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., Az Ur a foldbdl buzogtatja az orvossdagot
és az okos nem veti meg azt.”
Sirach 38,4
1. Bevezetés

A Lamiaceae kb. 200 nemzetséget ¢s 3500 fajt magaban foglalé ndvénycsaldd. A
tisztesfii (Stachys) nemzetség 300 fajbol all. Ez az ajakosak harmadik legnagyobb rokonsagi
kore. Ausztralia, Uj-Zéland és az arktikus tajak kivételével az egész Foldon elterjedtek.
Kiilondsen nagy a fajok szdma a mediterranban, Kelet Europaban, a Fokf6ldon és Chilében.
Ko6zép-Eurdopaban 10 faj ¢l. Az egyéves vagy éveld lagyszara ndvények viragainak szine
vilagos bibor, sotét rozsaszinii, sarga vagy fehér.

Néhany faj hazankban is megtalalhato. A St officinalis L. Europaban, igy
Magyarorszagon is fellelhetd. A St. alpina L. az arnyékos helyeket kedveli, az {ide gyertyan-
¢és biikkelegyes erdékben fordul eld. A St. germanica L. szaraz gyepeken, legeldkon elég
gyakori. A St. byzantina L. disznévényként, a St. grandiflora L. és St. macrantha (Koch)
Stearn botanikus kertekben lelhetd fel. A St sylvatica L. a dombvidéki és hegyvidéki dvben,
cserjések €s erdei utak mentén, a nyirkos, lombos erdékben, ligeterdokben, bozétokban, erdei
forrasoknal fordul eld. A nedves és vizes, tdpanyagokban gazdag, semleges kémhatasu agyag-
¢és valyogtalajokon €él. A St. palustris L. Eurdpa nagy részén elterjedt, hazankban foként
mocsarak, 1apok mentén taladlhatd. A St. recta L. a szaraz, koves gyepekben, sztyeplejtokon
gyakori. A St annua L. Dél-és Kozép-Eurdpa nagy részén elterjedt, Eszak-Eurépaban
meghonosodott, hazankban kdzonséges ndvény. Szantdkon, tarlokon, fdleg kotott talajon
fordul eld.

A Stachys nemzetség egyes tagjainak (kivonataik vagy tartalomanyagaik) jelentds
antibakteridlis, antifungalis, gyulladascsokkentd valamint hashajt6 hatasa van, de hasznosak
lehetnek oxigénhiany, vese-és majgyulladas esetén is. A Stachys fajokat régdta hasznaljak a
népgyodgyaszatban ivarszervi daganatok és rakos fekélyek kezelésére is.

A Stachys fajok a Lamioideae alcsaladba tartoznak, igy illdolajat nyomokban, de
egy¢b szekunder anyagcsere termékeket pl. iridoidokat nagy szamban tartalmaznak.
Szerkezetiiket tekintve iridoidjaik altaldban 9 C atomosak , a Cs-6n vagy Ce-on OH csoport
talalhato. Jellemzé még a Cg-on a metil- ill. acetylcsoport jelenléte is, igy a Cg kvaterner
jellege. Ezen iridoidok nagy tobbségiikben UV fényben nem detektalhatdak, ezért eléhivo

reagens alkalmazasa sziikséges lathatova tételiikhoz. Szerkezetilk egyszeriinek mondhatod,



ugyanakkor nagyon érzékenyek savakkal és enzimekkel szemben, melyek jelenléte a vegyiilet

bomlasahoz vezet.

2.Célkitiizések

A gyogynovényekben igen gazdag Lamiaceae (kb.:200 nemzetség, 3500 faj) csaladba
tartozd nemzetségek csaladdon beliili osztidlyozdsidban eltérd a szakemberek véleménye. A
Stachys nemzetség kémiai vizsgalata és a fajok hatdéanyag-mintdzatdnak 6sszehasonlitdsa mas
Lamiaceae csaladba tartozo taxonok hasonld adataival hozzajarul a vitatott rendszertani
kérdések tisztazasdhoz. A vizsgalatra keriilt fajok hatdanyagainak értékelése a fajok
hasznosithatosagara vonatkozé informacioval szolgdl. Feladatom az SZTE GYTK
Farmakognoéziai Intézetében a hazankban honos ill. néhany meghonosithatd Stachys faj
szekunder anyagcsere termékeinek vizsgalata. Mindezek alapjan célkitlizéseink voltak:

