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BEVEZETES

Az ekdiszteroidok egy kiilonleges természetes szteroidcsoport, amelyet 1954-ben
fedeztek fel. Ezek a vegyliletek a gerinctelen allatokban (izeltlabuak, korallok, férgek)
talalhatéak meg, ahol a vedlés €s a fejlédés szabalyozéasban jatszanak szerepet, valamint a
ndvényekben, ahol feltehetdleg védelmi szerepet toltenek be. A természetes ekdiszteroidok
koziil a leggyakoribb a 20-hidroxiekdizon (20E, 39), amely gerincteleneknél és gerinceseknél
egyarant fehérjeszintézist indukal, anabolikus, tovabba vércukorszint- €s koleszterinszint-
csokkentd, immunmodulaléd, gyulladascsokkentd és antioxiddns hatasokkal is rendelkezik.
Sokoldalu  farmakolégiai  tulajdonsagaik  és  anabolikus  hatdsuk  miatt a
Doppingellenes Viladgszervezet felvette a 20E-t a monitorprogramjaba 2020-ban. Az
ekdiszteroidok a gyogyaszati mellett, a mezdgazdasagi és kozmetikai vonatkozast alkalmazott
kutatasok célpontjaiva is valtak nagyszam, értékes bioaktivitdsuknak kdszonhetden.

Az ekdiszteroidok szamos kisérletileg bizonyitottan pozitiv fizioldgiai hatdssal
rendelkeznek emldsokre nézve. Alacsony toxicitasu vegyiiletek, az egereknél a toxikus dozis
kortilbeliil 9 g/testtomeg-kg, mely jelentdsen vonzerdt jelent a 20E étrend-kiegészitokben
torténd alkalmazasahoz. Az ekdiszteroidok fokozzdk a fehérjeszintézist, stimuldljadk a m4j
mukodeését, és kemoterdpids gyogyszerekkel kombinalva jelentds daganatellenes hatést
fejtenek ki azéltal, hogy csokkentik a gyogyszerrezisztenciat mind az MDR, mind a
gyogyszerérzékeny daganatos sejtekben. Ezenkiviil, ezek a vegyliletek gatoljadk a
glilkoneogenezist, igy csokkenthetik a hiperglikémias hatdsokat. Az ekdiszteroidokra ismert,
hogy jotékony immunmoduldldo ¢és adaptogén hatast fejtenek ki, segitve a szerveink
alkalmazkodasat a kiilsé stresszorokhoz, valamint antioxidans tulajdonsagokkal is
rendelkeznek, melynek értelmében gatoljak a lipidek oxidacigjat. A kdzelmultban eldrelépés
tortént a hatdsmechanizmusuk vizsgéalatdban, mely a MAS-receptor és a membranhoz kotott
palmitoilalt Osztrogénreceptor kozotti interakciot feltételezi. Friss klinikai vizsgalatok
kimutattak, hogy COVID-19-betegeknél tobb mint 40%-kal csokkent a 1€gzési elégtelenség
eléfordulasa, illetve klinikailag relevans javulas tortént a szarkopénias betegek fizikai
teljesitményében is, 20E hatdanyagként torténd alkalmazasa esetén.

A kiterjedt vizsgalatok eredményeként jelenleg 590 természetes ekdiszteroid szerepel
az online ekdiszteroid adatbazisban, amely rendszeresen frissitésre keriil. Bar az ipar gyakran
a Cyanotis arachnoidea-ra koncentral annak magas ekdiszteroid-tartalma miatt, a
fitoekdiszteroidok szdmos kiilonboz0 nodvényfajban is megtaldlhatok (tobbek kozott

Microsorium membranifolium, Achyranthes bidentata és Chenopodium).
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Az ekdiszteroidok izolalasaval kapcsolatos szakirodalom az 1960-as évekre nyulik
vissza, ¢és ezeknek a vegyiileteknek a keverékeibdl kiilonbozd folyadék-folyadék
kromatografidss moddszerekkel, példaul csepp-ellendramu kromatografiaval (DCCC),
nagysebességli ellenarami  kromatografiaval (HSCCC) ¢és centrifugalis megoszlasos
kromatografiaval (CPC) lehet izolélni a tiszta komponenseket. Ezek koziil a technikak koziil a
CPC kiilonos figyelmet érdemel terhelhetéségének, méretndvelhetdségének, rugalmassaganak
¢s koltséghatékonysaganak koszonhetden. Jelen tézis a kaloniszteron izolalasara és ennek
méretndvelésére Osszpontosit, amely laboratoriumi méreti CPC-t (250 ml rotor térfogat) és
féliizemi méretli CPC-t (2100 ml rotor térfogat) foglal magéaban.

A kaloniszteron egy természetesen el6forduld fitoekdiszteroid, amely szokatlan kémiai
szerkezettel rendelkezik, tobbek kozott egy 14a-hidroxi-7-én-6-on kromoforral, egy ép szterol
oldallanccal és egy ritka o-kinol B-gylirivel. Szamos ndvénybdl izolaltak, tobbek kozott a
Cyanotis arachnoidea-bdl is. Bar a kaloniszteront farmakologiai szempontbol kevésbé
tanulmanyoztak ez idaig, igéretes jeldlt lehet kiilonbozo klinikai terapids alkalmazasokhoz.

