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1. Bevezetés

A gyogyndvényekkel vald gyogyitas vélhetden egyidds az emberiséggel,
a vildg lakossagadnak nagy szdzaléka ma is fbleg ndvényi eredetll
produktumokkal védekezik a betegségek ellen.

A gyodgyitasra haszndlhatd novények vizsgalata, felhasznildsa nagy
valtozason ment keresztil az utdbbi évtizedekben. A szintetikus, modern
gyogyszerek eléretdrése mellett, a gyogynovények felhasznéalasanak is egyfajta
reneszanszat ¢lhetjiik napjainkban. Ez nem csak a nagy fogyasztdi igényekben
¢és a termékek nagy valasztékan érhetd tetten, hanem a vilag kutatdi is szamos,
1) megkdzelitésben vizsgaltak és vizsgaljadk a gydgyndvényeket, és szdmos
novényi termék helyet kapott a bizonyitékon alapuld orvoslasban is.

A gyodgyndvényekkel hagyomanyosan foglalkoz6 farmakognozia
(gorog, ,.gyogyszer” + ,ismeret”’) tudomanydga ma mar messze nem csak a
ndvények anatomidjanak, etnobotanikdjanak és kémidjanak vizsgalatabol all. A
modern farmakognozia (gyogyndvény-, és drogismeret) szamos tudomany
eredményeit felhasznalva, fokozatosan fejlédik. A diszciplina egyre inkabb
hasznositja nemcsak a modern miiszeres analitika és preparativ
elvalasztastechnika, hanem a molekularis bioldgia, farmakolégia,
mikrobiologia, biotechnologia eredményeit, metodikai megkozelitéseit is. Mint
rendkiviil komplex rendszerek, a gydgyndvények vizsgalata minden Oket
vizsgald kutatd szamara kihivast jelentenek.

Ugyancsak sok valtozds ment végbe a farmakogndziai vizsgalat
alanyaiban is. A magasabb rendii ndvények egyeduralma mara mar nem
egyértelmii: a vizsgalt molekuldkat most mar egyre inkdbb ,,natural product”-
ként emliti a nemzetk6zi szakirodalom, amelynek oka az, hogy szdmos mas
taxondmiai csoportba tartozd €l6lényt is intenziven vizsgalnak farmakognoziai
modszerekkel. Ilyenek pl. a tengeri ¢€l6lények, mikroorganizmusok,
puhatestiiek, extrém él6helyeken €16 kiilonféle éldlények, hogy csak néhanyat
emlitsiink. Tovabb neheziti a tudomanyag pontos koriilhatdrolasat az a tény,
hogy a gyodgynovények és az élelmiszerek hatdrvonala nem tekinthetd mar
olyan ¢élesnek, mint korabban, ez kiilonoésen igaz az un. funkcionalis
taplalékokra, amelyeket sok esetben a klasszikus farmakognodziara jellemzé
modszerekkel vizsgélnak.

A modern farmakognodzianak kell valaszt adnia azokra a kérdésekre,
melyek egy gydgyndvény (vagy mds természetes eredetli anyag) termékke,
gyogyszerré alakitisaban felmeriilhetnek. A termékké valasig vezetd hosszu
uton egyebek kozott olyan emlithetéek meg, mint a novény populacidinak
genetikai, kémiai vizsgalata, a ndvény betakaritdsanak optimalizéldsa (un.
,post-harvest” vizsgélatok), a ndvényi nyersanyag optimdlis tdrolasat célzo
vizsgalatok, tovabba a mindségbizositdsban elengedhetetlen miiszeres analitikai



modszerfejlesztés €s preparativ technikdk, valamint a kész terméket értind,
hasonlo vizsgélatok. A ndvényi extraktokkal, illetve azok izolalt hatdanyagaival
végzett farmakoldgiai és mindenekel6tt klinikai vizsgalatok nemkevésbé
jelentdsek. Fontos megjegyezni azt is, hogy alternativaként, a mezdgazdasagi
koriilmények kozott termesztett vagy vadon gyiijtott novények mellett egyre
nagyobb teret kaphat a jovOben az in vitro tenyésztett novényi
szovetkulturakban vagy transzformalt szervezetekben torténd metabolit-
termeltetés kozvetlen gyogyaszati vagy egyéb felhasznalas céljabol.



1.1. Célkitiuzés

Munkénkban - fentiek szem el6tt tartasaval - a modern farmakognoézia
szamos megkozelitését egyiittesen alkalmazo vizsgalatot tliztiink ki célul
valasztott modelliinkoén, az elterjedtebb hazai Plantago (Utifii) fajokon.
Munkénk harom 6 célkitlizése a kovetkezo:

1., Gyakoribb hazai Plantago fajok regionalis populacioinak vizsgalata
hatéanyagaik szempontjabdl. A hivatalos gyogyaszatban alkalmazott fajok
mellett szamos, hasonld faj fordul el6 vadon termd populdciokban, melyek
hatéanyagainak vizsgéalata sziikséges a potencidlis hasznilhatdsdg megitélése
miatt. Az eredmények nemcsak a népi gyogyaszat altal torténd hasznalat
kapcsan lehetnek érdekesek, de mindségbiztositasi (rokon faj kimutatasa)
vonzatuk is lehet.

2., Szaritott P. lanceolata levelek stabilitasanak vizsgalata. A gydgynovények
gyakori otthoni és ipari nyersanyagként vald alkalmazéasa ellenére a
stabilitasukkal kapcsolatos informdcioink igen hidnyosak, a komplex matrixban
megfigyelhetd stabilitas sok metabolitra ismeretlen, az instabilitas okat is ritkdn
vizsgaljak. Az itthon és Eurdpéban is elfogadott ¢s hasznalt szaritott levél jo
modellje lehet egy gydgyndvényen végzett stabilitasi vizsgalatnak. Célul tliztiik
ki tehdt szdmos, mindséget meghatiroz6 paraméter  kvantitativ
meghatarozasanak elvégzését egy magas pératartalmi levegében torténd,
kedvezdtlen tarolas alatt, valamint a megfigyelt jelenségek magyarazatat célzé
vizsgalatokat és a kapcsolodo analitikai modszerfejlesztést is.

3., Hatéanyag-termelé6 P. lanceolata szovettenyészet eldallitasa és
hatéanyag-termelésének optimalizalasa. Munkankban célul taztik ki egy
hatéanyagot termelé P. lanceolata kalluszvonal szelekcidjat, ezutan pedig a
plantamajozid és akteozid termelést optimalizalasat in vitro. Mindenenkel6tt a
N-forras hatasat vizsgaltuk meg. Az Gsszes N-forras és az NH," / NO;™ arany
hatdsat a novekedésre és a hatdanyag-termelésre nem vizsgaltdk még a
Plantago fajokban. Célul tliztiik ki tovabba a kallusz altal nagy mennyiségben
termelt hatdbanyagok azonositasat.



2. Irodalmi attekintés
2.1. A vizsgalt Plantago fajok botanikaja

A Plantago nemzetség fajai koziil szamos hazankban is eléfordul. Az
altalunk vizsgalt fajok a Plantago lanceolata, Plantago major, Plantago
altissima, Plantago media és a Plantago maritima.

Plantago major L. (Nagy utifl)

Lagyszara, évelé novényfaj. Eurdpaban, Eszak-, és Kozép-Azsiaban
Oshonos, de gyepeken, utszélen vildgszerte elterjedt. Népiesen nagy utilapu
névvel is illetik. Térozsaja 15-30 cm atmérdjli. Az egyes levelek nyelesek,
ovalisak, tipikusan 5-20 cm hosszuak, 4-9 cm szélesek (de akar 30 cm
hosszusagot €s 17 cm szélességet is elérhetnek), sima széliiek, csticsban
végzddnek. 5-9 parhuzamos ér fut végig rajtuk. Méjustol augusztusig viragzik.
A viragzat vékony hengeres, a viragok aprok (1-2 mm szélesek), zoldes-barnas
szinliek sargasbarna porzoval; négytagl, sargds szegélyli partaval; 13-15 cm
(néha akar 70 cm) hosszt felalld szaron tipikusan 5-15 cm hosszl, keskeny
fiizérvirdgzatot alkotnak. Szélbeporzasu, viragpora 1 um-nél nagyobb atmérdji,
kozepes mértékben allergizal, de jelentdsége kicsi, mivel pollentermelése
mérsékelt. Harom alfaja ismeretes: Plantago major subsp. major; Plantago
major subsp. intermedia (DC.) Arcang. ; Plantago major subsp. Winteri
(Wirtg.) W. Ludw. Magyarorszagon a Fert6-tonal, alféldeken gyakori, mezofil
¢s lde, bolygatott termoOhelyeken, tobbnyire taposott gyomtarsuldsokban
gyakori. Egyes nemesitett valtozatai kerteket diszitenek: ilyen a lila leveld
Rubrifolia és a tarka levelli Variegata valtozat. (Simon, 2004, pp.419-422)

//////

Ko6zép-Eurépa bennsziilott faja, de az Egyesiilt Allamok északkeleti
részén is meghonosodott. Nyirkos, fiives teriileteken fordul eld, kaszalokon,
legel6kon, réteken, 2000 m magassagig. A télevélrozsat alkotd levelek szine és
fondka finoman sz6rozott, elliptikus, kerek vagy tojasdad; szara nyalank, karcsa
5-50 cm-es lehet. Majus és szeptember kozott virdgzik, kétivaru virdgzata
tomott, hengeres, a porzok halvany lilasak vagy fehérek. Szél vagy rovar
beporzast, féleg méhek altal. (Simon, 2004, pp.419-422)

rrrrr

Szubkozmopolitan el6fordulast faj, a mérsékelt és sarki teriileteken.
Eurdpa bennsziilott faja, ezen kiviil el6fordul még Eszak-, Nyugat-Afrikaban,
Eszak és Kozép Azsidban, Eszak Amerika északi teriiletein, és Dél Amerika
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délebbi teriiletein. Egynyari, vaskos tovil és gyokerli éveld ndovény. A gyoktorzs
elagazo, sok levell, tomott tdlevélrozsajat nyél nélkiili levelek alkotjak.
Egyenes, szalas levelei 2-22 cm hosszliak és kevesebb mint 1 cm szélesek,
vastagabb husos levelek késobb ellaposoddk. A levelek hegyes csucsban
végzddnek, sima sz¢élliek vagy tavolabb fogazottak lehetnek, rajtuk 3-5 levélér
talalhatd. Janiustol szeptemberig virdgzik. A viragok kicsik, zdldes-barndk,
barna porzokkal; tométt 0,5-10 cm hosszu fiizérviragzat talalhat6 a 3-20 cm-es
szar végén. Négy subspecies van: Plantago maritima subsp. maritima;
Plantago maritima subsp. borealis;, Plantago maritima subsp. juncoides;
Plantago maritima subsp. serpentina. Szamos elterjedési teriilete szigortian
tengerparti, ahol a homokos talajon nd; eléfordul azonban alpesi teriileteken, és
hegyi patakok mentén is. Magyarorszagon az Eszaki-kozéphegység (Szerencsi
szigethegy szélein), Dunantuli-K6zéphegység szélein, Dunantilon (Sopron,
Orség), Alfoldon elég gyakori. Szikes és sos pusztak ndvénye. (Simon, 2004,
pp.419-422)

Plantago lanceolata L. - Landzsas utifi

LagyszarG  novényfaj. Rétek, legeldk, utszegélyek, taposott
gyomtarsulasok vildgszerte elterjedt jellegzetes éveld, térozsds ndvénye. A
novény alacsony, kb. 10-25 cm magas, szara 5 barazdaji. Az aprd, 1-3 cm
hosszl, kb. 4 mm széles, fehéres viragok tomott hengeres, hosszikas tojasdad
vagy gOmbos fiizérben allnak, sorrendben alulrol felfelé nyilnak ki. A
sargasfehér porzok hosszabbak a négytagli, barnds szegélyli partanal, igy
feltinden kidllnak a virdgzat szintjétdl. Szélbeporzdsu, majustol oktoberig
virdgzik. Viragpora kozepes mértékben allergizal, jelentdsége kicsi, pedig a
pollenszemek szdma portokonként 7700 is lehet. Pollendiagrammokban a
mezdgazdasag jelzdje lehet. Hosszlkas toktermésében rekeszekben ild, csonak
form4ju magok taldlhatok. A tok 3-4 mm hosszl. A levelek 3-5 erliek, landzsa
alaktiak, kopaszak vagy szO0ros6dok. A murvék kopaszak. Félszaraztol az iide
gyepekig, sziklagyepektdl a legeldkig kozonséges. Majustol oktoberig virdgzik.
(Simon, 2004, pp.419-422)

Plantago altissima L. Magas utifii

A Plantago lanceolata L. - hoz igen hasonlé novény. Magasabb kb. 30-
60 cm, szara 6-9 bardzd4ju. A virdgzat rovid (3-5 cm), hengeres. A tok 4-5 mm
hosszl. A levelek 5-7 erliek, 2-4 cm szélesek. Magyarorszagon eldfordulési
helyei: Biikk, Gyongyos, Budai-hg.; Dunantalon (Orség, Gocsej, Somogy,
Baranya, Tolna); Alf6ldén. Ude és nedves rétek ndvénye. (Simon, 2004,
pp.419-422)



2.2. Plantago fajok leveleinek alkalmazasa a gydgyaszatban

A magyar gyogyszerkonyvben hivatalos ndvényi drogokként a P
lanceolata levele, a Plantaginis lanceolatae folium és a P. afra maghéja, a
Psyllii semen fordulnak eld. Utdbbi fajnak nem a levelét, hanem a maghéjat
alkalmazzak, metabolitmintazata és felhasznalasa gyOkeresen mas, mint a
levéldrogé, részletes leirasa szamos fitoterapias és farmakogndziai monografia-
gyljteményekbdl hozzatérhetd, pl. (Awang, 2009, p.31).

A Plantago lanceolata levelét szamos célbol hasznaljak a
gyogyaszatban, alkalmazisa igen elterjedt, Magyarorszdgon gyogyszerkonyvi
mindségben is stabilan hozzaférhetd. Foleg felsd 1éguti betegségek kezelésére
alkalmazzdk a torok és a garat gyulladdsos megbetegedései, 1z stb. esetén
(Toth, 2005, p.43), (Awang, 2009, p.84). Altalaban 4-6 g szaraz drogot vagy
azzal ekvivalens extraktot adnak naponta. E felhasznalasi teriileteket
tudoményos bizottsagok is jova hagytak, a jovOben minden bizonnyal részei
lehetnek a bizonyitékon alapuld orvoslasnak. A human klinikai adatok még
hianyoznak, az egyes metabolitok kapcsan szadmos allatkisérletes adat all
rendelkezésre, mely alapjan a novény felhasznaldsa megalapozottnak latszik.
Ezen kiviil népi gyogyaszati felhasznalasai kozott szerepel savtiltengésben valo
alkalmazasa, illetve a nyers préslével torténd sebgyogyitas (Toth, 2005, p.43).

A Plantago fajok extraktjainak szdmos farmakolodgiai hatdsat leirtak.
Mivel végtelen sok metabolit-metabolit interakcid, szinergizmus létezhet in
vivo és a sok metabolit keveréke egyszerre nagyon sok targeten hathat, az
egyedi hatasokbol nem mindig kovetkezik egyenesen a keverék hatasa (Wink,
2008). Az egyedi vegylileteknél tapasztalt hatasok tobbé-kevésbé magyarazzak
a P lanceolata és a P. major levelek fobb, elterjedt felhasznélasait, mint a
késébbiekben latni fogjuk. A P. lanceolata vizes-alkoholos extraktja gorcsoldo
(Fleer & Verspohl, 2007), a P. major szamos, kiilonb6z0 csoportba tartozé
vegyiilete pedig immunmodulans hatassal bir (Chiang et al., 2003).

2.3. A vizsgalt Plantago fajok kémiaja és farmakologiaja

A Plantago nemzetség kémiailag jol jellemzett genus. A legfébb,
farmakologiailag aktivnak tekintett vegyiiletcsalddok a kaffeoil feniletanoid
glikozidok (CPG), az iridoid glikozidok (IG), a flavonoidok és a poliszaharidok
(Téth, 2005, p.43), (Samuelsen, 2000).



2.3.1. Iridoid glikozidok

Az iridoid glikozidok biogenetikailag a mevalonat vagy metileritriol
utvonalon keletkezd terpenoidok kozé sorolhatdak, azon beliil glikozilalt,
oxidalt monoterpének. Keletkezésiik kiinduld 1épése a geraniol-10-hidroxilaz
(G10H) altal torténd geraniol hidroxilacio. A G10H enzim (és igy az iridoidok)
taxonomiailag jol elkiiloniilt novényekben fordul eld (Jensen, 1992), (Oudin et
al., 2007). A Plantago fajokon kivil szadmos mdas Plantaginaceae,
Scrophulariaceae, Apocynaceae és Lamiaceae stb. fajban mikoddik az iridoid
bioszintetikus utvonal (To6th, 2005, p.116). A tobbek kozott a Plantago
genusban is eléforduld IG vegyiiletek kiilonlegessége, hogy gylriis acetalok: az
egyik oxigén heteroatomként van jelen az 1G-k hattagu gylirtijében, a masik
glikozidikus kotésben, altalaban gliikozzal.

A Plantago fajokban a fobb irioid glikozidok a kovetkezdk: aukubin
(AUC), katalpol (CAT) és szarmazékai (1. 4bra), melittozid és szarmazékai
valamint aszperulozid és szarmazékai (1. tdblazat). (Ronsted et al., 2003),
(Ronsted et al., 2000). A genus ITS (internal transcribed region) DNS alapjan
készitett, feltételezett filogenetikai szarmazasat jol koveti a Plantago fajokra
készitett IG és CPG 0Osszevetésbdl szarmazd kemotaxondmiai mintazat is
(Ronsted et al., 2002), (Ronsted et al., 2003).

1. tablazat. A jelen tanulméanyban is vizsgalt Plantago fajokbol idaig leirt
fontosabb iridoid glikozidok. Forras: (Ronsted et al., 2003).

Faj Iridoid glikozid

P. maritima |arboreszkoidsav, aukubin, melittozid, rehmanniozid D

P. major aukubin, melampirozid (10-benzoil-aukubin), melittozid,
genipozidsav, gardozid, majorozid, 10-OH-majorozid, 10-
acetoxi-majorozid, plantarenalozid, ixorozid, aszperulozid

P. media aukubin, monomelittozid, melittozid, 10-acetil-monomelittozid

P. lanceolata |genipozidsav, dezacetil-aszperulozidsav, aszperulozid, aukubin,
katalpol, globularin

P. altissima | genipozidsav, epiloganinsav, hookeriozid, dezacetil-
hookeriozid, dezacetil-aszperulozidsav, aszperulozid, aukubin,
katalpol, globularin,
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1. &bra. A vizsgalt Plantago fajok fobb iridoid glikozidjai. Gle, B-D-gliikozil.
(Ronsted et al., 2003) nyoman.

A Plantago fajok iridoid-tartalmardl vannak informaciok, de a végzett
munka nagy része inkabb preparativ jellegli. Néhany tanulmany szolgaltat
kvantitativ adatokat Plantago fajok 1G tartalmardél. A P. lanceolata aukubin ¢és
katalpol-tartalmat hatarozta meg kiilonb6zd nemesitett valtozatokban és vadon
termd populacidkban (Al-Mamun et al., 2008), aukubinra 0,65-4,18% kozotti
értékeket, katalpolra 0-0,12% kozotti koncentraciokat talalt. A (Jurisic et al.,
2004) altal végzett vizsgalatokban a P. altissima AUC és CAT tartalma rendre
0,09 és 0,13 %-nak adodott, a P maritima 0,03 % AUC-t tartalmazott, CAT-ot
nem sikeriilt kimutatni beldle. P. lanceolata fajokbdl 0,12 és 0,16 % (AUC és
CAT-ot) talaltak. (Beara, 2010) munkéjaban szamos fajt megvizsgaltak, de csak
AUC tartalomra. A taldlt értékek 0-6,2% szaraz tomegre vetitett IG tartalmat
mutattak.



