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Silkkiyrtit (Asclepias) tuottavat runsaasti rakenteellisesti monimuotoisia steroidiglykosideja, joilla on
merkittdvid biologisia vaikutuksia. Néisti yhdisteistd suvussa esiintyy erityisesti kardenolidiglykosideja
sekd C21-steroidiglykosideja, joiden bioaktiivisuus on heréttényt laajaa kiinnostusta kemiallisesta ja
ladketieteellisestd ndkokulmasta. Tédmin tutkielman tavoitteena oli tarkastella silkkiyrttien

steroidiglykosidien kemiallista monimuotoisuutta, bioaktiivisuutta ja lddketieteellistd potentiaalia.

Silkkiyrttien kardenolidiglykosidien vaikutus perustuu ensisijaisesti Na'/K*-ATPaasin estoon, ja
yhdisteiden aktiivisuuteen vaikuttavat voimakkaasti rakenteelliset tekijdt, kuten laktonirengas,
hydroksyyliryhmien  sijainti ja  C-3-aseman  sokeriosan rakenne. Useat silkkiyrttien
kardenolidiglykosidit ovat osoittaneet merkittivaa sytotoksisuutta ja antiproliferatiivista aktiivisuutta
syopdsoluja vastaan. C21-steroidiglykosidit ovat puolestaan osoittaneet pddosin heikompaa
sytotoksisuutta, mutta niilld on havaittu muun muassa moniléédkeresistenssid muokkaavia vaikutuksia.
Lisdksi silkkiyrttien kasviuutteilla on raportoitu antibakteerisia, antifungaalisia ja antiparasiittisia

vaikutuksia.

Silkkiyrttien steroidiglykosidit muodostavat lupaavan luonnonyhdisteiden ryhmén, jonka rakenteellinen
monimuotoisuus tarjoaa runsaasti mahdollisuuksia uusien ld4keainekandidaattien kehittimiseen.
Erityisesti yhdisteiden rakenne-aktiivisuussuhteiden ja vaikutusmekanismien tarkempi selvittiminen

ovat keskeisid tulevaisuuden tutkimussuuntia.

Avainsanat: antiproliferatiivisuus, asclepias, bioaktiivisuus, C21-steroidiglykosidi,
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Lyhenteet

3BHDS 3B-hydroksisteroididehydrogenaasi
GT glykosyylitransferaasi

MAPK mitogeenin aktivoiman proteiinikinaasi
MVA mevalonihappo

NCX Na*/Ca**-vaihtajaproteiini

NKA Na'/K*-ATP

P450scc P450-sivuketjun lohkaisijaentsyymi

PI3K/AKT/mTOR fosfatidyyli-inositoli-3-kinaasi/proteiinikinaasi B/mTOR-signaalireitti

ROS reaktiiviset happilajit
SR sarkoplasmakalvosto
SRC Src-tyrosiinikinaasi
TNC troponiini C

Tutkielman kirjoitusprosessissa on hyddynnetty Zotero-ohjelmaa viitteiden hallintaan sekid Microsoft
Copilotia kielellisen tuen ja tekstin selkeyttimisen apuvilineena.



1 Johdanto

Luonnonyhdisteet ovat tirked biologisesti aktiivisten yhdisteiden ldhde, ja merkittivd osa nykyisista
ladkeaineista on perdisin kasveista tai pohjautuu kasviperdisiin rakenteisiin (Elshafie et al., 2023;
Newman & Cragg, 2020). Yksi keskeinen luonnonyhdisteiden ryhmé on kasvien tuottamat erikoistuneet
metaboliitit, jotka osallistuvat muun muassa kasvin puolustukseen, vuorovaikutuksiin ympériston
kanssa seké erilaisiin stressivasteisiin (Elshafie et al., 2023). Néihin metaboliitteihin kuuluvat myos
steroidiglykosidit, jotka muodostavat triterpenoideihin kuuluvan rakenteellisesti monimuotoisen ja
bioaktiivisen yhdisteryhmin (Tomilova & Nosov, 2025). Tutkimuksellisesti erityisen kiinnostavia ovat
kasvisuvut, joissa esiintyy runsaasti rakenteellisesti monimuotoisia steroidiglykosideja, kuten
silkkiyrttien (Asclepias) suku, joka tunnetaan laajasta ja kemiallisesti monimuotoisista
steroidiglykosidiryhmistd (Agrawal et al., 2012).

Silkkiyrtit ovat Apocynaceae-heimoon kuuluva kasvisuku, jonka alkuperdinen levinneisyysalue
kattaa Amerikan sekd trooppisen ja eteldisen Afrikan, ja jonka useita lajeja on myShemmin levinnyt
vieraslajeina Eurooppaan, Aasiaan ja Australiaan (Plants of the World Online 2026). Sukuun kuuluu
noin 210 lajia (Plants of the World Online, 2026), ja se tunnetaan erityisesti ekologisesti merkittavista
puolustusmetaboliiteista, joiden koostumus vaihtelee huomattavasti lajien vililld. Silkkiyrttien
tuottamiin steroidiglykosideihin kuuluvat pédasiassa kardenolidiglykosidit tai C21-steroidiglykosidit
(Agrawal et al., 2012; Araya et al., 2016). Nama yhdisteryhmét muodostavat yhden keskeisen osan titi
kemiallista puolustusjarjestelmdd. Tama laajalle levinnyt ja ekologisesti sekd kemiallisesti
monimuotoinen suku tarjoaa erinomaisen mallin kasvien puolustusmetabolian ja yhdisteprofiilien
vaihtelun tutkimiseen. Lisdksi silkkiyrtteja on hyddynnetty perinteisessd ladketieteessd muun muassa
kasvainten hoidossa (Kupchan et al., 1964), raskauspahoinvoinnissa ja hedelmaéllisyyteen liittyvissd
vaivoissa (Ticktin & Dalle, 2005) seka suolistoloisten ja ripulin hoidossa (Coe & Anderson, 1996), mika
on osittain lisdnnyt kiinnostusta niiden tuottamien metaboliittien mahdollisiin lddketieteellisiin
sovelluksiin.

Silkkiyrttien steroidiglykosideilla on raportoitu olevan useita farmakologisesti merkittévia
vaikutuksia, minké takia niiden yhdisteilld on potentiaalia lddkeaineina ja niiden esiasteina.
Kardenolidiglykosidit tunnetaan erityisesti Na‘/K*-ATPaasin estdjind (Ponce et al., 2025), ja niille on
raportoitu myds sytotoksisia, antiproliferatiivisia (Reddy et al., 2019) sekd muita biologisia vaikutuksia
(Agrawal et al., 2012). C21-steroidiglykosideilla on puolestaan raportoitu ndiden bioaktiivisuuksien
lisdksi my0s monilddkeresistenssiin vaikuttavia ominaisuuksia (Yuan et al, 2016). Niiden
bioaktiivisuuksien perusteella silkkiyrttien steroidiglykosideja voidaan pitdd lupaavina yhdisteind
ladketieteellisen tutkimuksen kannalta.

Taman tutkimuksen tavoitteena on selvittdd, millaisia steroidiglykosideja silkkiyrttien suvussa
esiintyy ja millaisia rakenteellisia piirteitd niilld on. Tutkimuksessa tarkastellaan erityisesti

kardenolidiglykosideja ja pregnaaniglykosideja, niiden kemiallista monimuotoisuutta sekd rakenteiden



ja bioaktiivisuuksien vilisid yhteyksid. Lisédksi tavoitteena on arvioida kirjallisuuden perusteella, onko
ndilla yhdisteilld lddketieteellistd potentiaalia, erityisesti kardioaktiivisuuden, sytotoksisuuden,

antiproliferatiivisuuden ja muiden havaittujen aktiivisuuksien ndkékulmasta.

2 Silkkiyrttien steroidiglykosidit

Steroidiglykosidit ovat triterpeenijohdannaisia, jotka koostuvat steroidisesta aglykoniosasta ja siihen
liittyneestd sokeriosasta. Ne jaetaan useisiin alaluokkiin aglykonirakenteen perusteella (Tomilova &
Nosov, 2025). Silkkiyrteissd esiintyvét steroidiglykosidit jaetaan pédasiassa kahteen ryhmédn,
kardenolidiglykosideihin ja C21-steroidiglykosideihin, joilla on merkittdvid biologisia vaikutuksia.

Seuraavaksi tarkastellaan ndiden kahden yhdisteryhmén rakennetta ja esiintymisté silkkiyrteissa.
2.1 Kardenolidiglykosidit

Sydanglykosidit, joita kutsutaan myos sydéanaktiivisiksi glykosideiksi, ovat steroidiglykosideihin
kuuluva ryhma. Niitd on tavanomaisesti kaytetty ladkkeind yli 200 vuoden ajan ja kéytetddn edelleen
laajasti, vaikka niilld on korkea toksisuus ja kapea terapeuttinen ikkuna (Bone & Mills, 2013).
Sydanglykosidien farmakologinen vaikutus perustuu siihen, etti ne voivat lisdtd sydénlihaksen
supistusvoimaa. Tédmén takia ne ovat olleet erittdin tarkeitd syddmen vajaatoiminnan ja rytmihéirididen
hoidossa (Alamgir, 2018). Viimeaikaisten tutkimuksien perusteella sydanglykosidit pystyvit myos
indusoimaan apoptoosia tai estimdin kasvaimen kasvua in vitro ja in vivo (Matsuo & Mimaki, 2024;
Tian et al., 2018; Wen et al., 2016). Tdmidn vuoksi sydidnglykosideja pidetddan mahdollisina
syopaladkkeind niiden merkittdvan ladketieteellisen potentiaalin vuoksi.

