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1. Bevezetés

A gyogyndvénykutatas fejlodésének koszonhetden ma mar egyre nagyobb teret hodit a
gyogynovények terapias célu felhasznalasa, a szintetikus gyogyszeripar mellett.

A gydgynovénytartalmi gyogytermékek, készitmények szamaban, a fogyasztasi adatokban
¢és a kozvéleményben is mind-mind tetten érhetd, hogy egyre nagyobb az igény a minél
természetesebb gyogyszerekre, terapidkra, elsdsorban a kedvezdbb mellékhatas profil és a
jobb toleralhatosag miatt.

Mindazonaltal a hatékonysadg ¢és biztonsagossag érdekében ugyanolyan dvatosan kell
eljarni a természetes eredetli gyogyszerekkel, gyogyhatdsu készitményekkel, mint a
szintetikumokkal kapcsolatban.

Egy-egy tradiciondlis gyogyndvény ujraértékeléséhez, egy 1) indikacios teriilet
feltarasdhoz, vagy egy tisztazatlan hatdsmechanizmus leirdsdhoz a szakmai igényesség
jegyében komoly vizsgalati, analitikai hattér sziikséges, melyhez az alkalmazott kémiai és
bioldgiai modszereknek is fel kell fejlodnilik. Ez az elvaras érthetd, hiszen az evidencian
alapul6 orvoslashoz a ndvényi drogok pontos, teljes korti megismerése elengedhetetlen.

Az Ononis spinosa L. ujraértékelése idészerti, hiszen szamon tartjadk ugyan, mint
tradiciondlis gyogynovényt, és teakeverékekben is hasznaljuk, mégis analitikai, klinikai
vizsgalata terén még vannak hidnyossagok.

Tartalmi anyagai két fontos vegyiiletcsoport, a terpének és a fenoloidok tagjai: a
triterpenoidok és az izoflavonoidok, melyek igéretesek bizonyos betegségteriiletek
(kardiovaszkularis és egyes daganatos megbetegedések) adjuvans kezelésében illetve
prevencidjaban.

Az utdbbi évtizedekben egyre inkabb elterjedt vizsgalati modszer a szuperkritikus fluid
extrakcio (SFE). A kivonas fluid allapota (kritikus hdmérséklet feletti magas nyomasu)
indifferens gazok, tobbnyire CO, segitségével torténik. A modszer elsdsorban apolaris
jellegli vegyliletek kivonasara alkalmas. Elénye, hogy a fluid gdz nyomasanak
csokkentésével a kivonatbol az oldoszer nyom nélkiil eltavolithato, igy nem meriil fel az
oldoszermaradvanyok eliminalasanak problémaja. Az Ononis spinosa apolaris jellegii
vegyiiletei a terapiasan is igéretes fitoszterolok, melyek tobb betegségben is — benignus
prostata hypertrophia (BPH), illetve egyes daganatos betegségek - preventiv, illetve
adjuvéans hatassal birnak. A szterolok kvalitativ és kvantitativ analizise az irodalomban

jellemzden szarmazékképzésen alapuld gazkromatografidval torténik.
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Az izoflavonoidok altalanos irodalma elég nagy a specialis, flavonoidokétol eltérd
szerkezetiik és hatasaik miatt. Jobbara azonban 1-1 kiemelt komponens izolaltan keriil
vizsgalatra, az egész novényi kivonatok kevésbé. Az Ononis spinosa izoflavonoidjainak
pontos feltarasa sem teljes; ezek a vegyliletek foként nagyhatékonysagu
folyadékkromatografiaval, illetve tomegspektrometridval vizsgalhatok megbizhatdan.

A ciklodextrinek gyodgyszeripari alkalmazdsa ma mar rendkiviil elterjedt; egyre tobb a
ciklodextrinnel formulalt gyogyszer — eddig legalabb 35. A ciklodextrinek fokozatosan
bekeriilnek a gyogyszerkonyvekbe, s éves felhasznalasuk és jelentéségiik is egyre
novekszik. Ez a természetes oligoszacharid gyorsan vildghiri lett, s folyamatosan fedezik
fel elonyeit és alkalmazési lehetdségeit; igy ma mar ciklodextrin-kémidr6l, mint 6nalld
kutatasi teriiletr6l beszélhetlink. Alkalmazadsa a gyogynovény-kémia teriiletén is
elkezdddott; egyre tobb fenolos vegyiiletet, flavonoid, katechin, illéolaj komponens, illetve
szteranvazas vegyiilet ciklodextrin komplexeirdl vannak mar irodalmi adatok. Kiilondsen a
vizes rendszerekben kevéssé oldoddo komponensek esetében van realis alapja a
ciklodextrinekkel torténd mikrokapszulazasnak, akar egy-egy aktiv komponens, akar egy
kisebb frakcid vagy egy nyers kivonat esetében. Szamos példa van természetes vegyiiletek
szelektiv kinyerésére ciklodextrinekkel; példaul citrusfélékbdl késziilt italok keserli izének
csokkentése a naringin, heszperidin, illetve limonin eltavolitasaval; koffein eltavolitasa
kavébol ¢és teabol; margarinok, tojas és egyéb termékek koleszterin mentesitése. A
komponensek  kozti  fizikai-kémiai  kiilonbségek, illetve az  alkalmazott
ciklodextrinszarmazék vendégspecificitasa lehetdséget adhat egy-egy komponens szelektiv
kivonasara, ahogy a fenti példak mutatjak. Ezen feliil a ciklodextrinek befolyassal lehetnek
a novényi hatéoanyagok/komponensek szervezetbeli hatasara; novelhetik azt a biologiai
hasznosithatosag fokozasa révén, példaul az antioxidans hatds novelése polifenolok,
flavonoidok esetében.

A ciklodextrinek tehat hozzajarulhatnak a novényi eredetli gyogyszerek, illetve
gyogyhatdsu készitmények még jobb bioelérhetdéségéhez, jobb tolerdlhatosidghoz, s a
dozirozas csokkentéséhez, ennél fogva még kedvezdbb mellékhatas-profilnoz is

vezethetnek.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Az Ononis spinosa L. botanikai jellemzése, torténete

Az Ononis spinosa L. (vagy Ononis vulgaris) magyar nevén tovises iglice, a Fabaceae

csaladba, azon beliil az Ononis genusba tartozo lagyszara éveld novény (1. abra).

Rendszertani besorolasa:

Orszag: Novények (Plantae)

Torzs: ZarvatermOk (Magnoliophyta)

Osztaly: Kétsziktiek (Magnoliopsida / Dicotyledoneae)
Rend: Hiuvelyesek (Fabales)

Csalad: Pillang6sviragtiak (Fabaceae)

Alcsalad: Faboideae

Nemzetségcsoport: Trifolieae

Nemzetség: Iglice (Ononis)

Faj: O. spinosa

Magyarorszagon, de szerte Eurdpaban is igen elterjedt, foként legelokon, nedves réteken,
illetve arok partjan, utak mentén né. 20-70 cm-re magasodik, hosszl, karogyokerii szara
alul fasodd, foljebb 4agas, erdsen tiiskézett. A fiatal hajtasai gyapjasak ¢és apron
mirigyszOrosek, késobb kopaszodok. Az alsé levelek harom levélkébol allnak, melyek
koziil a kozEépso levélke nagyobb, a felsOk osztatlanok. A levélkék ovalisak, hosszikasak,
1-2,5 cm hossziak. A pélhalevelek tojasdadok, fogazottak, a levélkéknél kisebbek. A
virdgok a leveles hajtasokon laza alfiirtot alkotnak, egyenként iilnek a levelek honaljaban.
A csésze fogai 3-4-szer olyan hosszuak, mint a csove. A parta rdzsaszinll vagy piros, ritkan
fehéres, 11,5 cm hosszu. A hiively tojasdad, rovidebb vagy kissé hosszabb, mint a csésze,
harom magva. A magvak kerekdedek vagy tojasdadok, sotétbarndk, finoman bibircsesek,

egy mély barazdaval. A n6vény majust6l oktoberig viragzik [Ph. Hg. VIII].

10
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1. abra. Az Ononis spinosa L. apritott gyokere és herbaja

Az Ononis genus viszonylag népes, fajai Eurdpaban szinte mindenhol megtalalhatok, Kis-
Azsiaban, Afrika és Dél-Amerika egyes teriiletein is eléfordulnak. Ezek koéziil néhany,
példaul az Ononis arvensis (mezei iglice), ~ repens (kuszo iglice), ~ pusilla (sarga iglice),
~ viscosa (ragados iglice), ~ natrix, ~ fruticosa (bozoétiglice), ~ cristata, ~ subspicata, ~
tridentata -, ~ pubescens (molyhos iglice), ~ minutissima -, s még szamos mas faj;
tobbnyire rdzsaszin €s sarga virdguak, de eldfordul fehér is.

A ndvény gyogyaszatban hasznositott része a gyokér, mely hivatalos drogja a VIII. Magyar
¢s az Eurdpai Gyogyszerkonyvnek. A drog barna szinii, tobbé-kevésbé lapitott, csavarodott
¢és elagazd, mélyen barazdalt és hosszdban rancos. A metszési feliileten vékony kéreg és
feltlinden sugaras szerkezetli fatest lathatd. A gyokér torése rovid és rostos. Azonositasa
makroszkopos jellemzés és a porpreparatum mikroszkopos vizsgalata atjan torténik. A Ph.
Hg. VII-ben eldirt mikroszublimacié megbizhatdan feltarja az onocerin jellemzo, ti alaku
sargas kristalyait. A vékonyréteg-kromatografids vizsgalat végsd megerdsitést jelenthet,
melyen a fitoszterolok zonaja 365 nm-en intentiven fluoreszkal kék szinben, s az onocerin
is jellemz6, vilagos tiirkizkék szinti foltot ad.

Az Ononis spinosa ismerete egészen Caius Plinius Caecilius: Historia naturalis-aig (kr.sz.
24-49.) és Pedanius Dioscorides: De materia medica-jaig (kr. sz. 50-70.) nyulik vissza.

Melius Juhdsz Péter 1578-as Herbariumaban is fellelhetd: ,,Gorogiil Anonis, azaz
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szamargyonyoriisége, Resta bouis, azaz 6korgluzsa, Remora aratri, eketartd fii, felette erds
a gyoOkere, hegyes, mint egy nyil, a tovisse, a szardbol szederjes viraga nd, kovér
szant6foldeken terem, iglice tovisk magyarul a neve. [...] Melegitd, szarasztd a gyokere,
indit6 a levele. [...] Az gyokerének az héjat ez iglicének ha borban megfdzed s megiszod,
kovet ront, vizeletet indit. Dioscorides, Plinius mondjak: késértett dolog. A gyokerét ha
vizben megfdzed, vérfolyast meggyorsit, ha iszod.” Népi nevei ezeken kiviil példaul még
az ,eckeakadaly, igric” [Melius, 1578]. A népgydgyaszatban tedjat vizelethajtasra
alkalmaztak, reumas bantalmak ¢s kdszvény esetén gyulladascsokkentonek, leginkdbb mas
novényekkel kombindlva (bordka, kukoricabajusz, nyirfa), vese- és holyagbantalmak

esetén.

2.2. Az Ononis spinosa gyokér tartalmi anyagai

Az Ononis spinosa gyokere foként izoflavonoidokat; izoflavon aglikonokat (genisztein,
daidzein, biochanin A, formononetin), illetve ezek kiilonb6z6 glikozilalt szarmazékait (pl.
ononin), specialis izoflavon szarmazékokat (pterkarpanok; medikarpin), flavonoidokat
(rutin,  kempferol), triterpéneket, szterolokat (béta-szitoszterol, sztigmaszterol,
kampeszterol, o-spinaszterol; s feltételezhetéen ezek glikozidjai), kiilonb6zo kisebb
molekulatomegli savakat (kavésav, fahéjsav, galluszsav, protokatechusav, gentizinsav,
szalicilsav), kevés illoolajat (anetol, mentol, karvon) tartalmaz (2. abra) [Pietta és mtsai,
1983, 1990; Rowan és mtsai, 1972, Hilp és mtsai, 1975, 1977].

Izoflavonok
HO o HO ‘ o HO o
OH (6] O oH (o] O o OH o O O/CH3
genisztein daidzein biochanin A

HO l (0]
o O o—CHa

formononetin ononin medikarpin

2. abra. Az Ononis spinosa fébb tartalmi anyagai (folyt. kov.)
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Triterpének, fitoszterolok

B-szitoszterol sztigmaszterol

a-spinaszterol a-onocerin

cikloartenol metilén-cikloartenol

Monoterpének

/E\

C

0]

~N
mentol karvon transz-anetol
Aromas savak
O\ OH
OH OH
N
OY\/@OH wo HO OH
OH OH
kavésav fahéjsav galluszsav
[e] OH
X
0y_OH OxOH
OH OH
HO
OH HO'
protokatechusav genitizinsav szalicilsav

2. abra. Az Ononis spinosa fébb tartalmi anyagai.
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2.3. Az Ononis spinosa kivonatainak és kiemelt komponenseinek

biologiai hatasai

2.3.1. Ononis spinosa kivonatok hatasvizsgalata

Az irodalomban vannak utalasok arra, hogy mas orszagban is hasonld terdpias
indikacioban hasznalta a népgydgyaszat, jelesiil reuma ¢s kdszvényes bantalmak, higyiti
fert6zések esetén. Az Ononis genus tagjait tradicionalisan antibiotikus, antipiretikus,
antiinflammatorikus, antidiabetikus, antifungalis €s antiszeptikus hatasunak irtak le példaul
Torokorszagban is [Erdemgil és mtsai, 2002; S6hretoglu és mtsai, 2007].

A tradicionalis felhasznalas megerdsitése végett a ndvény herbijanak és gyodkerének
kiilonboz6 oldoszerekkel készitett kivonatait eleinte allatkisérletekben vizsgaltdk. A herba
etanolos kivonata peroralisan beadva patkanyokon 2 g/kg dozisban szignifikansan
megndvelte a diuresist a Na* és K szintek befolyasolasa nélkiil, két 6ra uton mintegy 103
%-kal; intraperitonealis bead4sa utan nem volt valtozas.

Gyulladascsokkento hatasat karragén-indukalt 6démara vizsgéltak patkanytalpon 500
mg/kg doézisban, s 2 Ora utan 46 %-kal csokkent az 6déma, 5 ora utan pedig 34 %-kal
[Bolle és mtsai, 1993].

Az analgetikus hatasat un. tail-flick teszttel vizsgaltak. Ennek alapjaul a fajdalomkiisz6b
mérése szolgalt; a patkany farkat hosugarzasnak tették ki, majd métékk az idot, amig az
allat el nem rantotta a farkat. Ebben a kisérletben a kivonat beadasa utan 30, 90 és 150
perccel mérték a fajdalomkiiszobot, s a kivonat analgetikus hatdsa egyenértékli volt
aszpirinnel 50 mg/kg dozisnal, 30 és 90 percnél, majd minden pontban egyenértékiinek
bizonyult 100 mg/kg dozisnal [Yilmaz és mtsai, 2006].

A novény fold feletti részének kiilonbdzd oldoszeres kivonatainak antimikrobds hatdsat
vizsgaltdk 4 mg mennyiségben agar lemezekre (disc) impregndlva 6 mm &atmérdji
zonakban, melyeken a baktériumtorzsekre kifejtett gatlasi zona nagysagat mérték (mm;
atmér6). Az antimikrobas hatasok Osszehasonlithatoak voltak a tetraciklin (50 ug/disc),
gentamicin (10 wg/disc), kloramfenikol (25 wg/disc), ampicillin (10 ug/disc), és a
mikonazol-nitrat (40 ug/disc) gatlasi értékével [Mahasneh, 1999]. A legjobb antibakterialis
hatasa az Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus és Bacillus
cereus torzsekre az etanolos kivonatnak volt (10-11), ennél valamivel gyengébb a

petroléteres kivonatnak (6-9). A butanolos kivonat antibakterialis hatasa valtozo volt (6-
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12), néhol kiugrd, majd pedig a vizes kivonat 7-9 mm koriili gatlasi zonat produkalt. Az
Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme és Candida albicans torzsekre kifejtett
antifungalis hatds igencsak megoszlott az egyes torzsek kozott; az etanolos kivonat
esetében 0-6 mm koriil, a petroléteres kivonatnal 5 mm, a butanolosnal 0-8 mm, a vizes
extraktumnal pedig 3-8 mm kozott mozgott. Mindazonaltal a vizes kivonat kivételével a

tobbi a Candida albicansra fejtette ki a legnagyobb gatld hatast (5-8 mm).

2.3.2. Az Ononis spinosa izoflavonjainak biolégiai hatasai

2.3.2.1. I1zoflavonok bioszintézise

Az izoflavonoidok a flavonoid-bioszintézis egy specialis agat képezik, melyben a C6-C3-
C6 flavonoid szerkezetben a B-gyiirii B-helyzetben kapcsolodik. Az izoflavonoidok
legnagyobbrészt a Fabaceae (hiivelyesek) csaladba tartozo ndovényekben fordulnak el6, bar
megtalalhatok mas ndvénycsaladokban is, mint példaul az Iridaceae (Iris florentina —
iridin), Rosaceae (Prunus fajok — prunetin), Amaranthaceae, Moraceae csaladokban. Az
izoflavonoidok szama napjainkra mar koriilbeliil 1600-ra tehet6 [Veitch, 2007].

Az izoflavonok zommel kotdtten fordulnak elé a novényekben, glikozidok, malonil-
glikozidok formdjaban, s vakuolumokban tarolédnak. Ezen szarmazékok kialakitasat az
izoflavon-7-O-glikozil-transzferaz és az izoflavon-glikozid-malonil-transzferaz enzimek
végzik, mig a vegyliletek hasitasaért az izoflavon-glikozid-glikozidaz és az izoflavon-
glikozid-malonil-észteraz enzim felelés. A B-gytriit az izoflavon-szintaz (IFS) teszi at a-
allasbol B-allasba. Bioszintézisiik a sikimisavbol indul ki, mely egy molekula foszfoenol-
piruvatbol és eritroz-4-foszfatbol képzédik, majd a korizminsavon, fenil-alaninon,
tirozinon, s az ezekbdl kialakulo kalkonokon Kkeresztiil (naringenin-kalkon ¢és

izolikviritigenin), naringeninbdl és liquiritigeninb6] szintetizalodnak (3. abra).
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3. abra. Az izoflavon bioszintézis f6bb allomasai. (folyt. kov.)
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3. abra. Az izoflavon bioszintézis fobb allomasai (Dewick és mtsai, 2002)

Az izoflavon vaznak tovabbi modosulata talalhatok meg a kiilonb6zé novénycsaladokban,

ezek az izoflavon, izoflavanon, izoflavan, izoflav-3-én, rotenoid, 3-aril-kumarin,

kumesztan, és pterokarpan vazak [Tahara és lbrahim, 1995] (4. abra).
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4. abra. Az izoflavon vaz kiilonb6zo modosulatai
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2.3.2.2. Izoflavonok fitoosztrogén és egyéb hatasanak vizsgalata

Fitoosztrogén hatds

Az izoflavonok a fitodsztrogének kozé tartoznak, mivel szerkezeti hasonlosagot mutatnak
a 17-B-osztradiollal; a molekula két végen talalhato —OH csoportok tavolsaga (5. abra)
[Jacquot és mtsai, 2003] az aromas gyiirti és a hozza kapcsoloddé OH-csoport, illetve a p-
OH aromas rendszer ¢és a szekunder planaris OH-csoport fontos tényezdk a
receptorkapcsoldodasban [Martin és mtsai, 1978; Setchell, 1988; Branham, 2002]. Igy
kotédnek mindkeét fajta Gsztrogén receptorhoz, az ERa-hoz és az ERB-hoz; a kisérleti
eredmények szerint nagyobb affinitassal az ERf-hoz, mint az ERa-hoz [Casanova és mtsai,
1999; Kuiper és mtsai, 1997, 1998; Pfitscher és mtsai, 2008], mindazonaltal gyengébb
affinitassal kotddnek, mint a 17-B-6sztradiol. Mind az ERa, mind az ERB megtalalhat6 a
reproduktiv szervekben, a csontrendszerben, a sziv- és érrendszerben, a kozponti €s
periférias idegrendszerben [Ward és mtsai, 2010].

