1. Bevezetés és célkitiizések

A Szegedi Tudoményegyetem Farmakognoziai
Intézetének ekdiszteroidok izolalasaval foglalkozo
kutatécsoportja mar tobb évtizede foglalkozik a
Caryophyllaceae  csaladba  tartozd  Silene  fajok
vizsgalataval, = azok  ekdiszteroid  Osszetételének
feltérképezésével.

Munkénk célja  elsdédlegesen olyan hazai,
termeszthetd ill. vadon el6forduld novényfajt talélni,
amely kiemelkedd ekdiszteroid-szintetizald képességgel
rendelkezik. Tovabba célunk volt 1) természetes
fitoekdiszteroidok izoléalasa, €s azok szerkezetvizsgalata.
A Silene fajok korabbi széleskort vizsgélata lehetové
tette az ekdiszteroid-tartalom nemcsak mennyiségi, de

mindségi osszehasonlitasat is a nemzetségen beliil.
2. Médszerek
A MTA  Vicratéti  Okolégiai  Botanikai

Kutatdintézetében termesztett novényt 1997 majusaban

gyljtottiik, majd a herbat 1égszaraz allapotig szaritottuk,



apritottuk, metanollal perkolaltuk. Az igy kapott nyers
metanolos kivonatot tisztitottuk meg a kisérd
szennyez0 anyagoktol az el6tisztitdskor preparativ
1éptékli  minta-eldkészitést (frakciondlt lecsapas,
folyadék-folyadék extrakcio, normal fazisu
oszlopkromatografia) alkalmazva. A tisztitast alacsony
nyomasu, forditott fazisi oszlopkromatografiaval
folytattuk. Minor komponensek esetén tovabbi
kromatografias lépésekre is sziikség volt a megfeleld
tisztasag eléréséhez (preparativ rétegkromatografia,
nagy hatékonysagu folyadékkromatografia).

Az izolalt vegyiiletek fiziko-kémiai jellemzéséhez
¢s szerkezetvizsgalatdhoz a hagyomanyos fizikai
(olvadaspont, optikai rotacio, cirkuléris dikroizmus) és
spektroszkdpiai (UV, IR) modszerek mellett a nagy
felbontoképességli tomeg-, egy- és kétdimenziés NMR
spektroszkodpias, ill. rontgen-diffrakcids mérések adatait

1s felhasznaltuk.



3. A tudomanyos eredmények 6sszef0glalz’lsa*

3.1.

3.2.

A disszertacio anyagat a Silene italica (L.) Pers.
ssp. nemoralis (Waldst. & Kit.) Nyman
ekdiszteroidjainak izoldldsa és szerkezetvizsgalata
képezi. A novény az eldzetes tesztelések soran jo
ekdiszteroid szintetizalo képességet mutatott.

Az ekdiszteroidok hatékony és minél szelektivebb
izolalasara egy olyan izolalasi eljarast dolgoztunk
ki, amely egyszeri -elvalasztas-technikai ¢és
kromatografids modszereket alkalmaz kombinaltan.
(1/a, b. abrak).

A nyers metanolos kivonatbol el6tisztitassal
(frakcionalt lecsapas, folyadék-folyadék extrakcio,
oszlopkromatografia)  eltavolitottuk a  nagy
mennyiségben jelen 1évé hidrofil és lipofil
szennyez0 és az ekdiszteroidokkal interferald egycb
anyagokat. A nagy terhelhetdségli normal fazisu
oszlopkromatografia alkalmazéasaval értik el az

ekdiszteroidok feldusuldsat az egyes frakcidkban.

* A vegyiiletek szdmozdsa megegyezik a doktori értekezésben
alkalmazottal.



Forditott fazisu oszlopkromatografiaval folytattuk
az ekdiszteroid tartalmu frakciok tisztitdsat. A
moddszer nagy kapacitast és jo felbontdképességet
biztositott, az elvalasztds idejét leroviditette. Az
igy nyert frakcidkbdl kristalyositassal tiszta
ekdiszteroidokat allithattunk el6. Az anyaltgot
ismételt oszlopkromatografidval vagy preparativ

rétegkromatografiaval tisztitottuk tovabb.
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Az izoléalas végsd szakaszaban mar szelektivebb,

nagyobb

felbontoképességii

kromatografias

eljarasokat alkalmaztunk a minor komponensek

elvalasztasahoz, mint a normal és forditott fazisu

nagy

hatékonysagu

(NP/RP-HPLC).
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1/b abra Az ekdiszteroidok izolalasanak utolsé 1épései.



3.3. Az ekdiszteroidok (1-19) azonositdsa eldszor
kromatografidsan tortént. Normal és forditott
fazison rétegkromatografiaval (NP- és RP-TLC) 5-
5, nagy-hatékonysagii folyadékkromatografiaval
(NP- ¢és RP-HPLC) 3-3 oldészerrendszerben
jellemeztiik az anyagokat. A tovabbiakban fizikai
allandok mérésével (olvadaspont, optikai rotécio,
CD) és hagyomanyos spektroszkopias
modszerekkel (UV, IR) tortént a szerkezetvizsgalat.
Az 1j vegyiletek szerkezetének meghatarozéasat
MS-MS, ill. egy- (‘H, C és DEPT) ¢s
kétdimenziés (COSY, TOCSY, HMBC, HMQC)
NMR spektrumok felvételével végeztiik el. Néhany
kristdlyos vegyiilet estében (6, 14, 18) a
rontgendiffrakcios eljarassal egyértelmiien

bizonyitottuk a szerkezetet.

