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Bevezetés: A szerves szelénvegyületekről számos kutatás bizonyítja, hogy képesek modulálni az emlőssejtek intracelluláris 
redox homeosztázisát, így hatékony és szelektív daganatellenes szerek lehetnek, mivel a daganatos sejtek érzékenyebbek 
a külső oxidatív stresszhatásokra. Célkitűzés: Újszerű szerkezettel rendelkező szerves szelénvegyületek daganatellenes 
és MDR-visszafordító hatásának vizsgálata különböző daganatsejtes modellrendszerek felhasználásával in vitro. Módszer: 
A vegyületek citotoxikus aktivitását MTT módszerrel határoztuk meg, az ABCB1 effl  ux transzporter gátlását rhodamin 
123 akkumulációs vizsgálattal tanulmányoztuk áramlási citometriás módszerrel. A vegyületek apoptózist indukáló hatá-
sát Annexin V-FITC módszerrel határoztuk. OSIRIS Molecular Property Explorer és PreADMET 2.0 alkalmazásával 
 becsültük meg a vegyületek fi zikai-kémiai és in vivo abszorpciós tulajdonságait. Eredmények: Adott szerkezeti elemekkel 
(négy vegyület: egy ciklusos szelenoanhidrid és három alkil-keton-szelenoészter) rendelkező szelénvegyületek hatékony-
nak bizonyultak minden vizsgálatban, míg mások csökkent vagy semmilyen aktivitást nem mutattak; ezek a vegyületek 
erős citotoxikus hatásúak voltak a nanomoláris tartományban, emellett hatékonyan gátolták az ABCB1 effl  ux pumpát. 
A  vegyületek lipofi litásának fontos szerepe van az effl  uxpumpa működésének befolyásolásában. A ciklikus szeleno-
anhidrid hatékony korai apoptózist indukáló vegyület volt, míg az alkil-keton szelenoészterek nekrotikus folyamatokat 
 indukáltak. Következtetések: Kísérleteink rávilágíttotak a szelén központi szerepére a rákellenes és az MDR-visszafordító 
hatás szempontjából. A vegyületek pontos molekuláris hatásmechanizmusa még nem ismert: azt feltételezhetjük, hogy a 
szelénvegyületek aktivitása a szelenoészter csoport hidrolíziséhez köthető. Eredményeink alapján az ígéretes vegyületek 
további származékainak szintézise és biológiai hatásának vizsgálata 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 eff ects of 
 organically selenium compounds with novel structure using diff erent tumor cell model systems in vitro. Method: Th e 
cytotoxic activity of the compounds was determined by MTT method. Inhibition of the ABCB1 effl  ux transporter was 
studied by fl ow cytometry using rhodamine 123 accumulation assays. Th e apoptosis inducing eff ect of the compounds 
was determined by the Annexin V-FITC method. Th e 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 eff ective in all assays, while others showed reduced or no activity; these compounds were cytotoxic in the 
nanomolar range and were eff ective in inhibiting the ABCB1 effl  ux pump. Th e lipophilicity of the compounds plays an 
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Rövidítések
ABC = ATP-kötő kazetta; ADME = abszorpicó-disztribú-
ció-metabolizmus-elimináció; ATP = adenozin-trifoszfát; Colo 
= vastagbél-adenokarcinóma; cLog P = oktanol/víz partíciós 
koeffi  ciens tízes alapú logaritmusa; CYP = máj mikroszómális 
enzim; DMSO = dimetil-szulfoxid; ELISA = enzimkötött im-
munoszorbens assay; FAR = fl uoreszcenciaaktivitási hányados; 
FITC = fl uoreszcein-izotiocianát; HIA% = humán intesztinális 
abszorpció; log S = vízoldékonyság tízes alapú logaritmusa; 
M  =  molekulatömeg; MDR = multidrog-rezisztencia; MTT = 
3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazólium bromid; 
n-OHNH = hidrogénkötés-donorok száma; n-ON = hidrogén-
kötés-akceptorok száma; PAR = szülői (érzékeny) sejtvonal; 
PI = propídium-jodid; PPB% = plazmafehérje-kötődést; PS = 
foszfatidil-szerin; R123 = rhodamin 123; RO5 = Lipinsky-féle 
„ötös” szabály; ROS = reaktív oxigéngyök/oxigén intermedier; 
SDS = nátrium-dodecil-szulfát; SI = szelektivitási index; TPSA 
= molekulák topológiai poláris felülete

Bevezetés

A daganatos kórképek alatt számtalan, egymástól gyakran 
sok szempontból eltérő betegséget értünk, melyet az 

egészséges sejtek átalakulása jellemez szabályozatlanul 
osztódó és növekedő sejtekké, melyek veszélyeztetik az 
egészséges szövet és a szervezet valamennyi részének nor-
mális működését [1, 2]. A daganatos megbetegedések a 
második vezető haláloknak számítanak, nemzetközi vi-
szonylatban súlyos népegészségügyi problémát jelente-
nek. 2012-ben világszerte 8,2 millió daganatokhoz köt-
hető halálesetet és 14,1 millió új rákos beteget regisztrál-
tak, míg 32,6 millió ember lépett be az ötéves túlélés sza-
kaszába [3, 4]. Az Európai Unió tagállamai közül Magyar-
ország számolt be a legtöbb új esetről és a legmagasabb 
halálozási arányról a tüdőrák és a vastagbélrák tekinteté-
ben [5–8]. A daganatos megbetegedések számos etiológiai 
tényezőjét leírták: az egyén öröklött hajlama a betegségre, 
különböző életmódbeli szokások, környezeti faktorok és 
egyéb befolyásoló tényezők, mint az immunszupresszió és 
különböző gyógyszerek egyaránt daganatok kialakulásá-
hoz vezethetnek [9].

