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Bevezetés

Az oximok ¢és szarmazékaik mind a kémia, mind a bioldgia teriiletén komoly
jelentdséggel birnak. Szerves szintézisek sordan értékes kiinduldsi anyagok mas
nitrogéntartalmu vegyiiletek eldallitdsaban, mely alapjan igéretes kutatasi alanyok lehetnek uj
gyogyszerjelolt molekulak kifejlesztéséhez. Figyelembe véve mindezt, tudomanyos
érdeklodésiink a kozelmultban az ilyen tipusu vegyiiletek félszintetikus eldallitasa és vizsgalata
fel¢ fordult két kiilonbozo, természetben is eléfordulo, bioaktiv vegyiiletcsoportbdl, az
ekdiszteroidokbdl és a protoflavonoidokbol.

Az ekdiszteroidok mind a ndévény-, mind az allatvilagban igen elterjedtek. Ezek az
anyagok emldsokben szdmos elényds, nem hormondlis hatdssal rendelkeznek.
Kutatocsoportunk fedezte fel a viszonylag kevésbé polaris ekdiszteroid szarmazékok azon
tulajdonsagat, hogy tobbféle kemoterdpids szerrel kombinalva képesek mind multidrog-
rezisztens (MDR), mind szenzitiv rakos sejtvonalak gyogyszerrezisztenciajat csokkenteni (an.
,kemoszenzitizalo” hatast kivaltani). Ugy talaltuk, hogy az ekdiszteroid alapvazon végzett
félszintetikus modositasok (pl: a hidroxilcsoportok fluorral torténd szubsztiticidja) jelentdsen
befolyasolhatjdk ezt a hatast, és tudomasunk szerint, ekdiszteroid oxim szarmazékokat
farmakolégiai szempontbol korabban még nem vizsgaltak. Altalanossagban ugy tiinik azonban,
hogy az ekdiszteroidok adjuvans tumorellenes hatasahoz sziikséges a 2,3-hidroxilcsoportokon
egy dioxolan gylr(i (pl. acetonid csoport) kialakitasa, ezen funkcid savérzékenysége
ugyanakkor korlatozza az ilyen tipusti anyagok lehetséges terapias alkalmazhatdsagat.

Egy egyszerli, de hatékony megoldasnak mutatkozik ezen akadaly lekiizdésére a
tumorellenes hatasti ekdiszteroidok nanoszerkezetekben valod alkalmazasa, Onrendezodésre
képes hatoanyag konjugatumaik eléallitasan keresztiil. Ennek a modszernek az egyik kiilondsen
érdekes valtozata a szkvalént hasznalja fel az onrendez6dd konjugatumok eldallitasara. A
szkvalén az 6nrendez6dési folyamatot indukald molekula szerepét tolti be, melyet szintetikusan
kapcsolnak hozza a valasztott hatéanyaghoz bioldgiailag lebonthatdo kovalens kotések
létesitésén (pl: észterek) keresztiil. Az ilyen konjugatumokbodl nyert nanorészecskék (NPK)
jellemzéen prodrug-ként viselkednek. Az ¢él6 szervezetbe vald bejuttatasukat kovetGen
feloldodnak a lipoproteinekben (embereknél elsésorban az LDL-ben), melyek tovabb szallitjak
6ket a véraramban, mindez pedig lehetévé teszi a magas LDL-receptor expresszidju rakos
sejtek kozvetett targetalasat.

A protoflavonoidok a flavonoidok egy bioaktiv csoportjat képviselik, amelyek nem-

aromas B-gyliriivel és egy hidroxilcsoporttal rendelkeznek a C-1'-helyzetben. Szamos



protoflavonoid ismert igéretes, tumorellenes bioaktivitasarol, és egyes szarmazékok, mint
példaul a protoapigenon, specifikus DNS sériilés valaszmechanizmusok gatlasaval képesek
fokozni pl. a ciszplatin hatasat. Ezen kiviil, tobbféle bizonyiték is utal arra, hogy a
protoflavonoidok lehetséges hasznosithatosaga talmutathat tumorellenes potencialjukon; ilyen
iranyt, mélyrehato farmakologiai vizsgalataiknak azonban jelentésen gatat szab a vegyiiletek
citotoxicitdsa. Mivel ez utobbiért a B-gylirli szimmetrikus dienon funkcidja donté részben
felelds, protoflavonoid 4'-oxim szarmazékok regioszelektiv szintézise egy igéretes stratégia
lehet 1j, nem citotoxikus, de potencialisan bioaktiv vegyiiletek el6allitasara. Ezen PhD-munkat
megeldzden, ilyen tipust vegyiileteket nem irtak le.

Célkitiizések

Uj, bioaktiv ekdiszteroid és protoflavonoid szdrmazékok el6allitasa, és ezen vegyiilet csoportok
kémiai és farmakologiai terében az oxim funkcio lehetséges szerepének vizsgalata céljabol a
kovetkez6 kutatasi feladatokat fogalmaztuk meg:

1. Oxim szarmazékok eléallitasa tumorellenes ekdiszteroidokbdl. A tervezett atalakitasok
kozott szerepelt ekdiszteroid oximok és oxim-éterek szintézise, majd ezt kovetden laktdm
szarmazékok eldallitdsa Beckmann-atrendezddés utjan.

2. Onrendez6dott nanorészecskék eloallitasa egy valasztott ekdiszteroid oximbél. Terveink
kozt szerepelt egy elonyos kémiai és/vagy bioldgiai tulajdonsagokkal rendelkezd ekdiszteroid
szarmaz¢k szkvalén-alapu onrendezddott nanorészecskéinek az eldallitasa.

3. Az eléallitott ekdiszteroid szarmazékok bioldgiai vizsgalata. A termékek in vitro
tumorellenes tulajdonsagait kutatasi egytittmiikodések keretében terveztiik vizsgalni.

4. B-gyiiriin modositott protoflavonoidok, koztiikk oxim-szarmazékok eléallitasa. A
protoflavonoidok kémiai-farmakoldgiai terét nem citotoxikus szarmazékokkal terveztiik
boviteni, a protoapigenon félszintetikus modositasain keresztiil. Célunk volt a B-gylrl
aramlasos kémiai hidrogénezése vagy deuteralasa és/vagy 4'-oxim-szarmazékok eléallitasa.

5. Az eléallitott protoflavonoidok biologiai vizsgalata. Az anyagok citotoxicitasat, ATR-

gatlo, és virusellenes hatasait kutatasi egylittmiikodések keretében terveztiik vizsgalni.
Anyagok és modszerek

Kiindulasi vegyiiletek: A 20-hidroxiecdizont (20E, 1) a Shaanxi KingSci Biotechnology Co.,

Ltd.-t6] (Sanghaj, Kina) vasaroltuk 90%-0s tisztasagban, majd atkristalyositassal tovabb
tisztitottuk. Az apigenint (27) a Changsa Inner Natural Inc.-t61 (Hunan, Kina) vasaroltuk 98%-

os tisztasagban, €s a tervezett atalakitdsokhoz tovabbi tisztitasok nélkiil hasznaltuk fel.



