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1. Bevezetés

A természetes anyagok, koztiik a névényi drogok, kivonatok és hatéanyagok a térténelem kezdete
Ota részei valtozé formaban a gydgyaszatnak. A gydgynovényhasznalat elsé dokumentalt irdsos
bizonyitéka az a mintegy 5000 éves sumér kétabla, amelyen 12 gyégynovényes recept taldlhato,
olyan, ma is ismert gyégynovények alkalmazdsat részletezve, mint a mak vagy a bolondité
beléndek.! A paleofarmakoldgiai kutatasok még ennél is korabbi, 7-8000 évre visszamend gyogy-
névényhasznalatot igazoltak human koprolitokbdl Dél-Amerikaban.? Az 6kor késébbi idészakaibdl
bdséges irasos bizonyiték all rendelkezésre Kinabdl, Indidabdl, Egyiptombdl (Kr. e. 2500-1500),
majd a korszak maig ismert gydgyitdinak koszonhet6en Eurdpabdl is. Hippokratész és Teofrasztosz
a Kr. e. 5-4. szazadban t6bb szaz gydgynovény haszndlatdnak maédjat és céljat irtak le. Ezek kozil
szamos ma is a gyogynovénykincs része. Az dkorban és a kozépkorban a novényeket friss vagy
szaritott drogként vagy azok kivonataiként alkalmaztak. Az alkalmazas céljat és mddjat, korlatait a
generaciorél generdciéra 6rokl6dé tapasztalat alapozta meg.

A gybégynovényhasznalat modja Iényegileg évszazadokon at valtozatlan volt, az elsé jelen-
t6s nagy valtozast a szerves kémia elméleti hatterének és mddszereinek kialakuldsa hozta a 18-
19. szdzadban. Az elsG tiszta formaban kinyert névényi hatéanyag a morfin volt (1805, Friedrich
Sertiirner), majd roévid id6n belll egyre tobb névény masodlagos anyagcseretermékeit nyerték ki
és azonositottdk.? Az elsé félszintetikus szarmazékok (pl. az 1874-ben Charles Romley Alder Wright
altal elBallitott heroin)* kdzdtt olyan vegyilet is taldlhatd, amely maig alapvetd része a gydgyszer-
kincsnek. llyen vegyiilet az acetil-szalicilsav, amelyet az eredetileg novényi forrasbdl szarmazo sza-
licilsav félszintetikus atalakitaséval nyert Felix Hoffmann 1897-ben.®

A 20. szazad a szintetikus gydgyszergyartds modszereinek és ipari feltételeinek kialakulasa
révén gyokeres valtozdst hozott a gydgynovények alkalmazdsdban. A kordbban hagyomadnyos
drog- és gydgynovénykivonat alapu termékek jelent8sége visszaszorult, a gyégyszerkincsben egy-
re nagyobb ardnyban jelentek meg a szintetikus vegyliletek. Bar a genuin ndvényi hatéanyagok
jelent8sége is csokkent, helyesebb inkabb hangsulyvaltozasrdl beszélni: az Uj gydgyszervegyiiletek
kozott a novényi szekunder metabolitok ardnya kicsi, jelentds részt tesznek ki azok a farmakonok,
amelyek valamilyen mddon Osszefiiggésbe hozhatdak ilyen anyagokkal. Az 1981-2014 kozott
engedélyezett 1562 Uj gydgyszer 1%-a ndvényi kivonatot tartalmaz, 4%-anak hatéanyaga genuin
természetes vegylilet, 21%-a természetes eredetli vegylilet szdrmazéka, 14%-a természetes
eredet(i farmakofdrt tartalmazd szintetikus vegyiilet.® A természetes anyagok gydgyszer-
kutatdsban maig tarté jelent6sége azzal magyarazhatd, hogy ezen vegylletek koézott nagyon

magas a bioaktiv anyagok aranya. Ez els6sorban a névényvildg és az él6 kdrnyezet koevolucidjaval
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magyarazhato, ugyanis ennek soran olyan szekunder metabolitok termelése szamitott evolucids
elénynek, amelyek révén a novény képes hatni a kdrnyezetére, kartevGire és kérokozdira. Ezen
hatasok egy része gydgyaszati szempontbdl nem hasznosithatd (az ilyen aktivitasi novényeket
tekintjik mérgez6nek), mas hatasok, megfelel6 dozirozds és alkalmazds esetén gydgyhatasként
hasznosulnak.

A gydgynodvényekbdl kiinduld gydgyszerfejlesztés el6nye, hogy a klinikai hatas altaldban
ismert — ebbdl kiindulva halad a kutatas a hatdéanyagok és hatasmechanizmusok feltardsdig.
Szamos sikeres példa tamasztja ald ennek a megkozelitésnek a létjogosultsdgat, az
antidepresszans hatdsl kozonséges orbancf(itél a majvédé mariatovisig. El6bbi a modern
készitményekben is kivonatként van jelen, utdbbinak hatdanyagait, a flavonoligndnokat dusitva
alkalmazzdk. A hatds moddja mindkét esetben részleteiben feltart. Szdmos sikeres novényi
hatdanyag esetén azonban ettdl eltér6 Ut vezetett a sikerig: a nagy ateresztGképességl
farmakoldgiai vizsgdlatok kifejlesztése tette lehet6vé, hogy sok ezer extraktum szlirévizsgalata
soran kiemelked6 aktivitasu kivonatokat azonositsanak olyan névényekbdél is, amelyek gydgydaszati
alkalmazésa korabban nem volt jellemz6. igy valt gyégyszerré a Taxus baccata hatdanyaga, a
paklitaxel és a Galanthus nivalis vegylilete, a galantamin.

A 20. szazad utolso évtizedeiben megtorni latszott a gydgyszerkutatas Uj hatéanyagok sza-
maban mért lendiilete, s ennek részeként az Uj névényi eredet(i hatéanyagok szama is csdkkent.
Az okok tobbrétliek: bar bizonyos féldrészek gydgynévénykincse tudomanyosan kevéssé vizsgalt,
Eurépdaban és egyéb fejlett orszagokban a népi gydgyaszat, mint otletforrds kimerilében van; a
névényi nyersanyagbdl kiindulé preparativ fitokémiai-farmakoldgiai megkozelités nagyon id6i-
gényes és alacsony termelékenységi. Bar az utdbbi problémat részben orvosolta a nagy teljesit6-
képességl szlir6vizsgalatok terjedése, gyakori jelenség, hogy az aktivnak talalt kivonat frakciona-
Idsa, anyagainak dusitdsa nem magasabb bioaktivitasu frakcidk, vegyiiletek eléallitasahoz, hanem
az aktivitas elvesztéséhez vezet. Ez még olyan esetben is el6fordul, amikor a frakcionalas, izolalas
bioaktivitds-kovetett vagy -vezérelt mddon zajlik. Ennek — legaldbbis részben — az az oka, hogy a
megfigyelt hatas sokszor tobb anyag szinergizmusanak ereddje, a vegyliletek szepardacidja az akti-
vitds csokkenését eredményezi.

Ezt felismerve Ujabb iranyzatok nyertek teret a kutatasban: a tiszta hatdanyagok alkalma-
zasara iranyuld térekvés mellett Uj lendiletet kapott a ndévényi kivonatok alkalmazasa a tobb ta-
maddéspont elérése érdekében (Un. multi-target therapy),” és tébb esetben igazolast nyert, hogy
az 6sszetett anyagkeverékek alkalmazdasa esetenként el6nyosebb lehet a tiszta hatdanyagok hasz-
nalatanal. Az orbancfli esetén bebizonyitottak, hogy a kivonat polifenolos vegyiiletei javitjak a hi-
pericin biohasznosuldsat,® a pafranyfenyd esetén a ginkgolidok, a macskagydkér esetén pedig ké-

miailag kiilldnb6z6 tartalomanyagok kézétt figyeltek meg szinergizmust.® Ezt a jelenséget hasznalja
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ki az an. reverz farmakogndzia, amely a tiszta vegylletek ismert bioaktivitasai és in silico modelle-
zés iranyabol kdzelit a komplex vegylletkeverékek hasznositdsa irdnydba.’® Mindemellett a ndvé-
nyekben kis koncentraciéban megtalalhaté hatdanyagok ipari hasznositdsa is U] lehet6séget
kapott azaltal, hogy biotechnolégiai médszerekkel szdmos vegyiilet gazdasagosabb el&allitasara
nyilik lehet&ség (pl. digitaloidok,!! paklitaxel'?).

A természetes anyagokon nyugvd gydgyszerkutatas-fejlesztés csak egyik nagy kihivasa a
megfelel6 gydgyszeralapanyag (hatdanyag) felfedezése, fejlesztése és ipari termeléshez sziikséges
mennyiségének biztositasa. Az ezzel kapcsolatos kutatdsok sikeressége, sebessége mellett az Uj
gyogyszerek piacra keriilését alapvetéen befolyasolja a gydgyszerengedélyezéssel kapcsolatos jogi
koérnyezet valtozasa is. Napjainkban a biztonsagossag priorizdlasa egyre hangsulyosabb, ezért sza-
mos, egyébként hatasos molekula nem kertilhet gydgyszerként forgalomba. A mai gyégyszerenge-
délyezési szabalyok mellett egy sor, évtizedek 6ta forgalomban Iévé gydgyszermolekulat (pl. egyes
benzodiazepineket nemkivanatos hatasaik miatt) feltehet6leg nem engedélyeznének Uj gyogy-
szerként az Eurdpai Uniéban. A mar forgalomban Iév6 gydgyszerek esetén is egyre szigorubbak a
szabalyok, és ez tlkroz6dik a farmakovigilancia térnyerésében. A nemkivdnatos hatasok
dokumentdldsa, gyljtése, hatdsagi értékelése donté szerepet jatszik a gydgyszerek
alkalmazhatdsaganak, alkalmazasi korének alakulasdban. Mindez a gydgynévények esetén is
érvényes: toébb novény, kdztik az anxiolitikus gyégyszerként alkalmazott Piper methysticum®® a
nemkivanatos hatasok (ez esetben hepatotoxicitasa) felderitése miatt tlint el a gydgyszerkincsbdl,
de arra is van példa hogy egy feltételezett, de nem bizonyitott nemkivanatos hatas miatt egyes
novények (pl. Cimicifuga racemosa) gyogyszereit csak fokozott el6vigyazatossag mellett engednek
alkalmazni.

A gyogynovények vizsgalata tobb szempontbdl is perspektivikus, akar a vizsgalat médsze-
rei, akar célja fel6l kozelitink. Kevés olyan gyogyndvény, van még a leginkabb intenziven
vizsgaltakat figyelembe véve is, amely kémiailag alaposan feltérképezett. A ndvények zoménél a
hatéanyagok sem ismertek teljes kdrben, nem is beszélve a nemkivanatos hatasokért felelSs, vagy
az olyan, bioldgiailag jelentds aktivitassal nem rendelkezé anyagokrdl, amelyek valamelyest a
kivanatos és nemkivanatos hatdsokat is befolyasolhatjak. Alapvetd fontossagu olyan uj vegyliletek
kinyerése és szerkezetazonositdsa, amelyek a terdpias alkalmazhatdsag vagy biztonsag szempont-
jabadl jelent6sek. A kvalitativ azonositason tulmutatd, kvantitativ adatokat szolgaltaté eredmények
is hianyosak, jollehet a névényi kivonatok hatasossaga és mellékhatasprofil szempontjabdl ezek is
jelentések. Mivel a névényeket napjainkban déntéen feldolgozott formaban alkalmazzak, elen-
gedhetetlen a gyakorlatban hasznalt termékek vizsgalata is. A kémiai vizsgdlatokat kiegészit6é
farmakoldgiai kutatasok Uj hatasok, hatdanyagok, nemkivanatos hatasokért felelGs vegyuletek

azonositasahoz vezethetnek. A novényi kivonatok, vegyiletek toxikoldgiai elemzése szintén fontos
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feladat, mivel a legelterjedtebben alkalmazott névények zomének sem teljesen feltart a
toxikoldgiai profilja. A farmakoldgiai, toxikoldgia és klinikai vizsgalatok esetén egyre nagyobb
hangsuly van azon, hogy jél definidlt és kémiailag jol jellemzett kivonatokon alapuljanak a
megallapitasok, mivel a hatdsossaggal és biztonsagossaggal kapcsolatos kijelentések csak egy-egy

konkrét kivonatra érvényesek, és nem altalanosithatéak a névényfaj szintjére.
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2. Kutatasi célok

A bevezet6ben foglaltakat figyelembe véve az itt bemutatott munka fokuszdban olyan fitokémiai,

-farmakoldgiai és a hatdsossag, biztonsagossdag értékelését célzé vizsgalatok voltak, amelyek

. preparativ kémiai kutatdsok eredményeként () szekunder metabolitok, kozottik Uj
potencialis hatéanyagok azonositasa céljabdl,

. Uj bioaktivitasok felderitését céloztdk,

. ismert vegylletek, kdztiik haté- és nemkivanatos hatasokért felel6s anyagok kimutatasara,
mérésére, minGségvizsgalatra alkalmas médszerek kidolgozasara iranyultak, valamint

. gyogynovénykivonatok hatdsossagdnak felmérésére és biztonsagossagi profiljuk
kiegészitésére irdnyultak.

A preparativ névénykémiai vizsgalatok kiinduldsi alapja és célja eltérd volt az egyes novények

esetén. Az Aconitum fajokndl a cél a nemzetségre jellemzd diterpén-alkaloidok kinyerése volt a

kémiai tér b6vitése és Uj, bioaktiv vegyiiletek és aktivitasok megismerése érdekében. Hasonld

motivacid indokolta a lipoalkaloidok félszintézisét, valamint a Heliopsis helianthoides és a

Lepidium meyenii vizsgalatat. A Paraleucobryum longifolium tanulmanyozdsanak kett&s célja volt:

szerettlink volna kémiai adatokat gydjteni errél a kordabban szinte egyaltalan nem tanulmanyozott

fajrél, valamint megismerni az antiproliferativ és antibakteridlis hatasért felel6ssé tehet6

tartalomanyagokat. A Cyclopia genistoides vizsgalatanal a cél a fito6sztrogén hatasu vegyiletek

azonositasa volt, vegyiilettipustdl fliggetlenil. A Ducrosia anethifolia vizsgalatanak motivacidja a

novény kémiai feltérképezése volt, kilonds tekintettel a furokumarinokra, mivel errél a

gyogyaszatban és taplalkozdsban is haszndlt fajrdl ilyen tekintetben nem allnak rendelkezésre

atfogd informacidk.

A nemkivanatos hatasu és hatéanyagok mérésének els6é I|épése a mérési mdodszer
kidolgozasa. A kvalitativ és kvantitativ analizis célja lehet élelmiszernévényként is hasznalt
gyogynovények (pl. Camellia sinensis, Foeniculum vulgare) 06sszetételének pontosabb
megismerése az élelmiszerbiztonsdg fokozdsanak céljabodl, vagy gydgyaszati céllal alkalmazott
kivonatok elemzése a biztonsagossag és hatdsossag jobb megismerése érdekében (Rhodiola
rosea, Vitex agnus-castus, Silybum marianum).

A hatdsossagi és biztonsagossagi vizsgalatok a népi gydgyaszatban alkalmazott fajok, a
Centaurea sadleriana sebgyogyito és az Anthemis nobilis gbrcsoldd hatdsanak tanulmanyozasatol
a Symphytum officinale toxikus alkaloidjainak bérrél vald felszivédasanak tanulmanyozasan at az
Ambrosia artemisiifolia szubakut toxicitdsdnak elemzéséig terjedtek. In vitro moddszerek
segitségével elemeztik alkaloidok specifikus és nem-specifikus toxicitasat. Els6ként végeztiink
Magyarorszagon olyan kutatast, amely részeként klinikailag vizsgalt novények (Vitex agnus-castus,

Crataegus sp., Crocus sativus) hatasossagat elemeztiik metaanalizisek segitségével.
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3. Irodalmi attekintés

A disszertacid alapjat képez6é munka a preparativ novénykémiai vizsgalatoktdl a kvalitativ és
kvantitativ analizisen a4t novényi kivonatok és vegyliletek farmakoldgiai-toxikoldgiai jellemzéséig
tobb témakort olel at. A kovetkezd attekintésben a kisérletes munkat megalapozd, a munkat

perspektivdba helyez6 fontosabb szakirodalmi el6zményeket és hatteret mutatom be.

3.1. Farmakologiailag igéretes novények és szekunder metabolitjaik

3.1.1. Terapids és toxikoldgiai jelentdségii alkaloidok

A gydgydszatban alkalmazott novényfajok kozott jelents ardnyt képviselnek az alkaloidtartalmu
novények. Az alkaloidok — dont6en azért, mert a neurotranszmitterekhez hasonldéan nitrogénato-
mot tartalmaznak — erds fiziolégids hatassal rendelkezé vegyuletek, amelyek vizsgdlata toxikoldgi-
ai szempontbdl is érdeklédésre tarthat szamot.

A tavol-keleti gydgyaszat legfontosabb névényei kozé tartozd, toébbek kdzott fajdalom-
csillapitéként haszndlt Aconitum (sisakvirag, Ranunculaceae csalad) fajokra jellemzé az alkaloidok
felhalmozasa, a nyers novények jelentés mennyiségben tartalmaznak Cig-, Cio- és Cyo-diterpén-
alkaloidokat. A Cyo-diterpén-alkaloidok altaldban észterezetlenek, ritkdn benzoesav vagy ecetsav
monoésztereiként fordulnak el6 a természetben.’* A Cys-diterpén-alkaloidokat (norditerpén-
alkaloidokat) az észterezettség alapjan 5 csoportba lehet osztani: észterezetlen, mono-, di-,
triészter és lipoalkaloid. Ezeknél a vegylileteknél az észterezG sav altaldban aromas sav és ecetsav,
a lipoalkaloidok viszont a C-8 szénatomon hosszabb szénldncu zsirsavval észterezettek.’>® A Cyg
bisznorditerpén-alkaloidok észterezetlenek a C-4-en vagy egy észtercsoporttal szubsztituéltak.?”

Az Aconitum carmichaelii és az Aconitum kusnezoffii tavol-keleti hagyomdnyos
gyogyaszatban elterjedten alkalmazott gyokérdrogjait a Kinai Gydgyszerkdnyv is tartalmazza: a
Radix aconitit (az A. carmichaelii szaritott anyagyokérgumdja), ennek feldolgozott formajat, a
Radix aconiti lateralis praeparatat (az A. carmichaelii feldolgozott lednygumadja), a Radix aconiti
kusnezoffiit (az A. kusnezoffii szaritott gyokérgumadja), valamint ennek feldolgozott formajat. A
Kinai Gyodgyszerkényv a Radix aconiti és a Radix aconiti kusnezoffii esetén nem korlatozza a
diterpénalkaloid-tartalmat, és a Gydgyszerkdnyvben taldlhato figyelmeztetés (,,be cautious about
the unprocessed root taken orally”) nincs ardnyban a mérgezés lehetséges kévetkezményeivel. A
Radix aconiti praeparata és a Radix aconiti kusnezoffii praeparata monografidk esetén a
diészteralkaloidok mérésére kolorimetrids (ezek mennyisége legfeljebb 0,15%), az 6sszalkaloid-
tartalom meghatdrozasara titrimetrids modszert adnak meg (akonitinben (1) kifejezett mennyiség

<0,20%). A feldolgozott drog Gydgyszerkonyv altal ajanlott napi adagja 1,5-3 g, ami akar 4,5 mg
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diészter-alkaloidot is tartalmazhat. A Radix aconiti lateralis praeparata esetén a mennyiségi
vizsgalatra nem tulsagosan megbizhatd rétegkromatografias vizsgalatot ajanlanak. Tekintettel a
diészteralkaloidok toxicitdsara (az akonitin (1) minimalis human letdlis dézisa 3-6 mg),*®
elengedhetetlen, hogy a gydgyszerkonyvi mennyiségi meghatdrozdsok biztositsak a legtoxikusabb
vegylletek megbizhaté meghatdrozdsat. Az Eurdpai Gydgyszerkdnyv Aconiti carmichaelii radix,
Aconiti radix praeparata, Aconiti radix lateralis praeparata és Aconiti kusnezoffii radix praeparata
monografidi kidolgozas alatt vannak, célszer( lenne, hogy a kozeljov6ben hivatalossa vald
elGiratok a jelenlegi tudasunkkal harmonizalé analitikai médszereket tartalmazzanak.

A feldolgozatlan sisakvirag drogok toxicitasat alkaloidtartalmukkal hozzak 6sszefliggésbe,
déntéen Na*-ioncsatornakat aktivald hatasuknak tulajdonithatéan.’® Ilyen szempontbdl, a
mennyiségi viszonyokat is figyelembe véve, a gyakran alkalmazott drogokban az akonitin (1), a
mezakonitin (2) és a hipakonitin (3) az elsGdleges kockazati tényezék. Nem teljesen ismert, hogy a
vegylletek kardiotoxicitdsdban a jelenleg els6dlegesnek tartott Na*-csatorna aktivalasan kiviil
mely tamaddaspontoknak van szerepe, mint ahogy az sem tisztazott, hogy a sisakvirdgdrogok
ismert fajdalomcsillapité hatdsdban mekkora szerepet jatszanak ezek a vegyliletek és
ioncsatorndkra kifejtett hatdsaik. Az bizonyos, a fesziltségfligg6 Na*-csatornakat aktivald
alkaloidok a neuronok tartdés depolarizacidja és az idegi ingeriiletvezetés gdatldsa miatt
antinociceptiv hatdstak, de ez nem ad magyarazatot a drogok empirikusan alatamasztott

gyulladascsokkent6 hatdsara.

R1 R2
akonitin (1) CHs OH a4 5
mezakonitin (2) CHs OH
hipakonitin (3) CH3 H

1. dbra Az akonitin (1) atalakuldsa a sisakviragdrogok feldolgozasa soran benzoil-akoninna (4),

majd akoninna (5)

A sisakviragdrogokat jellemzGen vizes kozegben hékezeléssel jard feldolgozas utan hasznaljak fel
a keleti gydgyaszatban. A feldolgozas soran a diészter-alkaloidok észtercsoportjainak (elsd
|épésben az acetil-, majd a benzoilészter) hidrolizise torténik (1. abra), azaz a diészterek
koncentracidja csokken, az egyszeresen észterezett és észterezetlen szarmazékok koncentraciéja
né. Ha a feldolgozas nem eléggé kimerit6, a drogban maradhat di- vagy monoészter-alkaloid. A

megfelel6 feldolgozas sziikségességét jol szemléltetik az alkaloidok egereken mért LDso értékei:
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akonitin (1): 1,8 mg/kg p.o., 0,3 mg/kg i.p., 0,1 mg/kg i.v.; benzoil-akonin (4) 1500 mg/kg p.o., 70
mg/kg i.p., 23 mg/kg i.v.; akonin (5): 120 mg/kg i.v.%°

Nem megfelel6 feldolgozas utan a sisakviraggyokerek kivonatai mérgezbéek, ezt szamos
mérgezési eset igazolja.?! A tulsdgosan nagy mennyiség( diészter-tipusu alkaloidot tartalmazé
drogok hasznalatabdl bekdvetkezd mérgezések haldlozasi ardnya még kérhazi ellatas esetén is 5%
folott van.22 A kardiotoxicitds a QT id8szak megnyuldsaval és aritmidval jellemezhets, amit
eredetileg a Na*-csatornak aktivaldsdval magyaraztak.”® Ez az aktivitds els6sorban a C-8 és C-14
helyzetben észterezett diészter-Cis-alkaloidokra jellemz8,%* ezért tartjdk az akonitint (1),
hipakonitint (3) és a mezakonitint (2) a sisakvirdgok legmérgez6bb alkaloidjainak. A monoészter
alkaloidok egy része gdatolja a feszlltségfligg6 Na'-csatorndt, ezért antiaritmias és
epilepsziaellenes hatdsuk is lehet.?* llyen szempontbdl a legperspektivikusabb vegyiiletek az
antranilsavval vagy acetil-antranilsavval C-4 helyzetben észterezett, C-1-en, Cl4-en és C-16-on
metoxicsoportot, C-8-on hidroxilcsoportot tartalmazdé Cis-alkaloidok kdzé tartoznak.?”> Ezek
egyike, az Aconitum septentrionalebdl szarmazdé lappakonitin (6) hidrobromidsdja Allapinin néven
az 1980-as években ordlisan alkalmazhatd antiaritmids gydgyszerként keriilt forgalomba.?® A
lappakonitin tartdsan és reverzibilisen gdtolja a Na*-csatornakat, de hatdsdban az is szerepet
jatszik, hogy csokkenti bizonyos Na*- és K*-csatorndk és membran-
transzporterek expresszidjdban szerepet jatsz6 mRNS-ek szintjét.?” Egy
masik vegyllet, az Aconitum koreanumbdl kinyert acehitizin 2005-ben
kerilt forgalomba antiaritmiads gyégyszerként Kinaban. Ez a molekula

nemcsak a gyors Na*-csatornat gatolja, hanem a késéi egyeniranyitd K*-

aramot és az L-tipusu kalciumaramot is, ugyanakkor nem okoz QT- 6
megnyulast.?®

A szenzoros neuronokban taldlhatd fesziltségfliggd Na*-csatorndk hasznalatfiiggé
gatldinak antikonvulziv, antiaritmias és helyi érzéstelenit6 hatasat régdta kiaknazzdk a
gyodgyészatban.?3° A Na*-csatornak a-alegységeinek izoformai nagyon hasonlé szerkezet(iek, a B-
alegységek eltérései azonban kiilénbdz6 funkciokat tesznek lehet6vé.3 A fizioldgids szerepet
betolté csatornaaltipusokon (pl. Nay1.5) inaktiv, gydgyaszati szempontbdl jelentés csatornakon
(pl. Nay1.2) szelektiven aktiv vegyiiletek gydgyszerkutatasi szempontbdl jelent6sek lehetnek,
ilyeneket azonban nem ismertink a jelenleg alkalmazott gydgyszermolekulak kérében.3?

A diterpén-alkaloidok ioncsatorndkra kifejtett hatdsainak valtozatossagat felismerve és az
Ujabb ioncsatornak felfedezésével felélénkilt a vegylletek kardiovaszkularis hasznositasaval
kapcsolatos kutatds. Potencidlis tamadaspontok lehetnek a G-protein altal medialt befelé

egyeniranyitd kaliumcsatorna (GIRK), amelyek a pitvarban expresszalédnak. Kroénikus

pitvarfibrillacid esetén a pitvari szivizom elektromos Ujrarendez6dése soran megnovekszik a
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konstitutivan aktiv GIRK csatornak szdma, ami az aritmia egyik potencialis rizikéfaktora, ezért a
kordbban kimutattak, hogy egyes alkaloidok hatdsosan gatoljak a GIRK-csatornékat,®® a diterpén-
alkaloidok ilyen jellegi hatdsait nem tanulmanyoztak. Mindezek a felismerések a preparativ
fitokémiai munkat is 6sztonzik, mivel a farmakoldgiai tesztekhez Ujabb vegyiiletekre van sziikség.

Ezzel parhuzamosan, a kaliumcsatorndk tovabbi altipusainak felfedezésével a diterpén-
alkaloidok toxicitdsanak Gjabb lehetséges mechanizmusai tarultak fel. A diterpén-alkaloidok hERG-
gatld hatasara egy szlrdvizsgalat hivta fel a figyelmet, amelyben az akonitin esetén mutattak ki a
maér ismert Na*-csatorna gatld hatast kiegészits rizikdtényez6t.3® A gyors késdi egyeniranyitd K*-
csatorna (Kv11.1, Ik vagy un. human ether-a-go-go-related gene, hERG csatorna) fontos szerepet
jatszik a repolarizacidéban (f6ként annak 3. fazisaban), gatlasa olyan mértékben fokozza az aritmia
rizikéjat, hogy jelenleg a gydgyszerfejlesztés korai szakaszaban vizsgdljak a gyogyszerjeloltek
hatdsat a csatornara a potencidlisan veszélyes molekuldk kiszlirése érdekében.?” A hERG altal
kédolt fesziiltségfliggd K*-csatorna gatlasa megnyujtja az akcids potencialt, a QT-id6t, ami torsade
de pointes aritmidhoz és hirtelen szivhaldlhoz vezethet.?® A diterpén-alkaloidok kéziil az akonitin
esetén figyeltek meg elsé6ként hERG ioncsatornagétlé hatast,® majd egy allatkisérlet kapcsan a
hipakonitinrél is leirtdk ugyanezt.*°

A hERG ioncsatornakat gatlé vegyiletek kozott lehetnek olyanok is, amelyek terapiasan
széles korben alkalmazott névények tartalomanyagai. Az egyik ilyen névény a Chelidonium majus,
amelynek benzil-izokinolin alkaloidjai k6ziil tébb esetén igazoltak hERG-gatld aktivitast.*1
Amennyiben ezt a hatdst nem ellensulyozzdk mas (pl. ioncsatornakra kifejtett) hatdsok, a
vérehullé fecskef(i oralis alkalmazasa kockazatos lehet. A vegyiiletek hatdsa azonban tébbnyire
nem irhatd le egyetlen ioncsatornahatdssal: mig példaul a berberin (7)* esetén a hERG gatlasnak
megfeleld akcids potencidl megnyulast irtak le, a protopin (8) ezzel ellentétesen hatott az akcids

potencidl hosszéra.** Utdbbi vegyiiletrél ismert, hogy azL- 0

O/\

tipusd Ca?*- (lcat) és Na*- (Ina) csatorndkat is gatolja,*

azonban a ndévény szamos alkaloidjainak ioncsatornakra

kifejtett hatasai nem ismertek.

Az ioncsatorndkon keresztil kifejtett hatast altaldban a sziv-érrendszeri hatasokkal hozzak
Osszefliggésbe. A diterpén-alkaloidok ezen kiviil olyan bioaktivitasokat is kifejtenek, amelyekben
az ioncsatornak befolyasoldsa nem, vagy nem ismert mértékben jatszik szerepet. A kdzismerten
toxikus akonitin (1) kilénb6z6 daganatsejteken citotoxikus hatast fejt ki, ami
részben a Na'-csatorndk aktivalasaval, részben pedig kiilonb6z6

proapoptotikus faktorok termelésének fokozdsdval és az NF-kB

expresszidjanak gatldsdval magyarazhatd.*e*® A fajdalomecsillapité hatést is
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sokaig elsGsorban az ioncsatornakon keresztil kialakuld antinociceptiv aktivitassal magyaraztak,
de a szongorin (9) esetén igazoltik, hogy az opioid rendszer is érintett.* Ez utdbbi vegyiilet in vivo
a D,- és a GABAa-receptorok agonistéja,®®°! ugyanakkor in vitro ezzel ellentétes hatast mutatott.>?
Ez az ellentmondas rdmutat arra, hogy a hatdsmechanizmusok tisztazasat célzé in vitro vizsgalatok
mellett elengedhetetlenek az in vivo kisérletek, amelyekben a célfehérjéken kiviil egyéb tényez6k
is befolyasolhatjdk a hatast.

A sisakviragok a sokat tanulmanyozott diterpén-alkaloidok csoportjan belil egy specidlis
alcsoportba tartozd un. lipoalkaloidokat is tartalmaznak. Ezek a hosszabb szénlancu zsirsavakkal
észterezett vegyliletek a friss és a feldolgozott drogokban is megtalalhatdak, ami héstabilitasukra
utal, valamint azt is kimutattak, hogy részben a feldolgozds sordn atészterezéssel képz6dnek.> Bar
a lipoalkaloidok a human bélflérdban is termel&dnek akonitin-tipusi vegyiletekbél,>*
farmakoldgiai jelent6ségiikkel sokig nem foglalkoztak. Ennek f6 oka, hogy a névényi matrixbdl a
komplex, polaritdsban és molekulaméretben kis kilonbségeket mutatd lipoalkaloidok
kromatografias elvdlasztasa technikailag nehéz. Bar a lipoalkaloidok elGallitasa diészter-tipusu

vegylletek atészterezésével megoldhatd,® kordbban nem szintetizaltak olyan mennyiségben

ezekbdl a vegyiiletekbdl, hogy farmakoldgiai vizsgalatukra sor keruljon.

2. abra Az atészterezési reakcio altaldanos sémaja (10: lipoalkaloid; 11: piroakonitin)

3.1.2. Alkilamid-tartalmii novények

Az N-alkil-amidok a novényvilagban széles korben el6forduld lipofil, kémiailag heterogén
vegyliletek. A molekuldk szerkezete tobbnyire egy tébbszordsen telitetlen zsirsavra és egy aminra
vezethet6 vissza, amelyek kiilonb6z6 heteroatomokat (kén, oxigén, nitrogén) és gylirlirendszert is
tartalmazhatnak. Ez iddig tobb mint 20 névénycsaladbdl mintegy 400 N-alkil-amidot mutattak ki,
amelyek el6forduldsa jellegzetes az Asteraceae csalad Achillea, Acmella, Echinacea, Heliopsis és
Spilanthes nemzetségeire, valamint a Brassicaceae, Piperaceae, Rutaceae és Solanaceae
névénycsalddok egyes fajaira.”® A Helianthae nemzetségcsoport (Asteraceae) kiléndsen gazdag
N-alkil-amidokban, tébb mint 70 kiilénb6z68 vegyiiletet irtak le ebben a taxonban.>”%® Az N-alkil-
amidok kozé olyan kozismert és farmakoldgiailag is alaposan tanulmanyozott vegyiletek is
tartoznak, mint a kapszaicin, de ebbe a kémiai csoportba tartoznak az Echinacea purpurea

anxiolitikus hatdsaban potencidlisan szerepet jatszé vegyiiletek is.>>%°
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Az N-alkil-amidok a novényekben jelen tudasunk szerint, az N-aciletanolaminokhoz
hasonldéan novekedésszabdlyozd funkcidkat toltenek be.’? Szdmos egyéb nitrogéntartalmu
szekunder metabolithoz hasonldan az allati szervezetekre is sokszinl és markans hatasokat
fejtenek ki. Ezek kozil legintenzivebben az antimikrobds, a gyulladascsokents, az
immunmoduléns, valamint a kézponti idegrendszeri hatdsokat tanulményozzak.>” Az aktivitast
befolydsolja a savszubsztituens ldnchossza és telitetlensége. A Heliopsis longipes és f6 N-alkil-
amidja, az affinin (12) antinociceptiv, analgetikus hatdsat allatkisérletben igazoltdk, ez részben az
opioiderg rendszerre vald hatdssal magyarazhatd. 6252 A vegyiiletek gyulladascsékkentd hatasét
Spilanthes, Heliopsis, Piper és Achillea fajok esetén is kutattak,® de legintenzivebben az Echinacea
fajok vegyileteinél tanulmanyoztak, a klinikailag tapasztalt hatds mechanizmusainak felderitése
részeként.>”%*%7 A kasvirdgkivonatok gyulladdscsékkentd hatdsa részben a COX-1, COX-2 és 5-LOX
enzimek gatldsaval van dsszefiiggésben.%®%° A hatdsban szerepe lehet a NF-kB gdtlasanak® és a
TNF-a génexpresszié moduldldsanak, utébbi hatterében az endokannabinoid rendszerre kifejtett
hatds allhat.®

Elméleti alapon feltételezhetd, hogy az endogén kannabinoidokkal (pl. anandamid, 13)
valo szerkezeti hasonldsag miatt az N-alkil-amidok egy része hat a kannabinoidreceptorokon.’” Az
endokannabinoid rendszer és a névényi N-alkil-amidok interakciéjanak kisérletes igazolasa Uj
megvilagitasba helyezte a vegylletek és az ezeket tartalmazé novények hatasainak

1.55°67.70-72 A7 emlBs szervezetekben a mar kordbban leirt fajdalomcsillapitd,

értelmezésé
antinociceptiv, gyulladdsgatld, immunmodulans és kiilonb6z6 kozponti idegrendszeri hatasok
részben az N-alkil-amidok és a kiilonb6z6 endokannabinoidreceptor-altipusok kdlcsonhatdsanak
kovetkezményei lehetnek.®*’®> A ndvényi metabolitok jelentéségét j6l jelzi, hogy az
immunmoduldns hatasu dodeka-2E,4E,87,10Z-tetraénsav-izobutilamid és a dodeka-2E,4E-
diénsav-izobutilamid nagyobb affinitassal kapcsoldédik a CB,-receptorokhoz, mint az endogén
kannabinoidok.®” Az Echinacea N-alkil-amidok hatdsa a CB, receptorokon keresztiil alakul ki, a CB;
altipushoz affinitdsuk nem jelentds.%® Ezt kévetSen egyre tobb novény, példaul a Zanthoxylum
bungeanum, az Otanthus maritimus és a Lepidium meyenii N-alkil-amidjainak (ezeket
makamidoknak is nevezik) hatdséra deriilt fény a kannabinoidreceptorokon.”>’27475 A vegyiiletek
kannabimimetikus hatasa kozvetett mddon is kialakulhat, amint azt az anandamid lebontasaban
szerepet jatszé FAAH enzimet gatlé N-3-metoxibenzil-linolsavamid esetén igazoltdk.”® Ugyanilyen
kodzvetett hatds a MAGL enzim gatldséaval is kialakulhat.””

Ezek a felismerések megélénkitették az N-alkil-amidokat tartalmazoé névénytaxonok kémiai
kutatdsat, kiilonos hangsullyal a kordbban mar terapiasan alkalmazott névényekre. Egy ilyen faj a

dél-amerikai népi gydgyaszatban alkalmazott Lepidium meyenii (Brassicaceae), amelybdl

kisérleteink megkezdésekor 19 N-alkil-amid volt ismert.”881 A bennszilsttek altal maca néven
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ismert noévény gumdjat élelmiszerként és gydgyaszati céllal (altaldanos erdsitd,
termékenységfokozé éllatokon és emberen) alkalmazzék.88384% A perui 6slakosok Ujabban a
gyerekek szellemi teljesitményének fokozasara (tanulds segitése) is hasznaljak.®® Eurdpaban,
étrend-kiegészit6k alapanyagaként szintén teljesitményfokozdként, valamint a tradicionalis
alkalmazast némileg Ujraértelmezve szexudlis teljesitményfokozéként, merevedési zavarok
enyhitésére is hasznaljak.82%> A klinikai hatdsossdgot tébb vizsgélatban tanulmanyoztik, ezeket
szisztematikus attekinté cikk is elemezte, kimutatva a szexualis vagyra és teljesit6képességre

(férfiaknal) kifejtett hatast).8®

15
A Heliopsis nemzetség tobb fajat az észak-amerikai bennszilottek hasznaltak gydgydszati céllal. A
H. longipes drogjat fajdalomcsillapitdként, a H. helianthoides gyokerét tid6betegségek esetén és
a fizikai teljesitmény fokozdsdra haszndltdk.’” A nemzetség tagjai vildgszerte el6forduld
disznévények, gydgyaszati alkalmazasuk azonban a vildg mas részein nem jellemz6. A hatdsossagot
human és preklinikai vizsgalatokban nem tanulmanyoztak, anndl tobb adat all rendelkezésre a
novények N-alkil-amidjairdl. A H. longipes, a H. buphthalmoides, a H. scabra és a H. helianthoides
kilénbdz8 drogjaibdl szdmos N-alkil-amidot izoléltak,528 kéztiik az egyéb nemzetségekben is
kimutatott affinint és homospilantolt (14). A H helianthoides var. scabrdbdl kordbban két
vegylletet, a szkabrint (15) és a heliopszint (16, két, szerkezetileg rokon vegyilet keveréke)

allitottak el§.8%%0

3.1.3. Mohak, mint bioaktiv vegyiiletek feltaratlan forrdsai

A természetes anyag alapu gyogyszerkutatas egyik mozgatdrugdja, hogy napjainkban is szamos,
kémiailag alig feltart névénytaxont tartunk szamon, amelyek UjszerU szerkezet(i és hatasu anyagok
potencidlis forrasai. Az egyik ilyen feltaratlan terilet a mohak térzse (Bryophyta). A mohakat a
népi gyogyaszatban nem alkalmaztak elterjedten, ez lehet az egyik oka a fitokémiai (és -
farmakoldgiai) érdeklédés viszonylagos hidnyanak. A masik ok pedig az, hogy egyes fajok nehezen
gy(ljthet6ek be a tudomanyos vizsgalatokhoz sziikséges mennyiségekben.

A mohdk tébb mint 20000 fajt szamlalnak, ezek kozil mintegy 6000 a majmohak
(Marchantiophyta), 14000 a lombosmohak (Bryophyta), valamint 300 a becdsmohak

12
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(Anthocerotophyta) tdrzsébe sorolhatd. Hazadnkban 659 faj honos, tébbségiik lombosmoha.®t A
mohak tanulmanyozasara dnmagaban is elegendd indok lehetne, hogy ezeket a kis ndvényeket
kérokozok és kartevlk ritkan karositjak, amely védelmet nyujtd szekunder metabolitok jelenlétére
utal.®? Kutatdsuknak lendiiletet adhat a genetikai azonositdsi és mikrotermesztési mddszerek
fejlédése.”

A mohdak népi gydgyaszati felhasznéldsa elsésorban Kindban volt jellemzé, °* napjainkban
is 3040 fajt alkalmaznak elterjedten.®® Bizonyos fajokat a szignattratan alapjan alkalmaznak: a
Marchantia polymorpha majhoz hasonlit, ezt a fajt ma is mdjbetegség, sargasag kezelésére
haszndljdk, hasonld okokbdl Riccia fajokat tinea kezelésére. Napjainkban az egyik legjelent&sebb
gyégymoha a Rhodobryum giganteum, amelyet kinai szerzetesek évszdzadok éta haszndlnak
kiildbnbdz8 szivbetegségekre, s amelynek antianginds hatasat kisérletileg is igazoltdk.”® A
Sphagnum, Bryum, Mnium, Philonotis fajokat, a Polytrichum juniperinumot észak-amerikai
bennsziléttek, a Haplocladium microphyllumot és a Marchantia polymorphdt Kinaban hasznaljak
fert6zések kezelésére.®>1% Az antimikrobds hatds kisérleti igazoldsardl el8szér az 1950-es
években jelentek meg cikkek (a Sphagnum portoricense, S. strictum, Conocephalum conicum,

Dumortiera hirsuta, Anomodon rostratus, Orthotrichum rupestre és a Plagiomnium cuspidatum

) 101,102 103
7

kivonatairdl majd az 1960-as évektdl hazankban is megindultak a hasonld célu kutatasok.

Ebben azidében jelent meg az elsé atfogd, 50 fajra kiterjedd sziirévizsgalatrdl beszdmold kozlés.
Azdta szamos moha kivonatardl és tartalomanyairdl igazoltak antibakterialis és antifungdlis hatast
in vitro.%* Legjelent8sebb aktivitdst a Bazzania, Conocephalum, Diplophyllum, Dumortiera,
Marchantia, Metzgeria, Lunularia, Pellia, Plagiochila, Porella, Radula és Riccardia nemzetségek
fajairdl jelentettek!®>1%, A bioaktivitas részben az illékony komponensekhez kdthetd,'%” tébbnyire

azonban a nem illé vegyiiletek tehetGek felelGssé. A Pellia endiviifoliabdl izolalt szakkulatal (17)

108 109

diterpén, a Lepidozia fauriana lepidozenolid (18) nev(i szeszkviterpénje'®, és a Marchantia

fajok marchantinjai szdmos patogén baktérium ellen hatdsosnak mutatkoztak.!?%'!! Kiilénleges
vegyliletek a Riccardia marginata klértartalmu biszbenziljei, amelyek Bacillus subtilis ellen voltak
hatasosak.'%

Szamos mohafaj és vegyiilet in vitro antiproliferativ és citotoxikus hatdsokkal jellemezheté.
A mohdkbdl izoldlt vegyiiletek koziil a terpenoidok és a biszbenzil-szarmazékok rendelkeznek a

legmarkénsabb bioaktivitasokkal. 112 A szeszkviterpének (kdztiik laktonok), példaul a plagiochilin

110,113

A (19) és szarmazékai, a kosztunolid (20) és rokon vegyiiletei szubmikromolaris

koncentracidban fejtettek ki daganatellenes hatést.’'* Hasonlé aktivitdst mohakban el6forduld

115,116 105

kaurén, pimaran és atizdn tipusu diterpénekrdl is leirtak.’'” A biszbenzil-szarmazékok

111,118

antiproliferativ hatasat szamos vizsgalat alatamasztotta, aktivitasuk az apoptozis indukcidjan

alapul. Ezek a vegyiletek a multidrog-rezisztencia ellen is hatasosak lehetnek, mivel gatoljak a
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permeabilitdsi glikoproteint.''® A diterpének hatdsa is részben az apoptdzis indukcidjan
alapul,?%12 de szerepe lehet az NF-kB gatlasanak is.'?> A marchantin C (21), amely szerkezetileg
az Osszes tObbi hasonld hatdsu vegyilett8l kiilonbozik, a mikrotubulusok gatlasaval fejti ki

hatdsat. 123124

OH
/Oo o)
i» O
_\/Y
o]
OH

17 18 19 20 21

A moha fajokkal kapcsolatban gyakran leirt citotoxikus és antimikrébds hatas jo kiinduldpontja
lehet a gydgyszerkutatdsi célu vizsgdlatoknak, ugyanis a modern gydgyaszat két nagy kihivasa a
daganatellenes és az antibakterialis terapiak hatasossaganak novelése. A legfrissebb World Cancer
Report szerint 2012-ben 14 millié Uj daganatos beteget diagnosztizaltak és 8,2 millid halaleset
kovetkezett be rosszindulati daganatok miatt.!?® Bar az utébbi évek eredményei attdréssel
kecsegtetnek (elsGsorban az immunterapias megoldasok), az Uj daganatellenes hatdanyagok
kutatdsa tovédbbra is prioritds, és szamos molekula van jelenleg is fejlesztési stadiumban.'?® A
baktériumok altal okozott sulyos betegségek ma mar nemcsak a fejléd6 orszdgokat fenyegetik,
hanem az antibiotikumrezisztencia terjedése miatt a nyugati orszdgokat is. Figyelembe véve azt is,
hogy az 1980-2010 kozott fogalomba kerilt 4j antibiotikumok 65%-a és a daganatellenes szerek
35%-a természetes eredetl molekula, az él6 szervezetek altal termelt bioaktiv vegyiiletek kutatdsa

kifejezetten perspektivikus gydgyszerkutatdsi szempontbdl.

3.1.4. Cyclopia genistoides: egy kémiailag kevéssé jellemzett dél-afrikai novény
A mézbokor név tobb Cyclopia faj (Fabaceae) gy(jténeve, amelyek mindegyike Dél-Afrikaban
honos, és leveliiket, fold feletti résziket teakészitésre hasznaljak. A Cyclopia nemzetség 23 fajt
foglal magdba, amelyek a Dél-Afrikai Koztarsasagban talalhaté Cape Tartomany mediterranhoz
hasonlé éghajlatu terilleten taldlhatéak meg. A mézbokor kedveli a homokos, savas, kevéssé
termékeny talajt, és a Fabaceae csaldd egyéb tagjaihoz hasonldéan nitrogénkété.*?’

A Cyclopia fajok elagazd, fas, ével6, seprliszerl bokrok. A C. genistoides tlszer( leveleit és
sarga, mézillatu viragait elsésorban élvezeti céllal, teaként fogyasztjak. Tobb fajt hasznositanak ily
maddon, ezek koézll a C. intermedia, a C. sessiliflora, a C. genistoides és a C. subternata a
kereskedelmileg legjelentésebbek.'?® Régebben a leveleket és virdgokat napon térténd szaritds
utan hasznaltak fel, napjainkban szaritds elStt fermentaljak a leveleket, amelyeket még viragzas

el6tt gydjtenek be. A mézbokor tedjat a népi gydgyaszatban elsGsorban erGsitészerként,
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koptet6ként alkalmazzak, de anekdotikus beszamoldk szerint tejelvalasztast fokozd és
menopauzas tiineteket mérsékls hatasa is van.129130

A Dél-Afrikan kivili népszerlségének egyik oka az, hogy a teacserjével ellentétben nem
tartalmaz koffeint. Fitokémiai szempontbdl hdarom, iparilag is jelent6s faj (C. intermedia, C.
subternata és C. genistoides) polifenoljait jellemezték legalaposabban. A fold feletti részek f6leg
flavonokat, flavanonokat, izoflavonokat, xantonokat, kumesztanokat, benzofenonokat és
katechineket tartalmaznak.t30-134

A C. genistoidesbél a benzofenon iriflofenon (22) oH ©
és a maklurin (23) glikozidjain kiviil**>**® flavonoid- “R 22 R=H
glikozidok (mangiferin, izomangiferin, eriocitrin, narirutin, o O OH OH 23 R=OH
heszperidin, vicenin-2 és diozmin) jelenlétét igazoltak,
tovabbi 30 vegyiilet jelenlétét tdmegspektrometrias vizsgélat alapjan feltételezték.'®”

A C. genistoidesszel végzett farmakoldgiai vizsgalatok a novény pleiotrop hatdsaira
mutatnak ra (antioxidans, kemopreventiv, antimutagén és fitoGsztrogén). Ezek egy része
(antioxidans, kemopreventiv) egyértelm kapcsolatba hozhatd a polifenoltartalommal, s ezek az
aktivitdsok nem mutatnak specificitast a fajra.’®® Erdekesség, hogy mig altaldban a fermentacié
csokkenti az antioxiddns kapacitast, a C. genistoides esetén ezzel ellentétes hatast figyeltek
meg.'* Az in vitro antimutagén hatds egyéb Cyclopia fajokkal egyitt a C. genistoides esetén is
igazolhaté volt.2*® A névény benzofenonjainak a-amildzgatlé hatasat mutattak ki.'*® A legnagyobb
figyelmet a névény és vegylleteinek dsztrogénszerl hatasa és az ezért felel6s vegylletek valtjak
ki. A fitoosztrogének olyan, az 6sztrogénekkel szerkezeti rokonsagot mutatd, novényi eredetd,
nem szteroid szerkezetl vegylletek, amelyek az Osztrogénrecepotorokhoz kis affinitdssal,
kapcsolddnak, agonista és antagonista hatdst egyarant kivalthatnak. Jelent&ségiiket az adja, hogy
az endogén Osztrogénnel ellentétben receptoraltipus-szelektivitast mutatnak, dltaldban nagyobb
affinitdssal a B-6sztrogénreceptorok irant.2*! A vegyiiletek iranti érdekl6dés az sztrogénpdtlas
veszélyeivel kapcsolatos aggodalmak miatt, a csontritkulds és a menopauzaval kapcsolatos egyéb
panaszok terdpidja kapcsan élénkiilt meg.2*? A Cyclopia fajok észtrogénszer(i hatasairél beszamolé
els6 kozlés szerint a C. sessiliflora, C. subternata, C. intemerdia, C. genistoides vizes és metanolos
kivonatai koziil a C. subternata és genistoides extraktumok hormonhatdst mutattak, s ezek koziil
a nem fermentalt drogok metanolos kivonatai voltak a legaktivabbak, s a B-receptorok irant
jellemz8en markansabb volt az affinitds.!*® Egy késébbi vizsgalat megerdsitette a B-receptorok
iranti affinitast.'** Mfenyana és mtsai 6sszefliggést mutattak ki a luteolintartalom és az
dsztrogénszer(i hatds k6zott.1* Egy vizsgalat mélyebb betekintést engedett a kivonatok hatdsidnak
Osszetettségébe: kilon expresszalt a- és B-receptorok esetén a C. genistoides kivonata el6bbin

antagonista, utdbbin agonista hatdsunak bizonyult, egylittes expresszid esetén azonban csak az
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agonista hatas volt megfigyelhet6. Eml6raksejteken a kivonat Gsztrogén jelenlétében gatolta a
sejtproliferaciot, patkanyokon pedig az uterotrép hatds kivédése utalt az a-receptor-

antagonizmusra.l#®

3.1.5. A Rhodiola rosea és tartalomanyagai

Az északi féltekén honos Rhodiola nemzetség tobb mint 100 faja kozll gydgyaszatilag a Rhodiola
rosea L. (Crassulaceae) a legjelentGsebb. A novény gyokerét és gyoktorzsét adaptogén hatas
elérésének érdekében haszndljak fel. A novényt eredetileg Skandinavia orszdgaiban a népi
gyogyaszatban alkalmaztak, ipari hasznositdsa a Szovjetunidéban kezd6dott meg. Gydgyszerként
el6szér a Szovjetunidban, majd Svédorszdgban kerilt forgalomba. A hagyomanyos kinai
orvoslasban is fontos gyégynévény, Eurépdban és Azsidban egyardnt stressz és faradtsag
csokkentésére, a terhelhetéség fokozasara hasznéltak és hasznéljak.'*” A Rhodiola rosea iparilag
egyre jelentGsebbé valé gydgynovény, ezért termesztése természetes elterjedési teriletén kivil
is érdekl6désre tart szamot.

148 azek kozil

Szdmos bioldgiai aktivitasat igazoltdk kiilonféle preklinikai modellekben,
allatkisérletesen bizonyitott anxiolitikus, antidepresszans4®1>0 és fizikai terhelhet&séget fokozé
hatdsa a leginkdbb jelent8s.>¥1>2 A hatdsossagot human vizsgalatok is aldtdmasztjak. Tobb
standardizalt kivonat hatasat igazoltak a fizikai terheléssel vagy stresszel 6sszefiiggs kimertlés
mérséklésében placebokontrollos, randomizalt, kettds vak vizsgdlatokban.1>31%4

Bar az allatkisérletekben a hatasok dézisfliggének bizonyultak, és a legtobb esetben
tartalomanyagokra strandardizalt kivonatokat alkalmaztak a kisérletekben, a névény hatdsaért
felel@s vegylletek nem teljesen ismertek. A legtobb vizsgalatban (beleértve a human vizsgalatokat
is) tanulmanyozott kivonat (SHR-5) deklardltan 1,7% szalidrozidot (24) és 4,5% Ossz-rozavint
tartalmaz.’*® A szakirodalomban a hatdast altaldban a nemzetségben széles kérben eléforduld
feniletanoidoknak [szalidrozid (24) és aglikonja, a tirozol] és az egyéb Rhodiola fajokra nem
jellemzd fenilpropenoidoknak [rozavin (25), rozin (26), rozarin (27) és aglikonjuk a fahéjalkohol]
tulajdonitjak. A névény hatasaival 0sszefliggésbe hozzak monoterpén-glikozodjait [pl. roziridin
(28)],%*° egyes galluszsavszarmazékokat,'*® a flavonoligndnokat [pl. rodiolin (29)] és a flavonoidok
kozé tartozé rodiozint (30).1%7

A fenilpropenoid-glikozidokat 0Osszefoglalé néven rozavinoknak hivjdk, s a kevésbé
specifikus szalidrozidon kivill ezek képezik a gydgyszerkényvi standardizélas alapjat.’®® A
fahéjalkohol mennyiségét (glikozidjaival ellentétben) nem szamitjdk bele az 0Osszrozavin-
tartalomba, a tirozol- és fahéjalkoholtartalmat pedig nem hasznositjdk a névény mindségi
markereiként. A Rhodiola nemzetségben ez iddig azonositott, tobb mint 200 vegytlet zéme (85) a

flavonoidok kozé sorolhatd, ezeket azonban nem hasznaljak fel a minGségellenérzésben. A
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nemzetségben mas, kevésbé specifikus vegyiiletek is elé6fordulnak, ezeket sem hasznaljak fel

markervegyiletként, 14

OH

HO

28 29 30

A Rhodiola fajokban azonositott flavonoidok jelentds része a herbacetin, a tricin és a gosszipetin
glikozidjai kozé sorolhatd 1°°7163 A R. rosedbdl leirt mintegy 20 flavonoid tdobbségét a fold feletti
részekbdl mutattak ki, herbacetint és flavonolignanokat viszont a féld alatti drogokbdl is. 169163 A
herbacetin és a flavonoidok nagy része a névényvilag tobb csalddjaban eléfordul, %4188 3 rodidz-
szubsztitudlt (3-O-B-D-gliikopiranozil-L-ramnopirandz) szarmazékok, példaul a rodiozin (30) a

nemzetségre jellemz8ek. 139160

3.1.6. Teamintik kozponti idegrendszeri hatdsért felel6s dsszetevdi

A tea a vildgon a legnagyobb mennyiségben fogyasztott ital. Az élvezeti, élénkité célu
teafogyasztas mellett egyre gyakrabban egészségmegé6rzési céllal fogyasztjak a zoldtedbdl késziilt
forrazatot.’®® A tealevél jellegzetes tartalomanyagai a metilxantin-szarmazékok [koffein (31) 1—
5%, teobromin 0,1-0,2%, teofillin 0,02—0,04%], a cserz6anyagok (5—20%), amelyeknek jellegzetes
képvisel6i az epikatechin, az epigallokatechin és az epigallokatechin-gallat (32).27° A tea (Camellia
sinensis L.) levelében kb. 2%-0s mennyiségben taldlhatéak aminosavak zomét az L-teanin (33, N-
etil-glutamin) teszi ki. Ezt a vegylletet 1949-ben fedezték fel, és minddssze a Camellia nemzetség
harom fajaban (C. sinensis, C. japonica and C. sasanquaand) és egy gombaban (Xerocomus badius)
mutattdk ki jelenlétét. A teanin (33) az étrendben csak a tedban fordul el6 jelent&sebb
mennyiségben.’!

A koffein (31) jol ismert kdzponti idegrendszeri stimulans hatdsa az adenozinreceptor-
antagonizmus eredménye.’’! Az L-teanin (33) a koffeinnel ellentétes kézponti idegrendszeri
hatdsokat mutat, azt feltételezik, hogy ez a hatasa a GABA-termelés fokozdasdaval alakul ki. 100—
200 mg-os ddzisa human vizsgalatokban szorongasoldd, nyugtatd hatdsunak bizonyult human
vizsgalatokban, és ezt a hatast azoknal is megfigyelték, akik nagyobb mennyiségli (alacsony

koffeintartalmu) zold teat fogyasztottak.r”*
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Kisérletes adatok igazoljak, hogy magasabb teanin/koffein arany esetén az L-teanin (33)
ellensulyozza a koffein (31) élénkit6 hatdsat, fokozza az a-agyhullamok képz6dését, ami nyugtato
hatdsanak experimentélis bizonyitéka.l’? Ezen kiviil ezt a vegyiiletet szdmos egyéb hatdssal
(daganatellenes  aktivitds, sziv-érrendszeri betegségek megel6zése, sulycsokkentés,
immunrendszer befolydsolasa) is dsszefliggésbe hoztdk. Mindez hozzajarul ahhoz, hogy az L-
teaninnal (33) kapcsolatos tudomanyos érdekl6dés élénk és élelmiszeripari felhasznalasa is
jelentds.t’3

A teaitalok kozponti idegrendszeri hatdasa a bennlk taldlhaté teanin/koffein arany
fliggvénye. A tealevelek teanintartalmat jelentGsen befolyasolja a feldolgozds mddja. Széles
korben elfogadott nézet szerint a fermentalds (amely a feketetea-gyartas alapvets lépése)
csokkenti a teanintartalmat, ezért a fermentalatlan zdld tedk teanintartalma magasabb.'* Az
enyhén fermentalt oolong tedk teanintartalmdat mérsékeltnek, a hosszasan fermentdlt puerh
tedkét pedig gyakorlatilag nulldnak feltételezik. A fermentaldas nem hat a koffeintartalomra, igy
hipotetikusan a kevéssé fermentalt teak magasabb teanin/koffein arannyal és kevésbé élénkits
hatassal jellemezhetdek. Ezen kiviil természetesen mads tényez6k, példdul a teagydrtas soran
alkalmazott g6zolés és a kiinduldsi nyersanyag nativ teanintartalma is befolyasolja a
végeredményt.2417> B4r mindennek nagy ipari jelent8sége van, a szakirodalomban a tedk koffein-
és teanintartalémanak széles kor( vizsgalataval kevesen foglalkoztak.

A koffein (31) mennyiségi mérésére szamos (jellemz&en HPLC alapu) médszer ismert a
szakirodalomban, az L-teanin (33) analitikdja kevésbé kutatott. Forditott fazisi oszlopon még
magas viztartalmu eluensekkel is nagyon alacsony retenciés id6 jellemzi, UV-detektalasat és PDA
azonositasat a vegyilet gyenge UV-elnyelése és nem jellegzetes UV-spektruma neheziti meg.17%77
Szarmazékképzéssel a mérés érzékenysége fokozhato,'’#17° a fenti nehézségek miatt azonban

kevés olyan kézlemény van, amely az L-teanin (33) és koffein (31) szimultan mérésével foglalkozna.
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3.1.7. A szdja és fitoosztrogénjei

A szdja (Glycine max (L.) Merr.) az egyik legnagyobb mennyiségben

HO o]
termesztett haszonnovény. A szdjabab magjai tobb, iparilag és
tapldlkozas-élettanilag értékes anyagot tartalmaznak. Ezek kozé A o
tartoznak a fehérjék (35-40%), a foszfolipidek (kb. 2—3%) és az olaj (kb. R1 Rz
20%). Farmakoldgiailag legmarkansabb hatassal az izoflavon tipusu i: (I-;CH3 :
H OH

vegylletek rendelkeznek. A névényben taldlhatéd harom f6 aglikon a

daidzein (34), glicitein (35) és genisztein (36). A szdjababban azonban

ezek a vegylletek féként 7-O-glikozidként fordulnak el6, és a glikozidok acetil- vagy
malonilcsoporttal észterez6dott szarmazékai is megtalalhatdak a névényben. A bélrendszerben a
glikozidok és szarmazékaik aglikonnda hidrolizalédnak enzimatikus bomlas soran, igy a human
bioldgiai hatdssal rendelkez6 vegyiileteknek az aglikonok tekinthet8ek. &

A széja izoflavonjai a fitoosztogének kozé tartoznak, azaz olyan vegyiletek, amelyek
kapcsolédnak az 6sztrogénreceptorokhoz. A fitoOsztrogének az endogén 6sztrogénnél kisebb
affinitdssal kapcsolédnak az 6sztrogénreceptorokhoz és az dsztrogénaktivitas mértéke is kisebb,
ezért hormonstatusztdl fliggden agonista vagy antagonista hatdsuaknak tekinthetéek. A legtobb
fitoosztrogén, igy a szdja vegyliletei is nagyobb affinitdssal kapcsolédnak a B-
dsztrogénreceptorokhoz.’® A 17-B-6sztradiol az a- és PB-Bsztogénreceptorokhoz azonos
affinitassal kapcsolddik, ha ezt 100%-nak tekintjiik, akkor a daidzein (34) és genisztein (36)
affinitdsa ehhez a két recetoraltipushoz 18,13% és 3,10%, valamint 0,79% és 0,25%.'8% A szdja
izoflavonok Osztrogénhianyos allapotban (pl. menopauzaban), illetve olyan esetekben lehetnek
elényosen alkalmazhatéak, amikor a B-6sztrogénreceptorokon keresztili hatds el6nyben
részesitett. A vegylletek hatdsdval kapcsolatban szamos, kedvezé kimenetell epidemioldgiai
vizsgdlat ismert. Tavol-keleti populacion végzett vizsgalatok az szdjaizoflavon-bevitel mennyisége
és a kardiovaszkularis betegségek alacsonyabb szdma kézétti dsszefliggésre mutattak ra.!®3
Szamos Japanban, Kindban vagy az USA-ban végzett tanulmény amerikai vagy eurdpai nékhoz
képest szignifikansan kevesebb szamban irta le az emlérak el6forduldsat olyan tavol-keleti azsiai
néknél, akik els6dleges proteinforrasa a szdja, s a feltételezések szerint elsésorban a széjaban
taldlhatd izoflavonok lehetnek felelések a tapasztalt kedvezd hatdsokért.’® A kedvezd
epidemioldgiai adatok az Azsia egyes részeire, igy Japanra jellemzd jelentds (legalabb 20 mg/nap)
izoflavonbevitellel tarsulnak — Eurépaban ezzel szemben mintegy 0,5 mg, az USA-ban 3 mg az
étrend &tlagos napi izoflavontartalma.’® Az eurépai piacon azonban egyre tébb olyan
szdjakoncentratumot tartalmazoé termék (étrend-kiegészitG) is megjelenik, amelyek esetenként

tobb izoflavont tartalmaznak, mint a hagyomanyos azsiai étrend.
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A szdjaban genuin mdédon megtaldlhato izoflavonok meghatarozasa a vegyiletek egy ré-
szének, pl. a malonil-szarmazékok bomlékonysdga miatt nehéz feladat. Ezek a vegyiiletek ugyanis
oldatban nem stabilak, minddssze néhdany éran belil a kiindulasi anyagok akar 10-15%-a is elbo-
molhat.!8%87 Mivel a bioldgiai hatdsért az izoflavon aglikonok felel8sek (a bélrendszerben a vegyii-
letek aglikonna bomlanak, s ezek szivodnak fel), célszer(i az izoflavonok mennyiségét aglikonként
kifejezni, ugyanakkor az eltéré bioaktivitdsok miatt az egyes aglikonokat is mennyiségileg

meghatdarozni.'®®

3.1.8. Romai kamilla, egy hagyomdnyos névényi gorcsoldo

A rémai kamilla (Chamaemelum nobile (L.), Asteraceae) olyan novényfajra példa, amely bar
évszazadok 6ta alkalmazott gyégynovény, hatasossagat kevés kisérletes bizonyiték tdmasztja ala.
A faj Dél- és Nyugat-Eurépaban Gshonos, azonban a kontinens mas részein is régdta termesztett
novény. Eurdpa kilonbozé teriletein altaldban ugyanolyan célokra, elsGsorban emésztési
panaszok (gorcsdk, diszpepszia, flatulencia, hanyinger, hanyds) enyhitésére alkalmaztdk.181%0
Jelent8ségét jelzi, hogy a 16. szdzad ota termesztik is a gydgyaszati igények kielégitésére.'?

192

Viradgzata hivatalos az Eurdpai Gydgyszerkdnyvben,'®? a drog és 70%-os (v/v) etanollal készitett

kivonata az Eurdépai Gyodgyszerligynokség altal gorcsos emésztési panaszok, puffadas, flatulencia
kezelésére elfogadott hagyomanyos névényi gydgyszerek alapanyaga.!®

Bar a felhasznalds osszefligg a novény feltételezett gorcsoldd hatdsdval, ezt az aktivitast
korabban sem allatkisérletesen, sem klinikai koriilmények kozott nem vizsgaltdk. Human
vizsgélatokat csak kiils6leges és aromaterdpids alkalmazds esetén végeztek.’®*1%> A ndvény
jellegzetes tartalomanyagai kozé tartoznak az illéolajkomponensek, a gyulladdscsdkkentd

szeszkviterpén-laktonok®® és poliszacharidok,*®’

gorcsoldd hatdsa flavonoidtartalmaval fligghet
dssze. 18199 A rémai kamilldbdl kimutatott apigenin és a luteolin allatkisérletesen igazolt jelent8s

spazmolitikus hatdssal rendelkezik.2%°

3.1.9. Imola fajok: népi gyogydszati hdtterii, kevéssé vizsgailt névények

Bar a népi gydgyaszat szamos értékes hatdanyagot és kiinduldsi nyersanyagot szolgaltatott a
gyogyaszat szdmadra, az Eurdpdban alkalmazott hagyomanyos gydgynovények jelentls részét
kémiailag és farmakoldgiailag is alaposan tanulmanyoztdk, s meglehetGsen ritka, hogy a XXI.
szdzadban egy teljesen Uj, kordbban a szakirodalomban nem ko6z6lt népi gyogynovény-
alkalmazasra deriljon fény. A hazankban &shonos Centaurea sadleriana a Karpat-medencében
endemikus faj, amelynek fold feletti részébdl készitett f6zetét tradiciondlisan alkalmazzak

haszondllatok sebeinek gydgyitasara a Dél-Alféldon.
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A Centaurea genus 300-350 fajt foglal magéba, ezek kéziil 22 honos Magyarorszagon.?°!
Bar a Centaurea nemzetség fajai kozlil szamosat alkalmaztak gydgynovényként is, ezek nem
tartoznak az eurdpai népi gydgyaszat fontosabb novényei kozé. A hazai népi gydgydszatban
leggyakrabban haszndlt faj a C. cyanus, valdszinlleg a széleskor( elterjedése miatt. Az imola
fajokat leggyakrabban sebek, bdrgydgydszati betegségek, szempanaszok, négydgyaszati
problémék kezelésére hasznaltak, Erdélyben a C. cyanust vizelethajtd teaként,?*? szemgyulladés és
fert8zések kezelésére alkalmaztak.2® Szdmos hazai faj gydgyaszati felhasznalasat egyéltalan nem
dokumentaltak.