A daganatterápia célja a rosszindulatú sejttömeg el-
pusztítása vagy méretének csökkentése, ezzel egy időben 
a  beteg életminőségének javítása [10]. A rákos betegek 
 terápiáját tekintve a sebészeti beavatkozások, a radioterá-
pia és a kemoterápia (vagy magában vagy akár kombinál-

important role in infl uencing the functioning of the effl  ux 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 eff ects of these compounds. Th e 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

(Beérkezett: 2020. február 25.; elfogadva: 2020. június 15.)

1. ábra. Az ABCB1 effl  uxtranszporter háromdimenziós szerkezete ([13] alapján) NBD: nukleotidkötő domén; TMD: transzmembrán 
domén; Å: angström; A: szubsztrát megkötése; B: szubsztrát kipumpálása
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va az előző kettővel) áll rendelkezésünkre [11]. A kemo-
terápia az egyik leggyakrabban használt kezelési mód a 
malignus hematológiai kórképek és a szolid tumorok te-
kintetében is. Azt a jelenséget, amikor a daganatsejtek 
több, egymástól kémiai szerkezetben és hatásmechaniz-
musban különböző kemoterápiás szerrel szemben mutat-
nak rezisztenciát, multidrog-rezisztenciának (MDR) ne-
vezzük, melyet a tumorsejtek számos mechanizmuson 
keresztük képesek kialakítani [12]. Jelen kutatásunk során 
az energiafüggő effl  uxpumpák és az apoptózis gátlása 
által kialakult MDR kapott kitüntetett fi gyelmet. Az 
ATP-kötő kazetta (ABC; ATP-binding casette) transz-
portercsalád rendkívül jelentős és elterjedt csoportja a 
transzportfunkciót ellátó fehérjéknek az emberi szerve-
zetben, melyek működésük során az ATP hidrolíziséből 
felszabaduló energiát használják fel arra, hogy a fehérjét 
expresszáló sejtből eltávolít sanak különböző szubsztrá-
tokat [13]. Az ABC transzporterek közül először az 
ABCB1 fehérjét írták le: a fehérje túltermelését gyakran 
hozták kapcsolatba hátrányos klinikai kimenetellel a da-
ganatos betegség során. Ez a transzporter fl exibilis 
szubsztrátkötő helyének köszönhetően többféle, egy-
mással nem rokon szerkezetű kemoterápiás szer kipum-
pálására képes (1. ábra) [13]. Feltörekvő kutatási irány-
vonalnak és terápiás stratégiának mutatkozik az effl  ux-
pumpagátlók alkalmazása, így javítani lehet a daganat-
ellenes terápia hatékonyságát. A kemoterápiás szerek által 
kiváltott sejthalál egyik legjelentősebb formájának az 
apoptózist tekintik, az apoptotikus folyamatok károsodá-
sa vezethet MDR (terápia-refrakter) daganatokhoz [14].

Számos szervetlen és szerves szelénvegyületet vizsgál-
tak, mint kemopreventív és/vagy citotoxikus szert a daga-
natterápiában: ezeket az eredményeket nagy elemszámú 
epidemiológiai vizsgálat is alátámasztja [15, 16]. A szelén-
vegyületek daganatellenes szerként való alkalmazásához 

fűzött elképzelések azok redoxmoduláló hatásával függ-
nek össze [16]. A szakirodalomban leírták, hogy a rákos 
sejtek sokkal érzékenyebbek az exogén oxidatív stresszre, 
mint az egészséges, nem tumoros sejtek. Ennek oka a re-
aktív oxigén intermedierek (ROS) fokozott szintje és az 
antioxidáns kapacitásuk maximális küszöbértéke, mivel a 
daganatsejtek csak intenzívebb metabolizmusukkal képe-
sek fenntartani folyamatos sejtproliferációjukat (2. ábra) 
[17, 18]. A kísérletes vizsgálatok kezdetben a szervetlen 
szelénvegyületeket tanulmányozták citotoxikus hatásukra 
és kombinációs kemoterápiában való hatékonyságukra 
vonatkozóan, azonban későbbi eredmények rávilágítottak 
arra, hogy a szerves szelénvegyületek előnyösebb bioló-
giai hatással rendelkeznek és kevésbé toxikusak [19]. Ezen 
vegyületeket számos in vitro daganatsejtes és állatkísér-
letes modellrendszerben vizsgálták, ahol ígéretes rákelle-
nes és ROS-moduláló hatást mutattak önmagukban vagy 
klinikailag releváns kemoterápiás szerekkel kombináció-
ban [20].

Célkitűzések

Vizsgálatunk célja Domínguez-Álvarez és mtsai által szin-
tetizált, újszerű szerkezettel rendelkező szerves szelén-
vegyületek antitumor hatásának tanulmányozása külön-
böző in vitro sejtvonalas modellrendszerek (egér és hu-
mán, tumoros és nem daganatos) felhasználásával. Cito-
toxikus hatásuk mellett a vegyületek multidrog-reziszten-
cia visszafordító hatását is vizsgáltuk két rezisztenciame-
chanizmusra (ABCB1 által mediált drog effl  uxgátlása és 
apoptózisindukció) vonatkozóan. Ezenfelül feltérképez-
tük fi zikai-kémiai tulajdonságaikat, hogy további szár-
mazékokat lehessen előállítani, és in vivo is fel lehessen 
őket használni.

