Antiploriferativ anyagok bioldgiai vizsgalattal iranyitott izolalasa novényekbdl és biotechnolégiai
forrasokbdl és azok in vitro/in vivo tanulmanyozésa

Zargjelentés

A projekt célja olyan természetes eredetii vegyiiletek kimutatdsa, jellemzése, azonositdsa volt,
melyek antimikrobidlis hatdst mutatnak novényi és/vagy humén kérokozokkal szemben. A cél
megvaldsitdséhoz a nodvényi mintdk 2010 nyaratél botanikai (kemotaxondmiai)
megfontoldsok, valamint népgydgyaszati megfigyelések alapjan lettek gyljtve, melyekbdl
bioldgiai aktivitds alapjan kisziirtiik az igéreteseket. A gyiijtott novények levelébdl, szarabol,
virdgdbol és gyokerébdl kivonatokat készitettiink kiillonboz6 olddszerek (hexén, aceton, etil-
acetat, metanol, 50% etanol, viz) felhaszndldsdval, vagy illdolajat készitettiink vizgdz
desztillacioval. Az antibakteridlis hatds kimutatdsdra vékonyréteg-kromatografidhoz csatolt
biologiai értékelést (direkt bioautografia) haszndltam, mely alkalmas nemcsak az
osszkivonatok, de azok egyes komponenseinek a vizsgdlatira is. Laborunkban direkt
bioautografidhoz a kezdetekben Bacillus subtilis talaj baktériumot és lumineszkal6
génmodositott Pseudomonas savastanoi pv. maculicola Arabidopsis ndvénypatogént
alkalmaztunk, de a teszt mikroorganizmusok korét a projekt folyamédn bovitettiik természetes
lumineszcens mélytengeri Aliivibrio fischeri (Vibrio fischeri was renamed), paprika
(Capsicum annuum) patogén Xanthomonas euvesicatoria valamint burgonya és paradicsom
patogén Ralstonia solanacearum (karantén kérokozd Magyarorszagon) baktériumokkal. Ko-
operacidoban humén patogén baktériumokat is alkalmaztunk.

A projekt eredményeinek tekinthetok az elvdlasztastechnikai médszerek fejlesztése, mint pl.
analitikai és preparativ  OPLC-s, flash kromatogréfids, analitikai és preparativ. HPLC-s
elvalasztasok kidolgozdsa, valamint a bioldgiai aktivitds irdnyitotta izoldldsi rendszer
kiépitése.

Az Asteraceae csaladbol gyljtott 20 novényfajbdl (orvosi székfl (Matricaria recutita),
kozonséges, magas és kanadai aranyvesszd (Solidago virgaurea, S. gigantea és S.
canadensis), Utszéli bogancs (Carduus acanthoides), orvosi sz€kfli (Matricaria recutita), ékes
keserligyokér (Picris hieracioides), vastovll imola (Centaurea scabiosa), kdzonséges
napraforgd (Helianthus annuus), szamarbogincs (Onopordum acanthium), fehér
szamarkenyér (Echinops sphaerocephalus), kozonséges bojtorjan (Arctium lappa),
kozonséges cickafark (Achillea millefolium L.), sédkender (Eupatorium cannabinum),
gilisztalizé varadics (Chrisanthemum vulgaris), tavaszi aggofii (Senecio vernalis), réti imola
(Centaurea jacea), Gtsz€li imola (Centaurea biebersteinii DC.), borzas imola (Centaurea
indurata Janka) szazszorszép (Bellis perennis)) tobb is alkalmasnak mutatkozott tovabbi
vizsgalatra. Ezeken kiviil a vérehull6 fecskefii (Chelidonium majus), a k6zonséges orbancfii
(Hypericum perforatum) és kiilonféle illdolajok komponenseit is vizsgéltuk.

A kivalasztottak koziil a kamilldit médszerfejlesztésre, izoldlasi 1épések kidolgozasara is
alkalmaztuk, amely esetében az 50% etanolos valamint a metanolos kivonat mutatkozott a
leggazdagabbnak antibiotikus hatdsu anyagokra nézve.



