El6zetes vizsgalataink alapjan lucerna esetében a kilonbdzo [viz, viz-metanol (50%-
50%), etil-acetat, hexan] extraktumok kdzil csak a vizes kivonat mutatkozott hatékonynak, és
ez is csupan az Aedes aegypti csipészunyog larvain. A nyers kivonat 0,1%-0s koncentracioja
100% mortalitast okozott a 8. napon. Ezt a vizes kivonatott tovabbi 6 frakciora bontottuk
Sephadex G-25 oszlop segitségével. (Elvalasztas vizes lemosassal molsuly alapjan.) A
frakciokat kulon-kilon és Gjra egyesitve is teszteltilk szanyog larvakon, azonban a nyers
kivonathoz képest rendkivil alacsony hatékonyséagot (0,1% koncentracioban 0-10%
mortalitas) tapasztaltunk. Csupan az Ujra egyesitett frakciok és ezek is 6tszor nagyobb
koncentracidban (0,5% koncentracioban 70% mortalitas) mutattak némi hatékonysagot.
Mindez arra utal, hogy a hatékonysagért felels vegyiilet(ek) vagy fennmaradt(ak) az
oszlopon vagy a hatasért tobb vegyiulet egylittes jelenléte sziikséges, melyek esetleg az
izolalas és a tarolas soran elbomlottak, atalakultak. Mindezek olyan szeparalasi es tesztelési
nehézségeket vetitettek elére, melyektdl rovidtavon nem volt siker varhatd. Ezért jbol
beemeltik projektiinkbe - a szerzédéskdtéskor pénzhiany miatt kihagyott - Ajuga chamaepitys
infi-faj vizsgalatét.

Kutatasaink tematikaja két, vizsgalati modszereiben alapvetéen kiillénbdzé terlletre
tagolodik, agymint bioldgiai hatasvizsgalatok kiillonb6zé izeltlabtakon és kémiai-analitikai
munkék (szeparalés és anyag meghatéarozas). Ezek a vizsgalatok parhuzamosan folytak az
MTA Novényvédelmi Kutatointézetének laboratoriumaiban, a Szegedi Egyetem
Farmakognoziai Intézetében, illetve a neoklerodanok meghatarozasa céljabdl méreseket
végeztiink a barcelonai Egyetem Fitokémiai Laboratoriumaban. A vizsgalatokhoz a névényi
anyagokat az MTA NKI kisérleti telepén allitottuk elo, és itt tartottuk fenn a tesztekhez
szlikséges izeltlabu fajok tenyészeteit is.

BIOLOGIAI HATASVIZSGALATOK

Teljes ndvényi drlemények vizsgélata:

Az Ajuga bracteosa Benth., A. chamaepitys (L.) Schreb. és A. reptans var. reptans
Linnaeus 6rlemenyeinek az aszalvanymoly (Plodia interpunctella Hiibner) posztembrionalis
fejlédesere gyakorolt hatasait vizsgaltuk. Az érlemeények kozll az A. bracteosa és A. reptans
var. reptans ~2000 ppm, mig az A. chamaepitys ~100 ppm valtozatos dsszetételi
fitoekdiszteroidot tartalmazott. Mig az A. reptans var. reptans-ban a 20-OH ekdizon, addig az
A. bracteosa-ban a ciaszteron szarmazékok voltak tdlsulyban. Az érleményeket 1, 2, 4 és 8
%-0s koncentracidban az altalunk kifejlesztett Plgp,-tapba kevertiik. A legerésebb és

legsokreétiibb hatast az Ajuga reptans var. reptans mutatta, mely 8 %-os koncentracioban



(=160 ppm fitoekdiszteroid) — azon tal, hogy kétszeresére névelte a posztembrionalis
kifejlédéshez sziikséges idot és csokkentette a babok sulyat — szamottevé mortalitast (77 %) is
okozott. Az A. chamaepitys jelentds taplalkozast gatlé hatast mutatott, s 8%-0s

koncentracidban otodére csokkentette a babok sulyat. (részletesen a 7. publikacio)

Novényi kivonatok vizsgélata vizi é16 szervezeteken:

Az infi fajok nyers (100%) metanolos kivonatait teszteltiik az A. aegypti csip6szinyog
faj Lo-3-as larvain, kilonb6zé koncentraciokban (0,1 — 5 %). A kivonatokat beszaritas utan a
kisérleti allatok viz él6kdzegében oldottuk fel. Az extraktumok vizoldhaté komponensei
topikélisan, a killtakaron felszivodva fejtik ki hatasukat, mig a vizben nem oldddo részekkel a
larvak tledékevésiik soran (per os) keriilnek kapcsolatba. A tesztallatok mortalitadsat 10 napig
kovettlk figyelemmel, azaz amig a kontroll egyedek tébbsége imagova fejlédott. A nyers
extraktumok hatékonysagi sorrendje 0,1 — 0,2 %-0s koncentracioban a kdvetkezo volt: A.
bracteosa (80% mortalitas) > A. reptans (60% mortalitas) > A. chamaepitys (38% mortalitas).
A. reptans névénnyel vegeztiink tovabbi vizsgalatokat. A nyers kivonatot elétisztitas utan
Sep-Pak Cyg 0szlopon, (10%, 60% és 100%) metanolos frakciokra valasztottuk szét, majd
ezek hatasat is vizsgaltuk szunyoglarvakon. Megallapitottuk, hogy a 10 % és a 60 %-0s
frakciok nem gyakorolnak hatast az A. aegypti-re, mig 100 %-os frakcio a nyers kivonathoz
hasonlé mértéki mortalitast okozott (0,1 %-0s d6zisban ~80 %-0s mortalitas a 10. napon).
Mivel a vizsgalataink alapjan ismerte valt az Ajuga kivonatok csipészinyogokra toxikus
hatésa, ezért felmerilt, hogy ezek a kivonatok gyakorlati alkalmazas esetén, milyen hatast
gyakorolnénak a nem célzott vizi életkbzdssegekre? A harom kilonbozé infi faj metanolos-
vizes frakcidit (10%, 60% és 100%), valamint az Ajuga fajok altal is termelt két
fitoekdiszteroid (20-hidroxi-ekdizon; Makiszteron A) tiszta hatéanyagot teszteltiik a nagy
vizibolhan (Daphnia magna). A teszteket az ISO szabvany 48-6ras immobilizacios
protokollja, illetve a kemoluminesszencia valtozasan alapulé modszer szerint vegeztik. Az
Ajuga kivonatok még extrém magas (1-5%) koncentracidéban sem voltak toxikusak a 48-6ras
tesztekben, azonban 96-0ras kitettséget kovetéen mar jelentds (85-100%) mortalitast
tapasztaltunk a 10% és 60% frakciok, valamint a tiszta hatdanyagok esetében is. Ezek a
vizsgalatok az eredeti és elfogadott tématerviinkben nem szerepeltek. (részletesen a 3.; 4.; 5.
publikaciok)

Novényi kivonatok vizsgalata szivo szajszervi rovarokon:




A szunyogteszthez hasonldan a fenti infii fajok nyers és Sep-Pak Cg 0szlopon tisztitott
frakcioit teszteltiik gyapotpoloskan, és borso levéltetin, a fiatal larvak (L,) ivovizébe illetve a
levéltetvek szintetikus tapjaba keverve. A levéltetii tesztben az A. bracteosa > A. chamaepitys
> A. reptans, mig a gyapotpoloskan az A. reptans > A. bracteosa > A. chamaepitys
hatékonysagi sorrend alakult ki a nyers kivonatokat illetéen. A Sep-Pak C5 (10%, 60% és
100%) metanolos frakciok kozul a 60%-os frakciok mutattak a nyers kivonatokhoz hasonlo6
mértéki hatékonysagot. Ami a gyapotpoloska esetében 0,5%-0s koncentracio mellett 100%
(A. reptans), ~80% (A. bracteosa) és ~65% (A. chamaepitys) mortalitast jelentett a kezelést
kovet6 10. napon. A borso levélteti esetében, 0,1% koncentracio mellet az A. bracteosa
100%, az A. chamaepitys ~85% és az A. reptans 60% mortalitast okozott a kezelést koveto 10.
napon. A 10%-0s Sep-Pak frakcidk hatastalanok voltak, mig a 100%-os frakcidk kozil
egyediil az A. chamaepitys volt hatékony mindkét tesztallaton. Ez a gyapotpoloska esetében a
60%-o0s frakciohoz hasonld (~60% mortalitast), mig a borso levéltetiinél, annal nagyobb,