2. ábra. A redoxmoduláló vegyületek lehetséges hatásmechanizmusai daganatterápiában ([17] alapján). ROS: reaktív 
oxigén intermedierek, Antiox.: antioxidáns, Proox.: prooxidáns
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Módszerek

Vegyületek

Kutatásunk során az alábbi vegyületeket vizsgáltuk: egy 
ciklikus szelenoanhidrid (1) és különböző funkciós cso-
portokkal rendelkező szelenoészterek (2–11; (2–5:  metil- 
csoport; 6: amid; 7–8: karboxil-észter; 9–11: keton) 
(3. ábra). A vegyületek szintézisét és biológiai hatásuknak 
előzetes vizsgálatát Domínguez-Álvarez és mtsai írták le 
[21, 22]. A vegyületeket DMSO-ban oldottuk fel a törzs-
oldatok (10 mM koncentrációban) elkészítéséhez. Ftál-
sav-anhidrid (12; az 1-es vegyület oxigén izosztere) és 
három szervetlen kalkogén-cianát (13–15; 13-KOCN, 
14- NH4SCN, 15-KSeCN) referenciaként szerepelt kísér-
leteinkben [23]. Továbbá az alábbi vegyületek kerültek 
felhasználásra kísérleteink során: rhodamin 123 (R123; 
Sigma, St. Louis, MO, USA), 3-(4,5-dimethiltia zol-2-il)-
2,5-difeniltetrazólium-bromid (MTT; Sigma, St. Louis, 
MO, USA), nátrium-dodecil-szulfát (SDS; Sigma), ve-
rapamil (EGIS, Budapest, Magyarország), cisplatin 
(TEVA, Petah Tikva, Izrael) és dimetil-szulfoxid 
(DMSO;   Sigma). Az apoptózis vizsgálathoz a pozitív 
kontroll M627 (12H-benzo[α]fenotiazin) kivételével min-
den reagenst az Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit 
(ka talógus szám: PF 032, EMD Biosciences, Inc., La Jolla, 
CA) tar talmazott. A pozitív kontroll M627-et prof. dr. 
 Noboru Motohashi bocsátotta rendelkezésünkre (Meiji 
Gyógy szerészeti Egyetem, Kiyose, Tokió, Japán), melyet 
 DMSO-ban oldottunk fel. A rhodamin 123 törzsoldatát 
PBS-ben, a verapamil törzsoldatát vízben készítettük el. 

Minden oldatot a vizsgálat napján, frissen készítettünk 
el.

Sejtvonalak

Az L5178Y egér T-sejtes limfóma sejtvonalat (PAR) 
(ECACC 87111908 katalógus számmal az amerikai 
 Gyógyszer- és Élelmiszerellenőrző Hatóságtól került meg-
vásárlásra) transzfektálták pHa MDR1/A retro vírussal, a 
Cornwell és mtsai. által leírt módszer alapján [24]. Az 
ABCB1-túltermelő sejtvonal (MDR) a transzfektált sejtek 
kolhicinnel való tenyésztésével került kiszelektálásra. A 
humán vastagbél-adenokarcinóma sejtvonal (Colo 205 
doxorubicinérzékeny és Colo 320/MDR-LRP multidrog- 
rezisztens, ABCB1-túltermelő (MDR1)-LRP), ATCC-
CCL-220.1 (Colo 320) és CCL-222 (Colo 205), az A549 
humán tüdőadenokarcinóma sejtvonal (ATCC CCL-185), 
a NIH/3T3 egér embrionális fi broblaszt sejtvonal (ATCC 
CRL-1658) és az MRC-5 humán embrionális tüdőfi bro-
blaszt (ATCC CCL-171) az LGC Promochemtől (Ted-
dington, Egyesült Királyság) került megvásárlásra.

Citotoxicitás vizsgálata

A különböző szerkezetű szelénvegyületek sejtosztódás-
ra gyakorolt hatását 96 lyukú mikrotiter lemezekben 
 határoztuk meg. A harmadik oszlopba 196 μl táp fo lya-
dékhoz 4  μl-t adtunk a szelenoészter származékok 
10  mM-os  koncentrációjú törzsoldataiból, innen hí-
gítottuk tovább az anyagokat felező hígításos módszer-
rel, ezt követően mértük a megfelelő számú sejtet (1– 1,5 
×104/lyuk) a mik ro titer lemez megfelelő oszlopaiba. 

3. ábra. A vizsgált vegyületek szerkezeti képlete és szubsztituenseik szerinti felosztása
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A lemezeket 37 °C hő mérsékleten inkubáltuk 24 órán át, 
CO2 termosztátban, az  inkubáció után 20 μl MTT-t 
(5 mg/ml-es törzsoldatból, Sigma) mértünk a lemezekre, 
majd további 4 óra  múlva 100 μl 10% SDS (nátrium-
dodecil-szulfát)-HCl- elegyet mértük a mintákhoz, a for-
mazán kristályok szolubilizálása végett, majd a lemeze-
ket további 24 órán át inkubáltuk CO2 termosztátban 
[22, 23]. A lemezek optikai denzitását (OD) Multiscan 
EX ELISA mikrotiter lemez-leolvasóval (Th ermo Lab-
sys tem, Cheshire, Egyesült Államok) mértük 540 és 630 
nm-en, hogy számszerű adatot kapjunk a sejtpusztulás 
mértékéről. A mérések során az IC50-értéket határoztuk 
meg, amely azt a koncentrációt  jelenti, amelynél a vizs-
gált sejtek 50%-a elpusztul a kontrollhoz képest, az aláb-
bi képlet alapján:

     
50

OD-kezelt OD-médiumkontroll
IC 100 100

OD-kezeletlen OD-médiumkontroll
.

Szelektivitási indexeket (SI) számoltunk azért, hogy ösz-
szehasonlítsuk a vizsgált vegyületek hatékonyságát a tumo-
ros és nem daganatos sejtvonalon. A szelektivitási indexe-
ket egy kvóciens formájában fejeztük ki, melyet úgy kap-
tunk, hogy a nem tumoros sejteken mért IC50-értékeket 
elosz tottuk a daganatos sejtvonalakon (érzékeny,  illetve 
MDR) kapott IC50-értékekkel. A vegyület erősen sze lek-
tívnek tekinthető, ha az SI értéke 6-nál nagyobb, mér-
sékelten szelektívnek, ha 3 < SI < 6, enyhén szelek tívnek, 
ha 1 < SI< 3 és nem szelektívnek, ha SI kisebb mint 1 [23].

