] POT’ENCIALIS TUMORELLENES
REZKELATOROK KOMPLEX VIZSGALATA

Doktori tézisek

Gaal Aniko

Semmelweis Egyetem

Gyogyszertudomanyok Doktori Iskola

[ SEMMELWEIS
| EGYETEM

Témavezet6: Dr. Szoboszlai Norbert, Ph.D., egyetemi adjunktus

Hivatalos biralok:
Dr. Tabi Tamas, Ph.D., egyetemi docens
Dr. Laczka Csilla, Ph.D., tudomanyos fémunkatars

Szigorlati bizottsag elnoke:
Dr. Torok Tamas, D.Sc., ny. egyetemi tanar

Szigorlati bizottsag tagjai:
Dr. Oltiné Varga Margit, Ph.D., egyetemi docens
Dr. Volgyi Gergely, Ph.D., egyetemi docens

Budapest
2020



1. Bevezetés

A rakos megbetegedések vildgszerte a masodik leggyakoribb haldloknak szamitanak.
Az el6rehaladott stadiumu betegségek kezelése tovabbra is jelentds klinikai probléma,
annak ellenére, hogy szdmos tumorterapids gyogyszer all rendelkezésre, a
legkiilonboz6bb daganatellenes hatasmechanizmussal. A ciszplatin ([cisz-diammin-
dikloro-platina(ll)-komplex]) felfedezése alapozta meg a fém alapu vegyiiletek
alkalmazasat szamos raktipus, koztiik hererak, petefészekrak vagy mellrak kezelésére. A
masodik és harmadik generacios platina (Pt) alapu gyogyszereket fejlesztették ki annak
érdekében, hogy csokkentsék a ciszplatin toxicitdsat és a kezeléssel szemben fellépd
rezisztenciat. Tovabbi Pt-alapu vegyiiletek fejlesztése intenziv kutatasok targyat képezi.
Ezzel parhuzamosan alternativ fém alapti komplexeket alkalmazasa is felmeriilt. A rézzel
(Cu) kelatképzd vegyiiletek, illetve rézkomplexek hasznélata is felmeriilt, tekintettel ezek
nagyfokd in vitro toxicitasara. A réz kelatképzd ligandumok jellemzd példai a
ditiokarbamat, 8-hidroxi-kinolin, tioszemikarbazon ¢és fenantrolin szerkezetek
szarmazékai. Ezek a ligandumok stabil és erdsen toxikus rézkomplexeket képeznek,
amelyek hatékonysagot mutatnak, még a multidrogrezisztens sejtvonalakon is. A Cu
esszencialitdsa részben kapcsolodik, hogy a Cu részt vesz az alapvetd elektronatadasi
folyamatokban a Cu(Il) redukcidjan keresztiil. Ugyanez az elektroncseréld reakcio
ugyanakkor szabad gyokoket is general, amelyek karosak lehetnek a sejtekre. A sejtek
hatékonyan védik az intracellularis kdrnyezetet azaltal, hogy megkotik a rézionokat, igy
elrejtik a sejtes alkotdelemektdl, ezaltal megakadalyozzak a szabad ionos réz
felhalmozodasat. A rézkelatorok megkeriilhetik ezeket a védekezd folyamatokat. Az a
mechanizmus, amellyel a réz noveli egyes kelatképzo vegyliletek toxicitasat, nem ismert.
A réz kelatképzé ionoforok toxicitasat altaldban a réz jelentds intracelluléris
felhalmozddasa kiséri, amely feltehetdleg sejthalal mechanizmusokat indukal.

A kilonboz6é  gyogyszerhordozd nanorendszerek, példaul a liposzomak
felhasznalhatok rézkomplexek eldallitdsara. A liposzomak kiilonféle méretben allithatok
eld, a kivant in vivo alkalmazastol fiiggden, és a molekulak széles skalaja liposzomazhato.
A 100 mm atmér6ji liposzomakrol kimutattak, hogy jelentésen hosszabb ideig maradnak
a keringésben, mint a nagyobb méretli liposzoméak. A legtobb nanohordozé Az EPR
effektus miatt a rosszindulatu szoveteket célozza az egészséges szovetekkel szemben,

