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ROVIDITESEK JEGYZEKE
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TEAC (Trolox-equivalent Antioxidant Capacity): Troloxb&ifejezett antioxidans
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|. Bevezetés

Napjainkban a gydgyaszatban egyre nagyobb az édtekla természetes erddet
hatdbanyagok irant. Ezek a vegylletek talnyomérészt névény masodlagos
anyagcseretermékei kozul kerilnek ki. Az analitik@ddszerek fefldésének és az igen
valtozatos gyogyéaszati felhasznalhatésagnak kostderh rétt meg a jelerdisége ennek a
csoportnak, ezen belil a fenoloidok kdzeé tartogdnoknak is.

A lignanok gyogyaszati alkalmazasi letsgei igen széles spektrumuak. A
népgyogyaszatban mar tobb mint ezer éve alkalmazrdlkellenes szerként vagy
hashajtokéent. Ezek alapjan sok kutatd hozzafogotig@anok bioldgiai aktivitasanak
feltérképezeséhez. A hatéanyagok kozil a matawkziaz arktigenin, illetve ezek
glikozidjai, és a pinorezinol valamint a filligenikeriltek a kutatasok k&zéppontjaba.
Biol6giai hatasvizsgalatok soran igazolodott ezé&kaelignanoknak a rakellenes, HIV
ellenes, gyulladascsokkéntmaj- és idegrendszer gdulajdonsaga, illetve szabadgyodk
fogo képessége.

A kordbban emlitett lignanok toébb nemzetségben uloak eb jelents
mennyiségben, tdbbek kozo6tt Arctium Centaureailletve aForsythia nemzetségekben.
Ezek kdzul az egyik legintenzivebben kutatott nes&paz aranyfd;orsythig amelyben a
ligndnok mennyiség8r és bioszintézisét egyre pontosabb adatok allnak rendelkezésre.

Az intakt novényekdl tortérs hatdanyag kinyerés mellett ain vitro
sejttenyészeteket egyre nagyobb mértekben alkaikazmasodlagos anyagcseretermékek
eléallitdsara, mivel a sejtkultirdkban a biologiailadktiv vegyuletek szabdlyozott,
optimalizalt koralmeények kozott termeltetbket Ezen feltl kénnyebb és hatékonyabb az
anyagok kivonasa, és olyan U] termékeiabitasara is nyilhat leh&tég, amelyek az intakt
noévenyben nem képdnek, kémiai szintézissel tortereloallitasuk viszont még nem
ismert.

A lignanoknak nagy gyogyéaszati jelésége van, viszont nagy mennyigegs
gazdaséagos @&hllitAsuk nem megoldott. Ezért a munka soran déitlik ki olyan néveny

fajok és fajtak vizsgalatat, amelyek alkalmasaketebk bioldgialilag aktiv lignanok



eléallitasara. Ennek soran a lignanok jelenlétét ésnyiségétirctium Centaurealletve a
Forsythia nemzetségekben kivantuk meghatarozni, valamidrsythia in vitro

sejttenyészek lignantermelését vizsgaltuk.



[l. Irodalmi attekintés

Il. 1. Lignanok altalanos jellemzése és biologiai jeletisége

A lignanok el$ definicidja, Howarth-tél szarmazik (1936). A ligraék, a novenyi
fenoloidok egyik csoportja, melyeknek szerkezetet Kehéjsav szarmazék vagy
biogenetikai ekvivalensik egyesuléseldodik (1. abra). Tobbszor atértelmezték ezt a
meghatarozast, igy ma mar nemcsak a dimerek, deligamerek is idetartoznak
szeszkvilignankent. Emellett a propil oldallancdzionti 8-as szénatomjai k6zotti kdtésen
kivlul, egyéb kotési helyeket is magaba foglalo osh@ neolignanok is idetartoznak (Moss
2000).

S & &=
1. abralignanok altalanos szerkezete

A lignanokat 8 & csoportba soroljak (2. abra) az oxigén atom vabehili
elhelyezkedése és a igyik kialakulasa szerint (Umezawa 2003, Suzuki és ez
2007).

A kutatdsok eredménydibkitiinik, hogy a lignanok jelefis szerepet toltenek be a
novényi védekezésben antibakteridlis, antiviral@tifungalis, antioxidans, valamint
rovarob hatasuk miatt (Ayres és Loike 1990). Fitoalexinkémikodhetnek, amelyre
nemcsak a patogénekkel szembeimgds tulajdonsagaik, de a ndévényi széveteken bellili
elhelyezkedésik is utal (Burlat és mtsai 2001, Kw&n mtsai 2001). A lucfedy
matairezinolt termel gombafé#éssel szemben, ami korldtozza a gomba tovabbi
novekedését (Shain és Hillis 197Aggilops ovatdPoaceae) szemtermeékizolalt lignan

csirazast gatld hatast gyakorolt fejes salata nragdlavie és mtsai 1974).
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2. abraA lignantipusok alapvazai Umezawa (2003) cikk@jala

A novény-rovar kolcsbnhatasban, a novérdkdel szembeni védekezésben is
szerepet jatszanak a lignanok (Schroeder és m@@6)2 A Piper futokadzuraés a
Libocedrus vateensifajbol izolélt ligndnnal igazoltdk ezt (Seiglerd®), illetve aMelia
azedaraclfajnél a pinorezinol esetén (Cabral €s mti 1999).

A lignanok noévényekben betdltott szerepe melletgyagyaszati felhasznalasa is
jelents. A legel$ dokumentalt orvosi alkalmazasuk tobb mint ezeséelly és Hartwell
1954 cikke szerint). Ez az adat Dél Amerikabol s@aik és aPodophyllumnévény
hasznélataval kapcsolatos. Europaban egy korail argosi konyv, Bald Felcserkdonyve
irja le el$szor egy lignanokat tartalmaz6 névény, a vad tyd@haerophyllum bulbosum
L.) felhasznalasat, melynek gyoket€bkészilt kekdcsot rak gyogyitdsara javalltak
(Cockayne 1961 ir4sa alapjan). Kb. 400-600 évvebbdza Fold két tajan, a Himalajaban
és az amerikai penobszkot indianok egibieh fedezték fel ujra Bodophyllumfajt, mely
rhizomajanak alkoholos kivonatabdl keletkegyanta hashajté- és meérgehatasu volt
(Imbert 1998). Ennek a névénynek a hatébanyaga,dagyllotoxin lignan, az alapja az

egyik legismertebb kemoterapidban alkalmazott ggpesnek.

Il. 2. A lignanok eléfordulasa

Lignanok jelenisége az utébbi évtizedekbenstn meg az igen sokoldalu
gyogyaszati hatdsuknak koszortteet. Ennek koszonhin fellendilt a lignanok
azonositasa a kuldnb®zmovény fajokban. igy a korabban elkezdett kematéraai
vizsgalatok kore dvil és idvel lehebve valik a lignant termél névények filogenetikai

eloszlasanak is az elemzése (Umezawa 2003).



1. TablazatA matairezinol, az arktigenin, a pinorezinol valata filligenin és ezek

glikozidjainak effordulasa névény csaladokban

Csaladok Fajok Azonositas| Mérés Hivatkozas
Abietacea Picea abies Abies | pin Shain és Hillis
alba 1971
Apiacea Anthriscus argen, me Koulman és mtse
sylvestris 2003
Apocynacee Trachellospermur | argen, me Nishibe és mts:
axillare 1993
Aristolochiacea | Pararistolochia fill Nar-Jun és mtse
flos-avis 1987
Asteracea Arctium lappa arktiin (7,5%), | Liu és mtsai 201
argen (0,89%)
Cynara argen, Koubaa és mts:
cardunculus arktiin 1999
Centaurea urville | arktiin, arktiin(1,2%), | Shoel és mtsa
matg| matgl (5,6%) | 2007
Centauree argen, argen (0,03%), | Ferguso és mtsa
scabiosa h-argen, h-argen 2003
mat, matgl | (0,01%), mat
(0,11%), matgl
(0,16%)
Helianthus pin Pan és mtsai 20
tuberosum
Convolvulacea | Ipomoea cairic arget argen(0,015% | Paska és mts.
1999
Cupressaces Cupressocypari arget Tanaka és mtsi
leylandii 2008
Linaceat Linum pin Willfér és mtsai
usitatissimum 2006
Linum flavun mai Xia és mtsai 20(
Magnoliacea Magnolia farges/ | pin, fill Miyazawa €s mts¢
1992
Myristicacea Virola michelil fill Vidigal és mtsa
1995
Oleacea Forsythie x argen, mat | argen (3,3%) | Rahman és mts.
intermedia pin, fill fgen (1,3%); 1990a
mat (1,1%)
Taxacea Torreya nucifer arget Kim és mtsai 20C
Thymelaeace: | Daphneodore mat, pir Okunishi és mtse
2004

Roviditések: argen=arktigenin; fgen=filligenin; Iffillirin; h-argen=hidroxi-arktigenin;
mat=matairezinol; matgl=matairezinol-glikozid; pimnorezinol; pingl=pinorezinol-
glikozid
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A ligndnok vizsgalata soran a hatéanyagok azors#s#a nagyobb hangsulyt
fektettek a kutatok, menyiségi meghatarozast a mg@ié kisebb hanyadanal végeztek (1.
Téblazat).

Szamos csaldd tagjaiban mutattdk ki a dibenzilblatiton lignanokat, amelyek
kozul az arktigenin glikozidja, az arktiin kemotadoniai bélyeg aAAsteraceaecsaladban
(Hansel és mtsai 1964). £ynarae nemzetségen belll &€arduinae és Centaurinae
alnemzetségre jellerzz a lignan, a toblisteraceadajban nem talalhaté meg.

A furofurdn tipusu lignanok elterjedése altalanésrtakinthe a zarva- és

nyitvatern® névényekben is (Umezawa 2003).

[I. 3. A lignanok bioszintézise

A lignanok bioszintézise szorosan kapcsolodik aitigszintéziséhez (Lewis és
Sarkanen 1996). A novények tébbségeben a lignitkkupzerokkal egyitt a sikimisav
utvonalon fenilalaninon, majd fahéjsavon keresaiintetizalédnak (Seigler 1998). A
lignin és lignan szintézise a monolignolok kiala#isd utan tér el egymastol (Raffaelli és
mtsai 2002).

A bioszintézis utvonal tovabbi kiemelt Iépései tésziben ismertté valtak (3. abra),
ezen eredmények nagy réskérsythiafajok vizsgalata soran tartédk fel (Rahman és mtsai
1990c). A citoplazmabdl a sejtfalba szallitott Keril alkohol a nem specifikus oxidaz
enzim €s az Uugynevezett iranyitdé feheérjek kofigimdésével sztereoszelektiven
szabdalyozottan alakul at pinorezinolla (Gang ésami®99, Davin és Lewis 2000). A
dibenzilbutirolakton ligndnok a bioszintézis kbbi Iépéseiben jonnek létre és optikailag
tisztdk, szemben a furan és furofuran lignanok&alelyek enantiomerek keverékei és a
bioszintézis kezdeti szakaszaban keletkeznek (Unwae2803).

A kovetked lépésben a pinorezinol/laricirezinol reduktaz emzatszik szerepet,
amely egy NADPH fligg kettos funkciét betoli fehérje. Ez az enzim alakitja at
szetereoszelektiven a  pinorezinolt laricirezinollajlletve  a  laricirezinolt
szekoizolaricirezinolla (Davin és mtsai 1992, Katlana és mtsai 1992, Dinkova-Kostova és
mtsai 1996).

11
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Ezen enzim jeledségét jelzi, hogy a kodoldé génjét is meghataroz&sakennek
segitségével az adott lignanok széveteken beltklgtzkedését is feltartdk (Burlat és
mtsai 2001, Kwon és mtsai 2001). A szekoizolar@itel dehidrogendz enzim
enantioszelektiv oxidacidval alakitja &t matairefitna szekoizolaricirezinolt (Xia és mtsai
2001). Metilacio utjan keletkezik a matairezinollad arktigenin, hasonléan a pinorezinol
filligenin atalakuldshoz (Ozawa és mtsai 1993).

A koniferil alkoholtdl a matairezinolig tarté Utvahkdzosnek tekinthéta lignan
bioszintézisben, mivel ezt szamos ndvényben leilf#dzont sztereokémiai szempontbdl a
fajok kozott nagy valtozatossdgot mutat ez a bidSzis szakasz (Umezawa 2003).
Emellett a kulonb&Z novényi szervekben is eltérsztereoszelektivitasa lignanok
szintetizalodnak, amely a szintézisben részivates izoenzimek jelenlétére utal (Suzuki
€s mtsai 2002).

A bioszintézis utvonal egyre pontosabb megismeraseisztvedy enzimek és az
irdnyito fehérjék gén szinten tortérelterképezése lehdté teszi a bioszintézis célzott
modositaséat. Kim és munkatarsai (2009) a pinoréianigirezinol reduktaz (PLR) enzim
mikodését szabalyoztak az enzim interferencia RNR-érze segitségével. A
géntranszformaltForsythia koreanasejttenyészet sejtjeiben a PLR-interferencia RNS-t
fokozott mértékben expreszaltattdk, emiatt a PLRzinen alulmikédoétt. Ennek
kovetkeztében a piniorezinol-matairezinol atalakuiém zajlott le, a pinorezinol kézel 20-
szoros mennyiségben halmozodott fel, rdadasul egygém lignan, a szezamin is
szintetizalodott.

A lignanok kozil a Forsythia x intermedia névényben terméds
dibenzilbutirolakton ligndnokat, az arktigenint @ matairezinolt, illetve furofurdn

lignanokat, a filligenint €s a pinorezinolt, helyiélz vizsgalataink kdzéppontjaba.

II. 4. A lignanok gyégyaszati hatasai €s hatasmechamusai

A ligndnok kozott az arktigenin hataséat vizsgaleklegtobben. Az arktigenin
jotékony hatasa igazolédott mar vastagbél- (Haudsetintsai 2003, Yoo és mtsai 2010),
hasnyalmirigy- (Awale és mti 2006), m§j- (Kang ésan2007), br- és tudrak (Takasaki

és mtsai 2000), valamint leukémia (Hirano és mi€&i4), HIV-virus (Schroder és mtsai
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1990, Vlietinck és mtsai 1998) esetén. Az idegreads gyakorolt j6tékony hatdsa mellett
(Jang és mtsai 2002) majwe(Kim és mtsai 2003), és gyulladascsokketnilajdonsagat is
leirtdk (Cho és mtsai 2004, Kang és mtsai 2008).

Hausott és munkatarsai szerint (2003) arktigeninrégzett kezelés apoptdzist
indukalt vastagbélrdkos sejtekben. Az apoptoziskapcsolédd fehérjek mennyiségi
valtozasait mérték és igy kimutattdk, hogy az gettin hatékonyabb volt az arktiinnél, az
arktigenin glikozidos formajanal. Hasonlé megallapbkra jutottak Yoo és mtsai (2010)
is. Munkajuk soran megésitették, hogy a vastagbélrakos sejtekben az ariitig
rendelkezik a legésebb apoptoézist indukdlé hatdssal az arktiinnelmésairezinollal
szemben. A ligndnok a hatasukat VBn#atein szignaltranszdukciés utvonal géatlasan
keresztul érték el. Szintén az apoptdzis indukal&sdesztil hatott az arktigenin Hirano és
munkatarsai (Hirano €s mti 1994)vitro kisérleteiben leukémia sejtek esetén.

Awale és munkacsoportja altal 2006-ban publikakkloen arr6l szamolnak be, hogy
Arctium lappabdl (bojtorjan) sikertilt egy olyan anyagot izolélk, az arktigenint, mely
100 %-os preferencidlis citotoxicitdst mutatott getetett” hasnyalmirigy rakos sejteknél.
A rakos sejtek toleranciajat cstkkentette az aekiiig, ez altal fejtette ki j6tékony hatasat.
Tapanyaghiany esetén a hasnyalmirigy rak sejtekymagékben expresszélnak kinaz
B/Akt fehérjét, aminek a foszforilaciojat gatolja arktigenin. Ennek kovetkeztében a
PANC-1 sejtek nekrotizalnak.

Bor- és tudrak esetén Takasaki és munkatarsai (2000)vo egér kisérletekben igazoltak
a lignanok rakellenes hatasat. Kimutattak, hogyudsréknal az aglikonos forma, az
arktigenin eésebb gatldszer az arktiinnél, viszontdarbk esetén ezzel ellentétes jelenséget
tapasztaltak. A &rrak viszgalatanal az aglikonos és a glikozidosdig forma egyforma
mértékben gatolta a papilldmak kialakulasat, fllgged attél, hogy az egereknek szajon at
adagoltak a lignanokat vagy érteliletet kezelték. A szgjon at tortehgnan bevitelnél az
arktiinrél a bélrendszer mikroflorjanak enzimjei lehasitgaglukédzt, igy a véraramba az

aglikonos forma jut be (Nose és mtsai 1992 és 199Byont a Brrak esetén ez nem

D~

okozott kulonbséget az eléémddon végzett kezelések hatdsossaga kozott. Kang
munkatarsai (2007) az aglikonos és a glikozidasaigforma hatékonysaga kozotti eltérest

a két molekula membran permeabilitasa kdzo6tti kikéggel magyarazta.
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Kang és munkatarsai (2007) human és egér majrakksej vizsgéaltak az arktigenin,
matairezinol, valamint ezek glikozidos formainakdsat. A lignanok az apoptézis és a |l
fazisu detoxifikalé enzim indukciojan keresztultéjék ki gatlé hatasukat. Az aglikonos
formak ebben az esetben is hatékonyabbak voltdik@ziglos formaknal és az arktigenin
bizonyult a legeisebb gatlészernek. A két lignan forma hatékonységétti eltérést a két
molekula membran permeabilitasa koz6tti kilonbsEggeyyaraztak.

Kim és munkatarsai (2003) arr6l szamolnak be, hdggreya nuciferakéregldl
sikerult arktigenint izolalniukin vitro vizsgaltak ennek hatasat széntetrakloriddal {CCI
kezelt patkany majsejtekben, és azt tapasztaltddgy ha molekula megkdti a
szabadgyokoket, ezaltal seqiti a sejtek gyokfograkaasat.

Az arktigenin idegsejteket ériht hatdsainak vizsgalata soran dslsrban
neuroprotektiv aktivitasat mutattak ki (Jang ésam002). Idegi szbvettenyészetben az
arktigenin kozvetlentl kétik a szinaptikus membranon tkainat receptorokhoz, gatolva
ezzel a kozponti idegrendszérderkend transzmitterének, a glutaméatnak ackiisét, &is
aktivald hatasat. A glutamat Kitése ioncsatornakat megnyitva kéros méirtéde’”
bearamlast, és szabadgyotk k&gist eredmeényezhet, ami végsoron az idegsejtek
degradéaciéjahoz vezethet.

Vlietinck és kutatocsoportja (1998) olyan termésgethatdanyagokat (pl.
flavonoidokat, lignanokat) vizsgalt, amelyek hatmolehetnek HIV virus feizés ellen.
Az arktigeninl és analdgjairél megallapitottak, hogy a virus DN8egraciojat
akadalyozza meg. Ezzel szemben Schroderék (1990ppasztaltak, hogy az arktigenin
virdlis fehérjék expressziojat, a reverz transzkdpenzim nikodésének gatlasat, illetve a
topoizomeraz 1l gatlasat idéztéseMegallapitasuk szerint azonban az arktigeninogiittos
formaja, az arktiin hatastalannak bizonyult.

Az arktigeninnek gyogyszerként vald torzskonyvezése is tortentek lépések.
Emlitést érdemel, hogy japan kutaték az arktigeflirdzintézissel modositott terméket
szabadalmaztattak antitumor szerként (Kitarou ésaimtl989a), kardiotonikumkeént
(Kitarou és mtsai 1989b) és immunoszupressziv énéllKitarou és mtsai 1989c), melynél

mar a gyogyszeradagolas médja is meghatarozott.
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A matairezinol, mint az arktigenin kodzvetlenéahyaga (2. abra), gyogyaszati
szempontbol szintén fontos molekula. ¥édnkcioja van mell- és prosztata rak, valamint
érrendszeri betegségekkel szemben (Wang 2002, (@awetsai 2006).

A matairezinol kapcsan meg kell emliteni, hogy &émyi ereddt fitoosztrogének
szerkezetiukben hasonlitanak az @mdsztrogénekhez. A lignanok, mint a fitodsztroggene
egyik csoportja, a bélbaktériumok kodzvetitésévelnegezett endls lignanokka alakulnak
at. Kimutattak, hogy a bélbaktériumok kozul Babacteriumsp. ARC-2,E. limosumés
Peptostreptococcusp. demetilald és dehidroxilald hatasa révén aiselkariciresinol
enterodiolla, majd enterolaktonna, mig a matai@zemterolaktonnd alakul at (Jin és mtsai
2007, Lampe és mtsai 2006). Masok is kimutattakyyhm lignanok fitodsztrogén hatasuk
miatt gatoljak a hormonfud@gdaganatok kialakuldséat (van der Schouw és mts:0,20ang
és mtsai 2001, Potter és mtsai 2002, Saarinen 86ai rA005). Tovabbi enterolignan
prekurzor lehet a pinorezinol is (Pellegrini és 2@10). Mivel az emberi taplalékban a
ligndnok legébb forrasai az olajos magvak (len és szezam), kOgy@limolcsok,
hivelyesek és a teljes kioriegabonafélék, ezek fogyasztasa javasolt (Lampe téaim
2006).

Ishida €s munkatarsai (200&ymplocos setchuensigaranak etanolos kivonatabol
izolaltak a matairezinolt. A H9 limfocita sejtekkeégzett kisérletekben a matairezinolt,
mint anti-HIV molekulat azonositottak, a virusr&pkio gatlasa miatt. Ezen felll jeléat
antioxidativ tulajdonsagardl is beszamoltak (Yanmaés mtsai 2006).

A kordbban emlitett novényekben a dibenzilbutirtdak lignanok mellett két
furofuran lignant, a pinorezinolt és a filligenif®. abra) is kimutattak, és vizsgaltak
terdpias hatasukat. A pinorezinolrél szabadgyodko fegpessége (Chen és mtsai 1999),
fajdalomcsillapitd hatdsa (Schmitt és Petersen R0@2lamint a mikroglia sejtekben
kifejtett gyulladascsokkeét hatasa (Jung és mtsai 2010) derdlt ki. A filligeéi
ugyancsak antioxidans mivolta (Jong és Chau 1988),vastagbélrak elleni hatasa
igazolodott (Fini és mtsai 2007). Ez utébbi lign@ftikozidos forméja, a fillirin
gyulladascsokketit (Diaz €s mti 2001), virusgatldo (Chen és mti 2064) antioxidans
tulajdonsagu (Zhao és Li 2005).
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[1.5. A lignanok kémiai analizise

[1.5.1. Extrakcio

A Forsythianemzetség lignanjainak, kilondsen az arktigeniarksin kivonasara
alkalmazott kivonasi mdédszerek 6sszefoglalasat tjaukee a 2. tdblazat, amelyet irodalmi
adatok alapjan allitottam 6ssze.

A lignanok tbébbsége kdzepesen polaros molekulaattlaz altalanosan alkalmazott
kivondszerek kozul az etanol és metanolt alkalnkazia extrakciok soran a kutatok. A
kivono elegyek polaritasanak a meértékét modoskattdalkoholok higitasaval (Willfor és
mti 2006).

