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BEVEZETES

A menopauza és az elhizds a legelterjedtebb egészséglgy problémak kozé tartozik. Az
elérejelzések szerint 2030-ra évente korilbelll 47 millié n6 fog klimaxon atesni vilagszerte. Az
elhizds jarvany méreteket 6lt, a vildg népességének 65% -a él olyan orszdgban, ahol a tulsuly és az
elhizds tobb embert 61 meg, mint az alultdplaltsdg. A krénikus betegségek kezelése kimagasléan
fontos, figyelembe véve az érintett népesség méretét. Az elhizds és a menopauza biztonsagos és
hatékony kezelése még nem valdsult meg, ezért szikség van UGj utak feltérképezésére
terdpidjukban. Munkdm célja, hogy emlitett problémak esetén alkalmazhaté novényi
hatéanyagokat vizsgdljak a dél-afrikai ndvényflorabdl.

Dél-afrika novényvilaga rendkivil kilonleges. A fokfoldi flérabirodalom (a hat flérabirodalom
kozul a legkisebb) Dél-afrika kevesebb mint 4%-at foglalja el, mégis a régié fajainak fele itt
talalhatd (8550), amelynek 73%-a endémikus faj. Nem meglepd, hogy Dél-afrika népi gydgyaszata
rendkivll gazdag, ennek keretében mintegy 3000 novényfajt hasznalnak. A Cyclopia genistoides
és Hoodia gordonii azon kevés, kb. 40 Gshonos faj kozé tartozik, amelyek megtalalhatdak
kereskedelmi forgalomban is. Az eddig kozolt farmakoldgiai vizsgalataik és tradicionalis
felhasznalasuk alapjan terdpias potencidluk jelentds, azonban hatédsaik és kémiai Gsszetételiik
kevéssé vizsgalt.

A Cyclopia fajok (Fabaceae) fermentalt fold feletti részébdl készilt teat hagyomanyosan
koptetSként és erésitéként fogyasztottak, de anekdotikus bizonyitékok szerint klimaxos tiinetek
enyhitésére valamint a tejelvalsztas serkentésére is hasznaltdk. A nemzetség négy fajat (C.
intermedia E. Mey., C. genistoides (L.) Vent., C. sessiliflora Eckl & Zeyh. és C. subternata Vogel)
vildgszerte forgalmazzdk mézbokortea néven; nevét természetes édes izének és mézre
emlékeztet6 aromajanak kdszonheti.

A Cyclopia fajok fenolos vegyiletek széles korét tartalmazzdk, példaul xantonokat,
flavonoidokat és izoflavonokat. Valdszinlleg a magas polifenoltartalom felelés a leirt
Osztrogénszerl hatdsukért. Receptorkotési vizsgadlatokban a négy Cyclopia faj kozil a
C. genistoides metanolos kivonatai rendelkeztek a legerGsebb kotési affinitdssal mindkét
Osztrogénreceptor-altipus (ER) esetén.

A Hoodia gordoniit (Apocynaceae) a busmanok étvagycsokkentésre haszndljak. Feltételezett
hatéanyaga egy oxipregndn-glikozid, a P57, amelynek hatdsmechanizmusa még ismeretlen.
Néhany invivo kisérlet melett (vitatott) étvagycsokkent6 hatasat eddig csak egy klinikai

vizsgalatban tesztelték, ahol jelent6s vérnyomas- és pulzusszamemelkedés jelentettek.



Figyelembe véve, hogy ezen riaszté mellékhatdsok szamos szimpatomimetikus szintetikus

fogyasztoszerre jellemzGek, és hogy a Hoodia fajok kémiai 6sszetétele nem teljesen feltérképezett,

lehetséges hogy nem a pregnan-glikozidok felel6sek a kozolt mellékhatasokért, illetve a

H. gordonii étvagycsokkent hatasaért.

CELKITUZESEK

Munkdm célja két dél-afrikai névény tartalomanyagainak elhizds és menopauza kezelésében

torténd lehetséges hasznalatanak feltardsa volt.

Ennek érdekében munkam céljiul tlztem ki:

a Hoodia gordonii hatdsmechanizmusdnak vizsgdlatat, amely valdszinlileg a kozolt
mellékhatasokért is felel6s,

analitikai modszer kifejlesztését a Hoodia termék hitelességének bizonyitdsara,

a C. genistoides hatdstanilag kovetett frakcionaldsat, fitoosztrogén hatdsu mdasodlagos
anyagcseretermékek azonositasanak céljabdl,

vegylletek izoldldasdt a C. genistoidesbdl, kiilénbdz6 kromatografids moddszerek
segitsgével (CC, VLC, RPC, MPLC, PLC és HPLC),

NMR és MS mddszerek alkalmazasaval az izoldlt vegylletek szerkezetének
meghatarozasat, az irodalomban koz6lt NMR-adatok kiegészitését,

a fermentdlt és nem fermentdlt mézbokortea aktiv komponenseinek mennyiségi
osszehasonlitasat,

probiotikus baktériumok C. genistoidesbdl izolalt flavonoid glikozidokon kifejtett
hatdsanak tanulmdnyozasat, és ezzel a bél baktérium flérajanak lehetséges szerepét a
mézbokor  flavonoid-glikozidjainak  metabolizmusaban és aglikonjainak  bio-
hasznosuldsaban,

a C. genistoidesbdl izolalt fitodsztrogének antiproliferativ hatasanak vizsgalatat,

a C. genistoidesb6l izolalt vegyiiletek xantin-oxiddz (XO) inhibitor hatdsanak
értékelését.



