetések: Kisérleteink ravilagittotak a szelén kozponti szerepére a rakellenes és az MDR-visszafordit
hatés szempontjabdl. A vegyiiletek pontos molekularis hatdismechanizmusa még nem ismert: azt feltételezhetjiik, hogy a
szelénvegyiiletek aktivitisa a szelenoészter csoport hidroliziséhez kothet6. Eredményeink alapjan az igéretes vegyiiletek
tovabbi szarmazékainak szintézise és biologiai hatasanak vizsgalata indokolt lehet.

Kulcsszavak: szelenoészter, szelenoanhidrid, multidrog-rezisztencia, ABCB1-transzporter, tumorsejtvonalak

Evaluation of selenoester derivatives as antitumor and multidrug resistance-reversing
agents on epidemiologically relevant cancer cell lines

Introduction: Numerous studies on organic selenium compounds have shown that they are capable of modulating intra-
cellular redox homeostasis in mammalian cells, making them potent and selective anticancer agents, since tumor cells
are more sensitive to external oxidative stress. Aim: Investigation of the antitumor and MDR reversibility effects of
organically selenium compounds with novel structure using different tumor cell model systems in vitro. Method: The
cytotoxic activity of the compounds was determined by MTT method. Inhibition of the ABCB1 efflux transporter was
studied by flow cytometry using rhodamine 123 accumulation assays. The apoptosis inducing effect of the compounds
was determined by the Annexin V-FITC method. The physicochemical and in vivo absorption properties of the com-
pounds were predicted using OSIRIS Molecular Property Explorer and PreADMET 2.0. Results: Selenocompounds
with particular structural elements (four compounds: one cyclic selenoanhydride and three alkyl-ketone selenocom-
pounds) were effective in all assays, while others showed reduced or no activity; these compounds were cytotoxic in the
nanomolar range and were effective in inhibiting the ABCBI1 eftflux pump. The lipophilicity of the compounds plays an
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important role in influencing the functioning of the efflux pump. Te cyclic selenoanhydride was a potent inducer of
early apoptosis, while alkyl ketone selenate esters induced necrotic processes. Conclusions: Our experiments high-
lighted the central role of selenium in the anticancer and MDR reversing effects of these compounds. The exact molec-
ular mechanism of action of the compounds is not yet known: it can be assumed that the activity of the selenium com-
pounds can be linked to the hydrolysis of the selenoester group. Based on our results, synthesis of further derivatives and

investigation of their biological activity may be warranted.

Keywords: selenoesters, selenoanhydrides, multidrug resistance, ABCB1 transporter, cancer cell lines
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Roviditések

ABC ATP-koté kazetta; ADME abszorpicé-disztriba-
cié-metabolizmus-eliminacié; ATP = adenozin-trifoszfat; Colo
= vastagbél-adenokarcinéma; cLogP = oktanol/viz particios
koefliciens tizes alapt logaritmusa; CYP = mdj mikroszémalis
enzim; DMSO = dimetil-szulfoxid; ELISA = enzimkotott im-
munoszorbens assay; FAR = fluoreszcenciaaktivitasi hanyados;
FITC = fluoreszcein-izotiocianit; HIA% = human intesztinalis
abszorpcid; logS = vizoldékonysdg tizes alapti logaritmusa;
M = molekulatdmeg; MDR = multidrog-rezisztencia; MTT =
3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélium  bromid;
n-OHNH = hidrogénko6tés-donorok szama; n-ON = hidrogén-
kotés-akceptorok szama; PAR = sziil6i (érzékeny) sejtvonal;
PI = propidium-jodid; PPB% = plazmafehérje-kot6dést; PS =
foszfatidil-szerin; R123 = rhodamin 123; ROS = Lipinsky-féle
»0t08” szabdly; ROS = reaktiv oxigéngyok/oxigén intermedier;
SDS = natrium-dodecil-szulfat; SI = szelektivitasi index; TPSA
= molekulék topoldgiai polaris feliilete

Bevezetés

A daganatos koérképek alatt szamtalan, egymastél gyakran
sok szempontbdl eltéré betegséget értiink, melyet az

egészséges sejtek 4talakuldsa jellemez szabdlyozatlanul
0szt6d6 és novekedd sejtekké, melyek veszélyeztetik az
egészséges szovet és a szervezet valamennyi részének nor-
malis miikodését [1, 2]. A daganatos megbetegedések a
masodik vezetd halidloknak szidmitanak, nemzetkozi vi-
szonylatban stlyos népegészségiigyi problémat jelente-
nek. 2012-ben vilagszerte 8,2 milli6 daganatokhoz kot-
hetd halalesetet és 14,1 milli6 4j rdkos beteget regisztral-
tak, mig 32,6 millié6 ember lépett be az Gtéves thlélés sza-
kaszaba [3, 4]. Az Eurépai Unid tagallamai koziil Magyar-
orszag szamolt be a legtdbb Gj esetrdl és a legmagasabb
haldlozasi aranyrdl a tiidérak és a vastagbélrak tekinteté-
ben [5-8]. A daganatos megbetegedések szamos etioldgiai
tényezGjét leirtak: az egyén oroklott hajlama a betegségre,
kiilonb6z6 életmddbeli szokasok, kornyezeti faktorok és
egyéb befolyasold tényezdk, mint az immunszupresszio és
kiilénb6z6 gyodgyszerek egyarant daganatok kialakuldsa-
hoz vezethetnek [9].

