Néhany polimorf Lamiaceae faj variabilitasanak és
biologiailag aktiv anyagainak vizsgalata

PhD értekezés tézisei

Veres Katalin

Témavezetod: Dr. Varga Erzsebet
SZTE Farmakognoziai Intézet

Szegedi Tudomanyegyetem
Farmakognoziai Intézet

Szeged
2007



1. Bevezetés

A Lamiaceae csalad szamos illéolajban gazdag faja fontos gyogy- ¢&s
fliszernoveny. JelentOs résziik polimorf, mely tulajdonsag morfologia tekintetében
¢s a tartalomanyagok Osszetételeben egyarant megnyilvanul. Diverzitasukbol
kovetkezden fontos elméleti €s gyakorlati problémak vetddnek fel. Olykor nehézkes
a fajok rendszerezése, hidnyos a nemesit€ési munkakhoz sziikséges alapkutatas,
gondot okoz a mindségbiztositds. Ezzel 0sszefiiggésben az illoolaj-Osszetetel
valtozékonysaga modosithatja a fliszer gasztrondmiai értekét, gyogyaszati
felhasznalas esetén pedig befolyasolhatja a drog fiziologids hatasat. Nem véletlen,
hogy a kémiai, analitikai elemzések mellett egyre fontosabb szerepet jatszanak a
hatdéanyag-feltardé komplex farmakologiai vizsgalatok is.

Tobb Lamiaceae faj gyakorlati értekelésenel az illdolaj mellett tovabbi
anyagcsoportok 1is eldtérbe keriiltek. Ilyenek a hidroxi-fahéjsav szarmazékok
— els6sorban a rozmaringsav — mint fontos természetes antioxidansok, tovabba a
fiziologias hatéssal is rendelkezo triterpén-karbonsavak.

A fentiekkel Osszefliggésben a Lamiaceae csaldad komplex vizsgalata tobb
¢vtizede indult az orszag tobb, gyogynovényekkel foglalkozd kutatdhelyén,
Osszehangolt program szerint. Ennek a munkénak része a korabbi egyetemi doktori
disszertaciom ¢és a PhD értekezésem témajat képezO alakgazdag ¢s kémiailag
heterogén 1zs6p ¢€s szurokfii variabilitasdnak ¢€s beltartalmi jellemzoinek
tanulmanyozasa.

Mindkét faj esetében az 1990-es évek kozepeén kapcsolodtam be a nemesitést
megeldzo alapkutatasokba ¢s a Kertészeti Egyetem (ma Corvinus Egyetem) Gyogy-
¢s Aromanoveények Tanszéken folyod fajtanemesitési kiserletekbe. ElsOsorban
fitokémiai, fitoanalitikai vizsgalatok végzeseével jarultam hozza a kutatocsoport

tevékenységéhez.



2. Célkituzések

» 1zs6p - Hyssopus officinalis L.

A, Kékvirdgt” néven allamilag regisztralt hazai izsop fajta a parta szinét €s az
ill6olaj kémiai Osszetételét tekintve nem volt egységes, igy a drog és a beldle
nyert illdolaj mindsé€ge is bizonytalan volt. Ez tette sziikségess¢ a tovabbi
fajtaszelekcidos kutatdsok meginditdsat. A valogatas alapja az egységes kék
viragszin, magas illoolaj-tartalom ¢€s adott illoolaj-0sszetétel volt.
Célunk:

- kiilonb6z6 szarmazasa populaciok, szelektalt torzsek €s vonalak részletes

felmérése,
- a kiemelt tulajdonsagok tobbéves kovetése a letrehozott utddnemzedé-

kekben.

»  Szurokfli - Origanum vulgare L.

