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I. BEVEZETES, CELKITUZES

A természetes anyagok, és ezen beliil is elsdsorban a ndvényi masodlagos anyagcseretermékek
egy a kismolekulés felfedez6 gydgyszerkutatas szempontjabol kiilondsen értékesnek tekinthetd
kémiai teret jelolnek ki. Valtozatos farmakoldgiai célpontokat befolyasold, nagy jelentdségi
gyogyszervegyiileteink szarmaznak kozvetleniil a természetbdl: a penicillin €s szdmos egyéb
antibiotikum, a morfin, kinin, pilokarpin, atropin csak néhédny 6nkényesen kiragadott, kdzismert
példa. Kiilonosen nagy szdmban taldlhatunk a természetbdl izoladlt tumorellenes
gyogyszervegyiileteket, mint a paklitaxel (Taxol), doxorubicin, Vinca alkaloidok (vinblasztin,
vinkrisztin), és az ipari forrasnovényének felfedezése révén a szegedi Farmakogndziai
Intézethez is kotédo ingenol 3-angelat. A tradicionalis kinai medicina eszkoztaraként legalabb
1700 éve lazcsillapitoként hasznalt egynyari tirombdl (Artemisia annua) az antimaldrias hatast
artemizinin felfedezését, és az annak koszonhet6 terapias paradigmavaltast 2015-ben orvosi-

¢lettani Nobel-dijjal ismerték el.

A természetes anyagok gyogyszerkutatasi potencialjat jol illusztralja a Newman és Cragg
nevével fémjelzett dsszefoglald cikkek sorozata. Ennek hatodik, legiijabb kiadasa szerint az
1981. januar 1. és 2019. szept. 30. kozott vilagszerte (elsdként) torzskdnyvezett, sszesen 1881
originalis gydgyszervegyiiletbdl a tisztdn természetes anyagok részaranya 5,1% (+1%
standardizalt névényi kivonat), kismolekulas gyodgyszereink ugyanakkor tobb, mint fele
természetes eredetll vagy természetes farmakofort tartalmaz, €s kozel 70%-ban természetes

anyagokkal hozhatok kapcsolatba.

Ez azt is jol mutatja, hogy mig a természetes anyagok leginkabb fizikai-kémiai
(farmakokinetikai), farmakologiai és/vagy toxikoldgiai tulajdonsagaik optimalizalasat
kovetden valnak a modern terapiaban is alkalmazhatova. Ez a megfontolas volt az alapja a jelen
értekezésben bemutatott kisérletes munkanak, amely a klasszikus, természetes forrasbol izolalt
novényi vegylileteket alapul véve valtozatos kémiai megkdzelitések segitségével igyekezett 1j,
felszintetikus, vagy egy jol meghatarozott természetes farmakofor 4ltal inspiralt totalszintetikus

bioaktiv anyagok eldallitasaval bdviteni a jelenleg lefedett kémiai teret.

Az értekezésben bemutatott munka célja ennek megfelelden bioaktiv természetes és/vagy
félszintetikus anyagok diverzitds-orientalt eldallitasa és vizsgalata volt. A kutatasi stratégiat
egy-egy jol definialt természetes anyag csoport koré épitettiik, oly modon, hogy a modern
elvalasztastechnikai modszerek alkalmazasat a szintetikus kémia eszkdztaraval 6tvozve minél

nagyobb kémiai-farmakologiai valtozatossagot érjiink el.
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Ehhez a munkahoz az alabbi harom természetes anyagcsoportot vettiik alapul: 1) egy kiralis
informacidban gazdag, merev alapvazu, gazdagon funkcionalizalhato, és a természetben eleve
nagy kémiai diverzitassal jelen levd terpenoid csaldd, az un. ekdiszteroidok; 2) egy ritka
flavonoid csoport, az Un. protoflavonoidok, amelyek szokatlan helyzetben megtort sika
térszerkezettel, ¢s nem aromas, illetve sok esetben részben vagy teljesen telitett B-gytirtivel
jellemezhetdek, ezaltal funkcionalizalhatosaguk messze talmutat a klasszikus flavonoidokén;
végiil pedig, egy lehetséges Uj gyogyszerkutatasi stratégia perspektivajanak ,,proof-of-concept”
jellegli vizsgalataként 3) Onmagukban egyszerli, de oxidativ atalakulasokkal valtozatos

szerkezeteket kialakitani képes hidroxifahéjsav szarmazékok.

