Juncaceae fajok bioldgiailag aktiv vegyiileteinek izolalasa és
szerkezet-meghatarozasa

Doktori értekezés tézisei

Dr. Téth Barbara Eva

Szegedi Tudomdanyegyetem
Farmakognoziai Intézet

Szeged
2016






Szegedi Tudomanyegyetem
Gyogyszertudomanyok Doktori Iskola
Farmakognézia PhD. program
Programvezet6: Prof. Hohmann Judit DSc.

Farmakognaziai Intézet

Témavezetdk: Prof. Hohmann Judit DSc.
Dr. Vasas Andrea PhD.
Prof. Fang-Rong Chang PhD.

Juncaceae fajok bioldgiailag aktiv vegyiileteinek izolalasa és
szerkezet-meghatarozasa

Doktori értekezés tézisei

Dr. Téth Barbara Eva

Szigorlati Bizottsag:
Elndk: Prof. Mathé Imre DSc., SZTE Farmakogndziai Intézet
Tagok: Dr. Kéry Agnes PhD., SE Farmakognéziai Intézet

Dr. Zupkd Istvan PhD., SZTE Gyogyszerhatdstani és Biofarmaciai Intézet

Biralo Bizottsag:
EIn6k: Prof. FUlop Ferenc DSc., SZTE Gyodgyszerkémiai Intézet
Opponensek: Prof. Deli J6zsef DSc., PTE Farmakogndziai Intézet
Prof. Vasas Gabor DSc., DE TTK Novénytani Tanszék, Farmakogndziai részleg
Tagok: Dr. Benké Ria PhD., SZTE Klinikai Gyogyszerészeti Intézet
Dr. Jéjartné Dr. Laczkovich Orsolya PhD., SZTE Gydgyszertechnoldgiai Intézet

Szeged
2016






BEVEZETES

A Juncaceae csalad (szittyofélék) 7 genuszdba kozel 500 novényfaj tartozik,
legnagyobb nemzetségei a Juncus (n=347) és a Luzula (n=115). A szittyofélék
els6sorban a mérsékelt égovon és a trépusi vidékeken elterjedt egyéves vagy éveld,
lagyszard novények. A legtobb Juncaceae faj kizardlag nedves terileteken
(mocsarak, lapok) él, de el6fordulnak szikes talajt kedvel6 névények is. Hazankban
15 Juncus és 6 Luzula faj honos.

A Juncaceae csaldd fajai kilonbo6z6 vegyililetcsoportokba tartozé masodlagos
anyagcseretermékeket halmoznak fel (pl. fenantrének, flavonoidok, kumarinok,
terpenoidok), melyek kozll kiemelked jelentGségliek a figyelemre méltd bioldgiai
aktivitassal és szerkezeti valtozékonysaggal rendelkez6 fenantrének. Ezek a
vegyiletek az aromas anyagok egy ritka csoportjat alkotjak, amelyek a novényi
bioszintézis soran feltehetGleg a stilbének gy(riizarédasaval jonnek Ilétre. A
vegyiletcsoport iranti nagy érdeklédést mutatja, hogy az eddig izolalt tébb mint 450
természetes fenantrén kozel felét az utdbbi tiz évben irtak le.

A Juncaceae csaladdal végzett kordbbi fitokémiai és farmakoldgia vizsgalatok
soran csak igen kisszdmu, szinte kizardlag a Juncus nemzetségbe tartozd fajt
tanulmanyoztak. Kordbban 6t Juncus fajbdl kdzel 100 fenantrént izoldltak, amely
vegylletek nagy szerkezeti valtozatossagot mutatnak, és szamos kozilik jelentés
bioldgiai aktivitassal rendelkezik. A Luzula fajokbdl vékonyrétegkromatografias
modszerrel flavonoidokat (luteolin és krizoeriol szarmazékokat) azonositottak,
azonban a nemzetségbe tartozé novényeket ez iddig sem preparativ fitokémiai, sem
farmakoldgiai szempontbdl nem vizsgaltak.

