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Bevezetés

A daganatos megbetegedések kovetkeztében bekovetkezd haldlesetek szama vildgszerte
novekszik. Mig 2008-ban 12,7 milli6 embert diagnosztizaltak rosszindulati daganattal és 8,2
millié rékkal kapcsolatos halalesetet regisztraltak, addig 2012-ben a diagnézisok szdma 11
szazalékkal emelkedett, és 8 szazalékkal magasabb volt a daganatos betegségek okozta
halalesetek szama. Annak ellenére, hogy az Gjabb, célzott rakellenes gyodgyszerek jelentdsen
megnovelik a betegek varhatd talélését tobb tumor tipusnal is, a klinikai siker gyakran
atmenetinek bizonyul a kemoterapiaval szemben Kialakulo rezisztencia miatt.

Korai megfigyelés, hogy a tumorokban fellép6 rezisztencia nem csak a kezdetben
alkalmazott kezelOszerrel, hanem tobb, szerkezetiikben és hatasmechanizmusukban eltérd
vegyiilettel szemben is kialakulhat (multidrog rezisztencia (MDR)). A kezelésnek ellenallo
daganatsejtek szamos mechanizmussal biztosithatjak talélésiiket: csokkenthetik a gyogyszerek
célpontjaul szolgdld fehérjék mennyiségét, modosithatjdk az apoptotikus utvonalakat,
fokozhatjak a toxikus vegyiileteket lebontd enzimfehérjék szamat, vagy novelhetik a DNS-
hibajavitdas mértékét. A sejtszintli rezisztencia mechanizmusok egyik leggyakoribb és
leghatasosabb formaja a toxikus vegyiiletek sejtbdl valé eltavolitasa, miel6tt azok kifejthetnék
intracellularis hatasukat. A rosszindulati daganatoknal tapasztalt kemoterapia-rezisztencia
gyakran az ATP Binding Cassette (ABC) transzporterek kozé tartozo P-glikoprotein (ABCBL,
MDRI1, Pgp) mikodésével fliigg Ossze. A multidrog transzporterek az ATP energiajat
felhasznalva kipumpaljdk a citosztatikus vegytileteket a sejtekbdl.

Annak ellenére, hogy a Pgp altal kdzvetitett rezisztencia régota ismert, még nem sziiletett
klinikailag is alkalmazhatd6 megoldéas a kikiiszobolésére. A transzporter specifikus gatlasa
ugyan igéretes megkdzelitésnek mutatkozott, azonban a gatlészerek nem vart farmakoldgiai
mellékhatasaik miatt nem valtottak be a hozzajuk flizott reményeket. A dolgozat két alternativ
megkozelitést mutat be, melyek a rezisztens fenotipussal egyiitt jaro kollateralis érzékenységet,
illetve a transzporter ,,megkeriilését” célozzak.

Azok a biologiai valtozasok, melyek bizonyos koriilmények k6zott képesek egy tumor sejt
tulélését biztositani, egyben terapidsan kihasznalhaté ,,gyengeségeket” is 1étrehozhatnak. A
kollateralis (jarulékos) érzékenység fogalmat Szybalski és Bryson vezette be 1952-ben, mikor
észlelték, hogy egy adott antibiotikummal szemben kialakuld rezisztencia egyben nagyobb
érzékenységet eredményez egy masik antibiotikummal szemben. Csoportunk korabban olyan
vegyiileteket azonositott, amelyek képesek a Pgp-t kifejez6 rezisztens tumor sejtek kollateralis

érzékenységének kiaknazédsara. Az an. MDR-szelektiv molekuldk alkalmazéasaval lehetOség



nyilhat a mar rezisztenssé valt tumorok visszaszoritdsara, a kemoterapia alatt megjelend
rezisztens sejtek elpusztitasara, vagy a rezisztens daganatok ujraérzékenyitésére.

Az MDR tumorokkal szembeni fellépés masik lehetdsége a jelenleg alkalmazott
gyogyszerek hatékonyabb célba juttatasaval, azaz a Pgp ,.kikeriilésével” valosulhat meg. Ehhez
olyan formulaciokra van sziikség, amelyek képesek ,.elrejteni” a gyogyszermolekulakat a
transzporterek eldl, ezzel megeldzve a sejten kiviilre juttatasukat.

