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BEVEZETES

A daganatos megbetegedések az egyik leggyakrabban el6forduld
betegségcsoport, vilagszerte vezetik a mortalitasi statisztikdkat. A betegség tipikusan
multifaktorialis, hatterében tobbek kozott a programozott sejthalal, az apoptozis csokkent
mikodése jatszik szerepet. Kezelését neheziti a sejtek gydgyszerekkel szembeni
rezisztencidjanak gyakori kifejlédése. A tumoros sejtekre a kontroll nélkiili szaporodas és
dedifferencialodas jellemzo.

A sejtek €16 szervezeten beliili egyensulyanak kialakitdsdban az apoptdzisnak
fontos szabalyozd szerepe van. A folyamat morfologiai valamint biokémiai markerekkel
jellemezhetd. A morfologiai jelek koziil a sejtmag kondenzacid, sejtzsugorodas,
sejtmembran strukturalis integritasanak valtozasa valamint az apoptotikus testek
kialakulasa a legjellemz6bb. Biokémiai markerek ko6ziil megemlitend6 a DNS
feldarabolodas valamint intracellularis fehérjék hasadasa. Ezen folyamat fontos regulacios
faktorai a kaszpazok valamint a Bcl-2 csalad.

A daganatos betegségek gyogyitasanak egyik legnagyobb gatja a kezelés soran
kialakulé6 multidrog rezisztencia (MDR). A jelenség hatterében a daganatos sejtek
citosztatikumokkal szemben kialakulé érzéketlensége all, amit a sejteken megjelend ATP-
dependens transzportfehérjék nagyfoka expresszidja okoz. Egyik legrészletesebben
vizsgalt pumpa a P-glikoprotein (Pgp), amelyet Juliano és Ling ismert fel 1976-ban kinai
horesog petefészek sejtekben.

Ennek megfeleléen az elmult években szamos daganatellenes szert vezettek be,
melyek apoptozist indukalnak és/vagy a MDR-t csokkentik. Ma a klinikai vizsgalatokban
részt vevo hatdanyagok kozel 60%-a természetes vagy természetes eredetli vegyiilet. A
névényi kivonatokat, mint kiilonféle komponenseket tartalmazo természetes konyvtarakat,

a tumorellenes szerek fejlesztésének egyik igéretes forrasaként tartjak szamon.



CELKITUZESEK

A bevezetésben 0sszefoglaltak alapjan a kdvetkezd kisérleti célokat hataroztuk meg:

e a Magyarorszagon el6forduld Asteraceae csalad kivalasztott fajaibol preparalt
extraktumok citosztatikus hatdsdnak szisztematikus szlirGvizsgalata.

e a Tamus communis L. citosztatikus hatasaért felelOs tiszta anyagok izolaldsa és
azonositasa.

e a Ruta graveolens L.-bdl korabban izolalt akridonvdzas alkaloidok
daganatellenes hatasanak jellemzése. Elsé 1épésként a vegyiiletek apoptozis
indukalo hatasat kivantuk bizonyitani.

o  kisérleteink tovabbi részében ez utdbbi vegyiiletcsoport Pgp funkciodjara kifejtett
gatlasanak, valamint a doxorubicinnel valé kombinacid antiproliferativ hatasanak

vizsgalata allt.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Novényi nyersanyag

Az Asteraceae fajokat, amelyek Magyarorszagon f6leg vadon fordulnak eld,
viragzasi idejiik alatt gy(ijtottiik. A novényekbdl 4-féle kivonatot készitettiink n-hexannal
(A kivonat), kloroformmal (B kivonat) és vizzel (C kivonat). A visszamaradt névényi
mintat forrasban levd vizfiirdon extrahaltuk és fagyasztva szaritottuk (D kivonat).

A T. communis L. gyokértorzsét a Mecsekben gylijtottiik. A citosztatikus hatasért
felelds hatékony anyagokat biologiai hatasvizsgalattal kisért izolasas soran kinyertiik, majd
azonositottuk.

Az akridon alkaloidokat kordbban izolaltak a R. graveolens L.-bdl (arborinin (1),
evoxantin (2), isogravakridon-klorin (3), rutakridon (4), gravakridondiol (5),
gravakridontriol (6), gravakridondiol-monometil-éter (7), gravakridontriol-monogliikozid

(8), gravakridondiol-monogliikozid (9) (1. abra)).

