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1. Bevezetés
1.1. Az ekdiszteroidok el6fordulisa, szerkezete és hatisa

Az ekdiszteroidok az izeltlabuak szteroid hormonjai. Az elsoként felfedezett
ekdiszteroid az ekdizon (E) volt, melyet Butenandt és Karlson izoldlt selyemhernyé babbol
1954-ben, s szerkezetét Huber és Hoppe hatirozta meg. Az ekdiszteroidok a rovarokban
fejlédésszabalyozé hormon szerepet toltenek be, irdnyitjdk a rovar embriogenezist, vedlést,
diapauzat, befolyasoljak a pete- és a spermiumérést. A rovarokra rendkivill toxikusak, lipofil
ekdiszteroid-analégokat napjainkban is haszndlnak a novényvédelemben. Az ekdiszteroidok
nemcsak a nagy fajszamu izeltlabu torzsben, hanem a Kkorallokban, férgekben,
puhatestiiekben, illetve a tiiskésboriiekben is eléfordulnak, ezen fajokban betsltott szerepiik
jelenleg is kiterjedt kutatdsok targya.

Rendkiviil érdekes ugyanakkor, hogy ezeket a vegyiileteket novények is szintetizaljak,
sot gyakran t6bb nagysagrenddel nagyobb mennyiségben (50 ng/g - 30 mg/g), mint a rovarok.
Valésziniileg védelmi szerepet toltenek be, védik a novényt a nem adaptilédott
rovarkartevoktol, talajférgektol.

Szerkezetiiket tekintve az ekdiszteroidok a szteranvazas vegyiiletek egyik jellegzetes
csoportjat alkotjak. A szteranvazon a C-17-es helyzetben éltalidban Cg-C)y alkil vagy alkenil
oldallancot viselnek (C,7-Cao—es ekdiszteroidok), a szterinekhez illetve brasszinolidokhoz

hasonléan (1. 4bra). "

1. Abra. Az ekdiszteroidok altalanos szerkezete

Az oldallanc gyakran gyiirlivé zarul, és belso étert vagy laktongyiiriit alkot. Az oldallanc
hasadasaval Cjo, Cy; és Cy-es vaza ekdiszteroidok is létrejohetnek. A Cio-es és Cj-es
ekdiszteroidokndl az eml6sok nemi hormonjaihoz hasonléan hidroxil, karbonil, vagy
acetilcsoport talalhaté a 17-es szénatomon. Az ekdiszteroidokra dltaliban jellemzd a 14c.
illetve a 3B hidroxilezodés, valamint a B gyiiriiben a 7-én-6-on kromofér csoport jelenléte;
tobbszorosen hidroxilezett (3-8 hidroxil), tobbnyire az 5B-androsztan sorba tartozé szteroidok.

Az ekdiszteroidok emlésokon mutatott toxicitasa rendkiviil alacsony, a 20-hidroxiekdizon

(20E) per os LDs, értéke egérben tébb, mint 9g/ttkg. Ugyanakkor, bar az eml6s endokrin



rendszert semmilyen kimutathaté médon nem befolyasoljik, szdmos igazolt farmakologiai
hatéssal rendelkeznek. Nagyszami, kiilonboz6 fajokon végzett allatkisérlet, de néhany human
vizsgalat is igazolta fehérjeszintézist fokozo, anabolikus hatésukat. Serkentik a novekedést
illetve lokalisan alkalmazva a sejtproliferdciét, s mivel fajdalomesillapito —€s
gyulladascsokkentd hatassal is birnak, sebek kezelésére is alkalmasak lehetnek. Egyes szerzok
Ginseng-szerii hatasokat tulajdonitanak ezeknek a vegyiileteknek, s elsésorban a tavol-keleten

oralis  antidiabetikumként  alkalmaznak  ekdiszteroid-tartalmii  novényeket illetve
készitményeket.

