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1. BEVEZETES

A novények, allatok és gombadk altal szolgaltatott drogok évezredek ota részei
gyogyszerkincsiinknek. Ezen élGlények — elsGsorban novények — a korszeri
gybgyaszatban is nagy érdekl6désre tartanak szamot gydgyszeripari alapanyagként,
valamint az daltaluk el&allitott természetes vegyiletek a gydgyszerkutatasban
igéretes természetes vegylletek forrdsai. Figyelembe véve az utdbbi években
engedélyezett természetes eredetli hatéanyagok nagy szamat, a természetes
vegyiletek — és ezaltal a gydgynovények — kutatdsa napjainkban is igen
perspektivikus.

A tradiciondlis gyodgydszatban alkalmazott novények raciondlis és
biztonsagos alkalmazasa a régdta fennallé hasznalaton alapul. A gydgynovények
biztonsagossagaval kapcsolatban a farmakovigilanciai adatok, valamint az utébbi
id6k kutatdsi eredményei O&vatossagra intenek. Tobb, régdta haszndlt és
artalmatlannak tekintett novény biztonsagossaga atértékelédik. A fekete nadalyté
(Symphytum officinale) esetén a pirrolizidinalkaloid-tartalom, a vérehullé fecskef
(Chelidonium majus) esetén pedig a hERG ioncsatornan kifejtett gatlé hatas miatt
szlikséges az alkalmazas korlatozasa.

A modern novénykémiai, farmakoldgiai és toxikoldgiai kutatasok Uuj
lendlletet adhatnak a gydgyszerkutatasnak. A hagyomanyos drogok
népgyogyaszatban gyokerez indikacidinak és a drogok tradicionalis feldolgozdsanak
jobb megértése Ujabb hatdsmechanizmusok és Uj hatdanyag-jeldlt molekuldk
felfedezéséhez vezethetnek. igy a hagyomanyos kinai gyégyészatban alkalmazott
sisakvirag fajokkal kapcsolatos eredmények is Uj perspektivaba helyezik az Aconitum
drogok kutatdsat. Annak ellenére, hogy a tradiciondlis kinai gyodgyaszatban
alkalmazott fajokat tobb mint ezer éve alkalmazzak, sem a nyers novények
feldolgozasa soran végbemend kémiai valtozasok, sem a pontos hatdsmechanizmus
nem volt ismert. Kémiai vizsgalatok deritettek fényt a novény bioldgiailag aktiv

vegyilleteire és a novények megfelel6 feldolgozasanak sziikségességére. A



sisakviragok bioldgiailag aktiv vegylletei a diterpén-alkaloidok. A tri-,di- és
monoészter-diterpénalkaloidok  toxicitdsa az  észtercsoportok  szamanak
fliggvényében né. A legkevésbé toxikus komponensek a diterpén-alkaloidok C-8 és
C-3 helyzetben hosszu szénlancu zsirsavakkal észterezett szarmazékai, a lipo-
alkaloidok. Az utdbbi vegylletcsoport tagjai a nyers novényi részekben minor
komponensként vannak jelen, a feldolgozas soran a mennyiségiik novekszik,
mikdzben a diterpénalkaloid-észterek mennyisége jelent6sen csokken. Ezen
felismerés, amellett, hogy magyarazza a feldolgozasa sziikségességét, ramutatott a
lipo-alkaloidok lehetséges bioldgiai aktivitdsara. Az Uj lipo-alkaloidok elGallitasa és
farmakoldgiai aktivitasa Uj kutatasi teriletet jelent. Annak ellenére tehat, hogy az
Aconitum fajok a mult szazad koézepére eltlintek a nyugati gyogyszerkdnyvekbdl, a
bel6lik nyert természetes vegyiletek igéretes gyulladascsokkent6 és antiaritmids
hatasa miatt Gjra a gydgyszerkutatas latoterébe keriltek.