Az ER kot6édésen keresztiil az izoflavonok az ERE-tel (6sztrogén reszponziv elem) vald
interakcion kiviil egyes transzkripcids faktorokhoz kotddve is befolyasolhatjak a
transzkripciot [Kushner, 2000]. Tovabba befolyasolhatjak a szteroid-bioszintézist - az
aromataz és a 17-B-hidroxiszteroid-dehidrogenaz enzimek gatlasaval [Krazeisen és mtsai,
2001] - és -transzportot, példaul az SHBG stimulalasan keresztiil a majban [Adlercreutz és
Mazur, 1997]. A genisztein dozisfliiggd modon gatolta az aromataz és az Sa-reduktaz
enzim milkodését is in vitro [Chen és mtsai, 1997; Evans és mtsai, 1995; Pelissero és
mtsai, 1996; Wang és mtsai, 1994]. Gatol egyes tirozin-kindzokat [Akiyama és mtsali,
1987], a DNS topoizomeraz 1 és II enzimeket [Markovits és mtsai, 1989], fokozza az
antioxidans enzimek aktivitasat, s végiil befolyasolhatja az 6sztrogén metabolizmusat.

o -

- \E{'ET " .K/ \

genisztein 17-B-6sztradiol

5. abra. A genisztein és a 17p-0sztradiol kémiai szerkezete és hasonlatossaga
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A receptorkotddés ellenére az izoflavonok sokkal inkabb szelektiv 0sztrogén receptor
modulatorként (SERM) viselkednek. Szelektivitdsuk és hatasuk fligg a célszervtdl és az
alkalmazott koncentraciotol; lehetnek agonistak és antagonistak is. Korabbi megfigyelések
szerint allatokon az izoflavonoid dus taplalék infertilitast okozott [Bennetts és mtsai, 1946;
Moule, 1963; Leavitt és Wright, 1963; Setchell ¢s mtsai, 1987; Bradbury és White, 1954]
birkdkban, marhdkban, nyulakban, egereken és gepardokon, mig emberen ilyen jellegii
hatast nem figyeltek meg. Az izoflavonoidok jelenlétére és hatdsara az hivta fol a
figyelmet, hogy az &4zsiai orszagokban jelentdsen kisebb a morbiditasa az emld- €s
prosztatakarcinomanak, a kardiovaszkularis megbetegedéseknek, illetve a peri- ¢és
postmenopauzalis tlineteknek a ndk korében; ennek hatterében az eurdpaitdl eltérd
taplalkozasi szokasokat, a nagyobb mértékii szojafogyasztast veélték allni.

Az izoflavonoidok aktiv formdja az aglikon forma, mely a béltraktusban 1évd bakteridlis
enzimek hatasara keletkezik, majd a bélhamsejtekben konjugalodas utan [Ward és mtsai,
2010] bekeriilnek az enterohepatikus korforgasba, majd dekonjugalodnak, s végiil a bélben
reabszorbedlodnak vagy a széklettel, illetve vizelettel kiliriilnek [Setchell, 1998; 1999].
F6bb metabolitjaik az equol és az O-demetilangiolenzin (O-DMA), illetve a maj citokrom
P450 enzimekkel oxidativ metabolitok is képzédnek [Kulling és mtsai, 2100]. Az equol
még jobban kotdédik az ER-hoz, mint az elfogyasztott izoflavonok; kialakitasahoz egy
specialis baktérium sziikséges, ami a humén populacio kb. 30-50%-aban fordul eld, egyes
feltevések szerint ennek szerepe lehet a hatasok kiilonbozéségében [Lampe, 2009;
Frankenfeld és mtsai, 2005].

Epimediologiai megfigyelések szerint a tavol-keleti orszagokbdl nyugatra (Eurdpa,
Amerika) telepiilt n6k korében megnovekedett az emlddaganatos betegségek incidencidja,
rdadédsul inkdbb azon esetekben, ahol az alanyok fiatal korukban emigraltak. Kiilonféle
esettanulmanyok, metaanalizisek ¢és allatkisérletek tantsaga szerint a pubertaskor eldtti,
illetve fiatalkori, de mindenképpen premenopauzalis izoflavonoid expoziciéo csokkenti az
emlédaganatos megbetegedések kialakulasanak kockazatat [Dai és mtsai, 2001; Shu és
mtsai, 2001, Wu és mtsai, 1996; Piller és mtsai, 2006; McCann ¢s mtsai, 2006;
Lamartiniere és mtsai, 1998, 2002; Guha és mtsai, 2009]. Kimutattak, hogy a sériilt,
mutalédott BRCA1 (DNS hibajavitd) enzimrendszer nagyban felelds a megndvekedett
emldrak kockazatért, legalabbis a kor eldrehaladtaval [Hilakivi-Clarke és mtsai, 2002].
Fontos megjegyezni, hogy a zsirszovet sejtjei is képesek Osztrogént termelni [Nelson,

2001], igy az elhizas is egy ujabb rizikofaktort jelenthet. Egyes klinikai vizsgélatok azt
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mutatjak, az izoflavon tartalmu diétdnak kockazatcsokkentd hatdsa volt emlérdk és
endometrium rak esetében [Hirose és mtsai, 1995; Horn-Ross és mtsai, 2003].
Izoflavonoidok protektiv hatdsat mas daganatos betegségek esetén is igazoltak, jelesiil
human gyomor karcinéma sejteken [Piontek, 1993], illetve prosztatarak esetében human
metaanlizisben [Yan és Spitznagel, 2009].

Végeredményben azt lehet megallapitani, hogy az elfogyasztott izoflavonok,
izoflavonoidok 0Osszetétele, dozisa, a hasznalat idGtartama, a kor, illetve az etnikai
hovatartozas is mind-mind befolydsolo tényez6 lehet a fitodsztrogének preventiv hatésait
illetden, igy sokszor nehéz Osszehasonlitast tenni az egyes vizsgalatok kozott. Fontos a
hormonadlis statusz, az életmod is, €s az esetleges hajlamositd tényezok (genetikai hattér,
testtomegindex). A vizsgalatok tobbsége arra mutat, hogy a premenopauzalis, illetve fiatal
felnottkori i1zoflavon tartalmu téplalkozas szignifikdnsan csokkenti az emldrak
kialakulasanak kockazatat postmenopauzalisan, illetve javitja az emlrakon atesett nék

tulélési esélyeit €s csokkenti a recidivat.

Gyulladasgatlo hatas

A gyulladasos folyamatokban Kkulcsjelentéségiick a protein-tirozin-kinaz jelatviteli
kaszkadok, melyek aktivaljak a gyulladasos sejteket. Allatkisérletekben a genisztein, mint
széles spektrumu protein-kindz inhibitor, gatolta az ovalbumin-indukalta akut
bronchokonstrikciot [Duan és mtsai, 2002], szignifikansan csokkentette a kronikus
gyulladasi folyamatokat karragén-indukalta talp-6démaban [Hamaldinen és mtsai, 2007],
valamint arthritisben szuppresszalta az oxazolonra adott késéi immunvalaszt, s a
granulocita—medialt valaszt is, mindezeken kiviil az oxazolon-specifikus antitestek szintjét
is csokkentette a szérumban [Verdrengh és mtsai, 2003]. A geniszten és a daidzein gatolta
az INOS fehérjét és az mRNS expressziot, valamint a NO termelést. Egészséges europai
posztmenopauzas nék gyulladdsos CRP (C-reaktiv protein) szintjét 50 mg/nap izolalt
szoja-izoflavon fogyasztas megnovelte [Hall és mtsai, 2005], a tobbi biomarker szintje
azonban nem valtozott, ellenben korabbi in vitro vizsgalatokkal [Mukherjee és mtsai,
2003; Rimbach és mtsai, 2004]. A B-amiloiddal, illetve lipopoliszachariddal stimulalt
asztrocitasejtek szamat és viabilitasat a daidzein novelte, és down-regulalta az mRNS

expressziojat [Liu és mtsai, 2009].
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Vazorelaxdns hatas

A geniszteint ¢és a daidzeint hatdsos vazodilatatornak talaltak tobb allatkisérletben,
hatasmechanizmusa azonban még nem tisztazott. Az egyik elmélet szerint a hatas a tirozin-
kinaz gatld aktivitasan keresztiili érvényesiil. Izolalt patkdny aortin K és fenilefrin-
indukalt kontrakcioban [Ayaj és mtsai, 2003] a vazodilatator hatast diszné koronarian mind
a geniszteinre, mind a daidzeinre igazoltak [Xu és mtsai, 2007]. Szintén patkany aortajat
fenilefrines kezelés utan geniszteinnel inkubaltak, ennek kdvetkeztében a VEGF - endothel
egeészségeéért felelds endogén proangiogén faktor - vazodilatator hatasa szignifikansan
fokozodott [Fernandez és mtsai, 2010]. Izolalt nyul artérian a genisztein és a biochanin A
szignifikans vazorelaxaciot okozott endothel jelenlétében és anélkiil is [Figtree és mtsai,
2000]. A genisztein gatld hatasa (2 uM) tengerimalac kamrai szivizomsejtjeinek az L-
tipustt kalcium csatornara megerdsitette a kalcium antagonizmus érintettségét a

hatasmechanizmusban.

Vérlemezke-aggregaciot gatlo hatds

Az 6sztrogének prokoagulans hatasdnak ellentmonddan a daidezin és a genisztein gatoltak
a kollagén-indukalta trombocita-aggregaciot a TXA,-receptorok és a kalcium csatorna
blokkolasaval [Dobrydevna és mtsai, 2002], s a genisztein megsziintette az arachidonsav
altal indukalt vérlemezke-aggregaciot [Guerrero és mtsai, 2004]. El6z6leg L-nitroarginin-
metilészterrel preinkubalt patkdny aortaszakaszban - mely részben elnyomta a genisztein
antiaggregacios hatasat - 10 nM genisztein szignifikansan novelte a NO-szintézist [Polini
¢s mtsai, 2007]. A genisztein fokozta a foszfolipaz A, és a prosztaciklin felszabadulast,
rdadasul ovariektomizalt patkdnyokon is hasonldan gatolta a trombocita-aggregéciot.

A japanakac (Sophora japonica L.) metanolos kivonatabol izolalt flavonoidok és
izoflavonoidok (biochanin A, irizolidon, genisztein, szisszotrin, szoforabiozid, genisztin,
tektoridin, apigenin, kvercitrin, rutin) trombocitaggregaciot gatlo hatasat vizsgalva a
biochanin A, a genisztein és a tektoridin 2,5-6,5-szor erdsebb gatld hatast mutatott, mint

maga az acetilszalicilsav az arachidonsavra [Jeong és mtsai, 2008].

Lipid-peroxiddcio gatldsa, antiatherogén hatds

Tobb kutatds szerint az izoflavonok csokkentik a plazma LDL szintjét, féleg olyan

egyéneken, akikben mar eleve magasabb volt ez a koncentraci6. A daidzein és a genisztein
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emellett anitoxidansként is az LDL oxidacioja ellenében hat [Kapiotis ¢és mtsai, 1997;
Kerry és Abbey, 1998]. A lipidperoxidacio in vivo biomarkere az F,-izoprosztan, amelynek
szintje magas izoflavon tartalmu étrend esetén csokken [Wiseman, 2000]. A genisztein
(0,5-2,5 M) gatlé hatast fejtett ki normolipémias alanyokboél izolalt HDL Cu?* indukalta
lipidperoxidaciojara, s ennél kisebb koncentracioban (2,5-20 pmolL™) a H,0, altal okozott
oxidativ DNS karosodasokat is szignifikansan kivédte egy T-limfocita sejtvonalon [Foti és
mtsai, 2005].

A genisztein kozvetleniil is antioxidans kapacitassal birt tobb in vitro kisérletben, mind
UV-A, UV-B sugarzas soran keletkezd, illetve peroxilgyok altal okozott lipidperoxidacio,
valamint a [Record, 1995] liposzomak Fe (1) aszkorbat / H,O, oxidacidéjanak gatlasa révén.
Az mtakt szojafehérjék (melyek az izoflavonoidokat is tartalmazzdk) csokkentették a
szérum total koleszterinszintjét majmokon, illetve novelték a HDL-szintet. A kontroll
csoportban 63% volt az atherosclerotikus plakkok mennyiségének aranya, mig az

izoflavon-fogyasztd csoportban ez az érték 39% volt [Clarkson és mtsai, 1998].

Hatasok a csontanyagcserére

Az 0Osztrogén szerepe a csontszOvet megtartasiban ¢és a csontanyagcsere dinamikus
valtozasaban a fitodsztrogének ilyen jellegli hatasara is felhivta a figyelmet, és kisérletek
sorozatat inditotta el in vitro és in vivo. Az osteoporosis novekvéd prevalencidja és a
hormonpo6tléd kezelések kedvezotlen hatasai miatt a ndk s igy a kutatds is a természetesebb
alternativak keresése, mint pl. az izoflavonok felé fordult az osteoporosis prevencidjaban.

In vitro vizsgalatok szerint a daidzein fokozta az osteoblastok élettartamat és novekedését,
alkalikus foszfataz aktivitast, osteocalcin szintézist €s a csont morfogenetikus protein
(bone morphogenetic protein; BMP) termelését [Jia és mtsai, 2003]. Kalcium kombinélasa
a daidzein fogyasztassal ovariektomizalt patkanyoknal [Fonseca és Ward, 2004] még
elénydosebben befolyasolta a femur és a lumbalis csigolyak csontsiiriségét, illetve a
biomechanikai csonterOsséget. A genisztein szintugy segitette az osteoblastok
differencialodasat és gatolta az osteoclastok demineralizald hatasat [Morris és mtsai,
2006], illetve gatolta az osteoclast sejtek toborzasat és funkciojat [Gao és mtsai, 2000].
Elektronmikroszkopos felvételek szerint serkenti az osteoblastok matrix anyagainak
kivalasztasat, tobbek kozt kollagént és alkalikus foszfatazt (ALP). Szintén ovariektomizalt

patkényokon vizsgélva a csontvesztést daidzein, genisztein és 17a-ethinylestradiol tartalmt
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diéta hatdsat a daidzein és a 17a-ethinylestradiol csontvesztést gatldo hatasa kifejezettebb

volt, mint a geniszteiné [Picherit és mtsai, 2000].

2.3.3. Az Ononis spinosa fitoszterol komponenseinek hatasai

2.3.3.1. Fitoszterolok bioszintézise és analizise

A 30 szénatomos vazzal rendelkezd triterpének igen tekintélyes vegyliletcsoportot
alkotnak. Megoszlasuk széleskorii; tartalmazzak emberi €s novényi szervezetek, de
gombak, tovabba baktériumok, korallok és kétéltiiek is. Szadmos kétszikii novénycsaladban
eléfordulnak, ilyenek az Apiaceae, Araliaceae, Asteraceae, Betulaceae, Caryophyllaceae,
Cucurbitaceae, Fabaceae, Hippocastanaceae, Lamiaceae, Polygalaceae, Primulaceae;
szamos gyumolcs, z6ldség, mag, gabonaféle, hiivelytermés és csiraolaj is tartalmazza éket.
Bioszintézisiik elsé lépésében a kozods prekurzor, a szkvalén képzddik két molekula
farnezil-pirofoszfatbol (FPP), melyb6l enzimatikus oxidacioval szkvalén-epoxid
keletkezik, majd ebbdl két kiilonb6zd ciklaz enzim hatdsara kétféle konformacioj vaz
képzddik: szék-kad-szék-kad, illetve szék-szék-szék-kad. Elobbibdl keletkeznek majd a
szterolok, szteroidok. A szterol koztitermékeken keresztiil lanoszterol keletkezik - mely
gyakori a novényekben és kulcsvegyiilet az allati szterol-bioszintézisben - s ebbdl a

koleszterol, mely az allati szervezetek {0 szterolvegytilete (6. abra).

\\P/O\P/
2X X NS NS o \O' O'/ X0
farnezil-pirofoszfat 2,3 epoxidalodas, szkvalén

ciklizalodas

HO

—_—
szék-kad-szék-kad gylirtiszikiilés, cikloartenol (C30) -3C
intermedier metilvandorlas

6. abra. A fitoszterolok bioszintézisének fobb 1épései (folyt. kov.)
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"o - lanchosszabbodas — fitoszterolok C28, C29
koleszterol lancrovidiilés — kardenolidok (C23),
bufadienolidok (C24)
oldallanc oxidacio, ketalképzés — szteroid
szapogeninek

6. abra. A fitoszterolok bioszintézisének fébb lépései (Heinrich, 2004)

A legfontosabb ¢s leggyakoribb fitoszterolok (ndévényi szterol komponensek) a f3-
szitoszterol, sztigmaszterol és a kampeszterol. Ezek egymashoz nagyon hasonloak, csupan
a Cl7-es oldallancukban térnek egy egymastol. A ndvényekben szabadon ¢és kotott
allapotban; glikozidok, zsirsav- ¢és ferulasav-észterek formdjdban fordulnak el6.
Funkcidjuk hasonld, mint a koleszterol az allati sejtben; a sejtmembran integritdsanak
megdrzésében fontos alkotoelem.

Az Ononis spinosa fobb szterol vegyliletei a [-szitoszterol, a kampeszterol, a
sztigmaszterol, az a-spinaszterol és egy specialis vegyiilet, a cikloartenol, s ennek 24-
metilén szarmazéka [Rowan és Dean, 1972], illetve a szeko-triterpén a-onocerin. A
népgyogyaszatban fellelhetk egyéb  fitoszterol, illetve B-szitoszterol tartalmu
gyogynovények, mint példaul a kisviragu fiizike (Epilobium parviflorum); a csalan (Urtica
dioica L.), a flrészpalma (Serenoa repens L.); a tok (Cucrbita pepo L.); az afrikai
torpepalma (Pygeum africanum L.).

Az irodalomban tobb kutatas talalhatd, melyek triterpének, szterolok gazkromatografias
analizisével foglalkoznak, szarmazékképzéssel (N,O-bisz(trimetilszilil)trifluoracetamid
[Domefio és mtsai, 2005], n-butil észter-trimetilszilil éter [Batta és mtsai, 2002],
trimetiszilil éter) [Ahmida és mtsai, 2006; Janicsak és mtsai, 2003]. Johnsson és mtsai
(2005) két kolonna (DB35-MS és DB5-MS 25mx0,2 mm) egymas utan kapcsolasaval
(tandem) ért el pontosabb eredményt (65 - 290°C 90°Cperc™®, 290 — 305°C 0,3°Cperc™.
Gutierrez és mtsai (1998) gyors, gazkromatografidval kapcsolt tomegspektrometrias
modszert dolgoztak ki a szterolok tanulmanyozasara (DB5-HT 15m x 0,25mm kolonna,
GC-FID: 100-350°C, 15°Cperc™, GC-MS: 120 — 380°C, 10°Cperc™), mely lehetévé tette a

szterolok szarmazékképzés nélkiili meghatarozasat.
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2.3.3.2. Fitoszterolok hatasai

A B-szitoszterolnak kisérletesen igazolt 5-o-reduktdz gatldé hatdsa van; ez az enzim
kulcsfontossagi a szteroid bioszintézisben. Hatdsat tobb humén és allatkisérletben
vizsgaltak benignus prosztata hiperplaziaban (BPH) [Berges és mtsai, 1995; Awad és
mtsai, 1998; Souchet és Laplante, 2007].

A B-szitoszterolt tartalmazé fitoszterol-Kivonat, illetve a B-szitoszterol és a glikozilalt -
szitoszterol szignifikansan javitotta a BPH szimptomakat, a kivalasztasi szimptomakat és
az ¢letmindséget [Kobayashi és mtsai, 1998; Wilt és mtsai, 1999], mindazonaltal a
prosztata méretét nem csokkentette [Wilt és mtsai, 1999]. Viszont egy nyomon kdvetéses
vizsgalatban a 6 honapos folyamatos B-szitoszterol kezelés utan a 1étrejott pozitiv hatasok
még 18 honapig megmaradtak [Berges és mtsai, 2000]. Egyes eredmények szerint a [-
szitoszterol daganatgatlo €s citoprotektiv hatassal is rendelkezik; human colon karcinoma
sejtek novekedését gatolta, mintegy 55%-kal, a koleszterinhez képest [Awad és mtsai,
1998]. Csokkentette a sugarzas okozta sejthalalt és a DNS toréseket, mivel represszalta a
reaktiv oxigén gyokok szintjét, fokozta az antioxidans enzimek (superoxide dismutase
(SOD), katalaz (CAT), és a glutathion peroxidaz (Gpx)) aktivitasat [Li és mtsai, 2007].
Mar évekkel ezelott észrevették, hogy a fitoszterolok csokkentik a total és az LDL
koleszterin szintet. A fitoszterolok human kisérletekben novelték a koleszterin bélbe
torténd kivalasztasat [Racette és mtsai, 2010], csokkentették a koleszterinfelszivodast
[Ostlund és mtsai, 2003; Jones és mtsai, 1997], s fokoztak a koleszterin metabolizmusat
[Brauner és mtsai, 2012]; tehat tobb tamadasponton is kifejtették hatasukat a szérum
koleszterinszint csokkentésére. Tobb human kisérlet metaanalizisében a fitoszterolok a
National Cholesterol Education Program altal ajanlott 2 g/d6zis mennyiségben ~10%-Kal
csOkkenteték az LDL koleszterin szintet [Carr és mtsai, 2010]. A fitoszterol glikozidok és
—¢szterek (300 mg fitoszterolnak megfeleldé mennyiségben) is hasonléoan csokkentették a

koleszterin felszivodast 37,6% és 30,6%-kal.
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2.4. Ciklodextrinek alkalmazasi lehetosége a novényi

hatéanyagok kivonasaban és preformulalasaban

2.4.1. Ciklodextrinek torténete, jellemzése

A ciklodextrinek gliikkopiran6z molekulakbol all6 nem redukal6 ciklikus cukrok, melyek a
keményitd hidrolizacids termékei. A részlegesen el6hidrolizalt keményitdt a ciklodextrin-
glikozil transzferaz enzim koti 6ssze ciklikus dextrinekké (7. abra), melyet eredetileg a
Bacillus macerans baktérium termel, de ma mar szamos baktériumtorzsb6l izolaltak (mas
Bacillus fajok, Klebsiella pneumoniae, -oxytoca, Micrococcus luteus, Thermoanaerobacter
thermosulfurigenes, Thermococcus fajok [Szerman és mtsai, 2007] ,,ciklodextrintermel6”
enzimeket.

