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1. Bevezetés

Doktori munkém soran fenilpropan egységekbdl felépiild lignan (Li), neolignan (NeLi) és
szeszkvineolignan (SeNeLi) csoportokba tartozé ndvényi masodlagos anyagcseretermékeket
tanulmanyoztunk kémiai (kromatografias és spektroszkopias modszerekkel) és hatastani
(daganatsejtek sejtosztodasanak gatlasa in vitro) szempontbol a fészekvirdgzatuak
(Asteraceae) csaladjaba tartozd bogancs — Cynareae (Carduae) — nemzetségcsoport olyan
fajaiban, melyek Osszetétele nem, vagy kevéssé ismert. A bogancs nemzetségcsoport
kivalasztasat kemotaxonomiai eredmények tamasztjak ala: a kérdéses anyagcseretermékek a
rokonsagi kor tobb fajaban, foleg a termésekben keriiltek azonositdsra. A vizsgéalatainkhoz
olyan fajokat valasztottunk, melyek Magyarorszagon vadon élnek (Cirsium brachycephalum
— kisfészkli aszat, C. eriophorum — gyapjas aszat, C. vulgare — k6zonséges aszat, Serratula
tinctoria — festé zsoltina), vagy termesztenek (Cnicus benedictus — benedekfli, Leuzea
carthamoides), igy a sziikséges ndvényi nyersanyag viszonylag egyszeriien beszerezhetd.
Vizsgélataink sordn két 0j természetes vegyiilet (a NeLi prebalanofonin és a SeNeLi
prepikrazmalignan) szerkezetbizonyitasa mellett 13 ismert szerkezetii Osszetevé (a Li-ok
csoportjabol a dibenzilbutirolakton (DBBL) szerkezetti arctiin, arctigenin, kartamozid,
kartamogenin, matairezinol, trahelozid, trahelogenin; a SeNeLi-ok koziil lappaol A és C,
izolappaol A ¢és C, illetve pikrazmalignan; valamint a NeLi balanofonin) 0j forrasait
azonositottuk. Az Osszetevok atalakitasara (hidrolizis és ciklizacid) kezelési mddszereket
(savas ¢és enzimeS kezelés) optimalizaltunk. Ezeket a modszereket és a termésrészek
(termésfal ¢és embrid) elkiilonitését felhasznalva mindegyik vegylilet izolalasahoz 1j,
optimalis nyersanyagforrast és koriillményeket talaltunk. Igy a kérdéses osszetevbket a lehetd
legnagyobb mennyiségben, zavard szennyezok jelenléte nélkiil, tiszta formaban izolalhattuk
szerkezetbizonyitas €s hatédstani vizsgalatok céljara.

Az altalunk azonositott dsszetevok tobbsége és rokon vegyiileteik (pl. podofillotoxin)
szamottevd mértékli daganatellenes hatasokkal rendelkeznek. Erre alapoztuk hatastani
vizsgélatainkat, mellyel a rendelkezésilinkre 4llo6 vegyiiletek koziil eldszor bizonyitottuk a
kartamogenin sejtosztddast gatld hatasat, valamint a trahelogenin és arctigenin sejtosztddast

gatlo hatdsanak még nem ismert mechanizmusait.



2. Célkitiizés

Célul thztiik ki (1-6. pontokban felsorolva):
(1.) a Li-ok ¢és rokon vegyileteik (NeLi-ok, SeNeLi-ok) vizsgalatat a Cynareae
nemzetségcsoport néhany fajaban. Ilyen tipust vegyiiletek a tanulmanyozasra szant fajok
kozott kettdben (Cnicus benedictus, Leuzea carthamoides) mar azonositasra keriiltek, de
mennyiségiik meghatarozatlan maradt, mig masik négy faj (Cirsium brachycephalum, C.
eriophorum, C. vulgare és Serratula tinctoria) esetében nem alltak rendelkezésre adatok
ezekrdl az OsszetevOkrdl. Ennek megfeleléen az 0Osszetevok azonositasa és mennyiségi
meghatarozdsa minden esetben célunk volt. Az Aaltalunk — mindségi és mennyiségi
szempontbdl egyarant — meghatarozott §sszetevok
(2.) specialis atalakulasi reakcidinak (enzimes hidrolizis €s savkatalizalt cikliz4cio) €s
(3.) termésrész-specifikus felhalmozdédasanak megismerése utan
(4.) tiszta formaban torténd izolalasukhoz optimalis modszerek kidolgozasat terveztiik.
(5.) A rendelkezésre allo izolalt tiszta vegyliletek részletes szerkezetbizonyitasan tal
(6.) daganatgatld hatdsaikat és az ebben szerepet jatszé mechanizmusok feltarasat is célul

thztiik ki.



