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2. Bevezeto

A huszadik szdzad kezdete 6ta egyre nagyobb léptékben n6 a tumoros megbetegedések,
ezzel egylitt a rakban elhunytak szama a vilagon. 2011-ben Magyarorszagon 33 ezernél tébben
haltak meg tumoros megbetegedésben, ez a teljes haldlozasi esetek tobb mint 25%-a [01]. A
WHO (World Health Organization, Vilag Egészségligyi Szervezete) becslései szerint a 2008-ban
diagnosztizalt 12,7 millié Uj megbetegedés 2030-ra 21,4 milliéra fog emelkedni [02] [03].

Daganatos megbetegedésnek a korlatlan sejtosztddassal jard betegségeket nevezzik. A
tumor kialakuldsa a sejt szabalyozdsi mechanizmusaiban bekovetkez6 véltozdsok eredménye,
melyet genetikai és kornyezeti tényez6k egyardnt okozhatnak. A mértéktelen sejtburjanzast
leggyakrabban a sejtek DNS-ének karosoddsa inditja be. A malignus (rosszindulatu) daganatbdl
szarmazod sejtek egy része a kontrollalatlan osztéddson tul képes a vér- és a nyirokereken
keresztiil eljutni a szervezet tobbi részébe is, ahol attéteket képezhet [04] [05].

A raknak sok tipusa létezik, azonban minden tumoros sejtben megvannak bizonyos
tulajdonsagok, amik megkilonboztetik az egészséges sejtektdl. llyenek példaul az apoptdzis
képességének elvesztése, a korlatlan sejtosztddds, és kilonb6z6 védekez6 mechanizmusok
kifejlesztése. Egy tovdbbi fontos kilonbség az egészséges és beteg sejtek kozott a fehérjék
expresszios szintjében mutatkozik meg: azonos fehérjéket egészen eltér6 mennyiségben
tartalmazhatnak [04].

A betegség kezelésére tobb elterjedt moddszer létezik: a mdtéti eltavolitds vagy a
sugarkezelés hatékony lehet megfelel6en korilhatarolt tumor esetében, olyan esetekben
viszont, amikor a rak mar attéteket hozott létre, altaldban elengedhetetlen a kemoterapia
alkalmazasa. A hatékony gyogyszeres kezelés soran, melyet igyekeznek a lehetd legjobban a rak
tipusahoz és a beteg allapotahoz igazitani, a tumor térfogata csokken, azonban a terapia
elérehaladtaval szinte minden esetben fellép a kezelést meghiusitd gydgyszer-rezisztencia.
Ennek oka, hogy a tumoros sejtek képesek ellenallast (rezisztenciat) kialakitani a testidegen
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is elinditjak. Ennek eredményeként a folyamatos gyogyszeres kezelés ellenére a daganat tomege



Ujra novekedésnek indulhat. A gydgyszer-rezisztencianak nagy szerepe van a rakterdpia

sikertelenségében, igy leklizdése nagy |épést jelentene a betegség elleni harcban [04] [06].

2.1. MDR jelensége, P-glikoprotein

2.1.1 Multidrog-rezisztencia

A kemoterapia sordn gyakran el6fordul, hogy nem tlinnek el teljesen a malignus raksejtek
a szervezetbdl, és az atmeneti javulds utan a kezdeti allapotndl is sulyosabb, rezisztens
formaban tér vissza a betegség. (Ez a sejtekben olykor inherens tulajdonsagként is megjelenhet.)
Legtobb esetben a rezisztens sejtek olyan molekuldknak is képesek ellenallni, melyeket nem
haszndltak a kezelésiik soran. Az ilyen sejteket multidrog-rezisztens rakos sejteknek, a jelenséget
pedig multidrog-rezisztencidnak (MDR) nevezziik [05] [06] [07].

A multidrog-rezisztencia 06sszefliggésbe hozhaté a rosszindulati daganatos sejtek
membranfehérjéivel. Tobb olyan membrantranszportert is képesek kifejezni a sejtek, melyek
segitségével kipumpaljak a kemoterapias gyogyszereket, igy azok nem tudjak kifejteni a toxikus

hatasukat. Ezen fehérjék koziil az ABC-B1 transzporter tekinthetd a legjelent6sebbnek [08].

2.1.2. Az ABC transzportercsaldd, az ABC-B1 fehérje

Az ABC (ATP-binding casette) fehérjék olyan transzportercsaladot alkotnak, melyek
energia felhasznaldsaval, vagyis ATP-bontdssal kisebb molekuldkat juttatnak at a sejthartyan. A
legtobb ilyen pumpa egyiranyd, eukariotakban altaldaban az ABC fehérjék a citoplazmabdl az
extracellularis térbe, vagy intracellularis sejtszervecskékbe (az endoplazmatikus retikulumba,
vagy a mitokondriumokba) juttatjdk a vegylleteket. A human ABC transzportercsalad hét
alcsaladra oszthaté ABCA-tél ABCG-ig. Az eddigi kutatasok alapjan a multidrog-rezisztencidban
legnagyobb szerepe az ABC-B1, az ABC-C1, az ABC-C2 és az ABC-G2 fehérjéknek van. Ezek széles
szubsztratspecificitassal rendelkeznek, igy ha egy tumoros sejt tulexpresszdlja valamelyiket,
akkor sokféle gyodgyszernek képes ellendllni [07][08]. Kutatdsom kozéppontjaban az ABC-B1

fehérje all.



Az ABC-B1, mds néven P-glikoprotein (permeability glycoprotein, Pgp), vagy MDR1 az
egészséges szervezetben fontos szerepet tolt be: védi a sejteket azaltal, hogy kipumpalja bel6lik
az idegen molekuldkat. Megtaldlhaté a majban, a vesékben, a belekben, és nagyon fontos

fehérjéje a vér-agy-gat sejteinek. Szerkezeti felépitése a 2.1. abran lathatd [06].

TMD1 TMD2

NBD1 NBD2

2.1. dbra — teljes (4 doménbél dllé) ABC-B1

transzporter a sejtmembrdnban [09]

Ugyanakkor ez a fehérje felel6s a csokkent gyodgyszer-akkumulacidért a multidrog-
rezisztens sejtekben. Azokat a molekulakat, amelyeket felismer és képes a sejten kivilre
juttatni, szubsztratjainak, amelyek pedig valamilyen mddon gatolni tudjak a mikodését,
inhibitorainak nevezziik. Mivel a Pgp-nek a legtobb ma hasznalatos kemoterdpias gydgyszer a
szubsztratja, azokat el tudja tavolitani a tumoros sejtekbél, amik igy nem tudjak kifejteni a

hatasukat [07] [10].

2.1.3. MDR lekiizdésének madjai, jarulékos érzékenység

A multidrog-rezisztencia tobbféle moddszerrel tdmadhatd. Az egyik lehet6ség a Pgp
megkeriilése olyan gyodgyszerek fejlesztésével, amelyek nem szubsztratjai a pumpanak, de
képesek bejutni a rakos sejtekbe, és igy elpusztitani azokat. Masik lehetséges modszer a Pgp
gatlasa, azonban ez komoly mellékhatdsokat idézhet el6 a szervezetben, hiszen az egészséges
sejtekben nagy sziikség van a muikoddképes transzporterre. Ezen a két kutatasi terileten

azonban még nem sziilettek jelent6s eredmények [05] [07].



