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Bevezetés

Az ekdiszteroidok a szteran vazas vegyuletek epplikgzetes csoportjat alkotjak. A
szterdn vazon a C-17-es helyzetben altalabgiC,6 alkil oldallancot viselnek (&-Cxg
ekdiszteroidok). A B gyriiben jellemd a 7-én-6-on kromofér csoport jelenléte, mely
tautomerizacio soran képes az 5,7-dién szerkeaktikiasara. Mivel az oldallanc egyes C-C
kotései szabad rotaciora képesek, igy elmondhatgy haz ekdiszteroidok a flexibilis
konformacioju szteroidok kozé tartoznak. 6terdulhat azonban, hogy az oldallanc
lehasadasavalqg C,; és Gs-es vazu ekdiszteroidok jonnek létre. Az ekdiszthrb altalaban
tobbszorésen hidroxilezett vegyulletek. Jellegzatéédroxileddés a B- és 14 helyzetben,
ugyanakkor szamos tovabbi hidroxil csoport éputh€-1, 2, 5, 11, 20, 22, 25, 26 vagy 27
atomokra. Az A/B giirti rendszerintisz mig a C/D gyirti transzilleszkedése jellemzi ezeket
a vegyuleteket. A leggyakrabbanéfelrdulo fitoekdiszteroid, a 20-hidroxiekdizon (20E)
képlete azl. abran lathato.

1. &bra A 20E szerkezete.

Az ekdiszteroidok a rovarokban fé&jlésszabalyozd hormon szerepet tdltenek be,
felelosek tobbek kozott az embriogenezisért, a vedlédgefolyasoljak a pete- és
spermiumeérést. Az ekdiszteroidok novényekben vadffedezése utan megindult az
ekdiszteroidokban gazdag fajok szisztematikus riadfgezése. Kiderllt, hogy a ndvények
gyakran 2-5 nagysagrenddel nagyobb mennyiségbeteszaljak ezeket a vegytleteket, mint
a rovarok. Nem ritka a névények szaraz tomegehszonyitott 0,1 %-0s 20E koncentracio,
ugyanakkor bizonyos ndvényekben 20E 1-3%-bansi®elulhat. A ndvényekdl nyert, tdbb
mint 300 kilonboé ekdiszteroiddal megindulhatott ezeknek a vegyltetk a farmakoldgiai
vizsgalata. A vizsgéalatok bizonyitottak, hogy azdiskteroidok szamos élettani hatast

valtanak ki az endks szervezetben, ugyanakkor toxicitasuk rendkivéitsany. A leginkabb



vizsgalt hatasuk a fehérjeszintézist fokozo, arikbslhatas, mely nem az &imlandrogén,
Osztrogén, vagy glukokortikoid receptorokon kerélszanodulalodik. Az ekdiszteroidok
hatdsmechanizmusa jelenleg még nagymértékben kigiezetlen, feltételezltetazonban,
hogy az emisOkre kifejtett hatasukban a D vitamin &ltal isiadt, nem genomikus,

jelatviteli utak jatszanak szerepet.

Celkitiizés

Jelenleg is nbvekszik az igény az ekdiszteroidtsserban a 20E, gazdasagos, nagy
mennyiségben tortéreléallitasara, melynek jelenleg a névényékialo izolalds az egyetlen
elérheé madja. A Silene fajok ekdiszteroid profiljanak feltérképezése régiltra tekint
vissza a Szegedi Tudomanyegyetem Farmakognoziézdtgben, melynek egyild fcélja
olyan alkalmas névényfaj felkutatasa, mely magatiszkeroid tartalmu és Magyarorszagon
honos, vagy termesztésbe vonhat6. Akisérletek eredményei és irodalmi adatok alapjan a
S. viridiflora L. (magyar nevén zoéldviragtu habsz@gékdiszteroid tartalma 1% kortlinek
mutatkozott, valamint a rétegkromatografias (TL@pygalatok alapjan a névény ekdiszteroid
spektruma is érdekesnek bizonyult. Irodalmi forkasperint &S. viridiflora herb4jabdl kivont
telies ekdiszteroid koktélt, mint adaptogeént, jali@k intenziv sportolas, faradtsag, fizikai
kimerlltség és sulyos betegség utani felépilésémsefz is kodztudott, hogy az
ekdiszteroidokat széles kdrben ajanljak és alkatdaanabolikumként, annak ellenére, hogy
az izmokra kifejtett hatasuk nem tisztazott. Minglealapjan céluliztiik ki az alabbiakat:

« A S. viridiflora ekdiszteroid profiljanak feltérképezése, mely az
ekdiszteroidjainak izolalasat, illetve az esetleggstermészetes vegyiletek
szerkezetének meghatarozasat foglalja magaba.

* Az eddig alkalmazott izolalasi eljaras egysaftesével egy viszonylag Uj,
gazdasagos és gyors modszer kidolgozasa a 20Bmegyyiséd kinyerésére.

* Eldzetes kisérletekben néhany ekdiszteroid acetoidtiltunk a novénydl.*
Mivel nem zarhato ki a fiiermék képédés az izolalasi eljaras soran, célunk volt
az ekdiszteroid acetonid szarmazékok eredetiségénsialata.

* A 20Ein vivo, patkdny az izomrostok meéretére és eloszlaséegiekif hatasnak

vizsgalata a kévetkézazommodellekben:

! Poszterdladas a 53th GA Kongresszuson, 2005. augusztus Hir2size, Olaszorszag: Téth N., Hunyadi A.,
Méathé 1., Bathori M.; New 26-hydroxilated Ecdystei®fromSilene viridiflora



o A 20E hatasanak vizsgélata fiziologias kortlmeényeizott normal
vazizomban (soleus és EDL izmok).

o A 20E véazizmok regeneralédasara kifejtett hatasanasgalata
(notexin injekcioval elroncsolt soleus izom).

o Glukokortikoiddal indukalt izomatrofia esetén (rekzom) annak a
vizsgélata, hogy képes-e a 20E meggatolni az izetwkoatrofigjat, ha
egyutt adagoljuk metilprednizolonnal.

Anyagok és médszerek

Novényi nyersanyag
A Caryophyllaceae csaladba tarto& viridiflora fold feletti része a Vacratoti
Arborétumbdl szarmazik, termesztett allomanybolbégyijtés 2002 janiusaban tortént. A

mintapéldany SV-020612 szdmon a Farmakognéziazdtibén megtalalhato.

Reagensek és tesztanyagok

Az analitikai tisztasagu olddszereket a Reanal dépest, Magyarorszag), a
nagyhatékonysagu folyadékkromatogréafias (HPLC)tds#glakat a Merck (Darmstadt,
Németorszag) szallitotta. A referencia ekdiszteoikiorabbi izolalasi munkabdél szarmaznak.
Szerkezetiket és tisztasagukat HPLC és magneseezauagncia spektroszkopia (NMR)

vizsgalatokkal igazoltuk.

Az izolalas soran alkalmazott médszerek

Az ekdiszteroidok kivonasara metanolt alkalmaztunk metanolos kivonat
elétisztitasat n-hexanos kirdzassal és frakcionalt acetonos kissapavégeztik. Az
ekdiszteroidok izolalasat azdéébztitott kivonatbdl kromatografias modszerek; mar és
forditott fazisu oszlopkromatografia (NP-, RP-C@)técios rétegkromatogréafia és HPLC

optimalizalt kombinalasaval hajtottuk végre. Azahsztas kovetésére TLC-t hasznaltunk.

Szerkezetmeghatarozas
Az ismert vegylletek azonositasa fizikai és smelzikopiai tulajdonsagaik irodalmi
adatokkal valdé kozvetlen 6sszehasonlitdsan alapulieferencia ekdiszteroidokkal tori&n

0sszehasonlitasukhoz normal eés forditott fazislegktbmatografiat, illetve HPLC-t



hasznaltunk fel. Az izolalt ekdiszteroidok szerkéreUV spektroszkopia, NMR és

tomegspektrometria (MS) vizsgalatokkal allapitotinég.