e Stachys fajok illokomponenseinek megallapitasa

e iridoidok izolalasa és azonositasa a Stachys fajokbol

e egyszerll rutin modszer kidolgozasa az iridoid komponensek vizsgalatara

e hazai Stachys fajok iridoid tartalméanak, Gsszetételének €és az egyes komponensek

szdzalékos aranyanak meghatarozéasa
e bioldgiai hatdsvizsgalatuk (antioxidans és citotoxikus hatds megallapitésa)
e taxonOmiai ¢€s gyogynovényként torténd alkalmazhatésagra kovetkeztetések

levonasa



3.Anyagok és modszerek
3.1. Novényi nyersanyag
A Stachys fajok ill6- és nem ill6 komponenseinek vizsgalatdhoz az MTA Okologiai és
Botanikai Kutatointézet kisérleti teriiletén nevelt, a Balaton és Szeged kornyékén valamint az
Orbottyan hatardban 2000-, 2001-, 2002- és 2004-ben gyiijtott ndvényeket hasznaltuk. A
kovetkezO Stachys fajok vizsgalatdra kerilt sor: St. officinalis L., St. officinalis subsp.
betonica L., St. alpina L., St. germanica L., St. byzantina C. Koch, St. grandiflora Host.,
St. macrantha (C. Koch) Stearn, St. palustris L., St. recta L., St. sylvatica L., St. annua L. A
novények meghatarozasat €¢s a mintaanyagok katalogizalasat néhai Dr Miklossy Vary Vilmos
végezte. A ndvényeket a felhasznalasig hiitve taroltuk. Voucher példianyok az MTA OBKI-
ben és az SZTE Farmakognoziai Intézetben talalhatoak.
3.2. Reagensek és tesztanyagok
Az analitikai tisztasagu oldoszereket a Reanal (Budapest, Magyarorszdg), a HPLC
tisztasaguakat a Merck (Darmstadt, Németorszag) szallitotta.
3.3. Alkalmazott modszerek

lllokomponensek meghatdrozasa: A ndvényekbdl a VII. Magyar Gyogyszerkonyv J/c
15. cikkelyét felhasznélva illdolajat vizgdzdesztillacioval nyertiink. Az illdolajok vizsgalata és
komponenseik  meghatdrozdsa NP-TLC kromatografia (felvitel 25ul), valamint
gazkromatografias GC (Hewlett Packard GC; HP 5890 SERIES II., FID, 30m x 0,25mm,
0,25um HP-5 kolonna, vivégaz: N,) GC/MS (Finnigen GCQ tomegspektrométer, 30m x
0,25mm, 0,25um DB-5MS kolonna, vivégaz: He,) modszerrel tortént.

Iridoidok kivonasa és izolalasa: St. palustris-t és a St. recta-t CaCOs-al eldorzsoltiink
(a CaCOs; alkalmazasa egyszeri mddszer a jelenlévd savak hidrolizalo tevékenységének
meggatlasara.) és metanollal kivontuk. Az izolalds soran kiilonboz6 elvalasztistechnikai
miveleteket alkalmaztunk. Oszlopkromatografiadt (aluminium-oxid illetve poliamid
allofazison), vakuum oszlopkromatografiat szilikagél allofazis alkalmazasaval. Végso
tisztitasi [épésként forditott fazisit HPLC-t (BST (250 mm, 4 mmm) SI-100 10 C-18 valamint
LiChrospher RP-18 oszlop). Az elvalasztas 1épéseit szilikagél rétegen kovettiik nyomon. A
tovabbi Stachys fajok iridoid komponenseinek kimutatdsakor az altalunk izolalt és

meghatarozott iridoid komponenseket is felhasznaltuk.

Szerkezetvizsgalat: Az izolalt iridoidok azonositasa fizikai és spektroszkopiai
tulajdonsagaik, elsésorban NMR ( Bruker Avance DRX 400 spektrométer, 400 MHz ('H) és
100 MHz (**C) spektrumaik alapjan tortént.



4.Eredmények és értékelésiik

4.1. Gazkromatografias meghatarozas eredményei

Az illokomponensek meghatarozasa a Kovats-f. retencios indexszamitas, a GC/MS és sajat

adatbazisunk segitségével tortént.

Az altalunk vizsgalt fajok mindegyike alacsony illoolaj tartalma miatt a vizgézdesztillacid
soran n-hexan segédfazist alkalmaztunk.