Laborunkban mi a Pgp jelenlétének kihasznaldsat valasztottuk. Paradox mdédon léteznek
olyan molekulak, amelyek anndl kénnyebben pusztitjdk el a daganatos sejteket, minél tobb Pgp
van a sejtek felszinén. Ezt a tulajdonsagot jarulékos érzékenységnek (collateral sensitivity, CS), a
jelenséget okozd molekuldkat pedig MDR-szelektiv vegyileteknek nevezziik. Ezek a molekulak

tehat toxikusabbak a multidrog-rezisztens sejtekre [07] [11].

2.2. A multidrog-rezisztencia szamokban

Ahhoz, hogy a rezisztencia mérhetd legyen, és a kutatdsok eredményeit 6ssze lehessen
hasonlitani, szamszerdsiteni kell ezt a tulajdonsagot.

2.2.1. Félmaximalis gatlé koncentracio

Egy vegyllet toxikussagat citotoxicitasi esszékkel tudjuk mérhetévé tenni. Ez azt jelenti,
hogy a vegyiiletet kiilénb6z6 koncentraciokban hozzaadjuk a sejtekhez, majd adott idé elteltével
lemérjik, hogy hany sejt élte tul a kezelést. Az eredményeket a 2.2. dbrdn lathatd ddzis-hatds

gorbékkel abrazoljuk.
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2.2. abra — a kezelést tulélé sejtek a koncentrdcio fliggvényében

ICso-nek (inhibitory concentration) nevezziik azt az értéket, amely koncentracion az adott

vegyllet a sejtszam 50%-at 6li meg (a kezelést nem kapott kontroll sejtekhez képest) in vitro



kisérletben. Az ICso tehat: félmaximalis gatld koncentrdcié. A 2.2. abran lathaté mddon az

eredményiil kapott grafikonrdl is le lehet olvasni ezt az értéket [12].

2.2.2. A rezisztencia és a szelektivitas mérése

A rezisztens sejtek elpusztitdsdhoz egy Pgp-szubsztratbol magasabb koncentracidju
kezelésre van sziikség, az MDR-szelektiv molekula esetén viszont sokkal kisebb doézis is elegendd

a fellépd jarulékos érzékenység miatt (lasd a 2.3. dbran) [12].
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2.3. dbra — parentdlis és rezisztens sejtvonalak viabilitdsa [16 nyomdn]

A multidrog-rezisztens sejtekben mért I1Csy értéke hagyomanyos kemoterapias szer (Pgp-
szubsztrat) esetén mindig nagyobb, mint a parentalis , parjukban”, mig jarulékos érzékenység
esetén az MDR-szelektiv vegylletre megfordul az arany. Egy sejtvonal ellendllé képessége a

kovetkez6 képlettel szamszerdsithetd:

IC5q(rezisztens)
RR= —=——

ICso(parentalis) ’

ahol RR az un. rezisztencia hanyados (resistance ratio), az ICso érték pedig egy adott vegyllethez
tartozd félmaximalis gatld koncentridcié az adott parentdlis és az abbdl szarmaztathatd
rezisztens sejtvonalra. Abban az esetben, ha ez a szdam nagyobb egynél, akkor rezisztencia, ha

pedig kisebb, akkor jarulékos érzékenység all fent. [12]
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Hasonlé médon kiszamithatd a szelektivitasi hanyados (SR, selectivity ratio) is:

SR

2.3. DTP adatbazis

A tumoros sejtek sokféleségének koszonhetGen Uj vegyliletek teszteléséhez nehéz
megfelel6 modellt talalni. Az amerikai Nemzeti Rakkutatd Intézet (National Cancer Institute —
NCI) osszedllitott egy gyljteményt, amelybe a klinikumban el6fordulé 60 kiilénb6z6 human
rakos sejtvonalat vettek fel, ez az NCI-60. Ezen a listan kiilonb6z6 eredet(i tumoros sejtvonalak
szerepelnek: agy-, vér-, csontvelS-, mell-, vese-, tlid6-, petefészek-, prosztata- és bérrak. 1992
Ota ezek a sejtvonalak adjak szdmos tudomanyos kisérlet alapjat: immar tébb mint 100 000
kémiai vegyllet farmakoldgiai karakterizacidja, kromoszéma kariotipizalds, és kilénb6z6 DNS
microarray platformok segitségével génexpresszid analizise valésulhatott meg [14].

Az NCI egyik f6 fejlesztési részlege a Developmental Therapeutics Program (DTP), melynek
része egy egyedulallé adatbazis (NCI-60 Tumoros Sejtvonal Vizsgalat - NCI-60 Tumor Cell Line
NCI-60 panel Osszes sejtvonaldan letesztelték, igy informaciét kapunk az Gsszes vegyiilet

sejtvonal-specifikus toxicitasaral [15].



3. Célkitlizés

Célom volt Pgp-t tulexpresszald sejtek ellen hatékony vegylletek keresése az NCI DTP
adatbazisaban, matematikai algoritmus segitségével. Az algoritmus korrelacidszamitdst és
sz(irési |épéseket tartalmaz. Az azonositott MDR-szelektiv vegylletek kozil egyet
kivalasztottam, és hosszu tavon kezeltem vele egy multidrog-rezisztens rakos sejtvonalat. Ezzel

az ellenalléképesség csokkentése volt a célom.



4. Anyag és modszer

4.1. Vegyluletek keresése, sziirése, csoportositasa

4.1.1. In silico screening

Az in silico screeninghez a DTP nyilvanos és ingyenesen elérhet6, 2010-ben kiadott
adatbazisat vettem alapul [12]. Ez 49 169 vegyiilet kisérleti eredményeit tartalmazza az NCI-60
rakos sejtvonalakon. Az adatbazisban szerepl$ citotoxicitasi értékek (X) a kovetkezd képlet

alapjan kaphaték meg:
X=-1g (ICsp),

ahol az ICsp az adott vegyiilet adott sejtvonalra vonatkozd ICso értéke. igy tehat ha példaul
egy molekula ICso értéke 10" M, vagyis ezen a koncentracidn képes elpusztitani az adott sejtek
felét, akkor a tablazatban szerepl6 X értéke 4.

Olyan vegyiiletek kereséséhez, amelyek annal toxikusabbak, minél tobb Pgp-t tartalmaz
egy adott sejt, ismernem kellett a sejtvonalak Pgp expresszidjanak a szintjét. Ezeket a méréseket
a kutatécsoportunk mar kordbban elvégezte, igy rendelkezésemre dlltak az adatok az NCI-60
panel sejtvonalaiban a Pgp mennyiségérél. A méréseket PCR (polymerase chain reaction)
készlilékkel mérték, az mRNS szintjét hatdroztak meg. Az eredményil kapott mRNS szintek egy
relativ skalan értelmezhetsk. Osszehasonlitva az értékeket a rezisztens sejtekben kimagaslé az
ABCB1 szintje [07].

Az in silico screening els6 |épéseként Pearson-korrelaciot szamoltam minden vegyilet
Pearson korreldcid (egy -1 és 1 kozotti szam) megmutatja, hogy van-e ilyen 0Osszefliggés
kozottik. A pozitiv korreldciés egyltthaté MDR-szelektivitdsra, a negativ egyltthatd Pgp-
szubsztratra utal. Azokat a talalatokat tekintettem szelektivnek, melyeknél szignifikans volt a

korrelacié: r 2 0,4.
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A Pearson korreldcié lehetséges kimeneteleit az 4.1. és 4.2. grafikonok szemléltetik. A

vizszintes tengelyen a Pgp mennyisége, figgllegesen pedig a sejtek érzékenysége lathaté.

