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BEVEZETES

Az ekdiszteroidok a szteroid hormonok egy nagyszamu, valtozatos csoportjat képezik,
és mind rovarokban, mind névényekben egyarant megtalalhatok. izeltldbtakban a ved|ési
és szaporodasi folyamatokat szabalyozzak, névényekben pedig védelmi szerepet téltenek
be a kulonboz6 kartevékkel szemben. A természetben legnagyobb mennyiségben
el6forduld, és egyuttal bioldgiai hatasat illetéen leginkdbb vizsgalt ekdiszteroid a 20-
hidroxiekdizon (20E, 1), amely rendszerint sok, kisebb mennyiségben jelenlevd
fitoekdiszteroid kiséretében fordul el a novényekben. Az elmult 6t évtized soran tébb
mint 480 ekdiszteroidot izoldltak kiilonb6z6 névényi forrdsokbdl, melyek mintegy negyedét
Prof. Bathori Maria kutatdcsoportja fedezte fel elsGként a Szegedi Tudomanyegyetem
Farmakognoziai Intézetében.

A vegyiletek szerkezetére jellemz§ a szteranvaz, melynek A- és B-gy(ir(je rendszerint
cisz-anellacioju, a C- és a D-gylrlik pedig transz-allasban kapcsolddnak egymashoz.
Jellemz6en a B-gylrin helyezkedik el a vegyiletek kromofér csoportja, a 17-es szamu
szénatomhoz pedig tébbnyire egy oldallanc kapcsolddik. A vegylletek meglehetdsen
polarisak a szdmos hidroxil-csoportnak koszonhet6en, melyeken keresztll glikozidikus-,
észter- és éterkotéseket alakithatnak ki.

Minthogy az ekdiszteroidok képesek az izeltlabuak hormonalis folyamatait felboritani,
szamos probalkozas irdnyult arra, hogy bel6lik természetes rovarirtd szereket fejlesszenek
ki, azonban végil ilyen célu piaci forgalmazasuk nem valdsult meg. EmlGsokben a
vegyliletek rendkivil alacsony toxicitdst mutatnak, és habar nem lépnek kdlcsénhatasba
azok szteroid hormonhaztartasdval, mégis szdmos (jotékony) hatdst fejtenek ki. Erre példa
a mar tobb tanulmanyban megvizsgalt anabolikus hatas is, melynek hatterében feltehet6en
az Akt kindz aktivaléddsa altal kivaltott fokozott fehérje szintézis all. A 20E ,altalanos
erésité” hatasat alapul véve ezt az anyagot szamos étrend-kiegészit6 termék formajaban
forgalmazzdk vildgszerte. Ezenkivil leirtak sebgydgyitd, antidiabetikus és koleszterinszint-
cs6kkentd hatdsat is.

A 20E tobbféle félszintetikus atalakitds kiinduldsi anyagaul szolgalhat, és szamos
tanulmanyban tettek mar kisérletet arra, hogy belSle mas, kevésbé elterjedt ekdiszteroidot
allitsanak el6 kiilonb6z6 kémiai mddositasok révén. Az itt bemutatott doktori munka

kiindulasi alapjaul azok a szerkezet-hatas 0Osszefliggések (SAR) szolgaltak, melyeket
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kutatdcsoportunk nagyszdmu természetes ekdiszteroid, valamint ezek félszintetikus
szarmazékainak rakos sejtek multidrog-rezisztenciajara (MDR) gyakorolt hatasat vizsgalva

allapitott meg.

CELKITUZESEK

Uj, MDR-modulélé ekdiszteroid-szarmazékok utan kutatva a doktori munka soran az
alabbi célok megvaldsitasat tlztuk ki:

1. Uj, biolégiailag aktiv félszintetikus ekdiszteroid szarmazékok elGallitasa. A tervezett
szerkezeti modositasok magukba foglaltdk dioxolan-gy(rd(k) kialakitdsat, a 20E
baziskatalizalt auto-oxidacidjat, az ekdiszteroid oldallanc lehasitasat, valamint fluorozast.

2. Az elGallitott vegyiiletek bioldgiai vizsgalata. A vegyiletek 1) kiilonb6z6 szenzitiv és
multidrog-rezisztens sejtvonalakra gyakorolt antiproliferativ hatasanak, 2) az ABCB1
transzporter funckiondlis gatldsanak, 3) doxorubicinnel, illetve mas kemoterdpias szerekkel
valé kombinacidban a rakos sejtekre gyakorolt kemoszenzitizalé hatasanak, és/vagy 4) az
Akt-foszforilacidra gyakorolt hatasanak vizsgélata.

3. Uj szerkezet-hatas 6sszefiiggések (SAR) megallapitasa. Annak megfigyelése, hogy a
kiilonb6z6 szerkezeti mddositasok miként befolydsoljdk a vegyiletek multidrog-

rezisztenciara gyakorolt hatasat.

ESZK6ZOK ES MODSZEREK
Kiinduldsi anyagok

A kiinduldsi anyagot, a 20E-t (1, a Cyanotis arachnoidea gyokerébdl 90%-os
tisztasagban izolalva) a Shaanxi KingSci Biotechnology Co. Ltd. (Shanghai, Kina) vallalattdl
vasaroltuk, majd Ujrakristalyositottuk. A dakrihainanszteron (2), 2-dezoxi-20-hidroxiekdizon
(3), ajugaszteron C (4) és a polipodin B (5) vegylleteket korabbi munka soran Ajuga,

Serratula és Silene fajokbdl izolaltuk.