Lathatd, hogy nagy variabilitds van fajon belill is a mérések kozott,
amely részben metodikai eltérésekkel magyardzhato (HPLC vs. CE, eltérd
extrahald oldoszerek), részben pedig azzal, hogy minden bizonnyal eltérd
kornyezeti tényezdk kozott ndtt, mas genetikai hattérrel rendelkezé novényeket
vizsgaltak a szerzok.

A Plantago extraktok hatdsossaga szempontjabdl az aukubin és katalpol,
valamint az iridoidok altalaban, aktiv vegyiileteknek tekinthetéek. E vegyiiletek
jelentds szerepet toltenek be a ndvény kémiai védelmi rendszerében, azon beliil
is a rovarok elleni védekezésben (Marak et al., 2002), (Biere et al., 2004). A
novény kiillonbozé kompartmentekben térolja az 1G-ket és az Oket aktivalo
enzimet, a béta-glikozidazt. A rovarragéas hatasara az enzim egy térbe keriilve
szubsztratjaval lehasitja a gliikozt az IG-rél, igy az iridoid aglikon forméban,
azaz instabil hemiacetadl formédban lesz jelen. Ez dialdehiddé¢ atrendezddve
protein-keresztkotdként mitkddik (Lys oldallincokon), a kornyezetében 1évo
fehérjéket tonkreteszi (Konno et al, 1999). Ennek a patogén
mikroorganizmusok elleni védelem szempontjabol is lehet jelentdsége. Az
iridoidok savakkal szemben is instabilnak tekinthetdéek, a nem-enzimatikus
al., 2003). A felhasznalt, szaritott levelekben enzimatikus aktivitds nem varhato
(féleg a gyakori forrdzatként valdé kivonds utan). Ennek ellenére az emlitett
iridoid glikozidok mas jellegi farmakoldgiai hatasait is megemliti az irodalom,
mint azt a késébbiekben latni fogjuk.

A fent emlitett protein keresztkdtés specifikus novényi béta-glikozidaz
hianyaban is létrejohet, akdr emlds vérplazmaban is, a felszivodast kdvetden
(Kim et al., 2000). Ilyen spontan, vagy nem-ndvényi enzim altal okozott
hidrolizis miatt talalhattak az aukubint aktivnak néhany baktérium-térzs ellen:
Gram (+) Dbaktériumok, pl.: Staphylococcus epidermidis (minimalis
inhibitorikus koncentracié, MIC: 64 ug/ml), S. aureus (MIC: 32 pg/ml),
Bacillus subtilis (MIC: 128 pg/ml), Gram (-) baktériumok, pl. Proteus vulgaris
(MIC: 64 pg/ml), Enterobacter aerogenes (MIC: 32 ug/ml), Klebsiella
pneumoniae (MIC: 8 png/ml), Proteus mirabilis (MIC: 64 ng/ml), Citrobacter
diversus (MIC: 128 pg/ml) (Senatore et al., 2007). Ezen koncentracidok a human
gyogyaszatban alkalmazott antibiotikumokhoz képest rendkiviil magasak és
onmagaban nem elegendSek antibakteridlis terapidra. Altalaban 2 pg/ml MIC
folott rezisztensnek tekintik a patogén torzseket pl. penicillinek esetében
(Jacobs et al., 1998). Az emlitett tanulmanyban pozitiv kontrollként alkalmazott
Na-cefotaxime kevés kivételtdl eltekintve 2 pg/ml alatti MIC értéket mutatott
ugyanazon vizsgalatban (Senatore et al., 2007).



Az aukubinnak ezen kiviil szamos, érdekesebb hatasat is leirtak.
Allatkisérletes diabetes modellen aukubin adagolasaval a pancreas hisztologiai
valtozasait sikeriilt részlegesen visszaforditani. Az aukubin adagolasa
meggatolta a lipid-peroxidacidt és ujra megnovelte az antioxidans enzimek
szintjét a majban, valamint csokkent az inzulin-immunoreaktivitas is (Jin et al.,
2008). A vegyllet diabetesben vald alkalmazhatosdga tovabbi vizsgélatokat
igényel.

Az aukubin (és tisztitott aglikonja) gyulladascsokkentd hatassal is
rendelkezik, e hatdst RAW 264.7 sejtvonalon igazoltak. A vegyiilet a tumor
necrosis factor termelddését csokkenti (Park & Chang, 2004).

Az aukubin 0,1%-0s oldata gyorsitja a sebek gyogyuldsat a matrix-
képzddés és a re-epitelizacid gyorsitasaval, emellett a gyulladdsos sejtek szamat
is csOkkenti. Ezt a hatést éllatkisérletes, in vivo modellen demonstraltak (Shim
et al., 2007).

Az aukubinnak neuroprotektiv hatasat is leirtak. Allatkisérletes
modelleken, diabetes-es egerek hippocampusanak pusztulasat sikeriilt
meggatolni aukubin adagoldsaval (intraperitonealisan), mely gatlast részben
viselkedés alapt tesztekkel, részben szdvettani és hisztokémiai vizsgalatokkal
igazoltdk. A vegyiilet szignifikans neuroprotektiv hatassal rendelkezik, a
patkanyokban antioxidans enzimek szintjének novekedését és a nitrogén-oxid
szintetdz szint csokkenését, valamint az apoptosis gatlasdt okozta a
hippocampusban (Xue et al., 2009), (Xue et al., 2008).

Az aukubin peroralis biohasznosithatosaga (patkanyon) igen alacsony,
minddssze 19,3%. Ennek legfébb oka az, hogy a gyomorban a s6sav hatisara
hidrolizal, valamint eléggé polaros vegyiilet, ami a spontin felszivodasat
megneheziti a gasztrointesztinalis traktusbol (Suh et al., 1991). Ez limitalja
esetleges kozvetlen gyogyaszati felhasznalasat, de analégok vagy szarmazékok
formajaban értékes vegylilet lehet a késdbbiekben.

A katalpol specidlis hatasai kozott neuroprotektiv hatdsa szerepel. In
vitro a vegyiilet csokkentette az 1-metil-4-fenilpiridinium (MPP+) éltal kivaltott
neuronpusztulast, megakadalyozva a lipid-peroxidaciot, megndvelve az
antioxidans enzimek (glutation peroxiddz, szuperoxid diszmutdz) aktivitasat
(Tian et al., 2007). A vegyiilet hasznalhatosdganak megitéléséhez tovabbi
vizsgélatok kellenek.
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2.3.2. Kaffeoil-feniletanoid glikozidok

A Plantago fajokban eléforduld kaffeoil-feniletanoid glikozidok (CPG-
k) aglikonjainak bioszintézise a fenil-alanin-ammonia lidz 4altal medialt
reakcidval induld un. sikimisav-Gtvonalon megy végbe. Mindkét aglikon (a
kavésav tipusu aglikonok, a C¢Cs alegységek ¢és a feniletanoid tipusi C¢C,
alegységek is) ezen utvonalon keletkeznek, melyeket egyéb, jelenleg ismeretlen
enzimek kapcsolnak 0ssze az akteozidda és hasonlo vegyiiletekké (Saimaru &
Orihara, 2010) (2. 4bra, 2. tablazat).

Az akteozidot a ndvényvildg taxondmiailag jol koriilhatarolhato fajai
szintetizaljak: szamos Lamiaceae és Plantaginaceae, Scrophulariaceae novény
szintetizdlja az akteozidot vagy kozeli kémiai rokonait (Jensen, 1992), de
prekurzorként mas ndvénycsalddokban is megjelenhet, igy pl. az Asteraceae-
ben (Kurkin, 2003).

A CPG-k a Plantago fajokban altaldban néhany % koncentracidban
fordulnak el6. A nemesitett és vad P. lanceolata populaciok akteozid-tartalmat
Osszehasonlitd vizsgalatban az akteozid-tartalom 0,32-1,8 % kozott valtozik
(Al-Mamun et al., 2008). P. maritima-ban leirt jelenség, hogy az ACTE
tartalom nagy CO, koncentracio mellett akar 2,7%-ig novekedhet (Davey et al.,
2004). Az 6sszes polifenol-tartalmat 5-10% kozotti értékben szoktak megadni
(Folin assay), 4,55%-ot irtak le P altissima-ra ¢és 7,32%-ot P. maritima-ra
(Grubesic et al., 2005).
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plantainozid D H glikozil H kaffeoil
Dezramnozil-akteozid H H kaffeoll H
echinakozd H ramnozil kaffeoil gliikozil
izoakteozid* H ramnozl H kaffeoil

2. abra. A vizsgalt Plantago fajokbol idaig leirt fobb kaffeoil-feniletanoid
glikozidok (CPG-k) szerkezeti képelete. *: az izoakteozid tobb vegyiilet neve
egyben, itt a Plantago fajokbdl izolalhatd varianst tiintettiik fel. Forrasok:
(Ronsted et al., 2003), (Budzianowska et al., 2004), (Davey et al., 2004), (Fleer
& Verspohl, 2007).
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2. tablazat. A vizsgalt Plantago fajok leveleibdl idaig leirt fobb kaffeoil-
feniletanoid észterek (CPG-k).

Faj CPG Forras

P. maritima |akteozid, plantamajozid, echinakozid (Ronsted et al., 2003),
(Davey et al., 2004)

P. major plantamajozid, akteozid, | (Ronsted et al., 2003),
1zoplantamajozid
P. media plantamajozid (Ronsted et al., 2003)
P lanceolata |akteozid, plantamajozid, p-hidroxi-| (Ronsted et al., 2003),
akteozid (Fleer & Verspohl,
2007)
P. altissima | akteozid (Ronsted et al., 2003)

A Plantago fajokban el6fordulo CPG-k - pl. az akteozid -
szerkezetlikb6l adédoan igen jo antioxidansok (Georgiev et al., 2011). Mindkét
aglikon (a hidroxitirozol és a kavésav) tartalmaz orto-dihidroxi (katechol)
szerkezeti elemet, mely egyrészt alkalmas szabad fémionok (pl. Fe®")
megkdtésére €s igy a Fenton-reakcid gatlasara, masrészt konnyen oxidéalhato
relative stabilis kinoidalis szarmazékokka. A kéavésavak nagy antioxidans
hatasat a fenil-gylirth6z csatlakoz6 —CH=CH-COOH csoport is ndveli, az
ariloxi-gyok stabilizalasaval (Apak et al., 2007).

gy e vegyiiletek — elméletileg - hatékonyak lehetnek nagy szabadgyok
(ROS, reactive oxygen species) szintek altal medialt betegségek kezelésében,
vagy prevenciojaban, pl. a kronikus gyulladassal jaro korképekben.

Az akteozid gyulladascsokkentd hatasat in vivo igazoltak. Allatkisérletes
bélgyulladds modellen pl. napi 120-600 pg akteozid / patkany adagban
(intraperitonealisan) javitott az indukalt betegség hisztologiai paraméterein.
burst” gatlasat is (Hausmann et al., 2007). Tovabbi allatkisérletekbdl is ismert a
Plantago lanceolata CPG-jeinek gyulladascsokkentd hatasa (Murai et al.,
1995).

Kiilonlegesebbnek  mondhatoak az  akteozid kardiovaszkularis
szervrendszerre kimutatott hatasai. In vitro megvédi az endothel sejteket az
oxidalt LDL okozta karos elvaltozasoktol. Az LDL oxidaciojat is képes gatolni,

13



Cu*-el és mas agensekkel kivaltott LDL oxidacioval szemben (Martin-Nizard
et al., 2003). Mieloperoxidaz / nitrit rendszerben az akteozid képes az LDL
oxidacié meggatlasara, mig a rezveratrol nem (Kostyuk et al., 2011).

E szervrendszerhez kothetd az angiotenzin konvertald enzim galtd
hatdsa, ezen enzim szdmos vérnyomascsokkentd gyogyszer tdmadaspontja. A
Plantago CPG-k (akteozid és plantamajozid, valamint masok is) viszonylag
nagy koncentracidban (2,1-2,7 mM) gatoljak az ACE enzimet in vitro (Geng et
al., 2010).

Az akteozid kapcsan sok egyéb hatast is leirtak az irodalomban. Tobbek
kozott ismert H™ K'-ATPaz inhibitor hatasa (Singh et al., 2010), csokkenti a
mechanikus fajdalom-talérzékenyéget allatkisérletes modellen (Isacchi et al.,
2011). Az akteozid hatasainak teljesebb attekintése a nemrégiben megjelent (He
et al., 2011)-ban olvashato.

A CPG vegyiiletek az emlésok altal valdszintileg jol toleralhatdak,
konkrét toxikologiai adatok a plantamajozidra vannak, patkdny modellen. A
plantamajozid koncentratumat (kb. 80% plantamajozid) 90 napig adagoltak
patkanyoknak peroralisan 2000 mg/ttkg adagban. A vegyiilet nem okozott
elvaltozasokat az alapvetd klinikai paraméterekben (hematologiai paraméterek,
szérum biokémiai értékek, étel és vizfogyasztas, testsuly) (Park et al., 2007).

A plantamajozidnak kimutattak in vitro AGE (,,advanced glycation end-
product”) forméciot gatldo hatasat, e termékek az Oregedésben és a diabetes
progresszidjaban jatszanak szerepet. Az AGE keletkezés standard gatloszerével,
az aminoguanidinnel Osszevethetd hatdserdsséget tapasztaltak (Choi et al.,
2008).

2.3.3. Flavonoidok
Mint a legtobb szarazfoldi ndvényben, a Plantago fajokban is talalunk

flavonoidokat. A f6bb molekulékat a kdvetkezOkben foglaljuk 6ssze (3. abra, 3.
tablazat).
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3. tablazat.
A vizsgalt Plantago fajokbdl idaig leirt jelentésebb flavonoidok, flavonoid
glikozidok.

Faj Flavonoid Forras

P. maritima |luteolin-7-O-gliikozid; apigenin- 7-O-|(Beara et al., 2009)
gliikkozid, luteolin

P. major luteolin-7-O-gliikkozid; apigenin- 7-O-|(Beara et al., 2009),
glikozid, rutin, baikalein, baikalin|(OnennukoB et al.,
(baikalein-7-O-gliikuronid), 2007), (Beara, 2010),
szkutellarein, cinarozid, luteolin-7- (Kawashty et al.,
diglikozid, 6-oxiluteolin, hiszpidulin,|1994)

hiszpidulin-7-O-gliikuronid, 6-
oxiluteolin-7-O-glikozid, = plantaginin
(szkutellarein-7-O-gliikozid), kvercetin

P. media apigenin-7-O-gliikozid, rutin (Beara et al., 2009)

P. lanceolata |luteolin-5,7-O-digliikuronid, Luteolin-7-|(Fleer & Verspohl,
O-gliikuronid, luteolin, luteolin-7-O-{2007), (Beara, 2010),
gliikozid (Kawashty et al,
1994)

P. altissima |luteolin-7-O-gliikozid; apigenin- 7-O-|(Beara, 2010)
gliikkozid, luteolin

A Plantago genusban flavonoidokat kvantitative vizsgald tanulmany
(Beara et al., 2009) munkéja. A szerzék tobb Plantago faj (tobbek kozott a P
major, P. media és a P. maritima) flavonoid-tartalmat vizsgaltak (6ssz-flavonoid
spektrofotometrias assay-vel és LC/MS-sel) és tobbféle antioxidans-kapacités
vizsgalatot is végeztek. Konkluzioként azt vontak le, hogy a flavonoid tartalom
jol korreldl az antioxidans-kapacitds értékekkel. A luteolin-7-O-gliikozidot
talaltak f6 flavonoidnak P. major-ban (213 + 5 pg/g) , mig a luteolint a P,
maritima-ban (213 + 5 png/g). A tanulmany nem tesz emlitést CPG-krol.

Egy masik, szintén Ossz-flavonoid assay-t alkalmazd tanulmany is
viszonylag alacsony, maximum 0,13% szdraz tomegre vetitett flavonoid-
tartalmat talalt a levelekben (P. maritima) (Grubesic et al., 2007), mig mas
fajokban, igy pl. a P. altissima-ban az 6sszes flavonoid mennyisége minddssze
0,09%-nak adddott.
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R® R® R’ R¥ R¥
baikalein OH OH OH H H
baikalin OH OH O-glikuronl H H
szkutellarein OH OH OH H OH
plantaginin OH OH O-glikozil H OH
hiszpidulin OH OMe OH H OH
luteolin OH H OH OH OH
cinarozid OH H O-glikozi OH OH
6-oxiluteolin OH OH OH OH OH
rutin OH H O-rutmozi H OH

3.4bra. Az e tanulmanyban is vizsgalt Plantago fajokbdl idaig leirt fontosabb
flavonoidok, flavonoid glikozidok. Forrdsok: (Beara et al., 2009), (Kawashty et
al., 1994), (Onennuxos et al., 2007), (Fleer & Verspohl, 2007).

2.3.4. Egyéb vegyiiletek
A Plantago fajok ezen kiviil szdmos mas vegyliletcsaladot tartalmaznak
preparative eldallithatd koncentracioban. A P. major leveleibdl triterpének koziil

urzolsavat €és oleanolsavat (Chiang et al., 2003), N-tartalmu vegyiiletek koziil
plantagonint, indikaint, allantiont irtak le (Onennukos et al., 2007).
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2.4. Stabilitas-vizsgalatok altalaban és gyogynovény matrixokon

Egy terdpias céllal késziilt termék esetében alapvetd elvards, hogy a
gyartastol a végso felhasznalasig biztositott legyen a bioaktiv hatdanyagoknak a
hatas eléréséhez kivant mindsége és mennyisége. Enélkiil gyogyndvény termék
nem lehet a bizonyitékon alapul6 orvoslas része.

A hatéanyagok bomlasat tobbszor vizsgaltdk mar ,post-harvest”
vizsgélatokban gydgyndvényekben. Ilyenkor a ndvény még rengeteg aktiv
enzimet tartalmaz. LegtobbszOor az aktiv hatdanyagok megoérzését célzo
vizsgalatokat végeznek. A szaritdsi mod befolyasolja a Gentiana gyokér
szekoiridoidjainak (Carnat et al., 2005) ¢és a Harpagophytum gyokerének
iridoidkoncentracigjat (Joubert et al., 2005) a végtermékben. CPG-kre,
konkrétan plantamajozid és akteozid kapcsan is késziilt nemrég egy szaritast
optimalizalni célzé vizsgalat P. major leveleken (Zubair et al., 2011). Altaldban
elmondhat6, hogy a hatdéanyag-veszteséget aramlo, nem tul nagy homérsékleti
(40-50 °C) levegdvel lehet minimalizalni. Ennek oka a viszonylag gyors enzim
¢s mikroba-inaktivacio és a relative kicsi hatéoanyag termodegradacio.
Magasabb homérsékleten a hatdéanyag-veszteség altaldban fokozddik ¢és
elszinezddés 1s gyakran megfigyelhetd (Miiller & Heindl, 2006).

A szaritas utani stabilitdsrol ugyanakkor igen kevés publikacio sziiletett
ezidaig. Pédaként emlithetd néhany flavonoid tartalmii gydgyndvény stabilitds-
vizsgalata (Heigl & Franz, 2003), porlasztva szaritott tea kivonatok stabilitas
vizsgélata (Ortiz et al., 2008), Piper illoolaj-tartalmu ndvény vizsgalata (Orav
et al., 2004). Az alapvetd kiilonbség a ,,post harvest” allapothoz képest, hogy a
novény természetes védekezdrendszere ilyenkor mar nem mikodik. Az
enzimatikus aktivitds viz hidnydban elhanyagolhat6, azonban a szaritas
héfokatol és idejétdl, technikajatol fiiggben a ndvény kiilonbozd aktivitast
reaktivalhaté enzimet tartalmazhat.