A ciklodextrineket de Villiers fedezte fel 1891-ben a burgonya rothadasa soran, majd
késobb, a 20. szdzad elején Franz Shardinger kezdte tanulméanyozni (,,Schardinger-
dextrinek™). Szerkezetét a 30-es években tartdk fol Freudenberg és munkatarsai, ezutan az
50-es években intenziven kutatni kezdték fizikai-kémiai tulajdonsigait Amerikaban
French, illetve Németorszagban Cramer vezetésével; s végiil megjelent az elsé ciklodextrin
monografia (French, 1957). Ezutan egy félreértelmezett toxikologiai vizsgalat miatt a
ciklodextrineket ,elfelejtették™, azonban mint késobb kidertilt, a ciklodextrinek atoxikusak,
igy a rendkiviil érdekes vegyiiletcsaladot tovabb vizsgaltdk a 70-es években, fOként
Japanban ¢s Magyarorszagon.

A ciklodextrin-kutatds Magyarorszagon a Chinoin Gyogyszer- és Vegyészeti Termékek
Gyaranak Biokémiai Kutaté Laboratoriumaban Szejtli Jozsef vezetésével kezdddott. Ettol
kezdve a ciklodextrin-kutatas erételjes fejlodésnek indult, és a fent emlitett laboratérium
Cyclolab néven 0nallo formaban mara a vildg szakmai élvonalaba tartozo kutatélaborra

valt.

HOCH; CHoH CH,0H CH,0H

7. abra. A B-ciklodextrin szerkezete (http://www.biologie.uni-hamburg.de)
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Az a-CD 6 gliikkopiran6z egységbdl, a B-CD 7, a y-CD pedig 8 gliikkdzegységbdl épiil fol. A
ciklodextrinek enyhén csonkakip formaja gylrtimolekuldk, melyek egy belsé iireggel
rendelkeznek. A hengerpalast-molekula kiilsd feliilete a hidroxil-csoportokb6l adéodoan
polarisabb, a belsé iireg pedig enyhén apolaris jellegli; ez a polaritas az 1,4-dioxanéhoz
hasonlo, egy koriilbeliili 0,3-as pKow-val [Demian, 2000]. Az iireg belsejét hidrogének és
glikozidos oxigénhidak alkotjak, mely utobbiak a nemkotd elektronparok révén nagyobb
elektronstiriséget, igy némi Lewis-bazis sajatsagot kdlcsonoznek az iiregnek. Mivel a
gliikozegységek “Cy konformaciojuak, igy az iireg sziikebbik bejaratanal helyezkednek el a
primer, a nagyobbiknal pedig a szekunder hidroxil-csoportok. A CD-ek legfontosabb

fizikai-kémiai jellemzoi az 1. tablazatban lathatok.

1. tablazat. Az a-, B- és y-ciklodextrinek legfontosabb jellemzdi [Szejtli, 1982]

Tulajdonsagok a-CD pB-CD v-CD
Gliikopiranoz egységek szama 6 7 8
Molekulatomeg (g mol™) 972,9 1135 1297,2
Oldhatosag vizben (g 100ml™) 25 °C-on 14,5 1,85 23,2
Uregatméré (nm) 0,47 £0,53 0,6 0,65 0,75+ 0,83
Henger magassaga (nm) 0,79 +0,1 0,79 +0,1 0,79+0,1
Molekula atmérdje (nm) 1,46 £ 0,4 1,54+0,4 1,75+0,4
Kozelito térfogat (nm3) 0,174 0,262 0,427
Uregbe felvehetd vizmolekulak szama 174 262 427

A ciklodextrin lireg megfeleld méretli és polaritdsu molekuldkat be tud fogadni, ezaltal

zarvanykomplex képzésre alkalmas. A primer ¢és szekunder hidroxil-csoportok
szubsztitudlhatdk, igy a nativ ciklodextrinekbdl kiindulva vége-hossza nincs az elméletileg
lehetséges szarmazékok soranak. Kiilonb6z6 hidrofil, hidrofob, illetve ionos szarmazakok
képezhetok; a legelterjedtebbek a kiilonbozé szamt metil- (DIMEB-2, TRIMEB-3,
RAMEB - atlagosan 2, de random elrendezésben), hidroxipropil- (hidroxi-propil-béta-
ciklodextrin - HPBCD, hidroxi-propil-gamma-ciklodextrin - HPGCD), szulfobutil-éter-,
karboxi-metil-, etil-, illetve diamino-2,3-deoxi-csoporttal helyettesitett szarmazékok
[http://www.carbomer.com/products.html].

A szubsztitualt ciklodxtrin szarmazékok fontos tulajdonsaga a szubsztitualtsagi fok, vagyis

a DS (degree of substitution), melyet Ggy szokas megadni, hogy atlagosan egy
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gliikopiran6z egységre, vagy ciklodextrin gylirlire szamolva mennyi szubsztituens jut. Ma
leggyakrabban 6-, 7- és 8-tagu gyiriiket, vagyis az alfa- (a-CD), béta- (B-CD) és gamma-
ciklodextrint (y-CD) és szarmazékait gyartjak és hasznaljak fel, de mar 1étrehoztak delta-,
epszilon-, éta és dzéta-ciklodextrint is, azonban a nagyobb tagszami gyiriikkre mar nem
jellemzé a csonkakup forma, és a nagyobb flexibilitas miatt az iiregméret kisebb is lehet. A
d-ciklodextrinnel makrociklusos vegyiileteket mikrokapszulaztak eddig [Akasaka és mtsai,
2000], mindazonaltal nem jellemzi a tobbi CD-re jellemz6 oldékonysagfokozas [Miyazawa
¢és mtsai, 1995].

A nativ ciklodextrinek vizoldékonysaga nem tal j6, mivel ezek hajlamosak az
aggregalodasra a sok hidroxil-csoport révén [Coleman és mtsai, 1995; Messner és mtsali,
2010]. A legnagyobb aggregacié a -CD-nél tapasztalhatd, ami 3 mM felett szamottevo; a
keletkezd aggregatum tobb mikrométer is lehet, ezzel magyardzhaté a B-CD rendkiviil
alacsony oldékonysaga, mig a dimetil-béta-ciklodextrin (DIMEB) ¢és random-metil-béta-
ciklodextrin (RAMEB) vizes oldatdban az aggregici6 12 mM-nal még erdsen lagos
kozegben is elenyészd. A B-CD aggregaldddsa azzal magyarazhato, hogy az egyik gliikoz
C2 hidroxilcsoportja hidrogénkotést 1étesit egy szomszédos egység C3-OH csoportjaval,
igy a molekulan beliil egy masodlagos 6v alakul ki a hidrogénkdtések altal, mely elég
merevve teszi a szerkezetet [Sabadini és mtsai, 2006].

A DIMEB, RAMEB, HPBCD, HPGCD vizoldékonysaga mar joval nagyobb, mivel a
szubsztituensek mintegy ,lefogjak” a hidroxil-csoportok egy részét, igy a ciklodextrin
molekulak nem tudnak azok révén intermolekularis kolcsonhatast —Iétrehozni,
mindazonaltal a B-CD a legolcsoébb valamennyi k6zott, az iiregmérete is vendégmolekulak
széles kore szamara kedvezd, igy ezt hasznaljak legelterjedtebben. Ma az Eurdpai
Gyogyszerkonyvben hivatalos az a-CD, B-CD, y-CD és a HP-B-CD, az Amerikai
Gyogyszerkonyvben a B-CD, y-CD és a HP-B-CD, valamint a Japan Gyogyszerkdnyvben
az a-CD, B-CD, y-CD.

2.4.1.1. A ciklodextrinek szerepe a gyégyszerformulilasban

A ciklodextrinek, mint gyogyszeripari segédanyagok alkalmazisa elsOsorban a
zarvanykomplex képzésben nyilvanul meg. A ciklodextrin lireg viszonylagos apolaritdsa
lehetdséget ad vizben kevéssé oldodo gyogyszermolekuldk vizoldékonysagéanak

elésegitésére. FO alkalmazasi teriiletei a gyogyszeriparban az oldékonysag-novelés,
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stabilizalas, szagtalanitds, biologiai hasznosithatésag novelése, kellemetlen izek
csOkkentése, irritaldo hatdsok csokkentése. Mindezeken kiviill felhaszndljdk még
bioszintetikus és biokonverzios folyamatokban, regioszelektiv és eliminacids reakcidkban.
A komplex képzddéséhez fontos kritériumok a megfeleld méret, a polaritas, valamint a
megfeleld termodinamikai viszonyok Iétrejotte a gazda-, a vendégmolekuldk illetve az
olddszer kozott [Charumanee és mtsai, 2006]. Vizes oldatban a ciklodextrin liregében a
nagy entalpidju vizmolekuldk foglalnak helyet. Az apolaris-polaris kdlcsonhatas
energetikailag nem kedvezd, igy optimalisabb egy kevésbé polaros vendégmolekula
szubsztitucidja. A komplexképzés hajtdereje tehat a vizmolekuldk kiszabaduldsa az
iiregbdl, az altaluk 1étrehozott hidrogénkotések létrejotte a tobbi olddszer-molekulaval, a
hidrofob vendégmolekula €s a polaros olddszer kozotti taszitd kdlesonhatasok megsziinése,
valamint a ciklodextrin apolaris lirege ¢és a hidrofob vendég kozott 1étrejovo masodlagos
kotoerok, ezen beliil is elsOsorban van der Waals, hidrofob kolcsonhatasok, illetve
hidrogénkotések kialakulasa [Szejtli, 1982].
A komplexképzOdés soran a leggyakoribb és legegyszeriibb gazda-vendég sztdchiometria
az 1:1, de el6fordulhat, hogy egy vagy tobb vendégmolekulahoz kett6 vagy tobb CD
molekula asszocialodik vagy fogadja magaba.
Oldatban a komplexképzddés soran fennalld egyensuly altaldnosan az egyensulyi
(képzodéesi, stabilitasi) allandoval (Bap) fejezheto ki, a kovetkezoképpen:
aV+bCD « V,CDy
Bab = [Va CDy] / [V]a [CD]s (1)

ahol D a ciklodextrin és B a vendégmolekula. A Bq stabilitasi allandokat felhasznélva:

cB =Zap[VIY[CD]° (2)

cD =ZbBa[VI[CD]® (3)

(cV a vendég és cD a gazdamolekula 6sszkoncentracioja)
A tapasztalatok szerint ciklodextrinekkel az esetek nagy részében 1:1 sztochiometriaju

zarvanykomplexek képzddnek, azaz a=b=1.

2.4.1.2. 1zoflavonok/flavonok ciklodextrinekkel képzett komplexei

Az izoflavon vaz kozelitdleg 0,5 x 1,5 nm méretii. Megjegyzendd, hogy az A és C gytirii

sikban rogzitve van egymashoz, mig a B gylirti a 3 - 1' kotés mentén képes elfordulni, tehat
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az ezen a gylrin 1évé szubsztituens 1ététdl fliggden kissé valtozhat ez a méret, de nem
jelentésen. Az a-, B- és a y-CD iiregmérete 0,47-0,83 nm kozott valtozik. Eszerint a
méretek alapjan a komplex képzddésnek nincs akadalya. Energetikai megfelelésiik
vizsgalatara molekula optimalizaciot végeztiink a genisztein €s az a-, -, illetve a y-CD
kozott PM3 mddszerrel, s az eredmények azt mutatjak, hogy a B- és y-CD-k esetében a
komplex képz6désnek energetikai akadalya nincsen; mig az a-CD-nél ez energetikailag €s
méretben is gatolt (5.2.1.1. fejezet). Irodalmi adatok vannak arra, hogy a flavonoid-vaz —
bar a B-gylri elhelyezkedésében kiilonbozik az izoflavonoidoktél — tobbféle modon
illeszkedhet a ciklodextrin iiregébe [Calabro és mtsai, 2004; Rezende és mtsai, 2009]; az
A-gytiri fel6l, a B-gytiri feldl, mind pedig ugy, hogy mind az A és C gylriik az liregben
foglalnak helyet, a B-gyliri pedig kint marad (8. abra). Ezt Ovatos kozelitéssel, de
feltehetden interpretalni lehet az izoflavon vazra is, mivel a vazméretben ez a gylirt-
helyzet kiilonbség nagy valtozast nem okoz. Sikerrel mikrokapszulaztdk eddig a rutin,
kvercetin, kempferol, miricetin, naringenin, morin, apigenin, baikalein, dioclein, robinetin
és krizin flavonoidokat [Nguyen és mtsai, 1992; Sri és mtsai, 2007; Chakraborty és mtsai,
2010; Liu és mtsai, 2006; Banerjee és mtsai, 2007; Shulman és mtsai, 2011].

Stancanelli és munkatarsai mar vizsgaltak a genisztein komplexalodasat -, HP-B- és [(2-
oligo(ethyleneoxide)-6-hexylthio)-B-CD-nel 1:1 aranyban, a komplexalodast UV-
spektrofotometriaval és CD spektroszkopiaval is aldtamasztottdk [Stancanelli €s mitsai,

2007; Crupi és mtsai, 2007; Cannava és mtsai, 2010; ].

8. abra. A flavon vaz és a B-CD illeszkedései irodalmi adatok alapjan
(Daruhazi, 2011)

A ciklodextrinek a kevéssé oldodé komponens oldékonysaganak fokozasa, vagyis a
bioelérhetdség novelése révén a biologiai hatast is fokozhatjak, erre példak is vannak;

rutin, naringenin €s Hypericum perforatum kivonat antioxidans hatasanak fokozasa, s a
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rutin/B-CD komplexnek a rutinénadl fokozottabb szérum triglicerid-csokkentd hatasa

[Kalogeropoulos és mtsai, 2010; Mercader-Ros és mtsai, 2010; Krishna és mtsai, 2005].

2.4.2. I1zoflavonok és ciklodextrin komplexeik vizsgalata biologiai

tesztekben

2.4.2.1. 1zoflavonok és glikozidjaik membranpermeabilitasanak vizsgalata

Caco-2 sejtvonalon

A Caco-2 sejtvonal human epithélidlis colon adenokarcinoma sejtekbdl all. Ez a
leggyakrabban hasznalt sejtvonal, mely folytonos monolayer kialakitdsara képes, s
rendelkezik azon tulajdonsagokkal, melyek alkalmassa teszik a per os adagolt
gyogyszerkészitmények abszorpcidjanak in vivo vizsgalatara [Artursson, 1991]. A
polarizalt enterocitakbol 4ll6 Caco-2 monolayer réskapcsolatokat (tight junction),

mikrovillusokat, €s szdmos enterocitdkra jellemzd enzimet €s transzportert expresszal.

apikalis flux A

apikalis kamra

= sejtek

ol —— o4
sejt bazolateralis flux

bazolateralis kamra szemipermedabilis filter

9. abra. A Caco-2 transzport modell vazlata. Az apikalis kamra fel6l a bazalis kamra

felé torténik a farmakon-transzport

A Caco-2 sejtek altal kialakitott monolayer segitségével tanulmanyozhat6é az intesztindlis
epitheliumon keresztiili transzport-folyamatok szinte mindegyike (transzcelluldris passziv

transzport; paracelluldris passziv transzport; transzcellularis aktiv transzport; aktiv efflux;
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transzcitozis), melyek szabalyozzak a gyogyszerfelszivodast [Hunter és Hirst, 1997.]. Az
els6 — ma mar igen széles korben alkalmazott -, felszivodasi vizsgalatokhoz szolgalod
modellt Hidalgo és mtsai jellemezték [Hidalgo és mtsai, 1989] (9. abra).

A Caco-2 assay elrendezése: a szemipermedbilis membranon ndvesztve a sejteket,
megfeleld homérsékleten és paratartalomban megfeleld ideig inkubalva, a vizsgalando
anyagot az apikalis és/vagy a bazolateralis kamrdhoz adjuk, az eldirt inkubécids id6 utan
mintat vesziink az apikalis vagy a bazolateralis oldalr6l, majd a vizsgalandé anyagot
kvantitative mérjik.

A sejtvonal integritasat a TEER (transepithelial electrical resistance) értéke jellemzi.
Ennek mérésére radioaktivan jelzett PEG4000 ¢s mannitol vegyiileteket hasznalnak,
DMSO-ban oldva. A rezisztencia értékét epithélialis voltamméterrel hatarozzak meg, majd

az alabbi képlettel szdmolva:
TEER = (Reotal — Rpjanc ) X A(cm2 )

(Riotar @ mért rezisztencia, Rpanc @ kontroll filter rezisztenciaja sejtek nélkiil, A az inzert
feliilete) kapjuk meg a TEER értékét. A genisztein, daidzein ¢€s glikozidjaik, a genisztin €s
a daidzin membrantranszportjat Caco-2 sejtvonalon vizsgalva [Steensma és mtsai, 1999;
Walle és mtsai, 1994], az eredmények szerint az aglikonok 6 6ra utan koriilbeliil 30-40%-
ban jutottak at a membranon, mig glikozidjaik nehezen ¢€s kis mennyiségben
transzportalodtak. A sejtekben a glikozidok viszont glikozidikus hasitason estek at, jelezve,
hogy ezen sejteket endogén glikozidaz aktivitas jellemzi, illetve glukuronid- és
szulfatképzés is kimutathatd volt. Mas, human vékonybél (IEC-18) és cornealis (HCEC)
sejtvonalakkal 6sszehasonlitva Iényeges kiilonbség adddott a genisztein €s daidzein, illetve
glikozidjaik abszorpcidja kozott; a Caco-2 [Stensma és mtsai, 2004] sejtvonalnal joval
nagyobb mértékben transzportalodtak a glikozidok a masik két sejtvonal esetében, mig az
aglikonok transzportja hasonld nagysagrendii volt (10. abra). A Caco-2 némi hatrannyal
rendelkezik a masik két sejtvonallal szemben; a sejtek kozotti réskapcsolatok (tight
junction) meglehetdsen szorosak; a TEER értéke ennek megfeleléen magasnak adddott,
mig a masik 2 sejtvonal TEER értéke joval alacsonyabb volt, tovabba a Caco-2 citokrom
P450 mintézata eltér a vékonybélétdl. Mindezek alapjan a Caco-2 nem a legmegfelelébb
modell bizonyos paracellularis transzporttal rendelkezé molekuldk szamadra; tehat nem

alkalmazhat6 ezek vizsgélatara.
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10. abra. Genisztein és daidzein, illetve glikozidjaik (genisztin és daidzin) transzportja

A: Caco-2, B: IEC-18 és HCEC sejteken keresztiil [Stensma és mtsai, 2004]

Incubation time (hour)

2.4.2.2. 1zoflavonok és ciklodextrin komplexeik hatasanak vizsgalata

Caenorhabditis elegans modellallat élettartamara

A Caenorhabditis elegans, rovidebb nevén C. elegans egy ~ 1 mm hossza talajlakod
fonalféreg, mely a Rhabditidae csaladba tartozik. Hengeres testli, mindkét végén
elkeskenyedd allat, mindossze 959 sejtbdl all; egyedfejlodése soran 1030 sejtjébdl 131

apoptozissal elpusztul, s 302 idegsejtje van. Csupan 2-3 hétig ¢l, a szaporodasi ciklusa igen
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rovid, 3 napos. A C. elegans az egyik legaltalanosabban hasznalt soksejtii biologiai
rendszer alapvetd biologiai kérdések vizsgéalatdhoz. Két Nobel dijjal is biiszkélkedhet a
szervfejlodés és a programozott sejthaldl genetikai szabalyozasanak feltarasaban (S.
Brenner, R.H. Horvitz ¢s J.E. Sulston; 2002), illetve az ,,RNS silencing” vizsgalatdban (A.
Fire és C. Mello; 2006). A C. elegans volt az elsé soksejtii szervezet, amelynek a teljes
DNS szekvenciajat meghataroztdk. Laboratériumban viszonylag olcson, gyorsan, konnyen
¢s nagy mennyiségben fenntarthatdo, napjainkban elterjedt modellszervezet a
sejtdifferencialodas, fejlodési folyamatok, meidzis, idegrendszeri valaszok ¢€s anti-age
hatasok tanulmanyozasara.

A genisztein, a daidzein és a daidzein 6-metoxi szarmazéka, a glicitein hatasat vizsgalva C.
elegans élettartamara normalis koriilmények kozt és juglon-indukalta oxidativ stresszben
szignfikdnsan pozitiv eredmények sziilettek.