A hagyomanyosan alkalmazott kivonasi modszert, flax@ast aForsythia fajok
ligndnjainak el§ azonositdsakor mar alkalmaztak (Kitagawa és ni8&4). Egészen
napjainkig (Gou és mti 2007) hasznaljak ezt a lggkézigény moddszert, amellyel
egyszerre sok minta vonhato ki hatékonyan.

Az ultrahangos dezintegralast a vizsgalt nemzetdégsak az utdbbi évtizedben
kezdték el alkalmazni (Schmitt és Petersen 200RHsonléan a refluxalashoz, a
kutatocsoportok ennél a modszernél sem optimadizadt kivonast a paraméterek vagy a
kivondszerek valtoztatasaval.

A szuperkritikus fluid extrakcié (SFE) napjainkbaz egyik legjobban fejo
extrakcids modszer. Olyan alternativ kivonasi égaramely lehévé teszi a szerves
olddszerek teljes elhagyasat, és az un. "tisztirtelogia bevezetését. A modszer [ényege,
hogy adott Bmérsékleten és nyomason szuperkritikus fluid atiagoO,-t allitunk eb, és
ezzel torténik a hatdanyagok kivonasa. A modszetatositott a hatdanyagok
bomlasmentes kinyerése. A szuperkritikus fluidoatsagai (denzitds, viszkozitas,
diffzid) alapjan képesek oldani az apolaros sdilanyagokat. Mindezek ellenére a
szuperkritikus fluidok nem tekinth# "szuper” szolvenseknek, mivel egyes szerves
vegyuletek folyadékban jobban oldédnak. Ezekbeesatekben célsZen hmérsékleti es
nyomas értékekkel a folyadék tulajdonsagait "utaiipragy vegé soron a szuperkritikus

fluidhoz kis mennyiségben polaros oldoszert adni.
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2. TablazatLignanok kivonasa és elvalasztasa Forsythia fagokb

Fajok Objektum Extrakcio E. h. | Elvalasztas Lignand (mg g Hivatkozsok
.europaea || .« reflux. MeOH TLC, oszlo’p_ fgen, pin, fill, pg!. Kitagawa és mtsai
. ovata kromatografia| argen, mat, arktiin, matgl 1988
: . . E. h. i argen (32,8-13,1); fgen (12,91 Rahman és mtsai
F. intermedia | Levél reflux. MeOH RP-HPLC 2.6): mat (11,0-0,8) 1990c
. intermedia | Sejtszuszpenzi4 AT MeOH E.h. RP-HPLC pal (1,4); matgl (10) ?gg&aﬂ es mtsal
: .| Levél u.d. MeOH E. h. i mat (5,3); pin (0,14) Schmitt és Peterse
intermedia | g o7 1szpenzid vizfirdsben RP-HPLC | 1hat (1,0-2.7): pin (0,6-0,8) | 2002a
: . . .1 u.d. MeOH jeges E. h. i o Schmitt és Peterse
. intermedia | Sejtszuszpenzid vizfiirdsben RP-HPLC mat (2,24); pin (0,86) 2002b
koreana ?illrlgeni f?ne£, Imat, pin, arktiin, | , |
Levél MeOH . PG, Matg Kitagawa és mtsai
. suspensa | -€V€ e n.l. fgen, pin, fill, pgl 1984
. viridissima argen, mat, arktiin, matg|
Levél argen (0,41)
. koreana Szar u.d. MeOH RP-HPLC argen (0,82) Choi és mtsai 2003
Szar SFE MeOH argen (0,90)
F. koreana Szar u.d. MeOH pr.izol. CPC argen; mat Kim ésain2006
. 0 pr. izol. , . .
F. suspensa | Termés u.d. 60% EtOH HSCCC fill Li és mtsai 2005
F. suspensa | Termés reflux. 50% MeOH RP-HPLC pal, fill, pimgen Gou és mtsai 2007
Roviditések: argen=arktigenin; CPC=centrifugélis geoszlasos kromatografia; E.h.=enzimatikus hidratiziEtOH=etanol;

fgen=filligenin; fill=fillirin, HSCCC=nagy sebesséfj ellendraml kromatogréfia; l.a.=liofilizalt anyag;mat=matairezinol;
matgl=matairezinol-glikozid; MeOH=metanol; n.i.=nensmert; pgl=pinorezinol-glikozid; pin=pinorezinol;pr. izol.=preparativ
elvalasztas; reflux.=refluxalas RP-HPLC=fordito&izisi magas nyomasu folyadék kromatografia; SFE¥exkuitikus fluid extrakcio;
TLC=vékonyréteg kromatografia; u.d.=ultrahangos idézgralas. Liofilizalt ndvényi mintakat alaklamktenindegyik esetben.
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Az SFE-t a lignanok kivonaséarasekor 1997-ben alkalmaztak (Lojkova és mtsai).
Munkajukban a magokbdl kiindul6 kivonas 96%-os katg/sagu volt, viszont a levélb
tortérd extrakcional csak 26%-0s, a Soxhlet berendezéssgtett lignan kivonashoz
viszonyitva. A Soxhlet készilékben a forralas soefpérolgd olddszer vonja ki a
hatéanyagot a novényi mintakbol nagy hatékonysagg@ézonylag hosszu éd
igénybevéve. Choi és mtsai (1998)d@rierséklet és a nyomas valtoztatdsaval névelték a
hatékonysagot, de csak igen kis mértékben. A €0Daz etanol egyuttes alkalmazasa
jelentbsen fokozta a levéd tortens kivonas eredmeényességét (Slanina és Glatz 2004). A
Forsythia koreanaermés, szar és levél kivonasa soran Choi és20€3) vizsgéaltak az
arktigenin kivonas hatékonysagat az SFE paramatkeraltoztatasaval. Az optimalis
metodika soran metanolt hasznaltak a széndioxielglgltt, 20:80 ardnyban.

A leirtakbdl kitinik, hogy ezen irodalmi adatok egymassal nem ¢sshetiek.
gy munkédmban szilkségessé valt e mddszerek optitésa és Osszehasonlitasa.
Kulonbos, nem egységes sejtfeltarasi modszereket alkallaata irodalomban a
ligndnok, s azon belll az arktigenin és arktiindkigsara. A kutatocsoportok nagy része
nem optimalizlta a kivonasi eljarasokat, illetve aptimalizalast végdr kutatok csak a
vizsgalt kivonasi eljarason belll folytattak Osszsdnlitd kisérleteket vagy olyan
extrakcios eljarassal vetették dssze a munkaiknedagiét, amit mas munkékban nem

alkalmaztak.

I1.5.2. Spektrofotometrias szinreakciok

A szinreakcién alapuldé spektrofotometrids mérésekgyszamu minta gyors
feldolgozasara alkalmasak. Emiatt a nagyobb poatuss viszont idigényesebb
kromatogréafidas modszerek hasznalatdt ehintaszam csokkehiszelekciora megfelétk
lehetnek.

A fenoloid tartalom és az antioxidans kapacitaskgpéototmetrias meérését
valasztottuk ki a HPLC mérésekkel nyert dsszeditgtintartalom becslésére, mivel az
Osszlignan tartalom meghatarozasara spektrofot@meszinreakcid6 nem ismert. Az

antioxidans kapacitas megbecstlésére alkalmasnalnilt az 6sszfenolid tartalom



meghatarozas szamos gyogynovény eseten, a kéealzéig kozotti szoros korrelacio
miatt (Liu és mtsai 2008).

A masodlagos anyagcsere termékek kdzott a fenddditltb csoportjaiba tartozé
0sszetetket azonositottak dorsythia fajokban. A flavonoidokat a viragsziromban
(Tokar és Klimek 1998, 2004) illetve a levelekbentattak ki (Kitagawa és mtsai 1984
€s 1988). Fenilpropanoidokat a termésben (Nish#811Guo és mtsai 2007, Kuang é€s
mtsai 2009) és a levélben hataroztak meg (Kitagesvantsai 1984 és 1988). A ligndnok
nagy aranyu jelenlétét levélben, szarban, terméskemajtasban is leirtak (2. tablazat).
Ezek alapjan feltételeztik, hogy Borsythia fajokban a lignAnok meghataroz6
mennyiségben fordulnak éela fenoloidokon belll. Emiatt az fenoloid tartalon@érése
alkalmas lehet az 0&sszesitett lignan tartalom beést, igy az tidgényesebb
kromatografidas modszereket meg#l elészelektalasr&orsythiafajoknél. A fenoloidok
mennyiségének meghatarozasara tobbféle spektrodtiids modszert alkalmaznak.
Ezek kozll a Folin-Ciocalteu reagenssel végzettrsakciot valasztottuk, mert ez a
fenoloid komponensek széles korét kimutatja, szendbepecifikus, egy-egy alcsoport
vizsgalatara szabott metodikakkal. A reakcio sadenoloid molekula redukalja a Folin-
Ciocalteu reagens foszfor-molibdén- és foszfor-fimaohsav komponenseinek keverékeét
molibdan- illetve wolfram-oxidda (Singleton és nit$899). A kialakult szin intenzitasa
a reakcioban résztvév fenoloid molekuldk mennyiségével egyenesen aranyos
koncentracio tartomanyban.

A fenoloidok, kilénésen a flavonoidok csoportja istzerten efs antioxidans. A
Forsythia fajokban nagy mennyiségben terdoél lignanok antioxidans kapacitaséat
mindegyik ligndn komponens esetén igazoltak a kktéim és mtsai 2003; Yamauchi
és mtsai 2006; Chen és mtsai 1999; Jong és Chd). 28k alapjan feltételeztiik, hogy
a fenoloidok csoportjan belll az antioxidans hathgdanok jelents mennyiségben
vannak jelen & orsythia fajokban. igy az antioxidans kapacitast vizsganeakcio
alkalmas lehet @orsythia fajok dsszesitett lignantartalmanak becsléséreeléerjedt
antioxidans kapacitast ntéreakciok kdzil a FRAP (Ferric Reducing Ability Blasma:

A plazma vasion redukald képessége) mérést taldlak munkankhoz a
legmegfelebbbnek. A gyakran alklamazott metodikdkat, ORAC (@ety Radical
Absorbance Capacity: Oxigén gyok abszorbedlé ké&pgsIEAC (Trolox-equivalent
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Antioxidant Capacity: Troloxban kifejezett antio&its kapacitas), és DPPH (2,2-difenil-
1-pikrilhidrazil komponenssel végzett antioxidanspécitas mérés ), irodalmi adatok
segitségével hasonlitottuk 6ssze (Cao és Prior; 1888k és mtsai 2007). Az ORAC és
TEAC metodikak a reakcio soran kédptt oxidativ gyokok géatlasan alapulnak. Ezzel
szemben a FRAP és a DPPH eljaras az antioxidatasianolekulak azon tulajdonsagat
méri, hogy milyen mértékben képesek redukalni szimedativ formékat, a FRAP esetén
Fe’* ionokat F&" formava redukélni (Benzie és Strain 1996). A FRA®nhnyen
kivitelezhe®, olcso és gyors modszer a gytkfogo képesség mérésgzont nem képes
detektalni az SH csoportot tartalmazd molekuldkat ORAC eljarast magas diyénye,

a TEAC modszert drdgasaga és a mérési korulméilyeldlo es fuggssége
nehézkessé teszi. A DPPH moddszersasban hidrofob mintak mérésére alkalmas
(Floegel és mtsai 2011), emiatt nem volt megéelak alkoholos levél kivonataink
vizsgalatara. Ezek alapjan a levél kivonatok antiéms kapacitdsanak meghatarozasara a

munkankban a FRAP mddszert véltik alkalmasnak.
[1.5.3. Lignanok azonositasa és meghatarozasa eladktasi technikakkal

A Forsythiafajok lignanjainak méréseére, detektalasara Kitagés® munkatarsai
hasznéltak ékszor a HPLC készuléket 1984-ben, viszont a munksgran mennyiségi
meghatarozast nem veégeztek. A tobbi kutatbcsopértpontos mennyiségi adatokat is
kozolt. Altalanossagban elmondhatd, hogy a lignaas&tén a forditott fazisi HPLC
esetén vigelegykeént inkabb a vizes oldat és acetonitril eiégykalmaztak a viz-metanol
eleggyel szemben, mivel a kromatogramokon megjetsacsok jobban elkiloniltek. Az
UV detektalds szelektivitasa és érzékenysége B#tal&@legend a lignanok mennyiségi
meghatarozashoz, viszont a kis mennyiségbéifioreluld lignanok méréséhez mar
masféle detektalasi modszer (példaul MS) alkalmazaszikséges (Choi és mti 2003).

A gazkromatogréfids mérés esetén a vizsgalatot Idegn szarmazékkészités (a
leggyakoribb trimetil-szilil) szikséges, mivel grnéanok nem illékonyak. Emiatt a GC
alkalmazédsa itigényesebb a HPLC specidlis mintaékészitést nem igényl
modszereneél. Bar a lignanok esetén mar 18bBasznaljak (Ayres és Chater 1969) a GC

késziléket, &orsythiafajok lignanjainal elészor csak 2001-ben alkalmaztak (Heinonen
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és mtsai 2001). Az eli@kromatografias modszerek parhuzamos alkalmazagadaveli

a vizsgalatok pontossagat és megbizhatésagat ii8lasiGlatz 2004).

Il. 6. Az Arctium lappa aCentaurea scabiosas aForsythia fajok
botanikai és kémiai jellemzése

A vizsgalt fajok Iényegi jellentdt emeltem ki a botanikai leirds soran, amely
Simon Tibor (1992) és Danos Béla (1997) munkéipulla

A Centaurea scabiosas azArctium lappaa Csoévesviragu fészkesek csaladjaba
(Asteraceae) tartozik, mely az egyik legfajgazdéagatsalad, tagjai mindegyik
kontinensen megtaléalhatoak.

A Centaureanemzetség tagjai két tenyeszidejszort levelallasu lagyszaru
novenyek. A fészek szegélyén nagyobb, ferde tidesérmedd viragok vannak.

A Centaurea scabiosaa vastdi imola pikkelyfiggelékei a nemzetségen beldl
nagyok, fekete foltjai a pikkelyek hatat kissé tgkafekete szegélyei vastagabban futnak
le, rojtjai hosszabbak. Cserjésekben, bokdididn és szaraz gyepekers dhj. A
masodlagos anyagcsere termékek kozul 25 féle poiliéiat, 4 féle polién aldehidet és
egy flavonoidot, az apigenint izolaltdk a faj gyial, fold feletti részédl, illetve a
virhgzatabol (Andersen és mtsai 1977). A ligndnakeik az arktigenin, hidroxi-
arktigenin, matairezinol és a matairezinozid meségét hataroztdk meg Ferguson és
munkatarsai (2003).

A Arctium nemzetség fajai két tenyészitlejlagyszard novények. Karos
gyOkérzettel ésétevélr6zsaban allo levelekkel rendelkeznek, fésiddabyeinek csicsa
horgas.

A Arctium lappa a kozonseéges bojtorjamagy lemeit, akar 50 cm-es,
téleveleinek nyele tomor, a szarlevelei kisebb nigletviragzatdnakdaga satorozo és a
fészek kocsanya 3-10 cm. A biborlila viragokat lba@ fészekviragzata 3-3,5 cm-es, ami
a nemzetségen belll nagynak tekintheByom- és artéri tarsuldsokban gyakori faj.
Hat6éanyagainak kdszonléen szerepel a faj gyokere a Magyar nemzeti szalmkany
gyogynoveny- és drogjegyzékében, Bardanae radieméde hazankon kivil Eurépa
szamos orszagaban is alkalmazzak gyégynovénykédidA([HEMPC/246764/2009). A
gyOkér anyagcsere termékei kozott megtalalhaté natini nyalka illéolaj, poli- és
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kéntartalmu acetilének, polifenolok, lignanok észtéerinek. A hatéanyagok vizsgalata
soran a termésében az arktiint, az arktigenint dmiktigenint azonositottdk (Hoon és
mtsai 1994). Az arktiin és az arktigenin mennyiségé €és munkatérsai hataroztdk meg
(2010). Ferracane és munkatarsai (2010) a faj rbagj&lorogén savat, kavé savat,
cinarint, lappaolt (A, C és F), arktigenint, arktiiés matairezinolt mértek. A névény
tobbi szervében is hasonlé komponenseket azorntagita gyokérben klorogén savat,
kavé savat, cinarint, kvercitrint, arktiint, kveticeé és luteolint, a levelében klorogén

savat, kavé savat, cinarint, kvercitrint, arktilkdercetint, rutint és luteolint mértek.

A Forsythia fajok kozkedvelt és kozismert cserjek. Az aranglaevezést a
tavasszal nyil6 sérga viragukrol kaptak. A nemzgsdatinul a Kirdlyi Kertészeti
Tarsasag (Royal Horticultural Society) egyik alagégjarél, William Forsyth-rél (1737-
1804) nevezték el.

Az Olajfafélek (Oleaceae) csaladjaba tartdzdrsythia nemzetség tagjai 2-3
méter magasra néwliszcserjék, amelyek hajtasainak belseje Ureggyg vél tolti ki. A
4-10 cm hosszu levelek atellenesen allnak, hosszilfasdad vagy hosszikas landzsas
alakuak, a hosszu hajtdsokon harmasak. A sarggokirénelyek szine a zoldessargatol a
mély narancssargaig valtozhat, lombfakad&st elyilnak a levelek hoénaljaban egy-
hatosaval. Termésukémemnti vagy kemeény, kétkopacsosooss tok, amely szarnyas
magokat tartalmaz (Simon 1992).

A Forsythia ovataNakai, koreai cserje, amelynek vasigelfelé tornek és kozép
sarga virdgai altalaban egyesével dajlek ki a hajtason. Hatbéanyagai kozul a
fenilpropanoid akteozidot, a flavonoid rutint, flle a matairezinol, matairezinozid és
arktiin lignanokat azonositottak (Kitagawa és mi88).

A ForsythiasuspensgThunb.) Vahl, bokol6 aranyfa, Kinabdl szarmazérjes
ahol el$sorban gydégyndvenyként hasznaljdk évszadok otaivézen lehajlo vessin
paraszemolcsok taldlhatdak. Virdgai élénksargddisebb csoportban nyilnak. Kinaban a
terméseét alkalmazzak drogként ,Laogiao” néven egttellapanban és Koredban is
elterjedt gyoégynovény (Wang és mtsai 2009). A fajmesében Nishibe (1994)
szuszpenzazidot (suspensaside), forzitiazidot (fueside), pinorezinol-glikozidot és

fillirint mutatott ki. Ezt ebsitték meg Guo és munkatarsai (2007) mennyiségi
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meghatarozassal, amelynél R/S-szuszpenzazidotefssagide), S-szuszpenzazid-metil-
étert, szuszpenzazid A-t, forzitiazidot (Forsytida$, rutint, pinorezinolt, pinorezinol-
glikozidot, epipinorezinolt, epipinorezinol-glikaint, filligenint és fillirint mértek. A
fillirin mellett két Gjabb lignant, a forzitialan &s B (forsythialan) molekulakat is leirtak
a termésben (Piao és mtsai 2008). A filligenidirifil és forzitiazid tartalom mellett az
izolaricirezinol és a liankiaokszinzid A (liangidogide A) mennyiségét is meghataroztak
a termésben (Kuang és mtsai 2009). A termésbemdblan leirt feniletanoid glikozidok
mellett hdrom Ujabb glikozidot (forzitiazid H-J)amsitottak (Wang és mtsai 2009). A
lignanok, flavonoidok és feniletanoidok képvisalkivil triterpéneket is azonositottak a
termésben (Rouf és mtsai 2001). A levelek kémiazsgaélatdban feniletanoid
komponenseket, a szuszpenzazidot (suspensasida) fészitiazidot (Forsythiaside),
flavonoidot, a rutint, valamint lignanokat pinoreait, pinorezinol-glikozidot, filligenint
és fillirint azonositottak (Kitagawa és mtsai 19&$1988). A viragban fillirin,
pinorezinol-glikozid, forzitiazid, rutin és pektpoliszacharidok mellett triterpén savakat
(urzolsav és oleanolsav) is kimutattak (Tokar émkk 1998).

A Forsythia viridissima Lindl., zdldagu aranyfa, szintéKinabol szarmazo,
viszonylag alacsony novekedésserje, amelynél a vesde felallok és az élénk sarga
virhgoknak gyakran zoldes arnyalati vannak. A lekdtémiai 0sszetételének elemzése
soran akteozidot, rutint, illetve matairezinolt, taieezinozidot, arktigenint és arktiint
mutattak ki (Kitagawa és mtsai 1984 é€s1988). Nisliil994) akteozid, matairezinozid és
arktiin mellettp-hidroxi-akteozodot is azonositott a faj terméselfetevélben forzitidot
(Forsythide), egy iridoid szarmazékot is leirtakuka és mtsai 2009). A viragban
lignanokat (arktin és matairezinozid), flavonoidbk (rutin és izokvercitrin),
feniletanoidokat (akteozid, urzolsav é%szitoszterol) mellett viaszt é€s szamos
poliszacharidot aznositottak (Tokar és Klimek 2004)

A Forsythia x intermedia(Zabel) két Kinabol szarmazo fdf.(suspensasF.
viridissimg hibridje. Eurdépaban, a kertekben és a parkoklggn igyakran Ultetett
diszcserje. Nagyobb ternietserje, amelynek vessZelfelé tornek és nagy, meély sarga
virhgokat nagyobb csoportban hordoznak tavasszahnf@n é€s munkatarsai (1990c)
masodlagos anyagcsere termékek kozul a rutin, reataol, arktigenin, pinorezinol és

filligenin mennyiségét hataroztak meg levélbenrlsaa és termésben.
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II. 7. A Forsythiafajok szOovettenyésztése

Az intakt novényekdl nyerik ki leggyakrabban a hatéanyagokat, viszanin
vitro novényi sejttenyészeteket is egyre szélesebb kOdlkalmazzak, mivel ez a
technologia szamosdilnyel rendelkezik (Petersen és Alfermann 2001; &\ge mtsai.
2002; Fuss 2003). Tobbek kozétt a sejttenyésztggetien a foldrajzi, klimatikus és
szezondlis hatdsoktol. Emellett steril korilménkekott hozhato 1étre és tarthatd fenn az
in vitro kultdra, igy biztositott, hogy nem tartalmaz szaem nehézfémsokat,
herbicideket, peszticideket vagy inszekticidekefadasul a sejtkultirakban lebstg
nyilik 4, az intakt névényben nem szintetizalédolekulak eballitaséara is.

A hatéanyagok éhllitAsahoz am vitro technoldgiat a nagyléptékermentalasi
eljarasokban alkalmazzak. A nagyléptétermelés sordan a hatékonysag érdekében
optimalizéljak a névenyi tenyészetek sejttomeg-ggadasat €s a hatbanyag produkciojat
(Payne és mtsai 1987). A termelés szempontjabdbsomogy ismert legyen mikor éri el
a két folyamat a maximumat a tenyésztésbnidbellil, mert ezek segitségével
ndvelhed a biomassza illetve a hatbanya@adlitas hatékonysaga. A termelés folyamatat
altalaban két fazisra osztjak, azéetzakaszban a biomassza mennyiségét névelik, majd a
masodik szakaszban a maximalis hatéanyag-termelésrkednek. Az efsfazisban a
maximalis sejttomeg-gyarapodas érdekében egy ecddra optimalizalt gy nevezetett
fenntartd tapkozeget alkalmaznak. A mésodik fazisla Ugy nevezett hatdanyag
termeb tapkdzeget hasznaljak, amit a maximalis termelégtienalizalnak.

