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I. Bevezetés

A természetes ndvényi hatdéanyagok egyik gyogydszati szempontbdl is széles korben
vizsgalt csoportjat alkotjak a flavonoidok. A flavonoidok jellegzetes szerkezetli csoportjat
képezik a kalkonok (1). A kalkonok szerkezetiiket tekintve 1,3-diaril-2-propén-1-on
alapvazzal rendelkezd vegyiiletek. A novényekbdl izolalt kalkonok vizsgalata mellett
nagyszamu szintetikus szarmazék biologiai vizsgalatardl is beszdmoltak az irodalomban.

A szertedgazo biologiai hatasok koziil kiemelhetd a citotoxikus és kemoprotektiv hatas. A
szintetikus kalkonszdrmazékok szintézisének és bioldgiai vizsgalatainak egyik elénye, hogy a
rokon szerkezetli vegyiiletek Osszehasonlitd vizsgalata soran adatok nyerhetdk a szerkezet-
hatas kozotti kapcsolatrol. Igy a szintetikus szarmazékok kiemelt kutatasi célja a természetes
vegyiileteknél hatékonyabb, f6ként a daganatterapiaban eredményesen alkalmazhat6 analogok
eldallitasa.

Az erre iranyuld kutatdsok kémiai hatterében az all, hogy a kalkonok, mint o,p-telitetlen
karbonilvegyiiletek lagy elektrofilek, viszonylag kdnnyen reakcioba Iéphetnek cellularis
tiolokkal (lagy nukleofilek), ugyanakkor kevésbé reakcioképesek amino- és
hidroxilcsoportokkal szemben. Mivel fiziologias koriilmények kozott nem reagalnak
nukleinsavakkal, nem rendelkeznek genotoxikus hatassal, ami a daganatterapiaban
alkalmazott alkilal6 tipusu szerek egyik nemkivant mellékhatasa.

A kalkonok citotoxikus hatdsanak hatterében egyrészt a sejtek glutation (GSH/GSSG)-
statuszanak a befolyasolasa allhat. A konjugalt karbonil-funkcidval rendelkezd vegyiiletek
jellegzetes Michael-reakciods akceptorok, igy konnyen reakcioba 1épnek redukalt glutationnal.
A kalkonok - szerkezetiikb6l adodoan - feltételezhetden szintén reakcioba 1épnek GSH-val,
foként konjugacids reakcid révén. Szdmos vegyiilet apoptdzist indukal, befolyéasolja a
sejtciklust, valamint a mitokondrialis membranpotencial 6sszeomlasat eredményezi.

A daganatsejtekkel szemben mutatott toxicitdsuk mellett, a kalkonok citoprotektiv hatasa
is jol dokumentalt. A citoprotektiv hatds hatterében egyrészt az allhat, hogy a kalkonok és
rokon szerkezetli Michael-reakciés akceptorok egyes, a fazis 2 biotranszformaciokban
résztvevd enzimeket indukélnak.

Korabbi kisérleti eredmények szerint a két aromas gytirli egymashoz viszonyitott térbeli
helyzete alapvetéen befolyasolja a kalkonok bioaktivitasat. Bar a kalkonok konjugalt
molekulak, eléggé flexibilisek ahhoz, hogy oldatban tobb konformaciot is felvegyenek. A
kalkonok vizsgalata igy nem teszi lehetdvé az optimalis térszerkezet és biologiai hatas kdzotti
kapcsolat vizsgélatat.

Ezen kapcsolat alaposabb megismerése céljabol tortént a kalkonokkal szerkezeti
rokonsagban allo gytirs telitetlen karbonilvegyiiletek (2-4) szintézise, kémiai reaktivitasanak,
elektron- és térszerkezetének, valamint biologiai hatasainak vizsgalata.

A kiilonboz6  szubsztituensekkel bir6  gylriis  kalkonszarmazékok in  vitro
citotoxicitdsanak vizsgalata P388, L1210 leukémia sejtekkel, valamint Molt 4/C8 és CEM T-
limfocitdkkal szemben tortént. A négy teszt alapjan szamitott Gn. atlagos potencial értékek



Osszehasonlitasa alapjan megallapitottak, hogy a 7-tagi gytiris (E)-2-(X-benzilidén)-1-
benzoszuberon (4) szarmazékok a leghatékonyabb citotoxikus analdgok.

A vegyiiletek térszerkezete mellett az in vitro citotoxikus hatas nagymértékben fiigg a
cinnamoil molekulafragmensen taldlhatd szubsztituens természetétdl és helyzetétdl. Ezt
tamasztja ala, hogy minden vizsgalt tumorsejtvonallal szemben a 4-es, vagyis para-
helyzetben metoxi-, valamint dimetilamino-szubsztituenst hordoz6 2-(X-benzilidén)-1-
benzoszuberonok bizonyultak a sorozat leghatékonyabb szarmazékainak.
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1. Célkitizések

Munkank soran f6 célul a gytriis kalkonszdrmazékok fizikai-kémiai tulajdonsagainak és
a citotoxikus/citoprotektiv hatas hatterében allé molekularis mechanizmusoknak alaposabb
megismeresét tiztik ki.

e C(Célunk az 1-4 sorozat kiilonbozé szubsztituenseket hordozd tagjai logP értékének
meghatarozasa forditott fazisu vékonyréteg-kromatografids technika alkalmazéasaval. A
logP értékek ismeretében a molekulak lipofilitasa és szerkezete kozotti esetleges
Osszefliggések vizsgalata.

A korabbi in vitro toxicitasvizsgalatok soran kiemelked6 hatast mutatd 7-tag gytris (E)-
2-(4-metoxibenzilidén)-1-benzoszuberont (4a) és kevéssé toxikus 4-metilszubsztitualt
analogjat (4b) valasztottuk a tervezett hatasmechanizmus-vizsgalatok elvégzéséhez. Célunk:

e A vegyliletek in vitro sejtszaporodast gatld hatasanak vizsgalata human Jurkat T sejtekkel
szemben a vegyliletek kozel ekvitoxikus dozisdval torténd kezelést kovetden,
tripankékkel torténd festési eljarassal. Az €16, a korai apoptotikus fazisban levd és az
apoptotikus/nekrotikus  sejtek mennyiségének/aranyanak meghatarozasa 4ramlasi
citometriai modszerrel.



