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BEVEZETES

Az utdbbi években szamos gydgynoveényrdl bizonyosodott be, hogy az alkalmazott szintetikus
hatéanyagok megfelel alternativaja lehet az enyhe és kronikus betegségek megeldzésében és
jatszik a biztonsagossagot, hatasossagot és terapias ismételhetdséget célzd vizsgalatokban.
Ugyanakkor a novényi kivonatok és készitmények komplexitasa, a szamos jelenlévd,
kiilonboz6 szerkezeti komponens — melyek jelentés része ismeretlen — megneheziti a
feladatot. Kiilonosen igaz ez a fenoloidokat tartalmazd kivonatokra, hiszen utobbiak nagy
szerkezeti valtozékonysagban talalhatok a novényekben. A  kivonatok mindségének
jellemzése magaban foglalja a gyogynovények hitelesitési céllal torténd fitokémiai screen
vizsgélatait és az Osszetévesztések elkeriilését lehetévé tevd diagnosztikus vegyiiletek
feltarasat.

Modern, tudomanyos eredményeken alapuld fitogyogyszerek, ndvényi készitmények
fejlesztéséhez elengedhetetlen a standardizalas. Ez magaban foglalja a gyogyndvény aktiv
hatéanyagainak azonositasat és meghatarozasat, valamint a teljeskorti fitokémiai jellemzéshez
¢s a fokomponensek kvantalasahoz sziikséges validalt modszerek fejlesztését. Fontos azonban
megjegyezni, hogy a farmakologiai hatds nem mindig kotheté egyetlen vegyiilethez, ehhez
gyakran tobb vegylilet egyiitthatasa, vagy szinergizmusa jarul hozza.

Mindezen fitoanalitikai kihivasokhoz nyljt megfeleld eszkoézt a nagyhatékonysaga
folyadékkromatografiaval (HPLC) kapcsolt tomegspektrometria (MS). Az MS szelektivitasa
¢és érzékenysége a HPLC altal biztositott megfeleld kromatografias elvélasztassal kapcsolva
lehetdvé teszi a komplex ndvényi matrixban jelenlévd vegyiiletek egyidejli
szerkezetvizsgalatat.

Munkank témajaul két tradicionalis gyogyndvényt, a Sempervivum tectorum-ot és a Corylus
avellana-t valasztottuk. A S. tectorum-ban elsésorban kempferol-aglikon konjugatumokat
irtak le, ezek fitokémiai jellemzése azonban nem teljes. Jollehet a komponensek glikozilacioja
jelentés mértékben befolyasolhatja biohasznosulasukat, a kovirozsa flavonoid profiljat ezideig
csak aglikon szinten vizsgaltdk. A C. avellana termés fenoloidjait behatoan vizsgaltak,
azonban a levélre vonatkoz6 adatok hianyosak.

A legujabb tanulmanyok a fenoloidok szamos elényds farmakologiai hatasat irtak le, pl.:
gyulladascsokkentd, rakellenes, hepatoprotektiv, anti-atherogén, antimikrobidlis, 0sztrogén,

stb. A flavonoidok ¢és fenolkarbonsavak mind élettani hatasaik miatt, mind a ndvényi



kivonatok és készitmények hitelesitésére alkalmas kemotaxondmiai marker vegyiiletekként

kitlintetett figyelemben részesiilnek. Kvalitativ és kvantitativ analitikai jellemzésiik nagy

szerkezeti valtozatossaguk ¢és a gyogynovényekben valdo komplex eldfordulasuk miatt

érzékeny és megbizhato analitikai modszereket igényel. Mindezek alapjan a HPLC-MS, mint

robusztus, sokoldalt és elérhetd technika megfeleld valasztas lehet.

CELKITUZESEK

Munkank soran célul tiztik ki két, gyogynovényként kevésbé ismert, a tradicionalis
gyogyaszatban azonban Kiterjedten alkalmazott faj fitokémiai jellemzésének teljessé
tételét. Magyarazatot kivantunk adni a hagyomanyos felhasznalasra, ezzel megalapozni a
jOvObeni terapias alkalmazast. A Sempervivum tectorum-ot és a Corylus avellana-t a népi
gyogyaszatban gyulladascsokkentd hatasa miatt alkalmazzak, melyet a szakirodalom a
flavonoid és egyszert fenoloid (hidroxibenzoe- ¢és hidroxifahéjsav szarmazék)

vegyiileteikkel hoz 0sszefiiggésbe.

Mivel a novényi matrix Osszetétele nagymértékben fiigg a kivonas soran alkalmazott
oldoszert6l, munkank céljaul tliztik ki kiilonboz6 polaritdsu oldoszerekkel késziilt
S. tectorum kivonatok dsszehasonlitasat. Fitokémiai vizsgalataink iranyat a kivonatok in
vitro antioxidans aktivitasa jelolte ki. Vizsgalni kivantuk ezért a kivonatok fenoloid

Osszetétele és szabadgyokfogd kapacitasa kozti 6sszefliggéseket.