A Forsythia nemzetségen belll &&z6r 1982-ben dorsythia suspenséajbol
hoztak létrein vitro kultirat morfologiai vizsgalatok céljabdl (Bades éntsai 1982,
Dewick 1994). Hszo6r 1998-ban vizsgéltak a masodlagos anyagcsestek, a
feniletanoid szarmazékok termidesét kallusz tenyészetben (Yamamoto és mtsai 1998)
Az altalunk is vizsgalt lignanok kozul a fillirinl@&llitasara a faj kallusz tenyészetét
alkalmaztédk (Liu és mtsai 2003) kulonldohormonosszetétielMS taptalajon, fényen
fenntartva a tenyészetet. A legujabb kutatasokbam matoanyag-termelés céljabal,
hanem mikroszaporitdsra alkalmaztak ennek a famaknyészeteit (Wang és mtsai
2010).
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Rahman és munkatarsai (1990b) vizsgaltélszir aForsythiax intermediafaj
sejttenyészetének masodlagos anyagcsere termelgsséttobbi kutatécsoport kalluszt
inditott levéldl, szarbdl és hajtascsucsbol, Gamborg’'s B5 (B5),it&\¢h valamint
Murashige és Skoog (MS) kulonkibrapkdzeg véaltozatain. Kallusz, illetve szuszpeszid
sejttenyészet lignantermelését fokoztak a taptadhgjrmon és A&svanyi anyag
0sszetételének valtoztatasaval, illetve a megvéagal.

Schmitt és Petersen kutatocsoportja is fokozta@hgag-termeléstBorsythiax
intermedia sejt- és szOvettenyészetben taptalaj cukor tadtedi valtoztatasaval és
elicitorok alkalmazaséaval. (Schmitt és Petersen2280és b). A fajon belul a fajtat
egyedul ez a kutatécsoport jeldlte meg cikkében.Férsythia x intermedia faj
szuszpenziés tenyészeteit leginkabb a lignanokzbitézis Gtvonalanak feltdrasa soran
hasznéltak (Rahman és mtsai 1990a, Katayama és188&% Ozawa és mtsai 1993).

A Forsythia viridissimaaj kallusz kultdraban feniletanoid szarmazékokigsan

glikozidok termebdését irtak le Yamamoto €s munkatarsai (1998).
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[1l. Célkit tizések

A ligndnok gyogyaszati szempontbdl igen jetentndvényi masodlagos
anyagcsere termekek, viszont nagy hatékonysagetdsiik és éhllitasuk nem minden
esetben ismert, ezért a doktori értekezésben tiethiik ki:

Hatékony lignan kinyerés ésodllitds érdekében a lignanok azonositasat és
mennyiségi meghatérozdsat magas lignantartalmdktim@venyi mintakban és a
lignantermelés fokozasafForsythia fajok és fajtak in vitro sejttenyészeteiben,

nagylépték fermentacios termelés céljabal.

Céljaink % vonalakban:

1. Hatékony kivonasi és analitikai moddszerek kidolgdta a lignanok
vizsgalatahoz.

2. Forsythia fajok és fajtdk lignantartalmdban megjelen kilénbség
meghatarozasat.

3. In vitro sejttenyészetek l|étrehozas&brsythia fajokbdl és fajtdkbdl és
lignantartalmuk fokozasat.

4. A fény hatdsanak a vizsgalatatrsythiaszuszpenziés kulturaiban.

Céljaink részleteiben:
1. Alignanok vizsgalatahoz hatékony modszerek kidoégat:

a) megfeleb kivonas kivalasztasa haromféle extrakcios eljésanégyféle
kivond elegy kombinacidjanak vizsgalatavaFarsythia x intermedia
levél kivonatanal,

b) elészelekciéra alkalmas spektrofotometrias mérés keeeaz fenoloid
tartalom és az antioxidans kapacitas meghataroabsa¥orsythia
fajokban és fajtakban

c) pontos analitikai médszer fejlesztéese HPLC-UV, HHESPI-MS és
GC-MS modszerek esetéerctium lappa Centaurea scabiosa

terméseiben ésorsythiafajok leveleiben.
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2. A Forsythiafajok és fajtak leveleiben a lignandsszetétel dgréntartalom
mennyiségi meghatarozasat, a tovabbi munkakbamnakatt optimalis fajta
kivalasztasa céljabol.

3. A Forsythia kallusz- és szuszpenziés kulturdk létrehozasatvel a
szuszpenzios kulturdk hatdanyag-termelésének aésléd:

a) tapkdzegek modositasaval, kilonbdzormon, cukor illetve asvanyi
anyag mennyiségek alkalmazasaval,
b) megfeleb fajtak kivalasztasaval.

4. A Forsythiaszuszpenziés sejttenyészetben a fény indukaltdifeejenciacio

és a lignantartalom kozotti 6sszefliggeés vizsgdiwgvilagitas idtartamanak

valtoztatasaval.
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I\V. Anyagok és modszerek

IV.1. Anyagok

A lignan standardok (arktigenin, arktiin, matairezdi és matairezinol-glikozid), a
szinreakcion alapul6d spektroszkdpiai méréseknéblm-Eiocalteou reagens és a TPTZ
(2,4,6-tripyridyl-s-tirazine) a Sigma céytszarmazott (Sigma-Aldrich Co. St. Louis,
USA). A munka soran hasznalt egyéb vegyszerek a&kezgbl szarmaztak (Reanal
Finomvegyszergyar ZRt. Budapest).

IV.2. Novényi mintak

Vizsgéalatainkhoz az alabbi névényfajokat és fafiatkasznaltuk:

e Arctium lappa

» Centaurea scabiosa

» Forsythiax intermediaZabel
0 ’'Beatrix Farrand’

‘Golden Nugget’

‘Karl Sax’

‘Lynwood’

‘Melisa’

‘Minigold’

‘Primulina’

‘Spectabilis’

© O O O o o o o

‘Spring Glory’
0 ‘Week-End’
e Forsythia ovataNakai
0 ’'Robusta’
o ‘Tetragold’
* ForsythiasuspensdThunb.) Vahl

» ForsythiaviridissimaLindl
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Kisérleteinkhez a fenti ndvények termésgitcficum lappa, Centaurea scabigsa
vagy leveleit Forsythia sp hasznaltuk. AZArctium lappaérett terméseit augusztusban a
Forsythialeveleket virdgzas utan, aprilis végérigyttiik a Budapesti Corvinus Egyetem
Kertészettudomanyi Karanak Botanikus Ker¢jebA Centaurea scabiosterméseket a
francia B and World Seed cégtasaroltuk.

Minden esetben figyeltink arra, hogy megfé@lazami mintat gjjtsink és
véletlenszdien kivalasztott egyededr torténjék a mintavétel, hogy elkerilhessik a
mintvételldl szarmazo, a kébbi mérések soran megjetereltéréseket. Termeések
esetében minimum 6 egyéttortént a begjtés, a leveleknél 3 egyeira csucsi kb. 30
cm-es hajtasvégedlt A leveleket 4 6ran belll lefagyasztottuk majdfilizaltuk annak
érdekében, hogy megakadalyozzuk a lebonté folyameiodulaséat és a lignandsszetétel
esetleges véltozasat.

IV.3. NOvényi szOvettenyésztes
IV.3.1. Forsythiakallusztenyészet Iétrehozasa

A Forsythia levél darabokat (10x10 mm), 20 (v/v) %-os néatribipeklorit
oldattal 5 percig majd 70 % (v/v) etil alkohollal75percig sterilizaltuk, ezutdn haromszor
mostuk steril desztillalt vizben. Ezt kdgeh mindegyikForsythia fajbdl és fajtabol
harom Petri csészébe helyeztiink mintakat, Petszésd&ént hat levél darabot. B5 szilard
taptalajt (0.5 mgt 2,4-D (2,4-diklérfenoxiecetsav), 8 ¢ lagar, 30 gt szacharéz)
hasznéltunk a kallusz inditasdhoz (Gamborg és m@a8; Flggelék). A kalluszokat
sotétben tartottuk fenn szoldmhérsékleten (20-25C) és 3 hetente friss tapkozegre

helyeztlk at.

IV.3.2. Forsythiaszuszpenzios sejttenyészet fenntartasa

A B5 taptalajon indukalt kalluszokat fenntartasjadbl B5 és Murashige-Skoog
taptalajon névesztettik tovabb (Murashige-SkooR186iggelék). A sejtszuszpenzidkat
stabil, folyamatosan fenntartott kalluszokbdl inttitk el 100 ml folyékony tapkozeget
tartalmaz6é 250 ml-es Erlenmeyer lombikban, a kiladu taptalajnak megfelétn.
Minden kalluszbol minden esetben harom sejtszusz@emditottunk. A kalluszokat
harom illetve a szuszpenzidkat kéthetenkeénti &séthtartottuk fenn. A sejtszuszpenziok
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egy részet folyamatos s6tétben, mig mas részeészetes megvilagitds mellett tartottuk
és 110 rpm sebességgel razattuk (G10 Gyrotary $halew Brunswick Scientific,
Edison, N.J. USA).

IV.3.3. A munkaban hasznalt taptalaj kombinaciok

A sejtteszészet lignantartalmanak fokozasa érdekéhegzett taptalaj
optimalizacié soran az Murashige-Skoog taptalaptwr, cukor illetve asvanyi anyag
tartalméat véaltoztattuk meg.

Irodalmi leirds alapjan valasztottuk ki a hormonr@sstelt a taptalaj
optimalizaciéhoz. Ennek soran, 3 féle auxint, iedetsavat (IAA), naftalinsavat (NAA),
2,4-diklorfenoxi-ecetsavat (2,4-D) és egy fajtaokimint, kinetint alkalmaztunk (3.
tablazat).

3. tablazat A taptalaj optimalizacio soran alkalmazott hormesbetételek.
Jelolések: Alkalmazott taptalaj valtozatok: B5, M8FSB, MSC; Alkalmazott hormonok:
IAA: indol-3-ecetsav, NAA: naftilecetsav, 2,4-D4-Bliklorfenoxiecetsav.

Taptalaj | Hormonok (mg ™) Hivatkozasok

valtozatok | IAA NAA 2,4-D Kinetin

B5 0.5 Paska és mtsai 1999

MSA 2 0.2 Rahman és mtsai 1990b
MSB 1 2 0.2 Petersen és Alfermann 1988
MSC 1 0.1 0.2 Orban és mtsai 2008

A taptalaj optimalizacioban a hormondsszetételgatata soran az MSA taptalajt
talaltuk megfeldinek a szuszpenziés kultdra lignantartalmanak fok@za Emiatt a
tovabbi taptalaj optimalizacidos kisérleteinkben MSA tapkdzeget alkalmaztuk. A
taptalaj szachar6z, mennyiségét noveltiik az er&@feq ' (MSA Sz30) kétszeresére
(MSA Sz60) és haromszorosara. (MSA Sz90).

A tapkozeg asvanyi anyag, makro- és mikroelemeimekinyiségét az eredeti
felére (MSA A1/2) és harmadara (MSA A1/3) csokkétite
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IV.3.4. Az dkalmazott megvilagitasok

rrrrr

kivantuk elemezni a megvilagitasi kisérleteinkb&rzekben harom féle csopor
alakitottunk ki. Az el§ csoportban a jttenyészeteket sttétben tartottuk fenn. A mas
esetben a kultGrakat B pmol n?s? intenzitdst természetes fény vilagitotta n
amelynél a megvilagitasi dtartam és intenzitas az évszakok és napszakokns
valtozott. A harmadik csoportban féissvel (Tungsram Warm White) vilagitottuk me
sejttenyészeteket (30 pmol?s?) (4. bra). Ebben az esetben haromféle megviki
periodust, 4/20; 8/16; 12/12 ¢6éra Fény/Sotét pesbddalkalmaztunk. Mindegyi
csoportnal 6 héten at tartottuk fenn a enyészeteket és kéthetente vettiink mint
Munkank sordn a fény jelenlétének illetve a hiamana sejtkultdare
fényen fenntartott sejttenyészetek segitségévedgaltuk. Viszont a fény hatasan
pontosabb megismeréséhez pontos paraméterekkeingdhet féenycsvel tortérd
megvilagitast hasznaltunk, tovabbi részletekértbfisle megvilagitasi periddusid

alkalmaztunk (Smollny és mtsai 199

1.0 | -

0.8 | .

0.6 | =

intenzitas

Rel.

ol 0 A
350 450 550 650 750 850

Hullamhossz (nm)
4. dbraTungsram Warm White fényicemisszids spektrum
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A fenycdvel veégzett megvilagitas kontrollalt koérilményekbiztositott a
természetes fényen tortemenntartdshoz képest, mert ebben az esetben ailaggtas
ideje és a fény spektruma is pontosan ismert. Avd#€n ereje kozel kétszerese a
természetes fényének, ami még nem valt ki fotodigiat, viszont fotoszintetikusan
aktiv, f6leg a kék tartomanyban (443 nm) emittalt fény miatvoros tartomanyban (600
nm felett) emittalt fény intenzitdsa kicsi, ezéféaycsovek htermelése elhanyagolhato
(4. abra).

IV.3.5. A sejkultira 6ssztdmegének gyarapodasa, angvekedési goérbe”

vizsgalata

A novekedési gorbe elkészitéséhez egyforma mergiyisianokulumot
helyeztiink adott mennyisédolyékony taptalajba a kisérlet elinditasanal.

Forsythiax intermediaesetén 1 gramm sejtszuszpenziét 100 ml folyékonAMS
Sz30 taptalajt tartalmazo 250 ml-es Erlenmeyer igb@ (24 db) helyeztiink, amelyeket
természetes fényen tartottunk fenn.

A F.i.'Week End’ esetén 0.5 gramm innokulumot tettlinkriGolyékony MSA
SZ90 A1/3 taptalajt tartalmaz6 100 ml-es Erlenmégatbikba (24 db). A sejtkultirakat
fénycs alatt neveltik napi 8 6ras megvilagitast alkalnsaf®16S = napi 8/16 6ra
Fény/Sotét

Mindegyik novekedési gorbe készitésénél 21 napoeskdll gyjtéttik be a
mintakat és vizsgaltuk am vitro kultirék sejttémeg gyarapodasat. A névekedésiagorb
adatait 3 naponként 3 lombik beigfgséevel kaptuk, amelyeket 100 ml tapkdzegre
vonatkoztattunk. A szuszpenziok béggsekor vakum sés utan mértik meg a friss
tomeget. A névényi anyagot mélitibe helyeztik, majd fagyasztas utan liofilizaltuk

(100 ¢ran at), ezt kowgn allapitottuk meg a szaraz tomeget.

IV.4. Mikroszkopos vizsgalatok
IV.4.1. Fluoreszcencia mikroszképos vizsgalatok

A szuszpenzios kultira kUlonallé sejtjeit és néhaiy sejtldl felépul

aggregatumait vizsgaltuk fluoreszcencia mikroszkbp(Olympus BH-2-RFCA). A
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sejtkultarak részletedt 20-as nagyitasban, kék gerjéstényt alkalmazva készitettiink
képeket.

I\V.4.2. Elektronmikroszkopos vizsgalatok

A transzmissziés elektronmikroszkdépos vizsgalatakhasejtszuszpenzidé néhany
mm atmééjii aggregatumait alkalmaztuk mintaként, igy bizt@savixalészer egyenletes
€s gyors penetracidjat. A glutaraldehidben (2%ra3 és ozmium-tetroxidban (1%, 2 6ra)
fixaltuk, 70 mM foszfat-puffert (pH 7,2) alkalmazva fixalt anyagot etanol (25; 50; 70;
90; 96; 100 %) sorban dehidrataltuk. Ezt kéeet propilénoxidban, Durcupan ACM I. és
propilénoxid keverékben, majd 16 orat Durcupan AGCMen inkubdltuk a fixalt
mintakat. Ezutdn Durcupan ACM ll-be keriltek a rakpt majd 2,5 napig 66C-on
polimerizaltattuk a rfigyantat. Az ultravékony (70 nm) metszeteket Reicheng
ULTRACUT E ultramikrotommal (Bécs, Ausztria) késtttik. A mintdkat Hitachi 7100
TEM (Tokio, Japan) mikroszkoppal vizsgaltuk, 75 gybrsitofesziltség mellett.

IV.5. Kémiai analizis
IV. 5.1. Lignan extrakci6

Az irodalom nem egységes a lignanok feltarasaratkozé modszereket ilién.
Annak érdekében, hogy a leghatékonyabb modszerakgtalaljuk, dsszevetettik az
irodalomban leggyakrabban alkalmazott modszerelsetkignonoszereket. A harom
leggyakrabban hasznalt modszert (szonikalas, r@tisx SFE) hasonlitottuk 6ssze,
kombinélva négy féle kivono eleggyel, 100 % (v/¢) & % (v/v) etil- ill. metanollal.
Forsythiax intermedialevélmintan végeztik el a kivonas optimalizalégy, egyuttesen
12 féle kivonasi eljarast vetettiink dssze.

Minden esetben a novényi anyagot métgbe helyeztik, majd -20 °C —on
tortérd fagyasztas utén liofilizaltuk, 5 napig (Jenconseze Dryer, Bedfordshire, Nagy-
Britania). Az igy kapott vizmentes levélmintakatzimozsarban poritottuk el, majd 0.20
gramm tomeg részletét hasznaltuk fel mindharom kivonasi modsde

Az el modszerben, az ultrahangos dezintegralas (Szasik&Boniprep 150)
soran a levélmintat 5 percig tartuk fel 5 ml kivoelégyben, amelyet jeges vizfalen
hiitéttink. Az el$ szonikalas utan az oldatot 4000 fordulatszamoerdig centrifugaltuk
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majd a fellliszé ledntése utan a lellepedett resszefeltarast meg kétszer

megismételtik. A feluliszokat 6sszéggttik és 15 ml-re kiegészitettuk.

4. TablazatA kivonasok optimalizalasa soran dsszehasonhtotiszerek és kivondszerek
kombinacidja. Kivonasi eljarasok: Szonikalas: ultengos dezintegralas; Refluxalas:
visszafolyds #6 melletti forralas; SFE: szuperkritikus fluid G@al tortens extrakcio.

Kivondszerek: 100 % EtOH, 60 % EtOH, 100 % MeOHY6MeOH.

Kivonasi Kivonoszerek

eljarasok 100 % EtOH 60 % EtOH 100 % MeOH 60 % MeOH
Szonikélas + + + +
Refluxalas + + + +

SFE + + + +

Masodik esetben a visszafolyostd melletti forralasnal (Refluxalas) a mintat 1
oran at forraltuk 5 ml kivonoszerben. Ezt a kivarépést kétszer ismételtik, igy 15 ml
0sszegyjtott feltluszot kaptunk.

A harmadik eljarasnal a szuperkritikus C@al torte extrakcié (SFE) 30.4 MPa
nyomason és 40 °C-on tortént Choi és munkatarddiéoek nyoman (2003). A
homérsékletet ékisérleteink soran allapitottuk meg. A mintatarehger bels térfogata
0.5 ml, s#réjének porusatméje 0.4 mm. A készulék (ISCO SFX 2-10, USA) egyik

pumpaja CQOt tartalmazott, a masik a négy féle alkoholos kivelegyek egyiket, a
CO//alkoholos kivondszer aranya 75/25 (viv). A feltideje 30 perc statikus, majd

szintén 30 perc dinamikus fazisbdl allt, mely utobbakasz hosszatdizsgélataink
alapjan hataroztuk meg. Az aramlasi sebesség 1l/pernl volt. Az Osszedytott

kivonatot 15 ml-re egészitettuk ki.

IV.5.2. Fenoloid tartalom meghatarozas

Singleton és munkatarsainak (1999) cikkében ldjérast alapul véve, Folin-
Ciocalteu reagens segitségével hataroztuk meg ginknfenoloid tartalmat. A vizsgalt

minta fenoloid tartalmanak hatdsara megjélerszint 30 perc elteltével,
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spektrofotométerrel (Pharmacia LKB) mértik 700 nmés standardként galluszsavat
hasznaltunk (Turkmen és mtsai 2006).

Reagens

= 80 ml O

= 5 ml Folin-Ciocaltue reagens (foszfor-wolframsavaszfor-
molibdénsav keveréke)

= 15 ml 20 % (m/v) NaHC®oldat

Egy minta vizsgalatahoz 5 ml reagenst €s 1 ml aizsglo kivonatot hasznaltuk.

IV.5.3. Antioxidans kapacitds meghatarozasa (FRAP)

A mintaink antioxidans kapacitasat a FRAP reagdrssdroztuk meg Benzie és
Strain (1996) cikke alapjan. Ezen reakcié sorarparé¢ utan kialakulé szint mértilk meg

spektrofotometriasan 593 nm-en. Standardként alsiisavat hasznaltunk.

Reagens
= 20 ml 3 mM Acetét puffer, pH=3,6

= 2ml10 mM TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-tirazine) 40 mMCI
oldatban
= 2 ml 20 mM FeGXx6H,0

FRAP reagenshh 3 ml-t felmelegitettik 37 °C-ra, majd a kivont ntakbol 10 pl-t

hasznéltunk fel egy-egy vizsgéalathoz.

IV.5.4. Osszklorofill tartalom mérése

A sejttenyészet 0,2 g friss tomegét 4 ml metandldlC-on, dérzsmozséarban
eldorzsoltuk és centrifugéltuk 5 percig (4000 rpm)feliliszéban a klorofill-a és b
pigmentekhez tartozé adatokat spektrofotométerégtith 665.2 és 652 nm-n. A klorofill
tartalmat Porra és munkatarsainak cikke alapjamslték ki (Porra és mtsai 1989), a
kovetked egyenletek alapjan:

Kl-a = 16,29 * Eg52— 8,54 * Bs20

Kl-b = 30,66 * Es20— 13,58 * Egs.2

Kl-a + KI-b = 22,12 * B0+ 2,71 * Bgs 2

IV.5.5. A szuszpenzios kultarak fluoreszcencia spétoszkopiai vizsgalata

Az szuszpenzidés kultdra 0,2 g friss tdmegét 50%) (glicerint és 50% (m/v)
szacharozt tartalmazé PHPO, — KH,PO, pufferben (pH 7.2), 0°C-ra Hitott
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dorzsmozsarban homogenizaltuk. A homogenatumote) gézlapon megseik, majd
fluoreszcencia mécsovekbe pipettaztuk

A fluoreszcencia emisszids €s gerjesztési spektkatndobin Yvon — Horiba
Fluoromax 3 (Parizs, Franciaorszag) tipusu spdktyométerrel mértik.

Az emisszids spektrumok mérése kdzben a mintakkalyy nitrogénben voltak.
Az emisszios és gerje$ztés nagysagat 2, illetve 5 nm-re allitottuk. Ajgszty fény
hullamhossza 440 nm volt. Az adaiiggs 0,5 nm-enként tortént. Az integraciosé @1 s
volt. Mintanként 3 spektrum éatlagat szamoltattuktomatikusan a fiszerrel. A
méréseket 3 kilonbéz szuszpenzids kultdrabol vett mintan ismételtik még
emisszios spektrumokat korrigaltuk a spektrofluogten hullamhossz flggvényében
valtozo érzékenységére.

