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l. Bevezetés

A fehér eperfalevél a Tavol-Keleten tobb évezredes hagyomannyal rendelkezik a tradicionalis
gyogyitasban, tobbek kozott magas vércukor szint kezelésére. Ez a javallat megjelenik csaknem
minden olyan kultdra hagyomdnyos orvosldsdban, ahol ezt a fafajtdt meghonositottak. A hazankban
kevésbé kozismert alkalmazas valdszinlleg elfeledett tudasra utal: pl. Erdélyben és Vajdasagban
mindmadig taldlhatunk ,flivesembereket”, akik az eperfalevél teat (is) javasoljak ilyen célra. Nagyon
kevés irodalmi adat all rendelkezésre ugyanakkor a magyar, sét az egyéb eurdpai orszagokbol
szarmaz6 eperfalevél hatasossagardl és kémiai dsszetételérdl is."?

A kutatds legfontosabb célja a hazai eperfalevél antidiabetikus hatéanyagainak feltérképezése volt
komplex, hataskovetett izoldlasi munka keretében, ill. lehet6ség szerint (j vércukorszint-csokkentd,
esetleg egyéb biolégiai hatassal rendelkezé tartalomanyagok felfedezése.

Il. Kisérleti tervezés, legfontosabb eredmények

Az el6kisérleteket az dsotthalmi tanyavildgban 2006. augusztusban begy(jtott mintakbdl végeztiik.
2007. majusaban 5,64 kg, kés6bb, a hatdstani vizsgalatok nagy anyagigényének kielégitésére pedig
2010. juniusaban tovabbi 8,2 kg mintat gy(ijtottiink be és dolgoztunk fel hasonldan. A begyjtéseket
igyekeztlink ugyanazon teriletrél végezni.

A kutatds sordn a diabétesz Osszetett patomechanizmusdanak megfelel6en tobb szalon, helyenként
parhuzamosan haladva, szamos farmakoldgiai modell felhasznaldsaval igyekeztiink minél tébb
értékes informaciot nyerni a feldolgozott mintdk hatasardl és az ezért felel6s kémiai anyagokrdl. Az
izoldlt anyagok szerkezetét egy- és kétdimenzidos NMR, MS/MS és HRMS segitségével hataroztuk
meg, illékony tartalomanyagokat GC-FID és GC-MS segitségével vizsgaltunk, egyes tartalomanyagokat
pedig HPLC-DAD és ismert referencia-anyagok segitségével azonositottunk ill. hatdroztunk meg
mennyiségileg. Az alkalmazott farmakolégiai modellek az aldbbiak voltak:

a. In vivo: normal patkanyok keményitGterhelés utani posztprandialis hiperglikémidja (1. modell);
Ujszilottkori  streptozotocin  kezeléssel kialakitott II.  tipusd diabéteszes patkdanyok
posztprandialis hiperglikémidja (2. modell); hiperurikémids patkanyok hugysavszintje (a magas
hlgysavszint és a diabétesz egymasnak oda-vissza sulyos rizikéfaktorai; 3. modell)

b. In vitro: zsirsejtek 24 6ras glikdzfelhasznalasa inzulin jelenlétében (4. modell) és anélkdl (5.
modell); antioxidans hatasok vizsgélata (a diabétesz progresszidjaban az oxidativ stressz jelentds
szerepet jatszik) — patkanyagy-homogenizatumok lipidperoxidacidjanak gatlasa (6. modell),
DPPH szabadgyodk-fogo hatds (7. modell); xantin-oxidaz gatlas (a higysavszint alakuldsaban és az
oxidativ stresszben jatszott szerepe miatt; 8. modell)

Az in vitro 4. és 5. modelleken a vizsgalatokat az OTKA engedélyével megvaltoztatott kulfoldi
partnerrel (Dr. Tusty-Jiuan Hsieh, Kaohsiung, Tajvan) egylttm(kodve végeztik. A zardjelentés idején
kezdiink tovabbi vizsgdlatokat az eperfalevél mintdk vazizomsejtek gliikozfelhasznalasara kifejtett
hatdsara; az egylttm(kodés jéval sikeresebbnek bizonyult, mint az eredetileg tervezett partnertdl
vartuk.