még célzo ligandum hianyaban is. Bar szamos Cu-komplexet szintetizaltak rakellenes



szerekként, in vivo hatékonysaguk megkérddjelezhetd, és a klinikai vizsgalat alatt
jelenleg nincsenek igéretes rézkomplexek. A klinikai fejlesztés f6 probléméja a
rézkomplexek nagyfoku toxicitasa €s kis szelektivitdsa. Mind a szelektiv célzas, mind
pedig a toxicitas csokkentése megvalosithatdo nanoformulacios stratégiakkal, amelyekhez
tovabbi homing (célzd) rendszer kapcsolhatd. A liposzémas kapszuldk megoldast
nyujthatnak a citotoxikus rézkomplexek koncentraciojanak ndvelésére a daganatban,
mikozben csokkentik a vérkoncentraciot, és ezaltal csokkentik az altalanos toxicitast. Az
aktiv célzas példaul termoszenzitiv liposzémak €s enyhe hipertermia alkalmazasaval
érheto el a nemkivanatos toxicitas tovabbi csokkentése és a gyogyszerbejuttatas fokozasa

érdekében.



2. Célkitiizés

Doktori munkdm sordn célul tliztem ki kiilonb6z6 alapszerkezettel rendelkezd
(tioszemikarbazon, fenantrolin, ditiokarbamat, kinolin és tiokarbazon) kelator jellegii
struktarak citotoxikus hatasanak szisztematikus vizsgalatat réz(I) ionokkal
Osszefiiggésben, alatamasztva minden esetben az intracellularis rézfelhalmozodas
mérésével. Az intracellularis fémtartalmakat nemcsak réz, hanem vas és cink tekintetében
elemeztem. Emellett valasztott vegyiiletek liposzomas célbajuttatasara kerestem
megoldasokat rézionok jelenlétében.

Célkitlizéseim alapjan harom iranyt vettek kisérleteim. Egyrészt kisérleteket allitottam
fel annak tanulmanyozésara, hogy fizioldgias koriilmények kozott, human sejtvonalakon
¢s testi sejteken vizsgalva a keladtor és fémkomplexei milyen hatassal vannak a sejtek
fémhomeosztazisra, vagyis kiilonbozd kezelések hogyan valtoztatjdk meg az
intracellularis fémkoncentraciokat. Masrészt kiilonboz6 in vitro teszteket végeztem mind
a kelator, mind a kelator fémkomplexeinek tekintetében, vizsgilva az anyagok és
komplexeik citotoxicitasat és ennek mechanizmusat. Harmadrészt pedig a vizsgalt kelator
jellegi strukturak in vivo alkalmazhatosagat vizsgaltam, melyhez liposzomas

célbajuttatast dolgoztam ki réz(IT) ionok jelenlétében.



3. Modszerek
3.1.  Vegyszerek

Kisérletekhez hasznalt Milli-Q nagytiszta viz 18,2 MQescm fajlagos ellenallasa volt.
(Merck-Millipore, Molsheim, Franciaorszag). Minden alkalmazott vegyszer és reagens
analitikai tisztasagu volt. A kiilonb6z6 kelator jellegti struktarak (7abldazat 1) a Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA) termékei. A Q4 kelatort Dr. Szakacs Gergely
adomanyozta. A vegyiiletek DMSO-ban oldva keriiltek felhasznalasra, kivételt képez a
neokuproin sésavas s6ja, ami Milli-Q vizben keriilt feloldéasra a liposzomak készitéséhez.
A felhasznalt lipidek: HSPC (hidrogénezett szoja-foszfatidilkolin), DPPC (dipalmitoil-
foszfatidilkolin) és disztearil-sn-glicero- foszfatidil-etanolamin-polietilén- glikol (DSPE-
PEG) az Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA) termékei.