Szubsztrat
1
@ 05
=
5 0
=
N 05
0
-1
-4 1 6 1 16
ABC-B1 expresszio
4.1. dbra — egy Pgp-szubsztrdt korreldcidja [10 nyomdn]
MDR-szelektiv
1.5
*
\m 1
< 05
2 o
& ]
c &
a -0.5 - —
5 *os ¢ r=0.54 L]
1.5
-5 0 5 10 15
ABC-B1 expresszid

4.2. dbra — egy MDR-szelektiv vegyiilet korreldcidja [10 nyomdn]

Azon szerek lehetnek MDR-szelektivek, amelyek eredményeire pozitiv meredekségi
egyenes illeszthetd (vagyis ahol egyenes aranyban 4ll a toxikussdag és a Pgp mennyisége).
Amelyekre konstans, vagy kozel konstans fliggvény illeszkedik, azoknal nincs Osszefliggés a
toxicitds és a Pgp mennyisége kozott. Amelyeknél forditott arany figyelhet6 meg (negativ
meredekségl egyenes illeszthet6 az eredményekre), azok a vegyiletek feltételezhetéen Pgp-
szubsztratok [07].

A kovetkezG6 |épésben kiszlirtem a nem értékelheté adatokat és a nem toxikus

molekuldkat. Ha a DTP adatbazis készitésekor a mérések soran egy molekula nem bizonyult
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toxikusnak, akkor az ICsy értéknek a legnagyobb alkalmazott koncentraciét adtak meg, igy
lehetévé valik az ilyen vegyiiletek szlirése. Osszesitettem, hogy egy vegyiiletnél az ICso helyett
hanyszor szerepel NA (non available, hidnyzé adat) a tablazatban, illetve van-e olyan érték, ami
sokszor ismétlédik (ez legtobbszor a toxicitds hidnyara utal). Azokat a vegyileteket is kiejtettem
a sz(irén, amiknél ilyen értékek 6sszesen 30-nal (vagyis a tesztelt sejtvonalak 50%-anal) tobbszor
fordulnak eld. Ez azért volt fontos, mert igy a Pearson korrelaciét 30-nal tobb adatpontra vettem

fel, igy a kapott eredmények megbizhatébbak.

4.1.2 Klaszterezés, szerkezeti csoportositas

A DTP-bél azonositott vegyliletek a PubChem adatbazisdban is szerepelnek. A f6oldalon
strukturalis klaszterezés (Chemical Structure Clustering) indithaté a vegyuletek kémiai azonositoi
(SID - substance identification) alapjan. A klaszterez6 eszk6z a szerkezeti hasonldsagon alapuld
egyszerl ldncmddszer (Single Linkage) algoritmussal dolgozik (szerkezeti fingerprint
hasznalataval) [16] [17] [18] [19].

Az egyszer( [dncmddszer 6sszevonason alapulé klaszterelemzési eljaras, amely két halmaz
kozotti tavolsagot a két legkdzelebb levs elemiik tavolsaga alapjan hatdrozza meg [17] [19]. igy

tehat C; és C; halmaz tavolsaga:

d(C1, C2) = min(d(c1,c2)),

ahol ¢c; €Cy, ¢; €C,, és d a tavolsag jele.

A tavolsagot a program Tanimoto (Jaccard) koefficienssel szamitja, a kovetkez6 képlettel:

|ANB |
J(AB) = 05y
ahol A és B a két 6sszehasonlitandd elem, J pedig a tavolsaguk. A J a [0, 1] tartomany
eleme, 0, hogyha a két 6sszehasonlitott érték teljesen kilonbozik, 1 pedig, ha teljesen azonosak
[17].
A Chemical Structure Clustering oldalon Substance input-ként a molekuldk azonositoit

tartalmazé SID listat adtam meg, outputként pedig az online program egy dendogramot ad,

amelyet kép (png), csv (comma-separated values — vesszGvel elvalasztott értékek), xml, vagy
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kodolt graf (graph modelling language, GML — graf modellez6 nyelv) formatumban lehet
exportalni. Dolgozatomban a kép formatumu eredményt mutatom be, mert arrél leolvashaté a

vegyliletek Tanimoto tdvolsaga, és igy a dendogram szemléletes [16].

4.2. In vitro tesztek — a toxicitas vizsgalata

Az in silico screening soran Ujonnan megtalalt vegyliletek kozil megprobaltunk minél
tobbet beszerezni, hogy a laborunkban tenyésztett sejtvonalakon in vitro is tesztelni tudjuk a

toxikussagukat.

4.2.1. A felhasznalt sejtvonalak

A vizsgalatainkhoz a kdvetkezé sejtvonalat hasznaltuk fel:
- HCT-15: MDR-pozitiv rezisztens sejtvonal, human vastagbélrak eredetd, egyike az NCI-
60 panel sejtvonalainak. Nincsen MDR-negativ ,,parja”.

- Mes-Sa: uterine szarkdma, parentalis, MDR-negativ sejtvonal.

- Mes-Sa/Dx5: a Mes-Sa doxorubicinnel szelektalt derivatuma, rezisztens torzs.

- KB: MDR-negativ parentalis sejtvonal, Hela eredetd.

- KB-VIN: a KB sejtek vinkrisztinnel szelektalt derivdtuma, rezisztens sejtvonal.

A sejteket RPMI (HCT-15, KB, KB-VIN) illetve DMEM (Mes-Sa és Mes-Sa/Dx5) médiumban
tenyésztettiik, melyhez antibiotikumokat (penicillin, sztreptomicin), L-glutamint és 5% FBS-t
(fetal bovine serum) adtunk hozza. Az inkubdcié 37°C-on, 5%-os CO, koncentracié mellett
tortént. Hetente kétszer passzaltuk a sejteket.

A sejtszamlalas a kisérletekhez a BioRad TC20 automata sejtszamoldval tortént.

4.2.2. Citotoxicitasi esszé osszeallitasa

A vegyliletek, amelyekkel dolgoztunk a DTP-t6l szarmaznak.
A kisérleteket 96 Iyukd mikrolemezeken (Greiner Bio-One) végeztiik. Mindegyik
kisérlethez elsé nap 10%/100 pl sejtszamot raktunk ki a lemezekre. Overnight inkubdcié utan,

ami alatt a sejtek letapadtak a lemez aljara, hozzaadtunk 100 pl-t a tesztelni kivant vegyiletbdl.
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Egy lemezre egy vegyllet killonb6z6 koncentrdcidju oldatait pipettaztuk, melyeket higitasi sor
alapjan készitettliink el, és koncentracionként 3-3 parhuzamos well-hez adtuk hozzd (igy
létrehoztunk kontrollt is). 72 drdval az oldatok hozzaadasa utan kezdtiik el a mérést, amit Presto
Blue esszével végeztiink el.

Mivel a HCT-15 sejtnek nincs olyan ,sejtvonal-pdrja”, ami nem rezisztens, tehat nincs
mivel Osszehasonlitani az eredményeket, ezért a lemezen a sejtek egyik feléhez inhibitort
(Tariquidart — TQ) adtunk, ami gatolja a Pgp m(ikodését. igy igazolhatd, hogy egy vegyiilet a
sejtekben expresszalédd Pgp funkcidja miatt toxikusabb az adott sejtre (vagyis valdban
szelektiv).

A lemezeink 6sszedllitasa a 4.3. dbran lathato.