Munkank fontos célja volt a legjelentdsebb antioxidans aktivitassal rendelkezd
S.tectorum  kivonatok  fenoloid  Osszetételének  vizsgalata  nagyhatékonysagu
folyadékkromatografiaval kapcsolt tandem tomegspektrometrias modszerekkel, kiilonos

tekintettel a flavonoid vegytiletekre.

Célunk volt wvalidalt kvalitativ és kvantitativ folyadékkromatografias / tandem
tomegspektrometrids modszerek fejlesztése a hagyomanyosan a flilgyulladds kezelésére

alkalmazott S. tectorum présnedv teljes kort fitokémiai analizisére.



e AS. tectorum hidroxifahéjsav szdrmazékaira irdnyul6 vizsgalatokat ezideig nem végeztek,

ezért célunk volt ezen vegyiiletek jellemzése €s meghatarozasa kovirdzsa présnedvben.

e Célul thztik ki a C. avellana levél flavonol-glikozid és fenolkarbonsav vegyiileteire
vonatkozo adatok kiegészitését, illetve a kiilonbozé oldoszerek fenoloid Osszetételt

befolyasolo hatasanak vizsgalatat.

MODSZEREK

Novényminta

A Sempervivum tectorum levélmintakat a Corvinus Egyetem Soroksari Kutatokézpontjaban
termesztett allomanybol gyijtottiik 2007 juniusaban. A Corylus avellana levélmintakat

Nogradban (Pest megye) gytijtottiikk 2010 juniuséban.

Mintaelokészités

10-10 g liofilizalt S. tectorum levélmintabol Soxhlet-késziilékben 500 ml oldoszerrel
(kloroform, aceton, etanol, 70% (v/v) etanol, metanol, 80% (v/v) metanol) készitettiink
kivonatokat. Vizsgaltuk az egyidejii savas hidrolizist és acetonos kivondst kovetd etil-acetattal
torténd folyadék-folyadék extrakcioval késziilt kivonatot.

80% (v/v) metanollal késziilt kivonatot Silicagel oszlopkromatografiaval frakcionaltunk, az
eluciot 100-100 ml névekvé polaritasa kloroform-metanol-viz eleggyel végeztiik.

A kovirdzsa fozetet 5 g liofilizalt S. tectorum levélmintabol készitettiik 500 ml forro vizzel. A
kovirozsa présnedvet a levelekbdl kozvetleniil begylijtés utdn nyertiik, liofilezéssel
szaritottuk. A szaraz présnedvet 80% (v/v) metanolban oldottuk, a kivalt poliszacharidokat
centrifugalassal tavolitottuk el.

10 g szaritott C. avellana levélmintabol egymast kovetd extrakcioval, Soxhlet—késziilékben
készitettiink kivonatokat 250 ml n-hexan, kloroform, etil-acetat és metanol alkalmazasaval.

A mintékat vizsgalat elott C18 toltetti SPE-vel tisztitottuk és fecskendésziiron szirtiik.



Tajékoz6do kvantitativ fitokémiai vizsgalatok

A S. tectorum mintak flavonoid, 6sszes polifenol, cserzéanyag, hidroxifahéjsav szarmazék,

proantocianidin és antocianin tartalmat a Ph. Hg. VIII. modszerei szerint hataroztuk meg.

Antioxidans aktivitas vizsgalatok

A S. tectorum mintak antioxidans aktivitasat in vitro tesztekben, ABTS™ [2,2’-azino-bisz(3-
etilbenzotiazolin-6-szulfonsav] és DPPH" [2,2-difenil-1-pikrilhidrazil] szabadgyokok
semlegesitési reakcidjaban, spektrofotometriasan hatdroztuk meg. A vizsgalatokat a
szabadgyokokre jellemz6 hulldamhossznél, 734 (ABTS) illetve 515 nm-en (DPPH) detektalva
végeztiik. Kiilonb6z6 polaritast oldoszerekkel késziilt S. tectorum kivonatokat, a kovirozsa
fozetet és présnedvet, valamint a 80% metanollal késziilt kivonat frakcioit vizsgaltuk.
Osszehasonlitasul trolox, aszkorbinsav, galluszsav, kavésav, klorogénsav, kempferol,
kvercetin, rutin és miricitrin referencia vegyiileteket vizsgaltunk.

A mintak peroxinitrit megkotd képességét in vitro kioltasi fotometrias tesztben, 542 nm
hullamhosszon detektalva hataroztuk meg. 70% (v/v) etanollal és 80% (v/v) metanollal
késziilt S. tectorum kivonatokat, kovirdézsa présnedvet, valamint galluszsav, kavésav,
kempferol, kvercetin és rutin standard vegyiileteket vizsgaltunk.

