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1. Bevezetés

A fitoterapeutikumok, ill. a természetes, novényi eredetii gyogyszerek iranti
érdeklédés folyamatosan ndvekszik, igy egyre tobb kutatds Osszpontosit a
(gyogy)novényekre és azok potencialisan aktiv vegyiileteire. Ugyanakkor a novényi
hatéanyagok kutatasat megneheziti a névényi kivonatok rendkiviil komplex osszetétele.
Gyakran nagyon nehéz azonositani azokat az aktiv komponenseket, amelyek a
gyogynovény biologiai hatasaért felelosek. Ezekhez a vizsgalatokhoz altaldban sziikséges
a modern muszeres analitikai moddszerek, példaul ultra- és nagyhatékonysagl
folyadékkromatografias (UHPLC, HPLC) és tomegspektrometrids technikdk (MS)
alkalmazasa.

A specialis (masodlagos) novényi anyagcseretermékek egyik igéretes csoportjaba
tartoznak a diarilheptanoidok, amelyek napjainkban antiproliferativ, neuroprotektiv és
gyulladascsokkentd aktivitdsuk miatt keriiltek a tudomanyos érdeklddés kdzéppontjaba.
Az elmult években szamos tanulmany, kisérlet és klinikai vizsgalat foglalkozott ezekkel
a molekulakkal, az izolalt vegyiileteket és az azokat tartalmazd novényi kivonatokat
egyarant vizsgaltak. A legismertebb és leginkabb kutatott diarilheptanoid vegyiilet a
kurkumin, amely a linearis diarilheptanoidok k6z¢ tartozik. Azonban meg kell jegyezni,
hogy eldnytelen farmakokinetikai tulajdonsagai és rossz kémiai stabilitasa korlatozza a
terapidban vald alkalmazasat. A Betulaceae csaladba tartozd ndvényekbdl szintén
izolaltak mar igéretes diarilheptanoidokat, bar vannak meég "felfedezetlen" fajok a
csaladban, mint példaul a kozonséges gyertyan (Carpinus betulus). Bar a gyertyant
hosszu ideje haszndljak a faiparban, a népi gyogyaszatban nem terjedt el széleskorli
alkalmazasa. A C. betulus fitokémiai és farmakoldgiai jellemzése korlatozott, a publikalt
kutatasok  jellemzéen mas  Carpinus-fajokra  Osszpontositanak, példaul a
C. turczaninowiira, melybdl gytris diarilheptanoid-szarmazékokat azonositottak. A
kozonséges gyertyanban eddig diarilheptanoidokat nem, azonban mas fenoloidokat,
példaul hidrolizalhatd cserzoanyagokat, flavonoidokat, illetve hidroxifahéjsavakat
detektaltak. Erdemes tehat a fa teljeskorti fitokémiai vizsgalatat folytatni és a
szakirodalmi adatok alapjan feltételezhetden jelenlévd diarilheptanoidokrdl részletes

farmakognoziai adatokat gytijteni.



2. Célkitiizések

A Carpinus betulus szakirodalmi jellemzése hianyos, kiilonboz6 novényi

részeinek fenoloidprofiljat eziddig nem vizsgaltak és nem hasonlitottak dssze, jellemzd

komponenseinek kémiai, farmakologiai ¢és farmakokinetikai tulajdonsagait nem

tanulmanyoztak. Mindezek alapjan munkank fébb célkitiizései a kovetkezok voltak:

A kozonséges gyertyan kiilonbozo részeibdl késziilt (kéreg, levél, porzds és
termGs  viragzat)  Kivonatok  fenoloid-ujjlenyomatanak  feltérképezése
nagyhatékonysagi  folyadékkromatografidas—tandem  tomegspektrometrids
(HPLC-DAD-MS/MS) modszerrel.

A diarilheptanoidok feltételezett jelenlétének igazolasa, a jellemzd vegytiletek
izolalasa és szerkezetmeghatarozasa, valamint MS/MS fragmentacios
utvonalanak feltérképezése.

A kivonatok ¢és izolalt vegyliletek in vitro antioxidans aktivitasanak
meghatarozdsa DPPH moddszerrel. Az egyes komponensek hozzajarulasanak
vizsgalata a Kivonatok szabadgyok-semlegesit aktivitasahoz off-line DPPH-
HPLC-DAD médszerrel.

