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Az értekezés alapjaul szolgalo kozlemények, tematika és forditott idorend szerint

I. Kereskedelmi Cyanotis arachnoidea kivonatok vizsgalata (1. TEZIS)

Sl

S2.

Issaadi HM, Tsai YC, Chang FR, Hunyadi A*
Centrifugal Partition Chromatography in the isolation of minor ecdysteroids from a
commercial extract of Cyanotis arachnoidea. J Chromatogr B, 2017, 1054, 44-49.

IF: 2,441; Q1;? Hiv: 43

Hunyadi A*, Herke I, Lengyel K, Bathori M, Kele Z, Simon A, Téth G, Szendrei K*
Ecdysteroid containing food supplements from Cyanotis arachnoidea on the European
market: evidence for spinach product counterfeiting. Sci Rep, 2016, 6: 37322.

IF: 4,259; D1; Hiv:12

I1. Ekdiszteroidok oxidativ és fotokémiai atalakitasa (2. TEZIS)

S3.

S4.

SS.

S6.

S7.

Il.
S8.

S9.

Issaadi M, Csabi J, Hsieh TJ, Gati T, Toth G, Hunyadi A*
Side-chain cleaved phytoecdysteroid metabolites as activators of Protein Kinase B. Bioorg
Chem, 2019, 82, 405-413. IF=4,831; Q1; Hiv: 2

Issaadi HM, Hunyadi A*, Németh K*

Capillary electrophoresis study on the base-catalysed formation of bioactive oxidized

metabolites of 20-hydroxyecdysone. J Pharm Biomed Anal, 2017, 146, 188-194
IF=2,831; Q1; Hiv: 1

Gati T, Simon A, Hunyadi A, Csabi J, Kele Z, Toth G.*

New ring-rearranged metabolite of 20-hydroxyecdysone obtained by base-catalyzed auto-

oxidation. Magn Reson Chem, 2016, 54, 391-395. IF: 1,601; Q2; Hiv: -

Csabi J, Hsieh TJ, Hasanpour F, Martins A, Kele Z, Gati T, Simon A, T6th G, Hunyadi
A*

Oxidized Metabolites of 20-Hydroxyecdysone and their Activity on Skeletal Muscle Cells:
Preparation of a Pair of Desmotropes with Opposite Bioactivities. J Nat Prod 2015, 78,
2339-2345. IF: 3,662; D1; Hiv: 5

Lai WC, Danké B, Csabi J, Kele Z, Chang FR, Pascu ML, Géati T, Simon A, Amaral L,
Toth G*, Hunyadi A*

Rapid, Laser-Induced Conversion of 20-Hydroxyecdysone — a Follow-up Study on the
Products Obtained. Steroids 2014, 89:56-62. IF: 2,639; Q2; Hiv: 4

Apolaris ekdiszteroid szarmazékok eléallitasa és vizsgalata (3. TEZIS)

Vagvolgyi M, Bélteky P, Bogdan D, Nové M, Spengler G, Latif AD, Zupk¢ I, Gati T, Toth
G, Konya Z, Hunyadi A*

Squalenoylated Nanoparticle Pro-Drugs of Adjuvant Antitumor 11a-Hydroxyecdysteroid
2,3-Acetonides Act as Cytoprotective Agents Against Doxorubicin and Paclitaxel.
Frontiers Pharmacol, 2020, 11, 552088. IF=4,225; Q1; Hiv: -

Vagvolgyi M, Martins A, Kulmany A, Zupko I, Gati T, Simon A, Téth G, Hunyadi A*
Nitrogen-containing ecdysteroid derivatives vs. multi-drug resistance in cancer:
Preparation and antitumor activity of oximes, oxime ethers and a lactam. Eur J Med Chem
144:730-739 (2018) IF=4,833; Q1; Hiv: 8

* Levelezl szerz§

1 A WoS JCR 2021.04.08-an elérhetd adatai alapjan, a megjelenés évét figyelembe véve

2 A ScimagoJR adatai alapjan, a megjelenés évét figyelembe véve

3 Fiiggetlen idézettség 2021.03. 18-ig rogzitett mtmt adatok alapjan, disszertacio és egyéb tipusu idéz8k nélkiil
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S10. Fumagalli G, Giorgi G, Vagvolgyi M, Colombo E, Christodoulou M, Collico V, Prosperi
D, Dosio F, Hunyadi A, Montopoli M, Hyraci M, Silvani A, Lesma G, Dalla Via L*,
Passarella D*

Heteronanoparticles by self-assembly of ecdysteroid and doxorubicin conjugates to
overcome cancer resistance. ACS Med Chem Lett, 2018, 9, 468-471.
IF=3,737; Q1; Hiv: -

S11. Bogdan D, Haessner R, Vagvolgyi M, Passarella D, Hunyadi A, Gati T, Toth G*
Stereochemistry, and complete 'H and *C NMR signal assignment of C-20-oxime
derivatives of posterone 2,3-acetonide in solution state. Magn Reson Chem, 2018, 56, 859-
866. IF=1,731; Q2; Hiv: -

S12. Hunyadi A*, Csabi J, Martins A, Molnar J, Balazs A, Toth G
Backstabbing P-gp: side-chain cleaved ecdysteroid 2,3-dioxolanes hyper-sensitize MDR
cancer cells to doxorubicin without efflux inhibition. Molecules, 2017, 22, 199.
IF=3,098; Q1; Hiv: 8

S13. Miiller J, Martins A, Csabi J, Fenyvesi F, Konczol A, Hunyadi A*, Balogh GT*
BBB Penetration-targeting Physicochemical Lead Selection: Ecdysteroids as Chemo-
sensitizers Against CNS Tumors. Eur J Pharm Sci 2017, 96, 571-577.
IF=3,466; Q1; Hiv: 7

S14. Balazs A, Hunyadi A, Csabi J, Tillekeratne LMV, Martins A, Toth G*
New cyclic 2,3-sulfite ester derivatives of poststerone — Discriminating diastereomers and
probing spatial proximities by NMR and DFT. Magn Reson Chem, 2017, 55, 1102-1107.
IF=1,776; Q2; Hiv: 4

S15. Csabi J, Martins A, Sinka I, Csorba A, Molnar J, Zupko I, Toth G, Tillekeratne LMV,
Hunyadi A*
Synthesis and in vitro evaluation of the antitumor potential and chemo-sensitizing activity
of fluorinated ecdysteroid derivatives. MedChemComm, 2016, 7: 2282-2289.
IF=2,608; Q1; Hiv: 4

S16. Martins A, Sipos P, Dér K, Csabi J, Miklos W, Berger W, Zalatnai A, Amaral L., Molnar
J, Szab6-Révész P, Hunyadi A*
Ecdysteroids sensitize MDR and non-MDR cancer cell lines to doxorubicin, paclitaxel, and
vincristine but tend to protect them from cisplatin. Biomed Res Int 2015, ID 895360, 8 p.
IF=2,134; Q2; Hiv: 6

S17. Martins A*, Csabi J, Kitka D, Balazs A, Amaral L, Molnar J, Simon A, T6th G, Hunyadi
A*
Synthesis and Structure-Activity Relationship Study of Novel Ecdysteroid Dioxolanes as
MDR Modulators in Cancer. Molecules 2013, 18, 15255-15275.
IF=2,095; Q1; Hiv: 5

S18. Martins A, Téth N, Vanyolos A, Béni Z, Zupké 1, Molnar J, Bathori M, Hunyadi A*.
Significant activity of ecdysteroids on the resistance to doxorubicin in mammalian cancer
cells expressing the human ABCBL1 transporter. J Med Chem 2012, 55, 5034-5043.

IF=5,614; D1; Hiv: 19
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IV. Protoflavon szarmazékok elballitasa és vizsgalata (4. TEZIS)

S19. Vagvolgyi M, Girst G, Kuasz N, Otvos SB, Fiilop F, Hohmann J, Servais JY, Seguin-
Devaux C, Chang FR, Chen MS, Chang LK, Hunyadi A*
Less Cytotoxic Protoflavones as Antiviral Agents: Protoapigenone 1'-O-isopropyl ether
Shows Improved Selectivity Against the Epstein—Barr Virus Lytic Cycle. Int J Mol Sci,
2019, 20, 62609. IF=4,556; Q1; Hiv: 1

S20. Danko6 B, Toth S, Martins A, Vagvolgyi M, Kasz N, Molnar J, Chang FR, Wu YC,
Szakacs G, Hunyadi A*
Synthesis and SAR Study of Anticancer Protoflavone Derivatives: Investigation of
Cytotoxicity and Interaction with the ABCB1 and ABCG2 Multidrug Efflux Transporters.
ChemMedChem, 2017, 12: 850-859. IF=3,009; D1; Hiv: 5

S21. Stankovi¢ T, Danko B, Martins A, Dragoj M, Stojkovi¢ S, Isakovi¢ A, Wang HC, Wu
YC, Hunyadi A, Pesi¢ M*. Lower capacity of multidrug-resistant cancer cells to manage
oxidative stress confers collateral sensitivity to protoflavone derivatives. Cancer
Chemother Pharmacol 2015, 76, 555-565. IF=2,824; Q1; Hiv: 5

S22. Hunyadi A*, Martins A, Danko B, Chuang DW, Trouillas P, Chang FR, Wu YC, Falkay
G
Discovery of the first non-planar flavonoid that can strongly inhibit xanthine oxidase:
Protoapigenone 1’-O-propargylether. Tetrahedron Lett, 2013, 54, 6529-6532.
IF=2,391; Q2; Hiv: 10

S23. Danko B, Martins A, Chuang DW, Wang HC, Amaral L, Molnar J, Chang FR, Wu YC¥*,
Hunyadi A*
Cytotoxic activity of novel protoflavone analogs — selectivity towards a multidrug resistant
cancer cell line. Anticancer Res. 2012, 32, 2863-2870.  IF=1,713; Q2; Hiv: 6

S24. Hunyadi A, Chuang DW, Danko B, Chiang MY, Lee CL, Wang HC, Wu CC, Chang
FR*, Wu YC*
Direct Semi-synthesis of the Anticancer Lead-drug Protoapigenone from Apigenin, and
Synthesis of Further New Cytotoxic Protoflavone Derivatives. PLoS ONE 2011, 6, e23922.
IF=4,092; D1; Hiv: 8

V. A kémiai tér antioxidans inspiralt kiterjesztése (5. TEZIS)

S25. Faési L, Latif AD, Zupké I, Lévai S, Dékany M, Béni Z, Konczol A, Balogh GT*,
Hunyadi A*
AAPH or Peroxynitrite-Induced Biorelevant Oxidation of Methyl Caffeate Yields Potent
Antitumor Metabolite. Biomolecules, 2020, 10, 1537.  1F=4,082; Q1; Hiv: -

S26. Hunyadi A*
The mechanism(s) of action of antioxidants: from scavenging reactive oxygen/nitrogen
species to redox signaling and the generation of bioactive secondary metabolites. Med Res
Rev, 2019, 39, 2505-2533. IF=9.300; D1; Hiv: 16

S27. Fasi L, Di Meo F, Kuo CY, Stojkovic Buric S, Martins A, Kisz N, Béni Z, Dékany M,
Balogh GT, Pesic M, Wang HC, Trouillas P, Hunyadi A*
Antioxidant-inspired drug discovery: antitumor metabolite is formed in situ from a
hydroxycinnamic acid derivative upon free radical scavenging. J Med Chem, 2019, 62,
1657-1668. IF=6.205; D1; Hiv: 10
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Az értekezés témajaval szorosan osszefiiggd, de annak alapjat nem képezo sajat

kozlemények

Ekdiszteroidokhoz kapcsolodo egyéb sajat kozlemények (1-3. Tézis)

SR1.

SR2.

SR3.

SRA4.

SRS.

SRG.

SR7.

SR8.

Csabi J, Rafai T, Hunyadi A*, Zador E*
Poststerone increases muscle fibre size partly similar to its metabolically parent
compound, 20-hydroxyecdysone. Fitoterapia, 2019, 134, 459-464. IF=2,527

Hornok S*, Csorba A, Kovats D, Csorgé T, Hunyadi A*
Ecdysteroids are present in the blood of wild passerine birds. Sci Rep, 2019, 9, 17002.
IF=3,998

Kalasz H, Hunyadi A, Tekes K, Dolesal R, Karvaly G
HPLC Analysis and Blood-Brain Penetration of 20-Hydroxyecdysone Diacetonide. Acta
Chromatogr, 2017, 29, 375-383. IF=0,773

Hornok S, Kovats D, Flaisz B, Csorgé T, Konczol A, Balogh GT, Csorba A, Hunyadi A
An unexpected advantage of insectivorism: insect moulting hormones ingested by song
birds affect their ticks. Sci Rep, 2016, 6, 23390. IF: 4,259

Balazs A, Hunyadi A, Csabi J, Jedlinszki N, Martins A, Simon A, Toth G
'H and 3C NMR investigation of 20-hydroxyecdysone dioxolane derivatives, a novel
group of MDR modulator agents. Magn Reson Chem, 2013, 51, 830-836. IF: 1,559

Hunyadi A, Danko B, Boni M, Militaru A, Alexandru T, Nastasa V, Andrei IR, Pascu
ML, Amaral L

Rapid, laser-induced conversion of 20-hydroxyecdysone and its diacetonide -
experimental set-up of a system for photochemical transformation of bioactive
substances. Anticancer Res. 2012, 32, 1291-1298. IF: 1,713

Toth N, Hunyadi A, Bathori M, Zador E
Phytoecdysteroids and Vitamin D Analogues — Similarities in Structure and Mode of
Action. Curr Med Chem 2010, 17, 1974-1994. IF: 4,630

Bathori M, Téth N, Hunyadi A, Marki A, Zador E
Phytoecdysteroids and Anabolic-Androgenic Steroids — Structure and Effects on
Humans. Curr Med Chem 2008, 15, 75-91. IF: 4,823

Protoflavonoidokhoz kapcsolodo egyéb sajat kozlemények (4. Tézis)

SR9.

Latif AD, Jernei T, Podolski-Reni¢ A, Kuo CY, Vagvolgyi M, Girst G, Zupko I, Develi
S, Ulukaya E, Wang HC, Pesi¢ M, Csampai A*, Hunyadi A*

Protoflavone-Chalcone Hybrids Exhibit Enhanced Antitumor Action Through
Modulating Redox Balance, Depolarizing the Mitochondrial Membrane, and Inhibiting
ATR-Dependent Signaling. Antioxidants, 2020, 9, 519. IF=5,014

SR10. Csekes E, Vagvolgyi M, Hunyadi A, Rackova L

Protoflavones in melanoma therapy: Prooxidant and pro-senescence effect of
protoapigenone and its synthetic alkyl derivative in A375 cells. Life Sci, 2020, 260,
118419. IF=3,647

SR11. Latif AD, Gonda T, Vagvolgyi M, Kusz N, Kulmény A, Ocsovszki I, Zomborszki ZP,

Zupko I*, Hunyadi A*
Synthesis and In Vitro Antitumor Activity of Naringenin Oxime and Oxime Ether
Derivatives. Int J Mol Sci. 2019, 20, pii: E2184. IF=4,556
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SR12. Otvés SB*, Vagvolgyi M, Girst G, Kuo CY, Wang HC, Fiilép F*, Hunyadi A*
Synthesis of Non-Toxic Protoflavone Derivatives through Selective Continuous-Flow
Hydrogenation of the Flavonoid B-Ring. ChemPlusChem, 2018, 83,72-76.  IF=3,441

SR13. Ricci F, Carrassa L, Christodoulou MS, Passarella D, Michel B, Benhida R, Martinet N,
Hunyadi A, loannou E, Roussis V, Musso L, Dallavalle S, Silvestri R, Westwood N,
Mori M, Ingallina C, Botta B, Kavetsou E, Detsi A, Majer Z, Hudecz F, Bosze S,
Kaminska B, Hansen TV, Bertrand P, Athanassopoulos CM, Damia G
A high-throughput screening of a chemical compound library in ovarian cancer stem cells.
Comb Chem High Throughput Screen. 2018, 21, 50-56. IF=1.503

SR14. Hunyadi A*, Martins A, Danko B, Chang FR, Wu YC*

Protoflavones: a class of unusual flavonoids as promising novel anticancer agents.
Phytochem Rev 2014, 13:69-77. IF: 2.407

SR15. Poér M, Li Y, Kunsagi-Maté S, Varga Z, Hunyadi A, Dank6 B, Chang FR, Wu YC,
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1. BEVEZETES - TERMESZETES ANYAGOK A
GYOGYSZERKUTATASBAN
A természetes anyagok, ¢s ezen beliil is elsOsorban a ndvényi masodlagos anyagcseretermékek
egy a kismolekulds felfedezd gyogyszerkutatds szempontjabol privilegizaltnak, kiilondsen
értékesnek tekintheté kémiai teret jelolnek ki.Ml Véltozatos farmakologiai célpontokat
befolyésold, nagy jelentdségli gyogyszervegylileteink szdrmaznak kozvetleniil a természetbol:
a penicillin és szdmos egyéb antibiotikum, a morfin, kinin, pilokarpin, atropin csak néhany
onkényesen kiragadott, kozismert példa. Kiilondsen nagy szdmban taldlhatunk a természetbol
izolalt tumorellenes gyogyszervegyiileteket, mint a paklitaxel (Taxol),’?! doxorubicin,®! Vinca
alkaloidok (vinblasztin, vinkrisztin),[*! és az ipari forrasnovényének felfedezése révén a szegedi
Farmakognoéziai Intézethezl® is kot6dd ingenol 3-angelat.®! A tradicionalis kinai medicina
eszkoztaraként legalabb 1700 éve lazcsillapitoként hasznalt egynyari tirdombdl (Artemisia
annua) az antimalarids hatdst artemizinin felfedezését,l’] és az annak koszonhetd terdpias
paradigmavaltast 2015-ben orvosi-élettani Nobel-dijjal ismerték el.[®]
A fenti jol ismert példaktol elvonatkoztatva a természetes anyagokra altaldnossagban is
jellemzd a nagy gydgyszerkutatdsi jelentdség. Ez tobb tényezdre vezethetd vissza. Egy a
vonatkoz6 szakirodalomban gyakran felbukkand, elsé ranézésre talan filozofikusnak tiind, de
valdjaban nagyon is gyakorlatias magyarazat szerint ezek az anyagok a novényvilag evolucidja
elosegitsék. A novényt koriilvevd ¢él6 kornyezet (patogének, kartevok, szimbidzisban €16
mikro- és makroorganizmusok, beporzast végz6 rovarok, magokat terjeszté magasabb rendii
allatok stb.) a novény ¢let- és reprodukcios lehetdségeit folyamatosan ¢€s alapvetden
meghatdrozza, s az ehhez a kornyezethez val6d proaktiv, kismolekulds anyagcseretermékek
segitségével valo megfeleld adaptacidhoz hatékony kémiai informacidatvitelre van sziikség.
Nem meglep6 tehat, hogy az allatvilag (és természetesen az ember) kismolekulas anyagokkal
befolyéasolhat6é biokémiai jelatviteli rendszereinek nagyon jelentds részére talalhatunk azokon
valamilyen mddon hatast kifejté ndvényi anyagokat. Mivel ezen jelatviteli rendszerek kozott
nagy szamban taladlhatéak a gydgyszerelés szempontjabol is szamitasba johetd célpontok, a
,fiben-faban orvossag” kozismert népi bolcsessége ilyen alapon is értelmezheto.
A fentiek mellett fontos megjegyezni, hogy a bioszintetikus eldallitas jellegzetességeinek
koszonhetden a természetes, masodlagos anyagcseretermékek kemodiverzitasa egy
kiralitdscentrumokban, valtozatos, 6sszetett gylirlirendszerekben és polaris szubsztituensekben

rendkiviil gazdag kémiai teret jelol ki. Ezen tulajdonsagok kialakitisa mindmaig jelentds
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kihivast jelent a bioaktiv anyagok klasszikus szintetikus kémiai moddszerekkel valo
eldallitasaban.®) Nem meglepd tehat, hogy az ismert természetes anyagok és a tisztan
szintetikus, leginkabb kombinatorikus kémiai megkozelitéssel 1étrehozott nagy vegyiilettarak
altal elfoglalt kémiai tér szegmensek csak részben fednek at, és szdmos, farmakologiai
tulajdonsagokat alapvetéen meghatarozo fizikai-kémiai jellemz6 (pl. méret, flexibilitas,
polaritas, aromaticitas, heteroatomok tipusa és szama) szempontjabol is markansan ¢és
szisztematikusan eltérnek.[%-12]

A természetes anyagok gyogyszerkutatdsi potencialjat jol illusztralja a Newman ¢és Cragg
nevével fémjelzett 6sszefoglald cikkek sorozata, amelynek hatodik, legtijabb kiadasa az 1981.
januar 1. és 2019. szept. 30. kozott vilagszerte (elsOként) torzskonyvezett, Osszesen 1881
originalis gyogyszervegyiiletet osztilyozza eredet és terapias cél szerint.! A mintegy 1394
kismolekulas gyogyszervegyliletbdl a tisztdn természetes anyagok részaranya 5,1% (+1%
standardizalt névényi kivonat), amely talan nem tlinik olyan soknak, ugyanakkor kismolekulas
gyogyszereink tobb, mint fele természetes eredetli vagy természetes farmakofort tartalmaz, és
kozel 70%-ban természetes anyagokkal hozhatok kapcsolatba, legalabb otletadoként.™!

Ez az 0sszegzés ugyanakkor azt is jol mutatja, hogy mig a fent emlitett evolucios szelekcio
nyilvanvaléan hatékony kémiai eszkoztarral latta el a ndvényvilagot a kornyezethez vald
adaptacio eldsegitésére, ezen anyagok leginkabb fizikai-kémiai (farmakokinetikai),
farmakoldgiai €s/vagy toxikoldgiai tulajdonsagaik optimalizalasat kovetden valnak a modern
terapiaban is alkalmazhatova. Ez a megfontolés volt az alapja a jelen értekezésben bemutatott
kisérletes munkénak, amely a klasszikus, természetes forrasbol izoldlt novényi vegyiileteket
alapul véve valtozatos kémiai megkozelitések segitségével igyekezett uj, félszintetikus, vagy
egy j6l meghatarozott természetes farmakofor altal inspiralt totalszintetikus bioaktiv anyagok

eléallitasaval bdviteni a jelenleg lefedett kémiai teret.
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2. CELKITUZES

A fentieknek megfelelden az értekezésben bemutatott munka célja bioaktiv természetes és/vagy
félszintetikus anyagok diverzitas-orientalt eldallitdsa és vizsgalata volt. A kutatdsi stratégiat
egy-egy jol definidlt természetes anyag csoport koré épitettiik, oly mdédon, hogy a modern
elvalasztastechnikai mddszerek alkalmazésat a szintetikus kémia eszkoztaraval 6tvozve minél

nagyobb kémiai-farmakologiai valtozatossagot érjiink el.

Ezt a valtozatossagot a harom alapul vett természetes anyagcsoport diverzitasa, illetve
szarmazékaik lehetséges diverzitdsa volt hivatott megalapozni. Ezek az anyagcsoportok az
alabbiak voltak: 1) egy kiralis informéacioban gazdag, merev alapvazu, rendkiviil gazdagon
funkcionalizalhato, és a természetben eleve nagy kémiai diverzitdssal jelen levd terpenoid
csalad, az un. ekdiszteroidok; 2) egy ritka flavonoid csoport, az Uin. protoflavonoidok, amelyek
szokatlan helyzetben megtort siku térszerkezettel, €s nem aromas, illetve sok esetben részben
vagy teljesen telitett B-gytriivel jellemezhetdek, ezaltal funkcionalizdlhatosaguk messze
tulmutat a klasszikus flavonoidokén; végiil pedig, egy lehetséges 0j gydgyszerkutatasi stratégia
perspektivajanak ,,proof-of-concept” jellegii vizsgalataként 3) Onmagukban egyszerii, de
oxidativ atalakuldsokkal valtozatos szerkezeteket kialakitani képes hidroxifahéjsav

szarmazékok.

A felsorolt harom anyagcsoport kémiai terének bdvitéséhez természetes anyag izolalast,
félszintetikus atalakitasokat, és totalszintetikus megkozelitést is igénybe vettiink, és az alabbi

specifikus célokat tiiztiik ki.

- Novényi és félszintetikus ekdiszteroidok eloallitasa és vizsgalata. Célul tliztik ki egy
bdséges fitoekdiszteroid nyersanyagforras, a vildgszerte forgalmazott ekdiszteroid-tartalmu
étrend-kiegészitok egyik f6 forrasaul szolgaldo Cyanotis arachnoidea tartalomanyagainak
kémiai vizsgélatat (1. Tézis), s az ebbdl nyert alapvegyiiletekbdl potenciadlisan anabolikus
és/vagy antidiabetikus hatdsu oxidalt szarmazekok (2. Tézis), ill. apolaris csoportokkal
szubsztitudlt, antitumor hatasu szdrmazékok (3. Tézis) eldallitasat. A preparativ kémiai
jellegli munka mellett célunk volt tovabba a farmakologiai vizsgalatok eredményeinek
komplex kiértékelésében valo aktiv részvétel, amely a 3. Tézis esetében a nyers adatok

feldolgozasat is magaba foglalta, valamint a szerkezet-hatas osszefiiggések feltérképezése.

- Protoflavon szarmazékok eldallitasa és vizsgalata. Célul tiiztiik ki bioaktiv, nem aromas

B-gytirivel rendelkezé protoflavonoidok és szarmazékaik fél- és/vagy totalszintetikus
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eldallitasat, az anyagok antitumor €s egyéb bioldgiai hatdsainak vizsgalatat és a szerkezet-

hatas Osszefiiggések feltérképezését (4. Tézis).

- Oxidalt antioxidans metabolitok eldallitisa és vizsgalata. Célul tiztik ki annak
vizsgalatat, hogy reaktiv oxigén és/vagy nitrogén fajtak befogasaval keletkez6 antioxidans
metabolitoknak lehet-e gyogyszerkutatasi szempontboél jelentOsége. Ezt az dsszetett kémiai-
farmakologiai kérdést hidroxifahéjsav szarmazékok, mint modellvegyiiletek segitségével

vizsgaltuk (5. Tézis).

Valamennyi, de kiilonosen az elsd €és harmadik célkitiizés esetén olyan megkozelitést
alkalmaztunk, amelyben a kémiai atalakitasok elsddleges célja a kémiai tér bovitése, a
valtozatossag novelése volt. Ilyen értelemben a reakciok szelektivitasa sok esetben masodlagos
szempont, s6t adott esetben akar részben nemkivanatos is volt: terveink kozott szerepelt tobb
olyan, eldrelathatoan Osszetett termékprofilt eredményezd atalakitas elvégzése is, amelyek a
termékek izolalasat kvetden valtozatos farmakoldgiai informécio kinyerését tehették lehetové.
Fontosnak érzem kihangsulyozni, hogy az anyagok dontd tobbségének eldallitasa kifejezetten
bioaktivitasuk vizsgalatanak céljabol tortént, és a tobbnyire kutatasi egyiittmiikodésben végzett
farmakologiai vizsgalatok megtervezésében és/vagy értékelésében sok esetben magam is
tevékenyen részt vettem. Ennek megfelelden a kutatdcsoportunkban végzett kémiai munka
eredményeinek bemutatisa ¢€s megbeszélése mellett igyekeztem az értekezésben a

farmakoldgiai vonatkozasokat is jelentdségiiknek megfelelden targyalni.

Eredményeinket a fent emlitett harom f6 kémiai megkdzelités szerint csoportositva mutatom
be.
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3. ANYAGOK ES MUSZERES HATTER

A bemutatott eredmények harom, jol elkiilonitheto természetes anyag csoport valtozatos kémiai
megkozelitésekkel vald eldallitasan és sokrétli farmakologiai vizsgéalatan alapulnak, ezért a
modszerek kiilon fejezetben vald részletes bemutatasa szétfesziteni az értekezés terjedelmi
kereteit. A munka bemutatisa soran arra torekedtem, hogy lehetoség szerint az
abrafeliratokban, ill. helyenként a szOovegben adjak tomor Osszefoglalast az egyes
anyagcsoportok eldallitdsdnak ¢és vizsgalatanak koriilményeirdl, ¢€és az alkalmazott
modszerekrdl. Ezt kiegészitendd, az aldbbiakban a kiindulasi anyagok, és a beldliik nyert
termékek eloallitdsara és vizsgalatara felhasznalt miiszeres hattér rovid bemutatasara
szoritkozom.

Az 1-3. Tézis analitikai és preparativ kémiai munkajanak alapjaul szolgald, a Cyanotis
arachnoidea kivonataiként értékesitett névényi kivonatokat két forrasbol szereztiik be. Az E1
kivonatot (deklaralt 20E tartalom HPLC alapjan 95%) a Shaanxi KingSci Biotechnology Co.,
Ltd. (Shanghai, Kina), az E2 kivonatot (deklaralt 20E tartalom UV alapjan 50%) a Xi’an Olin
Biological Technology Co., Ltd. (Xi’an, Kina) szolgaltatta. Az [. Tézisben vizsgalt
étrendkiegészitoket a VerdeVital Beratungs-, Import und Vertriebsgesselschaft mbH
(Bovenden, Németorszag) gyartotta 2013-ban, a termékek neve és a dobozukon feltiintetett tétel
azonositojuk a kovetkez6: VerdeFit (L13761012), VerdeKIlimEx (L09760711), VerdeDry
(L09810711), VerdeOs (L09800711) és VerdeArthroSan (L00250113). Az 1. Tézis folyadék-
félszintetikus modositasat (2-3. Tézis) pedig az EI kivonat etilacetat:metanol/2:1
térfogataranyl elegybdl valo atkristalyositdsaval nyert tiszta anyagbol végeztik. A 2-3.
Tézisben roviditéssel jelzett, nem a jelen munka keretében eldallitott ekdiszteroidokat
kutatocsoportunk korabbi fitokémiai munkéja soran nyertiik Serratula (zsoltina),** 41 Ajuga
(infi1),1*%! vagy Silene (habszegfii)%28 fajokbol.

A 4. Tézisben bemutatott munkahoz a 4'-hidroxiflavonokat az Indofine Chemical Company Inc.
(Hillsborough, NJ, USA) szolgaltatta, a 4-5. Tézisben bemutatott szintetikus kémiai munkahoz
a vegyszereket és reagenseket a Sigma-Aldrich-tol szereztiik be.

Az 5. Tézis antioxidans alapvegyiileteit (metil-p-kumarat és metil-kaffeat) részben a Sigma-
Aldrich-tol szereztik be, részben magunk is eléallitottuk p-kumarsav kénsavas kdzegben
metanollal val6 észterezéssel, ill. kavésavbol Dowex kationcseréld gyanta, mint kornyezetbarat

katalizator felhasznalalasaval.[*]
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Az eldallitott anyagok kromatografids elvalasztdsat valtozatos analitikai és preparativ
modszerekkel — végeztiik.  Analitikai  célra  rétegkromatografiat, nagyhatékonysagu
folyadékkromatografiat (HPLC; Jasco gradiens rendszer: PU2080 pumpak, AS-2055Plus
automata injektor és MD-2010 Plus diddasoros detektor, Jasco, Tokio), és szuperkritikus fluid
kromatografiat (SFC; Jasco gradiens rendszer: PU-4386 és PU-4086 pumpak, AS-4350 SFC
automata injektor, CO4060 oszloptermosztat, BP-4340 hattérnyomas-szabalyzo6) hasznaltunk.
A preparativ célra hasznalt klasszikus oszlopkromatografids elvalasztasokat poliamid, szilika,
vagy oktadecilszilika all6fazisokon végeztiik. Preparativ kromatografids célra a kovetkezo
késziilékeket hasznaltuk: flash kromatografia (Biotage Flash+, Biotage, Uppsala, Svédorszag,
vagy CombiFlash® Rf+ Lumen, TELEDYNE Isco, Lincoln, NE, USA), centrifugalis
megoszlasos kromatografia (CPC; Armen Spot CPC 250 mL, Armen Instrument, Saint Ave,
Franciaorszag), és preparativ HPLC (a fent emlitett SFC késziilék HPLC modban vald
felhasznalasaval, vagy a CPC késziilék pumpdjat, detektorat és frakcioszeddjét HPLC
rendszerként alkalmazva).

Az eléallitott anyagok tomegspektrumait egy API 2000 harmas kvadrupdl tandem
tomegspektrométerrel (AB SCIEX, Foster City, CA, USA), vagy egy Waters Acquity I-Class
UHPLC (Waters Co., Milford, MA, USA) rendszerhez kapcsolt, HESI ionforrassal felszerelt
Thermo Scientific Q Exactive Plus Orbitrap tomegspektrométerrel (Thermo Fisher Scientific,
Scoresby, Ausztralia) vettiik fel.

Az eldallitott anyagok szerkezetfelderitését magneses magrezonancia spektroszkdpia (NMR)
segitségével végeztik. Az 1-3. Tézisben bemutatott, jelen munka sordn eldallitott
ekdiszteroidok szerkezetvizsgalatat Prof. Toth Gaborral (BME Szervetlen és Analitikai Kémiai
Intézet, Budapest) egyiittmtikodésben végeztiik, ezen munka soran egy Bruker Avance 500
NMR spektrométert, a szkvalénnel konjugalt ekdiszteroidok teljes jelhozzarendelésének
eléréséhez pedig kriogén méréfejjel ellatott Bruker Avance IIT (500, 800, vagy 950 MHz)
spektrométereket hasznaltunk.