A spektrumokat SPSERV V.3.11 programmal (Bagyinksalida, MTA SZBK
Biofizikai Intézet) dolgoztuk fel. Ot pontos lingsirsimitast, alapvonal korrekciot
alkalmaztunk.

IV.5.6. Nagyhatékonysagu folyadékkromatografias (HBC) elvélasztas
ultraibolya spektrofotometrias (UV) és tomeg spektometrias (MS)

detektalassal

A TSQ QuantumAMTriple Quadrupol Mass Spectrometgpudl, Thermo
Finnigan gyartmanyu (River Oaks Parkway, San J6g%e,USA) készilékkel mértink,
amihez Surveyor MS pumpa, automata mintaadagoRDés5 detektor tartozik.

Az elvélasztast GraceSmart RP18 (5 um), 150 x 4r6 (@®race Davison
Discovery Sciences Lokeren, Belgium) oszlopon viédezA kovetked oldoszereket
alkalmaztuk: eluens A=acetonitril:0.07M ecetsav855(v/v), eluens B=acetonitril:0.07M
ecetsav 85:15 (v/v). Az alabbi gradiens progranristeizsgaltuk a hatéanyagokat: O
perc: 15% B, 5 perc: 30% B, 12 perc: 44% B, és @@:p60% B. A mérés soran az
aramlasi sebesség: 1 ml pénolt, az injektalt mennyiség: 20. Az UV detektéalas 280
nm-en tortént.

A mérés soran az MS detektor paraméterei a kovétkealtak: elektrospray

ionizacio, pozitiv ionmaod, 140-700 m/z tdmegtartomaN, szaritbgaz sebessége 8 |
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perc', a kapillaris fesziiltség 3000 V, fragmentaciégiiétség 80 V, fragmentalé gazként

Argont alkalmaztunk.

IV.5.7. Gazkromatografias mérés témeg spektrometrig detektalassal (GC-
MS)

IV.5.7.1. A készulék paraméterei és az elvalasztédrilmeényei

A meéréseket a SATURN Il GC-MS tipusu, Varian gy&myd (Walnut Creek,
USA) késziléken végeztik, amely ioncsapda rendst#imeg szelektiv detektorral,
Varian 8200 automata mintaadagoldval és valtoztathigoku injektorral rendelkezik.

Az elvalasztasokat SGE BPX5 (30m x 0,25mm, 026 filmvastagsagu)
oszlopon végeztiik. A viigaz hélium volt (1,5 ml perd. A transfer line lifoka 280C
volt.

5. tablazatA GC paraméterei: az injektor és a oszlgge$i programja

Oszlop Injektor

Lépcss °C  °Clperc Idé/perc| Lépcss °C °Clperc Idé/perc
1 60 0,0 2 1 60 0,0 2
2 120 20 3 2 320 180 1,44
3 155 6,0 5,83 3 320 0,0 5
4 155 0,0 10,00
5 250 13,0 7,30
6 250 0,0 12,00
7 330 20 4,00
8 330 0,0 10,00

Méreési paraméterek: a tomegtartomany: 50-650 aifiyJUF késleltetés: 420 sec.
A tdmegspektrométer adatfelvételi sebessége egysede0 sec/scan volt.

A lignanok elvalasztasa kis illékonysaguk miattrerzékkeészités utan tortént.
Az illékonysaguk ndvelésére trimetilszilil-éter (BYl szarmazékaikat allitottuk éel
Ennek soran a lignanok szabad hidroxil csoportjaimxigén atomjaihoz egy-egy
trimetilszilil (-SiMe3) molekula kapcsolodik vizkilépés mellett. A széamdlekészités
termosztalhatd, a kémcsovekkel edyaméreti fémbetéteteket tartalmazo kalyhakban

(Kutesz, Hungary) tortént. A TMS szarmazékok elkése edtt a mintakat oximaltuk.
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Ennek célja a mintakban jelentévedukalé mono- és diszacharid izomerek szamanak
csokkentése. Ezzel a |1épéssel a sok izomer cslyestthee redukald szacharidok csak két
csUccsal detektalhatok, egysistve az azonositasukat.

Mintaelbkészités:

A mintdbdl 5 ml-t mértiink be és a teljes viztelégittan szarmazékkészitésnél

elvégeztik az oximma, majd szilil szarmazékka sdakiFuzfai és Molnar-Perl 2007).

IV.5.7.2. Szarmazékkészités
Oximalas:

A 2,5% hidroxilamin.HCI oldatot 0,5 g hidroxilamHCl-nak 20 ml, glzetesen
desztillalt piridinben valé oldaséaval készitettlikbbsl 500 pl-t adtunk a bemért
mintahoz, az oximma alakitas°@on 30percig tortént.

Szililezés:

Az oximalast koveéten 900ul HMDS-t és 100ul TFE-t adtunk a mintahoz. A

szilil-szarmazékka alakitas 1Won 60 percig tortént.

A szarmazékka alakitas reakcioi:

- az oximalas
R1 R1

C=0 + HN—OH ——= C=N-OH + H,0O
R2 R2

a szililezés

+

—SiN-Si— + 2R-OH — 2R-O-Si- + NH,

IV.6. Az eredmények statisztikai értékelése

Az adataink haromszori, egymastol fiiggetlen mérésireényeinek az atlagai.
Excel programot hasznaltuk az adataink feldolgdzdséaés a statisztikai értékek
kiszamolasahoz (atlag, RSD%, széras), emelletagrainok elkészitéséhez is. A mintak
jellegédl és a kisérletben alkalmazott médsélefiigg, hogy mely RSD% illetve szoéras
ertékeket tekinthetjuk elfogadottnak az irodalombakez Arctium és Centaurea

terméseknél illetve dorsythia leveleknél az extrakcio optimalizélasa és a ligkan
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azonositasa és mennyiségi meghatarozasa esetematllBRSD% az elfogadott (Choi és
mtsai 2003). AForsythia leveleknél alkalmazott spektrofotometrias szincaztnal az
irodalomban fellelt szoras értékek széles spektrumozognak. A fenoloid tartalomnal
0,06-3,24 mg q sz6ras értékeket talalunk (Turkmen és mtsai 2Di@dJe az antioxidans
kapacitas esetén 0,24-0,56 mbkgzotti a széras (Tadhani és mtsai 2007).

Az in vitro kulturak sajatsagabol fakad, hogy az intakt noe&@iez viszonyitva
nagyobbak az irodalomban megjelent széras értékafty vaz eredményeket tag
intervallumként kozlik és nem hataroznak meg elkilten szorast (Schmitt és Petersen
2002 a és b).

A sejttenyészetek 6sszklorofill mérésénél viszogyszélesebb intervallumban
elfogadottak a szoras értékekiazitro rendszer nagyobb foku diverzitdsa miatt.

A Forsythia fajtak lignan 0Osszetétel szerinti szelekcibjanakgkianyitésére
alkalmaztuk a Biplot analizist a levélmintaknal PEA (Principal Component Analysis)
statisztikai modszert a SYN-TAX programmal végezték (Podani 1997). Ennek
lényege, hogy @y n dimenziéju koordinatarendszert hozz létre, amelybevaltozokat
dimenzioként alkalamazza és ezt redukdlja két dmdem, amelyben a vektorok
elhelyezkedése és nagysaga jellemzi az eredewladatianciajat és bedlsszerkezetét. A
koordinatarendszerben a pontok a mintakat jel@idhen az esetbenFarsythiafajtakat, a
vektorok a valtozok hataséat abrazoljak, jelen eksngl a lignanokét. A biplot grafikai
abrazolasanal a parhuzamos vektorok hasonlé hatakazokat jelélnek, még az
egymasra meéteges vektorok olyan valtozokat jelképeznek, amelyatasai fliggetlenek
egymastol. Ha akoordinatarendszerben &izsgalt adatok (mintak) egymastol jol
elkilonithed csoportokba tomdrilnek, ebben az esetben az akaliin valtozok

alaklamasak a vizsgalt adatok kategorizalasara.
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V. Eredmények

V.1. Lignan extrakcié optimalizalasaForsythia x intermedialevélben

Tobb kutatécsoport is vizsgéalta korabbarRoasythiafajok hatéanyagtartalmat, és
azon belul az arktigenin és arktiin mennyiségéoman az egyes kutatécsoportok altal
hasznélt lignan kivonasi és elvalasztasi modszesakyon kiulénbédek (2. Tablazat).
Mivel nem csak az alkalmazott médszerek, de azd&kbaysaga is valtozatos képet
mutatott el§ lépésként céluliztik ki, hogy megtaléljuk az optimalis lignan kiasi
modszert.

Els6 1épésként a leghatékonyabb lignan kivonasi moésdéroztuk meg, majd a
masodik Iépésben az adott modszer egyéb paraniéterietaszam, szikségess)dis
figyelembe véve valasztottuk ki a megféldivonasi eljarast és kivondszert a tovabbi
munkakhoz. Az el lépésben a harom leggyakrabban hasznalt médssadh@ngos
dezintegralas, refluxalas és SFE) hasonlitottuke&skombinélva négyféle alkoholos
kivono eleggyel (100 és 60 %-0s etanol és metatddszesen tizenkét féle kivonasi
maddot hasonlitottunk dssze. Az SFE esetén a kivah@sszéndioxidot alkohollal egyuitt
alkalmaztuk. Ezt az indokolta, hogy a csak széndabhasznald kivonas hatékonysagat
a metanol nagymeértékben novelte (Choi és mtsai 2003eghatékonyabb extrakciés
modszer kivalasztasahéorsythiax intermedialevél kivonataban meértik az dsszesitett
arktigenin és arktiin tartalmat HPLC készllékketdik és mti 2008a).

A tobbféle kivond elegy és feltarasi modszer Osagehlitasdban tobb mint
kétszeres eltérés mutatkozott, a leghatékonyabbsméda 60%-0s metanollal végzett
SFE és a legkevésbé hatékony modszer, a 100%-udlatdortént refluxalas kozott (5.
abra).

A kivonasi eljarasok kozotti killonbség hasonlé @iértvolt a metodikakon belli
eltéréshez, amely a kilonkizalkoholos kivonoelegyek alkalmazasabdl fakadt. A
kivonoelegyek kivonasi hatékonysagot befolyasoltase kiilondsen az SFE esetén volt
erdteljes. A kivonasban hasznalt oldészereket vizegalx etanol, mindharom kivonasi

modszert tekintve, a metanolnél gyengébb kivondsgtebizonyult. Egyetlen kivétel a
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60%-0s etanollal végzett refluxalas, ami hatékobyablt a 60%-0s metanollal tortént

kivonasnal.
50

5 40

(7]

o

S 30 -

E

€ 20 -

s

8 10 -

C

G

c

2 0

—
Ud. | Ud. | Ud. | Ud. | Refl. | Refl. | Refl. | Refl. | SFE | SFE | SFE | SFE
100% | 60 % [100 % | 60% |100% | 60 % [100 % | 60% |100% | 60 % [100 % | 60%
MeOH|MeOH EtOH | EtOH [MeOH|MeOH|EtOH | EtOH [MeOH|MeOH|EtOH | EtOH

Kivonasi médszerek és kivoné elegyek

OArktiin @ Arktigenin

5. abra Lignan extrakcié optimalizalasa Forsythia x intexdm levélmintdkban. Az
adatok a HPLC-vel meért arktiin és arktigenin tartelt mutatjak. Roviditések:
U.d.=Ultrahangos dezintegralas; Refl.=Refluxala$zEs=-Szuperkritikus C@ extrakcio.
Az adatok harom, figgetlen kivonas atlagai, a hilvak a szérast jelolik.

V.2. Forsythiafajok és fajtak leveleinek fenoloid és lignantartimanak,

illetve antioxidans kapacitasanak dsszehasonlitasa

Kutatasaink egyik célja egy hatékony lignantemsejtkultira létrehozésa volt,
ennek elinditasahoz magas lignantartalmi noveéngkdaj illetve fajtakat kerestink.
Ennek soran meghataroztuk a Budapesti CorvinustEgy&ertészettudomanyi Karanak
botanikus kertjében (Budai Arborétum) felleihet Forsythiafaj és 12 fajta levelének
lignan tartalmat.

A szelektalas gyorsitasa érdekében a lignantartalweghatarozasara hasznalt
kromatografidas mérések szamatseklekcioval kivantuk csokkenteni. Azoetelekcios
lépésben a kromatografias méréseknél gyorsabbaé@gesfiei spektrofotometrias
modszerekkel mérh&t szinreakciokat alkalmaztunk. Mivel az dsszlignéatam
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kozvetlen mérésére nem ismert spektrofotometriagamed szinreakcio, ezért a HPLC-
UV készulékkel mért lignan mennyiségek dsszesttiftkét a spektrofotometrias mérési
mabdszerekkel mért fenoloid tartalommal és az aidéns kapacitassal vetettiik 6ssze.

A lignanok a fenoloidok egyik alcsoportjat alkotj@mellett aForsythiafajok és
fajtak lignanjainak antioxidans hatasa is ismeriradalombdl (Jong és mtsai 1998; Chen
és mtsai 1999; Kim és mtsai 2003; Yamauchi és nm288i6). Az irodalmi adatok
0sszesitése utan (2. tablazat) ugy veéltuk, hogyosesythia fajokban a lignanok
mennyisége meghatarozo a fenoloidok kozoétt. Ezekjah azt feltételeztik, hogy a
lignan tartalmat kozvetetten megbedésigpektrofotometrids szinreakciok (fenoloid
tartalom és az antioxidans kapacitds meérése) aflsgin lehetnek a kromatogréfias
analizis edtti szelekciora.

A fenoloid tartalmat Folin-Ciocalteu reagensseln{fiéton és mtsai 1999), az
antioxidans kapacitast FRAP modszerrel vizsgéltldengie és Strain 1996). A
spektrofotometriaval mérhiet szinreakciok eredményeit kulonlsoz standardokra
vonatkoztatva szamoljak ki. A fenoloid tartalom rhatirozasamal a galluszsavat, az
antioxidans kapacitas mérésénél az aszkorbinsavalasatottuk standardnak
gyakorisaguk és elterjedt hasznélatuk miatt. Enkidketkeztében az eli@maodszerek
eredményeinek abszolut értékei kilonbdznek, visaanbsszesitett lignantartalom és a
fenoloid tartalom valamint az antioxidans kapackésotti 6sszefliggés vizsgélatara igy
is lehetség nyilik.

A fenoloid tartalmat vizsgalva megallapithatd, hogylegnagyobb értekeket
(31.07 mg galluszsav™y mutaté F. ovata 'Robusta’ minta és a legkisebb értékkel
rendelked (19.44 mg galluszsav'y Forsythia x intermedi&ozott masfélszeres eltérés
volt (6. dbra). Az antioxidans kapacitasnal a lkagtlsérték kozott tobb mint kétszeres
volt a kiildnbségR. ovata’Robusta’ 11.89 mg aszkorbinsaV gs 'Tetragold’ 5.29 mg
aszkorbinsav Q) (7. abra). Az 6sszesitett lignantartalom eset#ntén aF. ovata
'Robusta’ mintanal mértiik a legmagasabb értéket.fllmg ). Ez a legalacsonyabb
erték tobb mint kétszeresedrsythia x intermediaPrimulina’ levél kivonatban 44.5 mg
gl) volt (8. abra). Az eltér eljarasokkal nyert adatok eljarason belilli kiildéges
hasonlé mértélek, viszont a szédertékeket mutatd fajokban és fajtakban voltak
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Osszesitett lignantartalom (mg/g

F. ovata
'Robusta’
F. ovata
‘Tetragold' |
F. suspensa
F. viridissima
F.intermedia
F.i. 'Beatrix
Farrand'
F.i. 'Golden
Nugget'
F.i. 'Karl Sax'
F.i. 'Lynwood"' |
F.i. 'Melisa' |
F.i. 'Minigold' |
F.i. 'Primulina’ |
F.i. 'Spectabilis' |
F.i. 'Spring
Glory'
F.i. 'Week-End'

8. &bra Forsythia fajok és fajtdk leveleinek 0Osszesit@hantartalma, a lignan
komponensek HPLC-UV készilékkel meghatarozott nségének az 6sszege.

A Forsythia mintdknal az 0sszesitett lignantartalommal a f@doltartalom
viszonylag szoros 6sszefliggést mutatott, arhitf@gas értéke (0.883) jelzett (9. abra).
Ezzel szemben az antioxidans kapacitas eredmélagsiony korrelaciét mutattak, ebben
az esetben &= 0.5713 volt (10. abra).
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9. dbraForsythia fajok és fajtak fenoloid és dsszesligttantartalma kozoétti korrelaciod
(n=13). Az Osszesitett lignantartalom a ligndn komgnsek HPLC-UV készulékkel

meghatarozott mennyiségének az dsszege.
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10. abraForsythia fajok és fajtdk antioxidans kapacitasa@sszesitett lignantartalma
kozotti korrelacio (n=13). Az 6sszesitett lignataéom a lignan komponensek HPLC-UV

készllékkel meghatarozott mennyiségének az dsszege.

V.3.A lignanok azonositasa és mennyiségi meghatarozasa

Az Arctium lappaés Centaurea scabioséermeéseiben illetve &orsythia fajok
leveleiben megtalalhaté lignanok azonositasa és nyedgi meghatarozéasa
nagyhatékonysagu folyadékkromatografidas (HPLC) labzdasuk utan ultraibolya
spektrofotometrids (UV) és tomegspektrometrias (M$%etektalassal, illetve

gazkromatografias (GC) elvalasztasukat kéeetMS detektalassal tortént.

V.3.1. A lignantsszetétel folyadékkromatografias nghatarozasa

A Forsythia viridissimalevél kivonat kromatogramjan az altalunk vizsgalt
lignanok kozil, a matairezinozid kivételével, miggiet megtaléljuk, ezt szemlélteti a
11. abra. A matairezinozid a levél kivonatban neatatozhaté6 meg, viszont@entaura
scabiosaermésében azonosithatd, a HPLC-vel mért retemdéjs 4.06 perc volt.
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11. A&bra Forsythia viridissima levél kivonat HPLC kromatagrja 280 nm
hulldmhosszon detektalva az abszorbanciat. Jetséitsok: 1 arktiin; 2 pinorezinol; 3
matairezinol; 4 filligenin; 5 arktigenin.

A ligndnok azonositasa standardokkal edyemtencios idejuk (arktiin,
matairezinol, arktigenin) és tomegspektrometriderezdik irodalmi adatokkal torté&h
egyezése alapjan tortént (Choi és mtsai 2003)4blarat).

Mindegyik lignan MS spektruméaban

(a) hidratalt ionok ([M+HO]") adtéak a legintenzivebb jelet;

(b) a hidratélt ionok mellett a protonalt ((M+Hjonok,

(c) natrium ([M+Na]) vagy kalium ionokkal ([M+K]) képzett ionok,

(d) a két glikozid (arktiin és matairezinozid) edetn pedig még a glikéz lehasadasaval
keletkezett és protonalddott aglikon (arktigeninnéatairezinol) jellem& m/z értékeit
kaptuk.
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6. TablazatA HPLC-ESPI-MS készulékkel mért lignanok tomedspaktrias jellemdi
(A glikozidos lignan formaknal a glikézzal egyiititpnalt iont tartalmazza a tablazat,

az aglikonok esetén (*-gal jeldltek) a glikoz nélkiolekulaiont.)

Lignanok Molekula Képz6dott ionok [m/Z

tdmeg | [M+HO]" | [M+Na]® | [M+K]® | [M-glik6z+H]"

(Mw) " [M+H]
Matairezinozid, 520 538,3 543,2 559,2 359,2
Arktiin 534 552,3 557.2 573,2 373,2
*Matairezinol 358 376,1 381,1 397,2 359,1
*Arktigenin 372 390,2 395,1 411,2 373,1
*Filligenin 372 390,2 411,1 373,1
*Pinorezinol 358 376,1 397,2 359,2

Rovidités: m/z: tomeg/toltés.

HPLC-UV-val elvalaszthatdak voltak a vizsgalt ligiok. Viszont az arktigenin és
a filligenin nem valt el egyméstol alapvonalig, athia mennyiségi meghatarozasnal
figyelembe kell venni ezen lignanok aranyait. Ablaanesetben, ha ez a két lignan kozel
azonos mennyiségben fordubgebkkor ezek kvantifikalasa nem jelent gondot. @idz
ha a két ligndn mennyisége kozott nagy a kilénba&gor nehézkes a mennyiségi
meghatarozas. Ennek kovetkeztében azokban a mamakdhol nagysagrendi eltérést
tapasztaltunk a két lignan mennyisége kozott, GC-M&éssel is kvantifikaltuk a
filligenint és az arktigenintqorsythia ovatdRobusta’ éd-orsythiax intermedia’Golden

Nugget’ levél kivonatai).

V.3.2. A lignanok osszetételének gazkromatografidmeghatarozasa

A GC kromatogramokon és tdmegspektrumokon (9. ésabfa) aForsythia
viridissimalevél kivonata mellett aarctium lappaés aCentaurea scabiostermésének a
kivonatait mutatjuk be, mert az utdbbiakban a \dfisgignanok nagyobb aranyban
fordultak eb, mint a levél kivonatban, igy kdnnyebb az adottekolak azonositasa
(Boldizsar et al. 2010). A lignanok glikozidos fakiha nativ mintakban mértik, még az

aglikonos formak azonositdsahoz a savval hidralin&itakat is alkalmaztunk.
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A lignanok GC elvélasztasahozoallitott trimetilszilil szarmazékainak (1V.6.2.

fejezet) szerkezete a 12. &bran lathaté, az MSoaiidsuk soran keletk&zellemz

fragmentum ionokm/z adataival és a szerkezeti képleteken feltinté&@aggmentalodasi

helyeikkel egyutt.

MCounts

(a)

(b)

(c)

(d)

(e)

1A: arcliin :
= Me,Si0 Meq @ <
o Me,Si0 o _
Me,Si0 , OSiMe, —mz 151 3
2 _ miz 451 MeD OMe :
JE -
0 1B: arctlg&mn 1
10.0 - 1
7.5 4 E
Me SI'D 3
5.0+ ! —+mfz 151 =
25 miz 259 3
MeQ OMe :
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2.0 I'-.|'Ie38|CI MeQ -
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12. abraArctium lappa hidrolizalatlan (a) és savval hidadlt (b), Centaurea scabiosa

hidrolizalatlan (c) és savval hidrolizalt (d) tersi@vonatanak, illetve a Forsythia

viridissima levél (e) GC-MS kromatogramjai €s anigok trimetilszilil szarmazékainak

szerkezete a fragmentalodasuk helyének megjelélédividitések: MCount: belités

szam; m/z: tbmeg/téltés.
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Spectrum 1A arctiin
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13. dbraA 9. abran léy¥ ligndnokhoz (1A-3B) tartoz6 tomegspektrumok. gengelyen

m/z (tbmeg/toltés) értekeket abrazoltuk, az y tgege relativ intenzitast.