Ultranagy-hatékonysagi folyadékkromatografias (UHPLC-DAD) modszer
fejlesztése ¢és  validalasa a  legnagyobb  mennyiségben jelenlévd
diarilheptanoidok mennyis€gi meghatarozésara.

A 0 diarilheptanoidok kémiai stabilitdsdnak vizsgéalata: a tdroldsi idd, a
homérséklet, az oldoszer, illetve a pH-érték stabilitast befolyasold hatdsanak
tanulmanyozasa.

A dominans diarilheptanoidok membranpenetracios vizsgalata in vitro, nem
sejtes, szovetspecifikus (PAMPA-BBB és PAMPA-GI) modellek segitségével.

A f6 diarilheptanoidok in vitro antiproliferativ hatasanak vizsgalata.

3. Modszerek

3.1. Novényminta

A novénymintakat (kéreg, levél, porzos és termds viragzat) vadon ndévo

allomanybol, kiilonbozé idépontokban és kiilonb6zo helyszineke gyljtottik: a kvalitativ

HPLC-MS/MS, az antioxidians aktivitas, a kvantitativz UHPLC-DAD és a



stabilitasvizsgalatokban elemzett mintakat 2015 aprilisaban a Budai-hegységben, 2016
majusaban Matrahazan és 2018 juliusaban a Visegradi-hegységben, mig a vegyiiletek
izolalasahoz felhasznalt kéregmintakat 2017 majusaban Matrahazan és 2019 majusaban

Lajoshazan.

3.2. Kivonas és mintaelokészités

3-3 g homogenizalt, majd szobahdmérsékleten szaritott ndvénymintabol Soxhlet-
késziilékkel készitettiink kivonatokat. Az oldoszereket egymast kovetden, ndvekvo
polaritas szerinti sorrendben alkalmaztuk (250-250 ml kloroform, etil-acetat és metanol),
6-6 oraig extrahalva a mintakat.

A kivonatokat rotacidos vakuumbeparlo segitségével szarazra paroltuk, HPLC-
minéségii metanolban oldottuk, majd regeneralt celluloz (0,2 um) fecskenddsziird
segitségével sziirtiik. A mintakat a vizsgalatok eldtt ismételten beszaritottuk és 70%-0S

metanolban oldottuk vissza.

3.3 Vegyiiletek izolaldsa és szerkezetmeghatarozasa

A vegyliletek izolalasanak céljabol 500 g kéregdrogbdl indultunk ki. A kivonasra
ultrahanggal segitett extrakciot alkalmaztunk kloroform, etil-acetat, illetve metanol
olddszert hasznaltunk (3 x 2 1, 2 6rdn keresztiil).

Az etil-acetatos és metanolos kivonatot tisztitottuk tovabb flash kromatografias
modszerrel (CombiFlash NextGen 300 késziilék), RediSep Rf Gold C18 (100 g) oszlopot,
valamint mozgofazisként 0,3% (v/v) ecetsavas vizes oldatot (A eluens) és metanolt (B
eluens) alkalmazva. A kivonatbodl nyert frakciok tisztitasahoz kiilonb6z6 szemipreparativ
HPLC-modszereket fejlesztettiink a frakciok mindségi és mennyiségi tulajdonsagaitol
fiiggben Waters Alliance 2690 HPLC késziiléken.

A vegyiiletek azonositasdhoz nagyfelbontasti tomegspektrometrids ¢s NMR
technikakat alkalmaztunk. Az UHPLC-ESI-Orbitrap-MS/MS vizsgalatokat Dionex
Ultimate 3000 UHPLC késziiléken és kapcsolt Orbitrap Q Exactive Focus
tomegspektrométeren végeztikk, az elektroporlasztdsos ionforrast (ESI) negativ
1onizécios lizemmodban miikodtettiik.

Az NMR méréseket 600 MHz-es Varian DDR NMR spektrométeren 5 mm
IDPFG méréfejjel, illetve Bruker Avance 11400 (400/100 MHz) 5 mm IDPFG méréfejjel



¢s BRUKER AVANCE III HD 600 (600/150MHz) Prodigy krioméréfejjel végeztiik. A
mintakat deuteralt metanolban vagy dimetil-szulfoxidban oldottuk Az izolalt vegyiiletek
teljes *H és 1°C jelhozzarendelését (teljes asszignacid esetén) egydimenzios [*H NMR,
13C NMR, DeptQ], ill. kétdimenziés homo- és heteronuklearis kisérletek alapjan
valésitottuk meg [*H-H COSY, H-13C edHSQC, H-*C HMBC, *H-'H NOESY vagy
'H-'H ROESY, H-'H TOCSY].