A fenantréneket tartalmazé novényeket, koztik a Juncaceae csaldad szamos
tagjat is gyakran hasznaltdk a népi gyogyaszatban a legkllonfélébb betegségek (pl.
laz, alvdszavarok) kezelésére. A vegyiletek széleskor( farmakoldgiai vizsgdlata tobb
esetben igazolta a népi gydgydszati felhasznalast. Tobb anyag rendelkezik in vitro

citotoxikus, antimikrobialis (baktérium-, gomba- és virusellenes), antioxidans és



gyulladascsokkentd, valamint kozponti idegrendszerre és simaizmokra kifejtett
hatdssal.

A fenantrének limitalt el6forduldsuk miatt értékes kemotaxondmai markerek
lehetnek, mivel jelenlétik megerdsitheti a fajok botanikai rokonsagat, ezaltal
lehet6ség nyilik a botanikailag kérdéses fajok kémiai Gsszetétel alapjan torténd

botanikai rendszerbe illesztésére.
CELKITUZESEK

A Szegedi Tudomanyegyetem Farmakogndziai Intézetében indult kutatasi program
keretében célul tliztik ki a Karpat-medencében el6forduld, Juncaceae csaladba
tartozo novények fitokémiai és farmakoldgiai vizsgalatat. Ennek keretében kerdilt sor
korabban még nem, vagy nem kimerit6en vizsgalt 19 Juncus és Luzula nemzetségbe
tartozé faj tanulmanyozésara.

Munkank célja 0, bioldgiailag aktiv fenantrének izoldldsa és szerkezet-
meghatarozasa volt, melynek érdekében a kovetkezd feladatokat végeztiik el:

e Atermészetben el6forduld fenantrének szakirodalmanak rendszerezése.

e A Juncaceae fajok fitokémidjaval és farmakoldgidjaval kapcsolatos
szakirodalom attekintése.

e A begylijtott Juncaceae fajok kiulonb6z6 polaritdsu olddszerekkel készitett
kivonatainak elGallitasa.

e A kivonatok antibakterialis hatdsanak vizsgdlata multirezisztens baktérium
térzseken.

e A Juncus inflexus L. bioldgiailag aktiv szekunder metabolitjainak azonositasa:
izoldlds, szerkezetazonositdas, kivonatok és komponensek in vitro
antibakterialis potencialjanak meghatarozasa.

e Az antibakteridlis vizsgalat soran legaktivabbnak bizonyult névényfajok
kivonatainak analizise HPLC-MS mddszerrel.

e Lluzula fajok gyulladascsokkentd hatasanak vizsgalata.



o A Lluzula luzuloides (Lam.) Dandy & Wilmott fitokémiai és farmakoldgiai
vizsgalata: komponensek izolalasa, szerkezet-meghatdarozasa, valamint in vitro
gyulladascsokkent6 hatdsuk vizsgdlata.

e Azizoldlt kiralis vegyuletek abszolut konfiguracidjanak meghatarozasa.

e A fenantrének lehetséges bioszintézis utjainak feltarasara félszintetikus
atalakitasok elvégzése.

o Azizoldlt fenantrének kemotaxondmiai jelentGségének értékelése.
ESZKOZOK ES MODSZEREK

Az antibakterialis és gyulladascsokkent6 hatas szlirGvizsgalatahoz a Juncaceae
fajokat [Juncus acutus L., J. alpinoarticulatus Chaix, J. articulatus L., J. compressus
Jacq., J. conglomeratus L., J. effusus L., J. filiformis L., J. gerardii Loisel., J. inflexus L.,
J. maritimus Lam., J. monanthos Jacq., J. squarrosus L., J. tenuis Willd., J. trifidus L.,
Luzula campestris (L.) DC., L. forsteri (Sm.) DC., L. luzuloides (Lam.) Dandy & Wilmott,
L. sudetica (Willd.) Schult., L. sylvatica (Huds.) Gaudin] virdgzo allapotban, a Karpat-
medence kiilénboz6 terlleteir6l (Magyarorszdg, Horvatorszdag és Romania)
gyUjtottik 2014. majusa és szeptembere kozott. A preparativ névénykémiai
vizsgalathoz hasznalt J. inflexus gyokerét Hédmezbvasarhely mellett (2014. majus), a
L. luzuloidest pedig a Padis-fennsikon gy(ijtottik (2014. junius).