1.2. Célkitiizések

Jelenleg is novekszik az igény az ekdiszteroidok, elsdsorban a (20E) gazdasigos, nagy
mennyiségben torténd eldallitasara. Az erre a célra hasznalt novények vagy egzotikus
eléfrodulasuk (pl. Achyrantes és Cyathula fajok), vagy alacsony ekdiszteroid-tartalmuk
(Spinacia oleracea, Chenopodium album) miatt hazai viszonylatban nem tekinthetoek
alkalmas ekdiszteroid-forrasnak. Bizonyos nagyobb ekdiszteroid tartalmi fajok esetében
(Silene otites, Silene nutans, Serratula tinctoria) a termesztés tiinik nehezen kivitelezhetonek.
Ezek alapjan kezdett munkacsoportunk tovabbi Serratula fajok vizsgalatihoz. A Serratula
wolffii avagy pompas zsoltina, ezen értekezés targya megfelel a fent vazolt
kovetelményeknek: erdteljes, nagy biomasszat produkalo éveld novény, amely nem igényel
kiilonleges termesztési koriilményeket. El6zetes TLC sziirdvizsgalataink alapjan ekdiszteroid-
tartalma megkozelitheti az 1%-ot, s egyedinek mutatkozé ekdiszteroid Gsszetétele is kevéssé
vizsgalt. Mindezek alapjan célul tiiztiik ki az alabbiakat:

1. Lehetdség szerint {ij természetes ekdiszteroidok izolalisa a novénybol. Ez egyuttal a
novény ekdiszteroid Osszetételének feltérképezését, mas fajokbol ismert ekdiszteroidok
izolalasdt is jelenti, ezaltal kiterjesztve a fajrol ill. nemzetségrdl hozzaférhetd ismeretanyagot.

2. Bioldgiailag aktiv vegyiiletek izoldlasa. Az ismert szerkezet-hatds Osszefiiggések
alapjén a hatasért felelds szerkezeti elemek sziirbvizsgalatszerii azonositisa lehetové teszi,
hogy az izolalas célzott médon térténjen.

3. A rendkiviil nagyszami minor ekdiszteroid jelenléte ugyanakkor kihivast jelentett uj, a
kordbbiaknal hatékonyabb elvalasztistechnikai modszerek kifejlesztésére is.

2. Anyagok és médszerek

2.1. Novényi nyersanyag. A S. wolffii foldfeletti része az észak-magyarorszagi
Herencsényb6l szarmazik, termesztett dlloménybol. A begyiijtés 2001 jiliusaban tortént.



2.2 Reagensek és tesztanyagok. Az analitikai tisztasagi olddszereket a Reanal
(Budapest, Magyarorszag), a HPLC tisztasagiakat a Merck (Darmstadt, Németorszag)
szillitotta. Az Ssszehasonlito ekdiszteroidok korabbi izolalasi munkank eredményeként dlltak
rendelkezésre,

2.3. Az izolilis sorin alkalmazott médszerek. A novényi nyersanyagbol metanollal
Vvégzett perkolaldssal készitettiink kivonatot. A metanolos kivonatot el6tisztitottuk, emelkedd
arényi acetonnal frakcionalt kicsapast, valamint 50%-os vizes metanol és n-hexan kozotti
oldészer-oldészer megosztist végezve. Az izoldlds soran kiilsnbozo elvéilasztastechnikai
miiveletek széles skdlajat alkalmaztuk: klasszikus oszlopkromatografidt (aluminium-oxid
illetve ~ szilikagél 4lléfazison), poliamidon végzett szilard-fazisu extrakciét, vakuum
oszlopkromatografiat (szilikagél, oktadecilszilika vagy ciano-szilika alléfézis hasznélatdval),
normal fézisi preparativ rétegkromatografiat, illetve végsd tisztitasi lépésként normal fazisu
HPLC-t. Az elvilasztas kovetésére a HPLC-t megel6z6 valamennyi Iépés esetében
rétegkromatografiat (szilikagél, oktadecilszilika vagy ciano-szilika rétegen) hasznaltunk.

2.4. Szerkezetvizsgilat. Az ismert ekdiszteroidok azonositdsa fizikai és spektroszkopiai
tulajdonsagaiknak az irodalomban publikalt adatokkal val6 kozvetlen dsszehasonlitdsa alapjan
tortént. Tiszta osszehasonlité ekdiszteroidokkal valé kromatografids osszehasonlitasukhoz
rétegkromatografiat (normal, forditott illetve ciano fazison) és/vagy normal és forditott fazisu
HPLC-t hasznaltunk. A kromatografia mellett kiilonb6z6 spektroszképiai médszereket (UV,
IR, NMR és MS) alkalmaztunk. A vegyiiletek szerkezetére vonatkozo alapvetd informaciokat
NMR és tdmegspektrumaik elemzése szolgaltatta. A szerkezetfelderités sordn ezeket a
spektrumokat rendszerint a leginkabb elterjedt ekdiszteroid, a 20E megfelel spektrumaival

val6 dsszehasonlitasban vizsgaltuk.

