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Bevezetés

A rakbetegségek kemoterapias kezelések sikerességét gyakran befolyasolja a tumorok
els6dleges vagy masodlagos rezisztenciaja. EgQyes sejtszintli rezisztencia mechanizmusok
képesek az egymastol eltérd szerkezeti, ill. hatdsmechanizmusu vegyiiletekkel szemben is
védelmet biztositani. A multidrog rezisztencia (MDR) egyik leggyakoribb formajat az ABC-
transzporterek plazmamembranban torténd fokozott kifejezddése okozza. Az ABC
transzporterek képesek felismerni, és az ATP energiajat felhasznalva kipumpalni a jelenleg
hasznalt kemoterapeutikumok széles korét, igy a xenobiotikumok intracellularis koncentracioja
nem ¢éri el a toxikus kiiszobot. Az ABC-transzporterek koziil a legnagyobb figyelem az ABCB1-
re (P-glikoprotein, P-gp) iranyul. Ennek egyik oka, hogy a rakos sejtvonalak in vitro szelekcioja
soran kialakult MDR f6 faktora legtobbszor a P-gp. Ezen feliil a klinikumban tapasztalt
kedvezoétlen terapias valaszt is szamos malignitas esetében sikeriilt a tumorsejtek fokozott P-gp
expresszidjahoz kotni. Mivel az eddig elvégzett klinikai tanulméanyok soran az ABCBL1
inhibitoroknak nem sikeriilt fenntartaniuk/visszaallitaniuk a tumorok érzékenységét a P-gp
szubsztrat gyogyszerekkel szemben, az MDR tumorok kezelésére vagy kialakuldsanak
megakadalyozasara Gjfajta megkozelitésekre van sziikség.

Az egyik Ujfajta megkodzelités az MDR-re célpontként tekint. Maga az otlet az 1950-es
évekre vezethetO vissza, amikor el8szor irtdk le a kollaterlis szenzitivitas jelenségét, és olyan
agenseket fedeztek fel, melyek hatékonyabban pusztitottak el a rezisztens fenotipussal
rendelkezd baktériumokat vagy rakos sejtvonalakat.

A kollateralis szenzitivitas olyan sejten beliili valtozasok eredménye, melyek a sejtek
hordozzék az egyéb szerekkel szemben mutatott fokozott érzékenység lehetdségét. Korabbi
kutatasok sikeresen azonositottak olyan vegytileteket, amelyek a P-gp-t fokozottan expresszalo
sejtek jarulékos érzékenységét célozzak. Ezek az un. MDR-szelektiv vegyiiletek képesek
lehetnek kifejezetten az MDR klonokat eliminalni egy heterogén tumor populaciobol, igy —
akar a kemoterapias kezeléssel kombinalva — lehetéség nyilhat a P-gp altali MDR lekiizdésére.

Az irodalomban szamos olyan vegyiiletet talalhatunk, melyek hatékonyabban pusztitjak el
az MDR tumorsejteket. Ezeknek a nagy részét azonban csak véletlenszeriien, fenotipikus
szlirések mellékeredményeként azonositottak, és a P-gp funkcidjanak szerepét nem vizsgaltak
meg alaposabban, tovabba az alkalmazhatosagukat megerdsito allatkisérletek is hianyoznak.
Az MDR-szelektiv vegyiiletek felfedezé kutatasaban ezért nagy elérelépést jelentenének a

tervezett, nagy ateresztOképességii sztirések.



Ceélkituzések

F6 célunk egy olyan nagy ateresztoképességli molekulaszlird platform kialakitasa volt,
mellyel képesek lehetiink 1j MDR-szelektiv dgenseket azonositani gyogyszer-szerii vegyltiletek
tovabbi  optimalizacidjanak céljabol. A szerkezet-aktivitas Osszefliggések (SAR)
megfigyelésével kozelebb keriilhetiink az MDR-szelektiv toxicitas hatdsmechanizmusanak a

megértésé¢hez, valamint tovabbi potens, farmakoldgiailag is aktiv jelolteket tervezhetiink.