Az antioxidans hatast 1Csg értékkel (pg/ml) jellemeztiik.

HPLC és LC-MS/MS vizsgalatok
Késziilékek

A kromatografias elvalasztast ABL&E-Jasco HPLC rendszerrel, mig az on-line
tomegspektrometrias analizist Agilent 1100 HPLC rendszerrel kapcsolt, elektroporlasztasos
(ESI) ionforrassal szerelt Agilent 6410B harmas kvadrupol tomegspektrométerrel, negativ
ionizécios lizemmodban végeztiik.

A vegyiiletek egyértelmli azonositasahoz retencios idejiiket, UV- és tomegspektrumaikat

irodalmi adatokkal és autentikus standard vegyiiletekével hasonlitottuk dssze.

Kromatografias koriilmények

A mintakat a kvalitativ és kvantitativ analizisek soran forditott fazisu, C18-as oszlopokon
valasztottuk el, binaris gradiens eluensrendszereket alkalmaztunk: ecetsavas vagy

hangyasavas vizes fazist és metanolt vagy acetonitrilt szerves fazisként.



Kvantitativ vizsgalatok

A S. tectorum présnedv hidroxifahéjsav szarmazékainak mennyiségét 320 nm-en detektalt
UV-kromatogramok alapjan hataroztuk meg, mig a kempferol-glikozidokét MS/MS
modszerrel, szelektiv reakciokovetéses tizemmoddban (SRM). A flavonoid fékomponenst
350 nm-en detektalt UV-kromatogramok alapjan is meghataroztuk. Az MS/MS kvantalas
elétt a fragmentor fesziiltség és a kollizids energia értékeket a kovirdzsa présnedv
vizsgalataval optimalizaltuk.

A meghatarozas soran kiils6 standard kalibracios modszert alkalmaztunk, 6tpontos kalibraciot
végeztiink, a hidroxifahéjsavak meghatidrozasakor referencia vegyiiletekkel (kavésav,
klorogénsav, rozmaringsav), mig a flavonol-glikozidok meghatarozasakor altalunk izolalt
komponensekkel (kempferol-3-O-ramnozil-gliikozid-7-O-ramnozid, kempferol-3-O-
dezoxihexozid-7-O-dezoxihexozid, kempferol-3-O-hexozid-7-O-dezoxihexozid).

A moédszerek napon beliili és napok kozotti ismételhetdségét €és pontossagat harom
koncentraciés pontnal, harom egymast kovetd napon vizsgaltuk. A retencids idok
ismételhetdségét kovirdozsa présnedv felhasznédldsaval, hat péarhuzamos vizsgalatban
hataroztuk meg.

A modszer visszanyerését hdrom parhuzamos mérésben vizsgaltuk, liofilizalt S. tectorum
présnedvhez ismert mennyiségli standard oldatot adtunk. A visszanyerés (R) szamitdsara
alkalmazott képlet: R = 100 (Cuert — Ceredeti) / Chozzaadott, @0l Crere = a vegyiilet mért
koncentracioja a dusitott mintdban, Ceregeri = a vegyiilet eredeti koncentracidja a mintaban,
Chozzaadott = @ vegyiilet koncentracidja a standard oldatban.

A standard vegyiiletként alkalmazott kempferol-glikozidokat S. tectorum 80% (v/v)
metanollal késziilt kivonatabol izolaltuk egymast kovetd oszlopkromatografias modszerekkel.
Az alkalmazott allofazisokat (Silicagel 60, Sephadex LH20, MN poliamid SC-9) az egyes
vegyiileteknek megfelelden, célszeriien valasztottuk meg, illetve kombinaltuk egymassal. Az
izolalt vegyiileteket a poliszacharidoktdl, szerves savaktol és egyéb matrix komponensektol
fenil tolteti SPE-vel valasztottuk el. A flavonoid fékomponens szerkezetét NMR
spektroszkopiaval (600 MHz Varian DDR NMR spektrométer) azonositottuk.



EREDMENYEK

Tajékozodo kvantitativ fitokémiai vizsgalatok

A Sempervivum tectorum elézetes fitokémiai vizsgalata soran meghataroztuk a liofilizalt
levélminta flavonoid, dsszes polifenol, cserzdéanyag, proantocianidin és antocianin tartalmat.
Vizsgalati eredményeink: 6sszflavonoid: 0,94 + 0,07 g/100 g (hiperozidban kifejezve), dsszes
polifenol: 1,56 + 0,08 g/100 g (pirogallolban kifejezve), tannin: 0,18 + 0,03 g/100 ¢
(pirogallolban kifejezve), proantocianidin: 0,26 + 0,03 g/100 g (cianidin-kloridban kifejezve)
¢s antocianin: 0,10 + 0,01 ¢/100 g (cianidin-3-gliikozid-kloridban kifejezve). A
szabadgyokfogd képesség vizsgalataval 0Osszefliggésben meghataroztuk a kiilonb6zo

polaritasu oldoszerekkel késziilt S. tectorum kivonatok 6sszes polifenol tartalmat.

