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1. Bevezetés

A szegedi Farmakognéziai Intézetben a szteranvazas
vegyiiletek egy specialis csoportjanak, az ekdiszteroidoknak
a kutatasa évtizedes multra tekint vissza. Ez a vegyiiletcsalad
a gerinces szteroid hormonok és a novényi novekedési
hormonok  (brasszinoidok) mellett a  szteranvazas
hormonok harmadik, egyben legelterjedtebb csoportja. Az
ekdiszteroidokat eléfordulasuk szempontjabdl két csoportra
kiilonitjiik el: allati eredetii zooekdiszteroidokra és novényi
szarmazasi fitoekdiszteroidokra.! A  zooekdiszteroidok
a nagy fajszamu izeltlabu torzson kiviil szamos egyéb
rendszertani egységben (férgek, puhatestiiek, tiiskésbortek)
megtalalhatdk.?

A fitoekdiszteroidokat tobb mint 120 nodvénycsaladban
mutattak ki a térzsfejlodés alacsony fokén all6 osztalyokban
(gombak, algak) éppugy, mint a viragos névények szamos
csaladjaban. A novények az ekdiszteroidok leggazdagabb
nyersanyagforrasai, mivel nagysagrendekkel nagyobb
mennyiségben (0,1-3 % szaraz tomegre vonatkoztatva)
bioszintetizaljak ezeket a molekulakat, mint a rovarok.’* Az
ekdiszteroid-tartalmu fajok eloszlasa nagy valtozékonysagot
mutat a csalddokon és a genusokon belil is. Négy
novénycsaldd a Caryophyllaceae, az Amaranthaceae, a
Chenopodiaceae és az Asteraceae azonban kiemelhet6, mint
ekdiszteroid tartalmu fajokban gazdag csaladok.’

A novények nemcsak kivalo forrasai az ekdiszteroidoknak,
hanem nagy szerkezeti valtozatossagban bioszintetizaljak
ezeket a vegyiileteket. Ezt az is bizonyitja, hogy mig
a zooekdiszteroidok szama kb. 80, addig mar kozel
300 fitoekdiszteroid izolalasarol szamoltak be.® Az
ekdiszteroidok kozos szerkezeti jellemzdje az alapvaz B
gytrtijében talalhatdo 7-én-6-on kromofdér csoport, a 14-
es helyzetli a-, a 3-as helyzeti B-hidroxilcsoport. A 17-es
helyzetben hosszabb-rovidebb oldallanc kapcsolodik a
szteranvazhoz. Jellegzetes a gylrik anellacidja az A/B
gytirli kapcsolodasa rendszerint cisz, a C/D gy(ir(i¢ mindig
transz (1. Abra). Az ekdiszteroidok szerkezeti diverzitasa
a vazhoz kapcsol6dd hidroxilcsoportok eltérd szamabol,
helyzetébol, orientacigjabol illetve a szarmazékok (glikozid,
észter, éter) nagy szamabol adodik; tovabba a Cl7-es
helyettesitok sokfélesége, az A/B gyliri sztereokémiai
variacioja is hozzajarul a szerkezeti valtozatossaghoz.

Az ckdiszteroidok rovarokban betoltott Elettani szerepe
feltart. Ekdiszteroid magreceptorokon keresztil
szabalyozzak az izeltlabuak fejlodését, novekedését, azonban

fizioldgias dozis felett olyan mértékl deformitast okoznak,
amely az egyed pusztulasahoz vezet.” A nagyszamu ekdizon
analog izolalasa biztositotta a szerkezet-hatas 6sszefiiggések
megismerését, a valoszinli receptor kotohelyek feltarasat.
Mindez lehetévé tette aktiv, de kedvezdbb kinetikaja
szintetikumok, Gn. diacil-hidrazinok, példaul a kromafenozid
eloallitasat.® Specialis hatasmechanizmusuk, szelektivitisuk
és kornyezetbarat voltuk miatt ezek a vegyliletek fontos
szerepet toltenek be a novényvédelemben.