1 2 3 { 5 o) 7 & Y 1 R

- csak medium

. csak meédium + TQ

o“
o"oo
P<<0
ooo.pooooqu
00000000000

4.3. abra — a lemezek elrendezése

A legszéls6 oszlopokba és sorokba csak PBS (izoténids sooldat) kerilt, hogy a folyadékok
parolgdsa miatt pontosabb adatokat kapjunk. A 2. oszlopba kerilt a vegyiilet legtoményebb
koncentracidja, ami biztosan letalis minden sejtre, majd egyre higabb oldatok egészen a 10.

oszlopig. A 11. oszlopba kontroll kertilt, ahogy az dbran lathaté.
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A Mes-Sa és Mes-Sa/Dx5 sejtvonalakon végzett tesztek soran a B-D sorokba a parentilis,
az E-G sorokba a rezisztens sejtvonalat tettiik ki a fonti abra mintdjara. Azon szerek esetében,
amelyeknél lathato kilonbség volt a parentdlis és a rezisztens sejtek viabilitdsa kdzott, minden
esetben elvégeztik a kisérletet Tariquidaros médiumban kitett sejtekkel is, hogy igazoljuk a Pgp-
medidlta hatast.

A citotoxicitasi esszékkel vizsgaltuk, hogy egy szer szelektiv-e, vagy szubsztratja a Pgp-nek,
vagy esetleg hatastalan a sejtvonalakra. A kisérletek végén ilyen tesztekkel tudtuk igazolni azt is,
hogy a Pgp-jiiket elvesztett HCT-15 sejteket el lehet pusztitani hagyomanyos kemoterapias

szerekkel, amelyekre eredetileg rezisztensek voltak (lasd bévebben az 5.3.5. pontban).

Presto Blue esszé menete:

A 72 6ra inkubacidé utdn eltavolitottuk a sejtekrél a médiumot, majd hozzaadtunk 100 pl
médiumban oldott 5%-os PrestoBlue Cell Viability Reagenst (Invitrogen). Egy ordig inkubaltuk
37°C-on a lemezeket, majd lemértiik a fluoreszcenciat. 540 nm-es szlir6vel (savszélessége 8 nm)
gerjesztettiik a sejtek altal redukalt reagenst, és 579 nm-es szlrével mértiik (savszélessége 25

nm). A méréshez a Perkin Elmer VictorX3 Multilabel Plate Reader eszkdzt hasznaltuk.

4.3. In vitro tesztek — a szelekcio

Az in silico kereséssel kapott, in vitro letesztelt és szelektivnek bizonyult vegyiletek kozil
kivalasztottuk az Sz1079 kédu molekulat, majd ICso értéke és a citotoxicitasi eredményei alapjan
meghatdroztuk azt a koncentraciét, amin még nem 6li meg a sejteket, csak kell§ stresszhatast
gyakorol rdjuk — ez a szubtoxikus koncentraciéo 0,1 uM volt. llyen toménységli médiumban
tartottuk a sejteket négy héten keresztiil. Két hét pihentetés utdan megemeltiik a koncentraciot
két |épésben: 0,2 majd 0,25 uM-os, toxikus koncentracioju oldattal kezeltiik a sejteket tovabbi
harom hétig.

A kezelt sejtvonal mellett a kisérlet soran végig fenntartottunk kontrollnak egy kezeletlen
populdciot is. A kezelések megkezdésekor, kdzben a kihagyott id&szakban, és befejezésik utan
is folyamatosan figyelemmel kisértiik a sejtekben a Pgp-szint valtozasat. Ehhez a kovetkezd
teszteket alkalmaztuk:

- a sejtfelszini Pgp expresszid mérésére: MRK16 esszé
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- a Pgp funkcidjanak ellenérzésére: CalceinAM (Ca-Am) esszé
- a Pgp-t kddold mRNS jelenlétének igazolasara: qPCR mérések
- a Pgp fehérje kimutatasara a sejtekben: Western blot

- 96-lyuku lemezeken végzett 72 drés citotoxicitasi esszék

4.3.1. Pgp sejtfelszini expresszidjanak mérésére: MRK16 esszé

Az aramlasi citometrias méréseket Becton Dickinson FACS Calibur készlilékkel végeztiik. Az
eredmények kiértékelése CellQuest Pro programmal tortént.

A jelolés lényege, hogy a sejtek felszinén expresszaldoddé Pgp-hez egy specifikus antitest
kotédik, amit egy masodik, fluoreszcens antitesttel lathatova tesziink. Kontrollnak egy

elsédleges antitesttel azonos tipusu antitest aspecifikus kotédését mértik.

ABCBL1 indirekt jelolés (MRK16-tal):
A jelolendd sejtekbdl azonos mennyiséget vettlink ki beallitdsonként (FACS-csovenként),

és 0,5%-os BSA-s PBS-sel mostuk 6ket a tdpoldat eltavolitasahoz. Az els6dleges jeldléshez
sziikséges antitestek:

- 5 ul egérbél szarmazo 1gG2a keriilt az izotipus kontoll FACS-cs6be

- 0,5 ul MRK16 (egér) antitestet tettiink a méré FACS-csGbe.

A jelolés 50 pl térfogatu BSA-s PBS-ben, 37°C-on, razatds kdzben, 30 percig tartott. Az
inkubacid végeztével ismét megmostuk a sejteket BSA-s PBS-sel, igy eltdvolitottuk a sejtekhez
nem kotédott antitesteket, majd centrifugdlds utan kovetkezett a mdsodlagos antitesttel
torténd jeldlés: 5 ul GAM (goat anti-mouse)-PE 1gG2a kerilt minden FACS-cs6be.

A jelolés ismét 50 ul BSA-s PBS-ben tortént az elsé inkubacidval megegyezd koriilmények
kozott. A jelolés utan djra megmostuk, majd centrifugaltuk a sejteket, ledntottik a feltluszét. A
méréshez PBS-ben szuszpendaltuk fel a sejteket, illetve kozvetleniil a mérés el6tt 0,5 pl 1 uM-os
TOPRO festéket pipettaztunk hozzajuk, amely csak a halott sejtek membranjan keresztil képes a

sejtekbe jutni, igy lehet6vé teszi az elkiilonitésiket az él6ktél.
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4.3.2. Pgp funkcidjanak igazolasara: efflux esszé (CalceinAM)

Akdrcsak az MRK16-al valod jelolés esetén, a méréseket itt is a Becton Dickinson FACS
Calibur aramlasi citométerrel végeztik, a kiértékelés CellQuest Pro programmal tortént. A
mérés alapja, hogy a fluoreszcens calcein vegylletet a funkcionalé Pgp-t tartalmazd sejtek

képesek kipumpalni, igy sejtekre lebontva kaphatunk informaciot a calcein akkumulaciéjarél.

Ca-AM felvétel protokollja:
Mintanként két FACS-csOvet hasznaltunk, egyet a verapamillal (Pgp inhibitor) kezelthez és

egyet a verapamil nélkiilihez.

A sejtekbdl bedllitdsonként azonos mennyiséget hasznaltunk fel. A sejtekrdl
centrifugdlassal eltavolitottuk az FBS tartalmu médiumot, és csévenként 100 pl szérummentes
tapban vettiik fel Gket. Az els6 |épés a verapamillal torténd preinkubacié volt:

- 0,5 pl verapamilt (20 mM, DMSO-ban oldva) 50 ul DMEM-ben oldva a gatloszeres FACS

cs6be pipettaztunk

- 0,5 ul DMSO 50 pul DMEM-ben oldva a gatldoszer nélkiili FACS cs6be keriilt.