Ekdiszteroid szarmazékok elGallitasa

A 6-28 ekdiszteroid szarmazékokat 20E-t kilonb6z6 aldehidekkel/ketonokkal —
foszformolibdénsav altal biztositott — savas korilmények kozott reagaltatva, metanolos

kozegben allitottuk el6 egy lépésben. A reakcidelegyeket oszlopkromatografias (CC),



rotdciés rétegkromatografids (RPC), forditott fazisi nagyhatékonysagl folyadék-
kromatografias (RP-HPLC), illetve acetonitrilb8l valdé UGjrakristalyositds formajaban
tisztitottuk tovabb. A 29-36 vegylileteket hasonlé6 mddon, de két egymds utani Iépésben
allitottuk el8, melyben egy 20,22-es helyzetben monoszubsztitualt dioxolan 2,3-as helyzet
hidroxil-csoportjait reagéltattuk. A 37-42 vegyletek el6éllitdsa sordn el6szor fenilbdrsavval
levédtiik a 20E reaktivabb 20,22-es helyzet( dioljat, amely véd6csoportot a 2,3-as helyzet(i
dioxolangydirl kialakitasa utan hidrogén-peroxiddal eltavolitottunk. A tiszta termékeket
RPC segitségével nyertik ki.

A 20E baziskatalizalt auto-oxidaciéjat NaOH vizes-metanolos kozegben torténd
alkalmazasaval végeztiilk, amely soran tobblépéses tisztitasi folyamatban, centrifugalis
megoszlasos kromatografia (CPC), CC, preparativ rétegkromatografia (prep. TLC) és RP-
HPLC alkalmazésaval allitottuk eld a tiszta vegyileteket (43-50). A reakcid folyamatat HPLC
segitségével nyomon kovettik, és az egyes vegylletek koncentracidjat kilonbozé
id6pontokban meghataroztuk.

Az 51-55 vegyuleteket a megfelel$ ekdiszteroidokbdl (1-5) oxidativ oldallanc-hasitassal,
[bisz(trifluoroacetoxi)jéd]benzol (PIFA) alkalmazasaval allitottuk el6, majd CPC, RPC, ill. RP-
HPLC modszerekkel tisztitottuk. A posztszteronbdl (51) a 2,3-as diol szubsztitudlasaval
allitottuk el6 az 56-64 dioxolan szarmazékokat. Ezeket a reakcidkat p-toluol-szulfonsav
katalizatorral végeztiik, és a tiszta termékeket RPC és RP-HPLC segitségével nyertik ki.

A 65-68 vegylleteket a 20-as vegyiletbdl allitottuk elé (dietilamino)szulfur-trifluorid

(DAST) reagenssel torténd fluorozassal, majd CC- és RP-HPLC-vel valé tisztitasaval.

A szerkezet-meghatarozas modszerei

Az elGallitott vegylletek szerkezetének meghatarozasa tomegspektroszkdpias, valamint

egy- és kétdimenzids NMR-spektroszkdpias modszerek alkalmazasaval tortént.

A vegyiiletek bioldgiai hatdsanak vizsgélata

A bioldgiai hatasvizsgalatok soran tiz human sejtvonalat (eml6karcindma sejteket:
MCF7, MCF74,, MDA-MB-231, T47D; prosztatarak sejteket: PC3 és LNCaP; epidermalis
raksejteket: KB-3-1 és KB-C-1; és neuroblasztoma sejteket: SH-SY5Y) alkalmaztunk. A
vizsgdlatokhoz két egér T-sejt limfdma sejtvonalat is felhasznaltunk: az L5178 sejtvonalat,
valamint ennek multidrog-rezisztens L5178y0r megfelelGjét. Az Akt-foszforilacids

vizsgalatokat C2C12 egér vazizomrostokon végeztik.
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A vegylletek antiproliferativ hatasvizsgalatat sorozathigitdsos mddszerrel, 96 lyuku
mikroplate-en MTT-assay alkalmazasaval végeztiik el. Az ABCB1 transzporter gatlast az
L5178ypr sejteken a rodamin 123 - mint fluoreszcens festék — sejten beldli
felhalmozddasat mérve vizsgdltuk flow cytometria segitségével. A kombinacids
vizsgalatokat a checkerboard microplate mddszer alkalmazasaval hajtottuk végre, melyben
a sejteket a tumorellenes szer (doxorubicin, paklitaxel, ciszplatin, illetve vinkrisztin) és a
vizsgdlt ekdiszteroid kombinaciojaval kezeltik. Ahol lehetett, kombindcids index (Cl)
értékeket szamitottunk Chou maddszerét felhasznalva, ahola Cl <1, Cl =1 és Cl > 1 rendre
szinergizmust, additiv hatast, illetve antagonista hatast jelol. Az oxidalt ekdiszteroid

szarmazékok Akt-foszforilaciora gyakorolt hatasat C2C12 egér vazizomsejteken vizsgaltuk.

