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BEVEZETES

A Juncaceae csalad 8 nemzetségébe kozel 500 novényfaj tartozik vilagszerte, amelyek kozil a Juncus
genusz (tobb mint 300 faj) a legjelent6sebb. Szamos Juncus fajt alkalmaznak a tradicionalis kinai
gybgydszatban, pl. a Juncus effusust afta, vérzés és torokgyulladas esetén. Egyiptomban a J. rigidus
magjat hasmenés és hugyuti bantalmak kezelésére hasznaljak.

A Juncus fajok jellegzetes tartalomanyagai a fenantrének. A fenantrének az aromds metabolitok
egy ritka csoportjat alkotjak, amelyek a bioszintézis soran feltételezhetéen stilbének oxidativ
gylirizarasaval jonnek létre. Harom f6 csoportjuk a mono-, di- és trifenantrének. A monofenantrének
a C-9 és C-10 atomok kozotti kotés telitettsége alapjan fenantrénekre és dihidrofenantrénekre
oszthaték. Ezek a vegylletek ritka el6fordulasuak, napjainkig kdzel 500 fenantrént azonositottak
kiilonboz6é névényfajokbdl. LegjelentGsebb fenantrénforrasnak az Orchidaceae és Juncaceae csalad
fajai tekinthet6k. Ritka el6forduldsuknak és jellegzetes szubsztitudltsaguknak koszonhet6en a
vegyliletek fontos kemotaxondmiai markerek; vinilcsoporttal szubsztitualt fenantréneket csak
Juncaceae, mig prenilcsoportot tartalmazo vegyileteket eddig kizarélag Orchidaceae fajokbdl irtak le.

A Juncaceae csalad nyolc Juncus (Juncus acutus, J. atratus, J. effusus, J. inflexus, J. maritimus, J.
roemerianus, J. setchuensis és J. subulatus) és két Luzula (Luzula luzuloides és L. sylvatica) fajabdl eddig
tobb mint szaz fenantrént izolaltak. A Luzula és Juncus fajok szekunder metabolit profilja jelent6s
atfedést mutat.

A fenantrének, illetve a fenantréntartalmi névények szamos kutatasi program targyat képezik,
amelynek oka szerkezeti sokszinliségiik mellett az, hogy a vegyiiletek igéretes farmakoldgiai hatasat
szamos vizsgalat igazolta. T6bb anyag rendelkezik in vitro jelentds antimikrobidlis (baktérium-, gomba-
és virusellenes), citotoxikus, antioxidans és gyulladascsokkentd, valamint kozponti idegrendszerre és
simaizmokra kifejtett hatassal.

Nagyszamu természetes eredetl(i és szintetikus, kinoidalis szerkezeti részt tartalmazo fenantrén
esetén szamoltak be jelent@s antiproliferativ hatdsrol. Egy gyors és egyszer(en kivitelezheté modszer
kinoidalis vegylletek el6allitasara a hipervalens  jod reagensek, példaul a
[bisz(trifluoroacetoxi)jodo]benzol (PIFA) alkalmazasa. A PIFA egy nagy szelektivitasu reagens, nem
toxikus, enyhe koriilmények kozott szobah6mérsékleten is megfelel6 a reakcidképessége, és a legtobb
altaldnosan hasznalt olddszerben gyorsan végbe mennek a vele végrehajtott kémiai reakcidk.

A PhD munka 6sszefoglalja két novényfaj, a J. compressus és J. tenuis vegyuleteinek izolalasaval,
valamint hdrom természetes eredetl fenantrén (junkuenin B, junkuzol és effuzol) félszintetikus

szarmazékainak elallitasaval és farmakoldgiai vizsgdlataval kapcsolatos kutatasi eredményeket.



