A transz-rezveratrol es rokonvegyiiletek vizsgalata BioAréna-rendszerben
Részletes zardjelentés

Bevezetés

A mult szazad 90-es éveit6l — az un. Francia ellentmondés felismerése utan , ami szerint
Dél-Franciaorszagban pl. a zsiros taplalkozas ellenére jelentésen kisebb a szivkoszoruér
megbetegedésben szenvedok, ill. elhunytak szdma, mint EurOpa mas orszagaiban vagy az
Egyesilt Allamokban— egyre novekvé intenzitassal foglalkoznak az egész vilagon egyrészt
magéval a vords bor bioldgiai hatésaival, de a vorés bor keszités, tarolas stb.
szempontjaival is, valamint a hatasért leginkdbb felelés sztilbén szarmazék, a transz-
rezveratrol (TR) legkllénb6zébb céla vizsgalataval [1,2].

Mindenesetre ez a felismerés a kekszo6lovel és a vordsborral, majd a TR-rel, mint az egyik
tényleges hatéanyaggal, U] helyzetet teremtett nagyon sok szempontbdl is mind a taplalkozés
és a betegség (megel6zés) ellenallésag, mind néhany alapveté biokémiai reakciot [pl.
formaldehid (HCHO) ciklus és az élévilag témaban] illetéen.

Ma mar a vilag legkilonbdzobb kutatdcsoportjaiban a TR kedvezé biologiai hatasainak
sokasagat irtak le, amibsl csupan néhany jellemzé példat mutat be az 1. abra. Ez az abra
azt is mutatja azonban, hogy ez a hatasrendszerezés nagyon aktualis volt mar, amit
egyébként mi tettlink meg el6szor [3,4], ( az atmeneti hatasok féleg a rak kilénbdz6 formait
illetik, de csak erdsitik a felosztas indokoltsagat, hiszen a TR a kémiai karcinogenezis mind
a harom 6 fazisaban hatékony [5], akar szét is lehetett volna “osztani”, de igy meggy6z6bb
az..). E mogé a hatascsoportositas mogé kellett megfelelé kémiai reakciosort allitani, aminek
segitségével sikerilt eljutni a TR kettés (kétlépéses) bioldgiai hatdsahoz, aminek elemeit a 2.
abra szemlélteti.

A B
Kémiai védéhatasok Gatlo/6l6 hatasok
szivvedo [6] gombagatlo [11]
antiplatelet [7] bakteriumgatlo [12]
antimutagen [8] virusellenes [13]
antiallergias [9] apoptotikus [14,15]
anti-amiloidogén [10] természetes peszticid [16]
C

Kémiai védé és gatlo/olé hatasok
anticarcinogén(inicialas, promocio, progresszio) [5,17]
szelektiv antileukémias hatas [18]

1. dbra A TR biologiai hatésainak rendszerezése

. 1épés 2. lepés
elvonas/gyjtés aj (hidroximetil)
(HCHO) szarmazékok hatasa
Kémiai védelem Gatld/6l6 hatés

2. abra A transz-rezveratrol kettés (kétlépéses) hatasanak elemei



Ezen megfontolasok alapjan terveztiik és hajtottuk végre vizsgalatainkat a jelen
projekt keretében is.

A TR és a HCHO kozotti reakcié tanulmanyozdsa modell Kkisérletekben s a
mikrokémiai reakcidkat jelenté BioAréna-rendszerben

Kémiai modell kisérletek

Korabbi elézetes kisérleteink alapjan [19] szisztematikus vizsgéalatokat végeztiink a TR és
rokonvegyiletei ( pl. a TR-nél egy OH-csoporttal tobbet hordozé sztilbén-szarmazék, a
piceatannol) és a higitott formalin oldat kdz6tt. Megallapitottuk, hogy a TR reakcidba lép
a HCHO-val, s kiilénb6z6 hidroximetil-szarmazékok és mas vegylletek képzédnek. A 366
nm-nél, UV lampa alatt citromsarga és narancssarga szinii , modell Kisérletben megfigyelt
szarmazékokat a TR és az allati szovetek kozotti reakcio (pl. sertésmaj és sertéssziv
szOvetek) esetében is megfigyeltiink. A reakciotermékeket kromatografias (TLC, OPLC,
HPLC) es spektroszkopias technikakkal (MS, MALDI MS, FT-IR) vizsgaltuk.