A gydégynovények az utdbbi években étrend-kiegészitGként keriilnek
forgalomban leggyakrabban. A termékekben olyan Uj névények is megjelennek,
amelyek hagyomanyos és széles korli alkalmazdsa nem ismert. Ezen jogilag Uj
élelmiszernek mindsilé novények biztonsdgossagaval kapcsolatban nem allnak
rendelkezésre a hosszu tradicidn alapuld tapasztalataval kiegészitett toxikologiai és
farmakoldgiai adatok. Az utébbi években parlagfi-tartalmu termékek jelentek meg
gybgyaszati indikacidkkal a magyarorszagi piacon. Annak ellenére, hogy a parlagf(i
(Ambrosia artemisiifolia) gyogyaszati alkalmazasat sem népi gydgydszati, sem
farmakoldgiai vizsgalatok nem tdmasztjak ala, a fogyasztok kore egyre bévil. Mivel
a hosszu tavua tradicionalis alkalmazas tapasztalatai, valamint egyéb toxikoldgiai és
farmakoldgia vizsgalatok eredményei a parlagfi esetében nem allnak rendelkezésre,
a novény hosszU tavu fogyasztasa biztonsagossagi és toxikoldgiai aggalyoknak ad

alapot.



2. CELKITUZESEK

A Szegedi Tudomanyegyetem Farmakogndziai Intézetében a 2000-ben indult
kutatasi program célja a boglarkafélék (Ranunculaceae) uj, bioldgiailag aktiv
vegylleteinek azonositdsa, valamint a mérgez6 fajok gydgyaszati racionalis
alkalmazasanak magyardzata. A késGbbiekben a kutatasi teriilet kiterjedt az Uj
gyogynovények biztonsagossagi-, toxikoldgiai- és kémiai vizsgalataira is.

Munkank célja — ezen széleskor(i célkitlizésekhez igazodva - a
diterpénalkaloid-tartalmu tradiciondlis gyogynovények kémiai, farmakoldgiai és
toxikoldgiai vizsgalata. Kutatasunkba vontuk az utdbbi id6ben egyre népszer(ibbé
valé parlagfivet abbdl a célbdl, hogy tisztdzzuk a novény alkalmazasanak
kockazatait, és a modern gydgyaszatban valo potencialis gydgyaszati alkalmazasat.
Ennek érdekében a kovetkezd feladatokat végeztiik el:

e Az Aconitum és a Spiraea nemzetség, valamint az Ambrosia artemisiifolia
kémiai Osszetételével és farmakoldgiajaval kapcsolatos szakirodalom
rendszerezése

e Az Aconitum napellus subsp. firmum diterpén-alkaloidjainak izolaldsa és
azonositasa

e A boglarkafélékbdl izolalt diterpén-alkaloidok és félszintézissel elGallitott
lipo-alkaloidok GIRK és hERG ioncsatorna-aktivitasanak vizsgdlata

e A boglarkafélék diterpén-alkaloidjainak antiaritmids aktivitasdanak
értékelése

e  Diterpén-alkaloidok in  vivo  toxikoldgiai  vizsgdlata  bdelloid
kerekesférgeken

e Spiraea fajok kiilonb6z6 mddszerekkel késziilt kivonatai diterpénalkaloid-
tartalmanak vizsgdlata, valamint a kivonatok antibakteridlis és
xantinoxidaz-gatld aktivitdsanak vizsgalata

e A nparlagfiin vivo toxikoldgiai vizsgdlata patkanyokban.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Az Aconitum napellus subsp. firmum gyokerét a Retyezat hegységben gy(jtotték
2007 augusztusaban. A S. crenata és S. salicifolia fold feletti hajtasat Sepsiblkszadon
2009 nyaran, a S. nipponica, S. x vanhouttei és S. x billardii gyokere és fold feletti
hajtasat a Szegedi Tudomanyegyetem Flvészkertjében 2013 nyaran gyujtottik. A
lettorszagi Daugavpilsben kerilt begydjtésre S. media és S. chamaedryfolia gyokere
és fold feletti hajtasa 2014 Gszén. A ,Keser(i parlagf(i készitmény 200 g” termék
2015-ben keriilt megvasarlasra. A bioaktivitdas szempontjabdl vizsgalt 32 diterpén-
alkaloid részben a feldolgozott Aconitum fajbdl szarmazik, masrészt korabban a
Ranunculeae fajokbdl izolalt vegyiletek. A 14 lipo-alkaloidot félszintézissel allitottuk
eld.

