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Bevezetés

A novényi és egyéb természetes eredetii vegyiiletek a gyogyszerkutatasban napjaink-
ban is jelentds szerepet jatszanak. Nemcsak gyogyszerjeloltek kifejlesztéséhez jarul-
hatnak hozza kozvetleniil vagy mint modellek, hanem szamos esetben uj hatas-
mechanizmus felfedezését eredményezhetik, ezaltal elésegithetik a korfolyamatban
résztvevo sejtek és mechanizmusok jobb megértését. Ezen kiviil a természetes
anyagok kiindulasi vegyiiletként szolgalhatnak a kombinatorikus kémiai vegyiilet-
tarak szintézis¢hez.

Az elmult évtizedekben a természetes anyagok kutatdsa szamos betegség,
elsgsorban kiilonboz6 raktipusok, rezisztens baktériumok és virusok okozta
alkalmazhato gyogyszerek felfedezését eredményezte. A forgalomba hozott kemo-
terapeutikumok mintegy kétharmad része természetes vegyiilet vagy annak félszin-
tetikus szarmazéka, illetve olyan molekula, amelyet bar szintetikus uton nyertek,
kifejlesztésiikhoz természetes vegyiiletek szolgaltak modellként, vezérmolekulaként
(pl vinblasztin, vinkrisztin, paklitaxel, podofillotoxin, kamptotecin).

Napjainkban, a tumorellenes szerek kutatasanak egyik legérdekesebb teriiletét
alkotjak a cisz-stilbén szerkezetii kombretasztatinok. A leghatasosabb vegyiilet a
Dél-Afrikaban honos Combretum caffirumbol izolalt kombretasztatin A-4, amely
dinatrium-foszfat prodrog formajaban jelenleg klinikai vizsgalatok alatt all, és az
eredmények alapjan hatasosnak mutatkozik kiilonb6z6 szolid tumorok (ovarium-,
kolorektalis- és gasztrointesztinalis-, tiid6- és méhnyakrak) esetén, beleértve a
multidrog-rezisztens rakos megbetegedéseket is.

Az alkoxi-szubsztitualt fenantréneket, amelyek a cisz-stilbének konformacidsan
gatolt analogjai, még nem vizsgaltak részletesen, de szerkezetbeli hasonlosaguk
miatt, mint lehetséges tumorellenes szerek reményt keltéek.

Egy masik jelentds vegyiiletcsoportot alkotnak a szeszviterpének, amelyek pl.
az Asteraceae novénycsalad fajainak fold feletti részében nagy mennyiségben
halmozddnak fel, és korabbi kozlemények szerint citotoxikus hatéassal rendelkeznek.
A Xanthium nemzetség néhany fajat a népi gyogyaszatban kiilonbozé rakos

megbetegedések esetén alkalmaztdk. Farmakologiai vizsgalatokban kivonataik és

szeszkviterpén komponenseik magas aktivitast mutattak szdmos human eredetii
tumorsejt vonalon.

A Szegedi Tudomanyegyetem Farmakognoziai Intézetében Prof. Hohmann
Judit vezetésével, a Gyogyszerhatastani és Biofarmaciai Intézettel egyiittmiiko-
désben mar évek ota folyik gyogynovények antitumor hatast vegyiileteinek izolalasa
és szerkezetmeghatarozasa. Ezen kutatasok részeként munkam a Tamus communis
L. (piritogyokér) és a Xanthium italicum Moretti (olasz szerbtovis) novénykémiai
vizsgalata volt. Jelen tézis ennek a fitokémiai munkénak az eredményeit foglalja
Ossze.

Célkitiizések

Munkank célja a 7. communis és a X. italicum vegyiileteinek hatasvezérelt izolalasa,
szerkezetmeghatarozasa és antitumor hatasuk értékelése volt, amelynek érdekében a
kovetkez6 feladatokat végeztiik el:

— Novényi nyersanyag begyiijtése

— A T. communis és X. italicum proliferacidgatldo hatasanak sziirévizsgéalata

kiilonb6z6 tumor sejtvonalakon

— A ndvényi nyersanyag kivonasa

— Az aktiv kivonatok biologiai hataskovetéssel torténd frakcionalasa és a

hatasért felelos vegyiiletek izoldlasa, tisztitasa kiilonboz6 kromatografias
moédszerek (OCC, VLC, CPC, preparativ TLC, gélkromatografia és HPLC)
kombinalasaval