3.4. Kvalitativ fitokémiai vizsgalatok

A HPLC-MS vizsgalatok soran Agilent 1100 HPLC berendezéssel kapcsolt
Agilent 6410 harmas kvadrupol tomegspektrométerrel dolgoztunk, az elektroporlasztasos
ionforrast negativ ionizacios lizemmodban mikodtettik. A kromatografias
elvalasztashoz allofazisként Zorbax SB-C18 (150 x 3,0 mm, 3,5 um) oszlopot,
mozg6tazisként 0,3% (v/v) ecetsavas vizes oldatot (A eluens) és metanolt (B eluens)
alkalmaztunk. A kromatogramokat 220, 290 és 340 nm-en detektaltuk. A vegytiletek
azonositasdhoz retencios idejliket, UV- és tomegspektrumaikat irodalmi adatokkal

hasonlitottuk Ossze.

3.5. In vitro antioxidans aktivitas vizsgalata

A kivonatok és az izolalt vegyiiletek antioxidans aktivitasat 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH") szabadgyok semlegesitési reakciojaban, spektrofotometrias
modszerrel hataroztuk meg. A vizsgalatokat a DPPH -ra jellemzd hulldmhossznal, 515
nm-en detektalva végeztiik. Osszehasonlitasul trolox és rutin referencia vegyiileteket
vizsgaltunk.

A kivonatokban jelenlévé komponensek hozzajarulasat a kivonat teljes
antioxidans aktivitasahoz DPPH-val torténd egy oOras, sotétben torténd inkubalast
kovetéen HPLC-DAD-MS modszerrel hataroztuk meg. A hidrogéndonor-aktivitast az
egyes komponensek gorbe alatti teriiletértékeinek (AUC) csokkenése jelezte. A

crer

kezelt kivonatok AUC-értékeivel dsszehasonlitva.



3.6. Kvantitativ fitokémiai vizsgalat

A ko6zonséges gyertyanban legnagyobb mennyiségben el6fordul6 diarilheptanoid
vegyiiletek (106, 149, 154, 157) mennyiségi analizise céljabol UHPLC-DAD kiilsé
standard kalibracios modszert alkalmaztunk és validaltunk. Acquity BEH C18 oszlopot
(100 x 2,1 mm, 1,7 um) alkalmaztunk allotazisként, a mozgodfazis 0,3% ecetsavas viz (A

eluens) és acetonitril (B eluens) volt. A kromatogramokat 295 nm-en detektaltuk.

3.7. Stabilitasvizsgalatok

A C. betulus kéreg dominans diarilheptanoidjainak (106, 149, 154, 157)
stabilitasat kétféle oldoszerben vizsgaltuk: metanolban, illetve vizben (50 pg/ml).
Tanulmanyoztuk emellett a vegyiiletek stabilitdsat Osszetett matrixokban: a
kéregmintabdl nyert metanolos és etil-acetatos kivonatokban (4 mg/ml) is. Az oldatokat
és kivonatokat harom kiilonb6z6 homérsékleten, 22 °C, 5 °C és —15 °C-on taroltuk. A
kéthetente vett mintdkban UHPLC-DAD modszerrel mértiik a vizsgalt diarilheptanoidok
mennyiségét. A vegyiiletek stabilitasanak meghatarozasdhoz a kezdeti értékeket
hasonlitottuk 0ssze a 12. heti és a 23. heti adatokkal paros T-proba segitségével (p < 0,05).
Az oldoszer és a hdmérsékelt hatdsat a vegyiiletek stabilitdsara egyutas varianciaanalizis
(ANOVA, analysis of variance) segitségével értékeltiik, melyet Tukey-féle poszt hoc
teszt kovetett (p < 0,05).