Az ekdiszteroidok autoxidéacioja ligos kornyezetben széles korben tanulmanyozott,
mivel ez a folyamat gyakran valtozatos, ritka szerkezetli ekdiszteroid-szarmazékok
képzddésehez vezet, a reakciod koriilményeitdl és a feldolgozasi eljarasoktol fliggden. Tovabba,
az ekdiszteroidok hatasdnak és metabolizmusanak megvaltoztatasdhoz hatékony megoldas
lehet a polaritasuk modositasa is; alacsony polaritasti szarmazékok konnyen eldallithatok éter-
képzéssel, mig karbonil-vegyiiletek felhasznalasaval dioxolan-szarmazékok allithatok eld. Az
oxim szerkezeti funkci6 az iminek csoportjaba tartozik, és RR'C=N-OH képlettel irhato le.
Szintézisének lehetdségei széles korben tanulmédnyozottak, az aldoxim- és ketoxim-funkciok
legkonnyebben hidroxilamin-analogok aldehid és keton funkcids csoportokkal torténd
reagaltatasaval allithatok eld.

Az oxim szerkezeti funkcio eldallitasa egy igéretes kémiai atalakitas, mivel az oxim
molekularész jelentdsen megvaltoztathatja a farmakologiai tulajdonsagait egy vegyiiletnek,
hozzajarulva a gombaellenes, antioxidans, gyulladascsokkentd, antibakterialis vagy akar
rakellenes hatasokhoz is. Az ekdiszteroidok regioszelektiv oxim-szarmazékjai olyan modon
allithatoak eld, hogy a B-gyliriin 1év6 keto-csoport érintetlen marad, mig az oldallancon 1évd

keto-csoport részt vesz a reakcioban.



CELKITUZESEK

Cyanotis arachnoidea Kivonatok analitikai értékelése: olyan nagy felbontasu LC-
MS/MS technika kidolgozasa, amely akar 100 komponenst is képes azonositani, €s részletes
jellemzést ad mind a természetben eléforduld, mind az ipari feldolgozasu, ekdiszteroidokat
tartalmazod novényi kivonatokrél, valamint amellyel 6sszehasonlitd elemzés végezhetd el a
jelentds bioaktivitassal 6sszefiiggd mitermékek felkutatisara.

A Kaloniszteron eléallitasanak és izolalasanak méretnovelése: olyan moddszer
kidolgozésa, amely alkalmas nagy mennyiségii kaloniszteron eldallitasara, valamint a termék
izolalasahoz egy méretnovelhetd és gazdasagos CPC-tisztitasi modszer kidolgozasa.

Félszintetikus kaloniszteron-szarmazékok eldallitasa és vizsgalata: kaloniszteron
oldalldnc-hasitott oxim-éter szerkezetli szarmazékok eldallitasa és kromatografids tisztitasi
modszerek kidolgozésa, valamint kutatasi egylittmiikodés keretében a vegyiiletek vér-agy gat
protektiv farmakologiai potencialjanak vizsgéalata és a lehetséges szerkezet-aktivitas

Osszefliggések feltarasa.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Cyanotis arachnoidea kivonatok analitikai értékelése

Mintdk ¢és analitikai  mddszer: Az ekdiszteroid standardokat a Szegedi

Tudomanyegyetem Farmakogndziai Intézete biztositotta. Két Cyanotis arachnoidea kivonatot
— CAPRI (50% 20E, Xi’an Olin Biological Technology, metanollal perkolalt) és CAPR2
(10,85% 20E, Kingherbs Limited) — vett részt a vizsgalatban, valamint autentikusnak
tekinthetd metanolos gyokér- (CARO) és levélkivonatok (CALF), illetve a 20E autoxidalt
mint4ja (20EOX). Az RP-HPLC egy Agilent 1260 Infinity [I/6420 QQQ-ESI-MS késziiléken,
Kinetex F5 oszlopon és ammonium-formiat/hangyasav-acetonitril gradienssel, 40 °C-on lett
kivitelezve, pozitiv ESI-MS (m/z 200-800) DDA ¢s DIA modban, és UV (210, 248, 360 nm)

detektalassal.

A Kkaloniszteron eloallitasa és izolalasa

Kaloniszteron szintézis: A 20E autoxidaciojanak elvégzéséhez 3 g 20E-t oldottunk fel

metanol-viz elegyében, 6 6ran at natrium-hidroxiddal kezeltiik, egy éjszakan at sosavval
savanyitottuk, majd semlegesitettiik, 40 °C-on csOkkentett nyomason beparoltuk, és a kapott
kaloniszteron-t CPC segitségével tisztitottuk. A frakciokat TLC-vel és HPLC-vel vizsgaltuk,

majd a termék végso szaritasara kertilt sor.



Oldoészerrendszer  kivalasztasa, CPC  moédszerek: A folyadék-folyadék

kromatografidhoz megfelelé oldoszerrendszer kivalasztaséhoz meg kell hatdrozni a f6
ekdiszteroid komponens és a mintaban taldlhaté 6 szennyezddések megoszlasi hanyadosait
(Kp értékeit) a kétfazist oldoszerrendszerekben, amelyeket uigy kapunk meg, hogy a nyers
kivonatot eldre egyensulyba hozott kétfazisu olddszerrendszerrel keverjiik 6ssze, hagyjuk a
fazisokat szétvalni, a két kiilonboz6 fazisbol azonos térfogati mintat vesziink HPLC
vizsgalathoz, majd a HPLC mérésekkel meghatarozzuk az egyes elvalasztandé komponensek
csucsteriileteib6l a megoszlasi hanyadosukat. A CPC-elvalasztasokat laboratériumi és féliizemi
méretll kromatografokkal végeztiik. A kétfazisu oldoszerrendszereket valasztotdlesérben
készitettiik eld erdteljes razassal, majd hagytuk a fazisokat szétvalni. Ezek a szétvalasztott

fazisok lettek a késdbbiekben a kromatografias rendszer allo- és mozgo6fazisa.