Antioxidans aktivitas vizsgalatok

A kiilonboz6 oldoészerrel késziilt S. tectorum kivonatok ABTS-t tartalmaz6 rendszerben
magasabb antioxidans aktivitdssal rendelkeztek, mint a DPPH-t tartalmaz6 tesztben.
Szignifikans korrelaciot talaltunk a kivonatok antioxidans aktivitasa (IC50'1, ml/pg) és Osszes
polifenol tartalma (g/100 g) kozott mindkét vizsgalt in vitro rendszerben. A regresszios
koefficiensek, a p-értékek és a regresszids egyenesek egyenletei az alabbiak: DPPH:
r?=0,8671, p < 0.005, y = 0,00017x + 0,0044; ABTS: r* = 0,9866, p < 0,005, y = 0,0011x —
0,0048.

Meghataroztuk a 80% (v/v) metanollal késziilt S. tectorum kivonat frakcidinak DPPH’
szabadgyokfogod aktivitasat, és az eredményeket Osszehasonlitottuk az Osszkivonatéval. Az
1-3. frakciok nem rendelkeztek szamottevd antioxidans aktivitassal (ICso > 5000 pg/ml), a
4-9. frakciok DPPH" szabadgyokfogd kapacitast mutattak, azonban az szignifikdnsan
alacsonyabb volt az 6sszkivonaténal.

A kovirdzsa présnedvnek és a fenoloidokra szelektivebb olddszerekkel (70%, v/v etanol és
80%, v/v metanol) késziilt kivonatainak peroxinitrit megkoté képessége jelentésen elmaradt a
vizsgalt standard vegyiiletekéhez képest. A S. tectorum Kkivonatokra a kempferol-3-O-
glikozidok dominancidja volt jellemzd, kovetkezésképpen a peroxinitrit megktd képesség
egyik szerkezeti feltétele — katechol-csoport a B-gyiiriiben ill. nem szubsztitualt OH-csoport a
3-0O pozicidoban — sem volt jelen a vegyliletekben. Egyetlen kivételként a 80% (v/v) metanollal

késziilt kivonat peroxinitrit megkotd képesssége kozelitette meg a rutin standardét.



Kvalitativ HPLC és LC-MS/MS analizis

Jollehet, az ESI-MS/MS nem alkalmas a flavonoid-glikozidok egyértelmii azonositasara,
megfelelé informaciot szolgaltat az aglikon szerkezetérél és a glikan-szekvenciardl. A
deprotonalt kempferol-, kvercetin- ¢és miricetin-glikozidok (-)-CID spektrumaban
megfigyelheték a cukorkomponensek lehasadasa utan keletkezd, deprotonalt aglikonnak
megfeleld fragmensionok: [Yo]” m/z 285, 301 és 317 értékeknél, valamint tovabbi
fragmensek: [Y3,—H]™ m/z 284, 300 és 316, [Yo-H-CO-H] m/z 255, 271 és 287. A
cukorszubsztituenseket a lehasadasukkor keletkez6 semleges veszteségek alapjan
azonositottuk: 162 amu hexozra utalt, 146 amu dezoxihexdzt, feltételezhetéen ramnozt jelzett,
mig 132 amu pentozt, feltehetéen xildzt jeldlt. Irodalmi forrasok szerint a cukorkomponensek
homolitikus hasadasakor keletkezé gyokos aglikon aion [Yo—H]™ relativ intenzitisanak és a
heterolitikus hasadasbol szarmazé nem gyokos aglikon anion [Yo] relativ intenzitasanak
ardnya Osszefliggésben van a glikozilacios pozicidval. Intenziv [Yo-H]™ fragmensionok
jelenléte flavonol-glikozidok tomegspektrumaban a cukorkomponensek 3-O poziciobol
tortént lehasadasara utal. A [Yo-2H]  fragmens keletkezése két glikozil gyok 3-O és 7-O
poziciobol tortént egymas utani lehasaddsdval magyardzhaté. Munkank sordn a

crer

vizsgalva feltételeztiik.

S. tectorum 80% (v/v) metanollal késziilt kivonat

Antioxidans hatas vizsgalataink eredményei alapjan célunk volt a S. tectorum 80% (v/v)
metanollal késziilt kivonat nagyhatékonysagu folyadékkromatografids vizsgalata. A
kivonatban jelenlévé flavonol komponensek egyedi UV-spektrumainak abszorpcios
maximumai kempferol- és kvercetin-O-glikozidokra voltak jellemzok.