A pegilalt liposzomalis doxorubicint (PLD) eredetileg azért fejlesztették, hogy
feliilkerekedjenek a doxorubicin stlyos mellékhatasain. A doxorubicin mellékhatasainak
csOkkentése komoly attérés volt, ami bizonyitotta a fejlett gydgyszerhordozo rendszerek
1étjogosultsagat, azonban a PLD hatasat sosem vizsgaltdk az MDR tumorokra vagy a gyogyszer

Munkdm sordn a multidrog rezisztens tumorokkal szemben alkalmazhat6 stratégidkat
dolgoztam ki, amelyek a mar kialakult rezisztencia lekiizdésével, vagy a rezisztencia

kialakulasanak lassitasaval segithetnek a terapiak hatékonyabba tételében.
Célkitiizések

Mivel a kemoterapia sikerét a rakos sejtek ellenallasa jelentds mértékben korlatozza,
altalanos célunk a multidrog rezisztens tumorok ellen hatékony stratégiak kidolgozéasa volt.

Doktori munkam soran az alabbi célkitiizéseket fogalmaztuk meg:

1. Uj MDR-szelektiv vegyiiletek azonositasa és jellemzése in vitro rendszerekben.

2. MDR-szelektiv molekuldk Pgp expressziora gyakorolt hatdsdnak vizsgalata
sejtvonalakon, primer tumorbdl izolalt sejteken, valamint a vér-agy gat sejtes modelljén.

3. A PLD hatasanak vizsgalata szenzitiv és rezisztens in vitro és allograft modelleken

4. A PLD terapias hatasanak vizsgalata egy klinikailag relevans egér emld tumor

modellen.

Anyagok és modszerek
Drog érzékeny és drog rezisztens sejtvonal parok. A MES-SA (szenzitiv), MES-SA/Dx5

(rezisztens), MDCKII (szenzitiv), MDCKII-ABCBI1 (rezisztens), A431 (szenzitiv), A431-
ABCBL1 (rezisztens), KB-3-1 (szenzitiv), KB-V1 (rezisztens), P388 (szenzitiv), P388/ADR
(rezisztens) sejtvonal parokat és a human eml6 daganat sejtvonal panelt (MCF7, T47D, MDA-
MB-231, MDA-MB-468, Hs578T, BT-549) az American Type Culture Collection-t61 (ATCC)
vagy az NCI DTP sejtgylijteményébdl szereztiik be. A sejtvonalakat DMEM vagy RPMI



tapoldatban (Life Technologies) tenyésztettiink, amit 10% FBS, Smmol/L glutaminnal és 50
egység/mL penicillin/sztreptomicin (Lonza) kombinalt antibiotikummal egészitettiink ki.

Minden sejtvonalat 37°C homérsékleten és 5% CO2-ot tartalmazé kdrnyezetben tenyésztettiink.

Vér-agy gat endotél sejtvonal. A hCMEC/D3 immortalizalt vér-agy gét endotél sejtvonalat
EndoGRO™-MV médiumban tenyésztettiik 1 ng/ml FGF-2 novekedési faktor jelenlétében. A
kultarak megfeleld novekedéséhez a tenyésztéedények feliiletét, mind a normal tenyésztés,
mind a kisérletek soran, 20-szorosan higitott . tipust kollagénnel vontuk be a sejtek szélesztése

elott.

Citotoxicitasi vizsgalatok. A sejtek viabilitasat PrestoBlue® reagenssel (Life Technologies)
mértik a gyartd altal megadott protokoll szerint. A sejteket 96-lyukti mikrolemezeken
tenyésztettilk, majd a letapadast kovetd 24 oran beliil a sejteket a megadott vegyiiletekkel
kezeltiik. 72 ill. 120 6ras inkubaciot kovetden a sejteket 5%-os PrestoBlue®/PBS oldatban
tartottuk, majd a viabilitdst spektrofotometridas modszerrel mértilkk EnSpire mikrolemez
olvasoval (Perkin Elmer). A viabilitdsi gorbék szamitdsait Prism szoftverrel végeztik a
szigmoidalis do6zis-valasz modellt alkalmazva. Az ICso értékeket gorbe illesztés statisztikai

elemzéssel nyertiik.

