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1. Bevezetés

A Ballota nemzetség a Lamiaceae csaladhoz tartozik. Az els6 atfogd publikacio a
csalad felosztasardl Bentham-t6l szdrmazik Labiatarum genera et species (1832-36) cimmel.
Majd Briquet (1895-97), Erdtman (1945), Wunderlich (1967) felosztasra vonatkozo6 kutatasait
Cantino ¢és Sanders foglalta 0ssze 1984-ben. A Lamiaceae csalad nyolc alcsaladra oszthatd
Briquet szerint, ezek a kovetkezOek: Ajugoideae, Prostantheroideae, Prasioideae,
Scutellarioideae, Lavanduloideae, Stachyoideae, Ocimoideae, Catopherioideae. Erdtman a
Lamiaceae csalad két alcsalddra osztdsat javasolta, melyek a pollen morfoldgidjukban
kiilonboztek egymastél (Lamioideac és Nepetoideae alcsaldd). A  Ballota a
Stachyoideae/Lamioideae alcsaladban helyezkedik el (Erdtman, 1945), igy a korabbi irodalmi
adatok szerint rozmaringsav nem talalhatd benne és alacsony illoolaj tartalommal rendelkezik.

A Ballota nemzetség felosztasat Patzak készitette el 1958-ban. A kovetkezd tiz
szekciot alkotta: Ballota Patzak, Acanthoprasium Benth., Rubiformis Patzak, Acetabulosa
Patzak, Pseudodictamnus Patzak, Microphylla Patzak, Beringeria (Neck.) Benth. stricto sensu
Patzak, Microselidae (Briq.) Patzak, Stachydiformis Patzak, Royleoides Patzak. 33 faj
talalhat6 a nemzetségben foleg a Mediterran régidoban és Eurdzsidban.

A nemzetség Magyarorszagon gyakran el6forduld faja a Ballota nigra (fekete
peszterce), mely széles korben eléfordul Eurdpaban. Ruderélis novényként szemétlerakok,
illetve temetOk kornyékén fellelhetd tomegesen, elérve a majdnem egy méteres magassagot. A
legfontosabb felhasznalasi teriilete a B. nigra-nak idegnyugtaté hatasabol adodik, melyet a
fenilpropanoidoknak tulajdonitanak szdmos vizsgalat utan. Antioxidans és antibakterialis
hatasokkal is rendelkezik a hatéanyagspektrumtol varhatoan.
novénnyé¢ valt a Ballota nigra. Ennek ellenére ismereteink meglehetdsen hianyosak a névény
kémiajat és felhasznalasat illetden.

A nemzetség mélyrehatd tudomanyos kutatdsa az 1970-es években kezdddott.
Savona ¢s kutatdcsoportja a diterpének izolalasaval és szerkezet felderitésével foglalkozott. A
ballonigrint, ballonigrinont, ballotinont, ballotenolt, 7a-acetoxymarrubiint azonositottdk a B.
nigra-bol és a B. rupestris-bol. Seidel és munkatarsai 1996-t61 kezdve publikaltak a
fenilpropan szarmazékok ¢és flavonoidok izoldlasat a Ballota nemzetség képviseldibol. A fobb
izolalt komponensek a verbaszkozid, forszitozid-B, arenariozid és a ballotetrozid voltak.
Szintén izolaltak alisszonozid-ot, lavandulifoliozid-ot, valamint a nem glikozidikus

szarmazékot, a kaffeoil-almasavat.



2. Célkitiizések

Magyarorszagon a Ballota nem taldlhatd meg a gyogyszertari, valamint a
gyogynovény forgalmazasban. A tudomanyos irodalom nem tartalmaz mennyiségi
informéciokat a Ballota fajok legfobb hatéanyagcsoportjat illetden, a fenilpropanoid
szarmazékokrol. Ezek a komponensek, melyek izolalasaval, szerkezet felderitésével szamos
kiilfoldi publikacio foglalkozik, értékes taxondomiai jelzGanyagok lehetnek. Igy a
célkitlizéseink a kovetkezok voltak:

- Hatéanyagok izolalasa Ballota nigra-bol (diterpének flavonoidok, fenilpropan
szarmazékok). Ezek alapjan a hazai novényanyag hatéanyag Osszetételének jellemzése.