Az osztrogén neuroprotektiv hatasa a nigrostriatalis dopaminerg rendszerben mar tobb
vizsgalat targya volt [Dluzen, 2000], igy joggal folvetddott a szoja-izoflavonok ilyen
jellegli hatasanak kérdése. Epidemioldgiai tanulméanyok Gsszefliggésbe hoztdk az
Osztrogén-helyettesitd terapidt az Alzheimer-kér alacsonyabb fokti morbiditasaval.
Transzgénikus C. elegans torzseket, melyek B-amiloidot expresszaltak (Ap), genisztein,
daidzein, ¢és glicitein izoflavonokkal etettek, s azt mutattdk ki, hogy a genisztein kis
mértékben, a glicitein pedig szignifikans mértékben csdkkentette az AP indukalta paralizist
az allatokban [Gutierrez-Zepeda és mtsai, 2005].

Kisérletlinkben a genisztein, illetve a genisztein/B-CD komplex élettartamra gyakorolt

hatasat vizsgaltuk, illetve hasonlitottuk Gssze.

2.4.3. Novényi komponensek kivonasa ciklodextrinek segitségével

Egyre tobb példa van természetes vegyiiletek szelektiv kinyerésére ciklodextrinekkel. Ilyen
a citrusfélékbdl késziilt italok keserii izének a csdkkentése a naringin, heszperidin, illetve
limonin eltavolitasaval [Konno és mtsai 1981, 1982; Shaw és mtsai, 1984], koffein
eltavolitasa kavébol és teabol [Shu és mtsai, 1995], margarinok, tojas és egyéb termékek
koleszterinmentesitése [Sidhu és mtsai, 1995; Hedge és mtsai, 1998]. A komponensek

kozti fizikai-kémiai  kiilonbségek, illetve az alkalmazott ciklodextrinszarmazék
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vendégspecificitasa lehetdséget adhat 1-1 komponens szelektiv kivonasara, ahogy a fenti
példak mutatjak.

Szamos korabban emlitett vizsgalat és irodalom egyértelmiisiti, hogy a flavon- és izoflavon
vaz méretileg és energetikailag kompatibilis a ciklodextrin iiregekkel, leginkabb a 3-CD-
¢vel. Irodalmi adatok alapjan szolébol és ginkgo levélbol sikeriilt polifenolokat és
flavonoidokat B-CD ¢és metil-B-CD segitségével 0Osszehasonlithatéan szignifikans

mennyiségben kinyerni [Xu és mtsai, 2005; Ratnasoorya és mtsai, 2012].
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3. Célkitiizések

Munkank soran célul tiztik ki, hogy az Ononis spinosa L. gyokerének, mint
gyogyszerkonyvi drognak hatéanyagait mélyebben feltarjuk.

értékelése, valamint vizsgalni kivantuk két fontos izoflavon, a genisztein és daidzein
kiilonboz6 ciklodextrinekkel képzett komplexeinek biologiai elérhetdségét, valamint a
novényben talalhatdé izoflavonoidok szelektiv kinyerésének lehetdségét. Mindezeket az

alabbi pontokban foglaljuk 6ssze:

1. Az Ononidis radix triterpenoidjainak azonositasa és mennyiségi értékelése a kiilonb6z6
szerves oldoszerekkel, illetve szuperkritikus COj,-dal késziilt kivonatokban GC-MS
modszerrel.

2. A kiilonb6z6é kivonatok [-szitoszterol tartalmanak kvantitativ vizsgalata GC-FID
modszerrel, szarmazékképzés nélkiil.

3. Az Ononidis radix izoflavonoidjainak kvalitativ analizise LC-MS-sel.

4. Genisztein és daidzein B-, y-, hidroxi-propil-p- és random-metil-pB-ciklodextrin
komplexek vizsgalata CD spektroszkopiaval és *H-NMR-rel.

5. Genisztein és daidzein B-, y-, hidroxi-propil-B- és random-metil- B-ciklodextrin
komplexek kioldodasanak és bioelérhetéségének vizsgalata in vitro; Caco-2 sejtvonalon.

6. Genisztein P-ciklodextrin  komplexének Caenorhabditis elegans modellallat
¢lettartamara gyakorolt hatdsanak vizsgalata.

7. Az Ononidis radix izoflavonoidjainak kivonasa ciklodextrinek segitségével; a kivonas

paramétereinek optimalizalasa €s a kivonatok értékelése.
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4. Anyag és modszer

4.1. Novényanyag

A triterpenoidok vizsgalatahoz felhasznalt Ononis spinosa L. (Fabaceae) gyokérdrog a
kiskorosi Bio-Berta biokertészetbdl szarmazik. A ndvényi anyagot szaritva és apritva
kaptuk, mindsége megfelelt a Ph.Hg VIII. elOirasdnak. A drog daralds utani
részecskemérete 0.689+0.044 mm volt. A drogot a tovdbbiakban ebben a daralt formaban
hasznaltuk fel a kivonasokhoz.

Az izoflavonoidok vizsgalataihoz felhasznalt drog a Rozsahegyi Gyogy- és Fliszerndovény
Forgalmazo Kft-t61 szarmazik, Erddkertesr6l. A ndvényi anyagot szaritva €s apritva
kaptuk, mindsége megfelelt a Ph.Hg.VIII. el6irdsanak. A kivonasok eldtt eldzetesen
atszitaltuk a Ph. Hg. VII szerinti IV. szitdn (részecskeméret ~ 1200 um; a Ph. Hg. VIIIL.

szerinti 1000-1400-as szitaszam méretnek felel meg).

4.2. Vegyszerek, reagensek, sejtkultira

A szterol analitikai tesztanyagokat a Sigma-Aldrich-t61 (St Louis, MO, USA) vasaroltuk, a
triterpének kivonasahoz hasznalt olddszerek analitikai mindségiieck voltak (Reanal,
Budapest, Merck &Analitics Reagents, Molar Chemicals, Budapest).
A szuperkritikus kivondshoz hasznalt CO,-t és a gazkromatografias vizsgalathoz hasznalt
nitrogént, oxigént, hidrogént és héliumot a Messer Griesheim Hungéria Kft. szallitotta. A
genisztein ¢és daidzein standardek az LC Laboratories termékei (U.S.A., MA). A HPLC-
MS vizsgalatok soran felhasznalt metanol a Fisher Scientific-t61 szarmazik.
A kivonashoz és komplexképzéshez hasznalt ciklodextrinek a Wacker Chemie termékei
voltak (Miinchen, Germany); a HP-B-CD DS értéke 4,2, a RAMEB-CD DS-e pedig ~12
volt.
A Caco-2 vizsgalatok soran az ECACC-tol (European Collection of Cell Cultures,
Egyesiilt Kiralysag) szarmazé Caco-2 sejtvonalat alkalmaztuk. A transzport vizsgalathoz a
sejteket Transwell® (Corning Costar, USA) polikarbonat inzertre helyeztik (0,4 pm
porusméret, 2x10° sejt/inzert.) A kisérlethez hasznalt HBSS (Hanks buffer salt solution)
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oldat a Sigma-Aldrichtol val6. A HPLC-UV meghatarozas soran hasznalt vegyszerek; a

metanol, cc. ecetsav a Fisher Scientific-t6l, illetve a Molar Chemicals-tol szarmaztak.

4.3. Triterpenoidok vizsgalata

4.3.1. Extrakcios és tisztitasi modszerek

4.3.1.1. Soxhlet extrakcio

A kivonast Soxhlet késziilékben, forrd vizfiirdon ¢és légkéri nyomason, az olddszer
forraspontjan végeztiik. A poritott drogot n-hexannal, majd elszintelenedés utan etanollal
vontuk ki szintén elszintelenedésig. A tobbi olddszerrel (izopropanol, etilacetat) ugyanigy,

az n-hexanhoz hasonléan jartunk el.

4.3.1.2. Kiméletes extrakcio

Az extrakciot kiméletes koriilmények kozott, 40 °C-on végeztiikk. Az elrendezés magaban
foglalt egy 1000 ml-es gomblombikot és egy lapatos kever6t, mellyel 300 rpm-en végeztiik
a kivonast. A felhasznalt olddszerek az egyes kivonasok soran 3 x 500 ml aceton, etanol és
metanol voltak. A ndvényi mintat (100 g) és Otszordés mennyiségli oldoszert tettiink a
lombikba, majd a kivonast haromszor egy oraig végeztiik, a kivonatokat 6sszegytijtottiik, s

az oldoszert ledesztillaltuk vakuumdesztillaloban (Biichi Rotavapor R-200).

4.3.1.3. Szuperkritikus Fluid Extrakcio

Laboratoriumi extrakcio

A kivonasokat ISCO 2-10 kisérleti laboratoriumi szuperkritikus extraktorban végeztiik

(ISCO, USA) fluid CO; —dal allandéo homérsékleten (40°C) és ndvekvé nyomason 100 g

drogbol. Az optimalis nyomasérték megallapitasahoz 100 és 200 baron végeztiik a kivonast

60, illetve 90 percig, majd az extraktumokat 96%-os etanolban nyelettiik el. A 60 és 90
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perces kivonas sordn az elsé 30 percben a drogot CO»-ban ,,aztattuk™ (statikus extrakcio),
légkdri nyomason, a kovetkezd 30 illetve 60 percben pedig az eldirt nyomast alkalmaztuk

(dinamikus extrakcio).

Féliizemi méretii extrakcio

A kivonast egy féliizemi méretli szuperkritikus extraktorral végeztiik fluid CO;-dal allando
hémérsékleten (40°C) és 450 bar nyomason. A késziiléket a Budapesti Miiszaki Egyetemen
fejlesztették ki [Oszagyan, 1996] (11. abra).

Korabbi tapasztalatok alapjan a terpenoidok kivondsahoz a 450 bar bizonyult a
legmegfelel6bbnek [Kéry és mtsai, 1998; Kristo és mtsai, 2001; Lemberkovics és mtsai,
2009]. A kivonast 1000 g drogb6l végeztiik. A kiilonbdz6 modszerekkel késziilt Kivonatok

el nem szappanosithato részeinek szazalékos értéke a 2. tablazatban lathato.

extraktor >3 L7 7 LT peof® (2)

I szep.

11. abra. Kétlépcsos szuperkritikus extrakcios késziilék

1. cseppfolyos CO; tartaly; 2. hiitd; 3. szivattyu; 4. melegitd; 5.extraktor; 6. szeparatorok

4.3.1.4. Tisztitas elszappanositassal

A kivonatokat elszappanositassal tisztitottuk meg a zsiros olajoktol. A kiilonbozo
olddszerrel késziilt kivonatokat vakuumban beszéritottuk, majd a maradékot 50 ml 96%-0s
alkohollal és KOH-dal forré vizflirddn elszappanositottuk. A kivonatokat vizzel higitottuk,

majd petroléterrel kirdztuk. A szerves fazisokat 0sszegyljtottilk, és vizzel lugmentesre
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mostuk, Na,SO, sicc.-mal vizmentesitettiik, majd vakuumdesztillaloban beparoltuk. A
maradékot kloroformban oldottuk. A tovabbiakban ezeket az el nem szappanositott

frakciokat vizsgaltuk, melyekben a triterpének varhatdan szabad allapotban voltak jelen.

4.3.2. Analitikai vizsgalatok

4.3.2.1. Triterpenoidok azonositasa és mennyiségi jellemzése GC-MS analizissel

A kiilonboz6 triterpenoidok azonositasat Agilent 6890N késziiléken és az ahhoz kapcsolt
5973N kvadrupol tomegspektrométerrel végeztiik egy HP-5MS (30 m x 0.25 mm ID X
0.25 um) allofazist oszlopon. A hdmérsekleti program: 140°C 1 percig az injektalas utan,
majd 10°Cmin™ 140°C-t61 270°C-ig, 20 perc izoterm, majd 270°C-t61 300°C-ig 10°Cmin’
! 6 perc izoterm. A viv6gaz nagy tisztasagl hélium volt, az dramldsi sebesség 1 ml min™.
Az injektor homérséklete 280°C, az injektalt minta térfogata 1 ul volt. A komponensek
azonositasat a retencios idok, a Kovats indexek, illetve korabbi standard adatok és a NIST
05 spektrumtar alapjan; a relativ koncentraciok meghatarozasat teriilet normalizacios

modszerrel végeztiik (15. abra).

4.3.2.2. B-szitoszterol tartalom meghatarozasa GC-FID vizsgalattal

Az analizis Agilent 6890N késziiléken tértént DB-5MS (25 m x 0.2 mm ID x 0.33 um)
allofazisa oszlopon. A vivégaz hélium volt 1 ml min™ 4ramlési sebességgel, az injektor
hémérséklete 280°C, s az injektalt minta térfogata 1 ul volt. A hémérsékleti program a
kévetkezé volt: 120°C 1 percig, majd 120°C-tol 300°C-ig 10°C min™, 14 perc izoterm,
300°C-t61 310°C-ig 10°C min™, 10 perc izoterm. A langionizacios detektor hémérséklete
330°C volt. Az azonositas standard addicio és retencios adatok alapjan tortént, a kvantitativ
meghatarozashoz Sa-cholestan-3-on belsé standard-et hasznaltunk. A B-szitoszterol
kalibraciojat 1-100 pg ml*  koncentracidtartomanyban végeztik, hat kiildnbozé
koncentraciéértéknél, 3 parhuzamossal. A belsé standard koncentracioja 12,65 ug ml?, a

korrelacios koefficiens 0,9998 volt az alkalmazott koncentraciétartomanyban. Az LOD
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érték (S/N=3) 0,1 pg ml, az LOQ érték (S/N=10) pedig 0,3 pg ml™ volt. A GC-FID

analizis reprodukalhatosagat harom parhuzamos alapjan mértiik (3. tablazat).

4.4. 1zoflavonoidok vizsgalata

4.4.1. l1zoflavonoidok kvalitativ analizise

Az izoflavonoid komponensek azonositasat HPLC-MS/MS-sel végeztiik a fent emlitett
Agilent 6410 Triple Quad LC/MS rendszeren. Kromatografias oszlop: Hypersil Zorbax
Eclipse, XDB-C18 (150 mm /2,1 mm /5 um; Agilent, Santa Clara, CA, USA), az eluensek
0,3% ecetsav (A) és metanol (B) voltak. Gradiens program: 0. perc, 29%; 20. perc, 85%;
22. perc, 100%, 27. perc 100%; 32. perc, 29%. Oszlophémérséklet: 25 °C, injektalt
mintamennyiség: 2 pl, eluens &ramlasi sebesség: 0,25 ml/min. Az MS Kkisérleti
koriilmények a kovetkezdk voltak: porlaszto, 45 psi; szaritdgaz dramlasi sebesség, 9 L min
L. szaritogaz homérséklet 350°C; kapillaris fesziiltség 3500 V; fragmentor fesziiltség: 100
V; MS szkennelés m/z 150-t61 1200-ig tortént, 12, 20, 28 és 36 eV iitkdzési energiaknal.

4.4.2. Genisztein és daidzein komplexalasa B-, y-, HP-B- és RAMEB-

ciklodextrinekkel és jellemzésiik

4.4.2.1. A genisztein és a daidzein fazisoldékonysagi vizsgalata

A fazis oldékonysagi vizsgélattal megallapithatd, hogy a kérdéses vendégmolekula
oldodésat segiti-e a hozzdadott ciklodextrin, illetve, milyen koncentracio-tartomanyban,
ezen kiviill informaciot kapunk az oldékonysag tipusar6l is (12. abra). Ha csak oldott
komplex képzddik, akkor a fazisoldékonysidg izoterma "A" tipusu, ha a komplex
oldékonysaga limitalt, akkor "B" tipusii az izoterma. B, tipus esetén csak oldhatatlan
komplex képzdédik. A vendég oldékonysdga (S;) el6szor ndvekszik a vendégmolekula
eredeti vizes oldékonysagi értéketdl (Sp), amig el nem éri "A" pontot, ahol megkdzeliti a

rendszer a komplex oldékonysagi értékhatarat. Tovabb novelve a ciklodextrin-
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koncentraciét a vendégmolekula oldékonysaga nem novekszik tovabb, hanem
megkezdddik a komplex mikrokristalyos allapotban tortend kicsapodasa az oldatbol (Bs
tipustl izoterma). A "B" pont elérése azt jelenti, hogy a rendszerben 1évd Osszes szilard
vendégmolekulat atalakitottuk kevésbé oldodo zarvanykomplexszé, ezért hiaba adunk tobb
ciklodextint a rendszerhez, az asszociacios egyensuly az asszociaci6 iranyaba tolodik el és
az oldékonysadg ¢értéke aszimmetrikusan kozeledik a zarvanykomplex inherens
oldékonysagi értékéhez (Sc). Elméletileg az oldott koncentracido ndvekedésének az So-tol
A-ig azonosnak kellene lennie az S értékkel (azaz "A" pontnal az oldat éppen telitett mind
a vendégmolekulara, mind pedig a komplexére). Ha a vizsgalt ciklodextrinkoncentracio-
tartomanyon beliil a komplex oldékonysagi hatarat nem érjiik el, akkor az izoterma "A"
tipusa, mely szerint az oldékonysag linearisan novekszik, valoszinlileg valtozatlan
sztochiometria mellett. Az "A," tipust izoterma a linearistol pozitiv irdnyban tér el, vagyis
a komplexben tobb a vendégmolekula aranya; a komplex sztochiometridja valtozik (esetleg
1:2, 2:3, sth.). Az "A\" tipusi izoterma esetében a komplexen beliil novekedhet a
gazdamolekula aranya 1:1-r6l 2:1-re, vagy a vendégmolekula, illetve a komplex
hidratacioja valtozik pl. a vendégmolekula ionizacidja kovetkeztében [Szejtli, 1990]. A
genisztein illetve a daidzein 5 mg-jahoz 5-5 ml névekvé koncentracidju ciklodextrin
oldatokat adtunk, s ezutan az igy kapott szuszpenziot 10 oOraig magneses keverdn
kevertettiik 600 rpm fordulaton, majd 0,45 pm-es membransziirOn szirtik, s UV-
spektrofotometriassan mértilkk a beoldodott vendégmolekula mennyiségét, eldzetes
kalibracié alapjan [Higuchi és Connors, 1965]. A kalibraciot 50%-os etanolban vettiik fol
(16-17. abra).

42



DOI:10.14753/SE.2014.1855

L

|Dkdett venddgmlekuly | ——

140

ICiktodextrin =

12. abra. Oldhatosagi fazisdiagram tipusok.

St — vendégmolekula oldékonysaga, So — vendégmolekula eredeti vizes oldékonysaga, A - egkozeliti
a rendszer a komplex oldékonysagi hatarat, B —a rendszerben 1évo osszes szilard vendégmolekula
kevésbé oldodo zarvanykomplexben van, Ap — 1:1-t6l eltéré komplex sztochiometria; tobb
vendégmolekula, Ay — gazdamolekula aranya novekszik a komplexben, Bs - komplex
mikrokristalyos allapotban torténd kicsapodasa, B, - csak oldhatatlan komplex képzddik
[Szejtli, 1990] .

4.4.2.2. Szamitégépes molekula optimalizacio

A komplexképzést megeléz6en PM3 (Parameterized Model 3) modszerrel molekula
optimalizaciot végeztiink Windows 06' alapti Spartan 1.1.1 szoftverrel [Wavefunction Inc.
18401 Von Karman Avenue, Suite 370 Irvine, CA 92612]. Ehhez a genisztein szerkezetét a
SPARTAN adatbazisbdl, a y- és B-CD-ek rontgendiffrakcios szerkezetét [Harata, 1987;
Steiner et Koelner, 1994] pedig a Darmstadti Miiszaki Egyetem adatbazisabol toltottiik le
(CIWMIE10 and BCDEXDO03). Az optimalizaciéval azt vizsgaltuk, hogy az izoflavon
szerkezet és a ciklodextrin gyiiriije kozotti kolcsonhatas térbelileg és energetikailag
létrejohet-e. A PM3 egy szemi-empirikus modszer a molekularis elektronszerkezetek

kvantumszamitasaihoz, melyet J. J. P. Stewart fejlesztett ki és 1989-ben publikalta.
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4.4.2.3. Komplexképzés

A komplexeket nedves-gyurasos technikaval készitettiik (wet-kneading method), mely
sordn a két izoflavont és az egyes ciklodextrineket 2:1 gazda-vendég aranyban
homogenizaltuk, majd kevés desztillalté vizzel éppen gyarhaté masszava kevertik, s
intenziv gyaras utan P,0s felett szaritottuk. Megmértiik a szaritasi veszteségiiket 105°C-on
torténd hevitéssel (5-10%), s végiil hatdanyag tartalmukat UV-spektrofotometriaval; ez

utobbit a hatdbanyag homogenitasanak vizsgélata céljabol.