A vizsgalt fajok komponensei koziil 160 azonositdsat végeztiik el. Ebbdl 62 monoterpén,
98 sesquiterpén ill. magasabb szénatomszamii komponens. Hat olyan mono- és magasabb
sz€énatomszamu komponenst azonositottunk (a-terpinént a St grandiflora-ban és
limonenaldehydet a St. officinalis 11.-ben, valamint y-caryophyllent a St. officinalis 11.-ben,
acoradienolt a St. alpina-ban, y-eudesmolacetatot a St. recta-ban ¢és abietalt a
St. sylvatica-ban) amelyek csak egy-egy fajban talalhato meg.

A 0,1 teriiletszazalék alatti csiicsok értékét nem adtuk meg, csak jeleztiik jelenlétét.

A monoterpének koziil a linalool fordul el6 minden vizsgalt fajban, de tobb fajban is
megtalalhato a sabinen, B-phellandren, cis-ocimen komponens is. A sesquiterpenek koziil
a B-caryophyllen talalhatéo meg a fajok mindegyikében, de a y-muurolen, a germacren D,
d-cadinen, spatulenol, a-cadinol is 1-2 faj kivételével mindegyik illokomponenseként
eléfordul.

A monoterpén komponensek koziil a legnagyobb %-ban eléfordulok: sabinen 12%
(St. byzantina), 1-octen-3-ol 5.6% (St. recta), B-phellandren 4.8% (St. germanica) linalool
3.2% (St. recta), trans- pinocamphon 4.8% (St. byzantina), mig a sesquiterpének koziil a
B-caryophyllen 16.5% (St. officinalis ssp. betonica), aromadendren 10.6%
(St. grandiflora), y-muurolen 23.5% (St. alpina), y-curcumen 16.9% (St. grandiflora),
germacren D 33.1% (St. sylvatica), valencen 46.1% (St. officinalis minta I).

A legnagyobb komponensszamot a St. officinalis minta II-ben ¢és a St. recta-ban tudtunk
azonositani. ( A St. officinalis 1., St. officinalis 11., valamint a St. annua 1., St. annua 11. a
gyljtési hely és gytijtési 1d6 eltérésére utal).

Megvizsgalt Stachys genus sectioit figyelembe véve az Eriostomum sectio az amelyik
monoterpéneket a legkisebb szamban tartalmazza. A Stachys és Olisia sectiokban pedig a
monoterpének a legnagyobb szamban fordulnak eld. Sesquiterpénekben a megvizsgalt
sectid fajok koziil a Betonica a leggazdagabb, de emlitést érdemel még Olisia és Stachys

sectio is akdr komponenseik szdmat vagy mennyiségét tekintjiik.



Az illokomponensek meghatarozasa mellett azonositottunk alkanokat, alkéneket,
aldehideket, ketonokat, zsirsavakat, monoterpén ¢és sesquiterpén hidrokarbonokat és
oxidalt formadikat, diterpéneket.

A Stachys fajok kozil a St. germanica, St. grandiflora,és St. macranta illoolajanak
vizsgalatara els6ként kdzoltiink adatokat.

A Stachys fajok vizsgalata sordn nem taldltunk olyan illokomponenst, amely mas

Lamiaceae fajokban ne fordult volna eld.

4.2. Iridoid izolalas eredményei

Munkénk soran 6sszesen12 iridoidkomponenst izolaltunk €s azonositottunk.

A fizikai és spektroszkdpiai adatok alapjan a stah-1 anyagunk aukubin, a stah-2 anyagunk
a harpagid, stah-3 acetilharpagid, stah-4 ajugozid a stah-5 6-epi-acetilharpagid a stah-6
mioporozid és a Stah-7 harpagozid. A stah-8 a stah-2- vel, a stah-9 a stah-1-el, a stah-10 a
stah-3-al, a stah-11 a stah-4-el és a stah-12 izolalt anyagunk a stah-7-el azonos.

A St. palustris-bol elészor izolaltunk aukubint, harpagozidot és mioporozidot. Ezek
mellett harpagid, acetilharpagid, 6-epi acetilharpagid €s ajugozid izoldlasat és azonositasat
végeztiik el.

A St. recta-bol harpagidot, acetilharpagidot és ajugozidot izolaltunk és azonositottunk,
valamint eldszor izolaltunk aukubint és harpagozidot.

A St. officinalis-bol harpagid, acetilharpagid, aukubin mellett ajugozid és harpagozid is
kimutathato.