Az A. napellus subsp. firmum diterpén-alkaloidjainak izolalasahoz
tobblépéses kromatografidas mddszert [légkori nyomasu oszlopkromatografia (CC),
centrifugdlis planarkromatografia (CPC), gélkromatografia (GFC) és preparativ
rétegkromatografia (PLC)] alkalmaztunk. A frakcidk diterpénalkaloid-tartalmat SiO,
rétegeken végzett TLC-vel, Dragendorff-reagenssel és 5%-os NaNO, oldattal
detektaltuk. A vegylletek azonositasdt és szerkezet-meghatdrozasit LC-MS,
valamint 1D és 2D NMR spektroszkdpias vizsgalatok segitségével tortént.

A diterpén-alkaloidok és a lipo-alkaloidok GIRK és hERG ioncsatorndkra
kifejtett hatdsat teljes-sejt konfiguraciéban automata patch clamp berendezésen
HEK239-GIRK (Kir3.1/3.4) és HEK293-hERG ioncsatornakon vizsgéltuk. A hERG
vizsgalatokban amitriptilint, a GIRK vizsgdlatokban propafenont hasznaltunk pozitiv
kontrollként. A diterpén-alkaloidok in vivo toxicitasat bdelloid kerekesférgeken
vizsgaltuk, az allat életképességének standardizalt paramétereinek értékelésével
(tulélési index, testméret index, ragdgyomorosszehizddas-gyakorisag, sejtredukcids
kapacitas).

Avizsgalt Spirarea fajok kozul csak a Spiraea chamaedryfolidban mutattunk
ki alkaloidtartalmat, amelynek gyokéren belilli eloszlasanak lokalizaldsat a névényi
szervbdl készitett metszetek specifikus festésével detektaltuk. A S. chamaedryfolia
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frakcidinak antibakteridlis aktivitasat kilenc baktériumtorzson [Streptococcus
pneumoniae (ATCC 49619), S. agalactiae (ATCC 13813), S. pyogenes (ATCC 19613)
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), S. aureus (ATCC 29213), Bacillus subtilis
(ATCC 6633), Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603), Moraxella catarrhalis (ATCC
25238), Staphylococcus aureus (MRSA) (ATCC 43300)] vizsgaltuk. A frakciok
xantinoxidaz-gatlé aktivitdsanak mérése soran allopurinolt alkalmaztuk referencia
vegyiletként.

A parlagfl-tartalmd termék szeszkviterpén-tartalmat TLC és LC-MS
mddszerrel azonositottuk. A szubakut toxicitasi vizsgalatot egészséges him Wistar
patkanyokon végeztik. A parlagflitermék adagolasa tésztagolydk segitségével
tortént. A 28 napos kezelés soran az allatok alacsony (500 mg/ttkg) és magas dozisu
(1000 mg/ttkg) parlagfiivet, a kontrollcsoport parlagflimentes tésztat kapott per os.
A toxicitds értékelése a klinikai tiinetek értékelésével, a vér paramétereinek és a
szervek relativ tomegének vizsgalataval tortént.

A farmakoldgiai vizsgalatok kooperdcidban végeztik. Kooperacids
partnerek: Rythmion Kft. (Szeged, Magyarorszag), SZTE AOK Népegészségtani Intézet

és SZTE AOK Pszichiatriai Intézet.