3.2. In vitro vizsgalatok
3.2.1. Sejtvonalak és sejttenyésztés

A kovetkezd rakos sejtvonalakon torténtek kisérletek: HT-29, HCT-15, HCT-116
human vastagbél adenokarcinoma, C-26 egér vastagbél karcinoma; A-375 melanoma;
MCF-7, MDA-MB-231 és ZR-75-1 eml6 adenokarcindémak; Caov-3 és OVCAR-3 human
petefészek karcinoma; PANC-1 hasnyalmirigy; H358 tiid6 és HT-1080 fibroszarkoma. A
sejtvonalakat az ATCC-t6l keriiltek beszerzésre (Manassas, Virginia, USA). A sejtes
kisérletek a Semmelweis Egyetem II. sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutatd Intézetében,
az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport laboratoriuméaban és Természettudomanyi
Kutatokozpont Enzimologiai Intézetében kertiltek kivitelezésre. Normal testi sejtes
kontrollként alvadasgatolt periférias vérbdl izolalt monomorfonuklearis sejteket (PBMC)
hasznaltunk, amiket Ficolos gradienscentrifugalassal nyertiink ellendrzott donorokbol. A
sejtvonalak DMEM tapfolyadékban keriiltek tenyésztésre (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium, 4500 mg/L gliikoztartalommal, 10% FBS (fetal bovine serum) hozzaadasaval),
37 °C-on, 5% CO; atmoszféraban. A sejtek passzalasa tripszin-EDTA oldat segitségével
(5,0 g/L sertéstripszin és 2,0 g/ EDTA-4+Na, 0,9 v/iv % -os NaCl oldatban keriilt

kivitelezésre.

3.2.2. Invitro citotoxikus hatast jellemzd ICso értékek meghatarozasa
A citotoxikus hatast jellemzd ICso értékek (sejtek 50%-a €16 a kontroll sejtekhez

viszonyitva a kezelés hatasara) meghatarozasara PrestoBlue, szulforodamin B (SRB),



MTT (3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetraz6lium-bromid) teszteket alkalmaztam,
amelyeket gyartoi instrukciok alapjan ill. a kiilonb6z6 laborokban publikalt médon

végeztem 96 well sejttenyésztd lemezeken.

3.3.  Invitro citotoxikus hatas mechanisztikus vizsgalatai
3.3.1. Apoptozis vizsgalata
Az kelatorok altal kivaltott apoptdzis aramlasi citometriaval (FACS) keriilt
tanulmanyozasra annexin-V és propidium-jodid kettds jeloléssel.
3.3.2. Reaktiv oxigén gyokdok (ROS) mérése
A reaktiv oxigéngyokok felszabadulasanak mérése 2°,7’-diklorodihidrofluoreszcein-

diacetat (H.DCF-DA) segitségével tortént szintén aramlasi citometrids méréssel.

3.4. Intracellularis fémtartalmak mérése
3.4.1. Mintaelokeszités

A sejtvonalak 6 lyuku tenyészt6é lemezekben (1 millio sejt/lyuk) kertiltek platelésre,
majd 80%-0s konfluencia szintig novesztve. Altalaban 4 oras kezelési id6t utan
kovetkezett a mintaelékészités (az ettdl valo eltérések jelolve). A letapadd sejtekbol
tripszin-EDTA segitségével, hatasat FBS-es médiummal felfiiggesztve sejtszuszpenzio
késziilt, amik Eppendorf csovekbe keriiltek. Kétszeri mosas kovetkezett 1-1 ml DPBS
(Dulbecco's phosphate buffered saline) foszfat pufferolt soéoldattal centrifugdldst
alkalmazva (300 g, 5 perc). A sejtszamolast a masodik centrifugalas el6tt Biirker kamra
vagy sejtszdmolo automata segitségével tortént. A sejtek életképességét 0,04%-0S
tripankék kizarasi teszttel keriilt ellendrzésre. Az utolso centrifugalast kovetden, a DPBS
eltavolitasa utan a sejtekhez 20 pl 30%-0s H202, 80 pl 65%-0s HNO3 és 15 pl 10 pg/ml
3.4.2. Totalreflexios Rontgenfluoreszcens Spektrometria (TXRF)

A TXRF meghatarozasok a TXRF 8030C (Atomika Instruments GmbH,
Oberschleissheim, Németorszag) spektrométerrel torténetek. A késziilék Mo/W anddu,
2,5 kW teljesitményli rontgencsével, dupla W/C multilayer monokromatorral
rendelkezik. A Mo cs0 esetében a gerjesztési energia 17,4 keV (Mo Ka). A mintdban 1évo
elemek karakterisztikus rontgensugarzasat egy 80 mm? aktiv teriiletii, 150 eV felbontasu
Si(L1) detektor analizalja. A rontgencsére 50 kV fesziiltséget kapcsoltunk a mérések
soran, az aramerdsséget a miiszer pedig automatikusan valtoztatta a detektor holtidejének

(dead time) ¢és a teljes analizisidonek a figyelembevételével. A mérési 1d6 500 s volt.