A 4-5. Tezisben bemutatott anyagok NMR spektrumait egy Bruker Avance DRX-500, vagy egy
kriogén méréfejjel ellatott Bruker Avance NEO 500 MHz spektrométerrel vettiik fel.
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4. EKDISZTEROIDOK ELOALLITASA ES VIZSGALATA

4.1. AZ EKDISZTEROIDOK ELOFORDULASA, KEMIAJA ES
FARMAKOLOGIAJA

Az ekdiszteroidok a természetes szteroidok egyik, ha nem a legnépesebb csoportja.
Felfedezésiik a XX. szdzad masodik fele természetes anyag kémidjanak egyik szenzacidja volt:
1954-ben Butenandt és Karlson a korabeli elvalasztastechnika csucsteljesitményeként 500 kg
selyemhernyd bab feldolgozasaval nyert ki minddssze 25 mg rovar vedlési hormont, amelyet
az ,,ecdysis” (=vedlés, lat.) kifejezés nyoman ekdizonnak neveztek el.?% Kb. egy évtizeddel
késObb fedezte fel Nakanishi kutatocsoportja egy rokon szerkezeti vegyiilet, a ponaszteron A
jelentds mennyiségének jelenlétét a Tajvanon gyiijtétt Podocarpus nakaii nevii ndvény
levelében, ami egy addig kifejezetten specifikus allati hormonnak tartott vegyiilet ndvényi
eléfordulasat jelentette.”!] Ezutan sorra jelentek meg a rendkiviil valtozatos szerkezetii, és a
rovarokban mértnél nagysdgrendekkel nagyobb mennyiségben eléforduldé ndvényi
ekdiszteroidokat leir6 kozlemények. Mara nyilvanvald, hogy ezek az anyagok a
novényvilagban rendkiviil elterjedtek, magasabb rendii novények mellett egyes algakban, sot
gombakban is el6fordulnak. Ekdiszteroidokban kiilonésen gazdag névénycsaladok pl. az
Asteraceae (pl. Serratula,*® * 221 | euzea fajok[?® 24), Lamiaceae (pl. Ajuga fajokl> 25 26])
Caryophyllaceae (pl. Silene fajok['® 271), és Commeliniaceae (pl. Cyanotis fajok!?® 2°1). Dinan
szerint valoszintsithetd, hogy az ekdiszteroid bioszintézisre valo képesség a novényvilagban
genotipus szintjén altalanos jelenség, amely képességet ,,nem ekdiszteroid-tartalma”

novényekben is fel lehet ébreszteni megfeleld kornyezeti stresszhatdsokkal. )

A novényi ekdiszteroidok szerkezeti valtozatossagat jol illusztralja, hogy az online elérhetd
ekdiszteroid adatbazis (ecdybase) legutobbi, 2020. novemberi frissitése alapjan 526 természetes
ekdiszteroidot tartalmaz.BY Ezek az anyagok tobbnyire 2729 szénatomos, tobbszordsen
hidroxilezett (rendszerint 3-8 hidroxil-csoportot tartalmazo) szteranvazas vegyliletek, ennek
kovetkeztében legtobb képviseldjiik inkabb hidrofil, mérsékelten vizoldékony anyag. K6zos
szerkezeti jellemzdjiikk a 7-én-6-on kromofoér csoport jelenléte a szteranvaz B gytrijében.
Szerkezeti valtozatossdgukat a szteranvaz sokszinli szubsztitlicidos mintazata (ideértve a
hidroxilcsoportokon kapcsolddé valtozatos szubsztituensek, glikozid, éter-, vagy észter csoport
lehetdségét), tovabbi kettdskotések kialakuldsa, lancrovidiilés és/vagy tovabbi gylirtizarasok,
ritkdbban az A-B és/vagy C-D gylirlikapcsolodas szokasostol eltérd sztereokémidja adja
[SR7,SR8]. A széles szerkezeti valtozatossaggal kapcsolatban ugyanakkor érdemes

megjegyezni, hogy a novények rendszerint alig néhany 6 ekdiszteroidot tartalmaznak (ezek
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koziil is magasan kiemelkedik a 20-hidroxiekdizon, ,,béta-ekdizon, ,,ecdysterone”; 20E), és a
komplexitas jelentds részét un. minor ekdiszteroidok adjak, amelyek mennyisége a 20E-hez

képest akar 4-5 nagysagrenddel is kisebb lehet.[?]

Az ekdiszteroidok farmakoldgiai szempontbdl is rendkiviil sokoldala vegyiiletek.
Rovarhormon hatasuk alapjan magatol értetddonek tiinhet novényvédelmi alkalmazasuk, ilyen
szempontbol ugyanakkor leginkabb modellvegyiiletként valtak be; alapvetéen hidrofil
természetilk nem teszi lehetévé permetezdszerként vald felhasznalasukat.®®l Emldsokben
ugyanakkor érdekes modon nem-hormondlis anabolikus [SR8], és valtozatos elényos
metabolikus hatasokkal, egy Osszességében stressztiirés-fokozo (adaptogén) hatasként
jellemezhetd hatasspektrummal rendelkeznek.l®? 3% 1 Kiilénosen az anabolikus hats nagy
tudomanyos, és (étrend-kiegészitoként valod alkalmazasra, lasd 1. Tézis) piaci érdeklodést is
kivaltott. A 20E-t jelenleg klinikai II. fazisban vizsgaljdk sarcopenia (jellemzden idéskorban

[36] 2 Nemzetkozi

kialakuld6 koéros izomerd- ¢és izomtomeg-csOkkenés) kezelésére,
Doppingellenes Ugynokség (World Anti-Doping Agency; WADA) pedig bevette ezt az
anyagot a 2020-as un. monitoring programjaba, amely a sportteljesitmény fokozas
visszaélésszerli hasznalatat figyeli, és amelyet altaldban a doppinglista eldszobdjanak is
tekintenek.®1 A 20E-t valtozatos egyéb, altaldnossagban a stressztiiréssel, és sejtek-szovetek
védelmével Osszekapcsolhatd in vitro és in vivo farmakologiai modelleken is hatasosnak
talaltak, leirtak tobbek kozott antiapoptotikus,8 antioxidans és neuroprotektiv,% valamint

antidiabetikus!? 4 hatasat is.

Az ekdiszteroidok emlds szervezetekben kivaltott hatasainak mechanizmusa csak részben
felderitett és tudomanyos vita targya. Osszefiiggésbe hozhat6 lehet a D-vitamin nongenomikus
hatasaival [SR7], egy G-protein kapcsolt receptor (GPCR) aktivalédasaval (amely az Akt kinaz
Ca**-fiiggé aktivalodasan keresztiil fokozza a sejtek talélését és a fehérjeszintézist),[*] masok
szerint pedig indirekt bizonyitékok alapjan a B-6sztrogénreceptoron (ER) kifejtett hatas a kulcs
mechanizmus,® % bar az 6sztrogénreceptor kotédés vitathatd.*S Legtjabb vizsgalatok szerint
(jelen sorok irdsa kdzben csak biralaton at nem esett preprint-ként elérheté eredmények) a G-
protein kapcsolt (GPCR) tipusi Mas-receptor ¢és egy plazmamembranhoz kotott
dsztrogénreceptor kooperativ aktivalodasa magyarazhatja a 20E valtozatos hatasspektrumat, e
Az angiotenzin-(1-7)/Mas-receptor tengely a renin-angiotenzin rendszer protektiv agat képezi,
¢s a Mas receptor agonistak alkalmazasat egy olyan 1 terapias stratégiaként javasoltak, amely
megoldast kinalhatna a jelenleg vilagszerte diihongd pandémiat kivalté SARS-CoV-2 fert6zés

fatalis 1égzoszervi és érrendszeri tiineteinek hatékony kezeléséhez.[*" 81 Ennek alapjan a 20-
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hidroxiekdizon, mint a legnagyobb mennyiségben és olcson hozzaférhetd ekdiszteroid COVID-
19 betegeken valdo 2-es és 3-as fazisu klinikai vizsgalata megkezdddott és a jelenleg

rendelkezésre 4116 informaciok szerint a résztvevék toborzasa zajlik. (3841

Fontos kihangsulyozni, hogy ekdiszteroidokkal kiterjedt szerkezet-hatas Osszefiiggéseket is
feltérképezO biologiai vizsgalatokat csak rovar modelleken, hormonhatas vizsgalatara
végeztek. Emlés (és human) vonatkozasban a farmakologiai vizsgédlatok dontd tobbségének
alanya a 20E, és néhany esetben egy-két nagyobb mennyiségben hozzaférhetd ekdiszteroid volt.
Ilyen értelemben a tobb, mint 500 ismert természetes (€s a masok altal eddig eldallitott

félszintetikus) ekdiszteroid farmakologiai potencialja gyakorlatilag teljesen feltérképezetlen.

Az ekdiszteroidok eml6sokon kifejtett hatasaival, kivaltképp az anabolikus hatassal
kapcsolatban régota ¢élo felvetés volt a témat kutatok korében, hogy mi lehet ezen anyagok
esetleges metabolitjainak szerepe a hatas kialakuldsdban. Az ekdiszteroidok metabolizmusat
ragesalokon és human onkénteseken is vizsgaltak.B4 Girault és mtsai. izolalast kovetéen *H
NMR alapjan azonositottak fehér egerekb6l a 20E C-14 dehidroxilezett, majd B-gyfiriin
redukalt 60-OH csoportot, és/vagy C-3 epimerizalodott szarmazékat.5% Az ezt kovetd két
tovabbi vizsgalatban csak tomegspektrum alapjan azonositottak metabolitokat, s hasonlo
atalakulasokat, ideértve a B-gytirii részleges, vagy teljes redukciojat, a 14-OH csoport reduktiv
eliminacidjat, és a 22-OH csoport 22,23-olefint eredményezd eliminacidjat irtak le mint
lehetséges metabolikus atalakulasokat.l %2 Kiilonosen érdekes egy a kozelmiltban publikalt
tanulmany, amelynek szerzéi tricialt 20E-kezelt egerek vizeletébdl és székletébdl izolaltak
metabolitokat, s azok szerkezetét behatdan tanulméanyoztak. A korabban is azonositott redukalt
szarmazékok mellett egy oxidativ lanchasitassal keletkezd, a 17-es szénatomon acetilcsoportot
tartalmazo ekdiszteroidot, a 21 szénatomos posztszteront mutattdk ki az egyik {6
metabolitként.®®] Ennek az atalakulasnak kiilonos jelentdséget ad az, hogy a minor
komponensként a ndvényekben is eléforduld lancrovidiilt ekdiszteroid szarmazékok kémiai
rokonsagban 4llnak a neuroszteroidokkal, s az emlds szteroid hormonokhoz is kdzelebb allnak,
mint a szterol oldallanccal rendelkezé analogjaik.’*l A fent emlitett tanulméany szerzéi

ugyanakkor az eldallitott anyagok bioldgiai aktivitisat nem vizsgaltak.l>!

Az ekdiszteroidok osszetett 6kologiai szerepével kapcsolatban érdemesnek tartom megemliteni
két, a kozelmultban publikalt, de jelen értekezés alapjat nem képezd sajat munkankat:
felfedeztiik, hogy rovarevd, vadon €16 énekesmadarak vérében jelent6s mennyiségben, és nagy

szerkezeti valtozatossaggal halmozodnak fel ezek az anyagok, s ez Osszefliggést mutat a
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madarakon ¢él16skod6 kullancsok szokatlan, gazdaszervezeten tapasztalhatd vedlésével [SR2,

SR4].

Osszességében az ekdiszteroidok mind kémiai, mind farmakoldgiai szempontbél sokoldald, a
természetben széles korben elterjedt anyagok, és az altaluk lefedett (és kiilondsen a lehetséges
szarmazekaik altal lefedhetd) kiterjedt kémiai tér tényleges farmakoldgiai potencialjardl alig
tudunk valamit. Ennélfogva ezek az anyagok idealis valasztast jelentenek egy 0j bioaktiv
anyagok felfedezésére iranyuld, diverzitds alapu megkozelitéssel végzett természetes anyag
kutatasi program célvegyiileteiként. Az 1-3. Tézisben az ezzel kapcsolatos preparativ kémiai

munkank, €s a kapcsolddo farmakologiai vizsgalatok eredményeit mutatom be.
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4.2. KERESKEDELMI FORGALOMBAN ELERHETO EKDISZTEROID-
TARTALMU KIVONATOK VIZSGALATA [S1, S2]

1. TEZIS. Ekdiszteroid tartalmi étrend-kiegészit6k vizsgalatival egy szokatlan
termékhamisitast mutattunk ki: a deklaralt spenot tartalom helyett Cyanotis arachnoidea
C.B.Clarke kivonatot tartalmazo termékeket azonositottunk, ami azt valoszin{siti, hogy ez a
piac jelentds mértékben a tavol-keleti Cyanotis kivonatok felhasznalasan alapul. Kimutattuk,
hogy a Cyanotis arachnoidea kereskedelmi forgalomban ipari léptékben is gazdasagosan
elérhet6 kivonatai kiaknazhatoak kiilonleges ekdiszteroidok gazdag forrasaiként, és/vagy ezek
nagy mennyiségben valo félszintetikus eldallitdsara alkalmas nyersanyagforrasként. Bar
szamos ekdiszteroidot izolaltak Cyanotis fajokbol, a feldolgozott kivonatok gazdag
ekdiszteroid 0Osszetételiknek koszonhetden wj anyagok izolalasara is messzemenden
alkalmas nyersanyagforrasok. Az igy eldallitott 0j vegyiiletek az ipari eldallitas miitermékei is
lehetnek, kémiai/farmakologiai vizsgalatuk ugyanakkor a humén felhasznalasra szant étrend-
kiegészitokben valo jelenlétilk miatt kiemelten fontos. Ezen munka soran Osszesen 13
ekdiszteroid szarmazékot, koztik 2 uj vegyiiletet allitottunk e¢l6, és folyadék-folyadék
kromatografias modszert dolgoztunk ki két minor ekdiszteroid grammos 1éptékii preparativ

elvalasztasara.

A tézishez kapcsolodo kozlemények:

S1, S2 (IF=2,441 + 4,259 = 6,700)

Irodalmi attekintés az 1. Tézishez

Az ekdiszteroidok emldsokon mutatott jotékony metabolikus hatésai, ezek koziil is elsésorban
a nem hormondlis anabolikus hatds logikusan vezetett a foként sportoloknak szant étrend-
kiegészitok tomeges megjelenéséhez és vilagszerte valo forgalmazasahoz.1*S Kutatécsoportunk
jelen munkat megel6zden Prof. Bathori Maria vezetésével tobb évtizeden keresztiil foglalkozott
hazai novényfajok ekdiszteroid tartalmanak vizsgalataval, amelynek soran nagyszamu Tj
fitoekdiszteroid felfedezése mellett gazdag ekdiszteroid forrasnévények azonositasa is

megtortént. %]

Az itt bemutatott munka egy a korabbiaktol jelentds mértékben eltérd természetes anyag kémiai
megkozelitést vett alapul. Egy egyszeri online kereséssel nyilvanvaléva valik, hogy a
vilagszerte forgalmazott ekdiszteroid tartalmu étrend-kiegészitok eldallitasahoz egy jelentds

hattéripar épiilt ki a Tavol-Keleten. Az egyik legnagyobb online értékesitd feliileten cégek
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szazai kinalnak ekdiszteroid-gazdag novényi kivonatokat, ill. tiszta 20-hidroxiekdizont.* A
hirdetésekben leggyakrabban szereplé novényfaj a Cyanotis arachnoidea, amelynek gyokere
jelentds, akar 4-5%-ot is eléré mennyiségben tartalmaz ekdiszteroidokat.®®l A valtozatos
tisztasagu kivonatokbol egy-egy kinai székhelyli cég akar évi tobb tonnas igények kiszolgalasat
is vallalja, van olyan cég, ahol a legkisebb rendelheté mennyiség 200 kg, s a legolcsobb online
hirdetések 1 USD/kg arat adnak meg. Ez a megdobbentd kinalat nyilvanvaldan a kereslethez
igazodik; az egyik ilyen cég kozvetitdjével folytatott levelezéslinkbdl kideriilt, hogy
tisztitottsagi szintt6l fiiggden leginkabb emberi fogyasztisra szant (anabolikus) étrend-
kiegészitok eloallitasara, de mezdgazdasagi, ill. aquakultirdkban vald felhasznalasra is

vasaroljak ezeket a kivonatokat.

Tekintve, hogy a kiterjedt nagyilizemi eldallitas és forgalmazas egyaltalan nem jelent hasonld
léptékli tudomanyos vizsgaltsagot, feltételeztiik, hogy ilyen kivonatok az ekdiszteroidokkal
kapcsolatos természetes anyag kémiai és/vagy farmakologiai kutatdsoknak is vonzé és gazdag
nyersanyagai lehetnek. Bar a Cyanotis arachnoidea-bol mintegy 22 ekdiszteroidot irtak le

foként tavol-keleti kutatocsoportok, 23 57631

az ezekbdl fakadd kémiai-farmakologiai
lehetdségek tudomanyos igényll vizsgalata messze nem tekinthetd kimeritének. Mind a tobb kg
nagysagrendben gazdasdgosan hozzaférheté tiszta 20-hidroxiekdizon (és esetleges
félszintetikus szdrmazékai), mind a kevésbé tisztitott kivonatokbol eldallithato ,,szennyezd”
minor ekdiszteroidok (€s az azokbdl eldallithatdo félszintetikus szarmazékok) jelentds
mértékben bdvithetik az ilyen jellegli kutatasok mozgasterét. Ebbdl az alapvetésbdl kiindulva
tiztik ki célul annak vizsgalatat, hogy a kereskedelmi forgalomban elérheté Cyanotis
kivonatok nyersanyagforrasként valo felhasznaldsa alkalmas lehet-e arra, hogy kiszolgalja

¢s/vagy Uj szintre emelje az ekdiszteroidokkal kapcsolatos kutatomunkankat, és ezaltal

biztositsa a 2. és 3. Tézisben bemutatott munka nyersanyag igényét is.

Etrend-kiegészitik vizsgalata: hogyan lesz a Cyanotis-bél spen6t? [S2]

A Cyanotis kivonatok vizsgalatat célz6 munka megkezdéséhez két ekdiszteroid-tartalmu
kivonatot szereztiink be, 1 kg HPLC alapjan 95% tisztasaguként deklaralt 20-hidroxiekdizont
(E1), valamint egy 20 kg-os mintat, amelyet 50% 20-hidroxiekdizonként arusitottak (E2). Az
E1 minta sajat méréseink alapjan 93%, az E2 pedig minddssze kb. 15% 20-hidroxiekdizont
tartalmazott. Rétegkromatografias vizsgalatok alapjan ugyanakkor mindkét minta

»szennyezésprofilja” gazdag minor ekdiszteroid mintazatot mutatott.

4 https://www.alibaba.com/trade/search?fsb=y&IndexArea=product_en&Catld=&SearchText=ecdysterone
(megnyitva 2020.09.30-an)
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A kivonatok feldolgozasa kdzben intézetiink emeritus professzora, Szendrei Kalman otlete
alapjan elvégeztiik egy spendt kivonatként hirdetett és forgalmazott, Németorszagbol szarmazo
étrend-kiegészitd csalad (VerdeFit, VerdeKlimEx, VerdeDry, VerdeOs, és VerdeArthroSan)
ekdiszteroid profiljanak vizsgalatat. A felvetést kiilonOsen érdekessé tette szamunkra, hogy a
spendt ekdiszteroid tartalmanak 1982-ben vald felfedezése a szegedi Farmakognoéziai
Intézetben az altala akkoriban létrehozott ekdiszteroid kutatocsoporthoz kotddik.[4 Mar az elsé
rétegkromatogramok vizsgalata nyilvanvalova tette, hogy a készitmények a meglehetdsen
csekély (friss fold feletti részben 0,005-0,08%) ekdiszteroid tartalmi, %% 4mde erdsitd, roborald
hatasu, egészséges ételként kozismert spendt kivonatai helyett Cyanotis kivonatokat

tartalmaznak.

Ezt a felismerést kovetden a legmagasabb ekdiszteroid tartalmu készitményt (VerdeFit)
komplex tisztitdsnak vetettiik ald az ekdiszteroidok izoldldsa céljabol. Mintegy 20 g
készitményt dolgoztunk fel eltérd szelektivitasi kromatografidas modszerek egymast kovetd
alkalmazasaval; ehhez flash kromatografiat, centrifugalis rétegkromatografiat, kristalyositast,
valamint normal és forditott fazist HPLC-t alkalmaztunk (szilika, C8, C18, és/vagy bifenil

oszlopokon). Az izolalt anyagok szerkezetét a 2. 4bra mutatja be.

R=Ac, R?=H
R=H, R?=Ac

2

2. Abra. A VerdeFit étrend-kiegészitd termékbdl izolalt ekdiszteroidok. 20E: 20-hidroxiekdizon, 1: 20E 2-acetat,
2: 20E 3-acetdt, 3: ajugaszteron C, 4: ajugaszteron C 2-acetdt, 5: ajugaszteron C 3-acetat, 6: sidaszteron, 7:
sidaszteron 3-acetat, 8: dakrihainanszteron, 9: rubroszteron, 10: 5a-20E, 11 és 12: 20,26-dihidroxiekdizon. A 11
és 12 epimereket tisztan elGallitottuk és ezek NMR spektroszkdpias vizsgdlat segitségével egymastol
megkllonboztethetSek voltak, a 25-0s szénatom konfiguracidjat azonban egyik anyagnal sem hataroztuk meg. A
4 és 7 vegyliletek Uj ekdiszteroidok; természetes, vagy miitermék voltukat nem vizsgaltuk.
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Ez a munka két 0j ekdiszteroid, az ajugaszteron C 2-acetat (4) és a sidaszteron 3-acetat (7)
eloallitasahoz is vezetett. Ezek mellett szamos tovabbi acetat szarmazék, igy a 20-
hidroxiekdizon 2- és 3-acetatja (1 és 2) is jelen volt a kivonatban, ez utobbiak f6 anyagként.
Fontos megjegyezni, hogy mivel egy lényegében ismeretlen koriilmények kozott eldtisztitott
novénykivonatrol van szo, ezek természetes, vagy esetleges miitermék eredetét a klasszikus
névénykémiai munkakhoz képest joval nehezebb megitélni, és ez valamennyi ilyen médon
izolalt anyagra igaz.®> Ennél az alapkutatasi szempontbol valoban fontos kérdésnél ugyanakkor
Iényegesebb szempont lehet az, hogy az ilyen kivonatokbol -eléallithatd anyagok
végeredményben emberi fogyasztasra keriilnek. Praktikus szempontokbol tehat vizsgalatuk
nagy jelentdségii, fiiggetleniil attol, hogy a novény altal bioszintetizalt, vagy az ipari eléallitas

soran keletkez6 anyagokrol van szo.

Az eldallitott anyagokat ezutan referenciaként hasznéaltuk a termékek tovabbi HPLC
analiziséhez. A 3. abran a VerdeFit termék és az altalunk korabban beszerzett Cyanotis
kivonatok, valamint egy a szegedi piacon beszerzett spenot minta diddasoros detektalassal
felvett Gsszehasonlitdo ujjlenyomat kromatogramjai lathatok. Az egyes izolalt anyagokat a
termékcsalddban mennyiségileg is meghataroztuk, az eredményeket az 1. tablazat foglalja

0ssze.

VF —
El —
E2 —

Intensity

60 70 80 90 100 110 120 130
1 2

00 20 40 6.0 80 10.0 120 140 16.0 18.0 200 220 240 00 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
Retention time [min] Retention time [min]

3. Abra. (A) A VerdeFit (VF) készitmény (piros), az E1 Cyanotis kivonat kristalyositasi anyaltgja (kék), és az E2
Cyanotis kivonat (fekete) HPLC ujjlenyomat kromatogramjai. a-c: Rt=4,53, 14,08 és 22,88 percnél felvett UV
spektrumok; kromatografias korilmények: Kinetex Biphenyl 4,6 x 250 mm, 5 um, 25% ACN (aq), dramlas: 1
ml/perc. (B) VF (piros) és egy altalunk készitett spendt kivonat (SE, fekete) ujjlenyomat kromatogramjai. d-h:
Rt=3,72, 3,92, 6,59, 7,33 és 9,03 percnél felvett UV spektrumok; kromatografids kérilmények: Kinetex XB-C18
4.6 x 250 mm, 5 um, 52% MeOH (aq), aramlas: 1 ml/perc. 1: 20E 2-acetat, 2: 20E 3-acetat. VF, E1 és E2 kvalitativ
ujjlenyomat kromatogramjai a minor anyagok szintjén is koézel tokéletesen azonosak, mig VF és SE
Osszehasonlitdsaban a 20E kivételével k6z6s komponensek nem azonosithatdak.

5 Bar céljaink kdzdtt ez szerepel, mindeddig sikerteleniil préobélkoztunk azzal, hogy a Kindban nagyiizemi
koriilmények kozott termesztett ndvénybdl autentikus mintdt szerezziink az izoldlt anyagok nativ voltanak
vizsgalatahoz.
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1. Tablazat. A VF termékbdl izolalt anyagok mennyiségei a spendt kivonatként forgalmazott Cyanotis alapu
étrend-kiegészit6kben, 20E mennyiségére kalibrdlva (R?=0.9999). 10 és 11 szerkezete és igy mennyiségeik is
felcserélhet8ek; *: nyomokban azonosithatd. A mennyiségek meghatarozasa egy mérés alapjan tortént.”

20E ekvivalens (m/m%)

Termék 20E 1 2 4 6 8 10 11v.12  12v.11
VerdefFit (VF) 2.40 0.90 1.17 0.08 0.09 0.18 0.03 0.02 0.02
VerdeKlimEx 0.28 0.27 0.26 0.04 0.03 0.08 * * *

VerdeDry 0.29 0.21 0.30 0.02 0.01 0.04 * 0.07 *

VerdeOs 0.20 * * 0.02 0.01 0.03 0.01 0.02 *

VerdeArthroSan 1.11 0.30 0.41 0.03 0.04 0.07 0.02 * *

#Mivel egy ismeretlen eredet(i étrend-kiegészit8 pontos dsszetétele nagyszamu ismeretlen tényez6tdl (kivonasi
és feldolgozasi modszerek, tarolasi és szallitasi korilmények stb.) fliggben tételrdl-tételre jelentSs eltéréseket
mutathat, elegend8nek itéltiik a mennyiségeket egy mérés alapjan szamolt két tizedes pontossaggal megadni.

A fenti analizisek alapjan jol l1athatd, hogy a sziroproba-szeriien megvizsgalt készitmény csalad
valoban Cyanotis kivonatokbol késziilt, és vélheten egyaltalan nem tartalmaz spenoétot. Ez a
termékhamisitas egy szokatlan, €s ujszer(i példaja: nem szintetikummal ,erdsitik”, vagy
helyettesitik a természetesként (tehat artalmatlanként) hirdetett emberi fogyasztasra szant
terméket, hanem egy sokkal nagyobb hatéanyagtartalommal bird, rendkiviil olcsd, és nagy
mennyiségben kdnnyen hozzaférhetd tavol-keleti ipari ndvény kivonataval helyettesitenek egy
jol ismert, Eurépaban iddtlen idok ota fogyasztott és becsiilt étrendi novényt. A cél
természetesen a klasszikus hamisitdshoz hasonlo, hiszen a spendt ekdiszteroid tartalmanak
ilyen mértékii dasitasa nem lenne gazdasagos. Mivel azonban az olcsd, nagy ekdiszteroid
tartalmq, és igy vélhetdleg sokkal hatékonyabb Cyanotis kivonatok Eurépaban novel food-nak
szamitanak (fogyasztasuknak nincsen hagyomanya, biztonsagossaguk nem egyértelmil), igy
azokat nem lehetne legalisan emberi fogyasztasra szant készitmények formajaban forgalmazni.
Fontos megjegyezni azt is, hogy mig a Cyanotis fajok, és foként a C. arachnoidea az
ekdiszteroidok eldallitasara hasznositott ipari nyersanyagként szolgalnak, ez a ndvény Kinaban
sem az étrend része, és a Kinai Gyogyszerkdnyvben sem hivatalos. ® A Cyanotis kivonatok
Eurdpaban forgalmazott, esetlegesen mas novényfajt (pl. spenot) forrasként deklaraléd étrend-
kiegészitokben vald jelenlétérél nincsenek egyértelmii tovabbi informécioink.” Eredményeink

a tavol-keleti kinalat fényében mindenesetre azt sugalljak, hogy ezek a kivonatok az emberi

6 Személyes kommunikécid, Prof. De-An Guo (Shanghai Institute of Materia Medica, Shanghai, Kina; a Kinai
Gydgyszerkonyv 2010. kiadasanak fészerkesztGje), 2015.09.04.

7 A spendt kivonatok hamisitdsahoz egy érdekes adalék, hogy a kdzelmdultban egy fiiggetlen, német kutatéként
bemutatkozd személy érdekl6dott a témaban publikalt cikkiink [S2] kapcsan afelél, hogy vizsgdltunk-e egy masik
cég dltal forgalmazott (és szintén spendt-kivonatként hirdetett) ekdiszteroid tartalmu étrend-kiegészitét is, az
illets kiléte ugyanakkor kdnnyedén lenyomozhato volt a vizsgalt termékek forgalmazdasat végzs, Luxemburgban
bejegyzett cég termékfejlesztGjeként.
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fogyasztasra szant ekdiszteroid készitmények piacan jelentds mértékben jelen vannak, és az

egyes készitmények nem feltétleniil a fogyasztd szdmara kiderithetd mdodon tartalmazzak éket.

A fentieken tulmenden a kémiai tér bovitése szempontjabol kiillondsen biztatd eredmény az,
hogy egy mindossze 20 g mennyiségii C. arachnoidea kivonat minta feldolgozasaval két 1j
ekdiszteroidot tudtunk eldallitani. Ez az eredmény jol illusztralja az ilyen kivonatok

nagyléptéki feldolgozéasaban rejld természetes anyag kémiai lehetdségeket.

Minor fitoekdiszteroidok eldallitasa a C. arachnoidea kereskedelmi kivonatabol
[S1]

Az E2 Cyanotis kivonat kromatografias feldolgozasat egy 5,46 kg-os mennyiséggel kezdtiik
meg. A metanolban nem old6do, tulajdonsagai alapjan feltehetden vizzel késziilt kivonatbol
metanolos perkolalassal, majd szilikagélen végzett 1épcsds (CH2Cl> — MeOH, 97:3-t6l 85:15
aranyig emelkedd) gradiens elucio segitségével nyertiink 6 nyers elGtisztitott frakciot. A
CH2Cl> — MeOH (93:7) eleggyel elualodott frakciot (244,8 g) tovabbi tisztitasnak vetettiik ala
szilikagélen (n-hexan — aceton — EtOAc, 6:4:0-t0l 6:5:3-ig emelkedd 1épcs6s gradiens),
amelynek egyik alfrakcidja (13,2 g) két 6 ekdiszteroidot tartalmazott. Ezeket az anyagokat
korabban eldallitott referencia ekdiszteroidokkal™[S2] valé kromatografids Gsszehasonlitds
segitségével dakrihainanszteronként (8) és kaloniszteronként (13) azonositottuk, amelyek

ismert, de rendkiviil korlatozott mértékben hozzaférheté minor fitoekdiszteroidok.

A 8 és 13 anyag hatékony preparativ tisztitasara ellendramt folyadék-folyadék megoszlasos
kromatografids (CPC) moddszert dolgoztunk ki. A megoszlasos kromatografia, mint preparativ
modszer szamos eldnnyel bir a klasszikusnak tekinthetd szilard-folyadék kromatografias
modszerekkel szemben. Mivel az allo fazis is folyadék, nincsen irreverzibilis adszorpcid, igy a
kinyerés gyakorlatilag kvantitativ, a cslcsalakok szimmetrikusak, a bomlas lehetdsége
elenyészd, nincsen sziikség draga allofazisokra, és a szilard médszerekhez képest joval nagyobb
pH tartomany toleralhato.[®] Modszerfejlesztési szempontbol kiilondsen fontos, hogy késziilék
paramétereinek €és a megoszlasi hanyadosok ismeretében az elvalasztandd anyagok elucios

ideje és egymastol valo elvalasuk egzakt moédon tervezhet.56-68]

A kétfazisu oldoészerrendszer kivalasztasanak kulcslépése volt az egyes (i) elvalasztandd
anyagokra vonatkozo, also (A) és felso (F) oldoszerfazisok kozotti megoszlasi hanyadosok (K),

¢s az ezekbdl szamithato szelektivitasi értékek (o) kiszamitasa az aldbbi egyenletek szerint.

KEiayi = Cri /Cai. 1)
a = Kw/ay /K- ahol Krayi > KEayi-n (2)

25



dc_1482 17

CPC esetén elfogadhatd futdsi id6 alatti hatékony elvalasztashoz a Ka)i értékek a 0,5-2
tartomanyba kell, hogy essenek. Az értékek az allo és mozgd fazis kivalasztasahoz is iranyt
mutatnak: 1 < Ky <2 esetén a felsot (altalaban a szerves, “normal fazisu” elvalasztas), 0.5 <
K < 1 esetén az alsét (altalaban a vizes, “forditott fazis” elvalasztas) célszerli mozgd
fazisként alkalmazni.l®®! A modszerfejlesztésre kivalasztott oldoszerelegyekben a megoszlasi
hanyadosokat HPLC segitségével szamitottuk: a minta egy kis mennyiségét a kétfazisu
rendszerrel fioldban Osszeraztuk, majd a két fazis analizisét kdvetden cstcsteriilet aranyokat
szamoltunk. A tisztitandd6 minta HPLC kromatogramjat és az elvalasztandé anyagok
szerkezetét a 3. abra, a mintakomponenseknek a vizsgélt oldoszer elegyekben mutatott

jellemzdit pedig a 2. tablazat mutatja be.

1000000 -

800000 -

600000

Intensity [pAU]

400000
J y

200000 X \

— T T T}
2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0
Retention Time [min]

3. Abra. A Cyanotis arachnoidea kereskedelmi forgalombdl beszerzett kivonatanak részben tisztitott frakciéjanak
HPLC kromatogramja. Oszlop: Kinetex XB-C18 250 x4.6 mm, 5 um; mozgé fazis: 30% vizes acetonitril, dramlas: 1
ml/perc; A = 243 nm. 8: dakrihainanszteron, 13: kaloniszteron, x és y: nem azonositott, minor ekdiszteroidok.

2. Tablazat. Megoszlasi hanyadosok és szelektivitasi tényez6k néhany kivdlasztott kétfazisu rendszerben a 8 és
13 vegyiilet, valamint az x és y szennyezG6k elvalasztasara. F: felsé, A: alsé fazis

Oldodszerelegy Megoszlasi hanyados Szelektivitas

n-hexan : EOAc : MeOH : viz Kemy — Kemg Ko, Kim dwm A Gy sy
(v/v/v/v) Y

0:1:0:1 10,916 5,260 6,343 7,880 2,075 1,206 1,242 1,385

1:10:1:10 2,699 1,542 1,798 2,283 1,750 1,166 1,270 1,182

1:5:1:5 2,042 1,136 1,730 1,307 1,800 1,523 1,323 1,562

5:20:5:20 1,341 0,702 0,395 0,887 1910 1,777 2,246 1,512

3:10:3:10 0,965 0,529 0,375 0,566 1,824 1,411 1,509 1,705

A 2. Tablazat alapjan az n-hexan — EOAc — MeOH — viz (1:5:1:5) aranyu elegyét valasztottuk
ki, mint a felallitott kritériumrendszernek leginkabb megfelel6t a két célvegyiilet (8 és 13)
elvéalasztasahoz, felszallo, tehat mozgd fazisként a felsd, szerves fazist hasznald tizemmodban.
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A CPC elvalasztas tovabbi kulcsparaméterei az alabbiak voltak: nyomas 86 bar, aramlés: 10
ml/perc, rotor forgasi sebesség: 2400 rpm. Egy jellegzetes kromatogramot és az egyesitett

frakciok HPLC-PDA ujjlenyomatat a 4. abra mutatja be.

. 2000 3000000 -} | 4000

Jom] w T Il Frakei i N
‘m.,,, I1. Frakcio :,: ‘ 000 IV. Frakcid
e W e S S e
RetentonTme far] ‘ o Ty L i * » ehengon g i
A S 1 f\
2500.0 T T T T T 1 F
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2000.0 r~T—T 11 ||\ _
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1500.0 N \
™~
mAU 1000.0 /\,
500.0 } \ m \\
I \ \Y,
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-500.0 >

1 23 45 67 8 9 10 111213 14 15 16 17 18 19 20
Frakciok szama

4. Abra. A Cyanotis arachnoidea kereskedelmi forgalombdl beszerzett kivonatanak részben tisztitott frakcidjanak
preparativ CPC kromatogramja, az egyesitett II, lll és IV frakcidk HPLC-PDA ujjlenyomata (max. abszorbancia, A=
200-650 nm), és a tisztitott f6 anyagok UV kromatogramijai.