A vegyiiletek sejtosztddasra, sejtciklusra gyakorolt hatdsainak aramlési citometriai
modszerrel torténd vizsgalata Jurkat T sejtekben, a vegyliletekkel torténd 8, 24 és 48 oOras
kezelést kdvetden.

e A vizsgalt kalkonanalogok in vitro antioxidans (hidroxilgyok ,,scavenger”), illetleg
esetleges prooxidans hatasanak vizsgalata, annak idObeli fliggése a Fenton-reakcid
inicializalta dezoxiribdz degradacios teszt alkalmazasaval.

e A vegyiiletek antioxidans/prooxidans jellegének tanulmanyozasa céljabol Jurkat T
sejtekben is vizsgaljuk az analogok ROS-aktivitdsra, vagyis a cellularis redox-
statuszra gyakorolt hatasat. A vizsgalatokhoz a diklorfluoreszcin-tesztet alkalmazzuk.

e A kalkonanal6gok mitokondrialis respiraciora és ATPaz-aktivitasra gyakorolt hatasanak
vizsgalata.

e A vegyiiletek SH-szintre, majd glutation-szintre gyakorolt hatdsanak vizsgalata Jurkat T
sejtekben. A redox-statusz jellemzésére a sejtek redukalt és oxidalt glutation aranyanak,
illetve azok mennyiségének a meghatdrozasa.

e A vegyiiletek redukalt glutationnal szemben mutatott reaktivitdsanak vizsgalata mind
sejtmentes, mind sejtes koriilmények kozott. Az esetlegesen képz6dd konjugatumok
jelenlétének igazolasa vékonyréteg-kromatografids moddszerrel, uUn. ,kettds-eléhivast”
alkalmazva. A konjugatumok szerkezetének igazolasa RP-HPLC-hez csatolt
tomegspektrometrids eljarassal.

I11. Vizsgalati modszerek és eredmények

I11.1. Kalkonszarmazékok logP értékeinek meghatarozasa

A 1-4 sorozat kiilonféle szubsztituensekkel biro tagjai logP értékének meghatirozasa
forditott-fazisu ~ vékonyréteg-kromatografias  technika  alkalmazasaval  tortént. A
meghatarozashoz szilanizalt szilikagél 60F2s54 (20 cm x 20 cm) rétegeket hasznéltunk. A
vizsgalandd anyagokat, valamint a kalibracios és validacios sorozat tagjait metanol-kloroform
1:1 aranyu elegyében oldottuk (2 mg/ml), majd vittiik fel a lemezre. Mozgo6tazisként metanol-
viz (60+40) elegyet hasznaltuk. A kifejlesztést kovetden a foltok eléhivasa UV-fényben (A =
254 nm), valamint jod-gdzben tortént.

A modszer 1ényege, hogy az eljaras sordn a lipofilitastol fiiggd kromatografias paramétert
(a retencios faktorral kozvetleniil Gsszefiiggésben allo in. Ry értéket: Ry = log(1/Rs — 1))
hatarozzuk meg, majd kalibracios egyenes felhasznalasaval logP értéket szamolunk (logP =
aRm + b).

A vegyiiletek igen lipofilek, logP értékiik viszonylag széles tartomanyba (logP = 2,53 -
5,35) esik, a gylirli tagszamanak valamint a szubsztituens mindségének, jellegének ¢és
helyzetének fliggvényében.

A gyturi tagszdmanak novekedése a ciklikus kalkonanalogok lipofilitasanak
novekedésével jar. Egy tovabbi metiléncsoport beépiilése a gytiriibe atlagosan 0,4 egységgel
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novelte meg a logP ¢ értéket. Az 1 és 2 sorozat tagjai, valamint a 3 és 4 sorozat tagjai kozotti
lipofilitasbeli kiilonbség kisebb, mint a 2 és 3 sorozat tagjai kozott. Mindezek arra utalnak,
hogy az intra- és intermolekularis interakciok, valamint a térszerkezet is befolyassal vannak a
lipofilitasra.

A szubsztituens mindségének vizsgalatakor megfigyelhetd, hogy a para-helyzetben
szubsztitualt szarmazékok esetén a lipofilitas a kdvetkezok szerint valtozik:

OH<CN<N02<H<F<OCH3<CH3<C|<N(CH3)23BI‘

A 7-tagl gyliris benzoszuberon szarmazékok (4) esetén megallapithatd, hogy adott
szubsztituenst orto-, meta-, illetve para-helyzetben tartalmazd vegyiiletek logP értéke a
kovetkezOk szerint valtozik: logPr c(orto) < logPr.c(para) < logPr c(meta). A 2 és 3 sorozat
tagjaindl azonban a kiilonb6zdé helyzetben szubsztitualt analogok logPr ¢ értékeiben nem
figyelhetd meg hasonld szabalyszerlis€g. Ez a megfigyelés szintén arra utal, hogy a tér- és
elektronszerkezet, amit a szubsztituensek mindsége ¢€s helyzete is nagyban befolyasol,
jelentds hatassal van a molekulak lipofilitasara.

II1.2. Gyiiris kalkonszarmazékok hatasmechanizmusanak vizsgalata

A vizsgalni kivant gyiriis kalkonszdrmazékok (4a és 4b) szintézise €s tisztitasa a
korabban leirtak szerint tortént. A hasznalt vegyszerek mindegyike analitikai tisztasagu volt.
A human Jurkat T limfocita sejtek (ATCC, E6-1 klon) az LGC Promochemtdl (Teddington,
UK) szarmaznak. A Jurkat T sejtek tenyésztése 37 °C-on, megfeleld para- és 5% CO,-
tartalmt kdrnyezetben, RPMI 1640 tapoldatban (pH = 7,4) tortént, amit kiegészitettiink 10%
FCS-el (magzati borju szérum, Gibco), penicillinnel (100 U/ml) és sztreptomicinnel (100
pg/ml).

