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ROVIDITESEK JEGYZEKE

3T3: normal egér embrionalis fibroblaszt sejtvonal
7AAD: 7-aminoaktinomicin D

A549: humén tiidékarcindéma sejtvonal

ABTS: 2,2-azino-bisz-3-etilbenzotiazolin-6-szulfonsav
Akt: protein kinaz B

ATP: adenozin-trifoszfat

AUC: gorbe alatti teriilet

BCD: béta-ciklodextrin

BSA: szarvasmarha szérum albumin

CAT: katalaz

CD: ciklodextrin

CHX: cikloheximid

COX2: ciklooxigendz-2

DAD: diédasoros detektor

DCFH-DA: 2°,7’-diklor-fluoreszcein-diacetat
DHR123: dihidrorodamin 123

DIMEB: heptakis-2,6-di-ometil-béta-ciklodextrin
DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DPPH: 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil

ECL: erdsitett kemilumineszcens teszt

Erk1/2: extracellularis szignal altal szabalyozott kinaz 1 és 2
ESI: elektroporlasztasos ionizacio

FBS: fotalis szarvasmarha savo

FITC: fluoreszcein-izotiocianat

FMO: fluoreszencia minusz egy

GFP: zo6ld fluoreszcens fehérje

H,0O,. hidrogén-peroxid

HaCaT: normal human keratinocita sejtvonal
HepG2: human hepatoma sejtvonal

HPBCD: hidroxipropil-béta-ciklodextrin

HPLC: nagy hatékonysagu folyadékromatografia

INOS: indukalhat6 nitrogén monoxid szintaz



JNK vagy SAPK: c-Jun N-terminalis kinaz vagy stressz aktivalt protein kinaz
LPS: lipopoliszacharid

MAPK: mitogén aktivalt protein kinaz

MICgy: minimalis 80%-ot gatlé koncentracio

MOPS: 3-N-morfolin-propanszulfonsav

MS/MS: tandem tomegspektrometria

NaF: natrium-fluorid

NEAA: nem esszencidlis aminosav

NF-kB: gyulladasos transzkripcids faktor

-OH: hidroxil csoport

‘OH: hidroxil gyok

ORAC: oxigén gyok abszorbancia kapacitas

OTA: ochratoxin A

PB: Pacific Blue

PBS: foszfat pufferolt sooldat

PCA: fékomponens analizis- Principal Component Analysis
PDGF-BB: vérlemezke eredetli névekedési faktor

PI: propidium-jodid

PI3K: foszfatidilinozitol 3 kinaz

PVDF: polivinil-difluorid

ROS: reaktiv oxigén szarmazékok

RPMI: Roswell Park Memorial Institute (tapoldat)

SD: mintabdl szamitott tapasztalati szoras (standard deviation)
SDS-PAGE: natrium-dodecil-szulfat-poliakrilamid gélelektroforézis
SEM: mintabol szamithato 'atlag szorasa' (standard error of the mean)
SOD: szuperoxid dizmutaz

TAC: teljes antioxidans kapacitas

TBS: tris pufferolt s6oldat

TEAC: troloxra vonatkoztatott antioxidans kapacitas

TGF-B: transzformal6 novekedési faktor béta

TNF-a: tumor nekrézis faktor alfa

TRIS: trisz-(hidroximetil)-amino-metan

TX-100: triton X-100

VEGF: vaszkularis endotelidlis novekedési faktor
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|. BEVEZETES

A gyogynovények alkalmazasa vildgszerte, igy Eurdpaban is, tobb ezer éves multra
tekint vissza. Felfedezésiik elsdsorban gyakorlati tapasztalatokon alapult, igy a hatékonynak
véltek beépiiltek a mindennapi orvoslds gyakorlataba. Még ma is, a vilag jelentds részén a
gyogynovénykincs az egyediili forras a betegségek kezelésében. Ehhez érdemes hozzatenni,
hogy a modern medicindban hasznalt szerek jelentds hanyada is novényi eredetii (pl. digoxin,
merckformin, vincristin, stb.) Mindezek alapjan valasztottam a PhD dolgozatom témajanak a
gyogyhatasu novények vizsgalatat, hiszen ezek kutatasa, tovabbi jotékony drogrészek
megismerése, hatdanyagok vizsgalata a mai fitoterapia szempontjabol kiemelkedden fontosak.

Munkank soran olyan gydgynévények vizsgalatat céloztunk meg, amelyeket ma is
hasznalnak a népi gyodgyaszatban, de fitokémiai Osszetételiik és farmakologiai hatasaik alig
ismertek. Vizsgalataink fokusza Erdély olyan részeire terjedt, ahol jelenleg sincs allandd
orvosi/gyogyszertari ellatas. Ezen belill is a népi gydgyaszatban a mai napig hasznalt olyan
gyogynovények keltették fel éredeklédésemet, melyek alkalmasak bizonyos bérbetegségek
kezelésére, illetve eldsegitik a sebgyogyulast.

PhD tanulmanyaim soran megvizsgaltuk a kijel6lt ndvények 50%-0s etanolos és vizes
kivonatainak fitokémiai Osszetételét, citotoxicitasat, antimikrobas és antioxidans, valamint a
sejt migraciora (sebgyodgyulds modell) gyakorolt hatdsat. Végezetiil fehérje expresszids
mérésekkel tobb jelatviteli utvonalat jellemeztiink, melyek fontosak a gyulladascsokkentd,

antioxidans hatdsok és a sejtmigracié szabalyozasaban.



I1. IRODALMI ES METODIKAI ATTEKINTES

I1.1. Az etnomedicina torténete a kezdetektél napjainkig

A novényekkel és novényi készitményekkel torténd kiilonb6z6 human és allati
betegségek kezelése mar az Okortdl kezdve megfigyelhetd. Tekintettel arra a tényre, hogy
abban az idében nem volt elegendd informacidé sem a betegségek okair6l, sem arrdl, hogy
mely novényfajt hogyan lehet gyogyitasra felhasznalni, az ehhez kapcsolodo tudas foként a
generaciok kozott atorokitett tapasztalatokon alapult. A felhalmozott ismeretek birtokaban
idovel kideriilt, hogy bizonyos gyogynovények mely betegségek kezelésére alkalmazhatok
[1,2].

A legrégebbi irasos bizonyitékat gyogynovények gyogyszerkészitményként torténd
alkalmazasarol egy kozel 5000 éves sumér agyaglapon talaltak, amely 12 gyogyszerkészitési
receptet tartalmazott. Ezek tobb mint 250 névényfajra vonatkoztak (példaul a mak) [1].

A gyokerekrol és fiivekrol szol16 elsé kinai gydgyndvénykonyv a ,,Pen T'Sao”, amelyet
Sen Nang csaszar irt i.e. 2500 koriil. Konyvében 365 gyogyszert (gydgyndvények szaritott
részeit) emlit, amelyek ko6ziil szamos drogot napjainkban is hasznalnak, pl. kamfor, ginzeng,
csattand maszlag, fahéj és csikofark [2,3].

Az indiai népgyogyaszat kozel egyidésnek tekinthetd a hagyomanyos kinai
orvoslassal. Az indiai szent konyvek, a Védak azokat a ndvényekkel vald kezeléseket emlitik,
amelyek novényi alapanyagai bdségesen rendelkezésre allnak az adott orszagban. Szamos,
manapsag is hasznalt fiiszernévény Indiabol szarmazik, pl. a szerecsendio, bors, szegfiiszeg
[2,4].

Az Okori egyiptomi kultarabol az i.e. 1500 koriil keletkezett Ebers-papirusz
kiemelendd, amely tobb mint 800 gydgyszerkészitményt €s 700 ndvényfajt sorol fel, kdzottiik
voroshagyma, fiige, fehér fiiz, koriander és kozonséges boroka [5,6].

Az okori gordg és romai kultiraban az orvosok rendszerezték a gydogyndvényismeretet
¢s a felhasznalast [2].

A gybgyndvényeket a kozépkorban elsOsorban egyszerli gyogyszerformakként
hasznaltak — tinktirak (alkoholos kivonat), fézetek (vizes kivonat) és maceratumok (olajos
kivonat) —, kiilondsen a 16-18. szazadban. Késébb az osszetett gyogyszerformak iranti igény
egyre nétt, amelyek gyogynovényeken kiviil ritka allati és asvanyi anyagokat is tartalmaztak
[2,7,8].



A 19. szazad celeje fordulopontot jelentett a gydgyndvények ismeretében ¢&s
felhasznalasaban. Az alkaloidok felfedezése és izolalasa pl. makbol, kinafabol és
granatalmabdl stb., majd a specidlis anyagcseretermékek kiilonféle glikozidos formainak
izolalasa jelentette a tudomanyos gyogyszerkutatas kezdetét. Késobb a kémiai mddszerek
korszertsitésével tovabbi novényi eredetii hatéanyagokat is felfedeztek, példaul a tanninokat,
a szaponinokat, a vitaminokat stb. [2,9].

A 19. szazad végén és a 20. szdzad elején fenndllt az a veszély, hogy a
gyogynovényeket kiiktatjak a hivatalos orvoslasbol. Szamos forrasmunka szerint a névényi
gyogyszerek csokkent hatékonysagaért bizonyos enzimek tehetdk felel6ssé, amelyek alapvetd
valtozasokat okoznak a gyogynovények szaritdsa soran, igy a gyogynovények hatasa a
szaritas modjatol is fiigg. A 19. szazadban a tiszta formaban izolalt terapias szerek, alkaloidok
¢és egyéb specidlis ndvényi anyagcseretermékek (polifenolok glikozidos formai) egyre inkabb
kiszoritottdk azokat a gydgyndvényeket, amelyekbdl izolaltdk oket. Ennek ellenére azt
tapasztaltak, hogy bar a tiszta alkaloidok hatdsa gyorsabb, azonban a természetes novényi
eredetli alkaloidok hatdsa tartosabb volt. Ezek utan a 20. szazad elején javaslatot tettek a friss
gyogyndvények stabilizalasi mddszereire, kiillondsen azokra, amelyek kémiai szerkezetiiket
tekintve labilis gyogyaszati komponensekkel rendelkeznek [2,10].

A torténelmi tavlatok és a mai adatok ismeretében napjainkban az Egészségiligyi
Vilagszervezet (WHO) szerint a vilag népességének 60%-a gyogyndvény alapu
gyogyszerekre tamaszkodik, tovabba a fejlodo orszagok lakossaganak 80%-a szinte teljesen
ettdl fiigg elsddleges egészségiigyi sziikségleteik szempontjabal [int. hiv. 1 -WHO 2002].

A novényi vegyiiletek és kémiai analdgjaik szamos, klinikai szempontbol jelentés gyogyszert
szolgaltattak kronikus és akut betegségek kezelésében. Egyes 6si civilizaciok, mint India,
Kina, Dél-Amerika és Egyiptom lakossaga napjainkban is szamos névényi alapt gyogymodot
alkalmaz a kiilonféle betegségek kezelésére. A WHO szerint a gyogyndvények, a novényi
alapanyagok és a novényi gyogyszerek kereskedelme évente mintegy 15%-kal novekszik. A
novényi kivonatokkal valo kezelés konnyen hozzaférhetd és viszonylag biztonsagos, igy
folyamatosan novekszik az érdeklédés a természetes vegyiiletek felhasznalasa irant, pl.
borbetegségek megeldzésére és lekiizdésére [11]. Napjainkban a kiilonb6z6 tipust sebek
kezelése a népi orvoslasban kiilséleg torténik ndvényi fozetek, tinktarak, kendcsok, olajok
formajaban, vagy direkt médon nyersen, borogatasként alkalmazva a sériilt borfeliileten. Ezen
kiviil hagyoméanyos gyogyszerekben a polifenolokat hasznaljdk széles korben szamos

kronikus borbetegség, példaul pikkelysomor és vitiligo (pigmenthiany) kezelésére [12].



11.2. Erdélyi népi gydgyaszat és kutatas jelentésége

Erdély, Romania részeként Kozép-Eurdpaban taldlhatd, amely valtozatos novény- €s
allatvilagot foglal magaba, beleértve az endemikus és betelepitett fajokat is. A régioban a 16.
szazadtol kezdve kozoltek etnobotanikai és népgyogyaszati feljegyzéseket. Az elsd, kézzel
irott orvosi mii az Ars Medica [13], amely n6évényi, allati és asvanyi eredetli gyogyszereket
tartalmaz, kozel 1000 oldalon [14]. Ezt kovette Melius Juhdsz Péter Herbariuma, amely 275
gyogynovény tobb mint 1200 népi nevét tartalmazta [15]. A 17-19. szazad utan az 1960-as
évektdl kezdve szamos etnobotanikai felmérés indult Erdélyben, amelyek a névények helyi
hasznalatanak hagyomanyos ismereteit Osszegzik [16,17]. A témaban szamos térségrél
kozoltek magyar és roman nyelven adatokat, amelyek kozott a dolgozat témdjahoz
kapcsolodo, székelyfoldi Homordd-volgy korabbi kutatdsait emeljiik ki. Gub Jend a térség
néhany telepiilését kutatva értékes feljegyzéseket tett kozzé vadon ¢él6 és termesztett
novényfajok helyi felhasznalasarol. Ezek az adatok a novények népi/helyi elnevezését, a
felhasznalt novényi részeket, az egyes betegségekre ajanlott kezelést, valamint a névényekkel
kapcsolatos népi hiedelmeket tartalmazzak [18-20].

A gybdgyhatasi novények hasznalata Erdély bizonyos régidiban, igy Székelyfoldon
napjainkban is széles korben elterjedt. Ezeken a teriileteken az elszigetelt falvakban ¢l6
idésebb nemzedék korében jellemzd, hogy az allandd orvosi, allatorvosi és gyogyszertari
ellatds hianyaban generacids tapasztalatokon alapulod szerekkel, modszerekkel kezelik az
egyes betegségeket. Ennek oka a vidéki ember életmddjan alapszik, aki fizikai munkat végez
féleg mezdgazdasagban, pasztorkodasban vagy méhészetben a megélhetésért. Ez az életmod
szoros kapcsolatot igényel az ember és a természetes kornyezet kozott, beleértve az
etnodermatologiai gyakorlatok ismeretét human és allatorvosi szempontbol egyarant. Az
életmodbol fakadoan az elszigetelt kozosségekben €10k nagyon gyakran szembesiilnek fizikai
sériillésekkel, ezért a sebgyodgyulast pozitivan befolydsold gyogyndvényeknek itt kiemelt

szerepiik van.

11.3. A sebgyogyulas folyamata

Lazarus és munkatérsai az alabbi modon fogalmaztak meg: sebnek nevezziik a kiilsé hatasra
l1étrejové, normal anatomiai struktira sériilését, ami a hamszovet folytonossaganak
elvesztéséhez vezet. A sebek mechanikai, termikus, kémiai uton vagy sugarzis hatdsara

keletkezhetnek [21].
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A bor az emberi test egyik legnagyobb feliileti szovete, megvédi a bels6é szerveket a
mikrobafertdzésektdl és a sériilésektdl. A sebgyogyulds mechanizmusa nélkiilozhetetlen az
elveszitett szovetek visszaszerzése és a szovetek homeosztazisanak fenntartasa érdekében. Az
1) szovetképzddés oOsszetett folyamat, amely 4 {6 1épésbdl all: véralvadas, gyulladas,
sejtosztodas és érés, magaba foglalva kiilonb6z0 a sejttipusok, valamint szovetek kozotti

komplex kdlcsonhatast (1. abra).

heg ysrosvértest neutrofil granulaciés szévet
alvadék \ vérlemezke makrofag granulocita g opiacat \  miofibroblaszt kollagén rost

-~

Véralvadas Gyulla}iés Sejtosztédéé
(a) (b) (c)

1. abra. A4 sebgyogyulas fazisai: véralvadas (a); gyulladas (b); sejtosztodas (C);
és érés (d). A bor rétegei: felham-epidermisz (E); irha-dermisz (F) béralja-hipodermisz (G)
[22]

A sebgyogyulds folyamatanak legelsé fazisa a véralvadas, amely a sebzés
bekovetkezése utan kezdddik. A sériilt vérerek eldszor Osszehuzodnak, majd a defektust
véralvadék dugo tolti ki, amely a vérlemezkék aggregacioja és szoveti alvadasi faktorok
felszabadulasa kovetkeztében 1étrejott fibrinhalozat, sejteket is magaba zarva (1. abra, a). A
folyamat soran a véralvadasi és a komplement kaszkad egyarant aktivalodik. A karosodott
szovetben tromboxan szabadul fel, amely a vérerekben simaizom 0sszehtizo hatasu, valamint
mikroorganizmusok tdmadasa ellen, véd a kiszaradas ellen, segiti a kollagén beépiilését,
tovabba fenntartja a bor integritasat [23-25].

A kovetkezo fazis az gyulladas, amelynek Kkorai szakaszaban a sériilt szovetbdl,
valamint a trombocitakbol hisztamin, proteazok, transzformalé novekedési faktor béta (TGF-
B), vérlemezke eredetli novekedési faktor (PDGF) valamint citokinek szabadulnak fel,
amelyek kemotaktikus szignalként hatnak a fehérvérsejtekre. Aktivaljak tovabba a
fibroblasztokat, fokozzak az endotél sejtek miikodését és a vazokonstrikciot. A véredények

falan keresztiil gyulladasos sejtek, elsdsorban neutrofil granulocitdk lépnek be a sebzési
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teriiletre, majd 6ket kovetik a makrofagok (1. abra, b). A neutrofil granulocitak f6 feladata a
sebtisztitas, amely az idegen anyagok fagocitozisat jelenti. A 2. nap utan a késéi gyulladasos
szakaszban a neutrofil granulocitadkat makrofagok valtjak fel, amelyek a fagocitozis mellett
novekedési faktorokat (PDGF, vaszkularis endotelidlis novekedési faktor - VEGF, TGF-f,
fibroblaszt novekedési faktor — FGF), citokineket és szabad gyokoket termelnek. Mindezek
elinditva ezzel a proliferacids fazist. A prosztaglandinok termelésével pedig segitik az erek
Osszehtizodasat [23,25].

A sejtosztédas fazisa magaba foglalja a véredényképzést, a kotdszovetképzodést,
valamint a hamosodast, amely a sebzést6l szamitva a 3-4. napon kezdddik és a 14-15. napig
tart. A véredényképzés a nodvekedési faktorok altal szabalyozott folyamat, amely az
endotélsejtek aktivacidjaval indul meg, magaba foglalva a bazalis membran széttorését és
ujraszervez6dését (1. abra, c). Az elsé hét végén fibroblasztok halmozodnak fel a sebzés
kortl, amelyek a kotdszovet képzésében jatszanak nélkiilozhetetlen szerepet. A kezdeti
szakaszban a fibroblasztok a kollagén Ill-as tipusdnak a termelését végzik, mig a késdbbi
periddusban, illetve az érési fazisban mar az erdsebb, l-es tipusi kollagén termelése
fokozodik. A kollagén rostok keresztkotéseinek koszonhetéen egy merev extracellularis
matrix struktura jon létre [23,25].

Az érés fazisa a sebzéstdl szamitott 15. naptol kezdddik és akar 6 honapig is tarthat.
Amint a sebzési feliilet fedetté valik keratinocitdkkal, megszlinik az epidermalis migracio,
kialakul az 0j epidermisz az alatta 1év6 helyreallitott bazalis membrannal (1. abra, d). A seb
bezarodasat kovetden a Ill-as tipust kollagén szintézise teljesen leall, csak a kollagén I-es
tipusat termelik a fibroblasztok. Ennek szabalyozasat novekedési faktorok végzik, mint
példaul a TGF-B, valamint az FGF. A fibroblasztok a fenotipusvaltasnak kdszonhetéen
ideiglenesen alfa-simaizom aktint expresszalnak. Az igy keletkez6 miofibroblasztok
segitségével a rostok dsszehuizodnak, aminek a kdvetkeztében a heg kisebb lesz [23,26].

Az €16 szervezetek normdl miikodése kozben, igy a sebgydgyulas soran is reaktiv
oxigén szarmazékok (ROS) keletkezhetnek, elsésorban a mitokondiumokban, a
peroxiszomakban és a kloroplasztiszokban (ndovények). Ezek a szabad gyokok a kiilsé
elektronhéjukon egy parositatlan elektront tartalmaznak, emiatt nagyon instabilak és
reaktivak, ugyanis képesek kozvetlen karosodast okozni a sejtkomponensekben, mint a
nukleinsavakban (pl. DNS ¢és RNS karositas), a fehérjékben (pl. fehérje oxidacio,
enzimgatlas) és a lipidekben (pl. membranlipidek peroxidacidja). A leggyakrabban keletkezd
ROS-ok a szuperoxid gyok ('O;), a peroxil gyok (ROO¢), az alkoxil gyok (ROe), a hidroxil
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gyok ('OH), valamint nem gyokos tulajdonsaguak, de szabad gyokként emlitik a szinglet
oxigént (*O,), a hipoklérossavat (HOCI), az 6zont (O3) és a hidrogén-peroxidot (H,05) [27].
Ezek a molekulak kiilonb6z6 bioldgiai funkciokban vehetnek részt, ilyen példaul a
sebgyogyulas (elsdsorban H,0,), a tanulas és memoria ("O,, és H,O,) vagy az intracellularis
jelatvitel (féleg H,0,) [28].
A ROS-o0k (féként H,0,) tobb ponton is befolyasoljak a sebgyogyulast [29]:
1. Véralvadas: korai ROS medialt vérzéscsokkentés a vérerek 6sszehuzodasa miatt,
valamint a vérlemezkék aktivalasa és igy a vérrog kialakulasa.
2. Leukocita toborzas: a ROS szignalnak koszonhet6éen gyors neutrofil, majd késébbi
makrofag migracid a helyi vérerekbdl a sebzési teriiletre.
3. Patogének elleni védelem: a baktériumok €s gombak fagocitozisa révén a neutrofil
granulocitakbodl és a vérlemezkekbdl egyarant nagy mennyiségli ROS (elsdsorban
H,0, és "0,) szabadul fel, amely bakteriosztatikus hatdsa révén megakadalyozza a

patogén baktériumok szaporodasat.

crer

11.4. A sebgyogyulasban hasznos novényi hatéanyagok
11.4.1. Polifenolok csoportositisa

A polifenolos vegyliletek olyan specidlis anyagcseretermékek, amelyek egyenldtlen
mennyiségben €és formdban fordulnak eld a ndovényekben. A polifenolokon beliil szamos
vegyiiletcsoportot lehet elkiiloniteni, mint példaul a fenolsavak, a flavonoidok, a sztilbének és
a lignanok, amelyek alapvetd szerkezetiikben eltérdek, de mindegyikiik rendelkezik aromas
gytrtivel, amely 1 vagy tobb hidroxilcsoportot (-OH) tartalmaz [30]. A gyogynovények ezen
aktiv O0sszetevdi tobbfele uton (antimikrobds, antioxidans, gyulladascsokkend hatas, valamint
proliferacios és migracios aktivitasnovelés) is serkenthetik a sebgyogyulas folyamatat [25]. A

kovetkezOkben a polifenolok két fontos csoportjat ismertetem roviden.

11.4.1.1. Flavonoidok
A flavonoidok altalanos szerkezeti jellemzéje a C6-C3-C6 (difenil-propan vaz)
alapszénvaz, melyben a két benzolgytirii (A és B) egy oxigénatomot tartalmazo heterociklikus

pirangytiriin (C gytir(i) keresztiil kapcsolodik egymashoz (2. abra).
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2. abra. Flavonoid alapvaz [31]

A C-gylrli oxidaltsaga, valamint a masodik fenolgytiri térallasa alapjan 6 flavonoid
alcsoportot lehet elkiiloniteni (3. abra): flavonok, flavanonok, flavonolok, izoflavonok,
flavan-3-olok (katechin monomerek és kondenzalt tanninok - proantocianidinek) és
antocianidinek [32]. A flavonoidok nagyfoku szerkezeti valtozatossagat a kiilonb6zé enzimek
altali szubsztitcio (hidroxilezés, metilezés, szulfonalas, acilezés vagy glikozilalas) okozza. A
katechineket kivéve, leggyakrabban glikozidos szarmazékként (aglikon + cukorkomponens)
fordulnak elé a novényekben [32-35]. Attol fiiggden, hogy az aglikonhoz mely atomon
keresztiil kapcsolodik a cukormolekula, tobb tipust is megkiilonbdztetiink. A leggyakoribbak
az O-glikozidok (pl. hiperozid, rutin), amelyeknél az aglikon -OH csoportja 1ép reakcioba a
cukorkomponens -OH csoportjaval, mikdzben egy molekula viz keletkezik. Emellett 1éteznek
C-glikozidok (pl. vitexin, orientin, izovitexin), amelyeknél C-C kotésekkel kapcsolodik a

cukormolekula az aglikon alapvazra [35,36].

Flavonok R, Flavonolok
Ry Ry Ry oH Ry Ry
Re Apigenin -H -OH -H HO o lzoramnetin - OCH, -H
Luteolin -H -OH -OH = 8 Rz Kempferol -H -H
Baikalein =0H -H -H = OH Miricetin -0H -OH
Krizin -H “H -H OH O Kvercetin -0H -H
R, Flavanonok lzoflavonok

_— R R

R: Ri Rz 1 2

- HO. o Daidzein =H -H
0o Eriodiktiol - OH -OH O ] i il A

enisztein - Z
Heszperetin -OH -OCH, i

Naringenin -H -OH L | O Glicitein OCH, H
OH i OR; Biochanin A -OH -CH

Formononetin -H -CH,
Antocianidinek ____
R
. R1 2 Ra
i ani -OH -H OH
oH Cianidin Flavanolok —m8 ——
g O Delfinidin -OH o 2 R Ry
HO \ ” Malvidin -OCH, - OCH“s O ()Epikatechin -OH -H
o Pelargonidin “H - Ry (+-Eplgallokatechin -OH -OH
OH Peonidin - OCH, -H OH
OH Petunidin -0OCH -0H

3

3. abra. A flavonoidok csoportjainak szerkezeti jellemzdi példavegyiiletekkel [Int. hiv. 2. ]
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11.4.1.2. Fenolsavak

A fenolsavak aromds karbonsavak, amelyek természetes modon fordulnak eld a
novényvilagban. Szerkezetileg egy aromas fenolgyiriit (C6) és legalabb egy szerves
karbonsav funkciés csoportot (C1) tartalmaznak. Szénvazuk alapjan a fenolsavak tovabb
oszthatéak benzoesav-szarmazékokra, amelyeket egy C6-Cl-es vaz, illetve fahéjsav-
szarmazékokra, amelyeket pedig egy C6-C3-as alapvaz jellemez [37]. Mig a fahéjsav-
szarmazékoknak a természetben foként észterei fordulnak elé, addig a benzoesav-
szarmazekok éppugy eléfordulnak szabad forméban, mint észterekkel és glikozidokkal egyiitt.
A fenolsavak a sikimisav utvonalon keresztiil aromas aminosavakboél (fenilalanin, tirozin)
keletkeznek. A fenolgytirith6z valo -OH csoport kapcsoldodasaval alakulnak ki a hidroxi-
fahéjsavak és a hidroxi-benzoesavak, amelyek tovabb csoportosithatdak az -OH csoportok
szama és pozicidja alapjan (4. abra). A legjellegzetesebb hidroxi-fahéjsav-szarmazékok a
kavésav, a kumarsav, a ferulasav, a klorogénsav és a szinapinsav, mig a legaltalanosabb
hidroxi-benzoesav-szarmazékok a dihidroxi-benzoesav, a vanilinsav, a galluszsav, az ellagsav

¢s a sziringinsav [32].

Ry
Ry Rs Rz
R, R,
Rs
R: =~
COOH COOR,
Hidroxi-benzoesavak Ry R; R, Ry Hidroxifahéjsavak| R, R; Ry Ry Rs
p-hidroxd benzoesav - OH -H -H -H p-kurnarsav -OH -H H -H H
Vanilinsav -OH -H -OCH;, H Kavesay -OH -OH H H -H
Galluszsav -OH -OH -OH H Szinapinsav -OH -OCH; -OCH; -H -H
Sziringinsay -OH -OCH: -OCH, H Ferulasav -OH  -OCH; -H -H -H

4. abra. A fenolsavak csoportjainak szerkezeti jellemzdi példavegyiiletekkel [38]

11.5. Novényi komponensek biologiai hatasa a sebgyogyulasban
11.5.1. Gyulladascsokkentd hatas

A gyulladas az érrendszer komplex bioldgiai valasza karos ingerekre, mint példaul
korokozok, kémiai irritalé anyagok vagy sériilt sejtek/szovetek. A gyulladésos valasz magaba
foglalja az immunsejtek vandorlasat a vérerekbdl, valamint a gyulladdsos mediatorok
(leukotriének, prosztaglandinok) és ROS-ok felszabadulasat a karosodas helyérdl az idegen

korokozok kikiiszobolésére, illetve a sériilt szovet helyreallitasahoz [37].
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A polifenolok gyulladascsokkentd hatasai kozott a gyulladast el6idézo €s szabalyozo
enzimek, mint a ciklooxigenaz-2 (COX2), a lipoxigenaz, a foszfolipaz A2 és az indukalhato
nitrogén monoxid (NO) szintdz (iNOS) gatlasa emlithetd, ezaltal csokkentve a gyulladasért
felszabadulasat, valamint a protein kinazok, a foszfodiészterazok és a transzkriptaz aktivitasat
is, ezaltal gatoljak a gyulladasos transzkripcios faktor (NF-kB) aktivaciojat [39-42]. Az NF-
kB ugyanis normal koriilmények kozott a citoszolban egy inhibitorhoz koétotten lokalizalodik,

azonban gyulladasos szignal hatasara a gatld fehérje levalik, lehetové téve az NF-kB

crer

[43].

A flavonoidok koziil a kiilonbozé bogyds  gylimolcsokbdl — azonositott
antocianidineknek (cianidin, delfinidin és petunidin-glikozidok) erds gyulladascsokkentd
hatasuk ismert, ugyanis gatoljak az iNOS ¢és a COX2 enzim mikodését, illetve csokkentik a
[44]. Bizonyitottak, hogy a gyulladast indukald lipopoliszachariddal (LPS) kezelt makrofag
RAW264 sejtvonalban a flavonolok (kvercetin és kempferol), az izoflavonok (genisztein) és a
flavonok (apigenin és luteolin) is hasonlo, erds iNOS gétlo hatast mutattak, mig a flavanolok
(katechinek) és flavanonok (naringenin, heszperetin) nem csokkentették a NO termelddést.
Tovabba a flavonolok (kvercetin, kempferol és miricetin) szintén gatoljadk a COX2 enzimet,
illetve hatékonyabb lipoxigenaz gatld hatassal rendelkeznek, mint a flavonok (apigenin,
luteolin). A flavanonok (naringenin) azonban nem befolyasoljak ezeknek az enzimeknek a

mikodését [45,46]. Ezenkiviil a flavonok (apigenin, luteolin és krizin) csokkentik a szérum

crcr

crer

a flavonolok (kvercetin és miricetin) és antocianidinek (cianidin) is csokkentik [47].

A fenolsavak koziil a klorogénsav, kavésav ¢€s ellagsav gyulladascsokkentd hatdst
mutatott az LPS kezelt makrofag sejtekben, ugyanis nemcsak a NO termelést, hanem a COX2
expresszidjat is jelent6sen gatoltak, valamint csokkentették az 11-6, Il-1b és TNFa
koncentraciojat is citotoxikus hatas nélkiil [48-50]. A kumarsav allatkisérletben képes gatolni

a TNF-a expressziojat egy adjuvans altal kivaltott patkany iziileti gyulladas modellben [51].

11.5.2. Sejtmigracié és proliferacio serkentése
A sebgyogyulés folyamatanak egyik kulcsfontossagt 1épése az epitél sejtek vandorlasa

a sériilt teriiletre, amelyet altalaban a szovet mikrokornyezetének kiilonboz6 stimulald
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tényezOi szabalyoznak [52]. A masodik fontos 1épés, a sejtproliferacio késébb kovetkezik be.
A borszovetben eléforduld leggyakoribb sejttipusok kozé tartoznak a fibroblasztok és a
keratinocitak, amelyek f6 funkcioik miatt (el6bbinél kotészovetképzés, kollagéntermelés,
utobbinal az ) hegszovet kialakitasa) nélkiilozhetetlen szerepet toltenek be a sebgydgyulas
folyamata soran [53]. Jelenleg a sebgydgyulas kutatasa olyan 1j terapias szerek azonositasara
Osszpontosit, amelyek kedvezden befolyasoljak a fibroblasztok és a keratinocitdk miikodését,
aktivalasat.

Az elmult évtizedekben jelentds 1épések torténtek az extracellularis jelekre adott sejtes
valaszok hatterében allo molekularis folyamatok megértésében. A jelatvitel ugyanis kiemelten
fontos mechanizmus minden szervezet szamara, kiilondsen a gyulladasos, neurologiai és
érrendszeri betegségek szempontjabol. Szamos betegségben azonositottdk a sejttulélés és a
sejthalal kivaltasaért felels jelatviteli mechanizmusokat [54].

A sebgyogyulasban a legfontosabb stimulalo anyagok a novekedési faktorok, amelyek
olyan jelatviteli folyamatokat indukdlnak, mint a mitogén aktivalt protein kindz (MAPK)
valamint a kollagendz termelésével jard génexpresszidban szerepet jatszd szignal
transzdukcidos mechanizmusok alapvetd részét képezik [55]. Ennek a szignaltranszdukcios
kaszkadnak 3 csoportjat kiilonboztetjiik meg: az extracellularis szignal altal szabalyozott
kinaz 1 és 2 (Erk1/2) vagy mas néven p42/p44 MAPK utvonal, a c-Jun N-terminélis kinaz
vagy mas néven stressz aktivalt protein kinaz (JNK vagy SAPK) és a p38 utvonal, amelyek
koziil az Erk1/2 és a p38 kulcsfontossagu jelatviteli itvonal a sebgyogyuldsban. Ezek a
szerin/treonin fehérje kinazok a citoplazmatikus és a magi funkciokat is szabalyozzak. Az Erk
utvonalat dontéen mitogén faktorok stimulaljak, mig a JNK és p38-at elsOsorban stressz
indukalé ingerek, pl. az UV fény, a hdsokk, és a proinflammatorikus citokinek aktivaljak [56].
A JNK jelatviteli ut szamos sejtes folyamatot szabalyoz, példaul novekedésszabalyozast,
transzformdaciot €s programozott sejthaldlt (apoptozis). Az Erk1/2 ttvonal donté szerepet
jatszik a sejtvandorlds, a proliferacié, a differencidlodas és a sejtek tulélésének
szabalyozasaban. Altaldnosan a p38 ttvonal szerepet jatszik a gyulladas, a sejtciklus, a
sejthalal, a fejlddés, a sejtdifferencialodas, az dregedés és a tumorképzodés szabalyozasaban
is [54]. A p38 utvonal részt vehet a keratinocitak, a fibroblasztok és a szem szaruhartya
sejtjeinek migraciojaban, proliferacidjaban és talélésében [57-59]. A flavonoidok koziil a
heszperetin 100-300 nM koncentracioban alkalmazva jelentésen noveli az Erk 1/2

foszforilacigjat idegsejtekben [54]. Tovabba a luteolin is aktivalja az Erk 1/2 utvonalat az
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idegsejtekben [60]. A fenolsavak koziil a galluszsav fokozza a keratinocitak és fibroblasztok

srer
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gatlasa ugyanis felgyorsitja az apoptozist [57,62]. Tovabba ennek az utvonalnak aktivalasa a
sejtek polaritasaért felelds mechanizmusokat serkenti, igy fokozza a sejtek vandorlasi
sebességét, beleértve a fibroblasztokat, keratinocitakat és az endotél sejteket is [63,64]. Ezen
kiviil az endotél sejtek szabalyozasaval a PI3K/AKT utvonal kulcsszerepet jatszik az
angiogenezisben is [65]. Irodalmi adatok alapjan kiilonb6z6 flavonoidok (heszperetin 100 nM
koncentracioban, kempferol 10 pM koncentracidoban) aktivaljak idegsejt modellekben a
PI3K/Akt utvonalat [66,67]. Egyes antocianidinek (aglikon forma, pl. delfinidin, cianidin,
petunidin, pelargonidin), valamint a bogyds gyiimélcsok kivonataibol szarmazo antocianinban
(glikozidos forma) gazdag frakciok potencialisan gatoljak a sejtvandorlast és az angiogenezist
in vitro és in vivo a PI3K/Akt utvonalon keresztiil, amelyek hatassal vannak a sejtmigracio és
az angiogenezis gatlasara [65,68]. Kevés és ellentmondasos bizonyiték all rendelkezésre a
fenolsavak sejtvandorlasban és angiogenezisben betoltott szerepérdl. In vitro vizsgalat soran a
masik tanulmanyban, ahol a HUVEC endotél sejteket vad afonya fenolsav kivonataval
kezelték, amely elsOsorban klorogénsavat tartalmazott, jelentdsen novekedett a sejtek
migracioja a kezeletlen sejtekhez képest. Ezen tilmenden, a fenolsav frakcié nemcsak gén-,
hanem fehérjeszinten is novelte a sejtvandorldas és a citoszkeletdlis atstruktaralodas
szempontjabol kritikus markereket [65]. Tovabba a ferulasav is képes indukalni az endotél

sejtek migraciojat és a véredényképzést [70].

11.5.3. Antioxidans hatas

Halliwell ¢és Gutteridge az alabbi antioxidans definicidt javasoltdk: ,,minden olyan
anyag, amely késlelteti, megakadalyozza vagy eltavolitja a célmolekula oxidativ
karosodasat”. Ezen vegyiiletek fiziologiai szerepe — amint ez a meghatarozasbol is lathatd —
hogy a sejtkomponensek szabad gyokokkel torténd kémiai reakcidi kovetkeztében fellépd
karosodasokat megakadalyozza [28].

A polifenolok tobbféle mechanizmus révén képesek megel6zni a nem homeosztatikus,
megemelkedett szintli szabad gyokok altal okozott sériiléseket, amelyek koziil a leggyakoribb
a ROS-ok kozvetlen semlegesitése 1 hidrogén atom atadasaval. A flavonoidok ezaltal

oxidalédnak, mig a szabad gyokokbol stabilabb, kevésbé reaktiv vegyiiletek keletkeznek.
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Tovabbi védelmi mechanizmus az antioxidans enzimek aktivalasa, az oxidaz enzimek gatlasa,
a kelatképzés vagy a htigysavszint emelkedése [71].
A flavonoidok jol ismert antioxidans vegyiiletek, hatdsukat elsésorban a hidroxilalt
csoportok helye hatarozza meg [71-74]:
» B gylri orto-dihidroxi (katechol) strukttraja a 3°,4” helyzetben (5. 4bra)

'OH
A OH
HO. o \1 ------
|
OH
OH O

5. abra. Orto-dihidroxi (katekol) struktira a B gyiiriin [73]

» 2,3-kettés kotés 4-oxo-funkcioval konjugalva a C gylirliben, amely biztositja az

elektron delokalizacidjat a B gy(iriibdl (6. abra)

6. abra. 2,3-kettds kotés 4-0xo-funkcioval konjugdlva a C gytiriiben [73]

» 3 ¢és 5 helyzetben 1évé hidroxilcsoportok hidrogénkotést biztositanak az
oxocsoporthoz (7. abra)

7. abra. Hidroxilcsoportok a 3’ és 5’ helyzetben [73]

A polimerizalt flavonoidok (polimer katechinek, illetve a proantocianidinek vagy mas
néven kondenzalt tanninok) a nagyobb szamu hidroxilcsoportjaik miatt magasabb in vitro

antioxidans hatassal rendelkeznek, mint a monomer vegyiiletek [71]. Tovabba a flavonoidok
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glikozilalasa csokkenti azok in vitro antioxidans aktivitasat a megfelel6 aglikonokhoz
viszonyitva [72,75]. A szerkezetiiknek koszonhetden az antocianidineknek alacsonyabb a
stabilitasa az antocianinokhoz képest, aminek kovetkeztében az antocianidinek rendkiviil
reaktivva valnak [76]. Az antocianidinek acilezése egy vagy tobb fenolsavval jelentdsen
megnoveli az antioxidans aktivitast [77,78], de a glikozilalas az aktivitas csokkenéséhez vezet
[76,79]. Ali és munkatarsai szerkezet-aktivitas kapcsolat tanulmanyozasaval kimutattak, hogy
antocianinok ¢és antocianidinek gyoksemlegesitd képességét foleg a B gytirtin 1év6 hidroxil- és
metilcsoportok csoportok szama és helyzete hatarozza meg [80]. Igy ha az antioxidans hatast
a B gyliri szerkezetének strukturaja alapjan nézziik, annak is az R1 és R2 helyzetben 1év6
szubsztituensei alapjan, akkor -OH> -OCH3 >> -H csoport szerinti csokkenést, vagyis ennek
megfeleld delfinidin > petunidin > malvidin > cianidin > peonidin > pelargonidin
antioxidans csokkenést feltételeziink [81-83].

Csepregi és munkatarsai 11 fenolsavnak (5 féle hidroxi-benzoesav-szarmazék és 6 féle
hidroxi-fahéjsav-szarmazék) vizsgaltak az antioxidans tulajdonsagait, amely soran leirtak,
hogy sem az oldallanc szerkezete (legyen az benzoesav vagy fahéjsav-szarmazék), sem a
karbonsavcsoport nem volt hatassal a teljes antioxidans kapacitas (TAC) értékekre. Viszont 3’
helyzetben az -OH csoportok jelenléte befolyasolta az antioxidans hatast (2,3-dihidroxi-
benzoesav, galluszsav, kavésav, kaftarsav) [72].

Egy masik lehetséges és gyakori mechanizmus az antioxidans enzimekkel valo
kolesonhatés, példaul a szuperoxid-diszmutaz (SOD), amely eltavolitja a szuperoxidot; a
glutation-peroxidaz (GPx), amely a hidrogén-peroxidot vizzé és kevésbé karos hidroxidokka
alakitja; valamint a katalaz (CAT), amely szintén a hidrogén-peroxidot képes lebontani [84].
A flavonoidok antioxidans enzimeken keresztiil is kifejthetik sejtvédd hatasukat. Martin és
munkatarsai human majsejteket vizsgalva irtdk le a kakadban talalhatd flavonoidok
sejttalélésért felelés enzimekre (Akt és Erk1/2), valamint antioxidans enzimekre (glutation
reduktaz (GR) és GPx) kifejtett serkentd hatasat [85]. Tovabba in vivo kutatasokban is
vizsgaltdk, hogy a flavonoidokban gazdag taplalkozas jelentdsen megemelte patkany
vorosvértestekben az antioxidans enzimek (SOD, CAT, GPx) aktivitasat [86]. Azonban
ellentmondasokkal is talalkozhatunk az irodalomban, ugyanis egyes kutatasok szerint a
flavonok (krizin), az izoflavonok (genisztein) és a flavonolok (kvercetin) is szignifikansan
csokkentették a vorosvértestekben 1évé GR, CAT ¢és GPx aktivitasat, mig a SOD enzimet csak
a genisztein gatolta [71]. A fenolsavak koziil a galluszsav, a ferulasav és a p-kumarsav
allatkisérletekben szignifikansan novelte a SOD, GPx és a CAT aktivitasat [84].
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11.5.4. Antimikrobas hatas

Az antimikrobds anyagok elpusztitjdk a korokozokat vagy lassitjadk a baktériumok
¢s/vagy gombak szaporodasat anélkiil, hogy karositandk a kornyezd sejteket, szoveteket. A
polifenolokat a ndévények mikrobidlis fertézés hatdsara is szintetizalhatjak, ezért nem
meglepd, hogy szamos flavonoidot és fenolsavat talaltak hatékonynak a mikroorganizmusok
ellen [87].

A fenolos vegyiiletek antibakterialis aktivitasanak mechanizmusai még nem teljesen
feltartak, ugyanis tobbféle uton fejthetik ki hatasukat. A leggyakoribb gatld célpont a
bakterialis sejtfal és sejthartya. Altalanos megfigyelés, hogy a Gram-pozitiv baktériumok
fogékonyabbak a polifenolok és egyéb antibakterialis anyagok gatld hatasaira, mint a Gram-
negativak, ami az eltér0 sejtfal-szerkezettel magyarazhaté. Ugyanis a Gram-pozitiv
baktériumok a vastagabb peptidoglikdn-réteg ellenére a kiilsé membrdn hidnya miatt
érzékenyebbek a sejtfalat megcélzo antibiotikumokkal szemben, mint a Gram-negativak.
Ezért a sejthartya ateresztoképességének modositasaval, valamint a kiilonb6z6 molekularis
kolcsonhatasok miatt a sejtfal épsége megszinik [87]. Mindezek a moddositasok a
idézhetik eld. Példaul a kondenzalt tanninok a sejtmembran karosodasat okozhatjak, sot
enzimekhez kotddve bénithatjdk az anyagcserét. Ugyanakkor a fenolsavak a membran
integritasat megzavarva az intracellularis alkotdelemek kiaramlasat okozzak [88]. Az
citoplazmatikus anyag és membran tormelék sejtbdl torténd kijuttatasaval [89]. Egy masik
lehetséges gatlo tUtvonal a mikrobdk szintetikus aktivitdsanak valtoztatasa, ezaltal
befolydsolva a kulcsfontossagu fehérjék és a DNS szintézisét. Példaul a katechinek
hatékonyak a Vibrio cholerae ellen, ugyanis inaktivaljak a kolera toxint, tovabba
Streptococcus és Shigella fajok ellen is védenek, mivel gatoljak a poliszacharidokat termeld
glikozil-transzferazokat. A kvercetin és apigenin a DNS szintézis gatlasa révén (DNS giraz
gatlok) fejtik ki hatasukat Escherichia coli ellen [90]. Osszehasonlitva a flavonoid-aglikonok
és glikozidok aktivitasat, a glikozidok alacsonyabb aktivitast mutatnak, mint az aglikonok
[91]. Elsésorban a B gyiir(i hidroxilaltsaga hatarozza meg az antimikrobas hatast, igy a
flavonok koziil a luteolin, a flavanonok koziil az eriodiktiol, a flavonolok koziil a miricetin, az
antocianidinek koziil a delfinidin és a flavanolok koziil az epikatechinek nyujtanak hatékony
védelmet mikroorganizmusok ellen [92]. Ezenkiviil a flavanonok aktivabbak, mint a flavonok.
Példaul a narigenin antibakterialis hatast mutatott az E. coli és S. aureus ellen is, mig az

apigenin szinte semmilyen hatassal nem rendelkezett. Ez az eredmény azt jelezheti, hogy a C2
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= C3 kett6s kotés telitettsége novelte az antibakterialis aktivitast [91]. Tovabba a harom -OH
csoporttal rendelkezd pirogallolgytiri magasabb antimikrobas hatast mutat, mint a ketté -OH
csoporttal rendelkezé katecholgytirii [91,93]. A fenolsavak esetében a megnovekedett gyiiris
hidroxil- és/vagy metilcsoportok szama altalanosan csokkenti azok antimikrobas

tulajdonsagait [94,95].

11.6. Az altalunk vizsgalt gyégynovények altalanos el6fordulasa, morfologiai, fitokémiai
és népgyogyaszati jellemzoi
11.6.1. Réti nyulszapuka (Anthyllis vulneraria L.)

Az Anthyllis vulneraria (A. vulneraria, 8. abra) a kétszikiiek (Magnoliopsida)
osztalyanak hiivelyesek (Fabales) rendjébe, ezen beliil a pillangosviraguak (Fabaceae vagy
Leguminosae) csaladjaba tartozik [96].

A nyulszapuka szinte egész Eurdpaban eléfordul, elsdsorban meszes talajokon, szaraz
réteken és legelokon él [97]. 15-30 cm magasra novo, évelé novény egyenes szarral és
karogyokérrel. Hossza nyelli, egyszeri t6levelei a virdgzas idejére nagyrészt eltiinnek. A
viragok sargas szintiek, 1-2 cm-es pillangés partajuak és tomott fejecskében tilnek [98].

A nyulszapuka foldfeletti virdgos-leveles hajtasabol flavonoidokat (kempferol,
kvercetin, izoramnetin, ramnetin, fizetin, geraldol), szaponinokat [99] és tanninokat mutattak
ki [100].