A mar szdraz novényi anyagoknak (mint a gydgyszerészeti termékek
esetében altaldban) mindenekel6tt kémiai, mikrobiologiai mindségérdl
beszélhetiink. Természetesen szamos egyéb mindségi paraméter is létezik -
peszticid reziduumok szintje, nehézfém tartalom, szennyezd idegen fajok
megléte a gyogynovényben - itt ezekkel azért nem foglalkozunk, mivel
stabilitdsi vizsgalat alatt elméletileg nem csokkenhet a termék ilyen jellegii
mindsége.

A kémiai mindség és stabilitds a bioaktiv vegyiiletek meglétét (eldirat
szerint kvalitativ és kvantitativ jellemz0 is lehet, névényfajtol €s metabolittol
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fiiggben) jelenti a gyogyndvényekben. Plantaginis lanceolatae foliumra az eldirt
kémiai mindség a kovetkezd: detektdlhato AUC ¢és ACTE (vékony-réteg
kromatografids vizsgalatot ir eld a gyogyszerkonyv) és legalabb 1,5% Osszes
orto-dihidroxi-fahéjsav tartalom, amelynek mérésére egy spektrofotometrids
assay a hivatalos. Ez a vizsgélat tulajdonképpen az Gsszes CPG jellegii
vegyliletet méri, akteozidban kifejezve adjuk meg az eredményét (Ph.Eur. 5.2.,
2005).

Mikrobiologiailag akkor lesz megfeleld mindségli a ndvényi drog (‘A’
kategoria), ha max. 10° gomba CFU-t (colony forming unit, telepképz6 egység),
max. 10° E. coli-t, és max. 10" Osszes aerob CFU-t tartalmaz szaraz
grammonként. Hidnyoznia kell a Salmonella pathogén baktériumnak a
mintdkbol (25 g tesztjét végzik el) (Kosalec et al., 2009). Ezek a szamok a forrd
vizzel kivonasra keriilé gyogynovényekre ('A' kategoria) vonatkoznak (mint az
e tanulmanyban vizsgalt Plantago levelek), a 'B' és 'C' kategoridkra szigoribb a
szabalyozas. A 'B' kategéridba esnek az extraktok, illetve a kezeléssel
csokkentett kontaminacioji gyogyndvény termékek.

A mikrobioldgiai mindség kontrolljanak egyik fontos apropdja az, hogy
a gyogynovényekbdl izolalt fonalas gombatdrzsek gyakran human patogének,
allergének; karcinogén, toxikus metabolitokat szekretdlnak taptalajukba (jelen
esetben, ha képesek szaporodni, a novényi drogba) (Kosalec et al., 2009). Ilyen,
potencidlis toxikus fajok lehetnek pl. a Aspergillus, Penicillium genus tagjai,
foleg az A. flavus, A. parasiticus, A. ochraceus, A. niger €s az A. fumigatus. Egy
vizsgalatban a novényi anyagbol izolalt fajok Aspergillus és Penicillium spp.
20%-a volt képes valamelyik ismert mikotoxin szintézisére (aflatoxin,
ochratoxin A vagy citrinin) (Bugno et al.,, 2006). A toxintermelés szdmos
kornyezeti tényezotol fiigg, foleg a meleg, paras kornyezetben fontos a toxinok
monitorozasa. Ezen kivill szdmos méas genus tagja jelen van a
gyogynovényeken megtelepedd floranak, pl. Alternaria spp., Chaetomium spp.,
Cladosporium spp., Mucor spp., Rhizopus spp., Paellomcyes spp., Phoma spp.,
és Trichoderma spp. Mivel mezdgazdasagi koriilmények kozott termelik a
ndvényi anyagot, a kontamindcio bizonyos fokig elkeriilhetetlen. A mikrobidlis
szennyezettség csOkkenthetd példaul gamma-besugarzassal (5-20 kGy) (Kumari
et al., 2009). Ez nem feltétlentiil csokkenti a drog terapias értékét.

A kémiai stabilitdst szdmos tényezd befolydsolhatja. A nodvényi
metabolitok komplex matrixban valo stabilitdsanak vizsgalata azért fontos, mert
sokszor nincs lehetdség a vegyliletek elvalasztdsdra egymastol gazdasagi
szempontok miatt, esetleg azért, mert a komplex hatéanyagkeverékkel jobb
hatast lehet elérni, mint a tisztitott monokomponenssel (Wink, 2008), igy
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megtisztitani a hatdanyagot nem is mindig érdemes. Egy ndvényi extraktban
végtelen sok metabolit-metabolit interakcio létezhet, amely megjosolhatatlanna
teszi a metabolitok stabilitisat a mono-komponensek stabilitasi adataibol
(Gafner & Bergeron, 2005), (Eder & Mehnert, 1998). A novényi drogokban,
szaritott novényi részekben a helyzet még bonyolultabb: nincs ugyanis
extrakcids vagy sziirési 1épés, ami az enzimeket, mikroorganizmusokat
inaktivalna, vagy eltavolitana, tehdt ezek potencialis reaktivacidja is
befolyasolhatja a hatdanyagok stabilitasat a ndvényi drogban. Az extraktokban
megszokott hasonld polaritdsu  vegylileteken kiviil nagyon sokféle
makromolekula is jelen van a rendszerben.

A novényi metabolitok érzékenyek lehetnek hoére (sokszor sziikséges
optimalizalni a szaritast), lehetnek érzékenyek vizre (sok vegyiilet, pl. az
altalunk vizsgalt vegyiiletek 1s észterek, ill. glikozidok, vagyis hosszi
inkubacids 1d6 alatt elméletileg vizzel spontan reagalva elbomolhatnak, 1sd. (1-
3. abrdk), vagy lehetnek enzimek szubsztratjai. Ezen kiviil, oxidacids
folyamatokban is elbomolhatnak. Az enzimek azért is potencialis
veszélyforrdsok, mert a szaritas alatt legalabb részlegesen lebomolhat a
kompartmentalizacié a sejtekben és az addig elszeparalt enzim és metabolit egy
térbe keriilhet.

2.5. Novényi szovettenyésztés hatéanyag-termelés céljabol

A novényi sejtek elméletileg korlatlan szaporodisra birhatok
meghatarozott novényi hormonokkal vagy azok kombinacidjaval szerves
szénforrast tartalmazé taptalajokon, aszeptikus korilmények kozott. A
tudomanyban ezt a technikat szdmos céllal hasznaljak, pl. axenikus vonalak
létrehozasara, steril ndvények szaporitasara, génbankok létrehozasara (Dudits &
Heszky, 2003). Hamar felmertilt annak lehetdsége, hogy gyogyndvényekbdl
allitsanak eld novényi szovettenyészetet, és abban termeltessenek bioaktiv
hatéanyagokat. Ennek szdmos eldnye lehet, tobbek kozott az idéjarastol,
klimatol és szamos mas kornyezeti feltételtol fliggetlen termelést tesz lehetove,
valamint alkalmas technikakkal elméletileg finomithaté a metabolitok aranya is,
sOt 1j, a ndvényben nem gyartott molekula is termelésre keriilhet (Ramachandra
Rao & Ravishankar, 2002). Ezen kiviil a termék visszanyerése egyszerii, a
gyartas igen gyors. Igen intenziv kutatémunka folyik példaul a citosztatikus
alkaloidok, a vinkrisztin, vinblasztin kapcsan illetve a citosztatikus diterpénnel,
a taxollal kapcsolatban. Ezen vegyiiletek igen bonyolult szerkezete a
totalszintézist rendkiviil dragava teszi, ezért vonzd alternativa a ndvényi
szovettenyészetekben valo termeltetés (Collin, 2001).
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A ndvényi sejteket ilyen célbol leggyakrabban kallusz-kultaraként
inditjak, amely differencidlatlan sejtek koherens tomege, ¢és a sejtek
organizalatlan novekedéseként jon létre. E kallusz-kulturdkbol hoznak létre
szuszpenziokat, amelyeken a hatdéanyag-termelési vizsgalatok zome zajlik
(Georgiev et al., 2009).

A tenyésztés paraméterei koziil gyakorlatilag minden képes befolyasolni
a hatoanyag-tartalmat, igy a tdptalaj Osszetétele (a teljesség igénye nélkiil
szerves szénforras, vitaminok, szervetlen Osszetevok (N-forrds koncentracidja
és jellege, K, PO4*, stb. koncentracidja), pH, ozmolaritas, stb.); megvilagitas,
hémérséklet, és természetesen szamos intrinsic paraméter, mint az adott vonal
genetikdja (Collin, 2001).

2.5.1. A novényi szovettenyészetben alkalmazott hormonok

A szovettenyészetek inditasdban ¢és fenntartisaban leggyakrabban
hasznalt hormonok a szintetikus auxinok és a szintetikus citokininek. Ezeket
megfeleld aranyban legtobb esetben hozzd kell adni a fenntarthato
novekedéshez a taptalajhoz.

Az auxinok (citokininekkel kombinacidoban) a szdvetek (kallusz és
szuszpenziok) novekedését hozzdk létre, de a morfogenezis irdnyat is
Szervezett szovetekben egyéb folyamatokat (tropizmus, apikalis dominancia) is
e hormonok regulalnak (George et al., 2007, p.175). A ndvények altal termelt
természetes auxinok koziil a szovettenyészetekben hasznalt fontosabbak az IAA
(indol-ecetsav, indole acetic acid), az IBA (indol-vajsav, indole butyric acid), a
mesterséges auxinok koziil leggyakrabban a 2,4-D (2,4-dikloro-fenoxi-ecetsav,
2,4-Dichlorophenoxyacetic acid), ¢s a NAA (naftil-ecetsav, naphtyl-acetic acid).
A primer szOvettenyészet létrehozdsdhoz legtobbszor sziikség van auxinra
(George et al., 2007, pp.180, 186). A kallusz-, ill. szuszpenzids tenyészetek
indukciojat ¢€s fenntartasat legtobbszor 2,4-D-vel, mig a sziikséges
morfogenezist (ndvényregenerdlaskor) NAA és IBA alkalmazasaval érik el
(George et al., 2007, p.187). Dozis-hatas gorbéjiik optimum-gorbe, altalaban 1-
10 uM koncentracid-tartomanyban hasznalatosak, efolott a novekedés gatlasat
idézik eld.

A citokininek a ndvényi szovettenyészetekben ugyancsak igen gyakran
alkalmazott hormoncsalad. A citokininek purinvazas vegyiiletek, a fontosabb
természetes citokininek kozott a zeatint és a zeatin szarmazeékait emlithetjiik
meg, a szovettenyészetekben féleg a mesterséges kinetint és benzil-adenint
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(BA, vagy BAP = benzil-amino-purin), mert sokkal olcsobbak a zeatineknél.
Fontos szerepet jatszanak a sejtciklus szabalyozésaban, a de novo
proteinszintézisben, de molekularis szinten még nem teljesen tisztdzott a
tamadaspontjuk (George et al., 2007, p.210). Altalaban az auxin-citokinin arany
dontd a kultara jellegének kialakitdsaban. Bar fajonként mas és mas arany a
célravezetd, altalanossagban elmondhatd, hogy nagy auxin / citokinin arany
gyokerek, alacsony auxin / citokinin arany hajtasok, kdzepes auxin / citokinin
arany pedig differencialatlan szovetek kialakulasahoz vezet. Tobbnyire 0,5-2,5
uM koncentracidban alkalmazzak Oket.

2.5.2. Plantago fajokbol készitett szovetkulturak

A Plantago fajokbdl sokféle szovettenyészet késziilt, ezek célja
tobbnyire ndvény-regeneralds, ritkdbban hatéanyag-termeltetés. Részletes
attekintés (Fons et al., 2008)-ben olvashato. A P. lanceolata szdvettenyészetek
f6 metabolitjai a CPG-k ¢s hasonld vegyliletek, pontosabban prekurzorok. A
témaban egy kis mennyiségben jelen 1évé CPG-k izolalasaval foglalkozo
preparativ. munka (Budzianowska et al., 2004) és egy hatdanyag-termelés
fokozaséat prekurzor-adagolassal célzé vizsgélat (Fons et al., 1999) késziilt,
elébbi kalluszokon, utobbi Un. ,,hairy root” kultirdkon. Mindkét rendszerben a
PMJ és az ACTE voltak a P. lanceolata kulturdk f6 metabolitjai. Ezen kiviil a
metabolitokat P. major és P. psyllium kultirdkbdl vizsgéltak még (Fons et al.,
2008). A kalluszindukciora a Plantago genusban 2,4-D haszndlhato BAP-al,
kinetinnel kombinacioban vagy magéaban (Fons et al., 2008).

2.5.3. A nitrogén forras hatasa novényi szovettenyészetekre

A nitrogén, mint a fehérjék €s nukleinsavak felépitésében részt vevo
elem, fontos szerepet tolt be a minden ¢€l6lény fejlédésében. A ndvények
képesek szervetlen N-forrasokat felhasznalni aminosavak és nukleinsavak
felépitésére. A novényeknek a nitrogén féleg nitrat formajaban (NO;3’) szolgal
nitrogén forrasként, mely a szovetkeben NH.'-a4 redukalodik és ez épiil be
szerves molekuldkba. A taptalaj NH,” / NO; aranya maga a taptalaj
pufferkapacitasa miatt is nagy jelentéségel bir (George et al., 2007, pp.68-71).

A hatéanyag-termelésre a N-forras alapvetd jelentdségli. Az alap-
mediumok, mint az MS (Murashige-Skoog), vagy a B5 mind NH,", mind NO5’
formaban tartalmaznak nitrogént. Az MS-énél (1:2) alacsonyabb NNA (NH4" /
NO; arany) novelte pl. sikonin szadrmazékok bioszintézisét Lithospermum
erythrorhizon tenyészetekben, mig az egyediili N-forrasként adott NH4" gatolta
a hatdanyag-termelést (Fujita et al., 1981). Az 0&sszes nitrogén-forras
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csokkentése vagy novelése is modositja a hatéanyagok felhalmozasat,
valoszinlileg tobbek kozott a kultara peridodusanak vagy a ndvekedés
intenzitdsanak valtoztatasaval. Az 6sszes nitrogén-forrds csokkentése novelte a
kapszaicin-tartalmat Capsicum frutescens tenyészetben, az antrakinon-termelést
Morinda citrifolia kulturdkban és az antocianin felhalmozast Vitis fajokban
(Ramachandra Rao & Ravishankar, 2002). Panax ginseng szuszpenziokban a
ginzenozid ¢és poliszaharid termelés is az NNA, valamint a N forras
mennyiségétdl fiigg (Zhong & Wang, 1998), itt a metabolitok fokozott
szintézisének az NH;" mentes taptalaj (csak NOs; a N-forras) és az MS-t6l
valamivel kisebb total N, 40 mM volt az optimalis. Az eredeti MS mediumhoz
képest eltéré NNA (kevesebb NH4") vezetett optimalis hatéanyag-termeléshez
Hypericum perforatum szuszpenzidban is (Cui et al., 2010), bar itt a szerzok
nem optimalizaltak az §sszes N forras paramétert.

Altaldban a novekedés és a metabolit-felhalmozas komplementer
jelenségek, azaz erds novekedés mellett a szovettenyészet kevesebb szénforrast,
energiat fordit a masodlagos metabolitok szintézisére. A tenyészidd vége felé
jelentkezd relativ éhezés periodusaban gyakoribb a hatéanyag-akkumulécio, az
ilyenkor jelen levd nagy szerves szén/nitrogén aranyok kedvezdek a hatdoanyag-
termelés szamara (Collin, 2001), de léteznek a novekedés alatt konstitutive
termel6dd metabolitok is.
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3. Eredmények és megbeszélésiik

3.1. Hazai Plantago fajok regionalis populacidinak hatéanyag-
osszehasonlito vizsgalata

3.1.1. Kvantitativ hatéanyag-osszehasonlité vizsgalatok

Ot kiildnbdz, Magyarorszagon gyakori, potencialisan terapids értékii
fajt hasonlitottunk Ossze, a P. lanceolata, P. altissima, P. major, P. media, P.
maritima fajokat. Minden fajt legaldbb 4 minta képviselt, kiilonb6z6
populaciokbol. A fajokbol mért IG tartalmat, antioxidans kapacitast (AAEAC,
aszkorbinsav ekvivalens antioxidans kapacitas, ascorbic acid equivalent
antioxidant capacity) és 0sszes CPG tartalmat a 4. tablazatban foglaltuk 6ssze.

Az 1G-kat kapillaris elektroforézis — micellaris elektrokinetikus
kromatografia (CE-MEKC) modszerrel mértiik. Katalpolt csak a P. lanceolata-
ban és a P. altissima-ban detektaltunk. Minden faj tartalmazott aukubint. Ezek
az adatok megfelelnek a korabban leirt kemotaxondmiai mintazatnak (Ronsted
et al., 2003). Nem lehetett szignifikéns kiilonbséget kimutatni a P. lanceolata és
a vele konnyen Osszetéveszthetd P. altissima kozott (p > 0,05), ami az AUC és
CAT tartalmat illeti.

4. tdblazat. Hazai Plantago populaciok kvantitativ dsszehasonlitd vizsgalatanak
eredményei. Két minta szignifikdnsan kiilonbozik, ha nem rendelhetd hozza
ugyanaz a betli (p < 0,05). Roviditések: n.d., nem detektalhaté; AAEAC,
aszkorbinsav-ekvivalens antioxidans kapacitas, CPG, kaffeoil feniletanoid
glikozid; DW, szaraz tomeg.

Katalpol Aukubin AAEAC o0sszes CPG
(%ow/w) (Yow/w) (pmol/ g DW) tartalom (%w/w)

P. altissima 0,66+ 0,13% b 0,55+0,04% ab 0,2206+0,0290 a 2,40+ 0,38% a
P. lanceolata |0,89+0,22%b 0,68+0,23%a  0,2428+0,0191 a 2,57+ 0,56% a

P. major nd.a 0,34+0,02% b 0,1722+0,0573 a 1,81 £0,56% a
P. maritima nd.a 0,47+ 0,08% ab 0,4124+0,0701 b 4,29+0,91%b
P. media nd.a 0,34+£0,05% b 0,2368 = 0,0480 a 2,57+ 0,73% a

Meéréseinkben jelentdsen nagyobb IG tartalom adodott, mint (Jurisic et
al., 2004) munkdjaban. Ennek oka valosziniileg részben a ndvényi anyagban,
részben az extrakcios eljarasban keresendd, (Jurisic et al., 2004) ugyanis forrd
vizes extrakciot alkalmazott, mig e munkaban 10% PrOH volt a kivonoészer,
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amely szignifikansan tobb IG-t von ki a Plantago levelekbdl (p<0,05). E
kivonasi mddszert P. lanceolata szaritott leveleken optimalizaltuk. A 10 % n-
propanolos extrakt joval tobb iridoidot és CPG-t von ki a mintakbdl, mint a viz,
mikdzben a minta -24 °C-on tovabbra is megfagy. Az n-propanol hasznalatat az
indokolja MeOH-al és EtOH-al szemben, hogy utobbiak nem vélaszthatdak el
az 1G-ktdl CE-MEKC-ben. A kevés szerves koszolvens a minta kezelhetdségét
is nagyban javitja, a minta kevésbé viszkozus, valdsziniileg a makromolekulak
sokkal kisebb foku extrakcidja miatt. Hasonlo adatokat kapott Plantago fajok
HPLC-s AUC kvantifikalasakor (Beara, 2010), figyelembe véve, hogy a MeOH
kevesebb 1G-t von ki a ndvénybdl, mint a forrod vizes extrakcid (Suomi et al.,
2000). A magyar populaciok AUC tartalma elmaradt a nemesitett P. lanceolata
valtozatok AUC tartalmatol, CAT tartalma viszont joval megeldzte azokat (Al-
Mamun et al., 2008). Fontos megjegyezni, hogy a P. altissima gyakorlatilag
azonos mennyiségli iridoidot tartalmaz, mint a P. lanceolata, ami esetleges
gyogyaszati felhasznaldsanak hasznos voltat tdimogatja. A gyakran hasznalt P
major €s a P. media azonban szignifikansan kevesebb AUC-t tartalmaz (p <
0,05), mint a magyar gydgyszerkdnyvben hivatalos P. lanceolata. A fajon beliili
variabilitds 0sszességében nem magas, az RSD-k atlaga 17%-nak adddott.

