A lila viragd Mariatovis extraktumaban talalhato silybinrél (1a,b) kordbban kimutattuk,
hogy gatolja a human neutrofilek szuperoxid anion termelését (O;), az oxidacios robbanas
beinditasaért felelds protein kinaz C (PKC) és NADPH oxidaz aktivitasat, valamint a xantin
oxidaz aktivitasat. A silybin lipid oldékonysaganak megvaltoztatdsaval az el6bbiekben
felsorolt paraméterek mindegyike befolyasolhato volt, a lipid oldékonysag (5a,b) névelése
fokozta a silybin antioxidans hatasat human neutrofilekben, ami annak tulajdonithat6, hogy
a lipid oldékonysag novelése segiti a molekula atjutasat a sejtmembranon. Kimutattuk
tovabb4, hogy a silybin 3-metoxi-4-hidroxifenil csoportjanak eltdvolitasa nem befolyasolta
a silybin antioxidans hatasat a PMA-stimulalta neutrofilek O, termelésének gatlasaban.
lgazoltuk, hogy a flavon gyirit tartalmazé molekula antioxidans hatdsa minden
rendszerben meghaladta az azonos szerkezetti flavanon molekuldk hatasat. Minden esetben
a Oy termelés gatlasa a PKC aktivitdsnak és sejtmembrénba torténé transzlokaciojanak
gatlasara vezethets vissza. (Varga Z, Czompa A, Ujhelyi L, Kiss A, Balla J, Antus S. Effect
of silybin on phorbol myristate actetate-induced protein kinase C translocation, NADPH
oxidase activity, and apoptosis in human neutrophils. Phytomedicine 2004, 11:206-212 és
Varga Z, Seres I, Nagy E, Ujhelyi L, Balla G, Balla J, Antus S. Structres prerequisit for
antioxidant activity of silybin in different biochemical systems in vitro Phytomedicine
2006. 13: 85-93.)

1. &bra. A silybin (1,ab) és kiilonbdz6 lipidoldékonysagu szarmazékanak (5a,b; 6a,b) az
isosilybinnek (2a,b) és a fehér viragl Mariatdvis extraktumaban izolalt molekuldknak (3 és 4) a
szerkezete.
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2. dbra. A silybin és isosilybin szarmazékok szerkezete.
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Configuration at
R! R? R® c2°  C3
rac-10 | H H CH,OH R/S
rac-11| H CH,OH H - R/S
rac-12 | OH Aa CH,OH R/S R/S
rac-13| OH CH,OH Ac R/S R/S

Az elmult években olyan kozlemények jelentek meg, amelyekben arrdl szamoltak be, hogy
a lila viragd Mariatovisben a silybin mellett megtalalhato szerkezeti analog, az isosilybin
(2a,b), hatasosabb antioxidans, mint a silybin. Az irodalmi megfigyelések alapjan, az el6z6
években eléallitott silybin szarmazékokhoz hasonloan, az azokkal megegyezé, isosilybin
szerkezeti molekulakat is megszintetizaltuk. Az egyes szerkezeti analdgok esetében a
racematok mellett, az optikailag aktiv vegylleteket is el6allitottuk (a szerkezeteket a 2.
abran mutatjuk be). A molekuldk szerkezet-hatas Osszefliggés (SAR) vizsgélata sorén a
kovetkez6 eredményeket kaptuk

1. A neutrofilek O, termelésere kifejtett hatas vizsgalata soran megallapitottuk, hogy
mind a silybin, mind az isosilybin sorozatba tartozé vegyuletek kozul a flavon
analogok (rac.-10 és rac.-11), valamint a silybin vaz (rac.-9) gatolta
leghatasosabban a neutrofilek PMA-stimulélta O, termelését. Kimutattuk tovabba,
hogy a D ringben a C2’ és C3’ kirdlis centrumok abszolut konfiguracidja
szignifikansan befolyasolja a vegylletek O,  termelést gatlé hatasat, és mind a
silybin és isosilybin szerkezetnél a tiszta diasztereomer hatasosabb volt, mint a
racemat keverék [(-)-7 > rac.-7 and (-)-8 > rac.-8]. lgazoltuk tovabba, hogy
fuggetlendl attdl, hogy a vegyuletek képesek-e gatolni a NADPH oxidaz aktivitasat,



a PMA jelatviteli atjaban els6 lépéskent aktivalodo PKC gatlasa a vegsé hatas
szempontjabol a meghatarozé (Kosaras E, Katko M, Balla J, Paragh G, Antus S,
Varga Z. Regulation of Oxidative Burst in Neutrophils by Silybin and Its
Derivatives After Phorbol-ester Stimulation. Invited paper “Recent Progress in
Medicinal Plants” 21 volume invited paper (in press).