Félszintetikus kaloniszteron-szarmazékok eloallitasa és vizsgalata

Kaloniszteron oxidativ oldalldnc-hasitisa és oxim-képzés (99a—99¢): Kaloniszteront

egy hipervalens jod vegyiilet (PIDA) segitségével metanolban oxidaltuk, majd az elegyet
semlegesitettiik és diklormetan-metanol eluens rendszerrel flash kromatografias tisztitast
végeztiink, hogy a kivant terméket (99a) megkapjuk. A tisztitott vegyliletet ezutan hidroxil-
amin vagy kiillonb6zé alkoxi-amin-hidroklorid szarmazékokkal etanolban refluxalt
korilmények kozott reagaltattuk, és a kapott ekdiszteroid-oxim termékeket (99b—99g)
extrakcioval majd preparativ RP-HPLC tisztitassal izolaltuk. A szerkezeteket HR-MS és NMR
mérésekkel hatdroztuk meg.

Biolégiai vizsgélatok: Emberi agyi mikrovaszkularis endotél sejtek (hCMEC/D3)

crer

sejtek életképessége valos idejii sejt-elektronikus érzékeld elemzéssel (RTCA) és impedancia
mérésekkel lett értékelve. A gat funkcid integritdisa TEER-mérésekkel és paracellularis
permeabilitasi vizsgéalatokkal lett értékelve fluoreszkald markerek segitségével, mig a teljes
ROS-termelés fluorometrias detektalassal keriilt mérésre. A statisztikai elemzés atlag = SD

értekekkel lett végezve, és a szignifikancia p<0,05-nél lett meghatérozva.

EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Cyanotis arachnoidea kivonatok analitikai értékelése

Ekdiszteroid tartalmu mintak elemzése: Jelen disszertacid keretében 6t ekdiszteroid-

tartalmi mintat elemeztiink. Két kereskedelmi forgalomban kaphaté Cyanotis arachnoidea
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kivonatot (CAPR1 és CAPR2), melyeket két fliggetlen kinai vallalattol vasaroltunk, mivel Kina
a C. arachnoidea kivonatok fé forgalmazoja, mert a ndvény Azsiaban éshonos. Az autentikus
C. arachnoidea ndvény Tajvanrol szarmazik, melynek a gyokereit és leveleit elkiilonitették, és
metanollal kivontak, ezeket CARO, illetve CALF mintanak hivjuk a késobbiekben. Az elézetes
kisérletek azt mutattdk, hogy a CAPR1 Iényegesen tobb komponenst tartalmazott, mint az
autentikus kivonatok, ami arra utalhat, hogy az ipari feldolgozds soran mitermékek
keletkezhettetek. A 20E bazis altal katalizalt autoxidacios termékkeverék (20EOX) szolgalt az
otodik analitként, ennek a hipotézisnek az értékeléséhez.

Forditott fazisi HPLC-MS segitségével vettiik fel az ekdiszteroid ujjlenyomatokat
Kinetex F5 oszlop alkalmazasdval. Ez az oszlop feliiletileg porézus pentafluorofenil-propil
allofazissal rendelkezik, amely hasonlé szelektivitast alternativat kindl a hagyomanyos C18
oszlopokhoz képest. Az elvalasztds paramétereinek kivalasztasa soran egyensulyba hoztuk a
tul hosszu futasi id6t, amely szélesebb csucsokat eredményezne, €s a tal rovid futési idot, amely

viszont koeluciot okozhatna a komponensek kozott (1. abra)
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Retenciods id6 (perc)
1. abra: CARO, CALF, CAPR1, CAPR2 és 20EOX mintak HPLC-s kromatogramja. Az UV-
detektalast 248+4 nm-en végeztiik. A kereskedelmi kivonatokban megtalalhatd, viszont a természetes

kivonatokban nem eléforduld csucsokat csillaggal (*) jeloltiik a CAPR1 és CAPR2 kromatogramjan.



Az azonositott ekdiszteroidok LC-MS adatai: Az analitikai értékelést nagyban

segitették a korabbi munkak soran izolalt vegyiiletek. Szamos ekdiszteroidot azonositottunk a
korabbi kutatasokbol szarmazo hiteles referenciaanyagok segitségével (2. tablazat és 3. abra).
A kivonatokban ezt a 25 anyagot hasznaltuk fel az azonositésra.

Az ekdiszteroidokat tartalmazd mintdk Osszehasonlitdsa: Az ujjlenyomatok alapjan

paronként 0sszehasonlitottuk a kivonatokat, €s pontosan megszamoltuk, hany k6zos csucsuk
volt a detektalasi hatdr szintjén. Ezutan szdzalékban fejeztiik ki, hogy az &sszehasonlitott
mintdk komponenseinek hany szézaléka talalhaté meg a masik mintdban, mikdzben a 100%
azt jelentette, hogy egy kivonat Osszes csucsa megtalalhatd a masik kivonatban. Az elemzés

eredményeit az 1. tablazat foglalja 6ssze.

