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Roviditések jegyzéke

BC NMR szén 13 magneses magrezonancia

'H NMR hidrogén magneses magrezonancia

ACN acetonitril

CD cirkularis dikroizmus

CDCls deuteralt kloroform

CID titkozés-indukalt disszociacid

COSsYy Correlation Spectroscopy

DBBL dibenzilbutirolakton

DMSO-ds deutralt dimetilszulfoxid

DP vezetd fehérje

ESI elektronspray ionizaciod

FACS Fluorescence-Activated Cell Sorting
GC-MS gazkromatografia-tomegspektrometria
GSK3 glikogén szintaz kinaz 3

HMBC Heteronuclear Multiple Bond Correlation
HMDS hexametildiszilazan

HPLC-MS nagyhatékonysagu folyadékkromatografia-tomegspektrometria
HRP torma peroxidaz

HSQC Heteronuclear Single Quantum Correlation
Li lignan

NeLi neolignan

NMR magneses magrezonancia spektroszkdpia
NOE Nuclear Overhauser Effect

RSD relativ standard deviancia

SeNeLi szeszkvineolignan

SRB szulforodamin-B

TeMS tetrametil szilan

TFES trifluorecetsav

TMS trimetilszilil

TOCSY Total Correlation Spectroscopy

TOF (MS) repiilési 1d6 analizator (time of flight) tomegspektrometria
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1. Bevezetés

A felépitd és lebontd folyamatok nagy része — mint elsédleges (primer) anyagcsere
— a novényekben azonos mddon zajlik le. Ennek termékeibdl kiindulva ugyanakkor a
novényekben egy fajra, vagy nagyobb rendszertani egységekre (pl. csaladra) jellemz6
masodlagos (szekunder) anyagcsere is megfigyelhetd a ndvények kémiai dsszetételének
rendkiviili valtozatossagat eredményezve. A masodlagos anyagcseretermékek egy része
korokozok, kartevok ellen véd, jelentds résziik pontos szerepét a novények életében
azonban nem ismerjik. A novénykémiai €s hatdstani vizsgalatok szamos masodlagos
anyagcseretermék gyogyaszati értékét bizonyitottdk, a ndvényi eredetli hatbanyagok a
gyogyaszat szamos teriiletén nélkiilozhetetlenné valtak (pl. taxol daganatellenes, kinin
malariaellenes hatdsa). Mivel a f6ldon €16 ndvényfajok minddssze kb. 5%-arol
rendelkeziink részletesebb kémiai ismeretekkel, ezért a még nem, vagy kevéssé vizsgalt
fajok novénykémiai jellemzése nagy jelentdséggel bir: uj molekuldk vagy mar ismert
Osszetevok 1 forrdsai keriilhetnek azonositasra, bdvitve a gyodgyaszatilag értékes
anyagcseretermékek szamat.

Doktori munkdm soran fenilpropan egységekbol felépiild lignan (Li), neolignan
(NeLi) és szeszkvineolignan (SeNeLi) csoportokba tartoz6 névényi masodlagos
anyagcseretermékeket tanulmanyoztunk kémiai (kromatografias és spektroszkopias
modszerekkel) ¢€s hatdstani (daganatsejtek sejtosztodasanak gatldsa in  vitro)
szempontbdl a fészekviragzatuak (Asteraceae) csaladjaba tartozé bogancs — Cynareae
(Carduag — nemzetségcesoport olyan fajaiban, melyek Osszetétele nem, vagy kevéssé
ismert. A bogancs nemzetségcsoport kivalasztasat kemotaxondmiai eredmények
tamasztjak ald: a kérdéses anyagcseretermékek a rokonsagi kor tobb fajaban, foleg a
termésekben keriiltek azonositdsra. A vizsgdlatainkhoz olyan fajokat valasztottunk,
melyek Magyarorszagon vadon élnek (Cirsium brachycephalum kisfészkii aszat, C.
eriophorum-— gyapjas aszat, C. vulgare— kdzonséges aszat, Serratula tinctoria— fest6
zsoltina), vagy termesztenek (Cnicus benedictus benedekfii, Leuzea carthamoidigs
igy a sziikséges novényi nyersanyag viszonylag egyszeriien beszerezhetd. Vizsgalataink
soran két Uj természetes vegyiilet (a NeLi prebalanofonin és a SeNeLi
prepikrazmalignan) szerkezetbizonyitasa mellett 13 ismert szerkezetii 6sszetevé (a Li-
ok csoportjabol a dibenzilbutirolakton (DBBL) szerkezetii arctiin, arctigenin,

kartamozid, kartamogenin, matairezinol, trahelozid, trahelogenin; a SeNeLi-ok koziil
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lappaol A és C, izolappaol A és C, illetve pikrazmalignan; valamint a NeLi balanofonin)
uj forrésait azonositottuk. Az Osszetevok atalakitasara (hidrolizis és ciklizacid) kezelési
modszereket (savas és enzimatikus kezelés) optimalizaltunk. Ezeket a mddszereket és a
termésrészek (termésfal és embrid) elkiilonitését felhaszndlva mindegyik vegyiilet
izolalasahoz 1j, optimalis nyersanyagforrast és koriilményeket taldltunk. Igy a kérdéses
Osszetevoket a lehetd legnagyobb mennyiségben, zavard szennyezok jelenléte nélkiil,
tiszta formaban izolalhattuk szerkezetbizonyitas €s hatastani vizsgalatok céljara.

Az éltalunk azonositott 0Osszetevok tobbsége ¢és rokon vegyiileteik (pl
podofillotoxin) szamottevd mértékii daganatellenes hatasokkal rendelkeznek. Erre
alapoztuk hatastani vizsgalatainkat, mellyel a rendelkezésiinkre allo vegyiiletek koziil
eloszor bizonyitottuk a kartamogenin sejtosztodast gatlo hatasat, valamint a
trahelogenin  és arctigenin sejtosztodast gatld hatasanak még nem ismert

mechanizmusait.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Lignanok (Li-ok), neolignanok (NeLi-0k) és szeszkvineolignanok (SeNeLi-
ok) szerkezete és bioszintézise

A lignanok a fenoloidok csoportjaba tartozO6 masodlagos anyagcseretermékek.
Jelent6ségiik a novény szempontjabél még nem teljesen ismert, de valdszinilileg a
korokozok elleni védelemben jatszanak szerepet [1]. Ezt alatamasztja korokozok
(gomba, baktérium és virus) elleni hatasuk [2]. Ezek mellett hormonszeri aktivitassal is
rendelkeznek, ami miatt larvanévekedést és vedlést gatld anyagok, ezért természetes
peszticidnek tekinthetdk [3].

Fenilpropan egységekbdl (1.A abra) épiilnek fel. Harom csoportjukat aszerint

kiilonitjiik el, hogy
1.) hany fenilpropén egység épiti fel dket, €s
2.) ezek mely szénatomjai kozott alakul ki a kotés.
A sziikebb értelemben vett Li-okban két CgCs (fenilpropan) egység kapcsolodik a C8 és
a C8’ atomok kozott kialakulo kotéssel (1.B abra). Ha a két CsCs nem C8-C8” kotéssel
kapcsolodik, akkor NeLi alakul ki. Hairom CgC3 kapcsoldodasaval jonnek 1étre a SeNeL.i-
ok [1,4].

A B

1. abra. A lignan, neolignan és szeszkvineolignan szerkezeteket felépitd fenilpropan
(C6Cs) egység (A) és két CsCs-bol 8C-8°C kapcsolodassal 1étrejovo lignan alapvaz (B).

A 1étrejott alapvaz szerkezete alapjan a Li-ok 8 csoportja ismert (2. abra) [2,5].
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1, furofur 8&n 2, dibenzilbut 8&n a) C9(9'
b) C9(9")-o0xig:

3, tetrahidrofur 8&n a) C9(9")-oxi
b) C9(9")-0xig®n
c) C7(7")-o0xig®n

8

5, dibenzilbutirolakton

i 9 i CH
93
o
Ot O
o}
a b
7, arilnaftalin 8, dibenzocikl ook
‘ a) 9(9')-0ig®
b b) 9(9')-o0xig

6, ariltetrahidronaftalin
a) 9(9'")-0ig®nnel
b) lakton gyTrTvel

2. abra. A lignanok tipusai [6].
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A NeLi-okat felépitd két CgCs jellemz6 kapcsolodasi lehetdségeit
(példamolekulakkal szemléltetve) a 3. dbra mutatja be. A novényvildgban ezek koziil

leggyakrabban a 8-5” kotés alakul ki [7] (3. abra).

8-7' dimer OCH38_5. dimer
hinokirezinol dehidrokoniferil alkohol
8-0-4' dimer
guaiacipl glicerol
3-3' dimer
magnolol

8-1' dimer

brucellin

8-2' dimer

blechnic sav

3. abra. A neolignanok szerkezeti tipusai példamolekuldkkal bemutatva.

A Li-ok, NeLi-ok és SeNeLi-ok a novényekben szabadon (aglikon formaban),
vagy cukor molekulahoz kapcsolodva glikozidként is jelen lehetnek. A kapcsolodo
cukormolekuldk lehetnek monoszacharidok (5 C atomos apiéz és ramndz, vagy 6 C
atomos gliikoz [8,9]) vagy diszacharidok [2].

A Li, NeLi és SeNeLi szintézis kiindulasi vegyiilete a novényekben az E-koniferil
alkohol (ezért ezt monolignolnak is nevezik). Két ilyen molekula gyokképzodéssel
egybekotott kapesolddasa pinorezinol kialakulasan keresztiil vezet kiilonféle Li-ok, pl.

laricirezinol, szekoizolaricirezinol, matairezinol képzédéséhez (4. abra). A

10
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gyokképzodéséhez oxidald enzim (peroxidaz vagy lakkaz) sziikséges, majd a két
monolignol egység kapcsolodasat un. ,,vezetd fehérjék” — dirigent proteinek (DP-ek) —
katalizaljak. A DP-eknek koszonhetden a dimerizacios reakcio sztereospecifikus, ezért a

végtermék tiszta enantiomer formajaban keletkezik [10,11,12,13,6].

OH
2 He
—_—
- e_
H,CO
OH

E-koniferil alkohol

(+)-laricirezinol

O
""I/

!
o

(-)-matairezinol

4. abra. A lignanszintézis fontos lépései [1].

11
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A 8-5" kapcsolodasi neolignanok bioszintézise sordn a koniferil alkohol
dimerizacioja dehidrokoniferil alkoholt eredményez [14]. A fenilkumaran benzil éter

reduktaz enzim ezt képes atalakitani a 7-O-4’ benzil-éter kotésnél (5. abra).

OCHs OCH,

dehidrokoniferil alkohol izodihidrodehidrokoniferil alkohol

5. abra. A fenilkumaran benzil éter reduktaz (PCBER) altal katalizalt Iépés a
neolignanok szintézise soran [14].

2.2.  Sztereokémia

A Li, NeLi és SeNeLi molekulak kiralis szerkezetliek, a kiralitdscentrumok
altalaban az alapegységek kapcsolodd C atomjai. Igy a Li-ok DBBL csoportjaban és
gyakran a NeLi-ok kozott is két kiralitascentrum talalhato (6. abra). A novényekben egy
szerven beliil viszont nem racémként, hanem tiszta enantiomerként fordulnak el6 a

bioszintézisiiket katalizald6 DP-ek mitkodésének kovetkezményeként (2.1. fejezet) [10].

12
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R,= OH, OMe OH

R,= H, OH

6. abra. Kiralis C atomok (csillaggal jelolve) a lignanok dibenzilbutirolakton (A) és a
neolignanok 8-5” kapcsolddasi tipusa (B) esetén (az R funkcios csoportok lehetnek
kiilonbozok).

Kiilonboz6 novényfajokban, vagy akar ugyanannak a fajnak eltérd szerveiben
eléfordulhat, hogy egy Li molekulanak nem azonos kiralitast izomerje képzodik, azaz a
kiilonboz6 DP enzimek eléfordulasa lehet faj- vagy szervspecifikus. Igy pl. az Arctium
lappa (k6zonséges bojtorjan) termésében (-), mig a levélkocsanyban (+)

forgatoképességii Li-ok talalhatok.

2.3. A lignanok hidrolizise

A glikozidok enzimatikush i dr o | & znbvéngekben a masodlagos
anyagcseretermékek gyakran cukor molekuldhoz koétve, inaktiv glikozidként
raktarozodnak a sejtek vakuolumaban. A glikozidokat felhalmozé novények a
glikozidoktdl elkiilonitve tartalmazhatnak a glikozidok hidrolizisére alkalmas enzimeket
is, melyek csak meghatarozott esetekben keriilnek érintkezésbe a szubsztratjukkal, pl. a
sejtek  kartevOk 4ltali roncsoléddsakor. Az enzim-szubsztrat elkiilonitettség
megsziinésekor a sejtek viztartalmi kdzegében megtorténhet a glikozidok hidrolizise,
mely a szabad aglikon képzddését eredményezi. Gyakran a keletkez6 aglikon molekula
aktiv, a sejtkarosodast okozo kartevok elpusztitasara képes, igy védve a novényt [15].
Ilyen enzimatikus folyamatot az altalunk vizsgalt Osszetevok esetében a Cirsium
arvense— mezei aszat és a C. oleraceum- halovany aszat termésében figyeltek meg:
elébbiben trahelozid, utobbiban arctiin glikozidok enzimatikus hasitdsa volt

megfigyelheté a glikozid mennyiségének megfelelé aglikonok (trahelogenin és

13
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arctigenin) képzodése mellett. Az enzimatikus folyamat vizes kozegben zajlik le és
nagyon egyszeriien kivitelezhetd: a poritott szaraz terméshez vizet adva 60 perc alatt
teljes mértékii az atalakulas [16].

Savkezel @Aglikdzidod k8t& savas kozegben hasithatd az aglikon- és a

cukorrészek képzodése mellett [17].

14
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2.4. Alignanok hatasai

Az altalunk tanulméanyozott Osszetevoket (Li, NeLi, SeNeLi) felhalmozd
novények a népgyogyaszatban is felhaszndlasra keriiltek. A Li-ok csoportjaba tartozo
ariltetrahidronaftalin tipusa podofillotoxin-szarmazékokat tartalmazé Anthriscus és
Podophyllumfajok, valamint a DBBL vazas Li tartalma Carthamus Ferula, Piper,
Trachelospermum Wikstroemia fajok felhasznalasanak évszazados hagyomanyai

vannak (1. tablazat).

1. tablazat. A lignanok népgyogyaszati felhasznalasa.

- faj, felhasznalt rész felhasznalas Osszetevo irodalom
f= Anthnscqs ’sylvestrls daganatellenes deoxipodofillotoxin [18]
B gyokeér
E Podophyllum peltatum | s1es, pszoriazis | podofillotoxin [5]
gyokér
Ferula sin k[angen5|s gyomorrontas, matairezinol, arctigenin [19]
gyokér reuma
gyulladascsokkentd kubebinon, yatein,
Piper s fajdalomcsillapité |tuhaplikatin trimetiléter,
P \ P: mikrobaellenes  |hinokinin, izoyatein, 5°-| [20,21]
termes , o ..
< hasmenés metoxihinokinin
2 asztma
3; § 0szteoporozis
S| & koronaér betegség
&n o
a| s Carthamus tinctorius daganatellgrjes arctigenin, trahelogenin,
5 depresszio h— [22,23]
! mag L, matairezinol
'~ menstruacios
S problémak
g trombozis
Trachelospermum iasminoide reumas iziileti trahelogenin
P J fajdalmak nortrahelogenin [24]
herba A -
traumas sériilések matairezinol
szifilisz
W|kst[ogm[a indica artritisz nortrahelogenin [25]
gyokérkéreg daganatellenes
kohogéscsillapitd

A tiszta formdban kinyert Osszetevokkel végzett hatéstani vizsgélatok
alatamasztjak a népgyodgyaszati megfigyeléseket, valamint Ujabb, értékes hatdsaikat is
bizonyitjak. Legfontosabbak az antioxidans, gyulladascsokkenté [5], laz- ¢és
fajdalomcsillapito, reumaellenes [18], féreg-, mikroba- ¢és virusellenes [18,5],
immunszuppressziv, majvédé, csontritkulast megel6z6, daganatellenes  [5],
neuroprotektiv [26,27], fitoosztrogén, foszfodiészteraz-gatld, vérlemezke-aggregacio

csokkent6 és antitrombotikus [28] hatasaik. A 2.4.1. és 2.4.2. fejezetben azoknak az
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Osszetevoknek a gyogyaszati jelentosége keriil bemutatasra, melyek az altalunk vizsgalt

ndvényekben kimutatésra kertiltek.