1. Abra. A 6 fitoekdiszteroid, a 20-hidroxiekdizon szerkezete az
ekdiszteroidok klasszikus szerkezeti jellemzdivel.

Az ekdiszteroidok specialis receptorkotését a XXI. szazad
tudomanya, a genetika is felhasznalja un. ekdiszteroid
indukalta génexpresszids rendszerekben. A génaktivald
rendszer alapja az, hogy egy modositott ekdiszteroid
receptor (EcR) dimért a célszervezetbe juttatva egy
alkalmas ekdiszteroiddal indukélnak, ez transzkripciot valt
ki és egy promoteren keresztiil egy masik gént aktival. Az
allatkisérletek eredményei alapjan az ekdiszteroid indukalta
génexpresszo bazalis aktivitasa alacsony, az induktorral
dozis-fiiggden jol szabalyozhatd és a gerinces szteroidok
nem aktivaljak. A fenti elényok miatt human terapias célu
kontrollalt génexpresszids rendszerekben is igéretes lehet.”!!

A human felhasznalas eldtt azonban tisztazni kell az
ekdiszteroidok farmakoldgiai hatasait, hatasmechanizmusat,
metabolizmusat. Az ekdiszteroidok legfontosabbnak tartott
biologiai hatasa a fehérje-szintézis fokozasa, amely nem
jar egyiitt a gerinces szteroid anabolikumokra jellemzd
hormonalis mellékhatasokkal.'>'3 Allatkisérletekben igazolt
az ckdiszteroidok ginzenozidokhoz hasonld normalizalo,
vérnyomas, vércukor-lipidszint csokkent6 —aktivitasa.'*
Az ekdiszteroidok fontos elénye elhanyagolhatdo mértékii
toxicitasuk (egéren a 20-hidroxiekdizon LD, értéke: 6,4
g/kgi.p és 9 g/kg per 0s)."

* Liktor-Busa Erika. Tel.: (62)-546455; fax: (62)-545704; e-mail: liktore@pharm.u-szeged.hu.
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Az ekdiszteroidok hatdsmechanizmusa nem tisztazott. A
tesztoszteront ¢és a 20-hidroxiekdizont 6sszehasonlitva,
nagy szerkezeti -eltéréseket talalunk, ez tehat nem
magyardazza az anabolikus hatast. Receptor kotési
teszteken az ekdiszteroidok nem mutattak affinitast sem
az endogén szteroid receptorokhoz, sem a szteroid kotd
globulinhoz.'S  Szerkezet-hatds vizsgalatok szerint az
ekdiszteroidok szerkezeti elemei koziil a tesztoszteronra
nem jellemzd, 11-es a helyzetl hidroxilcsoport jelentds a
fehérjeszintézist fokozd hatds szempontjabol.!” Allatokon
végzett metabolizmus vizsgalatok sem nyujtottak megfeleld
valaszt a hatdsmechanizmus kérdésére. A metabolitok k6zott
3-epi, l4-dezoxiszarmazékokat azonositottak, tovabba a
6-0s helyzetli oxocsoport redukcidjat és a 22-23 C atom
kozotti kettds kotés kialakulasat tapasztaltak. Azonban az
oldallanc szakadasat, és igy a tesztoszteronhoz hasonlo
szerkezet 1étrejottét eddig nem sikertilt kimutatni az €16
szervezetben.'®

