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BEVEZETES

A diterpén-alkaloidok a novények masodlagos anyagcseretermékei kozé tartoznak. A bonyolult
szerkezetli molekulakbol allé népes vegyliletcsalad bioszintézise arra a fotoszintézisre
vezethetd vissza, amely sordn a novény kisméretli és egyszerii szervetlen vegyiiletekbdl
bonyolult szerkezetii szerves vegyiileteket allit el6 (6 CO2 + 6 H2O — CsH1206 + 6 O2). A
novények olyan vegyi iizemek, amelyek egyszerii anyagokbdl a diterpén-alkaloidokhoz
hasonld komplex vegyiiletek eléallitasara is képesek, s ehhez az energiasziikségletet a fény
szolgaltatja.

A novények masodlagos anyagcseretermékei koziil szdmos vegyiilet biologiai
aktivitassal rendelkezik az emberi szervezetben, tobb koziiliik sikeresen alkalmazhaté a
gyogyaszatban. Ezek a szekunder metabolitok azonban sokszor kis koncentracioban fordulnak
elé a novényekben, igy kinyerésiik komoly kémiai kihivas. A diterpén-alkaloidok is erds
bioldgiai aktivitassal rendelkeznek. Mig némelyek erésen toxikusak, addig masok
szivritmuszavar kezelésére sikeresen alkalmazhatoak. A lappakonitin ma is forgalomban 1év6
gyogyszer Allapinin® néven. [1], [2] Farmakoldgiai vizsgalatok a diterpén-alkaloidok anti-
bakterialis, gyulladascs6kkentd és kozponti idegrendszeri hatasat is leirtak. [3]-[7]

A diterpén-alkaloidok csoportja valtozatos szerkezetii és kémiaju vegyiileteket foglal
magaba, a nodvényvilagban vald eléfordulasuk néhany taxonra korlatozodik. Mig a
boglarkafélék nemzetségeiben jelenlétiik altalanos, ezen kiviili eldforduldsuk kuriézumnak
szamit. A vegyiiletek igéretes farmakologiai vizsgalatai azonban 1j, valtozatos szerkezetli
vegyliletek irant tdmasztanak igényt, igy a kuridzumnak szamitd taxonok sziirdvizsgalata és
tiszta vegyiileteinek izolaldsa kémiai, gydgydszati és kemotaxondmiai szempontbol is
perspektivikus. A gyongyvessz6 (Spiraea) nemzetség egyike ezen taxonoknak, amelyek
Magyarorszagon is honosak és novénykémiai feldolgozottsaguk csupan a nemzetség néhany
fajara korlatozodik.

Jelen dolgozatban hét Spiraea fajt felolelé (Spiraea creanata L., Spiraea media
Schmidt., Spiraea salicifolia L., Spiraea nipponica Maxim., Spiraea x vanhouttei Zab., Spiraea
x bilbordii hort. ex. K. Koch és Spiraea chamaedryfolia L.) szlir6vizsgalat eredményét
ismertetjiik, valamint egy 0j alkaloid-kivonasi modszert, amelyet a Spiraea chamaedryfolia L.

esetében alkalmaztunk.



I. IRODALMI ATTEKINTES

I. 1. A Spiraea nemzetség botanikaja és magyarorszagi elofordulasa

A Spiraea nemzetségbe 80-100 faj tartozik. Jellemzben az északi félteke mérsékelt égovétol a
szubtropusi hegyvidékig fordulnak el6. [8] A fajok konnyen hibridizalnak egymassal. [9] Egyes
fajok valtozatait ¢és hibridjeit disznévényként iiltetik, ennck kovetkeztében sok helyen
talalkozhatunk kivadult allomanyokkal is. [10] A gyongyvessz6 fajok kiilsé6 megjelenésre 1,5-
2 m magas cserjék. Az aprd virdgok fehér, rozsaszin és pirosas szintiek, takardleveleire jellemz6
az 0tos tagszam. A viragban jellemzden 3 x10 porzét talalunk és az 6t term6leveélbdl korikarp
termotaj alakul ki. A virdgok zart buga, vagy Osszetett erny0 viragzatot alkotnak. Termésiik
sokmagvu tiiszétermés, amely jellemzden tiiszécsokorban fordul eld. [11]

Eurdpaban 20 Spiraea faj fordul el6 [12], amelybdl Magyarorszagon hetet talalunk meg
[13]. A magyarorszagi fajok koziil harom védett. [14] (1. tablazat)