A két célvegyiilet CPC tisztitdsa gyakorlatilag alapvonalas elvalasztassal valosult meg, a 11
frakcio 93% tisztasagli dakrihainanszteront (8), a IV frakcid 96% tisztasagu kaloniszteront (13)
tartalmazott. Az elvalasztast a fenti szamitasok mellett a 3-7 egyenletek segitségével

jellemeztiik, és reprodukalhatosagat 6 egymast kovetd injektalas soran kovettiik (3. Tablazat).

Az allofazissal feltoltott rotor mozgodfazissal valo ekvilibracidja soran méréhengerbe gytijtottik

az egyensuly bedllta el6tt kiszoritott all6fazist, amelynek visszatartasi térfogataranya (Sf):

Sf = Vc-Ve (3),

Ve
ahol Vc a rendelkezésre allo teljes térfogat (250 ml), Ve pedig a kiszoritott allofazis térfogata.

CPC esetén a vart retencios térfogat (Vr) a Ki megoszlasi hanyadoshoz kotddik, amelyet az
allofazisban és a mozgofazisban talalhatd mintamennyiség hanyadoséval fejeziink ki. Igy tehat
VR az aldbbiak szerint fligg a mozgdfazis €s a rotorban megmarado allofazis térfogatatol (rendre
Vm és Vs):

VR=Vm+Ki*Vs 4),
a vart retencios 1d6 (tr) pedig Vr és az aramlasi sebesség hanyadosa. Az egyes elvalasztasok

utan a rendszer hatékonysagat az elméleti tanyérszam (N) kiszamitasaval, s a két célvegyiiletre
vonatkozo N értékek atlagaval jellemeztiik.
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2
N =16 (t;) ),
ahol tr az elualoddé mintakomponens retencios ideje, w pedig a talpi cstcsszélesség. A

felbontast (Rs) a klasszikus egyenlet szerint szamitottuk.

Rs = 22 6y 4 fentick Gsszegzésével tehat:
W2+Wi
\/_
— >
RS ll Sf[ K1+Kz]l (K2 Kl) (7)

3. Tablazat. A 8 és 13 anyagok CPC elvdlasztasanak szamolt és kisérletesen meghatarozott jellemz&i 6 egymast
kovetd injektalds soran. Vi, N és Rs, rendre: atlagos retencios térfogat, elméleti tanyérszam és felbontas.

. s « Ve Vii atlag Injektalds szama
Elvalasztasi jellemzé Sf (mL) (mL) N/ Rs
1. 2. 3. 4. 5. 6.
Kaloniszteron (13) 0.7 229 236 250/ 238/ 256/ 219/ 210/ 203/
Dakrihainanszteron (8) ' 160 169.1 1.383 1.350 1.400 1.294 1.268 1.262

Bar az elvélasztasok eldrehaladtaval az elméleti tAnyérszam és a felbontds enyhén csokkent
(amely valoszinlileg az oszlop kismértekli szivargasaval fiigg Ossze), a moddszer
reprodukalhatosaga Osszességében jonak volt mondhatd. Az itt jellemzett 6 injektalas soran
feldolgozott 1 g keverékbdl nagy tisztasagban nyertiik a célvegyiiletként kivalasztott két minor
ekdiszteroidot (8: 357,3 mg; 13: 299,2 mg), s a fennmarad6 tomeggel (1. frakcio: 89,5 mg, III.
frakcio: 38,7 mg, beparolt allofazis: 168 mg) egyiitt a visszanyerés 95,3% volt.

Osszességében kijelenthetd, hogy a C. arachnoidea kereskedelmi forgalomban rendkiviil
gazdasagosan beszerezhetd kivonatai kiilonosen gazdag ekdiszteroid forrasnak tekinthetdek, s
ezek az ekdiszteroidok azutan sokoldaltan felhasznalhatoak tudomanyos célokra (lasd 2-3.
Tézis). A novénykémiai kutatomunka egyik legnagyobb korlatja rendszerint a nyersanyag, és
az abbol eldallithatd sokszor nagyon kis mennyiségli tiszta vegyiilet. Egy kordbbi munkank
soran pl. mintegy 2 kg pompas zsoltina (Serratula wolffii) szaritott fold feletti rész faradsagos,
sok tisztitasi Iépést igénylé feldolgozasaval sikeriilt kb. 7 mg dakrihainanszteront (8)
eldallitani.l'®1 A fent bemutatott vizsgalatok soran feldolgozott kb. 5 kg gyokérkivonat a
nyersanyag mindségétol fliggden tobb mazsa gyokérdrognak is megfeleltethetd lehet, amelynek
hatékony feldolgozasa laboratériumi Iéptékben nem kivitelezhetd. A magasabb tisztitottsagi
foku (pl. HPLC alapjan >50%) 20-hidroxiekdizon néhany kilogrammja pedig néhany grammtol
akar tobb szaz grammig terjedd mennyiségekben tartalmazhat olyan ritka mellék- ill. minor

ekdiszteroidokat, amelyeket mas méodon rendkiviil nehéz és koltséges lenne eldallitani.
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4.3. OXIDALT ES FOTO-TRANSZFORMALT EKDISZTEROID
SZARMAZEKOK ELOALLITASA ES VIZSGALATA [S3-S7]

2. TEZIS. Kimutattuk, hogy a névényi ekdiszteroidok oxidativ lanchasitasaval, és/vagy auto-
oxidacidjaval eldallithato ekdiszteroid metabolitok, ill. szarmazékok értékes bioaktiv anyagok.
Sikeresen allitottunk elé egy oldatban pH-fliggden stabil ekdiszteroid dezmotrép part,
amelyek bioaktivitasa is eltéronek mutatkozott. Mintegy 20 oxidalt szarmazék eldallitasa és
vizsgalata alapjan az ekdiszteroid B-gyiiri telitetlenségének novelése fokozza az anyagok
hatasat a sejtek ¢letképességét alapvetden befolyasolo protein kinaz-B (Akt) foszforilacidjara.
Ezaltal az igy eldallitott anyagok anabolikus / adaptogén / sejtvédd / antidiabetikus hatasok
szempontjabol kiilondsen igéretesek. Mddszert dolgoztunk ki a 20E lancrovidiilt metabolitja, a
posztszteron gazdasagos eléallitasara, amely lehetéve tette hatdsanak kutatési egylittmiikddés
keretében valo in vivo vizsgalatat. Ennek soran els6ként mutattuk ki egy metabolit egyértelmi
szerepét az ekdiszteroidok emldsokben kifejtett anabolikus hatasaban.

A 20E UV-lézer katalizalt fotokémiai atalakitasaval tovabb bovitettiik az eldallitott anyagok
korét, a gyokos atalakulasoknak kdszonhetéen tovabbi oxidalt, és kiilonleges szerkezeti,
szénatom beépiiléssel vagy gylirii-dtrendezddéssel képzddd szarmazékokat is nyertiink.

Ezen munka soran 6sszesen 27 ekdiszteroid szarmazék, koztiikk 15 aj vegyiilet eléallitasat és

vizsgalatat végeztiik el.

A tézishez kapcsolodo kozlemények:
S3, S4, S5, S6, S7 (IF=3,929 + 2,831 + 1,601 + 3,662 + 2,639 = 14,662)

Irodalmi attekintés a 2. Tézishez

Az 1. Tézis eredményei, valamint a kilogrammos tételben beszerzett tiszta 20-hidroxiekdizon
(E1 Cyanotis kivonat) megnyitotta az utat kutatocsoportunk korabbi, elsésorban minor anyagok
kiilonbozé ndvényfajokbol vald izolalasara fokuszaldo ekdiszteroid kutatasainak jelentds
atstrukturaldsara, €és ezen anyagok valtozatossaganak félszintetikus atalakitasokkal vald
kiterjesztésére, valamint az igy eldallitott anyagok farmakoldgiai vizsgalatira. Ebben a

fejezetben az oxidativ és fotokémiai atalakitasok kapcsan végzett munkankat mutatom be.

A 20E bazis-katalizalt auto-oxidacidja egy érdekes lehetdséget kinalt a B-gytirti atalakitasara.
Ezt a reakciot korabban Suksamrarn és mtsai. publikélték,[70] s a vizes metanolban NaOH
hozzaadasaval szobahOmérsékleten valo kevertetést kovetoen két ritka minor ekdiszteroidot,
kaloniszteront és 9a,20-dihidroxiekdizont irtak le fotermékként (rendre 35 €s 29 % termeléssel).

Az ezzel kapcsolatos, akkor mar folyamatban levé munkankkal parhuzamosan Savchenko és
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mtsai. publikaltak a 20E és a ponaszteron A 2,3;20,22-diacetonid szarmazékainak auto-
oxidacidjat metanolban, 6k rendre 68 ¢és 70% termeléssel irtdk le a kiinduldsi anyagok Sa-
epimerjeinek  9a-hidroxilezett szdrmazékainak keletkezését, kaloniszteron analdégok

keletkezésérdl ugyanakkor nem tettek emlitést.["]

Az ekdiszteroidok 20,22-diolja k6zo6tt végbemend oxidativ lanchasitas lehetésége kiilondsen
érdekes volt szamunkra, mivel a 20E-bdl igy keletkezd posztszteront egerekben a 20E in vivo
metabolitjaként azonositottak®®l (lasd 4.1. fejezet, 17. old.), ugyanakkor emldsdkben ilyen
tipusu ekdiszteroidok hatdsat korabban nem vizsgaltdk. A posztszteron 20E oxidativ
lanchasitasaval valo eldallitasat kordbban két tanulmany irta le, az egyik esetben NalOg4
alkalmazasaval végezték és nem adtak meg termelést,[?l a masik esetben pedig Jones reagenst
alkalmazva értek el 62%-os termelést, 3-oxoposztszteron, mint f6 melléktermék izolalasaval.l”®]

Egyéb, intakt oldallancot tartalmazo fitoekdiszteroidok ilyen tipusu atalakitasarol nem talaltunk

irodalmi hivatkozast.

A 20E fotokémiai atalakitdsarél két korabban publikalt kézleményrdl van tudomésunk.
Canonica és mtsai. a B-gy{irii enon csoportjanak szokatlan fotokémiai viselkedésérél szamoltak
be a 20E egy Pyrex sziirdvel ellatott Hg UV lampaval (A > 290 nm), vizes kozegben valo
besugarzasat kovetéen. Fotermékként (35%) a A%14 ketont irték le, 14a-deoxi-20E (15%) és két
gylrtiatrendezdéssel képzodo termék (23 és 18%) keletkezése mellett, s 14a-hidroperoxi-20E
jelenlétét is kimutattak.[" Erdekes, hogy a nagyobb termeléssel képzédott gytirtiatrendez6dott
terméket, egy szokatlan 13(14->8)-abeo szarmazékot a szerzok késobb sikeresen, 85%
termeléssel tudtak eldallitani a 20E 14-hidroperoxid Fe(Il) katalizalt atalakitasaval.’®1 A
Harmatha és mtsai. altal az els6 fotokémiai atalakitast csaknem 20 évvel késdbb kovetd hasonlo
munka soran igyekeztek argon gazzal kizarni az oxidacio lehetdségét, s U termékekként a 14-
epi-20E és a A%* keton egy 7-7" homodimerjét irtak le (ez utobbi termelése egyenes aranyban

crer

tapasztaltak.[’®]

A 20E auto-oxidalt szarmazékainak eléallitasa és vizsgalata [S4-S6]

A 20E auto-oxidaciojat elészor a Suksamrarn és mtsai. altal publikalt moédon[’™ kiséreltiik meg,
s mivel 6k nem részletezték az izoldlds menetét, rutin tisztitdsi eljarassal probalkoztunk
semlegesitést kovetden szilikagél oszlopkromatografia segitségével. Ez nem teljes
konverzidval néhany fotermék jelenléte mellett egy a referencia munkat nem reprodukalo,

Osszességében rendkiviil komplex elegyet eredményezett. Bar nagyon alacsony termelés

30



dc_1482 17

mellett, de sikeresen izolaltunk ugyanakkor négy vegyiiletet: 9a,20-dihidroxiekdizont (14),
(50)-90,20-dihidroxiekdizont  (15), 25-hidroxidakrihainanszteront (16), és egy 1j
ekdiszteroidot, 11a-hidroxikaloniszteront (17). Kaloniszteront (13), a korabban leirt egyik
féterméket ugyanakkor nem nyertiink.® Ezutan tobb kisléptékii kisérlet és rétegkromatografias
ellendrzés alapjan igyekeztiink optimalizalni az oxidacio idétartamat, majd a méretnovelt
reakcioelegyet a szilikagélnél joval kiméletesebb moddon, CPC-vel tisztitottuk.
Meglepetésiinkre egy korabban nem észlelt fétermék a frakciok vakuum-beparlasa soran egy
masik anyagga alakult, amelyet a szerkezetvizsgalat soran kaloniszteronként (13)
azonositottunk. Kinyertiink tovabba egy minor, gytriatrendez6déssel keletkezé anyagot (18).
Ezt kovetden a bomlékony koztitermék izolalasa céljabol ismét elvégeztiik a reakciodt, és az
ovatos semlegesitést és CPC frakcionalast kovetéen valamennyi frakciot nitrogénarammal
szaritottuk be. Ily modon sikeresen el6allitottuk a korabban kaloniszteronra bomlo
koztiterméket (19), valamint egy ujabb féterméket (20), maga a kaloniszteron ugyanakkor csak

nyomokban volt jelen. Az eldallitott anyagok szerkezetét az 5. abra mutatja be.

20E: R'=BH, R?=H
(0] 14: R'=BH, R?>=OH
15: R'=aH, R?>=0OH

HO
H

o
HO 0
1

OH 19

5. Abra. A 20E auto-oxidaciéjabdl izolalt termékek szerkezete. A 17-20 anyagok Uj ekdiszteroid szarmazékok.

A 13, 14 és 15 vegyiiletek a korabbi publikéciok altal vart termékek, s a 14 vegyiilet 9a-OH
csoportjanak eliminacidjaval a 16 vegyiilet kialakulésa is intuitiven magyarazhato. A 17 és 18
minor termékek kialakuldsahoz tobb oxidacios 1épés sziikséges (a feltételezett
reakciomechanizmust lasd a 6. abran). A 19 termék egy Suksamrarn altal is feltételezett
koztitermék, amelyet elsdként sikeriilt eldallitanunk. Rendkiviil érdekes a 20 vegytilet, amely a
kaloniszteron (13) protomerje, és amely a masodik preparativ 1éptékii (kaloniszteront

eredményezd) reakcioban nem keletkezett, ismétléskor ugyanakkor a kaloniszteron helyett

8 Az itt bemutatott munka id6rendben az [S1](1. Tézis)-ben leirtak elStt zajlott, a kaloniszteron (13) referencia
anyagként ekkor még nem allt rendelkezéslinkre; minor termékként feltehetéen képz&dott.
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izolaltuk fétermékként. Fontos megjegyezni, hogy mindkét vegytilet szilard és metanolos oldat
formajaban is stabilnak mutatkozott, el tudtuk végezni a teljes NMR jelhozzarendelésiiket.
Keletkezésiik koriilményei ugyanakkor felvetették az egymas kozotti, pH és/vagy
homérsékletfiiggd tautomer atalakulds lehetdségét. Szobahdmérsékelten mindkét anyagot
stabilnak talaltuk mind semleges, mind enyhén savas (pH=3) ¢és lugos (pH=8) kozegben. A 20
vegyiilet pH semleges, vizes oldata ugyanakkor melegités (80 °C) hatasara lassu (4 nap alatt
kb. 1:1 ardnyt eredményezd) atalakulast mutatott a 13 iranyaba. A 13 vegyiilet hasonld
melegitése ugyanakkor csak nyomnyi mennyiségii 20 megjelenéséhez vezetett, azt sugallva,
hogy a 13 a stabilabb forma. Egy kés6bbi vizsgalat soran azt is észleltiik, hogy erésen lagos
(tehat az auto-oxidacio koriilményeihez kozelebb allo) pH-n ugyanakkor a 13 gyorsan atalakul
a 20 vegyiiletté, megmagyarazva ezaltal azt is, hogy rendkiviil elévigyazatos semlegesitést
kovetéen mellett miért utobbi izolalhato az auto-oxidacio fotermékeként. Erdekesség tovabba,
hogy a 19 vegyiilet enyhén savas kozegben a 13, lagos kdzegben a 20 vegyiiletté alakul, a 14-
OH eliminécidja tehat olyan kulcslépés, ami ismét az elegy feldolgozasi koriilményeinek
fontossagat hangstlyozza. A fentiek alapjan tehat a 13 és 20 ekdiszteroid egy kiilonleges
izomer par, Un. dezmotropok. A dezmotrdpia jelensége leginkdbb a krisztallografidhoz
kotédik,[' oldatban valo eldfordulasa rendkiviil szokatlan. A 20E auto-oxidaciojanak

feltételezett mechanizmusa a 6. abran lathato.

20E
NaOHl

OH 19 (a),(b) OH  17(b)
6. Abra. A 20E bazis katalizalt auto-oxidacidjanak feltételezett mechanizmusa az izolalt Uj anyagok fényében. (a)
Korabban feltételezett koztitermékek,’® (b) Gj anyagok, (c) a 18 anyaghoz vezetd reakcidut egy altalunk
feltételezett koztiterméke, amelynek 2-OH csoportja valamelyik megel6z6 |épésben, egy fluggetlen oxidacids
|épésben alakulhatott oxo-csoportta.

Az auto-oxidaci6 idofiiggését el6szor HPLC [S6], majd egy késobbi, célzott analitikai vizsgalat
keretében [S4] kapillaris elektroforézis (CE) segitségével is megvizsgaltuk. Utobbi
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vizsgalathoz a modszerfejlesztést és az analitikai elvalasztdsok feliigyeletét Dr. Németh
Krisztina (MTA-TTK, Budapest) végezte, jelen értekezésben az egyiittmiikodésben végzett
munka szintetikus vonatkozdsaira kivanok koncentralni. A két vizsgélati modszer kozott a
legfontosabb kiilonbség, hogy HPLC esetén az analizisre legalkalmasabb forditott fazisu
oszlopok bazikus koriilmények kozotti sériillékenysége miatt a mintaeldkészités (elsdésorban a
pH semlegesités) rendkiviil fontos, mig CE esetén akar a reakciokoriilményeknek megfeleld
erdsen lagos (kb. pH=11) mintak is kdzvetleniil vizsgalhatéak. Mivel a preparativ munka soran
azt tapasztaltuk, hogy a pH valtoztatasa jelent6s mértékben modosithatja a termékprofilt (lasd
19, és az ebbdl keletkezd 13 és 20 anyagok), a Iehetséges termelések vizsgalatdhoz kiilondsen
fontos lehet az, hogy az analizis el6tti mintaeldkészitést minimalisra csokkentsiik. A CE tovabbi
elénye volt ugyanakkor az is, hogy mikroanalitikai modszerként joval rovidebb id6t igényelt
egy-egy elvalasztas (6 perc, szemben a HPLC kb. 20 perces idétartamaval), ami gyakoribb
mintavételezést és igy a reakcid iddbeli lefutasanak joval pontosabb értékelését tette lehetdvé.

A 20E auto-oxidaciojanak HPLC-vel és CE-vel nyert id6fiiggését a 7. abra mutatja be.

001 A «—-—20E ™7 B . —-—20E
. 15 i . 15
80—! +— - 19 8ol e — =19
! v 20 \ ff%\ s —13
Il ‘
|_ - 20
i p!
=S \ 1k

Reakciéidé (h) Reakcioidd (h)

7. Abra. A 20E bézis katalizalt auto-oxidacidjanak idéfiiggése HPLC (A) és CE (B) alapjan vizsgalva. Az ordinata a
kiindulasi 20E mennyiségének %-ban fejezi ki a mennyiségeket, amelyeket az izolalt termékek, mint standardok
segitségével felvett kalibracidk alapjan hataroztunk meg. A: HPLC analizisek el6tt a NaOH tartalmi mintakat
Ovatos pH semlegesitést kovetGen injektdltuk forditott fazisi rendszerben, B: a CE analizisek soran a
reakcidelegyeket higitds utan kozvetlenil injektaltuk az erGsen ligos kbzegben végzett elvalasztashoz. Mindkét
grafikon 3 fliggetlen reakcidé analizisét mutatja, a vizsgalati pontok atlag + SEM-ként kerultek feltintetésre. A
gorbeillesztésekre alkalmazott nonlinearis modelleket automatikusan, az OriginPro 9.1 szoftver beépitett
Leveberg-Marquardt algoritmusa segitségével vélasztottuk ki.

A fiiggetleniil elvégzett 3-3 oxidacid soran a reakcio jo reprodukalhatdsagat tapasztaltuk. A két
modszerrel nyert eredmények alapjan ugyanakkor a mintael0készités (preparativ céli munka
esetén a reakcidelegy feldolgozasa €s eldtisztitasa) a kitermelés szempontjabol valoban kritikus

pont lehet egyes anyagok, elsésorban a bomlékony 19 anyag szempontjabol. A 20E viszonylag
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gyors (CE alapjan t12=1,72 h) bomlasaval parhuzamosan a 19 anyag a reakcioelegyben kozel
80% maximalis mennyiséget ér el, igy megfeleld feldolgozas mellett meglepden jo termeléseket
lehetne elérni. Ezt kovetden mennyisége a 20 anyaggd valdo bomlésa folytdn meredeken
csokkenni kezd. A CE analizis egy érdekes tanulsaga, hogy a nyers elegybdl ily mdédon a 13
vegylilet is kimutathat6 volt, mig a HPLC-s mérésekkel a reakcidelegybdl nem volt kozvetleniil
azonosithatd; HPLC segitségével csak a 19 vegyiiletet is tartalmaz6 mintak savas pH-ra allitasa,
és/vagy hokozléssel vald vakuum-beparlasa utan észleltiik. CE segitségével igy tehat igazolni
tudtuk, hogy masodlagos termékként a dezmotrdp ekdiszteroid par mindkét formaja keletkezik

az auto-oxidacio bazikus koriilményei kozott is.

Az eldallitott anyagok farmakologiai tesztelésére a protein kindz B (Akt) foszforilacidjara
kifejtett hatasuk vizsgalatat valasztottuk, két f6 megfontolds alapjan: 1) az Akt aktivacioja
szerepet jatszik a 20E eml6sokben kifejtett anabolikus hatasaban,*?! és 2) a PI3K/Akt jelatviteli
at kulcsfontossagn a sejtek talélésének/apoptozisanak szabalyozasaban is,[’®1 ami az
ekdiszteroidok citoprotektiv hatdsanak kapcsan lehet lényeges. Ezt nemzetkdzi kutatési
egyiittmikodés keretében végeztik (Dr. T.-J. Hsieh, Kaohsiung Medical University,
Kaohsiung, Tajvan), in vitro, C2C12 egér harantcsikolt izom sejtvonalbol differencialt

miotubulusokon; eredményeinket a 8. abran mutatom be.

200, ey

8. Abra. Az auto-oxidacié soran nyert anyagok hatdsa az Akt

foszforilacidjara. Az oszlopdiagram atlag + SEM értékeket mutat, *,

** és ***: rendre p<0,05, 0,01, és 0,001 egyutas variancia-analizist

100+ kévetd Dunnett préba alapjan a kontrollhoz (C) viszonyitva, ill. a 13

és a 20 anyag O6sszehasonlitasa esetében Bonferroni préba alapjan.

i A modszer részletes leirasat a hivatkozott sajat publikacio [S6]
C 20E14 15 16 13 20 19 tartalmazza, az alkalmazott dézis 30 pg/ml volt.

1504

P-Akt / Akt arany (%)

*

Az anyagok tesztelése az egyiittmiikodd partner rutin, antidiabetikus hatasti anyagainak
vizsgalatara optimalizalt mddszere szerint tortént, amely jelentdsen eltért a 20E Akt
foszforilacion kifejtett hatasat korabban leiré kozleményben hasznalt moédszertdl (dozis,
kezelés iddzitése, stb.).[*? Feltehetéleg ezzel magyarazhatd, hogy a 20E kisérletiinkben
hatastalannak bizonyult.® Erés hatast tapasztaltunk ugyanakkor a 15 és a 13 vegyiiletek
esetében, és meglepd modon a 20 vegyiilet volt az egyetlen, amely szignifikdnsan csokkentette

a foszforilalt (ily modon aktivalt) Akt részaranyat. Ez alapjan tehat a két dezmotrop nem csak,

9 A kés6bbi vizsgalataink soran az ekdiszteroidokra leirt irodalmi médszerhez kozelitettiik a protokollt, amely
megerGsitette a 20E publikalt hatdsat, lasd kovetkezd alfejezet, C21 ekdiszteroidok in vitro hatasvizsgalata [S3].
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hogy oldatban kell6képpen stabil a kiilon-kiilon elvégezhetd teljes NMR spektroszkopias
jellemzéshez, de a két forma biologiai kdrnyezetben is eltéré modon viselkedik. Ennek kapcsan
fontos megjegyezni, hogy a farmakologiai vizsgalat soran rendkiviil sokféle behatas éri a
vizsgalt anyagokat, ideértve pl. a sejtek €s sejtorganellumok altal torténd felvételt és/vagy
exkréciot (aktiv / passziv transzportfolyamatok), és a metabolizmust is. Ebbdl fakadoan ezt az
¢szrevételt nem lehet egy az egyben a két forma azonos célponton kifejtett gatloé vagy serkentd
hatasaként értelmezni, sziikségszeriien egy Osszetett rendszerrel valo sokrétli kolcsonhatasaik
eredbje volt az, amely az alkalmazott dozisban eltért. Ett6] fliggetleniil kiillondsen érdekes, és a
szakirodalomban altalunk sehol masutt nem talalt jelenség az, hogy egy dezmotrop par két tagja
egy sejtes alapu farmakoldgiai teszten szignifikansan eltérd, so6t, Osszességében ellenkezo

iranyu bioldgiai hatést valtson ki.

C21 ekdiszteroid metabolitok eléallitasa és vizsgalata [S3]

A 20E — posztszteron in vivo metabolikus atalakulas ismeretében,® és azt is figyelembe véve,
hogy a posztszteron tipusu, C21 ekdiszteroidok emlésokben vald bioaktivitasa teljesen
feltérképezetlen volt, célul tlztik ki a posztszteron in vivo farmakologiai vizsgalatokra is
elegendd léptékli félszintetikus eldallitasat. Célunk volt tovabbd egyéb természetes
ekdiszteroidok 20,22-szénatomjai kozott lanchasitott analdgjainak eldallitasa és vizsgalata is;
ezek a posztszteron analogiaja alapjan nagy valdsziniiséggel az adott ekdiszteroid emlds
szervezetben keletkezd metabolitjai lehetnek. Farmakoldgiai médszerként ismét a 20E auto-
oxidalt szarmazékainal alkalmazott protein kinaz B (Akt) aktivacidjat valasztottuk ki, a fentebb

részletezett megfontolasok alapjan.

A reakci6 optimalizalasa céljabol tobb oxidaloszert is kiprobaltunk, végiil (diacetoxijod)benzol
(PIDA), egy hipervalens jod(III) vegyiilet alkalmazasaval és azt kovetd flash kromatografias
tisztitassal a posztszteron (21) mintegy 81,3 %-os izolalt kitermelését sikeriilt elérniink. A
korabbi novénykémiai munkak soran eldallitott, ill. a C. arachnoidea kivonatabol [S1,S2]
rendelkezésiinkre 4llo tovabbi ekdiszteroidok, igy a 2-dezoxi-20-hidroxiekdizon (2d20E)®,
ajugaszteron C (3), polipodin B (pB), dakrihainanszteron (8) és kaloniszteron (13) PIDA
katalizalt oxidacigjat is elvégeztiik, igy nyertiik rendre a 22 (68,3 %), 23 (63,6 %), 24 (71,2 %),
25 (82,7) és 26 (51,8 %) ekdiszteroid szarmazékokat. Az anyagok tisztitdsdhoz forditott fazist
HPLC-t (22, 23), rotacios rétegkromatografiat (24, 25), vagy CPC-t (26) alkalmaztunk. Utobbi

10 A vegyiiletek szdmozasanal figyelmet forditottam arra, hogy csak a jelen értekezésben bemutatott munka
keretében altalunk el&allitott anyagok kapjanak sorszdmot; a kordabban elGallitott, kiinduldsi, vagy referencia
anyagként felhasznalt vegyuleteket trividlis neviikbGl szarmaztatott roviditésekkel lattam el.
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esetében az optimalis CPC oldészer rendszer kivalasztasa az 1. Tézisben részletezettekhez [S1]

hasonlé modon tortént. Az igy eléallitott C21 ekdiszteroidok szerkezetét a 9. abra mutatja be.

21: R'=OH,R?=H, R3=H
22: R'=H, R2?=H, R3=H
23: R'=OH,R?=0H,R3=H
24: R'=OH,R?=H, R3=0OH

9. Abra. Oxidativ lanchasitassal el8allitott C21 ekdiszteroidok. A posztszteron (21) igazoltan a 20E egyik 8 in vivo
metabolitja egérben, analdgia alapjan a 22-26 vegyiletek rendre a 2-dezoxi-20-hidroxiekdizon, az ajugaszteron
C, a polipodin B, a dakrihainanszteron és a kaloniszteron in vivo metabolitjaiként valészinGsithet6k.

A 20E auto-oxidalt szarmazékainak az Akt foszforilacidon mutatott in vitro hatasossaga arra
inspiralt minket, hogy ezek C21 analodgjait is eldallitsuk, amelyhez a legcélszeriibb kémiai
megkozelitésnek a posztszteron (21) hasonlé modon elvégzett bazis-katalizalt auto-oxidacidja

tint.

A 20E lanchasitasaval eléallitott posztszteront 90% vizes metanolban oldottuk, majd NaOH
hozzdadasat kovetden szobahOmérsékleten 4 oOrat kevertettiik, hig ecetsav oldattal
semlegesitettiik, szilikdn atsziirtiik, CPC-vel frakcionaltuk, és az egyes termékeket forditott
fazisi HPLC segitségével izolaltuk tiszta formaban. Hét ekdiszteroidot nyertiink igy, amelyek
egyike a minor termékként jelen levé 26 anyag volt. Az igy nyert tovabbi hat C21 ekdiszteroid

szerkezetét a 10. abra mutatja be.

10. Abra. A posztszteron (21) bazis-katalizalt auto-oxidacidjaval elGallitott C21 ekdiszteroidok.

A 26-29 szarmazékok a 20E auto-oxidalt termékeivel analég C21 ekdiszteroidok. Mivel a 26
vegyliletet sikeresen el6 tudtuk allitani a C. arachnoidea-bol tobb grammos tételben
rendelkezésiinkre allo kaloniszteronbdl (lasd 1. Tézis), itt a reakciokoriilményeket a korabbi
tapasztalatok alapjan ugy alakitottuk, hogy a 29 és 30 vegyiilet izolalasara tudjunk koncentralni;
ilyen modon a kaloniszteron analog 26 vegyiilet képzddését szandékainknak megfeleléen a

posztszteron auto-oxidacidja soran csak nyomokban észleltiik.
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Az eléallitott C21 ekdiszteroidok bioaktivitasat kutatasi egyiittmiikodés keretében in vitro [S3],
a posztszteronét (21) pedig in vivo is megvizsgaltuk [SR1]. In vitro a korabbiakhoz hasonléan
az anyagok Akt foszforilaciora kifejtett hatasat vizsgaltuk, in vivo pedig a tobb gramm tételben
eldallitott posztszteront injektaltuk patkdnyok hatuls6é végtagjaiba intramuszkularisan, s az
izomtomeg mellett az izomrostok atmérdinek valtozasat vizsgaltuk. Az eredményeket réviden

a 11. &bra foglalja Ossze.
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11. Abra. C21 ekdiszteroidok in vitro (A és B), és a posztszteron (21) in vivo farmakoldgiai vizsgélata. A: a 21-32
anyagok (10 uM) hatdsa C2C12 harantcsikolt izomsejtek Akt foszforilacidjara (p-Akt: foszforilalt, T-Akt: teljes Akt,
C: negativ kontroll). B: a 20E és a posztszteron (21) Akt-ra kifejtett hatdsanak ddzisfliiggése 10 nM és 10 uM
kozott. C: a posztszteron (21) in vivo vizsgalatanak nem rostspecifikus eredményei; kezelés: egy hétig napi 5
mg/kg him Wistar patkanyok jobb hatsé végtagjaba subcutan injektalva, jelmagyardzat: C-kontroll, P-
posztszteron kezelt, L-bal, R-jobb, S-soleus izom, E-EDL izom, i.e. P_RS=kezelt jobb oldali soleus.

10 uM dézisban a 22-24 anyagok kivételével valamennyi C21 ekdiszteroid képes volt fokozni
az Akt foszforilacigjat harantcsikolt izomsejtekben in vitro, és a B-gylirl telitetlenségének
novelése (25, 26 és 30 anyagok) eldnydsnek tlinik a hatds szempontjabol. Ezt a szerkezet-hatés
Osszefliggést ugyanakkor arnyalja a 10B &bran lathatd, harang-gorbe szerli dozisfliggés, ami
alapjan mind a 20E, mind a posztszteron (21) hatdsa egy maximum elérése utan nagyobb
koncentraciok alkalmazasaval csokkenni kezd. Ez alapjan nem feltétleniil lehet egy adott
dozisra adott valasz alapjan megitélni egy-egy ekdiszteroid Akt foszforilacidra kifejtett
hataserdsségét: bar a 20E hatdsmaximuma (1 uM) feliilmutlja pl. a posztszteronét, utdbbi joval
alacsonyabb, 10 nM koncentracidban is jelents hatast valt ki, ahol a 20E mar inaktiv. A
posztszteron in vivo farmakologiai vizsgalata egyértelmiien igazolta a kezdeti feltevésiinket,
miszerint ez az anyag a 20E aktiv, anabolikus hatdsu metabolitja. A rostspecifikus hatdsok
részletes értékelése nem képezi jelen értekezés targyat, annyit érdemes ugyanakkor
megjegyezni, hogy bar a posztszteron hatiserdssége hasonld, mint a 20E kezelés kapcsan

ugyanezen modellen korabban kézoltek, [ hatdsprofilja azonban néhany lényeges ponton eltér
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attol. Ez arra utal, hogy a posztszteron keletkezésétdl fliggetleniil a 20E 6nalloan, vagy egyéb

metabolitjai Gtjan is kifejthet anabolikus hatast.

A 20E UV lézer flash fotolizise [S7]

Legjobb tudomasunk szerint a 2. Tézis irodalmi attekintésében emlitett, a 20E Hg UV lampak
altal katalizalt fotokémiai atalakitasain[’* " tul nem végeztek ekdiszteroidokkal ilyen jellegii
vizsgalatokat. A klasszikus fotoreaktorokhoz képest a l1ézerek fotokémiai céli alkalmazésa
szdmos elonnyel bir, elsdsorban nagy energidjuk, optikai tisztasdguk és konnyli
miniatlirizalhatosaguk révén, amely tulajdonsagaik ,,lab-on-a-chip” tipusu alkalmazasokat is

lehet6vé tesznek. 8%

Egy kutatasi egyiittmiikodés keretében (Prof. M. L. Pascu, National Institute for Laser, Plasma
and Radiation Physics, Bukarest, Romania) 2012-ben lehetdségiink adodott a 20E UV lézerrel

vald besugarzasara [SR6]; a keletkezett termékeket Szegeden izolaltuk és vizsgaltuk tovabb

[S7].