Az erdélyi népgyogyaszatban a foldfeletti leveles-viragos hajtast foként gyulladasok,
sebek kezelésére hasznaljak kiilséleg, borogatasként [101,102]. Tedja hanyascsillapitoként
[103] és vizelethajtdo szerként is ismert, tovabba vese- és hdlyagproblémak, valamint

cukorbetegség kezelésére is alkalmas [104]. Kalotaszegen takarmanynovényként is hasznaljak
[105].

8. abra. Anthyllis vulneraria (foto: Papp N., Lovéte, 2008)
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11.6.2. Télallé fukszia (Fuchsia magellanica Lam.) és korallfukszia (Fuchsia triphylla L.)

A Fuchsia magellanica (F. magellanica, 9. abra) és Fuchsia triphylla (F. triphylla, 9.
abra) a kétsziklieck (Magnoliopsida) osztalyanak mirtuszviragiak (Myrtales) rendjébe, ezen
beliil a ligetszépefélék (Onagraceae) csaladjaba tartoznak [96]. Foként az Egyenlitd mentén
honosak, azonban Eurdpaban is el6fordulnak [97]. Peruban a kinafa keresése kdzben talaltak
rd a mutatos, lecsiingd virdga névényekre a XVIIL. szdzadban. Ezek a fajok elsésorban diszes
virdgzatuknak koszonhetéen mar kordn eljutottak Eurdpaba: 1696-ban keriiltek Perubdl
Périzsba, ahol féleg botanikus kertekben terjedtek el. Az angol kertészek csupan 1799-t6l
kezdték termeszteni. Németorszagba 1830 utan keriilt, mint diszndvény. A napjainkban
kedvelt fukszidk elsésorban hibridek. A fukszia fajok a magyar nyelvben ,,fiiggéke” néven is
ismertek lecslingd viragjaik miatt [106].

A fajok legf6bb ismertetdjegyei a hosszi kocsanyon lecsiingd, két- vagy tobbszinii
virdgok, amelyek vacokrésze skarlatvoros, tolcséres. A csészelevél voros szinil, 4 visszahajlo
tagbol all, mig a sziromlevél kékes-ibolya vagy fehér szinti [105].

Nagy mennyiségli antocianinok jelenlétét mutattak ki fukszia fajok viragjaban és
bogyotermésében egyarant [107-109], mig a lomblevelek jelentés mennyiségben tartalmaznak
flavonoidokat, elsésorban flavonolokat (kvercetin, kempferol) és flavonokat (apigenin,
luteolin) [110,111].

Az erdélyi népgyogyaszatban a fukszidk friss leveleit els6sorban sebekre hasznaljak

[105], tovabba kelések, borgyulladasok kezelésére is alkalmazzak nyersen, borogatasként
[112].

9. abra. Fuchsia magellanica (bal) és Fuchsia triphylla (jobb)
(foto: Csepregi R., PTE Botanikus Kert, 2016)
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11.6.3. Pénzlevelii lizinka (Lysimachia nummularia L.)

A Lysimachia nummularia (L. nummularia, 10. abra) a valdodi kétszikiiek (Rosopsida)
osztalyanak kankalinviragtiak (Primulales) rendjébe, ezen beliil a gyantafafélék (Myrsinaceac)
csaladjaba tartoz6 faj [96]. Korabban a lizinkat a kankalinfélék (Primulaceae) csaladjaba
soroltak [97,113], azonban Borhidi az elvégzett filogenetikai analizis alapjan indokolta a
modositast.

A pénzlevell lizinka egész Eurdpaban elterjedt, foként arokpartokon, vizpartokon,
nedves talaju legelokon és réteken fordul el6 [97]. 15-50 cm hosszu, évelé ndvény.
Kuszondvénynek szamit, ugyanis talajjal érintkezve a szarcsomoknal legydkerezik. Siriibb
allomany esetén felemelkedhetnek a hajtasok. A szar feliilete lehet sima, de el6fordulhat,
hogy enyhén sz6rozott [114-116]. A levelek tojasdad vagy kerekded-szives alakuak,
érmékhez hasonlitanak, innen ered a ,,pénzlevelii” elnevezés [106,113].

Korabbi fitokémiai vizsgalatok alapjdn a ndvény elsésorban flavonoidokat,
fenolsavakat, benzokinonokat, szaponinokat és tanninokat tartalmaz [117,118]. Tovabba
Podolak ¢és munkatarsai egy triterpén szaponint (nummularozid) is izolaltak a novény
foldalatti részébdl [119].

Az erdélyi népi gyogyaszatban a novény foldfeletti hajtasat kiilséleg és belsdleg
egyarant hasznaljak: belséleg fézetként fogfajas csillapitasara [101], mig kiils6leg
borogatasként reumas panaszok enyhitésére [120,121], valamint kiilonféle borbetegségek,
sebek ¢és talyogok kezelésére alkalmazzak [20,102,105]. Firdévizbe is teszik forrazatként,
ugyanis tl6firdéként ebben a formaban is alkalmas a reumatikus fajdalmak csillapitasara
[112].

10. abra. Lysimachia nummularia (foto.: Papp N., EGSC-Melius Gyogyniovénykert,
2019)
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11.7. A sebgyogyulas hatterében allo folyamatok in vitro metodikai vizsgalata
11.7.1. A sebgyégyulas in vitro modellezése

Szamos in vitro és in vivo moddszer all rendelkezésre az 1) terapias szerek
sebgyogyulasra, azon beliil is sejtmigraciora hatd jellegének szliréséhez. A sebgyodgyulas
modell in vitro vizsgalataira mind a mai napig a legismertebb és egyben legelfogadottabb
modszer az Gn. scratch assay, ahol a monolayer sejtkulturan sebzést (karcolast) ejtenek és
monitorozzak a sejtek invazids képességét a megkarcolt felilleten. Az olcsd és jol
megalapozott modell segiti az 0j terapias szerck sebgyogyitd hatékonysaganak kezdeti
megértését. Mivel ez a technika nem biztositja a standard karcolasi szélességet, ezért a magas
szoras értékek elkeriilése érdekében vizsgalatainkhoz gyarilag is beszerezhetd, meghatarozott
(500 pum) vastagsagi steril betéteket hasznaltunk, amelyek segitségével a monolayer

sejtkulturakban standard szélességli sejtmentes teriiletet hoztunk Iétre [122].

11.7.2. A novényi kivonatok citotoxicitas/dozis-hatas méréseinek lehetéségei

A sejtes életképességet (viabilitast) és citotoxicitast mérd teszteket gyakran
alkalmazzak in vitro toxikologiai modellekben ndvényi hatdéanyagok vagy egyéb
komponensek el6sziirésére, ugyanis egy altalanos, atfogd képet adnak az ¢él6 és
halott/karosodott sejtek aranyardl [123]. Ezeket a modszereket az onkoldgiai kutatasokban is
hasznaljak arra a célra, hogy felmérjék mind a vegyiilet toxicitasat mind a tumorsejt
novekedésének gatlasat a gyogyszerfejlesztés soran. Tovabba széles korl elterjedésiik oka,
hogy ezek a technikak gyorsak, olcsok, nem igénylik a kisérleti allatok alkalmazasat, tovabba
a human sejtkultirdkon végzett tesztek megismételhetobb eredményt adnak, mint az allatokon
végzett kutatasok. Ezenkiviil nagyszdmu minta tesztelésére is felhasznalhatok, lemezolvaséd
késziilékek birtokaban automatizalhatok [124].

A viabilitas és citotoxicitas vizsgalatok tobbféle alapelv szerint miikddhetnek.
Elterjedtek a klasszikus festékkizarasos technikak (tripankék, propidium jodid, Sytox green),
amelyek lehetnek mikroszkopiai megfigyelések, lemezolvasora vagy aramlasi citometriara
adaptalt modszerek. Bizonyos fluoreszcens sejtmag festékek (Hoechst, DAPI), amelyek kis
molekulatomegli lipofil vegyiiletek, képesek atjutni az intakt, ép sejtmembranon is. Mas
festékek viszont (propidium-jodid, Sytox green) hidrofil karaktertiek, ezért mar csak a sériilt
sejthartyan jutnak at. A kromatint ily modon megfestve nyomon koévethetové valnak a
morfologiai valtozasok, igy a DNS fragmentacio is. Az apoptozis kezdeti szakaszaban a

sejtmembran még nem atjarhatdo a festékek szamara, ezzel szemben a nekrotikus sejtek
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propidium-jodiddal (Pl) vagy Sytox green-nel mar a nekrédzis kezdetén is festédnek, igy a
modszer alkalmas arra, hogy elkiilonitsiik az apoptotikus és nekrotikus sejteket [125-128].

Aramlasi citometria segitségével kiilonbséget lehet tenni korai és késéi apoptotikus
sejtek kozott. Ugyanis az apoptozis kezdeti szakaszaban, még a DNS fragmentécio eldtt,
membran foszfolipid (foszfatidil-szerin) transzlokacio toérténik a membran kiilsé felszinére,
igy az ehhez kotddo fluoreszeens festékkel (pl. fluoreszeein izotiocianat-FITC) jeldlt annexin
molekulak segitségével kimutathatdé a korai apoptdzis. Azonban a modszer nem minden
esetben tekinthetd teljesen specifikusnak, hiszen nekrotikus sejtekbdl is kijuthat foszfatidil
szerin a citolizis eredményeként [129,130].

A sejtes életképesség mérésének egy masik jelentds megkozelitése a metabolikus
paramétereket magaba foglaldé modszerek alkalmazéasa, amelyek lehetnek kolorimetrias,
fluoreszcens, illetve biolumineszcens alapt detektaldo modszerek, amelyeket foleg
lemezolvasoéra adaptaltak [126,131].

A sejtek az energidt az adenozin-trifoszfat (ATP) molekuldk kémiai kotéseiben
taroljak, amelyek kiillonboz6 anyagcesere utvonalak végtermékei, illetve szdmos biologiai
folyamathoz (fehérje szintézis, jelatvitel, transzkripcios aktivitas stb.) nélkiilozhetetlenek
[132]. Emiatt a lumineszcencia alapt intracellularis ATP szintek meghatarozasat széles
korben alkalmazzak a sejtek életképességének a meghatdrozashoz, amely a legpontosabb ¢és
legérzékenyebb lemezolvasé alapi modszerek kozé tartozik [126,133]. Azonban
hangsulyozni kell, hogy az ATP ciklus nagyon gyors [134], emiatt a kiilonb6z6 kezelések
sejtszambeli valtozas bekovetkezése nélkiil [126,135].

A reszazurin vagy mas néven Alamar Blue teszt a reduktaz enzimek altali redukcion
alapulo életképesség vizsgalat szintén egy széles korben elterjedt modszer, mivel erds
korrelacio figyelheté meg a reszazurin redukcioja és az ¢él6 sejtszam kozott, mind az allati
mind a bakterialis sejtek esetében [136-138]. A reszazurin nevi festék (7-hydroxy-3H-
phenoxazin-3-one 10-oxide) Onmagaban gyenge fluoreszcens aktivitassal rendelkezik,
azonban az ¢l0 sejtekben 1év6 reduktdz enzimek hatdsira egy erdsen fluoreszcens anyag, a
rezorufin  (7-hydroxy-3H-phenoxazin-3-one) keletkezik (11. 4abra) [139]. Azonban
onmagaban, egyetlen paraméterként a reszazurin sem felel meg, mivel interferencia alakulhat
ki a tesztvegyiilet (féleg tiol- vagy karbonsavcsoportot tartalmazd anyag) és a keletkez6

//////

tullépve, ami az adott sejttipus metabolikus aktivitasatol fiiggden 1-4 ora kozotti idétartam,
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toxikus hatasu is lehet, amely érdekes modon erdteljesebb tumoros sejtvonalban, mint normal

sejtek esetén [141,142].

Eletképes sejtek

Reduktaz
enzim

HO. o o HO o o
100G 9 O
|
%

Rezorufin
(erésen
Reszazurin fluoreszcens)

(gyengén fluoreszcens)

11. abra. A4 reszazurin és a rezorufin kémiai szerkezete [143]

Népszeriieck a fehérjeméréseken alapuld életképesség tesztek, ugyanis az ismert
kiszamithat6 az ismeretlen minta fehérjetartalma. A modszerek koziil szamos kolorimetrias és
fluoreszcens modszer all rendelkezése. A legnépszeriibb, leggyorsabb és legkdnnyebben
Osszeallithatd kolorimetrias teszt a Bradford moédszer. Alapja, hogy a fehérjék bazikus
aminosavai, legf6képpen az arginin, a Coomassie G-250 festékhez kétddve annak elnyelési
maximumanak 470 nm-rél 595 nm-re torténd eltolodasat eredményezi. A mddszer elénye az
érzékenységében is rejlik, ugyanis 1-20 pg fehérjemennyiség is kimutathatd [144]. Egy Gjabb,
fehérjetartalmat méré technika a bikinolinil-dikarbonsav (BCA) teszt, amely a fehérjékben
talalhato peptidkotések nitrogénjének azon képességét méri, hogy mennyire redukalja lugos
kézegben a Cu®* ionokat Cu® ionokka, mikézben ibolyés szinii komplex keletkezik, amelynek
mennyisége aranyos a peptidkotések szamaval. A szines komplexek elnyelése fotometridsan
570 nm-en mérhet6. Mérési tartomanya 15-2000 pg/ml kozott van [145]. Léteznek tovabba
fluoreszcencia derivatizalason alapuld fehérjeméré6 modszerek pl. a fluoreszkamin alapt
mérés. Az dnmagaban nem fluoreszcens tulajdonsagu fluoreszkamin vagy mas néven fluram,
a fehérjék szabad primer amino-csoportjaihoz kotdédve erdsen fluoreszkald vegyliletet képez,
amely reakcié szobahémérsékleten, pillanatszertien, alkalikus pH-n megy végbe (pH = 9,2 a
legidealisabb). A modszer rendkiviil érzékeny, mar 1 pg/ml fehérjekoncentracio is pontosan
meghatarozhato  [146,147]. Azonban fontos megjegyezni, hogy nincs tokéletes
fehérjemeghatarozasi eljards. A Bradford teszt bar nagyon érzékeny, 1 pg fehérje
kimutataséra is alkalmas, hatranya, hogy a mérést a mintahoz adott detergens megzavarhatja,

azonban kis mennyiségben alkalmazott detergens (0,1% alatti koncentracidban) jelenléte mar
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nem hamisitja meg az eredményt [148-150]. A fluoreszkamin alapu fehérjemér6 moédszer
pedig érzékenysége ellenére erdsen pH fiiggd, ugyanis savas pH esetén a fluoreszcencia-
intenzitasok csokkenését figyelték meg [147]. Tovabbi korlatozé tényezd a fehérjetartalom
mérésénél, hogy nincs megfelelé komplex standard, amely jol tiikr6zi a sejtek Osszetett
fehérjetartalmat.

A viabilitas mérése in vitro igen nehéz és bonyolult feladat, ugyanis a kapott
eredményeket kelld Ovatossaggal kell értelmezni. Mindegyik modszernek van elénye és
hatranya, ezeket mérlegelve kell valasztani koziiliik, illetve tobbet is, ha lehetséges. A
legfontosabb szempontok kozé tartozik a modszerek kivalasztasanal az adott teszt

érzékenysége, a pontossag, a mérést zavard anyagok jelenléte és a mérésre szant ido.

11.7.3. A novényi kivonatok nem enzimatikus, teljes antioxidans kapacitasanak (TAC)
mérési lehetéségei

A teljes antioxidans kapacitas (TAC) magaban foglalja a komplex bioldgiai mintaban
(plazma, testnedvek, ndvényi kivonat) taldlhaté Osszes antioxidans vegyiilet kumulativ
hatasat, igy integralt paramétert biztosit, nem pedig a mérhetd antioxiddnsok egyszerii
Osszegét. Ezaltal felmérhetjiik az ismert és ismeretlen antioxiddnsok kapacitdsat €s azok
szinergikus kolcsOnhatdsat, igy betekintést nyerhetiink az oxidansok és az antioxidansok
kozotti finom egyensulyba [151]. A TAC-rdl nem szabad egyetlen antioxidans tesztmodell
alapjan kovetkeztetéseket levonni. Emiatt a kutatok a gyakorlatban szamos in vitro vizsgalati
eljarast alkalmaznak az antioxidans aktivitasok értékelésére a kérdéses mintakban. Az
altalanosan elismert in vitro TAC mddszerek tobbsége szabad gyokok semlegesitésén
alapulnak. Azonban a moédszerekhez kiilonb6zé gyokvegyiiletet alkalmaznak, ezért nehéz
Osszehasonlitani a kiilonboz6 rendszerekben kapott eredményeket [152]. Emellett az
irodalomban modszerenként eltéré kalibraloszert is alkalmaznak pl. aszkorbinsav, galluszsav
vagy trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboxil sav, vizoldékony E vitamin
analog), amely szintén megneheziti a kapott eredmények irodalmi forrasokkal torténd
Osszeveteset.

Az antioxidansok a szabad gyokdkkel kiilonbozé mechanizmusok szerint reagalnak,
ami alapjan két csoportot kiillonbdztetiink meg: hidrogénatom atvitelen alapuld (hydrogen
atom transfer - HAT) vagy egy elektronatmeneten alapuld (single electron transfer - SET)
modszereket. A HAT kinetikai mechanizmusaiban az antioxidans atadja az egyik hidrogén
atomjat a szabad gyoknek, igy maga az antioxidans gyokké valik [152-154]. A SET

mechanizmusokban az antioxidans redukalo kapacitasat mérjiik, ahol az antioxidans elektront
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ad at a szabad gyokoknek, mig maga kation gyokké valik. Ezek a reakciok tobbnyire
szinvaltozassal jarnak [155,156].

11.7.3.1. Az altalunk vizsgalt hidrogénatom atvitelen (HAT) alapulé modszerek
11.7.3.1.1. Oxigéngyok Abszorpcios Kapacitas — Oxygen Radical Absorbance Capacity
(ORAC)

A modszer alapja, hogy a rendszerben jelenlévé fluoreszcens komponens jelét a
szabad gyokok kioltjak [157]. A folyamat soran a fluoreszkalo riporter molekula peroxil
gyokokkel (ROO") reagilva oxidativ kéarosodast szenved, emiatt a fluorofor (lehet
fluoreszcein vagy B-fikoeritrin) altal kibocsatott fluoreszcens jel intenzitasa lecsokken. A
modszerhez hasznalt oxidans molekula az AAPH (2,2’-azo-bis (2-amidinopropan)
dihidroklorid), amelynek termoliziséb6l peroxil gyokok keletkeznek. Amennyiben
antioxidans vegyiiletek vannak jelen, az antioxidansok el6szor az AAPH molekuléval
reagalnak, igy a reakcié idében késleltetett lesz, ugyanis minél nagyobb az antioxidans
koncentracio, annal lassabban zajlik a fluoreszcens jel csokkenése [158]. Elonye, hogy
kinetikai mérés révén a lassi reakciosebességli antioxidansok hatasa is mérhet6, ami
kiilondsen hasznos azon novénykivonatoknal, amelyek gyakran tobb Gsszetevét tartalmaznak
¢és Osszetett reakciokinetikaval rendelkeznek [158]. Tovabba a modszer hidrofil és lipofil
komponensek antioxidans hatasanak meghatarozasara egyarant alkalmas a pufferrendszer
kozeg Osszetételének megvaltoztatasaval [159]. Hatranya, hogy viszonylag lassu a Kinetikus

reakcio miatt, valamint pH érzékeny [156].

11.7.3.1.2. Erésitett kemilumineszcencias teszt (ECL)

A modszer szabad gyokok generdlasan és kemilumineszcencia indukalasan alapul
[160]. A rendszerben 1évé gyokgerjesztd molekula a tormaperoxidaz, amely a H,O,-t bontja,
aminek kovetkeztében a probamolekula pl. a luminol luminolgyokké alakul és az altala
emittalt kemilumineszcens jel un. erdsitdé molekula jelenlétében intenzivebb és hosszabb
idotartamu lesz [161]. Amennyiben antioxidans molekulak vannak jelen, a kemilumineszcens
jel kialakulasa idoben késleltetett lesz. Minél nagyobb az antioxidans molekulak
koncentracidja a rendszerben, annal nagyobb iddbeli eltolodds kovetkezik be a
fényemisszioban. Maga a modszer Muller és munkatarsainak a munkajan alapul [162],
azonban a rendszert munkacsoportunk modositotta, hozzaadva az erdsité komponenst (para-
jodofenolt) és optimalizalva a reakciot, ezaltal egy érzékenyebb és stabilabb fénykibocsatast

modszert kaptunk. A mérési kdzeg megvaltoztatasaval a rendszert az autooxidaciotol
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szarvasmarha szérum albuminnal védtik. A modszer elénye, hogy gyors, érzékeny és
konnyen automatizalhato [163]. Tovabba az ORAC eljarashoz hasonléan fizioldgiai
koriilmények kozott is eléforduld gydkoket hasznal, igy biztonsdgosabban demonstralhaté az

antioxidansok reakcioképessége biologiai rendszerben.

11.7.3.2. Az altalunk vizsgalt egy elektron atvitelen (SET) alapulé médszerek
11.7.3.2.1. DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) gyok megkotésén alapulé antioxidans
kapacitas mérése

A modszer alapja a gyok semlegesités hatasara bekdvetkezd szinreakcid. Az
antioxidans hatastt molekuldk azon tulajdonsidgat méri, hogy milyen mértékben képesek
redukalni a DPPH® (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) stabil szabad gyok vegyiiletet, amely gyok
forméaban sotétlila szinli, azonban antioxiddnsokkal reagdlva elhalvanyul, sargas szinii
vegyiiletté redukalodik. Minél nagyobb az antioxidans molekuldk koncentracidja a
rendszerben, annal sargabb lesz az oldat. Mindezek kovetkezménye az abszorpcidcsokkenés,
amely 517 nm-en spektrofotométeren nyomon kovethet6 [164]. Az in vitro vizsgalatok koziil
a DPPH modszer a legnépszeriibb annak egyszeriisége, gyorsasaga és alacsony koltségei miatt
[165]. Hatranya, hogy DPPH® természetes formaban nem fordul el6 az é16 szervezetben, igy
nem tudhatjuk biztosan, hogy bioldgiai gyokokkel szemben hogyan reagalnak a minta
antioxidansai. Tovabba a moddszer fény-, oldoszer-, pH- és oxigénfiiggd. Problémat jelent
tovabba a gyok hozzaférhetdsége, ugyanis a kisebb molekuldk kdnnyebben kapcsolddnak a
gyokhoz, ezaltal tévesen nagyobb TAC értéket adnak. Emellett nyilvanvalo, hogy az
antioxiddnsok ¢és az oxidansok kozotti reakciosebesség kiilonbségek nem tikr6zddnek a

kapott értékekben, mivel a DPPH teszt egy végpont modszer [158,164,166].

11.7.3.2.2. Troloxra vonatkoztatott Antioxidans Kapacitas — Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity (TEAC)

A modszer alapja az ABTS®" kationgydk (2,2'-azino- di-(3-etilbenzotiazolin)-6-
szulfoninsav) semlegesitése [167,168]. A reakcid kiindulasi pontja, hogy a szintetikus ABTS-
b6l ABTS® Kkation gydk keletkezik kalium-peroxo-diszulfat (K,S,0s) segitségével. Ebben a
reakcioban az ABTS®" csokkenését mérjiik, amelyet szinreakcié valtozas kisér. Az oldat szine
elhalvanyul vagy elveszti szinét a mintdban levd antioxidansok miatt. A reakcio
spektrofotometridsan nyomon kovetheté 734 nm-en. A moddszer elénye, hogy
koltséghatékony, nem pH-fiiggd, valamint az alkalmazott hulldmhosszon a természetes

novényi eredetli szinanyagok nem okoznak interferenciat. A modszer lipofil vagy hidrofil
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jellegli antioxidans vegyiiletek tesztelésére is alkalmazhato [156,167]. Altalanossagban
elmondhat6, hogy az erésen pigmentalt és hidrofil antioxiddnsok jobban értékelhetok az
antioxidans aktivitas szempontjabol a TEAC teszt haszndlatdval a DPPH modszerhez képest
[169]. Hatranya, hogy hossza id6t vesz igénybe a mintael6készités miatt, mivel a mérés el6tt
12 6ras elé-inkubalas sziikséges az ABTS®" kialakulasahoz, amely a normal anyagcsere soran
nem keletkezik az é16 szervezetben, igy nem tudhatjuk biztosan, hogy a biologiai gyokokkel
szemben mennyire reaktivak a minta antioxidansai. Tovabba gondot okozhat, hogy az
eldallitott szabad gyok csak rovid ideig stabil, valamint nem standardizalt, ezért nehéz
Osszehasonlitani az egyes laboratériumokban kapott eredményeket. Végil a DPPH
modszerhez hasonldan, a reakcidsebesség kiillonbségek az antioxidans €s oxidans molekula

kozott nem tiikkroz6dnek, mivel az végpontmérésen alapul [156,166,170].

11.7.4. Az intracellularis ROS és antioxidans kapacitas mérése

A kémiai, nem enzimatikus antioxidans vizsgalatok eredményei nem képesek teljes
mértékben tiikrozni a minta antioxidans tulajdonsagat in vivo. Ezért meg kell becsiilni az
antioxidansok hatékonysagat bioldgiailag relevans feltételek mellett is. Az allatmodellek és az
emberi vizsgalatok a legalkalmasabbak értékelésre, de dragak és idéigényesek [171]. Ezért
vizsgalati moddszerként sejtalapi antioxidans aktivitds vizsgalatot fejlesztettek ki az
antioxidans kapacitas értékelésére [172].

A leggyakrabban alkalmazott modszer a sejten beliili ROS kimutatasara, ezaltal az
antioxidans kapacitas mérésére egy fluoreszcein szarmazék, a 2°,7’-diklor-fluoreszcein
(DCFH). Az acetilalt formaja (2°,7°-diklor-fluoreszcein-diacetat - DCFH-DA) egy
sejtpermeabilis, apolaris vegyiilet, amely a sejtmembranon keresztiil képes bejutni a sejtekbe.
Az €16 sejtekben 1évo észterazok lehasitjak a diacetat csoportot, ezaltal felszabaditva a DCF
redukalt allapotat (DCF-H2), amely ezutan intracellularis ROS vegyiiletekkel reagalva egy
fluoreszcens vegyiiletté oxidalodik. Antioxidansok jelenlétében a fluoreszcens jel alacsonyabb
lesz, amely lemezolvason kinetikus méréssel nyomon kovethet6 [173].

A dihidrorodamin 123 (DHR123) is egy sejtpermeabilis, nem toxikus, apolaris
vegylilet, amely bejutva a sejtekbe ROS vegyiiletek hatasara fluoreszcens vegyiiletté
oxidalédik a mitokondriumban. Azonban antioxidansok jelenlétében a fluoreszcencia
intenzitdsa csokken, amely fluorimetriasan, kinetikus modban lemezolvasébn nyomon
kovetheté [174]. Mindkét festék hatranya, hogy érzékeny a fotooxidaciora és a kémiai
kornyezetre, emiatt megfeleld munkakoriilményeket kell hasznélni: gyenge fényviszonyok

mellett allandé kornyezeti hémérsékletet. Tovabba a DCFH és a DHR is éltalanos ROS
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kimutatasra alkalmas festék, ugyanis a H;Oy, a O, a nitrogén-dioxid gyok (NO,"), a HOCI,
valamint az OH’ is egyarant képesek oxidalni a vegyiileteket. Tovabba az eredmények az
inkubacids iddintervallumon alapulnak, ezért optimalizalni kell azokat az egyes

sejttipusokhoz és a kiilonb6z6 kezelési koriilményekhez [173,175,176].

11.7.5. Antimikrobas vizsgalatok: minimalis gatlé koncentracio (MIC) meghatarozasa

A dilucidos technika az egyik leggyakrabban alkalmazott antimikrobds
vizsgalomoddszerek koz¢ tartozik. A minta mennyiségétol fliggden megkiilonbdztetiink makro-
¢s mikrodilucios technikakat. A makrodilucios technika esetén a vizsgalat csévekben torténik,
mig mikrodilicids vizsgalat esetén 96 lyuku lemezekben. A kisérlet soran a vizsgalando
mintat folyékony téptalajban higitjdk, majd az alapoldatbdl altalaban higitasi sorozatot
készitenek. Minden cs6hoz a megfeleld csiraszamra beallitott baktériumtenyészet azonos
mennyiségét adjak, majd homogenizaljak és inkubaljak a csovek tartalmat. A mikrobioldgiai
aktivitast lemezolvason torténd optikai denzitds (OD) mérése alapjan hatarozzak meg,
valamint vizualis Gton, agar taptalajra valo kioltassal. Mindkét esetben az antimikrobas hatas
meghatarozasa  novekedési  kontrollhoz  viszonyitva  torténik, amely csak a
baktériumtenyészetet tartalmazza. A modszer lehetdséget nyujt az antimikrobéds hatas
jellemzésére szolgaldé MIC (minimalis gatld koncentracié) meghatarozasara. A MICg érték
megmutatja, hogy a vizsgalt mintanak mekkora az a legkisebb koncentracidja, amely a

baktérium szaporodasat a kontroll tenyészethez viszonyitva 80%-ban gatolja [177-179].

11.8. A ciklodextrinek, mint ,,gazdamolekulak” (mikrokapszulazas)

A ciklodextrinek (CD-ek) gyakran alkalmazott segédanyagok az ¢élelmiszer-,
kozmetikai- és gyogyszeriparban, mivel apolaros molekulakkal un. ,,gazda-vendég” tipusu
zarvanykomplexeket alakitanak ki (ezt mikrokapszulazasnak is nevezik): A CD-ek
alkalmasak arra, hogy apolaros vegylileteket vizes oldatba vigyenek és/vagy javitsak a
vendégmolekula fizikokémiai stabilitasat [180-182]. Tovabba a fluorofor molekulak CD-
komplexei 4ltaldban erdsebb fluoreszcencidt mutatnak, mint a fluoroféor ©nmagéaban
[183,184]. A CD-ek szamos lipofil vegyiilettel képesek kolcsonhatasba 1épni, a nativ CD-ek
kémiai modositasaval a CD-ek vendégmolekula iranti szelektivitasa, valamint a képz6do
komplexek stabilitisa novelhetd [183]. JellemzO szerkezeti sajatossaguk az apolaros belsé
ireg, mig kiilsé résziik hidrofil, ami lehetdvé teszi a lipofil molekulak vagy molekularészek
akar tartosabb csapdazasat is [185]. Ezaltal egyes erésen lipofil anyagok (pl. illdolajok) is
vizes oldatba vihetdk a CD technologia felhasznalasaval [178].
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ITI. CELKITUZESEK

A dolgozatban az alabbi 2 f6 célkitiizés alapjan végeztiik vizsgalatainkat.

I11.1. Citotoxicitaist méré 1j metodika Kkidolgozasa valamint az elérheté tesztek
megbizhatésaganak tesztelése

A sejtes citotoxicitas mérések soran az irodalomban gyakran csak egy
viabilitasparamétert vizsgalnak egy toxikus agens, vagy egy ndvényi minta hatdsanak a
megismeréséhez. Azonban kutatocsoportunk korabbi eredményei igazoltdk, hogy az
¢letképességrol kapott adatokat egy paraméter alapjan nem lehet kielégitden értékelni, mivel
nem biztos, hogy az egy ATP-fiiggd folyamathoz kapcsolodik, ezaltal nem feltétleniil az
¢letképességet tiikrzi, hanem a sejtek szamat (példaul kalcein észter jeldlés esetén) [126].
Mivel a valasztott névényi mintakat sejtes modellekben terveztiikk vizsgalni, amelyek elsé
Iépése mindig a dozis-hatds vizsgalat, emiatt nélkiilozhetetlen volt egy megbizhato
citotoxicitast méré modszer kidolgozasa.
Mindezek alapjan PhD kutatasaim elején a kovetkezd kdzponti kérdésekre kerestiik a vélaszt:

- Kidolgozhaté-e olyan tobbparaméteres citotoxicitds teszt, amely lehetévé teszi
ugyanazon sejtes mintabol egy lépéses feltarassal tobb kiilonb6zd intracellularis
jellemz6 meghatarozasat?

- Mivel a fehérjeszintézis ATP-fiiggd folyamat, alkalmazhaté-e zold fluoreszcens
fehérjét (GFP) expresszald sejtvonalakban a GFP fluoreszcencia kvantitativ mérése a
viabilitas megitéléséhez?

- Milyen korlatozd tényezOk meriilhetnek fel egy citotoxicitast mér6d modszer
beallitasanal? Vannak-e olyan vegyliletek, amelyek képesek beavatkozni egy

¢letképességet, vagy citotoxicitast méréd modszerbe?

111.2. A sebgyogyulasban szerepet jatszé gyégynovények kémiai és biologiai vizsgalata
Az elmult évtizedekben szdmos ndvényi, allati és asvanyi eredetli gydgyaszati
készitményt irtak le etnofarmakobotanikai forrasmunkakban, amelyek egy részét mar
vizsgaltak kiilonb6z6é farmakoldgiai modelleken. Azonban szamos névényfaj népgyogyaszati
¢és farmakologiai értéke még igy is feltaratlan maradt. Rdadasul Erdély népgyogyaszati kincse
is tovabbi feltérképezést igényel. Sajnos napjainkban generaciordl generaciora 6roklédoé népi
orvoslasi tudaselemeket és a tradicionalis gyakorlatot olyan kiilsé, konnyen elérhetd forrasok

befolyasoljak, mint példaul elérhetd szakkonyvek, internet, napilapok, magazinok és egyéb
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médiaforrasok, ezért siirgetd feladat a hagyomanyosnak tekinthetd adatok gytjtése,

értelmezése ¢és megdrzése még azok elfeledése eldtt. A gydgyndvényekben talalhatd

hatéanyagok alapvetd forrasai lehetnek a szintetikusan eldallitott gyogyszereknek. Az IX.

Eurdpai Gyogyszerkonyvben felsorolt szintetikus, kémiai Osszetevok 1-3%-at tiintetik fel

sebek €s egyéb borbetegségek esetén. Ezzel szemben a természetes novényi hatdanyagot

tartalmazo gyogyszerek 30%-a bizonyult ezidaig alkalmasnak sebek kezelésére [186].

Mindezek alapjan a dolgozat tovabbi részében az alabbi célokra és kérdések megvalaszolasara

Osszpontositottunk:

Célkeént thztiik ki népgydgyaszati adatok gyhjtését Erdélyben, a Homordd-volgyben
¢16 lakosok tudasarol, kiilonosen a sebek, fekélyek és egyéb borbetegségek helyi
gyogymodjairol, a korabbi feljegyzések kiegészitéseként. Tovabba eredményeinkkel
alatamasztani kivantuk az ezidaig feljegyzett ismereteket, hangstlyozva bizonyos
novényfajok tovabbi etnofarmakologiai vizsgalatanak sziikségességét. Ezenkiviil arra
is torekedtiink, hogy a kijelolt fajok esetében 11j adatokat talaljunk tovabbi vizsgalatok
tervezésehez.

Célunk volt olyan novényfajok kijelolése, amelyek esetén boérbetegségekre, sebekre
torténd alkalmazasuk ellenére kevés irodalmi adat all rendelkezésre fitokémiai
tulajdonsagaikroél és bioldgiai hatdsmechanizmusaikrol.

Kémiai vizsgalataink f6 kérdése volt, hogy kvantitativ és kvalitativ adatokat
nyerhetiink-e a tesztelt nvények hatéanyagtartalmara vonatkozoan?

Bioldgiai vizsgélataink sordn tobb kérdésre is valaszt kerestiink:

e Mely dozisban hasznalhatoak a tesztelt novényi kivonatok —sejtes
vizsgalatokban, amelyek mar nem okoznak életképesség csokkenést, de
feltételezhetden fokozzak a sejtek migracios €s proliferacids képesseégét?

e Van-e és milyen mértékii a kivonatok antimikrobés hatasa?

e Van-e és milyen mértékii a kivonatok antioxidans hatdsa?

o Serkentik-e a kivonatok és milyen mértékben a sejtek migracios képességét?

e Megallapithato-e, hogy a ndvényi kivonatok pontosan mely jelatviteli utak

fehérjéinek aktivalasan keresztiil érik el hatasaikat?
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IV. ANYAGOK ES MODSZEREK

IV.1. Sejt alapu citotoxicitas mérések
IV.1.1. Sejtek fenntartasahoz sziikséges anyagok

A sejttenyésztéshez hasznalt oldatok, médiumok a kdvetkezok voltak: magas gliikoz
tartalmt (4500 mg/1) Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), tripszin- etilén-diamin-
tetraecetsav (EDTA), penicillin-sztreptomicin antibiotikum keverék, nem esszencialis
aminosav (NEAA) oldat (Sigma-Aldrich Kft), valamint fotalis szarvasmarha szérum (FBS;
Pan-Biotech). A steril munkahoz Sarstedt szovettenyésztd flaskakat és lemezeket (96 lyuka

vagy 6 lyuku) hasznaltunk.

1V.1.2. Sejtkultirak

Vizsgalatainkat kitapadd6 A549-GFP (ATCC CCL-185; GFP-t expresszald human
tiidékarcindma sejtvonal, forrds: PTE Gyogyszerészi Biotechnoldgia Intézet), HepG2
(ATCC: HB-8065; human hepatoma sejtvonal, forras: PTE Immunologiai és Biotechnologia
Intézet), HaCaT (normal human keratinocita sejtvonal, forrds: Debreceni Egyetem,
Immunologiai Intézet) és 3T3 (ATCC: CRL-1658; normal egér embrionalis fibroblaszt
sejtvonal, forras: PTE Immunolodgiai és Biotechnoldgia Intézet) monolayer sejtkultiirakon
végeztik. A sejtek fenntartdsdhoz ¢és tenyésztéséhez a magas glikéz tartalmu DMEM
médiumot hasznaltuk, kiegészitve 10% FBS-sel, penicillin (100 U/ml) - sztreptomicin (100
pg/ml) antibiotikum keverékkel, illetve a 3T3 sejtek esetében 1% NEAA oldattal. A sejteket
standard sejttenyésztési koriilmények kozott (37°C-on, 5% CO,-t tartalmazd, parasitott

atmoszféraju termosztatban) tartottuk fenn.

IVV.1.3. Tobbparaméteres citotoxicitas teszt beallitasa lemezolvason
1V.1.3.1. Alkalmazott oldatok és reagensek

A vizsgélatainkhoz hasznalt anyagok: ochratoxin A (OTA), cikloheximid (CHX),
propidium jodid (PI), fluoreszkamin (Sigma-Aldrich Kft), gyari CLSII ATP assay Kit és
peroxidmentes Triton X-100 (TX-100) (Roche), natrium-fluorid (NaF) (Acros Organics),
marha savobdl tisztitott albumin (BSA) (Reanal Labor).

Munkankhoz egy altalunk fejlesztett sejtfeltard (lizald) oldatot hasznaltunk, amelynek
alapja 0,2 M borsav/NaOH puffer; pH 9,2; ezt 0,1% TX-100 és 20 mM EDTA vegyszerekkel
egészitettiik ki. Az ATP méréshez hasznalt gyari reagenst hazi ATP mér6 pufferrel (0,1 M
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Trisz/acetat, 2 mM EDTA, 10 mM magnézium-szulfat (MgSO,), pH 7,75) higitottuk (Lach-
Ner Kft.).

1V.1.3.2. Mérés menete

Az 1j tobbparaméteres modszer beallitdsahoz a GFP-t expresszaldo A549 sejteket 96
lyuku sejttenyésztd lemezeken tenyésztettik. Az 1 ¢jszakdn 4t tartd eldinkubdlas utan
kiilonboz6 anyagcesere inhibitorokkal kezeltik Oket: natrium-fluoriddal (NaF; 4 o6rés
inkubalast alkalmazva, 2,5; 5; 10; 15 és 20 mM koncentraciokban), cikloheximiddel (CHX; 4
illetve 24 oras kezelést is alkalmazva, 0,02; 0,04; 0,08; 0,18 és 0,35 nM koncentraciokban),
valamint ochratoxin A-val (OTA; 24 o6ras kezelést hasznaltunk, 5; 12,5 és 20 uM
koncentraciokban).

A kezelést kovetden ugyanabbdl a sejtes mintabol ATP, Osszes nukleinsav és
intracellularis Osszfehérje meghatarozast végeztink a Perkin-Elmer EnSpire Multimode
lemezolvasén az alabbi moédon: az adott ideig tartd kezelések utdn a sejteket haromszor
mostuk 200 pl kalcium- és magnézium tartalmu foszfat pufferolt sooldatban (PBS; pH 7,4).
Ezt kovetden 200 pl sajat fejlesztésii sejtfeltard borat pufferrel (pH 9,2) lizaltuk a sejteket.
Lyukanként 10 pl feltart mintat pipettaztunk at fehér 96 lyuka lemezbe (OptiPlate, Perkin
Elmer), amelyhez 100 ul gyari ATP reagensbdl az ATP mérd pufferrel 10-szeresére higitott
oldatot adtunk. Az ATP mennyiségi meghatarozasahoz gyari ATP standardbol készitett
higitasi sor linearis kalibracids egyenesét hasznaltunk. Ezt kovetden a sejtszdm becsléséhez a
Zexc.=530 nm; Aem.=620 nm hullamhosszokon mértiikk a fluoreszcencia intenzitasokat.
Ezutan a sejtekbdl GFP-tartalmat mértiink Aexc.=480 nm; Aem.=520 nm hullamhosszokon.
Végiil az intracellularis Osszfehérje meghatarozashoz 20 pl lizalt sejtes mintat pipettaztunk at
egy Uj 96 lyukt lemezbe, amelyhez 150 pl hazi sejtfeltar6 puffert, majd 50 pl fluoreszkamin
oldatot (6 mg/20 ml acetonban oldva) adtunk. Egy rovid razatast kovetéen Aexc.=385 nm;
Aem.=490 nm hullamhosszokon mértiik a fluoreszcencia jeleket. Az eredményeket %-ban
fejeztiik ki a kontroll (nem kezelt) csoportokhoz viszonyitva. A vizsgalatokat 4 fiiggetlen
kisérletben, 16 parhuzamos méréssel végeztiik el (n=4x16). Az eredmények a kezelt és a
kontroll sejtek fluoreszcencia intenzitasanak %-ban megadott sszehasonlitasabol szarmaznak

(atlag + szoras) [150].
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IV.1.4. B-ciklodextrinek hatasa a reszazurin fluoreszcencias életképességi tesztre
Kisérleteink soran haromféle béta-CD kdlcsonhatasat vizsgaltuk meg reszazurinnal és
rezorufinnal: nativ béta-ciklodextrin (BCD), hidroxipropil-béta-ciklodextrin (HPBCD),
valamint heptakis-2,6-di-O-metil-béta-ciklodextrin (DIMEB). A molekularis kolcsonhatasok
vizsgalatat vizes kozegben (PBS, pH 7.,4) végeztik, a CD-ek hatdsat a reszazurin
életképességi tesztre human méajkarcinoma (HepG2) sejtvonalon teszteltiik és hasonlitottuk

Ossze sejten beliili teljes ATP és fehérje tartalom meghatarozasaval.

1V.1.4.1. Alkalmazott vegyszerek és oldatok

A mérésekhez hasznalt 6sszes reagens spektroszkopiai vagy analitikai mindségi volt:
reszazurin és rezorufin (Sigma-Aldrich Kft), nativ béta-ciklodextrinek (BCD), beleértve a
HPBCD-t (szubsztitucié foka = 4,5) és DIMEB-et (szubsztitucié foka = 14) (CycloLab Kft,
Budapest), PBS, (pH 7,4) (Thermo Fisher Scientific).

A sejtes ¢letképesség mérésekhez gyari Bioluminescent ATP Assay CLSII Kit-et
(Roche), kalium-hidroxidot (KOH) ¢és natrium-hidroxidot (NaOH) (Reanal Labor)
hasznaltunk. Az ATP méréshez hasznalt hazi puffert a 1V.1.3.1. alfejezetben ismertettem. Az
intracellularis teljes fehérje meghatarozasahoz hazi készitési Bradford-reagenst [126,143]
hasznaltunk. Az optikai méréseket Sarstedt normal és Perkin Elmer fehér (OptiPlate) 96 lyuka

lemezeken végeztiik.

IV.14.2. A ciklodextrinek molekularis koélcsonhatasainak mérése fluoreszcencia
spektroszkopiaval

A rezorufin-CD kolcsonhatasokat fluoreszcencia spektroszkopiai (Hitachi F-4500
fluoriméter) moédszerrel vizsgaltuk, ami sordn az emisszios spektrumokat 25 és 37°C-on
vettiik ol (Aex = 570 nm). A CD-eket (BCD, HPBCD, DIMEB) emelked6 koncentracidban (0-
1200 uM) adtuk hozza 0,4 uM rezorufinhoz PBS-ben (pH 7.4).

A CD-komplexek stabilitasat a Benesi-Hildebrand egyenlet grafikus alkalmazasaval
hataroztuk meg, 1:1 ardnyu sztéchiometriat feltételezve:

b 1. 1
(1-1,) A AxK=+[CD]"

ahol K a kotési allandé (L/mol), lp a rezorufin fluoreszcencia emisszids intenzitasa (Aem = 583
nm) CD-ek nélkiil, | a rezorufin fluoreszcencia emisszids intenzitasa (Aem = 583 nm) CD-ek
jelenlétében, [CD] a ciklodextrinek molaris koncentracidja (mol/L), A egy konstans, n pedig a

kotohelyek szdma.
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1V.1.4.3. A CD-ek hatasa a sejtes citotoxicitas mérésekre

A CD-ek esetleges zavard hatasat HepG2 sejtvonalon vizsgaltuk reszazurin teszt,
valamint ATP- és intracellularis 6sszfehérje tartalom meghatarozassal 96 lyukl sejttenyésztd
lemezeken. A sejteket 0; 0,25; 0,5 ¢s 1 mM CD koncentraciokkal, tovabba 2 pM
reszazurinnal egylitt és kiilon is kezeltiik 30 és 120 percig. A kezelések utan lemezolvason
(Perkin Elmer EnSpire Multimode reader) mértiik a mintdk emisszios jelét (Aex= 570 nm; Aem=
590 nm).

Az ATP- és a teljes sejten beliili fehérjemeghatarozast munkacsoportunk korabbi
munkaja alapjan végeztiik el [126]. A sejteket a CD kezelések (30, illetve 120 perc) utan,
reszazurinnal val6 inkubalds nélkiil mértiik le a lemezolvason. 200 pl kalcium- és magnézium
tartalmtt PBS-ben torténd haromszori mosast kovetden 250 pl 5%-os perklorsavat adtunk a
mintdkhoz. 15 perc inkubalas utan 150 pl perklérsavas kivonatokat pipettaztunk at egy 0j 96
lyukt lemezbe, amelyhez 100 pl 9,13% KOH-t adtunk. A kicsapddott K-perkloratot 15 percig
iilepitettiik, majd a feliiluszokbol 10 pl mintat pipettaztunk fehér 96 lyuka lemezbe
(OptiPlate). Ezutan a lyukakba 100 pul gyari ATP reagens pufferrel 10-szeresére higitott
oldatat adtuk. A biolumineszcencids jelet a Perkin Elmer lemezolvasén mértiik, ATP standard
sort is alkalmazva (17-546 nM). Végiil az intracellularis fehérje meghatarozasahoz a
perklorsavval fixalt sejtek fehérjéit 250 pl 1 M NaOH-val szolubilizaltuk. Ujabb normal
lemezben 20 pl lagos extraktum és 200 ul Bradford reagens elegyitése utan abszorbancia
mérést végeztiink 595 nm-en. A fehérje mérésekhez BSA standard sort hasznéltunk (20-100
mg/l). A vizsgalatokat 5 fiiggetlen kisérletben végeztiik el, 8 parhuzamos mintat alkalmazva
(n=5x8). Az eredmények a kezelt és a kontroll (kezeletlen) sejtek jel-intenzitasanak %-ban

megadott Gsszehasonlitasabol szarmaznak (atlag + szoras) [143].