A ligndnok azonositasa standardokkal egdyeretencids

idejuk (arktiin,

matairezinol, arktigenin) és tomegspektrometrilenezoik alapjan tortént.
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Az aglikonok (arktigenin, matairezinol, filligeninpinorezinol) esetében a
trimetilszilil szarmazékaik, a molekulaionok ([#] detektalhatéak (7. Tablazat). Az
azonos tomeg molekulaionnal rendelkézarktigenin és filligenin illetve a matairezinol
€s pinorezinol Ezek: az

arktigeninnéim/z209 éan/z 151 illetve a filligeninném/z223 €éan/z165 a kulonboden

megkulonboztethieteltéls fragmentumionjaik alapjan.

szubsztitualt aromas részeiknek megfedal Az azonosan szubsztitudlt aromas
részeiknek megfeléen a matairezinoln&h/z209 és a pinorezinolnél/z223 (12. és 13.
abra, 7 Tablazat) voltak a fragmentumionok.

A glikozidok esetében a teljes glikozidok trimetild szarmazékai (molekulaionok) az
MS detektor fel§ méréshatara miatt nem meéidlet Fragmentumionjaik kdzott a
glikozidot felépit aglikon molekulaionja, aglikon fragmentumionjai és glikéz
trimetilszilil szarmazékanak fragmentumionja vabaosithat6. Ezek alapjan

(a) aglikon molekulaionként detektaltuk: arktiiret&n az arktigenin molekulaionjat: [M]
t=m/z444, matairezinozid esetén a matairezinol molenjat: [M] +=m/z502;

(b) aglikon fragmentumionként azonositottuk: arkBsetén az arktigenm/z209 éan/z
151, matairezinozid esetén a matairezm@t 209 ionjait;

(c) glukoz trimetilszilil szarmazékanak fragmentomjam/z 361 a jellegzetes (9. és 10.
abrakon).

7. TablazatA GC-MS készilékkel mért lignanok trimetilsziisnazékainak molekula

ionjai ([M] *)és fragmentum ionjai

Lignanok Molekula tdmeg Molekula ionok Fragmentum
(Mw) [M] " (m/z) ionok (m/z)
Matairezinozid 520 502 361 és 209
Arktiin 534 444 361 és 209 és 15
Arktigenin 372 444 209 és 151
Matairezinol 358 502 209
Filligenin 372 444 223 és 165
Pinorezinol 358 502 223

A HPLC-UV és GC-MS modszerek felhasznélasavBbesythiafajok mintaiban

a lignanok azonositasa a leirtak alapjan egyétietnbizonyitast nyert.
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A Forsythiafajok lignandsszetételét vizsgalva lathatjuk @hlézat), hogy a két
maodszerrel (GC és HPLC) nyert adatok j6 egyezésatmak (RSD% értékek 2,1 és 11
kozott valtoztak), az irodalmilag elfogadott intetumon belil mozogtak az RSD%

ertékek, igy bizonyitva a kapott eredmények heBgés

8. tabldzat Forsythia viridissima levél lignanosszetétele gagGC) és
folyadékkromatografias (HPLC) moédszerrel mérve, mgg értékben kifejezve.
tr=retencios id, RSD%

Lignanok tg (Min) mg g’ | RSD%

GC: 24.08 38.2

Arktigenin 11
HPLC: 12.03 32.5
GC: 24.09 0.89

Matairezinol 8.2
HPLC: 9.29 1.00
GC: 25.22: 19.9

Filligenin 10
HPLC: 11.67 23.0
_ _ GC: 25.32 29.8

Pinorezinol 5.7
HPLC: 8.58 27.5
- GC: 33.00 1.34

Arktiin 2.1
HPLC: 5.42 1.30

V.3.3.A Forsythia fajok lignandsszetételének vizsgalata

A lignantartalom vizsgéalata soran mennyiségi meijoatis csak #&orsythia
koreanaés aForsythiax intermediafajoknal tortént meg kordbban (Rahman és mtsai
1990c; Choi és mtsai 2003), a tobbi fajnél a ligkat mennyiségi adatok nélkdl
azonositottak, (2. tablazat). Ezért a lignantanaldsszetételét részleteiben vizsgaltuk,
HPLC-UV és GC-MS készulékkel.

Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy az ashkiig fordult eb a
legnagyobb mennyiségben mindegyik fajban (14. alfagont az aranya szeéles skalan
mozgott, aForsythia ovata’Robusta’ 89%-ban tartalmazott arktigenint szemizen

Forsythia ovata 'Tetragold® 54%-val. A szaraz tomegre vonatkoathtarktigenin
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tartalomban is jelefisek voltak az eltérések a fajok és a fajtak kozsit Ezt
részletesebben vizsgéltukFarsythiax intermediall fajtanal (Isd. V.3.4. alfejezetben)
A pinorezinol volt a masodik, a filligenin a harnilach lignanok mennyiségi eloszlasi
soraban. Egyetlen kivételt Rorsythia ovata’Robusta’ képezett, ahol az arktiin fordult
elé a masodik legnagyobb mennyiségben az arktigedim, itt a pinorezinol és filligenin
mennyisége elenyé$zvolt. A pinorezinol aranya 1.5%-21% kozo6tt valttiza fajok
osszlignantartalmahoz hasonlitva, még a filligeglimszlasa 0.2%-14% kozo6tt mozgott.
Az arktiin a fajok tébbségében negyedikként foraeldt Kivételt aForsythia ovatafaj
jelentett, mert a 'Robusta’ fajtaban a masodik wikzont a 'Tetragold’ esetében ez volt
a legutolso lignan. Az dsszes fajban a matairezimerinyisége igen csekély volt.
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14. abraA lignanok ¢sszetételének mennyiségi eloszlasarsythia fajok levelében. A
HPLC-vel meért adatok harom, egymastol flggetlen émératlagai, amelyeket
szaraztbmegre vonatkoztattunk; a hibaértékek aastelolik.)

V.3.4. AForsythiax intermediafajtak lignanosszetételének vizsgalata

A Forsythia fajok lignantsszetételének vizsgalata soran meaggjédittuk, hogy
nemcsak a fajok, de a fajtdk kozott is jetesnkulonbségek vannak. A fajtak kozotti

lignantartalomban megjeléreltéréseket kivantuk részletesebben elemegursythiax
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intermediall fajtjanak meérésével. A lignanokat HPLC-UV é&alden Nugget’ fajta
levél kivonataban GC-MS keészilékkel is meértuk.

Az egyes ligndn komponensek mennyiségének az dstasel kapott 6sszlignan
tartalomban nagy eltérések mutatkoztak az egyeskfapzott (14. és 15. abra). A 'Karl
Sax’ és a 'Golden Nugget’ fajtak dsszesitett ligadalma volt a legmagasabb (89,4 és
89,3 mg &), ami a legalacsonyabbhoz viszonyitva kétszetésésl jelentett.

Az egyes lignanok megoszlasaban is valtozatos képgatott (15. abra). Itt
elsssorban a 'Golden Nugget’ emelkedett ki, aminekgadn profilja jelerisen eltért a
tobbi fajtaétdl. Az 6sszes fajta levelében, a fagkhasonléan, & fignan komponens az
arktigenin volt. Ez a lignan az 0sszlignan tartalddfo-58%-at teszi ki, szemben a
'‘Golden Nugget’' fajtdban mért 92%-kal. A 'Golden dget’ fajtanal nemcsak az
arktigenin aranya, de szaraz tomegre vonatkoztalstzolit értéke is kiemelké&d
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15. abraForsythia x intermedia fajtak leveleinek arktiarktigenin, matairezinol, pinorezinol és
filligenin tartaima. A HPLC-vel mért adatok harom, flggetlen mérés ailagmelyek
szaraztomegre vonatkoztattunk; a hibaértékek aast@elolik.
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A pinorezinol fordul e a masodi legnagyobb mennyiségben a legtébb fajta
amelynek szazalékos aranya 1-31% koz6tt volt. A harmadik legjelgigebb lignan
filligenin, amely az dsszlignan tartalom 1,-20%-+ éri el. Két fajtabanF.i. 'Lynwood’-
ban ésF.i. 'Spring Glory-ban azonbamasodikként fordult él Az arktiin az 0ssze
fajtdban a negyedik a megoszlasi sorban. KivételtGalden Nugget’ fajtané
tapasztaltunk, amiben az arktiin volt a masodikyaairezinol a harmadik, a filligenin
negyedik és a pinorezinol az utolsé enansorban. A matairezinol mennyisége min
egyes esetben a legalacsonyabb értékeket m

A Forsythia x intermedia fajtdk lignan 0osszetételen alapulé szelekcidjé
alkalmaztuk a biplot elemzést (16. abra). E szeairfihjtak kozotti eltéréseket ékorban
az arktigenin tartalomban megjelent kilénbség o&pzanasodikként a pinorezin

mennyisége a meghataro:
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16. abra A Forsythia x intermedia fajtdk leveleinek biplot #mie. Roviditések: NOvér
mintak: Forsythia x intermedia Zabel (FiO) ésfajtai ‘Beatrix Farrand’ (Fil), ‘Golden
Nugget’' (Fi2), ‘Karl Sax’ (Fi3), ‘Lynwood’ (Fi4), Melisa’ (Fi5), ‘Minigold’ (Fi6),
‘Pimulina’ (Fi7), ‘Spectabilis’ (Fi8), ‘Spring Gloy’ (Fi9) és ‘Wee-End’ (Fil0);

Lignanok: arktigenin, matairezinol, pinorezinol filligenin.



Ez az analizis harom csoportba osztja a fajtakatel& csoportba a 'Golden
Nugget’ fajta (Fi2) tartozik, a masodikba ‘Beatfarrand’ (Fil), ‘Karl Sax’ (Fi3) és a
‘Week-End’ (Fi10) fajték kertltek. A harmadik csofm aForsythiax intermediaZabel
(Fi0), ‘Lynwood’ (Fi4), ‘Melisa’ (Fi5), ‘Minigold’ (Fi6), ‘Pimulina’ (Fi7), ‘Spectabilis’
(Fi8), ‘Spring Glory' (Fi9)fajtak alkotjak. Az el§ csoport az arktigenin tartalom miatt
pinorezinol az oka. A matairezinol mennyisége efsZy volt, emiatt ez nem

befolyasolja a fajtak kategorizalasat.

V.4. A Forsythiafajok és fajtak szbvettenyeészeteinek létrehozasa é

lignantartalmanak fokozasa

Az intakt novények mellett aan vitro novényi sejttenyészetek is egyre
gyakrabban kiindulopontjai a hatéanyag kinyerésselmos ényiknek kdszénhéen.
Az intakt novények hatdanyag tartalmahoz képestinazitro kultirdké altalaban
alacsonyabb, viszont ez fokozhaté a sejttenyeészeipkdzegének vagy fenntartasi
koralmeényeinek valtoztatasaval, elicitorok illletgeekurzorok alkalmazéaséaval.

Hatékony lignan kinyerés éscallitas érdekében Borsythiafajok és fajtakin
vitro sejttenyészeteiben a lignantartalom azonositésameénnyiségi meghatarozasat
valamint a lignantermelés fokozasakelvégeztik egy nagylépti&kermentacios termelés

létrehozéasa céljabol.

V.4.1. AForsythiafajok és fajtak szovettenyészeteinek létrehozasa

A Forsythia fajoknak nagyszamu fajtaja ismeretes, amel§ekiétrehozott
sejttenyészetek lignantartalma alig ismert az i@dbdan (Schmitt és Petersen 2002a). A
fajtak leveleinek eltér lignantartalma alapjan azt feltételezhetjik, hay ezekbl
elinditott in vitro kultirdk hatéanyag tartalomban szintén kulonbdmetegymastol.
Ezért e fajtakbdl inditottunk el sejttenyészetekaigy megtalaljuk a leghatékonyabb
lignantermeb Forsythiain vitro kultdrat.

Négy Forsythia faj és 12 fajtdnal B5 kalluszositd taptalajon todink el a
kallusz kulturdkat, amely munka soran 3 fajffel intermedia, F. ovata, F. suspensss

6 fajtabol €. intermediaBeatrix Farrand, Melissa, Minigold, Primulina és é&keEnd,
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emellett aF. ovata Robustaés Tetragold sikertlt szekunder kalluszt létrehozni.
Lignantermelés szempontjab6l a szekunder kallusdoKBtrehozott szuszpenzids
tenyészeteket vizsgéltuk, mivel a &Bbi fermentaciés termelés szempontjabdl ez a

kdzvetlen kiindulas.

V.4.2. Az in vitro kultirak taptalaj Osszetételének modositasa hat a

lignantartalomra

Az irodalom az altalunk vizsgaRorsythiafajok kdzill aForsythiax intermedia
novényt emliti a legnagyobb gyakorisdggal a hatégtermelésre hasznaih vitro
kultaraknal (Rahman és mtsai 1990b; SchmittzBles munkamban megéallapitottuk,
hogy az azonos tapkdzegen és korilmények kozotelndwallusz és szuszpenzids
tenyészetek kdzll az utébbi hatéanyag tartalmagas@bb. A kordbbi kutatasok szerint
a Forsythia x intermediain vitro sejttenyészeteinek lignantartalma fokozhat6é aatapt
0sszetetinek médositasaval (Rahman és mtsai 1990b; Schmietersen 2002a). Ezért
munkank soramrorsythiax intermediaszuszpenziés tenyészetekkel végeztik el a taptalaj

optimalizacié kisérleteit.

V.4.2.1. A hormondsszetételének valtoztatasa awvitro kulturak taptalajaban

Rahman és munkatarsai (1990bforsythia x intermedia in vitro
sejttenyészetekkel végeztek kisérleteket, ami sorégallapitottak, hogy a taptalajban
kilonb6z novényi hormonok alkalmazasa hatékonyan emeli gtesgészetetek
lignantartalméat. Ezek alapjan vélasztottunk ki # fBormondsszetételt a szuszpenziés
tenyészet hatbanyag tartalmanak fokozaséara. Szgkdhil munkamban kimutattam,
hogy a fény fokozta a sejttenyészetek hatéanyagait, ezért kisérleteinkben fényen és
sotétben is neveltik a kulondbzhormondsszetétiel taptalajon nevelt kultarakat.
Hatékony lignan termél sejtkultdra létrehozasahoz kivantuk kivalasztammegfeled
hormondsszetételtaptalajt és fenntartasi korilményt (fény jelealéagy hianya).

Osszehasonlitasképpen bemutatom az éeltdarmondsszetétiel tapkdzegeken
nevelt kulturédkat (17. abra), amelyeket azonos lkigtiyek kozott neveltiink és
egyforma idsek. A sejttenyészetek megjelenésében mutatkoBbéstk a tapkdzeg

hormondsszetételében mediekiilonbségek okoztdk. Az MSA és MSC tapkbzegeken

57



fenntartott szuszpenziés kulturak zoéldek, szemb&®5 &s MSB taptalajon neveltekkel.

Ezek a sejttenyészetek hatéanyag tartalmaban s ldesltéréseket tapasztaltunk.

17. dbraForsythia x intermedia kilénbézhormondsszetététaptalajokon, természetes
fényen nevelt szuszpenzios kultdrai. A taptalazatok: MSA, MSC, B5, MSB

Az irodalomban leirt, legjobbnak vélt hormonoOsstdék alapjan hatékony
lignan termeabd kultirakat biztositd kozegeket hoztunk létre. Akabmazott tapkdzeg
valtozatok kozétt a 2 mg’l naftilecetsavat és 0.2 mg Kkinetint tartalmazé MSA
tapkozegen, természetes fényen nevelt szuszpeenipiszetnek volt a legjelésebb az
Osszlignan tartalma (18. abra). A B5 tapkdzegemttetott sejttenyészeteknél a fény
hatdsa gatlé volt, szemben az Murashige Skoog daaptalajokkal, ahol mindegyik
esetben a fény megemelte a sejtek hatéanyag-texdétele B5 kdzeg csak egyféle auxint,
a 2,4-D hormont tartalmazta, szemben a Murashigeo@kalaplakkal, amelyek az
auxinok kozul NAA-t és IAA-t is tartalmaztak a dkdain, a kintein mellett.
Legeteljesebben az MSA taptalajon nevelt kultdra ligaéialma 6tt a megvilagitas

hatadsara, a leggyengébb tapkozeg valtozathoz (MB&)Xépest kdzel a hatszorosara.
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A tovabbi vizsgalataink soran a legnagyobb ¢ssaligtartalmat indukalé tapkdzeget, az
MSA-t alkalmaztuk és a kulturakat természetes niégiths mellett tartottuk fenn.
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18. &braForsythia x intermedia kiulonbéhormondsszetételtaptalajokon, természetes
fényen és sotétben nevelt szuszpenzids kultarajigredntartalma. Az adatok harom,

flggetlen mérés atlagai, amelyeket szaraz tomeged)(vonatkoztattuk. A hibasavok
szorast jeldlik..

A lignantermelés szempontjabdl optimalisnak tatalptalajon és kordlmények
kozott nevelt sejttenyészettel novekedési gorbétzikettiik, hogy a sejttenyészet
sejttbmeg-gyarapodasanak és a hatéanyag-termelasnakimumat meghatarozzuk.

A 19. abrat tekintve lathat6, hogy az 6ssztomegestgalé sejttomeg-gyarapodas
folyamatos ndvekedést mutat két hétig, majd a $51& nap kozott lelassul és eléri a
maximumat, tébb mint négyszeres sejttdtmeg gyarasadldA 18. nap utan csokken
palyara allt a gorbe. Ezek alapjan a megéekstjt proliferacio elérése és fenntartasa
erdekében kéthetente oltottuk at a szuszpenziddriadht. Az 6sszlignan tartalmat nézve

a sejttenyészet termelése a 9. napig igen alacsoinyet mutat, majd egy viszonylag
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meredek novekedési palyat kdvetve a 15. naponléa maximumat. A hatéanyag-
termelés gorbéje a 18. napig platon mozog, majthaza sejtek eléregedésének éséebb
kifolydlag a lebontd enzimjeiknek felszabaduladsa vdtkeztében csokken a
lignantartalom. Emiatt a kébbiekben a 15. napon bdgwttik a kultirdkat a

lignantartalmuk meghatarozasahoz.
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19. abraForsythia x intermedia MSA taptalajon, természééayen nevelt szuszpenzios
kultura sejttbmeg-gyarapodasanak és a lignantaréalak a nyomon kovetése a 21 napos
tenyésztés soran. Az adatok harom, figgetlen nédla&gai, amelyeket szaraz tomegre
(SzT) vonatkoztattuk. A sejttdmeg gyarapodas adegatén a szorast tuntettik fel a
gorbén, az dsszlignan gorbénél a lignan komponeR&R értékei 3,7 €s 27 % kozott
mozogtak.

A tovabbi munkékhoz az MSA taptalajt és a termé&szategvilagitast hasznaltuk
fel kontrollként, illetve ugynevezett fenntarto kégegként és koérilményként. Mivel a
sejttenyészet sejttbmeg-gyarapodasa nagy nienék (tbbb mint négyszeres) és a

lignantartalom is rovid fenntartasidditan érte el a maximumat (15. nap), ez a taptalaj
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valtozat és tenyeésztési korilmény volt alkalmazweszpenzids kultira biomasszéjanak
gyors novelésére és a lignantartalom tovabbi fok@zaa tovabbi kisérletek soran.

V.4.2.2. A szachar6z mennyiségének valtoztatasaiaitro kultirak taptalajdban

Schmitt és Petersen (2002a) kisérletikbémsythiax intermediasejttenyészet
taptalajaban a szachar6z tartalmat novelték, artékbayan fokozta a sejttenyészet
lignan tartalmat. Ezt alapul véve torekedtink olyaptalaj kivalasztasara, amelyben a
szachar6z mennyiségének novelése nagymértékbens kigg@zni a sejttenyészet
hatdanyag-termelését.
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20. abra Forsythia x intermedia szuszpenzios kultdra ligagalma, amit kilonbaz
szachar0z tartalmi MSA taptalajon, fényen neveltdakadatok harom, figgetlen mérés
atlagai, amelyeket széraz tomegre vonatkoztatték. hibasavok szoérast jel6lik..
Roviditések: MSA SZ30: 30y MSA 60: 60 gt MSA 90: 90 g'f.
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A korabbi kisérleteinkben legjobbnak talalt hormesgetétdl taptalajt (MSA)
alkalmaztuk. Kontrolinak a 30 @ Iszachardzt tartalmazé tapkodzeget tekintettik Bezh
képest emeltiik a dupldjara és haromszoroséara aspacmennyisegét a masodlagos
anyagcsere termékek produkcidjanak fokozasa éreéekéb

A téptalaj cukortartalmanak emelése hatékonyan Ziskoa szuszpenzids
sejtkultira dsszlignan tartalmat (20. abra). A kolht30 g I* szachardzt tartalmazé
taptalajnoz képest a kétszeres cukormennyiség aomisaorosara emelte a
hatéanyagtartalmat, mig a 90 ydukor kézel négyszeresére. Mindkét esetben al&isér
4. hetében volt maximdlis a lignantartalom. Az egygnan komponensek kozil a
lignanok glikozidos formai voltak tulsulyban, ezedzil etteljesebben a matairezinozid
mennyisége 6tt a kezelés hatdsara. A matairezinol szintje eglyed60 g T cukrot

tartalmazé tdpkozegnél emelkedett jebsebben.

V.4.2.3. Az &svanyi anyagok mennyiségének valtozéesta az in vitro kultarak

taptalajaban

Rahman és munkatarsai (1990b) Forsythia x intermedia sejttenyészet
taptalajanak az asvanyi anyag tartalméat csokkéktestmi fokozta a kultira 6sszlignan
tartalmat. EbBI kiindulva a taptalaj makro-és mikroelemeinek anmgségeét felére
illetve harmadara csokkentve kivantuk emelni atesgyeszet lignantermelését. A
legjobbnak bizonyult hormon 6sszetétgMSA) és 30 g T szacharézt tartaimazé
agynevezett fenntart6 taptalajt alkalmaztuk kotkesit, hogy megvizsgaljuk a makro-és
mikroelemek mennyiségi valtozdsa milyen mértékbeziolpasolja a sejttenyészet
lignantermelését a szacharéz tartalom modositaagétiendl.

Az asvanyi anyag tartalom csotkkentése nagymértékblerzta a sejttenyészet
lignantermelését (21. &bra). A felére csOkkentetkran és makroelem mennyiség
Otszorosére emelte az Osszlignan szintet, még mdo@ra meérsékelt asvanyi anyag
tartalom 11-szeresére ndvelte. Mindkét esetben Hdtap elteltével jelent meg a
maximum az dsszlignan termelésben. A lignanok k@reimhatairezinozid fordul éla

legnagyobb aranyban a kontroll és kezelt mintdkban
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21. &bra Forsythia x intermedia szuszpenzios kultdrajanakigaantartalma, amit
kilbnbdz asvanyi anyag tartalmi MSA téptalajon, természééeyen neveltink. Az
adatok harom, fuggetlen mérés atlagai, amelyelk@bgzdémegre (SzT) vonatkoztattuk. A
hibasavok szérast jelélik. Roviditések: KontrollSM A: MSA taptalaj 30 g'lszacharéz
és teljes asvanyi anyag tartalommal; MSA A 1/2: MSZ80 taptalaj 1/2-nyi asvanyi
anyag tartalommal; MSA A 1/3: MSA SZ30 taptalajiyBasvanyi anyag tartalommal.

