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1. Bevezetés
1.1. Hatéanyagaink eredete, a természetes eredet jelentosége

Jelenlegi gydgyszerkincsiinkben a kismolekuldju 0j hatéanyagoknak minddssze 6%-a
természetes vegyiilet. Ha azonban a természetes vagy ,,természet-inspiralta” farmakonok korét
kibdvitjiik a természetes anyagok szarmazékaival, ill. a természetes molekuldbol szdrmazo
épitéelemet tartalmazo szerekkel, akkor azt talaljuk, hogy hatéanyagaink minddssze 36%-a nem
vezethetd vissza semmilyen természetes eredetre. A ’40-es évek Ota bevezetett Osszes
kismolekuldjii tumorellenes hatéanyag 74,8%-a kothetd valamilyen modon természetes
vegyllethez. A természetes forrasokra még belathatd ideig ugy tekinthetlink, mint az Gjszerii
hatéanyagjeloltek kimerithetetlen lel6helyére

1.2. A szteranvaz jelentdsége antiproliferativ hatdanyagok fejlesztésében

A szteranvézas vegyliletek igen elterjedtek a természetben. Az antiproliferativ hatast
farmakonokat a legintenzivebben kutatott vegyiiletek kozott talaljuk, igy nem meglepd, hogy az
innovativ tumorellenes szerek keresése kiterjedt a természetes szteroidokra, ill. azok szintetikus
analogjaira.

Mara széles korben ismertté valt a kardiotonikumként alkalmazott kardenolidok (pl.
digitoxin) tumorellenes tulajdonsdga. Hasonld tumorellenes hatast irtak le egyes endogén
Osztrogén metabolitokkal (2- és 4-metoxidsztradiol, 2ME, 4ME) kapcsolatban. A szerény
mértékben képz6dd 2ME nem mutat Osztrogénszerli hatdst, ugyanakkor gatolja az intakt és

Mivel az endogén Osztrogéneket novekedést serkentd faktorokként tartjuk szadmon, azok
lokalis képzddésének gatldsa racionalis farmakoldgiai beavatkozas. Ennek egyik célpontja a 17B-
hidroxiszeroid-dehidrogenaz 1 (17B-HSD1). Kézenfekvonek tlinik, hogy egy ilyen intrakrin uton
hat6 molekula rendelkezhet direkt antiproliferativ hatasa, igy kettds mechanizmussal gatolhatja
az Osztrogéndependens tumorsejtek osztodasat.

1.3. A ndvényi tartalomanyagok jelentdsége antiproliferativ hatdéanyagok felfedezésében

A ndvényviladg tumorellenes szerek, és altaldban a hatdanyagok felfedezésében betoltott
szerepét lehetetlen talértékelni. Novényi mintdk sziirdvizsgalatdnak eredményeként keriiltek a
terapiaba tobbek kozott a Vinca alkaloidok, az epipodofillotoxin szintetkus analdgjai, ill. a
paklitaxel.

Az Amaryllidaceae ndvénycsaladbol tobb mint 500 alkaloidot teszteltek tumorsejteken, a
legigéretesebbnek a pankratisztatint és a narciklazint talaltak. A vegyiilet hatasat in vivo is
igazoltadk, a hatds mechanizmusaként felmeriilt a proteinszintézis gatlasa, ill. a topoizomerazok
bénitasa.

Az akridon alkaloidok a Rutaceae csaladra jellemz6 vegyiiletcsoport széles farmakologiai
spektrummal. A csoport legintenzivebben fejlesztett eleme a piranoakridonvazat tartalmazo
akronicin. A mieléméaban szenvedd betegeken végzett klinikai vizsgalatokban a szer hatasa
elmaradt a varakozasoktol, am elkezdédtek a szerkezet optimalizaldsat célz6 munkdk. A
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vegylletcsalad elemei membrantranszpoterek altal kivaltott rezisztencia modulatoraiként is
felmeriiltek. A novénycsalad masik jellegzetes tartalomanyag-csoportja, a kinolinvazas
alkaloidok szintén mutatnak értékes, terapiasan kiaknazhato tulajdonsagokat.

A novényvilag egyik legvaltozatosabb és legintenzivebben kutatott vegytiletcsoportjat a
szeszkviterpének képezik. A csalad tobb mint 5000 elemet tartalmaz, legtobbjiiket az Asteraceae
csaladbol izolaltak. Kiemelendd a gyulladasgatlo és antiproliferativ hatasukat két szerkezeti elem
hordozhatja: a-metilén-y-lakton vagy telitetlen ciklopentanon.

2. Célkitiizések

Mindezen irodalmi adatok ismeretében célul tliztiik ki tovabbi innovativ, preklinikai
fejlesztésre alkalmas, tumorellenes tulajdonsagii hatéanyagjeldltek vizsgalatat, in vitro
modszerekkel. Ehhez Intézetlinkben létre kivantunk hozni egy sejtkultira-egységet ahol
honosithatok a megvalositashoz nélkiilozhetetlen sejtalapi metddusok.

Terveztiik szintetikus eredetii szteroid analdgsorok antiproliferativ hatdsanak vizsgalatat
huméan malignus sejtvonalakon. A vizsgalt tesztanyagok elsdsorban D-gytirliben modositott
vegylletek voltak, igy triazol szerkezeti elemet tartalmazé szteroid szarmazékok, szteroid-oxim
analégok, homodsztron, ill. szolanidin szarmazékok. Fel kivantuk tarni a hatékonysagot
meghatarozé szerkezet-hatas 0sszefiiggéseket, jellemezni kivantuk a leghatékonyabb vegyiiletek
hatasmechanizmusat, valamint tumorszelektivitasat. Kivalasztott vegyliletek esetében tovabbi
célunk volt az ABCBI transzporter altal medialt rezisztencidra gyakorolt hatds vizsgélata
rezisztens sejtvonalon.

Hasonlé vizsgalatokat terveztiink az Osztrogénhatds csokkentésén keresztiil hato, igy
els6sorban hormondependens korképek kezelésére fejlesztett vegyliletek direkt tumorellenes
hatasanak feltarasara. A vizsgélatba vont 17B-hidroxiszteroid-dehidrogendz 1 inhibitorok direkt
antiproliferativ  hatds esetén olyan hatoanyagokként fejleszthetok tovabb, amelyek
Osztrogénfiiggd tumorokra kettds mechanizmussal fejthetnek ki terapias értékii hatast.

Célunk volt a novényvilagban rejlé farmakologiai potencial kiaknézésa, olyan természetes
molekuldk azonositasa, melyek alkalmasak antiproliferativ tulajdonsagi hatdéanyagjeloltekként
torténd tovabbi fejlesztésre. Vizsgalni kivantuk farmakologiailag kevéssé jellemzett alkaloidok —
igy az Amaryllidaceae csaldd alkaloidai, valamint akridon- és kinolinvazas vegyiiletek —
tumorellenes hatasat, ill. annak mechanizmusat. Az alkaloidok esetében is célunk volt a
transzporter altali rezisztenciara gyakorolt revertald hatas vizsgalata.

Ujabb hatoanyagjeldltek azonositasa érdekében célunk volt etnofarmakoldgiai adatokkal
tamogatott novényi extraktumok antiproliferativ hatasainak szlirOvizsgalata. Eziranyt munkankat
az Asteraceae novénycsalad Karpat-medencében fellelhetd fajaira koncentraltuk. Terveztiik az
izolalt természetes vegyiiletek antiproliferativ hatdsdnak jellemzését, mechanizmusuk és
tumorszelektivitasuk feltarasat.
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3. Alkalmazott modszerek

Vizsgalatainkat humén adherens malignus sejtvonalakon végeztiik (HeLa, A2780, MCF7,
T47D, MDA-MB-231, MDA-MB-361, A431, Ishikawa, SiHa, C33A), egyes kisérletekhez
szuszpenzids kulturakat hasznaltunk (HL-60, L5178). A tumorszelektivitas jellemzésére human
fibroblaszt sejteket hasznaltunk. A tesztanyagok antiproliferativ hatasat MTT teszt segitségével
jellemeztiik. Interakciok vizsgalatokra az in. checkerboard-modszert alkalmaztuk.

Fluoreszcens festést végeztiink mikrotitralé lemezen Hoechst 33258 és propidium-jodid
(PI) markerekkel, a latottakat CCD kameraval rogzitettik. A  Hoechst 33258
membranpermedbilis, minden sejtmagot kékre fest, igy a korai apoptozisra jellemzd nukledris
fragmentacié ¢és kromatin kondenzicid megjelenitésére alkalmas, mig a PI csak
membrankdrosodas esetén jut a sejtmagba, ezaltal az altala indukalt voros fluoreszcencia a késoi
apoptozis, ill. nekrozis indikatora.

Sejtciklus-analizis soran a kezelt sejteket fixaltuk, majd azok DNS tartalmat propidium-
jodiddal jeloltiik. Méréskor 20 000 sejt fluoreszcencia adatait rogzitettiik aramlési citométer
segitségével. A kapott hisztogramokbdl meghataroztuk az egyek sejtciklus-fazisok (szubGl, G1,
S és G2/M) aranyat. A szubG1 populaciot apoptotikus sejteknek tekintettiik. A sejtciklus-analizis
soran egylitt megjelenitett G2 és M fazisok elkiilonitésére aramlasi citometridval meghataroztuk a
H3 hiszton 10-es helyzetli szerinjének foszforilacigjat. A kezelt HelLa sejteket jelolt foszfo-
hiszton H3 (Serl0) ellenanyaggal inkubdltuk, az azzal jel616d6 sejtpopuléciot tekintettiik
mitotikus (M-fazisu) allomanynak. Kontrollként paklitaxelt és metoxidsztradiolt alkalmaztunk.