Sejttenyésztés

Human (MCF7, Hela és A431 — eml6, méhnyak és borkarcindéma) valamint egér
(L5178 — egér T-sejtes limfoma, ¢érzékeny valamint pHa MDRI/A retrovirussal
transzfektalt rezisztens) daganatos sejtvonalat hasznaltunk kisérleteinkben. Tenyésztésre a
humén sejtek esetében minimalis esszencidlis médiumot, az egérlimfoma sejtek esetében
McCoy's SA médiumot hasznaltunk, az MDR1 gén expresszidjat kolhicin jelenléte
biztositotta. A médium minden esetben tartalmazott fotalis allati szérumot, antibiotikum
keveréket, valamint nem esszencialis aminosavat. A sejteket telitett paratartalmu, 37 °C-os,

5% CO,-t tartalmazd termosztatban tartottuk.

MTT teszt

Az antiproliferativ hatds mérésére az in vitro MTT tesztet hasznaltuk [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid]). A redukalt MTT abszorbanciajat 545
nm-en spektrofotométerrel mértiik, a kezeletlen sejtek abszorbancijat vettilk 0%-nak.
Dimetil-szulfoxiddal (DMSO) készitettiik a térzsoldatokat (10 mg/ml kivonatokra, 30 mM
a tiszta anyagokra) az olddszer végkoncentracioja legfeljebb 0,3% volt, amely elézetes
kisérleteink alapjan a proliferaciot nem zavarja. Azt a kivonatot, mely 10 pg/ml-ben
kiemelked6 aktivitast mutatott (50% feletti proliferacio gatlas), tovabb vizsgaltuk,
citosztatikus hatasra jellemz6é dozis-hatas gorbét vettiink fel, valamint meghataroztuk a
direkt toxicitast. A citosztatikus és citotoxikus hatés kiilonvalasztasara eltér6 sejtszamot és
expozicios idétartamot hasznaltunk (72 h, 5000 sejt/iireg ill. 24 h, 25000 sejt/iireg).

A tesztelt akridonok és doxorubicin kombinacids vizsgalatait az tin. checkerboard
modszerrel végeztiik. A sejtnovekedési ratat MTT teszttel mértiik, és az interakcid mértékét

a kovetkez6 rendszerben fejeztiik ki (FIX = frakcionalt inhibitoros index):

FIX <0.5 Szinergista hatas
FIX =0.51-1 Additiv hatas
1 <FIX <2 Nincs jelentds interakcio
FIX>2 Antagonista hatas
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1. abra. Az akridon vazas alkaloidok szerkezete.
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Permeabilitasi vizsgalat
A sejtmembranon keresztiilli permeabilitdis meghatarozasara mesterséges
lipidmembrant alkalmaztuk (PAMPA), amelybdl log P, értéket szamoltunk. A lipid kettds

lemezen 340 nm fotometriasan hataroztuk meg 5 6ras inkubacio utan.

Floureszcens mikroszképia

Az akridin-narancs (AO) — etidium-bromidos (EB) kettds festéssel az €16, korai
valamint kés6i apoptotikus és nekrotikus sejteket lehet elkiiloniteni. A festés soran, az AO
athatol az intakt sejtmembranon, és a sejtmagot homogén zoldre festi €16 sejtekben, mig
korai apoptozis esetén a sejtmag granulalt zoldre festédik. Az EB csak a fokozott
permeabilitdsii sejtmembranon halad at, és a sejtmagot pirosra festi. A morfologiai

paramétereket 24 Oras kezelés utan vizsgaltuk.

Aramlasi citometria

A DNS tartalom mérését propidium-jodidos jelolés mellett HeLa sejteken
végeztilk. A 24 6ras kezelés utan a sejtciklus egyes szakaszaiban levo sejtek %-os aranyat
hataroztuk meg (Gl, S és G2/M), valamint a szubdiploid populéciot, amelyet mint
apoptotikus alloméanyt azonositottuk.

A rodamin 123 retencids vizsgalattal a Pgp mikodését tanulmanyozhatjuk,
amelyet 30 perces inkubacid utan mértiink. A rodamin 123 retencids vizsgalatokban
verapamilt alkalmaztunk pozitiv kontrollként (40,6 uM), a tesztanyagok aktivitast a kezelt

valamint kezeletlen sejtek fluoreszcencidjanak hanyadosaként adtuk meg.

