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1. Bevezetés

Az Euphorbiaceae novénycsalddba tartozd fajok egy részre jellemz6 a diterpének egy specifikus
tipusdnak, az Ugynevezett makrociklusos diterpéneknek a felhalmozasa. A Szegedi
Tudomdanyegyetem Farmakognodziai Intézetében tébb mint 25 éve folynak kutyatejfajok
diterpénjeinek izoldlasat célzé kutatasok. Ennek az OTKA dltal tdmogatott a projektnek a keretében
kiilonésen a farmakoldgiai szempontbdl is értékes, Uj természetes vegylletek keresésére
fokuszaltunk. Munkdnk folytatdsdhoz nemcsak az aldbbiakban Osszefoglalt eredmények adnak
tovabbi lendiiletet, hanem az is, hogy ez év elején az Egyesiilt Allamokban
az ingenol-3-angelat nevl vegylletet, amely a proteinkindz C delta enzim
szelektiv aktivatora, Picato® néven az aktinikus keratdzis kezelésére
alkalmas gyogyszerként engedélyezték.! A gydgyszer gyartashoz sziikséges
hatéanyagot jelenleg az E. peplusbdl allitjdk elS, és ebbdl a fajbdl

intézetiinkben izolaltik el6szor ezt a vegyiiletet?.

ingenol-3-angelat

2. Célkittizés
A projekt keretén beliil az alabbi célok megvaldsitasat tliztuk ki:

e Olyan, az Euphorbiaceae novénycsaladba tartozdé novényfajok fitokémiai szlirGvizsgalata,
amelyekrél nincsenek diterpéntartalommal kapcsolatos irodalmi adatok.

e A szlirGvizsgdlatok soran kivalasztott kutyatejfajok preparativ novénykémiai feldolgozasa,
diterpénjeinek izoladlasa kromatografias eljarasokkal kombinalasaval.

e Azon Euphorbia fajok minor diterpénkomponenseinek izolalasa, amelyeknek f6komponenseit
kordbban meghataroztuk.

e A munka soran izoldlt vegyilletek szerkezetének meghatarozdsa spektroszkdpias
maddszerekkel.

e Az izolalt diterpének bioldgiai aktivitasanak értékelése kiilonb6z6 farmakoldgiai
vizsgalatokkal.

o A gydgyszerkutatds szamara értékes kovetkeztetések levonasa.
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3. Euphorbia fajok diterpéntartalmanak sziirévizsgalata

A projekt soran Osszesen 24 Euphorbia faj szlirGvizsgdlatat végeztiik el. Ehhez a novényekbdl kis
mennyiség begylijtésére, illetve megvasarlasara volt sziikség. A Magyarorszagon vadon el6forduld
fajok lel6helyeinek felkutatasaban és a fajok azonositasaban botanikus kollégak voltak segitséglinkre.
A vizsgalni kivant novények kozll az E. verrucosdt nem sikerilt begyljteni, az E. davidii pedig nem
szerepelt a kisérleti tervben. Ez utébbi gyomnovényként behurcolt fajt 2011-ben taldltak meg elGszor
hazankban.> A tesztelni szandékozott, disznovényként beszerezhetd kaktiform, szukkulens fajok
mindegyikébdl vasaroltunk 1-1 példanyt, igy ezek vizsgalata megtortént. Az 1. és 2. tablazatban
lathato a fajok szlir6vizsgalatanak eredménye.