Az ekdiszteroid acetonidok eredetisegének vizsgalat

A mitermék képédés kizarasanak céljabdl az izolalasi eljaras kkriti lépésének
modellezésével vizsgaltuk az ekdiszteroid acetdnickbetkezésének lehietégét. A 2-dezoxi-
20-hidroxiekdizon 20,22-acetonid jelenlétének vidatp kilonbo& idépontokban gijtott S.
viridiflora herbaban, NP-, RP-HPLC és folyadékkromatografiakalpcsolt tandem
tomegspektrometrias (LC-MS/MS) mérésekkel tortént.

Allatkisérlet soran alkalmazott kezelések

Az allatokat az allatkisérletekre vonatkozé maggar flamand élirasok szerint
tartottuk és kezeltik. 38 feitt, him Wistar patkanyt (304+19 g a normal és regéiddo
izommodell esetén, és 454+37 g az izomatrofias thedetén), 8 kilonbdg egyenként 4-6
allatot tartalmazé csoportba soroltuk. Az allatdk abran lathato kezelésekben részesiiltek.

Him Wistar patkanyok

(285-475 g)
Normal izommodell Regeneralodé izommodell Izomatréfias modell
[ ne | [ waoe | [ rRe | [roen | [roe2| [ mc | [ we | [ wmoe |
NC: fiziologias séoldat RC: notexin + fizioldgias sooldat MC: fiziologias séoldat
N20E: 5 mg / ttkg 20E R20E1: notexin + 0,5 mg/ttkg 20E MP: 10 mg/ttkg metilprednizolon
R20E2: notexin + 5 mg/ttkg 20E M20E: 10 mg/ttkg metilprednizolon + 10 mg/ttkg 20E

2. dbraKezelési protokollok a 20E izomrostokra kifejtetttasanak vizsgalataban.

Izmok feldolgozasa, metszetek festése hematoxibinirenel és immunhisztokémiai
modszerrel

A kivett normal, regeneralédd és atrofias izmokaelyékony nitrogénnel dtott
izopentanban fagyasztottuk és a feldolgozasig @& tartottuk. Fagyasztva Lom-es
izommetszeteket készitettiink, melyeket -20 °C-ooltténk majd hematoxilin-eozinnel, vagy



immunhisztokémiai modszerrel festettink. BA-D5 fede50), SC-71 (egér, 1:20), BF-F3
(egér, 1:10) etxlleges antitesteket hasznaltunk a MyHC1, 2a éxgtggéhez. A MyHC2x
festéséhez az@&o6 harom antitestet kombinélva alkalmaztuk és a restidé rostokat vettiik

figyelembe.

Rostméret és mionuklearis domén

Izmonként legalabb 150 izomrost méretét mértikn@lys DP-soft, 3.2 programmal
(Olympus, Hamburg, Neémetorszag). A sejtmagok szarfiégalabb 100 rost/izom)
hematoxilin-eozinnal festett mintankon szamoltuk fénymikroszkép 40x-es objektive
segitségével BC, N20E, RC, R20E1 ésR20E2 csoportokban.

Statisztika

A sejtmagok szamat, valamint az izomrostok és anoklearis domén meéretét
izmonként pératlan t-probaval, vagy Newman-Keuls Banferroni teszttel kombinalt
ANOVA maddszerrel hasonlitottuk 6ssze. A statisztiaalizisekhez a GraphPad Prism 4.00
programot hasznaltuk. A kilonbségeket0.05 esetén tekintettik szignifikansnak. Az

adatokat atlag + SE formaban fejeztik ki.

Az értekezés 6bb eredményei és értékelésik

Izolalas és szerkezetmeghatarozas

Kromatografias modszerek kombindlasaval 20 ekelisidot izolaltunk és
karakterizaltunk &S. viridiflora fold feletti részétl. 9 Uj vegyilet, mig 12 ekdiszteroidot
elsskéent mutattunk ki ebld a novényfajbdl. A 20E-t két I1épésben nyertik khévenyi
kivonatbdl ésin vivo allatkisérletekben hasznéltuk fel. Az izolalt ekateroidok szerkezetét

az 1. tAblazattinteti fel.