#1. Célkitlizés. Egy standardizalt, vegyliletkonyvtarak nagy ateresztoképességli citotoxicitasi
szlirésére alkalmas rendszer felépitése.
#1A. Héaromlépcs6s molekulasziird algoritmus kialakitasa, elsddleges, megerdsitd ¢&s
masodlagos tesztekkel.
#1B. Egy reagens-mentes, fluoreszcens protein expresszion alapulo, novekedésgatlast mérd
in vitro citotoxicitasi esszé bevezetése.
#1C. Az AateresztOképesség novelése érdekében a sziirési folyamatban szerepld
folyadékmozgatiasok automatizalasa, valamint automatikus adatkiértékelés, mind a 96- és

384-cellas mikrotalcakon végzett kisérletek elvégzésekor.

#2. Célkitlizés. MDR-szelektiv vegyiiletek azonositasa és validaldsa a szakirodalmi adatokbol
kiindulva.
#2A. ABCB1-et expresszalo sejteket szelektiven elpusztitd, irodalombdl ismert vegyiiletek
toxikussaganak ellendrzése.
#2B. MDR-szelektiv vegyiiletek azonositasa az NCI DTP adatbazisabol bioinformatikai
megkdzelitéssel.

#2C. Kemotipusok definidlasa az ismert, valoban MDR-szelektiv vegytiletek halmazabol.

#3. Célkitlizés. Fokuszalt vegytiletkonyvtarak szlirése az MDR-szelektiv vegytiletek kémiai

terének vizsgalatara.



Anyagok és modszerek

Az irodalombol ismert, kollateralis szenzitivitast kivaltd vegyiileteket kereskedelmi
forgalombol vasaroltuk meg, illetve mas kutatocsoportoktdl kaptuk ajandékba. A DTP
vegyiiletkonyvtarabol szdrmazo molekuldkat az NCI-60 Cell Line Screen 2010 decemberében
publikalt nyilvanos adatbazisabol, in silico adatbanyaszat soran azonositottuk. A talalatokat az
egyes vegyiiletek sejtvonalakra gyakorolt citotoxikus hatasanak (pGlso) és az NCI-60 sejtpanel
ABCB1 mRNS expresszidos mintdzatanak Pearson korrelacios elemzésével kerestiik. A
tioszemikarbazonokat (TSC) és analdgjaikat tartalmazo konyvtarat Dr. Pape F.S. Veronika
allitotta Ossze, ill. tobb vegyiiletet 6 is szintetizalt. A f6leg flavonoidokat és részben
tioszemikarbazonokat tartalmazo vegyiiletkonyvtarat Dr. Ahcéne Boumendjel (Univ. Grenoble
Alpes, Département de Pharmacochimie Moléculaire) bocsatotta rendelkezésiinkre. A
protoflavonakat tartalmazo fokuszalt konyvtarat Dr. Hunyadi Attila csoportja (SZTE, GYTK,
Szeged) szintetizalta és biztositotta szamunkra. A 8-hidroxikinolinok jelentds részét Dr. Sods
Tibor (MTA, TTK, Budapest) és Dr. Fiilop Ferenc (SZTE, Szeged) csoportja szintetizalta, mig
a tobbi analdgot cégektdl vasaroltuk vagy a DTP-tdl szereztiik be.

Az MDR-szelektivitassal sszefiiggésbe hozhatd kemotipusok meghatarozasa a PubChem
2 dimenzios kémiai szerkezeteket klaszterezo eszkozével tortént, a tadvolsagokat a Tanimoto
hasonlésagi indexszel jellemeztiik. A tézisben szerepld szerkezeti képleteket Marvinnal

(ChemAXxon kft.) rajzoltam.