Reverz transzkriptaz-PCR

Bax, Bcl-2 és MDR1 mRNS szinti kifejezodését RT-PCR technikaval hataroztuk
meg. Kezelés utan (24 6ra HeLa sejteknél, 48 ora L5178 MDR sejteknél), 10° sejtet
denaturalo oldattal kezeltiik. Teljes RNS kivonasa utan, 0,5 pg RNS-t kicsaptunk, és
cDNS-s¢ atirtuk MMLV-RT segitségével. A PCR reakciot cDNS, Taq polimeraz valamint
primerek jelenlétében végeztiik. Belsé kontrollként gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenazt

(GAPDH) szerepelt.

EREDMENYEK

Sziirévizsgalat

Az antiproliferativ sziirGvizsgalatban az Asteraceae csalad egyes fajait vontuk be
részben népgyogyaszati alkalmazasuk, részben véletlenszerli kivalasztas alapjan. Négy
nemzetségbdl 25 fajt valasztottunk ki [Astereae (6), Inuleae (3), Heliantheae (5) és
Anthemideae (11)], melyeknek kivalasztott ndvényi részeibdl 228 kivonatot készitettlink.
Az elsd sziirés 10 pg/ml koncentracioban 3 human daganatos sejtvonalon tortént, melybdl
25 kivonat mutatott 50% feletti antiproliferativ hatdst valamely sejtvonalon. A
tovabbiakban ezekre a kivonatokra ICs, értéket allapitottunk meg, valamint elkiilonitettiik a

direkt citotoxicitast és citosztatikus hatast 30 pg/ml koncentracioban.



A kivonatok kozott foleg a kloroformban (B kivonat) oldodo lipofil
komponenseket talaltuk aktivnak (72%-a a kivélasztott kivonatoknak). Néhany esetben az
n-hexanos ¢és vizes metanolos kivonat (A és C kivonat) is aktivnak bizonyult. A D jelzésii
kivonat egy esetben sem mutatott 50% feletti aktivitast.

Az Anthemideae fajok kozott a talaj feletti részbdl késziilt kivonatok voltak
hatasosak. Az A. collina-bdl késziilt kivonat az oszt6dd sejtekre mutatott szelektivitast,
melyet jelentds citosztatikus-citotoxikus killonbség jelez. Az Astereac fajok esetében a
gyokérbol késziilt kivonatok hatdsosabbak, mint az egyéb szervekbdl késziiltek. Ebben a
csoportban az E. canadensis n-hexanos kivonata mutatkozott a leghatékonyabbnak.
Jelentds citosztatikus hatast mértiink a Heliantheae nemzetség A. artemisiifolia, H. annuus
és X. italicum fajaiban, ezen eredmények magyarazzak a korabban leirt népgyogyaszati
alkalmazasukat. Szlir6vizsgalatunk legaktivabb kivonatai a H. annuus valamint a X
italicum kloroformos kivonatai, melyek mindharom sejtvonalon 5 pg/ml alatti ICs, értékkel
rendekeznek. Az Inuleae fajokat illetden mérsékelt aktivitast talaltunk az I ensifolia,

kifejezettet a 7. speciosa esetében.

Biologiai hatasvizsgalattal kisért citosztatikus vegyiiletek izoldsasa a 7. communis-bol
A népgyogyaszati megfigyelések alapjan daganatndvekedést gatlo T. communis-
bol biologiai hatasvizsgalattal kisért izolalas soran nyertiik ki az aktiv komponenseket. Az
elsé frakcionalasnal a kloroformos kivonat potensebbnek bizonyult, mint a metanolos. A
tovabbiakban a kloroformos fazist 13 frakcidra bontottuk, ahol a IV, V+VI, VIII, IX és
XII frakci6 mutatott 50% feletti daganatnovekedést gatldé hatast 10 pg/ml
koncentracioban. Tovabbi kromatografias lépésekben 5 fenantrén vazas vegyiiletet

izolaltunk.

A 1V. frakciobdl a 7-hidroxi-2,3,4-trimethoxifenantrént (10) és 2,7-dihidroxi-
3,4,8-trimethoxifenantrént (12) izolaltuk. A 2,7-dihidroxi-3,4-dimethoxifenantrént (11) az
V-VI. frakciobol, 3,7-dihidroxi-2,4,8-trimethoxifenantrén (13) és 3,7-dihidroxi-2,4-
dimethoxifenantrént (14) a VIII-IX. frakciobol nyertiik ki (1. tablazat). A 10-es anyag 1)
természetes anyag, mig a 11 (nudol), 12 (konfusarin) és 13 anyag el6szor lett a 7.
communis-bol kimutatva. A 14-es anyagot korabban kimutattak a ndvény gyoktdrzsébdl, és

TaVIII-ként ismeretes.