1 tablazat. Az izolalt ekdiszteroidok szerkezete. Az Uj vegyéket dlt beti és csillag jeldli.

No. Név R R, R3 R4 Rsg Rs R, Rsg Rq
1 20-hidroxiekdizon H OH OH BH OH OH H OH H
2 polipodin B H OH OH BOH OH OH H OH H
2-dezoxi-20-hidroxiekdizon 3- O-p-D-
3 p-D-glukopiranozid H H glu BH OH ~ OH H OH
4 2—_<_jezo_X|poI|pod|n B 3p-D- H O-p-D- BOH OH OH H OH H
= glukopiranozid glu
5 2-_(_jezo_X|poI|pod|n B 22-D- H H OH BOH OH O-p-D- H OH H
= glukopiranozid* glu
6 2-_(_jezo_X|poI|pod|n B 2%-D- H H OH BOH OH OH H O-B-D- H
= glukopiranozid * glu
2-dezoxi-20,26-
I dihidroxiekdizon H H OH pH OH OH H OH OH
8 integriszteron A OH OH OH BH OH OH H OH H
9 26-hidroxipolipodin B H OH OH BOH OH OH H OH OH
10  20,26-dihidroxiekdizon H OH OH gH OH OH H OH OH
11  2-dezoxi-20-hidroxiekdizon H H OH BH OH OH H OH H
12  2-dezoxi-integriszteron A OH H OH BH OH OH H OH H
integriszteron A 20,22- %Q
13 acetonid* OH OH OH gH 0 -2 H OH H
20 '
14 é-*dEZOXI-ZG-hIdrOXIp0|Ip0dIn H H OH BOH OH H OH OH
15 26-h|dr_OX|p0I|pod|n B 20,22- H OH OH BOH \ H OH OH
== acetonid*
2-dezoxi-26-hidroxipolipodirB
16 20,22-acetonid* H H OH BOH H OH  OH
17 20,26—Q|E|drOX|ekd|zon 20,22- H OH OH BH %O H OH OH
== acetonid
5a,2-dezoxi-20-hidroxiekdizon
18 20,22-acetonid* H H OH oH 0O -2 H OH H
2-dezoxi-20-hidroxiekdizon
20 .-
19 20,22-acetonid H H OH BH ' H OH H
O2:
20 maklszte_ron C 2,320,22- H | BH CHyCH;, OH H
diacetonid* ;
0




Az izolalt vegyluletek k6zott szamos,Silenegenusra jellemtz 2-dezoxiekdiszteroid
taldlhatd, mint példaul 2-dezoxi-20-hidroxiekdizor8-5-D-glikopiranozid 38), 2-
dezoxipolipodin B 35-D- gltkopiranozid 4), 2-dezoxipolipodin B 22-D-glikopiranozid
(5), 2-dezoxipolipodin B 2%-D-glukopiranozid §), 2-dezoxi-20,26-dihidroxiekdizorv), 2-
dezoxi-20-hidroxiekdizonl(l), 2-dezoxi-integriszteron ALP), 2-dezoxi-26-hidroxipolipodin
B 20,22-acetonid 1(6), 5«,2-dezoxi-20-hidroxiekdizon 20,22-acetoniti8f és 2-dezoxi-20-
hidroxiekdizon 20,22-acetonidlg). Jelenbs szamban izolaltunk 26-os helyzetben hidroxil
csoportot tartalmazé vegyuleteket, mint példaul-@e2oxi-20,26-dihidroxiekdizon7}, 26-
hidroxipolipodin B 9), 20,26-dihidroxiekdizon 1), 2-dezoxi-26-hidroxipolipodin B 14),
26-hidroxipolipodin B 20,22-acetonidl¥), 2-dezoxi-26-hidroxipolipodin B20,22-acetonid
(16) és a 20,26-dihidroxiekdizon 20,22-acetonid?)( 26-hidroxi ekdiszteroidok gyakori
vegyuletei aSilenefajoknak, aS. viridiflora-bol is mar kimutatasra kerultek 2- és 22-dezoxi,
valamint acetat szarmazékok formajaban. l1zolaltsn&mos ekdiszteroid szarmazékot ugy,
mint glikozidokat B-6) és acetonidokatlB és 1520). Az acetonid csoport jelenléte
kromatografias szempontb6léalyt jelent, mivel csokkenti a vegylletek polaritagazel

megkonnyitve az izolalasi munkat.