Sydéanglykosidit jaetaan kahteen péétyyppiin: kardenolideihin ja bufadienolideihin. Kardenolidien
steroidinen aglykoniosa sisdltdd 23 hiiliatomia, kun taas bufadienolideilla aglykoniosa siséltdd 24
hiiliatomia (Agrawal et al., 2012; Malcolm, 1991). Néiden pdétyyppien vilinen ero ndhddén C-17-
asemaan kiinnittyneen laktonirenkaan rakenteesta (

Kuva 1). Kardenolideja esiintyy yleisesti kasveissa, ja tdhdn ryhméidn kuuluvat tarkeimmat
terapeuttiset steroidiglykosidit, kuten digitoksiini ja digoksiini (Jiao et al., 2026). Bufadienolideja
puolestaan esiintyy padasiassa eldinperiisissd ldhteissd sekd joissakin kasvisuvuissa, kuten tietyissa
Cotyledon-, Tylecodon- ja Kalanchoe-sukujen lajeissa (El-Seedi et al., 2019). Bufadienolideja ei ole
havaittu silkkiyrttien suvussa, kun taas kardenolidiglykosideja on karakterisoitu runsaasti.

Kardenolidien rakenne koostuu kolmesta pddosasta (Agrawal et al., 2012). Niitd ovat
steroidirunko eli aglykoniosa, joka muodostuu neljésti toisiinsa sulautuneesta renkaasta (A, B, C ja D),
B-asemassa C-17-kohtaan liittynyt a, B-tyydyttymétdn viisijaseninen laktonirengas (butenolidiryhma)
sekd C-3-asemaan liittynyt hiilihydraatti- eli sokeriosa (Kuva 1, Agrawal et al. 2012; Malcolm 1991).

Suurimpaan osaan kardenolideista on liittynyt 1-4 sokeriyksikkdd ketjumaisena rakenteena. Nama



sokeriosat lisdavat yhdisteen sitoutumista sydanlihakseen ja yhdisteen vesiliukoisuutta. Sokeriyksikot
kiinnittyvét tyypillisesti aglykonin A-renkaan C-3-hiileen hydroksyyliryhmén kautta (Agrawal et al.,
2012; Malcolm, 1991). Asclepias-lajeissa esiintyy kuitenkin runsaasti myds kardenolidiglykosidi
kalotropiinia sekd siithen liittyvid yhdisteitd, joissa yksittdinen sokeriosa muodostaa syklisen
siltarakenteen kiinnittymalld sekd C2- ettd C3-hiileen. Télloin muodostuu 1,4-dioksaanirengas (Zhang
et al., 2014). Tdma kaksoiskiinnittyminen selittdd yhdisteiden poikkeuksellisen stabiilisuuden happoja
ja pelkistymistd vastaan (Petschenka et al., 2018). Kardenolidien aglykoniosa siséltdd tyypillisesti
hydroksyyliryhmid (OH-ryhmié) ja niiden mééré vaihtelee huomattavasti eri kardenolideilla (El-Seedi
et al., 2019). Tama vaihtelu vaikuttaa kardenolidien jakautumiseen solujen vesipitoiseen viliaineeseen,
mika vaikuttaa merkittdvéasti niiden farmakokineettisiin ominaisuuksiin, kuten vaikutuksen alkamiseen

ja kestoon (El-Seedi et al., 2019)

Kuva 1. kardenolidiglykosidin (a) ja bufadienolidiglykosidin (b) perusrakenne, jossa punaisella on
merkitty laktoniosa, siniselld steroidirunko ja R osoittaa sokerin/sokerien sitoutumiskohdan.

Apocynaceae-heimon  monista  kasvisuvuista  kuten  silkkiyrteistdi ~ perdisin  olevilla
kardenolidiglykosideilla on piirteits, jotka erottavat ne muista timéin heimon sekd muiden heimojen
kasveista. Yleisesti muun muassa Digitalis- ja Strophantus-kasvilajeista perdisin olevissa
kardenolideissa, kuten digoksiini ja digitoksiini, A/B- sekd C/D-renkaat ovat molemmat cis-
konfiguraatiossa (Kuva 2). Tdméi antaa niille kardenolideille tyypillisen U-muodon. Silkkiyrttien
kardenolideilla on taas tyypillistd steroidirungon A/B-renkaiden trans-konfiguraatio (El-Seedi et al.,
2019; Malcolm, 1991). Tdma tuottaa aglykonille huomattavasti litteimmaén rakenteen verrattuna muihin

kardenolideihin.

laktoni

HO

Renkaat A/B cis, C/D cis Renkaat A/B trans, C/D cis

Kuva 2. Kardenolidien cis- ja trans-konfiguraatiot A- ja B-renkaiden vélilla. Cis-konfiguraatio
taivuttaa rakennetta verrattuna trans-konfiguraatioon (Malcolm, 1991).



Silkkiyrtit ovat kardenolidiglykosidien kannalta kemiallisesti erittdin monimuotoinen kasviperhe.
Kardenolideja voi olla yhdesséd kasvissa jopa rakenteeltaan 30 eri yhdistettd (Agrawal et al. 2012).
Kardenolidiglykosidien pitoisuudet vaihtelee my6s kasvin osan vélilld. Niitd on havaittu esiintyvin
kaikissa osissa (Rasmann et al., 2009), mutta suurimmat pitoisuudet on havaittu maitiaisnesteesta
(Zalucki et al., 2001). Niiden yhdisteiden monimuotoisuuteen vaikuttaa paljon myods kasvin
maantieteellinen sijainti (Rasmann and Agrawal 2011). Rasmannin ja Agrawalin fylogeneettinen
analyysi 49:std eri Asclepias-lajista osoitti, ettd trooppisilla leveysasteilla esiintyvdt lajit ovat
kemiallisesti vahvemmin puolustautuneita kuin lauhkeiden alueiden lajit. Niilld on suurempi ja
herkemmin indusoituva kardenolidituotanto, korkeampi yhdisteiden rakenteellinen monimuotoisuus

sekd matalampi poolisuus (Rasmann and Agrawal 2011).
2.2 Pregnaaniglykosidit

C21-steroidiglykosidit ovat pregnaanirunkoon perustuvia glykosideja. Pregnaanien perusrunkona on
syklopentaaniperhydrofenantreeni (de Souza et al., 2024; Si et al., 2022). Taméi perusrunko koostuu
toisiinsa (Si et al., 2022). Aglykoniosa on siis samankaltainen kuin kardenolideilla. Timé rakenne tekee
yhdisteistd suhteellisen jaykkid, eivitkd hiiliatomit pysty kiertyméén tai kddntymidd vapaasti.
Pregnaanien ydinrakenteessa on hydroksyyliryhma kiinnittyneeni C-3-hiileen seka jokin sivuryhmé C-
17-hiileen (Si et al., 2022). Pregnaaneja esiintyy kardenolidien ohella runsaasti monissa Apocynacea-
heimon kasveissa, kuten silkkiyrteissd (Agrawal et al., 2012). Niitd pidetddn todennékoisind
kardenolidien prekursoneina (Agrawal et al., 2012). Kun pregnaaneiden aglykoniosaan kiinnittyy
sokeriosia, tyypillisesti C-3-hiilen happiatomiin, kutsutaan yhdisteitd pregnaaniglykosideiksi (de Souza
et al., 2024; Si et al., 2022). Sokeriyksikoitd on tavallisesti liittynyt yhdestd kuuteen kappaletta, ja ne
liittyvét runkoon ketjumaisessa muodossa (Si et al., 2022).

Pregnaaniglykosidit voidaan jakaa erilaisiin alaluokkiin. Si et al. (2022) jakaa yhdisteryhmén
kahteen paityyppiin, monodesmosidi- ja bidesmosidityyppisiin, niiden sitoutumistavan ja sokeriketjun
lukuméérdn perusteella. Monodesmosidityyppisiin pregnaaniglykosideihin on kiinnittynyt yksi
sokeriketju, usein C-3-asemaan, ja ne jaetaan edelleen neljddn eri alaluokkaan erilaisten
substituenttityyppien ja renkaan hapettumisasteen mukaan (Kuva 3). Niihin alaluokkiin kuuluvat
polyoksipregnaaniglykosidit, epoksipolyoksipregnaaniglykosidit, polyhydroksipregnaaniglykosidit ja
17-furaanipregnaaniglykosidit (seko- ja disekotyypit). Bidesmosidityyppisilld pregnaaniglykosideilla
on kiinnittynyt kaksi sokeriketjua ligandin C-3- ja C-20-asemissa (Si et al., 2022). Silkkiyrteistd on
16ydetty erityisesti monodesmosidityyppisid pregnaaniglykosideja. Néiistd yleisimmin esiintyvid
alaluokkia ovat polyoksipregnaaniglykosidit, kuten syriakosideiksi nimetyt 12-O-asyloituneet
oksipregnaaniglykosidit (Warashina and Noro 2009, 2008), sekd polyhydroksipregnaaniglykosidit



(Araya et al., 2012; Li et al., 2008) ja epoksirakenteiset pregnaaniglykosidit (Warashina et al., 2011;
Warashina & Miyase, 2018).
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R,0O R4,0 RO
sekotyyppiset pregnaaniglykosidit disekotyyppiset pregnaaniglykosidit bidesmosidityyppiset
pregnaaniglykosidit

Kuva 3. Pregnaaniglykosidien runkotyypit (Uudelleen julkaistu ldhteestd Phytochemistry letters, osa
47, Yuan Si, Xiao-Song Sha, Lei-Ling Shi, Hong-Yan Wei, Yue-Xian Jin, Guo-Xu Ma, Jing Zhang,
Review on Pregnane Glycosides and Their Biological Activities, s. 1-17, © 2022, Elsevierin luvalla).