4.4.2.4. Genisztein és daidzein / CD komplexek kioldédasi profilja

A komplexalatlan hatéanyag s a keletkezett komplexek kioldodasi profiljat non-sink
koriilmények mellett a kdvetkezéképpen hatdroztuk meg: 50 ml desztillalt vizhez adtunk 5
mg hatéanyagot, illetve 50 mg komplexet, majd 30 percig 5 percenként, a 40. perctdl
kezdve pedig 10 percenként vettiink mintat, majd UV spektrofotometriaval mértik a
kioldodast, egészen 60 percig, ellendrzésképpen pedig a 120. percben is megmértiik. A
kalibracioval koncentraciora atszamitott értékeket az i1d6 fiiggvényében dabrazolva
megkaptuk a kioldodasi gorbét, azaz a kioldodasi profilt (19. abra). Minden kioldodast

harom parhuzamossal végeztiink.

4.4.2.5. Genisztein és daidzein / CD komplexek 'H-NMR vizsgalata

A genisztein és a p-CD térbeli kapcsolodasat "H-NMR-rel vizsgaltuk. Ez a technika a
legmegfelelébb a nonkovalens interakciok megallapitasaban, s igy megerdsiti a komplexbe
zarodast a zarvanykomplexek esetében [Schneider és mtsai, 1998]. Korabbi mérések az
egyes flavonoidok, példaul a rutinnal arra vilagitottak ra, hogy az aromas gyirti illeszkedik
a CD {iregbe [Calabro és mtsai, 2005].

Az 'H-NMR mérések Varian Inova spektrométeren torténtek (600MHz for 'H), mely 5
mme-es inverz detektalast gradiens (IDPFG) méréfejjel volt felszerelve. Minden spektrum

30.0+0.1°C-on lett felvéve. A gyart komplex mintakat D,O-ban oldottuk, majd
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szobahdmérsékleten razattuk 48 oraig. A kapott szuszpenziot lecentrifugaltuk és a telitett
oldatot hasznaltuk fel a mérésekhez.

A gazda-vendég interakciot 2D ROESY NMR spektroszkopiaval hataroztuk meg. A 2D
ROESY spektrum a 21. abran lathato.

4.4.2.6. Genisztein és daidzein / CD komplexek cirkularis dikroizmus (CD)

spektroszkopias vizsgalata

A vizsgélatokat Jasco J-815 spektropolariméteren végeztiikk. A spektrumokat 200-350
illetve 200-400 nm tartomanyban régzitettitk 20 nm/perc sebességgel, 0.1 nm 1épéskozzel,
5x akkumuléacioval. Az olddszer desztillalt viz volt. A komplexeket eldzetesen atszitaltuk a
megfeleld részecskeméret elérése érdekében, majd vizben oldottuk, lecentrifugaltuk és az

oldat tisztajat mértiik.

4.4.3. Izoflavonok és CD komplexeik vizsgalata biologiai tesztekben

4.4.3.1. Genisztein és daidzein / CD komplexek membranpermeabilitasanak

vizsgalata Caco-2 sejtvonalon

A sejteket 10 (v/v)% inaktivalt fotalis szarvasmarha szérumot, 1 (v/v)% nem esszencialis
aminosavat ¢s 100 mg/ml gentamicint tartalmaz6 DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium) (Sigma-Aldrich, Magyarorszdg) tenyésztd folyadékban novesztettikk 37°C-on,
5% CO; atmoszféraban, 95% paratartalom mellett. A transzport vizsgalathoz a sejteket az
inzertre helyeztiik. Az inzerteken a médiumot 2 naponta cseréltiik. A kiiiltetés utani 20-35
nap kozott valtak alkalmassa a transzport kisérletekre, mikor a Caco-2 sejtek stabil
monolayert alkottak. A monolayer kialakuldsat transzepithelidlis elektromos ellenallas
(TEER) méréssel kovettilk nyomon. A transzport vizsgalatokat akkor végeztiik, mikor a
TEER értékek 1500-2000 Q x cm® kozott voltak. A transzport vizsgalatok soran a
monolayer integritdsanak ellendrzése céljabol a mintavételek utan szintén elvégeztiik a
TEER mérést. A vizsgalatok eldtt az inzerteket HBSS oldatban mostuk és inkubaltuk

37°C-on 30 percig. Az apikalis kamrdbol a bazolateralis kamraba iranyuls (A-B)
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permeabilitasi vizsgélat soran az apikdlis kamra tartalmazta a donor oldatot. A donor
oldatok HBSS-ben oldott, a daidzein, genisztein, illetve CD komplexeik maximalis
oldékonysaga szerint készitett oldatok voltak. A bazolaterdlis kamra tartalmazta az
akceptor oldatot, tiszta HBSS oldatot. A mintakat a bazolateralis kamrabdl vettiik 30
perces id6kozonként a 120. percig. A kivett térfogatokat tiszta HBSS oldattal potoltuk,
melyet a tovabbi szdmitdsok soran figyelembe vettiink. Az atjutott anyagmennyiségekbdl a

latszolagos permeabilitasi koefficiens (Papp) értéket a kovetkezd képlet alapjan szamoltuk:

Papp = dQ/dt x 1/(Cq X A)
ahol:
dQ/dt = id6egység alatt atjutott Daidzein, Genistein (ug s™)
Co = A donor oldatok kezdé Daidzein, Genistein koncentracioja (ug ml™)
A = effektiv felszin (cm®)
A vizsgalathoz az eldzdekben leirt modon készitett komplexeket hasznaltuk fel, miutan
atszitaltuk a Ph. Hg. VII. szerinti VI. szitdn. A genisztein és a daidzein kalibraci6jat 1-80
ng mlt  koncentricidtartomanyban végeztik 50%-os etanolban, hat kiilonbozé
koncentracioértéknél, 3 parhuzamossal. A korrelacios koefficiens 0,9992, illetve 0,9998
volt az alkalmazott koncentracidtartomanyban. Az LOD érték (S/N=3) 4,7 és 4,5 ng ml™,
az LOQ érték (S/N=10) pedig 13,7 és 14,1 ng ml™ volt.
A bazolateralis oldalrol vett mintak izoflavon koncentraci6janak meghatarozasat HPLC-
UV késziilékkel végeztik. A mérés Jasco tipusi HPLC-DAD-UV késziiléken tortént; a
hasznalt oszlop 25 cm x 4,6 mm x 5 um, az eluensek pedig metanol és 0,3% ecetsav voltak
(22-23. abra), az oszlophdmérséklet 25 °C volt. A gradiens program a kdvetkez6 volt: 0-9
percig 38-100%, 9-13 percig 100% izokratikus. A detektalas hullamhossza daidzein

esetében 249 nm, a genisztein esetében 262 nm Volt.

4.4.3.2. Genisztein / B-CD komplex Caenorhabditis elegans modellallat

élettartamara gyakorolt hatasanak vizsgalata

A kisérlet soran embridkat izolaltunk (’szinkronizalds’), majd az azonos stadiumu (L4)
larvakat NGM (nematode growth medium) agar lemezre helyeztiink. Az agar lemezbe
FDUR antimetabolitot (5-fluoro-2'-dezoxiuridin) tettiink, mely anyag meggatolja a
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sejtosztodast (a fiatal felnéttekben a testi sejtek ugyanis nem osztddnak, csupan csirasejtek
keletkeznének), igy az 4allatok sterilekké wvaltak (a fertilitds pedig nagymértékben
befolyasolja az élettartamot — igy ezt kiiszoboltiik ki a FDUR- az agar lemezbe torténd
beadasaval). Az agar lemez tartalmazta a vizsgalando hatéanyagokat a leheté legnagyobb
koncentracidban. A ciklodextrin komplexek és a hatdanyag esetén 500 mg komplexet és
annak hatoanyagtartalméaval azonos mennyiségli geniszteint diszpergaltunk/oldottunk fel
50 ml NGM oldatba, ebb6l ultrahangos homogenizalas, keverés utan 10-10 ml keriilt 1-1
NGM lemezbe. Az 4llatok ezen a hatdanyagokat tartalmazd taptalajon novekedtek,
fejlodtek é¢ltiik kilencedik napjaig. A 9. nap utan az allatokat i) NGM agarra helyeztiik,
amelyekben mar nem volt hatéanyag, sem a sejtosztodast gatlo FDUR adalék. Ezen a
normal taptalajon vizsgaltuk az élettartamukat, s az elhaldsokat folyamatosan regisztraltuk,
pontosan rogzitettiik, melyik allat, életének hanyadik napjan pusztult el. Minden vizsgalati
minta esetében 50-50 allat atlagabol szarmaztak az eredmények, melyek felhasznalasaval

¢lethossz-gorbéket rajzoltunk (25. abra).

4.4.4, 1zoflavonoidok extrakcidja ciklodextrinekkel és analizisiik

HPLC-MS-sel

A drogot el6zetesen megdaraltuk, majd atszitaltuk a Ph. Hg. VII. szerinti VI. méretii szitan
(~ 1200 um). Ezutan 25 ml desztillalt vizzel, illetve 30%-0s etanollal vontunk ki 1,5-1,5 g
drogot ultrahangos razogéppel, szobahdmérsékleten 75 percig. Ez volt az 6sszehasonlitd
kivonat. A kivondszerbe (a vizbe és a 30 %-os etanolba) el6zetesen beleoldottunk B-, y-,
HP-B- ¢s RAMEB-CD-t, 0,01 M, 0,03 M, ¢és 0,05 M-os toménységben. A kivondst szintén
75 percig végeztiik. A kapott kivonatokat lecentrifugaltuk 7000 rpm-on, majd 0,45 pm
porusméretli. membransziirén atszlrtik, s HPLC-MS-sel vizsgaltuk. A HP-B-CD
szubsztitucios foka (DS) 4,2 volt, a RAMEB-CD-¢ pedig ~12. A kivoné oldatokban a CD
koncentracidokat ugy valasztottuk meg, hogy a leggyengébben oldodd B-CD-nel is még
lehessen oldatot késziteni, s a kivonassal varhaté izoflavonoid mennyiséggel molarisan
Osszehasonlithatd legyen. Mindazonaltal az alacsony oldékonysdg miatt nem tudtunk
mindharom koncentracidlépcsében szdmolni a B-CD-nel, rdadasul az etanol is csak egy

hatarig képes novelni a feloldott B-CD mennyiségét (2,2% B-CD — 30%-0s etanol)
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[Chatjigakis és mtsai, 1992]. A szubsztitualt CD-ek esetében nem volt probléma az
oldékonysaggal; mind vizben, mind 30%-os etanolban konnyedén feloldodnak.

emlitett Agilent 6410 Triple Quad LC/MS rendszeren Kromatografias oszlop: Hypersil
Zorbax Eclipse, XDB-C18 5um, 150 x 2.1 (150 mm/ 3,2 mm /5 um; Agilent, Santa Clara,
CA, USA), az eluensek 0,3% ecetsav (A) és metanol (B) voltak. Gradiens program: O.
perc, 29%; 20. perc, 85%,; 22. perc, 100%, 27. perc 100%; 32. perc, 29%.
Oszlophdmérséklet: 25 °C, injektalt mintamennyiség: 2 pl, eluens dramlasi sebesség: 0,25
mimin™. Az MS kisérleti koriilmények a kovetkezék voltak: porlasztod, 45 psi; szaritogaz
aramlési sebesség, 9 Lmin™; szaritogaz hémérséklet 350 °C; kapillaris fesziiltség 3500 V;
fragmentor fesziiltség: 100 V; MS szkennelés m/z 100-t6] 1500-ig tortént. Megjegyzendo,
hogy a gazda-vendég asszociatumok az electrospray soran esetlegesen (ritkan) egyiitt
maradhatnak a gazfazisban, detektalasuk azonban nehézkes és nem megbizhato [Redenti €s

mtsai, 2005].
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5. Eredmények

5.1. Triterpenoidok vizsgalata

5.1.1. Triterpenoidok azonositasa Ononis spinosa gyokér kivonatokban

GC-MS maoadszerrel szarmazékkeépzés nélkiil

Az Ononidis radix kivonatok el nem szappanosithatd frakcidiban szarmazékképzés nélkiili
GC-MS az alabbi molekulaionokat talaltuk: M*414, M™412, M*400, M*397, M'426,
M¥443 (2. tablazat).

Az Ononis spinosa gyokér tisztitott féliizemi SFE kivonatanak total ion kromatogramja a
13. abran, az azonositott komponensek kémiai szerkezete a 2. abran lathatd. A 14. abran
61 lathatok a komponensek tomegspektrumai.

Talaltunk egy ismeretlen komponenst is a TIC kromatogramon, melynek retencios ideje
37,16 perc volt, a molekulatomege pedig megegyezett az a-onocerin-ével. Mivel az a-
onocerin-t tisztan ki lehet nyerni a n6vényb6l mikroszublimacoval, standard hianyaban a
névénybol izolaltuk az a-onocerint, és VRK modszerrel [Wagner, 1996] vizsgaltuk.

Abundance TIC: Ononis7.D\data. Mog 297
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13. abra. A féliizemi SFE Kkivonat el nem szappanosithaté részének total ion (TIC)

kromatogramja
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2. tablazat. A GC-MS-sel azonositott triterpenoid kompnensek

tr komponens M™ (m/z) Kovats-index
22,85 sztigmasztan-3,5-dién 397 3304
26,35 kampeszterol 400 3230
29,40 sztigmaszterol 412 3260
27,37 B-szitoszterol 414 3342
30,51 B-amirin 426 3318
37,16 a-onocerin 443 3521
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14, abra. A féliizemi SFE kivonat el nem szappanosithaté részében azonositott

triterpenoidok tomegspektruma

5.1.2. A kiilonb6z6 kivonasi médszerek hatasa a B-szitoszterol

tartalomra, illetve a triterpenoid dsszetételre

Osszehasonlitottuk a kiilonbdzé oldészerrel késziilt kivonatok el nem szappanosithaté

anyag tartalmat és az elszappanositdssal tisztitott kivonatok B-szitoszterol tartalmat. A
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kiilonboz6 szerves olddszerekkel késziilt kivonatok nem szappanosithatd frakcioinak
mennyiségét vizsgalva a legnagyobb triterpén-hozamot a hexanos kivonatban mértiik. Ezt
kovette az izopropanolos, illetve az etilacetatos kivonat. A hexdnos utani ismételt etanolos
kivonassal még szignifikans mennyiségli anyagot sikeriilt kivonni. A metanolos kivonat el
nem szappanosithatd része volt a legalacsonyabb (3,05%). Az Osszes kivonat koziil a
triterpenoidokban relative leggazdagabbak a szuperkritikus kivonatok, ezen beliil a 100
baron késziilt SFE extraktumok voltak (97,87% és 82,50%)

A kivonasok hozama az alkoholos kivonatok esetében volt a legnagyobb. A legjobb
hatasfoka az alacsonyabb nyomason tortént szuperkritikus kivonasnak volt, s azon beliil is
60 perc volt a kedvezbb.

A legnagyobb mennyiségli el nem szappanositott frakciok a szuperkritikus fluid
extrakciokban voltak; a legnagyobb mennyiség a 100 baron 60 perces kivonatban volt. A
féliizemi szuperkritikus kivonat triterpenoidhozama megkozelitette a hexanos kivonatét, de
a legmagasabb hozamu analitikai kivonatnak alig harmadat érte el, mig a hexanos kivonat

hozama alig fele az 1-es SFE kivonaténak (3. tablazat).

3. tablazat. Az Ononis spinosa gyokér kivonatok el nem szappanosithato részeinek

aranya
Kivonat kivonatok kivonatok el nem
hozama (g/100 g  szappanosithato részeinek
szaraztomeg) aranya a kivonatra
vonatkoztatva (%o)
hexanos kivonat (Soxhlet) 1,256 41.19
etanolos (hexan) kivonat (Soxhlet) 0,95 5.50
etilacetatos kivonat (Soxhlet) 5,506 11.00
izopropanolos kivonat (Soxhlet) 14,178 14.57
acetonos kivonat (kiméletes) 3,08 9.88
metanolos kivonat (kiméletes) 22,17 3.05
etanolos kivonat (kiméletes) 14,34 9.69
féliizemi SFE (1. frakcio) 450 bar 40°C 0,49 31.30
analitikai SFE 1 100 bar 60 min 40°C 0,64 97.87
analitikai SFE 2 100 bar 90 min 40°C 2,90 82.50
analitikai SFE 3 200 bar 60 min 40°C 3,04 50.00
analitikai SFE 4 200 bar 90 min 40°C 4,19 36.94
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A B-szitoszterol tartalmat illetéen, 6sszehasonlitva az egyes kivonatokbol szarmazé el nem
szappanositott frakciokat, a B-szitoszterol tartalma a hexanos ¢és az SFE kivonatoknak volt
a legmagasabb. A hexanos kivonat 5,47%, az ismételt etanolos kivonat 0,39% p-
szitoszterol-t tartalmazott. Az SFE kivonatok (SFE 1-6) 4,77-9,19% [-szitoszterol-t
tartalmaztak. A kiilonbozé paramétereknek a szuperkritikus fluid extrakcidkat vizsgalva
azt talaltuk, hogy a 4-es kivonatnak volt a legnagyobb a B-szitoszterol tartalma (9,05%:;).
Az 1l-es és 2-es kivonat [B-szitoszterol tartalma kozel hasonld volt (5,25; 4,77%) (4.
tablazat).

4, Tablazat. A kiilonb6zé Ononidis spinosae radix kivonatok el nem szappanosithato

részének B-szitoszterol tartalma, melyet GC-FID-del mértiink

minta B-szitoszterol tartalom a
kivonatokban (RSD %)
0/100 g % (RSD %)

hexanos kivonat (Soxhlet) 5,47 (1,69)

hexanos utani etanolos kivonat (Soxhlet) 0,39 (1,59)

etilacetatos kivonat (Soxhlet) 1,13 (1,93)

izopropanolos kivonat (Soxhlet) 0,19 (0,64)

acetonos kivonat (kiméletes) 1,51 (0,63)

metanolos kivonat (kiméletes) 0,22 (1,40)

etanolos kivonat (kiméletes) 0,28 (0,17)

féltizemi SFE (1. frakcid) 450 bar 40°C 1,80 (0,54)

analitikai SFE 1 100 bar 60 min 40°C 9.05 (1,14)

analitikai SFE 2 100 bar 90 min 40°C 7,21 (1,20)

analitikai SFE 3 200 bar 60 min 40°C 5,25 (1,21)

analitikai SFE 4 200 bar 90 min 40°C 4,77 (1,73)

A B-szitoszterol tartalom meghatarozasan kiviil tanulmanyoztuk a triterpenoidok relativ
koncentraciéjat ugyanezekben a kivonatokban GC-FID mérések alapjan. Ennek
eredménye a 15. abran talalhato. Lathatd, hogy a P-szitoszterol szézalékos ardnya a
hexanos és a féliizemi SFE kivonatban volt a legnagyobb, ezt kovetik az etanolos és
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metanolos kivonatok. A metanolos és a féliizemi SFE kivonat tartalmazott kampeszterolt,
ellentétben a tobbi kivonattal. Az a-onocerin ardnya az etilacetatos kivonatban volt a
legnagyobb, sztigmaszterolt és B-amirint nem taldltunk a hexanos, etilacetdtos és az
izopropanolos kivonatokban. A sztigmasztan-3,5-dién valamennyi frakcioban megtalalhato
volt.

Megallapitottuk, hogy a féliizemi SFE a triterpenoidokra leginkabb szelektiv (93.3%)

frakcio, ezutan kovetkezik a hexanos frakci6 (71.8%).

El]
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an O==ztigmasztaral
Ehkampesztarol

a0 W ==tigmastan-3,5-dién
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20 B o-onocerin

1

A MMeale e Lwmn . e
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15. abra. Az Ononidis spinosae radix kiilonb6zé kivonataiban azonositott

triterpenoidjainak aranya

5.2. 1zoflavonoidok vizsgalata

5.2.1. I1zoflavonoidok azonositasa HPLC-MS/MS-sel

Az Ononis spinosa gyokerébol késziilt 30%-os etanolos és vizes kivonatokban az
izoflavonoid  komponenseket HPLC-MS/MS  moddszerrel hataroztuk meg. Az
izoflavonoidokban az O-glikozidok a 7-hidroxilcsoporton keresztiil kapcsolédnak az
izoflavon vazhoz. Az 30%-0s etanolos kivonat ESI-MS spektruma szamos molakulaiont
eredményezett; ezek az izoflavonoid glikozidok az m/z 400-600 zénaban foglalnak helyet.

A tomegspektrumok komplexitdsat csokkentendd, a jellemzObb, ¢és vélhetden
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izoflavonoidot takar6 molekulaionokat tandem MS-sel vizsgaltuk majd a kapott
produktionokat irodalmi adatok alapjan analizaltuk. A komponenseket retencids idejiik,
molekulaionjaik, produktionjaik és UV adataik alapjan azonositottuk, irodalmi adatokkal
Osszevetve (5. tablazat).

A kovetkezd molekulaionokat [M+H"] detektaltuk: m/z 431, 433, 447, 473, 477, 517, 519,
533, 563. Mivel az ionizacido lagy volt, jelentésebb fragmentacid6 nem tortént; a
konnyebben lehasad6 cukor- és észterezd csoportok elvesztése figyelheté meg (malonil-,
glikozil-, galaktozil-csoport). Az eléforduld izoflavonoidok m/z értékei igen kozel
helyezkedtek egymashoz, valamint tobb molekulaionnal 2-2 vegyiilet is szoba johetett. Az

azonositott komponensek a 16. abran lathatok.