— Az izolalt vegyiiletek szerkezetmeghatarozasa spektroszkopiai modszerek

(UV, NMR, HREIMS) segitségével

— Az izolalt vegyiiletek biologiai hatasvizsgalata

Alkalmazott médszerek

A kivonatok és a tiszta vegyiiletek antiproliferativ hatasanak vizsgalata HeLa
(cervix), A431 (bér) és MCF7 (eml6) tumoros sejtvonalakon, MTT teszt alkalma-
zasaval tortént. A vegyiiletek tisztitasat tobblépéses izolalasi eljaras segitségével
végeztilk kiillonféle extrakcidos és kromatografias modszerek felhasznalasaval;

oszlopkromatografiat (OCC), vakuum folyadékkromatografiat (VLC), preparativ
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rétegkromatografiat (PLC) és nagy hatékonysagii folyadékkromatografiat (NP-
HPLC, RP-HPLC) alkalmaztunk. Az izolalt vegyiiletek szerkezetmeghatarozasa
UV-spektroszkopia, nagyfelbontasu tomegspektroszkopia (HR-MS), valamint

maégneses magrezonancia-spektroszkopia (NMR) segitségével tortént.

Eredmények

A fenantrének és xantanolidok izolalasa bioldgiai hataskovetéssel

A Tamus communis friss rizomajat metanollal, szobahémérsékleten perkolaltuk (1.
abra). A kivonatot betoményitést kovetden petroléterrel és  kloroformmal
extrahaltuk. A szerves fazisok citotoxikus aktivitasat HeLa sejtvonalon MTT teszt
alkalmazasaval vizsgaltuk. Mindkét frakcio magas, koncentraciofliggé hatast

mutatott, ezért tovabbi fitokémiai vizsgalatoknak vetettiik ala.

Tamus communis L.

perkolilas

metanolos kivonat

l folyadék-folyadék extrakcio

petroléteres fazis

kloroformos s

1. szilikagél vikuum folyadékkromatografia 2. szilikagél vikuum folyadékkromatografia
ciklohexan—etil-acetit—etanol ciklohexan—etil-acetat

[ PLC3 ]

1. abra. Fenantrének izolalasa a T. communisbol

A Kkloroformos és petroléteres fazisokat vakuum-folyadékkromatografiaval
szilikagélen frakcionaltuk, igy a komponenseket polaritasuk szerint vélasztottuk el.
Ez a kromatografias 1épés a f6 komponensek durva elvélasztasat tette lehetévé. A
frakcionalast vékonyrétegkromatografiaval ellendriztiik, majd egyesitést kovetéen a
kloroformos fazisbol tizenkét, a petroléteres fazisbol pedig nyolc f6 frakcidt

nyertiink, amelyek citotoxikus hatasat HeLa sejtvonalon teszteltiik (2. dbra).
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2.4bra. AT VLC i6inak antiproli iv aktivitasa HeLa sejtvonalon

A kloroformos fazis esetén a IV, V, VIII és XII jelzésii, a petroléteres fazis
esetén pedig az V és VI frakcio mutatott magas aktivitast.

A Xanthium italicum esetén az eltéro fejlodési stadiumban gytijtott, szaritott és
poritott novényi részeket (gyokér, virag, szar és levél), metanollal perkolalassal
vontuk ki. Betdményitést kovetden a kivonatokhoz vizet adtunk és folyadék-
folyadék megosztast végeztiink n-hexannal és kloroformmal. Az igy nyert frakciok
¢és az eredeti metanolos kivonat tumorsejt szaporodast gatld hatasat HeLa, A431 és
MCEF7 sejtvonalakon vizsgéltuk. Az eredmények azt mutattak, hogy a viragzas alatt
gylijtott novény extraktuma magasabb aktivitassal rendelkezik és a hatoanyagok a
viragban ¢és a levélben disultak fel. A levélbSl késziilt kloroformos frakcio
mindharom sejtvonalon kiemelkedéen hatékonynak bizonyult, igy a tovabbiakban
ennek feldolgozasat végeztiik. A kisérlet kovetkez6 fazisaban a szaritott leveleket
dolgoztuk fel. Metanolos kivonast kovetéen folyadék-folyadék —megosztast
végeztiink n-hexannal, kloroformmal és vizzel. Ezutan egy specialis tisztitasi eljarast
alkalmaztunk poliamid oszlopon. Az eliciot MeOH-H,O gradiens eleggyel
végeztiik, amely klorofill-mentes, xantanolidokban gazdag frakciokat eredményezett
(3. abra). Vakuum-folyadék-kromatografias elvalasztast kovetden kevésbé Osszetett
frakciokhoz jutottunk. Ezeket vékonyrétegkromatografias ellenérzés alapjan

egyesitettiik, igy 6t fo frakciot nyertiink, amelyek koziil farmakolégiai vizsgalatot
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4. dbra. X. italicum levél kloroformos frakciojanak antiproliferativ aktivitisa HeLa, MCF7 és A431
sejtvonalon

kovetéen az I, II és IV jelzésii mutatott figyelemre mélto sejtnovekedés-gatld hatast
(4. abra). Az 1. frakciot ismételt VLC-nak vetettiik ala, amelynek eredményeként tiz
alfrakciot nyertiink (I/1-10), ezek aktivitasat HeLa, MCF-7 és A431 sejteken
vizsgaltuk. Az 1/2,1/3, 1/4 és 1/5 jelzésii frakciok szignifikans hatast mutattak.