EREDMENYEK ES ERTEKELESUK
Félszintetikus ekdiszteroid-szarmazékok elGallitasa

A 20E 2,3-as és 20,22-es helyzetli dioljait savkatalizalt reakciéban aldehidekkel,
valamint ketonokkal reagaltatva dioxolan-gy(ir(t képeztiink a 20,22-es (6-19), a 2,3-as (37-
42), illetve mindkét pozicidban (20-36). A kiindulasi vegyulet két diolja kozll a 20,22-es
helyzetli volt reaktivabb. A reakcid soran 0j sztereocenterek alakultak ki: a C-29
szénatomhoz kapcsolddd nagyobb szubsztituens preferdltan az R4-pozicic'>t vette fel, mig a
C-28 szterocenter esetében a Rl-pozicié volt a kedvez6. A vegyiletek szerkezete az 1.
abran lathato.

A 20E molekularis oxigén altal megvaldsuld auto-oxidacidjahoz bazis katalizist (NaOH)
alkalmaztunk kis koncentracidban, és a 43-50 termékeket izolaltuk (lasd: 2. abra). A reakcid
id6beli elérehaladdsat, és az egyes termékek képz6dését nyomon kovettik. A 47 és 48
vegyiletek a dezmotrdpidnak — a tautoméria egyik tipusanak — ritka példajat képviselik,
ahol az ugyanazon olddszerben feloldott tautomerek tisztan (a masik tautomer jelenléte
nélkul), stabil formaban izolalhatok.

Kulonboz6 ekdiszteroidok (1-5) 20,22-es helyzetl hidroxil-csoportjai kozott oldallanc-
hasitast végeztink PIFA reagens alkalmazasaval, melynek eredményeként az 51-55
vegylleteket kaptuk (lasd: 3. abra).

A posztszteron (51) 2,3-as helyzet( dioljan dioxolan-gydrt alakitottunk ki a 20E
dioxolan-szarmazékainak el6allitasahoz hasonlé mddon, viszont hosszabb reakcididé és
nagyobb mennyiségli reagens alkalmazasaval. A kapott vegyiletek (56-64) szerkezete a 4.

abran lathato.



A 20-as szamu vegyilet DAST reagenssel torténd reakcidja soran a 14-OH fluor-

szubsztitucidja vagy eliminacidja, illetve a 25-OH fluor-szubsztitucidja valdsult meg,

melynek eredményeként kaptuk a 65-68 vegylileteket (Iasd: 5. dbra).

R3

g2

R4

e}

R3

20-28, 29-36

OH

4
R

oH

Rl Rz R3 R4 | | Rl Rz R3 R4
6 - - -Me -Me 24 -Ph -H -H -Ph
7 - - -H -n-Pr 25 -H -Ph -H -Ph
8 - - -H -n-Bu 26 -n-Pr -H -H -n-Pr
9 - - -Et -Et 27 -n-Bu -H -H -n-Bu
10 - - -Me -i-Bu 28 -Et -Et -Et -Et
11 - - -H -3-MeO-4-0OH-Ph 29 -Me -H -Me -Me
12 - - -3-Me0-4-OH-Ph -H 30 -Et -Me -Me -Me
13 - - -H -E-ethenylbenzyl 31 -Me -Me -H -n-Pr
14 - - -H -Z-ethenylbenzyl 32 -Me -Me -Et -Et
15 - - -H -4-benzyloxyphenyl 33 -Me -Me -Me -i-Bu
16 - - -4-benzyloxyphenyl -H 34 -Me -Me -H -Ph
17 - - -Me -Ph 35 -Me -Me -Me -Ph
18 - - -Me -Et 36 -n-Pr -H -Me -Me
19 - - -H -Ph 37 -Et -Et - -
20 -Me -Me -Me -Me 38 -Me -Me - -
21 -Me -Et -Me -Et 39 -Et -H - -
22 -Et -Me -H -Me 40 n-Bu -H - -
23 -Me -H -Me -Et 41 -Me -i-Bu - -
42 -i-Bu -Me - -

1. abra — Félszintetikusan elGallitott ekdiszteroid-dioxolanok (6-42)



2. abra — A20E auto-oxidacidjaval elallitott oxidalt ekdiszteroid-szarmazékok (43-50)

oH PH

R!
1 OH H H 51 OCH H H
3 H H H 53 H H H
4 OH H OH 54 OH H OH
5 OH OH H 55 OH OH H

3. abra — Oldallanc-hasitassal nyert ekdiszteroid-szarmazékok (51-55)
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R! R2

56 -Me -Me
57 -Et -
58 -n-Pr -
60-64 60 -n-Bu -
61 -i-Bu -Me
62 -Me -Et
63 -Et -Me
64 -Et -Et

o aas

4. abra — Posztszteronbdl elGallitott ekdiszteroid-szarmazékok (56-64)

5 59

o 66 OH
67 F

5. abra — A 20-as vegyiilet DAST altali fluorozasaval nyert ekdiszteroid szarmazékok (65-68)