A vegylletek tisztitdsat tobblépéses kromatografias eljaras segitségével
végeztik el, oszlopkromatografia (OCC), vakuum folyadékkromatografia (VLC),
rotaciés planarkromatogréfia (RPC), kozepes nyomdsu folyadékkromatografia
(MPLC), preparativ rétegkromatografia (PLC), gélsz(irés (GF) és nagy hatékonysagu
folyadékkromatografia (HPLC) alkalmazasaval. Alléfazisként normal (NP) és forditott
fazisu (RP) szilika gélt, poliamidot és Sephadex LH-20 gélt hasznaltunk.

Az izoldlt vegyliletek szerkezet-meghatarozdsa UV-spektroszképia, nagy
felbontasu tomegspektroszkdpia (HR-MS), valamint magneses magrezonancia-

spektroszképia (NMR) segitségével tortént. A kirdlis vegyliletek abszolut



meg.

A sz(irGvizsgalatok soran a Juncaceae fajokbdl készilt kivonatok, valamint a
J. inflexusbdl izoldlt vegyliletek antibakteridlis hatdsat 10 multirezisztens
baktériumtorzson vizsgaltuk. Egy standard [Staphylococcus aureus (ATCC43300)] és
kilenc klinikai izolatumot [multirezisztens Acinetobacter baumannii (64060/2 és
61748/2), ESBL-pozitiv Citrobacter freundii (63458), ESBL-pozitiv Enterobacter
cloacae (63033), ESBL-pozitiv Escherichia coli (64663), ESBL-pozitiv Klebsiella
pneumoniae (63735), multirezisztens Pseudomonas aeruginosa (61485/1 és 64658)
és methicillin-rezisztens Staphylococcus aureus (64326)] alkalmaztunk.

A Luzula kivonatok, az izolalt és a félszintetikusan elGallitott vegylletek
gyulladascsokkent6 aktivitasat az elasztdz enzim felszabadulas és a szuperoxid anion

képz8dés gatlasan keresztil vizsgéltuk fMLP/CB-indukalt human neutrofil sejteken.
EREDMENYEK
A KIVONATOK ANTIBAKTERIALIS SZURGVIZSGALATA

A Juncaceae csaldd Juncus és Luzula nemzetségeibe tartozé 19 ndvényfajbdl 96
kivonatot allitottunk el6 Ugy, hogy ahol lehetséges volt, a nvényeket fold alatti és
fold feletti részre bontottuk, majd az igy nyert mintdkat metanollal extrahaltuk. A
metanolos kivonatot betémeényitettiik, és ezt kovetGen 50%-os vizes metanolban
szuszpendaltuk, majd n-hexannal, dikldrmetannal és etil-acetattal folyadék—folyadék
megosztast végeztiink. A kilonb6z8 polaritasu frakcidk antibakterialis hatdsat 10
multirezisztens baktériumtorzson teszteltiik.

Elszor  korongdiffiziés ~mddszerrel meghataroztuk az 50 mg/ml
koncentraciéban alkalmazott kivonatok gatlasi zonajat. 19 kivonat mutatott gatld
hatast (gatlasi zona =6,7 mm—-14,6 mm). Néhany kivételtél eltekintve csak a
diklérmetdnos frakcidk bizonyultak aktivnak a standard és a klinikai mintakbdl
szarmaz6é methicillin-rezisztens Staphylococcus aureus (MRSA) torzson. A tobbi

baktériumtorzs esetén az extraktumok hatastalanok voltak.



A leghatasosabb kivonatok (gatlasi zéna = 10 mm) MIC értékét mikrodilticids
modszerrel hataroztuk meg, melyek kozil a J.inflexus gyokerébdl készilt
diklérmeténos extraktum volt a legaktivabb (MIC = 9,75 ug/ml). Jelent8s aktivitast
mutattak tovabba a J. maritimusbdl (MIC = 78 ug/ml), a J. gerardiibdl (MIC = 78
ug/ml) és a J. effusus gydkerébdl készitett diklérmetanos kivonatok (MIC =39 pg/ml).
Mérsékelt hatast detektaltunk a J. acutus (egész novény) és a J. tenuis fold feletti
részének diklérmetanos frakcidjanal (MIC = 156 pug/ml, mindkét kivonat esetén).

A Juncus nemzetségbe tartozo novényfajok antibakteridlis aktivitasa az altalunk
vizsgalt baktériumtorzseken kifejezettebb volt, mint a Luzula fajok hatasa, amely a
két nemzetségbe tartozé névények eltérd fitokémai Osszetételével magyarazhatd.