5. tablazat. Az Ononidis radix 30%-0s etanolos kivonataban azonositott

komponensek HPLC-MS-sel, pozitiv ion médban.

tr komponens neve [M+H]"  [M+Na]® [2M+Na] MS/MS Amax (NM)
(mi) (m/2) (m/2) (m/2) adatok (m/z)
1 3,71  genisztin 433 455 271, 433
2 7,56  kalikozin-glikozid 447 469 915 285, 447 250, 260,
287
3 8,75  kalikozin-glikozid 447 469 915 285, 447 250, 260,
287
4 9,3 genisztein-7-O-glikozid- 519 271,519 265, 325
malonat
5 11,5  kalikozin-glikozid- 533 555 1087 285, 533 250, 260,
malonat 287
6 12,95 formononetin-7-O- 431 453 883 269, 431 252, 302
glikozid (ononin)
7 13,22 irizolidon-7-O- 477 499 975 315, 477 265, 332
monohexozid
8 13,81 formononetin-7-O- 517 539 269, 517 250, 300
monohexozid-malonat
9 14,6  maackiain-7-O-glikozid 447 469 915 285, 447 285, 308
10 14,91 irizolidon-7-O- 563 585 1147 315, 563
monohexozid-malonat
11 15,29 formononetin-7-O- 517 539 1055 269, 517 250, 300
monohexozid-malonat
12 155 medicarpin-7-O- 519 271,519
glikozid-malonat
13 15,9  maackiain-7-O- 533 555 1087 285, 533 285, 308
glikozid-malonat
14 16,32 medicarpin-7-O- 519 541 1059 271,519 230, 285

glikozid-malonat
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16. abra. Az Ononidos radix azonositott izoflavonoidjainak szerkezete

5.2.2. Genisztein és daidzein ciklodextrin komplexeinek vizsgalata

5.2.2.1. Genisztein és daidzein molekula optimalizacidja a-, p- és y-CD-nel

Mind a CD, mind a vendégmolekulat kiilon optimalizaltuk PM3 szemi-empirikus
modszerrel. Centroidnak mindkét CD esetében a cukoregységek alfa szénatomjat

definialtuk. Az input komplexek szerkezetét a genisztein 4H-piran-4-on gytriijének ezen

crer
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hatold genisztein molekula egyiitt keriilt optimalizalasra a PM3 szemi-empirikus

modszerrel. (17. abra).

v-CD — daidzein

B-CD — genisztein v-CD - genisztein

17. abra. A daidzein és a genisztein molekulaoptimalizacioja f - és y-CD-nel

5.2.2.2. Genisztein és daidzein fazisoldékonysagi vizsgalata

A genisztein és daidzein fazisoldékonysagi diagramja emelkedd oldékonysagi tendenciat
mutat az alkalmazott 0-10%-os CD koncentracié tartomanyban (18-19. 4bra) mind a négy

CD esetében.
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18. abra. Genisztein és a daidzein fazisoldékonysagi diagramja a-, -, y-CD-nel
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19. abra. Genisztein és a daidzein fazisolékonysagi diagramja HP-f-D-nel és

RAMEB-CD-nel

5.2.2.3. Genisztein és daidzein /CD komplexek kioldédasi profilja

A 20. abran jol lathaté, hogy a nem szubsztitudlt nativ ciklodextrinekkel képzett

komplexek oldékonysaga nagyobb a tiszta izoflavon oldékonysagahoz képest. A

szubsztitudlt CD-k oldékonysaga a fazisoldékonysagi gdrbével Gsszhangban rendkiviili

modon megnovelte a genisztein vizes oldatba vitelét.

A genisztein komplexei koziil magasan a legjobb kioldodasa a RAMEB-CD komplexeinek

volt; geniszteinnél kozel 20-szorosara nétt az oldékonysag, daidzeinnél koriilbeliil 6,5-

szeresére. A B- és a y-CD esetében kozel hasonld kioldodast mértiink.
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20. abra. Genisztein és daidzein B-CD-nel, y-CD-nel, HP-B-CD-nel és RAMEB-CD-nel
képzett komplexeinek kioldodasi profilja desztillalt vizben, 37° C-on

5.2.2.4. Genisztein / f-CD komplex *H-NMR vizsgalatinak eredménye

A spektrum kinagyitott részlete (21. abra) intramolekularis keresztcsucsot mutat a 4-
hidroxifenil molekularészlet aromas dublettjei kozott. A 7.39 ppm-nél talalhatd protonok
gyenge keresztcstiicsa a B gyliri szingulettjével egyértelmiien meghatarozza, hogy a 7.39-
es protonok a meta, igy a 7.09-es protonok az orto pozicidhoz rendelhetdek. A
zarvanykomplex szempontjabol fontos intermolekularis keresztcsucsok a 4-hidroxifenil
molekularészlet dublettjei és a ciklodextrin tiregében talalhatdé H-5 és és H-3 protonok

kozott detektalhatok.
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21. abra. A genisztein/p-CD 2D ROESY spektruma

5.2.2.5. Genisztein és daidzein / CD komplexek cirkular dikroizmus (CD;)

spektroszkopia vizsgalatanak eredményei

A genisztein, mint akiralis molekula nem rendelkezik CD spektrummal. Ez nyilvanul meg
a kék spektrumban. Amennyiben a kromofér csoport kirdlis kornyezetbe keriil, ugy
kiralisan perturbaltta valik és megjelenik egy indukalt CD spektrum (ICD). Ez az effektus
a ciklodextrinek esetén nagyon elonydsen alkalmazhatdo a komplexképzddés
kialakulasanak kovetésére. Bar a nativ ciklodextrinek 6nmagukban kiralis molekulak, de
megfeleld kromofor hianydban nincs CD spektrumuk. Igy a komplexalodas soran kialakuld
ICD spektrum egyértelmiien a komplex keletkezésének bizonyitéka.

Az UV és CD spektrumokon latszik a megegyezd cstcs 262,5 illetve 250 nm-nél, a

genisztein és a daidzein elnyelési maximumanal (22. abra).
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22. abra. A genisztein és a daidzein B-CD, y-CD, HP--CD és RAMEB-CD

komplexeinek indukalt CD spektruma
(a; kék: genistein; fekete: genistein/B-CD; ciklamen: genistein/HP-B-CD; piros: genistein/y-CD; zold:
genistein/fRAMEB-CD; b; kék: daidzein; fekete: daidzein/B-CD; ciklamen: daidzein/ HP-B-CD; piros:
daidzein/y-CD; z6ld: daidzein + RAMEB-CD)

A keletkez6 ICD spektrum intenzitasa a komplex stabilitasara jellemz6, mig az ICD
spektrum eldjele szerkezeti informaciot hordoz. Kvantumkémiai szamitasokkal igazolhato,
hogy a kromofor orientacidja a ciklodextrin tiregében Osszefliggésbe hozhato a CD
spektrum eldjelével (pozitiv vagy negativ Cotton-hatds gorbe).

A genisztein esetében a -CD és HP-B-CD negativ eldjelii ICD savokat eredményezett, bar
ezek lefutasa és strukturaltsaga eltéréd mintdzatot mutat; mig a y-CD esetén pozitiv eldjelll a
gorbe. A random metildlt B-CD esetén kapott spektrum (zo6ld) nem értelmezhetd.
Feltehetden a kolloidalis méretii részecskék fényszorddasa miatt. A mérés soran a minta
vizualisan is észlelhetd médon enyhén opalos volt.

A daidzein spektrumainal a pirossal jelolt B-CD esetében nagyon gyenge a 350 nm kortili
sav, kicsit erdsebb a 300 nm koriili, mig 251-nél talalhato a legintenzivebb. Ehhez képest a
HP-B-CD esetén kb. 325 nm-nél negativ sav jelenik meg, mig 250 koriil a B-CD analég

intenzitasu és eléjelii pozitiv sav.
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A t6bbitdl leginkabb eltéréd CD spektrum a y-ciklodextrin esetében tapasztalhatd. A 350 és
250 nm korili negativ savok kiilonboznek B-ciklodextrinek esetén tapasztaltaknal. Az
indukalt CD savok el6jelének a valtozdsa altaldban az aromds rendszer mas iranyu
orientacidjanak eredményeként fordul eld. Az RAMEB-CD esetén a legnagyobb
intenzitdsu a CD-jel (az UV is ennél mutatja a legnagyobb valtozast a telitett daidzein
spektrumahoz képest), szerkezete viszont alapvetéen a B-CD spektrumdra hasonlit. A

daidzein esetén a random metilalt B-CD-nel is intenziv, jo1 mérhet6 sav jelenik meg.

5.2.3. Izoflavonok és CD komplexeik vizsgalata biologiai tesztekben

5.2.3.1. Genisztein és daidzein / CD komplexek membranpermeabilitasanak

vizsgalata Caco-2 sejtvonalon

A 6. tablazatban lathatok a genisztein és a genisztein CD komplexeinek latszolagos
permeabilitasi koefficiens értékei. Ezekne sorrendje a kovetkezd a kiilonbdzd genisztein

komplexeknél:  genisztein/y-CD >  genisztein/p-CD,  genisztein/HP-B-CD >

oldatok (a maximalis oldékonysagnak megfelelden), eltéré mennyiségli genisztein
transzportalodott A genisztein Onmagaban csaknem egy nagysagrenddel kisebb
sebességgel jutott 4t a membranon, mint a komplexalt forma. A genisztein és a

genisztein/CD komplexek feliiletegységre jutd membrantranszportja a 23. abran lathato6.

6. tablazat. A genisztein szamolt latszolagos permeabilitasi koefficiens értékei

vizsgalt anyagok érték £SD (cm/s x10”)
Genisztein 0,17+0,01
Genisztein/B-CD 1,71+ 0,37
Genisztein/HP-B-CD 1,71+0,35
Genisztein/RAMEB-CD 0,65+0,17
Genisztein /y-CD 2,85+0,17
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szamolva (pg/cm?)

7. tablazat. A monolayeren atjutott genisztein mennyiség + SD egységnyi feliiletre

Idé Genisztein Genisztein/ Genisztein/ Genisztein/ Genisztein/
(perc) B-CD HP-p-CD RAMEB-CD vy-CD
0 0 0 0 0 0
30 0,081 +£0,043 0,362 + 0,120 0,443 £ 0,092 0,251 +0,012 0,683 £0,041
60 0,238 +£0,143 0,826 +£0,184 1,030 £ 0,032 1,208 + 0,380 1,817 £ 0,397
90 0,376 + 0,035 1,482 + 0,089 1,917 £ 0,046 1,817 £ 0,090 2,548 £ 0,364
120 0,545+ 0,036 2,021 £ 0,003 2,388 £0,210 2,037 +0,532 2,996 £ 0,179
Genistein transzport
3,5
3
= 23
E.
g
E a2 = Genisten <~BCD
:.f :3 - Genistem ~ HPBCD
T35 Genistein + RAMEB
g Genistem + GCD
s 1 ~@~ Cenistem
Z
0.5

30

60
Ido (min)

90 120

23. abra. A genisztein és B-, y-, HP- B-, illetve RAMEB-CD-vel képzett komplexeinek
transzportja Caco-2 monolayeren keresztiil

A daidzein és

membranpermeabilitasi

komplexeinek

koeffeicienseknél:

daidzein/RAMEB-CD > daidzein/B-CD.

esetében a

daidzein/y-CD >
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8. tablazat. A daidzein szamolt latszélagos permeabilitasi koefficiens értékei

érték £SD (cm/s x107°)
Daidzein 1,19+0,19
Daidzein/pB-CD 3,14+ 0,41
Daidzein/HP-B-CD 2,17+0,91
Daidzein/RAMEB-CD 2,43+0,73
Daidzein/y-CD 1,62+0,13

9. tablazat A monolayeren atjutott daidzein mennyiség + SD egységnyi feliiletre

szamolva (pg/cm?)

1d6 Daidzein Daidzein/ Daidzein/ Daidzein/ Daidzein/
(perc) B-CD HP-B-CD RAMEB-CD v-CD
0 0 0 0 0 0
30 0,597 £ 0,172 0,887 + 0,429 0,687 + 0,303
60 1,396 + 0,294 0,763 £ 0,160 1,410 £ 0,573
90 1,370 + 0,262 0,977 + 0,164 1,628 + 0,294
120 0,477+ 0,076 1,719 £ 0,274 1,492 + 0,155 2,042 £ 0,651 0,734 + 0,059

Mivel eltér6 daidzein koncentracidjuak voltak a kiinduldsi oldatok (a maximalis
oldékonysagnak megfelelden), eltérd mennyiségli daidzein transzportalodott. Ennek
megfeleléen abbol a kiindulasi oldatb6l, amelyben tobb daidzein volt, tobb
transzportalodott. (24. abra).
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24. abra. A daidzein és B-, y-, HP-B-, illetve RAMEB-CD-vel képzett komplexeinek

transzportja Caco-2 monolayeren keresztiil

5.2.3.2. Genisztein B-CD-nel képzett komplexeinek élettartam novel6 hatasa

Caenorhabditis eleganson

Az élethossz gorbéken az ¢10 egyedek szazalékos aranya az id6 fliggvényében (25. abra).

A 10. napon szamolt egyedek 95 illetve 96%-a ¢élt a genisztein tartalma taptalajok
esetében, a genisztein/B-CD-nél 97-100%-uk volt €letben; ez mar itt szignifikans az iires,
illetve B-CD-es taptalajok 88 ¢és 86%-aval szemben. A 14. az iires taptalajt fogyasztod
allatoknak 30%-a, a B-CD-tartalmut fogyasztoak 43%-a volt életben, mig a geniszteines
taptalaj esetében ez az érték 61 és 65%, a B-CD-nel komplexalt geniszteinnél pedig 86 és
89 % volt. A 15. napon a tlélési aranyok 22 és 39%, 51 és 54%, illetve 82 és 87% voltak
az lUres, a B-CD-tartalmi, a genisztein tartalmi és a genisztein/B-CD komplex tartalmu

taptalajok esetében.
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25. abra. Szabad és B-CD-nel komplexalt genisztein hatasa C. elegans egyedek
élettartamara (n=50; genisztein cc. 20 mg/taptalaj)

5.2.4. 1zoflavonoidok minéségi és mennyiségi jellemzése Ononis spinosa

gyokérbol hagyomanyos modon és ciklodextrinekkel késziilt

kivonataiban

5.2.4.1. Az izoflavonoidok eloszlasa a kiilonb6z6 30%-0s etanolos - CD-es

kivonatokban

A 26. abran ol lathato, hogy a legnagyobb Gssz-izoflavon teriilet eloszlasa a HP-B-CD-es
kivonatoknak van, s a legkisebb a y-CD-es kivonatok esetében. A kontrollhoz (30%-0s

etanolos kivonat) hasonlitva a CD-es kivonatokat, az latszik, hogy még a y-CD-nél is jobb

a hagyomanyos kivonas hatékonysaga (27-40%-kal). Mivel a B-CD vizoldékonysaga elég

alacsony, s ez etanollal csak bizonyos szintig emelheté (2,2%; 30% etanol) [Chatjigakis,

1992], a masik két magasabb koncentracioban mar nem oldodott fol, ezért a kovetkezd

lépcs6kben nem tudtuk vizsgalni a kivonasra gyakorolt hatdsat. 0,01 M CD koncentrécid
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esetén mintegy 10-kal volt rosszabb a kivonas hatasfoka a kontrollénal. A RAMEB-CD
esetén az eltérések 31-18% kozott voltak a kontroll kivonat hatasfokatol.

A kivonas soran a CD-ek a HP-B-CD > -CD > RAMEB-CD > y-CD sorrendben segitették
az izoflavonoidok kinyerését az Ononis spinosa gyokér drogbol. Mindazonaltal a kontroll
kivonat izoflavonoid-hozama még igy is elég magas volt, igy csupan a HP-B-CD tartalmua

kivonatok izoflavonoid tartalma volt a kontrollhoz mérhet6 (2-4 % eltérés).

60000000

50000000

40000000 -
30000000 -
20000000 -
10000000 -
0 -

g-CD1)  y-CD1) HPBCD‘I) RAMEBCD y-CD2) HPBCDZ) RAMEBCD y-CD 3) HPBCD3) RAMEBCD KONTROLL

area

26. abra. Kivont azonositott 6ssz-izoflavonoid eloszlas a kiilonb6z6 ciklodextrineket

haromféle koncentracioban tartalmazé 30%0-0s etanolos kivonatokban.
(1-0,01 M CD: 2 - 0,03 M CD; 3 - 0,05M CD)

A 27. abran az egyes kivonatokban talalhato altalunk azonositott izoflavonoidok eloszlasa

lathato.

66



DOI:10.14753/SE.2014.1855

25000000

o1
_ . i w2
20000000 . I = 03
04
m5
15000000 o6
u7
o8
9
B10
011
012

5000000 - B13
B4
b plly IPRTHING [T Py 1M |

p-CD 1) yCD1)  HPBCD1) RAMEBCDI) yCD2)  HPHCD2) RAMEBCD2) y-CD3)  HP-B-CD3) RAMEB-CD3) KONTROLL

area

10000000

27. abra. Az egyes azonositott izoflavonoidok eloszlasa a kiilonbozé ciklodextrineket

haromféle koncentraciéban tartalmazé 30%-0s etanolos kivonatokban
(1-0,01MCD;2-0,03MCD; 3-0,05MCD;

1- genisztin; 2 - kalikozin —O-glikozid, 3 - kalikozin-glikozid, 4 - genisztein-7-O-glikozid-6"-malonat, 5 —
kalikozin-glikozid, 6 — ononin, 7,- irizolidon-7-O-glikozid, 8 - formononetin-7-O-monohexozid -malonat, 9 —
maackiain-7-O-glikozid , 10 - irizolidon-7-O-glikozid-6"-malonat, 11 - formononetin-7-O-monohexozid-
malonat, 12 - medikarpin-7-O-glikozid-6"-malonat, 13 - maackiain-7-O-glikozid-6"-malonat, 14 -

medikarpin- 7-O-glikozid-6"-malonat)

Az alkalmazott ciklodextrineket oldékonysaguk, illetve a korabban megmért kioldodas
szerinti sorrendben abrazoltuk az oszlopdiagramokon. A 27. abran az lathato, hogy a
legnagyobb mértékben a HP-B-CD fokozta az izoflavonoidok kivonasat. A legnagyobb
mennyiségben a genisztint lehetett kinyerni; itt a HP-B- és a RAMEB-CD volt a
leghatékonyabb. A CD nélkiili kontroll kivonatban az irizolidon-7-O-glikozid-6"-malonat,
a formononetin-7-O-monohexozid-6-malonat, a maackiain-7-O-glikozid és a medikarpin-

7-O-glikozid malonatjainak mennyisége némileg meghaladta a tobbi kivonatban talaltakét.

5.2.4.2. Az izoflavonoidok eloszlasa a vizes CD-es kivonatokban

Az etanol nélkiili vizes kivonatokban azt lathatjuk, hogy a y-CD kivételével a tobbi CD

tartalmi kivonatban magasabb az izoflavonoidok mennyisége, mint a kontrollndl. Jol

67



DOI:10.14753/SE.2014.1855

latszik a diagramon, hogy a legnagyobb izoflavonoid tartalmat a 0,01 M-os és a 0,03 M-0s
CD-oldatokkal kaptuk (28. abra).
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area

28. abra. Kivont azonositott 6ssz-izoflavonoidok eloszlasa a kiilonbozo

ciklodextrineket haromféle koncentraciéban tartalmazoé vizes kivonatokban.