CELKITUZESEK

A Juncaceae csalad fajai bioldgiailag aktiv masodlagos anyagcseretermékek (pl. fenantrének) jelentés
forrasai. Ezen kivil szdmos szintetikusan és félszintetikusan el&allitott fenantrénvazas vegyllet
mutatott igéretes farmakoldgiai hatdst. A Szegedi Tudomanyegyetem Farmakogndziai Intézetében
indult kutatasi program keretében végzett munkdank célja Uj, bioldgiailag aktiv fenantrének izoldlasa,
szerkezetmeghatdrozdsa és félszintetikus vegytletek el§allitdsa volt, amelynek érdekében a kbvetkezd
feladatokat végeztiik el:
e A Juncus compressus Jacq. és Juncus tenuis Willd. fenantrénjeinek izoldldsa és
szerkezetmeghatarozdasa.
o Azizoldlt vegyiletek in vitro farmakoldgiai vizsgalata, és az eredmények alapjan szerkezet-hatas
Osszefliggések meghatarozasa.
e A kinoidalis vegyiletek jelentésebb farmakoldgiai aktivitasat alapul véve az altalunk izolalt
fenantrének oxidalt félszintetikus szarmazékainak eldallitasa.
o Az el6allitott vegylletek antiproliferativ hatdsdnak vizsgalata, az eredmények 6sszehasonlitasa
a kiinduldsi anyagok aktivitasaval.
o A szerkezeti és farmakoldgiai vizsgalatok eredményei alapjan szerkezet-hatas 6sszefliggések
megallapitasa.
ANYAG ES MODSZER
A preparativ névénykémiai munkahoz sziikséges névényi nyersanyagok begytjtése viragzo allapotban
tortént, a Juncus compressus esetén 2014 janiusdban Gyula korzetében (GPS koordinatdk:
46°35’46.19"’N, 21°1018.97"’E), a J. tenuis esetén pedig 2019 juniusaban, a Szegedi Tudomanyegyetem
Flvészkertjében. Ezt kovetSen a névényi nyersanyagokat szobahémérsékleten szaritottuk.
Félszintetikus szarmazékképzéshez kiinduldsi anyagként a junkuenin B-t (1,5 g) a Juncus inflexus
metanolos kivonatabdl izolaltuk kombinalt kromatografias médszerek (VLC szilika gél allofazison és
gélsz(irés Sephadex LH-20 alléfazison) alkalmazasdval egy kordbbi kisérlet soran. A névény viszonylag
nagy, kb. 0.043% mennyiségben tartalmazta a vegyiiletet.
A félszintetikus  szarmazékképzéshez [bisz(trifluoroacetoxi)jodo]benzolt  (PIFA) és
(diacetoxijodo)benzolt (PIDA) alkalmaztunk oxidalészerként.
A vegyliletek izoldlasa kombinalt kromatografids modszerekkel tortént, oszlopkromatografia
(CC), vakuum-folyadék kromatografia (VLC), kbzepes nyomasu folyadékkromatografia (MPLC), rotacids
planar kromatografia (RPC) és nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC) alkalmazasaval,
normal (NP), és forditott (RP) fazisu szilikagél, poliamid és Sephadex LH-20 alléfazisokon. A racém
keverékek enantiomertiszta vegylletekké to6rtén6é elvalasztasdhoz Lux amylose-1 oszlopot

haszndltunk. Az izolalt vegylletek jellemzése és szerkezetmeghatdrozasa UV-spektroszkdpia, nagy



felbontdsu tomegspektroszkdpia (HR-MS) és magneses magrezonancia spektroszképia (NMR)
segitségével tortént. A kirdlis vegylletek abszolut konfiguraciéjadt ECD mérésekkel és
molekulamechanikai szamitasokkal hatadroztuk meg.

Az izolalt vegyiiletek és félszintetikus szarmazékaik in vitro antiproliferativ hatasat kilonbo6zé
human eredetl tumoros [em|& (MCF-7, T47D, KCR, HTB-26), méhnyak (Hela, SiHa, C33A) petefészek
(A2780, A2780cis)] és normal [NIH/3T3 (egér embriondlis) és MCR-5 (human embriondlis tidé

fibroblaszt)] sejtvonalakon vizsgaltuk, MTT maddszerrel. Pozitiv kontrollként ciszplatint alkalmaztunk.

EREDMENYEK

A Juncus compressus fenantrénjeinek izolaldsa
A szdritott novényi nyersanyagot apritds utdn metanollal szobahémérsékleten perkolaltuk. A
metanolos kivonatot bepdroltuk, 50%-os metanolban oldottuk, és folyadék-folyadék megosztast

végeztlink dikldrmetannal és etil-acetattal (1. abra).

J. compressus L. (2.2 kg)

l perkolalas

| Metanolos kivonat |

folyadék-folyadék megosztas
l CH,Cl, EtOAc l

CH,Cl, fazis EtOAc fazis vizes maradék |

l Poliamid CC (H,0-MeOH)

| 80% MeOH frakcio |

VLC (szilikagél, ciklohexan-EtOAc-MeOH)
1-XXVIII
v v
IX Xl Xl XV XX XXVIII

VLCszilikagél, | MPLC RPC szilikagél, VLCszilikagél, Sephadex Sephadex RP-MPLC
y n-hexén-éter | n-hexdn-EtOAc & n-hexan-aceton n-hexdn-EtOAc y LH-20 LH-20 v MeOH-H,0
| x4 | we [ xu/3 | I | EZIREd Tzl
Sephadex lSephadex Sephadex I Xi/2 | | Xi/3 | Xi/a I Sephadex
: LH-20 LH-20 8
120 y Sephadex LH-20 Sephadex | RP-HPLC NP-HPLC LH-20
Xll/3/a - LH-20 MeOH-H,0 | ciklohexan-
NP-HPLC Xill/2/a * FiOAC
ciklohexan-EtOAc | XII|/3/e | Xill/4/b | s ¥
NP-HPLC RP-HPLC RP-HPLC 10 11
ciklohexan-EtOAc MeOH-H,0 MeOH-H,0

