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1. BEVEZETES

A tobb mint 2000 fajt magaba foglalo boglarkafélék (Ranunculaceae) csaladjaba tartozd névényfajok
az altaluk bioszintetizalt specifikus vegyliletek révén valtozatos farmakoldgiai és élettani hatdsokkal
birnak, igy vilagszerte egyre ndvekvé tudomanyos érdekl6désre tartanak szamot. Az e csalad
legintenzivebben vizsgalt nemzetségeibe (sisakvirdg — Aconitum, szarkaldb — Delphinium és
Consolida) tartozd novényfajok az északi mérsékelt 6vben altaldanosan elterjedtek. Tapasztalati Gton
ismert, hogy e novények mérgezGek. Ezekbe a nemzetségekbe tartozé novényfajok erdsen toxikus
diterpénalkaloidokat (DA-k) halmoznak fel, amely vegyileteket komplex szerkezetik, érdekes kémiai
sajatsagaik és figyelemre mélto élettani hatasaik miatt megkiilonboztetett figyelem ovez.

A széleskorlen elterjedt A. napellus gyokerét és f6 alkaloidjat, az akonitint trigeminus neuralgia
kezelésére haszndltdk a XX. szazad els6 feléig. Kés6bb a sisakvirdgdrogok gydgyaszati felhaszndlasa
eltlint a nyugati orvoslasbdl, és ez 0Osszefliggott a diterpénalkaloidok igen szlik terapias
tartomanydnak felismerésével. A tavol-keleti tradiciondlis gydgydszati rendszerekben ugyanakkor
évszazadok ota és ma is alkalmazzak a sisakvirdgdrogokat fajdalomcsillapité és reumaellenes
szerekként. Szamos nyers és feldolgozott sisakvirdgdrog jelenleg is hivatalos tébb tavol-keleti orszag
nemzeti gyégyszerkdnyvében.

A feldolgozott sisakviragdrogok kémiai, farmakoldgiai és toxikoldgiai jellemzGi napjainkban
sincsenek teljesen feltarva. A tradiciondlis azsiai gyégydszati rendszerek vilagszint( elterjedésével és
a novényi gyégyszerek iranti novekvd kozérdeklGdéssel parhuzamosan, a sisakvirdgdrogokkal végzett
fitoanalitikai vizsgalatok egyre novekvé jelent&séggel birnak a novények biztonsdgos alkalmazasanak
megitélésében. A Hagyomanyos Kinai Orvoslas (HKO) és a modern, bizonyitékokon alapulé medicina
harmonizaciéjanak kovetkeztében a sisakvirag-készitmények jelent6sége a nyugati orszagok
gyogyaszatdban is novekszik. Az Aconitum drogok felvétele az Eurdpai Gyodgyszerkdnyv
gyogynovénycikkelyei kozé mar folyamatban van.

Napjainkban intenziven folyik a hagyomdnyos feldolgozasmddok alkaloidésszetételre gyakorolt
hatasanak vizsgdlata, valamint a drogok min&ségellendrzését szolgdlé analitikai mddszerek

kidolgozasa, illetve a diterpénalkaloidok farmakolégiai-toxikolégiai értékelése.



2. CELKITUZES

2001-ben HOHMANN és mtsai (Szegedi Tudomanyegyetem, Farmakognoziai Intézet) kutatasi
programot inditottak a Karpat-medencében Gshonos Aconitum fajok vizsgalatara. A program a fajok
mélyrehaté tanulmanyozdasat célozta, mivel a ritka és/vagy endemikus Aconitum fajok kémiai és
farmakoldgiai jellemzGi részlegesen vagy teljes mértékben feltdratlanok. Ehhez az atfogd kutatasi
tevékenységhez csatlakozva munkam célkitlizései a kovetkezék voltak:

1. aditerpénalkaloidok témateriletén megjelent Uj kutatdsi eredmények attekintése;

2. az A. anthora és az A. moldavicum alkaloidjainak fitokémiai vizsgalata, diterpénalkaloidjaik
preparativ kromatografiai moddszerekkel torténé izolaldsa annak érdekében, hogy a
Ranunculaceae csaldd e fajainak kémiai jellemzGirdl informaciét kapjunk;

3. az izolalt vegyiletek szerkezetének felderitése NMR és HRMS technikdk alkalmazdasdaval, az
izolalt Uj vegylletek spektrdlis adatainak meghatarozasa, illetve a mdr ismert vegylletek
hidanyos NMR adatainak kiegészitése;

4. egy akonitinbdl kiindulé lipoalkaloid sorozat félszintetikus el&allitasa és kromatografias
tisztitasa;

5. egylttm(ikodések keretében a lipoalkaloidok gyulladascsokkent6 aktivitdsanak, valamint a
kordbban és e doktori munka soran Ujonnan izolalt diterpénalkaloidok hERG és Na,1.2
ioncsatorna-gatlé aktivitdsanak értékelése;

6. a toxikus diészter diterpénalkaloid-tartalom mennyiségi meghatarozdsa autentikus és

feldolgozott A. carmichaelii és A. kusnezoffii mintdkban.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Az A. anthora hajtasa és gyokere a viragzasi id6szak soran 2002 szeptemberében a Flizéri Varhegyen
és a Tar-kénél (Eszaki-kozéphegység), mig az A. moldavicum fold alatti része 2006 oktdberében Eger
kozelében keriilt begydjtésre.