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

specifikus célokat tiztiik ki.

- Novényi és félszintetikus ekdiszteroidok eldoallitasa és vizsgalata. Célul tiztik ki egy
bdséges fitoekdiszteroid nyersanyagforras, a vilagszerte forgalmazott ekdiszteroid-tartalmu
étrend-kiegészitok egyik f6 forrasaul szolgalé Cyanotis arachnoidea tartalomanyagainak
kémiai vizsgalatat (1. Tézis), s az ebbdl nyert alapvegyiiletekbdl potencialisan anabolikus
¢s/vagy antidiabetikus hatdsu oxidalt szarmazékok (2. Tézis), ill. apolaris csoportokkal
szubsztitualt, antitumor hatasu szarmazékok (3. Tézis) eldallitasat. Célunk volt tovabba a
farmakologiai eredményeik komplex kiértékelésében valo aktiv részvétel, és a szerkezet-

hatas Osszefiiggések feltérképezése is.

- Protoflavon szarmazékok eléallitasa és vizsgalata. Célul tiiztiik ki bioaktiv, nem aromas
B-gytirtivel rendelkezé protoflavonoidok és szarmazékaik fél- és/vagy totélszintetikus
eldallitasat, az anyagok antitumor €s egyéb bioldgiai hatdsainak vizsgalatat és a szerkezet-

hatas Osszefiiggések feltérképezését (4. Tézis).

- Oxidalt antioxidans metabolitok eléallitasa és vizsgalata. Célul tiztik ki annak
vizsgalatat, hogy reaktiv oxigén és/vagy nitrogén fajtak befogasaval keletkezd antioxidans
metabolitoknak lehet-e gyogyszerkutatasi szempontbo6l jelentdsége. Ezt az dsszetett kémiai-
farmakoldgiai kérdést hidroxifahéjsav szdrmazékok, mint modellvegyiiletek segitségével

vizsgaltuk (5. Tézis).

Valamennyi, de kiilondsen az els§ és harmadik célkitizés esetén a kémiai atalakitdsok
els6dleges célja a kémiai tér bovitése, a valtozatossag novelése volt, amely a termékek

1zolalasat kovetden valtozatos farmakoldgiai informacio kinyerését tehették lehetdveé.
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I1. UJ EREDMENYEINK TEZISPONTOK SZERINTI OSSZEFOGLALASA

1. TEZIS. KERESKEDELMI FORGALOMBAN ELERHETO EKDISZTEROID-
TARTALMU KIVONATOK VIZSGALATA [S1, S2]

Ezen munka soran 13 ekdiszteroid szarmazékot, koztiik 2 j vegyiiletet allitottunk ¢l6, és az

alabbi uj eredményeket értiik el.

1) Ekdiszteroid tartalmt étrend-kiegészitOk vizsgalataval egy szokatlan termékhamisitast
mutattunk ki: a deklaralt spenét tartalom helyett C. arachnoidea kivonatot tartalmazo
termékeket azonositottunk, ami azt valdszinisiti, hogy ez a piac jelentés mértékben a tavol-

keleti Cyanotis kivonatok felhasznalasan alapul.

2) Kimutattuk, hogy a Cyanotis arachnoidea kereskedelmi forgalomban ipari 1éptékben is
gazdasagosan elérhetd kivonatai kiakndzhatoak kiilonleges ekdiszteroidok gazdag forrasaiként,
¢s/vagy ezek nagy mennyiségben valdé félszintetikus eldallitdsira  alkalmas
nyersanyagforrasként. Bar szamos ekdiszteroidot izolaltak Cyanotis fajokbol, a feldolgozott
kivonatok gazdag ekdiszteroid Osszetételiiknek koszonhetden Uj anyagok izolalasara is

messzemenden alkalmas nyersanyagforrasok (1. Abra).