A Jurkat T sejtek kezelése (5 x 10° db sejt / 1,0 ml RPMI 1640 tapoldat) a 4a (5,6 uM),
illetve 4b (23,3 uM) vegyiiletekkel a vizsgalati modszereknek megfelelden 1, 4, 8, 24 illetve
48 oran keresztiil tortént. A koncentracidértékek az eldzetesen meghatarozott I1Cgg
dozisértékeknek felelnek meg. A kalkonszarmazékokat DMSO-ban oldottuk, és az elkésziilt
DMSO-oldatbol 10 pl-t adtunk 1,0 ml sejteket tartalmazd tdpoldathoz, igy mindig 1%
DMSO-t tartalmazott a kezelt sejtszuszpenzid. A kontroll sejtszuszpenzokat nem kezeltiik,
illetve minden esetben készitettiink egy olyan kontrollt is, ami csak 1% DMSO-t tartalmazott,
kalkon nélkiil.

IT1.2.1. A vegyiiletek sejtproliferaciora és sejtciklusra gyakorolt hatasanak vizsgalata

crer

A kalkonszdrmazékok Jurkat T sejtek sejtproliferacidjara gyakorolt hatadsanak
megismeréséhez elséként a teljes sejtszam, valamint az €l6 sejtek ardnyanak az alakuldsat a
vegyiiletekkel torténd 8, 24 illetve 48 Oras kezelést, majd tripankékkel torténd festést
kovetden, hemocitométerrel hatdroztuk meg.

A kezeletlen sejtek, valamint az 1% DMSO-t tartalmazo inkubatumban levé sejtek szama
24 oOra alatt megkétszerezddik, ami megfelel a Jurkat T sejtek duplikacids idejének. A
kalkonok oldészereként hasznalt DMSO tehat ekkora mennyiségben (1%), 6nmagaban nem



befolyasolja a sejtszdmot. A két vizsgalt vegyiilet egymashoz hasonlé méddon csokkenti a
kifejezett.

Az ¢letképes sejtek aranya a kontroll sejtekhez képest mindkét kalkonanaldg esetén
hasonldan alakul. 8 6ras inkubacids id6t kovetden az €16 sejtek mennyisége még kozel annyi,
mint a kezeletlen sejtek esetében, de 24 6rés, illetve 48 6ras inkubacids id6 utdn mar csaknem
felére csokken a szamuk. Nagy valoszinliség szerint mar a 8 6ras kezelési idGtartam alatt is
lejatszodnak olyan folyamatok, amelyek hatassal lesznek a sejtproliferaci6 tovabbi
alakulasara.

A 4a és 4b vegyiiletek citotoxikus hatasanak tovabbi vizsgalata céljabol meghataroztuk a
vegyliletekkel torténd 8, 24 és 48 oras kezelési idétartamokat kdvetéen az inkubatumokban
levd €16, korai apototikus fazisban levd, €s apoptozis (€s/vagy nekrdzis) soran elpusztult
sejtek mennyiségét. A sejteken minden idOpontban kettds jelolést hajtottunk végre,
fluoreszcein-izotiocianattal (FITC)-kotott annexin V-t és propidium-jodidot hasznalva, majd
aramlasi citometriai médszerrel mértiik a két festék fluoreszcencia-intenzitasat.

8 oras kezelés alatt sem a 4a, sem a 4b vegyiilet nem mutat kifejezett toxikus hatast. 24
oras kezelési id6tartam utan azonban az élo sejtek szdma sokkal kisebb a metoxiszarmazék
(4a) esetén (57,7%), mint a 4b vegyiilettel torténd kezelést kovetéen (71,7%). A sejtek
jelentds része korai apoptotikus fazisban (4a: 22,8%; 4b: 7,8%), illetve kés6i
apoptotikus/nekrotikus fazisban van (4a: 16,8%; 4b: 17,1%).

48 oras kezelést kovetden csak propidium-jodidot hasznaltunk az ¢é16 (PI-negativ) és a
kés6i  apoptotikus/nekrotikus  fazisban levé  (PI-pozitiv) sejtek  mennyiségének
meghatarozasadra. Ebben az idOpontban az ¢l sejtek szdma jelentdésen lecsdkken, a 4a
vegyiilet esetén 40,2%-ra, a 4b analog esetén pedig 48,5%-ra.

A vizsgalt kalkonszarmazékok, ezen koncentracidértékek mellett, gatoljadk a
sejtszaporodast, és apoptozist indukalnak.

A kisérletekbe bevont kalkonanalogok Jurkat T sejtek sejtciklusara gyakorolt hatasanak
vizsgalata a vegyiiletekkel tortént kezeléseket kovetden, a DNS mennyiségi analizise altal
valosult meg. A Jurkat T sejtek kezelése soran kiilonbozo: 8, 24 és 48 oras idopontokban
vizsgaltuk a sejteket, hogy iddben is lathassuk a kalkonok sejtciklusra gyakorolt hatasat.