Sejtvonalak és tenyésztésiik

A citotoxicitasi tesztek soran rakos és immortalizalt sejtek parentélis és MDR fenotipusaival
dolgoztunk. A sejteket vagy DMEM-ben (Mes-Sa, KB-3-1, A431, MDCK Il és DMS 114,
valamint a bel6liik szarmazé sejtvonalak) vagy RPMI-ben (OVC-8 DsRed2, NCI-ADR/RES
eGFP, HCT-15, KB ¢és KB-VIN) tenyésztettiik. A tapoldatok 10% szérumot, 5 mM glutamint
¢s 50 egység/ml penicillint ill. sztreptomicint tartalmaztak, kivéve a KB és KB-VIN sejtvonalak
tapoldata, mely a 10% szérum mellett 100 pg/ml kanamicint és 25 mM HEPES-t tartalmazott.
A sejtvonalakat rendszeresen teszteltik mycoplasma fertdzésre, mely mindig negativ
eredményt adott.

A fluoreszcens proteint kifejez6 OVC-8 DsRed2 és NCI-ADR/RES eGFP sejtvonalak
esetében a DsRed2 és az eGFP génjét tartalmazd expresszios vektorok transzfekcidja

Lipofectamin2000 reagenssel tortént, a sejtvonalakat Dr. Michael M. Gottesmantol (NIH)



kaptuk. A Mes-Sa és Dx5 sejtvonalak fluoreszcens varidnsai az expresszios vektorok
lentiviralis transzfekciojaval késziiltek Dr. Szepesi Aron, Dr. Német Katalin és Kucsma Noéra

munkajaként.

Reagens alapu és fluoreszcens fehérje mérésére tamaszkodo citotoxicitasi esszek

A citotoxicitasi esszéket 96- és 384-cellds mikrotalcdkon végeztiikk. A citotoxicitas
mértékének meghatarozasa MTT (0,5 mg/ml PBS-ben), PrestoBlue (resazurin alapu oldat,
PBS-ben 5-10 %-osra higitott) és szulforodamin B (SRB; 0,4 w/v %) reagensekkel tortént,
melyeket a gyari protokollok kisebb modositasaival végeztiink el. Az MTT konverzidjat €s az
SRB festést abszorbancia alapt méréssel detektaltuk a megfeleld hullamhosszok beallitasaval,
mig a PrestoBlue konverzidjat fluoreszcens technikaval, a megadott gerjesztési és emisszios
hullamhosszokon néztiikk. A reagens alapt esszéket egy ponton torténd méréssel olvastuk le,
mivel az oldatok homogének voltak. A kapott, felsé olvasasi moddal detektalt értékeket a
kezeletlen (negativ) kontrollhoz és a sejtmentes cellanal kapott értékhez (pozitiv kontroll)
normalizaltuk, amennyiben MTT és PrestoBlue viabilitasi reagenseket alkalmaztunk, az SRB
esetében viszont a pozitiv kontrollnak olyan celldkat valasztottunk, ahol a kitiltetett sejtek olyan
koncentracioban voltak kezelve, hogy biztos elpusztuljanak, igy a sejttormelék megfestését is
képesek voltunk figyelembe venni szamolaskor. A hasznalt reagensek végpontos citotoxicitasi
esszének mindsiilnek, legtobbszor a sejtek és a vegyiiletek 72 oranyi inkubacidja utan
alkalmaztuk Oket.

A fluoreszcens fehérje alapu citotoxicitasi esszék fejlesztése és hasznalata soran tobb
fluoreszcens fehérjével is dolgoztunk (DsRed2, eGFP, mCherry, mOrange). A sejteknek a
mikrotalcak cellaiban torténd egyenetlen eloszlasa miatt pasztazd mérési modot allitottunk be
a lemezolvasoban. Az alsé olvasidsi modbol szarmazd értékeket a kezeletlen (negativ)
kontrollhoz, és az SRB esszéhez hasonld6 mddon olyan celldk értékeihez normalizaltuk,
melyeknél minden sejtet sikeriilt a kezeléssel elpusztitani (pozitiv kontroll), mert ezen cellak
mért értékei kiilonboztek a csak tapoldatot tartalmazd cellak fluoreszcens jelétdl. Mivel a
fluoreszcens fehérjén alapulé mérés nem karositja a sejteket, ugyanazt a mikrotalcat tobb
iddpontban is lemértiik, jellemzden a kezelést kovetd 72 6ra, 96 6ra és 144 ora inkubacio utan.