A DNS szintézis intenzitdsanak meghatarozasat brémdezoxiuridin (BrdU) inkorporacios
teszt segitségével végeztik. A BrdU a DNS megkettézddése soran beépiil a timidin helyére, a
beépiilés mértéke aranyos a DNS szintézis intenzitdsaval. A sejtek kezelése és fixalasa utas a
BrdU egér anti-BrdU monoklonalis ellenanyaggal és fluoreszceinnel, ill. peroxiddzzal konjugalt
masodlagos ellenanyaggal jelenithetd meg.

A tesztanyagok hatdsara bekoOvetkezett apoptozis igazoldsara meghataroztuk a
folyamatban kulcsszerepet jatszd kaszpazok aktivitdsat mikrotitralé lemez-alapia modszerrel,
kolorimetriasan. A kaszpédz-3, a kaszpaz-9 és a kaszpaz-8 aktivitasat a kezelt adherens sejtekbol
preparalt lizatumbol mértiikk specifikus kromogén szubsztrattal. Az enzimek aktivitdsdnak
fokozddasat szorzéfaktorként adtuk meg.

A sejtciklust és apoptdzist szabalyozod faktorok expresszidjanak vizsgalatdra RNS-t
izolaltunk és reverz transzkriptazzal cDNS-t preparaltunk. A PCR reakciot GoTaq Green Master
Mix segitségével végeztiik, belsd kontrollként minden esetben hGAPDH primert hasznaltunk. A
produktumokat 2%-os agar6z gélen szeparaltuk, majd etidium-bromidos jelolés utan
szemikvantitativ analizist végeztiink. Egyes regulacidos faktorok esetében protein szintii
kifejez6dést vizsgaltunk Western blot technikéval, a proteineket kemilumineszcens uton
detektaltuk.

A tesztanyagok tubulin polimerizaciora gyakorolt direkt hatdsat kinetikai fotometrids in
vitro mddszerrel hataroztuk meg. A tubulint tartalmazo6 elegy abszorbanciajat 60 percen keresztiil
percenként hatdroztuk meg 340 nm-en. Meghataroztuk az iddegység alatti abszorbancia
novekedés maximumat (Vmax). Referenciavegyiiletként paklitaxelt hasznaltunk.
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A tesztanyag szabadgyokfogo6 tulajdonsagat 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil gyok (DPPH)
megkotésén keresztiil vizsgalatuk, a reakciot 517 nm-en hataroztuk meg. A bioldgiai matrixban
érvényesiilé antioxidans hatds igazolasara patkdnyagybol preparalt telitetlen zsirsavak
autooxidacidjanak gatlasat hataroztuk meg fotometridsan. Az oxidalt lipidek mennyiségét
tiobarbitursavas eldhivas utan mértiik fotometrias tton.

A tesztanyagok ABCBI1 transzporter altal mediadlt multidrog rezisztencidra gyakorolt
hatdsat rodamin-123 kumuldcidos modszerrel jellemeztiikk. Tesztanyaggal, majd rodaminnal
inkubalt parentalis (PAR) és transzfektalt (MDR) L5178 egérlimfoma sejtek fluorszcenciajat
hatdroztuk meg 4aramlasi citométerrel, a kapott hisztogramokbol fluoreszcencia aranyt (FA)
szamitottunk. Referenciavegytiletként verapamilt hasznéltunk.

A tesztanyag DNS szintézisre kifejtett kdzvetlen hatasat a ribonukleotid reduktaz
aktivitasanak in situ meghatdrozasaval jellemeztik. Kezelt HL-60 sejteket inkubaltunk
['*C]citidinnel, majd teljes DNS kivonast végeztiink és a mintak radioaktivitasat folyadék
szcintillacios szamlalo segitségével hataroztuk meg.

A vizsgalt akridon alkaloidok transzmembran permeabilitasanak meghatarozasara 96
tiregi MultiScreen rendszert hasznaltunk. A mesterséges membrant 5%-os n-hexanban oldott n-
dodekannal kezeltik. A donorfazisba vitt tesztanyag koncentracidja 240 puM volt, az
akceptorfazisban mérhetd koncentracidt fotometrias uUton hatdroztuk meg 5 ords inkubacid
elteltével.

A D-homodsztron feltételezett Osztrogén hatdsdnak jellemzésére in vivo uterotrop tesztet
végeztliink patkdnyon. Ovarektomizalt Sprague-Dawley patkdnyokat kezeltiink 7 napon &t a
tesztvegyiilettel, referenciaként 17B-Osztradiolt (E2) alkalmaztunk. A 8. napon a patkdnyok
uterusat eltavolitottuk, tomegiiket az allatok testsulyara normalizéltuk.

A vizsgalt szteroid-analogok tervezése ¢és szintézise a Szegedi Tudomanyegyetem (SZTE)
Szerves Kémiai Intézetében tortént. A ndvényi eredetii tartalomanyagok izolalasat és szerkezetiik
meghatdrozasat az SZTE Farmakognoziai Intézetében végezték. A 17B-hidroxiszteroid-
dehidrogenaz 1 inhibitorokat (178-HSDI) a Saarvidéki Egyetem Gyogyszerészi és Orvosi
Vegytani Intézetében (Saarland University, Pharmaceutical and Medicinal Chemistry)
szintetizaltak.

4. Eredmények

4.1. Szteroid analdgok antiproliferativ hatdsanak vizsgalata

4.1.1. Triazol szerkezeti elemet tartalmazd szteroid szarmazékok antiproliferativ hatdsdnak
vizsgalata

A D-gytiriben moédositott szteroid analégokra vonatkozo vizsgalatainkat egy 13 epimer
part (1a—-1, 2a-1, 3, 4) tartalmaz6 vegyiiletkonyvtar 3 adherens sejtvonalon torténd tesztelésével
kezdtiik (1. abra, 1. tablazat).

Mivel a tesztanyagok kiindulasi anyagaiként szolgaldé azidoalkoholok (3 és 4) nem
mutattak jelentds hatést, a triazol gylirli meghatarozé szerepet jatszik a sejtosztodas gatldsdban. A
hatasnak a triazol gylrii p-alkilfenil szubsztituensei 173-hidroxilcsoport mellett kedveztek (2f-h),
a cikloalkil szubsztituens beépitése farmakologiai szempontb6l nem tekinthetd kedvezonek (1j—I1

4
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¢és 2j-1). Antiproliferativ hatdsai alapjan az 1i és 2f-h vegyiileteket valasztottuk ki tovabbi
vizsgalatokra, ezek kevésbé hatnak az MRC-5 fibroblasztokra mint az alkalmazott tumorsejtekre.

A kivalasztott vegyiiletek sejtciklus-eloszlasra gyakorolt hatasat HeLa sejteken
vizsgaltuk, 3 és 10 uM koncentracioban 24 és 48 6ras inkubacidt kovetden. A legjellemzébb
effektus a szubG1 populacidé novekedése volt, amihez csokkent G1 ¢és kissé emelkedett G2/M
halmaz tarsult (2. abra).

A hipodiploid (szubG1) allomany id6- és koncentraciofiiggd felszaporoddsa az apoptdzis
egyik kovetkezménye, aminek tovabbi igazolasadra meghataroztuk a kritikus kaszpazok aktivitasat
a kezelt sejtekben. A 2f és 2g jelentdsen €s koncentraciofiiggéen novelte a kaszpaz-3 aktivitasat,
kisebb, de szignifikdns mértékben a kaszpaz-9 aktivitasat, mig a kaszpaz-8 enzimre nem hatott
(3. abra). A mitokondridlis eredetli apoptozist bizonyitja, hogy mindkét vegyiilet 10 pM
koncentracioban 24 6ras behatds mellett mRNS-szinten fokozta a Bax/Bcl-2 faktorok aranyat.

OH OH OH
N/NQ /NQN :
= N Ny ‘N,
R H H
R H
2a-1 3 4

R: a fenil b m-tolil ¢ p-tolil d 4-metoxifenil

e 2-metoxifenil f 4-terc-butilfenil g 4-etilfenil h 4-propilfenil

i 3-aminofenil j ciklopropil k ciklopentil 1 ciklohexil

1. abra Az 1a-1, 2a-1, 3 és 4 vegyliletek szerkezete.

1. tablazat A leghatékonyabb vizsgalt 16-triazolil-Osztran szarmazékok
szamitott antiproliferativ ICs, értékei

ICs érték (uM)

Vegyiilet HeLa MCEF7 A431 MRC-5
1i 13,9 uM 14,9 uM 11,8 uM >30 uM
2f 5,1 uM 7,9 uM 6,8 uM 17,6 uM
2g 8,7 uM 10,8 uM 10,7 uyM 17,1 uM
2h 12,1 uM >30 uM >30 uM >30 uM

Ciszplatin 12,4 uM 9,6 uM 2,8 uM 4,5 uM

A sejtciklus-analizis soran kapott atrendez6dés megértésére meghataroztuk a G2—M
atmenet szabalyozasdban érintett legfobb faktorok kifejez6dését mRNS szinten. Valamennyi
faktor (CDK1, ciklin B1 és B2, Cdc25B) expresszioja csokkent a 2f és 2g kezelés (10 uM, 24
ora) hatasara.