(1: 0,01 M CD; 2: 0,03 M CD; 3: 0,05 M CD)

A CD-ek a kovetkezd sorrendben segitették az izoflavonoidok kinyerését: y-CD <
RAMEB-CD < HP-B-CD. A y-CD hatékonysaga 0,01 M-nal volt a legnagyobb, 0,03 és
0,05 M-nal valamivel kisebb, viszont nem érte el a kontrollt. A HP-B-CD esetében 54-27%
kozott mozgott a kiilonbség a CD-tartalmu kivonatok és a kontroll kozott, mig a RAMEB-

CD esetében ez az eltérés 25-18% volt.
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29. abra. Az egyes azonositott izoflavonoidok relativ megoszlasa a kiilonb6zo

ciklodextrineket haromféle koncentracioban tartalmazo vizes kivonatokban.
(1: 0,01 M CD; 2: 0,03 M CD; 3: 0,05 M CD;
1- genisztin; 2 - kalikozin —O-glikozid, 3 - kalikozin-glikozid, 4 - genisztein-7-O-glikozid-malonat, 5 —
kalikozin-glikozid, 6 — ononin, 7,- irizolidon-7-O-glikozid, 8 - formononetin-7-O-monohexozid-malonat, 9 —
maackiain-7-O-monchexozid , 10 - irizolidon-7-O-glikozid-6"-malonat, 11 - formononetin-7-O-

monohexozid-malonat, 12 - medikarpin-7-O-glikozid-6"-malonat, 14 - medikarpin- 7-O-glikozid-malonat)

A 29. abra mutatja az egyes komponensek eloszlasat. A CD koncentracioval emelkedd
mennyiségli komponensek pl. a formononetin-glikozid, a maackiain-glikozid-malonat,
ononin; cs6kkend mennyiségben eléforduld vegyiiletek volt a genisztin (mint 6
komponens a spektrumban), kalikozin-7-O-glikozid és a kalikozin-7-O-glikozid malonatja.
ononin a RAMEB-CD koncentracidemelkedésével novekvé mennyiségben jelennek meg.
A formononetin-7-O-monohexozid 2 malonatja és az irizolidon-7-O-glikozid f6leg a HP-j3-
CD ¢és kevésbé a RAMEB-CD tartalmi kivonatokban lathat6. Az irizolidon-glikozid
malonil szdrmazéka féleg a y-CD ¢és a HP-B-CD tartalmii kivonatokban jelent meg. A
medikarpin-7-O-glikozid malonil szarmazékat a HP-B-CD tartalmu kivonatok tartalmaztak

nagyobb mennyiségben.
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6. Megbeszélés

6.1. Triterpenoidok vizsgalata

6.1.1. Triterpenoidok azonositasa Ononis spinosa gyokér kivonatokban

GC-MS moadszerrel szarmazékképzés nélkiil

Az Ononidis radix kivonatok el nem szappanosithatd frakcidiban szarmazékképzés nélkiili
GC-MS mbdszerrel a B-szitoszterol (M*414), sztigmaszterol (M*412), kampeszterol
(M*400), sztigmasztan-3,5-dién (M*397) szterol komponenseket, a triterpénszarmazék p-
amirint (M*426) és a specialis szeko-triterpén a-onocerint (M*443) azonositottuk (2.
tablazat). Az elszappanositasi eljards soran, feltehetéen a glikozidok ¢és észterek
elhidrolizaltak, igy a terpénalkoholokat szabad formaban tudtuk azonositani.

Az egyes azonositott komponensekre szamolt Kovats indexek rendre 3304; 3230; 3260;
3342 ¢és 3318 a sztigmasztan-3,5-dién, kampeszterol, sztigmaszterol, B-szitoszterol és -
amirin esetében; ezek jO egyezést mutatnak korabbi irodalmi adatokkal, hasonloan a
retenciés adatokhoz (22,85; 26,35; 27,37, 29,40; 30,51 perc sztigmasztan-3,5-dién,
kampeszterol, sztigmaszterol, B-szitoszterol és f-amirin).

A gyokérbél nyert mikroszublimacid6 GC-MS spektrumat az ismeretlen komponens
kromatogramjaval és tomegspektrumaval 0sszevetve jO egyezést talaltunk, igy a kérdéses

komponens valdéban a-onocerin; egy szekotriterpén szarmazék.

6.1.2. A kiilonb6z6 kivonasi médszerek hatasa a B-szitoszterol

tartalomra, illetve a triterpenoid osszetételre

A kiilonbozd szerves oldoszerek polaritdsdnak megfelelden nagyjabol a vart sorrend
alakult az el nem szappanosithatd frakcio mennyiségét illetéen, vagyis a legnagyobb
triterpén-hozamot a hexanos kivonatban mértilk, majd ezutdn kovetkezett az
izopropanolos, illetve az etilacetatos kivonat. A hexanos utani ismételt etanolos kivonassal

kinyert szignifikans mennyiségii anyag arra utalhat, hogy a szterolok kémiailag kotott
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formaban is eléfordultak a névényben. A metanolos kivonat kevés el nem szappanosithat6d
részét a kivonas alacsony szelektivitasa indokolja; a metanol a hexanhoz és a
szuperkritikus CO,-hoz viszonyitva 1ényegesen polarisabb, igy tobb polaris anyagot old ki,
ami a tisztitas sordn eliminalodik. Az Osszes kivonat koziil a triterpenoidokban relative
leggazdagabb kivonatok a szuperkritikus, ezen beliil a 100 baron késziilt SFE extraktumok
voltak

Az alkoholos kivonasok magas hozamuk ellenére kevésbé szelekitvek; a triterpenoidokra
pedig gyakorlatilag alig. A legjobb hatasfoka a 100 baron tortént szuperkritikus kivonasnak
volt, s azon beliil is a révidebb id6 kedvezett a triterpenoidok kinyerésének. A legnagyobb
mennyiségii el nem szappanositott frakcio, illetve a legtobb p-szitoszterol is ebben a
szuperkritikus fluid extrakcioban volt (3. tablazat). Az ismételt etanolos kivonat [-
szitoszterol tartalma arra enged kovetkeztetni, hogy a B-szitoszterol részben kémiailag
kotott formaban talalhatd a ndvényben.

A GC-FID-del mért B-szitoszterol tartalom alapjan a féliizemi szuperkritikus kivonat a
triterpenoidokban leggazdagabb; ebben talaltuk a legtobbféle komponenst. Az etanolos €s
metanolos frakcidban talalt viszonylag magas terpenoid ardny (35.8 ¢és 43.0%)
valdszintileg azzal magyarazhatd, hogy a triterpenoidok egy része kotott allapotban van
jelen a novényben, és a kevésbé apolaris oldoszerek alkalmasabbak ezek kivonasara.
Erdemes megemliteni, hogy bar a szuperkritikus kivonatok hozama kisebb, mint a

tradicionalis eljarassal késziilteké, mindazonaltal sokkal szelektivebb a terpenoidokra.

6.2. Izoflavonoidok vizsgalata

6.2.1. Izoflavonoidok azonositasa HPLC-MS/MS-sel

Az izoflavonoidokban az O-glikozidok a 7-hidroxilcsoporton keresztiil kapcsolodnak az
izoflavon vazhoz. Az Ononidis radix-bol kivont izoflavonoidok nagy tobbsége
glikozid/galaktozid, glikozid-malonat volt. A kovetkezé molekulaionokat [M+H']
detektaltuk: m/z 431, 433, 447, 473, 477, 517, 519, 533, 563. Ezek koziil vélhetden egyik
sem volt C-glikozid, mivel nem volt megfigyelhetd a C-glikozidokra jellemz6 120, illetve

150 Da-os vesztés [Praisin és mtsai, 2003]. A lagy ionizacid soran csupan konnyebben
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lehasado cukor- és észterezé csoportok elvesztése figyelheté meg (malonil-, glikozil-,
galaktozil-csoport).

A 433-as molekulaion a hozza tartozé 269-es produktionnal a genisztein-7-O-B-D-
glikozidot (genisztin) s ennek aglikonjat jelzi. Az m/z 431-es molekulaion a 269-es
produktionnal jellemzéen a formononetin-7-O-B-D-glikozid (ononin), illetve annak
aglikonja. A 447 m/z értékhez tartozo harom komponens koziil az els6 vélhetden kalikozin-
7-O-glikozid, a masik két ion pedig kémiai szerkezetilkk, kordbbi UV-adatok ¢&s
kromatografias viselkedésiik alapjan szintén egy kalikozin-glikozid izomer vagy
galaktozid, illetve a maackiain-7-O-glikozid. A maackiain apolarosabb szerkezete miatt
késobb elualodik az oszloprol. Az m/z 533-as molekulaion 11,5 percnél a kalikozin-
glikozid malonil szdrmazéka, ezt az UV adatok egyértelmisitik.

Két komponens 519 m/z-nél feltehetéen két formononetin-7-O-monohexozid-malonat
izomerek, melyek a malonilcsoport pozicidjaban kiilonboznek; ez esetben a malonil lehet a
glikoz molekula 2-es, illetve 6-os szénatomjan. Ezen kiviil lehetnek még
glikozid/galaktozid testvérek, figyelembe véve, hogy a galaktozidok kés6bb elualodnak a
kromatografias oszloprol; egymashoz viszonylag kozel. Az 519-es két molekulaion a
genisztein-7-O-glikozid-malonat, illetve a medikarpin-7-O-glikozid-malonat; a medikarpin
a maackiainhoz hasonld apolarisabb szerkezettel bir, ennél fogva kromatografiasan
tavolabb helyezkedik el, mint a genisztein glikozidja.

Talaltunk két uj, irodalomban még nem kozolt izoflavonoidot, az irizolidon-7-O-
glikozidot, és ennek malonil-szarmazékat, illetve a kalikozin-glikozidot, és annak malonil

szarmazekat. Azonossagukat irodalmi UV-adatokkal is megerdsitettiik.

6.2.2. Genisztein és daidzein ciklodextrin komplexeinek vizsgalata

6.2.2.1. Genisztein és daidzein molekula optimalizaciéja a- p- és y-CD-nel

Az optimalizalasok sikeresen megtorténtek, a szamitasok egyeztek, s nem volt jele
atfedésnek a Van der Waals feliiletekben a CD ¢és ligandja kdzott az output komplexben
(17. abra) a B- és y-CD esetében. Az a-CD-nel torténd optimalizalas negativ eredményt

hozott; az tiregméret sziik volt mindkét izoflavon szamara.
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6.2.2.2. Genisztein és daidzein fazisoldékonysagi vizsgalata

Lathato, hogy a CD-ek koziil legjobban a RAMEB-CD vitte oldatba mindkét izoflavont.
Ez részben a RAMEB-CD rendkiviil j6 vizoldékonysaganak koszonhetd, illetve annak,
hogy valosziniileg a metil-szubsztituensek picit apolarosabb kiilsét kolcsonzd hatasa miatt
ez a CD szarmazék a legaffinisabb a szintén nem tul polaros geniszteinhez illetve
daidzeinhez.

Ezutan kovetkezik a HP-B-CD, majd a B- és y-CD az oldékonysagndvelés csokkend

sorrendjében.

6.2.2.3. Genisztein és daidzein /CD komplexek kioldodasi profilja

A genisztein €s a daidzein vizben nagyon gyengén oldodnak; oldékonysdguk 2,97 illetve
3,70 pgml™, ezért vizes rendszerekben valo alkalmazasukhoz oldékonysag fokozas
sziikséges.

Mint ahogy kordbban a ciklodextrinek olddédasaval kapcsolatosan leirtuk, a legjobb
vizoldékonysaga a szubsztitualt szdrmazékoknak van; esetiinkben az alkalmazott HP-B-
CD-nek és a RAMEB-CD-nek rendkiviil j6 a vizoldhatosaga; ezt feltehetéen a CD
molekuldk kozotti intermolekularis kolcsonhatasok mértékének nagymérvii csokkenése
okozza. Ezzel is magyarazhaté a két szubsztitualt CD-szarmazék erGs hatasa a genisztein
¢s a daidzein kioldodasara. A B- ¢és a y-CD-ek nagyobb aggregacidos sajatsaga
kovetkeztében a kioldodas gyengébb. A y-CD-es komplexeknél megfigyelhetdé kezdeti
koncentracidcsucs a y-CD altalanosan jobb nedvesedésének kovetkezménye, ezt korabbi

nedvesedési peremszog vizsgalatok is alatdmasztjak.

6.2.2.4. Genisztein / B-CD komplex ‘H-NMR vizsgalatanak eredménye

A meghatarozott keresztcsicsok relativ intenzitasai alapjan megallapithato, hogy a teljes
aromas gylrl a ciklodextrin liregében helyezkedik el, a vendégmolekula a szélesebb nyilas
feldl 1ép a gazdamolekula iiregébe. A genisztein ciklodextrin liregében torténd imént leirt
elhelyezkedését megerdsiti egy tovabbi gyenge keresztcsucs a B gylirli szingulettje és a

gazdamolekula H-5 protonja kozott (21. abra).
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6.2.2.5. Genisztein és daidzein / CD komplexek cirkular dikroizmus (CD;)

spektroszkopia vizsgalatanak eredményei

A komplexalodas bizonyitott a CD spektrumok alapjan mind a négy ciklodextrinre; az
indukalt savok mindkét komponens esetében jelzik az izoflavon molekuldk {iiregbe
zarddasat. Azonban a y-CD esetében valdsziniileg mas az izoflavon molekula orientacioja,
mint a B-CD szarmazékok esetében.

A genisztein esetében a B-CD és HP-B-CD negativ eléjeltt ICD savok eltérd strukturéltsaga
alapjan feltételezhetd, hogy a két komplex nem teljesen azonos szerkezetii. A y-CD esetén
kapott pozitiv eléjelii a gorbe arra utalhat, hogy a genisztein eltéré orientacioban, esetleg
mas szerkezeti elemek részvételével alakit ki kolcsonhatast a ciklodextrinnel. Az iireg
méretének kiilonbozdsége is ezt a hipotézist tdmasztja ala. A random metilalt f-CD esetén
kapott spektrum feltehetden a kolloidalis méretli részecskék fényszorddasa miatt nem volt
értékelhetd; késObbi mérések mégis igazoltak itt is a komplexalddast.

A daidzein spektrumaindl a HP-B-CD esetén kb. 325 nm-nél negativ sav jelenik meg, mig
250 kortl a B-CD analég intenzitasu €s eldjelti pozitiv sav. A megjelend negativ sav
alapjan feltételezhetd, hogy a komplex szerkezete eltér a B-CD komplexétol.

A leginkabb eltérd daidzein/y-ciklodextrin CD spektrumaban talalhatdo 350 és 250 nm
koriili negativ savok alapjan vélhetd, hogy a vendégmolekula ciklodextrin komplexe
alapvetOen eltéré szerkezettel rendelkezik, mint a kiilonb6z6 tipusu B-ciklodextrinek
esetén. Az indukalt CD savok eldjelének a valtozasa altaldban az aromas rendszer mas
iranyl orientaciojanak eredményeként fordul el6. Az RAMEB-CD esetén a legnagyobb
intenzitasu a CD-jel (az UV is ennél mutatja a legnagyobb valtozast a telitett daidzein
spektrumahoz képest), szerkezete viszont alapvetden a B-CD spektrumara hasonlit. Az ok
alighanem a B-CD-¢t jelentdsen meghalado oldékonysagbol eredeztethetd. Feltételezhetd a
350 nm koriili saivok megjelenésébdl, hogy a gylrirendszer oxo-csoportja a ciklodextrin
kirdlis kornyezetének kozelébe keriil és megjelenhet az n-n* sav atmenete a spektrumban.
Tovéabbi kiilonbségek tapasztalhatok a spektrumok struktirdjaban, eldjelében és
intenzitasdban is. A daidzein esetén a random metilalt f-CD-nel is intenziv, joI mérhetd
sav jelenik meg. Ez a kiilonbség a geniszteintdl egyben azt is jelentheti, hogy itt kevésbé

kedvezményezett az esetleges polimer asszociatumok megjelenése.
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6.2.3.1. Genisztein és daidzein / CD komplexek membranpermeabilitisanak

vizsgalata Caco-2 sejtvonalon

A permeabilitasi koefficiensek arra utalnak, hogy a p-CD, HP-B-CD, és a y-CD komplexek
formajaban oldott genisztein gyorsabban jutott at a Caco-2 monolayeren.

Osszevetve a kiindulasi koncentracidkat, a transzport sebességét illetve a transzportalodott
anyagmennyiségeket, elmondhatd, hogy az alkalmazott ciklodextrinek nem csak az
oldékonysagot novelték meg, hanem a transzport sebess€gét is pozitiv irdnyba képesek
voltak modulalni, 4am nem egyforma mértékben (23. abra).

Ellenben az 6nmagaban oldott genisztein egy nagysagrenddel kisebb sebességgel jutott at a
Caco-2 monolayeren. Bar a RAMEB-CD képes a legnagyobb mennyiségli geniszteint
komplexképzés utjan oldatba vinni, nem a RAMEB-CD esetében mértiik a legnagyobb
transzport mennyiséget, illetve az atjutott genisztein mennyiséget, hanem a y-CD esetében.
(genisztei/fRAMEB-CD komplexalas erdsebb, mint a genisztein/y-CD; talan nem tud
olyan kdnnyen atjutni a genisztein a membranba a komplexbdl).

A daidzein esetében a 8. tablazatban lathato latszolagos permeabilitasi koefficiensek azt
mutatjak, hogy ahogy oldatba keriil a daidzein, mar konnyen atjut a Caco-2 sejtek altal
alkotott monolayeren. A 9. tablazat mutatja a membranon valé atjutas dinamikajat.

Mivel a transzport sebessége a ciklodextrinek jelenlétében ugyanolyan nagysagrendii volt,
mint ciklodextrin nélkiil, vélhetéen a ciklodextrinek a permeabilitast oldékonysag novelés

révén fokoztak.

6.2.3.2. Genisztein B-CD-nel képzett komplexeinek élettartam novelé hatasa

Caenorhabditis eleganson

A 25. abran lathato egyértelmiien 14thato, hogy az allatok pusztulasanak ardnya nagyobb
volt a kontroll csoportban; a komplexalt genisztein esetében az életben maradt allatok
szama mindig nagyobb volt.

A genisztein és a genisztein/B-CD tartalm taptalajokon ¢€l6 egyedek esetében mar
jelentkezik némi kiilonbség. Erdekes modon az is latszik, hogy a csak p-CD-t tartalmazd
taptalajnak is volt némi hatasa az allatkak élethosszara. A 14. napon mar sokkal kiugrobb a
kiilonbség: az iires taptalajt fogyasztd allatoknak 30%-a, a B-CD-tartalmut fogyasztdak

43%-a volt életben, mig a geniszteines taptalaj esetében ez az érték 61 €s 65%, a f-CD-nel
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komplexalt geniszteinnél pedig 86 és 89 % volt. A 15. napon a tulélési aranyok 22 és 39%,
51 és 54%, illetve 82 és 87% voltak az iires, a B-CD-tartalmq, a genisztein tartalmi és a
genisztein/B-CD komplex tartalm taptalajok esetében. Ezek az eredmények egyértlmiien
arra utalnak, hogy a CD-nel torténé komplexalas a kioldodas novelése révén a bioldgiai
hatas mértékére is hatassal volt; a biologiai elérhetdség javitasaval. Ezek a tesztek bevezetd

vizsgalatok a ciklodextrinek biologiai hatast fokozo szerepének tekintetében.

6.2.4. Izoflavonoidok mindségi és mennyiségi jellemzése Ononis spinosa
gyokérbol hagyomanyos modon és ciklodextrinekkel késziilt

kivonataiban

6.2.4.1. Az izoflavonoidok eloszlasa a kiilonboz6 30%-0s etanolos - CD-es
kivonatokban

A y-CD-es kivonatok esetében tapasztalhato legkisebb hatékonysag a y-CD, mint nativ
CD-re jellemzé aggregacios készséggel magyarazhatd. Erdekes, hogy a ciklodextrinek
koncentracidjanak novelésével enyhén csokken az izoflavonoid tartalom. A RAMEB-CD
nagyon csekély hatasa azzal magyarazhat6, hogy bar rendkiviil konnyen feloldodott a vizes
etanolban, a szekunder végén 1évé szubsztituens metilcsoportok mégis egy apolarisabb
kiils6 feliiletet kolcsondznek a gytriimolekulanak, igy a polarisabb izoflavon-glikozidok
kevéssé affinisak hozza. A HP-B-CD ragyogd vizoldékonysdga €és a molekula kiilsd
felszinének kell6 hidrofilitasa/polaritasa a legmagasabb izoflavonoid-hozamot produkalta,
mely azonban mégsem haladta meg a kontroll kivonat izoflavonoid mennyiségét.

Ezek az eredmények mind azt tdmasztjdk ald, hogy az etanol, bar kétségkiviil jo
hatasfokkal vonja ki az izoflavon-glikozidokat s altaldban a flavonoidokat, ebben az
esetben gyakorlatilag elnyomja a ciklodextrinek hatasat; 1évén 6 maga is kompetal a
ciklodextrin iiregekért. Igy az etanol markans hatdsa érvényesiil a ciklodextrinekkel
szemben, ez lathatd a kontroll kivonat eredményein. Sajnos egyik CD tartalmu kivonat
izoflavonoid eloszlasa sem haladta meg a kontrollét.

Az egyes ciklodextrin szarmazékok eltér6 mennyiségben Segitették a fent felsorolt

izoflavonoidok kivonasat; fliggben az iiregmérettdl, a polaritastol, a szubsztituensek
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méretétdl, az oldallancoktol. Az alkalmazott ciklodextrineket oldékonysaguk, illetve a
korabban megmért kioldodas szerinti sorrendben abrazoltuk az oszlopdiagramokon. A 27.
abran az lathato, hogy a legnagyobb mértékben a HP-B-CD fokozta az izoflavonoidok
kivonasat. A legnagyobb mennyiségben a genisztint lehetett kinyerni; itt a HP-B- és a
RAMEB-CD volt a leghatékonyabb. A CD nélkiili kontroll kivonatban az irizolidon-7-O-
glikozid-6"-malonat, a formononetin-7-O-monohexozid-6"-malonat, a maackiain-7-O-
glikozid és a medikarpin-7-O-glikozid malonatjainak mennyisége némileg meghaladta a
tobbi kivonatban talaltakét.

