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Summary

Kékesi L., Sipos A., Németh G., Dancso A., II-
lyés E., Boros S., Breza N., Nemes Z., Hegymegi-
Barakonyi B., Paté J., Greff Z., Kéri Gy., Orfi L.
Pyrido[2,3-blpyrazines inhibiting both erlotinib-sensitive
and erlotinib-resistant cell lines, and their preparation via
regioselective condensation reaction

The EGFR inhibitor erlotinib possesses high anti-tumor effect
but despite the good clinical responses in most of the cases recru-
descence occures. This can be attributed to a secondary, acquired
mutation causing resistance to tyrosine kinase inhibitors. In our
work we were looking for small-molecule inhibitors, which simul-
taneously affect on the proliferation of erlotinib-sensitive PC9
cells and PC9-ER erlotinib-resistant cells.

A set of molecules were selected from Vichem Chemie Re-
search Ltd.’s kinase inhibitor compound library (Nested Chemi-
cal Library™). According to the results of medium throughput
screening (MTS) of this set of compounds, novel structures with
pyrido[2,3-b]pyrazine core were designed. These compounds were
proved to be effective inhibitors of resistant cells in phenotypic
screening. Based on these results structure-activity relationships
were set up.

The pyrido[2,3-b]pyrazine core was synthesized by a condensa-
tion reaction, which resulting two asymmetric products. In the
reaction two regioisomer intermediates formed, and one of the
products is the intermediate of the effective compounds. This con-
densation reaction was optimized, the regioisomers were identi-
fied by NMR analysis and X-ray crystallography. As a result of
optimization we found that lower reaction temperature and re-
placement of dimethylformamide solvent with trifluoroacetic acid
provided the undesired isomer in less than 2 % ratio.

Keywords: erlotinib resistance, phenotypic screen, PC9, regiose-
lectivity, thermal effect, acidic catalysis, X-ray crystal structure

Osszefoglalas

Az EGFR gatl6 erlotinib jelentds tumor ellenes hatdssal rendelke-
zik, dm a kiemelkedd terdpids vilasz ellenére a legtobb esetben a
tumor kitijul. Ennek hdtterében egy mdsodlagos, szerzett mutdicié
dllhat, ami rezisztencidt okoz a tirozin kindz inhibitorokra. Mun-
kink sordn olyan kismolekulds gadtloszereket kerestiink, melyek
egyszerre hatnak a PC9 erlotinib-érzékeny sejtek, és a PC9-ER
Kft. kindzgatlo vegyiilettdrabol (Nested Chemical Library™) vilo-
gatott vegyiiletcsoport MTS (medium throughput screening) szii-
résébdl kikeriild eredmények alapjan 1ij szerkezetii, pirido[2,3-b]
pirazin alapvdzii molekuldkat terveztiink és szintetizaltunk. Az
igy kapott vegyiiletek fenotipikus tesztelés sordn hatékonynak bi-
zonyultak a rezisztens sejtek gdtldsdra. Az eredmények alapjin
szerkezet-hatds dsszefiiggést dllitottunk fel.

A pirido[2,3-blpirazin alapvdzat egy aszimmetrikus terméket
eredményezd kondenzdciés reakcioban dllitottuk el. A reakcioban
két régioizomer koztitermék keletkezik, melyek koziil csak az egyik
izomer az, melynek tovdbbépitésével a hatékony szerkezetekhez
juthatunk. Ezt a kondenzicids reakciot ezért munkdnk sordn op-
timalizaltuk, a régidizomereket NMR analizissel és rontgenkrisz-
tallogrdfidval azonositottuk. Az optimalizilds eredményeképpen
azt kaptuk, hogy a reakcié-hémérsékletet csokkentve és az oldo-
szert dimetilformamidrol trifluorecetsavra cserélve, a reakcid so-
ran a nem kivant izomer aranya 2%-ra csokkent.

Kulcsszavak:  erlotinib  rezisztencia,  fenotipikus  screen,
PCY, régidszelektivitds, homérséklet hatds, savas katalizis,
rontgenkrisztallogrifia
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Bevezetés

Ha a sejten beliili jeltovabbitasi halozat valamelyik
eleme hibasan mtikodik, a keletkez6 hamis jel (tal-
élési faktor) modosithatja a jeltovabbitasi kaszkadot,
ezzel patologias miikodést, példaul kontrollalatlan
sejtosztodast valthat ki. A legtobb daganatos beteg-
ség hatterében jeltovabbitasi problémak allnak. A
rendellenesen m(ikod6 enzimek ellen fejlesztett ha-
toanyagok célzott terapiat tesznek lehetévé [1].

A normal és gyorsan osztodo sejtek kozti kii-
16nbség kihasznalhat6 azokkal a szerekkel, melyek
a tulélési faktorok jelatviteli utvonalait célozzak.
Ilyen kis molekulaju tirozin kinaz-gatloszer (TKI)
az erlotinib. Az erlotinib az epidermalis novekedési
faktor receptor (EGFR) tirozin kindz gatldszere,
mely gatolja az adenozin trifoszfat (ATP) kotodését
a receptor ATP kotShelyén [2]. Az EGFR tirozin-
kindz inhibitorokat széles kortien alkalmazzak
EGFR-fligg6 (aktivaldo mutaciot tartalmazo) tumo-
rokban, mint példaul a nem kissejtes tiid6karci-
noéma (NSCLC) és a vastagbél rak, melyek jol is rea-
galnak ezekre a szerekre. Az erlotinib azonban nem
hatékony azokon az NSCLC sejteken melyek nem
érzékenyité mutans, hanem vad tipusi EGFR-t tar-
talmaznak [3]. Az irodalombdl és a klinikai gyakor-
latbol egyarant ismert probléma a hatékony erlo-
tinib kezelés utani visszaesés — a szerzett reziszten-
cia [4]. Tobb mas mechanizmus mellett az esetek
felében ez a rezisztencia az EGFR exon 20-on torté-
nd T790M mutdcidjaval valosul meg. Az egyik, re-
zisztencidhoz kapcsolédoan gyakran vizsgalt sejt-
vonal a human NSCLC PC9 sejtvonal, amely exon
19 delécids mutaciot tartalmaz [5-7].

Munkdank soran célul tlztiik ki szabadalmaztat-
hat¢ vegyiiletek fejlesztését, amelyek daganatos be-
tegségekben potencidlisan a rezisztens sejteket is
gatolni tudjak. Ahogy azt korabban publikaltuk, is-
mert kindzgatlo referencia anyagok szerkeztébdl uj
molekuldkat terveztiink, és az igy kapott pirido
[2,3-b]pirazin alapszerkezet(i vegyiiletek hatékony-
nak bizonyultak a rezisztens sejtek gatlasara. Az
eredmények alapjan szerkezet-hatds Osszefiiggést
allitottunk fel [8]. A szintézis soran felmertilt régio-
izomériai kérdéseket tisztaztuk [9]. Jelen kozle-
ményben ezen eredményeket kivanjuk attekinteni.

Anyagok és modszerek
Vegyiiletek és szintézis

A szintézisek soran klasszikus oldat-, és folyadék-
fazist szerves kémiai szintetikus eljarasokat al-

kalmaztuk, laboratériumi iivegeszkozokben. A
szintézishez felhasznalt vegyiiletek kiindulo
anyagait a Sigma-Aldrich Kft, Merck Kft, Molar
Chemicals Kft, Alfa Aesar GmbH&Co KG, Matrix
Scientific, TCI Europe N.V. és Apollo Scientific Ltd
cégektdl szereztiik be és tovabbi tisztitds nélkiil
hasznaltuk fel ket a szintézisek soran.

A bioldgiai tesztekben vizsgalt végtermékek a
Vichem Chemie Kft. (Budapest, Magyarorszag)
kinazgatlo vegytilettaranak részét képezik (Nested
Chemical Library™).

Analitikai modszerek

Az LCMS analizist Waters Alliance 2795 tipustu
forditott fazisa, Waters 996 DAD UV detektorral
felszerelt nagyhatékonysagta folyadékkromato-
graffal 6sszekapcsolt Waters Acquity SQD tomeg-
spektrométerrel végeztiik. Waters XBridge C18 (50
mm X 4,6 mm, 3,5 um) tipusa kolonnat hasznal-
tunk gradiens modban 2 ml/perc aramlas sebes-
séggel.

Az izomériaarany vizsgalathoz hasznalt bazi-
kus eluens:
(A) oldoszer: 5 mM NH HCO,
(B) oldoszer: 100% acetonitril
Futasi idé: 13 perc

Gradiens: t(min) A% B%
0,00 95 5

0,50 95 5

10,00 35 65

11,00 5 95

12,00 5 95

12,50 95 5

13,00 95 5

Injektalas: 5 ug.

A "H-NMR analizist Bruker DRX-300 tipusu ké-
sziilékkel végeztiik, 30 °C-on. Olddszernek, ha kii-
16n nem jeldltitkk, DMSO-6 -t hasznaltunk.

A régidizomerek 'H- és “C-NMR vizsgalatat
Varian Inova 500 tipust késziilékkel, "N-NMR
vizsgalatat pedig Bruker Avance-III 400 késziilék-
kel végeztiik. Oldoszernek kloroform-o6-t hasznal-
tunk.

Lumineszcens sejt tiilélés (viabilitds) vizsgdlat

A biologiai mérésekhez a reagenseket a Sigma-
Aldrich Kft, Invitrogen Co és a Gibco cégektdl sze-
reztiik be. A sejtviabilitas vizsgalathoz a NSCLC
elvéltozasokat modellezé adherens PC9 és erlo-
tinib-rezisztens variansat, a PC9-ER sejtvonalat
hasznaltuk. A sejtvonalakat a Cancer Research
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UK London Research Institute, Signal Trans-
duction Laboratory bocsatotta rendelkezésiinkre.
A PC9-ER sejtvonal erlotinib rezisztencidjanak ki-
alakitasat a Cancer Research UK London Research
Institute, Signal Transduction Laboratory végezte
és ellendrizte. A sejteket RPMI-1640 médiumban
tenyésztettiik. A médium 10% FBS-t és 1% Ab/Am-
ot tartalmazott. A sejteket felhasznalasig 37 °C-on,
5%-0s CO, termosztatban tartottuk.

A sejttenyészetekbdl egysejtszuszpenziot készi-
tettlink, és lyukanként (well) ezer sejtet pipettdz-
tunk 384-es fehér mikrolemezekre (CulturPlate,
PerkinElmer, Waltham, MA). Masnap a sejteket a
megfelel6 gatloszerekbdl késziilt higitasi sorral ke-
zeltiik (30 uM-tdl induld, 10 pontos, harmadol hi-
gitasi sor). A sejtek életképességét, valamint az
EC,, értékét 72 ora utdn a CellTiter-Glo® Lumi-
nescent Cell Viability Assay (Promega Corp.) kit
segitségével hataroztuk meg a gyartd leirasanak
megfeleléen. A vizsgalat az életképes sejtek sza-
mat hatdrozza meg az ATP jelenlétének kozvetett
kimutatdsa révén. A reakci6 soran a luciferaz en-
zim Mg* és ATP jelenlétében a luciferin mono-
oxidacidjat katalizalja, melynek soran oxiluciferin
keletkezik. A kimutatas soran az oxiluciferin lumi-
neszcencidjat mértitk Analyst® GT Multimode
Reader (Molecular Devices) segitségével. Az EC,
meghatdrozas soran a dozis-hatas gorbét az XLfit
(IDBS) programmal generaltuk.

Eredmények
Hatéanyag tervezés és szintézis

MTS (medium throughput screening) sziirés segitsé-
gével tobb mint 1100 ismert, jeltovabbitasi rend-

szerhez kapcsolodd, tumor-terapias célpontot je-
lent6 kinazgatlo szer szarmazékait vizsgaltuk, me-
lyek Vichem Chemie Kft. kindzgatld vegytilettara-
nak (Nested Chemical Library™) részét képezték.
A vegyiiletek kozt ismert Akt kindzgatld hatasu
anyagok és azok szarmazékaik is megtalalhatoak.
Az ilyen hatdssal rendelkezd A-674563 ¢és
2,3,7-tri(2-tienil)pirido[2,3-b]pirazin vegyiiletek
szerkezetének kombindldsaval 4j, de az eredeti
molekulakkal hasonlosagot mutatd szarmazéko-
kat készitettiink (1. dbra).

A vegyiiletek eldallitasa soran els6é lépésben a
pirido[2,3-b]pirazin alapvazat alakitottuk ki, amely
7-es helyzetben brom szubsztituenst tartalmazott.
Ezt az 5-brémpiridin-2,3-diamin (2) és a megfeleld
dioxo-vegyiilet kondenzacidjaval végeztiik. A ko-
vetkez6 1épésben a bromot Suzuki- illetve Stille-
reakcioval, boronsav- illetve trimetilsztannil-szar-
mazék reagenseket felhaszndlva lecseréltiik, és igy
kapcsoltunk az alapgytirtihoz aromas és hetero-
aromas helyettesitéket (5. dbra). A 2,3-diszubszti-
tudlt szarmazékok esetében az aromas szén-szén
kettds kotés kialakitasat az A-674563 vegyiilet iro-
dalmi szintézisutja alapjan Stille-reakcioval végez-
tilk [10], majd a monoszubsztitualt szarmazékok
esetében attértiink a preparativ szempontbol eld-
nyOsebb Suzuki reakciora. A kereskedelmi forga-
lomban nem kaphato 4 dioxo-vegyiiletet, a 3-metil-
5-(trimetilsztannil)-1H-indazolt és két boronsav ve-
gytiletet mi allitottunk eld.

