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Bevezetés

Az utobbi évek kutatdsainak egyik meghatdrozd irdnya az antioxidans hatast természetes
vegylletek vizsgalata. Utdbbiak hozzédjarulhatnak az oxidativ stresszel 6sszefiiggésbe hozhato
koros folyamatok kivédéshez és megel6zéséhez. Ezért kulcsfontossagi hatékony modszerek
kifejlesztése a természetben eléforduld antioxidans vegyliletek sziirésére. A ndvényi
hatéanyagok azonositasdhoz és mennyiségi meghatarozasdhoz elengedhetetlen a megfelelden
érzékeny, pontos, ismételhetd, validalt modszerek alkalmazasa.

A kiilonb6zo antioxidans hatast vegyliletek kozott fontos szerepet kapnak a taplalékkal
szervezetiinkbe jutd polifenolok, koztiik a flavonoidok. A komplex dsszetételil, fenoloidokban
gazdag novényi kivonatok oxidativ stresszt kivédd hatasanak értékelésében mindig visszatérd
kérdés, hogy az egyes komponensek milyen mértékben jarulnak hozza a szabadgyokfogod
kapacitashoz. Emellett nem hagyhatjuk figyelmen kiviil, hogy a farmakologiai hatasok az
eléforduld vegyliletek kozott 1étrejovo kolesonhatasok ereddjeként jelennek meg. A vezetd
biologiailag aktiv vegyliletek kimutatasa eldsegitheti a frakciok célzott kivalasztasat a tovabbi
biologiai vizsgalatokhoz. Ezenkiviil a fenoloidok kemotaxondémiai markerként is
szolgalhatnak.

A fentebb emlitettek tiikrében a Lysimachia genus fenoloidokban gazdag fajai megfeleld
példaként szolgalhatnak az egyes flavonoid komponensek 6sszes antioxidans aktvitashoz valo
hozzajarulasanak vizsgalatahoz. A Lysimachia fajok fenoloid Osszetételét és antioxidans
aktivitasat illetden szakirodalmi adatok csak hidnyosan allnak rendelkezésre, igy ez iranyu
vizsgalatuk indokolt.

Célul tiztik ki ezért a Primulaceae csaladba tartozé Lysimachia nemzetségnek Karpat-
medencében fellelhetd fajai koziil a L. vulgaris L. - kozonséges lizinka, a L. nummularia L. —
pénzlevelli lizinka, valamint a L. punctata L. — pettyegetett lizinka fenoloidjainak
Osszehasonlito fitokémiai elemzését. Emellett vizsgalatainkba vontunk két elterjedten tltetett
fajt, a L. clethroides Duby — hattyinyaku lizinkat és L. ciliata L. var. ‘Firecracker’ — voroslevell
lizinkat, valamint értékeltiik a hagyomanyos kinai orvoslas egyik gyogynovényét a L. christinae
Hance - kinai lizinkat. Ismereteink szerint a L. ciliata fenoloid 6sszetételérél nem lelhet6 fel
szakirodalmi adat. Eredményeink hozzajarulhatnak a hagyomanyos europai ¢és kinai orvoslas
lehetséges kapcsolatanak feltarasahoz, valamint a taxondmiai osztalyozas megerdsitésehez.
Vizsgalataink kozéppontjaba az emlitett Lysimachia fajok antioxidans flavonoidjainak
vizsgalatat helyeztiik. A kivonatokban jelen 1év6 fenoloidok szerkezeti jellemzéséhez HPLC-

ESI-MS/MS modszert valasztottunk. A f6 flavonoidok mennyiségi meghatarozasara HPLC-



DAD ¢és UPLC-DAD modszereket validaltunk. Bioldgiai aktivitasuk feltarasara in vitro

szabadgyokfogd modszereket alkalmaztunk.

Célkitiizések

Munkank elsédleges célja a Magyarorszagon honos harom Lysimachia faj, valamint tovabbi
harom termesztett faj fenoloidjainak jellemzése volt. Emellett célunk volt a lizinka kivonatok
antioxidans aktivitisanak részletesebb vizsgalata. Els6ként terveztiik vizsgalni a L. ciliata
fenolos anyagcseretermékeit.

A kisérletes munka célkitlizései az alabbiak voltak:

1. AL. vulgaris, L. nummularia, L. punctata, L. christinae, L. clethroides, L. ciliata herba
drogok 0Osszes polifenol, cserzéanyag, Osszes flavonoid és Osszes hidroxifahéjsav
tartalmanak meghatarozéasa a drogok elézetes mindsitése céljabol.

2. A Lysimachia kivonatok fenoloid-osszetételének mindségi vizsgalatara HPLC-DAD-
ESI-MS/MS moddszer alkalmazasa.

3. HPLC-DAD modszer alkalmazasa és validalasa a Magyarorszagon honos Lysimachia
fajok fenolos fékomponenseinek mennyiségi vizsgalatara.