- Egy gyors, hatékony moddszer (vrk-denzitometria) kidolgozasa az antidepresszans
hatasért felelds fenilpropanoid szarmazékok mennyiségi meghatarozasara.

- A ndvényi szervek hatéanyag-felhalmozasban mutatkozo kiilonbségeinek felderitése.
A gybégyszerkonyvi drog (herba) fenilpropan szdrmazékok tekintetében mennyiben
mutatkozik kedvezének?

- Ezen komponensek mennyiségi valtozdsainak nyomon kovetése a vegetacids
periddus alatt az optimalis gylijtési id0 megallapitasara (majustdl oktdberig) a vacratoti
Okolodgiai és Botanikai Kutatdintézet kisérleti teriiletén.

- Az orszag kiilonbozo terlileteirdl végzett gylijtés soran a fenilpropanoid Osszetétel
mennyiségi vizsgalata annak megallapitasara, hogy vannak-e kiilonbségek az orszag tavoli
termdhelyein nevelkedett ndvények hatoanyagai kozott (kemotaxonomiai kiilonbségek
feltarasat, kedvezd gytjtési/termesztési korzetek kijeldlését teszi lehetdve).

- Egyéb meghonosithaté Ballota fajok (B. rupestris, B. hirsuta) 0sszehasonlitd
vizsgalata a B. nigra-nal még kedvezobb hatdanyag tartalmu drogok eldallitasara.

- A fenilpropanoidok antioxidans hatdsdnak igazolasa.

3. Anyagok és modszer

3.1. Novényi nyersanyag

A ndvényi nyersanyag begyljtése az elérni kivant célnak megfelelden tobbféle
helyrdl és kiilonb6z6 iddben tortént. Az izolalashoz 2004 majusaban a Magyar Tudomanyos
Akadémia Okologiai és Botanikai Kutatointézetének vécratoti kisérleti teriiletén gytijtottiink
Ballota nigra-t. Az éllomanyt botanikus kerti magcsere program keretében nyert magrol
neveltiikk. A vrk-denzitometrias vizsgdlatokhoz 2007 majusatol 2007 oktdberéig gylijtottiik a

ndvényanyagot egyrészt a kisérleti teriiletrél, masrészt Magyarorszag kiilonbozd vidékeirdl.



Ez esetben szaritas elott a fitomassza szervenkénti szétvalogatasara keriilt sor, azaz levél, szar,
generativ szervek, gyokér frakciokra, valamint a herbat képviseld foldfeletti hajtasra

kiilonitettiik el a begylijtott mintat.

3.2. Felhasznalt anyagok

A munka soran analitikai tisztasagu oldoszereket hasznaltunk (Merck, Germany). A
szaritott B. nigra ndvényanyagbdl metanolos aztatdssal készitettiink kivonatot. A metanol
desztillalasa utan vizben oldottuk a maradékot, majd dietil-éterrel, kloroformmal, etil acetattal
¢s n-butanollal extrahaltuk. Az igy nyert kivonatokat kiilonb6zé kromatografids eljarasokkal
(szilikagél oszlopkromatografia, preparativ vékonyréteg kromatografia, Sephadex
oszlopkromatografia) tisztitottuk a komponensek kinyerése céljabol. A sorozatos frakcionalasi
eljaras utdn a vegyliletek azonositasara és szerkezet felderitésére NMR spektroszkopiat
alkalmaztunk*. A forszitozid-B (FB), verbaszkozid (VE) és kaffeoil-almasav (CM) altalunk
izolalt komponenseket felhasznaltuk a tovabbi vizsgalatainkhoz. A kaffeoil-almasavat csekély
mennyisége miatt a PhytoLab-tol beszerzéssel potoltuk.

A denzitometrids meghatarozasokhoz visszafolyds hiitd felhasznalasaval 30 perces
melegitéssel készitettiink 25 ml térfogata kivonatokat. A vékonyréteg kromatografidhoz
Kieselgel 60 Fys4 aluminium ill., tiveglapokat hasznaltunk. A fenilpropan komponensek
denzitogramjainak felvétele IBM PC-kontrollalt Shimadzu CS-9301PC tipust denzitométer
(Japan) felhasznalasaval tortént. A fenilpropanoidok UV fény indukélta elnyelését

kihasznalva fluoreszcens modban tortént a mennyiségi méres.