A 4 dioxo-vegyiiletet a megfel6 acetofenon (3)
oxidacidjaval allitottuk eld. 3,00 g (14,78 mmol)
1-[4-(piperidin-1-il)fenil]etanont (3) haromnyakt
csiszolatos gomblombikban feloldottunk 33 ml
DMSO-ban. Az oldatot felmelegitettiik 45 — 50 °C-
ra, majd hozzacsepegtettiink 5,00 ml (44,15 mmol)
48%-o0s vizes hidrogén-bromi-

N=
/
HN

N
NTHN'

A-674563

/

N=
/
HN
X N\
| pZ pZ
1

dot, tigyelve, hogy a hémér-
séklet ne emelkedjen 60 °C
folé. Az elegyet 58 — 75 °C-on
PP s kevertettik 2,5 — 5 orat. A re-
akcidelegyet jégre ontottiik, és
kétszer kiraztuk 30 ml etil-
acetattal. Az etil-acetatos fa-
zist 20 ml telitett NaCl oldattal
mostuk, MgSO,-on szaritot-
tuk, majd vakuumban bepa-
roltuk. A szilard anyagot
DIPE-vel elddrzsoltiik és ki-
szrtiik. A [4-(piperidin-1-il)
fenilletandiont (4) monohidrat

2,3,7-Tri(2-tienil)pirido[
2,3-b]pirazin

1. dbra: 1 vegyiilet szerkezete ismert Akt-kindz gdtloszerekbdl kombindlva

formaban  preparaltuk (2.
abra).
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ml vizmentes toluolban, 2,02 g
HO._OH (1,75 mmol) (PPh,),Pd(0) kata-
lizatort hozzaadtunk, és ke-
o} 48% HBr. DMSO e} vertettiik 30 percet szobaho-

N
48-60 °C, 6,5 6ra

3

mérsékleten, argon atmoszfé-
raban. Hozzaadtunk 6,22 g
(18,96 mmol) hexametildisz-
tannant, és 3 Orat forraltuk. Az
elegyet lehfitottiik, celiten

O

4

2. dbra: Kereskedelemben nem kaphato 4 dioxo-vegyiilet kiinduldsi anyag elddllitdsa

szurtik, és 4 x 20 ml toluollal

mostuk. A szlrletet vakuum-

ban beparoltuk, a maradékot

(PPh,),Pd(IT)CL,,

5a-b

aX=C, Y=N
bX=N,Y=C

, /X Br vizmentes DMF, CH,COOK , ,X
N N
\ \

Y 88-95 °C, 24 6ra Y

eluens: hexan:etil-acetat:
1:1) (4. abra).

A kondenzacios reakciot

aszimmetrikus oxo-vegytiilet-

oszlopkromatografiaval tiszti-
(’) tottuk (toltet: 130 g Szilikagél
60,

6a-b tel végezve két régidizomer
aX=C,Y=N képzddése lehetséges: 2 illetve
bX=N,Y=C 3 helyzetben szubsztitualt

3. dbra: Kereskedelemben nem kaphaté 6a-b boronsav kiinduldsi anyagok elddllitdsa

pirido[2,3-b]pirazin (8. dbra).
Az izomer koztitermékekbol

eléallitott vegytiletek bioldgiai

(PPh,),Pd(0),

Br | vizmentes toluol

N4+ ~\sn
N o~
4 ?n forralas, 3 6ra

7

| hatdsa kozott jelentds kiilonb-
& ség van (13j-15, 14k-16; IIL
-~ 117 . Y L4

W || tdbldzat), sejtosztédas gatld
hatast a 3-as helyzetben szub-
sztitualt vegyiilet mutat. Az
esetek tObbségében azonban a

Iz

8

4. dbra: 8 trimetilsztannil-szdrmazék kiinduldsi anyag el6dllitdsa

kondenzaci6 sordn az a régio-

A boronsav vegylileteket a megfelel6 brém-
szarmazékbol (5a-b) allitottuk el6. A  brém-
indazolbdl argonnal kioblitett kétnyakt gomb-
lombikban 0,25 M-os vizmentes DMF-es oldatot
készitettiink és 0,02 ekvivalens (PPh,),Pd(II)Cl,-ot
hozzaadva egy orat kevertettiik szobahémérsékle-
ten, argon atmoszféraban. Hozzdadtunk 1,3 ekvi-
valens bisz(pinakolato)diborant és 3,5 ekvivalens
kalium-acetatot, majd 88 — 95 °C-on 24 orat kever-
tettiik. Az elegyet lehttottiik, celiten sztrtiik, etil-
acetattal haromszor mostuk, és a szlirletet va-
kuumban beparoltuk. Az igy kapott sarga krista-
lyokat hexanbdl atkristalyositottuk, és exszikka-
torban, foszfor-pentoxid felett tomegallandosagig
szaritottuk. Igy allitottuk elé a (1H-indazol-5-il)-
boronsav-pinakol-észtert és a (1H-indazol-6-il)-
boronsav-pinakol-észtert (6a-b, 3. dbra).

A 3-metil-5-(trimetilsztannil)-1H-indazolt (8) a
megfelel6 brom-vegyiiletbdl allitottuk eld (7). 4,00
g (18,96 mmol) 7 indazol vegyiiletet argonnal ki-
oblitett kétnyaka gomblombikban feloldottuk 60

izomer keletkezik tulnyomod
tobbségben, amelybdl kiindulva a jobb hatasu ve-
gytiletet allithattuk el6. A nem kivant régidizomer
oldhatosaga altalaban jobb, igy az izomerek elva-
lasztasa soran jol hasznalhatéo mddszer volt, hogy
a reakcidelegybdl kivald terméket kiszlirtiik, igy
az oldatban maradt mellékterméktdl megszaba-
dulhattunk. Az izomerek keletkezésének aranyat
azonban befolyasolja az aromas gytrtn talalhato
szubsztituens, és a nem kivant izomer akar dssze-
mérheté mennyiségben is keletkezhet. Ezért olyan
reakciokoriilményeket dolgoztunk ki, amelyben
szelektiven a kivant izomer keletkezik. A reakcid a
hémeérséklet csokkentésével és savas katalizissel
szelektivvé tehetd a kivant izomerre.

A kondenzacidt szimmetrikus oxovegyiilet ese-
tében alkoholos forralassal végeztiik, aszimmetri-
kus dioxo-vegytilettel pedig szobahémérsékleten.
A megfelel6 dioxo-vegyiiletbél gomblombikban
0,4 M-os etanolos oldatot készitettiink, hozzaad-
tunk 0,95 ekvivalens 2 diamint, majd 16 ¢rat for-
raltuk illetve szobahémérsékleten kevertettiik. Az
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1
EoH BF o VR
| — = 2

NN R

R =H vagy pinakolat R~

1

Ar | N N\ R
= s 2

N N R

1, 13a-j, 14a-f, 14h-k,
15, 16, 17a-i, 18a-h, 19

.gpo
N O

R! = H vagy ari (dba),Pd(0)
R? = H vagy ml (PPh;),Pd(0) TEA
Na,CO;.aq N
92-98°C
RO A /r08s°C 2.3 éra

N=
/
HN
1
| IS N\ R
N ,
N N R

nal kioblitett kétnyaku gomb-
lombikban 0,06 M-os DME ol-
datot vagy szuszpenziot készi-
tettiink (egyes esetekben DMF
hozzaadasaval segitettiik az
oldodast), hozzaadtunk 0,03
ekvivalens (PPh,),Pd(0) katali-
zatort, és az elegyet egy oran
at kevertettiik szobahdmérsék-
leten. Ezutan hozzaadtunk 1,5
ekvivalens  boronsav-vegyii-
letet és 2,75 ekvivalens, 0,66
M-os, vizes Na,CO, oldatot, és
75 — 85 °C-on kevertettiik 2 —
18 orat. Az elegyet lehtottiik,

12a-e

5. dbra: Szabadalmaztathato szarmazékok dltaldanos eldallitdsi sémdja

szlrtiik, a leszlirt nyerstermé-
ket haromszor mostuk telitett

Na,CO, oldattal és vizzel,

Na,S.9H,0,
DMF/EtOH

80-85 °C, 6 6ra

H
N
\
%N\
= P
N~ °N
14i o

CQTIL@

majd exszikkatorban, foszfor-
pentoxid felett tomegallando-
sagig szaritottuk. Amennyiben
sziikséges volt (ha a reakcid
soran kivalt a palladium kata-
lizator, vagy ha nem volt meg-

6. dbra: A 4-[7-(1H-indol-5-il)pirido[2,3-blpirazin-3-illanilin (14g) elddllitdsa

feleld a tisztasag), a terméket

elegyet lehttottiik, sztrtiik, etanollal mostuk, és
exszikkatorban, foszfor-pentoxid felett tomegal-
landdsagig szaritottuk (5. dbra).

A diszubsztitualt pirido[2,3-b]pirazin szarmazé-
kokat Stille-reakcidval allitottuk el6. A 7-brom-
pirido[2,3-b]pirazin-szarmazékbdl argonnal kicbli-
tett kétnyakti gdmblombikban 0,05 M-os vizmen-
tes DMF oldatot készitettiink, hozzaadtunk 0,2 ek-
vivalens (dba),Pd,(0) katalizatort és 0,1 ekvivalens
2-diciklohexilfoszfano-2'-(N,N-dimetilamino)
bifenilt, majd szobahdmérsékleten kevertettiik ar-
gon atmoszféraban 90 percet. Hozzaadtunk 0,9 ek-
vivalens 8 trimetilsztannil-szarmazékot, 1,2 ekvi-
valens TEA-t, és 2 — 3 drat kevertettiik 92 — 98 °C-
on. Az elegyet lehtitottiik, szfirtiik celiten, 4 x 15
ml DMF-fel mostuk, majd a szirletet vakuumban
beparoltuk. A maradékot 30 ml THF-ben oldottuk,
5 g bazikus aluminium-oxidon atengedtiik, 40 ml
THF-fel mostuk, majd az oldatot vakuumban be-
paroltuk. A maradékot oszlopkromatografiasan
tisztitottuk (toltet: 250-szeres tomegii bazikus alu-
minium-oxid, eluens gradiens hexan : etil-acetat
1:1, majd tiszta etil-acetat, majd etil-acetat + 1%
TEA) (5. dbra).

A monoszubsztitualt pirido[2,3-b]pirazin szar-
mazékokat Suzuki-reakcioval allitottuk eld. A
7-brémpirido|2,3-b]pirazin-szarmazékbol —argon-

atkristalyositassal, preparativ
VRK segitségével vagy oszlopkromatografidsan
tisztitottuk (5. dbra).

A 14g anilin vegytiletet DMF és etanol olddszer-
elegyben, natrium-szulfiddal allitottuk a megfele-
16 nitro-vegyiiletbdl. 2,00 g (5,45 mmol) 14i nitro-
vegyiiletet gémblombikban szuszpendaltuk 50 ml
DMEF és 50 ml etanol elegyében, és 80 — 85 °C-on
kevertettiik. Hozzaadtunk 2,50 g (10,42 mmol) nat-
rium-szulfid nonahidratot 150 ml etanolos szusz-
penzidban, majd 6 éran keresztiil éranként 2,50 g
(6 - 10,42 mmol) szilard natrium-szulfidot. A reak-
cidelegyet lehtitottiik, és sztrtiik. A kisztrt krista-
lyokat 180 ml vizben 1 orat kevertettiik, majd szfir-
tiik, kétszer vizzel és haromszor etil-acetattal mos-
tam, a kristalyokat exszikkatorban, foszfor-pent-
oxid felett tomegallanddsagig szaritottuk (6. dbra).

A vizoldhatdsdg javitdsa érdekében szolu-
bilizacids csoportokat vittiink a jo sejtosztodas gat-
16 hatassal rendelkezd 13j vegyiiletbe, savamid
csoporton keresztiil; tovabba szintetizaltunk egy
észter szarmazékot is. Ezen szdrmazékokat a 14h
karbonsav vegytileten keresztiil allitottuk el6. A
megfelel6 karbonsav-szarmazékbol gomblombik-
ban 0,01 M-os oldatot vagy hig szuszpenziot ké-
szitettiink vizmentes DKM és vizmentes THF 1:1
aranyu elegyében és hozzaadtunk 1,1 ekvivalens
1,1"-karbonil-diimidazolt. 7 o6rat forraltuk, majd
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. A kondenzacios reakcio ré-
\N .- . N gidizomériajanak vizsgalata,

N N NTN- - e eir 1 .
YOS N Q NP szelektivitasanak optima-
NN vt DRI A lizalésa és a régidizomerek
o forralds, 7 + 24 6ra o azonositasa
OH
Q.
18a-h, 19 R . . , . ..
- Q=Nvagy 0 A diamin- és dioxo-vegyiiletek

7. dbra: Szolubilizdcids csoportok bevezetése

kondenzacidjanak szelektivi-

tasat kiilonbozo reakcidkoriil-

mények valtoztatasaval opti-

2 4
Br.

NS malizaltuk.