A szubsztitualt triazol gyliri 16-os helyzetli jelenlétét a 13a-Osztron sorban is
eredményesnek talaltuk. Egy 22 elembdl allo vegyiiletkonyvtar vizsgélata soran 5 szdrmazék
(S5a—e) mutatott kiemelkedd aktivitast (4. abra). Tovabbi vizsgdlatainkat az Sc vegylilettel
végeztlik, ami az igéretes 1Csg értékek mellett 1s csak 22,2 + 2,9 %-ban gatolta az MRC-5 sejtek

crer
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2. abra A 2f-h ¢és 1i vegyiiletek hatdsa a HelLa sejtek szubG1 fazisara 3
uM (sziirke oszlop) és 10 uM (fekete oszlop) koncentracioban. n: 3, *: p<0,01
¢és **: p<0,01 a kezeletlen kontroll sejtekhez viszonyitva.
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3. abra A 2f és 2g vegyliletek hatasa a kaszpdz-3 és -9 aktivitdsara HeLa
sejtek 24 oras kezelése utan. o: 3 uM, m: 10 uM, m: 30 uM. n: 3, *, ill. **:
p<0,05, ill. p<0,01 a kontroll kondici6hoz viszonyitva.

A sejtciklus-analizis soran azt talaltuk, hogy az S és G2/M sejtallomany mar 24 6ra utan
jelentésen ndvekedett a G1 populacid csokkenése mellett, mig 48 6ra utan felszaporodott a
szubG1 sejtcsoport (5. abra).

Szémitott ICs, érték (M)

Vegyiilet R HeLa A2780 A431 MCEF7 T47D 1\/1\[/1131??3_1 1\1/\1/113]??6_ 1
S5a -Me 7,6 10,2 6,0 6,0 5,9 6,5 5,3
5b —CF; 8,8 7,5 30 9,3 9,7 10,3 9,7
Sc —-Et 2,6 2,6 2,9 2,4 5,9 6,5 5,4
5d ~'Bu 3,4 2,9 3,2 2,9 6,2 8,3 6,6
Se —Br 8,5 : 9,0 10,3 8,8

4. abra A leghatékonyabb 16-triazolil-13a-0sztron szarmazékok (5a—e)

szerkezete és szamitott 1Csq értékeli.

' Az 5e vegyiilet szerény aktivitast mutatott A2780, A431 és MCF7 sejteken, igy az ICs, értékeket nem hatéroztuk

meg.

6
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100+ 100+ szubG1

24 h 48 h - G1
3 5 «f =
+ 4 caGzm
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E E 404
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kontroll 3um 10 uM kontroll 3 um 10 uM
S. abra Az Sc vegyiilet hatdsa HeLa sejtek ciklus-elosszlasara 24 és 48

oras kezest kovetéen. n: 2, ** ill. ***. p<0,01, ill. p<0,001 a kontroll
kondiciohoz viszonyitva.

A kettés fluoreszcens festés eredménye alapjan 24 6ras kezelés utan felszaporodtak mind
a sejtmag kondenzaciot, ill. fragmentacidt mutatd apoptotikus sejtek, mind a PI-t felvevd
allomany. Hosszabb inkubacid esetén mindkét intakttdl eltéré populacio tovabb gyarapodott. (6.
abra). Az 5S¢ vegylilet 48 6rds inkubécio utan 10 uM mellett jelentdsen fokozta a kaszpaz-3 és -9
aktivitasat, mig a kaszpaz-8 aktivitdsa nem valtozott, igy az apoptozis receptoridlis utja kizarhato.

10101
L b L

kontrol 10 uM kontroll 10 uM

100+

g

754

g

sejtszam (%) + SEM
2

sejtszam (%) + SEM
3

6. abra Az 5c¢ vegyiilet hatdsa HeLa sejtek morfologiajara Hoechst 33258
— PI festéssel 24 és 48 ords kezest kOvetden. m: intakt sejtek, m: korai
apoptotikus sejtek, O: késOi apoptotikus/nekrotikus sejtek. n: 3, *, ill. **:
p<0,05, ill. p<0,01 a kontroll kondici6hoz viszonyitva.

4.1.2. Szteroid-oxim analdgok antiproliferativ hatasanak vizsgalata

Az oxim molekularész innovativ tumorellenes vegyiiletbe torténd kialakitasa tobb,
ismerten antiproliferativ tulajdonsagi hatéanyagcsoport hasonlé modositasa alapjan indokolt.
Szteroid-oximokra vonatkozd vizsgalatainkat egy 63  Osztron-16-oximbol, ill. azok
intermediereibdl allo vegyiiletkonyvtar 3 adherens sejtvonalon torténd vizsgalataval kezdtik. A
vegylletek a 3-as €s 16-os helyzetli szubsztituensben, ill. a 13-as metilcsoport térallasdban tértek
el (7. abra).

A nem szubsztitualt oximcsoportot hordozd vegyiiletek a HeLa sejtekre mutattak némi
szelektivitast, a 13-as metilcsoport [ térallasa kedvezett a hatasnak (6a, 6b). A szubsztitualt
oximok esetében az antiproliferativ hatashoz sziikség volt a 3-as helyzetli hidroxilcsoport
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benzilalkohollal ill. p-metoxi-benzilalkohollal végzett éteresitésére (6¢, 6d). A kivalasztott 4
hatékony farmakonbd6l harom (6a—c) nem hatott jelentdsen a fibroblasztokra.

A Hoechst 33258 — PI festést 24 oras inkubéci6 utan végeztiik el. Valamennyi vegyiilet
esetében tapasztaltunk nukledris kondenzaciot és sejtmembran-karosodast. A legkifejezettebb
membranpermeabilitas-fokozodast a 6b vegyiilet valtotta ki, mig a 6¢ még 30 pM mellett sem
okozott jelentds PI felvételt.

A kivalasztott vegyliletek id6- és koncentraciofiiggd mdodon okoztak zavart az inkubalt
HeLa sejtek sejtciklus-eloszlasaban. A szubsztitualatlan hidroximino-csoportot tartalmazé
farmakonok (6a, 6b) 24 6ras inkubacié utan fokoztak a G1 és csokkentették az S populdciokat,
ami a G1—S atmenet gatlasara utal. Az O-szubsztitualt oximok (6¢, 6d) hatasa kevésbé volt
markéns; a 6d a Gl fazis csokkenését okozta. 48 oOrads expozicid esetén a 6a és 6b
leglatvanyosabb hatasa a hipodiploid allomany ndvekedése volt.

Szamitott 1Cs, érték (uM)

Vegylilet R, R, térﬁlés HeLa  A2780 A431 MCF7 MRC-5
6a H H B 4,4 18,3 >30 >30 >30
6b -SO,NH, H B 4,0 12,0 >30 >30 >30
6c Bn —COEt o 3,5 4,6 >30 4,1 >30
6d p-MeO-Bn  Me B 5,6 25,1 13,3 >30 6,9

7. abra A leghatékonyabb 0Osztron-16-oximok (6a—d) szerkezete ¢&s

szamitott ICs, értékei.

crer

oran at kezelt HeLa sejtekbe (8. abra). Azt talaltuk, hogy a markéns S fazis csokkenést okozd
vegylletek (6a, 6b) jelentdsen gatoljak a BrdU sejtekbe torténd beépiilését, emellett mindkét
farmakon fokozta a kaszpaz-3 aktivitasat.

Meghataroztuk a G1—S atmenetet kontrollalo faktorok kifejezédését mRNS szinten. A
tumorszuppresszor pl6 expresszidjat mindkét vegylilet novelte. A fazisdtmenetet facilitdlo
retinoblasztdma protein (Rb) és CKD4 repressziojat figyeltilk meg, mig a tovabbi 5 faktor
(CDK2, CDKG6, p21, p27 és p53) expresszioja nem valtozott szignifikansan.
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8. abra A 6a—d vegyiiletek hatdsa a BrdU HeLa sejtek sejtekbe torténd
beépiilésére 24 oras kezelés esetén. n: 5, *, ** ill. ***: p<0,05, p<0,01, ill.
p<0,001 a kontroll kondicidhoz viszonyitva.

Mivel az Rb szabélyozé funkcidja foszforilaciohoz kotott és a posztszintetikus modosulés
nem detektalhato PCR technikaval, meghataroztuk a faktor protein szintli expresszidjat is. Azt
talaltuk, hogy a mindkét kivalasztott vegyiilet joval nagyobb mértékben csokkentette a
foszforilalt, mint a nem foszforilalt forma kifejezodését. Ebbdl azt allapithatjuk meg, hogy a
kezelés jelentés mértékben gatolta az Rb funkcidjat, ami 0Osszefiigg a sejtciklus G1—S
fazisatmenetének blokadjaval.

4.1.3. Homodsztron szarmazékok antiproliferativ hatasanak vizsgéalata

Vizsgalataink a D-homodsztron (7a), 3-metil-étere (7c¢), ill. mindkét vegyiilet 13-
epimerének (7b, 7d) adherens sejtvonalakon végzett tesztelésével kezdddtek (9. dbra).