V.4.2.4. Azin vitro kultarak taptalaj médositasainak egyittes hatasanakizsgéalata

A taptalaj 6sszeték kilonbdd modositasai (hormonosszetétel, szachardoz és
asvanyi anyag mennyisége) kulon-kilon emeltd#oesythiax intermediaszuszpenziés
kultdranak a lignantartalmat. A taptalaj optimatiddal Rahman és munkatarsai (1990b)
a hormondsszetétel és a makro- és mikroelemek negggnek modositasat, Schmitt és
Petersen (2002a) a hormonésszetétel és a szactatalom valtozasat alkalmazta
egylttesen a sejttenyészet hatdanyagtartalmanalozdelsra. EHb kiindulva
feltételeztik, hogy a haromféle taptalaj médoski@sbinacidja szintén ndvelheti &z
vitro sejt kultira lignan tartalmat. Emiatt egyitt atkaktuk a tdptalaj szachar6z

mennyiségének haromszorosara emelését és az aswdayg tartalom mennyiségének a
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harmadara csokkentését a korabban megfedtl talalt hormondsszetétel mellett, hogy

megvizsgaljuk a szuszpenzids kultlra lignanternéegegyakorolt hatasat.
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22. abra Forsythia x intermedia szuszpenzios kultdrgjanakigaantartalma, amit
kontroll, és haromszoroséara novelt szachar6z ésnhdéra cstkkentett asvanyi anyag
tartalmu MSA taptalajon, természetes fényen ndueltéi adatok harom, figgetlen mérés
atlagai, amelyeket szaraz tdmegre (SzT) vonatkoktaA hibasavok szorast jelolik..
Roviditések: MSA Sz30: MSA taptalaj 30'gtachar6z tartalommal. MSA Sz90 A 1/3:

MSA taptalaj 90 gt szachar6z és 1/3-nyi 4svanyi anyag tartalommal.

A szachar6z mennyiség novelése és az asvanyi atgrglom egyiddj
csokkentése a taptalajban jetis@n fokozta a sejttenyészet lignantermelését (22).8A
valtoztatdsok egyuittes alkalmazasa szinergista médtott. A szuszpenzid 6sszlignan
tartalmanak a szintje megegyezett a harmadéara kefrgsvanyi anyag tartalma (MSA
A1/3) taptalajon nevelt sejttenyészet hatéanyagltaéval (23. abra). Viszont a kezelési
id6 a felére csokkent, csak 4 hetet vett igénybe aimd@is lignantartalom elérése,
hasonléan a héaromszoros szachardzt tartalmazé zéghéz (MSA Sz90). A

gazdasagossagi szempontok miatt a sejttenyésztési lerovidilése kiemelked
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fontossagu am vitro technoldgiat alkalmazo hatéanyag termelésnél. jtesgészetben
a lignanok koziil a matairezinozid fordultsehagy tobbségben az MSA Sz90 A1/3
tapkdzegnél is, viszont a glikozidos formak melketmatairezinol és az arktigenin is
megjelentek nagyobb aréanyban. A tapkozeg optimebiza&oran MSA Sz90 A1/3
tapkdzeg valtozat fokozta a legnagyobb mértékbera dsgrévidebb fenntartasi dd
mellett a szuszpenziés tenyészet lignantermelégéiatt ezt a tapkozeg valtozatot
valasztottuk ki az ugynevezett lignanterénglpkozegnek.
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23. abraForsythia x intermedia eltértaptalaj valtozatokon fényen nevelt szuszpenziés
kultirajanak a lignantartalma. Réviditések: MSA G24SA SZ90: MSA taptalaj 90 G |
szachardz tartalommal; MSA A1/3: MSA taptalaj 1y8-asvanyi anyag tartalommal;
MSA Sz90 A1/3: MSA taptalaj 90 §szachar6z és 1/3-nyi asvanyi anyag tartalommal.
Az adatok harom, fuggetlen mérés atlagai, amelysk&taz témegre vonatkoztattuk. A
hibasavok a szérast jelolik.
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lignantartalméara

A Forsythia x intermedia szuszpenzids kultdrajaval végzett kisérletek soran
tapasztaltuk, hogy a természetes fényen neveltikultignantartalma meghaladta a
sotétben tartott kulturdét. Feltételeztik, hoggmyfhatdsara a fotoszintetikus apparatus
differencidlodaséaval egyutt olyan sejtdifferenctfsi folyamatok is elindulnak, amelyek
a lignantermelést serkentik (Smollny és mtsai 1998) fény intenzitdsa és a
megvilagitasi id befolyasolja lignantermelést a novényi sejkultlak illetve a
megfeleb fény-sotét megvilagitasi periodus ugyanolyan nkéeé képes fokozni a
sejttenyészetek hatdéanyag-termelését, mint a fayasnmegvilagitas, emellett energia
takarékosabb és gazdasagosabb is (Fischer és Alarm1995). Ezért a
sejttenyészetekben a fény hatdsat részleteseblrgaltuk tobbféle megvilagitasi
periodus alkalmazasaval.

A Forsythia fajok és fajtak koziul dorsythia x intermedia’Week-End’ fajta
szuszpenzids kulturajanak volt a legstabilabb zithe az élzetes kisérletek soran
(hénapokon &t azonos sziteség). Ezért ezt a fajtat valasztottuk ki erre a
kisérletsorozatra. Ennek sorarbredvelésként sotétben, MSA SZ30 tapkdzegen (Un.
fenntartd taptalajon) neveltik a sejtkultirat aéket elinditasdhoz. Az agynevezett
lignantermeb, MSA SZ90 A1/3 taptalajon neveltiik tovabb szuszp@ntenyészetketet,
sotétben és ,Laborfényen” illetve haromféle féntésgperiddust (4/20; 8/16; 12/12 Ora)
alkalmaztunk (9. Tablazat, 24. abra). E korilménkekott 6 héten at tartottuk fenn a
sejttenyészeteket, kéthetente vettiink mintat. Mggbztuk a sejttenyészetek klorofill
tartalmat és a fotoszintetikus apparatusuk kldrpfibtein komplexei aranyat 77 K
fluoreszcencia spektroszkdpiaval, valamint fényeléktronmikroszképos maédszerekkel
a sejtek ultrastrukturgjat. Parhuzamosan mindegwita lignan tartalmat HPLC-vel

mértik.
9. TablazatKisérleti elrendezés a fény hatasanak vizsgalataFeorsythia x intermedia

'Week-End’ fajta szuszpenzids kultirdinak astiksére. Az otféle kezelésnél haromszor
vettink mintét, 2., 4. és 6. héten.
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Elénevelés(4 hét) Megvilagitas tipusa (6 hét)

MSA SZ3®Botét MSA SZ90 A1/S6tét

MSA SZ90 Al/3ermészetes fény

MSA SZ90 A1/8ény/So6tét periddus (6ra)
4F20S: 4/20

8F16S: 8/16

12F12S: 12/12

Roviditések: MSA SZ30; MSA taptalaj 30" gzacharéz tartalommal; MSA A1/3: MSA

taptalaj 1/3-nyi asvanyi anyag tartalommal; MSA Gz81/3: MSA taptalaj 90 g

szacharéz és 1/3-nyi asvanyi anyag tartalommal.yEgfvel végzett megvilagitasnal
4F/20S=napi 4/20; 8F/16S= napi 8/16; illetve 12F&=2 napi 12/12 éra Fény/Sotét
periédus.

24. abraA Forsythia x intermedia 'Week-End’ fajta. MSA ®Z91/3 taptalajon nevelt
szuszpenzios kultlrai a kisérlet 4. hetében. Aesgfiszeteket kilonkbmegvilagitasok
mellett tartottunk fenn. A kezelésstel sotétben, MSA Sz30 taptalajon neveltik a
sejttenyészeteket. A megvilagitasi tipusok a kéxétkoltak: A=S6tét; B=napi 4/20; C=
napi 8/16; illetve D= napi 12/12 6ra Fény/So6tét jdelus, E=természetes fény

A fény hatasara dorsythia x intermedia 'Week-End' fajta szuszpenzios

sejttenyészetei megzoldiltek. A megvilagitasiotattam hosszanak novelésésvel
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parhuzamosan egyre zoldebbek lettek a kultirdk. Géétlsen nevelt sejttenyészet
vilagosbarna volt (24./A abra), a legzdldebb peglitermészetes fényen tartott kultdra
(24./E abra). A tobbi tenyészet atmeneti zialt (24./B, C és D abra).

V.4.3.1. A sttétben nevelt szuszpenzios kultdra kiafill tartalméanak, fotoszintetikus

apparatusanak, ultrastruktargjanak és lignantartalmanak vizsgalata

A sotétben MSA SZ30 taptalajon nevelt szuszpenmbyészetet MSA SZ90
A1/3, ugynevzett lignantermietaptalajra helyeztiik at és vizsgaltuk a hatoarngeglom
és a sejtdifferencios szint valtozasat. igy elefiledtogy a megfelélfenntartd tapkozeg
mellett a fenntartasi koérilmény, ebben az esetbenegvilagitas, milyen mértékben
befolyasolja a sejttenyészet hatdanyag-termel@&egvizsgaltuk, hogy a fény jelenléte
szilkséges-e &orsythia x intermedia 'Week-Endfajta sejttenyészetében a vizsgalt
ligndnok termeldéséshez vagy elégséges a hatdanyag teremlésnealipit taptalaj
hasznalata.

A Kkisérletek sordan mikrsozkopos vizsgélatokkal ngomkovettik a sejtek
differenciadlodasi folyamatait. Mivel ebben a kisébrozatban a fotoszintetikus

apparéatust vizsgaltuk, a Kklorofill vorés autofluszeencigja alapjan fluoreszcencia

mikroszkopos képeket készitettlnk.

25. abraA Forsythia x intermedia "Week-End’ fajta MSA SZ9D3 taptalajon nevelt,
haromféle modon megvilagitott szuszpenzios kultlraituoreszcencia mikroszkopos
felvételei. Jeldlések: A) Sotétben nevelt minta;SB)étsl inditott természetes fényen
nevelt minta; C) Sotéfl mesterséges fényre helyezett és napi 12/12 Orgy/Eétét

periédussal megvilagitott minta.
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Ezek a képek azt mutattak, hogy a szuszpenzioérikkta jellem# kerek sejtek
nem tartalmaztak kloroplasztiszokat a s6tétbentéetotit tenyészetekben (25. abra A). A
fényen nevelt kultirakban viszont a képeken meggeléntenziv vords szin a
kloroplasztiszok nagy mennyiségére utal (25. abr&sBC). A tobbi kisérletekben a
sejttenyészetek sejtjélrkészult fluoreszcencia mikroszképos képek nagyasonloak,
ezért ezeket nem mutatjuk be.

Az ultrastruktaralis vizsgalatok azt mutattdk, haggotétben nevelt kultiraknél a
sejtek nagy vakuoOlummal és vékony citoplazma rabkggendelkeztek, amiben
kloroplasztiszokat nem talaltunk (26. &bra). Ez ggszhangban volt azzal, hogy a
sejtkultdra barna szinvolt (24. abra), kloroplasztiszok nem voltak kietiatéak a
tenyészet sejtjeiben és a 77 K fluoreszcencia emsspektrum alapvonalat adott (28.

abra ,S” gorbe). Raadasul a sejttenyészet ligntaitaa sem volt mérh&imennyisédg.

26. 4braA Forsythia x intermedia 'Week-End’ fajta MSA SZ2903 taptalajon, s6tétben

nevelt szuszpenzios kultlra sejtjeinek ultrastmaal

V.4.3.2. A természetes fényen nevelt szuszpenziagitra klorofill tartalmanak,

fotoszintetikus apparatusanak, ultrastruktarajanak és lignantartalmanak vizsgalata

A sotétben, MSA SZ30 taptalajon fenntartott sejtémzetet athelyeztik MSA
SzZ90 A1/3 taptalajra és természetes fényen neve@iikéten keresztil. Ennek

kovetkeztében kialakulhattak a sejttenyészetekbddoroplasztiszok, a szuszpenzios
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kultdra zo6ld szifi lett ebkisérleteinknek megfeléén és a klorofilltartalom mérhiate
valt (24. abra).
Az osszklorofill tartalom mérése (27. 4bra) azt atat hogy a megvilagitas

hatdséra a 4. hétigtt a klorofill mennyisége, majd ez a 6. hétre léésmnt.
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27. dbraA Forsythia x intermedia "Week-End’ fajta MSA SZ9D3 taptalajon nevelt
szuszpenziés kulturajanak osszklorofill tartalmakeelés étt sététben, MSA SZ30
taptalajon neveltik a sejttenyészeteket, majd kid@hideig tartottuk természetes fényen

a mintakat. Az adatok friss tomegre vonatkoznakbAsavok a szorast jeldlik.

A fluoreszcencia spektrumok azt bizonyitottdk, hogy soOtétben tartott
szuszpenzidkban nem alakultak a fotoszintetikusaagips klorofill-protein komplexei,
mert a 650-770 nm-es spektrum tartomanyban nemt@gdemeg emisszids savok (28.
abra “S” gorbe). A megvilagitas hatdsara azonbanegvilagitds médjatdl fuggetlendl,
valamennyi minta spektrumaban emisszios savoktghemeg 686, 696 é€s 736 nm-nél,
amelyek a differencialddott fotoszintetikus appaséa jellem#ek (28. abra).
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28. abraA Forsythia x intermedia "We+End’ fajta MSA SZ90 A1/3 taptalajon ne\

szuszpenzios kultarajanak 77 K fluoerszcencia emsspektrumai, amelyeket 736-
es sav intenzitasra normaltunk, kivéve a sotétbewelh mintanal. A kezelés gdl
sotétben, MSA Z30 taptalajon neveltik a sejttenyészeteket, méiidnkdz ideig
tartottuk természetes fényen a mintadkat. Folytamosl = 2. hét; Szaggatott vonal =

hét; Pontozott vonal = 6. hét mintavételdmbnt; Pontozott vonal (S) = Sof

A fluoreszcencia siktroszkopiai meérésekkel dsszhangban voltak
elektronmikroszképos vizsgélatok. A fejlett klorapttiszokban granumos tilakc
struktarak kiépulését figyelhettik meg a fényenatiesejtekben (29. abra). A sotétk
nevelt kultirdk sejtjeihez képest a n kdzponti vakudélum korll, a vastagabb réi:
citoplazméban jellegzetes volt a kloroplasztisenédte, amelyek valtozd6 mennyiséés

méreti keményi$szemcsét és sok granumot tartalma:
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29. dbraA Forsythia x intermedia "Week-End’ fajta MSA SZ903 taptalajon, 4 hétig
természetes fényeevelt szuszpenzids kultlra sejtjeinek ultrastméal A beszurt abra
egy kloroplasztisz részletét emeli ki; jol lathd¢@agranumok és a nagyméféeményit
szemcseék.

A természetes fénynek a lignantartalomra gyakonaltasa igen ételjes. A
sotétben nevelt szuszpenzids kultirdban nem volédéktalhatoak a vizsgélt lignanok,
ezzel szemben a természetes fényen nevelt szugzpendtirgjanak lignantartalma
magas volt (30. abra). A legmagasabb értéket atdshmegvilagitasi itbzak esetén
mértik, a glikozidok talsulya, hasonl6éan a taptalpjimalizacios kisérletekhez, itt is
megfigyelhed volt.
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30. abra Forsythia x intermedia 'Week-End’ fajta, MSA SzZ#Q/3 taptalajon,
természetes fényen nevelt szuszpenziés kultUrajégradntartalma. A kezelés dt
sotétben neveltik a sejttenyészeteket, majd 3 bdddndstartam (2, 4 és 6 hét) utan
vizsgaltuk a mintdkat. Az adatok harom, flggetledrés atlagai, amelyeket széraz
tomegre (SzT) vonatkoztattunk. A hibasavok a sgzjalésik..

V.4.3.3. A mesterséges fényen nevelt szuszpenziadttka klorofill tartalmanak,

fotoszintetikus apparatusanak, ultrastruktarajanak és lignantartalmanak vizsgalata

Az eloz6 kisérletsorozat egyértelian mutatta a fény serkénhatasat ain vitro
kultira sejtdifferencidlodasara és lignantartalmara tovabbiakban a serkentés
folyamatat tanulmanyoztuk, azaz hogy azonos féagiritas mellett a megvilagitasi
periodus valtoztatdsaval a sejttenyészet lign&itaat tovabb emelh&te. Ebben az
esetben az étetesen MSA SZ30 taptalajon, s6tétben nevelt sggtzetet helyeztik at
MSA SZ90 A1/3 taptalajra, majd fénycsdvek alattomdiéle megvilagitasi periédust
alkalmaztunk, 4/20 és 8/16 illetve 12/12 Ora FédigBperidodust. E kérilmények kozott
6 héten at tartottuk fenn a sejttenyészeteket,anihhetenként vettink.

A kisérlet ebtt a szuszpenzios kultirat ebben az esetben siotiéthartottuk fenn,
emiatt a kisérlet inditdsakor nem volt detektalhat&lorofilltartalom. A klorofill
bioszintézis a kisérlet elinditdsakor kulonbdmtenzitassal kezdlhetett meg a

megvilagitas idtartamatol fugden. Ennek kovetkeztében az dsszklorofill tartalomba
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nagyobb eltérések keletkeztek, mir,Laborfényen” nevelt sejttenyészet esetében (2
31. 4bra). A legrovidebb peridédus ideja napi 4/20 6ra Fény/Sotét megvilagi
periodus mellett volt a legalacsonyabb az Osszklbrartalom, még a leghosszal
megvilagitas, a 12/12 oOra Fény/Sotéeriodus okozta a legmagasabb 6sszklor

ertékeket. A megvilagitasi periodusidhosszaval tehat parhuzamosarbtt naz

osszklorofill tartalom.
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31. &braForsythia x intermedia 'We+End’ fajta szuszpenzids kulturajanak ésszklor
tartalma MSA SZ90 A1/3 taptalajon. A Kkisérletinglitabtt sotétben neveltiik

sejttenyészeteket, majd 3 kulonbigpontban (2, 4 és 6 hét utan) vizsgaltuk a minté
A férycsivel tortént megvilagitas tipusai a kovetkezoltak: 4F20S = napi 4/20 o1
Fény/Sotét, 8F16S = napi 8/16 6ra Fény/Sotét, 1&2api 12/12 ora Fény/Sotét. .
adatok harom, fuggetlen mérés éatlagai, amelyekss ftomegre vonatkoztattuk. R

ertékek 5,3t4% kozott mozogte

A spektrumokat ebben az esetben is a hosszu huksnh (733 n-es) sav
intenzitdasdn normaltuk (32. abra). Emiatt az &brak{d@dnboz klorofill -protein
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komplexek egymashoz viszonyitott aranyait mutatja. spektrumok eltéréss
minimalisak. Hasonl6an a természetes fényen fenntektditirakhoz, a fluoreszcenc
emisszios spektrumokban 686 és 696-rel jelzett savok a PSIl klorof-protein
komplexet jelzik, ezen kivil a 733 -es a PSI komplexet.

1.0
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0.5

Fluor.

0.0

650 700 750

Hullamhossz {nm)
32. abraA Forsythia x inermedia 'Weekend’ fajta MSA SZ90 A1/3 taptalajon ne\
szuszpenziés kultardjanak 77 K fluoreszcencia speki, amelyeket 733 r-es sav
intenzitasra normaltunk. Sotélbmesterséges fényre helyeztik at a sejttenyésaetd
napi 8/16 6ra Fény/Sotét ribdussal vilagitottunk meg. A mintakat 2 hetengsgaltuk.
Jelolések a spektrumon: Folytonos vonal = 2. hegdggatott vonal = 4. hét; Pontoz
vonal = 6. hét; Pontozott vonal (S)= S6

Az elektronmikroszkopos fotok (33. dbra) ebben setleen isalatamasztottak a
klorofilltartalom mérés és a fluoreszcencia spekilh adatait, amelyek szeri
mindegyik fény/sotét megvilagitasi periodusnal todaintetikus apparatus kiépdlt. ,
elektronmikroszképos fotékon lathatd sejtekben nagyzponti vakudlum o6ril
viszonylag vastag citoplazma réteg volt, amibentes&gnt néhany kloroplasztis
talaltunk a mitokondriumok mellett. A kloroplasziikban keménydszemcse éfordult

és a tilakoid membran rendszer is tartalmazottgréamumszdr sztekkelt membranot.



33. abra A Forsythia x
intermedia  'Week-End’
fajta MSA SZzZ90 A1/3
taptalajon nevelt, sotéft
fénycg ald helyezett
szuszpenziés kultara
sejtjeinek
ultrastruktaraja. 4 hét
utdn vettik a mintakat.
Jeldlések: A) napi 4/20
ora Fény/Sotét
megvilagitasi  periédus;
B) napi 8/16 Ora
Fény/Sotét megvilagitasi
periédus; C) napi 12/12
ora Fény/Sotét

megvilagitasi periodus.




A megvilagitasi periodusok kozotti kilonbség megatkdzott a kloroplasztiszok
fejlettségében is. A napi 4/20 O6ra Fény/Sotét magitési periodussal kezelt kultara
sejtjeiben tagulatos tilakoid membranok voltak (8Bra A), viszont a napi 8/16 o6ra és
12/12 6éra Fény/Sotét megvilagitasi periddusoknal gn@numok is kialakultak (33. &bra
B és C).

A napi 8/16 oOra Fény/Sotét megvilagitasbudl kezelt szuszpenzids kultira
lignantartalma volt a legnagyobb, 4 hetes kezeati¥szak elteltével (34. 4bra). Ez az
erték meghaladja a természetes fényen nevelt sn®hs kultira hatéanyagtartalméat. A
szuszpenziés mintdkban a matairezinozid forddltn@lgyobb mennyiségben valamint a
matairezinol és az arktigenin is megjelent. A n8fi6 6ra Fény/Sotét megvilagitas
alkalmazésa soran nagy mennyiségktiin termebdott.
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34. abra MSA SZ90 A1/3 taptalajon nevelt és haromféle $ét§t periédussal
megvilagitott Forsythia x intermedia 'Week-End’ téajszuszpenzidés kultirgjanak
lignantartalma. A kisérlet étt sotétben neveltliik a sejttenyészeteket, majd Btz
idépontban (2, 4 és 6 hét) vizsgaltuk a mintakat. AyFedtét megvilagitasi periodusok a
kovetkedk voltak: 4F20S = napi 4/20 6ra, 8F16S = napi 8%, 12F12S = napi 12/12

Ora. Az adatok harom, flggetlen mérés atlagai, selat szaraz tomegre (SzT)
vonatkoztattuk. A hibasavok a szorast jelolik.
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V.4.4. Forsythia fajok és fajtak kozti kilénbség az in vitro kultarédk
lignantartalmaban  (Az  optimalizacios  kisérletek  ereményeinek

alkalmazasara)

Célunk egy hatékony lignanterniefForsythia in vitro sejttenyészet létrehozéasa
volt nagyléptéll fermentacios termelés érdekében.FArsythia fajoknak nagyszamu
fajtdi ismeretesek és a levelek 6sszlignan tartadmaés Osszetételében is jebent
kilonbségek mutatkoztak nemcsak a fajok, hanenjtéakf&ozott is. Ezért am vitro
sejttenyészeteknél is megvizsgaltuk a fajok ésaajozotti, a lignantartalomban és
Osszetételben megjeléneltéréseket, a legmagasabb hatéanyag produkcigéselé
érdekében.

A munka soradn a #orsythiafaj és 12 fajta kozul 3 fajbdF. intermedia, F.
ovata, F. suspenyaés 6 fajtabol K. intermediaBeatrix Farrand, Melissa, Minigold,
Primulina és Week-End, emellettFa ovataRobusta és Tetragold) sikerilt szuszpenziot
létrehozni.