ESZKOZOK ES MODSZEREK

Egy Hoodia termék (Hoodia spray) és az autentikus novényi anyag Osszehasonlitdsahoz nagy
hatékonysagu folyadékkromatografiat (HPLC) és nagy teljesitményl vékonyréteg-kromatografias
eljarast (HPTLC) alkalmaztunk, a vizsgalatokhoz a frissen daralt H. gordonii ultrahangos fiird6ben,
acetonitrillel késziilt kivonatat hasznaltuk. A Hoodia sprayt mddositas nélkil hasznaltuk ezekben a
vizsgdlatokban. A termék hamisitdsanak vizsgdlatdhoz a Hoodia sprayt szintén kozvetleniil
hasznaltuk vékonyréteg-kromatografias (TLC) és a tomeg-spektroszkdpds (MS) elemzéshez. A
szervflird6ben végzet vizsgalatokhoz a Hoodia sprayt szdrazra paroltuk, a maradékot fiziologias
séoldat és DMSO elegyében (95: 5) feloldottuk, végul szdirtik.

A szaritott fermentalt és nem fermentalt C. genistoides fold feletti hajtasabdl metanolos
kivonatot készitettlink, ultrahangos extrakcid segitségével. A betoményitett kivonatokat vizzel
elegyitettiik, majd folyadék-folyadék megosztassal frakciondlva nyertiik az n-hexan, diklér-metan,
etil-acetat, maradék vizes kivonatokat és az oldhatatlan részt.

A vegylletek tisztitdsdt tobblépéses kromatografias eljaras segitségével végeztik el,
oszlopkromatografiat (CC), vakuum folyadékkromatografiat (VLC), rotacids planarkromatografiat
(RPC), kozepes nyomasu folyadékkromatografiat (MPLC), preparativ rétegkromatografiat (PLC),
gélsz(irést (OCC-SPh) és HPLC-t alkalmazva. Alléfazisként normal és forditott fazisu SiO,-t (NP/RP),
poliamidot vagy Sephadex LH-20 gélt hasznaltunk. Az izolalt vegylletek szerkezet-meghatarozasa
kiulonb6z6 spektroszkdpiai modszerek (NMR, HRESIMS, APCIMS, ESIMS és UV) segitségével
tortént.

A vegyiletek HPLC-s mennyiségi meghatarozasahoz forrd csapvizzel vontuk ki a szaritott
fermentélt és nem fermentalt C. genistoidest (,tea”). Osszehasonlitdsként metanolos kivonat is
készilt. A bakteridlis fermentacid tanulmdanyozasa soran a fermentalt és nem fermentalt
C. genistoidesb6l késziilt vizes kivonatokat haszndltunk. Liofilizdlas utan a szdraz maradékot
DMSO-ban oldottuk, és fiziologids sdoldatot és probiotikus baktérium térzsek keverékét adtunk az
oldatokhoz. Ezeket a keverékeket 37 °C-on 50 6raig keveriink, majd HPLC-vel elemeztiik.

A fermentdlt és nem fermentdlt C. genistoides diklér-metdnos és etil-acetdtos kivonatdnak és
a bel6liik izolalt komponensek fitodsztrogén hatdsat in vitro, transzgenikus pER8:GUS rendszerrel
tanulmanyoztuk.

A C. genistoides egyes komponenseinek sejtpoliferaciot gatld hatasat in vitro human
sejtvonalakon (A2780 - petefészek karcindma, T47D - mell karcindma) vizsgaltuk.

Az izoldlt vegyiletek xantin-oxiddz gatld hatdsat in vitro teszteltik.



EREDMENYEK ES ERTEKELESUK
A Hoodia termék szimpatomimetikus hatasa

Az egyetlen, Hoodia gordoniival végzett human klinikai vizsgalat nem mutatott véltozast a betegek
testsulydban vagy energiafelhaszndldsaban, de a vizsgalatoz hasznalt tisztitott H. gordonii kivonat
fogyasztdsa jelentds vérnyomads- és pulzusszdm-emelkedéssel jart. Hasonlé mellékhatdsokat
jelentett egy Magyarorszagon kaphatdé Hoodia termékkel (Hoodia spray) kapcsolatban egy
fogyasztd. EbbdI kifolydlag el6szor a termék H. gordoniival vald 6sszehasonlitdsat és lehetséges,
sziv- és érrendszeri mellékhatasokat okozd vegyuletekkel (pl. szibutramin, amfetamin) torténé
hamisitdsanak vizsgalatat végeztik el. Ezek utan, a Hoodia spray B-adrenerg receptorokon valé
hatdsat patkany méhen teszteltlik, hogy kideritsiik a -adrenerg receptorok lehetséges szerepét a

novény kardiovaszkularis mellékhatasaiban.