A Centaurea nemzetség jellegzetes vegylletei a szeszkviterpén-laktonok. Elsésorban a
gvajanolid- és germakranolid tipusu vegylletek el6fordulasa a jellemzd, de elemanolidok és
eudezmanolidok el6forduldsardl is beszamoltak. Tovabbi, farmakoldgiailg jelentés és jellegzetes
dsszetevBk az acetilének, a flavonoidok és egyéb fenolos komponensek.?®* A hazdnkban honos
Centaurea fajok zomét kémiailag és hatastanilag kevéssé vizsgaltak. Szamos Centaurea faj (pl. a C.
cyanus,®® C. hierapolitana, C. calolepis, C. cadmea®® és a C. chilensis®® gyulladdscsékkentd
hatdsat dokumentaltak, azonban a hatds mechanizmusa és az ezért felel6s vegyiiletek nem
ismertek. Feltételezhet6, hogy a hatdsban szerepe van a névények poliszacharid-tartalmanak,

szeszkviterpén-laktonjainak és poliacetilénjeinek.2082%°
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3.2. Toxikologiai szempontbol potencialisan kockazatos névényi
termékek és tartalomanyagaik

A gydgynovények biztonsagossagaval kapcsolatos adatok nagyon gyakran kizarélag a népi orvoslas
tapasztalataibdl szarmaznak. Az akutan mérgez6, markans mellékhatdsokat okozd novények egy
részét tapasztalati Uton azonositottak. A modern gydgyszerkincs részévé valt ndvények esetén
kémiailag j6 jellemzett kivonatokra is rendelkezésre allnak kisérletes és human adatok, a
hatdanyagként azonositott vegyliletek egy részénél pedig a szintetikus gyégyszerhatéanyagokhoz
hasonlé mennyiségl ismeretanyag halmozédott fel.

A novények toxikoldgiai profiljdnak megrajzoldsa nem képzelhet6 el a kisérletes
megkozelités nélkil. Bar a markdns, akut mérgezésben megnyilvanuld hatasok tapasztalati Uton is
azonosithatdak, a kronikus alkalmazds esetén kdrositd novények, anyagok felismerése ilyen
madon szinte lehetetlen, ugyanis a toxikus hatas és a kovetkezmény kozott, az id6beni egybeesés
hidanyaban az 6sszefliggés nem ismerhetd fel. Erre példa a fekete nadalyt6 (Symphytum officinale),
amelyet Ugy haszndltak évszazadokon keresztil kedvez6 tapasztalatokkal, hogy nem ismerték fel
ma mar evidens majkarositd hatasat.

A kozismert vagy elméleti alapon feltételezheté veszélyforrdsok mellett a
(gyogy)novények esetén specialis csoportot jelentenek azok a fajok, amelyekkel kapcsolatban nem
Iéteznek nagy populdcién, hosszabb idén 4t nyert tapasztalatok a biztonsagossagra vonatkozdan.
Illyen novény a parlagfi (Ambrosia artemisiifolia): jéllehet Eurdpdban mintegy 100 éve
megtalalhatd, az utébbi néhany évet leszamitva nem alkalmaztak a népi gydgyaszatban, rdadasul
szarmazasi helyén, Eszak-Amerikdban sem tartozik a kurrens gyégynovények kozé, amelynek
biztonsdgossaga a népi gydgydszati tapasztalatok alapjan megitélheté lenne.

A gyogynovények, komplex Osszetételliiknek tulajdonithatéan, a tiszta vegylileteket
tartalmazé gydgyszerekhez viszonyitva nehezebben felmérheté elényoket és kockazatokat
jelentenek a terapidban. Az Osszetétel valtozékonysagatdl eltekintve is rendkiviil Osszetett
vegyliletkeverékekrdl van sz, amelyekben azonos hatasu, egymds hatdsat befolyasold vagy
antagonizalé anyagok egyarant megtalalhatéak lehetnek. Eppen ezért lényeges a gyégyndvények
(és gyakorlatban alkalmazott készitményeik) kémiai 6sszetételének és a komponensek hatasanak,
egymassal kialakitott interakcidinak minél alaposabb feltarasa.

A toxikus hatds min&sége szempontjabdl a legkdnnyebben az akut sziv-érrendszeri vagy
idegrendszeri hatdsu novényi anyagok azonosithatdak. Szoros értelemben véve nem toxikus
hatds, de az allergizdlé6 potencidllal rendelkez6 névények, novényi anyagok is koénnyen
azonosithatdak. Kevésbé evidens és kisérletes igazolast igényel a mutagén, genotoxikus hatasok

igazoldsa, de esetenként a nefro- és hepatotoxikus aktivitasok is csak ilyen médon igazolhatdak. A
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kava (Piper methysticum) kavapironjainak®'® és a sarlés gamandor (Teucrium chamaedrys)

211

diterpénjeinek hepatotoxikus hatasai,”** valamint az Aristolochia fangchi arisztolochiasav-

211

tartalmanak nefrotoxikus aktivitdsa esetleirasokbdl valt evidenssé,”* mig az amerikai ldzfa

)#2 és a fekete nadélyt6 alkaloidjainak

(Sassafras albidum) szafroltartalmabdl adédé (nefrotoxikus
alkaloidtartalmabdl (hepapotoxikus)?® kévetkez8 veszélyt kézvetett mddon ismerték fel.

A toxikolégiai vizsgalatok alapvet6 része a toxikus vegyiletek azonositdsa, kémiai
jellemzése, kvantifikdlasa. A fitokémiai kutatasokon tul az experimentdlis farmakoldgia biztosit
kiilonboz6 szintli és relevancidju adatokat. Gyakorlati szempontbdl a humdan adatok a
legjelentésebbek, azonban kis mennyiségben rendelkezésre all6 és/vagy kevéssé vizsgalt
vegylletek esetén a human vizsgdlatok végzése nem realis. Az eml6s allatfajokon végzenddé
vizsgalatok esetén a feltételek kevésbé szigoruak, azonban a vegyiletek mennyisége ilyen
esetekben is gyakran korldtozd tényez6. A kilonbozé sejttenyészeteken, valamint a
célpontfehérjéken elvégzett in vitro vizsgalatok hasznos informacidkkal szolgalhatnak, azonban
ezek human relevanciaja csekély. Az él6 szervezeteken nyert informacidok, még ha egyszer(ibb
felépitésliek is, mint az emberi szervezetek, értékesebbek a toxikoldgiai jellemzés szempontjabdl.
llyen célra gyakran alkalmazott modellfajok a Drosophila melanogaster, az Artemia sp. és a
Caenorhabditis elegans nematéda, amely azonban filogenetikailag tavol all az eml&soktél. A
Rotifera torzs fajai, a kerekesférgek azt emlitett fajokhoz hasonléan kénnyen tenyészthet6ek,
életm{kodéseik konnyen tanulmanyozhatéak, ugyanakkor genetikai készletik 10%-a a
gerincesekével homoldg.?** A kerekesférgek olyan tébbsejtdi, transzparens allatok, amelyeknek
elkaléndlt szerveik és idegrendszeriik van, képesek a taktilis és fényérzékelésre, széles tlirésliek a
kornyezeti viszonyokra. Mindezek alapjan a rotiferek kivaléan alkalmasak olyan toxikoldgiai
vizsgalatok elvégzésére, amelyek soran az allatok tulélésébdl, novekedésébdl, szaporoddsabdl és

viselkedésébdl vonhatdak le kdvetkeztetések.?'>

3.2.1. Elelmiszer- és gyogynovények furokumarintartalma

A furokumarinok a névényvilagban széles kdrben el6forduld, feltehetSleg a kartevékkel szembeni
védelemben szerepet jatszd vegyliletek. KépviselGiket kimutattdk a Fabaceae, Pittosporaceae,
Solanaceae, Amaranthaceae, Rosaceae, Cyperaceae Moraceae csaladokban, de a human
alkalmazas szempontjabdl legjelentésebb, hogy relative nagy mennyiségben megtalalhatdak
szamos, élelmiszerként vagy gydgynoévényként hasznalt Apiaceae és Rutaceae fajban.?'® A zeller,
pasztinak és petrezselyem kilonb6z6 részeiben 10—100 pg/g mennyiségben mutathatdak ki, a
citrusfélékben koncentracidjuk mintegy egy nagysagrenddel alacsonyabb.?’” Az Apiaceae csalad
tobb képviselGje gydgynovényként is haszndlatos, tobb faj furokumarintartalmardl kvantitativ,

masokrdl csak kvalitativ adatok allnak rendelkezésre. Az Eurdpai Gydgyszeriigynokség 2007-ben
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publikdlt egy dokumentumot a furokumarinok toxikoldgiajarol az A. archangelicdrdl készilg
koz6sségi gydgyndvény-monogréfia kapcsan.?'® A lehetséges problémdk kore a fototoxicitds és a
karcinogenitas koré csoportosithatd. A furokumarinok UV-A sugarzas hatdsara kapcsolédnak a
DNS-hez, kromoszémaaberraciot, testvérkromatid-kicserélédést és mutaciét okoznak.?*® Akut
bdrreakciot indukalnak, hosszabb tavon a vegylileteknek vald kitettség tartds pigmentdciot és
egyéb bdrelvaltozadsokat okozhat, valamint fokozzdk a bdrdaganatok gyakorisagat.?® A
Nemzetkdzi Rakkutatéd Ugynokség éllasfoglaldsa szerint a xantotoxin (37) UV fényexpozicié esetén
human karcinogén,?® a bergaptén (38) esetén az epidemioldgiai adatok hidnyoznak, ugyanakkor
az allatkisérletek eredményei alapjan a vegylletet a lehetséges karcinogének kozé soroltak. A
vegyliletcsoport tobbi tagja esetén nincs megfelel6 mennyiségl adat a kockazat
meghatdrozdsahoz, azonban a kémiai és bioaktivitasbeli hasonldsag alapjan feltételezhetd, hogy
ezeknél is szamolni kell kockazattal.

Figyelembe véve, hogy az élelmiszerek fogyasztasabol adédd datlagos furokumarin-
expozicié 1,5 mg, az Eurdpai Gydgyszerligynokség az ennél nagyobb ddézisu furokumarint
tartalmazdé novényi gyodgyszereknél részletes kockazatelemzés elkészitését irja el6, 15 ug
furokumarintartalom esetén azonban nem feltételezhetd kockazat.”'® Bar a fentiek az A.
angelicdra vonatkoznak, egyéb furokumarintartalmu névények készitményei esetén is kiindulasi
alapul szolgalnak. A furokumarintartalommal kapcsolatos mennyiségi adatok gyakran hasznalt
gyogynovények esetén sem mindig allnak rendelkezésre. Ezek egyike az édeskomény (Foeniculum
vulgare), amelyet gyermekek kezelésére is alkalmaznak. Az imperatorint (39), pszoralént (40) és
bergaptén (38) jelenlétét preparativ novénykémiai vizsgadlatok soran igazoltdk a novény
termésébdl, kvantitativ adatok azonban nem dllnak rendelkezésre, igy az sem ismert, hogy a

terapias dozis furokumarintartalma jelent-e egészségi kockazatot, 221223
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A Ducrosia nemzetséget (Apiaceae) hat faj, a Ducrosia ismaelis, a D. flabellifolia, a D. assadii, a D.

224~

areysiana, a D. inaccessa és a D. anethifolia alkotja.??*%2® A D. anethifolia a Kdzel-Keleten honos

novény, amelynek fold feletti részét elterjedten alkalmazzak az irdni népi gyogyaszatban fajdalom

227,228 yialamint

és dlmatlansag, emésztési és menstruacioval kapcsolatos panaszok kezelésére,
fliszerként. 22422° A novény fitokémiai profilja kevéssé ismert, és sokoldalu felhasznélasat tekintve
hatéanyagainak megismerése a gydgyaszatilag hasznos és kockazatot jelentd bioaktivitasok
szempontjabdl egyarant célszer(inek tlinik, kiilonos tekintettel arra, hogy a nemzetség mas fajaival
kapcsolatban is nagyon kevés ilyen jelleg(i adat all rendelkezésre.

A novénybbl szamos furokumarint [pszoralén (40), bergaptén (38), xantotoxin (37),
imperatorin (39), izooxipeucedanin (41), pabulenol (42), oxipeucedanin-metanolat (43),
oxipeucedanin-hidrat (44), heraklenin (45), heraklenol (46)] irtak 1e.22230.331 A ndvény
furokumarinprofiljanak feltarasa, a vegyiiletek azonositasa, izoldldsa és farmakolégiai vizsgdlata
(az egyéb szekunder metabolitok mellett) azért fontos, mert ezek a vegylletek gyogyaszatilag
hasznosithatd és human egészségi kockazatot jelentd bioaktivitasokkal egyarant jellemezhet6ek.
Egyes furokumarinok nemkivanatos fototoxikus és karcinogén hatdsdsain tul daganatsejtellenes

hatést is leirtak tébb vegyiiletrél. A D. anethifolia kivonataival végzett kisérletek antidiabetikus,??’

£232-234

szorongasoldé fajdalomcsillapit6®> hatdsokat igazoltak. A novény vegyiletei kézil az
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imperatorin (39),%® a xantotoxin (37),%” az oxipeucedanin-hidrat (44)%® antiproliferativ hatasu

volt killénb6z6 sejtvonalakon, mig a heraklenin (45) apoptézist indukalt daganatsejteken.?%

3.2.2. A mariatévis, mint rézkoncentrdlo gyogynovény

A majkdrosodas specialis esete a rézfelhamozddassal fligg 6ssze. A Wilson-kdr, mas néven
Oorokl6d6 réztoxikodzis a transzmembran réztranszporter ATP-azt kédolé ATP7B gén mutacidja
miatt alakul ki, és a rézhomeosztazis zavara miatt fokozott rézakkumulacidhoz vezet az agyban, a
majban és mas szovetekben, szervekben. A klinikai megjelenés és lefolyas féleg az agyi és
majkarosodas mértékétdl fligg, de a progressziv, gyakran transzplantacidhoz vezet6 majkarosodas
a leggyakoribb jellemz6. A kezelés alapja a fokozott cinkbevitel (amely kiilonb6z6 mechanizmusok
révén mérsékeli a rézterhelést) és a rézkitiriilést fokozd kelatképzé vegylletekkel torténd
terdpia.?®® Kezelést8l fluggetlenil alapvetés, hogy a Wilson-kdros beteg rézbevitelét minden
forrasbdl csokkenteni kell. A Wilson-kér hosszu tava kiegészité kezelésében rutinszerlen
alkalmaznak mdriatovis-készitményeket, a névény termésében taldlhato flavonolignankomplex, a
szilimarin nem-specifikus majvéds (antioxidans, gyulladascsokkentd, antifibrotikus)?*! hatasa
miatt.

A mariatovis biztonsagossagat szamos klinikai vizsgalat és Osszefoglald kodzlemény

2

aladtdmasztja,®*? enyhe emésztési panaszokon és bérkitutésen tul egyéb nemkivanatos hatést,
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interakcidt sem figyeltek meg, igy még varandos nék kezelésében is alkalmazzak a bel6le késziilt
gyogyszereket. A mariatovis termése kiilonb6z6 feldolgozottsagi foku [egész vagy 6rolt termés tea
alkotorészeként, 6rolt termés kapszulaként, termés kivonata, termés tisztitott, dusitott,
standardizalt kivonata (szilimarin), termésbél préselt olaj] formaban keriil a betegekhez, s ezek
mindségi és mennyiségi 0sszetétele is igen eltérd. Wilson-kér esetén figyelmeztet6 az az irodalmi
adat, miszerint a mdriatovis a rézkoncentralé ndévények kozé tartozik, termése akar 17 pg rezet is
tartalmazhat grammonként.?** A termékek réztartalma feldolgozottsagi foktdl fliggéen valtozik,
ugyanakkor nem ismert olyan vizsgalat, amelyben a feldolgozas réztartalomra kifejtett hatdsat és

a terapiaban alkalmazott termékek réztartalmat szisztematikusan vizsgdltak volna.

3.2.3. Pirrolizidin-alkaloidok, mint potencidlis mdjkdrosité vegyiiletek

A novényvilag taldn legismertebb és legtobb gyakorlati problémat okozd hepatotoxinjai a
pirrolizidin-alkaloidok. Ezek a vegyliletek altaldban necinbazisok (aminoalkoholok) és necinsavak
(alifdas mono- vagy dikarbonsavak) mono-, di- vagy makrociklusos észtereként, tercier amin vagy
N-oxid formdjaban fordulnak el6 a természetben. A két oOttagu gyl(irlbél feléplls, egy
nitrogénatomot tartalmazé pirrolizidin alapvdz gyakran telitetlen 1,2-helyzetben, ami fokozott
toxicitassal jar egyltt. A monohidroxi-szarmazékok C-9, a dihidroxi-szarmazékok C-9 és C-7, a
harom hidroxilcsoportot tartalmazdk pedig ezen kivil a C-2/C-6 helyzetben szubsztitualtak. A
vegyiletek a C-7 és/vagy C-9 helyzetben lehetnek észterezettek. A necinbazis alapjan az alkaloidok
a retronecin- (47), heliotridin- (48), otonecin- (49) és platinecin-tipusu (50) vegyiiletek csoportjaba
sorolhatéak, ezek kozil az utdbbiak, az alapvaz telitettsége okdn kevésbé toxikusak.?** A
pirrolizidin-alkaloidok toxicitdsanak f6 okat, a proteinadduktok képzését sok évtizede feltdrtak.2*
Az adduktképzdés legnagyobb mértékben a madjsejtekben zajlik,2*® de nagy érzékenységi
mérésekkel adduktokat a vérplazmabdl is ki lehet mutatni.?*’ Mindezen tul, a sejtmagba juté
alkaloidok DNS és DNS-protein kereszkdtéseket is létrehoznak.?*® A kévetkezmény, hosszabb tava
bevitel esetén majkarosodas, veno-okkluziv betegség kialakuldsa és daganatrizikd

novekedése. 246248
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Ez iddig tébb szaz pirrolizidin-alkaloidot azonositottak mintegy 6000 névényfajban.?*® A
gyogyaszatban is hasznalt fajok zOme az Asteraceae, Boraginaceae és Fabaceae csaladokba

tartozik, beleértve olyan, igen elterjedten hasznalt novényeket is, mint a Petasites hybridus, a
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Borago officinalis vagy a Symphytum officinale. A szabalyozas szintjén a végtermékek
pirrolizidinalkaloid-tartalmara (és az ilyen anyagokat tartalmazé készitmények alkalmazasanak
id6tartamara) vannak elGirdasok, kiemelten az iparilag legjelentésebb, 0,2-0,4% pirrolizidin-
alkaloidot tartalmazé fekete nadalytére.?® A legkorabbi, és azéta eurdpai szinten kiinduldsi
alapnak tekintett német szabalyozas szerint kilsGleges, b6ron térténd alkalmazas esetén a napi
ddzis pirrolizidinalkaloid-tartalma nem haladhatja meg a 100 pg-t, bels6legesen alkalmazandé
termékeknél a maximalis ddzis 1 pg lehet.?! Kisérletes adatokon alapuld kockazatelemzéssel az
1,2 helyzetben telitetlen alkaloidok oralisan maximalisan alkalmazhaté ddzisat az Eurdpai
Gyodgyszerligynokség napi 0,007 pg/testtomegkilogrammban limitalta. Mivel a human bérén vald
felszivddas mértékére nem allnak rendelkezésre adatok (csak egy 1982-es, patkanyokon végzett
kisérlet®?), a maximalis biztonsidgossag elvét szem el6tt tartva kiils6leges alkalmazés esetén

ugyanezt a hatarértéket hataroztdk meg.?3

3.2.4. A Hoodia gordonii — fogyaszté hatassal tarsulo kockdzatok

A Hoodia gordonii (Masson) Sweet ex Decnhe. (Apocynaceae) a dél-afrikai busmanok altal
hagyomanyosan étvagycsékkentésre hasznalt szukkulens névény.?* Feltételezett hatéanyaga egy
oxipregnan-glikozid, a P57 (51) , amelynek hatdsmechanizmusa még ismeretlen. Ugyan intrace-

255

rebroventrikularis bevitel esetén névelte az ATP-termelést a hipotalamuszban,*>> ennek relevan-

cidja erGsen vitathatd, mert egy masik kisérletben oralis adagolas esetén a vegylilet nem volt

kimutathaté az agyban.?®® Egy Q o
A (0]
masik elképzelés szerint a P57 hata-
sat a keser( iz érzékeléséért felelGs
OH
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A H. gordonii a P57-en kivil mas pregnan-glikozidoka és kalogenin-glikozidokat is

tartalmaz?°826!

kisebb mennyiségben, de részben f6 komponens volta miatt, részben pedig
szabadalmi okokbdl hosszu ideig a P57-re iranyult a legtobb figyelem. A legintenzivebben
étvagycsokkent6 hatasat kutattak, tekintve, hogy ez alapja lehet a fogyasztdszerként vald
alkalmazasnak. Mivel a hatas mechanizmusa nem tisztazott, el6fordulhat, hogy a széles kor(
alkalmazasnal olyan sziv-érrendszeri mellékhatdsokra deriil fény, amelyek szdmos, kordbban
fogyast tamogatd gydgyszerként forgalomban lévé hatdanyag forgalombdl valé kivonasahoz

k,%62263 3 publikusan elérhetd

vezettek. Az étvagycsokkentd hatdst kiilonboz6 allatfajokon igazolta
human bizonyitékok hianyoznak. Két, tulsilyos n6k részvételével végzett, rovid tavu (14 és 15 nap)

human vizsgalat nem talalt 6sszefliggést a H. gordonii fogyasztasa és az energiabevitel, illetve a
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testsulyvéltozas kozott,2642%° az egyik vizsgdlatban azonban nemkivdnatos hatdsként vérnyomas-
és pulzusszdmemelkedést regisztraltak (kialakuldsdnak mechanizmusa nem ismert).?®> A
hatdsossagot és a biztonsdgossagot egyértelm(ien igazolé bizonyitékok hianyatdl fliggetleniil a H.
gordonii vilagszerte népszerl fogyasztdszerek alapanyaga. Figyelembe véve, hogy ezen riasztd
mellékhatdsok szamos szimpatomimetikus szintetikus fogyasztdszerre jellemzGek, és hogy a
Hoodia fajok kémiai 6sszetétele nem teljesen feltérképezett, lehetséges, hogy nem (csak) az
oxipregnan-glikozidok felelések a k6zolt mellékhatasokért, illetve a H. gordonii étvagycsdkkentd

hatasaért.

3.2.5. A parlagfii, mint ismeretlen kockdzatforrds

Az Gromleveld parlagfli (Ambrosia artemisiifolia) az egyik legismertebb, nagy allergizalé potencidlu

%6 de a léguti tunetek kialakuldsaban

névény. Ezt a tulajdonsagat mar a 20. szazad elején leirtdk,
szerepet jatszé immunvalaszt csak évtizedekkel kés6bb tartak fel részleteiben. A tulérzékenységi
reakcio kialakuldasaért a pollen immunglobulin E-kotS képességgel rendelkezé peptidjei (Amb a 1
és Amb a 2 endopeptidazok) a felelgsek.?” Amennyiben a pollen a tulérzékeny egyének légutaiba
jut, allergias rinitisz alakul ki. A névény érintése kontakt dermatitiszt indukalhat, de ez a reakcid
nem a pollen fehérjéivel, hanem az Asteraceae csaladra jellemz6 szeszkviterpén-laktonokkal fligg

dssze, 58

és az immunreakcid is eltér az allergias rinitisz esetén kialakultél.

A parlagfii 6shazaja Eszak-Amerika, Eurépaba feltehet6leg az 1860-as években jutott el
vet6mag-szennyezésként.?®® Napjainkban Eurdpaban Magyarorszagon, a délszldv allamokban,
Franciaorszagban, Németorszagban, Svajcban és Oroszorszdgban a legelterjedtebb,
népegészségligyi szempontbdl feltehet6leg hazankban okoz legnagyobb ardnyu problémat az
orszag rendkivili mérték( fert6zottsége okan. A parlagfi vilagszerte a leginvazivabb névényfajok
kozé tartozik 6koldgiai és genetikai jellemz6i miatt, terjedésének Utemét a globalis felmelegedés
is gyorsitja. 270

Jollehet a parlagfl népi gydgyaszati alkalmazdsardl az észak-amerikai bennsziilottek
korében vannak szérvanyos adatok, ezek jellemz6en néprajzi fokusziak, a gydgyaszati
szempontok bemutatasa nélkil. A szakirodalmi bizonyitékok nem tdmasztjak ald a parlagf(i széles
kord felhasznaldsat.?’! A névény elfogyasztasaval jaré kockazatok nem ismertek sem kisérletes,
sem tapasztalati adatok alapjan. MegjegyzendS, hogy a novény pollenjének allergénekre
standardizalt kivonata néhdny éve forgalomban van gydgyszerként a parlagflallergia oralis
kezelésére (deszenzibilizalds),?’? azonban a névény egyéb vegyiiletei fogyasztdsdnak kockazatarol
kevés informdcio all rendelkezésre. A parlagflivel kapcsolatos farmakoldgiai vizsgdlatok a névény
kivonataira és tiszta vegylleteire irdnyulnak. Ezek koziil a fajra legjellemz6bbek és farmakoldgiai-

toxikoldgiai szempontbdl is legjelent6sebbek a szeszkviterpén-laktonok, amelyek vegyiiletcsoport
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antimikrobds és gyulladdscsékkentd hatdsai kdzismertek.2327> A szeszkviterpén-laktonok egyik
legmarkdnsabb hatdsa az antiproliferativ aktivitas, ami az eredetileg malariaellenes hatasu
artemizinin (52) szarmazékai jelenleg is folyd klinikai vizsgalatainak fékuszaban all.27® A ndvénybdl
izolalt mintegy 30 szeszkviterpén-lakton gvajanolid- (53), pszeudogvajanolid- (54), germakranolid-

(55) és eudezmanolidvazas (56) vegyiilet, amelyek kozil szdmos antiproliferativ vagy citotoxikus
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hatdst mutatott kiilonb6z6 daganatsejteken.

Az antiproliferativ és daganatellenes hatds 6sszefligg a a,B-telitetlen kotéssel rendelkezd y-lakton
szerkezettel, és bar pontos mechanizmusa nem ismert, a sejtciklus megallitdsa a G2/M dontési
pontndl és az NF-kB gétldasa®®® bizonyosan fontos elemei a hatdsnak. A parlagfli szeszkviterpén-
laktonjainak citotoxikus hatdsat nem vizsgaltak atfogéan egészséges human sejteken.

Amennyiben ilyen sejteken is kialakul a citotoxikus hatas, az szovet- és szervkdrosoddssal is jarhat.

3.2.6. Novényi alapii termékek minbségvizsgdlata

Hazankban a novényi alapu, belsGlegesen alkalmazhatd készitmények tobb termékkategdridban
kerllhetnek forgalomba. A készitmények értékét leginkabb meghatarozd jellemzék (minGség,
hatdsossag, biztonsagossag) szempontjabdl a termékpiramis csicsan a gydgyszerek vannak.
Ezeken belll specidlis kategéridt képeznek a homeopatidas szerek, amelyek jogilag ugyan
gyogyszerek, de a hatdsossagot tekintve kilon elbirdldasban részesiilnek az engedélyezési
folyamatban, a termékmindség vizsgalata pedig specialis megkozelitést igényel. Paradox mddon a
legtobb gydgynovénykészitmény olyan termékcsoportban (étrend-kiegészit6ként) kerdil
forgalomba, amely 6sszetevGinek gydégyhatds nem tulajdonithatd, s amely szabalyozatlansaga
miatt az utdbbi években a legtobbszor volt forrasa minéségi kifogasoknak.

Az étrend-kiegészit6k, bar csomagoldsukat és készitményformaikat tekintve a
gyogyszerekhez hasonlitanak, jogilag az élelmiszerek k6zé tartoznak. Ezek a termékek gydgyaszati
céllal nem ajanlhaték, ami ellentétben all a fogyasztdi varakozasokkal (amit az is erGsit, hogy
OsszetevGik egy része gydgyszerként is forgalomban van). Az étrend-kiegészitGkben felhasznalhato
névényi anyagok felhasznalasat minéségileg és mennyiségileg sem szabalyozza joganyag.?®! Ugyan
|étezik egy lista az étrend-kiegészit6kben felhasznalni nem ajanlott, egészségi kockazatot jelentd
névényekrdl, ennek figyelembe vétele azonban jogilag nem kotelez8.222 A termékek piacra

kerililését nem el6zi meg engedélyezési folyamat, minddssze a fogalmazas tényét kell bejelenteni
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a hatésdgnak.?! A termékek szdma 2020 elején meghaladta a 23 000-et, és tekintettel arra is, hogy
a forgalmazas részben nehezen ellenérizheté csatornakon (pl. internet) zajlik, a készitmények
rutinszer(i és ardnyos minGségellenérzése komoly kihivast jelent.

Mindez nem hazai sajatossag. Az USA-ban 1994-ben elfogadott Dietary Supplement Health

t283

and Education Ac mar magdban foglalta az engedélyeztetés nélkiili forgalomba hozatalbdl

adddé veszélyeket, ami az Eurdpai Unids, a tagdllamokra kdtelezé szabalyozasban is megjelent.?8*
Az ebbdl kovetkezd minGségi problémak mennyiségi (a deklaraltnal alacsonyabb/magasabb egyes
Osszetev6k mennyisége) és mindségi jellegliek (feltlintetett anyag hianya/fel nem tiintetett anyag
jelenléte) lehetnek. A legnagyobb veszélyt az utébbi eshet&ség jelenti, ami tulajdonképpen
termékhamisitasnak tekinthet6: a hatds befolydsoldsdra a csomagolason fel nem tlintetett
anyagot tartalmaz a készitmény. A hamisitott névényi eredet(i készitményekrél mar az 1990-es
évek végén megjelentek a szakirodalomban. A kezdeti kozlések elsGsorban Azsidbdl szarmazd, a
helyi piacon forgalmazott ,hagyomanyos gydgynovénykészitményekrél” szdltak. Egy 1997-es cikk
szerint 2609, tajvani klinikdkon begyd(jtott kinai ndvényi készitmény 23,7%-abdl mutattak ki a
termék alkalmazasi céljaval 6sszhangban lév6, de a csomagoldson nem deklardlt szintetikus
hatdanyagot.?® A hamisitott termékek a kereskedelem globalizalédasaval a vilag barmely pontjan
megjelenhetnek, s tekintettel arra, hogy a hazankban (és az EU-ban) forgalmazott étrend-
kiegészitGk jelentGs része is tavol-keleti eredet(, az ebbdl fakadd kockazat realis. Ezt tdmasztja ald
az a nemrég publikalt cikk, amely szerint francia kutatdk 20 novényi étrend-kiegészit6bdl 16-ban
mutattak ki a csomagoldson fel nem tiintetett szibutramint (57) vagy szinefrint (58).28

A szakirodalomban megjelent cikkek alapjan ma mar elég jol koérvonalazhatdok a
hamisitastdl leginkabb érintett termékcsoportok és a hamisitdsra felhasznalt anyagok kore. A
leggyakoribb, legjellegzetesebb példdk a teljesitményfokozdk, izomtémeg-ndvelSk anabolikus
szteroidokkal, efedrinnel (59), koffeinnel (31),2%72%8 fogyasztdszerek pajzsmirigykivonattal,
fenfluraminnal (60), fenterminnel (61), szibutraminnal (57) vagy szarmazakaival, szinefrinnel (57),
torténd szennyezése.852892%3 A |egtébb hamisitdsi esetet a potenciafokozdként hasznalt
termékekkel kapcsolatban jelentették. A legkordbbi cikkek az ezredforduld tajan jelentek meg,
nem sokkal az elsé foszfodiészterdz-gatld, a szildenafil (62) 1998-as piacra keriilése utan.>* Egy
2004-as amerikai kdzlemény szerint 40 vizsgalt potenciafokozo étrend-kiegészits fele tartalmazott
szildenafilt (62), tadalafilt (63) vagy vardenafilt (64). A vegyililetek mennyisége szdmos esetben
elérte, s6t meg is haladta a hatéanyagok terdpids ddzisat.?*> Egy holland vizsgélatba bevont 17
étrend-kiegészitébdl 8 volt szennyezett kiilénb6z8 szintetikus foszfodiészterdz-gatldkkal.?*® Eddig
tobb, mint 80 foszfodiészteraz-gatld hatdssal rendelkez6 szintetikus analdgot azonositottak
kiilonboz6 étrend-kiegészit6kbdl, amelyek kozil minddssze néhdny olyan molekula van, amelynek

hatésait ellenérzétt korilmények kézétt tanulmanyoztak.?
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Az analégok el6dllitdsat részben a hamisitdsi eseteket feltaré laboratériumok dolganak
megnehezitése 6sztonzi — valdszinlleg ugyanezen okbdl tlint fel Gjra étrend-kiegészitékben a
fogyaszté hatdsu, de gydgyszerként mar az 1930-as években betiltott 2,4-dinitrofenol.?* A
hamisitasi esetekkel tarsuld kockdzatot sokszor az szakemberek is aldbecsilik. Ennek f6 oka, hogy
megfelel6 mellékhatasfigyel6 rendszerek hijan az egészségkarosodasi esetek zome rejtve marad.
A haldlos aldozatokat kovetel6 eseteken (pl. hepatotoxikus gyulladascsdkkentdt tartalmazdé
kurkumatermék)?®* kiviil a hamisitasi igyek nem kapnak igazdn nagy visszhangot.

A fejlett orszdgokban nagy igény van a testsulycsokkenést tdmogatd készitményekre,
azonban a gyégyszerek korében nagyon kevés hatéanyag van forgalomban. Jéllehet az AOSAA ATC
csoport (kdzponti mddon hatd elhizdsellenes szerek) tébb mint 10 hatéanyagot tartalmaz,?’ ezek
nagy részét kivontdk a forgalombdl jellemz&en sziv-érrendszeri mellékhatasaikbdl fakado
kedvez6tlen haszon/kockazat hanyadosuk miatt.?®® Eurdpaban az egyik legutolséként kivont
hatéanyag a szibutramin (57) volt, amely el6sz6r az USA piacérdl tlint el, mivel klinikai vizsgalatok
fokozott sztrdk- és szivroham-kockazattal hoztak 6sszefliggésbe alkalmazasat, majd ezt kdvetben,
2010-t8l az EU-ban is megtiltottdk forgalmazdsat gydgyszerként.?®® A gybgyszerként vald
betiltdssal parhuzamosan a vegyiilet egyre nagyobb aranyban jelent meg étrend-kiegészit6k és
illegdlisan forgalmazott szerek (altaldban nem deklaralt) dsszetevdjeként. Egy vizsgalat szerint,
amelyben 105 ,novényi” étrend-kiegészit6bdl 35-6t azonositottak hamisitottként, a
leggyakrabban kimutatott szintetikus vegyiilet a szibutramin (57) volt.3®

A nem megfelel§ szabalyozasbdl adédd mindségi problémak feltardsa a rutin analitikai
feladatokon tulmutaté problémadkat vet fel. A hamisitasra felhaszndlt anyagok valtozé kérének
nyomon kovetése, a megfigyelt mellékhatasokbdl kévetkeztetések levondsa, a névényi kivonatok
martrixabdl vald kvalitativ/kvantitativ kimutatas egyarant specialis megkozelitést igényel.

A novényi kivonatokat is tartalmazd termékek masik vitatott csoportja a homeopatids
szereké. A homeopatids készitményekkel kapcsolatos szakmai vita altaldban a hatasossaggal
kapcsolatos. Ennek oka, hogy bar alig |éteznek modern, megfelel6en tervezett klinikai vizsgalatok

homeopatias szerekkel, jogilag mégis gydgyszernek mindsilnek a (mérhet6 mennyiségl
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hatdanyagot altalaban nem tartalmazd) készitmények. A termékmindséggel és biztonsagossaggal
kapcsolatos polémia épp ezért kevésbé intenziv: a hazankban forgalomban [év6 homeopatids
szerek tobb mint 95%-a (az egyszerdsitett eljarassal forgalomba helyezett, gydgyaszati indikacioval
nem rendelkez6 termékek) jogi el6iras szerint legaldbb 10 000-szeres higitasban tartalmazza a
kiinduldsi alapanyagot.3®? A gydgyszerek forgalmazasara vonatkozd altaldnos szabélyokat kell
alkalmazni azokra a homeopatids gydgyszerekre, amelyeket terdpids javallattal hoznak

302 _ ezeknél azonban mar nincs elgiras a

forgalomba (azaz elvileg igazolni kell a hatdsossagot)
higitds fokaval kapcsolatban, minddssze az az elvards, hogy a homeopatia szabdlyai szerint
torténjen a gyartds. Gyogynovények esetén el6fordulhat, hogy a novény G&stinktarajat
(homeopatias elbirdsok szerint késziil6, de valdjaban nyers névényi kivonatot) higitatlan formaban
tartalmazza egy homeopatids gydgyszer. A homeopadtias Gstinkturdk hatdanyagainak
kimutatasaval tébb cikk foglalkozott,3%33% ezeknek a vizsgalatoknak a gyakorlati relevancidja

kevéssé feltart és ismert.
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3.3. Novényi készitmények klinikai hatasossaganak elemzése

A novényi eredetli készitmények hatdasossdgdnak és biztonsdgossaganak igazoldsa a
gyogyszerekével azonos maddon torténik, amennyiben a klasszikus értelemben vett gydgyszer
kategdridban torténik az engedélyeztetés. A preklinikai (in vitro, ex vivo, in vivo) vizsgalatokon tul
megfelel6en tervezett, és pozitiv hatast és relativ biztonsagossagot igazolé human vizsgdlat
szlikséges az engedély kiaddsdhoz. A tradiciondlisan alkalmazott gyégynovények esetén a klinikai
vizsgdlatok eredményeit kiegészitik az alkalmazads tapasztalatai, azonban ezek nem
helyettesithetik a vizsgalati adatokat az engedélyezési eljarasban. Egyetlen gydgyszercsoport
esetén, a hagyomanyos novényi gyogyszerek esetén azonban elegenddek az empirikus adatok
(legaldbb 30 éves id6tartamon keresztiili gydgyaszati hasznalat, ebbdl legaldbb 15 év az Eurdpai
Gazdasdgi Térség teriiletén).3!

A Kklinikai vizsgdlatok szdmdnak novekedésével egyre nagyobb nehézséget jelent az
adatmennyiség feldolgozasa és integraldsa a napi gyakorlatba. Ezt megkdnnyitend6 késziilnek
attekinté kozlemények és szakmai ajanlasok, azonban ezek mddszertana nem minden esetben
felel meg a tudomdanyosan elvartnak. Ha az attekintés deklardltan szisztematikus, akkor a
feldolgozott irodalom sz(iréséb6l adddd torzitas kisebb. A szisztematikus attekintések a
szakirodalombdl nyert informacidk kritikus elemzései, tudomanyos mddszerekkel torténd
szintézisei, amelyek mindségileg Uj, megbizhatdbb eredményeket biztositanak.3% Ennél magasabb
bizonyitottsagi szintet képvisel, amikor a j6 min6ségl (randomizalt, kontrolldlt tanulmanyok
eredményei) evidencidk matematikai maddszerrel torténé Osszegzése, metaanalizise alapjan
vonnak le kovetkeztetéseket. A bizonyitékokon alapuld orvoslasban jelenleg a metaanaliziseket
tekintik a legmagasabb szintl bizonyitéknak a hatdsossaggal és biztonsagossaggal kapcsolatban.
Nem ritka, hogy egy gydgyszerhatéanyag sikeres klinikai vizsgalat(ok) eredményeként
gyogyszerként forgalomba keriil, de a vizsgdlatok egyesitett eredményeinek metaanalitikus
Ujraelemzése negativ kovetkeztetéseket eredményez. Arra is van példa, amikor a kordbban
alabecsiilt klinikai hatasra mutatnak ra metaanalizisek (igy deriilt fény a trombolizis jelent&ségére
akut miokardiélis infarktus esetén).30°

Az elmult évtizedekben jelentds szamban jelentek meg gydgyszerek hatdsossagat és
biztonsagossagat elemz6 metaanalizisek, s ezek ma mar alapveté fontossaguak a terapias
iranyelvek készitésénél. A novényi eredetl termékekkel kapcsolatos metaanalizisek szama relative
alacsony, ami a viszonylag kevés klinikai vizsgalattal magyarazhatd. A névényi termékeket érinté
metaanalizisek z6me negativ kovetkeztetéseket fogalmaz meg a hatdsossagot illetéen, olyan
novények esetén is, amelyek gydgyszerként vannak forgalomban. Ez Onmagaban nem

kifogasolhatd, az azonban igen, hogy az eredményeket sokszor torzitja az, hogy a metaanalizisek
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készitGi nincsenek tekintettel a ndvényi készitmények sajatossagaira. Nem elég ugyanis, ha
ugyanazt a fajt tanulmdanyoztdak a klinikai vizsgalatokban, az eredmények matematikai-statisztikai
modszerekkel torténd egyesitésének az is feltétele lenne, hogy az eredmények ugyanazon névényi
rész ugyanolyan (vagy nagyon hasonld) modon készitett és/vagy kémiailag hasonld Gsszetétel(i
kivonatdnak vizsgdlataibdl szarmazzanak. Mig ugyanis egy tiszta vegyllet adott ddzisa esetén
tehetd kijelentés a klinikai hatasossagra, ugyanez nem teheté meg egy névénynél, altalanositdé
madon. Ahogyan a (névényi) gydgyszerengedélyezés soran is egy konkrét kivonattal kapcsolatos
bizonyitékokat vesznek figyelembe, Ugy a metaanaliziseknél is igy kellene eljarni. Az eltéré
kivonatok kilonb6z6 dozisaival nyert eredmények egybevondsa nem eredményezhet a
novényfajra altalanositd kdvetkeztetéseket, jéllehet erre szamos példa van a szakirodalomban,
példaul a pafranyfenyd (Ginkgo biloba) esetén, ahol standardizalt kivonatok eredményeit vontak

dssze ismeretlen 6sszetételld termékekével.3%
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Preparativ fitokémiai vizsgalatok

ECD: JASCO J-810 spektropolariméter

HPLC I: Young-Lin 9100 HPLC rendszer (Young-Lin, Korea), UV detektor, oszloptermosztat és on-
line gaztalanitd, Autochro-3000 szoftver

HPLC II: Waters 600 HPLC rendszer (Waters Corporation, USA), UV detektor, on-line gaztalanito,
oszloptermosztat, Empower Pro szoftver

CPC: Armen SCPC klészilék (Armen Instrument Sas, Franciaorszag) gradiens pumpa, 250 ml-s
oszlop, UV detektor, automata frakciészedd, Armen Glider szoftver

HRMS: FTHRMS-Orbitrap (Thermo-Finnigan) tdmegspektrométer, ESI ionforras, pozitiv ionizacids
mod

MPLC: Biichi készilék (Buchi Labortechnik AG, Svéjc)

NMR: Bruker Avance DRX 500 spektrométer, 500 MHz (*H) és 125 MHz (*3C); Bruker Avance NEO
700 spektrométer, 700,25 MHz (*H) és 176,08 MHz (*3C), Bruker TopSpin 4.0.5 és MestReNova
v6.0.2e-5475 szoftver

RPC: Chromatotron 8924 készlilék (Harrison Research, USA)

Megjegyzés: az eluensek esetén mindig térfogataranyok vannak feltiintetve.

4.1.1. Aconitum sp.

Aconitum anthora L.: teljes novény, Flizéri varhegy és Tar-kd, 2002 szeptember.

Aconitum napellus subsp. firmum (Reichenb.) Gayer: gyokér és gumd, Retyezat (Romdnia), 2007
augusztus.

Aconitum toxicum Rchb.: gyokér, Maroshéviz (Romania), 2002 augusztus.

Aconitum moldavicum Hacq.: gyokér, Eger, 2006 oktdber.

CC: poliamid (ICN polyamide for column chromatography), viz—metanol gradiens; aluminium-oxid
(Al,03 neutral, Brockmann |, Reanal), ciklohexan—kloroform—metanol, n-hexan—etil-acetat—
metanol és ciklohexdn—etil-acetat-metanol gradiens

RPC: 2 mm szilikagél (Kieselgel 60 GF;sa, Merck) réteg, n-hexan—dikldr-metan—metanol gradiens,
toluol-aceton—etanol-cc. ammodnia gradiens, ciklohexan—toluol—etil-acetat—-metanol és
ciklohexan—etil-acetat—etanol-metanol gradiens; aluminium-oxid (Al,Os; G Type E, Merck) réteg,

ciklohexan—etil-acetat—etanol gradiens
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VLC: aluminium-oxid (Al,Os G Type E, Merck), n-hexan—etil-acetat-metanol és ciklohexan—
kloroform—metanol gradiens

PLC: 20x20 cm szilikagél 60 F,s4 (Merck), diklor-metan—metanol 1:1, toluol-aceton—etanol—cc. NHs;
80:20:7:3 és 70:50:16:4,5; 20x20 cm aluminium-oxid (Merck), ciklohexan—kloroform—metanol
50:30:1, toluol-aceton—etanol-cc. ammonia 40:40:10:3

GFC: Sephadex LH-20 (Pharmacia), metanol, aceton, kloroform—metanol 1:1, diklér-metan—

metanol 1:1

4.1.2. Heliopsis helianthoides var. scabra

Heliopsis helianthoides var. scabra (Dunal) Fernald ‘Asahi’: gyokér, Hegede Kertészet, Kecskemét,

2009 szeptember.

VLC: szilikagél (SiO; 60 GFzs4, 15 um, Merck), n-hexan—etil-acetat gradiens és RP szilikagél
(LiChroprep RP-C;5, 40—63 um, Merck), metanol-viz gradiens

MPLC: 40 x 75 mm (40—63 um) RP18ec oszlop (Biichi), n-hexan—etil-acetat gradiens

PLC: 20x20 cm szilikagél 60 Fzss (0,25 mm, Merck), benzol-diklér-metan—dietil-éter 6:3:1; n-
hexan—dietil-éter 6:4

RPC: szilikagél (60 GFs4, Merck), benzol-diklér-metan—dietil-éter, n-hexan—etil-acetat, benzol-
aceton, n-hexan—aceton gradiensek

HPLC: HPLC Il, Merck LiChroCART RP Cis (250 x 4 mm, 5 um, 100 A), 25 °C, 210 nm, 1 ml/min,
acetonitril-H,0, 8:2 és Merck LiChrospher Si 60 (250 x 4 mm, 5 um), 25 °C, 210 nm, 1 ml/min, n-

hexan—etil-acetat 8:2

4.1.3. Lepidium meyenii

A Lepidium meyenii Walp szaritott hipokotil 6rleménye perui eredetd, kereskedelmi tétel [Raw

Organic Maca Powder, EverTrust Ltd (sarzs: M-010177-11-220312)]

CPC 1: n-hexan—-EtOAc—-MeOH-H,0 9:1:9:1, aszcendens maéd

CPC 2: acetonitril-n-hexan, 1:1, deszcendens méd

HPLC 1: HPLC I, YMC-Pack ODS-A (250 x 4,6 mm, 5 um, 120 A), 30 °C, 210 nm, 1 ml/min, acetonitril—
H,0, 9:1

HPLC 2: HPLC Il, Merck LiChroCART RP Cis (250 x 4 mm, 5 um, 100 A), 25 °C, 210 nm, 1 ml/min,

acetonitril-H,0, 95:5

4.1.4. Paraleucobryum longifolium

Paraleucobryum longifolium (Ehrh. ex Hedw.) Loeske: Matrafiired, 2016 junius.
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CC: poliamid (ICN polyamide for column chromatography), viz—metanol gradiens, szilikagél (SiO;
60 F3s4, 45—-63 um, Merck), toluol-kloroform—metanol 4:12:3

VLC: szilikagél (SiOz 60 Fiss, 45-63 um, Merck), ciklohexan—kloroform—metanol és kloroform—
metanol gradiens és RP SiO; (LiChroprep RP-Cis, 40—63 um, Merck), metanol—-viz gradiens

MPLC: 40 x 75 mm (40—-63 um), RP18ec oszlop (Blichi), viz—metanol gradiens

GFC: Sephadex LH-20 (Pharmacia), metanol

HPLC: HPLC Il, Phenomenex Kinetex 5 pm XB-C18 (250 x 4,6 mm, 100 A), 24 °C, 190-800 nm, 1-
1,5 ml/min, viz—acetonitril gradiens és Phenomenex Kinetex 5 um C-18 (150 x 4,6 mm, 100 A), 24

°C, 190-800 nm, 1 ml/min, viz—izopropanol gradiens

4.1.5. Ducrosia anethifolia

Ducrosia anethifolia (DC.) Boiss: fold feletti rész, Iran (Fars, Neyriz), 2016 aprilis.

CC: szilikagél (Molar 60, 0,063-0,2 mm), kloroform—metanol gradiens

MPLC: szilikagél (40 x 200 mm Merck 60, 0,045-0,063 mm), n-hexan—diklér-metan—-metanol
gradiens

GFC: Sephadex LH-20 (Pharmacia), metanol

PLC: 20 x 20 cm szilikagél 60 F;s4 (Merck), toluol—etil-acetat 1:1, n-hexan—kloroform—metanol
5:5:1, cicklohexan—etil-acetat—-metanol 4,75:4,75:0,5; 20 x 20 cm szilikagél 60 RP-18 F;s4 (Merck),
metanol-viz 1:1

RPC: szilikagél allofazis (60 GF,sa, Merck), n-hexan—etil-acetat—metanol 10:3:1, toluol—etil-acetat
gradiens, ciklohexan—etil-acetdt—-metanol gradiens, toluol-aceton—metanol gradiens

HPLC: HPLC Il, Phenomenex Kinetex 5 um C-18 (150 x 4,6 mm, 100,&), 24 °C, 190-800 nm, 1,2

ml/min, viz—metanol gradiens
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4.2. Kvalitativ és kvantitativ fitoanalitikai vizsgalatok

HPLC Ill: Waters 600 HPLC rendszer: 2998 PDA detektor, on-line gaztalanitd, oszloptermosztat és
automata mintaadagolé, Empower Pro szoftver

HPLC 1V: Shimadzu LC-20AD HPLC rendszer: SPD-M20A PDA detektor, CBM-20A kontroller, SIL-
20ACHT automata mintaadagolé, DGU-20A5R gaztalanitd, CTO-20AC oszloptermosztat,
LabSolutions szoftver

HPLC V: Thermo Finnigan Surveyor HPLC rendszer: UV-VIS Plus detektor, SRVYR-LPUMP, pumpa,

SRVYR-AS automata mintaadagold, on-line gaztalanitd, oszloptermosztat, XCalibur szoftver

4.2.1. Aconitum drogok lipolkaloid-tartalmanak vizsgdlata

HPLC-MS: HPLC V, Agilent Zorbax Eclipse XDB-C8 (4,6 mm x 150 mm, 5 um), 25 °C, 233 nm, 1
ml/min, 0 min: 10 mM ammdnium-acetat puffer (pH 8,9) (A) és metanol (B) 6:4, 35 min: 5% A, 36
min: 5% A, 42 min: 60% A, 45 min: 60% A; a HPLC-vel kapcsolt LCQ™ Deca XPP*Y> MS, APCI pozitiv

mod

4.2.2. Aconitum drogok diterpénalkaloid-tartalmanak kvalitativ vizsgdlata

HPLC: HPLC Ill, Phenomenex Gemini (100 mm x 4,6 mm, 5 um); 25 °C, 233 nm, 1 ml/min; 0 min:
70% 10 mM vizes NH4sHCO; puffer (pH 10) és acetonitril (B), 4 min: 60% A, 20 min: 55% A, 30 min:
20% A, 35 min: 70% A

Alkaloidtartalom meghatdrozdsa titrdldssal: a Német Homeopatids Gydgyszerkonyv mddszere

szerint.3"’

4.2.3. Rhodiola rosea markervegyiileteinek vizsgdlata

Névényi nyersanyag: A kisérletekhez haszndlt Rhodiola rosea L. mintak egy része a kovetkezd
helyekrél beszerzett szaporitdanyagbdl Dél-Anglidban (Reading, 61 m tengerszint feletti
magassag) termesztett novényektSl szarmaztak: Izland (R2: 50 m tengerszint f6lotti magassag),
Ferder szigetek (R7: 30 m), Egyesiilt Kiralysag (R3, R9: 10-25 m), Finnorszag (R5: 140 m), Ausztria
(R10: 1750 m), Svajc (R1: 1500 m), Spanyolorszag (R4: 2600 m), Franciaorszag (R8, 1800 m). A
validalashoz kereskedelmi mintakat hasznaltunk. A tobbi minta a kdvetkez6 helyekrél beszerzett
szaporitdanyagbdl Ausztridban (Wolzer Tauern, 1580 m tengerszint feletti magassag) termesztett
novényektdl szarmazott: Izland (p01: 50 m tengerszint fol6tti magassag), Shetland (p02: 10 m),
Spanyolorszag (p03: 2600 m), Oroszorszag (p04, p07, p08: nem ismert, p09: 30 m, p12: 2400-2500
m, p17: 2800 m, p18: 2500 m — ez utdbbi egy pontosan nem azonositott Rhodiola faj), Feroer—
szigetek (p05:, 30 m, p15: 40 m), Ausztria (p06: 30 m, p19: 1450-1650 m, p20: 2100-2400 m),
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Olaszorszag (p10: nem ismert), Franciaorszag (p11: 2300-2400 m), Szlovénia (p13: 1700-2200 m),
Svdjc (p14: 1200-1700 m), Finnorszag (p16: 20 m).

A flavonoidtartalomra irdnyulé kisérletekben 3 autentikus, Dél-Anglidban termesztett 3
éves novényekt6l szdrmazd R. rosea mintat (RR-I, R-1l és RR-lll), valamint egy faj szinten nem

azonositott Rhodiola mintat (R-1V) alkalmaztunk.

HPLC: HPLC lll, Phenomenex Luna C18 (150 x 4,6 mm, 5 um), 40 °C, 254 és 275 nm, 1 ml/min; O
min: 95 % A (viz) és 5% B (acetonitril); 25 min: 85% A; 32 min: 78% A; 35 min: metanol; 40 min:

metanol; 47 min: 95% A

4.2.4. Teamintdk analitikai vizsgdlata

Koffein- és L-teanintartalom szimultdn meghatdrozdsa: HPLC |, Phenomenex Kinetex XB-C18 (100
x 4,6 mm, 2,6 um, 100 A), 40 °C, 210 és 273 nm; 06 min: 100% A (viz + 0,05% foszforsav) 0,5
ml/min; 6—=7 min: 0,8 ml/min; 7-25 min: 95% A és 5% B (acetonitril); 25-40 min: 80% A; 40-50
min: 80% A; 50-51 min: 100% A; 51-60 min: 100% A; 60—61 min: 0,5 ml/min

L-Teanintartalom meghatdrozdsa: HPLC |, Phenomenex Kinetex XB-C18 (100 x 4,6 mm, 2,6 um,
100 A), 25 °C, 210 nm; 0—4 min: 100% A (viz) 0,85 ml/min; 4—5 min: 100% B (acetonitril) 2 ml/min;
5-10 min: 100% B; 10-11 min: 100% A, 11-14 min: 100% A; 15 min: 100% A, 0,85 ml/min.
L-Teanintartalom denzitometrids meghatdrozdsa: 20x20 cm, 0,25 mm szilikagél réteg 60 Fisq
(Merck), n-butanol-aceton—ecetsav—-viz 7:7:2:4, majd ninhidrin reagensbe martas, hevités 105 °C,
5-15 perc; Fujifilm digitalis kamera (Finepix J110w, Fujifilm, Japan). A z6ld csatornat CP Atlas 2.0

szoftverrel (Lazarsoftware, Lazar Istvan, Debrecen) ,, dark on light” médban elemeztiik.

4.2.5. Széjakivonatok izoflavontartalmanak vizsgdlata

HPLC: HPLC Ill, Phenomenex Gemini C18 (100 x 4,6 mm, 5 pm, 100 A) 25 °C, 254 nm, 1 ml/min;
52% 0,1% CH3COOH-t tartalmazo viz és 48% metanol

4.2.6. Edeskoménymintdk furokumarintartalmdanak vizsgdlata

Névényi nyersanyag: Foeniculum vulgare Mill. subsp. vulgare var. vulgare 33 kilonb6z6 minta
érett termése (Szent Istvan Egyetem, Gyodgy- és Aromanovények Tanszék génbankja): 1-25
termesztett és vadon termé populaciok, 26—30: eltéré nemesitési vonalbdl szarmazé mintdk; 31—
33: bejegyzett valtozatok (Berfena, Grossfriichtig, Soroksari)

HPLC: HPLCIV., Phenomenex Kinetex C18 (100 x 2,1 mm, 2,6 um, 100 R), 40 °C, 0,5 ml/min; 0 min:
95% A (0,1% hangyasavat tartalmazo viz), 5% B (0,1% hangyasavat tartalmazé acetonitril); 5 min:

5% A; 7,5 min: 5% A; 10 min: 95% A
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MS: AB Sciex API 2000 harmas kvadrupol tomegspektrométer (AB Sciex LLC, USA). Detektaldas SRM
maodban, a pszoralén (40), bergaptén (38) és imperatorin (39) prekurzor ionjai esetén 187,4,217,3
és 271,2 m/z, mig a termékionoknal 131,2, 202,2 és 203,3 m/z értékeknél (Utkozési energia: 36,
31és19eV).

4.2.7. Réztartalom mérése mariatovistartalmii termékekben
Az ICP-MS vizsgalatokat dr. Galbacs Gaborral és munkatarsaival (SZTE TTIK, Szervetlen és Analitikai
Kémiai Tanszék) kooperacidban végeztiik.

Réztartalom meghatdrozdsa: Agilent 7700x induktiv csatolasu plazma tomegspektrométer.

4.2.8. Vitex agnus-castus kivonatot tartalmazé termékek analitikai vizsgdlata
Mastodynon tabletta és az Agnucaston bevont tabletta (mindkett6 a Bionorica AG, Németorszag
terméke).

HPLC: HPLC |, Phenomenex Gemini XB-C18 (100 x 4,6 mm, 5 um, 110 A), 25 °C, 254 nm, 1,3 m|/min;
0—6 min: 5% A (metanol) + 95% B (0,5% foszforsavas viz); 15 min: 27% A; 20 min: 35% A; 26 min:
52% A; 33 min: 80% A; 37 min: 100% A; 45 min: 100% A; 50 min: 5% A; 60 min: 5% A

4.2.9. Szintetikus vegyiiletek kimutatdsa névényi eredetii készitményekbol
Szibutramin kimutatdsa

Szinreakcidk: az ENSZ Kabitdszer-ellenGrzési és BlnmegelGzési Hivatala mddszere alapjan,
Marquis-, Simon- és Chen-tesztek alkalmazdsaval*®

Rétegkromatogrdfia: 10 x 5 cm, 0,25 mm szilikagél réteg 60 Fiss (Merck), toluol-metanol 95:5;
detektalas Iathato fényben Dragendorff-reagenssel. illetve savas kalium-jodoplatinat-reagenssel
valé el6hivast kovetSen

HPLC-DAD: HPLC Ill, Phenomenex Gemini NX C18 (100 x 4,6 mm, 5 um, 110 A), 25°C,220 nm, 1
ml/min, 55% acetonitril + 0,1% trifluorecetsav és 45% H,0 + 0,1% trifluorecetsav
Témegspektrometria: APl 2000 harmas kvadrupdl tomegspektrométer, Applied Biosystems
Analyst 1.4 szoftver (Applied Biosystems, Foster City, USA), pozitiv turbo-ionspray madd, kézvetlen
injektalds

Grapefruitmag-kivonatok azonossdgi és kvaterner ammaoniumso-tartalomra térténd vizsgdlata
Rétegkromatogrdfia limonoidok kimutatdsdra: 20x20 cm szilikagél réteg 60 Fass (Merck), aceton—
kloroform 2:8; detektalds: 254 nm; 366 nm; cc. kénsavval permetezés, 5 min hevités 105 °C-on,
majd lathato fény

Rétegkromatogrdfia kumarinok kimutatdsdra: 20x20 cm szilikagél réteg 60 Fzs4 (Merck), toluol —

dietil-éter 12%-os ecetsavval telitve 1:1, 366 nm
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Rétegkromatogrdfia kvaterner ammoniumsok kimutatdsdra: 20x20 cm szilikagél réteg 60 Fosy
(Merck), metanol-kloroform—aceton 75:15:1,5, Dragendorff-reagens, majd lathaté fény
Limonoidok kimutatdsa HPLC-vel: HPLC Ill, Merck LiChroCart RP1s (250 x 4 mm, 110 A), 40 °C, 210
nm, 1 ml/min; 0 min: 85% A (30 mM Hs3PO, vizben) + 15% B (acetonitril); 5 min: 77% A; 25 min:
74% A; 30 min: 60% A; 45 min: 54% A; 55 min: 54% A; 60 min: 85% A

Benzetdnium izoldldsa: a rétegkromatografids vizsgdlat soran Draggendorff-pozitiv anyagot
legnagyobb mennyiségben tartalmazé készitmény 5 milliliterét 5 ml vizzel elegyitettik és
valasztotolesérben 3 x 10 ml kloroformmal extrahdltuk, a két fazist centrifugdldssal (5 min, 3500

rpm) elvalasztottuk, a Draggendorff-pozitiv anyag a kloroformos fazisban dusult fel.

4.2.10. Rémai kamilla flavonoidtartalmanak vizsgalata

Chamaemelum nobile (L.) All.: virdgzat (Chamomillae romanae flos) magyarorszagi termesztés
(Bobvos Pal), VIIl. Magyar Gydgyszerkonyv elGirdsainak megfelelé mindség; illdolaj (Aromax Zrt.).
Flavonoidtartalom vizsgdlata: HPLC IV, Phenomenex Kinetex C-18 (150 x 4,6 mm, 5 um, 100 A), 55
°C, 344 nm, 1,2 ml/min. 0 min: 75% A (0,01% trifluor-ecetsav vizben) + 25% B (acetonitril); 5 min:
75% A; 14 min: 72% A; 15 min: 30% A; 16 min: 30% A; 16,5 min: 75% A; 25 min: 75% A

4.2.11. Pirrolizidin-alkaloidok penetrdcidojanak vizsgdlata

A diffazio vizsgalatat dr. Csanyi Erzsébettel és munkatarsaival (SZTE GYTK Gydgyszertechnoldgiai
és Gyogyszerfellgyeleti Intézet) kooperalva végeztik.

Diffuzio vizsgdlata: Franz-féle diffuziés cella (Hanson Microette TM Topical & Transdermal
Diffusion Cell System, Hanson Research Corporation), szintetikus membranon és human
epidermiszen

HPLC-MS: HPLC IV, Phenomenex Gemini C18 (100 x 4,6 mm, 5 um, 100 R), 25 °C, 0,4 ml/min; 50%
acetonitril és 50%, 0,1% ecetsavat tartalmazé viz. APl 2000 MS/MS témegspektrométer, ESI

ionizacid, MRM detektalas
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4.3. Farmakoldgia és toxikologiai vizsgalatok

Az allatkisérleteket a megfelel§ etikai engedélyek birtokdban a nemzetkdzi ajanlasok betartasaval
végeztliik. A human eredetld mintat felhasznald vizsgalatokat a Helsinki Nyilatkozat és a hazai
ajanldsok figyelembe vételével, az Egészségligyi Tudomdnyos Tanacs engedélyének birtokdaban

végeztik.

4.3.1. Antibakteridlis hatds vizsgdlata

Az antibakteridlis hatdst korongdiffiziés médszerrel a gatlasi zona mérésével 24 érds inkubacidval,
harom parhuzamos méréssel hataroztuk meg.3% A vizsgélatot 11 standard Gram-pozitiv [Bacillus
subtilis (ATCC 6633), Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Staphylococcus epidermidis (ATCC
12228), Streptococcus agalactiae (ATCC 13813), Streptococcus pneumoniae (ATCC 49619),
Streptococcus pyogenes (ATCC 19615) és meticillinrezisztens Staphylococcus aureus (ATCC 43300)]
és Gram-negativ [Escherichia coli (ATCC 35218), Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603) és
Moraxella catarrhalis (ATCC 43617)] baktériumtorzsén végeztik. Negativ kontrollként DMSO-t,
pozitiv kontrollként antibiotikumokat (ampicillin, eritromicin, imipenem, cefuroxim és

vankomicin) alkalmaztunk.

4.3.2. In vitro antiproliferativ hatds vizsgdlata

Az antiproliferativ hatasra irdnyulé vizsgalatokat dr. Zupko Istvannal és munkatarsaival (SZTE GYTK
Gyodgyszerhatastani és Biofarmaciai Intézet) kooperalva végeztik.

A novényi extraktumok antiproliferativ hatdsat MTT-teszt segitségével, n6gydgydszati eredet
adherens daganatsejteken (A2780, Hela, és T47D; European Collection of Authenticated Cell
Cultures, Egyesiilt Kirdlysag) mértik.31° A sejteket 96 reg(i mikrotitralé lemezre vittiik, ehhez
masnap adtuk hozza a névényi kivonatokat 10, illetve 30 pug/ml-es koncentracidéban. Az lregek
abszorbancidjat ELISA-leolvasd segitségével hataroztuk meg 545 nm-en. A médium legfeljebb 0,3%
DMSO-t tartalmazott, ami nem gyakorol jelent6s hattérhatast a sejtek proliferaciéjara. Negativ
kontrollként kezeletlen sejteket alkalmaztunk, referenciavegyiletként ciszplatint hasznaltunk.

Minden kivonatot két lemezen és legaldbb 5 parhuzamos méréssel vizsgaltunk.

4.3.3 Antimetasztatikus hatds vizsgdlata

Az antimetasztatikus hatasra irdnyuld vizsgalatokat dr. Krizbai Istvannal és munkatarsaival (MTA
SZBK Biofizika Intézet, Molekularis Neurobioldgia Kutatdegység) kooperalva végeztiik.
Avizsgalatok soran human agyi mikrovaszkularis endotélsejteket (hRCMEC/D3, réviditve: D3, Lonza,
Svajc), A2058 human melandmasejteket (European Collection of Cell Cultures, Egyesilt Kiralysag),

primer patkany agyi endotélsejteket (RBEC)3!! alkalmaztunk. A sejtviabilitdsi vizsgélatot A2058, D3
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és RBEC sejteken a mitokondrialis dehidrogenaz aktivitdsanak mérésén alapuld EZ4U teszttel
(Biomedica, Ausztria)®'2 végeztiik a ligndnok 1,25-10 uM koncentracidjaval.

Adhézidgdtlds vizsgdlata: Konfluens D3 sejtréteget el6kezeltiink a lignanokkal 3 6ran at. A2058
melandmasejteket elGkezelés utan fluoreszcens jelzéssel lattunk el, majd a melandmasejteket az
endotélsejt-rétegre juttattuk, inkubalds utan lemostuk, fixaltuk és fényképezés utdn Image-Pro
Plus szoftver segitségével (Media Cybernetics, Rockville, USA) szdmoltuk az adherens sejteket.
Transzendotelidlis elektromos ellendllds (TEER) mérése: RBE sejtek konfluens egyrétegi
szovetkulturajat a megfelelS kbzegben a TEEr platdjanak elérése utan lignanokkal kezeltiink, majd
a TEER-t CellZscope muszer (nanoAnalytics, Németorszag) segitségével Ujra leolvastuk.
Sebgydgyuldsi teszt: D3 sejtek konfluens egyrétegli szovetkulturdjat pipettaheggyel sértettik
meg, majd a ligndnokkal torténd kezelést kovet6en 24 éran at egy kamerdval ellatott Nikon Eclipse
Ti-E inverz mikroszkép (Nikon Instruments, Japan) segitségével kvantifikaltuk a migrald sejtek

szamat ot sebzési teriileten, majd ezek atlagat szamitottuk.

4.3.4. Endogén kannabinoidrendszerre kifejtett hatds vizsgdlata

Az endogén kannabinoidrendszerre kifejtett hatas vizsgalatat dr. Jirg Gertsch-csel és
munkatarsaival (Institute of Biochemistry and Molecular Medicine, University of Bern, Svajc)
kooperacidban végeztik.

[PHJAEA-felvétel gatldsa: U937 sejteken, [etanolamin-1-3H]AEA és nem jeldlt AEA jelenlétében
torténé inkubacid, radioaktivitds mérése PerkinElmer Wallac Trilux MicroBeta 1450 mfiszer
alkalmazasaval.?*?

FAAH és MAGL aktivitds mérése: jelslt AEA hidrolizise FAAH-val és [3H]-2-OG hidrolizise MAGL-lal
U937 sejt, illetve egéragy-homogenizatum segitségével, szcintillacié mérése Tri-Carb 2100 TR
készulékkel 3t

Kannabinoidreceptor-kétédés mérése: CHO-K1 hCB; és hCB, membranpeparatumokon,

radioligandkiszoritads meghatarozasa PerkinElmer 1450 Microbeta Trilux mUszerrel.313

4.3.5. Elektrofizioldgiai vizsgdlatok

Az elektrofizioldgiai vizsgalatokat dr. Talosi Laszloval és munkatarsaival (Rytmion Kft., Szeged.)
kooperalva végeztiik.