2. Xantin oxidaz aktivitds gatlasa szempontjabdl a silybin és isosilybin szarmazékok
kozul ugyancsak a flavon szarmazékok bizonyultak a leghatasosabbaknak (rac.-10,
rac.-11). lgazoltuk azt is, hogy a C5 és C7 dihidroxi-csoportok jelenléte az A
gydariiben esszencialis, hidnyaban a molekuldk elvesztették gatlé hatasukat (pl.
flavon véz; rac.-9, amely gyakorlatilag nem befolyasolja a xantin oxidaz
aktivitasat). lgazoltuk, hogy a xantin oxidaz aktivitasanak gatlasa szempontjabdl -a
neutrofilel szuperoxid anion termeléséhez hasonldéan- a C2’ és C3’ Kkirélis
szerkezetnél a tiszta diasztereomer hatasosabb volt, mint a racemat keverék [(-)-7 >
rac.-7 and (-)-8 > rac.-8]. Tovabba, a xantin oxidaz aktivitdsat minden molekula
tipusnal a silybin szarmazék hatésosabban géatolta, mint az azonos szerkezeti
isosilybin szarmazék (Kosaras E, Katko M, Cseke B, Paragh G, Nagy EV, Ferenczi
R, Antus S, Varga Z. New insight into the inhibition of xanthine oxidase activity by
silybin and its structural analogues: structure activity relationship. bekildve
Phytother Res, 2007).

3. Direkt gyokfogo tulajdonsaggal csak a silybin (1a,b), valamint a silybin (rac.-10) és
isosilybin (rac.-11) flavon szarmazéka rendelkezett (DPPH és OH-gyok).

4. lgazoltuk, hogy az Osszes szintetizalt molekula és maga a silybin vas(3+)-koto
képességgel rendelkezik, és a flavon szdrmazékok ezen tulmendéen vas(3+)-redukald
hatassal is rendelkeznek (Katkd6 M, Kosaras E, Antus S, Varga Zs. A silybin
analogok lipofil gydkfogd, vas(2+)-koté és vas(3+) redukald képessége Magyar
Szabadgyok-kutatd Tarsasag Munkaértekezlete 2006. szept. 11. Budapest. Varga Z,
Nagy E, Katko M, Jeney V, Seres I, Paragh G, Balla J, Antus S: Relationship of
structure and antioxidant activity of synthetic silybin-derived molecules:
identification of molecular structure responsible for antioxidant activity employing
various models for inducing oxidative stress. Editor.H.V. Panglossi. Invited paper
»-New Developments in Antioxidant Research” Nova Science Publishers Inc.
Chapter 6. pp.113-151. 2006.)

Tovébbi vizsgalatainkban, a hazankban honos fehér virdgd Méariatovis extraktumaban
koradbban munkacsoportunk altal azonositott flavanoidok antioxidans hatasat kezdtik
részletesen vizsgalni. A fehérvirdgl Mariatdvisben azonositott flavanolignanok a (-)-
isosilandrin (3) és (-)-silandrin (4) voltak. lIgazoltuk, hogy ezek a flavanolignanok nagyobb
mértékben gatoljak a neutrofilek PMA-stimulalta O, termelését, mint a silybin (70 % vs.
28%). Az els6 eredmények tovabba azt mutatjak, hogy a (-)-isosilandrin (3) és (-)-silandrin
(4) gyokfogo képessége a silybinhez hasonld (Samu Z, Nyiredi S, Baitz-Gacs E, Varga Z,
Kurtan T, Dinya Z, Antus S. Structure elucidation and antioxidant activity of (-)-
isosylandrin isolated from Silybum marianum L. Chem Biodiversity 2004. 1:1668-1677.)