1. tablazat Hazai Euphorbia fajok 2. tablazat Szukkulens Euphorbia fajok
sz(irGvizsgalatanak eredménye sz(irGvizsgalatanak eredménye

Novényfaj neve Diterpén- Novényfaj neve Diterpén-
tartalom tartalom

- E. abyssinica t
- E. acurensis -
E. aeruginosa -
E. avasmontana -

E. epithymoides*

+ + I+

+ o+

E. falcata* E. canariensis -
E. caput-medusae -
E. verrucosa nv. E. grandicornis
E. virgata E. grandidens
* A projekt megkezdése el6tt tesztelt fajok E. greenwayi =

E. horrida =
E. infausta

E. mammillaris -
E. phosphorea -
E. polyacantha -
E. pseudocactus -
E. pteroneura -

E. exigua és E. grandicornis

Mindezek alapjan a kovetkezé fajokat tartottuk érdemesnek arra, hogy nagyobb mennyiségben
begyljtsik, illetve megvasaroljuk. Diterpéndusnak bizonyuld fajok: E. falcata, E. grandicornis.
Diterpént kisebb mennyiségben tartalmazd fajok: E. exigua, E. epithymoides, E. abyssinica, E.
grandidens.

A hdrom év alatt botanikusok segitségével felderitettliik az E. falcata, E. exigua és E. epitymoides
lelGhelyeit, és az elsé két fajbdl a fitokémiai munkdhoz elegend6 mennyiségli nyersanyagot
gy(ijtottink. A legigéretesebb disznévénybdl, az E. grandicornisbdl pedig megvasaroltuk a kisérlethez
szlikséges 10 kg névényt.

A projekt soran folytattuk harom olyan faj fitokémiai vizsgalatat (E. esula, E. pannonica, E.
mongolica), amelyekbdl a f6bb diterpén-6sszetevék kordbban izoldlasra és azonositasra kerdltek.
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Ezek esetében a minorkomponenseket tartalmazo frakcidk a korabbi kisérletekbdl mar rendelkezésre
alltak.

4. Diterpének izolalasa

Bar a makrociklusos diterpének az Euhorbiaceae csaladspecifikus vegyiletei, a névények igen kis
mennyiségben, komplex keverék formajaban tartalmazzdk ezeket. Feldusitasuk és izolalasuk ezért
igen Osszetett feladat, csak kiilonb6z6 kromatografids maoddszerek tobblépéses kombinalasaval
lehetséges. A kiilonboz6 fajok diterpénjei bar eltéré szénvazzal rendelkezhetnek, mégis hasonlé
polaritasu vegyiletek, ezért a kivonds és az izolalas kezdeti |épései a kilonb6z6 névények esetében
azonos médon tortént.

———— A novényi nyersanyagot a begydjtést kdvetben
a feldolgozds megkezdéséig fagyasztva
Kivonas matanollal taroltuk, hogy a szdritaskor fellépé enzimatikus
metabolikus folyamatokat elkeriljik. Az igy
frissen tartott novényt apritdst kovetGen
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metanollal perkoldlva vontuk ki. A kapott

extraktumot betéményitést kovetSen
E. esula
E. mongolica,

Diterpéndus frakeidk frakcionalasa E. pannonica, kloroformos fazist poliamidtéltet
R diterpéndus frakciok

centrifugalls rétegkromatografidval kromatografids oszlop segitségével

kloroformmal kirdztuk, és a betoményitett

klorofillmentesitettiik. Ekkor mar egy durva
Vegyliletek tisztitésa HPLC-vel, frakcionalast is végeztiink, mivel a 40-60%-0s

preparativrétegkromatografidval, metanollal eludlt frakciokban felddsultak a
kristdlyositassal

Specifikus lépések

diterpének, mig a 80%-os metanolos frakcid
féként triterpéneket, zsirosolajat és zsirsavakat
tartalmazott.

A diterpének tovabbi feldlsitdsa, durva frakciondldsa rendszerint szilikagél alléfazison
vakuumkromatografids maddszerrel tortént, de ekkor mar novényenként mas-mas mozgdfazist
alkalmaztunk. Az izolalas tovabbi menetét az adott frakcié komponensei hataroztak meg. Az ismételt
oszlop-, centrifugdlis réteg-, preparativ rétegkromatografias, illetve HPLC-s elvalasztasi |épéseket
rendszerint vékonyréteg-kromatografids modellezés el6zte meg, melynek segitségével kivalasztottuk
az alkalmazando all6- és mozgdfazisokat.