3 Steroidiglykosidien bioaktiivisuus

Silkkiyrttien steroidiglykosidit ovat bioaktiivisia luonnonyhdisteitd, joilla on raportoitu monia
ladketieteellisesti merkittivid vaikutuksia (Araya et al., 2012; El-Seedi et al., 2019; Zhang et al., 2014).
Ne ovat erityisen kiinnostavia niiden kardioaktiivisuuden seké syopasoluihin kohdistuvien vaikutusten

vuoksi. Tdssé luvussa tarkastellaan silkkiyrttien steroidiglykosidien keskeisimpié bioaktiivisuuksia.
3.1 Kardenolidien kardioaktiivisuus

Na’/K*-ATPaasi (NKA) on keskeinen solukalvon ionipumppu, jota esiintyy ldhes kaikissa
selkdrankaisissa soluissa (Ponce et al., 2025). NKA kuljettaa aktiivisesti kolme Na*-ionia solusta ulos
ja kaksi K-ionia soluun sisddn ATP:n hydrolyysistd saatavan energian avulla (Blanco & Mercer, 1998).
Ionipumpun tehtdvidnd on yllépitdd solujen ja koko elimistdn natrium- ja kaliumtasapainoa sekd
osallistua lukuisiin fysiologisiin prosesseihin. Ionikuljetuksen lisdksi NKA toimii myds solunsisdisend
signaalinvalittdjand esimerkiksi sydadnglykosideille (Xie & Askari, 2002).

Sydanglykosidit, kuten silkkiyrtistd 16ytyvat kardenolidiglykosidit, vaikuttavat NKA:n toimintaan
sitoutumalla NKA:n a-alayksikdn solun ulkopuolella sijaitsevaan spesifiseen sitoutumiskohtaan sen
toimintasyklin aikana (Ponce et al., 2025). Kardenolidiglykosidin steroidirunko asettuu ionipumpun

hydrofobiseen onteloon ja muodostaa vuorovaikutuksia ionipumpun a-alayksikon kalvon lépi kulkevien
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rakenteiden sekd solunulkoisten silmukoiden kanssa. Laktonirengas ja sokeriosat stabiloivat
sitoutumista muodostamalla vetysidoksia ja muita heikkoja molekyylien vélisid vuorovaikutuksia
(Bagrov et al., 2009; Tverskoi et al., 2021). Kardenolidiglykosidien sitoutuminen tapahtuu syklin E2-P-
konformaatiotilassa, jossa natriumionit on kuljetettu solun ulkopuolelle ja pumppu on valmis sitomaan
kaliumioneja (Jorgensen et al., 2003). Kardenolidiglykosidin sitoutumien estdd NKA:n defosforylaation
ja lukitsee pumpun inaktiiviseen tilaan (Kanai et al., 2021).

NKA:n toiminnan estyminen johtaa Na'-ionien kertymiseen solun sisélld, eli natriumgradientin
heikkenemiseen, miké vihentdd Na'/Ca?*-vaihtajaproteiinin (NCX) toimintaa (Kuva 4) (Ponce et al.,
2025; Tripathi, 2013). Normaalisti NCX poistaa natriumgradientin avulla kalsiumioneja solusta, joten
tdman mekanismin heikentyessd myos kalsiumpitoisuus solujen sisilla kasvaa (Tripathi et al., 2013;
Zhou et al., 2024). Lisddntynyt Ca’'-ionien mddrd sydénlihassoluissa varastoituu osittain
sarkoplasmakalvostoon (SR) ja vapautuu sytosoliin suurina midrind depolarisaation aikana L-
tyyppisten Ca?"-kanavien kautta (Ponce et al., 2025; Tripathi et al., 2013). Solunsisdinen kalsiumin
lisddntyminen tehostaa troponiin C:n (TNC) kalsiumsitoutumista, mikd mahdollistaa aktiini-
myosiinisiltojen tehokkaampaa muodostumista (Zhou et al.,, 2024). Tdmén seurauksena
sydénlihassolujen supistusvoima lisddntyy (Ponce et al., 2025), mika selittdd kardenolidien positiivisen
inotrooppisen vaikutuksen (Zhou et al., 2024). Supistusvoiman lisddntyminen voi kasvattaa sydimen
minuuttitilavuutta ja siten lievittdd syddmen vajaatoiminnan oireita (Ponce et al., 2025). Liséksi
kardenolidiglykosidit jiljittelevédt parasympaattisen hermoston vaikutuksia, mikd hidastaa sydamen

sykettd ja eteis-kammiojohtumista (Ponce et al., 2025).
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Kuva 4. Kardenolidiglykosidin sitoutuminen Na+/K+-ATPaasiin. SR=sarkoplasmakalvosto,
TnC=tronopiini C, NKA=Na"/K*-ATPaasi, NCX=Na*/Ca®*-vaihtaja (mukailtu ldhteisti Kumavath et
al. 2021; Tripathi 2013).



Vaikka kardenolidiglykosidien kyky estdd NKA:ta on tunnettu pitkdéan, niiden terapeuttinen kaytté on
haastavaa (Jiao et al., 2026). Nykyisin syddmen vajaatoiminnan ja rytmih&irididen hoidossa kéytetidén
ensisijaisesti villasormustinkukasta (digitalis lanata) eristettyd digoksiinia (El-Seedi et al., 2019; Lopes
et al, 2018). Tamén lisdksi pienissd méadrissd lddketieteellisessd kiytOssd ovat muun muassa
digoksigeniini, strofantidiini ja ouabageiini (EI-Seedi et al., 2019). Ndiden yhdisteiden merkittdvin
ongelma on niiden erittdin kapea terapeuttinen ikkuna, eli erittdin pieni ero niiden hoidollisen annoksen
ja myrkyllisen annoksen vililla (El-Seedi et al., 2019; Jiao et al., 2026). Liian suuret pitoisuudet voivat
johtaa vakaviin rytmihdiridihin, ruoansulatuskavavan oireisiin tai jopa kuolemaan (El-Seedi et al., 2019;
Jiao et al., 2026). Témén takia on valttimatontd etsid uusia yhdisteitd, joilla olisi laajempi terapeuttinen
ikkuna, ja jotka olisivat siten farmakologisesti parempia ja turvallisempia.

Kardenolidiglykosidien rakenteellinen vaihtelu tekee uusien yhdisteiden etsimisesti myos
erityisen lupaavaa, silld pienetkin rakenteelliset muutokset vaikuttavat yhdisteiden bioaktiivisuuksiin
(Ren et al., 2020). Erityisesti C-17-laktonirengas, hydroksyyliryhmien sijainti sekd C-3-aseman
sokeriosan tyyppi ja sitoutuminen vaikuttavat yhdisteen aktiivisuuteen (Ren et al., 2020). Silkkiyrtit
muodostavat tdmén takia kiinnostavan kasvisuvun, silld niistd on raportoitu satoja rakenteellisesti
erilaisia kardenolidiglykosideja, joiden pitoisuudet ja aktiivisuudet vaihtelevat huomattavasti (Agrawal
et al., 2012; Ziist et al., 2019). Silkkiyrttien kardenolidiglykosidien monet rakenteet myos eroavat
monista klassisista sydidnglykosideista (Malcolm, 1991).