A deprotonalt molekulaionok [M-H] azonositasahoz ESI-MS analizist végeztiink, az ezt
kovetdé ESI-MS/MS vizsgalatok soran a deprotonalt molekulaionokat alkalmaztuk
A S. tectorum 80% (v/v) metanollal késziilt kivonataban rutint és hat kempferol-glikozidot
(kempferol-3-O-hexozid, kempferol-3-O-dezoxihexozid-7-O-dezoxihexozid, kempferol-3-O-
hexozil-7-O-dezoxihexozid, kempferol-3-O-dezoxihexozil-pentozid-7-O-dezoxihexozid,
kempferol-3-O-dezoxihexozil-hexozid-7-O-dezoxihexozid, kempferol-3-O-dezoxihexozil-

pentozid-7-O-dezoxihexozil-hexozid) azonositottunk vagy feltételeztiink.



S. tectorum 80% (v/v) metanollal késziilt kivonat frakciéi

A kovirdzsa 80% (v/v) metanollal késziilt kivonatat Silicagel oszlopkromatografiaval
frakcionaltuk a komponensek dusitasa céljabol. igy kivantunk informaciot nyerni a kiilonboz6
vegyitiletcsoportok antioxidans aktivitashoz torténé hozzajarulasarol. A 4-9. frakciok
HPLC-UV vizsgalata sordn a Silicagel oszloprol késén eludlodd frakcidokban flavonoid
vegyiileteket detektaltunk, mig a korabban eludlodott frakciok hidroxibenzoe- ¢€s
hidroxifahéjsav szarmazékokat tartalmaztak.

A frakciokban tizenhat flavonol-glikozid és 06t fenolkarbonsav szerkezetét feltételeztiik
LC-MS/MS modszerrel. A teljes kivonatban mar detektalt komponensek mellett 6t tovabbi
kvercetin mono-, di- és triglikozidot és négy kempferol di- és triglikozid jelenlétét igazoltuk.
A flavonolok csaknem minden frakcioban megfigyelhetok voltak, az 6t gallusz-, kavé- és
kumarsav szarmazékot azonban csak a Silicagel oszloprol kordn elualddott frakcidkban
detektaltuk. A komponensek oszlopkromatografias frakcionaldssal végzett dusitasa lehetéveé
tette olyan minor komponensek detektalasat a frakciokban, amelyeket az 6sszkivonatban nem

figyeltliink meg.

S. tectorum présnedv

A S. tectorum présnedvben tiz flavonol-glikozidot és tizenhat szerves és fenolkarbonsavat
detektaltunk. A kovirdzsa 80% (v/v) metanollal késziilt kivonataban és annak frakcioiban leirt
flavonoidokon kiviil kempferol-3-O-dezoxihexozil-pentozid-7-O-dezoxihexozil-hexozid és
kempferol-3-O-dezoxihexozil-pentozid-7-O-dezoxihexozid fumarsavval képzett észterének,
valamint a Crassulaceae savmetabolizmus anyagcseretermékeinek (izocitromsav, almasav,
stb.), hidroxibenzoe- (galluszsav) és hidroxifahéjsavak (kumar-, kavé- és ferulasav)

glikozidjainak és egyéb szarmazékainak jelenlétét igazoltuk a présnedvben.

S. tectorum etanollal késziilt kivonat

S. tectorum etanollal késziilt kivonata rendelkezett a legmagasabb antioxidans aktivitassal a
vizsgalt in vitro tesztekben, ezért munkank célja volt a kivonat fitokémiai screen vizsgalata a
szabadgyokfogd kapacitashoz hozzajaruldé komponensek azonositasa céljabol. A detektalt
vegyiiletek UV-spektruma, a kdvirdzsa korabban vizsgalt kivonataihoz hasonléan, kempferol-
és kvercetin-O-glikozidokra, valamint hidroxibenzoe- és hidroxifahéjsavakra volt jellemzo.

LC-MS/MS modszerekkel tizenkét flavonol-glikozidot és tiz szerves savat ¢és

fenolkarbonsavat detektaltunk a kivonatban. A fenolkarbonsavak retencids idejének és



tomegspektrumanak referenciavegyiiletekkel és irodalmi adatokkal torténd Osszehasonlitasa
alapjan azokat galloil-glikozidokként és kumarsav észterekként jellemeztiikk. A flavonolok
kozil a kempferol-glikozidok voltak talsalyban (hét mono-, di-, tri- és tetraglikozid), a
kvercetin-glikozidok ritkabban fordultak el (négy mono-, di- és triglikozid), mig a miricetin-

3-O-hexozid volt az egyetlen detekalt miricetin vegyiilet a S. tectorum mintainkban.

