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1. Bevezetés
1.1. Az ekdiszteroidok eléfordulasa, gyoégyaszati szerepiik, szerkezeti
diverzitasuk

Az ekdiszteroidok a rovarok vedlését, fejlddését szabalyozd hormonok. A nagy
fajszamu izeltlabt torzson kiviil tovabbi gerinctelen fajokban is megtalalhatdk. A
hatvanas években fedezték fel a rovar ekdiszteroidokkal szerkezetileg rokon
vegylleteket, a fitoekdiszteroidokat. A novények az ekdiszteroidok leggazdagabb
forrdsai, mivel nagysagrendekkel nagyobb mennyiségben bioszintetizdljak ezeket a
molekuldkat, mint a rovarok. A fitoekdiszteroidok konnyl hozzaférhetdsége a
novényekbodl lehetove tette farmakologiai hatasaik vizsgalatdt. Ezek a kutatasok
igazoltdk, hogy az ckdiszteroidok szamos fiziologids folyamatot pozitivan
befolyasolnak ¢és toxicitdsuk alacsony. Az ekdiszteroidok legjelentdsebb hatasa a
fehérjeszintézis fokozasa, amely nem jar egylitt a gerinces szteroidokra, illetve
analogjaikra jellemzd hormondlis mellékhatdsokkal. A hatdsmechanizmus és a
metabolizmus emlds, igy human szervezetben is a mai napig tisztazatlan kérdés.

Az ekdiszteroidok rovarokban betoltott élettani szereptik ¢s alacsony emlds
toxicitdsuk miatt szelektiv, komyezetbarat inszekticidek fejlesztésének bazisat
képezik. Funkcionalis analdgjaik, a bizacilhidrazinok szerkezeti egyszeriisége és
szelektivitasa tette lehetdvé novényvédelmi felhasznalasukat.

Az ekdiszteroidok ujonnan felfedezett alkalmazdsi tertilete a géntechnologia:
emldsokre nézve rendkivil alacsony toxicitasu, specifikusan ekdiszteroid receptort
indukald molekulak révén igéretes exogén inducerek. Az ekdiszteroid receptor emlds
sejtekben valdo hianya, illetve az ekdiszteroidok konnyli penetralédasa miatt a
géntechnologiai terilletén nagy figyelmet érdemelnek. A fenti elonyok miatt az
ekdiszteroid-indukalta génexpresszid human terapias célu kontrollalt rendszerekben is
igéretes lehet.

Bar a novényvilag mindossze 2%-at vizsgaltak ekdiszteroidok jelenlétére, tobb
mint 300 fitoekdiszteroidot azonositottak novényi forrasokbol. Alapvazuk szteran vaz
(ciklopentano-perhidro-fenantrén), amely 17-es helyzetben A térallasu oldallancot
visel. Az ekdiszteroidok jellegzetes szerkezeti tulajdonsdgai a B gylri 7-én-6-on

kromofdér csoportja és a C/D gylird transz anellacidja. A vazhoz kapcesolodod
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hidroxicsoportok szadma altalaban 2-8, tipikus hidroxilezédési helyek a 28-, 38-, 140+,
20R-, 22R ¢és 25-pozicidk.

.29

1. 4bra Az ekdiszteroidok 4ltalanos

szerkezete

1.2. Célkitiizés
Az ekdiszteroid-kutatds, amely a novényvilag szlrdvizsgalatat, aktiv
komponensek azonositasat és a lehetséges felhasznalasi teriiletek tanulmanyozasat is
magaban foglalja, egy fejlo6dd és meglijuld teriilete a fitokémidnak. Ezen tanulmanyok
alapvetd célja, ¢s feltétele az ekdiszteroidok gazdasagos, nagy mennyiségben torténd
cloallitasa. Az ekdiszteroidok szintézise, a 20-hidroxiekdizon kivételével nem
megoldott. Az ekdiszteroidok egyediili eléallitdsi mddja a novényekbdl torténd
izolalasuk. Az alkalmas novényi forras magas ekdiszteroid tartalommal (>1%)
rendelkezik, nem igényel specidlis termesztési korilményeket és biomassza
produktuma jelentds. A Serratula fajok, koztikk a Serratula wolffii megfelel a fenti
kovetelményeknek.
A disszertacio 16 célkitiizései:
a, A Serratula wolffii gyokér ekdiszteroid osszetételének feltérképezése, amely
elsgsorban 1) természetes vegytiletek azonositasat jelenti.
b, Tovabbi cél biologiailag aktiv komponensek izolalasa:
— eddig ismeretlen 11a-hidroxiekdiszteroidok azonositasa,
— magas rovarhormon aktivitassal rendelkezd komponensek kinyerése, és
— génexpresszios rendszerekben aktiv ekdiszteroidok izolalésa.
¢, Ha az 1zolalt vegytiletek mennyiségei erre lehetdoséget nyljtanak, szerkezet-

