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1. Az értekezésben hasznalt roviditések jegyzéke

17B-HSD1
17B-HSD1I
2ME, 4ME
ABCBI
ABTS
Ac-DEVD
Ac-IETD
Ac-LEHD
ATCC
Bax

Bcl-2
BrdU
Cdc25
CDK
cDNS
Chk
COMT
DNS
dNTP
DMSO
DPPH

E2
ECACC
EGTA
ELISA
ER

FA

FBS

FDA

FIX
GnRH
GTP

17B-hidroxiszteroid-dehidrogenaz 1
17B-hidroxiszteroid-dehidrogendz 1 inhibitor
2- ¢és 4-metoxidsztradiol

ATP-kot6 kazetta Bl
2,2’-azino-bisz-(3-etil-benzotiazolin-6-szulfonsav)
N-acetil-Asp-Glu-Val-Asp
N-acetil-Ile-Glu-Thr-Asp
N-acetil-Leu-Glu-His-Asp

American Type Culture Collection
Bcl-2 asszocidlt X protein

B-cell lymphoma 2 protein
bromdezoxiuridin

sejtosztddasi ciklus 25 protein
ciklin-dependens kinaz
komplementer dezoxiribonukleinsav
ellérzéponti (checkpoint) kinaz
katekol-O-metil transzferaz
dezoxiribonukleinsav
dezoxiribonulkeozid-trifoszfat
dimetil-szulfoxid
1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
17B-0sztradiolt

European Collection of Cell Cultures

etilénglikol-tetraecetsav

enzyme-linked immunosorbent assay; enzimhez kotott ellenanyag meghatarozas

Osztrogén receptor

fluoreszcencia ardny

fotalis borjiszerummal; fetal bovine serum
Food and Drug Administration
frakcionalis inhibicids index

gonadotropin releasing hormon

guanozin-trifoszfat
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HER2 human epidermalis ndvekedési faktor receptor 2
hGAPDH human gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
HIFla hipoxia indukalt faktor-1a

HPV human papillomavirus

1Cx 50%-o0s inhibitorikus koncentracio

MDR multidrog rezisztens

MEM minimalis esszencialis médium

MMLV Moloney murine leukémia virus

MMP matrix metalloproteinaz

mRNS hirvivd (messenger) ribonukleinsav

MTT 3-(4,5-dimethilthiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium
NCI National Cancer Institute

NF-xB nukleéris faktor kB

NP-40 nonil-fenoxi-polietoxi-etanol

PAR parentalis

PBS fosztattal pufferelt fiziologias NaCl oldat
PCR polimeraz lancreakcid

pNA p-nitroanilin

PI propidium-jodid

PI3K foszfatidil-inozitol 3-kinaz

PIPES piperazin-N,N'-bisz(2-etanszulfonsav)

PR progeszteron receptor

Rb retinoblasztéma protein

RNS ribonukleinsav

SEM standard hiba

SZTE Szegedi Tudomanyegyetem

TBA tiobarbitursav

TIMP szoveti metalloproteindz inhibitor

TNFa tumor nekrozis faktor a

TRIS trisz(hidroximetil)-aminometan

VEGF vaszkularis endoteliatis ndvekedési faktor

V max tubulin polimerizacié maximalis sebessége
WHO World Health Organisation; Egészségligyi Vilagszervezet



dc_1140 15

2. Bevezetés

2.1. A daganatos megbetegedések epidemiologiaja

Viladgviszonylatban az elmult két évtizedben jelentds mértékben nétt a varhato €lettartam;
a valtozas 5,8, ill. 6,6 év a férfiak, ill. a ndk esetében. Tovabbi jelentds valtozas a mortalitasi
tendenciak atrendezOdése: 2013-ban globalisan mar tobb életet koveteltek a kardiovaszkularis
megbetegedések, mint a fertdzések (GBD 2013 Mortality and Causes of Death Collaborators,
2015). A haldlokokban igen markans foldrajzi-gazdasagi torésvonalakat tartanak szamon. Mig az
iparosodott orszdgokban a sziv- és érrendszeri megbetegedések vezetik a mortalitasi statisztikakat
amit a tumorok kovetnek, addig a fejlodd orszdgokban ma is a fert6zd betegségek szedik a
legtobb aldozatot (Kontoghiorghe ef al., 2014). Eurdpa 40 orszagaban 2012-ben 3,45 milli6 j
tumoros megbetegedést regisztraltak és 1,75 millid ilyen beteget veszitettiink. Férfiak kdrében a
leggyakoribb a prosztatardk, amit a tiido- €s kolorektalis karcinoma kovet, mig a mortalitast a
tiidordk vezeti. A ndbetegek leggyakoribb tumora az emldkarcindma, ami egyben a legfébb
halalok, ezt koveti a kolorektalis karcinoma és a tiidorak (1. tablazat).

A magyarorszagi mortalitdsi adatok részben egybevagnak a vilag fejlettebb felében
tapasztalhatd mortalitasi trenddel, ugyanakkor nalunk igen erds a kardiovaszkularis dominancia,
az esetszam 50%-at ez adja, a haldlokok mintegy 25%-ban tulajdonithatok daganatos
megbetegedéseknek, az Osszes tobbi ok teszi ki a fennmaradd 25%-ot. Ha a jelenlegi hazai
mortalitasi adatokat 6sszehasonlitjuk az 6t évtizeddel korabbiakkal, azt talaljuk, hogy legnagyobb
mértékben a daganatokhoz kotédé haldlozas emelkedett: kozel kétszerannyi ilyen beteget
veszitettiink 2011-ben, mint 1960-ban (Molnar ¢és M. Barna, 2012). Nemzetkdzi
Osszehasonlitasban tobb tekintetben is igen kedvezdtlen a magyar tumorstatisztika. Mind férfiak,
mind nék korében hazankban leggyakoribbak a szajiiregi tumorok, valamint férfiakban a tiid6-és
gégerak. A magyarorszagi Osszesitett incidencia férfiakra nézve Eurdpa 6. legmagasabb értékét
mutatja. Mortalitas tekintetében szintén nalunk jelentkezik legnagyobb érték mindkét nemre
szajiiregi tumorokra és kolorektalis karcindmara, valamint a nék hasnyalmirigyrakjara. A hazai
Osszesitett tumormortalitds férfiak esetében az eurdpai maximumot, mig ndk esetében a 3.

legmagasabb értékét mutatja (Ferlay et al., 2013).
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1. Tablazat. A tumoros megbetegedések gyakorisdga és mortalitdsa Eur6paban
(Ferlay et al., 2013).

Férfiak
Incidencia Mortalitas

Esetszam (ezer) % Esetszam (ezer) Esetszam (ezer)
Prosztata 417 22,8 92 9,5
Tido 291 15,9 254 26,0
Kolorektalis 242 13,2 113 11,6
Hugyholyag 118 6,5
Gyomor 84 4,6 64 6,5
Hasnyalmirigy 53 5,4
Egyéb 678 37,0 400 41,0

Nok
Incidencia Mortalitas

Esetszam (ezer) % Esetszam (ezer) %
Emlo 464 28,8 131 16,8
Kolorektalis 205 12,7 102 13,0
Tido 119 7,4 99 12,7
Uterus 99 6,1
Petefészek 66 4,1
Hasnyalmirigy 52 6,7
Gyomor 44 5,7
Egyéb 658 40,8 351 45,1

Tudorak tekintetében hazankban tapasztalhatok a legkedvezotlenebb tendencidk, az 1j
megbetegedések szama a nék korében folyamatosan emelkedik, €s az Osszevont mortalitas is
Eurdpaban itt a legnagyobb (Tompa, 2011).

Célszerti 0sszevetni a két legfobb haldlok, a tumor és a kardiovaszkularis betegségek
tendenciajat hosszabb intervallumra vetitve. Az Egyesiilt Allamokban a *70-es évek kozepétdl az
ezredforduloig igen meggydzden csokkent az utobbi csoportok mortalitdsa, mig a tumorhoz
kothetd halandosag esetében csak egy igen szerény csOkkenésrdl beszélhetiink (Jemal et al.,
2007). Az eltéré tendencidk okainak feltdrasa meghaladja jelen értekezés kereteit, az azonban
biztosnak tlinik, hogy azok kozott fontos szerepet jatszik a rendelkezésre allo gyogyszerkincs
alakuldsa. Mig az adott idszakban a kardiovaszkularis medicina ujabb hatdstani csoportokkal
boviilt, addig a tumorellenes szerek boviilése kevésbé volt latvanyos, a ,first in class” tipust
hatéanyagok (imatinib, rituximab) megjelenése a ’90-es évek masodik felére tehetd (DeVita és

crer

attoréshez tovabbi innovativ vezérmolekuldkra van sziikség, melyek idedlis esetben eljutnak a
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gyakorlati felhasznélasig, vagy a fejlesztésiik soran nyert tapasztalatok segithetnek a tovabbi

hatéanyag-jeldltek fellelésében.

2.2. Hatéanyagaink eredete, a természetes eredet jelentdsége

A mindenkori gydgyszerkészlet, ill. az Gjabb szerek felkutatdsanak modja jellemz6 az azt
alkalmaz6 kulturara. Evezredeken keresztiil az embert koriilvevé természet biztositotta mindazon
szereket, melyektdl elddeink a gydgyulast vartdk. Az elsé farmakoldgiai forrdsmiinek tekinthetd,
mintegy 3500 éves egyiptomi Ebers-papirusz tobb mint 700 készitmény leirasat tartalmazza, ezek
novényi és allati extraktumokbol, valamint 4svanyokbdl allnak (Cunha, 1949). A XIX. szazadig a
gyogyszerkincs természetes, jorészt novényi eredetli kivonatokbol allt, ezek racionalitdsat,
jelentdségét hiba volna aldbecsiilni. Az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) adatai szerint
foldiink népességének 65%-a ma is elsdsorban ndvényi eredetl, tradicionalis szerektdl varja a
gyogyulast (Fabricant és Farnsworth, 2001). A XIX. sz4zad alapvetd valtozasokat inditott el a
gyogyszerkincs Osszetételében. Egyrészt a kordbban gydgyszerként hasznalt preparatumokbol
megtortént az elsd hatasért feleld tartalomanyagok — rendszerint alkaloidok — izolalasa. Az els6
tiszta formdban rendelkezésre all6 novényi hatéanyag a morfin volt, melyet Friedrich W.
Sertiirner allitott elé 1805-ben. A szazad derekan pedig megjelentek az elsé szintetikus
hatéanyagok: a korai inhaldcios anesztetikumok (dietil-éter, kloroform), ill. a kloralhidrat (Jones,
2011). Az els6 szintetikus csoportot a barbiturat szarmazékok alkottak, elsé képviseldjiiket, a
barbitalt 1903-ban szabadalmaztattak. Ezek farmakoldgiai jelentésége messze talmutat egykori
szedatohipnotikus alkalmazasukon. Elsé alkalommal sikeriilt ugyanis Osszefiiggéseket feltarni a
mintegy 2500 analdg kémiai szerkezete ¢és farmakoldgiai tulajdonsagai kozott. Ezzel
bebizonyosodott, hogy egy molekula farmakologiai és farmakokinetikai tulajdonsdgai kémiai
uton modosithatd, optimalizalhaté (Lopez-Munoz et al., 2005). Kezdetét vette a szintetikus
hatéanyagok térhoditasa, mara ezek a farmakonok teszik ki a gydgyszerkincs dominans részét.

A jelenlegi gyogyszerkincs eredetének elemzése segithet a természetes forrasok
szerepének mélyebb megértésében. Newman és Cragg legutobbi eziranyt analizisiikben az 1981
és 2010 kozott az FDA ill. mas relevans engedélyezd hatosag altal jovahagyott 1355 1j

hatdéanyagot elemezve kimutattak, hogy azok 6%-a vakcina, 15%-a pedig Un. bioldgiai szer. Ez
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hatéanyagoknak mindossze 6%-a (59 vegyiilet) természetes tartalomanyag, igy a szintetikumok
dominancidja egyértelmii. Tovabb részletezve azonban az egyes farmakonok eredetét, azt
talaltdk, hogy azok 28%-a (299 vegyiilet) természetes anyag szarmazéka, tovabbi 30% (323
vegylilet) pedig természetes molekulabol szarmazé épitdelemet, farmakofor csoportot tartalmaz,
vagy endogén anyag mimetikumaként ill. antagonistijaként hat, azzal szerkezeti homologiat
mutat. gy az a 387 ujonnan kozelmultban regisztralt szintetikus hatdanyag, ami nem vezethetd
vissza semmilyen természetes szerkezeti el6zményre, mindossze 36%-ot tesz ki. A természetes
vagy ,természet-inspiralta” hatéanyagok aranya hatdstani csoportonként eltérd, a fenti atlagnal
magasabb értéket talaltak az antiinfektiv és a tumorellenes szerek kozott. A 40-es évek ota
bevezetett Gsszes kismolekuldju tumorellenes hatéanyag 74,8%-a kothetd valamilyen modon
természetes vegyiilethez (Newman és Cragg, 2012). A természetes hatdéanyagok jelentOségét
illusztralja az a WHO 4ltal készitett Osszesités is, ami 252 esszencidlis hatdéanyag kozott 11%-nyi
ndvényi tartalomanyagot tart szamon (Rates, 2001).

Ezek alapjan nehéz lenne aldbecsiilni a természetes forrasok felfedezd
gyogyszerkutatasban betoltott szerepét. Felvetddik ugyanakkor egy kérdés e szerep
iddbeliségével kapcsolatban. Van-e még a természetben, elsésorban a ndvényvildgban tovabbi
lehet6ség? Lehetnek-e még ebben a forrasban fejlesztésre érdemes hatdéanyagjeldltek, vagy azt
mar jelentds mértékben kiakndztuk és a meghatdroz6 helyet atveszi a molekulatervezés és a
szintézis? Ez utobbiak megkeriilhetetlen részei a korszerti felfedezd gyogyszerkutatasnak. A
novényvilagban rejld potencialra jellemz6, hogy a globdlis magasabb rendii fléra mintegy
felmillio fajbol all. A fajok csupan 15%-at vizsgaltak fitokémiai szempontbdl és mintegy 6%-kal
végeztek farmakologiai vizsgalatokat (Cragg és Newman, 2013). A ndvényvilag legnagyobb
része tehat farmakoldgiai értelemben érintetlen és felbecsiilhetetlen kémiai diverzitast képvisel.
Ha figyelembe vessziik tovabba, hogy a gyogyszerkutatas figyelme csak az utobbi idében fordult
a tengeri flora és az extrém él6helyek fajai felé, akkor konnyli beldtni, hogy a természetes
forrasokra még belathatd ideig tUgy tekinthetiink, mint az ujszerli hatdanyagjeldltek

kimerithetetlen lel6helyére (Mayer és Gustafson, 2008, Wilson €s Brimble, 2009).
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2.3. A szteranvaz jelentdsége antiproliferativ hatoanyagok fejlesztésében

A szteranvazas vegyliletek igen elterjedtek a természetben. Kémiai hasonlosaguk ellenére
igen valtozatos élettani funkcidkat toltenek be (pl. szexudlszteroidok, mineralo- ¢&s
gliikokortikoidok, epesavak), ill. a xenobiotikus szteroidok is igen széles spektrumban mutatnak
farmakologiai aktivitdsokat. Taldlunk koztiik antioxiddns, neuroprotektiv, kardiotonikus és
lipidprofilt befolyasoldé molekuldkat, melyek hatéanyag-jeldltekként is felmeriilhetnek (Aperia,
2007, Prokai-Tatrai et al., 2008, Rocha et al., 2011, Burg et al., 2013). Az antiproliferativ hatasu
farmakonokat a legintenzivebben kutatott vegyiiletek kozott talaljuk, igy nem meglepd, hogy az
innovativ tumorellenes szerek keresése kiterjedt természetes szteroidokra, ill. azok szintetikus
analogjaira.

A klasszikus citotoxikus szerek terapids korlatai jol ismertek; tumorszelektivitasuk a
gyors osztodas gatlasan alapul, igy kevéssé befolyasoljak a lassan osztédd malignus sejtet,
ugyanakkor kifejezetten toxikusak az élettanilag gyorsan osztdodd sejtekre. Ez utdbbi
tulajdonsagbdl erednek a citosztatikumok altalanos mellékhatasai (pl. alopécia, csontveld
depresszid). Az ujabb tumorellenes szerek kutatdsa sordn elényben részesiilnek a direkt
sejtkarositd hatdst nem mutatd, szelektivebb vegyiiletek. Ilyeneket gyakran mds farmakologiai
csoportban talalhatunk.

Jollehet az évszdzadok oOta kardiotonikumként alkalmazott kardenolidok (pl. digitoxin,
digoxin) tumorellenes hatdsat csak mintegy 50 éve dokumentéltak, az oleandrint tartalmazé
leander (Nerium oleander) ezirdnyu etnomedicinalis alkalmazasa szintén évszazadokra nyulik
vissza (Shiratori, 1967, Haux, 1999). Az in vivo vizsgalatok azonban nem igazoltak a vart hatast,
igy a tudomanyos érdeklddés aldbbhagyott. A kardenolidok terdpidsan hasznosithatd
tumorellenes potencialjat egy retrospektiv epidemiologiai vizsgalat révén ismerték fel. Egy
szerény esetszamu vizsgalatban azt taldltdk, hogy a kardialis indikdcioval digitalizalt
emlokarcindmas betegek miitéti mintdi kedvezObb szovettani képet mutattak, mint a
szivglikozidot nem hasznald betegek mintdi. Ez a kedvezobb kép magaba foglalta a sejtek és
sejtmagok szignifikansan kisebb méretét és méretbeli heterogenitisat, valamit a diagnoéziskor
megallapithatd kisebb tumortérfogatot. A két év alatt kialakult metasztazisok szadmat is
csOkkentette a szivglikozid. A szerzOk a jelenség magyarazatira nem végeztek tovabbi

vizsgalatokat, de felvetették, hogy a digitaliszok rendelkezhetnek 6sztrogén receptor modulald
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hatéssal (Stenkvist ef al., 1979). A nem digitalizalt betegek korében 5 évvel a masztektomia utan
egy nagysagrenddel gyakoribb volt a recidiva, emellett a kardenolid kezelés a masodlagos tumor
morfoldgiai megjelenését is jotékonyan befolyasolta (Stenkvist et al., 1982). A nagyobb
volumenii megerdsitd, 32 digitalizalt és 143 kontroll emldkarcindméval diagnosztizalt beteget
involvalo klinikai vizsgélatban 22,3 éven at kovették az alanyokat. A digitalizalt betegek kdrében
jelentdsen alacsonyabb (6%) volt a mortalitds, mint a kontrollcsoportban (34%). Emellett a
kezelés csokkentette az aneuploidiat €s a proliferacios ratat (Stenkvist, 1999). Mindezen kisérleti
adatok nyoman sikeriilt olyan félszintetikus kardenolid szdrmazékot eldallitani, ami mind 57
human sejtvonalon meghatarozott in vitro antiproliferativ potencialjaban, mind pedig in vivo
toleralhatosagaban feliilmulja a korabban vizsgalt természetes vegyiileteket (Van Quaquebeke et
al., 2005).

A tapasztalt effektus mechanizmusa teljes részleteiben maig tisztazatlan. Az eddigi adatok
nem tamasztjak ald a hormonadlis (pl. 0sztrogén) receptoron keresztiil medialodo hatas elméletét.
Haux ¢és mtsai. in vitro eredményei szerint a digoxin egyarant hat az §sztrogén receptort nem
expresszald6 MDA-MB-231 ¢és a receptorra pozitiv T47D emldkarcindbma sejtekre. A digoxin
szelektivitasara jellemz0, hogy fiiggetlen az osztddas sebességétdl, interleukinnal (IL-2) stimulalt
leukocitdk viabilitasara jelentdsen kevésbé hat (Haux ef al., 1999). Egyre inkabb elfogadott, hogy
nem kell feltétleniil 1j mechanizmust keresni az Gjonnan feltart hatds mogott. A pozitiv inotrop
effektusért felelés fokozott intracellularis kalcium koncentracié fontos szerepet jatszik az
apoptozis mitokondridlis utjanak kivaltasdban (Pinton et al., 2008). Ezt aldtamasztja az a
felismerés, hogy a malignus transzformacié soran megnd a sejtek Na'/K'-ATPaz aktivitasa
(Kaplan, 1978). Emellett a digitoxinrdl és ouabainrol leirtdk, hogy csokkenti az apoptozis
inhibitor szurvivin és a malignus viselkedésért felelds transzkripcids faktorok (pl. FOXOAT1)
kifejezddését (Johnson et al., 2002).

A kardenolidok tumorellenes hatasaval kapcsolatos tudasunkat tovabb arnyalja, hogy kis
esetszamu retrospektiv vizsgéalatokban sikeriilt megerdsiteni a fent leirt biztatdé eredményeket,
ugyanakkor egy nagyobb volumenti, tobb mint 9000 beteget involvald klinikai vizsgalat nem
erésitette meg a korabban leirt effektust. Ugyanakkor megallapitotta, hogy néhény tumor
esetében (leukémia, limfoéma, hagyuti tumorok) a magasabb digitoxin koncentraciohoz

alacsonyabb tumorkockazat tarsul (Goldin és Safa, 1984, Haux et al., 2001).
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Hasonl6 szteroid szerkezethez kotédd tumorellenes hatast irtak le egyes endogén
Osztrogén metabolitokkal kapcsolatban. Az endogén oOsztradiol metabolizmusa fiiggetlen a
nemtdl, reverzibilis Osztronna alakulas utdn az A- és a D-gylriin bekdvetkezd irreverzibilis
oxidaciobol all. Mig a D-gytrli oxidacidjaval keletkezd 16a-hidroxidsztront €s Osztriolt
hatastalan végtermékként tartjuk szdmon, az A-gylrli moddosulasaval 1étrejové Un. katekol-
Osztrogének (2- és 4-hidroxidsztron) kevésbé ismertek. Ez utobbiak a COMT altal egy
konjugacios 1épésen esnek at, a keletkezé végtermékek (2- és 4-metoxidsztradiol, 2ME, 4ME)
jelentdségét az utodbbi 2 évtizedben ismerték fel. Mindkét metabolit antiproliferativ tulajdonsagu,
a 2ME joval nagyobb figyelmet kapott. Az élettani korlilmények kozott szerény mértékben
képz6dé 2ME nem mutat dsztrogénszerli hatast, ugyanakkor in vitro gatolja az intakt (pl. endotél)
vivo kisérletekben is, emellett dokumentaltak a hatdéanyag kedvez6 toleralhatosagat (Fotsis ef al.,
1994, Klauber et al., 1997). Az észlelt hatds mechanizmusaval kapcsolatban kozolték az
antiapoptotikus hatasu Bcl-2 és Bel-xL foszforilacion keresztiil megvaldsulo inaktivaciojat (Bu et
al., 2002, Shimada et al., 2003, Tinley et al., 2003). Emellett a kolhicin kotéhelyén hatva gatolja
a tubulin polimerizacidjat, igy mitotikus blokddod okoz (Cushman et al, 1995). In vivo
koriilmények kozott ezeken tul gatolja a hipoxia indukalt faktor-1o (HIF1a) termelddését, ami a
vaszkularis endotelidlis novekedési faktor egyik stimuldtora (Mabjeesh ef al., 2003). A folyamat
eredménye az angiogenezis gatlasa. A 2ME fejlesztése Il-es fazist klinikai vizsgalatokig jutott,
ezek eredményei szerint a szer jol toleralhatd, 4&m hatékonysdga elmaradt a varttdl, amit az
alkalmazott per os készitmény alacsony biologiai hasznosithatosdgaval hoztak Osszefiiggésbe
(James et al, 2007). A felszivodas elégtelenségét az 1jabb klinikai vizsgéalatokban
nanotechnologiai formulalassal kivantak megoldani. A 2ME hatasa ekkor sem volt meggy06z0o,
am toleralhat6sagara jellemz0, hogy napi 6 g adagban sem dokumentaltak stilyos mellékhatasokat
(Harrison et al., 2011). Mivel az alacsony bioldgiai hasznosithatdsdg (mintegy 1,5%) sokkal
inkdbb a gyors metabolizmusnak, mint az inkomplett felszivoddsnak tudhatdo be, tobb
munkacsoport is megprobalt metabolikusan stabil hatasos analdgokat szintetizalni (Ireson et al.,
2004). Az egyik legeredményesebb szerkezetmddositas a D-gytir(i hattagiva bovitése volt, az igy
nyert D-homo 2ME szubmikromolaris koncentracidban gatolja az MDA-MB-231 sejtek

P4

al., 2012).
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Az endogén szteroid hormonokat legtobbszor novekedést serkentd faktorokként tartjuk
szamon, ez a négyogyaszati tumorok esetében a leggyakoribb. Az ilyen Osztrogéndependens
tumorok kedvezden reagalnak az 0Osztrogén elvonasdra, amit a legegyszeriibben Osztrogén-
antagonistdval vagy GnRH analdggal érhetiink el. Egy alternativ beavatkozési lehetdség az
Osztrogén lokalis képzodésének gatlasa. A 17B-0sztradiol a lokalis (intrakrin) képzddéskor joval
kevésbé potens Osztronbdl keletkezhet, a redukcidt a 17B-hidroxiszeroid-dehidrogendz 1 (17-
HSD1) katalizalja (Miyoshi et al., 2001). Az enzim bénitasaval csokkenthetd az dsztrogén okozta
proliferacio, ami a hormonfiiggd tumorok mellett tovabbi koérképek— pl. endometridzis —
HSDII) t6bb munkacsoport is fejleszt, az enzimtol fiiggetlen hatasaikra azonban kisebb figyelem
Osszpontosul (Marchais-Oberwinkler ef al., 2011). Kézenfekvonek tlinik, hogy egy ilyen intrakrin
uton haté molekula rendelkezhet direkt antiproliferativ hatassal. Az ilyen hatéanyagok kettds
mechanizmussal gatolhatjak az 6sztrogéndependens tumorsejtek osztodasat.

A szteroid alkaloidok a ndvényvilagban elterjedt, nitrogént tartalmazé szekunder
metabolitok, kiilondsen jellemzdéek a Solanaceae és Liliaceae csalddokra, de fellelhetok
kétéltiiekben és egyes alacsonyabb rendl tengeri allatokban is. A csoport atfedést képez a jelen
értekezésben vizsgalt két vegyiiletcsoport, a szteroid analdgok €s a ndvényi eredetli természetes
vegyiiletek kozott. A vegyiiletcsoportra igen széles farmakologiai spektrum jellemzo;
beszamoltak antibakterialis, maldariaellenes, antivirdlis, gyulladasgatld, antinociceptiv
tulajdonsagaikrol, emellett modulédljak a szexudlszteroidok receptorait (Jiang et al., 2016).
Jelentds ismeretanyag halmozoddott fel in vitro tumorellenes hatasukkal kapcsolatban, kiilondsen
a kolesztan alkaloidok ezirdnyu hatdsa jelentds. A természetes forrasokban aglikonként és 1-4
monoszacharid egységgel képzett glikozidként fordulnak eld, mindkét formaban Ilehetnek
aktivak. A szolanidin glikozidjai, az a-szolanin €s o-kakonin gatoljak a kolon- (HT29) és
majtumor (HepG2) sejtek osztdodasat, utobbi hatdsa Osszevethetd a referenciaként hasznalt
kamptotecinnel (Lee ef al., 2004). Az a-szolanin szubantiproliferativ koncentracioban PC-3
sejteken csokkenti a metasztazis képzésben érintett matrix metalloproteindzok (MMP-2, MMP-9)
expresszidjat, fokozza az ezeket gatlé szoveti faktorok (TIMP-1, TIMP-2) kifejezédését és
kedvezé iranyba befolydsolja egyes onkogén ¢€s tumorszuppresszor mikroRNS-ek aranyat.
Mindezen hatasok Osszefiiggésbe hozhatok a PI3K és Akt csokkent foszforilaciojaval (Shen et
al., 2014). A tomatidin ill. glikozidjai (a-, B-, y- és d-tomatin) tumorsejtekre gyakorolt gatld
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hatdsat szintén szdmos sejtvonalon igazoltdk. Az a-tomatin human leukémia sejteken apoptdzist
valt ki és gatolja a lokalisan alkalmazott HL-60 sejtek novekedését immundeficiens egerekben
(Chao et al., 2012). Nem egyértelmiien eldontott, hogy a szacharid egységek milyen szerepet
toltenek be a glikozidok antiproliferativ hatdsdban. A tomatinok cukorkomponenseinek
eltavolitasaval csokkent a vegyiiletek hatdsa emld- és prosztatakarcinoma sejteken, az aglikon
volt a legkevésbé hatasos, ami a szacharidok jelentdségét tdmasztja ala (Choi et al., 2012). A
direkt antiproliferativ hatason til ezen alkaloidok szenzitizalo, ill. rezisztencia revertald
hatéanyag prototipusként is értékesek lehetnek. A tomatidin és a rokon szerkezetli ciklopamin
revertdlja az ABC transzporterek altal manifesztalt multidrog rezisztenciat és érzékenyiti a
rezisztens tumorsejteket doxorubicinra (Lavie et al., 2001).