Az elGallitott vegyliletek szerkezet-meghatdrozasa

A vegyiletek tomegspektrumait pozitiv médban, APCI és ESI mérésekkel vettik fel. A
szerkezet-meghatdrozas egy- és kétdimenziés NMR spektroszképias mddszerekkel tortént.
A dioxolan szdrmazékok esetében a 20E 2, 3, 20 és 22-es helyzetli hidrogén- és
szénatomjainak szignaljait az el&allitott vegyliletek megfelel6 jeleivel Osszehasonlitva
jelentds eltolddas latszott, ami dioxoldn-gydrd kialakuldsara utal. Az djonnan kialakulod
sztereocenterek (C-28 és C-29) konfiguraciojat 2D ROESY és sel-ROE vizsgalatokkal
allapitottuk meg. A 20E auto-oxidacidja soran a szteranvaz szerkezetében bekdvetkezé
valtozasok — kettGs kotések és hidroxil-csoportok megjelenése — nyomon kovethet6 volt a

megfelel§ H- o és 13C-spektrumok szigndljainak nagyobb 6-értékek felé torténd



eltolédasaban. A 44-es vegyiilet H-5 protonjanak egyedi o-térallasat egyértelm(ien
igazoltak a sel-ROESY mérések. Az oldallanc lehasitasaval egy karbonil-csoport alakult ki a
C-20-as helyzetben, ami jellegzetes kémiai eltolodasu (6¢ = 212,5 ppm) szignal formajaban
jelent meg a 3¢ NMR spektrumokban. A posztszteron dioxolan szarmazékainak esetében a
2,3-as helyzet(i dioxolangylir( jelenlétét a megfeleld proton- és szénspektrumok H-2,3 és
C-2,3 jeleinek nagyobb &6-értékek felé torténd eltolddasa igazolta. Hasonléan a tobbi
elGallitott dioxolan-szarmazékhoz, ezen vegylletek esetében is az Ujonnan létrejott
sztereocenterhez a nagyobb szubsztituens preferdltan Rl-poziciéban kapcsolddott, amit a
szelektiv egydimenziés ROESY vizsgalatok igazoltak. A fluorozott vegylletek esetében a
fluor-szubsztitlcid jellegzetes valtozasokat eredményezett az NMR spektrumokban. Az a-
helyzet(, vagyis a kdzvetlenil a fluorhoz kapcsolddd szénatom jelének eltolddasi értékében
mintegy 20-25 ppm paramagneses, a PB-helyzetben 2-3 ppm diamagneses, mig a y-
helyzetben kevesebb, mint 1 ppm eltolédas jelentkezett. Tovabba a kdzvetlen, geminalis és
vicindlis csatolasok jellegzetes jelhasadast okoztak a 'H- & 13C-spektrumokban. Igazoltuk,
hogy a 14-es szénatom konfiguracidja nem viéltozott meg a fluor-szubsztiticié soran, ami

alatamasztja a reakcid feltételezett Sy1 tipusi mechanizmusat.

A vegyiiletek bioldgiai aktivitdsa és kapcsolddd szerkezet-hatds dsszefliggések

Az ekdiszteroid dioxolanok (6-42 és 56-64) antiproliferativ hatdsat kulonb6zé
sejtvonalakon vizsgaltuk. A vegyiletek tobbsége — a 20E-vel ellentétben — sejtndvekedést
gatld hatdst mutatott. Ugyanakkor, ez az aktivitds tobbnyire gyengének mutatkozott az
L5178 sejtvonalon, és sok esetben még gyengébbnek bizonyult a rezisztens L5178ypr
sejteken. Megallapitottuk, hogy a 20E két dioljdnak szubsztiticidja kozil a 20,22-es
helyzetben torténé dioxolangy(lri-képzés nagyobb hatdssal van a vegyiletek
antiproliferativ hatdsara, mig a 2,3-as helyzet( szubsztitlcié elhanyagolhaté jelent&ség
ilyen szempontbdl. Példaul, a 20E valtozatlan oldallancu 2,3-monoszubsztitualt szarmazékai
(37-42) a 20E-hez hasonldéan nem gatoltdk a sejtndvekedést. Azonban dioxolangyir(
kialakitasa a 20,22-es helyzetben jelent6s ndvekedést okozhat antiproliferativ hatds
tekintetében, kivaltképp, mikor a szubsztituens egy apolaris fenilcsoportot is tartalmaz
(mint példaul a 13-16, 24, 25, 34 és 35 vegylletek esetében). Az oldallanc eltdvolitasa nem

jarul hozza szamottevden a vegyiiletek antiproliferativ hatasahoz. A 20 és 65-68 vegylletek
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esetében a 25-6s vagy a 14- és 25-0s helyzetli fluor-szubsztitlcidé csak kis mértékben

valtoztatta meg a kiindulasi 20-as jelzésl vegyilet antiproliferativ hatasat, mig ugyanakkor

14,15

a A kettés kotés kialakuldsa jelent6s novekedést okozott az aktivitdsban. Az

eredményeket az 1. és 2. tablazat mutatja be.

1. tablazat — A 6-36 és 56-68 ekdiszteroid szarmazékok ICso értéke az L5178 és annak multidrog-
rezisztens pdrja, az L5178ypr sejtvonalon. Az adatok harom pdarhuzamos mérés atlagat mutatjak a
standard hiba (SEM) feltlintetésével.