A citotoxicitast (ICsp ill. Glso) szigmoidalis gorbeillesztéssel hataroztuk meg, melyhez a
GraphPad Prism szoftvert, azon beliil az automatikus fels6 és alsdé platd6 meghatdrozasat
elvégz0, 4 paraméteres logisztikus egyenletre épiilé analizist hasznaltuk. Ezen feliil az adatok

automatikus kiértékelésére egy sajat készitésii programot hasznaltunk, melyet Sessler Judit irt



C# nyelven, és a félmaximalis gatld koncentracié értékének meghatarozasa a logisztikus

fliggvény nemlinedris regresszidjaval, a legkisebb négyzetek modszerével (nls) tortént.

A citotoxicitasi esszék miikodési jellemzoinek kovetése

A fluoreszcens fehérje expresszidjan alapuld mérések robosztussaganak kovetését az
esszéfejlesztés €s a kés6bbi molekulasziirési kampanyok alatt egyarant a Z’-faktoron keresztiil
kovettiik, mely az essz¢ dinamikus tartoméanyéanak azt a részét adja meg, amely nem lapol at
sem a pozitiv sem a negativ kontroll variabilitdsi tartoméanyaval. (Ez utobbi a szoras
haromszorosa, vagyis a pozitiv és negativ kontrollok 6sszes lehetséges értékeinek 99.7 %-at
fedi le, amennyiben normalis eloszlast feltételeziink). A Z’-faktort a kovetkezd képlettel
szamoltuk ki:
Z’-faktor = [|pineg — poz| - 3(Gneg + Opoz) /|Hneg — Mpoz| = 1 — [3(Gneg + Gpoz)/[kneg — Mpor]],

ahol pneg/ppoz @ negativ/pozitiv kontroll atlaga, cneg/cpoz pedig a kontrollok szorasa.

A molekulasziiré platform elemei

A nagyobb ateresztOképességli vegylilettesztelés elérése céljabol kialakitottunk egy
szlir6allomast, ami egy Hamilton StarLet automata folyadékkezeld robotbol és egy Perkin
Elmer EnSpire tobbfunkcios lemezolvasobol allt. A folyadékkezelés automatizalasara irt
programok a Venus2 szoftverben késziiltek.

A beérkezd vegyiileteket szisztematikus modon regisztraltuk és helyeztiik el. Létrehoztunk
egy adatbazist, ahova bevittiik a vegyiiletek mennyiségét, a porok/oldatok helyét stb., hogy a
tesztelésekhez konnyen el tudjuk érni 6ket. A molekulakrol szerkezeti informacidt is taroltunk,
amit az Instant JChem szoftverrel (ChemAXxon kft.) 6sszekotottiink. Az oldott vegytiletkonyvtar
tagjait 1,1 ml-es csévekben taroltuk, melyek 96 pozicids tarold6 dobozokban foglaltak helyet,
igy az aktualis kisérlethez sziikséges egyes csoveket kiilon ki tudtuk gyiijteni, mig az elsdédleges
szliréshez hasznalt anyalemezek (96 cellas polipropilén talcak) fix leosztassal rendelkeztek,
mindegyik lemezen 36 elére meghatarozott vegyiilet volt 2 kiilonb6z6 koncentracioban, 100 pl

mennyiségben.



Eredmények

1. Egy standardizalt, vegyiiletkonyvtarak nagy dteresztoképességii citotoxicitasi sziirésére
alkalmas rendszer felépitése.

Annak érdekében, hogy képesek legylink nagyobb mennyiségli vegylilet tesztelésére,
kialakitottunk egy automatizalt, nagy ateresztOképességli sziirésre alkalmas rendszert. A
citotoxicitasi teszteket 3 egymast kovetd lépésben valdsitottuk meg, és minden [épés
elvégzésével egyre részletesebb informaciot kaptunk a vegyiiletekrél. A harom 1épés (I-111)
soran megallapitottuk, hogy mely vegyiiletek rendelkeztek citotoxikus hatéssal (I, elsdédleges
sziirés), dozis-fliggd toxicitassal, ill. kedvezébb esetben MDR-szelektiv toxicitassal (Il,
megerdsitd szilirés), és hogy a megfigyelt MDR-szelektivitas robosztusan jelentkezett-e a
kiilonb6z6 parentalis és MDR in vitro modellrendszereken valo teszteléskor, ill. eltéré elven
miikodo citotoxicitasi essz¢ alkalmazasakor (II1, masodlagos tesztek).