A diterpénalkaloidok izolaldsdhoz tobbféle kromatografidss maddszert (légkdri nyomasu
oszlopkromatografia (CC), centrifugalis rétegkromatografia (CPC), gélkromatografia (GFC), preparativ
rétegkromatografia (PLC), vékonyréteg-kromatografia (TLC), és vakuum-folyadékkromatografia (VLC))
alkalmaztunk. A kromatografids frakciondlast Al,O; rétegeken végzett TLC-vel kovettik, és tomény
kénsavas permetezést kovet6 hevitéssel vagy Dragendorff-reagenssel detektaltuk.

A vegylletek szerkezet-meghatarozasat HRESIMS, 1D és 2D NMR spektroszkdpids vizsgalatok
(*H-H COSY, NOESY, HSQC és HMBC) segitségével végeztiik el.

A lipoalkaloidok félszintetikus elGallitasat atészterezéssel végeztilk, amely soran a

reakcidelegyeket olajfirdén hevitettik vakuum (10 mbar) alatt 3 h keresztil. Az egyes reakcidkban



akonitint észtereztink laurin-, mirisztin-, sztearin-, palmitolein-, olaj-, a- és y-linolén-, eikozan-, 11Z-
eikozén-, 11Z,14Z-eikozadién, 82,117Z,14Z-eikozatrién-, eikozapentaénsavval, és dokozahexaénsavval.
Az el6allitott lipoalkaloidokat tobblépéses kromatografiai eljarassal tisztitottuk. Az ilyen médon nyert
lipoalkaloidok in vitro gyulladascsokkenté aktivitasat a COX-1 és COX-2 enzimek, valamint a LTB,-
képz6désének gdatldsan alapuld teszteken értékeltiik. A COX-1 esetén indometacint (ICso 0,9 uM), a
COX-2 esetén NSB-398-at (ICs5p 2,6 uM), illetve a LTB4-képzGdésgatlas esetén zileutont (ICso 5,0 uM)
alkalmaztunk pozitiv kontrollként.

A hERG és a Na,1.2 ioncsatorna-gatlasi vizsgalatokat az A. anthora és A. moldavicum fitokémiai
feldolgozasaval nyert, félszintézissel el&allitott illetve a Farmakogndziai Intézetben kordbban mas
Ranunculaceae fajokbdl izoldlt vegyiiletekkel végeztiik. A hERG vizsgdlatban haloperidolt haszndltunk
pozitiv kontrollként. A diterpénalkaloidok hERG és a Na,1.2 ioncsatorndkra kifejtett hatdsat a patch
clamp technika automatikus whole-cell elrendezésében a QPatch-16 rendszer és a hERG kalium és a
Na,1.2 natrium ioncsatornakat stabilan expresszaldo CHO sejtek hasznalataval vizsgaltuk.

Aconitum mintak toxikus alkaloidtartalmanak meghatdrozasahoz titralast és HPLC mennyiségi
meghatdrozast végeztink. A vizsgalatokhoz kilonb6z6 forrasokbdl szarmazoé feldolgozott Radix
aconiti mintdkat szereztlink be: 3 minta Zhicaowu — Aconiti kusnezoffi praeparata; 2 minta
Zhichuanwu (Shanxi) — Aconiti praeparata (radix); 2 minta Aconiti carmichaelii radix
praeparata/Aconiti radix praeparata; 5 minta Aconiti radix praeparata/Aconiti radix lateralis
praeparata egy sanghaji piacrdl; 4 minta egy németorszagi piacrél. A fel nem dolgozott A.
carmichaelii gyokeret (egy minta) egy Kinaban taldlhatd gydgyszertarbdl szereztiik be.

A HPLC vizsgdlatok sordn a sisakviraggyokér-drogok kivonataiban a mezakonitin, akonitin és
hipakonitin jelcsticsait az autentikus vegylletekb8l készitett referenciaoldatok HPLC-DAD
kromatogramjaival 6sszehasonlitva azonositottuk. Az alkaloidtartalmat a mezakonitin, akonitin és
hipakonitin gorbe alatti teriletei (AUC) 6sszegébdl szamitottuk ki az akonitinnel felvett kalibracios
egyenes alapjan. Az alkaloidtitrdlast a mérési eredmények 06sszehasonlitdsahoz a Német

Homeopatias Gyodgyszerkonyvben az A. napellus drogra el8irt modszer alapjan végeztiik el.