2.4.1. A dibenzilbutirolakton (DBBL) csoportba tartozé Li-ok hatasai

Daganatg8tl - hat 8s

Az altalunk is azonositott DBBL Li-ok daganatgatld hatasat a 2. tablazatban

foglaltuk ossze.

2. tablazat. A dibenzilbutirolakton lignanok daganatellenes hatasai.

daganatsejt tipusa hatas irodalom
2 arctiin emlddaganat kemopreventiv [29]
é’ AGS gyomor adenokarcinéma
= trahelozid HepG2/NF-aB hepatocellularis apoptozis serkentése [30,24]
karcindma
mitokondrialis 1égzés gatlasa| [31]
A549 tiid6 adenokarcinoma apoptozis serkentése, [32]
% Akt-1 utvonal gitlasa
g . ROS/p38 MAPK ttvonal
< _ _ ’
5 M?A MB-231 h.uman Bcl-2 epigenetikai [33]
= emlddaganatos sejtvonal ) ,
o szabalyozasa
§ SNU-1, AGS gyomorrékos Bcl-2 és Bax aranya [34]
< . i N
= sejtvonalak megvaltozik
-5 arctigenin CaCo2, CEM/ADR5000 (MDR (s
é é sejtvonalak) P-gp gitldsa [35]
NS . . apoptozis serkentése,
2 S SW480 human .Vastagbeldaganatos Wn/B-katenin jelatviteli at [36]
= sejtvonal 12
gatlasa
MHG60 B limfocita hibridéma
sejtvonal - .
TF-1mieloid eritroleukémia apoptézis serkentése [37]
SP-2 murine mieloma
trahelogenin HepG?2 hepatocellularis karcinoma | NF-«B jelatvitel ut gatlasa [24]
g AGS gyomor adenokarcinoma apoptozis serkentése [30]
matairezinol | HepG2 hepatocellularis karcinoma | NF-«B jelatvitel ut gatlasa [24]

Ahol a glikozid ¢és neki megfeleld aglikon daganatgatld tulajdonsagat
ugyanabban a rendszerben vizsgaltdk, azaz a glikozid és aglikon hatasa
Osszehasonlithatd, ott megallapithatjuk, hogy az aglikon a hatékonyabb [30,24]. A
sejtosztodas gatlasaban fontos szerepet kap a Wnt/B-katenin jelatviteli Ut és az

apoptotikus folyamatok befolydsolasa (2. tdblazat).
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A Wnt/B-katenin jelatviteli utvonal szerepe a daganatok kialakulasaban

A Wnt/B-katenin jelatviteli Gtvonal nagyon fontos szerepet jatszik bizonyos
daganattipusok (pl. vastagbélkarcindma) kialakulasaban [36]. A jelatviteli utvonal
tulmtikodése azt eredményezi, hogy a B-Katenin szintje a magban ¢és a citoplazmaban
megemelkedik. A B-katenin egy transzkripcios koaktivator a sejtmagban, ami a
protoonkogénként ismert c-Myc transzkripcids faktor termeldédését segiti eld. Ezek a
fehérjék (B-katenin, c-Myc) a sejtciklusba 1éptetve a sejteket daganatos folyamatokat
okozhatnak [38,39]. Miikddésiik azonban foszforilacidjukkal gatolhato, amit a glikogén
szintdz kinaz 3 (GSK3) enzim végez [40]. Ezért a GSK3 enzim fontos daganatgatld
fehérje, ugyanakkor ennek aktivitasa is gatolhatd foszforilacioval [41,42]. A doktori
munkam keretében vizsgalt 6sszetevok koziil a DBBL Li aglikon arctigenin hatasat a
Wnt/B-katenin jelatviteli folyamatokra korabban mar bizonyitottak: a B-katenin szint

csokkentésével gatolja az SW480 vastagbéldaganatsejtek osztodasat (2. tablazat).
A mikrotubularis rendszer szerepe a daganatos folyamatokban

Az éaltalunk azonositott 6sszetevok koziil az arcigenin esetén megallapitottak,
hogy bizonyos daganattipusok esetében (pl. A549 [32], SW480 [36], AGS [30])
fokozza az apoptotikus folyamatokat és a tobbsejtmagvu oriassejtek keletkezését (2.
tablazat). Ezek a folyamatok kapcsolatba hozhatok a mikrotubulus rendszer gatlasaval:
a kromoszoémak utddsejtekbe huzasakor a mikrotubulusok nélkiilozhetetlenek a
szabalyos sejtosztodas lejatszodasahoz. A mikrotubularis rendszer gatlasanak
kovetkeztében nem valik szét a kromoszoémaallomany a sejtosztodas soran, igy ilyenkor
abnormalis magvu sejtek keletkezhetnek, melyek aztan apoptozissal lebontasra keriilnek
¢és elpusztulnak [43]. A mikrotubulosok pB-tubulin egységek Osszekapcsolodasaval
jonnek létre. A sejtek citoplazmajaban polimerizalt formaban, miikoddképes allapotban
1évd tubulusok és az dket felépitd P-tubulin egységek kozott dinamikus egyenstly all
fenn a pB-tubulin képzddéssel jard tubulus lebontas és felépités folyamatainak
parhuzamos lezajlasa miatt [44]. A mikrotubularis rendszer legismertebb gatldja a
DBBL Li-0k (2. abra, 5-6s vaz) szerkezetével rokon felépitésti podofillotoxin [44] (7.
abra). Hatasat kétféle mechanizmussal is kifejtheti: fokozhatja a tubulusok leépiilését és

gatolhatja a B-tubulin polimerizaciot [44].
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OCH

7. abra. A podofillotoxin szerkezete.
Antivirs8lis hat§8s

A DBBL-0k hatékonynak bizonyultak HIV [45], influenza [46] és herpesz
virusok [47] ellen. Az arctigenin és trahelogenin hatdsmechanizmusat tanulmanyozva
megallapitottak, hogy az integraz enzimet gatoljak [48,45]. A szerkezet-hatas
Osszefliggés vizsgalata a lakton gylrti és az orto-dihidroxifenil csoport jelenlétének

sziikségességét bizonyitotta a hatas eléréséhez [45].
Fito°shat dg®n

A fitoOsztrogének olyan novényi anyagcseretermékek, melyek az emlds
szervezetben Osztrogénszeri hatdsokat fejtenek ki. Szerepet jatszanak kiilonféle
hormondependens daganatok (emld, prosztata, vastagbél) visszaszoritdsaban ¢és
megel6zésében, tovabba a csontritkulas kialakulasat is gatoljak [49]. A DBBL Li-ok
kozil a szekoizolaricirezinol, a matairezinol és a trahelogenin rendelkezik ilyen
hatasokkal. Ezek egyrészt kozvetleniil képesek kotddni az Osztrogén receptorokhoz,
masrészt az emlds szervezetben keletkezd metabolitjaik, az un. emlds lignanok

(enterolakton, enterodiol) képz6dése révén valnak hatékonnya [22,50].
Errenthat &si

A lignanok kardiovaszkularis hatasanak hatterében a ciklikus adenozin
monofoszfat (CAMP) foszfodiészteraz enzim gatlasa all, mely vazodilataciot

eredményez. Emellett kalciumcsatorna-blokkolo, vérlemezke-aggregacio-gatlo és
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endotelin antagonista hatasukat is kimutattdk, melyek vérnyomdscsokkentd hatést

eredményeznek [2].

2.4.2. A NelLi és SeNeLi csoportba tartozé lignanok hatasai

NeLi és SeNeLi tipusi anyagcseretermékeket eddig kevés novényfajban
azonositottak, és ezekben is csak kis mennyiségben fordulnak elé (2.5. fejezet, 3.
tablazat). Valosziniileg ennek koszonhetd, hogy jelentéségiikrél is csak kevés
informacid all rendelkezésre. A SeNeLi tipusu lappaol A és C daganatgatld hatdsat
bizonyitottak prosztatarak [51] és leukémia sejtek ellen [52] szabadgyokfogd
tulajdonsaguk mellett [53], mig az izolappaol A esetén csak leukémia sejtek elleni
hatast mutattak ki [52]. Hasonlé hatasokkal rendelkezik a NeLi balanofonin is, mely
szabadgyokfogd [54], citotoxikus [55,56], melanogenezist gatlo és antiproliferativ [57]

tulajdonsagt 6sszetevo.

25. A Li, NeLi és SeNeLi tipusi anyagcseretermékek eléfordulasa a
novényvilagban

A Li csoportba tartozO DBBL tipusi anyagcseretermékek a ndvényvilagban
széleskorben elterjedtek [1,5]. Kiemelend6 azonban a fészekviragzatiak (Asteraceae)
csaladjanak bogancs — Cynareae(Carduag — nemzetségcsoportja, ahol a novények
termései igen nagy mennyiségben tartalmazzak a DBBL Li-okat, jellemzdéen glikozid
formaban [58]. A DBBL glikozidok (arctiin, trahelozid és kartamozid) koziil az arctiin
¢s a trahelozid nagy mennyiségben fordul el az Arctium lappa(arctiin, 78 mg/g [17])
¢s a Cirsium arvense (trahelozid, 14 mg/g [16]) terméseiben. A bogancs
nemzetségcsoportra (és a tobbi Asteraceae csaladba tartozd ndvényre is) jellemzo
terméstipus (melyben a DBBL Li-0k nagyobb mennyiségben vannak jelen) a
kaszattermés. Ennek jellemzdje, hogy a maghéjjal Osszendtt termésfal kemény,
elfasodott rétegén beliil jol fejlett embridval rendelkezik. Csirdzaskor a megduzzado
embrio szétfesziti és ledobja magardl a fasodott termésfal és maghéj kozos rétegét,
lehetéve téve az elkiiloniilt embrid és termésfal Osszetételének vizsgdlatat. A termés
emlitett két részének (embrio, illetve fal + maghéj) elkiilonitése a termés szétvagasaval
is megoldhato, igy a kettévagott termésbodl az embri6 eltavolithatd. Az Arctium lappaés

a Cirsium arvenseermések elkiilonitett részeinek vizsgalata soran megallapitast nyert,
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hogy a DBBL glikozidok (arctiin ¢és trahelozid) kizardlag a magallomanyaban
halmozo6dnak fel [58].

A NeLi balanofonin eddig csak 5 fajban keriilt kimutatasra, és ezekben mérhetd
mennyisége rendkiviil kevés: 0.00015 mg/g—0.027 mg/g kozotti, a vizsgalt fajoktol
fliggden (3. tablazat).

Hasonléan ritka és kis mennyiségii eléfordulas jellemzi a SeNeLi-ok koziil a
lappaol A és C, az izolappaol A és C, valamint a pikrazmalignan molekulakat (3.

tablazat).
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3. tablazat. Szeszkvineolignanok és a neolignan balanofonin eléfordulasa és
mennyisége a novényekben.

Osszetevok faj, szerv mennyiség (mg/g) irodalom
Balanophora japonica i [7]
gyokér
Chrysollae’na ygrbasmfoha 0,001 [59]
evél, virag
Ar_temlSla annua 0,027 [60]
tissue cultures
neolignan (NeLi) balanofonin Aq“"a;';rs'”ens's 0,00015 [56]
Gmelll(n’a arborea 0,0065 [54]
éreg
Cornus ’kousa 0,012 61]
termes
Anastat!ca hnlerochuntlca 0,0045 [57]
teljes novény
1,22 [62]
. 0,072 [63]
lappaol C Arctium lappa 0.010 [51]
- [64]
. . 2,32 [62]
izolappaol C Arctium lappa 0,005 [63]
<] izolappaol A Arctium lappa 0,05 [52]
2 0,075 [62]
3 Arctium lappa 0,017 [52]
= 0,0032 [51]
.§D Centaureaamericana 0,091 [65]
IS) mag
2 C. macrocephala
_E lappaol A mag 0,052 [53]
@ C. napifolia
S herba 0,010 [66]
C. nicaensis
herba 0,0096 [67]
C. sphaerocephala
herba i [68]
: yr 5
pikrazmalignan Plcrasmslzgruas&mdes 2,9x10 69]

2.6. A Cynareae- bogancs nemzetségcsoport vizsgalt fajai és ismert osszetevoik

A Cynareae nemzetségcsoport altaldban szurds, tovises széli levelekkel és
fészekpikkelyekkel rendelkezd lagyszaru fajokat foglal magaba. A gyomflora tobb faja
is idetartozik. @A  kaszatterméseiken megtaldlhatdé bobita a nemzetségek
megkiilonboztetésére is alkalmas. Az altalunk vizsgalt fajok koziil Magyarorszagon
vadon ¢l a harom aszat faj (Cirsium eriophorum, C. brachycephalués C. vulgare

gyapjas, kisfészkii és kozonséges aszat) és a Serratulatinctoria — festé zsoltina, mig a
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mediterran Cnicus benedictus benedekfii és az azsiai Leuzea carthamoidesrmesztett
gyogynovényként taldlhaté meg nalunk.

A Cirsium fajokra jellemz6 a poliacetilének, flavonoidok és triterpének, koztiik
szteroidok eléfordulasa [70], emellett négy Cirsium faj (C. arvense C. canum C.
oleraceum ¢és C. palustre termésének Li tartalmat is kimutattadk korabban
laboratoriumunkban [16]. A Serratula tinctoria kozismert festé tulajdonsaga
flavonoidtartalmaval magyarazhaté [71]. Li, NeLi és SeNeLi 0Osszetevoket a
vizsgalatainkba bevonni tervezett Cirsium fajokban és a Serratula tinctorianovényben
eddig nem mutattak Ki.

A Leuzea carthamoides gyokereit ekdiszteroid tartalmuk miatt adaptogén
drogként hasznaljak, a mentalis és fizikai teljesitoképesség novelésére egyarant
alkalmas [72]. Kaszatterméseiben alkaloidok (feruloil-szerotonin izomerek) mellett
DBBL tipusu Li 6sszetevoket is azonositottak [72,73]: a karamozid — kartamogenin és a
trahelozid — trahelogenin glikozid — aglikon molekulaparokat mutattak ki mennyiségi
adatok kozlése nélkiil.

A Cnicus benedictu$ajtasa keseriianyag tartalma miatt étvagy- és emésztést
serkentd, majvédd hatasu. Kaszattermése jelentds mennyiségben tanninokat, illoolajat,
gyantat is tartalmaz [74]. Emellett a termésekben a Li-ok DBBL csoportjabdl az arctiin

glikozid kertilt kimutatasra [75]. Az arctiin mennyisége a termésben nem ismert.
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3. Célkitiizések

Célul thztiik ki (1-6. pontokban felsorolva):
(1.) a Li-ok és rokon vegyiileteik (NeLi-ok, SeNeLi-ok) vizsgalatat a Cynareae
nemzetségcsoport néhany fajaban. Ilyen tipust vegyiiletek a tanulmanyozasra szant
fajok kozott kettében (Cnicus benedictus, Leuzea carthamojdesgir azonositasra
keriiltek, de mennyiségiik meghatarozatlan maradt, mig masik négy faj (Cirsium
brachycephalum, C. eriophorur@, vulgae és Serratula tinctorig esetében nem alltak
rendelkezésre adatok ezekrdl az Osszetevokrdl. Ennek megfeleléen az 0Osszetevok
azonositasa €s mennyiségi meghatarozasa minden esetben célunk volt.
Az altalunk — mindségi és mennyiségi szempontbdl egyarant — meghatarozott
Osszetevok
(2.) specialis atalakulasi reakcidinak (enzimatikus hidrolizis és savkatalizalt ciklizacid)
valamint
(3.) termésrész-specifikus felhalmozddasanak megismerése utan
(4.) tiszta formaban torténd izolalasukhoz optimalis modszerek kidolgozasat terveztiik.
(5.) A rendelkezésre allo izolalt tiszta vegyliletek részletes szerkezetbizonyitasan tal
(6.) daganatgatld hatasaikat €s az ebben szerepet jatszo6 mechanizmusok feltarasat is

célul tuztik ki.
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4. Anyagok és moédszerek

4.1. Novénymintak

A Cnicus benedictués a Leuzea carthamoidasrmések a Gyogyndvénykutatd
Intézet Kft-b61 (Budakalasz, Lupaszigeti ut 4) szarmaztak, a Cirsium brachycephalum
C. eriophorumés C. vulgare valamint a Serratula tinctoriatermések pedig a névények
természetes €lohelyein, érett allapotban keriiltek begytijtésre:

Cirsium brachycephaluniajosmizse kornyéke, 2013. janius;
Cirsium eriophorumMatra, 2013. szeptember;

Cirsium vulgare Budapest, Népsziget, 2010. augusztus;
Serratula tinctoria Somogy megye, 2012. szeptember.