A
A [
1. dbra. A Juncus compressus vegylleteinek izolaldsa

A diklérmetdnos fazist poliamid oszlopon frakciondltuk, MeOH-H,0 kiilonb6z8 polaritasu
elegyeivel (1:1, 4:1) végezve az elucidt, igy 2 féfrakcidhoz jutottunk. Ezutan a poliamid oszloproél 80%-
os metanollal nyert frakciéval dolgoztunk tovabb. Mivel ez a frakcio kémiailag nagyon komplexnek

bizonyult, ezért el6szor VLC-val, szilikagél all6fazison, ciklohexan—-EtOAc—-MeOH gradiens eluciot



alkalmazva tisztitottuk, és 28 frakciét nyertiink (I-XXVIII). Ezt kovetSen a frakcidkat egyre szelektivebb
elvalasztastechnikai modszerekkel (RPC, MPLC, GF és HPLC), normal és forditott fazisu szilikagél,
valamint Sephadex LH-20 gél all6fazison tisztitottuk. Kombinalt kromatografidas mddszerekkel 11

vegylletet (1-11) izolaltunk (1. dbra).

A Juncus tenuis vegyiileteinek izolalasa

A novényi mintat ebben az esetben is szobahémérsékleten szaritottuk (1,68 kg), majd apritas utan
metanollal perkoldltuk. A kivonatot bepdroltuk, majd 50%-os metanolban oldottuk és folyadék-
folyadék megosztast végeztiink n-hexannal és diklérmetannal (2. dbra). Ezt kbvetben a diklérmetanos
fazist frakciondltuk VLC-val, szilikagél &ll6fazison, ciklohexdan—EtOAc-MeOH gradiens ellciot
alkalmazva. A frakcidk egyesitése utan 3 f6frakcidohoz jutottunk (I-lll). A komponensek tisztitasat
elvalasztastechnikai modszerek kombinalt alkalmazasaval (RPC, MPLC, HPLC) végeztlik, és 3 vegyliletet

izolaltunk (3, 5 és 12).

| J. tenuis Willd. (1.68 kg) |

l perkolalas

| Metanolos kivonat |

| folyadék-folyadék megosztas
l n-hexan l CH,Cl, l

| n-hexan fazis | | CH,Cl, fazis |

l VLC (szilikagél, ciklohexan-EtOAC-MeOH)

MPLC
n-hexan-EtOAc

|_|/_3_| 111/2

RP-MPLC RP-HPLC
MeOH-H,0 MeOH-H,0

RPC szilikagél,
n-hexan-aceton

l

-«

2. abra. A Juncus tenuis vegyileteinek izolaldsa

A junkuenin B félszintetikus szarmazékainak elGallitasa

A kisérletek f6 célja a fenantrének kémiai terének kiterjesztése, valtozatos szerkezetl vegyiiletek
el6éllitdsa volt. Junkuenin B-bdl kiindulva, hipervalens jéd (lll) reagensek alkalmazasaval, o6t
reakciofolyamat (I-V) soran (PIFA-t az I-IV szamu, és PIDA-t az V szamu reakcidban), 11 racém, illetve
enantiomertiszta kiralis félszintetikus szarmazékot (13-23) allitottunk el6 (3. abra). A kisérletek soran
kiilonboz6 reakcidkorilményeket alkalmaztunk [MeCN-MeOH (1), MeOH (ll), EtOH (l11), n-BuOH (IV, V].

Az 50, illetve 100 mg kiindulasi anyagot 1 mg/mL koncentracidban oldottuk, amelyhez 2 ekvivalens



reagenst adtunk. Minden reakcid 30 percig zajlott szobah6mérsékleten (az I. reakcié esetében 0° C
hémérsékleten), kevertetéssel. A reakciéidé lejarta utdn a reakcidelegyeket szilard fazisu extrakcidval
dolgoztuk fel, ily mdédon eltdvolitva a reagensfelesleget és az esetleges bomldstermékeket. Ezt

kovetbGen a keverékek tisztitdasa MPLC és HPLC mddszerek alkalmazasaval tortént.