4. A7 ERTEKEZES FGBB EREDMENYEI ES ERTEKELESUK

Alkaloidok izoldldsa az A. anthorabdl

Az A. anthora esetén az alkaloidizoldlas folyadék-
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1. abra: Alkaloidok izolalasa az A. anthordbdl

eredményeként 3 alkaloidot izoladltunk tiszta

formaban (ANT-1-3).

Alkaloidok izoldldsa az A. moldavicumbdl

Az A. moldavicum esetén az alkaloidok izolalasat semleges kdzegben végeztiik (2. dbra), ugyanis a
gyokér nem tartalmazott klorofillt, igy annak eltavolitdsa nem igényelt faziscserés tisztitast. Tovabbi
szempont volt, hogy semleges kézegben a vegyliletek savas vagy lugos hidrolizisének kockdazata
minimalisra  csokkenthetd.  Els6ként  Al,O;  dll6fazison  végeztiink  légkdéri  nyomason
oszlopkromatografidas elvalasztast a polifenolos vegylletek eltavolitasara. Az ezt kovetd
finomelvalasztasi |épésekkel (ezek kozott CC, VLC, GFC, PLC és CPC) Al,0; és Sephadex® LH-20
allofazisokon kilénb6z6 olddszerrendszerek alkalmazdsaval jutottunk a 8 tiszta formaban izolalt

alkaloidhoz (AMO-1-8).
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2. abra: Alkaloidok izolalasa az A. moldavicumbdl

Az izoldlt vegyiiletek szerkezetének felderitése

Az A. anthordbdl 1 hetizdn tipusi Cyo [hetizinon (3, ANT-3)] és 2 akonitdn tipusd Cyg
diterpénalkaloidot [izotalatizidin (1, ANT-1) és 10-hidroxi-8-O-metiltalatizamin (2, ANT-2)]
azonositottunk. Meghatdroztuk az Uj vegyililet, a 10-hidroxi-8-O-metiltalatizamin (2, ANT-2)
szerkezetét és relativ konfiguraciojat. Az izotalatizidinre (1, ANT-1) az irodalomban kézolt *H és °C
NMR asszigndcidt pedig korrigdltuk illetve kiegészitettiik. A hetizinont (3, ANT-3) az altalunk mért és

kordbban kozolt NMR adatok egyezése alapjan azonositottuk.

Az A. moldavicumbdl 8 akonitan tipusu Cy9 diterpénalkaloidot [delkozin (4, AMO-1), ajacin (5,
AMO-2), likoktonin (6, AMO-3), szwatinin (7, AMO-4), gigaktonin (8, AMO-5), kammakonin (9, AMO-
6), kolumbianin (10, AMO-7)], és 1-O-dezmetilszwatinin (11, AMO-8)] azonositottunk.
Meghataroztuk az Uj vegyllet, a 1-O-dezmetilszwatinin (11, AMO-8) szerkezetét és relativ
konfiguracidjat. Elvégeztik az ajacin (5, AMO-2) és a szwatinin (7, AMO-4) telies ‘*H NMR
jelhozzarendelését is. Valamennyi tovabbi alkaloidot, azaz a delkozint (4, AMO-1), likoktonint (6,
AMO-3) gigaktonint (8, AMO-5), kammakonint (9, AMO-6), és a kolumbianint (10, AMO-7) az

altalunk mért és korabban kozolt NMR adatok 6sszehasonlitasaval azonositottuk.

Az A. anthoradbdl izolalt alkaloidok
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Lipoalkaloidok félszintézise és gyulladdsellenes aktivitdsuk vizsgdlata

A feldolgozott sisakviraggyokér-drogokat széles korben alkalmazzak a keleti gydgyaszati
rendszerekben, kilonosképp a HKO-ban, mint fajdalomcsillapité és reumaellenes szereket. Noha a fel
nem dolgozott gyokérdrogokban talalhaté diterpénalkaloidokrdl ismert, hogy széleskor(
farmakoldgiai hatdssal (pl. antinociceptiv és gyulladascsokkentS) rendelkeznek, figyelemre mélto,
hogy a lipoalkaloidok mind a nyers, mind a feldolgozott sisakviragdrogokra jellemz6 vegyiletek.
Mennyiségiik a feldolgozas sordn jelent6s mértékben megndvekszik. Az akonitin tipusu alkaloidok (pl.
akonitin, hipakonitin, mezakonitin) erésen toxikusak, szemben a lipoalkaloidokkal, amelyeket kisebb
mértékl toxicitds jellemez, koszonhet6en a molekuldikban a C-8-as helyzetben jelen levé hosszu
szénlancu zsirsavésztereknek. Az utdbbi évtizedben e vegyiiletek és a feldolgozott sisakviragdrogok
analitikajaval szamos kutatds foglalkozott, de terdpids felhaszndlasukkal kapcsolatos részletes
farmakoldgiai vizsgalatokat nem végeztek.