4. A vizsgalt fajok 6sszehasonlitasanak megkonnyitése és a mintdk fenoloidjai szamanak
csokkentése érdekében a Kivonatok hidrolizise, majd a f6 flavonoid-aglikonok
mennyiségének vizsgalatara UPLC-DAD modszer fejlesztése és validalasa.

5. A felsorolt novénymintdk metanolos ¢és hidrolizalt kivonatok szabadgyokfogd
aktivitasanak vizsgalata in vitro DPPH és ABTS modszerekkel, valamint a mintak
flavonoidjainak azonositasa és antioxidans aktivitashoz valo hozzajarulasukk vizsgalata

DPPH-HPLC kapcsolt technikaval.

Anyagok és modszerek

Novényminta

A Lysimachia vulgaris L., Lysimachia punctata L., és Lysimachia nummularia L. herba mintak
tobb egyedrdl viragzasi id6 alatt 2011 juliusdban keriiltek begytijtésre a Biikki Nemzeti Park
teriiletén. A novények azonositasa a Semmelweis Egyetem Farmakognoziai Intézetében tortént.
A Lysimachia clethroides Duby és Lysimachia ciliata L. herba mintadkat a lengyelorszagi
Jagellonian Egyetem Gyogyndvénykertjének 2014 juliusaban viragzas alatt begyiijtott kultivalt

egyedei szolgaltattak. Lysimachia christinae Hance herba vizsgalati anyagot Sanghaji



kereskedelmi minta szolgaltatta. A ndvénymintakbol 100-100 g kertiilt begytjtésre kiillonb6zd

egyedekrdl, viragzas alatt.

Kivonas és mintaelokészités

Kivonas

30-30 g herba mintabol Soxhlet késziilékben készitettiink kivonatokat egymast kovetd
extrakcioval (250 ml kloroform, 6 6ra 60 °C; 250 ml metanol, 6 6ra 90 °C). A kivonatokat
csokkentett nyomason, 50 °C-on szarazra paroltuk, HPLC mindségli metanolban (3-4 ml)
visszaoldottuk, majd Phenex-RC 15 mm, 0.2 um fecskenddsziiron sziirtiik.

Hidrolizis

0,1 ml (megkozelitdleg 0,02 g szaraz kivonat) oldathoz 2,0 ml 25%-0s sosavat és 10 ml
metanolt adtunk. A mintakat vizfiirdén visszafoly6 hiit6 alkalmazasaval 85 °C-on 1 6ran at
melegitettiik. A mintdkat szobahOmérsékletre torténd hiités utan valasztotolesérben 20 ml viz
hozz4adasa utdn haromszor 15 ml vizzel telitett etil-acetattal extrahaltuk. Az egyesitett etil-
acetatos frakciokat vizmentes natriumszulfaton sziirtiik, majd 40 °C-on csokkentett nyomason
szarazra paroltuk. A maradékot HPLC min6ségii metanolban (1-2 ml) oldottuk, majd Phenex-

RC 15 mm, 0,2 um fecskenddsziirén sziirtiik.

Kvantitativ fitokémiai vizsgalat
Az 0sszes polifenol, cserzdanyag, Osszes flavonoid és Osszes hidroxifahéjsav mennyiség
meghatdrozasa a lizinka herba mintdkban és metanolos kivonatokban a VIII. Magyar

Gyogyszerkonyv irdnyelvei szerint torténtek.

Antioxidans aktivitas

A Lysimachia metanolos és hidrolizalt kivonatok valamint a referencia vegyiiletek (miricetin,
kvercetin, kempferol, miricitrin, rutin, kavésav, klorogénsav) antioxidans aktivitasat DPPH ¢s
ABTS szabadgyokdket tartalmazo in vitro tesztekben hataroztuk meg

A torzsoldatokat 10,00 mg DPPH 25,0 ml HPLC mindségli metanolban, valamint 10,00 mg
ABTS 2,6 ml HPLC mindségti desztillalt vizben torténd oldasaval készitettiik. Az ABTS
torzsoldathoz 1,72 mg kalium-peroxodiszulfatot adtunk. A torzsoldatokat kozvetleniil mérés
elétt tigy higitottuk HPLC metanollal, illetve spektroszkopids mindségii etanollal, hogy azok
abszorbancidja 0,900 (£0,015) legyen. A mérés soran a vizsgalandé mintakat 6t kiillonb6z6
térfogatban (10-100 pl) adagoltuk a szabadgyOk torzsoldatanak 2,5 ml-éhez (harom

parhuzamos mérést végeztiink). Osszehasonlito oldatként HPLC mindségii metanolt és
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spektroszkopias etanolt alkalmaztunk. Az abszorbancia csokkenésének mértékét 360
masodperc elteltével regisztraltuk. A méréseket Hitachi U-2000 spektrofotométerrel végeztiik
515 nm-en (DPPH) illetve 734 nm-en (ABTS). A mintak antioxidans aktivitast az 50%-0S

gatlasi értékhez tartozo koncentracio értékével jellemeztiik.