Osszevetettik a silybin (1a,b) és szerkezeti analdgjainak (7-12) xantin oxidaz aktivitasra
kifejtett hatdsat olyan flavonoidokéval, melyekben az A és C gyiirii szerkezete megegyezik
az éaltalunk szintetizalt molekulakéval. A korabbi vizsgalati eredmények ugyanis azt
mutatték, hogy a flavonoidok esetében azok képesek a xantin oxiddz aktivitasat hatasosan
befolyasolni, amelyekben C5’ C7’ dihidroxil csoportok mellett, a 3’4’ dihidroxil csoportok
jelenléte is sziikséges; ezek a helyek a flavanoligndnokban az 1,4-benzodioxan gyiriinek
tulajdonithatoan, foglaltak. Az eredményeket a 3. abran mutatjuk be. Lathato, hogy a
flavanolignanok minden esetben hatdsosabban gatoltadk a xantin oxidaz aktivitasat, mint az
A és C gyiiriben hasonlo szerkezettel rendelkez6 flavonoidok. Ennek alapjan felmertlt az a
lehetéség, hogy a flavanolignanokban a D gyiirithdz kapcsol6dd 1,4-benzodioxan résznek
szerepe van a molekula antioxidans hatasanak kialakitasanak.

3. &bra. Assilybin, silybin szdrmazékok hatasa a xantin oxidaz aktivitasra az A és B gyiirii szerkezetében
azonos flavonoidok hatasaval ésszehasolitva (silybin vs.taxifolin, flavanon szarmazékok (7, 8) vs.naringenin
és dehidrosilybin vs. quercetin).
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5. &bra. Asilybin 1,4-benzodioxan része (13) és az eldallitott szarmazékok szerkezete (14-17)

Igy megszintetizaltuk (a szerkezeteket az 5. dbran mutatjuk be) az 1,4-benzodioxan részt
(13), ennek etilalt valtozatat (14), az alapvazat (15) es kettéskotésii oldallancot tartalmazo
szarmazékot (16, 17). Antioxidans hatads vizsgalata soran megallapitottuk, hogy az 1,4-



benzodioxan rész (13) hatdsosabban gatolja a neutrofilek PMA-stimulalta O, termelését,
mint a silybin (78% vs. 28 %), és a kettoskotést tartalmazo oldallanc beépitése (16, 17) csak
kismértékii hatas-novekedést eredményezett. A Me-Et csoport csere (14) az antioxidans
hatas csokkenését eredményezte, mig az alapvaz (15) ugyancsak hatasos antioxidansnak
bizonyult ebben a rendszerben. Az el6z6 molekulak esetében taldlt megallapitashoz
hasonléan, a neutrofilek oxidacios robbandsanak géatlasaban az 1,4-benzodioxan rész
xantin oxidaz aktivitasat az 1,4-benzodioxan rész (13), a metilalt valtozata (14) és az
alapvaz (15) kevésbé volt képes az enzime gatlasara, mint a silybin (1a,b), mig a kettés-
kotést tartalmazo oldallanc beépitése (16, 17) a gatlo képességet jelentés mértékben fokozta
(ICso 7 umol vs. 32 umol). A gyok-stabilizald képességet vizsgalva megallapitottuk, hogy
az etilélt 1,4-benzodioxan szarmazék (14) hatdsa megegyezett, a metilalt (13) kb. kétszer
hatdsosabb, mig az oldallancot tartalmazé vegyuletek (16, 17) gyokstabilizalé képessége
jelentés mértékben meghaladta a silybin gyok-stabilizalé képességét. Az alapvaz azonban
(15) gyokstabilizalo hatassal nem rendelkezett. Az eredmények egyértelmtien mutatjak,
hogy a silybinben talalhatd 1,4-benzodioxdn rész onmagaban is hatdsos antioxidans
tulajdonsagokkal rendelkezik (Katko M, Kosaras E, Nagy E, Komodi E, Balla J, Paragh G,
Ferenczi R, Antus S, Varga Z. Antioxidant activity of silybin: Its 1,4-Benzodioxane moiety
inhibits more effectively superoxide anion production in neutrophils and possesses higher
radical scavenging activity as silybin itself. kézirat bekuldés el6tt Biochem Pharmacol).
Ennek a megéllapitasnak egyik fontossdga, hogy ezek a molekuldk viszonylag egyszer
szintézissel el6allithatok.

Vizsgalainkat Kiterjesztettik a tokoferolok és vizoldhaté metabolitjaik antioxidans
hatadsanak tanulmanyozasara is (a molekulak szerkezete a 6. abran lathato).