A besugarzasokat Nd:YAG impulzuslézer (A=266 nm) segitségével, metanolos oldatban,
kiivettaban végeztiik tobb részletben. Mivel célunk a termékek széles palettajanak izolalasa
volt, az egymast kovetd besugarzasok soran igyekeztiink a koriilményeket rétegkromatografias
ellendrzés mellett tigy valtoztatni, hogy minél nagyobb mennyiségli 20E minél teljesebb
atalakitasa valosuljon meg. Ez a koncentraciok, a besugarzasi id6 és az impulzusenergia
folyamatos novelését jelentette (rendre 2-10 mg/ml, 15-30 perc, és 6,5-15 mJ tartomanyok
kozott). Az dsszesen 400 mg 20E besugarzasabol nyert reakcidelegyeket egyesitve dolgoztuk
fel, s az egyesitett keverék kvantitativ vizsgéalata alapjan mintegy 15% visszamarado 20E-t
tartalmazott. Az elegybdl tobblépcsds, rotacios rétegkromatografia, CPC, valamint RP-HPLC
segitségével végzett kromatografias tisztitas soran 7 terméket (21, 33-38) izolaltunk, és korabbi
munkankbol rendelkezésre all6 referencia anyag segitségével egy tovabbi minor terméket, a
20E 14-epimerjét (39) azonositottunk (ez utobbi mennyiségét analitikai HPLC segitségével 20E
ekvivalensben kifejezve kb. 0,3%-ban hataroztuk meg). A termékek szerkezetét a 12. abra
mutatja be. A 20E fotokémiai atalakitasaval korabban publikalt termékprofiltél ebben a
vizsgalatban jelentOsen eltérd szerkezeteket is nyertiink, amely a nagymértékben eltérd

reakciokoriilmények fényében nem meglepd.
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12. Abra. A 20E lézer flash fotolizisének termék-keverékébdl izolalt (21, 33-38) vagy detektalt (39) ekdiszteroid
szarmazékok. 33, 36, és 38 Uj anyagok

A posztszteron (21) a 20,22-szénatomok k6zotti oxidativ lanchasadas eredménye, amely a B-
gyiirii kromoforjatol valo jelentds tavolsaganak koszonhetden valdsziniileg inkabb inter-, mint
intramolekularis folyamatoknak koszonhetd. Az alkalmazott hullimhosszon valdszintitlen a
metanol direkt fotolizise, amely nagy mennyiségii reaktiv gyok termelését eredményezhetné. B
Egyéb modon keletkezd reaktiv oxigén fajtak, vagy mas 20E molekuldk altal produkalt
szabadgyokok (pl. akar "OH gydk, lasd 13. dbra) ugyanakkor magyarazhatjak a posztszteron
(21) keletkezését. Az Osszes tobbi termék képzddése levezetheté az O-6, 8-C kettds gyok
atrendez6désébdl. Erdekes ilyen szempontbdl a 33 vegyiilet, ahol az oldészerként hasznalt
metanollal valé reakcido 1j szén-szén kotést alakitott ki, feltehetéen a 14-OH csoport
homolitikus lehasadasat kovetden. Az igy keletkezd ‘OH gyok kozvetleniil kapcsolodhat
ugyanazon 20E molekula megmaradt, a 6-karbonil és a 14-es szénatom kozott delokalizalédol’!
szabad gyokéhez, igy kialakitva a 38 vagy a 14-epimer 39 vegyiiletet, vagy reagalhat az
oldészer metanollal. Ez utdbbi reakcio elsédleges terméke a "CH20H gyok, Y s ez lehet a 33
vegyiilet kialakuldsdban kulcsszerepet jatszo, a 6-os szénatomhoz kapcsolddd legvaldsziniibb
reakciopartner. Bar a 36 vegylilet kozeli szerkezeti rokonsagban all a Canonica et al altal
korabban leirt 13(14->8)-abeo szteroiddal,[’¥ annak keletkezési mechanizmusat részletesen

elemezték,["* ™ ez alapjan pedig esetiinkben a megdrzott A7® olefin egy eltérd reakcioutat

39



dc_1482 17

valoszintsit. Legvaldsziniibb koztitermékként egy a 8-14 kotés homolitikus hasaddsa utan
keletkez6 aldehidet feltételeziink, amelybdl aztdn az oxidativ kdrnyezet magyarazhatja a
laktongytirti keletkezését. A tetrahidro-oxepin gytirt kialakuldsa ugyanakkor valosziniileg egy
masodlagos fotoreakcido eredménye lehet. A 14-hidroperoxi szarmazék 37 képzodhet a
koradbban feltételezett 20E 14a-oxil gyok ¢és egy OH gyok reakcidja soran; ezt az is
alatdmaszthatja, hogy ez az anyag csekély mennyiségben mindkét korabbi munka soran
keletkezett, a 1égkori oxigén lehetdség szerinti alapos kizaradsa mellett is. A harom 0j anyag (33,

36, 38) képzodésének feltételezett mechanizmusat a 13. abra mutatja be.

- OH OH

ll oxidacié

hv

13. Abra. A 20E lézer flash fotolizise soran elGallitott Uj anyagok képz&désének feltételezett mechanizmusa.

Az eldallitott anyagok koziil a 33 vegyliletet elhelyeztiink egy ekkor dsszegyiijtés alatt allo, a
COST Action CM1106 (Chemical Approaches to Targeting Drug Resistance in Cancer Stem
Cells) résztvevdi altal 1étrehozott vegyiiletkonyvtarban, amelyet szamos eurdpai kutatdcsoport
véltozatos farmakologiai szlirdvizsgalataiban megvizsgéltak. Elézetes eredmények alapjan ez
az anyag 34 nM doézisban az ebbdl a szempontbol inaktiv 20E-vel ellentétben kb. 20%-al
novelte a mitokondrialis genom mennyiségét, amely fokozott metabolikus aktivitasra utal.[®?]
A mitokondrialis DNS mindsége és mennyisége ugyanakkor valdszinilileg az 6regedéssel is
szorosan Osszefiigg.®®] Ez alapjan a 33 vegyiilet tovabbi vizsgalata érdekes lehet a
metabolizmussal 0Osszefiiggd, és/vagy az Oregedéshez is kothetd kronikus betegségek
modelljein kifejtett hatdsok (pl. anabolikus / adaptogén / antidiabetikus hatas) szempontjabdl.
A csekély rendelkezésre allo mennyiség miatt azonban lehetdségeink a tovabblépésre erdsen

korlatozottak voltak, igy er6forrasainkat végiil mas kutatési irdnyokra forditottuk.
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4.4. TUMOR REZISZTENCIA CSOKKENTO HATASU EKDISZTEROID
SZARMAZEKOK ELOALLITASA ES VIZSGALATA [S8-518]

3. TEZIS. Els6ként mutattuk ki, hogy a relative apolaris ekdiszteroid szarmazékok, kiilondsen
az ekdiszteroid acetonidok, jelent6s rezisztencia-csokkenté hatast fejtenek ki mind multidrog
rezisztens, mind gyégyszer szenzitiv tumorsejtvonalakban szamos kemoterapias szerre. A
hatas ABCBI1 transzportert (P-gp) over-expresszalo sejtvonalban joval erésebb, mint annak
szenzitiv parjan, de nem a transzporter efflux funkcidjanak gatlasan alapul. A legdramaibb
szenzitizalo hatast egy P-gp negativ neuroblasztdéma sejtvonalon tapasztaltuk. Az Ujonnan
allitott anyagok mellett meglévo ekdiszteroid konyvtarunk farmakoldgiai vizsgélatat is
elvégeztilk, igy Osszesen 119 anyag hatasa alapjan deritettiink fel szerkezet-hatas
osszefiiggéseket. Vizsgaltuk a szterol oldallanc, a szteranvaz szubsztiticidos mintazata,
nitrogén, fluor és kén heteroatamok, valamint a diolok lipofil szubsztituenseinek szerepét. A
legfontosabbnak felismert, a 2,3-diolon kialakitott dioxolan gytirii savérzékenysége, valamint
oldékonysaggal kapcsolatos problémak és a targetdlas vonzd lehetdsége indokolta, hogy
nanorészecskéket allitsunk el6. Ezt szkvalénnal funkcionalizalt ekdiszteroid prodrug
konjugatumok segitségével értiikk el, amelyek vizes kozegben valdé Onrendezddése
monodiszperz, stabil nanorészecskéket alakitott ki. A 1la-hidroxiekdiszteroid acetonid
tartalmi nanorészecskék gyogyszerrezisztenciara kifejtett hatasa alapjan a 2,3-acetonid
csoportot egy alkalmas savrezisztens csoporttal kell helyettesiteni ahhoz, hogy ezt a stratégiat
hatékonyan lehessen tumorellenes céllal alkalmazni, citoprotektiv szarmazékok passziv
targetalasara ugyanakkor alkalmas lehet a modszer.

Ezen munka soran 6sszesen 89 ekdiszteroid szarmazék, koztiik 58 uj vegyiilet eldallitasat és
vizsgalatat végeztiik el.

A tézishez kapcsolodo kozlemények:

S8, S9, S10, S11, S12, S13, S14, S15, S16, S17, S18 (IF= 4,400 + 4,833 + 3,737 + 1,731 +
3,098 + 3,466 + 1,776 + 2,608 + 2,134 + 2,095 + 5,614 = 35,492)

Irodalmi attekintés a 3. Tézishez

A WHO legfrissebb adatai szerint a tumorbetegségeket vildgszerte a madasodik vezetd
halalokként tarthatjuk szamon; ezek 2018-ban kb. 9,6 milli6 életet koveteltek, mintegy 70%-
ban alacsony-kozepes gazdasagi teljesitményii orszagokban.[® A legujabb kutatasok tobbnyire
biztato jovéképet festenek az immun- és/vagy génterapia lehetséges alkalmazasairol, [ és mar

vannak is elérheté immunterapias lehetéségek egyes tumor tipusok hatékony kezelésére. [ 871
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Ezek ugyanakkor egyrészt rendkiviil dragak (pl. a Novartis génmodositott T-sejteken alapulod
CAR-T immunterapias kezelése kozel félmilli6 amerikai dollarba keriil), masrészt
hatékonysaguk sem feltétleniil fordithato le egyértelmiien a beteg tulélésére.® A szamos
praktikus, pl. gyartasi nehézséget is figyelembe véve 0sszességében nehéz megjosolni, hogy
vildgviszonylatban valdéban képes lesz-e ez a terapias megkdzelités megoldani a
tumorbetegségek problémajat, és ha igen, mikor. A kismolekulads antitumor anyagok
felfedezésére iranyuld kutatasok ennélfogva tovabbra is relevansnak tekinthetdek, s kivaltképp
igaz ez a természetes anyagok és szarmazékaik ilyen célt vizsgalatéra.™

A kemoterapias kezelés egyik jelentds, ¢s maig megoldatlan korlatja az intrinsic, vagy a terapia
kovetkeztében kialakuld rezisztencia, elsdsorban az ugynevezett multidrog rezisztencia
(MDR). Ez azt jelenti, hogy a kezelésre akar kezdetben jol reagdld tumor a terapia hatasara
szamos, egymastol kémiailag adott esetben jelentdsen eltérd kemoterapids szerre is rezisztenssé
valik. Ez a jelenség szamos mechanizmuson keresztiil kialakulhat, amelyek koziil az egyik
leggyakrabban el6forduld az un. efflux pumpak altal biztositott MDR: olyan ATP fiiggd
transzporter fehérjék over-expresszidja, amelyek nagy transzport-kapacitassal és kis szubsztrat-
specificitassal képesek toxikus anyagokat (pl. kemoterapias szereket) kijuttatni a sejtbdl, ezéltal
csokkentve hatékonysagukat.®® 1 Az MDR efflux pumpék specifikus gatlasaval valo
visszaszoritasa egy logikusnak tiind stratégia a kemoterapia hatékonysaganak visszaallitasara,
sajnos azonban az erre irdnyuld rendkiviil intenziv, kozel négy évtizedes kutatdsok mindmaig
sikertelenek maradtak. A rendkiviil hatékony, erre a célra kifejlesztett efflux pumpa gatlok (pl.
Tariquidar, 3. generacios ABCB1 és ABCG2 gatlo)®!l rendre elbuktak legkésébb a fejlesztés
klinikai fazisan, terapids eldnyt (= a talélés fokozasat) nem sikertilt ezekkel elérni. Ennek okai
kozott fontos szerepe lehet annak, hogy a gatloszerekkel tdmadott efflux pumpak rendkiviil
fontos fiziologias szerepet toltenek be.®?l A rezisztencia kialakulasiban a legnagyobb
incidenciaval részt vevé ABCBI transzporter (P-glikoprotein, v. Pgp)®® példaul valamennyi
biologiai barrier (vér-agy gat, vér-placenta, vér-here, sth.) miikodésében kulcsszerepet jatszik,
ezaltal a szubsztrat kemoterapias szer farmakokinetikdjdban és toxicitdsaban is meghatarozo
tényez6.1% 94 91 Az ATP-fiiggd, rendkiviil energiaigényes efflux pumpék fokozott expresszidja
ugyanakkor érzékenyebbé is teszi ezeket a sejteket bizonyos szerekre (,kollateralis
szenzitivitas”), amely egytttal 0j terapids lehetdségeket is nyithat.[9 %71

A fentieknek megfeleléen vizsgalataink soran érdeklédésiink elsésorban olyan anyagok
eldallitasara és vizsgalatara irdnyult, amelyek funkciondlis efflux pumpa gatlé hatds nélkiil

képesek szelektiven elpusztitani az MDR tumorsejteket.
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Az ekdiszteroidok tumorellenes hatasanak irodalmi hattere viszonylag csekély. Leirtdk néhany
ekdiszteroid gyenge in vitro antiproliferativ hatasat L-1210 leukémia sejteken; a 20E ICso értéke
pl. kb. 50 pM volt.®l Kemopreventiv hatast valtott ki a ciaszteron (lasd késSbb; ,.cya”
roviditéssel), a polipodin B (pB) és a dekumbeszteron; ezek in vitro gatoltak az Epstein-Barr
virus korai antigénjének indukciojat, és a ciaszteron in vivo is képes volt gatolni az egerek bérén
7,12-dimetilbenz[a]antracén (DMBA) altal kivaltott és forbol észterrel (TPA) fenntartott
tumorképzédést.®¥ Leirtak tovabba, hogy a 20E 10 mg/kg dozisban kombinacios kezelés soran
képes volt elényodsen befolyasolni a ciszplatin leukémiara, ill. attétképz6 melanomara kifejtett
hatasat egerekben in vivo, amely lehetové tette hasonld hatasossag mellett a ciszplatin dézis
felére csokkentését.['®! Erdekes ugyanakkor, hogy a 20E két kozeli szerkezeti analogja, a
muriszteron A €s ponaszteron A erds antiapoptotikus hatast valtott ki RKO vastagbél tumor
sejteken. %]

A kovetkezd alfejezetekben természetes és félszintetikus ekdiszteroidok altalunk felfedezett
kemoszenzitizald, tumorsejteken kifejtett gyogyszerrezisztencia csokkentd hatasanak
vizsgalatat és a kifejezetten a szerkezet-hatas Osszefiiggések feltarasanak céljabol elballitott
anyagainkat mutatom be. Mivel az itt bemutatott, szoros kutatasi egyiittmiitkodésben végzett
farmakologiai vizsgélatok nyers adatainak kiértékelése €s értelmezése jelentds mértékben sajat
munkam, és sok esetben a kisérleti elrendezések megtervezésében is részt vettem, ezeket az

eredményeket a kordbbiaknal nagyobb részletességgel mutatom be.

Sziirovizsgalatok és a dioxolan funkciok szerepének feltérképezése [S12-S13, S16-
S18]

Az ekdiszteroidok tumorrezisztencia csokkentd hatasat kutatdcsoportunk ismerte fel eldszor, a
SZTE-AOK Orvosi Mikrobiologiai Intézetében Prof. Molnar Jozsef kutatocsoportjaval
egyiittmiikddve. A kezdeti néhany rendkiviil biztatd szlir@vizsgalat utdn szdmos kordbban
eléallitott novényi ekdiszteroidot, és ezek egyes félszintetikusan eléallitott szarmazékait is
megvizsgaltuk. Mivel azt tapasztaltuk, hogy leginkdbb az apolaris szarmazékoktol varhatunk
erds hatast, néhdny nagyobb mennyiségben rendelkezésiinkre all6 anyagbol acetilezést és
acetonidképzést is végeztiink. A munka ezen elsé fazisdban 0sszesen mintegy 58 anyagot
vizsgaltunk, koztliik ,klasszikus” (i.e. teljes, nyilt szterol oldallanccal rendelkez6, OH-
csoportokon nem szubsztitudlt) fitoekdiszteroidokat, oldallancon modosult (gytirtizart, vagy
rovidiilt oldallancot tartalmazo) szarmazékokat, ekdiszteroid észtereket és ekdiszteroid

acetonidokat [S18]. Az anyagok szerkezetét a 14. dbra mutatja be.
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14. Abra. A multidrog rezisztencia csokkentd hatds sz(irévizsgalata sordn vizsgalt ekdiszteroidok. A: ,klasszikus”,
szterol oldallanccal rendelkezd, polaris karakter( fitoekdiszteroidok, B: oldalldncon médosult szarmazékok, C:
ekdiszteroid észterek, D: ekdiszteroid acetonidok. A sorszamozott anyagokat jelen munka sordan allitottuk el6, a
nem szamozottak pedig kutatdcsoportunk korabbi fitokémiai munkajabdl alltak rendelkezéslinkre.
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A farmakolégiai vizsgalatok soran két tesztet haszndltunk két sejtvonalon, L5178 egér
limfoman (szenzitiv sejtvonal) és az ebbdl retrovirussal transzfektalt, human ABCBI1
transzportert expresszalé L5178wpr sejteken (multidrog rezisztens sejtvonal).!%l Elészor a
ABCBI gatl6 hatésat; ez egy fluoreszcens festék, amely az efflux pumpa szubsztratja,['% igy
egy rovid inkubdcids ideji teszttel a sejtek fluoreszcencidja az efflux aktivitds aranyaban
csokken, s ez dramléasos citometridval mérhetd. A masik mddszer egy 96-lyuku plate-en un.
checkerboard elrendezésben végzett citotoxicitasi vizsgalat, amely a vizsgalt anyag egy
kemoterapias szerrel (esetiinkben doxorubicinnel) valé kombinaciojat teszteli. A plate atlojan,
¢s ezzel parhuzamosan a két kombinalt anyag konstans koncentracio-aranyu kombinéacioinak
sorozathigitasai helyezkednek el, amelyekre Chou moddszere szerint a CalcuSyn szoftver
hasznalataval n. kombinaciés index (CI) értékeket szamolhatunk.'%®l A CI értékek a
szinergizmus/antagonizmus kvantitativ jellemzését teszik lehetdvé a kdvetkezdk szerint: 0 < CI
<1, szinergizmus, CI = 1, nincs kolcsonhatas (additiv hatas), és CI > 1, antagonizmus. A CI
értékek kiszamithatoak a hatés teljes skalajara; antitumor tesztelés soran ugyanakkor (mivel
ilyen esetekben a tumor teljes eradikéaldsa a cél) a magasabb hatas szinteken, pl. 90%-0s
gatlasnal meért kombinalt hatas fontosabb, mint az alacsonyabb gatlas % értékeknél. Ezért az
irodalomban elfogadott modon egy adott anyag CI értékeinek magasabb hatasok felé sulyozott
atlagat tekintettik vizsgalataink soran a hatisossag mérvadd jellemzdjének.*%1 Mivel
tapasztalataink szerint a kiilonb6z6 ekdiszteroid-doxorubicin aranyok esetén a szinergizmus-
antagonizmus erdssége eltér, és az aranyfiiggés altalaban harang- (antagonizmus), vagy
forditott harang (szinergizmus) gorbével volt jellemezhetd, a szerkezet-hatas Osszefliggések
elemzéséhez valamennyi anyag esetében a legintenzivebb kivaltott hatast (szinergizmus vagy
antagonizmus) vettiik figyelembe, és nem az azonos aranyok hatasait hasonlitottuk Gssze.
Legfontosabb eredményeinket roviden a 15. dbran foglalom dssze.

Mig a vizsgalt ekdiszteroidok az ABCBI1 transzporter funkciojat gyengén vagy egyaltalan nem
gatoltdk, sok koziilik kifejezetten erds hatassal birt az ezzel Osszefiiggd multidrog
rezisztenciara, amely a doxorubicin Citotoxicitdsan keresztiil jo1 jellemezhetd. Erdekes, hogy az
emlésokon anabolikus és citoprotektiv hatasukrol ismert klasszikus, polaris ekdiszteroidok (pl.
ekdizon, turkeszteron, 20E) inkabb antagonistaként, a doxorubicin citotoxikus hatasatol védo
anyagként viselkedett, a kisebb polaritasu szarmazékok ugyanakkor inkabb szinergista, a
doxorubicint potencirozé hatast valtottak ki. A vizsgalt ekdiszteroidok szerkezeti
véltozatossaga lehetdvé tette, hogy egymadstol mindossze egy funkcids csoportban eltérd

anyagok paronkénti 6sszehasonlitasaval specifikus szerkezet-hatas dsszefiiggéseket vonjunk le,
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15. Abra. Ekdiszteroidok interakcidja a doxorubicin citotoxikus hatdsaval MDR limféma sejteken. A: kombinacids
indexek a magasabb szintl hatasok felé stlyozva. Clavg=(Clso+2xCl75+3xCla0)/6, ahol 0<Cl<1: szinergizmus, Cl=1:
additiv hatds, 1<Cl: antagonizmus. Minden pont egy anyagot jelképez, a csoportositds a 11A-D dabranak
megfeleld, csoporton beliil azt atlagot és az ehhez tartozd 95% konfidencia intervallumot jeleztem. Kiemelt
anyagok: ekdizon (E; legerdsebb antagonizmus), makiszteron C 2,3;20,22-diacetonid (mCd; leger&sebb
szinergizmus), 20E, és 20E 2,3;20,22-diacetonid (56). Pgp2oum): az adott koncentraciéban mutatott ABCB1 gatlds
a rodamin123 akkumulacidja alapjan szamolva (%). B: a Cl értékekre vonatkozo szerkezet-hatas dsszefliggések,
a fel-le nyilak az adott szerkezeti jellemzd Cl értékre gyakorolt hatasat mutatjak.

ennek Osszegzését mutatja a 15B abra. Az egyes (részben Onkényesen csoportositott)
ekdiszteroid csalddok hatasat populacid szinten statisztikailag Osszehasonlitva egyediil az
ekdiszteroid acetonidok és a ,klasszikus” ekdiszteroidok Clayg értékei kozott talaltunk
szignifikans eltérést (p<0,001 egyutas ANOVA, Bonferroni post-hoc teszt alapjan). Mig ez a
fajta 0sszehasonlitds a csoportositas jellege miatt nyilvanvaléan 6sszemossa az egyes anyag
tipusok kozott adott esetben meglévé kiilonbségeket, azt mégis nyilvanvalova teszi, hogy az
acetonid csoportok valamennyi egyéb funkcids csoportnél jelentdsebbek a szerkezet-hatas

Osszefliggések szempontjabol.

Az alapvegyiilet, annak 20,22-acetonidja és a 2,3;20,22-diacetonid Osszehasonlitasat tobb
ekdiszteroidnal is lehetdségiink volt elvégezni, s ebbdl egyértelmiien kideriilt, hogy a
doxorubicinnel kombinacioban antagonistaként hatd alapvegyiilet 20,22-monoacetonidja
gyenge vagy kozepes szinergizmust, diacetonidja pedig erds szinergizmust mutat. A 20E
szarmazékainak példajan ez rendre Clayg=2,03 (20E), 0,49 (49) és 0,13 (56) értékekkel jelent
meg. Az acetonid funkcié egy a szerves kémiabol jol ismert véddcsoport, amely savval
viszonylag konnyedén eltavolithato.[*% Fontos kihangsulyozni azonban azt is, hogy az
acetonid ugyanakkor egy biokompatibilis funkcios csoport, amely gyogyszervegyiiletekben is
eléfordul. Erre jo példa a triamcinolon acetonid, egy leginkabb parenteralisan alkalmazott
gliikkokortikoid gyogyszer, amely intakt, acetonid formajaban, és nem pro-drugként fejti Ki
hatasat,[1%] és amely szajon at valo bevitel esetén is elfogadhatd, kb. 23%-os biohasznosulassal

rendelkezik.'%! Mivel azonban az ekdiszteroid alapvegyiilet (pl. 20E) és annak diacetonidja
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(pl. 56) ellenkez6 iranyu hatast is kivalthat, az acetonidok kémiai stabilitasa esetiinkben
kiilondsen fontos kérdés. Megvizsgaltuk ezért a 20E diacetonid (56) bomlasanak idofiiggését a
gyomor savas pH-jat kozelitéleg modellezdé (pH=1,48) koriilmények kozott, az eredményeket

a 16. abra mutatja be.

—-o— 56
-%-- 49
&~ 20E

%

Id6 (perc)

16. Abra. 20E 2,3;20,22-diacetonid (56) kémiai stabilitasvizsgalata savas (pH=1,48) kdrnyezetben. A méréseket
forditott fazisi HPLC-vel végeztik (viz-MeOH gradiens, Agilent Poroshell 120 EC C-8 oszlop, 3 mm x 50 mm, 2.7
um; analizisidG: 4 perc), az eredményeket a kiindulasi 20E ekvivalensében mutatom be, a méréseket 2, 7, 15, 20,
30, 40, és 60 percnél végeztiik 3 parhuzamossal, a mérési pontok atlag + SEM-ként vannak feltlintetve, a kinetikus
gorbeillesztéshez a GraphPad Prism ,,one-phase decay” exponencialis modelljét hasznaltuk.

Eredményeink azt sugalljdk, hogy a 20E 2,3;20,22-diacetonid (és bizonyéra a tobbi hasonlo
szerkezetli ekdiszteroid) alapvegyiiletére valé bomlasa szijon at vald bevitel esetén is
elenyész6. A 2,3-acetonid csoport viszonylag gyors, kb. 7,3 perces felezési id6vel valod
elbomlésa ugyanakkor a 20,22-monoacetonidot eredményezi, amely valamennyi vizsgalt anyag
esetében joval gyengébb rezisztenciacsokkentd hatdsu a diacetonidnal. Ez alapjan tehat ezek a
vegyliletek terapias eldny reményében vélhetdleg csak parenteralisan lennének alkalmazhatoak,

szajon at pedig nem, vagy csak megfeleld formulécio segitségével lehetnek bevihetok.

A 20E, a 20E 20,22-acetonid (49) és a 20E 2,3;20,22-diacetonid (56) esetében tobb sejtvonal
¢és tobb kemoterapias szer kapcsan is megvizsgaltuk a rezisztencia csokkentd hatast [S16]. A
kezdeti vizsgélatok soran hasznalt MDR egér limfoma mellett annak szenzitiv parjat, valamint
két, eltérd receptorialis hatter(i prosztata tumor sejtvonalat, egy emlétumor sejtvonalat és annak
doxorubicinhez adaptalt MDR parjat, valamint egy cervix karcinoma sejtvonalat és annak
vinkrisztinhez adaptalt MDR parjat is felhasznaltuk vizsgalataink soran. Azt tapasztaltuk, hogy
bar ezek koziil a sejtvonalak koziil a legerdsebb rezisztenciacsokkentd hatas egyértelmiien az
ABCB1 transzfektalt egér limfoma sejteken mutatkozik, a diacetonid (56) esetében ez a hatas
észlelhetd volt a tobbi, ezt az efflux transzportert nem kifejez6é (pl. MCF-7) sejtvonalon is a

ciszplatin kivételével valamennyi kemoterapiés szerrel kombinacidban.
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A diacetonid szarmazékok meggy6zé rezisztenciacsokkentd hatasa alapjan kovetkezod
célkitiizésiink az volt, hogy megvizsgaljuk, milyen hatdsa van a bioaktivitdsra a dioxoldn
gyurik szubsztituenseinek. Ehhez a 20E szarmazékait allitottuk elé oly modon, hogy azt az
acetonidképzéshez hasonld koriilmények kozott, foszformolibdénsavas katalizissel kiilonb6zo
aldehidekkel vagy ketonokkal reagaltattuk [S17]. Az anyagok el6allitasanak sémajat és az igy

nyert szarmazékok szerkezetét a 17. abra mutatja be.

R R* R R
S g o 2‘)(§)
Y H H Rl RZ R3 RA
> 49 - - Me Me
o 60 - - H n-Pr
HO. £ o X1JJ\)(2 Rl O £ o e ) ) H n-Bu
\ég 62 - - Et Et
N 63 - - Me i-Bu
HO o RE o [ 64 - - H Ph
O 49,60-71,79 L O 74-78,80-90 65 - - Me Ph
X1x37 DSxyx4 66 - - H E-etenilbenzil
67 - - H Z-etenilbenzil
} . 68 - - H 3-metoxi-4-hidroxifenil
3 69 - - 3-metoxi-4-hidroxifenil H
70 - - H 4-(benziloxi)fenil
71 - - 4-(benziloxi)fenil H
74 Me H Me Me
75 Et Me Me Me
76 Me Et Me Et
77 Et Me H Me
78 Me H Me Et
79 - - Me Et
80 n-Pr H H n-Pr
81 n-Bu H H n-Bu
82 Et Et Et Et
83 Ph H H Ph
84 H Ph H Ph
85 Me Me H n-Pr
86 Me Me Et Et
87 Me Me Me i-Bu
88 Me Me H Ph
89 Me Me Me Ph
90 n-Pr H Me Me

17. Abra. A 20E 2,3- és/vagy 20,22-dioljanak szubsztitualt dioxoldn gy(riikkel valé funkcionalizéldsa sordn
el6allitott anyagok. A reagensként haszndlt oxovegyiilet szubsztituensei (X/X? és X3/X%) dltaldban rendre
megfeleltethetéek az R'/R? és R3/R* csoportoknak, kivéve a 77 és 78 anyagokat, ahol a reagens metil-etil keton
volt; a 79 anyag ugyanennek a reakcionak egy mellékterméke. A 72 anyag a 82 anyag elGallitasa sordn izolalt
minor melléktermék.

Mivel a 20,22-diol (vélhetdleg a C20-C22 kotés szabad rotaciojanak koszonheten)
oxovegyliletekkel joval konnyebben reagal, mint a rogzitett 2,3-diol, el6bbin kdnnyedén
eldallithato volt a mono-dioxolan szarmazék (metanolban, 10 vagy 100 eq. reagensfelesleggel;
49, 60-71). A 20E 2,3;20,22-diacetonid (56) eldallitasaval analog modon, a reagensben oldva
bisz-homo-dioxolan szarmazékok keletkeztek (76, 80-84). Néhany ilyen esetben bisz-hetero-
dioxoldnokat (is) nyertiink (77, 78),!! hetero-diszubsztitualt ekdiszteroidokat ugyanakkor

célzottan a 20,22-monoszubsztitudlt szarmazekok ismételt, mas aldehiddel vagy ketonnal valo

11 Mivel stratégiank elsGsorban a kémiai valtozatossdg ndvelését szolgdlta, a reakciéelegyek minél teljesebb
feldolgozdasara, és a melléktermék(ek) lehet&ség szerinti izolalasara térekedtiink. Ez egyrészt sok esetben az Uj
anyagok gyenge-kozepes termeléseit (kb. 6-46 %) eredményezte, masrészt viszont igy a termelés optimalizalas
mellGzésével tudtuk eréforrasainkat a szerkezet-hatds 6sszefliggések minél atfogdbb vizsgalatara forditani.
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reakcigjaval allitottunk el6 (85-90). Ennél a 1épésnél ugyanakkor a reagensként hasznalt
oxovegyiilet mérete korlatozo tényezoként jelent meg: nagyobb aldehideket vagy ketonokat
(kiilonosen szubsztitualt aromas gylrit tartalmazokat, pl. a 66-71 anyagok 20,22-
szubsztituensei) nem sikeriilt a 2,3-diolra kapcsolni. Két 2,3-monoszubsztitualt szarmazékot is
eléallitottunk. Ezek egyikét (72) a 20E dietil-ketonnal valé olddszermentes reakcidjanak minor
melléktermékeként izolaltuk. A masik ilyen tipusu vegyiiletet, a 20E 2,3-acetonidot (73)
haromlépéses one-pot modszerrel allitottuk eld: a 20,22-diolt fenilborsavval védtiik, ezutan a
2,3-diolon acetonidot képeztiink, majd a fenilboronat védécsoportot hidrogén-peroxiddal

tavolitottuk el.

Az eldallitott anyagok hatdsat a kordbbi sziirévizsgalat sordn is alkalmazott egér limfoma
sejtvonal paron vizsgaltuk, ennek legfontosabb eredményeit 6sszegzi a 18. dbra. Ez a munka a
korabbiakkal ellentétben szamos erdteljes ABCB1 gatld hatdsu anyagot is eredményezett (pl.
83); az efflux pumpan kivaltott kozvetlen, funkcionalis gatld hatas ugyanakkor latvanyosan
nem korreldlt a doxorubicin rezisztenciat csokkentd hatdssal. Ez utdbbi kapcsan szdmos Uj
szerkezet-hatas Osszefiiggést ismertiink fel. Talan a legjelent6sebb ezek koziil, hogy a 2,3-
diolon kiépitett dioxolan gytrli joval fontosabb szerepet jatszik a kemoszenzitizald hatasban,
mint a 20,22-es pozicio hasonld szubsztitcidja: a két 2,3-monoszubsztitualt anyag (72, 73)
hasonléan erds szinergizmust mutatott doxorubicinnel, mint a megfelelé 2,3;20,22-
diszubsztitualt szarmazékok, és utobbiakhoz hasonldan egyértelmiien joval erésebben hatottak
20,22-monoszubsztitalt analdgjaiknal. Erdekes a C-28 és C-29 szénatomok konfiguraciojara
vonatkoz6 felismerésiink is. A nagyobb szubsztituensek térallasa elkiiloniti egymastol az efflux
pumpa gatld és a rezisztencia-csokkentd hatést, pl. a 83, 28B-fenil szarmazék viszonylag erds
(2 uM koncentracioban 58,5%) ABCB1 gitlast és doxorubicinnel gyenge szinergizmust
(Clavyg=0,71) mutatott, ennek 28-epimerje, a 84 anyag viszont 2 uM koncentracioban nem
gatolta az ABCB1 medialta effluxot, ugyanakkor doxorubicinnel erdsebb szinergizmusban

(Clavg=0,38) hatott (18A 4bra).
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18. Abra. Félszintetikus ekdiszteroid dioxoldnok kélcsénhatasa a doxorubicin citotoxikus hatasaval MDR limféma
sejteken. A: kombinacids indexek a magasabb szintl hatdsok felé sulyozva, a 15. dbrahoz hasonldéan bemutatva.
Kiemelt anyagok: 20E 2,3-monoacetonid (73) — a legerGsebb szinergizmus, ABCB1 gatlas szempontjabdl 20 uM
koncentracidban inaktiv; és két 28-fenil szubsztitualt szdrmazék: 83 - 28B-fenil, gyenge szinergizmus, 2 pM
koncentracidban kdzel 60% ABCB1 gatlas; 84 — 28a-fenil, kbzepesen erds szinergizmus, 2 UM koncentraciéban
ABCB1-en inaktiv. B: a doxorubicinnel vald szinergizmus er&sségére vonatkozé szerkezet-hatas 6sszefliggések.