3. Maddszerek

Novénymintak

A Cnicus benedictus és a Leuzea carthamoides termések a Gyogyndvénykutato Intézet
Kft-b61 (Budakalasz) szarmaztak, a Cirsium brachycephalum, C. eriophorum ¢és C. vulgare,
valamint a Serratula tinctoria termések pedig a novények természetes élohelyein keriiltek

begytijtésre.

Kromatografids modszerek
HPLC-UV MS/MS és TOF MS vizsgalatok

A HPLC-UV-TOF-MS vizsgalatok Agilent 1260 Infinity tipust, diddasoros
detektorral felszerelt késziilék felhasznalasaval torténtek. Oszlop: GraceSmart RP-C18 (5
um), 150 mm x 4.6 mm. Oldoészerek: A eluens = ACN:0.07 M ecetsav, 15:85 (V/V); B eluens
ACN:0.07 M ecetsav, 85:15 (V/V). Gradiens program: 0 perc: 15% B; 5 perc: 30% B, 12
perc: 44% B. Aramlasi sebesség: 1.0 mL/perc, detektalas: 200-600 nm tartomanyban
(mennyiségi értékelés 280 nm vagy 347 nm).

A tandem tomegspektrometrias vizsgalatok (MS/MS) JetStream Elektrospray (ESI)
ioniforrassal felszerelt tripla kvadrupol tomegspektrométerrel torténtek. A pontos tomeg
adatokhoz JetStream Elektrospray ionforrassal felszerelt Agilent 6230 time-of-flight (TOF)
MS késziilék felhasznalasaval jutottunk.

Preparativ elvalasztashoz az analitikai méréshez hasznalt miiszert hasznaltuk
preparativ oszloppal: Nucleosil 100, C18 (10 um), 150 x 10 mm. A gradiens program az

analitikai elvalasztassal azonos volt, az aramlasi sebesség 3,0 mL/perc.

Gazkromatografia-tomegspektrometria (GC-MS)

Késziilék: Saturn II GC-MS Varian, ioncsapda detektorral (ITD). Az oszlop tipusa:
SGE BPXS5 (30 m, 0,25 mm; 0,25 pm filmvastagsag) kapillaris oszlop.

Szarmazékkeészités: a vizsgalandd ndvényi kivonatok megszaritott részleteit 250 pL
hidroxilamin hidroklorid/piridin oldatban (2,5 g hidroxilamin hidroklorid/100 mL piridin)
melegitettiik 70°C hdmérsékleten 30 percig, majd 450 pL hexametildiszilazan és 50 pL
trifluorecetsav hozzaadasa utan 100°C-on 60 percig melegitettiik. Az elkésziilt oldatokat

hexametildiszilazdn hozzaadasaval higitottuk és GC-MS késziilékkel vizsgaltuk.



NMR spektroszkdpia

Az NMR spektrumok felvétele CDCl;, metanol-d; vagy DMSO-ds oldoszerekben
tortént, Varian VNMRS spektrométeren (599.9 MHz 'H és 150.9 MHz a *C NMR esetén).
Az 1D (*H-NMR, ¥C-NMR, NOE) és a 2D (COSY, TOCSY, [*H-*C] HSQC ¢s [*H-*C]
HMBC) spektrumokhoz a standard pulzusszekvencidkat ¢és standard paramétereket

hasznaltuk.

Abszolut konfigurdcio meghatdarozdsa

Az abszolut konfiguraci®6 meghatarozasa a lehetséges kiilonb6zd izomerek szamitassal
eldallitott CD spektrumainak a ténylegesen mért CD spektrummal valé Osszehasonlitasa
alapjan, elméleti szamolassal tortént. A geometriai és termokémiai szamitasok M06-2X/6-
31G(d)/IEF-PCM(metanol), az ECD szamitasok M06-2X/6-311+G(2d,p)/IEF-PCM(metanol)
szinten torténtek. A spektrumokat Gauss gorbék illesztésével szimulaltuk SpecDis program

segitségével. A kvantumkémiai szamitasokat Gaussian 09 programcsomaggal végezték.

Enzimes kezelés (enzimes hidrolizis)

A termésmintak részletét desztillalt vizben szuszpendaltuk. A szuszpenziot 40°C-on
tartottuk kiilonb6z6 idétartamokra (5—480 perc), majd a mintakat rotaciés vakuumbeparloval

(35-40°C-on) szarazra paroltuk.