A daganatterdpia célja a rosszindulatd sejttomeg el-
pusztitisa vagy méretének csokkentése, ezzel egy id6ben
a beteg életmindségének javitisa [10]. A rakos betegek
terapidjat tekintve a sebészeti beavatkozasok, a radiotera-
pia és a kemoterdpia (vagy magaban vagy akar kombinal-
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1. 4bra. Az ABCBI effluxtranszporter hiromdimenzios szerkezete ([13] alapjan) NBD: nukleotidk6té domén; TMD: transzmembrin
domén; A: angstrom; A: szubsztrat megkotése; B: szubsztrat kipumpalésa
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2. dbra. A redoxmodulal6 vegyiiletek lehetséges hatdsmechanizmusai daganatterdpidban ([17] alapjan). ROS: reaktiv
oxigén intermedierek, Antiox.: antioxidans, Proox.: prooxidins

va az el6z6 kettével) all rendelkezésiinkre [11]. A kemo-
terapia az egyik leggyakrabban hasznalt kezelési mdd a
malignus hematolégiai korképek és a szolid tumorok te-
kintetében is. Azt a jelenséget, amikor a daganatsejtek
tobb, egymastol kémiai szerkezetben és hatdsmechaniz-
musban kiilonb6z6 kemoterapias szerrel szemben mutat-
nak rezisztenciat, multidrog-rezisztencidanak (MDR) ne-
vezziik, melyet a tumorsejtek szamos mechanizmuson
keresztiik képesek kialakitani [12]. Jelen kutatdsunk soran
az energiafiiggd effluxpumpak és az apoptdzis gatlasa
altal kialakult MDR kapott Kkitiintetett figyelmet. Az
ATP-kot6 kazetta (ABC; ATP-binding casette) transz-
portercsaldad rendkivill jelentds és elterjedt csoportja a
transzportfunkciot ellat6 fehérjéknek az emberi szerve-
zetben, melyek miikodésiik soran az ATP hidrolizisébdl
felszabadul6 energiat hasznaljak fel arra, hogy a fehérjét
expresszald sejtbdl eltavolitsanak kiilonboz8 szubsztra-
tokat [13]. Az ABC transzporterek koziil el6szor az
ABCBI fehérjét irtak le: a fehérje taltermelését gyakran
hoztdk kapcsolatba hatranyos klinikai kimenetellel a da-
ganatos betegség soran. Ez a transzporter flexibilis
szubsztratkotd helyének koszonhetSen tobbféle, egy-
massal nem rokon szerkezeti kemoterapias szer kipum-
palasara képes (1. dbra) [13]. Feltorekvé kutatdsi irdny-
vonalnak és terdpids stratégidnak mutatkozik az efflux-
pumpagatlok alkalmazdsa, igy javitani lehet a daganat-
ellenes terapia hatékonysagat. A kemoterapias szerek altal
kivaltott sejthaldl egyik legjelentGsebb formajinak az
apoptozist tekintik, az apoptotikus folyamatok kirosoda-
sa vezethet MDR (terapia-refrakter) daganatokhoz [14].
Szamos szervetlen és szerves szelénvegyiiletet vizsgal-
tak, mint kemopreventiv és/vagy citotoxikus szert a daga-
natterapiaban: ezeket az eredményeket nagy elemszamu
epidemioldgiai vizsgalat is alitdmasztja [15, 16]. A szelén-
vegyiiletek daganatellenes szerként val6 alkalmazasihoz

fiizott elképzelések azok redoxmoduldlé hatasaval fiigg-
nek Ossze [16]. A szakirodalomban leirtdk, hogy a rikos
sejtek sokkal érzékenyebbek az exogén oxidativ stresszre,
mint az egészséges, nem tumoros sejtek. Ennek oka a re-
aktiv oxigén intermedierek (ROS) fokozott szintje és az
antioxidans kapacitdsuk maximailis kiiszobértéke, mivel a
daganatsejtek csak intenzivebb metabolizmusukkal képe-
sek fenntartani folyamatos sejtproliferacidjukat (2. dbra)
[17, 18]. A kisérletes vizsgalatok kezdetben a szervetlen
szelénvegyiileteket tanulmdanyoztak citotoxikus hatasukra
és kombinacids kemoterapidban valé hatékonysagukra
vonatkozoéan, azonban késébbi eredmények ravilagitottak
arra, hogy a szerves szelénvegyliletek el6nyosebb biol6-
giai hatdssal rendelkeznek és kevésbé toxikusak [19]. Ezen
vegyiileteket szdmos in vitro daganatsejtes és allatkisér-
letes modellrendszerben vizsgaltak, ahol igéretes rakelle-
nes és ROS-modulalé hatdst mutattak dnmagukban vagy
klinikailag relevans kemoterapias szerekkel kombinacid-
ban [20].

Célkitizések

Vizsgélatunk célja Dominguez-Alvarez és mtsai 4ltal szin-
tetizalt, Gjszerd szerkezettel rendelkezd szerves szelén-
vegyliletek antitumor hatdsinak tanulményozéisa kiilon-
b6z6 in vitro sejtvonalas modellrendszerek (egér és hu-
man, tumoros és nem daganatos) felhasznalasaval. Cito-
toxikus hatasuk mellett a vegyiiletek multidrog-reziszten-
cia visszafordit6 hatasat is vizsgaltuk két rezisztenciame-
chanizmusra (ABCBI altal medialt drog effluxgatlasa és
apoptozisindukcié) vonatkozoan. Ezenfeliil feltérképez-
tik fizikai-kémiai tulajdonsagaikat, hogy tovabbi szar-
mazékokat lehessen elééllitani, és in vivo is fel lehessen
Sket haszndlni.
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Moébdszerek