A 3. abrén az egyik TR és higitott formalin oldat kozotti friss reakcioelegy MALDI MS
spektrumat lathatjuk, ahol az alap molekula (227 m/z) és a 240-es és 276-0s tdmegszamu Uj
szarmazék figyelheté meg, ez utdbbit izolalni is tudtuk.
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3.abra A TR és a formalin oldat koz6tti friss reakcioelegy MALDI MS
spektruma

A MALDI MS technikat kuléndsen jol tudtuk hasznéalni e szokatlan, de figyelemre
mélto reakciok tanulmanyozasara . Az izomérek elvalasztasara pedig HPLC és részben
OPLC technikat hasznaltunk. A vizsgélatainkat —az eredeti elképzeléseket, terveket
meghaladoan-kvantumkémiai vizsgalatokkal is kiegészitettiik: igy a 3. abran lathatd 240-es
tdmegszamud molekula létét a kvantumkémiai szamitasok is megerdésitették, s feltételezheto a
reakcioban a fenolos hidroxil kicserélése aldehid csoportra.

E modell kisérletekben tehat megallapitottuk, hogy a TR és néhany rokonvegyulete
HCHO befog6, mobilizadl6 molekuldnak tekintheté és amely reakcié a bioldgiai
rendszerekben is lejatszodhat, aminek jelentésege van.

TR és a HCHO és mas kis molekuldk kozotti reakcié tanulmanyzasa BioAréna-
rendszerben



A TR és a HCHO kozott kulonosen érdekessé és jelentossé valt alapreakcié — a
hatdsmechanizmus jobb megismeréséhez -igényelte a mikrokémiai és mikrobiokémiai szintt
vizsgéalatokat, s ez jol sikerllt az un. BioAréna rendszer felhasznélasaval [20]. A BioAréna
rendszerben a direkt bioautografiat tovabbfejlesztettik az un. HCHO /6zon (Og3)elv [20,21]
értelmében: a rétegkromatogramon elvélasztott anyagokat — szilkség szerint- Kiterjedt
spektroszkopiai vizsgalatnak vetettiik ald, denzitometraltuk, de kilénb6z6 kémiai reakciokat
is alkalmaztunk ( akar parhuzamos kifejlesztések segitségével ). Az antibiotikus hatasokat
az alkalmazott teszt mikroorganizmus segitségével mutattuk ki, s ez még mindig direkt
bioautografia, Ha a pl. baktériumsejteket tartalmaz6 kulturmédiumot szétosztjuk, s a
parhuzamos Kkifejlesztésekkel kapott kromatogram lapokhoz hasznalt kulturmédium
részleteket mas és mas bioaktiv anyagokkal egészitjuk ki, igy lehetéség van kilonbdzo
reakciok megismerésésére, azaz igy az adszorbensréteg sejtek és kémikaliak kiizdéterevé
(arénajava) valtozik. S kénnyi belatni, hogy ilyen reakcidk alkalmazésa korlatlan lehet. A
bioldgiai detektalas, es/vagy festés (MTT) wutdn is kalonbdzé kromatogréafias,
denztitometrids és spektroszkopias értekeléseket végzink ill. végezhetlink.
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4. abra A HCHO megvonasa és mobilizalasa (szallitasa) az éleszt6 (Saccharomyces
cerevisiae)gatlo TR molekulaktol ill. -hoz (mind a négy esetben 0,05, 0,1 és 0,5
ug TR van balrol jobbra a réteglapon) kiillénbdz6 endogén anyagok segitségével.
Kromatografias feltételek: szilikagél 60 Fys4 (Merck 120°C—on 3 6raig
kondicionalt), kifejleszt6 elegy. kloroform-metanol, 80+8; automata OPLC
készllék, kiilsé6 nyomas, 5 MPa
Biologiai feltételek: A: éleszt6 szuszpenzioba (3 g éleszté 100 mL vizben) martott
lemez (kontroll); B: A + 2 mg L-arginin 1 mL éleszt6 szuszpenzidban; C: A+2g

glutation 1 mL éleszt6 szuszpenzidban; D: A + 4 mg CuSO,4.5 H,0 100 mL
éleszt6 szsuszpenzidban.