A kovetkezd lépésekben mindkét novény esetén egyre szelektivebb
modszereket, gélkromatografiat, centrifugalis  planarkromatografiat (CPC),
preparativ - vékonyrétegkromatografiat (preparativ. TLC) és nagyhatékonysagh
folyadékkromatografiat (HPLC) alkalmaztunk a hatdsos frakciok tisztitisara. Az
egymast kovetd tisztitasi Iépések soran kilonbozé allo- és mozgodfazisokat
alkalmaztunk. A preparativ vékonyrétegkromatografia és a gélkromatografia a
néhany f6& komponenst tartalmazé frakciok tisztitisa esetén bizonyult
alkalmazhatonak. A normal- és forditott fazisi HPLC elvalasztast kis tomegii
frakciok tisztitasara alkalmaztuk. Ez az on-line elvalasztasi technika a vegyiiletek
kiméletes koriilmények kozotti izolalasat tette lehetoveé.

Az elvalasztastechnikai ~ modszerek  kombinalt  alkalmazasaval a
sokkomponensii mintakbol tizennégy vegyiiletet nyertiink: a 7. communisbol a f-
szitoszterinen (TC-1) kivill tiz fenantréntipusu (TC-2-TC-11) (1-10), a X
italicumbol pedig négy xantanolidvazas vegyiiletet (Xan-1-Xan-4) (11-14)

izolaltunk.

Az izolalt vegyiiletek szerkezetmeghatirozasa

Az izolalt vegyiiletek amorf, kristalyos, olajos konzisztenciajii vagy gumiszer(
anyagok. Az vegyiiletek szerkezetét spektroszkopiai modszerek segitségével
hataroztuk meg. A T. communisbdl izolalt komponensek esetén az UV spektrumok
fenantrénvaz jelenlétére utaltak. A HREIMS adatokbol a molekuladsszetételt
hataroztuk meg. A vegyiiletek szerkezetére utalo legértékesebb informaciot az 1D és
2D NMR spektroszkopia (‘"H-'H COSY, NOESY, HSQC és HMBC) szolgaltatta.
Az NMR vizsgélatok eredményeként elvégeztitk a TC-5 (4), TC-7 (6), TC-10 (9),
TC-11 (10) és Xan-1-Xan-4 (11-14) jelzésii vegyiiletek esetén a teljes 'H és 1°C
jelhozzarendeléseket. A fenantrének esetén a szubsztituensek helyzetét, a

vizsgalatok alapjan hataroztuk meg.




egy 9,10-dihidrofenantrén tipusi (7) vegyiiletet azonositottunk. Valamennyi
vegylilet monomer szerkezetii, és hidroxi- illetve alkoxi-szubsztitualt. A 2,3,4-
trimetoxi-7,8-metiléndioxi-fenantrén (6) és a 3-hidroxi-2,4-dimetoxi-7,8-metilén-
dioxi-fenantrén (9) C7-C8 helyzetli metiléndioxicsoportot tartalmaz. A 7-hidroxi-
2,3 4-trimetoxi-fenantrén (2) és a 7-hidroxi-2,3,4,8-tetrametoxi-fenantrén (10) 0j
természetes anyagok, tovabbi ot vegyiiletet pedig [nudol (1), konfuzarin (3), 3,7-
dihidroxi-2,4,8-trimetoxi-fenantrén (4), 3,7-dihidroxi-2,4-dimetoxi-fenantrén (5) és
2-hidroxi-3,5,7-trimetoxi-9,10-dihidrofenantrén ~ (7)]  elséként irtunk le a
piritogyokérbol.

A X. italicumbdl izolalt xantatin (11), 4-epixantanol (12), 4-epi-isoxanthanol
(13) és 2-hidroxi-xantinozin (14) a szeszkviterpén-laktonok csoportjaba tartozik;

koziilik a 2-hidroxi-xantinozint (14) elséként irtuk le a névénybol.

Az izolilt vegyiiletek biologiai aktivitisa

Az izolalt fenantrének citotoxikus aktivitasat HeLa sejteken tesztelték az SZTE
Gyogyszerhatastani és Biofarmaciai Intézetében. A konfuzarin (3) mutatta a
leger6sebb hatast (ICsy = 0,97 + 0,009 pM), ezt kovette a 3-hidroxi-2,4-dimetoxi-7,8-
metiléndioxi-fenantrén (9) (ICso=3,64 + 0,12 pM) ¢és a 3,7-dihidroxi-2,4-dimetoxi-
fenantrén (5) (ICso = 6,66 + 0,25 uM).