Az antibakterialis szlr6vizsgalat alapjan célul tlztik ki a hatasért felelGs
vegylletek hataskovetett izoldlasat a J.inflexus gyokerének dikldrmetanos
frakciojabal.

LUZULA FAJOK GYULLADASCSOKKENTO HATASANAK SZURGVIZSGALATA

A Luzula fajokbdl az antibakteridlis szlrévizsgalatndl ismertetett médon kiilénb6z6
polaritdsi  olddszerekkel (n-hexan, diklérmetan, etil-acetat) készitettlink
kivonatokat. A kivonatok gyulladascsokkentd aktivitdsat fMLP/CB-indukalt humaén
neutrofil sejteken vizsgaltuk 10 ug/ml koncentraciéban. Tobb kivonat jelent&sen
gatolta a szuperoxid anion képzddést és az elasztdz enzim felszabadulast.

A L. forsteri, L. luzuloides, L. sudetica és L. sylvatica fold alatti és fold feletti
részébdl n-hexannal készilt apolaros kivonatok szignifikansan (> 70%) gétoltak mind
a szuperoxid anion képz&dést, mind az elasztaz enzim felszabadulast. A L. campestris
n-hexanos frakcidja szelektiven gatolta az elasztaz enzim felszabadulast.

A kilonb6z6 polaritasu frakciok kozil a diklormetannal készilt, féként lipofil
komponenseket tartalmazék bizonyultak a leginkdbb hatdsosnak, minden
dikldrmetdnos minta esetén 93%-ot meghaladd gatlast detektaltunk a két
tesztrendszeren. Altalanosan elmondhatd, hogy a frakciok gatlé hatasa az elasztaz
enzim felszabadulasara kifejezettebb volt, mint a szuperoxid anion képz&désre

gyakorolt gatlas.



A poldrosabb vegyiletekben gazdag etil-acetat oldékony frakciok kozil a
L. campestrisbdl, L. luzuloidesbdl, L. sudeticabdl és L. sylvatica fold feletti részébdl
készllt kivonatok mutattak mérsékelt (>65%) gatld hatdst. A L. luzuloides vizes-
metanolos frakcidja 65%-ot meghaladd gatlast mutatott mindkét tesztrendszeren.

Az elGzetes farmakolodgiai eredmények alapjan a L. luzuloidest valasztottuk ki

tovabbi preparativ fitokémiai vizsgalatok céljara.
FENANTRENEK KIVONASA ES IZOLALASA

A szaraz novényi mintdk extrakcidja metanollal végzett perkolalassal tortént
szobah&mérsékleten, majd ezt koévet6en diklormetannal folyadék—folyadék
megosztast végeztink. A szerves fazisokat kulonféle kromatografids technikak

alkalmazasaval frakcionaltunk, igy jutottunk a tiszta vegylletekhez.
A JUNCUS INFLEXUS VEGYULETEINEK IZOLALASA

A J. inflexus (deres szittyd) diklormetanos fazisanak poliamid oszlopkromatografias
frakcionaldsa metanol—viz kilonb6z8 polaritasu elegyeivel (2:3, 1:1, 3:2, 4:1, 1:0)
tortént, mellyel 4 f6frakcidohoz (J1-4) jutottunk. Ezt kbvet6en vizsgaltuk a frakciok
(J1-4) antibakterialis aktivitasat standard (ATCC43300) és klinikai (64326) MRSA
torzseken. A poliamid frakciok koziil a 60% és 80%-os metanollal nyert, J3 jelzésU
bizonyult a leghatasosabbnak mindkét MRSA torzs (ATCC43300 és 64326) ellen
(gatlasi zéna = 15,3 mm és 14,3 mm). A J2 jelzés(i, 50% metanollal eludlt frakcidé
(gatlasi zéna = 7,3, mindkét torzs esetén) és a J4-es, 100% metanollal nyert frakcié
mérsékelt aktivitast (gatlasi zona = 7,6, mindkét térzs esetén) mutatott. A 40%-o0s
metanollal eludlt frakcié (J1) nem bizonyult hatdsosnak egyik baktériumtorzs ellen
sem.

