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Bevezetés

Az Euphorbiaceae (kutyatejfélék) csalad a virdgos névények egyik legnagyobb csaladja,
melynek kozel 8000 fajat, 5 alcsaladba, 49 nemzetségcsoportba és tobb mint 300
nemzetségbe soroljak. Az Euphorbia genus 1830 fajaval a virdgos novények 6
legnépesebb nemzetségének (Astragalus, Bulbophyllum, Psychotria, Euphorbia, Carex
és Begonia) egyike. A kutyatejfélék mindkét féltekén dltaldanosan elterjedtek,
kaktuszszer(l pozsgdasok, lidanok és apro, flszerl egynyari ndvények egyarant talalhatok
kozottik. Hazankban a nemzetség 28 faja fordul el6.

Az erG@sen irritald hatasu tejnedv el6fordulasa szamos kutyatejfaj jellemzéje. Ezeket
a novényeket Hippokratész ota rakos elvaltozasok, tumorok és szemolcsok kezelésére
hasznaljak.

A természetes vegyuletek kutatdsa szempontjabdl az Euphorbiaceae csalad fajaiban
el6forduld diterpének figyelemre méltd bioldgiai aktivitasuk és nagyfoku szerkezeti
valtozékonysaguk (kiilénboz6 vaztipusok, pl. ingenan, tiglian, dafnan, latirdn és
jatrofan, illetve alifas és aromas észterez6 savak) miatt kiemelked6 jelentGségliek.

Az Euphorbia diterpének jelentdségét mutatja, hogy 2012-ben az Egyesiilt Allamok
gyogyszer-engedélyezé hatdsaga, az FDA Picato néven torzskonyvezte az ingenol-3-
angelatot (ingenol mebutat, PEPO05, LEO Pharma) keratdzis kezelésére. A vegyllet egy
olyan természetes eredetli molekula, amely szerkezetmddositas nélkal valt
gyogyszerré, és a vegylletet munkacsoportunk izoldlta els6ként a ma is
anyanovényként haszndlt Euphorbia peplusbdl. Ezen kivil tovabbi igéretes
diterpénekkel is folynak gyogyszerfejlesztések, koztik a HIV virus ellenes prosztratinnal,
amely a protein kindz C (PKC)-fligg6 NF (nuklearis faktor)-«kB aktivalasaval reaktivalja a
lappangd HIV-1-et, igy gdatolva a CD4+ sejtek Ujrafert§z6dését. Az ultrapotens
kapszaicin-analég hatasu, dafnanvazas reziniferatoxint klinikai vizsgalatok 1. és IIl.
fazisaban tanulmanyozzdk. Ezen kiviil antileukémids ingenan tipusu diterpéneket

izoladltak az Euphorbia esuldbdl, Croton tigliumbdl és Cunuria spruceandbdl.



Célkitlizések

A széles korben elterjedt Euphorbia nemzetség nagyszamu, bioldgiailag aktiv diterpén
forrasa. A Szegedi Tudomanyegyetem Farmakognodziai Intézetében 1995-6ta folyik
magyarorszagi kutyatej fajok szekunder anyagcsere-termékeinek vizsgalata. Ennek
keretében munkank célja Uj diterpén-poliészterek izoldlasa, szerkezet-meghatarozasa
és farmakoldgiai hatasuk vizsgalata volt, melynek érdekében az aldbbi feladatokat
végeztik el:

— Az Euphorbia pannonica és E. falcata diterpéntartalmanak szlrévizsgalata.

— A novényi nyersanyag kivonasa.

— A diterpénészterek izoldlasa és tisztitdsa Euphorbia pannonicdbdl, E. esuldbdl és
E. falcatabol kilonb6z6 kromatografias modszerek (OCC, VLC, RPC, PLC és HPLC)
kombinalasaval.

— Az izolalt vegylletek szerkezet-meghatarozdsa spektroszkdpiai médszerek (NMR
és HR-MS) segitségével.

— Az izoldlt diterpének farmakoldgiai vizsgalata és kemotaxondmiai jelentdségének

értékelése.