A szurokfli esetében nem allt rendelkezésre hazai fajta. Ezért keriilt sor a
nemesitési munka soran hasznosithat6 alapkutatasok meginditasara.
Célunk:
- kiilonb6z6 szurokfli populaciok illdolaj-mennyiségenek meghatarozasa és
Osszetételének feltarasa,
- 1lloolaj-stabilitasi vizsgalatok,
- allomanyfelmérés kedvezd kemotipusok kivalasztasara, egyedszelekcios
vizsgalatok,
- a magas illdolaj-tartalmt, mediterran Origanum vulgare subsp. hirtum
alfaj viselkedésének tanulmanyozasa hazai koriilmények kozott.
» Mindkét faj esetén a rozmaringsav felhalmozodasi dinamikaja és a fenolégiai
allapot kozotti 0sszefligges feltarasa.
» Metodika kidolgozasa Lamiaceae fajok oleanolsav/urzolsav tartalmanak egyi-
dejli mérésére. Kemotaxonomiai kovetkeztetések levonasa.
» Fiziologias hatasra iranyulé vizsgalatok, antimikrobas, antioxidans hatas

meghatarozasa.



3. Anyag és modszer

3.1. Vizsgalt novények

A ndvényi mintdkat az MTA Okolégiai és Botanikai Kutatd Intézetébdl
(Véacratot) szarmaz6, valamint a Budapesti Corvinus Egyetem kisérleti telepén
termesztett Hyssopus officinalis L., Origanum vulgare L. subsp. vulgare ¢és

O. vulgare subsp. hirtum (Link) Ietswaart populaciok szolgaltattak.

3.2. Kémiai analizis

A hatoanyag-vizsgalat a herba illdolaj-, rozmaringsav- ¢és oleanolsav/urzolsav-
tartalmanak mérésére, jellemzésére terjedt ki.

Az illoolajat vizgdz-desztillacioval nyertiik, alacsony illdolaj-tartalom esetén
hexan segedfazis alkalmazdsaval. Az illoolaj mindseégi Osszetételét GC, GC/MS
modszerrel vizsgaltuk. A komponensek azonositisa Kovats index, szamitogépes
adatbazis, valamint autentikus anyagok segitségevel tortent.

A rozmaringsav mennyisegét TLC-denzitometridval mértik.

Az oleanolsav ¢€s urzolsav egyidejii meghatarozasat szarmazekképzést kovetd

belsO standardos gazkromatografias modszerrel vegeztiik.

3.3. Farmakologiai vizsgalatok

Az antimikrobas hatds ellendrzése a MIC erték és a gatlasi zona
meghatarozasaval tortént, pozitiv kontrol mellett.

Az antioxidans aktivitas szkrinelését TLC kifejlesztés utan DPHH el6hivassal
veégeztilk, az antioxidans hatas er0sségét enzimfiiggetlen lipidperoxidasios (LPO)

rendszerben marhaagy homogenizatumon meértiik.



4. Eredmények és értékelésiik

4.1. Elovizsgalatok
Munkank a rendelkezésre allo allomanyok felmérésével, a kiilonb6z6 botanikus
kertekbol nemzetk6zi magcsere Utjan beszerzett, Magyarorszagon felnevelt
nagyszamu inhomogén, illetve mar szelektalt hazai populacio szkrinelésével indult.
Kiemelt szempontnak a viragszint, az illoolaj mennyis€gét €s az illdolaj dsszetételét
tekintettuk.
A munkatervben megfogalmazott részletes vizsgalatokhoz az alabbi taxonokat
valasztottuk:
o Hyssopus officinalis subsp. officinalis
- ,,Magyar” Kékviragh fajta (Gydgynovény Kutatd Intézet, Budakalasz), és
kék viragszinre szelektalt utddallomanyai
- ,,Német” fajta, koztermesztési anyag (Miiggenburg GmbH, génbanki
gyljtemenybol)
- ,,Bolgar” szelektalt fajta (Pharmaplant)
o Origanum vulgare L.
- subsp. vulgare
- subsp. hirtum szelektalt vonal

- subsp. hirtum (nemzetk6zi magcserébdl szarmazd hazai populacio)

4.2. Az izsopra vonatkozo fobb megallapitasaink
4.2.1. Morfologiai vizsgdlatok

Az izsoppal végzett morfologiai felmérések tobb ¢éven keresztil a
noveénymagassag, viragzathossz, virdgszin ¢és a virdgzas koraisdgdnak nyomon
kovetésével folytak. Osszehasonlitva a sziiléi allomanybol kivalasztott anyatdvek
adatait az utodallomanyok adataival, a keét-, illetve haroméves utddok a kovetett
tulajdonsagok koziil a novénymagassag €s a viragzathossz tekintetében elérték vagy
meghaladtak az anyatonél meért értékeket. A lila szin megjelenése egységes, a
koraisag az utodnemzedékekben kozepes volt.