Ezeket a mixeket hozzaadtuk a sejtekhez, majd 5 percre 37°C-os vizflird6ben hagytuk.
Ekkor 150 pl szérummentes tapban inkubalddtak a sejtek.

Az 5 perces elGinkubacié leteltével ugyanolyan sorrendben, mint az els§ |épésnél,
hozzdadtunk minden cs6hoz 0,5 ul Ca-AM oldatot (100 uM-os) 50 ul DMEM-ben, majd egy
Ovatos vortexelés utan 10 percig inkubaltuk a 37°C-os vizfirdében a csdveket.

A f6inkubacid leteltével 1 ml jéghideg PBS-el allitottuk le a folyamatot, majd 4°C-on
lecentrifugdltuk a csoveket. Centrifugalds utan a lelilepedett sejtekrél ledntottiik a felliliszoét, és
jéghideg FACS-hoz vald PBS-ben szuszpendaltuk fel ket.

A csoveket a mérés kezdetéig jégen tartottuk. Kozvetlenil a mérés el6tt 0,5 ul TOPRO (1
uM-os) festéket adtunk a sejtszuszpenzidkhoz, hogy az apoptotizadld sejtek elkilonithetéek

legyenek.
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4.3.3. RNS szint mérése

RNS izolalasa:
A lecentrifugdlt sejtekhez PeqGold TriFast reagenst adtunk, és a pipettaheggyel

Osszezuztuk O&ket. A TriFast-os szuszpenziét a felhasznalasig -80 °C-on taroltuk az RNS
bomlasanak megakaddlyozdsa érdekében.

A szétesett sejtekhez kloroformot adtunk (a TriFast 20%-at), ami kicsapta a fehérjéket a
szuszpenzidébdl, majd 5 perc szobahémérsékleten torténé inkubacid utan 4°C-on
lecentrifugdltuk. Centrifugalds utan a minta harom fazisra valt szét: az alsé fazisban TriFast, a
kozépsd fazisban fehérje és DNS, a fellluszéban RNS volt. A felliluszot kipipettaztuk egy steril
eppendorf cs6be. Az RNS mintahoz 1:1 aranyban izopropanolt adtunk, 6sszeraztuk és 10 perces
inkubacié utan lecentrifugaltuk. A fellluszé ledntése utdan 1 ml 75%-os EtOH-t adtunk a
szuszpenzidhoz, vortexeltliik, majd Ujra lecentrifugdltuk. Végil a fellluszd ledntése utan a

csapadékot levegén megszaritottuk, majd RNS- és DNS-bontd enzimekt6l mentes vizben

/////

RNS-bél cDNS atiras:
Az atirashoz a kovetkezd vegylleteket pipettaztuk 6ssze: 4 ul MgCl,, 2 ul tizszeres puffer, 2

pl dNTP, 1 pl random primer, 0,5 pl RNA-zin, 1 pl reverz transzkriptaz, 9,5 pl H,O mintanként. 10
percig 70°C-on inkubdltuk a mixeket, ezalatt tortént a cDNS atirasa. Az atirds befejeztével a

mixet 100 pl-re egészitettiik ki H,O-val, hogy 100 pl végtérfogatot kapjunk.

RT-PCR plate 6sszeallitasa:

Egy eppendorf cs6ben elkészitettik a master mixet, majd egy 96 lyukd PCR lemezen
szétosztottuk a megfelel6 well-ekbe. Egy reakciotérbe a kovetkezdk keriiltek: 5 pl kétszeres
Tagman mix, 2,5 pl cDNS (minden mintabdl 2,5 ul), 0,5 ul primer, 2 ul H20, igy mindenhol 10 pl
lett a végtérfogat. Optikai féliaval lefedtik a lemezt, és behelyeztilk az RT-PCR készilékbe. A
gépben negyvenszer futott le a kévetkez6 ciklus: 10 percig inkubalédott a lemez 95°C-on, majd 1
percig 60°C-on (ekkor tortént a detekcid).

A mérésekhez Applied Biosystems cég StepOnePlus Real-Time PCR késziilékét hasznaltuk.
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4.3.4. Fehérjeszint mérése

A Pgp mennyiségét Wester blottal ellendriztiik. A futtatashoz sziikséges a sejtes mintak

Osszfehérje mennyiségének ismerete.

Osszfehérje mennyiségének meghatarozasa hosszu Lowry modszerrel:
BSA standarrdsor: 0, 5, 10, 25, 50, 75 ul 1 mg/ml-es BSA oldatot pipettaztunk 1 ml

desztillalt vizbe.

A sejtes mintakat szonikaltuk, majd 5-5 pl-t pipettaztunk 1 ml desztilldlt vizbe. Minden
eppendorf cs6be 10-10 pl 2%-os DOC-ot (deoxicholat) adtunk, vortexeltiik és 15 percig
inkubaltuk szobahémérsékleten. Ezutan 350 pl 25%-os TCA-t (triklér-ecetsav) adtunk hozzajuk,
3-5 perc inkubacido utan vortexeltiik, és lecentrifugaljuk a mintakat 4°C-on. Fugalds utan
eltavolitottuk a felliluszét, igy tiszta fehérje csapadékot nyertiink. A csapadékokhoz Lowry
reagenst adtunk (frissen készitett, 98% Lowry-A, 1% Lowry-B és 1% Lowry-C reagens keveréke),
majd votexelés utan desztillalt viz és Folin ciocalteu’s phenol reagens 1:1 aranyu keverékébdl
adtunk hozzajuk 100 pl-t. Keverés utdn 45 percig inkubdltuk. A fehérjemennyiség
megallapitasdhoz 660 nm-en mértilk az abszorbanciat, Perkin Elmer Lambda 12 tipusu
spektrofotométerrel.

A félretett fehérjemintdk és a hozzadjuk rendelhet6 Osszes fehérje mennyiségébdl

kiszamithatd, hogy a futtatashoz mennyi fehérjét kell egy-egy mintabdl egy-egy zsebbe bemérni.

Fehérjefuttatas:

A fehérje futtatdst a hagyomdanyos maddszerrel, gélontéssel végeztik el. A gél 6sszetétele

(7,5%-0s SDS-PAGE) a 4.4. tablazatban olvashato.
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lapgél féstigél
H,0 4,8 ml 2,7 ml
30%-os akrilamid 2,5 ml 1ml
TRIS - HCI (0,5 M) 7,5 ml 1,25 ml
10% SDS 100 pl 50 pl
TEMED 10 ul 10 pl
10% APS 100 pl 50 pl

4.4. tablazat — a fehérjefuttatdshoz haszndlt gélek Gsszetétele

A futtatas két szakaszban zajlott (60 V, 25 mA a fés(igél aljaig, majd 100 V, 35 mA a lapgél
aljaig). Futtatds utdn a gélt lemostuk transzfer pufferben, majd 0Osszedllitottuk a transzfer
rendszert, amit egy transzfer puffert tartalmazd kadba tettilk, a kadat pedig jégre, igy
megakadadlyoztuk a fehérjék h&denaturacidjat. A blottoldst 79 V-on, 250 mA-rel, 60 percig
végeztik.

