ZAROJELENTES

a ,,Magyarorszagon el6fordul6 Amaryllidaceae és Ranunculaceae fajok ndvénykémiai
elemzése: bioldgiailag aktiv alkaloidok izolalasa, szerkezetfelderitése és farmakologiai
vizsgalata” cimii T038390 sz. OTKA palyazatrol

A kutatés célja:

A kutatasi program keretében bioaktiv természetes vegyiletek megismerését célozva a
Magyarorszagon fellelheté, nativ és diszndvenyként el6fordul6 Amaryllidaceae és
Ranunculaceae fajok ndvénykémiai, farmakoldgiai vizsgalatdval foglalkoztunk. Kiemelt
helyen az er6s fiziologiai hatassal rendelkezd, szerkezetileg valtozatos alkaloidok izolalasara,
kémiai és farmakoldgiai jellemzésére torekedtiink tekintve, hogy ezeket a vegyiileteket az
elmult evekben kiemelt érdekldés kisérte.

Az Amaryllidaceae fajokra csaladspecifikus, altaldban 15 szénatomos alapvazzal
rendelkez6 alkaloidok el6fordulasa jellemzé. Erésen toxikus vegylletek mellett szamos
farmakologiailag kedvezé hatasu alkaloid ismert, ilyen peldaul a galantamin (Nivalin®),
melyet az Alzheimer-kor kezelésére ma gyogyszerkent alkalmaznak. Ezen felul magas
aktivitasu antiviralis, antitumor és analgetikus hatasu vegyuleteket is kozdltek Amaryllidaceae
fajokbol, koziluk néhany (pankratisztatin, narciklazin) gydgyszerfejlesztések igéretes
molekuléja.'?

Ugyancsak jelentés figyelem iranyult a Ranunculaceae csaldd Delphiniinae
szubtribuszaba tartoz6 Aconitum, Delphinium és Consolida nemzetseg diterpénalkaloidjaira
is, melyek erds fizioldgiai hatasa jorészt a fesziiltségfilggd Na'-csatorndkra Kifejtett, a
vegyliletek szerkezetétsl fuggden aktivalé vagy gatld hatasnak tulajdonithatd. Részben Na®-
csatorna aktivalo, részben noradrenerg rendszert modulalé hatas kovetkeztében tébb vegyulet
in vivo antinociceptiv, antiepileptikus hatast mutat. **° Egy mésik fontos farmakolégiai hats,
mely ehhez az anyagcsoporthoz kotheté, a nikotinos acetil-kolin receptoron (nAChR)
jelentkezik az a-bungarotoxin koétéhelyen, néhany vegyllet esetén méar nanomoléaris
koncentracidban. Ezek az anyagok Uj terapias lehetoségeket nyithatnak az Alzheimer kor
kezelésében, a legmagasabb aktivitasu ilyen vegyulet, a metil-likakonitin ma
gydgyszerkutatasok fontos vezérmolekulaja.’ Ismeretes néhany diterpénalkaloid GABAA-
receptor antagonista, inszekticid, rovartaplalkozas gatlé és protozoon-ellenes aktivitasa is. "*

Munkacsoportunk ~ Amaryllidaceae és Ranunculaceae fajok alkaloidjainak
megismeresere torekedve a kutatasi programot az alabbi lépésekben valositotta meg:

1. Hazai Amaryllidaceae €és Ranunculaceae fajok leléhelyeinek felkutatasa, a
kisérletekhez sziikséges novényi nyersanyag begyiijtése. Kivonatok eléallitasa, az
alkaloidtartalom rétegkromatografias sziirévizsgalata, majd ez alapjan a fajok
Kivalasztasa preparativ feldolgozasra.

2. Alkaloidok preparativ eléallitasa kulonfele extrakcios és kromatografias modszerek

alkalmazasaval.

Az izolalt anyagok szerkezetfelderitése spektroszkdpiai mddszerek felhasznalasaval.

A tisztitott vegyuletek farmakoldgiai tesztelése hazai és kulféldi kooperaciok

keretében.
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Az elért eredményeket a fenti felosztasban ismertetem.