MeCN-MeOH 9:1, 2 ekv PIFA, 0 °C, 30 perc

| 13a-d, 14a, 14b
MeOH, 2 ekv PIFA, RT, 30 perc

I 13a-d, 14a, 15, 16a-b
EtOH, 2 ekv PIFA, RT, 30 perc

Il 17, 18a, 18b, 19a-b,

n-BuOH, 2 ekv PIFA, RT, 30 perc 20,21
> IV 22
junkuenin B n-BuOH, 2 ekv PIDA, RT, 30 perc
vV 23

3. dbra. A junkuenin B félszintetikus szarmazékainak elGallitasa

A junkuzol és az effuzol félszintetikus szarmazékainak elGallitasa

A junkuzollal és effuzollal végzett reakcidk soran 50 mg kiindulasi anyagot 1 mg/mL koncentracidban
oldottunk, és 2 ekvivalens oxidaldszert adtunk hozza. Reagensként PIFA-t alkalmaztunk kilonbo6zé
reakciokozegekben [MeCN-MeOH 9:1 (VI és VII) és MeCN—-EtOH 9:1 (VIII és IX)] (4. abra). Minden
reakciokeveréket 30 percig kevertettiink szobah6mérsékleten. A reakciékeverékeket MPLC médszerrel

frakcionaltuk, a vegyuletek végsé tisztitadsat HPLC mddszerrel végeztiik.

MeCN—MeOH 9:1, 2 ekv PIFA, RT, 30 perc

VI 24
MeCN-EtOH 9:1, 2 ekv PIFA, RT, 30 perc
VIl 25a, 25b
MeCN—MeOH 9:1, 2 ekv PIFA, RT, 30 perc
» VIl 26
MeCN-EtOH 9:1, 2 ekv PIFA, RT, 30 perc
IX 27a, 27b

effuzol

4. abra. A junkuzol és effuzol félszintetikus szarmazékainak el6allitasa



A J. compressus és a J. tenuis tartalomanyagai

A J. compressus metanolos kivonatdbdl 11 vegyiiletet [9 fenantrén (1-9) és 2 flavonoid (10, 11)], a J.
tenuis metanolos extraktumabdl pedig hdrom komponenst (3, 5 és 12) azonositottunk (5. abra). A
vegylletek szerkezetét HR-MS mérésekkel, valamint 1D (*H és 3C) és 2D NMR (*H-'H COSY, HSQC,
HMBC, NOESY) spektroszképids mddszerekkel, valamint az irodalmi adatokkal végzett 6sszevetéssel

hatdroztuk meg.

1 2

R1 R: Rs3 R4 Rs

Rs 3 OH CH=CH, H OH H

R, R4 4 OH CH(CH3)OCH; H OH H

O 5 OH CH=CH; CHs OH H

Rsg 6 OH CH=CH; H CHOH H

R, O‘ 7 OCH; CH=CH; H OH H
12 OH CH=CH; H OH CHs

8 9 R
10 H
11 OH

5. dbra. A J. compressusbdl és J. tenuisbol izolalt vegyliletek (1-12)

Az 1 és 2 jelzés( vegyiletet, a kompresszin A-t és B-t, Uj természetes eredetli metabolitokként
azonositottuk. Ezek mellett 6t dihidrofenantrént [effuzol (3), effuzuzol (4), junkuzol (5), 2-hidroxi-1-
metil-2-metoxi-5-vinil-9,10-dihidrofenantrén  (6), 7-hidroxi-1-metil-2-metoxi-5-vinil-9,10-dihidro-
fenantrén (7)], egy fenantrént [dehidroeffuzol (9)], egy fenantrén dimert [effuzuzin A (8)], és két
flavonoidot (apigenin és luteloin (10, 11) izolaltunk a névénybél.

A junkuzol (3) és effuzol (5) mellett egy tovabbi ismert fenantrént, nevezetesen a 2,7-dihidroxi-

1,8-dimetil-5-vinil-9, 10 dihidrofenantrént (12) izoldltuk a J. tenuis metanolos kivonatabal.
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A junkuenin B félszintetikus szarmazékai
A J. inflexus gyokerébdl izoldlt junkuenin B-bdl 6t reakcid eredményeként — a reagensek,

reakciokozegek és a h6mérséklet valtoztatasaval — 11 félszintetikus szarmazékot (13-23) allitottunk

el6 (6. abra).

R=CHs ent-14a, ent-14b
R=C;Hs rac-17

R=CHs (R)-16a R=CHjs (S)-16b
R=C,Hs (R)-19a R=C;Hs (S)-19b
OH
CO g
0]
J
ent-18a, ent-18b rac-20 rac-21

11



(1R,S;5R,S)-22 rac-23

6. abra. A junkuenin B félszintetikus szarmazékai (13-23)

Valamennyi vegyilet kirdlis, legtobbjlik o- vagy p-kinol gy(r(it tartalmaz, és a molekuldk az
alkalmazott reakcid kozegtdl fiiggben metoxi-, etoxi-, illetve n-butoxi-csoporttal szubsztituadltak. A
farmakoldgiai vizsgalatok elsé6 1épéseként a racém vegyilileteket teszteltiik MTT mddszer segitségével.
Az eredmények alapjan a 13a-d, 16a-b és 19a-b vegylleteket kirdlis oszlopon enantiomertiszta

vegyliletekké valasztottuk el, a tovabbi vizsgalatok ezekkel az anyagokkal torténtek.