Az OTKA-palyazati tamogatasbdl készletbeszerzésre tervezett 5000 eFt nagy részét ennek a
munkafazisnak a finanszirozasara forditottuk. A harom év alatt kivondszerként és mozgofazisként
felhasznalt kiilonb6z6 szerves olddszerek, vegyszerek, kromatografids szorbensek, HPLC-oszlopok,
laboratériumi Gvegeszkdzok, pipettdk beszerzésére keriilt sor.

A 2009-ben az OTKA tamogatasdval vasarolt kozépnyomasu
folyadékkromatografias késziilék (Sepacore Flash Solvent Pump System,
bruttdé ar: 1626 eFt) lehetévé tette nagyobb témegli, sokkomponensi
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frakcidk gyors és eredményes frakciondlasat mind normal, mind forditott fazisi oszlopokon. A
készilék az SZTE Farmakogndziai Intézetének m(iszerparkjat gazdagitd, hasznos eszkdz, amelyet nem
csak ennek a projektnek a megvaldsitasaban tudunk hasznalni. 2009 6ta egy UV-detektorral
bbvitettik a moduldris késziiléket, és a jovGben egy szildardminta-bevivé egységet is szeretnénk
vasarolni hozza.

5. Az izolalt vegyiiletek szerkezet-meghatarozasa

Az izoldciés munka eredményeként a hat novényb6l 82 kromatografidasan egységes anyagot
nyertiink. Mivel az Euphorbia-diterpének rétegkromatografids detektalasara nincsen specifikus
reagens, és UV-spektrumuk sem jellegzetes, a preparativ rétegkromatografidval vagy HPLC-vel
tisztitott anyagok nem mindegyike bizonyult a szerkezet-meghatdarozas soran diterpénnek. El6fordult,
hogy a novény egy masik frakcidjabol mar kordbban izoldltuk az adott diterpént, vagy olyan kis
mennyiséget sikerlt csak izolalni, amennyi nem volt elegend§ a szerkezet pontos meghatarozasahoz,
illetve a kromatografidsan egységesnek latszé anyag keverék volt. Valamennyi izolalt anyag esetében
el6bb egydimenzids (*H, **C vagy JIMOD), majd ha sziikséges volt, akkor kétdimenziés heteronuklearis
(HSQC, HMBC), valamint homonukledris (*H-'H COSY, NOESY) NMR-spektrumokat vettiink fel,
amelyek alapjan meghataroztuk az anyagok kémiai szerkezetét. HR-MS mérésekre, illetve a
vegylletek UV-spektrumdnak felvételére és optikai forgatoképességének meghatdrozasara csak az Uj
vegylletek esetében kerilt sor. Mindezek eredményeként a haroméves projekt soran az egyes
novényekbdl 6sszesen 40 diterpén-poliésztert izoldltuk, amelyek kozil 29 uj természetes anyag,
azaz munkdankat megel6z6en nem allitottak el6 egyetlen ndévényfajbdl sem (3. tablazat).

3. tablazat Az egyes novényekbdl a projekt ideje alatt izolalt vegyliletek szdma

12 3
23 12
21 9
18 9
3 2
5 5

Az aldbbiakban novényfajonként mutatom be az izolalt diterpéneket. Munkacsoportunk elséként
foglalkozott a hazai fléra egyik kistermetli vetési gyomnovényének, az E. exigudnak
diterpénkomponenseivel. Az izolaciés munka eredményeként harom jatrofanvazas vegyliletet (1-3)
nyertink. Kozaluk kettd (1, 2) uj természetes vegyiilet.
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Az el6z6 novényhez igen hasonld habitusu és azonos élGhelyl E. falcata diterpénekben gazdagabb
novénynek bizonyult. A kivonatabdl izolalt és azonositott vegyliletek kozott (4-15) a természetben
ritkdn el6forduld ciklomirzindn- (4-8), premirzinan- (9-11, 14, 15) és mirzinanvazas (12, 13)
poliésztereket talaltunk. Ezek koziil a 8-at kordbban az E. proliferabdl izolaltak?, azonban a vegyiilet