A ,,Magyar” K¢kviragu ¢és a ,,Német” fajta alapallomanyat osszevetve fenoldgiai

bélyegnek tlinik a viragzas kezdetében tapasztalt kiilonbseg. A vizsgalati ciklus



harom éveben (1998-2000) a ,,Német” fajta egy-két héttel korabban viragzott, mint

a hazai.

4.2.2. Az illdolaj vizsgalata

Az illdolaj-felhalmozddas szempontjabdl fontos a levél, a szar €s a virag
tomegaranya, ezert az O0ssztomeg mellett a szervi aranyokat is mertiik a novény
kiilonb6z0 fenologiai stadiumaiban. A tomegarany jelentds szazalékat képezd szar
illoolajmentes, tehat nem mellékes, hogy azt a drog milyen mennyiségben
tartalmazza.

Neégy éven at (1998-2001) vizsgaltuk az illoolajtartalom alakulédsat a fenologiai
allapot fliggvényeben. Eredményeink szerint az illoolajtartalom maximuma, az
altalanos szemlélettel ellentétben nem a teljes virdgzas idején, hanem mar a
viragzatok differencialodasanak kezdetén megjelenik. Ez a megallapitasunk
mindharom vizsgalt izsop fajtara €rvényes. A magvas allapotban zuhanasszeriien
leesik az ill6olaj mennyisége. A masodhajtasokban ismeételten magasabb illoolaj-
felhalmozddast tapasztaltunk. Amennyiben a masodhajtas elérte a virdgzo allapotot,
ill6olajtartalma kozelitette az elsd viragzas idején mert értekeket. Az illoola;
felhalmozodasanak tendencidja az utddgeneraciokban nem valtozott. A harom 1zsop
fajtat 0sszehasonlitva, a ,,Magyar” illoolajtartalma a legmagasabb.

Az évjaratokat tekintve az illoolajhozamban jelentds ingadozast tapasztaltunk.
[rodalmi adatok szerint az illdolaj-tartalom évjaratok kozotti eltérése akar az
50 %-o0s szintet is elérheti. 1998-99 gyengébb hozamot eredményezett, mig
2000-2001-ben jelentOs volt az emelkedés.

Az illoolaj-tartalom mindségi 0sszetétele igen fontos kémiai bélyeg. Az ISO ¢€s a
korabbiakban érvényes Magyar Szabvany kovetelményeit figyelembe véve kiemelt
vegylletként vizsgaltuk az izopinokamfont — pinokamfont (egytttesen 50%) ¢és a
B-pinént. Tovabbi karakterisztikus bélyegnek tekintettiik a limonént is. A mindségi
osszetetel ellendrzésekor a felsorolt négy vegyiilet jelenlétét, mennyisegiiket ¢€s
egymashoz viszonyitott aranyukat tanulmanyoztuk.

Megallapitottuk, hogy a ,,Magyar” anyag fOkomponense a vizsgdlat harom
¢veben (1998-2000) az izopinokamfon, amely a vegetacios 1d6 folyaman lényeges

valtozast nem mutatott. A ,,Német” fajtdban az izopinokamfon, mig a bolgarban a



pinokdmfon volt a meghatarozo. A két vegyiilet egylittes mennyisége mindharom
esetben megfelel a szabvanyokban eldirt kovetelményeknek.

Az 1lloolaj-Osszetétel a négy kiemelt komponens tekintetében az
utodnemzedékekben egyezik a kordbbiakkal.