(100%) mortalitést jelentett. (részletesen a 6. publikacio)

Tisztitott fitoekdiszteroidok tesztelése:

Serratula sp.-bdl kivont tiszta ekdiszteroidokat (20E, Ekdizon, Polipodin B,
Ajugaszteron C) teszteltiink borsé levéltetiin. Ezek a hatéanyagok az Ajuga-fajokban is
megtalalhatok. Koziluk a 20E és a Polipodin B bizonyult a leghatékonyabbnak (LCso = 1,07
ppm és 0,21 ppm), mig a metanolos Ajuga kivonatok koziil a 60% -os (metanol/viz) Sep-pak
frakcio mutatkozott a leghatékonyabbnak mind a borso leveéltetiin, mind a gyapotpoloskan. Ez
a frakcid tartalmazta a legnagyobb mennyiségben a hatékonynak mutatkozé ekdiszteroidokat.
Tovébbi az Ajuga fajokra nem jellemzé fitoekdiszteroidok (dacrychainansterone, 25-OH-
dacrychainansterone, pterosterone, 22-deoxy-20-hydroxyecdysone, integristerone,
isovitexirone, herkesterone, turkesterone) tesztelését is elvégeztiik borsé levéltetin. Ezek
kdzil a dacrychainansterone bizonyult a leghatékonyabbnak (LCsp a 4. napon = 0,16 ppm).
Mindezek az adatok a kés6bbi hatas-szerkezet 6sszefliggések feltarasaban lehetnek jelentések.

(részletesen a 2. és 6. publikaciok)

KEMIAI-ANALITIKAI VIZSGALATOK
Ajuga chamaepitys:

A két ndvényi mintat eltéré6 modszerekkel tisztitottuk. Az A. chamaepitys esetében
[2129] - kizardlag a neoklerodanok kinyerése céljabdl — egyszerusitett, un. diklormetanos

(DCM) feltarast alkalmaztunk. Az extrakciot kdveté beszaritas utdn a maradékot 50%-50%



hexan és metanol (95%), valamint viz (5%) eleggyel particionaltuk. A hexanos (H1) rész és a
metanolos (M1) rész szétvalasztasa utan tovabbi particiokat végeztink (H1+metanol és
M1+hexan). Ezt kdvetéen az azonos olddszeres particiokat egyesitettiilk majd N, alatt
beszaritottuk. A mintak tovabbi eldtisztitasa szilikagél oszlopon tértént. A neoklerodanok
meghatarozasat a Spanyol egyuttmtikddés keretében végeztiik. EI6zetes eredmenyeink alapjan
a mintainkban deacetil-ajugarin 1V, dihidro-klerodin, ajugatansin A3, ajugaorientin, clerodin,
ajugatansin Al, ajugatansin A2, és ajugareptansin volt kimutathatd. Ezek a vizsgalatok még
nem zarultak le tekintettel arra, hogy a 2005 évi elvonasokat az utazasi keret terhére

szamoltuk el.

Ajuga reptans:

A poritott Ajuga reptans var. reptans fold feletti részének [1240g] kivonasat
metanollal (15 L) végeztiik szobahémérsékleten perkolalassal. A kivonat szaraz maradéka
159,5 g volt, amit metanolban (800 ml) oldottunk, majd 800 ml acetont adtunk az oldathoz. A
kivalt csapadékrdl dekantéltuk az acetonos-metanolos oldatot, és a csapadekot 200 ml aceton-
metanol 1:1 aranyu elegyével mostuk. Az oldat és a mosofolyadek beparlasa utdn a maradék
141,8 g volt, melyet 800 ml metanolban oldottuk és 1600 ml acetont adtunk az oldathoz. A
kivalt csapadékrdl az oldatot dekantaltuk, majd a csapadékot 300 ml aceton-metanol 2:1
aranyu elegyével mostuk. Az igy nyert oldat és mosofolyadék beparlas utan 113 g szaraz
maradékot adott, amit 500ml metanolban oldottunk. Az oldathoz 100 ml vizet adtunk és
10x200 ml n-hexannal kiraztuk. A vizes metanolos oldat maradéka beparlas utan 99,9 g volt.
Ezt 250 g poliamidra adszorbeéltattuk, majd a poliamidra adszorbealtatott mintat 250 g
poliamid oszlopra vittik fel. A poliamidrol az ekdiszteroidokat vizzel és vizes metanol
kilénbdzo aranyu elegyeivel (9:1 és 8:2 v/v) elualtuk. Az eludlasra hasznalt viz és a viz-
metanol elegyek térfogata rendre 3L, 2L és ismét 2L volt. Az eluatumokat bepéroltuk, a