6. abra. Tokoferolok és vizoldhaté metabolitjaik szerkezete.
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1. Megaéllapitottuk, hogy a tokoferol vizoldhaté metabolitjai, hasonloan, a silybin 1,4-
benzodioxan szarmazékaihoz, kisebb koncentraciokban, nagyobb hatékonysaggal
gatoltak a neutrofilek PMA-stimulalta O, termelését, mint maguk a tokoferolok
vagy a silybin. Ez mindkét csaladban a PKC aktivitas gatlasara kifejtett hatasnak
tulajdonithat6. A tokoferolok és vizoldhaté metabolitjaik kozil a gamma homolég
bizonyult a leghatasosabbnak.



2. Jelentés kuldonbséget talaltunk azonban a két molekula-csalad xantin oxidaz
aktivitasara Kkifejtett hatasaban; mig a silybin 1,4-benzodioxan szarmazékai
hatdsosabban gatoltak a xantin oxidaz aktivitdsat, mint a silybin (1,ab), addig a
tokoferol metabolitok teljesen hatastalannak bizonyultak, és maguk a tokoferolok is
gyenge hatassal birtak.

3. Direkt gyokfogd tulajdonsdgot tekintve a tokoferolok vizoldhatd metabolitjai
ugyanolyan hatdsosak voltak, mint maguk a tokoferolok, mig az 1,4-benzodioxan
szdrmazékok sokkal jelentésebb gyokstabilizalo képességgel rendelkeztek, mint a
silybin (1,ab).

Osszefoglalva ezen eredményeket, megallapithatjuk, hogy a tokoferolok (o-, y- és &-
tokoferol) és vizoldahatd metabolitjaik egyarant rendelkeznek antioxidans hatéssal, igy
teljes mennyiséguket figyelembe kell venni a szervezet antioxidans kapacitasanak
megitélése szempontjabdl. Tovabba igazoltuk, hogy a vy-tokoferol és metabolitjanak
antioxidans hatdsa a vizsgalt rendszerekben meghaladta az a-tokoferol hatasat (Varga Z,
Kosaras E, Komodi E, Katko M, Karpati I, Paragh G, Balla J, Aisa MC, Galli F. Effects of
tocopherols and 2,2’-carboxyethyl hydroxychromans on phorbol-ester stimulated
neutrophils. J Nutr Biochem. 2007 Jul 31; [Epub ahead of print]).

Az el6z6 vizsgalataink alapjan egyértelmtien megallapithatjuk, hogy szamos olyan
vegyuletet sikerilt szintetikus aton eléallitani (pl. flavon szarmazekok, 1,4-benzodioxan
szarmazékok), melyek antioxidans hatasa jelentés mértekben meghaladja a silybinét. Igen
figyelemre méltd, hogy ezek a vegyuletek nemcsak a neutrofilek PMA-stimulalta Oy
termelését, hanem a xantin oxid&z aktivitasat is képesek gatolni. Ez utdbbi a kdvetkezok
miatt jelentés: az utobbi évek Kklinikai vizsgélatai rdmutattak arra, hogy a szérum
hagysavszint-emelkedés, a myocardialis infarctus sulyossagaval, a reinfarctus
gyakorisagaval szoros kapcsolatot mutat. Ennek alapjan felmertil xantin-oxidaz-gatlok
prevencios és terdpias alkalmazasanak lehetésége. Jelenleg egyetlen szer van (allopurinol),
amelyet a klinikumban ilyen célra alkalmaznak. Molekulaink kozul a flavon szarmazékok
(ICs0 <0.02 umol) tébb nagysagrenddel hatékonyabbak, mint az allopurinol (ICso ~3 pumol),
mig az 1,4 benzodioxan-szarmazékok (ICso ~7 pmol) hasonl6 gatld hatassal birnak. Ennek
alapjan allatkiserletek elvégzését tervezzik, amelyben a koleszterin-dus taplalék kivaltotta
xantin oxiddz aktivitds fokozddas kivédését kivanjuk in vivo tanulményozni. Ehhez tébb
gramm anyag megszintetizalasa szikséges.