A Hoodia termék autentikus novényi anyaggal torténd Osszehasonlitdsa és hamisitasanak
vizsgalata

Elszor a Hoodia gordonii jellegzetes vegylletét a P57-et, vizsgdltuk toémegspektrometrids
mddszerrel (tdbbsz6rds reakcid monitorozds, MRM). Mind az m/z 311,3 és m/z 785,5 termékionok
detektalhatdak voltak a prekurzok ionnal egyitt (m/z 885,5), jelezve, hogy a P57 jelen van a
Hoodia sprayben. Az aglikon termékionjai is mérhetSek voltak: m/z 319,3 és m/z 337,3. Ezek mind
irodalomban k&zolt dtmenetek.

A termék és a H. gordonii kivonat kromatogramjai kozotti hasonldsdg aldtdmasztotta, hogy a
kereskedelmi termék Hoodia kivonatot tartalmazott. Szibutramin, amfetamin, metamfetamin vagy
efedrin szennyezettség nem volt kimutathaté a termékben.

Béta-adrenerg receptor agonista aktivitas

A B-adrenerg receptor agonistak étvagycsokkentd hatdssal rendelkeznek, de a B-adrenoceptorok
stimuldldsa kulonb6z6 sziv- és érrendszeri panaszokat is okoz. Mivel ilyen mellékhatasokat
jelentettek egy H. gordonii kivonattal kapcsolatban, ezért a B-adrenerg receptorok stimuldldsa
raciondlis magyardzatnak tlint hatdsmechanizmusara. Mind az a- és B-adrenerg receptorok fontos
szerepet toltenek be a méh simaizom motoros aktivitdsaban, 0sszehuzddast illetve relaxaciot
kivéltva. In vitro, szervfiird6ben végzett vizsgalatok soran a Hoodia gordonii kivonatot tartalmazé
termék méhizomzatra kifejtett hatdsat vizsgaltuk spontdn és KCl-stimulalt kontrakcidk esetén; a
kisérlethez nem vemhes és késGi vemhes (22. nap) patkdnybdl preparalt izomgyl(riket
hasznaltunk. Minden kisérlet egy nem szelektiv B-antagonista, a propranolol (10 uM) jelenlétében

vagy jelenléte nélkil tortént. A termék jelentds és koncentraciéfiggd relaxaciot valtott ki mind a



spontdn és a stimulalt 6sszehuzddasok esetén. A spontan kontraktilitds gatlasa szignifikansan
csokkent propranolol jelenlétében. A Hoodia spray méhizomzaton kifejtett relaxalé hatasa
lényegesen kisebb volt késé vemhes éllatok esetén, de a propranolol jelentésen médositotta azt.

A terhesség alatti receptorfunkcid-valtozds magyardzatul szolgalhat a szimpatomimetikus
vegylletek gesztaciofiggé méhizomzat-relaxald hatasara (gyengébb méhrelaxdlé hatas késé
vemhes allatok esetén). A nem vemhes patkany méhe korldtozottan huzédik 6ssze a-adrenerg
hatdsra, de hatékonyan elernyed B-adrenerg stimulacié esetén. A késéi vemhes myometrium
érzékeny mind a- és B-adrenerg ingerlésre, ezért a méhizomzat valaszreakcidjat a vizsgalt anyag
receptor preferencidja hatdrozza meg. ValészinGsithetd, hogy a termék altal kivaltott korldtozott
relaxacié késéi vemhes myometrium esetén egy kiegyensulyozott a- és B-adrenerg stimuldcié
kévetkezménye, amely sordn fokozott Osszehuzddas érvényesiil, a B-receptorokon keresztil
kivaltott hatas elfedésén keresztiil.

A termék méhre kifejtett hatdsanak propranolol-érzékenysége alapjan a Hoodia spray
szimpatomimetikus hatdsa valdszinUsithet6, amelyben jelent6s a B-receptor dltal medidlt
komponens. Az eredmények magyardzatot nyujthatnak a klinikai vizsgédlatban kozolt sziv- és
érrendszeri mellékhatasokra (vérnyomas és pulzusszdm-emelkedés). Mivel a vizsgalt Hoodia
termék rendelkezik szimpatomimetikus hatdssal, annak haszndlata mind étvagycsokkenést és
megnovekedett hétermelést is okozhat, ami fogydshoz vezethet.

A mért szimpatomimetikus (jelent6s B-receptor altal medialt) hatds és az ebbdl eredd
mellékhatasok mechanizmusa hasonld, tobb ma mar visszavont fogydsztdszeréhez. Ezért, ha egy
termék fogyaszto hatast okoz, akkor tartani lehet a k6zolt mellékhatasoktol.