7 A kiindul6 anyagokbol 42,6
mM-os oldatokat készitettiink
"O (DMF, ecetsav, trifluorecetsav
9a — TFA), a katalizatort (ameny-

+ . o
O nyiben volt) a diamino-
N vegyiilet oldatahoz mértiik, és
N a vizsgalni kivant homérsékle-
: ten temperalt oldatokat elegyi-
N tettitk. A régioizomerek ara-
> nyat HPLC-MS segitségével

8. dbra: A 2 diamino-vegyiilet és a piperidin szdrmazék 4 dioxo-vegyiilet (hidrit
forma) kondenzdcidjabol két régidizomer keletkezhet

hataroztuk meg a homogén
reakcidelegybdl vett mintabdl.

hozzaadtunk 1,16 ekvivalens megfelel§ vizmentes
amint vagy alkoholt 0,5 M-os vizmentes THF ol-
datban. Az elegyet 24 drat forraltuk, majd (a kiin-
dulasi karbonsav-szarmazék tomegének 20-szoro-
saval azonos mennyiségli) bazikus aluminium-
oxid toltet oszlopon atfolyattuk. Az oldatot va-
kuumban beparoltuk, a maradékot pedig oszlop-
kromatografidsan tisztitottuk (toltet: 350-szeres
tomegt Szilikagél 60, eluens kloroform : metanol
20:1 - 10:1 - 10:1 + 1% TEA gradiens) (7. dbra).

Szobah&mérsékleten, DMF
olddszerben az izomerarany 9a:9b 58:42 volt. A
homeérséklet csokkentésének hatasara a kivant
3-szubsztitudlt szarmazék szelektivebben keletke-
zett, bar a reakcio id6 jelentésen megnétt. —25 °C-
on a reakci6 60 nap utan gyakorlatilag meg is allt.
70 és 120 °C-on bomlastermék megjelenése volt
tapasztalhatd (I. tabldzat).

Bazikus katalizis hatasara (10% DBU) szintén
bomlastermékek megjelenése volt észlelhetd,
azonban a savas kozeg nem csak a szelektivitast

L tablizat

A reakcid szelektivitdsa és a reakcididd kiilonbozd koriilmények kozott

2 Hémérséklet o2 Izo’m . o4 954 ] 2
Oldoszer o Katalizator arany Reakcid id6 Megjegyzés
o (92:9b)
DMEF -25 93:7 60 nap®
DMF 0 71:29 25 nap
DMF szobahdém. 58:42 8 nap
DMF 70 42:58 3 6ra bomlas
DMF 120 42:58 <20 perc bomlas
DMF szobahém. 10% DBU bomlas
DMF szobahém. 5 ekv. ecetsav 70:30
ecetsav szobahém. 84:16 40 perc
TFA:DMF 1:3 szobahém. 79:21 1,5 6ra
TFA:DMF 3:1 szobahém. 92:8 <20 perc
TFA szobahém. 96:4 <20 perc
TFA 0 98:2 5 ora

2 A reakcio nem teljes, 2 42%-a illetve 4 44%-a jelen van a reakcioelegyben
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HO.__OH oH HO. OH O OH
o A o)\©\ o 10 % DBU o

4 10

9. dbra: A kiinduldsi dioxo-vegyiilet h6 hatdsdra bomldst

szenved

10. dbra: A kiinduldsi dioxo-vegyiilet 10 % DBU hatdsdra
bomldst szenved

detektalhattunk. Az egyik a

korabban is beazonositott 10, a
masik pedig az oxo[4-(pipe-
ridin-1-il)fenil]ecetsav 11)
volt (10. dbra).

LCMS m/z 234 (M + HY', Rt:
3,54 min.
i A régidizomerek jellemzése

: HPLC retencids idejiikkel (re-
tencids iddk: 9a 9,37 perc, 9b
N 9,96 perc) és az NMR spektru-
maikkal tortént. Tomegspekt-
rometrids fragmentjeikben és
az UV spektrumaikban nem

(Esi7s

11. dbra: A 9a rontgenkrisztallogrdfidval bizonyitott szerkezete [9]

mutatkozott szignifikans kii-

javitotta, hanem a reakcidsebességet is novelte. Az
olddszer saverdsségének novelése (ecetsav és
trifluorecetsav) és toménysége egyarant kedvezd
hatassal volt a szelektivitasra (I. tablazat).

A reakciot 0 °C-on, tiszta ecetsavban végezve a
nemkivant izomer minddssze 2%-ban keletkezett
(I. tablazat).

H6 hatdsara a dioxo-vegyiilet bomlasa volt
megfigyelhetd. '"H-NMR és LCMS mérés segitsé-
gével a 4-(piperidin-1-il)benzoesavat azonositot-
tuk bomlastermékként (10) (9. dbra).

'"H NMR (300 MHz, DMSO-9,) d ppm 12,14 (br
s, 1H, COOH), 7,74 (d, | = 8,40 Hz, 2H, 2-CH +
6-CH) 6,92 (d, | = 8,40 Hz, 2H, 3-CH + 5-CH), 3,32
(m, 4H, 2-CH, + 6-CH,-piperidin), 1,58 (m, 6H,
3-CH, + 4-CH, + 5-CH -piperidin).

LCMS m/z 206 (M + H)*, Rt: 3,06 min.

10% DBU hatasara tobbféle bomlasterméket is

16nbség.

9b izomer HMQC mérése — amivel a harom ko-
tés tavolsagban lévd 'H-"C csatolasokat mértiink
— kimutatta, hogy 3-CH (9,45) csatol a N*CN® szén-
atommal (148,43), ami szintén csatol 6-CH (9,00)
atommal. Azonban 9a izomer HMQC mérésekor
2-CH (9,33) csak egy nagyon gyenge csatolast ad
4a-C szénatommal (149,69). Kovetkezésképpen
2-CH és 4a-C tobb, mint harom kotés tavolsagban
van egymastol, ami 9b izomer szerkezetét bizo-
nyitja (II. tabldzat).

9a izomer NOE vizsgdalata soran 2-CH (9,33)
erds keresztcsticsot adott a fenil-csoport 2'-CH
(8,23) atommal, és egy gyenge keresztcsucsot a
8-CH (8,51) atommal. Ez a gyenge keresztcsucs
kovetkeztetni enged 2-CH és 8-CH térbeli kozelsé-
gére. Mivel ez a keresztcsiics nem talalhato meg
9b izomer NOE spektrumadban, igy 9a szerkezete
bizonyithat6 (II. tdabldzat).

II. tablazat

Régidizomerek szerkezetét igazolo NMR (500 MHz, CDCI,) adatok

Vegyiilet HMQC NOE
(140 Hz, 8 Hz): 9,33-(154,49, 135,98), 9,07-(149,69, 139,21, 118,83), 8,51-
9a (154,81, 149,69, 118,83), 8,23-(153,45, 129,28), 6,99-(123,91, 114,67), 3,37- 9,33 - (8,51, 8,23)

(153,45, 48,74, 25,38, 24,30), 1,70-(48,74, 24,30), 1,66-25,38

(140 Hz, 8 Hz): 9,45-(153,12, 148,43), 9,00-(148,43, 139,23, 121,05), 8,53
9b (152,84, 148,43, 121,05), 8,10-(153,34, 153,12, 128,87), 6,99-(124,13, 114,89),
3,36-(153,34, 48,86, 25,37, 24,30), 1,71-(48,86, 25,37, 24,30), 1,66-(48,86, 25,37)

9,45 -8,10
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A 9a izomer szerkezetét rontgenkrisztallografi-
aval is bizonyitottuk. A méréshez haszndlt egy-
kristalyt az anyag 1,4-dioxanos oldatabol krista-
lyositottuk 9 nap alatt. Az eredmények igazoltak,
hogy 9a szerkezete a 7-brom-3-[4-(piperidin-1-il)
fenil]pirido[2,3-b]pirazin, tehat az az izomer, ami-
kor 2 3-amino-reagal 4 aldehid-csoportjaval, és a
2-amino-csoport a keton-csoporttal (11. dbra).

Hatasoptimalizalas PC9 és PC9-ER
sejtvonalakon

A vegyiilettar részét képezték a 2,3-diszubsztitualt
pirido [2,3-b]pirazinok és egy monoszubsztitualt
szarmazek (1). A legjobb sejtosztodas gatlo hatas-
sal a monoszubsztitualt szarmazék rendelkezett,
ez keriilt ki taldlati- tgynevezett hit-molekula-
ként. A kovetkezd lépésben a 7-es helyzett aro-
mas gyurlket valtoztattuk. A hatashoz sziikséges

volt, hogy ebben a pozicioban nitrogén tartalmu
heterociklus legyen, a megfeleld kapcsolodasi
hellyel. A hatékony molekuldk 7-es pozicidjaban
szubsztitudlatlan indol-4- illetve -5-il csoportot,
vagy indazol-5-il csoportot tartalmaztak. A har-
madik fejlesztési ciklus soran kidertilt, hogy a 2-es
helyzet szubsztitticidja, tovabba a 3-as helyzet
szubsztituadlatlansaga rontja az anyagok sejtproli-
feracio gatld hatasat. A kovetkezd iterdcios lépés-
ben a 3-fenil gytirtt szubsztitualtuk. A legjobb ha-
tasu a 2-metoxi, 3-klor, 4- morfolinil, 4-piperidinil,
4-metoxi, 34-etiléndioxi szubsztitucié volt. A jo
EC,, érték 13j vegyiileten alifas amint tartalma-
z6 lancokat alakitottunk ki savamid kotésen ke-
resztiil a vizoldhatdsag javitasa céljabol. Tovabba
eléallitottunk egy észter szarmazékot is. Bar ezek
vizoldhatdsaga jobb volt, mint a kiindulasi anya-
goké, a sejtosztodas gatld hatasuk csokkent (ITI.
tablazat).

II1. tabldzat

A pirido[2,3-blpirazin szdrmazékok sejtosztodds gatlé hatdsai

1 1
Ar N N\ R
| = /:[ 2
N N R

PCY PCY-ER
§ ) ; )
Vegyiilet Ar R R (EC.; iMD) (EC.; M)
Erlotinib 0,005 5,65
A-674563 0,91 0,82
2,3,7-Tri(2- s s .
tienil) ) > .
pirido[2,3-b] E/} E/) E/) >30 15,64
pirazin
1 N H © 1,86 2,34
N
H
12a T © © >30 21,97
N
12b T @\ ©\ 11,60 18,27
N
12¢ T W ©\ @\ 6,90 5,74
N F E
H
. .. Br Br
12d IR J@( /@ >30 >30
N HO HO

Folytatas a kovetkezé oldalon
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Folytatas az el6z6 oldalrdl

PCY PCY-ER
Vegyiilet Art R! R
egyiile r (EC,,; pM) (EC,; uM)
{ s S
12¢ 10,77 11,01
N/N E/) E/)
H
T
13a | H © 11,30 11,11
—
N
NP
13b | H © >30 >30
N
S X T
13¢ » H © 30 >30
N F
B
13d _ H © 6,29 8,96
N N
@
13e N H © >30 30,00
N
PN
13f | H © >30 >30
N
X
13¢g _ H © >30 >30
N
- \
13h N H >30 >30
\
13i @E\> H © 0,78 2,56
N
H
13 @E\> H © 0,36 4,43
N
15 @E\> © H 18,42 23,02
N
N
13k @i/} H © 30 30

Folytatas a kovetkez6 oldalon
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Folytatas az el6z6 oldalrdl

PCY PCY-ER
Vegyiilet Arl R! R
egyiile r (EC,,; pM) (EC,; uM)
o

131 @i/) H © >30 >30

13m N H © 1,28 1,39
N

- N

13n /N H © >30 >30

14a @ H ©\ 0,94 1,02
N F

14b m H ©\ >30 >30
N Cl

14c @ H ©\ >30 >30
N

14d @E\> H ©>(F 7,89 10,01
N Fe

14e @E\> H ©\ 1,11 9,40
N o~

14f @E\> H ©\ 4,31 9,10
N OH

14g @ H ©\ 10,33 5,53
N NH,

14h @E\> H 1ijw(OH >30 >30
N (0]

14i @E\> H ©\N+»,o >30 >30
N (\),

. TS L

14 ©E> H N 0,32 0,59
N @
N

Folytatas a kovetkezé oldalon
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Folytatas az el6z6 oldalrdl
PC9 PC9-ER
Vegyiilet Ar' R! R
egyiile r (EC,,; pM) (EC,; uM)
16 @ ©\N H 9,03 12,88
N
cl
" CIy | o« 9
N
S 0/
14m @E\> H 0,10 0,36
N
o
14n @E\> H ©: j 0,09 0,15
N o)
17a @E\\/N H ©\ >30 >30
N F
. A cl
17b N H ©/ 0,25 0,30
N
17¢ Y H ©\N 233 17,95
L )
H (0]
17d ©E<N H ©\ 25,03 27,58
H F
17e ©[\<N H ©\ 0,53 0,47
N o~
H
cl
17f ) N H ©/ >30 >30
N
. N,
17g N H ©\ >30 >30
7 F
N o
17h @i/) H ©: j 10,55 13,45
(0]
17i N H ©: j 0,49 0,57
\

Folytatas a kovetkez6 oldalon
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Folytatas az el6z6 oldalrdl
PCY PC9-ER
Vegyiilet Ar' R R?
egyiile T (EC,; uM) | (EC,; pM)
s\\ \ \\‘ H
18a H Ny 3,19 3,97
N ¢}
s\\ \ *\\ H
18b H NN 3,62 11,34
N o l_o
N o) \/\D
L (\N/
18d @E» H QYH\/\/NJ 272 471
N 0
s\\ \ SN H
18e H N~ 27,72 19,65
N 5 :
N\ b H \
18f H NN 2,93 4,54
N o)
s\\ \ s‘s H O
18g H N\/\N*ojv 6,91 24,29
N o H
\\\ \ s‘\ H O
18h H N~y 413 >30
N o) H
19 @ H %o\ 16,36 29,67
N (0]

Vizoldhatosag

A vizoldhatosag javitdsa érdekében a hatékony 13j
molekuldba épitett savamid- (és egy észter-) csopor-
tok altalanosan ténylegesen novelték a molekuldk
vizoldhatosagat pH 74 és 2,0-n. Az alifds amint tar-
talmazo szarmazékok vizoldhatosaga javult, savas
pH-n jelentésebb mértékben, legkevésbé a primer
amin tartalma vegytileté. Az amid szarmazékok
vizoldhatosaga savas pH-n nem valtozott, de pH 7,4-
en javult. A 19 észter-szarmazék vizoldhatdsaga a
kiindulasi vegytiilethez képest nem javult (12. dbra).