A St. sylvatica-bol ajugozidot harpagozidot €s harpagidot tudtunk kimutatni.

St. grandiflora-bol aukubin, harpagid, acetilharpagid, ajugozid kimutatasa tortént. Az
altalunk vizsgalt Stachys fajok koziil egyediil ebben tudtuk kevés katalpol jelenlétét
els6ként igazolni.

A St. macranta-bol harpagid volt kimutathato.

A St. alpina NP-TLC és RP-HPLC kromatogramjan az aukubin és harpagid lathato.

St. byzantina aukubint, harpagidot és ajugozidot tartalmaz

St germanica-ban harpagid és harpagozid jelenléte mutathato ki.

A St. annua-ban iridoid jelenlétét nem tudtuk igazolni.
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4.3. Egyszerii rutin modszer kidolgozasa az iridoidok vizsgalatara

Sg friss novénybdl (St. palustris) vizes kivonatot készitettiink. Kiraztuk ultrahangos
razogépen 3 x 15 percig CaCOs; jelenlétében 25 ml vizzel. A kivonatot Al,Os oszlopon
engedtiik at. Az egyesitett sziirleteket beparoltuk (0,15 g) és 2 ml metanol:viz / 8:2-ben
felvettiik és NP-TLC és RP-HPLC vizsgélatoknak vettiik ald. A vizes kivonast alkalmaztuk a
tovabbi vizsgalt Stachys fajok iridoidkomponenseinek kimutatdsara szolgaldé TLC,
TLC/denzitometria ¢és HPLC kromatografidas moddszerekhez. A modszer elénye a

reprodukalhatosaga, de a vizes kivonat eltartasa csak -20°C-on lehetséges.

4.4 TLC/denzitometria eredményei
A TLC/denzitometrids (Shimadzu CS-9301 PC, A=540 nm) vizsgalattal értékeltiik a

— acetilharpagid a St. officinalis virdg (0,78%) és szar (0,70%) részében talalhatdo meg a
legnagyobb szazalékban

— harpagozid legnagyobb szédzalé¢kban a St. officinalis levél (0,51%) és virag (0,43%)
részében mutathato ki

— els6ként igazoltuk katalpol jelenlétét a St. grandiflora-ban. A Stachys fajokban katalpol
kimutatdsara irodalmi adatokat nem talaltunk

— aukubin a St. officinalis levél (0,43%) és a St. recta virag (0,42%) részében talalhato a
legmagasabb szazalé¢kban

— harpagid a St. recta szardban (0,58%) ¢és a St. grandiflora virdg (0,84%) részében
halmazddik fel a legnagyobb szézalé¢kban

— ajugozidot az altalunk vizsgalt Stachys fajok szar és virdg részében talaltunk nagyobb
szazalékban.

— nem tudtuk iridoidok jelenlétét igazolni a denzitometrids mérés sordn a St. annua-ban
vizsgélataink Osszhangban vannak a Bentham-féle rendszer Lamioideae alcsaladra
vonatkoz6 megallapitasaival, amennyiben a megvizsgalt fajokban — hasonléan mas ezen

alcsalad taxonjaihoz - iridoid komponensek megtalalhatoak.



5. A Stachys fajok és tartalomanyagainak biolégiai hatasvizsgalata
5.1 Stachys fajok antioxidans hatasvizsgalata

A gybégyndvények, illetve fitoterapias készitmények kozott nagy szamban taldlunk
olyanokat, amelyek klasszikus terapids felhasznaldsdt a novényi polifenolok antioxidans
hatasa révén lehet magyarazni. Hat Stachys faj, a Stachys officinalis, St. annua, St. recta,
St. macrantha, St. alpina és a St. sylvatica antioxidans hatasat vizsgaltuk enzimfiiggetlen
lipidperoxidacids rendszerben. Enzimfiiggetlen lipidperoxidaciét szarvasmarhaagy-
homogenizatumon in vitro teszteltik. Meghatdroztuk UV spektroszkdpiai modszerrel:
hidroxifahéjsav-szarmazékokat ~Arnow szerint, beleértve a flavonoid- tartalom
meghatarozasat is Glasl modszerével, valamint a polifenolos vegyliletek meghatarozasa
Ph. Eur. 4. szerint. Az R? értéke a galluszsavban és pirogallolban kifejezett dsszpolifenol
tartalomnal a legmagasabb, ez alapjan feltételezziik a vizsgalt Stachys fajokban az

antioxidans hatasért a cserzéanyagok a feleldsek.