Az ABCB1 effl  uxpumpagátlás vizsgálata

A vizsgált vegyületek ABCB1 (P-glikoprotein) multidrog 
effl  uxpumpára gyakorolt gátló hatását rhodamin 123 
(R123) akkumuláción alapuló, áramlási citometriás mód-
szerrel vizsgáltunk az MDR egér T-sejtes limfóma és a 
 rezisztens Colo320 humán vastagbél-adenokarcinóma 
sejtvonalon [25]. Verapamilt (EGIS, Budapest, Magyar-
ország) használtunk pozitív kontrollként (20 μM kon-
centrációban), míg a DMSO oldószer kontrollként szere-
pelt (2 V/V%) [23]. Valamennyi mintához 10-10 μl 
rhodamin 123 (R123, Sigma, St. Louis, MO, USA) fes-
téket mérünk. A R123 egy nem toxikus, lipofil, katio-
nos fl uoreszcens festék (λex/em = 505/534 nm), amely az 
ABCB1-pumpa szubsztrátja. Mivel membránperme á-
bilis, az élő sejtek gyorsan felveszik, így MDR gátlósze-
rekkel együtt az ABCB1-pumpa funkciójának mérésére 
használható [25]. A  vizsgált sejtpopulációk fl uoreszcen-
ciáját Partec CyFlow® áramlási citométer (Partec, Müns-
ter, Germany) segítségével detektáltunk. Vizsgálatunk 
ered ményeképpen fl uoreszcencia aktivitási hányados 
(FAR) ér tékeket kaptunk, amelyek az alábbi összefüggés 
alapján határozhatóak meg, a kezelt és kezeletlen, érzé-
keny PAR és MDR sejtvonalak fl uoreszcenciájának függ-
vényében:

 kezelt kontroll

kezelt kontroll

MDR /MDR
FAR

Érzékeny /Érzékeny
.

A vegyületek effl  uxpumpagátló hatását a verapamiléval 
hasonlítottuk össze, emellett egy FAR-kvóciens is kiszá-
mításra került, az alábbi képlet alapján:

kvóciens = 100 × (FAR vegyület/FAR verapamil ) .

Az apoptózisindukció vizsgálata

A szelénvegyületek apoptózist indukáló hatását az 
L5178Y egér T-sejtes limfóma (szülői és ABCB1-transz-
fektált) és a rezisztens Colo 320 humán vastagbél-adeno-
karcinóma sejtvonalon vizsgáltuk in vitro. Az apoptózist 
az Annexin V-FITC apoptózisdetektáló kittel vizsgáltuk, 
a  gyártó utasításai alapján [25]. Ez a módszer lehetővé 
 teszi a korai és késői apoptotikus folyamatok és a sejthalál 
diff eren ciálását, és kvantitatív eredményt ad a kezelt 
sejtpopulá cióról. Az apoptózis indukció vizsgálatánál 
 annexin V foszfolipidkötő fehérjét használtunk a PS 
 megkötésére, amelyhez fl uoreszcein-izotiocianát (FITC) 
volt konjugálva mint fl uoreszcens szubsztrát (λex/em = 
495/519 nm), a  fl uoreszcens jelet áramlási citometriával 
detektáltuk.  Mivel azoknál a sejteknél is megfi gyelhető 
a  PS-áthelyeződés, amelyek már nekrotikusak vagy el-
pusztultak, propídium-jodidos (PI) festést is (λex/em = 
535/617 nm) alkal mazunk [26]. A két festés azért hasz-
nálható párhuzamosan, mert hullámhossz-tartományaik-
ban nincsen átfedés. Pozitív kontrollként M627-et hasz-
náltunk (12H-benzo[α]fenotiazin; 20 μM), amely egy ben-
zotiazin származék és ismert korai apoptózist indukáló 
vegyület [27]. A DMSO oldószer kontrollként szerepelt 
(2 V/V%). A mérés előtt a sejteket reszuszpendáltuk friss, 
szérummentes médiumban. Ezután elvégeztük az apop-
tózisvizsgálatot a kit „gyors” protokollja alapján, a vizs-
gált sejtpopulációk fl uoreszcenciáját Partec CyFlow® 
áram lási citométer (Partec, Münster, Németország) segít-
ségével detektáltunk.

Prediktív in silico vizsgálat

A vizsgált szelénvegyületek fi zikai-kémiai és in vivo ab-
szorpciós tulajdonságainak becslésére prediktív in silico 
vizsgálatot végeztünk OSIRIS Molecular Property Explo-
rer (Actelion Pharmaceuticals, Allschwil, Svájc) és Pre-
ADMET 2.0 (Yonsei Egyetem, Seoul, Koreai Köztársa-
ság), interneten ingyenesen elérhető szoft verek felhasz-
nálásával, hogy közelítő képet kaphassunk a szelénvegyü-
letek, mint potenciális farmakon-jelöltek várható tulaj-
donságairól [28, 29]. A vizsgálat során a vegyületek alábbi 
tulajdonságait vizsgáltuk és értékeltük, hogy meghatároz-
zuk a vegyületek illeszkedését a Lipinsky-féle ötös sza-
bályhoz (RO5): molekulatömeg (M), hidrogénkötés-do-
norok száma (n-OHNH), hidrogénkötés-akceptorok szá-
ma (n-ON), oktanol/víz partíciós koeffi  ciens tízes alapú 
logaritmusa (cLog P), vízoldékonyság tízes alapú loga-
ritmusa (log S; mol/l-ben kifejezve) és a molekulák topo-
lógiai poláris felülete (TPSA) [30]. Ezen felül, a szoft -
verek segítségével megbecsültük a vegyületek farmako-