4.2. Reagensek, oldészerek

A HPLC elvalasztasokhoz gradiens tisztasagi acetonitril (ACN), a tobbi
feladathoz analitikai tisztasagu vegyszerek keriiltek felhasznalasra: ecetsav, metanol,
piridin (Reanal, Magyarorszag), deuteralt kloroform (CDCl;3), metanol-ds, dimetil
szulfoxid-ds, (DMSO-ds), tetrametil szilan (TeMS, Sigma Aldrich, USA),
trifluorecetsav (TFES), hexametildiszilazan (HMDS), hidroxilamin-hidroklorid (Serva,
Németorszag).

Lignan standardok: arctigenin, matairezinol, podofillotoxin (Sigma Aldrich,
USA), arctiin (BioSolutions Halle GmbH, Németorszag) voltak.

4.3. Kromatografias modszerek
4.3.1. HPLC-UV MS/MS és TOF MS vizsgalatok

A vizsgéalatok Agilent 1260 Infinity HPLC késziilék (G1312B pumpa, G1367E
automata mintaadagoloval, G1315C diddasoros detektorral) felhasznalasaval torténtek.
Oszlop: Grace Smart RP-C18 (5 um), 150 mm x 4.6 mm (Grace Davison Discovery
Sciences Lokeren, Belgium). Oldészerek: A eluens = ACN:0.07 M ecetsav, 15:85
(VIV); 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), injektalt térfogat: 10 pL,

oszlophémérséklet és autosampler hdmérséklete: 25°C.
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A tandem tomegspektrometrids vizsgalatok (MS/MS) JetStream Elektrospray
(ESI) ionforrassal felszerelt Agilent 6460 tripla kvadrupol tomegspektrométerrel
torténtek. A pontos tomeg adatokhoz JetStream Elektrospray ionforrassal felszerelt
Agilent 6230 time-of-flight (TOF) MS késziilék felhasznalasaval jutottunk. Az MS/MS
¢s TOF MS paraméterek a [76] kozleményben leirtakkal azonosak voltak.

Preparativ elvalasztdshoz az analitikai méréshez hasznalt miiszert hasznaltuk
preparativ oszloppal: Nucleosil 100, C18 (10 um), 150 x 10 mm (Teknokroma, Sant
Cugat del Valles, Spanyolorszag). A gradiens program az analitikai elvalasztassal
azonos volt, az aramlasi sebesség 3,0 mL/perc, a detektalas 280 nm hulldimhosszon

tortént, az injektalt térfogat 200-300 uL volt.

4.3.2. Gazkromatografia-tomegspektrometria (GC-MS)

Késziilék: Saturn Il GC-MS, Varian (Walnut Creek, CA, USA), ioncsapda
detektorral (ITD), Varian 8200 automata mintaadagoloval. Az oszlop tipusa: SGE
BPX5 (30 m, 0,25 mm; 0,25 um filmvastagsag) kapillaris oszlop (SGE Incorporated,
Austin, TX, USA).

Szarmazékkészités: a vizsgalandd ndveényi kivonatok megszaritott részleteit 250
puL hidroxilamin hidroklorid/piridin oldatban (2,5 g hidroxilamin hidroklorid/100 mL
piridin) melegitettiik 70°C hémérsékleten 30 percig, majd 450 uL HMDS ¢és 50 uL
TFES hozzaadasa utan 100°C-on 60 percig melegitettiik. Az elkésziilt oldatokat HMDS
hozzaadasaval higitottuk, injektalt térfogat: 1 pL.

Injektor program: az injektalast 150°C-on végeztiik, 2 percig tartottuk ezen a
homérséklen, majd 330°C-ra melegitettiik 1 perc alatt, és igy tartottuk 5 percig.
Gradiens program: 150°C (4,5 perc), 330°C-ra fiités (22,5 perc), 330°C (7 perc, teljes
elacios 1dd: 34 perc). MS koriilmények: 70 eV; transfer line hdmérséklete: 280°C,
mainfold: 80°C. Multiplier offset: 250 eV. A bels6 tandem duplikacio paraméterei

automata modban voltak beallitva.

4.4. NMR spektroszkopia

Az NMR spektrumok felvétele CDCls, metanol-ds vagy DMSO-ds oldoszerekben
tortént, kettds 5 mm-es IDPFG probafejjel felszerelt Varian VNMRS spektrométeren
(599.9 MHz 'H és 150.9 MHz a **C NMR esetén).
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Az 1D (*H NMR, *C NMR, NOE) és a 2D (COSY, TOCSY, [*H-"*C] HSQC és
['H-®C] HMBC) spektrumokhoz a standard pulzusszekvencidkat és standard
paramétereket hasznaltuk. A kémiai eltolodasok szadmitasahoz CDCl; olddszerben
torténd méréseknél tetrametil szilan (TeMS) belsé standardot hasznaltunk (Cnicus
benedictus mig DMSO-ds-ban (Cirsium brachycephalumC. vulgare Serratula
tinctoria) és metanol-ds-ben (Cirsium eriophorum mérve az olddszer eltolodasaihoz
viszonyitottuk a kémiai eltolodasokat (DMSO: 6= 2.50 ppm, 6c=39.5 ppm, metanol-
ds: 0= 3.31 ppm, d¢c = 49.15 ppm).

4.5. Kvantitativ meghatarozas

A mennyiségi meghatarozashoz az izolalt aglikon Osszetevok kiilonb6zd
koncentracidju oldatainak HPLC-UV vizsgalata alapjan késziilt harompontos, kiilsé
standard kalibracios egyeneseket hasznaltuk [UV abszorpciés maximumuknal
detektalva: a DBBL Li-okat (arctigenin, kartamogenin, matairezinol, trahelogenin) és
lappaol-szerkezetiieket (lappaol C, izolappaol C, lappaol A, izolappaol A) 280 nm
hullamhosszon, mig a NeLi-okat (balanofonin, prebalanofonin) és a SeNeLi szerkezet
pikrazmalignant és prepikrazmalignant 347 nm hulldmhosszon]. Az aglikonoknak
megfelelé glikozidok mennyiségét az aglikon kalibracié alapjan szamitottuk [17]. A
kalibracios oldatok Osszetevéinek koncentraciotartomanya a terméskivonatokban 1évo
megfeleld Osszetevok koncentracidjat magaban foglalta €s a szamitott determinacios
egyiitthatok (r?) értéke minden esetben legalabb 0,9997 (prepikrazmalignan és

balanofonin) volt.

4.6. Abszolit konfiguraci6 meghatarozasa geometriai és termokémiai
szamitassal

A cirkularis dikroizmus (CD) spektrumokat metanolban vettiik fel, Jasco J720
spektropolariméteren (Jasco INC., Tokyo, Japan). Haromszor vettiik fel a spektrumokat,
1 nm savszélességgel és 0,2 nm-es [épésekkel, 50 nm/perces sebességgel.

Az abszolut konfigurdcid6 meghatdrozdsa a lehetséges kiilonb6zd izomerek
szamitassal eldallitott CD spektrumainak a ténylegesen mért CD spektrummal valo
Osszehasonlitdsa alapjan, elméleti szdmolassal tortént. A geometriai és termokémiai
szamitasok MO06-2X/6-31G(d)/IEF-PCM(metanol), az ECD szamitasok MO06-2X/6-
311+G(2d,p)/IEF-PCM(metanol) szinten torténtek. A spektrumokat Gauss gorbék
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illesztésével szimulaltuk SpecDis program segitségével. A kvantumkémiai szamitasokat

Gaussian 09 programcsomaggal végezték.

47. A termés részeinek szétvalasztasa csiraztatassal

A terméseket csirazasuk eldidézéséhez nedves szlirdpapirra tettiik, majd a
gyokér megjelenéséig sotétben, szobahdmérsékleten tartottuk. A csirazott termés embrid
része szétfesziti a kemény, fas termésfal rétegét az altalunk vizsgélni kivant két

termésrész (termésfal €s embrid) szétvalasat eredményezve.

4.8. Enzimes hidrolizis

Az érett, egész terméseket €s az elkiilonitett termésrészeket (termésfal és
embrid) liofilizaltuk majd elporitottuk. A por 0,02-0,5 g (analitikai pontossaggal mérve)
részletét 1,0-50 mL desztillalt vizben szuszpendaltuk. A szuszpenziot 40°C-on
tartottuk  kiilonb6z6 id6tartamokra (5-120 perc), majd a mintdkat rotacios

vakuumbeparldval (35-40°C-on) szarazra paroltuk.

4.9, Kivonatok készitése

A megszaritott (liofilizalassal) és elporitott érett, egész termések ¢és az
elkiilonitett termésrészek, valamint az enzimmel hidrolizalt mintak 0,02-1,0 g
(analitikai pontossaggal mérve) részletéhez 2,0-5,0 mL térfogatt, 80% (V/V)
koncentraciéju metanol oldatot mértiink majd 60°C héfokon tartottuk (30, vagy 60
percig). A kivonatkészités idejének leteltével a szuszpenziokat centrifugaltuk. A
feliiluszot eltettiik, és a letilepedett termésszovetet az el6zéekkel megegyez6 moddon
még kétszer extrahdltuk. A harom feliiliszot egyesitettiik, és ennek a térfogatat 10,0

vagy 15,0 mL-re egészitettiik ki 80% (V/V) metanol hozzdadasaval.

4.10. Savkezelés

A kivonatok torzsoldatabol (4.9. fejezet) 0,250-1,00 mL térfogatu részleteket
rotacios vakuumbeparloval (35-40°C-on) megszaritottuk. A szaritott
kivonatrészletekhez és izolalt Osszetevokhoz (lappaol C és izolappaol C) 500 pL
térfogatu TFES oldatot (2M) mértiink és az oldatokat kiilonb6z6 id6tartamokig (5-120
perc) 50°C vagy 100°C hémérsékleten tartottuk. Ezutan a savas oldatokat rotacids
vakuumbeparloval (35—40°C-on) megszaritottuk, majd 80% (V/V) oldatban feloldottuk.

27



DOI:10.14753/SE.2016.1904

4.11. SW480 vastagbéldaganatsejtekre kifejtett hatasok vizsgalata

A kisérleteket SW480 vastagbéldaganatsejteken (ATCC — American Type
Culture Collection — kod: CCL-228) végeztik, melyeket 37°C-on, 5% CO,-0s
atmoszféraban, Roswell Park Memorial Institute tapkozegben (RPMI-1640) tartottuk.

A sejteket

1.) a sejtosztodas gatlas (antiproliferativ hatas) vizsgalatara (szulforhodamin-B — SRB
modszerrel, 4.11.1. fejezet) 96 lyukt tenyészt6 lemezekre (3000 sejt/lyuk);

2.) a mikrotubulus gatlas mikroszkopos (immuncitokémiai modszerrel, 4.11.2. fejezet)
vizsgalatara targylemezre (3x10” sejt/lemez);

3.) az apoptotikus folyamatok és a sokmagvu Oridssejtek képzddésének FACS
(Fluorescence-Activated Cell Sorting) modszerrel (4.11.3. fejezet) vald vizsgalatahoz
tenyésztéedényekbe (10° sejt/edény);

4.) a Wnt/B-katenin jelatviteli utban szerepld fehérjék (p-katenin, foszfo-p-katenin, c-
Myc, foszfo-c-Myc, GSK3, foszfo-GSK3a, foszfo-GSK3B) ¢és a B-tubulin
befolyasolasanak Western-blot modszerrel (4.11.4. fejezet) torténd vizsgalatahoz
tenyésztdedényekbe (10° sejt/edény) tettiik.

A sejtek attételét kovetd 48 orads inkubacios 1dO letelte utan a sejtek tapkozegét
hatdanyag tartalmt (izolalt lignanok, standard lignanok és podofillotoxin) tapkozegre
cseréltik (a kezeletlen kontroll sejtekét pedig normal, lignant nem tartalmazo
tapkozegre). A kezelési id6 letelte utan a 4.11.1-4.11.4. fejezetekben bemutatott
vizsgalatokat végeztiik (csak a Iényeges lépéseket emeltiik ki, részletes leiras a [S3] és

[S5] koézleményekben talalhato).

4.11.1. Sejtosztodas gatlas vizsgalata szulforodamin-B (SRB) médszerrel

A kezelési id6 leteltével SRB oldatot mértiink a lyukakba. A sejtek altal meg
nem kotott SRB kimosasa utan a megkotott festék (SRB) sejtszammal aranyos
mennyiségét Multiscan MS ELISA plate olvaso segitségével (A. A. Lab Systems,
Ramat-Gan, Israel) 570 nm hullamhosszon mért abszorbancia értékével jellemeztiik. A
sejtosztodas gatlast szazalékban fejeztiik ki 100-100xA/B képlet alkalmazéasaval, ahol

A a hatoanyaggal kezelt, B pedig a kontroll kezeletlen mintak abszorbanciaja.
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4.11.2. Mikrotubulusok vizualizacidja immuncitokémiaval

A kezelési id0 leteltével a sejteket anti-p-tubulin hozzaadasa utan masodlagos
antitestekkel (anti-rabbit; AlexaFluor 488) inkubaltuk majd fluoreszcens mikroszkop
(Nikon Eclipse E600) segitségével végeztiik a kiértékelést.

4.11.3. Az apoptotikus folyamatok és sokmagva oridssejtek képzodésének FACS
(Fluorescence-Activated Cell Sorting) modszerrel torténé vizsgalata

A Kkezelési id6 leteltével a sejteket centrifugaltuk és Becton-Dickinson

FACSCalibur miiszerrel vizsgaltuk.

4.11.4. A Wnt/p-katenin jelatviteli utban szereplé fehérjék, valamint a B-tubulin
Western-blot médszerrel torténé maghatarozasa

A kezelési id6 leteltével a sejteket lizis pufferben lizaltuk és szonikaltuk.
Centrifugalas utan a feliilluszo fehérjéit elektroforézissel szétvalasztottuk poliakrilamid
gélen. A fehérjéket membranra blottolasukat kovetden elsddleges antitestekkel (4.
tablazat) kezeltiik. A nem kot6dott antitestek kimosasa utan torma peroxidazhoz (HRP)
kotott masodlagos antitestekkel kezeltilkk a membranokat. Végil a HRP oxidalo
képességén alapuld kemolumineszcencia detektalasa Kodak Image Station 4000 MM

késziilék segitségével tortént.

4. tablazat. Western-blothoz hasznalt els6dleges antitestek.

Alkalmazott

Ellenanyag neve higitds Eredet Gyarto Kataldgus szam
anti B-katenin 1:3000 Nyl Atlas HPA029159
anti foszfo-B- ) , -

Katenin 1:500 Nyl Cell Signaling 9561S
anti GSK3p 1:2000 Nyl Cell Signaling 9325S
anti foszfo- . , . .

GSK3a/B 1:500 Nyl Cell Signaling 9331

anti foszfo-c-myc 1:500 Nyl Thermo Scientific PA1-14268
anti-p-tubulin 1:2000 Egér Sigma T8328
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o. Eredmények

5.1. A Leuzea carthamoidegrmésének osszetétele

A Leuzeacarthamoidesgész termésébol késziilt kivonatban hat 6sszetevd volt
elkiilonithet6 HPLC-UV modszerrel (8.A abra).