" 1Cso (UM) . 1Cso (M)
vegyilet 15178 L5178yon vegyilet 15178 L5178mon
1 (20E) >150 >150 27 199003 25534
6 > 150 >150 28 526+12.9  49.7+3.9
7 40.6+3.6 >150 29 >150 >150
8 21.4+14  57.8%57 30 >150 >150
9 77.0+15  92.7+2.0 31 7524121  644+137
10 185418 357405 32 775+207  759+3.1
11 923+23.1 >150 33 722498  66.8+47
12 98.9 >150 34 420189  42.7+26
13 36.7+0.8  89.4+14.4 35 416+6.7  465%7.0
14 45.0+9.6 > 150 36 626+168 647473
15 31.6+53  432+27 56 95.7+0.6 >150
16 410+68  595+5.8 57 91.1+4.2 >150
17 341+33  388+04 58 743+23 >150
18 68.9+2.1 >150 59 97.8+2.1 >150
19 50.0+3.4 >150 60 722406 > 150
20 829+1.0  106.143.3 61 50.6+0.8  554+4.9
21 51.2+15  56.0%6.4 62 925+1.0  85.7+1.1
2 99.6+5.2 >150 63 952+14  87.7+1.1
23 526+15 87.8+10.9 64 97.0+58  91.6+7.0
24 203+0.8 224408 65 483+02  50.1+2.1
25 302+1.2  383+1.1 66 146403 19305
26 195426  30.6+1.4 67 141408  17.4+12
68 886+11  823+14

2. tablazat — A 20, valamint a 65-68 ekdiszteroid szarmazékok ICs, értéke emlSkarcindma (MCF7, MDA-
MB-231, MDA-MB-361 és T47D), valamint neuroblasztoma (SH-SY5Y) sejtvonalakon. Az adatok harom
parhuzamos mérés atlagat mutatjdk a standard hiba (SEM) feltlintetésével.

vegyiilet ICs0 (uM)
MCEF-7 T47D MDA-MB-231 MDA-MB-361 SH-SY5Y
20 75.1+34 84.7+3.9 106.1+7.2 69.2+6.0 126.8+9.8
65 63.1+2.3 70.3+x1.3 489+2.0 30.9+2.6 70.7+4.1
66 30.1+0.8 109+0.3 38.5+3.8 13.8+0.4 20.8+0.3
67 43.8+1.7 17.4+1.0 50.2+2.6 11.8+1.2 18.8+1.2
68 127.5+4.3 49.2+5.0 98.4+17.2 53.8+5.7 125.6 £13.2



A dioxoldn szarmazékok (6-36 és 56-68) ABCB1 efflux pumpa gatlé hatdsanak
vizsgdlatakor, rendszerint a nagyobb koncentracié (20 uM) alkalmazasa erGsebb gatlo-, ill.
citotoxikus hatast eredményezett. Az oldallanc lehasitasa nem jart egyltt a pumpa gatld
hatdas megjelenésével: sem a 20E, sem pedig az annak lanchasitasaval keletkezé
posztszteron 2,3-dioxoldn szarmazékai (56-64, a 61-es jelzésl vegyiilet kivételével) nem
mutattak aktivitast ezekben a vizsgalatokban. A 65-68-as szamu vegyiletek esetében a 14-
OH elimindcidja, valamint a 14-es, illetve 25-6s helyzetl fluor-szubsztiticid jelentGs

novekedést eredményezett ABCB1-gatlast illetGen (lasd: 3. tablazat).

3. tablazat — Fluoreszcens aktivitasi rata (FAR) a vizsgalt vegytletek (6-36 és 56-68) 2, ill. 20 uM-os
koncentracidjanak alkalmazésa esetén. Csillaggal (*) jeléltiik, amennyiben citotoxikus hatas
mutatkozott az adott koncentracional, és igy a FAR érték meghatdrozasa nem volt relevans. A pozitiv
kontroll verapamil (20,4 uM), valamint a negativ kontroll DMSO (0,2%) FAR értéke rendre 5,73 és 0,72
volt.

vegyiilet ___FAR | vegyiilet FAR
2uM 20 uM 2pum 20 um
1 (20E) 1.70 1.76 27 114.64 *
6 - 1.53 28 14.71 *
7 1.02 4.04 29 3.88 14.07
8 2.40 40.76 30 1.41 17.67
9 1.42 1.40 31 1.68 60.67
10 1.53 98.74 32 2.21 68.46
11 0.87 7.85 33 51.67 75.17
12 0.87 0.87 34 10.98 67.78
13 0.77 1.01 35 61.67 *
14 0.76 0.91 36 3.47 63.22
15 111 * 56 1.06 1.54
16 1.00 109.40 57 1.20 1.25
17 1.21 94.56 58 1.02 4.24
18 0.95 1.04 59 0.84 1.02
19 1.04 1.69 60 0.95 2.95
20 3.33 11.28 61 2.63 30.85
21 29.96 45.35 62 0.84 1.16
22 6.47 53.49 63 0.73 0.87
23 10.00 55.81 64 0.75 1.10
24 51.97 * 65 1.59 38.62
25 1.08 82.68 66 1.28 57.36
26 43.81 * 67 31.15 109.37
68 11.02 89.78