Immuncitokémia. 5000 MES-SA ill. MES-SA/Dx5 sejtet tettiink ki iivegalju 8-lyuku
tenyésztOkamrara (Thermo Scientific). 24 ora elteltével a sejteket 4% paraformaldehiddel
fixaltuk. Ezt kovetden a fixalt sejteket 2 mg/mL BSA (borji szérum albumin), 1% hal zselatin,
5% kecske szérum ¢és 0.1% Triton-X 100 tartalmti komplett blokkoloban permeabilizaltuk. A
mintakat 1 oraig jeloltiik P-glikoprotein ellenes elsddleges antitesttel (1:500, MRK 16, Kamiya
Biomedical), majd Alexa Fluor® 488-konjugalt kecske anti-egér IgG masodlagos antitesttel
(Life Technologies) festettiik a kultirdkat 250-szeres higitasban. A sejtmagokat minden esetben
DAPI (Dojindo Molecular Technologies) festéssel vizualizaltuk. A jelolt mintdkat Zeiss LSM
710-es konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk.

RNS izolalas és RT-PCR. A hirtelen fagyasztott tumor mintakat folyékony nitrogén alatt
poritottuk, majd TRIzol™ reagensben (Life Technologies) homogenizaltuk. Az igy gyiijtott
mintdkbodl a Direct-zol® MiniPrep kittel (Zymo Research) izolaltunk RNS-t a gyartd altal
megadott moédon. 300 ng RNS-t irtunk at cDNS-sé a Promega Reverz Transcription System-et
hasznalva. A Real-Time PCR vizsgalatokhoz eldre gyartott egér Béta-Aktin (AktB) probat (Life
Technologies) hasznaltunk endogén kontrollként, mig az egér Abcbla és Abcblb gének



expressziojat a megfelel6 TagMan® primerekkel kvantifikdltuk. Az RT-PCR analizist
StepOne™ Real-Time PCR késziiléken végeztiik (Life Technologies).

Aramldsi citometria. A P-glikoprotein funkcidjanak méréséhez calcein esszét hasznaltunk.
MES-SA és MES-SA/Dx5 sejteket 0,1%-os tripszin oldattal valasztottuk le a tenyésztéedény
feliiletérdl, majd 250.000 darab sejtet a P-glikoprotein inhibitor verapamil (10 uM) mellett vagy
nélkiil jeloltiink meg 0.25 uM Calcein AM (Dojindo Molecular Technologies) festékkel 37°C
hémérsékleten. Az aramlési citometrias méréseket FACSCANTO 1II késziilékkel (BD

Biosciences) végeztiik.

Allograft tumorok. A P388 és P388/ADR egér leukémia sejtekbdl aszcitesz tumorokat hoztunk
létre BDF1 (Orszagos Onkologiai Intézet) egerek hasiiregében, melynek soran 10° sejtet
injektaltunk intraperitonealisan 6-8 hetes allatokba. 48 6raval a beoltast kdvetden egyetlen adag
fiziologias sooldatot, doxorubicint (3 mg/kg) vagy PLD-t (3 vagy 5 mg/kg) adtunk
intraperitonedlisan az egereknek. Az allatok testtomegét hetente 3 alkalommal mértik és

naponta ellendriztiik, hogy az egyedek szenvednek-e barmilyen nemii fajdalomtol.

Spontan kialakulo, dtiiltetheté Brcal”p537  egér emld tumorok. A Brcal”;p53”" FVB
egerekben spontan kialakult emlé daganatokbdl szarmazo6 tumor darabokat Dr.Sven Rottenberg
(Holland Rakkutato Intézet) bocsajtotta rendelkezésiinkre. A tumor darabokat altatas alatt,
ortotopikusan iiltettiik be. A kezeléseket akkor kezdtiik, amikor a tumorok elérték a ~200mm?®-
t. Ekkor a DOX és a PLD maximalisan toleralhaté dozisaval (MTD, DOX: 5 mg/kg, PLD:
8mg/kg) kezeltiik intravéndsan az allatokat a farki vénén keresztiil. A kezeléseket 10 naponta
ismételtiik, amennyiben a tumor térfogata nem csokkent 50%-al a kezdeti allapothoz képest,
viszont ha kezelésre adott valasz tobb volt, mint 50%, akkor a kovetkez6 dozist csak akkor
kaptak az egerek, ha a tumor Ujra elérte az eredeti méretét. Az allatokat nyaki diszlokéacioval

eutanaziaban részesitettiik, ha a tumor elérte a ~2000 mm?3-es térfogatot.