A bioldgiai aktivitds irdnyitotta izoldlasok sordn az elvélasztasi, tisztitasi és izoldldsi 1épések
utdn a kapott frakcidkat, anyagokat direkt bioautografidval monitoroztuk, hogy kizdrhassuk az
inaktivakat. Elvélasztasra az aldbbi technikdkra dolgoztunk ki mddszereket: hagyoményos
rétegkromatografia (TLC), preparativ TLC, off-line tulnyomasos rétegkromatografia (OPLC),
kevert médu OPLC-re (off-line mintafelvitel €s on-line detektalas, frakcidszedés), preparativ
OPLC, flash kromatografia és preparativ nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC).

OPLC-vel on-line detektalds és frakciondlds segitségével izolélt antibiotikus hatdsi kamilla
komponenseket GC-MS-sel azonositottuk. A cisz- és transz-spiroéter, valamint a herniarin
mutattak géatlé hatdst P. maculicola és B. subtilis baktériumokkal szemben, mig az
umbelliferon csak a P. maculicola-t géatolta (Mdricz et al. 2012 MedChem). Aliivibrio
fischerivel szemben vizsgdlva a kamilla komponenseket, a rétegrol leoldott antibakteriélis
anyagokat, a cisz- és transz-spiroétert, a herniarint és az alfa-bizabololt SPME-GC-MS-sel
azonositottuk (Méricz et al. 2012 JPC).

A kamilla tovabbi aktiv anyagainak izoldldsira tovéabb lett fejlesztve az OPLC mddszer.
Egyrészt be lett vezetve a preparativ OPLC (0,5 mm vastagsdgi réteg alkalmazdséaval),
masrészt egy oszlopos minta elokészitésen tul egy a rétegen valod in sifu mintatisztitast is
végeztiink, amely sordn a nem kivdnatos anyagokat ellenkezd irdnyban lemostunk a rétegrol
még izolalas eldtt, csokkentve ezzel a réteg terhelését. A mintatisztitds utani frakcionalas
1épcsOs gradienssel tortént. Az antibakteridlis hatdsa frakcidk (direkt bioautografidval
vizsgaltam Pseudomonas maculicola és Aliivibrio fischeri baktériumokkal szemben) GC-MS
és LC-MS/MS vizsgédlata egyrészt a mar kordbban altalunk leirt anyagokat, valamint mas
flavonoidokat, fenolos vegyiileteket és zsirsavakat mutatott ki. Az OPLC-s frakcionélds végén
a rétegen maradt aktiv anyagok m/z értéke OPLC-MS-sel lett vizsgdlva (TLC-MS interface
segitségével) (Mincsovics et al. 2013 JPC és Moricz et al. 2013 J AOAC Int).

A kamilla f6 aktiv anyagai koziil az alfa-bizabolol és a spiroéterek mutattak gatlé hatast a
paprika (Capsicum annuum) koérokozd Xanthomonas vesicatoria baktériummal szemben
(Moéricz et al. 2014 CBS, Moricz et al. 2015 J AOAC Int).

A fobb hatéanyagok, mint a cisz-spiroéter, a kumarin szarmazék herniarin és umbelliferon,
valamint az alfa-bizabolol géitl6 hatdsa luminométer segitségével is bizonyitva lett
oldatfazisban P. maculicola és Aliivibrio fischeri baktériumokkal szemben (Méricz et al. 2015
J AOAC Int).

Kamilla antibakteridlis anyagait BioAréna rendszerben vizsgilva, a formaldehid befogd
anyagok csokkentették, mig a formaldehid generdl6 anyag novelte a gatld zondk méretét,
amibdl feltételezhetd, hogy a formaldehidnek szerepe van az anyagok hatdsmechanizmusdban
(Moéricz et al. 2015 J AOAC Int).