Osszességében adataink alapjan az 1G-kre alapozo terapids felhasznalas
minden vizsgalt faj regionalis populadcidinak esetében megalapozottnak latszik.
A terapias hasznalatra IG tartalom alapjan legalkalmasabbnak azonban
egyértelmiien a P. lanceolata populédciok latszanak, melynek 6sszes IG tartalma
1,5% folotti. A P. lanceolata-val konnyen Osszetéveszthetd P. altissima tesztelt
populacidi inszignifikdnsan kevesebb IG-t tartalmaztak, de még igy is 1%
folotti IG tartalommal rendelkeztek.

Ami a CPG tartalmat és a teljes antioxidans kapacitast illeti, a P,
maritima emelkedik ki a tobbi faj koziil (4. tabldzat). Széritott levelei
szignifikansan (p < 0,05) tobb CPG-t tartalmaznak, mint barmelyik masik faj
drogja (4,29+0,91%), AAEAC értékei is kimagasloak voltak (0,4124+0,7071
umol / g ). A P. major mintak tartalmaztik a legkevesebb CPG-t (1,81£0,56 %),
¢s antioxidans kapacitdsa is a legkisebb volt a vizsgalt fajok koziil
(0,1722+0,0573 umol / g). Fenti adatok alapjan jol tarthaté a megallapitas, hogy
a Plantago fajok gazdag antioxiddns vegyiiletforrasnak tekinthetéek (Beara et
al., 2009). A mért értekek azt mutatjak, hogy a Plantago fajok kivonatai szamos
mas, nagy antioxidans kapacitasiinak ismert gyogyndvénnyel (orvosi zsélya,
kerti kakukkfii, stb.) 6sszemérheté AAEAC-al rendelkeznek (Apak et al., 2006)
(megjegyzés: a CUPRAC assayben az aszkorbinsav Trolox ekvivalense 0,96
(Apak et al., 2007)). A gyogyszerkonyvi vizsgalat minimum 1,5% akteozidban
kifejezett orto-dihidroxi-kavésav észtert ir eld. Egy kivételével minden mintank

24



megfelelt volna gyogyszerkonyvi vizsgalat esetén e kvantitativ eldirdsnak (4.
abra.).

A CPG tartalom ¢és az antioxiddns kapacitds alapjan a vizsgalt
populaciok levéldrogjai alkalmasak lehetnek terapias cél elérésére. A regiondlis
P lanceolata populaciok alkalmasak Ilehetnek termesztésbe vonasra
gyogyszerkonyvi mindségii drog eldallitasara, a P. altissima pedig valdszintileg
alkalmas lehet a P lanceolata helyettesitésére. A legnagyobb CPG tartalmat
(tobb, mint 4%) mutaté P. maritima tovabbi vizsgélata indokolt. A gyakran
alkalmazott P. major ezen vizsgalatok alapjan kisebb gyodgyaszati potenciallal
rendelkezik, mint a P. lanceolata.

Az AAEAC ¢és CPG tartalom értékeit egymas fiiggvényében abrazolva
(4. abra) jol lathat6, hogy a két érték szorosan korrelal egymassal, az illesztett
linearis modell R* értéke 0,8674, a két valtozo Pearson korrelacios egyiitthatdja
0,9202 (p <0,001). A linearis korrelaciotol valo eltéréseket az antioxidans assay
altal mért egyéb, nem-orto-dihidroxi-fenol antioxidans vegytilet (egyéb novényi
fenoloidok, bizonyos flavonoidok, glutation stb.) valtozd koncentracidja
okozhatja. Megéllapithat6, hogy a CPG-k kulcsszerepet toltenek be a Plantago
novényi drogok antioxidans kapacitasaban. Ez nem felel meg a (Beara et al.,
2009), altal leirt erés antioxidans kapacitds - flavonoid-tartalom korrelacionak,
de fontos megjegyezni, hogy a szerzd nem végzett vizsgalatot CPG-kre. Mivel
a Plantago fajok flavonoidtartalma egy nagysagrenddel kisebb, mint a CPG
tartalmuk (Grubesic et al., 2007), (Beara et al., 2009), feltételezhetd, hogy a
CPG-k ¢és a flavonoidok egyiittesen okozzék a Plantago fajok viszonylag magas
antioxidans kapacitasat, mely vegyiiletek kozott az elébbiek koncentraciojuknal
fogva hangsulyosabbak. (Galvez et al., 2005) is a CPG-k és az antioxidans
kapacitas kozott talalt szoros korrelaciot, altalunk nem vizsgalt Plantago
fajokban. A flavonoid-antioxiddns kapacitds korrelaciot az okozhatja, hogy
mindkét vegyiiletcsalad szintézise kozos titvonalon zajlik (fenilalanin-ammonia
lidz, PAL medidlt sikimisav utvonal) (Vogt, 2010), és igy valosziniileg szintjiik
parhuzamosan valtozik, ami multikorrelaciot okoz.
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4. abra. A kaffeoil feniletanoid glikozid (CPG)-tartalom és aszkorbinsav-
ekvivalens antioxidans kapacitds (AAEAC) korrelacidjanak vizsgalata. A
folytonos vonal az adatpontokra illesztett linearis modell (AAEAC a CPG
tartalom fliggvényében) egyenesét mutatja (R* = 0,8674).

3.1.2. Plantago fajok kvalitativ hatéanyag-mintazat 6sszehasonlitasa

A kiilonb6z6 fajok metanolos extraktjait VRK vizsgalatnak vetettiik ala.
A modszervalasztast tobbek kozott a nagyszdmi minta parhuzamos
vizsgalatanak lehetdsége, valamint az indokolta, hogy a jelenleg hivatalos
gyogyszerkonyvi vizsgalat is e technikat alkalmazza nemcsak a Plantago fajok
levelének, hanem szamos mas novényi drog vizsgalatara is. A vizsgalat részben
arra iranyult, hogy megtudjuk, mely fajok kiilonithetéek el a Plantago
lanceolata-t6l a  gyogyszerkonyvi  vizsgadlat alapjan. A hivatalos
gyogyszerkonyvi vizsgalat csak aukubin és akteozid kvalitativ kimutatasat irja
eld (standardek mellett). A standard, el6hivoszeres bepermetezés nélkiili
vékonyréteg-kromatografids vizsgalat csak részlegesen képes e fajokat
elkiiloniteni, mivel AUC-t mindegyik tartalmaz, akteozidot, mint f6 CPG-t
tartalmazott VRK vizsgélat alapjan a P lanceolata, P. maritima és a P.
altissima. Natural Product A (Naturstoff-reagent, 2-aminoetil-difenil-borinat
vagy NP) reagenssel azonban szdmos eltér6é sav jelent meg a
kromatogramokon, amely alkalmasnak bizonyult bizonyos fajok elkiilonitésére.
A kiilonboz6 fajokra jellemz6 savokat az 5. tdblazatban Gsszegeztiik.

Az NP el6hivas lathatéan jol alkalmazhat6 a Plantago fajok extraktjaira.
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A narancssarga savok valosziniileg flavonoid-glikozidok kvercetin vagy
miricetin aglikonnal (Sherma & Fried, 2003, p.719). Az adatokat hierarchikus
klaszter-analizisnek vetettiik ala, hogy egyértelmilien kideriiljon, alkalmas-e a
»igazi” klaszterre bonthatdak a mintak, melyek jol megfelelnek a fajoknak (5.
abra). A P altissima és P. lanceolata nem Kkiilonithetd el e modon, amely
ugyanakkor tovabb erdsiti annak valdszinliségét, hogy a P. altissima alkalmas
lehet gyogyaszati felhasznalasra.
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5. tablazat. Plantago fajok Osszehasonlitd kvalitativ  vékonyréteg-
kromatografidas mintazatelemzésének eredményei, NP reagenssel tortént
eléhivas utan, 356 nm-es UV fényben vizsgalva. +, jelen van adott faj Osszes
mint4jaban; ++, nagy mennyiségben jelen; V, jelenléte valtozd (de a mintak
legalabb 50%-ban detektalhatd). A késObbiekben azonositott vegyiiletek nevét
feltiintettiik. Az IG-k nem detektalhatoak ezzel az el6hivasi moddal.

R

f
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5. abra. A Plantago fajok VRK analiziséb6l szarmaz6é séavok
klaszteranalizisének eredményei. Az elagazdsoknal feltlintetett értékek:
»approximately unbiased p-value” (AU) és “bootstrap probability” (BP).
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3.2. A P. lanceolata levéldrog stabilitasvizsgalata kiilonb6z6 paratartalmu
levegében

A Plantaginis lanceolatae folium stabilitdsat kiilonb6z6é relativ
paratartalmi (RH, relative humidity) levegdben vizsgaltuk, 24 hétig. A
kvantitative vizsgalt mindségi paraméterek kozott szerepelt a szin, a gomba
CFU-szam ¢és néhany bioaktiv vegyiilet koncentracioja (AUC, CAT, ACTE). A
gombak metabolit-bontasban betoltott szerepének tisztdzasara in vitro teszteket
végeztiink: a novényi drogbol izolaltunk €s azonositottunk 10 fonalas gomba
torzset, melyekkel inkubaltuk a novény vizes kivonatait. A szinvaltozés
hatterének felderitésére kvantifikaltuk a klorofill tipusu pigmenteket a drogbol.

3.2.1. A szin valtozasa a novényi drogban

A 75% RH-n torténd inkubéacid a drog jol megfigyelhetd, gyors
barnuldsat eredményezte. Ezen valtozadsok kvantifikdldsara CIELAB
paramétereket szamoltunk a mért reflektancia spektrumokbol. A 75% RH-n
tortént valtozas szignifikans (p < 0,001), a valtozas nagy része az elsé nyolc
kezelési héten ment végbe (6. abra.) 0 és 45% RH-n nem volt lathato
szinvaltozas, ugyanakkor miiszeresen a 45% RH esetében is kimutathato volt
egy kis eltolodds mely elhanyagolhaté volt a 75% RH-n mérthez képest.
Legjelentésebb eltolodasok az a* paraméterben voltak tapasztalhatoak (vOrds-
z6ld szinkoordinata). A 75% RH az a*, b* és L* paraméterekben rendre 17,89;
5,07; 2,61-szer nagyobb eltolodas kovetkezett be, mint a kontroll rendszerben.
Minden szinparaméter 1ényegében allandé maradt 45% RH-n és kontrollokban.
Az a* ¢és b* paraméter a szin valtozasat, mig az L* a sotétedést irja le
kvantitative (6.4bra).
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6.4bra. CIEL*a*b* szin-koordinatdk valtozadsa kiilonb6z6 paratartalmu (RH)
levegdén torténd inkubacid hatasara, P. lanceolata széritott levelekben. a., a*

paraméter (vOrds-zold); b., b* paraméter (sarga-kék); c., L* paraméter
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paratartalmt (RH) levegdn torténd inkubacid hataséara, P. lanceolata szaritott
levelekben. a., klorofill a; b., klorofill b; c., feofitin a; d., feofitin b.

A szinvaltozas hatterének vizsgalasara kvantifikaltuk a névény szinéhez
feltehetéen leginkdbb hozzdjaruld vegyiileteknek, négy klorofill tipusa
pigmentnek mennyiségét. A talalt értékek jol megfelelnek egy szaraz, foldfeletti
novényi szervbdl szdrmazd koncentracionak. Az RH komolyan befolyasolta a
Chl pigmentek stabilitasat a P. lanceolata levelekben (p<0,001). A valtozasok
az 7. adbran lathatoak. Az exponencialis valtozasok lathatéan jol kovetik a szin
valtozasat (v0. 6. és 7. abra.). A Chl a és az Chl b exponencialis csokkenése, és
a Pheo a, valamint a Pheo b ndvekedése jol magyardzzdk a zold — barna
szinatmenetet. 45 és 0 % RH-n nem kovetkezett be szignifikans valtozas a
pigmentek koncentracidjaban, aranyaban. A szinkomponensek ¢és a
pigmentkoncentraciok kozott Pearson korrelacios értékeket szdmolva még
szembetlinObb, hogy linearis kapcsolat 4all fenn, kiilondsen az a* és b*
koordinata, valamint a Chl a* és Chl b* koncentracioja kozott (6. tablazat.). E
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pigmenteken kiviil szdmos mas dolog befolyasolhatja a szint, pl. az IG-k
(Moritome et al., 1999), (Touyama et al., 1994a), (Touyama et al., 1994b) vagy
polifenolos molekuldk szines bomlastermékeinek megjelenése (Pourcel et al.,
2007), (Artes et al., 1998), vagy a szaporodd fonalas gombdk pigmentjei. A
novénybdl izolalt gombafajok (Isd. 3.2.2.) tobbsége intenziv szint mutat,
koziiliik tobb pigmentet is szekretal taptalajaba in vitro.

A Chl — Pheo atalakulds nem igényel enzimet ndvényi matrixokban,
spontan reakcioként is lejatszodhat - a kozponti Mg> H'-ra cserélédése jelenti a
Chl-ek atlakulasat a megfelelé Pheo vegyiiletekké. Pl. tea levelekben a pH jol
korrelal a degradacié sebességével (Kohata et al., 2004). igy feltehetéen a viz,
mint reakciokOzeg hatasara felgyorsuldo H' beépiilés all a szinvaltozas
hatterében. Adataink alapjan ugyanakkor a sotétedést nem magyardzza meg
(kicsi korrelacios értékek, 6. tablazat) ez a valtozas, azt a fentebb emlitett
jelenségek egyiittes hatdsa okozhatja.

6. tablazat. A CIEL*a*b* szinkoordinatdk és az egyes klorofill tipust
pigmentek Pearson korrelacios értékei. A korrelacios értékek vizsgalatahoz
minden mintapontot felhasznaltunk.

IChla Chib Pheoa Pheob

L* 0.224 0.222 -0.081 -0.264
a* -0.927 -0.773 0.849 0.823
b* 0.830 0.860 -0.777 -0.857

Maga a szin, bar gyogyszerkonyvi mindségi paraméter, nem lényeges a
P. lanceolata terapiés hatdsanak elérése szempontjabol. Mivel azonban minden
tesztelt paraméter koziil (Isd. késébb) a szin reagalt leghamarabb ¢és
legérzékenyebben a magas RH kezelésre, a szin alkalmas markernek a
vizexpozicio kimutatasara.
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3.2.2. A novényi drogban eléfordulé fonalas gombak szamanak valtozasa,
azonositott fajok

A szinvaltozas mellett egy masik szembetlind jelenség is tapasztalhatd
volt: a magas RH-n torténd kezelés a drog penészedését okozta, melyet
kellemetlen szag is kisért. Osszességében elmondhatd, hogy az RH
szignifikansan hozzajarult a gombdak ndvekedéséhez a gydgyndvény matrixban
(»<0,001). A kontroll rendszeren és a 45% RH-n tartott novényen semmilyen
ilyen jellegli elvaltozast nem tapasztaltunk a 24 hetes inkubécios periddus alatt.
A telepképz0 egységek kvantifikalasdnak eredményeit az 8. abran talaljuk. Mint
rendkiviil gyorsan 3-4 nagysagrenddel emelkedett meg a csiraszam. A felvett
vizmennyiség 2,68 £ 0,23 ¢és 25,94 + 0,94% 45 és 75% RH-n (rendre), széraz
tomegre vonatkoztatva. Ez az alacsony mennyiségli adszorbealt viz elegendd a
xerofil szervezetek szamara, hogy 75% RH-ju kézegben néni tudjanak (Gock et
al., 2003), és biztosithat annyi vizet is, amelyben bizonyos enzimek mar aktivak
lehetnek (Miiller & Heindl, 2006). Az a tény, hogy 45% RH nem elegendd a
mikrobidlis proliferacibhoz, nem meglepd, valoszinlileg egyszerlien nincs
elegendd viz a novekedéshez, mint azt korabban (Gock et al., 2003) és (Miiller
& Heindl, 2006) is leirta.
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8. dbra. Gomba (Osszes penész és élesztd) telepképzd egységek szamanak
valtozasa a kiilonbozo paratartalmu levegén (RH) torténd inkubacié hatasara, P,
lanceolata levelekben.

A kléramfenikolt tartalmazd taptalajon vald telepszdmolds sordn a

gombaflorat teljes mértékben a fonalas gombak uraltdk a 8.héttdl kezdédden, de
szamuk a 0.heti mintdkban is joval meghaladta az élesztdkét. A gombaflora
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részleges jellemzésére ezért kiilonbozo fonalas gomba torzseket izolaltunk mind
a kisérlet elején (0.hét) vett mintakbol, mind az intenziv proliferacid
1d6szakabol, ebbdl 10 torzset tisztitottunk és azonositottunk. A térzsek DNS
szekvenciaik alapjan kertiltek azonositdsra, a fajok 0Osszefoglaldsa az 7.
tablazatban lathato. A szekvencidk makroszkopos €s mikroszkopos megjelenés
alapjan kertiltek kivalasztasra.

7. tablazat. A szaritott P lanceolata levelekrdl izolalt penészfajok
azonositasanak eredménye és az azonositashoz szekvenalt gének.

Nr. Species Szekvenalt gének

1 Aspergillus niger ITS; B-tubulin

2 Leptosphaerulina chartarum 1TS; eF1

3 Aspergillus nidulans ITS; B-tubulin

4  Eurotium amstelodami ITS; B-tubulin; calmodulin
Cladosporium eFl1

5 pseudocladosporioides

6  Penicillium chrysogenum -tubulin

7  Bipolaris tetramera ITS; eF1

8  Epicoccum nigrum ITS

9  Eurotium repens ITS; B-tubulin

10 Eurotium repens [3-tubulin; calmodulin

Az azonositott fajok koziil szdmos faj potencidlisan karos lehet az
emberi egészségre. A lényegesebb idevonatkozd irodalmi adatokat a 8.
tablazatban foglaltuk Gssze.

E fajok jelenléte a ndvényi anyagban Onmagadban valosziniileg nem
jelent problémat. Tobbségliik novényekkel asszocidcidban leirt faj, a
Leptosphaerulina  chartarum  (=Pithomyces chartatum) fajt fiivekkel
asszocidcioban irtdk le (szaprofita) (Russomanno et al., 2003), az altalunk is
kimutatott Eurotium fajok névényi anyagokban, pl. széndban fordulnak eld
(Seguin et al., 2010). Ugyancsak novényekkel asszociacidoban irtdk le a
Cladosporium psedocladosporioides-t (gabonaban) (Bensch et al., 2010) és az
Epicoccum nigrum-ot (gyiimolcsok, pl. Sorbus felszine) (Labuda et al., 2005),
mig a Bipolaris tetramera (= Cochliobolus spicifer) ndvénypatogén is
(Hoagland et al., 2000, p.115) is.
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8. tdblazat. Az azonositott fajok és a szakirodalomban veliikk Osszefiiggésbe
hozott human egészségiigyi kockéazatok.