A blottolas utdan TBS-Tweenben mostuk a PVDF membrant, majd 1 6ran keresztil 5%-os
TBS-Tween-tejben aztattuk, ezzel blokkoltuk. A detektdlashoz elsédleges antitestként egérben
termeltetett, human MDR1 specifikus IgG ellenanyagot (overnight inkubaciéval, 1:1000
higitdsban), masodlagos antitestként pedig kecskében termeltetett, HRP-konjugalt egér IgG
elleni antitestet (1 6ras inkubacidé, 1:20000 higitas) hasznaltunk. A membrant ECL (Bio-Rad)
reagenssel mostuk at, detektdld délomkazettdba helyeztiik, majd sotétszobaban elShivtuk.
Megfelel6 fehérje molsuly marker (Fermentas) mellett az MDR1 fehérje jelenléte igy
meghatdrozhaté.

Kontrollként az aktin fehérjét is megjeldltiik a membranon (egérben termeltetett human
B-aktin elleni antitestet hasznaltunk elsGdleges, és kecske egér elleni antitestjét masodlagos

antitestként), majd azt is elGhivtuk.
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5. Eredmeények és értékelesiik

5.1. Szamitégépes keresési és csoportositasi eredmeények

5.1.1. In silico eredmények

A sziirés els6 |épéseként kiszamitottuk a DTP szlirésében hasznalt NCI-60 sejtpanelben
szerepl6 sejtek Pgp expresszidjanak és a rajtuk tesztelt vegylletek toxikussaganak Pearson
korreldciéjat. Ahogy a 4.1.1. pontban leirtam, azokat a vegylleteket tartottuk bent, amelyek
esetében a korrelacid nagyobb volt 0,4-nél. Az 5.1. dbran |athaté a leghatasosabb molekula (az
Sz1079, lasd: 4.3. pontban) toxikussaga és a sejtek Pgp mennyiségének Pearson korrelacidja, a

4.2. dbra mintajdra a grafikonrdl is feltételezhetd, hogy a vegylilet MDR-szelektiv.

-log(IC50)
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5.1. — az Sz1079-es MIDR-szelektiv molekula Pearson korreldcidja

A szlrés utan a 49169 vegylletnek csupan a 0,5%-a marad meg, az 6sszes tobbi molekula
esetében nincs, vagy tul kicsi, vagy esetleg negativ az 0sszefliggés a transzporter jelenléte és a
toxikussag kozott. Kaptunk viszont eredményil 224 potencidlisan MDR-szelektiv gyégyszer-jelolt
molekulat.

A kovetkezé lépésben kivettlik azokat a taladlatokat, amelyek nem teljesen megbizhatdak,

nincs elegendd mennyiségl pontos adat megadva hozzajuk. igy 89 molekuldnk maradt. Ezek
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kozul 60-at a laborcsoportunk egy kordbbi screening soran mar megtaldlt, és amelyek

elérhet6ek voltak, azokat letesztelték, az eredményeit publikdltdk [11]. Mi tehat 29 uj

vegyliletet azonositottunk, és vizsgaltunk tovabb in vitro kisérletekben.

Az 5.2. folyamatdbran kovethet6 végig a vegyliletek keresése és szlirése.

49169
vegyllet

A\ 4

224
vegyllet

”NA” + nX" > 30

A\ 4

5.1.2. A vegyiiletek csoportositasa

89
vegyllet

5.2. dbra —in silico screening

korabban
azonositott 60
/ vegyillet
vegyllet

A 29 Gjonnan azonositott molekula k6ziil 15 nem volt elérheté szamunkra, a maradék 14-

et rendelkezésiinkre bocsatotta a DTP, ezeket leteszteltliik. A 14 vegylilet koziil 10 valdban

szelektivnek bizonyult in vitro kisérletekben is. (B6vebben |dsd az 5.2. pontban.)

22




Tanimoto koefficiens
( 01 02 03 04 05 06 07 08 089

. 1,10-fenantrolin
, nem elérhetd
¢

nincs megfeleld struktura

5.3. dbra — a szerkezeti csoportositds eredménye

Az 5.3. abra a kémiai klaszterezés eredményét mutatja be. Mind a 29 megtalalt vegylletet
és az 1,10-fenantrolint dbrdzoltuk. Azokat a molekuldkat, amiken in vitro teszteket is végeztiink
(b6vebben lasd: 5.2. bekezdés), szines pont jeldli. A szirke ponttal jeléltek nem voltak
elérhet6ek tesztelésre, a feketéknek pedig a PubChem adatbazisban nincs olyan szerkezeti
leirdsa, amelyet 6ssze tud hasonlitani a program a tobbi molekuldaéval. Két f6 kemotipust
allapitottunk meg: 1,10-fenantrolinok (z6ld szinnel) és 8-hidroxi-kinolin (8-OH-kinolin)
szarmazékok (narancssarga szinnel). Az 5.4. és 5.5. dbrakon lathaté e két kemotipus szerkezete.
Ez a két csoport megfelel a korabban talalt eredményeknek [11]. Mivel a fenantrolinok
szerkezetét nem tudta kezelni a program, ezért tettiik be az 1,10-fenantrolin alapvazat, hogy
meg tudjuk becsiilni az elhelyezkedésiiket a klaszterekben. A négy molekula koziil, amelyek nem
bizonyultak szelektivnek (sdrga szinnel), harom egyértelm(ien kivil esik azokon az &agakon,
amelyeken a 8-OH-kinolinok és a fenantrolinok helyezkednek el. Ezekb6l az adatokbdl latszik,

hogy a szelektiv vegyliletek szerkezeti hasonlésagot mutatnak.
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5.4. — 8-hidroxi-kinolin 5.5. = 1,10-fenantrolin

5.2. In vitro tesztek eredményei — citotoxicitasi esszék

A laborcsoportunk a 14 rendelkezéslinkre all6 vegyiiletre citotoxicitasi esszét allitott fel
Mes-Sa — Mes-Sa/Dx-5 sejtvonalakon. A 14 molekula koézil 10 bizonyult MDR-szelektivnek, 2
toxikusnak, de nem Pgp-vel ardnyosan, 2 pedig nagy koncentracidban sem volt toxikus.

A tiz MDR-szelektiv vegyllet kozil két molekula kiemelkedd, 10 folotti szelektivitdsi
hanyadossal rendelkezik a Mes-Sa és Mes-Sa/Dx5 sejtekre, és mindkettd 8-hidroxi-kinolin
szarmazék. Az 5.6. dbran bemutatom a leghatékonyabb molekula (Sz1079, amelyet szelektaldsra
kivalasztottunk, lasd bévebben a 4.3. pontban) citotoxicitasi eredményét. A grafikonon jdl
megfigyelhet6, hogy a vegyllet valdban szelektiv. A 2.2.2. pontban leirt definicionak

megfelel6en a szelektivitdsi hanyadosa 26,37.
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5.6. dbra — a leghatékonyabb MDR-szelektiv vegyiilet (S21079) toxicitdsa
Mes-Sa és Mes-Sa/Dx5 sejtekre
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Két vegyllet, amelyek szelektivitdsa kozepesen er6s (5-6 kozotti), fenantrolin komplex,
mig a tobbi 6, viszonylag kis szelektivitassal biré molekula szintén a 8-OH-kinolinokhoz kéthetd.
A 10 szelektiv vegylilet szelektivitasi hanyadosa (SR) és kemotipusa az 5.7. tédblazatban

[athato Osszesitve.

hdny darab vegyiilet SR milyen kemotipus
2 10< 8-OH-kinolin
2 5-6 fenantrolin
6 1,5-5 8-0OH-kinolin

5.7. tabldzat — az MDR szelektiv vegyiiletek szelektivitdsi hdnyadosa

5.3. In vitro kisérletek - a szelekcid hatasossaga

A HCT-15 sejtekben a leghatdsosabbnak bizonyult Sz1079-el térténd szelekcié hatasara a
Pgp expresszid mar szubtoxikus koncentracid alkalmazasakor is lecsokkent, majd 1Csq érték
kozeli koncentracid alkalmazasakor is folytatodott ez a tendencia. Ezt igazoltuk efflux esszékkel,
96 lyuku lemezen citotoxicitasi tesztekkel, mRNS méréssel qPCR késziilékkel és Western blottal a

fehérjék mérésével is.