Az eldallitott dioxoldnok egy részét, valamint természetes ekdiszteroidok egy kivalasztott
sorozatat (20E, 2-dezoxi-20E, ezek 22-B-D-gliikopiranozidjai, 20E 22-acetat, polipodin B,
ekdizon, 22-dezoxi-20E, integriszteron A, ajugalakton, 3, 6, 8, 21, 41-42, 46, 49, 56, 60-61, 63-
66, 68-73, 79-82, 85-90) a kozponti idegrendszeri tumorok Ilehetséges kezelésének
szempontjabol is megvizsgaltuk [S13]. Ennek kapcsan Dr. Balogh Gyorgy Tiborral (a munka
elvégzésekor Richter Gedeon Nyrt, jelenleg BME Kémiai és Kornyezeti Folyamatmérnoki
Tanszék) vald kutatdsi egyiittmiikodésben el8szor egy in-silico és in vitro PAMPA!
sziirdvizsgalat keretében kivalasztottuk azokat az anyagokat, amelyek varhatdéan képesek
passziv diffuzioval atjutni a vér-agy gaton. A fent felsorolt ekdiszteroidok koziil az 56, 85, 87-
88 és 90 anyagok feleltek meg valamennyi kritériumrendszernek és mutattak j6 BBB
penetraciot. Ezeket az anyagokat ezutdn megvizsgaltuk egy kozponti idegrendszeri eredetii

tumorsejtvonalon, az SH-SYS5Y neuroblasztoman vinkrisztinnel vald kombinacioban; a

vinkrisztin citotoxicitasara kifejtett hatasukat a 19. dbra mutatja be.

A vizsgalt neuroblasztoma sejtvonal nem multidrog rezisztens, ABCB1 transzportert nem fejez
ki, amit az is jol mutat, hogy a vinkrisztin dnmagéban is erds citotoxikus hatast valtott ki
39,5 nM ICsp értékkel. A vizsgalt ekdiszteroidok, kiilondsen a 85 és 90, ugyanakkor dramai
szenzitizald hatast mutattak: a leger6sebb hatasu, 85 anyag (amelynek sajat citotoxikus ICso
érteke 196 uM volt) mindossze 10 pM koncentracidban 3 nagysagrenddel fokozta a vinkrisztin

hatasat (ICs0=56 pM), amely a fenti abrakon bemutatott sulyozott atlag kombinacids indexben

12 pAMPA: parallel artificial membrane permeability assay; 96-lyukd dn. ,szendvics” plate donor és akceptor
oldalan méri egy szovetspecifikus (jelen esetben vér-agy gat) lipid-keverék segitségével el&allitott membranon
keresztil torténé passziv diffuzidt.
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19. Abra. A vér-agy gaton passziv diffiziéval atjutni képes ekdiszteroid szarmazékok koélcsénhatasa a vinkrisztin
citotoxikus hatasaval SH-SY5Y neuroblasztoma sejtvonalon. A: az ekdiszteroidok koncentraciofliggd hatdsa a
vinkrisztin ICso értékére (nM). B: a kdlcsdnhatasra jellemzd, szamolt kombindcids index (Cl) értékek hatdsfliggése
(5-95% gatlas), 0<Cl<1: szinergizmus, Cl=1: additiv hatas, 1<Cl: antagonizmus.

kifejezve Clayg=0,029, extrém erds szinergizmust jelent. A vizsgalt ekdiszteroidok rendkiviil
erds rezisztenciacsokkentd hatdsa miatt az SH-SYSY sejtvonal kiilonosen alkalmas lehet a
hatasmechanizmus felderitését célzd vizsgalatok elvégzésére, ezt a kozeljovoben kutatasi

egylittmiikodés keretében tervezziik megvalositani.

A posztszteron 2,3-dioljan szubsztitualt szirmazékok eldallitasa és vizsgalata
[S12]

Figyelembe véve azt, hogy a tumor-rezisztencia csokkentd hatas szempontjabol az
ekdiszteroidok 2,3-dioljan kialakitott dioxolan gytriik a legfontosabbak, célunk volt annak
felderitése is, hogy a hatds mennyiben moédosul a 20,22-diolon nem szubsztitualt anyagok
varhaté metabolitjai, tehat a posztszteron (21) megfeleld dioxolan analdgjai esetében.
Elvégeztiik ezért a posztszteron reakciojat is kiilonboz6 aldehidekkel és ketonokkal. A
korabban tapasztalt meglehetésen gyenge termelések (lasd fentebb, 20E véltozatosan
szubsztitualt szarmazékainak el6allitisa) miatt foszformolibdénsav helyett ezattal p-
toluolszulfonsavat hasznaltunk, amely az acetonid véddcsoport beépités egy masik, gyakran

hasznalt katalizatora.'”l Az igy nyert anyagok szerkezetét a 20A dbra mutatja be.

o

A 91-93 és 95-99 anyagok a vart dioxolan gytriiket tartalmazé ekdiszteroid szarmazékok. A
reakciok soran a nagyobb méretli szubsztituens preferaltan a 22 pozicioba épiilt be, €s
minddssze a 97-98 anyagok esetén sikeriilt mindkét 22-epimert eldallitanunk. Bar a reakciok
soran valamennyi esetben egy fOtermék képzdodését tapasztaltuk, a termelések az acetonid
szarmazék 91 kivételével alacsonyak (altalaban <25%) maradtak. Ez tobb tényezbre is
visszavezethetd, egyrészt a kromatografids tisztitds sordn a kisebb tisztasagu frakciok

feldolgozasat melldztilk, mdasrészt szamos minor szennyezd ¢és/vagy bomldstermék is
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képz6dott. Erre egy példa a 94 anyag, amely a posztszteron butiraldehiddel végzett reakcidjanak
egyik (feltehetden a koztitermék hemiacetal oxidaciojaval keletkezd) mellékterméke.
Tekintettel azonban arra, hogy a munka célja ezittal is els6sorban a szerkezet-hatas
Osszefliggések vizsgalata volt és valamennyi célvegyiiletbdl rendelkezésre allt elegendd
mennyiség a farmakologiai vizsgalatok elvégzéséhez, tovabbi reakcidoptimalizalast nem
végeztlink.

Az elballitott anyagok hatasat a korabban is hasznalt egér limfoma sejtvonal paron vizsgaltuk.
Az ABCBI transzporter funkciojat egyediil a 96 anyag gatolta (20 uM-ban 56,4% gatlas; 20E
diacetonid (56) ugyanebben a dozisban kb. 10% gatlas), az 6sszes tobbi anyag inaktiv volt. Az
anyagok doxorubicin-rezisztenciara kifejtett hatasat az egér limfoma sejtvonal par mindkét
(gyogyszer-szenzitiv és multidrog rezisztens) tagjan teszteltiik a 20E 2,3;20,22-diacetonid (56)
hatasaval Osszehasonlitva. A 91-99 anyagok citotoxicitdsa gyengébb volt az oldallanccal
rendelkezd szarmazékokénal, igy, mivel 6nallo gatld hatasukat nem tudtuk megbizhatéan mérni
vettiik, és szinergizmus szamitasa helyett a doxorubicin 1Cso értékeit hasonlitottuk Gssze az
anyagok jelenlétében, ill. nélkiiliikk. Ezeket az eredményeket a 20B abra foglalja Gssze.

o
DR | PGP 5
Me

AR

Dox 56 21 91 92 93 94 95 96 97 98 99

Dox ICso (UM)

93 n-Pr H 15+ L5178 =
MDR 10 uM
oo g =E5)
% 25 uM
96 i-Bu Me VS 104
97 Me Et Q =
x
98 Et Me 8 7
99 Bt E ol = e e
Dox 56 21 91 92 93 94 95 96 97 98 99

oM 15|11|12|13|16|15|19|22(22[12|17 |-Szor0s
L5178 Dox
25uM 2.4 |14|18|28|24|21|27|35|36|16/|18 . .
rezisztencia
L5178 [mpm 10.1/0.9 3.1 |4.3|6.8 |17 |7.6 |27.3/ 45|53 | 7.4 | ceskkents
MR 125 M 22.8| 1.6 | 6.7 | 8.5 |13.6| 3.9 |15.1|70.0| 8.5 | 8.1 |12.2 | hatas
MDR[lOuM 6.6 08 |26|35|43|12(39(123]21|43|44

szelektivitas | 25yM 9.5 | 1.1 | 3.8 3.1 |56 |1.9|5.5 |20.0/2.3|5.0| 6.9

20. Abra. A: A posztszteronbdl el8allitott apolaris ekdiszteroid szarmazékok (91-99) szerkezete. A 94 anyag a 93
el6allitdsdanak mellékterméke. B: az anyagok hatdsa a doxorubicin (Dox) citotoxikus I1Cso értékére szenzitiv (L5178)
és multidrog rezisztens (L5178mor) egér limféma sejteken. Rezisztencia-csdkkentd hatds: |CsoPo*/ICsoekdiszteroid + Dox,
MDR szelektivitds: a megfelel§ értékekre [Cso™2entV/|CsoMOR,

Korabbi hasonld, 1Cso értékeket kombindciés index szdmitdsa nélkiill Osszehasonlitd
kisérleteinket [S16] alapul véve a doxorubicin citotoxicitasanak legalabb kétszeresére valod

fokozasat tekintettiik relevans rezisztenciacsokkentd hatdsnak. A kontrollként vizsgalt
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posztszteron (21) eszerint nem volt hatasosnak tekinthetd, a melléktermékként nyert 3-acil
szarmazék (94) pedig viszonylag gyenge hatast fejtett ki. A legerdsebb szenzitizalo hatast
egyértelmiien a nagy térkitoltésii 22a-izobutil szubsztituenst tartalmazo 96 anyag valtotta ki,
amely ugyanakkor 25 puM koncentracidban mar direkt (kb. 50%) ABCBI efflux-pumpa gatlo
hatast is kifejtett. Figyelemre méltonak tartjuk az effluxot az alkalmazott dozisban kdzvetlentil
nem befolyasold 91-93, 95, és 96-99 anyagok MDR-szelektiv rezisztencia csokkentd hatasat.
Ezeknél az anyagoknal megfigyelhetd volt, hogy az MDR szelektivitds valtozatossaga
leginkdbb a gyogyszerszenzitiv sejtvonalon kifejtett hatasok kozotti eltérésekbol adodik.
Kiilondsen érdekes ebbdl a szempontbdl a két 22-epimer esete: az MDR sejtek rezisztenciajat
hasonld6 mértékben csokkentették, a 97 anyag (22a-etil, 22B-metil) azonban a

gyogyszerszenzitiv sejtvonalon is hatasos volt, a 98 pedig nem.

Osszességében kijelenthetd, hogy az ekdiszteroid dioxolanok szterol oldallancénak eltavolitasa
a citotoxicitas csokkenését és a direkt efflux pumpa gatlé hatds csokkenését / megsziinését
eredményezi, amely ugyanakkor (56 és 91 dsszehasonlitdsa alapjan) valamelyest csokkenti, de
nem sziinteti meg az MDR specifikus rezisztencia csokkentd hatést. Jelenlegi eredményeink
alapjan (és kivaltképp az ismeretlen hatdsmechanizmus fényében) nem egyértelmi, hogy az
ABCBI efflux pumpat nem kifejezd sejteken kifejtett szenzitizald hatas is elonyds lehet-e.
Ennek tisztdzdsdra szdmos tovabbi vizsgéalatot terveziink, ideértve a hatas tumor

szelektivitasanak primer, normal sejteken vald vizsgalatat is.

F-, S-, vagy N-tartalmu szarmazékok eléallitasa és vizsgalata [S8, S11, S14-S15]

Az ekdiszteroid dioxolan szarmazékok tumor-rezisztencia csokkentd hatdsa a tovabbiakban
arra inspiralt minket, hogy megvizsgaljuk kiilonb6z6 heteroatomok beépitésének a hatdsban
jatszott esetleges szerepét. Ehhez két f6 iranyban inditottunk vizsgélatokat, fluor és nitrogén

tartalmu szarmazékok el6allitasara.

A rendelkezésre allo gyogyszerkincsben kiemelt szerep jut a fluornak, mint alkotéelemnek: a
kis méretli, ugyanakkor rendkiviil nagy elektronegativitdsu fluor atom a legsikeresebb, Un.
,blockbuster” gyogyszerek kb. felében jelen van, és az FDA csak pl. 2018-ban 17 fluortartalmu
gyogyszert torzskonyvezett.!% Ennek alapjan egyik célunk ilyen ekdiszteroidok eldallitasa
volt. Masrészrdl ismert, hogy az ABCB1 efflux transzporter szubsztratjai és gatloszerei kozott
leginkébb lipofil, nitrogén tartalmu anyagok talalhatéak, ezért kivancsiak voltunk az ilyen
iranyu modositasok bioaktivitasra kifejtett hatasara is. Ennek vizsgalatara az oxim funkciot
vélasztottuk ki, amely egy sokoldalti kémiai épitéelem,! % és amelyet kordbban orosz kutatok

mar sikeresen alakitottak ki ekdiszteroidok 6-os szénatomjan. [0 1111
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Fluorozott szarmazékok eldallitasahoz a 20E 2,3;20,22-diacetonidot (56), ill. a a harom
hidroxilcsoportot tartalmazo posztszteront (21) valasztottuk. Mindkét kiindulasi anyagot
dietilamino-szulfur-trifluoriddal (DAST) reagaltattuk vizmentes diklormetanban. Mint
kordbban, a kémiai valtozatossag novelése érdekében a reakcid optimalizalas helyett a
kromatografids tisztitasra, és minél tobb termek preparativ eldallitdsara forditottunk nagyobb
figyelmet. Az 56 anyagbodl négy (100-103) [S15], a posztszteronbol két (104-105) [S14]

terméket nyertiink; az anyagok szerkezetét a 21. abra mutatja be.

X x ‘
o) 56: R1=OH, R2=OH
100: R1=OH, R2 102: R=OH
o 101: R1=F, R2= O 103 R=F

21. Abra. Ekdiszteroidok DAST-tal nyert reakcidelegyeibél izolalt termékek. A: a 20E diacetonid (56) termékei
(100-103), B: a posztszteron (90) termékei (104-105).

A fluorozas mellett a DAST egyéb reakciokat is képes katalizalni, igy a vizkilépésre (102-103)
és a ciklikus szulfit észter (104-105) képzésre is talalunk irodalmi példakat.[**2 1131 A DAST
altal katalizalt fluorozas mind Sn1, mind Sn2 mechanizmussal megtérténhet.[114] A 14-es
helyzetben fluorozott 101 anyag esetén a fluor térallisa a *C NMR eltolodasok alapjan
megtartotta az alfa poziciot, amely arra utal, hogy (merev gylriirendszer esetén nem meglepd
modon)t*#! a  hidroxilcsoport lecserélddése Sn1 reakciomechanizmussal tortént. Ez a
karbokation koztitermék miatt kedvez a A kettdskotés kialakulasanak: ez lehet az oka
annak, hogy a 101 anyag esetén tapasztaltuk a legkisebb (3,3%) termelést, szemben a 100, 102
¢s 103 anyagok rendre 16,6%, 35,3%, és 17,2% értékeivel.

Nitrogéntartalmu ekdiszteroid szarmazékok eléallitasahoz is egyrészt az 56, masrészt pedig (a
17-acetilcsoport atalakitasa céljabol) a 91 anyagot vettiik kiindulési alapnak. Az 56 anyagbol
hidroxilamin ill. alkoxi-amin hidroklorid sok felhasznalasaval E- és Z-oximot (rendre 106 és
107), ill. oxim étercket (108-118), a 106 anyag p-toluolszulfonsav katalizalt Beckmann
atrendezddésével pedig laktamot (119) nyertiink. Ezek az anyagok a feldolgozas kozben
hajlamosak voltak savkatalizalt vizeliminacioval elvesziteni a 14-OH csoportot (106-113),
amely azonban a reakcioelegy semlegesitésével megel6zheté volt (114-118) [S8]. A 91 anyag
esetén a 20-0x0 csoport joval reaktivabbnak bizonyult oximképzés szempontjabol, mint a 6-
enon, igy nyertiik a posztszteron 2,3-acetonid 20-oximot (120). Mivel ez utébbi egyetlen

izolalhato termékként keletkezett, a 20-oxim térallasanak NMR segitségével vald egyértelmii
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eldontéséhez allitottuk el a 121 keveréket, amely 95:5 aranyban tartalmazta az E/Z izomereket,
ezaltal referenciaként lehetdvé tette a 120 anyag 20E-oximként val6 egyértelmii asszignalasat

[S11]. Az elballitott N-tartalmu ekdiszteroidok szerkezetét a 22. abra mutatja be.

110: Z;R=Et 2 1
112: Z; R=allil 11

114: Z;R=Me

115: Z;R=Et  OR

116: Z; R=allil

O 119 117: Z; R=tBut 118: E; R=tBut

22. Abra. N-tartalmu ekdiszteroid szarmazékok. A: a 20E diacetonid (56) termékei (106-119); a 119 laktamot a
106 anyag Beckmann atrendez&désével allitottuk elS. B: a posztszteron 2,3-acetonid (91) termékei (120-121). A
121 anyag az E- és Z-oxim 95:5 ardnyu keveréke.

A 100-120 anyagok antitumor hatdsat a korabbi vizsgéalatoknak megfelelden teszteltiik az egér
limfoma sejtvonal paron, és a 100-103, valamint a 106-120 anyagok 6nall6 citotoxikus hatasat
egy human ndégydgydszati tumor panelen is megvizsgaltuk. Az észlelt szerkezet-hatas

Osszefiiggések tomor dsszefoglalasat a 23. Abran mutatom be.

Citotoxicitas:(E)-NOH > (Z)-NOH > O
ABCB1 |: NOH > O ; NOR: t-But > allil > Et > Me >H
Dox rezisztencia |:
L5178 NOMe = NOAIlil > O > NOH = NOR
L5178ypr O > NOH = NOR

Citotoxicitas: F > OH 17-acetil szarmazékok:
ABCB1 |: F>OH Valamennyi hatasra:
. Dox rezisztencia |: 20-0x0 > 20(E)-oxim
., L5178 OH>F
L5178ypr F = OH

Citotoxicitas: Al415>F 2 OH
ABCB1 |: A5 > F > OH
Dox rezisztencia |:
L5178 F > OH > A1415
L5178ypr F = OH > Al415

‘'R
Valamennyi hatasra: \
Acetonid >> szulfit éter

23. Abra. Fluor, kén vagy nitrogén heteroatomot tartalmazé ekdiszteroid szarmazékok szerkezet-hatds
Osszefliggései citotoxikus, funkcionalis ABCB1 gatlas, és doxorubicin (Dox) rezisztencia csokkentd hatasra nézve.
Az oxim éter szarmazékok citotoxikus hatasa erGsen sejtvonal fliggs, de alapvegytletiiknél erGsebb volt.

A szerkezeti modositasok koziil a legfontosabbakat kiemelve elmondhat6, hogy 1) a 14-
fluorszubsztituci6é valamennyi vizsgalt hatast fokozza, s ez kiilondsen igaz a szenzitiv sejtek
doxorubicin rezisztenciajanak tovabbi csokkentésére (ezaltal az MDR szelektivitas is csokken,

ami érdekes annak fényében, hogy a 101 vegyiilet az 56-nal egy nagysagrenddel erdsebb
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ABCBI gatlo); 2) az oxim-éter funkcio, kiilondsen A1 kettéskotéssel egyiitt joval erdsebb
ABCBI gatlas mellett valamelyest gyengébb (de tovabbra is erds) rezisztencia-csokkentd hatast
eredményez, és 3) a 119 laktdm nem citotoxikus, nem ABCB1 gatld, mégis valamennyi fenti
anyag koziil a legerdsebb rezisztencia csokkentd hatast valtja ki. A jelenleg rendelkezésiinkre
allo adatok alapjan igy 0sszességében ezt a laktamot (119) tartjuk a legigéretesebb rezisztencia

csokkentd vegytiletiinknek.

Onrendez6dé, ekdiszteroid-tartalmi nanorészecskék eldallitasa és vizsgalata [S8,
S10, S11]

Az apolaris ekdiszteroid szarmazékoknak az el6zdekben bemutatott, adjuvans antitumor céllal
torténd alkalmazasa felvet néhany gyakorlati problémat. Ezek koziil talan a legfontosabb a 2,3-
acetonid csoporthoz kotodik, amely egyrészt a hatas szempontjabol latvanyosan legfontosabb
szerkezeti elem [S17], masrészt pedig a kémiailag leginkabb érzékeny is: a 2,3-acetonid csoport
savra sokkal érzékenyebb, mint a 20,22-acetonid [S18]. Bar a gyomorsav hatasa megfelel6
formulalassal és/vagy parenteralis alkalmazassal természetesen kivédhet6, ill. megkeriilheto,
érdemes megjegyezni, hogy a szolid tumorszdvet és mikrokornyezete jellemz6en metabolikus
acidozis allapotaban van,[**® igy tehat antitumor alkalmazasra szant anyagok savérzékenysége
semmiképpen sem egy elényos tulajdonsag. Emellett az ekdiszteroid diacetonidok viszonylag
apolaris karaktere miatt vizes kozegben nem konnyli dolgozni veliik, hajlamosak kicsapodni, s
ez jelentésen megnehezitette kezdeti probalkozasainkat in vivo kisérletek elvégzésére (ezeket
jelen munkaban nem targyalom).

A Milanoi Egyetem egyik kutatocsoportjaval vald egyiittmitkodésiink keretében ugyanakkor a
kozelmultban lehetdségiink nyilt eszkdztarunkban meghonositani egy olyan modszert, amelytol
mindezen nehézségek egyszerii és frappans athidalasat varhattuk: hidrolizalhatoé kotéseket
tartalmazo linkeren keresztiil olyan pro-drug konjugatumokat allitottunk eld, amelyek hossza
lipofil oldallancuk miatt vizben dnrendezddve nanorészecskéket képeznek.

Az Onrendezddést szkvalén eredetli oldallanc beépitésével értiik el az eredetileg Couvreur
(Paris-Saclay University, Parizs, Franciaorszag) kutatocsoportja altal kidolgozott,[116-1181 ¢g
Passarella (University of Milan, Milano, Olaszorszag) kutatocsoportja altal kémiailag
atdolgozott!!?12 modszer szerint. Az igy eléallitott nanorészecskék kiilonleges viselkedést
mutatnak: a véraramba jutva nem maradnak meg nanorészecske formaban, hanem feloldédnak
a vér lipoproteinjeiben, elsésorban az LDL-ben, s ez fogja szallitani a konjugatumokat.!*??
Ezaltal a szkvalénnel konjugalt pro-drug elsddleges célpontjai LDL receptort over-expresszalo

szovetek lesznek, pl. a rendkiviil nagy tapanyag igényl tumorszovet. Az LDL receptorcsaladot
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valtozatos tumor tipusok kapcsan javasoltak lehetséges terapias célpontként.[1231261 Az olasz
kutatocsoporttal egylittmiikddésben végzett munka szamos anyag eldallitdsdhoz vezetett,
amelyek kozil sajat hozzajarulasunk a 20E 2,3;20,22-diacetonid és a posztszteron 2,3-acetonid

20(E)-oxim néhany szarmazékanak eléallitdsara vonatkozott [S10, S11]; jelen dolgozatban

/94

ezeket targyalom. Az anyagok eldallitasat és szerkezetiiket a 24. 4brdn mutatom be.
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24. Abra. Vizes kozegben énrendezdd8, hosszt szénldnct pro-drug konjugatomok el@éllitésa a 20E 2,3;20,22-
diacetonidbdl (58) és a posztszteron 2,3-acetonid 20(E)-oximbdl (120). A: Az oldallanc elGallitdsa. B: Az
ekdiszteroidok funkcionalizaldsa. Az el&éllitas kériilményei: a) NBS / THF(aq), RT, 30 min; b) K2CO3/MeOH, RT, 3 h;
c) HslOs / H20:dioxan (7:3); d) NaBH4/EtOH,AcOH, RT, 10 h; e) EDC + DMAP/CH,Cl, Ar atmoszféra, RT, 6 h; f) DCC
+ DMAP / CH2Cla@anhy, 0°C; g) Pd(OH)2 + H2 / EtOAc; h) EDC + DMAP + SqOH / CH2Cl»

Az eléallitott konjugatumok acetonos oldatanak lassan vizbe csepegtetésével, majd az aceton
vakuum alatti elparolasaval végzett, Uin. nanoprecipitacié segitségével alakitottuk ki a
nanorészecskék vizes oldatat. Az egyiittmiikodé kutatdcsoport korabban a doxorubicin
szkvalénnel konjugalt szdrmazékat is eldallitotta, s ennek az ekdiszteroid konjugatumokkal
egylitt torténd vizes fazisba atvitelével heteronanorészecskéket is eldallitott. Partnereink
kimutattdk, hogy ezek a heteronanorészecskék (amelyek 1:50 ardnyban tartalmaztdk a
doxorubicin, és az arra szenzitizal6 ekdiszteroid megfeleld pro-drugjait) joval hatékonyabbak
doxorubicinhez adaptalt A2780asr MDR ovarium carcinoma sejtek ellen, mint akar
alapvegyiileteik, akar a kiilon-kiilon képzett nanorészecskék, s igazoltdk a nanorészecskék
sejtek altal valo felvételét is [S10].

Vizsgélataink ezutan tovabbi ekdiszteroid acetonidok nanokonjugitumainak eldallitasara

iranyultak [S8], amelyre két 11a-hidroxiekdiszteroid, az ajugaszteron C (3) és ennek 20,22-
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lanchasitassal ~el6allitott metabolitjanak  (11a-hidroxiposztszteron; 24) szarmazékait
valasztottuk ki; az ezekbdl a fentiek szerint eldallitott anyagok (126-128) szerkezetét a 25. abra
mutatja be. Ezeket az ekdiszteroid konjugatumokat és a bel6liik eldallitott nanorészecskéket
hazai egyiittmiikodések keretében vizsgaltuk tovabb; a nanorészecskék jellemzését Prof. Konya
Zoltan (SZTE-TTIK Alkalmazott ¢s Kornyezeti Kémiai Tanszék) kutatocsoportaval
egylittmiikddésben végeztiik. Az eldallitott anyagok és nanoszuszpenzidik hatasat tobb tumor

sejtvonalon teszteltiik, s szamos varatlan megfigyelést tettiink.

ICs0 (NM)

C 69 15178y0x *

126\, + Dox 128, + Dox
25. Abra. A: Tovébbi pro-drug konjugatomok el8allitasa ajugaszteron C 2,3;20,22-diacetonidbdl (55) és 11a-
hidroxiposztszteron 2,3-acetonidbdl (120). A reakcidkorilmények a korabbiak szerintiek; Sq: l1asd 20A abra. B: A
126 és 128 anyag onrendez6désével elGallitott nanoszuszpenzidk (rendre 126np és 128np) hatdsa paklitaxel (PCT)
citotoxicitasara MCF-7 sejteken; C: [6szérumban elGzetesen 24 6rdig inkubalt 126np és 128np hatdsa doxorubicin
(Dox) citotoxicitasara L5178wmor sejteken.

Az tapasztaltuk, hogy (korabbi munkank soran a 20E 2,3;20,22-diacetonid (56)
rezisztenciacsokkentd hatasaval szemben [S16]) az ajugaszteron C 2,3;20,22-diacetonid (55)
kismértékben, a lancrovidiilt 127 anyag pedig jelentdsen fokozta az MCF-7 sejtek paklitaxel
rezisztenciajat, és ennek megfelelden hatott a 128 konjugatumbdl nyert nanoszuszpenzid
(128np) is. Ez alahuzza a 1la-hidroxilcsoport fontossagat a szerkezet-hatas Gsszefiiggések
szempontjabol. Varakozasainkkal ellentétben ugyanakkor hidba hatott az ajugaszteron C
2,3;20,22-diacetonid (55) doxorubicinnel erés szinergizmusban L5178mpr sejteken (Clsg 0,09-
0,13), az 55 pro-drugjanak szant 126 anyagbodl nyert nanoszuszpenzio (126np) hatasa inkabb
gyenge antagonizmus volt. Ez alapjan Ujra terveztiik a kisérleti elrendezést. Elgondolasunk
azon alapult, hogy mivel in vivo a szkvalén-konjugalt nanorészecskék lipoproteinekbe
beolddédva miitkodnek, relevansabb eredményeket varhatunk akkor, ha a nanoszuszpenzidt

kezelés elott felvessziik a médiumban is hasznalt szérum szupplementumban (16szérum). Az
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ilyen mddon eldkezelt nanorészecskéket dinamikus fényszoras (DLS) segitségével vizsgaltuk,
¢s azt talaltuk, hogy 24 oOrds szérumban vald inkubdlds hatasara a részecskék mérete
varakozéasainknak megfelelden jelentdsen csokken, s a nanorészecskéket gomb alakunak
feltételezve a 126np nanoszuszpenzid 126-tartalmanak kb. 68%-4t, ill. a 128np 128-tartalmanak
kb. 58%-at lipoproteinekben oldottnak tekinthetjiik. Meglepetésiinkre az igy elGkezelt
nanoszuszpenziok is szignifikans mértékben fokoztak az L5178mpr Sejtek doxorubicin
rezisztenciajat. Ennek az lehet a logikus magyarazata, hogy (a feltehetéen szabad diffuzioval a
sejtbe  jutdé ekdiszteroid acetonidokkal szemben) a konjugatumok a lipoproteinek
endocitozisaval jutnak be sejtekbe,l*? igy az endoszomak lizoszomava alakuldsa soran
végeredményben egy savas kornyezetbe (pH kb. 4,5) keriilnek.'?®! Ez alapjan (és figyelembe
véve a klasszikus, nem-acetonid tipust ekdiszteroidok rezisztencia fokozd hatdsat) nagyon
valdszinii, hogy az ekdiszteroid 2,3-acetonidok szkvalén konjugitumainak nanoszuszpenzioi
nem a megfeleld acetonid, hanem a 2,3-diolt szabad forméban tartalmazé anyag pro-drugjaiként
mikodnek. Ez két fontos tanulsaggal is szolgal. Egyrészt, a 20E 2,3;20,22-diacetonid
konjugatumaival tapasztalt doxorubicin rezisztenciacsokkentd hatas [S10] nagy
valoszintiséggel nem a diacetonid (56), hanem a 20,22-monoacetonid szarmazék (49)
felszabadulasanak volt koszonhetd; ez utdbbi szintén aktiv, bar a diacetonidnal joval gyengébb
hatasti [S18]. Ez azt is jelentené, hogy a korabban mar igéretesnek talalt doxorubicin-
ekdiszteroid heteronanorészecskék hatdsa jelentds mértékben tovabb fokozhat6 lehet egy a 2,3-
acetonid csoport helyett egy megfeleld savrezisztens apolaris szubsztituenst tartalmazo
ekdiszteroid szarmazék alkalmazasaval. Masrészt, a 126 és 128 anyagok, és a beldliik keletkezd
nanoszuszpenziok rezisztenciafokozd hatdsa miatt ezek nyilvanvaléan alkalmatlanok
barmilyen tumorellenes felhasznalasra. Erdemes megjegyezni azonban, hogy a ,klasszikus”
(nem acetonid) ekdiszteroidok antiapoptotikus, sejtek tilélését fokozo hatasatt®®l is figyelembe
véve ilyen nanorészecskék kiilondsen érdekesek lehetnek olyan egészséges szovetek protektiv
céllal valo targetalasara, amelyek nagy mennyiségben fejeznek ki lipoprotein receptorokat, és
amelyek pusztuldsa egyéb kronikus megbetegedések kialakuldsaban / progresszidjaban jatszik
fontos szerepet. Ilyen szovetek pl. a ma;j,'?% és a vér-agy gat.'3% 131 Utobbi sériilése valtozatos
akut ¢és kronikus kozponti idegrendszeri betegségek patomechanizmusaban jatszik
kulcsszerepet.[32-1341 Ez alapjan, és kiilondsen a 20E in vivo neuroprotektiv tulajdonsagainak
ismeretében,®¥ a vér-agy gat egy kiilondsen vonzé célszovet lehet 1j bioaktiv ekdiszteroidok
¢s konjugatumaik farmakoldgiai vizsgalatara. Relevans modelleken megkezdtiik néhany ilyen
szarmazék valtozatos stresszorokkal szembeni védé hatasanak vizsgalatat, és elzetes

eredményeink rendkiviil igéretesek.
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5. BIOAKTIV PROTOFLAVONOID ANALOGOK ELOALLITASA ES
VIZSGALATA

4. TEZIS. Kidolgoztunk egy léptéknovelhetd, egylépéses, gazdasagos félszintetikus eljarast a
protoapigenon apigeninbdl valo eléallitasara. Kimutattuk, hogy a protoapigenon antitumor
hatdsa egy nem elagazd, alifas 1'-O-alkil éter oldallanccal sejtvonaltdl fiiggden tovabb
fokozhat6. Kimutattuk, hogy a protoapigenon egy ABCG2 szubsztrat, szintetikus analogjai
ugyanakkor képesek athidalni az ABCB1 és ABCG2 efflux transzporterekhez kothetd
multidrog rezisztenciat, ¢s szelektiven elpusztitani egyes kemoterapias szerekhez adaptalt
rezisztens tumorsejteket. A protoapigenon 1'-O-propargil étert a koszvényben és oxidativ
stressz-szel Osszefiiggd korképekben fontos szerepet jatszo xantin oxidaz enzim elsé nem
planaris flavonoid tipust gatlészereként azonositottuk. A p-kinol B-gyiiri modositasaval
szamos nem, vagy csak gyengén citotoxikus protoflavon szdrmazékot is eldallitottunk. Ezek
koziil a protoapigenon 1'-O-izopropil éter erés Epstein-Barr virus ellenes hatast, a
tetrahidroprotoapigenon pedig gyenge HIV-ellenes hatast valtott ki. Eredményeink arra
utalnak, hogy a protoflavonoidok klasszikus flavonoidoktol jelentésen eltérd térszerkezetiiknek

koszonhetden egy farmakologiai szempontbol sokoldal j kémiai teret jeldlnek ki.

Ezen munka soran sszesen 72 protoflavon szarmazék, koztiik 69 j vegyiilet eldallitasat és

vizsgalatat végeztiik el.