A ‘P‘,A(Q.Q) a Ij/4(9.6) @

i ‘ |

: 2 |l \ .

1 (603 3 6

. | 5 6 I ‘ (4%5) o Y Gl
629 ] - 038 ‘\ \ (381)
\‘ | \w | y‘ B ‘771,¥ ' g | _Ju { B

7 T T T T T T T T T T T T T T . S T T

4B E H
s 6
(%}

. 6
LE ) ®5) (©6)
sd 1 [ 5 [‘ 5 I
23 (60) 62) (6.5) ‘\

3 f \ I
< 7 | 6 i |

| I (0:23) 0.25) l 3 I \
71 17 4!7 . T \—7!\ = T T I T
4 C ‘ F [‘ |
_4(17.9) | 4(17.0)
3. 34|
i }‘ ‘

k= [ [

2 || | 6

31 | 6 ( 5 6 5

10.71) (1.00) | (1.20) 027 x A (2.03) (1.67) (2.15) (1.78)

\ 0 . R I R A (R i B LA P NI\

E Se— T T T
4 5 6 7 8 9 10 11 4 5 6 7 8 9 10 11 4 5 6 7 8 9 10 1
Retencios id6 (perc)

8. abra. Hidrolizalatlan termésmintak (A: egész termés, B: embrio, C: termésfal), ezek
enzimmel (D, E, F), vagy savval (G, H, I) hidrolizalt megfelel6inek HPLC-UV (A=280
nm) kromatogramjai. Osszetevok: 1, trahelozid; 2, kartamozid; 3 és 4 feruloil-
szerotonin izomerek; 5, trahelogenin; 6, kartamogenin; X, ismeretlen szennyez6. A
zarojelben 1évo adatok az egyes Osszetevok mennyiségeit (all6 adatok), és a feruloil-
szerotonin izomerek 6sszes mennyiségét jelentik (d R 1 t )amthal/1 00gKrtékben
kifejezve. Az adatok harom parhuzamos mérés atlagabol lettek kiszamitva. A
parhuzamos mérések relativ standard deviacio értékei (RSD) 2,0 RSD% (trahelozid a B
mintaban) és 3,8 RSD% (kartamozid a C mintaban) kozott valtoztak.

Azonositdsuk HPLC-MS/MS ¢és GC-MS modszerrel tortént. A HPLC-MS
spektrumokon az Osszetevok ammoénium kationokkal képzett molekulaionjait
azonositottuk (9. 4bra). Ezek iitkdzés-indukalt disszociaci6 (CID) folyamatai
bizonyitjak a molekuldk szerkezetét (9. és 10. abra). A folyamatok érdekessége, hogy a
trahelozid és trahelogenin kétféle modon lezajlo vizvesztéssel is stabilizalodhat (10.

abra): a trahelozid 1- és 3-modon, a trahelogenin pedig 2- és 4-médon. A trahelozid 1-
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lezajlo
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kartamogeninre jellemz6 ionok (m/z219 és 247) megjelenését is eredményezi.
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9. abra. A trahelozid (1A — 1D), kartamozid (2A — 2D), trahelogenin (5A — 5D) és
kartamogenin (6A — 6D) LC-ESI-MS/MS spektrumai. Az 1A — 6A spektrumok (elsé
oszlopban) az ESI-MS spektrumok, mig az 1B — 6D spektrumok (masodik, harmadik és
negyedik oszlopokban) az ESI-MS/MS spektrumoknak felelnek meg, melyek harom
kiilonb6zo energiaval [10, 15 és 20 elektron volt (eV)] kivaltott iitkozés-indukalt
disszociacio (CID) eredményei. Az Fr a — Fr ¢ jelti fragmentum ionok szerkezete a 10.

abran lathato.
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10. abra. A dibenzilbutirolakton lignanok ¢€s a feruloil-szerotonin fragmentacios
folyamatai. A fragmentum ionok (Fr a — Fr g) megfelelé tomegspektrumai az 9. abran

talalhatok.

A trahelozid/trahelogenin UV spektrumait (Amax=281/282 nm hullamhosszokon)

Osszehasonlitva a kartamozid/kartamogenin spektrumaival megallapithatd, hogy a

kartamozid/kartamogenin batokrém eltolodastt (Amax=325 nm ¢és 332 nm), ami a

kiterjedtebb konjugélt elektronrendszerével magyarazhaté (11. abra).
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11. abra. UV spektrumok (A-D), melyek a dibenzilbutirolakton lignan glikozidokhoz
[trahelozid (A), kartamozid (B)] és azok aglikonjaihoz [trahelogenin (C), kartamogenin
(D)] tartoznak.

A termés Osszetevoinek azonositasa trimetilszilil (TMS)-szarmazékaik
formajaban GC-MS segitségével is megtortént tovabb bizonyitva a HPLC-UV-MS
modszerrel azonositott DBBL Li-ok szerkezetét. Emellett a TMS-szarmazékok
vizsgalata az eddig csak a novény gyOkerében azonositott cukrok, klorogénsav

izomerek €s szteran vazas vegyiiletek termésekbeni jelenlétét bizonyitottak (12. abra).
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12. abra. A hidrolizalatlan (A) és az enzimmel hidrolizalt (B) teljes termés kivonatainak
GC-MS kromatogramjai kiegészitve a jellemz6 dsszetevok MS spektrumaival (C) és
azok fragmentacios folyamataival (D). Osszetevok: 1a, 1b, fruktdz; 2a, 2b, gliikkdz; 3,
inozit; 4, linolsav; 5, sztearin sav; 6, szaharoz; 7, 9, 10 és 12 klorogénsav izomerek; 8,
szteran vazas vegyiiletek; 11, trahelogenin; 13, kartamogenin; 14, 16, triszaharidok; 15,
trahelozid; 17, kartamozid.
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A savval és enzimmel végzett hidrolizis hatasa a termés dsszetételére

Mindkét modszer a DBBL Li glikozidok teljes mennyiségének elbomlésat, ¢s a
nekik megfeleld aglikonok képzodését eredményezte. A glikozidok aglikonna
alakuldsanak idéigénye azonban kiilonboz6 volt a két modszer esetén: savkezeléssel 30
perc alatt teljes volt az atalakulas, mig ehhez enzimmel 120 percre volt sziikség.
Jelentds kiilonbség mutatkozik a két modszer szelektivitisaban: a savkezeléssel a
feruloil-szerotonin izomerek ismeretlen bomlastermékekké alakultak, mig az enzimes

folyamat csak a DBBL Li glikozidok atalakulasat eredményezte (13. abra).
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13. abra. A dibenzilbutirolakton lignanok ¢és feruloil-szerotonin mennyisége a
hidrolizalatlan (Intakt) és a 30, 60 vagy 120 percig enzimmel (Enz-30, Enz-60, Enz-
120) vagy savval 100°C homérsékleten (Sav-30, Sav-60, Sav-120) hidrolizalt
termésben. Az adatok harom parhuzamos mérés atlagabol lettek kiszamitva. A
parhuzamos mérések relativ standard deviacio (RSD) értékei 2,1 RSD% (trahelogenin a
Sav-60 mintaban) ¢és 5,3 RSD% (kartamozid az Enz-30 mintaban) k6zott valtoztak.
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A termés elkiilonitett fal és embrio részének osszetétele

Osszehasonlitva a DBBL Li-ok és az alkaloid feruloil-szerotonin izomerek
mennyiségét a termés elkiilonitett embrid és fal részében (8.A, 8.B és 8.C abrak)
megallapithatd, hogy a glikozid trahelozid és kartamozid felhalmozddasi helye a termés
embrid része, mig az alkaloidok kizardlag a termésfalban taldlhatok meg. A kiilonbdzo
tipusu Osszetevok ilyen elkiiloniilése megkonnyiti izolalasukat: az alkaloidokat (8.C
abra, 3. és 4. csucs) a termésfalbdl, az Li glikozidokat pedig (8.B abra, 1. és 2. csucs) az
embriobdl izoldlva nem szennyezik egymast.

Az enzimmel vagy savval hidrolizalt embrié mintak pedig egyarant alkalmasak a
trahelogenin és kartamogenin kinyerésére, az enzimes folyamat egyszeri
kivitelezhetésége miatt azonban jobb valasztas. gy a két aglikon izolalasahoz az
optimalis nyersanyag az enzimhidrolizalt embrio.

Az enzimmel hidrolizalt embri6 nagy kartamogenin ¢és trahelogenin tartalma
lehetové tette a két Li aglikon nagyobb mennyiségben (5-10 mg kozott) torténd

izolalasat a daganatgatlo hatasaik vizsgalata céljabol (5.6.1. fejezet).
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5.2. A Cirsium brachycephaluni kisfészkii aszat és a Serratula tinctoria— fest6
zsoltina termések vizsgalata

A két faj termésOsszetételének meghatdrozadsdhoz hidrolizalatlan, tovabba
enzimmel és savval hidrolizalt mintdikat tanulmanyoztuk. A haromfajta kivonatot
Osszehasonlitva hasonlo atalakulas figyelheté meg a két faj esetén. Az intakt
hidrolizalatlan kivonatokban 1évé Osszetevok (14.A abra, 1 komponens; 15.A abra, 3
komponens) enzim- és savkezelés hatasara egyarant atalakultak: az 1 mennyiségének
megfeleld 2 és a 3 mennyiségének megfeleld 4 mérheté a C. brachycephalumes S.
tinctoria enzimmel (14.B ¢és 15.B abra), valamint a C. brachycephalumsavval
hidrolizalt (14.C abra) kivonataiban (a S. tinctoriasavval hidrolizalt mintaja nem keriil
bemutatasra). Az atalakulasok mennyiségi viszonyainak kovetéséhez az Gsszetevok
mennyiségét pmol/g mértékegységben is kifejeztiik (15. és 16. abra, zardjelben 1évo allo

adatok).
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1 (24.4 mg/)
(44.4 umol/g)

1: trahelozid

o

o

HO

_—
Ralle
2 (0.595 mg/g)

MeO OMe v (1.53 pmol/g)

w
Abszorbancia (AU)
L

2 (17.2 mg/g)
(44.3 umol/g)

N

2 (19.0 mg/g)
(49.0 umol/g)

Retencios id6 (perc)

14. abra. A Cirsium brachycephalurhidrolizalatlan intakt (A), enzimhidrolizalt (B) és
savval hidrolizalt (C) terméskivonatainak HPLC-UV kromatogramjai az §sszetevok
mennyiségének [zardjelben 1év6 adatok mg/g (d © n Xé8 uimdl/g (allo)
mértékegységekben megadva] feltiintetésével. Osszetevék: 1 trahelozid, 2 trahelogenin.
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3 (75.4 mg/9)
(141.2 umol/g)
3: arctiin
o OMe
(0]
OMe
(0]
MeO
O-Gle 4 (6.6 mg/g)
A(17.7 umol/g)
—
4: arctigenin 4 (56.0 mg/g)

ﬂ (150.5 pmol/g)

\

IIIIIIllllllllllllllllllllIIIIIIIIIIIIIII|1IIIIIIIIII

3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13
Retenciés idd (perc)

15. abra. A Serratula tinctoriahidrolizalatlan intakt (A) és enzimhidrolizalt (B)
terméskivonatainak HPLC-UV kromatogramjai az 9sszetevok mennyiségének
[zardjelben 1év6 adatok mg/g (d © n X éS uimdl/g (alld) mértékegységekben megadval]

feltiintetésével. Osszetevok: 3 arctiin, 4 arctigenin.

Ezek a specifikus atalakulasi folyamatok, tovabba a komponensek HPLC-TOF

MS (5. tablazat) adatai a trahelozid-trahelogenin és arctiin-arctigenin glikozid-aglikon

parok jelenlétét bizonyitjak a C. brachycephalunas S. tinctoriaterméseiben.
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5. tablazat. A Cirsium brachycephalurés a Serratula tinctoriatermésdsszetevdinek
HPLC-TOF MS (ESI, pozitiv és negativ ion mddban) adatai.

Tonizacio | Detektalt Mért diff

Osszetevo Szamolt m/z

Osszegéplet

modja ion m/z (ppm)
pozitiv | [M+Na]' | 573.1942 | 5731951 | -155
negativ | [M-H] | 540.1978 | 549.1085 | -1.23
) pozitiv | [M+Na]' | 411.1414 | 411.1423 | -2.25
2 | Trahelogenin | CoHouOr 1= 0 v T [M-H] | 387.1449 | 387.1457 | -1.98

Név
1 Trahelozid C,7H3404,

, pozitiv | [M+Na]' [557.1993  |557.2000 114

8|  Arctiin CoHaOn = oativ | [M-H] [533.2028  [533.2023 1.00
. pozitiv | [M+Na]' [395.1465  [395.1456 2.02

4 | Arctigenin CabOs 1 coativ | [M-H] 3711500 [371.1501 -0.32

Az izolalt trahelogenin és arctigenin NMR adatai (6. tablazat) és az irodalmi
adatokkal [73,77] egyezd negativ optikai forgatoképesség értékeik (trahelogenin: [a]p?
-31,2; arctigenin: [a]p?*-28,5) bizonyitjak a 14. és 15. abrakon lathaté szerkezeteiket.
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6. tablazat. A Cirsium brachycephalurés Serratula tinctoriatermésébél izolalt
arctigenin és trahelogenin *H és **C NMR adatai DMSO-ds oldoszerben mérve.
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Atom* 8 'H (G Hz) | 3 °C 8 'H (Jr, Hz) | 8 °C
tom —— _
arctigenin trahelogenin
1 - 129.3 - 131.7
2 6.63d (1.9) 1135 6.68d (1.7) 112.4
3 - 147.7 - 148.7
4 - 147.8 - 147.2
5 6.67 d (8.0) 116.2 6.83d (8.2) 111.8
6 6.57 dd (8.0, 1.9) 122.5 6.64 dd (8.2, 1.7) 120.4
2.62dd (13.5, 4.1)
7 . gg 37.9 2.42 dd (135, 30.8
' 10.1)
8 2.45m 41.2 2.35m 42.8
3.87.dd (8.8, 7.3)
9 4,06 dd (8.8, 8.6) 71.3 3.94d(8.3) 70.0
1’ - 131.6 - 126.4
2’ 6.73d (1.8) 114.5 6.74 d (1.8) 114.4
3 - 149.1 - 147.2
4 - 145.5 - 145.4
5’ 6.82d (8.1) 112.9 6.67 d (8.0) 115.2
6’ 6.58 dd (8.1, 1.8) 122.6 6.58 dd (8.0, 1.8) 122.6
, 2.72 dd 2.98 d (13.6)
7 2.81 dd 34.3 2.83 d (13.6) 402
8’ 2.69 46.0 - 75.4
9 - 178.4 - 178.0
3-OMe 3.71s 55.7 3.71s 55.3
4-OMe 3.71s 55.9 3.70s 55.5
3’-OMe 3.69s 55.9 3.69s 55.5
4’-OH 8.80s - 8.85brs -
8’-OH - - 6.22br s -

*A C atomok szamozasa azonos a 14. és 15. abrakon 1évo6 trahelogenin és arctigenin

szerkezeti képletén 1évé szamozassal.
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5.3. A Cirsium vulgare— kozonséges aszat termésének osszetétele

A C. vulgare termésosszetételének vizsgalatakor eldszor a kezeletlen egész
termésekbdl és azok enzimhidrolizalt mintaibol készitettlink kivonatokat. A két kivonat
(hidrolizalatlan intakt ¢és enzimmel hidrolizalt) HPLC-UV  kromatogramjait
Osszehasonlitva megallapithatjuk, hogy
1.) az 1 6sszetevo elbomlasaval parhuzamosan a 3 jelent meg, mig

2.) a 2 6sszetevore nincs hatassal az enzimes kezelés (16. abra).

A

A280

0.1

Azso
vy

0.1

2 ' 4 ' 6 ' 8 t. (perc)

16. abra. A Cirsium vulgarehidrolizalatlan intakt (A) és enzimhidrolizalt (B)
terméskivonatainak HPLC-UV kromatogramjai. Osszetevok: 1 trahelozid, 2
balanofonin, 3 trahelogenin, X1, X, és xs. ismeretlen szennyezok.