A DNS mennyiségi analiziséhez a sejtek jelolése minden idépontban propidium-jodiddal
(PI) tortént. A PI a sejtekben a kettdsszala DNS-hez kotddik, ezért a megkotott PI
mennyisége, igy az aramlasi citometriai eljards soran lathatd fluoreszcens jel erdssége is
aranyos a sejtek DNS-mennyiségével. A sejtciklus egyes fazisaiban levo sejtek egymastol
valé megkiilonboztetése a kezeletlen kontroll sejtek esetén felvett abra alapjan tortént-

A 4a és 4b vegyiiletek sejtciklusra gyakorolt hatasaban eltérések mutatkoznak, kiilonosen
nagyfoku a valtozas a metoxiszubsztitualt (4a) szarmazék esetén. A 4a vegyiilet korai hatdsa
(8 ora) abban nyilvanul meg, hogy megnoveli a Go/M fazisban levd sejtek aranyat (36,9%),
ami egyltt jar a Go/G; fazisban levd sejtek mennyiségének csokkenésével (18,6%). A
metilszarmazék esetén (4b) a sejtek legnagyobb hanyada, a kontroll sejtekhez hasonldan, a
Go/G; fazisban talalhatd (36,8%). Hosszabb, 24 dras inkubacios id6ét kovetden a 4a vegyiilet



hatasara tovabb csokken a Go/G; fazisban levd sejtek mennyisége (7,3%), és né a Go/M
fazisban (44,8%), valamint a Sub-Gy (apoptotikus/nekrotikus sejtek) fazisban (22,4%) levo
sejtek aranya. Ebben az idépontban (24 6ra), a 4b szarmazékkal kezelt sejtek esetén mérsékelt
csokkenés kovetkezik be a Go/G; fazisban levo sejtek mennyiségében (31,7%), ami egyiitt jar
a Go/M fazisban (27,1%), illetve a Sub-Gq fazisban (14,5%) levo sejtek aranyanak kismértékii
novekedésével. A 4a és 4b vegyiiletek eltérd hatasa a (Go/M)/(Go/G;) arannyal is kifejezhetd,
ami 0,51 a kontroll, 6,1 a metoxi- (4a), és 0,85 a metilszarmazék (4b) esetén. 48 oras kezelést
kovetden mindkét kalkonanaldg esetén tovabbi ndvekedés tapasztalhaté a Sub-Gg fazisban,
vagyis jelentésen megné az apoptotikus/nekrotikus sejtek aranya (4a: 40,8%; 4b: 36,5%),
valamint un. poliploid sejtek kialakuldsa figyelheté meg.

Mivel a 8 oras id6tartam koriilbeliil harmada egy sejtciklus idétartamédnak Jurkat T
sejtekben, a kisérleti eredmény arra utal, hogy a 4a vegyiilet esetén nem miikodik megfeleléen
a G ellendrzé pont, aminek egyébként meghatarozd szerepe van genetikai problémak
kikiiszobolésében. A vegyiilet tulajdonképpen felfiiggeszti a G; ellenérzOpont ,,munkdjat”. A
4a vegyliilet Go/M fazisu blokkot is okoz. A sejtciklusban bekdvetkezd ilyen jellegli zavar,
mint egyes flavonoidok ¢és kalkonok lehetséges hatdsmechanizmusa, az irodalomban is
dokumentalt. Az észlelt valtozasok arra utalnak, hogy a metoxiszarmazék (4a) viszonylag
gyorsan DNS karosodast okozhat, aminek gyakori velejardja a Go/M fazist blokk.

A metilvegytilet (4b) ekvitoxikus dozisaval torténd sejtkezelés estén nem figyelheté meg
hasonldan jelentds valtozas a G ellendrzépontot illetéen, és a Go/M blokk sem kifejezett.

A 4a szarmazékkal torténd hosszatava (24 és 48 oras) expoziciot kovetden mind a Go/Gy,
az S, valamint a Go/M fazisban levé sejtek mennyisége szignifikansan csokken. Egyidejiileg
nagymértékben megné a Sub-G, fazisban levé (apoptotikus/nekrotikus) sejtek, valamint a
poliploid sejtek mennyisége, ami a G ellendrzépont miikddési zavarara utal. Az ilyen jellegli
késleltetett sejthalal, amit ,,mitotikus halal”-nak is neveznek, jellegzetessége a p53 mutans
tumoroknak.

111.2.2. A kalkonszarmazékok in vitro antioxidans hatasanak vizsgalata

A kalkonanaldgok in vitro antioxidans (hidroxilgyok scavanger), esetleges prooxidans
hatasat, illetve annak idofiiggését, a Fenton-reakcié inicializélta dezoxirib6z degradacios
tesztet alkalmazva vizsgaltuk. A modszer 1ényege, hogy a vas(I1)-ionok és H,O, reakcidjaban
keletkezé hidroxilgyokok a 2-dezoxi-D-ribozt eloxidaljak. A lancszakadassal jard oxidacid
eredményeképpen savas kdzegben tiobarbitursavval 532 nm koriili abszorpciés maximummal
rendelkezd karbonilvegyiiletek keletkeznek. Ha a vizsgalatot hidroxilgyok- scavanger
tulajdonsagu vegyiilet jelenlétében végezziik, akkor kompetitiv reakcié eredményeként az 532
nm korili abszorpcids maximummal rendelkez6 fragmens vegyiiletek mennyisége csokken. A
vizsgalatokat etiléndiamin-tetraecetsav (EDTA) jelenlétében és EDTA hozzaadasa nélkiil is
elvégeztik. EDTA hozzaadasa vas(II)-EDTA-komplex kialakulasat eredményezi, aminek
vas(ll)-ionok egy része a dezoxiribozzal képez komplexet. Az n. ,hely-specifikus” Fenton-
reakcioban a hidroxilgyokok képzodésiik helyén azonnal elreagalnak. Tehat azok a
vegyiiletek, amelyek ligandként szerepelhetnek (jelen esetben az EDTA), versengenek a
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dezoxiribozzal a vas(Il)-ionokért, ezaltal csokken a wvas(I)-ion katalizalta reakcioban
keletkezd hidroxilgyok okozta degradacio.

A kontroll inkubatumok esetén a keletkez0 TBA-reaktiv anyagok mennyisége (a mért
abszorbancia) id6ében viszonylag allandonak mondhat6. Az EDTA-t nem tartalmazo
rendszerben mindkét vizsgalt kalkonszarmazék folyamatos antioxidans aktivitast mutat a 240
perces kisérleti idGtartam alatt. Bar a 4a vegyiilet antioxidans kapacitasa az inkubacios id6
120-adik perce koriil minimumot mutat, az inkubaciot folytatva a két vegyiilet hasonld
mértékben csokkentette a dezoxiriboz oxidacidja soran keletkez6 TBA-reaktiv termékek
mennyiségét.