A vegyiiletek izoldlasa

A fermentdlt és nem fermentdlt C. genistoides diklor-metanos fazisanak poliamid
oszlopkromatografids frakcionalasaval 14 és 12 féfrakcidt nyertink (P1-P14 és PP1-PP12). A
fermentdlt és nem fermentdlt C. genistoides kivonatok etilacetdtos fazisdnak vdakuum
folyadékkromatografias (szilikagél) elvalasztdsa 12 frakcidt eredményezett (V1-V12). Szamos
frakcié mutatott 6sztrogénszer(, antiproliferativ vagy xantin-oxiddz gatlé hatast, illetve érdekes
kémiai Osszetételt (TLC alapjan). Mivel a féfrakciok kémialag komplexnek bizonyultak, ezért
tobblépéses kromatografids eljarast (RPC, MPLC, PLC, HPLC, CC) alkalmaztunk a tiszta vegyiletek
izoldlasara (CG1-CG17) (1. abra). Az izolaciés eljards soran szilikagél vagy Sephadex LH-20

alléfazisokat, valamint eltérd polaritdsu és Osszetétel(i mozgofazisokat hasznaltunk.
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1. Abra A C. genistoides vegyiileteinek izoldlasa

Az izolalt vegyiiletek szerkezet-meghatarozasa

Az izoldlt vegyiletek szerkezet-meghatdrozasa spektroszkdpiai mddszerek segitségével tortént. A
tomegspektrometrids vizsgalatokkal a molekulatomeget és az Gsszegképletet hataroztuk meg. A
szerkezet-meghatdrozdshoz az 1D és 2D NMR spektroszkdpia szolgéltatta a legértékesebb
adatokat. Az 'H NMR, *C-NMR, JMOD, *H-"H COSY, HSQC és HMBC spektrumok alapjén levezettiik
a vegylletek sikbeli szerkezetét, a NOESY korreldcidok segitették a relativ konfiguradcié
meghatarozasat.

A CG2-t és a CG3-at spektralis jellemzGik alapjan benzofenon-szarmazékokként azonositottuk.
A spektralis adatok irodalomban koz6lt adatokkal valé 6sszehasonlitdsa alapjan a CG2-t iriflofenon
2-0-B-glikopiranozid-ként azonositottuk. A CG3 az iriflofenon 3-C-B-gliikopiranoziddal azonosnak
bizonyult, amit kordbban izoldltak mar a C. genistoidesbél és a C. subternatabdl.

A CG7 és CG8 esetében egy metiléndioxi-, hidroxil- és metoxicsoporttal szubsztitualt
pterokarpan magot taldltuk. Részletes MS és NMR vizsgalatok utan a CG8-at (6aR,11aR)-(-)-
maackiainként, a CG7-et (6aR,11aR)-(—)-2-methoxymaackiainként azonositottuk. Mindkét vegylilet
esetén még nem publikdlt 'H és B¢ adatokat két-dimenziés NMR vizsgalatok segitségével
(beleértve "H-"H COSY, NOESY, HSQC és HMBC kisérleteket) nyertiink. A 2-metoximaackiaint és a
maackiaint elséként izolaltuk a Cyclopia nemzetségbdl. Korabban ezeket a vegyiletek Ulex és mas

Fabaceae fajokbdl irtak le.



A tovabbi vegyiileteket az irodalomban kozolt spektroszképiai és fizikai jellemzdék alapjan
azonositotuk: luteolin (CG1), naringenin 5-O-B-gliikozid (= helikrizin B) (CG4), afrormozin (CG9),
formononetin (CG10), likviritigenin (CG11), naringenin (CG13), 5,7,3’,5'-tetrahidroxiflavdnon
(CG14), genisztein (CG15), izolikviritigenin (CG16) és diozmetin (CG17). A CG5-ot piceolként (= 4-
hidroxiacetofenon) és a CG6-ot 4-hidroxibenzaldehidként hatdroztuk meg, 'H-, *C-NMR és MS
méréseink alapjan. A heszperetin (CG12) 'H- és “C-NMR adatok j6 egyezést muttak az
irodalommal, de DMSO-de-ban felvett mérést elsé alkalommal végeztink.

A Cyclopia genistoides (nagyrészt hatastanilag kovetett) frakciondlasa 17 vegyllet izoldlasahoz
vezetett. Tizennégy vegyiletet el6szor izolaltuk ebbdl a fajbdl [(iriflofenon 2-O-B-glikopiranozid
(€CG2), helikrizin B (CG4), piceol (CG5), 4-hidroxibenzaldehid (CG6), (—)-2-metoximaackiain (CG7),
(—)-maackiain (CG8), afrormozin (CG9), formononetin (CG10), likviritigenin (CG11), naringenin
(€CG13), 5,7,3’,5-tetrahidroxiflavanon (CG14), genisztein (CG15), izolikviritigenin (CG16), diozmetin
(CG17)] és tiz komponenst pedig a Cyclopia nemzetségbdl [iriflofenon 2-0-B-glikopiranozid (CG2),
helikrizin B (CG4), piceol (CG5), 4-hidroxibenzaldehid (CG6), (—)-2-metoximaackiain (CG7), (-)-
maackiain (CG8), likviritigenin (CG11), 5,7,3’,5 -tetrahidroxiflavanon (CG14), genisztein (CG15) és
izolikviritigenin (CG16)]. Erdekes, hogy a naringenin nagy mennyiségben volt jelen a névényben,
annak ellenére, hogy két vizsgélatban is azt kozolték, hogy HPLC-meghatarozdssal nem volt

kimutathaté. A genisztein is megtaldlhaté a C. genistoidesben, amelyet rendszerint pozitiv

referenciaként hasznalnak fitodsztrogén vizsgalatokban.