HPLC-DAD-ESI-MS/MS kériillmények

Késziilek: Agilent 6410 harmas kvadrupol (QqQ) tomegspektrométer elektrospray ionforrassal
(ESI) Agilent 1100 HPLC rendszerhez kapcsolva. A Lysimachia mintak kromatografias
elvalasztasat 25°C-ra termosztalt Zorbax SB C18 Plus C18 oszlopon (150 mm x 3 mm, 3,5 um)
végeztikk 1 pl-es injektalasi térfogattal. Eltcidés program: 0,4 ml/perces aramlasi sebesség,
0 perc: 10% (v/v) B, 30 perc: 40% (v/v) B, 31 perc: 100% (v/v) B, 35 perc: 100% (v/v) B. Az
A eluens 0,3%-o0s (v/v) hangyasav, a B eluens acetonitril volt. A kromatogramokat 280 és 350
nm-en regisztraltuk, az UV spektrumokat a 200 és 400 nm kozti tartomanyban vettiik fel. A

tomegspektrometrias analizisek soran negativ ion modot alkalmaztunk.

A Magyarorszagon honos Lysimachia fajok metanolos kivonatanak HPLC-DAD
kvantitativ vizsgalati kériillményei

A kozonséges, pénzlevelli és pettyegetett lizinka kivonatokban a kempferol, kvercetin,
miricetin-3-O-ramnozid (miricitrin), rutin és klorogénsav mennyiségi analizise céljabol HPLC-
DAD kiils6 standard kalibracios modszert alkalmaztunk és validaltunk.

Késziilék: Agilent 1260 Infinity HPLC rendszer A Lysimachia mintak kromatografias
elvalasztasat 25°C-ra termosztalt Zorbax Eclipse Plus C18 oszlopon (100 mm x 4,6 mm, 3,6
um) végeztiik 1 pl-es injektalasi térfogattal. Elucids program: 0,6 ml/perces aramlasi sebesség,
0 perc: 20% (v/v) B, 30 perc: 100% (v/v) B, 31 perc: 100% (v/v) B, 33 perc: 20% (v/v) B, 37
perc: 20%, (v/v) B. Az A eluens 0,1%-o0s (v/v) hangyasav, a B eluens metanol volt. A
kromatogramokat 340 nm-en regisztraltuk, az UV spektrumokat a 200 és 400 nm kozti
tartomanyban vettiik fel.

Otpontos kalibraciot végeztiink, melyhez a standard tdrzsoldatokbol 1; 10; 50; 150 és 300 pg/ml
Minden standard oldatbol 3 parhuzamos mintat készitettiink, melyeket egyszer injektaltunk.
Abrazoltuk a cstics alatti teriileteket a hozzajuk tartozo koncentracié fliggvényében. Regresszio
analizist végeztiink a legkisebb négyzetek modszerével, igy meghataroztuk az egyenes

egyenletét és determinacids egyiitthatojat. A kimutatasi (LOD) és meghatarozasi (LOQ)

crey
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kontrollmintakat alkalmaztunk a napon beliili és napok kozotti pontossdg megallapitasara
napon beliil, és egymast kovetd harom nap folyaman). A retencios 1d6 ismételhetdségét a hat

Lysimachia faj kivonatanak hat egymast kovet6 futasabol allapitottuk meg.

A hidrolizalt Lysimachia kivonatok UPLC-DAD kvantitativ vizsgalatanak koriilményei
Késziilék: Waters Acquity UPLC-DAD (Waters Corporation, Milford, USA). A Lysimachia
mintak kromatografias elvalasztasat 40°C-ra termosztalt Acquity UPLC HSS C18 oszlopon
(100 mm x 2,1 mm, 1,8 um) végeztiik 3 pl-es injektalasi térfogattal. Elucids program: 0,65
ml/perces dramlasi sebesség, 0 perc 22% B, 3 perc 40% B, 3,5 perc 100% B, 4 perc 22% B. Az
A eluens 0,2% (v/v) ecetsav, a B eluens acetonitril volt. A kromatogramokat 254 nm-en
regisztraltuk.

A flavonol aglikonok mennyiségét kiils6 standard modszerrel hataroztuk meg. A kalibraciohoz
1,0; 10,0; 50,0; 100,0; 300,0 és 500,0 pg/ml koncentracioju oldatokat készitettiink a kempferol,
kvercetin, miricetin sztenderdekbdl HPLC mindségli metanolt hasznalva. Minden sztenderd
oldatbol 3 parhuzamos mintét készitettiink, melyeket egyszer injektaltunk. Abrazoltuk a csucs
alatti teriileteket a hozzajuk tartozo koncentracio fliggvényében. Regresszi6 analizist végeztiink
a legkisebb négyzetek modszerével, igy meghataroztuk az egyenes egyenletét és determinacios

egylitthatojat. A kimutatasi (LOD) és meghatarozasi (LOQ) hatarokat 3:1 és 10:1 jel/zaj

crer

cre

kovetd harom nap folyaman). A retencios id6 ismételhetdségét a hat Lysimachia faj hidrolizalt

kivonatanak hat egymast kovet6 futasabol allapitottuk meg.