Vegyiiletek

Kutatasunk sordn az aldbbi vegyiileteket vizsgaltuk: egy
ciklikus szelenoanhidrid (1) és kiillonb6z6 funkcids cso-
portokkal rendelkez6 szelenoészterek (2-11; (2-5: metil-
csoport; 6: amid; 7-8: karboxil-észter; 9-11: keton)
(3. dbra). A vegyiiletek szintézisét és bioldgiai hatasuknak
elézetes vizsgilatit Dominguez-Alvarez és mtsai irtak le
[21, 22]. A vegyiileteket DMSO-ban oldottuk fel a torzs-
oldatok (10 mM koncentricidban) elkészitéséhez. Ftal-
sav-anhidrid (12; az 1-es vegyiilet oxigén izosztere) és
hirom szervetlen kalkogén-cianit (13-15; 13-KOCN,
14-NH,SCN, 15-KSeCN) referenciaként szerepelt kisér-
leteinkben [23]. Tovabba az alabbi vegyiiletek keriiltek
felhasznalasra kisérleteink soran: rhodamin 123 (R123;
Sigma, St. Louis, MO, USA), 3-(4,5-dimethiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazélium-bromid (MTT; Sigma, St. Louis,
MO, USA), nétrium-dodecil-szulfit (SDS; Sigma), ve-
rapamil (EGIS, Budapest, Magyarorszag), cisplatin
(TEVA, Petah Tikva, Izrael) és dimetil-szulfoxid
(DMSO; Sigma). Az apoptdzis vizsgilathoz a pozitiv
kontroll M627 (12H-benzo[a]fenotiazin) kivételével min-
den reagenst az Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit
(katalégusszam: 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 térzsoldatat
PBS-ben, a verapamil torzsoldatat vizben készitettiik el.

EREDETI KOZLEMENY

Minden oldatot a vizsgalat napjan, frissen készitettiink
el.

Sejtvonalak

Az L5178Y egér T-sejtes limféma sejtvonalat (PAR)
(ECACC 87111908 katalogus szdmmal az amerikai
Gyogyszer- és Elelmiszerellen6rz6 Hat6sigtol keriilt meg-
vasarlasra) transzfektaltdk pHa MDRI1/A retrovirussal, a
Cornwell és mtsai. dltal leirt médszer alapjan [24]. Az
ABCBI1-taltermel6 sejtvonal (MDR) a transzfektalt sejtek
kolhicinnel vald tenyésztésével keriilt kiszelektalasra. A
human vastagbél-adenokarcinéma sejtvonal (Colo 205
doxorubicinérzékeny és Colo 320/MDR-LRP multidrog-
rezisztens, ABCBI-tultermel6 (MDRI1)-LRP), ATCC-
CCL-220.1 (Colo 320) és CCL-222 (Colo 205), az A549
humén tiidéadenokarcinéma sejtvonal (ATCC CCL-185),
a NIH/3T3 egér embriondlis fibroblaszt sejtvonal (ATCC
CRL-1658) és az MRC-5 human embrionalis tiid6fibro-
blaszt (ATCC CCL-171) az LGC Promochemtdl (Ted-
dington, Egyesiilt Kiralysag) keriilt megvasarlasra.

Citotoxicitds vizsgdlata

A kiilonb6z6 szerkezeti szelénvegyiiletek sejtosztddas-
ra gyakorolt hatdsat 96 lyukd mikrotiter lemezekben
hatiroztuk meg. A harmadik oszlopba 196 pl tapfolya-
dékhoz 4 pl-t adtunk a szelenoészter szirmazékok
10 mM-os koncentraci6éji tdrzsoldataibol, innen hi-
gitottuk tovabb az anyagokat felezd higitdsos modszer-
rel, ezt kovetGen mértiik a megfelel§ szamu sejtet (1-1,5
x10*/lyuk) a mikrotiter lemez megfelelé6 oszlopaiba.
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2020 = 53. évfolyam, 2. szam

114

HEMATOLOGIA-TRANSZFUZIOLOGIA

Unauthenticated | Downloaded 07/15/20 06:45 PM UTC



Alemezeket 37 °C hémérsékleten inkubdltuk 24 6ran it
CO, termosztitban, az inkubacié utdn 20 pl MTT-t
(5 mg/ml-es térzsoldatbdl, Sigma) mértiink a lemezekre,
majd tovidbbi 4 6ra mulva 100 ul 10% SDS (nitrium-
dodecil-szulfat)-HCl-elegyet mértiik a mintdkhoz, a for-
mazdan kristalyok szolubilizalisa végett, majd a lemeze-
ket tovabbi 24 6rdn 4t inkubdltuk CO, termosztitban
[22, 23]. A lemezek optikai denzitdsit (OD) Multiscan
EX ELISA mikrotiter lemez-leolvaséval (Thermo Lab-
system, Cheshire, Egyesiilt Allamok) mértiik 540 és 630
nm-en, hogy szdmszerl adatot kapjunk a sejtpusztulds
mértékérdl. A mérések soran az IC-értéket hatdroztuk
meg, amely azt a koncentraciot jelenti, amelynél a vizs-
galt sejtek 50%-a elpusztul a kontrollhoz képest, az aldb-

bi képlet alapjin:
} x100.

Szelektivitasi indexeket (SI) szimoltunk azért, hogy 6sz-
szehasonlitsuk a vizsgalt vegyiiletek hatékonysagat a tumo-
ros és nem daganatos sejtvonalon. A szelektivitasi indexe-
ket egy kvociens formajaban fejeztiik ki, melyet Ggy kap-
tunk, hogy a nem tumoros sejteken mért IC,-értékeket
elosztottuk a daganatos sejtvonalakon (érzékeny, illetve
MDR) kapott IC,-értékekkel. A vegyiilet er6sen szelek-
tivnek tekinthetd, ha az SI értéke 6-nal nagyobb, mér-
sékelten szelektivnek, ha 3 < SI < 6, enyhén szelektivnek,
ha 1 < SI< 3 és nem szelektivnek, ha SI kisebb mint 1 [23].