1. El6kisérlet
A kivonast elGkisérletben forré vizzel, 50% metanollal, 70% etanollal, metanollal, diklérmetéannal és
n-hexannal végeztik el. Az 50% metanolos kivonatot (200g szaritott levélbdl, 24g) tobb Iépéses



tisztitasnak vetettiik ald (olddszer-olddoszer megosztas, frakciondlt kicsapas, forditott fazisu
oszlopkromatografia, rotaciés rétegkromatografia, NP- ill.  RP-HPLC), ekdiszteroidok
izoldlasa/detektalasa céljabdl. Viszonylag jelent6s mennyiségli 20-hidroxiekdizont mutattunk ki,
hasonlo viselkedés( kisér6anyagai azonban az aldbbi megastigman glikozidoknak (1,2) bizonyultak.
Ezek mellett egy fenilpropan szarmazékot (eugenol-glikozid, 3) is izolaltunk.
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1. dbra. Az 50% metanolos kivonatbdl izoldlt tartalomanyagok, a megastigmdnok legfontosabb HMBC (folytonos nyil) és
NOESY correldcidival (szaggatott nyil). Ezen két anyagra irodalmi adatok alapjdn 6R,9R konfigurdciot valdszindsitink.

1 és 2 a Moraceae csaldd Uj tartalomanyagai, amelyek kozeli szerkezeti rokonsagban vannak egy
patkanyok B-sejtjeibdl szignifikans inzulinfelszabaduldst kivaltani képes anyaggal.’> 2 aglikonja
ugyanakkor a hem oxigendaz-1 és SIRT1 expresszidjanak fokozasan® keresztiil jelentds antidiabetikus
potenciallal rendelkezik: kilondsen a SIRT1 a diabétesz kezelésének egyik rendkivil fontos Uj
tamadaspontja;’ a hivatkozott 2007-es Nature kdzlemény jelenlegi idézettsége 660 (Scopus).

Az aglikonok szerepének vizsgalata érdekében tanulmanyoztuk a bélfléra hatdsat a két megastigman
glikozidra (a human bélflérat probiotikummal modelleztiik: Probiotik kapszula, Naturpharma), s 72
6ras fermentacid utan az aglikonok kb. 60-70%-os felszabaduldsat tapasztaltuk.® A keletkezett
anyagokat izolaltuk, és szerkezetiiket NMR segitségével is meger&sitettik.

2. Fokisérlet

2.1. Az eperfelevél tea glikozidikusan kétoétt illé anyagainak vizsgalata

A fenti megastigmanokhoz hasonldan esetlegesen a bélfléra hatdsdra szabaddda vald antidiabetikus
tartalomanyagok vizsgalatahoz vizes kivonatot allitottunk el (60°C, ultrahangos flrddg), egy részét
bakteridlisan fermentaltuk (az el6kisérletben hasznalt probiotikummal), s centrifugdlds utdn a
felliliszét diklormetannal kiraztuk. A vizes kivonat fermentdlas nélkiili diklormetanos extraktumat
(DE) is elGallitottuk. A fermentadtum Osszetétele és hatdsa nehezen volt reprodukdlhatéd. B-
glikozidazzal is megkiséreltiik az aglikonok felszabaditasat, de (valdszinlileg a levélben jelen lévé
nemszelektiv glikozidaz-gatldk miatt) ez nem vezetett eredményre. A DE frakciéd ugyanakkor
szignifikans dézisfliggd hatast valtott ki az in vitro 3. és 4. modelleken (a periférias glikdzfelvétel
inzulin-flggetlen fokozasa).
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2. dbra. DE hatdsa az in vitro 4. (A) és 5. (B) teszteken. Ind.: negativ kontroll, doézisok: ug/ml, W: vizes kivonat, Rg: 50 ug/ml!
roziglitazon pozitiv kontroll, ** ill. ***: p<0.01 ill. 0.001 (ANOVA). 200 ug/ml DE enyhe citotoxikus hatdst vdltott ki (B).



Méretnovelés utan (1kg eperfalevélbdl 20 | vizzel nyert 300g kivonatbdl 0.66g DE) hataskovetett
frakcionaldst kiséreltink meg, a frakcidk azonban nem bizonyultak hatasosnak; egyes
tartalomanyagok szinergista hatdsat gyanitjuk ennek hatterében. A f6 (GC-FID alapjan 40,3%)
tartalomanyagot izolaltuk és szerkezetét (-)-loliolidként (4) hataroztuk meg. A DE frakcidban GC-MS
segitségével szamos klasszikus és rovidilt oldallancd fenilpropan szarmazékot mutattunk ki (etil-
benzoat, 5; t-fahéjsav, 6; p-hidroxiacetofenon, 7; t-koniferilalkohol, 8; szinapilalkohol, 9).
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3. dbra. A DE frakciébdl izoldlt/azonositott tartalomanyagok

A loliolid inaktivnak bizonyult, enyhe antioxidans, citoprotektiv és T- és B-sejtes immunszupresszans
hatasanak kdszonheten ugyanakkor szerepet jatszhat a diabétesz progresszidjanak enyhitésében.’