A nyers sisakvirdgdrogok feldolgozdsa (altaldban f6zés) csdkkenti a toxikus alkaloidok
mennyiségét és noveli a lipoalkaloidok koncentracidjat. Ebbél kovetkez6en a toxikus alkaloidok
kevéssé jatszanak szerepet a terdpias hatasban, a lipoalkaloidok viszont valdsziniileg igen. A tény,
hogy a hosszU szénlancu zsirsavak oly mdédon képesek csokkenteni a diészter diterpénalkaloidok
toxicitasat, hogy kozben az egyébirant kivanatos antinociceptiv és gyulladascsdokkentd aktivitasok
megmaradnak, igen nagy jelentéséggel bir. Ugyanakkor az egyes vegyiletek farmakoldgiai
vizsgdlatara ezidaig még nem kerilt sor, mivel igen kozeli szerkezeti hasonlésaguk miatt ezeket az
alkaloidokat még nem sikerilt tiszta formaban el&allitani.

Vizsgalatainkban egy 13 tagu, akonitinbdl félszintézissel elGallitott lipoalkaloid vegyilet-sorozat
(12-24) in vitro gyulladascsokkentd hatdsat tanulmanyoztuk, hogy informacidkat nyerhessiink a
lipoalkaloidok farmakolégiai hatdsardl és az észterezé zsirsav természetére vonatkozd bizonyos

szerkezet-hatas Osszefliggéseket elemezziik.
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3. abra: Egyes lipoalkaloidok gyulladascsokkent6 aktivitasa



Az elGallitott vegyliletek COX-1, COX-2 gatlasi és LTB,-képz&dés gatlasi aktivitasait in vitro modszerrel
vizsgaltuk (3. abra). A COX-1 vizsgdlatban csak a C,, vagy a C, tipusu zsirsavval szubsztitualt
vegylletek (19-24) mutattak mérsékelt aktivitdst, mig valamennyi tovabbi lipoalkaloid (12-18)
inaktivnak bizonyult, fliggetlenil az észterezé zsirsav telitetlenségének mértékétdl, illetve
szénlancanak hosszatél. A COX-2 enzim gatldsan alapuld vizsgdlatban az észterez6 zsirsavlanc
telitetlenségének mértéke és az enzimgatlasi aktivitas kozott észlelhetd Osszefliggés; mig az 5-LOX
enzim gatlasan alapuld vizsgalatban bizonyos mérték(i 6sszefliggést lehetett észrevenni a zsirsavlanc

hossza és az LTB,-képzG6dés gatlasi aktivitasanak mértéke kozott.

Diterpénalkaloidok ioncsatornagadtlé aktivitasainak vizsgdlata

A diterpénalkaloidok markdns sziv-érrendszeri hatasdnak felderitésében alapvets jelentéségl a
klénb6z6 ioncsatornakon kifejtett aktivitasaik vizsgdlata. A kardiovaszkularis hatdsok hatterében
lévé mechanizmusok jobb megismerését célozva kooperaciok keretében egy diterpénalkaloid-sorozat
hERG és Na,1.2 ioncsatorna-gatld aktivitasat tanulmanyoztuk. A sorozat vegyiletei a kdvetkezék
voltak: akonitin, 14-benzoil-akonin-8-O-palmitat, piroakonitin; akotoxicin, akonozin, dolakonin,
delektinin, neolinin, neolin, akotoxinin, szongoramin, szongorin, akovulparin és szeptentriodin,
delkozin, gigaktonin, takaézamin, 14-dezacetil-18-dezmetilpubeszcenin, izotalatizidin (1, ANT-1), 10-
hidroxi-8-O-metiltalatizamin (2, ANT-2), hetizinon (3, ANT-3), ajacin (5, AMO-2), likoktonin (6, AMO-
3) és szwatinin (7, AMO-4).

Bar az akonitumtartalmu készitmények kardiovaszkularis és neuroldgiai hatasainak tébbségére,
valamint a mérgezések jelent8s részére magyardzatot nyudjt a Na'-csatorndk aktivaldsa, a K'-
csatorndk szerepét a diterpénalkaloidok farmakolégiai hatdsaiban nem vizsgdltak szisztematikusan. A
hERG (human ether-a-go-go-related gene) a sziv azon fesziiltségfiiggd K'-csatornajat (Kv11.1) kédolja,
amely a f6 repolarizacids aramot (IKr) biztositja a kardidlis akcios potencial 3. fazisaban. A legtdbb
olyan gyodgyszer, amely az EKG QT szakaszat noveli, terapias dozisokban is kifejt IKr-gatlast a
hatasspektruma részeként. A QT intervallum megnyuldasa ritka esetekben a ,torsade de pointes”-nak
(TdP) nevezett polimorf kamrai ritmuszavart és hirtelen szivhalalt okozhat. A diterpénalkaloidok kozil
csupan az akonitin hERG-csatorna gatlé hatdsardl alinak rendelkezésre adatok.