CG9 CG10 CG11



Osztrogénszerii aktivitas

A fermentalt és nem fermentdlt C. genistoides metanolos kivonatait egy nagyon hatékony
transzgenikus novényi rendszerrel, az Arabidopsis thaliana pER8:GUS-al vizsgdltunk, hogy
felderitstik 6sztrogén/antiosztrogén hatasukat. A transzgenikus névény pER8:GUS, képes érzékelni
az ER-agonistdkat és antagonistdkat is, és a fitodsztrogének bioaktivitdsanak kvantitativ
meghatarozdsara is lehet haszndlni. A rendszer tartalmaz egy aktivator egységet, ami egy
Osztrogénreceptor-alapu transzaktivator vektor (XVE), és egy hirvivét, a GUS (B-gliikuronidaz)
meghatarozdsara képes. M(ikddése az Osztradiol altal szigorlan szabdlyozott, Gsztrogénaktiv
vegylletek jelenlétében az aktivator stimuldlja a GUS transzkripciét. Az elsédleges eredmények
vizualisan is konnyen megfigyelhet6ek, hiszen a GUS fehérje tartalmu transzgenikus ndvények kék
szinliek lesznek, ha egy gliikopiranozid-uronsavat tartalmazé festéket adunk hozza.

A Cyclopia genistoides fermentdlt és nem fermentdlt fold feletti részének metanolos
kivonataibdl folyadék-folyadék megosztassal nyert n-hexanos, etil-acetdtos, diklér-metdnos és
vizes metanolos fazisokat transzgenikus novényi pER8:GUS rendszerben mértiik, 100 és 200
pg/ml-es koncentraciéban. A kivonatok o6sztrogénszer(i hatasat hisztokémiai vizsgélattal (GUS-
aktivitds mérése) detektdltuk. A fermentalt és nem fermentdlt C. genistoides CH,Cl, és etil-
acetatos fazisai bizonyult aktivnak, igy ezeket valasztottuk hatdstanilag kovetett izoldlas céljara,
amelyet HPLC, MPLC, VLC, RPC, CC és PLC segitségével végeztiink. A fermentdlt névényi anyag

CH,Cl, frakcidjanak tizennégy, poliamid oszlopkromatografias Gtjan nyert alfrakcidja kozul négy



mutatott 8sztrogénszer(i hatast (P8-P11, MAC < 200 pg/ml). A P9-es frakcidbol a CG13 és CG14, a
P10-bél a CG15, CG16 és a P11-bdl a CG1 jelzési aktiv vegylleteket nyertiik (1. abra). A P8-as és
P10-es frakcidkat HPLC-vel is analizaltuk, és a CG13 illetve CG14 ezekben is detektdlhatd volt. A
nem fermentalt C. genistoides EtOAc frakcidjanak tizenkét VLC szubfrakcidjabdl négy mutatkozott
aktivnak a pER8:GUS rendszerben (V2, V3, V6, V7, MAC < 200 pg/ml). A V3-as és V7-es aktiv
frakcidbdl nyertik a szintén aktiv CGl-et illetve CG4-et. A V2-es és V3-as aktiv frakcidkat is
megyvizsgaltuk HPLC-vel, és mig a V2-ben a CG13 és CG14, addig a V3-ban a CG14 volt
detektalhatd.

Végeredményben a bioldgiai aktivitdsméréssel kovetett kromatografids frakcionalds hat,
Osztrogénaktivitassal rendelkez6 flavonoid izoldlasahoz vezetett: CG1, CG4, CG13, CG14, CG15 és
CG16 (luteolin, helikrizin B (naringenin-5-0-B-gliikozid), naringenin, 5,7,3',5'-tetrahidroxiflavanon,
genisztein és izolikviritigenin).

A legkevésbé hatasos vegyilet, a helikrizin B volt 115 pM minimalisan hatékony
koncentraciéval (MAC) (2. abra). A C. genistoidesbdl kordbban nem izoldlt két vegyilet, a
genisztein és az izolikviritigenin is jelent6s hatast mutatott (MAC <11,56 illetve 12,19 puM). A
luteolin (MAC 87,5 uM), naringenin (MAC 23 uM) és 5,7,3’,5'-tetrahidroxiflavanon (MAC 86,5 uM)
szintén rendelkezett 6sztrogénszer( hatdssal. A referenciaként hasznalt 6sztradiol (E;) MAC-értéke
2,5 nM volt.

A luteolin, genisztein, izolikviritigenin és naringenin széles korben ismert fitodsztrogének. Egy
vizsgélatban a genisztein (54 mg/nap) pozitiv hatassal volt a csontslirliségre oszteopénids
posztmenopauzaban. Az izolikviritigenin is igéretesnek bizonyult csontleépiiléssel jaré betegségek
esetén. A genisztein és luteolin elnyomta a kornyezeti Osztrogének proliferdciés-stimulaléd
indukcidjat in vitro, ami arra utalhat, hogy anti-6sztrogén és rakellenes hatdssal rendelkezhetnek;
a naringenin pedig néstény egerekben képes volt enyhiteni ovariektémidval tarsult metabolikus
zavarokat. A késébbi preparativ munka sordn, tovabbi jél ismert fitodsztrogéneket izoldltunk a
fermentdlt noévényi anyag metanolos kivonatanak CH,Cl,.os megosztdsa utan: diozmetint,
afrormozint, likviritigenint (egy szelektiv ER-B antagonista) és formononetint (nagyobb ER-B
affinitas). A heszperetint, az egyik leghatasosabb természetes aromatdzgatldt is izolaltuk.