1 Ri=Ac, R2=H
1 R1=H, R2=Ac

11 vagy 12 12 vagy 11

1. Abra. Cyanotis arachnoidea gytkérkivonatot tartalmazd, de félrevezetéen spendt kivonatként értékesitett
étrend-kiegészit6 termékbdl izolalt ekdiszteroidok. A 11 és 12 epimereket tisztan elGallitottuk, a 25-0s szénatom
konfiguracidjat azonban nem hataroztuk meg.

3) Az ilyen, kereskedelmi forgalomban 1évé novényi kivonatokbol eldallitott 0 vegyiiletek
természetes (bioszintetikus) eredete sok esetben, igy a fenti anyagok esetében sem igazolhato,
ezek az ipari eldallitas miitermékei is lehetnek. Kémiai/farmakologiai vizsgalatuk ugyanakkor

a human felhaszndlasra szant étrend-kiegészitdkben vald jelenlétiik miatt kiemelten fontos.

4
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4) Folyadék-folyadék kromatografias modszert dolgoztunk ki két minor ekdiszteroid

(dakrihainanszteron, 8, és kaloniszteron, 13) grammos 1éptékii preparativ elvalasztasara (2.

Abra).
|
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2. Abra. A Cyanotis arachnoidea kereskedelmi forgalombdl beszerzett kivonatanak részben tisztitott frakciéjanak
preparativ CPC kromatogramja, az egyesitett Il, lll és |V frakciok HPLC-PDA ujjlenyomata (max. abszorbancia, A=
200-650 nm), és a tisztitott f6 anyagok (8 és 13) szerkezete.

2. TEZIS. OXIDALT ES FOTO-TRANSZFORMALT EKDISZTEROID SZARMAZEKOK
ELOALLITASA ES VIZSGALATA [S3-S7]
Ezen munka soran 6sszesen 27 ekdiszteroid szarmazék, koztiik 15 0 vegyiilet eldallitasat és

vizsgalatat végeztiik el, és az alabbi 1j eredményeket értiik el.

5) Sikeresen allitottunk el6 egy oldatban pH-fiiggden stabil ekdiszteroid dezmotrop part (13 és
20), amelyek bioaktivitasa is eltéronek mutatkozott. Az autooxidacié idébeli lefutasat HPLC és
CE segitségével is vizsgaltuk, és azt talaltuk, hogy a dezmotrop par keletkezéséhez vezetd

koztitermék (19) elméletileg akar 80% kortili termeléssel is eldallithato lehet.

6) Mintegy 20 oxidalt szarmazék in vitro vizsgalata alapjan kimutattuk, hogy az ekdiszteroid
B-gytiri telitetlenségének novelése fokozza az anyagok serkent6 hatasat a sejtek életképességét
alapvetden befolyasolo protein kinaz-B (Akt) foszforilacigjara. Ennek alapjan az igy eldallitott
anyagok anabolikus / adaptogén / sejtvédd / antidiabetikus hatdsok szempontjabol kiilondsen

igéretesek.

7) Modszert dolgoztunk ki a 20E lancrovidiilt metabolitja, a posztszteron (21) gazdasagos

eléallitasara, amely lehetévé tette hatasanak kutatasi egyiittmiikodés keretében valo in vivo

5
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vizsgalatat. Ennek soran elséként mutattuk ki egy metabolit szerepét az ekdiszteroidok
anabolikus hatasaban.

"o

8) A 20E UV-lézer katalizalt fotokémiai atalakitasaval tovabb bovitettiik az eléallitott anyagok
korét, a gyokos atalakuldsoknak koszonhetden tovabbi oxidalt, és kiilonleges szerkezeti,
szénatom beépiiléssel vagy gytiri-atrendezddéssel képzodo szarmazékokat is nyertiink.

A 2. Tézishez kapcsolddd munka soran elért szerkezeti valtozatossagot a 3. Abra mutatja be.

OH
3. Abra. A: A 20-hidroxiekdizon (20E) oxidativ, ill. fotokémiai atalakitdsdval nyert ekdiszteroid szarmazékok. Az

bazis-katalizalt autooxidacidval (a; 13-20, 26-32), PIFA-katalizalta oxidativ oldallanc hasitassal (b; 21), ill. Iézeres
flash fotolizissel (c; 33-39) allitottuk el6. B: Egyéb természetes ekdiszteroidokbdl (2-dezoxi-20E, polipodin B,
ajugaszteron C, dakrihainanszteron, kaloniszteron) végzett oxidativ ldnchasitassal nyert anyagok (22-25); R%, R?,
R3, R% H vagy OH. A kiindulasi anyaghoz viszonyitott szerkezeti valtozast kék szin jelzi.