A tovabbi preparativ munkat a leginkabb hatasos, J3-as frakcié feldolgozasaval
folytattuk. Mivel ez a frakcio kémiailag rendkivil komplexnek bizonyult, ezért a
tovabbi elvalasztdsokat szelektivebb maddszerekkel (VLC, MPLC, GF, PLC és HPLC),
normal és forditott fazisu szilikagél, valamint Sephadex LH-20 gél alléfazison

végeztik. A tovabbi alfrakcidkat eltéré polaritdsi és Osszetételli mozgdfazisok



alkalmazasaval alacsony, légkéri és tulnyomason tisztitottuk. Kombinalt
kromatografias modszerekkel 12 vegyiletet (JIN-1, 2, 3, 4,5, 7, 8,11, 12, 13, 15, 19)

izolaltunk. A komponensek kinyerésének folyamatat az 1. abra szemlélteti.
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A LUZULA LUZULOIDES VEGYULETEINEK IZOLALASA

A L. luzuloides (fehér perjeszittyd) dikldrmetanos fazisat légkoéri nyomasu
oszlopkromatografiaval tisztitottuk poliamid all6fazison 50%-os és 80%-os
metanollal. Az igy nyert 2 féfrakcid kozil fitokémiai szempontbdl az L2 jelzés(, 80%
metanollal nyert frakcié volt az igéretesebb, ezért ezt a frakcidt normal fazisu
szilikagél oszlopon, ciklohexan—etilacetdt—etanol gradiens eluciét alkalmazva
tisztitottuk. Szdmos vegyllet esetén kristalykivalast (krist.) tapasztaltunk. A
komponensek végsd tisztitdsahoz gélszlirést, majd ezt kdvetéen NP- és RP-PLC
elvalasztast alkalmaztunk. A L. luzuloides tartalomanyagainak (LUB-1, 3, 4, 6, 9, 10)

izolalasat a 2. dbra szemlélteti.
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2. adbra A L. luzuloides vegytiileteinek izolaldsa
AZ 1ZOLALT VEGYULETEK SZERKEZET-MEGHATAROZASA

Az izolalt vegyiletek szerkezet-meghatarozasa kilonb6z6 spektroszkopiai
mddszerek segitségével tortént. Tomegspektrometrias vizsgalatokkal
meghataroztuk a molekulatémeget és az Gsszegképletet, UV spektroszkdpiai és
optikai forgatoképesség mérésekkel pedig tovabbi fontos informacidkat nyertiink. A
szerkezet-meghatdrozashoz az 1D és 2D NMR spektroszképia szolgdltatta a
legértékesebb adatokat. Az H NMR, JMOD, *H-!H COSY, HSQC és HMBC spektrumok
alapjan levezettik a vegylletek sikbeli szerkezetét, majd a NOESY korrelacidk
segitségével meghataroztuk a molekulak relativ konfiguracidjat. Az NMR vizsgalatok
eredményeként elkészitettik az Gj vegylletek és néhdny ismert vegyllet
jellemzésére szolgald teljes 1H és 13C NMR jelhozzarendelést.

A kirdlis anyagok esetén elGszor meghataroztuk a vegylletek optikai
forgatdképességét. Ezt kbvetben kiralis HPLC elvalasztasra kerilt sor, amely lehetévé
tette az enantiomer felesleg (ee) meghatarozdsat. Az elualédd enantiomerek
abszolut konfiguracidjat kvantummechanikai szamitasokkal hataroztuk meg, majd az
igy kapott szamolt ECD spektrumot 6sszevetettiik a vegyllet mért CD spektrumaval,

s ezzel a f6 enantiomer abszolut konfiguracidjahoz jutottunk.