Az  ckdiszteroid-kutatds, amely a  novényvilag
szlrovizsgalatat, aktiv komponensek azonositasat és a
lehetséges felhasznaldsi teriiletek tanulmanyozasat is
magaban foglalja, egy fejlodd és megajuld terillete a
fitokémianak. Ezen tanulmanyok alapvetd célja, és a
farmakologiai vizsgalatok feltétele az ekdiszteroidok
gazdasagos, nagy mennyiségben torténd eldallitisa. Az
ekdiszteroidok szintézise, a 20-hidroxiekdizon kivételével
nem megoldott, bar ez az it sem kivitelezhet6 gazdasagosan.
Jelenleg az ekdiszteroidok egyediili eldallitasi modja
novényekbdl torténd izolalasuk. Az alkalmas novényi forras
magas ekdiszteroid tartalommal (>1%) rendelkezik, nem
igényel specialis termesztési koriilményeket és biomassza
produktuma jelentés. Az Asteracae csalad ¢és azon beliil
a Serratula genus fajai értékes forrasul szolgalnak ezen
szteranvazas vegylletek kinyeréséhez. A genuson beliil
a Serratula wolffii, magyar nevén pompds zsoltina egy
kevéssé vizsgalt faj, amely azonban megfelel az idealis
novényi forrassal szemben tamasztott kovetelményeknek.
Az elbzetes szlirovizsgalataink is azt igazoltak, hogy a
Serratula wolffii részletes fitokémiai vizsgalatra érdemes
faj.

2. Eredmények

2.1. Ekdiszteroidok izolalasa

A novényi nyersanyag kivonasat az ekdiszteroidok
polaritasara vald tekintettel metanollal végeztik. A
metanolos kivonat elOtisztitasara acetonos kicsapast ¢és
poliamid oszlopon végrehajtott szilard fazisti extrakciot
alkalmaztunk. A fenti modszerekkel a hidrofil karakterti
szennyezoktdl ¢és a fenolos kontaminald anyagoktol
tisztitottuk meg a mintankat. Az ekdiszteroidok izolalasat az
elétisztitott kivonatbdl kromatografids mddszerek; vakuum
RP-CC (reversed-phase column chromatography), RPC
(rotation planar chromatography) és HPLC optimalizalt
kombinalasaval hajtottuk végre. A poliamid oszloprdl vizzel
eludlodott ekdiszteroidokban gazdag frakciot forditott fazisu
oszlopkromatografia segitségével szeparaltuk tovabb. Ezt
kovetden a szelektivitas valtas biztositasa érdekében normal
fazist RPC-t alkalmaztunk. A 6 ekdiszteroidok elvalasztasat
sikeriilt megoldani az RPC kétlépéses alkalmazasaval illetve
kristalyositassal. A minor komponensek izoldlasanak utolsd

Iépéseként az RPC-t kiegészitve HPLC-t hasznaltunk. Az
elvalasztas kovetésére rétegkromatografiat alkalmaztunk.
Izolalasi metodikank sémajat mutatja be a 2. Abra.

Jelen kozleményben a Serratula wolffii-bol  izolalt
vegyiileteink koziil legfontosabbnak tartott ekdiszteroidokrol,
1 ismert és 10 0 vegyiiletrél szamolunk be. Az izolalt
ekdiszteroidok szerkezetei az 1. Tablazatban és a 3. Abran
lathatok. Az uj természetes molekuldkat * jeloli.

néveényl matrix
E poliris
% | Frakeionalt kicsapas | el
Poliamid SPE fenoloidok
) Octadecil-szilika
RPC eltérd
szeleltivitassal
By
B

Tiszta ekdiszteroid

2. Abra. Az ckdiszteroidok izolalasanak sémaja.
2.2. Az izolalt vegyiiletek szerkezetmeghatarozasa

Az ismert vegyiiletek azonositasa fizikai és spektroszkopiai
tulajdonsagaik  irodalmi adatokkal valdo kozvetlen
Osszehasonlitasan alapult. A referencia ekdiszteroidokkal
torténé Osszehasonlitasukhoz normal és forditott fazisu
rétegkromatografiat illetve HPLC-t hasznaltunk fel.
Az izolalt ekdiszteroidok szerkezetét spektroszkdpiai
vizsgélatokkal allapitottuk meg. Az alapvetd informacidkat
NMR és tomegspektrumaik elemzése nytjtotta. A szerkezetek
igazolasa ezen spektrumoknak a f6 fitoekdiszteroid,
a  20-hidroxiekdizon megfelelé spektrumaival valo
Osszehasonlitasaval tortént. Az 0 természetes vegyiiletek
esetén azok egyéb fizikai (olvadaspont, optikai
forgatoképesség) és kromatografias mutatoit (R, értékek) is
meghataroztuk.