Zhang tutkimusryhmineen (2014) eristi Asclepias curassavica -lajista viisi kardenolidilaktaattia
sekd wviisitoista kardenolidiglykosidia, jotka sisélsivit sekd dioksaanirenkaisia ettd yhden
hydroksyyliryhmén kautta sitoutuneita sokeriryhmié. Néitd yhdisteitd testattiin NKA:ta vastaan, mika
antoi hyvén kuvan eri rakenteiden vaikutuksesta aktiivisuuteen. Tutkimustulosten perusteella havaittiin
yhdisteen kemiallisen rakenteen vaikutus sen biologiseen aktiivisuuteen erityisesti niilld
kardenolidiglykosideilla, joiden sokeriosa oli liittynyt aglykoniin dioksaanisella kaksoissidoksella
(Zhang et al., 2014). Namé yhdisteet osoittautuivat kaikkein potentiaalisimmiksi NKA:n toiminnan
estdjiksi, silld niiden Kj-arvot eli inhibitiovakiot, olivat kaikilla alle 0,05 puM. Niin matalat
inhibitiovakiot kertovat yhdisteiden vahvasta sitoutumisesta entsyymin aktiiviseen kohtaan ja siité, etta
ne saavuttavat ldhes tdydellisen inhibition jo hyvin alhaisilla pitoisuuksilla. Kardenolidiglykosideista,
jotka eivit sisdltineet dioksaanirengasta, ainoastaan frugosidilla (3) oli yhtd hyva inhibitiokyky ja
kalaktiinihapolla (4) suhteellisen hyvd estokyky 0,960 uM (Kuva 5). Tidméa viittaa siihen, ettd
dioksaanirakenne sokeriosan ja aglykonin vililld vaikuttaa merkittdvasti yhdisteen kykyyn estda
NKA:ta. Aktiivisuutta ei kuitenkaan voida selittdd pelkédstddn dioksaanirakenteella, silld myds
frugosidin (3) estokyky oli yhtd voimakas. Talldin aktiivisuuteen vaikuttavat todennékdisesti myos muut
rakenteelliset  piirteet, kuten aglykonin funktionaaliset ryhmét, esimerkiksi frugosidin

hydroksimetyyliryhma.



Kuva 5. NKA:ta inhiboivien kardenolidiglykosidien rakenteet: 3-O-uranigeniinilaktaatti (1), 19-O-
koroglauksigeniinilaktaatti (2), frugosidi (3), kalaktiinihappo (4), 19B-hydroksikalotropiini (5) ja
kalotropiini (6).

Vertaillessa kardenolidiglykosideja kardenolidilaktaatteihin, huomataan kuitenkin huomattava ero
niiden kyvyssd estdd NKA:n toimintaa (Zhang et al.,, 2014). Kardenolidilaktaattien 3-O-
uranigeniinilaktaatin (1) K; oli 0,163 uM ja 19-O-koroglauksigeniinilaktaatin (2) 10,750 pM. Néiden
yhdisteiden kyky estdd NKA:n toimintaa oli selvdsti heikompaa kuin kardenolidiglykosideilla. Tdma
korostaa sokeriosien tarkeyttd yhdisteen kyvyssa estdd NKA:n toimintaa. Zhangin tutkimusryhmaé osoitti
myds molekyylimallinnuksen (molecular docking) avulla, miten kardenolidiglykosidit voivat
muodostaa NKA:n sitoutumisontelossa enemmain ja vahvempia vetysidoksia kuin kardenolidilaktaatit
(Zhang et al., 2014).

Rubiano-Buitrago tutkimusryhmineen (2022) eristi Asclepias curassavica-kasvin siemenisti
kymmenen kardenolidiglykosidia, joista nelja oli uusia yhdisteitd. Eristettyjen kardenolidien
pitoisuuksia ja biologisia aktiivisuuksia arvioitiin sian NKA:ta vastaan in vitro-méiritykselld (Rubiano-
Buitrago et al., 2022). Sytotoksiset vaikutukset ilmaistiin ICso-arvoilla, jotka kuvaavat sitd yhdisteen
pitoisuutta, jolla 50 % tutkittavasta biologisesta vaikutuksesta estyy. Tutkimuksessa havaittiin, ettd
NKA:ta estdvi vaikutus vaihteli huomattavasti eri kardenolidiglykosidien viélilld. Gofrusidilla (8, Kuva
6) oli testatuista yhdisteistd voimakkain inhibitiokyky (ICs¢=0,0965 nM), kun taas heikoin inhibitiokyky
havaittiin 16a-hydroksikalotropiinilla (9) (ICs0=3,667 nM). Tulokset osoittivat, ettd pelkka sokeriosien
lukuméiérd ei yksin selitd yhdisteiden aktiivisuutta, vaan my0s muut rakenteelliset erot vaikuttavat

aktiivisuuteen (Rubiano-Buitrago et al., 2022).
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Kuva 6. NKA:ta inhiboivien kardenolidiglykosidien rakenteet: frugosidi (7), gofrugosidi (8), 16a-
hydroksikalotropiini (9) ja kalotropiini (10).
Tutkimuksessa havaittiin, ettd aglykoniosan funktionaaliset ryhmit ja hapetusaste vaikuttavat
merkittdvasti inhibitioaktiivisuuteen (Rubiano-Buitrago et al., 2022). Esimerkiksi frugosidin (7) ja
gofrugosidin (8) rakenteet erosivat toisistaan ainoastaan C-18-hiilen hapetusasteen osalta (Kuva 6).
Frugosidilla (7) C-18-hiilessé oli alkoholiryhmé (hydroksimetyyli), kun taas gofrugosidilla (8) samassa
asemassa oli aldehydiryhmid (formyyliryhméd). Yhdisteiden vélilld havaittiin selkeitd eroja
aktiivisuudessa, vaikka yhdisteiden rakenteellinen ero oli pieni. Aldehydiryhmén siséltinyt gofrugosidi
(8) oli aktiivisempi kuin frugosidi (7). Tdméa viittaa siihen, ettd aldehydiryhmin esiintyvyys voi
vahvistaa yhdisteen kardioaktiivisuutta. Aldehydiryhmin esiintyminen ei kuitenkaan pelkistddn selitd
yhdisteen aktiivisuutta, silli myds 16a-hydroksikalotropiini (9) sisdltdd aldehydiryhmén, mutta sen
aktiivisuus oli tutkimuksessa heikoin (Rubiano-Buitrago et al., 2022). Kalotropiinille, joka on yhdisteen
16a-hydroksikalotropiinin (9) deoksiaglykoni, on sian NKA:ta vastaan raportoitu kuitenkin ICso-arvoksi
0,27 uM (Agrawal et al., 2021). Tami ero saattaa johtua 160-hydroksikalotropiinin (9) 16a-
hydroksylaatiosta, mika héiritsisi yhdisteen sitoutumista NKA:han (Rubiano-Buitrago et al., 2022).
Tutkimuksessa havaittiin - myds, miten kardenolidiglykosidien inhibitiokyky heikkeni
glykosylaatioasteen kasvaessa (Rubiano-Buitrago et al., 2022). Yksi mahdollinen selitys estokyvyn
heikkenemiseen voisi liittyd molekyylin tilavuuden kasvuun, joka voisi estdd pddsyn NKA:n aktiiviseen
kohtaan. Tutkimuksessa havaittiin kuitenkin myos se, ettd kahden sellaisen yhdisteen vaililld, jotka
erosivat toisistaan toisen sokeriyksikon osalta, ei havaittu merkittdvad eroa estokyvyssd. Tamén takia
glykosylaatioasteen vaikutusta NKA:n estoon tulisi tutkia tarkemmin molekyylimallinnuksella

(Rubiano-Buitrago et al., 2022).



3.2 Sytotoksisuus ja antiproliferatiivisuus

Kardenolidiglykosideilla ja C21-steroidiglykosideilla on raportoitu sytotoksisia ja antiproliferatiivisia
vaikutuksia sydpésoluja vastaan, minka takia ne ovat kiinnostavia yhdisteitd syopatutkimuksessa (Plaza
et al., 2005; Reddy et al.,, 2019; Yang et al., 2019). Tassd alaluvussa tarkastellaan silkkiyrttien

steroidiglykosidien vaikutuksia sydpésoluihin.
3.2.1 Kardenolidiglykosidit

Kardenolidiglykosideilla ~ sytotoksisuuden  sekd  antipfoliferatiivisuuden  taustalla  olevia
vaikutusmekanismeja ei olla vield tdysin selvitetty, mutta niistd on esitetty useita hypoteeseja (Reddy et
al., 2019). Ne perustuvat ensisijaisesti yhdisteryhmén kykyyn sitoutua NKA:han, riippumatta
yhdisteiden vaikutuksesta natriumin ja kaliumin kuljetukseen (Meneses-Sagrero et al., 2022).
Sitoutuminen NKA:han voi aktivoida useita solun sisdisid signalointireittejd, jotka liittyvit solujen
kasvuun, proliferaatioon tai apoptoosiin (Meneses-Sagrero et al., 2022).