Elert eredmények:
1. Amaryllidaceae és Ranunculaceae fajok begyiijtése, sziirévizsgalata

Vizsgalatainkhoz harom disznévényként termesztett és egy nativ Amaryllidaceae faj
mintait szereztink be. A Hymenocallis x festalis, a Sprekelia formosissima és a Lycoris
squamigera hagymajat szegedi diszndvény termesztéktél vasaroltuk, a Magyarorszagon
6shonos Leucojum vernum hagymajat, mely védett ndvényfaj, természetvédelmi
megfontolasbdl szintén a disznévény kereskedelembdl szereztlk be (Spalax Kft., Ecser).

Vadon el6fordul6 allomanyrol gyijtottik a Ranunculaceae csaladba tartozo Consolida
orientalis-t, és néhany hazai Aconitum fajt. A Blkki és a Balaton-felvidéki Nemzeti Park
engedélyével gyujtottik a védett fajként nyilvantartott A. anthora, A. moldavicum, A.
variegatum subsp. gracile és az A. vulparia mintait. Tovabbi Karpat-medencében endémikus
Aconitum fajok leléhelyeinek felkutatasdban a Marosvasarhelyi Orvosi és Gyogyszerészeti
Egyetem munkacsoportja - Prof. Dr. Csed6 Karoly vezetéseével - volt segitseginkre. A
Gorgényi Havasokbol szarmazott az A. toxicum és az A. vulparia ssp. lasianthum mintgja, es a
Déli-Kéarpatok Retyezat hegységébol az Aconitum firmum gumaja és herbdja.

A begyijtott ndvénymintakat rétegkromatografias sziirévizsgalatoknak vetettik ala,
ahol lehetéség volt kilon-kilon analizaltuk a névények egyes szerveit. Az eldvizsgéalatokhoz
metanollal végeztlink kivonast, majd pH-gradiens extrakciét hajtottunk végre. Ez az eljaras az
alkaloidok kinyerésén tal alkalmas volt a komponensek bazicitas szerinti elvalasztasara is. A
kapott frakciokat TLC modszerrel vizsgaltuk szilikagél és aluminium-oxid szorbensen
Dragendorff illetve Jdod-platindt elohivoreagenst alkalmazva. A sziirévizsgélatok egy
kivéetellel — A. moldavicum — valamennyi néveny esetén jelentés alkaloidtartalmat mutattak,
minden esetben a fold alatti szervekben (hagyma, gumo, gyokér) magasabb volt az alkaloid-
koncentracid, mint a fold feletti névényrészekben. Preparativ feldolgozas céljara a magas
alkaloidtartalmd, nagyobb mennyiségben gyijtheté mintékat valasztottuk ki.

2. Alkaloidok preparativ elgallitdsa

Az alkaloidokat a sziirévizsgalatokban is alkalmazott eljarassal extrahaltuk, azaz
szobahomérsékleten torténé metanolos kivonas utan kilénb6zé pH-ertéken végeztink
folyadék-folyadék kozti megosztast. Minden esetben a bazikus kémhatdsu (pH 9) kivonatbdl
kloroformos kirazassal nyert frakciokban dusultak fel az alkaloidok, a Consolida orientalis és
Aconitum anthora esetén egy tovabbi, 6sszetételében kilonbdzé alkaloidfrakcidt is nyertiink
magasabb pH-értéken (pH 12) torténé szerves oldoszeres kirazassal. Minddssze egy esetben
(A. toxicum gyokérgumo) végeztink neutrédlis kortlmények kozott folyadek-folyadék kozti
megosztast, es nyertiink alkaloidokban gazdag, keves ballasztanyagot tartalmazé frakciot.

Az alkaloidfrakci6 feldolgozasara a modern elvélasztastechnika kulénbdz6 preparativ
maodszereit alkalmaztuk. A vegyiiletek kinyerésénel sikeresen alkalmaztuk a vakuum-folyadék
kromatogréfiat (VLC), a gélsziirest Sephadex LH-20 gélen valamint centrifugélis
rétegkromatografiat (CPC) és preparativ rétegkromatografiat (PLC) NP-szilikagélen és
aluminium-oxidon. A HPLC technikat a vegyiiletek rossz detektalhatosaga miatt nem tudtuk
alkalmazni.