A tiz vegyiilet oldhatdsagat JChem szoftverrel
becsiiltiik. A szamitott értékek mért értékekkel
valo korrelalhatdsagat a 13. dbrdn szemléltetjiik. A
tiz mérési pontbdl a JChem szoftver 7 mérési pont
esetében (pH 7,4: 13j, 18b, 19; pH 2,0: 13j, 18g-h,

19) rossz oldhatdsagot, 4 mérési pont esetében
(pH 7,4: 18c-f) kozepes oldhatdsagot, 4 mérési
pont esetén jo oldhatosagot prediktalt (pH 2,0:
18a,c,d,f), ami 0sszhangban volt a mérési eredmé-
nyeinkkel (13. dbra).

Szerkezet-hatas 0sszefiiggés

A sejtproliferacio gatlo hatashoz sziikséges szer-
kezeti elemek Osszefoglalva a kdvetkezdk:

a) a pirido[2,3-b]pirazin alapvaz 2-es pozicidja
szubsztitualatlan maradjon;

b) 7-es helyzetben 1év§ szubsztituens 4-indolil,
5-indolil vagy 5-indazolil heteroaromas gyu-
rGi legyen, aminek az 1’-es pozicioban 1évo
nitrogénje szubsztitualatlan, tehat a megfele-
18 pozicidban lévé NH esszencialis;
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vizsgaltunk 0j szarmazékokat,

amelyek sejtosztodas gatlo ha-

tdsat meghataroztuk kétféle
daganatos sejtvonalon, egy

erlotinib-érzékeny PC9 sejtvo-

nalon, és erlotinib-rezisztens

mutdnsan. Az eredmények

alapjan szerkezet-hatas Ossze-

figgést allitottunk fel, ami

13j 18a 18b 18¢c 18d 18e 18f
M Oldat koncentracio (uM, pH=7,4)
M Oldat koncentracio (uM, pH=2,0)

18g 18h 19

alapjan a tovabbi szintéziseket
terveztiik. Ennek soran a
szubstituensek szisztematikus
cseréjével Aallitottunk eld Gj
szarmazékokat. A legjobb ha-
tadsu szerkezetet alapul véve
varhatéan jobb oldhatdésaggal

12. dbra: Tiz szdrmazék uM-ban megadott vizoldhatdsiga pH 7,4 és 2,0-n.
A 100 pM-ndl tobbnek mért oldhatdsdg értékeket teljes beoldéddsnak tekintettiik

rendelkez0O szarmazékokat ter-
veztunk és szintetizaltunk. Az
oldhatosagot tudtuk javitani,

de ez a hatds csokkenését

-3

-4
18f@g ®18e

®13 -
-6 130 @18 %0 18p
®19

JChem-mel kalkulalt logS

®18h

74 ®18g

®18g

............

2

eredményezte.

A legjobb hatasu vegyiilet
14n nagysagrendileg ugyan-
olyan mértékben gatolta az
erlotinib-érzékeny sejtvonalat,
mint az erlotinib (14n 0,09 uM,
erlotinib 0,005 uM) de az
erlotinib-rezisztens sejtvonalat
tobb mint 30-szoros mérték-
ben (14n 0,15 uM, erlotinib
5,65 uM). Ez alapjan kijelent-
hetjiik, hogy sikeriilt olyan
anyagot kifejleszteniink,
amely az erlotinib-érzékeny és
az erlotinibre-rezisztensé valo
sejtvonalak gatlasara egyarant

18a, 18c, 18d, 1

T
-5.5 -5.0 -4.5
HPLC-vel mért logS

-4.0 alkalmas.
A szintézis soran az alap-

és az dbrdn csillaggal jeloltiik

13. dbra: A kalkuldlt értékek mért értékekkel vald korreldlhatésdga. A hdromszoggel
jelolt vegyiilet esetén a JChem 0-ndl nagyobb vagy egyenld logS értéket becsiilt.
A 100 uM-nal tobbnek mért oldhatdsig értékeket teljes beolddddsnak vettiik,

szerkezet kétféle régioizom-
erjének keletkezésére van mod
egy kondenzacios lépésben. A
kivant, jo bioldgiai hatassal
rendelkez6 szarmazék szerke-

) a 3-as pozicidban 1évé fenil szubsztituensek
koziil a legjobb hatdssal a 3,4-etiléndioxi-
csoportot tartalmazo 14n rendelkezik a vizs-
galtak koziil.

Kovetkeztetések
Osszefoglaldsként elmondhatjuk, hogy a kitizott

céloknak megfeleléen ismert kinazgatld vegyii-
letek alapvazat kombindlva allitottunk el6 és

zetét igazoltuk és a reakciokoriilmények szelekti-
vitasra gyakorolt hatasat vizsgaltuk, a régio-
izomerek elvalasztasara modszert dolgoztunk ki,
és a reakciot optimalizaltuk.

Tamogatas
A kutatas a STEMKILL palyazat (TECH_08_A2-

STEMKILL) keretében valosult meg. Koszonetet
mondunk Dancsé Andrdsnak, az Egis Gydgyszer-
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gyar Zrt. munkatdrsanak a NMR analizisben és
rontgenkrisztallografidban nyujtott segitségéért és
hasznos tandcsaiért. A vegyiiletek oldhatdsaga-
nak kalkulacidjat a kovetkezd szoftverrel végez-
tiik: JChem. Calculator Plugins, Marvin 6.3.1, 2014,
ChemAxon (http://www.chemaxon.com).
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Az Epilobium angustifolium L. (erdei deréce) fitokémiai és antimikrobas
hatasanak vizsgalata
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Summary
Sill6 Sz., Varga E., Beldk A., Mardz A.:
Phytochemical and antimicrobial investigation of

Epilobium angustifolium L.

Phytochemical studies of Epilobium angustifolii herba aimed
the determination of the active ingredients; antimicrobial activ-
ity of the aqueous and ethanolic extracts against human patho-
genic bacteria and fungi was also examined. Six flavonoid and
4 phytosterol fractions were identified by thin layer chromatog-
raphy, while tannins were present in low concentration. It has
been shown that not only the ethanolic but also the aqueous ex-
tracts had inhibitory effect on certain pathogenic microorganisms,
therefore E. angustifolium could be used for the development of
external phytotherapic or disinfectant preparations.

Keywords: Epilobium angustifolium, phytochemie, microbiology

Osszefoglalas

A fitokémiai vizsgdlatok sordn meghatdroztuk az Epilobii
angustifolii herba-ban lévd hatéanyagokat, valamint meguvizsgdl-
tuk a vizes és etanolos kivonatok gdtlo hatdsdt patogén baktériu-
mok és gombik ellen. Vékonyréteg-kromatogrdfids mddszerrel 6
flavonoid és 4 fitoszterol frakciot mutattunk ki, mig cserzéanya-
gok kis koncentrdciéban voltak jelen. Eredményeink szerint az E.
angustifolium-nak nemcsak az etanolos, hanem a vizes kivonata
is kiilonbozd mértékben gdtolja egyes patogén mikroorganizmu-
sok szaporoddsdt, ami alapul szolgdlhat kiilséleg alkalmazandd
fitoterdpids vagy fert6tlenitd hatdsu készitmények kifejlesztésére.

Kulcsszavak: Epilobium angustifolium, fitokémia, mikrobioldgia

Bevezetés

Az erdélyi népgydgyaszati leirasok gyakran hivat-
koznak az Epilobium parviflorum-ra, és a beldle el6-
allitott készitményt forgalmazzak is a jéoindulata
prosztata megnagyobbodas kezelésére. A hazai
dombvidékek és hegyvidékek spontan florajaban
gyakori  Epilobium  angustifolium-nak azonban
mindeddig csak gyulladdscsokkenté hatasardl
szamoltak be a tudomanyos kozlemények. Kisérle-
teink célja az volt, hogy az E. parviflorum mellett az
E. angustifolium fitokémiai vizsgalatat is elvégez-
ziik, ami a tartalmi anyagok mindségi és mennyi-
ségi meghatarozasara és a hatéanyagok felderité-
sére iranyult. Tovabbi célkit(izésiink volt, hogy
megvizsgaljuk az Epilobium angustifolium-bdl ké-
szitett kivonatoknak kiilonb6z6 patogén baktéri-
um és gomba fajokkal szembeni antimikrobas ha-
tasat. Arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy la-
boratériumi koriilmények kozott azonositani tud-

juk-e a hatasokért felel6s hatéanyagokat és kimu-
tathat6-e antimikrobas hatas.

Az Epilobium nemzetség

Az Epilobium fajok az egész vilagon elterjedtek,
Eurépaban, Azsidban, Afrikdban, Amerikédban,
Ausztralidgban és Uj-Zélandon is el6fordulnak.
Nagyrésziik a mérsékelt égovben talalhatod, legel-
terjedtebbek az Eszaki félgomb 35. és 60. szélességi
fokai kozott [1]. Kedvelt él6helyeik az erdei arok-
partok, tisztdsok, legel6k, mocsaras, tézeges terti-
letek [2]. Az Epilobium angustifolium L. novényrend-
szertani besoroldsa hosszu ideig vita targyat ké-
pezte. Egyes botanikai szakvélemények szerint az
Epilobium nemzetségbdl el kellett kiiloniteni egy
onall6 csoportot, amelyet elsésorban a viragok
morfologidjaval indokoltak, és ez a Chamaerion
nemzetség volt. 1973-ban ujra Osszevontak a két
nemzetséget, megtartva az Epilobium elnevezést. A
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legtjabb botanikai és kemotaxonomiai vélemé-
nyek szerint az Epilobium parviflorum és az Epilo-
bium angustifolium egyarant az Epilobium fajok kozé
sorolandé [1, 3].

Az Epilobium fajok fitokémiai jellemzdi

Az Epilobium fajok gyogydszati célra felhasznalt
novényi részei a virdgos hajtasok. Ezekben a no-
vényi részekben talalhatok a legnagyobb kon-
centracioban a hatasokért felelés vegyiiletek:
flavonoidok és szarmazékaik (miricetol, izokver-
cetol, kvercetol, guaiaverin, kemferol, kvercetin-
3-O-béta-D-glukuronid), cserzéanyagok (gallusz-
sav és szarmazékai, elldgotannin, gallotannin
makrociklikus szarmazékaik), antocianok (malvi-
din), fenolkarbonsavak (kavésav, klorogénsav,
galluszsav, ellagsav). Az E. parviflorum és az E.
angustifolium  fitoszterolokat (beta-szitoszterol,
észter vegylileteik és glikozidjaik) is tartalmaz.
Az Epilobium fajoknal kimutattak a pektinek, zsir-
savak (palmitinsav, sztearinsav, oleinsav, arachi-
donsav, linolénsav) és a poliholozidok jelenlétét is
[1, 3].

Az Epilobium fajok farmakologiai jellemzdi

Az Epilobium fajokra vonatkozdan a kovetkezé ha-
tasokat publikaltak. A legkifejezettebb antibakte-
rialis és antimikotikus hatassal az E. angustifolium
és az E. rosmarinifolium rendelkezik [16]. A gyulla-
dascsokkentd hatasu etanolos és vizes kivonatok
gatoljak a ciklooxigenaz enzimek (COX-1 és COX-
2) mikodését, valamint a gyulladasos folyamato-
kért felel6s mediatorok, prosztaglandinok felsza-
badulasat [3,5]. Az antioxidans hatas az Epilobium
fajok magas polifenol tartalmaval magyarazhato

[4].
Kisérleti rész

Kisérleteinket a Marosvasarhelyi Orvosi és
Gydgyszerészeti Egyetem Gyodgynovénykertjében
termesztett E. angustifolium-mal végeztiik.

1. Mikroszképos vizsgdlatok

A vizsgalatokhoz az E. angustifolii herba-t vizben
aztattuk és laboratoriumi koriilmények kozott ke-
resztmetszeteket készitettiink a levelekbdl és a
szarbdl, majd kloralhidrattal deritettiik, glicerinbe
agyaztuk és laboratoriumi fénymikroszkopokkal
vizsgaltuk [6].

2. Fitokémiai vizsgdlatok

A fitokémiai vizsgalatainknal az E. angustifolium-
ot kereskedelembdl szarmazoé E. parviflorum-mal
hasonlitottuk dssze.

2.1. Vékonyréteg kromatogrifia (VRK)

2.1.1. Polifenolok meghatdrozdsa az E. angustifolium és
az E. parviflorum fajokbdl [6, 7]

Mintédk: az Epilobii angustifolii herba és az
Epilobii parviflorii herba metanolos kivonatait vizs-
galtuk.

Etalonok: klorogénsav, kavésav, kvercetin és
rutozid metanolban.

All6fazis: szilikagél Alugram® SIL G;

Mozgoétazis: (1) kloroform:ecetsav:metanol:viz
(60:32:12:8); (2) etil-acetat:metil etil keton:hangya-
sav:viz (5:3:1:1). A kromatogramok vizsgalata 365
nm-es UV fényben tortént, 1%-os AlCl.-al val6 el6-
hivast kovetden.