A junkuzol és effuzol félszintetikus szarmazékai

A J. tenuis metanolos kivonatabdl izolalt effuzolbdl (3) és junkuzolbdl (5) négy vegyliletet (24-27)
allitottunk eld, négy, kiilonb6z6 korilmények kozott végrehajtott reakciéfolyamat ereményeként (7.
abra). A 24 és 25 jelzésl komponensek junkuzol, mig a 26 és 27 jelzéslek effuzol analégok. A
vegylletek keverékekbdl torténd izolalasahoz és tisztitdsahoz MPLC és HPLC mddszereket

alkalmaztzunk.

ent-25a, ent-25b rac-26 ent-27a, ent-27b
7. abra. A junkuzol és az effuzol félszintetikus szarmazékai

Az elGdllitott vegyliletek racém keverékek, valamennyi anyag o- és p-kinol gy(r(ket tartalmaz és
metoxi-, illetve etoxicsoporttal szubsztitualt. A molekuldk legfontosabb szerkezeti sajatossaga az
oldalldncok jelenléte a C-5a szénatomon. Osszehasonlitva ezeket a szerkezeteket a természetben

el6forduld fenantrénekével specialis esetnek tekintheték, ugyanis sem a természetes fenantrének

12



kozott, sem pedig az el6z6ekben bemutatott junkuenin B szdrmazékok kdzott nem taldlhato ilyen
maodon szubsztitudlt vegyllet. Ez a szerkezet a farmakoldgiai hatasok tekintetében is érdekesnek

mutatkozott.

A J. compressus fenantrénjeinek antiproliferativ hatdsvizsgdlata
Az izolalt fenantrének antiproliferativ hatdsat MTT mddszerrel vizsgdltuk. A J. compressusbdl izolalt
fenantréneket harom tumoros sejtvonalon [Hela és SiHa (méhnyakrak), A2780 (petefészek

adenokarcinéma)] teszteltlk, pozitiv kontrollként ciszplatint alkalmaztunk (1. tablazat).

1. tablazat A J. compressusbdl izolalt fenantrének antiproliferativ hatdsa (ICso)

Gatlasi szazalék (%) + SEM

Koncentracio ) s
[szamolt ICs érték (uM)]

Vegyiilet

(kM) Hela SiHa A2780
1 10 41.7+11 _ 476+16
30 93.7+0.4 38.6+0.8 73.0+0.5
11.3 13.2
2 10 92.0+0.4 - -
30 92.4+0.2 32.8+0.9 64.9 +2.0
1.9
3 10 96.4 + 0.3 - -
30 97.8+0.3 - 50.5+ 1.6
3.7
4 10 - - 183+0.4
30 304+1.9 142+238 721+1.1
5 10 97.7+0.4 17.1+2.4 18.1+13
30 97.8+0.2 293+2.0 63.4+1.0
1.3
6 10 96.8+0.3 -
30 98.8+0.2 103+15 -
4.2
7 10 45.4+16 142+1.0 -
30 92.4+0.2 29.5+3.4 63.2+2.5
10.7
8 10 - - -
30 10.5+0.5 144+15 72.7+1.8
9 10 752425 - -
30 96.5+0.3 28.7+2.0 573+2.6
7.8
ciszplatin 10 42.6+2.3 88.6+0.5 83.6+1.2
30 99.9+03 90.2+7.8 95.0+0.3
12.4 7.8 1.3

Az izoldlt vegylletek antiproliferativ hatasvizsgalatanak eredmeényeib8l szerkezet-hatas
Osszefliggések levezetésére nyilt lehetGségiink. Mivel a 4-es vegyilet kisebb aktivitassal rendelkezik,
megallapithatd, hogy egy, a vinilcsoportnal nagyobb térkitoltési funkcids csoport csokkenti a

farmakoldgiai hatast. A szabad hidroxilcsoporttal rendelkez6 vegytletek (pl. a 3-as vegyiilet) esetében

13



magasabb aktivitast detektaltunk, mint a metil-éter (7) vagy az oximetilén (6) analdg esetén. A két
difenantrén (2 és 8) hatdsanak kiilonbsége a C-6-hoz kapcsolddé metilcsoport jelenlétével
magyarazhatd, amely a monofenantrének esetében is kedvez6en befolydsolja az antiproliferativ
hatast. Az 1, 4 és 8 jelzés( vegyilletek esetén jelentGs gatld hatast detektdltunk az A2780 sejtvonalon,
azonban egyik sem volt 6sszemérheté a pozitiv kontroll ciszplatin aktivitasaval. Megallapitottuk

tovabba, hogy egyik fenantrén sem mutatott szdmottevé gatlast (>40 %) SiHa sejtvonalon.