A rokon szerkezetli, nitrogént nem tartalmazd ndvényi szteroid szaponinok, ill.
szapogeninek tumorellenes hatasair6l szintén kiterjedt szakirodalom all rendelkezésre, a legtdbb

eredmény a dioszgeninnel kapcsolatban halmozodott fel. A vegyiilet tobb malignus sejtvonal

crer
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attétképzés gatlasara utal. Ez utébbi hatds hatterében a MMP-2, MMP-9 ¢és a VEGF
expresszidjanak gatlasa, a TIMP-2 indukaléasa, és a PI3K foszforilacidjanak csokkentése allhat
(Chen et al., 2011).

Mindezen adatok kelléen illusztraljadk, hogy a szteroid alapvaz felhasznalasaval,
természetes tartalomanyagok, metabolitok moddositasaval eljuthatunk olyan szdrmazékokhoz,
melyek alkalmasak tumorellenes iranya preklinikai farmakologiai vizsgalatokra, kedvezd
eredmények esetén tovabbi fejlesztésre, ill. modellvegyiiletekként szolgalhatnak tovabbi

tesztanyagok tervezésekor.

2.4. A novényi tartalomanyagok jelentdsége antiproliferativ hatdoanyagok felfedezésében

A novényvilag tumorellenes szerek, €és altalaban a hatdanyagok felfedezésében betoltott
szerepét szinte lehetetlen tulértékelni. Az utébbi hdrom évtizedben bevezetett 0j hatdéanyagok
koziil az €16 korokozokra hatd €s a tumorellenes szerek mintegy kétharmada természetes eredetii

vagy ,.természet-inspiralta” molekula (Cragg és Newman, 2013). Jollehet az elsé daganatellenes
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szerek szintetikus eredetlick voltak (mustarnitrogén: 1943, metotrexat: 1948), a tumorellenes
antibiotikumokkal, majd a Vinca alkaloidokkal elkezd6dott a maig hasznélatos szerek
gyarapodasa (DeVita és Chu, 2008). Az qjszerii tumorellenes szerek felfedezésében
elvitathatatlan érdemeket szerzett az Egyesiilt Allamokban 1937-ben a rakkutatas koordinalasara
alapitott National Cancer Institute (NCI) (Cragg és Newman, 2009). Szervezésével tobb, mint
féelmillio tesztanyag — természetes és szintetikus eredetli vegyiiletek — szlirdvizsgalata valosult
meg 1962 és 1980 kozott. E program egy részeként tobb mint 35.000 ndvényi minta tesztelése is
megtdrtént, aminek a legjelentdsebb eredménye a paklitaxel (Taxol®) felfedezése volt. Az ebbél a
peridodusbol szarmazo ndvényi eredetll, maig hasznalt tumorellenes szerek korét bovitik a Vinca
alkaloidok (vinkrisztin, vinblasztin €s a félszintetikus vinorelbin), az epipodofillotoxin szintetikus
analogjai (etopozid és tenipozid), a kamptotecinbdl szarmaztatott irinotekdn és topotekan. A
kozelmutltban bevezetett vagy még klinikai vizsgéalati fazisban 1évd természetes eredetii
vegyiileteket képviseli a flavonoid analdg kinaz inhibitor flavopiridol, (Maddocks et al., 2015), a
transzlacio gatlo omacetaxin (Khoury et al, 2015) és a tubulin polimerizacidjara hatd
kombretasztatin A4 (Liu et al., 2014).

Az Amaryllidaceae alkaloidokrol eldbb irtak le ndvényi sejtekre gyakorolt szuppresszor
hatdsukat, a narciklazin humén tumorsejtekre gyakorolt antimitotikus hatasanak felismerése
1967-ben tortént (Ceriotti, 1967). A vegyiilet hatdsat in vivo is igazoltak, az effektust ,,mitdzis-
mérgezéskét” értelmezték. Azota tobb mint 500 Amaryllidaceae alkaloidot teszteltek
tumorsejteken. A legigéretesebbnek a pankratisztatint €s a narciklazint talaltak. A csoport szamos
képviseldjérdl irtak le in vitro antiproliferativ és proapoptotikus tulajdonsagot, a hatas
mechanizmusa kevéssé tisztazott (Nair et al., 2015). A narciklazin tumorszelektiv médon hat,
nem befolyasolja az intakt fibroblasztok osztdédasat. Bizonyitottdk, hogy az alkaloid a GTP-azra
hatva karositja tumorsejt citoszkeletonjat, kozvetleniil a riboszomara hatva pedig gatolja a
proteinszintézist (Rodriguez-Fonseca et al., 1995, Van Goietsenoven et al., 2013). Lehetséges
hatdsmechanizmusként felmeriilt tovabba a topoizomeraz I és II bénitasa is. A rokon szerkezetli
likobetain antiproliferativ koncentracidoban gatolta mindkét topoizomeraz aktivitasat, stabilizalva
a kovalens enzim-DNS komplexet (Ancuceanu és Istudor, 2004).

Az akridon alkaloidok a Rutaceae csalddra jellemz6 vegyliletcsoport széles farmakologiai
spektrummal; leirtdk virus-, gomba- ¢s maldriaellenes hatdsukat (Ahua et al., 2004, Bastow,

2004). Tobb képviseldjiik in vitro antiproliferativ tulajdonsdgéardl szamoltak be adherens és

12



dc_1140 15

szuszpenzids sejtvonalakon egyarant. Egy Kkiterjedtebb vizsgdlatsorozatban a piranoakridon
szerkezetli atalafillinin bizonyult a legpotensebbnek, ami egyben az akridon vazhoz kondenzalt
pirangyurl jelentéségét is mutatja (Kawaii ef al., 1999). A vegyiiletcsalad tumorellenes hatasat a
DNS-be torténd interkaldciora és a DNS-t kontrolldld enzimek (topoizomeraz, telomeraz)
gatlasara vezetik vissza (Cholewinski ef al., 2011). A csoport legintenzivebben fejlesztett eleme a
szintén piranoakridonvazat tartalmazo6 akronicin. Az alkaloidot 1948-ban izolaltdk egy ausztraliai
fa (Acronychia baueri) kérgébdl. A biztatd preklinikai eredmények nyoman a nyolcvanas évek
elején végeztek I-es és Il-es fazisu klinikai vizsgélatokat terapiarezisztens mieldmaban szenvedd
betegeken. Bar igazoltdk a szer hatasat, az nem bizonyult elégségesnek a tovabbi fejlesztéshez,
igy a szerkezet optimalizalasat és a hatds mechanizmusédnak feltarasat célzo6 munkdk kezddédtek
el. Megallapitottak, hogy a pirangytrti telitetlen kotése elengedhetetlen a hatashoz. A ma
elfogadott hipotézis szerint a kettds kdtésen képzddd epoxid, ill. az abbol szdrmazo diolok aktiv
metabolitoknak tekinthetdk; alkilaljadk a tumorsejt nukleofil targetjeit (pl. DNS, enzimek)
(Guilbaud et al., 2002). Egy szintetikus akridin anal6g, a ledakrin — nitrakrinként is ismert —
Lengyelorszagban hasznélatos volt szolid tumorok kezelésre (Wilson et al., 1984). Jobban
toleralhato analdgjait még a kozelmultban is fejlesztették (Tadi et al., 2007). A vegyiiletcsalad
elemei membrantranszpoterek altal kivaltott rezisztencia modulatoraiként is felmeriiltek, az
ABCBI1 ¢és ABCG?2 inhibitoraként szdmon tartott elakridar is akridonvazat tartalmaz.

A Rutaceae novénycsalad masik jellegzetes tartalomanyag-csoportja, a kinolinvéazas
alkaloidok szintén mutatnak értékes, terapiasan kiaknazhato tulajdonsagokat. A széles citotoxikus
¢s antimikrobidlis spektrum (antibakteridlis, antiviralis, maldria- és gombaellenes) mellett
simaizom relaxalo hatést is mutatnak, amit a foszfodiészteraz 5 bénitasaval magyaraznak (Olila et
al., 2001, Nam et al., 2005, Dolabela er al., 2008, Yang és Chen, 2008, Duraipandiyan ¢és
Ignacimuthu, 2009, Varamini et al., 2009). A haplaminrél — a direkt citotoxikus hatason tal —
rezisztencia modositd effektust is kozoltek (Min et al, 2007, Ea et al., 2008). A csoport
jelentdségét illusztralja, hogy a prototipusként sikeres kamptotecin is egy kondenzalt
kinazolinvazat tartalmaz¢ alkaloid.

A novényvilag egyik legvaltozatosabb és legintenzivebben kutatott vegyiiletcsoportjat a
szeszkviterpének képezik. A csalad tobb mint 5000 elemet tartalmaz, legtdbbjiiket az Asteraceae
csaladbol izolaltdk. A sokoldalu farmakologiai effektus koziil kiemelendd a gyulladdsgétld és

antiproliferativ hatas. A csoport 6t f6 alapvaz koré csoportosithato, ezek koziil a gvajanolidok és
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pszeudogvajanolidok mutatjak a legmarkdnsabb cisztatikus tulajdonsagot, amit két meghatarozo
szerkezeti elem hordozhat: a-metilén-y-lakton vagy telitetlen ciklopentanon (Fernandes et al.,
2008). Ezek alkilaloszerként hatva addicionalodnak intracellularis célpontokhoz, jellemzden
fehérjék szulthidril csoportjaihoz, gatolva ezzel a proliferacidhoz sziikséges enzimek mitkodését.
A reakci6 érinti a glutationt is, aminek deplécidja oxidativ stresszhez és az apoptdzis
mitokondridlis Utjdnak aktivaloddsdhoz vezet (Gach et al, 2015). Kiilondsen sok adat
halmozddott fel a partenolid ezirdnyu hatasaval kapcsolatban. A vegyiilet direkt modon gatolja az
NF-kB-t, kivédi az kB foszforilacidjat és az azt kdvetd proteaszémalis lebomléasat (Ghantous et
al., 2013). Jollehet a természetes vegyiletek gyodgyszerfelfedezésben betoltott szerepe
vitathatatlan, az utobbi évtizedekben kevés ilyen farmakon keriilt kozvetleniil be a klinikai
gyakorlatba. A szeszkviterpének, ill. 4ltaldban a terpenoidok jelentdségét, ,,gydgyszerszertiségét”
mutatja, hogy a természetes arglabin vizoldékony dimetilamino-szarmazéka jelenleg is
hasznalatos szolid tumorok kezelésére Kazahsztanban (Shaikenov et al., 2001). Az Euphorbia
peplus diterpén tartalomanyaga, az ingenol-3-angelat 2012 o6ta hasznalatos az aktinikus keratdzis

lokalis kezelésére (Doan et al., 2012).
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3. Célkitiizések

Mindezen irodalmi adatok ismeretében célul tliztilk ki tovabbi innovativ, preklinikai
fejlesztésre alkalmas, tumorellenes tulajdonsagu hatéanyagjeldltek vizsgalatat, elsésorban in vitro
modszerekkel. Ehhez 1étre kivantunk hozni egy, a Szegedi Tudomanyegyetem
Gyodgyszerésztudomanyi Kardn elézmények nélkiili sejtkultira-egységet ahol honosithatok a
megvalositashoz nélkiilozhetetlen sejtalapi metodusok. Célkitlizéseinket az alabbi részletezésben

terveztiik megvalositani.

Terveztiik szintetikus eredetli szteroid analdgsorok antiproliferativ hatasanak vizsgalatat
humén malignus sejtvonalakon. A vizsgalt tesztanyagok elsdsorban D-gyiirliben modositott
vegyiiletek voltak, igy triazol szerkezeti elemet tartalmazé szteroid szarmazékok, szteroid-oxim
analogok, homodsztron szarmazékok, ill. szolanidin szdrmazékok. Fel kivantuk tarni a
hatékonysagot meghatarozd szerkezet-hatds Osszefliggéseket, jellemezni kivantuk a
leghatékonyabb vegyliletek hatdsmechanizmusat, valamint tumorszelektivitdsat. Kivalasztott
vegyiiletek esetében tovabbi célunk volt az ABCBI1 transzporter altal medialt rezisztenciara

gyakorolt hatas vizsgalata rezisztens sejtvonalon.

Hasonl6 vizsgélatokat terveztiink az Osztrogénhatds csokkentésén keresztiil hatd, igy
elsésorban hormondependens korképek kezelésére fejlesztett vegyiiletek direkt tumorellenes
hatdsanak feltdrasdra. A vizsgalatba vont 17B-hidroxiszteroid-dehidrogendz 1 (178-HSD1)
inhibitorok direkt antiproliferativ hatds esetén olyan hatéanyagokként fejleszthetok tovabb,

amelyek Osztrogénfiiggd tumorokra kettds mechanizmussal fejthetnek ki terapias értéki hatast.

Célunk volt a ndvényvilagban rejlé farmakologiai potencial kiaknézasa, olyan természetes
molekuldk azonositdsa, melyek alkalmasak antiproliferativ tulajdonsagu hatdanyagjeldltekként
torténd tovabbi fejlesztésére. Vizsgalni kivantuk farmakologiailag kevéssé jellemzett alkaloidok
— igy az Amaryllidaceae csalad alkaloidai, valamint akridon- és kinolinvazas vegyiiletek —
tumorellenes hatasat, ill. annak mechanizmusat. Az alkaloidok esetében is célunk volt a

transzporter altali rezisztencidra gyakorolt revertalo hatas vizsgalata.
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Ujabb hatoanyagjeloltek azonositisa érdekében célunk volt etnofarmakolégiai adatokkal
tamogatott novényi extraktumok antiproliferativ hatasainak szlirdvizsgalata. Eziranyt munkankat
az Asteraceae novénycsalad Karpat-medencében fellelhetd fajaira koncentraltuk. Terveztiik az
izolalt természetes vegyiiletek antiproliferativ hatasanak jellemzését, hatasmechanizmusuk és

tumorszelektivitasuk feltarasat.
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4. Alkalmazott modszerek

4.1. Alkalmazott sejtvonalak

Vizsgélataink tilnyomo6 részét human adherens malignus sejtvonalakon végeztiik, ezeket
a 2. tablazat foglalja 6ssze. A sejteket 10% fotalis borjiszérummal (FBS), 1-1% nem esszencialis
aminosavval ¢és antibiotikum-antimikotikum keverékkel kiegészitett minimalis esszencialis
médiumban (MEM) tenyésztettiik 37 °C-on 5% CO, jelenlétében. A szuszpenzidos HL-60 sejteket
10% FBS-t, 1-1% L-glutamint és antibiotikum-antimikotikum elegyet tartalmazo RPMI 1640
médiumban tartottuk. Az L5178 egér limfoma parentdlis (PAR) és az ABCBI transzporter
transzfekcid utjan multidrog rezisztenssé tett (MDR) variansat 10% inaktivalt 16szérummal és 1-
1% L-glutaminnal és antibiotikum-antimikotikum keverékkel kiegészitett McCoy médiumban

tartottuk. Az MDR sejtek médiuma tartalmazott 60 ng/ml kolhicint a rezisztencia fenntartasara.

4.2. Antiproliferativ hatds meghatdrozasa

4.2.1. Antiproliferativ hatds meghatarozasa adherens sejteken

A tesztanyagok antiproliferativ hatdsat MTT (3-(4,5-dimethilthiazol-2-il)-2,5-difenil-
tetrazolium) teszt segitségével jellemeztiik (Mosmann, 1983). Ehhez az adherens sejteket 96
iiregli mikrotitral6d lemezre telepitettiik 5000 sejt/iireg denzitassal, MDA-MB-361 és C33A sejtek
esetében 10000/ireg volt a telepitési sejtszam. Masnap felvittilk a tesztanyagot tartalmazo
minden iireghez. Négyoranyi kontakt peridodus utan a viabilis sejtek reduktazai precipitaltak a
MTT-bol képzddd formazant, arrol eltavolitottuk a médiumot, majd 100 pl dimetil-szulfoxidban
(DMSO) 60 perces razas soran feloldottuk. Az iiregek abszorbanciajat ELISA-leolvaso
segitségével hataroztuk meg 545 nm-en. A médium legfeljebb 0,3% DMSO-t tartalmazott, ami
végkoncentraciot alkalmaztunk, rendszerint 10 és 30 uM-t. A hatékony tesztanyagok esetében
meghataroztuk az ICsg értéket (az 50% proliferacio gatlast kivaltdé koncentraciot). Ehhez higitasi
sort alkalmaztunk, a mért értékekre GarphPad Prism 4.0 segitségével illesztettiink szigmoid

gorbét). Kezeletlen sejteket tekintettiink negativ kontrollnak, referenciavegyiiletként ciszplatint
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hasznaltunk (3. tdblazat). Legalabb 2 fliggetlen mérést végeztiink, kondicionként 5-5 parhuzamos

iireget hasznalva.

2. tablazat. Az alkalmazott sejtvonalak legfontosabb jellemezoi.

Sejtvonal Szdveti eredet Be;zer,zem Legfobb jellemzo
orras

Hela cervix ECACC HPV18+
adenokarcindma

A2780 petefészekrak ECACC ER-

MCF7 emld ECACC ER+, PR+, HER2-
adenokarcindma

T47D emld ECACC ER+, PR+, HER2—
adenokarcindma

MDA-MB-231 eml6 ECACC tripla negativ (ER—, PR—, HER2-)
adenokarcindma

MDA-MB-361 emld ECACC ER+, PR—, HER2+
adenokarcindma

A431 epidermoid ECACC B,-adrenerg receptor+
karcinéma

Ishikawa endometrialis ECACC ER+, PR+
adenokarcindma

SiHa cervikalis ATCC HPV16+
laphamrak

C33A cervikalis ATCC HPV-
laphamrak

HL-60 mieloid leukémia ECACC promielocitas leukémia,

szuszpenzid

L5178 egér limféoma SZTE' Az MDR transzfekcio
PAR és MDR kovetkeztében expresszalja az
varians ABCBI transzportert, szuszpenzio

MRC-5 fibroblaszt ECACC human fotalis tiid6 eredeti

A tenyészeteket hetente kétszer passzaltuk, az in vitro vizsgalatokat kozel konfluens,

legfeljebb 30. passzazsu sejtkultirakbol végeztiik.

! A sejtvonal MDR modosulata kereskedelmi forrasbol nem szerezheté be. Kisérleteinkhez hasznalt sejteket Prof. Dr.
Molnar Jozsef (SZTE Orvosi Mikrobiologiai és Immunbioldgiai Intézet) bocsatotta rendelkezésre.
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3. tablazat. A ciszplatin szamitott ICs, értékei az alkalmazott sejtvonalakon.

Sejtvonal (LCI\S/E) Sejtvonal (LCI\S/E)
HelLa 12,4 MCF7 9,6
A2780 1,3 T47D 9,8
A431 2,8 MDA-MB-231 19,1
Ishikawa 3,5 MDA-MB-361 3,7
SiHa 7.8 C33A 3,7
MRC-5 4,5

4.2.2. Antiproliferativ hatds meghatarozasa szuszpenzios sejteken

A szuszpenzios sejtek esetében (L5178 PAR és MDR) minden esetben iiregenként 10000
sejttel végeztiik a mérést. Az MTT-oldat hozzdadasa €s 4 Oranyi inkubalas utan 100 ul 10%-os
natrium-dodecil-szulfattal szolubilizaltuk a formazént. A kombinacios vizsgalatokra az un.
checkerboard-modszert alkalmaztuk, az interakcid jellegének leirasara a frakciondlis inhibicios
indexet (FIX) hasznaltuk (Csonka et al., 2015). A human leukémia sejtek (HL-60) esetében a
proliferaciora gyakorolt hatast tripankékkel tortént festéssel ¢és kozvetlen sejtszamlalassal
hataroztuk meg (Saiko et al., 2015). Szintén a HL-60 sejtek esetében alkalmaztuk az MTT egy

rokonvegyiiletét, az MTS-t, a mérés elve az MTT mddszerével azonos.

4.3. Morfologiai vizsgalat fluoreszcens mikroszkopiaval

A fluoreszcens festést mikrotitrald lemezen végeztiik liregenként 5000 adherens sejt
kitelepitése utan (Ribble et al., 2005). A megadott kezelési idok utdn a médiumhoz adtuk a
Hoechst 33258 (5 pg/ml) és propidium-jodid (PI; 2 pg/ml) fluoreszcens markereket. 60 perces
inkubdaciés id6 utan megfeleld optikai blokkal ellatott Nikon Eclipse TS1000 (Nikon Europe,
Amstelveen) inverz mikroszkoppal figyeltik meg, ill. az arra szerelt MicroPublisher CCD
(QImaging, Surrey) kameraval fotoztuk a sejteket. A Hoechst 33258 jelének fotdozasahoz 360/40
nm excitacios és 460/50 nm-es emisszios filtert és 400 nm-es dikromatikus tiikkrot hasznaltunk,

mig a PI fluoreszcencidjat 500/20 nm-es excitacids és 520 nm-es feliilateresztd sziirdvel és 515
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nm-es dikromatikus tiikorrel rogzitettiik. A Hoechst 33258 membranpermeabilis, minden
sejtmagot kékre fest, igy a korai apoptdzisra jellemzd nuklearis fragmentacié €és kromatin
kondenzacid megjelenitésére alkalmas, mig a PI csak membrankarosodds esetén jut a sejtmagba,
ezaltal az altala indukalt vords fluoreszcencia a késéi apoptdzis, ill. nekrdzis indikatora.

Kvantitativ értékeléskor 4 iiregben latoterenként legaldbb 150 sejtet szamoltunk.

4.4. Sejtciklus-analizis aramlasi citometriaval

Az adherens sejteket 6 liregli lemezen kezeltilk, majd foszfattal pufferelt fizioldgias
oldattal (PBS) végzett mosas és tripszinezés utan pelletet preparaltunk. A sejteket Gjabb mosas
utan hideg 70%-0s etanolban fixaltuk, feldolgozasig —20 °C-on taroltuk. A festés soran
propidium-jodidot (PI) és RNazt tartalmazo pufferrel kezeltiik a sejteket, majd dramlési citométer
(Partec GMBH, Miinster; FACStar, Becton-Dickinson, Mountain View) segitségével 20000 sejt
fluoreszcencia adatait rogzitettiik. A kapott hisztogramokbol ModFit LT (Verity Softwer House,
Topsham), ill. winMDI 2.8 (Scripps Research Institute, San Diego) programokkal hataroztuk meg
az egyek sejtciklus-fazisok (szubGl, G1, S és G2/M) aranyat. A szubG1 populéciot apoptotikus
sejteknek tekintettiik (Vermes et al., 2000).

4.5. Bromdezoxiuridin (BrdU) inkorporacios teszt

A DNS szintézis intenzitasdnak meghatarozasat kereskedelemben forgalmazott kitek
(Roche Diagnostics, Mannheim) segitségével végeztik, 96 liregi lemezen. A BrdU a DNS
megkettdzddése sordn beépiil a timidin helyére, a beépiilés mértéke ardnyos a DNS szintézis
intenzitasaval. A kezelt adherens sejteket 1 oran at jeloltiik, majd etanollal fixaltuk. A BrdU a
DNS nukledzokkal végzett részleges emésztése utan egér anti-BrdU monoklonalis ellenanyaggal
¢s fluoreszceinnel konjugalt masodlagos ellenanyaggal jelenithetd meg. A lemezt fluoreszcens
mikroszkop segitségével, 465-495 nm-es excitacids €s 515-555 nm-es emisszios sziird, valamint
505 nm-es dikromatikus tiikor alkalmazasaval figyeltik meg és fotoztuk. A BrdU' sejtek
aranyanak meghatarozasara 4-4 parhuzamos iiregben legalabb 400 sejtet szamoltunk.

Kisérleteink egy részében peroxiddzzal konjugalt masodlagos ellenanyagot hasznaltunk. Ekkor a
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BrdU beéplilés mértéke az enzim szubsztratja, 2,2’-azino-bisz-(3-etil-benzotiazolin-6-

szulfonsav), (ABTS) hozzaadésa utan kolorimetrasan kozvetleniil is meghatarozhato.

4.6. Kaszpazok aktivitasanak meghatarozasa

A tesztanyagok hatdsara bekoOvetkezett apoptozis igazoldsara meghatdroztuk a
folyamatban kulcsszerepet jatszo kaszpazok aktivitdsat mikrotitralé lemez-alapi modszerrel,
kolorimetriasan, forgalmazott kitek segitségével. A kaszpdz-3 (végrehajto kaszpaz), a kaszpaz-9
(mitokondrialis Ut markere) és a kaszpaz-8 (extrinszik ut markere) aktivitasat a kezelt adherens
sejtekbdl preparalt lizdtumbol mértik az adott enzimre specifikus kromogén szubsztrat
hozzéadéasa utan. A szubsztrat mindharom esetben egy-egy tetrapeptid-szarmazék — kaszpaz-3-
hoz Ac-DEVD-pNA, kaszpdz-9-hez Ac-LEHD-pNA, kaszpaz-8-hoz Ac-IETD-pNA — amibdl az
aktivalt enzim felszabaditja a 405 nm-en mérhetd p-nitroanilint (pNA). Kontrollként kezeletlen

sejteket alkalmaztunk, az enzimek aktivitdsanak fokozodasat szorzofaktorként adtuk meg.

4.7. Polimeraz lancreakci6 (PCR) vizsgalatok

A vizsgalt tesztanyagok hatdsmechanizmusanak megkozelitésére meghataroztuk egyes
kulcsfontossagu sejtciklust és apoptozist szabalyozd faktorok kifejez0dését mRNS szinten. A
meghatarozott faktorokat, az alkalmazott primerek adatait, ill. az eljaras paramétereit a 4. tdblazat
tartalmazza. A sejteket 6 liregli lemezen kezeltiik (400 000/iireg), majd a behatasi id6 utan RNS-t
izolaltunk TRIzol reagenssel (Csertex, Budapest). A pelletet 100 ul DNaz- és RNaz-mentes
0,5 pg RNS-hez adtunk 20 puM oligodT reagenst (Invitrogen, Carlsbad) 10 pl térfogatban,
inkubaltuk 70 °C-on 5 percen at, majd 4 °C-ra hiitve a rendszert kiegészitettilk 20-20 egység
RNaz inhibitorral é¢s MMLV reverz transzkriptdzzal (Promega, Madison), 200 uM dNTP
eleggyel (Sigma-Aldrich, Budapest) 75 mM KCl-t és 5 mM MgCl,-t tartalmaz6 50 mM-os TRIS-
pufferben (pH 8,3), a reakciotérfogat 10 pl volt. Az elegyet 60 percig inkubéltuk 37 °C-on. A
PCR reakciot 5 pL ¢cDNS, 12,5 pul GoTaq Green Master Mix és 2 pl. 20 pM-os primer
Osszemérésével végeztik Esco Swift Maxi (Esco Technologies; Philadelphia) késziilék

segitségével, belsé kontrollként minden esetben hGAPDH primert hasznaltunk. A produktumokat
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2%-0s agar6z gélen szeparaltuk, majd etidium-bromidos jeldlés utan Kodak Image Station 2000R

késziilék (Eastman Kodak, Rochester) segitségével szemikvantitativ analizist végeztiink.

4.8. Western blot vizsgalatok

Egyes reguldcios proteinek posztszintetikusan foszforildlodnak ¢€s funkcidjukat
meghatdrozza a foszforilaci6 mértéke. Ezen proteinek behatasra torténd reakciojat csak
korlatozottan jellemzi az mRNS szintli expresszid, igy az ilyen esetekben protein szintl
kifejez6dést is vizsgaltunk Western blot technikdval. A 6 iiregli lemezen kezelt sejtekbdl
lizispufferrel (50 mM TRIS, 5 mM EDTA, 150 mM NacCl, 1% NP-40, 0,5% dezoxikoélsav, 1%
protedz ¢s foszfatdz inhibitor koktél) lizdtumot készitettiink, majd 50 pg proteint 4-12% Bis-Tris
NuPAGE gélre vittiink, az elektroforézist XCell SureLock Mini-Cell Units (Invitrogen, Carlsbad)
segitségével végeztiik. A proteint iBlot Gel Transfer System (Invitrogen, Carlsbad) késziilékkel
vittiik nitrocellul6z membranra. A retinoblasztoma és stathmin fehérjék kiilonbozd foszforilalt
modosulataihoz, valamint a B-aktinhoz a megfelel6 1:200 higitasa poliklonélis ellenanyagot
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz) hasznéltunk. Az antitest kotddését WesternBreeze
Chemiluminescent Western blot kittel (Invitrogen, Carlsbad) detektaltuk, majd Kodak Image
Station 2000R késziilék (Eastman Kodak, Rochester) segitségével szemikvantitativ analizist

végeztiink.