Eredményeink arra utalnak, hogy szerkezetileg egymadstél jelentésen kilonb6zd
diterpénalkaloidok is gatolhatjdk a hERG-csatornat, és ennek kovetkeztében a QT intervallum
megnyujtasaval hatast gyakorolhatnak a kardidlis akcids potencidl repolarizaciéjara és novelhetik a
potencidlisan végzetes kamrai aritmiak kockazatat. A legmagasabb hERG gatlast a norditerpén
diészter tipusu akonitin és a 14-BzA-8-O-palmitat esetén figyeltik meg, amelyek 44,9, illetve 39,6%-
os gatldhatast fejtettek ki. A monoészter vegyiletek, mint a szeptentriodin, az ajacin (5, AMO-2),

akotoxinin és dolakonin csak mérsékelt K'-csatorna gatlast mutatott (20,9, 13,0, 6,5, és 8,3%).



Eredményeink azt jelzik, hogy a K'-csatorna gétldsi aktivitds fontos szerkezeti feltétele a két
észtercsoporttal torténd szubsztitucid. Ugyanakkor nem jelenthet6 ki, hogy egy arilészter-csoport
jelenléte sziikséges a hERG aktivitdshoz, mivel az ajacin (5, AMO-2) és az akotoxinin az aromas
észterszubsztituenseik jelenléte ellenére is csak mérsékelt hatdsu volt. Az észtercsoportot nem
tartalmazd akonitdnvazas vegyiiletek kozil a gigaktonin és a neolinin fejtett ki hatarozott hERG
gatlast (38,0 és 35,8%). Az akonitin toxikus plazmakoncentracidja 30 — 1000-szer alacsonyabb, mint a
hERG csatorndkon mért ICs, értéke, és sulyos kardidlis mellékhatasait altaldnossdgban a Na'-
csatornak moduldcidjaval magyarazzak. Ugyanakkor a hERG aktiv alkaloidok egy része esetén a
toxikus és a hERG-csatornakon kifejtett hatashoz szlikséges koncentracié kilénbsége elég kicsi ahhoz,
hogy a sisakvirdgdrogok terapids alkalmazdsa soran kialakulé hERG hatdsuk jelentse igazi veszélyiiket.
Eredményeink felhividk a figyelmet arra, hogy kismértékl szerkezeti eltérés szamottevs
hatékonysagkllonbséget okozhat; valamint jelzik, hogy a sisakviragdrogok biztonsdgossaganak
értékelése soran a bennik megtalalhaté diterpénalkaloidok hERG-csatornakra kifejtett hatasait is
figyelembe kell venni.

A kilénb6z6 terdpids javallatokra jelenleg alkalmazott, Na'-csatorndkon hatd
gyogyszervegylletek alacsony Na,l.x csatornaaltipus szelektivitdsa klinikai szempontbdl hatranyos
tulajdonsag, rdadasul a terdpidsan alkalmazott vegyiiletek esetén is csak minimélis mérték( hERG K-
csatorna gatldsi aktivitds elfogadhatd.

A vizsgdlt alkaloidok szerkezeti sajatsagai és Na,1.2 gatlasi aktivitasa kozotti kapcsolat
szempontjabdl lényegesnek tlnik, hogy egyidejlileg kell jelen lennie a molekuldban egy
metoxicsoportnak a C-1-es helyzetben, egy oxigéntartalmu szubsztituensnek a C-8-as helyzetben,
valamint egy (szubsztitualt) aroilcsoportnak a C-14-es vagy a C-18-as pozicidban, és a molekulaban
legalabb 4 oxigéntartalmu szubsztituens jelenléte is szlikséges. E feltételek valamennyi jelent6s
[piroakonitin, ajacin (5, AMO-2), delektinin, szeptentriodin] és kézepes mérték(i [likoktonin (6, AMO-
3), akotoxicin, akovulparin, akonitin] gatlasi aktivitast mutaté vegyllet esetén teljeslilnek. Ha a C-1-es
helyzetben metoxicsoport helyett hidroxilcsoport van, a gatlasi aktivitds csokken, ahogyan az a
delektinin (42% gatlas) és a takadzamin (3% gatlas) esetén is lathatd. Az egyetlen, mindamellett
nagyon érdekes aktivitds a szwatinin (10%-os gatlds) esetén volt megfigyelhets, amely vegyiilet
ugyan rendelkezik egy metoxicsoporttal a C-l-es pozicidban, de C-10-es helyzetben egy
hidroxicsoportot is tartalmaz. Enélkil a molekula oxigéntartalmu szubsztituensei megegyeznek az
akovulparinéval (30%-os gatlds; az egyetlen tovabbi szerkezeti kiilonbség a N atomon talalhatd). A
viszonylag nagy aktivitasbeli kilénbség rdmutat a C-10-es helyzet(i hidroxilcsoport jelentGségére, és
feltételezhet6, hogy ez az oxigénfunkcid térbeli gatldst okozhat a csatornareceptorral vald
kapcsolddasnal. Ugyanakkor az sem zarhatd ki, hogy, a N atom szubsztiticidjanak kilonbsége is