Az automata patch-clamp kisérleteket planaris technikdval négy csatornas, kozepes
atereszt6képességl, beépitett h6mérséklet-szabalyozdssal rendelkezé automatizalt patch-clamp
készilékkel (Patchliner Quattro, Nanion Technologies) hajtottuk végre stabilan transzfektalt
HEK293 (HEK-GIRK és HEK-hERG, UCL Business Plv, Egyesiilt Kiralysag és Cell Culture Service,

k314,315

Németorszag) sejtvonalakon, korabbi kisérleti médszere adataldsaval.
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4.3.6. Osztrogénszerii hatds vizsgdlata

Az Osztrogén/antiosztrogén hatast egy transzgenikus noévényi modell, az Arabidopsis thaliana
PER8:GUS-al vizsgaltunk.31317 A kisérlet soran az el6csirdztatott magokat mikrotiter lemezre
vittik, majd a vizsgdlandé anyagok és X-Gluc oldatdnak jelenlétében inkubaltuk. Pozitiv
kontrollként 17-B-Osztradiolt haszndltunk. A minimalisan aktiv koncentraciét (szindetektalas

alapjan) mikroszkép segitségével hataroztuk meg.

4.3.7. In vitro adrenerg hatds vizsgdlata

Az adrenerg hatas vizsgalatat dr. Zupkd Istvannal és munkatarsaival egylittm(kodésben végeztiik
(SZTE GYTK Gyodgyszerhatastani és Biofarmaciai Intézet).

A vizsgalatok ndstény Sprague-Dawley patkdanyokon torténtek, amelyek egy részét ellen6rzott
korilmények kozott paroztattuk. A nem vemhes allatok méhét Osztruszfazisban, a vemhes
allatokét a vemhesség 22. napjan eltavolitottuk, majd a méhkirtb6l 5 mm hosszu izomgydriket
metszve ezeket vertikdlisan szervfird6ben rogzitettik de Jongh oldatban. A Hoodia spray
(Fytofontana Dietceutical Hoodia spray, Herb-Pharma Hu Kft., Budapest) uterusrelaxalé hatdsat
spontan és 25 mM KCl-dal indukalt kontrakcidkon, 10 uM propranolol adagoldsaval vagy anélkil
vizsgaltuk. A nagy mennyiségl alkohol jelenlétébdl adddd olddszerhatast kikliszobolendd a
Hoodia sprayt beparoltuk, majd fiziolégias séoldat-DMSO 95:5 aranyu elegyével visszaoldva
végeztlik a vizsgalatokat. A kivonatot kumulativ mddon adagoltuk (50 pL, 50 pL, 100 pL, 200 pL
and 400 pL) a szervflirdGbe, minden koncentracié esetén 5 perces inkubalast alkalmazva. Az
izomgy(rGk tenzidjat jelatalakitéval (SG-02; Experimetria Ltd., Budapest) mértiik és SPEL
Advanced ISOSYS Data Acquisition System (Experimetria Ltd., Budapest) segitségével
rogzitettiik.3® Az 5 perces id6szakok gorbe alatti teriileteit rogzitettilk, a Hoodia preparatum

hatdsat a vizsgdlt anyag beaddsa el6tti spontan és KCl-indukalt kontrakcidk szazalékaban kifejezve.

4.3.8. In vitro gyulladdscsékkentd hatds vizsgdlata

A gyulladascsokkent6 hatas vizsgdlatat dr. Rudolf Bauerrel és munkatdrsaival kooperdciéban
végeztik (University of Graz, Institut fir Pharmazeutische Wissenschaften, Ausztria)

Az in vitro gyulladdscsokkentd hatast a leukotriénképzidés és a COX-1 és -2 enzimek gatlasanak
mérésével hataroztuk meg. El6bbi teszt esetében leukocitakat inkubaltunk a vizsgalt anyagok és
CaCl,, Calcimycin A23187 és arachidonsav oldataval, majd az inkubacid ledllitdsa utan a
centrifugalt felliliszo LTBs-tartalmat kompetitiv EIA kit (Enzo Life Sciences, Svajc) segitségével
mértiik. Pozitiv kontrollként zileutont alkalmaztunk.3?® A COX-1 és COX-2 gatlas vizsgalata esetén
a feloldott mintakat a preinkubdlt enzimhez adva a reakciét arachidonsav hozzaadasaval

inditottuk el, majd a reakcié f6 metabolitjdnak, a PGE,-nek szintjét EIA kit (Enzo Life Sciences,

44



dc_1800 20

Svéajc) segitségével mértiik. Pozitiv kontrollként indometacint és NS-398-at haszndltunk.3? A

kiértékelést ELISA mikrolemez-leolvaséval végeztiik.

4.3.9. In vivo gyulladdscsékkentd hatds vizsgdlata

Az in vivo gyulladacsokkent6 hatdsra iranyulé vizsgalatokat dr. Blazsé Gaborral és munkatarsaival
(SZTE GYTK Gydgyszerhatastani és Biofarmaciai Intézet) kooperacidban végeztiik.
Sprague-Dawley patkanyok jobb hatsé lababan 0,1 ml 0,5%-os karragénoldat beinjektaldsaval
keltettiink gyulladast, az ellentétes labba izoténias séoldatot fecskendeztlink. A vizsgalt kivonatot
és a pozitiv kontrollt (diklofenak) intraperitonedlisan vagy oralisan (gyomorszonda segitségével)
adagoltuk, a karragénbevitel el6tt és utan. A gyulladas mértékét a labak térfogatanak
pletizmométeres (Hugo Sachs Elektronik, Németorszag) meghatarozasaval kvantifikdltuk, a

séoldattal injektalt 1ab térfogatahoz képest.

4.3.10. Simaizmokra kifejtett hatds vizsgdlata

A simaizmokra kifejtett hatdsra iranyuld vizsgalatokat dr. Barthé Lordnddal és munkatarsaival (PTE
AOK Farmakoldgiai és Farmakoterapiai Intézet) kooperaciéban végeztiik.

A farmakolégiai vizsgalatokhoz a Chamomilae romanae flosbdl az Eurdpai Gydgyszeriigynokség
liofileztiik és poliamid (ICN polyamide for column chromatography) szorbensen metanol-viz
kiilonboz6 aranyu elegyeivel (20:80, 40:60, 60:40, 80:20, 100:0) frakcionaltuk, igy nyerve a F20,
F40, F60, F80 és F100 frakcidkat.

A simaizmokra kifejtett hatast tengerimalac és patlany ileum és disztalis colon, valamint
human jejunum prepardatumokon végeztik. A kisérleteket szervfiird6ben végeztikk (Krebs-
Henseleit oldatban), az izommozgast transzducer (Hugo Sachs Elektronik-Harvard Apparatus,
March, Németorszag) segitségével rogzitettik. A kisérletek egy részében a ndvényi kivonatok,
frakciok, vegylletek és az illéolaj hisztaminnal kivaltott spazmusra kifejtett hatasat
tanulmanyoztuk. A maximalis longitudindlis spazmust 10 uM, a maximalis kontrakcié felét 0,5 uM
hisztamin hozzdaddsdval értiik el. A hatdas mddjanak vizsgalatdhoz a muszkarinreceptor-
antagonista atropinnal, az idegi ingerlletvezetést a fesziiltségfiiggd Na*-csatorndkat gatld
tetrodotoxinnal vald el6kezelést alkalmaztunk. A vizsgdlt anyagokat egyszeri adagolassal (nem

kumulativ médon) tanulmanyoztuk.

4.3.11. Toxikolégiai vizsgdlatok rotifer modellen

A rotifereken végzett vizsgdlatokat dr. Datki Zsolttal és munkatarsaival (SZTE AOK Pszichiatriai

Klinika) kooperalva végeztiik.
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A vizsgalatokat Philodina acuticornis odiosa kerekesféreg fajon végeztik. A kisérleteket 5 napos
allatokkal, non-invaziv és invaziv mddszerekkel végeztiik.?*

DMSO-t tartalmazd oldatdval kezeltiik. Egy csoport nem kapott kezelést (kezeletlen kontroll),
egyet pedig 0,1% DMSO-t tartalmazé kdzegben tartottunk (kontroll). A kezelési id6szak 72 oraig
tartott az allatok tapldlasa nélkil. A kerekesférgek megfigyelését a 4. naptdl folytattuk, korlatozott
taplalds (100 pg/ml élesztészuszpenzié) mellett. A viabilitast digitalis kameraval készitett
felvételeken tanulmdnyoztuk. Non-invaziv mddon hatdroztuk meg a tulélési id6t, a
testméretindexet, a mastaxfrekvenciat, invaziv médon mértiik a redukcids kapacitast [utdbbit
EZ4U Cell Proliferation Assay (Biomedica, Magyarorszag) és mikrolemez-olvasé (Spectramax 384,

Molecular Science, Magyarorszag) segitségével)].?'®

4.3.12. Sebgyogyuldsra kifejtett hatds vizsgdlata

A sebgydgyitd hatdsra iranyuld vizsgalatokat dr. Blazsé Gaborral és munkatarsaival (SZTE GYTK
Gydgyszerhatastani és Biofarmaciai Intézet) kooperacidban végeztiik.

A Centaurea sadleriana herbajat forré vizzel kivontuk (a népi felhasznalassal azonos médon), majd
liofilezve késziilt a CSE-1 jelzésd kivonat. Egy kovetkez6 kivonatot metanollal térténd perkolalassal
nyertiink. Ennek egy részét vakuum alatt beparoltuk (CSE-2). A maradék metanolos kivonatot
vizzel kiegészitettiik, majd n-hexannal (CSE-3), ezt kovetSen kloroformmal (CSE-4) extrahaltuk. A
kirazas utan visszamaradd metanolos extraktum a CSE-5 jelzést kapta.

A sebgydgyulasra kifejtett hatast Sprague-Dawley patkanyokon vizsgaltuk, amelyek hatat
epilator krémmel kezeltiik, majd izoflurdn narkdzisban 100 °C-os fémeszkozzel (r = 45 mm, 5 s)
égési sebeket ejtettiink rajtuk (csoportonként 6 allat). Ezt kovetGen a sebeket a CSE-1-5
kivonatokat 2,5%-0s koncentraciéban tartalmazé (Carbomer 934 P alapu) géllel, hatéanyagot nem
tartalmazo géllel (placebo) és 1% szalicilsavat tartalmazé géllel (pozitiv kontroll) kezeltik, egy
csoport sebeit nem kezeltiik (abszolut kontroll). A végpont az allatok hatan taldlhaté sebek 50%-

anak leeséséhez sziikséges id6 (sebgydgyulasi idb) volt.

4.4. Metaanalizisek

A metaanalizisek elkészitése sordn elére meghatdrozott protokoll alapjan jartunk el. A tervezés
soran a PICO modell alapjan, strukturaltan, a betegek (patients), a beavatkozas (intervention), az
Osszehasonlitds (control) és a kimenetel (outcome) meghatarozasaval végeztik az adatok
gy(jtését tudomanyos adatbazisokbdl (Embase, SciFinder, Web of Knowledge, Cochrane Central,
k.322

PubMed). Az informacidkeresést a PRISMA maddszertani ajanlas figyelembe vételével végeztii

Csak azokat a randomizalt, kett6s vak, placebokontrollos vizsgalatokat vontuk be az elemzésbe,
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amelyek teljesitették a CONSORT névényi kivonatok jellemzésével kapcsolatos ajanlasait.3? A
heterogenitdst Cochran Q-prébaval és a Higgins [?> teszttel vizsgaltuk. A vizsgdlt paraméterek
eltérését a véletlenhatas- és fixhatas-modell segitségével szamitottuk ki. A statisztikai elemzéshez
a Comprehensive Meta-Analysis (Biostat Inc.), a Review Manager (version 5.3, The Cochrane

Collaboration) szoftvereket hasznaltuk.
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5. Eredmények

5.1. Preparativ fitokémiai vizsgalatok

5.1.1. Diterpén-alkaloidok izoldldsa Aconitum fajokbdl

A diterpén-alkaloidok izolalasanal két, alapjaiban eltér6 stratégiat kdvettiink. Az A. anthordnal az
alkaloidok elvdlasztdsara klasszikusan alkalmazott faziscserés eljarast alkalmaztuk. A névény nyers
kivonatat el6szor hig kénsavval elegyitettiik, majd ezt kloroformmal extrahaltuk a semleges,
relative apoldros anyagok eltavolitdsa érdekében (savas kozegben az alkaloidok soként
vizoldékonyak), majd a pH 9-re allitdsa utan kloroformmal extrahdltuk az ebben az oldészerben
oldékony alkaloidbazisokat (a polaros vegyiletek visszamaradtak). Az A. napellus subsp. firmum
fold alatti részeinél ezt a mddszert annyival egyszer(sitettik, hogy a kivonast eleve hig savval
végeztlik. Ezt az eljarast az is indokolta, hogy az el6kisérletek soran elallitott metanolos, hig
liggal, illetve savval elGallitott kivonatok koziil utdbbi alkaloidtartalma bizonyult a
legmagasabbnak HPLC vizsgalat sordn. A faziscserés eljaras kiilondsen el6nyésen alkalmazhaté
olyan esetekben, amikor a feldolgozott novényi rész magas klorofilltartalmat akarjuk elvalasztani
az alkaloidoktdl (pl. az A. anthora esetén). A masik két faj (A. toxicum és A. moldavicum) esetén a
pH-valtoztatdssal jard faziscserétél eltekintettliink az izolalasi folyamat leegyszer(sitése és az
észter tipusu vegylletek savas vagy lugos kozegben torténé esetleges bomldsanak
megakaddlyozdsa céljabol. Ezeknél a novényeknél durva elvalasztdsra légkdri nyomasu
oszlopkromatografiat alkalmaztunk (poliamid vagy aluminium-oxid all6fazissal), az ezt kdvetd
Iépésekben vdakuum-folyadékkromatografia, rotdcids plandrkromatografia és preparativ
rétegkromatografia haszndlataval, szilikagél és aluminium-oxid alléfazison végeztiik a tisztitast.
Ennek eredményességét rétegkromatografiaval ellendriztiik, kihasznalva azt, hogy a szerves
vegyliletek 4dltaldban detektalhatéak cc. kénsavas permetezést kovetS hevitéssel, mig az
alkaloidok szelektiven reagalnak Dragendorff-reagenssel.

Az A. toxicum gydkerének metanolos-alkoholos kivonatabdl tébblépéses kromatografids
frakciondldssal 5 vegyliletet nyertiink ki tiszta formaban, amelyek szerkezetét NMR
spektroszképiai modszerekkel hatdroztuk meg.'™ A 65 vegyiilet *H-NMR spektrumdban egy N-etil-
és két metoxicsoport szignéljait azonositottuk. A 13C NMR spektrum vizsgalata megerésitette ezen
szubsztituensek jelenlétét, valamint a jelek szama alapjan az is megallapithatd volt, hogy az
alapvaz 18 szénatomot tartalmaz. A HSQC spektrum segitségével asszignaltuk a protonalt
szénatomokat, igy 4 metilén-, 4 O-szubsztitudlt és 7 alkilszubsztitualt, valamint 2 kvaterner
szénatomot azonositottunk. Az *H-'H COSY spektrumban a proton-proton kélcsdnhatédsok alapjan

meghatdrozott részszerkezeteket a tdvolhatd, HMBC spektrumban megfigyelhet6 kdlcsonhatdsok
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segitségével kapcsoltuk Gssze egy bisznorditerpénvazza, tovabba a metoxiszubsztituensek és az N-
etilcsoport helyzetét is azonositottuk. A vazhoz kapcsolédd hidroxilcsoportok elhelyezkedését a
kapcsolddod szénatomok eltolddasértékei alapjan hatdroztuk meg. A relativ konfiguracié NOESY
spektrumokon alapulé vizsgdlatandl a H-5 konfigurdciéjat B-nak tekintettiik, mivel Cis és Cig
alkaloidokra ez jellemz8.3** Az itt bemutatott mddszerrel meghatdroztuk a 65 vegyiilet

szerkezetét, amely korabban nem ismert bisznorditerpén-alkaloidként az akotoxicin nevet kapta.

R1 R2 R3
65 OH H H
66 H OH Bz
67 H OH OH
68 H H COCH3
69 H H H

A novénybdl ezen kiviil még 4 bisznorditerpén-alkaloidot [delavakonitin (66), delavakonin (67),
dolakonin (68) és akonozin (69)], valamint egy észterezetlen norditerpén-alkaloidot, a neolinint
(70) nyertiik ki tiszta formaban.**

Az Aconitum anthora gydkerébél kromatografias mdodszerekkel 2 norditerpénalkaloidot
[10-hidroxi-8-O-metiltalatizamint (71) és izotalatizidint (72)] és a hetizinon Cy-alkaloidot (73)
izolaltuk.2* A 10-hidroxi-8-O-metiltalatizamin (71) szerkezetét 1D és 2D NMR vizsgalatok
segitségével vezettik le, a masik két vegylletet a mért és a szakirodalomban koz6lt adatok

6sszehasonlitdsaval azonositottuk.3>73%/

Az Aconitum moldavicum gyokerébdl egy Uj akonitanvazas alkaloidot, az 1-O-dezmetil-szvatinint
(74), tovabba a mar koradbban ismert kammakonint (75), kolumbianint (76), szvatinint (77),

gigaktonint (78), delkozint (79), likoktonint (80) és ajacint (81) izolaltuk.>”

R1 Rz R3 R4 R5 R6
74 OH OH OCHs OH OCHs OH
75 OCHs OH H H OH H
76 OH OH H H OH H

77 OCHs OH OCHs OH OCH:; O
78 OH OH OCH; OH OCH; H
79 OH OCH; OCHs OH OH H
H
H

80 OCHs OH OCHs OH OCH3
81 OCHs NAcAnt OCHs OH OCH3

(NAcAnt: N-acetil-antranoil)
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Az A. napellus subsp. firmum Rchb. gydkerébél 6 alkaloidot [neolin (82), napellin (83), izotalatizidin
(84), karakolin (85), szenbuzin A (86), szenbuzin C (87)] izolaltunk, tovabbi kett6t [akonitin (1),

taurenin (88)] pedig kimutattunk LC-MS médszerrel.**

R1 Rz R3 R4 R5 R6
82 COCHz OCHsz OH H OH H
84 COCHz H OH H OH H
85 CH3 H H H OH H
86 COCHs OH OH H OH H
87 COCHs OCHs OH OH OH H
88 COCHz OCHsz OAc OH OBz OH

5.1.2. Alkilamidok izoldldsa Heliopsis helianthoidesbdl és Lepidium

meyeniibol

Heliopsis helianthoides var. scabra

A Heliopsis helianthoides var. scabra friss gyokerét az N-alkil-amidokra kevésbé szelektiv
metanollal vontuk ki, majd a kivonatot kloroformmal extrahaltuk az apolaris Osszetevék
elvalasztasa céljabdl. A tisztitdst ezutdn szelektivebb maddszerekkel folytattuk. VLC és MPLC
segitségével végeztik el a komponensek durva elvalasztasat. A kisebb tomegli frakciok tisztitasara
az RPC, PLC és HPLC mddszerek voltak a leghatékonyabb és legszelektivebb mddszerek. Végsé
tisztitasra altaldban normal és forditott fazisi HPLC-t és PLC-t alkalmaztunk. Osszesen tiz tiszta
vegyiiletet nyertiink ki (89-98).5*

A vegylletek szerkezetét 1D- és 2D-NMR mérésekkel és nagy felbontdsu
tomegspektrometrids modszerekkel azonositottuk. A 89 szerkezetét a mért és a szakirodalomban
kozélt *H-NMR adatok egyezése alapjan® hataroztuk meg. Az 90 APCI-MS spektrumaban az m/z
340 [M+H]* kvazimolekula-iont azonositottuk, amelynek fragmentalddasa az m/z 253 [(M+H)-
CsHisN]*, 235 [(M+H)-CsHisN-H,0]*, 225 [(M+H)-CsHi3sN-COJ*, 211 [(M+H)-CsH13N-CH.COJ*
fragmensionokat eredményezte, amib6l egy metilbutilamid molekularész jelenlétére
kovetkeztettiink. Az *H-NMR vizsgalat meger&sitette, hogy ez a vegyiilet a 89 homoldgja, amely
izobutilamid helyett metilbutilamid szubsztituenst tartalmaz. A 91 és 92 vegyiiletek szerkezetét

1D- és 2D-NMR mérések alapjan, MS" mérések eredményeivel megerdsitve hataroztuk meg.
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A novénybdl kinyert tobbi vegyiilet nem N-alkil-amid szerkezet( volt. A 93 vegyiilet HRMS
elemzése CyH1305 dsszegképletet igazolt. Az *H NMR és JMOD spektrumokban 2 metoxi- (84 4,05
s, 3,41 s, 0c 56,1, 56,9) és 1 metiléndioxicsoportot (0n 6,01 s, Oc 101,3) lehetett azonositani a 17
szénatombdl allo, 8 kvaterner szénatomot, 8 metin- és 1 metiléncsoportot tartalmazé alapvazon
kiviil. Az *H-'H COSY spektrum elemzésével 2 aromas gydir(i jelenlétére kdvetkeztettiink, amelyek
kozil az egyik egy tetra-(a 6x 7,14 (H-4) és 6,87 (H-6) protonok csatolasi allanddja alapjan), a masik
pedig triszubsztitualt (az ABX spinrendszer 64 7,32 d (0,7) (H-2'), 6,87 d (8,1) (H-5') és 7,40 brd (8,1)
(H-6') korrelacidi alapjan). Ennek a spektrumnak az elemzésével ezen kivil egy telitetlen C;
molekularészletet is azonositottunk. Ezeket a szerkezeti részleteket, valamint a kvaterner szenet
(6c 156,3) és az izolalt metint (64 6,82 s, dc 100,5) a HMBC spektrumban megfigyelhet6 tavolhatd
C—H kolcsénhatasok alapjan kapcsoltuk 6ssze. A kvaterner C-2 szénatom és a H-3 and H-2',
valamint a H-3 metinproton és a C-9 és C-8 kdzotti, 2 és 3 kotésen keresztili kdlcsénhatasok arra
utaltak, hogy a két aromds gy(ir( egy furangy(rin keresztil kapcsolddik, ami egy norneoligndn
alapvaz levezetéséhez vezetett. A metoxicsoportok, valamint a metoxipropenil csoport, tovabba
a metiléndioxiszubsztituens helyét HMBC koélcsonhatasok segitségével hatdroztuk meg, a
térszerkezetet pedig NOESY kolcsonhatasok elemzésével. Mindezek alapan a 93 vegyilet
szerkezetét 1"-dehidroegonol-3"-metiléterként irtuk le.

Az H-'H COSY, HSQC és HMBC spektrumok alapjan megallapitottuk, hogy a 93 és 94
vegylilet ugyanazon alapvdzat tartalmazza, s csupan a Cs; oldalldncban kilonboznek. A
diszubsztitudlt olefinekre jellemz8 3C szigndlok hidnya és az oldalldnc protonjainak szignéljai
alapjan a 94 vegyiletet egonol-3"-metiléterként azonositottuk. MS mérések és a mért és
szakirodalmi NMR adatok alapjan a 95 vegyiiletet helioxantinként, a 96-ot (7E)-7,8-dehidro-
heliobuftalminként, 32 a 97-et heliobuftalminként,3® a 98 vegyiiletet 7-acetoxi-hinokininként

azonositottuk.33°
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OCH,4

Osszesen négy N-alkil-amid [oktadeka-2E,4E,8E,10Z,14Z-pentaén-12-yinsav-izobutilamid, (89)
oktadeka-2E,4E,8E,10Z,14Z-pentaén-12-insav-2'-metilbutilamid (90), hexadeka-2E,4E,9Z-trién-
12,14-diinsav-izobutilamid (91), hexadeka-2E,4E,9,12-tetraénsav-2’-metilbutilamid (92)] mellett 5
lignan [1"-dehidroegonol-3"-metiléter (93), egonol-3"-etiléter (94), helioxantin (95), (7E)-7,8-
dehidroheliobuftalmin (96), heliobuftalmin (97) és az 7-acetoxihinokinin (98)] jelenlétét igazoltuk

a novényben.

Lepidium meyenii

A Lepidium meyenii Walp. szaritott hipokotil 6rleményének kivonasara a lipofil N-alkil-amidok jé
olddszerének szamitd n-hexant alkalmaztunk. A tovabbi tisztitdst kombinalt CPC és HPLC
modszerekkel végeztiik. A CPC-t els6ként hasznaltuk alkilamidok elvalasztasara, a moddszer
alkalmasnak bizonyult az instabil N-alkil-amidok kinyerésére. A durva elvalasztas soran nyert kilenc
f6 frakcidbdl két N-alkil-amidokat tartalmazé frakcidt tisztitottunk tovabb, a végsé tisztitast HPLC-
vel végeztiik. lly médon hdrom vegyiiletet nyertiink ki (99-101).6" A vegyiiletek szerkezetét *H NMR
spektrumaik irodalmi adatokkal valé 6sszehasonlitdsa révén N-(3-metoxibenzil)-(92,122,152)-
oktadekatrienamidnak (99), N-benzil-(9Z,12Z,15Z)-oktadekatrienamidnak (100) és N-benzil-

(9Z,122)-oktadekadienamidnak (101) hataroztuk meg.

0
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5.1.3. Fenantrének izoldldsa Paraleucobryum longifoliumbdl

A P. leucobryum metanolos kivonatabdl tobblépéses kromatografias tisztitdssal 6sszesen hat
vegyliletet (102-107) nyertlink ki. A kivonatot elsG |épésben poliamid all6fazison metanol-viz
novekvé polaritasu elegyeivel valasztottuk el durva frakcionalds és a klorofill eltavolitasa céljaval.
A metanol-viz 4:1 eleggyel nyert frakcid ibolyas-fekete szin( volt, ennek tovabbi elvalasztasa soradn
a szines alfrakcidk tisztitasaval nyertiik ki az 6t biborszind tiszta vegyiiletet (102-106).” A tisztitas
soran légkori nyomasu oszlopkromatografiat és flash kromatografiat alkalmaztunk frakcionalasra.
A gélszliréses kromatografia és a forditott fazisi HPLC elvdlasztasok bizonyultak a
legcélszerlbbnek az anyagok végsé tisztitasara. A poliamidon torténd frakciondlas soran metanol-
viz 3:2 eleggyel nyert frakcié hasonlé mddszerekkel torténé elvalasztdsa egy fehér szinl anyag
(107) kinyeréséhez vezetett.

A vegyiletek szerkezetmeghatdrozdsdban a HRMS méréseket 1D és 2D NMR vizsgalatok
kovették, amit az axidlis kiralitds vizsgalatanal ECD mérések és sTDA ECD szamitasok, a centralis
kiralitas esetén TDDFT-SOR szamitdsok egészitettek ki. Az 102 vegyiilet UV spektrumaban 542,5,
370, 305, 272 és 213,5 nm-nél jelentkeztek maximumok. HRMS mérések alapjan az 6sszegképletet
CaoH38012-nek hatdroztuk meg. A IMOD spektrumban detektalhatd 20 szigndl jelenléte arra utalt,
hogy a vegyilet szimmetrikus dimer. A monomerben 10 nemprotonalt szénatom, 2 ketocsoport,
3 metin, 2 metilén, 1 metoxi és 2 meticsoport *C NMR szignaljait azonositottuk. Az 1D H és 2D
'H-1H COSY adatok alapjan 1 orto-dublett, 1 izolalt aromas proton, 1 etiléncsoport, 2 metil- és egy
metoxiszubsztituens jelenlétét igazoltuk a monomerben. HMBC korrelacidk alapjan a szén-proton
kolcsdnhatdsok vizsgalataval megallapitottuk, hogy a vegyilet O-(C-2, C-5, C-7 helyzetben) és C-
szubsztitudlt (C-1 és C-8 helyzetben) 9,10-fenantréndion alapvazat tartalmaz. A szubsztituenseket
és elhelyezkedésiiket HMBC és NOESY kélcsénhatdsok, HRMS adatok és a 3C szigndlok alapjan
hatdroztuk meg. A vegyiilet egy Uj, kordbban nem ismert C-8 szénatomokon keresztiil kapcsolédo
homodimer, amelynek a leukobrin A nevet adtuk. Hasonlé médon a 103 vegyiilet szerkezetét egy
olyan szimmetrikus dimernek hataroztuk meg, amelyik a Cs prenilszubsztituensek helyett Cyo
szubsztituenseket tartalmaz. Ez a vegyiilet a leukobrin B nevet kapta. A 104 vegyiiletet ugyanazon
alfrakcié HPLC-s tisztitasaval nyertiik, mint a 103-t, és nemcsak polaritasban hasonlitottak nagyon
egymasra. HRMS vizsgalatuk azonos témeget igazolt, *H és 1*C NMR adataik is jol egyeztek néhany
szén- és hidrogénatom kivételével. A 104 vegyiilet (leukobrin C) esetén azt feltételeztik, hogy
mindossze sztereokémialiag kiilénbozik a 2-t6l. A 105 vegyilet (leukobrin D) a HRMS mérés,
valamint az NMR adatok alapjdn az 102 és 103 vegyiiletek monomerjeibdl allé heterodimerként
azonositottuk. A 106 vegyilet ugyanazon végsé HPLC elvalasztasbdl szarmazik, mint 105, a HRMS

és NMR adatok j6 egyezése alapjan ezt a vegyiletet a 105 ellentétes kiralitasi molekulaparjaként
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azonositottuk (leukobrin E). Ezeken kiviil a novénybdl kinyertiik és azonositottuk a diozmetin 7-O-

[2,4-di-O-(o-L-ramnopiranozil)]-B-D -glikopiranozidot (107).

105 106 107

A fenantrének abszollt konfiguraciéjanak meghatarozasara axialis kiralitas esetén sTDA mddszert
alkalmaztunk. Ezt a mddszert nagymolekuldk vagy nagyszamu ECD atmenettel jellemezhetd
molekuldk vizsgalatdra fejlesztették ki, ugyanakkor természetes vegyileteken valé alkalmazasara
kevés példa van. 103 és 104 vegyileteket a kiralitdskdzpontjaikat tekintve azonos abszolut
konfiguracioju atropodiasztereomerekként azonositottuk. A centrdlis kiralitask6zpontok abszolut
konfiguraciojat SOR szamitasokkal hatdroztuk meg. Az 102, 105 és 106 ECD spektrumait a 103 és
104-éhoz hasonlitva hatdroztuk meg az 102 és 105 (aS), valamint az 106 (aR) abszolut

konfiguracidjat.

5.1.4. Polifenolos vegyiiletek hatdaskovetett izoldldsa Cyclopia genistoidesbdl
A C. genistoides fermentalt és nem fermentalt herbdjanak metanolos kivonataibdl folyadék-
folyadék megosztdssal nyertiink diklér-metanos és etil-acetdtos fazisokat. Mindkét diklor-
metdnos és etil-acetatos frakcid gatolta in vitro az XO enzimet és in vitro 6sztrogénszer(i hatast
mutattak, ezért preparativ feldolgozasuk mellett dontottink.

A fermentalt, illetve a nem fermentalt mintdk metanolos kivonataibdl szarmazo
diklérmetdnos frakcidkat légkori nyomadasu folyadékkromatografiaval, poliamid alléfazison
valasztottuk szét, az etil-acetatos frakcidk kozil a nem fermentdlt kivonatét dolgoztuk fel (a két

névényi minta etil-acetatos kivonatai H-NMR vizsgélattal azonos mintdzatot mutattak). Az XO-
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teszten a leger6sebb gatld hatast mutato fermentalt és nem fermentalt frakcidk tovabbi tisztitasa
vezetett el a 108 és a 109 vegyiilet izoldldsdahoz. Az Osztrogénaktivitasra iranyuld tesztben
legaktivabb frakcidk tisztitdsa a 108 és a 110-114 kinyerését eredményezte tiszta formaban.
Tobblépéses kromatografids eljarasok (VLC, RPC, MPLC, PLC, HPLC, CC) alkalmazdsaval a névény
kivonataibdél 0Osszesen 17 tiszta vegylletet izoldltunk, amelyek szerkezetét NMR és
tdmegspektrometrids mérések segitségével hataroztuk meg.®

A 115-6t és a 116-at spektralis jellemz6ik alapjan benzofenon-szarmazékokként
azonositottuk. A spektrdlis adatok irodalomban kozolt adatokkal valé 6sszehasonlitasa alapjan a
115 az iriflofenon-2-0O-B-glikopiranoziddal, mig a 116 az iriflofenon-3-C-B-gliikopiranoziddal
azonosnak bizonyult. A 117 és 118 esetében egy metiléndioxi-, hidroxil- és metoxicsoporttal
szubsztitudlt pterokarpan alapvdazat azonositottunk. Részletes MS és NMR vizsgalatok utan a 118-
at (6aR,11aR)-(—)-maackiainként, a 117-et (6aR,11aR)-(—)-2-metoximaackiainként azonositottuk.
Mindkét vegyiilet esetén még nem publikalt *H és 13C adatokat nyertiink. A két vegyiiletet elséként

izolaltuk a Cyclopia nemzetségbdl, korabban ezeket Ulex és mas Fabaceae fajokbdl irtak le.

OH
Ra 110 R, = OH; R,, R, = H; Ry=OH

R Rs "

O 113 R, = O-glij; R,, R, = H; R;=OH
HO 0 R, 114Ry Ry R,=OH;Ry=H

108 R = OH 121 R, Ry, R, = H; R;=OH

OH &  109R=0CH, R, © 124 R,, R, = OH; Ry = OCH; R, = H
111R, = H; Ry, R; = OH O OH
119 Ry, Ry = OCH3; R, =H HO OH
120 R, R, = H; Ry = OCH, O | 112
Rs I
R, O 115 R = Omelit R = H HO o} 117 R = OCH, OH
R, 1= 2B, = WH 118R=H
O O 116R, =OH;R,=gli R 122 R=CH,
HO OH OH o 123R=H
o) R™ ~0O

A tovabbi vegylleteket az irodalomban kozolt spektroszképiai és fizikai jellemz&k alapjan
azonositottuk: luteolin (108), diozmetin (109), naringenin (110), genisztein (111), izolikviritigenin
(112), naringenin 5-0O-B-glikozid (= helikrizin B, 113), 5,7,3’,5'-tetrahidroxiflavanon (114),
afrormozin (119), formononetin (120) és likviritigenin (121). A 122-t piceolként (= 4-
hidroxiacetofenon) és a 123-at 4-hidroxibenzaldehidként hataroztuk meg, 'H-, 3C-NMR és MS
méréseink alapjan. A heszperetin (124) 'H- és 3C-NMR adatai j6 egyezést mutattak az

irodalommal, de DMSO-ds-ban mért adatokat els6ként kdzoltiink.
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Hat, altalunk igazoltan &sztrogénszer( aktivitassal rendelkezd vegyilet [luteolin (108),
naringenin (110), genisztein (111), izolikviritigenin (112), helikrizin B (113) és 5,7,3’,5'-
tetrahidroxiflavanon (114)] kvantitativ Osszehasonlitasat elvégeztiik a fermentalt és nem
fermentalt C. genistoides kivonatokban HPLC alkalmazdsdval (1. tablazat). A fermentdlt és nem
fermentalt novény hasonlé mennyiségl luteolint (108) és izolikviritigenint (112) tartalmazott, a
fermentalt mézbokor naringenin- (110) és 5,7,3',5'-tetrahidroxiflavanon-tartalma (114) 30-szoros,
illetve 10-szeres volt. A nem fermentalt Cyclopia a hat aktiv vegyilet kézil a helikrizin B-t (113)
tartalmazta nagyobb mennyiségben. A preparativ fitokémiai munkahoz haszndlt metanolos és a
hagyomanyosan hasznalt forrd vizes kivonat (,,tea”) kvantitativ 6sszehasonlitasat is elvégeztiink.
Az izolikviritigenin (112) a kimutatasi hatar alatt volt a vizes kivonatokban, mig a 5,7,3',5'-
tetrahidroxiflavanon (114) csak a nem fermentalt novény vizes kivonataban nem volt észlelhetd.
A genisztein (111) sem a metanolos, sem a vizes mintakban nem volt kimutathatd.

1. tablazat Osztrogénszer( aktivitassal rendelkezé flavonoidok mennyisége (nk: nem kimutathatd)

Metanolos kivonat

Vizes kivonat

Vegyiilet Fermentalt Nem fermentalt  Fermentalt Nem fermentalt
(mg/g drog) (mg/g drogl) (mg/g drog (mg/g drog)

Luteolin (108) 0,0439 £0,0062 0,0511+0,0144 0,0152+0,0012 0,0174 +0,0062
Naringenin (110) 0,1334 +£0,0122 0,0037 +0,0005 0,0391+0,0016 0,0027 + 0,00003
Genisztein (111) nk nk nk nk
Izolikviritigenin (112) 0,0038 £+ 00,0006 0,0026 +0,0001 nk nk
5,7,3',5'-Tetrahidroxiflavanon (114) 0,0842 +0,0301 0,0079 £ 0,0024 0,0489 +0,0076 nk

Helikrizin B (113) 0,1623 £0,0463 0,2375+0,0930 0,3279+0,0261 0,3376 +0,0540

5.1.5. Furokumarinok izoldldsa Ducrosia anethifoliabdl

A D. anethifolia herbajanak metanolos kivonatdbol tébblépéses kromatografias elvalasztassal 12
vegylletet nyertlink ki tiszta formaban. Ezek szerkezetét 1- és 2-dimenziés NMR vizsgalatokkal, a
spektrumok kiértékelésével, valamint az H és 13C NMR spektrumok adatai és az irodalmi adatok
dsszevetésével hataroztuk meg.**”

Kilenc lineéris furokumarint, a pabulenolt (125),*3! a (+)-oxipeucedanin hidrétot (aviprin)
(126),%! az oxipeucedanint (127),%3! az oxipeucedanin-metanolatot (128),33 az (-)-oxipeucedanin-
hidratot (prangol) (129),33 az imperatorint (130),23* az izogoszferolt (131),%> a heraklenint (132)3%¢
és a heraklenolt (133)%7 nyertiik ki és azonositottuk a névénybél. Ezen kiviil egyéb szekunder
metabolitokat, igy vanillil-aldehidet (134) 3, harmint (135), 3-hidroxi-a-ionont (136) és 2-C-metil-
eritritolt (137) is izoldltunk a D. anethifolia herbajabdl. Az aviprin (126) és prangol (129)

diasztereomereket eltérd optikai aktivitasuk alapjan kiildnboztettiik meg.3*
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5.2. Kvalitativ és kvantitativ fitoanalitikai vizsgalatok

5.2.1. Lipoalkaloidok kimutatdsa és szintézise

Lipoalkaloidokkal kapcsolatos vizsgalataink kiinduldpontja a Tavol-Keleten legszélesebb kdrben
alkalmazott drog, az Aconitum carmichaelii gyokere volt. A vizsgdlat keretében meghataroztuk a
nyers drog f6 diterpén-alkaloidjait LC-APCI-MS" maddszerrel [akonitin (1), hipakonitin (3) és
mezakonitin (2)], az [M+H]* értékek és a jellegzetes fragmentacids profil alapjan. A gyokér Kinai
Gydgyszerkonyv szerint feldolgozdsa®* (ennek keretében 5 dran at tartd f6zés) eredményeként a
f6 alkaloid, a mezakonitin (3) nem volt kimutathaté a végtermékbdl, viszont részben vagy teljesen

észterezetlen szarmazékai (14-benzoilmezakonin és mezakonin) megjelentek (3. abra).

mezakonin

14-benzoil-

/ mezakonin

Intensity (AU)
L L

0,10 3

3. dbra. Feldolgozatlan (1) és feldolgozott Aconitum carmichaelii gyokér kivonatanak HPLC-profilja

A kromatogramon 35-40 perc retencids id6nél megtalalhaté csucsok intenzitdsa a feldolgozas
hatdsara nétt. Ezek m/z értékeit a 800-900-as tartomanyba tartozénak hataroztuk meg, részletes
LC-MS" vizsgalattal 6sszesen 26 vegyiiletet azonositottunk (2. tablazat).!*” A vegyiiletek MS
vizsgalata soran a hosszu szénldncu zsirsavak relative konnyen lehasadnak az elektrospray vagy a
kémiai ionizacid eredményeként a C-8-rél, ezért az MS? spektrumban a f6 fragmensionok a
vegyiletek [M+H-RCOOH]* lednyionjai voltak.3* Az észterezd savakat a neutrdlis tdmegvesztés
alapjan azonositottuk, a m/z 556, 570, 572, 586, 588 és 602 szignalu lednyionok tovabbi, MS3
analizisével a vegyliletek alapvazaként a 14-benzoil-hipakonint, a 14-benzoil-dezoxiakonint, a 14-
benzoil-mezakonint, a 14-benzoilakonint, a 10-hidroxi-14-benzoilmezakonint és a 10-hidroxi-14-
benzoilakonint azonositottuk.>*34! Bar kvantitativ analizist nem végeztiink, a feldolgozatlan és
feldolgozott drogok kivonatai HPLC kromatogramjainak elemzése megerdsiti, hogy a feldolgozas
a lipoalkaloidok mennyiségének novekedését eredményezi, mindezen tul 8 lipoalkaloid csak a

feldolgozott termékekbdl volt kimutathatd, ami az atészterezés jelentGségére mutat ra.
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2. tablazat Aconitum carmichaelii gyokérmintakban azonositott lipoalkaloidok

Veeviilet Fragmens Neutralis Prekurzor Feldolgozatlan Feldolgozott
8y (m/z) tomegvesztés (Da) ion gyokér gyokér
14-benzoilhipakonin-
-8-0-palmitat (138) >%6 256 812 *
-8-O-linolenat (139) 278 834 + +
-8-0O-linoleat (140) 280 836 + +
-8-0-oleat (141) 282 838 +
-8-0O-nonadecenoat (142) 296 852 + +
14-benzoildezoxiakonin 570 256 826 N

-8-O-palmitat (143)
-9-O-linoleat (144) 280 850 +
14-benzoilmezakonin

-8-O-pentadecenoat (145) >72 240 812 *
-8-O-pentadekanoat (146) 242 814 +
-8-0-palmitoleat (147) 254 826 + +
-8-0-palmitat (148) 256 828 +
-8-0-linolenat (149) 278 850 + +
-8-O-linoleat (150) 280 852 + +
-8-0-oleat (151) 282 854 +
-8-0-sztearat (152) 284 856 +
-8-0-nonadekadienoat (153) 294 866 +
-8-0O-nonadecenoat (154) 296 868 + +
-8-0-eikozenoat (155) 310 882 +
-8-0-eikozanoat (156) 312 884 +
14-benzoilakonin
-8-0-linolendt (157) >86 278 864 *
-8-O-linoleat (158) 280 866 +
-8-0-oleat (159) 282 868 +
10-hidroxi-14-benzoilmezakonin
-8-0-linolenat (160) >88 278 866 *
-8-O-linoleat (161) 280 868 +
-8-0-oleat (162) 282 870 +
(11()6—2|)drom—14—ben20|lakon|n—8—O—I|noIeat 602 280 382 N

Egy tovabbi kisérletben az A. toxicum gydkerébél els6ként mutattunk ki lipoalkaloidokat [14-
benzoilmezakonin-8-linolenat (149), -linoledt (150), -palmitat (148), -pentadecenodt (145), -
mirisztat (164); 14-benzoilakonin-8-nonadecenoat (165), -linoleat (158); 10-hidroxi-14-
benzoilmezakonin-8-linoledt (161)]. A detektalt lipoalkaloidok z6me (6/8) az izolalt Cis- és Cio-
alkaloidokkal ellentétben nem N-etil, hanem N-metilszubsztituenst tartalmazott.*

A lipoalkaloidok tovabbi vizsgalatdhoz a vegyileteket nem a rendkiviil 6sszetett keverék
elvdlasztdsaval nyertik, hanem egy, a szakirodalomban ko6zolt félszintetikus modszert
adaptaltunk.> Diészter Cio-diterpén-alkaloid és legaldbb négyszeres mennyiségi zsirsav elegyét
olajflirdén melegitve (90-110 °C, 3 dra, 10 mbar) végeztiik a reakciét, amelyben atészterezéssel a
C-8 helyzetben taldlhaté ecetsavészter helyett a hozzaadott savval képzett észterét (10) nyertik
[és melléktermékként ecetsavat és piroakonitint (11), 2. abra]. A termék tisztitasat tébblépéses
gélkromatografia, centrifugdlis planarkromatografia és preparativ rétegkromatografia
alkalmazasaval végeztiik. Az igy elGallitott vegylleteket (14-benzoilakonin-8-O-laurat (166), -

mirisztat (167), -sztearat (168), -palmitat (169), -palmitoleat (170), -oleat (159) , linoleat (158), -
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linolenat (157), -y-linolenat (171), -eikozapentaenodat (172) és -dokozahexaenodt (173),**"?

kordbban nem izoldltdk Aconitum fajokbdl, és 4 alkaloidot els6ként dllitottunk el félszintetikusan
(14-benzoilakonin-8-0-eikoza-11Z-enoat  (174), -eikoza-11Z,14Z-dienoadt (175), -eikoza-
87,112Z,14Z-trienodt (176), -eikoza-112,142,17Z-trienoat (177).%3"

5.2.2. Sisakvirdgdrogok alkaloidtartalmdnak vizsgdlata

16 kereskedelmi feldolgozott sisakviraggyokérminta (koztik az A. carmichaelii és az A. kusnezoffi)
HPLC analizisére olyan RP-HPLC analitikai mddszert dolgoztunk ki, amely lehet6vé tette a f6
diészteralkaloidok [akonitin (1), hipakonitin (3) és mezakonitin (2)] megbizhatd kimutatasat és
mennyiségi meghatdrozasat. A mddszer lényege, hogy széles korben elérheté all6fazis (Cig) és
detektdlasi mod (DAD) alkalmazasan alapul, tovabbd, hogy a mintael6készités hatékonysaga és
robusztussaga megbizhatd meghatdrozast tesz lehetévé. A kivonas optimalizalasara az altalanosan
alkalmazott metanolon kivil neutralis oldészerelegyeket (MeOH-H,0 3:2, 3:1, 9:1, 1:0 és MeOH-
CHCl3 3:1,1:1, 1:3), valamint savas (1% HCIl) és ligos kdzegben torténé extrakcidt (cc. NHs-val
torténd nedvesitést kovetGen dietil-éterrel) alkalmaztunk, a hatékonysag novelésére ultrahangos
firdében. A leghatékonyabb kivonészernek az 1% sésav bizonyult.r” A kivonatok analizisére
centrifugalds majd szlrést kdvetben kerilt sor. Az egyszer(, kevés l1épésbdl allo (dardlas, kivonas,
centrifugalds, szlirés — beparlds, hGkezelés nélkil) és gyors mintaelGkészités biztositotta a
reprodukalhatdsdgot és megbizhatdsagot.

A 3 alkaloid 6sszmennyiségi adatait 6sszevetettiik az indirekt titraldssal meghatarozhato
alkaloidmennyiséggel. A mintak zomében HPLC mddszerrel legfeljebb nyomnyi mennységi
alkaloid volt kimutathatd, azonban 4 minta alkaloidtartalma >0,04% volt, ezek kozil az egyiké
0,16%. 7 olyan minta volt, amelynél a HPLC mddszerrel nem volt mérheté mennyiség(i akonitin
(1), hipakonitin (3) és mezakonitin (2) kimutathatd, azonban titrimetridasan akar 0,2%
alkaloidtartalom volt meghatdrozhaté. Ezek az eredmények ramutatnak arra, hogy a titrimetrias
meghatarozds nem specifikus, mivel a toxikoldgiai szempontbdl kevésbé jelentGs alkaloidok
(monoészter, észterezetlen és lipoalkaloidok) és a kvantifikdlas szempontjabdl relevans f6
diészteralkaloidok mennyiségét egylttesen hatarozza meg. Ha csak azokat a mintakat (n = 9)
tekintjiik, amelyeknél HPLC-vel is mérhetd volt az alkaloidok mennyisége, R? = 0,91 mértékd
korreldcié van a két mddszer koz6tt, ugyanakkor a nem specifikus titraldsos modszerrel mért érték
minden esetben magasabb volt. Az altalunk kidolgozott médszer, tovabbi mintakkal torténé

validalast kévetSen alkalmas lehet gydgyszerkényvi mindségvizsgalatra.'4”
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5.2.3. Rhodiola mintik fenilpropenoid- és flavonoidtartalmanak
vdltozékonysdga

Kisérleteinkben dél-angliai és alpesi koriilmények kozott termesztett novények kémiai
Osszetételét és az ezeket befolydsold tényezbket vizsgaltuk. A kisérlet els6dleges célja a novényi
rész, a begydijtési id6 és a névények kora, valamint az 6sszrozavin- (ROZ:), 6ssz-fenilpropenoid-
(FPtot), Ossz-szalidrozid- (SZALwt) és fahéjalkoholtartalom (FA) kozotti 6sszefliggés vizsgalata volt
Eurdpa kilonbozd részeir6l szarmazéd szaporitdanyagbdl termesztett mintdkon. A dél-angliai
novényi mintdkat évente hdromszor, 3-5 éves novényekrél gy(jtottik. A 70% etanollal nyert
extraktumok szalidrozid-, tirozol-, rozavin- és fahéjalkoholtartalmat egy adaptélt3? és validalt
HPLC mddszerrel hatdroztuk meg. A ROZi-ot a rozavin (25), valamint a rozavinban kifejezett
rozarin (27) és rozintartalom (26) osszegeként, az Ossz-szalidrozidtartalmat (SZAL.t) pedig a

szalidrozid- (24) és tirozoltartalom 6sszegeként definialtuk.
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4. dbra Autentikus R. rosea gyoktorzs (A), gyokér (B) és egyéb, nem azonositott Rhodiola sp. gyokér (C)
HPLC kromatogramja (254 nm, 1: rodiozin (30), 2: herbacetin, 3: rozarin (27), 4: rozavin (25), 5: rozin (26)
6: fahéjalkohol)
A validalas részeként vizsgaltuk a névényi rész (gyokeér, gyoktorzs), a szaritasi h6mérséklet (45 °C
és 65 °C), a kivondszer (30%, 50%, 70% és 90%-os etanol), az intragenetikus valtozékonysag
(ugyanazon helyrél szarmazo minta 5 egyedének 6sszehasonlitasa), a névények nemének hatasat
a markeranyagtartalomra. A f6 kisérlet soran a novények kordnak, a begy(jtés idejének és a
mintdk szarmazasi helyének hatasat tanulmanyoztuk.

A HPLC mddszer alkalmas volt az elsédlegesen kvantifikalni kivant vegyiletek, a rozarin
(27), rozavin (25), rozin (26) és fahéjalkohol mérésére. A négy vegyiiletre meghatarozott LOD és

LOQ értékek kell6en alacsonyak voltak (2,6-27,1 pg/ml, illetve 6,1-42,7 ug/ml) az alacsony
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markeranyag-tartalmu mintak méréséhez is. A mddszer napok kdzotti precizitdsa mindegyik mért
anyag esetén megfelel6 volt (RSD% = 3,1-5,2). A kalibraciés egyenes linearis tartomanyan belil
(2,5-5000 pg/ml) az R? 0,9915-0,9994 koz6tti volt.

A fenilpropenoidok és feniletanoidok vizsgadlata sordn a kromatogramokon markans
csucsként (1 és 2 az 4. abran) detektalt két, az UV-spektrumok alapjan (UV Amax 274, 328. 380 nm
és 274, 328. 380 nm) flavonoidnak feltételezett vegylilet izoldlasat végeztiik el az analitikai célra
hasznalt HPLC mddszerrel. A két tiszta vegyiilet azonositasat a mért *H és 13C spektralis adatok és
az irodalomban kézélt NMR adatok3*33%* gsszehasonlitdsaval végeztiik el, és ezeket rodiozinként
(1. csucs, 30) és herbacetinként (2. csucs) azonositottuk. A korabbi vizsgdlatokban elemzett
novényi mintak markervegylleteiként tanulmanyoztuk mennyiségik valtozasait és ennek
Osszefliggéseit. A HPLC mddszert a két flavonoid mérésére is validaltuk. A rodiozin (30) és a
herbacetin a 6,16—-308 pg/ml, illetve a 3,44-172 pg/ml tartomanyban linearis kalibracios
egyenesek (R?=0,9989 és 0,9958) segitségével hatadrozhaté meg, LOD/LOQ értékeik 47,02/146,72
ug/ml és 7,60/25,25 pg/ml. A napon beluli precizitas 0,28 és 1,38 RSD%, a napok kozotti precizitas
0,41 és 2,47 RSD% volt.

Dél-Angligban termesztett mintdk vizsgdlata

Megallapitottuk, hogy a gyokér esetén a ROZ:,: értéke 2—3-szor kisebb, mint a gyoktorzsé. A fold
feletti rész rozavint (25) egyaltalan nem tartalmazott, fahéjalkoholt és szalidrozidot (24) is csak
nagyon kis koncentracidban. A rozavin (25) volt a f6 felnilpropenoid az 6sszes gyoktorzsmintaban.
A szaritasi hémérséklet novelése némileg csokkentette a ROZit értékét, a SZAL,r mérsékelten
emelkedett, az FA nem valtozott. A kivondszerek koziil a rozavin (25) extrakcidja szempontjabdl a
70-90%-o0s etanol, a FA szempontjabdl pedig az 50-70%-o0s etanol volt az optimalis. A SZAL:ot
értékét a kivondszer kevésbé befolyasolta. Az intragenetikus valtozékonysag a ROZ:: esetén
magasabb volt, mint a FA-nal, a novények neme viszont nem volt befolydssal a vizsgalt kémiai
Osszetételre.

A mintdk ROZ: értéke minden esetben a marciusi begy(ijtésnél volt a legmagasabb, és a
névények életkoraval csokkent (3. tablazat). Ez a megallapitds begy(jtési helytél figgetlenil
érvényes. A begy(jtési id6 hatdsa azonos koru novények esetén és a novény koranak hatdsa
azonos begydijtési id6szak esetén szignifikans hatassal volt a ROZ-ra. Mindez kisebb mértékben,
de az FA esetén is érvényes. A marciusi szliret eredményezte a legmagasabb FA-t, azonban az
augusztus-november kiilonbség a 4 és 5 éves novények esetén nem mutatott szignifikans eltérést.
Az azonos begydijtési id6pontokat tekintve a novények kora sem minden esetben volt szignifikans
hatassal az FA-ra. A ROZ+/FA arany 7-10 kozo6tt valtozott. A FPy: érték a 3 éves novények marciusi

adatatdl az 5 éves ndvények novemberi adataig folyamatos csokkenést mutatott.
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3. tablazat 3-5 éves R. rosea gyoktorzsmintak 70%-os etanollal (v/v) készilt kivonatainak ROZ:ot, FA és
FPtot értékei (mind pg/ml, atlag + SEM), valamint a ROZt/FA arany (piros vonal: p < 0,05 kéttényez&s
varianciaanalizis a szarmazasi hely figyelembe vételével; kék vonal: p < 0,05 egytényezGs
varianciaanalizis a szarmazasi hely figyelembevétele nélkil)

ROZtot FA ROZtot —FA FPtot
arany
Atlag Tartomany Atlag Tartom x:1 Tartomany Atlag Tartomany
(£ SEM) (£ SEM) any (min—
max)
3 éves
Marc. -~ 3320 2399-4424 -~372 77-664 8,9 4,6-29,0 3692 2903-
(£76) } (:31,4% 4951
Aug. ~|| 1883 951-2736 _~||233 69-521 8,1 2,2-28,6 2116 1114-
(184,SE| (ilQ,SEI 2942
Nov. [ 1275 597-2334 — 177 56493 7,2 2,6-22,0 1452 671-2551
(+80,8) (£20,6)
4 éves
Marc. || 2407 1257-3204 247 96-412 9,7 4,0-27,7 2654 1521-
r (181,4):| B (t19,4):| 3368
Aug. L 1656 782-2485 L 185 19-389 9,0 4,2-29,5 1841 995-2768
(£73,1) (+15,2)
Nov. L 1481 455-2674 [ 186 15-405 7,9 2,6-279 1667 631-2851
(£95,9) (£16,6)
5 éves
Marc. . 1.2024 1070-2928 1224 123- 9,1 4,0-294 2248 1335-
(180,8):| (¢15,4)} 446 3181
Aug. L 1292 565-2413 - 163 31-408 7,9 2,8-31,8 1456 682-2630
(172,1)} (+17,4)
Nov. LL 855 499-1454 LL 137 23-355 6,3 2,3-28,7 990 570-1511
(£36,8) (£16,6)

A 9 vizsgdlt dél-angliai élShelyrél szarmazdé mintdk mindegyikénél hasonlé mintazat volt
megfigyelheté a ROZ: begydjtési idGszaktdl és kortdl vald fliggését tekintve (maximumérték:

marciusi szliret és 3 éves kor (5. abra).

EMar WAug  ONov 4500 BMar BAug ONov

BMar HAug ONov

ugimL
ugimL

5 dbra 3-5 éves, marciusban (A), augusztusban (B) és novemberben (C) begydjtott R. rosea
gyoktorzsmintak 70%-os etanollal készilt kivonatainak ROZtot értékei (p<0,05 kilonboz8 betlikkel jeldlve
egytényezGs varianciaanalizis és Tukey-féle post hoc teszt)

Kisérleteink arra utalnak, hogy a névény kora és a szezonadlis hatasok nagyobb hatassal vannak a

novényi gyoktorzs Osszetételére, mint a genetikai hattér. Haromtényez8s varianciaanalizissel
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megallapithatd, hogy az R1, R4 és R7 mintak esetén szignifikdnsan magasabb a ROZ: érték (a
begylijtési idGszak és a novény koranak hatast is tekintve).

A ROZi—FA arany szempontjabdl harom csoport kiilonithetd el (6. dbra). Az R2, R3, R5, R7
és R9 mintdk mind északi szarmazdasuak (Izland, Shetland, Feréer-szigetek, Finnorszdg; ROZi.+-FA
arany: 4-8). Az alpesi szarmazasu R1 és R10 (Svajc, Ausztria; 13-16) és a pireneusi eredetl R4 és
R8 (Franciaorszag, Spanyolorszag; 18-21) mintak magasabb ROZi,«—FA arannyal jellemezhet6ek. A
ROZi+—FA ardny vélhet6leg genetikailag jobban determindlt, mint a szezonalisan jobban

befolyasolt ROZ:, és FA abszolut értékek.
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6. abra 3-5 éves, marciusban, augusztusban és novemberben begytijtott R. rosea gyoktérzsmintak 70%-os
etanollal (v/v) készilt kivonatainak FA-ROZot (A) és ROZtot/FA-FProt (B) ardnyai. A szingifikansan kiilonbozé
csoportok (A esetén FA szempontjabol, B esetén ROZtwot/FA szempontjabdl) szaggatott korrel jelolve

A biomasszatermelést tekintve a gyoktorzsek tomege jellemzéen a gyokerek tomegének

kétszerese volt.

Alpesi termesztés(i mintdk vizsgdlata

A vizsgdlatok egyik célja az iparilag hasznositott novényi részek (gyokér és gyoktorzs)
markeranyag-tartalmanak jellemzése volt (17 minta, p01-P17 alapjan). A gyoktorzsmintak ROZiot-
tartalma 1,8 mg/ml volt, mig a gyckérmintdké ennek mintegy fele. A ROZ«: és az aglikon FA
mennyiségi aranya gyoktorzs esetén magasabb (8,1+1,5:1), mint a gyokérben (6,2+1,1:1). A
fenilpropenoid-feniletanolid arany (FPiot/SZALtot), amelynek a R. rosea és a nemzetség mas fajainak
elkiloénitése szempontjabdl van jelentGsége, a két novényi rész esetén 6,4, illetve 5,5 volt. A
gyoktorzseknek nemcsak a hatdanyag-, hanem a biomasszatermelése is jobb, mint a gyokereké

(1,7:1) (4. tablazat).
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SZALiot (Hg/ml)

4. tablazat Ausztriai termesztésbdl szarmazd R. rosea gyoktorzs és gyokér mintak (9 éves novények,
majusi begy(ijtés) 70% etanollal (v/v) készitett kivonatainak jellemzgi

Gyoktorzs Gyokér

Atlag (£ SEM) Tartomany Atlag (£ SEM) Tartomany
ROZiot (ng/ml) 1842 (+207) 530-4273 980 (+118) 361-2494
FA (pg/ml) 346 (£77) 59-1567 257 (58) 29-1165
ROZi—FA arany (x:1) 8,1 (1,5) 1,2-34,3 6,2 (+1,1) 0,8-18,8
FProt (ug/ml) 2189 (+239) 729-5460 1236 (+140) 390-2844
SZALot (ug/ml) 547 (+123) 112-3079 332 (75) 54-1503
ROZiot/SALtor ardny (x:1) 5,4 (£1,1) 1,8-19,5 4,3 (0,8) 1,4-19,5
PPiot/SALtot arany (x:1) 6,4 (1,3) 2,1-21,1 5,5 (+1,1) 1,7-24,8
Szaraz tomeg (g) 75,9 (+11,6) 7,9-246,0 48,4 (£7,0) 9,9-136,5
Friss/szdraz tobmeg aranya (x:1) 4,3 (10,2) 2,8-5,7 4,2 (10,2) 2,7-7,3
Gyoktorzs/gyokér arany (x:1) 1,7 (¥0,2) 0,2-2,8 - -

Avizsgalat kovetkez6 [épésébe a termesztésbdl szarmazd, taxondmiailag pontosan azonositott 17,
9 éves ndvényekbdl szarmazé mintan kiviil egy nem azonositott Rhodiola fajt (p18), és két vadon
begylijtott, ismeretlen koru R. rosea mintajat (p19 és p20) is bevontuk (7. abra). Az autentikus R.
rosea gyoktorzsmintdk minden esetben megfeleltek a gydgyszerkonyvi kovetelményeknek az 6ssz-
szalidrozid- és dsszrozavin-tartalmat illetéen.'®® Kimagasld ROZ:: és SZALwt értékek jellemeztek
két termesztett (p03 és p10), valamint két vadon n6vé (p19 és p20) mintat. Az altaji mintakat (p04,
p08, pl12 és pl7) mind magas szalidrozidtartalom jellemezte, mig az alpesi mintak jellemzéen
magasabb rozavintartalmuak voltak, mint az észak-eurdpaiak és a szibériaiak [7. abra (A)]. A
Pireneusokbdl és Alpokbdl szarmazé mintak ROZ+—FA aranyai 8-21:1 kozottiek voltak, mig az
Eszak-Eurdpai mintakban 1-7:1 k6zotti volt. FPy-SZAL:wor ardny szempontjabdl nem volt kiildnbség
az észak-és dél-eurdpai mintak kozott. Az FPw-SZALwo: ardny minden esetben >2 volt, egyetlen

kivétellel (az azonositatlan Rhodiola faj, a p18 kivételével) [7 abra (B)].
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7. dbra (A): SZALtot vS. ROZtot (Hg/ml; p01—p20 gyoktorzs mintdk 70% etanolos kivonatai); a szaggatott
vonalak a gyogyszerkdnyvi minimumkovetelményeket jel6lik. (B): FPwot/SZALwot versus ROZtot/FA (fehér
kocka: északnyugat-eurdpai szigetek; sziirke kor: Eszakkelet-Eurdpa; fekete haromszog: Altaj; fekete
rombusz: Alpok és Pireneusok)

A fenilpropenoid-profil szezonalis valtozasat alpesi termesztés(i mintakon tanulmanyoztuk (R1-

R5, R7, R8, R10). A majusi begy(ijtés minden esetben magasabb ROZ: értéket eredményezett. Az
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FA esetén ez elsGsorban a 6 éves ndvényeknél volt érvényes. Ha az egyes genotipusokat kiilon
elemezziik, a fenilpropenoidszint csokkenése juliusi minimum utan enyhe névekedést mutat (8.

abra)

(A) ROZ:ot — 6 éves névények (C) ROZtot — 7 éves novények

mJul OAug Okt = May mJul O Sep

(B) FA -6 éves novények (D) FA -7 éves névények

800 mMay ®Jul OAug Okt

8. dbra Alpesi termesztés(i mintdk ROZtot és CA értékei (70% etanolos kivonat). Az ugyanabban a hénapban
begyjtott mintak kozotti szignifikans (p<0,05) kilonbségeket bet(ik jelzik (egytényezbs varianciaanalizis és
Tukey-féle post hoc teszt)

A 6. év tavaszatol a 7. év szeptemberéig a termelt biomassza tobb mint dupldjara nétt. A drog
viztartalma tavasszal magasabb volt, mint nyaron és Gsszel. A gyoktorzsek tomege minden vizsgalt
id6pontban magasabb volt a gyokerekénél (5. tablazat). Az optimdlis begydjtési idGszak
kivalasztdsanal a biomassza-produkcié és a markeranyag-koncentracié valtozasai egyarant
figyelembe veenddk. llyen szempontbdl a 7 éves névények majusi és szeptemberi sziretei a
legidealisabbak.

5. tablazat Alpesi termesztésii (R1-R5, R7, R8, R10) mintak biomassza-produkcids adatai

Szaraz témeg (g/novény) Friss/szaraz tomeg Gyoktorzs/gyokér tomeg
Atlag Tartomany Atlag Tartomany Atlag Tartomany
(+ SEM) (g) (x:1) (1:x)
6 éves novények
Mdjus 87,0 (+11,0) 35,3-156,1 5,03 (+0,10) 4,41-5,76 0,72 (+0,09) 0,33-1,39
Julius 131,3 (x15,6) 59,6-303,3 3,26 (+0,06) 2,80-3,59 0,74 (+0,06) 0,57-1,20
Augusztus 153,8 (+20,1) 63,8-426,7 2,95 (+0,11) 2,47-3,51 0,74 (x0,12) 0,22-1,68
Oktéber 173,3 (¥30,6) 60,0-368,9 3,18 (¥0,20) 2,53-4,63 0,84 (+0,12) 0,19-1,41
7 éves novények
Majus 167,3 (26,2) 49,9-343,0 3,97 (+0,18) 2,63-4,58 0,82 (+0,09) 0,19-1,33
Julius 171,3 (¥19,6) 91,2-305,4 3,26 (x0,07) 2,87-3,59 0,64 (+0,08) 0,29-1,01
Szeptember 194,5 (+16,2) 62,3-272,1 3,21 (+0,08) 2,76-3,46 0,75 (+0,06) 0,11-1,50
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Alpesi és dél-angliai termesztés(i mintdak dsszehasonlito vizsgdlata

Osszehasonlitottuk 8, Dél-Anglidban és a Ausztridban egyarant termesztésbe vont szaporitéanyag
(R1-R5, R7, R8, R10) mintainak markeranyagprodukciéjat annak érdekében, hogy tanulmanyozzuk
a termesztési hely hatasat a kémiai Osszetételre. Az angliai mintakat 3—5 éves névényekrél, az
ausztriaiakat 6—7 éves novényekrdl, évi 3 begydjtéssel nyertik. A termesztési hely nem
befolyasolta szignifikdnsan az FPiw értékét. A magasabb tengerszint feletti termesztés két esetben
(R2 és R7) magasabb Osszfenilpropenoid-tartalmat eredményezett, egy esetben ezzel ellentétes
trend volt megfigyelhetS (R5). A rozavin/fahéjalkohol arany szempontjabdl két nagy csoportot
lehetett megkiilonboztetni: az északi eredetl mintaknal ez az arany 5-7 kozott volt (R2, R3, R5,
R7), mig az alpesi R1 és R10, valamint a Pireneusokbdl szarmazé R4 és R8 esetén 10—13. Bar ezek
az aranyok a termesztés helyétél fliggetleniil érvényesek voltak, a dél-angliai mintakra
konzekvensen magasabb ROZ/FA arany volt jellemz6. A noévények szekundermetabolit-
termelése genetikailag erGsen determindlt, mert bar a termesztési hely hatassal van az
anyagcseretermékek abszolut értékeire, az alacsony ROZ/FA arany termdhelytdl fuggetlendl

jellemzé bizonyos mintakra (R2, R3, R5, R7) (9. abra).