Kromatografias tisztitasi eljdrasok: A félszintetikus tton eldallitott vegyiileteket normal vagy

forditott fazisu flash kromatografids, vagy forditott fazisi nagyhatékonysagi
folyadékkromatografias (RP-HPLC) modszerekkel tisztitottuk meg.

A szerkezet-meghatarozds moédszerei: A kapott vegyiiletek kémiai szerkezetét tobbféle
spektroszkopias modszerrel (MS, HR-MS, 1D és 2D-NMR) deritettiik fel.

Az onrendezddott nanorészecskék kolloid kémiai jellemzése: Az ekdiszteroid nanorészecskéket

(NPk) ¢és hetero-nanorészecskéket (H-NPk) kutatasi egylittmiikodések keretében allitottuk eld,
majd jellemeztiik. A vizsgélatok soran dinamikus fényszorasos (DLS) modszerrel hataroztuk
meg a nanorészecskék atmérdjét és a mintdk polidiszperzitasi indexét (PdI). A részecskék

morfoldgiajat transzmisszios elektronmikroszkopias (TEM) aton vizsgaltuk.

Az ekdiszteroid szadrmazékok biologiai hatasainak vizsgilatai: A tesztelésre kivalasztott

ekdiszteroid szdrmazékok antiproliferativ aktivitdsat négy kiilonb6z6 human rakos sejtvonalon
vizsgaltuk: MDA-MB-231, MCF-7 (emlékarcindma sejtek), HeLa és SiHa (méhnyakrak
eredetli epitelialis sejtek). A méréseket a sorozatos higitasi modszerrel 96-lyuku sejttenyésztd
mikrolemezeken végeztiik, az MTT-eljaras alkalmazasaval.

Valamennyi eldallitott ekdiszteroid szarmazéknak megvizsgaltuk az ABCBL-efflux
transzporter gatld hatasat (L5178wpr sejteken) a rodamin 123 — egy ABCBI szubsztrat
fluoreszcens festék — sejten beliili felhalmozodasat flow citometria segitségével mérve.

Az ekdiszteroid analogok in vitro citotoxikus aktivitasat dnmagukban vagy doxorubicinnel
kombindlva vizsgéltuk két kiilonbozd egér limfoma sejtvonalon; egy gyogyszerre érzékeny
egér T-sejt limfoman (L5178) és ennek multi-drog rezisztens parjan (L5178mpr). A
kombinacios vizsgalatokat a checkerboard microplate modszerrel hajtottuk végre. Ahol
lehetett, kombindcios index (CI) értékeket szdmitottunk Chou mddszerét felhasznélva, ahol a
CI<1,CI=1¢és CI> 1 rendre szinergizmust, additiv hatast, illetve antagonista hatast jelol.
Az NP-k ¢és a doxorubicint tartalmaz6 H-NP-K in vitro antiproliferativ hatasat A2780apr rakos
sejteken (doxorubicin-rezisztens human petefészekkarcinoma), trypan-kék festéses vizsgalattal
teszteltiilk. Az eredményeket Glso (,,growth inhibition”; ndvekedésgatlas) értékekben fejeztiik
ki, amely a tesztanyag azon koncentracigjat jeloli, amelynél a sejtszam 50% -os csokkenését

idézi el6 a kontroll tenyészetekhez viszonyitva.

A protoflavonoid szarmazékok bioldgiai hatdsainak vizsgalatai: Egyes protoflavonoidok in

vitro citotoxicitasat MCF-7, HeLa és SiHa human rakos sejtvonalakon teszteltiik. A méréseket
a sorozatos higitasi modszerrel 96-lyuku sejttenyészté mikrolemezeken végeztiik, az MTT-

eljaras alkalmazéasaval. Megvizsgaltuk ugyanezen analégok ATR/ATM jelatviteli utvonalakra
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gyakorolt zavar6 hatasat is. Az analizist ugy végeztiik, hogy MCF-7 sejteket a tesztelt
vegyiiletek 5, 10 vagy 20 uM-os részleteivel vagy anélkiil el6kezeltiik 30 percen keresztiil,
majd DNS-karosodast indukaltunk ugy, hogy a sejteket 1 um doxorubicines kezelésnek tettiik
Ki 6 6ran at. A DNS-sériilésre adott valasz gatlasat Western blot méodszerrel vizsgaltuk.

Egyes protoflavonoid szarmazékok HIV-1 elleni hatidsat egy pseudotype virus teszten
vizsgaltuk meg, U373-CD4-CCRS sejteken. Az anyagok citotoxicitasat az MTT-eljarassal
allapitottuk meg. Tovabba, az eldallitott vegyiiletek egy részének a hatasat megvizsgaltuk az
Epstein—Barr Virus (EBV) Rta protein immunoblot-teszteken. Az itt aktivnak bizonyult
anyagok citotoxicitasat P3HR1 sejteken is megvizsgaltuk. A méréseket 96-lyuku sejttenyésztd

mikrolemezeken végeztiik, az MTT-proba alkalmazésaval.

Eredmények és értékelésiik
EKDISZTEROIDOK

Az ekdiszteroid szarmazékok félszintetikus eloallitasa

A 2,3-acetonid csoport jelenléte sziikséges az ekdiszteroidok adjuvans daganatellenes
aktivitasahoz, a szterol-oldallanc oxidativ hasitasan keresztiil pedig megsziintethetjik egy
szarmazék alap esetben enyhe, de adott esetben nemkivant interakciokhoz vezetd P-gp gatld
aktivitasat. Figyelembe véve mindezt, a célkitlizéseinknek megfeleld félszintetikus
atalakitasokat két kiilonboz6 antitumor ekdiszteroidon terveztiik végrehajtani: egy szterol-
oldallanccal rendelkezé ekdiszteroid diacetonidon, illetve e vegyiilet oldallanc-hasitott
analogjan. A 20-hidroxiekdizion (20E, 1) szterol oldallancanak oxidativ hasitasat a PIDA
hipervalens jod reagenssel, metanolban végeztiik el, amely igy posztszteront (2) eredményezett.
Az acetonid csoportok kialakitasat az 1 és 2 jelzésii vegyiiletek vicinalis dioljain
foszformolibdénsav katalizator alkalmazasaval végeztiik acetonban, amely a 3-as €s 4-€s
vegylileteket eredményezte. Ezek kiindulasi anyagokként szolgaltak a késébbi szintetikus

atalakitasokhoz. A reakciokat az 1. abra mutatja be.

PMA, aceton

0 RT, 20 perc

HO,, o H
PIDA, MeOH '
L HO ’ O

RT, 45 perc @ oH Py

T 2(72.9%) I 4(71%)

OH

1. abra: Ekdiszteroid acetonid analogok eldallitasa.
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A 20E 2,3;20,22-diacetonid (3) 6-oxim- vagy oxim-éter-analogjait a kiindulasi vegyiilet
6-karbonilcsoportjanak hidroxil- vagy a megfeleld alkoxiamin-reagenssel valod reakcidjaval
kaptuk piridines kdzegben. Az ekdiszteroid 6-oxim-éterek eldallitasa soran a reakcioelegyeket
KOH metanolos oldataval semlegesitettiik, amely tobb kiillonbozd, szerkezetében is valtozatos

termék, koztiik intakt és 14,15-anhidro-szarmazékok félszintézisét eredményezte (2. abra).