Belso6 standardként Ga —ot hasznaltunk. A mintabol 2 pl-t keriilt felcseppentésre a TXRF
mérésekhez hasznalt tisztitott és ellendrzott kvarclapokra, és a csepp laboratoriumi
keramia f6z6lapon (Cole Palmer, USA) keriilt beszaritoasra (80 °C). A Fe, Cu, és Zn és
a belsO standard Ga meghatarozasara 6,403 keV, 8,047 keV, 8,638 keV, 9,251 keV

energiaju Ko vonalaikat hasznaltuk fel.

3.5. Liposzoma preparalés

3.5.1. Liposzoma preparalas lépései

A pegilalt liposzomak lipid film hidratacioés technikaval késziiltek, pH-gradiens
alkalmazaséval.

A hipertermids kezelésre is alkalmas liposzomdk optimalizicidja is megtortént
kiilonbozé lipidaranyokat (DPPC ¢és HSPC kiilonbdzd tomegszazalékos aranyai)
alkalmazva (HEAT SENS LIPO), melynek tumorellenes hatasa dsszehasonlitasra kertilt
a nem-termoszenzitiv (HEAT RES LIPO) liposzémaval.

3.5.2. Liposzomak jellemzése
A liposzémak jellemzése a kovetkezd modokon valosult meg:

o részecskeméret és polidiszperzitds meghatarozasra: dinamikus fényszoras
mérést (DLS) és mikrofluidikus ellenallas-impulzus mérés (MRPS)
segitségével,

e fazisatalakulasi homérsékletek mérése differencialis pasztdzo kalorimetria
(DSC) modszerrel,

e koncentracid meghatarozas €s liposzémak stabilitdsanak vizsgalata UV-lathato
spektrofotometrias  (UV-Vis) modszerrel a hatdéanyag abszorbcids
maximumahoz kapcsolédoan,

e liposzomaékban jelenlévd kotések és ezek valtozasanak vizsgalata infravoros
spektroszkopiaval (IR).

3.6. In vivo kisérletek

3.6.1. Allatmodell

2*10° egér vastagbél-karcindma (C-26) sejtet injektaltunk 6-9 hetes him BALB / ¢ egerek
bal oldali oldaldba szubkutan (s.c.) specifikus kérokozo-mentes koloniankbdl 0,2 ml

szérummentes tapkozegben. Két héttel az injekcido beadasa utan (amikor a tumorok



mérhetéek voltak) az egereket véletlenszeriien és egyenld aranyban o0sztottuk
csoportokba (10 egér/csoport). A kezelt csoportok 10 pl liposzémat kaptak 1 g
1 mM-nak adddott, igy 2,8 mg / kg ,,hatdéanyag” mennyiséget kaptunk a termoszenzitiv
készitményre vonatkozdéan. A liposzomés hatéanyag dozisa a nem termoszenzitiiv
készitményben 2,6 mg / kg volt. A kontrollok ekvivalens mennyiségii 0,9% -os natrium-
Klorid infaziot kaptak. Minden allat adatai elemzésre keriiltek. A testtomegek valtozasai
is mérésre keriiltek minden allat és kisérlet esetében. A daganatellenes hatasokat a
tumorok méretének heti kétszer torténé mérésével regisztraltuk kaliberrel mérve. A
tumorok térfogata (mm?3) a kdvetkezé modon keriilt szdmolasra: hosszisag x szélesség?
x (1 / 6). Tizennyolc nappal az elsé kezelés utan a tumorok eltavolitasra kertiltek, majd
szaritoszekrényben allandé tomegig széritva analitikai mérlegen lettek mérve. A
statisztikai elemzés Graph Pad Prism 8 szoftverrel, egyutas ANOVA teszttel tortént. Az
allatkisérletek az Orszagos Onkoldgiai Intézet Kisérleti Farmakologiai Tanszékén
torténtek. Az allatkisérleteket a szabvanyoknak megfeleléen végezték (engedély szdma:
PEI / 001 / 2574-6 / 2015). A Magyar Allategészségiigyi és Allatjoléti Igazgatosag az
allatkisérletekre vonatkozé protokollokat az EU iranyelveinek megfeleléen jovahagyta.
3.6.2. Hipertermia