Species Potencialis egészségiigyi| Ref.
riziko
Aspergillus niger |ochratoxin A-t|(Abarca et al., 1994),
(nefrotoxikus)  fumonisin|(Frisvad et al., 2007), (Duarte
B,-t (karcinogén) termeld et al., 2011), (Logrieco et al.,
torzse ismert 2011)
Leptosphaerulina | Sporidezmint (gyulladésos | (Russomanno et al., 2003)
chartarum koérképek —  allatokon)
termeld torzse ismert
Aspergillus Szterigmatocisztint termeld | (Georgianna & Payne, 2009),
nidulans torzse ismert (karcinogén) |(Wang & Groopman, 1999)
Eurotium Intenziv sporaképzés| (Roussel et al., 2005), (Al-
amstelodami (farmer's lung disease); Julaifi, 2003), (Rank et al.,
ochratoxint ,12011)
szterigmatocisztint
(karcinogén) termeld torzse
ismert
Cladosporium Idaig nem ismert
pseudoclado-
sporioides
Penicillium rokfortin C-t termeld térzse | (Finoli C. et al.,, 2001),
chrysogenum ismert (csak enyhén | (Nielsen et al., 1999)
toxikus)
Bipolaris Idaig nem ismert
tetramera
Epicoccum Idéig nem ismert
nigrum

Eurotium repens

Intenziv sporaképzés
(farmer's lung disease)

(Roussel et al., 2005)
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Ugyanakkor e fajok elszaporodasa és esetleges toxintermelése,
sporaképzése egészségiigyi rikizot rejthet (Isd. 8. tablazat). Az Eurotium fajok
képesek igen alacsony vizmennyiséget tartalmazd taptalajon is ndvekedni
(Butinar et al., 2005), igy valosziniileg kulcsfontossagiak a tarolaskor
bekovetkezd fonalas gomba-szaporodasban. Fontos megjegyezni azt az
Aspergillus niger kapcsan leirt jelenséget is, hogy fumonisin termelése alacsony
vizaktivitdsu taptalajon a legjobb (Frisvad et al., 2007), amilyen egy
rehidralodott gyogyndvény alapanyag is.

Osszességében elmondhat6, hogy a kolonizdlé gombafajok magas RH
okozta novekedése potencidlis mikotoxin termeléssel és allergids reakciok
kivaltasara képes spordzassal parosulhat, igy az alacsony pératartalma levegdén
valo tarolds mikrobiologiai szempontbdl igen fontos a gyogyndvény terapids
értékének megtartasaban.

srer

A jol lathat6 valtozasok mellett a magas RH komoly kémiai valtozésokat
i1s okozott a P. lanceolata levelekben, mint az a kiillonb6z6 id6pontokban vett
mintak extraktjainak analizisébdl jol lathatd (9. ébra). Az 1G-k szintjét erOsen
befolyasolta a nagy RH kezelés (p<0,001). Az AUC esetében a kezdeti
koncentracid 95,7%-a bomlott el 24 hét alatt, mig a 45% RH-n tarolt
rendszerben a veszteség csak 4,5% volt (10. abra.). A katalpol esetében 97% és
33,5% volt a kiindulasi koncentracidhoz képest mért veszteség 75 és 45% RH-n
(10.abra.). A CPG bioszintetikus csoporthoz tartoz6 akteozid szintje 70,5%-kal
csokkent a magas paratartalmti levegdvel kezelt gydgyndvényben (10.4bra.).
Mindhérom metabolit esetében nagyon hasonlo6 trendek voltak megfigyelhetéek
a 45% RH-n inkubalt drogban, mint a kontrollban. A valtozasok &ltaldban
inszignifikansak (p>0,05), de mindig elhanyagolhatéoak voltak a 75% RH-n
tortént valtozdsokhoz képest.
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9. dbra. Magas (75%-os) péaratartalmu levegén inkubalt P. lanceolata levelek
kémiai mintazatanak valtozasa. A két elektroferogram 0. €s 24.heti mintabol
késziilt. Az iridoidokat nyilak jelolik: AUC, aukubin; CAT, katalpol.

A gyogyszerkonyvi mindség feltétele Plantaginis lanceolatae folium
esetében a min. 1,5% szdraz tomegre vetitett akteozid-ekvivalens orto-
dihidroxi-fahéjsav-észter és az aukubin kimutathatosdga. fgy a mintdk a
kiilonb6zé RH-ji kozegben vald inkubacid alatt gyogyszerkonyvi mindségiiket
bioaktiv metabolitjaik szempontjabol is elveszitették.

Ezen kémiai valtozasok ravildgitanak az RH jelentdségére a tarolas
folyaman, illetve monitorozasdnak fontossdgara. A bioaktiv metabolitok nem
tudjak tolerdlni a hossza idejii viz-expozicidt. Egy hdztartasban is gyakran
eléforduld (Zhang & Yoshino, 2010) RH mar agressziv tényezdnek szamithat
egy gyogynovény-drog stabilitasa szempontjabol, mind mikrobioldgiai, mind
kémiai értelemben.

Ezt az altalanos jelenséget leirtdk mdas metabolitokra is, pl. tea
katechinekre (Ortiz et al., 2008) és flavonoid glikozidokra (Heigl & Franz,
2003) gyogynovényekben, de a probléma hatterét e szerzok nem vizsgaltdk meg
részletesen.
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10. abra. Bioaktiv szekunder metabolitok koncentracidjanak valtozasa
kiilonb6z6 paratartalmt (RH) levegdn torténd inkubécié hatasara, P. lanceolata
szaritott levelekben. a., akteozid; b., katalpol; c., aukubin
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A gomba CFU novekedése (8. dbra) és a kémiai szintvaltozasok (10.
abra) kozott egyfajta egyidejiiség figyelhetd meg: a 8. hétig nincs sem
komolyabb hatéanyag-degradécio, sem intenziv gombaproliferaci6é. Ezutan az
€16 csiraszam hirtelen megemelkedik €s a hatdanyagok is bomlésnak indulnak,
ez kiilonosen az AUC esetében jol megfigyelhetd, de az ACTE esetében is
lathato. Hogy kideriiljon, milyen szerepet jatszanak a fonalas gombék a
hatéanyag-degradacioban, modell oldatokat készitettiink: a P. lanceolata steril,
vizes kivonatat inkubaltuk a drogbdl izolalt fonalas gomba torzsekkel. Az
inkubaciod rovid ideig zajlott, mivel az izolalt torzsek igen gyorsan ndvekedtek a
gyogynovény extraktban, amely — sok proteint, poliszacharidot és egyéb
molekulat tartalmazvan - igen gazdag taptalajnak bizonyult. A hatéanyagok
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két 1G-t hasonld hatékonysaggal, mig a Eurotium amstelodami és a Bipolaris
tetramera torzs az AUC-t a CAT-t6] hatékonyabban bontotta el. Tizbdl 6t vonal
volt képes az ACTE bontéasara a modell oldatokban, ebbdl harom gyakorlatilag
a teljes mennyiséget elbontotta az dbran lathatd 9.napra (p < 0,001). Harom
vonal ugyanakkor nem tudta csokkenteni ennyi id6 alatt az ACTE
tortént szignifikans valtozas a 9 nap alatt, elmondhato, hogy a viz dnmagaban
nem képes erdteljes metabolit destrukcidt okozni, vagy hatdsa, mint
reakciopartner minimalis. Hatasat valdsziniileg inkabb mint szaporodast és
mikrobidlis enzimmunkat eldsegité (Janda et al., 2009), (Janda-Ulfig et al.,
2009) kozeg fejti ki. Mivel a kiilonbozé metabolitokkal szemben torzsenként
rendkiviil variabilis a bontd aktivitds, elmondhatd, hogy a gombaflora
Osszetétele rendkiviili moédon befolyasolhatja a ndvényi drogok stabilitasat. A
hatéanyagok stabilitdsanak szempontjabél nem csak a potencidlis human
egészseégligyl kockazatot hordozd fajok (Aspergillus niger, Leptosphaerulina
chartarum) jelentdsek. A hatdéanyagokat viszonylag kis hatékonysaggal
bontottdk az Aspergillus nidulans és a két izolalt Eurotium repens vonal, a
hatdsuk az egyik E. repens vonal IG bontd képességét leszamitva nem
szignifikdns. Az altalunk végzett tesztben a ndvénypatogénként ismert
Bipolaris tetramera és Epicoccum nigrum, €s a szintén ndvényeken leirt
Cladosporium pseudocladosporioides jelenléte csokkentette legjobban a
hatéanyagok stabilitdsat (11. dbra). Valdszintisithetd, hogy a novény(b)en valod
¢letben maradéas és szaporodas feltétele a novényi védekezd metabolitokat
bontani képes enzimek termelése. E fajok elszaporodédsa a novényi hatdbanyagok

crcr

tobb gomba vonallal szemben érzékenyek voltak, magyarazhatja a jelenséget,
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hogy mig az IG-knek gyakorlatilag teljes mennyisége degradalodott a 24 hetes
periodus alatt, az akteozid viszonylag stabilabb volt.
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11. abra. A gombaizolatumokkal beoltott steril modelloldatokban maradt
metabolitmennyiség 9 napos inkubécids id6 utan. AUC, aukubin, CAT, katalpol,
ACTE, akteozid; *, p<0,05; **, p<0,01; *** p<0,001. Az izoldtumok: FII,
Aspergillus niger; F12, Leptosphaerulina chartarum; F13, Aspergillus nidulans;
Fl14, Eurotium amstelodami; F15, Cladosporium pseudocladosporioides; FI6,
Penicillium chrysogenum; F17, Bipolaris tetramera; FI8, Epicoccum nigrums
F19, Eurotium repens; FI110, Eurotium repens, C: kontroll.
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Munkénkban megmutattuk, hogy a bioaktiv molekuldk (IG-k és
akteozid) gydgynovényekben valod instabilitasanak kulcsszerepldi a kolonizalo
mikroorganizmusok, a fonalas gombak. Ennek szamos 1ényeges kdvetkezménye
van. El6szor is, a gombdk nem csak a sokat hivatkozott mikotoxin-termelésiik
miatt fontosak egy gyogynovény mindségének szempontjabol (Isd.pl. (Kneifel
et al,, 2002), (Kosalec et al., 2009)). Mésodszor, a gombdk kontrollja és
esetleges monitorozasra késobb ipari, preparativ vagy egyéb, nem-terapias célra
torténd felhasznalas esetében is fontos, a human egészség szempontjabol
esetleg veszélytelen fajok esetében is. Harmadszor pedig, a mikrobialis
aktivitds csokkentése és az ¢lo csiraszadm redukcidja emelheti a gyogyndvény
drogok stabilitasat. A metabolit bomlas elkeriilése, és igy a drog terapids és
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gatolni, pl. alacsony (< 45%) RH-n val¢ taroléssal.
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3.3. P. lanceolata kalluszok vizsgalata

P lanceolata magokbdl sikeresen hoztunk létre fenntarthaté ndvényi
szovettenyészetet. Elobb a kalluszindukcidhoz ¢és fenntartdshoz optimalis
hormonkombinaciét hatdroztuk meg irodalmi adatokbol és kisérletekkel egy
populécid sok egyedébdl inditott vonalakon, majd az optimalisnak talalt
taptalajon indukdlva és nevelve szamos vonal koziil kiszelektaltunk egy
gyorsan ndvekedd, és hatdoanyagokat megbizhatéan termeld vonalat (12. abra)
(VRK analizis) és tovabbi kisérleteinket e kultiran végeztiik el. Az optimalis
hormonkombindcionak mind indukciéra, mind kalluszfenntartdsra az 1 mg/L
2,4-D és 0,1 mg/L BAP bizonyult, NHsNO; mentes MS-en.

3.3.1. P lanceolata kalluszok kémiai karakterizalasa
A Planceolata kalluszokbdl sikeriilt kimutatni az akteozidot (ACTE) és

a plantamajozidot (PMJ), melyek a fenil-propanoid-kavésav-észter vegyiiletek
ko6zé tartoznak (12.abra).

1 2 3 4 5 6 7 8

12. 4bra. Kiilonbozd vonalak VRK analizisének eredménye. Jo1 megfigyelhetd
a valtozatos metabolit-szintetizald kapacitds. 1-4. lomblevél eredetii
kalluszvonalak, 5-8. sav: gyokér eredetli kalluszvonalak. ACTE, akteozid; PMJ,
plantamajozid.
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A fitokémiai screening-vizsgéalatban felhasznalt mintdkbol VRK-s
mérések alapjan valasztottuk ki azokat a terepi levélmintakat, amelyek
tartalmaztak a kalluszokban is eléfordul6 két 6 komponenst.

Az ACTE-t P. lanceolata, a PMJ-t P. major fajok leveleibdl tisztitottuk
meg. A fajok Osszevetéséhez is alkalmazott VRK-s analitikai modszerrel és a
standardek tisztitdsnal leirt HPLC-s eljarassal, a kalluszok MeOH-os
extraktjdhoz tiszta standardet adva igazoltuk, hogy a matrixban e vegyliletek
vannak jelen. A kalluszok kémiai mintdzata a P. lanceolata levelekhez képest
viszonylag egyszerli, e két vegyiilet jelenti a MeOH-os extrakt fébb
komponenseit, HPLC-s és VRK-s vizsgalatok alapjan.

A vegyiiletek megfeleltek a méasok altal akteozidra és rokon vegytileteire
kozolt UV spektroszkoépiai adatoknak (Kurkin, 2003), hidrolizisiikk soran
standard mellett sikeriilt kimutatni vékonyrétegen a kavésav aglikont (Sigma-
Aldrich) (2.4bra), illetve szintén vékonyrétegen a rajuk jellemzd cukrokat
(ramnoz ¢és glikoz (Reanal) az akteozid, illetve glikoz a plantamajozid
esetében). A pontos azonositas céljabol a két vegyiiletet MALDI és NMR
vizsgalatoknak vetettiik ala.

A MALDI spektrum mindkét esetben egy vegyiilet jelenlétét igazolta a
tisztitott  frakcioban, mindkét esetben a vegyliletek M+Na® cstcsanak
megfeleltethetd jel volt a legintenzivebb, ACTE: 647,10 m/z, PMJ: 663,08 m/z.
Ezen kiviil mas, kisebb csucsok is megjelentek, pl. M+K™: 663,08 (ACTE) , ill.
679,03 (PM)).

A 'H és C NMR spektrumok elemzése alapjan a két vegyiilet megfelel
a korabbi publikaciokban leirt akteozidnak és plantamajozidnak (Li et al.,
2009), (Schlauer et al., 2004).

3.3.2. P. lanceolata kalluszok névekedésének és hatéoanyag-termelésének
valtozasa NH,"/NO; valtoztatasanak hatasara

Gyokér eredetli P. lanceolata kalluszokban vizsgaltuk szamos tényezd
hatdsat a hatdéanyagok szintjének novekedésére. Pildtakisérleteinkben szamos
kémiai ¢és biologiai 4genst alkalmaztunk a hatéanyag-termelés novelésére,
azonban ezek tObbsége a ndvekedést nagyon kedvezobtleniil befolyasolta. A
hatéanyag-moduléaciora legalkalmasabb kezelésnek el6kisérleteink alapjan a N
forras valtoztatasa bizonyult, igy a f6 CPG metabolitok (PMJ és ACTE)
szintjére ¢és a kalluszok novekedésre ezt vizsgaltuk meg.

Az NHs" / NO;5 arany (NNA) és az Osszes N forras befolyasolta a
kalluszok novekedését (p < 0,01), a PMJ tartalmat (p < 0,01), de szignifikdnsan
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nem valtoztatta meg az ACTE szintjét a kalluszokban (p > 0,05). A NNA
valtoztatasanak hatasat a 13. abran mutatjuk be.
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13. abra. A kiilonb6z6 NH,/NO;5™ aranya (NNA), 20 mM 0Gsszes N-t
tartalmazd MS taptalajokon nevelt P. lanceolata kalluszok vizsgélt paraméterei.
a., akteozid-tartalom; b., plantamajozid-tartalom; c., névekedési index (GI).

Mint lathato, a nagyobb NH4" koncentracidé azonos mennyiségii N forras
mellett csokkent novekedéssel és enyhén csokkent PMJ termeléssel parosul.
Mig 20 (0:1) taptalajon a novekedési index 10,01£2,32, addig 1:2 NNA mellett
mar csak 6,15+1,90. A PMJ termelésnek sem kedvezett a magasabb NNA,
2,14+0,25-r61 1,56+0,28-ra csokkent. Az akteozid szintjében ugyanakkor
trendszerli valtozéas nem figyelhetd meg.
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14. abra. Az akteozid és plantamajozid elméleti hozama P lanceolata gyokér
eredetli kalluszokban Petri-csészénként, kiilonb6z6 NH4/NO;™ aranya (NNA),
20 mM N-forrast tartalmazo taptalajokon. a. akteozid; b., plantamajozid.

Az &ltalanosan hasznalt atoltdsi mennyiségekbdl (200 mg nyers
tomeggel szamoltunk), a ndvekedési indexbdl és egy tipikus szdrazanyag-
tartalombol kiszdmolhaté a tiszta metabolit elméleti hozama, amit mg CPG /
Petri-csésze / 4 hét-ben megadva abrazoltunk, a NNA fliggvényében (14. abra).
Mint lathatd, mindkét vegylilet hozama csokken magasabb NH,'-ot tartalmazd
taptalajokon, ami fdéleg a novekedés gatlasanak tudhatd be, azonban sokkal
kifejezettebb PMJ esetében, ahol a szdraz tomegre vetitett PMJ tartalomra
Oonmagaban is hatassal volt a kiilonb6z6 NNA. Mindkét vegyiilet esetében kb.
kétszerese a maximalis hozam az altaldnosan hasznalt MS mediumban hasznalt
1:2 ardnyhoz képest. Optimalisnak a hatéanyag-hozam szempontjabol a 0:1
aranyt talaltuk (NO; mint 6nallé6 N-forrés), a kisérleteket ezzel a paraméterrel
folytattuk tovabb.

Magat az NNA hatast a hatdéanyag-termelésre tobb ndvényi
szovettenyészeten leirtdk mar, akarcsak a N-szint hatasat (pl. (Cui et al., 2010),
(Fujita et al., 1981)). A hatas okai kozott szerepelhet az a leirt tény, hogy a
szovettenyészetek hatoanyag-termelése altalaban akkor intenzivebb, ha kisebb a
novekedési rata, illetve éhezési stresszhez is kothetd, a magas NH4" okozta
valoszinlileg a szovettenyészetekben leirt direkt toxikus hatdsnak és a pufter-
sajatsagaiban bekovetkezett valtozasanak tudhato be (George et al., 2007, p.71).
Az eredeti MS 1:2 NNA-ja szamos fajbol késziilt tenyészet szdmara nem
optimalis, pl. (Wang & Tan, 2002), (Zhong & Wang, 1998).

Az NHs-al és NOj-tal bevitt ellenionok hatasat is megvizsgaltuk
statisztikai modellel (ANCOVA). A bevitt koncentraciokban sem a Na'-nak,
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sem a Cl-nak nincs hatasa a novekedési indexre (p>0,05), ami megfelel a Na
¢és a Cl szovettenyészetekre valo kis hatdsanak e koncentracidban.

3.3.3. P. lanceolata kalluszok hatéanyag-termelésének és novekedésének
valtozasa az 6sszes N forras valtoztatasanak hatasara

Miutan az NHs;" mentes 20 mM 0Osszes N-t tartalmazé MS varianst
talaltuk optimalisnak, a teljes N-forrds koncentracidjanak hatdsat is
megvizsgaltuk. Ezen paraméter valtoztatdsa is hatdssal volt mind a metabolit

termelésre, mind a novekedésre (p<0,01).

Megfigyelhetd, hogy a ndvekedési indexek valtozasat okozta a teljes N-
forrds mennyiségének valtoztatdsa (15. abra). Optimdlisnak a 20 mM N
bizonyult a novekedés szempontjabol, de 10 és 40 mM N-forrds tartalmu
taptalajon is magas volt a ndvekedési index. Az akteozid szintjét komolyan
befolyasolta (p < 0,05) az alkalmazott 0sszes N forrds, a legmagasabb szint
(1,11 £ 0,17 % DW) 10 mM N-forras mellett volt elérhetd, ami joval tobb, mint
a 20 mM N taptalajon nyert mennyis€g. A PMJ szintjét nem befolyasolta
szignifikansan a N-forrds mennyisége, a 40 mM N-t tartalmazo6 taptalajt kivéve
magas értékek voltak jellemzdéek. A legtobb PMJ-t a 10 mM N-t tartalmazo
taptalajon nevelt kalluszok termelték, 2,19+0,21 %-ot.
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N-forrast tartalmazo, NHs" mentes MS taptalajokon. a., akteozid tartalom; b.,
plantamajozid tartalom; c., novekedési index.
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Az elméleti hozamokat kiszamitva (16.4bra) azt latjuk, hogy az akteozid
hozama a 10 (0:1), mig a PMJ hozama a 20 (0:1) MS varidnsokon a
legnagyobb, rendre 0,91+0,16 és 2,14+0,56 mg / lemez a mar emlitett
koriilmények kozott.