Elemeztiik tovabba a pH-érték hatasat a négy f6 diarilheptanoid (106, 149, 154,
157) stabilitasara, a vizsgalatokat pH 1,2; pH 6,8; és pH 7,4 fiziologias pH-értékeken
végeztiik. A vizsgalt vegyiiletek 10 mmol/l-es dimetil-szulfoxiddal késziilt térzsoldatabol
szazszoros higitasokat készitettiink a megfeleld pufferekkel. A mintakat 81 6ran keresztiil
UHPLC-DAD-modszerrel vizsgaltuk. Az inkubalt mintak UV-kromatogramjainak AUC-
adatait hasonlitottuk Ossze a kezdeti csucs alatti teriiletértékekkel paros T-proba
segitségével (p < 0,05). A pH hatasat a vegyiiletek stabilitdsira ANOVA segitségével
értékeltiik, melyet Tukey-féle poszt hoc teszt kovetett (p < 0,05).

3.8. Membranpermeabilitas vizsgalatok

A négy dominans diarilheptanoid (106, 149, 154, 157)

membranpermedbilitasanak vizsgalatit PAMPA-modszerrel végeztiik. A vér-agy gaton



(PAMPA-BBB) ¢és a gasztrointesztinalis traktuson (PAMPA-GI) keresztiili
membranpermedciot szimulaltuk. A két modellben eltérd osszetételli, szovetspecifikus
membranokat alkalmaztunk. A PAMPA-BBB modellben a donorkézeg pH-értéke 7.4,
PAMPA-GI esetén 6,8 volt, mig az akceptorkdzeg mindkét esetben 7,4-es pH-értékii
fosztatpuffer volt.

késziilt torzsoldatabol szazszoros higitasokat készitettiink az adott modellben alkalmazott
donorkozegnek megfeleld pufferekkel. A 4 o6ran at tarto, 37 °C-on térténd inkubalas utan
UHPLC-DAD-modszerrel vizsgaltuk. A kapott értékekbdl effektiv permeabilitasi

értékeket szamoltunk.

3.9. Antiproliferativ hatas vizsgalata

A f6 diarilheptanoidok (106, 149, 154, 157) in vitro sejtosztodast gatlo hatasat a
HUN-REN-ELTE peptidkémiai kutatécsoport munkatarsaival egylittmitkodésben
vizsgaltuk. A vizsgalatokat Alamar Blue-teszt segitségével végeztilk az alabbi human
eredetli sejtvonalakon: A2058 metasztatikus melanoma, HepG2 hepatoblasztoma, HL-60
leukémia, HT-29 kolorektalis karcindbma, US87 glioblasztoma. A vegyiileteket
0,16-100 uM koncentracidtartomanyban vizsgaltuk, pozitiv kontrollként daunomicint,

etopozidot és 5-kloro-2-hidroxi-N-[4-(trifluormetil)fenil]benzamidot alkalmaztunk.

4. Eredmények

4.1. Kvalitativ fitokémiai vizsgalat

Mivel a C. betulus fitokémiai Osszetételére vonatkozd szakirodalmi adatok
hidnyosak, fenoloidprofiljanak teljeskori feltérképezésére kiillonbozo névényi részekbdl,
novekvo polaritas szerinti sorrendben készitettiink kivonatokat. HPLC-DAD-MS/MS
modszerrel végzett vizsgalataink alapjan 194 vegyiiletet feltételeztink az
extraktumokban. A f6 célunk a fenoloid-ujjlenyomat vizsgalata volt, ezért a
kloroformmal késziilt kivonatokat, amelyek els6sorban apolaris komponenseket

tartalmaztak, nem vizsgaltuk.



Az etil-acetattal késziilt kivonatok valtozatosabb fenoloidOsszetételt mutattak,
mint a metanollal késziilt mintdk. Nagyobb intenzitassal detektaltunk hidroxifahéjsav-
szarmazékokat, illetve flavonoid-glikozidokat. Metanollal, polarisabb jellegébél
adodoan, a polihidroxi-csoportokkal rendelkezé vegyiileteket extrahaltuk, melyek
dontden a galluszsavszarmazékok, ellagitanninok és gallotanninok csoportjaba tartoztak.

A kiilonb6z6é novényi részek kivonatainak fenoloiddsszetétele kozott is
tapasztaltunk kiilonbségeket. A kéregben a galluszsavszarmazékok dominaltak, illetve
gyuris diarilheptanoidokat detektaltunk a kivonatokban, és elsOként azonositottunk nyilt
egy lanca diarilheptanoidot a Carpinus nemzetségen beliil. A levél esetén sokszinlibb
fitokémiai Osszetételt irtunk le: az etil-acetatos mintaban a hidroxifahéjsav-szarmazékok
¢s  flavonoid-glikozidok  voltak a meghatarozoak, azonban  detektaltunk
galluszsavszarmazékokat is. A termds és porzos virdgzat mintak esetén ugyancsak

valtozatos fenoloidosszetételt figyeltiink meg.