hatas osszefliggések elemzése.



d, Az ekdiszteroid Osszetétel vizsgalata lehetdévé teszi a fajrdl, illetve a
nemzettségrdl  szerzett  ismeretek  kibdvitését,  kemotaxonomiai
gsszefuggések felallitasat, és informaciot nyljthat a bioszintézis utakrol.

e, Célul tiztuk ki a kordbban alkalmazott izolalasi metodika hatékonysaganak

novelését, egyszerisitését. Uj, gyors izolalasi eljaras kifejlesztését, amely

mas novényi nyersanyagok feldolgozasara is alkalmas modszer lehet.

2. Anyagok és modszerek
2.1. Névényi nyersanyag

Az Asteraceac csaladhoz tarozd S. wolffii (pompés zsoltina) f5ld alatti részét
2003. augusztusaban Herencsényben, termesztett allomanyrol gytjtottik. A

mintapéldany S94-es szamon a Farmakognoéziai Intézetben megtalalhato.

2.2. Reagensek és tesztanyagok

Az analitikai tisztasagi olddszercket a Reanal (Budapest, Magyarorszag), a
HPLC tisztasagiakat a Merck (Darmstadt, Németorszag) szallitotta. A referencia
ekdiszteroidok korabbi izoldlasi munkankbol szarmaznak. Szerkezetiket és

tisztasdgukat HPLC vizsgalattal ¢s NMR méréssel igazoltuk.

2.3. Az izolalas soran alkalmazott médszerek

Az ekdiszteroidok kivondsara metanolt alkalmaztunk. A metanolos kivonat
elotisztitdsat acetonos kicsapassal ¢és poliamid oszlopon végzett szilard fazisu
extrakcioval végeztik. Az ekdiszteroidok izoldlasat az elotisztitott kivonatbdl
kromatogratias modszerek; vakuum RP-CC, RPC ¢és HPLC optimalizalt
kombindlasaval hajtottuk végre. Az elvalasztas kovetésére rétegkromatogratiat

hasznaltunk.

2.4. Szerkezetmeghatarozas
Az ismert vegytiletek azonositasa fizikai és spektroszkopiai tulajdonsagaik

irodalmi adatokkal valé kozvetlen Osszehasonlitdsdn alapult. A referencia



ekdiszteroidokkal torténé osszehasonlitaisukhoz normal és forditott fazist
rétegkromatografiat illetve HPLC-t hasznaltunk fel. Az izoldlt ekdiszteroidok
szerkezetét  spektroszkopiai  vizsgilatokkal allapitottuk meg. Az  alapvetd
informaciokat NMR és tomegspektrumaik elemzése nytjtotta. A szerkezetek igazolasa
ezen spektrumoknak a {6 fitoekdiszteroid, a 20-hidroxiekdizon megfeleld

spektrumaival vald 6sszehasonlitasaval tortént.

3. Eredmények és értékelésiik
3.1. Ekdiszteroidok izolalasa

Kromatografids mddszerek kombinalasaval 10 ismert és 13 1) ekdiszteroidot
izolaltunk a S. wolffii f6ld alatti rész¢ébdl. Az ismert vegytletek kozill négyet
(ponaszteron A, sztahiszteron B, 22-dezoxiintegriszteron A, shidaszteron) els6ként
mutattunk ki a Serratula genusbol. Az izolalt ekdiszteroidok szerkezetét az 1. tablazat

¢és a 2. abra mutatja be. Az 1 természetes molekulakat * jelsli.