Az ekdiszteroid acetonidok eredetiségének vizsgalat

Indirekt modellezéssel és egy ekdiszteroid acdtani2-dezoxi-20-hidroxiekdizon
20,22-acetonid 19) direkt kimutatasaval &. viridiflora herba eitisztitott kivonataban
igazoltuk, hogy az ekdiszteroid acetonidoksfetdulhatnak a novényben. A ndvény
herbajanak étisztitott metanolos kivonatat NP- és RP-HPLC-viebgalva megéallapitottuk,
hogy al9 szamu vegyilet nagy valés#eggel jelen van a kivonatban. Védszonyitékként
négy, kialdonb6é idépontban begyjtdtt néveny metanolos kivonatabanl8 jelenlétét LC-
MS/MS vizsgéalatokkal tamasztottuk ala.1® f6 fragmens ionjait mind a négy kivonatban
megtalaltuk, mely arra enged kdvetkeztetni, ho@y wdiridiflora szaritott herb4ja eredetileg is
tartalmazta ezt a vegyuletet, ted&nem egy, az izolalas sordn kégitt mitermék. Ezért
valbszirisithet, hogy a novénydl izolalt tobbi ekdiszteroid acetonid.d, 1518 és20) is

természetes vegylilet.



20E in vivo hatasa patkany vazizomban
Megallapitottuk, hogy a 20E befolyasolja az izostos méretét mind normal (m.
soleus, m. EDL), mind pedig regeneral6d6 izombans@teus) mar 7 napos kezelés esetén is.
A 20E novelte az izomrostok terlletét a regeneéi@l€oleus izomban, azaz pozitivan
befolydsolva a regeneraldédas Utemét. A hatas neerké@konbosd volt a két alkalmazott

koncentraciéban (5 mg/kg, 0,5 mg/kg), ami a 20Esiidgg hatasat sugallja. abra.

250- 5mg/ kg 20E 250 0,5 mg / ttkg 20E

2004 Hl RC Hl RC
[ R20E1 [ R20E2

Rostszam
Rostszam

50 |:| 504
0- 0

—

- - Y | - -
o o o o o o o o o o
o o [Te} o e} =] o} n o n el o 0 o
— — N N ™ ) < < — — N N ™ ™ <
Rostméret ( pm?) Rostméret ( pm?)

3. abra Rostméret eloszlas a regeneral6do m. soleus izoSivagyttkg A) €s 0,5 mg/ttkgk) 20E 7 napos
adagolasa utan. Atlagos rostméret az RC csopofitbad+28.34um?. Atlagos rostméreR20E1 ésR20E2
csoportokban rendre, 2077+24.p87 és 1857+21.4Qm’. A nagyobb rostok szama koncentraciéfiieyy
nétt a regeneralddo izmokban.
Megaéllapitottuk, hogy a 20E kulonk®maodon befolyasolja az izomrostok méretét a
soleus és az EDL izmokban, tehét a 20E izomrostgykaiorolt hatasa fligg az izom tipusatol

(4. &bra).

m. soleus

7500 B 4000+ m. EDL .

mm NC bal =1 NC jobb B NC bal =

I N20E bal N20E jobb 1 N20E bal
&E“ *k NEBOOO— E= NC jobb e
3 5000 N20E jobb
: ***
é 92000—
g 25004 g ::: *kk
o 1000—I H H

0_
MyHC1 MyHC2a MyHC1 MyHC2a  MyHC2x  MyHC2b

4. dbra A kulénbdz MyHC-t expresszal6 izomrostok méreteN20E csoportba tartozo patkanyok bal
és a jobb soleus és EDL izmaban. Jel6léspk(:.05, *** p<0.001 a megfelélkontrollhoz hasonlitva,
+ p<0.05, ++p<0.01, +++p<0.001 a mésik oldali megfetelizmok rostjainak méretvéltozasahoz
viszonyitva.