EDTA jelenlétében a reakcido soran keletkez6 TBA-reaktiv termékek mennyisége
jelentésen kisebb (alacsonyabb a mért abszorbancia), mint EDTA n¢lkiil. A 4a vegyiilet
esetén a TBA-reaktiv anyagok mennyisége megné a 80-120 percig tartd periodus alatt, majd
jelent6s csokkenésnek indul. A metilszarmazék (4b) ezen kisérleti koriilmények kozott is
mindvégig antioxidans aktivitast mutatott.

A teszt eredményeként azt lathatjuk, hogy a vizsgalt vegyliletek révidtavon antioxidans
aktivitdst mutatnak, de hosszatdvi inkubacidjuk sordn kapott eredmények fliggnek az
alkalmazott kisérleti koriilményektol.

111.2.3. A kalkonszarmazékok cellularis redox homeosztazisra gyakorolt hatasanak
vizsgalata

A vizsgalt kalkonanalogok reaktiv oxigéngyok (ROS) termelésre gyakorolt hatisat, a
vegyiiletekkel torténd 1 és 4 oras sejtkezelést kovetden, 2°,7’-diklorfluoreszcin-diacetatot
(DCFH-DA) hasznalva vizsgaltuk. A DCFH-DA egy nem-fluoreszkalé molekula, amely
képes a sejtek membranjan athatolni, €s az intracellularis térbe keriilni. A jelen levd észteraz
enzimek lehasitjdk a molekulardl az acetilcsoportokat és 2°,7°-diklorfluoreszcin (DCFH)
keletkezik, amely még nem fluoreszkal. Reaktiv oxigénszarmazékok (féként H,0,)
jelenlétében azonban fluoreszcens 2°,7°-diklérfluoreszceinné (DCF) oxidalodik. A
fluoreszcens jel intenzitasa — tobbek kozott — dramlési citométerrel detektalhatd. Az FL-1
csatornan mért jelintenzias tehat végso soron az intracellularis ROS-koncentracioval aranyos.
A 4b vegyiilet szignifikansan csokkentette a DCF jelének intenzitasat, mind az 1 6ras, mind a
4 6ras kezelést kovetden (80,20 + 10,35% ¢és 71,35 £ 16,51% a kontrollhoz viszonyitva). A 4a
szarmazEk esetén nem figyelhetd meg szignifikéns valtozas.

A 4a és 4b vegyiiletek ROS termelésre gyakorolt hatasat azért vizsgaltuk, hogy vajon
oxidativ stresszt is okozva indukélnak apoptozist. A vizsgélati eredmények arra utalnak, hogy
a vegylletek nem novelik meg az intracellularis ROS aktivitast, s6t a metilszubsztitualt
analog (4b) szignifikansan csokkenti a ROS-szintet és antioxidans aktivitast mutat. Ez utobbi
eredmény Osszhangban all az in vitro antioxidans hatast vizsgaldo dezoxiriboéz teszt
eredményével, ami szerint a vegyiiletek in vitro hidroxilgyok-scavanger aktivitassal
rendelkeznek.



A Kkalkonanalogok mitokondrialis respiraciora, ATPaz enzim aktivitasra, ezaltal a
mitokondrialis redox statuszra gyakorolt hatasanak vizsgalatai izolalt patkanymaj
mitokondriumokon torténtek.

Az izolalt mitokondriumok oxigénfogyasztds sebességének meghatarozasa 25 °C-on,
polarografias modszerrel, oxigénelektroddal tortént. Az un. respiracios médumhoz adtuk a
kalkonanalogokat, ADP-t, respirdcidés szubsztratként natrium-szukcinatot, valamint a
mitokondriumot. Az oxigénfogyasztds nmol Oz X min™ x fehérje mg'1 formaban keriilt
kifejezésre, ADP hozzaadasakor (3-as allapot; state 3), illetve ADP hozzaadasa el6tt (4-es
allapot; state 4). A vizsgalt kalkonszarmazékok nem befolyasoljak az oxigénfogyasztast a 3-as
allapotban, de szignifikansan megnovelik azt a 4-es allapotban (a 4a vegyiilet 50,7 %-al),
vagyis ADP-mentes koriilmények kozott. A 4a vegyiilet szignifikdnsan csokkenti az RCR-
értéket (RCR = respiratory control ratio, az ,,oxigénfogyasztas a 3-as allapotban” és az
,oxigénfogyasztas a 4-es allapotban” hanyadosa). Mivel a vegyiiletek autooxidacidja nem
lehet felelds a megndvekedett oxigénfogyasztasért, az ,.elfogyasztott” oxigén a mitokondrialis
elektron-transzfer reakciok szubsztratja lehet, ami a mitokondrialis redox-statusz
megvaltozasaval jarhat.

Annak tisztdzasa érdekében, hogy az oxigénfogyasztas Osszefiiggésben all-e az ATP
szintézis esetleges megvaltozasaval, az ATP szintaz (ATPaz) aktivitdsat vizsgaltuk, a
Meissner-féle modszer szerint. A kisérlet eredménye szerint a metoxiszarmazék (4a)
szignifikdnsan megndveli a mitokondridlis ATPaz aktivitast, anélkiil, hogy hatassal lenne az
oxigénfogyasztasra a 3-as allapotban. Az észlelt szétkapcsold hatds foként egyes lipofil,
gyengén savas karakterii kismolekuldra jellemz6, amikor a megndvekedett O,-fogyasztas
ellenére nem torténik ATP szintézis. Miutan a vizsgalt vegytiletek lipofil molekuldk, de nem
birnak gyenge savi karakterrel, tovabbi vizsgalatok sziikségesek a szétkapcsold hatés
mechanizmusanak kideritésére.