4. EREDMENYEK

4.1. Alkaloidok az A. napellus subsp. firmumbdl

A ledardlt szaraz novényi nyersanyagot 2% sésavval vontuk ki. A faziscserét kovetd
folyadék-folyadék megosztassal a szerves fazisban dusitottuk fel az alkaloidokat. A
szerves fazis beparldsa utan nyertiik a nyers alkaloidfrakciot, amelybdl hat tiszta
vegylletet [neolin (AF1), napellin (AF2), izotalatizidin (AF3), karakolin (AF4),
szenbuzin A (AF5) és szenbuzin C (AF6)] tobblépéses kromatografias mddszerekkel

(CC, CPC, GFC, PLC) alkalmazasaval izoladltuk (1. abra).



Aconitum napellus
subsp. firmum
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1. bra Alkaloidok izolaldsa az A. napellus subsp. firmumbdl

Az izoldlt vegyiletek azonositisa NMR spektroszképidval tortént. A
mitermékképzddés lehetEségének kizarasa céljabdl a metanolos és Iugos kivonatok
alkaloidtartalmat LC-MS maddszerrel vizsgaltuk, amely soran tovabbi két diterpén-

alkaloidot [akonitin (AF7) és taurenin (AF8)] azonositottuk. Az A. napellus subsp.

firmumbodl az AF2-AF4 és AF6 vegyileteket els6ként irtuk le.

napellin (AF2; 32) izotalatizidin (AF3; 6) larakolin (AF4; 19)

szenbuzin A (AF5; 20) szenbuzin C (AF6; 21) akonitin {AF7; 18) taurenin (AF8; 22)

2. dbra Az A. napellus subsp. firmumbal izoldlt és azonositott diterpén-alkaloidok
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4.2. Diterpén-alkaloidok GIRK és hERG aktivitasa

A vizsgalt diterpén-alkaloidok koziil az akonitin GIRK és hERG gatlo aktivitasa volt a
legmagasabb, bar ez az aktivitas is csak kdzepesnek tekinthetd. Az akonitin GIRK-
aktivitasat munkacsoportunk irta le elGsz6r, amely ramutat arra, hogy az akonitin
szivmikodésre kifejtett hatdsa komplexebb, mint a natriumcsatornakra kifejtett
aktivitas.

A lipo-alkaloidok jelent6s GIRK és hERG aktivitassal rendelkeznek. Az
aktivitdsok elemzése szerkezet-hatds Osszefliggések megallapitasara adott
lehetdséget. A 14-benzoilakonin alapvazzal rendelkezé lipo-alkaloid GIRK gatlasa
szignifikdnsan nagyobb volt, mint a szabad zsirsavaké, ami igazolta, hogy a hatashoz
szlikséges az alkaloid alapvaz. Az észterez$ zsirsavak telitetlen kotéseinek szama

kedvezSbb GIRK aktivitas feltétele (3. dbra).
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3. abra Lipo-alkaloidok GIRK aktivitdsa
(BAPO: 14-BzA-8-0-palmitoledt, PALO: palmitoleinsav, g-BALL: 14-BzA-8-0-y-linolénsav, g-LIN: y-linolénsav, BAE-DI: 14-BzA-8-
0-eikoza-11Z,14Z-dienodt, E-DI: eikoza-11Z,14Z-diénsav, BAE-TETR: 14-BzA-8-O-eikoza-5Z,82,11Z,14Z-tetraenoat, E-TETR:
eikoza-52,82,117,14Z-tetraénsav, BAE-PENT: 14-BzA-8-0-eikoza-52,82,112,14Z,17Z-pentaenoat, E-PENT: eikoza-
57,87,117,142,17Z-pentaénsav, FA: zsirsav, LA: lipo-alkaloid, DA: diterpén-alkaloid)

A vizsgalt vegyliletek potencidlis gyodgyaszati alkalmazdsa szempontjabdl a nagy
GIRK/hERG ioncsatorna-szelektivitas alapkévetelmény (4. abra). A 14-benzoilakonin-
8-0O-eikoza-87,117,14Z-trienoat és a 14-benzoilakonin-8-0O-eikoza-117,142,172-
trienodt rendelkezett a legnagyobb szelektivitassal, ezért tovabbi farmakoldgiai

vizsgalatuk perspektivikus.
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4. abra A diterpén- és lipo-alkaloidok szelektivitasa

