Szegedi Tudomanyegyetem
Gydgyszertudomanyok Doktori Iskola
Farmakogndzia PhD program

Farmakogndziai Intézet
Témavezetdk:
Prof. Dr. Hohmann Judit
Dr. Csupor Dezsé

Egy, a boliviai Amazdniaban végzett etnofarmakoldgiai
felmérés, és kozponti idegrendszerre haté N-alkilamidok és
ligndanok azonositdsa Lepidium meyenii és Heliopsis
helianthoides var. scabra novényfajokbdl

Doktori értekezés tézisei

Hajdu Zsanett

Szigorlati bizottsag:
Elnok: Prof. Dr. Mathé Imre
Tagok: Dr. Kéry Agnes, Dr. Papp Néra

Biralé Bizottsag:

Elnok: Prof. Dr. Révész Piroska
Opponensek: Dr. Gaspar Rébert, Dr. Vasas Gabor
Titkar: Dr. Szakonyi Zsolt
Tag: Dr. Mihalik Erzsébet

Szeged
2014



BEVEZETES
Porvenir egy boliviai indidn koz6sség a Bajo Paragua Indidan Terileten, ahol

csikitdnd meszticek és guarasug’'we indianok élnek. Ez a terilet kivald terepet
nyujtott etnofarmakoldgiai terepmunka végzéséhez, mivel korabban itt nem
végeztek ez iranyu felméréseket.

Szamos, kozponti idegrendszeri betegségek gydgyitasara tradicionalisan hasznalt
dél-amerikai névényfaj ismert, amelyek jelentds célteriiletei az idegtudomanyi
kutatasoknak. Doktori munkam céljaul Porvenir telepiilés idegrendszerre hatd
novényeinek értékelését, valamint két hagyomanyosan alkalmazott novényfaj
(Lepidium meyenii és Heliopsis helianthoides var. scabra) potencidlisan
idegrendszerre haté vegylleteinek izoldldsat és azok farmakoldgiai vizsgalatat
vélasztottuk.

A L. meyenii (maca, magyar nevén perui zsazsa, Brassicaceae) hipokotiljat
z6ldségként fogyasztjak, és kiilonbdz6 egyéb felhaszndldsai k6zott a termékenység
fokozasa a legnépszer(ibb a perui és boliviai magasfoldon. A macara tipikusan
jellemz& metabolitok az N-alkilamid makamidok. A Heliopsis nemzetség
(Asteraceae) néhdny faja az észak-amerikai tradicionalis orvoslasbdl ismert. A
nemzetséget a macdéhoz hasonlé alkilamidok, illetve lignanok jellemzik, fajai kozil
a H. helianthoides var. scabrdt eddig nem vizsgaltdk részletesen. A novényi
alkilamidok és az endokannabinoid rendszer kapcsolatanak felfedezésével ezek a
vegylletek a gydgyszerfejlesztés jelent6s vezérmolekuldiva valtak napjainkban.
Egyes lignanok attétképzést gatld potencialja ezeket az anyagokat a rakkutatas
szamara teszi igéretessé.

Vizsgalataink a L. meyenii és H. helianthoides var. scabra alkilamidjainak és
ligndnjainak a fitokémiai analizisét, valamint az izoldlt vegylletek endogén
kannabinoid rendszerre és daganatok agyi attétképzésére kifejtett farmakologiai

aktivitasat céloztak.



A népi gydgydszati ismereteket az élelmiszeripar is alkalmazza. Bizonyos dél-
amerikai novények, mint pl. a maca Eurdpaban is forgalomban vannak, viszont
felhasznalasuk részben eltér a tradicionalis mddtdl. Ez az eltérés arra a
kovetkeztetésre enged jutni, hogy egyes termékek minésége nem feltétlenil felel
meg az elvardsoknak, igy munkam célja volt maca tartalmu étrend-kiegészitd

készitmények analitikai vizsgalata is.