jelentGséggel bir. Az aroilcsoport helyzetének a gdtlasi aktivitdsra gyakorolt hatdsat az akotoxinin



példaja szemlélteti, amely inaktivnak bizonyult annak ellenére, hogy a molekuldban talalhaté egy
aroilcsoport, de annak helyzete C-8, nem pedig a C-14 vagy C-18 szénatomokhoz kapcsolddik.
Megallapitdsainkkal 6sszhangban vannak annak a 12 diterpénalkaloiddal végzett QSAR vizsgalatnak
az eredményei, amely szerint a C-4 vagy C-14 helyzetl aroil/aroiloxi csoport az analgetikus hatas
legfGbb determinansa. A C-14-es helyzetben aroil- vagy aroiloxi-csoporttal rendelkezé vegyiiletek
patkdnyokon ecetsavval indukalt fdjdalomtesztben megkozelit6leg 30-szor nagyobb mértéki
analgetikus potencialt mutattak, mint a C-4-es helyzetben aroiloxi-csoporttal rendelkezé alkaloidok.
Korabban azt is igazoltdk, hogy a Na*-csatorndk 2-es neurotoxin receptorhelyéhez alacsony affinitast
mutatd alkaloidokndl hidnyzik az antinociceptiv hatas. A vizsgalatba vont hdrom, Cy-as tipusu
diterpénalkaloid tekintetében csak egy (hetizinon (3, ANT-3)) mutatott kozepes mértékd aktivitast,
ennek kovetkeztében e vegyiiletek szerkezet-hatas Osszefliggéseire vonatkozd kovetkeztetések
levondsara nem nyilt lehet6ség. Figyelemre mélté azonban, hogy a szongorin gyakorlatilag inaktiv
volt. Kiemelend6 tovabbda, hogy a legaktivabb vegylletek kozott csak egy, a delektinin, nem
észterezett (noha igy is eleget tesz valamennyi fentebb vazolt szerkezeti feltételnek), valamint, hogy
mindkét diészter tipusu vegyililet (14-BzA-8-O-palmitat és akonitin) csupdn kozepes mértékl
aktivitast mutatott a vizsgalt specifikus csatornaaltipuson.

Figyelembe véve a fenti eredményeket, megfigyelhetd, hogy egyes vegylletek (14-BzA-8-O-
palmitdt, akonitin és gigaktonin) jelentds aktivitast mutattak mindkét farmakoldgiai tesztben, igy az
igéretes Na,1.2 gatlasi aktivitasuk ellenére is potenciadlisan veszélyesnek tekintend6k a hERG
aktivitasuk révén okozott nemkivanatos kardiovaszkularis hatasaik miatt. A Na,1.2 csatornan aktiv
alkaloidok koziil azok tartoznak a perspektivikus szelektiv Na,1.2 csatornagdtld modellvegyiiletek

kdzé, amelyek kismértékl hERG aktivitast fejtettek ki [pl. az ajacin (5, AMO-2) és a delektinin].

A HKO-ban haszndlatos feldolgozott sisakviragdrogok diterpénalkaloid-tartalmdnak vizsgdlata

A tavol-keleti hagyomanyos gyogydszati rendszerekben a sisakviragdrogokat tradicionalis feldolgozasi
modszerekkel készitik el6 a terdpids alkalmazas el6tt. A nyers Aconitum gyokér gondos feldolgozasa
eredményeként csdkken a drogok toxicitasa. A gydgyszerkdnyvek minGségellenérzési kovetelményei
azonban nem minden esetben elégségesek a biztonsdgossdg garantaldsara. A Radix aconiti és a Radix
aconiti kusnezoffii esetén a diterpénalkaloid-tartalmat nem korlatozza a Kinai Gyogyszerkonyy, illetve
az abban megfogalmazott figyelmeztetés (,6vatossag sziikséges a per os alkalmazott fel nem
dolgozott gyokérrel”) nem 4ll ardanyban a toxicitas veszélyével. A Radix aconiti praeparata és a Radix
aconiti kusnezoffii praeparata cikkelyeiben egy kolorimetrids vizsgalatot ir el6 a Kinai Gyégyszerkdnyv
a diészter diterpénalkaloidok (ezek koncentracidja nem lehet >0,15%), és egy titrimetrids vizsgalatot