A VLC-hez és a CPC-hez killonbdz6 szelektivitasu, gradiens mozgofazisokat, mig a
PLC-hez és gélkromatografiahoz izokratikus oldoszerelegyeket hasznaltunk. Minden esetben
soklépéses izolalasi protokoll, kilénféle kromatografias rendszerek és technikak kombinalt
felhasznalasa vezetett el a vegyiiletek tiszta formaban térténé izolalasahoz.

Munkank eredményeként a Sprekelia formossissima (7), a Hymenocallis x festalis (6),
a Lycoris squamigera (3), a Leucojum vernum (10), a Consolida orientalis (7), az Aconitum



vulparia (9), az A. toxicum (5) és az A. anthora (3) fajokbdl 6sszesen 50 komponenst, azaz
43 kilonbdzo szerkezetii vegyuletet izolaltunk.

3. Az izolalt anyagok szerkezetfelderitése

Az izolalt anyagok szerkezet-felderitésénel spektroszkdpiai vizsgalatokat végeztink.
UV-, IR- és tdmegspektroszkdpiét valamint egy- és kétdimenziés NMR kisérleteket (*H-, **C-
NMR, JMOD, 'H-'H COSY, HMQC, HMBC, NOESY) alkalmaztunk. Néhany esetben a
molekuldk NMR spektroszkdpia segitségével meghatarozott oldatszerkezetét elméleti
szamitasok eredmeényeivel hasonlitottuk 6ssze. Vizsgalataink eredményeként meghataroztuk a
vegylletek jellemzésére szolgélo [a]p, UV, MS és NMR adatokat, a vegytletek tobbségénél
elkészitettik a teljes *H és '*C asszignaciot, kiegészitve, helyenként korrigdlva ezzel a
vegylletek korabban kozolt irodalmi adatait. Néhany alkaloiddal (tazettin, hemantamin,
takadzamin és gigaktonin) modellkiserleteket végeztiink (1D-DPFGSE-COSY, 1D-DPFGSE-
TOCSY, 1D-DPFGSE-NOESY, HSQMBC, HSQC-TOCSY, HETLOC, N-'H HSQMBC,
13¢c-13c ADEQUATE) (ij NMR technikak alkalmazhatésagénak demonstralasara.

Az Amaryllidaceae fajokbdl 26 vegyuletet, a Ranunculaceae fajokbdl pedig 24
komponenst, tehat dsszesen 50 alkaloidot azonositottunk. Ezek kozul 7 komponens, a 3-
metoxi-8,9-metiléndioxi-3,4-dihidrofenantrén,  leukovernin,  acetil-leukovernin,  18-O-
dezmetil-pubeszcenin, akovulparin, 14-dezmetil-szeptentriodin és az akotoxicin U]
vegyuletnek bizonyult, melyet munkankat megel6z6en még sem természetes, sem szintetikus
anyagként nem kozoltek. Néhany izolalt komponens igen ritka eléfordulasu, igy minddssze
néhény fajbdl kozoltek korabban Cig bisznorditerpénalkaloidokat (pl. 14-O-dezmetil-
tuguakonitin) vagy N-szubsztitualt-antranoilésztercsoportot tartalmazo norditerpéneket (14-
dezmetil-szeptentriodin, szeptentriodin, finetiadin). Az izolalt alkaloidok tobbségét az adott
novényfajbdl elséként irtuk le, azaz els6ként vizsgaltuk a Hymenocallis x festalis, Lycoris
squamigera, Leucojum vernum és az Aconitum toxicum alkaloidkomponenseit. A Sprekelia
formossissima-bol a hemantamin, hemantidin, tazettin és az izmin, a Consolda orientalis-bol
a gigaktonin, delkozin és takadzamin, az Aconitum anthora-bdl az izotalatizidin és az A.
vulparia-bol a likoktonin korabban mar ismert volt.