2.2. A 70% etanolos kivonat hatasa és analitikai vizsgalata

Az eperfalevél nagy mennyiségben torténd feldolgozasahoz az olddszerek kivalasztasakor
igyekeztlink termékfejlesztési szempontokat figyelembe venni (oldészermaradék vizsgalatok, stb.). Az
el6kisérletek alapjan a 70% etanolos kivonast valasztottuk. A nyers kivonat egyszeri 750 mg/kg ddzisa
normal patkdnyok posztprandidlis hiperglikémidjara nem fejtett ki hatdst, Il. tipusu diabéteszes
patkanyokon (in vivo 2. modell) azonban hatasos volt.® Hosszabb, 11 napos kezelés utdn a 2.
modellen 250 ill. 750mg/kg/nap ddzisban vizsgélva szignifikans, dozisfligg6 hatast tapasztaltunk. A
HPLC-DAD segitségével azonositott f6 UV aktiv tartalomanyagokat (klorogénsav, 10; rutin, 11;
izokvercitrin, 12) irodalmi el6zmények alapjan fontos hatadshordozéknak gyanitottuk. Egyszerd,
szelektiv HPLC modszert dolgoztunk ki kvantitativ meghatarozasukra (rendre 3,58+0,06%,
1,96+0,03% és 1,20+0,02%), és hatasukat megvizsgaltuk azokban a dézisokban, amely megfelel az
eperfalevél kivonatban talalhaté mennyiségeiknek. Arra a meglepé kovetkeztetésre jutottunk, hogy —
durva kozelitéssel — a teljes vércukorszint csdkkenté hatas kb. 50%-ban megmagyarazhatd lehet a
klorogénsav és a rutin jelenlevé mennyiségeivel, mig az izokvercitrin joval csekélyebb mértékben,
vagy egyaltalan nem jarul hozza a hatashoz.’
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4. dabra. Az etanolos kivonat kromatogramja A=326,3 (kék) és 353 (lila) nm-en (A), és a hatdsok Il. diabéteszes patkdnyokon
(B). 10: klorogénsav, 11: rutin, 12: izokvercitrin, G: glibenclamid pozitiv kontroll, MA: nyers kivonat

2.3. A 70% etanolos kivonat feldolgozasa
A 2007. mdjusaban begy(jtott mintabdl 675,4 g kivonatot nyertlink, ennek el&szér kis mennyiségeit
frakcionaltuk Cellite alléfazison illetve szilikagélen kiilonb6z6 kivonat-téltet ardanyokkal, ill. folyadék-



folyadék megosztast alkalmaztunk viz és hexan, diklormetan, etilacetat majd butanol kozott. Végl
viz-butanol kozotti folyadék-folyadék megosztast kovet6en a butanolos fazis szilikagélen vald
elvalasztdsa mellett dontottiink. Diklérmetan és diklérmetdn:etanol elegyek lépcsds gradiensként
valé alkalmazasaval 6 jelent6sen eltéré polaritasu és Osszetétell frakcidt nyertiink. Az in vivo 2.
modell kivételével (a szlikséges nagy allatszdm miatt) valamennyi teszten megvizsgaltuk a frakcidk
hatdsat, a frakcidokat HPLC-DAD segitségével analizaltuk és f6 UV-aktiv tartalomanyagaik mennyiségét
meghataroztuk. Az iminocukrok kézlil az 1-deoxinojirimicin mennyiségét és a fagomin és a galaktozil-
1-deoxinorimicin mennyiségének nagysagrendjét LC-MS/MS segitségével hataroztuk meg. A mintak
iminocukor-tartalma rendkivil alacsony volt (max. néhany tizezrelék); ezek az anyagok az észlelt

hatdsokban minimdlis szerepet jatszhattak.
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5. dbra. Frakciok hatdsa az in vivo 1. (A) és 3. (B) ill. az in vitro 6. (C) modellen. FR1-6: az olddszer-oldészer megosztds
butanolos fdzisdnak szilikagélen nyert frakcidi, FR-W: a vizes fdzis.

A frakcidok normadl patkdnyokon kivaltott posztprandidlis vércukorszint-csokkent6 hatdsa (a nyers
kivonat hatdstalansdga miatt) meglep6 eredmény, és szdmos interakcioét valdszinUsit. Az in vitro 4., 5.
és 8. modelleken egyik frakcié esetében sem talaltunk szignifikdns hatast, ezek a mechanizmusok
tehdt egy kevésbé feldolgozott fitoterapeutikum (pl. eperfalevél tea) esetén csekély szerepet
jatszanak az antidiabetikus hatdsban.