az 6sszalkaloidtartalom meghatarozasara (az elGirt mennyiség nem haladhatja meg az akonitinben
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szamitott 0,20%-ot). E két drog jellemz6 adagja 1,5-3 g naponta, amely akar 4,5 mg diészter
diterpénalkaloidot is tartalmazhat. Mi tébb, a 3-15 g dézisU Radix aconiti lateralis praeparata esetén
csak rétegkromatografias akonitinkimutatdst ir el6 a Kinai Gydgyszerkonyv. Tébb homeopatias
gyogyszerkdnyvben (igy a referencidnak tekintett a Német Homeopdtids Gydgyszerkdnyvben is)
megtalalhaté az A. napellus cikkelye, és e drog mindsitésére jellemz6en az Gsszalkaloidtartalom
titrimetrids meghatdrozasat végzik. Mivel a titrimetrids meghatdrozas nem szolgaltat kozvetlen
informacidt a toxikus diészter diterpénalkaloid-tartalomra vonatkozdan (és figyelemmel arra is, hogy
az akonitin letalis ddzisa 3-6 mg), jéval megbizhatobb maddszerekre van szikség a feldolgozott
novényi nyersanyag minéségének ellenGrzéséhez. Munkank célja ezért egy gyors és egyszer(, a
sisakvirag-gyokérdrogok mindségellenérzéséhez a korabban kozolt mddszerekkel Gsszevethets és
megbizhatébb HPLC mddszer kifejlesztése volt; tovabba célul tliztik ki az alkaloidok titrdlasos és
HPLC mddszerekkel torténé meghatarozasanak 6sszehasonlitasat is.

Az analitikai vizsgalathoz az daltalunk fejlesztett HPLC mddszert és minta-elGkészitést
alkalmaztuk a gydgyszerkonyvi titrimetrids mérések mellett. E HPLC mddszer az A. carmichaelii és
A. kusnezoffii legfontosabb toxikus alkaloidjainak mennyiségi meghatarozasara kinal gyors és
megbizhaté lehet&séget. A kereskedelmi mintak tobbségében a toxikus alkaloidok nem, vagy csak
nyomnyi mennyiségben voltak kimutathatdk az alkalmazott HPLC mddszerrel. Ugyanakkor négy
mintdban a toxikus alkaloidok szintje a 0,04%-os hatarérték folott volt, igazolva a mérési médszer
relevanciajat a termékbiztonsag biztositasaban. A HPLC-vel kimutatdsi hatar alatti mezakonitin-,
akonitin- és hipakonitin-tartalmuinak taldlt mintdk a titrdlasos meghatarozas szerint 0,2%-ig terjedd
alkaloidtartalmat mutattak. A HPLC-mddszer és a széles korben alkalmazott titrimetria
Osszehasonlitasa rdmutat arra, hogy az alkaloidtitralds a mintak toxikus diészter diterpénalkaloid-
tartalmanak téves értékeléséhez vezethet és megerGsiti, hogy a sisakvirdgdrogoknak az eurdpai

orvoslasba torténd integraldsa sziikségessé teszi relevans és validalt mddszerek alkalmazasat.
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5. OSSZEFOGLALAS

Uj tudomanyos eredmények— 6sszegzés:

1.

Az A. anthora és az A. moldavicum fitokémiai vizsgalatdanak eredményeként 2 Gj [10-hidroxi-8-0O-
metiltalatizamin (2, ANT-2) és 1-O-dezmetilszwatinin (11, AMO-8)], valamint 9 mar ismert
[hetizinon (3, ANT-3), izotalatizidin (1, ANT-1), delkozin (4, AMO-1), ajacin (5, AMO-2), likoktonin
(6, AMO-3), szwatinin (7, AMO-4), gigaktonin (8, AMO-5), kammakonin (9, AMO-6) és
kolumbianin (10, AMO-7)] diterpénalkaloidot izolaltunk, amelyeket —egy kivétellel — e fajokbdl
els6ként mutattuk ki; az A. moldavicumot elséként vizsgdltuk kémiailag;

Kiterjedt 1D és 2D NMR vizsgalatokkal valamennyi izoldlt vegyilet esetén teljes 'H és **C
jelhozzarendelést végeztiink; a mar ismert vegyililetek esetén a korabban kozolt adatokat
javitottuk vagy kiegészitettiik;

Akonitinb6l kiindulva 13 lipoalkaloidot dllitottunk el6 félszintetikus dton és ezeket
kromatografidsan tisztitottuk egy altalunk fejlesztett metodika szerint;

A félszintetikusan el6allitott lipoalkaloidok gyulladascsokkent6 hatasat mértik a COX-1 és COX-2
enzimek, illetve a LTB4-képzGdés gatlasan alapulé tesztekkel; els6ként vizsgaltuk ezen vegyiletek
szerkezet-hatas osszefliggéseit;

Elvégeztilk egy diterpénalkaloid sorozat hERG és Na,l1l.2 ioncsatornan kifejtett hatdsanak
vizsgdlatat, amely alapjan bizonyos, a vizsgalt diterpénalkaloidok altal e csatornakon kifejtett
hatdsokra vonatkozé szerkezet-hatds 0sszefliggéseket allapitottunk meg;

Farmakoldgiai vizsgalataink eredményeként a szelektiv Na,1.2 csatornaaltipus-gatld, de minimalis
hERG aktivitast mutatdé ajacint (AMO-2) és a delektinint mint tovdbbi farmakolégiai kutatdsok
lehetséges vezérmolekulait azonositottuk.