A harom fajta azonos iddpontokban mért kémiai fingerprintjébdl eltérd genetikai
hattér fenotipusos megnyilvanulasara kovetkeztetiink. Ezt alatamasztja az a tény is,
hogy a harom fajta kisérleti anyaga parhuzamos termesztésbdl szarmazott. Ennek
kovetkeztében a kemoszindroma sorokat eldidéz0, vagy azt befolyasolod tényezdk
azonosak voltak. A ,Magyar” fingerprintje a szelektalt egyedekben ¢és
utodallomanyaikban egységes, fenoldgiai hatast nem tapasztaltunk, és minden
esetben az izopinokamfon a f6 komponens. Ezzel szemben a ,,Német” fajtaban a
vegetaciod soran pinokamfon/izopinokdmfon aranyvaltozas mutatkozott. A ,,Bolgar”
fajtara a pinokamfon tulstly jellemzd. Munkacsoportunk 0 megallapitasa, hogy a
hajtasfejlodés soran a pinokdmfon mennyiségének novekedése mellett az
izopinokamfon aranya csokken. A valtozas ott a legintenzivebb, ahol a pinokamfon
a fokomponens. Esetinkben ez a ,Bolgar” kisérleti anyagnal volt a
legkifejezettebb.

A kovetett komponensek kvantitativ variacidjaként négy jellegzetes
kemovaltozatot irtunk le. A limonént jelentds mennyiségben (>30 %) tartalmazo
kemovaltozat a szakirodalomban leirtakhoz képest 0j informécio.

A komplex szelekcids munka eredményeként ma rendelkezesre all egy 1zsop
fajtajelolt, mely kiillemileg és illoolajosszetételét tekintve egységes, emellett
Eurdpdban egyediildlloan magas illoolaj-tartalommal rendelkezik. Munkank

végeredmeényeként rendelkezésre all a mindségbiztositott drog alapanyaga.

4.3. A szurokfiire vonatkozo fobb megallapitasaink
4.3.1. Az illdolaj vizsgdlata

A vizsgalatba vont két alfa; illoolajtartalmaban 1ényeges mennyiségi
kiilonbseget tapasztaltunk. Az O. vulgare subsp. vulgare illoolajtartalma 0,2% koriil
volt. Ezzel szemben a szelektalt O. vulgare subsp. hirtum esetén a vizsgalat €éveiben
magas ertékeket mértiink (2000-ben 4,3%, 2001-ben 5,3%). Ezen eredményeink

megegyeznek az irodalmi adatokkal. Az Origanum vulgare subsp. hirtumra



vonatkozo6 adatok azt is bizonyitjadk, hogy az alfaj genotipusanak kivalasztasa €s a
szelektalt vonal Magyarorszagi termesztésbe vonasa eredményes. A mediterran
noveny magas illdolaj-tartalma hazai korilmények kozott is megmaradt.

Az O. vulgare subsp. vulgare alfaj illdolajaban p-cimén (13-21%) ¢és
szeszkviterpén talsulyt taldltunk (22-24%). Az O. vulgare subsp. hirtum

karvakrolos tipusnak bizonyult 64—76 % karvakrol tartalommal.

4.3.2. llloolaj-stabilitasi vizsgadlatok

Illoolaj-stabilitasi vizsgalataink soran azt tanulmanyoztuk, hogy a tarolasi
korilmények mennyiben befolydsoljak az illoola; Osszetételét. Eredményeink
szerint a drogként valo tarolds Osszetételvaltozast 1 ¢ven beliil szamottevd
meértékben nem idézett eld. Ezzel szemben a ledesztillalt illdolaj Gsszetétele az 1
¢ves fagyasztva tarolas utdn a monoterpén tartomanyban jelentdsen megvaltozott,
mig a szeszkviterpén-osszetétel csaknem valtozatlan maradt.

Stabilitasi vizsgalatainkkal a mindségbiztositashoz szolgaltatunk hasznosithato

informaciokat.

4.3.3. Allomdnyfelmérés kemotipusok kivalasztdsira

A nemesitési munkat megeldz0 alapkutatasaink keretében a két Origanum alfaj
még nem vizsgalt inhomogén allomanyainak szkrinelését végeztik el egyedi
szinten. Célunk a magas illoolaj- €s rozmaringsav-tartalma, €s minél eltérobb
illoolaj-0sszetételii egyedek keresese volt.