I. 2. A diterpén-alkaloidok el6fordulasa, bioszintézise és jelentosége

A novények orszdgdban a diterpén-alkaloidok el6forduldsa csupan néhény taxonra
korlatozodik. A taxonok nagy részét a Ranunculaceae csalad nemzetségei (Delphinium,
Aconitum, Consolida) teszik ki, ezen kiviil csupan néhany mas taxonbol (Garryaceae,
Escalloniaceae, Asteraceae és Rosaceae) mutattak ki ezt a vegyiiletcsoportot, igy az utobbiak
kemotaxondmiai szempontbol kuriozumnak szamitanak. [15]-[17]

A Ranunculaceae diterpén-alkaloidokat az alapvaz szénatomszama alapjan bisznor-
(Cus), nor- (Cuo) és diterpén-alkaloidok (Czo) csoportjaba sorolhatjuk. A Spiraea nemzetségbol
izolalt 65 diterpén-alkaloidok mindegyike Cxo diterpén-alkaloid és atizin-, vagy hetizin-tipust
alapvazzal rendelkezik. (2. tablazat)

A vegyiiletcsoport ndvényekben torténd bioszintézise a szakirodalomban nem tisztazott,
csupan az egyes vegyiiletek totalszintézisébdl szarmazo informaciok alapjan felallitott hipotézis
magyardzza a vegyliletek lehetséges keletkezését. A diterpén-alkaloidok bioszintézise soran
el6szor az alapvaz épiil fel. A kiindulo vegyiilet a gerano-geranil-pirofoszfat, amelybdl Wenker
szerint pimaridin keletkezik. A pimaridin 8,14 kettés kotésének protonalodasaval, majd
Wagner-Meerwein atrendezddésével alakul ki a C és a D gylrii. A gylirtik nem klasszikus
gyliris karbokationokon keresztiil is torténhet. A diterpén-alkaloidok pszeudo-alkalkaloidok,
mivel a nitrogén nem aminosavakbodl, hanem mas nitrogén-tartalmu vegyiiletekbdl szdrmazik

¢és beépiilésiik a bioszintézis késdi szakaszaban torténik. A nitrogéntartalmt vegyiilet és a



reaktiv aldehid-csoportokat tartalmazé alapvaz kozott kondenzacids, majd redukcids 1épéssel
beépiil a nitrogén. A kotések atrendezddésével eldszor atizin, majd hetizin és egyéb alapvazak

alakulnak ki. (1. abra) [18]-[23]
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1. abra Diterpén-alkaloidok bioszintézise



I. 3. A diterpén-alkaloidok farmakologiai jelentosége

A diterpén-alkaloidok erds bioldgiai aktivitassal rendelkeznek az emberi szervezetben. Mig
egyesek er6sen toxikusak, addig masok kedvezd élettani hatast fejtenek ki. Eddigi
farmakologiai vizsgalatok alapjan a diterpén-alkaloidok tobb ioncsatornan (GIRK, hERG,
Navl.2, GABAA) [1]-[3], [24]-[27] kedvezb aktivitassal, valamint enzimgatldé (COX-1, COX-
2, 5-LOX) aktivitassal [4], [5], [28] és antibakterialis aktivitassal [6], [7] rendelkeznek. A
vegyiiletcsoporton beliil nagy szerkezeti valtozatossagot figyelhetiink meg. A novényi taxonok
célzott fitokémiai elemzésével Gjabb és Gjabb diterpén-alkaloidok keriilnek leirasra, amely

kemotaxondmiai és gydgyaszati szempontbol is nagy jelentdséggel bir.
I. 4. A Spiraea fajok diterpénalkaloid-tartalmanak fitokémiai vizsgalata

A gyongyvessz6 nemzetség csupan néhany fajanak diterpénalkaloid-tartalma ismert. A legtobb
vegyiiletet a Spiraea japonica L. fajbol és kiilonbozé valtozataibol izolaltak, mig a Spiraea
fritschiana C.K. Schneid. fajbol ketté, a Spiraea formosana hort. ex Lavalleé és Spiraea
koreana Nakai fajok esetében egy-egy alkaloidot izolaltak. A Spiraea nemzetségen beliil tehat
csupan néhany faj keriilt feldolgozasra, a tobbi faj névénykémiai elemzése még varat magara,

beleértve a magyarorszagi fajok legnagyobb részét. (1. tablazat)