4. Eredmények
4.1. Izolalas Ballota nigra-bél

A dietiléterrel extrahalt frakciobol izolalt martinozid (Abra 3.), ladanein (Abra 2.) és a
7a-acetoxiroyleanon (Abra 1.) komponensek jelenlétét a névényben a mi kutatdcsoportunk
irta le elsoként. A feniletanoid glikozidok (etil acetattal kivont frakciobdl izolalt), beleértve a
forszitozid-B-t is megtaldlhatdak mas Ballota fajokban is, de ez az els@ eset martinozid
izolalasdra az egész nemzetségbdl. A Ballota fajokbol szdmos labdan és klerodan tipust
diterpént izolaltak, de a 7a-acetoxiroyleanon az elsé kinoid tipusu diterpén a nemzetségbdl. A
ladanein jelenlétét igazoltdk mar a B. saxatilis-ben €s a B. hirsuta-ban csakiugy, mint a kozeli
rokon Marrubium nemzetség tagjaiban. Eredményeink nemcsak a nemzetségen beliili

kapcsolatokat tamasztjadk ald, hanem a Ballota és a Marrubium nemzetségek kozeli



rokonsagat a Stachyodeae tribusban Bentham allitdsainak megfeleléen. A feniletanoid
glikozidok, a martinozidot is beleértve, széles korben eléfordulnak a Lamioideae alcsaladban,
mely megfelel Erdtman rendszerezésének. Ezzel szemben a Nepetoideae alcsalddban csak
szorvanyos a jelenlétiik. Megfigyeléseink tdmogatjdk a kemotaxondémiai hasonldsagokat és
kiilonbségeket Erdtman (1945) és Cantino (1986), Harley és Wagstaff (1992) osztalyozasanak

megfelelden. Nem sikeriilt az izolaldsok sordn az alcsaladra egyébként jellemz6 iridoidokat

kimutatnunk.
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4.2. Fenilpropanoid szarmazékok vrk-denzitometrias vizsgalata B. nigra-ban

A Ballota nigra legtobb biologiai aktivitdsat (pl. idegnyugtatd, antioxidans,
antimikrobialis) a fenilpropanoid tartalomnak tulajdonitjdk. Az eldvizsgalatok soran
irdioidokat hasonldéan a Marrubium nemzetség fajaihoz ¢és eltérden a tobbi Lamioideae fajtol
nem sikeriilt kimutatni, s az illdlajtartalom is csak nyomokban jelentkezett hasonldéan az
alcsalad tobbi képviseldjéhez. Szamos szakirodalmi cikk jelent meg a fenilpropanoidok
izolalasarol, de egy LC-MS vizsgalat kivételével nem foglalkoznak publikaciok e
komponensek megoszlasaval. Ezért egy gyors vrk-denzitometrias mddszert dolgoztunk ki a
jellemz6é komponensek mennyiségi mérésére. A komponensek mennyiségi adatainak
valtozékonysagara vonatkozoan eddig nem voltak fellelhetdek informaciok a tudomanyos

irodalomban. A denzitometrias mérés optimalis feltételeinek kikisérletezése megtortént.
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Abra.3. Martinozid 1H és 13C kémiai eltolodasai

A fenilpropanoidok kvantitativ kinyerésére kiprobaltunk kétféle kivonasi modszert.
Az elsénél 30 percig melegitettiik a 0,5 g drog 25 ml metanollal késziilt oldatat visszafolyos
hiitét alkalmazva. A madsodik esetben a mintdt hiromszor 8 ml metanollal vontuk ki
ultrahangos flirdé felhasznalasaval, majd 25 ml-re egészitettiik ki a torzsoldatot. A
visszafolyos hiitd alkalmazasaval végzett melegitéses kivonas hatékonyabbnak bizonyult,
ezért a tovabbiakban ezt alkalmaztuk. A denzitometrids modszer optimalizalasa soran
meghataroztuk a detektalas modjat, melynél a Naturstoff és PEG 400 reagens adta a legjobb
eredményeket (Abra 4.). Az optimalis hullimhossz 395 nm volt. A kromatografias rétegek
el6hivasa utan 10 perccel 30 percig volt a legstabilabb a szin, igy ezt az idOperiodust

hasznaltuk a mérésekhez.