10



A 20E-t, valamint annak dioxoldn szarmazékait (a 37-42 vegyiletek kivételével) a
checkerboard microplate mddszerrel vizsgdltuk doxorubicinnel valé kombinacidban
L51780r sejteken. Valamennyi szarmazék esetében szinergizmust figyeltiink meg, vagyis a
multidrog-rezisztens egér limfoma sejtek doxorubicinnel szembeni érzékenysége nétt. Ez a
hatas kifejezettebb volt a 2,3;20,22-diszubsztitudlt dioxolanok esetében a 20,22-
monoszubsztitudltakéhoz képest. A C-28 és C-29 epimer parokat 6sszehasonlitva akkor volt
megfigyelhetd erdsebb hatds, ha a nagyobb szubsztituens a 28-as helyzetben R, mig a 29-
es helyzetben R3-p02|'ciéban volt. A 29-es szénatomhoz kapcsolddd lanc hosszanak 3
szénatomig torténé nodvelésével egyre nagyobb hatast észleltliink, azonban hosszabb
szénlanc esetén az aktivitds csokken. Aromas csoportok beépitése nem okozott
hataser6sodést, azonban az aromas gy(lir( tovabbi szubsztiticidja igen. A 29-es
szénatomhoz B-helyzetben metilcsoport kapcsoldsa hataser6sodéshez vezetett a megfelel6

szubsztitudlatlan 29a-feniil szarmazékok hatdsahoz képest (lasd: 4. tablazat).

4. tablazat — Az 1, 6-36 és 65-68 vegylletek doxorubicinnel valé leghatdsosabb aranyu elegyeinek
kombinaciés index (Cl) értékei 50-, 75- és 90%-os gatlas esetén az ABCB1l-expresszald L5178ypr
sejtvonalon. A Cl < 1, CI = 1, Cl >1 rendre szinergizmust, additiv hatast és antagonizmust jeldl. . Cl,, =
(Clsp + 2 x Clys + 3 x Clg)/6, r a median-hatas gorbe linedris korreldcios egyttthatdjat jelenti.

komb. Cl érték komb. Cl érték
. — (g r . G r
arany EDsp EDz5 EDgo arany EDs; EDys EDgo
1]|204:1 200 202 204 203 0997 23| 204:1 031 0.22 0.17 0.21 0978
6 204:1 0.84 054 0.35 0.49 0.955 24| 204:1 0.70 0.69 0.74 0.71 0.998
8| 408:1 056 058 078 0.68 0.870 26| 20.4:1 044 032 027 031 1.000
9| 408:1 050 0.26 0.14 0.24 0959 27/ 204:1 039 038 039 0.39 0.979
10| 81.6:1 0.70 0.44 0.28 0.40 0936 28| 40.8:1 0.26 0.30 035 0.32 0.992
11| 20.4:1 095 0.53 0.34 0.51 0945 29| 204:1 031 0.18 0.15 0.19 0.962
12| 40.8:1 0.86 0.48 0.27 044 0958 30/ 204:1 034 0.18 0.15 0.19 0.956
13| 81.6:1 0.82 0.68 0.74 0.73 0950 31| 204:1 0.21 0.12 0.07 0.11 0.956
14| 40.8:1 092 081 094 089 0991 32{204:1 020 0.13 0.10 0.13 0.958
15| 204:1 0.66 0.61 0.70 0.66 0954 33| 204:1 0.23 0.08 0.06 0.09 0.984
16| 20.4:1 0.20 0.25 0.33 0.28 0946 34| 204:1 0.12 0.10 0.12 0.11 0.963
17| 204:1 0.63 0.47 061 0.57 0820 35/ 204:1 0.18 0.12 0.12 0.13 0.999
18| 20.4:1 092 0.59 041 0.55 0968 36| 204:1 0.15 0.13 0.14 0.14 0.999
19| 408:1 0.84 0.81 091 087 0967 65 204:1 019 0.19 0.19 0.19 0.908
20| 40.8:1 0.26 0.14 0.08 0.13 099 66| 204:1 0.54 044 037 0.42 0.989
21| 204:1 031 0.25 0.24 0.25 0999 67| 204:1 048 036 028 0.34 0.983
22| 204:1 0.23 0.16 0.15 0.16 0956 68 204:1 0.21 0.12 0.07 0.11 0.957
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A 37-42 és 56-64 vegyiletek 6nmagukban nem mutattak szamottevé antiproliferativ
hatast, ennélfogva esetiikben nem lehetett kombinacidés indexet (CI) kiszamolni.
Doxorubicinnel valé kombinacids vizsgalatuk azonban a vegyiletek jelent6s szenzitizald
aktivitasat mutatta, ami kiilénosen er6s volt az oldallanccal nem rendelkez posztszteron
szarmazékok esetében. Altaldban nagyobb szubsztituens beépitése a 2,3-as helyzetben
erGsebb hatdst eredményezett, ami legkiemelked6bbnek az izobutil-csoport esetében
mutatkozott (lasd, 5. tablazat, a 37-42 vegylletek adatai nem teljesek, és nincsenek itt

bemutatva).