A tézishez kapcsolodo kozlemények:

S19, S20, S21, S22, S23, S24 (IF=4,183 + 3,009 + 2,824 + 2,391 + 1,713 + 4,092 = 18,712)

Irodalmi attekintés a 4. Tézishez

A protoflavonoidok szokatlan, B-gyiriijiikon nem aromas flavonoidok, amelyek az 1’
pozicidban rendszerint hidroxilcsoportot, 4" helyzetben pedig oxo-, vagy hidroxilcsoportot
tartalmaznak. Jelen tudasunk szerint ezek az anyagok a természetben ritkak, leginkabb pafrany
fajokbol irtak le oket. Felfedezésiik ugyanakkor viszonylag jkeletii, 1980-ban irtak le els6
ilyen képviseldjiiket, a protogenkvanin 4'-O-B-D-gliikozidot a mezei zsurldo (Equisetum
arvense) hajtasabol.1*%! Eléfordulnak zarvatermékben is: eddig harom ilyen fajbol, a zellerbél
(Apium graveolens)!*3®] egy dél-amerikai bors fajbél, a Piper carniconnectivum-bol,1*71 és egy
nyugat-afrikai 6rokzold fa (Ongokea gore)l® kérgébél irtak le ilyen anyagokat. A
protoflavonoidokat kémiai szempontb6l az 1'-szénatom sp® hibridallapota és a B-gytirii

esetleges (részleges vagy teljes) telitettsége teszi kiilonlegessé. Térszerkezetiik ezaltal
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markénsan kiilonbozik a 2,1'-kotés forgasatol eltekintve planaris (flavon, flavonol), vagy a csak
a 2,3-telitett kotés miatt megtort sikil (flavanon, flavanonol, stb.), leggyakoribb flavonoid
alapvazakétol, és azoktol ezaltal joval nagyobb szerkezeti valtozatossagot is kialakithatnak. Az
alapvazakban megjelend térszerkezeti kiilonbségeket, és a természetes protoflavonoidok

néhany jellegzetes képviseldjét a 26. abra mutatja be.

A KLASSZIKUS FLAVONOID PROTOFLAVONOID >
Flavon Flavanon Protoflavon Tetrahidro-

protoflavanon

Protoapigenon (129) 2',6"-dimetoxi-tetrahidroprotoapigenon protoszteganoflavanon (2S)-transz-4'-hidroxiongokein

26. Abra. A: Klasszikus flavonoid (flavon, flavdnon) és két ritka protoflavonoid (protoflavon,
tetrahidroprotoflavanon) alapvaz térszerkezetének Osszehasonlitdsa. A nem aromas B-gylir(i részben, vagy
teljesen telitett lehet, s ez tarsulhat flavanon tipusu, 2,3-helyzetben telitett szerkezettel is. Ez a klasszikus
flavonoid alapvazakhoz képest joval nagyobb térszerkezetbeli valtozatossagot tesz lehet6vé. A 3D strukturak
felépitése a CCG MOE 2009.10 szoftverrel tortént, MMFF94x energiaminimalizalast kovetéen a jobb
vizualizalhatésag érdekében a 2,1’ kotés manudlis elforgatdsaval. *: flavanonok vizes kdzegben gy(ir(felnyilason
keresztiil képesek racemizalédnil3? és ez valdsziniileg a protoflavanonokra is igaz; az egyszer(iség kedvéért csak
az egyik lehetséges szteroizomert tiintettem fel. B: Néhany jellegzetes természetes protoflavonoid kémiai
szerkezete.

A protoflavonoidok farmakologiai szempontbol egyes képviseldik tumorellenes hatdsa miatt
valtottak ki tudoményos érdeklddést. Ezek koziil a leginkdbb vizsgalt szarmazék az els6ként a
Thelypteris torresiana (Gaudich.) Alston pafranyfajbol izolalt protoapigenon (129).14% Ez az
anyag valtozatos (pl. emld, ovarium, cervix, prosztata, tiido, maj, stb.) eredetli tumor
sejtvonalakon valtott ki citotoxikus, valamint apoptozist indukalé hatast,14%14% ¢s in vivo

allatkisérletes tumor modelleken is hatékonynak bizonyult viszonylag csekély toxicitas
mellett.[144 145]

Kiilfoldi posztdoktori kutatomunkdm sordn a protoapigenont elsdként leird tajvani
kutatécsoport munkéjaba kapcsoldédtam be, s hazatérésem utan a téma kutatasat Szegeden is
folytattam. A protoflavonok kémiajaval és farmakologiajaval kapcsolatos ismereteinket egy
kozelmultbeli 6sszefoglald kozleményben Gsszegeztilk [SR14]. Hatasmechanizmusaik koziil
kiemelkedden fontosnak tiinik az ataxia teleangiektazia €s Rad3 fehérje (ATR)-fliggd jelatvitel,
amely a DNS sériilésre adott egyik kulcsfontossagt valaszmechanizmus. Az ATR és az altala

foszforilalt Gn. checkpoint kindz 1 (Chk-1) fehérje jelenleg intenziv klinikai kutatasok targya,
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mint vonzd, tumor szelektiv 0j terapids célpont;t4]

gatloszereinek vizsgalatira a
clinicaltrials.gov adatbazisban jelenleg (2021.04.01) 30 folyamatban levd, indulo, vagy a
kozeljovében induld klinikai vizsgalatot regisztraltak.7l Kutatasi egyiittmiikodésben elért
eredményeink alapjan a protoapigenon, és annak B-naftoflavon vazas analdgja az ATR kinaz
hatékony gatloszerei, s kozvetleniil nem, az ATR gatlasan keresztiil azonban kivaltanak
tumorsejtekben DNS  karosito hatast. Ennek megfeleléen képesek ciszplatinnal

szinergizmusban hatni, mind in vitro, mind in vivo [SR16].

A protoapigenon elsd totdlszintézisét a posztdoktori kutatdbmunkamnak otthont ado
kutatocsoport dolgozta ki. Miutan az apigeninbdl valé kézvetlen oxidativ dearomatizacidoval
torténd elballitas sikertelen volt, egy hat 1épéses szintézisutat dolgoztak ki. A totalszintézis
soran 7-metoximetil véddcsoporttal ellatott apigenin eldallitasan keresztiil igyekeztek
megeldzni a 7-OH csoport oxidaciodjat, és biztositani a p-fenol B-gytirii szelektiv oxidativ
dearomatizaciojat. Ehhez a reakcidlépéshez katalitikus (0,2 ekv.) mennyiségi 2,2,6,6-
tetrametil-piperidin-1-oxil (TEMPO) hozzaadasa mellett bisz-trifluoroacetoxi-jod(I1I)-benzolt
(PIFA) hasznaltak, 18 mg/ml kiindulasi anyag koncentracioval szobahén torténé 90 perces
intenziv kevertetéssel. A hosszadalmas, szamos kromatografias tisztitasi 1épést igénylé munka

teljes izolalt kitermelése mintegy 3,3% volt; a teljes reakcidutat a 27. abra mutatja be.[*4?]

OBn OBn
o._cl
HO OH 7 (o OH OH o O
\Q["/ 9omin O \QKV( 30h 3h /
50% 87% 86%
OH © 0

_O OH ©

3h

o) 0 86 % l OH
‘ PIFA, TEMPO O
, o o)
HO O ‘ ACN:viz/9:1 (
| ow | OH S |
140 min 15h -~
OH

47% 22%

OH O

27. Abra. A protoapigenon korabban publikalt, a 7-OH OXIdaCIOJanak megelGzése céljabol védbesoport stratégiat
alkalmazé totalszintézise. A nyilakon a reakcidid6k és a kromatografias tisztitast kdvetG izolalt termeléseket
tiintettem fel; a kulcslépést jelentd, protoflavon B-gydir(it kialakito oxidativ dearomatizacio reakciokorilményei:
TEMPO (0,2 ekv.), PIFA (2 ekv.), ACN:viz/9:1, 18 mg/ml, 25°C, 1,5h.

Antitumor hatasu protoflavon szarmazékok eldallitasa és vizsgalata [S20-S24]

Protoflavonoidokkal kapcsolatos munkam els6 kihivasa a protoapigenon gazdasagos eldallitasa
volt. A totalszintézis leggyengébb termelést (22%) add 1épése a 7-metoximetil-apigenin
oxidativ dearomatizacioja volt, ezért eldszor ennek a 1épésnek az optimalizalasan kezdtem
dolgozni. A termékprofil vizsgalata soran deriilt fény arra, hogy a PIFA-val végzett oxidativ
dearomatizaci6 soran (vélhetdleg a felszabadulo trifluoroecetsav miatt) a metoximetil csoport
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részleges hidrolizise is végbemegy, tehat nem csak 7-metoximetil-protoapigenon keletkezik,
hanem a kdvetkezd 1€épésben vart végtermék protoapigenon is. Ezt felismerve a kutatocsoport
altal korabban félretett apigenin-protoapigenon atalakitas lehetéségével kezdtem behatdobban
foglalkozni, és a reakciokoriilmények megfelelé optimalizalasaval (1 mg/ml apigenin
ACN:viz/9:1 elegyben oldva, 2 ekviv. PIFA TEMPO nélkiil, mikrohullamu reaktorban, 500 W,
70 °C-on, 1 perc alatt) sikeriilt 100 mg apigeninbdl egy 1épésben, 31,2% izolalt termeléssel
eldallitani a kivant protoflavon célvegyiiletet (129). Két mellékterméket is izolaltunk, luteolint
(130; 6%) és egy apigenin-protoapigenon dimert (131; 4%). A 4'-OH oxidacidja viszonylag
szelektiv volt, tovabbi foterméket nem észleltiink, feltételezésiink szerint a 131 anyag mintajara
tobbszords  konjugatumok keletkezhettek tovabbi melléktermékekként, amelyek nagy
molekulatomegiik és polifenolos természetiik miatt a tisztitas soran irreverzibilisen kotddhettek
az allofazison. A szelektivitasra az 5-OH intramolekularis H-hidja, és a 7-OH ¢és 4'-OH eltérd
savassaga adhat magyarazatot (MeOH:viz/1:2 elegyben pKa rendre 6,9 és 8,6).14¢1 Ez alapjan
a korabbi sikertelenség oka nem a 7-OH oxidacidja lehetett, hanem a joval nagyobb (18 mg/ml)
apigenin koncentracié (amely esetben a PIFA C-C kapcsolassal képz6doé dimerek/oligomerek
felé tolhatja el a termékprofilt) és a TEMPO jelenléte (amely csapddzhatta a reakcidban
valdszinilileg koztitermékként szerepet jatszo apigenin fenoxil gyokok egy részét).

Ezt kdvetden a reakceio 1éptékndvelését is elvégeztiik, s azt tapasztaltuk, hogy a kiindulasi anyag
mennyiségének novelésével a termelés valamelyest csokken, igy 800 mg, 2 g, és 5 g
apigeninbdl rendre 29,6%, 25,8%, és 22,3% izolalt termelést sikeriilt elérni. Ettdl eltekintve
munkank eredményeként egy hét alatt sikeriilt eldallitani 5 g protoapigenont, amely

laboratoriumi 1éptékben korabban elérhetetlen mennyiség volt [S24].

Az 1'-OH és az 1'-OCHzs szarmazékok hatasanak korabban elvégzett 6sszehasonlitasa arra utalt,
hogy a szubsztitualatlan 1'-OH csoport jelenléte elengedhetetlen az erds antitumor hatashoz.
Ennek tovabbi vizsgalata céljabol a reakciot apigeninbdl és egyéb, kereskedelmi forgalomban
elérhetd 4'-hidroxiflavonokbdl, acetonitril €s viz helyett kiillonb6z6 alkoholok elegyében is
elvégeztiik, és igy tovabbi, az alkoholnak megfeleld 1'-O-alkil szubsztitudlt termékeket

nyertiink. A reakciot és az igy eldallitott anyagok szerkezetét a 28. abra mutatja be.
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28. Abra. Az apigeninbdl (129, 132-138) és a 4'-hidroxi-B-naftoflavonbdl (139-146) egy lépésben elallitott
protoflavon analégok, és az apigenin-protoapigenon 4atalakitds két izolalt mellékterméke (130-131).
Reakciokorilmények: PIFA (2 eq.), ACN:ROH/9:1, v/v, 1 mg/ml, 70 °C mikrohulldmu melegités, 1 perc.

000D

Az elééllitott anyagok citotoxikus hatdsat maj (HepG2 és Hep3B), szdjiiregi (Ca9-22), tiido
(A549) és emld (MCF-7 és MDA-MB-231) tumor sejtvonalakon teszteltiik. A protoapigenon
sorozat (129, 132-138) esetében azt tapasztaltuk, hogy mig az 1'-metoxi szubsztitucié valoban
csokkenti az 1'-OH szarmazékokhoz képest az antitumor hatast, a szénlanc hosszdnak
novelésével ez az effektus eltlinik, a butil szarmazék (133) pedig sejtvonaltdl fliggden a nem
szubsztitudlt protoapigenonhoz képest (129) akar tobb, mint kétszer erdsebb hatast is kivaltott.
Ez a trend ugyanakkor nem volt igaz a naftoflavon sorozatra (139-146), amelyek valamennyi
1'-O-alkil szubsztituenst tartalmazé tagja joval gyengébb citotoxikus hatéast valtott ki, mint a
megfeleld 1'-OH szarmazék (139). Mindkét sorozatra igaz volt, hogy a legkevésbé citotoxikus
szarmaz¢ék valamennyi sejtvonalon az 1'-O-izopropil szubsztituenst tartalmazo vegyiilet (135,
ill. 143) volt.

Hazatérésemet kovetden az anyagok valtozatossadganak tovabbi gazdagitdsa céljabol egyéb,
kereskedelmi forgalomban hozzaférhetd 4'-hidroxiflavonok hasonl¢ atalakitasait is elvégeztiik.
Az anyagok tesztelésébe bevontuk a 3. Tézisben ismertetett szenzitiv / multi-drog rezisztens
sejtvonal part, és 1 kutatdsi egyiittmiikodések keretében szdmos tovabbi, efflux
transzporterekkel transzfektalt, vagy kemoterapias szerekhez adaptalt multidrog rezisztens
sejtvonalat is [S20,521,S23]. Az els6 szlir6vizsgalatok soran azt tapasztaltuk, hogy a 6-metil
szarmazékok statisztikailag szignifikdns modon, kb. masfélszer er6sebb hatast valtottak ki az

L5178vpr egér limféoman, mint annak gyoégyszerszenzitiv, ABCB1 transzporterrel nem
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transzfektalt sejtvonal parjan [S23]. Bar ekkora kiilonbség a biologiai rendszerek komplexitasa
miatt nem feltétleniil tekinthetd relevansnak, ahhoz elegenddnek itéltiik, hogy érdemes legyen
a 6-os helyzetben eltéré szubsztituenseket tartalmazo tovabbi protoflavonoidok eldallitasat és
vizsgalatat is elvégezni. Az apigeninbdl (147), genkvaninbol (148-154), 6-metoxi-4'-
hidroxiflavonb6l (155-161) és 6-metil-4'-hidroxiflavonbol (162-167) egy 1épésben elballitott
tovabbi 1j protoflavonok szerkezetét, és a 6-os szubsztituens tovabbi valtoztatdsat célzo
totalszintézis folyamatat, valamint az igy nyert protoflavonok (188-202) szerkezetét a 29. abra

mutatja be [S20,521,S23].

R1=OMe, R2=H, R3=0OH R!=H, R?=Me, R3=H R!=H, R2=OMe, R3=H

148: R=H 155: R=H 162: R=H

149: R=Me 156: R=Me 163: R=Me

150: R=Et 157: R=Et 164: R=Et

151: R=Pr 158: R=Pr 165: R=But

152: R=But 159: R=But 166: R=Allil

153: R=Allil 160: R=Allil 167: R=Propargil

147: R1=0OH, R2=H, R3=0H, R=Bn 154: R=Propargil 161: R=Propargil
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29. Abra. A: Tovabbi 4’-hidroxiflavonokbdl egy lépésben (147-167) elSallitott protoflavonoidok szerkezete. B: a
6-0s helyzetben eltéré szubsztituenseket tartalmazd tovabbi protoflavonoidok (188-202) totalszintézise.
Reakcidkorilmények: a) (CH3CO)20, cc. H2S0s; b) AlCls; c) EtOH, 4-benziloxibenzaldehid, 50% KOH/H20; d) I,
DMSO; e) fenilborsav, K2COs, tetrakisz(trifenilfoszfin)pallddium(0); f) 10% Pd/C, Hz; g) TFA/CH:Cl, reflux; h)
CH3sCN/ROH 9:1, PIFA (2 ekv.)

Az eléallitott 6sszesen 52 protoflavon szarmazékot (129, 132-167, és 188-202) Prof. Molnar
Jozsef (SZTE-AOK Orvosi Mikrobiol6giai Intézet), valamint Dr. Szakacs Gergely (MTA-TTK
Enzimologiai Intézet) kutatocsoportjaval egyiittmiikodésben hat szenzitiv / rezisztens tumor
sejtvonal paron vizsgaltuk meg annak felderitésére, hogy ezek az anyagok alkalmasak lehetnek-
e a kollaterdlis szenzitivitas terdpids céli kihaszndlasara. A lehetséges terdpias célnak
megfelelden a rezisztens tumorsejteken kivaltott szelektiv toxicitast vagy keresztrezisztenciat

ezekben a vizsgalatokban nem statisztikai szignifikancia vizsgalataval értékeltiik, hanem a
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kétszeres eltérést szabtuk meg, mint relevansnak tekintett legkisebb kiilonbséget [S20]. A
vizsgalt sejtvonalak az alabbiak voltak: L5178 / L5178g1 (human ABCBI1 transzporterrel
transzfektalt egér limfoma, lasd 3. Tézis), MCF-7 / MCF-7pox (doxorubicinhez adaptalt human
emlStumor),*4¥1 MES-SA / MES-SA/Dx5 (doxorubicinhez adaptalt human uterus sarcoma),
KB-3-1 / KB-V1 (vinblasztinhoz adaptalt human cervix carcinoma), és A431 / A431gy ill.
A431c, (ABCBI ill. ABCG2 transzporterrel transzfektalt humén bdr tumor). Vizsgalataink

eredményeit a 30. dbra Osszegzi.
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30. Abra. Az el6allitott protoflavonoidok szenzitiv / rezisztens tumor sejtvonal parokon kifejtett
szelektiv citotoxikus hatasa. A-E: a molaritasban kifejezett ICso értékek negativ logaritmusa a sejtvonal
paron; x tengely: szenzitiv sejtvonal, y tengely: annak rezisztens parja; SR = plCso"?*%"/p|Csp*2"4tY,
SR > 2: kollateralis szenzitivitas, SR < 0,5: keresztrezisztencia; Dox: doxorubicin, Vbl: vinblasztin, Mx:
mitoxantron; F: a protoapigenon (129) A431s, sejteken mutatott keresztrezisztencidjanak efflux
fliggésének vizsgdlata; tariquidar (Tq) jelenlétében a keresztrezisztencia eltlinik, *: p<0.05, **: p<0.01
egyutas variancia-analizis és Bonferroni teszt alapjan, ns: nem szignifikans.

Az eléallitott anyagok szerkezet-hatas Osszefliggései sejtvonal fliggd eltéréseket mutattak.
Tobbnyire az 1'-OH csoportot tartalmazd anyagok voltak a legerésebben citotoxikusak.
Korabbi eredményeinket megerdsitve ugyanakkor a 3-4 szénatomos nem elagazo 1'-O-alkil
oldallancot tartalmazé szarmazékok sejtvonaltdl fiiggden citotoxikusabbak voltak: az A431g;
MDR sejtvonalon pl. a protoapigenon (129) és annak 1'-O-propil étere (134) rendre 2,41 és
0,60 uM ICso értéket mutatott (4-szeres kiilonbség). Ugyanez a két anyag azonban a szintén
ABCBI1 transzporterrel transzfektalt L5178s1 sejteken egymashoz viszonyitva forditva
viselkedett: 0,76 (129) és 4,70 uM (134) ICso értékkekkel (ellenkez6 iranyu, 6,2-Szeres

kiilonbség). Az 1'-O-izopropil szarmazékok mutattdk valamennyi esetben a leggyengébb
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citotoxikus hatast, s a megfeleld 1-OH szarmazékhoz képest a kiilonbség akar a két

nagysagrendet is megkozelithette (pl. L5178g1, 139: 1C50=0,13 uM, 143: 9,44 uM).

Az MDR szelektiv toxicitas transzfektalt sejtvonalakon vald vizsgalata soran azt figyeltiik meg,
hogy az eldallitott anyagok egy kivétellel (166, L5178 / L5178g1 SR=2,0) nem érték el az
altalunk relevéans szelektivitasi hatarértékként meghatarozott kritériumot. Ez az anyagCSOport
szelektiv citotoxikus hatast kivaltani. Egy esetben, az archetipusnak is tekinthet6 protoapigenon
(129) esetében ugyanakkor valdszintsithetéen ABCG2 altal medialt, kb. négyszeres
keresztrezisztenciat tapasztaltunk. Mivel ez a rezisztencia tariquidar (klinikai III. fazisban
elbukott, erds duilis ABCBI és ABCG2 gatlo)*>% hatasira eltiint, nagy valosziniiséggel
allithatjuk, hogy a protoapigenon (129) egy ABCG2 szubsztrat. Ennek az egy anyagnak a
kivételével valamennyi Ujonnan eldallitott protoflavon megkeriilte a két vizsgalt efflux
transzporter altal medialt rezisztencidt, tehat a rezisztens sejteket azonos hatékonysaggal
pusztitottak el, mint szenzitiv parjukat. Ez alapjan a szelektivitds hidnya ellenére is igéretes

anyagok lehetnek a multidrog rezisztencia elleni kiizdelemben.

Rendkiviil érdekes ugyanakkor, hogy az anyagok tobbsége szelektiv toxicitdst mutatott a
vinblasztinhoz adaptalt KB-V1 sejteken, és még inkabb a doxorubicinhez adaptalt MCF-7pox
sejteken: ez utobbin jelentds, akér tobb, mint tizszeres szelektivitassal. Ez leger6sebben a 6-
fenil szarmazékok (197-202) esetében jelent meg, a 6-etoxi szarmazékok ugyanakkor nem
voltak szelektivek. Az eltérd A-gylriit tartalmazo protoflavon-csoportok emlétumor sejteken

meért szelektivitdsanak osszehasonlitasat a 31. dbra mutatja be.

15+ d
3
[\I
G 10- bd
p= ac i
h ab 31. Abra. Az A-gy(riire vonatkozd szerkezet-
g 54 ac ac hatas Osszefliggések elemzése a protoflavonok
vl é E=S c MCF-7/MCF-7p0x  sejtvonal  pdron mutatott
U R iy S S0 (R 2.0 szelektiv toxicitdsa szempontjabdl. 0,5<SR<2,0:
olr=mm=zzzmmmmmm e m e m s nincs relevans szelektivitas, 2<SR: kollateralis
szenzitivitds. Az a-d jelzések a statisztikailag
\(; \c /C ,C J: szignifikans kilonbségeket mutatjak, az atfedé
OH 0|-| jelzésekkel ellatott csoportok kozott nincsen
'5'1«"\ A‘b’ »\65 6’1’ .3gf ’l szignifikans kiilonbség, p<0,05 egyutas
A2 varianciaanalizis és Bonferroni teszt alapjan.

Az MDR tumorsejteken mutatott szelektivitas lehetséges okait nemzetkdzi egyiittmitkddésben

vizsgaltuk (Dr. Milica Pesi¢, Institute for Biological Research "Sinisa Stankovi¢", Belgrad,
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Szerbia), s néhany kivalasztott anyag (129, 136, 138, 139, 155, 196) citotoxikus hatasat tovabbi,
kemoterapias szerekhez adaptalt MDR tumor sejtvonalakon is teszteltiik [S21]. A sejtvonal
parok az NCI-H460 és NCI-H460/R (doxorubicinhez adaptalt human nem Kkissejtes tiido
carcinoma),l*® DLD1 és DLD1-TxR (paklitaxelhez adaptalt huméan vastagbél carcinoma),*>?
U87 és U87-TxR (paklitaxelhez adaptalt huméan glioma),['®? C6 és RC6 (karmusztinhez
adaptalt patkany glioma).'® Kollateralis szenzitivitast tapasztaltunk a legtobb human
sejtvonalon, legerésebben (de 2,75 legmagasabb SR érték mellett) a 6-metil (155) és a 6-bromo
(196) szarmazék esetében. A C6/RC6 sejtvonal paron mért eredmények ugyanakkor (0,2-0,4
kozotti SR értékekkel) keresztrezisztenciat mutattak valamennyi vizsgalt anyagra. A tovabbi
vizsgalatok arra utaltak, hogy a kemoterapids szerhez vald adaptacid soran megvaltozott a
sejtek antioxidans védelme, s az oxidativ stresszt indukalni képes protoflavonokra mutatott
fokozott érzékenységiik vagy rezisztenciajuk korrelal ezekkel a valtozasokkal [S21]. Ez
ugyanakkor nem magyarazza az MCF-7/MCF-7pox sejtvonal paron észlelt jelentés MDR
szelektiv toxicitast, sajat kisérleteink alapjan ugyanis az MCF-7pox sejtek enyhén rezisztensek
az oxidativ stresszre. Jelenleg is folyamatban levd vizsgalataink az ATR-fiiggd jelatvitel

adaptacid hatasara kialakuld valtozasat valoszintsitik ennek hatterében.

Protoflavonok xantin-oxidaz gatlé hatasanak vizsgalata [S22]

A protoflavon szarmazékok klasszikus flavonoidokhoz képest jelentdsen eltérd térszerkezete
érdekes lehetdségeket nyujt egyéb, citotoxicitasukkal nem, vagy nem kozvetleniil 6sszefliggd
farmakoldgiai hasznositasukra is. Ezen elgondolas mentén megvizsgaltuk néhany kivalasztott
szarmazek (129, 132-146, 148-154) esetleges gatlo hatasat a xantin-oxidaz (XO) enzimre. Ez a
molibdén-tartalm(i metalloprotein a purin metabolizmus kulcsfontossaga enzime amely a
xantin/hipoxantin hugysavva alakulasat katalizalja. Tulmiikodése igy egyrészt a kdszvény
egyik lehetséges oka, masrészt viszont €z az enzim egy jelentds szuperoxid anion gyok forras,
igy szamos, az oxidativ stresszel 0sszefiiggd egyéb kronikus betegség patomechanizmusaban
is fontos szerepet jatszik.[***1%6] Szamos flavonoidrol leirtak XO gatlé hatast, amely ezek in
Vivo antioxidans hatasaval is 6sszefiigg.!*>"1 A flavonoidok 4ltal kifejtett XO gatldsra vonatkozd
egyik fontos szerkezet-hatas 6sszefliggés szerint ugyanakkor altalanosan elfogadott volt, hogy
ehhez a hatashoz alapvet6 fontossagu az anyag sik térszerkezet kialakitasara vald képessége:
csak flavonok és flavonolok lehetnek hatisosak, a 2-es helyzetben sp® hibridallapota

szénatomot tartalmazo, megtort sika flavanonok minden esetben hatastalanok. [18-161]
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Az els6, 100 uM koncentracidban végzett enzimgatlasi sziirdvizsgalatok alapjan valamennyi
genkvanin szarmazék (148-154) inaktiv volt, a naftoflavon és protoapigenon szarmazékok
pedig tobbségében 50% alatti gatlast mutattak egy kiugrd kivétellel: a protoapigenon 1'-O-
propargil éter (138) kozel teljesen gatolta az enzimet. Tovabbi vizsgalatok alapjan ez az anyag
3,25 uM ICso értékkel a klinikailag alkalmazott XO gatlé koszvényellenes allopurinolhoz
képest 2,7-szer er0sebb hatast volt. A kotddést enzimkinetikai megkozelitéssel, az enzim
aktivitasat a xantin és a 138 anyag eltérd mennyiségeinek jelenlétében vizsgaltuk, s ennek
eredményeként ezt a protoflavont az XO kompetitiv gatloszereként azonositottuk. Tekintettel
arra, hogy ez a flavonoid nem tesz eleget a korabban alapvetének gondolt planaris szerkezet
feltételének, az enzimhez vald kotddés modjat is megvizsgaltuk. Ehhez in silico dokkolast
végeztink a 138 anyaggal, annak elézetes egyiittmiikodésben (Prof. Patrick Trouillas,
Universit¢ de Limoge, Limoge, Franciaorszag), kvantumkémiai szadmitasokkal (DFT, 6-
31+G(d,p) baziskészlet) optimalt térszerkezetét felhaszndlva. A kompetitiv gatlasnak
megfelelden a szubsztrat kotéhelyhez vald dokkolast végeztiik el, amelyhez az enzimnek ezen
a kotohelyén a flavonol kvercetint tartalmazo, online elérhetd rontgendiffrakcids szerkezetét
(pdb ID: 3NVY) hasznaltuk modositas nélkiil. A dokkoldshoz az iIGEMDOCK 2.1 szoftvert
hasznaltuk, annak pontos dokkolasra (,,accurate docking”) vonatkozé alapbeallitasaival, a
hidrofob és elektrosztatikus interakcidk azonos sulyozasaval, és az aktiv centrumot kijel6ld
kvercetin kotShely koriili 15 A tavolsagot kdtShelyként figyelembe véve. Kontrollként az
experimentalis kotohelybol kinyert térszerkezetii kvercetin visszadokkolasat végeztiik el. Az in

vitro és in silico vizsgalatok eredményeit a 32. abra Osszegzi.
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32. Abra. A protoapigenon 1’-O-propargil éter (138) xantin oxidaz gatlé hatasanak vizsgalata. A: dézis-
hatas gorbék és a szamitott farmakodinamias paraméterek, ALP: allopurinol, Ap: apigenin, *: p<0.001
egyutas varianciaanalizis és Bonferroni teszt alapjan. B: enzimkinetikai vizsgalat a GraphPad Prism 5.0
beépitett szubsztrat gatldas modell gorbeillesztésével; kompetitiv gatlds: globdlis modell illeszthet6
valamennyi gorbére azonos Vima=1,376nM/s értékkel (p<0,05), azonos K, érték nem talalhatd. C: in
silico kontroll kisérlet, experimentdlis kvercetin ligandum (sarga) visszadokkoldsa (turkiz),
RMSD=0,9149 A. D: a 138 anyag legel6nydsebb dokkolt pozicidja a 3NVY fehérje kvercetin kotéhelyén,
grafikusan abrazolt hidrofobicitasi felllettel. E: a 138 anyag interakciéi a 3NVY fehérje aminosav
reziduumaival, és a H-kotések tavolsaga (A).

Az in silico dokkolasi vizsgalatok alapjan a 138 anyag a kvercetinhez képest nagyjabol forditott
pozicioban képes a legstabilabban (—126.88 kcal/mol) elfoglalni az enzim szubsztrat
kotéhelyét. Ebben a helyzetben a 7-OH képez hidrogén hidat a molibdopterin reziduum
oxigénjével, ami magyarazatot adhat a genkvanin szarmazékok teljes hatastalansagara is. A
kvercetinhez hasonldéan az A ¢és B-gyiirik m-n kdlcsonhatassal rogziilnek a 914-fenilalanin
reziduumhoz. Az anyag XO gatlo hatdsara vonatkozo kulcsfontossagt térszerkezeti tulajdonsag
ugyanakkor a propargil éter oldallanc tokéletes illeszkedése a Leu648, Phe649, Asp872,
Leu873 ¢és His875 reziduumok altal kialakitott hidrofob zsebbe, amely mintegy rogziti a
molekulat. Ez a helyzet mind a négy legeldnydsebb kotési energidval rendelkezé dokkolt
poziciora jellemzé volt. Az oldallanc fontossagat mutatja az is, hogy 100 uM koncentracioban
az 1'-OH csoportot tartalmazo protoapigenon (129) inaktiv volt, az 1'-O-metil (132) és etil (133)
szarmazékok kb. 50%, az i-propil (135) kozel 60%, az n-propil (134) kb. 30%, az n-butil (136)
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pedig minddssze 8% gatlast mutatott. Az oldallanc tehat dramaian befolyasolja az XO gatlo
hatést. Fontos megemliteni, hogy maga a 138 vegytilet inkabb 6tletadé molekulanak alkalmas
¢és semmi esetre sem valtozatlan formaban valé XO gatloszerként valé alkalmazésra, mivel az
enzim gatlas 1Csp értéke (3,61 uM) ugyanabban a koncentraciétartomanyban van, ahol ez az
anyag sejtes modelleken mar citotoxikus [S24]. Ettol fiiggetleniil eredményeink tobb
szempontbol is értékesek lehetnek. Egyrészt atirjak a flavonoidok XO gatl6 hatasara vonatkozo
egyik alapvetdnek tekintett szerkezet-hatas 6sszefiiggést, mivel a sik szerkezetnek a 2-es helyett
az 1'-pozicidban talalhato sp? szénatom altali megtorése esetén kivalthato erds hatas. Masrészt,
a Phe649-Asp872-Leu873-His875 hidrofob zseb szerepének felismerése 0j lehetdségeket

nyithat 01j, hatékony XO gatlo szerek racionalis tervezésére.[*°!

Antiviralis hatasi, nem citotoxikus protoflavon szarmazékok eloallitasa és
vizsgalata [S19]

A fenti vizsgalat eredményei jol illusztraljak azt, hogy a protoflavonoidok jellegzetes, a
klasszikus flavonoidoktdl jelentésen eltéréen 3D szerkezete (€s ezzel Gsszefliggd, 1'-helyzetben
val6 szubsztitualhatosaga) ezen anyagok valtozatos, antitumor hatasukon talmutatd
farmakologiai alkalmazasara is lehetdséget teremthet. Az anyagok citotoxicitdsa azonban (mint
pl. a 138 anyag XO gatl6 hatasa esetében is) jelentésen gatolhatja az ilyen iranyu kutatasokat
¢s/vagy azok kozvetlen hasznositasat.

A posztdoktori munkdmnak otthont ad6 tajvani kutatocsoport egy kutatasi egyiittmiikodés
keretében felismerte, hogy a protoapigenon (129) joéval citotoxikus ddzisa alatt hatékonyan
képes gatolni az Epstein-Barr virus (EBV) un. litikus ciklusat, ezaltal virusellenes hatast fejt ki
[SR17]. Ez inspiralta azt a munkéankat, amely nem citotoxikus, virusellenes hatasti szarmazékok
eldallitasat célozta.

Antitumor hatasu protoflavonoidok eléallitasat célzo vizsgalataink alapjan [S20, S21, S23, S24,
SR15] az er6s citotoxicitashoz a B-gylirin sziikség van i) a 2',3",5',6" szénatomokon nem
szubsztitualt szimmetrikus dienon, €s i1) az 1'-helyzetben OH, vagy egyes szdrmazékok esetén
3-4 szénatomos, nem elagazd alkil éter oldallanc egylittes jelenlétére. A citotoxicitds
megsziintetésére a dienon atalakitasa volt a kézenfekvd megoldas; ehhez két megkozelitést €s
ezek kombinacidjat alkalmaztuk: a B-gytirii olefinjeinek szelektiv telitését, és a 4’-oxocsoport
oxim funkcidva alakitasat. Ehhez eldszor az SZTE Gyogyszerkémiai Intézetében Prof. Fiilop
Ferenc kutatocsoportjaval egyiittmiikodésben kidolgoztunk egy folyamatos 4dramu kémiai
modszert a protoflavon B-gytir(i szelektiv telitésére [SR12], majd ezt hasznaltuk a B-gyiiriin

hidrogénezett vagy deuteralt szdrmazékok eldallitasara. Az igy nyert anyagok koziil a
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tetrahidroprotoapigenon (203) és 1’-O-butilétere (208) 4’-oxim szarmazékait is eléallitottuk.
Masodsorban a protoapigenon 1'-O-izopropil, -butil, és -propargil étert (rendre 135, 136 és 138)
is oxim képzésnek vetettiik ala. A kés6bbi vizsgalatok szempontjabdl kiemelt figyelmet
forditottunk a protoapigenon 1'-O-izopropil éterre (135) is, amely bar szimmetrikus dienon B-
gylrit tartalmaz, elagazd oldallanca miatt citotoxikus hatdsa a tobbi szarmazéknal 1-2

nagysagrenddel gyengébb [S24]. Az anyagok eldallitasat és szerkezetét a 33. abra mutatja be.