A JUNCUS INFLEXUS VEGYULETEI

A J. inflexus gyokerébdl 11 fenantrént és egy flavonoidot izolaltunk. A fenantrének
koziul négy Uj természetes anyag: jinflexin A [JIN-7 (1)], jinflexin B [JIN-12 (2)],
jinflexin C [JIN-15 (3)] és jinflexin D [JIN-19 (4)]. Az Uj fenantrének kozdl a jinflexin A
(1) 5-6s helyzetben metoxietil szubsztitudlt, azonban a vegyilet nem tartalmazza a
Juncaceae csaladra jellemzd vinilcsoportot. A jinflexin A-rél (1) annak ECD spektruma
és kiralis HPLC analizise alapjan megallapitottuk, hogy racém elegy. A jinflexin B (2)
C-1 helyzetben hidroximetil, a 2-es C-atomon pedig metoxicsoportot tartalmazé
9,10-dihidrofenantrén. A jinflexin C (3) kllonlegessége, hogy a metil és a vinil
szubsztitucid egyazon C-atomon, a 7-es helyzetben taldlhaté. A TDDFT-ECD
szdmoldsok és a kirdlis HPLC elvélasztds eredményeként meghataroztuk a jinflexin C
(3) abszolut konfiguraciojat. A (6R,7R)-jinflexin C (3) 80% enantriomer felesleggel
rendelkezik. A jinflexin D (4) egy dimér fenantrén, amely a dehidrojunkuenin A-bdl
(9) és a 2,7-dihidroxi-1,8-dimetil-5-vinil-9,10-dihidrofenantrénbdl szarmaztathato. A
monomerek feltehetdleg a vinil csoportokon keresztiil kapcsolddtak 6ssze egy eddig
egyedlldllé gydrlrendszerré. A jinflexin D (4) abszolut konfiguracidja 9%-os
enantiomer felesleggel (S)-nek bizonyult.

A novénybdl ezen kivil izolaltunk harom ismert dihidrofenantrént, a junkuenin
A-t [JIN-2 (5)], junkuenin B-t [JIN-3 (6)] és a junkuzolt [JIN-5 (7)], valamint ezen
vegyiletek 9,10-es helyzetben telitetlen fenantrén parjait, a dehidrojunkuenin A-t
[JIN-1 (9)], a dehidrojunkuenin B-t [JIN-11 (11)] és a dehidrojunkuzolt [JIN-4 (10)],
tovabba egy fenantrénkinont [junkuenin D, JIN-13 (8)], valamint a flavonoid
krizoeriolt [JIN-8 (12)].

A kiralis Uj anyagok (1, 3, 4) mellett, a kordbban mar mas Juncus fajbdl is kbzolt
junkuenin D (JIN-13, 8) esetében is meghataroztuk a vegyilet abszolit

konfiguracidjat. Az (S)-junkuenin D (8) 4%-os enantiomer felesleggel rendelkezett.
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A LUZULA LUZULOIDES VEGYULETEI
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A L. luzuloidesbdl izolalt vegyiletek koziil négy fenantrén, ketté pedig flavonoid

tipusu. A LUB-3 (luzulin A, 13) jelzésii fenantrén Uj természetes anyag, amelynek

elkészitettiik a teljes 'H és 13C NMR jelhozzérendelését, valamint meghatéaroztuk az

abszolut konfiguracidjat. A korabban ismert komponensek [LUB-1 (junkuzol, 7), LUB-

4 (junkuenin B, 6), LUB-6 (dehidrojunkuenin B, 11), LUB-9 (apigenin, 14) és LUB-10

(luteolin, 15)] azonositasa az altalunk mért illetve korabban kozélt NMR és MS
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adatok 6sszehasonlitasaval tortént. Az izolalt metabolitokat els6ként mutattuk ki a

novénybdl, és els6ként detektaltunk fenantréneket a Luzula nemzetségben.

(5)-13 (25% ee) 14 15
LEHETSEGES BIOSZINTEZIS UTAK VIZSGALATA

A J.inflexus esetén a f6komponens a junkuenin B (6), amelyet kozel 1 g
mennyiségben izolaltunk a névény gyokerébdl. A J. inflexusbdl izoldltuk tovabba a
junkuenin D-t (8) és a dehidrojunkuenin B-t (11), amelyek a junkuenin B-hez (6)
hasonléan szubsztitualtak, de oxidaltsagi fokukban kilonboznek attél. A
L. luzuloidesbdl szintén izolaltuk a junkuenin B-t (6) és a dehidrojunkuenin B-t (11),
valamint a luzulin A-t (13), amelynek C-gy(rije a junkuenin B-vel megegyezden
szubsztitudlt. A junkuenin B-bél (6) hipervalens jédvegyiilet segitségével, oxidacidval
mindhdrom vegyuletet (8, 11, 13) sikerllt elGallitani, igy feltételezhetd, hogy a
junkuenin D (8), a dehidrojunkuenin B (11) és a luzulin A (13) a bioszintézis soran is

ebbdl a vegyiiletbdl [junkuenin B (6)] keletkezik.