4.9. Tubulin polimerizacidjanak meghatarozasa

Egyes tesztanyagok tubulin polimerizacidra gyakorolt direkt hatdsat kinetikai fotometrias
in vitro mddszerrel, kit segitségével hataroztuk meg (Cytoskeleton, Denver). A tesztanyag oldatat
elémelegitett (37 °C) UV-transzparens 96 iiregli lemez iiregeibe helyeztiik, majd hozzaadtuk a
tubulin polimerizacié valamennyi feltételét tartalmazo oldatot (3 mg/ml tubulin 80 mM PIPES
pufferben, pH 6,9, 2 mM MgCl,, 0,5 mM EGTA, 1 mM GTP, 10,2% glicerin). A rendszer
abszorbancigjat 60 percen keresztiil percenként hataroztuk meg 340 nm-en, 37 °C-on tartott
lemezen, programozhatd spektrofotométer segitségével (BMG Labtech, Ortenberg). A
polimerizacid sebességének jellemzésére meghataroztuk az idéegység alatti abszorbancia

novekedés maximumat (Vmax). Referenciavegyiiletként 10 uM paklitaxelt hasznaltunk.
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4. tablazat. A PCR vizsgalatok sordn alkalmazott primerek adatai és a

meghatarozés sajat laboratoriumi koriilményekre optimalizalt paraméterei

Gene Méret Anellacids
Neév: Primer szekvencia (bazis-  homérséklet
ID : °
par) °O)
F: ACTGGCTGATTTTGGCCTTGCC
DKl R TGAGTAACGAGCTGACCCCAGCAA 83 13 62
F: CATTCCTCTTCCCCTCATCA
CDK2 R CAGGGACTCCAAAAGCTCTG 1017 173 >7
F: GAAACTCTGAAGCCGACCAG
CDK4 R AGGCAGAGATTCGCTTGTGT 1019213 37
F: TCCCTCCTTTGAAGTGGATG
CDK6 R .GTCACCTGGGGCTAAATGAA 1021 149 60
ciklin ~ F: AATAAGGAGGGAGCAGTGCG o1 . ‘0
Bl  R: GAAGAGCCAGCCTAGCCTCAG
ciklin  F: GCGTTGGCATTATGGATCG 0133 . 0
B2  R: TCTTCCGGGAAACTGGCTG
F: CACGCCCGTGCAGAATAAGC
Cde23B b ATGACTCTCTTGTCCAGGCTACAGG 417 60
F: TTTTTCCAAGGTATGTGCGCTG
Cde23C R TGGAACTTCCCCGACAGTAAGG 995 102 >6
F: TGGCAGCTGACATGTTTTCTGAC
Bax R CGTCCCAACCACCCTGGTCT >81 195 >3
F: GACTTCGCCGAGATGTCCAG
Bel-2 R CAGGTGCCGGTTCAGGTACT 396 225 >
F: CTCTGGAGGACGAAGTTTGC
PI6 R CATTCCTCTTCCTTGGTTTCC 1029 158 >7
F: GACACCACTGGAGGGTGACT
P2l R CAGGTCCACATGGTCTTCCT 1026 172 >9
F: ATGTCAAACGTGCGAGTGTC
P27 R TCTCTGCAGTGCTTCTCCAA 1027 152 37
F: GTGACACGCTTCCCTGGATT
P33 R ATCTCCCAAACATCCCTCACAG 7157 1486 60
F: GGAAGCAACCCTCCTAAACC
Rb R TTTCTGCTTTTGCATTCGTG 3925 153 >7
hGAPD F: ACCCAGAAGACTGTGGATGG 507 als s
H  R:TGCTGTAGCCAAATTCGTTG
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4.10. G2 és M fazis elkiilonitése aramlasi citometriaval

A sejtciklus-analizis soran nem kiiloniil el a G2 és M fazis, mivel mindkét sejtpopulacio
azonos DNS mennyiséget tartalmaz. Az alkalmazott eljards lényege a H3 hiszton
foszforilaciojanak ellenanyaggal torténd detektaldsa. A H3 hiszton 10-es helyzetli szerinje csak a
mitozis idejére foszforilalodik, a sejtciklus tovabbi részében defoszforilalt allapotban van
(Shibata és Ajiro, 1993). A HeLa sejtek kezelését 6 iiregi lemezen végeztik (10°/iireg),
tripszinezés €s mosas (PBS) utan a kit (Millipore, Billerica) fixalo pufferében inkubaltuk 4 °C-
on, 20 percen at. Permedbilizalas utan a sejteket Alexa Fluor 488-al jelolt foszfo-hiszton H3
(Ser10) ellenanyaggal kezeltiik 1 6rdn at, majd elvégeztiik a sejtciklus-analiziskor is szokasos PI-
RNz kezelést. Végiil 20000 sejt fluoreszcencidjat hataroztuk meg (Partec GMBH, Miinster), az
adatok értékelésére Flowing 2.5 szoftvert hasznaltunk (Cell Imaging Core, Turku). A foszfo-
hiszton H3 ellenanyaggal jel616dd sejtpopuléciot tekintettiik mitotikus (M-fazisu) allomanynak.

Kontrollként paklitaxelt (5 nM) és metoxidsztradiolt (5 uM) alkalmaztunk.

4.11. Antioxidans hatds meghatarozésa 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil gyok (DPPH) megkdotésével

A DPPH egy szines, stabil szabad gyok, ami gyokfogoval torténd reakcidja soran elvesziti
szinét. A vizsgalt vegyiiletet 3 ml etanolban oldott DPPH oldathoz (0,1 mM) adtuk, dsszeraztuk,
majd 30 perces inkubécié utdn 517 nm-en mértiikk az oldat abszorbancidjat (Krings és Berger,
2001). A méréseket duplikatumban végeztiik, referenciavegyiiletként egy vizoldékony tokoferol

analdgot, a troloxot hasznaltuk .

4.12. Lipidperoxidacio gatlasanak meghatarozasa

A biologiai matrixban érvényesiild antioxidans hatds igazoldsara allati agyszoveti eredetli
telitetlen zsirsavak autooxidacidjanak gatlasat hataroztuk meg fotometriasan (Stocks ef al., 1974).
250-300 g-os him Sprague-Dawley patkdnyok agyabol homogenizéalassal és centrifugdlassal
lipidgazdag frakciot preparaltunk. A tesztelt mintdt 60 percen at 37 °C-on inkubaltuk a
szovetfrakcioval, majd triklor-ecetsavas lecsapast és centrifugalast kovetden a feliiluszobol

tiobarbitursavas el6hivas utdn meghataroztuk az oxidalt lipidek mennyiségét. A méréseket
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duplikatumban végeztiik, referenciavegyliletként ezhttal is troloxot haszndltuk. Valamennyi
allatkisérlet megfelelt a vonatkozo etikai normaknak, azokat az SZTE Munkahelyi Allatkisérleti

Bizottsdganak engedélyével végeztiink.

4.13. Multidrog rezisztencia (MDR) revertalo6 hatas vizsgalata

A tesztanyagok ABCBI1 transzporter altal medialt multidrog rezisztenciara gyakorolt
hatasat rodamin-123 kumulaciés médszerrel jellemeztiik (Molnar ef al., 1998). 10%/1ml parentalis
(PAR) és transzfektalt (MDR) L5178 egérlimfoma sejtet inkubaltunk a tesztanyaggal 10 percen
at, majd a transzporter szubsztratjaként ismert rodamin-123-t adtunk a rendszerhez (10 ul 1
mg/ml oldat). 20 percnyi inkubdalas utdn a szuszpenziot kétszer mostuk, majd aramlasi citométer
(Becton-Dickinson, Mountain View) FL-1 csatorndjan  hisztogramot rogzitettiink.
Referenciavegyiiletként verapamilt hasznaltunk 40,6 uM koncentracioban. Végsd paraméterként
fluoreszcencia aranyt (FA) szamitottunk harom fliggetlen kisérlet 4tlagabol (Valente et al., 2012):

FL_ImpR (kezelt)/ FL_1MDR (kezeletlen)

Fluoreszcencia ardny =
FL_1paR (kezelt)y/ FL_1pAR (kezeletlen)

4.14. In situ ribonukleotid reduktaz aktivitds meghatarozasa

A DNS szintézisre kifejtett kzvetlen hatést a ribonukleotid reduktaz aktivitasanak in situ
meghatarozasaval jellemeztiik (Szekeres et al., 1994). Otmillié 24 6ran 4t tesztanyaggal kezelt
HL-60 sejtet inkubaltunk ["*C]citidinnel (Sigma-Aldrich, 0,3125 pCi, 5 nM) 30 percen 4t 37 °C-
on. Centrifugalas és PBS-ben tortént mosas utan teljes DNS kivonast végeztiink, majd a mintak
radioaktivitasat folyadék szcintillacidos szamlald (PerkinElmer, Boston) segitségével hataroztuk

meg.
4.15. Transzmembran permedbilitds meghatarozasa in vitro (PAMPA assay)
Egyes tesztanyagok  (akridon alkaloidok) transzmembran  permedbilitdsanak

meghatirozasara 96 iiregli MultiScreen rendszert hasznéaltunk (Millipore, Billerica). A

mesterséges membrant 15 pl 5%-os n-hexanban oldott n-dodekannal kezeltiik. A donorfazisba
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vitt tesztanyag koncentracioja 240 uM volt, az akceptor lemez iiregeiben mérhetd koncentraciot
fotometrias uton hatdroztuk meg 340 nm-en, 5 oras inkubaci6 elteltével (Wohnsland és Faller,

2001).

4.16. In vivo uterotrop assay

Tesztanyag feltételezett Osztrogén hatdsdnak jellemzésére in vivo uterotrdp tesztet
végeztiink patkdnyon (Vogel, 2002). Ehhez 180-200 g-os ndstény Sprague-Dawley patkanyokat
izoflurdn anesztézia alatt ovarektomizaltunk, majd a beavatkozas utdn 2 héttel az allatokat
randomizaltuk (5 allat/csoport). A tesztvegyiiletet 7 napon at adagoltuk ndvényi olajban oldva
szubkutan, referenciaként 17B-0sztradiolt (E2), kontrollként vivéanyagot alkalmaztunk. A 8.
napon a patkdnyok uterusat eltdvolitottuk, tomegiiket az allatok testsulydra normalizaltuk

(mg/100 g).

4.17. Statisztikai értékelés

Kisérleti eredményeink statisztikai értékelésére egyutas varianciaanalizist végeztiink, erre
a GraphPad Prism programot hasznaltuk (GraphPad Software, San Diego). A legalabb p<0,05

értéket ado eltéréseket tekintettlink statisztikailag szignifikansnak.

4.18. A tesztanyagok eredete

A vizsgalt szteroid-analogok tervezése és szintézise a Szegedi Tudoméanyegyetem (SZTE)
Szerves Kémiai Intézetében tortént. A ndvényi eredetii kivonatok preparalasat, a tartalomanyagok
izolalasat és szerkezetiik meghatirozasat az SZTE Farmakognoéziai Intézetében végezték. A
17B-HSDI inhibitorokat a Saarvidéki Egyetem Gyodgyszerészi €s Orvosi Vegytani Intézetében

(Saarland University, Pharmaceutical and Medicinal Chemistry) szintetizaltak.
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5. Eredmények
5.1. Szteroid anal6gok antiproliferativ hatasanak vizsgalata
5.1.1. Triazol szerkezeti elemet tartalmazé szteroid szarmazékok antiproliferativ hatasanak

vizsgalata

A triazol gylirii tobb vegyliletcsoportban, igy a szteroidok esetében is novelte az
antiproliferativ potencialt. Beszamoltak triazolt tartalmaz6 pregnenolon szarmazékokrol, ill.
Osztradiol-konjugatumokroél (Banday et al., 2010, Kamal ez al., 2011).

A D-gylirliben médositott szteroid analdgokra vonatkozé vizsgalatainkat egy 13 epimer
part (1a-1, 2a-1, 3, 4) tartalmaz6 vegyiiletkonyvtar 3 adherens sejtvonalon torténd tesztelésével
kezdtiik (1. abra, 5. tablazat). A 3-metoxi-Osztradiol szdrmazékok a 16-os helyzetben
szubsztitudlt triazol gylriit tartalmaztak, az egyes vegyiiletparok a 17-es helyzetli hidroxilcsoport

térallasaban tértek el. A méréssorozat eredményét az 5. tdblazat tartalmazza (Molnar et al., 2015).

OH OH OH OH
| N/NQ /NQN :
= ‘N N, N,
R H z z
- R T H
O
la-1 2a-1 3 4
R a: fenil b: m-tolil c: p-tolil d: 4-metoxi-fenil
e: 2-metoxi-fenil f: 4-terc-butil-fenil  g: 4-etil-fenil h: 4-propil-fenil
i: 3-amino-fenil j: ciklopropil k: ciklopentil I: ciklohexil

1. abra Az 1a-1, 2a-1, 3 és 4 vegyliletek szerkezete.
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S. tablazat A vizsgalt

16-triazolil-0sztran

hatasa és szamitott ICs értékei

szarmazékok antiproliferativ

Proliferacio gatlas (%) = SEM
[szamitott ICs, érték (LM)?]

Vegylilet Konc. (uM) HeLa MCEF7 A431 MRC-5
1a 10 374424 =3 34,9+0,6
30 68,3+0.,5 49,9+ 0,6 479+1,2
[10,2 pM] [>30 uM] [>30 uM]
1b 10 - - -
30 - - —
1c 10 - - -
30 - - —
1d 10 - - 247+1,3
30 45,5+0,8 28,8+ 1,5 26,1 +£2.3
le 10 51,3+0,6 34,1 +2,1 41,9+1,9
30 71,4 £1,2 64,4+ 1.2 555+0,8
[14,8 pM] [17,8 uM] [22,8 uM]
1f 10 47,1 +1,1 61,9+2.6 -
30 973+0,5 96,4 + 0,4 292 +2.38
[10,7 uM] [8,1 uM] [>30 pM]
1g 10 - - -
30 51,6 +2,0 - 232+ 1,0
1h 10 - 242 +2.0 23,7+ 1,0
30 92,9+ 0,4 66,6 + 1,2 426+1,1
[11,7 uM] [11,6 uM] [>30 uM]
1i 10 472 +2,1 - 27,0+0,9 -
30 98,4 +0,2 82,5+ 0,9 94,7+0,5 25,7429
[13,9 uM] [14,9 pM] [11,8 uM] [>30 pM]
1j 10 23,8 £2,27 31,0+ 1,7 358+ 1,5
30 51,5+ 1,9 43,5+ 1,3 50,0 + 1,4
1k 10 253425 - -
30 38,1 £2,0 479+1,2 -
11 10 - - -
30 34,4 +2.1 33,3+2,5 26,9 +1,8
2a 10 — — —
30 34,6 +2,1 40,0 + 2,0 52,9+0,7
2b 10 40,5+ 0,7 - 443 +0,7
30 50,1+ 1,1 - 44,7 + 1,6

? Az ICs, értéket a legalabb 60% proliferacié gatlast kivalto vegyiiletek esetében hataroztuk meg higitési sor

alkalmazasaval.

® A 20%-nél alacsonyabb gétlasi értékeket szamszeriien nem adtuk meg.
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2¢ 10 - - -
30 36,6+ 1,1 442+ 1,5 58,1 40,2
2d 10 374412  26,1+27 -
30 468+3,0  371+24  491+2]1
2e 10 31,7425 - -
30 40,8 + 2,4 - -
2f 10 90,5 + 0,5 732+1,4  72,9+09 32,8425
30 952 40,3 789+0,6  71,0+0,9 68,3+ 0,8
[5,1 uM] [7,9 uM] [6,8 utM] [17,6 uM]
2g 10 856+0,8  448+22  473+1,0  337+17
30 95.6+0,6  60,6+2,0  73,6£0,5 68,6+ 1,2
[8,7 uM] [10,8 uM]  [10,7 uM] [17,1 uM]
2h 10 753+ 1,6  32.8+2.6  432+19 210+ 1,6
30 86,4+0,6  363+173 51,8+ 1,5 20,4+ 1,3
[12,1 pM] [>30 uM] [>30 uM] [>30 uM]
2 10 - - -
30 24,6 42,7 64,6+ 1,7 -
2 10 - - -
30 40,5+ 2,4 - -
2k 10 263+ 1,2 - -
30 34,6+ 1,6 - -
21 10 - - -
30 26,5+22 - -
3 10 - - 29,8+ 2.4
30 302423 - 51,5+ 1,9
4 10 - - -
30 244425 - 47,722
Ciszplatin 10 42,6+23 53,0+23 88,5+ 0,5 723423
30 99,9 40,3 86,9+12  902+1,8 70,7+ 1,3

[12,4 uM] [9,6 uM] [2,8 uM] [4,5 uM]

Az talaltuk, hogy a 17-es helyzetii hidroxilcsoport térallasa jelentdsen nem befolyésolja a
vegyiiletek hatasat, bar tendenciaszertien a B térallas kedvezébb. Mivel a tesztanyagok kiindulasi
anyagaiként szolgald azidoalkoholok (3 ¢és 4) nem mutattak jelentds hatast, a triazol gytiri
meghatdrozo szerepet jatszik a sejtosztodas gatlasdban. A hatdsnak a triazol gytrii p-alkilfenil
szubsztituensei kedveztek,17p-hidroxilcsoport mellett (2f~h), a cikloalkil szubsztituens beépitése
farmakoldgiai szempontbol nem tekinthetd kedvezonek (1j-1 és 2j-1). Antiproliferativ hatasai

alapjan az 1i és 2f—h vegyiileteket valasztottuk ki tovabbi vizsgalatokra, ezek hatasait MRC-5
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fibroblaszt sejteken is meghataroztuk. Mind a négy vegyiilet kevésbé hat az MRC-5
fibroblasztokra mint az alkalmazott tumorsejtekre.

A kivalasztott vegyliletek sejtciklus-eloszlasra gyakorolt hatdsat Hela sejteken
vizsgaltuk, 3 és 10 uM koncentracidban 24 ¢és 48 oOras inkubaciot kovetden. A legjellemzdébb
effektus a szubG1 populacié novekedés volt, amihez csokkent G1 és kissé emelkedett G2/M

halmaz tarsult (2. dbra).

50 _ 24 h
= szubG1 fazis s
W i
bd 7
+| H
g% £
E 20 z
8 10 E
@ ()
W w
0
kontroll  2f 29 2h 1i
= =75
7] i
H 7]
jra) + ek
s = W
E ‘E‘ i o
ﬁ N 25
H H
0
kontroll 2f 29 2h 1i kantroll 2f 2g 2h 1i
= S fazis s
E ® e
H . - * H % ok - *
E 10 E 1
£ 2
» 3
0 0
kontroll 2f 2g 2h 1i kontrol 2f 2g 2h 1i
G2M
= =
w 301 fazis w 30
7] 7
+ +
= 20 ol
E -
N 1D N 10
£ £
w (7]
D .
kontroll 2f 2g 2h 1i kontroll 2f 29 2h 1

2. abra A 2f-h és 1i vegyiiletek hatdsa a HeLa sejtek ciklus-eloszlasara 3
puM (m) és 10 uM (m) koncentracidban. n: 3, *: p<0,01 és **: p<0,01 a
kezeletlen kontroll sejtekhez viszonyitva.
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A kezelés hatdsara bekovetkezd morfologiai valtozast fluoreszcens kettds festéssel
dokumentaltuk. Minden latotérrél két képet rogzitettink, a Hoechst 33258 ¢és a PI
megjelenitésére. A kivalasztott vegyiiletek mar 3 uM mellett 24 6réds inkubéci6 utan kivaltanak
nuklearis zsugorodast ¢s kondenzaciot. Nagyobb koncentracioban (10-30 uM) pedig ehhez tarsul
a sejtmembran fokozott permedbilitasa, amire a PI felvétele utal (3. dbra). A kettOs festést a 2f €s
2g vegyiiletekkel elvégeztiik az MRC-5 fibroblasztokon is, membrankarosodéasra utalé PI
festddést 30 uM mellett sem tapasztaltunk.

kontroll

2

—-

2

«Q

2

0

1i

3. abra A 2f-h és 1i vegyiiletek hatasa a HeLa sejtek morfologidjara 24
oras kezelés hatdsara. Egy-egy kondicio esetén a bal oldali panelek a Hoechst
33258, a jobb oldaliak a PI fluoreszcencidjat mutatjak. Indikator a kontroll
képen: 100 pm.

A hipodiploid (szubG1) allomany idd- és koncentraciofiiggd felszaporodéasa az apoptdzis
egyik kovetkezménye, aminek tovabbi igazoldsara meghataroztuk a kritikus kaszpazok (kaszpaz-
3, -8 és -9) aktivitasat a kezelt sejtekben. Az alacsonyabb ICs, értékek és a markansabb szubG1
alloméany alapjan a 2f és 2g vegyiileteken végeztiik tovabbi vizsgalatainkat. Azt talaltuk, hogy

mindkét vegyiilet jelentdsen €és koncentraciofiiggden ndveli a kaszpaz-3 aktivitasat, kisebb, de
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szignifikdns mértékben a kaszpaz-9 aktivitasat, mig a kaszpdz-8 esetében nem mértiink jelentds
valtozast (4. abra).

Jollehet a kaszpazok aktivitdsanak ezen mintazata megfelel az apoptdzis mitokondrialis
utjanak, mivel az enzimek apoptdzistol fliggetlen folyamatokban is részt vesznek, célszertinek
lattuk a tesztanyagok proapoptotikus hatdsdnak megerdsitését (Connolly et al., 2014). Ezért
meghatdroztuk az apoptotikus Bax és antiapoptotikus Bcl-2 kifejezddését. Azt taldltuk, hogy a
két faktor aranya mindkét vegytilet esetében az apoptozis felé tolodik (5. abra).

Mivel a sejtciklus-analizis soran a hipodiploid (szubG1) allomany felszaporodasa mellett
a masik jellemzd észlelt jelenség az S és a G2/M populacid ndvekedése a G1 rovasara,
meghataroztuk a G2—M atmenet szabalyozasaban érintett legfobb faktorok kifejezédését mRNS
szinten. Az atmenetet a ciklin B és CDKI1 komplexe regulalja, utobbi aktivitasat a Cdc25
biztositja a fehérje defoszforilalasa révén (Lindqvist ef al., 2005). A harom izoforma (Cdc25A, -
B ¢és -C) kozotti funkciondlis eltérések kevéssé feltérképezettek, de Hela sejtek esetében a B

modosulatnak tulajdonitjak a ciklin B — CDK1 komplex aktivalasat (Gabrielli et al., 1996).

5
1.5 _f*l'_ il KK
= 4 = "k
7o o8 -
N N
o H 2] R + "
ﬁ @ 3 g_ o 1.0
n S NS
£ 2 21 * Q>
x X £ 0.5
T 4 ©
0- 0.0-
kontroll kontroll 2f 2g
1.254 -I—
=
1.00-
%o
g M 0751
N @
&5 o001
x
® 0.254
0.004
kontroll 2f 2g
4. abra A 2f és 2g vegyiiletek hatasa a kaszpazok aktivitisara 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 kondiciéhoz viszonyitva.
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2 0.5-
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m
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kontroll 3 uM 10 uM 3 uM 10 uM
2f 29

S. abra A 2f és 2g vegyliletek hatasa a Bax/Bcl-2 ardnyra Hel a sejtek 24
6ras inkubdciodja utan. n: 4, *, ill. **: p<0,05, ill. p<0,01 a kontroll kondicidhoz
viszonyitva.

Valamennyi meghatéarozott regulacios faktor expresszidja koncentraciofiiggden csokkent

a 24 6ras kezelés hatasara (6. dbra).

CDK1 ciklin B1 ciklin B2 Cdc25B

-
(=]
s

mRNS expresszio
(%) + SEM
g

kontroll 2f 2g 2f 2g 2f 2g 2f 2g

6. abra A 2f és 2g vegyiiletek hatasa a CDKI, ciklin B1 és B2, valamint
a Cdc25B expressziojara HelLa sejtek 24 6ras 3 uM (m) és 10 uM (m)
tesztanyaggal végzett inkubacidja utan. n: 4, *, ill. ***: p<0,05, ill. p<0,001 a
kontroll kondiciohoz viszonyitva.

A szubsztitudlt triazol gyliri 16-os helyzetli jelenlétét a 130-Osztron sorban is
eredményesnek talaltuk. Egy 22 elembdl allo vegyiiletkonyvtar vizsgélata soran 5 szdrmazék

(S5a—e) mutatott kiemelkedo aktivitast (7. abra) (Mernyak et al., 2015).
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Szamitott 1Cs, érték (uM)

MDA- MDA-

Vegyiilet R Hela A2780 A431 MCF7 T47D MB-231 MB-361
Sa —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
5c¢ -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

7. abra A leghatékonyabb 16-triazolil-13a-0sztron szdrmazékok (Sa—e)

szerkezete és szamitott 1Csq értékei.

A vegyliletsor in vitro vizsgalata soran megallapitottuk, hogy az antiproliferativ hatasnak
kedvez a triazol gyliri és a 3-as helyzetli benzil-éter jelenléte, valamint a D-gylri
szubsztituenseinek 16f,17a térallasa. Tovabbi vizsgalatainkat az Sc vegyiilettel végeztiik. Az S¢
az igéretes ICsy értékek mellett is csak 22,2 + 2,9 %-ban gatolta az MRC-5 fibroblaszt sejtek

Sejtciklus-analizist HeLa sejteken végeztiink 24 és 48 oras behatds utan (8. abra). Azt
talaltuk, hogy az S és G2/M sejtallomany mar 24 6ra utan jelentdsen ndvekedett a G1 populacio
csokkenése mellett, mig 48 ora utan felszaporodott a szubG1 sejtcsoport. Azonos behatasi idok €s
koncentraciok mellett elvégeztiik a kettds fluoreszcens festést, az eredményeket kvantitativ
modon értékeltiik (9. abra). 24 o6ra utdn felszaporodtak mind a sejtmag kondenzaciot, ill.
fragmentaciot mutatd apoptotikus sejtek, mind a PI-t felvevd alloméany. Hosszabb inkubacid
esetén mindkét intakttol eltéré populacié tovabb gyarapodott. A PI-t felvevd sejteket késoi

apoptotikus, ill. nekrotikus sejtekként értelmezhetjiik (Kepp et al., 2011).

* Az 5e vegyiilet viszonylag szerény aktivitast mutatott A2780, A431 és MCF7 sejteken (42,6-73,5% proliferacio
gatlas 30 uM mellett), igy az ICs, értékeket nem hataroztuk meg.
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100+ 1004 szubG1
24 h - 48 h .G1
ﬁ w80, Ems
. - c3G2M
";E g 604
£ £ 404
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kontroll 3 uM 10 uM kontroll 3 uM 10 uM

8. abra Az Sc vegyiilet hatdsa Hela sejtek ciklus-elosszlasara 24 és 48

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

kondiciéhoz viszonyitva.

oo 24 h il 48 h
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E E *k
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2 10 *k @
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kontroll 3 uMm 10 uM kontroll 3 uM 10 uM

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

Végiil az apoptozis végsd bizonyitdsdra az Sc¢ vegyiilettel kezelt HeLa sejtekbdl is
meghataroztuk a kritikus kaszpazok aktivitasat, az eddigi eredmények alapjan 48 6ras inkubéciod
utan (10. abra). A kaszpdz-3 aktivitasanak jelentds fokozodasa igazolta az apoptozis indukciojat,
mig a kaszpaz-9 aktivacidja a folyamat mitokondridlis eredetére utal. Nem észleltlink

kezelésfliggd valtozast a kaszpaz-8 aktivitdsdban, igy az apoptdzis receptorialis vagy extrinszik

utja kizarhato.
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sk *

154

10+

Kaszpaz aktivitas + SEM

kontroll 3yM 10 M kontroll 3 uM 10 M kontroll 3 uM 10 M

kaszpaz-3 kaszpaz-8 kaszpaz-9

10. abra Az S5c vegyiilet hatdsa HelLa sejtek kaszpazainak (3, 8 és 9)
aktivitasara. n: 3, *, ill. ***: p<0,05, ill. p<0,001 a kontroll kondicidéhoz
viszonyitva.

A szubsztitualt triazolil-csoport jelentdségét tamasztjadk ald a tovabbi, 15B-triazolil-

androsztan szarmazékokkal végzett vizsgalataink eredményei. Az 5 kivalasztott leghatékonyabb

uM koncentradcioban mar 24 o6rds behatds utdn a 2f-h és 1i vegyiiletekhez hasonlé modon
befolyasoltdk a kezelt sejtek sejtciklus-eloszlasat: novelték a hipodiploid allomanyt,
csokkentették a G1 populaciot, mig az S €s G2/M allomanyt szintén fokoztak. Ezen eredmények
a G2/M fazisban kialakulé sejtciklus blokadra utalnak. Fluoreszcens kettds festéssel (Hoechst
33258 — PI) igazoltuk az apoptozisra jellemzd nukledris kondenzacidt, ill. magasabb
koncentracidban (10 pM) a sejtmembran permeabilitasanak fokozodasat (Kadar et al., 2012).

A szubsztitudlt triazol gylirinek a szteranvaz tovabbi pozicidiba torténd elhelyezése
farmakologiai szempontbél kevésbé volt eredményes. Igy egy 17a-triazolil funkcidt tartalmazod
Osztran €s 2-androsztén analdgsor utdbbi elemei kifejezettebb antiproliferativ hatast mutattak
adherens sejteken (HeLa, MCF7 és A431), hatasaik azonban elmaradtak a korabban targyalt
farmakonok hatésaitdl (Frank ef al., 2011).