OD-kezelt — OD-médiumkontroll
OD-kezeletlen — OD-médiumkontroll

ICs, = 100—[

Az ABCBI effluxpumpagatlds vizsgdlata

A vizsgalt vegyiiletek ABCB1 (P-glikoprotein) multidrog
effluxpumpara gyakorolt gitlé hatdsit rhodamin 123
(R123) akkumulacién alapuld, dramlési citometrids mod-
szerrel vizsgaltunk az MDR egér T-sejtes limféma és a
rezisztens Colo320 human vastagbél-adenokarcinéma
sejtvonalon [25]. Verapamilt (EGIS, Budapest, Magyar-
orszag) hasznaltunk pozitiv kontrollként (20 pM kon-
centraciéban), mig a DMSO oldészer kontrollként szere-
pelt (2 V/V%) [23]. Valamennyi mintdhoz 10-10 ul
rhodamin 123 (R123, Sigma, St. Louis, MO, USA) fes-
téket mériink. A R123 egy nem toxikus, lipofil, katio-
nos fluoreszcens festék (4,,,, = 505/534 nm), amely az
ABCBIl-pumpa szubsztratja. Mivel membrianpermea-
bilis, az €16 sejtek gyorsan felveszik, igy MDR gétlosze-
rekkel egyiitt az ABCBIl-pumpa funkcidjanak mérésére
hasznalhaté [25]. A vizsgalt sejtpopulaciok fluoreszcen-
ciajat Partec CyFlow® aramlasi citométer (Partec, Miins-
ter, Germany) segitségével detektaltunk. Vizsgilatunk
eredményeképpen fluoreszcencia aktivitdsi hanyados
(FAR) értékeket kaptunk, amelyek az alabbi Gsszefiiggés
alapjan hatirozhatéak meg, a kezelt és kezeletlen, érzé-
keny PAR és MDR sejtvonalak fluoreszcenciajanak fiigg-
vényében:

MDR et /MDR oniron

FAR =—— —— .
Erzékeny ../ Erzékeny onwon
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A vegyiiletek effluxpumpagatld hatdsit a verapamiléval
hasonlitottuk dssze, emellett egy FAR-kvéciens is kisza-
mitdsra keriilt, az alabbi képlet alapjan:

kvéciens = 100 x (FAR /FAR

vegyiilet verapamil ) .

Az apoptozisindukcio vizsgdlata

A szelénvegyiiletek apoptdzist indukalé hatdsat az
L5178Y egér T-sejtes limfoma (sziil6i és ABCBI-transz-
fektalt) és a rezisztens Colo 320 human vastagbél-adeno-
karcinéma sejtvonalon vizsgaltuk in vitro. Az apoptézist
az Annexin V-FITC apoptozisdetektald kittel vizsgaltuk,
a gyartd utasitasai alapjan [25]. Ez a mddszer lehet6vé
teszi a korai és kés6i apoptotikus folyamatok és a sejthalal
differencialdsat, és kvantitativ eredményt ad a kezelt
sejtpopulaciorol. Az apoptoézis indukcié vizsgalatanal
annexin V foszfolipidkoté fehérjét hasznaltunk a PS
megkotésére, amelyhez fluoreszcein-izotiocianat (FITC)
volt konjugilva mint fluoreszcens szubsztrat (4., =
495/519 nm), a fluoreszcens jelet dramlasi citometriaval
detektaltuk. Mivel azoknal a sejteknél is megfigyelhetd
a PS-athelyez6dés, amelyek mar nekrotikusak vagy el-
pusztultak, propidium-jodidos (PI) festést is (4, =
535/617 nm) alkalmazunk [26]. A két festés azért hasz-
nalhaté parhuzamosan, mert hullimhossz-tartomanyaik-
ban nincsen atfedés. Pozitiv kontrollként M627-et hasz-
naltunk (12H-benzo[a]fenotiazin; 20 uM), amely egy ben-
zotiazin szdrmazék és ismert korai apoptodzist indukalé
vegyiilet [27]. A DMSO oldészer kontrollként szerepelt
(2V/V%). A mérés el6tt a sejteket reszuszpendaltuk friss,
szérummentes médiumban. Ezutan elvégeztiik az apop-
tézisvizsgalatot a kit ,gyors” protokollja alapjan, a vizs-
galt sejtpopulaciék fluoreszcencidjat Partec CyFlow®
aramlasi citométer (Partec, Miinster, Németorszag) segit-
ségével detektaltunk.

Prediktiv in silico vizsgdlat

A vizsgalt szelénvegyiiletek fizikai-kémiai és in vivo ab-
szorpcids tulajdonsagainak becslésére prediktiv in silico
vizsgalatot végeztiink OSIRIS Molecular Property Explo-
rer (Actelion Pharmaceuticals, Allschwil, Svajc) és Pre-
ADMET 2.0 (Yonsei Egyetem, Seoul, Koreai Koztarsa-
sag), interneten ingyenesen elérhet6 szoftverek felhasz-
néalasaval, hogy kozelit képet kaphassunk a szelénvegyii-
letek, mint potencialis farmakon-jeloltek varhat6 tulaj-
donsagairdl [28, 29]. A vizsgalat soran a vegyiiletek alabbi
tulajdonsagait vizsgaltuk és értékeltiik, hogy meghataroz-
zuk a vegyiiletek illeszkedését a Lipinsky-féle 6tos sza-
balyhoz (ROS5): molekulatémeg (M), hidrogénkotés-do-
norok szdma (n-OHNH), hidrogénkdotés-akceptorok sza-
ma (n-ON), oktanol/viz particids koefliciens tizes alapt
logaritmusa (cLogP), vizoldékonysag tizes alapu loga-
ritmusa (logS; mol/l-ben kifejezve) és a molekuldk topo-
légiai poléris feliilete (TPSA) [30]. Ezen felill, a szoft-
verek segitségével megbecsiiltiik a vegyiiletek farmako-
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kinetikai tulajdonsigait, igy a plazmafehérje-kot6dést
(PPB%), kiilonb6z6 monolayer modellrendszereken tor-
ténd penetracié mértékét (Caco-2, MDCK), human in-
tesztindlis abszorpcié mértékét (HIA%) és a kiilonféle
citokrém P450 enzimekkel valé kolcsonhatast [30]. Az
adatok Osszehasonlitasa céljabdl kiilonb6z6 szerkezetid
és hatasmechanizmust, klinikailag relevans daganatelle-
nes szereket (doxorubicin, gemcitabin, irinotekdn, me-
thotrexat, 5-fluorouracil) valasztottunk referenciaként.
Meghataroztuk a vegyiiletek effluxpumpagatlé hatidsanak
(logFAR-értékben kifejezve) fiiggését a becsiilt fizikai-
kémiai paraméterektSl (cLogP, logS, logTPSA, M),
korreldcié-regresszié analizist végeztiink a Past 3.16
statisztikai program felhasznaldsaval. Szignifikdnsnak p <
0,05 alatt tekintettiik, emellett a determindcids egylittha-
tot (R?) is szdmoltunk, amely a kolcsonhatis szdzalékos
fiiggését fejezi ki a valtozok kozott.