AZ 1IZOLALT VEGYULETEK BIOLOGIAI AKTIVITASA
ANTIBAKTERIALIS HATAS

A J. inflexus diklormetanos kivonatdbdl izoladlt vegylletek (1-12) esetén elGsz6r
korongdiffiziés moddszerrel vizsgaltuk a komponensek MRSA-ellenes aktivitasat a
standard baktérium térzsén (ATCC43300) 10 mg/ml koncentracidban. Az izoldlt
vegylletek kozil a jinflexin B (2), a junkuzol (7), a dehidrojunkuenin B (11) és a
junkuenin D (8) bizonyult hatasosnak. Ezt kovet6en meghataroztuk az aktiv

vegylletek MIC értékeiket. Pozitiv kontrolként vankomicint (MIC =2 ug/ml)
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alkalmaztunk. Az antibakteridlis vizsgalat eredményeit az 1. tablazat foglalja dssze,

melyben csak az aktiv vegylileteket tiintettlk fel.

1. tablazat A J. inflexusbdl izolalt vegyiuletek MRSA-ellenes hatasa

MRSA (ATCC43300) gatl6 hatés

Vegyiilet Gatlasi zéna MIC
(atméré, mm) (ng/ml)
2 (jinflexin B) 7,0£0,1 100
7 (junkuzol) 12,0+0,6 25
8 (junkuenin D) 12,0+0,3 12,5
11 (dehidrojunkuenin B) 10,0+0,2 25
vankomicin* 15,5+0,6 2

*Pozitiv kontrol: vankomicin (5 pg/korong)

A vizsgalt vegyliletek kozll a junkuenin D (8) mutatta a legjelentGsebb MRSA-
ellenes aktivitast (MIC = 12,5 ug/ml). A korabbi irodalmi adatokkal 6sszhangban a
junkuzol (7) is kifejezett (MIC =25 ug/ml) antibakteridlis hatassal rendelkezett a
klinikai MRSA torzson. A junkuzolhoz hasonld mértékben, azonos MIC értékkel
gatolta a baktériumok ndvekedését a dehidrojunkuenin B (11). Leggyengébb gatlo
hatdsa a jinflexin B-nek (2) volt, melynek MIC értéke a mikrodilticiés mddszer alapjan

100 pg/ml-nak bizonyult.
GYULLADASCSOKKENT® HATAS

A L. luzuloidesb6l azonositott vegytletek (6, 7, 11, 13-15), valamint a félszintetikusan
elGallitott junkuenin D (8) in vitro gyulladascsokkent6 hatasat a szuperoxid anion
termelésén és az elasztaz enzim gatlasan alapuld tesztek segitségével, fMLP/CB
indukalta human neutrofil sejteken értékeltik (2. tablazat). A vizsgdlatok soran az
anyagokat elGszor 10 uM koncentracidban teszteltiik, pozitiv kontrolként egy PI3K
gatlot (LY294002) alkalmaztunk. Ezt kovet6en meghataroztuk a vegylletek ICso

értékét.
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2. tablazat A L. luzuloidesbdl izolalt vegyuletek gyulladascsokkent6 hatasa

Szuperoxid anion képzédés Elasztaz enzim felszabadulas

Vegyiilet

1Cs0 (M) Gatlas (%) 1Cs0 (LM) Gatlas (%)
6 (junkuenin B) 4,92+0,27 81,54+35%* 547+1,11 80,57 +4,15%**
7 (junkuzol) 3,11£0,25 93,07 +0,48*** >10 2,05 +2,07
8 (junkuenin D) >10 43,29 £ 5,77*** >10 32,75 £ 6,98**
11 (dehidrojunkuenin B) 3,17+1,19 82,90+ 7,65%** >10 25,58 + 2,83**
13 (luzulin A) > 10 12,26 + 3,76* >10 40,50 + 5,57**
14 (apigenin) 6,12+0,72 73,92 +4,11%** >10 46,14 + 6,03**
15 (luteolin) 4,73+0,49 79,77 £4,37*** 6,91+2,25 54,16 +4,66***
LY294002 1,29 +0,05 = 4,97 +0,80 o

(pozitiv kontrol)

Az eredményeket atlag (n=3-5) + S.E.M. tlintettik fel. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.