A 17a- és 17B-helyzetben szubsztitualt triazol gylrit tartalmazd 3-metoxi-Osztran
szarmazékok is hasonld hatast eredményeztek. A vizsgalt 28 vegyiilet 6 adherens sejtvonalon
ugyan hatékonyabb volt, mint a triazol elemet nem tartalmazé intermedierek, am kiemelkedden
igértes vegyliletet nem azonositottunk. Azt talaltuk, hogy a 17-es helyzetii triazolil szubsztituens

térallasa nem befolyasolja jelentdsen a vegytilet antiproliferativ hatasat (Schneider et al., 2015).
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5.1.2. Szteroid-oxim analogok antiproliferativ hatdsanak vizsgalata

Az oxim molekularész innovativ tumorellenes vegyliletbe torténd kialakitasa tobb,
ismerten antiproliferativ tulajdonsagi hatéanyagcsoport hasonlé modositadsa alapjan indokolt.
Wang ¢és mtsai. egy nagy elemszamu ¢€s kiemelkeddsen hatékony flavon- és izoflavon-oxim
vegyliletcsoport vizsgalatardl szamoltak be. A csoport egyik eleme 0,08 pM-os eredd ICs, értéket
mutatott az NCI altal dsszeallitott 60 human sejtvonalat tartalmazé panelen (Wang et al., 2005).
A koleszt-4-én-6-oxim Z és E izomerjei tumorszelektiv modon gatoljadk a Hela és K562

Szteroid-oximokra vonatkoz6 vizsgalatainkat egy 63 Osztron-16-oximbdl, ill. azok
intermediereibdl allo vegyiiletkonyvtar 3 adherens sejtvonalon torténd vizsgalataval kezdtiik
(Berényi et al., 2013a). A vegyiiletek a 3-as és 16-os helyzetii szubsztituensben, ill. a 13-as

metilcsoport térallasaban tértek el (11. abra).

Szamitott ICs, érték (uM)

13

Vegyiilet R, R, térallds 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
6¢ Bn —COEt a 3,5 4,6 >30 4,1 >30
6d p-MeO-Bn Me B 5,6 25,1 13,3 >30 6,9

11. abra A leghatékonyabb 0Osztron-16-oximok (6a—d) vegyiiletek
szerkezete és szamitott I1Csq értékei.

A szerkezet-hatds Osszefliggések elemzésekor azt taldltuk, hogy az oximfunkciét nem
tartalmazo analdgok rendszerint csekély aktivitdst mutatnak. A nem szubsztitualt oximcsoportot
hordoz¢ vegyiiletek a HeLa sejtekre mutattak némi szelektivitast, a 13-as metilcsoport 3 térallasa

kedvezett a hatdsnak (6a, 6b). A szubsztitualt oximok esetében az antiproliferativ hatashoz
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szilkség volt a 3-as helyzetli hidroxilcsoport benzilalkohollal ill. p-metoxi-benzilalkohollal
végzett éteresitésére (6¢, 6d). Ez utobbi vegyiiletek esetében a 13-as metilcsoportnak kisebb volt
a jelentOsége, a hatékony analogok kevésbé voltak egy sejtvonalra szelektivek. A kivalasztott 4
6d nem mutatkozott szelektivnek.

A Hoechst 33258 — PI fluoreszcens kettds festést 24 o6ras inkubacid utan végeztiik el (12.
abra). Valamennyi vegylilet esetében tapasztaltunk nuklearis kondenzacidt €s sejtmembran-
kéarosodast. A legkifejezettebb membranpermeabilitas-fokozodast a 6b vegylilet véltotta ki, mig a
6c még 30 uM mellett sem okozott jelentds PI felvételt.

kontroll

uM
6c

3

12. 4ra
kezelés utan. Egy-egy kondicio esetén a bal oldali panelek a Hoechst 33258, a
jobb oldaliak a PI fluoreszcencidjat mutatjdk. Indikator a kontroll képen: 100
pum.

A kivalasztott vegyiiletek 1d6- és koncentraciofiiggé mdédon okoztak zavart az inkubalt
HeLa sejtek sejtciklus-eloszlasaban (13. 4bra). A szubsztitudlatlan hidroximino-csoportot
tartalmaz6 farmakonok (6a, 6b) 24 o6ras inkubacid utdn fokoztdk a G1 és csokkentették az S

populdciokat, ami a G1—S atmenet gatlasara utal. A G1 éallomanyra gyakorolt hatas 30 pM
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mellett mar nem volt mérhetd, ehelyett megjelent a fokozott szubG1 csoport. Az O-szubsztitualt
oximok (6¢, 6d) hatdsa kevésbé volt markans; a 6d a G1 fazis csokkenését okozta. Hosszabb
expozicio esetén a 6a €s 6b leglatvanyosabb hatdsa a hipodiploid allomany novekedése volt, ami

leginkabb a G1 fazis rovasara tortént. Hasonloan viselkedett a 6¢ is, mig a 6d hatasa csekély

maradt.
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13. abra A 6a—d vegyiiletek hatdsa a HeLa sejtek sejtciklus-eloszlasara 24
(fels6 panel) és 48 oras (also panel) kezelés esetén. n: 3, *, **_ ill. ***: p<0,05,
p<0,01, ill. p<0,001 a kontroll kondicidhoz viszonyitva.

A sejtciklus-eloszlas legjellemzobb eltérése az S fazis depresszidja volt, ami a DNS

szintézisének gatlasara utal. A DNS-szintézis zavaranak direkt igazoldsara meghataroztuk a

(14. abra).
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Azt talaltuk, hogy a markans S fazis csokkenést okozo vegyiiletek (6a, 6b) igen jelentdsen
¢s koncentraciofiiggden gatoljadk a BrdU sejtekbe torténd beépiilését. A két vegyiilet mar 3 uM
mellett is jelentésen csokkentette a BrdU" sejtek aranyat, a gatlas mértéke meghaladta az azonos
koncentracidoban (10 uM) alkalmazott ciszplatin hatasat. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy 6a
¢és 6b direkt modon géatolja a DNS szintézisét. A 6¢ és 6d eziranyu hatasa — bar szignifikdnsnak

bizonyult — kevésbé volt szamottevo.

BrdU" sejtek
(%) + SEM

= =2 =2 =2 =2 =2 =2 =2 = =2 =
3 =2 3 3 =2 T 3 =2 T =2 3
- O M o o M o o o o o

- - ™ - ™ - ™M -

)
-
-
c
o
X

30 WM

ciszplatin 6a 6b 6c 6d

14. 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 kondiciéhoz viszonyitva.

A sejtciklus-analizis sordn leirt szubG1l emelkedés az apoptozis egyik markere, am a
jelenség tovabbi bizonyitasara meghataroztuk a kaszpaz-3 aktivitasat a két hatékonyabb (6a, 6b)
vegylilettel végzett kezelés utan (15. &bra). Mindkét farmakon fokozta a végrehajtd enzim
aktivitasat. Mig a 6b koncentraciofiiggden aktivalta a kaszpaz-3-t, a 6a 10 uM mellett idézte el

a maximalis valaszt, 30 uM jelenlétében alacsonyabb aktivitdst mértiink, ami az apoptozistol

fiiggetlen sejtpusztulassal fiigghet Ossze.
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15. abra A 6a és 6b vegyiiletek hatdsa a kaszpdz-3 aktivitasra HeLa sejtek
24 oras kezelés utan. n: 4, ***: p<0,001 a kontroll kondiciéhoz viszonyitva.

Szintén a sejtciklus-analizis és a BrdU beépiilés eredményei alapjan indokoltnak lattuk
meghatdrozni a G1—S atmenetet kontrollaldo faktorok kifejez6dését mRNS szinten. A
tumorszuppresszorként ismert p16 expressziojat mindkét vegyiilet novelte, a 6b mar 3 uM esetén
is. A fazisatmenetet facilitalo retinoblasztoma protein (Rb) és CKD4 repressziojat figyeltiik meg,
mig a tovabbi 5 faktor (CDK2, CDK6, p21, p27 és p53) expresszidja nem valtozott

szignifikdnsan (16. dbra).
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16. abra A 6a ¢és 6b vegyliletek hatasa a kivalasztott regulald faktorok
mRNS-szintli expresszidjara HeLa sejtek 24 oras kezelés utan. n: 4, *, **_ill.
*E%: p<0,05, p<0,01, ill. p<0,001 a kontroll kondicidhoz viszonyitva.

Mivel az Rb szabalyozé funkciodja foszforilacidhoz kotott és a posztszintetikus modosulés
nem detektalhato PCR technikdval, meghatdroztuk a faktor protein szintii expresszidjat is (17.
abra). Azt talaltuk, hogy a mindkét kivalasztott vegyiilet joval nagyobb mértékben csokkentette a
foszforilalt, mint a nem foszforilalt forma kifejezddését. Ebbdl azt allapithatjuk meg, hogy a
kezelés jelentés mértékben gatolta az Rb funkcidjat, ami 0Osszefiigg a sejtciklus G1—S

fazisatmenetének blokadjaval (Sunley és Butler, 2010).
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6a 6b
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43 kDa B_ak[in

17. abra A 6a ¢s 6b vegyiiletek hatdsa a retinoblasztoéma protein (Rb) és
annak foszforilalt formajanak (pRb) fehérje-szintli expressziojara HeLa sejtek
24 6ras kezelés utan.

5.1.3. Homoosztron szarmazékok antiproliferativ hatdsanak vizsgalata

A D-gytiriiben bdvitett 0sztran analdgok antiproliferativ hatasa a szerkezetileg rokon 2ME
eziranyu ismert tulajdonsaga kapcsan meriilt fel. A D-homodsztronrdl és szarmazékairdl kevés
farmakologiai adat all rendelkezésre, Osztrogén receptorhoz mutatott affinitdsuk elenyészd, igy
hormondlis hatast varhatéan nem hordoznak (Wolfling et al, 2003). Vizsgalataink a D-
homoosztron (7a), 3-metil-étere (7c¢), ill. mindkét vegyiilet 13-epimerének (7b, 7d)
négyodgyaszati eredetli adherens sejtvonalakon végzett tesztelésével kezdddtek (18. abra).

A 7b—d vegyiiletek egyik sejtvonalon sem fejtettek ki 50%-ot elérd proliferacio gatlast a
0,3-30 uM tartomanyban. Ezzel szemben a D-homodsztron (7a) a ciszplatinnal &sszevethetd
hatést fejtett ki a HeLa sejtekre, mig a tobbi alkalmazott sejtvonal (MCF7, Ishikawa, C33A és
SiHa) novekedését jelentdsen nem befolyasolta. Mivel 7a az MRC-5 fibroblaszt sejtek

crer

vizsgalatokat csak ez utobbi vegytilettel végeztiink (Minorics ef al., 2012, Minorics et al., 2015).
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Szamitott ICs, érték (M)

Vegyiilet R, ?egul;g Hela  MCF7 Ishikawa C33A SiHa  MRC-5
7a H B 5,5 >30 21,2 >30 >30 >30
7b H o >30 >30 >3() _ — _

Tc Me B >30 >30 >30 _ _ _
7d Me o >30 >3( >30 _ _ _

18. abra A D-homodsztron ¢€s vizsgalt szarmazékainak (7a—d) kémiai

szerkezete és szamitott ICsy értékei. C33A, SiHa és MRC-5 fibroblaszt sejteken
csak a 7a hatasat vizsgaltuk.

crer

jellemeztiik, 1,25-5 uM tartomanyban, 24—72 6rés behatasi idovel (19. dbra). Azt talaltuk, hogy a
vegylilet id0- és koncentraciofiiggd modon ndveli a korai, ill. a késdi apoptotikus sejtek aranyat
az intakt sejtek rovasara. 24 6rds kezelés utan mar 2,5 uM mellett felszaporodnak a nuklearis
kondenzaciot mutatd sejtek, membrankarosodéast viszont 5 pM hatdsara sem tapasztaltunk. 72
6ras behatas utan mar 1,25 pM is kivaltotta a késéi apoptozisra jellemzdé PI pozitiv sejtek

szamanak fokozodasat.

48 h 72h
= = =
75 W 754 % 751
+H b +H +H
= e Kkk o dekk
§ 504 *** ;_-?. 50 o 3\: 50 - wwe | FEE
.E ** _E e Fe ke \E
B 251 B 257 |;| ﬂ " 3 25
'qT 'a - '3 *** %k &
> [Nl |=| sl |l| - N ﬂ %2 5l il
kontroll 1,25 uM 2,5 uM 5,0 uM kontroll 1,25 M 2,5uM 5,0 puM komroll 1,25 ;;M 2 5p.M 5,0uM

19. abra A 7a vegyiilet hatdsa HeLa sejtek morfologidjara Hoechst 33258
— PI festéssel 24, 48 és 72 oras kezelést kovetden. m: intakt sejtek, m: korai
apoptotikus sejtek, O: késéi apoptotikus/nekrotikus sejtek. n: 3, *, ** ill. *%**;
p<0,05, p<0,01 ill. p<0,001 a kontroll kondicibhoz viszonyitva.
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A 7a hatasanak kvantitativ jellemzésére mindhdrom inkubacios 1d6 utdn elvégeztiik a
sejtciklus-analizist (20. abra). Rovid — 24 és 48 6ras — behatas soran a legjellemzébb eredmény a
G2/M populéacié emelkedése, jollehet ehhez 24 o6ra utan 20 uM-ra volt sziikség. Fokozott
hipodiploid alloményt csak 72 6ras kezelés hatasara észleltiink, ekkor viszont mar a legkisebb

koncentracié (1,25 pM) is jelentdsen novelte a szubG1 populéciot.

*
751 24 h = ” *ok 751 48 h T
@ ; 1: @ f:\"-" 4’:-'
+50{ | | = 507 .
'6? . | 3 i -
—_ / ".' S _'\-".',
E o : : E - L i
" . | B . . .
i - - - a8 . . .
w251 | : . | » T 251 . xxk
@ | . | .' @ .
o0 Mo Je0 A o] 00 a0 0]
. / . . . | . .
u-_.“ﬂ -»-ﬂ -"ﬂ ---ﬂ i'ﬂ ol ﬁﬂ N
kontroll 2,5 M 5,0 uM 10 yM 20 M kontroll 2,5 .M 5,0 uM
Bl szubG1
75172 h
= - . 74 G1
o T o
& ‘ 7 s
+ 501 . . . C1G2/M
£ . | |
‘E /‘ ".4 2 .
E 25 . . fei-td
3 3.'”-,': ol x| 5}'5
; | Ly | ks
oL . HH i . | ﬂ . |z||-=]
kontroll 1,25 uM 2,5 M 5,0 uM

20. abra A 7a vegylilet 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 hipodiploid allomany gyarapodasa apoptdzis indukciora, mig az emelkedett G2/M
populacio sejtciklus blokadra utal. Megkiséreltiik mindkét hataskomponens mechanizmusat
részletgazdagabb modon feltarni.

Mivel a PI jeldléssel nem kiilonithetd el a G2 és M fazis, egy M fazisra szelektiv
markerrel, anti-foszfo-hiszton H3 (Ser10) ellenanyaggal kombinéltuk a 20 uM 7a vegyiilettel 24
oréan at inkubalt HeLa sejtek PI jelolését. Referenciavegyiiletként alkalmaztuk a tumorsejteken —
igy HeLa sejteken is — G2/M kumuléciot okoz6 paklitaxelt (Michalakis et al., 2005). A 2ME-ro6l
szintén leirtdk a sejtciklus hasonld blokadjat, igy ezt a vegyiiletet is pozitiv kontrollként
alkalmaztuk a vizsgéalatban (Li et al., 2004). Az anti-foszfo-hiszton H3 ellenanyagra pozitiv
sejteket tekintettilk M fazisu alloméanynak. Azt talaltuk, hogy a 7a szignifikdnsan csdkkenti az M
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populaciot, mig a paklitaxel (5 nM) és a 2ME (5 uM) — a vart eredményeknek megfeleléen —

fokozta az M fazisban 1év0 sejtek aranyat (21. abra).

S oc- *kk
o 25
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kontroll 7a  paklitaxel 2ME

21. abra A Ta vegyiilet hatasa az M fazis ardnyara Hela sejteken 24 oras
kezelés utan. n: 3, *, ill. ***: p<0,05, p<0,01, ill. p<0,001 a kontroll
kondici6hoz viszonyitva.

Mivel a mitotikus sejtek ardnyanak csokkenése elvben betudhatdé a tubulin
polimerizaciora kifejtett kdzvetlen hatasnak is, célszerlinek tlint megvizsgalni ezt az esetleges
hataskomponenst. A tubulin polimerizacidjanak sebességét in vitro sejtmentes kozegben
fotometriasan kovettiik a 7a jelenlétében 1 oran at, paklitaxel referencia mellett. A kapott
polimerizaciora jellemz6 gorbékbdl maximalis sebesség értékeket (Vimax) szamitottunk. A rogzités
elsé 30 percében a paklitaxel jelentdsen gyorsitotta a tubulin polimerizacidjat, ndvelte a gorbe
meredekségét, ami megmutatkozott a szdmitott V., értékben (22. abra). Ezzel szemben 250 ¢és
500 uM 7a mellett a kapott kinetikai gorbék gyakorlatilag egybeesnek a kontrollal, a Vi
értékek nem térnek el szignifikans mértékben a kontrolltol. Ezek alapjan megallapithato, hogy a

7a nem hat direkt modon a tubulin polimerizaciojara.
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22. dbra A 7a vegyiilet hatdsa a tubulin polimerizaciojanak sebességére.
Bal panel: reprezentativ kinetikus gorbék 10 uM paklitaxel és 250 uM 7a
jelenlétében. Jobb panel: a szamitott Vi, értékek. n: 2, ***: p<0,001 a kontroll
kondicidhoz viszonyitva.
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Meghataroztuk a G2/M fazisatmenet kiemelt regulacidés faktorainak mRNS-szintii
expresszidjat. Az dtmenetben kulcsszerepet jatszik a CDKI1 és a ciklin B komplexe, amit a Cdc25
proteinek defoszforilacio utjan regulalnak. Azt talaltuk, hogy 10 uM 7a jelenlétében a CDKI

kivételével valamennyi vizsgalt faktor expresszidja csokkent (23. 4bra).

T
‘o | — _T-— ------------------------------ - - - -

2 100 - e ey Cd5uMm
%E - T ~ T == _"‘*‘_ /310 um
2w 754

o v

3

t£§ 50-

o

E 25+

CDK1 ciklin B1 ciklin B2 Cdc25B Cdc25C

23. abra A 7a vegyiilet hatdsa a G2—M atmenet regulatorainak
kifejezddésére 48 oras inkubacid utan. n: 6, *: p<0,05 a kontroll kondiciéhoz
viszonyitva.

A CDKI egyik célpontja a tubulin polimerizaciot szabalyoz6 statmin, ami foszforilacio
utdn elvesziti a tubulint szekvesztralo, ezaltal a mikrotubulusok képzddését gatlo hatasat. Mivel a
statmin aktivitdsa a foszforilaciojanak fliggvénye, expresszidjdnak meghatarozasat protein-
szinten volt célszerti elvégezni. A 48 ords 7a kezelés nem befolydsolta az Ossz-statmin
mennyiségét, ugyanakkor koncentraciofiiggéen csokkentette a foszforilalt forma expressziojat,
ami egyben azt is jelenti, hogy fokozoddott a defoszforilalt, tehat aktiv forma mennyisége (24.
abra).

A 7a proapoptotikus hatdsanak bizonyitasdra meghataroztuk a HeLa sejtek kaszpazainak
aktivitasat 72 oras inkubacio utan. A kaszpaz-3 igen jelentds mértékben aktivalodott, maximalis
értéket 2,5 uM mellett mutatott. Joval szerényebb mértékii, de szignifikdns aktivalodast mutatott
a kaszpaz-9, mig a kaszpaz-8 aktivitasa valtozatlan maradt (25. abra).

Jollehet a 7a vegyiilet receptorkdtési tulajdonsagai alapjan nem vérhato jelentOs
Osztrogénhatds, az esetleges metabolitok eziranyt hatasanak kimutatasara in vivo uterotrop tesztet

végeztiink ovarektomizalt patkdnyon. A tesztanyag napi dézisa 10-50 pg volt, a referenciaként
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szolgald 17B-0sztradiolt (E2) 10 pg/nap adagban adtuk. Az allatok testtomegre normalizalt
uterustomege E2 hatasdra megtobbszorozodott, mig a 7a a legnagyobb alkalmazott adagban sem

fejtett ki uterotrop hatést (26. abra).
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24, abra A 7Ta vegyllet hatdsa a foszforilalt és 0Ossz-statmin fehérje
kifejezddésére 48 oras inkubacié utan. A grafikonok alatt reprezentativ
membranfotok. n: 6, *, ill. **: p<0,05, ill. p<0,01 a kontroll kondiciéhoz
viszonyitva.
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25. abra A 7a vegylilet hatdsa a HeLa sejtek kaszpaz-3, -8 és -9
aktivitasaira 72 6ras inkubacio utan. n: 5, *, ill. ***: p<0,05, p<0,001 a kontroll
kondicidhoz viszonyitva.
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26. abra A 7a vegyiilet hatdsa ovarektomizalt patkanyok uterustomegére 7

napos szubkutan kezelés utan. n: 5, ***: p<0,001 a vivOéanyaggal kezelt
allatokhoz viszonyitva.

5.1.4. Szolanidin anal6gok antiproliferativ hatasanak vizsgalata

A szteroid alkaloidok a legintenzivebben kutatott természetes vegyiiletek egyik csoportjat
képezik. A szolanidin analdégokra vonatkozd vizsgalatainkat egy vegyliletkonyvtar 3 adherens
sejtvonalon torténd tesztelésével kezdtiik (27. abra).

A tesztanyagok egy részét 3-acetilezett formaban is vizsgalatuk (9a—f), am ez az
észteresités altalaban rontotta a hatast. A pirazolinra épitett szubsztitualatlan fenilcsoport (8a, 9a)
hatastalan vegyliletet eredményezett, mig a leghatékonyabbnak a para-metoxi-szubsztitualt
szarmazékot (8¢) talaltuk. Ez utobbi anyag 1Cs értéke mindharom sejtvonalon alacsonyabb volt,
mint a referenciaként hasznalt ciszplatiné. A harom alkalmazott sejtvonal koziil a HeLa bizonyult
a legérzékenyebbnek (Frank ef al., 2009).

Kivalasztott vegyiiletekkel (8b—e, 8g, 8h, 9b, 9d, 9g) Hela sejteket kezeltiink 24 6ran at,
majd sejtciklus-analizist végeztiink (28 4bra). A legjellemzObb hatds a szubGl allomany
felhalmozodasa volt (8b—e, 8h), amit a 8d mar 10 uM mellett is kivaltott. A 9g nem okozott
szubG1 ndvekedést, viszont jelentdsen emelte a G2/M allomanyt a G1 rovasara, ami a sejtciklus

blokadjara utal (Zupko et al., 2014).
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Szamitott ICso (UM)

Vegyiillet R, R, R, HeLa MCF7  A431 40 pM 400 pM
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 22 1,4 40,7 + 13,8 23404
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 —CH; H —OCH; 10,5 3,5 223 135,1 £48,4 4,6 £0,6
8g H H —CH; 2,1 >30 7,3 3,7+1,0 50,1 £7,6
8h H —OCH; 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 —CF; 6,3 8,3 18,0 4,7+0,5 84,0+ 14,2
8k H H -NO, 3,2 7,3 6,9 2,52+0,1 187,6 £ 51,7
81 —CH; 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; 4,5 15,6 3,3
9d H H —OCF; 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 —
27. abra A vizsgalt szolanidin analégok (8a-1, 9a—g) szerkezete, 1Csy €s

fluoreszcencia arany (FA) értékei. *: A 9e és 9g vegyiiletek pirazolin helyett
pirazolidin gylriit tartalmaznak. —: nem teszteltiik.

Mivel egyes szteroid alkaloidok (pl. ciklopamin, tomatidin) gatoltak a transzporterek altal
kivaltott multidrog rezisztenciat, vizsgaltuk vegyiileteink ezirdnyu hatasat rodamin akkumulacios
teszttel (Lavie et al, 2001). Azt taldltuk, hogy a 9d és 9f kivételével valamennyi vegyiilet
nagysagrenddel emelte az ABCBI transzportert expresszald, transzfektalt (MDR) egérlimfoma
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sejtek rodamintartalmat. A fluoreszcencia ardny (FA) a referenciaként alkalmazott verapamil

esetében 5,4 + 1,9 volt (27. abra).
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28. abra A kivalasztott szolanidin szarmazékok (8b—e, 8g, 8h, 9b, 9d, 9¢g)
hatdsa a HeLa sejtek sejtciklus-eloszlasara 24 6ras behatas esetén 10 uM (1) €s
30 (m) uM koncentracioban. n: 3, *, ill. **: p<0,05, ill. p<0,01 a kontroll
kondiciéhoz viszonyitva.

Annak eldontésére, hogy egy-egy vegyiilet jelentds FA értéke mennyiben jelenti a
rezisztencia revertalasat, kombindcios kisérleteket végeztiink az ABCBI1 transzporter
szubsztratjaval, a doxorubicinnel (Zupkd et al., 2014). Meghataroztuk a doxorubicin
antiproliferativ hatasat parentalis (PAR) és MDR sejteken (29. abra). A két koncentracio-hatas
gorbe kozott jelentds eltérést taldltunk, igy az ABCBI1 valoban biztositja a doxorubicinnel

szembeni rezisztenciat. Ezek utan 0,1 pM doxorubicin és 5 pM 8a—k, 9a, 9b, 9d-f
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kombinacidival elvégeztiik a 72 6ras MTT tesztet. A doxorubicin 6nmagaban szerény hatést fejt
ki, amit jelentds mértékben — 50% fol6tti proliferacid gatlast okozva — csak 3 vegyiilet potencialt:
8c, 8e ¢és 8h. Ezek koziil az elsd kettd jelentds intrinszik hatassal rendelkezik, mig a 8h még 30
uM-ban sem befolydsolja jelentdsen a multidrug rezisztens egérlimfoma sejtek viabilitasat (29.
abra). Ezek alapjan megallapithato, hogy az egyik szolanidin analdg (8h) sajat antiproliferativ
hatds nélkiil fokozza a rezisztens sejtek rodaminfelvételét és fokozza a doxorubicin

antiproliferativ tulajdonsagat.
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29. abra A doxorubicin hatasa a PAR (77) és MDR (m) egérlimfoma sejtek
proliferaciojara (A). 5 uM 8a—4, 9a, 9b ¢és 9d-f és 0,1 uM doxorubicin

crcs

crey

(©).

A szolanidinnel rokon szerkezetli szteroid alkaloidok leukémia sejteken is
proapoptotikusnak bizonyultak, ezért vizsgalatainkat — a vegyiiletsor egyes elemeivel —
kiterjesztettiik leukémia-ellenes hatas irdnyaba (Sun et al., 2010). Harom kivalasztott vegyiilet —
8c, 9a és 9g — antiproliferativ hatdsat hataroztuk meg HL-60 sejtek szamolasaval 48 és 72 6ras

kezelés utan (6. tablazat). A leghatékonyabbnak talalt 8¢ tumorszelektivitasanak jellemzésére

52



dc_1140 15

meghataroztuk az MRC-5 fibroblasztokra gyakorolt antiproliferativ hatasait MTT moddszerrel és
17,0 uM ICs értéket kaptunk. Tovabbi vizsgalatainkat ezzel a vegylilettel végeztiik (Minorics et

al.,2011).
6. tablazat A 8c, 9a és 9g antiproliferativ vegyiiletek hatdsa 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 8¢ sejtciklusra gyakorolt hatdsat 24 ¢és 48 oras kezelések utan hataroztuk meg (30.
abra). Rovid inkubécié utan nem tapasztaltunk eltérést a szubGl populdcidban, ugyanakkor
koncentraciofiiggéen emelkedett a G2/M éallomany a Gl fézis rovéasara. Hosszabb expozicid

esetén markans emelkedést észleltiink a hipodiploid alloméanyban.

24 h 48 h

Hl SzubG1
—G1

B @
b hrd

Sejtszam (%) + SEM

Sejtszam (%) + SEM
)
o

U_
kontroll 1,5 uM 3,0 uM 6,0 uM 12 uM

kontroll 1,5uM 3,0 uM

30. abra A 8c vegyiilet hatdsa a HL-60 sejtek sejtciklus-eloszlasara 24 és
48 oras behatas esetén. n: 3, *, ** {ll. ***: p<0,05, p<0,01, ill. p<0,001 a
kontroll kondiciohoz viszonyitva.

Az apoptdzis tovabbi igazolasara elvégeztiik a morfoldgiai vizsgéalatot a korabban is
alkalmazott kettds festéssel. A 8¢ mar 8 ora alatt kivaltotta az apoptozisra jellemzd nuklearis
kondenzaciot, ugyanakkor a sejtmembran karosodéasat — PI festédést — nem észleltiik (31. abra).

24 ora elteltével az apoptotikus allomany donté része nekrotikus kiillemet mutatott, a

membrankdrosodas mértéke koncentraciofiiggének bizonyult.
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31. abra A 8c vegyiilet hatasa a HL-60 sejtek morfologidjara 8 és 24 oras

kezelés utan. n: 3, ** ill. ***: p<0,01, ill. p<0,001 a kontroll kondiciéhoz
viszonyitva.