CELKITUZES
A disszertacio f6 célkitlizései:

e Porvenir (Bolivia) tradicionalis orvoslasanak leirasa, a kozponti idegrendszer
mikodésére iranyuld novényfajok fitokémiai és farmakoldgiai értékelése a népi
gydgyaszati adatok és tudomdanyos eredmények alapjan

e Az L. meyenii és H. helianthoides var. scabra alkilamidjainak izoldlasa és
szerkezetvizsgalata, az izoldlt vegylletek vizsgalata az endogén kannabinoid
rendszeren, egylttm(kodés keretében

* A H. helianthoides var. scabra lignénjainak izolalasa és szerkezetvizsgélata, az
izolalt vegyliletek agyi attétképzésre kifejtett hatasainak vizsgalata, egytttmikodés
keretében

¢ Analitikai protokoll fejlesztése a L. meyenii tartalml étrend-kiegésziték
kvalitativ és kvantitativ vizsgdlatara, a kivalasztott termékek vizsgdlata szintetikus

szennyez6k (foszfodiészteraz-gatlok) jelenlétére

ANYAGOK ES MODSZEREK

Az Ot hdnapos terepmunka alatt lejegyeztem a porveniri orvoslds adatait.
Kulturantropoldgiai eszkozoket haszndltam, a tradiciondlisan alkalmazott
noévényfajokat begyljtéttem és botanikailag azonositottam. A. H. Gentry’ mddszere
alapjan értékeltem a népi orvoslds adatait. Osszevetettem a népgydgyaszati
adatokat a kapcsolédd tudomanyos eredményekkel.
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A H. helianthoides var. scabra (Dunal) Fernald ‘Asahi’ gyokerét a Hegede
Kertészetbdl (Kecskemét) szereztem be 2009 szeptemberében. A sarga L. meyenii
Walp szaritott hipokotil 6rleménye perui eredetl, Angliabdl vasaroltuk (Raw

Organic Maca Powder, EverTrust Ltd (batch number M-010177-11-220312)).

Az alkilamidokat és lignanokat kulonb6z6 kromatografiai mddszerekkel
[vdkuum-folyadékkromatografia (VLC), kozepes nyomasu folyadékkromatografia
(MPLC), preparativ rétegkromatografia (PLC), rotaciés planarkormatografia (RPC),
magas nyomasu folyadékkromatografia (HPLC) és centrifugdlis megoszlasi
kromatografia (CPC)] izolaltam. A szerkezet-meghatarozast 1D és 2D NMR, valamint

HRSIMS madszerekkel végeztiik.

Az étrend-kiegészit6k makamid tartalmanak vizsgalatahoz az altalunk izolalt
N-benzil-(9Z,12Z)-oktadekadiénamidot haszndltuk markeranyagként. A termékeket
altalunk fejlesztett HPLC-DAD mddszerrel analizdltuk. Foszfodiészteraz gatlok
jelenlétét a laboratériumunkban fejlesztett TLC és HPLC-DAD mddszerekkel

mutattuk ki.

Az izolalt alkilamidok endogén kannabinoid rendszer kiilénbdz6 targetjein
kifejtett aktivitasat Jirg Gertsch és munkatdrsai (Institute of Biochemistry and
Molecular Medicine, NCCR TransCure, University of Bern, Bern, Switzerland)
vizsgaltak.

Az izoldlt lignanokat (8-13) Hasko Janos és munkatdrsai vizsgaltak (Biofizikai

Intézet, Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpont, MTA, Szeged).