A kumarin szdrmazékok gombaellenes hatdsit tovabb vizsgéltam in vivo bab-babrozsda
(Uromyces phaseoli) rendszerben. A direkt védelmet (kezelés a fert6zés utin) 103,10 és 107
> mol/l koncentraciénal vizsgaltam, mig az immunizaldsndl decimalisan higitott oldattal (107-
10 mol/l) el8kezeltem a babokat 3 nappal a fertézés el6tt. A spératelepek szamanak
csokkenését figyeltem meg a direkt hatds vizsgélatandl: herniarinndl a legnagyobb



koncentraciondl szinte tiinetmentesek lettek a novények, csak elszértan alakult ki 1-1
sporatelep, s a legkisebb koncentraciondl is 50%-nal nagyobb visszaszoritist tapasztaltam; az
umbelliferon a legnagyobb koncentréci6 is csak kb. 50%-ban csokkentette a telepek szdmat, s
a koncentraci6 csokkenésével egyre kisebb hatdssal birt. Az immunizaldsnal a Tyihdk Ernd
altal méar kordbban leirt 4-es immunvélaszt tapasztaltam, azaz 4 kiilonboz6 koncentracionél
koriilbeliill azonos mértékii csokkenést tapasztaltam a spératelepek szdmédban. A 100%
kontrollhoz képest 30-50 %-osnak addédott a fertdzottség, s a herniarin hatdsosabbnak
bizonyult.

Kamilla és kozonséges cickafark tinktirdban apigenint €s linolénsavat azonositottunk LC-
MS/MS-sel, mint antibakteridlis komponensek. A linolénsav gatolta a B. subtilis, a human
patogén  Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, methicillin-rezisztens
Staphylococcus aureus €s Escherichia coli, valamint a novény korokozé X. euvesicatoria és
az A. fischeri baktériumokat (Jesionek et al. 2014 HPTLC2014). Szintén LC-MS/MS-sel
azonositottuk a kozonséges orbancfli kivonatdban taldlt antibakteridlis anyagokat, amelyek
polifenolos vegyiileteknek (apigenin, 3,8’-biapigenin, quercetin, kaempferol), illetve
zsirsavnak (linolénsav) mutatkoztak (Jesionek et al. 2015 J AOAC Int).

Az OPLC-direkt bioautografia rendszert sikeresen alkalmaztuk 2, a piacon kaphat6é kakukkfii
(Thymus vulgaris) illéolajban taldlhaté antibakteridlis hatdsi anyagok kimutatisara és
frakcionaldsdra. GC-MS-sel azonositottuk az izoldlt aktiv anyagokat, amelyek az aldbbiak
voltak: timol, karvakrol, linalool, alfa-terpineol, és az egyikben a mesterséges, elsGsorban
lagyitoként alkalmazott dietil-ftalat (Moricz et al. 2012 Chromatographia, Tyihdk et al. 2012
JCA). Desztillaciéval nyert oregdnd (Origanum onites) ill6olaj timol és karvakrol
komponensei antimikrobidlis hatdst mutattak gomba kérokozokkal (Colletotrichum acutatum,
C. fragariae, C. gloeosporioides) és B. subtilis-szal szemben is direkt bioautogréfids
vizsgalatokban. A BioArénds vizsgilatok eredménye azt mutatja, hogy az antibakteridlis
hatdsban szerepet jatszhat a formaldehid, ugyanis a formaldehid befogé L-arginin
csokkentette a gitld zondt, mig a formaldehid generator réz ionok novelték (Altintas et al.
2013 J AOAC Int).