HL-60 sejteken tobb természetes vegyiilet, ill. azok szarmazékai altal kivaltott apoptdzist
Osszefliggésbe hoztak a ribonukleotid reduktaz aktivitasanak csokkenésével, igy célszertinek tlint
megvizsgalni a 8¢ ezirdnyu hatasat (Madlener et al., 2010). Azt talaltuk, hogy a vegyiilet 24 6ras
inkubacié utan 6 puM jelenlétében jelentOsen csokkentette a ['*C]citidin beépiilését a DNS-be,

ami az enzim gatlasara utal (32. abra).
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32. abra A 8¢ vegyiilet hatasa a ['*C]citidin beépiilésére HL-60 sejtek
DNS éllomanyaba 24 6ras kezelés utan. n: 3, *: p<0,05.

A ribonukleotid reduktaz egy kiilonleges enzim: tirozil gyokot tartalmaz, ami

nélkiilozhetetlen a katalitikus tulajdonsaghoz, igy aktivitasa antioxiddnsokkal befolyasolhatod

(Stubbe és Riggs-Gelasco, 1998). Meghataroztuk a 8c antioxidans ill. szabadgyokfogo aktivitasat

in vitro sejtmentes rendszerekben. [Elébbihez allati agyhomogenizdtum  spontidn

autooxidacidjanak gatlasat vizsgaltuk, a gyokfogd potencidl mérésére DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil) mddszert alkalmaztunk. Tesztanyagunk mindkét hatdssal rendelkezett; a

patkanyagy telitetlen lipidjeinek oxidacidjat 2,0 uM-os ICs értékkel gatolta, mig a DPPH teszten

13,1 uM ICs értéket kaptunk. Ugyanezen modszerekkel mérve a referenciaként szolgalo trolox —
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a tokoferol vizoldékony szarmazéka — 1Csg értéke 48,2 uM, ill. 21,6 uM volt. Ezek alapjan a 8¢
antiproliferativ effektusaban feltehetéen szerepet jatszik annak antioxidans tulajdonsaga, ill. az

abbol szarmaz6 ribonukleotid reduktazt bénitd hatésa.
5.1.5. 17B-HSD1 inhibitorok antiproliferativ hatdsanak vizsgalata

A vizsgalatba vont 17B-HSD1 inhibitor (178-HSD1I) vegyiiletek szteroidomimetikumok,
tervezésének eredeti célja az E2 lokalis termelddésének gétlasa, ezaltal hormonfiiggd korképek
befolyasoldsa volt (Marchais-Oberwinkler et al., 2011). Mivel az ilyen korképek tobbségére
jellemz6 a proliferacio, az esetleges direkt antiproliferativ hatds hozzéajarulhat a vart terapias
értékhez. Tiz potencidlis 17B-HSDII (10a—j) direkt antiproliferativ tulajdonsagat vizsgalatuk
négyogyaszati eredetli sejtvonalainkon (33. dbra). Hét vegyiilet mutatott szadmottevo aktivitast, a
legérzékenyebben a Hela sejtek reagaltak a kezelésre (Berényi ef al., 2013b). Ezek vizsgalatat —
az esetleges szteroidfiiggd hatds kimutatdsara — megismételtiik szteroidmentesitett médiumban,
valamint a tumorszelektivitas jellemzésére ezuttal is MRC-5 fibroblasztokat alkalmaztunk (7.

tablazat).

3 C
HO O S Q R2 Oe
N
R1 OH / HO 10g
| Ri R2 HO N e
10a | CF; H b | P OH

10b F F
10c F H

S
/ HO R3
Z
Ho HO 10f OH 10h [NH.SO.CH.
10d | ‘ 10i H
RS 40j OH

33.abra. A vizsgalt 178-HSDI1 inhibitorok (10a—j) kémiai szerkezete.

A szteroidmentesitett médiumban tendenciaszertien magasabb ICs, értékeket kaptunk, am
az eltérés nem nagysagrendnyi, igy feltételezziik, hogy az antiproliferativ hatas létrejottében az

Osztrogének metabolizmusara gyakorolt hatds nem jatszik szerepet. Az intakt fibroblasztok

crer
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standard médiumban HeLa sejtvonalon 10 uM alatti ICs, értéket ado vegytiletekkel (10a—c, 10e—

g) végeztiink sejtciklus-analizist 24 és 48 6rds inkubdaci6 utan (34. dbra).

7. tablazat A vizsgalt 17B-HSDI1 inhibitorok (10a—j) antiproliferativ hatasa
az alkalmazott sejtvonalakon standard és szteroidmentes médiumban. — nem

teszteltiik.
Szamitott 1Cs, érték (uM)
Hela MCF7 A2780 MRC-5
T N Y —
médium médium médium médium médium médium
10a 5,3 13,7 25,2 >30 >30 >30
10b 6,8 23,8 13,9 >30 >30 >30
10¢ 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 —
Rovid (24 orés) behatds utan a legjellemzébb hatas a G1 populacié fokozodasa és a

szintetikus (S) fazis depresszidja volt, ami felveti a G1—S fazisadtmenet zavarat. Emellett a 10c,

10e ¢s 10g vegyiilet 10 uM mellett fokozta a G2/M éllomanyt. Hosszabb (48 6ras) expozicio

legmarkéansabb kdvetkezménye a hipodiploid allomany felszaporodasa volt, a 10e és 10f mar 3

uM mellett is kivaltotta ezt az effektust.

A szintetikus fazisban 1évo sejtallomany csokkenése miatt ezittal is indokoltnak lattuk

megvizsgalni a tesztanyagok direkt hatasat a DNS szintézisére. A BrdU beépiilését 24 oras

inkubacié utan hataroztuk meg, ezzel parhuzamosan a kezelt sejtek viabilitdsat mértiik.

Valamennyi vegylilet igen markédns modon gatolta a BrdU inkorporaciét, 10 uM mellett a gatlas

mértéke 50% folotti volt (35. 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.
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G1 sejtszam (%) + SEM SzubG1 sejtszam (%) + SEM

S sejtszam (%) + SEM
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A 10a—c és 10e—g vegyiiletek hatdsa a HeLa sejtek sejtciklus-

eloszlasara 24 és 48 oras behatas esetén 3 (m) és 10 (m) uM koncentracidban. n:
3, %, F* Il *¥*F*: p<0,05, p<0,01, ill. p<0,001 a kontroll kondiciohoz (ko)

viszonyitva.
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35. abra A 10a—c ¢és 10e—g vegyliletek hatasa a BrdU beépiilésére HeLa
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 kondici6hoz (ko) viszonyitva.

Tovébbi vizsgalatainkat, ill. az azokon alkalmazott tesztanyagokat a sejtciklus-analizis és
a BrdU beépiilés eredményei alapjan jeloltiik ki. A legpotensebb szubGl populédciot noveld
vegylilet — a 10e ¢és 10f mar 3 uM esetén is jelentds fokozodast okozott — proapoptotikus hatasat
kaszpaz-3 meghatdrozassal terveztiik igazolni. A DNS szintézis, ill. a szintetikus fazis
legerételjesebb  szuppresszoraival kapcsolatban (10a, 10b ¢és  10f) célszerinek lattuk
meghatarozni a G1—S fazisatmenet legfébb regulatorainak mRNS-szintli expressziojat. Mindkét
kivalasztott vegylilet jelentdsen ndvelte a kaszpdz-3 aktivitdsat 48 ords kezelés utan (36. abra).
Mindharom farmakon novelte mindkét vizsgalt tumorszuppresszor (p21 és p53) expresszidjat,
emellett csokkentette a sejtciklus tovabbviteléért felelés CDK2 kifejez8dését 24 oréds kezelést
kovetden (37. dbra). A fazisdtmenet végso reguldlasat végzo Rb expressziojat a 10a és 10f mar 3

uM mellett is csokkentette, mig a 10b nem hatott erre a faktorra.

4-

Kaszpaz-3 aktivitas
SEM
uhad

0
kontrol 3uM 10pyM  3uM 10pM
10e 10f

36. abra A 10e és 10f vegyliletek hatdsa a kaszpdz-3 aktivitdsara Hela
sejtek 48 oras kezelése utan. n: 3, ***: p<0,001 a kontroll kondicidhoz
viszonyitva.
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37. abra A 10a, 10b ¢és 10f vegyiiletek hatdsa a G1—S atmenet szabalyozo
faktorainak mRNS-szintli expressziojara 24 oras kezelése utan. n: 5, *, **, ill.
*E%: p<0,05, p<0,01, ill. p<0,001 a kontroll kondicidhoz viszonyitva.
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5.2. Novényi eredetli tartalomanyagok antiproliferativ hatdsanak vizsgalata

5.2.1. Novényi alkaloidok antiproliferativ hatasanak vizsgalata

Az alkaloidok a novényi szervezetek szekunder metabolitjai, a kozos szerkezeti elemek
mellett — ilyen a bazikus nitrogén és heterociklusos épitéelem jelenléte — jellemzdjiik még a
széles spektrumu farmakoldgiai aktivitds, amin beliil kiemelkedik az ¢l6 korokozora gyakorolt
toxikus hatds. A vizsgalatba vont alkaloidok ndvényi eredet és kémiai szerkezet alapjan 3
csoportba foglalhatok, minden csoportba olyan képviseloket valasztottunk be, melynek
antiproliferativ hatdsa nem, vagy kevéssé ismert.

Az Amarillidaceae ndvénycsalad tartalomanyagai nem ismeretlenek a felfedezd
gyogyszerkutatasban, a valtozatos farmakologiai aktivitast mutatd alkaloidok intenziv vizsgalatok
targyai. Ot ilyen vegyiilet antiproliferativ és ABCB1 bénito tulajdonsagat hatiroztuk meg a
korabbiakban is alkalmazott sejtvonalakon (38. ébra, 8. tablazat) (Zupko et al., 2009).

38. abra A vizsgalt Amaryllidaceae alkaloidok kémiai szerkezete.

Minden alkalmazott sejtvonalon a 11¢ bizonyult a legpotensebbnek. Az MDR limféman
mintegy 0tszords ICso értéket mutatott a PAR sejtekhez viszonyitva, ami felveti, hogy a vegyiilet
az ABCBI1 szubsztratjaként viselkedik. A 11a és 11d jelentdsen szerényebb mértékben gatoltak a

proliferaciot, mig a 11b és 11e gyakorlatilag nem mutatott szdmottevd aktivitast.
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8. tablazat A vizsgalt Amaryllidaceae alkaloidok szamitott ICsy és FA
értékei. — nem vizsgaltuk.

Szamitott ICs, érték (uM)
HeLa MCF7 A431 LPS ;17{8 114\2113715 FA
gg—acetil—likorin 10,3 198 141 11,6 13,0 438 ﬁﬁ 2,9120,2
homolikorin ~30 - - 28,5 69,1 438&?2 >
Ilaigtazettin 8,9 7.9 >4 0.8 41 438 ﬁl\l\jll 31 ,4<ﬂ:2 10,6
‘:rlingeridin 24,1 21,1 ~30 20,3 29,3 438 ﬁl\l\g 48,8<:2t 4,9
ilzlnelin =30 =30 - =30 =30 438 ﬁl\l\jll 3,3120,2

A 1l1a ¢és 11d alkaloidok proapoptotikus hatasat vizsgaltuk dramlasi citometrids uton,
HeLa sejten, 24 orés kezelést kovetden. Mindkét vegyiilet a koncentracio fliggvényében novelte a
hipodiplod sejtek aranyat, jollehet jelentés, az I1Csy értékeket tobbszorosen meghaladd
koncentraciokat alkalmaztunk (39. abra).
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39. abra A 11a ¢és 11d alkaloidok hatdsa a hipodiploid HeLa sejtek
aranyara 24 oOras behatas esetén. n: 3, * ill. **: p<0,05 ill. p<0,01 a kontroll
kondiciéhoz viszonyitva.

Vizsgaltuk az alkaloidok rodamin akkumuléciéra gyakorolt hatdsat is MDR egérlimfoma
sejteken (8. tablazat). Alacsony koncentracioban (40 uM) egyik vegyiilet sem eredményezett
markéns, a referenciaként alkalmazott verapamilét jelentésen meghaladd FA értéket. Magasabb
koncentracidoban (400 uM) a 11c¢ és 11d valtott ki jelentés FA fokozodast. A 11a—d vegyiiletek
revertald hatasat doxorubicinnel torténé kombinacioban is értékeltiik checkerboard modszerrel, a

végpontot MTT-vel hataroztuk meg 72 o6ras inkubaci6 utan. Két alkaloid esetében kaptunk 0,5
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alatti, szinergizmusra utald frakcionalis inhibicids indexet (FIX): 11a (0,41) és 11¢: (0,34). A 11b
és 11d FIX értékei (0,63 ¢s 0,86) additiv interakciora utalnak.

Az akridonvazas alkaloidok kizarolag a Rutaceae ndvénycsaladra jellemzoek, ¢é16
koérokozokkal szembeni aktivitdsaik kozott beszamoltak egyes képviseldik citotoxikus hatasarol
is. A vizsgalatba vont Ruta graveolensbdl izolalt alkaloidok kettd kivételével (12g, 12h) a

farmakoldgiailag kevésbé feltart furanoakridon alapvazat tartalmaztak (40. abra).

OH
12a 12b 12¢ 12d 12e

O OH
R« = i A A
O O HO%_\CI >: HO%_\OH Hog—\OH Ho>_\o_
f‘\l o}

/ /
O OH P GI—O% % GI—O?—\
o 0 OH OH

O OIS i
12f
T o~ O N o
|
12h

40. abra A vizsgalt akridonvazas alkaloidok kémiai szerkezete. 12a:
izogravakridon-klorin,  12b: rutakridon, 12¢: gravakridondiol, 12d:
gravakridontriol, 12e: gravakridondiol monometil-éter, 12f: gravakridondiol és
gravakridontriol monoglikozidok 1:1 aranya elegye (Gl: glikoz), 12g:
arborinin, 12h: evoxantin.

Elséként ezhttal is a vegyiiletek antiproliferativ hatdsat hataroztuk meg adherens
sejtvonalakon (9. tablazat) (Réthy et al., 2007a, Schelz et al., 2016).

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

vizsgaltuk.
. Szal\n/ﬁgltt_lcso értek (uM) Ijog’ 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
12g 11,7 — - - 1,8 13,0 -
12h >30 — — - >30 >30 -
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Leghatékonyabbnak a 12a vegyiiletet talaltuk. Az alkaloidok Osszességében a Hela
sejtvonalra gyakoroltdk a legmarkdnsabb hatast, amiben kiemelkedik a 12g. A 12a
tumorszelektivitdsanak jellemzésére antiproliferativ tulajdonsagat meghataroztuk nem malignus
eredeti epitelialis immortalizalt sejtvonalon (WTERT-HMEL) is, ahol az I1Csg értéke 5,9 uM lett,
szemben a referenciaként alkalmazott ciszplatin 2,0 uM értékével. A szerkezetileg rokon
vegyiiletek esetében meghataroztuk a mesterséges membranon torténd atjutas sebességét, a kapott
koncentraciokbol Log P értéket szamitottunk (9. tablazat). A kapott Log P és a szamitott ICs
értékek szoros korrelaciot nem mutatnak, az azonban kitlinik, hogy fokozott vizoldékonysag, ill.
az alacsony Log P nem kedvez az antiproliferativ hatasnak.

A tapasztalt hatas tovabbi jellemzésére a legpotensebb furanoakridon (12a) tulajdonsagait
vizsgaltuk a legérzékenyebbnek bizonyuld6 MDA-MB-231 sejteken. A fluoreszcens festést
elvégeztiik a szintén alacsony ICs értéket produkalé MCF7 sejteken is (41. dbra). Mig az MDA-
MB-231 sejtek a koncentracio és a kezelési id6 fliggvényében kivaltjak a nuklearis kondenzaciot
¢s fragmentaciot a sejtmembran karosodasa nélkiil, addig az MCF7 sejteken minden esetben
tapasztaltuk a PI felvételét.

A vegyiilet 24 oras kezelés soran emelte az S fazis volumenét, ill. 30 uM mellett a
hipodiploid allomanyt (42. abra). Hosszabb — 48 6ras — behatas esetén a sejtciklusra gyakorolt
hatdsok markansabban jelentek meg. A 12a proapoptotikus hatasdnak tovabbi igazolasara
meghataroztuk a legfobb kaszpazok aktivitasat. Azt talaltuk, hogy a kivalasztott alkaloid 48 6ras
kezelés soran noveli az MDA-MB-231 sejtekben a kaszpaz-3 és -9 aktivitast, a fokozodas 30 uM
mellett valt szignifikdnssa.

Mivel rokon szerkezetli természetes ¢és szintetikus vegyliletekkel kapcsolatban
beszamoltak multidrog rezisztencia revertdld effektusrol, vizsgaltuk a vegyiiletek ezirany
hatasat is, valamint kombinaltuk az alkaloidokat doxorubicinnal (Krishnegowda et al., 2002,
Bayet et al., 2007). A vegyliletek L5178 MDR egérlimfoma sejteken kapott ICsy adatait, valamint
az interakcioban tapasztalt hatdsait tartalmazza a 10. tablazat (Réthy ez al., 2008).
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MDA-MB-231

MCF7

ko-- --
1OHM-- --

41. abra A 12a hatdsa az MDA-MB-231 és MCF7 sejtek morfologidjara
24 ¢és 48 oras kezelés utan. ko: kezeletlen kontroll.

3 pM

10 uM
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42. abra

A 12a hatdsa az MDA-MB-231 sejtek sejtciklus-eloszlasara 24 és

48 oras behatds esetén (A ¢és B), ill. a kezelt sejtek kaszpazainak aktivitasara
(C). n: 3, *, ** ill. ***: p<0,05, p<0,01, ill. p<0,001 a kontroll kondiciéhoz
(ko) viszonyitva.

10. tablazat A vizsgalt akridonvazas alkaloidok szamitott 1Csy értékei MDR
egérlimfoméan, a mért FA értékek és a doxorubicinnel végzett kombinaciok

FIX értékei.

ICIZ:)H()“%\/[) Kon(clfﬁ;amo FA FIX
12a 0,06 44000 ;g:g : ;g 373
120 16,03 i% ﬂﬁigﬁ 2,19
12¢ 340 44000 }(3)(5); : ;8; 0,76
12d 672 ﬁ% ;&éigﬁ 0,41
12e 437 ;gg ig;ifgb 0,03
g 96 44000 28,0< i 4.1 0,85
12h 332 44000 20,2<i s -

60 B I szubG1
= =+« [ G1
*k % wekk == [ S
s z i  Gam
gg“ 401 e
E
-ﬁ 20 etk *
ek B
@
wn l
0.
10 uM 30 uM ko 10 uM 30 uM
*k
E 1.251 [CKaszpaz-3 [ Kaszpaz-8 EMKaszpaz-9
n Rl
+ 1.000 = o
8
E 0.751
%
N 0.50
]
N
% 0.257
©
X
0.00
ko 10 uM 30 uM

A FA ¢és a kombinaciok értékelésekor kapott FIX értékek szoros korrelacidt ezuttal sem

mutattak: a legjelentdsebb rodamin akkumulédciot eredményezd alkaloid (12¢) csak additiv
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interakcioba 1épett a doxorubicinnal, mig a joval szerényebb FA értéket mutatdo 12d és 12e
szinergizmusra utalo, 0,5 alatti FIX eredményt mutatott. Két alkaloid — a 12a ¢és 12b —
csokkentette a doxorubicin hatasat.

Mivel a két szinergizalo alkaloid hatisa nem magyardzhat6 egyértelmiien az ABCBI
bénitasaval, meghatdroztuk a transzporter mRNS-szintli kifejezddésére gyakorolt hatast is.
Mindkét alkaloidot (12d, 12e) 15 uM végkoncentracidoban alkalmaztuk, a PCR vizsgalatot 48
oras kezelés utan végeztiik el. Azt talaltuk, hogy mindkét vegyiilet csokkentette a transzporter
expressziojat: a kezeletlen kondiciot 100%-nak tekintve a 12d 91,10 + 0,87%-o0s (p<0,05), mig a
12e 86,31 £ 1,48%-0s (p<0,01) értéket mutatott (n=3). Mindezek alapjan megallapithatd, hogy a
vizsgalt akridon alkaloidok a direkt antiproliferativ és proapoptotikus hatds mellett tobb méddon is

csokkentik a tumorsejtek multidrog rezisztencidjat.

A vizsgélt alkaloidok harmadik csoportjat 11 Rutaceae ndvényfajokbdl izolalt
kinolinvéazas vegylilet alkotta (13a—k, 43. abra). A vegyiiletek antiproliferativ hatdsat 4 human
sejtvonalon (HeLa, MCF7, A2780 és A431) vizsgaltuk. Jelentés — 10 uM mellett 40%-os gatlast
elérd — hatasokat csak két vegyiilet (13a és 13b) esetében tapasztaltunk, ezek is csak a HeLa
sejteken mutattak aktivitast (Molnar et al., 2013).

A Hela sejteken a 13a 10,4 uM, a 13b 9,8 uM ICs értéket mutatott, mialatt egyik
alkaloid sem eredményezett 10%-ot meghalado proliferacio gatlast MRC-5 sejteken még 30 uM
jelenlétében sem. Mindkét aktiv vegytilet a behatasi 1d6 és a koncentracio fiiggvényében hatott a
kezelt sejtek sejtciklus-eloszlasara (44. dbra). Rovid expozicids id6 (24 h) utan mindkét vegyiilet
csOkkentette a szintetikus fazisban 1év0 populacidt, ami a G1—S atmenet zavardra, ill. a DNS
szintézisének gatlasara utal. Hosszabb kezelési 1d6 (72 h) esetén az apoptodzist jelzd szubGl

populacio igen markans felszaporodasa uralta a képet, jellemzden a G1 fazis rovasara.
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43. abra A vizsgalt kinolinvazas alkaloidok szerkezete. 13a: kokuszaginin,
13b: szkimmianin, 13¢: diktamnin, 13d: dutadrupin, 13e: evoxin, 13f: y-
fagarin, 13g: flinderzin, 13h: hidroxilunidin, 13i: hidroxilunin, 13j: 7-
izopenteniloxi-y-fagarin, 13Kk: ribalinium-klorid.
s 13a,24 h w. 13b,24h . Jkontroll
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44. abra A 13a és 13b hatasa a HeLa sejtek sejtciklus-eloszlasara 24 és 72
oréas behatas esetén. n: 3, *, ill. **: p<0,05 ill. p<0,01 a kontroll kondiciohoz
viszonyitva.

Elvégeztiik 13a és 13b fluoreszcens kettds festését 72 oras expozicid utan. Mindkét

crer

membrankdrosodas nélkiil, mig 10 uM jelenlétében intenziv PI felvételt tapasztaltunk (45. ébra).
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24 o6ras kezelés utan mindkét alkaloid gatolta a BrdU HelLa sejtekbe torténd beépiilését, a 13a
mar 3 uM esetén is szignifikdns mértékben (46. abra). A tartésabb kezelés soran észlelt
apoptotikus markerek megerdsitésére meghataroztuk a kaszpdz-3 aktivitasat. A 13a mar 3 uM
mellett is jelentdsen és koncentraciofiiggd modon novelte az enzim aktivitdsat, a 13b esetében

csak a 3 uM okozott jelentds aktivitasbeli fokozdodast (46. abra).

Kontroll

3 uM

10 uM

13a 13b

45. abra A 13a ¢s 13b hatasa a HeLa sejtek morfologiajara 72 oras kezelés
utan. Egy-egy kondicio esetén a bal oldali panelek a Hoechst 33258, a jobb
oldaliak a PI fluoreszcencidjat mutatjak. Indikator a kontroll képen: 50 pm.
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*kk

BrdU inkorporacié
Kaszpaz-3 aktivitas
E
o

ko 3uM 10 M 30 M 3uM 10 M 30 .M ko 3,M 10uM  3,.M 10uM
13a 13b 13a 13b

46. abra A 13a ¢s 13b hatidsa a BrdU beépiilésére 24 oras kezelés utan
(A), 1ll. a kaszpaz-3 aktivitasara 72 oras kezelés utan (B) HeLa sejteken. n: 5,
* ORI FEE p<0,05, p<0,01 ill. p<0,001 a kontroll (ko) kondicidhoz
viszonyitva.

5.2.2. Novényi kivonatok €s szeszkviterpének antiproliferativ hatdsanak vizsgalata

Novényi kivonatokkal végzett szisztematikus vizsgalataink kozvetlen célja olyan fajok
kijelolése, amelyek alkalmasak tovabbi kisérletekre, igy a kivonataik hatdsvezérelt frakcionalasan
keresztiil potens — ¢és idedlis esetben j — aktiv tartalomanyagokhoz juthatunk el. Az Asteraceae
csalad a zarvatermdk legnépesebb csaladja, a mintegy 23 000 faj kozott sok a gazdasagilag
jelentds, ill. gyodgyaszati céllal alkalmazott névény (Barreda et al., 2015). A csalad tumorellenes
felhasznalasarol, és a hatast magyarazd tartalomanyagokrdl jelentek meg tanulmanyok,
ugyanakkor kevés adat all rendelkezésre a kozép-eurdpai fajokkal kapcsolatban. Atfogd
sziirdvizsgalatunk a csaldd Magyarorszagon eldforduld, vagy termeszthetd fajaira irdnyult.
Osszesen 51 faj 107 novényi részébdl 228 kivonat hatdsit vizsgaltuk 3 adherens tumorsejten
(HeLa, MCF7, A431). Az egyes novényi részekbdl kiilonbozd polaritast olddszerekkel 4-4
kivonat késziilt; a mn-hexanban, kloroformban, 50%-0s metanolban, ill. vizben old6dd
tartalomanyagok az A, B, C, ill. D jelli kivonatokban dusultak fel (Réthy et al., 2007b, Csupor-
Loffler et al., 2009a).

Jelentdsnek tekintettiik egy kivonat hatasat, ha 10 pg/ml végkoncentracioban 50%-ot
meghaladd mértékben gatolta a tumorsejtek osztddasat. Ilyen esetekben meghataroztuk a kivonat

ICso értekét és megismételtiik az MTT tesztet 24 oras expozicios idOvel és nagyobb kiindulasi
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sejtszammal (25000/tireg). Ez utobbi meghatarozas eredménye alapjan elkiilonitheté a kivonat
antiproliferativ és direkt citotoxikus tulajdonsdga. A rovid behatis alatt ugyanis jelentds
proliferacio nem torténik, igy a kontrollhoz viszonyitott csokkent viabilitas a sejtek karosodasara,
azaz a kivonat kozvetlen toxicitas hatdsara utal.

Osszesen 41 kivonat hatdsit talaltuk jelentdsnek, a legnagyobb résziik kloroformmal
késziilt (B kivonat), 8 n-hexannal (A kivonat), 2 pedig 50%-0s metanollal (C kivonat). A vizes
kivonatok koziill egyik sem valtott ki 50%-ot meghaladd proliferacio gatlast. A tovéabbi

vizsgalatokra kivalasztott aktiv kivonatok eredményeit tartalmazza a 11. tablazat.

11. tablazat Reprezentativ ndvényi kivonatok sejtvonalakon meghatarozott
értékei. Az antiproliferativ és citotoxikus hatdsok 30 pg/ml végkoncentraciora
vonatkoznak 72, ill. 24 6ras inkubacié mellett.