2.1.2. Novényi szterolok meghatdrozdsa az E.
angustifolium és az E. parviflorum fajokbol [6, 8, 9]
Az el6készitett novényi részekbdl kloroformos,
metanolos és kloroform:metanolos keverékben
(2:1) kivonatokat készitettiink. Két mozgofazist
hasznaltunk. Etalonok: tojassargdja kloroform:
metanol keverékben (2:1). Alléfazis: szilikagél
Alugram® SIL G; Mozgofazis: (1) petroléter:die-
tiléter:ecetsav  (80:20:1) (2) petroléter:dietil-
éter;jégecet (65:15:1). A kromatogramok kiérté-
kelése 2,7-diklorofluoreszcein [10] és
Rhodamin 6G [11] reagensekkel valé el6hivas
utan tortént.

2.1.3. A polifenol komponensek dsszehasonlitisa az E.
angustifolium etanolos és kloroformos kivonataiban
[10, 12, 13]

A novényi kivonatokat Soxhlet késziilékkel al-
litottuk el6. A kivonast vizfiirdén kloroform-
mal (kb. 280 ml) 15 g drogbdl végeztiik. Az
extrakcid ideje kb. 10 ora volt. A kloroformos
kivonatot a lehetéségekhez mérten szarazra pa-
roltuk be rotaciés vadkuumbeparlén (ROTA-
VAPOR TIP: RV 05-ST), ezt kovetéen 12 oraig
30-40 C°-on szaritoszekrényben, majd kb. 48
orig szobahdmérsékleten az allando suly eléré-
séig szaritottuk. A beszaritott kivonathoz annyi
50%-o0s etanolt adtunk, hogy a végkoncentracio
0,1 g/ml legyen, majd a kivonast ultrahangos
vizfiirdében elvégeztiik (Ultrasonic cleaner -
mrc D80H). A novényi részek etanolos és kloro-



2014/3.

Acta Pharmaceutica Hungarica

107

formos kivonatait vékonyréteg kromatografia-
val vizsgaltuk.

Etalonok: klorogénsav, kavésav, kvercetin és
rutozid metanolban; Alléfazis: szilikagél Alugram®
SIL G; Mozgofazis: (1) kloroform:ecetsav:metanol:
viz (60:32:12:8) (2) etil-acetat:metil-etil-keton:han-
gyasav:viz (5:3:1:1). A kromatogramok vizsgalata
365 nm-es UV fényben tortént, 1%-os AlCl-os el6-
hivast kovetden.

2.2. Cserzéanyagok mennyiségi meghatdrozdsa

A meghatdrozasokat a X. Roman és a VIII. Magyar
Gydgyszerkonyv szerint végeztiik el, ami a cserz6-
anyagok redukald tulajdonsagan alapszik. A sza-
zalékban kifejezett cserzéanyag tartalmat pirogal-
lolban kifejezve adtuk meg a gydgyszerkonyv ada-
tai szerint [6, 14, 15]. Harom parhuzamos mérést
végeztiink mindkét drog esetében 1,25 g szaraz-
anyag bemérésével.

3. Az E. angustifolium antimikrobds hatdsinak
vizsgdlata

3.1. Hatdsvizsgdlat agardiffiizios modszerrel

Az E. angustifolium etanolos és vizes kivonatainak
antimikrobds hatasat gatlasi zonak kialakulasaval
vizsgaltuk agardiffiziés modszerrel baktérium és
gomba torzsek bevonasaval. Az antibakterialis ha-
tast a Gram-pozitiv Bacillus cereus és Staphylococcus
aureus, a Gram-negativ Pseudomonas aeruginosa pa-
togén baktériumok, valamint az opportunista hu-
manpatogén Candida albicans élesztégomba szapo-
rodasanak gatlasa alapjan hataroztuk meg.

A NUTRIENT téptalajt (htskivonat, élesztoki-
vonat, pepton, NaCl, agar) a baktérium és gomba
torzsek 24 oras tenyészeteivel oltottuk be ugy,

hogy a Petri-csészébe kiontott taptalaj feliiletére
10°® baktérium vagy 10° élesztégomba sejtet szé-
lesztettiink. A taptalajba 7 mm atmérdja lyukakat
fartunk és a lyukakba 100 pl vizsgalandé kivona-
tot pipettaztunk. A vizsgalandé mintak a kovetke-
z0k voltak: E. angustifolium etanolos (0,31g/ml) és
vizes (0,062 g/ml), sterilre sz{irt kivonatai, az eta-
nolos kivonat 5x higitasa (0,062 g/ml) és 50%-os,
illetve 10%-os etanol kontrollként. A baktériumo-
kat 24 oraig 37 C°-on, a gombat pedig 48 oraig
25 C°-on inkubaltuk. Az eltelt inkubalasi id6 utan
lemértiik a gatlasi zonakat.

3.2. Az E. angustifolium alkoholos és vizes
kivonatainak hatdsvizsgdlata mikrotenyészetben

Az E. angustifolium alkoholos és vizes kivonatai-
nak mikroorganizmusokra gyakorolt hatasat mik-
rolemez tenyészetekkel vizsgaltuk Multiscan As-
cent (Thermo Electron Corporation) késziilékben.
A Kkivélasztott baktérium és gomba torzsekbdl 600
nm-en 0,5 OD értékre beallitott szuszpenziokat ké-
szitettiink, amelyeket 30-szorosra higitottunk,
majd kiilonb6zdé higitasban hozzaadtuk a hato-
anyagot. A baktériumok szaporodasat 37 C°-on, a
gombaét pedig 25 C°-on 24 éran keresztiil 595 nm-
en mértiik.

Eredmények és értékelésiik
1. Az E. angustifolium mikroszkdpos vizsgalata

A mikroszkopos vizsgalatok eredményei alapjan
(1. abra) a levél keresztmetszete dorziventralis
szerkezetet mutatott és a kovetkezo részeket kiilo-
nitettiik el a féérben: kutikula, fels6 epidermisz, le-
mezes kollenchima (egy soros a féér fels6 felén),

parenchima, szigetszeri csoportos szklerenchima

A

B

1. dbra: Az E. angustifolii herba fénymikroszkdpos vizsgdlata; a féér (A), a levéllemez (B) és a szdr (C) keresztmetszete
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(fels6 részben), edénynyalabok — feliil fa, alul hdncs
— Osszefiiggd szklerenchimaval, amely a hancsot
alulrdl hatarolja. Ezt Gjra parenchima sejtek kove-
tik, majd lemezes kollenchima, alsé epidermisz és
kutikula figyelheté meg. A levéllemez keresztmet-
szetében talalhaté a kutikula, a felsé epidermisz,
az oszlopos parenchima, a szivacsos parenchima,
az als6 epidermisz és kutikula, mig a levéllemez
végén — a lehajlo részben — rafid kotegek figyelhe-
t6k meg. A szar keresztmetszete masodlagos szer-
kezetet mutat. Azt az érdekességet figyeltiik meg,
hogy a kiils6 sejtsor egy le nem valo epidermisz
réteget tartalmaz. Ezt koveti az egysejtsoros leme-
zes kollenchima, kéregparenchima, a hancsedé-
nyek — kiviil elsédleges hancs, utana masodlagos
hancs - és a hancsedények kozotti szklerenchima.
Ezt kovetben a farész kiiloniil el: kiviil masodlagos
fa bélsugarakkal elvalasztva, beliil az els6dleges fa
és a kozponti részben a bélparenchima.

2. A hatéanyagok elvdlasztdsa vékonyréteg
kromatografidval

Az elsé futtatoelegyet [kloroform:ecetsav:metanol:
viz (60:32:12:8) hasznalva az E. angustifolium és az
E. parviflorum fajoknal 4-4 flavonoid frakcio volt
megfigyelhetS, amelyekbdl 3 ugyanaz a frakcio
volt, mig a negyedik azonositatlan. Az E. angus-
tifolium-nal a flavonoid frakciok szinintenzitasa-
bol kovetkeztetve ez a faj mennyiségileg tobb
flavonoidot tartalmaz az E. parviflorum-hoz ké-
pest.

A masodik futtatdelegy [etilacetat:metil-etil-
keton:hangyasav:viz (5:3:1:1)] hasznalatakor az E.
angustifolium-nal 6, mig az E. parviflorumnal 5 frak-
ci6 volt megfigyelhetd.

3. Az E. angustifolium és az E. parviflorum fajok
polifenol komponensei

A novényi szterolok elvalasztasa szempontjabdl
legjobbnak a kloroformos kivonatok bizonyultak,
mivel ezek esetében kiiloniilt el a legtobb frakcio.
Az etalonokkal 0sszehasonlitva jol latszott, hogy
mindkét novényben kimutathatdk voltak a noveé-
nyi szterolok. Az E. parviflorum-ban nagyobb
mennyiségben talalhatok meg a ndvényi szterolok,
mint az E. angustifolium-ban, ami magyarazata le-
het a joindulatt prosztata megnagyobbodasban
torténd alkalmazasanak. A két el6hivo elegy ko-
ziil a Rhodamin 6G bizonyult jobbnak, mert sok-
kal tobb frakciét mutatott ki, mint a 2,7-dikloro-
fluoreszcein.

A Kkloroform:ecetsav:metanol:viz  (60:32:12:8)
futtatd elegy hasznalatakor az E. angustifolii herba
esetében az etanol kloroformot fixalé hatdsa az
etanolos kivonatnal latszott a legjobban, mert az
elsd szakaszban lassitotta a migraciot, de miutan a
fixalas megsziint, a folyamat annyira felgyorsult,
hogy a frakcidknak nem volt idejiik kiilonvalni,
igy emiatt elmosodtak. A kloroformos kivonatok-
nal is megtortént a szétvalas annak ellenére, hogy
etanollal tortént a kirazas. Az etilacetat:metil-etil-
keton:hangyasav:viz (5:3:1:1) futtatd elegy eseté-
ben az etanolos és kloroformos kivonatok koziil
az etanolos bizonyult jobbnak, mivel elvalasztas-
kor tobb, 6 frakcio kiilonult el. Ez a frakcidészam
kevesebb volt, mint a Hevesi Toth és munkatarsai
[5] altal LC-MS/MS modszerrel azonositott
polifenol komponensek szama.

4. A cserzanyagok mennyiségi meghatdrozdsa

A két vizsgalt Epilobium faj cserz6anyag tartalma
csak kismértékben tért el egymastol. Az E.
angustifolite  herba  cserz6anyag  tartalma
0,497%+0,095, mig az E. parviflorii herba-é
0,332%+0,057 volt (a X. Roman Gyogyszerkonyv
szerinti szamitas). A kapott értékek — dsszehason-
litva a cserzéanyagokban gazdag novényi részek-
kel — kicsinek bizonyultak.

5. Az E. angustifolium antimikrobds hatdsdnak
vizsgdlata

A lyukdiffuziés mddszerrel kapott antimikrobds
eredmények alapjan a koncentralt etanolos kivo-
natok bizonyultak a leghatdsosabbnak, mig a higi-
tott etanolos, valamint a vizes kivonatok kisebb
mértékben, de jol lathaté zonakkal szintén gatol-
tak. A teljes feltisztulasi zondk alapjan a Pseudo-
monas aeruginosa, mig a részlegesen feltisztult zo-
nak szerint a Candida albicans bizonyult érzéke-
nyebbnek, a Bacillus cereus és a Staphylococcus
aureus esetében hatds alig volt kimutathatd.

A mikrotenyészetek szaporodasanak vizsgalati
eredményei alapjan elmondhatd, hogy mind a
koncentralt (0,062 g/ml), mind pedig a felez6 higi-
tasa (0,031 g/ml) vizes kivonatok valamennyi
vizsgalt baktérium torzs szaporodasat kozel azo-
nos mértékben gatoltak. A kivonat négyszeres hi-
gitasban (0,016 g/ml) a Pseudomonas aeruginosa sza-
porodasat gatolta a legnagyobb mértékben, ami a
lag fazisnak kb. 15 oraval valé megnyujtasaban
mutatkozott meg, mig a Bacillus cereus és a
Staphylococcus aureus esetében a lag fazis csak kb. 2
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2. dbra: Az E. angustifolium vizes kivonatainak hatdsa a Pseudomonas aeruginosa szaporoddsdra

oraval nétt meg a kivonat nélkiili kontroll tenyé-
szethez képest. A vizes kivonat tovabbi higitasai
mar csak a Pseudomonas aeruginosa-ra voltak hatas-
sal ugy, hogy a 8-szoros higitas a lag fazist kb. 7,
mig a 16-szoros higitas kb. 46raval meghosszabbi-
totta, valamint a 24 d6ras inkubalasi id6 végére a
sejtkoncentracié mindkét esetben kb. 70%-kal le-
csokkent a kivonat nélkiili kontrollhoz képest (2.
abra).

Az alkoholos kivonat hatasvizsgalatat megel6-
z6en megyvizsgaltuk a novényi kivonat 25-sz6ros
higitdsa utan kapott 2%-os etanolnak a vizsgalt
mikrobakra kifejtett hatasat. Erre az etanol kon-

centraciora egyediil a Pseudomonas aeruginosa volt
érzékeny, mig a masik harom mikroba szaporoda-
sat a 2% alkoholos oldat nem befolyasolta.