(BAE-PENT: 14-BzA-8-O-eikoza-57,87,117,14Z,17Z-pentaenoat, BAE-TETR: 14-BzA-8-O-eikoza-5Z,87,11Z,14Z-tetraenoat, g-
BALL: 14-BzA-8-O-y-linolenat, BAE-8TRI: 14-BzA-8-0-eikoza-82,11Z,14Z-trienodt, BAE-11TRI: 14-BzA-8-O-eikoza-117,142,172-
trienoat, BAPO: 14-BzA-8-O-palmitoleat, BAL: 14-BzA-8-O-laurat, BAE-DI: 14-BzA-8-O-eikoza-117,14Z-dienoat, BAS: 14-BzA-8-

O

-sztearat, SONG: szongorin, ACON: akonitin, BAP: 14-BzA-8-O-palmitat)

4.3. Diterpén-alkaloidok toxicitasa bdelloid kerekesféreg modellen

A vizsgalt 10 diterpén-alkaloid koziil egyediil a napellin csokkentette az allatok

életképességét, mig a tobbi alkaloid jellemz&en szignifikansan javitotta a vizsgalt

paramétereket (5. abra). A kerekesférgekben a vizsgalataink nagy toleranciat

mutattak a diterpén-alkaloidokkal szemben, még az emlGsallatokra mérgezé

a

a

TSL (%)

MCF (%)

konitin esetében is. Vizsgalatunk alatdamasztja a szongorin szakirodalomban leirt

lacsony toxicitdsat.
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5. abra Alkaloidok toxicitdsa a bdelloid kerekesféreg modellen vizsgalva
(akonozin (2), neolin (15), akonitin (18), szenbuzin A (20), szenbuzin C (21), hetizinon (29), szongorin (30), napellin (32))
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4.4. Spiraea fajok novénykémiai és farmakoldgiai szlirGvizsgalata

A hét vizsgalt Spiraea faj kozll egyedil a S. chamaedryfolidban azonositottunk
alkaloidtartalmat. Az alkaloidok a névény gyokerének masodlagos kérgében és a

fasugarakban halmozdédnak fel.

MeOH
UH

5% NaOH, CHCly
UH

2% HCI
UH

DROG 1 DROG 1 DROG l DROG
MeOH ligos savas
kivonat Hex kivonat kivonat
Hex 2% Hel 2% el 5% NaOH
cHel cHl,
EtOAC szerves HD: szerves szerves
0eo fazis E'm fazis thaie
CHC; M1 O > L1 s1
R alkaloid
MeOH vizes MeOH vizes a vizes O tartslom
© fazis o fazis fazis
O xantin-oxidsz
lsx, NaOH l 5% NaOH l 2 Ha @ s akelvitas
cHal, cHel, cHel,
O anuibakteridlis
szerves szerves szerves aktivitds
fazis fazis fazis
m2 L2 s2
0O
Hex EtOAc CHCl; MeOH Hex EtDAc CHCl, MeOH
O O Oeo O

6. dbra S. chamaedryfolia névénykémiai és farmakoldgiai szlir6vizsgalata

A S. chamaedryfolia preparativ |éptéki feldolgozasa soran az alkaloid-tartalom a
CHCl; és az EtOAc frakcidkban dusult fel. A S. chamaedryfolia frakciéi a Str.
pneumoniae (ATCC 49619), S. aureus (ATCC 29213), B. subtilis (ATCC 6633) Gram-
pozitiv térzsek, és a meticillin-rezisztens S. aureus (MRSA) (ATCC 43300) torzsek
esetében antibakteridlis aktivitast fejtettek ki. Az EtOAc, CHCl; és MeOH frakciok

jelent8s xantinoxidaz-gatlo aktivitast (>80%) mutattak.
4.5. Parlagfiikészitmény vizsgalata

A termékbdl a parlagflre jellemz8 szeszkviterpén lakton-tartalmat TLC és LC-MS
mddszerrel igazoltuk.