3. Ertékelés
3.1. A kutatas metodikai jelentésége
Az eddigiektdl eltéré ekdiszteroid izolalasi metodikat

fejlesztettiink ki. A hatékony el6tisztitast kovetden
Osszechasonlitva a  kordbbi  soklépéses, elsdsorban
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adszorpcidés modszereken alapulé metodikaval mindossze
négy kromatografias 1épés alkalmazasaval sikeriilt tiszta
ekdiszteroidot nyerniink.

Az altalanos ekdiszteroid izolalasi metodikat!® a centrifugalis
rétegkromatografia (RPC) bevezetésével fejlesztettiik
tovabb. A moddszer a korabban alkalmazott adszorpcids
eljarasokkal 6sszehasonlitva szamos elény6s tulajdonsaggal
rendelkezik:

= Az RPC egyszertibben kivitelezhetd, mint a klasszikus
preparativ rétegkromatografia.

= A centrifugalis erd hatasara bekovetkez6 kényszeraramlas
gyorsabb és jobb elvalasztast biztosit.

= A minta révidebb ideig van kapcsolatban az alléfazissal,
igy az allofazis okozta bomlas veszélye csokken.

= Az allofazis vastagsaganak, az aramlasi sebességnek és

a mozg6 fazis Osszetételének valtoztatasaval illeszthetd a
madszer az adott izolalasi koriilményekhez.

= Az RP-CC és az RPC egymas utani alkalmazas jelentds
szelektivitas valtast biztositott.

3.2. Az izolalt ekdiszteroidok jelentdsége
3.2.1. Biologiailag aktiv vegyiiletek kinyerése

Az altalunk végzett vizsgalatok is igazoljak, hogy a S.
wolffii értékes forrasa a 1la-hidroxiekdiszteroidoknak. Az
izolalt vegytiletek koziil kettd a 11a-hidroxishidaszteron (1),
¢és a serfuroszteron B (7) rendelkezik 11a-OH csoporttal.
Mindkét molekula a 1lo-hidroxiekdiszteroidok Uj tagja. A
rendelkezésre allo szerkezet-hatds Osszefliggések alapjan
a 11o-OH csoport az anabolikus hatds manifesztalodasa
szempontjabol fontos.

1. Tablazat. Az izolalt klasszikus 7-én-6-on ekdiszteroidok szerkezete. Az 0j természetes molekulakat * jeloli.

Ekdiszteroid R! R? R3 R* R® R® R7 R®
11o-hidroxishidaszteron (1)* H POH  aOH aOH
2f4,30,20R,22R,25-pentahidroxi-54,145-

aOH H SH OH OH H OH
koleszt-7-én-6-on (2)*
28,3a,20R,22R,25-pentahidroxi-54,14a-
i aOH H oH OH OH H OH
koleszt-7-én-6-on (3)*
ponaszteron A (4) H SOH H aOH OH OH H H
140,15a-epoxi-14,15-dihidrosztahiszteron
pOH H OH oH H oH
B (5)*
serfuroszteron A (6)* H SOH H aOH Hw / OH
"o .
serfuroszteron B (7)* H BOH  aOH aOH E el H
e}
24-metilén-shidaszteron (9)* H pOH H oOH ‘ij\
20 CH,
20,22-didehidrotaxiszteron (10)* H pOH H aOH /22
20 25
1-hidroxi-20,22-didehidrotaxiszteron (11)* ~ OH  OH  H «OH v Ol

Szamos fitoekdiszteroid aktivitasat vizsgaltdk  gén-
expresszids rendszerekben. A legaktivabb rovarhormonok,
az ekdizon és a 20-hidroxiekdizon sem mutatott agonista
aktivitast emlds sejtekben kifejezett EcR receptoron.
Ezzel szemben a ponaszteron A (4)-val kezelt sejtekben a
génexpresszid novekedését tapasztaltak.”® A ponaszteron

A-t az Asteraceae csalddba tartozé fajok koziil els6ként a S.
wolffii-bol izolaltuk.