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



2020  ■  53. évfolyam, 2. szám HEMATOLÓGIA–TRANSZFUZIOLÓGIA116

EREDETI  KÖZLEMÉNY

kinetikai tulajdonságait, így a plazmafehérje-kötődést 
(PPB%), különböző monolayer modellrendszereken tör-
ténő penetráció mértékét (Caco-2, MDCK), humán in-
tesztinális abszorpció mértékét (HIA%) és a különféle 
citokróm P450 enzimekkel való kölcsönhatást [30]. Az 
adatok összehasonlítása céljából különböző szerkezetű 
és  hatásmechanizmusú, klinikailag releváns daganatelle-
nes szereket (doxorubicin, gemcitabin, irinotekán, me-
thotrexát, 5-fl uorouracil) választottunk referenciaként. 
Meghatároztuk a vegyületek effl  uxpumpagátló hatásának 
(log FAR-értékben kifejezve) függését a becsült fi zikai-
kémiai paraméterektől (cLog P, log S, log TPSA, M), 
korreláció-regresszió analízist végeztünk a Past 3.16 
statisz tikai program felhasználásával. Szignifi kánsnak p < 
0,05 alatt tekintettük, emellett a determinációs együttha-
tót (R2) is számoltunk, amely a kölcsönhatás százalékos 
függését fejezi ki a változók között.

Eredmények

Citotoxicitás vizsgálata

A ciklikus szelenoanhidrid (1) és a 9–11-es számú szelen-
oészter erős citotoxikus hatással rendelkezett mind a szü-
lői, mind az MDR egér T-limfóma sejteken (az IC50-érték 
az előbbire vonatkozóan 0,94–3,97 µM, az utóbbira vonat-
kozóan 0,43–4,65 µM), az utóbbi három vegyület dagana-
tellenes hatását nanomólos tartományban is képes volt 
kifejteni, a legaktívabbnak bizonyuló szelenoészter (10) 
IC50-értéke 430 nM volt MDR egér T-limfóma-sejteken. 
A  3-as és 6-os szelenoészterek szintén erős citotoxikus 
 hatással rendelkeztek, azonban ezen aktivitásukat csak 
5–40-szer magasabb koncentrációban voltak képesek ki-
fejteni, mint az előző négy vegyület. A 9–11-es számú 
 szelenoészter a nem daganatos egér embrionális fi bro-
blasztsejteken is erősen toxikusnak bizonyult (0,62–1,35 
µM), míg a 2-es és 7-es (23,72 µM), illetve a 6-os és 8-os 
(69,69–74,47 µM) hasonló koncentrációkban volt toxi-
kus. A 10-es vegyület mérsékelten volt szelektív (SI = 
3,14), míg a szelenoanhidrid (1) kiváló szelektivitást mu-
tatott (SI ≥ 25,19) a daganatos sejtvonalak irányába. A hu-
mán vastagbél-adenokarcinóma sejteken végzett kísér-
letek alapján a 9–11-es számú szelenoészter erős citotoxi-
kus hatással rendelkezett mind az érzékeny (Colo 205), 
mind a rezisztens (Colo 320) sejtvonalakon (az IC50-érté-
kek 1,19–5,48 µM és 0,35–0,96 µM), a legaktívabb ve-
gyület (9) IC50-értéke a Colo 320 sejteken 350 nM. 
Érdemes kiemelni, hogy a 9-es és 11-es szelenoészter 
mérsékelt-erős szelektivitást mutatott a Colo 320 (SI: 
3,40–10,0) és a Colo 205 (SI: 4,2–14,40) sejtvonal irá-
nyába.

A ciklikus szelenoanhidrid (1) és két másik szeleno-
észter (4 és 8) hasonlóan ígéretesnek tekinthető, hisz nem 
voltak toxikusak a Colo 205 sejtvonalon, de aktívak voltak 
a rezisztens sejteken. A szelénvegyületekhez képest a po-
zitív kontollként használt ciszplatin IC50-értékei 11,36–

108,29-szor magasabbak voltak, mint a 9–11-es szeleno-
észtereké, emellett a szelénvegyületek 2,07–6,09-szer 
 szelektívebbek voltak a vastagbél-adenokarcinóma sej-
teken. Ehhez hasonlóan, a 9–11-es szelenoészterek haté-
kony citotoxikus szereknek bizonyultak az A549 humán 
tüdő-adenokarcinóma sejtvonalon (IC50: 5,91–15,22 µM), 
két másik vegyülettel együtt (2 és 8), melyek 50 µM körül 
bizonyultak hatásosnak. Azonban ezek a vegyületek cse-
kély szelektivitást vagy annak teljes hiányát (0,09–1,95) 
mutatták a tüdő-adenokarcinóma/tüdőfi broblaszt sejt-
vonalak vonatkozásában. A referencia vegyületek (12–15) 
nem rendelkeztek citotoxikus hatással egyik vizsgált sejt-
vonalon sem.

Az ABCB1 effl  uxpumpagátlás vizsgálata

A tizenegy vegyület közül négy (1, 9–11) rendelkezett je-
lentős ABCB1-gátló hatással (az R123 intracelluláris 
koncentrációja ezekben az esetekben volt a legnagyobb) 
MDR egér T-limfóma és Colo 320 humán vastagbél-ade-
nokarcinóma sejteken, 20 µM-os koncentrációban. Az ak-
tív vegyületek FAR kvóciensei a pozitív kontrollhoz (ve-
rapamil, 20 µM) képest 228,62–458,48% között mozog-
tak. A két legaktívabb vegyület (a ciklikus szelenoanhidrid 
1 és a 9-es szelenoészter) hatékonyabb ABCB1-gátló ha-
tással rendelkezett a verapamilnál, még tízszer kisebb 
koncentrációban (20 vs. 2 µM) is, 202,58%-as és 442,41%-
es FAR-kvóciens értékekkel. Hasonló eredményeket kap-
tunk az ABCB1-et túltermelő Colo 320 sejtvonalon: a cik-
likus szelenoanhidrid 1 és a 9–11-es szelenoészter haté-
kony gátlószerei voltak az effl  uxprotein működésének, 
túlszárnyalva a verapamil aktivitását (FAR = 2,85) 2 µM-os 
koncentrációban (135,44–401,05% közötti kvóciens érté-
kekkel). A kutatás során vizsgált többi vegyület (2–8-as 
szelenoészterek és a 12–15-es referencia vegyületek) nem 
rendelkeztek a verapamilhoz mérhető effl  uxpumpagátló 
hatással egyik sejtvonalon sem.