Syovdn keskeinen tunnusmerkki on hallitsematon proliferaatio eli liiallinen solujen
lisdéntyminen sekd kasvua rajoittavien tekijoiden heikentyminen (Hanahan & Weinberg, 2000).
Kardenolidiglykosidien uskotaan pystyvin héiritsemaén juuri néitd kasvaimen ylldpitdmid prosesseja ja
sitd kautta vihentdvén sydpésolujen lisddntymiskykya (Kumavath et al., 2021). NKA:han sitoutumisen
seurauksena kardenolidiglykosidit voivat vaikuttamaan transkriptiotekijoihin, kuten AP-1:een ja NF-
kB:hen seka estdd HIF-1:n toimintaan (Chao et al., 2017; Manna et al., 2000). Tdma on erityisen tiarke&a,
silld nédiden tekijoiden poikkeava aktiivisuus syOpasoluissa edistdd proliferaatiota, invaasiota, solujen
selviytymistd ja metastaasipotentiaalia (Chao et al., 2017; Manna et al., 2000). Tamain lisdksi NKA:n
inhibitio voi aktivoida esimerkiksi Src-tyrosiinikinaasin (SRC), mitogeenin aktivoiman
proteiinikinaasin (MAPK) seka fosfatidyyli-inositoli-3-kinaasi/proteiinikinaasi B/mTOR-signaalireitin
(PBBK/AKT/mTOR) (Siti-Syarifah & Nurhanan-Murni, 2018; Xie & Cai, 2003). Néiden
signalointireittien hdiriintyminen muuttaa sydpasolujen kasvua, jakautumista ja muita sydpésolulle
elintdrkeitd signalointeja (Siti-Syarifah & Nurhanan-Murni, 2018; Xie & Cai, 2003). Kardenolidien
sitoutuminen NKA:han lisdd myo0s reaktiivisten happilajien (ROS) muodostumista, mikd kuormittaa
soluja ja edistdd vaurioiden syntymistd (Xie & Cai, 2003). Muita hypoteettisia kardenolidiglykosidien
sytotoksisuuden vaikutusmekanismeja ovat muun muassa geenien ilmentymisprofiilien muutokset
(Johnson et al., 2002), topoisomeraasi Il:n esto (Bielawski et al., 2006), solukalvon fluiditeetin
muutokset (Haas et al., 2002) sekd p2l-tason nousu (Haas et al., 2002). Nididen muutosten
kohdistuminen useisiin signalointireitteihin samanaikaisesti voi johtaa syoOpésolujen solusyklin
pysédhtymiseen, proliferaation vihenemiseen ja apoptoosin kdynnistymiseen (Meneses-Sagrero et al.,
2022).

Kardenolidiglykosidien sytotoksinen ja antiproliferatiivinen vaikutus tekee niistd merkittévéin

tutkimuskohteen sydpétutkimuksissa (Kumavath et al., 2021; Meneses-Sagrero et al., 2022). Vaikka
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ndiden signalointireittien toimintaa ei tdysin tunneta, on kuitenkin havaittu, ettd niiden kdynnistamat
vasteet eivit ole syOpésoluissa samoja kuin normaaleissa soluissa (Prassas & Diamandis, 2008). Tdémén
vuoksi on esitetty, ettdi NKA:n alayksikoiden ilmentyminen ja toiminta ovat erilaisia kasvainsoluissa
verrattuna normaaleihin soluihin (Prassas & Diamandis, 2008). Téistd syystd silkkiyrttien
kardenolidiglykosidien sytotoksisuuden ja antiproliferatiivisuuden tutkiminen on tirkedi, silld niiden
rakenteellinen monimuotoisuus auttaa ymmaértdméan yhdisteiden rakenne-aktiivuussuhteita paremmin
ja voi siten edistdd myos uusien lddkeainekandidaattien 10ytamista (Meneses-Sagrero et al., 2022; Roy
et al., 2005).

Juan J. Araya tutkimusryhmineen (2012) eristi Asclepias syriacan-kasvista nelja
kardenolidiglykosidia 3-O-B-D-glukopyranosyyli-(1—4)-6-deoksi-B-D-allopyranosyyli-17p3-hydroksi—
uzarigeniinin (11), 3-O-B-D-glukopyranosyyli-(1—4)-6-deoksi-B-D-allopyranosyyliuzarigeniinin (12),
uzariinin (13) ja desglukouzariinin (14) (Kuva 7). Tutkimuksessa verrattiin ndiden yhdisteiden
sytotoksisuutta rintasyOpasolulinjoissa MCF-7, T47D, SK-BR-3 ja Hs578T sekd normaalissa
rintasolulinjassa Hs578Bst (Araya et al., 2012). Tuloksia verrattiin klassisiin sydidnglykosideihin
digoksiiniin, digitoksigeniiniin ja ouabaiiniin (Araya et al., 2012) sekd kemoterapiassa laajasti

kaytettyyn doxorubisiiniin (Xia & King, 2025).

R1 R2
(11) B-OH B-glukopyranosyyli-(1— 4)-B-(6-deoksi)allopyranosidi
(12) a-H  B-glukopyranosyyli-(1— 4)-B-glukopyranosidi
(13) a-H  B-galaktopyranosyyli-(1— 2)-B-ksylopyranosidi
(14) a-H  B-glukopyranosyyli

R,0

Kuva 7. Sytotoksisuustutkimuksissa kaytettyjen kardenolidiglykosidien 3-O-B-D-glukopyranosyyli-
(1—4)-6-deoksi-p-D-allopyranosyyli-17p-hydroksiuzarigeniini  (11), 3-O-f-D-glukopyranosyyli-(1
—4)-6-deoksi-f-D-allopyranosyyliuzarigeniini  (12), wuzariini (13) ja desglukouzariini (14)
rakennekaavat.

Testattujen yhdisteiden sytotoksisuusarvot vaihtelivat vélilla 0,59-40 uM (Taulukko 1) ja 3-O-B-D-
glukopyranosyyli-(1—4)-6-deoksi-f-D-allopyranosyyliuzarigeniini (12) osoittautui aktiivisimmaksi
kaikissa testatuissa solulinjoissa (Araya et al., 2012). Sen sytotoksisuus oli myds samaa tasoa kuin
doksorubisiinilla ja digoksiinilla. Muiden kardenolidiglykosidien heikommat sytotoksisuudet johtuivat
mahdollisesti C-17-aseman konfiguraatiosta sekd C-3-asemaan kiinnittyneiden sokerien rakenteesta ja

maardstd (Araya et al., 2012).
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Taulukko 1. Kardenolidiglykosidien (11-14) sytotoksisuusarvot (ICso, M, + keskihajonta (KH))
rintasyopésolulinjoissa MCF-7, T47D, SKBR-3 ja Hs578T sekd normaalissa rintasolulinjassa Hs578Bst
(Jaljennetty luvalla julkaisusta Journal of Natural Products, 75(3), Juan J. Araya, Kelly Kindscher ja
Barbara N. Timmermann, “Cytotoxic Cardiac Glycosides and Other Compounds from Asclepias
syriaca”, © 2012 American Chemical Society).

ICso (UM + KH)

Yhdiste MCE-7 T47D SK-BR-3 Hs578T Hs578Bst
11 >40 >4(0 >4() >40 14,20 £ 3,30

12 5,30+ 1,20 1,76 £0,21 1,76 £ 0,21 0,59 + 0,05 0,04 + 0,01

13 11,60 + 2,50 9,50 + 1,00 9,50+ 1,00 4,58 + 0,64 0,79 +£ 0,51

14 17,00 + 4,90 11,70+ 1,30 11,70+ 1,30 6,28 +0,27 1,05+0,11
doksorubisiini 1,54 £ 0,15 1,90 £ 1,10 0,21 £0,03 0,55 £ 0,06 0,18+0,17
digoksiini 4,70 £ 3,00 0,66 £0,12 1,08 £0,21 0,25 +£0,03 0,04 £ 0,02
digitoksigeniini | 9,10 + 2,60 2,53 +0,34 442 +0,51 1,02 £ 0,06 0,15+0,12
ouabain 10,60 + 0,50 0,39 £ 0,03 0,40 £ 0,02 0,11 £0,01 0,01 £0,01

Selvin aktiivisuuksiin vaikuttava rakenteellinen ero havaittiin 3-O-B-D-glukopyranosyyli-(1—4)-6-
deoksi-B-D-allopyranosyyli-17p-hydroksiuzarigeniinin (11) ja muiden kardenolidiglykosidien vélilld
(Araya et al., 2012). Sen C-17-asemassa on P-konfiguraatiossa oleva hydroksyyliryhmé verrattuna
muiden yhdisteiden a-konfiguraatiossa olevaan vetyyn (Araya et al., 2012). Tamai ero substituentissa
voi selittdd yhdisteen heikompaa sytotoksisuutta, silld hydroksyyliryhmd voi lisdtd molekyylin
polaarisuutta ja vesiliukoisuutta seké heikentié solukalvon ldpdisyd (Malcolm, 1991).

Koska aktiivisimmalla kardenolidiglykosidilla (12) C-17-konfiguraatio oli sama kuin uzariinilla
(13) ja desglukouzariinilla (14) (kuva 7), aktiivisuuserot eivdt todenndkdisesti johdu tdstd
rakenteellisesta tekijéstd vaan C-3-asemaan kiinnittyneistd sokeriosista ja niiden rakenteista (Araya et
al., 2012). Aktiivisimmassa yhdisteessé (12) ja desglukouzariinissa (14) aglykoniosaan on kiinnittynyt
glukopyranosyyliyksikkd (Araya et al., 2012). Ndiden yhdisteiden vilinen aktiivisuusero voi liittyd
sokeriyksikdiden maidrdan, silld aktiivisin yhdiste sisdltdd disakkaridin. Pelkéstddn tdmé
sokeriyksikoiden lukumédrd ei kuitenkaan yksin selitd aktiivisuutta, silld my0s uzariini (13) sisiltdi
disakkaridin. Tama viittaa siihen, ettd sokeriosien ldsnédolo, rakenne ja lukumiiréd vaikuttavat kaikki
yhdessé yhdisteen bioaktiivisuuteen.