A toxikus molekuldk sziiréséhez egy minimalis folyadékkezelést igényld, koltséghatékony
esszét terveztiink kialakitani. Ezért bevezettem ¢&s karakterizaltam egy reagensmentes,
fluoreszcens fehérje expresszidjan alapuld citotoxicitasi esszeét.

Elsé 1épésként megallapitottam, hogy a kililtetett sejtszam ¢és a sejtek lemezolvasé altal
detektalt fluoreszcens intenzitdsa kozott linearis az Osszefiiggés. Ezt kovetden sikeriilt
megbizhatéan kovetnem a sejttomeg ndvekedését, valamint a tesztvegyiiletek ndovekedést gatld
hatasat, amit Glsp értékként szamszerlsitettem. A fluoreszcens fehérje expressziojan alapulo
citotoxicitasi essz¢ fejlesztését a rendszer robosztussdgat kifejezd Z’-faktor segitségével
végeztem. Magasabb Z’-faktorokat (igy robosztusabb esszét) akkor sikeriilt elérnem, amikor
figyelembe vettem a sejtek specialis 2D eloszlasat, és az egypontos mérések helyett az EnSpire
lemezolvas6d pasztazd mérési technikajat alkalmaztam. A Z’-faktorokat az inkubacids id6
meghosszabbitdsaval ¢s a magasabb felvillands szammal (tehat a hosszabb ideig tarto
fluoreszcens detektéldssal) szintén novelni tudtam. Tovabbi kisérletek sordn azt tapasztaltam,
hogy a lemez szélén levd cellakbol jelentds mennyiségili tapoldat parolgott el, ami hatassal volt
a sejtek novekedésére, igy azokat a cellakat kizartam a tesztelésbol.

Hatékonyan miikodé MDR-szelektiv dgensek nagyobb elemszamu vegyiiletkonyvtarbol
torténd azonositasa érdekében elkeriilhetetlen volt a folyadékkezelés automatizaldsa. Ennek
érdekében vasaroltunk egy Hamilton StarLet automata folyadékkezeld robotot, amit

beprogramoztam a sejtek kiiiltetésére, a sorozathigitasok elvégzésére, valamint az elsddleges,



megerdsitd ¢és masodlagos tesztek pipettazasi 1épéseinek végrehajtasara. A programok
megirdsdhoz standardizalni kellett a lemeztérképeket, illetve figyelembe kellett venni, hogy a
pipettazé robot csak meghatarozott iranyi mozgasokat képes végezni.

2. MDR-szelektiv vegyiiletek azonositasa és validaldasa a szakirodalmi adatokbol kiindulva.

A szakirodalombol szamos kollateralis szenzitivitast kivaltd vegyliletet ismeriink, melyek
szelektiven tdmadjak a P-gp-t fokozottan kifejez6 tumorsejteket. A P-gp kifejezédése és az
MDR sejtek hiperérzékenysége kozotti ok-okozati Osszefliggést azonban a legtobb ilyen
vegyllet esetében nem vizsgaltdk mélyrehatoan. Kutatdcsoportunk ezért Gsszegylijtotte a
rezisztens sejtek kollateralis érzékenységét kivalto ismertebb vegyiileteket, hogy megvizsgaljuk
az MDR-szelektiv hatasuk robosztussagat. A vegyiiletlista a kdvetkezokbdl allt: verapamil,
reverzinl21l, Triton-X-100, desmosdumotin B flavonoidok, rotenon, KP772, Dp44mT és a
Pluronic P85 kopolimer. A tesztek sordn azt tapasztaltuk, hogy a KP772-n kiviil egyik vegyiilet
sem rendelkezett robosztus MDR-szelektiv aktivitassal, mert a kivaltott kollateralis
érzékenység a P-gp-tdl fiiggetlen faktorhoz volt kotheto.

