M agyar orszagi Euphorbia fajok diterpénjeinek izolalasa
és szer kezetmeghatar ozasa

PhD értekezés tézisei

Vasas Andrea

Témavezetd: Prof. Dr. Hohmann Judit
SZTE Farmakognoziai | ntézet

Szegedi Tudomanyegyetem
Farmakognoziai | ntézet

Szeged
2006



Bevezetés

Az Euphorbiaceae (kutyatejfélék) csal&d mintegy 8 000 fajét jelenleg 300 genusha
soroljak, melyek koziil legnépesebb az Euphorbia nemzetség kozel 2 000 fajal. A
kutyatejfélék elsésorban a mérsékelt égbvon és a trépus vidékeken dterjedtek,
lehetnek fak, cserjék, egyéves vagy éveld lagyszariak illetve kaktuszszerii
szukkulensek. A kutyatej fajokra erésen irritdd hatésl tgnedv el6fordulésa
jellemz6, szamos fajt haszndnak a népgyogyaszatban tumorok kezelésére,
szemdl csok eltévolitaséra

Az Euphorbiaceae csalad fgjai érdekes biolégia aktivitassal rendelkezé anyagokat
tartalmaznak. E vegyiiletek kozll kiemekeds jelentéséggel birnak a diterpének,
amelyek biokémiai és farmakoldgiai kutatdésok fontos eszkdzei, szamos
képvisd §jiket dkamazzak gyogyszerek hatésmechanizmusanak tanulmanyozasara.
Kordbban a magasabbrendii névényekbdl megismert ilyen vegylletek kozétt a
forboidok (ingenén, tiglidn és dafnan diterpénészterek) képviselték az egyik
legjelentésebb csoportot. Késsbb terdpids szempontbdl fontos antileukémiés hatésu
ingenanvézas diterpéneket isizolatak az Euphorbia esulabdl, a Croton tigliumbdl és
a Cunuria spruceanabdl, valamint egy ultrapotens kapszaicin andd6g hatési
vegylletet, a reziniferatoxint az E. resiniferabdl. 2005-ig 187 Euphorbia fajbol
nyertek diterpéneket vagy mutatték ki jelenlétiiket. A vegylletek nagy szerkezeti
véltozatossagot mutatnak és szdmos kozuluk jelentés bioldgiai aktivitéssal
rendelkezik.

A forboidokon kivil az Euphorbiaceae fajokban egyéb diterpéntipusok is
el6fordulnak, amelyek lehetnek monociklusosak vagy véltozatosan ciklizalédott bi-,
tri- és tetraciklusok (pl. jatrofén, latiran, tiglidn, ingenan, jatrofolan, krotofolan,
ramnofolan). Ezen kivil tovabbi tri- és tetraciklusos minor diterpénosztlyokat is
leirtak (pl. pepludn, szegetén, mirzinan, ciklomirzinén, jatrofatrion- és euforaktin
tipus). A makrociklusos diterpének egyik legfontosabb csoportjé akotjdk a
biciklo[10.3.0]pentadekén gytiriirendszert tartalmazo jatrofan diterpének. A ’'70-es
évek Ota toébb mint 180 természetes eredetii képvisaldjik ismert, kdzilik szamos
vegyilet rendelkezik figyelemremétd farmakoldgia hatdssal, pl. in vitro
citotoxikus, antibakteridlis, antiproliferativ és M DR-csokkent6 aktivitassal.
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Cékitiizések

A Szegedi Tudoményegyetem Farmakognodziai Intézetében dr. Hohmann Judit
vezetésével 1995-ben indult program keretében kezdddott a magyarorszagi
Euphorbia fajok névénykémiai vizsgllata Ennek keretében keriilt sor a kordbban
még nem vagy nem kimeritéen vizsgalt Euphorbia esula, E. peplus, E. lathyris és
E. villosa tanulméanyozésara.

Munkénk célja Uj, bioaktiv diterpének izoldéasa és szerkezetmeghatérozasa volt,
melynek érdekében a kovetkezd feladatokat végeztik € :

— Az Euphorbia esula, E. peplus, E.lathyris és E. villosa diterpéntartalmanak

sziirévizsgél ata.

— A ndévényi nyersanyag kivonésa.

— A diterpénészterek izoldasa és tisztitasa kil 6onbdz6 kromatografids modszerek

(OCC, VLC, PLC ésHPLC) kombinaasaval.
— Azizoldlt vegyliletek szerkezetmeghatérozasa spektroszkpias modszerek (UV,
IR, HR-MS, NMR) segitségével .