NH,0H-HCI, Py

70 °C, 3 nap

(1) NH,0R-HCl

(R=Me, Et, LA
Allil vagy Bu), = Ty 7:R'=Me(28.3%) ~HE . 0
Py, 70 °C, 24 6ra R g RI=E(15.2%) o0 NRTEESN)
10: R'= Allil (15.5%) 11: R*=Allil (1.6%)
(2) Semlegesités 12: R'=7Bu (38.9%)
KOH absz.

metanolos oldataval .~

STRT 13: RA= Me (43.3%)
R'O™" 14: R*=FEt (33.3%)
15: R*= Allil (2%)

16: R*=1Bu (8.3%)

2. abra: Az 5-17-es termékek félszintézise a 3-as vegyiilet atalakitasaval.

A Beckmann-atrendez6dés egy sztereospecifikus reakcid, amely magaban foglalja egy
oxim hidroxilcsoportjahoz képest anti-helyzetben 1évo kémiai csoport vandorlasat. Mivel az
ekdiszteroid (6Z)-oxim 6 esetében ez a csoport az sp2-hibridizalt szénatomot tartalmazo CH-7,
ez az atrendez6dés itt gatolt. Ennek megfeleléen, a Beckmann-atrendezddést kizarolag a (6E)-
oxim 5-bél végeztiik el. Ugy talaltuk, hogy p-toluolszulfonil-klorid (TsCl) acetonos kézegben
val6 alkalmazasa hat 6ran beliil kialakitja az eléallitani kivant héttaga laktamgytirtit. Mivel az
alkalmazott kisérletes koriilmények kozott az atalakulas soran sdsav szabadul fel, kiillondsen
fontos volt a Na,COgs lug hasznalata, hogy megakadalyozzuk az acetonid farmakofor savas

kozegben valo lehasadasat. Az atalakitast a 3. abra szemlélteti.

TsCl, Na,COs,
aceton

RT, 6 ora

18 (8%)

HY b
3. abra: Az ekdiszteroid (6E)-oxim 5 Beckmann-atrendez6dése.
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A posztszteron 2,3-acetonid 20-oxim- és oxim-éter-analdogjainak eldallitasat az
ekdiszteroid 6-oxim szarmazékok (5-17) szintézisekor alkalmazott kisérletes koriilmények
modositasaval végeztik. Az eldzetes teszt reakciok azt mutattdk, hogy az alkalmazott
szintetikus koriilmények k6zott az oxim képzddés szignifikansan gyorsabban megy végbe a 20-
as karbonilcsoporton, mint a 6-oson, ami lehet6vé tette a kivant termékek regioszelektiv
eloallitasat a reakcioidé optimalis megvalasztasanak fliggvényében. A 20-as ekdiszteroid
szarmazékot két (E/Z)-izomer 20-O-metil-oxim-éter keverékének formajaban izolaltuk, 95:5
(rendre E/Z) aranyban. Az atalakitasokat a 4. abra mutatja be.

(1) NH,OH-HCI,
Py, RT, 25 perc

‘ I-lll]

(2) Semlegesités |
OH 19 (69.7%)

KOH absz. etanolos ><0
oldataval

(1) NH,OMe-HCl,
Py, 70 °C, 5.5 6ra

I (i H

OH 20 (12%)

(2) Semlegesités o}
KOH absz. etanolos 0
oldataval

4. abra: A 19-20-as vegyiiletek eléallitasa posztszteron-2,3-acetonidbol (4).

Tudomasunk szerint ekdiszteroidokbol képzett onrendez6ddé hatdoanyag konjugatumokat
korabban még nem allitottak eld. Mivel az ekdiszteroidok tobbszordsen hidroxilalt molekulak,
logikusnak talaltuk, hogy biokonjugatumaikat észterezéssel allitsuk el6. Ez az elgondoléas a
regioszelektivitads biztositdsa érdekében sziikségessé tette, hogy a tumorellenes ekdiszteroid
lehetdleg egy, sztérikusan elérhetd, reaktiv hidroxilcsoporttal rendelkezzen. Ezt figyelembe
véve, a posztszteron-2,3-acetonid-20-oxim (19) tobb szempontbdl is vonzd szubsztratnak
mutatkozott a funkcionalizalasra: 1) adjuvans tumorellenes hatdsat nem kisérte efflux-pumpa
gatlo aktivitas (a késobbiekben bemutatva és targyalva); és 2) a 20-oxim-csoportjan 1évé
hidroxil szabadnak és konnyen hozzaférhetonek mutatkozott az atalakitasra. A molekula nano-
formulalasat harom fobb 1épésben valdsitottuk meg, az alabbiak szerint.

A kivant konjugatumok eldallitasahoz sziikséges volt, hogy a szkvalént (21) el6zetesen
modositsuk a terminalis kettds kotésénél. A tervezett kapcsolast figyelembe véve egy alkohol
funkci6 kialakitasa mellett dontottiink. A szintetikus folyamat soran elsd 1épésben a szkvalént
(21) 2-hidroxi-3-brom-szvvalénné oxidaltuk (21a) NBS alkalmazasaval, vizes-Szerves
kozegben, majd a molekula terminalis bromhidrin-részét epoxidda alakitottuk KoCOs bazist

alkalmazva a szubsztrat metanolos oldataban, mely 2,3-oxidoszkvalént (21b) eredményezett.
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Ezutan, a 2,3-epoxiszkvalén epoxidgytriijének oxidativ felnyitasat vizes perjédsavval végeztiik
dioxanos kozegben, mely egy aldehid szarmazékot (21c) eredményezett. Végezetiil, a 21c
szarmazékot alkohollad redukaltuk NaBH4 reagens felhasznalasaval, metanolos oldatban, mely

a 22-es vegyiiletet eredményezte. A reakciokat az 5. abra mutatja be.

Szkvalén (21) Mr: 410.72 21a (27%) Mr: 507.63
NBS, H,0, THF ]107\\(\)\".-.
x = X s ™ S i
RT, 3 ora Br !
K,CO;, ,
MeOH RT, 2 6ra
22 (71%) 21¢ (79%) 21b (97%)
Mr: 386.35 (1) NaBH,, Mr: 384.64 H,IO, vizes Mr: 426.72

o M MeOH, | ora, RT OY\/K:"- oldata, dioxan Mﬂ:
< (2)HCI (1 M) RT, 3 ora

H H

5. abra: A szkvalén (21) alkohol szarmazékka valo alakitdsa négy szintetikus 1épésben.