Alkalmazott modszerek

A vegylletek tisztitdsat tobblépéses izolalasi eljards segitségével végeztik kilonféle
extrakcids és kromatografias modszerek felhasznalaséaval; oszlopkromatografiat (OCC),
vakuum folyadékkromatografiat (VLC), rotacios planarkromatografiat (RPC), preparativ
rétegkromatografiat (PLC) és nagy hatékonysagu folyadékkromatografiat (NP-HPLC, RP-
HPLC) alkalmaztunk. Az izolalt vegyiletek szerkezet-meghatdrozasa nagyfelbontasu
tomegspektroszkopia (HR-MS), valamint mdagneses magrezonancia-spektroszkdpia

(NMR) segitségével tortént.



Eredmények
Diterpének kivonasa és izolalasa

A friss E. pannonica (magyar kutyatej), a fagyasztott E. esula (sarkutyatej) és E. falcata
(tarldkutyatej) novényi nyersanyagot apritast kovetben metanollal,
szobah6mérsékleten vontuk ki. A kivonatok betoményitése utan, folyadék—folyadék
kozti megosztast végeztiink diklér-metannal (E. pannonica és E. esula), illetve
kloroformmal (E. falcata). A szerves fazisokat ezutan poliamid oszlopon frakcionaltuk,
metanol-viz kiilonb6z6 ardnyd elegyével (1:4, 2:3, 3:2, 4:1) végezve az elualast. A
diterpének a 20-60%-os metanollal nyert frakcidkban dusultak fel. A diterpén

komponensek kinyerésének folyamatat az 1-3. dbra szemlélteti.

| Euphorbia pannonica Host. |

Metanolos kivonat

Lipofil fazis
Poliamid oszlop
MeOH-H,0

60%-0s metanolos fr.

VLC szilikagél oszlop ‘

i

ciklohexan-CHCl;-Me,CO
17-33. fr.
RPC szilikagél
n-hexan-EtOAc
1-27. fr. 28-40. fr.

RPC szilikagél RPC szilikagél
ciklohexan—EtOAc ciklohexan-EtOAc

i

A,
74-76. fr. 29-37.fr.

PLC szilikagél PLC szilikagél
ciklohexan-EtOAc n-hexan-CHCl;-Me,CO|

PLCRP-18 HPLC RP-18
MeCN-H,0 MeCN-H,0
EPAN-3 EPAN-7

1. dbra Diterpének izolaldsa az E. pannonicdbdl
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Euphorbia esula L. |

Metanolos kivonat
Lipofil fazis

Poliamid oszlop
MeOH-H,0

20%-0s metanolos fr. 40%-os metanolos fr.
VLC szilikagél oszlop VLC szilikagél oszlop
ciklohexan-EtOAc-EtOH ciklohexan—-EtOAc-EtOH

v v v v v
zoﬂl\ I 24-30.fr. | | 3162. fr. | | 63-72.1r. I 6-12. fr.
RPC szilikagél kristalyositas RP-VLC oszlop RPC szilikagél RPC szilikagél
ciklohexan— MeOH-H,0 ciklohexan- ciklohexan—
EtOAC-EtOH EtOAC-EtOH EtOAC-EtOH
A
[3748.1r. | [eup3 | [ 202210 |
- 39-51. fr. 52-54. fr.
RPC szilikagél kristalyositas
benzol- HPLC RP-18 HPLC RP-18
CH,Cl~Et,0 MeOH-H,0 MeOH-H,0
EUP-26 | ¥ v )
£up-23 || Eup-20 | [ sur | [22f] [evp2s | evps2 || evpas |
HPLC RP-18 PLC szilikagél
MeCN-H,0 ciklohexan—
EtOAC-EtOH

EUP-18 HPLC RP-18
MeCN-H,0
EUP-17

2. dbra Diterpének izolalasa az E. esuldbdl

A kovetkez6 Iépésekben egyre szelektivebb maodszereket (VLC, RPC, PLC és HPLC)
alkalmaztunk. Mindharom esetben a diterpéntartalmd frakcidk tisztitasa poliamid
oszlopkromatografiat kovet6en, adszorpcids kromatografiaval tortént szilikagélen, VLC
és RPC technikdval. Ez a mddszer a f6 komponensek durva elvalasztasat eredményezte.
Végs6 tisztitasként PLC, NP- és RP-HPLC elvalasztast alkalmaztunk, mivel ez a
legszelektivebb és legkiméletesebb modszer a sok esetben hé- és fényérzékeny

diterpén poliészterek szamara.