1. tablazat: Az kivonatok ujjlenyomatainak 6sszehasonlitdsa. Metszéspont: a k6zos vegyiiletek

szédma.
Hasonlésag (%)
1. 2. Metszéspont
1 a 2-hoz 2 az 1-hez

CAPRI1 CAPR2 52 49 79
CAPRI1 CARO 41 39 80
CAPRI1 CALF 32 30 71
CAPRI1 20EOX 33 31 67
CAPR2 CARO 30 45 58
CAPR2 CALF 21 32 46
CAPR2 20EOX 15 23 31
CARO CALF 37 73 82
CARO 20EOX 2 4 4
CALF 20EOX 1

Célunk az volt, hogy 6sszehasonlitsuk a vadon gylijtott C. arachnoidea gyokér és levél
(CARO ¢és CALF) autentikus kivonatait az ipari feldolgozasu kivonatokkal. Klasszikus HPLC-
s elemzéssel mindkét autentikus kivonatban koriilbeliil 50—-60 komponens volt kimutathato. A
20E volt a f6 komponens mindkét kivonatban, amelyek jelentds mennyiségii ajugaszteron C-t
tartalmaztak még. Mindségi Osszetételiik nagyon hasonld, azonban a gyokérkivonat
ekdiszteroid-tartalma jelentdsen magasabb, mint a levélkivonaté. A CAPR1 és a 20EOX
Osszehasonlitasa utdn a 20E lugos autoxidacios termékeinek kozel 70%-a kimutathato volt a

CAPRI1-ben, ami arra utal, hogy az ipari feldolgozds soran oxidativ miitermékek
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keletkezhettek. A bazikus autoxidaci6 minden olyan ekdiszteroid esetében eléfordulhat,

amelynek B-gyliriijében 7-én-6-on molekularész taldlhato. Mivel a 20EOX komponensei

egyetlen vegyliletbdl (20E) szdrmaznak, ezért kevésbé komplex, mint amit a sokkomponensii

C. arachnoidea kivonat autoxidacioja alapjan varhatnank.

2. tablazat: A 25 referencia anyag segitségével azonositott ekdiszteroid HPLC-MS jellemzdi és azok

félkvantitativ jelenléte a mintakban. A feltételezett eredet szinkodjai: z6ld, természetes vegyiilet;

sarga, oxidalt miitermék; lila, természetes vegyiilet, amelynek mennyisége az oxidacié hatasara

valoszinlileg megvaltozott. A szinnel nem jelolt vegyiiletek természetes vagy mitermék jellegét a

rendelkezésre allo adatok alapjan nem lehetett meghatarozni. A bovitett tablazat a 2-es szamu

publikacio kiegészité adatai kozott talalhatd (S2 tablazat).

Retencids

No. Név [M+H]* Jelenlét
id6 (perc)
CAPR1 | CAPR2 | CARO | CALF | 20EOX
17 Oxikaloniszteron C 3.28 4933 i - = = ++
39 20-hidroxiekdizon 4.53 481.2 e I I e B I
70 Izovitexiron 6.93 479.1 i 3 ++ + =
71 Posztszteron 7.10 363.1 i 3 + = =
72 14-deoxi-20-hidroxiekdizon 7.15 465.3 +++ +++ - - -
73 14-deoxi-25-hidroxidakrihainanszteron 7.20 463.3 + + - - -
78 Sa-14-deoxi-20-hidroxiekdizon 7.82 465.2 + - - - -
79 Sa-stachyszteron B 7.91 463.3 + = + - -
80 14-epi-14-deoxi-20-hidroxiekdizon 8.05 463.2 ++ ++ - - -
88 20-hidroxiekdizon 3-acetat 8.53 523.3 A +++ + + -
90 Ajugaszteron C 8.95 481.3 A = +++ +++ =
91 14-epi-14,15-dihidrokaloniszteron 9.00 461.2 + - - - -
97 Oxikaloniszteron A 9.61 4912 i - - - +
98 14-epi-14-deoxi-20(S)-dihidroposztszteron 9.66 349.2 + - - - -
99 Kaloniszteron 9.72 4772 A 3 + + -
100 20-hidroxiekdizon 2-acetat 9.836 523.3 HEE +++ + + -
106 14B(H)17B(H)-14-deoxiposztszteron 11.73 347.2 + - - -
111 Sa-stachyszteron B 2-acetat 13.09 505.3 + + - - -
112 Dakrihainanszteron 13.46 463.3 S = + = ++
124 Oxikaloniszteron B 17.17 4752 + - - - -
131 Dakrihainanszteron 3-acetat 19.82 505.2 + - - - -
133 14-deoxidakrihainanszteron 21.21 4473 + - - - -
135 Sa-2-deoxiponaszteron A 21.46 4492 + + - - -
136 Dakrihainanszteron-2-acetat 21.61 505.3 + - - - -
140 22-oxodakrihainanszteron 22.60 461.2 + - = = +




A CAPR2 kivonat dsszetétele jobban hasonlitott az autentikus CARO mintahoz, mint a

CAPRI, azonban a CAPR2 is tartalmazott olyan vegyiileteket, amelyek miitermékképzddésre

utalnak. Ez a kivonat kiilondsen gazdag volt acetat szarmazékokban, ami ecetsav

felhasznalasara utalhat a feldolgozas soran (2. abra).
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2. abra: Az elemzett mintak LC-MS ujjlenyomatainak attekintése: CARO, CALF, 20EOX, CAPRI1 és
CAPR2; CARO+20EOX: CARO és 20EOX matematikai 6sszege. A pontok mérete az egyes csucsok

relativ csucsteriileti értékeit reprezentalja. A csikos jelzés a feltételezett mitermékeket jelolik.