Ebb6l kiindulva feltételezhetd, hogy az 1/3 Osszetevok glikozid/aglikon
viszonyban lehetnek, mig a 2 valdsziniileg aglikon tipusu vegyiilet, amit a glikozidhoz
viszonyitott késdbbi retencids ideje is alatamaszt: a glikozidok cukorrésziik miatt
polarisabbak, mint a nekik megfeleld aglikonok. Emellett a 2 UV spektrumanak
abszorpciés maximuma (Amax=347 nm) a korabban azonositott DBBL Li tipust

vegyiiletekhez képest (trahelozid/trahelogenin: 281/282 nm; kartamozid/kartamogenin:
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325/332 nm, 11. abra) batokrom eltolodast mutat, ami a DBBL Li tipust vegyiileteknél
kiterjedtebb konjugalt elektronrendszer jelenlétét feltételezi.

Az 1/3 6sszetevok HPLC-TOF MS adatai tovabba TMS szarmazékaik GC-MS
eredményei (17. abra) alapjan a glikozid trahelozid (1) és az aglikon trahelogenin (3)
voltak [a HPLC-TOF MS eredmények megegyeznek a C. brachycephalurban

azonositott trahelozid és trahelogenin adataival (6. tablazat)], igy ezek itt nem keriilnek

bemutatasra].
2004 1
21504
[ =:
=
3
= 1004
504 J
' 235
spektrum 2a 40f3.1 49 .2\ spektrum 2b 497.2
+ - ) +
[M-SiMe,OH-SiMe,0]  [M-SiMe,OH] + [M-SiMe,OH]
+| [M-SiMe,OH-SiMe,0]
209.1 [%/%11 587.0 [M]-!-
' 587.0
| | L.ULL o . |
200 300 400 500 m/z|200 300 400 500 m/z

17. abra. A C. vulgaretermésosszetevok [trahelogenin (1), balanofonin (2a, 2b) és
trahelozid (3)] trimetilszilil (oxim) éter szarmazékainak GC-MS kromatogramja és a
balanofonin szarmazékok MS spektrumai a fragmentacios folyamatok feltiintetésével. A
balanofonin E és Z oxim izomer szarmazékokat képez: 2a (E oxim) és 2b (Z oxim).

A 2 Osszetevd szamitott molekulatomege (egy protonnal képzett molekulaion
m/z 357 LC-MS eredményébdl) My 356. Ugyanakkor TMS szarmazékai m/z 587
molekulaionnal jellemezheték. A TMS szarmazék tomege (m/z 587) és a
molekulatomeg (My 356) kozotti kiilonbség 231. Az Altalunk alkalmazott
szarmazékkészitési folyamat soran két hidroxil csoport trimetilszililez6dése és egy keto

csoport oximalodasa ¢és trimetilszililez6dése eredményezhet 231 egységnyi
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tomegnovekedést (egy —OH és egy =O ilyen szarmazékai 72 és 87 tomegndvekedéssel
jarnak, azaz 2 x 72 + 87 = 231).

A 2 0Osszetevd Osszegképlete a HPLC-TOF MS adatai (pozitiv és negativ
ionizacios modban: m/z [M+H]" = 357.1334 és m/z [M-H] = 355.1187) alapjan:
C20H200e.

A ChemSpider adatbazis tanulmanyozdsa soran megallapitottuk, hogy a
balanofonin rendelkezik két —OH ¢€s egy =O csoporttal azok kozott a molekuldk kozott,
melyek CaoH2006 Gsszegképlettel jellemezhetdk.

A 2 6sszetevo (balanofonin):

1.) protonnal képzett molekulaionjanak kiilonb6zé iitkozési energian (10 eV és 30 eV)
lezajlo specifikus fragmentacios folyamatai HPLC-MS/MS moédszerrel vizsgalva (18.
abra), tovabba

2.) TMS oxim éter szarmazékanak GC-MS modszerrel azonositott fragmentum ionjai

egyarant a balanofonin szerkezetét tamasztottak ala (17. abra).
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18. abra. A balanofonin HPLC-MS spektruma (a) és protonnal képzett
molekulaionjanak HPLC-MS/MS spektrumai 10 eV ¢és 30 eV energidkkal kivaltott
itk6zés-indukalt disszociacio (CID) eredményeképpen (b és c).

A balanofonin szerkezetét NMR vizsgélataink egyértelmiien bizonyitottak (7.
tablazat).
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7. tablazat. A Cirsium vulgaretermésbél izolalt balanofonin *H és **C NMR valamint
HMBC adatai, DMSO-ds oldatban felvéve.

Atom* d'H (Jum, H2) d®c HMBC
1 - 131.67
2 6.92s 110.44 146.62; 118.69; 88.13
3 - 147.59
2 - 146.62
5 6778t f dR 115.36
stfedk 131.67; 88.13
6 6778t f edR 118.69
7 5.56 d (6.7) 88.13 150.70; 131.67; %:,128;1%9; 110.44; 62.64;
8 352m 52 40 150.70; 131.67; 130.15; 118.95; 88.13;
62.64
9 3.68¢és53.72m 62.64 88.13
1’ - 127.68
2’ 7.31ls 112.54 154.01; 150.70; 118.95; 144.09
3 - 144.09
4’ - 150.70
5’ - 130.15
6’ 7.31ls 118.95 154.01; 150.70; 112,54; 52.40
7 7,65d(15.7) 154.01 194.02; 118.95; 112.54
, 6.77 dd (15.7; 7.8) részben
8 §tfedR 126.10 127.68
9 9.60d(7.8) 194.02 126.10
3-OMe 3.74 55.63 147.59
3’-OMe 3.84 55.84 144.09
4-OH 9.11brs -
9-OH 5.08 br s -
*A C atomok szamozésa azonos a 18. abran 1évo balanofonin szerkezeti képletének

szamozasaval.

A termésfal és embrio osszetétele

A csirdzas soran szétvalt termésfal és embrid (19. 4dbra) dsszetételét vizsgaltuk

hidrolizalatlan intakt allapotukban és enzimatikus hidrolizist kovetéen (8. tablazat).
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19. abra. A Cirsium vulgareegész termése, (A) amely csirazott allapotban (B)
termésfal (C) €s embrio (D) részekre kiilontil.

8. tablazat. A Cirsium vulgareegész termésének és a termés csirazas soran elkiiloniilt
embrio és termésfal részeinek Osszetétele hidrolizalatlanul (Intakt) és enzim-
hidrolizistiket (EnzHidr) kovetden.

Osszetevok mennyisége*
Osszetevok teljes termés termésfal embrio
Intakt EnzHidr Intakt EnzHidr Intakt EnzHidr
balanofonin 13.0 141 23.2 24.9 ) i
(4.4) (4.9) (3.9) (3.2)
8.7 20.3
trahelozid 1.52 - - - 3.40 -
(3.9) (4.5)
5.7 12.6
trahelogenin - 1.47 - - - 3.25
(3.0) (5.2)

*a glikozid/aglikon trahelozid/trahelogenin atalakulas kovetése érdekében
mennyiségiiket mmol/100g-ban is megadtuk (dontve irt adatok) a mg/g értékek mellett
(allé adatok). Az eredmények harom mérés atlagat jelentik (zarojelben: a harom mérés

eltérésére szamitott RSD% értekek).

A kiilonboz6 tipusu OsszetevOk elkiiloniilten fordulnak elé: a balanofonin a
termésfal 6sszetevdje, mig a DBBL Li trahelozid glikozid az embriéban halmozodik fel,
ahol enzimatikus kezelést kdvetden teljes egészében hidrolizal trahelogenin képzddése
mellett. Az eredmények birtokaban azt a kdvetkeztetést vonhatjuk le, hogy
1.) balanofonin nagyobb mennyiségben (trahelozid/trahelogenin szennyezés nélkiil) a
termésfalbol,

2.) trahelozid az intakt embriobdl (balanofonin szennyezés nélkiil), és

3.) trahelogenin pedig az ezimhidrolizalt embriobol nyerhet6 ki.
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5.4. A Cirsium eriophorum- gyapjas aszat termésének osszetétele

A C. eriophorum — gyapjas aszat termései a csirazas soran (hasonléan mint azt a

C. vulgareterméseinél is megfigyeltilk) embrid és termésfal részre kiilonithetok (20.
abra).

20. abra. A Cirsium eriophorunegész termése, (A) amely csirazott allapotban (B)
termésfal (C) és embrio (D) részekre kiiloniil.

Az elkiilonitett termésfal és mag kivonatat HPLC-UV modszerrel vizsgalva a
magalloményban nem talaltunk (250 nm és 500 nm hullamhossz k6zotti tartomanyban
detektalva) OsszetevOket. Ugyanakkor az elkiilonitett termésfalban 347 nm
hullamhosszon abszorpcidés maximummal rendelkezé komponensek mutathatok ki (21.
abra).

A 3-as osszetevé HPLC-TOF MS (negativ ionizacios modban) vizsgélatanak
eredményeként (9. tablazat) a CyoH200¢ Osszegképlet volt szamithatd, ami a C. vulgare
termésben azonositott balanofonin dsszegképletének felel meg.

Emellett a 3 04sszetevé UV (21. abra), NMR (10. tablazat) és TMS-
szarmazékként mért GC-MS spektruma (22. abra) szintén megegyezik a balanofonin
spektroszkopias eredményeivel, bizonyitva hogy a C. eriophorumtermésében 1évo 3
ugyancsak a balanofonin. A 4 6sszetevo spektroszkopias (HPLC-TOF MS és NMR, 9.
¢s 10. tablazatok) adatai a pikrazmaligndn szerkezetét bizonyitottak irodalmi

eredmények alapjan [69,78].
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1: (7S,8S)-prebalanofonin
H

2: (7S8,85,7'R,8'S)-prepikrazmalignan
OH

MeO g,/o
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termésfal kivonatanak kromatogramjai (347 nm hullamhosszon detektalva) az

w
N

[, =

Retencios id6 (perc)
21. abra. A C. eriophorumintakt (A) és a savval kezelt (50°C homérsékleten) (B)

azonositott sszetevok megnevezésével, szerkezetével és UV spektrumaval kiegészitve.

9. tablazat. A C. eriophorunmtermésfalbol izolalt 6sszetevok HPLC-TOF MS (ESI,
negativ ion mod) adatai.

Osszetevé Osszeg- 3 s Szamolt Mért diff |Abundance
Neév képle% Detektalt |Detektalt ion m/z m/z (opm) | Match
1 Prebalanofonin CyoH,,04 CyoH104 [M-H] 373.1293 373.1286 1.81 91.24
2 Preplkrazmahgnén C30H32010 C30H31010 [M-H] 551.1923 551.1911 2.12 92.35
3 Balanofonin C,oH»006 C,oH1006 [M-H] 355.1187 355.1174 3.69 90.12
4 Plkrazmahgnén C30H3009 C30H2909 [M-H] 533.1807 533.1817 1.89 93.11
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10. tablazat. A Cirsium eriophorumermésbdl izolalt neolignanok és
szeszkvineolignanok 'H és *C NMR adatai, metilalkohol-d, oldészerben mérve.

. | balanofonin (3) prebalanofonin (1) pikrazmalignan (4) | prepikrazmalignan (2)
Atom
o 5 o 5 o 5 o dc
1 - 131.9 - 136.1 - 1345 - 136.7
2 | 69s | 1091 6.765 1113 | 692s | 1109 6.90s 109.0
3 - 147.7 - 1485 - 1491 - 1475
2 - 146.9 - 146.6 - 149.6 - 148.9
5 6(5 i)d 1145 | 6.68d(82) | 1156 | 6.76d(7.9) | 1159 | 6.78d(8.1) | 118.0
6 6(88‘1)0' 1185 | 672d(82) | 1204 | 6.82d(7.9) | 1200 | 6.76d(8.1) | 119.6
7 S(e?i)d 882 | 511d(G1) | 745 |553d(6.1) | 894 | 517d(52) | 731
8§ | 356m | 531 3.55m 298 | 350m 55.2 3.40m 53.9
9 zgé‘:; 638 |3736s385m| 631 B.776s379n 648 | 3.68¢5375m| 635
g - 127.9 - 126.3 - 136.0 - 1333
> | 724s | 1201 714s 1272 | 694s | 1162 6.695 114.8
3 - 1305 - 1278 - 1305 - 126.2
L - 1515 - 150.2 - 1476 - 146.9
5 - 1445 - 149.4 - 1456 - 1435
6 | 730s | 1123 716s 1090 | 693s | 1106 6.76 5 110.8
7 zi??‘;' 1547 | 7.56d(15.7) | 157.0 | 5.65d(6.4) | 903 | 552d(6.1) | 87.6
[ 6.69dd 6.62dd (157,
8 oy ve 1256 78 1264 | 361m 54.7 3.72m 55.0
o 9('?%)0' 1947 | 954d(7.8) | 1962 B.84¢s3.87n 648 |3.77¢s3.93m| 614
3:0Me | 3.82s | 556 371s 56.2 381s 55.2 374 55.0
5-OMe | 3.92s | 558 3.90's 56.6 386 56.8 3.77s 54.9
57-OMe 301s 56.9 388 s 55.1
B - 129.7 - 1252
2 730s | 1197 7185 1255
3 - 131.2 - 1277
4 - 152.9 - 148.7
5 - 146.1 - 1435
6" 724s | 1143 7195 109.0
7 763d(158)| 1561 | 757d(157) | 1555
5 6.68 dd (15.8, 6.64 dd (15.7,
8 o8 1271 e 124.9
o 958d(7.8) | 1962 | 955d(7.7) | 1948

*A C atomok szdmozéasa azonos a 21. abran 1€vé molekuldk szerkezeti képletén 1€vo
szamozassal.
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Gceounts 55| -
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21 22 24 tr (min)
spektrum 1a, prebalanofonin trimetilszilil (oxim) éter
A MeO A B OSIMe
[297.4]" S, P e
Me, S0 Q N-OSiMe,
OSiMe,
[B- HOSlMe3]+ bie Bl
362.2 [M- osu\/le3 Vidsive LI*
[M-OSiMe,-2HOSiMe,]* 5794 [M-Me-HOSiMe,] fIV-Mel”
+48Q.2 377344
[B] <3 644.2
452.2» [M-OsiMe.]| vt
660.2 °
680.2 7 17492
300 400 500 600 700 m/z
spektrum 3a, balanofonin trimetilszilil (oxim) éter
OSiMe,

[M-HOSIMe,]*
N/SN-osiMe, 4274

[M-HOSiMe,-OSiMe, ]

408.4 M1t
c OMe k- 5[87?2

200 300 400 500 m/z

22. abra. A prebalanofonin (1a és 1b; tr 21.58 perc és tg 21.77 perc) és a balanofonin
(3a és 3b; tr 23.90 perc és tg 24.22 perc) trimetilszilil oxim éter szarmazékainak GC-
MS kromatogramja fragmentacios folyamataikkal egyben. Mindkét 6sszetevd két csucs
(a és b) formajaban detektalhato, melyek a trimetilszilil oxim E és Z izomerjei. EQy
Osszetevd két izomerje azonos MS spektrumokkal rendelkezik, ezért csak az egyik kertil

mindkét vegyiiletnél (1a és 3a) bemutatasra.

Valészintisitettiik, hogy a C. vulgaretermésfalban 1évé masik két sszetevo (1 és

2) a balanofonin (3) és a pikrazmaligan (4) rokon szerkezetii vegyiiletei, mivel UV
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spektrumuk azokkal azonos (21. abra, csak az 1 és 2 UV spektrumanak feltiintetésével).
Az OsszetevOk azonositdsdban savas kdzegben torténd karakterisztikus atalakuldsaik

nagy jelentdséggel rendelkeznek (21. és 23. abra).