R! R® R’ R* R! R’ R’ R*
4 0Bz iBu Ac MeBu 9 Hex H H H
5 OBz iBu Ac iBu 10 Prop Ac OBz Ac
6 H iBu Ac Ac 11 iBu H OBz Ac
7 H Ac Bz Bz
8 H Prop Ac iBu

OAc

R R
12 Prop 14 Prop
13 iBu 15 iBu

Az afrikai kaktiform E. grandicornis kivonatabdl nyolc forboltipusu diterpént (16-24) kilonitettiink el,
amelyek kozll az 16-19 Uj természetes anyag. A 16 és 17 vegyiletek 5-én-7-ol illetve 5-én-7-on
szerkezetlik miatt a tiglidnvazas diterpének kiilonleges tipusat képviselik.

QiBu QiBu

/ " —OAng “— OAng
s
OH
(0] 0 OH
16 17 R! R? R®

18 OAc H iBu
19 OAc OH iBu
20 H OAng iBu
21 OAc OAng iBu
22 H H iBu
23 OAc H MeBu
24 H H Ac
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Folytatva az E. esula fitokémiai vizsgalatat hat Uj jatrofanvazas vegyiletet (25-30) izolaltunk. Ebbdl a
noévénybdl sikeriilt egy tovabbi mar ismert jatrofan- (31)°, egy biszhomojatrofan- (32)° és egy, a 18-as
gemindlis metilcsoport gy(rlbelépésével atrendez6dott 9(10—18)-abeojatrofanvazas vegylletet
(33)’ is nyerni. E két utdbbi igen kiilonleges szerkezet(i molekula.

R! R?

R
ONik Ac H
OAc /Bu H ONik
H Bu H
OAc Ac H

Az E. pannonicdbdl izolalt mindkét 0j diterpén (34, 35) 4,12-didezoxiforbolszarmazék, amelyek igen
ritkdk a novényvilagban. A tiglidnvdzas diterpének ezen csoportjadban a 35 vegyiilet az els olyan,
amelyben izovalerianatcsoport van.

R R! R’ 40
34 iBu 36 Ac H
35 iVal 37 Prop OAc
38 Bu OAc
39 iBu OAc

A Mongoéliabdl kapott lagyszard kutyatejfaj, az E. mongolica foldfeletti részébdl a mar korabban
altalunk kozolt harom diterpén® mellett 6t jatrofanvazas vegyiletet nyertiink (33-40), amelyek koziil
36-39 Uj természetes anyag. Az epoxiszarmazékot (40) munkankat megel6z6en az E. characiasbol
izolaltak.’



OTKA zard beszamold 2012 Azonosito: 78145 PD Vezet6 kutatd: Rédei Dora

6. Az izolalt diterpének farmakoldgiai vizsgalata

Az in vitro farmakolégia méréseket minden esetben kooperacids tarsintézményekben végezték. A
tervezett vizsgdlatokon tul (multidrogrezistencia-csokkentés — dr. Molndr Jozsef, SZTE AOK Orvosi
Mikrobioldgiai és Immunbiolégiai intézet; TRPV-receptorhoz valdé kétédés — dr. Vizler Csaba, SZBK
Biokémiai Intézet) lehetGséglink nyilt az SZTE GYTK Gydgyszerhatastani és Biofarmdciai Intézetében
dr. Zupkd Istvan vezetésével vegylileteink antiproliferativ hatdsdnak tesztelésére, illetve a Debreceni
Egyetem AOK Elettani Intézetében dolgozé dr. Biré Tamassal egyiittmiikodve a forbolszarmazékok
PKC-aktivalo hatdsanak tanulmanyozasara. Partnereinknek nem minden anyagokbdl tudtunk mintat
adni, csak azokbdl, amelyek megfelel6 mennyiségben és tisztasagban alltak rendelkezésre.