A termelt metabolit-mennyiség ugyan kisebb, mint a P. lanceolata hairy
root kultirdkban képzddott PMJ mennyiség (Fons et al., 1999) ugyanakkor
nagysagrendileg megegyezik vagy feliil is mualja a terepi mintdk leveleibdl
eldallithatd mennyiséget (Sun et al., 2010), (Zubair et al., 2011).

Az NNA ¢s az 0sszes N-forrds modositasaval alapvetden befolyasolhato
a PMJ és ACTE aranya, valamint - bar azonos bioszintetikus vegyiiletcsaladba
tartoznak - szintjiilk nem valtozik parhuzamosan. A kiilonboz6 kezelésekre vald
valaszreakcio eltér a két vegyiiletnél: mig a PMJ szintézise foleg az NNA-val
volt befolyasolhato és a teljes N forrasra nem reagalt, az ACTE esetében ennek
éppen ellenkezdje figyelhetd meg. E jelenség a két vegyiilet szintézisének eltérd
mintdkban sosem tudtunk PMJ-t kimutatni (5.tdblazat), az akteozid viszont
mindig detektalhatdé volt, holott mindkét vegyiilet szintéziséhez sziikséges
gének minden bizonnyal megvannak.
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16. abra. P. lanceolata gydkér-kalluszok elméleti hatdanyag-hozama kiilonb6z6
csészénként. a., akteozid-hozam; b., plantamajozid-hozam.
A rendszer hozaménak valtozasat megvizsgalva arra a kovetkeztetésre

juthatunk (14. és 16. abra), hogy a hozam jol optimalizalhato a szervetlen N-
forrds modositasaval. Az optimalizalt szovettenyészet egyszerre erdteljes
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novekedésli és jo relativ hatéanyag-tartalmti kell, hogy legyen, amelynek
megvaldsitdsa két egyszerli paraméter valtoztatdsaval elérhetd volt. A két
vegyiilet (PMJ és ACTE) esetében mas-mas taptalaj ill. taptalaj tipusok voltak
optimalisak.
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4. Anyag és modszer
4.1. Vegyszerek, altalanosan hasznalt eljarasok

Az altalanosan hasznalt szervetlen sokat, stb. a Reanal-t6l szereztiik be,
analitikai mindségben. A szerves olddszereket a Spektrum 3D kft-t6] vagy a
Carl Roth-t6l vasaroltuk, 4altaldban puriss.,, vagy ,rectapur” mindsitésii
oldoszerrel dolgoztunk, kivéve az acetonitril a HPLC-s vizsgéalatokhoz ¢és a
metanol a preparativ munkdhoz, melyek HPLC grade mindségliek voltak.
Vizként bidesztillalt vizet hasznaltunk.

Sterilezéshez SANYO LABO autoclave MLS-3780 autoklavot
hasznaltunk (121 °C, 21 min), héérzékeny vegyiiletek oldatait (hormonok a
novényi szovettenyészethez stb.) regenerdlt celluléz sziiron (0,2 pm) szirtik
sterilre.

A specialis vegyszereket a késObbi mddszertani fejezetben részletezziik.

4.2. Novényi anyag

Munkénkhoz a ndvényi anyagot kiilonb6z6 helyekrdl szereztiik be. A
fajosszehasonlitdshoz a leveleket a régid tobb pontjarol szedtiik, bar nem volt
célunk a kiilonb6zd populaciok fajon beliili 0sszevetése. A novények leveleit a
késd viragzas - kora termésérés stadiumaban szedtiik az azonosithatosadg miatt,
2008 nyaran. A P. lanceolata, P. altissima, P. major, P. media, P. maritima fajok
azonositasa (Simon, 2004, pp.419-422) alapjan tortént. Gyljtési helyeink kozott
Hajdusamson (+47° 35' 42,39", +21° 44' 21,08"), Mikepércs (+47° 28' 16,15",
+21° 38' 9,96"), Nadudvar (+47° 26' 32,95", +21° 8' 35,12"), Matrahaza (+47°
52' 12,26", +19° 58' 52,93"), Budapest (+47° 28' 48,63", +19° 6' 24,81"),
Jaszapati (+47° 30' 5,57", +20° 9' 16,42"), Tépe (+47° 19' 15,47", +21° 33"
42,37") és néhany Debrecen beltiireltén vagy hataraban 1évé pont (+47° 33'
39,62", +21° 26' 18,30", +47° 33' 22,68", +21° 37" 12,11", +47° 35' 21,66",
+21° 35' 2,58") szerepeltek. Minden fajt legalabb 4 populacié prezentalt a faj-
Osszehasonlitd vizsgalatokban. A nyers leveleket 50 °C-ot meg nem haladé
hémérsékleten szaritottuk.

A hatdanyag-stabilitast célzo6 vizsgalatainkhoz a ndvényi anyagként
gyogyszerkonyvi mindségli Plantaginis lanceolatae folium-ot véasaroltunk. Az
anyag megfelelt az altalunk vizsgalt paramétereknek (szin, morfoldgiai
vizsgalatok, kvalitativ és kvantitativ kémiai vizsgalatok, a gyogyszerkonyv
szerint).

A szovettenyészetek inditasdhoz a Hajdusamson hatardban talalhatd
nagy P. lanceolata populaciobol szedtiink magot 2007 novemberében.
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4.3. Kaffeoil feniletanoid észterek preparativ eléallitasa

Az akteozid és a plantamajozid tisztitasa teljesen anal6g modon tortént.
Az akteozid tisztitashoz P. lanceolata leveleket (kereskedelmi minta), a
plantamajozid tisztitasdhoz P. major (Debrecen melletti gytijtés, 2008) leveleket
hasznaltunk kiindulési anyagként.

30 g Plantago levelet kivontunk 3x100 ml forr6 MeOH-al, majd a sziirt
folyadékhoz vizet adtunk. A szuszpenziot centrifugaltuk, a feliiliszot szérazra
paroltuk vakuumban, Ujra szuszpendaltuk vizben (20-30 ml) és hexéannal
tisztitottuk (3-4x10 ml). A vizes fazisbol vakuumban eltavolitottuk a hexan
maradékat, ezutdn dietil-éterrel, majd n-butanollal extrahdltuk. Az egyesitett
BuOH-os fazisokat Na,SOs-on szirtiik és szarazra paroltuk.

A BuOH-os fazist MeOH-ban oldva (5-10%) sajat készitésti preparativ
vékonyrétegen valasztottuk frakcidkra (20x20 cm, 12 g Merck szilikagél 60, kb.
1 mm vastag réteg). Egy rétegre kb. 50 mg mintat vittiink f6l, majd elualtuk 2x
EtOAc-aceton-Et,O-viz-TFA (trifluorecetsav) 8 : 6 : 1 : 1 + 0,1% keverékével.
356 nm-es UV fényben detektaltuk a CPG-k lehetséges zOndinak hatarat. A
CPG zb6ndk UV fényben intenziv kékeszold fluoreszcenciat mutattak. Az
akteozid és a plantamajozid Rf értéke az adott rendszerben rendre kb. 0,7-nek
és 0,55-nek adodtak. A CPG-ket tartalmazo savokat lekapartuk és MeOH-al
vortexelve majd centrifugalva eludltuk. A feliiluszot poliamid 6 oszlopokra
vittiik, tobb részletben (60 ml, kb. 12 g poliamid 6, 0,05-0,16 mm, Macherey
Nagel MN-PA SC 6). A frakciok CPG tartalmat az 50x és 100x higitott eluatum
spektrofotometrids vizsgalatdval monitoroztuk, 330 nm-en (Kurkin, 2003).
Ezen kivill az Osszegylijtott frakciok analitikai vékonyrétegen is vizsgalatra
keriiltek (Isd. 4.4.). Az eluci6 tiszta MeOH-al tortént, a CPG-k 1,1-1,2 volumen
oldoszernél eludlodtak, ami megfelel a poliamid vékonyrétegen MeOH-al
tortént elucidban lathatdé Rf 0,9-0,95 értéknek.

A CPG-ben gazdag frakciokat Osszegytjtottiik, majd beparoltuk és
reszuszpendaltuk 20% acetonitrilben. Az oldat feliilisz6jat szemipreparativ
HPLC-vel tisztitottuk meg (1,5 ml / perc aramlasi sebesség), izokratikus
elticioban, 20% acetonitrillel, Supelco Supelcosil LC-18 oszlopon (25 cm x 10
mm , 5 um), Shimadzu SPD-M10A HPLC késziiléken. Az akteozid retencios
ideje 10,7 perc, a plantamajozidé 11,4 perc volt.

A CPG-ben gazdag frakciokat (egyez6 UV-Vis spektrum alapjan)
Osszegyujtottiikk, szarazra paroltuk ¢&s szerkezetazonositd vizsgalatoknak
vetettiilk ald. Végsé azonositdsuk MALDI-TOF és NMR spektroszkopiaval
tortént meg.

A MALDI-TOF vizsgéalatokban nyujtott segitségéért koszonettel
tartozunk dr. Gyémant Gyongyinek, az NMR vizsgalatok kivitelezéséért pedig
dr. Batta Gyulanak.
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4.4. Vékonyréteg kromatografia, akteozid ¢és plantamajozid mennyiségi
meghatarozasa

A gyogyszerkonyv altal kvalitativ analizisre is alkalmazott modszert
hasznaltuk fel kvantitativ analizisre (Biringanine et al., 2006). A futtatoszer
EtOAc - HCOOH - AcOH - viz 100 : 11 : 11 : 27 ardnyu elegye, az allofazis
szilikagél (Macherey-Nagel 200 pum vastag Silicagel 60 livegen vagy aluf6lian).
A Kkalibracié otpontos kalibracid volt: a tisztitott standardek kiilonb6zd
toménységli MeOH-os oldatait vittilk fel a rétegre. Kvantitativ elemzéshez a
réteget futds utan 105 °C-on 5 percig hevitettiik, majd CAMAG CABUVis
transzilluminatorban 356 nm-es UV fényben megvilagitva fotot készitettiink
rola és ezt digitalisan dolgoztuk fel, értekeltiik ki a CP Atlas 2.0 szoftver
segitségével.

Kvalitativ vizsgélatokhoz tovabbi el6hivoszereket hasznaltunk: 1.,
Natural Product Reagent A (Carl Roth, NP), 2-amino-difenil-borinat 1%-os,
EtOH-os oldata. 2., Vanillin-kénsav Vanillin (Reanal) 1%-os oldata EtOH ¢és cc.
H,SO4 10:1 ardanyt elegyében. Mindkét el6hivoszer szinei hevités hatdsara
fejlodnek ki.

Kvantitativ ACTE és PMJ mérésekhez is ezt a rendszert hasznaltuk,
ilyenkor Otpontos kalibracios egyenest készitettink az ACTE és a PMIJ
kiilonbozé higitasaibol. A kvantitativ értékelés a réteg 105 °C-on tdrténd
hevitése utan, egyeb eldhivas nélkiil tortént meg.

4.5. Iridoidok meghatarozasa kapillaris elektroforézissel

Az aukubint €s a katalpolt dr. Toth Laszlo (Szegedi Tudomanyegyetem,
GYTK, Farmakognéziai Intézet) bocsatotta rendelkezésiinkre, a szerkezet
bizonyitasa korabban tortént meg.

Az 1G-k mennyiségi meghatdrozasara (Suomi et al., 2000) moédositott
modszerét hasznaltuk. A szaraz, poritott ndvényi anyag pontosan mért, kb. 50
mg-os részletét 1000 pl 10% n-propanollal vontuk ki 100 °C-on, 60 percen
keresztiil, 20 perc szobahdmérsékleten vald allas utan. A kivonoszerként
hasznalt viz koszolvens-tartalmat optimalizaltuk, a 10% n-propanol addédott
legmegfeleldbbnek.

A hasznalt kapillaris elektroforézis késziilék egy Prince CE-C 700 volt,
DAD detektorral. A hasznalt kapillaris egy 50 pum belsé atmérdjii kvarc-
kapillaris volt, az alkalmazott hattérelektrolit 25 mM Na-tetraboratot, 100 mM
SDS-t tartalmazott, a pH-t 9,35-re allitottuk be (1M NaOH). Az iridoidok 10%
n-propanolban felvett higitadsi sorozatat hasznaltuk kalibraciés egyenes
felvételéhez. Az iridoidok kvantifikalasa 200 nm-en tortént.
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4.6. Osszes CPG meghatirozasa spektrofotometrissan

Az Europai gyogyszerkonyv 6.2 Monograph No. 1884 alapjan végeztik a
vizsgalatot, egy kis-1éptékii valtozatban. Roviden, 50 mg pontosan mért
poritott, szdraz mintat kivontunk 1000 pl 50% EtOH-al (100 °C, 60 perc), majd
13000 rpm-en lecentrifugaltuk. A feliiliszobol tortént a mérés. A modszer
0sszes orto-dihidroxi-kavésav észtert mér, akteozidra vonatkoztatva. Roviden,
100 pl mintdhoz eldszor 200 ul 0,5 M HCI-t, majd 200 pl nitrires molibdenéat-
oldatot (10 g NaMoOQ,, 10 g NaNO, / 100ml), végiil 200 pul 8,5% NaOH oldatot
adunk. Az intenziv voOrdses szint 525 nm-en kvantifikaljuk, keverés utan
azonnal. Minden mintdhoz kiilon vak készitendd, amely az éles mintakkal
azonos modon késziil, kivéve, hogy a nitrites molibdenat oldat helyett
ugyanannyi desztillalt vizet adunk.

4.7. Antioxidans kapacitas vizsgalata CUPRAC assay-vel

Az assay részletes kémiai hattere és Osszevetése a gyakrabban hasznalt
antioxidans-kapacitds mérd assaykkel megtalalhatd (Apak et al., 2007)
munkéjaban. Roviden, Cu**-neokuproin (Nc) (Merck) komplex oxidald agenst
adunk a higitott névényi extrakthoz. A komplex sztdchiometrikus reakcidban
reagal polifenol jellegii vegyiiletekkel, termékként a komplexbdl Cu'-Nc
keletkezik, melynek intenziv narancssarga szine 425 nm-en mérhetd. A mérés
olyan ¢érzékeny, hogy a novényi kivonatok elnyelése 425 nm-en nem
kiilonithetd el az olddszerétdl, igy oldoszer vakkal lehet végig dolgozni.A
Plantago fajok szekunder metabolitjai koziil a CPG-k és a flavonoidok
reagalnak a reagenssel (Apak et al., 2007). A novény 50% EtOH-al készitett
kivonatait (Isd. Osszes CPG meghatarozasa spektrofotometriasan) hasznaltuk az
antioxidans kapacitas mérésére, 100-szoros higitasban. Az értékeket AAEAC-
ban (aszkorbinsav ekvivalens antioxidans kapacitas) adtuk meg, pumol / g szaraz
ndvényi tomegre vonatkoztatva. Kalibracidként aszkorbinsavbol késziilt higitasi
sort hasznaltunk. Az assayben az aszkorbinsav trolox-ekvivalense 0,96 (Apak et
al., 2007).

4.8. P. lanceolata levelek stabilitas-vizsgalata magas paratartalmu
levegében

A ndvényi anyagot 24 hétre kiillonb6z0 paratartalmu levegdnek tettiik ki,
igy 75+1, 45+1 % relativ paratartalmti (RH, relative humidity) levegdnek,
kontrollként 0% RH-t alkalmaztunk (szilikagél). A konstans paratartalmat
glicerin-viz elegyek biztositottak exszikkatorokban, a vizsgéalat végéig

52



folyamatosan monitoroztuk a paratartalmat kereskedelemben kaphato
paratartalom-mérdkkel. Minden mintavételi id6pontban 3, 6sszesen koriilbeliil
1 grammos mintat vettiink az inkubalt névényi drog tobb pontjardl. A harom
mintat kiilonvalasztva, parhuzamosan kezeltiik. A maradék vizet 50 °C-on valo
hevitéssel tavolitottuk el, majd a mintakat elporitottuk. A mintdkat ezutan —24
°C-on taroltuk tovabbi vizsgalatokig.

4.9. Novényi drogmintak szinének meghatarozasa

A teljesen szdraz novényi drogokat kozvetleniil hasznéltuk szin
meghatarozasara. A mintdk reflektancia spektrumait egy Avantes-2048
szaloptikas spektrofotométerrel készitettiink (Avalight-DHS (kombinalt halogén
¢s deutérium lampa), 2048 pixeles CCD detektor). BaSOs4 szolgalt fehér
kontrollként, kikapcsolt késziilék (nulla jel) fekete viszonyitasi pontként. Az
integraldsi idé 140 ms volt. A 400 és 700 nm kozotti spektrumrészleteket
digitalisan alakitottuk CIELAB szinparaméterekké (standard D65 megvilagitas)
GNU Octave 3.0.1. ben, (Westland & Ripamonti, 2004) alapjan. A miiszert dr.
Braun Mihdly bocsatotta rendelkezésilinkre, amit eziton is kdszoniink.

4.10. Klorofill-tipusu pigmentek kvantitativ meghatarozasa

10 mg pontosan mért novényi drogport kivontuk 1000 pl acetonnal, 4
°C-on, egy ¢jszakan at. Centrifugalas és esetleg sziikséges higitas utan felvettiik
a mintak spektrumat egy Shimadzu UV-1601 spektrofotométeren, 550-tdl 750
nm-ig, 0,2 nm felbontassal. A (Kupper et al., 2000) altal leirt gorbe-illesztési
modszerrel a spektrumokbol a klorofill a és b (Chl a, b), feofitin a és b (Pheo a,
b) koncentracidja szamolhatdé. A gorbeillesztési procedurat ,fityk” 0.8.8-1
szoftverrel végeztilkk, Marquardt legkisebb-négyzetdsszeg algoritmussal.
Tipikusan 0,98 folotti R* értékeket kaptunk. Annak eldontésére, hogy a
fentieken kiviil mas Iényeges szines vegyiilet is zavarja-e a mérést, vékony-
réteg kromatografids vizsgélatot is végeztiink, a Chl a, b és Pheo a, b voltak a
legjelentdsebb foltok a szines kivonatban.

4.11. Gomba-telepképzo egységek kvantifikalasa a novényi drogban

A novényi drog felszinén €16 mikrobialis kontamindcidé mértékét €l
gomba csiraszdm  szdmolassal mértik. A moddszer alapvetdéen a
gyogyszerkonyvben leirt eljaras kisebb Iéptékben megvalositott valtozata. A
szaraz, poritott drog pontosan mért, koriilbeliil 10 mg-os részletét 10 percig
szuszpendaltuk pufferelt natrium klorid-pepton oldattal (buffered sodium
chloride peptone solution, BSCPS: pepton 1 g, NaCl 4,3 g, Na,HPO, 7,2 g,
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K,HPO, 3,6 g 1 liter taptalajhoz, pH 7,2 + 0,2), majd annyira meghigitottuk,
hogy 200 pl-ében max. 100 telepképzd egysé€g (colony forming unit, CFU)
legyen. Ezutdn a megfeleld higitas 500 pl-ét egy 9 cm-es Petri-csészékben 50
mg/l kléramfenikollal kiegészitett Saboraud-Dextrose Agar-ra (kasein pepton
10 g, huspepton 10 g, gliikkdoz monohidrat 40 g 1 literhez, pH 5,6 + 0,2, 2%
agarral szilarditva) szélesztettik ¢és 25 ©°C-on inkubaltuk a telepek
megjelenéséig. A telepek altalaban 72 6ran beliil szdmolhatoak voltak.