Az izolalt ekdiszteroidok szerkezetét a 2. abra mutatja.



E RI R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9
1 H OH OH H H OH OH =CH H
2 H H OH H H H OH H H
3 H H OH H H OH OH H H
4 H OH OH H H OH H H H
s* | H H OH H H OH Ogl H H
6 |OH H OH H@ H OH OH H H
7 |OH H OH H H OH OH H H
8 |OH OH OH H H OH H H H
9* | H H OH OH H OH OH H H
10| H OH OH H OH(@ OH OH H H
11*| H OH OH H OH@ OH OH H H
12 | H OH OH H H H OH H H
13 | H OH OH H(d) H OH OH H H
14 | H OH OH H H OH OH H H
15 | H OH OH OH H OH OH H OH
16 |OH OH OH H H OH OH H H
17 | H OH OH H H OH OH CHs H
18 | H OH OH OH H OH OH H H
19 | H OH OH H H OH

E, ekdiszteroid; %11 ekdiszteroid; gl, gliikoz

2. abra”

* A tablazat kiemelései az egyes vegyiiletek szerkezeti eltéréseit
mutatjak a 20-hidoxiekdizonhoz (14) képest.



A S. italica ssp. nemoralisbol izolalt ekdiszteroidok:

: 24(28)-dehidromakiszteron A

: 2-dezoxiekdizon

: 2-dezoxi-20-hidroxiekdizon

: 22-dezoxi-20-hidroxiekdizon

: 2-dezoxi-20-hidroxiekdizon 22-0-B-D-glikozid
: Sa-2-dezoxiintegriszteron A

: 2-dezoxiintegriszteron A

: 22-dezoxiintegriszteron A

o 0 9 SN U A W N -

: 2-dezoxipolipodin B

10: 90.,20-dihidroxiekdizon
11: 9B,20-dihidroxiekdizon
12: ekdizon

13: 5a-20-hidroxiekdizon
14: 20-hidroxiekdizon

15: 26-hidroxipolipodin B
16: integriszteron A

17: makiszteron C

18: polipodin B

19: shidaszteron



3.4.

3.5.

A 1zolalt 19 ekdiszteroidbdl 14 ismert szerkezetii
vegyiiletnek bizonyult, amelyek a kovetkezék. A
szazalékos ekdiszteroid tartalmat szaritott tomegre
adjuk meg:

FO KOMPONENS:

20-hidroxiekdizon (14) (~0,5 %),

MINOR KOMPONENSEK:

2-dezoxi-20-hidroxiekdizon  (3), ekdizon (12),
polipodin B (18), 2-dezoxiekdizon (2) (0,05-0,01%);
22-dezoxi-20-hidroxiekdizon (4), integriszteron A
(16), 2-dezoxiintegriszteron A (7), 22-
dezoxiintegriszteron A (8), S5a-20-hidroxiekdizon
(13), 26-hidroxipolipodin B (15), makiszteron C (17),
24(28)-dehidrmakiszteron A (1) (<0,001 %).

Ezek mellett 5 Uj természetes vegyiiletet is
izolaltunk a novénybdl: 9a,20-dihidroxiekdizon
(10), 9B,20-dihidroxiekdizon (11), 2-dezoxi-20-
hidroxiekdizon = 22-O-B-D-glikozid  (5), 2-
dezoxipolipodin B (9), Sa-2-dezoxiintegriszteron A

(6) (~ 0,0001%).
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3.6. Osszehasonlitottuk a Silene italica ssp. nemoralis
ekdiszteroid tartalmat és ekdiszteroid Osszetételét
mas Silene fajokkal. A Silene italica ssp. nemoralis

e viszonylag magas 20-hidroxiekdizon
tartalma (a novény és allatvilagban egyarant a
legnagyobb mennyiségben eléforduld
ekdiszteroid).

e 2-dezoxi  ekdiszteroidokat  szintetizald
képessége kiemelkedden magas Osszehasonlitva
mas novényfajokkal. A Silene fajok jellemzd
minor vegylletei kozil a 2-dezoxi-20-
hidroxiekdizont és a polipodin B-t izolaltuk
nagy mennyiségben. Az utdbbi vegyiilet a
novényvilagban altalanosan el6forduld
ekdiszteroid.

o a Silene fajokra jellemzd széles ekdiszteroid
spektrumot mutat (apolaris 2-dezoxi
ekdiszteroidoktél a polaris cukor ill. 8

hidroxilcsoportot tartalmazo ekdiszteroidokig).



3.7.

3.8.

11

A 9-es helyzetben hidroxilezett 20-hidroxiekdizon
szarmazékok  farmakoldgiai  jelentdséggel s
birhatnak, mivel a citotoxikus szteroidokhoz

szerkezetileg kozeli rokon vegyiiletek.

A Silene italica ssp. nemoralis viszonylag magas
20-hidroxiekdizon tartalma miatt alkalmas hazai
nyersanyagforras lehet ekdiszteroid tartalmu
roboralo, tonizald hatasu készitmények

eloallitasahoz.
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