A maximalis hatbéanyag tartalom eléréséhez a murid@nka létrehozott
szuszpenziés kultirakat a. lignanterdnéVlSA SzZ90 A1/3 taptalajon neveltiik, az
optimalis 8/16 6ras mesterséges megvilagitas mellet

A munka soran 3 fajbdél és 6 fajtabdl létrejott wajyészetek dsszlignan tartalma
kozul 2 fajé és 2 fajtaé elhanyagolhatd, haromaéajtiszont kiemelked(35. abra). AF.
intermedia’'Week-End’ fajta lignantartalma a legmagasabb, A&r&se a legalacsonyabb
sejttenyészeténekF( intermedia 'Melisa’). A ligndndsszetétel nagyon hasonld a
szuszpenzidkban. A matairezinozid mennyisége dloemellett arktiin fordul €l

szuszpenzios kulturdkban, az aglikonok mennyiségdegyikben elenyégz
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Forsythia fajok és fajtak

OMatairezinozid BArktiin OMatairezinol OArktigenin

35. abraForsythia fajok és fajtdk szuszpenzids kulturéidaa osszlignantartalma és
lignan ossszetétele. A sejtkultirat MSA SZ90 Adpgalajon neveltiink, napi 8/16 o6ra
Fény/Sotét periodussal vilagitottuk meg. A mintédkhaét elteltével szireteltiik. Az adatok
harom, flggetlen mérés atlagai, amelyeket szarazegde (SzT) vonatkoztattuk. A

hibasavok a szérast jelolik.

V.4.5. A leghatékonyabb lignantermel szuszpenzids kultira ndvekedési
gorbéje

Az Forsythiain vitro sejttenyészetekkel végzett kisérleteink 6sszegeésea
legmagasabb lignantermelés elérésére alkalaasythiafajtat, tdpkozeg valtozatot és
megvilagitasi modot alkalmaztuk és vizsgaltuk asgpenzids kultdra sejttomeg-
gyarapodaséat és az dsszlignantartalom valtoza$étr@an hetes tenyésztésididlatt.
Forsythia x intermedia 'Week-Endfajta szuszpenziés kultarajat MSA Sz90 A1/3
taptalajon, napi 8/16 6ra Fény/Sotét periddusdabitottuk meg, a 3 hetes tenyésztesi
id6 alatt a 3 mintat 3 naponta gyujtéttiink be a nddékegorbe felvételéhez.

Forsythia x intermedia’Week-End’ fajta szuszpenzios kulturajanak novesed
gorbéjén lathato, hogy a kultira sejttbmege maelaz naptol kezdve folyamatosan
novekszik a 18. napig (36. abra). A maximumot arapon éri el majd ezt konvieEn
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lassu csokkenés tapasztalhaté. A maximum értékirmltédsi mennyiség tébb mint
kétszerese. Az 6sszlignan tartalom as @sap folyaman csokkent, majd nagyon lassu
novekedést mutatott a 3. és 9. nap kozott. Ezutah5.a napig efteljes, gyors
novekedésbe kezdett, igy érte el a maximumot a&43.8. nap kozotti platon, ekkor a
kezdeti Osszlignan tartalom tobb mint a kétszeeeseémelkedett. Az optimalizalt
Forsythia fajta, tapk6zeg és megvilagitasi mod esetén a mddid lignantartalom

kinyerése érdekében a szuszpenzids kultirakat aé4518. nap kozott érdemes

begyijteni.
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36. abraForsythia x intermedia "Week-End’ fajta szuszpé@mXulturajanak dssztomeg-
gyarapodasa és a tenyészet dsszlignantartalmaltdrélaat MSA SZ90 A1/3 taptalajon,
napi 8/16 ora Fény/Sotét periddussal vilagitottudgmA 3 hetes tenyésztési mlatt a 3
mintat 3 naponta gyujtéttink bz adatok harom, fiiggetlen mérés atlagai, amelyeket
szaraz tomegre (SzT) vonatkoztattuk. A sejttémamppydas adatai esetén a standard
hibaértékeket tintettuk fel a gérbén, az dsszligy@beéenél az RSD értékek 5,9 és 21 %
kozo6tt mozogtak.
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VI. Megbeszélés

VI.1. A lignan extrakcio optimalizalasaForsythia x intermediafajban

Az irodalomban nem volt egységes feltarasi modszdforsythia fajokban
fellelhe®s arktigeninre és arktiinre vonatkozoan (Bevezeté3éblazat) és a megiév
modszerek egyméassal nem voltak oOsszevéthetEzért volt szikség az extrakcids
mddszerek optimalizalasara és dsszehasonlitaggra harom leggyakrabban hasznalt
modszert (ultrahangos dezintegralas, refluxalaSHS) hasonlitottuk 6ssze, kombinalva
négyféle kivond eleggyel (100 % és 60 % etanol ésmnol).

A 12 féle metodikat 6sszevetve tobb mint kétszer@nbséget talaltunk a
legkevésbé megfelglés a leghatékonyabb modszer kozott. A eljarasdiedili eltérés
hasonlé nagysagu volt az eljarasok kozott tapabotal mert a kivonas hatékonysagat az
oldészer ugyanolyan mértékben befolyasolta, mkivanas modszere. Ezek az adatok is
megebsitették a kulonbdyr feltdrasi modszerek 6sszehasonlitdsanak szikségess
kiemelve nemcsak az alkalmazott modszerek, de ankbzerek szerepét is.
Megallapitasaink egybeesnek Choi és mtsai (2003l 4kirtakkal. Az A&ltaluk
alkalmazott, 100 % metanollal végzett ultrahangesirdegralashoz képest az SFE-vel
tortént lignan kivonasuk hatékonysaga 66 % vofizent a metanollal egyitt végzett SFE
110 %-0s. A mi kivonasainkban a 100 % metanollglzeét ultrahangos dezintegralashoz
viszonyitva a 100 % metanolt is hasznalé SFE hatddga kdzel azonos volt,
hasonléan Choi és mtsai eredményeihez. Viszona é&tékonysagot is sikerilt tovabb
novelnink, 137%-ra, az SFE esetén a 60 %-0s meafiaimazasaval.

Munkankban a lignan extrakcié optimalizadlasa sosd60%-0s etanolos SFE
50%-kal rosszabb hatasfokd volt a 60%-0os metan@®E eljarasnal. Choi és
munkatarsai (2002) ehhez hasonlé eredményt kapiaknanokhoz hasonlé polaritasu
diterpén glikozidok (stevioside és rebaudioside)y&rése soran 8tevia rebaudiana
Bertoni fajnél. Az SFE eljarassal végzett kivon@siralizadlasa soran a széndioxidhoz
adagolt kivonészerek miségét és elegyitési aranyait is vizsgaltak. A sp&ithoz 5,

10 és 20%-0s aranyban adtak etanolt, metanolt wela®®%-0s metanolt. Ebben az

0sszehasonlitasban a 20%-os aranyban alkalmazotbndgzerek voltak a

81



leghatasosabbak. Az kivonészerek kozil a 80%-osamoétvolt a leghatékonyabb,
amelyhez képest a metanol hatasfoka 70%, az etd@étévolt.

A harom metodika 6sszehasonlitAisaban azonban, dysldimbe vesszik a
hatékonysag mellett a koltség igényt, a hasznosrrimdcié tartalmat, az egy dden
feldolgozhaté mintaszdmot és az ehhez szikségesnaiiim idét is, megvaltozik az
alkalmassag sorrendje. A harom kivonasi eljaradik@dzrefluxalas a legalkalmasabb
szelekciora. Mivel ezzel a modszerrel dolgozhatdrfagas mintaszam, rovid ddalatt,
minimalis eszkdz és alacsony vegyszer igénnyel,llathehogy a vizsgalt molekuldk
extrahalhatdéak igy. Az ultrahangos dezintegralaszsekciot kovét munkafazisban
ajanlhat6. Ez az eljaras hosszabbt iggenyel, emiatt alacsonyabb mintaszam esetén
érdemes ezt valasztani. Az eszkdz igénye magasainib,a refluxalasé, viszont még
mindig alacsonynak tekinthietés a vegyszer felhasznalasa is alacsony, a kiW@nha
molekuldk széles kore miatt altalanosan alkalmagwetnasi eljaras. Az SFE élsorban
metodika fejlesztéshez és az ipari 1éfité&lnyerés alzetes vizsgalatahoz kivalé. Ez az
eljaras igényel a legtobb dd 1-1 minta feldolgozasadhoz, emiatt alacsony miéas
esetén ajanlott. Az eszkbzigénye nagy (draga dildsbeszerzése), viszont a vegyszer
igénye alacsony. A molekulak valtozatos kdre voalkaezzel a készilékkel, raadasul az
egyes komponensek szelektiv kinyerésére is ez azabd legalkalmasabb. Ezek alapjan
a levelekldl tortérns kivonast, a leghatékonyabb moddszerrel és kivomgglel, SFE
készulékkel 60%-0s metanollal végeztik, mert ebaeresetben viszonylag alacsony
mintaszammal dolgoztunk. Ain vitro kultaradknal viszont viszonylag nagy mintaszam
feldolgozéasara volt szikségunk, emiatt a magaskbaysagu 100%-o0s metanollal
tortérs refluxalast alkalmaztuk. Ezek alapjan az arktigeds arktiin extrakciojanak
kivalasztasa soran szukséges figyelembe vennié&kdaysag mellett a metodika tobbi

paraméterét is.

VI.2. A Forsythiafajok és fajtak leveleinek fenoloid és lignantarthma,

illetve antioxidans kapacitasa

A szinreakcidn alapulé spektrofotometrias mérésagynszamu minta gyors
feldolgozdsara alkalmasak. Emiatt a magas lignéahtahi fajok, illetve fajtak

kivalasztasdnak gyorsitasa érdekében a nagyobbogsag, viszont &gényesebb
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kromatografids modszerek hasznalatétteimintaszam csokkehtszelekciora kivantuk
alkalmazni a spektrofotometrias szinreakciokat.

Mivel az 6sszlignan tartalom mérésére nem ismetspfotometrids szinreakcio,
igy a fenoloid tartalom és az antioxidans kapacit@eghatarozasat valasztottuk Ki
munkankban, hogy megvizsgaljuk alkalmasak-e ezekbdszerek az észelekcidra.

A masodlagos anyagcseretermékek kozott a lignanokermloidok egyik
csoportjat alkotjdk a flavonoidok és fenilpropamad mellett. A lignanok nagy
mennyiséf eléfordulasarol szamoltak be a kutatok (2 tabldzaBoasythia fajokban.
Emiatt feltételeztik, hogy & zelekciés modszerként a lignanok HPLC készUlékdeat
Osszesitett lignantartalmanak a becslésére alkaltedget a fenoloid tartalom
meghatarozasa. Erre a célra a gyakran alkalmaz&ttoloidok viszonylag széles korét
kimutatd, Folin-Ciocalteou reagenssel végzett spébtometrias modszert hasznaltuk
(Turkmen és mtsai 2006)

A Forsythia fajokban nagy mennyiségben terfigél lignanok antioxidans
kapacitasat mindegyik lignan komponens esetén Igdza kutatok (Kim és mtsai 2003;
Yamauchi és mtsai 2006; Chen és mtsai 1999; Jorngtgai 1998). Irodalmi adatok
alapjan a fenoloidok csoportjan belil az antioxglahatasu lignanok jelefg
mennyiségben vannak jelen Rorsythia fajokban (2 Tablazat). EBb kiindulva
feltételeztik, hogy az antioxidans kapacitast \a#sgszinreakcié alkalmas lehet a
Forsythia fajok lignanjainak HPLC készllékkel mért Osszdésitmennyiségének a
becslésére. Az antioxidans kapacitds mérésére gzzesfyy gyors é€s olcsdO FRAP
maddszert valasztottuk (Benzie és Strain 1996).

A fenoloid tartalom és az antioxidans kapacitasésétr doriten az élelmiszerek,
elsssorban a gyimolcsok és zoldségek esetén haszmakakatok (Fu és mtsai 2011).
Ennek kovetkeztében kevés az eredményeinkkel dstmdvirodalmi adat. Raadasul a
metodikdk kozotti eltérések szintén nehezitik aderenyek 6sszehasonlitdsat. A fekete
€s maté teara vonatkozé dsszfenolid adatokkal (fierkés mtsai 2006) egybeesnek a
Forsythia fajok és fajtak levél kivonataiban mért fenoloidé&eink. Az antioxidans
kapacitas esetén Li és munkatarsai (2008) 45 gyig@ny vizsgalata soran standardként
FeSO4 oldatot hasznaltak az altalunk alkalmazattabinsavval szemben, emiatt ezek

az értékek csak kozdlleg vethetk dssze eredményeinkkel. A 45 vizsgélt ndvényfajhoz
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viszonyitva a@orsythia suspensibzepes éisséd antioxidans kapacitast mutat. Tadhani
€s munkatarsai (2007) aszkorbinsavra vonatkoztd@adlték Stevia rebaudiana
levelének gyokfogd képességét, amely adat nagysditgg egybeesik az altalunk meért
eredményekkel.

A Forsythia fajokat és a fajtdkat tekintve az Osszesitettdingartalommal a
fenoloid tartalom mutatott szoros korrelaciot, afiaxidans kapacitds nem. Ezek alapjan
a Forsythia fajok és a fajtak esetén a Folin-Ciocalteou resgein végzett
spektrofotometrias modszer alkalmas dsatlekciora.

Az antioxidans kapacitas esetén az 0sszefliggéyahid@szben az alkalmazott
mérési modszerek pontossaga kozotti kulonbdéghdodhatott. Ezen felul a
spektrofotometrias  szinreakciénal a lignanokon [kivivegylletcsoportok s
befolyasolhattdk a méréseket. Valdéskg a mintdkban jelenlév flavonoidok,
fenilpropanoidok és fenolsavakssrantioxidans kapacitdsa cstkkentette oly mértékben
korrelaciot, hogy emiatt ez a modszer nem alkal@asebszelekcidra. AForsythia
mintak fenolsav, illetve flavonoid tartalméara vdkaoan irodalmi és sajat mérési adatok
is rendelkezésre allnak. Kitagawa és munkatar€84®s 1988) fenilpropanoidok és egy
flavonoid, a rutin jelenlétét szamolt beForsythia fajokban. Nishibe (1994) szintén
fenilpropanoid komponenseket mutatott ki. Guo ésamn2007) szamos fenilpropanoidot
és a rutint irtak le &orsythia suspenstjban. Munkankban fenilpropanoidot, klorogén
savat valamint a flavonoidok kozull quercetint mktiSedlak és mtsai 2008a; Boldizsar
és mtsai 2010). Emellet spektrofotometrias médskeneghataroztuk az 6sszflavonoid

tartalmat, ami alacsony flavonoid mennyiségre (&édidlak és mtsai 2008b).

VI.3. Forsythiafajok és fajtak lignandsszetételének azonositasa é

mennyiségi meghatarozasa

A Forsythia fajokban megtalalhatdo lignanok azonositasa és wyisdg
meghatarozasa nagyhatékonysagu folyadékkromatagrdfiPLC) elvalasztasuk utan
ultraibolya spektrofotometrias (UV) és tomegspektetrias (MS) detektalassal, illetve

gazkromatografias (GC) elvalasztasukat kéeetMS detektalassal tortént.
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A vizsgalt lignanok azonositasa standardokkal egyerencios idejuk (arktiin,
matairezinol, arktigenin) és tomegspektrometriflerezsik alapjan tortént (Choi és mti
2003; Boldizsar és mti 2010).

A lignanok alacsony illékonysaga miatt a GC elvAlasahoz trimetilszilil
szarmazeékokat allitottunk el Néhany ligndn molekulaionja megegyezett (arkiigen
filligeninnel és a matairezinol a pinorezinollaBzért szikséges volt a fragmentum
ionjaik vizsgéalata is és ezek segitségével todeéradzonositasuk.

A lignanok analitikai vizsgalata soran a butirotaktes furofuran tipusu lignanok
egyutt mérheétek mindharom készulékkel. Viszont a HPLC-UV méréwas az
arktigenin és a filligenin nem valaszthato el eggtabalapvonalig. Ennek kdvetkeztében
azokat a mintakat, amelyekben a két lignan menggid&zott nagysagrendi volt az
eltérés, GC-MS készulékkel is mértuk (Sedlak és2®@8a). Az irodalomban leirtakkal
(Slanina és Glatz 2004) o6sszhangban megéllapitofinkgélataink soran, hogy a
kulonféle kromatografias modszerek egyideplkalmazasa fokozza a vizsgalatok
pontossagat és megbizhatdsagat.

A korabbi kutatasokban az altalunk vizsgalt fajakzid egyedil aForsythia x
intermedialevelének lignantartalmat hataroztak meg menniisggRahman és mtsai
1990a), ezekkel az adatokkal déent egybeestek az altalunk mért értékek. Az 6ssatign
tartalomban megjelent eltérések jetemmk voltak a fajok és a fajtak kozott is. A
gyogynovenyek és az élelmiszer nbvények hatéargaglam szeirnti szelekcidjanal a
fajtdkra is figyelmet forditanak, szemberfrarsythianemzetség tagjainak vizsgalataval.
A fenoloidokat gyombér fajtdkban (Ghasemzadeh é&min2010) és Tagetes fajtakban
vizsgaltdk (Li és mtsai 2007), a lignantartalmatokidozs fajtdhoz tartoz6 szezam
magokban (Hemalatha S, Ghafoorunissa 2004) valan#armos buza fajtdban (Dinelli és
mtsai 2007). AForsythianemzetségnél a nativ névényi mintédk elemzése sofajtakat
csak keét kutatocsoport vette figylembe. Az egyilopmst a Forsythia nemzetség
filogenetikai vizsgalataban (Kim 1999), a masikFarsythia x intermedia levelének
gomba patogénekkel szembeni ellenalldo képesség zétEmél nevezte meg az
alkalmazott fajtakat (Orlikowski és Ptaszek 2008)kutatdécsoportok kordbban nem
forditottak figylemet a fajtakra a hatdanyagtamaloeghatarozasanal, igy a munkank

soran ebszor hataroztuk meg a fajon belll a fajtak koziigéntartalomban megjelén
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eltéréseket. A lignandsszetételt vizsgalva megéhapd, hogy az arktigenin volt & f
lignan mindegyik fajban és fajtaban, viszont ezekztignan tartalomhoz viszonyitott
aranya nagyon valtozé (41%-92%) nemcsak a fajok,adfajtak kozott is. igy e
nemzetség tovabbi felhasznaladsa soran szikséggaladlemzése is a fajok mellett.

A fajtak kozotti szelekcio megkdnnyitésére alkaltufza biplot elemzést. A
gyogynovenyek hatdéanyag-tartalom szerinti optimi@jsa kivalasztasdhoz alkalmaztak a
biplot elemzést a zsalya esetén (Boszorményi éair@09). Ebben az analizisben a
pinorezinolt és a filligenint abrazold vektorok kbparhuzamosak voltak. Ezek alapjan a
Forsythiax intermediafajtak lignan 6sszetétel szerinti csoportositédsarginorezinol és
filligenin egylttes mennyiségi meghatarozasa rednsdehhez elegeticiz egyik lignan
mérése. Viszont az arktigenin vektora &heges a pinorezinolt és filligenint dbrazolo
vektorra, ez mutatja, hogy az arktigenin figgetlennek a két lignannnak a
mennyiségéll. Ezért az elemzés szerint, az arktigenin mengyiséeghatarozasa

szilkséges a fajtak lignan dsszetétel szerinti baiegasahoz.

VI.4. Forsythiafajok és fajtak szOvettenyészeteinek Iétrehozasa é

lignantartalmanak fokozasa

Szamos ényuknek kodszonhéen azin vitro ndvényi sejttenyészetek egyre
gyakrabban kiindulépontjai a hatéanyag kinyerésmdiel steril korilmények kdzott
hozhato létre és tarthatd fenn a kultara, igy kikilhebek a kilonféle szennyédések
és az igényeknek megfabeh alakithatdo az anyagcsere termékdélalbtasa. Az intakt
novenyek hatdanyag tartalmahoz képestimwitro kultirdké altaldban alacsonyabb,
viszont ez fokozhatd a sejttenyészetek tapkdzegeagl fenntartasi kérilményeinek
valtoztatasaval, elicitorok illetve prekurzorok alkwazésaval.

A Forsythia fajoknak nagyszamau fajtai is ismeretesek, amel§ekitrehozott
sejttenyészetek lignantartalma alig ismert az ilmdhan (2. Tablazat). Viszont a levelek
eltés lignantartalma alapjan am vitro kulturak hatéanyag tartalomban szintén
kalonbozhetnek egymastol, ezért e fajtakbol istottlink elin vitro tenyészeteket.

Célunk egy hatékony lignan termidtorsythia in vitrosejttenyészet létrehozasa és
a hatéanyag-termelésésének a fokozdsa egy nadgléggrmentacios termelés

létrehozéasa érdekében.
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VI.4.1. Forsythiafajok és fajtak szovettenyészeteinek létrehozasa

A Forsythia fajoknak nagyszamu fajtaja ismeretes, amel§ekiétrehozott
sejttenyészetek lignantartalma alig ismert az ilmdéan (Schmitt és Petersen 2002a). A
levelek elté lignantartalma alapjan ain vitro kultarak hatéanyag tartalma szintén
kilonbozhet egymastol. Ezért e fajtdkbol is inditok el sejttenyészeteket a
leghatékonyabb lignanterndgForsythiain vitro kultara kivalasztasa céljabél.

A Forsythianemzetségen belll 3 fajb@t. intermedia, F. ovata, F. suspensss
6 fajtabol €. intermediaBeatrix Farrand, Melissa, Minigold, Primulina és é&keEnd,
emellett a F. ovata Robustaés Tetragold sikerllt kalluszt, majd szuszpenzios
tenyészeteket Iétrehozni lignantermelés céljabdkopsythia ovatafaj esetén még nem
irtak le azin vitro kultara létrehozasat. A korabbi munkakban Farsythia a
sejttenyészeteket lignantermelésre két kutatécsafi@mazta. Ezek kdzul a fajon belli
fajtat Schmitt és Petersen (2002 a és b) feltimtetiszont Rahman és munkatéarsai
(1990b) nem. Emiatt kiemelkéd hogy a kisérleteinkben figyelmet forditottunk az
eredetre és a sejttenyészeteket azonos korulmémkgektt neveltik, igy azok

lignantermelése dsszehasonlithatéva valt.

VI.4.2. Az in vitro kultirak taptalaj Osszetételének modositasa hat a

lignantartalomra

Az in vitro tenyészetek hatbéanyag tartalma altaldban elmamadintakt
novényekéil, ezért sziikséges a sejttenyésztés optimalizaasagyobb lignantermelés
elérése érdekében. A korabbi kutatasok szerirffoesythia x intermedia in vitro
sejttenyészeteinek lignantartalma fokozhaté a Eiptéasszetetinek maodositasaval
(Rahman és mtsai 1990b; Schmitt és Petersen 2002a).