Bizonyos esetekben, az osszeépitendd molekulakat tgynevezett ,linker” vegyiiletek
segitségével is Osszekapcsolhatjuk, melyek jelenléte tovabb javithatja a hatéanyag aktiv
formajanak in vivo felszabadulasat. Ezt figyelembe véve, a korabban eléallitott alkohol
szarmazékot (22) két kiilonbozé linker egységgel kondenzaltuk: szebacinsavval vagy a

diszulfid-hidat tartalmazo 4,4'-ditio-dibutdnsavval. A reakciokat a 6. abra szemlélteti.

SA_OH = | ~ I o DMAP,
B — 22 EDC-HCI, 9
+ absz. CH,Cl, H())k/\/x‘x’\/j(o‘s(]
0
. X: -CH2- = szebacinsav JO]\/\/X oy R Ar6ora
s SRR < > 23 X =-CH2- (62%)
Y. .Q.=44"" . i HO X
X -S- = 4 4'ditio-dibuténsav | /\/\(ﬂ; 24 X = -S- (65%)

6. abra: A 23-as és 24-es vegyliletek eléallitasa.

Ezt kovetden, a fentiekhez hasonl6 reakcios koriilmények kozott, a hatéanyag szerepére
kivélasztott ekdiszteroidot (19) a kapott két oldallanc-egységgel (23-as és 24-es vegyiiletek)

kondenzaltuk, amely a 25-0s, illetve 26-0s konjugatumokat eredményezte (7. abra).

4 _ OH
(22) SE O = SAAAINNANNI N 25 X = -CH2- (73%)

26 X =-S- (76%)

23 X = -CH2- DMAP,
24X =.5. EDC-HCI,
absz. CH,Cl,

(0]
X. O,
Ho X’\/\g’ S1 RT,Ar, 2 ora

7. abra: Az ekdiszteroid konjugatumok eléallitasa.



Az onrendez6dott ekdiszteroid nanorészecskék eldallitasa és vizsgalata

Tudoményos kutatasi egyiittmiikodés keretén beliill megvizsgaltuk a 25-6s és 26-0S
ekdiszteroid konjugatumok nanorészecskékké (NP) torténd onrendezddésének a képességét és
az NP-k tumorellenes hatdsait. Az NP-ket nanoprecipitacidval allitottuk eld. A miivelet soran a
vonatkozo ekdiszteroid konjugatum (25 vagy 26) 250 ug-os részletét 125 ul THF-ben (2 mg /
ml) oldottuk fel, és enyhe kevertetés kozben (400 fordulat/perc) a kapott oldatot cseppenként
adtuk hozza kétszeres térfogat ultratiszta vizhez. A konjugatumok onrendezdédése spontan
modon tortént a hidrofob molekulak kézotti masodlagos kdlcsonhatasok kdvetkezményeként.
Ezt kovetden a szerves oldoszert elparoltuk, melynek végeztével a 25np vagy 26ne jell
nanoszuszpenzidt kaptuk meg.

Ezen kiviil, a 25 és a 26 jelzési vegyiiletek részleteit (250 pg anyag 125 pl THF-ben; 2
mg/ml) szkvalén-funkcionalizalt doxorubicin THF-s oldataval (2 mg/ml) kevertiik Ossze
tobbkomponensii oldatot kaptunk. A mintdk onrendez6dését a fentebb leirtakhoz hasonléan
hajtottuk  végre. Az elvégzett miveletek 25np-Dox Vagy 26np-pox H-NPk  vizes
nanoszuszpenzioit eredményezték.

A négy kiilonb6z6é nanoszuszpenziot DLS és TEM technikékkal jellemeztiik, amelyek
igazoltak a nanorészecskék eldallitasat a vizes kdzegben. A minték jellemzéen monodiszperzek
voltak (elméleti optimum: PdI <0,2) és elfogadhatd kolloid kémiai stabilitast mutattak. A
hidrodinamikai atmérdk a kovetkezOk szerint alakultak: 25np (366.3 +£20.17 nm), 26np (221.8
+4.879 nm), 25np-pox (187.7 £ 14.48 nm), 26np-Dox (298.7 = 11.43 nm).

Az eléallitott ekdiszteroid szarmazékok hatastani vizsgalatai

Antiproliferativ hatdsok human n6gvogvaszati rakos sejtvonalakon

Az 5-18 jelzésli anyagok antiproliferativ hatasat HeLa, SiHa, MDA-MB-231 ¢s MCF7

human rakos sejtvonalakon vizsgaltuk. Az anyagok gyenge vagy kozepes hatasokat mutattak a
vizsgalt sejtvonalakon 8-30 uM, vagy esetenként ennél magasabb ICsq értékekkel. A pozitiv
kontroll ciszplatin aktivitasat csak egy vegyiilet (12) haladta meg a HeLa és MDA-MB-231
modelleken (rendre 8,4 és 12,4 uM-0s ICsq értékekkel).

Citotoxikus aktivitas, ABCB1-gatlas és kdlcsonhatas a doxorubicinnel

Az 5-19 jelzésti vegyiileteket citotoxikus aktivitasuk és az ABCBI1 efflux-transzporter
aktivitasat gatlo képességiik szempontjabol vizsgaltuk meg két egér T-sejt limfoma
sejtvonalon: egy gyogyszerszenzitiv (L5178) és annak transzfektalt, multi-drog rezisztens

(L5178mpr) parjan. A vizsgalatok soran kapott eredményeket az 1. tablazat 6sszegzi.
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1. tablazat: A 3-19-es vegyiiletek citotoxicitasa L5178 és L5178wmpr Sejteken, valamint a szarmazékok ABCB1-
transzportert gatld aktivitasa. Dox = doxorubicin; az ABCB1-gatlas soran: (+) kontroll: 100 nM tariquidar
(112.4%-0s gatlas), (-) kontroll: 2% DMSO (-0.07%-os gatlas).

Veoviilet Viltoztatasa 14-OH vagy  1Cso (uM) [95%-0s konfidencia intervallum] ® ABCB1-gatlas (%)
eyu 32 B-gylirlijén A1 L5178 L5178mpr 2 uM 20 uM
3 - 14-OH 110.3 [77.50-157.1] 97.69 [71.07-134.3] 2.54 20.91
4 - 14-OH >75 >75 0.08 0.64
5 (E)-oxim A1 20.91[17.68-24.74] 24.63 [19.82-30.63] 10.57 82.95
6 (Z2)-oxim A1 34.22 [28.21-41.51] 28.35[21.97-36.58] 7.15 81.09
7 (E); R=Me 14-OH 40.92 [35.66-46.97] 55.05 [41.53-72.98] 2.25 25.05
8 (E); R=Et 14-OH 35.02 [25.35-48.38] 47.00 [31.14-70.93] 17.54 78.79
9 (2); R=Et 14-OH 37.26 [25.65-54.11] 42.16 [41.24-43.10] 18.96 75.03
10 (E); R=Allil 14-OH 31.48 [23.71-41.80] 51.91 [42.69-63.13] 20.98 89.39
11 (2); R=Allil 14-OH 36.66 [28.32-47.44] 49.29 [43.07-56.40] 24.17 81.80
12 (E); R=t-But 14-OH 28.06 [21.30-36.98] 29.12 [25.12-33.76] 38.75 112.4
13 (2); R=Me AW 45.95 [36.97-57.11] 53.14 [43.54-64.86] 33.36 106.2
14 (2); R=Et AW 53.20 [38.64-73.26] 58.94 [45.86-75.74] 56.41 107.7
15 (2); R=AlIIl AW 55.28 [46.21-66.13] 52.72 [39.97-65.53] 61.13 102.7
16 (2); R=t-But AW 63.23 [58.57-68.26] 51.22 [39.13-67.04] 58.99 78.76
17 (E); R=t-But AWIS 63.84 [45.70-89.19] 65.44 [55.66-76.94] 67.46 93.95
18 d-laktam A5 63.42 [47.51-84.65] 72.35[64.39-81.29] 1.16 4.27
19 - 14-OH 162.3 [82.41-319.7] 142.1[77.47-260.5] 0.68 1.53
Dox - - 0.080 [0.053-0.12] 4.49 [3.43-5.89] - -