5.3.1. MRK16 esszé a Pgp sejtfelszini jelenlétének igazolasara

Az MRK16 sejtfelszini epitéphoz kotédik, akkor is, ha az gatolva van. A kotédott
antitesthez tud aztan kapcsolddni fluoreszcens antitest, igy az dramlasi citométer a sejtek
fluoreszcens intenzitasat méri le. llyen mddon azt is igazolni tudtuk, hogy a kezelés soran a
sejtekben nem csupadn gatoltuk a Pgp-t, hanem valdban csokkent az expresszid, eltint a
transzporter a sejtek felszinérdl.

Az 5.8 — 5.13. grafikonoknal tehat a magas intenzitasu jelek olyan sejtektdl szarmaztak,
melyekben sok volt a Pgp, amihez sok fluoreszcens antitest kot6dott. A fliggbleges tengelyen a

sejtszam (counts), a vizszintesen a fluoreszcencia intenzitasa abrazolddik. Sarga jellel lathaté az
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izotipus kontroll (isoAb), amire nem Pgp-specifikus, hanem egy aspecifikus antitest kerult. A

rozsaszin jel pedig tulajdonképpen a sejtfelszini Pgp mennyiségét mutatja meg.

Szubtoxikus kezelés utan:

5.8. dbra — kezeletlen sejtvonal

Toxikus kezelés utan:

L R [ S
GAM-PE

5.10. dbra — kezeletlen sejtvonal
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5.9. dbra — kezelt sejtvonal

Counts

10 20 30 40 50 &0 70

0

ek ERTT
Tow® 1w?
GAM-PE

gl

10 10 10

5.11. dbra — kezelt sejtvonal
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Egy hénapos pihentetés utan:
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5.12. dbra — kezeletlen sejtvonal 5.13. dbra — kezelt sejtvonal

Ezeken az abrdkon végigkdvethets, hogy a sejtek elvesztették a felszinlkrél a fehérjét,
ahhoz nem tud hozzdkapcsolddni az antitest, igy alacsonyabb intenzitasu jelet ad, ahogy a
kontroll sejtek is, amelyekben nincsen Pgp. Ez a kisérlet arra is valaszt ad, hogy a sejtek egy
hdnapos, szelekcid nélkili pihentetése nem valtoztatta meg a sejtek Pgp szintjét, tehat egy

tartésabb szelekciordl van szo.

5.3.2. Calcein-AM (Ca-AM) esszé a Pgp funkcié kimutatasara

A Ca-AM bejut a sejtekbe, és mivel a calcein a Pgp-nek egy szubsztratja, igy azok a sejtek,
amelyek sok Pgp-t tartalmaznak, képesek a calceint kipumpdlni sejten kivilre. A calcein
fluoreszcensen vildgit, igy az aramlasi citométer ennél a vizsgalatndl is azt méri le, hogy a
detektora el6tt elhaladd sejt mekkora intenzitassal vilagit fluoreszcensen.

A verapamil a Pgp-nek egy gatloszere, vagyis azok a sejtek amelyekhez verapamilt adtunk,
ugy viselkedtek, mintha nem lett volna rajtuk Pgp. Ha tehat a sejteken nem volt, vagy gatolva
volt a Pgp, akkor a calceint képesek voltak felvenni, igy nagy intenzitassal vilagitottak. Mig azok a
sejtek, amelyekben nem gatoltuk a Pgp-t, kipumpaltak a calceint, igy kisebb intenzitasu jelet
adtak.

Az 5.14. — 5.18. abrakon a vizszintes tengelyen az intenzitds, a fligg6leges tengelyen a

sejtszam lathatd. Sarga szinnel jeloltek a verapamillal kezelt sejtek, kékkel a kezeletlenek.
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5.14. dbra — kezeletlen sejtvonal
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5.15. dbra — kezeletlen sejtvonal

Toxikus kezelés utan:
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5.17. dbra — kezeletlen sejtvonal
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5.16. dbra — kezelt sejtvonal
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5.18. dbra — kezelt sejtvonal
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Az abrakat egymds mellé téve jol lathatd, ahogy a két gorbe fokozatosan fedésbe keriilt,
vagyis a kezelés hatadsara a sejtek elvesztették a funkciondlis Pgp-t, a gatldszer hozzdaddasa

nélkul is akkumuldltdk a calceint, és nagy intenzitasu jelet adtak.

5.3.3 RNS vizsgalat, real time-PCR mérés

Az 5.19. 3dbran l|athaté a real time PCR mérésiink eredménye. Az els6 két oszlop a
kezeletlen, a harmadik és negyedik oszlop pedig a Sz1079-es vegyiilettel kezelt sejtekhez tartozd
MRNS értékeket mutatja. Az elsé és a harmadik mintat a szubtoxikus, a masodik és negyedik
mintat a toxikus koncentraciéju kezelés végén vettik a sejtekbdl. Az utolsé két oszlop két
kontroll sejtvonal értékeit mutatja: a KB a parentdlis, MDR-negativ sejtvonal, a KB-VIN pedig a
rezisztens, Pgp-t expresszadlé derivdtuma. A fliggbleges tengelyen relativ értékek lathatdak
(relative quantity). Az eredmények szerint a szelekciék hatdsara jelent6sen lecsokkent a
sejtekben a Pgp mRNS-ének mennyisége, de érdekes mddon nem tlint el teljesen, amit jol
l[atunk a kontroll sejtekkel valé 6sszehasonlitasbal.

1,100 -

1,050 -

1,000 -
250 -
Q00
250
200 -
750 1
T00
G50 -
G600 -
550
500 -

RQ

5.19. dbra — RNS mérés eredménye
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5.3.4 Western blot

Az 5.20. abrardl leolvashatd, hogy a szubtoxikus koncentracidval kezelt sejtekben mar
csokkent a Pgp mennyisége, a toxikus kezelés alatt szinte teljesen eltlint, és nem is tért vissza.

Mivel a western blot csak szemikvantitativ, ezért az eredményeket nem szamszer(sitettik.
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5.20. dbra — a western blot eredménye

5.3.5 Citotoxicitasi esszék

Az 5.21. — 5.23. abrdkon az adott sejtvonal viabilitdsa lathatd egy-egy vegyilet
pontban leirtam, a citotoxicitasi esszéket ugy allitottuk Ossze, hogy a HCT-15 sejtek mellé
kontrollnak Tariquidaros médiumban tettiik ki a HCT-15 sejteket a lemezekre (HCT-15 + TQ). Igy
ez utébbi tekinthet6 kvaziparentdlis, szenzitiv sejtvonalnak, mig a HCT-15 rezisztens, MDR-

pozitiv sejtvonal.
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A vinblasztin mai napig haszndlatos, hagyomanyos kemoterdpias szer, amire a HCT-15

sejtek rezisztensek, a Sz1079 pedig az altalunk valasztott szelektiv szer, ami célzottan a Pgp-t

expresszalé HCT-15 sejteket képes elpusztitani,

sejtvonalakra.