Az O. vulgare subsp. vulgare egyedeinek illoolaj-tartalma alacsony,
felhalmozodasuk szintje 0,07-0,3% kozott valtozott. Rozmaringsav-tartalmuk
0,3-0,95% volt. Az O. vulgare subsp. hirtum egyedekben a felhalmozodo illoolaj
mennyisége lényegesen magasabb, 1,42-6,35%, a rozmaringsav-tartalom
1,41-2,06% kozott ingadozott. Az egyedek kozotti kiilonbség tehat az illoolaj-
mennyiseg €s a rozmaringsav-tartalom tekintetében jelentos.

Az O. vulgare subsp. vulgare egyedek rozmaringsav-tartalma haroméves
Osszehasonlitadsban is érdekes képet mutat. A vizsgalat masodik éveben, 2003-ban a

rozmaringsav-tartalom csaknem minden egyedben jelentésen megemelkedett. Ez



feltehetden évjarati hatas kovetkezménye. Ilyen irdnyu Osszefiiggést az illoolaj
esetében az adott iddintervallum alatt nem észleltiink.

Az 1lloolaj osszetetelet tekintve az O. vulgare subsp. hirtum valamennyi vizsgalt
egyede Pasquier altal jellemzett karvakrol kémiai csoporton beliil helyezkedett el. A
kivalasztasnal az illdolaj karvakrol tartalmat (alacsony, kozepes, magas) és az
egy¢eb major komponenseket (p-cimén, y-terpinén) vettiik figyelembe.

A 2002-ben kivalasztott alfajegyedek illoolaj-Osszetétele a vizsgalat tovabbi 2
¢veben csak részben felet meg a varakozasainknak. A fokomponensek
dominancidja megmaradt ugyan, de az egyes komponensek mennyiségi aranya tobb
esetben elteért a vart ertektol. Az eltérés kiilonosen szembetlind volt az alacsony
karvakrol tartalommal kivalasztott egyedek illoolajaban. Ezeknel a karvakrol
tartalom a varakozassal ellentétben emelkedett, mikdozben a prekorzor y-terpinén
mennyisege csokkent. Az ingadozds Osszefiigghet a klimatikus paraméterek
megvaltozasaval.

Hasonl6éan az O. vulgare subsp. hirtum alfajhoz az O. vulgare rendkiviil
heterogén allomanyabol a tervezett mikrobioldgiai vizsgéalatok miatt a minél

valtozatosabb illoolaj-Osszetetelll egyedek kivalasztasara torekedtiink.

4.4. A rozmaringsav mennyiségi vizsgalata

A rozmaringsav tartalmat tekintve — hasonloan az illoolaj-tartalomhoz — szintén
lényeges a szervi differencialodas. Szervi bontasban vizsgalva a rozmaringsav-
tartalmat az izsopban €s a szurokfiiben is, a levél + virdgban jelentds a felhal-
mozodas. Ezzel szemben a szar rozmaringsav-tartalma igen alacsony (0,1 % alatt).

A vizsgalt novények teljes vegetacids periodusara Kkiterjesztve kerestiik a
rozmaringsav felhalmozodasanak maximumat. A felhalmozddéasi  dinamikat
tekintve az els0 harom ¢év eredményei alapjan altalanos tendencidnak tiinik a
viragzas idejére esd6 — nem kiemelkedd — maximum. Esetenként a tavaszi €s az 0szi
hajtasokban 1s mutatkozott enyhe emelkedés. Az utddnemzedékek mérési adatai
hasonldk voltak.

Altalanosithatd megallapitas, hogy a gy(ijtési idé helyes megvalasztisa csak a
optimalis szervi aranyok ¢€s a hatdanyag-felhalmozodas dinamikdjanak ismeretében

lehetseges.



4.5. Oleanolsav/urzolsav mérés metodikajanak kidolgozasa

Az urzolsav ¢és az oleanolsav a Nepetoideae alcsalad nemzetségeinek
tobbsegeben eloforduld vegyiilet, de mennyiségiikre, illetve egymashoz viszonyitott
aranyukra vonatkozoan kevés irodalmi adat all rendelkezésre. Hasonld kémiai
szerkezetiilk miatt TLC-denzitometrids meghatarozasuk nem megoldhato. Ezért
modszert dolgoztunk ki a két vegyiilet egymas melletti mérésére. A szarmazek
képzést kovetd belsd standardos gazkromatografids meghatarozas lehetove teszi a
két vegylilet szelektiv mérését.