Mas, kereskedelemben kaphat6 olajat is vizsgéltunk direkt bioautografidval A. fischeri, P.
maculicola, B. subtilis és X. evesicatoria baktériumokkal szemben, ugy mint eukaliptusz
(Eucalyptus globulus Labill.), teafa (Melaleuca alternifolia (Maiden et Betche) Cheel),
szegfliszeg (Syzygium aromaticum (L.) Merr. et Perry), fahéj (Cinnamomum ceylanicum
Nees.), édeskomény (Foeniculum vulgare Mill.), rozmaring (Rosmarinus officinalis L.),
fodormenta (Mentha spicata L.) és muskotalyzsédlya (Salvia sclarea L.) ill6olajat. Az olajok
fobb komponensei (terpinén-4-ol, eukaliptol, eugenol, trans-fahéjaldehid, szklareol, linalool,
linalil-acetét, karvon, transz-anetol és eukaliptol) s néhdny minorkomponens is gétlé hatést
mutatott a legtobb alkalmazott baktériummal szemben (Mdricz et al. 2013 ISEO, Horvéth et
al. 2013 JPC, Moricz et al. 2015 JPC).

A vékonyrétegen val6 detektdlds érzékenyitésére modszertani ujitast dolgoztunk ki, melynek
alkalmazhatésdgat bizonyitottuk a kakukkfli komponenseinek UV denzitometrids €s direkt
bioautografidas (luminescens P. maculicola) detektdldsdndl. Off-line infuziés OPLC-vel
vdlasztottuk el a kakukkfli komponenseit eldmosott szilikagél rétegen, majd az anyagokat



tartalmazo savot 2 oldalrél acetonitrillel 6sszenyomtuk. Ezzel a denzitometrids csticsok jel/zaj
ardnyat jelentdsen tudtuk novelni (a csticsok magasabbak lettek), s igy a kimutatdsi hatart
csOkkenteni. Direkt bioautografids kimutatds esetében a minor komponens linalool
antibakteridlis hatdsa csak az eljaras utdn valt lathatova, a foltban a linalool mennyisége csak
igy érte el a minimum gatlé koncentraciot a réteg tulzott terhelése nélkiil (Mincsovics et al.
2013 Balaton Symp).

A vérehulld6 fecskefli  antibakteridlis hatdsi  anyagai, amelyeket preparativ
rétegkromatografidhoz csatolt direkt bioautogréifia segitségével detektdltam és izoldltam, majd
azonositdsuk LC-Q/TOF technikdval tortént. 11 B. subtilis baktériumot gatlé alkaloidot
azonositottam  (kelidonin, szanguinarin, keleritrin, berberin, koptizin, koridin,
dihidroszanguinarin,  dihidrokeleritrin,  6-acetonil-  dihidroszanguinarin,  6-acetonil-
dihidrokeleritrin és sztilopin.), melyek koziil 3 (kelidonin, szanguinarin, keleritrin ) aktiv volt
E. coli baktériummal szemben is (Moricz et al. 2015 Chromatographia).

A szamadrbogéncs, a gilisztaliz6 varddics €s a kozonséges napraforgd tobb komponense is
gatolta a vizsgélt novényi korokozdkat. A szamdrbogancs és a kozonséges napraforgd
komponenseit humén patogén baktériumokkal szemben is teszteltik. A kitiintetett
novénykomponenseim nagy része aktivnak bizonyult meticillin rezisztens Staphylococcus
Aureus 4262 (beteganyagbdl izolalt torzs), Micrococcus luteus ATCC 9341, Escherichia coli
ATCC 25922, és Staphylococcus aureus ATCC 29213 ellen.

A gilisztalizd varddics és a kozonséges napraforgd kivonatainak aktiv anyagait HPTLC-MS
interface-ESI-MS és HPTLC-DART-MS/MS technikdkkal, s a napraforg6ét LC-TOF-fal is
vizsgiltam. Ezen aktiv anyagok UV, MS és MS/MS spektrumainak értelmezéséhez tovabbi
spektroszkopiai vizsgalatok folyamatban vannak (Moéricz et al. 2014 HPTLC2014).