A 4a és 4b vegyiiletek cellularis tiol-csoportokkal kialakulo lehetséges kdlcsonhatasat
elsd 1épésben a vegyiiletek cellularis SH-szintre gyakorolt hatdsa révén vizsgaltuk,
tapanyagmentes és tapanyagokat tartalmazo6 kornyezetben.

Az 1 (PBS-pufferben), 4 illetve 8 oraig (RPMI tapoldatban) tartd kezeléseket kovetden,
Ellmann-reagenssel torténd meghatarozasok eredményeit a sejtek fehérjemennyiségére
vonatkoztattuk. A 4a vegyiilettel torténd 1 oras, tapanyagokat nem tartalmazo PBS-pufferben
tortént kezelés alatt a cellularis SH-szint szignifikansan csokkent az 1% DMSO-val kezelt
kontroll sejtekhez képest. 4b vegyiilet nem okozott ilyen jellegii valtozast. A hosszabb ideig
(4, illetve 8 o6ra) tarto, RPMI-tapoldatban torténd inkubacid mar lehetdséget teremt a
sejteknek, hogy reagaljanak a GSH-szintet érintd esetleges valtoztatdsokra. A metoxivegytilet
(4a) ezen koriilmények kozott is szignifikansan csokkentette az SH-szintet, ugyanakkor 4b
vegyliilet nem valtoztatta meg szignifikans mértékben az SH-szintet.

Sejtes kortilmények kozott a gylriis kalkonszarmazékok egyrészt enzim-katalizalt
konjugacios reakciok révén és/vagy a redukalt SH-csoportok diszulfidda torténd oxidacidja
révén képesek a tiol-statuszt befolydsolni. A kisérlet eredményei arra utalnak, hogy a 4a
vegyiilet, glutation-S-transzferaz enzim katalizise mellett, nagyobb reaktivitast mutat SH-
csoportokkal, mint 4b vegyiilet.



A kalkonanalogok SH-reaktivitasanak vizsgalatat tovabb folytatva, a Jurkat T sejtek 4a és
4b vegyiiletekkel torténd kezelését kovetden, a redukalt glutation-szintet (GSH) és az oxidalt
glutation-szintet (GSSG) orto-ftalaldehiddel torténd derivatizalast kovetden, forditott fazisu
nagyhatékonysagu folyadékkromatografias modszerrel hataroztuk meg.

Az dnmagaban nem fluoreszkald orto-flalaldehid, mint bifunkcionalis reagens egyszerre
reagal a GSH molekula tiol- és primer aminocsoportjaval, fluoreszkald izoindolszarmazékot
képezve. A keletkez6 termék 348 nm gerjesztési hullamhossz, valamint 450 nm emisszios
hullamhossz mellett detektalhat6. A reakcié pH-fiiggd, a redukalt glutation OPA-val
lejatsz6do reakciojanak optimalis pH-értéke 8,0. Ezen a pH-értéken az OPA nem reagél
oxidalt glutationnal, vagyis a GSH szelektiven mérheté. Magas pH-érték mellett (= pH 12)
azonban a GSSG is reakcioba 1ép OPA-val. igy pH 12 mellett a GSSG-tartalom is
meghatarozhato.

Annak érdekében, hogy az oxidalt glutationmennyiség is szelektiven mérhetd legyen, a
GSSG mérésekor a mintakban levé redukalt glutationt N-etilmaleimiddel (NEM) reagaltatjuk,
amely a GSH tiolcsoportjdhoz kapcsolodik. Ezaltal a GSH nem tud reakcidba 1épni OPA-val,
illetve a konjugéacidé megvédi az oxidaciotol is.

A redukélt ¢és oxidalt glutation-koncentracidé meghatdrozasa a GSH-t és GSSG-t
tartalmazo standard sorozat mintainak mérése soran felvett kalibracids egyenesek segitségével
tortént. A meghatdrozott redukalt és oxidalt glutation-szinteket a mintak fehérjemennyiségére
vonatkoztattuk.

A Kkisérleti eredmények alapjan a metoxi- (4a), ¢és a metilszubsztitualt (4b)
kalkonszarmazék eltér6 modon befolyasolja a Jurkat sejtekben a glutation-szintet 4 Oras
kezelést kovetden. A 4a vegyiilet nem befolyasolja jelentdsen a szabad glutation-szintet
(GSH), de szignifikdns mértékben megnoveli az oxidalt glutation (GSSG) mennyiségét (0,67
+ 0,26 nmol/mg fehérje a kontroll sejtek esetén, 1,15 + 0,33 nmol/mg fehérje 4a esetén). A 4b
szdrmaz€k azonban a redukalt glutation mennyiségét ndveli meg kis mértékben (35,3 + 6,6
nmol/mg fehérje mennyiségrél 42,4 + 7,2 nmol/mg fehérje-re), de nem befolyasolja
jelentdsen a GSSG szintet a kezeletlen kontroll, illetve 1% DMSO-val inkubalt sejtekhez
viszonyitva.