Latin Magyar FE | HU | V DA Irodalom
fajnév (db)
Spiraea salicifolia L. Fiizlevelli gyongyvesszd X X X
Spiraea alba Duroi, Harbk, Baumz. X
Spiraea douglasii Hooker X
Spiraea tormentosa L. X
Spiraea decumbens Koch in Rohling X
Spiraea japonica L. Japan gyongyvessz6 X X 64 [18], [29]-
[58]
Spiraea corymbosa Rafin. X
Spiraea hypericifolia L. X
Spiraea crenata L. Csipkés gyongyvessz0 X X X
Spiraea x vanhouttei Zab. Ko6zonséges gydngyvessz6 X X
Spiraea chamaedryfolia L. Hegyi gyongyvessz6 X X
Spiraea media Fr. Schm. Sziklai gyongyvessz6 X X X
Spiraea cana Waldst. & Kit. X X




Latin Magyar FE | HU | V | DA Irodalom
fajnév (db)
Spiraea trilobata L. Karéjos gyongyvesszo
Spiraea fristchiana C.K. Schneid 2 [31], [35]
Spiraea koreana Nakai 1 [59]
Spiraea formosa hort. ex. Lavalleé 1 [60]

1. tablazat A Spiraea fajok fitokémiai feldolgozottsaga (FE: Flora Europaea [12]; H: Magyarorszagi eléfordulas

[13]; V: védett faj [14]; DA: diterpén-alkaloid)

I. 5. A Spiraea diterpén-alkaloidok kivonasa

Az alkaloidok nitrogéntartalmuk miatt bazikus karakterrel rendelkeznek. A nitrogén nemkotd

elektronparja miatt gyenge bazisok. A novényekben szabad bazis formaban, vagy szerves

savakkal képzett s6 formdjaban fordulnak elé. Ezen tulajdonsdguk miatt az alkaloidok

kivonasara harom modszer kinalkozik:

1)

2)

3)

Hig asvanyi savakkal kiszoritjuk a novényben 1év0 gyenge savval képzett s6jabol,
igy az alkaloidok s6 formaban vizoldékonyak ¢és mas vizoldékony anyagokkal
egyiitt vizzel kivonhatok a n6vénybdl. Utdbbiaktol faziscserével szabadulunk meg,
ugyanis lugositast kdvetden az alkaloidok bdzis formdba alakulnak, és szerves
oldoszerrel kirazhatok.

Luggal (cc. NH3) atnedvesitjiik a drogot, igy az alkaloidok szabad bazissa alakulnak
és szerves oldoszerrel mas lipofil anyagokkal egyiitt kivonjuk. Az alkaloidokat hig
asvanyi savval ismét s6 formdra alakitjuk, vizoldékonnya tessziik és kirdzzuk
szerves olddszerrel. Ezutan altaldban lugositast kovetden szerves oldoszerrel
kirdzzuk a bazis formaban 1év6 alkaloidokat.

Neutralis olddszerrel (metanol, etanol) végezzilk a kivonast (4ltalaban
perkolalassal), majd faziscserével, vagy pH gradiens alkalmazasaval nyerjiik ki az

alkaloidokat. [61]

A Spiraea fajokbol a diterpén-alkaloidok kivonasara a neutralis olddszerrel vald kivonassal

talalkozhatunk (a drogot metanollal, vagy etanollal perkolaltdk/aztattdk), majd savazas utdn

petroléter-benzol, vagy éterrel kirdztdk. A visszalugositas (a lagositast cc. NHs, vagy NaOH

végezték) altalaban éterrel, vagy kloroformmal raztak ki az alkaloidokat. Az alkaloidkivonatot

oszlopkromatografiaval SiOz, Al,O3 allofazisok alkalmazasaval frakcionaltak és valtozatos

kromatografias modszerekkel tisztitottak. [29]-[32], [34], [35], [59]
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II. ANYAG ES MODSZER

I1. 1. Novényi nyersanyag

A vizsgalatunkhoz hasznalt nyersanyagot Magyarorszagon és Lettorszagban gyujtotték (3.
tablazat). A fajok azonositasat Jakab Gusztav (Szent Istvan Egyetem, Tessedik Capmus
Kornyezettudomanyi Intézet), Németh Anikd (Szegedi Tudomanyegyetem, Fiivészkert) és