Multidrogrezistencia-csékkenté hatds vizsgdlata: Mivel a jatrofanvazas diterpénekrél kordbban
megdllapitottuk, hogy egyes képviselSik gatoljak a P-glikoprotein effluxpumpa-tevékenységét egér
limféma sejteken,™® tbb vegyiletiink (4, 5, 8-11, 14, 25-33, 36-40) ilyen irdnyu tesztelését végeztik
el. Az E. falcatdbdl nyert molekuldk koziil a 4, 5, 11 és 14, az E. esuldbdl izolaltak koziil a 27 és 30 a
pozitiv kontrollként alkalmazott verapamil hatdsdnak t6bbszorését mutatta, mig a 26-29, 32 és 33
szintén aktivnak bizonyult. Az E. mongolica esetében mind az 6t (39-40) jatrofanvazas vegyilet
gatolta a fluoreszcens rodamin 123 sejtekbdl torténd kidramlasat. Az eredmények birtokdban
vizsgaltuk, hogy van-e Osszefliggés a hatas erGssége

Gyd erérzékeny sejt
1!\!; 1M yproteinnel

és a molekuldk szerkezete kozott. llyen elemzést a
hasonlé szerkezetdi molekuldk esetén tudtunk
végezni. Véleményilnk szerint a jatrofanvazas
vegyliletek aktivitdsa kiemelked6, és hatasuk
intenzitasat a C-2 és C-7 poziciéban kapcsolédd
nagy térkitoltésl észtercsoportok (Bz, Nik, Bu, iBu)
novelik. A 4, 5, 11 és 14 vegyliletek esetében azt is

megvizsgdltuk, hogy az antiproliferativ szerként

alkalmazott doxorubicinnal egyutt alkalmazva

javitjak-e gydgyszer hatdsat. Valamennyi vegyllet
mutatott szinergizmust a doxorubicinnal, a

legkisebb 1C5, értékkel a ciklomirzinanok (4, 5)
rendelkeztek.

Tobb diterpénészter (4, 5, 8-11, 14, 25-33) antiproliferativ hatasat Hela (cervix karcinéma), Ishikawa
(endometridlis adenokarcindma) és MCF7 (eml6 epithelidlis adenokarcindma) human sejtvonalakon
vizsgaltdk MTT-teszttel ciszplatin pozitiv kontroll mellett. A vegylletek csak viszonylag nagy
koncentraciéban képesek gatolnia a karcindmasejtek szaporodasat, tehat mérsékelt vagy gyenge
antiproliferativ hatassal rendelkeznek. Legaktivabb a 26 és 27 volt.

Az E. grandikornis tejnedvével és kivonataival torténd érintkezés soran csipl, éget6 érzést
tapasztaltunk. Két bel6le izolalt — a TPA-hoz (reziniferatoxinhoz) hasonld szerkezet(i — vegyiletinknél
vizsgaltuk a vanillioid receptorhoz (TRPV1) valdé kot6dés lehet6ségét. Anyagaink azonban nem
befolyasoltak a *5Ca®" felvételét human keratinocita sejtvonalon. Forbolésztereink koziil a 17, 20, 21,
23 és 24 PKC aktivalé hatasat tesztelték PKCa-t és PKC6-t expresszélé CHA és LNCaP sejteken

sz
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izoenzimet aktivaljak, a 17 és a prosztratin (24) kiilondsen hatékonyan. Diterpénjeink tilnyomo részt
a citoszolba/intracellularis membranba transzlokaljak a PKC-izoenzimeket.