Az egyes novenyfajokbol nyert vegyiiletek a kovetkezok:

AMARYLLIDACEAE ALKALOIDOK
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RANUNCULACEAE ALKALOIDOK
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Aconitum anthora
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4. Az izolalt vegyuletek farmakoldgiai vizsgélata
AMARYLLIDACEAE ALKALOIDOK

Az izoldlt Amaryllidaceae alkaloidok bioldgiai aktivitdsat hazai és kulfoldi
kollaboracidk kereteben tanulmanyoztuk. Vizsgaltuk az alkaloidok antiretoviralis aktivitasat
valamint antiproliferativ hatasat szenzitiv és gydgyszer-rezisztens tumorsejteken.

Citotoxikus aktivitas

A bécsi (T. Thalhammer) és a manchesteri egyetem munkatarsaival (D. Sharples)
kollaboracidban vizsgaltuk a tazettin, likorin, hemantidin és hemantamin antiproliferativ és
multidrog rezisztencia csokkenté hatdsat L5178 egér limféma sejteken. A likorin, hemantidin
és hemantamin Kkifejezett sejtndvekedés gatlast mutatott mind gydgyszerrezisztens mind
gyogyszerszenzitiv  sejteken, ugyanakkor a vegyuletek szignifikdnsan nem gatoltdk a
rezisztenciaért felelés mdr-1 P-glikoproteint. Az antiproliferativ aktivitds mechanizmusa utan
kutatva vizsgaltuk az alkaloidok interakciojat nukleinsavakkal és azt talaltuk, hogy a
vegyuletek nem lépnek kolcsonhatasba a DNS-sel, ellenben a Saccharomyces tRNS-sel
komplexet képeznek. Az antiproliferativ hatds tehdt a tRNS-sel torténd interakcio
eredményeként jon létre.

. Uj természetes vegyiilet



Az SZTE Gyogyszerhatastani és Biofarméciai Intézetével kooperdciban harom
human tumor (HeLa, MCF7 és A431) sejtvonalon vizsgaltuk az Amaryllidaceae alkaloidok
citotoxikus hatdsat MTT teszt alkalmazéasaval (1. Tablazat). Megéllapitottuk, hogy a likorin,
hemantamin, hemantidin és a pretazettin jelentésen csokkentik a tumorsejtek szaporodasat,
hatasuk a pozitiv kontrol ciszplatinét meghaladé mértékii. A legmagasabb aktivitdsok az
A431 bérkarcindma sejteken jelentkeznek.

1. Tablazat. Amaryllidaceae alkaloidok citotoxikus aktivitasa

Vegyiilet ECso (LM)

HelLa MCF7 A431
Izmin >100 >100 NT
Hemantidin 4.455 8.236 3.091
Haemantamin 2.518 3.477 1.707
Tazettin >100 - -
Likorin 2.782 3.619 1.395
Homolikorin >100 - -
2-O-Acetil-likorin >30 19.83 14.05
Triszferidin 24.09 21.13 >30
Pretazettin 8.853 7.869 5.373
8-O-Dezmetilmaritidin >30 - -
Doxorubicin 0.154 0.279 0.149
Cisplatin 12.43 9.630 2.835

HIV-1 replikaciot gatlé aktivitas

A Johan Béla Orszagos Epidemioldgiai Kdzpont Mikrobioldgiai Kutatocsoportja dr.
Minarovits Janos vezetésevel vizsgalta az izolalt Amaryllidaceae alkaloidok HIV-1 virus
ellenes hatdsat P24 antigén teszt alkalmazasaval valamint reverz transzkriptaz és HIV-1
protedz enzimaktivitds mérésével (2. Tablazat).

Az elsé kisérletben a likorin, homolikorin, triszferidin, hemantamin, hemantidin, tazettin,
és 3-epimakronin in vitro HIV-1 replikacot gatlo hatasat vizsgaltak MT4 sejteken. Az
alkaloidok citotoxikus aktivitasat két médszerrel, [*H]timidin és MTT-teszten hataroztak meg.
Ezt kovetéen vizsgaltak a nem toxikus ddzistartomanyban a vegyuletek virusgatlo aktivitast
p24 antigén teszten és reverz transzkriptaz modszerrel. A likorin, homolikorin, triszferidin és
hemantamin magas HIV-1 replikéciot gatld aktivitast mutatott, mig a hemantidin, tazettin és
3-epimakronin inaktiv volt. Az aktivitds mértéke egyes esetekben megkdzelitette a pozitiv
kontroll AZT hatasat, de a terapids index értékek vegyiileteink esetén kedvezétlendl
alacsonyak voltak. A hatdsmechanizmus utan kutatva megéllapitottdk, hogy az alkaloidok
sem a HIV sem az AMV reverz transzkriptazra direkt hatast nem fejtenek ki.