Euphorbia falcata L. l

Metanolos kivonat

Lipofil fazis

Poliamid oszlop

MeOH-H,0

40-60%-0s metanolos fr.

VLC szilikagél oszlop
ciklohexan-EtOAc-MeOH
15-18. fr.

RPC szilikagél RPC szilikagél
ciklohexan— ciklohexan—

PLC szilikagél CH,Cl;-MeOH CH,Cl,-MeOH
n-hexan—

Mexco 58-67. fr. 24-33.fr.

EFAL-3 RP-VLC oszlop HPLC RP-18
MeOH-H,0 MeOH-H,0
25-26. fr.
4. fr. 5. fr.
PLC é

kristalyositas

n-hexan— PLC szilikagél PLC szilikagél
Me,CO MeOH-H,0 n-hexan-
Me,CO
v 3 v
[2] [ ] [ 2 | [[1r ]
PLC szilikagél PLC szilikagél PLC szilikagél PLC szilikagél
CHCl;-Me,CO CHCl;-Me,CO n-hexan— ciklohexan—
Me,CO EtOAC-EtOH
[ erara | [erarao | [1r]
HPLC NP
n-hexan—
EtOAC

HPLC RP-18
MeOH-H,0
EFAL-21

3. dbra Diterpének izolélasa az E. falcatdbol

Az elvélasztastechnikai mddszerek kombinalasaval 18, a sokkomponensi novényi
mintakban esetenként igen kis koncentraciéban jelenlévé vegyiiletet izolaltunk. A

komponensek az egyes novények esetén altaldaban nagyon hasonld szerkezetlek,



legtobbjik csupan észtercsoportokban kiilénbozik egymastol. Az EPAN-3 (1) és EPAN-7
(2), az EUP-23 (7) és EUP-26 (9), és az EFAL-19 (16) és EFAL-20 (17) csak egy-egy
szubsztituensben térnek el. A tobblépéses kromatografids tisztitasi |épések
eredményeként az E. pannonicdbdl 2 (EPAN-3 és EPAN-7), az E. esuldbdl 9 (EUP-13,
EUP-17, EUP-18, EUP-20, EUP-23, EUP-26, EUP-28, EUP-29 és EUP-32), mig az E.
falcatdbdl 7 (EFAL-3, EFAL-4, EFAL-6, EFAL-7, EFAL-19, EFAL-20 és EFAL-21) vegyiiletet

izolaltunk.

Az izolalt vegyiiletek szerkezet-meghatarozasa

Az izolalt vegylletek szilard, amorf vagy kristalyos anyagok, optikailag aktivak.
Szerkezet-meghatdrozasuk spektroszkdpiai vizsgalatok segitségével tortént.

A tomegspektrometrids vizsgalatokkal a molekulatomeget és az Osszegképletet
hataroztuk meg. A szerkezet-meghatdrozashoz az 1D és 2D NMR spektroszkdpia
szolgéltatta a legértékesebb adatokat. Az 'H NMR, JMOD, *H-'H COSY, HSQC és HMBC
spektrumok alapjan minden vegyuletnél levezettiik a sikbeli szerkezetet, majd a NOESY
vegylleteknél az aszimmetrikus szénatomok szama 8-13 k6zott van, valamennyi kirdlis
szénatom relativ konfigurdciojat meghataroztuk. Az NMR vizsgalatok eredményeként
elkészitettiik a vegylletek jellemzésére szolgald teljes 'H és *Cc NMR jelhozzarendelést.