& Az R csoportok a 7-17-es szdamii ekdiszteroid-6-0xim-éterek alkil szubsztituenseire vonatkoznak.

b Az ICso értékeket a meditdlis citotoxikus aktivitasbol (Dm) a CompuSyn szoftver segitségével szamitottuk ki a

kombindcios checkerboard plate-ek kontroll savjai alapjan.

Bar a vizsgalt anyagok jellemzden gyenge vagy kozepes citotoxikus hatast mutattak az

egér limfomakon, valamennyi szarmazék, melyet a 20E 2,3;20,22-diacetonid (4) atalakitasaval
kaptunk (5-18-as anyagok), er6sebbnek bizonyult, mint anyavegyiiletiik. Ezzel szemben,
elhanyagolhato citotoxikus aktivitast figyeltiink meg a posztszteron-2,3-acetonid-20-oxim (19)
esetében; ennél a vegyiiletnél a C-20 oxim funkcid kialakitdsa csaknem a felére csokkentette a
citotoxicitast a 4-es vegyiilethez képest.

A vegyiiletek citotoxikus tulajdonsagait doxorubicinnel kombindlva is megvizsgaltuk,
hogy igy tanulmanyozhassuk a hatdanyagok kozotti lehetséges kolcsonhatasokat. A
kombinacios vizsgalatok eredményeit a 2. tablazat foglalja 6ssze.

Amint az a tablazatban lathato, az Gsszes vizsgalt vegylilet szinergizmust mutatott a
doxorubicinnel, azaz kemoszenzitizalo hatast fejtettek ki, csokkentették a sejtek doxorubicin
rezisztenciajat. A legigéretesebb szarmazékként az ekdiszteroid laktdmot (18) azonositottuk,
amely valamelyest erdsebb kemoszenzitizalo hatast mutatott, mint a korabbi ekdiszteroid lead
(3-as vegyiilet) mind az MDR, mind a nem-MDR sejtvonalakon. Tovabbi vizsgalatokat
alapozhat meg az, hogy a 18-as anyag a posztszteron-2,3-acetonid-20-oximmal (19) egyiitt
lényegében inaktivnak bizonyult az ABCBI1 efflux-transzporter funkcionalis inhibitoraként,

ellentétben a 3-as vegyiilettel, melyet korabban gyenge inhibitorként azonositottunk.



2 tablazat. A 3, 5-19 vegyiiletek doxorubicinnel vald interakcidja a leghatdsosabb hatoanyag-aranyok
bemutatasaval 50-, 75- és 90%-os novekedés gatlas (EDso, ED7s és EDgp) esetén az L5178wmpr sejtvonalon és annak
szenzitiv parjan (L5178). CI: kombinacids index; Clayg: a CI értékek stlyozott atlaga; Clag = (Clso + 2Clss +
3Clg)/6. CI <1, CI=1, és CI > 1, melyek rendre szinergizmust, additiv hatast, illetve antagonista hatast jelolnek.
Dm, m ¢és r jelentik a medidnhatds gorbe x-metszéspontjanak, meredekségének és linearis korrelacios
egyiitthatojanak az antilogaritmusat.

Cl értéke
Vegyiilet Sejtvonal Hat;’;‘ﬁg"k EDso EDs  EDe Dm m r Clavg
3o [5178vor  204:1 0.27 0.14 007 11678 3246 0.964 0.13
L5178 1631 0.67 055 046 11236 2103  0.942 0.53
5 L5178wor  15:1 0.26 016 0.2 4454 6.638  1.000 0.16
L5178 150 : 1 0.80 079 078 10748 2572  0.997 0.78
6 L5178wox  30:1 0.32 025 020 7595 3981  0.994 0.24
L5178 150:1 0.98 076 061 16049  3.239  0.986 0.72
7 L5178wox  15:1 0.17 016 0.16 6.605 3721 0978 0.16
L5178 150 : 1 1.06 079 062 14306 2947 0971 0.75
8 L5178wox  7.5:1 0.18 014 0.12 5001 5858  1.000 0.14
L5178 375:1 0.55 058  0.60 8598 2495  0.972 0.59
9 L5178wor  3.75:1 0.27 016 013 3030 3329  0.993 0.16
L5178 375:1 0.63 052 045 8078  3.858  0.952 0.50
10 L5178wor  15:1 0.17 013 0.3 4939 3.193  0.955 0.14
L5178 150 :1 1.03 081  0.69 8970 2178  0.991 0.79
11 L5178wox  15:1 0.17 016 0.7 7338 3771 0947 0.17
L5178 75:1 0.70 0.83 1.03 8202 1722 0.956 0.91
1 L5178wox  7.5:1 0.30 020 0.7 3928 4610  1.000 0.20
L5178 375:1 0.58 063 070 7.606 2502 0.966 0.66
13 L5178wox  7.5:1 0.17 016 0.5 5224 3722 0971 0.16
L5178 37.5:1 0.77 047 031 8165 3044  0.982 0.4
14 L5178wox  7.5:1 0.21 014 011 6.133 4890  0.992 0.14
L5178 75:1 0.49 050 052 7.864 2094  0.961 0.51
15 L5178vor  3.75:1 0.25 015 011 5614 5805 1000 0.15
L5178 37.5:1 0.46 047 047 8295  2.882  0.981 0.47
16 L5178wox  7.5:1 0.34 026 0.23 8365 3378  0.939 0.26
L5178 375:1 0.53 059  0.66 9.652 2400  0.961 0.62
17 L5178wox  7.5:1 0.27 024 0.23 8739 3813  0.960 0.24
L5178 375:1 1.16 085  0.64 7199 3273 0.977 0.80
18 L5178wor  15:1 0.20 012 0.09 6419 4953  0.970 0.12
L5178 150:1 0.40 042 046 10477 2033  0.966 0.4
19 L5178wor  30:1 0.34 020 013 30423 2306  0.968 0.22
L5178 300 : 1 0.56 045 040 84393 1665  0.995 0.47

Az onrendezddott ekdiszteroid NPk antiproliferativ hatdsa A2780apr sejteken

Vizsgaltuk a 25np, 26np, 25nP-DoX és 26NP-Dox ekdiszteroid NPk és H-NPk sejtndvekedést
gatlo képességét A2780apr Sejtvonalon, mely egy doxorubicin-rezisztens human petefészek
karcinoma sejtvonal. Az eredményeket a 3. tablazat részletezi.