4.12. Fonalas gomba-fajok izolalasa P. lanceolata szaritott levelekrdl

A stabilitds-vizsgalatban inkubalt drogok felszinérél szdmos
gombavonal keriilt izolalasra. A CFU szamol6 lemezekrdl (Isd. fentebb) tiz,
kiilalakra kiilonb6zé fonalas gomba vonalat izolaltunk, és tisztitottunk meg
sorozatos atoltasokkal. A gombak egy részét 0. heti, mas részét intenziven
fert6zott (8.heti) mintakbol izolaltuk. Az izolatumokat Czapek-Dox szilard vagy
folyekony taptalajokon tartottuk fenn (NaNOs 3 g, K,HPO, 1 g, MgSO,4¢7H,0,
KCI1 0,5 g, FeSO, 0,01 g, szachar6z 20 g 1 liter taptalajra, pH 6,8 £ 0,1, szilard
taptalajokat 2% agarral szilarditottuk), nevelésiik 22-24 °C-on tortént.

4.13. A P. lanceolata leveleket kolonizalé penészvonalak azonositasa

Az izolatumokat minimal-nitrat taptalajon neveltiik (Barratt et al.,
1965), 10 g/l peptonnal kiegészitve, 28 °C-on, 300 rpm-en, 48 Oraig. A genomi
DNS-t a kimosott és liofilezett micéliumokbdl izoldltuk Genomic DNA
Purification Kit (Fermentas) segitségével, a gyartd instrukcidi szerint. A
kivalasztott DNS szekvencidk felszaporitdsahoz a kovetkezd primer parokat és
anellacios homérsékleteket hasznaltuk: ITS1, ITS4, (ITS-I; 55 °C; (White et al.,
1990, pp.315-322)), Bt2a, Bt2b (B-tubulin; 56,4 °C; (Glass & Donaldson,
1995)), cmdS, cmd6 (calmodulin; 52,3 °C; (Hong et al., 2005)) and EF1-728F,
EF’-986R (translation elongation factor 1a; 55 °C; (Carbone & Kohn, 1999)).

A PCR assayt (50 pl) 2 mM MgCl,, 0,2 uM primer (egyenként), 0,1 mM
dNTP ¢és 2 U Taq polimerdz alkalmazisaval kiviteleztiik, egy flitott tetdvel
ellatott ciklikus termosztatban. A PCR reakcid 1épései a kovetkezdek voltak: 1.,
kezdeti aktivald 1épés (95 °C, 5 perc); 2., DNS denaturacio (95 °C, 45 s); 3.,
kapcsolodas: Tm — (2-5) °C (Isd. fentebb); 4., elongacio; (72 °C, 1 perc 20 s), 35
ciklus; 5., végso elongacid, (72 °C, 10 perc). A PCR termékeket standard 1%
agaroz gélelektroforézissel valaszottuk el TAE pufferben (800 uM Tris, 400 uM
100% ecetsav, 20 uM Na,-EDTA; pH 8,5). A tisztitott savokat (DNA Extraction
Kit, Fermentas) az ABI Big Dye Terminator 3.1 Kit alkalmazasaval
szekvenaltuk meg egy automata DNS kapillaris szekvenalé (ABI PRISM
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3100 — Avant) felhasznalasaval. A kapott szekvencidkat adatbazisokkal
Osszevezve azonositottuk a fajokat.

A fajok azonositasadban vald segitségéért koszonettel tartozunk dr. Emri
Tamasnak.

4.14. P. lanceolata metabolitok stabilitaisanak vizsgalata steril modell-
oldatokban

A lehetséges karositd tényezok feltardsara steril modell oldatokat
készitettiink. Roviden, a bioaktiv 1G-ket és akteozidot tartalmazo P. lanceolata
vizes extraktot megfertéztiik a levelekbdl izoldlt gomba vonalakkal. A
kontrollokhoz steril desztillalt vizet adtunk. 1000 pl-es oldatrészleteket
inkubéltunk steril koriilmények kozott, 23 + 1°C-on, 9 napig.

A szubsztratokat tartalmazé oldatot a kovetkezdképpen készitettiik: 33,0
g P lanceolata levelet kivontunk 350 ml vizzel, és 20000 rpm-en
lecentrifugaltuk. Ez az ardny hozzavetdlegesen tiikrozi a ndvényben eredetileg
meglévl szaraz anyag-viz aranyt. Az oldatot autoklavban sterileztiik (121 °C-
on, 20 percig). Az inkubalast 6 ismétlésben végeztiikk — a minta 3 replikaja IG
meghatarozasra, 3 replikdja akteozid kvantifikalasra keriilt. Az inkubdaci6 alatt
50 pl-es mintékat vettiink az oldatokbdl. CE vizsgalathoz 10 pl 1-propanolt,
VRK analizishez 50 pl etanolt adtunk a mintdkhoz, majd 13000 rpm-en torténd
centrifugdlas kovetkezett a feliiluszok tovabbi felhasznalasa, a tulajdonképpeni
analizis elott.

4.15. Novényi szovettenyészetek inditasa és altalanos tenyésztési
parameéterei és kémiai vizsgalatuk

A Plantago lanceolata L. magjait 2x5 percig inkubaltuk kereskedelmi
fertdtlenitészer (Domestos) 10%-os oldataval, majd 5-7 alkalommal steril
bidesztillalt vizzel megmostuk, majd a magokat steril aramlé levegdben
szaritottuk meg.

A sterilezett magokat NH4sNO; mentes, Gamborg vitaminokkal és 2%
szachardzzal kiegészitett folyékony MS taptalaj (tovabbiakban MS 20 (0:1)) 2
ml-ében csirdztattuk (Budzianowska et al., 2004). Az els6é valodi levél
megjelenése utan (kb. 11-14 nap) a ndvénykék gyokerébdl, sziklevelébdl és
levelébdl vett explantokat kallusz-indukalo taptalajra helyeztiik: MS 20 (0:1), 1
pg/ml 2.4-D, 0,1 pg/ml BAP hormonokkal kiegészitve. A teljes novényeket
hormonmentes MS taptalajon neveltiik tovabb.
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A szovettenyészetek fenntartasa steril koriilmények kozott tortént, fehér
fluoreszcens fény (10 umol m? s™) és 14/10 o6ras (fény/sotét) fotoperiodus
mellett. A homérsékletet alland6 értéken tartottuk (22/18+2°C fényben, ill.
sotétben). A kallusz-tenyészeteket 4 hetes ciklusokban oltottuk at. Uj kulttra
inditasahoz 100-250 mg nyers tomegii kallusz hasznaltunk Petri-csészénként.

A szovettenyészetek kémiai analiziséhez a csipesszel learatott
kalluszokat 4 6raig aramlé meleg (50 °C) levegdben széritottuk, majd
liofilezéssel tavolitottuk el a maradék vizet. A mozsarban elporitott kalluszok
kivonasa MeOH-al tortént 10 mg / 200 pl olddészer aranyban, 100 °C-on, 60
percig. A feliiluszokat -24 °C-on taroltuk az analizisig.

A novekedési indexet a kovetkezoképpen szédmoltuk: aratott tomeg /
(aratott tomeg — kiindulasi tomeg).

4.16. NH," / NO;s arany és osszes N forras hatasa P. lanceolata kalluszok
novekedésére és hatoanyag-termelésére

A vizsgalatokat egy a vonalszelekci6 soran hatéanyag-termelének és jol
fenntarthatonak, jol novekeddnek bizonyult P. lanceolata kalluszvonallal
végeztik el.

Az NNA ¢és a N forrds hatasdnak meghatarozasdhoz kiillonb6z6 NNA-ja
MS taptalajokat készitettiink. Az egyéb paramétereket valtozatlanul hagytuk (9.
tablazat). A fenntartdo taptalaj Osszetételébdl kiindulva eldszor az NNA-t
optimalizaltuk, a tenyészet novekedését és hatdanyag-termelését. A kultarat 0:1,
1:8, 1:4 és 1:2 NNA-ju taptalajokra (10. tablazat) oltva vizsgaltuk, 3 ismétléses
kisérletben. Ezutan a legjobbnak bizonyult NNA szinten médositottuk az dsszes
N forrds mennyiségét, a tenyészeteket 10, 20, 40, 60 mM N forrast tartalmazo
taptalajokon neveltiik (10. tablazat).

A kiilonboz6 NNA-ji MS varidansokat az NH4NO; és KNO; sok
helyettesitésével valositottuk meg, a taptalajba az NH4" és NO; ellenionjaiként
Na™ és Cl keriilt, amennyiben a kivant arany elérése nem volt lehetséges
NHNOs-tal és KNOs-tal 6nmagaban, illetve ki kellett egésziteni az eredeti
értékre a K™ koncentraciot. {gy torzsoldatokként NH,NOs-ot, KNO;-ot, NH,Cl-
ot, NaNOs-ot, KCl-ot alkalmaztunk. A taptalajsorozat tagjait MS (6sszes N
(mM) , NH4" / NO; arany) jeloléssel azonositjuk, dsszetételiik a 10. tablazatban
szerepel.
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9. tablazat

A Murashige-Skoog taptalaj Osszetétele (Murashige & Skoog, 1962). Az
altalunk alkalmazott taptalaj ezen kiviil 2% szacharozt, és 0,8% agart
tartalmazott, pH-jat autoklavozas elott 5,8 £ 0,1 értékre allitottuk be, 0,1 M
NaOH-al. *: a kisérlet sordn nem ilyen formdban keriiltek bemérésre, hanem
mas sok keverékeiként, Isd. 10. tablazat.

Komponens Bemért Koncentracio

mennyis ég

(mg/1)
ammonium nitrat * 1650 20,61 mM
borsav 6.2 100 pM
kalcium klorid, vizmentes 332,2 2.99 mM
Kobalt-klorid * 6 H,0O 25 0,11 uM
Réz-szulfat » 5 H,O 25 0,1 uM
Dinatrium-EDTA 37,26 100 uM
vas(I)-szulfat « 7 H,0 27,8 100 uM
Magnézium-szulfat « 7 H,O 180,7 1,5mM
Mangan-szulfat « H,0 16,9 100 pM
Na-molibdenat « H,O 0,25 1,03 uM
Kalium-jodid 0,83 S5uM
Kaliumenitrat * 1900 18,79 mM
Kalium-dihidrogéan-foszfat 170 1,25 mM
Cink-szulfat « 7 H,O 8,6 29,91 uM
Mio-inozitol 100 0,56 uM
nikotinsav 1 8,12 uM
piridoxin. HCl 1 4,86 uM
tiamin 10 29,65 uM
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10. tablazat: A kezelésekben hasznalt kiilonb6z6 MS taptalajvariansok
Osszetétele, N-tartalma és NH,/NOs™ aranya, valamint az eredeti MS medium
Osszetétele.,*: az eredeti (,,alap”) MS taptalaj; **: a vonal fenntartasara hasznalt
taptala;.

NH,NO, KNO, NaNO, NH,Cl KCI total NH,* total NO, total N

mM mM mM mM  mM mM mM mM
MS 60 (1:2) * 20.63 18.80 0.00 0.00 0.00 20.63 39.43 60.06
MS 60 (0:1) 0.00 18.80 41.19 0.00 0.00 0.00 59.99 59.99
MS 40 (0:1) 0.00 18.80 21.20 0.00 0.00 0.00 40.00 40.00
MS 20 (1:2) 6.85 6.24 0.00 0.00 12.56 6.85 13.09 19.94
MS 20 (1:4) 396 12.03 0.00 0.00 6.76 3.96 15.99 19.95
MS 20 (1:8) 0.00 17.82 0.00 220 0.72 2.20 17.82  20.03
MS 20 (0:1) ** 0.00 18.80 1.20 0.00 0.00 0.00 20.00 20.00
MS 10 (0:1) 0.00 880 1.20 0.00 10.06 0.00 10.00 10.00

4.17. Statisztikai vizsgalatok

A tobbszintii kezelések adatait egy- vagy tobbutas ANOVA modellekkel
elemeztiik, majd tobbszords dsszehasonlitast végeztiink (Tukey's HSD , illetve
Dunnett teszt, egész tesztre vonatkozd szignifikancia szint p<0,05), ahol
relevans volt. A teszteket R 2.11 programban végeztik el. Az 0Osszes
szignifikancia szintet az eredmények utdn kozvetleniil tiintettik fel,
szignifikansnak p < 0,05 esetén tekintettiik az eredményt.
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5. Osszefoglalas

Munkankban a hazai Plantago fajok szadmos, egymastol fliggetlen
metodologiaval torténd vizsgalatat tiztiik ki célul, igy a tanulményt harom f6
részre oszthatjuk.

Els6ként ceélul tliztik ki a hazai fajok regionalis populacidinak
Osszehasonlitd fitokémiai szkriningjét, kvantitativ hatéanyag-osszevetését. Bar
a Plantago fajok kémiailag jol jellemzett ndvények, a hazai fajok fitokémiai
vizsgélata indokolt lehet mindségbiztositasi (fajok megkiilonboztetése) és a
népi gyogyaszatban valo esetleges alkalmazasuk miatt.

A tébb populéaciobol gyljtott Plantago lanceolata, P. altissima, P. major,
P maritima és P. media fajok szaritott leveleinek kémiai mintazatat
vékonyréteg-kromatografiaval (VRK), iridoid glikozid (IG) tartalmat kapillaris
elektroforézissel, 0sszes kaffeoil-feniletanoid-glikozid (CPG) tartalmukat és
antioxidans aktivitdsukat (AAEAC, aszkorbinsav-ekvivalnes antioxidans
kapacitas) spektrofotometrids assay-vel vizsgaltuk. Azt taldltuk, hogy a
regionalis vad populaciok alkalmasak lehetnek gyogyaszati felhasznalasra. Igen
magas CPG tartalmat mutattak a P. maritima mintak, amihez nagy AAEAC is
tarsult. Az IG tartalom, a CPG tartalom és az AAEAC tekintetében a P.
altissima alkalmasnak latszik P. lanceolata helyettesitésére. Az AAEAC nagyon
jol korrelalt a CPG tartalommal. A VRK mintdzat-vizsgalat hierarchikus
klaszteranalizisével megmutattuk, hogy az altalunk hasznalt VRK rendszer
alkalmas a hazai, gyakori Plantago fajok elkiilonitésére, kivéve, hogy a P.
lanceolata ¢és P. altissima elkiilonitése nem volt lehetséges. A gyakran
alkalmazott P. major levelei kevésbé mutatkoztak potens fitoterapeutikmnak e
vizsgalat alapjan (alacsony IG tartalom, alacsony CPG tartalom). A talalt kémiai
mintdzat megfelel a kordbban leirt kemotaxondmiai mintazatnak a Plantago
fajokban.

Masodik {6 célkitlizéslink egy stabilitds vizsgalat kivitelezése szaritott
novényi készitményen, melynek modelljéiil a szaritott P. lanceolata leveleket
valasztottuk. A gyogyndvények stabilitdssa a tudoményos irodalom
meglehetdsen alulprezentalt teriilete, akarcsak az instabilitds hatterében allo
tényezOk vizsgalata. A végtelen sok potencidlis metabolit-metabolit interakcid
miatt a komplex matrixokban (mint pl. egy ndvényi extraktban) 1évé vegyliletek
stabilitdsa eltérhet a tiszta vegyiiletétdl, szaritott gydgyndvényekben pedig a
stabilitast novényi enzimek és mikroorganizmusok is valtoztathatjak.

A P, lanceolata leveleket gyogyszerkonyvi mindségben szereztiik be, és
kiilonbozd relativ paratartalmua (RH) levegdn inkubaltuk (0, 45, 75 %). A 24
hetes inkubacid soran szdmos mindségi paramétert kvantifikaltunk, igy
reflektancia-spektrofotometriaval mértiik a szin valtozasat, telepképzd egységek
(CFU) szamolasaval a gombak mennyiségét, kapillaris elektroforézissel az 1G
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mennyiségét, VRK moddszerrel az akteozid szintjének valtozasat. Ezen kiviil a
mikrobidlis flora részleges jellemzését tliztik ki célul, P. lanceolata széraz
levelekrél 10 fonalas gomba vonalat izolaltunk €s azonositottunk molekularis
biologiai modszerekkel. A tapasztalt valtozasok hatterében all6 mechanizmusok
kideritésére kvantifikaltuk a klorofill-pigmentek mennyiségét, illetve az izolalt
fonalas gomba vonalakkal steril vizes P. lanceolata extraktokat inkubaltunk,

A 75% RH kezelés konnyen €szrevehetd barnuldst okozott a drogban, 45
¢s 0 % RH-n nem volt lathatdo valtozds. Ezt kvantitativ adatokkal is
alatamasztottuk, a CIEL*a*b* szinparaméterek meghatarozasaval, az a* és b*
paraméterekben (vords-zold ill. kék-sarga szinkoordinata) erds eltolodas
jelentkezett 75% RH-n, a valtozas nagy része az elsé 8 héten ment végbe. 45%
RH-n és a kontrollban (0%) a valtozas elhanyagolhato volt. A klorofill tipust
pigmentek (klorofill a és b, feofitin a és b) kvantifikalasaval sikeriilt azonositani
a szinvéltozas egyik kulcs-tényezdjét. A nagy korrelacios értékek alapjan
elmondhat6, hogy a szinvaltozas elsédleges kivaltoja a klorofillek bomlasa a
megfeleld feofitinekké, ugyanakkor a sotétedést nem magyarazza ez
Onmagaban. Valoszinlileg szines bomléastermékek felszaporodasa ¢és a
szaporodé mikroorganizmusok szine jarul hozzd a sotétedéshez. A szin (és a
pigmentek) nem jarulnak hozza a P lanceolata terépias értékéhez, viszont
mivel a szin minden méas mindségi paramétertdl gyorsabban reagalt a magas
RH-ra, alkalmas lehet indikatornak vizexpozici6 detektalasara.

Egy masik, konnyen észrevehetd jelenség volt a ndvényi anyag
penészesedése. A gomba CFU-k kvantifikdlasa utan latszott, hogy mig 75%
RH-n egy lag fazis utan 3-4 nagysagrenddel novekszik meg az él6 csiraszadm,
addig a 45% ¢és 0% RH-n a szaporodas feltételei nem adottak. Ez alapjan a
magas paratartalmi levegében inkubdlt gyogyndvény hamar elvesziti
mikrobioldgiai és ezaltal gydgyszerkonyvi mindségét (10° / g szaraz tomeg az
alkalmazhatosag felsd hatdra). A mikrobidlis szennyezOk jelentdségét nagy
részben az altaluk termelt toxinok és allergének adjak. Az altalunk azonositott
fajok kozott Aspergillus spp., Eurotium spp., Leptosphaerulina chartarum is
szerepelnek, melyeknek ismertek humén-egészségligyi kockazatai toxintermeld
(bizonyos torzsek) és/vagy allergén jellegiik miatt. Ezen feliil ndvényekkel
asszociacioban €10 fajokat (esetlegesen patogéneket) (Bipolaris tetramera,
Epicoccum nigrum) ¢és szaritott novényeken tipikus fajokat (pl. Eurotium
repens) talaltunk meg a mintaban. A mikotoxinok kimutatasa nem volt ¢ munka
célja, ettdl fliggetleniil elmondhatdé, hogy a mikrobioldgiai szennyezdk
szaporodasdnak meggatldsa a potencialis egészségiigyi rizikd elkertilése
érdekében nagyon fontos. Ez elérhetd pl. a gyogyndvény max. 45%
paratartalmu levegében valo tarolasaval.