FOBB EREDMENYEK
Etnofarmakoldgiai terepmunka

145 novényfajt jegyeztem le Porvenirben, amelyek koézll 37 névényt haszndlnak a

kozponti idegrendszer betegségeinek kezelésére, fajdalom- és lazcsillapitasra. Az



irodalomban taldlhaté népgydgyaszati eredmények megerdsitik az egyes fajok
felhasznalasat, viszont a fajok nagy részét nem vizsgaltak sem névénykémiai, sem

farmakoldgiai szempontbdl, tovabbi kutatasokra érdemesek.
Alkamidok izolalasa Lepidium meyeniibdl

Szamos olddszer kozil a n-hexan bizonyult a legmegfelel6bbnek az alkilamidok
kivondsdra. 1,2 kg szaraz L. meyenii hipokotil rleményt vontunk ki, majd a tovabbi
tisztitdst kombindlt CPC és HPLC moddszerekkel végeztik. A CPC-t elsGként
hasznaltuk alkilamidok elvalasztasara, a mddszer — mivel nincs jelen szilard alléfazis
— nagyon alkalmasnak bizonyult az olyan erésen instabil vegylletek kinyerésére,
mint az alkilamidok. n-Hexan—-EtOAc—-MeOH-H,0 9:1:9:1 keverékébdl allé
oldészerrendszert haszndltunk aszcendens modban. Kilenc f6 frakciot nyertiink,
amelyekbdl kett6t tovabb tisztitottunk CPC-vel deszcendens mddban (MeCN-n-
hexan, 1:1), majd az alkilamid tartalmu frakciékat RP-HPLC rendszerekben (MeCN—
H,0, 9:1 és MeCN-H,0, 95:5) kromatografaltuk tovabb. Harom vegyiletet (1-3)

nyertiink 5,0-92,0 mg mennyiségben.
Alkamidok és lignanok izolalasa Heliopsis helianthoides var. scabrdbdl

A friss gyokereket (9 kg) metanollal vontuk ki, amely alkalmas mind a lipofil, mind a
poldris komponensek kinyerésére, majd az extraktumot kirdztuk kloroformmal az
apolaris 0Osszetev6k elvalasztasa céljabol. A tisztitdst ezutan szelektivebb
mddszerekkel folytattuk (VLC, RP-VLC, MPLC, RPC, PLC and HPLC). VLC és MPLC
segitségével lehet6vé valt a f6 komponensek durva elvalasztasa. Az RPC, PLC és
HPLC modszerek voltak a leghatékonyabb és legszelektivebb mddszerek. A
leggyakrabban a n-hexan—EtOAc olddszerrendszert alkalmaztuk, ezt kovették a n-
hexan—Me,CO, benzol-CH,Cl,—Et,0 és MeCN-H,0 rendszerek kiilonb6z6 polaritasu

elegyei. Tiz tiszta vegyuletet (4-13) nyerttink ki 2,0-15,0 mg mennyiségben.



Heliopsis helianthoides var. scabra
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1. dbra. Vegyiiletek izolalasa H. helianthoides var. scabrdbdl

Az izolalt vegyiiletek szerkezetének meghatarozasa

A L. meyeniibél izoldlt harom vegyiilet (1-3) szerkezetanalizise tdbbszorésen
telitetlen, aromas dién és trién, az alifas lancukon 18 szénatomot tartalmazo ismert
makamidok  meghatdrozasdahoz  vezetett: = N-(3-metoxibenzil)-(92,12Z,152)-
oktadekatriénamid (1), N-benzil-(92,12Z,152)-oktadekatriénamid (2) és N-benzil-
(92,122)-oktadekadiénamid (3).

Lepidium meyeniibdl izolalt N-alkilamidok

o OH OMe "
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Heliopsis helianthoides var. scabrdbél izolalt N-alkilamidok
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A Heliopsis helianthoides var. scabrdbdl harom Uj (5, 6, 7) és egy ismert (4) 16, ill.
18 szénatomos alifas, a zsirsavlancon 3-6 kettds illetve harmas kotést tartalmazé
izobutil- és metilbutilamid szerkezetét vezettik le. Az oktadeka-2E,4E,8E,102,14Z-
pentaén-12-insav izobutilamidot (4) korabban mar kimutattak H. helianthoidesbdl,
de C NMR adatait mi kézéltik el6szor. A harom Uj természetes vegyiilet kozul
[oktadeka-2E,4E,8E,10Z,14Z-pentaén-12-insav-2'-metilbutilamid  (5), hexadeka-
2E,4E,9Z-trién-12,14-diinsav-izobutilamid (6) és hexadeka-2E,4E,9,12-tetraénsav 2'-
metilbutilamid (7)] kett6 acetilénszarmazék.