A glutation-rendszer az egyik legfontosabb cellularis védekez6 mechanizmus az €16
sejtben. A sejt azon képessége, hogy milyen mértékben képes glutationt termelni (akér a
GSSG redukciodja révén, vagy de novo GSH szintézis révén) alapvetéen meghatarozza a sejt
hatékonysagat az oxidativ stressz kezelésében. A metilszarmazék (4b) az ismert kondiciok
mellett képes a GSH szintet kis mértékben megnovelni. Korabban is beszamoltak mar arrol,
hogy néhany elektrofil tulajdonsaggal rendelkez6 Mannich bazis megndvelte a cellularis tiol-
szintet Jurkat T sejtekben, illetve HelLa sejtvonalakban A megndvekedett GSH szint nagy
valoszinliséggel az azt befolyasold tényezdk hatdsara fellépd feedback mechanizmus
kovetkeztében, de novo szintézis eredményeként képzédott GSH-nak tudhato be

Ezzel ellentétben a metoxianalog (4a) a sejt oxidalt GSSG-tartalmat nodvelte meg
szignifikans mértékben, ami utalhat arra, hogy a vegyiilet oxidativ stresszt idéz el6. A GSSG-
szint fiziologias indikatora a ROS elleni intracellularis védekezd mechanizmus aktivitasanak,
igy alkalmas az oxidativ stressz in vivo monitorozasara is.
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111.2.4. A kalkonszarmazékok glutationnal valo6 reaktivitasanak vizsgalata

A celluléris glutation-statusz megvaltoztatasanak a redox reakcion kiviil egy masik
lehetséges, a gytris kalkonanalogok kémiai szerkezete alapjan feltételezhetd mechanizmusa a
vegyiiletek redukalt glutationnal lejatszodo spontan és/vagy glutation-S-transzferaz enzim
altal katalizalt konjugacios reakcidja.

Els6 1épésben a spontan lejatszodo reakciot vizsgaltuk sejtmentes koriilmények kozott.
Ehhez a kalkonanalogokat ¢és redukalt glutationt ekvimoldris mennyiségben tartalmazo,
kiilonb6z6 pH-ja (pH = 5,5; 7.4; 9,0) oldatokat inkubaltunk 37 °C-on, illetve 50°C-on, 1 és 3
oran keresztiil. Az inkubatumok Osszetételét vékonyréteg-kromatografids maodszerrel
vizsgaltuk. A pH 7.,4-es, illetve a pH 9,0-es oldatok esetén az 50 °C-os inkubatum, valamint a
pH 9,0-es, 37 °C-0s inkubatum analizise soran a kalkon, valamint a GSH foltjan kiviil egy
harmadik folt is lathatova valt. Ez a folt egy addukt jelenlétét feltételezi, hiszen mind a két
el6hivasi forma szerint lathat6 volt, vagyis az aromds vegyiiletekre jellemzé UV-aktivitast is
mutatja és a peptid (GSH) jelenlétére utald ninhidrines szinreakciot is adja. Mindkét vizsgalt
szarmazék (4a és 4b) esetén hasonloak voltak a tapasztalatok.

Gyengén savas koriilmények kozott (pH = 5,5), ami egyébként jellemzO kémhatas
tumoros sejtek kornyezetében, a vizsgalt szdrmazékok nem mutatnak intrinsic aktivitast
glutationnal.

A kalkonszarmazékok és GSH kozott lejatszodd nem enzim-katalizalt reakcid tovabbi
vizsgalata céljabol egy forditott-fazisi nagyhatékonysagu-folyadékromatografias modszer
(RP-HPLC) kifejlesztése is megtortént. A reakcidelegyben a GSH végsé koncentracidja 5 x
102 M, a kalkon koncentracioja 5 x 10 M volt. A reakciéelegy pH értékének beallitasa pH 8-
ra tortént, amely pH értéken a GSH kb. 6%-a a sokkal er6sebb nukleofil tiolat-anion formaban
talalhat6. Az inkubacios id6 lejarta utan (150, illetve 330 perc) a komponensek elvalasztasa
forditott fazisu C-18 oszlopon tortént UV-detektalas mellett (A = 260 nm). Ezen inkubalasi
koriilmények és kromatografias paraméterek mellett a kromatogramon a kalkonanalogok (4a,
illetve 4b) jele mellett, tovabbi két csucs jelent meg, feltételezhetden a kalkon-glutation
konjugatum diasztereomer parjanak jele.

A folyadékkromatografias vizsgéalatok megerdsitése céljabol, illetve a feltételezett GSH-
adduktok szerkezetének igazolasa céljabol MALDI-TOF-MS, illetve elektronspray ionizaciod
segitségével HPLC-ESI-MS vizsgalatok is torténtek. A mérések megerdsitették a DAD-HPLC
vizsgalatok eredményeit, miszerint az inkubatumokban 4a-GSH, illetve 4b-GSH adduktok (a
protonalt molekulatomegek 586,18 és 570,23) keletkeznek spontan reakcid révén.

A kifejlesztett RP-HPLC ¢és csatolt ESI-MS eljarassal azt kivantuk vizsgalni, hogy a
konjugacios reakcié a Jurkat T sejtekben is lejatszodik-e, hozzéjarulva a vegyiiletek toxikus
hatasanak kialakitdsdhoz. A kezelt sejteket lizaltuk, majd kiilon vizsgaltuk a centrifugalas
soran kapott feliiliszot és iiledéket is. A megfeleld fehérjementesités és elokészitési eljarast
kovetden  felvett HPLC  kromatogramokat, valamint ESI  tdmegspektrumokat
Osszehasonlitottuk a kalkonanaldgokat €s glutationt tartalmazé inkubatumok vizsgalatakor
kapott kromatogramokkal, illetve spektrumokkal.
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A vizsgalatok arra utalnak, hogy a 4a szarmazék (279,2 Da protonalt molekulatomeggel)
a sejtkezeléseket kovetden megtalalhaté mind a sejt feliiliszoban, mind a sejtes liledékben. A
vegyiilet tehat a sejtkezelés soran a Jurkat sejtek membranjan atjut és hatasat intracellularisan
fejti ki. A 4a szarmazékot és GSH-t tartalmaz6 inkubatumban igazoltan keletkez6 4a-GSH
adduktok jelenléte azonban sem a sejt feliiluszobol sem az tiledékbdl nem bizonyithato. A 4b
vegyiilettel kapott eredmények teljesen azonosak a 4a vegylilet analizisekor kapott
eredményekkel. A 4b analdog jelenléte (m/z = 263,2) igazolhato a feliiliszobol, és az
iiledékbdl is, de 4b-GSH konjugatumok ebben az esetben sem mutathatok ki.