Kivonatok keszitése

A megszaritott (liofilizalassal) €s elporitott érett, termésmintak részletéhez 80% (V/V)
koncentracidju metanol oldatot mértiink majd 60°C hdfokon tartottuk 60 percig. Centrifugalas
utan a leiilepedett termésszovetet az eldzéekkel megegyez6 modon még kétszer extrahaltuk.
A hérom feliiliszot egyesitettiik ¢és torzsoldatot készitettiink 80% (V/V) metanol

hozzaadasaval.

Savkezelés

A Kkivonatok torzsoldatanak részleteit rotaciés vakuumbeparloval (35-40°C-on)
megszaritottuk. A széritott kivonatrészletekhez és izolalt Osszetevokhoz 500 pL térfogata
trifluorecetsav oldatot (2M) mértiink és az oldatokat kiilonb6z6 id6tartamokig (5-120 perc)
50°C  vagy 100°C homérsékleten tartottuk. Ezutan a savas oldatokat rotacids
vakuumbeparloval (35-40°C-on) megszaritottuk, majd 80% (V/V) metanol oldatban
feloldottuk.



SW480 vastagbél daganat sejtekre kifejtett hatasok vizsgalata

A kisérleteket SW480 vastagbél daganat sejteken (ATCC — American Type Culture
Collection — kod: CCL-228) végeztik, melyeket 37°C-on, 5% COj-os atmoszféraban,
Roswell Park Memorial Institute tapkdzegben (RPMI-1640) tartottuk 10% (v/v) FBS (fetal
bovine serum), 100 U/mL penicillin és 100 ug/mL streptomycin hozzaadasaval.

A sejteket

1.) a sejtosztodas vizsgalatara (Szulforhodamin-B — SRB mddszerrel) 96 lyuku tenyésztd
lemezekre (3000 sejt/lyuk);

2.) a mikrotubulus gatlds mikroszkoépos (immuncitokémiai modszerrel) vizsgalatara
targylemezre (3x10* sejt/lemez);

3.) az apoptotikus folyamatok és a sokmagvu oriassejtek képzédésének FACS (Fluorescence-
Activated Cell Sorting) médszerrel valo vizsgalatahoz tenyésztéedényekbe (10° sejt/edény) és
4.) a fehérjék (B-katenin, foszfo-p-katenin, c-Myc, foszfo-c-Myc, GSK3, foszfo-GSK3a,
foszfo-GSK3p, B-tubulin) Western-blot médszerrel torténd vizsgalatahoz tenyésztéedényekbe
(10° sejt/edény) tettiik.

A sejtek attételét kovetd 48 ords inkubacios id0 letelte utan a sejtek tapkozegét
hatdanyag tartalmu (izolalt lignanok, standard lignanok és podofillotoxin) tapkozegre
cser¢ltiik (a kezeletlen kontrol sejtekét pedig normal, lignant nem tartalmazé tapkodzegre). A
kezelési 1d6 letelte utan SRB, immuncitokémiai, FACS ¢és Western-blot viszgalatot

végeztiink.



4. Eredmények

1) A Leuzea carthamoides egész termésébdl késziilt kivonatban hat 0Osszetevot
azonositottunk: trahelozid, kartamozid, feruloil-szerotonin két izomere, trahelogenin,
kartamogenin. Megallapitottuk, hogy a glikozidok (trahelozid és kartamozid) felhalmozdodasi
helye a termés embrid része, mig az alkaloidok kizardlag a termésfalban taldlhatok meg. A
savval és enzimmel végzett hidrolizis a Li glikozidok teljes mennyiségének elbomlasat, és a
nekik megfelelé aglikonok képzddését eredményezte.

2.) A Cirsium brachycephalum és a Serratula tinctoria HPLC-TOF MS adatai trahelozid-
trahelogenin (C. brachycephalum) és arctiin-arctigenin (S. tinctoria) glikozid-aglikon parok
jelenlétét bizonyitottdk. Intakt hidrolizalatlan terméskivonataiban 1évé glikozid OsszetevOk
enzim- és savkezelés hatasara egyarant atalakultak a nekik megfelel aglikonokka.

3.) A Cirsium vulgare termésében a kiilonboz6 tipust dsszetevok elkiiloniilten fordulnak el6:
a NeLi balanofonin a termésfal 6sszetevdje, mig a DBBL Li trahelozid glikozid az embrioban
halmozddik fel, ahol enzimatikus kezelést kovetden teljes egészében hidrolizal trahelogenin
képzddése mellett.