Az etanolos novényi kivonat kiilonb6z6 kon-
centracioban mért gatlasi eredményei azt mutat-
jak, hogy a Bacillus cereus esetében a 2%-os kivonat
teljes, mig az 1%-os részleges gatlast mutatott, mi-
vel utobbi csak a lag szakaszt hosszabbitotta meg
6 oraval, de a sejtkoncentraciét nem befolyasolta.
A Staphylococcus aureus szaporodasat a 2%-os ki-
vonat is csak részlegesen gatolta, ami a lag perio-
dusnak 5 — 8 draval valé6 megnyujtasdban mutat-
kozott meg. A Pseudomonas aeruginosa volt a legin-
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—8-Pseudomonas aeruginosa E. angustifolium 0,5% alkohol tartalmu oldata
E. angustifolium 1% alkohol tartalmu oldata =a—E, angustifolium 2% alkohol tartalmu oldata

3. dbra: Az E. angustifolium etanolos kivonatainak hatdsa a Pseudomonas aeruginosa szaporoddsdra
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kabb érzékeny a novényi kivonattal szemben, még
a legkisebb koncentraci6 (0,5%) is hatasosnak bi-
zonyult, mivel a 24 6ras inkubalasi id6 alatt a sej-
tek szaporodasa még meg sem kezdddott (3.
dbra). Battinelli és munkatarsai [16] tobb vizsgalt
Epilobium faj koziil eredményeinkhez hasonléan
az E. angustifolium etanolos kivonatat talaltak a
leghatékonyabbnak a Staphylococcus aureus és a
Pseudomonas aeruginosa ellen, a Bacillus cereus elle-
ni gatlohatast azonban nem vizsgaltak.

Kovetkeztetések

A kapott eredmények megerdsitik, hogy az E.
parviflorum novényi szterolokban gazdagabb, mint
az E. angustifolium és feltehet6en emiatt sikereseb-
ben hasznalhatd a joindulatt prosztata megbete-
gedések kezelésére, az E. angustifolium nagyobb
flavonoid tartalma viszont elényosebb a gyulla-
dascsokkentés szempontjabdl. Kimutattuk, hogy
az E. angustifolium-nak nemcsak az etanolos, ha-
nem a vizes kivonata is kiilonb6zé mértékben ga-
tolja egyes patogén mikroorganizmusok szaporo-
dasat, ami alapul szolgalhat kiilséleg alkalmazan-
do fitoterapias vagy fertStlenitd hatdsu készitmé-
nyek kifejlesztésére.
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R(+)limonén hatasa a B-adrenerg jelatvitelre a simaizomzatban:
az oxidativ stressz index jelentdsége
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Summary

Hodi, A., Foldesi, 1., Hajagos-Téth, J., Ducza, E.,
Gaspar, R.: The effect of R(+) limonene on - adrenerg
signaling: the significance of oxidative stress index

Reactive oxygen intermediers (ROI) play a role in the signal
transduction of beta-adrenergic receptors. We investigated
whether an antioxidant (limonene) can reduce the beta-mimetic
effect of terbutaline in beta-2-adrenergic receptor (B,-AR)-
regulated smooth muscles.

Tissue samples were collected from nonpregnant (trachea)
and 22-day-pregnant (myometrium and cervix) rats. Tissue
contractility was investigated in an isolated organ bath. In
separate groups of animals, the tracheal and uterine B,-AR
activities were upregulated by 17-beta-estradiol wvalerate (E2)
and progesterone (P4), respectively. The total oxidant (TOS) and
total antioxidant status (TAS) were also measured. The oxidative
stress index (OSI) was defined as the ratio of TOS and TAS.

Terbutaline (10" - 10° M) decreased the spontaneous
contractions in the nontreated and the P4-pretreated myometria.
The concentration-response curves for terbutaline in the presence
of 10" M limonene were shifted to the left, but the maximum
inhibitory effect was unchanged. Terbutaline (10° M) increased
the cervical resistance both in the nontreated and in the P4-treated
samples, while limonene reduced this action only in the P4-
treated cervices. Terbutaline (107 - 10* M) reduced the tracheal
tones both in the nontreated and in the E2-treated tissues, while
limonene reduced these effects. The OSI was highest in the trachea
and lowest in the pregnant myometrium.

Limonene has various influence on terbutaline induced effects
in certain tissues. Higher OSI value means, that the antioxidants
have greater role in the beta-adrenergic signalmechanism. We
assume that the significance of ROI in the signalling process
of the B,-ARs are divergent in the various tissues. Our results
suggest that the antiasthmatic effect of beta-mimetics may worsen
during parallel limonene administration.

Key-words: ROI, antioxidant, limonene,
receptor, oxidative stress index

beta-adrenergic

Osszefoglalas

A béta adrenerg jeldtvitelben jelentds szerepet jatszanak a reaktiv
oxigén intermedierek (ROI). Jelen kisérleteink célja meguizsgdlni,
hogyan vdltozik a terbutalin simaizomra gyakorolt béta-mimetikus
hatdsa, antioxiddns (limonén) jelenlétében.

A kisérleteket nem vemhes (trachea) illetve 22 napos vembhes
(miometrium, cervix) Sprague-Dawley patkdnyokbdl szdrmazé
szerveken végeztiik in vitro. A miometrium és a cervix esetében
in vivo progeszteron (P4), mig a trachea esetében in vivo
17B-0sztradiol valerdt (E2) kezeléssel béta-adrenerg jeldtuvitel
fokozdst eredményezuve is végeztiink vizsgdlatokat. Meghatdroztuk
a totdl antioxidins kapacitist (TAS), illetve a totdl oxiddns
kapacitdst (TOS). Ezek alapjdn kiszdmitottuk a szévetek oxidativ
stressz indexét (OSI = TOS/TAS).

A terbutalin (107 - 10° M) a miometrium esetében mind
a P4-kezelt illetve nem kezelt esetben csikkentette a spontin
kontrakcidkat. Limonénnel (10 M) tortént elSinkubdciot
kovetéen a terbutalin (10"° - 10° M) dézis-hatds gorbe balra
tolddott, ugyanakkor a maximdlis gdtlo hatds vdltozatlan maradt.
A cervix esetében a terbutalin (10° M) rezisztenciafokozo hatdsa
limonén eldkezelést kdvetden nem vdltozott, azonban a P4 kezelés
okozta terbutalin hatds-névekedést jelentdsen csokkentette. A
bronchus simaizom ténus terbutalin (10° - 10* M) hatdsdra
csokkent, melyet a limonén elbkezelés mérsékelt. E2 kezelést
kovetden a limonén tovdbb csokkentette a terbutalin bronhus
tonusra kifejtett hatdsdit. Az OSI a trachea esetében volt a
legmagasabb, mig a legalacsonyabb a vemhes miometriumban.

A limonén kiilonboz6 mértékben befolydsolja a terbutalin
dltal kivdltott hatdst az egyes szovetekben. Minél magasabb egy
szdvet OSI értéke, anndl nagyobb szerepet kapnak a béta-adrenerg
jeldtvitelben a szabadgyokok. Eredményeink alapjin elmondhatd,
hogy az egyidejii limonén kezelés csékkentheti az asztma terdpia
hatékonysdgit.

Kulcsszavak: ROI, antioxiddns, limonén, B,-adrenerg receptor,
oxidativ stressz index
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Bevezetés

Az eml6sok oxidativ anyagcseréje magaban fog-
lalja a molekularis oxigén redukcidjat, amely a
mitokondriumokban folyik. Ha az oxigén nagy
mennyiségben all rendelkezésre, ez a magasan
szabalyozott rendszer biztositja a folyamatos ATP
termelést, ami tobbek kozott az izmok kontrakcio-
jahoz is nélkiilozhetetlen. Az energia-felszabadi-
tds soran az oxigén egy négy-elektronos redukci-
on esik at. A folyamatot a citokrom oxidaz katali-
zalja. A teljes oxigén 2-4 %-a azonban egy elektron
redukcion esik at, szuperoxid gyokot hozva létre
ezaltal. Tovabbi egy elektron leadassal a szuper-
oxidbol (Oe2) hidrogénperoxid (H,0,) keletkezik,
amely , kiszokve” a redukcios lancbol karosithatja
az egyes sejtalkotokat.

Az utobbi két évtized kutatasai szerint a sza-
badgyokok keletkezésének esszencidlis szerepe
van a fizioldgids és patoldgias szignalfolyamatok
részvételében és iranyitasaban. Ennélfogva a re-
aktiv oxigén intermedierek (ROI) jelenléte nem
feltétlentil okai a betegségeknek, de kovetkezmé-
nyei lehetnek, igy ezek a reakciok markerként
hasznalhatoak [1]. A ROI olyan molekuldk 6sz-
szessége, amelyek kozponti atomként oxigént tar-
talmaznak és nagy reaktivitdsuk miatt konnyen
szabadgyokké alakulnak, melyek a kiilsé elekt-
ronhéjon egy parositatlan elektront tartalmaznak,
igy karositjdk az egészséges sejteket. Ennek kivé-
désére a szervezetben antioxidans enzimekbdl és
bioldgiai antioxidansokbdl allé rendszer miiko-
dik. Ennek értelmében enzimatikus és nem
enzimatikus védekezd rendszereket kiilonbozte-
tiink meg.

Oxidativ stressz akkor fordul eld, ha a homeo-
sztazis az oxiddns és antioxiddns rendszerek ko-
z6tt megbomlik, és a redox allapot az oxid4cio ira-
nydba tolddik el. Ha az oxidans kapacitas nagyobb
az antioxidans kapacitasnal, a ROI egy része ki-
szabadul az antioxidans rendszer hatasa aldl. Oxi-
dativ stressz soran az egyes szovetek és szervek
biomolekuldi karosodhatnak. Az oxidalt termékek
mennyisége jelzi az oxiddacids és javitod rendszerek
kozott fenndllé kapcesolatot [2].

Szivizmon kimutattak, hogy oxidativ stressz
soran [(-receptor aktivacio torténik, ami meg-
emeli a ROI képzddését, ezzel fokozodik a Ca*
bedramlds, ami nagyobb kontrakciokat eredmé-
nyez [3]. Mivel az antioxidansok hasznalata
napjainkban rendkiviil elterjedt, felmeriil a kér-
dés, hogy az antioxidans hatas képes-e modosi-
tani a béta-adrenerg gyogyszerhatasokat. E kér-

dések tisztazasara célul thztiik ki, hogy meg-
vizsgaljuk a (-adrenerg agonista terbutalin si-
maizom relaxalé hatdsanak befolyasolhatdsagat
limonén jelenlétében. A limonén a terpének
kozé tartozo szerves vegyiilet. Kiralis molekula
igy két optikai izomere van, a D-limonén és az
L-limonén. A (+)-limonén (D-limonén) a na-
rancsolaj f6 alkotérésze, ez az (R)-enantiomer
[4]. A vegyiiletet f6ként a kozmetikai ipar hasz-
nalja, fontos Osszetevdje a kiilonféle illatszerek-
nek és parfiimoknek. Erds antioxidans hatasa [5]
mellett rendelkezik gyulladasgatlé [6], anti-
tumor [7], illetve anxiolitikus [8] tulajdonsagok-
kal. Ezen hatasmechanizmusokrél azonban ke-
veset tudunk.

Kisérleteinkben R(+)-limonén jelenlétében vizs-
galtuk a terbutalin patkany trachedra, miometri-
umra és cervixre Kkifejtett hatasat izolalt szervi
rendszerben, valamint meghatarozasra keriilt a
vizsgalt szovetek oxidativ statusza.

Anyagok és modszerek

Az allatkisérleteket a Szegedi Tudomanyegyetem
Munkahelyi Allatetikai Bizottsdganak és a Csong-
rad Megyei Mezd6gazdasagi, Szakigazgatasi Hiva-
tal Elelmiszerlanc Biztonsagi és Allategészségiigyi
Igazgatosag engedélyével végeztiik (etikai enge-
délyszam: 1V./198/2013).

Az dllatok pdroztatdsa

Ivarérett néstény (180-200 g) és him (240-260 g)
Sprague-Dawley patkanyokat paroztattunk. A pa-
roztatds kezdetétdl szamitott 4-5 6ran beliil a nds-
tény allatoktol hiivelykenetet vettiink és mikro-
szkop alatt himivarsejteket kerestiink. Amennyi-
ben a keresés pozitiv eredménnyel zarult, akkor
az allatot elkiilonitettiik, mint az 1. napos vemhes
néstényt.

Szovetek prepardlisa

A kisérleteket izolalt szervi rendszeren végeztiik
in vitro, ehhez 22 napos vembhes, illetve 0sz-
truszban 1év6 néstény Sprague-Dawley patkanyo-
kat hasznaltunk. Az allatok ledlése utan kivettiik
az allatok trachedjat, cervixét, illetve uterus gyu-
riiket metszettiink ki.

A preparatumokat karbogénnel ataramoltatott
puffert tartalmazo, 37 °C-os szervfiirdébe helyez-
tilk. A cervix és az uterus gytliriik esetében de
Jongh oldatot hasznaltunk (6sszetétele mM-ban:
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137 NaCl, 3 KCl, 1 CaCl,, 1 MgCl,, 12 NaHCO,, 4
NaH,PO,, 6 gliik6z, pH: 7,4), mig a trachea eseté-
ben Krebs puffert (6sszetétele mM-ban: 118 NaCl;
4.75 KCI; 2.5 CaCl,; 1.19 K HPO,; 25 NaHCO,; 1.2
MgSO,; 11 gliikéz, pH: 7,4). Az adatok rogzitését
és értékelését ISOSYS Data Acquisition System
(Experimenta Kft., Magyarorszag) segitségével vé-
geztiik.