Az elbzetes, sejtmentes koriilmények kozott elvégzett mérések eredményi arra engedtek
kovetkeztetni, hogy a vizsgalt ciklikus kalkonanalogok citotoxikus hatdsdban a redukalt
glutationnal lejatszodo konjugécios reakcio is szerepet kap. A HPLC-ESI MS mérések soran
azonban nem sikeriilt igazolni a konjugatumok jelenlétét. A megfigyelés akar reverzibilis
reakciora is utalhat, amikor retro-Michael-tipusu reakcid soran az addukt a GSH felesleg
csokkenése kovetkeztében ,,5z€tesik”.

IV. Uj eredmények osszefoglalisa

e Forditott fazisi vékonyréteg-kromatografidss modszerrel szamos, kiilonbdzé moddon
szubsztitudlt, 6t-, illetve hattagu gytlris kalkonanalog logP értékét hataroztuk meg.

e In vitro kisérletek soran aramlasos citometriai modszerrel vizsgaltuk a vegyiiletek
sejtszaporodast gatlo, valamint sejtciklusra gyakorolt hatasat Jurkat T sejtekkel szemben.
Ezek alapjan megallapithattuk, hogy az in vitro citotoxicitds azon alapszik, hogy a
vegyiiletek erds apoptoézist indukdld szerek, a hatékonyabb vegyiilet (4a) esetén
megfigyelhetd a Go/M fézisu sejtciklus gatlas, és jellemzd a poliploid sejtek képzddése.

e A vegyiletek in vitro antioxidans jellemeztiik azaltal, hogy a vegyliletek mennyire
képesek gatolni a hidroxilgyok toxicitasat. Vizsgaltuk a vegyiiletek lehetséges prooxidans
aktivitasat is, a dezoxiribdz degradaciora gyakorolt hatasuk révén. A 4b vegyiilet az
alkalmazott tesztrendszerben mindvégig antioxidans aktivitast mutatott, a 4a vegyiilet a
rovid tavu antioxiddns hatds utan (foként az EDTA-t is tartalmazd kornyezetben)
atmenetileg prooxidans aktivitast mutatott.

e A vegyliletek cellularis redox-stdtuszra gyakorolt hatdsanak vizsgalatakor
megallapitottuk, hogy a vegyliletek nem novelik meg az intracellularis ROS aktivitast, st
a metilszubsztitualt analdég (4b) szignifikansan csokkenti a ROS-szintet és antioxidans
aktivitast mutat.

e A vegyiletek izoldlt patkdnymdj mitokondriumok funkcidira gyakorolt hatdsanak
vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy a 4a vegyiilet megndveli a mitokondridlis
oxigénfogyasztast és emeli az ATP4az aktivitast. A mitokondridlis funkciok megvaltozasa
szerepet jatszhat a vegyiilet citotoxikus hatasanak kialakitasaban.

e A gytiris kalkonanalogok cellularis tiolokkal, ezen beliil a sejtekben nagy mennyiségben
jelen levd redukalt glutationnal szemben mutatott esetleges kolcsonhatasat vizsgaltuk.
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Megallapitottuk, hogy mig a 4a vegyiilet az oxidalt glutation mennyiségét novelte meg,
¢s a redukalt glutation-szintet nem befolyasolta, addig a 4b szarmazék a redukalt
glutation szintet (és a total SH-szintet is) novelte. A redukalt glutation-szint novelése
magyarazatot adhat a korabbi vizsgalatok soran tapasztalt antioxidans aktivitas (ROS
csOkkentés) hatterére. A 4a vegyiilet GSSG-szintet ndveld hatdsa szerepet jatszhat az
apoptdzis-indukcidban.

e A vegyliletek glutationnal torténé konjugaciés reakcidjanak  vizsgalatakor
megallapitottuk, hogy a vegyiiletek kozel semleges és gyengén lugos kémhatis mellett,
magasabb homérsékleten intrinsic aktivitast mutatnak redukalt glutationnal szemben. A
reakcio soran keletkezd kalkon-GSH adduktok jelenlétének igazoldsa vékonyréteg-
kromatografias, illetve RP-HPLC eljarasokkal, szerkezetiik igazolasa HPLC-MS technika
segitségével tortént.

A kifejleszett modszerek lehetdséget nyujtottak a konjugécios reakceio sejtes kortiilmények
kozotti vizsgalatara is. A Jurkat T sejtekben a kalkonokkal valo kezeléseket kdvetden,
azonban csak a vizsgalt szarmazékot sikeriilt kimutatni, konjugdtumok jelenlétét nem.

Osszefoglalva megallapitottuk, hogy a kevésbé toxikus 4-metilanalég (4b) apoptézist
indukal Jurkat T sejtekben, de hatdsa elmarad a 4a vegyiilet sejtciklust befolyasold hatasatol.
Mind az in vitro tesztben, mind sejtes koriilmények kozott antioxidans aktivitast mutat, ami
Osszefiiggésben allhat a redukalt glutation-szintet emel6 hatasaval.

A kiemelkedd citotoxicitdst mutatd 4-metoxiszarmazék (4a) drasztikusan befolyasolja a
sejtciklust, apoptozist indukal, poliploid sejtek képzddését valtja ki. Nem rendelkezik
kifejezett antioxidans hatdssal, s6t citotoxikus hatdsanak hatterében a vegylilet prooxidans
hatéasa is valdszintisithetd. Befolyasolja a mitokondrialis funkcidkat, a cellularis SH-szintet,
megnoveli a sejtek oxidalt glutation tartalmat, ezaltal befolyéasolja a redox homeosztazist.

A sejtciklus Go/M fazisu, a vegyiiletek altali gatlasanak egyik biokémiai hattere a tubulin
polimerizacids-depolimerizéacios folyamatara gyakorolt hatas lehet. A citotoxikus hatas, a fent
emlitett hatasok mellett, részben a vegyiiletek cellularis makromolekuldkkal (tubulin, DNS)
torténé nem-kovalens kolcsonhatasanak eredményeképpen alakulhat ki.
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