A nagyszamu kisérletbsl a 4. abran a bor képzédésében alapvets szerepet jatszo élesztd
hatasat probaltuk ki BioAréna rendszerben. Az endogén HCHO befogd molekulak, mint
az L- arginin (B réteglap) és glutation (C réteglap) jelentésen csokkentették a TR
élesztégatlo hatasat, mig a Cu(ll) ionok adagolasa dramaian novelte az alapmolekula
élesztogatld hatasat. Ma mar tudjuk, hogy a nyomelemek igy a Cu(ll) ion is HCHO-
mobilizalo, szallitd, s koordinaldo molekula. Egy Cu(ll) ion alapéallapotban 4 molekula
HCHO-t szallit hidroximetil-csoport fomajdban, mig a dimér forma 8 molekula
HCHO-t mobilizal és szallit [22]. (Ez utdbbi esetben a foltban feltételezésunk szerint a
kdvetkezo reakciok jatszodnak le: jelen eetben a legnagyobb mennyiségii TR (azaz 500 ng)



kdzel minden molekulja is HCHO-hoz jut a Cu(ll) segitségével, majd a hidroximetil-
csoportokbdl felszabadul6 nascens HCHO 6li az élesztésejteket.

A BioAréna rendszerben a TR-rel kapcsolatban elért eredményeket igy foglalhatjuk 6ssze:

- sikerllt megallapitani, hogy a mikroszervezetek a szaporodasi goérbe mentén a log-
fazisban produkélnak legnagyobb hatast, nyilvan &sszefliggésben a mobilizalhatd
HCHO-val;

- kulénbozé endogén (pl.L-arginin, glutation) és exogén molekulak (pl. dimedon,
szemikarbazid) adagolasa a kulturmédiumhoz a kiilonb6zé mikrobagéatlé hatast csokkentette
, azaz ugy latszik, hogy az antibiotikus hatdsban a HCHO-nak mindig szerepe van;

- nyomelemek (a&tmeneti fémionok) eltéré mértékben mindig hatasndvekedéshez
vezettek(esetenként dramai mddon), s ennek a gyakorlati kihasznalasa a kozel jovo
feladata lesz;

5. &bra Néhany atmeneti fém ion hatasa a TR antibakterialis hatdsara Pseudomonas sp.
sejtek ellen
A: kontroll ; B: A+ FeSOy4; C: A+ MnSQO4; D: A+2ZnSO,

- a TR kettds (kétlépcsos) hatdsat sikertlt bizonyitani, amit mas rendszerekre is
kiterjeszthetének tartunk (pl. nyomelemek);

- A TR-rel végzett el6zetes Oz-vizsgalatok egyre nyilvanval6bba teszik, hogy az endogén,
pl. a sejtben keletkez6 HCHO reakcioba léphet az endogén H,0O,-vel , mely reakcidban
elsésorban szingulett oxigén (*O.) keletkezik, ami viszont a viz molekulakat dihidrogén-
trioxidda oxidalja, mely labilis vegyulet diszproporcional , s tobbek kdzott Os; képzodik,
szabadul fel (I. még 6. abra). Ez a reakcidsor a rétegkromatogramokon a foltokban is
lejatszodhat a bioldgiai értékelés soran;

- vizsgalataink szerint a TR antibiotikus hatasat nem O3z molekuldkon at fejti ki, azaz
innen ered a TR mar jol ismert nem toxikus volta. Ossszehasonlitottuk a TR-t a ténylegesen
nagyon toxikus paklitaxellel (diterpén alkaloid) ,a tiszafabdl izolalt tumorgatlé anyaggal, a
TR itt is nem toxikussagaval tint ki;



- a nagyszamu mas endogén anyag Kiprobalasa (pl. C vitamin, E vitamin, metilezett bazikus
aminosavak, 6zon befogd molekuldk, mint Indigokarmin, vagy limonén) megerésitette a
BioAréna kilonleges lehetéségeit a hatdsmechanizmus s egyéb vizsgalatokban;

- az elért eredményekbél az is kdvetkezik, hogy a TR kilénleges reakciokon keresztil fejti
ki legkllonb6zobb jotékony hatdsat,s maga az alapmolekula csak hordozoként vesz részt
ezekben a reakciokban.

A vOros és fehér bor 6sszehasonlito vizsgalatok

Az eredeti terveknek megfeleléen a BioAréna-rendszerben kiillénb6z6 hazai vords es fehér
borfajtak antibakterialis spektrumat is 6sszehasonlitottuk. Megallapitottuk, hogy lényegében
az 0sszes vizsgalt hazai fehér bor csak kis mennyiségben tartalmazott TR-t. De egyéb
antibiotikus hatdst anyagok el6fordulasa is mérsékelt volt. Ha viszont az antibiotikus hatas
(2. 1épes) csokkent mértéki [23], akkor az alapelvbdl kovetkezéen az elsé 1épésnél, a kémiai
vedelemnél is mersékelt hatast lehet varni. Nagyon érdekes az is, hogy a fehér bor mintak
kimutathato antibakterialis hatasa altalaban mas képet mutat, amibdl az is kovetkezik, hogy
més vegylletek fejtenek ott ki antibiotikus hatast. A legujabb irodalom szerint tirozol és
hidroxitirozol molekulak kellé mennyiseége a fehér borban jo hatasok hordozdja lehet.
Ezt a lehetoséget a kozel jovében meg kell vizsgélni, hiszen a bemutatott kettés hatés e
vegyuletekbsl nem kdvetkezik [24,25], de a negativ biologiai hatas igen, hiszen endogén
kortlmenyek kdzott e molekuldk HCHO generatorok lehetnek.