4.2. Vegyiiletek izolalasa és szerkezetmeghatarozasa

Az altalunk izolalt vegyiileteket az 1. abra szemlélteti. Hat ismert ciklikus
diarilheptanoidot [karpinontriol A (106) és B (149), giffonin U (114) és giffonin X (157),

kazuarinondiol (161), 3,12,17-trihidroxitriciklo[12.3.1.1>®]-nonadeka-
1(18),2(19),3,5,14,16-hexaén-8,11-dion (154)] és egy Uj szarmazékot [3,11,17-
trihidroxitriciklo[12.3.1.1%°]-nonadeka-1(18),2(19),3,5,14,16-hexaén-8-on (187)]

izolaltunk el6szor Carpinus betulusbol.

Emellett egy linearis diarilheptanoidot [5-hidroxi-1,7-bisz-(4'-hidroxifenil)-3-
heptanon (164)] ¢és egy lignant [avikulin (148)] is eldszor irtunk lea Carpinus
nemzetségben. Tovabba harom ismert flavonol-glikozidot [kvercetin-3-O-ramnozid
(177), kempferol-3-O-(4"-E-p-kumaroil)-ramnozid (185), kempferol-3-O-ramnozid
(191)] is izolaltunk a kéregkivonatokbol. A meta,meta-ciklofdn szerkezetli ciklikus

crcr
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2. abra: A meta,meta-ciklofan tipusu diarilheptanoidok javasolt tomegspektrometrias fragmentacios titvonala

10



4.3. Kvantitativ fitokémiai vizsgalat

A négy {6 ciklusos diarilheptanoid (106, 149, 154, 157) mennyiségi
meghatarozasara kiils0 standard kalibraciés UHPLC-DAD modszert fejlesztettiink ¢€s
validaltunk. A korrelacios egyiitthato értékei alapjan megallapithato, hogy a linearitas jo
(r* > 0,9995) a vizsgalt koncentracids tartomanyban (1-250 pg/ml) minden minta esetén.
A LOD és LOQ értékei 0,1-0,2 pg/ml, valamint 0,3-06 pg/ml kéz¢ esnek. A napon beliili
és a napok kozotti ismételhetéség alacsony, kozepes és magas koncentraciok esetén is
elfogadhat6 (0,15-3,33 RSD%), mig a napon beliili és a napok kozotti torzitatlansag
értékei nagyobb tartomanyon beliil valtoztak: 80,3-107,1% kozott. Mind a négy vegytilet
retencids idejének ismételhetosége megfeleld, relativ szorasuk 0,18-0,58% kozé esett
(n=6). A modszer visszanyerése 96,29-114,91% kozott valtozott. Az eredmények
alatdmasztjak, hogy a modszer megbizhato és ismételhetd.

Mind a kéreg etil-acetatos, mind a metanolos kivonataiban a 106 vegyiilet volt
jelen a legnagyobb mennyiségben (13,9-19,1 mg/g szaraz kivonat). A levél és a term0s

viragzat kivonataiban nem detektaltunk diarilheptanoidokat.

4.4 In vitro antioxidans aktivitas vizsgalata

Az izolalt vegyiiletek koziil els6ként hataroztuk meg az avikulin (148) (1Cso: 23,8
+ 0.9 pg/ml) és a giffonin X (157) (ICso: 138 £ 11 ug/ml) DPPH gyokfogd aktivitasat. A
diarilheptanoidok és a ligndn mérsékelt kapacitassal rendelkeztek (ICso: 23,8 és > 250
ug/ml kozott), azonban a kvercetin-3-O-ramnozid (ICso: 6,9 + 0,5 pg/ml) erételjes
szabadgyok-semlegesitd hatast mutatott.