A modszer felhasznalasdval szamos Lamiaceae faj vizsgalatat végeztik el.
Valamennyi vizsgalt taxonra, koztiik az izsopra €s a szurokfli mintakra is jellemzo,
hogy az urzolsavtartalom tobbszordse az oleanolsavénak. Lényeges kiilonbség a két
faj kozott, hogy az izsopban mindkét triterpén-karbonsav mennyisége magasabb. A
nagyszami Lamiaceae faj/taxon meérési adataibél megallapithatd, hogy a
Lamioideae ¢s a Nepetoideae alcsaladra egyarant jellemz0 az oleanolsav €s az
urzolsav jelenléte, de mennyiségiikben szignifikdns kiilonbség tapasztalhato. A
Lamioideae alcsaladba tartozd taxonok kevesebb oleanolsavat és urzolsavat
tartalmaztak (atlagertékek: OS:0,012%; US: 0,023%), mint a Nepetoideae
alcsaladba tartozok (atlagértékek: OS: 0,263%; US: 0,638%).

4.6. Fiziologias hatasra iranyulo vizsgalatok
4.6.1. llloolaj-osszetétel es antimikrobas hatas kozotti osszefiiggések tanulmanyozasa

Mikrobiologiai vizsgalatainkhoz az O. vulgare subsp. hirtum 2004-bdl
szarmazoO, negy kiilonbozo oOsszetételli illoolajat hasznaltuk fel. A négy illdola;
komponenseinek 97,1-97,7%-at azonositottuk. A legmagasabb koncentracidban
eléforduld vegyiilet a karvakrol (65,09—81,33 %) y-terpinén (2,99-15,77 %) és
p-cimén (3,6—10,2 %) volt.

Az antimikrobas hatast Gram-pozitiv és Gram negativ (protonpumpaval
rendelkezé és protonpumpaval nem rendelkezd variansok) baktérium-, valamint
sarjadzdégomba-torzseken hasonlitottuk 6ssze, antibiotikum pozitiv kontroll mellett.
Parhuzamosan mértiik a tiszta vegyiiletek (a-pinén, szabinén, -pinén, o-terpinén,

p-cimén, limonén, y-terpinén, borneol, timol, karvakrol, B-kariofillén) hatasat is.



Az SZTE Orvosi Mikrobiologiai €s Immunbiologiai Intézetében végzett
vizsgalatok alapjan megallapitottuk, hogy az antimikrobas hatas tekinteteében
minden esetben a karvakrol jelenléte a meghatarozo annak ellenére, hogy a mellette

1évo egyéb komponensek is rendelkeznek enyhébb antimikrobas hatassal.

4.6.2. Rozmaringsav tartalom és az antioxidans hatas tanulmanyozasa

Rétegkromatografias vizsgalat soran, DPPH reagenssel detektalva, az 1zsop és a
szurokflli tomeganyagabol nyert 70%-0s metanolos kivonatot antioxidans hatasunak
talaltuk. A tajékoztatd vizsgalatokat kovetden az SZTE Gyogyszerhatdstani és
Biofarméciai Intézetével egylittmiikodve farmakologiai vizsgdlatokat végeztiink
né¢hany 1zso6p ¢€s szurokfii egyed 70 %-os metanollal nyert kivonatival a
rozmaringsav-tartalom és az  antioxidans hatds  kozotti Osszefiiggés
tanulmanyozasara. A szurokfli valamennyi kivonata koncentraciofliggden gatolta a
lipidperoxidaciot.

Feltind, hogy az izs6p kivonat antioxidans hatdsa — joval alacsonyabb
rozmaringsav-tartalma (0,3—0,4 %) ellenére — nem marad el a viszonylag magas
rozmaringsav-tartalma (0,93—-1,41 %) szurokfiictdl. Ebbdl arra kovetkeztetiink,
hogy a rozmaringsav kiemelt szerepén tul az antioxidans hatasban egye¢b
vegyiiletek is szerepet jatszanak, melynek feltarasa tovabbi komplex vizsgalatokat

tesz sziikségessé.
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