Az iiveghdzunkban iiltetett és nevelkedett gilisztaliz0 varddics virdgjanak vizgdz
desztillacigjaval (éteres segédfazissal) nyert illdolajdban 2 antibakteridlis hatdsd anyagot
azonositottunk. GC-MS vizsgélatok alapjan az illéolaj nem tartalmaz mérgezo tujont. GC-MS
és HPTLC-DART-MS/MS mérések alapjan az aktiv anyagok a krizantenol és a krizantenil-
acetat, melyek gatoltdk az A. fischerit, a X. euvesicatoridt és az R. solanacearumot, mig a P.
maculicoldt és a B. subtilist csak a krizantenol gétolta (Mdricz et al. 2014 HPTLC2014, a
kéziratot készitjiik eld publikdldsra).

A szamarbogancs levélkivonatb6l OPLC-vel izolélt antibakteridlis hatdsi komponensek GC-
MS és LC-MS/MS vizsgdlata sordn a levélben egy CyoH»6Og (m/z= 393.1547) 6sszegképleti
ligndn szarmazékot, szeszkviterpén laktonokat, valamint egy trihidroxi-metoxiflavont (ami
lehet kaempferol metil észter) azonositott (Moricz et al. 2013 Balaton Symp). Azonban
altalanosan elmondhat6, hogy OPLC-s tulfuttatds esetén a szilikagél vékonyrétegbdl
folyamatosan szilanol vegyiiletek tidvoznak, azaz az 4ll6 fazis ,,vérzik” (Moricz et al. 2012
Med Chem). Ebbdl kovetkezik, hogy a még egykomponensiinek hitt frakciok sem tisztdk, és
tovabbi tisztitast igényelnek egy esetleges NMR-es azonositdsra. A gyokér kivonata is tobb
antibakteridlis komponenst tartalmaz, melyek egy része kinyerhetd vizgdéz desztillacidval,
azonban GC-MS-sel csak egy oxaspiro szdrmazékot tudtunk azonositani. A f6 antibakteridlis
sarga szinli olajos komponenst sikeriilt elég tisztdn nagy mennyiségben eldallitani preparativ



flash kromatografiaval, igy NMR vizsgélatot is végezhettiink, mely kimutatta, hogy 2, szinte
teljesen megegyezd anyagot tartalmaz 10:6 ardnyban. Preparativ HPLC-vel elvdlasztva a 2
anyagot, az NMR vizsgdlat 2, sok kettds kotést tartalmazd anyagot mutat, egyetlen oxigén
kiillonbséggel. Pontos struktdra felrajzoldsa pontos tomeg meghatdrozdsa utdn varhat6, ami
folyamatban van. Ezen 2 vegyiilet minden tesztelt kérokozo6t gatolt. BioAréna rendszerben a
gatld zondjukat sem novelni, sem csokkenteni nem tudtuk formaldehid-befogd illetve
generdl6 anyagokkal, ami azt mutatja, hogy a formaldehid nem jitszik szerepet az
antibakteridlis hatdsukban.

A szamdarbogancs gyokerébdl izoldlt 2 anyag 10:6 ardnyd keverékét in vivo bab-babrozsda
rendszerben is vizsgiltam. A novényeket 1 pl/ml vizes oldattal (impregnalészerrel (Tween) és
ultrahangos razatdssal elég jol sikeriilt a diszpergédldsa) kezeltem (permeteztem) a fert6zés
utdn, s ezaltal sikeriilt a fert6zést 35-40 %-osra visszaszoritanom, azaz a egységnyi
levélfeliileteken 1€v0 sporatelepek szama 60-65 %-kal csokkent a kontroll csoporthoz képest.

Ezen anyagok vizsgdlata nemrég biotechnoldgiai irdnyba is elindult. Természetben gytjtott O.
acanthium magot csiraztattunk és a kis novényeket megfertoztiikk Agrobacterium rhizogenes
torzzsel, hogy hairy root (hajszalgyokér) képzodést indukdljunk. Jelenleg épp a hajszalgyokér
képzddésére varunk, ami remélhetdleg termelni fogja az aktiv anyagokat.