3.2. Az izolalt ekdiszteroidok jelentosége

= Biologiailag aktiv vegytletek kinyerése

Az éltalunk végzett vizsgalatok is igazoljak, hogy a S. wolffii értékes forrasa a
11e-hidroxiekdiszteroidoknak. Az izolalt vegytletek kozil négy rendelkezik 11a-OH
csoporttal, koziiliik a £6 komponens az ajugaszteron C (10). A 11a-hidroxishidaszteron
(1), a serfuroszteron B (17) és a 22-dihidro-20-dezoxi-ajugasteron C (19) a 1lo-
hidroxiekdiszteroidok 1) tagjai. A rendelkezésre all6 szerkezet-hatas Gsszefiiggések
alapjan a 110-OH csoport az anabolikus hatas manifesztalédasa szempontjabol fontos.

A 7.9(11)-dién szerkezetli ekdiszteroidok, mint a dakrihainanszteron (4)
erteljesebb rovarthormon aktivitdst mutatnak Drosophila melanogaster Bi;
sejtvonalon, mint a klasszikus 7-én-6-on ekdiszteroidok.

Szamos fitoekdiszteroid aktivitasat vizsgaltdk gén-expresszios rendszerekben. A
legaktivabb rovarhormonok, az ekdizon és a 20-hidroxiekdizon sem mutatott agonista
aktivitast emlos sejtekben kifejezett EcR receptoron. Ezzel szemben a ponaszteron A
(5)-val kezelt sejtekben a génexpresszid novekedését tapasztaltdk. A S. wolffii, az

Asteraceae csaladbol elsdként forrasa ennek a biologiailag aktiv molekulanak.
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1. Tablazat Az izolalt klasszikus 7-én-6-on

ekdiszteroidok szerkezete

Ekdiszteroid R1 R2 R3 R4 RS R6 R7 R8

11a-hidroxishidaszteron (1)* H pOH aOH aOH

2f,3a,20R,22R,25-pentahidroxi-54-

14p3-koleszt-7-én-6-on (2)* H «@OH H A QH QH H QH
2,3a,20R,22R,25-pentahidroxi-
5p-14a-koleszt-7-én-6-on (3)* H #OH H H OH QH E QH
ponaszteron A (5) H pOH H aOH OH OH H H
P 17
sztahiszteron B (6) H pOH H ' OH OH H OH
15
N
14a,15a-epoxi-14,15-
dihidrosztahiszteron B (7)* H pOH H OH OH H OH
makiszteron A (8) H pOH H OH OH CH; OH
serfuroszteron A (9)* H pOH H aOH OH
serfuroszteron B (17)* H pOH aOH aOH / . B™Ngg H
ajugaszteron C (10) H pOH aOH aOH OH OH H H
20-hidroxiekdizon (11) H pOH H aOH OH OH H OH




Ekdiszteroid Rl R2 R3 R4 R5 R6 R7 RS
22-dezoxiintegriszteron A (12) OH pFOH H aOH OH H H OH
; OH
shidaszteron (13) H pOH H aOH By,
20
17
24-metilén-shidaszteron (15)* H pOH H aOH /,,,,OH
20 CH,
7717
. . . 22
20,22-didehidrotaxiszteron (16)* H pOH H aOH yZ
s . s s 5 20 25
gl—gciom—ZO,22—d1deh1dr0tax1szter0n OH pOH H «OH 17 OH
o]
22-dihidro-20-dezoxi-ajugasteron C
19y* H pOH aOH aOH oY 2 H H
A
, H
- igio & w
?z()ogndroxwkdlzon 20,22-etilidén H poH H wOH , ol
Y »
17 OH
1-hidroxi-22-dezoxi-20,21 Hy g N
didehidro-ekdizon (21)* OR AR R “oft 1, T
o Yo
20-hidroxiekizon 20,22- o =
monoacetonid (22) MRl A ot e, A2
20y 2 2
17 OH
22-dezoxi-20,21-didehidro-ekdi H,
(23;):zox1- .21-didehidro-ekdizon 1y JOH H “OH o o o on

2. Abra Az izolalt dién szerkezetii ekdiszteroidok

OH
OHE

HO.