. Novényi . . Szémitott Antiproliferativ Citotoxikus
Faj rész kivonat  Sejtvonal antiproliferativ hatas hatés
1Cso (ug/ml) (% + SEM) (% + SEM)
Erigeron gyokér A HeLla 6,5 85.8+1,9 56,8 £2,3
canadensis MCF7 3,3 88,9 +£0,6 60,5+2,6
A431 9,5 87,0+2,2 50,9 +£0,9
herba A HeLla 17,4 71,1+1,2 32,3+1,3
MCF7 7.9 812+1.8 <20’
A431 11,6 72,6 +£0,9 26,7+0,9
Centaurea viragzat, B HelLa 4.4 91,5+ 0,4 55,7+2,1
Jacea termés MCF7 10,1 75,4+3,0 28,1 +£2.38
A431 11,4 84,5+ 0,4 46,1 £1,5
levél B HeLa 6,3 93,9+0,7 48,9 +1,6
MCF7 12,2 91,4+1,0 47,3+9,0
A431 11,8 96,5+ 0,9 82,0+1,9
gyokér A HeLa 8,8 92,9+0,6 53,7+2,1
MCF7 17,7 69,0+ 0,9 <20
A431 >30 41,6 £0,9 354+2,1
B HeLa 0,4 99,3+0,3 36,1 +3,1
MCF7 1,7 76,2 +3,1 31,3+£22
A431 8,5 94,8 +1,2 33,5+0,7
C HeLa 5,7 959+0,4 24,9+8,0
MCF7 15,3 60,7 +2,7 <20
A431 >30 <20 <20
Anthemis herba B HeLa 6,8 89,8+ 0,7 53,8+ 1,9
ruthenica MCF7 7,3 88,4+ 0,4 442 +£39
A431 7,1 94,7+ 0,7 67,7+2,9
Artemisia viragzat B HelLa 6,0 98,8 +£0,2 67,3+4,5
asiatica MCEF7 2,9 101,2+£0,2 43.0+5,3
A431 1,2 100,5+0,1 52,7+2,0

> A 20%-nél alacsonyabb gétlasi értékeket szamszeriien nem adtuk meg.
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levél B Hela 10,4 96,1 £0,6 449 +1,7
MCF7 10,5 97,5+1,0 51,6 £ 10,6
A431 5,0 99,4 +£ 0,5 86,5+ 1,8
Onopordum  levél B HeLla 6,5 98,3+0,4 45,4+5,8
acanthium MCF7 6,4 98,8 £ 0,2 71,7+8,3
A431 4.5 98,1 +1,3 93,8 +1,7
gyokér B Hela 6,1 94,2 +0,6 59,2+2,4
MCEF7 4.4 88,7+0,7 31,7+ 6,8
A431 10,3 91,2+0,2 61,4+23
Xanthium rigy, A HeLla 15,0 93,0+0,3 33,3+4,6
italicum viragzat MCF7 11,1 95,3+0,3 42,0+5,5
A431 6,7 94,9 £0,5 44,1+ 1,5
rigy, B HelLa 2,8 99,6 +0,8 91,5+2,5
viragzat MCF7 2,7 99,7+0,5 97,7+ 0,6
A431 0,8 99,5+0,1 98,9+0,6
riigy, C HeLa 13,6 85,3+14 <20
viragzat MCF7 10,0 95,8 +0,4 <20
A431 8,0 94,1+1,0 <20
levél B HeLa 2,9 942 +33 79,6 £2,6
MCF7 2,2 99,1 +£0,7 97,3+0,3
A431 0,7 100,4 £ 0,1 96,5+04
gyokér A HeLla 10,6 93,7+0,3 48,4+22
MCF7 9,6 949+1,1 31,2+34
A431 9,8 98,0+0,2 52,8 £1,3
gyokér B HeLla 7,8 92,9 +0,6 36,6 + 3,7
MCF7 4,6 96,4+04 60,4+22
A431 5,0 97,7+0,1 59,9 £ 1,5

Az egyes novények, ill. kivonatok tovabbi vizsgdlatokra torténd kivalasztasat a
kiemelkedd antiproliferativ hatas mellett etnofarmakologiai és kemotaxondmiai szempontok is
befolyasoltdk. E tovabbi vizsgalatok elsdsorban hatasvezérelt frakcionalést jelentettek, aminek
célja a hatasért felelds komponensek izoldldsa volt. Az eddig komplettalt vizsgalatok soran
jellemzben ismert vegylileteket sikeriilt kimutatni — sok esetben az adott fajbol elsdként —, a
kivonatok frakcionalasa ugyanakkor 0 természetes molekuldk azonositdsdhoz is elvezetett. Az
Asteraceae fajok szlirdvizsgalata alapjdn azonositott tartalomanyagokat foglalja Gssze a 12.

tablazat.
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12. tablazat Az

Asteraceae fajok szlirdvizsgalata alapjan

azonositott

tartalomanyagok. Az Gijonnan azonositott vegyiiletek kiemelten szerepelnek.

Faj, nyovényi

rész Azonositot tartalomanyagok Referencia
Conyza Triterpének: epifridelanol, fridelin, taraxerol, szimiarenol (Csupor-
calzacgensis ’ Egyéb: spinaszterol, apigenin, 47,8Z-matrikaria-y-lakton, 4E,87-  Loffler et
gyokér matrikéria-y-lakton, 9,12,13-trihidroxi-10(E)-oktadecénsav, al.,2011)
konizapiron A, konizapiron B
Centaurea Flavonoidok: eupatilin, eupatorin, 3’-metil-eupatorin, apigenin, (Csapi et
arenaria, izokemprefid al.,2010)
€geszZ noveny T jonanok: arktigenin, arktiin, matairezinol
Egy¢éb: knicin, B-amirin, B-szitoszterin-B-D-gliikozid, moschamin,
cisz-moschamin
Anthemis Flavonoidok: centaureidin, centauridin (Hajdu et
; uti];enica, Szeszkviterpének: krizanin, tanacin, szivaszinolid 6-O-angelat al., 2010)
erba
Artemisia Flavonoidok: eupatilin, hiszpidulin, jaceozidin, cirzilineol, (Hajdu et
asiatica, herba 5,7,4°,5 -tetrahidroxi-6,3’-dimetoxi-flavon, 6-metoxi-tricin, al.,2014)
krizoplenetin
Szeszkviterpének: 33,4P,10a-trihidroxi-1a,2a-epoxi-Sa,7aH-gvaj-
11(13)-en-12,6a-o0lid, artekanin (14a), 33-kloro-4a,10a -
dihidroxi-1a,2a-epoxi-Sa,7aH-gvaj-11(13)-en-12,60-o0lid
(14b), 3a-kloro-4p,10a-dihidroxi-18,2B-epoxi-Sa,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), (Csupor-
acanthium, zaluzanin C, 4B3,15,11p,13-tetrahidrozaluzanin C, Lofftler et
gyoker Egyéb: nitidanin-diizovalerianat, 13-0x0-9Z,11E-oktadekadiénsav, al., 2014)
24-metilén-koleszterin, linolsav, a-linolénsav, B-szitoszterol,
sztigmaszterol
Centaurea Flavonoidok: apigenin, cirziliol, hiszpidulin, eupatorin, (Forgo et
jacea, herba 1izokempferid, axillarin, centaureidin, 6-metoxi-kempferol-3- al.,2012)
metil-éter
Szeszkviterpének: knicin, 4’-acetil-knicin
Gliikoz-észterek: 1B-izobutanoil-2-angeloil-gliikéz, 1B,2-
diangeloil-gliikkdz, 1B-(2-metil-butanoil)-2-angeloil-gliikoz
Lignén: trachelogenin
Achillea Flavonoidok: apigenin, luteolin, centaureidin, kaszticin, artemetin ~ (Csupor-
millefolium, Szeszkviterpének: paulitin, izopaulitin, pszilosztachin C, dezacetil- Loffler et
herba matrikarin, szintenin al., 2009b)
Xanthium Xantanolidok: xantatin, 4-epixantanol, 4-epiizoxantanol, (Kovacs et
italicum, levél 2-hidroxixantinozin al., 2009)
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Az azonositott természetes vegyliletek kozott voltak olyan kiemelkedéen hatédsos
molekuldk, melyek antiproliferativ hatdsarol még nem szamoltak be, vagy igen csekély adat all
rendelkezésre. Ilyenek az A. asiatica, ill. az O. acanthium szeszkviterpénjei (14a—d) (Molnar et
al.,2016).

A négy szeszkviterpén antiproliferativ hatdsat az adherens sejtvonalak mellett human
fibroblasztokon, valamint HL-60 leukémia sejteken is meghataroztuk (47. 4bra). Ez utobbi
sejtvonalat mind a kordbbiakban alkalmazott MTT mddszer, mind a sejtszdm kozvetlen

méréséhez felhasznaltuk.

MeO

(0]
14a 14b 14¢ 14d
Szamitott ICs, érték (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
47. abra A 14a—d szeszkviterpének szerkezete ¢és ICsy értékei. — nem
vizsgaltuk

Valamennyi szeszkviterpén esetében elvégeztiik a sejtciklus-analizist és az apoptdzis
igazoléasat célz6 vizsgalatainkat 24 és 48 oras inkubacid utan, 5 és 10 uM végkoncentracioban. A
megfigyeltiik. A sejtmembran karosoddsara utald PI felvétel joval intenzivebb volt a 14¢ és 14d
vegyliletek esetében (48. abra). A sejtciklus fazisok megoszlasa nem mutatott egységes képet, de
a legjellemzObb hatds a GI1, ill. a G2/M fazisok gyarapoddsa, amit a S populacio
megfogyatkozasa kisért. A hipodiploid allomany a koncentraciétol fiiggd mértékben emelkedett,
ami a 14d vegyiilet esetében nem ért el szignifikdns mértéket (49. abra).

% Az oszlop a kézvetlen sejtszamolassal meghatarozott adatokbol szamitott ICs, értékeket tartalmazza, a tablazat
tobbi adata MTT (MCF7, HeLa, A431) ill. MST (fibroblaszt, HL-60) mddszerrel nyert adatokbol szarmazik.
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A vizsgalt vegyliletek proapoptotikus hatasanak bizonyitasara meghataroztuk a kezelt
sejtek kaszpdzainak aktivitasat 24 6rds behatds utan (50. abra). Mind a négy szeszkviterpén
jelentdsen fokozta a kaszpdz-3, és kisebb mértékben, de szignifikins mddon a kaszpdz-9
aktivitasat. A legszerényebb hatast a 14d fejtette ki. Ezen eredmények alapjan a 14a és 14b
tartalomanyagokat valasztottuk ki tovabbi, a mechanizmus feltarasat célz6 vizsgalatokra.

E két kivélasztott anyaggal 24 oran at kezelt sejtek lizdtumabol megallapitottuk a
mitokondridlis eredetli apoptozis inicidldsdban részt vevd Bax és Bcl-2, valamint a sejtciklus
G2—M atmenetében kulcsszerepet jatszo faktorok kifejez0dését mRNS-szinten (51. 4bra). Azt
talaltuk, hogy a 14a a 10 uM, mig a 14b 5 pM mellett fokozta a Bax/Bcl-2 aranyt, ami az
apoptozis intrinszik utjanak egyik indikatora. Emellett mindkét vegyiilet a magasabb alkalmazott
koncentracidban csokkentette a CDKI1 és a ciklin B2 expressziojat, a 14a fokozta a ciklin Bl
kifejezddését, az utobbi faktorra a 14b nem hatott.

A prezentalt eredmények alapjan indokolt a wvizsgalt szeszkviterpének, ill.

rokonvegyiileteik tovabbi, antiproliferativ irdnyu vizsgalata.
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kontroll
24h 48 h

14b
5uM
14b
10 uM
14c
5uM
14c
10 uM
14d
5uM
14d
10 uM

48. abra A 14a—d vegyliletek hatdsa a HL-60 sejtek morfologidjara 24 és
48 oras kezelés utan. Indikator a kontroll képen: 100 um.
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49. abra A 14a—d vegyiiletek hatdsa a HL-60 sejtek sejtciklus-eloszlasara
5 (m) és 10 uM (m) koncentracidban 24 ¢s 48 oras behatas esetén. Also panel: a
vegyliletek hatdsa a hipodiploid (szubG1) allomanyra 48 6ras kezelés utan. n:
3, *,1ll. **: p<0,05 ill. p<0,01 a kontroll kondicidhoz viszonyitva.
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kaszpaz-3

kaszpaz-9

10.0-

Kaszpaz aktivitas + SEM

*%

ko 14a

50. abra

Expresszié (%) £ SEM

51. abra

viszonyitva.

1

4b

14c

14d ko

14a 14b 14c 14d

A 14a-d vegyiiletek hatdsa a kaszpazok-3 és -9 aktivitdsara
HL-60 sejtek 24 o6ras 5 (m) és 10 uM (m) koncentracidban végzett kezelése
utan. n: 3, *, ill. **: p<0,05 ill. p<0,01 a kontroll kondicidhoz (ko) viszonyitva.
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A 14a ¢és 14b vegyliletek hatdsa a Bax/Bcl-2 ardnyra (felsd
panel), ill. a kivalasztott sejtciklust szabalyoz6 faktorok expresszidjara (also
panel) HL-60 sejtek 24 6ras 5 (m) és 10 uM (m) koncentracioban végzett
kezelése utan. n: 3, *, ill. **: p<0,05 ill. p<0,01 a kontroll kondici6hoz (ko)
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6. DiszKusszio
6.1. Szteroid analdgok antiproliferativ hatasa

6.1.1. Triazol szerkezeti elemet tartalmaz6 szteroid szarmazékok antiproliferativ hatasa

A triazolil-csoport citotoxikus irdnyu farmakofor tulajdonsagat tobb alapszerkezetre is
igazoltdk. A triterpén betulinsav 3-triazol analogjai HL-60 sejteken a kiindulasi vegyiiletnél
jelentésen alacsonyabb ICsy értékeket, valamint proapoptotikus hatast mutattak (Majeed et al.,
2013). A gytirtit a podofillotoxin vazra épitve az etopozidnal nagyobb potencialu topoizomerdz
bénitokat nyertek (Liu ef al., 2013). A csoport beépitése az értékes farmakologiai tulajdonsagok
mellett farmakokinetikai szempontbol is kedvezd: metabolikusan stabil, noveli a hordozé
molekula biologiai hasznosithatosagat (Zhou és Wang, 2012).

A szubsztitualt triazol beépitése az 0sztranvaz D-gytirijébe eredményes volt, kiillondsen a
15-6s ¢és 16-os helyzetekben vezetett potens antiproliferativ molekuldkhoz. Ez utobbi
helyettesités kiemelkeddéen eredményes volt, mind a 133-, mind pedig a 130-0sztron sorban.
Mindkét C-13 epimer csoportban azonositottunk a referenciavegyiiletként hasznalt ciszplatinnal
Osszevethetd, vagy potensebb analogokat (1, 2f-h, ill. Sa—d).

Egy tumorellenes hatdsu farmakon fejlesztése soran az in vitro mérhetd potencial mellett
kulcskérdés a vegylilet tumorszelektivitdsa. Egy kevéssé szelektiv molekula az intakt sejtek
viabilitasat is csokkenti, igy nem szdmithatunk kedvezd toleralhatésagra. Az ilyen molekulak
fejlesztését rendszerint korai stadiumban felfiiggesztik. Egy nem malignus sejtvonalon (MRC-5)
végzett viabilitdsi mérés (MTT teszt) és morfoldgiai vizsgalat természetesen nem helyettesitheti
az in vivo toxicitasi vizsgalatot. Figyelemre méltd viszont az, hogy a kivalasztott vegyiiletek
a 2h ¢és az 5¢ 30 uM mellett sem okozott 50%-os gatlast, mig a ciszplatin ICsg értéke 4,5 uM volt.

A tesztanyagok proapoptotikus potencidlja szintén Iényeges eleme a vegyiiletek
farmakologiai spektrumanak. Az utobbi évtizedben egyre inkdbb elfogadottd valt, hogy az
apoptozis €s nekrozis korabbi éles elkiilonitése nem indokolt, a két jelenség sokkal inkabb egy
idébeli kontinuum kiemelt pontjaiként értelmezhetd (Kanduc ef al., 2002). Mindemellett a
jelenleg citosztatikumként alkalmazott szereink szinte mindegyike képes apoptdzis kivaltasara,

igy a molekulak szelekcidja sordn ezt a tulajdonsagot preferdljuk (Tolomeo €s Simoni, 2002). A
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kordbban programozott sejthalalként leirt apoptdzis morfologiai és biokémiai markerek alapjan
mutathato ki. Ilyenek a sejt zsugorodasa, a kromatin kondenzacidja, a sejtmag fragmentacioja,
mialatt az organellumok ¢€s a sejtmembran integritisa — legalabbis a folyamat kezdetén —
megtartott. /n vivo koriilmények kozott az apoptotikus sejtet fagocitak veszik fel, igy az un. késdi
apoptotikus allapot jellemzben in vitro vizsgalatokban mutathato ki. A sejtfelszinen megjelend,
biokémiai markerek koziil kiemelend6 a DNS fragmentacidja, kaszpazok aktivalddasa, ill. az
intakt sejt membranjara jellemzd foszfolipid-aszimmetria felbomlésa. Ez utobbi jelenség soran az
intracellularis oldalra jellemz6 foszfatidilszerin megjelenik az extracellularis oldalon, amihez
nagy affinitassal kotddik az annexin V (Bedner ef al., 1999). A nekrozisra ezzel szemben a sejtek
duzzadéasa, a membran ruptlraja és az intracellularis tartalom kiszabadulasa jellemzd. A folyamat
citokinek felszabadulasaval jar, igy a kornyezd t0léld szovetben gyulladas alakul ki (Festjens et
al., 2006).

Valamennyi kivalasztott triazolil-szteroid koncentracidfiiggden valtotta ki az apoptdzisra
jellemzd kromatin kondenzacidt, az 5S¢ esetében markans idofiiggést is megallapitottunk. Ez
utobbi vegyiilet proapoptotikus potencialjat szerényebbnek talaltuk, ami megmutatkozott abban,
hogy a membrankarosodast mutato sejtek aranya mar 24 o6ras kezelés utan is meghaladta a korai
apoptotikus allomanyt, valamint a szubG1 alloméany — az 1i és 2f—g vegyiiletekkel ellentétben —
csak 48 oras expozicido esetén gyarapodott. Ez a sejtpopuldcid az apoptozis széleskoriien
elfogadott indikatora. A csokkent DNS-tartalom oka az endonukledzok aktivacioja, ill. a
keletkezé kis moltomegli fragmentumok eliminacidja. A hipodiploid allomany PI festddése
jelentds részben DNS toredékeknek és nukleoszoméaknak tulajdonithatdé. A nekrézisra nem
jellemzd a intracellularis DNS mennyiség csokkenése, igy a nekrotikus dllomany nem kiiloniil el
az intakt sejtekre jellemzd populacioktol (G1, S és G2/M) (Vermes et al., 2000).

Eddig 18 kaszpazt (cisztein-aszpartat specifikus protedzt) azonositottak emldsokben, ezek
egy része nem expresszalodik emberben. A csaldd tovabbi tagjai (kaszpaz-1, -4, -5, -11 és -12)
gyulladasos folyamatban involvaltak (Shalini et al., 2015). Az apoptdzisban érintet kaszpazok
(kaszpaz-2, -3 ¢és -7-10) kaszkadszerli aktivacios lancot képeznek, melyben a 8-as és 9-es
izoformat iniciatornak, a kaszpdz-3-at végrehajtd enzimnek tekintjiik. Ez utobbi kozvetleniil
aktivalja a sejt kontrollalt lizisét végzé enzimeket (Oropesa Avila et al., 2015). A kaszkad

inicidlasa két Uton torténhet. Az extrinszik ut egy ligand (pl. TNFa) halalreceptorhoz torténd
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kotddésével aktivalodik, minek hatdsdra a receptor intracellularis doménjén adaptorokon
keresztiil 1étrejon egy szupramolekularis komplex, aminek része a prokaszpaz-8. A komplexben
az inaktiv forma autoproteolizisre képes, igy a sejtmembranhoz kotott képzodménybdl kilép az
aktiv kaszpaz-8, ami aktivalja a végrehajto kaszpazokat. Tumorellenes szerek hatdsara
jellemzdbb az intrinszik, vagy mitokondridlis aktivacid. Ekkor kiilonbdz6 eredetti bioenergetikai,
ill. metabolikus stresszhelyzetekben (pl. DNS karosodas, citotoxikus hatoanyagok, oxidativ
stressz) citokrom c szabadul fel a mitokondriumbol, ami részt vesz egy masik szupramolekuldris
komplex, az apoptoszoma létrejottében. Erre a komplexre dokkol a prokaszpdz-9, majd abbdl a
prokaszpaz-8-hoz hasonldé modon felszabadul az aktiv kaszpaz-9 és aktivalja a sejt apoptdzis
végrehajtd enzimkészletét (Lavrik et al., 2005). Jollehet az utdébbi években az apoptotikus
kaszpazokkal kapcsolatban leirtak sejthalaltol fiiggetlen funkciokat, azok aktivalddasi mintazata
alkalmas az apoptdzis igazolasara, ill. eredetének feltarasara (Connolly et al., 2014). A
kivalasztott tesztanyagaink (2f, 2g) fokoztdk a kaszpaz-3 és -9 aktivitdsat, ugyanakkor nem
hatottak a kaszpaz-8-ra, ami az apoptozis mitokondrialis utjanak aktivalédasara utal.

Mivel a mitokondrium az apoptozist kivaltdé citokrom c forrdsa, a kiils6 membran
permedbilitdsa donté modon hat a folyamat végeredményére. Ennek szabalyozasat a Bcl-2
fehérjecsalad végzi, ami tartalmaz antiapoptotikus (Bcl-2, Bcel-xl, Mcl-1) és proapoptotikus
tagokat (Bax, Bak) (Brinkmann ¢és Kashkar, 2014). A két alcsalad legtobbszor vizsgalt elemei a
Bax és a Bcl-2; ezek expresszidjanak meghatarozasabol kitiint, hogy a 2f és 2g fokozta a
Bax/Bcl-2 aranyt, ezzel a proteinek egyensulyat eltolta a permeabilitas fokozddasa felé.

A sejtciklus G2/M fazisban bekdvetkezd blokadja indokoltta tette a fazisatmenetet
szabalyozo faktorok vizsgalatat. A sejt mitotikus fazisba 1épését a ciklin B — CDK1 komplex
stimuldlja, a CDKI1 a sejtciklus tobbi részében a Weel kindz altali foszforilacié miatt inaktiv.
Aktivalédasdhoz a Cdc25 csaldd foszfatazaira van sziikség, melyek koziil a HelLa sejtekben a
Cdc25B szerepérdl szamoltak be (Gabrielli et al.,, 1996, Lindqvist et al., 2005). A vizsgalt
farmakonok csokkentették mind a G2—M atmenetet eldmozdité komplex elemeinek, mind pedig
az azt aktivalo foszfatdz (Cdc25B) mRNS-szintli expressziojat, ami magyarazza a sejtciklus
blokadjat.

Az Osztranvazas vegyiiletek hatasmechanizmusa, ill. az apoptotikus potencidlja mellett
egy tovabbi fontos szempont az esetleges hormonalis hatasuk, ami a tumorellenes féhatds mellett

nem kivdnatos. A vegyliletek Osztrogénszerli hatasat nem vizsgaltuk, ugyanakkor ismert
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szerkezet-hatds Osszefliggések alapjan nem varhatunk ilyen tulajdonsagot (Anstead et al., 1997).
Az Osztranvaz 16-os helyzetének szubsztitualasaval jelentdsen csokken a vegyiilet receptorhoz
mutatott affinitdsa. 3-4 atomnyi csoport esetén 10% alatti relativ kotési affinitast mértek (az E2
affinitasat tekintve 100%-nak), ennél nagyobb szubsztituensek még kevésbé kotddnek a
receptorhoz. Ezen felill az Sa—c vegyiiletek esetében a 13-as metilcsoport a térallasa, és ennek
kovetkeztében a gylriirendszer megvaltozott térszerkezete szintén akadéalyozza az Osztrogén
receptorhoz torténd kotddést (Ayan et al., 2011). Mindezek alapjan megallapithato, hogy nem
varhato olyan mértékli 0sztrogénszeri hatds, ami tumorellenes irdny( tovabbi fejlesztésiiket

kizarna.

6.1.2. Az 6sztron-oximok antiproliferativ hatasa

Az oxim molekularész tumorellenes farmakonokba torténd beépitése tobb alkalommal
vezetett potens vegyiilethez, ezek kozott voltak szteroid alapvéazasok is. Tengeri szivacsbol
izolaltak 6-os helyzetben hidroximino-csoportot tartalmazé citotoxikus szteroidokat, melyek
alapjan fokozott hatast szintetikus analdgot terveztek (Poza et al., 2007). A jelentds szamu
vegylilet tesztelésével vazolhatok azok a szerkezet-hatas Osszefiiggések, melyek birtokaban
tovabbi hatékony analogok célzott szintézise valosithatdé meg. Az antiproliferativ hatasnak
kedvez a 13-as metilcsoport B helyzete, de az o térallas is lehet eredményes a 3-
benzilszubsztiticié esetén (6¢). Ezzel elsdként szamoltunk be epidsztranvazat tartalmazé
citosztatikus vegyiiletrél. A kivalasztott 4 vegyiilet HeLa sejtvonalon fejtett ki legmarkansabb
hatast, koziilik 3 (6a—c) 30 uM folotti 1Csy értékkel hat a fibroblasztok proliferaciojara,
szelektivitdsuk meghaladja a ciszplatin szelektivitasat.

A kivalasztott legpotensebb analdgok (6a—d) mar 24 6rds expozici6 utan is kivaltottak az
apoptozisra jellemz6 morfologiai és biokémiai jegyeket. Ezeket dokumentéltuk fluoreszcens
kettds festéssel, a kaszpaz-3 aktivitdsanak meghatarozasaval, ill. sejtciklus-analizissel. Ez utobbi
kisérletek eredményei koziil rovid — 24 6ras — behatas esetén a legjellemzobb a szintetikus fazis
depresszidja volt, mig hosszabb inkubaci6 utan a hipodiploid allomany felszaporodasa uralta a
képet. Mivel mindezeken tal a 6a és 6b 3 pM koncentracioban is jelentésen gatoltdk a BrdU

beépiilését, indokoltnak lattuk a G1—S fazisdtmenet legfobb regulatorainak tovabbi vizsgalatat.
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A sejt akkor léphet be az S fazisba, ha az Rb foszforilalodik, ezzel megsziinik az E2F
transzkripcios faktorokra gyakorolt gatld hatasa. A foszforilaciora két ciklin komplex képes: a
CDK4/6-ciklin D és a CDK2-ciklin E. A ciklin D komplexére gatlo hatast fejt ki szdmos
tumorszuppresszor, melyek koziil a pl6 tlinik kiemelten jelentésnek (Katsumi et al., 2011). A
ciklin E komplexét gatolja a p27, a p21 és ez utobbi induktora, a pS3 (Sunley és Butler, 2010).
Eredményeink szerint a két vizsgalt vegyiilet nem hatott a CDK2-re és szabalyoz6 faktoraira,
ugyanakkor csokkent a CDK4 és fokozodott a p16 mRNS-szintli expresszidja. Szintén csokkent
az Rb kifejezddése és nem mértiink valtozast a CDK6 esetében. A pl6 jelentdségét illusztralja,
hogy hipofunkcidja okozoja lehet kontrollalatlan proliferacionak, expressziojanak prognosztikus
értékét is igazoltak (Borys ef al., 2012). Mivel a Rb posztszintetikusan szabalyozott, az mRNS-
szintll expresszid csak korlatozottan irja le a kezelésre adott valaszt. Meghataroztuk tehat az aktiv
¢s inaktiv forma protein-szintli expressziojat Western blot technikdval. Mindkét vegyiilet
csokkentette a foszforilalt forma kifejezddését, gatolva ezzel a sejt belépését a sejtciklus S
fazisaba.

Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy az 6sztron-16-oximok kozott proapoptotikus
hatdsu antiproliferativ vegyiiletek talalhatok. A legpotensebb vegyiiletek (6a—d) a pl6—-CDK4—

Rb-E2F jelatviteli ttvonalra hatva gatoljak a sejtciklus normal folyamatat.

6.1.3. A D-homodsztron antiproliferativ hatasa

A D-gylriiben bovitett dsztranvazas vegyliletek citosztatikumként torténd fejlesztése az
eziranyl hatason tal arra a felismerésre vezethetd vissza, hogy a természetes Osztrogének
kismértékii szerkezeti modositasdval megsziintethetd a hormondlis hatas. A 2ME egy
hormonhatéstdl mentes Osztrogén metabolit, ami a gydgyszerfejlesztés klinikai szakaszaig jutott.
A vegyiilet D-gylirliben bdvitett analogjat szintén I-es fazisu vizsgalatban értékelték (Zhou et al.,
2011).

Elsoként mutattuk ki a D-homodsztron (7a) antiproliferativ hatasat, ami Gsszevethetd a
referenciaként alkalmazott ciszplatin hatasaval. Az effektust csak HeLa sejteken észleltiik, sem a
tovabbi reproduktiv eredetli sejtvonalakon (MCF7, Ishikawa, SiHa, C33A), sem a
fibroblasztokon nem idézett elé proliferacio gatlast. Az észlelt hatds a szerkezet kismértékii

eltérései esetén is elmaradt, igy hatastalannak bizonyult a D-homodsztron 13-epimere és mindkét
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vegylilet 3-metil-étere. Az ilyen szerkezetérzékeny effektusok gyakoriak a farmakologidban és
egy molekuldris targethez (pl. protein, DNS) torténd kotddésre utalnak. A Hela sejtvonal
sajatossaga a human papilldémavirus 18 (HPV18) pozitivitds, ami minden bizonnyal a primer
tumor iniciacidjaban is részt vett, €s a sejtvonal genomjdba beépiilve maig fennmaradt (Pater €s

Pater, 1985). A HPV18 altal kodolt onkoprotein E6 immortalizalja a gazdasejtet, komplexet

crer

crer

HPV18 ¢és HPV16 Aaltal kodolt E6 proteinek legfobb hatasa — a p53 expresszidjara gyakorolt
effektus — kozos, am szerkezetiik és tovabbi, kevésbé feltart hatasaik nem feltétleniil azonosak.
Ezek alapjan nem vératlan és nem elézmények nélkiili a HeLa és SiHa sejtek eltérd viselkedése
sem annak ellenére, hogy mindkét sejtvonalban jelen van a viralis E6 protein. Beszamoltak arrdl,
hogy a p53 proteint nem expresszid cervikalis sejtekben (HeLa és SiHa) leptomicin B kezelés
hatdsdra kimutathatova valik a tumorszuppresszor. Ugyanakkor az aktinomicin D kezelés
hatdsdra csak a HeLa sejtben tortént jelentds p53 expresszid, ami a két sejtvonal
onkoproteinjeinjeinek kiilonbozdségére utal (Hietanen et al., 2000).