Szamitott I1Csq érték (uM)

a 13-Me

Vegyiilet R, térallasa HelLa MCF7  Ishikawa MRC-5
7a H B 5,5 >30 21,2 >30
7b H o >30 >30 >30 -
Tc Me B >30 >30 >30 -
7d Me o >30 >30 >30 -
9. abra A D-homodsztron ¢és vizsgalt szarmazékainak (7a—d) kémiai

szerkezete és szamitott ICsq értékei. — nem teszteltiik.
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A 7b—d vegyiiletek egyik sejtvonalon sem fejtettek ki jelentds hatast. A D-homodsztron
(7a) a ciszplatinnal 0sszevethetd hatast fejtett ki a HelLa sejtekre, mig az MCF7, Ishikawa ¢és
MRC-5 sejtek novekedését jelentdsen nem befolyasolta.
oras behatasi iddvel. A vegyiilet id6- és koncentraciofiiggé modon novelte a korai, ill. a késdi
apoptotikus sejtek aranyat az intakt sejtek rovasara.

A 7Ta hatasanak jellemzésére mindharom inkubacios 1d6 utan elvégeztiik a sejtciklus-
analizist (10. abra). Rovid — 24 ¢és 48 6ras — behatas soran a legjellemzébb eredmény a G2/M
populacié emelkedése, 72 6ras kezelés hatdsara megtobbszor6z0dott a hipodiploid allomany.

Mivel a PI jeloléssel nem kiilonithetd el a G2 és M fazis, az M fazisra szelektiv anti-
foszfo-hiszton H3 (Ser10) ellenanyaggal jeldltiik a 20 uM 7a vegyiilettel 24 6ran at inkubalt
HeLa sejteket. Referenciavegyiiletként paklitaxelt és 2ME-t alkalmaztunk. A 7a szignifikdnsan
csokkentette az M populaciot, mig a referenciavegyiiletek fokoztak azt.

A tubulin polimerizacidjanak sebességét in vitro sejtmentes kozegben fotometridsan
kovettiik 7a jelenlétében 1 oran at (11. abra). A referencia paklitaxel gyorsitotta a tubulin
polimerizacidjat, ezzel szemben 250 és 500 uM 7a mellett a kinetikai gorbék egybeesnek a
kontrollal, igy a 7a nem hat kdzvetleniil a tubulin polimerizaciojara.
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kontroll 1,25 yM 2,5 uM 5,0 uM

10. abra A 7a vegyllet hatdsa a HeLa sejtek sejtciklus-eloszlasara 24, 48
€s 72 oras behatas esetén. n: 3, *, ** ill. ***: p<0,05, p<0,01, ill. p<0,001 a
kontroll kondiciohoz viszonyitva.

A G2/M féazisdtmenet regulacios faktorainak mRNS-szintli expresszigjat vizsgalva azt
talaltuk, hogy 10 uM 7a jelenlétében jelentdsen csokken a ciklin B1 és B2, a Cdc25B és Cdc25C
expresszidja, mig a CDK1 esetében nem tapasztaltunk valtozast.

A CDKI egyik célpontja a tubulin polimerizaciot szabalyozd statmin. A 48 oras 7a
kezelés nem befolyasolta az Ossz-statmin mennyiségét, ugyanakkor koncentraciofiiggéen
csokkentette a foszforilalt forma expressziojat, ami egyben azt is jelenti, hogy fokozodott a
defoszforilalt, tehat aktiv forma mennyisége (12. dbra). A 7a 72 Oras inkubécié utdn HeLa
sejtekben jelentds mértékben fokozta a kaszpaz-3 aktivitasat, szintén szignifikans aktivalodast
mutatott a kaszpaz-9, mig a kaszpaz-8 aktivitdsa valtozatlan maradt.

10
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11. abra A 7a vegyiilet hatasa a tubulin polimerizacidjanak sebességére.
Bal panel: kinetikus gorbék 10 uM paklitaxel és 250 uM 7a jelenlétében. Jobb

panel: a szamitott V. értékek. n: 2, ***: p<0,001 a kontroll kondiciéhoz
viszonyitva.

A 7a, ill. az esetleges metabolitok hormonalis hatdsdnak kimutatasara in vivo uterotrop
tesztet végeztiink ovarektomizalt patkdnyon. A tesztanyag napi doézisa 10-50 pg volt, a
referenciaként szolgald 17B-0sztradiolt (E2) 10 pg/nap adagban adtuk. Az allatok testtomegre
normalizalt uterustdomege E2 hatasara megtobbszordzddott, mig a 7a legnagyobb alkalmazott
adagban sem fejtett ki uterotrop hatast.
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kontroll 2,5 uM 5,0 uM kontroll 2,5 uM 5,0 uM

p-statmin - B Sl 19kDa  Gssz-stathmin s s ™ 19 kDa

B-aktin - B Bl 43 kDa B-aktin - B Bl 43 kDa

kontroll 2,5uM 5,0uM kontroll 2,5uM 5,0 uM

12. abra A 7a vegyiilet hatdsa a foszforilalt és Ossz-statmin fehérje
kifejez6désére 48 oOrds inkubdcié utdn. A grafikonok alatt reprezentativ
membranfotok. n: 6, *, ill. **: p<0,05, ill. p<0,01 a kontroll kondiciéhoz
viszonyitva.

4.1.4. Szolanidin anal6gok antiproliferativ hatdsanak vizsgélata

A szolanidin analdégokra vonatkozo vizsgalatainkat egy vegyiiletkonyvtar 3 adherens
sejtvonalon torténd tesztelésével kezdtiik (13. abra). Az tesztanyagok 3-acetilezett formaja (9a—f)
kevésbé volt hatdsos. A pirazolinra épitett szubsztitudlatlan fenilcsoport (8a, 9a) hatastalan
vegylletet eredményezett, mig a leghatékonyabbnak a para-metoxi-szubsztitualt szarmazékot
(8c) talaltuk. Ez utobbi anyag ICsy értéke mindharom sejtvonalon alacsonyabb volt, mint a

11
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referencia ciszplatiné. A vegyiiletek egy részével (8b—e, 8g, 8h, 9b, 9d, 9g) HelLa sejteket
kezeltiink 24 o6ran at, majd sejtciklus-analizist végeztiink. a legjellemzébb hatds a szubGl
allomény felhalmozo6dasa volt.

Vizsgaltuk vegyiileteink ABCBI1 transzporter altal kivaltott multidrog rezisztenciara
gyakorolt hatdsat rodamin akkumulacios teszttel. A 9d és 9f kivételével valamennyi vegytilet
nagysagrenddel emelte az transzportert expresszald, transzfektalt (MDR) egérlimfoma sejtek
rodamintartalmat, a fluoreszcencia arany (FA) a referencia verapamil esetében 5,4 + 1,9 volt (13.
abra).

A vegylletek rezisztencia revertald hatasanak megerdsitésére kombinacios kisérleteket
doxorubicinnel: 0,1 uM doxorubicin €s 5 uM 8a—k, 9a, 9b, 9d—f egyiitthatasat vizsgaltuk 72 oras
MTT teszttel. A doxorubicin 6nmagéaban szerény hatast fejt ki, amit jelentds mértékben — 50%
folotti proliferacio gatlast okozva — csak 3 vegyiilet potencidlt: 8c, 8e és 8h. Az els6 kettd jelentds
intrinszik hatassal rendelkezik, mig a 8h még 30 pM-ban sem befolyasolja jelentdsen a multidrug
rezisztens egérlimfoma sejtek mitkodését. Ezek alapjan a 8h sajat antiproliferativ hatas nélkiil
fokozza a rezisztens sejtek rodaminfelvételét és a doxorubicin antiproliferativ tulajdonsagat.

Hérom vegytilet — 8¢, 9a és 9g — antiproliferativ hatdsunak bizonyult HL-60 sejteken, mig
a legpotensebb (8¢) az MRC-5 fibroblasztokon 17,0 uM ICs, értéket eredményezett 72 Oras
kezelés esetén (2. tablazat). Tovabbi vizsgdlatainkat ezzel a vegyiilettel végeztiik.

2. tablazat A 8c, 9a ¢és 9g antiproliferativ vegyliletek hatasa HL-60 leukémia

sejtvonalon.
Szamitott ICsy (UM)
48 h 72 h
8c 1,7 1,3
9a 5,5 2,9
9g 7,6 2,4

A 8c sejtciklusra gyakorolt hatasat 24 és 48 oréas kezelések utan hataroztuk meg. Rovid
inkubéci6 utan koncentraciofiiggden emelkedett a G2/M éallomany a G1 fazis rovasara. Hosszabb
expozicid esetén markans emelkedést észleltiink a hipodiploid allomanyban. A fluoreszcens
kettds festést alkalmazva azt taldltuk, hogy a 8¢ mar 8 ora alatt kivaltja az apoptozisra jellemzd
nuklearis kondenzaciot, ugyanakkor a sejtmembran karosodasat — PI festddést — nem észleltiik
(14. abra). 24 o6ra elteltével az apoptotikus allomany dontd része nekrotikus kiillemet mutatott. A
8c 24 6ras inkubéci6 utin 6 pM jelenlétében jelentdsen csokkentette a ['*C]citidin beépiilését a
DNS-be, ami a ribonukleotid reduktdz gatlasara utal. Ez az enzim tirozil gyokot tartalmaz, igy
aktivitdsa antioxidansokkal befolyasolhatd. Meghataroztuk a 8c antioxidans ill. szabadgydkfogo
aktivitasat in vitro sejtmentes rendszerekben.