OH
R1=H ,1,
203: R=H
R1=D 204: R=Me HO.
OH O 209: R=H 205: R=Et c

210: R=Me 206: R:Frop

211: R=Et 207: R=i-Prop 221: R=H

212: R=Prop 208! R=But OH O 222:R=But

213: R=i-Prop

214: R=But
129: R=H OH (le
132: R=Me ]
133: R=Et H3CO,,, N H3CO, N
134: R=Prop
135: R=i-Prop b HO HO
136: R=But _— +
138: R=Propargil

215: R=i-Prop 218: R=i-Prop
OH O  216: R=But OH O 10 R=But
217: R=Propargil 220: R=Propargil

33. Abra. Protoflavonok B-gylriin mddositott szarmazékainak elSallitdsa folyamatos &aramu
deuteralassal, hidrogénezéssel, és/vagy regioszelektiv oximképzéssel. A 215-222 anyagok racematok,
az egyszerliség kedvéért csak az egyik enantiomert tiintettem fel. Reakcidkorilmények: (a) H-Cube®,
H2, 5% Pd/BaS04 (201-206) vagy D, 5% Pd/BaS0,4 (207-212); (b) NH,OH-HCI (3 ekv.), MeOH, reflux, 24
h; (c) NH,0OH-HCI (4 ekv.), MeOH, reflux, 3 h.

Az H-Cube® folyamatos araml hidrogénezd rendszer alkalmazasaval enyhe koriilmények
kozott, szelektiven nyertiik a B-gytirin hidrogénezett (viz in situ hidroliziséb6l nyert Hz gaz
alkalmazasaval, 203-208) vagy deuteralt (viz helyett D2O-t hasznalva, 209-214)
szarmazékokat. A 4'-oxocsoporton valé oximképzés kettds célt szolgalt: egyrészt a
szimmetrikus dienon citotoxikus farmakofor eliminalasat, masrészt egy gyogyszerkémiai
szempontbol relevans, valtozatos tovabbi szintetikus atalakitasokra alkalmas sokoldalti kémiai
épitéelem beépitését.[162164] Figyelembe vettiik azt is, hogy szamos olyan flavonoid (tipikusan
flavanon 4-oxocsoportjan képzett) oxim ismert, amely anyavegyiileténél erésebb
antimikrobialis,*% antioxidans, %! vagy antitumor [SR9] hatast képes kivaltani.

Els6, kisléptékii kisérleteink alapjan a protoflavonok oxim képzése a 4’ helyzetben
regioszelektiv; 4-oxim vagy 4,4'-dioxim szarmazékok képz6dését nem tapasztaltuk. Az oximok
eléallitdsdhoz az irodalomban leggyakrabban hasznalt olddszerekkel (piridin, etanol,

acetonitril) ugyanakkor esetiinkben nem miikddott a reakcio: jellemzdéen a B-gylirii
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rearomatizaciojara utalo, jellegzetes flavon-tipusu UV spektrummal rendelkez6 termék(ek)
képzddését tapasztaltuk. Végiil metanolban sikeriilt rétegkromatografias vizsgalatok alapjan a
135, 136, és 138 anyagok teljes konverzidjat, és mindharom kiindulasi vegytilet esetében két
elfogadhaté mennyiségli fotermék képzodését detektalni. A B-gylriin telitett 203 ¢és 208
anyagok atalakitisa a megfeleld 4'-oxim szarmazékokka (rendre 221 és 222) metanolban
egyszerinek bizonyult, s egy-egy fotermék elfogadhatd, rendre 48 €s 42% izolalt termelést
értiink el. A B-gytiriin szimmetrikus dienont tartalmazo 135, 136 és 138 anyagok termékeinek
izolalasat kovetéen ugyanakkor a tomeg- és NMR spektrumok elemzése nyilvanvalova tette,
hogy a 4-oxim képzés mellett az olddszerként hasznalt metanol regioszelektiv Michael
addicidja is lezajlott, s igy 2'-metoxi-2’,3'-dihidroprotoapigenon 4’-oximok keletkeztek. A 1',2'-
tapasztaltuk. Az anyagok szerkezetének kétdimenziés NMR spektroszkopias vizsgalata soran
egyik esetben sem tudtunk diagnosztikus NOESY keresztcstcsokat detektalni az 1'-O-alkil
szubsztituens és a 2'-metoxicsoport hidrogénjei kozott. A relativ konfiguracidkat ezért a
karakterisztikus *H-'H csatolasi mintdzatok alapjan asszignaltuk. A cisz és a transz izomerek
térszerkezetét MMFF94x erdtér alkalmazasaval MOE szoftverrel optimaltuk, majd a H2'-C2'-
C3'-H3'a és H2'-C2'-C3'-H3'b dihedralis szogeket megmérve a Bothner-By egyenlette]!6”]
elméleti H2'-H3'a és H2'-H3'b csatolasi allandokat szamoltunk. Az igy nyert értékekkel az
experimentalis csatolasi allandok jo egyezést mutattak, ezaltal egyértelmiien kijelolve a 215-
217 anyagokat, mint az 1',2'-transz, és a 218-220 anyagokat, mint az 1',2'-cisz relativ
térallas jelenlétét, ami azt valosziniisiti, hogy a metanol addicio a reakci6 egy koztitermékén
ment végbe olyan mddon, hogy ez azutan determinalta az oxim végleges térallasat. Ennek
asszignalasahoz a *C NMR eltolédasokat hasznaltuk fel, s mivel a megfeleld AS syn-anti
paraméterek nem alltak rendelkezésiinkre, a 221 és 222 anyagok oxim melletti syn (kb. 18,8
ppm) és anti (kb. 26,2 ppm) metilén szenek 3C eltolodas értékeit hasznaltuk referenciaként.
Mivel a 215-220 anyagok 3'-CH: szénatomjainak eltolodas értékei a 22,7-23,7 ppm
tartomanyba estek, az elektrongazdag metoxicsoport jelenlétét is figyelembe véve valamennyi
Az eldallitott anyagok virusellenes hatasat nemzetkozi kutatdsi egyiittmiitkodések keretében
vizsgaltuk.

A 129, 135, 136, 138, 203-208, és 215-222 anyagok HIV-1 ellenes hatasat egy pszeudotipus
virus teszten vizsgaltuk (Dr. Carole Devaux, Luxembourg Institute of Health, Luxemburg),

amely egy replikacids ciklus mérését teszi lehetévé és leginkdbb olyan anyagokra érzékeny,
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amelyek a HIV replikaciojanak korai 1épéseit gatoljak (reverz transzkripcid, integracio).[*681 A
tetrahidroprotoapigenon (221) gyenge HIV cellenes hatast mutatott, s bar ez 100 uM
koncentracidoban minddssze kb. 50% gatlast jelentett, ez a hatds mégis érdekes lehet annak
fényében, hogy az anyag 500 uM koncentracioban sem volt citotoxikus a gazdasejteken.

A 135, 136, 138 és 203-222 anyagok EBV ellenes hatdsat az Rta fehérje expressziojan keresztiil
vizsgaltuk P3HR1 sejtek litikus indukciojat kovetden (Dr. Li-Kwan Chang, National Taiwan
University, Tajpej, Tajvan); ez a teszt alkalmas volt arra, hogy reprodukalja a pozitiv
kontrollként hasznalt protoapigenon (129) EBV ellenes hatasaval kapcsolatban korabban kdzolt
legfontosabb eredményeket [SR17]. Az elsé sziir6vizsgalat 250 nM dézisban tortént, amely a
protoapigenon (129) esetében mar erds hatast valtott ki. Hairom anyag, a 135, 136 és 138 volt
hatasos ebben a koncentracidban, s az ezt kovetd higitasos vizsgalat alapjan meghatarozott 1Cso
értékeik rendre 467, 208 és 285 nM voltak. Annak ellenére, hogy a protoapigenon (129) ICso
érteke alacsonyabb, 127 nM volt, a protoapigenon 1'-O-izopropil éter (135) joval gyengébb
citotoxicitdsa miatt kedvezdbb toxicitds/EBV-ellenes hatas szelektivitast mutatott: 129:
ICsoMTT/ICs0FBV=30,1; 135: ICsoMTT/IC5052Y=73,0. Ez egy relevansnak tekinthetd, kb. 2,6-
szoros antiviralis szelektivitas novekedést jelent. A butil oldallancot tartalmaz6 136 anyagnak
a 135 anyaghoz képest kb. kétszer erdsebb antiviralis hatasa miatt ugyanakkor érdekes lehet a
jovOben hosszabb, elagazo (pl. i-butil, i-pentil, prenil, stb.) oldallancot tartalmazé szarmazékok
EBYV ellenes hatasat is megvizsgalni.

Azt 1s érdemes megjegyezni, hogy a két hatds erdssége kozotti ardnyt a citotoxicitas felé is el
lehetett tolni, igy a 136 anyag citotoxikusabb, és gyengébb EBV gatlo volt, mint a
protoapigenon (129), ezaltal a fentiek szerinti szelektivitasa is kb. haromszor alacsonyabb. Ez
arra utal, hogy a protoflavonok szerkezet-hatas Osszefiiggéseit ki lehet tigy hasznalni, hogy
eltérd farmakologiai célpontok befolyasolasara alkalmas szarmazékokat nyerjlink, s ez
sziikséges is lesz a jovében ahhoz, hogy tényleges gyogyszerkutatasi potencialjukat értékelni

lehessen.
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6. A KEMIAI TER ANTIOXIDANS INSPIRALTA KITERJESZTESE

5. TEZIS. Megfogalmaztuk egy 0j diverzitas-orientalt gyogyszerkutatsi stratégia alapjait. Ezt
az az elgondolas ihlette, hogy i) természetes, kismolekulas antioxidansok reaktiv oxigén
és/vagy nitrogén fajtak befogasaval kémiailag stabil, bioaktiv metabolitokka alakulhatnak,
¢s ii) ezek az anyagok anyavegyiileteiknél sokszor komplexebb szerkezetiiknek kdszonhetéen
azoktol specifikusabb bioaktivitas profillal rendelkezhetnek. Ezt a jelenséget és 11j, bioaktiv
anyagok felfedezésére valod esectleges felhasznalhatésagat hidroxifahéjsav szarmazékok
példajan vizsgaltuk. A p-kumarsav oxidalt keverékeinek vizsgalata soran egy p-kinol
szerkezetli antitumor hatasu vezérmolekulat fedeztiink fel, a gravikinont. A gravikinon erds
hatasti, jo tumor szelektivitassal bir, és hatékonyan gatolja az ATR fliggé jelatvitelt.
Kozvetett bizonyitékok alapjan valosziniisitettiik, hogy a gravikinon bioldgiai kdrnyezetben az
oxidativ stressz szintjétol fliiggden szabadgyokfogassal keletkezhet anyavegyiiletébdl, a metil-
p-kumaratbol. A metil kaffeat bioreleveans, peroxinitrittel vagy AAPH reagenssel vald
oxidacidjaval egy er6s antitumor hatasu dimer keletkezik, amely a szakirodalom szerint a
tumor mikrokornyezetén hatva erés antimetasztatikus hatast valt ki in vivo. Eredményeink arra
utalnak, hogy antioxidansokbdl reaktiv oxigén és/vagy nitrogén fajtak segitségével végzett
diverzitas-orientalt szintézis egy olyan kémiai metabolit-teret tar fel, amely mélté a

gyogyszerkutatas kiemelt figyelmére.

Kutat6csoportunk 10 oxidalt antioxidans metabolit eldallitasat, és vizsgalatat végezte el.

A tézishez kapcsolédo kozlemények: S25, S26™, S27 (IF = 4,082 + 9,300 + 6,205 = 19,587)

Irodalmi attekintés az 5. Tézishez [S26]

A természetes, kismolekulas antioxidansok egészségvédd, ill. terdpids alkalmazasa rendkiviili
tudomanyos ¢és popularis érdeklddést valtott ki az elmult néhany évtizedben, amit j61 mutat az,
hogy példaul a PubMed adatbézisban az ,,antioxidant” keresdszd tobb, mint 34 000 talalatot ad
csak a 2020. évre. Ez nyilvanvaloan visszavezethetd arra, hogy az oxidativ stressz szamtalan
nehezen, vagy sokszor csak tiinetileg kezelhetd kronikus betegség patomechanizmusaban,
kialakulasdban, 1ill. progresszidjaban kulcsszerepet jatszik, mint példdul a diabétesz,

tumorbetegségek, és degenerativ kozponti idegrendszeri korképek .16

™ Az S26 sorszamu sajat kozlemény egy Osszefoglald cikk, az ebben kozoltek ugyanakkor jelentds
mértékben hozzajarulnak az itt 6sszefoglalt munka Ujdonsagtartalmahoz egy Uj, antioxidans inspiralt
szisztematikus gydgyszerkutatasi stratégia els6 megfogalmazdasaval, amely egyuttal az 5. Tézisben
bemutatott kisérletes munka kiindulasi hipotézisét jeleniti meg.
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A 80-as évek kozepén Helmut Sies altal alkotott ,,oxidativ stressz” kifejezést ™ a kozelmultban
Jones definialta Gijra a redox jelatvitel és kontrollja megbomlasaként.*"!l Ez kihangsulyozza,
hogy a redox folyamatok fontos fizioldgias szerepet toltenek be a sejt homeosztazisaban, és
stresszt ezen folyamatok dinamikus, jol kontrollalt egyensulydnak megbomlasa okoz.[!7217°]
Ehhez kapcsolddodan az egész tudomanyteriilet alapkoncepciojat, és ezzel egyiitt az antioxidans
hatashoz kapcsolddé aspektusokat is jelentds mértékben Ujra értelmezték, s ez a folyamat
jelenleg is tart.[t76-178]

Az ¢l6 szervezetben keletkezd legfontosabb reaktiv oxigén fajtdk (ROS) a hidrogén peroxid
(H20,) 1791 a szuperoxid anion gyok (O2") % a hipoklérossav (HOCI) [, a szinglet oxigén
(*02) 82 3 hidroxilgyok ("OH), valamint az alkoxil (RO") és peroxil gyokok (ROO?) 81 A £§
reaktiv nitrogén fajtak (RNS) a nitrogén oxid ("NO), nitrogén dioxid ("NO2), és a peroxinitrit
(ONOO") 184 A fent emlitett ROS és RNS roviditéseket gyakran dsszevont formaban, RONS-
ként emlitik. Az els6dleges RONS, mint példaul a H202, O2™, és "NO sériilést okoz6 potencialja
csekély, és szintjeik specifikus enzimatikus kontroll alatt allnak.[*8 18] A makromolekulak
irreverzibilis oxidaciojat, és igy az oxidativ stresszel Osszefliggésbe hozott korképekben
tapasztalhatd funkciondlis sériiléseket a joval reaktivabb és kevésbé hatékonyan szabalyozott
mennyiségll, toxikus, un. masodlagos RONS, leginkabb a hidroxilgydk, a peroxinitrit és a
hipoklérossav okozza.[®]

A kismolekulas antioxidansok oxidativ stresszre kifejtett hatdsaval kapcsolatban hosszu ideig
tartotta magat (és a szakirodalomban mindmaig jelen van) az a végletes leegyszeriisités, amely
ezen anyagok hatdsat azzal magyardzza, hogy szabadgyokfogoként hatnak a reaktiv oxigén és
nitrogén fajtakkal szemben, és ezaltal kozvetlen kémiai reakcidk soran csdkkentik azok
mennyiségét. Ezt a kdzvetlen védd hatast rendkiviil egyszer(i in vitro, kémiai modszerekkel
jellemezni, s ennek koszonhetden extrém nagy szdmban talalhatok a szakirodalomban ilyen
modellek (pl. DPPH, ABTS, ORAC tesztek) alkalmazasaval nyert antioxidans hatast leird
kozlemények 1184 186-1881 Ezen modellek ugyanakkor népszertiségiik ellenére sajnos csekély in
Vvivo relevanciaval birnak a RONS szintek csokkentése szempontjabol. Ma mar elfogadott tény,
hogy az étrendi antioxidansok donté tobbsége in vivo nem képes attorni azt a kinetikus gatat,
amit a toxikus RONS reaktivitasa és rovid félideje jelent, ezaltal kdzvetlen szabadgyokfogéssal
nem képesek relevans RONS szint csokkentd hatast kifejteni.l!”” Talan az egyetlen kivétel ez
alol az E-vitamin, amely elegendé mennyiségben van jelen bioldgiai membranokban ahhoz,
hogy hatékonyan védje azokat a hidroxilgyokok éltal okozott sériilések ellen.*® Ennek
kapcsan az is altaldnosan elfogadott, hogy nem csak a RONS termelddést hatarozzak meg

enzimatikus folyamatok (mitokondridlis ETC komplex 1. és II., lipoxigenazok,
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ciklooxigenazok, XO, citokrom P monoxigenazok),!8 %1 de az é16 szervezet ezekkel
szembeni elsddleges védelmét is megfeleld enzimek (szuperoxid dizmutazok, glutation
peroxidaz, katalaz, glutation-S-transzferazok, UDP-gliikuronil transzferaz, NADP kinon
oxidoreduktaz, stb.)[1%1%2 Jatiak el, és nem kismolekulds szabadgyokfogok.** Ennek
megfelelden az oxidativ stressz egyes antioxidansok altal vald tényleges in vivo csokkentése
leginkdbb ezeknek az enzimrendszereknek, €s az ezek altal regulalt redox jelatviteli utak
modulalasan keresztiil valosul meg.

Fontos leszogezni ugyanakkor, hogy mig a kismolekulds (étrendi) antioxidansok direkt
szabadgyokfogod tulajdonsaga nem elegendé ahhoz, hogy az érintett szabadgy6kok szintjét in
vivo relevans mértékben csokkentse, ezen anyagok érzékeny kémiai szerkezetébdl kifolyolag
ilyen reakciok sziikségképpen lezajlanak amikor egy oxidativ stressz alatt all6 biologiai
kornyezetbe keriilnek. Ezt figyelembe véve nem hagyhatjuk figyelmen kiviil azt, hogy barmely
RONS-antioxiddns kolcsonhatdsban az antioxiddans kémiai szerkezete is nyilvanvaldan
megvaltozik, s egy bioldgiai kdrnyezetben a keletkezett termék(ek) hatasaval is szamolni kell.
Ez jelentheti egyrészt az antioxidansbol keletkezd, annal természetszertileg reaktivabb primer
termék makromolekulakhoz vald irreverzibilis kotédését; ez (a termék nagyobb szerkezeti
komplexitasabol fakaddan) a befogott RONS-hoz képest mar joval specifikusabb kotédés lehet,
igy az ilyen jellegli ,,sériilés” nem csak toxicitasra, de adott esetben farmakolodgiai aktivitasra is
lefordithato. Jo példa erre a fenolos anyagok oxidaciojaval keletkez6 kinon termékek cisztein
reziduumok tiol csoportjathoz valé kovalens kotddése, amely komplex jelatviteli
kovetkezményeken (pl. a Keapl/Nrf2 jelatvitel aktivaciojan) keresztiil adaptiv antioxidans
vélaszt, és végeredményben jotékony hatast is kivalthat.['% 194 Masrészt, és ez egy
gyogyszerkutatasi szempontbdl kiilondsen inspiraldé gondolat, RONS befogast kovetden az
antioxidans kémiailag stabil metabolitta is alakulhat, akar méasodlagos reakcio(k), akar bels6
atrendezddés(ek) soran. Az igy keletkezett metabolitok nem feltétleniil viselkednek kovalens
gatloszerekként: immar nem reaktiv agensként reverzibilis modon is befolyasolhatnak
valtozatos biokémiai mechanizmusokat, jelatviteli utakat, receptorokat, enzimeket. Erdekes
moddon az antioxiddnsok bioldgiai hatdsanak ezen magatol értetédének tlind aspektusa
meglepden alulreprezentalt a vonatkozo szakirodalomban. Termékprofil és farmakoldgiai
vizsgalattal egybekotott biomimetikus oxidativ atalakitasokat (alt. atmeneti fém-katalizalt
reakcio, amely felfoghatdé ROS, vagy RNS altal kivaltott oxidacio modelljeként is) csak
sporadikusan, és leginkabb élelmiszerkémiai célkitiizések mentén végeztek.[1%5-1971 A 34. dbran
az altalam fellelt olyan példakat foglaltam &ssze, amelyek esetében elérhetd volt a relevansnak

tekinthetd (ugyanazon modellben végzett) farmakologiai dsszehasonlitas az antioxidans, és
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annak oxidalt, igazoltan vagy valoszintsithetden RONS befogassal keletkezd terméke(i) kozott.

Az egyes antioxidansok ¢és oxidalt

Osszehasonlitasat a vonatkozo6 sajat kozlemény tartalmazza [S26], itt, terjedelmi okokbol, csak

egy rovid attekintést mutatok be.
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34. Abra. Irodalmi példdk antioxiddnsok biomimetikus oxidacidval nyert termékeire, amelyek

anyavegyileteiktél igazoltan jelentGsen eltér6 farmakoldgiai tulajdonsagokkal birnak azonos kisérletes
hatasok: A (kurkumin):
topoizomeraz,!*% 1991 X0,[2%1 és NF-kB gatlas;?°!! B (metil kaffeat, metil-p-kumarat, és metil ferulat):
C (szekoizolaricirezinol):

modellen. Oxidaciétél fuggéen megjelend, vagy jelentésen fokozddd

citotoxicitds, antiangiogén és antimetasztatikus hatds;[202-204

differencidlédasanak és zsirfelhalmozasdnak gatldsa;?® D (luteolin):

gatlds; 2% E (rezveratrol): lipoxigenaz hidroperoxidaz aktivitdsanak gatldsal*®® [S25].
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A fentiek alapjan az antioxidansokra altalanossagban is igaz lehet az, hogy biologiai
kornyezetben a mikrokornyezettdl és az abban jelen levd oxidativ stressz mértékétdl fiiggo,
RONS befogas kovetkeztében végbemend irreverzibilis kémiai atalakuldsokat szenvednek, s az
igy keletkezd oxidalt metabolitok jelentdsen eltérd farmakologiai hatdsa befolyasolhatja a teljes
hatasprofilt. Ennek egyrészt az antioxidansok hatdsanak, ¢s gyakran tapasztalt
Masrészt a keletkezett termékek véleményem szerint egy gyogyszerkutatdsi szempontbol

kiilonosen értékes kémiai teret jelolnek ki, az alabbi megfontolasok alapjan.

1) Antioxidansok RONS befogasa kovetkeztében végbemend, kémiai oxidacioja soran a
keletkezd termékprofilt a befogott reaktiv agens, €s igy az oxidativ stressz alatt 4116 biologiai
mikrokdrnyezet determindlja.

2) Egyes antioxidansok lehetséges fragmentalodasatol eltekintve ezen anyagok egy jelentds
részének szerkezete valtozatos szabadgyOkos (intra-, és/vagy intermolekuléris)
keresztkapcsolasok soran stabilizalodik, kiilonleges 0j gytirtiket, heterociklusokat, stb. hozva
létre, ezaltal anyavegyiileteiknél joval komplexebb kémiai szerkezetiiek, és azoknal
Ohatatlanul specifikusabb hatasuak is lesznek.

3) A fenticknek megfeleléen az igy keletkezé termékek gazdag, az adott mikrokdrnyezet

oxidativ stressz viszonyaibodl kdzvetleniil leforditott kémiai informaciot hordoznak.

Ezen megfontolasok mar oOnmagukban is egy kiilonosen érdekes, varhatdéan bioaktiv
anyagokban gazdag kémiai teret valdsziniisitenek. Erdemesnek tartom ugyanakkor azt is
hozzéatenni, hogy az éldvilag rendkiviil Gsszetett evollcidos viszonyait (pl. az étrendben is
bdséggel megtaladlhatdo ndveényi antioxidansok és az oxidativ stressz-szel 6sszefliggd biokémiai
az oxidativ stressz-szel valamilyen modon Gsszefiiggd, relevans farmakoldgiai informaciot is
hordoz.

A diverzitas-orientalt szintézis a kismolekulds gyogyszerkutatas egyik nagy jelentdségii kémiai
megkozelitése.[292%1 Ennek kapcsan egyre inkabb megfigyelhetd az a paradigmavaltas, amely
a tisztan kémiai diverzitas helyett az Gigynevezett biologiai teljesitmény diverzitast helyezi
elotérbe. 22 A fent részletezett gondolatok alapjan antioxidansok RONS-medidlt oxidacioja,
mint vezérelv alkalmazasa a biologiailag relevans kémiai diverzitds fokozasara is igéretes
lehetdségnek tlinik, ezaltal ilyen irdny( szisztematikus vizsgalatok egy hatékony 1j

gyogyszerkutatasi stratégia alapjat képezhetik.
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A kovetkezo két alfejezetben a fenti megfontolasok alapjan végzett ,,proof-of-concept” jellegii
vizsgalataink eredményeit mutatom be. Erre két hidroxifahéjsav szarmazékot, a metil-p-
kumaratot és a metil-kaffeatot valasztottuk kiindulési vegyiiletekként.

A hidroxifahéjsavak az étrendi antioxidansok egyik leginkabb elterjedt csoportjat képezik,
megtalalhatoak az olivaban, szamos z6ldségfélében (pl. burgonya, fejessalata, brokkoli, karfiol,
cikoria, kaposzta), gylimolcsokben (pl. valtozatos bogyodk, sz6lo, datolya, alma), buzaban,
kenyérben, olajos magvakban (pl. foldimogyord), étcsokoladéban, novényi olajokban és
italokban (pl. sorok, borok, gyiimolceslevek, tea, kavé).P!l A hidroxifahéjsavak antioxidans
hatasat, 122141 s véltozatos, ezzel Osszefiiggésbe hozhatd (pl. kemopreventiv)P?tS: 216l
farmakologiai tulajdonsdgaikat nagyszamti  kozlemény targyalja. A hidroxifahéjsavak
kivalasztasat mindezek mellett az inspiralta, hogy korabban a metil kaffeatbol eziist-oxid
katalizalt biomimetikus oxidacié soran egy rendkiviil erés antitumor €s antiangiogén hatast
dimert (29B abra) allitottak el8,129% 2% amely kiilonleges, a tumor mikrokdrnyezetén keresztiil

kivaltott antimetasztatikus hatasa révén a kézelmultban nagy tudomanyos érdeklédést valtott
ki.[204]

A metil-p-kumarat ROS befogassal osszefiiggé metabolit terének vizsgalata [S27]

Munkankat a metil-p-kumarat (pcm, 223) oxidativ atalakitasa soran nyert termék-elegyeinek
vizsgalataval, ill. citotoxikus hatasuk L5178 és L5178g1 sejteken valo szlirdvizsgalataval
inditottuk. Az elsdé probakisérletek soran oxidaldszerként a hipervalens jodvegyiilet PIFA-t
(acetonitril, acetonitril — viz / 9:1, metanol, metanol — viz / 9:1 olddszerekben), ill. piridinium
klorokromatot (diklormetanban) valasztottuk, igy nyertiik rendre az OX1-OXS jelzést
keverékeket. A PIFA, mint eredendden nem egy klasszikus biomimetikus reagens alkalmazésat
két indok tamasztotta ald. Egyrészt, p-fenolos anyagok oxiddcidja sordn ez a reagens
egyelektron-transzferrel (SET) képes kation gyok képzodését indukalni.?!™] Masrészt protikus
oldészerben ez a kation gydk deprotonalodhat, ami ugyanahhoz a fenoxil gyokhoz vezet, amely
hidrogén atom transzfer (HAT) sordn képzddne. Mivel a p-kumarsavrol leirtak, hogy SET vagy
HAT mechanizmuson keresztiil képes ROS-t befogni, 2181 feltételeztiik, hogy a PIFA alkalmas
lehet az ilyen események soran keletkezd metabolit mintdzatok valamilyen szinti
modellezésére. Az OX1 és OX2 oxidalt elegyek citotoxicitasa jelentdsen fokozddott a
kiindulasi anyaghoz képest, igy ezekbdl Iéptékndvelést kovetden igyekeztiink eldallitani a
hatasnovekedésért vélhetden felelds tartalomanyagokat. Ezeket az eredményeket a 35. abra

foglalja Ossze.
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35. Abra. A metil-p-kumarat (pcm; 223) oxidacidjaval nyert elegyek (OX1-OX5) citotoxikus hatdsa
L5178 (A) és multidrog rezisztens L5178g; (B) limféma sejteken, és az OX1 és OX2 elegyekbdl elGallitott
tartalomanyagok (224-228) szerkezete és hatdsa anyavegylletiikével 6sszehasonlitva (C). A pozitiv
kontroll doxorubicin ICsg értéke rendre 0,41 és 11,83 uM volt (L5178s:: kb. 30-szoros rezisztencia).

A 224 anyag keletkezése valoszintileg a korabban publikalt dihidrobenzofuran lignanokhoz
hasonl6 mechanizmussal indult (lasd 29B ébra), s szerkezete a dimer egyik tagjdnak aromas
gytriijének eliminacidjaval stabilizalodott. A 225 és 228 anyagok keletkezése a PIFA vizes
kozegben valo alkalmazasaval, a 226 pedig az oldallanc olefinjének oxidacidjaval intuitiv
moédon magyarazhatd. A 227 anyag szerkezete ugyanakkor egy varatlan hidroxilcsoport
vandorlas eredménye; fenoxil gyok koztitermék feltételezésével a p-OH csoport meta helyzetbe
vandorlasa mogott egy epoxid gylirli keletkezését és felnyilasat gyanithatjuk. Ezt az anyagot
(metil grevillat) korabban a narancsjazmin nevii 6rokzold mirtuszfélébdl (Murraya paniculata
L) izolaltak.[?'%1 A 228 anyag (gravikinon) szintén egy természetes anyag, korabban az ausztral
selyemtdlgybdl (Grevillea robusta A. Cunn) izolaltak.[??%! Ez az anyag p-kinol szerkezete
alapjan a 4. Tézis-ben targyalt protoflavonok szerkezeti analogjaként is felfoghato.

Az anyagok citotoxicitasat megvizsgalva a 227, és kivaltképp a 228 anyagot talaltuk
anyavegyiiletiiknél joval erésebb hatastinak. A 227 anyag a szenzitiv/multidrog rezisztens
sejteken mutatott hatdsa alapjan enyhe, kb. 2,4-szeres keresztrezisztencidt mutatott a
doxorubicinnel, igy feltehetd, hogy ABCBI szubsztrat. A 228 anyag ugyanakkor mindkét
vizsgalt sejtvonalon bd két nagysagrenddel erdsebb, citotoxikus hatast valtott ki, mint a metil-
p-kumarat (223), és képes volt 4thidalni az ABCB1-medialt multidrog rezisztenciat. igéretes

hatasa alapjan ezt az anyagot nemzetkdzi kutatasi egyiittmiikodések segitségével (Dr. Milica
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Pesi¢, Institute for Biological Research "SiniSa Stankovi¢", Belgrad, Szerbia; és Dr. Hui-Chun
Wang, Graduate Institute of Natural Products, Kaohsiung Medical University, Kaohsiung,
Tajvan) szamos tovabbi sejtvonalon teszteltiik, és azt is megvizsgaltuk, képes-e (a szerkezetileg
kozeli rokon protoflavonokhoz hasonléan) az ATR/Chk-1 fiiggd jelatvitelt is gatolni.
Vizsgalataink alapjan a gravikinon (228) egy kifejezetten igéretes bioaktiv anyag, amely
vezérmolekulaként akar komolyabb preklinikai fejlesztés kiindulopontja is lehet. Tumor
sejtvonalakon (NCI-H460 és doxorubicinhez adaptalt NCI-H460/R) DNS karosito hatast fejtett
ki, normal sejtes modellként hasznalt HaCaT keratinocitakon ugyanakkor DNS protektiv hatasa
volt. Varakozasunknak megfeleléen ez az anyag az ATR/Chk-1 jelatvitel erds gatloszerének
bizonyult. Egy érdekes kiilonbséget is tapasztaltunk ugyanakkor az ebben a vizsgalatban pozitiv
kontrollként hasznalt protoapigenonhoz (129) képest: attol eltéréen a 228 anyag az ATM/Chk-
2 aktivalddasat valtotta ki, amely feltehetden az 4ltala indukalt kétszalo DNS torések
eredménye lehet.

A kiindulési hipotézisiink vizsgalatahoz, tehat annak eldontéséhez, hogy lehetséges-e bioldgiai
kornyezetben ennek az anyagnak anyavegyiiletébdl az oxidativ stressztél fiiggd in situ
keletkezése, in vitro és in silico megkozelitéseket alkalmaztunk. El6szor azt vizsgaltuk meg,
oxidativ stressznek kitett sejteken megvaltozik-e a pcm hatasa a stressz alatt nem all6 sejteken
tapasztalthoz képest. Ehhez MCF-7 emlétumor sejteken végeztiink kombinacids vizsgalatokat
a 3. Tézisben leirtakhoz hasonlo, checkerboard kisérletes elrendezésben, és a pcm (223) és a
hidrogén peroxid, mint kiilsé oxidativ stresszor interakcigjat vizsgaltuk citotoxikus hatas

szempontjabol. Ezen vizsgélatok eredményeit a 4. tablazat mutatja be.

4. Tablazat. A pcm (223) interakcidja H,0; altal indukalt oxidativ stressz-szel MCF-7 sejteken kivaltott
citotoxikus hatds szempontjabél. Kombinaciés index (Cl) értékeket EDso, ED;s és EDgo hatds szintjén
adtam meg. Clayg=(Clso+2*Cl;5+3*Clgg)/6; 0<Cl<1, Cl=1 és CI>1 rendre szinergizmust, additivitast
(interakcid hidnyat), és antagonizmust jelez. Dm, m és r rendre a ,median-effect” gorbe x
tengelymetszetének inverz logaritmusa, alaktényez&je és lineéris korrelacids egyiitthatéja.l**!

Kombinacids index (Cl)

H,0, : pcm ardny Clso Cls Clgo Dm m r Clavg
2.5:1 0.79 0.60 0.45 247.66 2.109 0.985 0.556
1.25:1 0.93 0.60 0.39 250.18 3.197 0.988 0.550
0.625:1 1.06 0.68 0.44 222.79 3.610 0.974 0.623

Egyértelmiien kimutathatd volt a szinergizmus, kivaltképp a magasabb szintli hatds esetén,
amely antitumor (citotoxikus) hatds szempontjabol nagyobb jelentdségii.r® Az s
megfigyelheté volt, hogy a szinergizmus tendencidozusan erdsebbnek tlint a magasabb

H202/pcm aranynal, tovabb erdsitve azt a feltevést, hogy az oxidativ stresszt6l fliggé mértékben
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keletkez6 metabolitok (is) lehetnek a jelenség hatterében. Fontos megjegyezni, hogy
vizsgalataink szerint a pcm metanolos oldatban és kb. 20% H202 jelenlétében legaldbb 92 6ran
at stabil, tehat Kicsi az esélye annak, hogy a pcm és a H2O2 kozvetlen reakcidja vezetett volna
az eredményeket meghamisité oxidacidhoz.