Kardenolidiglykosidien antiproliferatiivista aktiivisuutta on tutkinut muun muassa Rascon-
Valenzuela tutkimusryhmineen (2015). Tutkimuksessa Asclepias subulata -kasvista eristettiin
kardenolidiglykosidit 12,16-dihydroksykalotropiini (15), kalotropiini (16), korotoksigeniini-3-O-
glukopyranosidi (17) ja desglukouzariini (18). Niiden yhdisteiden antiproliferatiivista vaikutusta
testattiin ihmisen syopalinjoissa PC-3, A549 ja LS 180 sekd normaalissa ihmissolulinjassa ARPE-19.

Aktiivisuutta verrattiin positiiviseen kontrolliin doksorubisiiniin, ja vaikutukset ilmaistiin ICso-arvojen

perusteella (Taulukko 2) (Rascon-Valenzuela et al., 2015).
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Kuva 8. Antiproliferatiivisuustutkimuksissa kdytettyjen kardenolidien 12,16-dihydroxycalotropin (15),
kalotropiini (16), korotoksigeniini-3-O-glukopyranosidi (17) ja desclukouzariini (18) rakennekaavat.

Taulukko 2. Kardenolidiglykosidien (15-18) antiproliferatiivinen vaikutus (ICso, uM, + keskihajonta
(KH)) ihmissyopasolulinjoissa PC-3, A549 ja LS 180 sekd normaalissa ihmissolulinjassa ARPE-19.
(Mukailtu julkaisusta Journal of Ethnopharmacology, osa 171, L. Rascon-Valenzuela, C. Velazques, A.
Garibay-Escobar, L. A. Medina-Juarez, W. Vilegas, R. E. Robles-Zepeda, Antiproliferative activity of
cardenolide glycosides from Asclepias subulata, s. 280-286, © 2015, Elsevierin luvalla).

ICso (UM = KH)
Yhdiste PC-3 A549 LS 180 ARPE-19
15 11,7+2,48 2,48 £1,13 5,62+£2,12 >300,00
16 0,41 £0,11 0,013 +£ 0,002 0,06 £ 0,04 149,30 + 2,07
17 6,62 +0,42 2,64 +0,30 3,15+£0,44 >300,00
18 9,68 + 0,58 0,90 £ 0,02 6,57 £ 1,34 >300,00
doksorubisiini 3,18+ 0,31 1,78 £ 0,12 6,99 + 0,21 1,02+0,12

Kardenolidiglykosideista kalotropiini (16) osoittautui selvésti aktiivisimmaksi yhdisteeksi kaikissa
tutkituissa syOpasolulinjoissa (Rascon-Valenzuela et al., 2015). Sen ICso-arvo (0,013 = 0,002 uM)
A549-soluissa oli yli satakertaisesti pienempi kuin doksorubisiiniin (1,78 = 0,12 pM). Tdmé osoittaa
kalotropiinin (16) huomattavan voimakasta antiproliferatiivista aktiivisuutta syopéasoluja kohden. Myos
desglukouzariini (18) oli A549-soluissa doksorubisiinia tehokkaampi. Solulinjassa LS180 kaikkien
tutkitttujen yhdisteiden ICso-arvot olivat doksorubisiinia pienempid (Rascon-Valenzuela et al., 2015).
Tutkimuksessa ei suoritettu laajaa rakenne-aktiivisuusanalyysia, mutta tuloksien perusteella

kardenolidien antiproliferatiiviseen aktiivisuuteen voisivat vaikuttaa aglykoniosan hydroksyyliryhmien
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(OH-) ma&ard sekd sokeriosan sitoutuminen aglykoniosaan. Tutkijoiden mukaan 12,16-
dihydroksykalotropiinin (15) heikompi aktiivisuus verrattuna kalotropiiniin (16) saattaa johtua C-12- ja
C-16-asemien hydroksyyliryhmistd, jotka véhentéisivit aktiivisuutta (Rascon-Valenzuela et al., 2015).
Korotoksigeniini-3-O-glukopyranosidin (17) ja desglukouzariinin (18) rakenteet eroavat toisistaan
ainoastaan yhden aglykonin funktionaalisen ryhmén osalta. Korotoksigeniini-3-O-glukopyranosidilla
(17) C-19-asemassa on aldehydiryhmé, joka desglukouzariinilta (18) puuttuu. Yhdisteiden
aktiivisuuksissa havaittiin eroja, mutta ainoastaan A549-solulinjassa aldehydiryhmin siséltima
korotoksigeniini-3-O-glukopyranosidi (17) osoitti heikompaa aktiivisuutta. Tdmé viittaa siihen, ettd
bioaktiivisuuksiin vaikuttavat my6s muut kuin rakenteelliset tekijat. Témén takia tutkimuksessa
médritettiin my0s solulinjojen kasvukdyrdt sekd solumédrien kahdentumisajat. Néiden tulosten
perusteella proliferaationopeus ei yksin selittdnyt yhdisteiden selektiivisyyttd, mikd viittaa, ettd
aktiivisuuteen liittyy myds syOpédsolujen muita biologisia ominaisuuksia (Rascon-Valenzuela et al.,

2015).

3.2.2 Pregnaaniglykosidit

C21-steoidiglykosideista erityisesti pregnaaniglykosideilla on raportoitu olevan sytotoksisia sekd
antiproliferatiivisia vaikutuksia sydpésoluja vastaan (Plaza et al., 2005; Yang et al., 2019). Niiden
vaikutuksen on havaittu liittyvin useimmiten apoptoosin kidynnistymiseen, solusyklin pysédyttimiseen
sekd syopdsolujen kasvua ylldpitdvien signalointireittien hdiriintymiseen (Yang et al., 2019). Useissa
tutkimuksissa pregnaaniglykosidien on osoitettu aktivoivan kaspaasivilitteistd apoptoosia, lisddvéin
DNA:n fragmentoitumista ja heikentidvén solujen elinkykyé (Yang et al., 2019). Tama lisdksi joidenkin
pregnaaniglykosidien vaikutus on liitetty myds mitokondrion toiminnan héiriintymiseen, ROS:sien
kertymiseen sekd solunulkoisten signaalien sdételemdn kinaasin (ERK) ja MAPK-signalointireittien
vaimenemiseen (Yang et al., 2019). Vaikka pregnaaniglykosidien yhdisteluokka on yleisesti biologisesti
aktiviinen, yksittdisten pregnaaniglykosidien aktiivisuudet vaihtelevat huomattavasti niiden
rakenteellisien erojen takia.

Toisin kuin useissa muissa suvuissa esiintyvilla pregnaaniglykosideilla, silkkiyrttien yhdisteilld
on raportoitu vain vahin sytotoksista aktiivisuutta. Li et al (2008) eristivit Asclepias curassavica-lajin
maanpaillisistd osista kahdeksan C21-steroidiglykosidia, curassavosidit A-F. Nididen yhdisteiden
sytotoksisuutta arvioitiin Raji- ja AGZY-syOpasolulinjoilla. Tutkituista yhdisteistd ainoastaan
curassavosidi A (19, Kuva 9) osoitti heikkoa aktiivisuutta solulinjoja vastaan, ICsp-arvoilla 15,46 ja
26,83 pg/ml. Muut yhdisteet olivat tdysin inaktiivisia valituissa solulinjoissa, ja niiden ICso arvot olivat
yli 100 pg/ml (Li et al., 2008). Samankaltaisia tuloksia raportoivat Araya et al (2012) tutkiessaan
Asclepias verticillata-kasvista eristettyjd pregnaaniglykosideja verticillosideja A-M. Néiden yhdisteiden

sytotoksisuutta arvioitiin rintasyopésolulinjalla Hs578T ja normaalilla rintasolulinjalla Hs578Bst, mutta
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merkittdvdd sytotoksista aktiivisuutta ei havaittu (Araya et al., 2012). Naiden kahden tutkimuksen
perusteella silkkiyrttien pregnaaniglykosidien sytotoksinen aktiivisuus on ollut erittdin véhaisti tai sitd

el havaittu ollenkaan.

HO™

Kuva 9. Curassavosidi A:n (19) rakennekaava.

Useissa silkkiyrttien C21-steroidiglykosidien tutkimuksissa painopiste on ollut juuri yhdisteiden
eristimisessd ja rakenteiden médrittdmisessd, eikd niiden bioaktiivisuuksien tutkimisessa (Abe &
Yamauchi, 2000; Araya et al., 2016; Warashina & Miyase, 2018; Warashina & Noro, 2009). Esimerkiksi
Warashina ja Noro (2009) raportoivat Asclepias syriaca -lajista 20 wuutta 12-O-asyloitua
oksypregnaaniglykosidia, mutta tutkimuksessa keskityttiin ainoastaan yhdisteiden karakterisointiin.
Vastaavasti Abe ja Yamauchi (2000) karakterisoivat Asclepias tuberosa -lajista 16 erilaista
pregnaaniglykosidia. Silkkiyrttien pregnaaniglykosidien vahdinen sytotoksisuus voi siis johtua osittain
niiden todellisesta heikosta bioaktiivisuudesta, mutta osittain myo0s siitd, ettd eristettyjen yhdisteiden

aktiivisuuksia el ole tutkittu riittdvésti.