Az eredmények jelentds kiilonbségekre mutattak ra a 25-0s és 26-0s ekdiszteroid
konjugatumok nanorészecskéinek €s hetero-nanorészecskéinek antitumor hatdsa kozott. Mig a
25np és 26np ekdiszteroid NPk mérhetd, de csekély antiproliferativ hatast fejtettek ki, addig
25np-DOX €s 26nP-DOX mar a mikromolaris tartomany alatt is hatasos volt, és ezen H-NPk-ben az
ekdiszteroid jelenléte az aktivitas kozel négyszeres novekedését eredményezte a szkvalénhoz

kapcsolt doxorubicin NPk-hez viszonyitva. A kapott eredmények igéretes alapot nyujthatnak
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az ekdiszteroid-acetonidok hasonlé vagy mas tipust daganatellenes nanoszerkezetekben vald

alkalmazésanak tovabbi vizsgalataihoz.

3. tablazat: A 25-Gs és 26-0s vegyiiletek nanorészecskéinek (Xnp) és hetero-nanorészecskéinek (Xu-ne) A2780apr
sejtek novekedését gatlo aktivitasa. Dox-Sq: szkvalén-funkcionalizalt doxorubicin, GI: novekedésgatlas, Glso: a
tesztanyag azon koncentracidja, amely a sejtszam 50%-os csokkenését idézi el6 a kontroll tenyészetekhez
viszonyitva. Az + SD értékek a legalabb négy fliggetlen kisérlet atlagatol valo szorast jelolik.

A2780a0r sejtek (Glso, pM)

Vegyiilet (X) Xnp XNP-DOX
25 19+3 0.34£0.08
26 39+4 0.26+0.03
Dox-Sq 1.17+0.06

PROTOFLAVONOIDOK

Protoflavonoid szarmazékok félszintetikus eloallitasa

A protoflavonoidokat elsdsorban az igéretes tumorellenes aktivitasuk miatt vizsgaljak,
egyes kisérletes bizonyitékok azonban azt sugalljak, hogy a vegyiiletcsoportnak egyéb, a
tumorellenes hatassal nem Osszefliggdé farmakologiai potencialja is lehet. Ennek a Ph.D.
munkanak az egyik célja volt, hogy a protoflavonoidok kémiai és farmakologiai terét kevésbé
citotoxikus szarmazékokkal bdvitsiik, és hogy megkezdjiik farmakologiai tulajdonsagaik uj
iranyokban torténé felderitését. Vizsgalatainkhoz a protoapigenont (28) és annak 1'-O-alkil-
analogjait (29-34) valasztottuk ki kiinduldsi anyagokként, mivel ezeknek a szarmazékoknak
egy részérdl korabban mar irtak le érdekes, nem-daganatellenes jellegii aktivitasokat.

A protoflavonok citotoxicitasaért dontéen felelds szerkezeti elem a p-kinol B-gyiiri
szimmetrikus dienon csoportja, amely pro-oxidans és Michael-akceptor tulajdonsagokat
kolesondz a vegyiileteknek. Ebbdl adoddan ezt a molekularészt vélasztottuk a tervezett
félszintetikus atalakitasaink célpontjaul, hogy ily médon kevésbé citotoxikus, de potencialisan
bioaktiv szarmazékokat allitsunk eld. Célunk eléréséhez két kiilonboz6 szintetikus stratégiat
alkalmaztunk: 1) a B-gytir(i szelektiv telitését olyan protoflavon analdgok elballitasa céljabol,
amelyek a ritka, természetben is eléforduld dihidro- vagy tetrahidroprotoflavon szerkezeti
elemmel rendelkeznek, és 2) a protoflavon 4’-0x0-csoport oxim funkcioval vald helyettesitését.

Preparativ stratégiank elso 1épése az apigenin (27) oxidativ dearomatizalasa volt, amit a
PIFA hipervalens jodreagenssel, acetonitriles kdzegben végeztiink viz, vagy a C-1' helyen
kapcsolni kivant alkil-szubsztituensnek megfeleld alkohol jelenlétében. A reakciods elegyek egy
ora refluxaltatast kovetéen protoapigenont (28) vagy annak 1'-O-alkil-éter analogjait (29-34)
eredményezték. A 28-34-es vegyiiletek kiinduldsi anyagokként szolgaltak a tovabbi

transzformaciokhoz, ugyanakkor a 32-es vegyiilet, a tobbiekhez képesti alacsony citotoxicitasa
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miatt, mar eleve az egyik célvegyiiletiink volt, amelynek hatastani vizsgalata tovabbi szerkezeti
modositasok nélkiil is érdekes lehetett (13. oldal, 9. abra).

A 28-33-as kiindulasi anyagok B-gyiriijének szelektiv hidrogénezését a H-cube®
folyamatos aramu hidrogénezd reaktor szerkezetileg moddositott valtozataval végeztik. A
tervezett félszintetikus feladat elvégzéséhez eldszor egy altaldnos modszert dolgoztunk ki,
melynek keretében egy sor kisebb 1éptékii teszt reakciot végeztiink az optimalis szintetikus
koriilmények azonositasa céljabol a 28-as és 33-as vegyliletekkel. A vizsgalatok eredményeit a

8. abra foglalja 0ssze.

o] O 8] OH

H-Cube® HO 0 ‘ HO 0 HO. 0 O
— 2 s, o |G

H,, katalizator

OH O OH O OH O OH O
28R=H 28aR=H 35R=H .
33R=7nBu 3BaR=nBu | 40R=sBu apigenin (27)
 Kiindulasi o ] p T Aramls. Konv.? Szelektivitas® (%)
Sorszam anyaga Katalizator Oldoszer (bar) (°C) (mimin) (%) 28a/33a  35/40 27
1 33 Lindlar katalizdtor ~ EtOAC 20 25 1 19 nem detektalva
2 33 Lindlar katalizdtor ~ EtOAC 40 25 1 43 0 88 12
3 33 Lindlar katalizdtor ~ EtOAC 80 25 1 99 0 92 8
4 33 Lindlar katalizdtor ~ EtOAC 80 25 15 38 0 n. d.
5 33 Lindlar katalizdtor ~ EtOAC 40 50 1 78 0 66 34
6 33 Lindlar katalizaitor =~ MeOH 80 25 1 97 0 81 19
7 33 5% Pd/C EtOAC 20 25 1 71 0 82 18
8 33 5% Pd/C EtOAC 40 25 1 100 0 84 16
9 28 5% Pd/C EtOAC 40 25 1 99  nyomokban 77 23
10 28 5% Pd/C MeOH 40 25 1 99  nyomokban 80 20

8 abra: A 28 és 33-as jelzésii vegyiiletek folyamatos aramu hidrogénezési koriilményeinek optimalizalasa. 2:
Ciiindulasi anyag=1 M@/MI; ®: A nyers termékkeverék 'H NMR spektroszkopias vizsgalataval meghatdrozva.

o

A B-gylri szelektiv telitésére a legjobb eredményeinket 5% Pd/C-katalizator, 1 ml/perc
mintaoldat d&ramlési sebesség és 40 bar hattérnyomas alkalmazasaval értiik el (8. abra, 9. és 10.
sorok) szobahdmérsékleten. A kapott kisérletes koriilmények alkalmazasaval tovabbi B-gyiiriin
redukalt szarmazékokat allitottunk eld. A szubsztratokat etil-acetatban (29-33-as vegyiiletek)
vagy metanolban (28-as vegyiilet) oldottuk fel, figyelembe véve a vegyiiletek relativ polaritasat.
Az atalakitasok elfogadhaté kitermeléssel eredményezték a 35-40-es tetrahidroprotoapigenon-
szarmazékokat (9. abra).