Primer tumor sejtek izolalasa spontan kialakulo egér emlo daganatokbol. A frissen kimuitott
tumor szovetet kozel 1 mm3-es darabokra vagtuk, disszociaciés médiumban felvettiik (200
egység/ml IV-es tipusu kollagenaz és 0,6 egység/ml diszpaz komplettalt DMEM-ben oldva),
majd két oran keresztiil emésztettiik. Az igy nyert sejt szuszpenziot komplettalt médiummal

egészitettiik ki.

DOX és PLD koncentracio kimutatasa vérbol. Az egereket intravénasan kezeltiik egyetlen dozis

doxorubicinnal (5 mg/kg) vagy PLD-vel (8 mg/kg). Vérmintakat gyiijtottiink a kezelés elbtt,



majd a kezelést koveto 5, 15, 30, 60, 180, 360, 1440 ¢és 2880 percben sziv punkcioval, miutan
az éllatokat elaltattuk. A vérsavot centrifugdlassal szeparaltuk 4000 rpm-en, 15 percig 4°C-on.

A feliiluszot steril csébe vittiik at, majd -20°C-on taroltuk a tomeg spektrometriai mérésig.

Eredmények
1. Uj MDR-szelektiv vegyiiletek azonositisa és jellemzése in vitro rendszerekben

Korabban kimutattuk, hogy a Pgp mRNS szintjeit és a publikus DTP toxicitasi profilokat
korrelalva lehetdség nyilik Pgp szubsztratok és olyan MDR-szelektiv vegyiiletek azonositasara,
amelyek toxicitasa funkcionalis Pgp jelenlétében novekszik. A sejtek hiperérzékenynek
mutatkoznak ezekkel a vegyiiletekkel szemben, és ez az érzékenység aranyos a sejtek Pgp
expressziojaval, de elvész, amint a Pgp funkciojat gitloszerrel vagy géncsendesitéssel
megszilintetjiik. Ahhoz, hogy korabbi, kisebb adathalmazbol szarmazo vegyiiletek csoportjat
tobb hasonlé molekuldval bdvithessiik, meghatdroztuk a korrelaciot 49169 vegyiilet
citotoxicitdsi mintazata és az NCI60 sejtvonal panel sejtjein mért Pgp expresszios szintek
kozott. Analizisiink 21 1j, lehetséges MDR-szelektiv anyagot eredményezett, amelyek koziil
harom molekula (NSC57969, NSC297366, NSC608465) részletes karakterizalasat végeztiik el
harom kiilonb6z6 sejtvonal-paron. A harom vegyiilet koziil ketté (NSC57969, NSC297366)
mind toxicitdsdban, mind szelektivitdsi hanyadosiban jelentsen felillmulta a korabban
azonositott MDR-szelektiv molekuldkat. Az 0j szerkezetek atlagosan 6-7-szer szelektivebbek a
Pgp-kifejezd sejtekre, és az IC50 értékeik nagyjabol egy nagysagrenddel alacsonyabbak. A
toxicitas Pgp-fliggését szelektiv gatloszer (Tariquidar, TQ) hozziadasaval ellendriztiik, ami
képes a transzporter funkcidjanak teljes és reverzibilis gatlasara. A vartnak megfeleléen a
molekuldk, melyek célzottan pusztitottdk el a Pgp expresszalo sejteket, csokkent hatast
mutattak a gatldszer jelenlétében, azonban hatékonysaguk nem valtozott jelentdésen a Pgp-

negativ parentalis sejtvonalakon.