A vizsgalt anyagok kozil a junkuenin B (6) (ICso = 4,92 uM), a junkuzol (7) (ICso =
3,11 uM), a dehidrojunkuenin B (11) (ICso = 3,17 uM), az apigenin (14) (ICso = 6,12
MM) és a luteolin (15) (ICso = 4,73 uM) gatolta jelentésen a szuperoxid anion
képzédést. Ezen kivil a junkuenin B (6) és a luteolin (15) a pozitiv kontrollal
O0sszemérhet6 mértékben, 5,47 uM és 6,91 LM ICso értékkel gatolta az elasztdz enzim
felszabadulast.

A szerkezet-hatds vizsgalataink eredményeként megdllapitottuk, hogy a
junkuenin B (6) oxidacidjaval jelentésen csokken annak elasztaz enzim felszabaduldst
gatlo hatasa. Tovdbba ezek a vegyiletek (8, 13) — a dehidrojunkuenin B (11)
kivételével — a szuperoxid anion képz6dést gatlé hatasukat is elveszitik.

JUNCACEAE FAJOK KIVONATAINAK LC-MS VIZSGALATA

A J. inflexusbdl hataskovetett izolalassal négy (2, 7, 8, 11) antibakteridlis aktivitdssal
rendelkezé metabolitot nyertiink. A vegyiiletek jelenlétét a korabban antibakteridlis
hatasunak bizonyult — a J. effusus és J. inflexus gyokerébdl, a J. tenuis fold feletti
részébdl, valamint a J. acutusbdl, J. gerardiibdl és J. maritimusbdl készilt —

diklérmetanos kivonatokban HPLC-MS mddszerrel vizsgaltuk.
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A kromatogramok alapjan mind a négy vegyilet detektalhaté volt a J. inflexus
diklérmetanos kivonatdban, amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy a vizsgalt anyagok
nem izolaciés mitermékek.

Mindegyik kivonatban kimutathaté volt a junkuzol (7), amely egy, a Juncaceae
csalad fajaiban gyakran el6forduld tartalomanyag. Erdekes médon az altalunk
els6ként leirt jinflexin B (2) a J. inflexuson kiviil két masik novény, a J. acutus és a
J. gerardii diklormetédnos kivonataban is detektalhato volt.

Bar az altalunk azonositott aktiv vegyliletek hozzdjarulnak a vizsgalt névények
kivonatainak antibakteridlis hatasahoz, feltételezhet6, hogy mads, eddig

azonositatlan komponenseknek is szerepe lehet a hatas kialakitasaban.
AZ 1ZOLALT VEGYULETEK KEMOTAXONOMIAI JELENTOSEGE

A J.inflexus és a L. luzuloides tartalomanyagait kordabban még nem vizsgaltak,
valamennyi vegytiletet els6ként mutattuk ki a vizsgalt novényekbdl. A J. inflexusbdl
11 fenantrént izolaltunk, melyek kozil 9 vinilszubsztitualt szarmazék és 4 (j
természetes vegyiilet. A L. luzuloidesb6l 4 fenantrént azonositottunk, melyek
mindegyike tartalmaz vinilcsoportot, kozilik egy vegyiilet Uj természetes anyag.
Vizsgalataink sordn el&szor sikerilt a Juncaceae csalddra jellemzé vinilszubsztitualt
monofenantréneket azonositani a Luzula nemzetségbdl. A L. luzuloides fenantrén-
Osszetétele alapjan szoros rokonsagot mutat a J. inflexusszal, mivel f6 fenantrén
komponenseik kozil a junkuenin B (6), a junkuzol (7) és a dehidrojunkuenin B (11)
mindkét névényben megtalalhatd. A névényekbdlizolalt ismert anyagokat kordbban
mas Juncus fajokbdl is leirtak, ezért eredményeink megerdsitik a fajok botanikai
rokonsdagat. A vinilcsoporttal szubsztitualt fenantrének jelenléte lehet&séget ad a
botanikailag kérdéses fajok kémiai Osszetétel alapjan torténd rendszerbe

illesztésére.
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