C. avellana etil-acetattal és metanollal késziilt kivonatok

A C. avellana levélmintakban a flavonoidok voltak a dominans vegyiiletek. Az etil-acetattal
késziilt kivonatban 6t flavonoid-glikozidot (miricetin-3-O-dezoxihexozid, kvercetin-3-O-
hexozid, kvercetin-3-O-dezoxihexozid, kempferol-di(dezoxihexozid), kempferol-3-O-
dezoxihexozid) és rozmaringsavat detektaltunk. A fékomponens miricetin-3-O-ramnozid
(miricitrin) volt. A metanolos kivonatban rozmaringsavon és a fent emlitett flavonoidokon
kiviil miricetin-3-O-hexozidot és egy kavésav szarmazékot is detektaltunk. A kivonat

fékomponense szintén a miricitrin volt.

Kvantitativ vizsgalatok
Hidroxifahéjsav szairmazékok meghatarozasa S. tectorum présnedvben

A kévé-, klorogén- és rozmaringsav mennyiségét S. tectorum présnedvben DAD (320 nm)
vizsgélatok eredményei alapjan hataroztuk meg. A detektalasi hullimhosszt referencia
vegyiiletek UV-spektrumanak vizsgélata alapjan jeloltiik ki. Az alkalmazott gradiens eliicio jo
elvalast, igy megfeleld szelektivitast biztositott mindhdrom hidroxifahéjsav szamara. A
modszer napon beliili ¢s napok kozotti ismételhetdsége megfeleld volt mindhdrom vizsgalt
komponensre (RSD% < 15%), mig a napon beliili és napok ko6zotti pontossag 73,0% és
125,4% kozott valtozott. A présnedv kavésav tartalma 2,69 + 0,06 mg/100 g szaraz présnedv
(RSD%: 2,08), a klorogénsav tartalom 3,54 = 0,27 mg/100 g (RSD%: 7,68), a rozmaringsav
mennyisége < LOD volt. A modszer visszanyerése kavésav esetén 87,19% (RSD%: 1,06),

klorogénsavnal 82,41% (RSD%: 1,11), mig rozmaringsavnal 88,26% (RSD%: 1,16) volt.

Kempferol-glikozidok meghatarozasa S. tectorum présnedvben

A kempferol-3-O-B-[a-ramnopiranozil-(1—2)-gliikopiranozid]-7-O-a-ramnopiranozid  (a
pontos szerkezetet NMR spektroszkopiaval igazoltuk) mennyiségét S. tectorum présnedvben

SRM (szelektiv reakciokovetéses) és DAD (350 nm) analizisek alapjan hataroztuk meg. A
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detektalasi hullamhosszt és a meghatarozas soran mért fragmensiont (m/z 593) a vegyiilet
UV- ¢és tomegspektrumédnak figyelembevételével jeldltik ki. Az SRM ilizemmodd magas
szelektivitast biztositott, a m/z 739 — m/z 593 atmenetet vizsgaltuk. Az alkalmazott gradiens
elacional jo elvalast tapasztaltunk a flavonoid fékomponensre, igy a szelektivitas a DAD
modszer esetében is megfelelé volt. A présnedv kempferol-3-O-ramnozil-gliikkozid-7-O-
ramnozid tartalma a TIC SRM meghatarozas alapjan 0,097 + 0,001 (RSD%: 1,21), mig a
DAD 350 nm moédszer alapjan 0,116 + 0.002 g volt 100 g szaraz présnedvben (RSD%: 2,06).
A kempferol-3-O-dezoxihexozid-7-O-dezoxihexozid és a kempferol-3-O-hexozid-7-O-
dezoxihexozid tartalmat S. tectorum présnedvben SRM vizsgalatok eredményei alapjan
hataroztuk meg. Az m/z 285 fragmenst (m/z577 — m/z 285 atmenet) valasztottuk a
kempferol-di(dezoxihexozid) és ugyanezt a fragmensiont, a m/z 593 — m/z 285 atmenetet
vizsgalva a kempferol-dezoxihexozil-hexozid meghatarozasahoz. Az el6bbi vegyiilet
mennyisége 0,044 = 0,001 g/100 g (RSD%: 0,56), mig az utdbbié¢ 0,080 + 0,002 g/100 g
szaraz présnedv (RSD%: 2,29).

A modszerek visszanyerése 71,61-110,43% kozott valtozott. A napon beliili és napok kdzotti
ismételhet6ség < 15% volt minden modszer esetén, a napon beliili és napok kozotti pontossag

pedig 78,3% ¢és 113,3% kozott valtozott.
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KOVETKEZTETESEK

Meghataroztuk a vizsgalati mintak 0Osszflavonoid, Osszes polifenol, cserzéanyag,
proantocianidin, antocianin és  0sszes hidroxifahéjsav = szdrmazék  tartalmat
gyogyszerkonyvi spektroszkopias modszerekkel. A részletes fitokémiai analizis irdnyanak
kijeloléséhez in vitro antioxidans hatas vizsgalatot végeztiink és Osszehasonlitottuk a
kiilonb6z6 polaritasa  oldoszerekkel készilt Sempervivum tectorum kivonatokat.
Mindhéarom mddszer (DPPH, ABTS ¢és peroxinitritmegkdtd képesség) értékes informaciot
szolgaltatott és kovetkeztetéseket engedett meg a fenoloid Osszetétel valtozékonysaganak

vonatkozasaban.