A Dél-Anglia Alpok B Dél-Anglia Alpok

od

ab
be
ab

bo

4,000 2,000 ] 2,000 4,000 80 20 10 o0 10 20 0
FProt (ng/ml) FPtot (ng/ml) ROZ:ot/FA arany x:1 ROZ:t/FA ardny x:1

9. dbra Dél-Anglidban és az Alpokban termesztett (3-5 és 6-7 éves novények) szaporitéanyaghol
szarmazd mintak dsszehasonlitd vizsgdlata. A kiilénb6z8 szaporitbanyagbdl szarmazd mintdk szignifikdns
eltéréseit (p<0,05) termdhely szerint kiilénbo6z6 betlikkel jeloltuk (kéttényez8s varianciaanalizis és
Tukey-féle post hoc teszt)

Rhodiola mintdk flavonoidtartalmdnak vizsgdlata

A R. rosea kivonataban a herbacetin és rodiozin (30) azonositasa utan vizsgaltuk a két vegyiilet
kinyerhet6ségét kiilénb6z6 olddszerekkel. Az extrakcidra felhasznalt olddszerek [30%, 50%, 70%

és 90% etanol (v/v)] kozil 70-90% etanollal volt elérhet6 maximalis hatékonysag. Tiszta vizzel
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nyert kivonatokban a flavonoidok szintje a mérési hatar alatt volt. A részletes vizsgalatokra a
fenilpropenoidokra is optimdlis 70% etanolt hasznaltunk extraktansként. A gydkerek
fenilpropenoidtartalma magasabb volt, mint a gyoktorzseké, ami a fenilpropenoidokkal ellentétes
feldusulasra utal. A fold folotti rész flavonoidtartalma nagyon alacsony (<400 pg/ml) volt a fold
alatti részekhez viszonyitva (1800-2400 pg/ml). Novényi résztél fliggetlenltl a rodiozin (30)
koncentraciéja 5-10-szer magasabb volt a herbacetinénal. A herbacetin és rodiozin (30)
mennyiségét a szaritds korilményei nem befolyasoltdk, a két anyag aranya a kiilonbozé
olddszerekkel késziilt kivonatokban is allandé volt (1:10), ami arra utal, hogy ezek a feldolgozas
korilményei kozott stabil, a mindségellenérzés soran hasznosithaté markeranyagnak alkalmas
vegylletek.

7,000 -
B RHIZ herbacetin O root herbacetin

6,000 -

5,000 -

4,000 -

pg/mL

3,000 -

2,000

1,000

pol p02 pO05 pl5 p03 po6 pl0 pll pl3 pld p04 p08 pl2 pl7 pO7 p09 pl6 pl8 pl9 p20

Eszaknyugat-Eurdpa Alpok/Pireneusok Altdj Eszakkelet-Eurépa  Alpok vad

10. abra Rodiozin (30) és herbacetin koncentracidja (dtlag + SEM) Eurdpa és Azsia kiilonbz6 teriileteirdl
szdrmazd szaporitéanyagokbdl az Alpokban termesztett novények gydkereibdl és gyoktorzseibsl készitett
70% etanolos kivonatokban. A p01-p17 mintak 9 ves novényektdl szarmaznak, a p18 faj szinten meg nem
hatarozott Rhodiola taxon, a p19—p20 vadon begy(ijtott, ismeretlen korud R. rosea.

Az Alpokban termesztett, 9 éves novényekrdl szarmazo 17 minta gydktorzsei atlagosan 1,8 mg/mll
(0,76-3,8 mg/ml), gyokerei 3,1 mg/ml (0,88-6,3 mg/ml) flavonoidot tartalmaztak
(rodiozin+herbacetin). A ROZi-flavonoid ardnya az extraktumokban gyoktorzsek és gyodkerek
esetén atlagosan 1,4, illetve 0,4 volt. A két flavonoid ardnya a termesztett és a vadon begy!jtott
mintakban is allandd volt. A legmagasabb flavonoidtartalmd mintdk szaporitéanyagai Eurdpa
kiilonb6z6 helyeirdl szarmaztak, a Pireneusoktdl (p03) az Alpokon (p14) at Oroszorszagig (p04 és
p07), de ugyanez érvényes az alacsony flavonoidtartalmud mintakra is.

Az Osszes régiot tekintve a gyoktorzsekben a FPiot/FLAVo: arany 0,9-1,8 kozotti volt, mig a
gyokerekben, a magasabb flavonoidtartalombél addéddéan 0,3-1,2. A vizsgdlt mintak
flavonoidtartalmat figyelembe véve megallapithatd, hogy a <0,5 mg/ml FPi: érték 70% etanollal

készilt kivonatokban arra utalhat, hogy a minta nem R. rosedtél szarmazik.
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5.2.4. Teamintik teanin- és koffeintartalmanak vizsgdlata

A teaminték L-teanintartalmanak mérésére validalt denzitometrids!®* és HPLC-DAD mddszert®®”*
dolgoztunk ki. EI&bbit egy els6sorban polifenolos vegyiiletek analitikajara fékuszald szakirodalmi
médszer3® atdolgozésaval, a rutin ipari alkalmazds igényeit figyelembe véve fejlesztettiik ki.
El6nye, hogy a denzitometrids méréshez nem sziikséges specialis mlszer, a kromatogramokral
készilt digitalis fényképek kiértékelése egy ingyenes szoftverrel (CP Atlas 2.0) elvégezhetd. Az L-
teanin (33) detektaldsat ninhidrin reagenssel, majd hevitéssel tettlk lehet6évé lathatd fényen. Az
L-teaninhoz hasonldan vordses szinnel reagdld egyéb aminosavaktdl és a neutralis vegyiletektd!
megfelel6 elvdlasztast eredményezett a kromatografidls modszer (SiO, alléfazis, n-butanol-
aceton—ecetsav—viz 7:7:2:4). Optimalizaltuk a fényképezés korilményeit (tdvolsdg, felbontas,
nagyitds), valamint megallapitottuk, hogy a szoftveres elemzés a z6ld szincsatorna kiértékelésével
biztosit legnagyobb érzékenységet. A visszanyerést az eredeti teanintartalom 50, illetve 150%-
anak hozzdadasaval, a napok kozotti precizitast 3 egymast kovetS napon torténd méréssel, a
napon beliili precizitdst 3 kiilonb6z6 koncentracidju oldat 3 kromatogramjanak kiértékelésével
végeztik. A robusztussagot kilonbozd analitikusok altal végzett mérésekkel vizsgdltuk. A
m{(iszerprecizitast 3 koncentracidszinten, kromatogramok tobbszori lefényképezésével teszteltiik.
A validalasi jellemzGk (6. tablazat) a modszer megbizhatdsagat igazoljak

6. tablazat L-Teanin denzitometrids mérésének validaciés paraméterei
Visszanyerés [%]

50%/150% teanin hozzdadasaval 95,71/102,5
Napok ko6zotti precizitas [RSD%] 0,18
Egy napon beliili precizitas [RSD%]

2,8/5,6/11,2 ug teanin/folt 0,42/0,44/0,68
Precizitas 3 analitikus esetén [RSD%] 0,43
Miiszerprecizitas [RSD%]

1,4/4,2/7,0 ug teanin/folt 2,89/2,61/3,13
Ismételhet6ség [RSD%] 0,42
Linedris tartomany 1,4-14 pg/folt
Korrelacids egyiitthato (R2) >0,96

Az L-teanin (33) mérésére validalt HPLC-DAD mddszert is kidolgoztunk. Ezt a médszert 0,5-45
ug/injekt k6zott linedris kalibraciés egyenes (R?= 1,00), 0,09-2,13 RSD% napon belli és 0,48 RSD%
napok kdzotti precizitds, 96,13-100% kozotti visszanyerési arany jellemzi. A detektalas 210 nm-en
tortént, eldciéra 100% vizet, az oszlop mosasara viz-acetonitril gradienst hasznaltunk. A médszer
érzékenységét jellemzi az 5,70 ng/injekt LOD és 19,01 ng/injekt LOQ értékek.

Az L-teanin (33) és koffein (31) szimultan mérésére forditott fazisu alléfazist alkalmazo,
szarmazékképzés nélkili, egyszerld és gyors mddszert dolgoztunk ki. A mennyiségi analizist
megel6z6en tanulmanyoztuk, hogy a hagyomanyos teakészitést imitalé mddszerrel (kivondszer 80

°C-os viz, keverés nélkil) a kivonasi id6 hogyan befolyasolja a kivonasi hatékonysagot.
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11. dbra Az L-teanin és koffein mérésre kidolgozott HPLC mddszerrel nyert kromatogram (1: L-teanin, 210
nm, 2: koffein, 273 nm) (A) és az L-teanin/koffein kioldodasi vizsgalat eredményei [2 parhuzamos (B)]
100%-ot megkozelité hatékonysag kb. 20 perc utdn érheté el, de annak érdekében, hogy redlis
teamintdk eredményeivel rendelkezziink, a kiilonb6z6 teamintak 6sszehasonlitasat célzé vizsgalat
soran a kivonast 3 percig folytattuk.

7. tablazat Kereskedelmi teamintak L-teanin- és koffeintartalma
M teanin (mg) Mioffein (mg)

Kereskedelmi név tipus Mioffein/ M-teanin

/ 1 g tealevél
1 Mao Feng White 9,11 15,38 1,69
2 Pickwick White 3 7,00 17,94 2,56
3 China Pai Mu Tan fehér 5,67 18,22 3,21
4 China Yunnan White 3,24 15,62 4,82
5 Tanzania Black 6,75 13,48 2,00
6 English Morning 5,09 19,44 3,82
7 Assam Harmutty 5,69 19,93 3,50
8 Russian Samovar 3,80 16,13 4,24
9 Ceylon OP Highrown 4,33 14,61 3,37
10 Earl Grey 2,70 16,48 6,10
- fekete

11 Twinings Earl Grey 2,47 16,61 6,72
12 Lord Nelson Earl Grey 10,85 23,44 2,16
13 Lipton Earl Grey 5,65 21,44 3,79
14 Lipton Earl Grey Lemon 7,83 23,22 2,97
15 Darjeeling First Flush Leaf Blend 4,25 14,10 3,32
16 Darjeeling Happy Valley 2,09 14,40 6,89
17 Korean Green 10,93 17,36 1,59
18 China Yunnan FOP 10,88 17,05 1,57
19 Mao Feng Green 8,53 13,48 1,58
20 Vietnamese Green 10,11 16,95 1,68
21 China-Chun Me 6,11 14,97 2,45
22 Japanese Kokaicha 4,70 11,47 2,44
23 China Gunpowder 3,83 13,07 3,41
24 China OP Sencha . 2,92 11,32 3,88
25 Green Earl Gray 20ld 2,65 10,23 3,86
26 Pickwick Green Cranberry 4,40 14,89 3,38
27 Pickwick Green Melon 4,76 20,11 4,22
28 Mr Perkins Green Peach 7,79 19,72 2,53
29 H Green Mint 6,71 21,97 3,27
30 H Green Lemongrass 6,76 22,75 3,37
31 Lipton Green Nature 7,30 18,85 2,58
32 Japanese Bancha 2,81 11,82 4,21
33 Oolong 0,90 8,01 8,90
34 Tradition 9,78 26,15 2,67
35 HWA Gung oolong 12,37 39,71 3,21
36 Alishan 3,18 10,96 3,45
37 King's 4,21 11,72 2,78
38 China Yunnan Pu-Erh pu-erh 0,00 12,59 -
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Médszeriinkkel 38 kereskedelmi teaminta L-teanin- (33) és koffeintartalmat (31) hataroztuk
meg.2®" A fehértea-mintdk esetén az L-teanintartalom 4&tlagosan 6,26 mg/g volt, mig a
koffeinkoncentracié 16,79 mg/g (koffein/L-teanin arany 3,07). A fekete teak kisebb mennyiségi L-
teanint (5,13 mg/g) és valamivel tobb koffeint (17,77 mg/g) tartalmaztak, igy a koffein/L-teanin
arany valamivel magasabb volt (4,07). A zold teak tartalmaztak a legtobb L-teanint (6,56 mg/g), és
mivel koffeintartalmuk az el6z6ekhez hasonlé volt (16,28 mg/g), a koffein/L-teanin arany ez
esetben jelent&sen alacsonyabb volt (2,79). Az oolong tedk L-teanintartalma 6,09 mg/g volt 19,31
mg/g koffeintartalom mellett (koffein/L-teanin arany 4,20). A pu-erh tedban nem volt kimutathaté
L-teanin. A z6ld, fehér és fekete teak L-teanin- és koffeintartalmdanak standard deviacidi viszonylag
magasak voltak (2,45-2,79, illetve 1,50-3,95), az oolong mintak esetén az eredmények nagyon tag

tartomanyban szdértak (0,90-12,37 mg/g L-teanin és 10,96—39,71 mg koffein).

5.2.5. Szojamintdk izoflavontartalmanak vizsgalatara alkalmas médszer
optimdldsa

A szdjaizoflavonokat tartalmazé készitmények kvantitativ jellemzése soran doént6 fontossagu a
mintael6készités. Rutinszer(ien altaldban az aglikonokat (esetleg az aglikonokat és a glikozidokat)
mérik, azonban a névény extraktumai ezeken kivil acetil- és malonil-glikozidokat is tartalmaznak.
Tekintettel arra, hogy az acetil- és malonil-glikozidok a kereskedelemben nem elérhetéek, tiszta
formdban bomlékonyak, valamint hogy a bioaktivitdst a bélrendszerben torténd atalakulas
eredményeként képz6d6 aglikonok fejtik ki, olyan mintaelGkészitési modszert dolgoztunk ki,
amely sordn a szirmazékok legnagyobb ardnyban aglikonnd alakulnak.?**

Az izoflavonok [genisztein (36), daidzein (34), glicitein (35)] analizisére egy HPLC mddszert
adaptdltunk és validaltunk (12. abra). A kalibracids egyenesek egyltthatéi 0,9957-1,0000
kozottiek voltak, a linearis dsszefliggés daidzeinre a 0,035-1,463 pg/injekt, gliciteinre a 0,002-
0,061 pg/injekt és geniszteinre a 0,04235-0,42350 pg/injekt tartomanyban all fenn. A daidzein-
glicitein, illetve a glicitein-genisztein csucsparokra vonatkozo felbontasi értékeket rendre 1,89-nek
és 6,17-nek, azaz megfelel6nek talaltuk. Mddszerlink precizitdsanak jellemzésére a harom
aglikonra vonatkozd relativ standard deviaciékat hataroztunk meg: 0,48% (daidzein, 34), 0,46%
(glicitein, 35) és 0,57% (genisztein, 36). A pontossagot visszanyerési vizsgalatokkal ellendriztik. A
daidzeinre, gliciteinre és geniszteinre vonatkozé visszanyerési értékek rendre a kovetkezék:

97,70% (RSD = 0,84%), 98,01% (RSD = 0,26%) and 102,32% (RSD = 1,25%).
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12. abra 80 °C-on, 100 percig 4,5 N HCl-lel hidrolizalt szdraz széjakivonat kromatogramija. A jelolt csucsok
rendre: (1) daidzein, (2) glicitein, (3) genisztein.

A glikozidok és egyéb szarmazékok aglikonna alakitasdhoz savas hidrolizist alkalmaztunk. A
folyamatra leginkabb a sav koncentracidja, a hémérséklet és az id6 van befolyassal, ezért ezek
hatdsait vizsgaltuk az 0Osszizoflavon-tartalomra. ElGzetes vizsgalataink soran a legnagyobb
mennyiség(i izoflavont a 4,5 N HCl koncentracioval 80 °C-on 100 percig tarté hidrolizissel nyertiik
ki. (8. tablazat).

8. tablazat A savkoncentracio, hidrolizis id6 és a hémérséklet hatdsa az izoflavonaglikon-tartalomra

Hidrolizis id6 c (N) Hémérséklet Daidzein Glicitein Genisztein Osszesen
(min) Hal (eC) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
25 1,5 80 11,81 2,12 21,08 35,00
25 4,5 80 22,82 2,30 40,28 65,41
25 6 80 25,95 2,30 43,65 71,91
30 1,5 30 3,04 0,32 2,57 5,93
30 3 80 12,07 1,50 22,58 36,15
50 6 30 4,00 0,70 4,60 9,30
50 1,5 56 4,79 1,11 6,92 12,83
50 4,5 80 23,49 2,27 43,07 68,84
70 4,5 80 20,10 1,95 34,80 56,85
70 6 80 22,80 2,39 41,29 66,48
90 3 80 20,43 1,79 41,31 63,53
100 4,5 30 4,29 0,70 5,06 10,06
100 1,5 56 6,30 1,43 8,77 16,50
100 4,5 56 11,48 2,14 19,71 33,33
100 6 56 22,52 2,24 35,11 59,87
100 1,5 80 14,33 1,83 27,57 43,73
100 3,5 80 17,14 1,70 25,04 43,88
100 4 80 18,21 1,94 28,92 49,07
100 4,5 80 26,24 2,37 44,66 73,28
100 6 80 26,15 2,48 41,06 69,69
100 8 80 14,61 1,28 19,01 34,90
100 1,5 100 16,77 1,62 27,82 46,21
150 1,5 30 2,97 0,39 3,15 6,51
150 4,5 80 20,98 1,80 33,60 56,38
200 3,42 45 7,71 1,87 11,59 21,17
210 1,5 80 17,75 1,11 35,06 53,93

Mérési eredményeinket térbeli koordinatarendszerben abrazoltuk a savkoncentracio, a

hidrolizisid6 és a hémérséklet fliiggvényében. Mivel altalanos modell a folyamatra nem ismert,
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ezért az adatokhoz az el6zetes empirikus elemzések alapjan kivalasztott polinomokat lokalisan
illesztettlik. A mérések eredményei arra utaltak, hogy magas hémérsékleten (80 °C) vagy kb. 100
percig torténd hidrolizissel nyerhetd ki nagy mennyiségli izoflavon, ezért el6zetes szdmitdsaink
soran ezen két értéket rogzitettlik (13 (A). dbra). A 100 percig tarté hidrolizisek eredményeit a
savkoncentracid és hémérséklet fliggvényében és az adatokhoz illesztett fellletet egyittesen
abrazolva a 13 (B). dbra mutatja. A fliggvény rogzitett h6mérséklet mellett a savkoncentracio
novelésével jol lokalizdlhatd maximumot ad. A jelenség magyardzata valdszin(ileg az aglikonok
adott h6mérsékleten és savkoncentracion tul bekdvetkez6 bomlasa. Az illesztett polinom
maximum értékét (74,47 mg/g) T = 82,94 °C-on és cuc = 4,60 N-on veszi fel, azonban a

hémérsékletet

gyakorlati megfontoldsok miatt (az ultrahangos flird6kén beallithatd

hémérséklettartomany) tovabbi részletes vizsgalatot 80 °C-on végeztiink.

10
AV oy 80
Dol

) 50
izoflavon
(mg/g)

100
t (min) BN
50

200
13. abra Rogzitett valtozdk (80 °C, 100 perc) kijelolése (A) és 100 percig tarté hidrolizis soran nyert
izoflavonmennyiségek a savkoncentracio és a h6mérséklet fliggvényében (B)

80 °C-on rogzitett h6mérséklet esetén a rogzitett
id6tartamhoz tartozé maximumok, lényegében azono-

sak. A maximalisan kinyerheté izoflavonmennyiség széles

tartomanyban (30-120 perc) igen j6 kozelitéssel

konstansnak (71-72,94 mg/g) mondhatd. A vizsgalt

idGintervallumban a 80 °C-on a savkoncentracid és

100

1 (mun)

hidrolizis id6 széles tartomdnyban valtoztathaté gy,

150

hogy a kinyert izoflavon maximadlis mennyiségl

marad. A technoldgiai igények figyelembe vételével  14.abra lllesztés a teljes adathalmazra —a

eldonthet6, hogy — a lényegében linearis goérbe

mentén megvalasztott paraméterekkel —hosszu ideig,

szintfellletek a 71 és 76 mg/g koncentracidhoz
tartozo értékeket foglaljak ssze, a vonalak
pedig a 80 °C-on és 100 °C- on, illetve 100 percig
mért eredményeket jelolik.
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c s

a hidrolizist.

Az elBzetes illesztések alapjan a teljes adathalmazra ¢! (aO+al c+bl c?+a2 t+c cl t+b2
t®+a3 T+c c2 T+b3 T?%) alaku négyvaltozos fuiggvényt illesztettiink. Ezen az lathatd, hogy a fiigg-
vényérték a savkoncentraciéhoz és a h6mérséklethez képest kevéssé fligg az id6tél. Az illeszthet6
figgvény tehat a kovetkez6képpen irhatd le: C%°°%82° (-37,8368+6,3603 c-0,1845 c?+0,0780 t-
0,0110 c¢ t-4,7876x101® t%+0,7408 T-0,0785 c T-1,0342x107 T*) (a mért és josolt értékek
korrelcidja: 0,974; R%: 0,993, a mért és josolt értékek atlagos kiildnbsége: 3,486). A maximalisan
kinyerheté6 izoflavonmennyiség 80,30 mg/g (t = 100,34 min, cuc 1= 4,4245, T = 98,34 °C).

A szamitasok alapjan maximalis izoflavonkoncentracié 98,34 °C-on nyerhet6 ki, azonban
figyelembe véve, hogy a kereskedelemben elérhet6 ultrahangos kadak tobbsége 80°C felett nem
alkalmazhaté megbizhatdan, a 80 fokos illesztés eredményei (4,9 N-os sdsavval, 96 percig)
jelentGsek gyakorlati szempontbdl. A szamitott eredmény validalasara az optimalis korilmények
(4,9 N HCI, 96 min, 80 °C) kozott el6készitett mintaval végzett mérések igazoltak, hogy a modelliink
altal josolt maximalis értékek a valdsagban is kinyerheték. A kvantitativ médon meghatarozott
dsszizoflavonmennyiség 73,85 mg/g volt, amely jél 6sszevethet§ az adott paraméterekhez tartozé

josolt értékkel (72,94 mg/g).

5.2.6. Edeskoménymintik furokumarintartalmdanak vizsgdlata

Kulénféle oldészerekkel (metanol, etanol, petroléter, kloroform, acetonitril, aceton, toluol és etil-
acetat) késziilt extraktumok vizsgalataval megallapitottuk, hogy a furokumarinok leghatékonyabb
kivondszere (a vizsgalatba vont olddszerek kozil) az acetonitril. Az altalunk kidolgozott LC-MS
madszer alkalmas volt a harom vizsgalt vegyiilet [pszoralén (40), bergaptén (38) és imperatorin
(39)] elvalasztasara, kimutatdsara és mérésére.?"

A modszer 8,8-10,1 nM és 28,7-31,3 nM kimutatasi, illetve mérési hatarokkal volt
jellemezhetd. A kalibracids egyenesek 10-1000 nM kézétt linedrisak voltak (R%: 0,9960-0,9997). A
visszanyerési vizsgalat 80,17%—133,44% visszanyerési aranyt igazolt. A napon belili precizitds
0,67-1,81% volt.

Az imperatorin (39) mennyisége mindegyik mintdban kimutatasi hatar alatt volt, 7
mintaban egyik vegyiiletet sem detektaltuk. A pszoralén (40) 19, a bergaptén (38) 7 mintdban nem
volt kimutathaté. Utdbbi vegyiilet mintegy egy nagysagrenddel nagyobb koncentracidban fordult
el6 a mintdkban, mint a pszoralén (40). Ennek a két vegylletnek a mennyiségét az Eurdpai
Gydgyszerligynokség altal javasolt legnagyobb napi adagban (7,5 g) 0,0099-1,2209 ug/7,5 g-nak

mértik (9. tablazat).
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9. tablazat Edeskdménymintak furokumarintartalma

ug / 7,5 g minta (xSD)

Minta p p ~
pszoralén bergaptén Osszesen

1 0,0551+0,0015 0,6829+0,0311 0,7380

2 0,0431+0,0017 0,4830+0,0172 0,5261

3 0,0504+0,0011 0,6192+0,0256 0,6696

4 0,0561+0,0019 0,6419+0,0301 0,6980

5 0,0646+0,0031 0,6684+0,0219 0,7330

6 0,0449+0,0011 0,5239+0,0092 0,5688

7 0,1072+0,0050 1,1137+0,0112 1,2209

8 0,0886+0,0039 1,1052+0,0216 1,1938

9 0,0938+0,0045 1,0114+0,0328 1,1052

10 0,0710+0,0018 0,8730+0,0178 0,9440

11 0,0175+0,0006 0,1165+0,0033 0,1340

12 * 0,0220+0,0007 0,0220

13 * 0,0236+0,0009 0,0236
14 * * *

15 * 0,0183+0,0008 0,0183

16 0,0142+0,0002 0,0618+0,0021 0,0760
17 * * *
18 * * *
19 * * *

20 0,0193+0,0007 0,2360+0,0072 0,2553
21 * * *

22 * 0,0116+0,0003 0,0116
23 * * *
24 * * *

25 0,0133+0,0005 0,1184+0,0039 0,1317

26 0,0078+0,0002 0,0321+0,0007 0,0399

27 * 0,0188+0,0006 0,0188

28 * 0,0426+0,0018 0,0426

29 * 0,0111+0,0003 0,0111

30 * 0,1045%0,0061 0,1045

Berfena * 0,0634+0,0028 0,0634

GroPBfrichtig * 0,0099+0,0002 0,0099

Soroksar' * 0,0745+0,0011 0,0745

*kimutatasi hatar alatt

5.2.7. Mariatoviskészitmények réztartalmanak vizsgdlata

Tekintettel arra, hogy a mariatévis bizonyitottan a rézkoncentralé névények kézé tartozik,?*
ugyanakkor a feldolgozas réztartalomra kifejtett hatasat és a terapidban alkalmazott termékek
réztartalmat nem tanulmanyoztak korabban, célul tlztik ki ennek vizsgdlatat.

A vizsgdlatba Osszesen 15, kereskedelmi forgalomban elérhet§ terméket vontunk be,
koztik 4 gyodgyszert, 9 étrend-kiegészit6t és 2 gydgyszernek nem mindsilé gyogyhatasu
készitményt. A gydgyszerek szilimarinra standardizalt kivonatot, a gydgytermékek (teakeverék
részeként) 6rolt termést, az étrend-kiegészit6k szilimarinra standardizalt kivonatot, 6rolt termést
vagy annak olajat tartalmaztak. A teak mintael6készitésére, a teakészités reprodukaldsara vizes
forralast, a tobbi termék esetén 1 M HCI-t tartalmazd vizzel vald extrakciot alkalmaztunk. A
kivonatok réztartalmat induktiv csatolasi plazma tomegspektrométer (ICP-MS) segitségével

hatdroztuk meg. A mérési moédszer validalasara autentikus mariatévistermés rézartalmat is
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meghatéroztuk, ami 18,43 ug/g-nak adddva, a kordbbi mérési eredményekkel (17 pg/g)** jé
egyezést mutatva aldtdmasztotta eredményeink érvényességét.?”

A vizsgalt termékek napi adagjainak réztartalma 0,01-114,18 pg kozott valtozott (10.
tablazat). A deklardlt szilimarintartalmd mintak (S1-8 és S15) réztartalma viszonylag alacsony volt
(0,01-3,51 ug a napi ddzisban), azonban a részletesebben nem jellemzett, feltehetSleg nyers
kivonatot tartalmazé minta (S13), valamint az 6rolt termést tartalmazo termékek (S9, 10, 12, 14)
nagysagrendekkel magasabb réztartalommal voltak jellemezhetéek (36,04, illetve 12,04-114,18

pg). A maratdvisolajat tartalmazé készitmény réztartalma nagyon alacsony volt.

10. tablazat Mariatovis-termékek réztartalma (GYSZ: gydgyszer; EK: étrend-kiegészits; GYT:

gyogytermék)
Minta Kategoria Osszetétel ug Cu a napi dézisban pg Cu/mg szilimarin

S1 GYSZ mariatoviskivonat deklaralt szilimarin- 3,51 0,022
és szilibinintartalommal

S2  GYSZ mariatoviskivonat deklaralt szilimarin- 0,10 =0?
és szilibinintartalommal

S3  GYSZ mariatoviskivonat deklaralt szilimarin- 0,01 =0?
és szilibinintartalommal

S4  GYSZ mariatoviskivonat deklaralt szilimarin- 0,04 =032
és szilibinintartalommal

S5 EK mariatoviskivonat deklaralt szilimarin- 0,39 =0?
és szilibinintartalommal

S6  EK mariatoviskivonat deklaralt szilimarin- 2,41 0,012
és szilibinintartalommal

S7  EK mariatoviskivonat deklaralt szilimarin- 0,70 0,012
és szilibinintartalommal

S8 EK mariatoviskivonat deklaralt szilimarin- 0,52 =032
és szilibinintartalommal

S13 EK 6rolt mariatovistermés 36,04 n, d,

S15 EK 6rélt mariatdvistermés 1,67 0,562

S9  EK mariatdvismag-olaj 21,62 1,23b

S10 EK érolt mariatovistermés 12,04 1,60

S12 E mariatdvismag-kivonat 20,44 1,51b

S14 GYT 8rolt mariatévistermés 96,50 2,680

S11 EK madriatoviskivonat deklaralt szilimarin- 0,11 n,d,

és szilibinintartalommal

5.2.8. Szintetikus vegyiiletek kimutatdsa novényi eredetii termékekben

Az étrend-kiegészit6k (koztlik a noévényi eredetliek) szama a hazai piacon évente sok szazzal
gyarapszik. A nemzetkozi szakirodalmi adatok figyelembe vétele alapjan feltételezhetd volt, hogy
a magyar piacon is jelent6s szamban lehetnek hamisitott készitmények. Vizsgalatainkat a
szakirodalom alapjan leginkabb érintettnek t(in6 termékcsoport, a noévényi potenciafokozdk
vizsgalatdval kezdtik. Bar egyetlen novény markdans potenciafokozé hatdsat sem tamasztjak ala
tudomanyos adatok, az internetes térben elérhet6 fogyasztdi beszamoldk tobb készitménynél

jelent6s hatast irtak le, ami erGsitette a foszfodiészterdz-gatldkkal vald hamisitas gyanujat.
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Vizsgalatainkhoz 10 készitményt szereztink be kereskedelmi forgalombdl, majd
rétegkromatografidas, HPLC és GC-MS maddszerekkel ezek kozil 6 termékbdl szildenafilt (62),
tadalafilt (63), vagy ezek analdgjat azonositottuk. A vizsgalt termékek koziil 4-ben volt kimutathatd
szildenafil (62) és/vagy tadalafil (63) vékonyréteg-kromatografidss modszerrel. Az ennél
érzékenyebb  HPLC-DAD és GC-MS moddszerekkel 4  termékben  azonositottunk
szildenafilt/tadalafilt, valamint 4 termékben foszfodiészterazgatld analdgot [nor-acetildenafilt
(178), piperidenafilt (179] (11. tablazat). A legtdbb készitménybél kromatografias vizsgdlattal nem
volt kimutathaté a ndvényi kivonatokra jellemz6 sokkomponens( vegyiiletkeverék.?**

11. tablazat Potenciafokozd étrend-kiegészit6k szintetikus
foszfodiészteraz-gatld szennyezésre torténd
vizsgalatanak eredményei

~N
N /\ o HN N
Termék Szildenafil  Tadalafil Fosz’f 0('i|eszte:raz- K/ N SN
gatlé analég
1 . 178 o
2 . . .
3 . O
4 . HN M
5 . ° O\\ ’/O - N
6

: N/S \N,N Y
Q o \<\\
179

A testsulycsokkent6 hatds érdekében alkalmazott étrend-kiegészit6k szibutramintartalomra vald
sz(irésére tobblépcsds vizsgalatot dolgoztunk ki.2>" Ennek elsd |épése a szildrd fazisu extrakcids
tisztitds C18 allofazison. Ennek soran a kloroformmal eludlt szibutramin (57) elvalaszthaté a
novényi matrix metanollal elualédé komponenseit6l. Az azonositdsi vizsgdlat elsé lépései a
szinreakciok. A Simon-teszt, amelyet szekunder aminok kimutatasara hasznalnak, a szibutramin
(57) esetén bibor szinreakciot ad. A Chen-tesztben, amelyet az efedrin (59)
amfetaminszdrmazékoktdl vald elkllonitését szolgdlja, a szibutramin az utdbbiakhoz hasonléan
nem adott szinreakcidot. A Marquis-teszt, amely az amfetamin és gylriben szubsztitualt
analdgjainak elkllonitését szolgdlja, halvanysarga szint eredményezett. A szinreakcidk a tiszta
referenciavegylilet és a szilard fazisu extrakcidval el6készitett minta esetén egyformak voltak, ami
a mintaelGkészités megfelel6ségét igazolta. A szlrbvizsgdlat masodik |épése a
rétegkromatografids vizsgalat. Erre a célra olyan rendszert dolgoztunk ki, amelyben a szibutramin
(57) 0,53-as Rf-fel detektdlhatd, és jol elvdlaszthaté az alacsonyabb Rf-el jellemezhetd
amfetaminszdrmazékoktdl és neutrdlis ndvényi vegyliletektdl. Vizualizalasra a legalkalmasabb az
intenziv narancssarga szinreakciét ado Dragendorff-reagens és a szibutramint (57) sotétkék
szinnel kimutaté savas kalium-jodoplatindt. Magasabb bizonyitottsagi szintet és kvantifikdldsi
lehet6séget is biztosit a HPLC-DAD vizsgalat, amelyben a szibutramint (57) retencids ideje és UV-
spektruma jellemzi. A mddszer validalasanak részeként meghatdroztuk, hogy az 5,06—45,54

pg/injekt tartomanyban R? = 1,0000 mellett a kalibraciés egyenes linedris. A precizitast az
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ismételhet&séggel jellemeztiik (RSD = 0,39), a pontossagot a 0,41-es RSD érték igazolta. A
kimutatasi vizsgdlat kovetkezd lépcs6foka a tomegspektrometrids azonositas volt, amely soran a

346 3lapjan azonosithatd.

szibutramin a m/z 280 [M + H]* és a fragmensionok jellegzetes m/z értékei
Amennyiben a termékbdl kimutatott szibutramin (57) izoladlasara is sor keriil, a legmagasabb szinti
bizonyitast az NMR-vizsgalat és az adatoknak az dltalunk kdzolt teljes H és 3C asszignacidval vald
Osszehasonlitasa és egyezése jelenti.

A grapefruitmag-kivonatot
tartalmazé  készitmények  vizsgalatdra

kidolgozott mddszer els6dleges célja a

deklaralt novényi anyag kimutatdsa volt,

amely grapefruitmagra jellemzé limono-

180

idok kimutatasan (rétegkromatografia,

HPLC) alapult.?®* Hat kereskedelmi minta analizise soran minddssze két (V, VI) termékbél tudtuk
kimutatni a grapefruit f6 limonoidjait [limonin (180), nomilin (181)] (15. abra). Kénsavas elGhivas
utan a limonoidok lathatd fényben kékessziirke, 366 nm-en barnas szinlek. A rétegkromatografias
eredményeket a HPLC-vizsgdlat is megerGsitette. Tovabbi cél volt a szennyezésként vagy
hamisitasi céllal felhasznalt grapefruithéj kimutatasa a kumarintartalom rétegkromatografias
szlirésével. Ezek a vegyiletek, amelyek 366 nm-en kékes szintiek, a lI-V termékekben talalhatdak
meg, a ll-ban f6 komponensekként. A vizsgalat harmadik |épcsGje az esetleges szintetikus tarto-

sitészertartalom (kvaterner ammaniumsé) meghatdrozdsa volt.

2 C
me
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L
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15. abra Rétegkromatografids vizsgalat limonoidok kimutatdsara. A: detektalas lathato fényben cc. H2SOs-
vel vald lepermetezést és hevitést kdvetGen; B. detektdlds 366 nm-en cc. H2SOs-vel vald lepermetezést és
hevitést kovetGen; C: detektalas lathato fényben Dragendorff-reagenssel vald lepermetezést kovetSen. A-
B: 1-3: termékek (I-l11); 4: nomilin; 5: limonin; 6: autentikus grapefruitmagkivonat; 7: grapefruithéjkivonat;
8-10: termékek (IV-VI); C: 1-3: termékek (I-l11); 4: autentikus grapefruitmagkivonat; 5:
grapefruithéjkivonat; 6—-8: termékek (IV-VI).
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Egyetlen (I) termék esetén detektaltunk markans -

Dragendorff-pozitiv  O0sszetev6t, ami  kvaterner

ammoéniumsé jelenlétére is utalhatott. Ez esetben, ©/\/N(\/O\/\O
autentikus standard hijan a rétegkromatogréfiasan

kimutatott, Dragendorff-pozitivanyagizolaldsa és NMR L 182

spektralis adatok alapjan benzeténium-kloridként térténd azonositasat végeztiik el .3’

5.2.9. Homeopadtids gyogyszerkészitmény aktivanyag-tartalmanak mérése

Bar a homeopatids gyogyszereket szabalyozd joganyag nem zdrja ki annak lehet6ségét, hogy a
homeopatias készitmény jelent8s, farmakolégiai hatas kifejtésére is alkalmas hatéanyagot, adott
esetben novényi kivonatot tartalmazzon, ennek gyakorlati relevancidjaval nem foglalkoztak
tudomanyos maddszerekkel. Munkank keretében két, baratcserje (Vitex-agnus castus) alapu
gyogyszert hasonlitottunk 6ssze analitikailag. Az egyik termék allopatias, a masik homeopatias
gyogyszer volt. A termékek vizsgdlatara HPLC mddszert dolgoztunk ki, amely két markervegyiilet,
az agnuzid (183) és a kaszticin (184) azonositdsdn és mérésén alapult. Linedris kalibraciés
egyeneseket hatdroztunk meg az agnuzid (183) (0,051 pg/injekt, R>= 0.9994) és a kaszticin (184)
esetén (0,058-0,58 pg/injekt, R?= 0.9996). A mddszer (napon beliili) precizitdsa 2,41, illetve 1,26
RSD%-kal volt jellemezhets a két vegyilet esetén, az ismételhetGség esetén az RSD 2,11-5,11
kozotti volt. A csucstisztasagot mindkét vegyiilet esetén mindkét termék esetén igazoltuk.?”

A két termék ujjlenyomat-kromatogramja (16.

abra) nagyon hasonld volt. Az allopatias termék és a HOUOH 0@0H
HO__ ",

homeopatias termék napi ddzisanak atlagos agnuzid- ~ 070 H o)
tartalma 100,82 g illet6leg 25,19 ug, mig a napi dézisok 0

atlagos kaszticin-tartalma 42,95 ug és 47,03 ug volt.
Utobbi vegyilet, amelynek szerepe lehet a klinikai
hatdsban, a két készitmény napi adagjdban hasonld

mennyiségben volt jelen. A kromatografidas profilok

alapjan nehéz lenne kilonbséget tenni az allopatids és a

184

homeopatias készitmény kozott, azonban az kimutathatd,
hogy a két termék némileg kiilonb6z6 baratcserje kivonatot tartalmaz, hiszen az agnuzid-kaszticin

arany kiilénbozik.
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16. abra Allopatias (kék) és homeopatias (fekete) Vitex agnus-castust tartalmazé termékek HPLC-

kromatogramja (254 nm)
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5.3. In vitro farmakologiai és toxikologiai és biofarmaciai vizsgalatok

5.3.1. Pirrolizidin-alkaloidok felszivédasdval kapcsolatos vizsgdlatok

A kozismert majkarositd hatassal rendelkezé pirrolizidin-alkaloidokat tartalmazé fekete nadalytd
biztonsagos alkalmazasdnak redlis értékeléséhez elengedhetetlenil sziikségesek a kiils6leges
alkalmazassal kapcsolatosan relevans farmakokinetikai vizsgalatok. Munkank keretében human
epidermiszen tanulmanyoztuk a fekete nadalyt6 egyik f6 alkaloidjanak, a likopszaminnak (185) a
felszivédasat.

A likopszamint (185) a felszivédasi vizsgdlatok sordan modell-

OH
vegylletként alkalmaztuk, mérésére validalt LC-MS médszert dolgoztunk OQ
ki.2®" All6fazisként C-18 tdltetl oszlopot alkalmaztunk, 0,1% ecetsavat HO H o OH
tartalmazd acetonitril és viz 1:1 aranyu elegyével, izokratikus ellcio N A\

mellett. A detektalast ESI pozitiv médban, a likopszaminra jellemz6 m/z 185
300156 atmenetet MRM maddban regisztralva végeztik. Meghataroztuk

a kalibracids egyenes linearitasi tartomanyat (1,32—3960 ng/injekt tartomanyon belil 1,32-440
ng/ injekt, R = 0,9999 mellett), amely a bioldgiai mintdk esetén varhaté kis anyagmennyiségek
mérését is lehet6vé tette, viszonylag tadg koncentracidtartomanyban, 0,014 ng-s kimutatasi és
0,070 ng meghatdrozasi hatarokkal. Az egy napon belili (0,57-2,48 RSD%) és napok kozotti
precizié (1,70-1,95 RSD%) értékei a modszer megbizhatdsagat tamasztjak ald. A pontossagot
igazolja a likopszamin 97,7-104,3%-0s visszanyerési aranya.

Az analitikai mddszer birtokdban célunk az volt, hogy egy standard készitmény
alkalmazasaval tanulmanyozzuk a fekete nadalyts egyik f6 alkaloidjanak, a likopszaminnak (185) a
penetrdcidjat human epidermiszen. A vizsgdlat folyaman a legrosszabb forgatdokonyv elvét
kovetve tobb novényi minta alkaloidtartalmat megvizsgaltuk, majd a legmagasabb
alkaloidtartalmu drog (101 pg/g) felhasznaldsaval készitettlik el kisérleti készitménylinket, amely
alkalmazhato referenciakészitménynek (10%, 65%-0s etanollal készitett, 1:1 DER-rel jellemezhetd
kivonatot tartalmazé kendcs).3*® A penetracids vizsgélatot vertikélis Franz diffuziés cella
alkalmazasaval, szintetikus membranon és human hasi b&rrél (2 paciens) eltavolitott epidermiszen
végeztiik. Az akceptor fazisban a likopszamin (185) mennyiségét (idGben) tobbszori mintavétel
utan mértik.®*

A szintetikus membranon és a human epidermiszen atdiffundalt likopszamin (185)
mennyiségi adatai a 17. dbran lathatdak (utobbi esetben a 2 pacienstdl szarmazd mintakon,

mérési pontonként 5-5 parhuzamos cella adatai). A likopszamin atdiffundalt mennyisége telitési
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gorbével jellemezhetd, a szintetikus membran esetén valamivel magasabb értékekkel (a felliletre

felvitt 6sszmennyiség 0,11-0,72% versus 0,04%-0,22%-a).
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17. abra Szintetikus membranon (A) és human epidermiszen atdiffundalt likopszamin kumulativ
mennyisége
Az altalunk nyert eredmények az elsé human vonatkozasu adatok a kiilsGlegesen alkalmazott,
pirrolizidinalkaloid-tartalmu készitményekkel kapcsolatban, s ezek hozzdjarulhatnak ahhoz, hogy

a biztonsagossagi elemzések a jelenleginél raciondlisabb alapon torténjenek meg.

5.3.2. Mohamintdk és vegyiileteik antiproliferativ és antimikrobds hatdsanak
sziir6vizsgdlata

A kutatas soran 42 hazai moha faj 168 kivonatanak tanulmanyoztuk antiproliferativ (MTT-teszt) és
antibakterialis (korondiffuzids teszt) hatdsat.3°" Az antiproliferativ hatdst human cervikalis (Hela),
petefészek (A2780) és emlGdaganat (T47D) sejtvonalakon, két koncentraciéban (10 és 30 pg/ml)
tanulmanyoztuk (12. tablazat). Minden faj esetén vizsgaltuk az n-hexannal (A), kloroformmal (B),
metanollal (C) és vizzel (D) késziilt kivonataik hatasat. 41 faj 98 kivonata mutatott legaldbb 25%
mértékd antiproliferativ hatast legalabb egy sejtvonalon 10 pug/ml koncentraciéban. Az A/B/C/D
kivonatok kozott az aktivak aranya 24/38/20/16 volt, azaz a kloroformos kivonatok kozott volt a
legtobb hatdsos. 17 faj 25 kivonata esetén a gatld hatas elérte az 50%-ot. llyen mértékd aktivitas
elssorban a B (13) és A (7) kivonatokra volt jellemz8. Hat faj, a Brachythecium rutabulum,
Climacium dendroides, Encalypta streptocarpa, Pleurozium schreberi (A és B), Neckera besseri és
Pseudoleskeella nervosa (A, B és C) esetén legaldbb két kivonat volt aktiv. 30 pg/ml
koncentracidban 25 faj 36 mintaja volt inaktiv, ezek zome (25) D kivonat volt. A legmagasabb
aktivitast (Hela sejtek 78,54%-os gatlasa 10 ug/ml-ben) a Paraleucobryum longifolium B kivonata

esetén mértik, a ndvény egyéb extraktumai ugyanakkor nem rendelkeztek jelent&s aktivitdssal.
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12. tablazat Mohakivonatok antiproliferativ hatdsa kiilonb6z6 sejtvonalakon 72 éra expoziciét kovetéen
(az >25% gatlast sarga-zold szin jeldli, az inaktivitast piros)

A kivonat B kivonat
Fai Hela A2780 T47D Hela A2780 T47D
10 30 10 30 10 30 10 30 10 30 10 30
ug/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
Abietinella abietina 32,26 30,00 38,62 42,99 48,97
Amblystegium serpens 46,13 29,58 49,94 49,15 70,15 61,93 70,78 53,46 6535 70,15
Anomodon viticulosus 26,96 27,81 27,04 49,35 32,35 53,87 -36,’

Atrichum undulatum 41,66 59,93 64,28 64,11 65,26
Barbula unguiculata 34,14 65,46 47,47 44,20 53,16
Brachytheciastrum 35,58 41,01 34,43 55,09 61,29 34,43 51,51
velutinum

Brachythecium 53,49 61,64 2504 34,93 4540 5536 51,95 53,89 3530 46,79 54,92
rutabulum

Bryum argenteum 36,11 35,95 41,26
Bryum caespiticium 48,64 28,58 48,17
Bryum moravicum 46,72 40,64 59,69
Calliergonella cuspidata 39,02 49,49
Ceratodon purpureus 28,48
Cirriphyllum piliferum

Climacium dendroides
Dicranum tauricum
Encalypta streptocarpa
Funaria hygrometrica
Homalothecium
lutescens
Homalothecium
philippeanum
Hygroamblystegium
tenax

Leskea polycarpa
Leucodon sciuroides
Neckera besseri
Orthotrichum
diaphanum
Oxyrrhynchium hians
Paraleucobryum
longifolium
Plagiomnium affine
Plagiomnium
cuspidatum
Plagiomnium rostratum
Plagiomnium
undulatum

Pleurozium schreberi
Pohlia nutans
Polytrichastrum
formosum

Porella platyphylla
Pseudoleskeella nervosa
Pseudoscleropodium
purum
Rhytidiadelphus
squarrosus

Rhytidium rugosum
Schistidium crassipilum
Syntrichia ruralis

28,88
50,07

25,04 50,65

63,23

42,11
56,15

35,43
34,01
46,84

42,41 55,53

42,49
46,52 60,22 43,23 67,06 45,56
33,21

41,15 37,25 36,89 29,26

32,34 56,50

Thamnobryum 29,08 57,12

alopecurum

Thuidium assimile 57,09 34,62 58,86 65,70
Faj C kivonat D kivonat
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Hela A2780 T47D Hela A2780 T47D
10 30 10 30 10 30 10 30 10 30 10 30
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/mi

Abietinella abietina 35,25 52,48 38,22 49,01 30,04
Amblystegium serpens 33,19 44,83 26,71 48,58 58,34 27,91 35,73
Anomodon viticulosus - 34,02

Atrichum undulatum 29,14 41,65 33,37 36,14
Barbula unguiculata 29,68 35,91 27,92 27,4
Brachytheciastrum 32,09 349 34,68 38,53 38,46
velutinum

Brachythecium 3426

rutabulum

Bryum argenteum

Bryum caespiticium

Bryum moravicum 37,94

Calliergonella cuspidata

Ceratodon purpureus 31,86

Cirriphyllum piliferum 28,18 42,07 26,85

Climacium dendroides 27,68

Dicranum tauricum 28,29 49,97 29,75 37,11
Encalypta streptocarpa 28,01 39,61 32,5

Funaria hygrometrica 48,22 25,11 38,47
Homalothecium

lutescens

Ho.nj:alotheaum 33,51

philippeanum

Hygroamblystegium 2666 3822

tenax

Leskea polycarpa 25,62 31,09

Leucodon sciuroides - 29,98

Neckera besseri 37,13 41,25

O.rthotr/chum 40,79

diaphanum

Oxyrrhynchium hians

Paraleucobryum

longifolium

Plagiomnium affine 42,04 50,67

Plagl.ommum 3549 46,35

cuspidatum

Plagiomnium rostratum 40,44 51,65 42,42 33,23

Plagiomnium

undulatum

Pleurozium schreberi

Pohlia nutans 32,63

Polytrichastrum

formosum

Porella platyphylla 41,69

Pseudoleskeella nervosa | 60,51 65,03 26,27 49,89

Pseudoscleropodium 28,06

purum

Rhytidiadelphus 26,56

squarrosus

Rhytidium rugosum 33,67

Schistidium crassipilum

Syntrichia ruralis 30,83 41,17
Thamnobryum 2626 40,68
alopecurum

Thuidium assimile 34,23 29,78
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Ez a kivonat mindegyik sejtvonalon hatdsos volt ebben a koncentracidban, raadasul a 10 és 30
pug/ml esetén mért aktivitasok nem tértek el nagyon (46,84-78,54% vs 56,87—83,93%). A
daganatsejtek kivonatokkal szembeni érzékenységét tekintve megallapithaté, hogy Hela (16
kivonat >50% gatlds) és T47D (10) esetén gyakoribb volt a gatlas, mint A2780 (3) ellen. HelLa-n 16,
T47D-n 10, A2780-on mindossze 3 kivonat fejtett ki >50% gatlast 10 pg/ml-ben. A vizsgalt csaladok
koézal a Brachytheciaceae (Brachythecium rutabulum, Homalothecium philippeanum és
Pseudoscleropodium  purum) és az Amblystegiaceae (Amblystegium serpens és
Hygroamblystegium tenax) szolgaltatta a legtdbb aktiv kivonatot.

A mohakivonatok 11 baktériumtdrzson vizsgdlt antibakteridlis hatdsa gyenge volt és
sporadikus. A 42 fajbdl mind6ssze 15 taxon 19 mintdja esetén mutattunk ki mérsékelt
antibakteridlis hatast (13. tablazat). Egyetlen kivonat sem volt aktiv Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 35218 és Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 ellen, viszont a
meticillinrezisztens Staphylococcus aureus ATCC 43300 és a S. aureus ATCC 29213 viszonylag
érzékeny volt az extraktumokra. A legaktivabb (8 térzsén) a Plagiomnium cuspidatum volt.

13. tablazat A vizsgalt kivonatok antibakterialis hatasai (a gatlasi zonak milliméterben kifejezve)

Faj Kivonat MRSA S. S. B. S. S. S. M.
aureus  epidermidis subtilis pyogenes pneumoniae agalactiae catarrhalis

ATCC ATCC  ATCC12228 ATCC  ATCC ATCC 49619 ATCC ATCC

43300 29213 6633 19615 13813 43617
Amblystegium B — — — — — — — 9,0
serpens
Brachythecium B 9,0 9,0 — — - — _ _
rutabulum
Calliergonella A — 7,3 - — — — — -
cuspidata B — 7,0 — — — — — —
Cirriphyllum B — — — — — 7,0 — —
piliferum
Climacium A — 7,3 — - - — — —
dendroides
Dicranum tauricum B — — — — — 8,0 — —
Oxyrrhynchium A 8,6 8,6 — — — — _ _
hians B — 8,0 — — — _ _ _
Paraleucobryum B 9,6 9,6 — — 11,6 — — —
longifolium
Plagiomnium B — — — 8,0 - 8,5 — —
affine
Plagiomnium A 11,3 10,7 9,0 9,0 10,0 12,0 10,0 10,0
cuspidatum B 7,6 7,6 — — — — — _
Plagiomnium A 7,0 8,0 — — — — — _
undulatum B — 8,0 — — — — — —
Pseudoscleropodiu A — 7,3 — — - — — _
m purum
Rhytidium B — — — 7,5 — 8,0 — 7,5
rugosum
Schistidium B 8,0 7,0 — 9,0 — 11,5 — 7,7
crassipilum
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A szlir6vizsgalat soran perspektivikus bioaktivitasokat mutatd Paraleucobryum longifoliumbol
kinyert 5 fenatrénszarmazék, a leukobrin A—E (102-106) esetén antiproliferativ hatasra irdanyulo
vizsgdlatot végeztiink. A vegylletek hatasat 30 és 60 uM koncentracidban négydgyaszati eredet(
daganatsejteken (SiHa, Hela, A2780 és MDA-MB-231) tanulmanyoztuk. A leukobrin A (102) kozel
70%-0s és azt meghaladé mértékben gatolta a sejtproliferacidt a magasabb koncentracidban (ICso
= 40,4-50,8 uM). A leukobrin B (103) és C (104) esetén ebben a koncentraciéban legfeljebb 60%-
os aktivitas volt kimutathaté (mind a négy sejtvonalon csak a leukobrin B (103) hatott a két
vegyllet kozil), a leukobrin D (105) és E (106) elhanyagolhatd hatasu volt. A ciszplatin 30 uM
koncentracidja esetén kimutatott 90%-os és azt meghaladd proliferaciégatlast és 1,3-12,4 uM ICso
értékeket tekintve ezek az aktivitasok 102 és 103 vegyiiletek esetében mérsékeltnek tekinthetéek,
a tobbi vegylletnél elhanyagolhatdak.

14. tablazat A P. longifoliumbdl izolalt fenantrének in vitro antiproliferativ hatasa négyogyaszati
daganatos sejtvonalakon

Gatlas (%) £ SEM

Vegyilet  koncentracio SiHa Hela A2780 MDA-MB-231
102 60 UM 69,34+ 1,14 80,41 2,20 86,43 0,46 76,04 + 0,61
103 60 UM 22,44 +0,69 37,48 +2,03 16,38 + 2,44 59,80 0,71
104 60 UM - 31,63+1,36 - -
ciszplatin 30 uM 90,18 +7,78 99,93 +0,26 95,02 + 0,28 87,75+ 1,10

5.3.3. Lignanok hatdsa a daganatos attétképzodésre

A Heliopsis helianthoides var scabrabdl izolalt lignanok (93-98) attétképzG&dést gatld hatasat in
vitro melanoma agyi metasztdzis modellen vizsgaltuk.>” Els6ként azt igazoltuk, hogy az elemzés al3
vont vegylletek nem befolyasoljdk a sejt életképességét, azaz az eredményeket nem torzitja
citotoxikus hatds. Egy sebgyodgyuldsi tesztben kimutattuk, hogy 95 és 96 lignan gatolja a
daganatsejtek migracidjat. Mindkét vegyiilet, 2, 5 és 10 uM koncentracidban egyarant szignifikans
gatld hatast fejtett ki a lignanokat nem tartalmazdé kontrollhoz viszonyitva.

Egy kovetkezd kisérletben a A2058 human melandmasejtek D3 humdn agyi
el6kezeltiik a lignanokkal (3 dra), majd a vegytletek az adhézids vizsgdlat teljes idétartama (80
min) alatt jelen voltak a kozegben (18 abra). A 95 vegyiilet mar 2 uM koncentracidban
szignifikdnsan csokkentette a melandémasejtek adhéziéjat az endotélréteghez, mig a tobbi
vegylilet nem mutatott ilyen hatdst. A tovabbi vizsgdlatokat a fent bemutatott két kisérletben aktiv

95 és 96 vegyliletekkel végeztiik.
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18 abra Melandmasejtek agyi endotélsejtekhez vald adhézidja lignanok (10 uM) jelenlétében (*p<0,05,
**p<0,01, varianciaanalizis és Bonferroni post hoc teszt)

A 95 vegyiilet hatdsanak részletesebb vizsgalatanak részeként a melanéma sejteket 5 uM, a D3
sejteket 2 UM koncentraciéju oldattal kezeltik el6, majd a vizsgdlat soran a lignant 2 uM
koncentracidban alkalmaztuk. Amennyiben csak a daganatsejt volt el6kezelve, az adhézié nem
csokkent jelent6sen, azonban az agyi endotélsejtek (p<0,05), vagy az endotélsejtek és
melandmasejtek egyiittes el6kezelése, tovabba a kett6s el6kezeléssel parositott kisérlet alatti
kezelés szignifikans gatlast (p<0,01) eredményezett a kezeletlen kontrollhoz képest.

A megfeleléen mikods agyi endotélsejtek jelentik a vér-agy gat (BBB) alapjat, ezért a
ligndnok antimetasztatikus hatdsdnak feltarasa érdekében endotélrétegre kifejtett hatasat kiilon
tanulmanyoztuk. A BBB integritasat a transzendotelidlis elektromos ellenallads (TEER) mérésével
hatdroztuk meg, amit elterjedten haszndlnak a paracellularis sejtilleszkedés jellemzésére. Patkany
agyi endotélsejtréteg (RBEC) 95-tel (5 uM) vald 2 éran at tarto elGkezelése utan a TEER 15-20%-
kal nétt (p<0,01) a kontrollhoz képest. A 96 esetén is szignifikans, de enyhébb (p<0,05) hatas volt
tapasztalhatd. A szoros sejtkapcsolatok egyik fontos része a ZO-1 fehérje, amelynek fokozott
jelenlétét mutattuk ki immunfluoreszcens vizsgdlatokkal a szomszédos endotélsejtek sejt-sejt
kapcsolataiban 5 puM 95-tel vagy 96-tal végzett kezelés esetén, mint a kezelést nem kapott
sejteknél. 95 mar 2 uM koncentracidban ugyanilyen hatast fejtett ki human D3 sejteken is.

A metasztazis kialakulasanak fontos Iépése a tumor vaszkularizacidja. Ennek folyamata az
perspektivikus hatdsu lignan (95 és 96) migracidgatld hatdsat 24 Ords sebgydgyuldsi tesztben
elemeztiik. Mindkét vegyilet szignifikdnsan és koncentraciéfiigg6 mddon (a 2-5-10 uM

tartomanyban) gatolta a D3 agyi endotélsejtek migracidjat (19. abra).
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19. abra A 95 és 96 lignanok hatasa az endotélsejtek migracidjara, a lignannal nem kezelt kontrollhoz
viszonyitva (*p<0,05, **p<0,01, varianciaanalizis és Bonferroni post hoc teszt)

5.3.4. Lipoalkaloidok in vitro gyulladdscsékkento hatdsa

Az altalunk el6dllitott lipoalkaloidok COX-1-, COX-2- és 5-LOX-gatlé hatasat in vitro
tesztendszerekben tanulmdanyoztuk a metabolitok (PGE; és LTB4) mérésével. Osszehasonlitasul a
diészter-tipusu akonitin (1), valamint annak feldolgozasa soran képz6d6 szarmazékok, a 14-
benzoilakonin (4) és az akonin (5), tovabba feldolgozott és feldolgozatlan sisakviraggyokerek
extraktumainak bioaktivitasat is vizsgdltuk. A ndvényi kivonatok viszonylag jelentés COX-2 gatld
hatast mutattak, ami a feldolgozas hatasara fokozddott (csakugy, mint a kivonat kezdetben
jelentéktelen COX-1 gatld aktivitasa). Az akonitin (1), valamint a 14-benzoilakonin (4) és az akonin
(5) gatld aktivitasai igen mérsékeltek voltak, ezeknek a vegylleteknek nincs jelentds szerepe az
esetleges gyulladascsokkents hatasban.'**

A lipoalkaloidok kozil a COX-1-gatlast vizsgald tesztben a 14-benzoilakonin-8-O-
eikozapentaenoat (172) fejtette ki a legnagyobb, a feldolgozott sisakviraggyokérét meghalado
gatld hatdst, a tobbi vegyllet hatdsa. lanchosszUsagtdl és telitetlenségtél flggetlendl
elhanyagolhatd volt (15. tablazat). A COX-2 tesztben a 14-benzoilakonin-8-0-eikozapentaenoaton
(172) kivial a 14-benzoilakonin-8-O-linoleat (158) mutatott kimagasld aktivitast, ezeket a
dokozahexaenoat-szarmazék (173) kovette. Az 1-3-szorosan telitetlen zsirsavakat tartalmazo
vegyliletek mérsékelt aktivitasiak voltak, mig a telitett acilszubsztituenst tartalmazdk inaktivak
voltak. Az LTBs-képzddést vizsgadld tesztben mindegyik lipolalkaloid mutatott aktivitast.
Legaktivabbnak a 14-benzoilakonin-8-O-dokozahexaenoat (173) bizonyult, az észterez6 zsirsav
ldnchossza és a gatld aktivitas kozott gyenge korreldcid volt megfigyelhets.!?*

Eredményeink ramutatnak arra, hogy a lipoalkaloidoknak szerepe lehet a sisakviraggyokér
tradicionalis gyégydaszatban hasznositott gyulladascsokkentd hatasaban, ugyanakkor az észterez6

savnak kulcsjelentésége van az aktivitdsban.3*® Az eredmények relevancidjat az is aldtdmasztja,
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hogy az altalunk egereken meghatdrozott akut toxicitds a lipoalkaloidok esetén tobb
nagysagrenddel alacsonyabb, mint az akonitiné (1) (iv. letélis egyszeri dézis >10 mg/kg vs. 0,3
mg/kg). Mivel a feldolgozas sordn né a nem toxikus, ugyanakkor a potencialisan
gyulladascsokkentd lipoalkaloidok mennyisége, a toxicitasért felelGs diészter-alkaloidoké pedig
csokken, a Tdvol-Keleten alkalmazott feldolgozdsi mddszerek alkalmazasa ilyen szempontbdl
raciondlisnak tekinthets.'*

15. tablazat Aconitum carmichaelii gyokérkivonatok (50 pg/ml) és alkaloidok (50 uM) COX-1-, COX-2- és
5-LOX- gatld hatasai

Minta COX-1 gatlas (%xSD) COX-2 gatlas (%SD) 5-LOX gatlas (%1SD)
Feldolgozatlan sisakviraggyokér-kivonat 7,21+7,64 47,86+2,60 35,79+6,85
Feldolgozott sisakviraggyokér-kivonat 24,42+2,47 65,45+3,26 35,38+5,96
Akonitin (1) -4,25+4,64 9,9618,31 -0,3916,97
14-Benzoilakonin (4) -2,5316,21 14,77+5,30 -6,0316,52
Akonin (5) 2,92+7,81 12,27+4,16 -5,5719,55
14-Benzoilakonin-8-0O-laurat (166) -29,845,7 -8,045,6 33,5+11,2
14-Benzoilakonin-8-O-mirisztat (167) -25,3+21,6 -4,0£15,1 35,949,8
14-Benzoilakonin-8-O-sztearat (168) -33,5+39,3 -3,5+10,2 52,5+5,9
14-Benzoilakonin-8-0-palmitat (169) 1,6+2,8 4,2+4.9 25,815,8
14-Benzoilakonin-8-O-palmitoleat (170) -18,848,7 17,149,0 34,5+6,5
14-Benzoilakonin-8-0-oleat (159) -24,3+17,0 15,3+28,9 45,5+4,6
14-Benzoilakonin-8-O-linoleat (158) 2,616,7 72,243,2 19,616,8
14-Benzoilakonin-8-0-a-linolenat (157) -5,9+20,7 22,0£7,8 48,0+1,9
14-Benzoilakonin-8-0-y-linolenat (171) -11,8+22,8 12,7+4,9 34,7+1,7
14-Benzoilakonin-8-0O-eikoza- 54,5+24,4 66,1+3,5 46,013,3
52,87,11Z,14Z,17Z-pentaenoat (172)

14-Benzoilakonin-8-0O-dokoza- 15,1424,2 40,2+8,8 61,0+7,9

47,72,102,132,162,19Z-hexaenoat (173)

5.3.5. Diterpén-alkaloidok és lipolalkaloidok ioncsatorndkra kifejtett hatdsa

Az altalunk noévényi mintabdl kinyert vagy elallitott alkaloidok bioaktivitasat a kardiotoxicitas
szempontjabdl jelentés hERG-, az antiaritmids felhasznalas szempontjabdl perspektivikus GIRK-
kaliumioncsatorndkon, valamint a Nay1.2 natriumioncsatornan tanulmanyoztuk. A hERG
ioncsatorna esetén >40% mértékd gatlas a genuin alkaloidok kozil csak az akonitin (1) esetén volt
megfigyelhetd. Ez utdbbi megfigyelés egy adalék ahhoz, hogy miért tartjdk az akonitint a
legtoxikusabb diterpén-alkaloidnak. A sisakvirdgdrogok feldolgozasa sordn potencialisan képz6dé
lipoalkaloidok (pontosabban azok altalunk félszintetikusan elGallitott képviselG6i) és az akonitin (1)
hékezelésével keletkezé piroakonitin (11) is alacsonyabb hERG-csatornagatld aktivitast mutattak
(a lipoalkaloidok koziil 3 kivétellel), ami a hagyomanyos keleti gydgyaszatban alkalmazott
feldolgozas eredményességét tamasztja ald. A monoészter szeptentriodin (7), ajacin (81),

akotoxinin (186) és dolakonin (68) szintén mérsékelten gatolta ezt az ioncsatornat.?”
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16. tablazat. Alkaloidok GIRK and hERG ioncsatornakat gatlo hatasa

GIRK hERG Na,1.2

Vegyiilet gatlas (%) gatlas (%) gatlas (%)

1M 10 pM 1uM 10 pMm 30 uM 10 pMm
akonitin (1) 1549 459 - 45+7 - 2543
szeptentriodin (7) 2310 3713 - 21412 - 436
szongorin (9) 918 3116 - 13422 - 1816
piroakonitin (11) - - - 1942 - 57+2
akotoxicin (65) 1316 2816 - 17+32 - 2813
delavakonitin (66) 1614 3249 - - - -
dolakonin (68) 13420 18+17 - 8+12 - 615
akonozin (69) 1415 2416 - 15t42 - 18+6
neolinin (70) 1342 2514 - 36152 - 1616
10-hidroxi-8-0-metiltalatizamin (71) -3+6 -5+58 - 16+12 - 1617
izotalazidin (72) 2110 30+1 - 19432 - 1845
hetizinon (73) 1148 2512 - 14142 - 28+3
szvatinin (77) 2815 37+1 - 9+22 - 104
gigaktonin (78) 1343 2744 - 38472 - 2+4
delkozin (79) 23118 45+1 - 18+22 - 134
likoktonin (80) 0+4 11126 - 1432 - 2215
ajacin (81) 258 3343 - 13422 - 4415
napellin (83) 1544 28+13 016 1048 - -
karakolin (85) 10+1 161 317 16+10 - -
szenbuzin A (86) 1714 2616 4+1 1110 - -
szenbuzin C (87) 10+12 11+£17 -1+£10 3119 - -
14-Benzoilakonin-8-0-oleét (159) 14+14 35+3 - - -
14-Benzoilakonin-8-O-laurat (166) 17+13 65+16 - 20+18 52425 -
14-Benzoilakonin-8-O-mirisztat (167) 1245 2519 - - -
14-Benzoilakonin-8-O-sztearat (168) 31+12 5713 - 2412 43+-13 -
14-Benzoilakonin-8-0-palmitat (169) 1149 22+14 - 40162 - 2742
14-Benzoilakonin-8-0-palmitoleét (170) 3246 7614 - 20+16 6016 -
14-Benzoilakonin-8-0-y-linolenat (171) 42+19 858 - 4545 92+3 -
14-Benzoilakonin-8-0-eikoza- 4248 91+1 - 4215 8243 -
52,87,112,14Z,17Z-pentaenoat (172)
akotoxinin (186) 12+6 3512 - 7+22 - 1414
delektinin (187) 1619 30+8 - 8122 - 4245
takadzamin (190) 3+26 2045 - 13432 - 312
14-dezacetil-18-dezmetilpubeszcenin 1416 29410 - 7423 - 19+3
(191)
akovulparin (192) 1249 2646 - 11422 - 30+4
finetiadin (193) 9+11 018 - - -
szongoramin (194) - 36152 - 1543
14-Benzoilakonin-8-0-eikozanoat (195) 2144 4716 - - - -
14-Benzoilakonin-8-0-eikoza-11Z- 810 1719 - - - -
enoat (196)
14-Benzoilakonin-8-0O-eikoza-117,142- 18+8 59+13 - 8+12 33+2 -
dienoat (197)
14-Benzoilakonin-8-0-eikoza- 36+14 84+1 - 22117 4619 -
82,117,14Z-trienoat (198)
14-Benzoilakonin-8-0-eikoza- 22421 78115 - 18+4 5014 -
117,14Z,17Z-trieno&t (199)
14-Benzoilakonin-8-0-eikoza- 41+4 88+1 - 3712 758 -
52,87,11Z,14Z-tetraenoat (200)
palmitoleinsav (201) 11+7 3617 - - - -
y-linolénsav (202) 1545 2245 - - - -
eikoza-11Z,14Z-diénsav (203) 23+1 3147 - - - -
eikoza-52,82,11Z,14Z-tetraénsav (204) 20+6 17116 - - - -
eikoza-52,87,112,14Z,17Z-pentaénsav 20+1 13+19 - - - -
(205)
haloperidol (1 uM) - - - 95+1 - -
propafenon 71110 - - - - -
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A Na*-ioncsatorndkra valdé hatds esetén alapfeltételnek tartjak a két észtercsoport jelenlétét az
alkaloidmolekulakban, ezzel 6sszhangban a legerGsebb hatasu akonitin (1) is ilyen szerkezetd,
azonban a két észtercsoport 6nmagaban nem garancia az erds gatlé aktivitdsra. Az arilészter-
szubsztituens ugyancsak nem garancia a hatdsossdgra, ennek bizonyitékai az ajacin (81) és az
akotoxinin (186) alacsony aktivitasa. Az aktivitds és az alapvdz min6sége kozoétt nem volt

azonosithato dsszefliggés.?”
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20. abra Lipoalkaloidok és az atészterezésre hasznalt zsirsavak (£SD) (GIRK-gatlo aktivitasanak
Osszehasonlitasa (+ SEM)

A diterpén-alkaloidok mérsékelten gatoltdk a GIRK csatorndkat. A vizsgalt alacsonyabb
koncentrdcidéban egyik vegyiilet sem volt aktiv, nagyobb koncentracidban is csak a delavakonitin
(66), delkozin (79), delektinin (187), akonitin (1) és szongorin (9) gatlé hatasa haladta meg a 40%-
ot. A félszintézissel elGallitott lipoalkaloidok atlagos GIRK-gatlé hatdsa szignifikansan jelentésebb
volt, mint a diterpén-alkaloidoké (p<0,01). A kisebb koncentracidban 3, a nagyobban 10 vegyiilet
esetén volt >40%-os a gatlas, amelynek mértéke igen tag hatdsok kozott mozgott (17-91%), ez a
zsirsavszsubsztituens meghatarozo jelentGségére utal. A zsirsavszubsztituens telitetlensége (és
annak mértéke) dont6 tényez6 az aktivitds szempontjabdl, legmagasabb aktivitdas az
eikozdnsavészterek esetén volt mérhetS. Annak eldontésére, hogy a hatas kivalthaté-e tiszta
zsirsavakkal, 5, a félszintézisben is alkalmazott zsirsav aktivitasat is megvizsgdltuk (201-205), ezek
hatdsa azonos koncentracié esetén szignifikdnsan (p<0,05) gyengébb volt, mint a megfelel
lipoalkaloidoké (20. d&bra). A legmarkdnsabb GIRK-gatlé hatdssal a 14-benzoil-
akonin-8-0-y-linolenat (171) és a 172 rendelkezett, ezek azonban a hERG-ioncsatornakat is
gatoltak. Két vegyilet, a 14-benzoilakonin-8-O-eikoza-82,11Z,14Z-trienoat (198) és a
14-benzoilakonin-80-eikozallZ,14Z,17Z-trienoat (199) igen jelentés GIRK-gatlé hatassal
rendelkezett gyenge hERG-inhibicidval pdrosulva, ezért ezek tovabbi farmakoldgiai vizsgdlatra
érdemesek potencidlis kardiovaszkularis felhasznalds reményével (21. dbra).?"A lipoalkaloidok

31*

GIRK/hERG szelektivitasa szignifikansan nagyobb volt, mint a diterpén-alkaloidoké (p<0,0001).
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21. abra Diterpén- és lipo-alkaloidok GIRK/hERG szelektivitasa (+SD)

A Na,1.2 csatornara kifejtett hatds vizsgalata soran a piroakonitin (11) bizonyult a legmarkansabb
inhibitornak, a tovabbi vegyitiletek kozil az ajacin (81), a szeptentriodin (7) és a delektinin (187)
fejtett ki >40% gatlast. A Cio alkaloidok kozil a C-1 helyzetben metoxiszubsztituenst-, C-8
helyzetben oxigéntartalmd szubsztituenst, C-14/C-18 helyzetben pedig aroilszubsztituenst
tartalmazd, és 6sszesen legalabb 4 oxigéntartalmu szubsztituenst tartalmazd vegyiletek voltak
hatdsosak. A C-1 helyzetld metoxicsoport hidroxilra cserélése az aktivitas jelentGs csokkenésével
jarhat [delektinin (187) — takadzamin (190)]. Az aroilszubsztituens helyének fontossagat tdmasztja
ala, hogy az aroilszubsztitualt akotoxinin (186) inaktiv — ez 6sszhangban van korabbi allatkisérletes
eredményekkel, amelyek a C-14 szubsztitucié jelent8ségét tdmasztottdk ala.>>® A Cy alkaloidokra
vonatkozdan a jelentsen aktiv anyagok hianya miatt nem vonhatdak le hasonld kovetkeztetések.
A szongorin (9) esetén az inaktivitds 6sszhangban van kordbbi eredményekkel, amelyek nem

definidlt altipust Na*-csatorndk esetén irtdk le a vegyiilet hatdstalansdgét.’®

R1 R Rs Ra
187 OCH; CH,OH OCHs OH
190 OH CH,OH OCHs; OH
191 OH CH3 OH OCH;s

/\
_>/‘|/

fo R
-///I/u,/__

194

A vizsgalt vegyliletek koziil azok érdemesek tovabbi vizsgalatra, amelyek Na,1.2 csatornakat gatlé

hatasuk mellett nem hatnak jelentGsebb mértékben a hERG csatornakra [ajacin (81), delektinin
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(187)]. Eredményeink jelentGségét azonban elsGsorban az adja, hogy els6ként vizsgaltuk diterpén-
alkaloidokat ezen a csatornaaltipuson, ramutatva arra, hogy a sziv-érrendszeri aktivitasukrol
ismert vegylletek farmakoldgiai profiljdnak mélyebb feltarasahoz és kiaknazasahoz fontos

adalékkal szolgalhatnak a hasonlé vizsgalatok.?*

5.3.6. Benzil-izokinolin alkaloidok sziv-érrendszeri hatdsainak vizsgdlata

A benzil-izokinolin alkaloidokat tartalmazd noévények kozil a Chelidonium majust alkalmazzak
legelterjedtebben a gydgydszatban. A névény kivonatainak és alkaloidjainak sziv-érrendszeri hata-
sait komplex mddon vizsgaltuk patch-clamp és konvencionalis mikroelektrdd technika alkalmaza-
saval. A herbdbdl etanol-viz 25:75 és 45:55 aranyu elegyeivel késziilt extraktumokat tanulmanyoz-
tuk, ugyanis az Eurdpai Gydgyszeriigynokség értékel6 jelentése szerint ezeket belséleg szamos
indikacidval alkalmaztadk tradiciondlisan.?®® Mindezen tal a ndvény alkaloidjai koziil a protober-
berin tipusu berberin (7) és koptizin (206), valamint a benzofenantridin tipusu kelidonin (207) és

szangvinarin (208) hatasait is tanulmanyoztuk.3?