— Az izoldlt diterpének kemotaxondmia jelentéségének értékelése és biologia

hatésvizsgdlata.

Alkalmazott moédszer ek

A vegylletek tisztitasé tobblépéses izoldlasi eljaras segitségével végeztik
kilonféle  extrakcios és  kromatografias modszerek  felhasznalésaval;
oszlopkromatogréfiat (OCC), vakuum folyadékkromatografid (VLC), preparativ
rétegkromatogréfidt (PLC) és nagy hatékonysagu folyadékkromatogréfiat (NP-
HPLC, RP-HPLC) akalmaztunk. Az izoldt vegyiiletek szerkezetmeghatarozasa
UV- és IR-spektroszkdpia, nagyfel bontésti tdmegspektroszkdpia (HR-MS), valamint
mégneses magrezonancia-spektroszképia (NMR) segitségével tortént. Néhany
vegyliletnél rontgen-krisztallogréfiés vizsgélatrais sor ker(ilt.



Eredmények
Diter pének kivonésa ésizolalasa

AzE. esula ésE. lathyris esatén friss, az E. peplus esetén fagyasztott, az E. villosa
esetén pedig szaritott ndvényt dolgoztunk fel. A ndvényi nyersanyagot apritést
kovetéen metanolla szobahémérsékleten vontuk ki, mad betdmeényités utan
folyadék-folyadék kozti extrakciot végeztiink diklor-meténnal (E. esula, E. lathyris,
E. peplus), illetve kloroformmal (E. villosa). Ezt kdvetéen a szerves fazist poliamid
oszlopon kromatografdltuk metanol-viz (1:4, 2:3, 3:2 és 4:1) kiilonbdzé ardnyl
elegyeivel. A diterpének a 2060 %-0s metanolla nyert frakcidkban hal mozodtak
fel. A diterpén komponensek kinyerésének folyamatét az 1-3. abra szemlélteti.
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A kovetkezd |1épésekben egyre szelektivebb médszereket (VLC, PLC és HPLC)
alkalmaztunk. A poliamid oszlopkromatogréfidt kovetéen a diterpéntartadmu
frakciok tisztitdsa minden esetben adszorpciés kromatogréfidval tortént szilikagélen
vakuum-folyadékkromatogréfidval. Ez a modszer a f6 komponensek durva
elvilasztasd  tette  lehetbvé.  Végsd  tisztitasként  nagyhatékonysagu
folyadékkromatogréfids (NP- és RP-HPLC) elvdasztast dkadmaztunk, mivel ez a
legszelektivebb és legkiméletesebb modszer a sok esetben hé- és fényérzékeny
diterpén poliészterek szaméra

Az elvilasztéstechnikai mddszerek kombindlasaval 19 vegyuletet izolaltunk: hatot
az E. esulabdl [eup-1 (8), eup-4 (9), eup-6 (10) eup-10 (12) eup-11 (11) és eup-12
(13)], egyet az E. lathyrishdl [eul-1 (14)], hetet az E. peplusbdl [(ep-1 (2), ep-2 (7),
ep-3 (1), ep-4 (3), ep-5 (4), ep-7 (5) és ep-8 (6)], és otodt az E. villosabdl [ev-1 (16),
ev-2 (19), ev-3 (15), ev-5 (18) és ev-7 (17)]. Néhany esetben egyméshoz igen
hasonl6 szerkezetii vegyiletek evalasztasat sikerilt megval dsitanunk, pl. az ep-1
(2), ep-5 (4) és ep-7 (5) minddssze észtercsoportokban, mig az ev-1 (16) és ev-7 (17)
csak egy szubsztituensben kil 6nbozik egyméstal.

Azizolélt vegyliletek szerkezetmeghatér ozasa

Az izoldlt vegylletek szilard, amorf vagy kristélyos anyagok, optikailag aktivak.
Szerkezetmeghatérozasuk spektroszkOpiai vizsgélatok segitségével tortént.

Az IR és UV spektroszkOpia viszonylag kevés informéciét nyijtott a
molekul aszerkezetre vonatkozéan. Vaamennyi izoldt anyag esetén HRMS
mérésekkel hataroztuk meg a vegytiletek molekul atémegét és molekula Osszetétel ét.
A szerkezetmeghatarozashoz az 1D és 2D NMR spektroszkOpia szolgdltatta a
legértékesebb adatokat. Az *H, *C NMR, JMOD, DEPT, *H-'H COSY, HMQC,
HSQC és HMBC spektrumok alapjan minden vegyuletnd levezettik a sikbeli
szerkezetet, majd a NOESY korreléciok értékelésével meghatdroztuk a molekuldk
relativ konfiguraciojat. Az aszimmetrikus szénatomok szama az izoldlt vegyiletek
esetén 7-10 kozott valtozik, valamennyi kirdis szénatom konfigurécidjé — az eup-6
(10) kivétdével — meghataroztuk. Az NMR vizsgal atok eredményeként elkészitettiik



a vegyuletek jellemzésére szolgél 6 teljes 'H és °C NMR jelhozzérendel ést. Az ep-5
(4), ep8 (6) és eup-l (8) jelzési anyagok abszolit konfiguraciojét
rontgendiffrakcios vizsgdl atok segitségével hatéroztuk meg.