209 6 20.6 20.7 204

M pikrazmalignan

—
T

B balanofonin
prepikrazmalignan
prebalanofonin

—_—
@

Koncentracio (mmol/100g)

o
()]

o
o
—
>
©

To Ty
|
o o
S o
~ b
> >
T ©
7)) (7p]

S

23. abra. A C. eriophorumkezeletlen termésfal (Intakt) és a savval 50°C hémérsékleten
15 percig (Sav50-15), 45 percig (Sav50-45), vagy 90 percig (Sav50-90) melegitett,
tovabba savval 100°C hémérsékleten 15 percig (Sav100-15), 45 percig (Sav100-45),
vagy 90 percig (Sav100-90) melegitett mintak Gsszetétele. A dontve irt szamok az
OsszetevOk 0sszes mennyiségét jelentik a mintdkban, a zardjelben 1évok pedig a savval
50°C hémérsékleten eltérd ideig melegitett mintdkban mért mennyiségek atlagai. Az
atalakulasok kovethetdsége érdekében az dsszetevOk mennyiségét a mintakban
mmol/100g mennyiségben adtuk meg.

Osszehasonlitva a kezeletlen (Intakt) és 50°C hdémérsékleten kiilonbdzo
id6tartamokig savval kezelt (Sav50-15, Sav50-45 ¢és Sav50-90) mintakban mért
mennyiségeket megallapithatjuk, hogy az 1 teljes mennyisége balanofonin, mig a 2
teljes mennyisége pikrazmaligndn Osszetevové alakult at. A savkezelt (50°C
homérsékleten) mintakban varhato, szamitott balanofonin mennyisége (ami megfelel az
1 és 3 Osszes mennyiségének az intakt mintaban: 12,2 + 3,23 = 15,4 mmol/100g)
megegyezik (mérési hibahatdron beliil) az 50°C hémérsékleten eltérd idétartamokig
savval kezelt mintakban mért balanofonin mennyiség atlagaval (14,8 mmol/100g) (23.
abra). Hasonloan teljes mértékli volt a 2 4talakuldsa pikrazmaligndnna 50°C

héomérsékleten. Az 1 és 2 atalakulasa balanofonin €s pikrazmalignan képzddése mellett
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100°C-on torténd savkezelés hatdsara Szintén végbemegy, de ezen a homérsékleten a
keletkezett balanofonin és pikrazmalignan bomlasa is megfigyelhet6. Az 1 és a
balanofonin valamint a 2 és a pikrazmalignan molekulatomege kozotti eltérésbol (9.
tablazat, m/z18) arra kdvetkeztethetiink, hogy a savkezelés soran az 1-es és a 2-es H,O
kilépés soran alakul balanofonin és pikrazmalignan dsszetevokké. A balanofonin €s a
pikrazmalignan dihidrobenzofuran gytriirendszere savkatalizalt gyurtizarodassal H,O
vesztés soran a 21. dbran feltiintetett, altalunk prebalanofonin (1) és prepikrazmalignan
(2) néven elnevezett Osszetevokbol alakulhat ki. Ezek szerkezetét NMR (és a
prebalanofonin esetén GC-MS, 22. abra) adataik egyértelmiien bizonyitottak (10.
tablazat).

A kiralis C atomok konfiguracidja

A C. eriophorumtermésfalaban azonositott Osszetevok kiralis molekulak: a
balanofonin ¢és prebalanofonin két kiralitds centrumot (C7 ¢és C8 atomok), a
pikrazmalignan és a prepikrazmalignan pedig négy kiralitascentrumot tartalmaz (C7,
C8, C7° ¢és C8 atomok). A kiralitdscentrumok konfiguraciojst NMR ¢és CD
spektroszkopias modszerekkel hataroztuk meg (utobbinal a mért ¢és elméleti
szamitasokkal szimulalt spektrumok Osszehasonlitasa alapjan).

A prebalanofonin C7 és C8 atomjaihoz kapcsolodd hidrogének alacsonyabb
csatolasi allandoval (J = 5.1 Hz) rendelkeznek mint a balanofonin (J= 6.4 Hz) esetében
(10. tablazat), ami a prebalanofonin C7 és C8 atomjainak cisz konfiguraciojat
bizonyitja. A prebalanofonin lehetséges kiilonboz6 izomerjeinek szamitassal elallitott
CD spektrumainak 6sszehasonlitdsa a ténylegesen mért CD spektrumaval a 7S,8S
abszolit konfiguraciét bizonyitjak (24. abra). Ezek alapjan az 1 Gsszetevot mint
(7S,8S)-prebalanofonin [(7S,8S)-4,4',7,9-tetrahidroxi-3,5'-dimetox-8,3'-neolign-7'-en-9'-
al] azonositottuk.

A prepikrazmaligndn és pikrazmaligndn esetében a kozottiik 1évo kiilonbség a
C7 és C8 atomokhoz kapcsolodd hidrogénjeik csatolasi allandojaban (10. tablazat) és a
CD spektrumaikban a fentebb leirtakkal azonos moédon magyardzza a 2 Osszetevd
szerkezetét, mint (7S,8S)-prepikrazmalignan [(7S,8S,7°R,8’S)-4,4',7,9,9'-pentahidroxi-

3,5',5"-trimetoxi-4",7'-epoxi-8,3":3"8'-szeszkvineolign-7"-en-9"-al].
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A gylirtizarodasi reakcio tehat egyiitt jar a C7 szénatom konfiguracidjanak

megvaltozasaval (inverzidjaval). A folyamat nukleofil szubsztiticids reakcio (25. abra),

o

amely altalaban jellemz6 a diol tipusu vegyliletek gytirtizarodasara [78].

——balanofonin

—— prebalanofonin
—— prepikrazmalignan
54 —— pikrazmalignan

CD [mdeg]

5 . . .
250 300 350 400 450
hullémhessz (nm)

16 8
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3 g 4
s w
3 S 2
* x
(] oy U..
5 5
= -
E’l o
k) S -4
=) o
Q (U
-8 - - -8 - -
220 270 320 370 220 270 320 370
hullamhossz (nm) hullamhossz (nm)

24. abra. A Cirsium eriophoruntermésfal-6sszetevok mért CD spektrumai (A), a
balanofonin mért (fekete folytonos) és szamitott (kék szaggatott) CD spektruma (B),
valamint a prebalanofonin mért (fekete folytonos) és szamitott (kék szaggatott)
spektruma (C).

OMe

25. abra. A (7S,8S)-prebalanofonin savkatalizalt gyiiriizardédasanak mechanizmusa
(7R,8S)-balanofonin képzédésével.
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5.5. A Cnicus benedictus- benedekfii termésének dsszetétele

A Chnicus benedictugeljes termés hidrolizalatlan intakt kivonatanak HPLC-UV
kromatogramjan (26.C abra) 1évo 1+2 és a 7 dsszetevok a DBBL Li csoportba tartozo
glikozid arctiin (1+2) és aglikon parja, az arctigenin (7) retencios idejénél jelentkeztek.
Ismerve a DBBL Li glikozidok jellegzetes enzimatikus atalakulasi folyamatat, ami a
glikozid 0sszes mennyiségének aglikonna alakuldsaval jar, 6sszehasonlitottuk az intakt
(26.C abra) és az enzimmel hidrolizalt teljes termés Osszetételét (26.F abra). Az 1+2
csucshoz tartozo Osszetevo teljes mennyisége azonban nem alakult 4t arctigeninné 180
perc hidrolizis id6 elteltével (és hosszabb enzimatikus hidrolizis utan sem). Ez arra utal,

hogy az arciin glikoziddal azonos retencios idovel rendelkezd ismeretlen Osszetevo is

jelen van a termésben.

/1 A D o)

O
o 7: arctigenin MeOOH

MeOO—GI O OMe
MeO 1: arctiin OMe
OH
4: matairezinol Q

MeO OMe

7

Lolal

o
?

Enz. hidr.
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26. abra. Az intakt kezeletlen embrid (A), termésfal (B) és egész termés (C) és ezek
enzimhidrolizalt valtozatainak (D, E és F) valamint az izolalt, kezeletlen 6sszetevok (G:
izolappaol C: folytonos ¢és lappaol C: szaggatott vonallal) és ezek savkezelt
valtozatainak (H; izolappaol A: folytonos és lappaol A: szaggatott vonallal) HPLC-UV
(A=280 nm) elvalasztasa.
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A termés csirdzas soran (27. abra) elkiiloniilt embrié (26.A és 26.D &bra) ¢és
termésfal részeinek (26.B és 26.E abra) Osszetételét hidrolizis nélkiil (26.A és 26.B
abra) és enzimes hidrolizist kdvetden (26.D és 26.E abra) vizsgalva megallapitottuk,
hogy
1.) az arctiin a termés embrid részében van csak jelen, mely
2.) enzimatikus hidrolizissel arctigeninné alakulhat;

3.) az arctiinnel azonos (2) és egy késébbi retencids ideji (3), tovabba az 5 és 6
OsszetevOk a termés fal allomanyaban halmozddtak fel,

4.) melyek mennyiségét nem befolyasolja az enzimkezelés.

A B C D

27. abra. A Cnicus benedictusgész termése (A) amely csirazott allapotban (B)
termésfal (C) és embrio (D) részekre kiiloniil.

Az intakt és enzimhidrolizdlt embrid kivonatainak HPLC-TOF MS és TMS
szarmazékainak GC-MS adatai az arctiin és arctigenin, tovabba a 4 Osszetevd
(matairezinol) szerkezetét bizonyitottdk (adatok nem keriilnek bemutatdsra, korabbi
mérésekkel megegyeztek [17]).

A termésfalbol izolalt 2 és 3 Osszetevok savkezelés hatidsira az 5 és 6
vegyliletekké alakultak. Ezen négy Osszetevd6 HPLC-TOF MS adatainak
Osszehasonlitasaval valoszinlisithetd, hogy ez az atalakulas HO kilépéssel jard

folyamat (11. tablazat).
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11. tablazat. A Cnicus benedictuskilonitett termésfalabol izolalt
szeszkvineolignanok HPLC-TOF MS (ESI, pozitiv ion m6d) adatai.

Osszetevo Meért diff

Szam Név m/z (ppm)
2 izolappaol C C30H34019 CaoHasNOyg | [M+NH,]" | 572.2490 | 572.2463 4.63
lappaol C CaoH3010 | CaoHssNOw | [M+NH,]" | 572.2490 | 572.2465 | 451
iZOlappaOl A C30H3209 C30H36N09 [l\/l"‘NH;;]Jr 554.,2385 554.2364 4.00
lappaol A C3oH3204 C3oH3sNOy | [M+NH,]" | 554.2385 | 554.2366 | 3.34

Osszegképlet| Detektalt [Detektalt ion|Szamolt m/Z

o|o|w

A Cirsium eriophorum termésdsszetevéi esetén a savkezelés soran H,O
kilépéssel lezajlo gylirtizarddassal dihidrobenzofuran gylriirendszer kialakuldsa volt
megfigyelheté (5.4. fejezet). Feltételeztik, hogy a Cnicus benedictus2 és 3
Osszetevoinek savkatalizalt atalakulasakor (5 és 6 képzddésekor) a dihidrobenzofuran
struktara szintén kialakul, és jelen van az 5 és 6 GsszetevOkben (26. abra). A HPLC-
TOF MS eredményébdl szamitott 6sszegképlet az 5 és 6 molekulara egyarant C3oH3209
volt. Ilyen 6sszegképlettel és dihidrobenzofuran struktiraval rendelkez6 ismert vegyiilet
a SeNeLi tipust lappaol A és izolappaol A. Ezek dihidrobenzofuran struktiraja a
savkatalizalt gytirtizarodassal a szintén SeNeLi tipust lappaol C és izolappaol C
OsszetevOkbol alakulhat ki (26. 4bra). A molekuldk szerkezetét NMR adataik (12.
tablazat) és TMS szarmazékaik GC-MS spektrumai (28. abra) egyértelmiien
bizonyitjak.
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12. tablazat. A Cnicus benedictusrmésfalaban 16v6 szeszkvineolignanok *H és **C
NMR adatai CDCl3 oldoszerben mérve.

Atom* lappaol A izolappaol A lappaol C izolappaol C
3 5 o dc o0 dc o, dc
1 . 129.1 » 1278 : 1296 g 1284
2 6.68d(18) |111.4| 662d(20) |1109| 664d(L8) |111.6| 643d(L8) |124.1
3 ; 146.7 B 146.1 n 146.6 : 1475
4 : 144.0 - 1438 - 1445 : 144.2
5 6.80d(7.8) |113.9 - 1328] 681d78 |114.1 : 126.2
6  [6.61dd(7.8, 1.8) 119.8] 652d(2.0) |116.6|659dd(7.8, 1.8) |122.1] 6.32d(L8) |1113
2.98 dd (138, 2.83dd (14.3,
5.2) 2,93 dd (13.8, 6.5) 2.95 dd (14.0, 5.4) 6.5)
! 292dd(138, | 3*° |2.96 dd (138, 5.0)| 343 | 2.88dd14.0, 7.0)| 3*° | 2.77dd (143, | 3*°
7.0) 5.5)
8 256m | 465 2.60 m 467 252m 466 239m | 464
9 : 178.4 - 178.1 - 178.7 ; 178.4
I : 128.1 - 129.4 - 1247 : 130.2
> 642d(20) |112.6| 642d(L8) |1132| 632d(L8) |108.7| 647d(L8) |1125
3 i 1432 i 143.4 i 146.9 i 1473
» : 1456 - 1456 - 142.6 : 1458
5 : 132.7] 676d(7.8) |114.2 - 120.1/6.72d (85, 1.8) | 114.4
6 654d(2.0) |116.2|652dd(18,7.8) |12L1] 635d(L.8) |122.7] 6.36d(85) |12.6
2.66 dd (135, 256 dd (14.0,
, 6.1) 2,63 dd (1338, 6.0) 2,65 dd (136, 6.1) 6.8)
7 254dd(13.5, | 381 |2.53 dd(13.8. 8.0)| 381 |2.56 dd (13.6. 7.8)| °' 8 | 2.48dd (14.0, | 3B
8.0) 7.8)
5 251m | 408 249m 411 241m 410 | 236m | 410
. #17dd(9.2,75) 4.15dd (9.0, 7.5) 4.04dd (9.5, 7.5) 3.98 dd (9.0, 7.5)
”  190dd(9.2 7.0) 9 |3.90dd(9.0 7.0)| "t |3.88dd(95 65) | 1T [3.75dd (9.0, 6.0) ‘+°
i : 130.8 - 130.6 - 134.1 : 134.8
2 6.92d(18) |1089] 692d(L8) |108.8] 680d(2.0) |109.8] 675d(2.0) |110.1
37 : 146.5 - 146.2 - 146.3 146.5
4 . 144.1 - 144.2 - 145.0 145.1
5> 685d(7.8) |1142| 685d(7.8) |1141] 681d(7.8) |113.8] 6.65d(8.0) |114.1
6"  16.88dd(L8, 7.8) 1185 6.88 dd (L8, 7.8) | 118.5] 6.78 dd (7.8, 2.0) | 119.1]6.70 dd (8.0, 2.0) 119.1
7 549d(64) |872| 550d(64) |873| 515d(7.2) |743| 520d(66) | 734
g 352br.m | 534 352m 53.4 3.42m 507 | 345m | 509
97 390m | 638 3.90m 63.8 381 m 630 384im | 628
0-CH; (3) 3755 | 553 3835 5.7 3745 550 | 3765 | 556
O-CH,(3) | 382s | 549 3.78 5 557 3795 548 | 38ls | 556
OCH, 3") 3785 | 549 3.75 56.1 380 548 | 372s | 552
*A C atomok szdmozéasa azonos a 21. dbran 1évd molekulak szerkezeti képletén 1évo
szamozassal.
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28. abra. A Cnicus benedictugrmésfalaban 1év6 szeszkvineolignanok [izolappaol C
(1), lappaol C (2), izolappaol A (3) és lappaol A (4)] TMS éter szarmazékainak GC-MS
kromatogramja €¢s a MS spektrumai a fragmentacios folyamatok feltiintetésével.

A termésfal SeNeLi Osszetevoinek savkatalizalt atalakulasat a savkezelés
homérsékletének és id6tartamanak fliggvényében vizsgalva (29. abra) megallapithatjuk,
hogy
1.) a lappaol C és izolappaol C 50°C ¢és 100°C hdmérsékleten egyarant atalakul lappaol
A ¢és izolappaol A molekulakka;

2.) az atalakulas gyors, mar 5 perc elteltével mindkét hdmérsékleten lezajlik és
3.) a keletkezd lappaol A és izolappaol A 50°C hdmérsékleten stabil marad hosszabb

(120 perc) kezelés utan is;
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4.) 100 °C homérsékleten ezzel szemben a lappaol A és izolappaol A elbomlik

(ismeretlen bomlastermékekké).