A H. helianthoides var. scabrdbdl két Gj arilbenzofuran neolignant, az 1"-
dehidroegonol-3"-metilétert (8) és az egonol-3"-metilétert (9) is izolaltuk és
azonositottuk. Tovabbi négy ismert lignanszarmazékot (10-13) is azonositottunk a
novénybdl. Az arilnaftalin szarmazék helioxantint (10) korabban leirtdk a faj
gyokerébdl, illetve tizenharom masik novénybél. A dibenzilbutan (7E)-7,8-
dehidroheliobuftalmint (11) és heliobuftalmint (12) el6szér mi izoldltuk H.
helianthoides var. scabrdbdl, de el6ttiink megtalaltdk H. buphthalmoidesben. A
dibenzilbutirolakton 7-acetoxihinokinint (13) szintén mi azonositottuk el&szor a

fajbdl, de kordbban leirtdk a Ruta pinnata L. névénybdl.



Heliopsis helianthoides var. scabrdbdl izolalt lignanok

OMe OMe

(12)

Etrend-kiegészitSk vizsgélata

Osszesen 14 egy- (5) és tdbbkomponensl (9) készitményt valasztottunk
vizsgalatainkhoz. A maca jelenlétét nyolc termékben mutattuk ki, a porok 28,0-
225,8 ug /g N-benzil-(9Z,12Z)-oktadekadiénamidot (3) tartalmaztak. A marker
makamid koncentrdcidja hat készitményben a kimutatdsi hatar ala esett, egy

készitményt pedig a foszfodiészterdz gatlo tioszildenafillal szennyeztek.

Az alkilamidok hatasa az endokannabinoid rendszerre

A vizsgalt vegytletek kozul (1, 3-7) 3 enyhén gatolta a FAAH enzimet, valamint
jelent6sen, a referencia inhibitoroknal is fokozottabban gatolta az andandamid-

visszavételt. A 3 jelzésl vegyilet jelentds affinitdssal kapcsolddott a CB
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receptorokhoz, mintegy tizszeres szelektivitdssal a CB; receptorhoz. A H.
helianthoides var. scabra alkamidjai koziil 7 er6sen kapcsolddott a CB, receptorhoz

(1. tablazat).

1. tablazat Az izolalt alkilamidok hatasai az endokannabinoid rendszerre®

AEA Haté- FAAH Haté- 8 cB

1 2
Vegyiilet visszavétel konyssg IC_ (uM)  konysdg K (uM) K (uM)
ICoWM) (%) (95%c) (%) (gs5% ) (95% CI)
19.1 8.7
1 >100 44 (13.8-28.18) 85 (4.66- >50
84.4 11.5 8.9 44.0
2 (72.44~ >3 (6811878 (3.79-  (24.16->50)
3 0.7 7 4.1 83 0.5 4.1
(0.47-0.97) (2.95-5.62) (0.33-0.67)  (3.11-5.66)
2.5 17.8 8.6 9.2
4 (1.28-4.70) s (13.18-25.70) 84 (2.39- (5.41-9.84)
43 >20 22.6
6 (2.69-6.97) [ 123 9 (6.28->20) (12.68-25.30)
5 2.2 1 20.0 20 0.31 1.2
(0.87-5.31) (12.59-33.11) (0.18-0.59)  (0.90-1.71)
OMDM- 4.12 23.29
2 (2.01—- 72 (10.72 - 82 n.d. n.d.
1.46 7.24
ucMm707 (1.18 - 67 (6.03-13.18) 79 n.d. n.d.

? OMDM-2 és UCM-707 pozitiv kontrollok. n.d., nem meghatérozott.

Ezek az eredmények bizonyitékul szolgdlnak az N-alkilamidok és az
endokannabinoidok strukturdlis és funkcionalis hasonldsagdra, ami magyardzatot

jelenthet az alkilamid tartamu gydgynovények alkalmazasara.