Az apoptózisindukció vizsgálata

A vizsgált szelenoészterek hatásos apoptózist indukáló 
 vegyületeknek bizonyultak az egér T-sejtes limfóma sejt-
vonalakon. A ciklikus szelenoanhidrid (1) és a 9–11 sze-
lenoészter hatékonysága volt a legfi gyelemreméltóbb a 
pozitív kontrollal összehasonlítva, ha az összes apopto-
tikus esemény számát vesszük alapul. A pozitív kontroll 
csak tízszer magasabb koncentrációban (2 vs. 20 µM) tu-
dott az előbb említett vegyületekhez hasonló apoptózist 
indukáló hatást mutatni. Az MDR egér T-sejtes limfóma 
sejtvonalon elvégzett kísérletekben az 1-es vegyület ki-
emelkedő hatású volt, mert korai apoptózist indukált a 
vizsgált sejtpopuláció 32,2%-ban (összesen 77,67%-ban). 
Ezenfelül a 9–11-es szelenoészterek is aktívnak bizonyul-
tak, azonban ezek biológiai hatását döntően késői apop-
totózisként vagy nekrózisként detektáltuk. A vizsgált ve-
gyületek hasonló mértékben indukáltak apoptózist a szü-
lői egér T-sejtes limfóma sejtvonalon, azonban érdemes 

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



117HEMATOLÓGIA–TRANSZFUZIOLÓGIA 2020  ■  53. évfolyam, 2. szám

EREDETI  KÖZLEMÉNY

megjegyezni, hogy a 10–11-es szelenoészterek számot-
tevően hatékonyabbak voltak az érzékeny sejtvonalon 
(apoptotikus események a vizsgált sejtpopuláció 39,01% 
vs. 84,37%-ban, illetve 47,16% vs. 92,46%-ban). Az effl  ux-
pumpák szerepét az apoptózis indukció elkerülésében és 
a  sejtmembrán stabilizálásában már leírták. Az effl  ux-
pumpák működésének és a programozott sejthalál folya-
ma tainak összefonódása lehetséges magyarázata a meg-
fi gyeléseinknek. Egy másik lehetséges magyarázat lehet 
az, hogy a vegyületek intracelluláris koncentrációja való-
színűleg alacsonyabb az ABCB1 effl  uxpumpa működésé-
nek következtében: míg mind a 9–11-es vegyület citotoxi-
kus hatással rendelkezett IC50   < 2 µM-s koncentrációban 
(a késői apoptózist/nekrózist okozó hatásukhoz az egér 
sejtekben), a 9-es szelenoészter hatékony effl  uxpumpa- 
gátló hatással rendelkezett 2 µM-os koncentrációban is, 
míg a 10–11-es vegyületek csak 20 µM-os koncentráció-
ban mutatott hasonló aktivitást. Az eredményeink alapján 
a vegyületek hasonló mértékben okoztak késői apoptó-
zist/nekrózist PAR sejteken, míg a 9-es vegyület kiugróan 
magas (2,8–3,9-szer magasabb) aktivitással bírt az MDR 
sejteken.

A vegyületek (1, 9–11) hasonló hatást mutattak a re-
zisztens humán vastagbél-adenokarcinóma (Colo 320) 
sejtvonalon (apoptózist indukáltak a vizsgált sejtpopu lá-
ció 64,6–80,5%-ban). Összehasonlítva az eredményeket 
mind a három sejtvonalra vonatkozóan megfi gyelhető, 
hogy a ciklikus szelenoanhidrid (1) hatékony korai apop-
tózist indukálónak bizonyult (32,2–66,1%), míg a 9–11-es 
szelenoészter döntően késői apoptotikus/nekrotikus fo-
lyamatokat indított el, mely valószínűleg erős citotoxi-
kus tulajdonságuknak köszönhető. Más szelénvegyüle-
tek (2–8) vagy a referencia vegyületek (12–15) nem ren-
delkeztek hasonló apoptózis indukáló hatással.

Prediktív in silico elemzés

A szelénvegyületek fi zikai-kémiai tulajdonságaikat te-
kintve összhangban vannak a releváns farmakológiai ér-
téke lési kritériumokkal és kivétel nélkül mindegyik meg-
felelt a Lipinsky-féle ötös szabálynak, szemben bizonyos 
referenciavegyületekkel (doxorubicin, methotrexát, iri-
no tekán). A szerves szelénvegyületek várható kiváló orá-
lis biohasznosíthatósággal (96,74–99,10%) rendelkeznek, 
és a Caco-2 egysejtrétegen becsült értékeik alapján mér-
sékelt permeabilitási tulajdonságokkal rendelkeznek. 
A prediktált plazmafehérje-kötődés (PPB%) közel 100%-
os az összes vizsgált szelénvegyület esetében, amely a 
szelénatom jelenlétének köszönhető a biológiailag aktív 
molekulákban. A vizsgált vegyületek előreláthatólag a 
 CYP2C9 enzim inhibitorai és a 6-os vegyületet leszámít-
va a CYP3A4 enzim szubsztrátjai és inhibítorai, amely 
problémát jelenthet, ha ezeket a vegyületeket együtt ada-
golnák olyan daganatellenes szerekkel, amelyek ezeken 
az  enzimeken metabolizálódnak. A vizsgált vegyületek 
effl  uxpumpagátló hatása (log FAR) és az oktanol/víz ko-
effi  ciensük tízes alapú logaritmusa (cLog P) között szig-

nifi káns összefüggést találtunk mind az MDR egér T-sej-
tes limfómasejteken (p = 0,0034; R2 = 0,6934), mind a 
Colo 320 humán vastagbél-adenokarcinóma sejteken (p = 
0,0198; R2 = 0,5117). A vegyületek molekulatömege, a 
 topológiai poláris felülete (TPSA), illetve a vízoldható-
ságuk tízes alapú logaritmusa és a fl uoreszcenciaadatok 
(log FAR) között nem találtunk jelentős összefüggést.