3.2.2. Rendhagy¢ szerkezetii ekdiszteroidok

Két komponens a 2$,3a,20R,22R,25-pentahidroxi-54,144-
koleszt-7-én-6-on (2) és a 2/,34,20R,22R,25-pentahidroxi-
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HO

HO
H

3. Abra. 23,3,20R,22R,25-pentahidroxi-5f-koleszt-6,8(14)-dién (8)*, a S.
wolffii-bdl izolalt, dién szerkezetli szteroid.

5p-koleszt-6,8(14)-dién  (8) 1un. protoekdiszteroidok,
mivel nem rendelkeznek az ekdiszteroidokra jellemzd
klasszikus szerkezettel. A 2 komponens a harmadikként
felfedezett ekdiszteroid, melynek C/D gyiirii kapcsolodasa
cisz. Szerkezetileg rokon vegyiileteket, a 14-epi-20-
hidroxiekdizont és a 14-epiponaszteron A 22-gliikozidot, a S.
wolffii-bol és a Leuzea chartamoides-bédl izolaltak.*'*> A C/D
gytirli rransz anellaciojat eziddig az ekdiszteroidok egyik 0
jellemzo6jének tartottak. Igy tehat a fenti molekulak feltilirjak

s

140,150-epoxi-14,15-dihidrosztahiszteron B (5) a masodik-
ként izolalt ekdiszteroid, amely 14,15-6s helyzetben
epoxicsoporttal rendelkezik. Az epoxi csoport ritka az
ekdiszteroidok kozott, eddig Osszesen ot 14,15- illetve
22,23-epoxi csoportot hordozé ekdiszteroidot izolaltak
tengeri mikroorganizmusokbdl és gombakbol.® Az elsé
14,15-epoxi-ekdiszteroid, a gymnaszteron B citotoxikus
hatasat limfoma sejtvonalon igazoltak.?

A serfuroszteron A (6) és B (7) az elsé ekdiszteroidok,
amelyek furan gylr(t tartalmaznak. Szerkezetileg rokon
vegylileteket, a 20-hidroxiekdizon és az ajugaszteron C
etilidén szarmazékait korabban mar mas Serratula fajokban
azonositottak.?*

Szabad 22-hidroxilcsoporttal nem rendelkezd
ekdiszteroidokat, a 20,22-didehidrotaxiszteront (10) ¢s
az 1-hidroxi-20,22-didehidrotaxiszteront (11) izolaltuk
a S. wolffii-bol. A komponensek rovarhormon aktivitasat
Acyrthosiphon pisum (Harris) tesztrendszerben vizsgaltuk. A
f6 fitoekdiszteroid, a 20-hidroxiekdizon aktivitdsaval (LC,,
= 1.07 ppm) Osszehasonlitva a 10 komponens inaktivnak
(LC,, > 100 ppm) bizonyult, mig a 11 komponens alacsony
aktivitast (LC,, = 48.5 ppm) mutatott. Vizsgalataink
megerositették azt a korabbi feltételezést, miszerint 22-es
helyzetli, oxigén tartalmu funkcids csoport szikséges a
rovarhormon hatas kialakuldsahoz, és ennek hidnya jelentds
aktivitasbeli csokkenéshez vezet*® A fent bemutatott
vegytiletek az els6 ekdiszteroidok, amelyek az oldallanc
20(22) helyzetében kettds kotéssel rendelkeznek.