3. Eredményeink

3.1. Az ekdiszteroidok izolaldsa. Kombinalt kromatografids modszerek hasznalataval 25
ekdiszteroidot izoldltunk a Serratula wolffii Andrae metanolos kivonatdbol. Ezen anyagok
koziil négyet (11a-hidroxiposztszteron, herkeszteron, 25-hidroxidakrihainanszteron és 14-epi-
20E) elsdként sikeriilt természetes forrasbol elédllitani. Ebbdl a novényfajbél Gj ekdiszteroid
tovébbi 14 (dakrihainanszteron, makiszteron C, 22-dezoxi-20E, E, makiszteron A, 3-epi-20E,
22-epi-20E, 20,26-dihidroxiekdizon, ajugaszteron C 2,3:20,22-diacetonid, ajugaszteron D,
50-20E, 22-dezoxi-20,21-dihidroxiekdizon, izovitexiron és turkeszteron), amelyek koziil az

utobbi hatot a Serratula genusb6l is munkacsoportunk mutatta ki elséként. Az izolalt
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2. Téblazat. Az izolalt diénon-szerkezetii ekdiszteroidok
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3.2. Potencidlisan hatisos ekdiszteroidok izoldldsa. A S. wolffii kiilonosen gazdag
1la-hidroxiekdiszteroidokban, amelyek a 2001-ben Syrov és mtsai. dltal publikalt szerkezet-
hatés Osszefiiggések alapjén kifejezett anabolikus hatdst fejthetnek ki gerincesekben. A
névény ezek koziil a vegyiiletek koziil a legnagyobb mennyiségben az ajugaszteron C-t
tartalmazza, de 11a-hidroxiposztszteront, turkeszteront, izovitexiront, valamint az
ajugaszteron C mono- és diacetonidjat is izoldltuk a novénybdl. Rétegkromatogrifia
segitségével mar az izolalds eldtt valészinisiteni tudtuk a 11a-hidroxilcsoport jelenlétét, ezek
az ekdiszteroidok ugyanis megfigyeléseink szerint vanillinkénsavval torténd el6hivds utén
inkabb voroses szint mutattak természetes fénnyel megvildgitva, szemben az dltalaban
tapasztalhato kékes-zoldes szinnel.

POtenciélisan hatdsos vegyiiletek izoldlasat célzé stratégiank harom 7,9(11)-dién
szerkezetii ekdiszteroid izolalasat is eredményezte (dakrihainanszteron, herkeszteron, 20-
hidroxidakrihainanszteron). Bourne kutatécsoportjanak Drosophila  melanogaster B
sejtvonalon végzett vizsgilatai alapjan a 7,9(11)-dién ekdiszteroidok rovarokon joval
erdteljesebb  hatast fejthetnek ki, mint a Kklasszikus 7-én-6-on szerkezetiiek. Ezen
ekdiszteroidok rétegkromatografis el6hivast kovetéen hasonloan viselkedtek, mint a 1la-
hidroxiekdiszteroidok. Ugyanakkor a HPLC-s elvélasztds soran is felismerhetoek voltak, a
kiterjedtebb konjugacié miatt ugyanis UV elnyelési maximumuk magasabb hulllimhosszra
tolédik (298-300 nm), mint a klasszikus 7-én-6-on-ekdiszteroidoké (240-245 nm). Kettés UV-
detektilst alkalmazva igy a klasszikus ekdiszteroidokkal valo atlapoltsaguk esetén is

azonosithatak voltak.

3.3. Csiicslevagas - egy ij HPLC médszer. Az izolalas soran egy specidlis HPLC-
mddszert is kifejlesztettiink, amelynek segitségével javitani tudtuk két atlapolt csiics elvalasat.
Az izokratikusan hasznalt eluens leggyengébb elucios erdvel rendelkez6 komponensét
injektaltuk az oszlopra az elvalasztds kozben oly modon, hogy éppen a két elvalasztando
anyag csiicsa kozott elualodjon. Ez a késdbb elualédé anyag fokozott retencidjat, s igy jobb
elvalast eredményezett. A médszert normal fazisa HPLC-n diklormetan - izopropanol - viz
(125:40:3, V/vIv) rendszer esetében diklormetéan, ciklohexdn - izopropanol - viz (100:40:3,
VIVIV) rendszer esetében pedig ciklohexdn megfelelden idozitett injektaldsaval alkalmaztuk.