4.) A Cirsium eriophorum termésfalaban NeLi és SeNeLi osszetevoket azonositottunk. Ezek
diol szerkezetii képviseli (prebalanofonin, prepikrazmalignan) — melyek eddig még nem
azonositott szerkezetek — 50°C hémérsékleten végzett savkezeléssel teljes mértékben a nekik
megfeleld dihidrobenzofuran szerkezetti parjukka (balanofonin, pikrazmalignan) alakithatok.
5.) A Cnicus benedictus termését vizsgalva megallapitottuk, hogy a DBBL Li glikozid arctiin
a termés embri6 részében van csak jelen, és enzimatikus hidrolizissel arctigeninné alakulhat; a
DBBL Li aglikon matairezinol a falban €s az embrioban is kimutathat6.

A termésfalban SeNeLi 0Osszetevoket azonositottunk, melyek savkatalizalt atalakuldsat a
savkezelés homérsékletének és idotartamanak fliggvényében vizsgalva megallapitottuk, hogy
a lappaol C és izolappaol C 50°C ¢és 100°C hdmérsékleten egyarant atalakul lappaol A és
izolappaol A molekulakka. A keletkez6 termékek 50°C hémérsékleten stabilak maradnak
hosszabb (120 perc) kezelés utan is, viszont 100 °C hémérsékleten a lappaol és izolappaol A
elbomlik.

Az 1-5. pontban felsorolt novények termésének lignantartalma az 1. tablazatban lathato.

6.) Harom Gsszetevonek (trahelogenin, kartamogenin, arctigenin) vizsgaltuk a
sejtosztodasgatld hatasat. Mig a kartamogenin mérsékelt antiproliferativ hatassal rendelkezik,
a trahelogenin a leghatdsosabb a harom vegyiilet koziil. A Wnt/B-katenin jelatviteli ut
tanulmanyozasa soran megallapitottuk, hogy a proliferaciot segitd fehérjék esetében (B-

katenin, c-Myc) az inaktivalt — foszfo — forma szintje nétt, mig a sejtosztodas ellen hatod



GSK3 fehérje aktiv és inaktiv formai koziil az aktiv — foszforilalatlan — forma javara tolodik
el az egyensuly a lignankezelés hatasara. Az arctigeninnek és a trahelogeninnek sokmagvu
oridssejt-képzést €s apoptdzist fokozd, valamint tubulusgatld tulajdonsagat is sikeriilt

kimutatni a podofillotoxinhoz hasonlitva.

1. tablazat. A Leuzea (L.) carthamoides, Cirsium (C.) brachycephalum (C. brach.), C.
vulgare, C. eriophorum, Serretula tinctoria (S. tinct.) és Cnicus benedictus teljes (egész)
termés és annak elkiilonitett embrid (embr.) és termésfal (t.fal) részeinek dsszetétele mg/g

értékben kifejezve.

é Osszetevd Kezel* L. carthamoides gr.ach.tsihct. C. vulgare C. eriophorum Cnicus benedictus
s embr. t.fal egész legész |egész |embr. t.fal egész |embr. t.fal egész embr. t.fal egész
arctiin nincs |- - - - 75,4 - - - - - 475 0 23,5
enz.-h. |- - - - 0 - - - - - - 0 0 0
N nincs |- - - - 6,6 | - - - - - 0 0,38 0,18
_ preteemt - engen o - - b 6O R - - | - - B35 - -
g :
e o S S S S
§ K . lnincs (0,93 1,00 1,04 - - - - - - - - - -
g [artamogenin lenzh @15 62 185 b b - - | o . L.
£ irahelozid nincs 33,0 3,91 18,1 244 | 20,3 0 8,7 | - - - - -
E enz.-h. |0 0 0 0 - 0 0 0 - - - - - -
E trahelagenin nincs (0,89 4,66 3,30 0,60 |- 0 0 0 - - - - - -
8 enz.-h. 241 79 157 {17,2 |- 126 0 57 | - - - - -
A |matairezinol - - - - - - - - - - 1,75 7,7 4,58
£ Ibalanofonin nincs | - - - - 0 23,2 13,0 [0 115 6,1 - -
g sav-k. | - - - - F - - - 527 - - - -
3 prebalanofonin nincs - i ) ) ) i ) ) 0 457 226 i i
2 sav-k. |- - - - - - - - - 0 - - - -
. ., |nincs |- - - - - - - - 0 1,40 0,68 | - -
pikrazmalignan savk - i ) i i I ) ) i 310 - i i i
§ prepikrazma-  |nincs |- - - - - - - - 0 28,8 14,0 |- - -
an |- ,
= lignan sav-K. |- - - - - - - - - - - - - -
@ |lappaol C  Hnincs | - - - - - - - - - - 0 23,1 12,2
'_E izolappaol C  [sav-k. |- - - - - - - - - - - - 0 -
2 llappaol A +nincs - - - - - - - - - - - 0 8,7 461
& lizolappaol A [sav-k. |- - - - - - - - - - - - 31,1 -

* az Osszetételt kezeletlen (nincs) tovabba enzimhidrolizalt (enz.-h.), vagy 50°C héfokon
savkezelt (sav-k.) termésmintakban hataroztuk meg.