~

206 207 208

LC-MS és HPLC-DAD modszerekkel azonositottuk és kvantifikaltuk a kivonatokban taldlhaté f6
alkaloidokat. A 25%-o0s etanolos kivonatban a berberin (7), koptizin (206), kelidonin (207) és szang-
vinarin (208) alkaloidok mennyisége 0,11, 6,42, 0,06, 1,75 és 0,22 mg/g volt szarazanyagra vonat-
koztatva, ugyanezek az anyagok a 45%-os etanolos kivonatban 0,23, 34,77, 0,13, 3,19 és 0,41 mg/g
mennyiségben voltak megtalalhatéak.

A Chelidonium majus 25%-os, illetve a 45%-o0s etanollal készitett kivonatainak hERG-gatld
hatasa 8,30, illetve 5,09 pug/ml ICso értékekkel volt jellemezhetd. Az értékek eltérése 6sszhangban
van az alkaloidtartalommal, ez arra utalhat, hogy az ioncsatornagdtlé hatasban az altalunk mért
alkaloidoknak is szerepe van (17. tablazat).

17. tablazat Chelidonium majus kivonatok és alkaloidok hERG ioncsatornagatld ICso értékei

Minta ICso £ SEM (pug/ml)  1Csp £ SEM (UM)
25%-o0s etanolos kivonat 8,30+ 0,69 -

25%-o0s etanolos kivonat 5,09 £ 0,49 -

berberin (7) 2,17+0,18 6,46 £ 0,54
koptizin (206) 28,86 £ 0,92 90,08 + 2,88
kelidonin (207) 0,35+0,04 1,00+0,10
szangvinarin (208) 0,29 + 0,03 0,88 + 0,08
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A leggyengébb gatld hatast a legnagyobb mennyiségben jelen 1évé koptizin (206) mutatta, mig a
kelidonin (207) és a szangvinarin (208) kifejezetten markans gatlé aktivitassal jellemezhetd. A
vizsgalt alkaloidok kozll a benzofenantridin tipustak aktivitasa kifejezettebb volt, mint a
protoberberin tipustaké.

A kivonatok akcids potenciadlra kifejtett hatasat jobb kamrai kutyaszivizombdl készilt
preparatumon tanulmanyoztuk. Mindkét kivonat szignifikdansan megnyujtotta az akciés potencialt
5 pg/ml koncentracidban, 1000 ms ciklushosszlisagu ingerlés esetén. Az akcids potencial
repolarizaciéjanak 90%-os értékéhez tartozo idGtartam (APDsg) megnyuldsa a 25%-os alkoholos
kivonat esetén 10,5%, mig a 45%-os alkoholos kivonat esetén 6,7% volt. A depolarizacié maximalis
sebességét (Vmax) nem befolyasoltak a kivonatok. Az ADPgo-re kifejtett hatas frekvenciafiiggésének
tanulmdnyozdsa érdekében 300-5000 ms-os ciklushosszisagu ingerléseket alkalmazva
megallapitottuk, hogy a kivonatok, kiléndsen a 45%-os alkoholos mérsékelten, a frekvenciaval
forditottan aranyosan nyujtjak meg a repolarizacidhoz sziikséges id6t. A berberin (7), kelidonin
(207) és szangvinarin (208) 1000 ms ciklushosszUsagu ingerlés esetén sztatisztikailag szignifikansan
novelte az APDg-et (1 UM koncentracid esetén 4,6%, 6,1% and 6,3%, 10 uM koncentraciénal
18,4%, 18,3% és 16,0% mértékben), és ez az aktivitds a frekvencidval forditottan aranyos volt.
Munkank eredményeként els6ként szamoltunk be a C. majus kivonatok és két tartalomanyag, a
kelidonin (207) és szangvinarin (208) hERG ioncsatornagatld és akcidés potencidlra kifejtett

hatasarol.

5.3.7. Cyclopia genistoides polifenolok dsztrogénszerii és XO-gitlé hatdasanak
vizsgdlata

A Cyclopia genistoides fermentdlt és nem fermentalt fold feletti részének metanolos kivonataibdl
folyadék-folyadék megosztassal nyert n-hexanos, etil-acetatos, diklér-metanos és vizes metanolos
frakciokat transzgenikus novényi pER8:GUS rendszerben mértik, 100 és 200 pg/ml-es
koncentracidban.®® A kivonatok &sztrogénszer(i hatdsat hisztokémiai vizsgalattal (GUS-aktivitas
mérése) detektaltuk. A fermentalt és nem fermentalt C. genistoides CH,Cl,.0s és etil-acetatos
fazisai bizonyultak aktivnak, igy ezeket fitokémiai feldolgozasat végeztiik el. A fermentalt névényi
anyag CH,Cl, frakcidjanak tizennégy, poliamid oszlopkromatografids tisztitas utjan nyert
alfrakcidja k6zul négy mutatott 6sztrogénszer(i hatast (MAC < 200 pg/ml), ezekbdl a luteolin (108)
naringenin (110), 5,7,3’,5'-tetrahidroxiflavanon (114), genisztein (111) és izolikviritigenin (112)
aktiv vegyileteket nyertiik. A nem fermentdlt C. genistoides EtOAc frakcidjanak tizenkét VLC
szubfrakcidjabél négy mutatkozott aktivnak a pER8:GUS rendszerben. A bioldgiai

aktivitdsméréssel kovetett kromatografids tisztitds dsszesen hat, 6sztrogénaktivitassal rendelkezé
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flavonoid izolalasahoz vezetett: [luteolin (108), helikrizin B (113), naringenin (110), 5,7,3',5'-
tetrahidroxiflavanon (114), genisztein (111) és izolikviritigenin (112)].

A C. genistoidesbdl korabban még nem azonositott két vegyllet, a genisztein (111) és az
izolikviritigenin (112) is jelentds hatast mutatott (MAC <11,56 illetve 12,19 uM). A luteolin (108,
MAC = 87,5 uM), naringenin (110, MAC = 23 uM) és 5,7,3’,5’-tetrahidroxiflavanon (114, MAC =
86,5 uM) szintén rendelkezett 6sztrogénszerd hatdssal. A legkevésbé hatdsos vegyilet a helikrizin

B volt (113, MAC = 115 uM). A referenciaként hasznalt 6sztradiol (E;) MAC-értéke 2,5 nM volt (22.

SN ) ”'XI.I

0,63 nM 0,31 nM

abra).

Luteolin

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

Naringenin -, |
184 um 92 UM 46 uM 23 uM

Genisztein B A ‘, h ) >
4 ¢! i / 7Y 5 b o
185 uM 92,5 uM 46,25 pM 23,13 uM 11,56 uM
r - ———
Izolikviritigenin 3 w. |
A ; »
185 um 97,5 uM 48,75 pM 24,38 uM 12,19 uM
w i 4
57,35 e S %
Tetrahiroxiflavéanon ’ 4 - .
173 uM 86,5 uM 43,25 pM 21,63 uM 10,81 uM
-] =3 'T‘F =
Helikrizin B PN - d : B |
~ ; X E s';,i ‘
115 um 57,5 uM 28,75 uM 14,38 uM 7,19 uM

22. dbra Az izoldalt vegylletek minimalisan hatékony koncentracidi a hisztokémiai tesztben. Azon
koncentracidk ahol a kék szin detektalhatd volt, pirossal be vannak keretezve, mutatva az 6sztrogénszeri
aktivitast. Azt a koncentraciét tekintettlik minimalisan aktiv koncentracionak, ahol a kék szin még latszott.
A fermentalt és a nem fermentalt névényi anyag metanolos kivonatainak XO-gdatlds szempontjabdl
legaktivabb frakcidinak tisztitasa vezetett a luteolin és diozmetin (108 és 109) izolaldséahoz, amely

vegyiletek figyelemremélté XO-gatlé hatast mutattak: a luteolin (108) ICso 0,84 uM (95% CI 0,80-
0,91 uM), a diozmetin (109) pedig ICso 0,53 uM (95% Cl 0,40-0,80 uM) értékekkel volt
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jellemezhet6. A hatdstanilag kovetett izoldlas mellett izoldlt tobbi vegyllet bioaktivitasat is
megmértik. A 15 metabolit koziil csak két, szerkezetileg egymdshoz kozel all6 flavanon, a
heszperetin (124) és az 5,7,3',5'-tetrahidroxiflavanon (114) mutatott gyenge gatlast (1Cso = 55,20
nM 95% Cl 41,40-73,51 pM) és 120,55 uM (95% Cl 101,71-142,86 pM). A tobbi izolalt vegyllet

nem fejtett ki xantin-oxidaz gatlé hatdst (ICso> 150 uM).

5.3.8. Hoodia gordonii készitmény szimpatomimetikus hatdsanak vizsgailata

A Hoodia gordiniival kapcsolatos kutatdsainkat egy fogyasztéi mellékhatdsbejelentés kapcsan
kezdtiik el. Egy szublingualisan alkalmazando, f6 6sszetevéként deklaraltan H. gordonii kivonatot
tartalmazé spray hasznalata esetén egy fogyaszté a klinikai vizsgalatban®® leirthoz hasonld
panaszokat tapasztalt (szivdobogdsérzés, vérnyomasemelkedés). Megvizsgaltuk a hatas
mechanizmusat, valamint azt, hogy az valéban a H. gordiniihoz kothet6-e, vagy valamely,
illegalisan hozzaadott vegyiilethez.3**

A termék kémiai vizsgalata soran tomegspektrometrias vizsgalattal igazoltuk a novény
markeranyaga, a P57 oxipregnan-glikozid jelenlétét (MRM monitorozassal, a prekurzor és a
termékionok, valamint az aglikon termékionjai), valamint autentikus H. gordonii kivonattal valé
Osszehasonlitassal megerésitettilk, hogy a termék valdban tartalmazza a novény kivonatat.
Szibutramin (57), amfetamin, metamfetamin vagy efedrin (59) szennyezettség nem volt
kimutathatd a termékben.

A human alkalmazas sordn tapasztalt mellékhatas vizsgdlatara in vitro, szervfiirdGben
végzett kisérletek soran a termék méhizomzatra kifejtett hatdsat vizsgaltuk spontan és KCl-
stimulalt kontrakcidk esetén. A kisérlethez nem vemhes és kés6i vemhes (22. nap) patkanybdl
preparalt izomgydriket hasznaltunk. A termék jelentds és koncentraciéfiiggd relaxacidt valtott ki
spontan és a stimulalt 6sszehlUzdodasok esetén is. A spontan kontraktilitas gatlasa szignifikdnsan
csokkent a nem szelektiv B-antagonista propranolol jelenlétében, KCl-indukalt relaxacio esetén
azonban ez nem volt megfigyelhetd. A termék méhizomzaton kifejtett relaxalé hatdsa lényegesen

kisebb volt kés6 vemhes allatok esetén, de a propranolol jelent6sen mddositotta azt (23. dbra).
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23. abra H. gordonii kivonatot tartalmazo termék hatdsa spontdn (A és C) és KCl-stimulalt (B és D) nem
vemhes (A és B) és késGi vemhes (C és D) patkanyok uterusizomzatanak kontraktilitasara in vitro. A
kisérleteket propranolol jelenlétében (m) és hianyaban (o) végeztik. *, ** és *** p < 0,05, p< 0,01 és p <
0,001 szignifikanciaszinteket jeldlnek.

5.3.9. N-alkil-amidok hatdsa az endogén kannabinoidrendszerre

A L. meyeniib6l és a H. helianthoides var. scabrdbdl izoldlt N-alkil-amidok endogén
kannabinoidrendszerre kifejtett hatasat a CB; és CB; receptorokra, a FAAH és MAGL enzimekre,
valamint az anandamidfelvételre vald aktivitasaval jellemeztiik.®” A vegyiiletek egyike sem gétolta
a MAGL enzimet (ICs0>100 puM), ugyanakkor az 6sszes N-alkil-amid mikromoldris koncentraciéban
— kozlluk legintenzivebben a 101 — gitolta a FAAH-t. Utébbi vegyllet szubmikromolaris
koncentraciéban, a referenciaként hasznalt OMDM-2 és UCM707 vegylleteknél markansabban
gatolta az anandamid visszavételét. A 101 vegyllet nagy affinitdssal kapcsolédott a CB
receptorokhoz, nagy (9-szeres) szelektivitast mutatva a CB; irdnt. A H. helianthoides var. scabra
vegyliletei kozil a 92 CB;-en kifejtett aktivitasa figyelemre méltod leginkabb.

18. tablazat Az izolalt alkilamidok hatasai az endokannabinoid rendszerre?
FAAH cB

1

Anandamid-visszavétel B,

Vegyllet gatlasa IC_ (uM) (95%CI)  IC_(uM) (95% CI) K (uM) (95%Cl) K (uM) (95% CI)
89 2,5 (1,28-4,70) 17,8 (13,18-25,70) 8,6 (2,39-10,92) 9,2 (5,41-9,84)
91 4,3(2,69-6,97) 12,3 >20 (6,28->20) 22,6 (12,68-25,30)
92 2,2 (0,87-5,31) 20,0 (12,59-33,11) 0,31 (0,18-0,59) 1,2 (0,90-1,71)
99 >100 19,1 (13,8-28,18) 8,7 (4,66-13,75) >50
100 84,4 (72,44->100) 11,5 (6,81-18,78) 8,9 (3,79-10,19) 44,0 (24,16->50)
101 0,7(0,47-0,97) 4,1(2,95-5,62) 0,5(0,33-0,67) 4,1(3,11-5,66)
OMDM-2 4,12 (2,01-12,19) 23,29 (10,72 - 48,98) nd, nd,
ucM707 1,46 (1,18 - 1,80) 7,24 (6,03-13,18) nd, nd,

2 OMDM-2 és UCM-707 pozitiv kontrollok. n.d., nem meghatdarozott.
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5.3.10. Rémai kamilla gorcsoldé hatdsdnak vizsgdlata

A rémai kamilla népi gyodgyaszatban megfigyelt gorcsoldé hatdsat in vitro vizsgdlatokban
tanulmanyoztuk, figyelemmel az ezért felelds vegyiiletekre és mechanizmusokra is.3*" A
kivonat flavonoidtartalmat jellemeztik, és 6sszehasonlitottuk az ennek frakcionaldsaval nyert
frakcidkéval. A nyers kivonatban az eupafolin (209) koncentracidja volt a legmagasabb, ezt kovette
a luteolin (108), hiszpidulin (9) és apigenin (11). A poliamid alléfazison valé tisztitas soran a
metanol eluensen bellli ardnyanak novelésével a frakciok flavonoidtartalma nétt. A 100%
metanollal elualt frakciéban volt a legmagasabb a luteolin (108) és az apigenin (11) mennyisége,
azonban az 6sszflavonoidtartalom a P80 (80%-os metanollal eludlt) frakcidban volt a legmagasabb
(19. tablazat).

19. tablazat A romai kamilla 70%-os etanollal nyert kivonatanak és frakcidinak flavonoidtartalma

Minta Luteolin Eupafolin (mg/g Apigenin (mg/g Hiszpidulin
(mg/g kivonat) kivonat) kivonat) (mg/g kivonat)

Nyers kivonat 4,617+0,616 18,756+2,121 0,298+0,027 1,584+0,181
P20 nem kimutathaté nem kimutathaté nem kimutathato nem kimutathato

P40 0,578+0,001 1,800+0,001 0,17940,001 0,231+<0,001

P60 1,904+0,001 62,591+0,025 0,151+<0,001 5,951+0,004

P80 22,60510,001 223,48810,036 0,859+<0,001 17,060+0,006
P100 55,305+0,002 150,206+0,005 2,055+<0,001 4,983+<0,001

A nyers kivonat tengerimalac ileumon atmeneti hosszanti kontrakciét okozott. Ez a jelenség a
legalacsonyabb tesztelt koncentracié (20 pg/ml) esetén is megfigyelhet volt, a hatdas maximuma
60 és 200 pg/ml-nél alakult ki. A kontrakcid6 maximuma a hisztaminnal elérhetd maximalis
kontrakcié 40%-a kordli volt (40,1 + 3,3% és 36,3 + 4,9%). Az olddszerként felhasznalt DMSO a
kisérletben hasznalt koncentracioban nem volt hatadssal a simaizmok mudkodésére. 60 pg/ml
koncentraciéju  kivonat haszndlataval tanulmanyoztuk a kontrakcié kialakuldsanak
mechanizmusat. Atropin- és tetrodotoxin-el6kezeléssel (0,5 uM mindkett) a kontrakcid
mérsékelhetd volt, azonban a purinoceptor antagonista PPADS (50 mM), szerotoninreceptor-
antagonistdk kombinaciéja (0,3 uM metiszergid, 1 uM SB204070, 1 uM Y25130), valamint a
kapszaicinszenzitiv neuronok funkcionalis gatldsa nem befolyasolta a kontrakciot kivalté hatast, az
indometacin (3 uM) mérsékelten, de szignifikdnsan gatolta a nyers kivonat hatdsat. Az P20 frakcié
esetén a hisztaminnal maximalisan elérhetd kontrakcié mintegy 20%-anak megfelel6 hatast
lehetett elérni, a tobbinél (P40-100) hasonld mérték(, de a flavonoidtartalom ndvekedésével
enyhén csokkend intenzitasu hatast lehetett kimutatni.

A kisérletek fékuszaban a feltételezett spazmolitikus hatds allt. lyen szempontbdl nemcsak
a nyers kivonatot és frakciéit, hanem a novény illéolajat és f6 flavonoidjait is tanulmanyoztuk

tengerimalac ileumon. 0,5 uM hisztaminnal, atropinnal és tetrodotoxinnal elGkezelt
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preparatumokon a nyers kivonat koncentraciofligg6 relaxaciot okozott az atmeneti kontrakciot
kovetSen. 20 ug/ml koncentracid esetén 18,0 £5.2%, 60 ug/ml mellett 76,2 £ 8.5%, mig 200 pg/ml
esetén 100%-os relaxacid volt tapasztalhaté. A relaxdciét nem befolyasolta a B-
receptorantagonista propranolol (1 pM) és az NO-szintdzgdtlé NC-nitro-L-arginin (100 pM)
adagoldsa. A nyers kivonat frakcidi esetén kilénb6z6 mértékd hatds volt mérhet6. A P40 és P60
frakciok nem fejtettek ki relaxdlé hatdst, a P60-100 frakcidok azonban doézisfliggéen, a teljest
megkozelitd, illetve elérd simaizom-elernyeszt6 hatdssal rendelkeztek (20. tablazat). A rémai
kamillabdl altalunk kimutatott flavonoidok atmeneti, mérsékelt kontrakciot fokozé hatast

kovetSen tartds, dozisfliggb relaxald hatast mutattak (21. tablazat).

20. tablazat Romai kamilla kivonatfrakciok 21. tablazat Flavonoidok relaxalé hatasa
relaxalé hatasa prekontrahalt tengerimalac prekontrahalt tengerimalac ileumon
ileumon (atlag+SEM) (atlag+SEM)

Frakcio és koncentracio Relaxaci6 N Vegyiilet és koncentraci6 Relaxacié %
P60 Hiszpidulin (9)

20 pg/ml 18,745,7% 5 2 uM 19,44#35% 5
60 ug/ml 96,0+3,0% 6 20 uM 64,5+4,1% 6
200 pg/ml 93,5+4,9% 6 Luteolin (108)

P80 2 UM 19,611,6% 5
20 pg/ml 47,2¢7,7% 5 20 uM 80,0+-4,5% 6
60 pg/ml 93,045,9% 6 Eupafolin (209)

200 pg/ml 100% 4 2uM 18,245,4% 5
P100 20 uM 68,716,8% 6
6 pug/ml 12,5% 4 Apigenin (11)

20 pg/ml 61+13,7% 5 2uM 24,243,7% 5
60 pg/ml 69,4+7,5% 6 20 UM 81,9t53% 6
200 pg/ml 100% 4

A novény illéolaja nem fejtett ki kontrahald hatast, relaxald aktivitassal azonban rendelkezett az
el6kezelt tengerimalac ileumon (0,1 mg/ml: 12,8 *+ 3,5%; 1 mg/ml 30,8 + 5,9%; 10 mg/ml 69,7 *
5,6%).

Tengerimalac hugyhdlyag prepardtumokon hasonlé megfigyeléseket tettiink. A nyers
kivonat atmeneti, enyhe kontrakciét okozott, a korabban bemutatott modon el6kezelt (a hdlyag
purinerg beidegzése miatt o,B-metilén ATP-vel deszenzitizalt) preparatumokon 20 pg/ml esetén
nem volt megfigyelhet§ hatds, 200 pg/ml koncentraciénal 58,3 + 4,6% mértéki relaxaciot
mértiink. Ezen a preparatumon az illéolaj relaxald hatdsa is mérsékeltebb volt: 17,9+6,1% és
34,145,8% 1, illetve 10 pg/ml esetén. Az illdolaj relaxald hatasat patkany ileum és disztélis
kolonpreparatumokon is igazoltuk (10 ug/ml esetén 41,417,4%, illetve 21,8+3,7%).

ElGkezeletlen longitudinalis human jejunum preparatumokon a nyers kivonat 20 és 200
ug/ml koncentracidkban 12,4 + 3,5%, illetve 30,5 + 0,6% mérték( atmeneti kontrakciot okozott.
Cirkularis preparatumokon a hatds a kisebb koncentracidnal elhanyagolhaté volt, 200 pg/ml

esetén 43,4 + 10%. Atropinnal és tetrodotoxinnal el6kezelt, PGF,4-val kontrahalt longitudinalis
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preparatumokon a nyers kivonat koncentraciéfiiggé relaxalé hatast fejtett ki (20 pg/ml: 25,8 +
4,3%; 60 pug/ml: 68,5 + 8,5%; 200 ug/ml: 50,8 + 3,7%). Cirkuldris preparatumokon, ugyanilyen
el6kezeléssel 60 pug/ml-rel 45%-os, mig 200 pg/ml alkalmazasaval teljes relaxacio volt elérhetd. A
longitudinalis human jejunum preparatumon az illéolaj 1 pg/ml koncentracidban 26,9 + 5,2%, 10

pg/ml esetén 81,4 + 8,2% relaxaciot idézett eld.
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5.4. In vivo farmakologiai és toxikologiai vizsgalatok

5.4.1. Diterpén-alkaloidok aktivitdsvizsgdlata bdelloid rotifer modellen
Osszesen 10 alkaloid, kdztiik 2 bisznorditerpén- (66, 69), 6 norditerpén- (1, 7, 82, 83, 86, 87) és 2
diterpén-alkaloid (9, 73) hatasat vizsgaltuk kerekesféreg viabilitasi teszt segitségével.?>”

22. tablazat Kerekesférgek viabilitdsi paramétereinek szazalékban kifejezett valtozasa a kontrollhoz
képest (atlag £ SEM, N = 32)

Vegyiilet Tulélési id6é Testméretindex Mastaxfrekvencia Redukcids kapacitas
akonozin (69) 107,1+5,14 136,9+ 2,92 115,5+0,91 140,1 + 6,09
delavakonitin (66) 109,8 + 6,64 113,9+3,19 102,6 + 1,68 115,9 £+ 6,57
akonitin (1) 108,5+5,18 116,5 £ 3,00 101,7 +1,78 119,9 £ 4,96
neolin (82) 109,3+7,04 117,4 + 3,45 102,0 £ 2,05 116,7 + 3,96
szenbuzin A (86) 110,9+6,41 112,2+2,73 98,9+2,18 115,5+5,54
szenbuzin C (87) 107,1+5,42 123,1+2,43 101,4+2,03 129,1+5,74
szeptentriodin (7) 109,6 + 6,12 114,5 + 3,05 102,9+1,79 111,1+4,79
napellin (83) 97,6 £5,24 98,7 +2,76 93,9 +1,87 92,0+2,78
hetizinon (73) 110,7 £ 5,90 113,9 + 3,00 103,9 +1,78 116,4 £ 6,35
szongorin (9) 108,4 +6,28 159,2 +3,49 114,6 £ 0,74 151,8+3,61

A napellint (83) kivéve mindegyik vegyilet ndvelte a tulélési id6t (22. tablazat). A szenbuzin A (86)

és a hetizinon (73) szignifikdnsan pozitiv hatassal volt erre a mutatéra (24/A abra).
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24. abra Alkaloidok szignifikans hatasai kerekesférgek tulélésére (A) , testméretindexére (B),
mastaxfrekvenciajara (C) és redukciés kapacitasara (D) a kontrollhoz viszonyitva (atlag + SEM; *p < 0,05,
**p < 0,01; ¥**p < 0,001)

A legtobb vegyllet szignifikdnsan novelte a testméretindexet (testhossz/szélesség) a
kontrollcsoporthoz viszonyitva (24/B abra), egyediil a napellin esetén volt megfigyelhetd negativ
irdanyu valtozas. A mastaxfrekvencia, amely az allatok ragdkésziilékének 0Osszehlzddasi
frekvencidjat adja meg (kontrakcid/masodperc), szignifikansan csdkkent a napellin (83) és nétt az
akonozin (69) és szongorin (9) esetén (24/C abra). A redukciés kapacitas, amely az él6 allatok

redukald kapacitdsardl és a kezelés hatdsara kialakuld oxidativ stresszrél ad informaciot,

101



dc_1800 20

szignifikdnsan nétt akonozin (69), akonitin (1), szenbuzin C (87) és szongorin (9) hatasara, mig

napellin (83) alkalmazéasa esetén csokkent (24/D abra).

5.4.2. Centaurea fajok sebgydgyito és gyulladdscsékkentd hatdsanak vizsgdlata
A Centaurea sadleriana fold feletti részének f6zetét juhok sebeinek gyégyitasara alkalmaztak és
alkalmazzadk napjainkban is Jakabszallas (Bacs-Kiskun megye, Magyarorszag) kornyékén.
Valdszin(leg ezzel fligghet Gssze a ndvény népies neve (jajkdrd). Ezt a tradicionalis gyogynovényi
felhasznaldst kutatdcsoportunk dokumentalta elészor.36”

A népi gyodgyaszati felhaszndlas racionalitasat vizsgalva a C. sadleriana sebgydgyulasra
kifejtett hatdsat allatkisérletben tanulmanyoztuk. A vizsgalathoz a novény fold feletti részének
kiilonb6z6 polaritasu kivonatait készitettiik el. A sebgydgyuldsra kifejtett hatdst patkanyokon
égetéssel elGidézett seben tanulmanyoztuk.®>? Kezelés nélkiil a sebgydgyulds atlagos ideje 17,1
nap volt, placebokezelés esetén 17,0 nap, pozitiv kontroll esetén 13,9 nap (25. abra). A CSE-3
(hexanos) frakcio szignifikansan réviditette a sebgydgyulas idejét (14,4 nap) a placebéhoz képest.
A tobbi vizsgalt frakcid esetén mérsékelt, statisztikailag nem szignifikans kedvezé hatas (atlagos
sebgydgyulasi idé 14,8-16,3 nap) volt tapasztalhatd. A névényi kivonatok pozitiv hatasa a vizsgalat

teljes id6tartama alatt megfigyelheté volt.

18-
o~ bszolut kontroll
S l a
g 17 L -I— [ placebo
9 16 I BX) CSE-1
=z i [0 CSE-2
a 15 - B3 CSE-3
:>D 14- 188 CSE-4
Q. {8 EE CSE-5
a0 13- i8 -
¥} i B2 pozitiv kontroll
3 12 i

25. abra A Centaurea kivonatok (CSE 1-5) hatasa a sebgydgyulasra (p<0,05 a placebéhoz viszonyitva)

A leghatdsosabbnak bizonyult CSE-3 frakcid tobblépéses kromatografids tisztitasaval 7 tiszta
vegyliletet nyertiink ki, amelyek szerkezetét spektroszkdpias modszerekkel y-linolénsavként (210),
o-linolénsavként (211), sztigmaszterinként (212), B-szitoszterinként (213), kampeszterolként
(214), pektolinarigeninként (216) és szalvigeninként (217) azonositottuk. A CSE-4 (kloroformos)
frakciobdl tovabbi 4 vegyiletet [vanillin (215), hiszpidulin (9), krizoeriol (218) és apigenin (11)]

izolaltunk és azonositottunk.
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A novénnyel végzett kisérletek soran kiilonb6z6 polaritdsu kivonatok COX-1, COX-2 és 5-LOX gatlé
aktivitasait teszteltlik in vitro tesztrendszerben (23. tdblazat). Mig a vizes és metanolos kivonat
(CSE-1 és CSE-2) nem mutatott aktivitast, a kloroformmal és a hexdnnal késziilt extraktum (CSE-3
és CSE-4) mindharom tesztben jelentds gyulladascsokkentd hatast fejtett ki.

23. tablazat C. sadleriana kivonatok (50 pg/ml) in vitro gyulladascsokkent6 hatasanak vizsgalata

Kivonat COX-1 gatlas (%) COX-2 gatlas (%) 5-LOX gatlas (%)
CSE-1 -40,3315,65 -23,58+11,97 -29,21+10,38
CSE-2 -5,43+11,73 25,11+3,45 -10,99+14,27
CSE-3 80,71+4,56 90,39+2,94 53,2346,29
CSE-4 76,0916,65 86,9215,66 47,49+9,30

Az in vitro legmarkansabb hatasu CSE-3 kivonatot kromatografidsan frakcionaltuk, majd a nyert
CSE-I-XIlI  frakciok hatasat is teszteltik. A CSE-IV-IX frakciok jelentGs aktivitast mutattak
mindharom tesztrendszerben (59,61%+9,44 a COX-1, 79,53%%8,09 a COX-2, 70,16%+7,43 az 5-LOX
tesztben), ezért ezek gyulladascsokkenté hatdsukat in vivo, karragén-indukalt patkanylabédémat
mérséklé hatasuk mérésével hataroztuk meg. Ordlis adagolds esetén a CSE-VIII frakcid,
intraperitonedlis bevitel esetén pedig ezen kiviil a CSE-IV, -VI, és -Vl is jelents aktivitast mutatott.
A CSE-VIII frakcidbol rétegkromatografias modszerrel f6 komponensekként a stigmaszterint (212)

és a B-szitoszterint (213) azonositottuk.
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26. abra Per os (A) (25 mg/kg) és intraperitonedlisan (B) (5 mg/kg) adagolt C. sadleriana kivonatfrakciok
gyulladascsokkenté hatasa karragén-indukalt patkanylabédématesztben (* p<0,05, a kontrollhoz képest)

A C. sadleriandhoz hasonldan igéretes fajok azonositdsanak céljdval vontunk vizsgdlat ald 10
tovabbi fajt.3”" Ezek metanolos kivonatat vizzel elegyités utdn n-hexdnnal (A frakcid),
kloroformmal (B frakcid) extrahaltuk, ezen kivil pedig a visszamarado vizes-metanolos C frakciot,
valamint a visszamaradé drog forrd vizes kivonatat (D frakcid) is vizsgaltuk. Az A frakcidk esetén
markdans enzimgatld hatas volt tapasztalhato (>60%), a tobbi frakcid esetén mérsékelt hatast vagy
inaktivitast tapasztaltunk (24. tablazat).

24, tablazat Centaurea fajok kivonatainak (50 pg/ml) in vitro gyulladascsokkent hatasa

Faj A frakcio B frakcio C frakcio D frakcio

Gatlas (%) SD Gatlas (%) SD Gatlas (%) SD Gatlas (%) SD
C. adjarica COX-1 68,76 5,53 27,06 10,11 -23,82 22,79 -17,52 15,60
COX-2 71,00 2,14 35,34 4,54 -4,21 10,64 6,91 13,99
C bracteata COX-1 67,81 5,78 24,52 11,20 7,42 11,37 417,53 12,39
COX-2 60,79 18,69 21,61 19,14 -28,41 23,09 -25,36 26,19
C. cataonica COX-1 65,72 11,05 -0,28 28,17 -2,70 6,46 -24,26 20,07
COX-2 68,49 11,35 10,82 14,43 6,53 6,08 0,76 10,96
¢. eynaroides COX-1 66,01 3,13 10,71 16,27 21,06 12,56 -18,27 8,72
COX-2 68,68 2,91 17,97 8,71 0,66 5,98 2,44 8,38
COX-1 69,39 8,58 22,15 9,34 -27,41 20,55 -54,99 24,09

C. dealbata
COX-2 61,63 7,01 24,69 8,86 3,30 12,61 -6,13 11,23
. COX-1 71,84 7,31 23,36 5,81 -20,86 22,27 -5,90 8,29

C. indurata
COX-2 71,10 3,22 38,87 13,23 -13,11 7,87 10,66 7,55
C. macrocephala COX-1 74,73 5,71 25,60 14,61 -23,39 8,05 -26,57 15,86
COX-2 77,00 3,18 22,87 6,58 6,40 10,66 -0,28 10,37
C. melitensis COX-1 53,50 10,49 588 6,72 -8,81 11,29 -10,48 6,83
COX-2 71,82 11,53 18,78 8,25 0,83 7,61 -0,51 6,00
C. nigrescens COX-1 72,77 7,54 24,17 16,44 2,17 10,25 5,90 6,85
COX-2 78,51 6,66 44,77 10,02 4,05 10,28 9,12 7,37
C. ruthenica COX-1 69,34 5,33 9,74 5,75 3,08 6,83 -5,71 9,67
COX-2 78,27 7,47 18,37 6,90 6,53 6,08 4,24 6,34

5.4.3. Parlagfii szubakut toxicitdsi vizsgdlata

Szakirodalmi adatok hidnyaban munkank célja a parlagfii szubakut toxicitasi vizsgdlatanak
elvégzése volt. A kisérleteket patkanyokon végeztik, egy olyan készitménnyel, amely aktiv
OsszetevGként csak nyersen apritott parlagfiivet tartalmazott. A termék azonossagat a névényre

jellemz6 szeszkviterpén-laktonok3>3-3%¢ LC-MS-sel torténd kimutatasaval igazoltuk.3®”
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A vizsgalatba bevont 170-200 g tomeg(i him SPF Wistar patkanyokat 3 csoportra osztottuk,
a kontrollcsoporton kiviil egy kisebb (KD) és egy nagyobb (ND) dézisu parlagfivet kapo csoportot
képeztiink (8—8 allat). A kezelésben részesilt allatok 28 napon at naponta 500 mg/ttkg (KD) vagy
1000 mg/ttkg (ND) parlagflikészitményt kaptak tésztagolydba gyurva, a kontroll csoport Ures
tésztagolyot kapott. Az alkalmazott dézist a human median hatdsos dézisbdl (EDso, az adagolasi
javaslat alapjan) kalkuldltuk, a human-allat extrapolalasnal 10-szeres szorzét alkalmazva (ND). A
KD-t az OECD ajanlasainak megfelelen ennek felében hatdroztuk meg.3>’

A vizsgdlat f6 végpontjai a klinikai tlinetek, a testtémeg és a szervek tomegeinek valtoza-
sai, valamint a laborparaméter-valtozasok voltak. Az dllatokat folyamatosan figyeltiik az abnorma-
lis jelek, tiinetek, a morbiditas és a mortalitds rogzitésének érdekében. A kisérlet végén az allatokat
elaltattuk, szerveik (agy, maj, tidg, sziv, vese, lép, thymus és mellékvese) tomegét megmértik. Az
ugyanekkor levett vérmintdk laboratériumi vizsgalata soran a koleszterin, triglicerid, HDL, LDL,
ALT, AST, ALP, GGT, bilirubin, karbamid, kreatinin koncentraciéjat, a leukocitaszamot, a neutrofilek
szamat és ardnyat, a limfocitak, monocitdk, eozinofilek, bazofilek, eritrocitdk, trombocitak szamat,
a hemoglobint, hematokritot, MCV-t, MCH-t, MCHC-t, RDW-CV-t és MPV-t hataroztuk meg. A kli-
nikai megfigyelések soran nem észleltiink szignifikans kiilonbséget a csoportok k6zott. A biokémiai
paraméterek kozik a majmikodéssel 6sszefliggé enzimek (AST, ALT) aktivitasaban, a triglicerid, a
karbamid és a kreatinin plazmakoncentrdaciéjaban figyeltiink meg szignifikdns eltéréseket a kezelt
allatokban.

25. tablazat A parlagflivel kezelt csoportokban szignifikdns eltérést mutato biokémia paraméterek (*:
p<0,05; **: p<0,01)

Biokémiai

paraméter Kontroll KD ND  kontroll kontroll KD vs. ND
plazmaszint (500 mg/ttkg) (1000 mg/ttkg) vs. KD vs. ND

triglicerid (mmol/I) 1,16 (0,32) 0,75 (0,19) 0,95 (0,27) ** - -
AST (1U/)) 182,13 (51,94) 106,75 (11,37) 142,50 (36,68) *k * -
ALT (1U/1) 61,25 (17,37) 42,38 (5,93) 53,25 (14,31) * - -
karbamid (mmol/I) 9,23 (0,76) 9,91 (1,45) 10,96 (1,29) - * -
kreatinin (umol/I) 34,00 (6,32) 31,13 (4,88) 41,38 (5,97) - - **

Az allatok tomegnovekedésében nem volt szignifikans eltérés. A relativ szervtomegek kdzil a maj
teljes testtémeghez viszonyitott tomege ddzisfliggden és szignifikansan csokkent (kontroll: 3,9091
+0,1221; KD: 3,5440* £0,1192; ND: 3,4527** + 0,3694; *: p <0,05; **: p <0,01), mig az agy relativ
tomege mindkét csoportban szignifikdnsan nétt a kontroll csoporthoz képest (kontroll: 0,5381 +
0,0206; KD: 0,5950* + 0,0464; ND: 0,5928* + 0,0289; *: p < 0,05). A szervek hisztopatoldgiai
vizsgalata soran két, az ND csoportba tartozo allatnal policisztas vesebetegséget diagnosztizaltunk
(az eltérés makroszkdposan is megfigyelhet volt). Mivel ezt a betegséget genetikai mutacio

okozhatja,®*® megvizsgéltuk, hogy az érintett allitok adatainak kizdrdsa megvaltoztatja-e a
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karbamid- és kreatininszinttel kapcsolatban tett megallapitasainkat, de a szignifikancidban nem

tortént valtozas a kizarast kovetGen.
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5.5. Novényi készitmények human hatasossaganak értékelése
metaanalizisekkel

5.5.1. A bardtcserje hatdsossdga premenstrudcios szindromdban

A baratcserjét Eurdpa tébb orszagaban, igy Magyarorszdgon is a PMS terapidjaban alkalmazzak
gyogyszerként. Alkalmazdasat indokolja, hogy a PMS specifikus farmakoterapidja nem megoldott.
A novénnyel végzett ilyen irdnyu vizsgalatok eredményeinek kritikus Ujraértékelése soran a
metaanalizisbe olyan vizsgdlatokat vontunk be, amelyekben megfeleléen jellemzett V. agnus-
castus termékek hatdsossagat placebdhoz viszonyitottdk PMS-ben.3*" A hatasossagot a kezelésre
reagaldk aranydval mértik, a tiineti 6sszpontszdm csékkenése alapjan a PMS-napldban. 21 klinikai
vizsgalatbdl 3 (520 résztvevd) felelt meg a bevonasi kritériumoknak, ezekben a Ze 440 (60%-os
etanollal nyert)®*%3% és a BNO 1095 jelzésii (70%-os etanollal extrahalt)*®* specialis kivonatokat
tanulmanyoztak.

A kezelést az egyes vizsgdlatokat végz6k akkor itélték hatasosnak, ha a Total Symptom
Score (TSS), illetve a Premenstrual Syndrome Diary (PMSD) skalakon mért javulds elérte az 50,
illetve a 60%-ot. A vizsgalatok eredményeinek metaanalizisére a nagyfoku heterogenitas (Q =
15,32; df = 4; p = 0,004; > = 74%) miatt a véletlenhatds modellt alkalmaztuk. A teljes
betegcsoportban a novényi kivonat alkalmazdsa esetén szignifikdnsan nagyobb esély volt a
tinetek enyhilésére [RR 2,57,95% Cl (1,25-4,35)] (27. abra), és az alcsoport-analizisek is ugyanezt
az eredményt hoztdk. A magasabb ddzisu (20-30 mg) kezelés hatdsosabb volt, mint az
alacsonyabb (4-8 mg) (RR 3,96 vs RR 1,58) és a Ze 440 kivonat hatdsosabb, mint a BNO 1095 (RR
3,19 vs RR 1,60).

Vizsgalat (kivonat, dozis) RR (95% Cl) RR (95% CI)
Schellenberg, 2012 (ze 440, 8 mg) 1,22 (0,36-4,16) T e
He, 2009 (BNO 1095, 4 mg) 1,60 (1,29-1,98) -
Schellenberg, 2001 (Ze 440,20 mg) 2,20 (1,43-3,39) — -
Schellenberg, 2012 ( Ze 440,30 mg) 5,35 (2,05-13,94) —
Schellenberg, 2012 (Ze 440,30 mg) 7,00 (2,74-17,87)
Osszesitve 2,57 (1,52-4,35) L

oo 01 10 100

27. dbra Baratcserjekivonatok hatdsossaga a placebdhoz viszonyitva (1-nél nagyobb RR az aktiv kezelés
hatasossagat igazolja)

5.5.2. A galagonya és a kamfor kombindciéjanak hatdsa a vérnyomdsra

A galagonya és kamfor fix kombinacidja (Korodin) évtizedek 6ta hasznalatban van a hipotenzié
kezelésében Eurdpa tobb orszdgaban. A termék D-kdmfor és friss galagonyatermés folyékony
kivonatat (DER: 1:1,3-1.5; 93%-os etanollal kivonva) tartalmazza fix kombindcidban (100 g
készitményben 2,5 g D-kamfor és 97,3 g galagonyatermés-kivonat). Az életmingséget és -

kilatasokat egyarant rontd hipotenzié kezelésére nem dllnak rendelkezésre modern, kedvezd
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hatas-mellékhatas profilu szerek, igy maig létjogosultsaga van az altalunk is tanulmanyozott
kombindacidonak, amely hatdsossagat kezdetben a tapasztalat, késébb klinikai vizsgalatok is
aladtdmasztottak. Célunk a klinikai vizsgalatok elsé metaanalizisének elkészitése volt.*** Osszesen
négy randomizalt vizsgalat 221 alanyanak adatait vetettiik statisztikai vizsgalat ald, amelyekben a
mentalis teljesitményére gyakorolt hatasat vizsgaltak.

A diasztélés vérnyomdsadatok kvantitativ metaanalizisére az adatok homogenitasa (Q =
3,192, df = 3, p = 0,363, /> = 6,009%) miatt a fixhatds modellt alkalmaztuk. Az elemzés azt
bizonyitotta, hogy az aktiv kezelés hatdsosabb volt, mint a placebo (Hedges-gérték = 0,269, 95%
Cl: 0,001-0,538, p = 0,049) (28. abra). A szisztolés vérnyomasra gyakorolt hatas statisztikai
analizisére a jelent8s heterogenitads (Q=7,691, df=3, p = 0,053, I>= 60,995%) miatt a véletlenhatas
modellt alkalmaztunk. A metaanalizislink eredménye alatamasztja a feltevést, hogy a Korodin
emeli a szisztolés vérnyomast (Hedge-g érték = 0,546, 95% Cl: 0,099-0,992, p = 0,017).

A B

Vizsgalat Vizsgalat

Schandry, 2008b —.— Werner, 2009
Erfurt, 2014 = Erfurt, 2014
Werner, 2009 —— Schandry, 2008a
Schandry, 2008a & Schandry, 2008k
Osszesitve - Osszesitve
-2,00 1,00 0,00 1,00 2,00

-1,50 0,75 0,00 0.75 1,50

28. abra A diasztolés (A) és szisztdlés (B) vérnyomdsra gyakorolt hatas statisztikai analizise (Hedges g-
értékek és 95%-os konfidenciaintervallumok; a 0-nal nagyobb Hedge-g érték az aktiv kezelés

hatasossagdra utal)

A bevont vizsgalatok kozil harom kozolt adatokat a kognitiv teljesitményt méré (szamdsszekot6s)
tesztrél, ezen adatok metaanalizise fixhatads modell alkalmazéaséaval (Q = 0,072, df = 2, p = 0,965, /?
=0%) arra utalt, hogy a Korodin nem szignifikansan javitja a kezelt alanyok mentalis teljesitményét

(Hedge-g érték = 0,276, 95% Cl: 0,024-0,576, p = 0,071).

5.5.3. A sdfrany hatdsossdga enyhe és mérsékelt depresszioban

A depresszid vilagszerte 300 millid6 embert érinté betegség, amelynek farmakoterdpidja nem
tokéletesen megoldott, ugyanis a szintetikus szerekre reagaldk aranya sokszor nem haladja meg
jelent8sen a reagaldkét,*®? és el6fordul, hogy a kezelés egy idé utdn hatdstalanna valik. A
fitoterdpia eszkozei kozll a Hypericum perforatum bizonyitott hatdsossagu gyodgyszerek
el8dllitdsra haszndlatos, azonban sokrét(i interakcids potencidlja korldtozza alkalmazasat.3®® A
jéféle safrany (Crocus sativus) Ujabban nemcsak fliszerként elismert, hanem klinikai vizsgalatok

ramutattak antidepresszans hatdsara. A metaanalizisbe 6sszesen 10 (2005-2018 koz6tt publikalt)
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klinikai vizsgalatot vontunk be.*" A munka indokdat a témdban zajlé kutatasok intenzitasa adja,
ugyanis az utolsé metaanalizis 6ta 7 Uj klinikai vizsgalat jelent meg. A vizsgadlatok 6—12 hétig
tartottak, enyhe és kozepesen sulyos depresszidban szenveddk részesiiltek kilonbozé, jol
jellemzett safranykészitményekkel végzett terdpidban. Komparatorként placebdt,?®43%8 aktiv
komparatorkdnt egy vizsgalat kivételével (citalopram)3® fluoxetint®’°37® alkalmaztak. A
hatdsossagot a HAM-D és BDI skalak segitségével mérték.

Az eredmények metaanalizise alapjan megdllapithatd, hogy a safrany szignifikdnsabban
hatdsosabban enyhiti az enyhe és mérsékelt depresszid tlineteit a placebéhoz viszonyitva
(véletlenhatas modell, (Q = 14,490, df=4, p=0,006, * =72,4%; g=0,891; Cl 95%: 0,369-1,412,
p=0,001) (29. abra). A szintetikus antidepresszans fluoxetin és citalopram hatasosabbnak
bizonyult, azonban a kilonbség nem volt szignifikans (fixhatdas modell (Q=1,149, df=4,
p=0,886, I =0%; g =-0,246; Cl 95%: -0,495-0,004, p = 0,053).

A B

Vizsgalat Vizsgalat

Tabeshpour, 2017 Noorbala, 2005
Abedimanesh, 2017 Basti, 2007
Kashani, 2018 - Ghajar, 2016
Akhondzadeh, 2005 Shahmansouri, 201:
Moshiri, 2006 Kashani, 2016
Osszesitve - Osszesitve

300 1,50 0,00 150 3,00

29. abra A safrany antidepresszans hatasa placebdhoz (A) és aktiv komparatorokhoz (B) viszonyitva
(Hedges g-értékek és 95%-o0s konfidenciaintervallunok; a 0-nal nagyobb Hedge-g érték az aktiv kezelés
hatdsossagara utal)
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6. Megbeszélés

6.1. Gyulladascsokkent6 és ioncsatornakra hato alkaloidok

Az Aconitum vulparia Rchb.37#37> és az A. toxicum Rchb.?’® gydkerével végzett fitokémiai
vizsgdlatot folytatva az A. toxicum, A. anthora, A. moldavicum, és az A. napellus subsp firmum
fajokbdl 6sszesen 22 diterpén-alkaloidot izolaltunk tobblépéses kromatografias tisztitassal és
azonositottunk spektrometrias (dontéen NMR) mddszerekkel. A kromatografias tisztitds soran
alkalmazott mddszerek hasonldak voltak az egyes fajok esetén, azonban a kivonds és az elsé
(durva) elvalasztasok soran eléré stratégidkat alkalmaztunk. Az A. anthordndl az alkaloidok
elvalasztasara klasszikusan alkalmazott faziscserés eljardst hasznaltunk, az A. napellus subsp.
firmumnal is ugyanezt a mddszert alkalmaztuk, viszont a hatékonysag névelését célozva hig savval
végeztiik a kivonast. A masik két faj (A. toxicum és A. moldavicum) esetén a pH-véltoztatassal jaréd
faziscserét nem alkalmaztuk az izolalasi folyamat egyszerl(sitésére (tovabbi indok volt, hogy fold
alatti részekrdl 1évén sz6 nem volt sziikséges a nagy mennyiség( klorofill eltavolitasa).

Az A. toxicumbdl kinyert akotoxicin (65) elsGként altalunk leirt, Uj természetes anyag. A
delavakonin (67), a dolakonin (68), az akonozin (69) és a neolinin (70) teljes *H és 3C NMR
jelasszignacidjat elséként végeztiik el, kiegészitve és korrigalva a kordbban kdzolt adatokat.377:378
A kinyert vegylletek kozll 4 [(akotoxicin (65), delavakonin (67), akonozin (69) és neolinin (70)]
észterezetlen, feltehetdleg a biogenetikai folyamatok korai stadiumanak képviselGi. A dolakonin
(68) és az akonozin (69) minddssze 4 oxigénfunkciot tartalmaz, ami a Cis alkaloidok kérében ritka.
Mivel a Cjs-alkaloidok az Aconitum fajokban viszonylag ritkak, az altalunk izolalt vegylletek
kemotaxondmiai jelentGséggel is birnak. Az A. toxicumbdl eddig minddssze 11 alkaloid ismert, a
kordbban szintén altalunk kinyert vegyiiletek kéziil 3 Cis-, 2 pedig Cxo-alkaloid volt.376

Az Aconitum anthora gyokerébdl elsGként irtuk le a 10-hidroxi-8-O-metiltalatizamin (71)
jelenlétét, ezen kivil izoladltuk az izotalatizidint (72) és a hetizinon Cy-alkaloidot (73). A
szakirodalom ezt megel6zGen 6 alkaloid jelenlétérdl szamolt be a fajban, koztiik az altalunk is leirt
és els6ként kozéltiink teljes *H NMR jelasszignaciot.

Az Aconitum moldavicum gyokerébdl egy Uj akonitanvdazas alkaloidot, az 1-O-dezmetil-
szvatinint (74), a mar ismert kammakonint (75), kolumbianint (76), szvatinint (77), gigaktonint
(78), delkozint (79), likoktonint (80) és ajacint (81) izolaltuk. A kolumbianint (76) és a szvatinint
(77) mér leirtdk mas fajokbdl (A. laeve, A ferox és A. lamarckii),**38! de a két vegyiilet teljes *H

jelasszignacidjat mi végeztiik el els6ként 2D NMR vizsgalatok alapjan.
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Az A. napellus subsp. firmum Rchb. gyokerébél 6 alkaloidot [neolin (82), napellin (83),
izotalatizidin (84), karakolin (85), szenbuzin A (86), szenbuzin C (87)] izolaltunk, tovabbi kettSt
[akonitin (1), taurenin (88)] pedig kimutattunk LC-MS maddszerrel. A napellin (83) és a szenbuzin C
(87) esetén 2D NMR mérések segitségével els6ként kozoltik a vegylletek teljes *H NMR
asszigndcidjat, valamint a napellin (83) tébb szénatomja 3C NMR szignéljdnak kordbban kozélt
jelhozzérendelését®®? korrigaltuk. A napellint (83), izotalatizidint (84), karakolint (85) és szenbuzin
C-t (87) mi irtuk le el6szor ebbdl a taxonbdl.

Az Aconitum fajok kémiai vizsgdlata a novények bioszintetikus Utjainak alaposabb
feltarasara ad lehet6séget, ezen kiviil bdvitik azt a kémiai teret, amelynek farmakolégiai vizsgalata
humdan terdpias szempontbdl is jelentés. Ugyanilyen motivacid alapjan kezdtik meg a
lipoalkaloidok tanulmdnyozasat. Ez a munka az Aconitum fajok hagyomanyos kinai gyégyaszatban
valé feldolgozdsanak vizsgdlatabdl indult. Megfigyeltik, hogy bar az Aconitum carmichaelii nyers
gyOkerében a diészter-tipusu diterpén-alkaloidok [akonitin (1), hipakonitin (3), mezakonitin (2)] a
dominans 6sszetevik, ezek a feldolgozas (hGkezelés vizes kézegben) soran elbomlanak, és ezzel
egyidejlileg jelentésen né bizonyos apoldros vegylletekhez tartozé HPLC csucsok intenzitasa a
kromatogramokon. Ezek részletes LC-MS" vizsgalataval 6sszesen 26 vegyliletet azonositottunk. Az
azonositott vegyiletek lipoalkaloidok, amelyek a genuin alkaloidok atészterezésével keletkeznek.
Ezek alapvazaként a 14-benzoil-hipakonint, a 14-benzoil-dezoxiakonint, a 14-benzoil-mezakonint,
a 1l4-benzoilakonint, a 10-hidroxi-14-benzoilmezakonint és a 10-hidroxi-14-benzoilakonint
azonositottuk.>>3*! Négy lipoalkaloid 4 jelenlétérél [14-benzoilhipakonin-8-nonadecenodt (142);
14-benzoilmezakonin-8-sztearat (152), -8-eikozanoat (156) és 10-hidroxi-14-benzoilmezakonin-8-
linolenat (160)] elsGként szamoltunk be. Ezt kdvetben az A. toxicum gyokerébdl is kimutattunk
lipoalkaloidokat, de a vegylletek relativ kis mennyisége és hasonld polaritasa nem tette lehetévé
a tiszta formaban valé kinyerést. Mivel célunk volt a lipoalkaloidok farmakoldgiai vizsgalata,
mddszert adaptdltunk félszintetikus el@allitasukra, amely segitségével 6sszesen 15 vegyiiletet
allitottunk eld, tisztitottunk meg és azonositottunk tovabbi kisérletek céljara. Els6dleges cél volt a
gyulladascsokkentd hatas vizsgalata, hiszen a feldolgozott drogokat legjellemz&bben ilyen céllal
alkalmazzak. A lipoalkaloidok lehetséges szerepére a gyulladascsokenté hatasban az is utalt, hogy
a feldolgozott névényi kivonat COX-1 és -2 enzimet gatlé hatdsa jelent6sebb volt, mint a nyers
kivonaté, a diészter-tipusu az akonitin (1) viszont igen mérsékelt hatast mutatott. A COX-1 és -2,
valamint az LTBs-képzGdés gatlasanak tanulmanyozasara iranyuld tesztekben a lipoalkaloidok
eltérg aktivitast mutattak. Az COX-teszteken a 14-benzoilakonin-8-O-eikozapentaenoat (172) volt
a legaktivabb, az 5-LOX gatlasa szempontjabdl az 14-benzoilakonin-8-0O-dokozahexaenoat (173)

bizonyult a leghatékonyabbnak. A gyulladascsokkent6 lipoalkaloidok toxicitdsa raadasul
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nagysagrendekkel elmarad az anyavegylletekétél, ami human gydgyaszati szempontbdl is
perspektivikussa teszi tanulmdnyozasukat.

Az ioncsatorndkra kifejtett hatasokat vizsgalva eredményeink ramutattak arra, hogy a
hERG-csatornagatld aktivitds és a szerkezet kozott a diterpén-alkaloidok k6zott nem allapithatd
meg egyértelmU osszefliggés, ezért ezek a vegylletek a szivizomsejtek K*-ioncsatornaira kifejtett
potencialis hatasuk miatt mindaddig QT-id6 megnyulast, fatalis kamrai aritmiat el6idéz6 kockazati
tényez6ének tekinthet6ek, amig hERG-csatornagdtlé hatasuk kisérletes alapon ki nem zarhaté. A
legjelent6sebb hatasu akonitin toxikus plazmakoncentrdciéja 30—1000-szer alacsonyabb, mint 1Cso
értéke hERG-csatornagatloként, 38384 azonban més alkaloidok esetén a két érték kozotti kiilonbség
megfelel6en alacsony lehet ahhoz, hogy sisakvirdgdrogok alkalmazdsa soran ilyetén nemkivanatos
hatdsuk érvényesiljon. Terapids szempontbdl azok a vegylletek lehetnek perspektivikusak,
amelyek elhanyagolhatd hERG-inhibicid mellett szelektiven gatoljdk a GIRK kdliumioncsatornat,
vagy farmakologiai tdmadaspontként szamitasba vehetd natriumioncsatornat (pl. Nay1.2).
Kisérleteink sordn azonositottunk ilyen vegyileteket, példaul a 14-benzoilakonin-8-O-eiko-
za-87,117,14Z-trienodtot (188) és a 14-benzoilakonin-80-eikozal1Z,147,17Z-trienoatot (189),
illetve az ajacint (81) és a delektinint (187).

A human toxicitds szempontjabdl jelents in vitro vizsgalatokat jol kiegészitik olyan fajokon
végzett kisérletek, amelyek tovabbi adalékokkal szolgalhatnak az alkaloidok toxikoldgiai profil-
jahoz. A Philodina acuticornis odiosa kerekesféreg fajon végzett vizsgalat célja kett6s volt: egyrészt
a vizsgalati moddszerek kiprébdlasa ezen a vegyliletcsoporton, mivel kordbban diterpén-
alkaloidokat nem vizsgaltak rotifereken, masrészt pedig az alkaloidok tulélésre, fejlédésre és
viselkedésre kifejtett hatdsdnak tanulmdanyozasa. Erdekes modon a tesztelt vegyiiletek nem
bizonyultak toxikusnak a napellin (83) kivételével, mely vegyilet rontotta a viabilitasi
paramétereket. A tobbi vegylilet esetén valtozatlan vagy megnyult tulélési idét és
testméretindexet figyeltiink meg a kontrollhoz képest. A mastaxfrekvencia esetén statisztikailag
szignifikans, toxicitasra utald csokkenést figyeltlink meg napellin (83) esetén, mig az akonozin (69)
és a szongorin (9) fokozta a frekvenciat, ami a rotiferek aktivitdsanak fokozasara utal. A redukcids
kapacitdas minden esteben nétt, kivéve a napellint (83), ami megerGsiti ezen vegyiilet toxikus
hatasat az allatokon.

Az dltalunk vizsgalt vegylletek z6mének toxicitasat kevéssé tanulmanyoztak
szisztematikusan. Az akonitin (1) kozismert méreg, hatdsat elsGsorban a Na*-csatornak

aktivalasaval hozzak osszefiiggésbe.’ Ennek a vegyiiletnek az LDsp értéke intravénas adagolas

385 386

esetén egereken 0,1-1 mg/kg,** mig ugyanez az érték szongorinnal (9) 142,5 mg/kg,**° napellinnél
(83) 88 mg/kg.3® A szenbuzin A (86), szenbuzin C (87), szeptentrioidin (7) és a hetizinon (73) esetén

elséként kozoltiink allatkisérletes toxikoldgiai adatokat. Vizsgalataink igazoltak a szongorin (9)

112



dc_1800 20

alacsony toxicitasat, azonban az altalunk alkalmazott tesztrendszerben, szemben az emlés
sejtekkel, a napellin (83) toxikusabb volt, mint az akonitin (1). Kisérleteink nem voltak alkalmasak
ennek a jelenségnek mélyebb feltdrasara, azonban tovabbi kutatdsokra érdemes kérdéseket
vetnek fel. A kerekesférgek ioncsatorndinak szerkezete, szelektivitdsa egydltaldn nem ismert;
elképzelhetd, hogy a human sejteken toxikus anyagok ezeken a csatornakon kevésbé aktivak. Az
is elképzelhetd, hogy a kerekesférgeken a napellin (83) mas tdmaddsponton keresztil is kifejtett

toxikus hatast, igy bizonyult mérgezébbnek az akonitinnél.

6.2. Kannabinoidrendszerre hato N-alkil-amidok és antimetasztatikus
lignanok

A kutatas keretében két faj, a Lepidium meyenii és a Heliopsis helianthoides var. scabra N-alkil-
amidjainak izolalasat tliztik ki célul. A L. meyenii esetén az apolaros N-alkil-amidokat szelektiven
extrahalé n-hexannal végeztiik a kivonast, majd az ilyen tipusu vegyiletek izolalasara korabban
nem alkalmazott CPC (és HPLC) alkalmazasaval viszonylag kevés |épésben jutottunk el a tiszta
vegylletek kinyeréséig. A H. helianthoides var. scabra esetén az extrakcidt metanollal végeztik,
amely szélesebb polaritasi tartomanyban hatékony kivondszer. Ennek eredményeként az
extraktum tobblépéses, klasszikus kromatografias mdédszerekkel (VLC, MPLC, RPC, PLC, HPLC)
végzett tisztitasaval az N-alkil-amidokon kivil mas kémiai csoportba tartozd vegyiileteket is
kinyertink.

A L. meyeniibdl izolalt harom vegyiilet mindegyike aromas szubsztituenst és tobbszorésen
telitetlen (dién vagy trién) 18 szénatomos alifds lancot tartalmazd ismert makamid: N-(3-
metoxibenzil)-(92,12Z,152)-oktadekatriénsavamid (99), N-benzil-(9Z,12Z,152)-oktadekatriénsav-
amid (100) és N-benzil-(92,127)-oktadekadiénsavamid (101).5!

A Heliopsis helianthoides var. scabrdbdl egy ismert (89) és harom uj (90-92) 16, ill. 18
szénatomos, 3-6 kett6s, illetve acetilénkotést tartalmazd zsirsavon alapuld izobutil- és
metilbutilamidot nyertiink ki. Az 4j vegyliletek teljes *H és 3C jelhozzérendelését elvégeztiik (az
90 esetén csak 'H jelhozzérandelés tértént), a szerkezetazonositast 2D NMR és HR-MS mérések is
megerGsitették. A oktadeka-2E,4E,8E,10Z,14Z-pentaén-12-insav izobutilamid (89) jelenlétét
elséként irtuk le ebbél a taxonbdl. Kordbban a H. buphthalmoidesbdl mar kimutattak, 2832 de 13C
NMR adatait els6ként kozoltik. EbbSl a taxonbdl korabban két izobutil-amidot mutattak ki, a
szkabrint (15) és a heliopszint (16).29%° A H. longipes®52 N-alkil-amidjai 1-3 kett8s kdtést, mig a H.
buphthalmoides és a H. helianthoides vegylletei pentaén- és hexaén szirsavakat tartalmaznak. Az
altalunk izolalt harom Uj természetes vegyiilet [oktadeka-2E,4E,8E,10Z,14Z-pentaén-12-insav-2'-
metilbutilamid (90), hexadeka-2E,4E,9Z-trién-12,14-diinsav-izobutilamid (91) és hexadeka-

2E,4E,9,12-tetraénsav-2'-metilbutilamid (92)] kozal ketté acetilénszarmazék, egy pentaén, egy
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tetraén és egy trién vegyllet. A Heliantheae tribusban mind6ssze hat nemzetségben (Acmella,
Echinacea, Heliopsis, Salmea, Sanvitalia és Wedelia) mutattak ki olefin tipusd N-alkil-amidokat,3®°
ezért a 7 vegyllet kemotaxondmiai szempontbdl is értékes vegyiilet.