HPLC-vel kapcsolt DPPH médszer koriilményei

Minta elokészités

A hidrolizalt Lysimachia kivonatok 100 pl-ét 100 ul DPPH oldattal (1,5 mg/ml koncentracioju,
HPLC mindségli metanolos oldat) elegyitettilk. A mintdkat 30 perces szobahdmérsekleten
fénytdl védve torténd inkubalas utan HPLC-DAD-QMS modszerrel vizsgaltuk. Az analizishez
kivonatokhoz valé hozzaadasaval kapott kromatogramok értékelése alapjan hataroztuk meg.
Azt a koncentraciot valasztottuk, ahol a miricetin vagy ha az kis mennyiségben volt jelen, a

kvercetin cstcstertilet csokkenése a legnagyobbnak bizonyult. A kontrollmintak esetében 100ul
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kivonathoz 100 pl HPLC mindségli metanolt adtunk. A kivonatok DPPH-val kezelt
kromatogramjat a kontroll mintak kromatogramjaval hasonlitottuk 6ssze, és a harom flavonoid
aglikon: miricetin, kvercetin és kempferol cstcsteriilet valtozasat vizsgaltuk.
HPLC-DAD-QMS koriilmények

Késziilék: Agilent 6120 kvadrupdl tomegspektrométer elektrospray ionforrassal Agilent 1100
HPLC rendszerhez kapcsolva. A Lysimachia mintak kromatografias elvalasztasat 40 °C-ra
termosztalt Kinetex-XB C18 oszlopon (150 mm x 4,6 mm, 2,6 pum;) végeztik 10 pl-€s
injektalasi térfogattal. Elucios program: 0,5 ml/perces aramlasi sebesség, 0 perc 0% B, 20 perc
35% B, 40 perc 100% B, 45 perc 100% B. Az A eluens 0,1%-0s (v/v) TFA vizes oldata, a B
eluens 0,1% (v/v) TFA acetonitril:viz 95:5 elegyében oldva. A kromatogramokat 254 nm-en

regisztraltuk, az UV spektrumokat 200 és 400 nm kozotti tartomanyban vettiik fel.

Eredmények

A Lysimachia fajok kvantitativ fitokémiai vizsgalata

Az endemikus fajok jelentds mennyiségii polifenolt (3-4%) tartalmaztak, mig a termesztett
fajokban nagy valtozatossag volt megfigyelhet6 (1-5%). Legmagasabb polifenol, cserzéanyag
¢s hidroxifahéjsav tartalommal a hattyGinyaku lizinka rendelkezett, bar flavonoid tartalma nem
volt kiemelked6 (0,9%). A tobbi fajjal 6sszehasonlitva a kinai és voroslevelil lizinka herbajaban
az Osszes polifenol (~1%) és cserzéanyag (~0,5%) felhalmozodas jelentdsen elmaradt, valamint
a flavonoid (<0,3%) és hidroxifahéjsav (<0,8%) tartalmuk is jelentdsen alacsonyabb volt.
Legalacsonyabb flavonoid tartalmat a voroslevelii lizinka herbajaban, mig legmagasabb
mennyiséget a pettyegetett lizinka herbajaban mértiink. A metanolos kivonatokban a vizsgalt

tartalomanyagok altalaban 3-4-szer nagyobb mennyiségben dusultak fel.

A Lysimachia kivonatok fenoloid profiljanak jellemzése

RP-HPLC modszert alkalmaztunk a hat lizinka faj fenolos anyagcseretermékeinek
kromatografias elvalasztasara. A vegyliletek szerkezetének jellemzéséhez a HPLC-DAD
vizsgalatok soran detektalt UV spektrumukat és a HPLC-ESI-MS/MS fragmentacios
mintdzatukat vetettiik Ossze referencia-vegyliletekével, illetve ezek hidnyaban irodalmi
adatokkal. Osszesen 86 fenoloid komponenst detektaltunk a lizinka kivonatokban, kéztiik
tizenhét n6vényi savat, hat katechin szarmazékot, tizenhét flavonol-O-glikozidot, két flavonol
aglikont, a kempferolt és kvercetint, huszonhét flavon-C-glikozidot, és tovabbi tizenhét egyéb

flavonoid vegyiiletet.