A bioaktiv vegyiiletek stabilitdsanak vizsgalata volt a stabilitas vizsgalat

60



egyik legfontosabb eleme, ugyanis a bioaktiv vegyiiletek jelenléte nélkiil nem
lehet a gyogyndvényt terapids célra felhasznalni. Az inkubacid alatt két
vegyiiletcsalad fobb vegyiileteit, az 1G-k koziil az aukubint (AUC), a katalpolt
(CAT), a CPG-k koziil az akteozidot (ACTE) kvantifikaltuk. A magas RH a
hatéanyagok bomléasat okozta a P. lanceolata mintdkban. Az AUC esetében a
kezdeti koncentracid 95,7%-a bomlott el 24 hét alatt, mig a 45% RH-n tarolt
rendszerben a veszteség csak 4,5% volt. A katalpol esetében 97% és 33,5% volt
a kiindulési koncentracidhoz képest mért veszteség 75 és 45% RH-n. Az ACTE
szintje 70,5%-kal csokkent a 24 hetes inkubécids periodus alatt. Mivel a
gyogyszerkonyvi vizsgélat eldirja az AUC kimutathatosagat és min. 1,5%
ACTE tipusu vegyiilet meglétét, ezért elmondhato, hogy a magas pératartalmua
levegdn valo6 tarolas bioaktiv vegyiiletek szempontjabol is alkalmatlanna teszi a
a ndvényi drogot a terdpias felhaszndalasra. 45% RH-n viszont a vegyiiletek nem
bomlottak el, igy ez a paratartalom alkalmas lehet a tarolasra. Mivel a gombak
elszaporoddsa ¢és a hatdanyagszint csOkkenésének intenzitdsa viszonylag
egybeesett (8. hét utan fokozddott a bomlasi rata), kisérletet végeztiink a

Az izolalt gomba torzsekkel beoltottunk steril P. lanceolata vizes
extraktokat, és a drogban is kvantifikalt harom metabolit (aukubin, katalpol,
akteozid) csOkkenését vizsgaltuk. A rovid inkubaciés id0 alatt minden izolalt
gomba vonal elszaporodott a novényi extraktban. A kilencedik napi mintak
kémiai analizise azt mutatta, hogy tizbél hét vonal képes volt az IG

crer

crer

vonal volt képes az ACTE bontdsara a modell oldatokban, ebbdl harom
(Cladosporium  pseudocladosporioides,  Epicoccum  nigrum,  Bipolaris
tetramera) gyakorlatilag a teljes mennyiséget elbontotta a 9. napra. Harom
vonal (két Eurotium repens vonal és Aspergillus nidulans) ugyanakkor nem
tudott elbontani ennyi id6 alatt szignifikdns mennyiségli ACTE-t a modell
oldatokban. Mivel a vizes kontrollban nem volt érdemi hatéanyag-degradacio,
elmondhatjuk, hogy a viz mint kdzvetlen degradalé dgens szerepe masodlagos a
hatéanyagok instabilitdsdban, annak f6 kivaltéi a fonalas gombéak. Mivel eltérd
fajok eltér6 hatékonysdggal degradaljdk a kiilonobzd metabolitokat,
kijelenthetjiik, hogy a mikrobialis flora Osszetétele az egyes hatdanyagok
stabilitasait dontéen befolydsolja. Kiilonosen aktivnak bizonyultak a
novényekkel asszocidcidban €16 fajok a hatéanyagok lebontasaban
(Cladosporium  pseudocladosporioides,  Epicoccum  nigrum,  Bipolaris
tetramera). Ezek elszaporodéasa a gydgyndvényben nagyon hamar tonkreteheti a
bioaktiv  vegyiileteket.  Fentiek ismeretében kijelenthetd, hogy a
gyogynovényeket kolonizalé fonalas gombak monitorozasa és szaporodasuk
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meggatladsa nagyon fontos akkor is, ha nem terapids célra taroljuk a
gyogynoveényt, illetve a humén egészségiigyi szempontbol nem veszélyes fajok
inaktiv dallapotban tartdsa is lényeges. A mikroorganizmusok szdmanak
csokkentése €s szaporodasuk meggatldsa nemcsak a mikotoxin-termelés miatt
fontos, hanem a hatéanyagok stabilitdsahoz is hozzajarulhat.

A héztartdsokban is gyakran el6forduld 75% RH alapvetden csokkenti a
gyogynovények stabilitasat, mind mikrobioldgiai értelemben, mind a bioaktiv
vegyiiletek szintjét tekintve. A 45%-o0s vagy alacsonyabb RH-n valo tarolas
kiilonosen nagy jelentdségli nagy mennyiségek raktdrozasanal, ez képes
bizotsitani a stabilitast minden altalunk vizsgalt paraméter kapcsan.

Harmadik {6 célkitizésiink P. lanceolata ndvényi szovettenyészet
létrehozasa, kémiai karakterizalasa és hatdanyag-termelésének optimalizalasa
volt.

Terept mintakbol gyljtott magokbol aszeptikus koriilmények kozott
csiraztatott novényekbdl inditottunk kallusztenyészetet NH4NOs-ot nem
tartalmazd MS téptalajon. A szamos vonal koziil egy megbizhatéan novekedo,
hatéanyagokat termeld vonalat szelektaltunk ki optimalizacids vizsgalatokra. A
f6 hatdéanyagok kvantifikalasdhoz sziikséges standardeket preparativ analitikai
modszerekkel (preparativ vékonyréteg-kromatografia, oszlopkromatografia és
szemi-preparativ. HPLC) izolaltuk P. lanceolata ¢s P. major levelekbdl. A
szerkezeteket MALDI-TOF és NMR ('H, "C) spektroszkopiai modszerekkel
hataroztuk meg, a kallusz extraktokban valo jelenlétét VRK-val és HPLC-vel is
igazoltuk. A két vegyiilet plantmajozid (PMJ) és akteozid (ACTE) voltak.

A kivalasztott vonalat kiilonb6z6 NH,/NOs™ aranyt (NNA) taptalajokon
neveltiikk, 20 mM 0Osszes N-forras mellett. Azt talaltuk, hogy a magasabb NH,"
koncentracio (nagyobb NH4'/NO;™ arany) csokkenti a novekedési indexet és a
plantamajozid-termelést is. Az ACTE szintjét nem befolyasolta a paraméter
valtoztatasa. Mig NH," mentes tapalajon 10,01+2,32, addig a 1:2 NH,/NOs
arany mellett mar csak 6,15£1,90 a ndvekedési index. A PMJ termelésnek sem
kedvezett a magasabb NNA, 2,14+0,25 NH," mentes tapalajon és 1,56+0,28 %
DW 1:2 NH4/NO; arany mellett. Az elméleti hozamok kiszamitasa utan
megfigyeltiik, hogy a nagyobb NNA igen kedvezdtleniil hat mindkét vegytilet
hozamdra lemezenként, ami nagyrészt a ndvekedési index csokkenésére
vezethetd vissza. A bevitt ellenionok (Na" és CI') hatasanak hianyat a vizsgalt
paraméterekre statisztikai probakkal igazoltuk (ANCOVA).

A masodik kisérletben az optimalisnak talalt 0:1 NNA-ju taptalajt
modositottuk, az Osszes N forrds mennyiségét valtoztatva. Azt talaltuk, hogy
mig a PMJ szintjére nincs szignifikdns hatdssal a N-forrds szintjének
valtoztatasa, addig az ACTE szintjére és a novekedési indexre igen. Az ACTE
termelésének az alacsony Osszes N-forrds volt a kedvezd, 10 mM N-forrast
tartalmaz6 taptalajon volt maximalis (1,11 + 0,17 % DW). A novekedési index a
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20 mM N taptalajon bizonyult legmagasabbnak, de 10 és 40 mM Osszes N-
forras mellett sem volt sokkal kevesebb. A legtobb PMJ a 10 mM N-forrast
tartalmazd taptalajon termelddik, 2,19+0,21 %. A hozamot kiszdmitva azt
kaptuk, hogy a két vegylilet hozama més-més taptalajon lesz maximalis, az
ACTE hozama 10 mM N (0:1 NNA) taptalajon legnagyobb (0,91+0,16
mg/lemez/4 hét), a PMJ-¢ pedig 20 mM N (0:1 NNA) taptalajon (2,14+0,56
mg/lemez/4 hét). A termelt mennyiség meghaladja, de legaldbbis 6sszemérhetd
az irodalomban leirt terepi mintdkra (P. lanceolata levél) leirt akteozid-
mennyiséggel, ugyanakkor a plantamajozidot terepi mintakbol ebbdl a fajbol
nem lehet detektdlni. Az eltérd valaszfiiggvények a két vegyiilet
NNA ¢és a teljes N forras szintjének valtoztatasaval. Mig pl. MS 40 (0:1)
taptalajon 3,53, addig 20 (1:4) taptalajon 1,966807 a két vegyiilet ardnya
(PMJ/ACTE).
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6. Summary

The aim of this work was to examine Plantago species present in
Hungary with different, independent methodologies. Therefore, the work can be
divided into three main parts.

Our first aim was to accomplish a phytochemical screening, and
comparative bioactive metabolite analysis of regional populations of common
Plantago species. Though the chemistry of Plantago species are well studied, it
might be reasonable to investigate Hungarian species because of quality
assurance (distinguishment of species) and folk medicine considerations
(applicable for therapy or not).

We investigated the chemical patterns with thin layer-chromatography
(TLC), quantified the iridoid glycoside (IG) content with capillary
electrophoresis, and the total caffeoyl-phenylethanoid glycoside (CPG) content
and ascorbic acid equivalent antioxidant activity (AAEAC) with a
spectrophotometric assay of five spcies, from samples of different populations.
Studied species included the dried leaves Plantago lanceolata, P. altissima, P.
major, P. maritima and P. media. Our results showed, that the regional wild
populations of Plantago may be applicable for therapeutic purposes. We found
high CPG content accompanied by high AAEAC values in P. maritima. With
respect to IG concentration, CPG content and AAEAC values, P. altissima was
found suitable to replace P. lanceolata. AAEAC correlated with CPG content
very well. We have shown with hierarchical cluster analysis of TLC bands, that
the used TLC parameters can distinguish different species of Plantago from
Hungarian populations, except that P. lanceolata and P. altissima could not be
fully separated. The often used leaves of P. major were found to be a less potent
phytotherapeutical based on our results (low IG content, low CPG
concentrations). The found chemical patterns corresponded to the previously
described chemotaxonomical patterns of the genus.

Our second aim was to carry out a stability study on a dried medicinal
plant product. We chose P. lanceolata leaves as a modell system. Stability of
medicinal plants is a currently underpresented scientific area, just like the
background mechanism of instabilities. As there is a virtually infinite number of
potential metabolite-metabolite interactions in complex chemical matrices (like
a plant extract), the stability of the compounds in the original mixture can not
always be deduced from the stability data of the purified compounds. In dried
medicinal plants, the situation is even more difficult because of the presence of
potentially active enzymes and microorganisms.

Planatgo lanceolata leaves of pharmacopoeial quality were used for the
stability study. The dried leaves were incubated at atmospheres of different
relative humidities (RH), 0, 45 and 75 %. During the 24 week incubation
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period, many quality parameters were quantified, including changes in color
with reflectance spectrophotometry, increase in the number of colony forming
units (CFU) of filamentous fungi, IG concentration with capillary
electrophoresis, acteoside concentration with TLC. Besides these, we aimed to
partially characterize the microbiological community being present on the dried
leaves. Ten filamentous fungal strains were isolated from the plant material, and
identified with microbiological and molecular biological methods. To identify
the factors contributing to the detected color changes, chlorophyll-like pigments
were quantified. To assess the contribution of fungi to the metabolite
decomposition, isolated strains were incubated with sterile water extracts of the
leaves.

Treatment with high (75%) RH caused an easily perceptible browning in
the plant drug, no changes occurred at 45 and 0 %. This change is also shown in
quantitative data (CIEL*a*b*) color parameters — a* is the red-green, b* is the
blue-yellow axis, L* is brightness. Parameters a* and b* showed strong shifts in
the first 8 weeks of incubation (most of the total change took place here), and
an exponential-like curve during the 24 weeks at 75% RH. At 45 and 0 % RH,
only negligibale changes occurred. With quantification of chlorophyll type
pigments (chlorophyll a, b and pheophytin a, b), one of the main factors
contributing to color change was identified. The pigment concentrations
showed virtually the same curves as chlorophyll degradation curves. Besides
the theoretical basis, the relationship is also supported by high Pearson
correlation values in the case of a* and b*. On the other hand, darkening (L*
decrease) could not be explained by neither Chl pigment changes nor changes
in the quantified metabolites — IGs, acteoside - alone. Microbiological
contaminants, colorful decomposition products, etc. may add to this change.
Pigments do not add to the therapeutical value of the plant drug, but as color
reacted firstly among all tested quality parameters to high RH, it can be used as
an indicator of water exposure.

Another easily recognizable phenomenon was the mould growth in the
plant material at high RH. After colony forming unit (CFU) quantification, it
was shown, that after a lag phase, fungal contaminant number is increased by 3-
4 orders of magnitude at 75% RH, at 45 and 0 % conditions of growth are not
met. The plant drug becomes of unacceptable quality as early as 8 weeks, as it
exceeds the limit of 10° CFU / g dry weight. Microbial contaminants are mostly
important for their potential ability to produce toxic compounds, which are a
hazard to human health. Among the identified species, we found Aspergillus
spp., Eurotium spp., Leptosphaerulina chartarum. The species are described
from plant material and medicinal plants, some of their strains may produce
mycotoxins and/or may give rise to allergic reactions. Besides these, species
associated with (or pathogenic to) plants (Bipolaris tetramera, Epicoccum
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nigrum) and species typical for dried plant material (Eurotium repens) were
identified. Mycotoxin detection was not the aim of this study, but independent
of that, it can be stated that the inhibition of the proliferation of contaminants is
very important to avoid potential health hazard. This can be achieved by storing
the plant material at low (45% or below) RH.

The quantification of bioactive metabolite changes was one of the most
important part of the stability study, as therapeutical use would not make sense
without the presence of the desired metabolites at an active concentration.
Metabolites belonging to two classes were quantified, IG-s aucubin (AUC) and
catalpol (CAT) and the CPG acteoside (ACTE) was determined during
incubation. High RH caused the degradation of bioactive metabolites in P,
lanceolata samples. During 24 weeks, 95.7% of the initial concentration of
AUC was lost at 75% RH, while at 45% RH, loss was only 4.5%. In the case of
catalpol, 97% and 33.5% loss occurred at 75 and 45% RH respectively.
Acteoside concentration decreased by 70.5% by the end of the experiment. As
pharmacopoeial quality requires detectability of AUC and minimal 1.5%
metabolites of the ACTE type, it can be stated, that storage at high RH results in
loss of pharmacopoeial quality, making the plant drug unusable for
therapeutical purposes. At 45% RH, the metabolites did not decompose, thus,
this RH seems to be suitable for storage. As the increase in CFU count and the
decrease in metabolite levels showed a coincidence in time (increase in rate
after 8th week), we carried out an experiment to assess the contribution of fungi
to the metabolite decomposition.

Sterile water extracts from P. lanceolata leaves were infested with the
ten filamentous fungus strains isolated from the plant material, and the decrease
in AUC, CAT and ACTE was assayed. During the short incubation time, all
strains grew well on the medium prepared from the leaves. The bioactive
metabolite levels at the 9th day of incubation were quantified. Seven of ten
strains were able to cause a significant decrease in IG concentration. Most
strains decomposed the two iridoids with similar efficiacy, but two strains,
spergillus nidulans  and Penicillium chrysogenum degraded AUC more
efficiently than CAT. Five of the ten strains could decompose ACTE in the
model solutions, of these, three (Cladosporium pseudocladosporioides,
Epicoccum nigrum, Bipolaris tetramera) decomposed all ACTE by the 9th day.
Three strains, however, (two lines of FEurotium repens and Aspergillus
nidulans) could not decompose significal amounts of ACTE in the modell
solutions. As the controls (water instead of strains) did not show significant
metabolite degradation, we can state, that the role of water as a direct
degradating agent was secondary, and fungi play the central role in this
metabolite loss. Different species degraded the metabolites with different
efficiacy, so we can state, that the composition of the contaminant flora can
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greatly influence the stability of the different metabolites in the plant drug
matrix. Species living in association with plants (Cladosporium
pseudocladosporioides, Epicoccum nigrum, Bipolaris tetramera) were
especially found active, these can destroy the bioactive metabolites in a very
short time if the conditions of their proliferation are met. Seeing the facts
mentioned above, it can be stated, that monitoring and inhibiton of fungi is very
important even if the plant drug is used for non-therapeutical purposes, and also
in the case of species that are not hazardous to human health. The reudction of
fungal CFU is not only important to avoid mycotoxin production, but may also
increase stability of bioactive metabolites in a medicinal plant matrix.

High (75%) RH is not uncommon in households. As this condition was
shown to decrease the microbiological quality, and bioactive metabolite levels
of medicinal plants, it must be avoided during storage. 45% RH, on the other
hand was found suitable for long-term storage with respect to all quality
parameters tested. This is very important when storing large amounts of plant
drug.

Our third main aim was to establish, characterize and optimize the
metabolite production of plant tissue culture from P. lanceolata.

Seeds were collected from field samples, germinated aseptically, and
callus cultures were initiated on MS medium without NHsNO;. From various
lines, a stable line was selected for further experiments, that reproducibly
synthetized higher amounts of secondary metabolites. For identification and
quantification of the two main metabolites, standards were purified from field
sample leaves (P. lanceolata and P. major), from two samples, that showed high
presence of the metabolites of the calli. Purification was done with preparative
thin layer chromatography, column-chromatography and semi-preparative
HPLC. Structures were determined by examination of hydrolysis products,
MALDI-TOF and 'H, “C NMR. The two metabolites were identified as
plantamajoside (PMJ) and acteoside (ACTE). Presence in the calli was proven
by adding purified standards to extracts of calli (HPLC).

The selected callus line was then subcultured to media with different
NH,"/NOs ratios (NNR): 0:1, 1:8, 1:4, 1:2; total N source concentration was 20
mM. We have found, that higher concentrations of NH,4" (higher NNR) reduced
the growth index and PMJ production in the calli, ACTE production was
unaffected. Growth index was 10.01£2,32 at NH4" free medium, while at 1:2
NNR it was only 6.15+1.90. PMJ concentration was 2,14+0.25% DW on NH,"
free medium, but at 1:2 NNR it was reduced to 1.56+0.28% DW. Theoretical
yields were calculated per plate using the metabolite content, a typical
subculture mass, growth index, and a typical dry weight / fresh weight ratio.
Higher NNR resulted in significant reduction of PMJ yields, mainly because of
the reduction of growth. The counter-ions' effects was analysed in ANCOVA,
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and found insignificant. Altogether, 20 mM total N with NNR 0:1 (only NH,")
was found to be optimal for ACTE and PMJ yields, and also, growth.

In a subsequent experiment, calli were grown on media with different
total N-source concentrations (10, 20, 40, 60), NNR was 0:1, We found, that the
concentration of PMJ was not effected, while growth index and concentration
of ACTE was changed. ACTE production was increased with decreasing,
maximum was achieved at 10 mM N-source (1.11 £ 0.17 % DW). Growth
index was highest on 20 mM N-source, but 10 and 40 mM media also
supported high growth rates. Most PMJ was found on 10 mM N-source media
(2,19£0.21% DW). After calculating the theoretical yield as above, we showed
that the optimal medium composition differs for the two metabolites. ACTE
yield was maximal at 10 mM N (0:1 NNR) medium (0.91+£0.16 mg/plate/4
weeks), while PMJ at 20 mM N (0:1 NNR) medium (2,14+0.56 mg/plate/4
weeks). Compared to field samples (P. lanceolata leaves), the amount of
metabolites that is produced by calli is comparable to, or greater than the ACTE
content of the leaves based on literature data. PMJ could not be detected from P.
lanceolata samples. The different response curves may be the consequence of
different regulation of the biosynthesis of the two compounds, their ratio can be
greatly influenced with NNR and total N. While at MS 40 mM (0:1), PMJ /
ACTE ratio is 3.53, at MS 20 mM (1:4), it's only 1.97.
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