A kivonatok fenoloid Osszetételére és tartalmara irdnyuld fitokémiai jellemzés alapjan
szignifikans korrelaciot tartunk fel a kivonatok antioxidans aktivitasa és fenoloid tartalma
kozott. Ugyanakkor szignifikans kiilonbséget talaltunk S. tectorum 80% (v/v) metanollal

késziilt kivonata és a kivonat frakcidi kozott.

Els6ként alkalmaztunk negativ ionizacios LC—ESI-MS/MS modszereket a kovirdzsa
flavonol-O-glikozid, szerves sav, hidroxibenzoe- és hidroxifahéjsav vegylileteinek
analizisére. A tradicionalis gyogyaszatban alkalmazott S. tectorum présnedv, valamint a
szabadgyokfogo kapacitas vizsgalatok eredményei alapjan kivalasztott, fenoloidokra
szelektivebb oldoészerekkel (etanollal és 80% (v/v) metanollal) késziilt kivonatok
fitokémiai vizsgalatara keriilt sor. A minor komponensek dusitasa és a kiilonb6z6 fenoloid
osztalyokba tartoz6 vegyiiletek elvalasztiasa céljabol Silicagel oszlopkromatografiaval

frakcionaltuk a 80% (v/v) metanolos kivonatot.

Hat kempferol mono-, di-, tri- és tetraglikozidot, valamint rutint azonositottunk ¢és
feltételeztiink a S. tectorum 80% (v/v) metanolos kivonataban. Elséként vizsgaltuk és
jellemeztiik a S. tectorum flavonolok glikozilaciés mintazatat. A 80% (v/v) metanollal
késziilt kovirozsa kivonat frakcidiban tovabbi kilenc kempferol- és kvercetin-glikozid,
valamint gallusz- és hidroxibenzoesav szarmazékok jelenlétét igazoltuk. A kovirdzsa
etanollal késziilt kivonataban egy miricetin monohexozidot ¢és a Crassulaceae

savanyagcserébdl szarmazo egyszerll szerves savakat detektaltunk. Gyors és egyszeri
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HPLC-DAD-ESI-MS/MS modszert fejlesztettink a kovirdzsa présnedv fenoloid és

flavonol-glikozid osszetételének vizsgalatara.

Szelektiv kvantitativ LC—-MS/MS és LC-DAD modszereket fejlesztettiink, validaltunk és
hasonlitottunk 6ssze a présnedv flavonoid fékomponensének ¢és két tovabbi kempferol-
glikozidjanak mennyiségi meghatarozasara, a S. tectorum mindségbiztositasaban torténd
alkalmazéas céljabol. A présnedv fitokémiai jellemzésének kiegészitésére HPLC-UV

modszert dolgoztunk ki néhany jellemzd hidroxifahéjsav komponens meghatarozasara.

A Corylus avellana fenoloid profiljanak teljeskori jellemzése céljabol kiilonb6zo
oldoszerekkel késziilt mogyor6d kivonatokat analizaltunk, HPLC-DAD-ESI-MS/MS
modszert alkalmaztunk a flavonol-glikozidok vizsgalatara. A termesztett C. avellana
levélmintdkban korabban mar leirt flavonol-3-O-ramnozidok mellett két flavonol-3-O-
hexozidot, valamint egy kempferol-diszacharidot detektaltunk a Magyarorszagon vadon

novo C. avellana kivonataiban.

Eredményeink aldtdmasztottdk, hogy a nagyhatékonysagu folyadékromatografiaval
kapcsolt negativ ionizacios tandem tomegspektrometria megfeleld, szelektiv és érzékeny
eszkdoz a gyogynovények kivonataiban jelenlévd fenoloidok kvalitativ és kvantitativ
vizsgalataban. Az alkalmazott modszerek nem tették lehetdvé izomer vegyiiletek, illetve a
cukor szubsztituensek sztereokémidjanak egyértelmii azonositasat, azonban a vegyiiletek
fragmentacioja soran keletkezd diagnosztikus fragmensionok jelenlétének és / vagy relativ
intenzitasanak vizsgalata elegendd informacidt szolgaltatott ahhoz, hogy javaslatot
tegylink mind a flavonol-glikozidok, mind a fenolkarbonsavak szerkezetének

jellemzésére.
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OSSZEFOGLALAS

Standardizalt novényi készitmények fejlesztéséhez elengedhetetlen a mindségbiztositas.
Megneheziti a feladatot, hogy a gydgyndvények kivonatai — és kiilondsen a fenoloid
vegylileteket tartalmazok — szamos, szerkezetileg nagyon kiilonb6z6 komponensbdl allo
komplex elegyek.