A vegyiilet mindkét hatassal rendelkezett; a patkanyagy telitetlen lipidjeinek oxidacigjat
2,0 uM-os 1Csy értékkel gatolta, mig a DPPH teszten 13,1 uM ICs, értéket kaptunk. Ugyanezen
rendszereken a vizoldékony tokoferol szarmazék, a trolox ICsg értéke 48,2 uM, ill. 21,6 uM volt.
Ezek alapjan a 8c antiproliferativ effektusaban feltehetéen szerepet jatszik annak antioxidans
tulajdonsaga, ill. az abbdl szarmaz6 ribonukleotid reduktazt bénitd hatasa.

12
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8
Szamitott ICso (uM) FA (n=3)
Vegyiilet R, R, R;3 HeLa MCF7 A431 40 uM 400 uM

8a H H H >30 >30 27,9 36,3+£9,6 143+1,2
8b —CH; H —CH; 7,4 11,9 7,9 30,6 10,1 449+ 16,1
8c H H -OCH; 2,0 2,2 1,4 40,7+ 13,8 2,3+0,4
8d H H -OCF; 3,2 24,7 >30 29+1,8 10,2 +2.,8
8e H H —-CN 2,5 3,5 7,9 169,6 £+43,8 106,1 £17,1
8f —CHj3 H -OCH; 10,5 3,5 22,3 135,1 £48.4 4,6 +0,6
8g H H —CHj; 2,1 >30 7,3 3,7£1,0 50,1 +£7,6
8h H —OCHj3 H 2,6 2,9 8,9 51,6 £12,6 114,4 £26,5
8i H H Cl 2,2 5,1 14,0 28,7+83 49,1 +£19,1
8j H H —CF; 6,3 8,3 18,0 4,7+0,5 84,0 £ 14,2
8k H H -NO; 32 7,3 6,9 2,52 +0,1 187,6 51,7
8l —CHj H H 22,1 >30 26,2 -

9a H H H >30 >30 >30 12,3+3,7 50,2 +3,8
9b —CH; H —CH; 26,1 >30 >30 32+1,3 17,2 +£3,7
9¢ H H —-OCH; 45 15,6 3,3 -

9d H H -0OCF; 4,0 >30 >30 1,6 £0,2 2,8+0,9
9e* H H —CN >30 >30 >30 6,7+ 1,7 20,0+4,3
of —CH; H —-OCH; >30 >30 >30 1,7+0,5 7,3+2,3
9g* -NO, H -NO, 9,7 >30 >30 -

13. abra A vizsgalt szolanidin analogok (8a-1, 9a—g) szerkezete, 1Csy és

w
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o

fluoreszcencia arany (FA) értékei. *: A 9e és 9g vegyiiletek pirazolin helyett

pirazolidin gytiiriit tartalmaznak. —: nem teszteltiik.
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kezelés utan. n: 3, ** ill. ***: p<0,01, ill. p<0,001 a kontroll kondiciohoz

viszonyitva.
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4.1.5. 17B-HSD1 inhibitorok antiproliferativ hatasanak vizsgalata

A vizsgalatba vont 178-HSDI inhibitor (178-HSD11) vegyiiletek szteroid-mimetikumok,
tervezésének eredeti célja az E2 lokalis termelddésének gatlasa. Tiz potencialis 173-HSD1I (10a—
j) direkt antiproliferativ tulajdonsagat vizsgalatuk négydgyaszati eredetli sejtvonalainkon, hét
vegylilet mutatott szamottevd aktivitast (3. tablazat). Ezek szteroidmentes médiumban
tendenciaszerlien magasabb ICs, értékeket mutattak, am az eltérés nem nagysagrendnyi, igy az
antiproliferativ hatas létrejottében vélhetden nem jatszik jelentds szerepet a hormonalis hattér. A

A standard médiumban HeLa sejtvonalon 10 uM alatti ICsy értéket ado vegyiiletekkel
(10a—c, 10e—g) végeztiink sejtciklus-analizist 24 és 48 6rds inkubdcio utan. Rovid (24 o6ras)
behatds utdn a legjellemzdbb hatds a Gl populacié fokozddasa és a szintetikus (S) fazis
depresszidja volt, emellett a 10c, 10e és 10g vegyiilet 10 uM mellett fokozta a G2/M allomanyt.
Hosszabb (48 06réds) expozicido legmarkénsabb kovetkezménye a hipodiploid alloméany
felszaporodésa volt.

3. tablazat A vizsgalt 178-HSD1 inhibitorok (10a—j) antiproliferativ hatisa
az alkalmazott sejtvonalakon standard és szteroidmentes médiumban. —: nem

vizsgaltuk.
Szamitott ICs, érték (uM)

HeLa MCF7 A2780 MRC-5
B T —
médium médium médium médium médium médium
10a 53 13,7 25,2 >30 >30 >30
10b 6,8 23,8 13,9 >30 >30 >30
10c¢ 3.8 11,1 16,1 29,4 >30 >30
10d 14,5 >30 >30 >30 >30 >30
10e 5,7 6,1 >30 >30 >30 >30
10f 1,4 3,2 >30 >30 >30 >30
10g 53 12,2 25,5 >30 9,7 —
10h >30 — >30 — 25,9 —
10i, 10j >30 — >30 — >30 —

Valamennyi vegyiilet igen markdns modon gatolta a BrdU inkorporaciot, 10 uM mellett a
gatlas mértéke 50% folotti volt (15. abra). Ennél joval kisebb mértékben csokkent a sejtek
viabilitasa, 10 uM mellett — a 10f kivételével — a gatlas nem érte el a 25%-ot. Ezek az adatok a
DNS szintézis direkt gatlasara utalnak.

A legpotensebb szubG1l populaciot noveld vegyiiletek — a 10e és 10f — jelentsen
novelték a kaszpaz-3 aktivitasat 48 ords kezelés utdn mar 3 uM mellett is. A DNS szintézis, ill. a
szintetikus fazis legerdteljesebb szuppresszorai (10a, 10b és 10f) novelték a két vizsgalt
tumorszuppresszor (p21 és p53) expresszidjat, emellett csokkentették a sejtciklus tovabbviteléért
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felelos CDK2 kifejez0dését 24 oras kezelést kovetden. A fazisatmenet végsd reguldlasat végzo
Rb expresszidjat a 10a és 10f mar 3 uM mellett is csokkentette.
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15. abra A 10a—c ¢és 10e—g vegyiiletek hatasa a BrdU beépiilésére HelLa
sejtek 24 oréas 3 (m) és 10 (m) uM koncentracidoban végzett kezelése esetén, ill.
a vegyiiletek hatdsa a sejtek viabilitasara. n: 4, *, ** ill. ***: p<0,05, p<0,01,
ill. p<0,001 a kontroll kondiciohoz (ko) viszonyitva.

4.2. Novényi eredetii tartalomanyagok antiproliferativ hatdsanak vizsgélata
4.2.1. Novényi alkaloidok antiproliferativ hatasdnak vizsgalata

Az Amarillidaceae ndvénycsalad 6t alkaloidjanak antiproliferativ és ABCBI1 bénitod
tulajdonsagat hataroztuk meg a kordbbiakban is alkalmazott sejtvonalakon (4. tdblazat). Minden
sejtvonalon a 11¢ bizonyult a legpotensebbnek. Az MDR limféman mintegy 6tszords 1Csg értéket
mutatott a PAR sejtekhez viszonyitva, ami felveti, hogy a vegyiilet az ABCB1 szubsztratjaként
viselkedik. A 11a ¢és 11d alkaloidok koncentracié fliggvényében novelték a hipodiplod sejtek
aranyat HeLa sejten, 24 oras kezelést kovetden.

4. tablazat A vizsgalt Amaryllidaceae alkaloidok szamitott ICsy és FA
értékei. — nem vizsgaltuk.

Szamitott ICs, érték (uM)

Hela MCF7 A431 LPS 2;8 Ll\,/5[]1)7§ FA
;}g—acetil—likorin 10,3 198 14,1 11,6 13,0 438 ﬁﬁ 2,9120,2
Illz)?nolikorin >30 a a 28,5 69.1 438 ﬁll\\/[/[ 3
Il)gtazettin 8,9 7.9 >4 0.8 41 438 ﬁﬁ 31 ,412 10,6
tlrlisdzferidin 24.1 211 >30 20,3 29,5 438 ﬁl\l\;II 48,8<ﬁzc 49
ilzlrflin =30 =30 - >30 ~30 438 ﬁi\ﬁ 3,3120,2

A 1l1c¢ ¢és 11d alkaloidok magasabb koncentracioban (400 uM) jelentés FA fokozddas
valtottak ki. A 1la—d vegyiiletek rezisztencia revertdld hatdsat doxorubicinnel torténd
kombinacidban is értékeltiik checkerboard médszerrel. Két alkaloid esetében kaptunk 0,5 alatti,
szinergizmusra utald frakcionalis inhibiciés indexet (FIX): 11a (0,41) és 11c: (0,34). A 11b és
11d FIX értékei (0,63 és 0,86) additiv interakciora utalnak.