A ligndnok — az N-alkil-amidok mellett — a Heliopsis nemzetség jellegzetes vegyiiletei. A
taxonbdl kordbban dibenzilbutdn és dibenzil-butirolakton tipusu vegylileteket irtak le.6%83283% A
H. helianthoides var scabrdbdl egy dibenzilbutirolakton (heliantoidin) és az arilnaftalin helioxantint
(95) mutattak ki.3>*13%2 A H. helianthoides var. scabrdbdl két Uj arilbenzofurdn neolignant, az 1"-
dehidroegonol-3"-metilétert (93) és az egonol-3"-metilétert (94), valamint tovabbi négy ismert
ligndnt (95—98) is kinyertink és azonositottunk a novénybdl. Az helioxantint (95) kordbban mar
leirtdk a H. helianthoides var. scabra gydkerébdI*®! és tdbb mds fajbdl is,393394403-405,395-402 A
dibenzilbutan (7E)-7,8-dehidroheliobuftalmint (96) és heliobuftalmint (97) kordbban mar izolaltak
a H. buphthalmoidesbél, de elséként mutattuk ki ebbdl a fajbdl.3*® A dibenzilbutirolakton 7-
acetoxihinokinint (98) szintén elsGként azonositottuk a novénycsaladban, kordbban egy Ruta
fajbdl irtak le.4%®

Az izoldlt N-alkil-amidok farmakoldgiai vizsgalata sordan nem azonositottunk MAGL-gatlé
hatdssal rendelkez6 vegyileteket. Leginkdbb figyelemre méltd aktivitassal a 89 és 92 vegyiletek
rendelkeztek. A 92 anandamidvisszavétel-gatld hatdsa jelentGsebb volt, mint FAAH-gatld
aktivitasa. A CB-receptorszelektivitasra tobb tényez6, igy az alkilldinc hossza, telitetlensége,
valamint a fejcsoport minésége egyarant befolydssal lehet.*®” Az dltalunk azonositott, potens CB;-
receptorligand 89 vegyilet metilbutil-amid fejcsoportot tartalmaz, valamint egy négy kettGs
kotést tartalmazod alkillancbdl épil fel. Kordbbi vizsgdlatok alapjan a 2E kett6s kotést a CB1-

407 3zonban a 92 esetén hasonld aktivitds és szelektivitas volt

affinitas alapfeltételének tartjak,
megfigyelhetd. Utébbi vegylilet jelentéségét az adja, hogy szubmikromoldris koncentracidban
hatasos az endokannabinoid rendszer tobb tdmadaspontjan (CB; receptor, anandamidvisszavétel
gatlasa — utdbbi esetén hatasosabb, mint a szamos kutatasban referenciaként hasznalt ODMD-2).
Ennek oka az a hasonldsdg is lehet, amely a vegyllet 9Z,12Z-oktadekadién alkilldnca és az
endokannabinoidokban taldlhaté arachidonoillanc kozott fennall. A potens 92, és az
anandamidvisszavétel gatlasa és CBs-affinitds szempontjabdl is gyengébb hatdsu 90 és 91
vegyliletek kozoti alapvets eltérés egy tovabbi kettds kotés (152) utdbbiak alkillancaban.

Az L. meyeniibGl izolalt 7 vegyiilet altalunk leirt hatdsa és az etnofarmakoldgiai
megfigyelések kozotti osszefliggés felderitése tovabbi kutatdst igényel. Bar a receptoraffinitas
bizonyitott, a hatds agonista/antagonista jellegének tisztazdsa alapvetd jelent6ségl. Az is
kérdéses, hogy a népi gydgyaszatban termékenységfokozdként haszndlt, és a spermatogenezist

llatkisérletben bizonyitottan fokoz6® hatdsdban van-e szerepe a kannabinoidrendszer

befolydsoldsanak, ugyanis a CB; receptorok spermiumokban is expresszélddnak.%®
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A ligndnok szerteagazo bioldgiai aktivitasai kozott kiemelt helyen emlithet6 antineoplazias
aktivitdsuk. Az enteroligndnok,*® valamint egyéb ligndnok, 4allatkisérletesen kimutatott
daganatellenes hatassal jellemezhet6ek, az in vitro bizonyitékok szama még bdségesebb. A
vegylletcsoportbdl kiemelkednek a podofillotoxin és szarmazékai, amelyek a daganatellenes
gyogyszerek fejlesztésében modellvegyiiletnek szamitanak.*'! A vegylletek attétképz&dést gatlo,
ezen belll pedig az endotelidlis barriereken keresztili atjutast befolydsolé hatdsdt nem
tanulmanyoztak. Ennek ugyanakkor nagy jelentGsége van, mivel bizonyos daganattipusokban nem
a primer daganat, hanem az attétek (pl. a melanémara jellemz6 agyattét) kezelése jelent
komolyabb kihivast.*1? Az 4ttétképzés f6bb |épései a daganatsejtek intravazacidja, terjedése a
vérkeringéssel, endotéliumhoz valé adhéziojuk, extravazacidjuk és az attétképzédés helyén
torténd daganatndvekedés. Egyes lignanokrél leirtak olyan aktivitdsokat, amelyek
befolydsolhatjak az attétképz6dést az adhézié gatlasaval. Mivel a Heliopsis nemzetség lignanjait
az attétképz6dés befolyasoldasa szempontjabdl nem vizsgaltdk kordbban, perspektivikusnak
taldltuk ilyen céld tanulmanyozasukat.

Kisérleteink soran elséként igazoltuk a TEER mérésével lignanok (95 és 96) barrierfunkciot
javité hatasat. Eredményeink arra utalnak, hogy a két vegyillet a BBB-funkcid javitasaval
mérsékelheti a metasztazis kialakuldsanak kockazatat, de ennek a hatasnak egyéb patologikus
allapotokban is jelent6ség elehet. Tobb lignanrdl leirtak korabban, hogy gatoljdk a metasztatikus

i6jat,*1341% ami az attétképzEdésre kifejtett befolydsold hatést is
feltételezhet. Az dltalunk a 95 és 96 lignannal kimutatott migracidgatlé hatast kordbban egyéb
ligndnokndl is igazoltdk, s6t egyes esetekben az attétképz6dés gatlasat in vivo s
bizonyitottak.*341> A migraciot gatlé hatds az endotélsejtek esetén is el6nyéds lehet, ugyanis a
tumor angiogenezis megakaddlyozdsanak ez lehet az egyik utja. llyen hatdst egy lignanrdl, a

szekoizolaricirezinol-diglikozidrél mar leirtak.3!

6.3. Antiproliferativ és antimikrobas hatas mohafajok és rendhagy6
szerkezetli pigmentjeik

A mohafajokkal végzett vizsgalat alapja a ndvényi kivonatok antiproliferativ és antimikrébas
hatasra vald szlirése volt. A bioldgiai tesztek valamelyikében aktivnak bizonyult 14 hazai
mohafajrél (Amblystegium serpens (Hedw.) Schimp., Barbula unguiculata Hedw., Bryum
caespiticium Hedw., Cirriphyllum piliferum (Hedw.) Grout, Dicranum tauricum Sapjegin, Encalypta
streptocarpa Hedw., Hygroamblystegium tenax (Hedw.) Jenn., Neckera besseri (Lobarz.) Jur.,
Oxyrrhyncium hians (Hedw.) Loeske, Paraleucobryum longifolium (Hedw.) Loeske, Pseudoleskeella
nervosa (Brid.) Nyholm, Schistidium crassipilum H. H. Blom, Syntrichia ruralis (Hedw.) F. Weber &

D. Mohr és Thuidium assimile (Mitt.) A. Jaeger) egyaltaldn nem érhetd el farmakolégiai adat a
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szakirodalomban. Az etnofarmakoldgiai adatok is szorvanyosak: a Barbula unguiculatat |az- és
fajdalomcsillapitéként, a Bryum argenteumot ezen kivil gombas fertézésekre is hasznaltdk a népi
gydgyaszatban.**® Amennyiben vannak irodalmi el6zmények, azok nem tdmasztjak ala kdzvetleniil
megallapitasainkat. Kivételt képez az Atrichum undulatum, amelynek vizes és DMSO-s kivonata
korabbi vizsgdlatok szerint antibakteridlis hatdssal rendelkeznek, de ezt a mi vizsgalataink nem
igazoltak.*1”#18 A Brachythecium rutabulumrdl markans antibakterialis hatést irtak le,*** amit mi is
meger@sitettiink. A Bryum argenteum, kordbbi adatokkal ellentétben!®?420421 hem mutatott
antibakteridlis hatast. A Climacium dendroides altalunk is megfigyelt antiproliferativ és
antimikrobas hatdsat kordbban is leirtak.*?2 A Rhytidium rugosum antibakteridlis hatasrél mar
kordbban is beszamoltak.*??

Mindkét (antiproliferativ és antimikrobas hatdsra irdnyuld) tesztben az apolarosabb
kivonatok (n-hexanos és kloroformos) voltak aktivabbak, a poldros kivondszerrel késziilt
extraktumok kevéssé, vagy egydltaldn nem voltak hatdsosak. Az antiproliferativ és antimikrébas
hatds kozott nem volt dsszefliggés: az antimikrébas hatdsu 14 fajbdl 7 gatolta a daganatsejtek
novekedését, mig az antiproliferativ aktivitasu (>50% gatlas 10 pg/ml-ban barmelyik sejtvonalon)
15 fajbdl 7 mutatott antimikrobas hatdst. Az Amblystegium serpens, Brachythecium rutabulum,
Cirriphyllum piliferum, Climacium dendroides, Paraleucobryum longifolium, Plagiomnium affine és
a Pseudoscleropodium purum fajok kivonatai mindkét vizsgalatban aktivak voltak. Az
antibakteridlis és antiproliferativ hatdsra iranyuld szlir6vizsgdlatok korabban le nem irt
bioaktivitdsokra deritettek fényt. Az eredmények kiinduldsi alapul szolgaltnak a szekunder
metabolitok vizsgalatara, amelyek jelenlétére visszavezethetGek lehetnek az altalunk megfigyelt
hatasok.

A szlir6vizsgalat eredményei alapjan tovabbi vizsgalatra kivalasztott egyik mohafaj a
Paraleucobryum longifolium volt. A névény a Dicranaceae csaldd tagja, Eszak-Amerikaban és
Eurépdban széles korben elterjedt, szikldkon, fatorzseken él 400-2900 m tengerszint feletti
magassagon. A fajbdl korabban lipideket, szénhidrogéneket és szteril-észtereket irtak le.** A P.
longifoliumbdl elséként irtuk le komplex szerkezetl szekunder metabolitok jelenlétét. Ot,
kordbban nem ismert fenantrént (leukobrin A—E, 102-105), valamint a diozmetin 7-0-[2,4-di-O-
(a-L-ramnopiranozil)]-8-D-gliikopiranozidot (107) izolaltuk és azonositottuk (ez utébbi vegyiletet
mar kimutattdk egy mohafajbdl, a Dicranum scopariumbdl).**> A fenantrének sziniik alapjin
novényi pigmentnek tekinthetéek. A fenantrének a mohak jellegzetes szekunder metabolitjai,
els6ként azonositott képvisel8jik a 2-hidroxi-3,7-dimetoxifenantrén volt.*?® Az azéta elmult tébb
mint 30 évben mintegy két tucat vegylletet (fenantréneket, 9,10-dihidrofenantréneket,
biszfenatréneket, biszbibenzil-fenantréneket) izolaltak kilénbdz6 mohataxonokbdl. #7435 A

leukobrinek (102-105) az elsé természetes 9,10-fenantrénkinon dimerek, amelyek monomerijei a
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C-8 szénatomjaikon keresztiil kapcsolddnak. A leukobrin B—E (103-106) rendhagyé Cio
monoterpén oldalldncot tartalmaz, amelyekben az izoprénegységek 3,4 kapcsolédasuak. A
monomer 9,10-fenantrakinonok is nagyon ritkdk a természetben, a mikroorganizmusokbdl
kimutatott ilyen vegyiiletek erds antimikrébds és virusellenes hatastuak.**®%¥” Az &ltalunk izolalt
fenantrének antiproliferativ hatdsat n6gydgyaszati sejtvonalakon vizsgalva megallapitottuk, hogy
a leukobrin A (102) és B (103) mérsékelt, a tébbi vegyiilet elhanyagolhaté aktivitasu. A vegyiletek
nagyobb mennyiségének elSallitdsa esetén perspektivikusnak tlnik mikréba- vagy virusellenes

hatdsuk vizsgdlata.

6.4. Fitodsztrogének a Cyclopia genistoidesbol

A Cyclopia genistoides herbajanak fitokémiai vizsgdlata 17 vegyllet izoldlasat eredményezte.
Tizennégy vegyliletet elGszor izoldltuk a fajbdl [(iriflofenon 2-O-B-gliikopiranozid (115), helikrizin
B (113), piceol (122), 4-hidroxibenzaldehid (123), (—)-2-metoximaackiain (117), (-)-maackiain
(118), afrormozin (119), formononetin (120), likviritigenin (121), naringenin (110), 5,7,3’,5'-
tetrahidroxiflavanon (114), genisztein (111), izolikviritigenin (112), diozmetin (109)] és tiz
komponenst pedig a Cyclopia nemzetséghbdl (111-115, 117, 118, 121-123). A 116 (iriflofenon 3-C-
B-glikopiranozid) jelenlétét mar kordbban kimutattak C. genistoidesb81'* és a C. subternatabdl,*®
a luteolin (108) és a heszperetin (124) a novényvildgban elterjedten el6fordulé flavonoidok.
Erdekesség, hogy a naringenin (110) nagy mennyiségben volt jelen a névényben, annak ellenére,
hogy korabbi vizsgélatokban HPLC-vel nem tudtdk kimutatni jelenlétét. 143144

Az altalunk alkalmazott transzgenikus névényi modell az ER-agonista és -antagonista hatds
kimutatasara egyarant alkalmas, és az Osztrogénszer(i hatdssal rendelkezd anyagok, igy a
fitoosztrogének bioaktivitdsanak kvantitativ meghatarozasara is lehet hasznalni. A pER8:GUS
maddszer f6 el6nye a koltséghatékonysdg, valamint az, hogy az eredményeket nem hamisitja meg
a citotoxikus anyagok jelenléte. Kordbban a ndvény vizsgalatdra konvenciondlis mddszereket
alkalmaztak, s jellemz8en a nyers kivonatokat vizsgéltak.**4> Az altalunk alkalmazott mddszerrel
a novény metanolos kivonatanak dikldr-metanos és etil-acetatos frakcidi bizonyultak aktivnak,
ezekbdl 6 6sztrogénaktivitasu vegyiiletet (108, 110-114) nyertiink ki. A luteolin (108), genisztein
(111), izolikviritigenin (112) és naringenin (110) széles kérben ismert fitodsztrogének.!* Az
izolikviritigenin (112) is igéretesnek bizonyult csontleépiiléssel jard betegségek esetén.*®
Mindezen tul, ezek a vegyiletek egyéb mddon is elénydsek lehetnek posztmenopauzaban. A
genisztein (111) és luteolin (108) elnyomta a kornyezeti 6sztrogének proliferaciéstimulaciot

indukald hatdsat in vitro, ami arra utalhat, hogy antiosztrogén és daganatellenes hatassal

rendelkezhetnek.**® A genisztein (111) kedvez8en hatott posztmenopauzdban a sziv-érrendszeri
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rizikéfaktorokra és a glikémids kontrollra.*** A kés6bbi preparativ fitokémiai munka sordn tovabbi
jol ismert fitodsztrogéneket izolaltunk a fermentdlt névényi anyag metanolos kivonatabol:
diozmetint (109), afrormozint (119), likviritigenint (121) és formononetint (120). A heszperetint
(124), az egyik leghatdsosabb természetes aromatdzgatléti® is kinyertiik a névénybél.

A fitodsztrogének jelenléte tudomanyos alatdmasztast ad a mézbokortea hagyomanyos
haszndlatara klimaxos tlinetek esetén. A fermentdlads csokkenti a Cyclopia spp. fenolosanyag-
tartalmat, hagyomanyosan azonban a fermentdlt tedt fogyasztjadk. A nem fermentalt Cyclopia a
hat aktiv vegyllet kozil a legkisebb Osztrogénszerl hatdssal rendelkez6 helikrizin B-t (113)
tartalmazta nagyobb mennyiségben. A forréd csapvizzel készitett kivonat sokkal kisebb
koncentrdcidban tartalmazta az aktiv vegylileteket, mint a szerves olddszeres extraktum. Mindez
arra utal, hogy a vegyiilet esetleges terdpias alkalmazasara nem a vizes kivonat a legalkalmasabb.

A novénybdl kinyert luteolin (108) és diozmetin (109) figyelemreméltdé XO-gatldé hatast
fejtett ki (ICso 0,84 puM, illetve 0,53 uM). Jollehet mindkét vegyilet jelent6sen meghaladta az
allopurinol altal kifejtett gatlast (ICso = 11,50 uM, 95% CI 11,40-11,60 uM), amelyet pozitiv
kontrollként alkalmaztunk, a flavonoidok kdzismerten rossz biohasznosulasa levon az eredmények

értékébdl.

6.5. Daganatellenes hatast furokumarinok a Ducrosia amethifoliabdl

A D. anethifilolia herbajabdl kinyert 9 linearis furokumarin kozil négyet [(+)-oxipeucedanin hidrat
(aviprin, 126), oxipeucedanin (127), (-)-oxipeucedanin-hidrat (prangol, 129), izogoszferol (131)]
elséként irtunk le ebben a fajban. A furokumarinokon kivil izolalt vegyiletek vanillil-aldehid (134),
harmin (135), 3-hidroxi-a-ionon (136) és 2-C-metil-eritritol (137) mindegyikérél elséként
szamolunk be a névényben. Utébbi vegylleteket a névényvilag szdmos taxonjaban leirtak.

A furokumarinok jelenléte az Apiaceae csaldd szamos nemzetsége esetén (igy a
Ducrosidnal is) kemotaxondémiai bélyeg. A fajok furokumarinprofilja, kiilonésen az iparilag nem
jelent6s drogok esetén, kevéssé feltart. A furokumarindsszetétel minél mélyebb ismerete
nemcsak kemotaxondmiai szempontbdl fontos, hanem azért is, mert ezek a vegyiiletek markans
bioldgiai hatasokkal birnak. Fényérzékenyité hatdsuk ismert (ezen alapul bizonyos szarmazékok
alkalmazdsa bd&rgydgyaszati kezelésekben),**? ugyanakkor egyes vegyiiletek genotoxikus,
karcinogén hatast is leirtak. A fotoaktivalt molekuldk a DNS-hez kapcsolddnak, ezzel magyarazhato
a rakkelts hatds, de ez a mechanizmus citotoxikus, antiproliferativ hatds alapja is lehet.** Ezt tébb,
a novénybdl kordbban leirt vegyiilet esetén bizonyitottak is. Az imperatorin (39) antiproliferativ
hatdsu volt human hepatoma sejteken,?® az imperatorin (39), az oxipeucedanin (127) és az

oxipeucedanin-hidrat (126/129) kolonkarcinéma sejteken,”® tovabbd az imperatorin (39),
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herakleninhez (132) hasonldan apoptdzist indukalt Jurkat leukémia sejteken.?*® A xantotoxin (37)
nemcsak antiproliferativ hatasu neuroblasztéma és kolonkarcindma sejteken, hanem apoptézist
is indukalt.??” Mindezen tul, bizonyos furokumarinok multidrog-rezisztenciat csdkkentd hatasat is
leirtak.**

Az altalunk izolalt furokumarinokkal végzett, a potencidlis daganatellenes alkalmazasra
induléd komplex kisérletsorozatban az oxipeucedanin (127) fejtette ki a legmarkansabb in vitro
antiproliferativ és citotoxikus hatast PAR (ICso = 25,98 + 1,27; 40,33 + 0,63 uM) és MDR sejteken
(ICso = 28,89+ 0,73; 66,68 £ 0,00 uM), és ez a vegyllet mérsékelt multidrogrezisztencia-cskkenté
hatdst is mutatott az ABCB1 gatlasaval. Az oxipeucedanin (127) és a heraklenin (132) szinergista
médon fokoztdk a doxorubicin daganatsejtellenes hatdsat.**® Mindez azt jelzi, hogy a

vegylletcsoport perspektivikus lehet a kemoterdpias kezelések kiegészitGjeként.

6.6. Rhodiola drogok mindségbiztositasaval kapcsolatos eredmények

Els6ként mutattunk rd szisztematikus vizsgalatok eredményeként arra, hogy a begydijtés ideje
szignifikans hatdssal van a R. rosea fenilpropenoid-tartalmara, és ez mindkét vizsgalt él6helyen
(Dél-Anglia, 65 m tengerszint feletti magassag és Ausztria, 1580 m) érvényes volt. Bar voltak

446 a mi

kordbbi adatok arra, hogy a rozavintartalom (25) majustdl szeptemberig csokken,
kisérleteink kiilonb6z6 helyekrdl szarmazéd szaporitdanyagok mintdinak tobb éves vizsgalati
eredményein alapulnak. Mindennek azért van kilonos gyakorlati jelent6sége, mert ipari célra a
gyokérdrogokat altaldban Gsszel gyljtik be, ami ebben az esetben nem eredményez maximalis
hatéanyagtartalmat. A R. rosea esetén a gyoktorzs tavaszi, sarjadzas el6tti vagy alatti begydjtése
tlinik optimalisnak. A névények kordval forditottan aranyos a ROZ.t, ami 6sszhangban van korabbi
eredményekkel.*"*° Az 5 évnél hosszabb termesztési periddus az allomanyok altalanosan
tapasztalt leromlasa (biomasszatermelés csokkenése, szaradas soran fokozott rothadasi hajlam)
miatt kedvezGtlen, ezért ilyen koru ndévényeket nem is vizsgdltunk a dél-angliai mintakban.
Ugyanakkor a gyoktérzsek minGségromlasa nagyobb tengerszint feletti magassdgon vald
termesztés esetén kés6bbi életkorban kovetkezik be. Az alpesi mintak esetén azért vizsgaltunk
id6sebb novényeket (6—7 év szemben az angliai 3-5 évvel), mert a magasabb tengerszint feletti
magassagon a biomaszaprodukcié ugyanazon életkorban alacsonyabb volt (a mintagyf(jtés
kritériumaként a kb. 50 g-os novényenkénti szaraz drogtomeg elérését szabtuk meg).

A Rhodiola rosea gyoktorzs gyokérhez viszonyitott magasabb fenilpropenoid-tartalmat
els6 alkalommal igazolta szisztematikus vizsgalat. A két drog kozotti kiilonbség a szaporitéanyag
szarmazasi helyétdl flggetlentl érvényes volt az alpesi mintakban. Ennek fényében célszer(ibb

lenne, ha a termékgyartasban a két novényi részt elkilonitve, vagy ismert aranyban dolgoznak fel.

119



dc_1800 20

Fahéjalkoholtartalom szempontjabdl korabban nem végeztek szisztematikus vizsgalatot.
Megdllapitottuk, hogy a fahéjalkohol-tartalom a rozavintartalommal parhuzamosan valtozik a
begydjtési id6t és a novények korat tekintve. Az észak-eurdpai mintdk fahéjalkohol-tartalma
magasabb volt, mint a kozép- és dél-eurépaiaké, ami genetikai determindltsagra utalhat. Ezt a
vegylletet jellemz6en nem alkalmazzdk a ndévényi mintdk minGsitésére, ugyanakkor mivel
biogenetikai szempontbdl is jelentGsége van, tovdbba mivel a névény hatdsdban betoltott szerepe
ismeretlen, indokolt lenne vdéltoztatni ezen a gyakorlaton. Mivel a fahéjalkohol a tdrolas,
feldolgozas soran bomlastermékként is keletkezhet, stabilitasi, taroldsi vizsgalatokban is
jelent6sége lehet a vegyiletnek. Megfontolandd az 6sszrozavin-tartalomba ezt az aglikont is
bevonni, mivel a bélrendszerben a glikozidok hidrolizise eredményeként a rozavintartalom egy
részének is ez az aktiv, felszivddé formdja.

Az egyes tartalomanyagok abszolut értéke begy(ijtési id6t6l és a ndvény koratdl, valamint
egyéb tényez6ktél is fligg, azonban az 6sszes minta vizsgalataval megallapitottuk, hogy a R. rosea
gyoktorzsére jellemz6 a > 2:1 FPyo—SZALiw: ardny. Ennek meghatdrozasdaval azonosithatdak azok a
mintak, amelyek a nemzetség mds fajaitdl szarmaznak, de azok a termékek is, amelyek kiilonb6z6
Rhodiola fajok mintdinak keverékét tartalmazzak.**%*! A gyoktdrzs kb. 1,5-3-szor magasabb
ROZ.-tal jellemezhetd, FA esetén ez az arany ~2:1. A fold feletti részben a vizsgdlt anyagok szintje
nagyon alacsony, vagy a kimutatdsi hatar alatti.

Els6ként végeztlink szisztematikus vizsgalatot Rhodiola mintdk flavonoidtartalmara
vonatkozdan. A fenilpropenoidok és feniletanoidok analitikai vizsgalata sordn azonositott két
flavonoid, a rodiozin (30) és herbacetin mennyiségi aranyait kilonb6z6 helyr6l szarmazdé
mintakban elemeztik, illetve vizsgdltuk a kivonds és szdritds hatasat is az extraktumok
flavonoidtartalmara. A magas etanoltartalmd kivondszerek alkalmasak a flavonoidok
extrahdldsara, a szaritasi h6meérséklet (a vizsgalt tartomanyban) nem volt befolydssal a kinyerhetd
mennyiségre, ami a vegylletek j6 kémiai stabilitdsara utal. Megdllapitottuk, hogy a gyokerek
flavonoidtartalma magasabb a gyoktorzsekénél, és azt is, hogy bdr az abszolut mennyiségek széles
tartomdnyban mozoghatnak, a két vizsgalt flavonoid egymadashoz viszonyitott ardnya
meglehetdsen allandé.

A R. rosea 6sszflavonoid-tartalmdval kapcsolatos els6 kozlések Finnorszaghol szarmaztak,
és a mi megallapitasainkkal 6sszhangban magasabb flavonoidtartalomra utaltak a gyokerekben, a
flavonoidok azonositdsa nélkiil.**? A flavonoidok izoldldsardl beszdmold cikkekben leggyakrabban
leirt flavonoid a rodiozin (30), a herbacetin, a kempferol és a rodionin. R. rosea gydkerébél Kwon
és mtsai rodiozint (19 mg/g), rodionint (17 mg/g),*® Ma és mtsai rodiozint (1,7-2,5 mg/g),
rodionint (0,14-0,3 mg/g), herbacetint (0,51-1,5 mg/g) és kempferolt (0,78-1,5 mg/g),** egy
masik tanulmanyban pedig rodiozint (22,9 mg/g), herbacetint (5,5 mg/g) és kempferolt (6,9 mg/g)
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nyertek ki.*® A R. sachalinensis gyokerébél is kimutattak a rodiozint (7,13 mg/g) egyéb flavonoidok
mellett.*® Az dltalunk alkalmazott analitikai mddszerrel egyéb flavonoidok nem voltak
kimutathatdak, azok feltehet6en a HPLC médszer mosasi fazisaban elualédtak. Bar az altalunk
vizsgalt flavonoidok nem unikalisak a R. rosea fajra vagy noévényi részre, kémiai stabilitasuk és
egymashoz viszonyitott aranyuk allanddsaga révén megfelel6 kiegészité min6ségi markerei

lehetnek a R. rosea drogok vizsgalatanak.

6.7. Teamintak teanin- és koffeintartalmanak szisztematikus
vizsgalata

A kiilonboz6 fermentaltsagi foku teamintak L-teanintartalmanak (33) korabban ismert legatfogdbb
elemzése 17 mintdra terjedt ki.**’ Ebben a vizsgdlatban a fekete, zdld és oolong tedk
teanintartalma 1,40%, 1,42% és 1,16% volt, a legnagyobb szd6ras (0,60-1,72%) az oolong mintaknal
volt tapasztalhatd. Egy mdsik atfogd vizsgalat a kiilonb6z6 teamintak L-teanintartalmanak nagy
valtozékonysagat igazolta (3,97-14,47 mg/g az oolong, 0,89-17,27 mg/g a fekete, 3,07-21,18
mg/g a zold és 2,23-14,21 mg/g a fehér tedkban), mig a pu-erh tedkban a vegyiilet mennyisége
nagyon alacsony volt (0,07-0,26 mg/g).**® A mi eredményeink (0,90-12,37 mg/g az oolong, 2,09—
10,85 mg/g a fekete, 2,65-10,93 mg/g a z0ld és 3,24-9,11 mg/g a fehér tea mintakban) jé

458 azonban jelent8sen alacsonyabbak Ekborg és mtsainak

0sszhangban voltak ezzel a kozléssel,
eredményeinél.**” Ennek az oka az eltéré kivonat- és mintael8készités lehet, amirél utébbi csoport
nem kozol részleteket. Bar eredményeink szerint a kiilonbo6z6 teafajtak L-teanintartalma nagyon
valtozékony, a feldolgozas hatasa jol kimutathatd. Az atlagos teanintartalom a fermentalatlan zéld
és fehér tedkban a legmagasabb, ezt kdveti az oolong és fekete tea, valamint az L-teaninmentes
pu-erh. A mintak koffeintartalma (31) kevésbé volt valtozékony, mint L-teanintartalmuk (RSD%
33,04 vs. 49,50), ami a két vegyiilet stabilitdsanak kilonbségére is utalhat a feldolgozasi folyamat
soran. Ugyanakkor megjegyzendd, hogy a kiindulasi nyersanyagok Osszetétele is eltéré lehetett,
valamint hogy a két analit kioldédasat befolyasolhatja a teamintak cserz6anyag-tartalma, amit
szintén befolyasol (mérsékel) a fermentdlds. Eredményeink azt tamasztjak ala, hogy pusztan az L-
teanin és a koffein koncentracidja, ezek ardnya alapjan az egyes teatipusok (a pu-erh kivételével)
nem kilénboztethet6ek meg, azonban a fermentdlds kétségtelenil hatdssal van (csokkenti) a
teanintartalomra. A két vegyiilet aranyanak ismerete ugyanakkor fontos informaciot nyujt a tea
kozponti idegrendszeri hatdsanak jellegér6l. Erre alkalmazhaté az altalunk kidolgozott, az L-
teaninszint gyors, mdlszer hasznalatat nem igényl6 mérését, illetve az L-teanin HPLC-s mérését

lehetdvé tévé validalt mddszer, valamint az aminosav és a koffein szimultan mérését biztosito

eljaras.
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6.8. Szojakivonatok izoflavontartalmanak vizsgalatara alkalmas
modszer kidolgozasa

A széjakivonatok izoflavontartalmat tanulmanyozé vizsgalatok zéme az aglikonok mérésén alapul.

187,459,480 j|letve a hidrolizis kériilményeinek

A kozolt modszerek egy része kifejezetten a kivonas,
optimalasara iranyul, tobbek kozott a folyamatokat befolydsolé tényez6k minél pontosabb
azonositasa révén (pl. olddszer, savkoncentracid, hidrolizis id8, h6mérséklet).*146% A kivonhatd
izoflavon-aglikonok hidroliziskdrilményeinek matematikai moddszer segitségével torténé
optimalizalasdval azonban nagyon kevés kutatds foglalkozott.’® Tekintettel arra, hogy az
izoflavonok bioldgiailag hasznosuld formai a bélrendszerben a B-gliikoziddz enzimek segitségével
képz6d6 aglikonok,*®® az izoflavonszdrmazékok hidrolizise és az aglikonok mérése pragmatikus
megkozelités, amely az eredmények 6sszehasonlithatdsagat is segiti.

Az enzimatikus hidrolizishez*®®

viszonyitva a savas hidrolizis koltséghatékonyabb,
egyszer(ibb médszer. Egy vizsgalatban, amelyben a hémérséklet hidrolizisre kifejtett hatasat nem
tanulmanyoztak, megallapitottak, hogy a genisztein (111) hidrolizise 3 M HCl jelenlétében teljesen
végbemegy 40 perc alatt (feltehet8leg szobah8mérsékleten).*®® Chiang és mtsai eredményei
szerint, akik valaszfelllet modellezéssel optimalizaltak a hidrolizis koriilményeit, az 6sszizoflavon-
meghatédrozashoz az aglikonna alakitds optimalis kériilményei: 3,42 N HCl, 205,5 min és 44,6 °C.18
Ehhez viszonyitva az altalunk kézolt, validalt médszer gyors (hidrolizisid6 96 perc) meghatarozasi

lehet6séget biztosit. Mddszeriinkkel a szdja bioaktiv hatdsa szempontjabdl relevans izoflavon-

aglikonjai mérhetéek.

6.9. Az édeskdmény furokumarintartalmanak biztonsagossaga

Az édeskdmény termés furokumarintartalmdra vonatkozdan els6ként végeztiink szisztematikus
vizsgdlatokat az altalunk kidolgozott LC-MS modszerrel, amelynek eredményeként
megallapitottuk, hogy az altalunk vizsgalt 33 minta egyikében sem haladja meg a maximalis napi
ddzis furokumarintartalma az 1,23 pg-t. Eurépaban az atlagos étrendi furokumarinbevitel ennél 3
nagysagrenddel magasabb (1,45 mg), és ez nem jar kimutathaté kockazattal.’® A potencialis
karcinogén és genotoxikus vegyiletekre, amennyiben gydgyszerek szennyez6iként vannak jelen,
1 hénapot meg nem haladd kezelés esetén napi maximum 120 pg, tartos kezelés esetén pedig
napi 1,5 pg felsd limitet javasolnak.*®” Az Eurdpai Gydgyszeriigyndkség szerint a 15 pg-ot meg nem
haladé furokumarint tartalmazé gyogynovénykészitmény nem jelent kockazatot a fogyasztd
szamdra, de még a 1,5 mg-s ddzis sem okoz jelent8s kockdzatndvekedést.?'® A vizsgalt mintdk

furokumarintartalma egy esetben sem érte el a meghatarozott legalacsonyabb biztonsagossagi
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limitet, igy kutatasaink arra utalnak, hogy az édeskdomény terdpids alkalmazdsa a

furokumarintartalmat tekintve biztonsagos.

6.10. Mariatovistermékek réztartalma

A Wilson-kér célzott gydgyszeres kezelése mellett, a rézfelhalmozddassal 6sszefliggd
majkarosodas nem-specifikus prevencidjara gyakran alkalmaznak mariatovis-készitményeket.
Eredményeink ramutattak arra, hogy alapvetd jelent6ségl, hogy a novény termését milyen
feldolgozottsagi szintli és milyen jogi kategdridaba sorolhatd készitmény formajaban alkalmazzak.
A termékek réztartalma tdg hatdrokon belll (0,01-114,8 pg a napi adagban) mozog. Mivel
egyértelminek tlnik, hogy a termékgydrtas sordn alkalmazott extrakcid és a tisztitasi lépések
hatdssal vannak a réztartalomra, Wilson-kdérosoknak elényben részesitend6k a magas
feldolgozottsagi foku, szilimarinra dusitott és standardizalt készitmények (ezek napi dézisa 0,01-
3,51 pg rezet tartalmazott). Ezen beliil is el6nyt élveznek a gydgyszerek, amelyek esetén a gyartasi
folyamat standardizdltsaga is garancia arra, hogy a réztartalomban sem lehetnek nagy
ingadozasok. Terapids apsektusbdl Iényeges a Wilson-kér szempontjabdl nemkivanatos réz és a
hatéanyag (szilimarin) aranya: ez a szilimarinra standardizalt termékeknél gyakorlatilag nulla, mig
6rolt termést tartalmazdé terméknél a 2,58 pg réz/ 1 mg szilimarin értéket is elérhet.
Megfontolandd lehet a mariatovist tartalmazé termékeknél feltiintetni a réztartalmat a
gyogyszerek és étrend-kiegészit6k (beteg)tajékoztatdiban, mivel a Wilson-kérosoknal ezek a
termékek élethosszig hasznalva nemcsak védelmet, hanem realis kockazatot is jelenthetnek. Az
atlagos eurdpai étrend réztartalma férfiak esetén 1,0-2,3 mg/nap, néknél 0,9-1,8 mg/nap.*®
Wilson-kdrosoknal nem ismertek a beviteli értékek, de a rézszegény diéta miatt feltehetéleg
jelent&sen alacsonyabbak, amelyekhez képest az akar 100 pg-os nagysagrend( mennyiség(i rezet
tartalmazod, preventiv céllal fogyasztott mariatovis-készitmények védelem helyett realis

kockazatfokozddast jelenthetnek.

6.11. Etrend-kiegészit6k szennyezésvizsgalatanak tapasztalatai

Az étrend-kiegészitSkkel kapcsolatos jogi szabalyozas jellegzeteségei (elsGsorban a piacra keriilést
megel6z6 engedélyezés hidnya) miatt a nemzetkozi szakirodalom tanusaga szerint viszonylag
gyakran fordulnak el6 a termékcsoporttal kapcsolatban szabdlytalansagok, hamisitasok. Az
elméleti megfontoldsok alapjan elkezdett vizsgalatsorozatunk elsé Iépésében 10, potenciafokozd
hatds érdekében fogyasztott étrend-kiegészitSt vizsgaltunk meg, amelyek koziil hatnal szintetikus
gyogyszeranyaggal valé hamisitast igazoltunk. llyen jellegli vizsgalatot kutatoként elséként

végeztliink Magyarorszagon. Vizsgalati eredményeink felhivtadk a figyelmet arra, hogy a hatalyos
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jogi szabalyozas nem garantdlja, hogy a fogyasztékhoz csak megbizhaté minGségli termékek
jussanak el. Az étrend-kiegészit6k szintetikus gydgyszervegylletekkel térténé hamisitdsa a nem
vart mellékhatdsok és interakcidk miatt egyarant veszélyes lehet. Kiilon veszélyforrast jelentenek
a szintetikus vegytletek el6allitasa soran képz6dd, el nem tdvolitott szennyezések és a kordbban
toxikoldgiai és human kiprobaldson at nem esett analégok [pl. nor-acetildenafil (178),
piperidenafil (179)], valamint az a tény, hogy a hatdanyagok akdr nagyobb mennyiségben is
el6fordulhatnak, mint az ellen6rzott korilmények kozott alkalmazott gydgyszerekben. A
foszfodiészteraz-gatldkkal torténd hamisitds azért jelent kiilonds veszélyt, mert ezek a
hatdanyagok fokozhatjdk a kardiovaszkularis események rizikdjat, sziv-érrendszeri panaszok
(vérnyomasingadozas, szélltés, szabalytalan szivverés, szivroham vagy az agyi vérellatas
csokkenése) kialakuldsahoz vezethetnek. A hatéanyagcsoport mindegyike vénykoteles, ugyanis a
kardioldgiai kivizsgalds nélkili alkalmazds veszélyekkel jarhat. Azok, akik étrend-kiegészité
részeként fogyasztjak ezeket a vegylleteket, ezzel a kockazattal nem szamolnak. Ha pedig a
potenciazavar hatterében sziv-érrendszeri kérkép all, akkor a merevedési zavar tiineti kezelése
elfedheti a valédi okot és késleltetheti a szakemberhez valé fordulast.

A szibutramin étrend-kiegészit6 készitményekbdl vald kimutatdsdra a szakirodalomban
szdmos szofisztikalt (HPLC-DAD, HPLC-MS, IR spektroszkdpids, kapillar-elektroforézisen alapuld)
moédszer ismert,* %2 azonban a gyors sziir8vizsgélatra és az alacsonyan mliszerezett
kornyezetben valé detektalasra nincsenek elfogadott mddszerek. Olyan, tébblépéses analitikai
madszert dolgoztunk ki, amellyel az elérheté mUszerezettségnek megfelel6 médon megbizhatdan
kimutathaté a termékek szibutraminszennyezése. Az Adltalunk alkalmazott, szinreakcidkat,
rétegkromatografids, HPLC-DAD és -MS, valamint NMR vizsgalatot magdban foglalé6 mddszer a
rendelkezésre ll6 miiszerezettséghez idomulva alkalmas a szennyezés/hamisitas kimutatasara.
Az egyes vizsgalati 1épések eredményei egymast erGsithetik, mivel a detektdlds eltéré elveken
torténik. A fogasztdszerek szibutramintartalomra vald vizsgalata azért lenne elengedhetetlen,
mert ez a vegyiilet jelent@s kardiovaszkularis rizikét jelent (ez vezetett a hatdanyag gydgyszerként
valé alkalmazasanak megsziintetéséhez).

Hat grapefruitmag-kivonatot tartalmazd készitményt vizsgaltunk vékonyréteg-
kromatografids és HPLC moddszerek segitségével. Mindossze két készitmény esetében voltak
kimutathatdk limonoidok, ami igazolta, hogy ezek kiindulasi nyersanyagaul a névény magja
szolgdlhatott (ugyanakkor megjegyzendS, hogy egyéb citrusfélék magja is tartalmaz f6
komponensként limonint (180) és nomilint (181), igy a termékek mas fajbdl is készilhettek). A
tobbi készitményrél ugyanez nem allapithatd meg: harom termékben kumarinokat detektaltunk,
amelyek a citrusfélék héjara jellemzé anyagok, egy készitményben pedig nagy mennyiségl

benzetdnium-kloridot azonositottunk.
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A grapefruitmag-kivonatokat hazankban els6sorban megfazasos betegségek esteén,
valamint ,,immunerd&sit6ként” alkalmazzak. A hatasossaggal kapcsolatban ugyanakkor nincsenek
kisérletes bizonyitékok. Egy vizsgalat szerzGi azt allapitottak meg, hogy a grapefruitmagkivonat in
vitro antibakteridlis hatasa a kivonatban jelen |évé6, a novény bioflavonoidjaibdl képz&d6 kvaterner
ammoniumvegyiilettel (benzalkdnium-klorid) van 6sszefiiggésben.”® Ez a magyarazat kétségkiviil
minden alapot nélkiiloz, ilyen atalakuldas kémiailag realisan nem képzelheté el. Egy masik
vizsgalatban hatbdl 6t grapefruitkivonat mutatott antibakteridlis hatast, ezek mindegyikébdl
benzetdnium-klorid jelenlétét mutattdk ki.*’* A grapefruitmag-készitmények haszon-kockazat
hanyadosa a jétékony hatds bizonyitatlansdga miatt eleve kedvezétlen, a legnagyobb kockazat
azonban a szintetikus szennyez6ként jelen |év6é benzetdnium-kloriddal kapcsolatos. Ezt a
vegyliletet fellleti fertGtlenitésre, injekciok és egyéb (flil-orr-gégészeti, szemészeti)
gyogyszerkészitmények tartdsitasara is hasznaljak, 0,01-0,1% koncentracidban, oralis alkalmazasa
nem jellemz8.4”> Az dltalunk szennyezettnek taldlt termékben mennyisége mintegy 10%, ami,
figyelembe véve a benzetdnium toxikoldgiai jellemzbit, ez a fogyasztd megtévesztésén tul
egészségi  kockdzatokat is hordoz. Allatkisérletekben noévekedési rendellenességet,
vakbélduzzanatot, majkarosodas jeleit észlelték és fokozott mortalitast nagy ddzisu adagolasa
sordn.*’® Bar ezek a hatdsok extrém nagy ddézisnél varhatéak embereknél, a benzeténiumot
tartalmazo termékek veszélyeit esetleirdsok tdmasztjak ala. Egy svédorszagi esetleirds szerint jol
bedllitott warfarin terapia alatt all6 hdzaspar harom napon at szedett grépfritmagkivonatot
tartalmazo cseppet, ami INR-emelkedéssel, hematdma kialakulasaval parosult. Az alkalmazott
termék benzetdnium-kloridot tartalmazott, s bar az interakcd mechanizmusa nem teljesen feltart,
abban szerepet jatszhat a vegylilet CYP2C9 enzimgatld hatdsa (a warfarin a citokrém P450 2C9

enzim altal metabolizalddik).4”

6.12. Homeopatias készitmények hatéanyag-tartalmanak vizsgalata

Az altalunk vizsgdlt két baratcserjetermék indikaciéja nagyon hasonlé (a homeopatids terméknél
premenstruadlis tlinetek és szabalytalan menstruaciés ciklus, az allopatias gyogyszernél
menstrudcids zavarok, mastodynia és premenstrudlis szindréma).?’84° Az allopatias termék
premenstrualis szindromaban vald hatdsossagat tobb placebokontrollos, kettés vak, randomizalt
vizsgélat igazolja,3%%3%1%% de a hasonld kimenetel( vizsgdlatot a homeopatids gydgyszerrel is
végeztek.®482 A premenstrudlis tinetek, kilénésen a mastodynia, gyakran latens
hiperprolaktinémiaval tarsulnak. A Vitex agnus-castus D,-receptor agonista tulajdonsagat
bizonyitottak, tovdbba azt is, hogy agonistaként viselkedik p-opioid receptorokon.*® A névény

szamos flavonoidja dézisfiggé médon két6dik mind a p-, mind a 6-opioid receptorokhoz, de csak
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a kaszticinnek (184) [amelyet az agnuziddal (183) egyiitt gyakran alkalmaznak markerként] van
szelektiv agonista aktivitasa a 8-receptorokon.*®

A homeopatiads és az allopdatias termék egyarant Vitex agnus-castus termésébdl készilt
kivonatot tartalmazott. A Mastodynon napi ddzisa 324,0 mg Vitex agnus-castus Gstinkturajabol
nyert szdraz kivonatot tartalmaz (valamint még 5 novény kivonatat 100—1 000 000-szoros
higitdsban), mig az Agnucaston napi ddzisa 3,2-4,8 mg kivonatot (drog—extraktum arany 8,3—
12,51:1; kivondszer 70% (v/v) etanol). Mindkét termék f6 alkotorésze a baratcserje, de mig az
allopatias termék esetén megallapithatd., hogy a napi adag ~27-60 mg drognak felel meg, a
homeopatias esetén ez a megfelel§ adatok (drog—extraktum ardny) hianyaban nem kalkuldlhato,
igy pusztdn a termékleirdsokban talalhaté adatok alapjan a készitmények baratcserjekivonat-
tartalma nem vethetd Ossze.

Vizsgalatainkban az emlitett két markervegyliletet [az agnuzid (183) és kaszticin (184)]
mennyiségét hataroztuk meg egy allopdtids és egy homeopdtias gydgyszerben, s els6ként
mutattunk ra, hogy a két, f6 hatdanyagként baratcserjekivonatot tartalmazd készitmény
markeranyagai azonos nagysagrendben mutathatdak ki a termékekben. Ezek az eredmények is
ramutatnak arra, hogy a homeopatia nem egy egységes gydgydszati rendszer, és az alacsony
potencidju Osszetevlket vagy az Gstinkturdt tartalmazd szerekben taldlhatd dozisok kozel
azonosak vagy egyenl6ek lehetnek az allopdtids dézisokkal. Mindennek a biztonsagossag
szempontjabdl is vannak kdvetkezményei, ugyanis a farmakoldgiai hatast kivalté termékek esetén

a mellékhatasok kialakulasanak esélye is realis.

6.13. Pirrolizidin-alkaloidok felszivodasa kiils6leges alkalmazasnal

Mivel a pirrolizidin-alkaloidok novényekben is viszonylag alacsony mennyiségben fordulnak el6, s
ennek a mennyiségnek a kordbbi allatkisérletes adatok alapjan feltételezhet6en csak téredéke

szivédik fel epidermiszen térténd alkalmazés esetén,??

olyan analitikai moédszerre volt sziikség a
farmakokinetikai vizsgdlatokhoz, amely kis mennyiségben jelen |év6 alkaloid kimutatdsara is
alkalmas. Illyen célokra legdltaldnosabban gdaz- vagy folyadékkromatografiaval csatolt
tomegspektrometrids moddszereket alkalmaznak. A pirrolizidin-alkaloidok  mennyiségi
meghatdrozdsaval kapcsolatos cikkek nagy része a mézek analizisével foglalkozik. Az ilyen célra
kifejlesztett GC-MS és LC-MS moddszerek kritikus Osszefoglaldsa szerint mindkét mérési maéd

megbizhatdéan hasznalhatd,*®

jelen munka esetén a folyadékkromatografids elvalasztas
alkalmazasa a minta jellegébél addddan célszerlibbnek tlint. Az LC-MS vizsgalatokra jellemzé
meghatérozasi hatar a pg/kg-s tartomanyban van,*® ELISA alapu vizsgalattal hasonlé érzékenység

érhetd el.*¥” GC-MS médszerrel az érzékenység ettél elmarad (LOD 100 pg/kg).*e8
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A human epidermiszen, Franz-cella alkalmazasaval nyert eredmények ramutatnak arra,
hogy az ordlis és a kils6leges alkalmazdas biohasznosuldsa kozott egyenléséget tenni feltehetbleg
tulzott dvatossag. A human epidermiszen kisérleti koriilmények kozott 24 ora alatt megfigyelt
0,22%-0s penetrdciés arany meglehetdsen alacsony, raadasul az intakt b6ron vald felszivodas
ennél alacsonyabb lehet (tekintettel arra, hogy az epidermisz csak a b6r egyik rétege, raadasul
redlisan human alkalmazas esetén 24 6randl rovidebb id6 alatt lemossak, eltdvolitjak a b6rrél a
kezelésre alkalmazott krémet).*® Az altalunk nyert, a humdn alkalmazas esetén redlis aranyt
meghaladd felszivodas esetén, a noévényre jellemz6 maximalis, 0,4%-os pirrolizidinalkaloid-
tartalom?*° és annak 100%-o0s hatékonysagu extrakcidjaval nyert, az Eurdpai Gydgyszeriigynokség
monografidjanak megfeleld termék alkalmazasa mellett a maximalisan felszivddé
alkaloidmennyiség 17,6 pg. Az altalunk mért felszivddasi arany 6sszhangban van azzal, amelyet
kordbban egy in vivo kisérletben patkdnyokon, az alkaloidmetabolitok meghatarozdsaval mértek
(0,1-0,4%),%>? ugyanakkor az eredmények limitacidja, hogy csak egyetlen (ugyan f&) alkaloid
mérésén alapulnak. A kalkuldlhatéan felszivodd mennyiség meghaladja azt a limitet, amelyet az
Eurdpai  Gyogyszerligynokség  allasfoglaldsa  meghatdrozott  kils6leges  alkalmazdasu
gyogyszerkészitmények napi dozisdban a telitetlen pirrolizidin-alkaloidokra.?>® Megjegyzendd
ugyanakkor, hogy a névényben taldlhatd alkaloidoknak csupan egy része telitetlen (ezek aranyardl
nincsenek szisztematikus mérések), igy a maximalisan felszivodé vegylleteknek csak egy része
toxikus, tovabba az is alappal feltételezhetd, hogy a kivonatkészités sordn nem nyerheté ki az
alkaloidok teljes mennyisége. Jollehet az emlitett allasfoglalds is megemliti, hogy a korabbi
allatkisérletes adatok arra utalnak, hogy dermalis alkalmazas esetén a felszivodas aranya legaldbb

20-50-szer rosszabb, mint oralis bevitelnél,?*?

human adatok hijan, a legrosszabb forgatékényv
elve alapjan a jelenleg is érvényes limitet hataroztdk meg. Az altalunk nyert, human relevanciaju
adatok hozzajarulhatnak ahhoz, hogy az allasfoglalas megujitasanal redlisabb limitet hatarozzanak

meg, és tovabbi, in vivo vizsgalatok elvégzését is 6sztonozhetik.

6.14. A Hoodia gordonii adrenerg hatasa

Analitikai vizsgalattal igazoltuk, hogy a Hoodia gordoniit tartalmazé termékkel kapcsolatban
megfigyelt kardiovaszkuldris nemkivanatos hatds valéban a névény extraktumdhoz kéthetd. Az
elvégzett in vitro vizsgalat a H. gordonii adrenerg aktivitasat igazolta. A termék méhre kifejtett
hatdsanak propranolol-érzékenysége alapjan a szimpatomimetikus hatds jelent6s részben B-
receptor altal medialt hatasnak tekinthet6. Az altalunk kimutatott, javarészt B-receptor altal
medidlt szimpatomimetikus hatds és az ebbél ered6 mellékhatdasok mechanizmusa hasonlé t6bb,

ma mar a forgalombdl kivont fogyasztdszeréhez. A B-adrenerg receptoragonistak étvagycsokkentd
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hatéssal is rendelkezhetnek,*° de a B-adrenoceptorok stimulalasa kiildénbdz8 sziv- és érrendszeri
panaszokat is okozhat. Eredményeink informacidt adnak a Hoodia lehetséges hatdsmaddjarodl és a
megfigyelt mellékhatdsok hatterérél. Eredményeink a ndvény alkalmazasanak (ddzisfliggs)
kockazatdra utalnak, de ennek human relevanciajanak vizsgalatdhoz, csakigy mint a hatasossag
igazolasahoz, jol tervezett klinikai vizsgalatok sziikségesek.

A terhesség alatti receptorfunkcié-valtozas magyarazatul szolgdlhat a szimpatomimetikus
vegyliletek gesztaciofliigg6 méhizomzat-relaxdlé hatdsara (gyengébb méhrelaxald hatds késé
vemhes allatok esetén). A nem vemhes patkany méhe korlatozottan huzddik 6ssze a-adrenerg
hatdsra, de jelent6sen elernyed B-adrenerg stimuldcié esetén. A kés6i vemhes miometrium
érzékeny mind a- és B-adrenerg ingerlésre, ezért a méhizomzat valaszreakcidéjat a vizsgalt anyag
receptorpreferenciaja hatdrozza meg.**° Valdszinisithetd, hogy a termék altal kivaltott korldtozott
relaxacié késéi vemhes miometrium esetén egyidejl a- és B-adrenerg stimulacidé kovetkezménye,
amely a B-receptorokon keresztil kivaltott hatas blokkolasaval a fokozott kontraktilitas irdnyaba
tolhato.

Eredményeink magyarazatot nydjthatnak a klinikai vizsgalatban kozolt sziv- és érrendszeri
mellékhatdsokra (vérnyomas és pulzusszam-emelkedés)?> és a munkank kiindulasi alapjat jelents

esetleirasra, egyuttal felhivjak a figyelmet a névény kontroll nélkiili alkalmazdsanak veszélyeire is.

6.15. A romai kamilla hatasa a simaizmokra

Vizsgalataink soran els6ként szolgaltattunk kvantitativ adatokat a rémai kamilla tradicionalis
gyogyszerek el6allitasara alkalmazhatd kivonatanak flavonoiddsszetételérél. Az altalunk vizsgalt,
70%-o0s alkohollal készitett kivonat f6 flavonoidja az eupafolin (209), a tovabbi mérhet6 vegyiletek
a luteolin (108), hiszpidulin (9) és apigenin (11) voltak.

A munka célja a fent emlitett nyers kivonat, valamint azok frakcidinak vizsgalata volt. A
frakciok simaizmokra kifejtett hatdsdval parhuzamosan flavonoidtartalmukat is mértiik, annak
érdekében, hogy felmérjik a vegylletek spazmolitikus aktivitasban betoltott szerepét. A nyers
kivonat frakcionaldsdra a flavonoidok egyéb szekunder metabolitoktdl valé elvalasztdsara
elterjedten alkalmazott poliamidot alkalmaztuk alléfazisként. A magas viztartalmud eluensekkel
nyert frakcidk flavonoidmentesek (P20) vagy alacsony flavonoidtartalmuak (P40) voltak. Az eluens
metanoltartalmanak noévelésével a flavonoidtartalom nétt, azonban a tiszta metanollal nyert
P100-ban két flavonoid, az eupafolin (209) és a hiszpidulin (9) mennyisége elmaradt a P80-étdl,
s6t, az 6sszflavonoidtartalom is utébbi frakciéban volt magasabb.

A farmakoldgiai vizsgalatok zomét tengerimalac ileumon végeztiik, ezen a preparatumon

a kivonat, annak frakcioi, a flavonoidok és az illéolaj hatasat egyarant vizsgaltuk. A nyers kivonat
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ezen a preparatumon korabban még le nem irt atmeneti kontrahalé hatast fejtett ki, amely
feltehetbleg a kolinerg neuronok aktivalasa révén alakul ki (mivel atropinnal és tetradotoxinnal
gatolhatd volt). A kontraktilis hatast mérsékelten, de szignifikdns mértékben gatolta a
ciklooxigendz enzimet gatlé indometacin, ami az endogén prosztanoidok moduldlé hatdsanak
szerepére utal. Egyéb, egylttesen adott vegylletek a hatdst nem befolydsoltak, igy a szerotonerg
és purinerg hatasok szerepe nem valdszin( a kontrahald aktivitasban.

Az dtmeneti, mérsékelt stimuldld aktivitast kdvetéen a nyers kivonat tartds relaxald hatast
mutatott tengerimalac ileumon. Ez a hatds atropin és tetrodotoxin jelenlétében és hianyaban
egyarant kialakult, azonban a részletes vizsgdlatokban a két vegyilettel elGkezeltiik a
preparatumot a neuronalisan medialt hatasok kizardsa érdekében. A relaxdns hatast a B-adrenerg
receptorokon antagonista hatasu propranolol, valamint a NO-szintdzt gatlé N®-nitro-L-arginin sem
gatolta, mindez arra utal, hogy a spazmolitikus hatds kodzvetlenil a simaizmon alakul ki. A
kozvetlen relaxans hatast mas preparatumokon (human longitudindlis és cirkuldris jejunum,
patkany ileum és disztalis colon, tengerimalac hugyhdlyag) is kimutattuk. A magas intrinzik ténusu
preparatumokon (patkany ileum és colon) nem volt sziikség prekontrakcio elGidézésére, és ezeken
a modelleken a vizsgalt anyagok atmeneti kontrahalé hatdsa sem volt megfigyelheté.

A kivonat kémiai Osszetétele és a hatds 0Osszefliggéseinek vizsgalatdra tengerimalac
ileumon keriil sor. A frakciok flavonoidtartalma és a relaxans hatds kozott egyértelm(i 6sszefliggést
figyeltiink meg (a flavonoidokat nem, vagy csak kis koncentraciéban tartalmazo frakcidk gyenge,
a flavonoidokban dus frakciék markans hatast mutattak), mig az atmeneti kontrahdald hatds esetén
ilyen asszociacido nem volt kimutathaté. A tiszta flavonoidok mindegyike kettGs (dtmeneti
kontrakciot kovet6 tartds relaxacid) hatdssal jellemezhetd, hataser&sségik hasonlé. Ez arra utal,
hogy a flavonoidoknak kulcsszerepe van a hatasban, ugyanakkor mivel a flavonoidmentes
kivonatnak is volt mérsékelt relaxadld hatasa, egyéb vegylletek is szerepet jatszanak a
bioaktivitdsban. Ezt alatdmasztja az illdolaj esetén kimutatott relaxalé hatds, amit nem el&zott
meg kontrakcio.

Eredményeink kisérletes bizonyitékokat szolgaltatnak a rdmai kamilla tapasztalati alapon
feltételezett simaizomgorcs-oldé hatasdhoz. A kilonbozé simaizom-preparatumokon (koztiik
human jejunumon) megfigyelt kdzvetlen relaxald hatds magyarazatot adhat az emésztési
panaszok esetén tapasztalt hatasossagra. Igazoltuk, hogy a hagyomanyos névényi gyogyszerek
alapanyagdul hasznalhaté 70%-os etanolos kivonat ellazitja a simaizmokat és ez a hatas 0sszefligg
flavonoidtartalmdval. Ramutattunk a kivonatok és a flavonoidok kettés (atmeneti kontrakciét
kovetd tartds relaxacid) hatdsara a simaizmokon, s igazoltuk, hogy az 6sszhatasban az illolaj

relaxald hatasa is szerepet jatszik.

129



dc_1800 20

6.16. Centaurea fajok kivonatainak gyulladascsékkent6 és
sebgydgyulast eldsegit6 hatasa

A sebgydgyulas komplex folyamat, befolydsolasara elvileg tébb tdmadasponton is lehetséges. A
bér sérilése esetén a dermalis és epidermdlis szovetek regenerdcidja gyulladasos fazissal
kezdédik, melyet egy proliferativ és remodelling fazis kévet.*! A sebgydgyitds elGsegitésére
haszndlt gydgynovények egy része (pl. a torok népi gydgyadszatban alkalmazott Centaurea iberica)
gyulladasgatlé aktivitassal is rendelkezik,**? azonban nem ismert részleteiben, hogy ezek a
névények mely mechanizmusok eredményeként fejtik ki hatasukat.

Vizsgdlataink keretében igazoltuk, hogy egy, a népi gyégydszatban sebkezelésre hasznalt
novény kivonata hatékonyan elGsegitette a sebgydgyuldst egy allatkisérletes modellben. A
Centaurea sadleriana népi gydgyaszati felhaszndlasat els6ként dokumentaltuk a szakirodalomban,
egyuttal vizsgalataink a felhasznalas racionalitasdval kapcsolatban is informaciot adtak. Mindegyik
kivonat kedvezGen befolyasolta a sebgydgyulast, a legapoldrosabb kivonat esetén ez a hatds a
placebdhoz viszonyitva szignifikans volt, ami a hatéanyagok polaritasardl ad informacidt. A népi
gydgydszatban hasznalt vizes kivonat is mérsékelt hatdsossagot mutatott. A kisérleti modell, a seb
tipusa és a hatds kialakuldsanak idGtartama alapjan feltételezhets, hogy az extraktum a
gyulladasos és proliferativ fazisra fejt ki hatast. A hexanos és kloroformos frakcidk in vitro
meghatarozott markans gyulladasgatlod aktivitdsa szerepet jatszhat sebgydgyitd hatasban.

A C. sadleriana tartalomanyagait vizsgalva 11 vegyiletet nyertiink ki és azonositottunk a
novénybdl [y-linolénsav (210), sztigmaszterin (212), B-szitoszterin (213), a-linolénsav (211),
pektolinarigenin (216), szalvigenin (217) és kampeszterol (214), vanillin (215), hiszpidulin (9),
krizoeriol (218) és apigenin (11)]. Ezek mindegyike ismert vegyilet a nemzetség mas fajaiban, de
ebbdl a taxonbdl els6ként irtuk le. Az 210-214, 216 és 217 vegyiletek a sebgydgyulas
szempontjabdl legmarkansabb hatdsu frakciobol szarmaztak.

A novény kivonatdanak kilénb6z6 polaritasu frakcidit vizsgalva megallapitottuk, hogy a
legnagyobb in vitro gyulladdscsokkentd aktivitds a n-hexanos, majd a kloroformos extraktumok
esetén tapasztalhatd, a poldrosabb kivondszerekkel nyert extraktumok hatdstalanok voltak. Az n-
hexdnos kivonat tovdbbi frakciondldsaval szdmos hatdsos frakcié volt nyerhets, amelyek koziil a
legaktivabbak esetén in vivo gyulladascsokkenté hatds is igazolhatd volt karragén-indukalt
patkanylabodéma-teszten. Tiz tovabbi Centaurea faj COX-1 és -2 enzimeket gatld hatdsat vizsgalva
megallapitottuk, hogy az n-hexanos frakciok mindegyike aktiv, a kloroformos extraktumok esetén
mérsékeltebb aktivitas jelentkezett, a polarosabb frakcidk pedig inaktivak voltak. Mindez
megerdsiti, hogy a gyulladascsokkentd hatds, amely a C. sadleriana sebgydgyitd hatasaban is

szerepet jatszhat, elsésorban az apolaros vegytletekhez kéthetd.
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6.17. A parlagfii potencialis vese- és majkarosito hatasa

A parlagflikivonatokkal 3altalunk elvégzett 4 hetes szubakut toxikoldgiai vizsgalat sordn
patkanyokon klinikai tiineteket nem lehetett megfigyelni, azonban a biokémiai paraméterekben
és a szervtomegekben eltérés volt kimutathatd a kontrollcsoporthoz képest. A trigliceridszint
csokkentésének mechanizmusaban nem ismert, ugyanakkor nem Uj megfigyelés: Parkhomenko és
mtsai. kisérletesen elGidézett hiperlipidémia esetén patkanyokon a parlagfli kivonatanak
polifenolos vegyiiletekben dus frakcidjanak lipidszintet csokkenté hatdsat igazoltak.**

Az AST és ALT ndvekedése a KD csoportban majkdrosodasra utalhat.*** Ezzel 8sszhangban
a szerv relativ tomege is csokkent ebben a csoportban, de még nagyobb mértékben az ND
csoportban, amelyben viszont a két majenzim esetén nem volt eltérés. Ez a jelenség, egyéb
kisérleti (pl. hisztoldgiai) bizonyiték hijan azzal magyarazhatd, hogy a majkarosodas el6rehaladésa
soran az AST, ALT értéke visszatérhet a normal tartomdnyba, még akkor is, ha egyébként a
progresszid mdas modon igazolhatd.**”

A karbamid- és kreatininszint novekedése vesekarosoddsra utalhat. Hasonld hatdast
parlagf(i esetén nem irtak le, azonban egyéb, a parlagflivel rokon faj, igy az Artemisia deserti
Krasch. esetén igen: a karbamidszint emelkedés mellett a vese hisztopatoldgiai eltérését is leirtak
patkdnyokon.*®%7 A kreatininszint ndvekedését elséként dokumentdltuk, ez az eltérés az ND
csoportban a KD csoporthoz képest volt szignifikans.

A parlagfl fitokémiai profilja nem teljesen feltart, a jelenleg ismert vegyiiletei kozil a
szeszkviterpén-laktonok feltételezhet6ek a toxikus hatdsok hatterében. Egyes szeszkviterpén-
laktonok citotoxikus hatdsa kdzismert, azonban az erre az aktivitasra vonatkozo vizsgalatokat-a
terapids hasznosithatésagot szem el6tt tartva, altaldban daganatos sejtvonalakon végzik.
Ugyanakkor ismert, hogy egyes, az Asteraceae csalddba tartozo, szeszkviterpén-laktonokat
tartalmazé novények kifejtenek specidlis citotoxikus, igy nefrotoxikus hatdst, és a partenin
(Parthenium fajok jellemz8 szeszkviterpém laktonja) esetén ezt in vitro is leirtak. “® A Hymenoxys
odorata glomerulonefrézist és mdjkdrosodast okozd hatasat birkdkon és kecskéken figyelték
meg.*®® A Smallanthus sonchifolius ismételt adagoldsa patkdnyokon a kreatinin- és az
albuminszintben okozott eltéréseket, a hisztolégiai vizsgalat glomerulonefrézist igazolt.>®

A szeszkviterpén-laktonok kozponti idegrendszert karosité hatdsa (amit mi az agy
tomegndvekedésébd kovetkeztettiink) nem Uj megfigyelés. Bizonyos imola fajok, igy a Centaurea
solstitialis és a C. repens tartds fogyasztdsa lovaknal a Parkinson-kérhoz hasonléan
manifesztdlédd, agyi nekrdzissal jard betegséget, amit a novényekben taldlhatd citotoxikus

repinnek tulajdonitanak.’®! Mivel a szervtdomegek vialtozdsa gyakran megel6zi a morfoldgiai
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elvaltozasok kialakuldsat,>® eredményeink felhivhatjdk a figyelmet a korai agyszdvetkdrosodds
esélyére, ezt azonban tovabbi vizsgalatokkal sziikséges megerdsiteni.

Eredményeink ramutatnak arra, hogy a (gyogy)névények toxikoldgia profiljanak
megrajzolasahoz elengedhetetlenek a kisérletes bizonyitékok, kiiléndsen olyan névények esetén,
amelyeket korabban széles korben nem alkalmaztak gydgynovényként, igy empirikus alapu
ismeretek sem tamasztjak ala a biztonsdgossagot. Emellett szilkséges a ndvény részletes kémiai
vizsgalata és vegylleteinek farmakoldgiai jellemzése, hiszen a szeszkviterpén-laktonok kozott
szdmos antiproliferativ, gyulladascsokkenté hatasu ismert, amelyek névényi kivonat részeként

vagy tiszta formdaban egyarant gydgyaszati hasznositast nyerhetnek.