2004-ben a 2-O-acetil-likorin, az N-dezmetil-galantamin és a 11-hidroxi-vittatin
teszteltelésére kerult sor. A legmagasabb HIV-1 replikaciot gatld aktivitast a 2-O-acetil-
likorin mutatta reverz transzkriptdz mddszerrel mérve, am a hatds mértéke nem érte el az
acetilcsoportot nem tartalmazo likorinét. A szelektivitasi index értekek sajnos itt is igen
alacsonynak adddtak.

2005-ben a likorin, triszferidin, 2-O-acetil-likorin, N-dezmetil-galantamin és a
hemantamin HIV-1 protedz gatlo aktivitdsdnak merésére kerilt sor. A vizsgalatokban
rekombinans HIV-1 proteazt és fluorogen csoporttal jeldlt szubsztratot hasznaltak. A kisérlet
sordn pozitiv kontrolként acetil-pepsztatint alkalmaztak. A vizsgalt alkaloidok kozil a



legnagyobb gatlast a triszferidin esetén mérték, ezt kdvette a likorin és a 2-O-acetil-likorin,
mig a hemantamin és a N-dezmetil-galantamin nem mutatott enzim-gatlast.

2. Tablazat Az izolalt Amaryllidaceae alkaloidok antiretroviralis aktivitasa

Alkaloid TCso IDsp IDsp Tlso K™ Vimax
ug/ml*  pg/mlt pg/ml ug/ml mol/I mol/I*min
Likorin 0.75 0.4 0.4 1.9  2.58x10° 2.22x10°
Homolikorin 12.8 7.3% - 1.8 - -
Triszferidin 7.50 5.0 5.0 1.5  5.13x10° 7.84x10°
Hemantamin 1.00 0.8 - 1.3 inaktiv inaktiv
Hemanthidin 1.00 inaktiv - - - -
3-Epimakronin 7.50 inaktiv - - - -
Tazettin 7.50 inaktiv - - - -
2-O-Acetil-likorin 6.00 - 6.00 1.0  1.36x10* 3.99x10°
N-Dezmetil-galantamin 43.0 - inaktiv - inaktiv inaktiv
11-Hidroxi-vittatin 12.0 - 8.0 1.5 - -
Acetil-pepsztatin - - - - 3.55x10°  2.47x10°

*TCs meghatarozasa MTT és [°H]timidin médszerrel tortént. *IDs, meghatarozasa p24 antigen teszten tortént.
*IDs, meghatéarozasa RT teszten tortént. *IDs, meghatarozasa MTT teszten tortént. *HIV-1 proteaz gatlas mért
értékei

RANUNCULACEAE ALKALOIDOK

Irodalmi adatok szerint a diterpénalkaloidok elsdsorban a Na'-csatornara gyakorolt
hatdsuknak kdszonhetéen jelentenek igéretes anyagcsoportot. A kordbbi biokémiai,
elektrofiziologia vizsgalatok minddssze néhany vegyuletre iranyultak és azt mutattak, hogy a
molekulaszerkezettsl fliggéen jelentésen kulonb6zé aktivitasok (agonista, antagonista)
lehetnek. Az altalunk nyert, kordbban még nem vizsgalt vegyiletek tanulmanyozésat tehat
igéretesnek tartjuk, ezért kdzos kutatdsokat inditottunk a Pécsi Tudomanyegyetem Kiserletes
Allattani és Neurobioldgiai Tanszékével (PTE TTK, Bioldgia Intézet), dr. Hernadi Istvan
munkacsoportjaval. A diterpénalkaloidok kozvetlen idegrendszeri hatasanak in vivo
elektrofizioldgiai és neurokémiai vizsgalata ez év februarjaban kezdédott meg patkanyokon,
kisérletes adatok még nem allnak rendelkezésre.
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