Abbol a célbol, hogy tovabb noveljiik a rendelkezésre all6 érdekes, potencidlisan bioaktiv
protoflavon szarmazékaink szamat, a 28-33 szubsztratumok B-gytriiinek szelektiv deuteralasat
is elvégeztiik. Ehhez kissé modositottuk a hidrogénezés soran alkalmazott eljarasunkat, és
katalizatorként 5% Pd/BaSOs-et, oldészerként pedig etil-acetdtot hasznalva sikeresen

eloallitottuk a kivant 41-46-0s tetradeuteroprotoapigenon analogokat (9. abra).

Ezen talmenden, a 32-34 protoapigenon analogok, valamint a 35-0s és 40-es
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tetrahidroprotoapigenon szarmazékok 4'-keto-csoportjat sikeresen alakitottuk tovabb oxim

4

funkcidkka hidroxil-amin hidroklorid reagens metanolban torténd alkalmazasaval. Valamennyi
atalakitas regioszelektiven ment végbe a 4'-ketocsoporton, ugyanakkor a 32-34 szubsztratumok
esetében a reakciot az oldoszer savkatalizalt Michael-addicidja kisérte a C-2'-helyzetben, ami
a p-kinol dienon egyik kettds kotésének telitését eredményezte. Az eldallitott 47-52 2-metoxi-
2'3'-dihidroprotoapigenon 4’-oxim-analogokat és az 53-54 tetrahidroprotoapigenon-4-

oximokat racematokként azonositottuk. A reakciokat a 9. abra szemlélteti.

H-Cube®,
H,, 5% Pd/C; ~ HO

D,. 5% Pd/BaSO, R=H

35: R=H (69.3%)

RI-H 36: R=Me (25.2%)
- R2=] 0

ALREH (613%) o7 R EH(70.5%)

NH,OH-HCl,
I-V[eOH HO o)

PIFA, . 38 R*=Pr (30.1%) | reflux, 3 6ra
Off CH,CN/ © jﬁfﬁ;jﬁe 24(1)06_3/%) 39. RzziPr((44%)) OH O
HO o O ROH-9:1 HO o ‘ L ‘( %) 40 R2=Bu (57.5%) 53:R=H
O ] ., O N 44: R>=Pr (51.4%) 54- R=Bu
80°C, 1 6ra 45: R%=Pr (55.8%) o
oH 0 OH O 46: R*=Bu (73.5%)
27: apigenin 28: R=H (29.1%)

29: R=Me (34.3%) OH OH
30: R=Et (32.7%) i |

R 5 I, /O’/. 2N /O =N
SI:R:I.)l _(30'50?) NH,OH-HCL o o ‘ HO o ‘
32: R=Pr (24.1%) MeOH O N N O i
33: R=Bu (35.2%)

) reflux, 24 o6ra

34: R=propargil (31% OH O OH O
47: R=iPr (24.3%) 50: R=7Pr (29.6%)
48: R=Bu (27.8%) 51: R=Bu (33.2%)

49: R=propargil (25.1%)  52: R=propargil (31.8%)

9. abra. A protoapigenon és 1'-O-alkil- vagy propargil-éter-szarmazékainak tetrahidro-, tetradeutero- vagy 4'-
oxim-analogjainak a szintézise. A 47-54 oximok racematokat jeldlnek, azonban az egyszerliség kedvéért csak az
egyik enantiomert abrazoltuk.

Az eldallitott protoflavonoid szarmazékok hatastani vizsgalatai

Citotoxikus hatas rakos sejtvonalakon és a DNS-sériilésre adott valaszmechanizmusok gatlasa

A 35-0s és 40-es vegyiiletek in vitro citotoxikus aktivitasat MCF-7, HeLa és SiHa human
rakos sejtvonalakon teszteltiik. Amint az varhato volt, a protoflavon B-gytirli szelektiv telitése
a vegyliletek citotoxicitdsanak hatarozott csokkenését eredményezte. Kovetkezésképpen, csak
HeLa sejteken tudtuk meghatarozni a 40-es vegyiilet ICso-értékét (55,12 + 1,11 pM), minden
mas esetben az 50%-os gatlas koncentracioja szisztematikusan meghaladta a 100 uM-t.

Ezen feliil vizsgaltuk a két vegyiilet DNS-sériilésre adott valaszmechnizmust gatlo
potencialjat az ATR/ATM jelatviteli utvonalakra gyakorolt hatasuk vizsgélatan keresztiil. A
teszteken a 35-0s szarmazék nem gatolta a Chkl és Chk2 (,,checkpoint” kindz 1 és 2)
foszforilacigjat, és a 40-es 1'-O-butil-éter analogja is csak a legmagasabb vizsgalt dozisnal (20

uM) gyakorolt mérheté gatlé hatast a Chkl-en. A vegyiiletek esetleges kemoszenzitizalo
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hatasat doxorubicinnel kombinalva is megvizsgaltuk, de az elvégzett vizsgalatok soran egyik

szarmazék sem mutatott kdlcsonhatast a kemoterapias szerrel.

A protoflavonoid szarmazékok virusellenes hatasai

A 28, 32-40 és 47-54 szarmazékokat egy pszeudotipust virusvizsgalattal teszteltiik HIV-
1 ellen. A vegyliletek koziil a tetrahidroprotoapigenon (35) kb. 50%-osan gatolta a virusfert6zés
kezdeti szakaszat 100 uM koncentracional, és egészen 500 uM koncentracioig nem bizonyult
citotoxikusnak.

Vizsgaltuk a 28 és 32-54 vegyiileteknek az EBV litikus ciklusara gyakorolt aktivitasat is.
Ennek keretében az Rta EBV litikus protein expressziojat mértiik PS3HR1 gazdasejtekben. Az
elsé szlirdvizsgalatot 0,25 uM koncentracidban hajtottuk végre, melynek sordn harom aktiv
vegyliletet (32-34) azonositottunk. Ezt kdvetden, meghataroztuk az aktivitasok dozisfiiggését,

valamint a vegyiiletek citotoxicitasat P3HR1 sejteken. Az eredményeket a 10. abra mutatja be.