B. nigra kivonatok CM, FB, VE 5,10,15 pl B. nigra kivonatok

Abra 4. Egy kifejlesztett réteg detektalasa UV-ben (395nm) el8hivas utan



Kalibracios egyenest késztettink minden vizsgalt komponensnél, ahol
meghataroztuk a linedris részeket (CM: 0-1,65 pg; FB: 0-13,00 pg; VE: 0,60-10,50 pg).
Ugyancsak meghataroztuk a legkisebb detektalhaté mennyiséget (FB: 0,3ug; VE: 0,6pg; CM:
0,05ug) a mddszer érzékenységének megallapitdsdhoz. Ezen kiviil reprodukalhatosagot, mely
névényi mintdk esetén elfogadhato (1,90% CM; 0,88% FB; 1,57% VE), vizsgaltunk. A B.
nigra metanolos kivonatdban a fenilpropanoidok stabilabbnak bizonyultak soététben, mint

viladgosban tarolasnal.

4.3. Fenilpropanoidok mennyiségi valtozasai B. nigra-ban a vegetacios

periodus soran

A B. nigra-t, mint a Ballota nemzetség hazai és gyodgyszerkonyvi képviseldjét
valasztottuk ki a fenilpropanoidok vegetacids periodus alatti valtozasainak tanulmanyozasara.
Minden szervben megmértiik a komponensek iddbeli valtozasait. Ehhez a kifejlesztett vrk-
denzitometrids mddszert hasznaltuk. A mért komponensek a VE, FB és CM voltak. Mind a
harom vizsgalt komponensnél hasonld tendencidkat fedeztiink fel minden egyes ndvényi
szervben. A fenilpropanoidokat a f6 és a masod virdgzaskor, jiniusban és szeptemberben
termelte nagyobb mennyiségben a novény. A CM értékei joval kisebbek voltak, mint az FB és
VE esetén. A CM mennyisége fél szazalék alatt maradt (Abra 5.). A VE tartalom elérte a 12
%-ot (Abra 6.). Az FB legnagyobb mennyisége 7% volt (Abra 7.). Eredményeink fontos
adatokat szolgaltatnak a novény felhasznalasat illetden. Megallapitottuk, hogy a hajtds a
virdgzas stddiumaban tartalmazza a legtobb fenilpropanoid glikozidot. Ez a fenofézis

javasolhato a gydgyszerkonyvi drog gytjtésére.
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Abra 5. CM mennyiségének valtozasa B. nigra-ban a vegetacio alatt
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Abra 7. FB mennyiségének valtozasa B. nigra-ban a vegetacio alatt

4.4. Orszagos felmérés

A ndvényanyagot (B. nigra) 2007 nyaran 10 magyarorszagi leléhelyrdl és Brassobol
gyujtottiik. Az eredmények hasonlé tendencidkat mutattak a B. nigra vegetacios periodusanak
analizisénél tapasztaltakhoz. A CM tartalom itt is a legkisebb volt, de egy esetben elérte az
1%-ot. A juniusban gy(jtott mintdkban itt is emelkedett mennyiségben voltak jelen a
komponensek, mely megerdsiti korabbi méréseink eredményeit. Jaliusban magas
verbaszkozid értékeket mértiink a foti, opalyi, brassoi €s nagyvazsonyi mintakban. Ezzel
szemben augusztusban a Gyenesdidson, Rezin, Szddligeten és Szegeden gylijtott B. nigra

mintdkban csupan 1-2 % volt a fenilpropanoidok mennyisége (Téablazat 1, 2, 3).