Az 1. (legapolarisabb) frakcidé és a vizes fazis (legpoldrisabb) relative értéktelennek, ill. utébbi
(hugysavszint emel8 hatdsa miatt) nemkivdnatosnak tekinthetd. Az 5-0s frakcid 9,79% izokvercitrint
és 3,77% rutint, a 6-os pedig 8,99% klorogénsavat, 10,41% rutint és 5,64% izokvercitrint tartalmazott.
Ez a két frakcid mindkét modelllinkdn (in vitro 6. és 7.) jelentSs antioxidans hatdsunak is bizonyult.

Eredményeink alapjan a 6. frakcid kiilonosen értékes az antidiabetikus hatds (és esetleges

termékfejlesztés) szempontjabol.>*°

A 2. frakcié tobblépcs6s kromatografids tisztitasdval (forditott fazisu oszlopkromatografia, rotacids
rétegkromatografia, preparativ rétegkromatografia) a DE frakcidbdl is izoldlt loliolidot, valamint
umbelliferont (7-hidroxikumarint) és egy tovabbi, azonositatlan kumarinszarmazékot nyertiink. Az
umbeliferon irodalmi adatok alapjan ip. 30 mg/kg adagban in vivo antidiabetikus és
antihiperglikémias hatést valt ki patkanyon, amely kb. 600 pg/kg glibenclamid hatasaval ekvivalens.™



Polaritdsuk alapjan a 4. és 5. frakcidban vartuk ekdiszteroidok ill. a kordbban izoldlt megastigman
glikozidok és analdgjaik jelenlétét. Meglepé mddon a frakcid tobblépcs6s frakciondldsa utdn sem
sikeriilt ez utébbi anyagokat kimutatni, annak ellenére, hogy a kiinduldsi nyersanyag nagysagrenddel
nagyobb mennyiségl volt az el6kisérletben feldolgozottndl. A 20-hidroxiekdizon kimutathato, de
nagyon csekély mennyiségl volt. Ez a két antidiabetikus hatdsu anyagcsoport mennyiségeinek erés
vegetaciofliiggésére utal. Ezekkel a vizsgalatokkal parhuzamosan egy Uj nemzetkozi egytttmikodés
keretében (Dr. Daumantas Matulis, Vilnius, Litvania) megkezdtik a novény f6 ekdiszteroidja, a 20-
hidroxiekdizon metabolikus hatdsaiért felel6snek gyanitott mechanizmus tesztelését human D-
vitamin receptor-fehérjén, amely jelen palyazat egyes célkitlizéseit is magdbafoglald, de azokon
jelentésen tulmutatd Uj kutatdsi témat nyithat.

I1l. Osszefoglalas
A fentieknek megfelel6en legfontosabb eredményeink az aldbbiak szerint 6sszegezhetbek.

1. Felismertiik a hazai eperfalevél mintdk 2. tipusu diabéteszben tapasztalt vércukorszint-csdkkentd
hatdsanak f6 hatdanyagait, ezek mérésére kvantitativ analitikai mddszert dolgoztunk ki, jelent8s
feldusitasukat egyszerd, gazdasagos, termékfejlesztésre alkalmas mddon oldottuk meg.

2. Az 50% metanolos és 70% etanolos kivonat ill. a vizes kivonat diklormetanos extratumanak
farmakoldgiai és/vagy kémiai vizsgalata alapjan a komplex antidiabetikus hatds szamos fontos Uj
elemét deritettiik fel. Valamennyi izolalt/detektalt tartalomanyag Gsszekéthetd ezen hatassal, akar
kozvetlen vércukorszint-csokkentd hatdson, akar a betegség progresszidjanak gatlasan keresztil.

3. Eredményeinket négy nemzetkozi®”*'° (ssz. IF=8,476) és egy hazai’ folydiratcikkben publikaltuk.

Két kdzlemény open access modell(i (PLoS ONE ill. Evid Based Complement Alternat Med); a 2012
nov. 21-én megjelent PLoS ONE cikkre jelenleg hat fliggetlen hivatkozas elérhet6. A kutatds
eredményeit harom nemzetkozi®*>*® és egy hazai'* konferencia eladasban mutattuk be.

A Morus alba és egyéb rokon fajok megastigmanjainak SIRT1 expresszidra és aktivitasra kifejtett
hatdsanak vizsgalata rendkiviil igéretes és aktuadlis téma. Ezzel a f6 célkitlizéssel — a zardjelentés
benyujtdsa idején nyilt Gj egylttmikodési lehetéségeket kihaszndlva — jelen kutatds a tdmogatasi
id&szak lezarta utan is tovabb folytatddik.
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