Megbeszélés

A fejlett országokban az öregedő népesség miatt a daga-
natos megbetegedések előfordulása előreláthatólag to-
vább fog növekedni [1–4]. A kemoterápia hatékony alkal-
mazását megnehezíti a szerek alacsony biohasznosítható-
sága, alacsony szelektivitásukból adódó előnytelen mel-
lékhatás profi lja és a multidrog-rezisztencia kialakulása 
[31]. A multidrog-rezisztencia során a daganatsejtek több, 
különböző kémiai szerkezetű vagy hatásmechanizmusú 
szerrel szemben mutatnak rezisztenciát [13, 14]. A jelen 
kutatómunka során az energiafüggő effl  uxpumpák által 
okozott rezisztencia és az apoptózis indukciógátlását 
vizsgáltuk. Számos olyan vegyületet írtak le, amely képes 
az ABCB1-transzporter funkcióját gátolni. Egy ígéretes 
 terápiás stratégiának tartják különböző rezisztenciamó-
dosító vegyületek alkalmazását adjuvánsként, hogy vissza-
fordítsák a daganatos sejtek MDR fenotípusát [32]. Ren-
geteg szervetlen és szerves szelénvegyületet vizsgáltak 
daganatellenes hatásukra vonatkozóan. A szerves szelén-
vegyületek ismert modulátorai az emlőssejtek intracel-
luláris redox státuszának, ennél fogva hatékony és szelek-
tív daganatellenes hatásúak lehetnek, mivel a daganatsej-
tek érzékenyebbek az exogén ROS-ra [17, 18]. A kutatás 
célja újszerű szerkezettel rendelkező szerves szelénvegyü-
letek daganatellenes és MDR-visszafordító hatásának 
vizsgálata, a hazai daganatos betegségek epidemiológiai 
viszonyait fi gyelembe véve. Ezenfelül célkitűzéseink kö-
zött szerepelt a szerkezet-hatás összefüggések meghatáro-
zása.

Eredményeink tükrében elmondható, hogy adott 
szerkezettel rendelkező vegyületek minden vizsgálat 
során fi gyelemre méltó aktivitással rendelkeztek, míg 
mások nem voltak hatékonyak egyik kísérletben sem. A 
referenciaként választott vegyületeknek (12–15) nem 
volt hatása egyik kísérletben sem. A citotoxicitási vizs-
gálatokban a szelénatom közvetlen közelében levő alkil-
lánc természete meghatározó volt a daganatellenes hatás 
szempontjából. A ciklikus szelenoanhidriden (1) kívül a 
metil- (9) vagy terc-butilketon-szubsztitúció (10, 11) 
volt a legelőnyösebb a citotoxikus hatás kifejeződésé-
hez. Az aromás gyűrűn található szubsztituensek hatása 
kevésbé volt jelentős a vegyületek daganatellenes hatása 
szempontjából. Általánosságban elmondható, hogy a 
szelénvegyületek az A549 humán tüdő-adenokarcinóma 
sejtvonalon voltak a legkevésbé aktívak és szelektívek. 
A 9–11-es szeleno ész ter kiemelkedő hatását az is igazol-
ja, hogy IC50-értékeik több esetben is a nanomólos tar-
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tományban voltak és szelektivitási indexük is 6 feletti-
nek bizonyult a humán vastagbél-adenokarcinóma sej-
teken. A ciklikus szelenoanhidrid (1) kiemelkedő 
szelektivi tással rendelkezett egér sejtvonalakon (SI > 
20) és nem mutatott toxicitást egyik nem tumoros sejt-
vonal iránt sem. A rhodamin 123 akkumulációs vizsgá-
latok eredményei összhangban vannak a citotoxicitási 
vizsgálatban meg fi gyeltekkel. A 4-klórfenil- szubsztitu-
ált metil-keton- szelenoészter (9) volt a leg ak tívabb ve-
gyület (2 μM-os koncentrációban hatékonyabbnak bizo-
nyult bármely más vegyületnél), melyet a ciklikus sze-
leno anhidrid (1) és a másik két metil-keton-szelenoész-
ter (10, 11) követ, melyek szintén hatékony ABCB1-gát-
lók voltak bírtak 20  μM-os koncentrációban. A  2–8-as 
szelenoészter effl  uxpumpa-moduláló hatása nem volt 
összehasonlítható a verapamillal. Fontos kiemelni, hogy 
a  vegyületek lipo fi licitása befolyásolta azok ABCB1- 
moduláló hatását, mivel a cLog P-értékük szigni fi káns 
összefüggést mutatott (p < 0,05) a számolt FAR- ér-
tékekkel. Az apoptózisvizsgálatban az előbb említett 
négy vegyület (1, 9–11) az egér sejtvonalak esetén a sejt-
populáció 39,01–97,32%-ban, a humán sejtvonalak 
esetén 64,60–71,40%-ban volt képes kiváltani apoptó-
zist. A cik likus szelenoanhidrid (1) volt a leghatéko-
nyabb korai apoptózist indukáló vegyület (az egér sejt-
vonal esetén a vizsgált sejtpopulá ció egyharmadában, 
a  vastagbél-ade nokarcinóma sejtvonalak esetén a vizs-
gált sejtpopuláció kétharmadában), ezzel aktívabbnak 
bizonyult, mint a  pozitív kontroll (M627). A metil- 
keton-szelenoészterek ezzel szemben döntően nekrózist 
(az egér sejtvonalak esetén egészen 85,8%-ig) okoztak. 
A két különböző típusú sejthalál megkülönböztetése 
fontos, hiszen a kemoterápia-indukált sejthalál szem-
pontjából a korai apoptotikus folyamatok az előnyösek, 
hiszen nem szabadulnak fel gyulladásos mediátorok, 
amelyek károsítják a környező sejteket, szemben a nek-
rotikus folyamatokkal. A 2–8-as számú szelenoészter 
esetén az apoptózist indukáló hatás csekély volt vagy 
teljesen hiányzott. A humán vastagbél-adenokarcinóma 
sejtvonal érzékenyebbnek bizonyult a szelenoészterek-
kel történő kezelésre.