Santa Rutkovska (Daugavpils University, Faculty of Nature Sciences and Mathematics,

Lettorszag) végezték. A noOvényeket gylijtés utdn megszaritottuk ¢és felhasznalas elott

ledaraltuk.
Gyljtési hely Botanikus Bizonyit6 példany
(helye, szdma)
Spiraea crenata L. herba  Alsorakos Jakab SZTE Farmakognoézia
850
Spiraea media Schmidt. herba, Daugavpils Rutkovska DAU 0 31 147 009
radix
Spiraea chamaedryfolia L. herba, Daugavpils Rutkovska DAU 0 31 145 023
radix
Spiraea salicifolia L. herba  Sepsibiikkszad Jakab SZTE Farmakognézia
851
Spiraea nipponica Maxim. radix =~ Szeged, Fiivészkert =~ Németh SZTE Farmakognézia
852
Spiraea x vanhouttei (Briot) radix  Szeged, Fiivészkert =~ Németh SZTE Farmakognoézia
Zabel 853
Spiraea x billardii hort. ex K. radix ~ Szeged, Fiivészkert =~ Németh SZTE Farmakognézia
Koch 854

3. tablazat A vizsgalat Spiraea fajok

I1. 2. Kivonasi médszer kidolgozasa

A hét gyongyvesszo faj diterpénalkaloid-tartalmanak sziirdvizsgalatahoz a szakirodalomban
leggyakrabban el6fordulo neutralis oldoszerrel valo kivonas mellett a savas és lugos kivonasi
modszert is alkalmaztuk (vo. 1. 5.).

A metanolos kivondst 2 g szaritott, poritott drog felhasznalasaval és 20 ml metanollal
(UH fiirdében 10 percig) végeztiik, majd ezt kdvetden az alkaloidok feldusitasara faziscserét
végeztliink. A drog szlirése utan a sziirlethez 20 ml 2%-o0s sésavat adtunk, majd 3x20 ml
diklérmetannal kiraztuk. A szerves fazist beparoltuk (MI). A vizes fazis kémhatasat 5%-0s
NaOH oldattal pH 12-re allitottuk be, majd 3x20 ml diklormetannal kiraztuk. A szerves fazist

rotacios vakuumbeparlon beparoltuk (MIT).



A savas kivondst 2 g drog felhasznalasaval 20 ml 2%-os sosavval (UH fiirdében 10
percig) végeztiik. A drog sziirése utan a sziirlet kémhatasat 5%-0s NaOH oldattal pH 12-re
allitottuk be, majd 3x20 ml diklormetannal kirdztuk. A szerves fazist rotacios vakuumbeparlon
beparoltuk (Sl). A vizes fazis kémhatasat 2%-os sdsavval visszasavanyitottuk, majd 3x20 ml
diklérmetannal kiraztuk. A szerves fazist beparoltuk (SI1).

A lugos kivonasat 2 ¢ drogot 5%-0s NaOH oldatban duzzasztottuk, majd 20 ml
diklérmetannal (UH fiird6ben 10 percig) kivontuk. A drog sziirése utan a sztirletet 3x20 ml 2%-
os sosavval kiraztuk. A szerves fazist a kirazas utan beparoltuk (L1). A vizes fazis pH-jat 12-re
allitottuk 5%-0s NaOH oldattal, majd 3x20 ml diklérmetannal kiraztuk. A szerves fazist
rotacioés vakuumbeparlon beparoltuk (LIT).

A kiilonb6zd kivonatok alkaloidtartalmat vékonyréteg-kromatografidval (Silica gel 60
Foss, Merck; futtatd elegy: toluol-aceton-etanol-cc.NHz 70:50:16:4,5; eléhivas Dragendorff-
reagens + 5% NaNO--oldattal két 1épésben) vizsgaltuk.

| 2 g DROG \

5% NaOH 2 ml o

l MeOH 20ml | 20 mi Ch,cl, l 20 ml 2% HCI

ALKOHOLOS LUGOS SAVAS
KIVONAT KIVONAT KIVONAT
3x 20 ml 2% HCl 3x 20ml 2%HCl

N \ 4 A 4
VIZES FAZIS VIZES FAZIS SZERVES FAZIS
(alkaloid sé) (alkaloid sé) (alkaloid bazis)

| 3x 20 ml CH,Cl,

5% NaOH (pH - 12)

| 3x 10 ml CHC,

SZERVES FAZIS
(alkaloid bazis)