2. MDR-szelektiv molekulak Pgp expressziora gyakorolt hatasanak vizsgalata sejtvonalakon,
primer tumorbol izoladlt sejteken, valamint a vér-agy gat sejtes modelljén

Mar az MDR-szelektiv vegyiiletek felfedezését kovetéen nem sokkal kideriilt, hogy az
MDR sejtek folyamatos MDR-szelektiv vegyiilettel torténd kezelésnek kitéve elveszitik Pgp
transzportereiket és Ujra érzékennyé valnak a konvenciondlis kemoterapias szerekkel szemben,
melyekre kordbban nagyfokl rezisztencidt mutattak. Ez az eredmény tovabb erdsitette az
elméletet, miszerint az MDR-szelektiv molekuldk hatdsa szorosan Osszefliigg a sejtek

membranjaban mikodd Pgp fehérjékkel. Hogy az ujonnan talalt vegyiiletek Pgp-csokkentd



hatasat is fel tudjuk mérni egy Ujfajta megkozelitését alkalmaztunk. Ezt az eljarast a MES-
SA/Dx5 sejtvonalon alkalmaztuk, mivel ebben a sejtvonalban a magas Pgp expresszid
doxorubicinban torténd szelekcid eredménye. Meglepé modon a harom 1j vegyiilet egyetlen, 5
napig tartd, 1Cyo dodzissal torténd kezelés utan a Pgp-negativ sejtek szintjére csokkentette a
fehérje funkciojat, mig a kontroll kezelést kovetéen a Pgp funkcié nem valtozott. A kezelés
hatasara Pgp-negativva valt MES-SA/Dx5 sejtek ujra érzékennyé valtak a doxorubicinra és
rezisztenssé mas MDR-szelektiv molekulaval szemben, tovabb bizonyitva, hogy a Pgp jelenléte
¢s funkcidja sziikséges ¢és elégséges feltétele az MDR-szelektiv vegyliletek altal mutatott
specifikus toxicitasnak.

Ahhoz, hogy felmérjik, vajon az azonositott vegyiiletek MDR-szelektiv toxicitasa
hasznalhat6 stratégia olyan tumor sejtek ellen is, amelyek a klinikai drog rezisztencidhoz
hasonlo szinten fejezik ki a Pgp-t, felhasznaltuk a multidrog rezisztencia egyik genetikailag
modositott egér emlé tumor modelljébdl izolalt primer tumor sejteket. Ebben a modellben
doxorubicin rezisztenciat okozo Pgp expresszald karcindoma sejtek szelektiven eliminalhatdéak
voltak egyetlen NSC57969 kezeléssel, ami arra utal, hogy az MDR-szelektiv terapia
hatékonyan képes lehet az MDR fenotipus visszaforditdsara még klinikailag relevans Pgp
szintek mellett is.

A tumor sejteken kapott eredményekkel szemben a human agyi mikroerekbdl izolalt primer
endotél hCMEC/D3 sejtek magas Pgp expresszidja nem csokkent az NSC57969 kezelést
kovetden. Ez az eredmény arra utal, hogy a normal szdvetekben taldlhaté Pgp szintek nem
érzékenyitik szelektiven az egészséges sejteket az MDR-szelektiv vegyiiletekkel szemben,
ehhez a malignus transzformécid soran elért Pgp mennyiségre €s rapid osztddasi képességre

van sziikség.

3. A PLD hatasanak vizsgadlata szenzitiv és rezisztens in vitro és allograft modelleken

A doxorubicint (DOX) és a ciszplatint (CDDP) széles korben alkalmazzdk az emld
daganatok kiilonb6z6 stadiumaiban, ezért a PLD toxicitasat ezekhez a vegyliletekhez hasonlitva
vizsgaltuk az NCI60 sejtvonal panel eml6 tumor sejtjein. A hat elérhetd sejtvonalon (BT-549,
Hs578T, MDA-MB-231, MDA-MB-468, MCF-7, T47D) tesztelve, a DOX kezelés magas
toxicitast mutatott, mig a PLD dozis-hatds gorbéibdl szamolt IC50 értékei atlagosan 45-szor
bizonyultak magasabbnak, ami azt jelenti, hogy a PLD joval magasabb hatéanyag
koncentracioban éri el ugyanazt a hatast, amit a DOX.