3. TEZIS. TUMOR REZISZTENCIA CSOKKENTO HATASU EKDISZTEROID
SZARMAZEKOK ELOALLITASA ES VIZSGALATA [S8-S18]
Ezen munka soran 6sszesen 89 ekdiszteroid, koztiik 58 0j vegyiilet eldallitasat és vizsgalatat

végeztiik el, és az alabbi 1) eredményeket értiik el.

9) Els6ként mutattuk ki, hogy a relative apolaris ekdiszteroid szarmazékok, kiilondsen az
ekdiszteroid acetonidok, jelentds rezisztencia-csOkkentd hatast fejtenek ki mind multidrog

rezisztens, mind gyogyszer szenzitiv tumorsejtvonalakban szdmos kemoterapids szerre. Ezen
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felismerést kovetden valtozatos apolaris ekdiszteroid szarmazékokat allitottunk el6 a szerkezet-
hatas Osszefliggések minél jobb megértése érdekében; az igy elért kémiai valtozatossagot a 4.

Abra mutatja be.
A

RS
RS

HO! R? RL, R2, RS RS,R% RL,R3,R5 R? R4
O 4147 Hv.OAc__Hv.OH HO 48-53 Hv. OH aH, BH, Hw.
v. BOH Et

O 119 100-103

4. Abra. A: természetes ekdiszteroidokbdl elGallitott apolaris ekdiszteroid szarmazékok. B: A 20-
hidroxiekdizonbdl a tumor rezisztencia csokkent6 hatds szerkezet-hatas 6sszefliggéseinek vizsgalatdra elGallitott
apolaris ekdiszteroid szarmazékok. R%, R?, R3, R*: H, Me, Et, n-Pr, n-Bu, i-Bu, Ph, E-etenilbenzil, Z-etenilbenzil, 3-
metoxi-4-hidroxifenil, vagy 4-(benziloxi)fenil; R>: H vagy Me; R®: H, Me, Et, allil vagy t-But.

10) Kimutattuk, hogy a hatas ABCBI transzportert (P-gp) over-expresszalo, multidrog
rezisztens sejtvonalban joval erésebb, mint annak gyogyszerszenzitiv parjan, de nem a
transzporter efflux funkcidjanak gatlasan alapul. A legdramaibb szenzitizalo hatast egy P-gp

negativ neuroblasztoma sejtvonalon tapasztaltuk; ezen a sejtvonalon a leger6sebb hatast 85
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anyag 10 uM koncentracioban a vinkrisztin 39,5 nM ICsp értékét harom nagysagrenddel, 56
pM értékre csokkentette.

11) Az ftjonnan allitott anyagok mellett meglévo ekdiszteroid konyvtarunk in vitro
farmakoldgiai vizsgalatat is elvégeztiik, igy 0sszesen 119 anyag hatasa alapjan deritettiink fel
szerkezet-hatas Osszefiiggéseket. Vizsgaltuk a szterol oldallanc, a szterdnvaz szubsztitucios
mintazata, nitrogén, fluor és kén heteroatamok, valamint a diolok lipofil szubsztituenseinek
szerepét. A rezisztencia csokkentd hatas szempontjabol legfontosabbnak felismert szerkezeti

elem a 2,3-diolon kialakitott dioxolan gytrti volt. Az L5178 és L5178wvpr sejtvonal paron

végzett vizsgalatok alapjan felismert szerkezet-hatas osszefiiggéseket az 5. abra 6sszegzi.