A pcm hidroxilgyok fogd képességét egyiittmiikodésben (Dr. Balogh Gyorgy Tibor, Richter
Gedeon Nyrt, jelenleg BME Kémiai és Kornyezeti Folyamatmérnoki Tanszék) vizsgaltuk a
Fenton reakcid 2-deoxi-D-ribozon kifejtett oxidativ karosodas mértékén keresztil. A pozitiv
kontroll az NXY-059 (diszufenton-Na; Cerovive) volt, amely nuroprotektiv antioxidansként
klinikai 3. fazisu vizsgalatokig jutott.’?!l Azt tapasztaltuk, hogy ebben a modellben a pcm
erésebb hidroxilgyokfogo (ICs0=0.345 [95% C.I. 0.313-0.380] mM) volt, mint az NXY-059
(1C50=1.826 [95% C.I. 1.501-2.220] mM), amely utobbi hatasa j6 egyezést mutatott a korabban
nyert adatokkal.[???]

Ezt kovetden elvégeztiik a pcm (223) Fenton reakcidjat annak vizsgalatara, hogy kimutathato-
e a gravikinon keletkezése ilyen koriilmények kozott. A reakcidelegyben RP-HPLC-PDA (36.
abra), valamint ezzel parhuzamosan egyiittmikddésben végzett LC-MS/MS mérések
segitségével egyértelmiien igazolni tudtuk a gravikinon jelenlétét. Ez alapjan tehat a pcm
hidroxilgyokok, vagy a Fenton reakcid soran keletkezé valamely egyéb agensi?23229] jltal

kivaltott oxidacio soran valoban képes gravikinonna (228) alakulni.

4.91e 4003 1.05e 4004 1.61e4004 2.17e 4004 2.73e 4004 3.30e +004 3.86e 4004 4.42e 4004

A [ Se— I I I I

Wavelength [nm)

7.0 8.0
Retenton Time [mn]

1,59 4005 3,926 4005 6.268 4005 8.59 400 1.09¢ 4006 1.33 4006 1,568 4006 179 3006
B [ — I I

Wavelength [nm]

20 3.0 4.0 s.0 6.0

2 Rt&nbonfme [":‘]0 90 10.0 110 120 13.0
36. Abra. A pcm (223) Fenton reakcidja sordn nyert reakcidelegy RP-HPLC-PDA ujjlenyomat
kromatogramja (A), a gravikinon (228) standarddal (B) valé 0Osszehasonlitdsban. A gravikinon

egyértelmi jelenlétét LC-MS/MS vizsgalatok is megerdsitették.
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A hidroxilgyokok hatasara végbemend pcm-gravikinon atalakulast ezutan in  silico
modszerekkel, nemzetkozi egyiittmiikddés keretében vizsgaltuk (Prof. Patrick Trouillas,
Universit¢ de Limoges, Limoges, Franciaorszag), amely munkéba egy révid tudomanyos
kikiildetés kapcsan személyesen is lehetéségem volt bekapcsolodni. Strtiségfunkcional elmélet
absztrakcioval kezd6do reakcidutak lehetséges termékeit B3P86/6-31+G(d,p) elméleti szinten;
a reakcioutakat és a képzodd kozti- és végtermékek termodinamikai analizisét, valamint a
szabad gyokos koztitermékek szamitott spinsiiriiség-eloszlasat a 37. abra mutatja be.

A termékek képzodését a termodinamika ¢és kinetika egylittesen hatarozza meg. Nagy
valészinliséggel a termodinamikailag kedvezobb hidrogénatom transzferen keresztiil induld
reakciout a dominans, majd a keletkezd fenoxil gyok spinstirtiség eloszldsa alapjan a
gravikinont (228) eredményez6 para-helyzeti OH addicid lesz gyorsabb, igy a 228 kinetikai
termékként keletkezik, mig a g-cm és g-pcm-OH, majd a beldliik tautomer atalakulassal
keletkezd pcm-OH ¢és metil kaffeat (cm, 225) lesznek a termodinamikai termékek, utobbi a
globalis termodinamikai termék. Annak ellenére, hogy ez alapjan utobbi egy foétermék, ez
minddssze a PIFA-medialt oxidacio soran volt kimutathatd, a Fenton-reakcidoban nem. Ez
feltehetdleg a katekol-gytir(i tovabbi oxidaciora valo érzékenysége miatt volt igy, a keletkezd
cm (225) a Fenton-reakci6 koriilményei kozott emiatt valdsziniileg azonnal el is bomlott, ill.
masodlagos, harmadlagos stb. termékekké alakult.

A fenti indirekt bizonyitékok Osszességében tehat arra utalnak, hogy az étrendi antioxidans
pcm-bdl ROS befogéssal (tehat 1ényegében az oxidativ stressz szintje altal determinalt modon)

legalabb egy hatasos antitumor anyag keletkezhet.
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37. Abra. A pcm (223) hidroxilgyokkel valé reaktivitdsa (A), az egyes reakciélépések termodinamikai

s s

eIemzese (B) ésa szabadgyokos koztltermekek spmsuruseg eloszlasa (C) A bekeretezett szerkezetek
metil kaffedt (225); a kotés disszociacids entalpia (BDE) az X—H kotes homolitikus hasadasahoz
szlikséges entalpia a kovetkez6k szerint: BDE(R-H) = H(R®, 298 K) + H(H*, 298 K) — H(R-H, 298 K), ahol
H az entalpia; a HAT O-H és C-H BDE értékek abrazoldsa rendre piros és kék; valamennyi reakcidlépés
Gibbs energidja (AG, kcal-mol™) a pcm-hez képest értendd. C: a kék és vérés gombfeliiletek rendre az
adott atomra szamolt pozitiv és negativ spins(irliséget jelzik.
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A metil-p-kumarat és metil-kaffeat RONS medialt biorelevans oxidacioja [S25]

Osszefliggd metabolit-terének tovabbi vizsgalata volt. Ehhez egy jol ismert szabadgyok-
generald azo-vegyliletet, az un. AAPH (2,2'-azobisz(2-amidinopropan) dihidroklorid) reagenst
valasztottuk biomimetikus ROS modellként,” és az ¢16 szervezetben szuperoxid és nitrogén-
monoxid reakciojaval keletkezd peroxinitritet (ONOO ) egy teljes mértékben biorelevans RNS
modellként. Annak ellenére, hogy a peroxinitrit félideje viszonylag rovid (kb. 10-20 ms), képes
a biologiai membranokon valo atjutasra, és keletkezési helyétdl diffizidval akar két sejt-atméro
tavolsagra is eljutni.’?”1 Dr. Balogh Gyorgy Tiborral (a munka elvégzésekor Richter Gedeon
Nyrt, jelenleg BME Kémiai ¢s Kornyezeti Folyamatmérnoki Tanszék) egyiittmiikodésben
kidolgoztunk egy a peroxinitrit el6allitasat, majd a hidroxifahéjavak azzal val6 reakcidjat
folyamatos dramban, jol reprodukalhaté modon lehetévé tevd kisérletes elrendezést. A modszer
hasonl6 a korabban Robinson és Beckman 4ltal leirthoz.1??8] Ezt preparativ céllal elészor a pcm
atalakitasara teszteltilkk, s az igy nyert reakcioelegy forditott fazisu preparativ  HPLC-S
tisztitdsdval négy terméket nyertiink, amelyeket (a termékek vizes kdzegbdl vald vakuum-

beparlas kdzbeni esetleges bomlasat megeldzendd) liofilezéssel szaritottunk be (38. dbra).

A 2. Pumpa 4. Pumpa B O
0.6 M NaNO, pem (10 mg/mi) ’ NO;
1. Pumpa 1.5 mi/min 01M I'+' ﬁ
. glicin puffer
0.6 M H,0, . HO HO
+ 2.25ml/min 296 229

07 M HCI 1.5 ml/min

0°C

1.5 ml/min
1.0 M NaOH 0.5 mlloop o
3. Pumpa
P 0N N -
I &)
I\
/3] HO 231

38. Abra. A peroxinitrittel végzett folyamatos aramu reakcidhoz hasznélt kisérletes elrendezés
sematikus abrdja (A), és a pcm-bdl ilyen mdédon el6éllitott metabolitok szerkezete (B). Minden c¢sé és
a termékek gy(jtésére szolgald lombik is jégflird6ben volt elhelyezve. A 230 vegyiilet Uj anyag.

Az eléallitott anyagok koziil a 226 és 229 anyagok képzddése az el6z6 munkank soran is

tapasztalt, oxidativ fragmentalodassal (226), ill. az ezt kovetd nitralodassal (229) intuitiv

" Az AAPH reagens az un. ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity = oxigéngyok elnyeld kapacitas), egy széles
korben alkalmazott in vitro antioxidans teszt reagense, amely alkil gydkké bomldsa utdn vizes kozegben oxigénnel
alkil peroxil gyokot képez [226] B. Ou, M. Hampsch-Woodill, R. L. Prior, Development and validation of an
improved oxygen radical absorbance capacity assay using fluorescein as the fluorescent probe, Journal of
agricultural and food chemistry 2001, 49, 4619-4626.
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modon értelmezhetd; utobbi pedig, a 231 anyaggal egylitt egy jo példdja annak, hogy a
peroxinitrit oxidalni és nitralni is képes. A peroxinitritnek ezen kémiai tulajdonséga bioldgiai
kdrnyezetben nagy jelentdségli mind a redox jelatvitel (els6sorban nitrolipidek képzddésén
keresztiil), mind az oxidativ sériilés (elsésorban nitroproteinek kialakulasaval)
szempontjabol.??! A 230 anyag egy érdekes, varatlan termék, amely az eléallitashoz hasznalt
kisérletes elrendezés atlugositd 1épése soran keletkezé konyhasonak a reakcidban vald
részvételét mutatja. Erdemes megjegyezni, hogy az intra- és extracellularis folyadék viszonylag
magas kloridion tartalmu, igy tehat a kozeget ,,szennyez6” kloridionok ezaltal a rendszeriink
biorelevans jellegét erdsitik. A 226, és 229-231 anyagok nem mutattak in vitro antitumor hatast,
egyeb bioldgiai aktivitasukat azonban nem vizsgaltuk.

A fenti anyagok izolalasa kozben tudtuk megkezdeni a pcm és cm peroxinitrittel és AAPH-val
nyert reakcioelegyeinek in vitro citotoxikus hatdsédnak szlirdvizsgalatat, amelynek sordn a cm
+ AAPH reakcio termékkeveréke kiemelkedd hatdst mutatott HeLa méhnyak tumorsejteken.
Az izolalas optimalizalasa érdekében elvégeztiik a reakcid idofiiggésének vizsgalatat, amelynek
soran a reakcioelegy Osszetételét és a Hela sejteken mutatott hatast is monitoroztuk egy

Osszesen 48 oras reakcid soran (39. abra).
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39. Abra. A cm és az AAPH reakcidjanak longitudinalis vizsgalata. A: a Hela sejteken leger&sebb
citotoxicitast mutato, 24 éra utan vett minta SFC-PDA ujjlenyomat kromatogramja (max. abszorbancia,
A=350-600nm). B: a cm kiindulasihoz képesti relativ mennyisége (piros), a Hela sejteken mért ICso
értékek (szirke), és a 232 anyag cm csucsteriilet-ekvivalensben kifejezett relativ mennyisége (kék). C:
a kilonboz6 idépillanatokban (a: 4h, b: 8h, c: 24h, d: 30h, e: 48h) vett mintak 232-tartalma és ezen
mintak 1Csp értékeinek korrelacioja.
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A 39C abran jol lathato, hogy a citotoxikus hatas egyértelmi korrelaciot mutatott a mintdkban
levé 232 anyag mennyiségével, igy ezt kovetden ezt az anyagot célzottan izolaltuk. Ehhez 100
mg cm AAPH-val valo reakciojat végeztiik el acetonitril-viz (9:1) elegyben 60°C-on 24 6ras
kevertetéssel, majd a nitrogénaram alatt beparolt reakcidelegyet folyadék-folyadék extrakcio
utan CPC-vel frakcionaltuk, s ezt kovetden preparativ HPLC segitségével nyertiink 9,3 mg
(16%) 232 anyagot. Az egyik, citotoxikus hatast nem mutaté CPC frakciét a hatas hianya
ellenére is érdemesnek itéltiikk arra, hogy az egyetlen féanyagot preparativ SFC segitségével

izolaljuk, igy nyertiik a 233 anyagot (2,2 mg, 4,4%); ezek szerkezetét a 40. abra mutatja be.

HO@ o
HO m,,,“_ OD/\)\O Ve
o 233

40. Abra. A metil kaffeat (cm) AAPH-val végzett reakci6jabol nyert termékek szerkezete. Mindkét
termék sziikségképpen racemat; az egyszeriség kedvéért csak az egyik enantiomert mutatom be.

HO OH 232

A 232 anyag kiindulasi vegyiiletéhez képest tobb nagysagrenddel erdsebb citotoxikus hatast
fejtett ki, kiilonosen HeLa sejteken (5. Téblazat).

5. Tablazat. A 232 anyag citotoxikus hatdsa négydgyaszati tumorsejteken, a cm hatdsaval
Osszehasonlitva. C.I.: a gorbeillesztéssel nyert 1Cso értékek 95% konfidencia intervalluma, ciszplatin:
pozitiv kontroll.

ICs0 [95% C.L.] (UM)

Anyag

Hela SiHa MCF-7 MDA-MB-231
cm 450 [396.7-551.2] > 500 175.4 [162.3-189.7] 139.3 [116.5-166.6]
232 1.1[1.0-1.2] > 30 1.1[0.9-1.4] 3.9 [3.1-4.9]
ciszplatin ~ 11.7[10.3-13.1] 13.6[12.6-14.7] 5.2 [4.6-5.8] 25.8 [24.4-27 4]

A szakirodalom alapjan ismert, hogy fenolos antioxidansok sejtkultiran kifejtett
citotoxicitasdnak vizsgéalatakor hamis pozitiv eredményt adhat a vegytileteknek a sejtkultara
médium egyes komponenseivel valo redox reakcidja, amely hidrogén-peroxid, és egyéb reaktiv
oxigén fajtak képzddésével jarhat.2% Annak ellenére, hogy a 232 anyag egy ilyen reakciokban
részt venni képes katekol csoportot tartalmaz (épplgy, mint a citotoxicitas szempontjabol
lényegében inaktivnak tekinthetd cm), az emiatt tapasztalt fals pozitiv hatds lehetdsége
gyakorlatilag kizarhatdé. Ez az anyag azonos ugyanis az 5. Tézis irodalmi attekintésében
emlitett, korabban a cm eziist-oxid altal katalizalt reakcidjaval nyert dihidrobenzofuran

dimerrel (34B é4bra), amelynek 2R,3R enantiomerje potens antitubulin €s antiangiogén hatast
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anyag, mig a masik enantiomer inaktiv.[?°> 2081 Az altalunk is elééllitott racém 232 anyagot
pedig a kozelmultban egy erés, mar 20-100 pg/kg koncentracidban hatasos tumor
attétképzodés gatlo anyagként azonositottak, amely hatdsat a tumor mikrokornyezetén fejti ki
az un. tumor-asszocialt fibroblasztok interleukin 25 (IL-25) termelésének indukalasan
keresztiil.[204]

Az izolalast kovetden a 232 anyagot kisebb mennyiségben ugyan, de a cm peroxinitrittel képzett
reakcioelegyébdl is kimutattuk, ez alapjan tehat egyértelmiien kijelenthetd, hogy ez az erds
hatasu tumorellenes anyag a metil-kaffeat biorelevans reaktiv oxigén €s nitrogén fajtakkal valo
reakcidjanak egyik terméke.

Annak vizsgalatat is megkiséreltiik, hogy mi lehet ennek a reakcidnak a relevanciaja a metil-
kaffeat oxidativ stressz alatt allo bioldgiai rendszerekben kivaltott farmakologiai hatasaval
kapcsolatban, masként szolva lehetséges-€ az, hogy az oxidativ stressz ennek a bioaktiv
metabolitnak a képzddésén keresztiil észlelhetden is modulalja / fokozza a cm antitumor
hatasat. Ehhez két kiilonboz6 kisérletes elrendezésben vizsgaltuk a cm hatasat tercier-butil
hidroperoxid (tBHP) jelenlétében az 5. tdblazatban bemutatott sejtvonalakon. A tBHP egy jol
ismert, lipofil peroxid, amelyet széles korben hasznalnak intracelluldris oxidativ stressz
indukalasara, és amelynek az intracellularis ROS szintekre kifejtett hatdsanak dinamikajat
MCF-7 sejteken a kozelmultban mélyrehatoan vizsgaltak.[*!1 El6szor meghataroztuk a tBHP
citotoxikus hatasat valamennyi sejtvonalon, és a cm ¢és tBHP egyiittes kezelésének hatasat
checkerboard elrendezésti kombinacios plate-eken vizsgéltuk, hasonléan, mint a 3.4. fejezet
ekdiszteroid-doxorubicin kolcsonhatasait. Ezen mérések soran kozepes-erés antagonizmust
tapasztaltunk (pl. HeLa sejteken a kordbban is hasznalt Chou-modszer szerinti CI=4,5, amely
erés antagonizmust jelent),*%®! tehat a cm ilyen elrendezésben ,klasszikus” antioxidansként
viselkedett és jelentdsen csokkentette az oxidativ karosodasbdl eredd citotoxicitast. Masrészrol
elvégeztiik a cm hatdsanak vizsgalatat olyan mddon is, hogy (az MCF-7 sejtekben kivaltott
oxidativ stressz ismert idébeli kialakulasat alapul véve)?®H 24 oras tBHP-vel valo el6kezelés
utan a médiumot lecseréltiik, a sejteket fizioldgias sdoldattal mostuk, és friss, tBHP-t igy mar
nem, esetleg csak nyomokban tartalmaz6 médiumban teszteltiik a cm citotoxikus hatasat egy
72 6ras inkubacios idejli kisérletben. Az eldkezelés soran két tBHP koncentraciot vizsgaltunk,
ezek az adott sejtvonalon a 72 6ras tBHP kezelés utdn mért ICsp és ICs0/3 értékek voltak. Tobb
sejtvonal esetében is a magasabb indukalt oxidativ stressz alatt allo sejtekben a cm jelentds
hataser6s6dését tapasztaltunk a tBHP-vel nem elékezelt sejtekhez képest, a kisebb dozisu tBHP

elokezelés ugyanakkor Iényegében nem valtoztatta meg a cm citotoxicitasat (41. abra).
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41. Abra. A metil kaffeat négydgyaszati tumorsejteken mutatott citotoxicitasa tBHP elSkezeléssel
kivaltott oxidativ stressz jelenlétében, vagy anélkiil. Az eredmények statisztikai szignifikancidjat kétutas
variancia-analizis (ANOVA) és Bonferroni post-hoc teszt segitségével értékeltik, *: p<0,05; ***:
p<0,001 a tBHP-vel nem elGkezelt sejtekhez képest (lres karika, fekete 6sszekotd), n=3.

Jol lathato, hogy a 232 anyagra viszonylag rezisztens SiHa sejtek kivételével a nagyobb dozisu
tBHP eldkezelés altal indukalt oxidativ stressz valamennyi sejtvonalon jelentdsen fokozta a cm
citotoxicitasat. Az is egy érdekes megfigyelés, hogy a hatas fokozodasanak mértéke korrelalni
latszik az adott sejtvonalon korabban mért cm/232 hataskiilonbséggel (5. tdblazat), és az ilyen
szempontbol kiemelked6 HeLa sejteken a leginkabb dramai. A checkerboard eredményeket
(antagonizmus) is figyelembe véve kizarhatd az, hogy a hatdsfokozodas a cm és a tBHP
reakcidjanak eredménye. Ez aldtdmasztja azt a hipotézisiinket, hogy a sejtek intracellularis ROS
szintjének novekedése vezetett a cm citotoxikus hatdsdnak fokozddasahoz. Természetesen
ennek a hatasfokozodéasnak, biologiai rendszerrdl 1évén sz, nagyon sok hattérmechanizmusa
lehet, amely lehetdségek koziil a ROS befogassal képz6édé metabolitok (mint pl. a 232)
hatdsanak ilyen erdteljes megjelenése csak egy lehetdség. A jelenség Osszetettségét jOl mutatja
pl. a cm indukalta oxidativ stressz alatt allo MDA-MB-231 sejteken tapasztalt hatasa, amely
lathatdéan nem irhaté le egy klasszikus szigmoid dozis-hatds gorbével, igy vélhetden a
hatasfokozodés tobb, egymdasnak akar ellenhatd tényezd ereddjeként jelenik meg. A helyzet
tisztazasa érdekében kisérletet tettink a 232 anyag sejtlizitumokban valé LC-HRMS
modszerrel vald azonositdsara, ezen probalkozasaink ugyanakkor egyelére nem vezettek

sikerre. Ez alapjan tehat jelenleg arra vannak kozvetlen és egyértelmii bizonyitékaink, hogy a

90



dc_1482 17

tumorellenes hatasi 232 anyag keletkezik, amikor a cm biorelevans szabadgyokoket
(peroxilgyok vagy peroxinitrit) fog be, arra pedig egyelore csak indirekt eredményekbol
levezethetd feltételezéseink vannak, hogy ez a jelenség egy oxidativ stressz alatt all6 biologiai
kornyezetben milyen mértéki lehet.

Azt ennek ellenére kijelenthetjiik, hogy hidroxifahéjsav szarmazékok (pl. pcm és cm) ROS vagy
RNS segitségével végrehajtott diverzitas orientalt félszintetikus atalakitdsa egy farmakoldgiai
szempontbol egyértelmiien értékes kémiai teret tar fel. Ez nagymértékben alatdmasztja az 5.
Tézis bevezetdjében részletezett megfontolasokat, €s azt sugallja, hogy érdemes lehet ezt a
megkozelitést tovabbi ndvényi antioxidansok oxidalt metabolit-terének gydgyszerkutatasi célu,

szisztematikus vizsgalatara is Kiterjeszteni.
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7. OSSZEFOGLALAS

Az értekezésben bemutatott munka elsddleges célja a kémiai tér olyan, varhatdéan bioaktiv
anyagokkal vald bdvitése volt, amelyek kozvetleniil, vagy kézvetve természetes eredetiiek:
természetes anyagok, azok félszintetikus szarmazékai, vagy egy Otletadd anyagcsoport
természetes farmakoforjat tartalmazd szintetikus analégok. Ehhez valtozatos kémiai
megkozelitéseket alkalmaztunk, s ezeket rendszerint hasonléan valtozatos, modern
elvalasztastechnikai modszerek alkalmazasaval Otvoztik annak érdekében, hogy minél
nagyobb kémiai / farmakologiai valtozatossagot érjiink el. Ezen munka soran — elsdsorban az
altalunk eléallitott anyagok minél atfogdobb farmakologiai vizsgalata érdekében — Kiterjedt
nemzetkozi egylittmiikodési haldzatban dolgoztunk egyiitt szamos hazai, eurdpai (Szerb,
roman, francia, osztrak, portugal, olasz), amerikai €s tajvani kutatécsoporttal. Fontosnak érzem
megjegyezni, hogy az értekezésben bemutatott valamennyi fobb kutatasi irany jelenleg is
aktualis, és az egyes tézisekben megfogalmazott eredmények és kovetkeztetések szamos
tovabbi, megoldando kérdést és izgalmas lehetdséget vetettek fel. Eredményeinket és az

azokhoz kapcsolodo jovoképiinket roviden az alabbiakban foglalom dssze.

Ekdiszteroidok:

Jelen munka soran 128 természetes vagy félszintetikus ekdiszteroidot allitottunk eld, és a
farmakologiai vizsgalatokba 29 korabbi munkank soran eldallitott, rendelkezésiinkre allo
anyagot is bevontunk (1-3. Tézis). Sikerrel hasznositottunk tavol-keleti eredetil, ipari 1éptékben
eléallitott novénykivonatokat, amelyeket tipikusan étrend-kiegészitokben valo alkalmazéisra
vilagszerte nagy mennyiségben terjesztenek és arusitanak, és amelyek ugyanakkor kiilonleges,
minor ekdiszteroidok kimagasloan gazdag forrasai (1. Tézis).

Ilyen, kereskedelmi forgalomban elérhetd kivonatokbdl az itt bemutatott munkéan tal
nagyszamu tovabbi ekdiszteroidot is eldallitottunk, és jelenleg is dolgozunk ilyen kivonatok
nagy mennyiségeinek feldolgozasan. Ez egyrészt hosszl tavra biztositja a félszintetikus jellegli
ekdiszteroid kutatasaink nyersanyag igényét, €s a munka Iéptékébdl addéddan az wjonnan
eldallitott anyagok ipari hasznosithatdsaganak lehetdségét is folyamatosan fenntartja, masrészt
az ezen kivonatok emberi fogyasztdsdhoz kapcsolodéan kulcsfontossagu  kémiai-

farmakologiai-toxikoldgiai jellegli informacidkat fog szolgaltatni.

Egy ilyen, kb. 93% 20-hidroxiekdizont tartalmazo, tisztitott kivonat kilogrammos
nagysagrendil beszerzése tette lehetové ennek az anyagnak a 2. Tézisben bemutatott, diverzitas-

orientalt félszintetikus atalakitdsait, amelyek sordn oxidativ lanchasitast, bazis katalizalt auto-
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oxidaciot, és UV lézer altal katalizalt fotolizist is alkalmaztunk a szerkezeti valtozatossag
novelésére.

Az ennek soran eléallitott anyagok koziil az in vivo is jelentds hatasu posztszteront, valamint
az auto-oxidacioval nyert kaloniszteront tartom a jovore nézve kiemelkedd fontossagtnak.
Elébbi a 20E aktiv in vivo metabolitjaként nagy jelentdségii, mind farmakoldgiai, mind pl.
bioanalitikai (pl. a jelenleg elindult, lehetséges szabalyozast elérevetité folyamatokat tekintve
doppinganalitikai) szempontbol. A 20E-bdl kdzel 80% izolalt termelésti félszintetikus eldallitas
lehetdsége az ilyen lancrovidiilt ekdiszteroidok kiterjedt csaladjanak Iétrehozasat és vizsgalatat
is lehetOvée teszi. A kaloniszteront az értekezésben bemutatott, Akt foszforilaciora kifejtett erds
hatasaval Osszefiiggésben tobb jelenleg folyamatban 1évé vizsgdlatunk is kimagasld sejt-
protektiv hatastnak talalta. Az auto-oxidéacio idébeliségérdl kapillaris elektroforézissel nyert
eredményeink szerint elméletileg ezt az anyagot is kozel 80%-os termeléssel lehetne 20E-bdl
eldallitani; a reakcioelegy feldolgozéasi modszerének optimalizdldsa jelenleg is folyamatban

van, ¢és elézetes eredményeink biztatdak.

A 3. Tézisben egy az ekdiszteroidok altalunk felfedezett, 1j bioldgiai hatasat, a tumor
rezisztenciara kifejtett erdteljes hatdst jartuk koriil. Ehhez nagy szamban Aallitottunk eld
félszintetikus ekdiszteroid szarmazékokat, ideértve szdmos Uj, fluor, nitrogén vagy kén
heteroatomot tartalmazo analdgot, s 0sszesen 119 anyag farmakoldgiai vizsgalata alapjan
allitottunk fel szerkezet-hatds Osszefliggéseket. Egy kiilonleges, 0j formulacios eljarést, az
onrendezdd6 pro-drug nanorészecskék eldallitasat is meghonositottuk kutatdcsoportunkban,
amely a jovében tobb bioaktiv anyagunk in vivo alkalmazasat is eldsegitheti.

Ezen munka tanulsdgait levonva jelenleg két 6 iranyban folytatunk tovéabbi vizsgélatokat.
Egyrészt a 2,3-diolon képzett, a hatds szempontjabol kulcsfontossagt ketalt igyeksziink egy
megfeleld, savrezisztens lipofil szubsztituensre cserélni. Ez kivaltképp az antitumor
alkalmazasra szant ekdiszteroid-tartalmt 6nrendez6dd nanorészecskékkel kapcsolatos munka
tovabbviteléhez lenne feltétleniil sziikséges. Masrészt pedig a hatdasmechanizmus
feltérképezése az a teriilet, ahol addssagunk van: jelenleg is folyamatban van az a projekt, amely
a nem efflux pumpa gatlo ekdiszteroidok ABCBI transzporterrel transzfektalt MDR sejteken

mutatott szelektiv hatdsanak okait igyekszik feltarni.

Protoflavonoidok:

A protoflavonoidok és szintetikus analogjaik eldallitasa és vizsgalata (4. Tézis) Gsszesen 69

szarmazgékra terjedt ki. Ennek soran els6ként oldottuk meg a protoapigenon apigeninbdl vald
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egylépéses szintézisét, ¢és allitottunk eld az 1'-helyzetben kiilonboz6é alkoxi csoportokkal
szubsztitualt szdrmazékokat. Mivel ez utébbiak kozott fokozott hatast és stabilitast anyagokat
is talaltunk, nagy szamban allitottuk el ezek tovabbi fél- és totalszintetikus analogjait. Ezeket
valtozatos tumor sejtvonalakon vizsgaltunk, ideértve a protoflavonoidok rezisztens
tumorsejteken vald hatékonysaganak elsoként altalunk végzett vizsgalatat is. Fontos, és
eléremutatd munkanak vélem a kevésbé citotoxikus protoflavon szarmazékok eldallitasara és
vizsgalatara irdnyuld torekvéseinket is, amely uton legjobb tudomdsunk szerint elsdként
indultunk el. Ez az ilyen tipusi flavonoidok kiilonleges térszerkezetének ¢és gazdag
funkcionalizalhatosaganak koszOonhetden a jovoben szamos értékes, Uj bioaktiv anyag
felfedezéséhez vezethet, s ezt a perspektivat j6l mutatja a jelen munka sordn egyiittmiikodésben
azonositott két antiviralis hatdsu szarmazék.

A kapcsolddo kutatdsainkat jelenleg két 6 irdnyban igyeksziink tovabb folytatni: ez egyrészt a
szimmetrikus dienon szerkezettel nem rendelkezd, nem citotoxikus protoflavon szarmazékok
kémiai-farmakologiai potencialjanak feltérképezése, masrészt pedig a protoflavonoidokra
visszavezethetd farmakofort tartalmazo, de mar nem flavonoid alapvazu szintetikus vagy
félszintetikus anyagok eldallitasa és vizsgalata. Utobbi anyagcsoport lehetséges antitumor
alkalmazasa kapcsan az ATR gatlo hatasra fokuszalunk, és mivel az ilyen céllal jelenleg klinikai
vizsgalatok alatt all6 gyogyszerjeloltek nitrogénben gazdag heterociklusok, olyan anyagok
eldallitasat tervezziik, amelyek a dienon szerkezetet nitrogéntartalmti alapvéazakhoz

kapcsolodoan tartalmazzak.

Antioxidans inspiralta diverzitas orientalt szintézis:

Végiil, de nem utolsdsorban, megfogalmaztuk egy olyan lehetséges gyogyszerkutatasi stratégia
alapvetését (5. Teézis), amely egy ilyen szempontbo6l G1j szemléletmoddal novelné a diverzitas
orientalt szintézis 4ltal eldallithatd vegyiiletkonyvtarak biologiai teljesitményét. Ennek alapja
az a megfontolas, hogy egy antioxidans — szabadgyok kolcsonhatas (i.e. ,,szabadgyok-fogas™)
soran az eldbbi egyrészt valtozatos, sok esetben a kémiai komplexitas jelentds novekedésével
jaro, irreverzibilis atalakuldsokat képes szenvedni, masrészt pedig ez a komplexitds az adott
antioxidansra vonatkoztatva az oxidativ stressz viszonyaibol kozvetleniil leforditott kémiai
informaciot hordoz. A természetes antioxidansok bioldgiai szervezetekkel vald sokrétii
kolcsonhatdsa alapjan az ilyen tipust kémiai informaciohoz vélhetdleg relevans biologiai
informaciotartalom is tarsul. Ezen gondolatok értékét jelenleg két ,,proof-of-concept” jellegii
munkaval tudjuk aldtdmasztani: hidroxifahéjsav szdrmazékok biomimetikus, ill. biorelevans

(i.e. reaktiv oxigén és nitrogén fajtak segitségével végzett) preparativ kémiai oxidacioja soran
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nyert keverékekbdl két jelentds antitumor hatasu anyagot azonositottunk. Ezek az anyagok
kiindulasi antioxidansaikbol oxidativ stressz alatt 4ll6 biologiai kornyezetben is nagy
jelenleg csak indirekt eredményekre alapul6 sejtéseink vannak. Ett6] fliggetlentil eredményeink
egyértelmiien arra utalnak, hogy kismolekulas antioxidansokbdl szabadgyokfogast modellezni
képes oxidativ atalakitasok segitségével nyerhetd, nagy kémiai valtozatossdgot megtestesitd
metabolit-keverékek farmakologiai szempontbol értékesek.

A fenticknek megfelelden kiilondsen érdemesnek tartom az ilyen jellegli kutatasok
tovabbvitelét, és jelenleg is tobb fenolos antioxidans (rezveratrol, tetrahidrokurkumin, 6-
gingerol, 6-shogaol) valtozatos biomimetikus reagensek segitségével oxidalt metabolit-
keverékein dolgozunk. Ezek farmakologiai szlirdvizsgalatainak eredményei egyértelmiien
biztatbak. Annak érdekében, hogy ez a munka a lehetd leghatékonyabban miikddhessen,
természetesen szamos szempontot figyelembe kell venni. Egyrészt érdemes olyan biologiai
célpontokat kivalasztani a keverékek tesztelésére, amelyeken a kiindulasi antioxidans hatasos,
¢s/vagy a hatdsossagaval kapcsolatban ellentmondésos adatok allnak rendelkezésre. Kiilondsen
fontos, hogy a biologiai sziirdvizsgalatok altal igéretesnek taldlt komplex keverékeket
nagyfelbontdsu, hatékony analitikai ¢és preparativ elvalasztdstechnikai moddszerek
alkalmazasaval vizsgaljuk. Ennek jegyében pl. a rezveratrol jelenleg rendelkezésiinkre allo 25
Osszetett metabolit-elegyének analizis€hez kutatasi egylittmiikodésben metabolomikai
megkozelitést is alkalmazunk, amit terveink szerint a kozeljovoben tovabbi anyagokra is ki

fogunk terjeszteni.

Osszességében kijelenthetd, hogy a kutatocsoportunk altal valtozatos kémiai megkdzelitések
alkalmazaséaval jonnan eldallitott anyagok bioldgiai aktivitdsa szdmos tovabbi, az esetleges
gyakorlati hasznosithatdsdg szempontjabol is érdekes megvalaszolando kérdést vetett fel.
Ennek koszonhetden ugy vélem, az értekezésben bemutatott munka messze nem lezart, sokkal
inkabb egy tobb labon allo, eléremutatd €és hossza tava kutatdsi program megalapozasanak

tekintheto.
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