Atoxikoldgiai vizsgdlatban a kezelt allatoknal Iathato klinikai elvaltozasokat
nem tapasztaltunk. Szignifikdns eltérést tapasztaltunk azonban a kezelt és kezeletlen

allatok vérparamétereiben. A majenzimek. (AST, ALT), a karbamid- és trigliceridszint
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szignifikdnsan csokkent (6. abra). A maj és az agy relativ tomege szignifikansan

csokkent a kezelt csoportokban.
UL
AST ALT

300

200
A -

100 | *
U M

CON mLD mHD

mmol/l
16
1.2 I
*%
B 0.8
0.4
]
CON mlD mHD
mmol/|

16
12
I
C.
4

0
CON ®mLD mHD

6. dbra A kezelt és kontroll dllatok AST- és ALT- (A), triglicerid- (B), karbamid- (C)
vérszérumszintje (CON: kontrol, LD: alacsony ddzis, HD: nagy dézis)

OSSZEFOGLALAS
Munkank célja diterpénalkaloid-tartalmu fajok (Aconitum napellus subsp. firmum és
Spiraea fajok), valamint a szeszkviterpénlakton-tartalma Ambrosia artemisiifolia
névénykémiai, farmakoldgiai és toxikoldgiai vizsgalata volt.

Hat diterpén-alkaloidot izolaltunk és tovabbi két diterpén-alkaloidot

azonositottunk az A. napellus subsp. firmumbdl, ebbdl négy alkaloid elséként kerult



leirdsra a fajrol. A hét Spiraea faj szlirGvizsgalata soran a S. chamaedryfolia
alkaloidtartalmat azonositottuk.

A sisakvirdg alkaloidok kalium ioncsatorna-aktivitasat vizsgdltuk. Az
akonitin GIRK gatlo aktivitdsat els6ként irtuk le. 14-BzA-8-
0O-eikoza-82,117Z,14Z-trienoat és 14-BzA-8-0O-eikoza-1127,14Z,17Z-trienoat optimalis
GIRK/hERG ioncsatorna szelektivitdas mellett igéretes GIRK aktivitdssal rendelkezik.
Tiz diterpén-alkaloid toxicitasat bdelloid kerekesférgeken vizsgdltuk. Szenbuzin A,
szenbuzin C, szeptentriodin és hetizinon esetében els6ként kozoltiink toxicitasi
adatok. A Spiraea chamaedryfolia alkaloid-tartalmat elséként irtuk le. A névénybdl
készilt frakcidk igéretes xantinoxidaz-gatld és antibakterialis aktivitast mutattak.

Az Ambrosia artemisiifolia-tartalmu termék in vivo szubakut toxicitasat
patkanyokon vizsgaltuk. Bar a vizsgalat soran lathatd klinikai elvaltozdsok nem
jelentkeztek, az agy- és a maj relativtomege, valamint a vérszérum paraméterei (AST
és ALT majenzimek, triglicerid, karbamid) szignifikans eltérést mutatott a kezelt
allatok esetében. igy a jogilag Uj élelmiszernek szamit6 parlagfi-tartalmud termék
toxikusnak bizonyult a patkanykisérletekben, ezért a hosszu tavd human fogyasztasa
nem biztonsagos.

Eredményeink rdmutatnak arra, hogy a modern fitokémiai és farmakoldgiai
vizsgalatok jelent&sen bdvithetik a hagyomanyos gydgyndvények alkalmazasaval
kapcsolatos tudast, és Uj utakat nyithatnak a gydgyszerkutatds szamara. A
toxikoldgiai vizsgdlatok a tradiciondlisan alkalmazott és a napjainkban
gyégynovénnyé valé novények biztonsagos alkalmazdsanak is nélkilézhetetlen

alapjai.
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