A Dox rezisztencia, Cl Apoléaris csoportok B Dox rezisztencia - L
értékre kiviltott hatds (acetat, acetonid) || csékkent6 hatas dietil > dimetil
3 4<—n-Pr > n-Bu > Ph
OHhianya 1 Yo o B> Me>HERY R
e OH Ha asszimmetrikus, a nagyobb ——)
GOH 1 L, OH 7 szubsztituens R®helyzete preferalt "2 ]
BOH | m) X £
1,2 acetonid | \
EA S/ OH ) dietil >> dimetil

OH hianya || % HO, | e -

; : Ry P
Apolaris csoportok HO! BOH | RZ 40
(acetat, acetonid) ||, / Hianyzo v. [ Dioxolan szubsztitcio helyzete:
ha nincs 1-OH o gydriibe zart O 23;2022~23>2022
-0OH | BoH |, kivéve apolaris oldallanc| Ha asszimmetrikus, a nagyobb
szarmazékok szubsztituens R2 helyzete preferalt

C citotoxicitss: (E)-NOH > (2)-NOH > O
ABCB1|: NOH > O ; NOR: t-But > allil > Et > Me > H
Dox rezisztencia |:
L5178 NOMe = NOAIlil > O > NOH =2 NOR
L5178,pr O > NOH = NOR

Citotoxicitds: F>OH 17-acetil szarmazékok:
ABCB1 |: F > OH Valamennyi hatasra:
.. Dox rezisztencia |: 20-ox0 > 20(E)-oxim
4. L5178 OH>F
L5178ypr F=OH

- ~Citotoxicitas: ~ A1415>F = OH
ABCB1 |: A¥15> F > OH

Dox rezisztencia |:
L5178 F>OH > A115
L5178ypr F 2 OH > Al415

£
iRt
Valamennyi hatdsra: R\

Acetonid >> szulfit éter Q7"

5. Abra. Az ekdiszteroidok tumor rezisztenciara kifejtett hatdsainak dsszegzett szerkezet-hatds 6sszefiiggései. A:
38 természetes és 20 félszintetikus (40-59) anyag interakcidja doxorubicinnel (Dox) L5178wor sejteken; az
interakcio jellegét és erésségét az egyes funkcidk kombinaciés indexre (Cl) gyakorolt hatasaval adom meg, Cl:
kombinacids index, 0<Cl<1: szinergizmus, Cl=1: additiv hatas, CI>1: antagonizmus; B: ekdiszteroid dioxolanok (60-
90) Dox rezisztencia csokkentd hatdsa — valamennyi ilyen anyag szinergizmusban hatott a doxorubicinnel, a
kisebb-nagyobb jelek a szinergizmus erGsségét jelzik; C: S, F és N heteroatomok hatasa az ekdiszteroid acetonidok
L5178 és L5178 MDR sejteken kifejtett citotoxicitasara, ABCB1 gatld hatasara, és Dox rezisztencia csokkentd
hatasara.

12) A 2,3-diolon kialakitott dioxolan gytliri savérzékenysége, valamint oldékonysaggal
kapcsolatos problémak ¢és a targetdlds vonzd lehetdsége indokolta, hogy nanorészecskéket
allitsunk elG; ezt szkvalénnal funkcionalizalt ekdiszteroid prodrug konjugatumok segitségével

értiik el (6. Abra)
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6. Abra. Szkvalénnel funkcionalizlt, vizes kdzegben spontan nanorészecskékké dnrendez6dé ekdiszteroid
prodrugok.

Az ekdiszteroid-szkvalén konjugatumok vizes kozegben valé onrendezédése monodiszperz,
stabil nanorészecskéket alakitott ki. A 122-124 anyagokbdl kutatasi egyiittmitkddésben
szkvalénnal funkcionalizalt doxorubicinnel kombinalt heteronanorészecskéket allitottunk eld,

amelyek hatékonynak bizonyultak doxorubicin-rezisztens tumorsejtek ellen.

13) A 11a-hidroxiekdiszteroid 2,3-acetonidok szkvalén konjugatumaibol (126, 128) eldallitott
onrendez6d6 nanorészecskék gyogyszerrezisztenciara kifejtett hatasa alapjan valoszintsitettiik,
hogy ezek a konjugatumok a 2,3-acetonid nélkiili ekdiszteroid pro-drugjaiként viselkednek. Ezt
vélhetden a szérum lipoproteinekben oldott konjugadtumok endocitozisat kovetd lizoszomalis
emésztés savas kozege okozza. A 2,3-acetonidot igy a jovoben egy alkalmas savrezisztens
csoporttal kell helyettesiteni ahhoz, hogy ezt a stratégiat hatékonyan lehessen tumorellenes

céllal alkalmazni.