16 autentikus és feldolgozott Radix aconiti minta diterpénalkaloid-tartalmat egy altalunk
fejlesztett HPLC modszer segitségével hatdroztuk meg, amely mintak koéziil 4, potencidlisan
toxikus kereskedelmi tételt azonositottunk; a HPLC-vel mért értékek és a széles korben
alkalmazott titrimetrids meghatarozassal kapott értékek 6sszehasonlitdsa rdmutatott arra, hogy
pontossag és terapias szempontl relevancia szempontjabdl az Aconitum drogok vizsgalatara

HPLC eljaras a legalkalmasabb.
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K6szonetnyilvanitas

Ezaton szeretném hdlamat kifejezni témavezet6mnek, Dr. Hohmann Judit professzornak, amiért
bevezetett a diterpénalkaloidok és a fitokémiai kutatas vildgaba. Munkam szakmai irdnyitasaért, az
altala mutatott folyamatos tdmogatasért és segitségért megkilonboztetett kdszonet illeti.

Mély haldmat és leglszintébb kdszonetemet szeretném kifejezni tarstémavezetémnek, Dr. Csupor
Dezsé egyetemi adjunktusnak sosem sz(in§ biztatdsdért, melegszivii és megszamldlhatatlan jo
tanacsaiért, valamint azért a felém tanusitott mélységes emberségéért, amellyel nem csupdn

inspiralt, de kitartdsomat is sokszor megerd@sitette a szélséséges nehézségek idején.

Kdszonetemet szeretném kifejezni a Farmakogndziai Intézet kordbbi és jelenlegi igazgatdinak, Dr.
Mathé Imre és Dr. Hohmann Judit professzoroknak, hogy az Intézet berendezéseinek és eszkdzeinek
rendelkezésemre bocsatdsdval lehetGséget biztositott, hogy kisérletes kutatdomunkam

elvégezhessem.

Kilon koszonet illeti Dr. Molndr V. Attila egyetemi docenst (Debreceni Egyetem, NoOvénytani

Tanszék) a ndvényi nyersanyag azonositasaért és begy(ijtéséért.

Megkilonboztetett koszonet illeti szerz6tarsaimat, Dr. Forgo Pétert az NMR mérések elvégzéséért,
Ute Widowitzot, Barbara Heydelt és Dr. Rudolf Bauer professzort (Karl-Franzenz University, Graz,
Ausztria) a gyulladascsokkent6 tesztek és a titrimetridas mérések elvégzéséért, Dr. Fodor Ldszlot
(Richter Gedeon Nyrt.) a Na,<1.2 és hERG tesztek, valamint Berkecz Robertet (Szegedi

Tudomanyegyetem, Orvosi Vegytani Intézet) a tomegspektrometrids mérések elvégzéséért.

Halasan készénom a Farmakogndziai Intézet munkatarsainak, kiilonésen is Haddrné Berta Erzsébet
laboratdriumi asszisztensnek, Dr. Vasas Andrea és Dr. Rédei Dora egyetemi adjunktusoknak, és Dr.
Veres Katalin tudomanyos munkatarsnak a kisérletes munkdm elvégzéséhez nyujtott Gnzetlen

segitségiket.
Végiil, de nem utolsésorban halds kdszénetem szeretném kifejezni szeretett Edesanydm, csaldadom és

barataim felé minden t6lik kapott segitségért, tamogatdsért, batoritasért és szeretetért, amelyek

nélkiil nem tudtam volna ezt a munkat elvégezni.
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Tarsszerzoi nyilatkozat

Kijelentem, hogy az alabbi koézleményben publikalt Aconitum anthora
novénykémiai vizsgalatara vonatkozo publikacio esetében az izoldlasi munka teljes egészében
Boresa Botond Lajos munkdja alapjan késziilt és hozzajarulok, hogy az emlitett részeket
Ph.D. értekezéséhez felhasznalja.

Peter Forgo, Botond Boresa. Dezs6 Csupor, Laszlo Fodor, Robert Berkecz, Attila V.

Molnar, Judit Hohmann
Diterpene alkaloids from Aconitum anthora and assessment of the hERG-inhibiting

ability of Aconitum alkaloids
Planta Medica, 2011, DOI: DOI: 10.1055/s-0030-1250362

Szeged. 20011. februar. 28.

Tovep s

Dr. Forgo Péter
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Tarsszerzoi nyilatkozat

Kijelentem, hogy az aldbbi kozleményben publikalt Gsszehasonlito analitikai
novénykémiai vizsgalathoz Borcsa Botond Lajos altal végzett munka alapjan hozzajarulok,
hogy az emlitett kézlemény eredményeit Ph.D. értekezéséhez felhasznalja.

Csupor D, Boresa B. Heydel B. Hohmann J. Zupkd 1. Ma Y. Widowitz U. Bauer R
Comparison of a specific HPLC determination of toxic aconite alkaloids in processed
Radix aconiti with a titration method of total alkaloids

Pharm Biol 2011; 49:1097-1101

Szeged. 2013. augusztus. 28.

Dr. Csupor Dezso
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