A junkuenin B félszintetikus szarmazékainak antiproliferativ hatasvizsgalata

Az elGallitott vegyliletek széleskord farmakoldgiai vizsgalatdnak els6 Iépéseként a racém vegylletek
antipfoliferativ hatdsat teszteltik human eredetl eml6 (MCF-7, T47D), méhnyak (Hela, SiHa, C33a) és
petefészek (A2780) tumoros sejtvonalakon, pozitiv kontrollként ciszplatint alkalmaztunk. A vegyuletek
tumorszelektivitasanak jellemzésére, a méréseket nem tumoros sejtvonalon (NIH/3T3) is elvégeztiik.
Szerkezet-hatas Osszefliggésként megdllapithatd, hogy a p-kinol gylrit nem tartalmazod vegyiletek
(15, 20, 21), valamint a két p-kinol gydrlivel rendelkez6 molekuldk (14, 17) nem mutattak
antiproliferativ hatast. Ezek a vegylletek C-4a helyzetben alkoxiszubsztitualtak. A kiinduldsi anyag
értékeivel 6sszehasonlitva a legnagyobb gatlast mutatd racém keverékeket (13a-d, 16a-b, 19a-b)
enantiomertiszta vegyliletekké valasztottuk el a tovabbi vizsgalatokhoz. A masodik |épésben ezeknek
az anyagoknak (13a, 13b, 13c, 13d, 16a, 16b, 19a és 19b) az antiproliferativ hatasat teszteltik az el6z6

sejtvonalakon (2. tablazat).

2. tablazat Az enantiomertiszta junkuenin B analégok antiproliferativ hatasa (1Cso)

Szamolt ICso értékek (UM + SEM)

Vegyilet k7 Ta7D Hela SiHa C33a A2780  NIH/3T3
(1R,8aR)-13a  >30 >30 >30 >30  14.840.7 13.3%15 >30
(1R,8aS)-13b  >30 >30 >30 >30  10.2+¢1.7  9.0+1.0 >30
(15,8aR)-13c  >30  12.5#09  >30  28.1+0.1 53+0.9  7.7¢0.6  21.6+0.4
(15,8a5)-13d  >30 >30 >30 530  13.0402 11.0+0.4 >30

(8aR)-16a  6.2+¢1.6  >30  0.9+0.4  >30 53+0.6  87+0.8  25.8+4.6

(8aS)-16b >30 >30 >30 >30 >30 >30 >30

(8aR)-19a  20.6#0.3 8.8+1.1 3.740.9  >30 49403  2.8403 >30

(8aS)-19b >30 >30 >30 >30 >30 >30 >30

ICso (UM, szbrds + SEM), MTT méddszer, 0.1-30 uM tesztanyag koncentracio, inkubacids id6 72 éra, két
parhuzamos mérés.

A vegyliletek koziil a 13c, 16a és 19a bizonyult a leghatdsosabbnak; Hela és T47D sejtvonalakon
a ciszplatinnal 6sszemérhet6 gatlast tapasztaltunk. Legigéretesebb vegyiilet a (8aR)-16a, amely a T47D
és SiHa sejtvonalak kivételével valamennyi sejtvonalon jelentds antiproliferativ hatdst mutatott,

azonban a nem tumoros NIH/3T3 sejtvonalon inaktiv volt.
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A 164, 16b, 193, 19b, és 23 vegyiiletek egy nem oxidalt A gy(ir(it tartalmaznak, C gy(ir(jiik pedig
p-kinoidalis, amelyhez egy alkil-étercsoport kapcsolddik. Ezen vegyiiletek esetén, a C-8a atomhoz
kapcsolédd szubsztituens lanchossza nem egyértelmi mdédon befolyasolja a vegyiletek antiproliferativ
hatasat: a T47D, C33A és A2780 sejtvonalakon a 19a vegyilet bizonyult leghatasosabbnak, amely egy
etoxicsoporttal szubsztitualt. A Hela sejtvonal esetében a kapcsolddd szubsztituens alkillanc hosszanak
novekedésével csdokkend aktivitast detektaltunk (ICso értékek 23 > 19a > 16a).