A 2,7-dihidroxi-3,4-dimetoxi-fenantrén (1), a 7-hidroxi-2,3,4-trimetoxi-fenantrén
(2), a 2-hidroxi-3,5,7-trimetoxi-9,10-dihidrofenantrén (7), a 2-hidroxi-3,5,7-trimetoxi-
fenantrén (8) és a 7-hidroxi-2,3,4,8-tetrametoxi-fenantrén (10) figyelemre méltd
sejtndvekedés-gatld hatast mutatott (ICso = 8,52-20,18 uM), mig a 3,7-dihidroxi-
2,4.8-trimetoxi-fenantrén (4) ¢és a 2,3,4-trimetoxi-7,8-metiléndioxi-fenantrén (6)
inaktivnak bizonyult.

Bar az izolalt vegyiiletek kis szama nem nyujtott lehetoséget a szerkezet-hatas
Osszefuggések részletes analizisére, az eredményekbdl kovetkeztetni lehetett néhany,
a sejtproliferacio gatld hatashoz sziikséges szerkezeti elemre.

e A metoxicsoportok szama ¢és helyzete a fenantrénvazon a hatékonysag

tekintetében dontd tényezo, a konformacidsan kevésbé gatolt analégokhoz, a

cisz-stilbén kombretasztationkhoz hasonldan. Noha a jelentds aktivitassal rendel-
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kezd kombretasztatinok esetén nélkiilozhetetlen a trimetoxi-szubsztitualt
benzolgytirii jelenléte a molekulaban, eredményeink azt mutatjak, hogy a
fenantrének esetén ez nem sziikséges, mivel a vizsgalatok sordan a harom
metoxicsoporttal szubsztitualt TC-7 (6) bizonyult a legkevésbé aktivnak
(IC5p=>30 uM), mig a leghatasosabb a mindossze két metoxicsoportot
tartalmazd6 ~ TC-4  (3) (IC5=0,97+0,009 pM) ¢és  TC-10 (9)
(ICsp = 3,64 + 0,12 pM) jelzésii vegyiilet volt.

e A 3 6, 9 é 10 jelzésii komponensek hatékonysagat Osszehasonlitva
megallapithatd, hogy a hidroxilcsoport jelenléte akar az A, akar a B gyiiriin

kedvezdbb, mint a teljes alkoxiszubsztitucio.

A citotoxikus hatashoz nem sziikséges a C9—C10 helyzetii kettds kotés, mivel a
2-hidroxi-3,5,7-trimetoxi-9,10-dihidrofenantrén (7) (ICso= 14,21 + 1,64 uM) és
a 2-hidroxi-3,5,7-trimetoxifenantrén (8) (ICso = 11,49 + 0,68 uM), amelyek csak
ez utobbi szerkezeti elemben kiilonboznek egymastol, szinte egyforman aktivak.
Megfigyeléseink bizonyitjdk, hogy a kombretasztatinok esetén megallapitott
szerkezet-hatas 9sszefliggések nem alkalmazhatok kozvetleniil a szerkezetileg hasonld
vegyliletekre, pl. a konformaciosan gatolt fenantrénekre.

Az izolalt xantanolidok citotoxikus hatdsat harom human sejtvonalon (HeLa,
A431 és MCF7) vizsgaltak. A legmagasabb aktivitast mindharom tesztrendszerben a
xantatin (11) (ICsy = 3,44-8,00 pM) mutatta, mig a 2-hidroxi-xantinozin (14) HeLa
sejteken fejtett ki szignifikans hatast (ICso = 7,78 + 1,21 pM). A 4-epixantanol (12) és
a 4-epi-izoxantanol (13) mérsékelt aktivitist mutatott mindharom sejtvonalon
(ICsp=15,53 — 37,62 uM). Minden izolalt xantanolidvazas vegyilet (11-14) a-
metilén-y-laktongyiriit tartalmaz a molekulaban, amely irodalmi adatok alapjan a
citotoxikus hatés létrejottének egyik feltétele. A leghatasosabb komponens, a xantatin
(11) esetén egy o.,B-telitetlen kettdskotés is talalhaté az oldallancban. Ez a szerkezeti
rész valoszintileg fokozza az antitumor aktivitast.

Eredményeink alapjan megallapithato, hogy a természetben eléforduld
fenantrének, dihidrofenantrének és xantanolidok igéretes kiindulasi vegyiiletei

lehetnek antitumor hatasu gyogyszerek kifejlesztésének.
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