A kisebb mennyiségben eléfordulé fitoekdiszteroidok farmakoldgiajarol meglehetdsen

keveset tudunk az emldsokben, annak ellenére, hogy a 20E-vel kapcsolatos egészségligyi



elonyok széles korben ismertek, és néhanyat koziiliikk klinikai vizsgalatok is egyértelmiien
megerdsitettek (pl. a COVID-19 vagy a szarkopénia ellen). Kordbbi kutatasainkban
kimutattuk, hogy a kevésbé polaros ekdiszteroidok, beleértve az acetonid szdrmazékokat, a
20E-vel ellentétes hatast gyakorolnak a raksejtek gyogyszerrezisztencidjara. Az
anyamolekuldhoz képest a 20E autoxidalt szdrmazékjai, mint példdul a 99-es vegyllet,
jelentésen nagyobb hatast gyakorolnak a protein kinaz B (Akt) aktivalasara. A 20E mas oxidalt
analogjai szintén erds hatast gyakoroltak a sejtek tulélését és elhaldsat szabalyozo két fontos
rendszerre, az AMPK-ra és az Akt-ra. Ezek a példdk azt mutatjak, hogy a ndvényi kivonat
ekdiszteroid-Osszetételének megvaltozasa jelentdsen megvaltoztathatja az altalanos

bioaktivitasi profilt is.

oH OH
%y f

39: R1=R?=H
88: R1=H, R2=Ac
100: Ri=Ac, R?=H

oH OH
%, F

112: Ri=R?=H, R*=OH
131: R'=Ac, R?=H, R*=OH
133: R1=R2=R?=H

136: R'=H, R?=Ac, R*=OH

3. abra: A referenciaként hasznalt ekdiszteroid vegyiiletek kémiai szerkezete.

A Kkaloniszteron eloallitasa és izolalasa

"o

A kaloniszteron szintetikus eldallitdsa: Kaloniszteron nagyléptékli félszintetikus

eldallitasanak tervezése a kutatocsoport kordbbi kutatisain alapult, amelyek sordn kapillaris



elektroforézissel lett nyomon kovetve a 20E autoxidacids Osszetételének valtozasa lugos
kornyezetben. A kulcsfontossagu koztitermék, a 14,15-dihidro-14a-hidroxi-kaloniszteron
(HC) baziskatalizalt 14-OH eliminécioval izokaloniszteront, vagy savkatalizalt reakcidval
kaloniszteront eredményez. A vizsgalat soran a prekurzor a maximalis mennyiségét (~80%)
5,5-6 ora utan érte el, lugos kornyezetben torténd kevertetés kdzben (4. abra).

Az eredmények azt mutatjak, hogy az autoxidacié utan erdsen savas kornyezet (pH=1)
szlikséges a megfeleld vizeliminacids folyamat végbemeneteléhez. Ezt a pH-értéket koriilbeliil
16 oran at kell fenntartani, a hosszabb expozicié azonban noveli a bomléastermékek
mennyiségét. A semlegesités soran iigyelni kell, hogy a pH ne haladja meg a 7-es értéket, mivel
a kaloniszteron enyhén lugos koriilmények kozott hajlamos dezmotrop 4atalakulasra, amely
rontja a kitermelést, igy a késobbi izolacios 1épések 6-os pH érték koriil optimalisak. A
modszert kdvetve 77% kaloniszteron-tartalmat sikeriilt elérni UV (248+4 nm) detektalassal

HPLC segitségével meghatarozva.
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4. abra: A 20E, a, HC, b és ¢ Gsszetételének valtozasa a 20E autoxidacio reakcid soran.

Oldoészerrendszer kivalasztasa: A sikeres CPC-elvélasztas alapelve az idedlis

komponens-6sszetételli oldoszerrendszer azonositésa. A kétfazist olddszerrendszerek altalanos
kovetelményei: optimdlis megoszlds a célkomponensek szdmara (Kp=0,5-2,0); magas
szelektivitas (o>1,5) a vegyiiletek kozott; rovid szétvalasi id6 (<30 masodperc), az olddszerek
alacsony koltsége, alacsony toxicitdsa és a minta magas oldhatdsdga. Az oldoszerrendszer
kivalasztasahoz megfelelé alapot biztositottak az irodalmi kutatas ¢és a korabbi

ekdiszteroidokkal kapcsolatos mérések eredményei. A Kp-mérések azt mutattak, hogy a
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keton/észter — alkohol — viz Osszetételii rendszerek esetében a legjobb az oldhatosag és
optimalis a megoszlas az ekdiszteroid komponensek szamara.