5. tablazat — A posztszteron (51) és szarmazékainak (56-64) kemoszenzitizdlé hatdsa L5178 és
L5178wor sejteken. Az adatok harom pdarhuzamos mérés atlagat mutatjdk a standard hiba (SEM)
feltlintetésével. A 10 uM koncentracioban alkalmazott 51-es vegyllet (mindkét sejtvonalon), valamint
az 56, 57 és 63 vegyiletek (L5178 sejtvonalon) kivételével, minden ICso érték p < 0,01 szignifikanciaval
eltér a doxorubicinra kapott értéktél, egy szemponti ANOVA, és azt kdvet6 Dunnett-féle post hoc
teszt alapjan.

a doxorubicin I1Cs5, (LM) értéke

vegyiilet L5178 15178yor
10 uM 25 uM 10 uM 25 uM
kontroll 0.41+0.02 0.41+0.02 11.83+0.64  11.83 +0.64
51 0.37+0.01 0.29+0.01 13.22+044  7.55%0.56
56 0.34+0.02 0.23+0.01 3.80+0.10 1.77 £0.08
57 0.33+0.01 0.15 +0.004 2.74 +0.66 1.39+0.06
58 0.26 +0.02 0.17 £ 0.007 1.74 £0.11 0.87 £0.08
59 0.28+0.02 0.20£0.01 6.81+0.33 3.00+0.09
60 0.21 +0.002 0.15+0.01 1.56 +0.08 0.79 +0.05
61 0.18 +0.003 0.12 +0.002 043+002  0.17+0.005
62 0.19+0.01 0.11+0.003 2.60£0.11 1.40 £ 0.08
63 0.34+0.02 0.26 +£0.04 2.23+0.14 1.47 £0.08
64 0.24+0.02 0.23+0.02 1.59+0.02 0.97 0.03

Tekintve, hogy a 20E némely 20,22-monoszubsztitualt szarmazéka (7, 9, 12 és 18),
valamint a posztszteron szarmazékainak (56-64) tobbsége, alacsony FAR értékek mellett,
jelent6sen novelték a multidrog-rezisztens egér limféma sejtek érzékenységét
doxorubicinnel szemben, ezek a vegylletek feltehetéen nem az ABCB1 pumpa funkcionalis
gatlasa révén fejtik ki hatasukat. Ez kilonosen értékessé teszi ezeket a vegyileteket,
tekintve, hogy a tobb évtizedes erGfeszitések sem vezettek klinikumban is alkalmazhaté
efflux gatlo kifejlesztésére, az MDR problémajanak reménybeli megoldasahoz nagy sziikség

van Uj megkozelitésekre. A megfigyelt szerkezet-hatas 6sszefliggések a 6. abran lathatok.
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szubsztitlicié apolaris (fenil) csoporttal
dietil > dimetil
nagyobb szubsztituens: R3 > R*
Et>Me>H j
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4
dioxolan szubsztitlcio helyzete: R &&R
2,3~ 2,3;20,22 > 20,22 )

szubsztitucié &
dietil >> dimetil
nagyobb szubsztituens T
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R O oldallanc lehasitasa &
~ 28 OH  oldatidnc lehasitdsa
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eliminacio T fluorozas e
O elimindcio T fluorozds T
fluorozds T fluorozas e

6. abra — Ekdiszteroid dioxolanok (6-42 és 56-68) szerkezet-hatds Osszefliggései. A betlitipusok
jelentése: normal — antiproliferativ aktivitdsra gyakorolt hatds; dé/t — ABCB1 pumpagdtldsa gyakorolt
hatds; félkovér — doxorubicinnel szembeni kemoszenzitizalasra gyakorolt hatas. A ,,nagyobb mint”
jeldlések erésebb szinergizmust jeldlnek, a P aktivitds-névekedést jelez, a s jelzés esetén a
szerkezetbeni valtoztatasnak nincs jelent6s hatdsa a vegytilet aktivitasara

Az 1, 6 és 20 jelzési vegyiileteket az egér limfdma sejteken kiviil human sejtvonalakon
(kett6 eml6rak és kett6 prosztatarak), valamint a doxorubicin mellett eltéré
hatasmechanizmusu kemoterapias szerekkel (paklitaxel, ciszplatin) valé kombindcidban is
teszteltik. A 20-as jelzés(i vegyilet hatékonyan névelte azon nem-rezisztens humdn
sejtvonalak érzékenységét is, melyek vagy nem (MCF7), vagy csak igen kis mértékben
(LNCaP) expresszaljak az ABCB1 transzportert. Ez a megfigyelés alatdmasztja azt a
feltételezésiinket, miszerint a kevésbé polaris ekdiszteroidok nem, vagy nem kizardlag az
ABCB1 gatlasan keresztiil fejtik ki hatasukat. A 6-os vegyiilet kevésbé volt aktiv, mint a 20-
as, és az esetek tébbségében az 1-es vegyiilet hatdsa elhanyagolhatdnak bizonyult. Erdekes
maddon, mindhdrom vegyiilet csokkentette a sejtek érzékenységét ciszplatinnal szemben
(lasd, 6. tablazat).