Ezzel ellentétben az NCI DTP adatbazisdnak szisztematikus feldolgozasaval sikertilt
robosztus aktivitassal rendelkezd, a P-gp funkcidjahoz kotott MDR-szelektiv vegyiileteket
azonositani. A leghatékonyabb taldlat mind citotoxicitdss mind MDR-szelektivitas
szempontjabol az NSC297366 volt. Ezt a vegyiiletet tovabbi sejtvonal parokon és mas tipusu
essz€kben is leteszteltiink, ami azt eredményezte, hogy még szélesebb korben sikeriilt
megerdsiteniink a robosztus szelektiv hatasat, és alatimasztanunk az alkalmazott citotoxicitasi
essz¢ elvétdl valo fliggetlenséget.

Annak érdekében, hogy a megfigyelt MDR-szelektiv hatast kemotipusokhoz kothessiik,
elvégeztik a DTP adatbazisabol azonositott vegyiiletek 2D szerkezeti osztalyozasat
(klaszterezését). A legtobb vegyiilet az NSC297366-ot is magaban foglald 8-hidroxikinolinok
csoportjahoz volt kothetd. A tovabbi MDR-szelektivitassal Osszekapcsolhatd Klaszterek az

1,10-fenatrolin komplexek, a B-diketonokok és a tioszemikarbazonok voltak.

3. Fokuszalt vegyiiletkonyvtarak sziirése az MDR-szelektiv vegyiiletek kémiai terének
vizsgadlatara.

Kutatocsoportunk osszedllitott egy MDR-szelektiv toxicitassal Osszefliggésbe hozhato
struktarakat reprezentalo, 2160 elemi vegyiilethalmazt. A kismolekuldk vizsgalata els6dleges
szliréssel kezdddott, ami eredményeként azonositottuk a citotoxicitdssal rendelkezd
vegyiileteket. Ezutan a fokuszalt konyvtarak részletesebb elemezése kovetkezett, a kivalasztott

talalatokkal megerdsitd €s masodlagos teszteket végeztiink. A doktori munkaban a (i) 8-
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hidroxikinolinok, (ii) tioszemikarbazonok ¢&s analogjaik, (iii) tioszemikarbazonok ¢és
flavonoidok, mint pl. azaauronok ¢és (iv) protoflavonok elemzésére kertilt sor.

A 8-hidroxikinolinok tesztelése és iterativ optimalizacidja sordn sikeriilt jelentésen
megnovekedett citotoxicitassal és MDR-szelektivitassal rendelkezd analogokat taldlni, melyek
az “MDR-reversing 8-hydroxy-quinoline derivatives” cimii nemzetk6zi szabadalmi beadvany
alapjat képezik. Az alap 8-hidroxikinolin kiilonb6z6 R2-, R5- és R7-szubsztituensi tesztelésével
alapvetd struktira-aktivitas Osszefiiggések felfedéséhez jarultunk hozza. A legjobb hatassal
rendelkez6 analogok az R7-es pozicidban vagy metoxi-benzilamin vagy tetrahidro-izokinolin
kiilonb6z6 derivatumait tartalmaztak.