(alkaloid bazis)

SZERVES FAZIS

A 4

\ 4

5% NaOH (pH = 12)

\ 4

alkoholos
kivonat

ldgos
kivonat

savas
kivonat

5% NaOH (pH > 12)
3x 20 ml CH,Cl,

2. abra Kivonatok készitése a sziirdvizsgalatokhoz

I1. 3. Spiraea chamaedryfolia alkaloidok kivonasa, frakcionalasa

IL. 3. 1. Kivonatok készitése
A 4,0 kg tomegi szaritott és daralt gyokérdrogot 500 grammos részletekben dolgoztuk fel. A

drogot harom Iépésben vontuk ki. E16sz6r 2x2,5 liter metanollal vontuk ki (UH fiirdében 15
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percig), majd a drogot sziirtiik és megszaritottuk. A sziiredéket (metanolos kivonat) bepéroltuk
¢s tovabbi feldolgozasig félretettiik.

A megszaradt drogot 5%-0s NaOH-oldattal duzzasztottuk és 2,5 liter diklormetannal
vontuk ki (UH firdében 15 percig). A drogot ismét szlrtiik. A sziiredék (lagos kivonat)
feldolgozasat a sziirés utan azonnal megkezdtiik.

A lugos kivonas utani drogot azonnal 2%-0s sésavval megsavanyitottuk és tovabbi 2,5
liter 2%-o0s so6savat adtunk hozza a kivonashoz (UH fiirdében 15 percig). A drogot ismét

megszirtiik €s a sziiredék (savas kivonat) feldolgozasat azonnal megkezdtiik.

11. 3. 2. Alkaloidok kinyerése faziscserével
A beparolt metanolos kivonatot 500 ml MeOH-2% HCI (1:1) feloldottuk és 4x750 ml
diklormetannal kiraztuk. A szerves frakciot gyiijtottiik és beparoltuk (MI). A vizes fazist 5%
NaOH-dal lugositottuk (pH 12) majd ismét 4x750 ml diklérmetannal kiraztuk. A szerves fazist
beparoltuk (MI1).

A lagos kivonatot 3x750 ml 2% sosavval kiraztuk. A szerves fazist beparoltuk (LI) . A
vizes frakciot 5% NaOH-dal lugositottuk (pH 12) és 3x750 ml diklormetannal kiraztuk. A
szerves fazist beparoltuk (LI1).

A savas kivonatot 5% NaOH-dal lugositottuk (pH 12) 3x750 ml dikléormetannal
kiraztuk. A szerves fazist beparoltuk (SI). A vizes fazist 2%-os s6savval vissza savanyitottuk,

majd 3x750 ml diklérmetannal kiraztuk. A szerves fazist beparoltuk (SII).

DROG 25! MeOH DROG 5%NaOH+251CH,Cl,  DROG 2,512%Hcl DROG
500g  15'UH |, 15" UH J 15 UH
MeOH LUGOS SAVAS
kivonat kivonat kivonat
+250 ml 2% Hcl 5% NaOH (pH->12)
szervesf. <—— +25s0mimMeoH  Szervesf, <—— 4X750ml 2% HCl szerves f. <—— 44750 ml cH,cl,
Ml 4x750 ml CH,Cl, LI S|
vizes f. vizes f. vizes f.
5% NaOH (pH->12) 5% NaOH (pH=>12) 2% HCl (pH<7)
4x750 ml CH,Cl, 4x750 ml CH,Cl, 4x750 ml CH,Cl,
szerves f. szerves f. szerves f.
Ml Ln Sl

3. abra A Spiraea chamaedryfolia gyokérdrog kivonasa

A kivonatok alkaloidtartalmat vékonyréteg-kromatografiaval ellendriztik.
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I1. 3. 3. A kivonatok polaritas szerinti szétrazasa
A nagyobb tomegti kivonatokat (MI, MII, LI, SII) polaritas szerinti szétrazashoz szarazra parolt
kivonatokat 500 ml 50%-0s metanolban feloldottuk, majd 4x750 ml c-hexannal, 4x750 ml etil-
acetattal, 4x750 ml diklormetannal szétraztuk. A szerves fazisokat és a metanolos-vizes
maradékot is szdrazra paroltuk ¢és alkaloidtartalmukat ellendriztiik vékonyréteg-

kromatografiaval.
I1. 4. Farmakologiai vizsgalatok

A 1II. 3. 3. fejezetben leirt frakciok antibakterialis és xantin-oxidaz enzimgatlo aktivitasat

vizsgaltuk.