4. TEZIS. BIOAKTIV PROTOFLAVONOID ANALOGOK ELOALLITASA ES
VIZSGALATA [S19-S24]
Ezen munka soran 6sszesen 72 protoflavon szarmazék, koztikk 69 0j vegyiilet eléallitasat és

vizsgalatat végeztiik el, és az alabbi 0j eredményeket értiik el.

14) Kidolgoztunk egy 1éptéknovelhetd, egylépéses, gazdasagos félszintetikus eljarast az
antitumor hatasu, ritka természetes protoflavonoid, a protoapigenon apigeninbdl valo
eldallitasara.

15) Kimutattuk, hogy a protoapigenon antitumor hatasa egy nem elagazo, alifas 1'-O-alkil éter

oldallanccal sejtvonaltol fliggden tovabb fokozhato.

16) Kimutattuk, hogy a protoapigenon egy ABCG2 szubsztrat, szintetikus analdgjai
ugyanakkor képesek athidalni az ABCB1 és ABCG2 efflux transzporterekhez kdothetd
multidrog rezisztenciat, és szelektiven elpusztitani egyes kemoterapids szerekhez adaptalt

9
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rezisztens tumorsejteket. Felismertiik, hogy a szelektivitas Osszefliggésben all a rezisztens
sejtek antioxidans védelmének az adaptacio soran kialakulod valtozasaival. Doxorubicinhez
adaptalt MCF-7 emldkarcinoma sejteken a szelektiv toxicitds szempontjabol a 6-fenil
szubsztiticio volt a leghatékonyabb. A tumorellenes hatas vizsgalata céljabol elGallitott
protoflavonokat, és a doxorubicin-rezisztens MCF-7/MCF-7pox emlbkarcinoma sejteken

mutatott szelektivitasuk C-6 szubsztitiiciora vonatkozo szerkezet-hatas osszefliggéseit a 8. Abra

mutatja be.
A o ; B a
[ I' HO. £
' 5 10 bd
: 2 ac
; i ab
RZ/CEE ; g ja ac
I B I
okzpmmmgmmmmee et T 05

L
129, 132-167, 188-202 \ﬂ; WQ/C ?JC? &Cﬁ @/C

7. Abra. A: Tumorellenes hatds vizsgalatara elGallitott fél- és totalszintetikus protoflavon szarmazékok; R%: H, Me,
Et, Prop, i-Prop, But, allil, propargil vagy Bn, R%: Me, OMe, OEt, Pent, Br, vagy Ph. B: Doxorubicinhez adaptalt
MCF-7 sejtek (MCF-7box) elleni szelektiv toxicitds A-gylr(ire vonatkoztatott szerkezet hatds Osszefliggéseinek
elemzése, szelektivitds (SR)=ICso(MCF-7)/ICso(MCF-700x). Az eltérd kisbetlik az egyutas varianciaanalizis és
Bonferroni post-hoc teszt alapjan statisztikailag szignifikans kilénbséget mutatd anyagcsoportokat jelzik.

17) A protoflavonok nem tumorellenes célu alkalmazasi lehetdségeinek vizsgalata kapcsan a
protoapigenon 1’-O-propargil étert (138) a koszvényben és szamos oxidativ stressz-szel
Osszefliggd korképben fontos szerepet jatszo xantin oxidaz enzim elsé nem planaris flavonoid
tipust hatékony gatloszereként azonositottuk. Enzimkinetikai vizsgalataink alapjan a gatlas
kompetitiv tipust. In silico dokkolasos vizsgalataink feltartak a propargil oldallanc kitiintetett
szerepének okat: ez az enzim egy szlik lipofil zsebébe illeszkedve rogziti a molekulat, amely

mas 1’-O-alkil oldallancok esetében nem volt lehetséges (8. Abra).

@
1004
Kélcsdnhatas

Elektrosztatikus
van der Waals
Kovalens

Viz

Fémes .