Az izolalt vegyiletek kozil 9 jatrofan- vagy mddosult jatrofan-, 2 tiglian-, 4
premirzinan-, 3 pedig ciklomirzinan-szarmazék. Az E. esuldbdl izolalt EUP-18 (6), EUP-23
(7), EUP-29 (8), EUP-26 (9) és EUP-17 (11) nikotinoilcsoportot tartalmaz, ezért
pszeudoalkaloidnak is tekinthetd. Az EFAL sorozat jellegzetessége az észtercsoportok
sokfélesége, pl. az EFAL-19 (16) jelzésli diterpénben 4 (acetil, izobutanoil, 2-
metilbutanoil és benzoil), az EFAL-4 (13), EFAL-6 (14), EFAL-7 (15), EFAL-20 (17) és EFAL-
21 (18) vegyuletekben pedig 3 kilonboz6 észtercsoport taldlhato. Az EUP-20 (3) 8
észtercsoporttal a legmagasabban észterezett jatrofan diterpén. Az észtercsoportokon

kivil gyakori a keto- és hidroxilcsoportok valamint telitetlen kotés jelenléte. Az EUP-20



(3) esetén a 11-es és 14-es helyzet( éterkotés kovetkeztében egy ritka heterociklusos

gy(rirendszer van jelen.




Hasonlé komponenseket munkankat megel6z6en mindossze az E. kansuibdl és az E.
esuldbdl izolaltak. Sztereokémiailag az EUP sorozat homogén, a vegyiiletekre jellemzé a
268-metil, 13a-metil and 38, 76, 5a, 8a, 9a and 156-acil szubsztitualtsag.

Az EFAL sorozathoz tartozd EFAL-7 (15) a kutyatejfélék csaladjaban nagyon ritka
hemiacetdl részt tartalmaz. Az EFAL-3 (12), EFAL-4 (13), EFAL-6 (14) és EFAL-7 (15) az
elsé premirzindn-tipusu diterpének, amelyekben 14-es helyzetben ketocsoport helyett
észtercsoport talalhaté. A  premirzinanok biogenetikailag  epoxilatiranokbdl
szarmaztathatdk intramolekularis ciklizacioval, és a ciklomirzindnok prekurzorainak
tekinthet6k. A ciklomirzindnok a novényvilagban nagyon ritkak, korabban csupan 7
ilyen vegyiletet izolaltak mas Euphorbia fajokbdl. Ezen kivil az EFAL-19 (16) és EFAL-20
(17) 2-es helyzet(i észter szubsztitucidja szintén egyedilallé. Az EUP sorozathoz
hasonldan, az EFAL sorozat is sztereokémiailag homogén, bar érdekesség, hogy mig a
premirzinanoknal [EFAL-3 (12), EFAL-4 (13), EFAL-6 (14) és EFAL-7 (15)] a 16-os helyzetd
szénatom konfiguracidja 8, addig a ciklomirzinanoknal [EFAL-19 — EFAL-21 (16-18)] a.

Az izolalt vegyiiletek kemotaxonomiai jelentGsége

Az E. esula diterpéndsszetétele alapjan szoros rokonsagot mutat az E. salicifoligval; a
két faj fébb diterpénkomponensei, az esulatin A, EUP-13 (szalicinolid, 10) és EUP-17
(eufoszalicin, 11) megegyeznek, és tovabbi jatrofdn diterpénjeik is csak
észterezettségiikben kulonboznek egymastdol. A  munkacsoportunk altal izolalt
diterpének nem mutatnak azonossagot a mas kutatécsoportok altal azonositottakkal. A
killonbodz8 lelShelyekrdl gyjtott mintak (Kina, Eszak-Amerika és Magyarorszag)
diterpén-osszetétele eltérG. A novény nagyfoku vdltozékonysaga tehat nemcsak a
morfoldgiai bélyegekben, hanem a kémiai Osszetételben (diterpénprofilban) is
megmutatkozik.
Az E. pannonica és E. falcata tartalomanyagait korabban még nem vizsgaltak.

Valamennyi diterpént els6ként mutattuk ki a vizsgalt novényfajokbdl.



Az izolalt vegyiiletek bioldgiai aktivitasa

Az izolalt diterpének tumorellenes és multidrog rezisztencia (MDR) csokkenté
aktivitasat egyuttm(ikodések keretében tanulmanyoztuk.