IL. 4. 1. Antibakterialis aktivitas
Az antibakterialis aktivitas vizsgalathoz Streptococcus pneumoniae (ATCC 49619),
Streptococcus agalactiae (ATCC 13813), Streptococcus pyogenes (ATCC 19613)
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Bacillus
subtilis (ATCC 6633) Gram-pozitiv torzseket, valamint Klebsiella pneumoniae (ATCC
700603), Moraxella catarrhalis (ATCC 25238) Gram-negativ torzseket és meticillin-rezisztens
Staphylococcus aureus (MRSA) (ATCC 43300) torzseket vontuk be. A baktériumtenyészetet
Columbia agar + 5% birkavér (COS) taptalajon 37 °C-on inkubaltuk 24 6ran.

A noévényi kivonatok hatasat korongdiffuzios modszerrel vizsgaltuk. [62] A baktérium
koloniat 24 oras tenyészetbdl nyertiik ki, a baktériumokat steril izotdnias sooldatban
szuszpendaltuk 1-2 x 108 CFU/ml koncentracioban és a tiptalajra szé€lesztjik. A 6 mm
atméroju, steril korongokat atitattuk a kivonatokkal (a 20 pl 50 mg/ml toménységii oldatot a
ndvényi kivonat 40% etanolban vald oldasaval kaptuk), majd miutdn megszaradt a taptalajra
helyeztiik. Negativ kontrollként 20 ul oldoszerrel atitatott korongot alkalmaztunk. A taptalajt
ezutan 24 6ran at inkubaltunk 37 °C-on. Az inkubdlds utan gatlasi zonak méretét mértiik és

feljegyeztiik (korongméret + gatlasi zona mm-ben).

Il. 4. 2. Xantin-oxidaz (XO) enzimgatlo-hatas vizsgalat
Az in vitro XO-gatld6 hatas méréséhez a Sigma-Aldrich altal kidolgozott protokollt
modositottuk az altalunk hasznalt spektrofotométer specifikacioinak figyelembe vételével. A
mérés elméleti hattere a xantin-hiigysav atalakuldson alapszik, amelynek katalizatora a XO

enzim. A referenciaként alkalmazott allopurinol az egyetlen forgalomban 1évé XO-gatl6 hatast
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vegyiilet, amelyet a gydgyaszatban alkalmaznak. A vizsgalt kivonat, illetve vegyiilet a XO-
gatlason keresztliil a hugysav termelddését gatolja, igy csokkentve az abszorbanciat. A
detektalas 290 nm-en 3 percig tortént, FluoSTAR OPTIMA (BMG LABTECH)
spektrofotométer hasznalataval. A tesztelt anyagok hatékonysagat az id6-abszorbancia
tengelyen felvett gérbe meredekségének valtozasa jelzi. Az eredmények kiértékelése GraphPad
5.04 (GraphPad Software Inc.) szoftver segitségével tortént. Alap mérési paraméterek a
vizsgalat soran: kalium-foszfat puffer-oldat: 33 mM, pH 7,5 (140 uL), xantin-oldat: 0,05 mM,
pH 7,5 (100 pL), xantin-oxidaz: 0,0065 U/mL (50 uL), vizsgalandé anyag: mikrodilucio (400-
1,56 ng/mL) (10 pL); végtérfogat: 300 pL, mérés: 96 mintahelyes UV microplate. [63]
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III. EREDMENYEK

III. 1. Alkaloid sziirovizsgalat eredménye

A hét Spiraea fajbol (Spiraea creanata, Spiraea media, Spiraea salicifolia, Spiraea nipponica,
Spiraea vanhouttei, Spiraea bilbordii és Spiraea chamaedryfolia) készitett kivonatok
alkaloidtartalmat vizsgaltuk. A hét faj esetében egyediil a Spiraea chamaedryfoliabol mutattunk
ki alkaloidokat.