7. Osszefoglalas

Az OTKA tamogatdssal megvaldsult projekt keretében, amely bioldgiailag aktiv Uj természetes
eredetli Euphorba-diterpének felfedezését tlizte ki célul, a hdrom év alatt elvégeztik 22 kutyatejfaj
kémiai szlirGvizsgdlatat. Hat fajbdl (E. exigua, E. falcata, E. grandicornis, E. esula, E. pannonica, E.
mongolica) 6sszesen 40 diterpént izolaltunk, amelyek kozil 29 Uj természetes vegylilet. 26 molekula
esetében farmakoldgiai vizsgdlatokat végezve tobb jatrofdn- és ciklomirzindnvdzas diterpénrdl
megallapitottuk, hogy multidrogrezisztencia-csékkenté hatdssal rendelkeznek. Tesztelt vegyilileteink
enyhe vagy mérsékelt in vitro antiproliferativ aktivitdssal birnak, mig egyes forbolszarmazékok a
proteinkindz C izoenzimek aktivatorai. Mindezek alapjan az Euphorbia-diterpének kutatasat folytatni
fogjuk, hogy tovabbi uj értékes vegylleteket nyerjlnk.

8. Az OTKA-tamogatasaval mar megjelent és a jovében megjelend publikacidk

Az aldbb felsorolt valamennyi publikdcidéban az OTKA-tdmogatas ténye feltliintetésre keriilt vagy
feltlintetésre fog kerilni. Az OTKA on-line rendszerébe feltoltott publikacidkon (5 nemzetkozi
folydiratban megjelent kozlemény (IF: 14,985) és 9 elGaddstsszefoglald) tul az alabbi négy kozlemény
megjelentetését tervezziik:

Kozlésre bekulldott kézirat:

Rédei D., Forgo P., Molnar J., Szabd P., Zorig, T., Hohmann J. Jatrophane diterpenoids with
multidrug resistance-modulating activity from Euphorbia mongolica Prokh. (Journal of Natural
Products; varhato impaktfaktor: 2,5-3,0)

Jelenleg az alabbi harom kéziraton dolgozunk, melyek mindegyikét nemzetkozi, referalt folydiratban
kivanjuk megjelentetni:

Rédei, D., Forgo P., Czifra G, Birdé T., Hohmann J. Isolation of phorbol esters from Euphorbia
grandicornis and their PKC activating effect (varhaté impaktfaktor: 2,5-3,0)

Rédei D., Boros K., Forgo P., Kele Z., Hohmann J. New jatrophan diterpenes from Euphorbia
exigua (varhaté impaktfaktor: 1,5-2,0)

Hohmann J., Vasas A., Rédei D., Csupor D. Diterpenes from European Euphorbia species serving
new prototype for natural product-based drug discovery (a European Journal of Organic
Chemistry felkérésére készild review; varhato impaktfaktor: 3,2)
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Az OTKA on-line rendszerébe feltoltott publikacidk:
Az E. exigudval kapcsolatos publikacié (1 el6adaskivonat)

Boros K., Rédei D., Forgo P., Pinke Gy. Hohmann J. Az Euphorbia exigua els6 kémiai vizsgdlata:
diterpének izolalasa és szerkezetvizsgalata. Gydgyszerészet (2011) Supl. majus; S24-25. [XII.
Magyar Gydgynovény Konferencia. Szeged, 2011. majus 5-7.]

Az E. falcatdval kapcsolatos publikacidk (2 folyoiratcikk és 2 el6adaskivonat)

Vasas A., Sulyok E., Martins, A., Rédei D., Forgo P., Kele Z., Zupkd I., Molnar J., Pinke Gy.,
Hohmann J. Cyclomyrsinane and premyrsinane diterpenes from Euphorbia falcata modulate
resistance of ancer cells to doxorubicin. Tetrahedron (2012) 68: 1280-1285.

Sulyok E., Vasas A., Rédei D., Forgo P., Kele Z., Pinke Gy., Hohmann J. New premyrsinane-type
diterpene polyesters from Euphorbia falcata. Tetrahedron (2011) 67: 7289-7293.
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