Western blot vizsgdlatok

Mintanként 50 pg fehérjét 4-12%-os NuPAGE Bis-
Tris poliakrilamid gélen elektroforézisnek vetet-
tink ald. A fehérjét nitrocelluléz membranra
helyzetiik at, félszaraz blottold eljarassal (iBlot
Gel Transfer System, Life Technologies, Magyar-
orszag). Mosas utdn a membrant szobahOmér-

Limonén és terbutalin cervix-rezisztencidra kifejtett
hatdsdnak vizsgdlata

A cervix rezisztencia mérésekor a szovet fokozatos
nyujtasra adott relaxacids valaszat vizsgaltuk 10
M terbutalin adagolasat kovetéen. A cervixet 1ép-
csOzetesen, 1-t6l 10 grammos feszitési értékig nyj-
tottuk. Minden egyes feszitési érték beallitast 5
perc relaxacios id6 kovetett. Ertékeléskor a kezdeti
nyujtas fliggvényében abrazoltuk az 5 perccel ké-
sObb mért tenziot. A pontokra regresszids egye-
nest illesztettiink. Az egyenesek meredeksége jel-
lemzi a cervix rezisztenciajat, a nagyobb meredek-
ség nagyobb rezisztenciat jelent [9]. A nyujtasi
teszt kezdete el6tt a szovetek egyik csoportjat 1073
M limonén jelenlétében inkubaltuk, mig a masik
csoporthoz nem adtunk limonént.

sékleten [(3,-adrenerg receptor
és B-aktin poliklonadlis antites- | | A.
tekkel (Santa Cruz Biotech-
nology, Kalifornia, 1:200),
blokkol6 pufferben 1 o6ran at
inkubaltuk. Az immunreaktiv 2 2.59
savokat WesternBreeze Chro- - i
mogenic Western blot immun- § o 2:0- T
detektdlo kit (Life Technologi- = "2
es, Magyarorszag) segitségé- = 2 1.59 —
vel lathatova tettitkk, majd ) 4
elektronikusan rogzitettiik az E g 1.0 "
EDAS290 Imaging System se- T X -_
gitségével. Az optikai den- S 2 0.5
zitds meghatarozasa Kodak T
1D Images szoftverrel tortént. = 0.0 T
Az optikai denzitast hattér ki- & & é{\- cid' 2 2
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Terbutalin-limonén kombindcio %
vizsgdlata a miometrium
kontrakcidkra
E.
Kisérleteinkben  kumulativ
moédon terbutalin (107° — 105 . e B.-AR
L [ v [IAT._. . .
M) dozis-hatas gorbéket vet-
tink fel onmagaban, illetve
limonén (Sigma-Aldrich, Bu- B-akiin
dapest, Hungary) (10™° M) je-
lenlétében. A terbutalin gatld M N e B T
hatdsat a spontan kontrakci- 1. dbra: Hormonkezelés hatdsa a B, adrenerg receptor expresszié patkiny
okhoz viszonyitottuk és a miometriumon, cervixen és trachedn. (n=6) *: p<0,05, ***p<0.001
kontrakcids gorbék alatti te- P4M: progeszteron kezelt miometrium, M: miometrium
riiletet értékeltitk a kontroll P4C: progeszteron kezelt cervix, C: cervix
AUC-hez Viszonyl'tva. E2T: Osztrogén kezelt trachea, T: trachea
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perc relaxaciés id6 kovetett. Ertékelés-
100- kor a kezdeti tonus fiiggvényében ab-
razoltuk a terbutalin hatasat.
80+ l I 1 In vivo hormonkezelés
g l I l l A progeszteront olivaolajban oldot-
s % tuk és sc. injekci6 formajaban adagol-
-}; tuk 0,5mg/0.1ml-es dozisban. A keze-
£ 40 lést a vemhesség 15. napjatol a 21. na-
v pig folytattuk [10]. A 17B-0sztradiol
valeratot szintén olivaolajban oldot-
20 tuk és sc. injekci6 formajaban adagol-
tuk. A kezelés 4 napon keresztiil
0 1ug/200g ddzisban tortént [11].
44 43 42 1 0 9 8
log limonén konc. (M) Az antioxiddns/oxiddns kapacitds mérése

kontrakciora gyakorolt hatdsa, in vitro. (n=6)

2. dbra: Az R(+)-limonén (10 — 10 M) 22 napos terhes miometrium

A szoveti mintakat 10%-os (w/v) 20
mM Tris-HCl pufferben, 4 °C-on, IKA

Ultra-Turrax T-25 Digital Homo-

100+

Relaxacio (%)

terbutalin+limonén
terbutalin

P4 terbutain+limonén
P4-terbutalin

genizatorral (Janke & Kunkel, Stau-
fen, Németorszag) Osszedaraltuk. A
homogenizatumot 5000 g fordulaton
10 percig 4 °C-on centrifugaltuk le. A
biokémiai vizsgalathoz a feliiliszot
hasznaltuk [12].

A total oxidans statusz (TOS) mé-
rést immunoassay kit (RelAssay
Diagnostics, Gaziantep, Torokorszag)
segitségével végeztikk. A mintaban
jelenlevé szabadgyok a vas—o-diani-
zidin komplexet vas ionna oxidalja.

-104
-204
-304
-404
504

log terbutalin konc. (M)

Glicerinnel fokoztuk az oxidacios
mechanizmust, amit a médium bdsé-
gesen tartalmaz. A Fe* savanyu ko-
zegben xylenol naranccsal szines
komplexet alkot. A szinintenzitas

jelenlétében illetve onmagdiban. (n=6)

3. dbra: A B,agonista terbutalin (10"°-10° M) relaxdld hatisa
spontin kontrakcidkra 22 napos vemhes nem kezelt illetve, P4
kezelt (szaggatott vonal), patkiny miometriumon 10"°M limonén

spektrofotometridsan mérhet6, ami
aranyos a mintaban 1év6 oxidans ve-
gytiletek mennyiségével. Az ered-
ményt umol H,O, equiv./L-ben fejez-
tiik ki [13].

A total antioxidans statusz (TAS)

Limonén és terbutalin trachea tonusra kifejtett
hatdsdinak vizsgdlata

A bronchus tonusanak csokkenését mértitk. Kumu-
lativ médon terbutalin (10 - 10* M) dézis-hatas gor-
béket vettiink fel onmagaban, illetve 10"* M limonén
jelenlétében. A terbutalin gatlo hatdsat az alap to-
nushoz viszonyitottuk és a csokkenés mértékét abra-
zoltuk mg-ban. Minden egyes terbutalin dozist 5

mérést szintén immunoassay Kkittel
végeztiik (RelAssay Diagnostics, Gaziantep, To-
rokorszag). A kimutatasi reakci6é az ABTS oxidaci-
¢jan alapszik. H,O, és metmioglobin jelenlétében a
sotétzold szinli ABTS kation gyok keletkezik. Ha a
mintaban antioxidansok vannak jelen, akkor a
szabadgyokokkel reagalva a szinintenzitas csok-
ken, a minta elszintelenedik. A reakci6 spektrofo-

tometridsan nyomon kovethetd [14].
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Cervix rezisztencia

4. dbra: A p,-agonista terbutalin hatdsa a cervix rezisztencidra 10" M limonén
jelenlétében. Az A dbra a nem kezelt, a B dbra a P4 kezelt cervixeken kapott
eredményeket mutatja. (n=6) *: p<0,05

Az oxidativ stressz index
(OSI) értékét a TOS és TAS ér-
tékek hanyadosa adja, mely-
nek képlete: OSI (6nkényes
egység) = TOS  (umol
H,O, ekvi/L)/TAS (mmol
Trolox ekvi/L) [14].

Statisztikai elemzés

Az adatokat Prism 4.0. szdmi-
togépes program segitségével
értékeltiik ki, az eredmények
statisztikai értékelését parosi-
tatlan t-teszttel és ANOVA
Dunnett teszttel végeztiik.

Eredmények

B, adrenerg receptor expresszio
patkdny simaizom szovetekben

A Western-blot analizis igazol-
ta, hogy a 3, adrenerg receptor
kifejez0dése nem egységes a
kiilonb6zé simaizom szove-
tekben. A vemhes miometri-
umban a P4-kezelés hatdsara a
B, receptor kifejez6dés harom-
szorosara emelkedett, mig a
cervix esetében megduplazo-
dott. A trachedban az E2-keze-
lés négyszeres értékre emelte a
receptorok szamat (1. dbra).

Izolalt szervi kisérletek
eredményei

Miometrium

Izolalt szerven a R(+)-limonén
(103-10* M) dozisfiiggden fo-
kozta a spontan méh kontrak-
ciokat (2. dbra). Kisérleteink
soran 10 M koncentraciéban
alkalmaztuk a R(*)-limonént
ahol a kontrakcio fokozas még
nem volt jelentds mértékd
(40%).

Izolalt szervi rendszeren a
terbutalin (10°-10° M) dozis-
fliggben gatolta a spontan
méh kontrakciokat. A terbu-
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L. tablazat

A terbutalin vemhes miometrium kontrakciot gdtlo koncentrdcié-hatds gorbéinek paraméterei limonén jelenlétében nem
kezelt (a) és progeszteron kezelt (b) patkinyokban in vitro

a)
Nem kezelt miometrium EC,, (M+S5.E.M) E__(M+S.EM.)
terbutalin 1,4x107£3,7x10°® 93,7% + 4,8
limonén+terbutalin 6,5x10°+1,48x10°" 95,4% +1,6™
b)
P4 kezelt miometrium EC_, (M+S5.E.M) E__(M+S.EM.)
terbutalin 8,6 x 108 +3,35x10® 88,5% + 3,7
limonén+terbutalin 4,9 x 107 +2,56x107 " 89,5% + 6,31
Jelmagyarazat:

EC,;: a maximalis relaxal6 hatds 50%-hoz sziikséges terbutalin koncentrdci6

M: mol

S.E.M: standard error of mean
E__:aterbutalin maximalis gatl6 hatasa
ns: nem szignifikans

**: p<0,01

P4: progeszteron

talin dozis hatas gorbéje limonén jelenlétében
szignifikdnsan balra tolddott, ugyanakkor a maxi-
malis gatld hatds nem valtozott (I. tdbldzat). A P4-
kezelés kovetkeztében a terbutalin relaxaciot oko-
zO0 hatasa felerdsodott. Ebben az esetben, a
limonén nem mddositotta szignifikdnsan a
terbutalin dézis-hatas gorbéjét (3. dbra).

Cervix

Vizsgalataink sordn a 22. vemhességi napon a
terbutalin (10° M) jelenlétében megnovekedett a
cervikalis ellendllds, mely hatdst a limonén nem
befolyasolta (4A. dbra). A P4-kezelés hatasara be-
kovetkezett B,-receptor stimulaci6 miatt a
terbutalin hatasa fokozddott. Ebben az esetben a
terbutalin cervix rezisztencia fokozd hatasat ki-

védte a 10 M dézisban adott limonén (4B. dabra).

Trachea

Izolalt szerven a terbutalin (10°-10* M) dozisfiig-
gben csokkentette a trachea tonusat. Limonénnel
tortént  eldinkubaciét kovetéen a terbutalin
bronchus relaxalé hatasa csokkent (5A. dbra).
E2-kezelést kovetden a terbutalin ténuscsokkentd
hatasa markansabba valt, amit a limonén jelenléte
kivédett (5B. dbra).

Az oxidans és antioxiddns stdtusz
a patkdny simaizom szovetekben

A legalacsonyabb TOS érték a vemhes miomet-
riumban, a legmagasabb pedig a trachedban volt

A terbutalin
m  limonén+terbutalin

404

bronchus
tonuscsokkenés (mg)

0
v T T T T T T

log terbutalin konc. (M)

B.
100~

A terbutalin

80 m limonén+terbutalin . kd

o
e

E,-kezelt bronchus
tonuscsokkenés (mg)
8

n
i

-

-
4/’
_ -
T T

-10 9 -8 -7 6 5 -4 -3
log terbutalin konc. (M)

5. dbra: A terbutalin bronchus ténuscsokkentd hatdisa 6nmagdban és limonén
(105 M) jelenlétében nem kezelt (A), illetve E2-kezelt dllaton (B). (n=6) *p<0.05;
a kontrollhoz viszonyitva.
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6. dbra: Az antioxiddns (TAS, csikozott oszlop) és az oxiddns stdtusz (TAS, iires oszlop) a vemhes miometriumban, cervixben
illetve nem vemhes trachea szévetben (A). Az oxidativ stressz index (OSI), mint a TOS és TAS értékek hanyadosa (B).
Az OSI értéke a trachedban a legmagasabb, mig a legalacsonyabb a vemhes miometriumban. (n=6)

*p<0.05; **p<0.01; **p<0.001 a vemhes miometriumhoz viszonyitva.
mi-ox: miometrium oxidativ stitusza
ce-ox: cervix oxidativ statusza
tr-ox: trchea oxidativ statusza
mi-aox: miometrium antioxidativ statusza
ce-aox: cervix antioxidativ stitusza
tr-aox: trchea antioxidativ stdtusza

mérhetd. A vemhes cervixben magasabb oxidativ  pontosan az ellenkezdjét mutatta. A legmagasabb
statuszt allapitottunk meg, mint a vemhes értéket a vemhes miometriumban mértiik, mig a
miometriumban. Az antioxidans statusz ennek legalacsonyabbat a tracheaban (6A. dbra). A két
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érték hanyadosa (TOS/TAS), az oxidativ stressz in-
dex (OSI) ennek megfeleléen a vemhes miomet-
riumban a legalacsonyabb, a tracheaban pedig a
legmagasabb (6B. dbra).