A tumorok hipertermias kezelése tortént acélbol, hogy két kezelt allatcsoportban
megvizsgaljuk a liposzomak homérséklettdl fiiggd felszabadulasat. Az éllatokat
érzéstelenitést kovetéen desflurannal altattuk (9% desfluran 30% oxigén/levegd
elegyében). A tumorok helyi enyhe hipertermiaja (40-42° C) egyedi készitésti héatado
eszkozzel (fém rud segitségével) lett Kivitelezve, amelyet egy homérséklet-szabalyozott
vizflirdéhoz kotottiink. Az intratumoralis hdmérsékletet optikai érzékeldkkel (Luxtron
FOT Lab Kit, LumaSense Technologies, Inc., Kaliforniai Santa Clara, Kalifornia, USA)
mértik, és 41-42 ° C (= 0,5 ° C) homérsékleten tartottuk 20 percen keresztiil. Az
alkalmazott hdmérséklet (4142 ° C) meghaladja a termoszenzitiv liposzoma (HEAT
SENS LIPO) fazisatalakulasi hdmérsékletét.



Tablazat 1: A disszertacioban vizsgalt kelator jellegii strukturdak. A valasztott vegyiiletek kozott tioszemikarbazon, fenantrolin, kinolin,
tiokarbazon és ditiokarbamat alapszerkezetek szerepelnek. A D-penicillamin mint extracellularis kelator a rézelvondsban jatszik szerepe,
ezert kontrollként szerepel az egyes kisérletekben.
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4. Eredmények

4.1. Az intracellularis réztartalom szignifikinsan megemelkedett S0 pM Dp44mT
hatasara és kozel 30x-os novekedés volt mérheté 2 pM CuSO:s oldat és 5 uM Dp44mT
kelatorral torténi egyideji kezelés esetén 8 kiilonboz6 sejtvonalon vizsgalva.

A vaskelatorként szintetizalt Dp44mT intracellularis fémtartalmakra gyakorolt hatasat
vizsgalva 50 uM-os koncentracioban megallapithatd, hogy a Cu mennyisége minden egyes
vizsgalt sejtvonalon jelentOsen emelkedett, és az intracellularis Zn tartalom csokkent. A vas
mennyisége viszont rendszerteleniil valtozott az egyes sejtvonalakon. Ha a taptalajhoz 2 uM-
os koncentracioban Fe(Il), Cu(Il) és Zn(Il) ionok is keriiltek 5 uM-0s Dp44mT-vel egyiitt
inkubalva a kovetkezé megallapitasok tehetdek: nagymértéki rézfelhalmozodas kdvetkezett be
kivétel nélkill minden sejtvonalon, a kontrollhoz viszonyitva akar 2-4000 x-es
koncentraciondvekedés is tapasztalhatd volt. Az intracellularis Fe mennyisége tovabbra sem
csokkent, sot altalaban kis mértékli emelkedés volt mérhetd, a cink mennyisége viszont ismét

csOkken6 tendenciat mutatott.

4.2. Co(ll) ionokkal csokkentheté a Dp44mT altal Kkivaltott rézfelhalmozodas és a
Dp44mT citotoxicitasa.

Co(Il), Ni(Il) és Fe(Il) ionok szervetlen formait a 2 uM-0s Cu(Il) kezeléssel egyiitt
alkalmazva kompeticids vizsgalatok keriiltek kivitelezésre mind az intracellularis
rézmennyiségek (TXRF mérés), mint az in vitro citotoxikus hatas tekintetében (MTT teszt). Az
A mérési eredmények alapjan a sejtbe bejutott réz mennyisége egyértelmiien csdkken a stabilis
koncentracioknal csokkent kis mértékben az intracelluléris rézkoncentracid, a Ni(Il) egy koztes
allapotot képviselt.