Az 1s latszik a diagramon, hogy az izoflavonoidok kivondsdhoz hasznalt ciklodextrin

koncentracidé emelkedése nem fokozta egyértelmiien az izoflavonoidok mennyiségét.

6.2.4.2. Az izoflavonoidok eloszlasa a vizes CD-es kivonatokban

Az etanol nélkiili vizes kivonatokban sokkal jobban érvényesiilt a CD-eknek az
izoflavonoidok kivonasat segitd hatasa; itt a kivonds valamennyi CD esetében — a y-CD
kivételével - felillmulta a kontroll vizes kivonat izoflavonoid-hozamat. A y-CD hatasa (28.
abra) valoszinlileg a nagy aggregaciés sajatsaga miatt Vvolt rendkiviill csekély.
Hatékonysaga 0,01 M-nal volt a legnagyobb, 0,03 ¢s 0,05 M-nal valamivel kisebb, viszont
nem érte el a kontrollt. A HP-B-CD esetében volt a legkifejezettebb a ciklodextrinek
oldékonysagnoveld hatasa az izoflavonoidok kivondsa soran: az egyes koncentracioknal
54-27% kozott mozgott a kiilonbség a kontroll kivonattol. A RAMEB-CD-nek a HP-B-CD-
n¢l valamivel gyengébb hatasa feltehetden a gylirlinyilasdnal elhelyezkedd metilcsoportok
jelenlétébdl adodo apolarisabb jellegnek, illetve az izoflavonoidok nagyobb polaritasanak
tudhatd be, a RAMEB-CD esetében a kontrolltol valo eltérés 25-18% volt.

Osszességében jol latszik az oszlopdiagramon (28. abra), hogy a tiszta vizes rendszerben,
mar szignifikdnsan érvényesiil a ciklodextrinek hatasa. Itt nem kompetal semmilyen mas
anyag a CD-tiregekért, igy a CD-ek hozamfokozd hatdsa egyértelmilen kifejezett.
Valamennyi kivonat azonositott Ossz-izoflavon tartalma meghaladja a kontrollét.
Ugyanakkor itt is a legalacsonyabb CD koncentraciolépcsé bizonyult a legmegfelelébbnek
a kivonashoz.

A 29. abran jol latszik az egyes komponensek eloszldsa. Egyes minor komponensek

aranya emelkedik a CD koncentraciok novekedésével, ilyen a formononetin-glikozid, a
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maackiain-glikozid-malonat; mas komponensek viszont csokkené mennyiségben jelennek
meg a tomegspektrumban. Ilyen a genisztin is, mely legnagyobb mennyiségben a
RAMEB-CD-t, illetve a HP-pB-CD-t tartalmazd oldatokban talalhaté jelentds
mennyiségben, mint fékomponens. A genisztinen kiviil a kalikozin-7-O-glikozid és a
kalikozin-7-O-glikozid malonatja, illetve az ononin a RAMEB-CD
koncentracidemelkedésével novekvé mennyiségben jelennek meg. A formononetin-7-O-
monohexozid 2 malonatja és az irizolidon-7-O-glikozid jobbara a HP-B-CD és kevésbé a
RAMEB-CD tartalmii kivonatokban lathatd, mennyiségiik a CD koncentracidval nem
emelkedik. Az irizolidon-glikozid malonil szarmazéka foleg a y-CD és a HP-B-CD
tartalmi kivonatokban jelent meg. A medikarpin-7-O-glikozid malonil szarmazékat a HP-

B-CD tartalmu kivonatok tartalmaztak nagyobb mennyiségben.
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7. Kovetkeztetések és uj eredmények

Az Ononis spinosa L. egy, a gyogyszerkdnyvekben eléforduld, mégis méltatlanul kevéssé
vizsgalt gyogyndvényilink. A gyodkerében talalhatd, igen markans hatast triterpének,
fitoszterolok és izoflavonoidok pontos ismerete nem teljes, ezért azok behatobb analizise
indokolt, rdadasul hatasaik vizsgalata is hianyos.

A triterpenoidok kinyerésére az utobbi idében egyre elterjedtebben alkalmazzak a
szuperkritikus fluid extrakciot (SFE), melyhez fluid allapota (kritikus hdmérséklet feletti
magas nyomasu) indifferens gazokat, tobbnyire C0,-ot hasznalnak. A modszer elsésorban
apolaris vegyiiletek kivonasara alkalmas.

Az Ononis spinosa apolaris jellegii, terapiasan is igéretes triterpenoidjait vizsgalva,
kiilonféle polaritasi kivondszereket - hexant, acetont, etil-acetatot, metanolt, etanolt,
izopropanolt, illetve szuperkritikus fluid CO,-ot - alkalmazva megallapitottuk, hogy
kinyerésiikre leghatékonyabb a hexan és a szuperkritikus fluid CO,. Emellett még
szignifikdns mennyiségl szterol volt kinyerhetd polarisabb kivonoszerekkel is (pl. etanollal
¢s metanollal); ezt feltételezhetden a kémiailag kotott formaja szterolok (pl. szterol-
glikozidok) jelenléte okozta.

A fenti kivonatokban GC-MS modszerrel a B-szitoszterol, kampeszterol, sztigmaszterol,
szitgmasztan-2,5-dién fitoszterolokat, illetve o-onocerin ¢és [B-amirin triterpéneket
azonositottunk, illetve értékeltiik az egyes triterpenoidok részaranyat a kiilonb6z6
kivonatokban. Megallapitottuk, hogy a kiilonféle komponensekben leggazdagabb a
féliizemi koriilmények kozott késziilt SFE kivonat.

Szarmazékképzés nélkiili GC-FID modszert dolgoztunk ki a B-szitoszterol — mint
fOkomponens - tartalom mérésére, majd vizsgaltuk az egyes fenti kivondsi mddszerek
hatasat a B-szitoszterol tartalomra. p-szitoszterolban leggazdagabb kivonatokat 100 baron
nyertiik (SFE 1 és 2); ezt kovette a hexdnos kivonat; a féliizemi 1éptékli kivonas sordn
ennél kevesebb [-szitoszterol volt kinyerhetd; megallapitottuk, hogy a B-szitoszterol
kinyeréséhez az alacsonyabb nyomds kedvezett. A legnagyobb mennyiségli el nem
szappanositott frakciokat szintén az alacsony nyomason nyert szuperkritikus fluid
extraktumok nyujtottak.

Az izoflavonoidok viszonylag terjedelmes irodalma specialis szerkezetiik és hatasaik miatt

fleg izolalt hatéanyagok vizsgalatat irja le, igy az Ononis spinosa izoflavonoidjainak
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pontos feltdirdsa sem teljes; ezek a vegylletek foként nagyhatékonysagu
folyadékkromatografiaval, illetve tomegspektrometridval vizsgalhatok megbizhatéan. Az
irodalomban eddig leirt fobb izoflavon aglikonok a formononetin, biochanin A, genisztein,
daidzein, illetve medikarpin. Munkéank sordn HPLC-MS-sel sikeresen azonositottunk 16
izoflavon-monohexozidot az Ononis spinosa L. gyokérdrogjaban fragment ionjaik, UV-
adataik, aglikon standardek és irodalmi adatok alapjan. Az azonositott komponensek
tobbsége glikozid, illetve malonil-glikozid, ezeket irodalmi UV-maximumok alapjan is
meger0sitettiik. Egy 0j, még irodalomban le nem irt komponensként a kalikozin-7-O-
glikozidot, ennek 6”-malonil szdrmazékat, illetve az irizolidon-7-O-glikozidot és annak 6”-
malonil szarmazékat azonositottuk.

A ciklodextrinek egyre szélesebb korben alkalmazott vegyiiletek; felhasznalasi teriiletiik a
gyogyszeriparon kiviil kiterjed az élelmiszer-, kozmetikai, miianyag-, névényvédodszer-,
illetve diagnosztikumiparban ¢és a biotechnoldgidban. A gydgyszeriparban legjellemzdbben
oldékonysag- illetve stabilitds fokozasara hasznaljak; az Eurdopai Gyogyszerkonyvben
hivatalos az a-CD, B-CD, y-CD és a HP-B-CD, az Amerikai Gyogyszerkonyvben a -CD,
v-CD és a HP-B-CD, valamint a Japan Gyogyszerkényvben az a-CD, 3-CD, y-CD. Jelenleg
legalabb 35 ciklodextrinnel formuldlt gydgyszer van forgalomban a vilagon.

A ciklodextrinek eldnyeinek felfedezése €s novekvd felhaszndladsa mara mar 6nallo
kutatasi teriilett¢ notte ki magat. A természetes vegyiiletek koziil szdmos alkalmas
vendégmolekulanak; tobb fenolos vegylilet (flavonoid, katechin), illéolaj komponens,
illetve szteranvazas vegyiilet ciklodextrin komplexeir6l vannak mar irodalmi adatok;
kiilonosen a kevéssé vizoldékony komponenseknél lehet ez fontos.

Az oldékonysagndveléssel egylitt a ciklodextrinek befolyasolhatjak az egyes komplexalt
hatéanyagok szervezetbeli hatdsat; novelhetik azt a bioldgiai hasznosithatdésag fokozésa
révén, igy az esetleges doziscsokkentést is lehetdvé teszik. Természetes vegyiiletek
esetében példaul fokozhatjdk az antioxidans (polifenolok, flavonoidok) vagy a szérum
triglicerid-csokkent6 hatast (rutin).

Az Ononis spinosaban talalhato genisztein és daidzein aglikonok vizben szinte alig
oldddnak, szamottevd bioldgiai hatdsuk miatt indokolt lehet a molekularis kapszuldzasuk.
Meéretiik kompatibilis a p- és y-CD ciklodextrin {iregméretével, ezt molekula
optimalizacioval megerésitettiik o-, B- ¢és y-CD-nel mindkét izoflavon esetében.
Megallapitottuk, hogy az a-CD iirege kicsinek bizonyult a két vegylilet komplexalasahoz.

A genisztein és daidzein 1:1 ardnya komplexeit - és HP-B-CD-vel mar leirta az irodalom.
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Sikeresen komplexaltuk a genisztein €s a daidzein izoflavonokat -, y-, HP-B-, és RAMEB-
CD-nel 1:2 aranyban, és ezt cirkularis dikroizmus spektroszkopiaval is megerdsitettiik.
Megallapitottuk, hogy az alkalmazott B-, y-, HP-B-, és RAMEB- ciklodextrinek vizben
tobbszordsére novelik a genisztein és a daidzein kioldodasat a RAMEB-CD > HP-B-CD >
B-CD, y-CD sorrendben.

A Caco-2 sejtvonal elterjedt modell a bélben zajlé tobbféle transzportfolyamat vizsgalatara
a per os adagolt készitmények esetében. Genisztein €s daidzein, illetve genisztin és daidzin
transzportjat vizsgalva korabbi adatok szerint az aglikonok 30-40%-ban jutnak at a
membranon. Kisérletiinkben a -, y-, HP-B-, és RAMEB-CD ciklodextrinek transzportra
gyakorolt hatasat vizsgalva azt talaltuk, hogy mindegyik ciklodextrin fokozta a genisztein
¢s a daidzein membrantranszportjat; igy feltehetden a bioelérhetdségét is. A genisztein
onmagaban egy nagysagrenddel kisebb sebességgel jutott & a monolayeren, mint
komplexalt szarmazékai; a ciklodextrinek nem csak az oldékonysdgot novelték meg,
hanem a transzport sebességét is pozitiv irdnyba képesek voltak moduldlni, &m nem
egyforma mértékben; a y-CD volt a leghatékonyabb ciklodextrin. A daidzein esetében a
komplexalatlan hatdéanyag szintén joval kisebb sebességgel jutott at a monolayeren, kozel
2-3-szor, mint a komplexalt forma. Ebben az esetben a RAMEB-CD wvolt a
leghatékonyabb, mindazonaltal a daidzeinnél a ciklodextrinek a permeabilitast feltehetden
az oldékonysag novelése révén fokoztak.

A Caenorhabditis elegans fonalféreg egy ismert genommal rendelkezé modellszervezet,
melyen foleg sejtdifferencidlodasi, fejlodési folyamatokat, meiozist, idegrendszeri
valaszokat €s anti-age hatasokat vizsgéalnak. A genisztein és a daidzein jelentdésen novelte a
C. elegans élettartamat oxidativ stresszben. Kisérletiinkben a genisztein/B-CD komplex
esetében jelentds hatdsfokozddast tapasztaltunk a tiszta geniszteinhez képest; ez a biologiai
hozzaférhetdség ndvelésére enged kovetkeztetni.

Az ¢lelmiszeriparban sok esetben alkalmaztak ciklodextrineket természetes vegyliletek
szelektiv kivonasara, elimindlasara is (flavonoidok, koffein, koleszterin). Polifenolok és
flavonoidok ndvényi részekbdl valo kivonasara mar tettek kisérletet, szignifikdnsan pozitiv
eredménnyel. A komponensek kozti fizikai-kémiai kiilonbségek, illetve az alkalmazott
ciklodextrinszarmazék vendégspecificitasa lehetdséget adhat 1-1 komponens szelektiv

kivonasara, ahogy korabbi példak is mutatjak.

Az Ononidis spinosae radix izoflavonoidok kinyerését vizsgalva B-, y-, HP-B-, és RAMEB-

CD ciklodextrinek segitségével megallapitottuk, hogy a ciklodextrinek tiszta vizes
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kbézegben jelentdsen ndvelték a kivont izoflavonoidtartalmat; a HP-B-CD hatasa volt a
legjelentOsebb, a y-CD-¢ a leggyengébb. A 30%-os etanolos kdzegben a ciklodextrinek
hatasa nem érvényesiilt kelloképpen; az etanol jelenléte ezt a hatast lerontotta.
Megfigyeltiik, hogy az alkalmazott CD koncentraciok koziil a legalacsonyabb, vagyis a
0,01 M volt a legkedvezébb a kivonashoz. A legnagyobb mennyiségben kivont

izoflavonoid a genisztin volt.
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8. Osszefoglalas

Az Ononis spinosa L. a Fabaceae novénycsalad egyik gyogyszerkonyvben is hivatalos
gyogynovénye, mely hazankban is gyakori. Fontos hatéanyagcsoportjai a triterpenoidok
és az izoflavonoidok.

Jelen értekezés kisérletet tett az Ononis spinosa L. gyokér drog hatéanyagainak pontosabb
feltarasara, illetve a mar egy lépéssel elobbre mutaté hatéanyag-preformuldléasra.

A gyokér kiillonboz6 polaritast oldoszerrel késziilt kivonataiban GC-MS modszerrel -
szitoszterolt, kampeszterolt, sztigmaszterolt, [B-amirint, sztigmasztan-3,5-diént és a-
onocerint azonositottunk.

Az Ononis spinosa gyokér szerves oldoszeres, valamint analitikai és féliizemi 1éptékii SFE
tisztitott kivonatait vizsgaltuk. Az SFE kivonatok koziil a 100 baron készilt SFE, a
tradiciondlis kivonatok koziil az etanolos kivonds hozama a legmagasabb, de szelektivitasa
alacsony szterol és triterpén vegyiiletekre.

Az altalunk kidolgozott, szarmazékképzés nélkiili GC-FID moédszerrel, 5-a-kolesztan-3-on
bels6 standarddal a relative legmagasabb B-szitoszterol tartalmat a 100 baron késziilt SFE
kivonatokban mértiink; a komponensekben leggazdagabb kivonat a féliizemi SFE kivonat
volt.

A gyokér vizes-etanolos kivonataiban 14 kiilonb6zé izoflavon-glikozidot azonositottunk
LC-MS-sel, melyek részben glikozidok, részben malonil-glikozidok. Uj komponensként a
kalikozin-7-O-glikozidot éa az irizolidon-7-O-glikozidot, és ezek malonil-szarmazékait
azonositottuk.

Kivalasztottuk a novény két ismertebb és fontosabb izoflavon aglikonjat, a geniszteint és a
daidzeint, és ezeket preparative komplexaltuk -, y-, hidroxi-propil-p- és random metil-f-
ciklodextrinnel 2:1 gazda-vendég aranyban. A keletkez6 komplexek vizoldékonysaga
jelentésen megndtt, koziilik a legnagyobb oldékonysdgvaltozast a szubsztitualt
ciklodextrineknél tapasztaltuk, megerdsitve ezzel a korabbi, a CD-ek oldékonysagara
vonatkozo tapasztalatot. A komplexek fizikai kémiai vizsgalata soran igazoltuk, hogy a
komplexképzddés valoban megtdrtént (CD spektrumok), s azt, hogy az izoflavonvaznak az
aromas gylriije keriil a CD iiregbe (H'-NMR).

A komplexek bélhamsejt membranon keresztiili transzportjat ¢él6 sejteken is

megvizsgaltuk; a Caco-2 sejtvonalon torténd membranpermeabilitds vizsgalatdval. Az
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eredmény azt mutatta, hogy a membranon keresztiili transzportot nagysagrendileg
megndvelték a CD-ek, mindkét izoflavon esetében.

Osszehasonlitottuk a tiszta geniszteinnel és azzal egyenértékii genisztein/B-CD-nel etetett
Caenorhabditis elegans modellallatok életidejét, és megallapitottuk, hogy a B-CD
jelentdsen fokozta a genisztein élettartamnoveld hatasat.

Mindezeken kiviil megvizsgaltuk az Ononis spinosa izoflavonoidok szelektiv
kinyerésének Ilehetdségét azok ciklodextrinekkel valo komplexképzési hajlamat
kihasznalva. A hagyomanyos ¢és ciklodextrines kivonatok izoflavon tartalma és —
Osszetétele tekintetében megéllapitottuk, hogy a ciklodextrinek valtozé mértékben noveltek
az izoflavonoidok kivonasat. A 30 % etanollal késziilt kivonatok esetében az etanol
szignifikdnsan elnyomja a CD-ek hatdsat, mig a tiszta vizes kozegben a CD-ek hatdsa
jelentdsen meghaladta a kontroll kivonatét. A ciklodextrinek koziil mindkét esetben a
legjelentdsebb hozamndveld hatast a HP-B-CD esetében tapasztaltuk, mig érdekes médon a
szintén jelentds vizoldékonysagnak 6rvendd y-CD hatasa volt a legkevésbé kifejezett. A
vizes kivonatokban a ciklodextrinek a HP-p-CD > RAMEB-CD > y-CD rend szerint

novelték az izoflavonoid tartalmat.
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9. Summary

The Ononis spinosa L. is a member of Fabaceae family and is so common in Hungary
being a widespread medicinal herb. Important componds of this plant are triterpenoids and
isoflavonoids.

We have determined triterpenoids in Ononis spinosa root by GC-MS as B-sitosterol,
campesterol, stigmasterol, B-amyrin, stigmastan-3,5-diene and a-onocerin without
derivatisation.

The different extractions of Ononis spinosa root obtained by organic solvents and
supercritical fluid CO, has been investigated and compared, in addition, we evaluated the
relative amounts of triterpenoids extracted different way described in methods.

Among SFE extracts the SFE extract 1 made on 100 bar yielded the most unsaponified
fraction while ethanolic extraction provided the highest yield by traditional way, but was
the less selective for sterol and triterpene compounds. We have measured the relatively
highest amount of B-sitosterol in the analytical SFE extract 1 made on 100 bar by GC-FID
method by mean of internal standard 5-a-cholestan-3-on without derivatisation.

In Ononis spinosa root we also characterised 14 isoflavonoids as likely glycosides or
malonyl-glycosides. We newly identified calichosine-7-O-glycoside and irisolidone-7-O-
glucoside and their malonyl derivates.

We have choosen two common and important isoflavonoid aglycon; genistein and
daidzein, and have prepared their inclusion complexes with B-, y-, hydroxy-propyl-p- and
random methyl-B-cyclodextrin of the ratio of 2:1 host-guest.

The complexes prepared got enhanced aqueous solubility, especially in case of the
substituted CDs; HP-B-CD and RAMEB-CD. This confirmed previous evidences about
basic solubility of native CDs and CD derivatives.

Observing the complexes physicochemically results showed that the complex formation
has really happened (CD spectra) and the aromatic ring of the flavone skeleton is inserted
into CD cavity (H-NMR).

We have investigated the transport of the complexes prepared previously across the gut
wall by Caco-2 assay. This experiment resulted in that order of transported amounts of
isoflavones have been enhanced by complexation with the different cyclodextrins.

We have investigated extraction of isoflavonoids of Ononis spinosa selectively based on

their capacity of complex forming with CDs. Resultes have confirmed conclusions of other
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previous studies about extracting phenolic and flavonoid compunds in this way; Ononis
isoflavonoids are also capable for this extraction method. We gained the highest amount of
isoflavonoid using HP-B-CD in aqueous system, while y-CD showed the less isoflavonoid
extracted; in aqueous-ethanolic system effect of CDs were much less than in pure aqueous

extracts.
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¢s mérhetetlen tiirelmiikkel mindig mellettem alltak.

107