6.18. Novényi kivonatok hatasossaganak elemzése metaanalizisekben

A novényi kivonatokkal végzett klinikai vizsgdlatok metaanaliziseinek készitését az a felismerés
0sztonozte, hogy a novényi termékekkel végzett ilyen jellegli vizsgalatok szdma alacsony, és azok
egy része is modszertani hibakkal terhelt. A leggyakoribb hiba az, hogy a vizsgdlatokban
alkalmazott faj azonossagan tul a metaanalizisek szerz6i nincsenek tekintettel arra, hogy az egyes
vizsgalatokban gyakran egészen eltér6 mddon készitett, ebbbl kbvetkezben eltéré Osszetételli
kivonatokat alkalmaztak. Ezek eredményeinek kritikatlan Gsszevondsa szakmailag téves
kovetkeztetésekhez vezethet.

A baratcserje Eurdpa-szerte gyégyszerként (is) forgalomban Iév6 névény. Két kivonatdval a
Ze 440 és a BNO 1095 jelzéstliekkel szamos preklinikai és klinikai vizsgalatot végeztek, amelyek
alapjan ezeket gyogyszerként engedélyezték. Ennek a névénynek szamos mas terméke (klinikailag
igazolt hatds nélkiil) hagyomanyos névényi gydgyszerként vagy étrend-kiegészitéként van jelen. A

503-505

névény megtaldlhaté a PMS kezelésével kapcsolatos szakmai ajanlasokban, azonban a brit

valtozékonysaga miatt az adagolds nem allapithaté meg.>%® Mas ajanlasok hasonlé konkluzidval
zarulnak,®” vagy a bizonyitékok hianyara hivatkozva nem ajanljak a névény készitményeit.>*®
Mindez nem meglepd a kordbbi metaanalizisek gyengeségeinek ismeretében. Az egyik kordbbi
metaanalizis szamos, nem megfelel6en jellemzett (pl. pontos noévényfaj, kivondszer, drog —
kivonat ardny nem ismert) vizsgalaton alapult,>® egy masik mindéssze 2 vizsgalaton (amelyek
koziil egyet a mi analizisiinkben a vizsgélt termék elégtelen jellemzése miatt kizartunk).>'° Az
altalunk végzett metaanalizis volt az elsG, amelyben megfelel6 hangsulyt kaptak a novényi
kivonatokkal elemzésének sajatossagai. Ez a vizsgalat igazolta az érintett termékek hatdsossagat
placebdhoz viszonyitva egy olyan tlinetegylittesben, amelyre nem 3all rendelkezésre specifikus

farmakoterapia. A limitaciék kozé tartozik az alapul szolgdlé vizsgdlatok alacsony szama, a
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hatdsossag értékelésére hasznalt skalak eltéré pontozasa, és az, hogy a két kiilénb6z6 kivonatot
kiilénbo6z6 orszagokban (Ze 440 — Németorszag; BNO 1095 — Kina) tanulmanyoztak.

Jéllehet a hipotdnia sziv-érrendszeri morbiditds és mortalitds szempontjabdl egyarant
jelent6s kockazati tényezs, kezelési lehetGségei sokkal szikebbek, mint a magas vérnyomadsé.
Néhany szintetikus hatdanyagot leszamitva a galagonya kivonat-kamfor fix kombinacié érhet6 el
gyogyszerként. A Korodin nevl készitmény 1927 6ta van forgalomban gydgyszerként, a
metaanalizbe is vont 4 modern klinikai vizsgdlatot 2008—2014 kozott végezték. A szisztolés és
diasztolés vérnyomasértékek alapjan a kombinacid igazoltan enyhiti a hipotenziét, viszont a
mentalis teljesitményre gyakorolt hatdsa nem szignifikdns. Metaanalizislink gyengesége, hogy
minden bevont vizsgdlat Németorszagban zajlott, és a publikacidk szerz6i kozott atfedés
figyelhet6 meg, tovdbba azis, hogy a résztvevék alacsony szama miatt a normotenziv és hipotenziv
alanyok adatait egyiitt analizaltuk, ami rontotta a homogenitast. Az altalunk készitett metaanalizis
az elérhet6 klinikai adatok elsé fliggetlen elemzése, amely a fontos szerepet kaphat a kombinacié
klinikai hatdsanak értékelésében, terdpidban betoltott helyének meghatarozasaban.

A safrany antidepresszdns hatasat vizsgalé metaanalizisiink kovetkeztetése, hogy a
novény vizsgalt készitményeinek adatai alapjan a placebdndl jelent6sebb, két szintetikus
hatéanyagnal nem elmaraddé hatasossag allapithatd meg. Mig a Hypericum perforatum tdbb
terapias iranyelvben megtaldlhatd, az antidepresszans hatdsra vonatkozdan klinikailag csak 15 éve
vizsgalt safrany nem része az eurdpai terapias gyakorlatnak. Az altalunk elvégzett metaanalizis
eredményei hozzdjarulhatnak a novény terapias értékének meghatarozasahoz. Munkank
limitacidja, hogy a klinikai vizsgalatok mindegyike Irdnban zajlott, a klinikai vizsgalatok szerz6i
kozott atfedés volt, valamint hatdsossag mérésre alkalmazott skaldk és a betegcsoportok is
heterogének voltak. El6nynek tekinthet6 a vizsgalatok és a bevont betegek viszonylag magas

szama.

133



dc_1800 20

7. Az értekezés f6bb megallapitasai

Doktori értekezésemben bemutatott munkam tematikailag és metodikailag szertedgazo, az egyes
kisérleteket az a szandék flzi egybe, hogy eredményeik hozzdjaruljanak a gydgynovények és
vegylleteik raciondlis gydgydszati alkalmazdsahoz. Az értekezésben bemutatott eredményekkel
kapcsolatos f6bb eredeti megdllapitasokat az alabbiakban foglalom 6ssze.

A preparativ fitokémiai munka sordn a vizsgalt Aconitum fajokbdl 22 diterpén-alkaloidot
izolaltunk (kettd jelenlétét kimutattuk), ezek koziil kettS, az akotoxicin (65) és 1-O-dezmetil-
szvatinin (74) (j természetes anyag. Ezen kivil a L. meyeniibél és a H. helianthoides var. scabrdbdl
Osszesen 7 N-alkil-amidot nyertlink ki, amelyek kozll harmat (90-92) Uj természetes anyagként
azonositottunk. Utdbbi fajbdl ezen kivil 6 lignant is izoldltunk, ezek kozott a két Gj arilbenzofuran
neoligndnt, az 1"-dehidroegonol-3"-metilétert (93) és az egonol-3"-metilétert (94). A D
anethifoliabél 13 vegylletet, koztik 9 linearis furokumarint nyertiink ki. Farmakoldgiai
szlir6vizsgalat eredményei alapjan kivalasztott fajként a P. longifolium mohafajbdl 6 vegyiletet
izolaltunk, koztik az els6é 6t természetes 9,10-fenantrénkinon dimert (102-106). Hataskovetett
izolalds eredményeként a C. genistoidesb6l 17 vegylletet nyertlink ki, kdzilik tobb jelentés
dsztrogénszer(i hatdssal rendelkezett. Tobb vegyiillet 'H és 3C NMR adatait, teljes
jelhozzarendelését el6szor kozoltliik vagy a kordbbi adatokat korrigaltuk, szdmos vegyliletet
els6ként irtunk le az adott taxonban.

Els6ként mutattunk rd a sisakvirdg fajok tradicionalis feldolgozasa soran feldusuld
lipoalkaloidok gyulladdscsokkenté hatdsban bet6ltott potencidlis szerepére. Félszintetikus
madszerrel elGallitottunk 15 lipoalkaloidot (ezek koziil 4 kordbban le nem irt vegyilet), ezek
gyulladascsokentéd hatdsat in vitro tanulmanyoztuk, és a vegylletsorozatbdél tobb
gyulladascsokkent6 vegyiletet azonositottunk, igy igazolva feltételezésiinket. Az izolalt diterpén-
alkaloidokkal és az el6allitott lipoalkaloidokkal szisztematikus vizsgalatot végeztiink a vegyuletek
kaliumcsatornakra valé hatasanak feltérképezése érdekében, a GIRK és hERG gatlé hatast
tanulmanyozva. Ennek soran olyan vegyiileteket azonositottunk a lipoalkaloidok k6zo6tt, amelyek
GIRK/hERG aktivitasanak szelektivitdsa perspektivikussa teszi a tovabbi terdpidas fdékuszi
vizsgalatokat. Ugyanezen in vitro tesztrendszerben a human gydgyaszatban alkalmazott vérehullé
fecskef( alkaloidjai kozott olyan hERG-gatlé vegyileteket [kelidonin (207) és a szangvinarin (208)]
azonositottunk, amelyek jelenléte kétségessé teszi az ordlis felhaszndlas biztonsagossagat.

Az N-alkil-amidok kozott az endokannabinoid rendszer tébb tamaddaspontjan (CB
receptorok, anandamidvisszavétel gatlasa, FAAH gatldasa) mikromolaris-szubmikromolaris

koncentraciéban hatdsos vegylleteket azonositottunk. Tobb vegyiilet mutatott jelentGs
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szelektivitast a CB; irant a CB; ellenében (92, 99, 100, 101), utdbbi vegyiilet affinitdsa a CBi-hez és
FAAH-gatlé hatasa kimagaslé.

A farmakoldgiai vizsgalatok egyik fékusza a daganatellenes hatas volt. Legmarkansabb
aktivitast a D. anethifolia furokumarinjaindl mutattunk ki, ezek kozil az oxipeucedanin (127) és
heraklenin (132) szinergista médon fokoztdk a doxorubicin daganatsejtellenes hatadsat is. A H.
helianthoides var scabra lignanjairdl (95 és 96) barrierfunkciot javité hatdst igazoltunk, ami ara
utal, hogy ezek a vegyiletek a BBB-funkcid javitasaval mérsékelhetik az agyi a metasztazisok
kialakuldsdnak kockdazatat.

Az analitikai vizsgalatok egyik célja az volt, hogy szisztematikus adatokat gy(jtstink néhany
iparilag is fontos gydégynovényrél. Ennek keretében szisztematikusan vizsgaltuk kilonbozé
fermentaltsagi fokd teamintak koffein- és L-teanintartalmat, valamint az Rhodiola rosea
konvencionalis (és altalunk javasolt) markeranyagainak mennyiségeit eltéré helyekrdl szarmazé és
egyéb szempontok szerint kiilonb6z6 mintakbdl. Ezek a vizsgalatok a termékek és nyersanyagok
mindségbiztositdsdhoz szolgaltathatnak hasznos adalékot. Hasonld megkodzelités( vizsgalatban
ramutattunk arra, hogy az édeskomény furokumarintartalma minden valdszin(iség szerint nem
jelent humadn egészségi kockazatot.

Kifejezetten biztonsdgossagi szempontu vizsgalat keretében els6ként mutattuk ki, hogy a
mariatovis feldolgozdsi mddja donté befolyassal van a termékek réztartalmara, ami egyes szenzitiv
betegcsoportok szamara redlis kockazat lehet. A fekete naddlyté esetén eredményeink viszont
arra utalnak, hogy kils6leges alkalmazasnal a pirrolizidin-alkaloidok jelenlétével 6sszefliggd
kockazat joval elmarad attdl, amit kisérleti adatok hijan, elméleti megfontoldsok alapjan
feltételeztek. Etrend-kiegészitSk vizsgalata soran nyert tapasztalataink alapjan analitikai
mddszereket dolgoztunk ki a hamisitasok kimutatdsara, valamint allopdatids és homeopatias
gyogyszerek 6sszehasonlitd vizsgalatdval ramutattunk arra, hogy utdbbiak esetében is szamolni
kell a mérheté mennyiségl hatéanyagok jelenlétével és ennek kovetkezményeivel.

Tobb ndvény kivonataival farmakoldgiai és toxikoldgiai vizsgdlatokat végeztiink. A Hoodia
gordonii esetén kimutattuk, hogy a novény adrenerg aktivitdsa a fogyaszté szdmara
kardiovaszkularis kockazatot jelenthet. A parlagfl in vivo vizsgdlatandl a névény lehetséges vese-
és majkarositd hatasara hivtuk fel a figyelmet. A népi gydgyaszatban régdta gorcsoldoként
haszndlt rémai kamilla kivonataval els6ként végeztiink a hatdas modjanak és az azért felelGs
vegyliletek felderitésével kapcsolatos kisérleteket. A szakirodalomban els6ként dokumentaltuk
egy endemikus faj, a C. sadleriana etnomedicinalis alkalmazasat és igazoltuk sebgydgyito hatasat.

A gyégynovények humadan hatdsossaga klinikai vizsgalatokban dallapithaté meg. Ezek
eredményeinek fliggetlen, kritikus statisztikai Ujraelemzése az egyes vizsgdlatok eredményeinél

megbizhatdbb kovetkeztetésekhez vezet. Hairom névényi termék, a baratcserje, a safrany és a
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galagonya-kdmfor kombinacid esetén metaanalizisekben vizsgaltuk meg a hatasossaggal
kapcsolatos adatokat és szolgaltattunk a bizonyitékokon alapuld orvoslas szamara is hasznalhaté

evidencidkat.
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8. Az értekezés alapjaul szolgald kozlemények

1*

2*

3*

4%

5*

6*

7*

8*

9*

10*

11*

12*

13*

14*

15*

16*

17*

Csupor, D.; Forgo, P.; Wenzig, E. M.; Bauer, R.; Hohmann, J. Bisnorditerpene, norditerpene,
and lipo-alkaloids from Aconitum toxicum. J. Nat. Prod. 2008, 71, 1779-1782.

Forgo, P.; Borcsa, B.; Csupor, D.; Fodor, L.; Berkecz, R.; Molnar V., A.; Hohmann, J. Diterpene
alkaloids from Aconitum anthora and assessment of the hERG-inhibiting ability of aconitum
alkaloids. Planta Med. 2011, 77, 368-373.

Borcsa, B.; Fodor, L.; Csupor, D.; Forgo, P.; Molnar, A.; Hohmann, J. Diterpene alkaloids
from the roots of Aconitum moldavicum and assessment of Na, 1.2 sodium channel activity
of Aconitum alkaloids. Planta Med. 2014, 80, 231-236.

Kiss, T.; Orvos, P.; Bansaghi, S.; Forgo, P.; Jedlinszki, N.; Talosi, L.; Hohmann, J.; Csupor, D.
Identification of diterpene alkaloids from Aconitum napellus subsp. firmum and GIRK
channel activities of some Aconitum alkaloids. Fitoterapia 2013, 90, 85-93.

Hajdu, Zs.; Hasko, J.; Krizbai, I. A.; Wilhelm, |.; Jedlinszki, N.; Fazakas, C.; Molnar, J.; Forgo,
P.; Hohmann, J.; Csupor, D. Evaluation of lignans from Heliopsis helianthoides var. scabra
for their potential antimetastatic effects in the brain. J. Nat. Prod. 2014, 77, 2641-2650.
Hajdu, Zs.; Nicolussi, S.; Rau, M.; Lorantfy, L.; Forgo, P.; Hohmann, J.; Csupor, D.; Gertsch,
J. Identification of endocannabinoid system-modulating N-alkylamides from Heliopsis
helianthoides var. scabra and Lepidium meyenii. J. Nat. Prod. 2014, 77, 1663-1669.
Csupor, D.; Vollar, M.; Kasz, N.; Kovér, E. K.; Mandi, A.; Kurtan, T.; Sz(cs, P.; Marschall, M.;
Senobar Tahaei, S. A.; Zupkd, |.; Hohmann, J. Pigments of the Moss Paraleucobryum
longifolium: lsolation and Structure Elucidation of Prenyl-substituted 8,8’-linked 9,10-
Phenanthrenequinone Dimers. J. Nat. Prod. 2020, 83, 268-276.

Roza, O.; Lai, W.-C.; Zupkd, I.; Hohmann, J.; Jedlinszki, N.; Chang, F.-R.; Csupor, D.; Eloff, J.
N. Bioactivity guided isolation of phytoestrogenic compounds from Cyclopia genistoides by
the pER8:GUS reporter system. South African J. Bot. 2017, 110, 201-207.

Roza, O.; Martins, A.; Hohmann, J.; Lai, W.-C.; Eloff, J.; Chang, F.-R.; Csupor, D. Flavonoids
from Cyclopia genistoides and their xanthine oxidase inhibitory activity. Planta Med. 2016,
82,1274-1278.

Mottaghipisheh, J.; Nové, M.; Spengler, G.; Kusz, N.; Hohmann, J.; Csupor, D.
Antiproliferative and cytotoxic activities of furocoumarins of Ducrosia anethifolia. Pharm.
Biol. 2018, 56, 658—664.

Csupor, D.; Wenzig, E. M.; Zupkd, |.; Wolkart, K.; Hohmann, J.; Bauer, R. Qualitative and
guantitative analysis of aconitine-type and lipo-alkaloids of Aconitum carmichaelii roots. J.
Chromatogr. A 2009, 1216, 2079-2086.

Borcsa, B.; Widowitz, U.; Csupor, D.; Forgo, P.; Bauer, R.; Hohmann, J. Semisynthesis and
pharmacological investigation of lipo-alkaloids prepared from aconitine. Fitoterapia 2011,
82, 365-368.

Kiss, T.; Borcsa, B.; Orvos, P.; Talosi, L.; Hohmann, J.; Csupor, D. Diterpene Lipo-Alkaloids
with Selective Activities on Cardiac K * Channels. Planta Med. 2017, 83, 1321-1328.
Csupor, D.; Borcsa, B.; Heydel, B.; Hohmann, J.; Zupk, I.; 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.
Peschel, W.; Kump, A.; Horvath, A.; Csupor, D. Age and harvest season affect the
phenylpropenoid content in cultivated European Rhodiola rosea L. Ind. Crops Prod. 2016,
83, 787-802.

Peschel, W.; Kump, A.; Zomborszki, Z. P.; Pfosser, M.; Kainz, W.; Csupor, D.
Phenylpropenoid content in high-altitude cultivated Rhodiola rosea L. provenances
according to plant part, harvest season and age. Ind. Crops Prod. 2018, 111, 446-456.
Péter Zomborszki, Z.; Kisz, N.; Csupor, D.; Peschel, W. Rhodiosin and herbacetin in
Rhodiola rosea preparations: additional markers for quality control? Pharm. Biol. 2019, 57,

137



dc_1800 20

18*

19*
20*
21*
22*
23*

24*

25*

26*

27*
28*
29*

30.*

31*

32*

33*

34*

35*

36*

37*

138

295-305.

Csupor, D.; Boros, K.; Hunyadi, A.; Veres, K.; Hohmann, J. Validation of a densitometric
method for the determination of theanine in tea extracts using CP atlas software. JPC - J.
Planar Chromat. 2012, 25, 571-574.

Csupor, D.; Boros, K.; Jedlinszki, N.; Hohmann, J. A Validated RP-HPLC-DAD Method for the
Determination of L-Theanine in Tea. Food Anal. Methods 2014, 7, 591-596.

Boros, K.; Jedlinszki, N.; Csupor, D. Theanine and Caffeine content of infusions prepared
from commercial tea samples. Pharmacogn. Mag. 2016, 12, 75-78.

Csupor, D.; Bognar, J.; Karsai, J. An Optimized Method for the Quantification of Isoflavones
in Dry Soy Extract Containing Products. Food Anal. Methods 2015, 8, 2515-2523.

Kerekes, D.; Csorba, A.; Gosztola, B.; Németh-Zambori, E.; Kiss, T.; Csupor, D. Furocoumarin
Content of Fennel—Below the Safety Threshold. Molecules 2019, 24, 2844.

Jedlinszki, N.; Kalomista, |.; Galbacs, G.; Csupor, D. Silybum marianum (milk thistle)
products in Wilson’s disease: a treatment or a threat? J. Herb. Med. 2016, 6, 157-159.
Csupor, D.; Szekeres, A.; Kecskeméti, A.; Vékes, E.; Veres, K.; Micsinay, A.; Szendrei, K.;
Hohmann, J. Szildenafillal és tadalafillal hamisitott étrend-kiegészitok a hazai piacon. Orv.
Hetil. 2010, 151, 1783—-1789.

Csupor, D.; Boros, K.; Dankd, B.; Veres, K.; Szendrei, K.; Hohmann, J. Rapid identification of
sibutramine in dietary supplements using a stepwise approach. Pharmazie 2013, 68, 15-
18.

Csupor, D.; Micsinay, A.; Mathé, I.; Horvéath-Boros, K.; Kiss, T.; Hohmann, J. Planar
chromatography in the quality control of adulterated Citrus paradisi seed extract-
containing products. JPC - J. Planar Chromatogr. 2018, 31, 23-27.

Csupor, D.; Boros, K.; Hohmann, J. Low Potency Homeopathic Remedies and Allopathic
Herbal Medicines: Is There an Overlap? PLoS One 2013, 8, e74181.

Jedlinszki, N.; Csupor, D. A validated, rapid HPLC-ESI-MS/MS method for the determination
of lycopsamine. Nat. Prod. Commun. 2015, 10, 1181-1182.

Jedlinszki, N.; Baldzs, B.; Csanyi, E.; Csupor, D. Penetration of lycopsamine from a comfrey
ointment through human epidermis. Regul. Toxicol. Pharmacol. 2017, 83, 1-4.

Vollar, M.; Gyovai, A.; Szucs, P.; Zupko, |.; Marschall, M.; Csupor-Loffler, B.; Bérdi, P.;
Vecsernyés, A.; Csorba, A.; Liktor-Busa, E.; Urbdn, E.; Csupor, D. Antiproliferative and
antimicrobial activities of selected bryophytes. Molecules 2018, 23, 1520.

Kiss, T.; Borcsa, B.; Orvos, P.; Talosi, L.; Hohmann, J.; Csupor, D. Diterpene Lipo-Alkaloids
with Selective Activities on Cardiac K* Channels. Planta Med. 2017, 83, 1321-1328.

Orvos, P.; Virdg, L.; Télosi, L.; Hajdu, Z.; Csupor, D.; Jedlinszki, N.; Szél, T.; Varrd, A.;
Hohmann, J. Effects of Chelidonium majus extracts and major alkaloids on hERG potassium
channels and on dog cardiac action potential — A safety approach. Fitoterapia 2015, 100,
156-165.

Roza, O.; Lovasz, N.; Zupkd, I.; Hohmann, J.; Csupor, D. Sympathomimetic activity of a
Hoodia gordonii product: A possible mechanism of cardiovascular side effects. Biomed Res.
Int. 2013, 171059 .

Sandor, Zs.; Mottaghipisheh, J.; Veres, K.; Hohmann, J.; Bencsik, T.; Horvath, A.; Kelemen,
D.; Papp, R.; Barthd, L.; Csupor, D. Evidence supports tradition: The in vitro effects of
Roman Chamomile on smooth muscles. Front. Pharmacol. 2018, 9, 323.

Kiss, T.; Mdcsai, L.; Csupor, D.; Datki, Zs. L. In vivo screening of diterpene alkaloids using
bdelloid rotifer assays. Acta Biol. Hung. 2017, 68, 443-452.

Csupor, D.; Blazsé, G.; Balogh, A.; Hohmann, J. The traditional Hungarian medicinal plant
Centaurea sadleriana Janka accelerates wound healing in rats. J. Ethnopharmacol. 2010,
127,193-195.

Csupor, D.; Widowitz, U.; Blazsé, G.; Laczké-Z6ld, E.; Tatsimo, J. S. N.; Balogh, A.; Boros, K.;
Dankd, B.; Bauer, R.; Hohmann, J. Anti-inflammatory activities of eleven Centaurea species
occurring in the Carpathian basin. Phyther. Res. 2013, 27, 540-544.



dc_1800 20

38*

39*

40*

41*

Kiss, T.; Szabo, A.; Oszlanczi, G.; Lukacs, A.; Timar, Z.; Tiszlavicz, L.; Csupor, D. Repeated-
dose toxicity of common ragweed on rats. PLoS One 2017, 12, e0176818 .

Csupor, D.; Lantos, T.; Hegyi, P.; Benkd, R.; Viola, R.; Gyongyi, Z.; Csécsei, P.; Téth, B.; Vasas,
A.; Marta, K.; Rostas, I.; Szentesi, A.; Matuz, M. Vitex agnus-castus in premenstrual
syndrome: A meta-analysis of double-blind randomised controlled trials. Complement.
Ther. Med. 2019, 47, 102190.

Csupor, D.; Viczian, R.; Lantos, T.; Kiss, T.; Hegyi, P.; Tenk, J.; Czumbel, L. M.; Thanyaporn,
S. Ngoen; Gyongyi, Z.; Varga, G.; Gerber, G.; Pétervari, E.; Téth, B. The combination of
hawthorn extract and camphor significantly increases blood pressure: A meta-analysis and
systematic review. Phytomedicine 2019, 63, 152984.

Téth, B.; Hegyi, P.; Lantos, T.; Szakacs, Z.; Kerémi, B.; Varga, G.; Tenk, J.; Pétervdri, E;
Balaské, M.; Rumbus, Z.; Rakonczay, Z.; Balint, E. R.; Kiss, T.; Csupor, D. The Efficacy of
Saffron in the Treatment of Mild to Moderate Depression: A Meta-analysis. Planta Med.
2019, 85, 24-31.

139



dc_1800 20

9. Az értekezés témajahoz tartozo egyéb
kozlemények

140

Borcsa, B.; Csupor, D.; Forgo, P.; Widowitz, U.; Bauer, R.; Hohmann, J. Aconitum lipo-
alkaloids — semisynthetic products of the traditional medicine. Nat. Prod. Commun. 2011,
6, 527-36.

Hajdu, Zs.; Lorantfy, L.; Jedlinszki, N.; Boros, K.; Hohmann, J.; Csupor, D. Quality control of
maca-containing (Lepidium meyenii Walp.) dietary supplements. Acta Aliment. 2015, 44,
461-467.

Tai, C. J.; El-Shazly, M.; Wu, T. Y.; Lee, K. T.; Csupor, D.; Hohmann, J.; Chang, F. R.; Wu, Y. C.
Clinical Aspects of Aconitum Preparations. Planta Med. 2015, 81, 1017-1028.

El-Shazly, M.; Tai, C. J.; Wu, T. Y.; Csupor, D.; Hohmann, J.; Chang, F. R.; Wu, Y. C. Use,
history, and liquid chromatography/mass spectrometry chemical analysis of Aconitum. J.
Food Drug Anal. 2016, 24, 29-45.

Téth, B.; Lantos, T.; Hegyi, P.; Viola, R.; Vasas, A.; Benkd, R.; Gyongyi, Z.; Vincze, A.; Csécsei,
P.; Miko, A.; Hegyi, D.; Szentesi, A.; Matuz, M.; Csupor, D. Ginger (Zingiber officinale): An
alternative for the prevention of postoperative nausea and vomiting. A meta-analysis.
Phytomedicine 2018, 50, 8—-18.

Piri, E.; Sourestani, M. M.; Khaleghi, E.; Mottaghipisheh, J.; Zomborszki, Z. P.; Hohmann, J.;
Csupor, D. Chemo-diversity and antiradical potential of twelve Matricaria chamomilla L.
Populations from Iran: Proof of ecological effects. Molecules 2019, 24, 1315.

Kiss, T.; Timdr, Z.; Szabd, A.; Lukdcs, A.; Velky, V.; Oszlanczi, G.; Horvath, E.; Takdcs, |,;
Zupkd, I.; Csupor, D. Effect of green tea on the gastrointestinal absorption of amoxicillin in
rats. BMC Pharmacol. Toxicol. 2019, 20, 54.

Toth, B.; Németh, D.; Sods, A.; Hegyi, P.; Pham-Dobor, G.; Varga, O.; Varga, V.; Kiss, T.;
Sarlés, P.; Erdss, B.; Csupor, D. The Effects of a Fixed Combination of Berberis aristata and
Silybum marianum on Dyslipidaemia — A Meta-analysis and Systematic Review. Planta
Med. 2020, 86, 132—143.

Mottaghipisheh, J.; Mahmoodi Sourestani, M.; Kiss, T.; Horvath, A.; Téth, B.; Ayanmanesh,
M.; Khamushi, A.; Csupor, D. Comprehensive chemotaxonomic analysis of saffron crocus
tepal and stamen samples, as raw materials with potential antidepressant activity. J.
Pharm. Biomed. Anal. 2020, 113183.



dc_1800 20

10. Irodalomjegyzék

10.

11.

12.

13.

14.
15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.
23.

24,

25.

26.
27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Petrovska BB. Historical review of medicinal plants’ usage. Pharmacogn Rev. 2012; 6: 1-5.

Chaves SA de M, Reinhard KJ. Paleopharmacology and pollen: theory, method, and application. Mem Inst
Oswaldo Cruz. 2003; 98: 207-211.

Krishnamurti C, Rao SC. The isolation of morphine by Serturner. Indian J Anaesth. 2016; 60: 861-862.

Dias DA, Urban S, Roessner U. A historical overview of natural products in drug discovery. Metabolites. 2012;
2:303-336.

Sneader W. The discovery of aspirin: a reappraisal. BMJ. 2000; 321: 1591-1594.

Newman DJ, Cragg GM. Natural Products as Sources of New Drugs from 1981 to 2014. J Nat Prod. 2016; 79:
629-661.

Wagner H. Multitarget therapy — The future of treatment for more than just functional dyspepsia.
Phytomedicine. 2006; 13: 122-129.

Verjee S, Kelber O, Kolb C, Abdel-Aziz H, Butterweck V. Permeation characteristics of hypericin across Caco-2
monolayers in the presence of single flavonoids, defined flavonoid mixtures or Hypericum extract matrix. J
Pharm Pharmacol. 2019; 71: 58-69. .

Williamson EM. Synergy and other interactions in phytomedicines. Phytomedicine. 2001; 8: 401-409.
Blondeau S, Do QT, Scior T, Bernard P, Morin-Allory L. Reverse pharmacognosy: another way to harness the
generosity of nature. Curr Pharm Des. 2010; 16: 1682-1696.

Pérez-Alonso N, Chong-Pérez B, Capote A, et al. Biotechnological Approaches for Biomass and Cardenolide
Production in Digitalis purpurea L. In: Methods in Molecular Biology (Clifton, N.J.). 2016: 1391: 81-102.
Expdsito O, Bonfill M, Moyano E, et al. Biotechnological production of taxol and related taxoids: current state
and prospects. Anticancer Agents Med Chem. 2009; 9: 109-121.

Teschke R, Schwarzenboeck A, Akinci A. Kava hepatotoxicity: a European view. N Z Med J. 2008; 121: 90-98.
Accessed May 11, 2018. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18841189

F.P. W, X.T. L. C20-diterpenoid alkaloids. Alkaloids Chem Biol. 2002; 59: 1-280.

Pelletier SW, Mody N V., Joshy BS, Schramm LC. No Title. In: Pelletier SW, ed. Alkaloids: Chemical and
Biological Perspectives. John Wiley & Sons; 1984: 205-462.

Kitagawa I, Yoshikawa M, Chen ZL, Kobayashi K. Four new lipo-alkaloids from aconiti tuber. Chem Pharm
Bulletion. 1982; 30: 758-761.

Sultankhodzhaev MN, Nishanov AA. Proposed biogenesis of diterpenoid alkaloids. Chem Nat Compd. 1996;
31:283-298.

Caravati EM, McCowan CL, Marshall SW. Plants. In: Medical Toxicology. Lippincott Williams & Wilkins; 2004:
1701.

Friese J, Gleitz J, Gutser UT, et al. Aconitum sp. alkaloids: the modulation of voltage-dependent Na+ channels,
toxicity and antinociceptive properties. Eur J Pharmacol. 1997; 337: 165-174.

Woada K, Nihira M, Ohno Y. Effects of chronic administrations of aconitine on body weight and rectal
temperature in mice. J Ethnopharmacol. 2006; 105: 89-94.

Li H, Liu L, Zhu S, Liu Q. Case reports of aconite poisoning in mainland China from 2004 to 2015: A
retrospective analysis. J Forensic Leg Med. 2016; 42: 68-73.

Chan TYK. Aconite poisoning. Clin Toxicol (Phila). 2009; 47: 279-285.

Karturi SP, Gudmundsson H, Akhtar M, Jahangir A, Choudhuri I. Spectrum of cardiac manifestations from
aconitine poisoning. Hear Case Reports. 2016; 2: 415-420.

Ameri. A. The effects of Aconitum alkaloids on the central nervous system. Prog Neurobiol. 1998; 56: 211-
235.

Dzhakhangirov FN, Sultankhodzhaev MN, Tashkhodzhaev B, Salimov BT. Diterpenoid alkaloids as a new class
of antiarrhythmic agents. Structure-activity relationship. Chem Nat Compd. 1997; 33: 190-202.

Yunusov MS. Antiarrhythmic agents based on diterpenoid alkaloids. Russ Chem Bull. 2011; 60: 633-638.
Vakhitova Y V., Farafontova El, Khisamutdinova RY, Yunusov VM, Tsypysheva IP, Yunusov MS. A study of the
mechanism of the antiarrhythmic action of Allapinin. Russ J Bioorganic Chem. 2013; 39: 92-101.

Huang X, Yang Y, Zhu J, Dai Y, Pu J. The effects of a novel anti-arrhythmic drug, acehytisine hydrochloride, on
the human ether-a-go-go related gene K channel and its trafficking. Basic Clin Pharmacol Toxicol. 2009; 104:
145-154.

Tarnawa |, Bolcskei H, Kocsis P. Blockers of voltage-gated sodium channels for the treatment of central
nervous system diseases. Recent Pat CNS Drug Discov. 2007; 2: 57-78.

Lai J, Hunter JC, Porreca F. The role of voltage-gated sodium channels in neuropathic pain. Curr Opin
Neurobiol. 2003; 13: 291-297.

Catterall WA, Goldin AL, Waxman SG. International Union of Pharmacology. XLVIl. Nomenclature and
Structure-Function Relationships of Voltage-Gated Sodium Channels. Pharmacol Rev. 2005; 57: 397-409.
Liang J, Brochu RM, Cohen CJ, et al. Discovery of potent and use-dependent sodium channel blockers for
treatment of chronic pain. Bioorg Med Chem Lett. 2005; 15: 2943-2947.

Dobrev D, Friedrich A, Voigt N, et al. The G protein-gated potassium current I(K,ACh) is constitutively active in

141



dc_1800 20

34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41,
42.
43,
44,
45,
46.
47.
48,
49,
50.
51.
52.

53.

54.

55.

56.
57.

58.
59.

60.

61.
62.

63.

142

patients with chronic atrial fibrillation. Circulation. 2005; 112: 3697-3706.

Walsh KB. Targeting GIRK Channels for the Development of New Therapeutic Agents. Front Pharmacol. 2011;
2:64.

lkeda K, Kobayashi T, Kumanishi T, Niki H, Yano R. Involvement of G-protein-activated inwardly rectifying K
(GIRK) channels in opioid-induced analgesia. Neurosci Res. 2000; 38: 113-116.

Guo L, Dong Z, Guthrie H. Validation of a guinea pig Langendorff heart model for assessing potential
cardiovascular liability of drug candidates. J Pharmacol Toxicol Methods. 2009; 60: 130-151.

Priest BT, Bell IM, Garcia ML. Role of hERG potassium channel assays in drug development. Channels (Austin).
2008; 2: 87-93.

De Bruin ML, Pettersson M, Meyboom RHB, Hoes AW, Leufkens HGM. Anti-HERG activity and the risk of drug-
induced arrhythmias and sudden death. Eur Heart J. 2005; 26: 590-597.

Li Y, Tu D, Xiao H, et al. Aconitine blocks HERG and Kv; s potassium channels. J Ethnopharmacol. 2010; 131:
187-195.

Xie S, Jia Y, Liu A, Dai R, Huang L. Hypaconitine-induced QT prolongation mediated through inhibition of
KCNH2 (hERG) potassium channels in conscious dogs. J Ethnopharmacol. 2015; 166: 375-379.

Schramm A, Saxena P, Chlebek J, et al. Natural Products as Potential Human Ether-A-Go-Go-Related Gene
Channel Inhibitors — Screening of Plant-Derived Alkaloids. Planta Med. 2014; 80: 740-746.

Harmati G, Papp F, Szentandrassy N, et al. Effects of the PKC inhibitors chelerythrine and bisindolylmaleimide
| (GF 109203X) on delayed rectifier K+ currents. Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol. 2011; 383: 141-148.
Li BX, Yang BF, Zhou J, Xu CQ, Li YR. Inhibitory effects of berberine on IK1, IK, and HERG channels of cardiac
myocytes. Acta Pharmacol Sin. 2001; 22: 125-131.

Sanchez-Chapula J. Increase in action potential duration and inhibition of the delayed rectifier outward
current IK by berberine in cat ventricular myocytes. Br J Pharmacol. 1996; 117: 1427-1434.

Song L-S, Ren G-J, Chen Z-L, Chen Z-H, Zhou Z-N, Cheng H. Electrophysiological effects of protopine in cardiac
myocytes: inhibition of multiple cation channel currents. BrJ Pharmacol. 2000; 129: 893-900.

Ji B-L, Xia L-P, Zhou F-X, Mao G-Z, Xu L-X. Aconitine induces cell apoptosis in human pancreatic cancer via NF-
KB signaling pathway. Eur Rev Med Pharmacol Sci. 2016; 20: 4955-4964.

Guo B, Liu S, Ye Y, Han X. Inhibitory effects of osthole, psoralen and aconitine on invasive activities of breast
cancer MDA-MB-231BO cell line and the mechanisms. J Chinese Integr Med. 2011; 9: 1110-1117.

DuJ, Lu X, Long Z, et al. In Vitro and in Vivo Anticancer Activity of Aconitine on Melanoma Cell Line B16.
Molecules. 2013; 18: 757-767.

de Inés C, Reina M, Gavin JA, Gonzalez-Coloma A. In vitro cytotoxicity of norditerpenoid alkaloids. Z
Naturforsch C. 2006; 61: 11-18.

K&szegi Z, Atlasz T, Csupor D, Szabadfi K, Hohmann J, Hernadi I. Aconitum Alkaloid Songorine Acts as a Potent
GABA(A) Receptor Agonist in the Rat Brain in Vivo. Acta Physiol. Hung. 2007; 94:367-368

Ameri A. Effects of the Aconitum alkaloid songorine on synaptic transmission and paired-pulse facilitation of
CA1 pyramidal cells in rat hippocampal slices. Br J Pharmacol. 1998; 125: 461-468.

Zhao X-Y, Wang VY, Li Y, et al. Songorine, a diterpenoid alkaloid of the genus Aconitum, is a novel GABAa
receptor antagonist in rat brain. Neurosci Lett. 2003; 337: 33-36.

Wang Y, Shi L, Song F, Liu Z, Liu S. Exploring the ester-exchange reactions of diester-diterpenoid alkaloids in
the aconite decoction process by electrospray ionization tandem mass spectrometry. Rapid Commun Mass
Spectrom. 2003; 17: 279-284.

Zhang M, Peng C-S, Li X-B. In vivo and in vitro metabolites from the main diester and monoester diterpenoid
alkaloids in a traditional chinese herb, the aconitum species. Evid Based Complement Alternat Med. 2015;
2015: 252434,

Y. B, H.K. D, S.W. P. Long-chain fatty acid esters of some norditerpenoid alkaloids. J Nat Prod. 1994; 57: 963-
970.

Rios M. Natural Alkamides: Pharmacology, Chemistry and Distribution. InTech. Published online 2003.
Boonen J, Bronselaer A, Nielandt J, Veryser L, Tre G De. Alkamid database : Chemistry , occurrence and
functionality of plant N- alkylamides. J Ethnopharmacol. 2012; 142: 563-590.

Herndndez |, Marquez L, Martinez |, et al. Anti-inflammatory effects of ethanolic extract and alkamides-
derived from Heliopsis longipes roots. J Ethnopharmacol. 2009; 124: 649-652.

Schulthess BH, Giger E, Baumann TW. Echinacea: anatomy, phytochemical pattern, and germination of the
achene. Planta Med. 1991; 57: 384-388.

Haller J, Freund TF, Pelczer KG, Firedi J, Krecsak L, Zdmbori J. The Anxiolytic Potential and Psychotropic Side
Effects of an Echinacea Preparation in Laboratory Animals and Healthy Volunteers. Phyther Res. 2013; 27: 54-
61.

Blancaflor EB, Kilaru A, Keereetaweep J, Khan BR, Faure L, Chapman KD. N-Acylethanolamines: lipid
metabolites with functions in plant growth and development. Plant J cell Mol Biol. 2014; 79: 568-583.

Rios MY, Aguilar-Guadarrama AB, Gutiérrez MDC. Analgesic activity of affinin, an alkamide from Heliopsis
longipes (Compositae). J Ethnopharmacol. 2007; 110: 364-367.

Déciga-Campos M, Rios MY, Aguilar-Guadarrama AB. Antinociceptive effect of Heliopsis longipes extract and
affinin in mice. Planta Med. 2010; 76: 665-670.



dc_1800 20

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.
88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.
96.

Woelkart K, Bauer R. The role of alkamides as an active principle of echinacea. Planta Med. 2007; 73: 615-
623.

Gertsch J, Schoop R, Kuenzle U, Suter A. Echinacea alkylamides modulate TNF-a gene expression via
cannabinoid receptor CB2 and multiple signal transduction pathways. FEBS Lett. 2004; 577: 563-569.
Woelkart K, Xu W, Pei Y, Makriyannis A, Picone RP, Bauer R. The endocannabinoid system as a target for
alkamides from Echinacea angustifolia roots. Planta Med. 2005; 71: 701-705.

Raduner S, Majewska A, Chen J, et al. Alkylamides from Echinacea Are a New Class of Cannabinomimetics. J
Biol Chem. 2006; 281: 14192-14206.

Clifford LJ, Nair MG, Rana J, Dewitt DL. Bioactivity of alkamides isolated from Echinacea purpurea (L.)
Moench. Phytomedicine. 2002; 9: 249-253.

Miiller-Jakic B, Breu W, Probstle A, Redl K, Greger H, Bauer R. In Vitro Inhibition of Cyclooxygenase and 5-
Lipoxygenase by Alkamides from Echinacea and Achillea Species. Planta Med. 1994; 60: 37-40.

Gertsch J. Immunomodulatory lipids in plants: plant fatty acid amides and the human endocannabinoid
system. Planta Med. 2008; 74: 638-650.

Ruiu S, Anzani N, Orru A, et al. N-Alkyl dien- and trienamides from the roots of Otanthus maritimus with
binding affinity for opioid and cannabinoid receptors. Bioorg Med Chem. 2013; 21: 7074-7082.

Dossou KSS, Devkota KP, Morton C, et al. Identification of CB1/CB2 ligands from Zanthoxylum bungeanum. J
Nat Prod. 2013; 76: 2060-2064.

Chicca A, Raduner S, Pellati F, et al. Synergistic immunomopharmacological effects of N-alkylamides in
Echinacea purpurea herbal extracts. Int Inmunopharmacol. 2009; 9: 850-858.

Almukadi H, Wu H, Béhlke M, Kelley CJ, Maher TJ, Pino-Figueroa A. The macamide N-3-methoxybenzyl-
linoleamide is a time-dependent fatty acid amide hydrolase (FAAH) inhibitor. Mol Neurobiol. 2013; 48: 333-
339.

Wu H, Kelley CJ, Pino-figueroa A, Vu HD, Maher TJ. Macamides and their synthetic analogs: Evaluation of in
vitro FAAH inhibition. Bioorg Med Chem. 2013; 21: 5188-5197.

Almukadi H, Wu H, Béhlke M, Kelley CJ, Maher TJ, Pino-Figueroa A. The macamide N-3-methoxybenzyl-
linoleamide is a time-dependent fatty acid amide hydrolase (FAAH) inhibitor. Mol Neurobiol. 2013; 48: 333-
339.

Dinh TP, Carpenter D, Leslie FM, et al. Brain monoglyceride lipase participating in endocannabinoid
inactivation. Proc Natl Acad Sci U S A. 2002; 99: 10819-10824.

Muhammad I, Zhao J, Dunbar DC, Khan | a. Constituents of Lepidium meyenii “maca”. Phytochemistry. 2002;
59:105-110.

Zheng BL, He K, Shao Y, Zheng QY. Isolated n-benzyl-9-oxo-16-hydroxy-octadeca-10,12,14-triene amide;
treating and preventing cancer and sexual dysfunction. 2003: US6552206 B1.

Zhao J, Muhammad I, Dunbar DC, Mustafa J, Khan IA. New alkamides from maca (Lepidium meyenii). J Agric
Food Chem. 2005; 53: 690-693.

McCollom MM, Villinski JR, McPhail KL, Craker LE, Gafner S. Analysis of macamides in samples of Maca
(Lepidium meyenii) by HPLC-UV-MS/MS. Phytochem Anal. 2005; 16: 463-469.

Quirds C, Aliaga R. Maca (Lepidium meyenii Walp.). In: Hermann M, Heller J, eds. Andean Roots and Tubers:
Ahipa, Arracacha, Maca and Yacon. International Plant Genetic Resources Institute; 1997:173-198.
Gonzales GF. Ethnobiology and Ethnopharmacology of Lepidium meyenii (Maca), a Plant from the Peruvian
Highlands. Evid Based Complement Alternat Med. 2012: 193496.

Wang Y, Wang Y, McNeil B, Harvey LM. Maca: An Andean crop with multi-pharmacological functions. Food
Res Int. 2007; 40: 783-792.

Hajdu Zs, Lordntfy L, Jedlinszki N, Boros K, Csupor D, Hohmann J. Quality Control of Maca-Containing
(Lepidium meyenii Walp) Dietary Supplements. Acta Aliment. 2015; 44: 461-467.

Shin B-C, Lee MS, Yang EJ, Lim H-S, Ernst E. Maca (L. meyenii) for improving sexual function: a systematic
review. BMC Complement Altern Med. 2010; 10: 44.

Shemluck M. Medicinal and other uses of Compositae. J Ethnopharmacol. 1982; 5: 303-358.

Bohlmann F, Gerke T, Ahmed M, King RM, Robinson H. Polyacetylenverbindungen, 269 Neue Isobutylamide
ausHeliopsis-Arten. Liebigs Ann der Chemie. 1983; 7: 1202-1206.

Jacobson M. Constituents of Heliopsis Species. I. Scabrin, an Insecticidal Amide from the Roots of H. scabra
Dunal. J Am Chem Soc. 1951; 73: 100-103.

Jacobson M. Constituents of Heliopsis Species. V. Heliopsin, a Second Insecticidal Amide from the Roots of H.
helianthoides var. scabra. ] Am Chem Soc. 1957; 79: 356-358.

Papp B, Erzberger P, Odor P, Hock ZS, Szévényi P, Szurdoki E. TZ. Updated Checklist And Red List Of Hungarian
Bryophytes — 2010 Regional Red List. Stud Bot Hungarica. 2010; 41: 31-59.

Asakawa Y. Liverworts-Potential Source of Medicinal Compounds. Med Aromat Plants. 2012; 1: 1-3.
Goffinet B, Shaw AJ (Arthur J. Bryophyte Biology. Cambridge University Press; 2009.

Asakawa Y, Ludwiczuk A, Nagashima F. Phytochemical and biological studies of bryophytes. Phytochemistry.
2013; 91: 52-80.

Glime JM. Bryophyte Ecology. Volume 5: Uses. Michigan Technol Univ Int Assoc Bryol. 2007; 15: 2011.

Wu PC. Some uses of mosses in China. Bryol Times. 1982; 13: 5.

143



dc_1800 20

97.
98.

99.

100.
101.
102.
103.
104.
105.
106.
107.
108.
109.
110.
111.
112.
113.
114.
115.
116.

117.

118.

119.
120.
121.
122.
123.
124.

125.
126.

127.
128.
129.
130.

131.

144

Turner RG. Peat and people: a review. Adv Bryol. 1993; 5: 315-328.

Pant G, Tewari SD. Various human uses of bryophytes in the Kumaun region of Northwest Himalaya.
Bryologist. Published online 1989: 120-122.

Flowers S. Ethnobryology of the gosuite Indians of Utah. Bryologist. 1957; 60: 11-14.

Hart JA. The ethnobotany of the northern Cheyenne Indians of Montana. J Ethnopharmacol. 1981; 4: 1-55.
Madsen GC, Pates AL. Occurrence of antimicrobial substances in chlorophyllose plants growing in Florida. Bot
Gaz. 1952; 113: 293-300.

McCleary JA, Sypherd PS, Walkington DL. Mosses as Possible Sources of Antibiotics. Science. 1960; 131: 108.
Suba J. A mohak antibiotikus anyagainak kimutatasa. Acta Acad Paedagog Agriensis. 1967; 5: 427-443.
McCleary JA, Walkington DL. Mosses and Antibiosis. 1966; 34: 309-314.

Kim S-J, Park H-R, Park E, Lee S-C. Cytotoxic and Antitumor Activity of Momilactone B from Rice Hulls. J Agric
Food Chem. 2007; 55: 1702-1706.

Baek S-H, Phipps RK, Perry NB. Antimicrobial Chlorinated Bibenzyls from the Liverwort Riccardia marginata. J
Nat Prod. 2004; 67: 718-720.

Figueiredo AC, Sim-Sim M, Barroso JG, et al. Composition of the Essential Oil From the Liverwort Marchesinia
mackaii (Hook.) S. F. Gray Grown in Portugal. J Essent Oil Res. 2002; 14: 439-442.

Asakawa Y, Ludwiczuk A, Nagashima F, et al. Bryophytes: Bio- and Chemical Diversity, Bioactivity and
Chemosystematics. Heterocycles. 2009; 77: 99.

Shu Y-F, Wei H-C, Wu C-L. Sesquiterpenoids from liverworts Lepidozia vitrea and L. Fauriana. Phytochemistry.
1994; 37: 773-776.

Asakawa Y. Bryophyte Development: Physiology and Biochemistry. In: Chopra RN, Bhatla SC, eds. CRC Press;
1990: 259-287.

Scher JM, Burgess EJ, Lorimer SD, Perry NB. A cytotoxic sesquiterpene and unprecedented sesquiterpene-
bisbibenzyl compounds from the liverwort Schistochila glaucescens. Tetrahedron. 2002; 58: 7875-7882.

Dey A, Mukherjee A. Therapeutic potential of bryophytes and derived compounds against cancer. J Acute Dis.
2015; 4: 236-248.

Toyota M, Tanimura K, Asakawa Y. Cytotoxic 2,3-Secoaromadendrane-Type Sesquiterpenoids from the
Liverwort Plagiochila ovalifolia. Planta Med. 1998; 64: 462-464.

Kim'Y, da S. Bolzani V, Baj N, Gunatilaka A, Kingston D. A DNA-Damaging Sesquiterpene and Other
Constituents from Frullania nisquallensis. Planta Med. 1996; 62: 61-63.

Lorimer SD, Perry NB, Burgess EJ, Foster LM. 1-Hydroxyditerpenes from Two New Zealand Liverworts,
Paraschistochila pinnatifolia and Trichocolea mollissima. J. Nat. Prod. 1997; 60, 421-424.

Perry NB, Burgess EJ, Tangney RS. Cytotoxic 8,9-secokaurane diterpenes from a New Zealand liverwort,
Lepidolaena taylorii. Tetrahedron Lett. 1996; 37: 9387-9390.

Neves M, Morais R, Gafner S, Hostettmann K. Three triterpenoids and one flavonoid from the liverwort
Asterella blumeana grown in vitro. Phyther Res. 1998; 12: S21-S24.

Huang W-J, Wu C-L, Lin C-W, et al. Marchantin A, a cyclic bis(bibenzyl ether), isolated from the liverwort
Marchantia emarginata subsp. tosana induces apoptosis in human MCF-7 breast cancer cells. Cancer Lett.
2010; 291: 108-119.

ShiY, Qu X, Liao Y, et al. Reversal effect of a macrocyclic bisbibenzyl plagiochin E on multidrug resistance in
adriamycin-resistant K562/A02 cells. Eur J Pharmacol. 2008; 584: 66-71.

Nagashima F, Kondoh M, Uematsu T, et al. Cytotoxic and apoptosis-inducing ent-kaurane-type diterpenoids
from the Japanese liverwort Jungermannia truncata Nees. Chem Pharm Bull (Tokyo). 2002; 50: 808-813.
Nagashima F, Kondoh M, Kawase M, et al. Apoptosis-Inducing Properties of ent-Kaurene-Type Diterpenoids
from the Liverwort Jungermannia truncata. Planta Med. 2003; 69: 377-379.

Kondoh M, Nagashima F, Suzuki I, et al. Induction of Apoptosis by New ent-Kaurene-Type Diterpenoids
Isolated from the New Zealand Liverwort Jungermannia Species. Planta Med. 2005; 71: 1005-1009.

Shi Y, Zhu C, Yuan H, et al. Marchantin C, a novel microtubule inhibitor from liverwort with anti-tumor activity
both in vivo and in vitro. Cancer Lett. 2009; 276: 160-170.

Shi Y-Q, Liao Y-X, Qu X-J, et al. Marchantin C, a macrocyclic bisbibenzyl, induces apoptosis of human glioma
A172 cells. Cancer Lett. 2008; 262: 173-182.

Stewart BW, Wild CP. World Cancer Report, World Health Organization, Geneva, 2014.

G. Grothaus P, M. Cragg G, J. Newman D. Plant Natural Products in Anticancer Drug Discovery. Curr Org
Chem. 2010; 14: 1781-1791.

Maeda-Yamamoto M, Tachibana H, Sameshima Y, Kuriyama S. Tea in Health and Disease Prevention. Elsevier,
2013.

Manning JC. Field Guide to Fynbos. Struik; 2007.

Watt JM, Breyer-Brandwijk MG. The Medicinal and Poisonous Plants of Southern and Eastern Africa Being an
Account of Their Medicinal and Other Uses, Chemical Composition, Pharmacological Effects and Toxicology in
Man and Animal. E. & S. Livingstone Ltd., 1962.

Joubert E, Gelderblom WCA, Louw A, de Beer D. South African herbal teas: Aspalathus linearis, Cyclopia spp.
and Athrixia phylicoides—A review. J Ethnopharmacol. 2008; 119: 376-412.

Sprent JI, Odee DW, Dakora FD. African legumes: a vital but under-utilized resource. J Exp Bot. 2010; 61:



dc_1800 20

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

1257-1265.

Kamara BI, Brand DJ, Brandt EV, Joubert E. Phenolic Metabolites from Honeybush Tea (Cyclopia subternata). J
Agric Food Chem. 2004; 52: 5391-5395.

Joubert E, Joubert ME, Bester C, De Beer D, De Lange JH. Honeybush (Cyclopia spp.): From local cottage
industry to global markets — The catalytic and supporting role of research. South African J Bot. 2011; 77: 887-
907.

Ferreira D, Kamara BI, Brandt EV, Joubert E. Phenolic Compounds from Cyclopia intermedia (Honeybush Tea).
J Agric Food Chem. 1998; 46: 3406-3410.

Kokotkiewicz A, Luczkiewicz M, Pawlowska J, et al. Isolation of xanthone and benzophenone derivatives from
Cyclopia genistoides (L.) Vent. (honeybush) and their pro-apoptotic activity on synoviocytes from patients
with rheumatoid arthritis. Fitoterapia. 2013; 90: 199-208.

Beelders T, Brand DJ, de Beer D, et al. Benzophenone C- and O-glucosides from Cyclopia genistoides
(Honeybush) Inhibit Mammalian a-Glucosidase. J Nat Prod. 2014; 77: 2694-2699.

Beelders T, de Beer D, Stander M, et al. Comprehensive Phenolic Profiling of Cyclopia genistoides (L.) Vent. by
LC-DAD-MS and -MS/MS Reveals Novel Xanthone and Benzophenone Constituents. Molecules. 2014; 19:
11760-11790.

McKay DL, Blumberg JB. A review of the bioactivity of south African herbal teas: rooibos (Aspalathus linearis)
and honeybush (Cyclopia intermedia). Phyther Res. 2007; 21: 1-16.

Joubert E, Richards ES, Merwe JD Van der, De Beer D, Manley M, Gelderblom W c. a. Effect of Species
Variation and Processing on Phenolic Composition and In Vitro Antioxidant Activity of Aqueous Extracts of
Cyclopia spp. (Honeybush Tea). J Agric Food Chem. 2008; 56: 954-963.

van der Merwe JD, Joubert E, Richards ES, et al. A comparative study on the antimutagenic properties of
aqueous extracts of Aspalathus linearis (rooibos), different Cyclopia spp. (honeybush) and Camellia sinensis
teas. Mutat Res Toxicol Environ Mutagen. 2006; 611: 42-53.

Morito K, Hirose T, Kinjo J, et al. Interaction of phytoestrogens with estrogen receptors alpha and beta. Bio/
Pharm Bull. 2001; 24: 351-356.

Tham DM, Gardner CD, Haskell WL. Potential Health Benefits of Dietary Phytoestrogens: A Review of the
Clinical, Epidemiological, and Mechanistic Evidence. J Clin Endocrinol Metab. 1998; 83: 2223-2235.

Verhoog NJD, Joubert E, Louw A. Screening of four Cyclopia (honeybush) species for putative phyto-
oestrogenic activity by oestrogen receptor binding assays. S Afr J Sci. 2007; 103: 13-21.

Verhoog NJD, Joubert E, Louw A. Evaluation of the phytoestrogenic activity of Cyclopia genistoides
(honeybush) methanol extracts and relevant polyphenols. J Agric Food Chem. 2007; 55: 4371-4381.
Mfenyana C, DeBeer D, Joubert E, Louw A. Selective extraction of Cyclopia for enhanced in vitro
phytoestrogenicity and benchmarking against commercial phytoestrogen extracts. J Steroid Biochem Mol Biol.
2008; 112: 74-86.

Visser K, Mortimer M, Louw A. Cyclopia extracts act as ERa antagonists and ERB agonists, in vitro and in vivo.
PLoS One. 2013; 8: €79223.

Brown RP, Gerbarg PL, Ramazanov Z. Rhodiola rosea - A phytomedicinal overview. HerbalGram. 2002; 56: 40-
52.

Tao H, Wu X, Cao J, et al. Rhodiola species: A comprehensive review of traditional use, phytochemistry,
pharmacology, toxicity, and clinical study. Med Res Rev. 2019; 39, 1779-1850.

Cifani C, Micioni Di B. MV, Vitale G, Ruggieri V, Ciccocioppo R, Massi M. Effect of salidroside, active principle
of Rhodiola rosea extract, on binge eating. Physiol Behav. 2010; 101: 555-562.

Cayer C, Ahmed F, Filion V, et al. Characterization of the anxiolytic activity of Nunavik Rhodiola rosea. Planta
Med. 2013; 79: 1385-1391.

Lee F-T, Kuo T-Y, Liou S-Y, Chien C-T. Chronic Rhodiola rosea extract supplementation enforces exhaustive
swimming tolerance. Am J Chin Med. 2009; 37: 557-572.

Abidov M, Crendal F, Grachev S, Seifulla R, Ziegenfuss T. Effect of extracts from Rhodiola rosea and Rhodiola
crenulata (Crassulaceae) roots on ATP content in mitochondria of skeletal muscles. Bull Exp Biol Med. 2003;
136: 585-587.

Aslanyan G, Amroyan E, Gabrielyan E, Nylander M, Wikman G, Panossian A. Double-blind, placebo-controlled,
randomised study of single dose effects of ADAPT-232 on cognitive functions. Phytomedicine. 2010; 17: 494-
499.

Olsson E, von Schéele B, Panossian A. A Randomised, Double-Blind, Placebo-Controlled, Parallel-Group Study
of the Standardised Extract SHR-5 of the Roots of Rhodiola rosea in the Treatment of Subjects with Stress-
Related Fatigue. Planta Med. 2009; 75: 105-112.

van Diermen D, Marston A, Bravo J, Reist M, Carrupt P-A, Hostettmann K. Monoamine oxidase inhibition by
Rhodiola rosea L. roots. J Ethnopharmacol. 2009; 122: 397-401.

Chen L, Yu B, Zhang Y, et al. Bioactivity-Guided Fractionation of an Antidiarrheal Chinese Herb Rhodiola
kirilowii ( Regel ) Maxim Reveals ( - ) — Epicatechin-3- Gallate and ( - ) — Epigallocatechin-3-Gallate as Inhibitors
of Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator. PLoS One. 2015; 10: 1-12.

Zhou J-T, Li C-Y, Wang C-H, et al. Phenolic compounds from the roots of Rhodiola crenulata and their
antioxidant and inducing IFN-y production activities. Molecules. 2015; 20: 13725-13739.

145



dc_1800 20

158.
159.
160.
161.
162.
163.
164.
165.
166.

167.

168.
169.
170.
171.
172.
173.
174.

175.

176.
177.

178.

179.

180.
181.
182.
183.
184.
185.
186.

187.

146

The United States Pharmacopeial Convention. Rhodiola rosea Root and Rhizome Powder. In: USP Herbal
Medicines Compendium, 2015.

Kurkin VA, Zapesochnaya GG, Kljaznika G. Flavonoids of Rhodiola rosea 1. Tricin glucosides. Khimiya Prir
Soedin. 1982: 581-584.

Zapesochnaya GG, Kurkin VA. Flavonoids of Rhodiola rosea rhizomes 2. Flavonolignan and herbacetin
glycosides. Khimiya Prir Soedin. 1983: 23-32.

Kurkin VA, Zapesochnaya GG, Shchavlinsky AN. Flavonoids from the epigeal parts of Rhodiola rosea 1.
Khimiya Prir Soedin. 1984: 657-658.

Kurkin VA, Zapesochnaya GG, Shchavlinsky AN. Flavonoids of Rhodiola rosea rhizomes 3. Khimiya Prir Soedin.
1984: 390.

Zapesochnaya GG, Kurkin VA, Shchavlinsky AN. Flavonoids from the aerial parts of Rhodiola rosea 2. Structure
of the new glycosides of herbacetin and gossipetin. Khimiya Prir Soedin. 1985: 496-507.

Wollenweber E, Dorr M, Beyer M, Roitman JN, Puttock CF. Rare flavonoids from Odixia and Ozothamnus spp.
Zeitschrift fuer Naturforschung, C Biosci. 1997; 52: 571-576.

El-Sayed NH, Awaad AS, Hifnawy MS, Mabry TJ. A flavonol triglycoside from Chenopodium murale.
Phytochemistry. 1999; 51: 591-593.

Stevens JF, Wollenweber E, Ivancic M, Hsu VL, Sundberg S, Deinzer ML. Leaf surface flavonoids of
Chrysothamnus. Phytochemistry. 1999; 51: 771-780.

Fliniaux O, Corbin C, Ramsay A, et al. Microwave-Assisted Extraction of Herbacetin Diglucoside from Flax
(Linum usitatissimum L.) Seed Cakes and Its Quantification using an RP-HPLC-UV System. Molecules. 2014; 19:
3025-3037.

Wei X, Li G-H, Wang X-L, et al. Chemical constituents from the leaves of Cinnamomum parthenoxylon (Jack)
Meisn. (Lauraceae). Biochem Syst Ecol. 2017; 70: 95-98.

Ye L, Chan FL, Chen S, Leung LK. The citrus flavonone hesperetin inhibits growth of aromatase-expressing
MCEF-7 tumor in ovariectomized athymic mice. J Nutr Biochem. 2012; 23: 1230-1237.

Teuscher E. Camellia. In: Hansel R, Keller K, Rimpler H, Schneider G, eds. Hagers Handbuch Drogen A-D.
Springer Verlag.

Juneja L. L-theanine—a unique amino acid of green tea and its relaxation effect in humans. Trends Food Sci
Technol. 1999; 10: 199-204.

Cooper R, Morre DJ, Morre DM. Medicinal benefits of green tea: Part |. Review of noncancer health benefits.
J Altern Complement Med. 2005; 11: 521-528.

Vuong Q V, Bowyer MC, Roach PD. L-Theanine: properties, synthesis and isolation from tea. J Sci Food Agric.
2011; 91: 1931-1939.

Keenan EK, Finnie MDA, Jones PS, Rogers PJ, Priestley CM. How much theanine in a cup of tea? Effects of tea
type and method of preparation. Food Chem. 2011; 125: 588-594.

Friedman M, Levin CE, Choi S-H, Lee S-U, Kozukue N. Changes in the composition of raw tea leaves from the
Korean Yabukida plant during high-temperature processing to pan-fried Kamairi-cha green tea. J Food Sci.
2009; 74: C406-12.

Peng L, Song X, Shi X, LiJ, Ye C. An improved HPLC method for simultaneous determination of phenolic
compounds, purine alkaloids and theanine in Camellia species. J Food Compos Anal. 2008; 21: 559-563.
Wang Y, Yang X, Li K, et al. Simultaneous determination of theanine, gallic acid, purine alkaloids, catechins,
and theaflavins in black tea using HPLC. Int J Food Sci Technol. 2010; 45: 1263-1269.

Syu K-Y, Lin C-L, Huang H-C, Lin J-K. Determination of Theanine, GABA, and Other Amino Acids in Green,
Oolong, Black, and Pu-erh Teas with Dabsylation and High-Performance Liquid Chromatography. J Agric Food
Chem. 2008; 56: 7637-7643.

Wang L, Xu R, Hu B, et al. Analysis of free amino acids in Chinese teas and flower of tea plant by high
performance liquid chromatography combined with solid-phase extraction. Food Chem. 2010; 123: 1259-
1266.

Pefalvo JL, Nurmi T, Adlercreutz H. A simplified HPLC method for total isoflavones in soy products. Food
Chem. 2004; 87: 297-305.

Mason P. Isoflavones. Pharm J. 2001; 266: 16-19.

Hwang CS, Kwak HS, Lim HJ, et al. Isoflavone metabolites and their in vitro dual functions: they can act as an
estrogenic agonist or antagonist depending on the estrogen concentration. J Steroid Biochem Mol Biol. 2006;
101: 246-253.

Siow RCM, Mann GE. Dietary isoflavones and vascular protection: Activation of cellular antioxidant defenses
by SERMs or hormesis? Mol Aspects Med. 2010; 31: 468-477.

Wuttke W, Jarry H, Seidlova-Wuttke D. Isoflavones—Safe food additives or dangerous drugs? Ageing Res Rev.
2007; 6: 150-188.

Nagata C. Factors to consider in the association between soy isoflavone intake and breast cancer risk. J
Epidemiol. 2010; 20: 83-89.

Chiang W-D, Shih C-J, Chu Y-H. Optimization of acid hydrolysis conditions for total isoflavones analysis in
soybean hypocotyls by using RSM. Food Chem. 2001; 72: 499-503.

Griffith AP, Collison MW. Improved methods for the extraction and analysis of isoflavones from soy-



dc_1800 20

188.

189.
190.

191.
192.
193.
194.
195.

196.
197.

198.

199.

200.

201.
202.
203.
204.
205.

206.

207.

208.

209.

210.
211.

212.

213.

214.

215.

216.

217.

218.

219.

220.

221.

containing foods and nutritional supplements by reversed-phase high-performance liquid chromatography
and liquid chromatography—mass spectrometry. J Chromatogr A. 2001; 913: 397-413.

Rostagno MA, Villares A, Guillamon E, Garcia-Lafuente A, Martinez JA. Sample preparation for the analysis of
isoflavones from soybeans and soy foods. / Chromatogr. 2009; 1216: 2-29.

Bradley P. British Herbal Compendium. British Herbal Medicine Association, 1992: 191-193.

Augustin B, Javorka S, Giovannini R RP. Magyar gyégynovények. Foldmuvelésiligyi Minisztérium, 1948: 299-
300.

Hiller K MM. Lexikon Der Arzneipflanzen Und Drogen. Heidelberg. Spektrum Akademischer Verlag GmbH;
1999.

European Pharmacopoeia. 6th ed. Council of Europe; 2008.

Assessment Report on Chamaemelum Nobile (L.) All., Flos. European Medicines Agency, London, 2011.
Schrader A, Eckey H RM. Examination of the activity of irradiation-lowering substances on the human skin
exemplified with various chamomile extracts. SOFW J. 1997; 123: 3-11.

Wilkinson S, Aldridge J, Salmon |, Cain E, Wilson B. An evaluation of aromatherapy massage in palliative care.
Palliat Med. 1999; 13: 409-417.

Wichtl M. Herbal Drugs and Phytopharmaceuticals. 2nd Edition. (Bisset NG, ed.). CRC Press, 1994.

Lukacs M. The phytochemical investigation of Anthemis nobilis L. Szegedi Orvostudomanyi Egyetem, Szeged,
1990.

Herisset A, Paris RR CJ. Flavonoids of Roman camomile (Anthemis nobilis). Plant Med Phytoter. 1971; 5: 234-
239.

Pietta P, Mauri P, Bruno A, Rava A, Manera E, Ceva P. Identification of flavonoids from Ginkgo biloba L.,
Anthemis nobilis L. and Equisetum arvense L. by high-performance liquid chromatography with diode-array
UV detection. J Chromatogr A. 1991; 553: 223-231.