Az elézéekben emlitett harom fémnek (Fe(IT), Ni(IT), Co(Il)) az 5 uM Dp44mT ill. 2 uM Cu(ll)
¢s 5 uM Dp44mT in vitro citotoxicitasara valo hatasa is vizsgaltra keriilt. Az elsé esetben (5
uM Dp44mT) az in vitro citotoxikus hatas jelentds mérséklése/felfiiggesztése volt
tapasztalhatd, a Co(II) esetében mar egészen kis, 6 pM-os koncentracioban. A Fe(Il) esetében
csak 200 uM-os koncentracidban tapasztaltuk az €letképesség kismértékii ndvekedését, mig a
Ni(Il) itt is egy koztes allapotot képvisel: egy bizonyos tartomanyon beliil né az életképesség,
de nagyobb koncentracional toxikusnak bizonyult. A masodik esetben, ahol 2 uM Cu(ll) is

jelen volt a kisérletekben, citotoxikus hatas nagymértékii csokkenése mar kizardlag a Co(ll)



ionok jelenlétében kovetkezett be, ebben az esetben nagyobb Co(Il) koncentraciod sziikséges

(25 uM), de ez a stabilitasi adatok ismeretében varhato volt.

43. Az Dp44mT altal Kkivaltott intracellularis rézfelvétel és citotoxicitas mértéke
egyértelmiien fiigg az extracellularis réz(Il) koncentraciotol.

A rézkoncentraciot novelve (0,8-100 uM) adott Dp44mT koncentracié (0,065 uM) mellett,
jelentds mértékben csokken a sejtek életképessége. TXRF méréseket kivitelezve megallapithatd
uM) az intracellularisan mérheté Cu mennyisége né, a bejutott rézmennyiségek telitési gorbe

jellegii tendenciat mutatnak.

4.4. Kis koncentracioju (0,1 pM) Dp44mT is képes nagymértékii rézfelhalmozodas
kivaltasara.

2 uM réz jelenlétében kis mennyiségi, 0,1 pM-os kelator koncentracional a kontroll sejtekhez
képest akar tobb mint 1000 %-os rézfelhalmozddas is tapasztalhatd volt a Dp44mT, Neokuproin
¢s APDTC esetében. Tehat ezek a kelatorok nagyon hatékonyak, hiszen kis mennyiségii kelator

is képes nagymértékii rézfelhalmozodast okozni.

4.5. Részletesen vizsgaltam a sejtek rézfelvétel és rézdeplécié adatait a kovetkezo kelator
jellegu strukturak esetében: Dp44mT, neokuproin, APDTC, oxin, bikinolin és ditizon.
Kiilonboz6 kelator ¢és rézkoncentraciok ill. kiilonb6zé Cu-kelator aranyok altali

rézakkumulacio részeletes adatait mutattam be.

4.6. Vizsgaltam a réz intracellularis lokalizaciojat Dp44mT és oxin esetében p-XRF
technikat alkalmazva. A Cu és Zn kolokalizaciéjat mutattam ki a sejtmagban HT-29
sejtvonal esetében Dp44mT és réz(II) egyidejii kezelés hatasara (korrelacios koefficiens:
0,85).

A Cu és a Zn kolokalizacigja tobb esetben is megfigyelhetd volt pu-XRF spektroszkdpiaval.
Pearson korrelacios bedllitasokkal a Dp44mT kelatképzé Cu (II) ionok jelenlétében torténd

kezelés hatasara a Cu-Zn kolokalizéacio6 0,85 értékii korrelacios koefficienssel volt jellemezhetd.



4.7. Minden esetben hasonléosagokat mutat a rézfelvétel a vizsgalt kelator jellegii
strukturak esetében, mig mas fémeknél ilyen jellegii felhalmozodas nem mutathato ki,
kivéve a kadmiumot, mely esetén hasonlo jellegii fémakkumulacio lathato.

Hozzaadott kadmium ionok a Dp44mT és az APDTC kelatorok a Cd intracellularis
mérhetd, azonban bizonyos kelatorok esetében a kovetkez6 fémekre: Pb, Zn és Fe kismértéki

fémakkumulacio kovetkezett be.