Antitumor hatas: Mivel az utébbi néhany évben tobb Euphorbia diterpén esetén
kozoltek tumorellenes hatast, vizsgaltuk a kisérleteink soran nyert vegyuletek [koztiik 5
korabban izolalt jatrofan diterpén (esulatin A, B, D—F)] antiproliferativ aktivitasat. A
vizsgdlatokat human eredetli tumoros sejtvonalakon [Hela (cervixkarcindma), A431
(epitelialis eredet(i bérkarcindma), MCF7 (eml&karcindma) és Ishikawa (endometridlis
adenokarcindma)] végezték, a citotoxikus hatast MTT teszt alkalmazasaval értékelték.
Pozitiv kontrollként ciszplatint alkalmaztak. Néhany jatrofan (4, 5 és esulatin A és E),
premirzinan (12—15) és ciklomirzinan-észter (17) esetén jelentGs sejtnovekedés gatld
hatdst tapasztaltunk (1. tablazat).

1. tablazat Euphorbia diterpének tumorsejtproliferaciot gatlé hatasa (%)°

Hela Ishikawa MCF7 A431
Vegyiilet 10 30 10 30 10 30 10 30
pg/mL  pg/mL  pg/mL  pg/mL  pg/mL  pg/mL  pg/mL  upg/mL

EUP-28 (4) 15.4 23.8 80 294 12,7 60.1 - -
EUP-32(5)  19.1 64.5 18.4  98.4 46.8 81.4 - -
esulatin A 16.3 62.6 201 53.8 21.4 47.9 - -
esulatin E 19.5 58.1 356  54.1 30.4 61.4 - -
EFAL-3(12) 12.8 60.4 - - 30.6 56.0 23.0 35.6
EFAL-4 (13) 22.2 56.9 - - 21.1 49.1 36.2 81.4
EFAL-6 (14) 25.8 83.9 - - 336 59.2 38.0 93.6
EFAL-7 (15)  20.6 473 - - 25.9 38.9 39.2 69.1
EFAL-20 (17) 16.9 33.7 - - 17.3 53.3 38.9 45.1

? Pozitiv kontroll: ciszplatin 12.4 uM (Hela), 3.5 uM (Ishikawa and A431) és 9.6 uM (MCF-7).
MDR csokkent6 hatds: A MDR csokkentS hatds vizsgalata soran megfigyeltiik, hogy
szamos izolalt diterpén [EUP-32 (5), EUP-29 (8), EFAL-4 (13), EFAL-6 (14), EFAL-7 (15),
EFAL-19 (16) és EFAL-20 (17)] a pozitiv kontroll verapamil hatasat esetenként
tobbszorosen meghaladd mértékben novelte a tumorsejtek gydgyszerakkumulacidjat a
permeabilitasi glikoprotein efflux-pumpa tevékenységének gatlasaval (2. tablazat). Ezen
kiviil az EFAL sorozat vegytletei doxorubicinnel kombinalva szinergista hatast mutattak.

Premirzinan- és ciklomirzinan diterpének MDR moduldlé képességét els6ként kozoltik.



2. tablazat A sar- és tarldkutyatejbdl izolalt diterpének egér limféma sejtvonalon vizsgdlt MDR
csokkent6 aktivitdsa, és a sarkutyatej esetén a doxorubicin kombinacios teszt eredménye

Konc. Konc.
Vegyillet ———— FAR® Vegyiillet ———— FAR® FIX
pg/mL uM
EUP-32 (5) 4/40 24.9/52.5 EFAL-4 (13) 2/20 23.4/74.4 0.23
EUP-29 (8) 4/40 16.6/119.9 EFAL-6 (14) 2/20 29.8/69.3 0.40
EFAL-7 (15) 2/20 12.6 /52.9 0.73
EFAL-19 (16) 2/20 46.2 / 52.7 0.15
EFAL-20 (17) 2/20 36.9/62.3 0.32
verapamil 10 23.2 verapamil 22 8.77
®Fluoreszcencia aktivitasi hényados (FAR): FAR = (MDRyezeit/ MDRyontron)/ (PARkezei/ PARkontroll);
PAR: sziil6i sejtvonal; “frakcionalis gétlasi index (FIX): FIX = FIX\egyitet*FIXdoxorubicin;

FIXvegyitet = |Csofvegylet+doxorubicin)/ ICsofvegyitet); FIXdoxorubicin = |Csofvegyilet+doxorubicin)/ | Cso(doxorubicin)
Az altalunk azonositott vegylletek Uj antitumor hatasu gydgyszerfejlesztések

modellanyagaiként szolgalhatnak.
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