A kozonséges lizinka metanolos kivonatanak 12 komponense kozott, kavésav-szarmazékot,
klorogénsavat, hét flavonol- mono- di- és tri- O-glikozidot, egy metilalt flavonoidot és a két
fent emlitett flavonol aglikont irtunk le. A 280 nm-en detektalt UV kromatogram alapjan a
kozonséges lizinka kivonatanak fékomponensei a kvercetin-3-O-hexozil-dezoxihexozid-7-O-
dezoxihexozid és a rutin. A pénzlevelii lizinka mintajaban a 7 azonositott fenolos komponens
koziil egy kavésav szarmazékot, harom kvercetin- két miricetin- és egy kempferol-O-glikozidot
azonositottunk. Fékomponens a miricitrin volt. A pettyegetett lizinka herbajaban kilenc
vegyiiletet feltételeztiink, melyek kozott egy kavésav szarmazék, hat flavonol-O-glikozid,
valamint kvercetin és kempferol aglikonok jelenlétét bizonyitottuk. Fokomponense szintén a
miricitrin volt. A fenolos anyagcseretermékekben leggazdagabb kinai lizinka herbdjaban 67
vegyiilet koziil tizennégy hidroxifahéjsav szarmazékot, kilenc flavonol-O-glikozidot,
kvercetint, huszonhat flavon-C-glikozidot, kilenc metilalt flavonoidot és tovabbi hat egyéb
flavonoid szarmazékot, kinasavat €és gallusz sav-hexozidot irtunk le. Kromatografias adatok
alapjan a fokomponens apigenin-6-C-hexozil-8-C-pentozid. A hattyunyaku lizinka kivonataban
tizenkilenc vegyiiletet detektaltunk, melyek kozott két kavésav- hat katechin szarmazékot,
dihidrokempferol-hexozidot és tiz flavonol-O-glikozidot azonositottunk. A  kivonat
fokomponense a kvercetin-3-O-hexozid. Tizenkét fenolos vegyiiletet els6ként irtunk le a
voroslevelil lizinka metanolos kivonataban. Két kavésav szarmazék, harom flavon-C-glikozid,

hét flavonol-O-glikozid jelenlétét igazoltuk. A kivonat fékomponense a kvercetin-3-O-hexozid.

A Magyarorszagon honos fajok vizsgalata kvantitativ HPLC-DAD modszerrel

Az endemikus fajok részletesebb fitokémiai jellemzése céljabol validalt kvantitativ HPLC-
DAD modszerrel vizsgaltuk a f6 fenolos anyagcseretermékek mennyiségét a kdzonséges,
pénzlevelll és pettyegetett lizinka herba mintdkban. A metanolos kivonatok klorogénsav,
miricitrin, rutin, kvercetin és kempferol mennyiségét kiilsé sztenderd modszerrel hataroztuk
meg. A koOzonséges lizinka két f6 komponense a rutin és a kvercetin-3-O-hexozil-
dezoxihexozid-7-O-dezoxihexozid kozel azonos mennyiségben fordul el6 a fajban. A két
flavonol aglikon, a kempferol €s kvercetin mennyisége nagyon alacsony volt. Ezzel szemben a
pettyegetett lizinka kozel azonos kvercetin tartalma mellett a kempferol mennyisége csaknem
kétszer magasabb volt a kozonséges lizinka mintajaban mért értéknél. A fokomponens,
miricitrin mennyisége alacsonyabb volt a pettyegetett lizinka mintaban, mint az azonos
fokomponenssel rendelkez6 pénzleveli lizinka kivonataban. Elséként hataroztuk meg és irtuk

le a pettyegetett lizinka fenolos anyagcseretermékeinek mennyiségét.



A hidrolizalt lizinka kivonatok vizsgalata kvantitativ UPLC-DAD mddszerrel

A vizsgalt lizinka fajokban t6bb mint 50 flavonoidot azonositottunk, melyek kézott minden
fajban el6fordultak flavonol-O-szarmazékok. Eredményeink és szakirodalmi adatok alapjan a
lizinka fajokra jellemz6 aglikonok a kempferol, kvercetin és a miricetin, melyek szabadon és
konjugalt formaban fordulnak eld. Nagy szamuk valamint az 0Osszehasonlito anyagok
korlatozott fellelhetdsége miatt a teljes flavonoid profil kvantitativ mérése mindig nehézségbe
iitkozik. Ezért a fajra jellemz6 flavonoid vegyiiletek szamanak csokkentése céljabol a novényi
kivonatok mindségvizsgalatdban gyakran alkalmazott savas hidrolizis médszerét alkalmaztuk.
A L. vulgaris, L. nummularia, L. punctata, L. christinae, L. ciliata, L. clethroides hidrolizalt
kivonatainak kvantitativ mérésére UPLC-DAD modszert fejlesztettiink és validaltunk.