bepérlasi maradékok 68,9g, 5,1 g és 2,7 g voltak.

A poliamid oszloprdl vizzel elualédott anyagokat (68,9 g) forditott fazisu vakuum
oszlop-kromatografiaval (RP-CC) frakcionaltuk tovabb. A mintat két részletben dolgoztuk fel.
A 2 x 34,45 g anyagot 30 %-o0s metanolban (8 ml) oldva oldat formajaban vittik az oszlopra
(150 g). Az ekdiszteroidok eluélasat gradiens elucioval hajtottuk végre viz-metanol kiilonbdz6
aranyu (30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 % és 60 %) elegyeivel. 200 ml-es frakcidkat

szedtunk. Minden egyes gradiens Iépésnél 1000 ml olddszert hasznaltunk.



Az RP-CC-vel nyert 16-18 frakcid anyagat rotacios planar kromatogréafiaval (RPC)
szeparaltuk tovabb. Kétlépéses gradiens elucidt hasznaltunk diklérmetan-metanol-benzol
(50:5:3 v/viv és 25:5:3 viviv) elegyekkel (minden Iépésben 100 ml olddszerelegyet
hasznaltunk). A lemez regeneralasat 50 ml metanollal végeztik. A mozgo fazis atfolyasi
sebessége 4 ml/perc volt. 10 ml-es frakcidkat szedtink. Az RPC-vel nyert 6-0s frakciobol
kristalyositassal tiszta anyagot kaptunk (1 jelzésii anyag).

Az RPC-vel nyert 3-4 és a 8-9 frakcidk anyagait ismételt RPC elvalasztasnak vetettiik
ala. Az elvalasztasoknal izokratikus eluciot alkalmaztunk dsszesen 120 ml diklormetan-
metanol-benzol (50:3:2 v/v/v) eleggyel. A szeparalas koriilmenyei a tovabbiakban
megegyeztek az elobbiekben leirtakkal.

A 3-4 frakcidkbol az ismételt RPC-vel nyert 7-9 és 10-11 frakciok tiszta anyagot
eredményeztek (2 és 3 jelzésii anyag, 1,2 mg és 1,4 mg), a 18-20 frakciokbdl NP-HPLC
tisztitassal kaptuk a 4 jelzési anyagot (1,1 mg).

Az elsé RPC 8-9 frakciojabdl az ismételt RPC-vel jutottunk az 5 jelzésti anyaghoz (7-12
frakcio) (11 mg).

A poliamid oszloprdl a viz-metanol 9:1 és 8:2 eleggyel nyert anyagokat (7,8 g)
egyesitettiik és 24 g aluminium-oxidra adszorbealtattuk. Az aluminium-oxidra
adszorbedltatott mintat 160 g aluminium-oxidot tartalmazo oszloptéltetre vittik. Vakuum
oszlopkromatografias kérilmenyeket alkalmazva diklérmetant és diklormetan-etanol (96 %)
elegyekkel (95:5, 9:1, 85:15, 8:2 és 7:3 v/v) tortent az ekdiszteroidok elualasa. Gradiens
Iépésenként 10-10 frakciot szedtink. A frakciok térfogata 100 ml volt. Az anyagok
szeparalddasat rétegkromatografiaval ellenériztiik. Az azonos anyagokat tartalmazo
frakciokat egyesitettiik. Az egyesités soran 3 ekdiszteroidokat tartalmazo frakciot nyertiink,
melyek rendre a kdvetkezok voltak: 14-20 frakcio 0,39 g, 21-40 frakcio 0,61 g és 41-50
frakci6 0,1 g.