Eredmények

Citotoxicitds vizsgdlata

A ciklikus szelenoanhidrid (1) és a 9-11-es szdmu szelen-
oészter erds citotoxikus hatdssal rendelkezett mind a szii-
16i, mind az MDR egér T-limféma sejteken (az IC,-érték
az el6bbire vonatkozdan 0,94-3,97 uM, az utdbbira vonat-
kozdan 0,43-4,65 pM), az utébbi hdrom vegyiilet dagana-
tellenes hatasat nanomoélos tartomanyban is képes volt
kifejteni, a legaktivabbnak bizonyulé szelenoészter (10)
IC,,-értéke 430 nM volt MDR egér T-limféma-sejteken.
A 3-as és 6-0s szelenoészterek szintén erds citotoxikus
hatdssal rendelkeztek, azonban ezen aktivitisukat csak
5-40-szer magasabb koncentraciéban voltak képesek ki-
fejteni, mint az el6z6 négy vegyiilet. A 9-11-es szamu
szelenoészter a nem daganatos egér embrionalis fibro-
blasztsejteken is erésen toxikusnak bizonyult (0,62-1,35
uM), mig a 2-es és 7-es (23,72 uM), illetve a 6-o0s és 8-0s
(69,69-74,47 uM) hasonl6é koncentraciékban volt toxi-
kus. A 10-es vegylilet mérsékelten volt szelektiv (SI =
3,14), mig a szelenoanhidrid (1) kivéalé szelektivitist mu-
tatott (SI > 25,19) a daganatos sejtvonalak iranyaba. A hu-
man vastagbél-adenokarcinéma sejteken végzett kisér-
letek alapjan a 9-11-es szamu szelenoészter erds citotoxi-
kus hatéssal rendelkezett mind az érzékeny (Colo 205),
mind a rezisztens (Colo 320) sejtvonalakon (az IC-érté-
kek 1,19-5,48 pM és 0,35-0,96 pM), a legaktivabb ve-
gyilet (9) IC,-értéke a Colo 320 sejteken 350 nM.
Erdemes kiemelni, hogy a 9-es és 11-es szelenoészter
mérsékelt-erds szelektivitdst mutatott a Colo 320 (SI:
3,40-10,0) és a Colo 205 (SI: 4,2-14,40) sejtvonal iri-
nyaba.

A ciklikus szelenoanhidrid (1) és két masik szeleno-
észter (4 és 8) hasonlban igéretesnek tekinthetd, hisz nem
voltak toxikusak a Colo 205 sejtvonalon, de aktivak voltak
a rezisztens sejteken. A szelénvegyiiletekhez képest a po-
zitiv kontollként hasznalt ciszplatin IC -értékei 11,36—
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108,29-szor magasabbak voltak, mint a 9-11-es szeleno-
észtereké, emellett a szelénvegyiiletek 2,07-6,09-szer
szelektivebbek voltak a vastagbél-adenokarcinéma sej-
teken. Ehhez hasonldan, a 9-11-es szelenoészterek haté-
kony citotoxikus szereknek bizonyultak az A549 human
tiild6-adenokarcinéma sejtvonalon (IC,,: 5,91-15,22 uM),
két masik vegyiilettel egyiitt (2 és 8), melyek 50 uM koriil
bizonyultak hatdsosnak. Azonban ezek a vegyiiletek cse-
kély szelektivitast vagy annak teljes hidnyat (0,09-1,95)
mutattdk a tiid6-adenokarcinéma/tiid6fibroblaszt sejt-
vonalak vonatkozasaban. A referencia vegyiiletek (12-15)
nem rendelkeztek citotoxikus hatassal egyik vizsgalt sejt-
vonalon sem.

Az ABCBI effluxpumpagadtlds vizsgdlata

A tizenegy vegyiilet koziil négy (1, 9-11) rendelkezett je-
lentés ABCB1-gatlé hatdssal (az R123 intracellulris
koncentracidja ezekben az esetekben volt a legnagyobb)
MDR egér T-limféma és Colo 320 human vastagbél-ade-
nokarcinéma sejteken, 20 pM-os koncentracioban. Az ak-
tiv vegyiiletek FAR kvociensei a pozitiv kontrollhoz (ve-
rapamil, 20 pM) képest 228,62-458,48% kozott mozog-
tak. A két legaktivabb vegyiilet (a ciklikus szelenoanhidrid
1 és a 9-es szelenoészter) hatékonyabb ABCB1-gatl6 ha-
tassal rendelkezett a verapamilnal, még tizszer kisebb
koncentracidéban (20 vs. 2 uM) is, 202,58%-as és 442,41 %-
es FAR-kvociens értékekkel. Hasonlé eredményeket kap-
tunk az ABCB1-et tultermel6 Colo 320 sejtvonalon: a cik-
likus szelenoanhidrid 1 és a 9-11-es szelenoészter haté-
kony gatlészerei voltak az effluxprotein mikodésének,
tdlszarnyalva a verapamil aktivitasat (FAR = 2,85) 2 uM-os
koncentraciéban (135,44-401,05% kozotti kvociensérté-
kekkel). A kutatds soran vizsgalt tobbi vegyiilet (2-8-as
szelenoészterek és a 12-15-es referencia vegyiiletek) nem
rendelkeztek a verapamilhoz mérhet6 effluxpumpagatld
hatdssal egyik sejtvonalon sem.