A szamitott Gsszes flavonoid tartalom (a kempferol, kvercetin, miricetin tartalom 6sszege) a
hattylinyaku lizinkaban volt a legmagasabb, mig a kinai lizinkdban a legalacsonyabb. Emellett
a L. clethroides-ben mértiik a legmagasabb kvercetin és kempferol tartalmat, mig legmagasabb
miricetin tartalma a pénzlevelii lizinka mintanak volt. A hattyunyaku ¢és kinai lizinka hidrolizalt
kivonatok tartalmaztdk a miricetint legalacsonyabb mennyiségben. A kozonséges lizinka
kivonataban a vizsgalt mintak kozotti masodik legmagasabb kvercetin tartalmat mértik. A
voroslevell lizinka hasonléan a kozonséges lizinkahoz dontéen kvercetint és kempferolt
halmoz fel, mig a miricetin kisebb mennyiségben fordul el benniik. Elséként vizsgaltuk hat

lizinka faj hidrolizalt kivonatdnak kempferol, kvercetin és miricetin tartalmat.

Antioxidans aktivitas vizsgalatok

A metanolos és hidrolizalt lizinka kivonatok és standard vegyiiletek szabadgyokfogd
képességét DPPH ¢és ABTS rendszerekben mértilk, melyek alapjan a vizsgalt mintak
koncentraciofiiggd antioxidans aktivitast mutattak. DPPH rendszerben 43,3-229,6 pug/ml, mig
ABTS rendszerben 21,3-70,80 pg/ml 50%-os gatlasi koncentracio értékeket mértiink. A
metanolos kivonatok koziil a pettyegetett lizinka és pénzlevelii lizinka antioxidans aktivitasa a
legmagasabb, mely a miricetin aglikonu flavonoidok felhalmozodasara vezethetd vissza.
Legalacsonyabb szabadgyokfogd képességgel a voroslevelil lizinka rendelkezett, mely fajban
alacsony polifenol és flavonoid tartalmat mértiink.

A hidrolizalt lizinka kivonatok erdsebb szabadgyok semlegesitd képességet mutattak, mint a
metanolos kivonatok: 6,4-59,6 pug/ml DPPH és 5,2-21,8 pg/ml ABTS rendszerben. A savas
hidrolizis jelentdsen novelte az antioxidans hatdst a glikozidos kotések felbomlasa
kovetkeztében szabaddd valo hidroxil csoportok szdméanak novekedésével. A pénzlevelll

lizinka hidrolizalt kivonata rendelkezett a legmagasabb antioxidans hatassal, mely magas
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miricetin tartalmaval magyarazhat6. Emellett a pénzleveli, kozonséges és kinai lizinka
hidrolizalt kivonata is erésebb szabadgyokfogd semlegesité hatassal rendelkezett, mint a
kempferol. A hattyGnyakt lizinka hidrolizalt kivonata magas flavonoid tartalma ellenére
alacsonyabb antioxidans aktivitast mutatott, mely a mintdban talalhato flavonoidok

feltételezhetd antagonista és prooxidans kdlcsonhatasaval magyarazhato.

Lysimachia flavonoidok antioxidans aktivitaishoz valé hozzajarulasanak vizsgalata
HPLC-vel kapcsolt DPPH modszerrel

Bar a hidrolizalt lizinka kivonatok jelentds antioxidans aktivitassal rendelkeztek, nem talaltunk
Osszefliggést sem az egyes flavonoid aglikonok mennyiségével, sem azok szamitott
Osszmennyiségével sem. Ezért a kérdéses vegyliletek antioxidans aktivitdshoz valo
hozzajarulasanak vizsgalatara off-line DPPH-HPLC moddszert alkalmaztunk.

A pettyegetett lizinka hidrolizalt metanolos kivonata nagy mennyiségben tartalmazott
kvercetint és miricetint, melyek koézel 75%-ban jarultak hozza a minta kozepesen alacsony
DPPH-semlegesit6 hatasahoz.

Hasonlé eredményeket mértiink a vorosleveli lizinka kivonatat vizsgalva. A kdzepesen magas
kempferol és kvercetin tartalom 60%-ban hatarozta meg a minta antioxidans hatasat, mely a
legalacsonyabbnak bizonyult a vizsgalt mintak kozott. Ez arra enged kdvetkeztetni, hogy a
semlegesitési reakcido végbemenetelét mas, jelen vizsgalatban nem azonositott vegyiiletek,
illetve koztiik fellép6 antagonista hatas akadalyozhatta.

A pénzleveli lizinka kivonatanak szabadgyOkfogd aktivitasaért foleg a legmagasabb
mennyiségben felhalmozott miricetin felelds. Szabadgydkfogé aktivitashoz vald hozzajarulasa
kiemelkedéen magas, 73,5%.

A kozonséges lizinka a fentebb emlitett fajokhoz képest magasabb mennyiségben tartalmazott
kvercetint és kempferolt. Bar a miricetin tartalma alacsonynak bizonyult, a L. vulgaris kivonata
rendelkezett a masodik legmagasabb DPPH semlegesitd aktivitassal. melyhez a kvercetin és
kempferol egylittesen 87%-ban jarult hozza. A kvercetin 6nmagaban 76%-ban hatirozta meg
az antioxidans aktivitast, mely a legnagyobb teriiletcsokkenési arany a mintak kozott. Emellett
a harom vizsgalt flavonoid részvétele (91%) a semlegesitési reakcioban szintén a
legmagasabbnak bizonyult.