e g Forszitozid B (%)
A gylijtes helye és ideje levél virdg | szar | hajtds | gyokér
junius 9. Szomolya 1,19 2,25 | 0,33 0,89 -
junius 17. Fot 1,04 1,55 | 0,18 | 0,56 -
junius 25. Fot 1,74 1,94 | 0,97 | 1,65 -
junius 30. Gydngydssolymos 1,07 1,99 | 045 | 0,97 -
julius 2. Fot 0,76 22 1059 | 1,17 -
julius 8. Opalyi 2,02 2,63 10,96 | 1,56 1,78
julius 11. Kerecsend - - - 3,04 0,49
julius 14. Brasso 1,07 2,82 | 09 1,34 1,9
julius 26. Nagyvazsony 0,69 1,73 | 0,15 1,65 0,9
augusztus 18. Gyenesdias - - - 0,24 0,3
augusztus 19. Gyenesdias - - - 0,62 -
augusztus 19. Rezi - - - 1,14 -
augusztus 21. Szbdliget 0,34 - - 1,04 1,27
augusztus 23. Szeged - - - 2,1 -

Tablazat 1. Forszitozid B tartalom a B. nigra ndvényi részekben a gytijtés helye, ideje alapjan

A gyiijtés helye és ideje Verbaszkozid (%)
levél virag szar | hajtas gyokér
junius 9. Szomolya 5,88 10,07 1,41 4,38 -
junius 17. Fot 1,77 7,64 0,12 2,45 -
junius 25. Fot 1,64 8,23 1,07 5,39 -
junius 30. Gyongyossolymos 0,86 2,49 0,35 1,03 -
julius 2. Fot 0,22 7,34 0,31 2,92 -
julius 8. Opalyi 2,63 10,48 | 2,06 4,05 6,64
julius 11. Kerecsend - - - 1,03 1,23
julius 14. Brasso 0,71 9,35 1,19 10,38 11,26
julius 26. Nagyvazsony 0,53 9,71 0,19 4,02 15,19
augusztus 18. Gyenesdias - - - 0,47 2,28
augusztus 19. Gyenesdias - - - 0,78 -
augusztus 19. Rezi - - - 0,88 -
augusztus 21. Szédliget 0,42 - - 0,98 1,63
augusztus 23. Szeged - - - 0,47 -

Tablazat 2. Verbaszkozid tartalom a B. nigra novényi részekben a gytijtés helye, ideje alapjan




.y , g Kaffeoil-almasav (%
A gylijtés helye és ideje levél virag Szar glaj)tés gyokér

junius 9. Szomolya 0,33 0,15 0,007 0,15 -
janius 17. Fot 0,24 0,07 0,004 0,03 -
janius 25. Fot 0,2 0,16 0,001 0,15 -
Jinius 30. | Gyodngydssolymos 0,07 0,04 0,006 0,06 -
julius 2. Fot 0,22 0,12 0,01 0,09 -

julius 8. Opalyi 0,24 0,19 0,12 0,15 0,01
julius 11. Kerecsend - - - 0,14 0

julius 14. Brasso 1,08 0,13 0,16 0,96 0,03
julius 26. Nagyvazsony 0,14 0,22 0,004 0,11 0
augusztus 18. Gyenesdias - - - 0,005 0
augusztus 19. Gyenesdias - - - 0,03 -
augusztus 19. Rezi - - - 0,05 -

augusztus 21. Szédliget 0,27 - - 0,17 0,02
augusztus 23. Szeged - - - 0,05 -

Tablazat 3. Kaffeoil-almasav tartalom a B. nigra ndvényi részekben a gyiijtés helye, ideje

alapjan

4.5. Fenilpropanoid profilok osszehasonlitasa B. nigra, B. rupestris és B. hirsuta

mintakban

Héarom Ballota taj (B. nigra, B. hirsuta, B. rupestris) fenilpropanoid tartalmat
hasonlitottuk 6ssze a kidolgozott vrk-denzitometrids modszer alkalmazasaval. A vizsgalt
komponensek ugyanazok voltak, mint kordbban. A legnagyobb mennyiségeket a levélben a B.
rupestrisnél mértik, ezt kdvette a B. nigra, végiil a B. hirsuta. Jellemzd tulajdonsag a CM
hianya a gyokerekben. A B. nigra gyokerében 4 %-os mennyiséget is elérte a VE tartalom.
Ezzel szemben a B. hirsuta és a B. rupestris esetében a gyokér FB-t termelt nagyobb
mennyiségben a VE-hez képest. Osszehasonlitva a kiilonbozé novényi szerveket a szar
tartalmazta a komponenseket (VE, FB) a legalacsonyabb mennyiségben. A harom faj koziil a