4.8. A Kkiilonb6zé kondiciok mellett vizsgalva hasonlé intracellularis rézfelhalmozast
mutato kelatorok jelentésen kiilonb6z6 mértékben citotoxikusak.

Bemutattam, hogy a kiilonb6z6 toxicitasu vegyliletek hasonld intracellularis Cu-tartalmakat
indukaltak. A Dp44mT, a neocuproine ¢és az APDTC stabil 1:1 aranyd komplexet képeznek
rézzel és ezek a ligandumok hasonlé modon is halmozzak fel a rezet a sejtekben. Ugyanakkor

jelentds kiilonbségeket lehet megfigyelni toxicitasuk szempontjabol.

4.9. Cink deplécié is megfigyelheté a réz akkumulacié mellett, ennek mértéke azonban
kiilonbo6z6 a vizsgalt sejtvonalakon.

Sejtvonalparokon (MCF-7 és MDA-MB-231 eml6-, és HT-29 ¢és HCT-116 kolon
adenokarcinomak) vizsgalva a cinkdeplécio mértékét, a sejtparok egyik, a kelatorkezelésekre
érzékenyebb sejtvonalaiban (MDA-MB-231 és HCT-116) a cinkdeplécid mértéke jelent6sen
nagyobb volt.

4.10. Réz(IT) koncentracio fiiggé apoptozis mutathatéo ki mar 20 perc utin Dp44mT és
oxin kezelések esetében.
novelve emelkedett az apoptotikus jeleket mutatd sejtek aranya, gyors citotoxikus hatést

jelezve.

4.11. A kelatképzo szerek - a neokuproin kivételével - helyreallitottak a szabad Cu(Il) altal
kivaltott DNS-karosodast.

Cu(Il) ionokat adva a DNS mintahoz, majd titralva a vizsgalt kelatképzokkel, a DNS CD-
spektrumaban az interkalaciora utald valtozast csak a Cu(Il) és a neokuproin rendszer esetében

volt megfigyelhetd.



4.12. Kidolgoztam egy moddszert neokuproin és a Cu(Il)-ionok feleslegét tartalmazo
liposzomak preparalasara. Bemutattam egy termoszenzitiv (hipertermias kezeléssel valo
kombinaciora alkalmas) és egy ,termorezisztens” oOsszetételii liposzomat, amelyek
alkalmasnak bizonyultak in vivo alkalmazasra.

Lipid film hidratacios technikaval, hétornat és extrudalast alkalmazva éltalanos liposzéma
készitési protokollt kovettem. Szdmos gradiens modszer hasznalhato fel ezen beliil a hatdanyag
betoltésére. Ezek koziil a pH-gradiens alkalmazasaval sikeriilt monodiszperz, stabil liposzémas
rendszereket preparalnom. A termoszenzitiv liposzoma optimalasa soran szamos Osszetételt
vizsgalva meghatarozhato volt az a lipidosszetétel, ami az allat testhOmérsékletén még nem, de
a hipertermias kombinacioban eléri a fazisatalakulasi hémérsékletét, ami altal a liposzoma

permeabilitdsa megnd, ezaltal kivalthato célzottan a tumorellenes hatés.

4.13. A bemutatott két liposzoma indukalja az intracellularis réz felhalmozédasat és ezzel
osszefiiggésben in vitro citotoxikus hatast valt ki. In vivo tumorellenes hatas BALB/C C-
26 kolorektalis tumormodellen mindkét liposzoma esetében kimutathaté volt. A
termoszenzitiv liposzoma hatékonyabbnak bizonyult melegités nélkiil is in vivo, és

hipertermias kezeléssel kombinalva lehet6vé tette az alkalmazott dozis csokkentését.