Egyes dioxolan szarmazékokat (20, 31, 33, 34, 36) — melyek potencidlisan képesek
atjutni a vér-agy gaton — SH-SY5Y neuroblasztdma sejtvonalon is teszteltiink vinkrisztinnel
kombindacioban. Mindegyik vizsgalt vegyiilet dozisfliggben szenzitizélta a sejteket, s kdzlluk

a 31-es szamu bizonyult leghatékonyabbnak: 10 uM koncentraciéban alkalmazva a
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vinkrisztin 1C5, értékét harom nagysagrenddel, mintegy 0,056 *+ 0,03 nM értékre
csokkentette. A citotoxikus hatas ilyen nagymérték( fokozodasa arra utal, hogy a vizsgalt
neuroblasztéma sejtvonal kiilonosen érzékeny az alkalmazott kombinacids kezelésre.

Az oxidalt ekdiszteroid szarmazékok (43-50, a 45 és 49 kivételével) Akt-foszforilaciéra
gyakorolt hatasat C2C12 vazizomrostokon vizsgaltuk. Mig a 44 és 47-es szamu vegyuletek
jelent8sen fokoztdk az Akt-foszforildcié mértékét, addig a 48-as szamu vegyilet — a 47-es
vegyllet dezmotrép parja —, érdekes mddon, ellentétes hatdst mutatott az alkalmazott
koncentraciéban (lasd: 7. abra). Az izomerek bioaktivitasaban észlelt kilonos eltérés

mechanizmusat jov6beli vizsgalatok kell, hogy tisztazzak.

n

o

o
%
<
*
%
<
*

-
(2]
o

100
*

0
C 20E 43 44 46 47 48 50

P-Akt/Akt arany (%)

7. dbra — A 43-44, 46-48 és 50 vegyiletek Akt-foszforilaciora gyakorolt hatdsa ragcsaléd vazizom-
sejteken. A Western blot mennyiségi elemzése Image) szoftverrel tortént; a hibasavok a standard hibat
(SEM) jeldlik; **: p < 0,01; ***: p < 0,001 egy szempontd ANOVA és azt kévetd Bonferroni-féle post
hoc teszt alapjan; *: p < 0,05 egy szemponti ANOVA alapjan a 47 és 48-as vegyiiletek kontrollal (C)
vald 6sszehasonlitasat kovets Dunnett-féle post hoc teszt alapjan; n = 2-5.

OSSZEFOGLALAS

o (sszesen 63 — koztiik 46 Uj — ekdiszteroid szarmazékot allitottunk el6 20-
hidroxiekdizonbdl és mas természetes eredetl ekdiszteroidokbdl, dioxoldn-képzés,
bazis-katalizalt auto-oxidacid, az oldallanc lehasitasa és fluorozas altal.

e Adioxoldn szarmazékok tébbsége, killondsen is a 20E 2,3-monoszubsztitudlt- (37-42) és
a posztszteron szarmazékai (56-60 és 62-64) nagyon gyenge antiproliferativ hatasu volt.

e A 6-36 és 56-68 vegylletek kozil némelyek erésen gatoltak az ABCB1 transzportert,
tobbségiik azonban gyenge gatld hatast mutatott, egyes vegylletek (56-60 és 62-64)
pedig teljesen inaktivnak bizonyultak ezekben a vizsgalatokban.

e Az ekdiszteroid-dioxoldnok (6-42 és 56-64) szinergizmust mutattak doxorubicinnel az
egér limfoma sejteken és kilonosen az MDR sejtvonalon, s ez a diszubsztitualt

dioxoldnok és a posztszteron szarmazékok esetében volt a legerGsebb. Egyes
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kivalasztott vegylletek erGsitették a paklitaxel, ill. a vinkrisztin hatdsat mas
sejtvonalakon is, a ciszplatin hatasat ugyanakkor csokkentették. Az SH-SY5Y
neuroblasztéma sejtvonal bizonyult a legérzékenyebbnek az ekdiszteroid dioxolanok
vinkrisztinnel valé kombindcidjaval szemben.

e Az ekdiszteroid dioxolanokkal kapcsolatos szerkezet-hatas Osszefliggések azt mutattak,
hogy egyes vegylletek ugyan nem gatoltdk az ABCB1 transzportert, mégis kifejezetten
szelektiv, erGs szenzitizalé hatast gyakoroltak az ABCB1-t expresszalo rakos sejtekre.

e Az egyes oxidalt ekdiszteroid szarmazékok (43-50) eltéré mddon befolyasoltak az Akt-
foszforilaciot C2C12 izomrostokon, amely hatasbeli kiilonbség figyelemre mélté a 47 és
48-as szamu dezmotrdp par esetében. llyen eltéré hatast mutaté dezmotrdp parrél —
tudomdsunk szerint — elséként szdmolunk be.

o Uj szerkezet-hatas dsszefiiggéseket irtunk le az ekdiszteroid dioxolanok (6-42 és 56-68)
antiproliferativ, ABCB1-gatlé és kemoszenzitizalé hatasara vonatkozdan. JellemzGen a
dioxolangy(irl-képzés és az oldallanc lehasitasa noveli a kemoszenzitizalé hatast.

e Eredményeink alapjan az el&allitott vegyuletek kozll a posztszteron dioxoldn

szarmazékai (56-64) bizonyulnak legigéretesebbnek jovébeli kutatasok szempontjabol.
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