A vizsgalatba vont akridonvézas alkaloidok a kovetkezdk voltak: 12a: izogravakridon-
klorin, 12b: rutakridon, 12¢: gravakridondiol, 12d: gravakridontriol, 12e: gravakridondiol
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monometil-éter, 12f: gravakridondiol és gravakridontriol monoglikozidok 1:1 elegye, 12g:
arborinin, 12h: evoxantin; a 12g ¢és 12h kivételével a farmakologiailag kevésbé feltart
furanoakridon alapvazat tartalmazzak

Adherens sejtvonalakon a 12a mutatta a legkifejezettebb antiproliferativ hatast és a HeLa
sejtvonal mutatkozott a legérzékenyebbnek (5. tablazat). A 12a tumorszelektivitasanak
jellemzésére antiproliferativ tulajdonsdgidt meghatdroztuk nem malignus eredetli epitelidlis
immortalizalt sejtvonalon (hTERT-HMEL) is, ahol az ICsy értéke 5,9 uM lett, szemben a
referenciaként alkalmazott ciszplatin 2,0 uM értékével. A furanoakridon vegyliletek esetében
meghataroztuk a mesterséges membranon torténd atjutas sebességét. A szamitott Log P és 1Csg
értékekbdl kitlinik, hogy fokozott vizoldékonysdgra utalé alacsony Log P nem kedvez az
antiproliferativ hatasnak (5. tablazat).

5. tablazat A vizsgalt akridonvazas alkaloidok szadmitott I1Cs, értékei. —: nem

vizsgaltuk.
— Szalr\n/lg(ktt_lcso érték (uM) L’og’ P
MCF7 MB-361 MB-231 T47D HeLa A431 érték
12a 4,5 12,2 2,3 12,9 8,4 3,0 -5,11
12b 7,7 >30 27,3 >30 5,3 14,4 -4,99
12¢ 19,9 >30 23,3 >30 7,9 14,8 -5,09
12d >30 >30 >30 >30 23,2 27,9 -5,87
12e 13,2 >30 11,6 >30 3,8 12,0 -5,36
12f >30 >30 >30 >30 >30 >30 -6,36
12¢ 11,7 — - - 1,8 13,0 -
12h >30 — - — >30 >30 —

A legpotensebb furanoakridon (12a) MDA-MB-231 sejteken a koncentracio és a kezelési
1d6 fliggvényében kivaltja a nuklearis kondenzaciét a sejtmembran karosodésa nélkiil.
Ugyanakkor MCF7 sejteken minden esetben tapasztaltuk a PI felvételét. A vegyiilet 24 oras
kezelés soran emelte az S fazis volumenét, ill. 30 pM mellett a hipodiploid allomanyt (16. 4bra).
A 12a 48 oras kezelés soran MDA-MB-231 sejtekben ndvelte a kaszpdz-3 és -9 aktivitast.

L5178 MDR egérlimfoma sejteken vizsgalva az alkaloidok multidrog rezisztencia
revertald hatasat, a legjelentésebb rodamin akkumulaciét eredményezd alkaloid (12¢) additiv
interakcidba lépett a doxorubicinnal, mig a joval szerényebb FA értéket mutatdo 12d és 12e
szinergizmusra utalo, 0,5 alatti FIX eredményt mutatott (6. tablazat).

A két szinergizalo alkaloid (12d, 12e) 15 uM végkoncentracidoban 48 o6ras kezelés soran
jelentdsen csokkentette a transzporter mRNS-szintli expresszidjat. Ez arra utal, hogy az
alkaloidok a direkt antiproliferativ €s proapoptotikus hatas mellett tobb médon is csokkentik a
tumorsejtek multidrog rezisztenciajat.

A Rutaceae ndvényfajokbol izolalt 11 kinolinvéazas alkaloid koziil két vegyiilet (13a:
kokuszaginin és 13b: szkimmianin) esetében tapasztaltunk szamottevd antiproliferativ hatast
HeLa sejteken (ICso értékiik 10,4, ill. 9,8 uM), a tobbi sejtvonalon (MCF7, A2780 és A431)
jelentds proliferacio gatlast nem mértiink. Egyik alkaloid sem eredményezett 10%-ot meghalado
proliferacio gatlast MRC-5 sejteken még 30 uM jelenlétében sem.
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A 12a hatasa az MDA-MB-231 sejtek sejtciklus-eloszlasara 24 és

48 oras behatas esetén (A ¢€s B). A 12a hatasa a kezelt sejtek kaszpazainak

aktivitasara (C). n: 3, *, ** ill. ***: p<0,05, p<0,01, ill. p<0,001 a kontroll

kondiciohoz (ko) viszonyitva.

6. tablazat A vizsgalt akridonvazas alkaloidok szadmitott 1Csy értékei MDR

egérlimfoman, a mért FA értékek és a doxorubicinnel végzett kombinaciok

FIX értékei.

Cot) A =
122 0,06 44000 iﬁ; . ;g 31,3
12b 16,0 ﬁ% Hﬁigﬁ 219
12¢ 34,0 44000 iggé i 5(6)2 0.76
12d 67,2 44()00 ;(6)%13 i ;g 041
e 437 44000 42?;’581 09:17 0,03
12g 69,6 44000 28,0< i 4,1 0,85
12h 332 44000 20,2<i 4,8 o7

Rovid expozicids 1d6 (24 h) utdn mindkét vegyiilet csokkentette a szintetikus fazisban
1év6 populaciot, ami a G1—S atmenet zavarara, ill. a DNS szintézisének gatlasara utal. Hosszabb
kezelési 1d6 (72 h) esetén az apoptozist jelzé szubG1 populécié igen markans felszaporodasa

uralta a képet (17. abra).

A fluoreszcens kettds festéssel 72 oras expozicid utan mindkét vegyiilet esetében

7

o7

17



dc_1140 15

jelenlétében intenziv PI felvételt is észleltiink. 24 6rds kezelés utan mindkét alkaloid gatolta a
BrdU HeLa sejtekbe torténd beépiilését, mig 72 6rds kezelés utan az alkaloidok novelték a
kaszpaz-3 aktivitasat (18. ébra).

80 80
“P & Jkontroll

Cd3um
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£ 40 2l o . 10 uM

E E i I 30 M

5 20 g 20

8 K]
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17. abra A 13b hatasa a Hela sejtek sejtciklus-eloszlasara 24 és 72 oras
behatas esetén. n: 3, *, ill. **: p<0,05 ill. p<0,01 a kontroll kondiciéhoz

viszonyitva.
A B
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18. abra A 13a ¢és 13b hatasa a BrdU beépiilésére 24 oras kezelés utan
(A), ill. a kaszpaz-3 aktivitdsara 72 o6ras kezelés utan (B) HeLa sejteken. n: 5,
* Rk CIL FFE p<0,05, p<0,01 ill. p<0,001 a kontroll (ko) kondicidhoz
viszonyitva.

4.2.2. Novényi kivonatok és szeszkviterpének antiproliferativ hatdsanak vizsgalata

Novényi kivonatokkal végzett szisztematikus vizsgalataink kozvetlen célja olyan fajok
kijelolése, amelyekbdl potens — €s idealis esetben 0 — aktiv tartalomanyagokhoz juthatunk el. Az
Asteraceae csalad a zarvatermOk legnépesebb csalddja, a mintegy 23000 faj kozott sok a
gyogyaszati céllal alkalmazott novény. Atfogd sziirdvizsgalatunk a csalad Magyarorszdgon
eléforduld, vagy termeszthetd fajaira iranyult. Osszesen 51 faj 107 ndvényi részébdl 228 kivonat
hataséat vizsgaltuk 3 adherens tumorsejten (HeLa, MCF7, A431). Az egyes novényi részekbol
kiilonb6zd polaritasu oldoszerekkel 4-4 kivonat késziilt; a n-hexénban, kloroformban, 50%-o0s
metanolban, ill. vizben 0ld6dé tartalomanyagok az A, B, C, ill. D jelii kivonatokban dusultak fel.

Jelentdsnek tekintettiik egy kivonat hatasat, ha 10 pg/ml végkoncentracidban 50%-ot
meghalad6é mértékben gatolta a tumorsejtek osztédasat. Ilyen esetekben meghataroztuk a kivonat
ICs értékeét és megismételtiik az MTT tesztet 24 oras expozicios iddvel és 25 000/iireg kiindulasi
sejtszammal a direkt citotoxikus tulajdonsag jellemzésére.

Osszesen 41 kivonat hatasat talltuk jelentdsnek, a legnagyobb résziik kloroformmal
késziilt (B kivonat), 8 n-hexannal (A kivonat), 2 pedig 50%-0s metanollal (C kivonat). A vizes
kivonatok koziil egyik sem valtott ki 50%-ot meghalado proliferacio gatlast.
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Az eddig komplettalt vizsgalatok soran jellemzden ismert vegyiileteket sikeriilt kimutatni
— sok esetben az adott fajbol elséként —, a kivonatok frakcionaldsa ugyanakkor 1) természetes
molekuldk azonositasahoz is elvezetett. Az Asteraceae fajok szlirOvizsgélata alapjan azonositott
tartalomanyagokat foglalja 6ssze a 7. tdblazat.

7.tablazat Az Asteraceaec fajok sziir6vizsgadlata alapjdn azonositott

tartalomanyagok. Az Gjonnan azonositott vegyiiletek kiemelten szerepelnek.