IV.2. Erdélyi népgydgyaszati adatok alapjan kijelolt novényi kivonatok vizsgalata
IVV.2.1. Etnobotanikai kutatas Erdélyben

A népi orvoslasi adatok gyljtése soran a Pécsi Tudomdanyegyetem
Gyogyszerésztudomanyi Kar (PTE GYTK) Etnofarmakobotanikai Kutatécsoport munkéjaba
kapcsolodtam be Székelyfoldon, Hargita megyében. Felmérések torténtek Abasfalva, Bagy,
Gyepes, Homordédkaracsonyfalva, Homorddkeményfalva, Homorddremete,
Homorodszentmarton, Homorodszentpal, Homorodszentpéter, Kénos, Lokod, Lovéte,
Recsenyéd ¢és Varosfalva telepiiléseken (2016-2019), amelyek kozott Varosfalvan a
terepmunkaban személyesen is részt vettem (2019). A kijeldlt telepiiléseken az orvosi, az

allatorvosi és a gyogyszertari ellatds csak részben biztositott (1. tablazat), igy a
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népgyodgyaszati tudaselemek napjainkban is kiemelkedd szereptick a helyiek korében. A
lakossag zomében mezdgazdasaggal és allattartassal foglalkozik a jelzett falvakban, mellette a
méhészet és tejtermékek forgalmazésa is jellemzo.

Az adatkozlOk felkeresése sordn tobb szempontot is figyelembe vettiink. Elsésorban
olyan személyeket kerestiink fel, akik betoltotték legalabb az 50. életéviiket, szem el6tt tartva
a foglalkozast, végzettséget és az életkoriilményeket. Az adatkdzldkkel félig strukturalt
interjukat  készitettiink, = amelyek sordn  betegségcsoportok  szerint  emlitettek
gyogynovényfajokat, helyenként allati és egyéb anyagokat is. A novényfajokkal kapcsolatban
az alabbi adatok feljegyzésére keriilt sor: népi elnevezés, ¢l6hely, gyiijtési 1d6, hely és madd,
gylijtott novényi rész, szaritas és tarolas modja, készitménytipus, helyi alkalmazas és a kezelt
betegségek. A gylijtott adatokat diktafonnal és kézi jegyzetekkel rogzitettilk. A hangfelvétel
minden esetben az adatk6zl0k el6zetes beleegyezésével tortént, az International Society of
Ethnobiology altal el6irt etikai szabalyok alapjan [Int. hiv. 3. ISE 2007]. A novényfajokat
fényképfelvételek segitségével dokumentaltuk.

1. tablazat. Kijelo6lt telepiilések Székelyfoldon

. Adatkozl6k/ | Orvosi | Allatorvosi | Gyégyszertari

Kutatéopontok ) .., L o

Lakossag ellatas ellatas ellatas
Abasfalva 15/362 - - -
Bagy 19/197 - - -
Gyepes 8/134 - - -
Homorodkaracsonyfalva 23/450 - - -
Homorodkeményfalva 14/209 - - -
Homorodremete 8/52 - - -
Homoro6dszentmarton 21/570 + + +
Homorddszentpal 15/494 - - -
Homoro6dszentpéter 12/120 - - -
Kénos 18/143 - - -
Lokod 10/83 - - -
Lovéte 85/2900 - + +
Recsenyéd 20/136 - - -
Varosfalva 28/240 - - i

IV.2.2. A vizsgalt novényfajok gyiijtése és kivonatok készitése
1V.2.2.1. Novénygyiijtés menete
Az elozoekben ismertetett etnobotanikai felmérések adatait szakirodalmi forrasokkal

¢és adatbazisok eredményeivel vetettik Ossze, amelyek alapjan olyan potencialis fajokat

39



valasztottunk tovabbi vizsgdlatainkhoz, amelyekrél nem, vagy csak kevés fitokémiai és
farmakologiai adat all jelenleg rendelkezésre. Ezek alapjan jeloltik ki az értekezés
Bevezetésében ismertetett Anthyllis vulneraria L., Fuchsia magellanica Lam., Fuchsia
triphylla L. és Lysimachia nummularia L. taxonokat tovabbi vizsgalatainkhoz.

A novények azon drogrészeit gyljtottiik, amelyek az adatkozlok elmondasa szerint a
népi gyogyaszatban alkalmazasra kerililnek. A mintakat egyedi kodokkal jelolve a PTE GYTK
Farmakognoéziai Intézetének ndvényszaritd helyiségében szobahdmérsékleten szaritottuk,
majd papirzacskoban taroltuk a kivonatok készitéséig. A foldfeletti viragos-leveles hajtast
gyujtottik az Anthyllis vulneraria (Pécs, Tettye, mészké sziklagyep, 2016. jalius, TR_7)
valamint a Lysimachia nummularia (Erdély, Homorod-mente, nedves rét, 2016. julius,
TR_15) esetében. A PTE Botanikus kertjében talalhatdo Fuchsia magellanica (TR_10) és
Fuchsia triphylla (TR_9) fajokbol lomblevelet gytijtottiink (2016. jalius).

IV.2.2.2. Alkalmazott oldatok
A kivonatokhoz 96% (v/v) europai gyogyszerkonyv (Ph. Eur) mindéségli etanolt
(Reanal Labor Kft) tridesztillalt vizzel higitottunk.

1VV.2.2.3. Kivonatok készitése

A széritott, majd apritott ndvényi mintdkbol a terepmunkidnk sordn a
népgyogyaszatban emlitett felhasznalasuk alapjan 50%-0s etanolos (népgyogyaszatban
palinka, vodka, vagy egyéb alkohol volt az olddszer) és vizes kivonatokat készitettiink Lee és
munkatarsai munkaja alapjan [187]: 3 g mintdhoz 30 ml 50%-0s (v/v) etanolt vagy
tridesztillalt vizet adtunk, majd a kivonatokat szobahdmérsékleten, razogépen (Biihler KL2)
egy ¢jszakan at razattuk (200 fordulat/perc). Ezt kovetden a kivonatokat Whatman tipusu
szlirOpapiron gomblombikokba sziirtiik, majd rotacidos vakuum beparld késziilek (Biichi
Rotavapor R-3) segitségével beparoltuk. A beparlast kovetden a korabban lemért iires
gomblombikok tomegeinek levonasa utan 0,4-0,5 g szaraz tomeget kaptunk vissza minden
minta esetében, amelyet 5 ml 50%-0s (v/v) etanolban vagy tridesztillalt vizben oldottunk fel.
kivonatok készitését is 3 kiilon alkalommal végeztiik el a 4 névényi minta esetében, majd
azokat elegyitve (3x5 ml = 15 ml minden névényi kivonat esetében) ezt kovetéen pedig 500

pl-ként szétporcidzva -20°C-on taroltuk a felhasznalasig.
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IV.2.3. Polifenol analizis nagynyomasi folyadékkromatograf (HPLC) didédasoros
detektorral és elektrospray ionizacioval kapcsolt MS késziilékkel
IV.2.3.1. Alkalmazott oldatok

A vizsgalatokhoz HPLC szupergradiens mindségii ecetsavat és metanolt (Sigma-

Aldrich Kft) hasznaltunk.

1V.2.3.2. Analizis

A fitokémiai vizsgalatokat a Semmelweis Egyetem Gyogyszerésztudomanyi Kar
Farmakognoézia Intézetével egyiittmiikodve végeztiik. A mérések diddasoros detektorral
(DAD) felszerelt Agilent 1100 HPLC (Agilent Technologies) rendszeren torténtek. A miiszer
felépitését tekintve a diddasoros detektoron kiviil egy binaris gradiens szivattyubol, egy
gaztalanito késziilekbol, egy oszlop termosztatbdl és egy automatikus mintaadagolobol allt. A
mérések soran Zorbax SB-C18, 150 mm hosszl, 3 mm belsé atmér6ji, 3,5 um részecske
atmér6ji kolonnat (Agilent Technologies) alkalmaztunk. Az oszlop termosztat hémérsékletét
25°C-ra allitottuk be. Mozgofazisként A: 0,3% ecetsav oldatot (v/v) és B: metanolt
hasznaltuk. Az optimalizalt rendszer gradiens programja a kdvetkezd volt: 0 és 30 perc kdzott
a B oldat 5%-r6l 100%-ra emelkedés, majd 5 percig fenntartas 100%-on, ezutan 1 perc alatt
100%-161 5%-ra csokkenés. A mobil fazis linearis aramlasi sebessége 0,3 ml/perc, mig az
injektalas térfogata 5 pl volt. A detektalas hulldmhosszat 280 nm-re allitottuk be.

A kivonatok 0Osszetevoinek megbizhatd mindségi azonositisa érdekében a HPLC
mérésekhez tomegspektrometrias (MS) analizist kapcsoltunk. Igy az Agilent 1100 HPLC
rendszerhez Agilent 6410B harmas kvadrupdl tomegspektrométert csatlakoztattunk. Az
ionokat elektrospray ionizacidés (ESI) ionforrds biztositotta (Agilent Technologies) negativ
(flavonoidok, fenolsavak esetében) €s pozitiv (antocianok esetében) ionizaciés mdodban. Az
alkalmazott ESI feltételek a kovetkezOk voltak: hdmérséklet: 35°C, porlasztd nyomas: 40 psi,
fragmens fesziiltség: 120 V, kapillaris fesziiltség: 4000 V. Az iitkozési energiat az elemzett
struktaratol fiiggden 10 eV és 45 eV kozott valtoztattuk. A porlasztashoz és a molekuldk
fragmentalasdhoz egyarant nagy tisztasagi N, gazt hasznaltunk, amelynek dramlési sebessége
9 l/perc volt. Az adatgylijtéshez és az eredmények kvalitativ elemzéséhez MassHunter
B.01.03 szoftvert alkalmaztunk. A komponensek azonositasahoz a retencios idét, az UV- és

tomegspektrumokat, valamint az ide vonatkoz6 irodalmi adatokat vettiik alapul [122].
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IV.2.4. A novényi kivonatok citotoxicitasanak tesztelése
1VV.2.4.1. Alkalmazott oldatok és reagensek

A lemezolvason végzett vizsgalatainkhoz a 111.4.4.1. alfejezetben ismertetett
reagenseket hasznaltuk.

Az aramlési citometrias mérésekhez felhasznalt anyagok a kovetkezok voltak: 7-
aminoactinomycin D (7AAD; Sigma-Aldrich Kft), Pacific Blue-val (PB) konjugalt Annexin
V és fluoreszcein-izotiocianattal (FITC) konjugalt Annexin V (Thermo Fisher Scientific).

1V.2.4.2. Citotoxicitas mérés lemezolvasdval

A gyogynovény kivonatok (50%-0s etanolos és vizes) citotoxikus hatasat 3T3 és
HaCaT sejtvonalakon teszteltiik a 1V.1.3.2. alfejezetben ismertetett tobbparaméteres (ATP,
nukleinsav, osszfehérje) viabilitast mér6 modszeriink alapjan. Mivel a sejtvonalak nem
expresszalnak GFP-t, ezért ezt a paramétert nem mértik. Az alkalmazott kivonatok
koncentracioi a kovetkezok voltak: A. vulneraria: 500-2500 pg/ml (etanolos kivonat) és 4000-
8000 pg/ml (vizes kivonat); F. magellanica és F. triphylla: 50-800 pug/ml (etanolos kivonat)
¢és 120-1000 pg/ml (vizes kivonat); L. nummularia: 250-1500 pg/ml (etanolos kivonat) és
3000-7000 pg/ml (vizes kivonat). Etanolos kivonatok esetén maximum 1,5% (v/v) oldoszer
tartalmu extraktumokat vizsgaltunk, amely koncentracid alatt az etanol mar nem befolyasolja
a sejtek életképességét. A méréseket 5 fiiggetlen kisérletben, 4 parhuzamos mérést alkalmazva
végeztik el (n=5x4). A kapott dozis-hatas gorbékre logisztikus illesztést alkalmaztunk
OriginLab 2016 program segitségével [122].

I1VV.2.4.3. Citotoxicitas mérése aramlasi citométerrel

Mig a lemezolvason torténd vizsgéalatok, még ha tobb sejtes paramétert mériink is,
csak egy altalanos képet adnak a ndvényi kivonatok citotoxikus hatésairdl, az élé/halott sejtek
aranyarol, addig az aramlasi citométer nagyobb pontossaggal meg tudja hatdrozni a sejten
beliili valtozasokat, kiilonbséget tud tenni az apoptotikus és a nekrotikus sejtek kozott. Igy a
miszer érzékenysége miatt azokat a ndvényi kivonat-koncentraciokat vélasztottuk tovabbi
tesztelésre, amelyek a lemezolvasoén torténd méréseknél mar nem mutattak jelentds
életképesség csokkenést, ezaltal bizonyitva a feltételezett szubtoxikus hatast. Igy az A.
vulneraria estén 50; 100 és 200 ug/ml koncentraciokat, a F. magellanica és F. triphylla esetén
2,5, 5 és 10 pg/ml, mig a L. nummularia esetén 10; 25 és 50 pg/ml koncentraciokat
vizsgaltunk. A HPLC késziilékkel (1asd. 111.3.2. alfejezet) mért magasabb hatdéanyag tartalom
¢s igy a jelentdsebb biologiai hatds miatt csak az etanolos kivonatokat teszteltiik.
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A kisérleteket BD FACS Canto II dramlasi citométeren (Becton Dickinson) végeztiik
el. A korai és a késdi apoptotikus, illetve a nekrotikus sejtek elkiilonitése Annexin V és 7AAD
festékek segitségével tortént. A mérésekhez hasznalt Annexin V FITC-vel vagy PB-vel volt
konjugaltatva. Az Annexin V-re pozitiv, 7AAD-ra negativ sejtpopulacio jelentette a korai
apoptotikus fazist, a 7AAD-re pozitivak, Annexin V-re nagativak a nekrotikus fazist, az
Annexin V és 7AAD-re is kettds pozitivak voltak a kés6i apoptotikus sejtek, mig a kettds
negativak az €16 sejtpopulaciot jelolték. A méréseket mintdnként 10.000 eseményszammal
végeztilk el. Mivel 1 sejtes mintan beliil kettés fluoreszcens jelolést hasznaltunk, ezért
szilkség volt a hattér fluoreszcencia meghatarozasara FMO (fluoreszcencia minusz egy)
kontrollok segitségével, amelyek segitenck meghatarozni az adott fluoreszcens jel atfedését.
(M1. abra). A kompenzaciot €és a kapott adatok elemzését FlowJo v.10 programmal végeztiik
el. Az eredmények a kezelt és a kontroll (kezeletlen) sejtek fluoreszcencia median

intenzitasanak %-ban megadott 6sszehasonlitasabol szarmaznak (median) [122].

IV.2.5. Antimikrobas hatas vizsgalata
IV.2.5.1. Vizsgalt baktériumtorzsek és alkalmazott oldatok

A kisérleteinkhez hasznalt baktériumtorzseket a Szegedi Tudomanyegyetem Altalanos
Orvostudoméanyi Kar Mikrobiologiai Intézetébdl (Szeged Microbial Collection-SZMC
koddal), valamint a Pécsi Tudoméanyegyetem (Pécs Microbial Collection-PMC koddal) a
Természettudomanyi Kar Mikrobioldgiai Intézetébdl kaptuk. A vizsgalt torzsek a kovetkezdk
voltak: Bacillus subtilis (B. subtilis, SZMC 0209), Escherichia coli (E. coli, PMC 201),
Staphylococcus aureus (S. aureus, PMC 29213), Streptococcus pyogenes (S. pyogenes, SZMC
0119) és Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa, PMC 103). A baktériumtorzseket tripton
sz6ja tapoldatban (TSB, Biolab) 30°C-on tenyésztettiik a korai stacioner fazisban 1évé 10°/ml
sejtszam elérése céljabol.

Vizsgalatainkhoz hasznalt anyagok: 3-N-morfolin-propanszulfonsav (MOPS; Serva),
gliikoz, adenin (Reanal Labor), modositott Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640
(165 mM MOPS, 100 mM gliikkoz és 0,185 mM adenin reagensekkel kiegészitve), eritromicin
(Sigma-Aldrich Kft).

IV.2.5.2. MICg értékének meghatarozasa mikrodilticiés modszerrel
A kisérleteket munkacsoportunk korabbi munkéja alapjan végeztikk el [178] kisebb

modositasokkal: a mérésekhez hasznalt novényi (50%-0S etanolos €s vizes) kivonatokat
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modositott RPMI 1640 tapoldatban higitottuk 100 ul végtérfogatban, steril 96 lyukt
lemezekben. Az alkalmazott koncentraciok etanolos kivonatok esetén 0,4-3000 pg/ml kozott,
a vizes kivonatok esetén 4-40000 pg/ml kozott voltak. A higitott kivonatokhoz a

mikroorganizmusok szintén méddositott RPMI 1640 médiumban eldkészitett 10°/ml sejtszamu

crcr

crer

amely mar nem okoz szaporodasgatlo hatast és életképességesokkenést a baktériumokban. A
kisérletekhez a kivonatmentes szuszpenziot tekintettiik altaldnos baktériumndvekedési
kontrollnak, mig pozitiv kontrollként eritromicint alkalmaztunk. A fotometrias mérést (A=580
nm) kovetden (Multiskan EX 355 lemezolvas6, Thermo Electron Corporation)
megallapitottuk a MICgg értékeket, ami az a legkisebb kivonat koncentracio, amely 80%-ban
megakaddlyozza az adott mikroorganizmus szaporoddsat. A szuszpenzié nélkiili tdpoldat
(hattér) optikai denzitds értékét minden esetben kivontuk a kapott eredménybdl. A

vizsgalatokat 5 fliggetlen mérésben végeztiik el, 3 parallelt alkalmazva (n=5x3) [122].

IV.2.6. Nem enzimatikus, kémiai antioxidans kapacitas vizsgalatok
1V.2.6.1. Alkalmazott oldatok és reagensek

Vizsgalatainkhoz hasznalt anyagok: luminol, para-jodofenol, Trolox (6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboxil sav), peroxidaz enzim, Na,-fluoreszcein, AAPH, DPPH,
K,S,0g, ABTS (Sigma-Aldrich Kft), H,O, (Reanal Labor).

A vizsgélatok sordan a 4 kijeldlt novényfaj 50%-0s etanolos és vizes kivonatait

vizsgaltuk.

1VV.2.6.2. Oxigéngyok Abszorpcios Kapacitis —- ORAC

A mérést munkacsoportunk korabbi munkaja alapjan végeztikk el [163] 96 lyuka
lemezeken: 150 pl fluoreszcein oldatot (400 nM, 75 mM kaliumtartalma foszfat pufferben
oldva, pH 7,5) adtunk 25 pl vakhoz/kivonathoz/Troloxhoz, majd 30 percig 37°C-on fénytdl
védve inkubdltuk. Ezutdn a mérést 25 ul AAPH (400 mM, 75 mM kéliumtartalmt foszfat
pufferben oldva, pH 7,5) automatikus injektalasa utan inditottuk el. A monitorozas BioTek
Synergy HT lemezolvasd késziiléken (Aexc.=490 nm; ZAem.=520 nm alkalmazott
hullamhosszokon) tortént kinetikai modban 80 percig, 2 perces idokozonkénti méréssel,

37°C-on.
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1V.2.6.3. Erositett kemilumineszcencian alapulé médszer — ECL

A mérést munkacsoportunk korabbi munkaja alapjan végeztiik el [163]. A vizsgalatot
BioTek Synergy HT lemezolvasora adaptalva, fehér 96 lyuku lemezen (OptiPlate) végeztiik.
Meérés eldtt 70 ul detektald reagenst (0,15 M borat puffer - pH 9,6; kiegészitve 0,45 mM
luminollal és 1,8 mM para-jodofenollal) ¢s 200 pul peroxidaz enzimet (15 pU/ml) kevertiink
Ossze, amelyet felhasznélasig jégen tartottunk. A mérés sorrendje a kovetkezd volt: 20 pl
vakhoz/kivonathoz/Troloxhoz 270 ul detektalé reagenstenzim keveréket adtunk, majd a
kinetikus mérést (10 perc, 64 masodperces iddintervallumban) a lemezolvasoéban 20 pul

higitott H,O, automatikus injektalasaval inditottuk.

IVV.2.6.4. DPPH gyok megkotésén alapulé antioxidans kapacitas mérése

A mobdszer Beretta és munkatarsainak munkajan alapul, azonban moédositottuk azzal,
mérés menete 96 lyukl lemez esetén a kdvetkezd volt: 50 ul vakhoz/kivonathoz/Troloxhoz
100 ul DPPH oldatot (200 uM, 96% etanolban oldva) és 50 ul acetat puffert (100 mM, pH
5,5) adtunk. Az abszorbanciat 517 nm-en 60 perc utan lemezolvason (Perkin-Elmer EnSpire

Multimode reader) mértiik.

IV.2.6.5. Troloxra vonatkoztatott Antioxidans Kapacitas —- TEAC

A modszert Re és munkatarsai, valamint Stratil és munkatarsai munkaja alapjan,
kisebb moédositasokkal végeztiik el [167,168]. Az ABTS®" gydk képzése a kovetkezOk szerint
tortént: KyS,0g (125 mM) és ABTS (7 mM) 49:1 aranyu oldatat 12 orara sotétben,
szobahémérsékleten allni hagytuk. Az ABTS®" oldat abszorbanciajat A=734 nm-en 0,7-re
allitottuk a fotometrids mérés linearis tartomanydnak megtartasa céljabol. Ezutan egy 96
lyukt lemezbe 20 ul higitott ndvényi mintat (50%-0s etanolos vagy vizes kivonat) és 80 pl
ABTS®" oldatot adtunk. Az abszorbanciat A=734 nm-en 20 perc eltelte utan lemezolvason

(Perkin-Elmer EnSpire Multimode reader) mértiik.

IVV.2.6.6. TAC értékek elemzése

Mind a 4 TAC mérd moddszer esetén standardként Troloxbol készitett higitasi sor
kalibracios egyenesét hasznaltuk, amely a teljes antioxidans kapacitas mérések széles korben
elterjedt kalibraloszere. A vizsgélatokat 5 fiiggetlen mérésben, 3 parhuzamos mérést

alkalmazva végeztiik el (n=5x3).
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Az ORAC ¢és ECL vizsgalatok soran az eredményeket Trolox ekvivalensben (TE)
adtuk meg (uM). Az ORAC teszt esetén a vakra (csak oldoszer) kapott gorbe alatti teriilet
(AUC) fluoreszcens jel értékét kivontuk mind Onmagabdl, mind az 0Osszes
standardbol/mintabol (nett6 AUC). A netté AUC alapjan egy kalibracios egyenest kaptunk a
Trolox standard higitasi sorra. A lumineszcens (ECL) teszt esetében pedig a Trolox higitasi
sorara kapott emissziés AUC értékeibdl szdmoltuk ki a kalibracios egyenest. Ezutan mindkét
moddszernél a névényi mintdk TE (uM) értékeit a Trolox regresszids egyenesébdl szamoltuk
ki, majd megszoroztuk a higitasi faktorral, végiil a kapott értékeket 1 g szaritott novényi
anyagra vonatkoztattuk. Minél magasabb egy ndvényi kivonat kapott TAC értéke, annal
erdsebb az antioxidans hatésa.

A DPPH ¢és TEAC moddszerek esetén a novényi kivonatok 50%-0s gyoksemlegesitd
hatasat fejeztiik ki (ICsp), vagyis azt a koncentraciot adtuk meg pg/ml-ben, amely a DDPH
vagy ABTS gyok abszorbanciajat 50%-kal csokkenti. Ezt az adott kivonat koncentracidja és a
hozza tartozd gyoksemlegesitdé hatasbol (%-ban) kapott linedris regresszidos gorbe alapjan
szamoltuk ki. Minél alacsonyabb egy novényi kivonat ICsg értéke, annal nagyobb antioxidans
hatassal rendelkezik. A gatl6 szazalék kiszamitdsat az alabbi egyenlet alapjan szamoltuk ki:

Ao — 4y
4o

Gyok semlegesit6 hatas (% gatlas) = ( ) x 100

Itt az Ao jeloli a vak (csak oldoszer) abszorbancidjat, az A; pedig a névényi minta vagy a

Trolox standard abszorbanciajat.

IV.2.7. Az intracellularis antioxidans kapacitas mérése
IV.2.7.1. Alkalmazott oldatok és reagensek

Vizsgalatainkhoz hasznalt anyagok: 2,2’-azo-bis(2-amidinopropan) dihidroklorid
(AAPH), 2’,7’-diklorfluoreszcein-diacetat (DCFH-DA) és dihidrorodamin 123 (DHR123)
voltak (Sigma-Aldrich Kft). Kezel6oldatként a Hanks’ Balanced Salt Solution (Thermo Fisher
Scientific) oldatot (5,5 mM gliikozzal kiegészitve, Reanal Labor) hasznaltuk, amelyet 4°C-on
taroltunk.

A vizsgéalatokhoz a 4 kijelolt novényfaj 50%-0S etanolos és vizes kivonatait is
teszteltiik. Az intracellularis reaktiv oxigéngyok termelésre gyakorolt antioxidans hatas
megallapitdsdhoz oxidaciora érzékeny DCFH-DA-t és DHRI123-t hasznaltuk fel.
Oxidaloszerként AAPH-t alkalmaztunk, amely segitségével sejten beliili oxidativ stresszt
valtottunk ki. A teszteket 3T3 és HaCaT sejtvonalakon végeztiik el.
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IV.2.7.2. Mérés menete

Az alkalmazott DCFH-DA ¢és DHRI123 tesztek 96 lyuka lemezeken (Sarstedt)
torténtek, amelyek optimalis koriilményei a kovetkezok voltak: 5 x 10* sejt/ml sejtdenzités,
majd 1 ¢éjszakan at tartd elo-inkubalds. Masnap 200 pl kdlcium- és magnéziumtartalmi PBS-
ben torténd haromszori mosas utan a sejteket 5,5 mM gliik6z tartalmt Hanks’ oldatban oldott
50 uM DCFH-DA vagy 10 uM DHR123 és ndvényi kivonatokkal egyiitt 37°C-on, 60 percig
inkubaltuk. A kezeldoldat eltavolitdsa utdn a kinetikai mérés 1 mM AAPH hozzdadasa utan
kezd6édott. A fluoreszeencia intenzitasokat 37°C-on, 60 percig monitoroztuk BioTek Synergy
HT lemezolvaso késziiléken (Aexc.=490 nm; Aem.=520 nm hulldmhosszokon).

A kivonatok gyoksemlegesit6 hatasat a gatlas szazalékdban adtuk meg, vagyis minden
novényi kivonatnal azt a koncentraciét hataroztuk meg pg/ml-ben, amely a keletkezd
diklorofluoreszcein és rodaminl23 fluoreszcencia intenzitasat 50%-kal csokkenti. Ehhez a
kinetikus mérésbdl addéddan a vakra (csak olddszer) kapott AUC fluoreszcens jel értékét
kivontuk mind 6nmagabdl, mind az 0sszes ndvényi mintabdl (nettdé AUC). Ezutan az adott
kivonat koncentraciojabol és a hozza tartozd gyoksemlegesité hatasbol (%-ban) kapott
linedris regresszids egyenes alapjan szamoltuk ki az ICsg értékeket.

A gatldsi szézalék kiszamitasat az alabbi egyenlet alapjan szamoltuk ki:
AUC, — AUC,

x 100
AUC, )

Gyok semlegesitd hatas (% gatlas) = (

Itt az AUC, jeldli a vak (csak olddszer) gorbe alatti teriiletének, az AUC; pedig a ndvényi
minta gorbe alatti terliletének (AUC) fluoreszcens értékét. A méréseket 5 fiiggetlen

kisérletben, 4 parhuzamos méréssel végeztiik el (n=5x4) [122].

1V.2.8. A sejtmigracio (,,sebgyogyulas teszt”) in vitro vizsgalata
1V.2.8.1. Alkalmazott oldatok és reagensek

A migraciés mérésekhez nem az altalanosan ismert scratch assay sebzési modellt
alkalmaztuk, mivel annak a sebzési szélessége nem standard. Ezért a jobb reprodukalhatosag
miatt specialis 500 um szélességii steril biokompatibilis szilikon betéteket hasznaltunk (Ibidi
GmbH), amelyeket 24 lyuku sejttenyészté lemez (Sarstedt) mélyedéseibe helyeztiink. Pozitiv
kontrollként vérlemezke eredetli novekedési faktort hasznaltunk (PDGF-BB, Miltenyi

Biotec). A vizsgalatokhoz a 4 kijelolt ndvényfaj 50%-0s etanolos kivonatait teszteltiik.
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IV.2.8.2. Mérés menete

A novényi kivonatokkal kezelt HaCaT és 3T3 sejtek migracios képességét 500 pm
sz€lességli betétek segitségével vizsgaltuk. A steril inzerteket 24 lyuku sejttenyésztd
lemezekbe helyeztiik, majd a sejteket az inzertek liregeiben eldtenyésztettiik. Ezt kovetden a
kozel 100% fedettség elérése utan eltavolitottuk a betéteket, majd 500 pl kalcium- és
magnéziumtartalmt PBS-sel torténd egyszeri mosast kovetden a sejteket a novényi kivonatok
szubtoxikus koncentracidival kezeltiik, amelyek a kdvetkezok voltak: A. vulneraria esetén 50;
100 és 200 pg/ml, F.magellanica és F. triphylla esetén 2,5; 5 és 10 pg/ml, L. nummularia
eseténl0; 25 és 50 ug/ml. Pozitiv kontrollként PDGF-BB novekedési faktort hasznaltuk 15
keresztiil vizsgaltuk a sejtmentes, kezdetben 500 um széles teriileten egy termosztatba
helyezhet6 ¢16 képalkoto technikaval rendelkez6 faziskontraszt mikroszkop (JuLi Stage Real-
Time Cell History Recorder, NanoEnTek) segitségével. A késziiléket 10x-es objektiv
nagyitassal faziskontraszt médban hasznaltuk.

Az eredmények értékelésénél a sejtmentes teriilet zarddasi aranyat (a pixel intenzités
%-aban) hataroztuk meg ImageJ 1.x program segitségével. A zarddasi szazalék kiszamitasat
az alabbi egyenlet alapjan szamoltuk ki:

Sejtmentes teriilet,, — Sejtmentes tertlety

Zarodasi arany (%) = ( ) x 100

Sejtmentes teriilet
A Sejtmentes teriileto jelenti a kisérlet kezdetén a 0. idépontban, mig a Sejtmentes teriiletyp,
jeloli az adott idépontban mért sejtmentes teriilet pixel intenzitasat.

Ezutan a kapott adatokbol minden kivonat esetén Osszesitett zarodasi gorbéket
képeztiink és kiszamoltuk a gorbe alatti teriileteket (AUC), vagyis a 0.,4., 8., 12., 16., 20. és a
24. o6rdban kapott %-os értékeket Osszeadtuk. A végsd eredmények a kezelt és a kontroll
(kezeletlen) sejtek AUC értékének %-ban megadott 6sszehasonlitasabol szarmaznak (atlag +

szoras). A méréseket triplikatumban, 3 fiiggetlen kisérletben végeztiik el (n=3x3) [122].

I1VV.2.9. Fehérjeexpresszios vizsgalatok
Az antioxidans, gyulladascsokkentd valamint migraciot és proliferaciot segitd hatasok
hatterében 4allo intracellularis jelatviteli folyamatokban résztvevd fehérjék vizsgalatat

kvantitativ kemilumineszcencids Western blot mddszerrel végeztiik.
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1V.2.9.1. Alkalmazott oldatok és reagensek

Vizsgalatainkhoz hasznalt anyagaink koziil a RIPA puffer (25 mM Tris-HCI, pH 7,6;
150 mM NaCl; 0,5% natrium deoxikolat; 1% TX-100%; 1 mM EDTA és 0,1% natrium-
dodecil-szulfat (SDS)), a Tween-20 valamint a fenil-metil-szulfonil-fluorid (PMSF) (Sigma-
Aldrich Kft), proteaz és foszfataz inhibitor tabletta (Roche), PBS (pH 7,4) (Thermo Fisher
Scientific), tejpor (Bio-Rad) voltak. A Laemmli-puffert (62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8; 10 v/v%
glicerin; 3 v/v% SDS, 2 v/v% B-merkaptoetanol) és a Tris pufferolt séoldatot (TBS; 50 mM
Tris, 150 mM NaCl, pH 7,5) a laboratoriumunkban magunk készitettiik el (dsszetevok:
Sigma-Aldrich Kft). A blottolashoz 0,22 um pérusméretii polivinil-difluorid (PVDF; Merck
Millopore) membranokat hasznaltunk. A szignalok eléhivasdhoz SuperSignal West Femto
Chemiluminescent Substrate Kit-et hasznaltunk (Thermo Fisher Scientific).

A kiilonbozd biologiai funkcidkban szerepet jatszo fehérjék kimutatdsara tobbféle
antitestet hasznaltunk a gyartok altal javasolt protokoll szerint, amelyet a 2. tablazat foglal
magaba. Masodlagos antitestként tormaperoxiddzzal konjugalt (HRP) kecske anti-nyul IgG
(Thermo Fisher Scientific) ellenanyagot 1:4000 higitasban hasznaltunk.

A korabbi méréseink eredményei alapjan csak a F. magellanica és a F. triphylla 50%-
0s etanolos kivonatait vizsgaltuk HaCat sejtvonalon 2,5; 5 és 10 ng/ml koncentracidokban.

Az antioxidans hatas vizsgalatokhoz pozitiv kontrollként 10 uM H,O, oldatot
hasznaltunk, mig a gyulladascsokkentd hatas teszteléséhez 1 ug/ml LPS oldattal (Sigma-
Aldrich Kft) kezeltiik a sejteket a ndvényi kivonatokkal egyiitt.
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2. tablazat. Western blot vizsgalatokban hasznalt elsodleges ellenanyagok jellemzoi

Antigén specifikacio Tipus Gyarto Higitas
Szuperoxid dizmutéz 2 (SOD2) Nyal Fine Test 1: 1000
poliklonalis
Katalaz (CAT) Nyal Fine Test 1: 1000
poliklonalis
Ciklooxigenaz-2 (COX2) Nyl Thermo Fisher  1: 1000
poliklonalis
p44/42 MAPK (Erk1/2) Nyal  ThermoFisher  1:500
poliklonalis
Foszfo p44/42 MAPK (Thr202, Nyul . .
Tyr204) polikionalis Thermo Fisher 1: 500
Nyul . _
Akt polikionalis Cell Signaling 1: 150
Foszfo-Aktl (Serd73) Nyal 1 Thermo Fisher 1: 1000
monoklonalis
Nyul : _
p38 polikionalis Fine Test 1: 2000
Foszfo-p38 (Tyr182) Nyul Thermo Fisher 1: 150
poliklonalis '
[B-aktin .Nyul, . Thermo Fisher 1: 1000
poliklonalis
Nyul - _
GAPDH poliklonlis Cell Signaling  1: 20.000

1VV.2.9.2. Mérés menete

A 24 oras kezelést kovetden a sejteket jéghideg PBS pufferrel mostuk, majd a 6 lyuka
tenyésztdlemezbdl sejtkaparoval, 1 ml lizis pufferben (RIPA pufter frissen kiegészitve PMSF
valamint protedz és foszfataz inhibitorokkal) gyijtottik 6ssze azokat. Ezutan a mintakat 30
percig jégen inkubaltuk, majd 12.000 g-n, 4°C és 10 perc centrifugalas utan a feliiliszobol
Bradford teszt segitségével spektrofotometridsan, 595 nm-en fehérjekoncentraciot mértiink. A
lizatumokat 5x toménységii Laemmli-pufferrel (1:4 arany) kiegészitve 5 percig forraltuk
denaturalas céljabol.
tartalmazé poliakrilamid gélen [189] valasztottuk el Mini Protean elektroforézis késziilékben
(Bio-Rad). SOD2, CAT és COX2 antitestek esetén 10% (futtatas: 190 V, 80 perc, 20°C), mig
Aktl, foszfo-Aktl (Ser473), p38, foszfo-p38 (Tyrl82), Erkl/2 és foszfo-Erkl1l/2 (Thr202,
Tyr204) esetén 15% (futtatas: 190 V, 4 ora, 4°C) toménységli géleket alkalmaztunk.

Futtatas utdn a fehérjéket ,,nedves” immunoblot késziilék (Mini Trans-Blot, wet
transfer cell, BioRad) segitségével PVDF membranra blottoltuk (40 V, 3 o6ra, 4°C), aminek a
hatékonysagat Coomassie R-250 festékkel (Bio-Rad) allapitottuk meg.
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Az aspecifikus kotddés elkeriilése végett 1 6rdn at blokkoltuk a membranokat 5 v/v%
tejpor és 0,1 v/v% Tween-20 tartalma TBS pufferben. Ezt kovetéen a membranokat egy
¢jszakan at, 4°C-on inkubaltuk a megfeleld elsddleges ellenanyagokkal (koncentracidk és
higitasok lasd. 2. tablazat). Vizsgalatainkhoz toltési kontrollként B-aktin vagy GAPDH
immunjelolést alkalmaztunk, ezzel igazolva, hogy a felvitt fehérjemennyiségek azonosak
voltak. Ezutan a membranokat 0,05 v/v% Tween-20-t tartalmazé6 TBS-sel mostuk 5
alkalommal, 10 percig, majd a megfelel6 masodlagos ellenanyagot (1:4000 higitasban) adtuk
a mintakhoz 1 o6rara. Az el6z6éekben is alkalmazott négyszer 10 perc mosas, majd a végén a
mar csak TBS tartalm(i mosast kovetden, gyari Femto érzékenységli kemilumineszcens
szubsztrattal hivtuk el6 a membranokat. A kapott kemilumineszcens jeleket a G:Box Chemi
XX6 System (Syngene) késziilékkel detektaltuk. A denzitometralast a Syngene GeneTools

szoftvere (Synoptics) segitségével végeztiik.

1VV.2.10. Statisztikai analizis

Adatainkat az SPSS (Statistical Package for the Social Sciences for Windows)
statisztikai elemz6 szoftver 22-es verzidjaval értékeltiik ki (IBM Corporation). A statisztikai
értekelés a vizes és az etanolos kivonatok Osszehasonlitdsanal fiiggetlen mintds T-proba
segitségével tortént, mig a kezelt és a kontroll csoportok Osszehasonlitdisdhoz az egyutas
ANOVA (Dunnett post hoc) tesztet hasznaltuk. A nem sejtes, kémiai antioxidans vizsgalatok
esetén a vizsgalt 4 novényfaj etanolos és vizes kivonatainak, valamint az antioxidans
modszerek kozotti kiilonbségek vizsgalatahoz fokomponens analizist (Principal Component
Analysis - PCA) végeztiink el, amelyhez az R program (R Core Team, 3.6.1. verzid) procomp
funkciojat hasznaltuk. Statisztikailag szignifikansnak a p <0,05 értékeket tekintettiik.
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V. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

V.1. Sejtalapu citotoxicitas tesztek kidolgozasa és megbizhatosaguk vizsgalata
V.1.1. Uj, tobbparaméteres citotoxicitis modszer kidolgozasa lemezolvasora

A lemezolvasora adaptalt vizsgéalatokat azok gyorsasdga valamint kis mintaigénye
miatt széles korben alkalmazzak citotoxicitas teszteknél. A tesztek jelentdés hanyadaban a
mérésekhez sejtlizist kell végezni. Szdmos sejtlizis technika létezik az adott kisérlettl vagy
sejttipustol fliggden, amelyek lehetnek mechanikai, fizikai, kémiai vagy bioldgiai technikak.
Vannak moddszerek, amelyek enyhe extrakcios eljarasokat alkalmaznak, példaul fagyasztas,
ozmozis, alacsony homérsékleten torténd gyors ultrahangos lizis, vagy detergens hasznalata,
paldaul SDS vagy TX-100 [190]. Korabbi eljarasunk [126] tovabbfejlesztésével sikeriilt
beallitani egy olyan, 1 1épésben torténd gyors extrakciés modszert, amely lehetové teszi
ugyanazon sejtes mintabol egyidejiileg a sejten beliili fehérje és ATP tartalom mérését
valamint a sejtszam meghatarozasat, ezaltal csokkentve a plusz feltarasi id6bél szarmazo
hibak lehetdségét. A kidolgozott (ij modszer alapja a feltard oldat, amely egy lugos pH-val
rendelkezé borsav/NaOH puffer (pH 9,2), kiegészitve TX-100-val és EDTA-val. A puffer
segitségével egyszerre lizaljuk a kitapadt sejteket, és stabilizaljuk a sejten beliili fehérje és
ATP tartalmat akar 30 percig is [135]. Tovabba mindezek segitenek elkeriilni az ismételt
pipettazasbol eredd sejtveszteséget.

A sejtlizalo puffer optimalizalasat kovetéen GFP-n alapuld viabilitasi teszttel
vizsgaltuk a kiilonb6z6 anyagcsere inhibitorokkal kezelt, GFP-t expresszalo egér tiido
karcindma sejtvonalat (A549-GFP), hogy van-e 6sszefliggés a GFP fluoreszcencia intenzitasa
¢és egyéb, az anyagcserével kapcsolt életképességi paraméterek kozott. A sejtkulturakat NaF-
dal, OTA-val és CHX-del kezeltiik.

A NaF kezeléshez gliikozzal kiegészitett Hanks oldatot hasznéltunk, hogy tisztabb
képet kapjunk az intracellularis anyagcserevaltozasokrol. A Hanks oldatbdl hianyoznak egyes
tapanyagok (példaul aminosavak), de a médium esszencialis ionokkal és gliikozzal van
kiegészitve. Ilyen koriilmények kozott a gliikoz az egyetlen tapanyag, amelyet a sejtek
felvehetnek. Igy az eredmény, amelyet a NaF kezelés soran latunk, feltételezhetéen
megmutatja a vegylilet hatasat a glilkoz metabolizmusra, amely a glik6zmolekulak
hasznositasaval fiigg 6ssze.

Az alkalmazott 4 6ras inkubdlast kovetdéen dozis fiiggden jelentésen lecsokkentek a mért
intracellularis paraméterek. A legdramaibb eltérés az ATP szintekben volt megfigyelhetd,

ugyanis a legmagasabb NaF koncentracio (20 mM) szinte teljesen lecsokkentette az ATP
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tartalmat (2%-ra), Osszehasonlitva a kontroll sejtek értékeivel (12. abra, a és b). Ezek a
figyelemreméltd valtozasok nem meglepdek, ugyanis a NaF egy altalanos, az enzimatikus
rendszert gatld vegyiilet [191]. Ez magaba foglalja a glikolitikus enzimek gatlasat, amelyek
nagyrészt hozzéjarulnak az ATP termeléséhez, kiilondsen a tumoros sejtekben, ahol az
energia nagyrészt a glikolizistdl fiigg még akkor is, ha az oxigénellatas elegendo és kdzben az
oxidativ foszforilaci6 is mikodhet (Warburg effektus) [192,193]. Mindazonaltal
figyelemremélté eredmény, hogy a GFP expresszio (fluoreszcencia) dsszevetve a sejtszdmmal
(6sszes nukleinsav tartalom: Pl jele) illetve a sejten beliili fehérjetartalommal jo korrelaciot
mutat (12. abra, a és b).

Az OTA 24 o6ras kezelését kovetden a vizsgalt sejten beliili faktorok koziil
mindegyiknél dozisfiiggd csokkenés figyelheté meg. A legmagasabb OTA koncentracio (20
uM) 82%-ra csokkentette a GFP szintjét, mig a sejten beliili 6sszes fehérje 75%-ra csokkent le
a kontroll 100% értékeihez viszonyitva (12. abra, ¢ és d). Az OTA a komplex hatasat részben
az oxidativ stressz indukaldsan és az energiadeplécion keresztiil kozvetiti. Szdmos toxikus
folyamatban vesz részt, példaul lipidperoxidaciod, fehérjeszintézis gatlasa, mitokondrialis
utvonalak gatlasa és a DNS direkt karositasa [194,195].

A CHX hatésat kétféle inkubalasi idoben (4 ora, illetve 24 o6ra utan) vizsgaltuk. A
rovidebb, 4 6ras expozicié esetén nem lattunk valtozast vagy csak enyhe csokkenést mértiink
(12. abra, ¢ és f), mig a hosszabb inkubalas esetében dozisfiiggd, jelentds valaszt figyeltiink
meg a sejtekben (12. abra, g és h). A GFP-jel ebben az esetben is erds korrelaciét mutat a PI-
¢s fehérjetartalommal. A legerételjesebb gatlast a vizsgalt inhibitorok koziil a CHX 24 6ras
kezelése okozta, ugyanis a GFP szinteket 40%-ra, az 0sszfehérje tartalmat 50%-ra, a PI jelét
pedig 60%-ra csokkentette le (12. abra, g és h). A CHX széles korben alkalmazott vegyiilet az
eukariotak fehérjeszintézisének gatlasahoz, ugyanis ledllitja a transzlaciot, annak az
elongacios fazisaban a riboszomalis 60S alegységhez kotve [196]. A 4 oras kezelés
megemelte az ATP szintet, mig a 24 6ras inkubacid annak jelentds csokkenését okozta. Oka
feltehetden a fehérjeszintézis gatlasan keresztiili apoptozis-indukalo hatdsanak tulajdonithato.
Ugyanis az apoptotikus folyamatok energiat igényelnek a downstream folyamatok
zokkenémentes végigvezetéséhez [197,198]. Tovabba a fehérjeszintézis erdésen energiafiiggo,
ezaltal ha a CHX gatolja a fehérjeszintézis utjait, akkor az a fel nem hasznalt ATP
felhalmozodasat eredményezheti a sejtekben.

Vizsgalatainknal altalanos megfigyelésként azt tapasztaltuk, hogy kezelést6l
fiiggetleniil a GFP-jel intenzitasa egylitt mozog a sejtszammal és a fehérjetartalommal. Habar

a fluoreszcens protein expresszidja kiilsé promoter ellendrzése alatt all, azonban a
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transzkripcid ¢és transzlacio altalanosan belsO intrinsic faktorok altal szabalyozott, tehat

egyértelmiien hatast gyakorol a fluoreszcens fehérje kifejezodésére is.
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12. abra. Dozis-hatas osszefiiggeés vizsgalata GFP-1 expresszalo A549 eger tiidotumor
sejtvonalban NaF (a, b), OTA (c, d) és CHX (e, T, g, h) kezelésre. Az expozicio hatasat a
sejten beliili paraméterekre (GFP, ATP, PI szigndlok és teljes fehérjetartalom) abszolut érték
formaban (a, C, €, g) valamint dozis-vailasz gorbék formdjaban (b, d, g, h) abrdzoltuk 10g10
transzformdcio és nem linearis gorbeillesztés utan. Az adatokat a kontroll mintak %-dban
fejeztiik ki (atlag + szoras, 4 fiiggetlen kisérlet, n=4*16 parhuzamos mérés minden
koncentracio esetén)[150]

A vizsgalt sejtes paraméterek hanyadosainak szdmolasdval az abszolut
koncentracioknal érzékenyebb viabilitasbecslést kapunk. Ez kiilonosen akkor nyer nagy
jelentdséget, ha gyorsan valtozé anyagcsere faktort (pl. ATP) szeretnénk vizsgalni. A teljes
fehérje- és nukleinsavtartalom lassabban valtozik, és ezért elsGsorban a sejtszamot tiikrozi,
amely szintén valtozhat a lemezek lyukaibol torténd sériilt vagy halott sejtek Kimosasanak
kovetkeztében. Igy a sejtszammal aranyos paraméterek referenciaként hasznalhatok a
hanyadosok szamitasakor. Ezaltal részletesebb informacidkat kaphatunk arrél, hogy a kezeld
vegyiiletek hogyan hatnak a sejtekre, példaul ha az egyik paraméter csokkenése kevésbé
drdmai, akkor a hanyadosuk jelentésen megemelkedik, viszont ha egyforman valtozik a 2
paraméter, akkor az aranyuk se fog valtozni. Ha a vizsgalt paraméterek aranyait nézziik, akkor
NaF kezelésnél érdekes modon az ATP/fehérje és az ATP/sejtszam (PI) aranyanak erdteljes
csokkenése, mig a GFP/ATP hanyados emelkedése figyelheté meg (13. abra, a). Ezt az
emelkedést az okozza, hogy az ATP tartalom szignifikansan csokken anélkiil, hogy a teljes
fehérjetartalom jelentdsebben valtozna. Ez a megfigyelés aldtdmasztja javaslatunkat, hogy
kizardlag az ATP meghatarozdsa nem mindig lehet megfeleld életképességi paraméter. Az
OTA novelte az ATP/fehérje aranyt, mig mas hanyadosok csokkenést mutattak, de a valtozas
kevésbé meredek a NaF altal okozott valtozasokhoz képest (13. abra, b). A rovid ideig térténd
CHX kezelés megnovekedett ATP/tfehérje és ATP/sejtszam aranyokat okozott, viszont
jelentdsen csokkentette a GFP/ATP hanyadost, ami a kihasznalatlan ATP felhalmozdodasat és
a GFP transzlacios sebességének csokkenését mutatja (13. abra, ¢). A hosszabb inkubalas alatt
pedig az alacsonyabb ATP tartalommal egyiitt a megfeleld aranyok is csokkenést mutattak
(13. abra, d). A 4 6ras CHX kezelésben a GFP/ATP arany alacsonyabb, mint a 24 6ras CHX
inkubalas utan, mivel az ATP tartalom a 4 oras kezelés soran megemelkedett, és 24 6rés
inkubalas utan viszont jelentdsen csékkent.