Forditott fazisi HPLC esetében metanol - viz (6:4, v/v) elegy hasznalata mellett viz
injektalasaval valasztottunk el két atlapolt ekdiszteroidot, a 20E -t és a 3-epi-20E -t. Mivel az
erbsen lecsikkend oldoszererésség képesnek bizonyult a tiszta anyag cslicsanak

kettéhasitasara is, az elvalasztas tényleges javuldsanak igazoldsa érdekében modelleztik a



jelenséget. Ot parhuzamos vizsgalatot végeztink a 20E és a 3-epi-20E kiilon-kiilon
kromatografalalasaval, a korabban meghatarozott idépontban torténd vizinjektalassal illetve
anélkill. A négy sorozatot a retenciés idok szerinti novekvé sorba rendeztitk és rendre
kromatogram-parokat képeztiink. Az igy nyert kromatogram-parok étlapolt teriileteit az
aldbbiak szerint hataroztuk meg:
- Egymasra helyezve a két kromatogramot, meghatéroztuk a csticsok metszéspontjat
- Mindkét csiicsot két részben integraltuk: a csiics kezdetétél a metszéspontig, illetve attol a
csucs végéig
- Az "elméleti frakciovaltas" (amennyiben egyiitt injektaltuk volna a két atlapolodo anyagot)
idopontjanak a két gorbe metszéspontjat tekintettiik, ez alapjan a kordbban elualod6 anyag
késébb eludlodd részét vettik a késobb eludlodot szennyezd veszteségnek, s ugyanigy
tekintettiik a késobb elualodo anyag korabban eludlodo részét

A szokasos kromatogréfids technika és a csicslevigas alkalmazasaval szamitott atlapolt
teriiletek kozotti kiilonbséget egymintas T-probaval ellendriztiik 95%-0s szignifikancia szint
mellett, s az elvilasztds szignifikans javulasat allapitottuk meg. A vizsgdlt Kkoriilmények

kozott a 20E és 3-epi-20E tekintetében elérheté maximalis kitermelést és tisztasagot 2 A}
tablazatban foglaltuk 6ssze.

3. Thblazat. A 20E és 3-epi-20E elvalasztasanak javulasa csicslevigds hasznalatdval
H = hagyoméanyos mod; Cs = csicslevagas hasznalata. A szennyezés mennyiségét az elméletileg izoldlt

anyagmennyiség tomegszazalékaban adtuk meg az alabbi képlet szerint:

szennyezés %or = [ 1- (i 205 - Myesz 208) / (Ming. 208 - Myeszt 208 + Myesar, 3-cpi-208)] X 100
20E

3-epi 20E

Kitermelés (%) Szennyezés (%) Kitermelés (%) |  Szennyezés (%)

= TR = T
! 98,06 98,90 1,94 1,10 9526 +197:39 & 4,74 2,61
2929 99M4 LTI o086 | 9573 9705 | 429 295
3 9792 9950 208 050 | 9575 97,63 425 2,37
i 98,45 99,41 1,55 0,59 96,55 | 9867 | 344 133
5 97,87 99,22 2,10 0,78 95,09 98,11 491 1,89
Atlag 98,12 99,24 1,88 0,76 95,68 97,77 4,32 2,23
(+/-SD) (+-025) (+/-024) (+/-025) (+-0,24) | (+/-0,58) (+/-0,63) (+/-0,58) (+/-0,63)

Modszeriinket alkalmazva ugyanakkor a manudlis frakcidszedés joval pontosabbé valik,

mivel a szuperponélt gorbe a két csuics kdzott joval kisebb meredekségii.



Mindezek alapjan a csiicslevagis egy gyors és egyszerii alternativat kindl az dramldsi
sebesség csokkentésére (id6t takaritva meg) illetve a szelektivebb eluens-elegy keresésére

(idot és koltséges oldészert megtakaritva).