A 21-40 frakcio anyagat 40 g forditott fzisi C-18 toltetet tartalmazo oszlopon
vakuum oszlopkromatogréafias kortlményeket hasznalva frakcionaltuk tovabb. Az oszlopra az
egyesitett frakciok anyagat 30 %-0s vizes metanolban oldva (8 ml) vittiik fel. Az anyagok
eludlasat a fentiekhez hasonloan, az RP-CC-nél megadott viz-metanol elegyekkel végeztik.

A forditott fazisu oszlopkromatografiaval nyert egyesitett frakciobol (6-7 frakcid)
RPC elvalasztasanal nyert 2-6 frakcidt egyesitettiik és ismételt RPC-vel frakcionaltuk tovabb.

Az ismételt RPC-vel kapott 8-as és 12-13-as frakciokbdl kristalyositassal tiszta anyagot



nyertlnk (6 és 8 jelzésii anyag, 5 mg, 4 mg). A 9-10 és a 16-20 frakciét NP-HPLC-vel
tisztitottuk tovabb, igy nyertiik a (7 és 9 jelzésti anyag, 1,7 mg, 1,1 mg).
Az RP-CC oszlop 18-22 frakcidjabdl RPC-vel (16-17 frakcid) tiszta anyagot nyertink (10

jelzésii anyag, 1 mg) kristalyositassal. (részletesen a 8. publikacio)

Az izolalt ekdiszteroidok szerkezetének meghatarozésat 1D- és 2D-NMR
spektroszkopiaval hajtottuk végre. Osszesen 10 ekdiszteroidot nyertiink az Ajuga reptans var.
reptans-bol, melyek koziil 7 szerkezete azonosnak bizonyult az irodalom alapjan korabban
mar izolalt ekdiszteroidokkal. Ezek a kdvetkezok voltak: 20-hidroxiekdizon 3-acetét 1,
ciaszteron 3-acetat 2, ajugaszteron B' 4, ajugalakton 6, szengoszteron 8, ciaszteron 7, 29-nor-
ciaszteron 9. Egy vegyulet szerkezet-meghatarozasa folyamatban van, két vegytlet a
szerkezetvizsgalatok soran Uj termeszetes anyagnak bizonyult. Ez utébbiak: 23-hidroxi-
kapitaszteron (5.) és a 24-etil-24,26-dihidroxi-taxiszterol 26-metilat (10.). A két (]
ekdiszteroid kozll az utdbbi ekdiszteroid teljesen Uj tipusu alapvazzal rendelkezé
ekdiszteroid, egyrészt az elsé metilat az ekdiszteroidok kozott, masrészt oldallanca
tobbszorosen hidroxilezett, mint az ismert ekdiszteroidoknak

Az Ajuga reptans var. reptans-bol eddig izolalt ekdiszteroidok kozil a 29-nor-
szengoszteront, a 20-hidroxiekdizon 3-acetatot a ciaszteron 3-acetatot és a 29-nor-ciaszteront
elséként nyertik ki ebb6l az Ajuga fajbol.

A fékomponenseket ado 20-hidroxiekdizon tartalmat, ezen kivil a 23-hidroxi-
kapitaszteron, ciaszteron, ajugalakton szazalékos mennyiségét TLC/denzitometrias
mérésekkel hataroztuk meg. A 20-hidroxiekdizon tartalom 0,08 %, a 23-hidroxi-kapitaszteron
tartalom 0,0009 %, ciaszteron tartalom 0,0003 %, ajugalakton tartalom 0,0004 % volt.

Az eredményeinkrél publikéaciok készitése folyamatban van.

Az izolalt ekdiszteroidok szerkezete:

20-hidroxiekdizon 3-acetat 1 ciaszteron 3-acetat 2



23-hidroxi-kapitaszteron 5

ajugalakton 6 szengoszteron 7

ciaszteron 8 29-nor-ciaszteron 9

24-etil-24,26-dihidroxi-taxiszterol-26-metilat 10.