A B
Kezelés 1 2 3 456 7 8
—_— 28-as vegyiilet 32-es vegyiilet
28-as vegyllet - =
1.2 3 45 6 7 8 ] 2
Rta 2 5]
32-es vegyiilet
R KA A A SO P PEIES <
1.2 3 4 5 6 7 8 koncentraci6 (uM) koncentracio (uM)
T e ———— i - T
a-tubulin
1 2 3 45 6 7 8 £ 100 g 00
34-es vegyiilet % % 2w
k ACi6 (UM 828 3R 0 0
iipenndi ol - - b-g §- SRR A Ay SRR AR
Utikus indukci6 I B A s S koncentrécié (uM) koncentrécié (uM)

10. abra. A) A protoapigenon (28) és analogjainak (32-34) az Epstein—Barr virus (EBV) Rta litikus proteinjének
expressziojara gyakorolt gatlasa. A P3HRI sejteket a litikus indukcid idején kezeltiik a vegyiiletekkel, valamint
natrium-butirattal és tetradekanoil forbol-acetattal. A sejtlizatumokat 24 6raval a litikus indukcié utan gytjtottik
be. B) A vegyiiletek citotoxicitasa P3HR1 sejteken. A sejteket 24 6ran at kultivaltuk protoapigenont (28) vagy a
32-34 szarmazékokat tartalmazd kozegben. A sejtek életképességét az MTT-eljarassal vizsgaltuk. Pozitiv
kontrollként 1% Triton X-100-al (TX) kezelt sejteket hasznaltunk. A hibasavok a szorast jelolik.

Az anti-EBV tesztek soran (10.abra-A) mindharom vizsgalt vegyiilet (32-34) hatékonyan
csOkkentette az Rta szintjét 0,50, 0,25 ¢és 0,50 uM koncentracioknal. A pozitiv kontroll
protoapigenon (28) és a tesztelt protoflavonoidok (32-34) ICso-értékei rendre 0,127, 0,467,
0,208 és 0,285 uM voltak. A citotoxicitasi vizsgalatokban (10. abra-B) a 33-as és 34-es
vegyliletek hasonld aktivitast mutattak, mint a protoapigenon (28), mig a 32-es izopropil-éter

szarmazék a tobbiekhez képest gyengébbnek bizonyult. Eredményeink alapjan meghataroztuk
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a vegyiiletek anti-EBV-hat4dsanak a citotoxicitasukkal szembeni szelektivitasat a megfeleld

ICso-értékek aranyaibol (28: 30,1; 32: 73,0; 33: 9,80; 34: 17,3) kifejezve. Ennek eredményeként

73-szoros szelektivitast allapitottunk meg a protoapigenon-1'-O-izopropil-éter (32) virusellenes

aktivitasanak a javara a vegyiilet citotoxicitasaval szemben, mely kb. 2,5-szeres szelektivitas

novekedést jelent a kissé erésebb antiviralis hatasu, de Iényegesen citotoxikusabb

protoapigenonhoz képest (28).

Osszefoglalas

EKDISZTEROIDOK

Osszesen 20 ekdiszteroidot, koztiik 18 nitrogéntartalmi szarmazékot allitottunk el
félszintetikus atalakitasok soran. A kapott vegyiiletek koziil 14 01j vegyiilet.

Két onrendez6dd ekdiszteroid hatdéanyag konjugatumot allitottunk elé a posztszteron 2,3-
acetonid 20-oximbdl (19). Kutatasi egylittmiikodésben a konjugatumokat sikeresen
alakitottuk at nano- és doxorubicint tartalmaz6 hetero-nanorészecskékké, majd ezeket
jellemeztiik kolloid kémiai tulajdonsagaik szempontjabol.

Az 5-18 vegyiileteket human ndgyogyaszati rakos sejtvonalakon teszteltiik. Altalanossagban
mérsékelt antiproliferativ hatdsokat figyeltiink meg.

Vizsgaltuk az 5-19 vegyiiletek ABCB1 efflux transzportert gatld képességét. Szamos
szerkezet-hatas Osszefliggést deritettiink fel; két szarmazék, a 18-as ekdiszteroid laktam és a
posztszteron 2,3-acetonid 20-oxim (19) inaktivnak bizonyult ebbdl a szempontbol.
Vizsgaltuk az 5-19 vegyliletek doxorubicinnel mutatott interakcidjat. Bar mindegyik
szarmazék jelentds érzékenyitd hatast mutatott a kemoterapias szerre mind az MDR, mind a
nem-MDR rakos sejtvonalon, a legérdekesebb anyagnak a 18-os ekdiszteroid laktam
bizonyult; kemo-szenzitizald hatasa meghaladta a korabbi ekdiszteroid lead molekula (3-as
vegyiilet) aktivitasat, mikozben nem gatolta a P-gp efflux funkcigjat.

Vizsgaltuk az ekdiszteroid nanorészecskék és hetero-nanorészecskék sejtnovekedést gatlo
hatasat A2780apr sejteken. A szkvalénnal funkcionalizalt 19-es ekdiszteroid-oximot, mint
rezisztencia csokkentOt, és funkcionalizalt doxorubicint tartalmazéd hetero-nanorészecskék

mikromol alatti koncentracidban voltak hatdsosak a doxorubicin rezisztens tumorsejtek ellen.

PROTOFLAVONOIDOK

Osszesen 27 protoflavonoidot, koztiik 19 0j vegyiiletet allitottunk elé félszintetikus titon az
apigeninbdl. A kifejlesztett &ramlasos kémiai mddszer lehet6vé tette a ritka, természetben is

eléforduld tetrahidroprotoflavon molekularészt tartalmazo szarmazékok eldallitasat.
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e Vizsgaltuk a 35-6s ¢és 40-es tetrahidroprotoflavon-szarmazékok rakos sejtvonalakkal
szembeni citotoxikus hatésait, illetve DNS-karosodasra adott valaszmechanizmusokat gatld
képességiiket. A p-kinol B-gyiirii kettés kotéseinek redukcidja a vizsgalt bioaktivitasok
markans csokkenését eredményezték. Ennek megfelelden, a vegyiiletek eldallitasara
alkalmazott szintetikus stratégia hatékony eszkoz lehet a jovében a protoflavonoidok
esetlegesen toxikus-mellékhatassal jaro bioaktivitasainak megsziintetésére.

o Teszteltilk a 28, 32-40 és 47-54 vegyiiletek HIV-1 elleni aktivitasat egy pszeudotipusu
virusvizsgalattal. A tetrahidroprotoapigenon (35) 100 uM koncentracioban kb. 50%-ban
gatolta a virusfert6zést, mig citotoxikus hatast 6tszoros koncentracidban sem mutatott.

e Teszteltiik a 28 és 32-54 vegyiiletek Epstein-Barr virus ellenes aktivitasat; a protoapigenon-
1'-O-izopropil-éter (32) erds virusellenes hatast fejtett ki (ICs0=463 nM), amely kb. 73-szoros

szelektivitast jelent az anyag citotoxikus hatasaval szemben.
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