A kalkogén elemeket (S, Se, Te) tartalmazó szerves 
 vegyületek iránt egyre nagyobb az érdeklődés a kísérle-
tes kemoterápiás kutatásokban. A szakirodalom arra 
enged következtetni, hogy a csoport legaktívabb eleme a 
tellúr (Te), azonban ezek a vegyületek általában erős 
toxikus hatással és csekély szelektivitással rendelkeznek 
[33]. A szelénvegyületek előnye, hogy befolyásolják a 
külön böző celluláris redox mechanizmusokat és szignál 
transzdukciós útvonalakat, ezért kifejezetten vonzóak a 
kutatók számára. A 12-es számú referenciavegyület, 
amely a ciklikus szelenoanhidrid oxigén-izosztere, nem 
mutatott értékelhető aktivitást egyik vizsgálat során 
sem, ami arra enged következtetni, hogy a Se-atom köz-
ponti jelentőségű a vegyületek hatékonysága tekinteté-
ben. A vegyületek pontos molekuláris hatásmechaniz-

musát még nem írták le. Előző vizsgálatok és Domín-
guez-Álvarez és mtsai hipotézise alapján a vegyületek 
biológiai hatása a szelenoészter csoport hidrolízisében 
keresendő. Ez a bomlás lehetővé teszi a szelénanionok 
felszabadulását a biológiai közegbe, így a töltéssel ren-
delkező szelénrészecskék bekapcsolódhatnak a legkü-
lönfélébb oxido-redukciós fo lyamatokba [34]. Azt fel-
tételezzük, hogy az új szelenoészterek „prodrug” formá-
jában fejtik ki a hatásukat, így a molekulák képesek át-
jutni a sejtek citoplazmájába. A sej ten belül a hordozó-
molekula bomlik, és felszabadítja az anionos karakterű 
részecskéket, amelyek citotoxikus hatással rendelkez-
nek. Az elektronszívó csoportok a molekulán belül 
(pl.  keton, karboxilcsoport) elősegíthetik a lebomlás 
 folyamatát, és stabilizálhatják a keletkező részecskéket. 
Azonban nem érdemes olyan származékokat tervezni, 
amelyeknek bomlása még a citoplazmán való átjutás 
előtt bekövetkezik, hisz ebben az esetben az ionos ka-
rakterű részecskék már nem lesznek képesek átjutni a 
citoplazmán hidrofi l karakterük miatt [34]. Bakteriális 
modellrendszerekben végzett kísérleteink rávilágítottak 
arra, hogy a vizsgált vegyületek biológiai hatásához 
oxigén jelenlétére van szükség, ami szintén erősíti a pro-
drug-hipotézist [35]. A  ciklikus szelenoanhidrid (1) 
 ha tékonysága valószínűleg hasonlóan magyarázható, 
mint a 9–11-es vegyületek hatásmechanizmusa, bár a 
bomlás folyamatának és kinetikájának különbözőnek 
kell lennie, hisz ebben az esetben a Se-atom egy öttagú 
gyűrűrendszerben található. Ezenfelül nem világos még 
az sem, hogy a vizsgált vegyületek az ABCB1 kompetitív 
gátló szerei vagy a fehérje egy specifi kus doménjéhez kö-
tődnek. További kísérleteink során bizonyítottuk, hogy 
egyes Se-vegyületek ígéretesnek bizonyultak kom bi-
nációs kemoterápiában, kifejezetten a tioféngyűrűt tar-
talmazó 2-es számú vegyület, amely szinergisztikus köl-
csönhatást mutatott az összes vizsgált kemoterápiás 
szerrel (doxo rubicin, ciszplatin, 5-fl uorouracil, topote-
kán, ciklofoszfamid, vinkrisztin) [36].

Összegezve, négy vegyület került azonosításra mint ki-
váló vezérmolekula a további kísérletek tervezésére: 
a ciklikus szelenoanhidrid (1) és a 9–11-es számú szele-
no észterek. Ezek a vegyületek kiváló daganatellenes és 
MDR-visszafordító (ABCB1-pumpamoduláló és apoptó-
zisindukáló) hatással rendelkeztek. Figyelembe véve az 
in  silico elemzés során kapott becsült eredményeket, a 
 vegyületek előreláthatólag megfelelő in vivo biohaszno-
síthatósággal rendelkeznek és ígéretesek lehetnek a pre- 
klinikai és klinikai kutatási fázisba való átmenetben (lásd 
megfelelőségüket a RO5 szabálynak és a becsült abszorp-
ciós értékeiket). A jövőbeli kutatásokat tekintve további 
szerkezeti variáns származékok tervezésére, szintézisére 
mindenképpen javasolt. Ezenfelül érdekes lehet a külön-
böző szelénvegyületek vizsgálata kombinációs kemoterá-
piában különböző daganatellenes szerekkel in vitro, mert 
ez a kutatási terület is gazdag szakirodalommal rendel-
kezik.
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