1. tablazat. A T. communis-bol izolalt vegyiiletek képletei és citosztatikus ICsy értékei Hela
sejtvonalon.

10 11 12 13 14
R, | CH, -H H  CH, -CH,
R, | CH, -CH, -CH, -H -H
R, | H -H -OCH, -OCH, -H
R 1Cs 13,85 20,18 0,97 >30 6,66
3 (HM) 5 > > >

Akridon alkaloidok daganaellenes hatasa

Az akridonok antiproliferativ valamint permeabilitasra utalo értékei a 2.
tablazatban lathatéak. Az 1 anyag kiemelkedd citosztatikus hatassal rendelkezik,
kiilonosen HeLa sejteken. A furakridonok (3-9) citosztatikus aktivitasaban csak kisebb
kiilonbséget talaltunk, a 3, 4, 5 és 7 anyag aktivitasa minden esetben jobb volt, mint a 6 és
8+9 anyag. A permeabilitast PAMPA teszttel mértiik és log P, értéket szamoltunk. Az ICs
valamint a log P, értékek kozotti korrelacié 0,717; 0,856 és 0,578 HeLa, MCF-7 és A431

sejtvonalra.



2. tablazat. Az akridon alkaloidok citosztatikus ICsy valamint permeabilitasra jellemz6 log P, értékei.

Tesztanyag [Csy Eték (uM) log P, érték
HeLa MCF7 A431

1 1,84 11,74 12,95 -
2 inaktiv¥ inaktiv* inaktiv* -

3 8,35 4,53 3,02 -5,108

4 5,27 7,69 14,41 -4,994

5 7,87 19,91 14,83 -5,087

6 23,24 99,60 27,88 -5,865

7 3,84 13,20 11,97 -5,361

8+9 inaktiv* inaktiv* inaktiv* -6,359
Doxorubicin 0,15 0,28 0,15 -
Ciszplatin 12,43 9,63 2,84 -

*: 30 uM koncentracioban nem fejtett ki jelentds (min. 50%) ciosztatikus hatast.

meghatarozasaval mértilk. A tovabbi vizsgalatatokat 3 kivalasztott akridon vazas
vegyiileten végeztiik. A sejtciklus vizsgalatok alapjan a 3, 4 és 7 anyag 24 Oras kezelés utan
HeLa sejteken megemelte az S fazisban levd sejtek aranyat, mig a G2/M fazisban 1évokét

csokkentette a kontrollhoz képest. A sejtciklus valtozasokat az S és G2/M fazisok

Az antiproliferativ hatds mellett a sejtciklusra kifejtett hatast a DNS tartalom

hanyadosaval adtuk meg (2. abra).

S - G2/M fazisok hanyadosa

(atlag = SEM)
L
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2. abra. Sejtciklus analizis:
a kivalasztott akridon
alkaloidok  hatasa HeLa
sejtekre 24 oras kezelés
utan.. *: p<0,05 ¢és **:
p<0,01, a kontrollhoz viszo-
nyitva.

Apoptozis idukcio

Sejtzsugorodas, sejtmembran permeabilitds ndvekedés, sejtmag granulacid, mint
tipikus morfoldgiai paramétercket tapasztalhattunk 24 6ras 3, 4 és 7 anyag kezelése utan
HeLa sejtonalon AO/EB kettds festés mellett.

Biokémiai markerek koziil a DNS fragmentaciot detektaltuk DNS tartalom
aramlasos citometrids mérése soran. A sejtciklus G1 fazisa eldtt felszaporodd szubGl
populéacid, mint apoptotikus allomany novekedését tapasztaltuk, mely az apoptozis soran
kialakld6 DNS degradaci6é eredménye. Kontroll esetben 5% alatti, mig 3, 4 és 7 anyag

kezelés hatasara koncentracio fliggen emelkedett a szubG1 allomany (3. abra).