Az apoptozisindukcio vizsgdlata

A vizsgalt szelenoészterek hatdsos apoptozist indukald
vegylileteknek bizonyultak az egér T-sejtes limféma sejt-
vonalakon. A ciklikus szelenoanhidrid (1) és a 9-11 sze-
lenoészter hatékonysiga volt a legfigyelemreméltobb a
pozitiv kontrollal &sszehasonlitva, ha az Gsszes apopto-
tikus esemény szamat vessziik alapul. A pozitiv kontroll
csak tizszer magasabb koncentriciéban (2 vs. 20 uM) tu-
dott az el6bb emlitett vegyiiletekhez hasonlé apoptézist
indukal6 hatdst mutatni. Az MDR egér T-sejtes limféma
sejtvonalon elvégzett kisérletekben az 1-es vegyiilet ki-
emelkedd hatdsd volt, mert korai apoptdzist indukalt a
vizsgalt sejtpopulacid 32,2%-ban (6sszesen 77,67%-ban).
Ezenfeliil a 9-11-es szelenoészterek is aktivnak bizonyul-
tak, azonban ezek bioldgiai hatasat dontéen késdi apop-
totdzisként vagy nekrozisként detektaltuk. A vizsgalt ve-
gyiiletek hasonlé mértékben indukaltak apoptozist a szii-
161 egér T-sejtes limféma sejtvonalon, azonban érdemes
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megjegyezni, hogy a 10-11-es szelenoészterek szamot-
tevéen hatékonyabbak voltak az érzékeny sejtvonalon
(apoptotikus események a vizsgalt sejtpopulacié 39,01%
vs. 84,37%-ban, illetve 47,16% vs. 92,46%-ban). Az efflux-
pumpak szerepét az apoptdzis indukcid elkeriilésében és
a sejtmembran stabilizilisiban mdr leirtdk. Az efflux-
pumpak mikodésének és a programozott sejthalal folya-
matainak 0sszefon6dasa lehetséges magyardzata a meg-
figyeléseinknek. Egy masik lehetséges magyarazat lehet
az, hogy a vegyiiletek intracellularis koncentraci6ja val6-
szinlileg alacsonyabb az ABCB1 effluxpumpa miikodésé-
nek kovetkeztében: mig mind a 9-11-es vegyiilet citotoxi-
kus hatassal rendelkezett IC,; < 2 pM-s koncentraciéban
(a késé6i apoptozist/nekrozist okozd hatisukhoz az egér
sejtekben), a 9-es szelenoészter hatékony effluxpumpa-
gatl6 hatassal rendelkezett 2 pM-os koncentricidéban is,
mig a 10-11-es vegyiiletek csak 20 pM-os koncentracié-
ban mutatott hasonl¢ aktivitast. Az eredményeink alapjan
a vegyliletek hasonlé mértékben okoztak késdi apopto-
zist/nekrdzist 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) hasonl6 hatdst mutattak a re-
zisztens human vastagbél-adenokarcinéma (Colo 320)
sejtvonalon (apoptdzist indukaltak a vizsgalt sejtpopula-
cié 64,6-80,5%-ban). Osszehasonlitva az eredményeket
mind a hirom sejtvonalra vonatkozéan megfigyelhet6,
hogy a ciklikus szelenoanhidrid (1) hatékony korai apop-
tozist indukalénak bizonyult (32,2-66,1%), mig a 9-11-es
szelenoészter dontéen késéi apoptotikus/nekrotikus fo-
lyamatokat inditott el, mely valésziniileg erds citotoxi-
kus tulajdonsaguknak koszonhetd. Mas szelénvegyiile-
tek (2-8) vagy a referencia vegyiiletek (12-15) nem ren-
delkeztek hasonl6 apoptézis indukalé hatassal.

Prediktiv in silico elemzés

A szelénvegyiiletek fizikai-kémiai tulajdonsagaikat te-
kintve 0sszhangban vannak a relevans farmakoldgiai ér-
tékelési kritériumokkal és kivétel nélkiil mindegyik meg-
felelt a Lipinsky-féle 6t6s szabéalynak, szemben bizonyos
referenciavegyiiletekkel (doxorubicin, methotrexat, iri-
notekan). A szerves szelénvegyiiletek varhat6 kivald ora-
lis biohasznosithatosaggal (96,74-99,10%) rendelkeznek,
és a Caco-2 egysejtrétegen becsiilt értékeik alapjain mér-
sékelt permeabilitisi tulajdonsigokkal rendelkeznek.
A prediktalt plazmafehérje-kot6dés (PPB%) kozel 100%-
os az Osszes vizsgalt szelénvegyiilet esetében, amely a
szelénatom jelenlétének koszonhetd a bioldgiailag aktiv
molekuldkban. A vizsgilt vegyiiletek elérelathatélag a
CYP2C9 enzim inhibitorai és a 6-o0s vegyiiletet leszamit-
va a CYP3A4 enzim szubsztratjai és inhibitorai, amely
problémat jelenthet, ha ezeket a vegyiileteket egyiitt ada-
golnak olyan daganatellenes szerekkel, amelyek ezeken
az enzimeken metabolizdlédnak. A vizsgilt vegyiiletek
effluxpumpagatl6 hatasa (logFAR) és az oktanol/viz ko-
efficiensiik tizes alapu logaritmusa (cLogP) kozott szig-
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nifikns osszefiiggést taldltunk mind az MDR egér T-sej-
tes limfomasejteken (p = 0,0034; R* = 0,6934), mind a
Colo 320 human vastagbél-adenokarcinéma sejteken (p =
0,0198; R*= 0,5117). A vegyliletek molekulatomege, a
topologiai polaris felillete (TPSA), illetve a vizoldhaté-
saguk tizes alapu logaritmusa és a fluoreszcenciaadatok
(log FAR) koz6tt nem taldltunk jelents Osszefiiggést.