Faj, nyovényi

Azonositot tartalomanyagok

rész
Conyza Triterpének: epifridelanol, fridelin, taraxerol, szimiarenol
calfacf’ens is, Egyéb: spinaszterol, apigenin, 4Z,8Z-matrikaria-y-lakton, 4,8 Z-matrikaria-y-
gyokér lakton, 9,12,13-trihidroxi-10(£)-oktadecénsav, konizapiron A,
konizapiron B
Centaurea Flavonoidok: eupatilin, eupatorin, 3’-metil-eupatorin, apigenin, izokemprefid
arenaria,

egeész noveény

Lignéanok: arktigenin, arktiin, matairezinol

Egyéb: knicin, B-amirin, B-szitoszterin-B-D-gliikozid, moschamin, cisz-
moschamin

Anthemis Flavonoidok: centaureidin, centauridin

ruthenica, Szeszkviterpének: krizanin, tanacin, szivaszinolid 6-O-angelat
herba

Artemisia Flavonoidok: eupatilin, hiszpidulin, jaceozidin, cirzilineol, 5,7,4°,5’-

asiatica, herba

tetrahidroxi-6,3’-dimetoxi-flavon, 6-metoxi-tricin, krizoplenetin
Szeszkviterpének: 33,4P,10a-trihidroxi-10,2a-epoxi-Sa,7aH-gvaj-11(13)-en-
12,6a-olid, artekanin (14a), 33-kloro-4a,10a -dihidroxi-1a,2a-epoxi-
Sa,7aH-gvaj-11(13)-en-12,6a-o0lid (14b), 3a-kloro-4p,10a-dihidroxi-
1B,2B-epoxi-5a,7aH-gvaj-11(13)-en-12,6a-0lid, izo-szeko-tanapartolid-
metil-észter (14c¢), ridentin, ridentin B
Monoterpének: artemisia alkohol gliikozid, dehidrolinalool oxid

Onopordum Szeszkviterpének: 4B,14-dihidro-3-dehidrozaluzanin C (14d), zaluzanin C,

acanthium, 4B,15,11p,13-tetrahidrozaluzanin C,

gyoker Egyéb: nitidanin-diizovalerianat, 13-0x0-9Z,11E-oktadekadiénsav, 24-
metilén-koleszterin, linolsav, a-linolénsav, B-szitoszterol, sztigmaszterol

Centaurea Flavonoidok: apigenin, cirziliol, hiszpidulin, eupatorin, izokempferid,

Jjacea, herba

axillarin, centaureidin, 6-metoxi-kempferol-3-metil-éter
Szeszkviterpének: knicin, 4’-acetil-knicin
Gliikoz-észterek: 1p-izobutanoil-2-angeloil-gliikéz, 1p,2-diangeloil-gliikoz,
1 B-(2-metil-butanoil)-2-angeloil-gliikoz
Lignén: trachelogenin

Achillea Flavonoidok: apigenin, luteolin, centaureidin, kaszticin, artemetin
millefolium, Szeszkviterpének: paulitin, izopaulitin, pszilosztachin C, dezacetil-matrikarin,
herba szintenin

Xanthium Xantanolidok: xantatin, 4-epixantanol, 4-epiizoxantanol, 2-hidroxixantinozin

italicum, levél
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Az azonositott természetes vegyiiletek kozott voltak olyan kiemelkedéen hatdsos
molekuldk (14a—d), melyek antiproliferativ hatasar6l még nem szamoltak be, vagy igen csekély
adat all rendelkezésre.

A négy szeszkviterpén antiproliferativ hatdsat az adherens sejtvonalak mellett human
fibroblasztokon, valamint HL-60 leukémia sejteken is meghataroztuk (19. abra).

A sejteiklus fazisok megoszlasaban a legjellemzébb hatds a G1, ill. a G2/M fazisok
gyarapodasa volt, amit a S populacié megfogyatkozasa kisért. A hipodiploid allomany a
koncentraciotol fiiggd mértékben emelkedett, ami a 14d vegyiilet esetében nem volt jelentds. A
sejtmembran karosodasara utalé PI felvétel joval intenzivebb volt a 14¢ és 14d vegyiiletek
esetében. A vizsgalt vegyliletek 24 oras behatas utan fokoztak a kaszpéaz-3 és -9 aktivitasat (20.
abra).

Két kivalasztott anyaggal 24 ordn at kezelt sejtek lizatuméabol megallapitottuk a
mitokondridlis eredetli apoptozis inicidlasaban és a sejtciklus G2—M atmenetében kulcsszerepet
jatsz6 faktorok kifejezddését mRNS-szinten. A 14a és 14b fokozta a Bax/Bcl-2 aranyt, emellett
csokkentette a CDK1 ¢és a ciklin B2 expressziojat, a 14a fokozta a ciklin B1 kifejezddését (21.
abra).

MeO

(0] (0]
14b 14d
Szamitott ICs, értek (uM)
MCF7 Hela A431 fibroblaszt HL-60 HL-60’
14a 10,2 21,8 18,3 18,6 7,8 12,2
14b 13,0 11,5 12,1 18,4 4.7 13,5
14c 9,4 12,0 6,8 - - 4,5
14d 2,7 15,1 4,2 — — 3,6
19. abra A 14a—d szeszkviterpének szerkezete és ICsy értékei. — nem
vizsgaltuk

2 Az oszlop a kozvetlen sejtszamolassal meghatarozott adatokbdl szamitott 1Cs, értékeket tartalmazza, a tablazat
tobbi adata MTT (MCF7, HeLa, A431) ill. MST (fibroblaszt, HL-60) mddszerrel nyert adatokbol szarmazik.

20



dc_1140 15

kaszpaz-3 kaszpaz-9

10.04

N
o
1

Kaszpaz aktivitas + SEM
N 2]
T e

o
<

ko 14a 14b 14c 14d ko 14a 14b 14c 14d

20. abra A 14a-d vegyliletek hatasa a kaszpazok-3 ¢€s -9 aktivitasara HL-
60 sejtek 24 6ras 5 (m) és 10 uM (m) koncentracioban végzett kezelése utan. n:
3, *, 1ll. **: p<0,05 ill. p<0,01 a kontroll kondiciéhoz (ko) viszonyitva.
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21. abra A 14a és 14b vegyiiletek hatdsa a Bax/Bcl-2 ardnyra (fels
panel), ill. a kivalasztott sejtciklust szabdlyoz6 faktorok expresszidjara (also
panel) HL-60 sejtek 24 oras 5 (m) és 10 uM (m) koncentracidban végzett
kezelése utan. n: 3, *, ill. **: p<0,05 ill. p<0,01 a kontroll kondiciohoz (ko)
viszonyitva.

5. Az értekezés legf6bb megallapitasai

1.

Kozel kettészaz szteroid szarmazék antiproliferativ hatdsarol kapott eredményekbdl
kiindulva sikeriilt hatékony, tovabbi preklinikai fejlesztésre alkalmas molekuldkat
kijelolniink. Jellemeztilk a legigéretesebb molekuldk hatdsmechanizmusat; ezek
hatékonysaga feliilmulta vagy megkozelitette a referenciaként alkalmazott ciszplatinét.
Leirtuk a D-gytirliben szubsztitualt triazolt tartalmazo 13- és 13a-0sztradiol szarmazékok
(2f, 2g, 5¢) tumorszelektiv antiproliferativ tulajdonsagat human adherens sejteken. Az
észlelt hatast a sejtciklus G2/M fazisban bekovetkezd blokadja kiséri. Morfologiai és
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biokémiai modszerekkel igazoltuk a vegyliletek mitokondridlis tton kialakuld
proapoptotikus hatéasat.

Kimutattuk 6sztron-16-oxim szarmazékok (6a, 6b) sejtosztodast gatld hatdsat Hela
sejteken, mely a sejtciklus zavaran és a DNS szintézisének gatlasan keresztiil jon létre.
Azonositottuk a sejtciklus zavaraban szerepet jatszé szabalyozo faktorokat (CDK4, p16 és
foszforilalt retinoblasztoma protein).

ElsOként mutattuk ki a D-homoosztron (7a) HeLa sejtekre kifejtett szelektiv
antiproliferativ hatdsat, valamint a vegylilet intrinszik Gton megvalosuld proapoptotikus
hatasat. A vegyiilet hormondlis hatdsat in vivo vizsgalattal zartuk ki. Igazoltuk, hogy a
hatéanyag fokozza a G2/M féazisban 1évd sejtek ardnyat, ennek oka a mitotikus sejtek
felhalmozo6dasa, amit a statmin fehérje csokkent foszforilaciojara vezettiink vissza.

Igazoltuk szolanidin anal6gok antiproliferativ hatasat adherens és leukémia sejtvonalakon.
a malignus sejtekét. A vegylilet HL-60 sejteken gatolta a jelolt citidin beépiilését a DNS
alloméanyba, amit a farmakon antioxidans tulajdonsagéara vezettiink vissza. Ugyanezen
analdégok gatoltdk az ABCBI1 transzporter miikodését ¢és fokoztak a doxorubicin
sejtosztddasra gyakorolt hatasat limfoma sejteken.

Kimutattuk az 6sztradiol lokalis keletkezésének gatlasara tervezett 14p-HSD1 inhibitorok
antiproliferativ  effektusat adherens sejtvonalakon. A kivalasztott legpotensebb
szarmazékok (10a, 10f) HeLa sejteken apoptozist valtottak ki, gatoltadk a DNS szintézisét.
Emellett fokoztak az apoptozis kivaltasaban, ill. gatoltdk a sejt talélésében involvalt
szabalyozo faktorok (p53, p21, ill. CDK2, Rb) mRNS-szintli expresszidjat.