A HEAT SENS LIPO és a HEAT RES LIPO kiilonb6z6 térfogataival kezelve a C-26 sejtvonalat
4 oras kezelési idOvel, TXRF mérések adataibol arra kovetkeztethetliink, hogy a
70%DDP:30%HSPC tartalmu PEGilalt liposzéma, a HEAT SENS LIPO esetében nagyobb
mértékli a bekdvetkezett intracellularis rézakkumulacié. Az in vivo tumorellenes hatas
vizsgalata BALB/C C-26 tumorokat hordoz6 egérmodellen a két liposzomat 6sszehasonlitva
65% (HEAT SENS LIPO) and 50% (HEAT RES LIPO) tumor térfogat csokkenés volt
tapasztalhatd. A HEAT SENS LIPO hipertermidval valé kombinacidjat vizsgalva
megallapithatd, hogy a hipertermia nem fokozza a teljes dozisu liposzéma tumorellenes hatasat,

viszont a dozis a felére csokkenthetd a célzott hatdéanyagleadassal (hipertermia).



5. Kovetkeztetések

A platina tartalmu rékellenes vegyiiletek klinikai sikere ota jelentds figyelem fordult a
kiilonb6z6 atmenetifém-komplexek illetve kelator jellegu strukturak kutatasanak iranyaba,
melyek Soran szamos 1j hatasmechanizmust fedeztek fel. Szamos koziiliik klinikai
vizsgalatokba is bekeriilt.

Doktori kutatasaim soran tumorecllenes kelatorokat, kozottilk tioszemikarbazon-,
tiokarbazon-, tiokarbamat-, kinolin- és fenantrolin-vazas strukttrakat vizsgaltam. Bemutattam,
hogy a vizsgalt kelatorok nagymértékii rézfelhalmozdodast okoznak a sejtekben, még kis
kelatorkoncentracional is képesek szabad réz jelenlétében a sajat mennyiségiik tobbszorosét
felhalmozni, és az réztartalom a sejtmagokban diffuz modon jelenik meg. Kimutattam, hogy a
felhalmozott réz mennyisége a sejten beliil akdr harmincszorosa is lehet a kontrollnak, és
bizonyitottam, hogy ©onmagaban a rézfelhalmozodas és a toxicitds kozott nincs szoros
Osszefiiggés. Megtfigyeltem, hogy a hatékonyabb vegyiiletek esetén a réztartalom nem
tavolithato el a sejtekbdl, tovabba a cink deplécidja is megfigyelhetd. Bizonyitottam, hogy a
vaskelatorként ismert Dp44mT is rézfelhalmozdodéast okoz megfeleldé mennyiségli réz
jelenlétében, ami kobalt ionokkal felfiiggeszthetd. A réz lokalizacidja Dp44mT esetén jelentOs
egybeesést mutat a cinkkel. Bemutattam, hogy citotoxikus hatasuk szabad réz(Il) jelenlétében
nagymértékben novelhetd és rézfiiggd apoptdzis mutathatd ki mar 20 perc elteltével.
Megallapitottam, hogy in vitro citotoxikus hatasuk nem fligg a sejtvonal tipusatol, szamos
kiilonb6z6 tumor sejtvonalon, rezisztens tumor modelleket is vizsgalva hasonldan toxikusnak
mutatkozik. Bemutattam, hogy megvizsgalva a toxikus fémeket, a rézfelhalmozodéashoz
hasonld folyamat csak kadmium esetében jatszodik le, de az is joval kisebb mértékben.

Szamos tumorellenes komplex vegyiilet, vagy kelator nem rendelkezik a megfeleld
farmokologiai paraméterekkel a sikeres in vivo alkalmazhatosaghoz. A liposzomas formulaciok
szamos eldnye mutatkozott meg a kemoterdpias szerek in vivo alkalmazhatosaganak
tekintetében. Réz-ionofér (neokuproin) tartalmu liposzomék prepardlasdhoz modszereket
dolgoztam ki és javasoltam. A célzott hatdoanyag felszabaditas (kombinacid hipertermids
kezeléssel) céljabol termoszenzitiv liposzoma formuléalasat is megvaldsitottam. A neokuproin-
Cu(I)-t tartalmazoé liposzomak hatékonynak bizonyult in vivo (BALB/c C-26 kolon
adenokarcindma) egér tumormodellen, mivel szignifikdns tumorndvekedés-gatlast figyeltem
meg minden esetben. A hipertermias kezelés a termoszenzitiv liposzoma alkalmazasa soran

lehetové tette a dozis csokkentését.
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