A kivonatok szabadgyokfogé aktivitasanak vizsgalata soran a levél (ICso: 5,5 +
0,2 pg/ml) és a porzos viragzat metanolos kivonata (ICso: 7,6 = 0,3 pg/ml) mutatta a
legmagasabb antioxidans aktivitast. Az offline DPPH-HPLC vizsgalatok soran arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a hidrolizalhaté tanninok, illetve a flavonol-glikozidok

lehetnek felelések a Carpinus-kivonatok antioxidans hatasaért.
4.5. Stabilitasvizsgalatok

Vizsgaltuk a tarolasi id6, a homérseklet és a kozeg (olddszer és komplex

Osszetétell kivonatok) hatasat a négy f6 ciklikus Carpinus diarilheptanoid (106, 149, 154
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¢és 157) stabilitasara. A karpinontriol B (149) és a 154 vegyiilet esetében nem figyeltiink
meg szignifikans koncentraciocsokkenést és nem detektaltunk bomlasterméket, igy ezt a
két vegyiiletet stabilnak mindsitettiik a vizsgalt koriilmények kozott. Ezzel szemben a
karpinontriol A (106) és a giffonin X (157) esetén tobb minta is szignifikans

koncentraciovaltozast mutatott az id6 elérehaladtaval (3. abra).
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3. abra: A tarolasi idd, a homérséklet és a kozeg hatasa (a) a karpinontriol A (106) és
(b) a giffonin X (157) stabilitasara. * p < 0,05 a kezdeti mintakhoz képest. a-j: az
azonos betlikkel jelolt relativ koncentraciok nem térnek el egymastol szignifikansan

(p < 0,05, Tukey teszt)
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A 106 esetén a kozéptavu vizsgdlatok soran a —15 és 5 °C-on vald tarolas
egyenértékiinek bizonyult, mig a 22 °C-on val6 tarolas szignifikansan kedvezotlenebbiil
hatott a vegyiiletek stabilitasara. A hosszatavu vizsgalatok soran oldoszert6l fiiggetlentil
a—15 °C-on valo tarolas volt a legelénydsebb. A 157 esetén kozéptavon a metanolos oldat
koncentraciovaltozdsa 22 °C-on torténd tarolas esetén szignifikansan eltért a tobbi
mintatol. A tovabbi tarolasi koriilmények oldoszertdl és homérséklettdl fliggetleniil
egyenértékiinek mutatkoztak. Hosszatavon is a metanolos oldat jelentette a legkevésbé
eldnyos kornyezetet 22 és 5 °C-on.

A 106 és 157 vegyiiletek esetén egy-egy bomlasterméket is detektaltunk, amelyek
feltehetden a 106 és 157 vegyiiletek vicinalis diol-csoportjabol torténd vizkilépés soran
keletkeznek. A karpinontriol A esetén a bomlastermék megegyezik a 154 vegyiilettel,
novekedése a kivonatokban, ill. hasonlo tomegspektrometrias viselkedésiik.

A pH-érték stabilitasra kifejtett hatasanak vizsgalata soran a karpinontriol B (149)
mindharom vizsgalt pH-értéken stabil volt, mig a 154 vegyiilet csak savas pH-értéknél
volt instabil. Ezzel szemben a karpinontriol A (106) és a giffonin X (157) vegyiileteket

instabilnak mindsitettiikk minden pH-értéken (4. abra).
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4. abra: A pH hatdsa a dominans diarilheptanoidok stabilitasara. # p < 0,05 a

kezdeti mintdkhoz képest. a-b: az azonos betiikkel jelolt koncentracidk nem

térnek el egymastol szignifikansan (p < 0,05, Tukey teszt)
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A karpinontriol A esetén a korabban emlitetten feliil két ujabb bomlasterméket is
detektaltunk HR-MS modszerrel, mig a giffonin X esetén csak a kordbban is leirt,
vizkilépéssel keletkezd bomlasterméket detektaltuk. A 154-es vegyiilet hidba bizonyult
instabilnak pH 1,2 értéken, bomlasterméket nem detektaltunk.

4.6 Membranpermeabilitas vizsgalatok

A négy f6 diarilheptanoid vegyiilet membranpenetracios képességét a PAMPA-
modszerrel vizsgaltuk. A 106, a 149 ¢és a 154 vegyiileteket egyarant detektaltuk az
akceptor cellaban a PAMPA-GI modellben, azonban logPe értékeik —5,0-nél
alacsonyabbak voltak, ami gyenge membranpermedbilitasra utal.