Ezen fitodsztrogének jelenléte tudomanyos magyarazatot nyujt a mézbokortea hagyomanyos
hasznalatdra klimaxos tinetek esetén. Azonban a szakirodalomban kilonb6z6 Cyclopia fajok
kilonboz6 kivonatai eltéré fitodsztrogén-aktivitdst mutattak (sokszor még ugyanazon faj

kilonb6z6 mintai is), ami megneheziti a mézbokortea célzott alkalmazasat ilyen céllal.



SN S
2,5nM 1,25nM 0,63 nM 0,31nM

175 uM 87,5 uM 43,75 uM 21,88 uM 10,94 uM

Naringenin

Izolikviritigenin

195 um 97,5 uM

5,7,3.5-

Tetrahiroxiflavanon 4
86,5 uM 43,25 uMm 21,63 uM 10,81 uMm
Helikrizin B — N7
115 uM 57,5uM 28,75 uM 14,38 uMm 7,19 uM

2. Abra Az izolalt vegyiiletek minimalisan hatékony koncentrécidi a hisztokémiai tesztben. Azon koncentréciok ahol a kék szin detektalhato volt, pirosan be
vannak keretezve, mutatva az 6sztrogén aktivitast. Azt a koncentraciot tekintettiik minimalisan aktiv koncentracidnak, ahol a kék szin még latszott. E,:
oOsztradiol

Az 6sztrogénszer(i aktivitassal rendelkez6 vegyiiletek mennyiségi meghatarozasa HPLC-vel és a

fermentalas fitokémiai vonatkozasai

A hat, Osztrogénszeri aktivitassal rendelkez6 vegyllet kvantitativ 6sszehasonlitasat a fermentalt
és nem fermentalt C. genistoides kozott RP-HPLC-vel végeztik. A csicsok azonositdsdhoz az izolalt
vegyuletek retencids idGit és UV-vis spektrumait (PDA detektor) hasznaltuk.

Bar mind a fermentalt és nem fermentdlt novény hasonld mennyiségl luteolint és

izolikviritigenint tartalmazott, a fermentélt mézbokor naringenin és 5,7,3',5'-tetrahidroxiflavanon
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tartalma 30-szoros illetve 10-szeres volt. Masfelél, a nem fermentalt Cyclopia a hat aktiv vegyilet
kozul a legkisebb Gsztrogénszer(i hatdssal rendelkezd naringenin-glikozidot tartamazta nagyobb
mennyiségben.

A hatastanilag-kovetett izoldlashoz haszndlt metanolos és a hagyomanyosan haszndlt vizes
kivonat (,tea”) kvantitativ 0sszehasonlitasat is elvégeztiink. A forrd csapvizzel készitett ,tea”
sokkal kisebb koncentracidéban tartalmazta az aktiv vegylleteket. Az izolikviritigenin a kimutatasi
hatér alatt volt a vizes kivonatokban, mig a 5,7,3',5'-tetrahidroxiflavdanon csak a nem fermentalt
novény vizes kivonatdban nem volt észlelhet6. A genisztein sem a metanolos, sem a vizes
mintakban nem volt kimutathato.

A fermentdlas csokkenti a Cyclopia spp. fenolosanyag-tartalmat, hagyomanyosan azonban a
fermentdlt tedt fogyasztjdk. A fermentdcids eljards sordn a flavonoid-glikozidok elbomlasa
megmagyarazhatja a kilonbséget a fermentdlt és nem fermentdlt névényben mért hatéanyag-
mennyiségek kozott. Bar kisérleteink soran ismert fitoosztrogéneket mutatunk ki a
C. genistoidesbdl, a vizsgélt vegylletek alacsony koncentracidja megkérddjelezi a hagyomanyosan
hasznalt mézbokor f6zet klinikailag jelentds fitoosztrogén-aktivitasat a human szervezetben.

Mindezek ellenére, egy vizsgalatban mind a nem fermentdlt, mind a fermentalt C. genistoides
és C. subternata vizes kivonatai képesek voltak szignifikdnsan kiszoritani 1 nM [3H]—E2 az hERB-rél.
Igaz, hogy nem minden mintaban volt megfigyelhet§ ez a hatds, de rdmutatott arra, hogy vizes
kivonatoknak is lehet Osztrogénszerli hatdsa. A a Cyclopia kivonatok 0&sztrogénaktivitdsa
kilénbdz6 polifenolok finom egyensulyabdl ered, amelyek kilénbdz6 mennyiségekben vannak
jelen és eltér6 erésségli Osztrogénhatdssal rendelkeznek.