8. Abra. A protoapigenon 1'-O-propargil éter (138) xantin oxidaz enzimhez (3NVY) valé in silico dokkolasanak
eredményei. A: kontroll kisérlet, experimentalis kvercetin ligandum (sdrga) visszadokkoldsa (tirkiz),
RMSD=0,9149 A. B: a 138 anyag legel6nydsebb dokkolt pozicidja a fehérje kvercetin kotShelyén, grafikusan
abrazolt hidrofobicitasi feltlettel. C: a 138 anyag interakcidi a 3NVY fehérje aminosav reziduumaival, és a H-
kotések tavolsaga (A).
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A 138 anyag citotoxikus hatasa miatt kszvényellenes szerként nem alkalmazhatd, ugyanakkor

Uj, nem purin tipust xantin oxiddz gatlok racionalis tervezésének modellvegyiileteként értékes.

18) A p-kinol B-gyliri modositasaval szamos nem citotoxikus protoflavon szarmazékot
allitottunk el6 (9. Abra) annak érdekében, hogy ezen anyagok varhaté antiviralis hatasat sejtes

rendszerekben is behatobban vizsgalhassuk.

HO 2
p R
OR
Rt R?
OH O 203-208 H Me, Et, Prop,

i-Prop, v. But 215 i-Prop 218 i-Prop R
209-214 D Me, Et, Prop, 216 But 219 But 221 H
i-Prop, v. But 217 Propargil 220 Propargil 222 But

9. Abra. Az antiviralis hatds vizsgalata céljabdl elGallitott, nem citotoxikus hatasu protoflavon szarmazékok (203-
222). Ebbe a munkdba az analdgjainal joval gyengébben citotoxikus 135 anyagot is bevontuk, amely a
protoapigenonnal el6nydsebb szelektivitassal valtott ki er6s Epstein-Barr virus ellenes hatast.

A protoapigenon 1'-O-izopropil éter (135) erds, a protoapigenonnal joval szelektivebb Epstein-
Barr virus ellenes hatast, a tetrahidroprotoapigenon (221) pedig gyenge HIV-ellenes hatast
valtott ki. Eredményeink arra utalnak, hogy a protoflavonoidok klasszikus flavonoidoktol
jelentdsen eltérd térszerkezetiiknek koszonhetden egy farmakologiai szempontbdl sokoldalu 1)

kémiai teret jelolnek ki.

5. TEZIS. A KEMIAI TER ANTIOXIDANS INSPIRALTA KITERJESZTESE [S25-527]
Ezen munka sordn 10 antioxidans metabolit eldallitasat és vizsgalatat végeztiik el, és az alabbi

1j eredményeket értiik el.

19) Megfogalmaztuk egy 11j, bioaktiv anyagok felfedezésére alkalmas kémiai stratégia alapjait:
ennek lényege kismolekulds antioxidansok diverzitas-orientalt biomimetikus oxidacidjaval
nyert metabolit-keverékek, mint értékes 0j kémiai tér szisztematikus vizsgalata. Elgondolasunk
alapja az volt, hogy a természetes, kismolekulas antioxidansok reaktiv oxigén és/vagy nitrogén
fajtak befogasaval kémiailag stabil metabolitokka alakulhatnak, amelyeket nem csak az
antioxidans hatas komplex értékeléséhez kell figyelembe venni, hanem abbol a szempontbol is,
hogy ezek anyavegyiileteiknél sokszor Osszetettebb szerkezetiiknek koszonhetden azoktol
specifikusabb bioaktivitas profillal is rendelkezhetnek. Ezt a jelenséget és j, bioaktiv anyagok
felfedezésére vald esetleges felhasznalhatosagat hidroxifahéjsav szarmazékok, mint

modellvegyiiletek példajan vizsgaltuk.

20) A p-kumarsav oxidalt keverékeinek vizsgalata soran 6t terméket izolaltunk, amelyek koziil

ketté mutatott anyavegyiiletiiknél jelentésen erésebb citotoxikus hatast (10. Abra).
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OMe

228
L5178 1C4,=0,46uM

L5178g,: 1C5,=0,62uM

HO pcm; 223

L5178: 1C=125.6uM
L5178g,: IC5,>150uM

OMe

0, 227
L5178: 1Cg,=5,23uM
J— OH L5178g,;: 1C5,=12,38uM

10. Abra. A metil-p-kumarat (223) hlpervalens Jodvegyulettel (PIFA végzett OXIdaCIOJanak termékei. Az erds
citotoxikus hatasu gravikinont (228) ezt kdvet6en a 223 Fenton reakcidjabdl is egyértelmden azonositani tudtuk.