Eletképesség és citotoxicitas teszteknél is, ha ATP tartalmat vizsgalunk, akkor
figyelembe kell venni, hogy az apoptotikus folyamatok magasabb energiaszintet igényelnek,
mint a normal sejtes mitkodés, ez ugyanis eldfeltétele a programozott sejthaldlnak [198]. gy,

a magasabb ATP szint kimutatasa nem mindig jelenti a sejtek nagyobb életképességét. Ebbdl
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kifolyolag minden sejtalapti életképesség és citotoxicitas vizsgalatnak egy jol megbizhatd
tobbparaméteres protokollon kell alapulnia, hogy pontos képet adjon a tesztvegyiiletek
hatasairol és elkeriilhetéek legyenek a mosasi és mérési pontatlansagbol, valamint

sejtveszteségbdl adodo hibak.
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13. abra. ATP/fehérje, ATPIPI és GFP/ATP aranyok kiilonbozd anyagcesere inhibitorokkal
torténd kezelést kovetéen: NaF (a), OTA (b), CHX (c, d). Az adatokat a kontrol/ mintdk %-
dban fejeztiik ki (atlag + szoras, 4 fiiggetlen kisérlet, n=4*16 parhuzamos mérés minden
koncentracio esetén). *: szignifikans valtozas a kontrollhoz képest (Egyutas ANOVA teszt, p
<0,05) [150]

V.1.2. B-ciklodextrinek hatasanak vizsgalata reszazurin viabilitas teszttel, illetve ATP- és
fehérjetartalom meghatarozasaval
V.1.2.1. Rezorufin-CD kolcsonhatasok vizsgalata fluoreszcencia spektroszkopiai
modszerrel

A CD-ek hatisat a rezorufin fluoreszcencia intenzitdsara 25°C-on vizsgaltuk. A

fluoreszcencia emisszids spektrumokat 570 nm gerjesztési hullamhosszt (a rezorufin
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gerjesztési maximuma) alkalmazva vettiik fo6l. A CD-ek koncentraciofiiggd modon ndvelték a
rezorufin fluoreszcencia intenzitasat, valamint az emisszios hullamhossz maximum
eltolodasat figyeltiik meg (14. abra). A legerGsebb intenzitas fokozodas a DIMEB esetében
volt tapasztalhato. Mivel a CD-ek 6nmagukban nem mutattak fluoreszcenciat az alkalmazott
koriilmények kozott, megfigyeléseink a rezorufin-CD komplexek kialakulasat igazoljak. Egy
fluorofér jelintenzitasat erdsen befolydsolja a mikrokdrnyezet polaritdsa. Jellemzden a
vizmolekuldk altal kialakitott hidratburok csokkenti (részleges kioltd hatds) az aromas
fluoroforok fluoreszcencidjat. A fluorofér kdlcsonhatasa egy CD-nel altalaban fluoreszcencia
emelkedéssel jar. Ennek oka, hogy mikdzben a fluorofor ,beleiil” a CD apolaris tiregébe,

hidratburka megbomlik, igy a vizmolekulak részleges kiolt6 hatasa csokken [183,184].
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14. abra. Rezorufin (0,4 uM) fluoreszcencia emisszios spektrumai BCD (a), HPBCD (b), és
DIMEB (c) jelenlétében 0, 50, 100; 200; 400, 600; 800; 1000 és 1200 mM koncentrdciokban,
PBS kozegben (pH 7,4). Gerjesztés 570 nm (RLU= relative light unit) [143]

A rezorufin  fluoreszcencia intenzitasanak novekedését harom  emisszids
hullamhosszon (580, 585 és 590 nm), 25°C-on értékeltiik. Amint azt a 3. tablazat mutatja, 0,4
UM rezorufin és 1200 uM CD jelenlétében az I/I0 aranyokban 22-38% (BCD), 1-39%
(HPBCD) ¢és 37-53% (DIMEB) emelkedést figyeltiink meg a rezorufin emisszios jelében az
1,00 alap értekekhez képest. Figyelembe véve a rezorufin fluoreszcencidjanak erds
fokozodasat CD-ek jelenlétében, a rezorufin-CD kolcsonhatds megzavarhatja a reszazurin
alapu sejtes ¢€letképesség vizsgalatok eredményeit. Ez a jelenség a DIMEB esetében lehet a
legjelentdsebb, mivel a metilezett CD-ek endocitozissal bejutnak az intracelluléris térbe (mig
a BCD ¢és DIMEB erre nem képes) [199]. Emellett fontos kiemelni, hogy UV-Vis

spektroszkopiai kisérletek alapjan a reszazurin is hasonléan stabil komplexeket képez a

57



vizsgalt CD-ekkel, mint a rezorufin [143]. A reszazurin-CD kolcsonhatasok ezaltal
befolyasolhatjdk a vegyiilet cellularis felvételét, ¢és ezzel egyiitt a viabilitds teszt
megbizhatdsagat is.

Mivel a sejtek reszazurinnal torténd inkubaldsat az €letképességi vizsgalatok soran
37°C-on végzik, a rezorufin-CD komplex képzddéseket ezen a homérsékleten is
megvizsgaltuk. A komplexek stabilitasa valamivel alacsonyabb volt 37°C-on mint 25 °C-on,

de nem tapasztaltunk jelent6s eltérést (3. tablazat).

3. tablazat. 4 rezorufin (0,4 uM) fluoreszcencia fokozasa (I/10) CD-k (1200 uM) jelenlétében,
kiilonb6z6 emisszios hullamhosszakon (Aexc = 570 nm), és a rezorufin-CD komplexek kotési
dllandoinak decimalis logaritmikus értékei (K; L/mol) 25 és 37 °C-on a fluoreszcencia
spektroszkopiai vizsgdlatok alapjan szamitva (datlag + szoras, 3 kiilon meghatarozasbol) [143]

110 (580 nm)  1/10 (585 nm)  1/10 (590 nm) logK (25° C) logK (37 °C)

BCD  1,22(£0,02) 1,30(£0,02) 1,38(£0,02) 3,31 (x0,08) 3,09 (+0,03)
HPBCD 1,01 (£0,01) 120(*0,01) 1,39 (0,02) 3,37 (£0,05) 3,26 (+0,05)
DIMEB 1,37 (£0,04) 1,52(+0,04) 1,53 (£0,03) 3,59 (+0,04) 3,52 (+0,05)

V.1.2.2. Reszazurin alapu sejtes viabilitas mérések eredményei lemezolvason

kovetden vizsgaltuk. A HepG2 m4j karcindma sejteket 0; 0,25; 0,5 és 1 mM CD-
koncentracioval kezeltilk 2 uM reszazurin jelenlétében (egyiittes kezelés). Tovabba, mivel a
CD-ek képesek lehetnek befolyasolni a HepG2 sejtek életképességét [183], azt is
megvizsgaltuk, hogy a sejtek kiilon kezelése (eldszor CD-nel, majd az oldat eltdvolitasa utan
reszazurinnal) hogyan befolyasolja a sejtek €letképességét. Az 15. abra az egyiittes kezelések
¢s az elkiilonitett inkubaciok eredményeit mutatja be 30 és 120 perc elteltével. A 30 perces
egyiittes kezelés (CD + reszazurin egyszerre volt jelen a tapoldatban) 0,5 és 1 mM BCD ¢és
HPBCD esetén szignifikansan erdsebben csokkentette a rezorufin jelét, mint a kiilon kezelt
sejtekben (ahol a CD-t tartalmazo oldatot CD-mentesre cseréltiik a reszazurinos kezelés el6tt)
(15. abra, a). A CD-ek a vendégmolekulahoz kotédve gatolhatjak annak kolcsonhatasat egy
célmolekulaval (pl. fehérjékkel), vagy befolyasolhatjdk a vendégmolekula sejtmembranon
valo atjutasat. A gyogyszerek celluléris felvételét — tobbek kozott a vizoldhatosaguk novelése
révén — eldsegithetik a CD-ek, amennyiben a zarvanykomplexek stabilitdsa alacsony (logK
értékikk 2 és 3 kozotti) [200]. Ezzel szemben, a magasabb stabilitisi CD komplexek
kialakuldsa a vendégmolekula erdteljesebb csapdazodasat eredményezve limitalhatja a
cellularis felvételt [183]. Utobbi jelenség magyarazhatja eredményeinket: egyiittes inkubacio

soran a stabil reszazurin-CD komplexek kialakulasa gatolhatja a vendégmolekula sejtbe
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jutésat, ezaltal a képz6do rezorufin mennyisége és igy a mért emisszios jel is alacsonyabb. A
BCD-hez és a HPBCD-hez képest a DIMEB kisebb kiilonbségeket okozott az egyiitt kezelt és
a kiilon kezelt sejtek kozott a 30 perces inkubaciokban (15. abra, a). Ez adddhat pl. abbol,
hogy a DIMEB (a masik két tesztelt CD-nel szemben) bejut a sejtbe és ott rezorufinnal
kolcsonhatasba 1épve fokozhatja annak emisszios jelét, ami kompenzalhatja a reszazurin
kisebb cellularis felvételébdl adodo jelcsokkenést.

Nagyon érdekes, hogy az eldz6 bekezdésben részletezett (30 perces inkubacid
esetében mért) kiilonbség a BCD és a HPBCD kapcsan a 120 perces kezelés utdn mar nem
tapasztalhat6. Ezzel szemben, a DIMEB-nél 120 perces kezelést kovetden ellentétes
eredményeket tapasztaltunk (15. abra, b), mint a 30 perces inkubaciok esetében. Ez a jelenség
valdszintileg azzal magyarazhatd, hogy a hosszabb inkubacios id6 alatt nagyobb mennyiségii
DIMEB jut be a sejtekbe, ami egyrészt bevihet a sejtbe magaval egy jelentdsebb mennyiségii
reszazurint és/vagy fokozhatja az intracellularisan képzddott rezorufin fluoreszcencidjat.
Emellett az egyiitt kezelt és a kiilon kezelt sejtek kozotti kiilonbség csokkent a DIMEB
koncentraciok emelkedésével. Ugy gondoltuk, hogy ennek a magasabb DIMEB mennyiségek

citotoxicitasa lehet az oka, igy hipotézisiink igazoldséara tovabbi kisérleteket végeztiink.
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15. abra. Reszazurin alapu sejt viabilitas mérés HepG2 sejtkulturan. A sejteket CD-nel és
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reszazurinnal egyiitt inkubaltuk (fekete oszlop), illetve kiilon a CD tartalmu tapoldat
eltavolitasa utan adtuk hozzd a reszazurint (piros oszlop) 30 perces (a) és 120 perces (b)
inkubdcios idot alkalmazva. Az adatokat a kontroll mintdak %-aban fejeztiik ki (atlag + szoras,
5 fiiggetlen kisérlet, n=5%*8 parhuzamos mérés minden koncentracio esetén), szignifikans
valtozas (kétmintds T-teszt,*p<0,05; **p<0,01) [143]

A kiilon CD majd reszazurin kezelésbol kapott sejtes eredményeket 6sszehasonlitottuk
az ATP és a teljes sejten beliili fehérje tartalmakkal (16. abra). Ehhez a sejteket a CD

kezelések (30 és 120 perc) utan, reszazurin inkubalas nélkiil mértiik le. Mind az ATP, mind a
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fehérje eredmények alapjan a CD-ek altal indukalt viabilitds csokkentést figyeltiink meg. A
magasabb DIMEB koncentraciok jelenlétében erdteljesebb viabilitds csokkenés figyelhetd
meg. Ez megmagyarazhatja, hogy 120 perces inkubéciot kovetden a 0,25 mM DIMEB esetén
megfigyelt jelemelkedés mértéke miért csokken le 0,5 ¢s 1 mM-os DIMEB koncentraciok
esetében (15. abra, b).

Megfigyeléseink arra mutatnak ra, hogy a kiilonb6zé6 CD-ek komplex modon képesek
befolyéasolni a reszazurin viabilitas teszt eredményeit. Igy olyan kisérletekben, melyek soran
CD-eket is alkalmaznak, a reszazurin-alapu sejtes életképesség vizsgalat eredményei nem

tiinnek megbizhatonak.
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16. abra. Reszazurin alapu sejtes viabilitas mérés dsszehasonlitasa ATP- és fehérjetartalom
meérésével. A HepG?2 sejteket kiilon inkubaltuk CD-nel majd reszazurinnal (vagyis a CD-t
tartalmazo oldatot kicseréltiik a resazurin hozzaadasa elott) (fekete oszlop), illetve a CD

kezelést kdvetéen (reszazurin hozzaadasa nélkiil). ATP tartalmat (piros oszlop) valamint teljes
fehérjetartalmat mértiink (kék oszlop). A 30 perces (a) valamint 120 perces (b) CD inkubaciok

eredmeényeit tiintettiik fol. Az adatokat a kontroll mintak %-aban fejeztiik ki (atlag + szoras, 5

fiiggetlen kisérlet, n=5%*8 parhuzamos mérés minden koncentrdcio esetén, szignifikans
valtozas (kétmintas T-teszt,*p<0,05; **p<0,01) [143]
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V.2. Etnobotanikai gyiijtések eredményei

A kijelolt 4 novényfaj esetében a feljegyzett népi elnevezések a székely nyelvjarasbol
szarmaznak. A helyi nevek szdma 1 és 6 kozott valtozott, a legtobb népi elnevezést a L.
nummularia esetében irtuk le (4. tablazat). Mivel a F. magellanica és F. triphylla novényt a
helyiek nem kiilonitik el, igy altalanosan a fukszia elnevezést hasznaltak. Atfedd helyi
neveket talaltunk a széles korben ismert fukszia fajok és a L. nummularia esetében is a
vizsgalt telepiiléseken, mig a L. nummularia esetében terminoldgiai eltéréseket is
megfigyeltiink a szomszédos falvak kozott (2-10 km tavolsag). A hasznalt ndvényi részek
elnevezései megfeleltek a hivatalos magyar drogterminologidnak. Az emlitett novényi részek
els6sorban a foldfeletti hajtdas €s a lomblevél volt, amelyeket kiilsdleg alkalmaztak
bérbetegségek kezelésére, foleg borogatasként. A L. nummularia alkalmazasat az alabbi
szovegkornyezetben emlitették Recsenyéden: ,,Gyermekkoromban, a nadban, a Homorod régi
medribe, emlékszem ott rengeteg volt (...), sebre hasznaltak.” A L. nummularia esetében
boérproblémak mellett egyéb betegségek kezelését is (pl. gyomor- és vesebetegségek, reuma)
feljegyeztiik, példaul Homorddkaracsonyfalvan: ,, reumatikus dogokra, s az ilyen iziiletekre
borogatdsnak; azt mondjak, nagyon jo labfdjasnak”, “labfajdasra borogato, mosni a levivel”.
Lovétén a novény hajtasat borogatoként, fiirdoként hasznaljak 1abfajas esetén: ,, Akkor kotik
reja, mikor megkucorodik, vagy a gorcs megfogja, s sokszor fogja. Nos, azért mondjdik:
inereszto”. FOzetét is emlitették borogatoként: ,, Meg kell teanak fozni, s példaul labfajas,
vagy kézre bele kell rakni. Le kell hiiteni, ugy a test, ahogy birja.” Reumara: ,, Teat foziink, s
akkor beletenni a ldabat vagy pedig véle megmosni, vagy kezet. Ugy, hogy a testhémérséklete
birja. Melegebbet, hidegebbet.” Gyomorbetegségekre ¢s sebek kezelésére is ismert: ,, Megfozi,
megdaztassa, s a sebet meggyogyitsa, kifakassza.” A 4. tablazat a gyljtések 4 fajra vonatkozé
etnobotanikai eredményeit ismerteti.

A fukszia fajok esetében a leveleket a helyiek gyljtéseink alapjan ,,szokésre”
hasznaljak, amely kék-fekete vérzo kelést, mély talyogot vagy virulens pattanast jelent. A
fukszia fajokra vonatkozoan nem talaltunk kordbbi tudomanyos kozleményeket a
hagyomanyos orvoslasban mas orszdgokban torténd felhaszndlasukrol, igy feljegyzéseink
megerdsitik és kiegészitik a fajok kordbban leirt adatait Erdélyben.

A hagyomanyos orvoslasban az A. vulneraria viragjait sebek, magas vérnyomas,
szivelégtelenség, hanyas, gyulladas, pattanasok és anyagcserezavarok kezelésére hasznaljak.
Ezen kiviil sz4j- €s torokfajdalmak gyogyitasara, valamint a haj novekedésének fokozasara is
alkalmazzdk. A novény etanolos kivonata gatld hatdsi az emberi herpeszvirus 1 ¢és a

poliovirus 2 szaporodasara sejttenyészetben [99,201,202].
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A L. nummularia népgyogyaszati felhasznalasa széles korli, ugyanis hasmenés, laz,

iziileti gyulladas, tuberkuldzis valamint borbetegségek kezelésére is alkalmazzak [119].

4. tablazat. Gyijtési helyszinek: (1) Gyimes (2004), Birkds-Frendl Kata gyiijtése; (2.1)
Lovete (2008-2018), Papp Nora gyiijtése, 2008; (2.2) Lovéte (2008-2018) [112]; (3)
Varosfalva (2019), Mihalovits Fanni, Csepregi Rita és Papp Nora gyijtése; (4)
Homoroddszentmdrton (2014-2018) [203]; (5) Csinod (2019), Birkas-Frendl Kata és Papp
Nora gyiijtése; (6) Recsenyéd (2016) [204]; (7) Homorddremete (2017), Lorincz Péter
gyujtése; (8) Homorddszentpal (2013-2014), Papp Nora gyijtése, 2013; (9) Homorddalmdas
(2013-2016) [205]; (10) Homordédkaracsonyfalva (2011) [121]; (11) Erdévidék (2010-2019),
[206]; (12) Csindd, Egerszék (2007-2009), Birkas-Frendl Kata gyiijtése, 2007.
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V.3. Novényi kivonatok fenolos vegyiileteinek szemi-kvantitativ elemzése LC-DAD-ESI-
MS / MS késziilékkel

Az etnomedicinai felhasznalés alapjan, hogy mely ndvényi részeket milyen formaban
alkalmazzak, illetve a késobbi sejtes vizsgalatok miatt is LC-DAD-ESI-MS/MS analitikai
modszerekkel tanulmanyoztuk az A. vulneraria, F. magellanica, F. triphylla és L.
nummularia vizes és 50%-0s (v/v) etanolos kivonatait, hogy megtudjuk, mely hatéanyagok
lehetnek felelések a biologiai hatasaikért. Az LC technikaban a kromatogramok
monitorozasahoz a 280 nm-t valasztottuk detektalasi hullamhosszként, ugyanis ezen a
hulldmhosszon minden komponens jelentds elnyeléssel bir. Osszehasonlitottuk a kapott
kromatogramokat, UV spektrumokat és tomegspektrometrikus fragmentacios mintazatokat az
irodalmi adatok referenciaspektrumaival és relativ retencidjaval is. Annak érdekében, hogy

szemi-kvantitativ eredményeket kapjunk, a vegyiiletek relativ abundanciajat (%) adtuk meg,
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vagyis az adott vegyiilet csucs alatti teriiletének %-a az Gsszes vegyiilet Osszesitett cslics alatti
teriiletébdl lett szamolva. Osszesen 82 komponenst tudtunk elvalasztani a mintdkban,
kozottik  galluszsav-szdrmazékokat,  hidroxi-fahéjsav-szarmazékokat és  flavonoid-
glikozidokat, tovabba a F. magellanica és F. triphylla kivonataiban 8 antocianin vegyiiletet is
kimutattunk. A részletes eredmények hosszabb terjedelmiik miatt a ,,Mellékletek” részben
kerlilnek bemutatasra, kozottiik az azonositott komponensek (M1. tablazat), a kivonatok 280
nm hullamhosszon mért UV-kromatogramjai (M2-9. abra), valamint az Osszesitett
hatéanyagok el6fordulasa a ndvények vizes és etanolos Kivonataiban dendrogram formajaban
(M10-11. abra).

Az A. vulneraria mintajaban tobbségében flavonol-glikozidok fordulnak eld. Nagy
mennyiségben jellemzden eléforduld aglikon a kempferol (23. és 25. komponens) és a
kvercetin (40. vegyiilet) voltak, valamint metilezett formai is eléfordultak az izoramnetin (33.
komponens) és ramnocitrin (77. vegyiilet) aglikonoknak. Ezen kiviil a vizes kivonat sokféle
kavé- (5. és 6.), kumarin- (7. és 10.) valamint ferulasav-szarmazékot (20. és 22.) tartalmazott.
Irodalmi adatok alapjan a novényben altalanosan el6forduld flavonoidok a kvercetin-,
kempferol-, izoramnetin-, ramnocitrin-, ramnetin-, fizetin- és geraldol-szarmazékok [207].
Egy késébb megjelent kozlemény egy triterpenoid szapogenin (szdjaszapogenol B)
eléfordulasat irta le a novényben [99]. Lorenz és munkatarsai az A. vulneraria-bol szarmazo
félpoléaris hatadanyagok vizsgélatat végezték. A munkankhoz hasonléan Ok is kempferol,
kvercetin, izoramnetin és ramnocitrin glikozidokat, valamint ferulasav szarmazékokat
mutattak ki, tovabba szaponinok eléfordulasat is leirtak [208].

A fukszia mintakbol az altalanos flavonol-szarmazékok mellett szokatlan kvercetin-
galloil-hexozidokat (46., 50. és 53.) és kempferol-galloil-hexozidot (58.) mutattunk ki,
nagyobb mennyiségben a F. magellanica mintajaban. A levélkivonatokban antocianin
szarmazékok is dominansak voltak: mindkét fukszia mintaban peonidin-dihexozid-izomer (V.
vegylilet) volt jelen, mig a cianidin-dihexozid (Il. komponens) csak a F. magellanica
kivonatokban fordult el6. A fukszia fajok legelsé fitokémiai analizise Crowden és
munkatarsainak nevéhez f6z6dik, akik 1977-ben tették kozzé a fukszia fajok és hibridjeik
viragjanak antocianintartalmat. A F. triphylla viragjabol pelargonidin-glikozidokat, mig a F.
magellanica viragjabol peonidin-glikozidokat izolaltak [107]. Késébb a F. magellanica
viragjabol tovabbi antocianinokat, foként peonidin- és cianidin-glikozidokat mutattak ki
[108], amely megegyezik az altalunk végzett fitokémiai analizissel, annak ellenére, hogy mi
levélkivonatokat vizsgaltunk. A F. magellanica bogyotermésébdl izolalt f6 antocianidinként

cianidin- és delfinidin-szarmazékok emlitheték [109]. Averett és munkatarsai flavonoidokat
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izolaltak kiilonb6z6 fukszia fajok és hibridek levélmintaibol. A F. magellanica levelébdl
kempferol-, kvercetin-, apigenin valamint luteolin-glikozidokat, mig a F. triphylla levelébdl
kempferol- és kvercetin-glikozidokat mutattak ki [111]. Ezek az eredmények nagyrészt
megegyeznek az altalunk izolalt hatdanyagokkal.

A L. nummularia is nagy mennyiségben tartalmazott flavonol-glikozidokat, azonban a
mintaban f6leg miricetin-glikozidok (43., 45., 68. és 69. komponens) voltak uralkodéak. Mind
a vizes, mind az etanolos kivonatban a miricetin 3-O-dezoxi-hexozid (49.) volt a f6 6sszetevo.
A vizes minta esetében a kumarin- (7., 14. és 15.) és a ferula-gliikkarat (18., 20. és 22.
vegyiilet) izomerek voltak jellemzdéek. Korabbi irodalmi forrasok alapjan a novény elsésorban
flavonoidokat (miricetin-, kempferol- és kvercetin-glikozidok) és fenolsavakat (kavésav-
szarmazékok) tartalmaz [117,118]. Eredményeinket alatamasztjak a Toth és munkatarsai altal
kapott adatok, akik szintén nagy mennyiségben mutattak ki miricetin-szarmazékokat a novény
foldfeletti viragos hajtasabol, raadasul a vizsgalt Lysimachia fajok koziil a L. nummularia

frakcidjaban detektaltak azokat a legnagyobb megyiségben [118].

V.4. Novényi kivonatok dozis-hatasanak vizsgalata
V.4.1. A lemezolvasén mért citotoxicitas vizsgalatok eredményei

A 3T3 és a HaCaT sejteken kapott citotoxikus adatokat a 17. abra mutatja be.
Altalanos megfigyelés volt, hogy az etanolos kivonatok hatékonyabban csokkentették
mindkét sejtvonal ATP szintjét, sejtszamat és fehérjetartalmat dozisfiiggd modon, mint
ugyanazon nodvény vizes kivonata. Azonban olddszer tipustol fliggd jelentésen nagy
kiilonbségeket a fukszia fajok esetében nem figyeltiink meg, ugyanis mind az etanolos, mind a
vizes kivonatok kozel hasonlod toxikus hatast mutattak a vizsgalt sejtvonalakban (17. abra, c,
d, e és f). Az oldoszerek kozotti eltérések oka nem a mintak etanol tartalma volt, hiszen azt
1,5 %-ban maximalizaltuk, ami nem befolyasolja jelentésen a sejtek életképességét. Az
altalanos ICsq értéket ennél a modszernél nem lehet megallapitani, ugyanis az fiigg attol
melyik intracellularis paramétert vizsgaljuk. Emiatt az etanolos és a vizes kivonatokra kapott
nyers adatok %-os értékei a ,,Mellékletek” részben kiilon keriilnek bemutatasra (M3 és M4.
keratinocitdk. A potencidlisan citotoxikus novényi vegyiiletek irdnti megndvekedett
érzékenység egyik lehetséges magyarazata az lehet, hogy a fibroblasztok a dermiszben
helyezkednek el, mig a keratinocitak tobbnyire a felsé bazalis membran zoénaban (epidermisz)
talalhatok, ezért ellendllobbaknak kell lenniiik a kiilsd, esetleges karosité tényezdkkel

szemben [209].
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17. abra. 373 és HaCaT sejtek intracellularis ATP-tartalma, sejtszama (Pl), valamint
osszes fehérjetartalma dozis-valasz gérbe illesztéssel: az A. vulneraria citotoxikus hatdisa 3T3
és HaCaT sejteken (a, b); a F. magellanica citotoxikus hatasai 3T3 és HaCaT sejteken (c, d);

a F. triphylla citotoxikus hatasai 3T3 és HaCaT sejteken (e, f); a L. nummularia citotoxikus
hatasa 3T3 és HaCaT sejteken (g, h). Az adatokat a kontrol mintik %-aban fejeztiik ki (atlag
+ szoras, 5 fiiggetlen kisérlet, n=5*4 parhuzamos mérés minden koncentrdcio esetén). A
dozis-valasz gorbéket logl0 transzformacioval és nem linearis gorbeillesztéssel hoztuk létre.
Az egyes kezelésekhez kiszamitottuk a korrelacids egyiitthatékat (R?) is [122]

V.4.2. Aramlasi citométeren mért citotoxicitas vizsgalatok eredményei

A ndvények etanolos kivonatainak lemezolvasés moddszer alapjan feltételezett
szubtoxikus koncentracioit apoptdzis-nekrozis vizsgalatoknak vetettiik ala Annexin V-7AAD
aramlasi citometrias modszerrel 3T3 (5. tablazat) valamint HaCaT (6. tablazat) sejtvonalon. A
két kiilonb6z6 sejtvonalnal hasonld eredményeket kaptunk, nevezetesen a névényi kivonatok
alkalmazott koncentracioi nem okoztak szignifikans apoptotikus/nekrotikus hatast, ugyanis a
sejtek tobbsége intakt maradt (a nekrotikusan elhalt sejtek aranya 4% alatt volt mindkét

sejtvonalban). A hattér fluoreszcencia meghatarozasara alkalmazott FMO (fluoreszcencia

crer

(M1. abra).

5. tablazat. A. vulneraria, F. magellanica, F. triphylla és L. nummularia 50%-0S (VIV)
etanolos kivonataval kezelt 3T3 sejtvonal apoptozis-nekrozis vizsgalatanak adatai Annexin V-
7AAD aramlasi citometrids modszerrel [122]

3T3 fibroblaszt sejtvonal

Kezelések Annexin V - TAAD modszer

El6 sejtek Nekrotikus apol;i)g::(us apolgigfc)ilkus

(%) sejtek (%) " citek () sejtek (%)
Kezeletlen sejtek 97,13 2,06 0,66 0,15
50 pg/ml A. vulneraria 96,29 2,46 1,00 0,25
100 pg/ml A. vulneraria 96,00 2,90 0,83 0,27
200 pg/ml A. vulneraria 96,89 2,22 0,70 0,20
2,5 pg/ml F. magellanica 96,95 2,03 0,75 0,26
5 ng/ml F. magellanica 96,27 2,67 0,79 0,27
10 pg/ml F. magellanica 96,62 2,25 0,78 0,34
2,5 ng/ml F. triphylla 97,74 1,26 0,84 0,17
5 ug/ml F. triphylla 98,15 1,01 0,71 0,13
10 pg/ml F. triphylla 97,57 1,50 0,62 0,30
10 pg/ml L. nummularia 95,63 2,98 1,05 0,33
25 pg/ml L. nummularia 95,33 3,31 1,07 0,29
50 pg/ml L. nummularia 95,48 2,81 1,34 0,38
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6. tablazat. 4. vulneraria, F. magellanica, F. triphylla és L. nummularia 50%-0S (VIV)
etanolos kivonataval kezelt HaCaT sejtvonal apoptozis-nekrozis vizsgalatanak adatai Annexin
V-74AD aramlasi citometrias modszerrel [122]

HaCaT keratinocita sejtvonal

Kezelések Annexin V - TAAD moédszer

Fflﬁ Nekrotikus KO"J!‘ Kés"i.i

sejtek sejtek (%) apoptotikus apoptotikus

(%) sejtek (%0) sejtek (%0)
Kezeletlen sejtek 99,04 1,31 0,49 0,47
50 pug/ml A. vulneraria 96,84 1,56 0,51 1,09
100 pg/ml A. vulneraria 95,29 3,36 0,51 0,83
200 ug/ml A. vulneraria 96,06 2,60 0,35 0,99
2,5 ug/ml F. magellanica 97,76 1,39 0,47 0,37
5 ug/ml F. magellanica 97,08 2,19 0,38 0,34
10 pg/ml F. magellanica 97,56 1,61 0,54 0,28
2,5 ug/ml F. triphylla 97,98 1,06 0,54 0,42
5 ug/ml F. triphylla 97,68 1,33 0,54 0,45
10 ug/ml F. triphylla 98,04 0,91 0,63 0,42
10 pg/ml L. nummularia 97,19 1,70 0,42 0,69
25 pg/ml L. nummularia 96,89 1,86 0,41 0,84
50 pg/ml L. nummularia 96,15 2,49 0,44 0,91

V.5. MIC értékek meghatarozasa antimikrobialis hatas vizsgalatahoz

A novényi kivonatok antimikrobas vizsgalatat és a MICgg értékek meghatarozasat
Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumokon (7. tablazat) a Clinical and Laboratory
Standards Institute (Klinikai és Laboratoriaumi Standardok Intézete) kovetelményei alapjan
végeztiik el.

A kapott MICg értékek alapjan, az alabbi modon csoportositottuk a tesztelt novényi
mintdk eredményeit: a 100 pg/ml alatti értékeket mutatd kivonatokat tekintettiik ,,erés”
antimikrobialis hatastiaknak; a 100-500 pg/ml-ig ,,mérsékelt”, az 500-1000 pg/ml kozottieket
»gyenge” hatastiaknak, mig a tobb mint 1000 pg/ml feletti értéket mutat6 kivonatok ,,inaktiv”
besorolast kaptak. Ezek alapjan a F. magellanica és a F. triphylla etanolos kivonatai ,,erés”
antimikrobas tulajdonsagunak tekintheték S. aureus, B. subtilis, S. pyogenes és P. aeruginosa
baktériumok ellen, mivel MICgy értékiik 5-60 pg/ml kozott valtozott. Osszehasonlitva az
eritromicin pozitiv kontrollal, amelynek MICgy értékei 0,1-42 pug/ml koncentraciok kozott
mozogtak, az A. vulneraria és L. nummularia etanolos kivonatai ,,mérsékelt” antimikrobialis
hatast mutattak B. subtilis és S. pyogenes ellen, tovabba az A. vulneraria ,,gyenge” aktivitasi
volt S. aureus ellen. Erdekes megfigyelés volt, hogy a vizsgalt ndvényi kivonatok koziil csak
a fukszia fajok vizes kivonatai voltak hatékonyak a tesztbaktériumok ellen, azon beliil is a S.

aureusra, B. subtilisre és S. pyogenesre (MICg értékek: 17-65 pg/ml koncentraciok kozott).
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A vizsgalt novényi kivonatok koziil egyik sem mutatott antimikrobas hatast az E. coli
baktérium ellen.

A vizsgalt novényfajokra vonatkozéan nem taldltunk korabbi adatokat azok
antimikrobas  hatasaikrol, ezért hatéanyagtartalmuk alapjan  hasonlitottuk  Gssze
eredményeinket irodalmi forrasokkal.

A fukszia fajok kiemelkedd antimikrobés hatasaért antocianintartalmuk lehet felelds.
Korabbi publikaciok eredményei alapjan a magas antocianintartalmi bogyos gylimolcsok
Kivonatai gatlé hatastak voltak a Gram-pozitiv (B. subtilis, Listeria monocytogenes, S.
aureus) és Gram-negativ (Citrobacter freundii, P. aeruginosa, E. coli) baktériumok
novekedésére is [83,210-212] a vegyiilet sajat pH-jan (értéke 2 koriil), mig semleges pH
értékek mellett az antocianinok csokkent antimikrobidlis aktivitast mutattak, valoszinileg
instabilitasuk miatt [89]. Tovabbi kiilonbség a vizsgalt ndvényi kivonatok kozott, hogy a
fukszia fajok hidroxi-benzoesavakat is tartalmaztak, amelyek antimikrobialis hatast
vegyiiletekként ismertek [25,91].

A L. nummularia levélkivonataiban a {6 flavonoidok a miricetin-szarmazékok voltak,
amelyek erGs antibakterialis hatassal rendelkeznek [91], ennek ellenére gyengébb
antimikrobas aktivitast tapasztaltunk, 0sszehasonlitva a pozitiv kontrollal és a tesztelt fukszia

fajok eredményeivel.
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7. tablazat. A. vulneraria, F. magellanica, F. triphylla és L. nummularia 50%-0S (VIV)
etanolos és vizes kivonatainak minimdalis gatlo koncentracioja (MICso) E. coli, P. aeruginosa,
S. aureus, B. subtilis és S. pyogenes baktériumok ellen. Az dsszesitett adatok 5 fiiggetlen
kiserlet, 3 ismétlésben torténé eredményeit mutatjigk (n=5*3). Az dsszehasonlitasok
eritromicinnel, mint pozitiv kontrollal térténtek. N.D: nem detektalhato [122]

MICg (ug/ml)

Etanolos Vizes
kivonatok kivonatok
eritromicin 30,56 — 42,88
A. vulneraria N.D. N.D.
Escherichia coli F. magellanica N.D. N.D.
F. triphylla N.D. N.D.
L. nummularia N.D. N.D.
eritromicin 69,91 — 82,76
PseLdomonas A. vulnerar_ia N.D. N.D.
aeruginosa F. magellanlca 55,03 - 58,91 N.D.
F. triphylla 49,03 - 58,87 N.D.
L. nummularia N.D. N.D.
eritromicin 0,09-0,25
A. vulneraria 715,90 - 835,92 N.D.
Staphylococcus aureus F. magellanica 4,81-7,65 17,13 - 25,03
F. triphylla 532-6,73 30,24 - 36,99
L. nummularia 1063,75 - 1181,29 N.D.
eritromicin 0,10-0,18
A. vulneraria 288,02 - 313,01 N.D.
Bacillus subtilis F. magellanica 13,91-15,72 52,73 -65,03
F. triphylla 1455-2266 33,16 - 45,33
L. nummularia 160,90 - 164,28 N.D.
eritromicin 0,08 - 0,09
Streptococeus A. vulnerar_ia 220,06 - 236,30 N.D.
oyogenes F. magellanlca 11,83-14,99 41,72-4491
F. triphylla 11,61-17,92 41,95 - 43,23
L. nummularia 179,43 - 203,56 N.D.

V.6. Teljes antioxidans kapacitas vizsgalatok eredményei

A vizsgélt novények etanolos €s vizes kivonatainak antioxidans tulajdonsagait
hagyomanyos, nem enzimatikus, kémiai vizsgalatok segitségével értékeltiik, koztiik DPPH,
TEAC, ORAC ¢és ECL moddszerekkel (18. abra).

Fontos megemliteni, hogy mivel a tesztek eltérd0 HAT vagy SET mechanizmusa
reakcion alapulnak, ezért az értékelésiik is eltérd volt. Mivel a DPPH ¢és a TEAC tesztek
végpontmérésen ¢és szinvaltozason alapulnak, ezért ICsy koncentracid értékeket hatiroztunk
meg, amely forditott aranyossaggal minél alacsonyabb, annal nagyobb antioxidans hatast

jelent, vagyis minél kisebb koncentracidoban tudja csdkkenteni az adott antioxidans a szabad
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gyokot, annal nagyobb antioxidans tulajdonsagot mutat. Ezzel szemben az ECL és az ORAC
modszerek kinetikai mérésen alapulnak, ezért a gorbe alatti teriiletbdl szamolt TE/g (umol/g)
koncentraci6 értékek minél magasabbak, annal nagyobb antioxidans hatast jelentenek.

Altalanosan elmondhaté, hogy az adott ndvény etanolos kivonata magasabb
antioxidans kapacitast mutatott, mint ugyanazon ndvényfaj vizes Kivonata. Mind a 4
alkalmazott modszer esetén egységesen a fukszia fajok szembetlinden magasabb TAC
értékeket mutattak (F. triphylla > F. magellanica > L. nummularia > A. vulneraria).

Ouerfelli és munkatarsai az A. vulneraria levelébdl és viragjabol kiilon készitett 50%-
0s etanolos kivonatainak vizsgalta a teljes antioxidans kapacitisit TEAC, DPPH és ORAC
tesztekkel. Mivel a TEAC és a DPPH eredményeket mas modszerrel értékelték, ezért csak az
ORAC eredményeket tudjuk Osszehasonlitani. A levélkivonatok 980 + 3 pmol/g, mig a
viragok kivonata 1640 = 70 umol/g TAC értékeket mutattak [213]. Ezzel szemben mi a
novény foldfeletti viragos hajtasanak teszteltiik az 50%-0s etanolos €s vizes kivonatait, ahol
az etanolos kivonat esetében alacsonyabb 760 + 39,92 umol/g TAC értéket kaptunk. Ghalem
¢s munkatarsai is kiilon vizsgdltdk a levelek és viragok antioxidans kapacitdsit DPPH
modszerrel, kiillonboz6 (metanol, etil-acetat, butanol) frakciokbol. A kivonatok ICsg értékei a
DPPH szabad gyok semlegesité vizsgalatban az oldoszer tipusatol fiiggben 1060 és 15.000
pug/ml kozott valtoztak [100]. Ezzel szemben a DPPH modszernél mi etanolos és vizes
kivonatokat teszteltiink, amelyek ICsq értékei etanolos frakcid esetén 1820 + 54 ug/ml, vizes
frakcid esetén 2391 + 92 pg/ml volt.

Toth és munkatarsai tobb Lysimachia faj metanolos kivonatanak TEAC valamint
DPPH szabad gyok semlegesité hatasat tesztelték [118]. Vizsgalatukban a L. nummularia
mutatta a legmagasabb antioxidans aktivitas értékeket (ICsg értékek 6,42 + 0,30 ng/ml DPPH
modszernél; 5,21 £ 0,27 pg/ml a TEAC tesztnél), amelyet a mintaban 1évé magas miricetin
mennyiségével magyardztak. Ezzel szemben mi a vizsgdlatainkndl az etanolos és vizes
kivonatok esetében is magasabb ICsq gatlo értékeket kaptunk (etanolos kivonat soran 445,87 +
17,99 pg/ml DPPH moédszernél; 453,73 + 20,73 ng/ml a TEAC tesztnél, mig a vizes kivonat
soran 939,82 + 37,97 pg/ml DPPH mddszernél; 999,34 + 44,16 ng/ml a TEAC tesztnél), ami
alacsonyabb antioxidans hatast jelent. Ezaltal az a kdvetkeztetés vonhato le, hogy a metanolos
kivonat antioxidans hatdsa joval erésebb az altalunk vizsgalt etanolos és vizes kivonatokénal.

Az antioxidans kapacitast mér6 modszereket és a kapott eredményeket szamos
korlatozo faktor miatt nehéz Osszehasonlitani az irodalmi adatokkal. A kiilonbségek tobb

tényezObdl is szarmazhatnak, bioldgiai szempontbdl példaul a ndvény vizsgalt drogrésze,
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vegetativ fazisa, technikai szempontbol az eredmények értékelése, a kalibracios kontroll, az
extrakcios modszer, az oldoszerek és azok koncentracioi.

Elsésorban a fukszia fajokban mért (lasd. 1V.3. alfejezet) jelentés antiocianintartalom
magyarazhatja a magas TAC értékeket, mivel ezek erds antioxidans vegyiiletekként ismertek.
Ugyanis az irodalmi adatok alapjan a TAC-t mér6 moédszerek (TEAC, ORAC) esetében a

tiszta antocianinok antioxidans kapacitasa 3—6-szorosa az azonos koncentracidju Trolox

teljesitményének [83,214].
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18. abra. A. vulneraria, F. magellanica, F. triphylla és L. nummularia 50%-0s (v/v) etanolos
és vizes kivonatainak teljes antioxidans kapacitdasa (TAC) kiilonbozo spektroszkopiai
modszerekkel mérve: DPPH-modszer (a); TEAC-vizsgalat (b); ORAC-teszt (c) és ECL
metodika (d). (Atlag + szérds, 3 fiiggetlen kisérlet, n=>5*3 parhuzamos mérés esetén). A vizes
és az etanolos kivonatokat T-probaval hasonlitottuk ossze (** p <0,01; *** p <0,001) [122]

A PCA analizis eredményeit a 19. abra mutatja be. Mas kutatok eredményei mellett mi
is Osszefliggéseket talaltunk a TEAC és a DPPH, valamint az ORAC és az ECL modszerek

kozott [154,163,215]. A ndvények etanolos kivonatai esetén erds pozitiv korrelaciot
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figyeltiink meg az ORAC ¢és az ECL modszerek kozott, mig mérsékelt korrelacio allt fenn a
TEAC ¢és a DPPH vizsgalatok adatai kozott (19. ébra, a). Ezek a kapcsolatok szemben alltak a
vizes kivonatok eredményeivel, mivel azok a TEAC és a DPPH moédszerek kozott szorosabb
kapcsolatot jeleztek, mint az ECL és ORAC tesztek kozott (19. abra, b). A F. magellanica és
F. triphylla etanolos kivonatai lényegesen jobban korrelaltak egymassal, mint vizes
kivonataik esetében. Az antioxiddns modszerek kozotti kiillonbségek kémiai hatteriikkel
magyarazhatok. Az ECL és ORAC tesztek kémiailag HAT mechanizmuson alapulnak, mig a
TEAC és DPPH modszerek SET jellegii reakciok [154].
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19. abra. A vizsgadlt névényfajok etanolos (a) és vizes (b) kivonatainak PCA elemzése az
elvégzett antioxidans tesztek alapjan. Az egyes tengelyek a magyarazott teljes variancia % -at

tartalmazzak. A szimbolumok minden novényi kivonat esetében 15 egyedi adatot jelolnek
[122]

V.7. Az intracellularis ROS mérések eredményei

A TAC érték meghatarozasa sejt nélkiili, kémiai vizsgalatokkal nem tiikrozi teljes
mértékben a komplex ndvényi mintak viselkedését in vivo. Ezért fontos értékelni az
antioxidansok hatékonysagat bioldgiailag relevansabb koriilmények kozott, példaul a
vegyiiletek sejtalapti antioxidans vizsgalatokban torténd tesztelésével [172]. A DCFH-DA és
a DHR123 oxidaciojat a 3T3 és a HaCaT sejtekben az AAPH-bol szarmaz6 peroxilcsoportok
generaltak [173]. A kivonatok higitasi sorara kapott gatlo koncentraciokbdl szamolt
kalibracios egyenes egyenletébdl 50%-0s inhibitoros koncentraciokat (ICsg) szamoltunk.

A sejt alapt antioxidans aktivitds mérésénél is a nem enzimatikus, kémiai tesztekhez

hasonld eredményt kaptunk. A ndvényi kivonatok nagy része csokkentette a DCF
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fluoreszcencidjat, a szamitott 50%-0s gatldo koncentracid értékeket a 20. abra mutatja. A
fukszia fajok etanolos és vizes kivonatai gatoltdk a legerdsebben az oxidalt DCF forma
fluoreszcens jelét mindkét sejtvonalban, dsszehasonlitva a tobbi novényi kivonattal. A 3T3
sejtvonalon az A. vulneraria-nak sem a vizes, sem az etanolos kivonata nem mutatott
antioxidans hatast a kezelés soran (20. abra, a), tovabba csak az etanolos extraktumnak volt

mérhetd antioxidans tulajdonsaga a HaCaT sejttenyészetben (20. abra, b).
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20. abra. 4 vizsgalt névényi kivonatok intracellularis antioxidans kapacitasa DCFH-DA-val
kezelt 3T3 (a) és HaCaT (b) sejttenyészeten. (Atlag + szérds, 5 fiiggetlen kisérlet, n=5%4
parhuzamos mérés minden koncentrdcio esetén). Szignifikans valtozas a vizes és etanolos
kivonatok kozétt (kétmintas T-teszt, **p<0,01; *** p <0,001) [122]

A DCEF festékkel ellentétben a rodaminszarmazék fluoreszcens jelét az 9sszes vizsgalt
novényi kivonat csokkentette. Az oxidacio soran keletkezo fluoreszcencia szignalban okozott
50%-o0s csokkenéshez tartozo gatldo koncentracid értékeket a 21. dbra mutatja. A DCF jeléhez
hasonloan a legnagyobb mértékben a fukszia fajok kivonatai (etanolos és vizes egyarant)
gatoltak a rodamin fluoreszcencia intenzitdsat. Noha az A. vulneraria etanolos és vizes
kivonatai szamszerlsithetd eredményt adtak mindkét sejtvonal esetében, azonban a vizes
frakci6 csak gyengén hatott.

Mindkét alkalmazott fluorogén riporter molekula érzékeny a peroxil gyokokre,
hasonlé oxidacids mechanizmusokkal rendelkeznek, ezért nem meglepd, hogy a DHR és a
DCFH hasonl6 aktivitast mutatott a ndvényi kivonatok jelenlétében [173].