I11. 2. Alkaloidkivonasi modszer

A Spiraea alkaloidok kivonasara a szakirodalomban leggyakrabban neutralis kivonast
alkalmaznak, az alkaloid dus frakciokat faziscserével nyerik. Probakivonasaink soran azt
tapasztaltuk, hogy a neutralis, lagos és savas kivonassal eltéré alkaloidprofila kivonatokat
nyerlink. Ezért indokoltnak tartottuk, hogy a drogot tobb 1épésben mindharom kivonéssal
vonjuk ki (6. abra). A 4 kg drogbol ezért neutralis, lugos és savas kivonassal hat kivonatot
nyertiink (MI, MII, LI, LII, SI, SI). A kivonatok alkaloidtartalmat vékonyréteg-
kromatografiaval ellendriztiik (SiO2, futtato elegy: toluol-aceton-etanol-cc.NHs 70:50:16:4,5).
Eléhivoként Dragendorff-reagenst alkalmaztunk. Annak ellenére, hogy ezt a reagenst
széleskoriien hasznaljak alkaloidok esetén, fals pozitiv reakciot is adhat. [64] Ezen fals pozitiv
vegyiileteket kizarasa érdekében a Dragendorff-reagenssel el6hivott lemezeket megszaritottuk
és 5% NaNO;-oldatot alkalmaztunk eléhivé oldatként (7. abra). igy a Dragendorff fals pozitiv
komponensek eltiinnek, az alkaloidok viszont barna szinii foltokként megmaradtak. [65]

A kivonatok mindegyike tartalmazott alkaloidokat (7. abra), a kivonatok tomegét az 4.
tablazatban tiintettiik fel.

Kivonat Tomeg

M 24949
MilI 43¢
LI 60,9 g
LIl 1449
Sl 09¢
Sh 1,89

4. tablazat A kivonatok tomegeli
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DROG 50ml MeOH DROG 5%NaOH +50ml CH,Cl, DROG 50 ml 2% HCl DROG

10g  15'UH |, 15’ UH J 15" UH
MeOH LUGOS SAVAS
kivonat kivonat kivonat
+25 ml 2% Hcl 5% NaOH (pH—>12)
szerves f. <—— 125 ml MeOH szerves f. <—— 3X50ml2%HCl  szervesf. <—3y50 micH,cl,
MI 3x50 ml CH,Cl, Ll (3]
vizes f. vizes f. vizes f.
5% NaOH (pH->12) 5% NaOH (pH->12) 2% HCl (pH<7)
3x50 ml CH,Cl, 3x50 ml CH,Cl, 3x50 ml CH,Cl,
szerves f. szerves f. szerves f.
M Il L Sl

4. abra A probakivonas menete

SI sl Ml Mil LI LI SISl MI MII LI LI

5. abra A Spiraea chamaedryfolia kivonatok vékonyréteg-kromatografias vizsgalata

Az alkaloidok és egyéb komponensek elvalasztasa érdekében novekvd polaritasu oldoszerekkel
(c-hexan, etil-acetat, diklormetan) raztuk ki a kivonatokat. Az alkaloidok az etil-acetat,

diklérmetan fazisban és a metanolos-vizes maradékban dasultak fel (5. tablazat).
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c-hexan etil-acetat diklormetan metanol

- + + +
13,50 g 3,72 g 196,7 mg 334,7 mg
- + + -
3,399 1,05¢ 10,44 mg 332,12 mg
- + + +
7,58 g 215,4 mg 125,72 mg 490,64 mg
- + - -
0,36 g 549,38 mg 30,35 mg 560,50 mg

5. tablazat Kivonatok alkaloidtartalma (+: van alkaloid, -: nincs alkaloid) és a kivonatok tomege

II1. 3. Antibakterialis aktivitas

A kivonatok antibakterialis hatasat kilenc baktériumtdrzson vizsgaltuk. Harom Streptococcus
pneumoniae (ATCC 49619), Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Bacillus subtilis (ATCC
6633) Gram-pozitiv torzsek, és a meticillin-rezisztens Staphylococcus aureus (MRSA) (ATCC

43300) torzs esetében tapasztaltunk antibakterialis hatast (gatlasi zona > 11 mm). (6. tablazat)

Kivonat B. subtilis S. aureus Str. pneumoniae M. catarr. MRSA
ATCC6633  ATCC 29213 ATCC 49619 ATCC 43617  ATCC 43300
MI-EtOAc 9,6+0,6 11,3+1,2 11,7+1,7 8+0 11,0+0
LI-MeOH - - - 13,7+0,6 -
SII-EtOACc 12,040 12,7+0,6 13,0+1 9,3+0,6 12,6+0,6

6. tablazat A kivonatok antibakterialis aktivitasa
I11. 4. Xantin-oxidaz enzimgatlo aktivitas
A xantin-oxidaz enzimgatl6 aktivitast akkor tekintettiik jelentdsnek, ha az meghaladta a 70%-

os gatlast. Harom esetben mértiink 85% feletti aktivitast, az eredményeket az 7. tablazatban

foglaltuk Ossze.