HO

dakrihainanszteron (4)

HO,

HO

H
2$3,33,20R,22R,25-pentahidroxi-5f-koleszt-6,8(14)-dién (14)*

OH
OH:=



= Kivételes szerkezetii ekdiszteroidok

Két komponens a 28,3a,20R,22R 25-pentahidroxi-54-148-koleszt-7-én-6-on (2)
és a 28,38,20R,22R 25-pentahidroxi-5p-koleszt-6,8(14)-dién 14) n.
protoekdiszteroidok, mivel nem rendelkeznek az ekdiszteroidokra jellemzé klasszikus
szerkezettel. A 2 komponens a harmadikként felfedezett ekdiszteroid, melynek C/D
gylri kapcsolodasa «cisz.  Szerkezetileg rokon vegytleteket, a 14-epi-20-
hidroxiekdizont ¢s a 14-epi-ponaszteron A 22-glikozidot, a S. wolffii-bol és a Leuzea
chartamoides-b0l 1zolaltak. A C/D gylirli transz anellaciojat ezidaig az ekdiszteroidok
egyik o jellemz&jének tartottak. gy tehat a fenti molekuldk felilifjak az
ekdiszteroidok ezen klasszikus kémiai definiciojat.

14a,150-epoxi-14,15-dihidrosztahiszteron B (7) a masodikként izolalt
ekdiszteroid, amely 14,15-6s helyzetben epoxi csoporttal rendelkezik. Az epoxi
csoport ritka az ekdiszteroidok kozott, eddig osszesen 6t 14,15- illetve 22.23-epoxi
csoportot hordozd ekdiszteroidot izolaltak tengeri mikroorganizmusokbol és
gombakbol. Az elsé 14,15-epoxi-ekdiszteroid, a gymnaszteon B citotoxikus hatasat
limféma sejtvonalon igazoltak.

A serfuroszteron A (9) és B (17) az elsd ekdiszteroidok, amelyek furdn gytrtit
tartalmaznak. A 20-hidroxiekdizon (9) illetve az ajugaszteron C (17) 5-hidroximetil-
furfurallal alkotott acetaljai. Szerkezetileg rokon vegytileteket, a 20-hidroxiekdizon és
az ajugaszteron C etilidén szarmazékait kordbban mar mdas Serratula fajokban
azonositottak.

Szabad 22-hidroxi csoporttal nem rendelkezé ekdiszteroidokat, a 20,22-
didehidrotaxiszteront (16) és az 1-hidropxi-20,22-didehidrotaxiszteront (18) izolaltuk
a S. wolffii-bdl. A komponensek biologiai aktivitasat Acyrthosiphon pisum (Harris)
tesztrendszerben vizsgaltuk. A {6 fitoekdiszteroid, a 20-hidroxiekdizon aktivitasaval
(LCso = 1.07 ppm) 0Osszehasonlitva a 16 komponens inaktivnak (I.Csy > 100 ppm)
bizonyult, mig a 18 komponens alacsony aktivitast (L.Csy = 48.5 ppm) mutatott.
Vizsgalataink megerdsitették, hogy a rovarhormon hatas kialakuldsdhoz sztikséges a
22-es oxigén funkeid, és ennek hidnya jelentds aktivitasbeli csokkenéshez vezet. Az 1-
hidroxi-22-dezoxi-20,21-didehidro-ekdizon  (21) és a 22-dezoxi-20,21-didehidro-

ekdizon (23) szerkezeti izomérjei sorrendben a 18 és a 16 komponenseknek. A fent
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bemutatott vegyiiletek az elsé ekdiszteroidok, amelyek az oldallanc 20(22) illetve
20(21) helyzetében kettds kotéssel rendelkeznek.

= Az izolalt vegyiiletek jelentdsége a bioszintézis szempontjabdl

Az elézéekben mar emlitett 2 komponens a bioszintézis kozti termékének is
tekinthetd, mivel feltételezhetden a 14-es hidroxilez6dés az 5p4-H,7-én-6-on rendszer
kialakulas utan torténik. gy a 2 komponens koztiterméke lehet egy tipikus szerkezeti,
14o-hidroxi csoporttal rendelkezd ekdiszteroidnak. A 14 komponens is lehet a
bioszintézis prekurzora, mivel a 7-én-6-on kromofér csoport dién szerkezetli
szteroidokon keresztiil alakul ki, Mas szerz6k azonban a bioszintézis utolsd
mozzanatanak tekintik a 2-es, 22-es, 25-6s helyzeti hidroxilezédést. Feltételezésiink
szerint a felsorolt hidroxilezddési reakcidk megeldzik a 7-én-6-on rendszer

kialakulasat, bar hipotézisiink igazoldsahoz tovabbi bizonyitékokra van sziikség.