A vizsgalt ndvényeinkre vonatkozoan nem talaltunk korabbi tudomanyos
publikécidkat azok ROS semlegesitd hatasairol DHR123 vagy DCFH festéket felhasznalva,

ezért hatdanyagtartalmuk alapjan hasonlitottuk 6ssze eredményeinket az irodalmi forrasokkal.
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A nem enzimatikus TAC moddszerekhez hasonloan a fukszia fajok erds antioxidans
hatasat antocianintartalmuk okozhatta. Az antocianinok kozvetlen szabad gydk megkotd
tulajdonsaggal rendelkeznek a flavonoid molekula hidrogén (elektron) donor (4tadas)

képességének koszonhetben [83,214,216].
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21. abra. A vizsgalt névényi kivonatok intracellularis antioxidans kapacitasa DHR123 -val
kezelt 3T3 (a) és HaCaT (b) sejttenyészeten. (Atlag + szords, 5 fiiggetlen kisérlet, n=5%4
parhuzamos mérés minden koncentrdcio esetén). Szignifikans valtozas a vizes és etanolos
kivonatok kozétt (kétmintas T-teszt, **p<0,01; *** p <0,001) [122]

V.8. Az in vitro migracios teszt eredményei
vizsgalatahoz steril szilikonbetétekkel 24 lyuku tenyésztélemezeken standardizalt 500 pm
széles sejtmentes teriiletet hoztunk létre. A sejtmentes teriilet ,,bendvését” 24 oran keresztiil
faziskontraszt mikroszkoppal monitoroztuk a ndvényi kivonatok vagy a pozitiv kontroll
(PDGF-BB) jelenlétében vagy anélkiil (Mellékletek, M12-15. abra). Az AUC
oszlopdiagramjait a 4 oranként vizsgalt kumulativ zar6dasi aranyok (%) alapjan szdmitottuk
(Mellékletek, M16-19. abra).

A migraciods tesztek soran a kivonatoknak a nem toxikus dézisait alkalmaztuk, vagyis
ahol a fibroblaszt és a keratinocita sejtek tobb mint 90%-os életképességet mutattak a
lemezolvas6 vizsgalattal, és a nekrotikus sejtek 4% alatt voltak az aramlési citométeres
vizsgalatban.

A pozitiv kontrollként alkalmazott PDGF-BB 15 ng/ml koncentracidban stimulalo
hatassal volt mindkét sejtvonal migréacidjara (3T3 sejteknél 117,05 £ 6,72%, mig HaCaT
sejteken 115,16 + 8,26%), 0sszehasonlitva a kontroll sejtekkel (22. abra). Az 6sszes ndvényi

minta esetében figyelemre méltdé megfigyelés volt, hogy a kevésbé koncentralt kivonatok
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kivonatokhoz képest.

A vizsgalt négy novény kozil az A. vulneraria fejtette ki a legenyhébb stimulalo
hatast, ugyanis 50 ug/ml alkalmazott koncentracié mellett a 3T3 sejtekben 102,08 + 11,18%
(22. abra, a), mig HaCaT sejteken 108,57 + 10,92% emelkedést okozott (22. abra, b). A L.
nummularia nem mutatott szignifikans migracios hatast egyik sejtvonal esetében sem.

Fokozott migraciot figyeltink meg a F. magellanica ¢s F. triphylla kezelt sejtekben,
Osszehasonlitva a kezeletlen sejtekkel. A 2 fukszia faj koziil a F. magellanica volt a leginkabb
migraciot serkentd hatasu mindkét sejtvonalon, ugyanis 2,5 pg/ml koncentraciéban a zarddasi
arany 120,2 + 10,17% volt a 3T3 sejteken (22. abra, a) és 114,61 + 3,72 a HaCaT sejteken
(22. abra, b).

A sejtes alapt sebgydgyulds vizsgalatoknal fontos megkiilonboztetni az osztddast és a
vandorlast, mivel a sejtek altalaban nincsenek szinkronban. Ezért egyes szerzOk a mitomicin
C DNS szintézis gatlo elokezelést alkalmazzak a migracid kovetésére, ha hosszabb (48 oras)
inkubacids id6t alkalmaznak, mivel az hosszabb, mint a sejtek generacios ciklusa [217].
Tesztjeink soran nem alkalmaztuk ezt a vegyiiletet, mert inkubécids idénk csak 24 o6ra volt, és
a szaporodasi képesség ezen a rovid idon beliil minimalis. A HaCaT sejttenyészet egy human
keratinocita sejtvonal, amelynek megduplazodasi ideje koriilbeliil 24 o6ra. A Kkorai
passzalasokban (2-8 passzalas szam) 36,2 + 1,5 o6ra, mig a kés6i passzalasokban (10-16
passzalas szam) 24 + 0,6 ora [218]. A 3T3 egér fibroblaszt sejtek megduplazodasa 20-26 ora
[219].

A novényeinkre vonatkozéan nem taldltunk korabban elvégzett tudoményos
publikécidkat biologiai hatasuk vizsgalatarol, kiilonds tekintettel a sejtvandorlasra. Viszont
irodalmi adatok bizonyitjak, hogy a fukszia fajokban nagy mennyiségben 1év6 antocianinok a
[44,220]. Tovabba a fukszia fajokban mért hidroxi-benzoesav-szarmazékok (példaul a

galluszsav a F. magellanica kivonataban vagy az ellagsav mindkét fukszia kivonataban)

crer
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22. abra. A. vulneraria (a, b), L. nummularia (a, b) F. magellanica (c, d) és F. triphylla (c, d)
50%-o0s (v/v) etanolos kivonatainak time-lapse alapii 6sszehasonlito képalkoto elemzése 24
oran keresztiil 3T3 (a, ¢) és HaCaT (b, d) monolayer tenyészetek ,,sebzdarddasi” képességére.
(Atlag + szords, 3 fiiggetlen kisérlet, n=3*3 pdarhuzamos mérés minden koncentrdcié esetén).
Szignifikans valtozas a kezeletlen kontrollhoz képest, egyutas Anova-teszt * p <0,05;
**p<0,01 [122]

V.9. Jelatviteli folyamatok eredményei western blot technikaval
V.9.1. A gyulladascsokkentoé hatas jelatviteli vizsgalata fehérjeszinten

A gyulladasos folyamat sordn az LPS vagy citokin stimulacié altal indukalt COX2
szintetizdlja az arachidonsavbodl a prosztaglandinokat, amelyek koziil a PGE2 kiemelkedd
szereppel bir a gyulladds és a laz fokozasdban. Ezért a COX2 gatlasa kulcsfontossagl a
gyulladascsokkent6 hatas vizsgalatahoz [221]. Ehhez a HaCaT sejteket 1 pg/ml LPS és a
fukszia kivonatokkal egyiitt kezeltik 24 6ran keresztiill. Amint a 23. abran lathato, a F.
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triphylla kezelés dozis fliggéen gatolta a COX2 expresszidjat fehérjeszinten, 6sszehasonlitva
az LPS kezelt pozitiv kontrollal (173,26 + 9,92%). Tovabba a névény legtoményebb
koncentracidja (10 pg/ml) elérte a kezeletlen, gyulladast nem indukalt sejtek alapszintjét is
(94,40 + 2,32%). Azonban a F. magellanica az LPS kezeléshez képest nem hogy
csokkentette, hanem koncentracio-fliggden fokozta a gyulladast a COX2 fehérje szint
novelésével. A legtoményebb, 10 pg/ml koncentracioban 205,95 + 23,79% expresszio
novekedést tapasztaltunk.

Mivel a tesztelt novényfajokra vonatkozoan nem taldltunk korabbi adatokat az altalunk
vizsgalt jelatviteli folyamatokra gyakorolt hatasukrdl, ezért hatdanyagtartalmuk alapjan
hasonlitottuk Ossze a kapott western blot eredményeinket az irodalmi adatokkal. Mindkét
fukszia faj etanolos kivonataban nagy mennyiségben tudtunk kimutatni antocianinokat (lasd.
IV.3 alfejezet), ezért hatasaikat els6sorban azokhoz kothetjiik. Az antocianinok képesek voltak
in vitro gatolni a COX2, a NF-xB és a kiilonféle interleukinek mRNS és/vagy fehérje
expresszidjanak szintjét tobb sejttipusban [83,222-224]. Az aszpirinnel Osszehasonlitva a
cianidin jelentdsebb gyulladascsokkentd hatdssal bir, ugyanis képes volt csokkenteni a COX1
¢s a COX2 aktivitast 52, illetve 74%-kal [225]. Tovabba kimutattak, hogy a cianidin mellett a
delfinidin és petunidin is gatolhatja a COX2 expressziot, mig a pelargonidin, peonidin és
malvidin nem [226]. Az eredményeink ellentétesek az irodalmi adatokkal, ugyanis a F.
magellanica kivonata fokozta a COX2 fehérje szintet annak ellenére, hogy -cianidin-
szarmazékot tudtunk beldle kimutatni. Mindkét fukszia fajbol peonidin-szarmazékot
izolaltunk, ami nem gatolja a COX2-t és nem is lehet felelds a fukszidkra kapott eltéré COX2
expresszios tendenciakért. Tobb antocianint (111 és VIII. vegyiilet, lasd. M1 tablazat a
»Mellékletek” részben) megfelelé irodalmi forrasok hianyaban nem tudtunk pontosan
azonositani a F. triphylla etanolos kivonataban, amelyek esetleg csokkentették a COX2
expressziot.

Osszehasonlitva a kapott immunoblot adatainkat az analitikai eredményeinkkel,
tovabbi kiilonbség a két fukszia faj kozott, amely magyarazhatja az eltérd6 COX2 expresszids
szinteket, az ellagsav és a kvercetin-galloil-hexozid tartalmuk, amelyek négyszer nagyobb
mennyiségben fordulnak elé a F. triphylla etanolos kivonataban, mint a F. magellanica
etanolos extraktumaban. Az ellagsav bizonyitottan gatolja az LPS indukélta COX2 fehérje
expresszidjat monocitakban, mikézben nincs hatassal a COX1 fehérjére [227]. Tovabba a
kvercetin-galloil-hexozidhoz  hasonlé  glikozidos komponens, a kvercetin-galloil-

gliikopiranozid is gatolja makrofagokban a COX2 fehérjeszintet [228]. Itt a galloilcsoport
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elhelyezkedése a cukorrésznél az, amely jelentOsen gatolja a gyulladasos citokineket a COX2

fehérjeszint csokkentésével [229].
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23. abra. A F. magellanica és a F. triphylla szabalyozza a COX2 expresszidjat az epidermalis
keratinocitakban (a). Western blot COX2 expresszidja keratinocitikban 24 ordas LPS és F.
magellanica vagy F. triphylla etanolos kivonataival kiilonbozd koncentrdcioban torténd
kezelést kovetéen (b) Az dsszes fehérjét szemi-kvantifikaltuk a Syngene GeneTools szoftver
segitségével és normalizaltuk a béta-aktin szintjére. (Atlag + SEM, 5 fiiggetlen kisérlet) *:
szignifikans valtozas a kontrollhoz képest, egyutas Anova-teszt * p <0,05. Nem publikalt
eredmények

V.9.2. Az antioxidans hatas jelatviteli vizsgalata fehérjeszinten

A két antioxidans enzim (CAT és SOD2) fehérje szintli expresszidjanak vizsgalatdhoz
a HaCaT sejteket 10 uM H,0, és fukszia kivonatokkal egyiitt kezeltiik 24 oran keresztiil.
Mind a F. magellanica, mind a F. triphylla fokozta a CAT és SOD2 fehérjék szintjét a
kezeletlen kontroll sejtekhez képest (24. abra). A CAT esetében a novényi kivonatok
legtoményebb, 10 pg/ml koncentracioja emelte a legnagyobb mértékben a fehérjeexpressziot,
ugyanis a H,0,-nél is magasabb jelet detektaltunk. Mig a H,0, kezelés 143,03 + 20,80%-ban
fokozta a fehérjeszintet, addig a F. magellanica kezelés 165,44 + 13,10%, a F. triphylla
194,24 + 25,13 % intenzitasndvekedést okozott a sejtekben (24. dbra). A SOD2 szintjében is
erételjesebb hatast valtottak ki a fukszia kivonatok, mint 6nmagaban a H,O, (146,28 =+
165,29 + 21,02%, a F. triphylla 5 pg/ml koncentracioban 189,08 + 13,19% expresszios
szintemelkedést valtott ki a HaCaT sejtekben a kezeletlen kontroll sejtekhez képest (24. abra).
Az antioxidans hatasti fehérjék szintjében torténd valtozast a ndvények kivonataiban
eléforduld antocianinek okozhattak, amelyek bizonyitottan képesek fokozni az antioxiddns

enzimek (CAT, SOD2, SOD1) expresszidjat fehérje szinten [230].

79



CAT | == = s === v s === == | 5( kDa

sop2 I8 R AN AN O N e R | 22 0-

B-aktin |____— — —— | 42 kDa

H20z (uM) - + + + + + + +
F. magellanica (pgiml) - - 25 6 10 - 5
F. triphyiia {pg/ml) - - - - - 25 5 10
(a)
260 4
250
%* *

200 +

180

100 4

Katalaz / béta-aktin
Kontrollhoz képest (%)

S0D2 | béta-aktin
Kontrollhoz képest (%)

50 4

o o
H202 (10 pM) - * Hz0z (10 pM) - + + + + + + +
F. magellanica (pg/ml) - - 25 § - # " F. magellanica (pg/ml) - - 25 5 10 - -
F. triphylfa (pg/ml) - . - - - 25 5 10 F. triphylia (ugiml} - - - - - 25 5 10
(b) (c)

24. abra. A F. magellanica és a F. triphylla szabadlyozza a CAT és SOD2 expresszidjat az
epidermalis keratinocitakban (a). Western blot CAT és SOD2 expresszidja keratinocitakban
24 oras HyO és F. magellanica vagy F. triphylla etanolos kivonataival kiilonbéozo
koncentrdcioban torténd kezelést kovetéen (b, C) Az bsszes fehérjét szemi-kvantifikaltuk a
Syngene GeneTools szoftver segitségével és normalizaltuk a béta-aktin szintjére. (Atlag +
SEM, 5 fiiggetlen kisérlet) *: szignifikans valtozas a kontrollhoz képest, Egyutas Anova-teszt *
p <0,05. Nem publikalt eredmények

V.9.3. A migraciot, proliferaciot és sejttulélést serkenté hatasok jelatviteli vizsgalata
fehérjeszinten

Annak meghatarozéasara, hogy a fukszia fajok feltehetben mely jelatviteli utakon
keresztiil vesznek részt a humdan keratinocita sejtek tulélésében, migracidjaban ¢és
PI3K/Akt és Erk/MAPK fehérjék expressziojat és foszforilaciojat.

Mind a F. magellanica, mind a F. triphylla etanolos kivonata dozis filiggden
megnovelte a foszforilalt p38 fehérje aktivitasat, Osszehasonlitva a kezeletlen kontroll
sejtekkel (25. abra). A legnagyobb emelkedést a legtoményebb koncentraciok (10 pg/ml)
okoztak mindkét novényi minta esetén (F. magellanica 134,39 + 22,68%, a F. triphylla
146,61 + 25,86% emelkedést okozott a kontrollhoz képest).

Bar a p38/MAPK jelatviteli at a sebgydgyuldsban még nem teljesen tisztazott,

nemrégiben megjelent tanulmanyok azt sugalljdk, hogy részt vesz a keratinocitdk sebzési
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p38 fehérje foszforilaciojat, feltételezziik, hogy a keratinocitak migracidja és a seb bezarodasa
a p38/MAPK utvonal aktivitasaval all kapcsolatban.

Erdekes eredményt kaptunk az Erk/MAPK ttvonal vizsgalata soran, ugyanis mig a F.
magellanica koncentraciofiiggéen csokkentette az Erk1/2 foszforilaciojat (56,75 + 2,84% a
legtoményebb 10 pug/ml koncentracioban), addig a F. triphylla bar nem dézis fiiggden, de
fokozta a foszforilalt fehérjeexpressziot (174,80 + 8,34% emelkedést mértiink a leghigabb 2,5
png/ml koncentracioval kezelt sejtekben) (25. abra).

A kapott eredményeink ellentétesek az irodalmi adatokkal, ugyanis a F. magellanica
kivonataban el6forduld galluszsav aktivalja az Erkl/2 jelatviteli utvonalat human
keratinocitakban és fibroblasztokban egyarant [61], azonban mi csokkenést figyeltiink meg.

A PI3K/Akt jelatviteli ut fokozasaban nem vesznek részt a fuksziak kivonatai, ugyanis
nem emelték meg a foszforilalt Akt szintjét, azonban a F. magellanica leghigabb extraktuma
(2,5 pg/ml), valamint a F. triphylla legtoményebb kivonata inkabb csokkentette azt (25. abra).
A nodvényekben eléforduld f6 hatdoanyagokra vonatkozoan nem talaltunk kordbbi tudoményos
eredményeket a keratinocita sejtekre gyakorolt hatdsok vizsgalatardl, kiilonos tekintettel a
PI3K/Akt utvonalra. Viszont eredményeinket irodalmi adatok alatdmasztjak oly médon, hogy
az antocianinok képesek gatolni a PI3K/Akt itvonalat szintén a bérben tipikusan eléforduld

sejttipusban (HUVEC endotél sejtekben) [65]. Tovabba bizonyitottan az ellagsav is gatolja a

crer
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25. abra. A F. magellanica és a F. triphylla szabadlyozza a p38, Akt és az Erkl/2 expressziojat
az epidermalis keratinocitakban (a). Western blot p38, p-p38, Erk1/2, p-Erkl/2 Akt és pAkt,
expresszioja keratinocitakban 24 oras F. magellanica vagy F. triphylla etanolos Kivonataival
kiilonboz6 koncentracioban térténd kezelést kovetden (b —d) Az dsszes fehérjét szemi-
kvantifikaltuk a Syngene GeneTools szoftver segitségével és normalizaltuk a GAPDH
szintjere. Ezt kdvetden a foszforilalt fehérjek normalizalt értékeit elosztottuk a total fehérjék
normalizalt értékeivel. (Atlag + SEM, 5 fiiggetlen kisérlet). Szignifikdns valtozds a kezeletlen
kontrollhoz képest, egyutas Anova-teszt * p <0,05; ** p <0,01. Nem publikalt eredmények
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V1. OSSZEFOGLALAS, UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1.

Annak érdekében, hogy ugyanazon kitapadd sejtmintabol egyszerre tobb paramétert
tudjunk meghatarozni, kidolgoztunk egy borat pufferes, detergenst tartalmazé feltarast
lemezolvasd késziilék alkalmazasaval, amelynek soran egy mintdbol egylépéses
feltarassal 4 paramétert tudtunk egymast kovetéen megvizsgalni (sejten beliili ATP-,
GFP-, nukleinsav- és Osszfehérje tartalom). A lizalo puffert kiegészitve 20 mM
Na,EDTA-val, stabilizalodik az ATP-szint a feltarast kovetéen legalabb 30 percig

Kisérleteinkkel bizonyitottuk, hogy az expresszalt GFP fluoreszcencia intenzitast a
lemezolvason torténd, gyors sejtfeltard, 1) modszeriinkkel mennyiségileg képesek
vagyunk meghatarozni és dsszevetni mas viabilitds jelzokkel. Azonban eredményeink
azt sugalljak, hogy a GFP fluoreszcencia csokkenése nem mindig korreldl az
intracellularis ATP tartalommal. Ennek ellenére az expresszalt GFP fluoreszcencia
intenzitdsanak meghatarozasa alkalmazhato a sejtek é¢letképességi markereként, de
kizarolag tobbparaméteres vizsgalatok soran, valamint legalabb egy anyagcsere
marker mellett kell figyelembe venni, hogy a legmegbizhatobb informaciot kapjuk az

¢letképesség vagy citotoxicitas teszteknél.

Kisérleteink sordn igazoltuk, hogy a sejtek életképességének becslése egyetlen
viabilitas faktor meghatarozasaval (pl. enzimaktivitas mérése reszazurin modszerrel)
félrevezetd lehet. Ugyanis egyes B-ciklodextrinek (BCD, HPBCD, DIMEB) stabil
komplexeket képeznek reszazurinnal és rezorufinnal, befolydsolva a rezorufin
fluoreszcens jelét és feltehetdleg a reszazurin cellularis felvételének {itemét.
Eredményeik ramutatnak, hogy a kiilonb6z6 CD-ek komplex modon képesek
befolyasolni a reszazurin viabilitas teszt eredményeit. gy azokban a kisérletekben,
melyek soran CD-eket is alkalmaznak, a reszazurin-alapu vizsgalatok megbizhatdsaga

erdsen kétségesnek tiinik.

Az etnofarmakobotanikai gyiijtések eredményei alapjan elmondhatd, hogy még
napjainkban is fontos szerepet jatszanak az erdélyr népgydgyaszatban a
gyogynovényekhez kapcsolodo adatok és tudaselemek, amelyek elsdsorban az idések

korében maradtak fenn.

Az A. vulneraria mintajaban tobbségében flavonol-glikozidok fordulnak elé. Ezzel
szemben a fukszia fajok altaldnos flavonol-vegyiiletek mellett kiilonféle fahéjsav- és

benzoesav-szarmazékokat, példaul kavésav, ellagsav és galluszsav-szarmazékokat,
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kempferol- és kvercetin-galloil-glikozidokat tartalmaznak. Ezek koziil az ellagsav és a
kvercetin-galloil-hexozid négyszer nagyobb mennyiségben fordul elé a F. triphylla
etanolos kivonataban, mint a F. magellanica etanolos esetében. A F. magellanica és F.
triphylla leveleiben szamos antocianin komponens is el6fordul, példaul cianidin és
peonidin szarmazékok. A L. nummularia levélkivonataiban a f6 flavonoidok miricetin-

szarmazékok voltak.

A F. magellanica ¢s F. triphylla etanolos kivonata 50 pg/ml koncentracié alatt nem
okozott ¢letképesség csokkenést, mig a vizes kivonataik esetében ez 120 pg/ml volt. A
L. nummularia etanolos kivonata maximum 250 upg/ml koncentracioban volt
alkalmazhatd, mig a vizes kivonat 3000 pg/ml koncentracidban sem okozott jelentds
sejtkarositd hatast. A legkevésbé citotoxikus novény az A. vulneraria volt, ugyanis
etanolos kivonata 500 pg/ml koncentracidban, vizes kivonata pedig 4000 pg/ml
dozisban sem valtott ki életképesség csokkenést a 3T3 és HaCaT sejtekben.

Aramlasi citométeren a névények etanolos kivonatait vizsgaltuk. A F. magellanica és
F. triphylla kivonata 10 pg/ml koncentraciéban, a L. nummularia 50 ug/ml, az A.
vulneraria 200 pg/ml koncentracio alatt biztosan nem valtott ki citotoxikus hatast,

ugyanis a nekrotikusan elhalt sejtek aranya 4% alatt volt mindkét sejtvonalban.

Munkénk soran teszteltilk a 4 ndvényfaj etanolos és vizes kivonatanak antimikrobas
hatasat, amelyek koziil a fukszia fajok kivonatai jelentés antimikrobas hatast mutattak
a P. aeruginosa, a S. aureus, a B. subtilis és a S. pyogenes baktériumtorzsek esetében.
A leggyengébb antimikrobas hatast az A. vulneraria kivonatai esetében mértiik.

A fukszia fajok etanolos €s vizes kivonatainak antimikrobialis MICgy koncentracio
értekei alacsonyabbak voltak az antibakteridlis vizsgalatban, mint a fibroblasztok és a
keratinocitdk esetében mért dozis-hatds citotoxicitds értékei. Ezért arra a
kovetkeztetésre juthatunk, hogy a tesztelt fukszia fajok kivonatai hatékony
komponensekkel rendelkezhetnek 0j antibakterialis és sebgyogyitd stimulalo szerek

elkészitéséhez.

Egységesen a fukszia fajok szembetlinden magasabb TAC értékeket, valamint sejten
beliili ROS semlegesitd hatast mutattak (F. triphylla > F. magellanica > L.

nummularia > A. vulneraria).

A vizsgalt novények koziil a F. magellanica és F. triphylla mutatott a PDGF-BB
pozitiv kontrollhoz hasonld sejtmigraciot serkentd hatast 3T3 valamint HaCaT
sejtvonalon.
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10. A COX2 enzim gatlasat csak a F. triphylla kivonata esetén tapasztaltuk, mely
gyakorlatilag a kezeletlen kontroll értékéig csokkentette annak szintjét, mig a F.
magellanica dozis fiiggden fokozta a fehérje expresszidjat, meghaladva az LPS pozitiv
kontroll hatasat is.

A két antioxidans enzim (CAT és SOD2) fehérjeszintli kifejezédésének vizsgalata
soran mindkét fukszia etanolos kivonata serkentette azok expresszidjat. A CAT fehérje
esetén dozisfiiggd emelkedést figyeltiink meg.

A fuksziak kivonatai szabalyozzak a MAPK kaszkad két utvonalat is, egyrészt a p38
fehérje foszforilacioja, masrészt az Erk1/2 fehérjék foszforiladcioja révén. Azonban
mig a p38 esetén mindkét kivonat emelte a foszforilalt fehérje szintjét, addig az Erk1/2
esetében a F. magellanica csokkentette, mig a F. triphylla kivonata novelte azt. A

PI3K/Akt jelatviteli ut fokozasaban nem vesznek részt a fukszia fajok kivonatai.

Altaldnosan elmondhato, hogy a vizsgalt 4 névényfaj koziil a F. magellanica és a F.triphylla
kiemelked6 biologiai hatassal rendelkezik, elsGsorban azok antocianin- valamint fenolsav-
tartalmuk révén, amelyek felel6sek lehetnek a sebgyogyulasban betoltott hatékony
szereplikért. Tovabba a vizsgalt fajok elézetes eredményei aldtdmasztjdk, hogy szédmos
népgyogyaszatban alkalmazott és tovabbi vizsgalatra érdemes taxon var tovabbi fitokémiai
analizisre ¢és biologiai hatasvizsgalatokra, amelyek a napjainkban alkalmazott fitoterapia
szempontjabol is jelentds eredményeket hozhatnak.

Eredményeink tobbsége ijnak tekinthetok, mivel tudomasunk szerint korabban nem végeztek

ezen noveények kivonataival hasonl6 vizsgalatokat.
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VII. KOSZONETNYILVANITAS
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legfontosabb sejtes modszerek alapjait.

Ko6szonom Dr. Papp Noranak, hogy bevezetett a gyogyndvénykutatas vilagaba, valamint
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Koszonettel tartozom a vizsgalatban résztvevd valamennyi erdélyi adatkozlének, akik

hozzajarultak a jelen tudomanyos munka megsziiletés¢hez.
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M1. tablazat. Anthyllis vulneraria, Fuchsia magellanica, Fuchsia triphylla és Lysimachia nummularia kivonatok osszetételének HPLC-MS/MS

eredményei

A vegyiiletek jelenléte és relativ mennyisége (%)

Szam tr Amax [M-HF Fragmens ionok (m/z) Kisérleti jellemzés a ndvényi kivonatokban * Hiv.
Z a
za (perc) (nm) (m/z) 8 ) Av . Av Fm Fm Ft Ft Ln Ln
Ec Ve Ec Ve Ec Ve Ec Ve
1 2,0 315 343 179; 135 kavésav-szarmazék 0,1 [232]
; -Kini )
2 2,2 306 533;375; 217;173; 149 cnamor-iimmnsay 0,3 [232)
szarmazeék
3 2,5 315 341 (683) 179; 149; 135 kaffeoil-O-hexozid (dimer) 0,2 0,3 0,2 [233]
4 2,6 265; 312 337 267;191; 163; 149; 135 5-p-kumaroil kininsav 0,2 0,1 0,1 [232]
5 3,2 2?351}1; 639; 353 191 kaffeoil-kininsav-szarmazék 0,3 0,9 [232]
6 7,1 272 331 169; 125 galloil hexozid 0,2 0,2 [234]
7 9,5 311 355 191 kumaroil glukarat izomer 0,1 2,9 [235]
8 10,1 222%}1; 371 209; 191; 179 kaffeoil-kininsav-szarmazék 0,5 [232]
9 10,5 260 611 305 n.a. 2,0 1,8 -
10 10,5 298; 310 355 209; 191; 163 kumaroil glukarat izomer 0,5 1,3 [235]
11 10,6 298; 320 549 387; 369; 267; 249; 137 fahéjsav szarmazék 0,3 [236]
12 10,6 298 331 169; 125 galloil hexozid 2,6 [234]
13 10,9 300 301 168; 150; 125 galloil pentozid 0,2 [234]
282sh; kumaroil glukarat izomer
14 11,9 307 355 (711) 271;209; 191 (dimer) 3, [235]
283sh; . S

15 12,6 312 355 271;209; 191 kumaroil glukarat izomer 1,9 5,0 6,9 [235]
16 13,0 32222;}1 (339975;) 179; 161; 135 kavésav szarmazék (dimer) 20 24 40 [232]
17 13,0 296 575 413;351; ‘7161? 249; 163; kumérsav szarmazék 0,5 [232]
18 13,1 310 385 209; 191 feruloil glukarat 2,2 3,9 [235]
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A vegyiiletek jelenléte és relativ mennyisége (%)

, tr Amax [M-H]- ) S . B a novényi kivonatokban b
F k Kisérleti jell a
Szam (perc) (nm) (m/2) ragmens ionok (m/z) iserleti jellemzés Av Av Fm Fm Tt Ft  In In
Ec Ve Ec Ve Ec Ve Ec Ve
kvercetin 3-O-hexozil-
19 13,2 255; 350 787 625; 462; 301; 299 hexozil-7-O-hexozid 1,0 [237]
283sh; . .
20 13,3 312 385 209; 191 feruloil glukarat 0,7 30 10,2 [235]
609; 462; 301; 299; 285; kvercetin 3-O-hexozil-
21 13,5 265; 349 771 284;283; 179 dezoxihexozil-7-O-hexozid 22 10 [237]
288sh; 271;209; 191; 163; 146; . ,
22 13,8 312 385 119 feruloil glukarat 3,0 2,3 [235]
609; 446; 445; 285; 284; kempferol 3-O-hexozil-
23 139 265; 349 771 283; 179 hexozil-7-O-hexozid 26 0.9 [237]
24 13,9 276 475; 453 - n.a. 2,5 -
kempferol 3-O-hexozil-
25 14,4 264; 351 755 593; 446; 284; 283 dezoxihexozil-7-O-hexozid 25 29 [238]
26 15,0 272 651 399; 325; 163 n.a. 1,9 2,9 -
in 3-O-h i1-7-O-
27 152 256,354 625 463; 462; 301; 299 kvercetin 3-O-hexozil-7-0- [238]
hexozid
k tin 3-O- tozil-7-O-
28 157 257:352 505 462;433;301;200;271  <vercetindO-pentozil7-0- o, [234]
hexozid
29 15,8 268 305 225;147; 135 n.a. 08 05 0,9 1,3 -
30 162 265347 609 447; 446; 285; 283 kempferol 3-O-hexozil-7-0- 7 5 [234]
hexozid
31 16,4 278 449 357,275 n.a. 1,5 0,9 -
2 165 oo 575  443;267;249;193; 175 1,3-O-diferuloilglicerol 0,7 [239]
321 pentozid
519; 477; 461; 315; 314;  izoramnetin 3-O-hexozil-7-O-
33 16,6 254; 354 639 313; 299; 151 hexozid 4,6 1,4 [240]
268; 477, 345; 327; 315; 300;
34 17,2 295sh 693 207; 183; 165 n.a. 1,8 -

112



A vegyiiletek jelenléte és relativ mennyisége (%)

i tr Amax [M-H] ) ., .. B a novényi kivonatokban b
F Kk Kisérleti jell a
Szam (perc) (nm) (m/2) ragmens ionok (m/z) iserleti jellemzés Av Av Fm Fm Tt Ft  In In
Be Ve E Ve E Ve B Ve
252; 267; 249; 193; 175; 149;
35 17,4 269sh; 443 PR T e e 1,3-O-diferuloilglicerol 51 4,4 [239]
134; 113
332
252;
36 175  269sh; 963 801; 625 flavonoid 0,6 [236]
352
37 18,0 260 197 n.a. 3,2 -
319; 301; 283; 239; 213;
38 18,0 268,350 639 203; 197; 157; 142; 130; flavonoid 62 65 [236]
116; 109
39 18,1 276 521 337;191; 163 kumaroil-kininsav- 12 07 [232]
szarmazék
40 18,2 266; 350 625 463; 300; 271; 255; 243; kvercetin 3—Q—hexozﬂ— 20 25 [240]
179 hexozid
1l 528 '
41 192 274 387 (775) 169; 151; 124 galluszsav-szirmazék 04 02 [239]
(dimer)
42 19,3 274 537 271; 211; 169; 151; 124 galluszsav-szarmazék 02 0,1 [239]
S Sy
43 193 266,357 625 479; 306 miricetin 3-O-dezoxihexozi 23 15 [241]
hexozid
kempferol 3-O-hexozil-
4 193 266,355 609  429;285;284; 255; 227 empterol 3-0-hexozi 12 26 [234]
hexozid
45 19,4 267,357 479 316 miricetin 3-O-hexozid 11 08 ]
46 19,5 262; 355 615 463; 301; 300; 271; 169 kvercetin galloil hexozid 04 04 18 1,0 [240]
i tin 3-O-hexozil-
47 196  264:352 639 459; 315; 314; 257 izoramnetin 3-O-hexozi 1,9 [242]
hexozid
48 198 266,331 593 429; 284; 255; 227 kempferol 3-O- 27 17 [234]
dezoxihexozil-hexozid
49 20,2 260; 354 463 317; 316 miricetin 3-O-dezoxihexozid 22,0 17,2 [243]
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A vegyiiletek jelenléte és relativ mennyisége (%)

Szam tr Amax [M-HF Fragmens ionok (m/z) Kisérleti jellemzés = a nvényi kivonatokban * Hiv,
(perc) (nm) (m/z) & ) Av Av Fm Fm F Ft Ln Ln
Ee Ve E Ve E Ve E Ve
255;
50 20,3 293sh; 615 301 kvercetin galloil hexozid 01 01 [240]
359
1; 283; 255; 179; 151;
51 205  259;356 477 301;283; 15251 % 151; kvercetin glitkuronid 05 02 06 06 [240]
257,
52 20,6 268sh; 433 301; 300 kvercetin 3-O-pentozid 01 01 [240]
356
257
53 20,7 268sh; 615 301 kvercetin galloil hexozid 09 05 [244]
356
54 20,7 260; 353 463 317; 316 miricetin 3-O-dezoxihexozid 2,4 [243]
301; 300; 271; 255; 243; . .
55 20,8  257;355 463 179 163, 151 kvercetin 3-O-hexozid 36 49 01 01 06 05 [234]
izoth in-3-O- i1-7-
56 209  266;350 579 463; 315; 313 izorhamnetin-3-O-pentozi 50 3,8 [240]
O-pentozid
kvercetin 3-O-desoxihexozil-
57 209 257;355 609 463; 301; 300; 299 vercetin 3-O-desoxihexozi 01 01 02 05 08 18 [241]
7-O-hexozid
58 21 257: 355 599 447, 313; 285; 169 kempferol galloil hexozid 01 01 [236]
59 21,3 256;356 433 300; 271; 255; 151 kvercetin 3-O-pentozid 24 20 02 01 04 04 [240]
284; 245; 229; 201; 185; )
60 21,5  254;368 301 L4 129, 117 ellégsav 03 01 11 06 [244]
61 21,7 266;350 447 284; 255; 227; 151 kempferol 3-O-hexozid 26 22 02 0,1 [234]
62 21,7 266;350 447 301;300; 217511 255179y vercetin 3-O-dezoxihexozid 11 12 [240]
63 21,8  266;332 705 437, 407; 325, 245; 231; na 24 18 -

199; 163; 121
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A vegyiiletek jelenléte és relativ mennyisége (%)

Szam R Amax [M-HF Fragmens ionok (m/z) Kisérleti jellemzés 2 angvényi kivonatokban ® Hiv,
(perc) (nm) (m/z) & ) Av Av Fm Fm F Ft Ln Ln
Ee Ve E Ve E Ve Ee Ve
64 21,8  266;350 521 331;271; 211; 169 galloil hexozid-szarmazék 05 03 [234]
65 21,9 517 267;249; 205; 161; 113 n.a. 20 1,2 -
66 22,0 266; 347 447 284; 255; 227 kempferol 3-O-hexozid 04 02 [234]
67 220 255,350 477 315; 314; zzi‘? 275257 oramnetin 3-O-hexozid 1,8 42 [245]
68 220  264;340 477 331,317 miricetin dezoxihexozid- 28 34  [246]
szarmazék
69 220  264;340 447 331; 317 miricetin-szarmazék 25 10 [246]
70 23 266,340 639 477, 459; 315; 314; 267 izoramnetin 3-O-hexozil- ) | [245]
hexozid
71 23 266,347 417 285; 284; 255; 227 kempferol 3-O-pentozid 03 02 [234]
72 24 267328 727 551; 491; 415; 267; 249 ferulasav-szarmazék 2.0 [247]
431; 371, 345; 317; 301;
73 224 623 31;371;345; 317; 301; na. 08 05 -
299
74 225 267328 727 551; 415; 267; 183 ferulasav-szarmazék 14 [247]
255;
75 22,8 266sh; 447 314, 285; 271; 257; 243 izoramnetin 3-O-pentozid 1,3 [245]
334
kvercetin 3-O-
76 229 266,351 599 447: 301; 300; 179; 151 kvercetin 3-0- 01 01 [240]
dezoxihexozid-szarmazék
77 234  266;348 623 443;299:298:283;271  ramnocitrin 3-O-dihexozid 3,8 3,2 [247]
i tin 3-O-pentozil-
78 237 268,339 609 315; 314; 193 HOTAMNEHN o PEOZ 06 1,5 [245]
hexozid
79 23,8  268;329 799 623; 485; 397; 299; 298 n.a. 21 07 i
301; 267; 249; 227; 200; , , ,
80 24,8 477 183; 165; 113 ellagsav-szarmazék 0,6 [244]
81 249  250;370 531 301; 300 kvercetin-szarmazék 01 05 [240]
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A vegyiiletek jelenléte és relativ mennyisége

tr Amax [M-H] ) .. (%) a novényi kivonatokban b Hiv.
3 F k Kisérleti jell s 2
Szam ragmens ionok (m/z) isérleti jellemzés Av Av Fm Fm Ft Ft In Ln

(perc) (nm) (m/z)
Ee Ve Ec Ve Ec Ve Ec Ve

82 249 266,344 593 413;299; 298; 283 ramnocitrin 3-O-hexozil- - | 5 [247]
pentozid
& A vegyiiletszamok és a retencios iddk (tr) az UV kromatogramokra vonatkoznak, melyek lentebb megtaldlhatéak (M1-M8).
® Relativ mennyiség.: Az adott vegyiilet csucs alatti teriiletének %-a az osszes vegyiilet 6sszesitett csucs alatti teriiletébol lett szamolva.
® Roviditések: AvE: Anthyllis vulneraria 50%-0s (v/v) etanolos kivonat, AvV: Anthyllis vulneraria vizes kivonat, FmE: Fuchsia magellanica 50%
(v/v) etanolos kivonat, FmV: Fuchsia magellanica vizes kivonat, FtE: Fuchsia triphylla 50%-0s (v/v) etanolos kivonat, FtV: Fuchsia triphylla

vizes kivonat, LnE: Lysimachia nummularia 50%-0s (v/v) etanolos kivonat, LnV: Lysimachia nummularia vizes kivonat, n.a .: nem azonositott.

M2. tablazat. Antocianinok azonositasa Fuchsia magellanica és Fuchsia triphylla kivonataibol HPLC-MS/MS késziilékkel

A vegyiiletek jelenléte és relativ
tr [M+HIJ* mennyisége (%) a novényi

Szam (perc) (/=) Fragmens ionok (m/z) Kisérleti jellemzés 2 kivonatokban b Hiv.
FmE ¢ FmV ¢ FtE ¢ FtV ¢
I 2,0 767 453; 153 antocianin (n.a.) 1.1 -
1I 2,7 611 449; 287 cianidin dihexozid 3.0 18.3 [248,249]
I 2,9 783 303 antocianin (n.a.) 5.9 -
v 9,1 625 463; 301 peonidin dihexozid 15.7 [248,249]
\Y 10,3 625 463; 301 peonidin dihexozid 18.9 39.9 5.3 54 [248,249]
VI 10,7 487 325; 185 antocianidin hexozid 4.2 -
VII 11,4 441 249 antocianin (n.a.) 9.6 -
VIII 11,8 411 249 antocianin (n.a.) 6.1 9.6 -

& A vegyiiletszamok és a retencids iddk (tr) az UV kromatogramokra vonatkoznak, melyek lentebb megtaldlhatéak (M3-M6).
Y Relativ mennyiség.: Az adott vegyiilet teriiletének %-a az osszes vegyiilet dsszesitett teriiletébol lett szamolva.
® Roviditések:, FmE: Fuchsia magellanica 50%-0s (v/v) etanolos kivonat, FmV: Fuchsia magellanica vizes kivonat, FtE: Fuchsia triphylla 50%-

os (v/v) etanolos kivonat, FtV: Fuchsia triphylla vizes kivonat.
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M2. abra. Az A. vulneraria 50%-0s (v/v) etanolos kivonatanak HPLC-DAD kromatogramja,
detektdalasi hullamhossz: 280 nm. A csticsok szdmozdsa az M1. tablazatban bemutatott

adatokra vonatkozik
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M3. dbra. Az A. vulneraria vizes kivonatanak HPLC-DAD kromatogramja, detektaldsi
hulldmhossz: 280 nm. A csucsok szamozasa az M1. tabldzatban bemutatott adatokra

vonatkozik
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M4. abra. A F. magellanica 50%-os (v/v) etanolos kivonatanak HPLC-DAD kromatogramja,

detektalasi hullamhossz: 280 nm. A csucsok szamozasa az M1. és M2. tablazatban bemutatott

adatokra vonatkozik
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MS. abra. 4 F. magellanica vizes kivonatanak HPLC-DAD kromatogramja, detektalasi
hullamhossz: 280 nm. A csucsok szamozasa az M1. és M2. tablazatban bemutatott adatokra

vonatkozik
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M6. abra. A F. triphylla 50%-0s (v/v) etanolos kivonatanak HPLC-DAD kromatogramja,

detektalasi hullamhossz: 280 nm. A csucsok szamozasa az M1. és M2. tablazatban bemutatott
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M7. abra. 4 F. triphylla vizes kivonatanak HPLC-DAD kromatogramja, detektalasi

hullamhossz: 280 nm. A csucsok szamozasa az M1. és M?2. tablazatban bemutatott adatokra

vonatkozik
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MS. abra. A L. nummularia 50%-0s (v/v) etanolos kivonatanak HPLC-DAD kromatogramja,
detektalasi hullamhossz: 280 nm. A csucsok szamozasa az M1. tablazatban bemutatott

adatokra vonatkozik
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M9. abra. 4 L. nummularia vizes kivonatanak HPLC-DAD kromatogramja, detektalasi
hullamhossz: 280 nm. A csucsok szamozasa az M1. tablazatban bemutatott adatokra

vonatkozik
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Etanolos kivonatok 0.0
|

0.2 0.4 0.6 0.8

1.0

kempferol 3-0-pentozid 71 ——

kempferol 3-0-hexozid 66
galleil hexozid-szarmazék 64 ——
kempferol galloil hexozid .58 ——

kvercetin galloil hexozid 53 —
kvercetin 3-0O-pentozid 52 —
kvercetin galloil hexozid _50 —
galluszsav-szarmazék 42 ——
kavésav szarmazék (dimer)_16 ——
galluszsav-szarmazék (dimer) 41 —
na_73 —

F. magellanica

miricetin-szarmazék _69

miricetin dezoxihexozid-szarmazék 68 ——
miricetin 3-0-dezoxihexozid 54 ——
miricetin 3-O-dezoxihexozid 49 ——
miricetin 3-0-hexozid 45 —

miricetin 3-0O-dezoxihexozil-hexozid 43 ——
kumaroil-kininsav-szirmazék_39 ——]
na._31 —

feruloil glukarat_20 ——

feruloil glukarat_18 ——

kumaroil glukarat izomer_9 ——

kumareil glukaratizomer_15 ——

L. nummularia

n.a._29

kvercetin 3-O-desoxihexozil-7-0-hexozid _57 —1 i. num. +F. mag.

kvercetin-szirmazék 81 ——

kvercetin 3-O-dezoxihexozid-szarmazék 76
kvercetin 3-O-dezoxihexozid 62 ——

na._ 37 ——

5-p-kumaroil kininsay_4 ——

na_26 ——

ellagsav_60 ——

F. triphylia

kvercetin galloil hexozid 46 ——
kvercetin gliikuronid_51 ——
ramnecitrin 3-O-hexozil-pentozid 82 ——

F. trip. + F. mag.

n.a._7’9

izoramnetin 3-0-pentozil-hexozid_78 ——

ramnocitrin 3-O-dihexozid 77 —

ferulasav-szirmazék _72 ——

izoramnetin 3-O-hexozil-hexozid 70 ——

izoramnetin 3-O-hexozid 67 ——

n.a._65 ——

n.a._63 —

izorhamnetin-3-O-pentozil-T-0-pentozid 56 ——

kempferol 3-0O-dezoxihexozil-hexozid 48 —

kempferol 3-0O-hexozil-hexozid 44 —

kvercetin 3-O-hexozil-hexozid 40 —

flavonoid 38 ——

1,3-0-diferuloilglicerol _35 ——

izoramnetin 3-0O-hexozil-7-0-hexozid 33 —

kempferol 3-0-hexeozil-7-0O-hexozid 30 ——

kvercetin 3-O-pentezil-7-0-hexozid 28 —

kvercetin 3-O-hexozil-7-0O-hexozid_27 —

kempfereol 3-0-hexozil-dezoxihexeozil-T-O-hexozid_25 —

kempferol 3-0O-hexozil-hexozil-7-0O-hexozid _23 —

kvercetin 3-0-hexozil-dezoxihexozil-7-O-hexozid _21 ——

kavésav-szarmazék 1 ——
kaffecil-kininsav-szarmazék _5

kaffecil-O-hexozid (dimer)_3
kempferol 3-0-hexozid _61 :
kvercetin 3-0O-hexozid_55 7}
kvercetin 3-O-pentozid 59 A

A

A. vulneraria

.wuln. + F. mag.

.vuln. + F. mag. + F. trip.