B. nigra mutatkozott a legkedvezébbnek a fenilpropanoidok minden szervre kiterjedd

crcr

4.6. Antioxidans hatas

Az antioxidans vizsgalatokat kétféle modszer felhasznaldsaval végeztiik. Egyrészt
patkanyagyon vizsgaltuk a lipid peroxidaciot gatlo hatast, madasrészt DPPH anyag
felhasznalasaval a gyokfogd aktivitast mértiik. Ballota nigra 50 %-os metanollal késziilt

kivonata mindkét esetben koncentraciofiiggéen hatdsos volt. Az izolalt, tisztitott



komponensek koziil a kaffeoil-almasav, a forszitozid B és a verbaszkozid lipid peroxidacio

gatl6 hatasa 91%, 84%, valamint 58% volt 60pg/ml koncentracional.

Az eddigi vizsgalatok alapjan Osszefoglaloan megéllapithatjuk, hogy jelentds
foldrajzi eredetnek tulajdonithaté kiillonbségek nem jelentkeztek, kovetkezésképpen a Ballota
nigra gyujtésére, ill. termesztésére hazank barmely korzete alkalmasnak mutatkozik. A
felhasznalds szempontjabol a virdgzasi fenofazisban, vagyis a késé tavaszi, kora nyari
idészakban torténd gylijtést javasoljuk, mert a virdgzat, levél magas fenilpropanoid tartalma
ekkor jarul hozza leginkdbb a hajtas (drog) kedvezOen magas hatdanyagtartalmahoz. Ez
egyben az antioxidans hatds szempontjabol is - a fenilpropanoidok erds antioxidans hatasa
miatt- szintén kedvezd. Az altalunk kidolgozott VRK-denzitometria gyors ¢és hatékony
modszernek bizonyult a drog hatdéanyaganak értékelésére (mely gyodgyszerkonyvi
felhasznalasra is ajanlhato). A harom megvizsgalt Ballota faj kozil a B. rupestris a B. nigra-
hoz hasonld, a levél esetében kedvezébb fenilaetanolid tartalmiinak bizonyult, igy e névény a

B. nigra mellett tovabbi részletesebb vizsgalatra javasolhato.

Koszonetnyilvanitas

Halasan koszondom Dr. Mathé Imre professzor Urnak, témavezetomnek folyamatos
tdmogatasat, biztatasat, kifogyhatatlan optimizmusat, épité gondolatait kutatd éveim alatt, a
disszertdciom elkészitésében nyujtott segitségét. Ugyancsak professzor Urnak koszondm,
hogy Vacratoton kutatdocsoportjanak részeként végezhettem munkamat a botanikus kert festoi
kornyezetében.

Koszonetemet szeretném kifejezni Prof. Dr. Hohmann Juditnak, az SZTE
Farmakognoéziai Intézet intézetvezetéjének és Dr. Torok Katalinnak az MTA Okologiai és
Botanikai Kutatd Intézet jelenlegi igazgatdjanak, akik lehetévé tették az intézeteikben a
munka véglegesitést.

Ko6szonom Dr. Janicsak Gabornak munkam kozvetlen koordindldsat, precizitasat,
kritikai meglatasait, segitségét a TLC-denzitometriai vizsgalatokban.

Kiilon koszonettel tartozom Dr. Téth Gadbornak az NMR-vizsgalatok elvégzéséért és
kiértékeléséért*.

Ko6szonom Dr. Gerald Blunden tdmogatasat, megjegyzéseit nagyban hozzajarulva

ezzel munkam tokéletesitéséhez.
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Koszonetemet szeretném kifejezni Szabd Krisztindnak a ndvényanyag begyljtésében
nyujtott segitségéért, valamint Juhdsz Janosnénak a laboratoriumunkban nyujtott sok
technikai segitségért.

Ko6szondm Réthy Borbalanak az antioxidans vizsgéalatok elvégzését.

Végiil, de nem utolsésorban haldsan koszonom férjem, Demeter Laszl6 aldozatkész
segitségét a disszertacidom technikai kivitelezésében. Halasan koszondom férjem és sziileim,
testvéreim folyamatos biztatdsat, szeretetteljes tdmogatasat céljaim elérésében.

A munka az OTKA 43148 palyazat keretében kapott pénziigyi tamogatast.
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