3.4. A lle-hidroxiekdiszteroidok szelektiv dehidraticiéja. Amint kordbban mar
emlitettiik, Bourne kutatocsoportjanak eredményei szerkezet-hatds osszefiiggésre utalnak az
ekdiszteroidok 7.9(11)-dién szerkezete és a Drosophila melanogaster ekdiszteroid-
receptordhoz valé affinitds kozott. Mivel a 1la-hidroxiekdiszteroidok nagysagrendekkel
kisebb hatakonysaguak, azok dehidrataciéja a megfelelé diénon struktirdju vegyiiletté értékes
modellvegyiileteket szolgaltathat 1j inszekticidek tervezéséhez. A reakciét az Aaltalunk
kidolgozott médszerrel végeztiikk el, a S. wolffii-bol izolalt négy 1la-hidroxiekdiszteroid
(ajugaszteron C 2,3;20,22-diacetonid, turkeszteron, izovitexiron és 1la-hidroxiposztszteron)
felhasznélasaval,

A vegyiileteket metanolban oldottuk, s az oldatokat rendre semleges aluminium-oxid
kromatografias 4lléfazisra adszorbedltattuk vakuumbeparl6 késziilék segitségével, 50°C-os
homérsékleten. Az ekdiszteroidokat az adszorbensrél metanollal azonnal lemostuk, s a
reakeid lefolydsat normdl fazisi HPLC segitségével vizsgiltuk, 298 és 242 nm-es
hullimhosszokon végzett ketts detektdlds segitségével. A kromatogramok segitségével
molardnyt szimitottunk; a nyert vegyiiletek és kitermelési szizalékaik az alébbiak voltak: 25-
hidroxidakrihainanszteron (85.66%, n/n) turkeszteronbdl, 25,26-didehidrodakrihainanszteron
(93.76%, n/n)  izovitexironbdl,  9,11-didehidroposztszteron  ( 93.92 %, n/n) 1la-
hidroxiposztszteronbél, valamint dakrihainanszteron 2,3;20,22-diacetonid (96.56 %, n/n) az
ajugaszteron C 2,3;20,22-diacetonidb6l; az utobbi harom ekdiszteroid 10j vegyiilet.
Valamennyi terméket azonositottuk 'H és °C NMR spektrumaik alapjan, az uj ekdiszteroidok
szerkezetét a 3. tiblazatban foglaltuk ossze.
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Modszeriink egyszeriibb és hatékonyabb utat kinal a 7,9(11)-dién ekdiszteroidok

el6allitasara, mint az irodalomban kordbban publikalt médszerek.

3.5. A diénon-ekdiszteroidok természetes eredetének igazolisa. Az izolalas elso
lépéseként aluminium-oxid kromatografids allofézist hasznaltunk. Az el6zéek alapjan igy
felmerillt a kérdés, vajon az izolalt 7,9(11)-dién ekdiszteroidok nem a megfelelé 1la-
hidroxiekdiszteroidok dehidrataciéjaval az izoldlds soran keletkezett miitermékek-e. A
vizsgdlatra a S. wolffii acetonnal végzett frakcionalt kicsapassal eldtisztitott metanolos
kivonatat haszndltuk. A kivonat dakrihainanszteron-tartalméat harom fiiggetlen modszerrel
vizsgdltuk meg. Kettés detektalassal végzett forditott fazisi HPLC segitségével a retencios
ids mellett a megfeleld csics spektroszkopiai viselkedése is ezen ekdiszteroid jelenlétére
utalt. Ezt egy normal fazisu, kétdimenzios rétegkromatografids vizsgalat is megerdsitette.

A herkeszteron és a 25-hidroxidakrihainanszteron kivonatban vald jelenlétének
vizsgalatdhoz forditott fazisi HPLC-t hasznaltunk kettds detektalassal, s 298 nm-en a
herkeszteronnak megfeleld retenciés idejii anyagot mutattunk ki a Kkivonatban. A
kromatogramok elso derivaltjanak vizsgalata azt mutatta, hogy a gorbe alakja 298 nm-en
torténd detektdlas esetén oly moédon véltozik meg a 245 nm-en felvett kromatogramhoz
képest, hogy megfeleld inflexids pontja is egybeesik a tiszta herkeszteron csicsanak inflexios
pontjaval. A kivonat 298 nm-en felvett kromatogramjanak elsd derivéltja a megfelel6 lokalis
maximum €s minimumhelyek alapjan kis mennyiségii, mas anyagokkal atlapolodott 25-
hidroxidakrihainanszteron jelenlétét valdsziniisiti.

Vizsgdlataink alapjan az izolalt 7,9(11)-dién ekdiszteroidokat genuin vegyiileteknek
tekintjitk. Ugyanakkor a szintén jelen 1évé megfeleld 1la-hidroxiekdiszteroidok minden
bizonnyal bomlast szenvedtek az izolaldsi eljaras soran, igy az izolalt diénon-szerkezetii

ekdiszteroidok mennyisége alapjan nem kovetkeztethetiink a novény altal bioszintetizalt

mennyiségekre.
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