A vizsgalt harom flavonoid aglikon mennyisége, illetve antioxiddns aktivitashoz vald
hozzajarulasa a L. christinae mintaban volt a legalacsonyabb. Ennek ellenére a minta Ossz-
antioxidans aktivitasa kozepesen magas, mely a komponensek k6z6tti szinergista kolcsonhatast

tételezhet fel. Tovabba, méréseink és szakirodalmi adatok alapjan a fajra a flavonol-O-
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glikozidok mellett a C-glikozidok jelenléte is jellemzd. Az utdbbiak az altalunk alkalmazott
hidrolizis soran modositatlan formaban maradnak a Kkivonatokban, de hozzajarulhatnak a
szabadgyokfogo kapacitashoz. Ezt tamasztja ald az egyéb vegyliletek antioxidans aktivitashoz
valé hozzajaruldsanak magas ardnya.

A hattyGnyaku lizinka hidrolizalt kivonata tartalmazta legmagasabb mennyiségben a kvercetin
¢s kempferol aglikonokat, és bar ezeknek a hozzajaruldsa az antioxidans aktivitashoz
kiemelkedéen magas volt (87%), a kivonat szabadgyok-semlegesité kapacitdsa csak
kozepesnek bizonyult, nem érte el a kempferol sztenderd értékét. Ezért a komponensek kdzotti
antagonista kolcsonhatasok meglétét tételezhetjiikk fel annak ellenére, hogy a szamitott Ossz-
aglikon tartalom (kempferol, kvercetin és miricetin tartalom Gsszege) és a vizsgalt vegyiiletek
antioxidans aktivitashoz valé hozzajarulasa is a legmagasabbnak bizonyult. A kempferol a

hattyanyaku lizinka esetében jarult hozz4 legmagasabb szézalékban (18,8%) az aktivitashoz.

Kovetkeztetések

1. A Ph. Hg. VIII. spektroszkopias modszereit alkalmazva meghataroztuk a L. vulgaris,
L. nummularia, L. punctata, L. christinae, L. clethroides és L. ciliata herba drogok és
metanolos kivonatok 6sszes polifenol, cserzOanyag, flavonoid és hidroxifahéjsav
tartalmat. Vizsgalataink alapjan flavonoidokban a pénzlevelii lizinka a leggazdagabb.

2. A kivonatok fenoloid-profiljat HPLC-DAD-ESI-MS/MS modszerrel vizsgaltuk,
Osszesen 86 fenolos vegyiilet szerkezetét azonositottuk feltételesen. Ezek kozott 17
szerves novényi savat, 6 katechin szarmazékot, 17 flavonol-O-glikozidot és 2 flavonol
aglikont, 27 flavon-C-glikozidot és 17 tovabbi flavonoid szarmazékot irtunk le.
Elséként vizsgaltuk a L. ciliata fenolos anyagcseretermékeit, és els6ként irtunk le a
fajban két kavésav szarmazékot, hét flavonol-O-glikozidot és harom flavon-C-
glikozidot. Megallapitottuk, hogy a vizsgalt hat faj eltéré flavonoid profilja alapjan jol
megkiilonboztethetd.

3. Elsoként vizsgaltuk harom endemikus lizinka faj fenolos anyagcseretermékei koziil a
klorogénsav, miricitrin, rutin, kvercetin és kempferol felhalmozodasat kvantitativ,
validalt HPLC-DAD modszerrel. Els6ként irtuk le az emlitett vegyiiletek mennyiségét
a pettyegetett lizinka herbéjaban.

4. A fajokra jellemzé flavonoid vegyiiletek szamanak csokkentése céljabol savas
hidrolizist végeztiink. Ezt kovetden a flavonoid aglikonok mennyiségének

meghatarozasara kvantitativ. UPLC-DAD modszert fejlesztettiink és validaltunk.

11



Els6ként irtuk le a vizsgalt hat faj hidrolizalt kivonataban mért flavonoid aglikonok: a
kempferol, kvercetin és miricetin mennyiségét.

A metanolos és hidrolizalt kivonatok antioxidans aktivitasat in vitro DPPH és ABTS
szabadgyok semlegesitési modszerrel vizsgaltuk. Eredményeink alapjan a kivonatok
koncentraciofiiggd aktivitdst mutattak és a hidrolizis hozzdjarult a mintak
szabadgyokfogd képességének ndovekedéséhez.