Megbeszélés

A fejlett orszagokban az oregedd népesség miatt a daga-
natos megbetegedések el6forduldsa el6relathatélag to-
vabb fog novekedni [1-4]. A kemoterapia hatékony alkal-
mazasat megneheziti a szerek alacsony biohasznosithaté-
saga, alacsony szelektivitasukbol ad6dé elénytelen mel-
lékhatas profilja és a multidrog-rezisztencia kialakuldsa
[31]. A multidrog-rezisztencia sordan a daganatsejtek tobb,
kiilonboz6 kémiai szerkezetl vagy hatdsmechanizmusi
szerrel szemben mutatnak rezisztenciat [13, 14]. A jelen
kutatémunka sordn az energiafiiggé effluxpumpak altal
okozott rezisztencia és az apoptdzis indukcidgatlasat
vizsgaltuk. Szamos olyan vegyiiletet irtak le, amely képes
az ABCBIl-transzporter funkcidjat gatolni. Egy igéretes
terapids stratégidnak tartjak kiillonb6z6 rezisztenciamo-
dositd vegyiiletek alkalmazasat adjuvansként, hogy vissza-
forditsak a daganatos sejtek MDR fenotipusat [32]. Ren-
geteg szervetlen és szerves szelénvegyiiletet vizsgaltak
daganatellenes hatasukra vonatkozéan. A szerves szelén-
vegyiiletek ismert modulatorai az eml@ssejtek intracel-
luldris redox statuszanak, ennél fogva hatékony és szelek-
tiv daganatellenes hatastiak lehetnek, mivel a daganatsej-
tek érzékenyebbek az exogén ROS-ra [17, 18]. A kutatas
célja Gjszert szerkezettel rendelkezd szerves szelénvegyii-
letek daganatellenes és MDR-visszafordité hatdsanak
vizsgalata, a hazai daganatos betegségek epidemioldgiai
viszonyait figyelembe véve. Ezenfeliil célkitlizéseink ko-
z0tt szerepelt a szerkezet-hatds Osszefliggések meghatdro-
zasa.

Eredményeink tiikkrében elmondhatd, hogy adott
szerkezettel rendelkezd vegyiiletek minden vizsgalat
sordn figyelemre mélté aktivitassal rendelkeztek, mig
masok nem voltak hatékonyak egyik kisérletben sem. A
referenciaként valasztott vegyiileteknek (12-15) nem
volt hatdsa egyik kisérletben sem. A citotoxicitasi vizs-
galatokban a szelénatom kozvetlen kozelében levé alkil-
lanc természete meghatarozé volt a daganatellenes hatds
szempontjabol. A ciklikus szelenoanhidriden (1) kiviil a
metil- (9) vagy terc-butilketon-szubsztiticié (10, 11)
volt a legel6nyGsebb a citotoxikus hatds kifejez6désé-
hez. Az aromads gytrin talalhatd szubsztituensek hatasa
kevésbé volt jelentss a vegyiiletek daganatellenes hatdsa
szempontjibdl. Altaldnossagban elmondhat6, hogy a
szelénvegyiiletek az A549 humdn tiid6-adenokarcinéma
sejtvonalon voltak a legkevésbé aktivak és szelektivek.
A 9-11-es szelenoészter kiemelkedd hatdsat az is igazol-
ja, hogy IC, -értékeik tobb esetben is a nanomdlos tar-
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tomanyban voltak és szelektivitdsi indexiik is 6 feletti-
nek bizonyult a humdan vastagbél-adenokarcinéma sej-
teken. A ciklikus szelenoanhidrid (1) kiemelkedd
szelektivitassal rendelkezett egér sejtvonalakon (SI >
20) és nem mutatott toxicitast egyik nem tumoros sejt-
vonal irant sem. A rhodamin 123 akkumulaciés vizsga-
latok eredményei dsszhangban vannak a citotoxicitasi
vizsgalatban megfigyeltekkel. A 4-kldrfenil- szubsztitu-
alt metil-keton- szelenoészter (9) volt a legaktivabb ve-
gyilet (2 pM-os koncentricioban hatékonyabbnak bizo-
nyult barmely mas vegyiiletnél), melyet a ciklikus sze-
lenoanhidrid (1) és a masik két metil-keton-szelenoész-
ter (10, 11) kovet, melyek szintén hatékony ABCBI1-gat-
16k voltak birtak 20 pM-os koncentraciéban. A 2-8-as
szelenoészter effluxpumpa-moduldlé hatisa nem volt
Osszehasonlithatd a verapamillal. Fontos kiemelni, hogy
a vegylletek lipofilicitdsa befolyasolta azok ABCBI-
modulalé hatdsat, mivel a cLogP-értékiik szignifikins
Osszefiiggést mutatott (p < 0,05) a szamolt FAR-ér-
tékekkel. Az apoptoézisvizsgilatban az el6bb emlitett
négy vegyiilet (1, 9-11) az egér sejtvonalak esetén a sejt-
populacié 39,01-97,32%-ban, a human sejtvonalak
esetén 64,60-71,40%-ban volt képes kiviltani apoptd-
zist. A ciklikus szelenoanhidrid (1) volt a leghatéko-
nyabb korai apoptdzist indukdlé vegyiilet (az egér sejt-
vonal esetén a vizsgalt sejtpopulicié egyharmadéban,
a vastagbél-adenokarcinéma sejtvonalak esetén a vizs-
galt sejtpopuldcié kétharmadaban), ezzel aktivabbnak
bizonyult, mint a pozitiv kontroll (M627). A metil-
keton-szelenoészterek ezzel szemben dontéen nekrozist
(az egér sejtvonalak esetén egészen 85,8%-ig) okoztak.
A két kiillonboz6 tipust sejthaldl megkiilonboztetése
fontos, hiszen a kemoterapia-indukalt sejthalal szem-
pontjabdl a korai apoptotikus folyamatok az elény6sek,
hiszen nem szabadulnak fel gyulladdsos mediatorok,
amelyek karositjak a kornyez6 sejteket, szemben a nek-
rotikus folyamatokkal. A 2-8-as szamu szelenoészter
esetén az apoptdzist indukal6 hatas csekély volt vagy
teljesen hidnyzott. A human vastagbél-adenokarcinéma
sejtvonal érzékenyebbnek bizonyult a szelenoészterek-
kel torténd kezelésre.