3.3 Muut havaitut bioaktiivisuudet

Silkkiyrtteilld on havaittu antibakteerista (Neto et al., 2002), antifungaalista (Duraipandiyan &
Ignacimuthu, 2011; Navarro Garcia et al., 2003) seka antiparasiittista aktiivisuutta (Maciel et al., 2019).
Naéitd vaikutuksia on tutkimuksissa tarkasteltu péddasiassa kasviuutteiden avulla, jonka takia
aktiivisuuksia ei voida suoraan yhdistdd yksittdisiin yhdisteisiin tai yhdisteryhmiin. Apocynaceae-
heimon muissa suvuissa tehdyissd tutkimuksissa nditd aktiivisuuksia on kuitenkin yhdistetty muun
muassa kardenolidiglykosideihin sekd pregnaaniglykosideihin (Abdel-Sattar et al., 2008; Song et al.,
2014; D. Zhao et al., 2016).

Asclepias curassavica -lajilla on havaittu antibakteerista aktiivisuutta Escherichia coli - ja
Clostridium histolyticum -bakteereja vastaan (Neto et al., 2002) sekd antifungaalista aktiivisuutta
Trichophyton rubrum -sientd vastaan (MIC-arvo 2,0 mg/ml) (Navarro Garcia et al., 2003). 4.
curassavican etyyliasetaattiuute osoitti my0s antifungaalista aktiivisuutta 7. mentagrophytes, T. simii,

T. rubrum 57, C. lunata, E. floccosum ja Scopulariopsis -sienié vastaan (Duraipandiyan & Ignacimuthu,
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2011). Lisdksi 4. curassaciva -kasvin uute osoitti erittdin korkeaa tehoa loisia vastaan, silld se aiheutti
Eimeria -ookystien tdydellisen (100 %) kuolleisuuden jo 24 tunnin altistuksen jilkeen (Maciel et al.,
2019). Vaikutuksen oletetaan johtuvan uutteen sisdltdmistd erikoistuneista metaboliiteista, etenkin
kardenolidiglykosideista, vaikka tarkkaa vaikutusmekanismia ei olla vield tutkittu (Maciel et al., 2019).
Myos muilla silkkiyrttilajeilla on havaittu antimikrobiaalista aktiivisuutta. Asclepias subulata -kasvin
etanoliuutteella ei havaittu antimikrobista vaikutusta Bacillus subtilis -, Staphylococcus aureus -,
Escherichia coli - tai Candida albicans -bakteereihin, mutta kasvin etanoliuute kuitenkin esti 45 %:1la
Mycobacterium tuberculosis -bakteerin kasvua pitoisuudella 100 pg/ml (Murillo-Alvarez et al., 2001).

Néiden aktiivisuuksien lisdksi silkkiyrttien C21-steroidiglykosideilla on havaittu myds
monilddkeresistenssiin liittyvdd aktiivisuutta (Yuan et al., 2016). Asclepias curassavica-kasvista
eristetty asclepiasteroli ei ole itsessddn merkittdvésti sytotoksinen sydpésoluille, mutta se pystyy
lisdadmadn esimerkiksi paklitakselin ja doksorubisiinin kertymistd soluihin ja voimistamaan niiden
vaikutusta monilddkeresistenteissd (MDR) soluissa. Asclepiasterolin bioaktiivisuus on ajateltu liittyvan
sen kykyyn vihentdd P-glykoproteiinin (P-gp) ilmentymistd, estimilldi MAPK/ERK-viestintireitin
aktivaatiota (Yuan et al., 2016).

4 Valmistus

Kardenolidiglykosidit ja C21-steroidiglykosidit muodostuvat rakenteellisesti samankaltaisista
pregnaanirunkoisista steroideista. Témén vuoksi niiden varhaiset biosynteesivaiheet ovat yhteisid ennen
reittien eriytymistd kohti omia lopputuotteita. Seuraavissa alaluvuissa késitellddn ndiden yhdisteiden

biosynteesivaiheita ja yhdisteiden semisynteettisid 1ahestymistapoja.
4.1 Biosynteesi

Kardenolidiglykosidien ja C21-steroidiglykosidien biosynteettireittien tutkimus on tédrked ja lupaava
tutkimusalue, silld reittien selvittiminen auttaa ymmaértiméén luonnollisen synteesin taustalla olevia
molekyylimekanismeja, joita pystytddn hyddyntimédidn yhdisteiden tuotannossa (Jiao et al., 2026)
.Niiden yhdisteryhmien steroidiytimen biosynteesi (a, Kuva 10) alkaa hiilen ldhteistd sytoplasmaattisen
mevalonaatti (MVA) -reitin (Jiao et al., 2026) kautta sykloartenolin (20) muodostumisella (Dewick,
2002; H. Zhao et al., 2017). Tadma toimii fytosterolireitin, jonka kautta muodostuu kampesterolia (22)
ja B-sitosterolia (23), seké kolesterolireitin (21) yhteisend esiasteena (Lindemann & Luckner, 1997).
Néiden kolmen sterolin muuntuminen pregnenoloksi (24) tapahtuu sytokromi P450-sivuketjua
pilkkovan entsyymin (P450scc) katalysoimana (Lindemann & Luckner, 1997). Tdmin jilkeen
pregnenoloni  muuntuu  edelleen  isoprogesteronin  kautta  progesteroniksi  (25), 3f-
hydroksisteroididehydrogenaasin (3HSD) sekd isomerisaation vélitykselld (de Souza et al., 2024;
Dewick, 2002; Munkert et al., 2014). Muodostunut progesteroni pelkistetdan joko SB-pelkistyksella tai
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Sa-pelkistykselld. 5B-pelkistys johtaa cis-fuusioituneiden A/B-rengasliitoksen muodostumiseen, kun
taas Sa-pelkistys johtaa frans-fuusioituneen A/B-rengasliitoksen muodostumiseen (Dewick, 2002;
Munkert et al., 2014), miké on silkkiyrttien suvun yhdisteissi erittdin yleistd (Malcolm, 1991).

Tadmén jilkeen pregnaaniglykosidien muodostuminen jatkuu tyypillisesti useisiin
hydroksylaatioihin, glykosylaatioon ja mahdollisten sivuketjujen liittimiseen (de Souza et al., 2024),
kun taas kardenolidiglykosidien biosynteesi edellyttdd C-17-laktonirenkaan muodostumista (Jiao et al.,
2026). Kardenolidiglykosidien my6hempié biosynteesivaiheita ei kuitenkaan tunneta taysin (Jiao et al.,
2026). Erityisesti 14p-hydroksylaatiota ja C-17-aseman laktonirenkaan muodostumista katalysoivia
entsyymeja ei ole vield tunnistettu (Jiao et al., 2026). Laktonirenkaan muodostuminen tapahtuisi
kuitenkin Dewickin (2002, s. 243) mukaan todennékdisesti malonaattiesterin aldoliliséysreaktion avulla

(b, Kuva 10Kuva 10).
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Kuva 10. (a) Kardenolidin ja C21-steroidin aglykoniosan biosynteesireitti (Dewick, 2002; Jiao et al., 2026; Lindemann & Luckner, 1997; Munkert et al., 2014; H. Zhao
et al., 2017) ja (b) hypoteettinen laktonirenkaan muodostumisreitti (Dewick, 2002). Katkoviivat kuvaavat biosynteesireitin vield tuntemattomia tai vahvistamattomia
vaiheita. Tuplanuolet osoittavat, ettd vélissd tapahtuu useita perdkkiisid reaktiovaiheita, joita ei ole esitetty kuvassa. 3HSD=3p-hydroksisteroididehydrogenaasin,
P4504=P450-sivuketjun lohkaisijaentsyymi. Sykloartenoli (20), kolesteroli (21), kampesteroli (22), B-sitosteroli (23), pregnenoloni (24) ja progesteroni (25).



Silkkiyrttien suvun kannalta erittdin kiinnostava biosynteesireitin vaihe on steroidirungon glykosylaatio.
Biosynteesissd glykosyylitransferaasit (GT:t) toimivat biokatalyytteind, joilla on joustavuutta sekd
substraattien ettd sokeriluovuttajien suhteen (Gantt et al., 2011). Jotkin GT:t pystyvit glykosyloimaan
kardenolidiglykosien esiasteita in vitro (Wen et al., 2018), mika viittaa siihen, ettd glykosylaatio ei ole
pelkéstiddn biosynteesin viimeinen vaihe (Jiao et al., 2026). Wen et al. (2018) raportoivat ensimmaisté
kertaa, ettd Asclepia curassavicasta tunnistettu UDP-glukosyylitransferaasi UGT74ANT1 katalysoi 3-O-
B-glykosidien muodostumista kardenolidiglykosien biosynteesireitin useista vélituotteista. UGT74AN1
on ensimmdiinen GT, jonka on osoitettu katalysoivan sydinglykosidien 3a-hydroksyglykosylaatiota
(Wen et al., 2018). Tamd GT kayttdd aktivoitua UDP-glukoosia (UDP-Glc) ensisijaisena
sokeriluovuttajana ja hyodyntdd UDP-N-asetyyliglukosamiinia (UDP-GIcNAc) vain véhiisesti. Tama
silkkiyrttien suvusta erityisen kiinnostava mallin kardneolidiglykosien glykosylaation tutkimuksessa

(Wen et al., 2018).