Lemmens-Gruber R, Marchart E, Rawnduzi P, Engel N, Benedekl B, Kopp B. Investigation of the spasmolytic
activity of the flavonoid fraction of Achillea millefolium s.l. on isolated guinea-pig ilea. Drug Res. 2006; 56:
582-588.

Simon T. A magyarorszdgi edényes flora hatdrozéja: Harasztok-virdgos névények. Nemzeti Tankonyvkiadd Rt,
1994.

Csed§ K. Hargita megye gydgy- és fliszernévényei. Magankiadas, 1980.

Szabd A, Péntek J. Ezerjofii - Etnobotanikai utmutato. Kriterion Konyvkiado, 1976.

Hegnauer R. Chemotaxonomie Der Pflanzen. . Birkhduser-Verlag, 1964.

Garbacki N, Gloaguen V, Damas J, Bodart P, Tits M, Angenot L. Anti-inflammatory and immunological effects
of Centaurea cyanus flower- heads. J Ethnopharmacol. 1999; 68: 235-241.

Karamenderes C, Konyalioglu S, Khan S, Khan IA. Total phenolic contents, free radical scavenging activities
and inhibitory effects on the activation of NF-kappa B of eightCentaurea L. species. Phyther Res. 2007; 21:
488-491.

Negrete RE, Backhouse N, Cajigal |, et al. Two new antiinflammatory elemanolides from Centaurea chilensis. J
Ethnopharmacol. 1993; 40: 149-153.

Redl K, Breu W, Davis B, Bauer R. Anti-inflammatory active polyacetylenes from Bidens campylotheca. Planta
Med. 1994; 60: 58-62.

Ramadan M, Goeters S, Watzer B, et al. Chamazulene carboxylic acid and matricin: a natural profen and its
natural prodrug, identified through similarity to synthetic drug substances. J Nat Prod. 2006; 69: 1041-1045.
Russmann S, Lauterburg BH, Helbling A. Kava hepatotoxicity. Ann Intern Med. 2001; 135: 68-69.

Larrey D, Vial T, Pauwels A, et al. Hepatitis after germander (Teucrium chamaedrys) administration: another
instance of herbal medicine hepatotoxicity. Ann Intern Med. 1992; 117: 129-132.

Foote J, Cohen B. Medicinal herb use and the renal patient. J Ren Nutr. 1998; 8: 40-42.

Abbott PJ. Comfrey: assessing the low-dose health risk. Med J Aust. 1988; 149: 678-682.

Dahms H-U, Hagiwara A, Lee J-S. Ecotoxicology, ecophysiology, and mechanistic studies with rotifers. Aquat
Toxicol. 2011; 101: 1-12.

Olah Z, Bush Al, Aleksza D, GalikB, Ivitz EV, Macsai L, Janka Z, Kdrmdn Z, Kalman J, Datki Zs. Novel in vivo
experimental viability assays with high sensitivity and throughput capacity using a bdelloid rotifer. Ecotoxicol
Environ Saf. 2017; 144: 115-122.

Murray R, Méndez J, Brown S. The natural coumarins. John Wiley & Sons, 1982.

Peroutka R, Schulzova V, Botek P, Hajslova J. Analysis of furanocoumarins in vegetables (Apiaceae) and citrus
fruits (Rutaceae). J Sci Food Agric. 2007; 87: 2152-2163.

HMPC. Reflection Paper on Risk Associated with the Use of Herbals Containing Angelica
Archangelica.European Medicnes Agency, 2006.

Wu S, Han J, Feskanich D, Cho E, Stampfer MJ, Willett WC, Qureshi AA. Citrus consumption and risk of
cutaneous malignant melanoma. J. Clin. Oncol. 2015; 33: 2500-2508.

IARC Working Group on the Evaluation of Carcinogenic Risk to Humans. Overall Evaluations of
Carcinogenicity: An Updating of IARC Monographs Volumes 1 to 42.; 1987.

Kwon YS, Choi WG, Kim WJ, et al. Antimicrobial constituents of foeniculum vulgare. Arch Pharm Res. 2002;
25:154-157.

147



dc_1800 20

222.
223.
224,
225.
226.
227.
228.
229.

230.

231.

232.

233.

234.
235.

236.

237.

238.
239.

240.
241.

242.
243.
244,

245.
246.

247.
248.
249.
250.

251.

252.

148

Lee JH, Lee DU, Kim YS, Kim HP. 5-Lipoxygenase inhibition of the fructus of Foeniculum vulgare and its
constituents. Biomol Ther. 2012; 20: 113-117.

Subehan, Zaidi SFH, Kadota S, Tezuka Y. Inhibition on human liver cytochrome P450 3A4 by constituents of
fennel (Foeniculum vulgare): Identification and characterization of a mechanism-based inactivator. J Agric
Food Chem. 2007; 55: 10162-10167.

Aynehchi Y. Materia Medica and Iranian Medicinal Plants. Tehran University Publications, 1991.
Mozaffarian V. A Dictionary of Iranian Plant Names. Farhang Moaser, 1996.

Ghahreman A. Flore de I'lran. University of Teheran, 1993.

Shalaby NMM, Abd-Alla HI, Aly HF, Albalawy MA, Shaker KH, Bouajila J. Preliminary in vitro and in vivo
evaluation of antidiabetic activity of Ducrosia anethifolia boiss. and its linear furanocoumarins. Biomed Res
Int. 2014: 480545.

Amiri MS, Joharchi MR. Ethnobotanical knowledge of Apiaceae family in Iran : A review. Avicenna J
Phytomedicine. 2016; 6: 621-635.

Haghi G, Safaei A, Safari J. Extraction and determination of the main components of the essential oil of
Ducrosia anethifolia by GC and GC/MS. Iran J Pharm Res. 2004; 3: 90-99.

Stavri M, Mathew KT, Bucar F, Gibbons S. Pangelin, an antimycobacterial coumarin from Ducrosia anethifolia.
Planta Med. 2003; 69: 956-959.

Queslati MH, Bouajila J, Belkacem MA, Harrath AH, Alwasel SH, Ben Jannet H. Cytotoxicity of new secondary
metabolites, fatty acids and tocols composition of seeds of Ducrosia anethifolia (DC.) Boiss. Nat Prod Res.
2017; 6419: 1-7.

Shokri H, Hekmatpou D, Ebrahimi Fakhar HR, Nyazi A, Azadi M, Taghizadeh M. Effect of Ducrosia anethifolia
(Barilax) on anxiety after acute myocardial infarction. Arak Med Univ J. 2013; 16: 28-34.

Zamyad M, Abasnejad M, Esmaeili-Mahani S, Mostafavi A. Alpha-pinene as the main component of Ducrosia
anethifolia (Boiss) essential oil is responsible for its effect on locomotor activity in rats. Avicenna J Neuro
Psych Physiol. 2016; 3: :e38787.

Hajhashemi V, Rabbani M, Ghanadi A, Davari E. Evaluation of antianxiety and sedative effects of essential oil
of Ducrosia anethifolia in mice. Clinics (Sao Paulo). 2010; 65: 1037-1042.

Asgari Nematian M, Yaghmaei P, Mohammadi S. Assessment of the antinociceptive, antiinflammatory and
acute toxicity effects of Ducrosia anethifolia essential oil in mice. Sci J Kurdistan Univ Med Sci. 2017: 74-84.
Luo KW, Sun JG, Chan JYW, et al. Anticancer effects of imperatorin isolated from Angelica dahurica: Induction
of apoptosis in HepG2 cells through both death-receptor- and mitochondria-mediated pathways.
Chemotherapy. 2011; 57: 449-459.

Bartnik M, Stawiriska-Brych A, Zurek A, Kandefer-Szerszen M, Zdzisiriska B. 8-methoxypsoralen reduces AKT
phosphorylation, induces intrinsic and extrinsic apoptotic pathways, and suppresses cell growth of SK-N-AS
neuroblastoma and SW620 metastatic colon cancer cells. J Ethnopharmacol. 2017; 207: 19-29.

Kim Y-K, Kim YS, Ryu SY. Antiproliferative effect of furanocoumarins from the root of Angelica dahurica on
cultured human tumor cell lines. Phyther Res. 2007; 21: 288—290.

Appendino G, Bianchi F, Bader A, et al. Coumarins from Opopanax chironium. New dihydrofuranocoumarins
and differential induction of apoptosis by imperatorin and heraclenin. J Nat Prod. 2004; 67: 532-536.
Cztonkowska A, Litwin T, Dusek P, et al. Wilson disease. Nat Rev Dis Prim. 2018; 4: 21.

Loguercio C, Festi D. Silybin and the liver: from basic research to clinical practice. World J Gastroenterol. 2011,
17:2288-2301.

Saller R, Brignoli R, Melzer J, Meier R. An updated systematic review with meta-analysis for the clinical
evidence of silymarin. Forschende Komplementdrmedizin (2006). 2008; 15: 9-20.

Lovkova MY, Buzuk GN. Medicinal plants: Concentrators and superconcentrators of copper and its role in
metabolism of these species. Appl Biochem Microbiol. 2011; 47: 189-195.

Moreira R, Pereira D, Valentdo P, Andrade P. Pyrrolizidine Alkaloids: Chemistry, Pharmacology, Toxicology
and Food Safety. Int J Mol Sci. 2018; 19: 1668.

Mattocks AR. Toxicity of pyrrolizidine alkaloids. Nature. 1968; 217: 723-728.

Prakash AS, Pereira TN, Reilly PE, Seawright AA. Pyrrolizidine alkaloids in human diet. Mutat Res. 1999; 443:
53-67.

Lin G, Wang JY, Li N, et al. Hepatic sinusoidal obstruction syndrome associated with consumption of Gynura
segetum. J Hepatol. 2011; 54: 666-673.

Xia Q, Chou MW, Kadlubar FF, Chan P-C, Fu PP. Human Liver Microsomal Metabolism and DNA Adduct
Formation of the Tumorigenic Pyrrolizidine Alkaloid, Riddelliine. Chem Res Toxicol. 2003; 16: 66-73.
Stegelmeier BL, Edgar JA, Colegate SM, et al. Pyrrolizidine alkaloid plants, metabolism and toxicity. J Nat
Toxins. 1999; 8: 95-116.

Coulombe Jr RA. Pyrrolizidine alkaloids in foods. Adv Food Nutr Res. 2003; 45: 61-99.

Bekanntmachung Uber Die Zulassung Und Registrierung von Arzneimitteln Vom 05. Juni 1992 Abwehr von
Arzneimitteln - Stufe I, Hier: Arzneimittel, Die Pyrrolizidin-Alkaloide Mit Einem 1,2-Ungesdttigtem Necin-
Gertlist Enthalten. Vol 111. Bundesinstitut fiir Arzneimittel und Medizinprodukte, 1992.

Brauchli J, Luthy J, Zweifel U, Schlatter C. Pyrrolizidine alkaloids from Symphytum officinale L. and their
percutaneous absorption in rats. Experientia. 1982; 38: 1085-1087.



dc_1800 20

253.

254,

255.

256.

257.

258.

259.
260.

261.

262.

263.

264.

265.

266.

267.

268.

269.

270.

271.

272.

273.

274.
275.

276.

277.

278.

279.

280.

281.

282.

283.
284.

Public Statement on the Use of Herbal Medicinal Products Containing Toxic, Unsaturated Pyrrolizidine
Alkaloids (PAs). European Medicines Agency, 2014. h

van Heerden FR. Hoodia gordonii: A natural appetite suppressant. J Ethnopharmacol. 2008; 119: 434-437.
MaclLean DB, Luo L-G. Increased ATP content/production in the hypothalamus may be a signal for energy-
sensing of satiety: studies of the anorectic mechanism of a plant steroidal glycoside. Brain Res. 2004; 1020: 1-
11.

Madgula VLM, Ashfag MK, Wang YH, et al. Bioavailability, pharmacokinetics, and tissue distribution of the
oxypregnane steroidal glycoside P57AS3 (P57) from Hoodia gordonii in mouse model. Planta Med. 2010; 76:
1582-1586.

Le Nevé B, Foltz M, Daniel H, Gouka R. The steroid glycoside H.g.-12 from Hoodia gordonii activates the
human bitter receptor TAS2R14 and induces CCK release from HuTu-80 cells. Am J Physiol Liver Physiol. 2010;
299: G1368-G1375.

Shukla YJ, Pawar RS, Ding Y, Li X-C, Ferreira D, Khan IA. Pregnane glycosides from Hoodia gordonii.
Phytochemistry. 2009; 70: 675-683.

Dall’Acqua S, Innocenti G. Steroidal glycosides from Hoodia gordonii. Steroids. 2007; 72: 559-568.

Pawar RS, Shukla YJ, Khan SI, Avula B, Khan IA. New oxypregnane glycosides from appetite suppressant herbal
supplement Hoodia gordonii. Steroids. 2007; 72: 524-534.

Pawar RS, Shukla YJ, Khan IA. New calogenin glycosides from Hoodia gordonii. Steroids. 2007; 72: 881-891.
Mohlapo TD, Ng’ambi JW, Norris D, Malatje MM. Effect of Hoodia gordonii meal supplementation at finisher
stage on productivity and carcass characteristics of Ross 308 broiler chickens. Trop Anim Health Prod. 2009;
41:1591-1596.

van Heerden FR, Marthinus Horak R, Maharaj VJ, Vleggaar R, Senabe J V., Gunning PJ. An appetite
suppressant from Hoodia species. Phytochemistry. 2007; 68: 2545-2553.

Peters HPF, Koppenol W, Schuring EAH, Gouka R, Mela DJ, Blom WAM. The effect of two weeks ingestion of a
bitter tastant mixture on energy intake in overweight females. Appetite. 2016; 107: 268-273.

Blom WA, Abrahamse SL, Bradford R, et al. Effects of 15-d repeated consumption of Hoodia gordonii purified
extract on safety, ad libitum energy intake, and body weight in healthy, overweight women: a randomized
controlled trial. Am J Clin Nutr. 2011; 94: 1171-1181.

Heyl FW. Analysis of ragweed pollen. J Am Chem Soc. 1917; 39: 1470-1476.

King TP, Norman PS, Conell JT. Isolation and characterization of allergens from ragweed pollen Il.
Biochemistry. 1964; 3: 458-468.

Ognjenovic J, Milcic-Matic N, Smiljanic K, et al. Immunoproteomic characterization of Ambrosia artemisiifolia
pollen allergens in canine atopic dermatitis. Vet Immunol Immunopathol. 2013; 155: 38-47.

Szigetvari C, Benkd ZR. Urémlevel( parlagf(i (Ambrosia artemisiifolia L.). In: Mihdly B, Botta-Dukat Z, eds.
Oz6nnévények - Bioldgiai Invdzick Magyarorszdgon. TermészetBUVAR Alapitvany Kiadd, 2004.

Cunze S, Leiblein MC, Tackenberg O. Range Expansion of Ambrosia artemisiifolia in Europe Is Promoted by
Climate Change. ISRN Ecol. 2013; 2013: 1-9.

Foster S, Duke JA. A Field Guide to Medicinal Plants and Herbs of Eastern and Central North America. 2nd ed.
Houghton Mifflin Company; 2000.

FDA approves Ragwitek for short ragweed pollen allergies. Food and Drug Administration Announcement,
2014.

Aponte J, Yang H, Vaisberg A, et al. Cytotoxic and anti-infective sesquiterpenes present in Plagiochila disticha
(Plagiochilaceae) and Ambrosia peruviana (Asteraceae). Planta Med. 2010; 76: 705-707.

Fraga BM. Natural sesquiterpenoids. Nat Prod Rep. 2013; 30: 1226.

Réthy B, Csupor-Loffler B, Zupkd |, et al. Antiproliferative activity of Hungarian Asteraceae species against
human cancer cell lines. Part |. Phytother Res. 2007; 21: 1200-1208.

Jansen FH, Adoubi I, J CKC, et al. First study of oral Artenimol-R in advanced cervical cancer: clinical benefit,
tolerability and tumor markers. Anticancer Res. 2011; 31: 4417-4422.

Martino R, Beer MF, Elso O, Donadel O, Siilsen V, Anesini C. Sesquiterpene lactones from Ambrosia spp. are
active against a murine lymphoma cell line by inducing apoptosis and cell cycle arrest. Toxicol Vitr. 2015; 29:
1529-1536.

Dirsch VM, Stuppner H, Vollmar AM. Cytotoxic Sesquiterpene Lactones Mediate their Death-Inducing Effect in
Leukemia T Cells by Triggering Apoptosis. Planta Med. 2001; 67: 557-559.

Csupor-Léffler B, Hajdu Z, Zupkd |, et al. Antiproliferative effect of flavonoids and sesquiterpenoids from
Achillea millefolium s.l. on cultured human tumour cell lines. Phyther Res. 2009; 23: 672-676.

Villagomez R, Collado JA, Mufioz E, Almanza G, Sterner O. Natural and semi-synthetic pseudoguaianolides as
inhibitors of NF-kB. J Biomed Sci Eng. 2014; 07: 833-847.

37/2004. (IV. 26.) ESzCsM rendelet az étrend-kiegészit&krél.

Etrend-kiegészit6kben felhasznaldsra nem javasolt gydgyndvények és értékelésiik.
https://www.ogyei.gov.hu/etrend_kiegeszitokben_felhasznalasra_nem_javasolt_gyogynovenyek_es_ertekele
suk (letoltve 2020. 06. 08.)

US. Dietary Supplement Health and Education Act of 1994.

Az Eurdpai Parlament és a Tanacs 2002/46/EK iranyelve az étrend-kiegészitékre vonatkozo tagallami

149



dc_1800 20

285.

286.

287.
288.
289.

290.

291.

292.

293.

294.
295.

296.
297.
298.
299.
300.

301.
302.

303.
304.
305.
306.
307.
308.
309.

310.

311.

312.
313.
314.

315.

150

jogszabalyok kozelitésérdl.

Huang WF, Wen KC, Hsiao ML. Adulteration by synthetic therapeutic substances of traditional Chinese
medicines in Taiwan. J Clin Pharmacol. 1997; 37: 344-350.

Vaysse J, Balayssac S, Gilard V, Desoubdzanne D, Malet-Martino M, Martino R. Analysis of adulterated herbal
medicines and dietary supplements marketed for weight loss by DOSY 1 H-NMR. Food Addit Contam Part A.
2010; 27: 903-916.

Jasiurkowski B, Raj J, Wisinger D, Carlson R, Zou L, Nadir A. Cholestatic Jaundice and IgA Nephropathy Induced
by OTC Muscle Building Agent Superdrol. Am J Gastroenterol. 2006; 101: 2659-2662.

Maughan R. Contamination of dietary supplements and positive drug tests in sport. J Sports Sci. 2005; 23:
883-889.

Wang J, Chen B, Yao S. Analysis of six synthetic adulterants in herbal weight-reducing dietary supplements by
LC electrospray ionization-MS. Food Addit Contam Part A. 2008; 25: 822-830.

Wiergowski M, Galer-Tatarowicz K, Nowak-Banasik L, et al. [Hazard for human health and life by
unintentional use of synthetic sibutramine, which was sold as Chinese herbal product
&quot;meizitanc&quot;]. Przegl Lek. 2007; 64: 268-272.

Corns C, Metcalfe K. Risks associated with herbal slimming remedies. J R Soc Promot Health. 2002; 122: 213-
219.

Kim SH, Lee J, Yoon T, et al. Simultaneous determination of anti-diabetes/anti-obesity drugs by LC/PDA, and
targeted analysis of sibutramine analog in dietary supplements by LC/MS/MS. Biomed Chromatogr. 2009; 23:
1259-1265.

Poon WT, Ng SW, Lai CK, Chan YW, Mak WL. Factitious thyrotoxicosis and herbal dietary supplement for
weight reduction. Clin Toxicol. 2008; 46: 290-292.

Wooltorton E. Hua Fo tablets tainted with sildenafil-like compound. CMAJ. 2002; 166: 1568.

Gratz SR, Flurer CL, Wolnik KA. Analysis of undeclared synthetic phosphodiesterase-5 inhibitors in dietary
supplements and herbal matrices by LC-ESI-MS and LC-UV. J Pharm Biomed Anal. 2004; 36: 525-533.
Balayssac S, Trefi S, Gilard V, Malet-Martino M, Martino R, Delsuc M-A. 2D and 3D DOSY H-1 NMR, a useful
tool for analysis of complex mixtures: Application to herbal drugs or dietary supplements for erectile
dysfunction. J Pharm Biomed Anal. 2009; 50: 602-612.

ATC/DDD Index, Antiobesity Preparations, excl. Diet Products. World Health Organization, 2011.
loannides-Demos LL, Piccenna L, McNeil JJ. Pharmacotherapies for Obesity: Past, Current, and Future
Therapies. J Obes. 2011; 2011: 1-18.

Questions and answers on the suspension of medicines containing sibutramine. European Medicnes Agency,
2010.

ChenY, Zhao L, LuF, YuY, Chai Y, Wu Y. Determination of synthetic drugs used to adulterate botanical dietary
supplements using QTRAP LC-MS/MS. Food Addit Contam Part A. 2009; 26: 595-603.

52/2005. (XI. 18.) EiGM rendelet az emberi alkalmazésra kerils gydgyszerek forgalomba hozatalarol.

Az Eurdpai Parlament és a Tandcs Iranyelve (2001. november 6.) az emberi felhasznalasra szant gydgyszerek
kdzosségi kodexérdl

Kaya Gl, Melzig MF. Quantitative determination of cucurbitacin E and cucurbitacin | in homoeopathic mother
tincture of Gratiola officinalis L. by HPLC. Pharmazie. 2008; 63: 851-853.

Szakiel A, Henry M. Analysis of gypsogenin saponins in homeopathic tinctures. Acta Biochim Pol. 2007; 54:
853-856.

Kamarasi V, Mogyorosy G. Systematic surveys of literature- importance and methodology. Orv Hetil. 2015;
156:1523-1531.

Birks J, Grimley Evans J. Ginkgo biloba for cognitive impairment and dementia. Cochrane Database Syst Rev.
2009: CD003120.

German Homeopathic Pharmacopoeia. Medpharm Scientific Publishers, 2005.

List of Psychotropic Substances under International Control. International Narcotics Control Board, 2010.
Bauer AW, Kirby WM, Sherris JC, Turck M. Antibiotic susceptibility testing by a standardized single disk
method. Am J Clin Pathol. 1966; 45: 493-496.

Mosmann T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: application to proliferation and
cytotoxicity assays. J Immunol Methods. 1983; 65: 55-63.

Ahn KS, Sethi G, Shishodia S, Sung B, Arbiser JL, Aggarwal BB. Honokiol potentiates apoptosis, suppresses
osteoclastogenesis, and inhibits invasion through modulation of nuclear factor-kB activation pathway. Mol
Cancer Res. 2006; 4: 621-633.

Kienast Y, Von Baumgarten L, Fuhrmann M, et al. Real-time imaging reveals the single steps of brain
metastasis formation. Nat Med. 2010; 16: 116.

Nicolussi S, Viveros-Paredes JM, Gachet MS, et al. Guineensine is a novel inhibitor of endocannabinoid uptake
showing cannabimimetic behavioral effects in BALB/c mice. Pharmacol Res. 2014; 80: 52-65.

Polonchuk L. Toward a new gold standard for early safety: Automated temperature-controlled hERG test on
the PatchLiner®. Front Pharmacol. 2012; 3: 3.

Hashimoto N, Yamashita T, Tsuruzoe N. Characterization of in vivo and in vitro electrophysiological and
antiarrhythmic effects of a novel IKACh blocker, NIP-151: A comparison with an IKr-blocker dofetilide. J



dc_1800 20

316.

317.

318.

319.

320.

321.

322.

323.

324.

325.

326.

327.

328.

320.

330.

331.

332.

333.

334.

335.

336.

337.

338.

339.

340.

341.

342.

343.

344.

345.

346.

Cardiovasc Pharmacol. 2008; 51: 162-169.

Lai WC, Wang HC, Chen GY, et al. Using the pER8:GUS reporter system to screen for phytoestrogens from
Caesalpinia sappan. J Nat Prod. 2011; 74: 1698-1706.

Zuo J, Niu QW, Chua NH. An estrogen receptor-based transactivator XVE mediates highly inducible gene
expression in transgenic plants. Plant J. 2000; 24: 265-273.

Csik G, Spiegl G, Minorics R, Falkay G, Zupkd I. The effects of adjuvant arthritis on the myometrial adrenergic
functions in the nonpregnant and the late-pregnant rat. J Physiol Pharmacol. 2010; 61: 629-636.

Adams M, Kunert O, Haslinger E, Bauer R. Inhibition of leukotriene biosynthesis by quinolone alkaloids from
the fruits of Evodia rutaecarpa. Planta Med. 2004; 70: 904-908.

Fiebich BL, Grozdeva M, Hess S, et al. Petasites hybridus Extracts in vitro Inhibit COX-2 and PGE ; Release by
Direct Interaction with the Enzyme and by Preventing p42/44 MAP Kinase Activation in Rat Primary Microglial
Cells. Planta Med. 2005; 71: 12-19.

Community Herbal Monograph on Chamaemelum Nobile (L.) All., Flos. European Medicines Agency, 2012.
Moher D, Liberati A, Tetzlaff J, et al. Preferred reporting items for systematic reviews and meta-analyses: The
PRISMA statement. PLoS Med. 2009; 6: e1000097.

Schulz KF, Altman DG, Moher D. CONSORT 2010 Statement: Updated guidelines for reporting parallel group
randomised trials. BMJ. 2010; 340: 698-702.

Pelletier S, Mody N, Joshi B, Schramm L. The Alkaloids: Chemistry and Perspectives, Vol. 2, edited by SW
Pelletier. Elsevoiew, 1984.

Mericli AH, Merigli F, Ulubelen A, et al. Diterpenoid alkaloids from the aerial parts of Aconitum anthora L.
Pharmazie. 2000; 55: 696-698.

de la Fuente G, Ruiz-Mesia L. Norditerpenoid alkaloids from Delphinium peregrinum var. elongatum.
Phytochemistry. 1995; 39: 1459-1465.

Gonzalez AG, de La Fuente G, Reina M, Diaz R, Timdn L. 33C NMR spectroscopy of some hetisine subtype Cyo-
diterpenoid alkaloids and their derivatives. Phytochemistry. 1986; 25: 1971-1973.

Jakupovic J, Schuster A, Bohlmann F, King R, Robinson H. New lignans and isobutyalmides from Heliopsis
buphthalmoides. Planta Med. 1986; 52: 18-20.

Abrantes M, Mil-Homens T, Duarte N, et al. Antiplasmodial activity of lignans and extracts from Pycnanthus
angolensis. Planta Med. 2008; 74: 1408-1412.

Jim-Min F, Ching-Kuo L, Yu-Shia C. Lignans from leaves of Juniperus chinensis. Phytochemistry. 1992; 31: 3659-
3661.

Sbai H, Saad |, Ghezal N, Greca M Della, Haouala R. Bioactive compounds isolated from Petroselinum crispum
L. leaves using bioguided fractionation. Ind Crops Prod. 2016; 89: 207-214.

Fujioka T, Furumi K, Fujii H, et al. Antiproliferative constituents from Umbelliferae plants. V. A new
furanocoumarin and falcarindiol furanocoumarin ethers from the root of Angelica japonica. Chem. Pharm.
Bull. 1999; 47: 96-100.

Rahimifard M, Manayi A, Baeeri M, Gholami M, Saeidnia S, Abdollahi M. Investigation of beta-sitosterol and
prangol extracted from Achillea tenoifolia along with whole root extract on isolated rat pancreatic islets. Iran
J Pharm Res. 2018; 17: 317-325.

Lv X, Liu D, Hou J, et al. Biotransformation of imperatorin by Penicillium janthinellum. Anti-osteoporosis
activities of its metabolites. Food Chem. 2013; 138: 2260-2266.

Macias FA, Massanet GM, Rodriguz-Luis F, Salva J. 13C NMR of Coumarins. Magn Reson Chem. 1990; 28: 219-
222.

Poonkodi K. Phytoconstituents from Richardia scabra L. and its biological activities. Asian J Pharm Clin Res.
2016; 9: 1-4.

Harkar S, Razdan TK, Waight ES. Steroids, chromone and coumarins from Angelica officinalis. Phytochemistry.
1984; 23: 419-426.

Chung CP, Hsia SM, Lee MY, et al. Gastroprotective activities of adlay (Coix lachryma-jobi L. var. ma-yuen
Stapf) on the growth of the stomach cancer ags cell line and indomethacin-induced gastric ulcers. J Agric Food
Chem. 2011; 59: 6025-6033.

Atkinson E, Boyd DR, Grundon MF. Coumarins of Skimmia japonica. Phytochemistry. 1974; 13: 853-855.
Stoger EA. Arzneibuch Der Chinesischen Medizin. Deutscher Apotheker Verlag, 2017.

Wang Y, Liu Z, Song F, Liu S. Electrospray ionization tandem mass spectrometric study of the aconitines in the
roots of aconite. Rapid Commun Mass Spectrom. 2002; 16: 2075-2082.

Ganzera M, Yayla Y, Khan IA. Analysis of the marker compounds of Rhodiola rosea L. (golden root) by
reversed phase high performance liquid chromatography. Chem Pharm Bull (Tokyo). 2001; 49: 465-467.
Nawwar MAM, El-Sissi HI, Barakat HH. Flavonoid constituents of Ephedra alata. Phytochem. 1984; 23: 2937-
2939.

Jeong HJ, Ryu YB, Park S-J, et al. Neuraminidase inhibitory activities of flavonols isolated from Rhodiola rosea
roots and their in vitro anti-influenza viral activities. Bioorganic & Med Chem. 2009; 17: 6816-6823.

Reich E, Schibli A, Widmer V, Jorns R, Wolfram E, DeBatt A. HPTLC methods for identification of green tea and
green tea extract. Sect Title Food Feed Chem. 2006; 29: 2141-2151.

Bogusz MJ, Hassan H, Al-Enazi E, Ibrahim Z, Al-Tufail M. Application of LC-ESI-MS-MS for detection of

151



dc_1800 20

347.

348.
349.

350.

351.
352.

353.
354.
355.
356.
357.
358.
359.

360.

361.

362.

363.

364.

365.

366.

367.

368.

369.

370.

371.

372.

373.

152

synthetic adulterants in herbal remedies. J Pharm Biomed Anal. 2006; 41: 554-564.

Takeoka G, Dao L, Wong RY, Lundin R, Mahoney N. Identification of benzethonium chloride in commercial
grapefruit seed extracts. J Agric Food Chem. 2001; 49: 3316-3320.

European Union Herbal Monograph on Symphytum Officinale L., Radix. European Medicines Agency, 2009.
Ringbom T, Huss U, Stenholm A, et al. Cox-2 inhibitory effects of naturally occurring and modified fatty acids.
J Nat Prod. 2001; 64: 745-749.

Bello-Ramirez AM, Nava-Ocampo AA. The local anesthetic activity of Aconitum alkaloids can be explained by
their structural properties: a QSAR analysis. Fundam Clin Pharmacol. 2004; 18: 157-161.

Assessment Report on Chelidonium Majus L., Herba. European Medicines Agency, 2011.

Blazsé G, Gabor M, Schonlau F, Rohdewald P. Pycnogenol® accelerates wound healing and reduces scar
formation. Phyther Res. 2004; 18: 579-581.

Ding W, Huang R, Zhou Z, Li Y. New Sesquiterpenoids from Ambrosia artemisiifolia L. Molecules. 2015; 20:
4450-4459.

Taglialatela-Scafati O, Pollastro F, Minassi A, et al. Sesquiterpenoids from common ragweed (Ambrosia
artemisiifolia L.), an invasive biological polluter. European J Org Chem. 2012: 5162-5170.

Stefanovic M, Jokic A, Behbud A. Psilostachyin and psilostachyin C from Yugoslav Artemisia vulgaris and
Ambrosia artemisiifolia. Glas Hem Drus Beogr. 1972; 37: 463-468.

David JPJM, de O. Santos AJ, da S. Guedes ML, et al. Sesquiterpene lactones from Ambrosia artemisiaefolia
(Asteraceae). Pharm Biol. 1999; 37: 165-168.

OECD Guidelines for the Testing of Chemicals No 407: Repeated Dose 28-Day Oral Toxicity Study in Rodents.
OECD, 2008.

Gattone VH, Tourkow B a, Trambaugh CM, et al. Development of multiorgan pathology in the wpk rat model
of polycystic kidney disease. Anat Rec A Discov Mol Cell Evol Biol. 2004; 277: 384-395.

Schellenberg R. Treatment for the premenstrual syndrome with agnus castus fruit extract: prospective,
randomised, placebo controlled study. BMJ. 2001; 322: 134-137.

Schellenberg R, Zimmermann C, Drewe J, Hoexter G, Zahner C. Dose-dependent efficacy of the Vitex agnus
castus extract Ze 440 in patients suffering from premenstrual syndrome. Phytomedicine. 2012; 19: 1325-
1331.

He Z, Chen R, Zhou Y, et al. Treatment for premenstrual syndrome with Vitex agnus castus: A prospective,
randomized, multi-center placebo controlled study in China. Maturitas. 2009; 63: 99-103.

Cipriani A, Furukawa TA, Salanti G, et al. Comparative efficacy and acceptability of 21 antidepressant drugs
for the acute treatment of adults with major depressive disorder: a systematic review and network meta-
analysis. Lancet. 2018; 391: 1357-1366.

Chrubasik-Hausmann S, Vlachojannis J, McLachlan AJ. Understanding drug interactions with St John’s wort
(Hypericum perforatum L.): impact of hyperforin content. J Pharm Pharmacol. 2019; 71: 129-138.
Tabeshpour J, Sobhani F, Sadjadi SA, et al. A double-blind, randomized, placebo-controlled trial of saffron
stigma (Crocus sativus L.) in mothers suffering from mild-to-moderate postpartum depression.
Phytomedicine. 2017; 36: 145-152.

Abedimanesh N, Ostadrahimi A, Bathaie Sz, et al. Effects of saffron aqueous extract and its main constituent,
crocin, on health-related quality of life, depression, and sexual desire in coronary artery disease patients: A
double-blind, placebo-controlled, randomized clinical trial. Iran Red Crescent Med J. 2017; 19.

Kashani L, Esalatmanesh S, Eftekhari F, et al. Efficacy of Crocus sativus (saffron) in treatment of major
depressive disorder associated with post-menopausal hot flashes: a double-blind, randomized, placebo-
controlled trial. Arch Gynecol Obstet. 2018; 297: 717-724.

Akhondzadeh S, Tahmacebi-Pour N, Noorbala AA, et al. Crocus sativus L. in the treatment of mild to moderate
depression: A double-blind, randomized and placebo-controlled trial. Phyther Res. 2005; 19: 148-151.
Moshiri E, Basti AA, Noorbala A-A, Jamshidi A-H, Hesameddin Abbasi S, Akhondzadeh S. Crocus sativus L.
(petal) in the treatment of mild-to-moderate depression: a double-blind, randomized and placebo-controlled
trial. Phytomedicine. 2006; 13: 607-611.

Ghajar A, Neishabouri SM, Velayati N, et al. Crocus sativus L versus Citalopram in the Treatment of Major
Depressive Disorder with Anxious Distress: A Double-Blind, Controlled Clinical Trial. Pharmacopsychiatry.
2017; 50: 152-160.

Noorbala AA, Akhondzadeh S, Tahmacebi-Pour N, Jamshidi AH. Hydro-alcoholic extract of Crocus sativus L.
versus fluoxetine in the treatment of mild to moderate depression: A double-blind, randomized pilot trial. J
Ethnopharmacol. 2005; 97: 281-284.

Akhondzadeh Basti A, Moshiri E, Noorbala A-A, Jamshidi A-H, Abbasi SH, Akhondzadeh S. Comparison of petal
of Crocus sativus L. and fluoxetine in the treatment of depressed outpatients: a pilot double-blind
randomized trial. Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry. 2007; 31: 439-442.

Shahmansouri N, Farokhnia M, Abbasi SH, et al. A randomized, double-blind, clinical trial comparing the
efficacy and safety of Crocus sativus L. with fluoxetine for improving mild to moderate depression in post
percutaneous coronary intervention patients. J Affect Disord. 2014; 155: 216-222.

Kashani L, Eslatmanesh S, Saedi N, et al. Comparison of Saffron versus Fluoxetine in Treatment of Mild to
Moderate Postpartum Depression: A Double-Blind, Randomized Clinical Trial. Pharmacopsychiatry. 2017; 50:



dc_1800 20

374.

375.

376.

377.

378.

379.

380.

381.

382.

383.

384.

385.

386.

387.

388.

389.

390.

391.

392.

393.

394.

395.

396.

397.

398.

399.

400.

401.

402.

403.

404.

405.

64-68.

Csupor D, Forgo P, Mathé |, Hohmann J. Acovulparine, a new norditerpene alkaloid from Aconitum vulparia.
Helv Chim Acta. 2004; 87.

Csupor D, Forgo P, Zupkd |, Szabd P, Hohmann J. Anthranoyl-substituted norditerpene alkaloids from
Aconitum vulparia Rchb. and their cytotoxic activities. Zeitschrift fur Naturforsch - Sect B J Chem Sci. 2007; 62.
Csupor D, Forgo P, Csedo K, Hohmann J. C15 and Cy diterpene alkaloids from Aconitum toxicum RCHB. Helv
Chim Acta. 2006; 89.

William Pelletier S, A. Ross S, K. Desai H. New Diterpenoid Alkaloids from Delphinium staphisagria Linné.
Heterocycles. 1987; 26: 2895.

Niitsu K, lIkeya Y, Mitsuhashi H, Siying C, Huiling L. Studies on the alkaloids from Aconitum contortum (l).
Heterocycles. 1990; 31: 1517-1524.

Shaheen F, Ahmad M, Khan MTH, et al. Alkaloids of Aconitum laeve and their anti-inflammatory, antioxidant
and tyrosinase inhibition activities. Phytochemistry. 2005; 66: 935-940.

Bhogi Hanuman J, Katz A. Diterpenoid alkaloids from ayurvedic processed and unprocessed Aconitum ferox.
Phytochemistry. 1994; 36: 1527-1535.

de la Fuente G, Orribo T, Gavin JA, Acosta RD. Lamarckinine, a new bisnorditerpenoid alkaloid from Aconitum
lamarckii Reichenb. Heterocycles. 1993; 36: 1455-1458.

Sang HS, Ju SK, Sam SK, Kun HS, Bae KH. Alkaloidal constituents from Aconitum jaluense. Arch Pharm Res.
2003; 26: 709-715.

Ohta H, Seto Y, Tsunoda N. Determination of Aconitum alkaloids in blood and urine samples. I. High-
performance liquid chromatographic separation, solid-phase extraction and mass spectrometric
confirmation. J Chromatogr B, Biomed Sci Appl. 1997; 691: 351-356.

Beike J, Frommherz L, Wood M, Brinkmann B, KOhler H. Determination of aconitine in body fluids by LC-MS-
MS. Int J Legal Med. 2004; 118: 289-293.

Singhuber J, Zhu M, Prinz S, Kopp B. Aconitum in traditional Chinese medicine: a valuable drug or an
unpredictable risk? J Ethnopharmacol. 2009; 126: 18-30.

Dzhakhangirov FN, Sadritdinov FS. Antidepressive properties of the alkaloid songorine. Dokl. Akad. Nauk
UzSSR. 1973; 30: 39-40.

Bisset NG. Arrow poisons in China. Part Il. Aconitum--botany, chemistry, and pharmacology. J
Ethnopharmacol. 1981; 4: 247-336.

Molina-Torres J, Salgado-Garciglia R, Ramirez-Chavez E, del Rio RE. Purely Olefinic Alkamides in Heliopsis
longipes and Acmella (Spilanthes) oppositifolia. 1996; 24: 43-47.

Molinatorres J, Salgado-Garciglia R, Ramirez-Chavez E, Del Rio RE. Purely olefinic alkamnides in Heliopsis
longipes and Acmella (Spilanthes) oppositifolia. Biochem Syst Ecol. 1996; 24: 43-47.

Bohlmann F, Lonitz M, Knoll K. Neue lignan-derivate aus der tribus Heliantheae. Phytochemistry. 1978; 17:
330-331.

Burden R, Crombie L, Whiting D. Extractives of Heliopsis scabra: structure and stereochemistry of two new
lignans. Tetrahedron Lett. 1968; 9: 1035-1039.

Burden RS, Crombie L, Whiting DA. The extractives of Heliopsis scabra: constitution of two new lignans. J
Chem Soc C Org. 1969: 693-701.

Reisch J, Szendrei K, Novak I, Minker E. Lignans of Ruta graveolens roots. Helioxanthine Pharmazie. Nat Prod
Chem. 1970; 25: 435-6.

Ghosal S, Kumarswamy C, Chauhan RBS, Srivastava RS. Lactonic lignans of Polygala chinensis. Phytochemistry.
1973; 12: 2550-1.

Chen C-C, Huang Y-L, Lee S-S, Ou J-C. Laurodionine, a new oxalyl-fused aporphine alkaloid from Phoebe
formosana. J Nat Prod. 1997; 60: 826-827.

He K, Zeng L, Shi G, Zhao GX, Kozlowski JF, McLaughlin JL. Bioactive Compounds from Taiwania
cryptomerioides. J Nat Prod. 1997; 60: 38-40.

Shen CC, Ni CL, Huang YL, Huang RL, Chen CC. Furanolabdane Diterpenes from Hypoestes purpurea.J Nat
Prod. 2004; 67: 1947-1949.

Lee S, Yoo HH, Piao XL, Kim JS, Kang SS, Shin KH. Anti-estrogenic activity of lignans from Acanthopanax
chiisanensis root. Arch Pharm Res. 2005; 28: 186-189.

Sammaiah G, Narsaiah N, Dayakar G, et al. Constituents and Cytotoxicity of Polygala erioptera. Int J Chem Sci.
2008; 6: 643-646.

Yu K, Song Y, Lu Y, Xiong Z, Li F. Phenylpropanoids from roots of Acanthopanax sessiliflorus. Tianran Chanwu
Yanjiu Yu Kaifa. 2012; 24: 469-472.

Sastry KV., Rao EV, Pelter A, Ward RS. 4-Aryl-2,3-naphthalide lignans from Justicia simplex Indian. J Chem Sect
B Org Chem Incl Med Chem. 1979; 17B: 415-416.

Olaniyi AA, Powell JW. Lignans from Justicia flava. J Nat Prod. 1980; 43: 482-486.

Trujillo JM, R EJ, Navarro E, Boada J. Lignans from Justicia hyssopifolia. Phytochemistry. 1990; 29: 2991-2993.
Rajasekhar D, Vanisree M, Subbaraju G V. Justicia lignans: part 4. - Two new arylnaphthalide lignans from
Justicia neesii Ramamoorthy. Indian J Chem Sect B Org Chem Incl Med Chem. 1999; 38B: 713-717.

B Rajasekhar D, Subbaraju G V., Pillai R. Justicia lignans VI. - Prostalidin D, a new arylnaphthalide lignan from

153



dc_1800 20

406.
407.
408.
409.

410.

411.
412.
413.

414.

415.

416.
417.
418.
419.
420.
421.
422.
423.
424.
425.
426.

427.

428.
429.
430.
431.

432.
433.

434,

435.

154

Justicia diffusa var. prostrata C.B. Clarke. J Asian Nat Prod Res. 2000; 2: 289-300.

Gonzalez Gonzales AG. Productos de los tallos de la Ruta pinnata L. fil. Estructura de la benahorina. An
Quimica. 1971; 67: 441-451.

Woelkart K, Xu W, Pei Y, Makriyannis A, Picone RP, Bauer R. The Endocannabinoid System as a Target for
Alkamides from Echinacea angustifolia Roots. Planta Med. 2005; 71: 701-705.

Clément C, Kneubuhler J, Urwyler A, Witschi U, Kreuzer M. Effect of maca supplementation on bovine sperm
quantity and quality followed over two spermatogenic cycles. Theriogenology. 2010; 74: 173-183.

Battista N, Meccariello R, Cobellis G, et al. The role of endocannabinoids in gonadal function and fertility
along the evolutionary axis. Mol Cell Endocrinol. 2012; 355: 1-14.

Jungestrom MB, Thompson LU, Dabrosin C. Flaxseed and its lighans inhibit estradiol-induced growth,
angiogenesis, and secretion of vascular endothelial growth factor in human breast cancer xenografts in vivo.
Clin Cancer Res. 2007; 13: 1061-1067.

Gordaliza M, Castro MA d, Miguel del Corral JM, Feliciano AS. Antitumor properties of podophyllotoxin and
related compounds. Curr Pharm Des. 2000; 6: 1811-1839.

Sloan AE, Nock CJ, Einstein DB. Diagnosis and Treatment of melanoma Brain Metastasis: A Literature Review.
Cancer Control. 2009; 16: 248-255.

Zhang B, Liu Z, Hu X. Inhibiting cancer metastasis via targeting NAPDH oxidase 4. Biochem Pharmacol. 2013;
86: 253-266.

Mali AV, Wagh U V, Hegde M V, Chandorkar SS, Surve S V, Patole M V. In vitro anti-metastatic activity of
enterolactone, a mammalian lignan derived from flax lignan, and down-regulation of matrix
metalloproteinases in MCF-7 and MDA MB 231 cell lines. Indian J Cancer. 2012; 49: 181.

Girnita A, All-Ericsson C, Economou MA, et al. The insulin-like growth factor-I receptor inhibitor
picropodophyllin causes tumor regression and attenuates mechanisms involved in invasion of uveal
melanoma cells. Clin cancer Res. 2006; 12: 1383-1391.

Chandra S, Chandra D, Barh A, Pankaj, Pandey RK, Sharma IP. Bryophytes: Hoard of remedies, an ethno-
medicinal review. J Tradit Complement Med. 2017; 7: 94-98

Sabovljevic A, Sokovic M, Glamoclija J, et al. Comparison of extract bio-activities of in situ and in vitro grown
selected bryophyte species. African J Microbiol Res. 2010; 4: 808-812.

Nikolajeva V, Liepina L, Petrina Z, Krumina G, Grube M, Muiznieks |. Antibacterial activity of extracts from
some Bryophytes. Adv Microbiol. 2012; 2: 345-353.

Singh M, Rawat AKS, Govindarajan R. Antimicrobial activity of some Indian mosses. Fitoterapia. 2007; 78:
156-158.

Singh M, Singh S, Nath V, Sahu V, Rawat AKS. Antibacterial activity of some bryophytes used traditionally for
the treatment of burn infections. Pharm Biol. 2011; 49: 526-530.

Sabovljevic A, Sokovic M, Sabovljevic M, Grubisic D. Antimicrobial Activity of Bryum argenteum. 2006; 77:
144-145.

Klavina L, Springe G, Nikolajeva V, et al. Chemical composition analysis, antimicrobial activity and cytotoxicity
screening of moss extracts (moss phytochemistry). Molecules. 2015; 20: 17221-17243.

Veljic M, Tarbuk M, Martin PD, Ciric A, Sokovic M, Marin M. Antimicrobial Activity of Methanol Extracts of
Mosses from Serbia. Pharm Biol. 2008; 46: 871-875.

Gellerman JL, Anderson WH, Schlenk H. Synthesis and analysis of phytyl and phytenoyl wax esters. Lipids.
1975; 10: 656-661.

Osterdahl B-G, Suokas E, McCoy K. Chemical Studies on Bryophytes. 20. A New Branched Flavonoid-O-
triglycoside from Dicranum scoparium. Acta Chem Scand. 1978; 32b: 714-716.

Asakawa Y, Tori M, Takikawa K, Krishnamurty HG, Kar SK. Cyclic bis(bibenzyls) and related compounds from
the liverworts Marchantia polymorpha and Marchantia palmata. Phytochemistry. 1987; 26: 1811-1816.
Toyota M, Yoshida T, Kan Y, Takaoka S, Asakawa Y. (+)-Cavicularin: A novel optically active cyclic bibenzyl-
dihydrophenanthrene derivative from the liverwort Cavicularia densa Steph. Tetrahedron Lett. 1996; 37:
4745-4748.

Martini U, Zapp J, Becker H. Chlorinated macrocyclic Bisbibenzyls from the liverwort Bazzania trilobata.
Phytochemistry. 1998; 47: 89-96.

Flegel M, Adam KP, Becker H. Sesquiterpene lactones and bisbibenzyl derivatives from the neotropical
liverwort Frullania convoluta. Phytochemistry. 1999; 52: 1633-1638.

Nagashima F, Momosaki S, Watanabe Y, Toyota M, Huneck S, Asakawa Y. Terpenoids and aromatic
compounds from six liverworts. Phytochemistry. 1996; 41: 207-211.

Anton H, Kraut L, Mues R, Morales |, Morales Z. Phenanthrenes and bibenzyls from a Plagiochila species.
Phytochemistry. 1997; 46: 1069-1075.

Asakawa Y. Chemosystematics of the Hepaticae. Phytochemistry. 2004; 65: 623-669.

So ML, Chan WH, Xia PF, Cui Y. Two new cyclic bis(bibenzyl)s, isoriccardinquinone A and B from the liverwort
Marchantia paleacea. Nat Prod Lett. 2002; 16: 167-171.

Adam KP, Becker H. Phenanthrenes and other phenolics from in vitro cultures of Marchantia polymorpha.
Phytochemistry. 1993; 35: 139-143.

Asakawa Y, Ludwiczuk A, Nagashima F. Phytochemical and biological studies of bryophytes. Phytochemistry.



dc_1800 20

436.

437.

438.

439.

440.

441.

442,

443.

444,

445.

446.

447.

448.

449,

450.

451.

452.

453.

454.

455,

456.

457.

458.

459.

460.

461.

462.

2013; 91: 52-80.

Gould SJ, Melville CR, Chen J. The biosynthesis of murayaquinone, a rearranged polyketide. Tetrahedron.
1997; 53: 4561-4568.

Krone B, Hinrichs A, Zeeck A. Metabolic products of microorganisms. 208 Haloquinone, a new antibiotic
active against halobacteria Il. Chemical structure and derivatives. J Antibiot (Tokyo). 1981; 34: 1538-1543.
De Beer D, Schulze AE, Joubert E, Villiers A, Malherbe CJ, Stander MA. Food ingredient extracts of Cyclopia
subternata (Honeybush): Variation in phenolic composition and antioxidant capacity. Molecules. 2012; 17:
14602-14624.

Liu S, Zhu L, Zhang J, Yu J, Cheng X, Peng B. Anti-osteoclastogenic activity of isoliquiritigenin via inhibition of
NF-kB-dependent autophagic pathway. Biochem Pharmacol. 2016; 106: 82-93.

Han D-H, Denison MS, Tachibana H, Yamada K. Relationship between estrogen receptor-binding and
estrogenic activities of environmental estrogens and suppression by flavonoids. Biosci Biotechnol Biochem.
2002; 66: 1479-1487.

Atteritano M, Marini H, Minutoli L, et al. Effects of the phytoestrogen genistein on some predictors of
cardiovascular risk in osteopenic, postmenopausal women: A two-year randomized, double-blind, placebo-
controlled study. J Clin Endocrinol Metab. 2007; 92: 3068-3075.

Almutawa F, Alnomair N, Wang Y, Hamzavi |, Lim HW. Systematic review of UV-based therapy for psoriasis.
Am J Clin Dermatol. 2013; 14: 87-109.

Loveday KS. Interrelationship of photocarcinogenicity, photomutagenicity and phototoxicity. Photochem
Photobiol. 1996; 63: 369-372.

Kubrak T, Bogucka-kocka A, Komsta t, et al. Modulation of multidrug resistance gene expression by coumarin
derivatives in human Leukemic cells. Oxid Med Cell Longev. 2017: 5647281.

Mottaghipisheh J, Nové M, Spengler G, Kisz N, Hohmann J, Csupora D. Antiproliferative and cytotoxic
activities of furocoumarins of Ducrosia anethifolia. Pharm Biol. 2018; 56: 658-664.

loset KN, Nyberg NT, Van Diermen D, et al. Metabolic profiling of Rhodiola rosea rhizomes by 'H NMR
spectroscopy. Phytochem Anal. 2011; 22: 158-165.

Kolodziej B, Sugier D. Influence of plants age on the chemical composition of roseroot (Rhodiola rosea L.).
Acta Sci Pol, Hortorum Cultus. 2013; 12: 147-160.

Galambosi B, Galambosi Z, Uusitalo M, Heinonen A. Effects of plant sex on the biomass production and
secondary metabolites in roseroot (Rhodiola rosea L.) from the aspect of cultivation. Zeitschrift fiir Arznei-&
Gewiirzpflanzen. 2009; 14: 114-121.

Buchwald W, Mscisz A, Krajewska-Patan A, Furmanowa M, Mielcarek S, Mrozikiewicz PM. Contents of
biologically active compounds in Rhodiola rosea roots during the vegetation period. Herba Pol. 2006; 4: 39-
43.

Ma Y-C, Wang X-Q, Hou F, et al. Rapid resolution liquid chromatography (RRLC) analysis for quality control of
Rhodiola rosea roots and commercial standardized products. Nat Prod Commun. 2011; 6: 645-650.

Peschel W, Prieto JM, Karkour C, Williamson EM. Effect of provenance, plant part and processing on extract
profiles from cultivated European Rhodiola rosea L . for medicinal use. Phytochemistry. 2013; 86: 92-102.
Galambosi B. Demand and availability of Rhodiola rosea L. raw material. Med Aromat plants. 2006; 16: 223-
236.

Kwon H-J, Ryu YB, Jeong HJ, et al. Rhodiosin, an Antioxidant Flavonol Glycoside from Rhodiola rosea. J Korean
Soc Applied Biol Chem. 2009; 52: 486-492.

Ma C, Hu L, Fu Q, Gu X, Tao G, Wang H. Separation of four flavonoids from Rhodiola rosea by on-line
combination of sample preparation and counter-current chromatography. J Chromatogr A. 2013; 1306: 12-
19.

Ma S, Hu L, Ma C, Lv W, Wang H. Application and recovery of ionic liquids in the preparative separation of
four flavonoids from Rhodiola rosea by on-line three-dimensional liquid chromatography. J Sep Sci. 2014; 37:
2314-2321.

Choe KI, Kwon JH, Park KH, et al. The Antioxidant and Anti-inflammatory Effects of Phenolic Compounds
Isolated from the Root of Rhodiola sachalinensis A. Bor. Molecules. 2012; 17: 11484-11494.

Ekborg-Ott KH, Taylor A, Armstrong DW. Varietal Differences in the Total and Enantiomeric Composition of
Theanine in Tea. J Agric Food Chem. 1997; 45: 353-363.

Horanni R, Engelhardt UH. Determination of amino acids in white, green, black, oolong, pu-erh teas and tea
products. J Food Compos Anal. 2013; 31: 94-100.

Achouri A, Boye JI, Belanger D. Soybean isoflavones: Efficacy of extraction conditions and effect of food type
on extractability. Food Res Int. 2005; 38: 1199-1204.

Chen LU, Zhao X, Plummer S, Tang J, Games DE. Quantitative determination and structural characterization of
isoflavones in nutrition supplements by liquid chromatography—mass spectrometry. J Chromatogr A. 2005;
1082: 60-70.

Wojciak-Kosior M, Sowa |, Szymczak G, Zapata K, Kocjan R, Blicharski T. Effect of sample pre-treatment on
isoflavones quantification in soybean. Chem Pap. 2016; 70: 1087-1093.

Wang M, Guo J, Qi W, Su R, He Z. An effective and green method for the extraction and purification of
aglycone isoflavones from soybean. Food Sci Biotechnol. 2013; 22: 705-712.

155



dc_1800 20

463.
464.

465.

466.
467.
468.
469.

470.

471.

472.
473.
474.

475.

476.
477.
478.
479.

480.

481.
482.
483.
484.
485,
486.
487.
488.

489.
490.

491.

492.

156

Moras B, Rey S, Vilarem G, Pontalier P-Y. Pressurized water extraction of isoflavones by experimental design
from soybean flour and Soybean Protein Isolate. Food Chem. 2017; 214: 9-15.

Sanches de Lima F, Ida El. Optimisation of soybean hydrothermal treatment for the conversion of B-glucoside
isoflavones to aglycones. LWT - Food Sci Technol. 2014; 56: 232-239.

Setchell KD, Brown NM, Zimmer-Nechemias L, et al. Evidence for lack of absorption of soy isoflavone
glycosides in humans, supporting the crucial role of intestinal metabolism for bioavailability. Am J Clin Nutr.
2002; 76: 447-453.

da Costa César |, Braga FC, Soares CDV, et al. Development and validation of a RP-HPLC method for
quantification of isoflavone aglycones in hydrolyzed soy dry extracts. J Chromatogr B. 2006; 836: 74-78.
Miiller L, Mauthe RJ, Riley CM, et al. A rationale for determining, testing, and controlling specific impurities in
pharmaceuticals that possess potential for genotoxicity. Regul Toxicol Pharmacol. 2006; 44: 198-211.

Van Dokkum W. The intake of selected minerals and trace elements in European countries. Nutr Res Rev.
1995; 8: 271-302.

Ariburnu E, Uludag MF, Yalcinkaya H, Yesilada E. Comparative determination of sibutramine as an adulterant
in natural slimming products by HPLC and HPTLC densitometry. J Pharm Biomed Anal. 2012; 64-65: 77-81.
Zeng Y, XuY, Kee C-L, Low M-Y, Ge X. Analysis of 40 weight loss compounds adulterated in health
supplements by liquid chromatography quadrupole linear ion trap mass spectrometry. Drug Test Anal. 2016;
8:351-356.

Cheng Q, Shou L, Chen C, Shi S, Zhou M. Application of ultra-high-performance liquid chromatography
coupled with LTQ-Orbitrap mass spectrometry for identification, confirmation and quantitation of illegal
adulterated weight-loss drugs in plant dietary supplements. J Chromatogr B. 2017; 1064: 92-99.

de Carvalho LM, Martini M, Moreira AP, et al. Presence of synthetic pharmaceuticals as adulterants in
slimming phytotherapeutic formulations and their analytical determination. Forensic Sci Int. 2011; 204: 6-12.
Heggers JP, Cottingham J, Gusman J, et al. The effectiveness of processed grapefruit-seed extract as an
antibacterial agent: Il. Mechanism of action and in vitro toxicity. J Altern Complement Med. 2002; 8: 521.
von Woedtke T, Schluter B, Pflegel P, Lindequist U, Julich WD. Aspects of the antimicrobial efficacy of
grapefruit seed extract and its relation to preservative substances contained. Pharmazie. 1999; 54: 452-456.
U.S. Food and Drug Administration. Inactive Ingredient Search for Approved Drug Products.
https://www.accessdata.fda.gov/scripts/cder/iig/index.cfm?event=browseByLetter.page&Letter=B (letoltve:
2020. 06. 08.)

Opinion of the scientific committee on cosmetic products and non-food products intended for consumers
concerning benzethonium chloride (SCCNFP/0539/01). Euriopean Commission, 2002.

Brandin H, Myrberg O, Rundlof T, Arvidsson A-K, Brenning G. Adverse effects by artificial grapefruit seed
extract products in patients on warfarin therapy. Eur J Clin Pharmacol. 2007; 63: 565-570.

Mastodynon tabletta alkalmazasi elGirdsa, Orszagos Gyogyszerészeti Intézet (www.ogyei.hu, letoltve 2012.
05.03.)

Agnucaston bevont tabletta alkalmazasi el6irdsa, Orszdgos Gyogyszerészeti Intézet (www.ogyei.hu, letoltve
2012. 06. 03.).

Ma L, Lin S, Chen R, Zhang Y, Chen F, Wand X. Evaluating therapeutic effect in symptoms of moderate-to-
severe premenstrual syndrome with Vitex agnus castus (BNO 1095) in Chinese women. Aust New Zeal J
Obstet Gynaecol. 2010; 50: 189-193.

Halaska M, Beles P, Gorkow C, Sieder C. Treatment of cyclical mastalgia with a solution containing a Vitex
agnus castus extract: results of a placebo-controlled double-blind study. The Breast. 1999; 8: 175-181.
Wuttke W, Splitt G, Gorkow C, Sieder C. Treatment of cyclical mastalgia: Results of a randomised, placebo-
controlled, double-blind study. Geburtshilfe Frauenheilkd. 1997; 57: 569-574.

Meier B, Berger D, Hoberg E, Sticher O, Schaffner W. Pharmacological activities of Vitex agnus-castus extracts
in vitro. Phytomedicine. 2000; 7: 373-381.

Webster DE, He Y, Chen S-N, Pauli GF, Farnsworth NR, Wang ZJ. Opioidergic mechanisms underlying the
actions of Vitex agnus-castus L. Biochem Pharmacol. 2011; 81: 170-177.

Kempf M, Wittig M, Reinhard A, et al. Pyrrolizidine alkaloids in honey: comparison of analytical methods.
Food Addit Contam Part A Chem Anal Control Expo Risk Assess. 2011; 28: 332-347.

Kast C, Diibecke A, Kilchenmann V, et al. Analysis of Swiss honeys for pyrrolizidine alkaloids. J Apic Res. 2014;
53:75-83.

Oplatowska M, Elliott CT, Huet A-C, et al. Development and validation of a rapid multiplex ELISA for
pyrrolizidine alkaloids and their N-oxides in honey and feed. Anal Bioanal Chem. 2014; 406: 757-770.

Staiger C, Ottersbach P, Rudolph M, Schulzki G. Method validation for the determination of toxic pyrrolizidine
alkaloids and their N-oxides in Symphytum officinale L. using GC-MS. Planta Med. 2009; 75: PG6.

Lane ME. Skin penetration enhancers. Int J Pharm. 2013; 447: 12-21.

Fernandez-Lopez JA, Remesar X, Foz M, Alemany M. Pharmacological approaches for the treatment of obesity
4. Drugs. 2002; 62: 915-944.

Stadelmann WK, Digenis AG, Tobin GR. Physiology and healing dynamics of chronic cutaneous wounds. Am J
Surg. 1998; 176: 26S-38S.

Koca U, Siintar IP, Keles H, Yesilada E, Akkol EK. In vivo anti-inflammatory and wound healing activities of



dc_1800 20

493.

494,

495.
496.

497.

498.

499.

500.

501.

502.

503.

504.

505.

506.

507.

508.

509.

510.

Centaurea iberica Trev. ex Spreng. J Ethnopharmacol. 2009; 126: 551-556.

Parkhomenko AY, Oganesyan ET, Andreeva OA, Dorkina EG, Paukova EO, Agadzhanyan ZS. Pharmacologically
active substances from Ambrosia artemisiifolia. Part 2. Pharm Chem J. 2006; 40: 627-632.

Gowda S, Desai PB, Hull V V, Math AAK, Vernekar SN, Kulkarni SS. A review on laboratory liver function tests.
Pan Afr Med J. 2009; 3: 17.

Giannini EG. Liver enzyme alteration: a guide for clinicians. Can Med Assoc J. 2005; 172: 367-379.

Noori A, Amjad L, Yazdani F. The effects of Artemisia deserti ethanolic extract on pathology and function of
rat kidney. Avicenna J Phytomedicine. 2014; 4: 371-376.

Ene-ojo AS, Chinedu EA, Yakasai FM. Toxic Effects of Sub-Chronic Administration of Chloroform Extract of
Artemisia maciverae Linn on the Kidney of Swiss Albino Rats. Int J Biochem Res Rev. 2013; 3: 119-128.
Narasimhan TR, Harindranath N, Premlata S, Murthy BSK, Rao PVS. Toxicity of the Sesquiterpene Lactone
Parthenin to Cultured Bovine Kidney Cells. Planta Med. 1985; 51: 194-197.

Amorim MHR, Gil da Costa RM, Lopes C, Bastos SM. Sesquiterpene lactones: adverse health effects and
toxicity mechanisms. Crit Rev Toxicol. 2013; 43: 559-579.

de Oliveira RB, de Paula DAC, Rocha BA, et al. Renal toxicity caused by oral use of medicinal plants: the yacon
example. J Ethnopharmacol. 2011; 133: 434-441.

Robles M, Wang N, Kim R, Choi BH. Cytotoxic effects of repin, a principal sesquiterpene lactone of Russian
knapweed. J Neurosci Res. 1997; 47: 90-97.

Piao Y, Liu Y, Xie X. Change trends of organ weight background data in sprague dawley rats at different ages. J
Toxicol Pathol. 2013; 26: 29-34.

A Quick Reference Guide for Clinicians - Managing Premenstrual Symptoms.Association of Reproductive
Health Professionals, 2008.

Nevatte T, O’Brien PMS, Backstrom T, et al. ISPMD consensus on the management of premenstrual disorders.
Arch Womens Ment Health. 2013; 16: 279-291.

Stute P, Bodmer C, Ehlert U, et al. Interdisciplinary consensus on management of premenstrual disorders in
Switzerland. Gynecol Endocrinol. 2017; 33: 342-348.

Green LJ, O’Brien PMS, Panay N. Management of Premenstrual Syndrome. BJOG An Int J Obstet Gynaecol.
2017; 124: e73-e105.

Panay N. NAPS Guidelines on Guidelines on Premenstrual Syndrome. The National Association for
Premenstrual Syndrome

Casper RF, Yonkers KA. Treatment of premenstrual syndrome and premenstrual dysphoric disorder.
https://www.uptodate.com/contents/treatmentofpremenstrualsyndromeandpremenstrualdysphoricdisorder
/%0Aprint (letdltve 2019. 11. 03.)

Verkaik S, Kamperman AM, van Westrhenen R, Schulte PFJ. The treatment of premenstrual syndrome with
preparations of Vitex agnus castus: A systematic review and meta-analysis. Am J Obstet Gynecol 2017; 217,
150-166

van Die MD, Burger HG, Teede HJ, Bone KM. Vitex agnus-castus Extracts for Female Reproductive Disorders:
A Systematic Review of Clinical Trials. Planta Med. 2013; 79: 562-575.

157



dc_1800 20

158



dc_1800 20

Készonetnyilvanités

K6szonetemet szeretném kifejezni Prof. Hohmann Judit akadémikusnak, a Farmakogndziai
Intézet vezetdjének, aki didkkori és doktori témavezetémként iranyitotta és segitette munkamat,

valamint biztositotta az eredményes munkahoz sziikséges szabadsagot.

Koszonettel tartozom Prof. Mathé Imrének, a Farmakogndziai Intézet korabbi
tanszékvezet6jének, hogy fiatal kutatoként bizalmat szavazott nekem és tdmogatdst nyujtott az

egyetemi oktatova valashoz.

K6szonom Prof. Rudolf Bauernek, hogy az Intézetében toltott id6szak alatt elkezdhettem az
onallé kutatova valas utjat.
K6szonom Prof. Szendrei Kdlmannak, hogy példamutatdsaval és mentoromként alapvetéen

hozzajarult vilaglatasom alakuldsahoz.

K6sz6ndm volt és jelenlegi doktoranduszaimnak (Borcsa Botond Lajosnak, Hajdu Zsanettnek, Kiss
Tivadarnak, Roza Orsolyanak; Bajtel Akosnak, Horvath-Boros Klaranak, Kerekes Diananak, Koncz
Dorottyanak, Kovacs Baldzsnak, Mottaghipisheh Javadnak (Imannak), Vollar Martinnak,
Zomborszki Zoltan Péternek), valamint asszisztensemnek, Horvath Attildnak, hogy a disszertacio

anyagat képez6 munka elvégzésében tarsaim voltak.

Koszonet illeti egylttmdkods partnereimet, kdzleményeim térsszerzit, akik hozzajarultak a
kutatdsi eredmények megsziiletéséhez. K6sz6nom Wieland Peschelnek az értékes kooperaciot.
K6szonom Prof. Hegyi Péternek, hogy lehetdséget biztositott ahhoz, hogy egy Uj kutatasi
teriileten is kiprébdljam magam. Kiilon kdsz6ndm feleségemnek, Csupor-Loffler Boglarkanak,

hogy tarsszerz6ként is kdzrem(ikodott kutatasaim soran.

Halas vagyok mindazon kollégaimnak, akik a Farmakogndziai Intézetben szakmai és barati
segitségilikkel segitették munkamat. Kiilon kdszondm Veres Katalinnak és Gerencsérné Makra

Editnek, akik 6nzetlen segitsége nélkiil nem lett volna energiam kutatémunkam elvégzésére.

A legnagyobb koszénet a csalddomat illeti. K6szénom szlileimnek, akik felkeltették a figyelmem a
természettudomanyok irdnt, és mindvégig tamogattak. K6szonom feleségemnek, akinek

biztatdsa nélkiil ez a m(i nem jott volna létre. Munkamat nekik és fiaimnak ajanlom.

Ama nemes harcot megharcoltam, futdsomat elvégeztem, a hitet megtartottam...

Pal masodik levele Timdteushoz, 4. fejezet



dc_1800 20