A PAMPA-BBB vizsgalatban csak a giffonin X (157) volt kimutathaté az
akceptor fazisban, elérte a kritikus —6 logPe értéket (—5,92 + 0,04), ami jo
membranpermeaciora enged kovetkeztetni. Azonban a vegyiilet instabilitasa miatt

Ovatossaggal kezelendd a kapott logPe érték.

4.7 Antiproliferativ hatas vizsgalata

A négy dominans diarilheptanoid antiproliferativ aktivitasat Alamar Blue-teszttel
vizsgaltuk human HT-29 vastagbélrak, HepG2 hepatocellularis karcinéma, HL-60
leukémia, U87 glioblasztoma €és A2058 metasztatikus melanoma sejtekvonalakon. A
karpinontriol A (106) szelektiv citosztatikus aktivitast mutatott human metasztatikus
melanoma sejteken (ICso = 14,9 + 2,3 uM), mig a tobbi sejtvonallal szemben mutatott
ICso-értéke, illetve a tovabbi harom diarilheptanoid vegyiilet 1Cso-értéke meghaladta a
100 uM koncentraciot. A kontroll etopozid (ICso: 8,9 + 0,2 uM) és daunomicin
(ICs0: 0,16 £ 0,1 uM) értékeihez képest, melyek a daganatterapiaban alkalmazott
gyogyszerek, a karpinontriol A mérsékeltebb, de szelektiv hatast mutatott a melanoma

sejtvonalon.
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5. Kovetkeztetések

A kozonséges gyertyan (C. betulus) kiilonb6zé novényi részeit egymast kovetd
1épésekben novekvd polaritdsu olddszerekkel vontuk ki a valtozatos Osszetétel
eléréséért. Osszesen 194 polifenolt feltételeztiink a kivonatokban HPLC-DAD-ESI-
MS/MS modszerrel.

El6szor izolaltunk hét ciklusos diarilheptanoidot a C. betulusbol, melyek koziil a
3,11,17-trihidroxitriciklo[12.3.1.12%]nonadeka-1(18),2(19),3,5,14,16-hexaén-8-0n
(187) az irodalomban nem ismert Gj vegyiilet. Tovabba el6szor irtuk le linearis
diarilheptanoid és lignan vegyiiletek jelenlétét a Carpinus nemzetségen beliil.
Validalt UHPLC-DAD modszert fejlesztettiink a négy f6 diarilheptanoid (106, 149,
154 ¢s 157) kvantitativ meghatarozdsédhoz a gyertyankivonatokban.

A kivonatok és az izolalt vegytiletek in vitro antioxidans hatasat a DPPH-modszerrel
vizsgaltuk. Az egyes komponensek hozzajarulasat a mintak szabadgyok-semlegesitd
aktivitasahoz off-line  DPPH-HPLC-DAD modszerrel mértik. Ezek alapjan
els6dlegesen a gallo- és ellagitannin szarmazékok felelések a kivonatok
szabadgyokfog6 kapacitasaért.

A 16 diarilheptanoidok kémiai stabilitasanak értékelését a tarolasi hdmérséklet (—15,
5, 22 °C) és tarolasi 1d6 (12 és 23 hét) figyelembevételével végeztiik. Tovabba
vizsgaltuk az olddszer és a pH (1,2; 6,8; 7,4) hatdsat a vegyiiletek stabilitdsara. A 149
és 154 vegyiilet jo stabilitast mutatott az oldatokban mindharom hémérsékleten,
ugyanakkor csak a 149 vegyiilet volt stabil mindharom vizsgalt biorelevans pH-
értéken. Valdszintisitettik a 106 és 157 vegyiiletek degradacios tUtvonalat,
bomlastermékeik feltehetden egy vizmolekula kilépése soran keletkeznek.

A PAMPA-BBB vizsgalatoknal kizarolag a 157 vegyiilet esetén kaptunk olyan
eredményt (logPe —5,92 + 0,04), mely arra utal, hogy a komponens passziv
diffuzioval képes athaladni a vér-agy gaton.

A vegyliletek in vitro antiproliferativ aktivitasat 6t human eredetli daganatos
sejtvonalon vizsgaltuk, megallapitva, hogy a kontrol etopozidhoz (ICso = 8,9 £ 0,2
uM) hasonlé aktivitast csak a 106 vegyiilet (ICso = 14,9 + 2,3 uM) mutatott A2058

sejtvonalon.
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