A tioszemikarbazonok, flavonoidok és protoflavonok 3 kiilonbozd fokuszalt konyvtarban
torténd tesztelése eredményeként szintén fontos, a kollaterdlis szenzitivitashoz kothetd
struktlra-hatas Osszefiiggéseket figyeltiink meg. A tioszemikarbazonok koziil kizarolag a B3-
izatin-tioszemikarbazonok (pl. NSC73306) rendelkeztek egy gyenge, de szignifikans P-gp
funkciojahoz kotott MDR-szelektiv citotoxicitassal, mig a tobbi tesztelt analdég csak a
eldidézni. A flavonoidok 156 tagi konyvtarabol (3-aril-2-kinolonok, flavonok, auronok,
azaauronok, kalkonok, xantonok és azaflavonok) citotoxicitas szempontjabol az azaauronok és
a kalkonok voltak a legkiemelkedébbek. A kalkonok sajnos nem voltak fokozottan toxikusak a
multidrog rezisztens Dx5 sejtvonallal szemben, az azaauronok jelentds része viszont 2-nél
magasabb szelektivitasi hanyadost mutatott, amikor a Mes-Sa (parentalis) és a Dx5 (MDR)
sejtvonallal szemben mért ICso értékeket Osszehasonlitottuk. Tovabbi kisérletek soran azt
vizsgaltuk, hogy az MDR sejtek azaauronokkal szemben mutatott érzékenységét osszefiiggésbe
lehet-e hozni a P-gp funkcidjaval. A kivalasztott vegyiiletek toxicitasat ezért egy ABCB1-el
transzfektalt sejtvonalon is leteszteltilk, ahol minddssze egy esetben sikeriilt gyenge (1,7-
szeres), de szignifikans MDR-szelektivitast kimutatnunk.

A protoflavonokra fokuszald vegyliletkonyvtar tesztelésekor sikeriilt olyan entitasokat
talalnunk, amelyek képesek voltak szelektiven elpusztitani a kemoterapids szerekkel szelektalt
MDR sejtvonalakat, azonban az ABCB1-el transzfektalt MDR sejtvonalak mar nem mutattak
megnovekedett érzékenységet a parentalis vonalakhoz képest. Mindazonaltal a protoflavonok
sikeresen kikeriilték a P-gp altal biztositott multidrog rezisztenciat és alacsony ICso értékkel

rendelkeztek, igy altalanosan hato rakellenes szerként alkalmazhatoak lehetnek.



Kovetkeztetések

A doktori munkdm alapvetd célja egy nagyobb ateresztOképességgel rendelkezd
szlirbrendszer bevezetése volt, hogy az eddiginél hatékonyabb MDR-szelektiv analogokat

azonositsunk.

1. Bevezettem és karakterizaltam egy fluoreszcens fehérje expresszidjan alapulo citotoxicitasi
esszét, ami alkalmas az MDR-szelektiv molekulajeldltek akar nagyobb ateresztoképességii
szlrésére.

2. Azt talaltam, hogy a szakirodalomban publikalt vegyiiletek nem rendelkeztek univerzalis
MDR-szelektiv hatassal, a kollateralis szenzitivitast a P-gp-t6l eltéré faktorokon keresztiil
valtottak ki.

3. Az NCI DTP adatbazisanak szisztematikus analizisével eddig ismeretlen, robosztus
aktivitassal rendelkez6 MDR-szelektiv dgenseket azonositottam.

4. Az ismert MDR-szelektiv vegyiiletek szerkezeti klaszterezése alapjan sikertilt a megfigyelt
hatassal 6sszefliggésbe hozhat6 alapszerkezeteket (kemotipusokat) meghatarozni.

5. Elsédleges sztiréssel 2160 vegyiilet toxikussagat teszteltem, melyeket kifejezetten az MDR-
szelektiv hatashoz rendelt kemotipusok alapjan allitottunk Ossze, ezéltal eldsegitettem a
vezérmolekula (vagy vezérmolekula szeril) vegyliletek 1étrehozasat.

6. Hozzajarultam a 8-hidroxikinolinok optimalizacidjdhoz, mely soran olyan alapvetd
struktara-aktivitas Osszefiiggéseket fedtiink fel, ami nagyobb szdmu, megnovekedett
aktivitassal rendelkezd vegyiilet fejlesztéséhez vezetett. A leghatdsosabb, eddig ismeretlen
analogok egy nemzetkdzi szabadalmi beadvany alapjat képezték (“MDR-reversing 8-
hydroxy-quinoline derivatives”; beadvany szama: pct-hu2017-050009).

7. Tovabbi 3 fokuszalt vegyiiletkonyvtarat jellemeztem az MDR-szelektiv toxicitas
szempontjabol (tioszemikarbazonok, flavonoidok, protoflavonok), mely soran sikeriilt

néhany tovabbi, hatasos vegyiiletet azonositani.
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