M10. abra. Osszesitett hatéanyagok eléforduldsa a névények etanolos kivonataiban

dendrogram formajaban
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0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
I I | | |

kempferel 3-0-hexezid 61 — F.mag. + A. vuln.
kempferol 3-O-pentozid _71 ] g
kempferol 3-0O-hexozid _66 -
alleil hexozid-szarmazék 64 F. magellanica
empferol galloil hexozid 58
kvercetin galleil hexozid 53
kvercetin 3-O-pentozid -

Vizes kivonatok

kvercetin galloil hexozid -
galluszsav-szafmazék (dimer)_41
galluszsav-szarmazék _42
. kvercetin-szarmazék _
kvercetin 3-0-dezoxihexozid-szarmazék_76
kvercetin 3-0O-dezoxihexozid _62
n.a._24
n.a._34
ellagsav_60
kvercetin gliikuronid_51
kvercetin galloil hexozid _46
.. 5-p-kumareil kininsav_2
kavésav szarmazek (dimer)_16 .
kvercetin 3-O-hexozid_55 Eltrip + F mag. + A. vuln.
kvercetin 3-0-pentozid_59
ramnocitrin 3-0-hexozil-pentozid -
ellagsav-szarmazék _

. triphylia

F. trip. + F.\mag.

|

n.a. . :
izoramnetin 3-O-pentozil-hexozid 78 A. vulnerararia

ramnocitrin 3-0-dihexozid .77

izoramnetin 3-0O-pentozid _75
ferulasay-szarmazék _

izeramnetin 3-0-hexozil-hexozid 70

izoramnetin 3-0-hexezid 67

n.a._65

n.a._63

izorhamnetin-3-0-pentozil-7-0-pentozid _56

kempferel 3-O-dezoxihexezil-hexozid _48

izoramnetin 3-O-hexozil-hexezid 47

kempferol 3-O-hexozil-hexozid _44
kvercetin 3-O-hexozil-hexozid -
flavonoid _

flavonoid 36

1,3-O-diferuloilglicerol_35

izeramnetin 3-0-hexozil-7-O-hexezid _33

1,3-O-diferuleilglicerel pentezid _32

kempferol 3-0-hexozil-F-O-hexozid 30

kvercetin 3-0-pentozil-7-O-hexozid 28

kvercetin 3-0-hexoziI-T-O-hexozid_QE

n.a_
kempferol 3-0-hexozil-dezoxihexozil-7-O-hexozid _25
kempferol 3-0-hexozil-hexozil-7-0-hexozid 23
kvercetin 3-O-hexozil-dezoxihexozil-7-0-hexozid 21
kvercetin 3-O-hexozil-hexozil-7-O-hexozid 1
kumarsav szarmazék_17
_galloil pentozjd _13
fahéjsav szarmazék_11
kaffecil-kininsav-szarmazék _8
cinnamoil-kininsav- szarmazék _2
kaffeoil-kininsav-szarmazék 5
feruloil glukarat _22
_feruloil glukarat_20
kumaroil glukaraf izomer_1
kumaroil gilukarat izomer _7
kumareil glukarat izemer_10

galloil hexozid_6 :}M trip.
kvercetin 3-0O-desoxihexozil-7-O-hexozid_57

n.a._29 —’T

. num. + F. mag
L nummularic

A. vuln. + L num.

na._73
miricetin-szarmazék _69
miricetin dezoxihexozid-szarmazék _68
miricetin 3-0-dezeoxihexozid _49
miricetin 3-O-hexozid 4
miricetin 3-0-dezoxihexozil-hexozid 4
kumareil-kininsav-szarmazék_39
n.a._31
feruloil glukarat 18
kumaroil glukarat izomer (dimer)_1
alloil hexozid_1
kaffeoil-O-hexozid {dimer). g
n.a._

M11. abra. Osszesitett hatéanyagok elforduldsa a névények vizes kivonataiban dendrogram

formdjaban
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Eletképesség (%) + széras

Koncentracio6 ATP Nukleinsav Fehérje
(ng/ml) 3T3 HaCaT 3T3 HaCaT 3T3 HaCaT

1,5% Etanol 94,67 + 6,70 100,00 + 3,52 95,51 + 5,24 100,00 + 3,61 95,67 +3,74 | 100,00 + 3,12

Kontroll 0 100,00 + 4,03 | 100,00 + 3,66 100,00 + 3,49 100 + 4,72 100 + 4,53 100 + 5,03
500 96,11 + 5,66 95,13 + 3,62 95,52 + 6,56 96,52 + 3,94 100,05+ 8,26 | 102,30 + 7,15

1000 86,88 + 5,49 88,02 + 4,08 79,42 + 5,19 88,96 + 3,60 88,37 + 4,51 91,14 + 4,97

A. vulneraria 1500 65,18 + 4,32 7338 + 4,68 61,92 + 4,87 72,70 + 4,36 67,81 £ 6,52 77,93 + 6,08
2000 21,71 £5,75 64,31+ 6,27 30,98 + 3,40 68,98 + 5,09 36,04 + 4,42 72,20 + 4,44

2500 1,86 + 0,53 47,52 + 5,06 16,42 £3.,51 50,51 + 3,66 2538 £2.65 53,25+ 5,60

50 92,89 + 4,32 91,72 + 4,75 91,43 + 5,18 91,53 4,25 90,49 + 5,71 92,28 + 4,35

120 79,87 4,74 79,01 + 4,04 76,65+ 4,22 79,32 +£3,74 75,60 = 3,77 81,45 £ 3,90

F.magellanica 250 4132 £ 6,41 45,18 + 3,91 57,61+ 520 61,43 +3,18 62,52 + 6,48 68,84 + 5,09
500 8,87 +2,17 24,14 £2.44 35,65+ 2,32 48,73 £ 5,06 40,54 3,15 51,84 + 3,80
800 2,03 +0,58 10,01 £2,34 2829+ 2,13 38,65+ 3,62 3029 +4,02 | 40,42+ 4,89
50 86,08 + 4,27 93,05 + 5,41 90,21 + 6,47 93,82 + 4,35 91,47 + 4,75 95,31 + 4,94

120 75,48 + 435 81,53 + 4,95 78,50 £ 9,31 86,82 + 5,07 76,79 + 6,28 87,14+ 5,58
F. triphylla 250 44,53 £ 4,81 72,19 £ 5,20 57,46 + 438 74,85+ 4,57 61,32 +3,17 76,65+ 5,57
500 34,95+£4,17 44,87 £ 4,79 46,22 + 3,07 58,82 +4,18 47,81 % 4,05 61,11 +5,35

800 2,22 40,88 20,19 + 3,20 28,64+ 2,74 4337+2,79 27,43 +£3,66 | 4822+3,51
250 80,10 + 4,26 91,63 + 4,38 86,18 + 5,02 91,78 + 3,81 86,38 + 5,74 95,10 + 5,22

500 66,98 = 4,99 78,83 £ 4,57 73041 + 5,49 80,50 + 3,86 70,46 + 5,18 83,2 +4,86

L. nummularia 800 52,93+ 4,34 69,69 + 5,57 55,69 + 4,79 70,86 + 3,69 5521 +4,75 71,96 + 4,83
1000 44,03 + 6,19 56,88 + 3,54 45,12 £ 6,37 63,78 + 4,01 42,59 + 4,17 62,90 + 3,63
1500 10,03 = 3,74 47,99 + 3,95 21,38 £522 50,88 + 4,17 31,79 + 4,53 51,06 + 4,79

M3. tablazat. A. vulneraria, F. magellanica, F. triphylla és L. nummularia 50%-0S etanolos kivonatainak citotoxikus hatasa 373 és a HaCaT

sejtekre intracellularis ATP-tartalom, sejtszam (PI), valamint ésszes fehérjetartalom meghatarazasaval. Az adatokat a kontroll mintak %-aban

fejeztiik ki.
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Eletképesség (%) + szoras
Koncentracio6 ATP Nukleinsav Fehérje
(ng/ml) 3T3 HaCaT 3T3 HaCaT 3T3 HaCaT

Kontroll 0 100+£3.94 | 100,00+2,96 | 100,00+4,63 | 100,00+4,32 | 100,00+ 3,15 | 100,00+ 3,79
4000 9224+638 | 91,95+ 4,64 | 98,25+7,98 95,00 + 4,55 95,08+ 7,41 | 93.84+5.46

5000 81,00+ 6,79 | 76,86+ 4,04 | 85,13+8,13 81,63 + 7,22 84,65+ 7,81 | 78,31+5,28

A. vulnararia 6000 4512+943 | 62,85+ 4,31 | 64,37+9,83 65,60 + 4,73 63,23+737 | 6326+447
7000 21,62+4,57 | 4221+ 2,82 | 4550+5,17 50,32 + 1,88 43,62 +533 | 49,56+ 5,73

8000 738+326 | 31,82+ 3,08 | 3223+444 41,06 + 3,23 3458+6,18 | 39,18+538

120 93,51+6,34 | 9502+591 | 92,47+ 6,82 94,32 + 3,82 89,90 +4,14 | 95,86+ 5,30

250 8533+553 | 83,15+£3,62 | 8227+ 5,87 84,50 + 4,75 80,38+5,26 | 84,86+ 5,67

F.magellanica 500 73,94+563 | 67,04+498 | 70,90+ 540 72,52 + 4,59 69,05+ 591 | 74,86 +4,30
800 29.88+5,89 | 52,07+439 | 50,84+ 324 61,16 + 4,70 52,32+2.81 | 62,66+ 4,64

1000 13,87+3,93 | 40,16+5,51 | 3533+3,10 46,90 + 4,44 41274356 | 52,54+244

120 8733+4,76 | 94,50+5.61 | 90,94+ 3,86 95,13 + 4,13 92,69+ 4,94 | 94,67 +4,65

250 76,70 £ 4,42 | 8229+441 | 83,63+4,06 86,10 £ 3,52 80,87+4,73 | 88,72+5,87

F. triphylla 500 66,92 +4.87 | 7327+295 | 72,96+ 6,01 78,26 + 4,71 66,44+ 429 | 81,01+5,12
800 38,55+ 6,87 | 52,09+ 4,74 | 61,28+ 4,48 67,99 + 4,66 4826+4,58 | 69,44 +4,62

1000 17,88+ 1,97 | 37,53+527 | 44,47+ 4,18 48,38 + 3,64 26,15+3,94 | 52,00+4,55

3000 84,74+ 417 | 96,79+5,11 | 83,64+5,77 95,26 + 5,61 87,98 +4,50 | 95,38+ 4,55

4000 78,22+ 3,85 | 88,95+5,07 | 73,10+6,16 89,76 + 4,36 79,07 £4,93 | 90,78 +5,75

:;ummulari 3 5000 69,63+ 3,49 | 78,00+4,74 | 61,83 +340 77,37 + 4,23 67,68 +5.86 | 80,98+ 4,53
6000 60,18 4,98 | 68,58+6,86 | 55,81 +431 68,46 + 4,44 57,59+3,45 | 72,17+541

7000 5135+ 434 | 53,95+4,63 | 4898+5,15 60,30 + 4,20 44.66+3,74 | 59,30+ 7,28

MA4. tiblazat. A. vulneraria, F. magellanica, F. triphylla és L. nummularia Vizes kivonatainak citotoxikus hatasa 3T3 és a HaCaT sejtekre
intracellularis ATP-tartalom, sejtszam (PI), valamint dsszes fehérjetartalom meghatdrazasaval. Az adatokat a kontroll mintdk %-daban fejeztiik
ki.
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PDGF-BB A. vulneraria L. nummularia
Kontroll {15 ng/ml) {50 pg/ml) (10 pg/ml)

12. 6ra

16. ora

20. ora

24. 6ra

{b) (c) (d)

M12. abra. Kezeletlen kontroll (a), PDGF (b), A. vulneraria (c) és L. nummularia (d) 50%-0s
(v/v) etanolos kivonatainak time-lapse alapu osszehasonlité képalkoto elemzése 24 ordn
keresztiil 4 orankénti foto készitésével HaCaT monolayer tenyészetek ,,sebzarodasi”

képességere faziskontraszt mikroszkoppal
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PDGF-BB F. magellanica F. triphylla
Kontroll (15 ng/ml) (2,5 pgiml} (2,5 pg/ml)

12. 6ra

{a) (b) (c)

M13. abra. Kezeletlen kontroll (a), PDGF (b), F.magellanica (c) és F. triphylla (d)) 50%-0s
(v/v) etanolos kivonatainak time-lapse alapu osszehasonlité képalkoto elemzése 24 ordn
keresztiil 4 orankénti foto készitésével HaCaT monolayer tenyészetek ,,sebzarodasi”

képességére faziskontraszt mikroszkoppal
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PDGF-BB A. vulneraria L. nummularia

Kontroll (15 ng/ml) (S0 pg/ml} {10 pg/ml)

4. ora

24. ora

M14. abra. Kezeletlen kontroll (a), PDGF (b), A. vulneraria (c) és L. nummularia (d) 50%-0s
(v/v) etanolos kivonatainak time-lapse alapu osszehasonlité képalkoto elemzése 24 ordn
keresztiil 4 orankénti foto készitésével 3T3 monolayer tenyészetek ,,sebzarodasi” képességére

faziskontraszt mikroszkoppal
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PDGF-BB F. magellanica F. triphylla
Kontroll (15 ng/ml) (2,5 pgfml) (2,5 g;‘ml}

4, ora

12. 6ra

1B6. 6ra

20. 6ra

24, ora

(a) (b) (c) (d}

M15. abra. Kezeletlen kontroll (a), PDGF (b), F.magellanica (c) és F. triphylla (d) 50%-0s
(v/v) etanolos kivonatainak time-lapse alapu osszehasonlito képalkoto elemzése 24 ordan
keresztiil 4 orankenti foto készitésével 3T3 monolayer tenyészetek ,,sebzarodasi” képességére

faziskontraszt mikroszkoppal

128



100] [ Konirol
00~
] — —e— 2 ng/ml
—a— 7,5 ng/ml
9 o & 801 [~ 15ngiml
= =
§ &0 - -E 60 -
m -]
3 g
:E 40 g 40 -
N N PDGF-BB
20 20
0 - - 0
T T T T T T T T ] T T T T T T
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
1d6 (6ra) 16 (6ra)
(a) (b)
1 —s— Kontroll
—s— Kontroll 100 +
100 —e— 50 pg/mi —e— 10 pg/mi
—a— 100 pg/mi et I ig ”gjx:
— B804 —v—200pg/ml = >0 pgm |
= —y— U pgimt | =
= z
B o i
E 60 g 60
b ]
£ 40- 3 404
) “
4 N
N 20 20 Lysimachia nummularia
Anthyllis vulneraria
0 0
Y & e am | B Ak 0 5 10 15 0 25
o 5 10 15 20 25
1d6 (6ra) 1d6 (6ra)

(c) (d)

M16. abra. Kezeletlen kontroll (a), PDGF (b), A. vulneraria (c) és L. nummularia (d) 50%-0s

crer

(v/v) etanolos kivonatainak 3 kiilonbozé koncentrdciojaval dsszesitett zarodasi gorbéi 24 oran
keresztiil 4 orankénti foto elemzésével a HaCaT monolayer tenyészetek ,,sebzarodasi”
képességeére. A sejtmentes teriilet zarodasi aranyat (%o-ban) pixel intenzitasban hataroztuk

meg, amibdl a tovabbiakban gérbe alatti teriiletet (AUC) szamoltunk
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M17. abra. Kezeletlen kontroll (a), PDGF (b), F. magellanica (c) és F. triphylia (d) 50%-0s

(v/v) etanolos kivonatainak 3 kiilonbozé koncentrdacidjaval dsszesitett zarodasi gorbéi 24 oran
keresztiil 4 orankénti foto elemzésével a HaCaT monolayer tenyészetek ,,sebzarodasi”

képességére. A sejtmentes teriilet zarodasi aranyat (Yo-ban) pixel intenzitasban hataroztuk

meg, amibdl a tovabbiakban gérbe alatti teriiletet (AUC) szamoltunk
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M18. abra. Kezeletlen kontroll (a), PDGF (b), A. vulneraria () és L. nummularia (d) 50%-0s

(v/v) etanolos kivonatainak 3 kiilonbozé koncentrdacidjaval dsszesitett zarodasi gorbéi 24 oran

keresztiil 4 orankénti foto elemzésével a 3T3 monolayer tenyészetek ,,sebzarodasi”

képességére. A sejtmentes teriilet zarodasi aranyat (Yo-ban) pixel intenzitasban hataroztuk

meg, amibdl a tovabbiakban gorbe alatti teriiletet (AUC) szamoltunk
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M19. abra. Kezeletlen kontroll (a), PDGF (b), F. magellanica (c) és F. triphylia (d) 50%-0s
(v/v) etanolos kivonatainak 3 kiilonbozé koncentrdacidjaval dsszesitett zarodasi gorbéi 24 oran
keresztiil 4 orankenti foto elemzésével a 3T3 monolayer tenyészetek ,, sebzarodasi”
képességére. A sejtmentes teriilet zarodasi aranyat (Yo-ban) pixel intenzitasban hataroztuk

meg, amibdl a tovabbiakban gérbe alatti teriiletet (AUC) szamoltunk
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Abstract: Resazurin (or Alamar Blue) is a poorly fluorescent dye. During the cellular reduction
of resazurin, its highly fluorescent product resorufin is formed. Resazurin assay is a commonly
applied method to investigate viability of bacterial and mammalian cells. In this study, the interaction
of resazurin and resorufin with 3-cyclodextrins was investigated employing spectroscopic and
molecular modeling studies. Furthermore, the influence of 3-cyclodextrins on resazurin-based
cell viability assay was also tested. Both resazurin and resorufin form stable complexes with the
examined (3-cyclodextrins (2.0-3.1 x 10% and 1.3-1.8 x 10® L/mol were determined as binding
constants, respectively). Cells were incubated for 30 and 120 min and treated with resazurin and/or
[-cyclodextrins. Our results suggest that cyclodextrins are able to interfere with the resazurin-based
cell viability assay that presumably results from the following mechanisms: (1) inhibition of the
cellular uptake of resazurin and (2) enhancement of the fluorescence signal of the formed resorufin.

Keywords: resazurin; resorufin; cyclodextrin; host-guest interaction; Alamar Blue; cell viability assay

1. Introduction

Resazurin (7-hydroxy-3H-phenoxazin-3-one 10-oxide) also called Alamar Blue is a dye commonly
used for measurements assaying cell viability [1-3]. Resazurin itself is weakly fluorescent; however, its
reduction by bacteria or mammalian cells results in a pink and highly fluorescent derivative resorufin
(7-hydroxy-3H-phenoxazin-3-one) that is formed (Figure 1) [4]. Resorufin in turn can be reduced
further into the colorless and non-fluorescent hydroresorufin [5]. The resazurin assay is applied
commonly to investigate antibiotic resistance of some bacteria (e.g., Mycobacterium strains), to test
the antibacterial action of various compounds, or even to examine bacterial biofilm formation [6-8].
On comparing with other assays testing cell viability, the resazurin-based assay appears suitable
and reliable for investigating the toxic effect of various compounds on mammalian cells [2,9,10].
Based on previous studies, there is a direct correlation between the reduction of resazurin and the
number /proliferation of bacteria or mammalian cells [5]. The resazurin or Alamar Blue assay is used
commonly for testing cell viability because its cost is low, and we do not need to extract the cells, owing
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to the much lower cytotoxicity of resazurin and its derivatives than of the reagents employed in other
assays, including the commonly applied MTT assay [5]. Resazurin assay itself is a simple and rapid
method to test cell viability. Resazurin solution is added to the cells in a volume corresponding to 10%
of the medium (without replacing the medium), and then the conversion to resorufin can be measured
by either colorimetry or fluorimetry. Nevertheless, fluorimetry appears more sensitive compared
to the colorimetric analysis [5]. The fluorescence excitation and emission maxima of resorufin are
approximately at 570 nm and 585 nm, respectively [11]. However, during the resazurin-based viability
assay, the fluorescence of the formed resorufin is determined in the samples using 530 to 580 nm as
excitation and 570 to 620 nm as emission wavelengths [3,10,12].

Viable cell

reductase
enzymes

HO\@O (0] HO. O (9}
J Ty
I';‘/ N
)
Resazurin Resorufin

Figure 1. Chemical structures of resazurin and resorufin. Reductases of viable cells reduce resazurin
resulting in the formation of its highly fluorescent metabolic product resorufin.

Cyclodextrins (CDs) are intensively studied host molecules that are widely applied by analytical
chemistry as well as food, cosmetic, and pharmaceutical industries [13-16]. The usually employed
CDs are «-, 3-, and y-cyclodextrins, which are built up from six, seven, or eight glucopyranose units,
respectively [17,18]. CDs possess a ring-shaped, conical structure with a hydrophobic interior and a
hydrophilic exterior spaces, which makes their internal cavity able to accommodate relatively lipophilic
molecules or structural moieties. The stability of the formed host-guest type complexes as well as the
selectivity of CDs towards the guest molecules are usually highly influenced by chemical modifications
of the basic CD structures [18,19].

Based on previous investigations, resazurin forms a stable complex with y-CD [20], and resorufin
interacts with native - and y-cyclodextrins [21-23]. CDs are able to influence the cellular uptake of
the guest molecules [24]; furthermore, CD-complexes of fluorophore molecules commonly exhibit
stronger fluorescence than the fluorophore alone [25,26]. A recent study reported that the presence
of CDs can interfere with bioluminescence imaging due to complex formation with D-luciferin [27].
Therefore, CDs may also be able to disturb the measurement of other fluorescent dye molecules,
including resorufin. CDs can occur in several in vitro experiments carried out on cells where the
resazurin-based assay is applied to test cell viability [28-30]. The basic protocol of the resazurin assay
applies addition of 10% volume of resazurin solution to the cell medium without the replacement of
the medium. This, however, may result in the interaction of CDs with resazurin and/or the formed
resorufin. Even if many researchers replace the cell media (and thus the CDs present) before resazurin
assay, methylated CDs can be taken up by cells through fluid-phase endocytosis [31], resulting in the
possible formation of resazurin-CD and resorufin-CD complexes intracellularly.

In this study, the complex formation of resorufin and the parent compound resazurin
with B-cyclodextrin (BCD), hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HPBCD), and heptakis-2,6-di-O-
methyl-B-cyclodextrin (DIMEB) was investigated employing fluorescence and UV-Vis spectroscopy.
The fluorescence enhancement of resorufin by CDs as well as the stability of the formed resorufin-CD
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complexes were determined, and the interaction was investigated further by molecular modeling
studies. Then resazurin-CD and resorufin-CD complex formations were examined employing UV-Vis
spectroscopy. Because our spectroscopic studies suggested the strong fluorescence enhancement
of resorufin by CDs as well as the formation of stable dye-CD complexes, the effect of CDs on
resazurin-based cell viability assay was also tested. As the results demonstrate, some of the CDs
are able to interfere with resazurin assay. Therefore, it should also be taken into account that when
assaying cell viability, CDs present in the medium could potentially confound the data obtained.

2. Results and Discussion

2.1. Fluorescence Spectroscopic Investigation of Resorufin-CD Interactions

First, the concentration dependent effect of CDs on the fluorescence signal of resorufin was
examined at 25 °C. Therefore, increasing concentrations of BCD, HPBCD, and DIMEB (0-1200 M)
were added to a fixed concentration of resorufin (0.4 uM) in phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4).
Fluorescence emission spectra were recorded using 570 nm as excitation wavelength (this wavelength
proved the excitation maximum of resorufin; see in Figure S1). As Figure 2 demonstrates, the
fluorescence signal of resorufin increased in the presence of each CD in a concentration dependent
fashion. The strongest fluorescence enhancement of resorufin was observed with DIMEB, while in
the presence of BCD and HPBCD, the fluorescence enhancement was weaker. Furthermore, a red
shift of the emission maximum of resorufin was observed in the presence of each of the three CDs
(HPBCD > DIMEB > BCD). Under the applied conditions, CDs alone did not express any fluorescence
signal; therefore, it is reasonable to hypothesize that the fluorescence enhancement of resorufin
by CDs is ascribable to the host-guest type complex formation of the examined compounds. The
microenvironment within the cyclodextrin cavity is less polar than in water; its dielectric properties are
close to those of 70% v/v ethanol-water mixture. The fluorescence signal of a fluorophore is strongly
influenced by polarity of the environment around the molecule. In the CD nanocavity, the fluorophore
is surrounded by apolar microenvironment, thus affecting its fluorescence due to the molecule being
entrapped by the CD. Based on these principles, complex formation of a fluorophore with a CD is
commonly associated with the increase of its fluorescence signal [25,26]. Furthermore, the methylation
of BCD has two consequences: (1) the cavity depth is extended in both primary and secondary side of
the cyclinder, which becomes taller, while cavity diameter is unchanged and (2) self-assembly-related
poor aqueous solubility of parent BCD is dramatically improved by methylation (intermolecular
H-bond formation is disrupted by methyl groups).

5000 -
4000 |-
3000
2000

1000

Fluorescence intensity (RLU)

560 580 600 620 ) 580 600 620 640 560 580 600 620 640
Wavelength (nm) Wavelength (nm) Wavelength (nm)
Figure 2. Fluorescence emission spectrum of resorufin (0.4 M) in the presence of cyclodextrins (CDs)

added at concentrations 0, 50, 100, 200, 400, 600, 800, 1000, and 1200 uM in PBS (pH 7.4; Aex = 570 nm)
(RLU = relative light unit).
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Enhancement of the fluorescence emission intensity of resorufin was evaluated at three emission
wavelengths (580, 585, and 590 nm). As Table 1 demonstrates, in the presence of 0.4 uM resorufin and
1200 uM of CDs 22-38%, 1-39%, and 37-53% increases of the fluorescence signal of resorufin were
noticed as a result of the complex formations with BCD, HPBCD, and DIMEB, respectively. These
observations suggest that during resazurin-based cell viability assays CDs can interact with the formed
resorufin. This complex formation, however, leads to a significant increase of the fluorescence signal.
Considering the fluorescence enhancement of resorufin by CDs, the resorufin-CD interaction can most
likely confound the results of the resazurin-based cell viability assay. This phenomenon may be the
most prominent with DIMEB because, being a methylated CD molecule, cells take it up by fluid-phase
endocytosis [31]. Moreover, as demonstrated in Table 1, DIMEB induced the strongest fluorescence
enhancement of resorufin at each tested emission wavelengths, complicating the evaluation of data
even further. With respect to the other CDs tested, they have not been reported to cross the cell
membrane, likely limiting their presence to the cell medium.

Table 1. Fluorescence enhancement (I/Iy) of resorufin (0.4 uM) in the presence of cyclodextrins (CDs)
(1200 uM each) at different emission wavelengths (Aex = 570 nm), and decimal logarithmic values
of the binding constants (K; with the unit of L/mol) of resorufin-CD complexes at 25 and at 37 °C
calculated from the fluorescent spectroscopic studies (Aex = 570 nm, Aem = 583 nm; mean + SD in
3 separate determinations).

I/1y (580 nm) I/1; (585 nm) I/15 (590 nm) logK (25 °C) logK (37 °C)

BCD 1.22 (£0.02) 1.30 (£0.02) 1.38 (£0.02) 3.31 (+0.08) 3.09 (£0.03)
HPBCD 1.01 (£0.01) 1.20 (£0.01) 1.39 (£0.02) 3.37 (+0.05) 3.26 (+0.05)
DIMEB 1.37 (£ 0.04) 1.52 (+0.04) 1.53 (+0.03) 3.59 (£0.04) 3.52 (+0.05)

The fluorescence of the resorufin-CD complexes was significantly stronger than that of the
dye molecule in its free form. Based on the enhanced fluorescence of resorufin in the presence of
increasing CD concentrations (Figure 3, left), the binding constants of the formed complexes were
calculated employing the graphical application of the Benesi-Hildebrand Equation (Equation (1)).
Benesi-Hildebrand plots of resorufin-CD complexes were linear and correlated with the 1:1
stoichiometry model well (Figure 3, right). The calculated binding constants of the tested resorufin-CD
complexes indicated similar stability values; however, HPBCD and DIMEB formed more stable
complexes with resorufin compared to the native BCD molecule (Table 1). Our results are in good
agreement with the previously published data of Balabai et al. [21], where similar logK value of
resorufin-BCD complex (logK = 3.3) and 1:1 stoichiometry of complex formation were reported.

504 @ HPBCD
5500 4 —&—DIMEB
—= BCD __a—4 = BCD »

#—HPBCD i 4 DIMEB .

5000
4500 -

4000 4

Flugrescence intensity (RLU)

T T T T T T T L3 v T T T A T
0 200 400 600 800 1000 1200 0 5000 10000 15000 20000
Concentrations of CDs (uM) 1/[CD]

Figure 3. Fluorescence emission intensities (left) of resorufin (0.4 M) in the presence of increasing
B-cyclodextrin (BCD), hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HPBCD), and heptakis-2,6-di-O-methyl-
B-cyclodextrin (DIMEB) concentrations in PBS (pH 7.4; left). Benesi-Hildebrand plots of resorufin-CD
complexes (right; Aex = 570 nm, Aem = 583 nm) (RLU = relative light unit).
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Because the incubation of cells with resazurin during the viability assay is carried out at 37 °C,
resorufin-CD complex formations were investigated at 37 °C as well. The stability of the complexes
was lower at 37 °C than at 25 °C, irrespective of the CD tested. The stability of the resorufin-DIMEB
complex weakened minimally, whereas the stability of the resorufin complexes with the other two CDs
exhibited a more pronounced, although still slight, reduction (Table 1). These findings indicate that we
can count on similar stability of the resorufin-CD complexes at 37 °C as at 25 °C.

2.2. Molecular Modeling of Resorufin-CD Interactions

Host-guest interactions are known to be associated with the loss of solvent shell of guest molecules
and host’s cavity becoming empty prior to the molecular association. Since the experimental results
alone cannot confirm the dehydration of the guest molecules, both situations (hydrated or dehydrated
guest) were considered during molecular modeling. Accordingly, three series of calculations were
performed: (1) the dehydration was ignored during the determination of the enthalpy and entropy
changes of the molecular interactions; (2) the dehydration of the guest molecules was considered and
calculated by the TIP3P model; and (3) both the dehydration and the energy cost associated to the exit
of water molecules from BCD and DIMEB cavities prior the interaction with the resorufin molecules
were considered (Table 2).

Table 2. Thermodynamic parameters of resorufin-BCD and resorufin-DIMEB complexes, ignoring the
dehydration of guest molecules prior to the interaction (top), considering the outer dehydration of the
guest molecules prior to the interaction (middle), or considering both the dehydration of the guest
molecules and dehydration of the host’s cavity prior to the interaction (bottom).

Without dehydration prior to the interaction

AH (k]/mol) AS (]/Kmol) AG298 K (k]/mol)
resorufin-BCD —39.3 3.0 —40.2
resorufin-DIMEB -50.5 1.9 —51.1

With dehydration of the guest prior to the interaction

AH (kJ/mol) AS (J/K-mol) AGygg (k] /mol)
resorufin-BCD —28.4 34.6 —38.8
resorufin-DIMEB -39.6 33.5 —49.6

With dehydration of the guest and the host’s cavity prior to the interaction

AH (k]/mol) AS (]/Kmol) AG298 K (k]/mol)
resorufin-BCD —9.6 35.2 —20.9
resorufin-DIMEB 2 —-13.2 34.1 —23.4

! Theoretical logK value at room temperature was 3.52 while the experimental value was 3.33. 2 Theoretical logK
value at room temperature was 4.09 while the experimental value was 3.55.

Very similar Gibbs free energy values were obtained at 298 K in both the hydrated and the
dehydrated guest model, clearly showing that the experiments cannot offer information about
the hydration state. However, the molecular dynamics simulation are in accordance with the
enthalpy-entropy compensation effect associated to the dehydration of the guest: the energy invested
to remove the hydration shell of resorufin molecules appears in the entropy gain associated to the
molecular interaction. The negative Gibbs free energy changes validated the presence of stable
resorufin-BCD and slightly stronger resorufin-DIMEB complexes in the solutions at room temperature.
The formation of stable complexes is supported by both the negative enthalpy and the positive entropy
terms, independently from the fact whether or not the hydration is considered during the simulations.

The stability values calculated from Gibbs free energy changes (Table 2) are approximately three
order of magnitude higher compared to the experimental values. These findings reflect the presence
of exchange reactions instead of simple molecular association. To model plausible processes, the
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theoretical calculations were extended for the following model: three water molecules located in the
cavity of the BCD or DIMEB leave before the resorufin guest enters into the cavity. Calculations show
markedly less enthalpy changes for these exchange reactions, while the entropy values do not change
significantly, compared to the AH and AS values associated to the guest dehydration model (Table 2).
The reduction of the enthalpy changes can be explained by the breaking of the bonds between the
water molecules and the host’s cavity, while the unchanged entropy values reflect ordered structure
of water molecules both inside and outside the host’s cavity. The theoretically calculated stability
constants derived from the third model are in good agreement with the experimentally determined
data and exhibit the same tendency: the stability of the resorufin-DIMEB complex is higher than that
of the resorufin-BCD complex.

In agreement with the well-known enthalpy-entropy compensation effect, the decomposition
of the solvation shell of resorufin molecules does not affect the formation of resorufin-BCD or
resorufin-DIMEB complexes around room-temperature. The enthalpy-entropy compensation effect is
associated to the energy cost of breaking the interaction between the solvent molecules and the solute,
during which the solvation shell is dissipated. The entropy gain derived from the increased freedom
of solvent molecules becomes released from the solvation shell of the resorufin molecule immediately
before the complex formation. On calculation, the protonated and deprotonated forms of resorufin
returned the same interaction energy changes (data not shown). This phenomenon is likely due to the
inclusion of the benzoquinone-imine moiety, which remains practically unaffected by the presence or
absence of the proton of the OH group (Figure 4).

Figure 4. Inclusion complex of the host 3-cyclodextrin (BCD) molecule with the resorufin guest. The
complex formation is based on the interaction between the benzoquinone-imine moiety of resorufin
molecule and the apolar BCD cavity.

2.3. Investigation of Resazurin-CD and Resorufin-CD Interactions with UV-Vis Spectroscopy

To confirm the calculated binding constants of resorufin-CD complexes (determined from the
data of fluorescence spectroscopy; see in Section 2.1) as well as to investigate the possible formation
and stability of resazurin-CD complexes, absorption spectra of resorufin and the parent compound
resazurin were recorded in the presence of CDs at 25 °C. CDs (0-4000 uM) were added to a fixed
concentration of resorufin or resazurin (both 4 uM) in PBS. The absorbance values of both resorufin
and resazurin increased together with the increasing CD concentrations (Figures 5 and 6, respectively).
Importantly, CDs alone (that is, without resazurin and resorufin) did not have any absorbance at
the applied concentrations (data not shown), indicating that the abovementioned increase in the
absorbance is most likely due to the interaction of resazurin or resorufin with CDs. In addition, not
only absorbance increase but also a slight red shift of the absorption maxima was observed (Figures 5
and 6). These findings suggest that resorufin and resazurin are able to form complexes with CDs.
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Figure 5. Absorption spectra of resazurin (4 uM) in the presence of cyclodextrins (CDs) added at
concentrations 0, 250, 500, 1000, 1500, 2500, and 4000 uM in PBS (pH 7.4).
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Figure 6. Absorption spectra of resorufin (4 uM) in the presence of cyclodextrins (CDs) added at
concentrations 0, 100, 250, 500, 1000, 1500, and 2000 uM in PBS (pH 7.4).

To support this further, binding constants of the resorufin-CD and resazurin-CD complexes were
calculated, employing the graphical application of the Benesi-Hildebrand Equation (Equation (1)). As
Figure 7 demonstrates, a linear correlation corresponding to 1:1 stoichiometry of the formed complexes
was seen. Binding constants of resorufin-CD complexes (Table 3) were in good agreement with from
the findings of the fluorescence spectroscopic studies (Table 1). Furthermore, similar logK values
were calculated for the resazurin-CD than for the resorufin-CD complexes (Table 3), confirming the
conclusion that resazurin can indeed form complexes with CDs with similar stability than resorufin.
These observations strongly suggest that CDs present in cell media are able to influence the cellular
uptake of the resazurin through complex formation. The velocity and the extent of the cellular uptake
of resazurin is a crucial part of the viability assay because intracellular reductases convert the parent
compound resazurin to the highly fluorescent product resorufin. Therefore, CDs may influence
resazurin-based cell viability assay in two separate ways: (1) the modified fluorescence intensity of the
intracellularly formed resorufin because of its complex formation with CDs (applies only for DIMEB
of the tested CDs that is taken up by cells) and (2) the extracellular complex formation of the parent
compound resazurin with CDs may also modify the cellular uptake of resazurin.



Molecules 2018, 23, 382

8 of 16

120+ = BCD
& HPBCD 40 4
100 - A DIMEB
80 e 304
= - =,
S ol =
= - 20
40
10 4
20 L@
A ol _ il
Ad—A e —— Mo
[] T T T T T — o T v T T T T T
0 1000 2000 3000 4000 0 2000 4000 6000 8000 10000
1/[CD] 1/[CD]

Figure 7. Benesi-Hildebrand plots of resazurin-CD (left; 4 uM resazurin + 0, 250, 500, 1000, 1500, 2500,
and 4000 uM concentrations of cyclodextrins (CDs)) and resorufin-CD (right; 4 M resorufin + 0, 100,
250, 500, 1000, 1500, and 2000 uM concentrations of CDs) complexes (see wavelengths given in Table 3).

Table 3. Decimal logarithmic values of binding constants (K) of resazurin-CD and resorufin-CD

complexes calculated from the changes of absorbance of the dye molecules (Aesazurin-BcD = 605 nm,

Aresazurin-HPBCD = 607 NM, Aresazurin-DIMEB = 611 NN, Aresorufin-BcD = 575 M, Aresorufin-HPBCD = 577 nm,
Aresorufin-DIMEB = 979 nm; mean =+ SD in 3 separate determinations).

Resazurin-CD

Resorufin-CD

logK Amax (nm) logK Amax (nm)
BCD 3.13 (£ 0.02) 605 3.33 (£ 0.02) 575
HPBCD 3.15 (£ 0.04) 607 3.36 (£ 0.03) 577
DIMEB 3.25 (£ 0.03) 611 3.55 (£ 0.05) 579

2.4. Effects of CDs on Resazurin-Based Cell Viability Assay, and on ATP and Total Protein Levels of
HepG2 Cells

To test the effect of CDs on resazurin-based cell viability assay, cells were treated for 30 or 120 min
with 0, 0.25, 0.5, and 1.0 mM CD concentrations in the presence of 2 M resazurin (co-treatment).
Furthermore, because CDs may be able to influence the viability of HepG2 cells [25], it was also
investigated how treatment of cells separately (first with CDs then, following the removal of CDs from
the medium, with resazurin) affects cell viability. Figure 8 demonstrates the results of co-treatments
and separate incubations after 30 or 120 min. In the 30-min incubations, 0.5 and 1.0 mM BCD and
HPBCD concentrations led to significantly lower resorufin signals in the co-treated cells than in cells
treated separately (where the CD-containing medium was replaced with CD-free medium before the
resazurin assay). Similar effect was observed in the presence of 1.0 mM DIMEB, albeit somewhat
weaker (Figure 8, left). Based on our current knowledge, CDs are not able to directly influence the
cellular action of a compound; however, the entrapment of a guest molecule inside the CD cavity
can inhibit its binding to a target structure (e.g., proteins) or can influence the transport of the guest
molecule through the cell membrane. Purportedly, CDs reduce the cellular uptake of resazurin and
in turn its intracellular conversion to the highly fluorescent derivative resorufin, because CDs are
able to form stable complexes with the parent compound resazurin extracellularly (see in Figure 7
and Table 3), preventing its entry into the cell. This idea is supported by the fact that the cellular
uptake (including the gastrointestinal absorption) of drugs whose CD complexes are with relatively
low binding constants (logK is typically 2 to 3) is enhanced by CDs [16], while formation of such
host-guest complexes with higher binding constants can result in poor cellular uptake of the guest [25].
Thus, the calculated logK values of resazurin-CD complexes (Table 3) may explain the observed effects.
DIMEB brought about smaller differences between the co-treated and the separately treated cells in the
30-min incubations. This might originate from the cellular uptake of DIMEB, because its intracellular
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presence can, at least partly, alleviate the observed CD effects due to enhancing the fluorescence signal
of the intracellularly formed resorufin.

The difference observed in 30-min incubations between co-treated and separately treated cells
almost completely disappeared in incubations lasting for 120 min, as only minor differences were
observed in the presence of 1.0 mM BCD and 1.0 mM HPBCD concentrations (Figure 8, right).
In contrast, DIMEB, instead of weakening the fluorescence seen after 30 min incubation, increased
the signal intensity significantly in cells co-treated with resazurin and DIMEB compared to cells
treated separately (Figure 8). This phenomenon is likely due to the enhancement of the fluorescence
of the intracellularly formed resorufin by DIMEB, because DIMEB belongs to the methylated CDs,
which are known to be taken up by cells through endocytosis, whereas other CDs cannot cross the
cell membrane [31]. The longer incubation period can readily result in higher amounts of resorufin
formed within and higher amount of DIMEB taken up by the cells, leading to increased intracellular
resorufin-DIMEB complex formation and stronger fluorescence enhancement. Interestingly, the
difference between co-treated and separately treated cells decreased in response to increasing DIMEB
concentrations. This phenomenon may also come from the increased cellular uptake of DIMEB during
the 120 min incubation period. Even if the medium was replaced before resazurin assay, increasing
intracellular DIMEB concentrations can result in three consequences: (1) viability loss of HepG2 cells;
(2) increased complex formation with resazurin, thus preventing the reduction of the parent compound;
and (3) increased fluorescence signal of resorufin due to the complex formation. Since the loss of cell
viability and the intracellular resazurin-DIMEB complex formation counter the increased fluorescence
signal of resorufin, this can explain why increased DIMEB concentrations led to weaker enhancement
of the resorufin signal.
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Figure 8. Resazurin-based cell viability assay on HepG2 cells. The cells were incubated with
cyclodextrins (CDs) together with resazurin (black bars) or with CDs followed by resazurin (red
bars) for 30 min (left) or 120 min (right). Bars represent mean + SEM of five independent experiments,
based on the measurement of resorufin (* p < 0.05, ** p < 0.01).

In order to test this hypothesis, HepG2 cells were incubated for 30 or 120 min with CDs, and then
the medium was removed. The thus obtained cell cultures were used for measuring ATP and total
protein levels of cells and the results were compared with the data of the resazurin-based assay. Both
ATP and total protein levels showed that CD treatments led to a slight loss of viability of HepG2 cells,
correlating well with the resazurin assay in cells treated with BCD or HPBCD (Figure 9). In addition,
both ATP and total protein levels suggest the loss of cell viability in the presence of DIMEB, even
though this CD caused a concentration-dependent increase of the resorufin signal. These results
support the idea that despite DIMEB-containing cell medium was removed from HepG2 cells, during
the incubations some DIMEB molecules were taken up by cells. Therefore, the intracellular presence
of DIMEB may result in the formation of resorufin-DIMEB complexes that can lead to increased
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fluorescence signal (even though the cell viability suffers some loss), and consequently yields false
data in the resazurin-based cell viability assay.

CDs can enhance the aqueous solubility of lipophilic molecules and/or enhance their cellular
uptake; therefore, the biological action of CD complexes with different compounds or the cellular
uptake of encapsulated guest molecules are commonly tested in cell experiments [32-34]. Because
the stability of these CD complexes are typically low, micromolar concentrations of guest molecules
should be accompanied by millimolar CD concentrations for achieving encapsulation of the guest
at considerable level. Furthermore, CDs (mainly methylated derivatives) are commonly used for
manipulate cellular cholesterol content or for extraction of cholesterol from cell membranes [35-37].
During the above-listed experiments, the effects of the encapsulated test compound and of the applied
CD on cell viability need to be tested as well. Since resazurin is a widely used cell viability assay dye,
there is a rational chance that researchers choose resazurin to evaluate cell viability.
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Figure 9. Comparison of the results of the resazurin-based cell viability assay in HepG2 cells treated
first with cyclodextrins (CDs) then with resazurin (that is, the CD-containing medium was replaced
before addition of resazurin) with the data originating from the changes of intracellular ATP and total
protein levels. The cells were incubated for 30 (top) or 120 min (bottom) with CDs (3-cyclodextrin
(BCD), hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HPBCD), or heptakis-2,6-di-O-methyl-B-cyclodextrin (DIMEB)).
Bars represent mean £ SEM of five independent experiments. Asterisks indicate significant difference
compared to control incubations with no CD added (* p < 0.05, ** p < 0.01).



Molecules 2018, 23, 382 11 of 16

3. Materials and Methods

3.1. Reagents

All reagents were of spectroscopic or analytical grade. Resazurin and resorufin were
purchased from Sigma-Aldrich (Waltham, MA, USA). Cyclodextrins, including 3-cyclodextrin (BCD),
hydroxypropyl-p-cyclodextrin (HPBCD; DS (degree of substitution) = 4.5), and heptakis-2,6-di-O-
methyl-p-cyclodextrin (DIMEB; DS = 14), were obtained from CycloLab Cyclodextrin Research &
Development Laboratory (Budapest, Hungary). 1000 uM resazurin and 1000 uM resorufin stock
solutions were prepared in dimethyl sulfoxide (Fluka Analytical, spectroscopic grade, Steinheim,
Germany) and stored at —20 °C, protected from light. Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM,
Sigma-Aldrich, Waltham, MA, USA), Fetal Bovine Serum (FBS, Pan-Biotech, Aidenbach, Germany),
Bioluminescent ATP Assay Kit CLSII (Roche, Paris, France), bovine serum albumin (BSA; Biosera,
Nuaille, France), and Coomassie Brilliant Blue G-250 (Reanal, Budapest, Hungary) were used
as received.

3.2. Fluorescence Spectroscopic Measurements

Fluorescence measurements were performed employing a Hitachi F-4500 fluorescence
spectrophotometer (Tokyo, Japan). Measurements were carried out at 25 or 37 °C in phosphate
buffered saline (PBS, pH 7.4). During these studies, increasing CD concentrations were added to
standard amount of resorufin (final concentrations: resorufin = 0.4 uM; CDs = 0, 50, 100, 200, 400,
600, 800, 1000, and 1200 uM), and then fluorescence emission spectra were recorded using 570 nm
as excitation wavelength. Binding constants of CD complexes were calculated, using the graphical
application of Benesi-Hildebrand equation, assuming 1:1 stoichiometry:

b 1. 1
(I-I)) A AxKx|[CD]"

)

where K is the binding constant (with the unit of L/mol), Iy and I are fluorescence emission intensities
of dye molecules at 583 nm in the absence and presence of CDs, respectively. [CD] is the molar
concentration of CDs in the samples, while A is a constant and # is the number of binding sites.

3.3. UV-Vis Spectroscopic Measurements

UV-Vis spectra were recorded using Specord Plus 210 (Analytic Jena AG, Jena, Germany)
spectrophotometer. Measurements were carried out at 25 °C in PBS (pH 7.4). During these studies,
CDs at concentrations of 0, 250, 500, 1000, 1500, 2500, and 4000 uM were added to standard resazurin
at a concentration of 4 uM, and then absorption spectra were recorded. The absorption spectra of
resorufin (4 tM) were also measured in the presence of CDs at concentrations of 0, 100, 250, 500, 1000,
1500, and 2000 uM. Since the complex formation of CDs with resazurin and resorufin results in a
slight increase of the absorbance of these dye molecules, binding constants of CD complexes were
calculated, employing the graphical application of the Benesi-Hildebrand Equation (Equation (1); see
in Section 3.2), where the fluorescence intensity values were replaced with the absorbance values.

3.4. Modeling Studies

Semi-empirical AM1 method was applied to determine the initial structures for molecular
dynamics simulations. Regarding DIMEB, the structures used for calculations were generated by
replacing hydrogens of two OH groups linked to carbon atoms 2 and 6 of each glucose moieties.
Atomic charges of the resorufin molecule and the CDs were calculated using the B3LYP/6-31G(d)
method and the basis was set by performing natural population analysis (NPA). Transition states along
the reaction path were determined by the HyperChem package (Hypercube, Inc., Gainesville, FL, USA)
and the existence of saddle point was validated by the appearance of one virtual vibration frequency.
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Molecular dynamics calculations were performed by modeling the interactions at room-temperature.
Both the liquid and gas-phase simulations were performed using the MM+ force field implemented in
the HyperChem 8.0 program package. The liquid environment was considered by the TIP3P model.
In order to find an appropriate initial condition for the dynamics calculations, a “heating” algorithm
implemented in HyperChem was used. This procedure heats the molecular system smoothly from
lower temperatures to the temperature T, at which the molecular dynamics simulation is performed.
The starting geometry for this heating phase is a static initial structure. We used the optimized AM1
geometry of the molecules interacted as initial structures, and the temperature step and the time step
in the heating phase were set to 2 K and 0.1 fs, respectively.

Considering the dominance of molecular vibrations in the entropy term associated to the molecular
motions, the change of molecular vibrations during the interaction of resorufin and CD molecules was
considered to determine the entropy change associated to the complex formation between the resorufin
and CD molecules [38,39]. The overall effect of vibrations on the entropy changes and the vibrational
entropy contents of each species were calculated applying the Boltzmann-statistics. Accordingly, the
frequencies were calculated in the harmonic approximation, and the entropy was calculated on the
common way using HyperChem code (Equation (2)):

hv; /KT Cw
Soib = RZ{ (/) —In[1 — (=" ,/kT)]} )

where v; is the frequency of vibration, T is the temperature (here equals to 298.16 K). Considering the
known limitation of the procedure above [40], the results are applicable within the temperature range
of experiments.

The solvation entropy and enthalpy of resorufin were calculated at semi-empirical AM1 level
using TIP3P model implemented in the HyperChem code: entropy content calculated for the gas phase
molecule was subtracted from the entropy term of solvated species calculated by the TIP3P model.
Similar method was applied for the enthalpy term.

3.5. Cell Culture

Adherent cell culture (HepG2, human liver hepatocellular carcinoma, ATCC: HB-8065,
Teddington, UK) was cultured in DMEM supplemented with 10% FBS, penicillin (100 U/mL) and
streptomycin (100 pg/mL), and incubated at 37 °C in a humidified atmosphere containing 5% CO;.
Cells were then trypsinized and plated into 96-well sterile plastic plates (10* cells/well). After reaching
80% confluency, the culture medium was replaced with fresh medium containing one of the appropriate
concentrations (0, 0.25 mM, 0.5 mM, and 1.0 mM) of the selected CDs (BCD, HPBCD, or DIMEB). Both
pre-treatment of cells with CDs (before the addition of resazurin) and the co-treatment with resazurin
and CDs were performed.