Adherens ¢és limféma sejtvonalakon jellemeztik 6t Amaryllidaceae alkaloid
antiproliferativ és rezisztencia revertalo tulajdonsagat. Megallapitottuk, hogy két alkaloid
(2-O-acetil-likorin és pretazettin) potencidlja a doxorubicin hatédsat.

Farmakologiailag nem jellemzett akridonvazas alkaloidok koziil kiemelkedden
hatékonynak talaltuk az izogravakridon-klorint (12a) adherens sejteken. A vegyiilet
mitokondridlis uton valtott ki apoptézist MDA-MB-231 sejtvonalon. A vegyiiletek
jelentésen gatoltdk az ABCBI transzporter aktivitasat, két alkaloid — a gravakridontriol
(12d) ¢és a gravakridondiol monometil-éter (12e) — potencidlta a doxorubicin hatasat
rezisztens limfoma sejteken. Mindkét alkaloid csokkentette a transzporter mRNS-szintii
expressziojat 48 oras behatas esetén.

A Rutaceae novényfajokbol szdrmazé kinolinvéazas alkaloidok koziil a kokuszaginin és a
szkimmianin mutatott szamottev0 tumorszelektiv hatast HeLa sejteken. Mindkét alkaloid
kivéltotta az apoptozis morfologiai és biokémiai markereit, a jelenséget a DNS
szintézisének gatlasara sikeriilt visszavezetniink.

A Karpat-medencében fellelhetdé ¢és etnofarmakoldgiai adatok alapjan relevans

novényfajok jellemzésére tervezett szlirévizsgalat sordan 51 faj 228 kivonatanak

antiproliferativ hatdsat hataroztuk meg human adherens sejtvonalakon. A 41 hatdsosnak
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talalt extraktum tovabbi vizsgalata — hataskdvetd frakcionalasa — farmakoldgiailag
kevéssé¢ jellemzett vegylileteket ¢és eddig nem ismert természetes molekuldkat
eredményezett. A szlir6vizsgalat nagyszdmu természetes vegyliletet eredményezett,
kozottik négy szeszkviterpént (14a—d), melyek adherens és HL-60 sejteken
antiproliferativ hatast fejtettek ki. A vegyliletek aktivaltdk az apoptdzis mitokondriélis
utvonalat, emellett a G2/M dallomany id6- és koncentraciofiiggd felhalmozodasat
eredményezték. Ez utobbi effektust a CDK1 és ciklin B2 mRNS-szintli expresszidjanak
csokkenésével hoztuk osszefliggésbe.
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6.2. Tudomanymetriai 6sszefoglalo tablazat

Zupkd Istvan tudomanyos és oktatasi munkassaganak dsszefoglalasa

MTA V. Orvostudomanyi Osztaly (2016.06.15.)

Tudomanyos és oktatasi kézlemények Szama Hivatkozasok'
Osszesen | Részletezve | Fiiggetlen | Osszes
I. Folyéiratcikk® 147 = — —
szakcikk, dsszefoglald nemzetkdzi folydiratban -— 134 1204 1703
szakcikk, dsszefoglald, hazai idegen nyelvi - 3 1 6
szakcikk, dsszefoglalo, magyar nyelvi - 7 11 11
réwid kézlemény -— 3 312 327
Il. Kényv 0 - - -
a) Szakkonyv, kézikbnyv 0 - -— -
idegen nyelvld - 0 0
magyar nyelvi -— 0 0
Felsdoktatasi tankdnyv - 0 0
b) Szakkonyv, tankényv szerkesztoként 0 - -— -
idegen nyelvl - 0 - -
magyar nyelvld - 0 - -
FelsGoktatasi tankdnyv - 0 - -
lll. Kényvrészlet 0 - -— -
idegen nyelvl - 0 0 0
magyar nyelvd - 0 0 0
FelsGoktatasi tankdnyvfejezet - 0 0 0
IV. Konferenciakézlemény® 1 - 0 0
Oktatasi kézlemények Gsszesen (I1.-1l.) 0 1] 0
Tudomanyos és oktatasi kézlemények tsszesen (I-IV.)* 148 — 1528 2047
V. Tovabbi tudomanyos miivek 4 - -— -
Tovabbi tudomanyos mivek, ide értve a nem teljes
folyoiratcikkeket és a nem ismert lektoraltsagu folyoiratokban - 4 0 0
megjelent teljes folydiratcikkeket is
Szerkesztoseégi levelezés, hozzaszolasok, valaszok - 0
Jelentes, guideline - 0
VI. Idézett absztraktok® 7 - 7 12
|6sszesitett impakt faktor® 305,8 = — =
fiaézettség szama™* — — 1535 2059
|Hirsch index’ 25 — — —
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VIl. Sokszerzds vagy csoportos (multicentrikus) kézlemény 2 - -— -

a) Szerzé® -

b) Kollaboraciés kézremiikéda® -

Specidlis tudomanymetriai adatok Adat
Elsd szerzds folydiratcikkek szama 13
Utolso szerzbs folydiratcikkek szama 22
Elsd és utolso szerzdségi folydiratcikkek impakt faktor tisszege 70,6
Az utolsd tudomanyos fokozat/cim (PhD) elnyerése utani (1999 - 143
) teljes tudomanyos folyairatcikkek szama

impakt faktor 8sszege 306,7
Magyar nyelven megjelent tudomanyos teljes folydiratcikkek 7
szama
Az utolso 10 ev (2006-2016) tudomanyos, teljes, lektoralt 131
folydiratcikkeinek szama

impakt faktor 8sszeg 2821

idezesek szama 1444
A legmagasabb idézettségl kdzlemény 191
idézettsége (az dsszes idézettség szazalékaban) (9,28%)
WOS/Scopus azonositdval idézettség 1685
Sokszerzds és/vagy csoportos kézlemények 8,7

impakt faktor dsszege

idézettsége 2
Folydiratcikkek,15-29 szerzdvel 3
Megjegyzesek:

Az MTMT nem tudja szolgaltatni a kérelmezdnek kizarolag kilfdldi intézménybdl publikalt folydiratcikkeinek szamat,
osszesitett impaktfaktorat és flggetlen hivatkozasainak szamat, valamint az ilyen kdzlemények elsd és utolsd
szerzore vonatkozo impaktfaktor 6sszeget. Ezeket az adatokat a palyazonak kell ésszegyijtenie es feltéltenie a
Doktori Tanacs elektronikus rendszerébe.

! a disszertacio és egyeb tipusd idezdk nelkil

2 |ektoralt, tudomanyos folydiratban

3 konferenciakdzlemény folyoiratban, kényvben, egyéb konferenciakdtetben

* a sokszerz6s éslvagy csoportos szerzéségl kézlemények impakt faktora és idézettsége nem szamithato be az
dsszes értékekbe, ezekel a specidlis tudomanymetriai adatok kézott tinteti fel az dsszesités

® Nem idézett absztrakt itt nem keriil be az ésszesitésbe.
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7. Koszonetnyilvanitas

Ezuton mondok koészonetet mindazoknak, akik tudomdanyos kutatdomunkdm soran
tamogattak, akik segitsége, batoritasa nélkiil palydzatom nem johetett volna létre.

Koszonom Dr. Hohmann Judit Professzor Asszonynak, ¢és az altala vezetett
Farmakognozia Intézet munkatarsainak a ndvényi hatdanyagok terén végzett sokéves és
produktiv egyiittmiikddést.

Koszonettel tartozom Dr. Schneider Gyula és Dr. Wolfling Janos Professzor Uraknak,
Dr. Frank Evanak és Dr. Mernyak Erzsébetnek a szintetikus szteroidokkal végzett kozds
munkaért.

Koszonom Dr. Falkay Gyérgy Professzor Ur tamogatasat, mellyel az altala vezetett
Gyogyszerhatastani és Biofarmaciai Intézetben lehetdvé tette az Gjonnan inditott, sejtkultiran
alapul6 kutatasokat.

Hélaval gondolok a Gyogyszerhatastani és Biofarmaciai Intézet valamennyi dolgozojara,
kiemelten kozvetlen munkatarsaimra: Dr. Minorics Renatara, Dr. Kovacs Idara, Dr. Schelz
Zsuzsannara, Czinkota Laszlonéra ¢s Bérdi Péterre.

Koszonetemet fejezem ki Dr. Molnar Jozsef Professzor Urnak és Dr. Puskas Laszlonak
a modszertani segitségért, Ocsovszki Imrének az 4dramldsos citometriai kisérletekben végzett
kozremiikodésért.

Koszonom az értekezés témdajaban dolgozd Ph.D. hallgaték — iddérendben: Réthy
Borbala, Berényi Agnes, Molnar Judit, Bézsity Noémi, Gyovai Andras, Sinka Izabella —
lelkesen és nagy szorgalommal végzett munkajat.

Koszonet illeti mindazon kiilfoldi vezetd kutatdkat, akik egyiittmiikodésiikkel tdmogattak
a bemutatott eredmények létrejittét: Prof. Thomas Szekeres ¢és Prof. Georg Krupitza (Medical
University of Vienna, Bécs), Prof. Zeki Topcu (Ege University, Izmir), Prof. Rolf W.
Hartmann (Saarland University, Saarbriicken).

Halas vagyok csalddomnak az irdntam mutatott tiirelemért, megértésért, és mindazért a
semmihez sem mérheto szeretetért, amivel erdt adtak munkamhoz.
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