A Sempervivum tectorum L. és Corylus avellana L. levelét a tradicionalis gyogyaszatban
elsdsorban gyulladdscsokentd hatasa miatt alkalmazzak. Farmakologiai hatésaikat flavonoid
¢és egy¢eb fenol-sav komponenseikkel hoztak 6sszefiiggésbe.

Munkank célja volt a S. tectorum ¢és C. avellana fenoloid Osszetételének atfogd vizsgalata,
kiilonds  tekintettel flavonoid vegyiileteikre. Munkdnk soran nagyhatékonysagu
folyadékkromatografiaval kapcsolt és elektroporlasztdsos ionforrassal szerelt tandem
tomegspektrometras modszereket alkalmaztunk.

Osszefiiggést talaltunk a vizsgalt S. tectorum kivonatok Osszes polifenol tartalma és
szabadgyokfogod aktivitdsa kozott, a tovabbiakban a legnagyobb antioxidéns kapacitdssal
rendelkezd kivonatok fenoloid dsszetételét vizsgaltuk. Egyszerti és gyors HPLC modszereket
fejlesztettiink S. tectorum 80% (v/v) metanollal és etanollal késziilt kivonatok, valamint
présnedv flavonoid és fenolkarbonsav komponenseinek elvalasztasara. Elséként alkalmaztunk
LC-ESI-MS/MS modszert negativ ionizacioval a kovirdzsa flavonol-O-glikozid, egyszerii
sav, hidroxibenzoe- és hidroxifahéjsav szarmazékainak vizsgalatara. Szelektiv HPLC-UV és
HPLC-DAD-ESI-MS/MS modszereket fejlesztettiink és  validaltunk a tradicionalis
gyogyaszatban leggyakrabban alkalmazott S. tectorum présnedv legfontosabb kempferol-3-O-
glikozidjainak és kavésav-szarmazékainak mennyiségi meghatarozasara.

Kiegészitettik a C. avellana levél flavonol-glikozidjaira vonatkozo adatokat
HPLC-DAD-ESI-MS/MS modszerek alkalmazasaval. A mar korabban is detektalt
flavonol-3-O-ramnozidok mellett flavonol-3-O-hexozidok jelenlétét igazoltuk.

Eredményeink megerdsitették, hogy a negativ ionizéciés HPLC-ESI-MS/MS mddszerek
szelektiv és érzékeny eszkozt biztositanak a vizsgalt tradicionalis gyogyndvények fenoloid

vegylileteinek kvalitativ és kvantitativ vizsgalatahoz.
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SUMMARY

Quality control is essential for innovation of standardized herb extracts. However, it can be
difficult, since medicinal plant extracts — and particulary those containing phenolics — are
complex mixtures of numerous compounds of great structural variability.

Sempervivum tectorum L. and Corylus avellana L. have been used in traditional medicine
primarily for their anti-inflammatory effects. Flavonoids and other phenolic acids have been
attributed to their pharmacological actions. Aim of our work was comprehensive
characterization of the phenolic profile of S. tectorum and C. avellana by electrospray
ionization tandem mass spectrometry coupled to high-performance liquid chromatography,
with particular attention to their flavonoid compounds.

We revealed correlation between polyphenol content and radical scavenging activity of S.
tectorum, and analyzed phenolic composition of extracts showing the highest antioxidant
capacity. Simple and fast HPLC methods were developed for separation of flavonoids and
phenolic acids in S. tectorum 80% (v/v) methanolic and ethanolic extract, as well as in leaf
juice. LC-ESI-MS/MS in the negative ionization mode was used for the first time for
structural analysis of flavonol O-glycosides, simple acids, hydroxybenzoic and
hydroxycinnamic acid derivatives of houseleek. In addition, we developed selective and
validated HPLC-UV and HPLC-DAD-ESI-MS/MS methods for quantitation of the main
kaempferol 3-O-glycoside and caffeic acid derivative components in S. tectorum leaf juice,
which has been used traditionally as a medication against inflammation of the ears.

Data concerning flavonol glycoside profile of C. avellana leaves have been complemented by
the use of an HPLC-DAD-ESI-MS/MS method. Besides flavonol 3-O-rhamnosides,
previously described for C. avellana leaves, we detected flavonol 3-O-hexosides in the
extracts.

According to our results, HPLC-ESI-MS/MS in negative ionization mode provided a selective
and sensitive tool for qualitative, as well as for quantitative evaluation of phenolic compounds

present in extracts of traditional herbal remedies.
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