A modszer kidolgozasa sordn figyelembe vettiink ipari tényezdket, é&s
kornyezetbaratabb oldoszereket és fenntarthat6 alternativakat hasznaltunk (pl. limonén hexan
helyett), tovabba figyelembe vettiik az FDA ICH Q3C irdanymutatésit is. Az elvalasztasi idot
30 perc alatt tartottuk, beleértve kromatografias rendszer egyensulyba hozasanak szakaszat is.
Az aszcendens (felszallo) mddot részesitettiik elonyben, mivel ez megkonnyiti €s olcsobba
teszi a frakciok késobbi feldolgozasat. Arra torekedtiink, hogy a kaloniszteron Kp-értékét 1
kortlire allitsuk be, mivel ezen a ponton a legjobb az elvélasztas. Ezeket figyelembe véve a
kovetkezd oldoszer-rendszereket valasztottuk ki tovabbi vizsgalatra: labCPC Nol. MIBK —
aceton — H2O (3:4:3, v/v); labCPC No2. EtOAc — MeOH — H>O (4:2:4, v/v); labCPC No3.
EtOAc — MeOH — H>O (4:1,5:4, v/v); labCPC No4. MEK — EtOAc — H>O (5:1:4, vv);
labCPC No5. MIBK — MeOH — H>O (1:1:1, vv).

A kaloniszteron centrifugilis megoszldsos kromatografias izoldldsa: A szlrés soran

igéretesnek bizonyult olddszerrendszereket laboratoriumi méreti CPC-n teszteltiik, a
kovetkezd paraméterek alkalmazasaval: 2000 rpm forgési sebesség, 15 ml/perc dramlési
sebesseég és 20 ml frakcidogytijtés a felsd szerves fazisbol. Az aszcendens mod amellett, hogy a
megkonnyiti a frakciokban maradt szerves oldoszerek eltavolitasat, a reakcid soran a mintdba
keriilt nagy mennyiségli s6 hatékony eltdvolitasanak is kedvez, mivel ilyenkor a viztartalmu
fazis az allofazis, igy a sotartalom csak egy elhanyagolhatd hanyada eludlodik. Ezaltal a
kromatografids tisztitas egyben a visszamaradt sé eltavolitdsanak 1€pését is magaban foglalja.

A laboratoriumi mérésekhez 1 gramm mintat oldottunk fel 10 ml alsé fazisban. A magas
sotartalom miatt az also, vizes fazisban val6 oldas volt az egyetlen megvalosithato lehetdség.
A mérések alapjan elmondhato, hogy az EtOAc-t és MeOH-t tartalmazo olddszerrendszerek
(labCPC No2. ¢és No3.) szebb csucsalakokat eredményeztek, mint a MEK- és MIBK-
rendszerek (labCPC Nol., No4. és NoS.). Mindkét EtOAc/MeOH rendszer hasonlo
elvalasztasi és tisztasagi eredményeket mutatott. A magasabb MeOH-tartalmu rendszert
valasztottuk a méretnoveléshez, mivel rovidebb volt a futasi ido, illetve a metanol tartalom

magasabb oldhatdsagot biztositott (SA és 5B abra).
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5. abra A: A labCPC No2. kromatogramja. Az UV-detektalast 248+4 nm hulldmhosszon végeztiik.
B: AlabCPC No2. fraktogramja, amely a frakciok analitikai mérései alapjan késziilt.

Az EtOAc - MeOH - H>O (4:2:4, v/v) olddészerrendszer lett kivalasztva féliizemi
méretre torténd méretndvelésre. Ez 8 g-os mintamennyiséget jelentett futdsonként egy 2100
ml-es CPC rotoron. Az elvalasztas hossza 20 perc, amelynek csticsai a nagyobb terhelés miatt
azonban kiszélesedtek. Az elért 95%-os tisztasag, 85%-os kalkulalt hozam és 63,1%-0s izolalt

hozam azonban a méretnovelési lehetdségeket igazolja.

Kaloniszteron félszintetikus szarmazékjainak eloallitasa és vizsgalata

Az oldallanc oxidativ hasitdsa: A kaloniszteron oldallancanak regioszelektiv hasitasat a

C-17 pozicioban a 20,22-diol kozott PIDA-val végeztik (6. abra), amely kevesebb
mellékterméket képzddéssel jar, min a PIFA. A reakci6 TLC-vel torténd nyomon kdvetése
alapjan 1 ora alatt befejezettnek tekinthetd. A reakci6 befejezését kovetden az oldatot 10%-o0s
NaHCO; vizes oldatdval semlegesitettiik. Az oldoszert rotacios vakuum-beparloval
eltavolitottuk, majd a kapott terméket normal fazisi flash-kromatografiaval tisztitottuk (7.
abra), amely a magasabb kromatografias terhelhetdség és az olddszer konnyebb eltadvolitasa
miatt praktikusabbnak bizonyult, mint a forditott fazisi megkdzelités. 4,86 g kiindulasi
anyagbol 1,79 g terméket izolaltunk, amely 45,5% kitermelést jelent a 99a tekintetében.

Kisérlet a C-7-oxim funkcid eldallitisara a kaloniszteron B-gvurijén: Korabbi

vizsgélatok bebizonyitottak, hogy a posztszteron C-6-enon funkcidja viszonylag kevéssé
reaktiv az oxim-funkcié kialakitdsa tekintetében, mint a C-17-oxo csoportja. A
kaloniszteronnal végzett eldzetes kisérleteink soran pedig valtozatos koriilmények kozott, tobb

oldoészer hasznalataval sem sikeriilt az oxim-funkciot kialakitani a C-7 pozicidban, ezért
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feltételeztilk, hogy az oxidativ oldallanc-hasitds utan keletkez6 C-17-acetil-oxo csoport

regioszelektiv oxim-képzddésre ad lehetdséget.

)

o H

MeOH HO,
PIDA

HO O

OH OH
99 99a

6. abra: A kaloniszteron oldallanc eltavolitasi reakcidja.
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7. abra: A 99a vegyiilet normal fazisu Flash-kromatografias kromatogramja. Az UV-detektalast

248+4 nm hullamhosszon végeztiik (piros).