9 -
o8 80 1 matairezinol
o
7
Q W arctigenin
o 9 - lappaol A+
:g 4 - izolappaol A
§ 3 - ™ lappaol C
' # izolappaol C
0 o

—
=
o
=

Sav50-5
Sav50-15
Sav50-30
Sav50-60
Sav50-120
Sav100-5
Sav100-15
Sav100-30
Sav100-60
Sav100120

29. abra. A kezeletlen termésfal (Intakt) és a savval 50°C hémérsékleten 5 percig
(Savb0-5), 15 percig (Sav50-15), 30 percig (Sav50-30), 60 percig (Savs50-60), vagy 120
percig (Savb0-120), tovabba savval 100°C hdmérsékleten 5 percig (Sav100-5), 15
percig (Sav100-15), 30 percig (Sav100-30), 60 percig (Sav100-60) vagy 120 percig
(Sav100-120) melegitett termésfal mintak dsszetétele. Az atalakulasok kovethetdsége
érdekében az Osszetevok mennyiségét a mintakban mmol/100g mennyiségben adtuk
meg.
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5.6. Izolalt osszetevok hatasa SW480 vastagbéldaganatsejtekre in vitro
5.6.1. A sejtosztodas gatlisa

A Leuzeacarthamoidestermésének elkiilonitett embridé allomanyabdl enzimes
hidrolizist kovetden a DBBL Li aglikon kartamogenint és trahelogenint izolaltuk
preparativ.  HPLC modszerrel (5.1. fejezet). Sejtosztodast gatldo (antiproliferativ)
hatasukat SW480 vastagbéldaganatsejteken vizsgaltuk pozitiv kontrollként standard
arctigenin (szintén DBBL Li aglikon) felhasznalasaval (30. dbra). Mindharom vegyiilet
koncentracidfiiggden gatolta a sejtosztodast, elészor bizonyitva
1.) a kartamogenin ilyen iranya hatéasat és
2.) atrahelogenin SW480 sejteken kifejtett hatasat.

A harom vegyiilet koziil a sejtosztddast a trahelogenin gatolta legerdsebben (1Cso: 65

uM).

! —+—trahelogenin
40 -=—arctigenin
—+kartamogenin

Sejtosztodas gatlasa (%)

10 T 1
22 66 185

Lignan koncentracié (uM)

30. abra. Dibenzilbutirolakton lignanok (izolalt: kartamogenin, trahelogenin és standard
arctigenin) SW480 vastagbéldaganatsejtek osztodasat gatlo hatasa 48 ora kezelési 1d6
utan. Az eredmények nyolc parhuzamos mérésbdl lettek szamitva. A parhuzamos
mérések relativ standard deviacio (RSD) értékei 3,4 RSD% (22 uM arctigenin) és 5,9
RSD% (185 uM kartamogenin) kozott valtoztak.
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56.2. A sejtosztédas gatlas mechanizmusanak vizsgalata - Wnt/B-katenin
jelatviteli ut befolyasolasa

A Cirsium brachycephalumenzimhidrolizalt terméseib6l izolalt trahelogenin
birtokdban a sejtosztodast-gatld hatds mechanizmusat tanulmanyoztuk. Kontrollként
standard arctigenin keriilt felhasznalasra.

A Wnt/B-katenin jelatviteli utban sejtosztodast elésegitd faktorként szamon tartott
B-katenin mennyiségét mértiikk a teljes sejtben és kiilon a magban is. A B-katenin
mennyisége mindkét DBBL Li hatisara (koncentraciotol fiiggetleniil) kismértékben
csokkent a magban és a teljes sejtben egyarant. Ez a trahelogenin esetében eldszor leirt
mechanizmus hozzajarulhat a DBBL Li-0k sejtosztodast gatlo hatasahoz. A B-katenin
inaktiv formaja a foszfo-p-katenin, melynek mennyisége viszont a varttdl ellentétes
modon jelentdsen csokkent a kezelt sejtekben (31. dbra). Ennek magyarazata lehet a

foszfo-p-katenin gyors proteoszomalis lebomlasa.
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31. abra. 65 és 130 uM arctigenin (A65 ¢és A130) valamint 65 és 130 uM trahelogenin

(T65 és T130) hatasa SW480 teljes sejt B-katenin €s foszfo-B-katenin szintjére, tovabba

a sejtmagbeli B-katenin mennyiségére 48 ora kezelési id6 utan a kezeletlen kontroll (K)

sejtekkel 0sszehasonlitva. Az eredmények nyolc parhuzamos mérésbdl lettek szamitva;
** P <0.01 és *** P <0.001 (kontrollal 6sszehasonlitva).

A pB-katenin tobbek kozott a c-Myc protoonkogén fehérje termelddésének
megemelésével fokozza a sejtosztodast. A c-Myc foszforilalodassal inaktivalodik, igy a

foszfo-c-Myc mennyiséget noveld vegyiiletek antiproliferativ hatastuak. A trahelogenin
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¢s arctigenin SW480 sejtekben megemelte a foszfo-c-Myc koncentraciojat, elészor

bizonyitva a DBBL Li tipusu vegyiiletek ilyen hatdsmechanizmusat (32. abra).
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32. abra. 65 és 130 uM arctigenin (A65 és A130) valamint 65 és 130 uM trahelogenin
(T65 és T130) hatasa SW480 sejtek foszfo-c-Myec szintjére 48 ora kezelési id6 utan a
kezeletlen kontroll (K) sejtekkel 6sszehasonlitva. Az eredmények nyolc parhuzamos

mérésbol lettek szamitva; *** P <(0.001 (kontrollal 6sszehasonlitva).

A Wnt/B-katenin jelatvitel folyamataban a GSK3 fehérjék (GSK3a és GSK3p) a
B-katenin és c-Myc inaktivaldsaval (foszforildlasukkal) sejtosztodast gatldo szereppel
rendelkeznek, aktivatorai ezért antiproliferativ hatasuak lehetnek. Tanulmanyoztuk a
DBBL Li kezelések hatasat
1) a GSK3 aktiv és inaktiv (foszfo-GSK3a és foszfo-GSK3pB) formainak Osszes
mennyiségére (az ellenanyag tulajdonsagabol adodoan a foszforilalatlan és a foszforilalt
formak 6sszes mennyiségét lehet igy mérni) és
2.) a foszfo-GSK3a és foszfo-GSK3p mennyiségére is (kiillon-kiilon mérhetd a két
foszforilalt forma).

A GSK3 6sszes mennyiségét egyik DBBL Li sem befolyasolta. Ugyanakkor az
inaktiv formak (foszfo-GSK3a és foszfo-GSK3B) mennyiségét az arctigenin és a

trahelogenin  egyarant koncentraciofiiggden, jelentdsen csokkentette, azaz a
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hatéanyagaink a GSK3 aktiv és inaktiv formdinak ardnyéat az aktiv javara valtoztattak
meg (33. abra).
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33. abra. 65 és 130 uM arctigenin (A65 ¢és A130) valamint 65 és 130 uM trahelogenin
(T65 és T130) hatasa az SW480 sejtek GSK3, foszfo-GSK3a és foszfo-GSK3p szintjére
48 ora kezelési id6 utéan, a kezeletlen kontrollal (K) 6sszehasonlitva; az adatok 8 mérés
atlagai = SD; ** P < 0.01 és *** P < (0.001 (kontrollal 6sszehasonlitva).

5.6.3. A mikrotubularis rendszerre Kifejtett hatasok

Vizsgalataink sordn az altalunk izolalt arctigenin és trahelogenin mikrotubularis
rendszert befolyasold hatésait vizsgaltuk az ismert mikrotubulus gatld podofillotoxin
hatasaval 6sszehasonlitva SW480 sejteken. Erre a célra a termésekbdl izolalt DBBL Li-
okat (arctigenin, trahelogenin) és standard podofillotoxint hasznaltunk. Az arctigenin a
Serratula tinctoria, a trahelogenin a Cirsium brachycephalumnzimmel hidrolizalt

terméseébol keriilt kinyerésre.

5.6.3.1. Sokmagvu driassejtek képzodése és apoptozis fokozasa

A DBBL Li-ok koziil az arctigenin sokmagvu oOriassejtek megjelenését és
apoptozist kivaltd egymassal Osszefliggd hatasai ismertek, melyeket vizsgalataink is
megerdsitettek. Emellett a trahelogenin Oriassejt képzOdést és apoptozist fokozo hatésait

elészor bizonyitottuk (34. abra).
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34. abra. 65 és 130 uM arctigenin (AG65 és AG130), 65 és 130 uM trahelogenin
(TG65 és TG130) valamint 10 nM és 20 nM podofillotoxin (PT10 és PT20) hatasa
oOriassejtek és apoptotikus sejtek mennyiségére [a kontrollhoz (K) viszonyitva, %-ban
kifejezve] 72 ora kezelési id6 utan. Az adatok 8 mérés atlagai + SD; *P < 0.05 és **P <
0.01 (kontrollal 6sszehasonlitva).
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A trahelogenin az arctigeninnél hatékonyabbnak bizonyult. A podofillotoxin
apoptozist kivaltdé hatasa nagyon erds, aminek kovetkezményeként a keletkezett
oriassejtek gyorsabban bomlanak le, igy mennyiségiik csokkenhetett (a nagyobb, 20 nM

podofillotoxin koncentracié esetén).

5.6.3.2. Mikrotubulus rendszer gatlasa

A mikrotubulus rendszer felépitését a kezelt és kezeletlen sejtekben fluorescens
immuncitokémiai modszerrel (4.10.2. fejezet) Gsszehasonlitva megallapithatjuk, hogy a
mikrotubulusok rendezettsége ¢és mennyisége az arctigenin, trahelogenin ¢és

podofillotoxin kezelés hatasara egyarant csokkent (35. abra).
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- AGE5 TG65 PT10
- AG130 TG130 PT20

35. abra. 65 és 130 puM arctigenin (AG65 és AG130), 65 és 130 uM trahelogenin
(TG65 és TG130) valamint 10 nM és 20 nM podofillotoxin (PT10 és PT20) hatdsa az
SW480 sejtek mikrotubulus rendszerére; fluorescens immuncitokémiai modszerrel
vizsgalva, a kezeletlen kontroll (K1 és K2) sejtekkel 6sszehasonlitva (nagyitas: 60x).

A B-tubulin mennyiség (Western-blot modszerrel mérve, 4.10.4. fejezet) viszont
megemelkedett az  arctigeninnel  és  trahelogeninnel  kezelt  sejtekben

(koncentraciofliggéen) és a 10 nM koncentracioji podofillotoxin kezelésnél (36. abra).
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36. abra. 65 és 130 pM arctigenin (AG65 és AG130), 65 és 130 uM trahelogenin
(TG65 és TG130) valamint 10 nM és 20 nM podofillotoxin (PT10 és PT20) hatésa
SW480 sejtek B-tubulin szintjére [a kontrollhoz (K) viszonyitva, %-ban Kifejezve] 72
ora kezelési id6 utan. Az adatok 8 mérés atlagai = SD; P < 0.05, **P < 0.01 és ***P <
0.001 (kontrollal 6sszehasonlitva).
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A podofillotoxin hatdsmechanizmusanak ismeretében [44] az arctigenin ¢€s
trahelogenin  mikrotubuldris rendszert befolydsold hatasai  kiilonbozoképpen
magyarazhatok:

1.) a mikrotubulus gatlast kompenzalando, a B-tubulin fokozott szintézisét valtjak ki
és/vagy

2.) fokozzék a mikrotubulus leépiilést B-tubulin felszabadulassal.
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6. Megbeszélés

6.1. A tanulmanyozott termések oOsszetételének dsszehasonlitasa az azonositott
vegyiiletek novényvilagbeli eléfordulasaval

Vizsgalataink erdményeit ¢és jelentdségét az alabbiakban foglalom 6ssze,
Osszevetve azokat a tanulmanyozott fajokban meghatarozott 6sszetevok névényvilagban
val6 el6fordulasaval:

1.) Két, a ndovényvilagban eddig nem ismert természetes Osszetevd (prebalanofonin és
prepikrazmalignan) keriilt kimutatasra a Cirsium eriophoruntermésfalaban, mint f6- és
nagymennyiségli (45,7 mg/g és 28,8 mg/g) OsszetevOk, biztositva sziikség szerinti
izolalasuk lehetdségét.

2.) Kordbban mar ismert szerkezetli 6sszetevOk olyan 1j forrasait azonositottuk eldszor,
melyek a kérdéses vegyiiletet/vegylileteket

2.1.) a korabbi forrasaiknal szamottevden nagyobb mennyiségben tartalmazzak:

- a Cirsium eriophorum savkezelt (50°C hoémérsékleten) termésfal mintdjanak
balanofonin és pikrazmalignan tartalma (13. tablazat, 52,7 mg/g ¢és 31,0 mg/g) =2000-
szer (1) és ~10%-szor (1) t5bb, mint az eddigi forrasoké (3. tablazat, [60,69]),

- a Cnicus benedictumtakt termésfal lappaol C és izalappaol C tartalma (13. tablazat,
23,1 mg/g) =7-szer, mig a savkezelt (50°C hoéfokon) valtozatanak lappaol A és
izolappaol A tartalma (13. tablazat, 31,1 mg/g) ~250-szer tobb, mint az eddigi forrasoké
[62,52],

- a Cirsium brachycephalu intakt termésének trahelozid- és enzimkezelt valtozatanak
trahelogenin tartalma (13. tablazat, 24,4 mg/g és 17,2 mg/g) ~kétszer t6bb, mint az
eddigi legjobb forrasé (Cirsium arvenseermés) [16] vagy

2.2.) a korabbi, kiemelkedéen magas Li tartalommal rendelkez6 forrassal (Arctium
lappa[17]) osszevethetd, rendkiviil nagy hatoanyag-tartalommal rendelkezik: Serratula
tinctoria termésének kezeletlen intakt és enzimmel hidrolizalt valtozata (13. tablazat,
arctiin 75,4 mg/g és arctigenin 56,0 mg/g).

Az eddigieket 0sszefoglalva elmondhatjuk, hogy az altalunk azonositott 15 Li,
NeLi és SeNeLi dsszetevd mindegyikének szennyezdktdl mentes, tiszta formdban,
relative nagyobb mennyiségben (=5-10 mg) vald izolaldsa a kivalasztott optimalis

nyersanyagbol (kezeletlen intakt egész termés, vagy annak elkiilonitett embrid vagy
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termésfal részeibdl, illetve ezek enzim- vagy savkezelt valtozataibol) egyszeriien

megoldhato6 preparativ HPLC modszerrel.

13. tablazat. A LeuzegL.) carthamoidesCirsium (C.) brachycephalun¢C. brach), C.
vulgare C. eriophorum Serfatula tinctoria (S tinct.) és Cnicus benedictuljes
(egész) termés €s annak elkiilonitett embrio (embr.) €s termésfal (t.fal) részeinek

Osszetétele mg/g értékben kifejezve.