A Pgp-expresszio hatasat a PLD kezelésre drog-szenzitiv és —rezisztens sejtvonal-parokon

teszteltiik. Meglepd modon a Pgp expresszalo sejtek elpusztithatatlannak mutatkoztak a PLD-
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vel szemben. A jelenséget tovabb vizsgalva a sejtekhez DOX-ot és PLD-t adtunk TQ-val
kombinalva. Amig a PLD magaban hatastalan volt a mar MDR sejteken, addig TQ-val
kombinacioban alkalmazva a Pgp-pozitiv és —negativ sejtek kozotti PLD érzékenységbeli
kiilonbség eltiint, ami arra utal, hogy a Pgp funkcioja 6nmagéban elég arra, hogy teljes
rezisztenciat alakitson ki a PLD-vel szemben.

Ahhoz, hogy felfedjem, vajon a Pgp egy in vivo tumor modellben is védelmet nyujt a PLD
kezelés ellen, aszcitesz képz0 allograft daganatokat hoztam létre P388 és P388/ADR sejtekbol
BDF1 egerekben. A P388 tumorok megfeleléen reagaltak a DOX és PLD kezelésekre és 29
(DOX), 28 (3 mg/kg PLD), illetve >63 (5 mg/kg PLD) napos median talélést mutattak a
fiziologias sodoldattal kezelt csoport 15.5 napos tulélésével szemben. Ezzel ellentétben a drog
rezisztens P388/ADR tumorokkal oltott allatok esetében semmilyen talélési elényt nem
jelentett egyik kezelés sem, mig a kontroll csoport median talélése 15.5 nap volt, addig a DOX
kezelt csoport median talélése 12.5, a PLD (3 mg/kg) 13, a PLD (5 mg/kg) pedig 16 nap volt.
Ez a 63 napos megfigyelési periodus bizonyitotta, hogy a Pgp-pozitiv tumorok DOX és PLD
kezelése nem hatasos, de a kezelést még nem kapott P388 daganatok esetében jelentds talélés

novekedés érhetd el, s6t a PLD kezelés erds dozis-fiiggést mutatott.

4. A PLD terapias hatasanak vizsgalata egy klinikailag relevans egér emlo tumor modellen

A tumorok komplex természetét modellezend6 a PLD kezelést kiprobaltuk egy klinikailag
relevans, orokletes egér emld daganat modellben is. Ebben a modellben invaziv duktalis
karcinoma (IDK) fejlddik a Brcal™;p537 deléciokat hordozé allatok nagy részében és ezek a
tumorok jelentds mértékben mutatjdk az emberi IDK molekularis, patologiai €s
immunhisztokémiai karakterisztikajat. Ezeket a tumorokat MTD DOX-xal kezelve gyorsan, a
legtobb esetben Pgp-medialt, rezisztencia alakithato ki. Annak ellenére, hogy a két kezeldszer
(DOX ¢és PLD) hatéanyaga megegyezik, meglepé modon a tumorok altal a kezelésre adott
valaszok nagyon eltérdek voltak, a relapszus-mentes tulélés szignifikansan hosszabb volt a PLD
kezelt csoportban, mint a DOX kezelés esetén (9 vs 56 nap), és a teljes, median talélés is
jelentdsen hosszabbnak bizonyult a PLD kezelést kapott csoportban (49.5 vs 151.5 nap). A két
csoport tumorjainak novekedési kinetikajanak vizsgalata ravilagitott, hogy a talélésben latott
jelentds kiilonbségek a drog rezisztencia kialakuldsanak idejével van dsszefliggésben: mig a
DOX-kezelt csoport mindegyik tumoraban (8/8) gyorsan kialakul a rezisztencia és
megakadalyozza a tovabbi kezelést, addig a PLD-kezelt tumorok két kivételtdl eltekintve (2/10)
mind folyamatosan reagaltak az adott terapidra. Mi tobb, a DOX-rezisztens tumorokat tovabb

tiltetve, bizonyithat6 volt, hogy (a varhaté médon) hatastalan doxorubicin kezeléssel szemben,
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ezekben a mar rezisztens daganatokban, a PLD terapia még mindig hatékony (teljes median
talélés 27 vs 142 nap) és ez dsszevethetd a drog-naiv tumoroknal 1atott eredményekkel (142 vs
151.5 nap) is. Ezzel szemben a relapszus-mentes talélés a PLD-kezelt csoportban 56 naprol 15
napra csokkent.