3.2.3. Az izolalt vegyiiletek kemotaxonémiai
értékelése és gyakorlati jelentésége

Az Asteraceae csaladon beliil két nemzetség, a Leuzea és a
Serratula nemzetség ekdiszteroid pozitiv. Ezekhez tartozo
néhany faj (L. carthamoides, L. integrifolium, S. coronata,
S. tinctoria stb.) ekdiszteroidokban kiemelked6en gazdag.

A Leuzea fajok kozil a L. carthamoides a legjelentdsebb
ekdiszteroid forras. Kiilondsen Kelet-Europaban nagy
allomanyokban termesztett; fitokémiai, bioldgiai vizsgalatok
illetve készitmény eldallitas céljara egyarant.

A L. carthamoides és a S. wolffii ekdiszteroid Osszetétele
szamos kozos vonast mutat, nemcsak a f6 komponensekben,
hanem a minor tartalomanyagokban is. Mindkét novény
kivalo forrdsa a magas anabolikus aktivitasi 1la-
hidroxiekdiszteroidoknak. Szamos Leuzea és Serratula
ekdiszteroid rendelkezik specialis szerkezeti sajatsagokkal:
14-es helyzeti f térallasu, illetve 3-as helyzeti «
anellacidéju  hidroxilcsoporttal és transz kapcsolddasu
A/B gytrtvel. Mindkét noévény bioszintetizdl mono-¢s
diacetonid szarmazékokat.® A fenti molekuldk a két faj
kémiai markereinek tekinthet6k, mivel a legtobb vegytiletet
mas novényi forrasbol eddig még nem azonositottak.
Az ekdiszteroid profil hasonldésaga is bizonyitja a két faj
kemotaxondmiai kapcsolatat. A fenti megallapitasok azt is
alatamasztjak, hogy a S. wolffii a L. carthamoides megfeleld
helyettesitéje lehet. A pompas zsoltinat alkalmas hazai
ekdiszteroid forrasnak itéljiik fitokémiai és farmakologiai
vizsgélatokhoz.

4. Kisérleti rész
4.1. Novényi nyersanyag

A Serratula wolffii (pompas zsoltina) fold alatti részét 2003.
augusztusaban Herencsényben, termesztett allomanyrol
gyljtottiik. A mintapéldany S94-es szamon a Farmakognoéziai
Intézetben megtalalhato.

4.2. Az izolalas és a szerkezetmeghatirozas soran
alkalmazott médszerek

Az izolalasi metodikank részletes leirasarol, az alkalmazott
mddszerek definidlasardl kozleményeink nyujtanak részletes
leirast.’*** Az izolalt vegyiiletek szerkezetmeghatarozasana
k 1épései, a szerkezet felderitéséhez alkalmazott technikak
bemutatésa is a fenti kdzleményekben olvashato.
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~Two compounds (2f,3a,20R,22R,25-pentahydroxy-54,14/-
cholest-7-en-6-one and 2§,35,20R,22R,25-pentahydroxy-5/-
cholest-6,8(14)-diene) are protoecdysteroids, because they
differ from the classical ecdysteroid structure. The former
molecule is the third ecdysteroid with a cis C/D ring junction.
The surprising discovery that there are 14-epi-ecdysteroids
appears to disprove the classical chemical definition of
ecdysteroids.

—14a,15a-epoxy-14,15-dihydrostachystrone B, the second
ecdysteroid with a 14,15-epoxide ring was isolated from the
roots of S. wolffii.

—The first two ecdysteroids (serfurosterone A and B) containing
a furan ring have been obtained from S. wolffii.

—The biological activities of 1-hydroxy-20,22-didehydrotaxiste-
rone and 20,22-didehydrotaxisterone confirmed that the
22-oxygen function plays an important role in the moulting
hormone activity.

. S. wolffii is a good source of ecdysteroids.

—The high ecdysteroid content of S. wolffii and the chemical
similarity demonstrate that S. wolffii could be an equivalent
source to L. carthamoides, which is one of the most important
ecdysteroid-containing plants.
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