Eredményeink szerint, a regeneralédd soleus izalenlgte a bal hatsé végtagban
befolyasolta a 20E hatédsat az ellenoldali végtaghamem magyarazhaté a bal oldali végtag
csokkent hasznalata miatt esetlegesen kialakultndwegkedett jobb oldali igénybevétellel,

mert az, a lassu I-es tipusu izomrostok méretéelnéva jobb végtagban. Valosisithet,



hogy a regeneralédd soleus izom jelenléte a szettver bizonyos novekedési faktorok

befolyasolasan keresztil modositja a 20E hatgs@eEDL izomban§g. abra).

A Jobb m. soleus B Jobb m. EDL
7500 - RC 50007 g e
3 R20E-1 3 R20E-1 by
b =c 40004 =cC M = +
(GE‘ N20E &E\ N20E
3 5000 o 3
Z + < 30001
= ok o - +++
E Q *k%k
2 £ 2000+ .
3 2500- g K
g 4
0- 0
MyHC1 MyHC2a MyHC1 MyHC2a MyHC2x MyHC2b

5. abra A regeneralédé soleus izom jelenléte a bal végtaghédositja a 20E hatasat az ellenoldali normal
soleus A) és EDL B) izmokban. **p<0.01, *** p<0.001 a megfelél kontrollhoz hasonlitva. $<0.05,
+++ p<0.001 a kilénb&z csoportokba tartozd, notexinnel kezelt, illetvannkezelt allatok jobb oldali
megfelet izmaiban kialakul6 rostméret-valtozashoz hasoalitv

Az egyes izomrostokban l&vsejtmagok szamat a 20E kezelés a rostméret-
novekedeéssel aranyban névelte, igy az G.n. mioatiklelomeén (egy sejtmag koruli atlagos
szarkoplazma térfogat) mérete altalaban nem vdttoEblS| valdszirisithet, hogy a 20E
izomrostokra gyakorolt hatdsaban szerepet jatsziatellita sejtek aktivacidja.

A 20E (10 mg/ttkg) 6t napos kezelés utan képes magakadalyozni az egyeénl

koncentracibban adagolt metilprednizolon altabid#dzett IIB és IIx tipusu izomrostok

are

KKk

*k

4500 mm MC Rekeszizom stk

I MP
4000 = m20e

2
()
a1
o
o)

1

]

+ 25004

=N
g O
o O
Nl

1000+

o [N [

MyHC1 MyHC2a MyHC2x MyHC2b
6. abra A rekeszizom kilénbd@zizomrostjainak mérete. *p<0.01, *** p<0.001.

Rostmére

A rekeszizom kontrakciés paraméterei, mint példaukontrakcios érfrekvencia
gorbe, nem tudtunk szignifikans kilonbséget kimitatkilénbdad csoportok k6zott@ vs.

MP vagy M20E, MP vs. M20E, az adatok nem kerllnek bemutatidsra). A probléma

10



valbsziriileg a kezelés iitartamaval, vagy adagolasaval lehetett, ugyaniekeszizom
kontrakciés paraméterei a metilprednizolonnal Kezs a kontroll csoport kdzott sem
mutattak eltérést MP vs. C). Ebben a kérdésben, igy nem vonhatunk le &égs
kovetkeztetéseket, tovabbi vizsgalatokra van szjikdéhoz, hogy megallapithassuk a 20E
altal a rekeszizom kontrankcios erejére kifejtettalst. Mindenképpen hosszabb kezelé&si id
vagy nagyobb koncentracioju metilprednizolon ésywaQE adagolés lenne sziikséges ahhoz,

hogy a hisztokémiai és funkcionalis eredményelkadtm@ben 6ssze lehessen kapcsolni.
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