3.6. Resazurin-Based Cell Viability Assay

In order to test the influence of CDs on resazurin-based cell viability assay, the medium
was replaced with fresh DMEM containing 0, 0.25, 0.5, and 1.0 mM CD concentrations (150 puL
medium/well). Immediately after the CD treatment, 15 uL of 22 pM resazurin solution (diluted in
DMEM) was added to each well (final concentration of resazurin was 2 uM). Thereafter, cells were
incubated for 30 or 120 min at 37 °C in the dark then fluorescence emission of the formed resorufin dye
was determined in the samples employing a multimode plate reader (Perkin Elmer EnSpire Multimode
reader, Waltham, MA, U.S.) using 560 and 590 nm as excitation and emission wavelengths, respectively.

In order to test the potential viability loss of HepG2 cells resulted from the CD treatment, the
experiment described above was repeated with some modifications: (1) Cells were pre-treated with
CDs for 30 min then the medium was removed. Thereafter, cells were washed three times with 200 L
PBS then 150 pL fresh DMEM and 15 pL of 22 uM resazurin solution (diluted in DMEM) were added
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to each well. After 30 min incubation at 37 °C in the dark, resorufin contents were determined by plate
reader. (2) Cells were pre-treated with CDs for 120 min then the medium was removed. Thereafter,
cells were washed three times with 200 L PBS then 150 pL fresh DMEM and 15 pL of 22 uM resazurin
solution (diluted in DMEM) were added to each well. After 120 min incubation at 37 °C in the dark,
resorufin contents were determined by plate reader.

3.7. Quantitation of Intracellular ATP and Total Protein Levels

To further demonstrate the effects of CDs on the viability of HepG2 cells following 30 or 120 min
incubation with CDs (0, 0.25, 0.5, and 1.0 mM), intracellular ATP and total protein levels were quantified
employing our previously published method with minor modifications [41]. After CD treatment, cells
were washed three times with PBS then 250 pL of 5% perchloric acid (PCA) was added to each well.
After 15 min incubation at room temperature, 150 uL of the PCA extracts were transferred into an
empty plate and neutralized with 9.13% potassium hydroxide (100 uL/well), during which samples
were kept in ice. After sedimentation of the formed potassium perchlorate precipitate, 10 puL of the
supernates were pipetted into 100 pL ATP reagent, using a white 96-well optical plate. The luminescent
ATP measurement was carried out using a plate reader and applying 0.2 second as measuring time.

Intracellular total protein levels were determined using the Bradford reagent [41]. Relative
protein concentrations were determined employing a calibration curve of bovine serum albumin (BSA)
concentrations as the basis of the comparison. Before measurement, cells were lysed with 1 mol/L
sodium hydroxide solution (15 min at room temperature) then 20 uL lysate was added to 200 puL
Bradford reagent. The absorbance of the samples was measured at 595 nm using a plate reader.

3.8. Statistics

Means + SEM values are derived from at least three independent measurements. Data were
analyzed with Student’s t-test and one-way ANOVA using IBM SPSS Statistics software (version 21,
Armonk, NY, USA) with p < 0.05 or p < 0.01 as the level of significance.

4. Conclusions

In summary, the interaction of resazurin and its reduced metabolite resorufin was investigated
with native and chemically modified (3-cyclodextrins, using fluorescence and UV-Vis spectroscopic,
and molecular modeling studies. Each tested CD (BCD, HPBCD, and DIMEB) formed stable complexes
with resazurin and resorufin, and the presence CDs led to the fluorescence enhancement of resorufin.
These observations give rise to the conclusion that CDs can interfere with resazurin-based cell viability
assay. In the present work, the testing of this hypothesis is described, using 30 or 120 min incubation
times and cells undergoing co-treatment or separate treatment with resazurin and CDs. Furthermore,
the effect of CDs on cell viability was examined also by quantifying intracellular ATP and total protein
levels. The results presented suggest that CDs can indeed interfere with the resazurin-based cell
viability assay, because CDs are able to affect the cellular uptake of resazurin. Furthermore, DIMEB
(likely because of its cellular uptake) can enhance the fluorescence signal of resorufin, despite that
the presence of DIMEB at increasing concentrations evokes the loss of viability of HepG2 cells. This
study highlights that some CDs are able to return false results in the resazurin assay even if the cell
medium is replaced prior to the cell viability assay. Therefore, the application of both CDs and the
resazurin-based assay during cell experiments needs to be considered thoroughly.

Supplementary Materials: The following are available online at http:/ /www.mdpi.com/1420-3049/23/2/382/s1,
Figure S1: Fluorescence excitation spectrum of resorufin (0.4 uM) in PBS (pH 7.4) [Aem = 583 nm].
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Abstract: Green fluorescent protein (GFP) is considered to be suitable for cell viability testing.
In our study, GFP transfected A549 lung carcinoma cell line was treated with sodium fluoride
(NaF), cycloheximide (CHX) and ochratoxin A (OTA). GFP fluorescence, intracellular ATP, nucleic
acid and protein contents were quantified by a luminescence microplate assay developed in our
laboratory. Flow cytometry was used to confirm the findings and to assess the intensity of GFP
during different types of cell death. A 24 h NaF and CHX exposure caused a dramatic decrease in
ATP contents (p < 0.05) compared with those of the controls. GFP fluorescence of the cells was in close
correlation with total protein; however, GFP/ATP increased at NaF and decreased at CHX treatments
(p <0.05). ATP/protein and ATP/propidium iodide (PI) were largely decreased at NaF exposure
in a dose-dependent manner (p < 0.05), while CHX and OTA showed markedly fewer effects. Both
treatments caused apoptosis/necrosis at different rates. NaF induced mainly late apoptosis while
OTA, mainly apoptosis. CHX effects varied by the incubation time with 100-fold elevation in late
apoptotic cells at 24 h treatment. GFP intensity did not show a significant difference between live and
apoptotic populations. Our results suggest when using GFP, a multiparametric assay is necessary for
more precise interpretation of cell viability.

Keywords: microplate assay; flow cytometry; green fluorescent protein; cell viability

1. Introduction

Cell viability and cytotoxicity tests are frequently used assays, based on the general considerations
about cell death. Live and dead cells can be distinguished by certain dyes that require intracellular
enzymatic activity or by their characteristics to enter the cells only if the plasma membrane integrity is
compromised. Cell adherence and the capability to form colonies also gives information on viability.
Cytotoxicity can also be assessed by detecting the intracellular protein release. Another significant
goal in this regard is the application of methods including metabolic parameters as well [1].

The molecular basis of green fluorescent protein (GFP) tag/protein expression provides us
with a picture about the background of how GFP fluorescence can be used in connection with
cell viability [2-7]. Depending on the construct used for transfection, it can be co-expressed with
a specific protein, regulated by the promoter of the protein of interest or randomly integrated into
the genome with an own promoter sequence. In our constellation, the HIV-derived lentivectors are
stably transfected into A549 lung carcinoma cell line under the control of a cytomegalovirus (CMV)
promoter [8]. As Soboleski and colleagues demonstrated, the yield of GFP messenger ribonucleic
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acid (mRNA) and the average fluorescence intensity of GFP protein were proportional in in vitro
studies, where GFP expression was put under the control of three different eukaryotic promoters.
Thus, GFP fluorescence intensity was shown to be in correlation with transcriptional activity. Based on
these findings, it is a powerful and easily measurable quantitative reporter to detect changes in gene
expression [9]. Transcriptional activity and protein synthesis depend strongly on the general energy
supply of the cells. Energy is stored in the chemical bonds of adenosine triphosphate (ATP) molecules,
which are end products of metabolic pathways. Intracellular ATP level is widely used to determine
the viability and to estimate the metabolic efficiency of cells [10-13]. The luminescence-based ATP
assays are the most precise and sensitive assays in the microplate technology available in cell viability
studies, although, detecting ATP as a marker of viability has its limitations. It has to be emphasized,
that depletion of the ATP level does not always infer lethal alterations [1]. In our study, using metabolic
and protein synthesis inhibitors and a generally toxic compound we analyzed the cellular metabolism
and protein synthesis pathways from the endpoint to obtain information on the changes of GFP
expression/intensity by affecting the production of ATP. Thus, including other cytotoxicity/viability
markers, we can infer the applicability of GFP fluorescence regarding cell viability.

Anti-metabolic effects of sodium fluoride (NaF) manifests mainly through influencing the activity
of the enzymatic system [14]. This involves the inhibition of glycolytic enzymes which largely
contribute to the ATP production, especially in tumorigenic cells, where most of the energy yield
depends on glycolysis, even when the oxygen supply is sufficient, and oxidative phosphorylation
is functioning (Warburg effect) [15,16]. Cycloheximide (CHX) is a widely used compound to inhibit
eukaryote protein synthesis. It is known to stop translation during the elongation phase by binding
the 60S ribosomal subunit [17]. The complex effect of ochratoxin A (OTA) is mediated particularly
through the induction of oxidative stress. Several processes are involved in its toxicity, such as lipid
peroxidation, inhibition of protein synthesis, mitochondrial pathways, and damage of the DNA [18,19].

Apoptosis and necrosis can be differentiated by well-characterized physiological and biochemical
processes. During necrosis, the main features are disruption of the plasma membrane and intracellular
organelles, loss of cellular content or swelling can be observed.

To diagnose apoptosis, there are some good points to rely on, such as the morphological changes,
caspase activity, and phosphatidyl serine (PS) externalization. Apoptotic cells keep their intact plasma
membrane until the late phases of the process. Before dying cells meet the criteria to be considered
dead, events may be reversible in some cases. Based on the recommendations of the Nomenclature
Committee on Cell Death, cells can be determined as dead among others by the loss of the plasma
membrane integrity which can be identified with viability dyes, such as propidium iodide (PI) and
7-aminoactinomycin D (7AAD) [20].

In our previous study, calcein acetoxymethyl esther (CAM) dye was used for viability testing,
but its applicability to discriminate live/dead cells seemed to be questionable. The ATP depleted
Madin-Darby canine kidney (MDCK), and liver hepatocellular carcinoma (HepG2) cells took up the
CAM dye at the same kinetics as the untreated control cells, and the same extent of fluorescence was
detected in these two groups [10].

In the present work, we attempted to find coherence between the intensity of GFP fluorescence,
intracellular ATP yield, nucleic acid content (approximate cell number), and total protein level for
estimation of the viability of cells after treatment with metabolic poisons. To answer the question,
we modified and combined our previously published plate reader-based cell viability assay [10,11]
with GFP fluorescence detection. To specify our findings further, we invoked flow cytometry as well
which allowed us to study the GFP signal during the toxin-induced apoptotic and necrotic processes.
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2. Results

2.1. Microplate Assay

The ATP content showed significant changes in each treatment. The strongest depletion was
detected during NaF exposure. At 20 mM NaF concentration, ATP was reduced to approximately
2% compared with the control. CHX in 4 h elevated the ATP level, while 24 h incubation caused a
significant decrease. Treatments with OTA reduced the intracellular ATP levels as well. Each compound
caused dose-dependent alterations, as shown in Table 1.

Table 1. Effects of various treatments on the adenosine triphosphate (ATP) content of A549-GFP cells.
Data are expressed in % of the control. Mean + SD of 4 independent experiments, n = 4 x 16 replicates
for each concentration. @: Significant change compared to the control (one-way ANOVA test, p < 0.05).

Treatment Groups ATP Content (%)
Control 100.00 + 3.03
2.5 mM 31.94 + 1472
5 mM 14.94 + 0.76 2
NaF —4h  50Mm 5.06 4+ 0.37 2
15 mM 244 40252
20 mM 21140222
Control 100.00 + 3.39
0.02 nM 11832 + 4,162
0.04 nM 117.87 + 4.26 2
CHX 4h () osnMm 113.46 + 5.06 @
0.18 nM 109.25 + 3.042
0.35 "M 10495 + 3542
Control 100.00 + 2.53
0.02 nM 56.18 4 1.912
0.04 nM 52.56 +2.312
CHX  24h  (enm 50.37 + 1.112
0.18 nM 47.46 + 0,99 2
0.35 nM 4830 +1.032
Control 100.00 + 1.99
5 .M 97.65 + 2.262
OTA  24h  h5.Mm 92,99 + 3.424
20 M 81.98 + 3.232

We found a strong correlation between the GFP fluorescence intensity, cell number, and total
protein content during treatments and a remarkably significant difference could be detected in the case
of NaF exposure influencing ATP levels correlated to GFP intensity, cell number and protein content
and also, at 4 h CHX treatment influencing ATP levels correlated to GFP intensity (p < 0.0001). Results
are demonstrated in Figure 1.
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Figure 1. Dose-response fitting of the results regarding the four measured parameters. (a) Graphs of
absolute parameters of sodium fluoride (NaF); (c) Ochratoxin A (OTA); (e) Cycloheximide (CHX) 4 h;
(g) CHX 24 h. Dose-response curves of (b) NaF; (d) OTA; (f) CHX 4 h; (h) CHX 24 h, created by log10
transformation and nonlinear curve fitting. Correlation coefficients (R?) in NaF treatment: Adenosine
triphosphate (ATP) 0.9993, green fluorescent protein (GFP) 0.8925, cell number 0.7259, protein content
0.7257. Correlation coefficients (R2) in OTA treatment: ATP 0.7004, GFP 0.5938, cell number 0.3022,
protein content 0.9586. Correlation coefficients (R?) in CHX 4 h treatment; ATP 0.1225, GFP 0.9366, cell
number 0.8959, protein content 0.4892. Correlation coefficients (R?) in CHX 24 h treatment; ATP 0.9666,
GFP 0.9746, cell number 0.9898, protein content 0.9647. Data are represented in percentage of control
mean =+ SD of 4 independent experiments, n = 4 x 16 replicates for each concentration. Analysis was
carried out by comparing the logIC50 values of the measured parameters using extra sum-of-squares

F test (comparison of fits) (p < 0.0001).
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Figure 2 represents the ratios of the measured parameters. Regarding NaF treatment, we observed
a strong decrease in the ATP/protein and ATP/cell number ratios while the GFP/ATP quotient showed
significant elevation, interestingly. OTA increased the ATP/protein ratio significantly, other quotients
showed a decrease, but the change is less steep compared to the alterations caused by NaF. Short-time
incubation with CHX caused elevated ATP/protein and ATP/cell number ratios but reduced the
GFP/ATP quotient significantly. During 24 h CHX treatment, along with the lower ATP content,
the corresponding ratios showed to be lower as well.
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Figure 2. ATP /Protein, ATP/propidium iodide (PI) and GFP/ATP ratios in % of the control. We used
Hanks’ solution as control of the NaF treatment. Mean + SD of 4 independent experiments, n =4 x 16
replicates for each concentration. Effects of (a) NaF; (b) OTA; and (c,d) CHX treatments of A549-GFP
cell line. *: significant change vs. control (one-way ANOVA test, p < 0.05).

2.2. Flow Cytometry

In the flow cytometry experiments, first, we investigated the effect of the compounds on cell
death regarding four different populations, defined by fluorescence minus one (FMO) controls. These
populations are the PI~ Annexin V™ (live), PI* Annexin V™ (cells with compromised membrane,
without PS externalization), PI~ Annexin V* (cells with externalized PS) and the PI* Annexin V*
(double positive) cells. Figure 3 indicates the percentage distribution of these populations in the treated
cells. An example of the gating strategy can be seen in Figure S1.

NaF showed apoptosis-inducing and necrotic effects, as it is seen by the dose-dependent increase
of the necrotic and late apoptotic populations, while the percentage of the apoptotic cells remained
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approximately constant across different concentrations. OTA seemed to induce apoptosis rather
than necrosis in this experimental design and circumstances, as we found the necrotic population to
decrease dose-dependently, while the apoptotic and the double positive cell number tended to increase
compared with the control. The effect of CHX was time-dependent. Comparing the short (4 h) and the
long (24 h) treatments, an approximately tenfold growth of the necrotic and a hundredfold growth
of the late apoptotic population is remarkable with an elevation in the number of the apoptotic cells
as well.

We investigated the fluorescence intensity of expressed GFP in the different populations defined
by PI and Annexin V positivity, as indicated in Figure 4. In all the treatments, a significant difference
was observed between the negative vs. double positive, the negative vs. PI* Annexin V—, the PI*
Annexin V™ vs. PI” Annexin V* and the PI™ Annexin V* vs. double positive populations. There was
no significant difference detected between the PI* Annexin V™~ vs. double positive and the live vs. PI~
Annexin V* apoptotic populations, suggesting that the loss of the GFP signal meets the criteria of cell
death, where membrane damage occurs, while during the apoptotic process, the GFP signal still can
be detected. Figure S2 shows an example of the GFP intensity represented by histograms in control
samples and in different treatments.
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Figure 3. Effects of different treatments on cell death; (a) NaF; (b) OTA; and (c,d)CHX. Percentage
distribution of Annexin V*, PI*, negative and double positive cells in the parental gate (A549
cells defined by side scatter area (SSC-A)/forward scatter area (FSC-A) presented on a log10 scale.
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) is the absolute control of the measurements, Hanks’
solution is the control of the NaF treatment.
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Figure 4. Fluorescence intensity of GFP within the PI~ Annexin V™, PI* Annexin V~, PI” Annexin
V* and PI* Annexin V* double-positive populations. Effects of (a) NaF; (b) OTA; and (c,d) CHX
on the fluorescence intensity of GFP in A549 cell line. DMEM serves as absolute control of the
measurements, Hanks’ solution as the control of the NaF treatment. Fluorescence data showed
nonparametric distribution, thus, means of medians are shown on the graph (two technical replicates
for each treatment). Error bars represent the standard deviation (SD). One-way ANOVA and Tukey’s
post hoc test were performed to obtain between-group differences. *: significant difference (p < 0.05),
**: significant difference (p < 0.01), ***: significant difference (p < 0.001), ****: significant difference
(p < 0.0001). ns: no significance, ns: no significant difference between live and apoptotic populations.

3. Discussion

Microplate assays are widely used in drug and cytotoxicity testing. It is a fast screening method
providing high-throughput data from small quantities of test samples. We developed a sensitive and
rapid extraction method which allows us to explore the intracellular protein and ATP contents in one
step to reduce time and to avoid the possibility of errors. In this study, we examined the impact of
three different chemicals on GFP transfected A549 cell line to reveal the correlation between the GFP
fluorescence and a metabolism-related viability parameter. We studied the GFP fluorescence intensity
during apoptosis and necrosis using the commercial live/dead discrimination and apoptosis detection.

The manner of cell disruption is a cornerstone of microplate-based assays investigating
intracellular biochemical parameters. Several cell lysis techniques exist depending on the purpose
of the experiment or cell type: Mechanical, physical, chemical, and biological methods. There are
experiments using mild procedures, such as freezing, osmosis, fast ultrasonic lysis at low temperature
or several types of detergents, like sodium dodecyl sulphate (SDS) and Triton X-100 [21]. As the
development of a previously published method [10], we applied a boric acid buffer at alkaline pH
supplemented with Triton X-100 and ethylene-diamine-tetra-acetic acid (EDTA) to mobilize and
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stabilize total protein and ATP contents of adherent cell cultures at the same time. This helps to avoid
repeated pipetting, causing uneven distribution or loss of cells from the wells.

There is no surprise that the GFP signal intensity moves along with cell number and protein
content of the cells. Its expression is under the control of an external promoter, but the general
capability of the cells to transcribe and translate gene sequences into proteins has a clear impact
on the synthesis of the fluorescent protein as well. In the microplate-based experiments, the most
remarkable changes can be observed when NaF, as a general inhibitor of the enzymatic system, is used.
The GFP/ATP ratio can still be higher or elevate dose-dependently, even if the ATP content drops down
significantly without any change in the total protein level. This observation supports our suggestion
that ATP determination solely may not always be an adequate viability parameter. 4 h treatment with
CHX caused elevation of the ATP content, which can be attributed to its apoptosis inducing effects
through the inhibition of protein synthesis. Apoptotic processes require energy to guide through the
downstream program seamlessly [22,23]. On the other hand, increase of ATP does not obligatorily
mean an increased production but might be the result of less utilization. Protein synthesis is strongly
energy dependent therefore, if CHX inhibits the protein synthesis pathways then it might result in
accumulation of unused ATP in the cells. The results of the 24 h CHX treatment let us conclude that
we see a rather advanced apoptotic outcome with an increasing PI and Annexin V double positive
population and reduced ATP/protein, ATP/cell number ratios. OTA is included into the study to learn
how complex cytotoxic effects influence the fluorescence intensity of GFP. It is difficult to determine
the exact cellular targets of the toxin and this study was not meant to investigate it further; however,
we can ascertain that the decrease of the fluorescence intensity represented the cell destruction.

The main reason for the loss of GFP signal at the endpoint of cell death is the leakage, loss,
and degradation of the intracellular content resulted from the perforation of the membrane. Apoptosis
and other types of cell death, during which cells remain intact until the late phases, require more
attention in this regard. The GFP fluorescence showed much lower differences between the live
and apoptotic populations than between live and necrotic, apoptotic and necrotic, or any other
combinations. GFP fluorescence can be detected from these cells as long as the transcriptional and
translational processes are functioning to satisfy the needs of the cells during the programmed process,
no harsh disruption is happening, and cellular integrity is kept. In the flow cytometry investigation,
it is possible to sharply demarcate apoptotic and necrotic cell groups using appropriate markers, but in
microplate assays if viability experiments are based only on the GFP intensity, apoptotic cells can also
contribute with their fluorescence to falsely assume the whole population to be live or more viable.

While measuring ATP, it has to be taken into account that apoptotic processes require a higher
elevated energy level than measured in the control cells; it is a prerequisite of programmed
cell death [23]. Thus detecting higher ATP content does not always mean higher cell viability.
The situation is similar regarding the fluorescence intensity of expressed GFP. Every observation
made in cell viability and cytotoxicity testing has to be based on well-established protocols and
multiparametric measurements to have a precise view on the tested effects and to avoid inaccuracy
and irreproducible results.

4. Materials and Methods

4.1. Cell Culture

GFP transfected A549 adherent lung cancer cell culture (ATCC CCL-185) was a kind gift from
Krisztian Kvell. The A549 cell line was sorted with FACSAria II (Becton Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, USA) instrument to get nearly 100% of GFP positivity. The transfection was
carried out using HIV-1-derived lentivectors [8]. A549-GFP cells were cultured in Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM, Sigma, Saint Louis, Missouri) with 10% fetal bovine serum (FBS), penicillin
(100 U/mL), and streptomycin (100 pg/mL) at 37 °C and 5% CO; in a humidified incubator.
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4.2. Chemicals and Treatments

Ochratoxin A (OTA), cycloheximide (CHX), propidium iodide (PI), fluorescamine (fluram) and
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) were purchased from Sigma-Aldrich. Sodium fluoride
(NaF) was from Acros Organics (part of Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts). NaF was
used dissolved in glucose containing homemade Hanks’ solution during the treatments. For cellular
measurements, we used phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4) and ATP measurement buffer
(0.1 M Tris/acetate, 2 mM EDTA, 10 mM MgSQOy, pH 7.75), fetal bovine serum (FBS, Pan-Biotech,
Aidenbach, Germany), Bioluminescent ATP Assay Kit CLSII (Roche, Basel, Switzerland), Triton X-100
(Roche), and bovine serum albumin (BSA, Biosera, Nuaille, France) were used as received. Annexin
binding buffer (10 mM 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES), 140 mM NacCl,
2.5 mM CaCl,, pH 7.4) was homemade, Annexin V-Pacific blue was from Life Technologies (Carlsbad,
California). Treatments were carried out in the concentrations described in Table 2.

Table 2. Concentrations and duration of treatments in the microplate assay and flow cytometry measurements.

Treatment Time (h) Microplate Assay Flow Cytometry
OTA 24 5uM, 12.5 uM, 20 uM 5uM, 12.5 uM, 20 uM
CHX 244 0.02 nM, 0.04 nM, 0.09 nM, 0.18 nM, 0.35nM 0.02 nM, 0.09 nM, 0.35 nM
NaF 4 2.5mM, 5 mM, 10 mM, 15 mM, 20 mM 10 mM, 15 mM, 20 mM

4.3. Microplate Assay

Following the treatment, cells were washed three times with calcium and magnesium-containing
PBS to remove the debris. Cells were solubilized using 200 uL 0.1% Triton X-100 non-ionic detergent
containing borate buffer (pH 9.2) supplemented with 10 mM EDTA and were placed on a shaker for
5 min. The microplate cytotoxicity assay is based on a multiparametric measurement [10]. ATP was
determined by the luciferin/luciferase technique [10] adapted for microplate method. To measure the
ATP content, lysed samples were transferred into 96-well white optiplates, 20 uL/well each. 200 pL
of dissolved ATP reagent was added to the wells. The working concentration of PI staining was
2 ug/mL in PBS. The extracted samples were incubated for 5 min at room temperature in the dark,
and after a short shaking they were measured on plate reader (Enspire Multimode reader, Perkin Elmer,
(Waltham, Massachusetts) at Aexc 530 nm and Aem 620 nm wavelengths. Fluorescence intensity of
GFP was measured at Aexc 480 nm and Aem 520 nm wavelengths. We used fluorescamine (0.3 mg/mL
dissolved in acetone) to determine the intracellular protein content. Bovine serum albumin standard
was used to generate linear regression calibration curve. Protein concentration was determined in the
range of 20-100 mg/L. 20 uL/well borate buffer-lysed sample/standard was transferred into a 96-well
standard plate. After pipetting 150 puL of 0.1% Triton X-100 containing borate buffer into the wells,
50 pL of fluram/acetone was rapidly added to each well. After a short shaking, fluorescence intensity
was measured on the plate reader at Aexc 385 nm and Aem 490 nm wavelengths.

4.4. Flow Cytometry

Before the experimental procedure, depending on the treatment time 8 x 10° and 6 x 10° cells
were pipetted into 6-well tissue culture plates (Sarstedt, Niimbrecht, Germany). Following overnight
incubation, the medium was replaced with the treating medium, containing OTA, CHX, and NaF
(as shown in Table 1).

Following incubation at 37 °C and 5% CO,, supernatant was collected separately from each well,
cells were trypsinized, and centrifuged together with the previously obtained supernatant at 400 g and
4 °C for 5 min. The pellet was washed once in Annexin binding buffer (10 mM HEPES, 140 mM NaCl,
2.5 mM CaCly, pH 7.4). Samples were analyzed immediately on a BD FACS Canto II flow cytometer
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(Becton Dickinson and Company). Analysis was carried out with Flow]Jo v10 data analysis software
(Flow]Jo, LLC, Ashland, OR, USA).

To detect the externalized PS residues as apoptotic markers, the GFP expressing A549 cells
were labeled with Pacific Blue conjugated Annexin V in Annexin binding buffer according to the
manufacturers’ protocol, on ice. PI was used to specify the necrotic cells with compromised membrane
at the working concentration of 1 ug/mL. During the spectral overlap compensation process A549 cells
were treated with tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand (TRAIL) to serve positive
control for apoptosis. Necrosis was generated by heat exposure for positive control of PI staining.
FMO controls were applied to set the gates properly. The concentrations of OTA, CHX, and NaF for
the flow cytometry measurements were selected based on the results of the microplate assay.

4.5. Statistical Evaluation

Treatments for microplate measurements were carried out on four plates and 16 technical
replications. The obtained data were averaged separately and compared in percentages of the mean
of the untreated control £ SD (100% =+ SD). We used one-way ANOVA, where the control and
the data of one type of treatment were compared. A paired T-test was performed for comparison
of data sets for GFP, PI, and protein values with each other and the trend between GFP and PI,
or GFP and total protein content in the cell line was examined. Flow cytometry experiments were
performed in duplicates. To compare the distribution of different populations within treatments,
percent distributions of technical replicates were averaged and the mean was presented on a log10
scale to make low values visible. Fluorescence intensity of GFP showed nonparametric distribution.
Medians were averaged separately in each concentration and controls of each treatment. One-way
ANOVA and Tukey’s post hoc tests were performed to obtain between-group differences. The level of
significance was set at p < 0.05. The work was carried out in SPSS Statistics (version 22, IBM, Armonk,
NY, USA) and GraphPad Prism 7 (version 7, GraphPad Software, San Diego, CA, USA) softwares.

5. Conclusions

There are some remarkable considerations to be mentioned. In the present study we learned the
behaviour of intracellular ATP level in correlation with GFP expression as an indicator of viability.
Our results suggest, that decrease in GFP fluorescence is not always in correlation with the intracellular
ATP content. In the case of stable transfection of the fluorescent protein into the genome with an own
promoter sequence, it can be used as a cell viability marker, but the impact of the tested compound
on the type of cell death and the duration of treatment must be taken in account. Our suggestion is
to perform multiparametric measurements when applying expressed GFP, along with conventional
live/dead discrimination and including a metabolic parameter as well, to get more reliable information
from the experiments.

Supplementary Materials: The followings are available online, Figure S1: Gating strategy in the flow cytometry
experiments. Flow stability was checked by forward scatter area (FSC-A)/Time gate, single cells were
discriminated by FSC-Height/FSC-A, A549 cells were determined on side scatter area (SSC-A)/FSC-A plots.
Gates in the PI/ Annexin V-PB plots were set based on fluorescence minus one controls; Figure S2: GFP intensity
on histograms. Intensity of expressed GFP in control samples and different treatments; DMEM 4 h (a), DMEM
24 h (b), NaF (c), OTA (d), CHX 4 h (e), CHX 24 h (f). Four histograms are shown from each example file which
represent the four populations defined by propidium iodide (PI) and Annexin V (PI* Annexin V—, PI" Annexin
V*, PI™ AnnexinV*, PI™ Annexin V™). We took the highest concentrations from each treatment to be represented
in the figure.
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Abstract: Medicinal plants are widely used in folk medicine but quite often their composition and
biological effects are hardly known. Our study aimed to analyze the composition, cytotoxicity,
antimicrobial, antioxidant activity and cellular migration effects of Anthyllis vulneraria, Fuchsia
magellanica, Fuchsia triphylla and Lysimachia nummularia used in the Romanian ethnomedicine for
wounds. Liquid chromatography with mass spectrometry (LC-MS/MS) was used to analyze 50%
(uy/v) ethanolic and aqueous extracts of the plants’ leaves. Antimicrobial activities were estimated
with a standard microdilution method. The antioxidant properties were evaluated by validated
chemical cell-free and biological cell-based assays. Cytotoxic effects were performed on mouse
fibroblasts and human keratinocytes with a plate reader-based method assessing intracellular
adenosine triphosphate (ATP), nucleic acid and protein contents and also by a flow cytometer-based
assay detecting apoptotic—necrotic cell populations. Cell migration to cover cell-free areas was
visualized by time-lapse phase-contrast microscopy using standard culture inserts. Fuchsia species
showed the strongest cytotoxicity and the highest antioxidant and antimicrobial activity. However,
their ethanolic extracts facilitated cell migration, most probably due to their various phenolic acid,
flavonoid and anthocyanin derivatives. Our data might serve as a basis for further animal experiments
to explore the complex action of Fuchsia species in wound healing assays.

Keywords: Anthyllis vulneraria; Fuchsia magellanica;, Fuchsia triphylla; Lysimachia nummularia;
antimicrobial activity; antioxidant capacity; fibroblasts; keratinocytes; cytotoxicity; cell migration

1. Introduction

Nowadays, the investigation of natural extracts from medicinal plants has been increased due
to their rich content of bioactive compounds such as polyphenols, vitamins and proteins, which are
found in different parts of plants [1]. Phenolic compounds (flavonoids, phenolic acids, anthocyanins,
tannins) are secondary metabolites, which play a crucial role in the pharmaceutical sciences, thanks to
their extensive biological effects (antimicrobial, antioxidant, anticancer properties). These bioactive
substances have diverse basic structures but possess an aromatic ring bearing one or more hydroxyl
groups, which can be related to different biological impacts [2,3].
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Medicinal plants are of primary importance in several regions of Transylvania, part of Romania.
In our work, four plants were selected according to the previously described ethnomedicinal and
phytochemical data. These medicinal plants are widely used in Transylvania, part of Romania. Another
reason to select these herbs was that there are only a few scientific records in databases on them. The
selected species are applied on wounds in traditional remedies in the country. Anthyllis vulneraria L.
(common kidney-vetch, Leguminosae) is an annual, biennial or perennial plant that occurs in fields
and meadows throughout Europe [4]. In Transylvania, the aerial part is used as an antiemetic drug [5],
for swelling [6], wounds [7], kidney problems and diabetes as a tea [8] and as fodder [9]. In Lueta (local
name: szipokavirdg), it is used for wounds and stomach disorders as a tea (N6ra Papp, unpublished
data). Its aerial part contains several bioactive compounds such as flavonoids, saponins [10,11],
carotenoids, tannins and phenolic acids [12]. Lysimachia nummularia L. (creeping Jenny, Primulaceae) is
an evergreen plant which lives mostly in ditches and wet grasslands, and in some places as a cultivated
species throughout Europe [4]. In the Transylvanian ethnomedicine (local name: fillérfd, fillérlapi) the
aerial part is used for toothache as a decoction [6], theumatoid arthritis [13,14], wound and abscess as
a fomentation [7,9,15,16], and pain of the legs as a fomentation and bath [17]. The leaves are rich in
flavonoids [18] and triterpenoid saponins [19]. Fuchsia magellanica Lam. and Fuchsia triphylla L. (hardy
fuchsia and lady’s eardrops, Onagraceae) are perennial cultivated plants all over in Europe, in addition,
F. magellanica is locally naturalized, e.g., in Azores, Ireland, and Britain [4]. Fresh leaves of several
Fuchsia varieties are ethnomedicinally applied on wounds [9], furuncles and skin inflammation as a
fomentation [17,20]. Anthocyanins were detected in the flowers and berries of Fuchsia species [21,22],
while in their leaves several flavonoids were present [23].

In our experiments, to get a comprehensive picture regarding the phenolic content, reversed-phase
liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry (RP-LC-DAD-MS/MS) was used
to tentatively characterize flavonoid and phenolic acid compounds. The main effects of the active
constituents of the leaf extracts of selected plants in favor of wound healing are protection against
microbial infection from the external environment, scavenging of free radicals with antioxidant effects
and enhancing of cell migration, proliferation, angiogenesis and collagen production in the wounded
area [24-26]. Therefore, the aim of the study was to test the antioxidant activity of the leaf extracts,
where conventional total antioxidant capacity (TAC) chemical tests and cell-based antioxidant methods
were applied. Besides that, we evaluated the antimicrobial properties by determination of the inhibitory
effect of the leaf extracts against several Gram-positive and Gram-negative bacterial strains. The wound
healing process means the interplay between various cell types, including neutrophils, macrophages,
keratinocytes, fibroblasts, and endothelial cells [26,27]. For this reason, we applied fibroblast- and
keratinocyte-based cellular models. To determine the nontoxic concentrations of the tested leaf extracts,
we combined our previously published plate reader-based cell viability assay [28] with more sensitive
flow cytometer-based fluorescence apoptotic—necrotic cell detection. Additionally, cell-based methods
were performed by a time-lapse live imaging technique in order to measure the effects of the leaf
extracts on the closure rate of standardized cell-free areas in a migration assay. These techniques
enabled us to evaluate the biochemical properties of our plant extracts and to show their diverse
biological effects on human keratinocyte and mouse fibroblast cell lines.

2. Materials and Methods

2.1. Reagents and Chemicals

Luminol (3-aminophthalhydrazide), 4-iodophenol, Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-
2-carboxylic acid), horseradish peroxidase (POD), Naj-fluorescein, AAPH (2,2’-azo-bis(2-
amidinopropane) dihydrochloride), 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), potassium persulfate
(K25,0s), 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS), 2’,7’-dichlorofluorescein
diacetate (DCFH-DA), dihydrorhodamine 123 (DHR123), quercetin, modified RPMI 1640
(supplemented with 165 mM MOPS, 100 mM glucose and 0.185 mM adenine), erythromycin, Dulbecco’s
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Modified Eagle Medium (DMEM)), trypsin-EDTA, penicillin-streptomycin for cell culture, acetic acid
and methanol of HPLC supergradient grade for LC-MS analyses, propidium iodide (PI), fluorescamine
(Fluram) and 7-aminoactinomycin D (7AAD) were purchased from Sigma-Aldrich/Merck (Darmstadt,
Germany). 3-(N-morpholino) propanesulfonic acid (MOPS) was from Serva Electrophoresis GmbH
(Heidelberg, Germany). Ethanol (96% v/v, spectroscopic grade), glucose, adenine, agar-agar, and
hydrogen peroxide (H,O,) were from Reanal Labor (Budapest, Hungary), while bioluminescent ATP
Assay Kit CLSII and peroxide-free Triton X 100 (TX-100) were from Roche (Mannheim, Germany). Fetal
bovine serum (FBS; Pan-Biotech, Aidenbach, Germany), and bovine serum albumin (BSA; Biosera,
Nuaille, France) were used. Recombinant human platelet-derived growth factor-BB (PDGF-BB),
phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4), Hanks’ Balanced Salt Solution (5.5 mM glucose) and Annexin
V were from Thermo Fischer Scientific (Waltham, Massachusetts, USA). Highly purified water (<1.0 uS)
was applied throughout the experiments. Plastic cell culture flasks and culture plates (96-well, 24-well
and 6-well) were from TPP (Trasadingen, Switzerland), while standard 96-well plates were from
Greiner Bio-One (Kremsmunster, Austria). For luminescence studies white 96-well optiplates were
used (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA).

2.2. Studied Plant Taxa and Plant Extraction

Voucher specimens of the selected four plants with unique codes were deposited at the Department
of Pharmacognosy, University of Pécs, Pécs, Hungary. Fresh leaves of Anthyllis vulneraria (A. vulneraria,
Voucher code: TR_7) and Lysimachia nummularia (L. nummularia, Voucher code: TR_15) were collected
locally in Transylvania in July 2018, while Fuchsia magellanica (F. magellanica, Voucher code: TR_10) and
Fuchsia triphylla leaves (F. triphylla, Voucher code: TR_9) were collected in June 2018 from the Botanical
Garden of the University of Pécs, Pécs, Hungary.

Plant samples were dried at room temperature and stored in the dark. The plant extraction
was performed according to the method of Lee et al. with some modifications [29]. The aqueous and
ethanolic extracts were obtained by extracting 3 g of leaf powder in 30 mL of 50% (v/v) ethanol or distilled
water on an orbital shaker (Dual-Action Shaker KL2, Edmund Biihler GmbH, Bodelshausen, Germany)
at room temperature overnight (200 rpm). The extracts were filtered through a 0.45 um pore-size
syringeless filter (Whatman Mini-UniPrep, Maidstone, United Kingdom), and further concentrated
using a rotary vacuum evaporator (Rotavapor R-3, Buchi Labortechnik AG, Flawil, Switzerland).
Amounts between 70-80 mg were obtained, which were dissolved in 1 mL of 50% (v/v) ethanol or
distilled water. All prepared aqueous and ethanolic extracts were stored at —20 °C until the experiments
were performed.

2.3. Analyses of Phenolic Compounds by HPLC with Diode-array Detector and Electrospray lonization
with MS

2.3.1. HPLC Conditions

The chromatographic separation was performed on an Agilent 1100 HPLC system equipped with
a G1379A degasser, G1312A binary gradient pump, G1329A autosampler, G1316A column thermostat
and G1315C diode array detector (DAD) (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany). Samples were
separated on a Zorbax SB-C18 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) (150 mm length, 3.0 mm
i.d., 3.5 pm particle diameter) column, maintained at 25 °C. The mobile phase was composed of 0.3%
acetic acid in water (v/v) (A) and methanol (B). The following gradient program was applied, at a flow
rate of 0.3 mL/min with the composition of the mobile phase changing from 5% B to 100% B in 30 min,
maintaining 100% B for 5 min and returning to 5% B in 1 min. All aqueous solvents were filtered
through MF-Millipore (Millipore, Billerica, MA, USA) (0.45 pm, mixed cellulose esters) membrane
filters. Chromatograms were acquired at 280 nm. Injection volume was 5 pL. Prior to injection, all
samples were filtered through Sartorius (Goettingen, Germany) Minisart RC15 (0.2 um) syringe filters.
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2.3.2. MS Conditions

Mass spectrometric analyses were performed with an Agilent 6410B triple quadrupole equipped
with an electrospray ionization source (ESI) (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA). ESI conditions
were as follows: temperature: 350 °C, nebulizer pressure: 40 psi, N, drying gas flow rate: 9 L/min,
fragmentor voltage: 120V, capillary voltage: 4000 V, collision energy was changed between 10 eV and
45 eV, depending on the analyzed structure. High purity nitrogen was used as collision gas. Full mass
scan spectra were recorded in negative and for anthocyanins in positive ionization mode over the
range of m/z 50-1000 Da (scan/s). The MassHunter B.01.03 software was used for data acquisition and
qualitative analysis.

2.4. Determination of Minimum Inhibitory Concentration (MICg) with Microdilution Method

All the bacterial strains were collected from Szeged Microbiology Collection (5ZMC), Department
of Microbiology, University of Szeged, Hungary, and from Pécs Microbiology Collection (PMC),
Department of General and Environmental Microbiology, Institute of Biology, University of Pécs,
Hungary. Tested strains were the followings: Bacillus subtilis (B. subtilis, SZMC strain: 0209), Escherichia
coli (E. coli, PMC strain: 201), Staphylococcus aureus (S. aureus, ATCC strain: 29213), Streptococcus pyogenes
(S. pyogenes, SZMC strain: 0119) and Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa, PMC strain: 103).

The microdilution method was performed according to a previously published method with
some modifications [30]. In brief, 100 puL of bacterial suspensions (10° CFU/mL) in modified RPMI
1640 and 100 pL of diluted aqueous or 50% (v/v) ethanolic leaf extracts in modified RPMI 1640 media
were pipetted into each well of sterile 96-well plates. The sterile medium was considered as negative
control, the inoculated RPMI 1640 without any treatment was taken as the bacterial growth control,
while erythromycin was used as positive control. The final concentration of the ethanolic solvent for
the dilution was restricted up to 1.0% v/v in the wells. The absorbance was measured at 595 nm on
Multiskan EX 355 (Thermo Electron Corporation, Waltham, Massachusetts, USA) spectrophotometer,
after 24 h incubation time at 30 °C. Absorbance values lower than 20% of the bacterial growth
controls were considered as MICgy. Treatments were carried out with three technical replicates in five
independent experiments.

2.5. Total Antioxidant Capacity (TAC) Assays

2.5.1. Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC) Assay

The ORAC test was executed according to the method of K&szegi et al. without modifications [31].
The method is based on fluorescence quenching of Nay-fluorescein oxidized by AAPH. The quenching
is delayed by the antioxidants present in the standards/samples. Serial dilutions of Trolox were used
as standard. Briefly, into each well of normal 96-well plates 150 uL of working fluorescein solution
(400 nM dissolved in 75 mM potassium phosphate buffer, pH 7.5) and 25 L of blank/standard/plant
extract (aqueous/ethanolic) were pipetted and the plates were preincubated for 30 min at 37 °C in the
dark. After automated injection of 25 uL. of AAPH solution (400 mM dissolved in 75 mM potassium
phosphate buffer, pH 7.5) the fluorescence intensities were measured in kinetic mode for 80 min at
37 °C, with excitation and emission wavelengths of 490 and 520 nm, respectively. For the fluorescence
measurements, the plate reader (BioTek Synergy HT, Winooski, Vermont, USA) was thermostated at
37 °C. Five independent experiments were done with three technical replicates for each treatment.

2.5.2. Enhanced Chemiluminescence (ECL) Assay

The enhanced chemiluminescence method was performed following our previously published
study without modifications [31]. The technique is based on the development of enhanced
chemiluminescence (ECL) of luminol in the presence of peroxidase (POD), H,O, and 4-iodophenol
enhancer. The increase of the ECL signal is delayed, depending on the antioxidant capacity of the
samples. Briefly, 70 uL of ECL detection reagent (0.15 M boric acid/NaOH, pH 9.6, supplemented



Antioxidants 2020, 9, 166 50f 29

with 0.45 mM luminol and 1.8 mM 4-iodophenol) and 200 pL POD enzyme solution (15 pU/mL)
were premixed and kept on ice. Trolox dilutions were used as standard. Into each well of white
optical 96-well plates 20 puL Trolox/blank/sample and 270 uL of POD-ECL reagent were added. The
reaction was initiated by automated injection of 20 pL ice-cold H,O; (1.5 mM, in 0.1% citric acid).
The chemiluminescence signal was followed for 10 min, using a plate reader (Biotek Synergy HT) in
kinetic analysis mode. Five independent experiments were done with three technical replicates for
each treatment.

2.5.3. 2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl (DPPH) Radical Scavenging Assay

The method is based on the absorbance decrease of DPPH, which is a stable organic radical.
The measurement was conducted following the protocol described elsewhere [32,33], with some
modifications. Briefly, 50 uL of blank/standard/plant sample dilutions followed by 100 pL of 200 uM
DPPH (dissolved in 96% ethanol) and 50 pL of acetate buffer (100 mM, pH 5.5) were pipetted into
96-well general microplates. The absorbance changes were measured at 517 nm by a Perkin Elmer
EnSpire Multimode plate reader (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) after 60 min incubation in the
dark, at room temperature. The results were compared to serial dilutions of Trolox standard solution.
Five independent experiments were done with three technical replicates for each treatment.

2.5.4. Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) Assay

The technique is based on the generation of ABTS radical cation (ABTSe*) through the reaction
between ABTS and potassium persulfate (K;S,Og). The method of Re et al. and Stratil et al. was
adapted for the TEAC test with slight modification [34,35]. ABTSe* was produced by reaction of ABTS
stock solution (7 mM of ABTS dissolved in distilled water) with 2.45 mM K,S,0Og (final concentration)
and diluted with PBS (pH 7.4) until the absorbance was 0.70 + 0.005 at 734 nm. Then 20 puL aliquots
of varying concentrations of the leaf extracts (50% ethanolic/aqueous) were allowed to react with
80 uL of ABTSe™* (7 mM) and the absorbance readings were recorded at 734 nm by the Perkin Elmer
EnSpire Multimode plate reader after 20 min incubation in the dark, at room temperature. Trolox was
used as standard. All measurements were carried out in five independent experiments with three
technical replicates.

2.5.5. Calculation of Total Antioxidant Capacities (TAC)

For both the ORAC and ECL assays, the results were calculated as Trolox equivalents (TE). In the
ORAC method the area under the fluorescence curve (AUC) of the blank was subtracted from that
of the standard/sample (netAUC) and a calibration line was calculated for the netAUC of the Trolox
standards. In the luminescence technique (ECL) the AUC of the emission curves vs. Trolox standards
were used to calculate the calibration line. In both cases the samples’ TE values were obtained from
the calibration curves which were then multiplied by the dilution factor and expressed as pM TE
concentration. Finally, TAC was referred to 1 g of initial dry material for each plant sample.

For the DPPH and TEAC assays, the radical scavenging activity was expressed as ICs (the
concentration of the plant extract in pg/mL, required to scavenge 50% of DPPH or ABTS reactions),
calculated by a linear regression curve made from the scavenging activities vs. amount of extracts of
the samples. This means that the lower the ICsy value of the sample is, the higher antioxidant activity
it possesses.

Radical scavenging activity of the leaf extracts in % of the blank was obtained using the following
formula:

Ao —Aq
A

Radical scavenging activity (% inhibition) = (
0

)x 100 )

where A is the absorbance of the blank and A; is the absorbance of the sample.
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2.6. Cell Cultures

Mouse fibroblasts (3T3, ATCC: CRL-1658) were cultured in DMEM with high glucose (4500 mg/L),
supplemented with 5% non-essential amino acids, 10% FBS, penicillin (100 U/mL) and streptomycin
(100 pg/mL), while the human epidermal immortalized keratinocyte cell line (HaCaT) was kindly
provided by the laboratory of Prof. Tamas Biré (Department of Immunology, Faculty of Medicine,
University of Debrecen, Hungary). HaCaT cells were cultured in DMEM with high glucose (4500 mg/L),
supplemented with 10% FBS, penicillin (100 U/mL) and streptomycin (100 pg/mL) in 75 cm? cell culture
flasks at 37 °C in a humidified atmosphere containing 5% CO,. In both cases, after reaching 80%
confluency, the cells were trypsinized and plated in 96-well/24-well/6-well sterile plastic plates.