Kivonat gatlas% ‘
MI-EtOAC 96,6-6,4
LI-EtOAc 85,0+2,8
SII-EtOAc 87,4+5,3

7. tablazat Xantin-oxidaz enzimgatlo aktivitas
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OSSZEFOGLALAS

A diterpén-alkaloidok kedvez6 farmakologiai aktivitdsa miatt igéretesnek bizonyul ujabb,
kevésbé kutatott diterpén-alkaloidokat tartalmazé ndovényi taxonok vizsgalata. A Spiraea
nemzetség 80-100 fajabol eddig csupan négyet vizsgaltak, azokbol 65 diterpén-alkaloidot
izolaltak. Ezért ujabb, még nem kutatott fajok vizsgalata indokoltnak tiinik.

Jelen munkankba hét Spiraea fajt (Spiraea creanata, Spiraea media, Spiraea salicifolia,
Spiraea nipponica, Spiraea vanhouttei, Spiraea bilbordii és Spiraea chamaedryfolia) vontunk
be. Szlrdvizsgalatunkban, amelyben az alkaloid tartalomra fokuszaltunk, ugy tapasztaltuk,
hogy csak a Spiraea chamaedryfolia tartalmaz alkaloidokat.

A Spiraea taxonok diterpén-alkaloidtartalma — ellentétben a széles korben kutatott
Ranunculaceae fajokkal — rendkiviil alacsony, ezért kivonasuk és izolalasuk komoly feladat. A
hatékony alkaloidkivonds érdekében megvizsgaltuk, hogy a szakirodalomban altaldénosan
alkalmazott neutralis alkaloidkivonas mellett a savas és lugos kivonas hatékonysagat. Mivel azt
tapasztaltuk, hogy a harom kivondsi mddszer harom eltérd alkaloidprofilt eredményez, ezért
olyan — a szakirodalomban a Spiraea fajok esetében még nem ko6zolt — modszert dolgoztunk ki,
amely soran a drogot harom Iépésben mindhdrom modszer alkalmazasaval vontuk ki az
alkaloid-tartalmat.

A kivonatokkal végzett farmakoldgiai vizsgdlatok soran gy tapasztaltuk, hogy a
kivonatok kozepes antibakteralis aktivitdssal, valamint jelentds xantin-oxiddz enzimgatld
aktivitassal rendelkeznek. Jelenleg is folyd munkank célja a tiszta vegyliletek kinyerése,

szerkezetlik meghatarozasa €s biologiai hatdsaik vizsgalata.

Spiraea 201 MeOH 5% NaOH, 20 L CH,Cl, 20 L 2% HCI
, 15’ UH 15" UH 15’ UH
chamaedryfolia DROG DROG DROG
4 kg
Hex metanolos Hex ligos savas
135g kivonat 7,58¢ kivonat kivonat
szerves szerves 5% NaOH (pH->12)
Zi s
EtOAc § e’"{es 2% Hcl EtOAc Fi fazis | kirazds 2% Hcl . tazis kirdzas CH,Cl,
37e fazis < yirdzas ch,1, 215 mg -
Mi LI |
CH,Cl, 249g Vizes CH,Cl, «| 609g vizes 09g vizes
196 mg fazis .17' mg fazis fazis
MeOH P Naok (PH312) MeOH < 5% NaOH [pH->12) ‘ 5% NaOH (pH->12)
334 mg irazas CH;th, 490 mg lkira'zafs CH,Cl, kirdzds CH,Cl,
szerves szerves szerves
fazis fazis fazis
IYLIA e SII1 .
¥ ! ! vie ¥ ¥ I‘;’ : v
v v .
alkaloid-tartalom
Hex EtOAc  CH,Cl, MeOH ® Hex EtOAc CH,Cl, MeOH
34¢g 1g 10mg 332 mg xantin-oxiddz gatlas 036¢ 549 mg 30mg 560mg
@ @ ) antibakterialis aktivitds [ ] [

6. abra A Spiraea chamaedryfolia kivonatainak alkaloidtartalma és farmakoldgiai aktivitasa
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