= Az izolalt vegyiiletek kemotaxonomiai jelentdsége

Az Asteraceae csaladon beliil két nemzettség, a Leuzea és a Serratula nemzettség
ekdiszteroid pozitiv. Ezekhez tartozd néhany faj (1. carthamoides, L. integrifolium, S.
coronata, S. tinctoria stb.) ekdiszteroidokban kiemelkedden gazdag. A Leuzea fajok
kozul a L. carthamoides a legjelentdsebb ekdiszteroid forrds. Kulonosen Kelet-
Europaban nagy allomanyokban termesztett; fitokémiai, biologiai vizsgalatok illetve
készitmény eléallitas céljara egyarant.

A L. carthamoides és a S. wollffii ekdiszteroid osszetétele szamos kozos vonast
mutat, nemcsak a & komponensekben, hanem a minor tartalomanyagokban is.
Mindkét novény kivald forrasa a magas aktivitasu 11a-hidroxiekdiszteroidoknak és a
7,9(11)-dién szerkezetii vegytleteknek. Szamos Leuzea ¢és Serratula ekdiszteroid
rendelkezik specialis szerkezeti sajatsagokkal: 14-es helyzetl S térallasu, illetve 3-as
helyzetli o anellaciojo hidroxicsoporttal és transz kapesolodast A/B  gytirtivel.
Mindkét novény bioszintetizal mono-¢s diacetonid szarmazékokat. A fenti molekulak
a két faj kémiai markereinek tekinthetdk, mivel a legtobb vegytiletet mas novényi
forrasbol eddig még nem azonositottdk. Az ekdiszteroid profil hasonldsiga is

bizonyitja a két faj kemotaxondmiai kapcsolatit. A fenti megallapitisok azt is



alatamasztjak, hogy a S. wolffii a L. carthamoides megfeleld helyettesitdje lehet. A
pompés zsoltina alkalmas hazai ekdiszteroid forras fitokémiai, farmakologiai

vizsgalatokhoz és készitmények eldallitasahoz.

3.3. A kutatas metodikai jelentésége

Uj ekdiszteroid izoldlasi eljarast fejlesztettik ki, A hatékony elétisztitast
kovetden osszehasonlitva a korabbi soklépéses, elsésorban adszorpeids modszereken
alapulé metodikaval mindossze négy kromatografias 1épés alkalmazasaval sikeriilt

tiszta ekdiszteroidot nyemiink. Az izolalasi folyamat & 1épéseit a 3. abra mutatja be.

3. abra Az izolalasi metodika altalanos séméja

noévényl matrix

8 - - poléris
\‘é | Frakcionalt kicsapas | Rontaminalok
o
§
- T
Poliamid SPE fenoloidok
& Octadecil-szilika

RPC eltérd

RPC o
szelektivitassal

HPLC
—>| HPLC

U

Tiszta ekdiszteroid

RP




Az altalanos ekdiszteroid izoldlasi metodikat a centrifugalis rétegkromatografia
(RPC) bevezetésével fejlesztettik tovabb. A moddszer a korabban alkalmazott
adszorpcids eljarasokkal osszehasonlitva szamos eldonyos tulajdonsaggal rendelkezik:

= Az RPC egyszerlibben kivitelezhetd, mint a klasszikus preparativ

rétegkromatografia.

= A centrifugalis erd hatdsara bekovetkezd kényszerdramlas gyorsabb ¢s jobb

elvalasztast biztosit.

= A minta rovidebb ideig van kapcsolatban az allofazissal, igy az allotazis

okozta bomlas veszélye csokken.

= Az 4llofazis vastagsiganak, az 4dramlasi sebességnek ¢és a mozgd fazis

Osszetételének valtoztatisaval illeszthetd a moddszer az adott izolalasi

koralményekhez.

= Az RP-CC és az RPC egymas utani alkalmazs jelentds szelektivitas valtast

biztositott.
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