Lignanok hatasai melandéma agyi attétképzésére

10 és 11 jelentSs morfoldgiai valtozasokat indukaltak (5 uM), mindkét vegylet
hatdsara csokkent a melandmasejtek migracidja, és gatoltdk a melanémasejtek
kitapadasat az agyi endotélsejtekhez. Javitottak az agyi endotélsejtek barrier
funkcidjat és csokkentették a migracids képességlket. Ezeknek a hatasoknak
jelent6s szerepe lehet a melandmasejtek transzendotelidlis migracidjanak

megel6zésében és a tumorok vaszkularizacidjanak kialakulasaban.

OSSZEFOGLALAS

e A porveniri tradiciondlis orvoslas felmérése soran 107 betegséget és
tiinetet jegyeztem le, amelybél 11 kdzponti idegrendszeri betegségekhez
illetve tiinetekhez kapcsolddik, s amelyeknek kezelésére 37 novényfajt
haszndlnak a kozosség lakoi. A fajok jelentds része a bioldgiailag aktiv

vegylletek megismerése szempontjabdl igéretes.

e A L meyeniib6l harom ismert makamidot izolaltunk: N-(3-metoxibenzil)-
(92,122,15Z)-oktadekatriénamid (1), N-benzil-(9Z,12Z,15Z)-oktadeka-
triénamid (2) és N-benzil-(92,12Z7)-oktadekadiénamid (3).

e A makamidok izoldlasara hatékony Uj CPC — HPLC mddszert dolgoztunk ki.

. A Heliopsis helianthoides var. scabrdbdl harom Uj alkilamid [oktadeka-
2E,4E,8E,10Z,14Z-pentaén-12-insav-2'-metilbutilamid ~ (5), hexadeka-
2E,4E,9Z-trién-12,14-diinsav-izobutilamid  (6),  hexadeka-2E,4E,9,12-
tetraénsav  2'-metilbutilamid  (7)] és egy ismert (oktadeka-
2E,4E,8E,10Z,14Z-pentaén-12-insav izobutilamid, 4) alkilamid szerkezetét

vezettlk le. Az ismert vegyllet (4) B3¢ NMR adatait mi kézéltiik elgszor.



A H. helianthoides var. scabra tovédbbi fitokémiai vizsgalata soran hat
lignant azonositottunk: 1"-dehidroegonol-3"-metiléter (8), egonol-3"-
metiléter (9), helioxantin (10), (7E)-7,8-dehidroheliobuftalmin (11),
heliobuftalmin (12), 7-acetoxihinokinin (13). 12-t és 13-t mi azonositottuk

el6szor a novénybdl.

Az izolalt alkilamidok endokannabinoid rendszeren végzett farmakoldgiai
vizsgalatai alapjan 3 és 7 igéretes vezérmolekulak lehetnek, tovabbi
farmakoldgiai vizsgalatuk perspektivikus.

Az izoldlt lignanok melandmasejtek agyi attétképzésére iranyuld
farmakoldgiai vizsgalataiban 10 és 11 jelentGs aktivitdst mutattak, tovabbi

vizsgalatuk perspektivikus.

Gyors és megbizhatd analitikai modszert fejlesztettiink a maca tartalmu

étrend-kiegészitSk kvalitativ és kvantitativ analizise céljabdl.

A modszerrel vizsgalt Osszetett termékek kétharmada mindségileg
kifogasolhaté  volt, kozilik egy készitményt a  szintetikus

foszfodiészterazgdtlo tioszildenafillal szennyeztek.
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Tarsszerzoi nyilatkozat

Kijelentem, hogy az alabbi kozleményben a Heliopsis helianthoides var. scabra
novénykémiai vizsgalatara vonatkozé izolalasi munka teljes egészében Hajdu Zsanett
munkdja alapjan késziilt és hozzajarulok. hogy az emlitett eredményeit Ph.D. értekezéséhez
felhasznalja.
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