A 16a és 19a vegyililetek jelentds gatlast mutattak a Hela, C33A, MCF-7 és A2780 sejtvonalakon,
és ez a hatds 6sszemérhetének bizonyult a junkuenin B aktivitasaval. 16b és 19b sztereoizomereik
azonban nem gatoltak jelentésen a sejtproliferaciot, ebbdl arra kdvetkeztettiink, hogy a (8aR) a hatas
szempontjabdl kedvezd konfiguracid.

A 13a-d vegyiletek esetén elmondhatd, hogy az (1S,8aR)-konfiguracié (13c) bizonyult a
legelényosebbnek az antiproliferativ hatas szempontjabdl. Az (15,8aR)-13c, (R)-16a, és (R)-19a
vegyliletek ICso értékei alapjan megallapitottuk, hogy a (8aR) konfiguraco egy fontos szerkezeti
kritérium a magasabb tumorellenes aktivitas szempontjabdl. Mivel a 13a kevésbé bizonyult hatdsosnak
mint a 13c, igy az (1S5) konfigurdcié kedvez6bb a két aszimmetriacentrummal rendelkez6 vegyiletek

esetén.

A junkuzol és effuzol analégok antiproliferativ hatasanak vizsgalata

A J. tenuis-bdl izolalt fenantrének, valamint a vegylletek félszintetikus analégjainak antiproliferativ
hatasat human eredet(i emlé (MCF-7, KCR, T47D, és HTB-26), méhnyak (Hela), és petefészek (A2780
és A2780cis) tumoros sejtvonalakon teszteltiik (3. tablazat).

3. tablazat A J. tenuis vegyileteinek, valamint a junkuzol és effuzol félszintetikus szarmazékainak
antiproliferativ hatasa (1Cso)

Vegyiilet Szamolt IC5o értékek (UM + SEM)
A2780 A2780cis KCR MCF-7 Hela HTB-26 T47D MRC-5

12 23.8+¢1.3 37.1+2.8 35.8+1.7 37.1+1.1 0.5x0.0 41.7+3.5 25.0:0.4 40.9+2.0

5 33.1+#3.1 30.4+04 39.3t1.6 48.6x3.4 2.3+0.7 57.0+2.7 24.6+x1.9 60.11+5.1

3 22.3+2.7 16.9+4.7 24.2+2.1 12.9+0.2 24.7+0.3 22.8+0.2 14.2+1.1 18.9+4.0
rac-24  80.3+3.0 88.2+3.1 >100 52.1+4.8 >100 74.3%3.6  36.5%1 >100
ent-25a  66.0+4.4 62.9+1.7 >100 80.5+3.5 94.7+43.4 94.3+2.0 56.3+t34 >100

ent-25b  39.4+3.1 38.0+4.6 44.2+26 41.0+0.9 61.9+0.3 45.8+3.2 30.3¥2.5 57.7+0.3

rac-26 8.6£0.5 10.9+2.2 18.9+1.4 5.8+0.2 12.9+04 10.9+0.9 7.0+1.0 12.2+0.2

ent-27a  25.2+1.8 22.5+0.2 23.5+0.8 11.7+0.7 24.4+0.8 16.1+0.2 11.6x0.3 14.3+0.5

ent-27b  22.0£2.0 22.1+1.6 29.4+09 10.2+0.1 35.0+1.5 20.1+1.1 14.2+0.6 23.4+1.3

ciszplatin  3.620.3  7.3+0.2 6.7+0.4 1.4+1.1 2.3+0.1 20.1+0.2 5.9+0.1 0.6+0.1

ICso (UM, szbrds = SEM), MTT maddszer, 0.19-100 uM tesztanyag koncentracid, inkubacids id6 72 éra,
két parhuzamos mérés.

A vizsgalat eredményeként megallapitottuk, hogy a természetes eredetii fenantrének kozil a
2,7-dihidroxi-1,8-dimetil-5-vinil- 9,10-dihidrofenantrén (12) volt a leghatasosabb valamennyi vizsgalt

sejtvonalon, a Hela sejtek kivételével. A junkuzol (5) és effuzol (3) molekulak szerkezetében az egyediili
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kiilonbség egy metilcsoport kapcsolédasa C-6 helyzetben a junkuzol esetén. A junkuzol (5) és effuzol
(3) jelentds antiproliferativ hatast mutattak Hela sejtvonalon [ICso = 0.5 uM (5) és 2.3 uM (3)].