és kevésbé toxikus az MDR-negativ

Viabilitas (%)
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5.21. — kiinduldskor a sejtek viabilitdsa vinblasztinra és Sz1079-re

Az 5.21. dbrakon a még kezeletlen sejtvonal citotoxicitasi tesztjeinek eredménye lathatd. A

szelektivitas definicidjanak megfelel6en (b6vebben lasd a 2.1.3. fejezetben) a Pgp-szubsztrat

vinblasztin (bal oldali grafikonon) a sima HCT-15 sejtekre kevésbé volt toxikus, mint amikor

Tariquidar hozzdadasaval gatoltuk a pumpat. A rezisztencia tébb mint negyvenezerszeres a

vinblasztinra (RR=42900), vagyis ennyiszer nagyobb koncentrdcéju oldatra lenne sziikség a

vegylletbdl, hogy ugyanolyan hatast érjink el, mint a Pgp gatlasaval egyitt alkalmazva.

A jobb oldali grafikonrdl leolvashaté, hogy az MDR-szelektiv hatdsu Sz1079-es vegyliletre

hiperszenzitiv a HCT-15 sejtvonal. Ez a funkciondlis Pgp expresszidhoz kothetd, hiszen a pumpa

gatlasdval a sejtek szenzitivitdsa kozel sem ilyen jelentls. A szelektivitds kozel hétszeres

(SR=6,8).
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Az el6bb leirt allapot utan elkezdtik szelektdlni a sejteket. Az 5.21. dbran a jobb oldali

grafikonon szaggatott vonal jelzi a szubtoxikus koncentracid intervallumot. Els6 Iépésben a

legmagasabb értékd szubtoxikus koncentracién (1 uM-on) tartottuk a sejteket négy hétig.
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5.22. — szubtoxikus kezelés utdn a sejtek viabilitdsa vinblasztinra és Sz1079-re

Az 5.22. 3bran a kezelés els6 lépése utani allapot szerepel. A vinblasztinnal végzett teszt

(bal oldali grafikon) eredményén lathatd, hogy a HCT15-Sz jell, kezelt sejtvonal jelentGsen

vesztett a rezisztenciajabdl, mar nem ott rajzolddik ki a hozza tartozd gorbe, ahol a kezeletlen

HCT-15 sejteké. A rezisztencia hanyadosa szignifikansan lecsokkent: RRkezeletien) = 33297, RR (kezelt)

= 5,54, megkozelitette a Tariquidarral gatolt sejtekre kifejtett toxicitast.

Ezzel parhuzamosan a jobb oldali grafikonon lathatd, hogy a kezelt sejtvonal az Sz1079-es

MDR-szelektiv vegylletre veszitett az érzékenységébdl, és itt is inkabb a gatolt, kvazi parentalis

sejtekhez kozelit a szenzitivitasa. Erre a molekuldra a kezeletlen HCT-15 sejtek SR értéke 4,16,

mig a kezelt sejteké lecsokkent 2,4-re.

Ezek utan tovabb kezeltik a sejtvonalat toxikus, 2 uM-os, majd 2,5 pM-os koncentracion.
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5.23. — toxikus kezelés utdn a sejtek viabilitdsa vinblasztinra és Sz1079-re

A kezelés masodik lépése utdn megfigyelhet6, hogy a szelektdlt sejtvonal teljesen ugy
viselkedik, mint a Tariquidarral gatolt sejtek. Vinblasztinra a rezisztencia hanyados a kezeletlen
sejtekre 29,85, mig a hiperszenzitivitdsukat vesztett, szelektalt sejtek esetében csak 2,05. A
szelektivitasi érték 1,07 a kezelt sejtek esetében, vagyis az ICsg értéke tulajdonképpen
megegyezik a Pgp-gatolt sejtek 1Cso értékével.

Az utolso lépést kovetGen megfigyelhetd, hogy a nem kezelt HCT-15 sejteknek is csokkent
a szelektivitdsa: kiindulaskor 6,8, az els6 kezelés utan 4,16, a masodik kezelés utdn mar csak 3,06
volt az SR értéke. Ennek valdszinlleg az az oka, hogy a szelektalds végéig tobb mint két hénap
telt el, ekkorra a sejteknek nagy volt a passzazsszama, és beavatkozas nélkil is csokkent a Pgp
expressziojuk. Ugyanez a jelenség a western bloton is megjelenik (ldsd az 5.20. dbrdn). Ez a
folyamat azonban lassu, és nem bizonyitott, igy a klinikumban, valédi terapidban nem lehet vele

szamolni.
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6. Osszefoglalas

Az NCI Developmental Therapeutics Program (DTP) interneten szabadon hozzaférheté
adatbazisaban talalhato citotoxicitasi adatok kiértékelésével, a toxikussag és a Pgp mennyisége
kozott fenndllé korrelacio felvételével olyan vegylleteket azonositottam, melyek toxicitasa a
Pgp expresszid mértékével ardanyos. Az azonositott vegyiletek kozil tobb szirési |épéssel olyan
molekuldkat valasztottam ki, amelyek anndl hatékonyabbak, minél nagyobb az adott sejt Pgp
expresszidja, azaz toxikusabbak a multidrog-rezisztens sejtekre. A sz(irésen atment molekuldkat
szerkezetlik alapjan csoportositottam, aminek eredményeként két f6 kemotipust hatdroztam
meg.

Az in silico keresésbdl eredményill kapott vegylleteket teszteltiik kilonbozd
sejtvonalakon, majd ezen tesztek eredményének ismeretében kivalasztottam a legnagyobb
szelektivitassal rendelkez6 molekuldt tovabbi in vitro tesztelésre: a HCT-15 nevld humdn
vastagbélrak sejtvonalat kezeltem tobb hdnapig a kivalasztott vegyilettel. Célom az volt, hogy a
rezisztens sejtvonalban csokkenjen a Pgp expresszidja, igy a rezisztens sejtek elpusztithatova
valjanak hagyomanyos kemoterdpids gydgyszerekkel. A kisérlet sikeres volt, a sejtekben
szignifikdnsan lecsokkent a membrantranszporter mennyisége. Ezt citotoxicitasi tesztekkel,

antitestes jeloléses esszékkel, RNS- és fehérjeméréssel igazoltam.

Tavlati célunk a mdodszerek finomitasa és az eszkdzeink bévitése. Az in silico keresési és
sz(irési eljards, amivel a vegylleteket keressiik, tovabbi fejlesztésre és pontositasra szorul. Volt
mar arra példa, hogy olyan molekula bizonyult MDR-szelektivnek, amelyet az in silico screening
soran kiejtettiink valamelyik sz(irési [épésben.

A klaszterezést tervezziik tovabbi programokkal is megismételni, pontositani, illetve a
citotoxicitdsi esszék tervezett automatizaldsdval egyre tobb vegyliletet tudunk majd
megvizsgalni, igy nagy mennyiségl bioldgiai adathoz juthatunk. A mddszerek tokéletesitése,

illetve a keresés kibGvitése a DTP adatbazisan tulra fontos, allanddan szem el6tt levd célunk.
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9. Nyilatkozat a palyazo egyéni hozzajarulaséarol a
palyamiiben leirt eredményekhez

Alulirott Kanta Eszter a dolgozatban leirt munkafolyamatok koziil:

az in silico screening |épéseit

- acitotoxicitasi esszék 0sszedllitasat és kiértékelését
- a HCT-15 sejtvonal szelekcidjat

- afehérje sejtfelszini expresszidjanak mérését

- az efflux esszéket

- afehérjefuttatast

végeztem el.

alairas

Budapest, 2013. januar 8.
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