A szuszpenziés kultarak lignan osszetételét vizggahegallapitottuk, hogy a
glikozidos formdék tulsulyban vannak. Ez egybeesik katatécsoportok korabbi
eredményeivel, amelyben Yamamoto és munkatars@8jl8Forsythia viridissimafaj
kallusz kultarajdban, Schmitt és Petersen (200Z&)rsythia x intermedia
szuszpenzidkban valamint Kim és munkatarsai (20A9¥%ythia koreana szuszpenzio

tenyészetben talaltdk dominansnak a glikozidos &trm
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Elozetes kisérletek eredményei alapjan (Sedlak 208@uszpenzids tenyészetek
hatékonyabb lignan ternmédd voltak, mint a kallusz kultdrak, emiatt a munkéwokabbi
részében a szuszpenzids tenyészetek hasznaltt&rsithiax intermediaszuszpenzids
tenyészetekkel végeztik el a taptalaj optimalizadg@rleteit, amely soran a tapkodzeg
szachar6z, asvanyi anyag illetve hormon mennyiséggzetételének valtoztatdsa
jelentsen fokozta a szuszpenzios kultarak lignantartalmat

A tapkozeg hormon (2 mg g-1 NAA és 0.2 mg g-1 kijeés asvanyi anyag
(makro- és mikroelemek harmadara csokkentése)lrteteak modositasa fokozta a
sejttenyészet lignantartalmat, igy sikerilt mégigenink Rahman és munkatarsai
(1990b) eredmeényeit. Az alkalmazott hormon kombihaaloszitileg ebsegitette a
szuszpenziés kultiraban a sejtdifferenciaciot, ldavetetten fokozta a lignantermelést.
Viszont a magas sejttdmeg-gyarapodas arra utally egyidben a sejtproliferaciot is
serkentette ez a hormon kombinacio, tehat ez a dorisszetétéltapkozeg megfelél
uan. fenntarté taptalajnak. A hatéanyag-termelésaaszhalt ndvényi sejttenyészeteknél
altaldban az tekinth&t optimélisnak, ha viszonylag magas sejtproliferaonillett
viszonylag magas sejtdifferenciaciot érnek el adgaagos termelés eérdekében (Payne és
mtsai 1987).

A taptalaj szachar6z tartalméanak emelése (9%) gdintén fokozta a szuszpenzios
kultdra hatoanyag-termelését, hasonloan SchmitPéigersen (2002a) munkajahoz. A
taptalaj cukor mennyiségének novelése feli@dbgt fokozza a szuszpenziés kultara
sejtieiben az ozmotikus stresszt, ami kozveteti@reln a hatbanyag-termelést (Schmitt
és Petersen 2002a). Emellett a sejtekben a megedettkszachardéz koncentracio
befolyasolhatja a ,hexdz-foszfat sontot”. igy niheti a pentdz-foszfat Gton keresztiil a
fenoloidok ebanyagakeént szolgal6 eritr6z-4 P mennyiségeét.

A Forsythia x intermedia szuszpenzidés tenyészetekben a lignantermelés
fokozéséara iranyuld munkakban a taptalaj optimalizésoran a hormon Osszetétel
modositasat vagy a cukor vagy az asvanyi anyagokRnyigégenek valtoztatasaval
kombinéltak (Rahman és mtsai 1990b; Schmitt éeg&@1€2002a). Munkankban &kent
mindhdrom féle mddositast egyltt hasznéltuk Farsythia sejttenyészet lignan
produkci6janaka a fokozéasara. Ezeknek a modosiagakz egyittes alkalmazasa (MSA

S790 A1/3) ugyanolyan mértékben fokozta a lignangést, mint az egyiittes hormon és
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asvanyi anyag tartalom valtoztatas, viszont a makiprodukcio eléréséhez szikséges
id6 a felére csokkent. igy jeleigen gyorsithato a lignantermelés és csokkepehenz

ehhez szikséges koltségek.

.....

lignantartalmara

A fény intenzitdsa és a megvilagitasé idefolyasolja lignantermelést a névényi
sejkultarakban, illetve a megfetel fény-sotét megvilagitdsi periodus ugyanolyan
mértékben képes fokozni a sejttenyészetek hatdaeyagplését, mint a folyamatos
megvilagitas, emellett energiatakarékosabb és gagdaabb is (Fischer és Alfermann
1995). Ezért a sejttenyészetekben a fény hatasatetésebben vizsgaltuk tébbféle
megvilagitasi periodus alkalmazasaval. Porsythia x intermedia szuszpenzios
kultardjaval végzett kisérletek soran tapasztaltugy a természetes fényen nevelt
kultdra lignantartalma meghaladta a so6tétben taktdtaraét. Feltételeztik, hogy a fény
hatdsdra a  fotoszintetikus  apparatus  differencidadal egyltt  olyan
sejtdifferencidlodasi folyamatok is elindulnak, dyed a lignantermelést serkentik
(Smoliny és mtsai 1998).

A természetes fényen nevelt mintdk mindegyik flsaoencia emisszios
spektrumaban a 686 és 696 nm-en maximumot mutatéas®SIl klorofill-protein
komplexhez tartozott, emellett 735 nm-rel jelzétt & PSI komplexhez. A spektrumok
megmutattak, hogy a PSI és PSII klorofill-proteiomplexek milyen aranyban voltak
jelen a sejttenyészet sejtjeiben. A szuszpenziokuriu 6sszklorofill tartalméaban
megjelent kildnbségek jelések voltak szemben a fluoreszcencia emisszids rspek
kozotti eltérésekkel, emiatt a sdvaranyok koztbkblkségektl nem kovetkeztethettlink a
fotoszintetikus apparatus allapotabarsleltérésekre.

A fénycsoves megvilagitds mellett tordémevelésnél az dsszklorofill tartalomban
jelentbs kiulonbségek jelentek meg a természetes fényetotttatenyészetekhez
viszonyitva, az eltérmértéki megvilagitasnak koszontéen. Az dsszklorofill tartalom
nétt a megvilagitasi periodusichosszaval. Egy adott mintavételi pontban vizsgetttak
fotoszintetikus apparatusai kozott jelentek megokbitégek a megvilagitasi did

kovetkeztében. Ezen felll a kisérletstmitama soran is valtozott ez az arany. A
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legrévidebb, 4 oras fény periodus mar képes vokpikeni egy rikodokepes
fotoszintetikus apparatust, de ennek fejlettséigitigzmég alacsony. Viszont a hosszabb,
8 illetve 12 6ras fényperiodus mar fejlettebb fatotetikus apparatust hozott létre a
szuszpenziés kultira sejtjeiben. A legfejlettebluldtira a természetes megvilagitas
kovetkeztében alakult ki.

Az 0dsszklorofill tartalom és a 77 K fluoreszcencgpektrumok alapjan
megéallapithatd, hogy az 6sszes fényen nevelt sengifs sejttenyészetben, bar alacsony
szinti volt a Kklorofillt tartalom, a fotoszintetikus app#us teljesen kiépult.
Természetesen a differenciélt széveti (levél) stmdban megjeleh fotoszintetikus
aktivitast nem kozeliti meg az alacsonyabb differ@itsagi szinten allo sejtkultara.

Az ultrastruktardlis vizsgalatok soran megallapitbt hogy a kloroplasztiszok
fejlettsége a megvilagitasi periodushosszal parhoszan 6tt. A soététben fenntartott
sejttenyészet sejtjeiben nem volt detektalhato od@sztisz, amit az 6sszklorofill
tartalom mérés és a 77 K fluoreszcencia spektrusialdtamasztottak. Ezzel szemben a
megvilagitas mellett nevelt sejttenyészetek sagteimegjelentek a kulonbé&mértékben
struktaralt kloroplasztiszok. A 8/16 illetve a 12/1Fény/S6tét megvilagitasnal a
tenyészetek kloroplasztiszai mar sztekkelt tilakodembranokkal rendelkeztek,
ellentétben a 4/20 6ras Fény/Sotét megvilagitasedelt sejtek kloroplasztiszaival,
amelyekben kevésseé strukturalt tilakoid membrarataik megfigyelheiek.

Az ultrastruktaralis vizsgalatok aForsythia fajok és fajtak esetében
megebsitették azt a megallapitast, miszerint a szusipenkultirak hatéanyag-
termelésének a feltétele a magasabb &&ejtdifferenciacio.

A Forsythiax intermediaszuszpenzios kultdrajaban a lignantermeléshezvadm
elégséges az Ugy nevezett hatdanyag téridgitalaj alkalmazasa, a fény jelenléte is
szilkséges volt. Ezt tdmasztotta ala, hogy a s@tétievelt kultirdban nem volt
detektalhatd mennyiségben lignantermelés, viszomegvilagitds mellett mindegyik
esetben mérhétvolt a lignan produkcié. Eredményeink egybeesneé@riiioto és
munkatarsai (2011) megallapitasaival, akikorsythia koreana transzgénikus
sejttenyészetében vizsgaltdk a fény lignantermelggakorolt hatasat és megallapitottak,
hogy a kilénbéz hullamhosszu fények kozott a kék fény serkentattkegnagyobb

mértékben a hatdéanyag produkciét. A munkankbanrabkzott fénycé altal kibocsatott
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fény dond tobbsége ebbe a hulldamhossz tartomanyba esetérfgttiink el fokozott
lignan bioszintézist &orsythia x intermediaszuszpenzios kultaraban. A megvilagitas
idejével és modjaval gyenge 6sszefliggést mutatighantermelés. A maximalis lignan
mennyiségeket a negyedik héten mértik, emiatt ebkeibpontban vetettik dssze az
osszlignan és az osszklorofill tartalmat. A megyitiasi periodushosszal egy ideigtina
lignantartalom, majd csdkkenni kezdett. A 8/16 F&Gyet megvilagitasnal fenntartott
tenyészetek lignantartalma volt a maximélis, a 4/288 a 12/12 Feény/Sotét
megvilagitashoz viszonyitva is.

A megvilagitas lignantermelést fokoz6 hatasanakszletesebb elemzése soran
megéallapitottuk, hogy a klorofill tartalom mennygeéés a kloroplasztiszok fejlettségének
mértéke jol jelzi a sejtdifferenciacio fokat, viseonem mutat szoros Osszefliggést a
ligndntermeléssel. A lignan és lignin bioszintékezdeti szakaszdban, a fenilalanin
képzéséhez szlikséges eritr0z-4-P molekula nagyoldmnyiségben termédik
intenzivebb fotoszintézis esetén (Lewis és Sarkah@®8). igy a megvilagitas a
differencialtabb fotoszintetikus apparatus segéséh tudta kdzvetve ndvelni a
sejttenyészet lignantermelését. A megvilagitasdaaédtaldanosan noévelte meg a lignanok
menyiségét, specifikusan nem fokozta egyes ligndewkelését, mivel az a bioszintézis

atvonal kezdeti Iépéseinél fejti ki hatasat.

VI.4.4. Forsythia fajok és fajtdk kozti kuldonbség az in vitro kultardk

lignantartalmaban

A levelekben nemcsak a fajok, hanem a fajtak komtjelents eltérések
mutatkoztak az ©Osszlignan tartalomban és OssZs¢ételis. Ezért azin vitro
sejttenyészeteknél is megvizsgaltuk a lignantadgalrh munka sordn 3 fajbol és 6
fajtdbdl sikerllt szuszpenziét létrehozni, amelyghantartalma nem flggott 6ssze a
levelek a hatéanyagtartalmaval. Emiatt a sejttersték esetén onalldan is sziikséges a
fajtdk vizsgélata.

Az irodalom Schmitt és Petersen (2002a és b) matkajeltekintve nem
hataroztak meg a fajon beliili fajtakat. igy a murk&oran elszor vizsgaltuk meg a
fajtak kozotti azin vitro kultarak lignan tartalmaban megjetekilonbségeket. Mivel a

fajtak kozott kozel akkora eltérést tapasztaltumint amekkora meértékkel sikerilt a
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lignantermelést fokozni a taptalaj 6sszétemennyiségének modositasaval, fontos ezt a
szempontot is figyelembe venni a hatéanyag-termedgsimalizadlasa soran. A
lignantermelés fokozasanak egyik Ujabb fontos emzKéhet a fajon bellli megfetel

fajta kivalasztasa.
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VIl. Kbvetkeztetések

A ndvényi masodlagos anyagcsere termékek kozotigmarnok gydgyaszati
szempontbal igen jelebd csoport, viszont nagy hatékonysagu kinyerésisddlitasuk
nem minden esetben megoldott. A magas lignantant@le a kedveézosszetétel elérése
céljabdl a munkankban ezért a lignantartalmat intakvényi mintdkban ébsorsythia

fajok és fajtakn vitro sejttenyészeteiben vizsgaltuk.

1. A lignanok vizsgalatanal hasznélt hatékony médszérdolgozasa soran a
kovetkedket allapitottuk meg:

a) az arktigenin és arktiin megfetelextrakciojanak kivalasztasa
soran szikséges figyelembe venni a hatékonysagetinedl
metodika tobbi paraméterét is. A kisebb mintasz&®etén az
SFE készilékkel 60%-0s metanollal végzett kivona#t a
megfeleb, nagy mintaszamnal a 100% metanolt alkalmazo
refluxélas.

b) az idbigényesebb kromatografias modszerek hasznalatat
megebz6, mintaszam  csokkefit szelekciéra alkalmas
spektrofotometrias mérést kerestiinkFarsythia nemzetségen
belili magas lignantartalmu fajok és fajtdk kivalasanak
gyorsitasa érdekében. Rorsythia fajok és fajtdk leveleinek
vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a fenolaitiitom (Folin
Ciocaletu reagenst alkalmazo spektrofotometmasiszer) szoros
korrelaci6t mutat a HPLC mérésekkel nyert 0Osszgsite
lignantartalommal, emiatt ez a reakci6 alkalmas az
elészelekcidra. AForsythiafajoknél és fajtaknal az antioxidans
kapacitas (FRAP moddszer) meghatarozasa nem méygfelel
modszer az ékzelekcidra, az dsszesitett lignantartalommal mért

alacsony korrelacié miatt.
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c) pontos analitikai modszerek esetén a butirolakt®rfugéofuran
tipusu lignanok egyitt mértéetk GC-MS és HPLC-ESPI-MS
készulékkel Arctium lappa Centaurea scabiosas Forsythia
fajokban. A HPLC-UV erre nem minden esetben alkalnmaert
az arktigenin és a filligenin megbizhatéan nem rgind
valaszthatd6 el egymastél. A pontossag €s a megbsdm
novelése érdekében ajanlott az éltkromatografias metodikak
egyuttes alkalmazasa.

2. Elsdként éllapitottuk meg, hogy BRorsythia nemzetségen belll a levelek
lignantartalmét tekintve az 6sszmennyiség es azetiel szempontjabdl is
jelents kulonbség mutatkozik nemcsak a fajok, hanem t@kidgozott is.
Ennek részletesebb elemzéséhez alkalmaztuk a bgohalizist, amely
alkalmas statisztikai modszer volt a fajtdk ligndisszetétel szerinti
szelekcidjdhoz. Ezek alapjan e nemzetség tovablhiadenalasa soran
szikséges a fajtak elemzése is.

3. Munkéank alapjan megallapithato, hog¥arsythianemzetségen belll mind a
fajokbol, mind a fajtakbol létrehozhatéakvitro kallusz, illetve szuszpenziés
kultarak, amely megésiti és kildviti a korabbi irodalmi adatokat. A
leveleklbl létrehozott sejttenyészetek lignantartalma deéyileg és
mennyiségileg is eltér a levelekkt A levelek hatdéanyagtartalmabdl nem
kovetkeztethetink az  azokbdl elinditott  sejttengéslz  pontos
hatéanyagtartalmara, szikséges az utObbiak Ondditnzése is. Annak
ellenére, hogy ain vitro szbvet- és sejtkulturak lignantartalma csak ttkedé
az intakt levélmintdkénak, a lignanak vitro termelése éhyds modszer a
hatbanyagok éHllitasara, a termelés fokozhatésaga, egyes hagaky
célzott termeltetése és ewvitro kultirak altalanos éhyei miatt. A sejtszirit
és szoveti differenciacio befolyasolja a lignantelést a levelekben és ar
vitro tenyészetekben egyarant.

a) mivel azin vitro tenyészetek hatéanyag tartalma elmarad az
intakt novényekél, a nagyobb lignantermelés elérése érdekében

szikséges a sejttenyesztés optimalizdlasa a tgpoze
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moédositasaval. A tapkozeg cukor, asvanyi anyatvédl&@ormon
Osszetételének valtoztatasa jetsein fokozza a szuszpenzios
kultdarak lignantartalmat. E hatdsok egyittes allealasa
szinergista modon noveli a sejttenyészetek hat@ptarsalmat és
felgyorsitja a termelést.

b) Elsoként mutattuk ki, hogy a szuszpenzidés tenyészetek
lignantermelésében is jelést az eltérés a fajtdk kozott. A
lignantermelés fokozasanak egyik Ujabb eszkoze tlehe
megfeleb fajtak kivalasztasa.

4. A fény indukalta sejtdifferenciacio és lignantaotal novekedés kozott
Osszefliggés Allapithatd meg Rorsythia szuszpenzids sejttenyészetet
vizsgalva. A megvilagitas lignantermelést fokozdabanak a részletesebb
elemzése soran megéallapitottuk, hogy a klorofili@m mennyisége és a
kloroplasztiszok fejlettségének mértéke jol jelzis@jtdifferenciacié fokat,
viszont nem mutat szoros 6sszefliggést a lignantésse. A megvilagitas
elosegitette a sejtdifferenciaciot, ezaltal tudta leize ndvelni a sejttenyészet
lignantermelését. A lignantermelés nagymértékbenalthlanosan fokozhato
a megvilagitas alkalmazasaval, tehat szelektivgesggnanok bioszintése

igy nem befolyasolhato.

Az Arctium lappa Centaurea scabiosas aForsythiafajok és fajtak alkalmasak
lehetnek a vizsgalt lignanok gyogyszeripari célthdeznaldsara. AArctium lappa
termése az arktiin, Borsythialevelek el§sorban az arktigenin, pinorezinol és filligenin
kinyerésére, a&Centaurea scabiosaermése és &orsythia in vitro kultirdk ®leg a
matairezinozid éallitdsara a legmegfelidbek.
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VIII. Osszefoglalas

A novényi masodlagos anyagcseretermékek kozottt@abuidoben a lignanok
keriiltek a kutatasok &erebe igen valtozatos és jelénigyogyaszati tulajdonsagaiknak
kdszonhseien.

Doktori munkamban a lignantartalom azonositasahé&snyiségi meghatarozasat
vizsgaltuk magas lignantartalmu intakt névényi rakitan a hatékony lignan kinyerés és
eléallitas erdekében. Emellett tanulmanyoztuk a ligmédnelés fokozasanak letiségeit
Forsythiafajok és fajtakin vitro sejttenyészeteiben nagylépiélermentacios termelés
elokészitése ceéljabol. Munkank soran a hatbéanyagitaata spektrofotometrias és
kromatografias modszerekkel vizsgaltuk, illetve aejtek diffrencialédasat
spektrofluorimetrids, fluoreszcencia- és elektrdanszkopos modszerekkel kovettik
nyomon.

A lignanok vizsgalatahoz optimalis kivonasi eljaist, valamint diszelekciora
alkalmas spektrofotometrias modszert és tobbféleomktografids modszer
alkalmazhatdsagat hataroztunk meg.

Kvalitativ és kvantitativ kilonbségeket allapitotumeg a lignantartalomban a
Forsythiafajoknal és fajtaknal a levelek és a sejttenyégzetetén egyarant.

Forsythia kallusz- és szuszpenziés kultirdkat hoztunk léilletve az
optimalizacids kisérletek soran fokoztuk a szuszigsn kultarak lignantartalmat a
tapkdzeg cukor, asvanyi anyag illetve hormon taréalak valtoztatasaval.

Megéllapitottuk, hogy a fény indukalta sejtdiffec&tio és a lignantartalom
novekedés kozott oOsszeflggés vanFarsythia szuszpenzids sejttenyészetben. A
megvilagitas alkalmazéasaval az 6sszlignantermelggmértékben fokozhato, viszont ez
az eljaras specifikusan egyes lignanok mennyiségéireelésére nem alkalmas.

Az Arctium lappa a Centaurea scabios@&s aForsythia fajok és azok fajtai
alkalmasak lehetnek a vizsgalt lignanok gyogyszeripélt felhasznalasara. Azctium
lappa termése az arktiin, &orsythia levelek el§sorban az arktigenin, pinorezinol és
filligenin kinyerésére, &entaurea scabioséermése és &orsythiain vitro kultarak

féleg a matairezinozid éhllithsara a legmegfetdbek.
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IX. Summary

Among the plant secondary metabolites, the lignaage got special interest
recently, due to their various and remarkable plhagutically and medicinally important
properties.

In this thesis, lignan identification and quantition methods were examined in
intact plant samples with high amounts of lignanteat in order to produce and extract
them efficiently. In addition, we studied the opomities of stimulation oin vitro lignan
productionin cell cultures ofForsythiaspecies and cultivars for scale-up production by
fermentation technology. The secondary metabolimtent was measured with
spectrophotometric and chromatographic methods thed cell differentiation was
observed with spectrofluorometer and fluoresceand-electron microscopy.

We worked out optimal extraction methods and stlidépectrophotometric
methods feasible for sample pre-selection and destee suitability of several
chromatographic methods for lignan analysis.

We evaluated qualitative and quantitative diffeeman lignan contents among
Forsythiaspecies and cultivars in leaf aimdvitro cell culture samples.

Forsythia callus and suspension cultures were establishedoplimization
experiments, we stimulated the lignan productiorsedpension cultures via hormone,
sugar, macro- and micro element contents modiboatof culture media.

We found correlation between the light-induced adifferentiation and the
increase of lignan contents Forsythia cell cultures. The illumination enhanced the
lignan production in general but it is not suitalite selective stimulation of the
biosynthesis of selected lignans separately.

We have demonstrated thatctium lappa Centaurea scabiosand Forsythia
species and cultivars are suitable for productidntie studied lignans for the
pharmaceutical industry. The fruit Afctium lappais a good source of arctiin while the
leaf of Forsythiais suitable for arctigenin, pinoresinol and plgginin extraction. The
fruit of Centaurea scabiosand in vitro cultures of Forsythia can be applied for

matairesinoside production.
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segitséget adott a kisérleti eredmények Osszerésélegn, megvitatdsaban és a
disszertacio megirasaban.
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Flggelek

1. tAblazatGamborg B5 és MS (Murashige Skoog) taptalaj tegdet

Taptalaj 6sszetewk B5 (mg I) MS (mg I)
Makroelemek NH4NO; - 1650
(NHa) 2SOy 134 -
KNO; 2500 190
CaCbx2H,0 150 440
MgSOx7H,0O 250 1370
KH,PO, - 170
NaHPOxH,0 150 -
Fe-EDTA 40 40
Mikroelemek H3BOs 3 6,2
MnSOux4H,0 - 22,3
MnSOxH,0 10 -
ZnSQx4H,0 - 8,6
ZnSQx7H,O 2 -
Kl 0,75 0,83
NagM0oO4x2H,0 0,25 0,25
CuSQx5H,0 0,025 0,025
CoCbx6H0O 0,025 0,025
Vitaminok Mio-inozit 100 100
Tiamin 10 0,1
Nikotinsav 1 0,5
Piridoxin 1 0,5
Aminosav Glicin - 2
Cukor Szahar6z 30 g 30gl*
*Agar 8gll 8gl'

Megjegyzés: * -gal jeldlt taptalaj dsszefessak a kalluszok fenntartasanal alkalmazott

szilard taptalajban taladlhaté meg.
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