Izogravakridon- Gravakridondiol- 3. abra. DNS fragmen-
Rutakridon klorin monometil-éter taciés  teszt: Hela
30 - A ~ A N A — sejgeken 24' S’)rés
. akridon kezelés altal
3 kivaltott az apoptozis.
%% . ukd * p<0,05 és **
7] p<0,01, a kontrollhoz
® ; viszonyitva.
_Cj) ~
3
3 s s s s s s s s s s
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x

20+ Rutakridon
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<154 ki
a s * 1.5
R
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0.5 0.54
0.0- -
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4. abra. Rutakridon és izogravakridon klorin hatdsa a Bax/Bcl-2 mRNS expressziora HeLa sejteken
24 oras kezelés utan. *: p<0,05, **: p<0,01 és ***: p<0,001, a kontrollhoz viszonyitva.



MDR gatlas

A Pgp okozta efflux gatlasdnak meghatirozasara a rodamin 123 akkumulacios
és 6 anyag hatékonyabban gatolta a Pgp miikodését, mint a pozitiv kontrollként hasznalt
40,6 mM verapamil. Az akridonok koziil az 5-0s anyag bizonyult a legpotensebbnek (3.
tablazat).

Az akridonok antiproliferativ hatasanak meghatarozasa utan, a Pgp-t expresszalod
L5178 sejteken meghataroztuk az akridonok és doxorubicin kombinacié citosztatikus
valaszat checkerboard modszer segitségével. A 6 és 7 anyag valamint doxorubicin kozott
szinergista interakciot tapasztaltunk. E két anyag esetében 48 oras kezelés utan MDR1 gén

mRNS szintii csokkenését tapasztaltuk.

3. tablazat. Akridon alkaloidok hatasa a Rh-123 akkumulacids tesztben L5178 MDR sejtvonalon.

anyag ICso (M) dof(r(l)treljsli(ccilr?nel
1 69,57 addicio
2 33,22 addicio
3 0,062 antagonizmus
4 16,02 antagonizmus
5 33,97 addicio
6 67,21 szinergizmus
7 43,65 szinergizmus

DISZKUSSZIO

A daganatos betegségek gyogyitasa, valamint Ujabb daganatellenes szerek
kifejlesztése vilagszerte a klinikum és a gyogyszerfejlesztés egyik legfontosabb teriilete.
Munkam soran természetes eredetli tesztanyagok kozott kerestem potencialis anyagokat,
amelyek a tumorellenes kutatasok egyik kiinduld vegyiiletei lehetnek. A magyarorszagi
Asteraceae csalad fajainak 4 kiilonféle kivonatanak sziir6vizsgalata igéretes novények

kivalasztasat eredményezte. A sajat eredményeinket, valamint a népgyogyaszati
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felhasznalast figyelembe véve E. canadensis, E. annuus, A. artemisiifolia, H. annuus és X.
italicum tovabbi vizsgalatok célndvényei lehetnek.

A T. communis gyoktdrzsébol biologiai hatasvizsgalattal kisért izolasas soran 5
fenantrén vazas vegyiiletet nyertiink ki. A 10-12 valamint 14 anyag kiemelkedd
antiproliferativ hatast mutatott HeLa sejtvonalon, a 10 anyag 0j természetes vegyiilet, mig
11-13 anyag korabban mas ndvényben mar kimutatott vegyiiletek.

A R. graveolens-bdl izolalt akridon vazas vegyiiletek antiproliferativ hatasanak
részletesebb vizsgalata soran kimutattuk, hogy a 3 és 7 anyag megemelte az S fazisban levd
sejtek aranyat, mig a G2/M fazisban 1évokét csokkentette. Feltételezett hatasuk a sejtciklus
S és G2 fazis kozotti atmenet gatlasa.

Az akridonok programozott sejthalalt okoznak, melyet morfoldgiai és biokémiai
markerek kimutatasaval bizonyitottunk. Morfologiai eltéréseket mikroszkopos technikaval,
mig a biokémiai jelzOket aramlasos citométer segitségével DNS tartalom és apoptotikus
faktorok mRNS szintli meghatarozasaval mutattunk ki.

A Pgp-okozta rezisztencia gatlasara iranyuld vizsgélatokat Pgp-t expresszald
egérlimfoma sejtvonalon végeztiik. Az akridonok gatoltak a Pgp funkciodjat, a 6 és 7 anyag
szinergista modon viselkedett doxorubicin mellett, valamint csokkentette a MDR1 gén
mRNS szintli expressziojat.

Az akridonok apoptozist indukalo és MDR gatlo hatdsa a gydgyszerkutatas
szempontjabol két értékes tulajdonsadg. Akar mint tesztanyagok, vagy mint kiinduld

molekulak szerepelhetnek 0j daganatellenes szerek kifejlesztésénél.
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