A tumorok mRNS szintli Pgp-expressziojanak vizsgalata megmutatta, hogy a PLD-vel
szembeni rezisztencia kialakulasahoz atlagosan kozel 100-szor magasabb P-glikoprotein
mRNS expresszios szintre van sziikség, mint a DOX kezelés esetében.

A kezelések utan mért vérplazma doxorubicin szintek magyarazhatjak a PLD hatékonysagat
a DOX terapiaval szemben. Az Osszességében 60%-kal magasabb doxorubicin dozis (5 vs 8
mg/kg) a PLD kezelt allatokban 35-sz6r magasabb maximalis csucs koncentraciot (885.67 +
240 vs 31600 = 6023 ng/ul) eredményezett 5 perccel a beadast kdvetden, és mig a DOX vérben
mért szintje gyorsan csokkenni kezdett, addig a PLD kezelt egerek vérében még 7 napot
kovetden is olyan magas koncentraciot mértiink, amely Osszevethetd volt a DOX maximalis
szervezetet érd teljes hatdbanyag mennyiség egy kezelés alatt) kdzel 2600-szor (1) magasabb
volt, mint a DOX beadést kdvetéen (4.47 x 107 vs 1.7 x 10* ngxh/ml). A nagyon magas
koncentracio €és hosszu keringési id6 ellenére az allatok nem mutatték jelét fajdalomnak, stilyos

mellékhatasnak vagy sulyveszteségnek.

Kovetkeztetések

1. Az in silico korrelacios és in vitro sziirési technikak segitségével olyan j MDR-
szelektiv vegylileteket azonositottam, melyek toxikusabbak ¢és szelektivebbek a
korabban talalt molekuldknal.

2. Kimutattam, hogy az 1j molekuldk képesek a Pgp-pozitiv multidrog rezisztens sejteket
egyetlen, nagy dozisu kezeléssel ujra Pgp-negativva tenni, ezzel ujra érzékenyitve dket
a konvencionalis kemoterapidkkal szemben.

3. A brcal”;p537 egér emld tumorokbol alapitott primer sejtkultarak alkalmazasaval
igazoltam, hogy az MDR-szelektiv vegyiiletek képesek szelektiven elpusztitani a Pgp-t
klinikailag relevans szinten expresszald drog rezisztens sejteket.

4. Egy fiziologias vér-agy gat sejtmodell segitségével bebizonyitottam, hogy a Pgp
kifejez0dést érintd hatas nem jelent vesz€lyt a fontos vér-szoveti hatarokon P-
glikoproteint expresszalo testi sejtekre.

5. Osszehasonlitottam a doxorubicint (DOX) és a pegildlt liposzomalis doxorubicint

(PLD) az NCI60 sejtvonal panel 6sszes emlé tumorbol szarmazé vonalén, valamint egy
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Pgp-negativ és —pozitiv sejtparokat tartalmazo panelen is és kimutattam, hogy in vitro
a DOX kezelés toxikusabb, mint a PLD, de mindkét anyag hatistalan a Pgp-t
tulexpresszalo sejteken.

6. A Pgp PLD-rezisztenciara kifejtett hatasat tovabb vizsgalva igazoltam, hogy a P388
drog érzékeny és P388/ADR drog rezisztens egér leukémia tumorokat kezelve, csak
azok a daganatok szorithatdak vissza a DOX és PLD kezelésekkel, amelyek nem fejezik
ki a P-glikoproteint.

7. Kisérletesen bizonyitottam, hogy egy genetikailag médositott brcal”;p53” egér emld
tumor modellben a PLD kezelés szignifikansan megndveli a relapszus-mentes és a teljes
tulélést, ugy, hogy kitolja a terapia rezisztencia kialakulasanak idejét.

8. Kimutattam, hogy a PLD kezeléssel szemben kialakult rezisztencia hatterében a P-
glikoprotein mRNS expresszigjanak megnovekedése all, ami a DOX terapia sordn
fellépd Pgp expresszid valtozas akar szazszorosa is lehet.

9. Bizonyitottam, hogy a DOX-rezisztenciat okoz6 Pgp expresszidé nem elegendé a PLD
kezeléssel szemben, igy a DOX-rezisztens daganatok ujrakezelése PLD-vel hatékony

stratégia.
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