A flavon szarmazékokat az 6. abrén feltlintetett 7 lépéses szintézissel allitottuk elé. E
szintézis 2. lépésében felhasznalt aldehideket (3a,b) pedig protkatechualdehidbdl (7)
kiindulva szerkezethizonyit6 médon 4 Iépéses szintézissel nyertiik (Czompa A, Dinya Z,
Antus S, Varga Z. Arch. Pharm. Pharm. Med. Chem,333;175-80/2000). Minthogy ez a
szintézis a megfelel6 aldehidszarmazéekok el6allitdsa sordn fellépd szelektivitasi problémak
miatt nem lépték novelhetd, ezért a 3a,b aldehidek elballitasat j uton kiséreltik meg. A
protokatechualdehidet (7) elészor eltéréen a korabbiaktdl nem regioszelektiven
monobenzileztik, hanem kozvetlenil 1, 2-dibrém-akrilsav etilészterrel reagaltattuk és igy
38%-0s hozammal a 8c,d észterszarmazékok keverékét (8c:8d=2:1) kaptuk meg. Minthogy
ezek elvélasztasa mind frakcionalt vakuumdesztillacioval, mind oszlop-kromatogréafiaval
sikertelen volt, ezért e keveréket kozvetlenil natriumborohidriddel etanolban a megfelelé



diolok (9a,b) keverékévé redukaltuk. E 65%-0s

oszlopkromatografias tisztitas utdn kaptuk meg.
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7. &bra. A célvegyiilet el6allitasa az altalunk kidolgozott un. réviditett szintézis Uttal.
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Megjegyzendé, hogy az izomer diolok (9a,b) rétegkromatografiasan ugyan elvalaszthatok
voltak, de a csekély Rf. kiilonbségik miatt ezek elvéalasztasat mar oszlopkromatografiasan
nem tudtuk megvalositani. Az igy nyert diolkeveréket sikertelen MnO,-0s oxidacio utan
vegul Jones-oxidacioval kozepes hozammal (32%) a megfelelé aldehidek keverékéveé
(3a,b) alakitottuk at. A kovetkez6 lépésben az aldehidkevereket 4,6-bisz(metoximetil)-
floracetofenonnal (2) kondenzélva 86%-o0s termeléssel a kivant kalkon keveréket (4a+4b)
kaptuk meg, melyekbdl az altalunk (Gy. Litkei, K. Gulacsi, S. Antus, G. Blaskd, Liebigs
Ann.Chem.1995,1711-1715) korabban kidolgozott un. réviditett Gton két Iépésben (7.4abra)
27%-0s nyeredékkel a célvegyiileteket kaptuk meg. A tervezett farmakologiai
vizsgalatokhoz igy 1790 mg kristalyos termék (6a+6b) van mér a keziinkben. Az eddigi
munkank alapjan az is megallapithatd, hogy a célvegyiiletek nagyobb 1éptékii eléallitasahoz
a fentiektol eltér6 szintézis stratégiara van szlkség. Klasszikus flavonoid-kémiai
modszerekkel megvaldsitottuk mar az 5,7-dihidroxi-3',4'-dibenziloxiflavon eléallitasat és
most a benzilvéd6é csoportok helyén a hidroximetil-1,4-benzodioxan gyiiriirendszer
kiépitésen dolgozunk.

Reményeink szerint rovidesen elegendé vegyllet all rendelkezésre az allatkisérletek
megkezdéséhez.

Osszefoglalva eredményeinket igazoltuk, hogy a silybin flavon szarmazékai és az izolalt
1,4-benzodioxan rész, a legtobb vizsgalt rendszerben, hatasosabb antioxidans, mint maga a
silybin. Kimutattuk, hogy mas szerkezeti elemek jelenléte sziikséges pl. a gyokfogd
képesség (intakt silybin és 1,4-benzodioxan rész), a szuperoxid anion termelés ill. PKC
gatlas (alapvaz, hidroxil csoportok nem sziikségesek), vagy a xantin oxidaz gatlas (5,7
dihidroxi-csoportok és C2-C3 kettés kotés) szempontjabol. Eredményeink alapjan az
oxidativ stressz kivédésére a forrastdl fliggéen hatasos antioxidansok szintetizalhatok.

Végul, de nem utols6 sorban, az OTKA Bizottsag tamogatasaval végzett kutatasi
eredményeink kozlése alapjan, két nemzetkdzi konyvkiadd kért fel benninket
eredményeink kozlésére illetve dsszefoglalo irasara, amely lehetéségért kilon kdszonetet
mondunk.