Tobb vegylilet HeLa sejtekre szelektiv tumorellenes hatdsarol szamoltak be (pl.
roszkovitin, 2-O-B-D-gliikopiranozil-L-aszkorbinsav), melyek mind a p53 stabilizaldsan, igy
funkciojanak helyreallitasan keresztiil fejtették ki hatasukat (Wesierska-Gadek et al., 2008, Zhang
etal.,2011).

Mindezek alapjan feltételezziik, hogy a 7a antiproliferativ hatasdban is meghatarozo
szerepet jatszik a p53 védelme é€s az altala medialt jelatviteli Gt tamogatasa.

A 7a antiproliferativ hatasdhoz proapoptotikus tulajdonsag tarsul, ezt morfologiai
markerek (fluoreszcens festés), sejtciklus-analizis €s kaszpazok aktivitdsanak meghatarozéasaval
igazoltuk. A 24 o6rés kezelés hatdsara megjelent apoptotikus sejtek hosszabb behatds soran
nekrotikus vonésokat vettek fel, ami annak tudhato be, hogy in vitro koriilmények kozott nem
mikodik az apoptotikus sejtek celluldris felvétele és lebontasa. A sejtciklus-analizis a hatas
moddjaval kapcsolatban is lényeges informacidt eredményezett: mar 24 orés kezelés utan
novekedett a G2/M populécio, ami az expozicid novelésével kifejezettebbé valt. Ugyanakkor a
szubG1 populécio szignifikans emelkedéséhez 72 6ras inkubdacidra volt sziikség annak ellenére,
hogy a morfoldgiai eredmények mar 24 ora elteltével is apoptozisra utaltak. Az ellentmondas

feloldasat a G2/M fazisban bekovetkezd sejtciklus-blokadban latjuk. Amennyiben ezek a sejtek
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kezdenek kontrollaltan lebomlani, igy a DNS allomany részleges lebomlasaval még nem valnak
hipodiploiddd, hanem DNS-tartalom alapjan a G1 vagy az S fazisba tartoznak. Citosztatikus
céllal szintetizalt 2-etil-0sztron anal6gok hasonld viselkedést valtottak ki 6sztrogén receptort nem
expresszal6 MDA-MB-231 sejteken (Stander et al., 2011).

A referencidnak tekintett 2ME is a G2/M fazisban éllitotta meg a HeLaS3 sejtek ciklusat,
ezen bellil a sejtosztodas a mitdzisban allt meg, ami magyarazhaté a 2ME tubulin polimerizaciora
gyakorolt gatld hatasaval (Li ef al., 2004). Annak eldontésére, hogy a 7a hasonlé mechanizmussal
fejti-e ki hatdsat, meghataroztuk a tubulin polimerizaciora gyakorolt hatdsat sejtmentes
kornyezetben. A vegyiilet még 500 uM koncentracioban sem okozott jelentds eltérést a
polimerizacio sebességében, igy a 2ME-t6l Iényegesen eltérd hatdsmechanizmusa bizonyitott. A
mechanizmus tovabbi feltardsara meghataroztuk a foszforilalt hiszton H3 mennyiségét a kezelt
sejtekben. A hiszton H3 protein foszforilacidjat az aurora kindz végzi a mitdzis soran, a metafazis
végén mar a defoszforilacid dominal (Prigent és Dimitrov, 2003). A referencia paklitaxel és a
2ME — a vartnak megfelelden — fokoztdk a H3 foszforilaciot, a mitdzisban allitottdk meg a HeLa
sejtek osztodasat. Ezzel szemben a 7a jelentdsen csokkentette a H3 foszforilaciot, ami azt jelenti,
hogy a G2/M blokad mdgott mas mechanizmus huzodik. A mitotikus sejtek aranya csokkent, a
sejtek nem jutottak el a mitozisig, igazoltuk, hogy a ciklus blokadja a G2 éllapotban tortént.

Mivel adataink alapjan a 7a tesztanyaggal kezelt sejtek nem jutnak el a mitézisig, igy
érdemesnek tlint megvizsgalni a vegylilet G2—M atmenet regulacios faktoraira gyakorolt hatasat.
A progresszid végsd promotere a ciklin-dependens kindz 1 (CDKI1), mely a ciklin B1 és B2
proteinekkel képez komplexet. A komplex foszforildlt formdban inaktiv, a sejtciklus
elérehaladasakor a sejtosztodasi ciklus 25 protein (Cdc25) defoszforildlja azt, ezéltal maga a
komplex aktivva valik, foszforilaciora lesz képes. A G2—M atmenetben a Cdc25 3 izoforméja
koziil a Cdc25B és Cdc25C jatszik meghatdrozd szerepet. A Cdc25 aktivitasa is szoros kontroll
alatt all, inhibitorikus és aktivald foszforilacids helyek sorat azonositottak a protein N-terminalis
regulacios doménjén. A gatlo foszforilacio legfobb forrasai a DNS karosodas altal inicialt
jelatviteli tvonal részeként miikddé checkpoint kindzok (Chkl ¢és Chk2). Az ezek altali
foszforilacio eredményeként a Cdc25 proteinek intracellularisan szekvesztralodnak, igy a CDK1
defoszforilacigja elmarad, ami egyben a sejtciklus blokadjat is jelenti. A Cdc25 proteinek
jelentdségét illusztralja, hogy fokozott expressziojukat tobb tumorbdl kimutattak, ill. igazoltak

Osszefiiggéstiket a kedvezdtlen prognozissal (Boutros et al., 2007).
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A szintén G2—M atmeneten haté 2ME tobb sejtvonalon is csokkentette a CDKI1 és ciklin
B1 expresszigjat, ami magyarazza a vegyiilet sejtciklus blokadjat (Zoubine et al., 1999, Gong et
al., 2011). Az altalunk alkalmazott metodika nem ad informécidét sem a protein-szintii
expresszidra, sem pedig a posztszintetikusan médosult formak (pl. foszforilalt protein) ardnyara
vonatkozoan. Kimutattuk ugyanakkor a ciklin B izoformdk (B1 és B2) mRNS-szintli
kifejezddésének csokkenését, ami a komplex csokkent miikodésére utal. A CDKI egyik
célproteinje a tubulin polimerizacidjat regulald statmin. A nem foszforilalt statmin kéti a tubulin
heterodimert, ezaltal csokkenti a polimerizacidhoz rendelkezésre all6 mennyiséget, kedvezve
ezzel a depolimerizacionak. A foszforilalt statmin ezt a funkciot nem latja el, igy tdmogatja a
mitotikus orso felépiilését (Belletti ¢s Baldassarre, 2011). Eredményeink alapjan a 7a protein
szinten nem hat a statmin expresszidjara, &m a koncentraci6 fiiggvényében csokkenti a
foszforilalt statmin mennyiségét, ami egyben a nem foszforilalt forma felszaporodasat is jelenti.
Ez pedig a mikrotubulusok felépiilésének gatlasdhoz vezet, megerdsitve azon korabbi mérési
adatunkat, miszerint a kezelt sejtek a G2 fazisban rekednek, nem jutnak el a mitdzisig.

A 7a esetleges hormonalis hatasainak detektalasara végzett receptorkotési vizsgalatban a
vegylilet nem mutatott affinitast az 6sztrogén receptorhoz (Wolfling et al., 2003), &m az esetleges
metabolit hormonhatasdnak detektadlasara in vivo uterotrép tesztben is értékeltiik. Az
ovarektomizalt patkanyok hét napon keresztiili kezelése nem novelte az uterus relativ tomegeét,
igy a vegyiilet indirekt uton — pl. prodrugként — sem valt ki 6sztrogénszerli hatast. Az in vivo
vizsgalat a 7a toleralhatosagara is utal: a kezelés célja nem a szer toxikologiai jellemzése volt, am
figyelemre mélto, hogy toxicitasra utald tiinetet nem tapasztaltunk.

Eredményeink alapjan megallapithato, hogy az Osztron kozeli szerkezeti analdgja, a 7a
hormonadlis hatassal nem rendelkezik, &m gatolja a HeLa sejtek osztdodasat. Mutat ugyan rokon
vonasokat a 2ME farmakologiai viselkedésével, attdl 1ényegesen el is tér. A 2ME a tubulinhoz
kotédve gatolja annak polimerizaciojat, ezzel a mitdzis fazisaban allitja meg a kezelt sejtet. Ezzel
szemben a 7a indirekt uton hatva, a regulacios proteineken keresztiil akadalyozza az osztddasi
mikrotubulus-rendszer kialakuldsat, ezzel G2 fazisban megallitia a HelLa sejtek sejtciklusat.
Mindezek alapjan a D-gyliriiben bdvitett O0sztran szdrmazékok alkalmasak lehetnek tovabbi

antiproliferativ hatéanyagként torténd fejlesztésre.
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6.1.4. A szolanidin analdgok antiproliferativ hatasa

A szteroid szerkezetli ndvényi tartalomanyagok — alkaloidok, szapogeninek, ill. ezek
glikozidjai — ismerten citosztatikusak, hatasaikat tobb adherens és leukémia sejtvonalon igazoltak
(Friedman, 2015). A csoport legismertebb tagjai a dioszgenin, a szolanidin és a tomatidin;
tumorellenes hatasukkal kapcsolatban terjedelmes szakirodalom halmozodott fel. Egy
szolaszodin glikozidokat tartalmaz6 készitményt randomizalt klinikai vizsgalatban is értékeltek.
94 bazaliomaban szenvedd beteget kezeltek aktiv szerrel, ill. vivéanyaggal 8 héten at, naponta
kétszer lokalisan. Az aktiv kezelést kapo betegek 66%-arol eliminalddtak a 1€zidk, ezen betegek
78%-a egy €v utan is tiinetmentes volt (Punjabi et al., 2008).

Ujonnan szintetizalt vegyiileteink jelentés része aktivnak bizonyult az alkalmazott
adherens sejteken, ICsy értékiik Osszevethetd volt a referenciaként alkalmazott ciszplatin
értékével. Az aktiv analogok tobbsége fokozta a kezelt HeLa sejtek hipodiploid allomanyat, ami
proapoptotikus hatdsuk indikatora. Eredményeinkbdl felvazolhatok azok a kritikus szerkezeti
elemek, melyek sziikségesek, ill. elénydsek az antiproliferativ hatashoz. El6bbiek kozé tartozik a
pirazolin gylirli és az ahhoz kapcsolt aromas csoport szubsztitucidja, ami para helyzetben tlinik a
legelénydsebbnek. Kedvezd tovabbd a 3-as helyzetli hidroxilcsoport jelenléte. Eredményeink
alatdmasztjak azon korabbi adherens sejteken nyert adatokat, miszerint a B-gy(iri kettds kotése
sziikséges a sejtosztodas gatlasahoz (Trouillas et al., 2005).

A szolanidin tumorellenes hatdsaval kapcsolatban felhalmozodott ismeretanyag dontd
része adherens sejteken keletkezett (Shih er al., 2007, Ji et al., 2008). Kevesebb adat all
rendelkezésre a csoport leukémia-ellenes hatasaval kapcsolatban, jollehet a dioszgenin eziranyu
hatdsa is ismert (Liu et al., 2005). Eredményeink 0sszevetésébdl kitlinik, hogy a HL-60 sejtek
érzékenyebbek a vegyiiletsorra, mint az adherens sejtpanel. A rokon szerkezetli, &m szénhidrat
egységeket tartalmazo dioszcin HL-60 sejteken 7,5 uM, HeLa sejtvonalon 4,5 uM ICs, értéket
mutatott, ami a 8¢ €s 9g esetében igen kozel van az altalunk mért értékekhez (Wang et al., 2001).
A legpotensebb 8c tesztanyag mechanizmuséanak feltarasara elvégzett fluoreszcens festés mar 8
orés inkubdcio utan markéns apoptotikus jelleget mutatott, &m a sejtek 24 ora elteltével mar
nekrotikusak voltak, membranjuk karosodott. A gyorsan kialakuld apoptdzisnak ellent mond a

sejtciklus-analizis eredménye: szignifikansan emelkedett hipodiploid allomany csak 48 ora

crer
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részleges elimindciojdhoz hosszabb behatasra van sziikség. Tobb tekintetben is hasonld
viselkedést irtak le a dioszgeninrdl: a sejtciklus-eloszlasban mar 24 6rds inkubacid mellett is
jelentds G2/M fokozodast okoz, a hipodiploid allomény felszaporodasahoz ugyanakkor 3648
orés expozicid sziikséges (Liu et al., 2005).

A szabad gyokokre altalaban koroki tényezdként tekintiink. Elsésorban neurodegenerativ
€s anyagcsere-betegségek létrejottében jatszanak szerepet, emellett a karcinogenezisben is
érintettek. gy a természetes antioxidansokat — elvi megfontolasok és nagyszami in vitro
vizsgalat alapjan — protektiv hatdsuaknak tartjuk, amit azonban kontrollalt klinikai vizsgalatok
ritkdn tdmasztanak ald (Steinhubl, 2008). A szabad gyokok ugyanakkor részt vesznek élettani
folyamatok medidlasaban is. A dezoxiribonukleotidokat szintetizald ribonukleotid reduktdz azon
ritka enzimek egyike, melyek gyokds mechanizmussal latjak el funkcidjukat. Az enzim
stabilizdlja a tirozil gyokot; annak felezési ideje mintegy 4 nap, szemben a gyok oldatban mért
milliszekundumos élettartamaval (Stubbe ¢s Riggs-Gelasco, 1998). Az enzim érzékeny
antioxidansokra, igy azok képesek hatni az intracelluldris dezoxiribonukleotid mennyiségére,
ezen keresztlil a DNS szintézis sebességére. A 8c altal kivaltott sejtciklus-eloszlas eltérését nem
tudjuk teljes mértékben magyardzni a direkt ribonukleotid reduktdz gatld tulajdonsaggal, am az
minden bizonnyal részese az eredménynek. Az enzim gatlasa visszavezethetd a vegylilet jelentds
antioxidans hatasara, amit gyokfogo és lipidperoxidaciot gatlo effektusként is igazoltunk.

Az onkofarmakologia imponald fejlddésen ment keresztiil az elmult két évtizedben, egyre
tobb malignus korkép kezelésére rendelkeziink célzottan hatd szerrel, sok esetben bioldgiai
készitménnyel. Ezt az optimista helyzetértékelést arnyékoljak be a hosszabb tava talélési adatok,
amit leginkabb a multidrog rezisztencia kialakuldsaval magyarazunk (Chen et al., 2016). A
multidrog rezisztenciaért a kezelés hatdsara expresszalodo transzportereket tartjuk feleldsnek.
Eddig a 48 tagi ABC transzportercsaldd 12 elemérdl irtak le, hogy farmakonnal szembeni
rezisztenciat valt ki, ugyanakkor a citosztatikus kezelés soran 3 protein jelenik meg
leggyakrabban: ABCB1, ABCC1 és ABCG2 (korabban hasznalt neveiken P-gp, MRP1 és BCRP)
(Szakacs et al., 2006). Elfogadott, hogy ezen transzporterek expresszidja rontja a progndzist. A
klinikai relevancia tekintetében legtobb adat az elséként felismert ABCBI1-rdl halmozoddott fel.
Eléfordulésa igen széles tartomannyal jellemezhetd: az akut mieloid leukémia sejtek 18—80%-an,

mig az eml6karcinomak 14—100%-aban mutattak ki (Leonard et al., 2003, Tiwari et al., 2011).
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Az ABC proteinek szubsztratokkal szembeni aspecifikus viselkedését promiszkuitasként
irja le a szakirodalom, és a transzportalt hatéanyagok széles spektruma mellett értjiik ez alatt a
potencidlis inhibitorok hosszi sorat is (Wong et al., 2014). A tekintélyes szamu, in vitro
vizsgalatokban biztatonak talalt transzporter gatlo farmakon a klinikai vizsgalatokban nem
valtotta be a csoporthoz flizott reményeket, még az Gn. harmadik generaciés MDR gatlok (pl.
tariquidar) sem novelték jelentdsen a kombinacidban adott citosztatikum hatékonysagat (Chen et
al., 2016). Az ABCB1 gatldi kozott a szteroid alkaloidok mellett megtalaljuk a szexualszteroidok
szarmazekait is. Androsztdn szarmazékok jelentdsen fokoztdk az altalunk is alkalmazott
egy része fokozta a doxorubicin antiproliferativ hatasat. Ez arra hivja fel a figyelmet, hogy a
transzporter in vitro rendszerben megfigyelhetd gatldsa nem jelent feltétleniil terapids eldnyt
(Csonka et al., 2015). Az altalunk talalt jelenség hasonlo: a vizsgalt vegyiiletek jelentds része
okozott nagymértékli rodamin akkumuléciot, de csak harom — 8c, 8e és 8h — fokozta jelentdsen
az alacsony koncentracioban alkalmazott doxorubicin hatdsat. Ezek koziil kettd — 8c és 8e —
jelentds, az adherens sejtekkel szembenihez hasonlé antiproliferativ hatassal rendelkezik az MDR
egérlimfoma sejteken is, igy a fokozott eredd hatds nem, ill. nem elsésorban a transzporter
gatlasanak kovetkezménye. A 8h vegyiilet viszont az alkalmazott limféma sejteken nem mutatott
jelentds hatast 30 uM végkoncentracidig, igy a tapasztalt szinergizmus minden bizonnyal az
ABCBI altal okozott csokkent érzékenység revertalasara vezethetd vissza.

Eredményeink alapjan a heterociklussal kondenzalt androsztdn alapvéaz alkalmas lehet
mind direkt citosztatikus, mind pedig multidrog rezisztencia revertald szerek tervezésére és
vizsgalatara. Jollehet az utobbi hatas érdekében fejlesztett molekuldk klinikai jelentdsége
elmaradt a preklinikai adatok alapjan elvarttol, a két effektust egyiittesen hordoz6 molekula

idealis hatdanyag-jelolt lehet.

6.1.5. A 17B-HSDI inhibitorok antiproliferativ hatasa

Az Osztrogének lokalis termelddése, ill. az abban involvalt enzimek tobb hormonfiiggd
proliferativ megbetegedés (pl. ndgyogyaszati tumorok, endometriozis) esetén jelenthetnek
terapias célpontot. Az Osztron—E2 konverzidt katalizalo 17B-HSD1 noveli a lokalis

Osztrogénhatdst, igy farmakoldgiai bénitdsaval gatolhatdé a proliferaci6. Az enzim koroki
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jelentdségét illusztralja, hogy egyes hormonfiiggd tumorokban fokozodik a 17B-HSDI1
expresszidja (Miyoshi et al., 2001). Az enzimet expresszald MCF7 sejtekkel egérben kivaltott
tumor novekedése stimulalhatd 0sztronnal, mig a parentalis sejtek osztddasa csak E2 bevitelével
fokozhato (Husen et al., 2006). Az enzim gatloit jelenleg is fejlesztik Osztrogéndependens
korképek kezelésére. Kézenfekvd, hogy az enzim inhibitordnak esetleges direkt antiproliferativ
hatdsa egy kettés mechanizmussal megvalosuld gyogyszerhatds alapja lehet. Hasonldan kettds
modon hatd — aromataz inhibitor és direkt citotoxikus tulajdonsagokat mutaté — szekoandrosztan
szarmazékokrol beszamoltak a kozelmultban (Sakac et al., 2008).

Az esetleges direkt hatds a vegyiiletek kémiai felépitése alapjan is felvetddik; szerkezeti
heterogenitasuk ellenére tartalmaznak rokon elemeket. A szteroidmimetikus struktirara jellemz6
a kozponti hidrofob vaz, ami megfelel a szteranvaz B- és C-gylirtijének, valamint két megfeleld
tavolsagban elhelyezett fenolos szubsztituens, ami az Osztranok oxigénjeit helyettesiti. A
természetes vegyiiletek széles kore rendelkezik hasonlé szerkezettel (pl. kalkonok, flavonoidok,
lignanok), ezek jelentds része mutat antiproliferativ, ill. kemopreventiv hatast (Araujo et al.,
2011).

A vizsgalt 10a—j vegyiileteket a 17B-HSDI1 gatloiként tervezték, a kivant hatast
nanomolos koncentracidban ki is fejtik, ugyanakkor — szteroidmimetikus szerkezetiik ellenére —
nem kotddnek az Osztrogén receptor egyik altipusdhoz sem (Bey et al., 2009, Marchais-
Oberwinkler et al., 2009). A vegyiiletek egy része (10a—g) antiproliferativ hatdst mutatott 3
adherens sejtvonalon, ami elvileg lehet az eredetileg leirt aktivitds kovetkezménye vagy attol
fiiggetlen. Mindharom alkalmazott sejtvonal expresszal reduktiv 17B-HSD enzimet, emellett a
HelLa ¢s az MCF7 szteroid-szulfatazt is, igy képesek E2 szintézisére kisebb potenciala
intermedierekbdl, ill. metabolitokbdl (Speirs et al., 1993, Fournier és Poirier, 2009, Smuc és
Rizner, 2009). Nem =zarhato ki, hogy a vegylletek kizarolag a proliferativ hatasa E2
készségét. A szteroidmentes médiumban nincsenek jelen az Gsztrogénképzés szubsztratjai, igy
direkt effektus hidnydban nem varhatunk jelentds hatast a sejtek osztddasara. A két Gsztrogén
receptort expresszalod sejten végeztiik el az MTT tesztet szteroidmentes koriilmények kozott.
Jollehet az igy kapott ICsy értékek tendenciaszerlien magasabbak, dm az eltérés nem elég
markans ahhoz, hogy a tapasztalt hatdst az E2 hidnydnak tulajdonitsuk. A vegyiiletek

szteroidmentes milidben is gatoljak a sejtosztodast, ami a direkt hatdst tdmasztja ald. Emellett
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sz0l az is, hogy a vegyiiletek antiproliferativ és 178-HSD1 gatlo 1Csy értékei kdzott nem latszik
Osszefliggés (Berényi et al., 2013b). A feltart hatas tumorszelektivnek bizonyult, egyik szer sem
hatott jelentdsen az intakt fibroblasztok viabilitasara.

A tesztanyagok elobb gatoltak a sejtciklus szintetikus fazisat, majd — hosszabb expozicio
mellett — hipodiploid felhalmozddast okoztak. Ez a viselkedés felveti a DNS szintézis gatlasanak
lehetdségét, ill. a kovetkezményes apoptozis indukcidt. Ez utdbbi hatds-elemet a kaszpaz-3
aktivalodasanak kimutatdsaval erdsitettiilk meg két kivalasztott vegylilet esetén (10e, 10f). Az S
fazis szuppressziojanak tovabbi elemzéseként kimutattuk a DNS szintézisének jelentds gatlasat
viszonylag megtartott viabilitds mellett (10a—c, 10e—g). Az észlelt effektus mogott a G1—S
atmenetet szabalyozo faktorok érintettségét feltételeztiik, ezért meghataroztuk a legfontosabbak
mRNS-szintli expressziodjat.

A sejt mindaddig nem léphet az S fazisba, amig a foszforildlatlan Rb gatolja az E2F
csaladba tartozd transzkripcids faktorok mikodését. Amint a CDK2-ciklin E komplex
foszforiladlja az Rb-t, az ledisszocidl a transzkripcios faktorokrol és elkezdddhet a DNS
megkettdzése (Sunley és Butler, 2010). A CDK2-ciklin E komplex legfébb inhibitora a p21
protein, aminek expresszidjat a p5S3 indukalja. A regulacids Gtvonal jelentdségét mutatja, hogy az
gyakorlatilag minden tumorban sériilt. Az ilyen esetek felében maga a TP53 gén altal kodolt p53
mutalt, a fennmarado részben pedig az utvonal valamely masik eleme szenvedett karosodast
(Cheok et al., 2011). A kivalasztott vegyiiletek (10a, 10b ¢és 10f) jelentésen emelték mindkét
tumorszuppresszor kifejezodését, ezzel a jelatvitel funkcidjat az €lettani allapot irdnyéba toltak el.
Az egyik legintenzivebben kutatott flavonoid, a genistein szintén a p53-Rb jelatvitelen keresztiil
fejti ki tumorellenes hatasat, ami arra utal, hogy a hasonlé kémiai szerkezet hasonlo hatdssal és
mechanizmussal jar egylitt (Banerjee et al., 2008).

A 17B-HSD1 gatlok az Osztrogénfiiggd — elsOsorban proliferativ. — allapotok
farmakologiai befolydsolasanak egy innovativ és vonzé modja. Mivel azonban az enzim
szubsztratja — az Osztron — is rendelkezik hormonhatassal, a proliferacié teljes blokadja kizarélag
az enzim bénitdsaval nem képzelhetd el. Ha azonban a molekula rendelkezik egy 178-HSD1
gatlo hatastol fliggetlen antiproliferativ tulajdonsaggal, akkor azzal — elvi megfontolasok alapjan
— a sejtosztdodas biztosabb kontrolljat lehet elérni. Munkank soran elséként azonositottunk
Osztron—E2 konverziot gitld, emellett a sejtosztodast gatld ¢és proapoptotikus kettds

mechanizmussal hatd farmakonokat.
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6.2. Novényi eredetii tartalomanyagok antiproliferativ hatdsa

6.2.1. Novényi alkaloidok antiproliferativ hatasa

A ndvényi alkaloidok kivételesen széles spektrumban mutatnak farmakologiai aktivitast.
Tobb alapvetd jelentdségli hatéanyagcsoport prototipusa volt egy-egy alkaloid (pl. atropin,
kokain, fizosztigmin, morfin, d-tubokurarin, papaverin). A tumorellenes szerek korében is
taldlunk prototipusként szolgald, ill. a klinikumban kozvetleniil felhasznalt alkaloidot (pl.
kamptotecin, ill. vinkrisztin).

Az Amaryllidaceae csaladra unikalis alkaloidok jellemzdéek, ezek mindegyike a
fenilalaninbdl és tirozinbol szintetizalt norbellaninra vezethetd vissza. A csoport farmakoldgiai
jelentdségét leginkabb az indirekt paraszimpatomimetikumként a klinikumban is alkalmazott
galantamin illusztradlja. E gyogyaszati felhasznaldsig el nem jutott tartalomanyagok széles
hatdstani spektrumban mutatnak aktivitdst: beszamoltak analgetikus (likorin, likorenin,
hemantidin), antihipertenziv (11b, likorin, likorenin, hemantamin), broncholitikus (likorin)
tulajdonsagokrol. Az €16 korokozokra gyakorolt effektusok is figyelemre méltdak; tobb vegyiilet
mutat antiviralis (pl. 11¢, 11d, hemantamin) €és protozoon-ellenes hatést (pl. likorin, galantamin,
krinamin), de talalhatunk példat antifungalis (hippesztrin) €és antibakterialis (pankracin) hatasokra
is (Szlavik et al., 2004, Bastida et al., 2011).

A narciklazin antiproliferativ potencidljanak kimutatdsa (1967) utan tobb rokon alkaloid
eziranyl hatdsarol beszamoltak, az egyik legkorabban felismert ilyen molekula a 11c volt.
Hatésat a proteinszintézis gatldsara vezették vissza, szelektivitdsara jellemzd, hogy leukémias
egerek tulélését novelte (Furusawa et al., 1976). A narciklazin mellett igen jelentds preklinikai
adat halmozddott fel a pankratisztatinnal kapcsolatban, azonban oldodasi tulajdonsdgai miatt a
természetes formdjaban biztosan nem alkalmas klinikai vizsgalatokra (Pettit e al., 2001). Mindez
alatamasztja a természetes alkaloidok prototipus szerepét a gyogyszerkutatasban. Cerdén és
mtsai. 7 Amaryllidaceae alkaloid 32 analdgjanak szintézisérdl és in vitro vizsgalatardl szamoltak
be, két tartalomanyag esetében sikeriilt szerkezeti modositasokkal fokozni az antiproliferativ

hatast (Cedron et al., 2015).
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Az Aaltalunk tesztel alkaloidok koziil a 11¢ mellett a 11b, és 11d vegyiiletekkel
kapcsolatban beszamoltak antiproliferativ hatasrol, am ezek a vizsgalatok nem tértek ki az
apoptozis kivaltasara (Weniger et al., 1995, Szlavik et al., 2004). Ugyanakkor elsként irtuk le a
11a antiproliferativ hatasat, valamint annak és a 11d alkaloidnak proapoptotikus tulajdonsagat
tumorsejteken. A likorin az egyik legismertebb alkaloid a vegyiiletcsalddban, citosztatikus hatasa
ismert. A 11a ennek kozeli szarmazéka (2-O-acetatja), igy hasonld hatdsa nem tlinik meglepdnek.
Ugyanakkor hasonl6 alkaloidokkal kapcsolatban leirtak szerény szerkezeti modositasokhoz
tarsuld6 markans farmakolodgiai eltéréseket. A narciklazin ¢€s tetraacetatja hasonld mértékii
antiproliferativ hatast fejtenek ki HeLa sejtekre, ugyanakkor az eldbbi vegyiilet nem befolyasolta
a sejten invazids képességét, mig a teraacetat jelentdsen gatolta azt (Evidente er al., 2009).
Hasonldan, a pretazettin citotoxikus potencidlja nagysdgrendileg nagyobb, mint a tazettiné a
kozottiik 1évo szerkezeti izoméria ellenére (Weniger ef al., 1995). Mindez indokolja a kozeli
rokon vegytiletek kiilon entitasként torténd vizsgalatat.