Az izoldlt vegyuletek kozil 11 jatrofan-, 3 latiran-, 3 euforaktin- 2 pedig pepluédn
szérmazék. Az ep-1 (2), ep-3 (1) és ep-7 (5) nikotinoilcsoportot tartalmaz, ezért
pszeudoal kaloidnak is tekinthetd. Az eup-4 (9), eup-10 (12), eup-11 (11) és ev-3
(15) csak acetilcsoporttal szubsztitudlt. Az észtercsoportok sokfélesége az ep sorozat
tagjaira jellemzd leginkdbb, pl. az ep-1 (2) jelzésii jatrofanvézas diterpénben 4
(acetil, izobutirail, nikotinoil és benzail), az ep-5 (4) és ep-7 (5 jezési
vegyletekben pedig 3 kil 6nb6z6 észtercsoport taldhatd. Az eup-1 (8) és eup-6 (10)
hét észtercsoporttal a legmagasabban észterezett jatrofan diterpén. Az eup-1 (8),
eup-4 (9) és eup-6 (10) jelzésii vegyiiletekben taldt diterpénalkoholt munkankat
megel 6z6en még nem irtak le. Az észtercsoportokon kiviil gyakori a keto-, hidroxi-,
epoxicsoportok valamint tdlitetlen kotés jelenléte; az ev-1 (16) és ev-5 (18) esetén
pedig metoxicsoport taldhaté a molekuldban. Az eup-6 (10) esetén a 11,14-
helyzetben taldhatd éerkotés kbvetkeztében egy ritka heterociklusos gytiriirendszer
van jelen. llyen vegyileteket eddig csak az E. kansuibdl és az E. esulabdl izolaltak.
Az eup-10 (12) jelzésii jatrofanszarmazék az egyetlen ma ismert 7,8-én szerkezetii,
tobbszordsen telitetlen dion. Az eup sorozat sztereokémiailag homogeén, jellemzéje a
2B-metil, 13a-metil és 3B-, 7B-, Sa-, 8a- és Yu-acil szubsztiticid. Az ep sorozat
ellenben sztereokémiail ag heterogén: a 20-as szénatom konfigurécidja egyarant | ehet
o vagy B (az ep-2, ep-3 és ep-8 esetén a, az ep-1, ep-4, ep-5 és ep-7 esatén pedig B).
A latiran tipust eul-1 (14) enol szerkezete és n-vajsavas észterezettsége rendhagyo.
Az ev-2 (19) egy latirénszarmazék, amely ritkan eo6forduld 5,6-epoxicsoportot
tartamaz. A vegylletet akoto diterpénalkoholt szintén elssként irtuk le. Az elsd
pepludnvézas diterpént munkénkka egyidében kozolték. Rontgendiffrakcids
vizsgdlataink alapjén e vegyiilet szerkezetét — amely megegyezett az dtaunk izoldt
ep-8-cal (6) — revidedltuk. A pepluanvaz olyan Uj diterpén dapvaz, amelyben a
cembrén-kashén eredetii gemindis dimetilcsoportok egyike hianyzik, mivel a
hattag( gyiiriibe épllt be. Az ev-1 (16) és ev-7 (17) adapvazdt munkankat
megel 6z6en minddssze 3 természetes anyagban, az Euphorbia micractinabdl izolalt






euforaktin A, C és D-ben, mig az ev-5 (18) alapvazat az euforaktin B és E-ben
taldlték meg.

Valamennyi diterpént elséként mutattuk ki a vizsgdlt ndvényekbdl; az
E. peplushdl izoldt 5 vegyilet (ep-1, ep-4, ep-5 ep-7 & ep-8) szerkezetét
munkankkal egyidsben kozolték. Az E. villosa tartalomanyagait korabban még nem
vizsgalték.