Els6ként alkalmaztunk off-line médon kapcsolt DPPH-HPLC modszert a Lysimachia
hidrolizalt extraktumok antioxidans hatdsdhoz hozzajaruld6 komponensek
azonositdsara. Eredményeink alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az
antioxidans aktivitds mértéke egyes esetekben egyértelmii Osszefiiggést mutat a {6
flavonoid aglikonok mennyiségével, mas esetekben viszont, ez az dsszefiigés nem all
fenn egyértelmiien. gy tovabbi, az egyes komponensek kozott lejatszodo interakciok
(antagonizmus, szinergizmus, additiv effektus, prooxidans hatas) tisztazasara iranyulod

vizsgalatok elvégzése kivanatos.

12



Publikaciok
Sajat publikaciok jegyzéke

Téth A, Riethmiiller E, Végh K, Alberti A, Béni Sz, Kéry A. (2018) Lysimachia fajok flavonoid
Osszetételének és antioxidans aktivitasanak Osszehasonlitd vizsgalata. Acta Pharm Hung, 88:

75-83.

Téth A, Riethmiiller E, Végh K, Alberti A, Béni Sz, Kéry A. (2018) Contribution of individual
flavonoids in Lysimachia species to the antioxidant capacity based on HPLC-DPPH assay. Nat
Prod Res, 32: 2058-2061.

Téth A, Végh K, Alberti A, Béni Sz, Kéry A. (2016) A new ultra-high pressure liquid
chromatography method for the determination of antioxidant flavonol aglycones in six
Lysimachia species. Nat Prod Res, 30: 2372-2377.

Toth A, Toth G, Kéry A. (2014) Polyphenol composition and antioxidant capacity of three
Lysimachia species. Nat Prod Commun, 9: 473-1478.

Téth A, Riethmiiller E, Alberti A, Végh K, Kéry A. (2012) Comparative phytochemical

screening of phenoloids in Lysimachia species. Eur Chem Bull, 1: 27-30.

Egyéb kozlemények

Varga E, Barabas C, Téth A, Boldizsar I, Noszal B, Téth G. (2019) Phenolic composition,
antioxidant and antinociceptive activities of Syringa vulgaris L. bark and leaf extracts. Nat Prod
Res, 33: 1664-16609.

Végh K, Riethmiiller E, Hosszt L, Darcsi A, Miiller J, Alberti A, Téth A, Béni S, Konczol A,
Balogh GT, Kéry A. (2018) Three newly identified lipophilic flavonoids in Tanacetum
parthenium supercritical fluid extract penetrating the Blood-Brain Barrier. J Pharm Biomed
Anal, 149: 488-493.

13


https://m2.mtmt.hu/gui2/?mode=browse&params=publication;3398400
https://m2.mtmt.hu/gui2/?mode=browse&params=publication;3398400
https://m2.mtmt.hu/gui2/?mode=browse&params=publication;3057212
https://m2.mtmt.hu/gui2/?mode=browse&params=publication;3057212
https://m2.mtmt.hu/gui2/?mode=browse&params=publication;3057212
https://m2.mtmt.hu/gui2/?mode=browse&params=publication;2769791
https://m2.mtmt.hu/gui2/?mode=browse&params=publication;2769791
https://m2.mtmt.hu/gui2/?mode=browse&params=publication;2098486
https://m2.mtmt.hu/gui2/?mode=browse&params=publication;2098486

Varga E, Schmidt |, Szévérfi B, Pop MD, Kelemen H, Téth A. (2018) Phenolic content from
medicinal plants and their products used in veterinary medicine. Acta Medica Marisiensis, 64:
77-82.

Pénzes R, Mészaros A, Téth A, Darcsi A, Béni Sz. (2017) Separation and identification of
diarylheptanoids from Morus alba L. Reviews On Clinical Pharmacology And Drug
Therapy, 15: 51-52.

Végh K, Riethmiiller E, Alberti A, Téth A, Béni Sz, Kéry A. (2017) A Tanacetum parthenium
L. partenolid tartalmanak szuperkritikus fluid extrakcioja: kisérlettervezés, modellezés,

optimalizalas. Acta Pharm Hung, 87: 77-83.

Toth G, Barabas C, Téth A, Kéry A, Béni S, Boldizsar I, Varga E, Noszal B. (2016)
Characterization of antioxidant phenolics in Syringa vulgaris L. flowers and fruits by HPLC-
DAD-ESI-MS. Biomed Chromatogr, 30: 923-932.

Végh K, Riethmiiller E, Téth A, Alberti A, Béni S, Balla J, Kéry A. (2016) Convergence
chromatographic determination of camphor in the essential oil of Tanacetum parthenium L.
Biomed Chromatogr, 30: 2031-2037.

Végh K, Alberti A, Riethmiiller E, Téth A, Béni S, Kéry A. (2014) Supercritical fluid extraction

and convergence chromatographic determination of parthenolide in Tanacetum parthenium L.:

Experimental design, modeling and optimization. J. Supercrit Fluids, 95: 84-91.

14