é; Osszetevd | Kezel* L. carthamoids brgéh tir?ét. C. vulgare C. eriophorum | Cnicus benedicty
= embr. t.fal egész|egész|egész|embr. t.fal egész|embr. t.fal egész|embr. t.fal egész
arctiin nincs - - - - | 754 - - - - - - 475 0 235
o enz.-h.| - - - - 0 - - - - - - 0 0 0
| arctigenin nincs - - - - 6,6 - - - - - - 0 0,38 0,18
2 enz.-h. | - - - - |560]| - - - - - - 335 - -
g . nincs | 452 85 266 - - - - - - - - - - -
2 kartamozid enz-h | 0 0 0 ) ) ) ) i i i i i i i
E kartamogenin nincs [ 0,93 1,00 1,04 | - - - - - - - - - - -
_§ enz.-h.| 315 6,2 185| - - - - - - - - - - -
E irahelozid nincs | 330 391 181|244| - |203 0 87 - - - - - -
3 enz-h.| 0 0 0 0 - 0 0 0 - - - - - -
a trahelagenin nincs | 0,89 4,66 330|060 | - 0 0 0 - - - - - -
enz-h.| 241 79 157(172| - |126 O 57 - - - - - -
matairezinol - - - - - - - - - - - 1,75 7,7 4,58
§ balanofonin nincs - - - - - 0 232 130 0 115 6,1 - - -
R sav-k. | - - - - - - - - - 527 - - - -
2 prebalanofonin fines |- - ) ) ) ) ) ) ) 0 457 226 - i i
2 sav-k. | - - - - - - - - - 0 - - - -
= | pikrazmalignén nincs - - - - - - - - 0 140 0,68| - - -
g sav-k. | - - - - - - - - - 310 - - - -
20 | prepikrazma- | nincs | - - - - - - - - 0 288 140| - - -
§ lignan sav-k. | - - - - - - - - - - - - - -
'_5 lappaol C + | nincs - - - - - - - - - - - 0 231 12,2
N | izolappaol C | sav-k. - - - - - - - - - - - - 0 -
X [Tlappaol A+ [ nincs | - - - | - | - [ - - - - - - |0 87 ae1
izolappaol A | sav-k. - - - - - - - - - - - - 311 -

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

6.2.

Az dsszetevok termésrész-specifikus felhalmozodasanak jelentésége

Az 0Osszetevd tipusok elkiilonitett felhalmozodasanak az embridban ¢és a

termésfalban nagy jelentdsége van:

a) az elkiilonitett fal, vagy embrid kb. kétszer akkora mennyiségben tartalmazza a

kivalasztott 0sszetevot, mint az egész termés (az egész termés mindegyik faj esetében

kozel 1:1 aranyban all embri6 és termésfal részbdl), igy az izolalassal egyszeriibben és

tisztabban nyerhetd ki a kivalasztott vegyiilet az elkiilonitett termésrészekbdl;
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b) az embrid és a termésfal tartalmaznak olyan egymashoz kozelesd retencidju
Osszetevoket, melyek egész termésbeli egyiittes eléfordulasa elkiilonitett izolalasukat
megneheziti, vagy lehetetlenné teszi preparativ HPLC mddszerrel. Ilyenek
- a Leuzea carthamoidésrtamozid és feruloil-szerotonin (5.1 fejezet, 8. abra),
- a Cirsium vulgaretrahelogenin és balanofonin (5.3 fejezet, 16. abra) és
- a Cnicus benedictusrctiin és lappaol/izolappaol C (5.5 fejezet, 26. abra) Gsszetevoi
(mindharom fajnal az elsd Osszetevl az embridban, a masodik pedig a magban fordul
eld).

Ezeknél a terméseknél tehat a kartamozid, trahelogenin €s arctiin az elkiilonitett
embriobodl, mig a feruloil-szerotonin, balanofonin és lappaol/izolappaol C a termésfalbol

izolalhato tiszta forméaban.

6.3. Az enzim- és a savkezelések eredményének jelentésége az oOsszetevok

mindségi és mennyiségi meghatarozasaban és izolalasaban

A kezeletlen és kezelt mintakban 1évd Osszetevd parok (glikozid/aglikon parok
¢s diol/dihidrobenzofuran parok)
1.) kémiai jellemzdinek (HPLC-MS és GC-MS modszerekkel nyert molekulatomeg és
fragmentacios adatok, UV, CD és NMR spektroszkopias eredmények) dsszehasonlitdsa
a szerkezetbizonyitasuk soran (5.1, 5.2, 5.3, 5.4, 5.5 fejezet) nélkiilozhetetlen adatokat
szolgaltatott;
2.) mennyiségi adatainak Osszehasonlitdsa a kvantitativ méréseink pontossaganak
bizonyitasan tal pedig az azonositasukban is nélkiilozhetetlen volt: a kezelt (enzimmel
vagy savval) mintdban megemelkedett mennyiségii (a kezeletlennel 6sszehasonlitva),
kérdéses Osszetevd azzal a vegylilettel 4ll parban (glikozid/aglikon vagy
diol/dihidrobenzofuran), melynek a mennyisége a kezelés eredményeképpen pontosan
annyival csokkent, mint amennyivel a kérdéses 6sszetevéé megnétt. Igy pl. a kezeletlen
intakt és enzimhidrolizdlt mintdk Osszetételének Gsszehasonlitdsakor megallapithatjuk,
hogy
- a Leuzea carthamoidesnbri6 mintaknal (8.B és 8.E abra) a keletkezett trahelogenin
(5) és arctigenin (6) mennyisége (6,2 — 0,23 = 5,97 mmol/100 g és 8,5 — 0,25 = 8,25
mmol/100 g) megfelel a trahelozid (1) és trahelogenin (2) elbomlott mennyiségének
(6,0 mmol/100 g és 8,5 mmol/100 g);
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- a Cirsium vulgareembrié mintaknal (8. tablazat) a keletkezett trahlogenin mennyisége
(3,25 mmol/100 g) megfelel a trahelozid elbomlott mennyiségének (3,40 mmol/100g);

- a Cirsium brachycephaluragész termés mintaiban (14. abra) a keletkezett trahlogenin
(2) mennyisége (44,3 — 1,53 = 42,8 umol/g) megfelel a trahelozid (1) elbomlott
mennyiségének (44,4 pmol/g);

- a Serratula tinctoriaegész termés mintaiban (15. abra) a keletkezett arctigenin (4)
mennyisége (150,5 — 17,7 = 132,8 pmol/g) megfelel az arctiin (1) elbomlott
mennyiségének (141,2 umol/g).

A kezeletlen intakt ¢és savkezelt (50°C hdmérsékleten) mintdk Gsszetételének
0sszehasonlitdsakor megallapithatjuk, hogy

- a Cnicus benedictusermésfal mintaiban (13. tablazat) a keletkezett lappaol A +
izolappaol A Osszmennyisége (31,1 — 8,7 = 22,4 mg/g) megfelel a lappaol C +
izolappaol C (23,1 mg/g) elbomlott mennyiségének, valamint

- a Cirsium eriophorumtermésfal mintaiban (13. tablazat) a keletkezett balanofonin
(52,7 — 11,5 = 41,2 mg/g) és pikrazmalignan (31,0 — 1,40=29,6 mg/g) megfelel a
prebalanofonin (45,7 mg/g) €s prepikrazmalignan (28,8 mg/g) elbomlott mennyiségének
(az atalakulés idObeli lezajladsa a 23. abran mmol/100g-ban kifejezve lathato).
(Megjegyzés: A glikozid/aglikon parok molekulatomege kozotti jelentés kiilonbség
miatt az atalakuldsaik mennyiségi viszonyainak koOvethetdsége ¢érdekében a
koncentracidértékeiket anyagmennyiségben (mmol/100g vagy umol/g) adtuk meg, mig
a diol/dihidrobenzofuran parok molekulatomege kozotti kis kiilonbség (18 Da) miatt a

mg/g értékek is 6sszehasonlithatok.)
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7. Kovetkeztetések
7.1. Termésrészek és kezelések

A vizsgalt termések, termésrészek (embrid és termésfal) intakt és enzim-, vagy
savkezelt valtozatainak 0sszetételét vizsgalva megallapithatjuk, hogy
1.) a DBBL Li dsszetevok nagyobb mennyiségben glikozidjaik formajaban (arctiin,
trahelozid és kartamozid) fordulnak elo,

2.) a DBBL Li glikozidok specifikus felnalmozodasi helye a termés embrid része,

3.) az embrioban 1évé DBBL Li glikozidok az embridoban ugyancsak jelenlévo
glikozidaz enzimek segitségével a nekik megfeleld aglikon molekulakka hidrolizalnak,
4.) igy a DBBL Li aglikonok legnagyobb mennyiségben az enzimhidrolizalt embridoban
talalhatok meg,

5.) a NeLi és SeNeLi 0Osszetevok csak aglikon formaban, kizardlag a termésfal
Osszetevoiként fordulnak elo,

6.) a NeLi és SeNeLi 0sszetevOk savas kozegben vald viselkedésiik alapjan parokba
rendezhet6k, mivel a nyilt lanch, diol szerkezetli résziik savban melegitve H,O
kilépéssel dihidrobenzofuran gytirtirendszert képez. igy a diol/dihidrobenzofuran parok
a prebalanofonin/balanofonin, prepikrazmalignan/pikrazmalignan, lappaol C/lappaol A
¢s izolappaol C/izolappaol A,

7.) a diol/dihidrobenzofuran parok egy termésben egymas mellett eléfordulnak a diol
szerkezetlick dominancidjaval [kivétel a C. vulgare ahol a par dihidrobenzofuran tagja
(balanofonin) keriilt csak azonositasra diol parja (prebalanofonin) nélkiil (eddig)],

8.) a termésfalban 1év6 NeLi és SeNeLi Osszetevok diol szerkezetii képvisel6i
(prebalanofonin, prepikrazmalignan, lappaol C és izolappaol C) savkezeléssel teljes
mértékben a nekik megfeleld dihidrobenzofurdn szerkezetli parjukkd (balanofonin,
pikrazmalignan, lappaol A és izolappaol A) alakithatok.

A Cirsium vulgare termésében a diol/dihidrobenzofuran parbdl csak a
dihidrobenzofurdn balanofonin keriilt azonositasra. A 6-8. pontok alapjan azonban
ebben a fajban is varhat6 a balanofonin diol parjanak, a prebalanofonin molekuladnak a
jelenléte, amit jelenleg is zajlo vizsgalataink megerdsiteni latszanak (a C. vulgare

terméskivonatanak kromatogramjain 1évé x3 cstcs lehet ez (16. abra).
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7.2. Daganatgitlé hatasok

A rendelkezésiinkre allo, altalunk izolalt Osszetevok hatasvizsgalata soran a
DBBL Li aglikon formdk (arctigenin, kartamogenin és trahelogenin) daganatgatld
(sejtosztodast gatlo) hatasat és ennek mechanizmusat tanulmanyoztuk SW480
vastagbéldaganat-sejtvonalon. Eredményeink el6szor bizonyitjak
1.) a kartamogenin daganatgatld (antiproliferativ) hatasat,

2.) atrahelogenin antiproliferativ hatasait SW480 sejtek ellen,
3.) a trahelogenin antiproliferativ hatasmechanizmusat: a daganatsejtek osztodasfokozo
fehérjéinek (B-katenin, c-Myc) gatlasat és az osztodasgatldo GSK3 fehérje aktivalasat,
tovabba sokmagvl oOriassejt-képzést €s apoptodzist fokozo, valamint tubulusgétld
tulajdonsagat, és
4.) az arctigenin hatasmechanizmusat: a trahelogenin esetén ismertetett folyamatokkal
azonos jellegli hatasait a c-Myc és GSK3 fehérjékre, valamint a mikrotubularis
rendszerre.

Az altalunk izolalt tobbi Osszetevd ilyen jellegli hatasanak vizsgélata azok

daganatgatlo jelentdségét is bizonyithatja.
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8. Osszefoglalas

Doktori munkdm soran lignan (Li), neoligndn (NeLi) és szeszkvineolignan
(SeNeLi) tipustt névényi anyagcseretermékeket tanulmanyoztunk kémiai és hatastani
szempontbdl a bogancs nemzetségcsoport kivalasztott fajainak termésében.

1.) Els6 alkalommal hataroztuk meg a Cirsium eriophorum C. brachycephalumC.
vulgare(gyapjas-, kisfészkii- és kozonséges aszat) és Serratula tinctoria(festé zsoltina)
termések Osszetételét, tovabba a Cnicus benedictuéenedekfii) és Leuzea carthamoides
termésekben mar ismert OsszetevOk mennyiségét — a benedekfii esetében még nem
azonositott anyagcseretermékeket is kimutattunk.

2.) Vizsgalataink soran két 1) természetes vegyiilet (a NeLi prebalanophonin és a
SeNeLi prepikrazmalignan) szerkezetbizonyitasa mellett 13 ismert Osszetevd (a Li-ok
csoportjabol a dibenzilbutirolakton szerkezetti arctiin, arctigenin, kartamozid,
kartamogenin, matairezinol, trahelozid, trahelogenin; a SeNeLi-ok koziil lappaol A és
C, 1zolappaol A és C, illetve pikrazmalignan; valamint a NeLi balanofonin) 0 forrasait
azonositottuk.

3.) A elkiiloniilt embrid €s termésfal részek Osszetételének vizsgélata az Osszetevok
termésrész-specifikus felhalmozodasat bizonyitotta.

4.) Az OsszetevOk atalakitasara modszereket optimalizaltunk, €s megallapitottuk, hogy:
4.1) a termésfalban 1év6 NeLi és SeNeLi Osszetevok diol szerkezetii képvisel6i
(prebalanofonin, prepikrazmalignan, lappaol C és izolappaol C) 50°C hémérsékleten
végzett savkezeléssel teljes mértékben a nekik megfeleld dihidrobenzofuran szerkezetli
parjukka (balanofonin, pikrazmalignan, lappaol A és izolappaol A) alakithatok;

4.2.) az embrio dibenzilbutirolakton Li glikozid 6sszetevdi enzimes hidrolizissel teljes
mértékben a megfeleld aglikon molekulavé alakithatok.

5) A 3. és 4. pontban leirt eredmények lehetové tették az izolalast megnehezitd
szennyezO6ktdl mentes termésminta (enzim-, vagy savkezelt embrio vagy termésfal)
eléallitasat a kivalasztott dsszetevd izolalasahoz.

6.) Bizonyitottuk az izolalt arctigenin, kartamogenin és trahelogenin SW480
vastagbéldaganatsejtek elleni hatasat és hatasmechanizmusat: a daganatsejtek osztodast
fokozo fehérjéinek (B-katenin, c-Myc) gatlasat és az osztdodasgatlo GSK3 fehérje
aktivalasat, tovabba sokmagvua Oriassejt-képzést és apoptdzist fokozo valamint tubulus-

gatlo tulajdonsagat.
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9. Summary

During my PhD work lignan (Li), neolignan (NeLi) and sesquineolignan
(SeNeL.i) type plant metabolites were studied in a chemical and pharmacological point
of view, in the fruits of selected species belonging to the thistle tribe.

1.) The composition of fruits of Cirsium eriophorum (woolly thistle), C.
brachycephalum C. vulgare (spear thistle) and Serratula tinctoria (saw-wort) was
determined for the first time, and, beside quantifying the already known compounds of
Cnicus benedictugblessed thistle) and Leuzea carthamoidesn blessed thistle yet
unidentified metabolites were also detected.

2.) Beside the characterization of two new natural products (NeLi prebalanophonin and
SeNeLi prepicrasmalignan), new sources of 13 known molecules (the
dibenzylbutyrolactone structure arctiin, arctigenin, carthamoside, carthamogenin,
matairesinol, tracheloside, trahelogenin; the SeNeL.i lappaol A and C, isolappaol A and
C, picrasmalignan; and the NeLi balanophonin) have been identified.

3.) Examining the composition of the separated embryo and pericarp sections, specific
accumulation of ingredients was shown.

4.) For converting the components several methods were optimized:

4.1.) With acid treatment on 50°C temperature of diol-structure NeLi and SeNeL.i
ingredients of the fruit wall (prebalanophonin, prepicrasmalignan, lappaol C and
isolappaol C) can be converted quantitatively into their dihydrobenzofuran structure pair
(balanophonin, picrasmalignan, lappaol A and isolappaol A).

4.2)) dibenzylbutyrolactone Li glycoside components of the embryo can be
quantitatively converted into their corresponding aglycone molecules by enzymatic
hydrolysis.

5.) The results of 3. and 4. has enabled the preparation of fruit samples (enzyme or acid-
treated embryo or pericarp) free of contaminants (which hinder the isolation).

6.) Antiproliferative effect of the isolated arctigenin, carthamogenin and trachelogenin
on SW480 colon adenocarcinoma cell-line, and the mechanism of action have been
proved: inhibition of cell proliferation-enhancing proteins (p-catenin, c-Myc), activation
of the proliferation-inhibiting GSK3 protein. In addition, properties like enhancing of
multinucleated giant cell formation and apoptosis, and anti-tubular efficiency were also

demonstrated.
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