A gravikinon farmakologidjat kutatasi egyiittmikodés keretében behatdéan vizsgaltuk.
Kimutattuk, hogy ez az anyag valtozatos gyogyszerszenzitiv és rezisztens tumor sejtvonalak

ellen hatékony, j6 tumor szelektivitassal bir, és az ATR fiiggo jelatvitel hatékony gatloszere.

21) Kozvetett bizonyitékok, igy a 223 anyag MCF-7 sejteken hidrogén peroxiddal mutatott
szinergizmusa, Fenton-reakcidjanak termékanalizise és in silico kvantumkémiai szamitasok
alapjan valoszinisitettiik, hogy a gravikinon bioldgiai kornyezetben az oxidativ stressz
szintjétol fliggden szabadgyokfogassal keletkezhet anyavegyiiletébol, a metil-p-kumaratbol.

22) A metil-p-kumarét (223) ¢és a metil kaffeat (225) biorelevans, peroxinitrittel, ill.

crer

Abra).

A O,
OMe

;l
g
0,
Q
<

B o]
OMe HO. o
I ],,, O
T HO Y, ~ o~
HO
/o 0
HO 225 0 233
Hela: 1C5,=450 pM Hela: 1C5,=1,1 uM
MCF-7: IC5=175 UM MCF-7: ICs=1,1 UM
MDA-MB-231: IC,=139 uM MDA-MB-231: IC;=3,9 uM

11. Abra. Hidroxifahéjsav szarmazékok biomimetikus, ill. biorelevans oxidaciéjaval nyert anyagok. A: A metil-p-
kumarat (223) folyamatos aramu, in situ el&allitott peroxinitrittel végzett oxidacidjaval nyert, nem citotoxikus
anyagok. B: a metil kaffedt AAPH reagenssel végzett oxidaciojabdl izolalt termékek, amelyek koziil a 232 anyag
peroxinitritrittel végzett oxidacid soran is kimutathaté volt. A 232 anyag 35-400-szor erdsebb citotoxikus hatasu
volt egyes n6gydgydszati tumorsejtek ellen, mint anyavegyiilete.

A metil kaffeat oxidalt metabolitjai kozott egy erds antitumor hatasu dimert (232)

azonositottunk, amely a szakirodalom szerint a tumor mikrokdrnyezetén hatva erds
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antimetasztatikus hatast valt ki in vivo. Az AAPH egy peroxilgyokoket termeld,
biomimetikusnak tekinthetd reagens, a peroxinitrit pedig egy teljes mértékben biorelevans, az
€16 szovetek oxidativ stressz viszonyait tekintve nagy jelentdségli reaktiv nitrogén fajta. Ez

alapjan valamennyi igy eléallitott metabolit jo eséllyel keletkezhet biologiai kornyezetben is.

23) Kimutattuk, hogy az altalunk vizsgalt sejtvonalak terc-butil hidroperoxiddal (t-BHP) valo
elokezelést (és igy oxidativ stressz kivaltasat) kovetden a 225 anyag citotoxicitasa olyan médon
valtozott, amely parhuzamot mutatott az adott sejtvonalak 225/232 anyagokra mutatott
érzékenység kiilonbségével. Mivel a sejtek 225 anyaggal és t-BHP-vel valo egyidejii kezelése
soran ezek kolcsonhatasaként egyértelmiien antagonizmust mértiink, a hatasfokozodast nem
okozhatta a két kezeld agens egyszert kémiai reakcioja. Ez, bar egyeldre csak indirekt modon,
de azt a feltevést erdsiti, hogy a 232 anyag keletkezése a 225 anyagbol biologiai kdrnyezetben
az intracellularis oxidativ stressz fliggvényében vald keletkezése nem csak lehetséges, de

farmakologiai szempontbol is relevans lehet.

24) Hidroxifahéjsav szarmazékokon végzett munkank eredményei dsszességében arra utalnak,
hogy antioxidansokbdl reaktiv oxigén és/vagy nitrogén fajtak segitségével végzett diverzitas-
orientalt szintézis egy olyan kémiai metabolit-teret tar fel, amely méltd a gyogyszerkutatas

kiemelt figyelmére.
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