A szarmazékok koziil a 26 jelzésd vegyiilet bizonyult a legigéretesebbnek; jelentds tumorellenes
hatdst mutatott minden tesztelt sejtvonalon, kivéve a KCR-t, és ezek az értékek 6sszemérhetbk a
pozitiv kontrollként alkalmazott ciszplatinéval. Azonban a vegyiilet jelentésen (ICso = 12.2 uM) gétolta
a nem tumoros MCR-5 sejteket is. A 27a és 27b jelzésl vegyiletek gatlé hatdst mutattak MCF-7
sejteken (ICsp = 11.7 uM (27a) és 10.2 uM (27b). Ugyanezen a sejtvonalon a 2,7-dihidroxi-1,8-dimetil-
5-vinil-9,10-dihidrofenantrén (12) ICso értéke 12.9 uM volt. Egyetlen junkuzol analdg aktivitdsa sem
haladta meg a kiindulasi anyag antiproliferativ hatdsat. Bar a 24 és 25a jelzés( vegyiiletek inaktivnak
bizonyultak az egészséges (MRC-5) sejtekkel szemben a mért koncentraciékban, a tumoros
sejtvonalakkal szemben sem mutattak gdatldst. A junkuzol és effuzol szarmazékok értékeinek
Osszehasonlitasa alapjan elmondhatd, hogy a metilcsoport megléte a C-6 atomon csokkentette a

citotoxikus hatast.
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OsszEFOGLALAS

A PhD értekezés osszefoglalja két Juncus faj, a J. compressus és J. tenuis fitokémiai vizsgalataval,
valamint harom természetes eredet(i fenantrén, a junkuenin B, junkuzol és effuzol félszintetikus
szarmazékainak elSallitdsaval és vizsgdlatdval kapcsolatos eredményeinket. A vegylletek
szerkezetmeghatdrozdsa spektroszkdpiai vizsgalatok segitségével tortént, az anyagok antiproliferativ
hatdsanak vizsgalatat MTT mddszerrel végeztiik.

A szdraz novényi nyersanyagokbdl kombindlt kromatografidss mddszerek alkalmazasaval 12
vegylletet izolaltunk, koztik 10 fenantrént és 2 flavonoidot. Két komponens, a kompresszin A és B Uj
természetes vegylletek. Valamennyi vegylletet els6ként izoldltuk a novényekbdl. A kompresszin A
jelent6s gatlé hatast mutatott A2780 (ICso = 13.19 uM), a kompresszin B pedig Hela sejtvonalon (ICso
= 1.86 uM). Kisérleti eredményeink, valamint az irodalmi forrasok alapjan megallapithato, hogy a
dimerképz6dés fokozhatja a fenantrének antiproliferativ hatasat.

Junkuenin B-bdl, junkuzolbdl és effuzolbdl kiindulva 15, nagy szerkezeti sokszinlséggel
jellemezhet6 félszintetikus szarmazékot allitottunk elé. A leghatdsosabb junkuenin B szarmazékok
esetén az enantiomertiszta vegyliletek farmakoldgiai hatdsat is vizsgdltuk. A 13c, 16a és 19a jelzés(
vegylletek bizonyultak a legaktivabbaknak a tesztelt sejtvonalakon [ICso = 5.26 uM C33a sejtvonalon
(13c), 0.91 uM Hela sejtvonalon (16a) és 2.76 uM A2780 sejtvonalon (18a)]. A 16 és 19 jelzési
enantiomertiszta anyagok ICso értékei alapjan megallapithato, hogy ezen vegyiiletek esetén a (8aR) a
legel6nyosebb konfiguracid az antiproliferativ hatds szempontjabdl. Tovabbd ezek a vegyliletek nem
mutattak jelent6s hatdst az egészséges NIH/3T3 sejtvonalakon szemben a pozitiv kontrollként
alkalmazott ciszplatinnal.

A junkuzolbdl és effuzolbdl el6allitott félszintetikus analégok rendhagyd szerkezeti
tulajdonsagokkal rendelkeznek, mivel ezek a vegyiiletek a C-5a atomon szubsztitualtak. Az anyagok
farmakoldgiai vizsgalata alapjan elmondhatd, hogy az ebben a pozicidban kapcsolddd szubsztituensek
nem fokozzak a kinoidalis szerkezetli vegyiiletek antiproliferativ hatasat. Ezt tamasztja ala, hogy a
vegyliletek koziil csak a 26 jelzés(i esetén tapasztaltunk jelentds ICso értékeket a tesztelt sejtvonalakon.

Eredményeink rdmutatnak, hogy a Juncaceae novénycsaldd fajai igéretes forrasai értékes
bioldgiai aktivitassal rendelkez6 fenantréneknek. Tovdbba a Juncaceae fajokbdl izolalt mdasodlagos
anyagcseretermékek, kilonoésen a fenantrének, kiilonb6z6 gydgyszerkutatdsi programok igéretes
kiindulasi vegyliletei lehetnek. A fenantrének félszintetikus atalakitdsa a kémiai diverzitas novelésén

kiviil hatasosabb vegyiiletek elGallitasat is eredményezheti.
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