5.2. Stachys fajok és iridoid komponenseinek citotoxikus aktivitasa

Az altalunk vizsgalt Stachys fajok koziil a St. recta-t, St. officinalis-t a népgyogyaszatban
felhasznaltdk ivarszervi daganatok esetében. A Magyaroszagon honos és meghonosithato
fajok és a beldliik izolalt irodoid komponensek koziil az aldbbiak vizsgalatat végeztiik el:
St. officinalis, St. grandiflora, St. byzantina, St. germanica, St. sylvatica, St. annua, St. recta,
St. palustris, és St. alpina, az izolalt komponensek koziil az aukubin, harpagid, harpagozid,
acetilharpagid, 6-epi acetilharpagid és az ajugozid. Vizsgélatainkat in vitro végeztik A431-
bérkarcinoma, MCF7-emldkarcinoma, HeLa-cervix carcinoma sejteken. Legelsd 1épésként a
vizsgalt fajokat szervenkénti bontdsban néztiik. Megéllapitottuk, hogy a fajok koziil a
St. recta szar kivonata mindharom sejtvonalon, a St. palustris szara a HelLa és MCF7
sejtvonalon, mig a levél és virag kivonata, valamint a St.germanica virag €s a St. byzantina
szar kivonata az MCF7 sejtvonalon 10ug/ml higitdsban mutatott 25% feletti hatast. Két
komponens az aukubin a HeLa sejtvonalon , a harpagid pedig az A431 ¢és HelLa sejtvonalon
90ug/ml koncentracioban mutatott 50% feletti citotoxikus aktivitast. Az aukubin az A431 és
MCF7, a harpagid pedig az MCF7 sejtvonalon 40% feletti citotoxikus hatast mutatott

90ug/ml  koncentracidban.



6. Az izolalt vegyiiletek kemotaxonomiai jelentésége

A Stachys nemzetséget Bentham a Stachydeae tribusba sorolja. Ez a tribus teljes
egészében részét képezi az Erdtman altal alkotott Lamioideae alcsaladnak. Egy harmadik
rendszerezd, Briquet azonban a nemzetséget egy olyan 6nallé alcsaladba sorolja (subfamily
Stachyoideae), mely a masik két rendszerezé beosztasaval csak részben egyezik. A Stachys
nemzetség kémiai vizsgalata, igy sajat vizsgalataink is megerdsiteni latszanak nemcsak az
Erdtman és Bentham féle felosztas szerinti elhelyezését a nemzettségnek, hanem jo egyezést

mutatnak a legijabb Wargraf és Cantino féle felosztassal is.



Ko6szonetnyilvanitas:

Ezaton is halas koszonetemet fejezem ki témavezetdmnek, Dr. Mathé Imre
tanszékvezetd egyetemi tanarnak az SZTE Farmakognoziai Intézet igazgatojanak a munkédm
folyamatos iranyitdsaért, tamogatasaért ¢s a disszertaciom elkészitésében nyujtott
segitsegéeért.

Koszondm Dr Toth Laszlo egyetemi docensnek a munkdm sordn nyujtott értékes
tanacsait.

Koszonettel tartozom néhai Dr. Mikléssy Vary Vilmosnak a ndvényi nyersanyag egy
részének begylijtéséért és azonositasaért.

Koszondm Dr. Veres Katalinnak a GC vizsgalatok soran ¢és az eredmények
kiértékeléséhez adott itmutatasait.

Koszonet illeti Dr. Czigle Szilviat a pozsonyi Commenius Egyetem adjunktusat a
kollegialis egyiittmiikodésért

Koszondom Dr. Janicsak Gabornak a denzitogrammok felvételét és a kiértékeléshez
adott tanacsait.

Koszonetemet fejezem ki Dr. Martinek Tamésnak és Simon Istvannak az NMR
spektrumok felvételéért és kiértékeléséért.

Koszonom Dr. Zupkd Istvannak a bioldgiai hatasvizsgalatok elvégzését és az
eredmények kiértékelését

Halas koszonettel tartozom Dr. Nagyné Szente Mariann laborasszisztensnek, akinek
tapasztalata segitett a munkam soran.

Koszondm tovabba a Farmakognoziai Intézet minden dolgozdjanak aki hozzajarult a
munkam elvégzéséhez és az értekezés Osszeallitasahoz.

Végiil, de nem ut6lséd sorban kdszondm Csaladom végtelen szeretetét és tamogatasat.
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