Az eredmények értékelése, kovetkeztetések

Az utobbi id6ben nagy népszerliségnek orvend a
kiilonb6z6 multivitamin készitmények és antioxi-
dansok napi rendszerességgel vald fogyasztasa,
ami a hétkoznapi ember szamadra artalmatlannak
tnhet. Azonban tulzott fogyasztasuk hosszuta-
von nem biztos, hogy a kivant hatast eredményezi
[15].

Az elmult két évtized kutatdsai ravilagitottak
arra, hogy a ROI fontos szignalrendszer az intra-
és intercellularis kommunikacios folyamatokban
és a redox-homeosztazis fenntartdsaban. Ellent-
mondasosnak tlinhet, hogy az emberi szervezet-
ben egy komplex és nagyon effektiv rendszer ala-
kult ki a gyokok karos hatdsai ellen, azonban a
ROI éltal szabalyozott folyamatok épptigy védik a
sejteket az oxidativ stressztdl, helyreallitva annak
redox-homeosztazisat. A szabadgyokok altal in-
dukalt és szabalyozott valasz képes befolyasolni a
gén expressziot, az apoptozist, a sejt novekedést, a
sejt adhéziot, a kemotaxist, a protein—protein in-
terakciokat és enzimatikus funkcidkat, az angio-
genezist, immunfolyamatokat, a gyulladasos fo-
lyamatokat, a Ca** homeosztazist, az ion csatorna-
kat és szamos egyéb folyamatot [16].

Egy korabbi tanulmanyban leirtak, hogy sziv-
izomban oxidativ stressz hatdsdra erdsebb kont-
rakciok figyelhet6k meg, amely hatas a (-recep-
toron medialodik [3]. Ezek alapjan feltételezziik,
hogy a béta-mimetikus jelatvitel kozvetitésében
fontos szerepet jatszanak a szabadgyokok. Mivel a
B,-receptor agonista vegyiileteket alkalmazasa a
korasziilés megel6zésében illetve az asztma keze-
lésében széles korben elterjedt, ezért megvizsgal-
tuk, hogy az antioxidans limonén hogyan hat a
kiilonbdzd simaizomszovetekre. A B,-AR agonista,
terbutalin hatasara a miometrium relaxal, a cervix-
rezisztencia fokozddik, a trachea tonusa pedig
csokken [5; 17, 18]. Limonén jelenlétében a terbu-
talin ezen hatasai kiilonb6z6 mdédon valtoztak. A
monoterpénekrdl korabban leirtdk, hogy az L ti-
pusu Ca*-csatorna gatlasan keresztiil relaxaciot
idéznek eld patkany mezenterialis artérian [19], il-
letve nyul bélen [20]. Feltehet6leg a limonén a
Ca*-csatorna gatlds kovetkeztében fokozza a
terbutalin altal kivaltott relaxaciéot a vemhes
miometriumban. Azonban a cervix-rezisztencidra

kifejtett terbutalin hatas valtozatlan maradt, igy
ezen szoOvettipusban a limonén eredményeink
alapjan nem befolyasolja a simaizom miikodését.
A trachea esetében a tonuscsokkenésbol kovetkez-
tettiink a hatdsra, mivel ez a szovettipus nem
kontrahal jelentés mértékben. A terbutalin kon-
centraciofliggden gatolta a trachea ténusat, amit a
limonén jelenléte mérsékelt. Korabbi vizsgalata-
inkban kimutattuk, hogy a miometriumon és a
cervixen a tokoferol nem modositotta a jelatvitelt,
azonban a trachea tonusdnak csokkenését meg-
akadalyozta [21]. Az eltér6 simaizom szoveti reak-
ciok alapjan felmeriilt a lehetésége annak, hogy a
kiilonbozdségek hatterében az egyes szovetek
mas-mas ROI tartalma allhat.

Korabbi tanulmanyokbdl tudjuk, hogy a
szexualhormonok szerepet jatszanak a G protein
kapcsolt B-adrenerg jelatvitelben. Mivel az adre-
nerg rendszer a terhes uteruszban a szteroid hor-
monok szabdlyozasa alatt all gesztagén szubszti-
tacid szignifikdnsan megnoveli a 3 agonista érzé-
kenységet, azaz fokozza a G-protein kapcsoltsa-
got. Tehat P4 kezeléssel a miometriumban és a
cervixben érhetd el (3-receptor expresszié fokozo-
das [22], mig a trachea esetében ez E2 kezeléssel
valthato ki [23]. Ha a jelatviteli mechanizmust fo-
kozzuk, akkor valoszintisithetd, hogy ezzel parhu-
zamosan a ROI termelés is megemelkedik. A szig-
nalmechanizmus hormonalis fokozasa kovetkez-
tében a terbutalin hatdsa a miometrium kontrakci-
okra kifejezettebb lett, azonban ezt a limonén nem
befolyasolta szignifikdnsan. A cervix esetében a
rezisztenciafokozd hatast visszaszoritotta a kont-
roll értékre. A terbutalin tracheaténus csokkentd
hatdsa limonén jelenlétében visszaesett. Ezek alap-
jan feltételezhetd, hogy a kiilonb6z6 simaizomszo-
vetek eltéré mértékben termelnek szabadgyokat,
illetve az antioxidans védelem kapacitasa is eltér-
het.

A szovetekben képzddott ROI és termékei szint-
jét az oxidativ statusszal jellemezziik, amit az
oxidans és antioxidans kapacitds hanyadosabdl
szamitunk ki [24]. Az antioxiddns kapacités a vizs-
galt rendszerre vonatkozo Osszes antioxidans ve-
gyllet egylittes gyokfogd hatasat jelenti, mig az
oxidans kapacitas a szovetekben jelenlevé Osszes
gyok oxidativ hatasat. Méréseink alapjan a legma-
gasabb OSI értékkel a trachea rendelkezik, mig a
legalacsonyabbal a vemhes miometrium. A limo-
nén hatdsa a P-jelatvitelre ott a legmarkansabb,
ahol az OSI értéke a legmagasabb. Ahol viszont az
OSI érték alacsony, ott ez a hatas nem érvényesiil.
Mindezen eredmények alapjan elmondhatjuk,
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hogy a ROI szerepe a ,-adrenerg jelatvitel kozve-
titésében kiilonboz6é mértékli a simaizomszovet
funkcidjatol illetve lokalizacidjatdl fiiggden. A
limonén esetében feltételezhetd, hogy gyengiti az
asztma kezelése soran alkalmazott 3,-agonista
szerekre adott terapias valaszt.
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Szerzoi

Az Acta Pharmaceutica Hungarica a gyégyszerészeti tudoma-
nyok tertiletérdl kozol eredeti, kisérletes kutatémunka eredmé-
nyeit bemutaté kozleményeket, de férumot biztosit 6sszefogla-
16 és nem kisérletes (torténeti, szervezési) tanulmanyok, vala-
mint Ph.D. és D.Sc. értekezések téziseinek kozlésére is.

Hazai kutatéhelyek vagy olyan szerzéi kollektivak magyar
nyelvi kéziratait kozoljiik, ahol az els6 szerz6 magyar. Lehetd-
ség van kiilfoldi folydiratban mar megjelent, kiemelkedd jelen-
téségii kdzlemények magyar nyelvii valtozatanak kozlésére is,
az els6 megjelenés idSpontjatol szamitott egy éven beliil, az el-
s6 kozlés bibliografiai adatainak megjeldlésével.

Kozlésre elfogadunk:

1. Oszegoglalé kizleményeket, legfeljebb 25 gépelt oldal terje-
delemben. Ezek megirdsara altaldban a szerkesztSbizottsag fel-
kérésére keriilhet sor, illetve az erre irdnyulé szandékot célsze-
rii el6zetesen egyeztetni a szerkesztSbizottsaggal.

2. Kozleményeket, legfeljebb 12 gépelt oldal terjedelemben.
Az abrak és tablazatok egyiittes szdma maximalisan 10 lehet.

3. Rovid kozleményeket, legfeljebb 4 gépelt oldal terjedelem-
ben (6sszesen legfeljebb 4 dbra és tablazat). A kozlemények
megjelenési sorrendjében a rovid kozlemények elényt élvez-
nek.

4. Ph.D. értekezések Osszefoglalo kozleményeét, legfeljebb 25 ol-
dal terjedelemben.

Feleslegesen nagy terjedelmt dolgozatok esetében a szer-
kesztSbizottsag fenntartja maganak a jogot arra, hogy a lektori
javaslatok alapjan a szerzét felkérje dolgozatanak rovid kozle-
ménnyé valo atdolgozasara.

A kézirat elkészitésének modja:

a) Altaldnos szempontok

A kéziratot elektronikusan, csatolt file-ként kell a felelGs
szerkeszt$ e-mail cimére elkiildeni: zelrom@gytk.sote.hu

A tiblizatokat kiilon file-ként, cimmel és romai sorszammal
ellatva készitsiik.

Az dbrik és egyéb illusztraciok olyan szinvonalon késziilje-
nek, hogy azok nyomdai szerkesztésre alkalmasak legyenek.
Az abréakat kiilon file-ként kell csatolni, az elnevezésben az ab-
raszamokat fel kell tiintetni. Javasolt formatum: jpg, tiff.

Az irodalmi hivatkozdsokat kiilon, a hivatkozasok sorrendjé-
ben kozoljiik. A hivatkozadsi szamot a szdvegben tegyiik
szogletes zardjelbe.

A hivatkozdsok médja:

Folyéiratcikk:

1. Revelle, L. K., Musser, S. M., Rowe, B. |., Feldmann, I. C.:
J. Pharm. Sci. 86, 631-634 (1997)

Szakkonyv:

2. Gyarmati L., Rdcz 1., Plachy ]., Csontos A.: A gyogyszer-
technoldgia és biofarmécia kémiai ellenérzé modszerei. Medi-
cina, Budapest, 1982. 147-152. old.

Konyuvfejezet:

3. Ariens, E. ].: Racemates — an impediment in the use of
drugs and agrochemicals. In: Krstulovic, A.M. (ed): Chiral
Separations by HPLC. Ellis Horwood, Chichester, 1989. pp. 31—
68.

utmutato

Szabadalom:

4. U.S. Pat. 3 425 422 (1984)

Konferencia-eldadds:

5. Duncan, R.: Polymer therapeutics: Targeting drugs and
genes to tumours. 6" European Congress of Pharmaceutical
Sciences. Eur. J. Pharm. Sci. 11, (2000) S1-S2.

Internetes hivatkozds: teljes URL-cim a keresGablakbol kima-
solva és az elérés datuma az aldbbiak szerint:

6. http://www.eum.hu/main.php?folderID=3746&object
ID= 6000268 [2008. 08. 05.] Az Egészségiigyi Minisztérium
szakmai protokollja - Gyégyszeres fajdalomcsillapitds és gyul-
ladésgatlas a reumatoldgiai betegségekben.

Az idegen orvosi kifejezések helyesirasdban Fdbidn P. és
Magasi P.: Orvosi helyesirasi szotar. Akadémiai Kiado, 1992. le-
gyen az irdnyadd, a kémiai kifejezések nevezéktanara és he-
lyesirasara vonatkozoéan pedig Erdey-Griiz T. és Csdnyi P.: A ké-
miai elnevezés és helyesiras szabalyai. Akadémiai Kiado, 1972.;
F. Csanyi P., Fabidn P. és Honyi E.: Kémiai helyesirasi szotar. M-
szaki Kiado, 1982.; valamint F. Csdnyi P. és Simdndi L.: Szervetlen
kémiai nevezéktan. Magyar Kémikusok Egyesiilete, 1995.

A mértékegységek megjelolésében az SI-mértékrendszer
szabélyai az iranyadodak.

b) A kézirat felépitése

A Kkézirat szerkesztéséhez a kovetkez beosztast kérjiik:

A dolgozat cime (esetleg alcime).

A szerzd(k) teljes neve (tudomanyos fokozatok nélkiil), a szer-
keszt8séggel kapcsolatot tartd szerzd neve csillaggal megjelolve.

A szerz8(k) munkahelye teljes postai cimekkel, valamint a
levelezd szerzd e-mail cime.

A dolgozat magyar nyelvii 6sszefoglaldsa.

A magyar nyelvii Osszefoglalds terjedelme a dolgozat
hosszatol fliiggden 10-20 sor legyen és az altalanos megfogalma-
zasok kertilésével tartalmazza a dolgozat legfontosabb, konkrét
megallapitasait.

Kulcsszavak: A dolgozat tartalmara utald, maximum 5
kulcsszé megadasa.

A dolgozat cime angol nyelven, a szerzd(k) neve (keresztnevek
roviditve).

Angol nyelvii 6sszefoglalds.

Bevezetés, amely tartalmazza a munka célkitizéseit, vala-
mint a vizsgélatok el6zményeibdl és irodalmi héatterébdl annyit,
amennyi a dolgozat megértéséhez és értékeléséhez sziikséges.

Key-words: A dolgozat tartalmara utal, maximum 5 kulcs-
sz6 angol nyelvti forditasa.

Kisérleti rész, amely tartalmazza a felhasznalt eszkdzok és
anyagok, valamint a kidolgozott médszerek pontos leirasat.

Eredmények.

A dolgozatok csak a leirt modszerek teljesitSképességét meg-
felelsen dokumentalé adatokkal fogadhatok el. Ezek megadasa-
ndl hasznéljuk a matematikai statisztika korszerii modszereit.

Az eredmények értékelése.

Abracimek.

Kovetkeztetések. Az utdbbi két fejezet 6sszevonhaté az
Eredmények c. fejezettel.

Az esetleges kdszonetnyilvdanitdsok.

Irodalomjegyzék.