Egy masik kisérletben a bélfldra lehetséges hatasat vizsgaltuk a fermentdlt és nem fermentdlt
C. genistoides vizes kivonatain. A méréshez egy kereskedelemben kaphatéd probiotikus
baktériumkeveréket haszndltunk. A vizes kivonatok naringenin- és a luteolintartalmat HPLC-vel
mértik meg, bakteridlis fementacié el6tt és utdn. Mind a feldolgozott, mind a zdld névény
hasonlé mennyiségli luteolint tartalmazott, de a naringenin mennyisége a fermentalt
mézbokorban tébb volt. Ennek ellenére 50 déra bakteridlis fermentalds hatasara, valdszinlleg a
cukorcsoport elvesztése miatt, a naringenin és luteolin tartalma kozti kiilonbség eltiint.

A hagyomanyos fermentécids eljards (magas hémérsékletl oxidacid) csokkenti a Cyclopia
fajok teljes polifenoltartalmat, de eredményeink szerint a bakteridlis fermentacié noévelheti az
aglikonok mennyiségét, amelyek altaldaban kifejezettebb bioaktivitassal, valamint jobb

biohasznosulassal rendelkeznek, mint a megfelel§ glikozidok.
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Antiproliferativ hatas

Az izoldlt vegylletek antiproliferativ vizsgalatat T47D (ER-pozitiv) és A2780 (ER-negativ) human
daganatsejteken végeztik.

Mig a pER8: GUS tesztben a P8-11, V2, V3, V6 és V7 mutattak Osztrogénszer( aktivitast; az
antiproliferativ tesztelés sordn a P8-as, P10-es, P11-es és a V3-as frakcidk gatldsa volt 30%-nal
nagyobb valamelyik sejtvonalon. A helikrizin B és a 5,7,3',5'-tetrahidroxiflavdanon kivételével
minden vegyilet, amelynél észlelhet§ volt Osztrogénszerl aktivitds (naringenin, luteolin,
izolikviritigenin, genisztein) jelentds antiproliferativ aktivitast is mutatott a tesztelt sejtvonalakon.
Mind a négy, antiproliferativ hatassal rendelkezé vegyilet gatldsa nagyobb volt az ER-negativ
A2780 sejtvonalon, amely ER-figgetlen sejtproliferdcio-gatlasra utalhat, vagy esetleg
sejtproliferacio serkentésére az ER-pozitiv T47D sejtvonalon; ami szintén 6sztrogénaktivitdsukat
tdmaszthatja ala.

Xantin-oxidaz gatlé hatas

A fermentdlt és a nem fermentdlt névényi anyag metanolos kivonatainak diklér-metanos
megosztasdval nyert fazis xantin-oxidaz gatld aktivitast fejtett ki, ezért tovabbi kromatografias
tisztitdsnak vetettik ald. A nem fermentdlt Cyclopidbdl szérmazé PP8-as és a fermentdlt
novénybdl nyert P10-es frakciok fejtették ki a leger6sebb xantin-oxidaz gatlast. Ezen frakcidk
tovabbi tisztitadsa vezetett a luteolin és diozmetin (CG1 és CG17) izoldlasdhoz, amely vegyiletek
figyelemremélté XO gétldé hatdst mutattak: luteolin ICsp: 0,84 uM (95%-0s konfidencia-intervallum
0,80-0,91 pM) és diozmetin ICsp: 0,53 UM (95%-0s konfidencia-intervallum 0,40-0,80 uM). Mindkét
vegyllet jelent&sen meghaladta az allopurinol altal kifejtett gatlast (I1Cso= 7,49 + 0,29 uM), amelyet
pozitiv kontrollként alkalmaztunk.

A hatastanilag kovetett izolalds mellett az Osszes altalunk izolalt vegylletet is megmértiik. A
15, mar izolalt komponens kozll csak két, szerkezetileg egymashoz kozel allé flavanon, a
heszperetin (CG12) és az 5,7,3',5'-tetrahidroxiflavdanon (CG14) mutatott gyenge gatlast (ICso =
55,20 nM (95%-os konfidenciaintervallum 41,40-73,51 puM) és 120,55 uM (95%-os konfidencia-
intervallum 101,71-142,86 uM). A tobbi izolalt vegyllet nem fejtett ki xantin-oxidaz gatlé hatast
(ICse> 150).

12



KOSZONETNYILVANITAS

Szeretném kifejezni kdszonetemet a Farmakogndziai Intézet csodalatos csapatanak, akik
mindvégig tdmogattak és olyan légkort teremtettek, amely mindig a legtobbet hozta ki belSlem.
Kulonosen hélas vagyok témavezetémnek, Dr. Csupor Dezsének, akire mindig szamithattam,
napszaktdl fiiggetleniil. Osztonzése és szakmai tanacsai felbecsiilhetetlen hozzajarulast nyljtottak
munkdmhoz.

Oszinte koszonetem fejezem ki Prof. Dr. Hohmann Juditnak, munkam iranyitasaért és
folyamatos tdmogatasdért. Szeretnék koszonetet mondani Dr. Veres Katalinnak és Dr. Rédei
Déranak, akik bevezetettek a kutatds vildgaba és inspiraltak, hogy elkezdjem PhD munkamat.
Koszonet illeti Dr. Vasas Andredt, akit6l tudomdnyos Utmutatdst és sok mast kaptam.