Azizolélt vegyiiletek kemotaxondmiai jelentésége

Az E. esula diterpéndsszetétele dapjan szoros rokonsagot mutat az
E. salicifoliaval, mive f6 diterpénkomponensiik, az eup-1 (8) megegyezik, és
tovabbi vegylletek is csak észterezettségikben kilonbdznek egymastdl. A
kiil6nbozé |el6helyekrdl gyijtott E. esula mintdk diterpénjeinek kiildnbdzésége azt
jelzi, hogy a ndvény nagyfoku vatozékonysdga nemcsak a jol ismert morfolGgiai
bélyegekben, hanem a diterpéndsszetételben is megmutatkozik. A kiil6nbdz6
lelshelyekrél szarmazd E. peplus minték diterpénjei — egy olaszorszagi minta
kivétdéve — hasonlénak mutatkoztak, ez utébbi esetben az észtercsoportok
mindsegében mutatkozott eltérés. Az olasz minta esetén feltételeztik, hogy kémiai

véltozatrdl van szo.

Azizolélt vegyiiletek bioldgial aktivitasa

Az izoldt diterpének flogisztikus, tumorellenes, antivirdis és multidrog
rezisztencia (MDR)  csokkentd  aktivitasdt  egyUttmitkodések  keretében
tanulmanyoztuk.

- Flogisztikus aktivitas: A vizsgdlat sorén arra a kérdésre kerestiik avalaszt, hogy
a jatrofan diterpének rendelkeznek-e az ingenan és tiglian diterpénekre jellemzé
gyulladaskeltd hatéssal. A flogisztikus hatds vizsgdlata egérfil teszten tortént,
referencia anyagként tetradekanoil-forbol-acetétot (TPA) alkamaztunk (IDs*
0,00938 pg/fil, IDs™ 0,00645 ug/fill). Az eredmények azt mutatték, hogy a tesztelt
jatrofan diterpének [ep-4 (3), eup-1 (8), eup-4 (9), eup-11 (11) és eup-12 (13)] az



ep-1 (2) kivételével igen magas, 200 pg/ful dézisig nem mutatnak gyulladaskeltd
hatést, és az ep-1 (2) 1Dx értéke (IDso = 1Dsp®* = 29 uglear) is igen magas a TPA-
éhoz viszonyitva. Ezek az eredmények azt jelzik, hogy a szamos toxikologiai
problémét okozé E. esula és E. peplus erés irritdl 6 hatasaért e sésorban a forboidok
afelel6sek.

- Antitumor hatas: Mivel kordbban néhany jatrofanszarmazékrédl tumorellenes
hatast kozoltek, megvizsgaltuk néhény izoldlt jatrofénészter citotoxikus aktivitésat
humén cervix karcindma (HeLa) és L5178 egér limfoma seteken MTT teszt
alkalmazasaval. Az eredmények mérsékelt sgtndvekedés gatld hatést mutattak az
eup-1 (8), eup-4 (9) és eup-12 (13) esetén L5178 sejitvonalon. A Hel a sejtvonalon
az ep-1 (2), ep-5 (4) és eup-1 (8) jelzésii vegyiletek esetén csekély mértéki
citotoxicitést regisztraltunk.

- Antivirdlis hatés: A diterpének aktivitasdt Vero sgteken 2-tipusi Herpes
simplex virus (HSV-2) elen vizsgdituk. A citotoxicitas meghatérozésat kovetéen
szignifikans virusellenes hatast tapasztaltunk az ep-3 (1), ep-4 (3), ep-5 (4), ep-7 (5)
és ep-2 (7) esetén. A vizsgalt vegyiletek egyike sem mutatott virucid hatést HSV-2
virusédlen.

- MDR csokkent6 hatas: Az izolalt diterpének anti-M DR aktivitasanak vizsgdl ata
azt mutatta, hogy néhany jatrofan-, pepluan- és latiranszarmazék a pozitiv kontrall
verapamil hatdsst  meghaladd  mértékben  ndveli a  tumorsgtek
gyogyszerakkumulaciojd a  permesbilitas glikoprotein  efflux-pumpa
tevékenysegének gatléséval. Kiiléndsen az ep és ev sorozat tagja [ep-3 (1), ep-1 (2),
ep-7 (5), ev-3 (15) és ev-2 (19)] mutattak erés hatast multidrog rezisztens L5178
egér limféma sgjteken rhodamin 123 ki zarasos teszt alkal mazasakor.

Az eredmények alapjan megdlapithatjuk, hogy a jatrofanvazas diterpének nem
jatszanak jelentés szerepet az Euphorbia fajok irritdd hatasdban, hanem
figyelemremélté farmakologia hatdsaik miatt terdpidss szempontbdl igéretes
vegyUleteknek tekinthetsk.
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