4.2 Semisynteesi

Sydanglykosideille on raportoitu useiden aglykonien ja yksittdisten glykosidien kokonaissynteesejé
(Renata et al., 2012, 2015). Silti niiden kokonaissynteettinen ja semisynteettinen valmistus on edelleen
haastavaa (Jiao et al., 2026). Suurimmat haasteet liittyvét rakenteiden monimuotoisuuden vaihteluihin,
silla C-3-, C-5- ja C-17-asemien stereokonfiguraatioiden vaihtelut, hydroksyyliryhmien mairét,
kaksoissidosten sekd erilaisten sivuryhmien esiintyminen vaikuttavat huomattavasti yhdisteen
biologiseen tehoon (El-Seedi et al., 2019). Kasveista saadut uutteet eivdt pysty vastaamaan
markkinoiden kysyntédin, koska yhdisteiden biosynteesireitteja tunnetaan rajallisesti, jolloin yhdisteiden
rakenteellinen muokkaaminen on rajallista ja haastavaa (Jiao et al., 2026). Tdmaén takia kemiallinen
synteesi on vield padtapa valmistaa syddnglykosideja (Jiao et al., 2026).

Semisynteesissd pystytddn kayttdmédn lidhtdaineina kaupallisia tai helposti valmistettavia
steroideja, joita muokataan rakenteellisesti (Jiao et al., 2026). Erityisen haastavaa on C-14-aseman
hydroksyyliryhmédn muodostaminen, jonka takia se tehdddn epésuorasti kaksoissidoksen sekd
hydraation avulla. Myds sydédnglykosidien laktonirenkaan rakentaminen on haastavaa ja vaatii
monivaiheisia kytkentdreaktioita, kuten Stille- tai Suzuki-kytkentdjd. Tadméadn lisdksi myo0s
steroidirungon glykosylaatio on haastavaa, silld steroidirungon eri hydroksyyliryhmien reaktiivisuus
vaihtelee huomattavasti sekéd o- ja B-selektiivisyyteen vaikuttavat voimakkaasti kaytetyt katalyytit ja
reaktio-olosuhteet (Jiao et al., 2026).

Semisynteesin ongelmiin on 16ydetty apuja yhdisteiden biosynteesireittien avulla (Jiao et al.,
2026). Viime vuosina esimerkiksi kemoentsymaattiset ldhestymistavat ovat tarjonneet ratkaisuja
erityisesti C-14-hydroksylaation muodostamiseen P450-entsyymien avulla (Zhang et al., 2020). My0s

GT:teiden kéyttd biokatalyytteind poistaisi synteeseissé esiintyvén heikon regioselektiivisyyden ja



stereoselektiivisyyden sekd funktionaalisten ryhmien suojaamiseen ja ndiden suojauksien poistamiseen
liittyvét haasteet (Jiao et al., 2026). Yhdistdmalld biokatalyysin ja kemiallisen synteesin strategiat
voidaan kehittdd edullisempia ja ympéristoystiavallisempid menetelmid luonnontuotteiden tuottamiseen.
Néin voidaan valmistaa yhdisteitd, joiden synteesi on ollut aiemmin vaikeaa tai mahdotonta pelkistaan

kemiallisilla menetelmilla (Jiao et al., 2026).

5 Johtopaatokset ja tulevaisuuden nakymat

Tamaén tutkimuksen tavoitteena oli selvittdd, millaisia steroidiglykosideja silkkiyrttien suvussa esiintyy,
millaisia rakenteellisia piirteitd niilld on sekd arvioida niiden bioaktiivisuuksia ja ldédketieteellistd
potentiaalia. Kirjallisuuden perusteella silkkiyrtit tuottavat kahta keskeistd steroidiglykosidiluokkaa:
kardenolidiglykosideja ja C21-steroidiglykosideja. Ndiden yhdisteiden rakenteellinen monimuotoisuus
on huomattava, ja erityisesti kardenolidiglykosidien rakenteissa esiintyvét vaihtelut, kuten sokeriosien
madrd ja kiinnittymistapa, aglykonin hapetusaste sekd C17-konfiguraatio, vaikuttavat selvasti
yhdisteiden biologisiin ominaisuuksiin.

Bioaktiivisuuksien kannalta silkkiyrttien kardenolidiglykosidit osoittautuivat selvésti
aktiivisimmaksi yhdisteryhméksi, ja niiden vaikutukset perustuvat ensisijaisesti Na*/K'-ATPaasin
estoon, miké selittdd niiden kardioaktiivisuuden. Kardenolidiglykosidit osoittivat lisdksi voimakasta
sytotoksisuutta ja antiproliferatiivisuutta useissa sydpésolulinjoissa, miké liittyy yhdisteiden kykyyn
vaikuttaa solunsisiisiin signalointireitteihin. Tdma tukee niiden lddketieteellistd potentiaalia erityisesti
syopatutkimuksissa. C21-steroidiglykosidien aktiivisuus oli kokonaisuutena heikompaa, mutta
yksittdiset yhdisteet, kuten asclepiasteroli, osoittivat kiinnostavia vaikutuksia monilddkeresistenssiin,
mitd voisi hyddyntdd yhdistelméahoidoissa. Silkkiyrteistd eristetyt C21-steroidiglykosidit osoittivat vain
vihaistd sytotoksisuutta tai antiproliferatiivisuutta tai eivdat lainkaan havaittavaa aktiivisuutta
syopédsoluja vastaan. Tdméd poikkeaa joidenkin muiden Apocynaceae-heimon sukujen C21-
steroidiglykosideistd, joille on raportoitu selkedd sytotoksisuutta tai antiproliferatiivista aktiivisuutta.

Vaikka silkkiyrttien steroidiglykosidien rakenteet ja perusominaisuudet tunnetaan melko hyvin
(Agrawal et al., 2012; Warashina & Noro, 2000), niiden biosynteesireitit ovat edelleen puutteellisesti
selvitettyjd. Erityisesti pregnaanien ja kardenolidien vilinen biosynteettinen yhteys, oksidatiiviset
muuntumisvaiheet sekéd biosynteesié ohjaavat entsyymit ovat huonosti tunnettuja (Ziist et al., 2019).
Myos pregnaaniglykosidien epoksi-, seko- ja disekorakenteiden muodostumismekanismit kaipaavat
lisdselvitystd (Warashina et al., 2011; Warashina & Miyase, 2018). Tulevaisuuden tutkimuksissa on
keskeistd yhdistdd rakenteellinen analytiikka, metabolomiikka ja isotooppileimatut prekursorit
biosynteesireittien tarkentamiseksi. Lisédksi tarvitaan systemaattista rakenne-aktiivisuussuhteiden
tutkimuksia, farmakokineettisia selvityksid ja toksikologisia arvioita, jotta yhdisteiden todellinen
terapeuttinen potentiaali voidaan arvioida. Silkkiyrttien kardenolidiglykosidien voimakas aktiviisuus ja

rakenteellinen monimuotoisuus tekevét niisté erityisen lupaavia jatkotutkimuksen kohteita, mutta niiden
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kapea terapeuttinen ikkuna ja toksisuus hankaloittavat yhdisteiden kéyttod lddketieteessé.
Pregnaaniglykosidien = osata  tulevaisuuden tutkimuksissa voitaisiin  keskittyd erityisesti
yhdistelmahoitoihin. Kokonaisuutena silkkiyrttien steroidiglykosidit muodostavat lupaavan, mutta vield
osittain kartoittamattoman luonnonyhdisteiden ryhmén, jonka tutkiminen voisi tarjota uusia
mahdollisuuksia sekd kasvin puolustusmetabolian ymmértimiseen ettd lddkeainetutkimuksen
edistdmiseen.

Tulevaisuudessa myo0s tekodlylld ja koneoppimisella voi olla merkittivd rooli
steroidiglykosidien tutkimuksessa. Laajoista kemiallisista aineistoista voidaan tekodlyn avulla tunnistaa
uusia potentiaalisia bioaktiivisia rakenteita, mikd nopeuttaa lupaavien yhdisteiden seulontaa
huomattavasti. Koneoppimismallit voivat lisdksi paljastaa, mitkd rakenteelliset piirteet vaikuttavat
voimakkaimmin yhdisteiden aktiivisuuteen, ja ndin tukea rakenne-aktiivisuussuhteiden tarkempaa
mallintamista. My6s molekyylimallinnusmenetelmét voivat tehostua tekodlyn avulla, mika
mahdollistaisi entistd tarkemman ennusteen yhdisteiden sitoutumisesta NKA:han tai muihin
kohdeproteiineihin. Lisdksi tekodlyd voidaan hyddyntdd lddkeaineoptimoinnissa, jossa pyritddn
parantamaan yhdisteiden selektiivisyyttd, vdhentdmédn toksisuutta ja laajentamaan terapeuttista
ikkunaa. Niiden menetelmien kehittyessd tekodly voi tarjota tehokkaita tydkaluja uusien

steroidiglykosidijohdannaisten suunnitteluun ja niiden biologisen potentiaalin arviointiin.
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