Az Amaryllidaceae alkaloidok MDR revertald hatdsaval kapcsolatban kevés eldzetes adat
allt rendelkezésre. Hasonldé modszert hasznalva vizsgaltak a likorin, a tazettin, a hemantidin és a
hemantamin hatdsat, de egyik vegyiilet sem emelte jelentdsen a rodamin akkumulaciot (Hohmann
et al., 2002). Eredményeink alapjan két vegyiilet (11c és 11d) igen jelentdsen fokozta a
teszt soran a 11a és a 1lc¢ szinergizalt a doxorubicinnal. A vart egybeesés elmaradasa a két
modszer eltérd kondicidival magyardzhatd. A rodamin akkumulacios teszt soran akut hatas éri a
sejtet, mig a joval hosszabb kombinacio alatt egyes fehérjék expressziojanak valtozasai is
lehetségesek.

A minddssze egy novénycsaladra jellemz6 akridonvazas alkaloidokat tri- €s tetraciklusos
vegyliletekre szokas osztani, utobbi csoport tobbségét a piranoakridonok képzik (Michael, 2005).
Legfobb képviseldjiik az akronicin, tumorellenes hatidsdnak felismerése klinikai vizsgalatokig
vezetett, igy nem meglepd, hogy a piranoakridonok szerkezet-hatds Osszefiiggéseit feltartak
(Guilbaud et al., 2002). Az ezekhez szerkezetiikben nagyon kozel all6 furanoakridonok (12a—f),
valamint a triciklusos arborinin (12g) antiproliferativ hatdsat elséként tartuk fel (Réthy et al.,
2007a). Utobbi alkaloid hatasat késébb leukémia sejtvonalon megerdsitették és igazoltadk markéans
proapoptotikus tulajdonsagat (Kuete et al., 2015). A vizsgélt furanoakridonok szerkezeti

homoldgidja alapjan feltételezhetd a k6zos hatdsmechanizmus, amelynek — a PAMPA modszerrel
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végzett méréseink alapjan — fontos meghatarozdja a vegytilet lipofilitasa. A kivalasztott képviseld
(12a) kisebb mértékben gatolta a nem tumoros eredeti immortalizalt sejtek osztédasat, mint
egyes tumorsejtekét (MCF7, MDA-MB-231, A431), tumorszeletivitdsa kedvezobb, mit a
referencia ciszplating.

A kivalasztott 12a vegyiilet legmarkénsabb hatdsa szokatlan modon az S fazis fokozasa
volt MDA-MB-231 sejteken. Hasonld jelenséget irtak le egy szintetikus, kiemelkedden potens
szintézisének gatlasaval és Gl1—S dtmenet zavardval jaré egyedi hatasmechanizmussal
magyarazzak a vegyiilet hatékonysagat (Leonce ef al., 2001). A kémiai analdgia és a hasonlo
viselkedés alapjan feltételezhetd, hogy a vizsgalt furanoakridon is ilyen hatdselemeken keresztiil
indukalja az észlelt apoptozist.

A furanoakridonvazas alkaloidok MDR revertal6 hatdsaval kapcsolatban szintén elséként
kozoltiink vizsgalati eredményeket. Az akridon alapvazat sikerrel alkalmaztdk hatéanyagjeldltek
épitéelemeként, a cél az ABCB1 és ABCG2 transzporterek gatlasa, ill. az azok altal kivaltott
MDR revertalasa volt (Mayur et al., 2006, Boumendjel et al., 2007). Az altalunk vizsgalt
alkaloidok fokoztak az ABCBI transzportert expresszalod limfoma sejtek rodamin felvételét, ami
a fehérje bénitdsara enged kovetkeztetni. Hosszabb behatas soran a vegyiiletek egy része (12d és
12e) potencialta a doxorubicin antiproliferativ hatdsat, annak ellenére, hogy sajat antiproliferativ
tulajdonsaguk szerénynek bizonyult. A szinergizald vegyiiletek ezuttal sem estek egybe a
rodaminfelvételt fokozo szerekkel, ami arra hivja fel a figyelmet, hogy maga a mddszer kevéssé
prediktiv, nem minden esetben alkalmas az elényds interakcioba 1ép6d farmakonok kijeldlésére. A
revertald szerek ugyanakkor csokkentették a transzporter expressziojait mRNS-szinten. Egyes
természetes vegyliletekrdl, igy pl. az izokinolin elemeket tartalmaz6 trabektedinrdl ismert, hogy
tumorellenes hatasukat részben a kemoterapia-indukalta transzporter-expresszio gatlasaval érik el
(Jin et al., 2000). Eredményeink alapjan a furanoakridon szerkezet a direkt antiproliferativ
effektus mellett alkalmas az ABCBI1 funkcidjanak moduldlésara, ill. ismert citosztatikumok
hatasanak potencialasara.

A kinolin alkaloidok szintén a Rutaceae csaladra jellemzd vegyiiletcsoport, széles
farmakolédgia spektrummal. Az €16 korokozokra kifejtett hatasok — antibakteridlis, antiviralis,

gombaellenes, protozoon-ellenes — mellett a csoport tobb tagja gatolja a trombocitak

crer
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al., 2000, Nazrullaev et al., 2001, Nam et al., 2005, Dolabela et al., 2008, Yang és Chen, 2008,
Duraipandiyan ¢s Ignacimuthu, 2009). Az egyik legbehatébban vizsgalt kinolin alkaloid, a
szkimmianin rendelkezik kdzponti idegrendszeri depresszans effektussal és vérnyomascsdkkentd
hatast is mutatott allatkisérletek soran (Cheng, 1986, Cheng et al., 1990).

A kinolinvazas alkaloidok tumorellenes tulajdonsdga nem ismeretlen jelenség; tobb szer
eziranyl hatasardl beszamoltak. A legtobb ide vonatkozd kozlemény preparativ jellegii, az
alkaloidok izolalasan tul kitérnek ugyan azok citotoxikus, ill. antiproliferativ hatdsara, &m annak
mechanizmusat nem részletezik. A legtobb adat a szkimmianinnal (13b) kapcsolatban
halmozoddott fel. Tobb Rutaceae fajbol is kimutattak, az egymastol fiiggetlen vizsgalatok eltérd
metodikdkat alkalmaztak, kozos azonban, hogy a hatds detektdldsara alkalmazott human
sejtvonalak tobbségén szerény hatékonysagot mutatott (Setzer et al., 2000, Mansoor et al., 2013,
Sandjo et al., 2014). Jansen és mtsai. HeLa sejteken 48 oras kezelést kdvetden 11,6 pM-os ICs
értéket mértek, ami szinte egybeesik az altalunk meghatarozott adattal (Jansen et al., 2006). A
hatds mechanizmusaval kapcsolatban a legrészletesebb vizsgalatot Varamini és mtsai. végezték,
megallapitva, hogy vegylilet leukémia és limfoma eredetli sejtvonalakon mutat 50 uM alatti ICs
értekeket. A 13b 48 oras behatdsara jelentésen fokozoddott a Jurkat €s Raji sejtek hipodiploid
allomanya (Varamini et al., 2009). A hatds mechanizmusa nem kellden tisztazott. Byler és mtsai.
a kinolin alapvdz ismert tumorellenes szerekkel (pl. kamptotecin) mutatott szerkezeti
hasonlésagabol kiindulva in silico vizsgalatokkal a DNS ldncba torténd interkaldcio és a
kovetkezményes topoizomeraz [ bénulds lehetdségét mutattak ki (Byler ef al., 2009).

A kinolinvazas alkaloidok adherens sejtekre gyakorolt proapoptotikus hatasara vonatkozo
adatokat elsoként kozoltiik (Molnar ef al., 2013). A két hatékonynak talalt vegyiilet — 13a és 13b
— a referenciaként hasznalt ciszplatinnal ekviantiproliferativ, ugyanakkor szelektivitas
tekintetében feliilmuljak azt, 30 uM jelenlétében gyakorlatilag nem hatnak a fibroblasztok
viabilitdsara. A vegyliletek proapoptotikus hatésat a jelenség morfologiai és biokémiai
markereinek detektalasaval igazoltuk. Mindezek alapjan a kinolin alapvdz optimalisnak tiinik

tumorellenes hatasu innovativ vegyiiletek fejlesztésére.
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6.2.2. Novényi kivonatok és szeszkviterpének antiproliferativ hatasa

A novényvilag felfedezd gyogyszerkutatasban betoltott meghatarozo jelentdsége
vitathatatlan, kiilonosen érvényes ez az €16 korokozokra hatod szerekre. A klinikai gyakorlatban
nélkiilozhetetlen hatéanyagokat, ill. azok prototipusait izolaltdk novényi forrasokbol. Az 1j,
preklinikai és klinikai fejlesztés alatt all6 molekulék jelentés hanyada ma is valamilyen modon
természetes eredetre vezethetd vissza (Cragg ¢s Newman, 2009).

A novényi kivonatokat tekinthetjiik természetes eredetli vegyliletkonyvtaraknak,
melyekben a komponensek pontos szama nem ismert. A kivonat kedvezd hatdsa esetén
természetesen cél az aktiv tartalomanyagok azonositdsa, ami az esetek egy részében nehézkes.
Egyrészt az eredeti kivonat hatasvezérelt frakcionalasa sordan a minor komponensek azonositasat
maga a csekély mennyiség is limitalhatja. Masrészt az is el6fordulhat, hogy a kivonat eredd
hatdsat az egyes komponensek szinergizmusa hozza létre, igy nem vezethetd vissza egy aktiv
vegyiiletre (Lewandowska et al., 2014).

Az Asteraceac novénycsaldd fajainak szdmos népgydgyaszati felhasznaldsat
dokumentaltak, igy ismeriink tumorellenes hatastinak tartott, ill. ilyen indikacioval alkalmazott
kivonatokat. A kozolt vizsgalatok legnagyobb részét azonban az Eurdpan kiviil honos fajokkal
végezték, az eurdpai, ezen belill a magyarorszagi fajok tumorellenes hatadsara vonatkoz6 adatok
hidnyosak (Heinrich et al., 1998, Monks et al., 2002, Ukiya et al., 2002).

Az 51 ndvényfaj szisztematikus szlirOvizsgalataval olyan adatdlloméanyt hoztunk Iétre,
amely alkalmas arra, hogy kijeloljik a részletes vizsgalatokra, hatasvezérelt frakcionaladsra
alkalmas novényeket. A leghatékonyabb kivonatokat mar a sziirévizsgalat sordan tovabb
jellemeztiilk: meghataroztuk azok ICsy értékét és elkiilonitettiik citosztatikus ill. citotoxikus
hatasukat. A kivalasztdshoz hasznalt hatékonysagi adatra nincs altalanosan elfogadott norma, am
az altalunk alkalmazott hatarérték — 10 pg/ml mellett minimum 50%-ban gatolt proliferacio —
kozelit az NCI altal javasolt értékhez, ami kivonatokra 20 pg/ml, mig izolalt vegyiiletekre 4
pg/ml (Lee és Houghton, 2005).

A vizsgéalt mintdk kozott azonositottunk olyanokat, amelyeknek forrasaul szolgalo
novényérdl nem volt ismert annak tumorellenes hatasa (pl. E. canadensis, A. ruthenica, X.
italicum). Ezen novények késdbbi, jelen értekezésben nem részletezett hataskovetett

frakcionalasa soran sikeriil azonositani a hatasért felelds vegyiileteket, melyek egy része Gjonnan
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leirt természetes vegyiiletnek bizonyult. Az izolalt vegyiileteket kiemelkedd antiproliferativ
aktivitas és annak limitdlt szakirodalmi ismertsége esetén tovabbi vizsgalatoknak vetettiik ala,
melyeknek célja a detektalt effektus mechanizmusanak feltarasa volt. Az azonositott
tartalomanyagok koziil aktivitasuk alapjan kiemelhetdé négy szeszkviterpén, az A. asiatica-bol
izolalt 14a—c és az O. acantiumbdl szarmazé 14d.

Az izolalt szeszkviterpének tumorellenes hatdsaval kapcsolatban nem allt rendelkezésre

kisérletes adat, mindossze kozeli rokonvegyiileteik hatasairél szamoltak be. Igy a 14¢ acetoxi

crer

crer

tint a 14a—d vegyiiletek antiproliferativ irdnyu vizsgalata, ill. hatdsuk mechanizmuséanak
jellemzése.

Mind a négy tartalomanyag kifejezett antiproliferativ hatast mutatott HL-60 leukémia
sejteken, mig fibroblasztokon egy nagysagrenddel magasabb ICsy értékeket mértiink, ami a
vegyliletek kielégitdé tumorszelektivitasara utal. A vegyliletek proapoptotikus tulajdonsadgat mind
morfologiai (fluoreszcens kettds festés), mind biokémiai uton (kaszpazok aktivalodasa,
hipodiploid allomény halmozddasa) sikeriilt igazolnunk. Az apoptozis mitokondrialis utjanak
aktivalodasat mutatja a fokozott kaszpaz-9 aktivitas, ill. az emelkedett Bax/Bcl-2 arany.

A vegyliletek HL-60 sejtekre gyakorolt ciklus-eloszlasa alapjan feltételezheté a G2—M
atmenet diszreguldcidja, igy meghataroztuk a jelenség legfobb regulatorainak mRNS-szintli
kifejezddését.

A CDKI1 ciklin B jelenlétében olyan célfehérjek foszforilaciojat végzi, melyek
kozvetleniil kivaltjdk a mitdzisra jellemz0d citoarchitektira megjelenését. Ezen fehérjék kozott
kiemelendd a nuklearis laminok és a vimentin. A ciklin B két izoformdja (B1 és B2) azonos
idobeliséggel oszcillal az osztdodo sejtben; mindkettd a DNS teljes megkett6zddése utan jelenik
meg ¢és a metafazis soran degradalodik (Gong és Ferrell, 2010). Térbeli kifejezddésiik
ugyanakkor eltérd; a Bl izoformat a mikrotubulusok, mig a B2-t a Golgi-késziilék mentén
mutattdk ki HeLa sejtekben (Jackman er al., 1995). A ciklin Bl fejlédéstani jelentdségét
tdmasztja ald, hogy a proteint nem expresszaldo transzgenikus egerek nem bizonyultak
¢letképesnek, ugyanakkor a B2 izoforma hasonld hidnya nem okozott detektalhatd tlineteket

(Brandeis et al., 1998). Ugyanakkor humén tumorsejteken nyert eredmények szerint barmelyik
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izoforma hianya esetén a masik ciklin B 4tveszi a hianyzé funkciot, a két izoforma kolcsondsen
kivéaltja egymas hatasat (Huang et al., 2013). Ezen adatok ismeretében kézenfekvonek tiinik,
hogy a vizsgalt szeszkviterpének altal kivaltott sejtciklus blokadban alarendelt szerepet jatszik a
ciklinekre gyakorolt hatas, hiszen az a 14a esetében a B1 és B2 forméara nézve ellentétes, a 14b
esetében pedig szerény gatld hatast tapasztaltunk a ciklin B2-re. A CDKI protein expresszidjara
nem jellemzd a sejtcikluson beliili fluktuacio, a kindz aktivitasat a ciklus sordn megjelend és
degradalodé ciklin B hatarozza meg (Hershko, 1999). Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a
vegyliletek CDK1 expresszidjara gyakorolt egyértelmii gatld hatésa jelentdésebb szerepet jatszik a
sejtciklus blokadjaban, ezen keresztiil az észlelt antiproliferativ tulajdonsagban.

A szeszkviterpének jellemzd farmakologiai tulajdonsagait — egyebek mellett az
antiproliferativ és gyulladasgatlo effektust — a jellemzd szerkezeti elemek, farmakofor csoportok
hordozzak. Ezek az o-metilén-y-lakton vagy telitetlen ciklopentanon gylriik. Ezeken tul az
epoxid szerkezeti elem szintén meghatarozo lehet a hatas kialakuldsaban; alkilaloszerként hatva
intracellularis makromolekulak — els6ésorban DNS - funkcionalis karositasat idézik elo,
hozzajarulva ezzel az észlelt hatashoz (Gheeya et al, 2010, Gach et al., 2015). A vizsgalt
szeszkviterpének koziil kettd — 14a és 14b — epoxidgytiriit is tartalmaz, igy ezek a molekuldk
bifunkcionalis természetes vegyiileteknek is tekinthetok.

Eredményeink alapjdn  megallapithato, hogy a ndvényvildg szisztematikus,
etnomedicinalis adatokkal tdmogatott szlirdvizsgalata a mai napig elvezethet olyan wjonnan
felismert vagy farmakoldgiailag aluljellemzett természetes vegyliletekhez, melyek alkalmasak
hatdanyag-jeldltként torténd tovabbi fejlesztésre. Az Asteraceae-fajok antiproliferativ iranyt é€s
nagy volumenli vizsgéalata sordn azonositott gvajanolid-tipust szeszkviterpének (14a, 14b)
rendelkeznek mindazokkal a farmakologiai tulajdonsagokkal, amelyeket a tumorellenes szerek

korai preklinikai fejlesztése soran biztatonak tekintiink.
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7. Az értekezés legfébb megallapitasai

Az értekezésben prezentdlt kisérletes munka legfobb eredeti megallapitasai a

kovetkezdkben foglalhatok dssze.

Kozel kettoszaz szteroid szarmazék antiproliferativ hatdsarol kapott eredményekbdl
kiindulva sikeriilt hatékony, tovabbi preklinikai fejlesztésre alkalmas molekuldkat kijeldlniink.
Jellemeztiik a legigéretesebb molekuldk hatasmechanizmusat; ezek hatékonysaga feliilmulta vagy
megkozelitette a referenciaként alkalmazott ciszplatinét. Leirtuk a D-gylirliben szubsztitualt
triazolt tartalmazo 13- és 13a-0sztradiol szarmazékok (2f, 2g, Sc) tumorszelektiv antiproliferativ
tulajdonsagat human adherens sejteken. Megallapitottuk, hogy az észlelt hatast a sejtciklus G2/M
fazisban bekovetkezd blokadja kiséri. Morfologiai és biokémiai moédszerekkel igazoltuk a
vegyiiletek mitokondrialis uton kialakul6 proapoptotikus hatasat.

Kimutattuk 0sztron-16-oxim szarmazékok (6a, 6b) sejtosztodast gatlé hatasat Hela
sejteken, mely a sejtciklus zavaran ¢és a DNS szintézisének gatlasan keresztiil jon Iétre.
Azonositottuk a sejtciklus zavardban szerepet jatszo szabalyozo faktorokat (CDK4, pl6 és
foszforilalt retinoblasztoma protein).

Els6ként mutattuk ki a D-homodsztron (7a) Hela sejtekre kifejtett szelektiv
antiproliferativ hatasat, valamint a vegyiilet intrinszik Gton megvaldsuld proapoptotikus hatasat.
A vegylilet hormonalis hatésat in vivo vizsgalattal zartuk ki. Igazoltuk, hogy a hatéanyag fokozza
a G2/M fazisban 1év0 sejtek aranyat, ennek oka a mitotikus sejtek felhalmozodasa, ami pedig a
statmin fehérje csokkent foszforilacidjara vezethetd vissza.

Igazoltuk szolanidin anal6gok antiproliferativ hatasat adherens és leukémia sejtvonalakon.
A kivélasztott leghatékonyabb vegyiilet (8c¢) kisebb mértékben zavarja a fibroblasztok
beépiilését a DNS allomédnyba, amit a farmakon antioxiddns tulajdonsagara vezettiink vissza.
Ugyanezen analdgok gatoltdk az ABCB1 transzporter miikodését és fokoztak a doxorubicin
sejtosztddasra gyakorolt hatasat limfoma sejteken.

Kimutattuk az 0Osztradiol lokalis keletkezésének gatlasara tervezett egyes 14p-HSDI1
inhibitorok hormonélis hatastol fiiggetlen antiproliferativ effektusat adherens sejtvonalakon. A

kivalasztott legpotensebb szarmazékok (10a, 10f) HeLa sejteken apoptozist valtottak ki, gatoltak
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a DNS szintézisét. Emellett fokoztak az apoptdzis kivaltasaban, ill. gatoltak a sejt talélésében

involvalt szabalyoz6 faktorok (p53, p21, ill. CDK2, Rb) mRNS-szintli expressziojat.

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

Farmakologiailag nem jellemzett akridonvézas alkaloidok koziil kiemelkedden
hatékonynak taldltuk az izogravakridon-klorint (12a) emlOkarcindma sejtpanelen és tovabbi
adherens sejteken. A vegyiilet mitokondridlis Uton valtott ki apoptozist MDA-MB-231
sejtvonalon. A vegyliletek jelentdsen gatoltdk az ABCBI transzporter aktivitasat, de csak két
alkaloid — a gravakridontriol (12d) és a gravakridondiol monometil-éter (12¢) — potencialta a
doxorubicin hatdsat rezisztens limféma sejteken. Mindkét alkaloid csokkentette a transzporter
mRNS-szintli expresszidjat 48 oras behatés esetén.

A Rutaceae novényfajokbdl szarmazé kinolinvéazas alkaloidok koziil kettd (kokuszaginin
¢s szkimmianin) mutatott szamottevdé tumorszelektiv hatdst HelLa sejteken. Mindkét alkaloid
kivaltotta az apoptozis morfologiai és biokémiai markereit, a jelenséget a DNS szintézisének
gatlasara sikeriilt visszavezetniink.

A Karpat-medencében fellelhetdé ¢és etnofarmakologiai adatok alapjan relevéans
novényfajok jellemzésére tervezett szlirdvizsgalat soran 51 faj 228 kivonatanak antiproliferativ
hatdsat hataroztuk meg human adherens sejtvonalakon. A 41 hatdsosnak talalt extraktum tovabbi
vizsgalata — hatdskovetd frakcionalasa — farmakologiailag kevéssé jellemzett vegylileteket €s
eddig nem ismert természetes molekuldkat eredményezett. Ezek koziil kiemelkedett négy
szeszkviterpén (14a—d), melyek mind adherens, mind leukémia sejteken markéns antiproliferativ
hatast fejtettek ki. A vegyiiletek aktivaltdk az apoptdzis mitokondridlis Utvonalat, emellett a
G2/M éllomany id6- és koncentraciofiiggd felhalmozodasat eredményezték. Ez utobbi effektust a

CDK1 és ciklin B2 mRNS-szintli expressziojanak csokkenésével hoztuk osszefliggésbe.

Az értekezésben bemutatott eredmények jelentdségét egyrészt abban latom, hogy azok a
kutatohelyen egy Gijonnan elinditott kutatdsi témaban és részben ujonnan kialakitott kooperaciok
eredményeképpen jottek létre. Masrészt maguk a generdlt experimentalis adatok, ill. feltart

Osszefiiggések vezérmolekuldknak tekinthetd originalis természetes és szintetikus molekuldkhoz
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vezethetnek. A hatékonysdguk ¢és szelektivitasuk alapjan kivalasztott igéretes hatdanyagok
behatébb vizsgalata sordn feltartuk a hatdsmechanizmus meghatarozo elemeit, ezen adatok
segithetnek megérteni hasonld szerkezeti molekuldk farmakologiai viselkedését. A vizsgalt
vegyliletek egy része ugyanakkor kozvetleniil is alkalmasak lehet arra, hogy prototipusként,

modellként hasznosuljon a gydgyszerkutatds késobbi preklinikai szakaszaban.
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9.4. Tudomanymetriai Osszefoglalo tablazat

Zupkd Istvan tudomanyos es oktatasi munkassaganak dsszefoglalasa

MTA V. Orvostudomanyi Osztaly (2016.06.15.)

Tudomanyos és oktatdsi kbzlemények Szama Hivatkozasok'
Osszesen | Részletezve | Fiiggetlen | Osszes
I. Folyéiratcikk® 147 = — =
szakcikk, dsszefoglald nemzetkdzi folydiratban - 134 1204 1703
szakcikk, tsszefoglald, hazai idegen nyelvi - 3 1 6
szakcikk, dsszefoglald, magyar nyelvii - 7 11 11
révid kdzlemény - 3 312 327
Il. Kényv 0 - - -
a) Szakkonyv, kézikényv 0 - -— -
idegen nyelvii — 0 0
magyar nyelvi - 0 0
Felsdoktatasi tankdnyv - 0 0
b) Szakkonyv, tankényv szerkesztoként 0 - -— -
idegen nyelvl - 0 - -
magyar nyelvi - 0 - -
Felsdoktatasi tankdnyv - 0 - -
lll. Kbnyvrészlet 0 - -— -
idegen nyelvl - 0 0 0
magyar nyelvi - 0 0 0
Felsdoktatasi tankdnyvfejezet - 0 0 0
IV. Konferenciakézlemény’ 1 — 0 0
Oktatasi kézlemények dsszesen (Il.-Il.) 0 0 0
Tudoményos és oktatisi kézlemények ésszesen (1-IV.)* 148 = 1528 2047
V. Tovabbi tudomanyos miivek 4 - -— -
Tovabbi tudomanyos mivek, ide értve a nem teljes
folydiratcikkeket és a nem ismert lektoraltsagu folyoiratokban - i 0 0
megjelent teljes folyoiratcikkeket is
SzerkesztGséqi levelezés, hozzaszolasok, valaszok - 0
Jelentés, guideline - 0
VI. Idézett absztraktok® 7 - 7 12
Osszesitett impakt faktor 305,8 = = =
|idézettség szama™ * - - 1535 2059
[Hirsch index 25 - — -
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Vil. Sokszerzds vagy csoportos (multicentrikus) kézlemény 2
a) Szerzé! -
b) Kollaboraciés kézrem(ikédé® -
Specidlis tudomanymetriai adatok Adat
Elsd szerzds folydiratcikkek szama 13
Utolsé szerzds folydiratcikkek szama 22
Elsd és utolsd szerzdségl folyoiratcikkek impakt faktor dsszege 70,6
Az utolsé tudomanyos fokozat/cim (PhD) elnyerése utani (1999 - 143
) teljes tudomanyos folydiratcikkek szama
impakt faktor sszege 308,7

Magyar nyelven megjelent tudomanyos teljes folydiratcikkek 7
szama
Az utolso 10 év (2006-2016) tudomanyos, teljes, lektoralt 131
folyéiratcikkeinek szama

impakt faktor 6sszeg 2821

idézések szama 1444
A legmagasabb idézettségii kézlemény 191
idézettsége (az dsszes idézettség szazalékaban) (9,28%)
WOS/Scopus azonositdval idézettség 1685
Sokszerzds éslvagy csoportos kiizlemények 8.7

impakt faktor 6sszege

idézettsége 2
Folyoiratcikkek,15-29 szerzével 3

Megjegyzések:

Az MTMT nem tudja szolgaltatni a kérelmezének kizardlag kalféldi intézménybdl publikalt folydiratcikkeinek szamat,
tsszesitett impaktfaktorat és fliggetlen hivatkozasainak szamat, valamint az ilyen kézlemények elsé és utolso
szerzdre vonatkozd impaktfaktor 6sszeget. Ezeket az adatokat a palyazonak kell ésszegyljtenie és feltéltenie a
Doktori Tanacs elektronikus rendszerébe.

! a disszertacié és egyéb tipusi idézdk nélkiil

2 lektoralt, tudomanyos folyoiratban

3 konferenciaktzlemény folydiratban, kényvben, egyéb konferenciakétetben

* a sokszerzéis és/vagy csoportos szerzéségi kdzlemények impakt faktora és idézettsége nem szamithatd be az
tsszes értékekbe, ezeket a specialis tudomanymetriai adatok kozott tlnteti fel az 6sszesites

° Nem idézett absztrakt itt nem kerill be az dsszesitésbe.
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10. Koszonetnyilvanitas

EzGton mondok koszonetet mindazoknak, akik tudoményos kutatdmunkam soran
tamogattak, akik segitsége, batoritasa nélkiil palydzatom nem johetett volna 1étre.

Koszondm Dr. Hohmann Judit Professzor Asszonynak, és az altala vezetett
Farmakognozia Intézet munkatdrsainak a ndvényi hatéanyagok terén végzett sokéves és
produktiv egyiittmiikodést.

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

Ko6szonom Dr. Falkay Gyorgy Professzor Ur tamogatasat, mellyel az ltala vezetett
Gyodgyszerhatastani és Biofarmdaciai Intézetben lehetdvé tette az Gjonnan inditott, sejtkulturan
alapulo kutatdsokat.

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

Koszonetemet fejezem ki Dr. Molnar Jézsef Professzor Urnak és Dr. Puskas Laszlonak
a modszertani segitségért, Ocsovszki Imrének az aramlasos citometriai kisérletekben végzett
kézremuiikodésért.

Koszondm az értekezés témajaban dolgozé Ph.D. hallgatok — iddrendben: Réthy
Borbala, Berényi Agnes, Molnar Judit, Bozsity Noémi, Gyovai Andras, Sinka Izabella —
lelkesen és nagy szorgalommal végzett munkajat.

Koszonet illeti mindazon kiilfoldi vezetd kutatokat, akik egytittmiikddésiikkel tAmogattak
a bemutatott eredmények létrejottét: 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).

Haléas vagyok csalddomnak az irantam mutatott tiirelemért, megértésért, ¢s mindazért a
semmihez sem mérhetd szeretetért, amivel erdt adtak munkamhoz.
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