Oxim-szarmazékok regioszelektiv szintézise: A C-7 pozicidoban 1évé karbonil-csoport

inert maradt az oxim-képzd reakciokban, tovabba a kaloniszteron esetében az ekdiszteroidokra
jellemzd 14a-hidroxil-csoport hidnya elényds volt a reakcid tervezése soran, mivel ez a
hidroxil-csoport érzékeny mind a savas, mind a bazikus kornyezetre, ami a savas pH-n
végbemend reakcid esetén problémat jelenthetett volna (8. abra). A reakcidokovetés alapjan az
Osszes reakcid 40 percen beliil befejezettnek tekinthetd. A piridin helyett az etanolt valasztottuk
preferédlt olddszerként, mivel alacsonyabb forraspontja megkonnyitette a reakcid végén a
feldolgozast. Ezt rotacids vakuum-beparlas és folyadék-folyadék extrakcid kovette vizzel és

etil-acetattal, amely a termékek elvalasztasat szolgalta a keverékben talalhato soktol.
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8. abra. A 99b-99¢g vegyiiletek szintézise.

HPLC vizsgalatokat kovetden szemi-preparativ forditott fazisi HPLC-vel izolaltuk a
termékeket, igy elérve >97% tisztasagot 254+4 nm detektalasi hullamhosszon. Az enyhén
torzult csucsalakok oldhatosagi problémaknak tudhatdak be, amit a >99,9% spektralis tisztasag
megerositett. Az 0sszes, 120 mg 99a kiindulasi anyagbol eléallitott vegytilet termelési adatait

a 3. tablazat tartalmazza.

3. tablazat: A 99b—99g termelési adatai.

C20-NOR I1zolalt termék Tisztasag Izolalt termelés
99b (R=H) 49.4 mg 98.1% 39.5%
99¢ (R=Me) 33.1 mg 99.1% 25.5%
99d (R=Et) 50.6 mg 98.0% 37.7%
99¢ (R=All) 52.1 mg 98.8% 37.7%
99f (R=tBu) 27.8 mg 97.4% 19.4%
99g (R=Bn) 54.9 mg 97.1% 35.3%

Szerkezetmeghatarozas: A 99b—99¢g vegyiiletek szerkezetmeghatarozasa alatt HRMS

és NMR 'H és '3C méréseket értiink. A regioszelektivitast és az ujonnan kialakult funkcidkat
egy- és kétdimenzios NMR-modszerekkel hataroztuk meg, beleértve az 'H NMR, '*C DeptQ,
edHSQC, HMBC és szelektiv ROESY spektrumokat, valamint HRMS-t. Minden vegyiilet
NMR-spektruméban csak egy jel volt lathatd a megfeleld helyen, ami azt jelzi, hogy a reakciok
regioszelektiv oxim képzddéshez vezettek. A 8C-20 Ad 55 ppm diamagneses valtozasa
alatdmasztotta a C=0—C=NOR 4talakulast. A szelektiv. ROESY mérésekkel

megkiilonboztethetéek a (Z/FE) izomerek a CH3-21 jeleken, és a sztérikus valaszok

crcr

A termékek biologiai értékelése: A bioldgiai vizsgalatok soran a vegyiiletek hatasat a

hCMEC/D3 sejtek életképességére impedancia mérések révén végezték a 0,01-10 uM
koncentraciotartomanyban, ahol a 99g vegyiilet mutatta a legmagasabb ¢és legjelentdsebb
aktivitast. A vegylilet minden tesztelt koncentracidban pozitiv hatast gyakorolt a sejtek

integritasara (9. abra). A 350 uM terc-butil-hidroperoxid (tBHP) altal kivaltott oxidativ
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crer

hatékonyan védte a sejteket a karos hatasoktol, mig kisebb koncentraciokban (10 nM, 100 nM
¢s 1 uM) meglepé modon ndvelte a tBHP altal kivaltott toxicitast. A mérésekben szerepld
vegyiiletek félszintetikus oxim-éter szerkezeti ekdiszteroidok, amelyek a természetben vagy a
természetes anyagok metabolitjaiban nem fordulnak el6, ezért ezek az eredmények nem

utalnak kozvetleniil a fitoekdiszteroidok fogyasztasaval kapcsolatos kockazatra.
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cre

mikrovaszkularis endotelidlis sejtekre (h\CMEC/D3) impedancia-alapu vizsgalattal. A: A 99g hatasa a

sejtek életképességére tBHP (350 uM) egyiittes kezelés utan. B: A 99¢g hatasa a sejtek életképességére

4 6raval tBHP (350 uM) egyiittes kezelés utan. C: A 99¢g hatasa a sejtek életképességére 24 oras tBHP
(350 uM) egyiittes kezelés utan. Az adatok atlag + szdéras (SD) formaban vannak feltiintetve, és
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legalabb két fliggetlen kisérletbdl (n = 2—3) szarmaznak, 3—9 technikai ismétléssel. Az adatok
elemzését egyszempontos varianciaanalizissel (ANOVA) késziiltek, amelyet Dunnett tobbszoros
Osszehasonlito teszt kdvetett. Az eredmények statisztikailag szignifikansak voltak *p < 0,05, ****p <
0,0001 értékekkel a kontrollcsoporthoz képest, és ####p < 0,0001 értékekkel a tBHP-csoporthoz
képest.