5. Kovetkeztetések

Doktori munkam soréan lignan (Li), neolignan (NeLi) és szeszkvineolignan (SeNeLi)
tipusi ndvényi anyagcseretermékeket tanulmanyoztunk kémiai (kromatografias és
spektroszkopids modszerekkel) és hatastani (daganatsejtek sejtosztodasanak gatlasa in vitro)
szempontbdl a bogancs nemzetségcsoport kivalasztott fajainak termésében.

1.) Els6 alkalommal hataroztuk meg a Cirsium eriophorum, C. brachycephalum, C. vulgare
(gyapjas-, kisfészkii- és kozonséges aszat) és Serratula tinctoria (festé zsoltina) termések
Osszetételét, tovabba a Cnicus benedictus (benedekfil) és Leuzea carthamoides termésekben
mar ismert OsszetevOk mennyiségének elsd alkalommal torténd meghatarozdsa mellett a
benedekfii esetében még nem azonositott anyagcseretermékeket is kimutattunk.

2.) Vizsgalataink sordn két 1) természetes vegyiilet (a NeLi prebalanophonin és a SeNeLi
prepikrazmalignan) szerkezetbizonyitasa mellett 13 ismert dsszetevd (a Li-ok csoportjabdl a
dibenzilbutirolakton — DBBL - szerkezet(i arctiin, arctigenin, kartamozid, kartamogenin,
matairezinol, trahelozid, trahelogenin; a SeNeLi-ok koziil lappaol A és C, izolappaol A és C,
illetve pikrazmalignan; valamint a NeLi balanofonin) uj forrasait azonositottuk.

3.) A elkiiloniilt embrid és termésfal részek Osszetételének vizsgéalata az Gsszetevok
termésrész-specifikus felhalmozddasat bizonyitotta: DBBL Li glikozidok az embrioban NeLi
¢s SeNeLi 0sszetevok pedig a termésfalban fordulnak eld.

4.) Az OsszetevOk atalakitasara (hidrolizissel és gylriizarodassal) kezelési modszereket (sav-
¢s enzimkezelések) optimalizaltunk:

4.1.) A NeLi és SeNeLi Osszetevok savas kozegben vald viselkedésiik alapjan parokba
rendezhetOk, mivel a nyilt lancu, diol szerkezetli résziik savban melegitve H,O kilépéssel
dihidrobenzofuran  gytirtirendszert  alkot. A diol/dihidrobenzofuran  parok a
prebalanofonin/balanofonin, prepikrazmalignan/pikrazmalignan, lappaol C/lappaol A ¢és
izolappaol C/izolappaol A.

A termésfalban 1évé NeLi és SeNeLi 0sszetevOk diol szerkezetii képviseldi (prebalanofonin,
prepikrazmalignan, lappaol C ¢és izolappaol C) 50°C hdmérsékleten végzett savkezeléssel
teljes mértékben a nekik megfeleldé dihidrobenzofuran szerkezetii parjukka (balanofonin,
pikrazmalignan, lappaol A és izolappaol A) alakithatok.

4.2.) Az embri6 DBBL Li glikozid Osszetevdi enzimes hidrolizissel teljes mértékben a
megfeleld aglikon molekulava alakithatok.

5.) Az Gsszetevok termésrész-specifikus felhalmozodasa és enzim- vagy savkezeléssel torténd

mennyiségi atalakitasa lehetdvé tette az egyes Osszetevoket nagy mennyiségben tartalmazo, az



izolalast megnehezitd (lehetetlenné tevd) szennyezoktél mentes termésminta (enzim-, vagy
savkezelt embrio vagy termésfal) eldallitasat a kivalasztott 6sszetevo izolalasdhoz.

6.) Bizonyitottuk az izolalt arctigenin, kartamogenin és trahelogenin SW480 vastagbél
daganatsejtek elleni hatdsat és hatasmechanizmusat: a daganatsejtek osztddast fokozo
fehérjéinek (B-katenin, c-Myc) gatlasat és az osztoddasgatlo GSK3 fehérje aktivalasat, tovabba

sokmagvu oOriassejt-képzést €s apoptdzist fokozd valamint tubulus-gatld tulajdonsagat.
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