A fehér és voros bor fajtak 6sszehasonlitasa azért is indokolt, hiszen egyes szerzék szerint a
fehér bort fogyaszt6 vidékeken Franciaorszagban pl. a szivkoszoriér megbetegedések
szama és a halélesetek szama 50%-kal nagyobb, a dél-franciaorszagi teriletekhez
képest.

Nagyon fontos és lényeges megfigyelést tettiink 6sszehasonlitd vizsgalatainknal,
nevezetesen egy eddig borokban le nem irt sztilbén szarmazékot azonositottunk a voros
borokban. Ez a vegyllet a bibenzil-3, 5,4’-triol (BB), ami lényegében a TR redukalt
forméja az a,p-kettés kotésnél, s bioldgiai hatasa kb. fele az eredeti TR-nek [23]. Egyes
hazai, minéseginek tartott vords borokban a BB mennyisége dramaian emelkedett volt, s
kiderult, hogy ezek az intenziv reduktiv technoldgia termékei, azaz itt is fellilvizsgalatra van
szilkség, a két alap erjesztési eljaras megbizhatd 6sszehasonlitasara. S mindez csak fokozza
a fehér borok témakor kényességét, hiszen millié hektoliterek allnak fogyasztéas elétt az
egész vilagon.

Végil a vorés borok antibakteridlis hatasat vizsgalva, az egész réteg aréndban észlelt
antibiotikus foltok intenzitasa jelentésen csokkent, ha HCHO befogé molekulat (pl.
glutationt) adtunk a rendszerhez, azaz e vizsgélatokbol is az kovetkezik, hogy az
antibiotikus hatas a legkulonbdzébb vegydlettipusoknal HCHO-n és/vagy Os-on
keresztul kovetkezik be.

A transz-rezveratrol hatasmechanizmusanak fébb 1épései és jellegzetességei

Egyre nyilvanvaldbb egyéb vizsgalatokbol is, hogy az endogén keletkez6 HCHO reakcidba
léphet az endogén H,0,-vel, mely reakciéban elsésorban ‘O, keletkezik, ami viszont a viz
molekulakat dihidrogén-trioxidda oxidalja, mely labilis vegyulet diszproporcional,és tébbek
kozott O; képzodik, mint a 6. abra mutatja e reakciosort Az a tény , hogy a TR esetében
Iényegében nem tudtunk O3 képzddést kimutatni a foltokban, arra utal, hogy a TR nem
indukal pl. H,O, felhalmozédast, mely molekula az 'O, képzédés egyik alapmolekuléja.

A TR-rel végzett vizsgalatok eredményei tébb ponton is Kiterjesztheték: a kettés hatést
mas molekulaknal is célszeri figyelembe venni, s a toxikoldgiai hatas és az Os



felhalmozodas kapcsolatat pedig elmélydilten tovabb kell vizsgalni. Az endogén O3
vizsgalata hatékony vizsgalati mddszerek kidolgozasat igényli, hiszen az exogén Os
jelenlétével is mindig szamolni kell

HCHO + H,0,
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védekezo vegylletek képzodési Gtja (antitestek és) antibiotikus vegyuletek , mint a
TR eseteben
Egyszerusitett reakciosor

A 6. abran 6sszegzésil felirt, a H,O, es HCHO kolcsdnhatési reakciojabdl kiinduld
reakciésor az antibiotikus (antiproliferativ hatdst) TR hatdsaihoz magyarazatal szolgal.
Varhatoan e kis reaktiv molekulak a kdvetkezé idében nem csupan a TR esetében kertilnek
elétérbe. Mivel a legujabb vizsgalatok szerint a HCHO és a H,O, valamennyi élé
rendszerben altalanosan eléfordulnak, azaz nélkilozhetetlen Osszetevok, ezért a
biologiai vildg természetes betegség ellenallosaganak alapmolekuldit add, generélo
komponensekke 1épnek elé.

Budapest, 2009. februar 28.

Dr. Tyihak Erné
vezetd kutatd
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