cyey

mutatott a tBHP altal kivaltott ROS karosodas ellen azaltal, hogy fenntartotta a
transzendotelialis elektromos ellenallast (TEER), csokkentette a paracellularis permeabilitast

mind a 4 kDa FITC-dextran (FD4), mind az Evans blue-val jel6lt albumin (EBA) esetében, és

crer
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10. Abra A 99g vegyiilet (10 uM) hatdsa az emberi agy mikrovaszkularis endoteliélis sejtjeinek
(hCMEC/D3) barrier integritasara A: Transendotelialis elektromos ellenallas (TEER) mérése. B:
Atereszt6képesség mérése, FITC-dextran 4 kDa (FD4). C: Ateresztéképesség mérése, Evans blue-val
jelolt albumin (EBA, 67 kDa). D: Immuncitokémia f-katenin és zonula occludens-1 (ZO-1)

kapcsolodasi molekulédkra.
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OSSZEFOGLALAS

Ezen tézis keretin beliil az ipari Cyanotis arachnoidea kivonatok széleskorii analitikai
vizsgalataval, szamos oxidalt ekdiszteroid szerkezetli miitermék jelenlétét tartuk fel. Ez
alapvetden mind veszélyt, mind pedig lehetdséget is jelenthet ilyen tipusu ekdiszteroid
kivonatok jovoébeni felhasznalésa soran. Egyrészt az intenziven ndvekvo étrend-kiegészitd piac
¢€s andvényi kivonatok egyre szélesebb kort forgalmazasa egyértelmiien aggodalomra ad okot,
mivel korlatozott a tudasunk ezeknek az 1j, kémiailag sokféle, mitermékeknek a toxikologiai
jellemzdirdl. Masrészt ezek koziil az Gjonnan feltart miitermékek koziil néhany maga is
potencialis bioaktiv 4gensként szolgalhat, és gyogyszerkutatasi értékkel birhat, mely megfeleld
ipari korilmények kozott kiaknazhato lehet. Eredményeink ravilagitanak arra, hogy tovabbi
tanulmanyokra van sziikség a 20E-nél kisebb mennyiségben eléforduld ekdiszteroidok
biztonsagossagardl ¢€s farmakologidjardl, amelyeket kivonatok formdjdban vilagszerte
fogyasztanak az emberek, tobbek kozott, de nem kizardlagosan a testépitok és a sportolok.

Az ekdiszteroidokrdl sz6lo altalanosan boviild tudoméanyos ismereteink alapjan
egyértelmill azonban, hogy a szerkezeti sokféleségiikkel dsszetett bioldgiai profil is tdrsul. Ezen
ismeretek bdvitéséhez relevans in vivo és esetlegesen klinikai vizsgalatokra lenne sziikség,
megfeleld6 mennyiségli tiszta vegyliletre lenne igény, igy relevans torekvés az egyszert,
gazdasagos ¢és méretnovelhetd félszintetikus ¢€s/vagy izolacids stratégidk kidolgozéasa a
szarmazékok eldallitasara. Korabban mar tobb igéretes bioaktivitas is feltarasra keriilt a
kaloniszteron esetében. Ezen értekezés keretében sikeresen kifejlesztettiink egy félszintetikus
eldallitasi modszert, amely 20E-t haszndl kiindulasi anyagként, ami egy olcso kereskedelmi
forgalombol is nagy mennyiségben beszerezhetd ekdiszteroid. A kaloniszteron 20E-bdl torténd
eléallitasa utdn sikeresen kifejlesztettiink egy méretndvelhetd centrifugéalis megoszlasos
kromatografias tisztitadsi modszert, amely teljes mértékben alkalmazkodik a nyers reakcioelegy
szerves €s szervetlen szennyezOdésprofiljdhoz. A modszer konnyen atiiltethetd lehet ipari
méretekre is, reményeink szerint megkonnyitve ezzel a vegyiilettel kapcsolatos késdbbi
vizsgalatok mennyiségi igényeinek kielégitését.

A 20E neuroprotektiv hatdsdnak megerdsitését kovetden, e disszertacio célja tobbek
kozott az is volt, hogy 1j, potencidlisan vér-agy-gat védd hatassal rendelkezd ekdiszteroid-
szarmazékokat allitsunk eld. Eldzetes eredményeink alapjan a kaloniszteron oldalldncanak
regioszelektiv modositasat tliztiik ki célul, hogy szerkezetileg eltéré oxim- és oxim-éter-
szarmazékokat allitsunk eld. A reakciokoriilmények optimalizalasa utan az oldallanc oxidativ

hasitasa a C-17 pozicidban tortént, amelyet regioszelektiv oxim-éter képzddés kovetett. A
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disszertacid keretében sikeresen eldallitottunk 7 1j szterol oldallancot nem tartalmazo

ekdiszteroid-szarmazékot, és teszteltik azok vér-agy-gat védd potencialjat. Mig magas

koncentracioban a 99g neurovaszkularis védéanyagként hatott, alacsony koncentracioban

fokozta a stressz okozta sejtkarosodast. Ez arra utal, hogy bizonyos ekdiszteroid-szarmazékok

varatlan és nem kivant karos (mellék)hatasokkal jarhatnak. Eredményeink ravilagitanak a

félszintetikus ekdiszteroid-szarmazékok tovabbi részletes vizsgalatanak fontossagara,

példaként emelve ki ezt a vératlan bioaktivitasi profilvaltozast.
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