A kalkogén elemeket (S, Se, Te) tartalmazd szerves
vegyiiletek irdnt egyre nagyobb az érdekldés a kisérle-
tes kemoterdpias kutatdsokban. A szakirodalom arra
enged kovetkeztetni, hogy a csoport legaktivabb eleme a
telldr (Te), azonban ezek a vegyiiletek 4ltalaban erds
toxikus hatassal és csekély szelektivitassal rendelkeznek
[33]. A szelénvegyiiletek elénye, hogy befolyasoljak a
kiilonboz6 cellularis redox mechanizmusokat és szigndl
transzdukcids Gtvonalakat, ezért kifejezetten vonzdak a
kutatok szdmdra. A 12-es szdmu referenciavegyiilet,
amely a ciklikus szelenoanhidrid oxigén-izosztere, nem
mutatott értékelhetd aktivitdst egyik vizsgalat soran
sem, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a Se-atom koz-
ponti jelent6ségii a vegyliletek hatékonysaga tekinteté-
ben. A vegyiiletek pontos molekuldris hatdsmechaniz-

EREDETI KOZLEMENY

musat még nem irtak le. El6z6 vizsgilatok és Domin-
guez-Alvarez és mtsai hipotézise alapjan a vegyiiletek
bioldgiai hatasa a szelenoészter csoport hidrolizisében
keresend$. Ez a bomlas lehet6vé teszi a szelénanionok
felszabaduldsat a bioldgiai kozegbe, igy a toltéssel ren-
delkezd szelénrészecskék bekapcsolédhatnak a legkii-
16nfélébb oxido-redukciés folyamatokba [34]. Azt fel-
tételezziik, hogy az Gj szelenoészterek ,prodrug” forma-
jaban fejtik ki a hatdsukat, igy a molekulak képesek at-
jutni a sejtek citoplazmajaba. A sejten beliil a hordozé-
molekula bomlik, és felszabaditja az anionos karaktert
részecskéket, amelyek citotoxikus hatdssal rendelkez-
nek. Az elektronszivd csoportok a molekuldn beliil
(pl. keton, karboxilcsoport) el@segithetik a lebomlas
folyamatat, és stabilizalhatjak a keletkez6 részecskéket.
Azonban nem érdemes olyan szarmazékokat tervezni,
amelyeknek bomldsa még a citoplazman val6 atjutas
elétt bekovetkezik, hisz ebben az esetben az ionos ka-
rakterd részecskék mar nem lesznek képesek atjutni a
citoplazmdan hidrofil karakteriik miatt [34]. Bakterialis
modellrendszerekben végzett kisérleteink ravilagitottak
arra, hogy a vizsgalt vegyiiletek bioldgiai hatdsihoz
oxigén jelenlétére van szitkség, ami szintén erdsiti a pro-
drug-hipotézist [35]. A ciklikus szelenoanhidrid (1)
hatékonysaga valdszinlileg hasonléan magyarazhato,
mint a 9-11-es vegyiiletek hatdsmechanizmusa, bar a
bomlés folyamatanak és kinetikdjanak kiilonbozének
kell lennie, hisz ebben az esetben a Se-atom egy ottagu
gylrirendszerben talalhat6. Ezenfeliil nem viligos még
az sem, hogy a vizsgalt vegyiiletek az ABCBI kompetitiv
gatloszerei vagy a fehérje egy specifikus doménjéhez ko-
t6dnek. Tovabbi kisérleteink soran bizonyitottuk, hogy
egyes Se-vegyliletek igéretesnek bizonyultak kombi-
naciés kemoterapidban, kifejezetten a tioféngytrit tar-
talmazo 2-es szamu vegydiilet, amely szinergisztikus kol-
csOnhatdst mutatott az Osszes vizsgalt kemoterapids
szerrel (doxorubicin, ciszplatin, 5-fluorouracil, topote-
kan, ciklofoszfamid, vinkrisztin) [36].

Osszegezve, négy vegyiilet keriilt azonositasra mint ki-
valé vezérmolekula a tovabbi kisérletek tervezésére:
a ciklikus szelenoanhidrid (1) és a 9-11-es szamu szele-
noészterek. Ezek a vegyiiletek kivdlo daganatellenes és
MDR-visszafordité (ABCB1-pumpamoduldlé és apopto-
zisindukald) hatassal rendelkeztek. Figyelembe véve az
in silico elemzés soran kapott becsiilt eredményeket, a
vegyiiletek eldrelathatolag megfelelS in vivo biohaszno-
sithatésaggal rendelkeznek és igéretesek lehetnek a pre-
klinikai és klinikai kutatasi fizisba valé dtmenetben (Idsd
megfelelGségiiket a ROS5 szabalynak és a becsiilt abszorp-
ciés értékeiket). A jovObeli kutatisokat tekintve tovabbi
szerkezeti varidns szarmazékok tervezésére, szintézisére
mindenképpen javasolt. Ezenfeliil érdekes lehet a kiilon-
b6z6 szelénvegyiiletek vizsgilata kombindcids kemotera-
pidban kiilonb6z6 daganatellenes szerekkel in vitro, mert
ez a kutatasi teriilet is gazdag szakirodalommal rendel-
kezik.
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