2.7. Quantification of Intracellular ROS

Cellular oxidative stress due to the overproduction of reactive oxygen species (ROS) generated by
AAPH was measured using the DCFH-DA and the DHR123 methods [36-38]. Trolox and quercetin
were used as positive controls. The optimal conditions of DCFH-DA and DHR123 assays were as
follows on 96-well culture plates: seeding density of 5 x 10* cells/mL, cell culture incubation time for
overnight. After washing with PBS co-incubation in Hanks’ (5.5 mM glucose) with 50 uM DCFH-DA
or 10 uM DHR123 and plant extract/quercetin/Trolox on 3T3/HaCaT cell cultures for 1 h was performed.
After removal of the treating medium and washing with PBS, 1 mM AAPH oxidant in Hanks’ glucose
was added. The fluorescence intensity was recorded for 60 min on the Biotek microplate reader
at 490/520 nm exc/em wavelengths at 37 °C. The radical scavenging activity was expressed as ICsg
(the concentration of the plant sample (ug/mL), required to scavenge 50% of DCFH or DHR123
fluorescence), calculated by a linear regression analysis of the serial dilutions of the leaf extracts.

The radical scavenging activity was obtained using the following equation:

AUCy - AUC,

Radical scavenging activity (% inhibition) = ( AUC
0

) x 100 2)
where AUCj is the area under curve values of the blank and AUC; is the area under curve values of
the sample. Five independent experiments were done with four technical replicates for each treatment.

2.8. Plate Reader Cytotoxicity Test

A multiparametric viability assay with one-step extraction was carried out following our previously
published study without modifications to investigate the potential toxicity of 50% (v/v) ethanolic
and aqueous leaf extracts [28]. A. vulneraria in 500-2500 pg/mL concentrations (ethanolic extracts)
and 4000-8000 pg/mL concentrations (aqueous extracts) were tested. F. magellanica and F. triphylla
in 50-800 pg/mL concentrations (ethanolic extracts) and 120-1000 pug/mL concentrations (aqueous
extracts) were examined. L. nummularia in 250-1500 pg/mL concentrations (ethanolic extracts) and
3000-7000 png/mL concentrations (aqueous extracts) were investigated. The final concentration of the
ethanolic solvent was restricted up to 1.5% v/v in the wells, which concentration does not affect the
viability of the cells. Briefly, 3T3 and HaCaT cells were treated with various concentrations of the plant
extracts for 24 h, after that ATP was measured from the cell lysates with the bioluminescence method.
Nucleic acid content was analyzed with PI staining, while intracellular proteins were quantified after
fluorescent derivatization with fluorescamine. All results were expressed as mean + SD in percentage
compared with data obtained for the controls (~100%). Five independent experiments were done
with four technical replicates for each treatment and dose response curves were calculated from the
measured data. The dose-response curves were obtained after DoseResp fitting by using the OriginLab
Pro software (version 2016, OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA).
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2.9. Flow Cytometric Cytotoxicity Test

In the plate reader analysis, we could estimate the cytotoxicity in general, however, using flow
cytometry it is possible to reveal the type of potential cell injury induced by the leaf extracts. For this
sensitive method we used lower concentrations of the 50% (v/v) ethanolic extracts; A. vulneraria in
50, 100, 200 pg/mL, F. magellanica and F. triphylla in 2.5, 5, 10 pg/mL and L. nummularia in 10, 25,
50 pg/mL concentrations, which were presumably sub-cytotoxic based on the plate reader viability
assay. Experiments were carried out in three technical replicates on a BD Canto II cytometer (Becton,
Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA). Apoptotic, necrotic and late apoptotic cells were
measured using Annexin V and 7-aminoactinomycin D (7AAD) staining. Annexin V was conjugated
with fluorescein isothiocyanate (FITC) or Pacific Blue (PB), 7AAD was measured on the PerCP channel.
Annexin V single positivity marked the apoptotic cells, 7AAD labeled the necrotic cells, the double
positive population meant the late apoptotic cells, while the double negative population was live. Since
two labels were used in one sample, positivity was defined based on fluorescence minus one (FMO)
controls—which were the single-stained ones. Compensation and analysis was carried out in Flow]o
v.10 (Flow]Jo LLC., Ashland, OR, USA).

2.10. In Vitro “Wound Healing” Assay

The in vitro migration test was evaluated using culture inserts of 500 pm width (Ibidi GmbH,
Grifelfing, Germany). Briefly, an insert with 2 wells was placed in 24-well sterile culture plates,
and then keratinocytes and fibroblasts were seeded into the 2 wells of the culture insert. After cell
attachment and production of a monolayer, the culture insert was removed, and cells were incubated for
24 h with different sub-cytotoxic doses of 50% (v/v) ethanolic extracts. A. vulneraria in 50, 100, 200 ug/mL
concentrations, F. magellanica and F. triphylla in 2.5, 5, 10 ug/mL concentrations and L. nummularia
in 10, 25, 50 ug/mL concentrations were investigated. PDGF-BB was used as positive control at
15 ng/mL concentration. Within the cell-free gap the cell migration was visualized at every 4 h for
24 h by time-lapse imaging in bright field, using phase-contrast microscopy (JuLi Stage Real-Time Cell
History Recorder, NanoEnTek, Seoul, Korea). The gap was monitored at an objective magnification
of 10x. The closure rate of the open cell-free area was determined by quantifying the micro photo
density data obtained for every occasion from the very same loci with Image] 1.x processing software
(https://imagej.nih.gov/ij/). The closure rate in % was calculated by the following formula:

Open area,, ;, — Open area
Closure rate(%) = P 0h P xh ) 5100 (3)
Open area;,

where “Open area ¢ 1,” is the cell-free area at the beginning of the experiment while “Open area , ,” is the
still cell-free space at time points of imaging the samples. Finally, closure rate curves were constructed
and the area under curve (AUC) for each treatment and cell line was calculated. The corresponding
AUC data were averaged (+SD) and the summarized closure rates for the leaf extracts/PDGF were
given in percentage (%) of the untreated controls. Three independent experiments were done with
three technical replicates for each treatment.

2.11. Statistical Analyses

Where appropriate, data were expressed in % of the control samples, which were assumed to
be ~100%. In the cytotoxicity plate reader assay correlation coefficients of each tested parameter
were given for the dose-response curves. Statistical evaluation was carried out in the antioxidant
assays using independent t-test, where the ethanolic and aqueous extracts were compared with each
other, furthermore, in the migration assay using one-way ANOVA test, where the control and the
sample data of one type of treatment were compared by SPSS software (IBM, SPSS Statistics, version
22, Armonk, NY, USA). In addition, principal component analysis (PCA) was also used to test the
differences between the two types of extracts of four selected medicinal plants and four chemical
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antioxidant assays. For PCA, prcomp function was used from the stats package within R (R Core Team
2019, version 3.6.1, Vienna, Austria). In all cases, the level of significance was set at p < 0.05.

3. Results

3.1. Qualitative Analysis of Phenolic Compounds in Plant Extracts with LC-DAD-ESI-MS/MS

Aqueous and 50% (v/v) ethanolic extracts of A. vulneraria, F. magellanica, F. triphylla and L. nummularia
were studied using LC-DAD-ESI-MS/MS methods, in order to characterize the constituents responsible
for the biological actions. Eighty-two gallic acid derivatives, hydroxycinnamic acid derivatives
and flavonoid glycosides were detected altogether in the samples; moreover, eight anthocyanins
were described in Fuchsia samples. Compounds were tentatively characterized by comparing their
chromatographic behaviors, UV spectra and mass spectrometric fragmentation patterns with data
from the literature. In order to provide semi-quantitative results regarding the quantities of the
constituents, their relative abundance (%) was calculated according to the summarized areas of all the
compounds that were detected in the UV (280 nm) chromatogram of the sample. Results are presented
in Tables 1 and 2, UV chromatograms (280 nm) of the extracts are shown in Supplementary Material
(Figures S1-58).

Flavonol glycosides prevailed in A. vulneraria samples with compounds bearing the aglycone
moieties kaempferol (e.g., compounds 23 and 25) and quercetin (e.g., 40), as well as methoxylated
aglycone moieties isorhamnetin (e.g., 33) and rhamnocitrin (e.g., 77). In addition, the aqueous extract
comprised diverse caffeoyl (e.g., 5, 8), coumaroyl (e.g., 7, 10) and feruloyl acid derivatives (e.g., 20, 22).

L. nummularia also contained flavonol glycosides in high amounts, however, the samples
were dominated by the presence of myricetin glycosides (e.g., 43, 45, 68, 69) with myricetin
3-O-desoxyhexoside (49) as the main compound detected in both the aqueous and 50% (/v) ethanolic
extracts, and other aglycones were hardly found. For the aqueous samples, occurrence of coumaroyl
(7, 14, 15) and feruloyl glucarate (18, 20, 22) isomers was characteristic.

Unusual quercetin galloyl hexosides (46, 50, 53) and a kaempferol galloyl hexoside (58) were
detected in Fuchsia samples and primarily in F. magellanica. Even if anthocyanins were predominant,
a peonidin dihexoside isomer (V) was present in each Fuchsia sample, while cyanidin dihexoside (II)
was described only in F. magellanica extracts.

The compound analyses data are summarized in dendrograms for the ethanolic and aqueous leaf
extracts separately in Figures 59 and S10 (Supplementary Material).
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Table 1. LC-MS/MS data and tentative characterization of compounds from Anthyllis vulneraria, Fuchsia magellanica, Fuchsia triphylla and Lysimachia nummularia

leaf extracts.

Presence and Relative Abundance (%) of Compounds in the

tr [M-H]~ Fragment ions . . Leaf Extracts P
No. (min) Amax (nm) (m/2) (m)2) Tentative Characterization Ref.
AvVES AvW¢ FmE¢ FmW€®¢ FtE¢ FtW¢ LnE¢ LnW¢
1 2.0 315 343 179, 135 Caffeic acid derivative 0.1 [39]
2 2.2 306 533, 375, 217,173,149 Cinnamoylquinic acid derivative 0.3 [39]
3 2.5 315 341 (683) 179, 149, 135 Caffeoyl-O-hexoside (dimer) 0.2 0.3 0.2 [40]
4 2.6 265, 312 337 267, 191'33_;63' 149, 5-p-Coumaroylquinic acid 0.2 0.1 0.1 [39]
5 32 288sh, 311 639, 353 191 Caffeoylquinic acid derivative 0.3 0.9 [39]
6 7.1 272 331 169, 125 Galloyl hexoside 0.2 0.2 [41]
7 9.5 311 355 191 Coumaroyl glucarate isomer 0.1 29 [42]
8 10.1 298sh, 320 371 209,191, 179 Caffeoylquinic acid derivative 0.5 [39]
9 10.5 260 611 305 n.i. 2.0 1.8 -
10 10.5 298, 310 355 209, 191, 163 Coumaroyl glucarate isomer 0.5 1.3 [42]
11 10.6 298, 320 549 387, 36?’;67’ 249, Cinnamic acid derivative 0.3 [43]
12 10.6 298 331 169, 125 Galloyl hexoside 2.6 [41]
13 10.9 300 301 168, 150, 125 Galloyl pentoside 0.2 [41]
14 119  282sh,307 355 (711) 271,209, 191 Coumaroyl glucarate isomer 34 [42]
(dimer)
15 12.6 283sh, 312 355 271,209, 191 Coumaroyl glucarate isomer 1.9 5.0 6.9 [42]
16 13.0 290,328sh 297, (595) 179, 161, 135 Caffeic acid derivative (dimer) 2.0 24 4.0 [39]
17 13.0 296 575 413,351,267, 249, Coumaric acid derivative 0.5 [39]
163,113
18 13.1 310 385 209,191 Feruloyl glucarate 22 3.9 [42]
19 132 255,350 787 625, 462, 301, 299 Quercetin 1.0 [44]

3-O-hexosyl-hexosyl-7-O-hexoside
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Table 1. Cont.
M_H . . Presence and Relative Abundance (%) of Compounds in the
—H]~ b
No. tI.{ Amax (nm) L ] ragment ions Tentative Characterization 2 Leaf Extracts Ref.
(min) (m/z) (m/z)
AvE® AVvWS FmE¢ FmW€¢ FtE¢ FtW¢ LnE¢ LnW¢
20 13.3 283sh, 312 385 209, 191 Feruloyl glucarate 0.7 3.0 10.2 [42]
Quercetin
21 135 265, 349 771 609, 462, 301, 299, 3-O-hexosyl-desoxyhexosyl-7- 2.2 1.0 [44]
285,284, 283,179 .
O-hexoside
22 13.8 288sh, 312 385 271,209,191, 163, Feruloyl glucarate 3.0 23 [42]
146, 119
609, 446, 445, 285, Kaempferol
23 139 265,349 7 284,283,179 3-O-hexosyl-hexosyl-7-O-hexoside 26 09 (441
24 13.9 276 475, 453 - n.i. 2.5 -
Kaempferol
25 14.4 264, 351 755 593, 446, 284, 283 3-O-hexosyl-desoxyhexosyl-7- 2.5 2.9 [45]
O-hexoside
26 15.0 272 651 399, 325,163 n.i. 1.9 2.9 -
Quercetin .
27 15.2 256, 354 625 463, 462, 301, 299 3-O-hexosyl-7-O-hexoside 1.6 1.2 [45]
462,433, 301, 299, Quercetin
28 15.7 257,352 595 271 3-O-pentosyl-7-O-hexoside 0.7 1.2 [41]
29 15.8 268 305 225,147,135 n.i. 0.8 0.5 0.9 1.3 -
Kaempferol /
30 16.2 265, 347 609 447, 446, 285, 283 3-O-hexosyl-7-O-hexoside 1.7 0.5 [41]
31 16.4 278 449 357,275 n.i. 1.5 0.9 -
30 165 288sh, 321 575 443,267,249, 193, 1,3—O—D1ferulqylglycerol 07 [46]
175 pentoside
519,477,461, 315, Isorhamnetin
3 16.6 254,354 639 314, 313,299, 151 3-O-hexosyl-7-O-hexoside 4.6 14 471
34 17.2 268, 295sh 693 477,345,327, 315, n.i. 1.8 -

300, 207, 183, 165
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Table 1. Cont.
M_H . . Presence and Relative Abundance (%) of Compounds in the
—_H1- b
No. IR Amax (nm) L ] ragment ions Tentative Characterization 2 Leaf Extracts Ref.
(min) (m/z) (m/z)
AvE® AVvWS FmE¢ FmW€¢ FtE¢ FtW¢ LnE¢ LnW¢
252,269sh, 267,249,193, 175, . )
35 174 332 443 149,134, 113 1,3-O-Diferuloylglycerol 5.1 4.4 [46]
36 17.5 252’3?398}1' 963 801, 625 Flavonoid 0.6 [43]
37 18.0 260 197 ni. 32 -
319, 301, 283, 239,
38 18.0 268, 350 639 213,203,197, 157, Flavonoid 6.2 6.5 [43]
142, 130, 116, 109
39 18.1 276 521 337,191, 163 Coumaroylquinic acid derivative 1.2 0.7 [39]
40 18.2 266, 350 625 463, ggg’ ?;;’ 255, Quercetin 3-O-hexosyl-hexoside 29 25 [47]
41 19.2 274 387 (775) 169, 151, 124 Gallic acid derivative (dimer) 0.4 0.2 [46]
42 19.3 274 537 271, 211’2}169’ 151, Gallic acid derivative 0.2 0.1 [46]
43 193 266, 357 625 479, 306 Myricetin 2.3 15 [48]
’ ! ’ 3-O-desoxyhexosyl-hexoside ’ ’
44 19.3 266, 355 609 429, 282’2?4’ 255, Kaempferol 3-O-hexosyl-hexoside 1.2 2.6 [41]
45 194 267, 357 479 316 Mpyricetin 3-O-hexoside 1.1 0.8 -
46 195 262,355 615 A% 00 FL Quercetin galloyl hexoside 04 04 18 10 [47]
Isorhamnetin
47 19.6 264,352 639 459, 315, 314, 257 3-O-hexosyl-hexoside 1.9 [49]
Kaempferol
48 19.8 266, 331 593 429,284, 255, 227 3-O-desoxyhexosyl-hexoside 2.7 1.7 [41]
49 20.2 260, 354 463 317,316 Myricetin 3-O-desoxyhexoside 22.0 17.2 [50]
50 20.3 255, 293sh, 615 301 Quercetin galloyl hexoside 0.1 0.1 [47]

359
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Table 1. Cont.
M_H . . Presence and Relative Abundance (%) of Compounds in the
t —_HI1- b
No. R Amax (nm) L ] ragment ions Tentative Characterization 2 Leaf Extracts Ref.
(min) (m/z) (m/z)
AVvEC  AvW® FmE® FmW® FtE¢ FtW¢ LnE¢ LnW¢

51 20.5 259, 356 477 301, igi’ ig?’ 179, Quercetin glucuronide 0.5 0.2 0.6 0.6 [47]
52 20.6 257'3,?_)288}1' 433 301, 300 Quercetin 3-O-pentoside 0.1 0.1 [47]
53 20.7 257’;285}1' 615 301 Quercetin galloyl hexoside 0.9 0.5 [51]
54 20.7 260, 353 463 317,316 Myricetin 3-O-desoxyhexoside 24 [50]

301, 300, 271, 255, . .
55 20.8 257,355 463 243,179,163, 151 Quercetin 3-O-hexoside 3.6 49 0.1 0.1 0.6 0.5 [41]
56 209 266,350 579 463,315, 313 Isorhamnetin-3-O-pentosyl-7- 5.0 3.8 [47]

O-pentoside
Quercetin

57 20.9 257, 355 609 463, 301, 300, 299 3-O-desoxyhexosyl-7-O-hexoside 0.1 0.1 0.2 0.5 0.8 1.8 [48]
58 21 257, 355 599 447,313, 285, 169 Kaempferol galloyl hexoside 0.1 0.1 [43]
59 21.3 256, 356 433 300, 271, 255, 151 Quercetin 3-O-pentoside 24 2.0 0.2 0.1 0.4 04 [47]

284,245, 229, 201, .
60 21.5 254, 368 301 185,145,129, 117 Ellagic acid 0.3 0.1 1.1 0.6 [51]
61 21.7 266, 350 447 284,255, 227,151 Kaempferol 3-O-hexoside 2.6 2.2 0.2 0.1 [41]
62 21.7 266, 350 447 301, 2(;8’ ?;’ 255, Quercetin 3-O-desoxyhexoside 1.1 1.2 [47]

437,407,325, 245, .
63 21.8 266, 332 705 231,199, 163, 121 ni. 2.4 1.8 -
64 21.8 266, 350 521 331,271,211, 169 Galloyl hexoside derivative 0.5 0.3 [41]
65 21.9 517 267,249, 205, 161, n.i. 2.0 1.2 -

113

66 22.0 266, 347 447 284, 255,227 Kaempferol 3-O-hexoside 04 0.2 [41]
67 22.0 255, 350 477 315,314,285, 271, Isorhamnetin 3-O-hexoside 1.8 42 [52]

257,243
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Table 1. Cont.
M_H . . Presence and Relative Abundance (%) of Compounds in the
—H]~ b
No. tI.{ Amax (nm) L ! ragment ions Tentative Characterization 2 Leaf Extracts Ref.
(min) (m/z) (m/z)
AVvEC AvW® FmE® FmW®¢ FtE¢ FtW¢ LnE¢ LnW¢®
68 220 264, 340 477 331,317 Myricetin desoxyhexoside 2.8 34 [53]
derivative

69 22.0 264, 340 447 331, 317 Myricetin derivative 2.5 1.0 [53]

477,459, 315, 314, Isorhamnetin
70 22.3 266, 340 639 67 3-O-hexosyl-hexoside 1.1 2.6 [52]
71 223 266, 347 417 285, 284, 255, 227 Kaempferol 3-O-pentoside 0.3 0.2 [41]
72 224 267, 328 727 551, 4912’4315’ 267, Ferulic acid derivative 2.0 [54]

431,371, 345, 317, .
73 224 623 301,299 n.i. 0.8 0.5 -
74 22.5 267,328 727 551, 415, 267,183 Ferulic acid derivative 1.4 [54]
75 22.8 255, 266sh, 447 314, 285, 271,257, Isorhamnetin 3-O-pentoside 1.3 [52]

334 243
76 29 266, 351 599 447,301, 300, 179, Quercetin 3—O.—de§oxyhex051de 01 01 [47]
151 derivative
77 23.4 266, 348 623 443, 293’7?98’ 283, Rhamnocitrin 3-O-dihexozid 3.8 3.2 [54]
Isorhamnetin

78 23.7 268, 339 609 315,314,193 3-O-pentosyl-hexoside 0.6 1.5 [52]
79 238 268,329 799 O2AS 9720, nd 21 07 -

301, 267, 249, 227, . . ..
80 24.8 477 20, 183, 165, 113 Ellagic acid derivative 0.6 [51]
81 249 250, 370 531 301, 300 Quercetin derivative 0.1 0.5 [47]
82 249 266, 344 593 413, 299, 298, 283 Rhamnocitrin 1.1 07 [54]

3-O-hexosyl-pentoside

2 Compound numbers and retention times (tR) refer to UV chromatograms shown in Supplementary Materials (Figures S1-S8). ® Relative abundance: area% of the compound calculated
from the summarized areas of all compounds detected in the UV (280 nm) chromatogram. ¢ Abbreviations: AVE: Anthyllis vulneraria 50% (v/v) ethanolic extract, AvW: Anthyllis vulneraria
aqueous extract, FmE: Fuchsia magellanica 50% (v/v) ethanolic extract, FmW: Fuchsia magellanica aqueous extract, FtE: Fuchsia triphylla ethanolic extract, FtW: Fuchsia triphylla aqueous extract,
LnE: Lysimachia nummularia 50% (v/v) ethanolic extract, LnW: Lysimachia nummularia aqueous extract, n.i.: not identified.
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Table 2. LC-MS/MS data and tentative characterization of anthocyanins from Fuchsia magellanica and Fuchsia triphylla leaf extracts.

Presence and Relative Abundance (%) of

No. tg (min) [M + HI* Fragment Tenta.tive' Compounds in the Leaf Extracts ? Ref.
(m/z) Ions (m/z) Characterization 2 - FmWe RS FEWE

I 2.0 767 453,153 Anthocyanin (n.i.) 1.1 -

II 2.7 611 449, 287 Cyanidin dihexoside 3.0 18.3 [55,56]
III 29 783 303 Anthocyanin (n.i.) 5.9 -
v 9.1 625 463, 301 Peonidin dihexoside 15.7 [55,56]
\Y% 10.3 625 463, 301 Peonidin dihexoside 18.9 39.9 5.3 54 [55,56]
VI 10.7 487 325,185 Anthocyanidin hexoside 4.2 -
VI 114 441 249 Anthocyanin (n.i.) 9.6 -
VI 11.8 411 249 Anthocyanin (n.i.) 6.1 9.6 -

2 Compound numbers and retention times (tg) refer to UV chromatograms shown in Supplementary Materials (Figures $3-56). P Relative abundance: area% of the compound calculated
from the summarized areas of all compounds detected in the UV (280 nm) chromatogram. ¢ Abbreviations: FmE: Fuchsia magellanica 50% (v/v) ethanolic extract, FmW: Fuchsia magellanica

aqueous extract, FtE: Fuchsia triphylla 50% (v/v) ethanolic extract, FtW: Fuchsia triphylla aqueous extract.
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3.2. Determination of Minimum Inhibitory Concentration (MICgp)

The effects of leaf extracts on Gram-positive and Gram-negative bacteria were determined by
CLSI M07-A9 (Vol. 32, No. 2) guidelines (Table 3). For this study, Minimum Inhibitory Concentration
(MICgp) values under 100 pug/mL were considered to indicate good antimicrobial activity; from 500
to 100 pg/mL to show moderate antimicrobial activity; from 1000 to 500 pg/mL to point to weak
antimicrobial activity; and over 1000 ug/mL to indicate inactivity.

The ethanolic extracts of Fuchsia species were considered to have good antibacterial activities
(MICg values were between 5 and 60 pg/mL concentrations) on S. aureus, B. subtilis, S. pyogenes and
P. aeruginosa, compared with erythromycin, where the MICg, values were between 0.1-42 pg/mL
concentrations. Ethanolic extracts of A. vulneraria and L. nummularia showed moderate antimicrobial
activity on B. subtilis and S. pyogenes, and A. vulneraia pointed to weak antimicrobial activity on S. aureus.

Interestingly, only the aqueous extracts of Fuchsia spp. of the tested plants indicated a remarkably
good influence on S. aureus, B. subtilis and S. pyogenes (MICgy values between 17 and 65 ng/mL
concentrations). The plant extracts did not have an antibacterial effect on E. coli.

Table 3. Minimum inhibitory concentration (MICgp) of selected medicinal plant extracts on E. coli, P.
aeruginosa, S. aureus, B. subtilis and S. pyogenes.

MICs() (ug/mL)

Test Bacteria Treatment Ethanolic Extracts Aqueous Extracts
erythromycin 30.56-42.88
A. vulneraria N.D. N.D.
Escherichia coli F. magellanica N.D. N.D.
F. triphylla N.D. N.D.
L. nummularia N.D. N.D.
erythromycin 69.91-82.76
A. vulneraria N.D. N.D.
Pseudomonas aeruginosa F. magellanica 55.03-58.91 N.D.
F. triphylla 49.03-58.87 N.D.
L. nummularia N.D. N.D.
erythromycin 0.09-0.25
A. vulneraria 715.90-835.92 N.D.
Staphylococcus aureus F. magellanica 4.81-7.65 17.13-25.03
F. triphylla 5.32-6.73 30.24-36.99
L. nummularia 1063.75-1181.29 N.D.
erythromycin 0.10-0.18
A. vulneraria 288.02-313.01 N.D.
Bacillus subtilis F. magellanica 13.91-15.72 52.73-65.03
F. triphylla 14.55-22.66 33.16-45.33
L. nummularia 160.90-164.28 N.D.
erythromycin 0.08-0.09
A. vulneraria 220.06-236.30 N.D.
Streptococcus pyogenes F. magellanica 11.83-14.99 41.72-4491
F. triphylla 11.61-17.92 41.95-43.23
L. nummularia 179.43-203.56 N.D.

Five independent experiments, each in three replicates, compared with erythromycin as positive control. N.D.:
not detected.

3.3. Total Antioxidant Capacity (TAC) Assays

The antioxidant properties of ethanolic and aqueous extracts of the investigated plants were
evaluated by conventional chemical assays such as DPPH, TEAC, ORAC, and ECL methods (Figure 1).
The lowest ICs( values indicate the highest antioxidant effect with DPPH and TEAC scavenging activity
tests, while the highest TE/g values mean the strongest antioxidant capacity in case of ORAC and
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ECL assays. Generally, the ethanolic extracts showed higher antioxidant effect than aqueous extracts.
Altogether, the ethanolic and aqueous extracts of Fuchsia species had the strongest antioxidant activity
followed by Lysimachia nummularia and Anthyllis vulneraria in all methods.

The results of Principal Component Analysis (PCA) are shown in Figure 2. In the case of ethanolic
extracts, a strong positive correlation was observed between the ORAC and ECL methods, while a
moderate correlation existed between the data of TEAC and DPPH assays. These relationships were
opposite to the results of aqueous extracts because of their stronger correlation between TEAC and
DPPH methods than ECL and ORAC tests. The ethanolic extracts of Fuchsia species were more similar
to each other than in the case of their aqueous extracts.
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Figure 1. Total antioxidant capacity (TAC) of four selected medicinal plants measured by different

spectroscopic methods: (a) DPPH assay; (b) TEAC assay; (¢) ORAC assay and (d) ECL assay. ICs( values

(in pg/mL concentration at 50% inhibition) were calculated in case of DPPH and TEAC methods, while
TE/g values (Trolox equivalent in umol referred to 1 g of initial dry material) were determined in case

of ORAC and ECL tests. Mean + SD of 5 independent experiments, each in 3 replicates. The aqueous
and ethanolic extracts were compared with t-probe (** p < 0.01, *** p < 0.001).
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Figure 2. PCA analysis of the investigated plant species’ total antioxidant capacity by four independent
methods: (a) in the ethanolic extracts, (b) in the aqueous solutions, based on the antioxidant activities. %
of total variance explained by each axis is provided within the figure. The symbols indicate 15 individual

data for each plant extract.

3.4. Inhibition of Intracellular ROS Production

The oxidation of DCFH and DHR was generated by peroxyl radicals from AAPH in 3T3 and in
HaCaT cells [57]. The leaf extracts decreased the fluorescence of DCF and the calculated 50% inhibition
values are shown in Figure 3. Ethanolic and aqueous extracts of Fuchsia species had the strongest
inhibition in both cell lines, compared with other plant extracts. However, no antioxidant activity was
detected for A. vulneraria in the case of 3T3 cells, and only ethanolic extracts of A. vulneraria showed
measurable antioxidant property on HaCaT cell culture.

The generation of fluorescence signal from the rhodamine derivative was also decreased by the
plant extracts and the calculated 50% inhibition values are shown in Figure 4. Both solvent fractions
of Fuchsia spp. exerted the highest inhibition of the fluorescence intensity of rhodamine. Although
ethanolic and aqueous extracts of A. vulneraria could be quantified, the aqueous fraction had only weak
effectivity (at around the detection limit).

*k
I Ethanolic extract Il Ethanolic extract
3501 | HM Aqueous extract 18004 I Aqueous extract
3T3 cells - DCFH-DA HaCaT cells - DCFH-DA
1600 -
= ) ELE]
E E
2 2 1m0
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L]
*kk
200 4 | ’_|
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F.magellanica F.triphylia L. nummularia A vulneraria  F. magellanica  F. triphylla L. nummularia
(a (b)

Figure 3. Intracellular antioxidant capacities of studied plant extracts with DCFH-DA staining (a) in
3T3 fibroblast cells and (b) in HaCaT keratinocyte cells. ICs inhibitory concentrations were calculated
from the equations obtained for the inhibitory capacities of the serial dilutions of the extracts. In the case
of A. vulneraria the DCFH-DA scavenging activity data (when not shown) were at around/below the
detection limit. Mean + SD of five independent experiments, n = 5 x 4 replicates for each concentration.
The aqueous and ethanolic extracts were compared with t-probe (** p < 0.01, *** p < 0.001).
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Figure 4. Intracellular antioxidant capacities of studied plant extracts with DHR123 (a) on 3T3 fibroblast
cells and (b) on HaCaT cell culture. 50% inhibitory concentrations were calculated from the equations
obtained for the inhibitory capacities of the serial dilutions of the extracts. Mean =+ SD of 5 independent
experiments, n = 5 X 4 replicates for each concentration. The aqueous and ethanolic extracts were
compared with t-probe (** p < 0.01, *** p < 0.001).

3.5. Plate Reader Cytotoxicity Tests

Cytotoxicity data obtained for fibroblast (313) and keratinocyte cell cultures (HaCaT) are seen in
Figure 5. The ethanolic extracts reduced the ATP, cell number and protein contents of both cell lines in
a dose dependent manner more effectively than the aqueous extracts. Nevertheless, these differences
between the type of solvents were not observed in case of Fuchsia species. Both ethanolic and aqueous
extracts of Fuchsias had the same toxic effects in the investigated cell lines. In 3T3 cells, the decrease of
ATP, cell number and protein levels were more pronounced than in HaCaT cultures.

Evaluating the results of compound analyses, antimicrobial, antioxidant and cytotoxicity data we
decided to use only the ethanolic extracts in the further experiments because of their richer ingredient
content and stronger biological effects. Potentially sub-toxic concentrations of the ethanolic extracts (A.
vulneraria in 50, 100, 200 pug/mL, F. magellanica and F. triphylla in 2.5, 5, 10 pg/mL and L. nummularia in
10, 25, 50 pg/mL concentrations) were used in all further investigations.
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Figure 5. Intracellular ATP content, cell number (PI) and total protein levels of 3T3 and HaCaT cells
with dose-response fitting: (a,b) cytotoxic effects of A. vulnearia on 3T3 and HaCaT cells; (¢, d) cytotoxic
effects of F. magellanica on 3T3 and HaCaT cells; (e,f) cytotoxic effects of F. triphylla on 3T3 and HaCaT
cells; (g/h) cytotoxic effects of L. nummularia on 3T3 and HaCaT cells. Data are expressed in % of
the control. Mean + SD of 5 independent experiments, n = 5 X 8 replicates for each concentration.
Dose-response curves were created by log10 transformation and nonlinear curve fitting. Correlation

coefficients (R%) were calculated for each treatment.
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3.6. Flow Cytometric Cytotoxicity Test

Our apoptosis—necrosis results for the hypothesized nontoxic concentrations of ethanolic extracts
are summarized for 3T3 cells in Table 4 and for HaCaT cells in Table 5. The two different cell lines
gave similar results, namely the applied concentrations of the leaf extracts did not cause significant
apoptosis/necrosis and most of the cells remained intact (the number of dead/dying cells was under
4% in both cell lines). An example of the gating strategy can be seen in the Supplementary Materials
section (Figure S11).

Table 4. Apoptosis-necrosis assay data of 3T3 cells treated with 50% (v/v) ethanolic extracts of
A.vulneraria, F. magellanica, F. triphylla and L. nummularia with Annexin V-7AAD flow cytometric method.

3T3 Cells
Treatment Groups Annexin V-7AAD Method
Live Cells Necrotic Cells  Early Apoptotic Cells  Late Apoptotic Cells

(%) (%) (%) (%)
Control cells 97.13 2.06 0.66 0.15
50 pg/mL A. vulneraria 96.29 2.46 1.00 0.25
100 ug/mL A. vulneraria 96.00 2.90 0.83 0.27
200 pg/mL A. vulneraria 96.89 2.22 0.70 0.20
2.5 ug/mL F. magellanica 96.95 2.03 0.75 0.26
5 ug/mL F. magellanica 96.27 2.67 0.79 0.27
10 pg/mL F. magellanica 96.62 2.25 0.78 0.34
2.5 ug/mL F. triphylla 97.74 1.26 0.84 0.17
5 ug/mL F. triphylla 98.15 1.01 0.71 0.13
10 pug/mL F. triphylla 97.57 1.50 0.62 0.30
10 pug/mL L. nummularia 95.63 2.98 1.05 0.33
25 ug/mL L. nummularia 95.33 3.31 1.07 0.29
50 pug/mL L. nummularia 95.48 2.81 1.34 0.38

Table 5. Apoptosis—necrosis assay data of HaCaT cells treated with 50% (v/v) ethanolic extracts of
A.vulneraria, F. magellanica, F. triphylla and L. nummularia with Annexin V-7AAD flow cytometric method.

HaCaT Cells
Treatment Groups Annexin V-7AAD Method
Live Cells Necrotic Cells  Early Apoptotic Cells  Late Apoptotic Cells

(%) (%) (%) (%)
Control cells 99.04 1.31 0.49 0.47
50 pug/mL A. vulneraria 96.84 1.56 0.51 1.09
100 ug/mL A. vulneraria 95.29 3.36 0.51 0.83
200 pg/mL A. vulneraria 96.06 2.60 0.35 0.99
2.5 ug/mL F. magellanica 97.76 1.39 0.47 0.37
5 ug/mL F. magellanica 97.08 2.19 0.38 0.34
10 pg/mL F. magellanica 97.56 1.61 0.54 0.28
2.5 ug/mL F. triphylla 97.98 1.06 0.54 0.42
5 ug/mL F. triphylla 97.68 1.33 0.54 0.45
10 pg/mL E. triphylla 98.04 0.91 0.63 0.42
10 pg/mL L. nummularia 97.19 1.70 0.42 0.69
25 pug/mL L. nummularia 96.89 1.86 0.41 0.84

50 ug/mL L. nummularia 96.15 2.49 0.44 091
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3.7. In vitro Migration Test

To investigate the impact of the ethanolic leaf extracts on the migration of fibroblasts and
keratinocytes a standardized 500 um cell-free area was created in 24-well culture plates by Teflon
inserts. Figure 6 shows the effects of A. vulneraria and L. nummularia extracts while Figure 7 those of
F. magellanica and F. triphylla on the migration of 3T3 and HaCaT cells.

The positive control PDGE-BB at 15 ng/mL concentration had a strong significant stimulating
effect on cell migration (117.05 + 6.72% on 3T3 and 115.16 + 8.26% on HaCaT cells), compared with
untreated control cells. Of the tested four plants, A. vulneraria expressed a slight stimulatory effect
(107.01 + 7.35% in 100 pg/mL concentration and 104.54 + 8.86% in 200 pug/mL concentration) only on
HaCaT cells, while enhanced migration and closure rate were observed in F. magellanica and F. triphylla
treated cells when compared with untreated cells. Moreover, these extracts reached the response of the
positive control, PDGEF. Of the two Fuchsia species, F. magellanica had the strongest incentive effects on
both cell lines, because the closure rate was 120.26 + 10.17% on 3T3 cells and 114.61 + 3.72% on HaCaT
cells, respectively, in 2.5 pg/mL concentration. L. nummularia did not show any significant migration
effect towards the two cell lines.

On the other hand, it is noteworthy that the less concentrated leaf extracts produced the most
efficient stimulation on cell migration when compared with extracts of higher concentrations.

1304 3T3 cell culture 130 - HacCaT cell culture
T EE * *
1204 120
5 110 5 110 |
g g
e <
2 1004 g
< S
= 1 =
ag -
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(a) (b)

Figure 6. Comparative analysis by time-lapse imaging of wound closure ability of PDGF-BB and leaf
extracts. (a) 50% (v/v) ethanolic extracts of A. vulneraria and L. nummularia on 3T3 monolayer cultures;
(b) 50% (v/v) ethanolic extracts of A. vulneraria and L. nummularia on HaCaT monolayer cultures. Cells
were monitored for 24 h in the absence and in the presence of plant extracts or PDGF with phase contrast
microscopy. The bar graphs of AUC were calculated from cumulative closure rates (CR %) studied
at every 4 h with three different concentrations from each plant. Mean + SD of three independent
experiments. nn =3 x 3 replicates. One-way Anova test (* p < 0.05, *** p < 0.001 compared with control).
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Figure 7. Comparative analysis by time-lapse imaging of wound closure ability of PDGF-BB and plant
extracts on HaCaT monolayer. (a) 50% (v/v) ethanolic extracts of F. magellanica and F. triphylla on 3T3
monolayer cells; (b) 50% (v/v) ethanolic extracts of F. magellanica and F. triphylla on HaCaT monolayer
cultures. Cells were monitored for 24 h in the absence and in the presence of plant extracts or PDGF
with phase contrast microscopy. The bar graphs of AUC were calculated from cumulative closure rates
(CR %) studied at every 4 h with three different concentrations from each plant. Mean + SD of three
independent experiments. n = 3 X 3 replicates. One-way Anova test (** p < 0.01, ** p < 0.001 compared
with control).

4. Discussion

Our investigated medicinal plants are used in Transylvanian folk medicine for the treatment of
various skin diseases. Of the tested plants, we could not find scientific studies to evaluate their biological
effects, especially on cell migration and proliferation. Although we have some preliminary results of
antioxidant effects and phytochemical data of the extracts of Anthyllis vulneraria and Fuchsia species [58],
to our best knowledge, the present study is the first to analyze the cytotoxicity and combined effects of
the ethanolic extracts in a cellular migration model that mimics wound healing ability.

Bioactive agents of plants may have specific functions on wound healing properties, including
antioxidant, antimicrobial, anti-inflammatory effects via migration, proliferation and pro-collagen
stimulating actions and they can modulate one or more phases of the wound healing process. For
instance, tannins and flavonoids have anti-inflammatory and antibiotic effects [59,60]. Flavonoids and
phenolic acids are well-known antioxidant compounds, and the position and degree of hydroxylation
are essential to their activity. In flavonoids, O-dihydroxy structure on the B ring, 2,3 double bond in
conjugation with a 4-oxofunction on the C ring, the presence of a 3-hydroxyl group on C ring and
C3- and C5-OH moieties in a combination with 4-oxofunction on the A and C rings are required for
maximum radical scavenging potential [2,61]. In phenolic acids, the presence of a 3-hydroxyl structure
(2,3-hydroxybenzoic acid, gallic acid, caffeic acid and caftaric acid) enhances the antioxidant effect [2,62].
Anthocyanins are strong antioxidant compounds and their scavenging activity corresponds with
their structural characteristics as well, di-acylated forms possess higher antioxidant activity than
the mono-acylated and non-acylated anthocyanins [63]. Sun et al. demonstrated that peonidin and
cyanidin-based anthocyanins exert strong antioxidant properties. Furthermore, they verified, that
acylated forms have high antibacterial effect [64]. On the other hand, anthocyanins from various
berries have a strong anti-inflammatory effect via inhibition of IL-1f3, II-6 and COX-2 gene expression.
Moreover, these colorful compounds stimulate the wound healing with increasing the migration of
fibroblasts and keratinocytes [65,66].
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We found that in A. vulneraria the most abundant amount of flavonol compounds are in glycosidic
or methoxylated forms with lower activities than the aglycones [2]. In contrast, Fuchsia species contained,
besides common flavonol compounds, various cinnamic acid and benzoic acid derivatives such as caffeic
acid, ellagic acid and gallic acid derivatives, kaempferol- and quercetin—galloyl-glycosides. Moreover,
the leaves of F. magellanica and F. triphylla contained several anthocyanins, such as cyanidin and peonidin
derivatives. In the leaf extracts of L. nummularia, the main flavonoids were myricetin derivatives, which
have strong antibacterial effects; however, in spite of this observation we detected weaker activities,
compared to the standard antibiotic control and also to Fuchsia species [67]. The main differences
between the investigated plants are that Fuchsia species contain high amounts of anthocyanins and
hydroxybenzoic acids, which are well-known antioxidants and antimicrobial constituents; moreover,
it has been proved, that they have a stimulating effect on cell migration [2,24,67].

Nevertheless, there are some contradictions in the literature regarding cell proliferation and
migration effects of phenolic compounds, which act through different signaling pathways to express
their effect in various cell lines. The polyphenols of tea suppress the migration of proliferation
abilities of tumor cells by inhibiting NF-«B activation and quenching the expression of cyclin D1 [68].
The other compound carnosol inhibits the migration and tumor growth via ROS-dependent proteasome
degradation of STAT3 in several breast cancer cell lines [69]. LaFoya et al. investigated that some
flavonoids, including resveratrol, apigenin, chrysin, genistein, luteolin, and myricetin, significantly
inhibited the endothelial cell migration and proliferation in a statistically significant manner with
the moderation of Notch signaling, while quercetin did not regulate these processes [70]. Several
studies demonstrated that phenolic acids, such as caffeic acid, coumaric acid and ferulic acid, which
belong to hydroxycinnamic acids, have anti-proliferative and apoptotic effects on tumor cells [71-74].
On the other hand, the caffeic acid phenethyl ester can stimulate wound re-epithelization and enhance
the proliferation of keratinocytes [75]. Ly et al. have proved that chlorogenic acid has migration
and invasion stimulating effects on trophoblasts through an adenosine monophosphate-activated
protein (AMP) kinase-dependent pathway, while not affecting cell proliferation [76]. However, the
hydroxybenzoic acids, such as ellagic acid and gallic acid, increase the proliferation and migration of
keratinocytes and fibroblasts in a dose-dependent manner [77].

During the past decades, a wide variety of analytical methods has been developed for the
measurement of the total antioxidant capacity [78]. Several studies found good linear correlation
between the total phenolic and/or flavonoid content and antioxidant capacities of plants. In agreement
with other researchers, we found correlations between the TEAC and DPPH assay as well as for ORAC
and ECL methods [31,79-81]. On the other hand, these differences between antioxidant methods can
be explained by their chemical backgrounds. The underlying mechanism of ECL and ORAC assays is
the hydrogen atom transfer (HAT), while TEAC and DPPH tests are based on single electron transfer
(SET) reaction [81]. The assessment of total antioxidant capacity by cell-free chemical assays cannot
completely reflect the behavior of the complex plant samples in vivo. Therefore, it is important to
evaluate the effectiveness of antioxidants in more biologically relevant conditions, such as testing of
the compounds in cell-based antioxidant assays [82]. The two used fluorogenic reporter molecules
are sensitive to peroxyl radicals with similar oxidative mechanisms, therefore, DHR and DCFH gave
closely matching scavenging activities as was expected from literature data [57].

In wound healing assays it is important to differentiate between proliferation and migration
because the cells are usually not synchronized. Therefore, some authors use mitomycin C DNA
synthesis inhibitor pretreatment to follow the migration solely when extended (48 h) incubation time is
applied because it is longer than the generation cycle of the cells [83]. In our tests, we did not apply
this compound because our incubation time was only 24 h, and the proliferation ability is minimal
within this short period. HaCaT cell culture is an immortalized human keratinocyte cell line, with a
doubling time of approximately 24 h (36.2 + 1.5 h in the early passages (2-8) and 24 + 0.6 h in the late
passages (12-16) [84], while 3T3 mouse fibroblast cells have a doubling rate of 20-26 h [85].
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In our migration tests, nontoxic doses of each extract were applied, where the fibroblast and
keratinocyte cells showed more than 90% cell viability by the plate reader assay, and the necrotic
(dead) cells were under 4% in the flow cytometric assay. 3T3 fibroblast cell culture was more
vulnerable to exposure of the leaf extracts than HaCaT keratinocytes. One possible explanation of
the increased sensitivity to potentially cytotoxic plant compounds might be that fibroblasts with the
epidermal phenotype are located in the dermis, while keratinocytes are mostly found in the basement
membrane zone (epidermis); therefore they should be more resistant against external noxae [86]. Our
phytochemical and biological data suggest that Fuchsia species exerted the highest positive effect on
cell migration among the four tested plants.

The found antimicrobial ICs, values of Fuchsia species were lower in the antibacterial assay than
ICsq cytotoxicity values found for the fibroblasts and keratinocytes. Therefore, one may conclude that
Fuchsia species extracts may possess effective components for the formulation of new antibacterial and
wound healing stimulatory agents.

In our planned further experiments, another powerful approach for the characterization of the
mode of action of the test compounds (i.e., polyphenols mediating the pathways of wound healing via
modulation of various biomarkers such as growth factors, matrix metalloproteinases and cytokines)
could be the measurement of secreted factors from the supernatant or the analysis of intracellular
signaling pathways by Western blot and molecular biological methods. These studies are inevitably
necessary for identifying the impact of complex plant extracts in wound healing processes [87,88].

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2076-3921/9/2/166/s1.
Figure S1: HPLC-DAD chromatogram of A. vulneraria 50% (v/v) ethanolic extract, detection wavelength: 280 nm.
Numbering of peaks refers to data shown in Table 1. Figure S2: HPLC-DAD chromatogram of A. vulneraria
aqueous extract, detection wavelength: 280 nm. Numbering of peaks refers to data shown in Table 1. Figure S3:
HPLC-DAD chromatogram of F. magellanica 50% (v/v) ethanolic extract, detection wavelength: 280 nm. Numbering
of peaks refers to data shown in Tables 1 and 2. Figure S4: HPLC-DAD chromatogram of F. magellanica aqueous
extract, detection wavelength: 280 nm. Numbering of peaks refers to data shown in Tables 1 and 2. Figure S5:
HPLC-DAD chromatogram of F. triphylla 50% (v/v) ethanolic extract, detection wavelength: 280 nm. Numbering of
peaks refers to data shown in Tables 1 and 2. Figure S6: HPLC-DAD chromatogram of F. triphylla aqueous extract,
detection wavelength: 280 nm. Numbering of peaks refers to data shown in Tables 1 and 2. Figure S7: HPLC-DAD
chromatogram of L. nummularia 50% (v/v) ethanolic extract, detection wavelength: 280 nm. Numbering of
peaks refers to data shown in Table 1. Figure S8: HPLC-DAD chromatogram of L. nummularia aqueous extract,
detection wavelength: 280 nm. Numbering of peaks refers to data shown in Table 1. Figure S9: Dendrogram
of the summarized compound analysis data of 50% (v/v) ethanolic plant extracts. Figure S10: Dendrogram of
the summarized compound analysis data of aqueous plant extracts. Figure S11: Gating strategy of the flow
cytometry experiments.
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