Hatalmas koszonet szeretnék mondani Dr. Ana Martinsnak, aki helyszint6l flggetlentl
sokszor segitetségemre sietett.

Halas vagyok Prof. Szendrei Kalmdnnak és Dr. Hunyadi Attilanak, a sok otletért, amellyel
munkamat inspirdltak. K6szonom Dr. Jacobus N. Eloffnak a névényi anyag begydjtését.

Kulon készonettel tartozom Dr. Lajter lldikénak, aki a jobb kezem volt (és én neki a bal).

Meg szeretném kdszénni, hogy Prof. Fang-Rong Chang, lehet6vé tette, hogy kutatdsom nagy
részét az O laboratériumaban végezhettem és Dr. Wan-Chun Lainak, aki Uj technikdkat tanitott, és
témogatasara mindig szamithattam. Koszonettel tartozom az Eurdpai Unié és a Magyar Allam
(TAMOP-4.2.4.A/ 2-11/1-2012-0001) ‘Nemzeti Kivalésag Proram’-janak az anyagi tdmogatasaért.

K&sz6nom az inspirdciot Kozma Eszternek, ami nélkiil soha nem kezdtem volna el a PhD-m.

Dr. Jedlinszki Nikolett, Dr. Kele Zoltdn, Kusz Norbert és Dankd Baldzs nélkil az NMR és MS
mérések nem valdsultak volna meg, kdszdndm magas szintli szakmai munkdjukat.

Halaval tartozom Dr. Vdnyolos Attildanak akinek bizalma munkam irant kiemelkedé volt.

Szivb4l koszonom Dr. Borcsa Botond Lajos és Dr. Vajda Szildrd batoritasat a nehéz idékben.
Koészonetem fejezem ki Dr. Zupkd Istvdnnak és Dr. Lovdsz Norbertnek az antiproliferativ és a
szervfiirdGs vizsgalatok elvégzéséért. Rendkivil halds vagyok Haddrné Berta Erzsébetnek, Herkéné
Nagy Anndnak és Hevérné Herke Ibolydnak az értékes segitségért, a sok nevetésért és a kivald
technikai tamogatasért. Szeretnék kdszonetet mondani bardtaimnak, Horvdth Attilanak és Boros
Kldrdnak, a kitarté tamogatasukért a HPLC mérésekben és azon tul.

Végil, de nem utolsésorban szeretném megkoszonni Istenemnek, hogy utat mutatott,
kedvesemnek, Ednek szeretetétét és tamogatdsat, tovabba csalddomnak és bardtaimnak, életem

sarokkoveinek, akik felbecstilhetetlen segitséget nydjtottak, szdmtalan Gton s médon.

13



AZ ERTEKEZES ALAPJAUL SZOLGALO KOZLEMENYEK:

1.

Roza O, Lai W-C, Zupkd |, Hohmann J, Eloff JN, Chang F-R, Csupor D.

Bioactivity guided isolation of phytoestrogenic compounds from Cyclopia genistoides by
PER8:GUS reporter system

South African Journal of Botany 2016; Nyomtatds alatt If: 1,244 (2015)

Roza O, Martins A, Hohmann J, Lai W-C, Eloff JN, Chang F-R, Csupor D.
Flavonoids from Cyclopia genistoides and their xanthine oxidase inhibitor activity
Planta Medica 2016; 82:1274-1278 If: 2,152 (2015)

Roza O, Lovasz N, Zupkd |, Hohmann J, Csupor D.

Sympathomimetic Activity of a Hoodia gordonii Product: A Possible Mechanism of
Cardiovascular Side Effects

BioMed Research International 2013; Article ID: 171059 If: 2,706

ELGADASOK ES POSZTEREK:

1.

Roza O, Martins A, Hohmann J, Lai W-C, Chang F-R, Eloff JN, Csupor D.

Polyphenols from Cyclopia genistoides and their xanthine oxidase inhibitory activity

63" International Congress and Annual Meeting of the Society for Medicinal Plant and Natural
Product Research — GA2015; Budapest, Magyarorszdg, 2015. augusztus 23-27.

Csupor D., Roza 0., Jedlinszki N., Hohmann J.
Szintetikus hatéanyagokkal hamisitott novényi fogyasztoszerek vizsgalata
Congressus Pharmaceuticus Hungaricus; Budapest, Magyarorszdg, 2014. 4prilis 10-12.

Roza 0., Martins A, Csupor D, Hohmann J.
A Cyclopia genistoides xantin-oxidaz gatlé hatdsanak vizsgalata
Fiatal Gyogynovénykutatok Féruma; Budakaldsz, 2014. februar 14.

Roza O, Lai W-C, Chang F-R., Boros K, Csupor D.

Investigation of the phytoestrogenic activity of Cyclopia genistoides by pER8:GUS reporter
system

62" International Congress and Annual Meeting of the Society for Medicinal Plant and Natural
Product Research — GA2014; Guimaraes, Portugalia, 2014. augusztus 31-szeptember 4.

Roza O, Lovasz N, Zupkd |, Hohmann J, Csupor D.

Hoodia gordonii: facts beyond beliefs

Trends in natural products research: a young scientists meeting of PSE and OPhG; Obergurgl,
Ausztria, 2013. julius 21-25.

14



