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Osszefoglalas: Vizsgalataink sordn két fajjal, a Datura stramoniummal és a Datura arboredval dolgoztunk.
Az elmiilt években a hazai kébitdszer fogyasztis novekedésével parhuzamosan, a klasszikus drogok haszndlata
mellett mds anyagok kiprobalasa is egyre elterjedtebbé vilt. Ide sorolhaték a Datura-fajok, melyek alkaloid
tartalmuk miatt hallucinogének (OsvATH et al. 2000). Vékonyréteg-kromatografids vizsgalatokkal az alka-
loidok mennyiségét hasonlitottuk ossze a két fajban. Atropinmérgezés felismerése gyakran nehézséget jelent
a mindennapi orvosi gyakorlatban. D. stramonum vagy D. arborea dltal okozott mérgezések megallapitdsdhoz,
illetve megkiilonboztetéshez molekuldris médszereket haszndltunk. Els6 1épésként DNS-t izoldltunk a mintdk-
bdl, majd az ITS4-ITSS régiot amplifikdltuk. Ezt kovetSen elGszor a szekvencidk osszeillesztésével szekvencia
szintl kiilonbségeket, majd ezekre a kiilonbségekre enzimeket kerestiink. Sikeriilt a két fajt mind kromatogra-
fids, mind molekuldris médszerekkel elkiiloniteni. A kapott eredmények tovabbi vizsgdlatokhoz nyujtanak
kiindulési alapot.

Bevezetés

A novények minden része, de f6ként a leveliik és a magjuk tartalmazzdk a paraszimpa-
tikus idegrendszert bénité atropin és szkopolamin tropan-vézas alkaloidokat. Magyaror-
szagon tiladagolas kovetkeztében haldlesetek is el6fordultak, de a hallucindciés tiinetek
népi élményanyaga is gazdag (KOCzIAN 1979). A maszlagot gyakran LSD helyettesitd
szerként alkalmazzdk, mivel hallucinogén hatdsa hasonld, de jelentGsen olcsébb és a
természetben vald elterjedtsége miatt Iényegesen konnyebben hozzaférhets (D1GiacoMO
1968). Maszlagmérgezés esetén a helyes diagndzis megallapitdsat neheziti, hogy az
atropin kimutatdsa nem szerepel a rutinszertien végzett toxikologiai tesztek kozott.

Miklés E-né és mtsai (2001) Datura arborea viragaban és levelében mérték az atro-
pin és a szkopolamin tartalmat. Somogy és Baranya megye tobb helységébdl gyijtott
levél- és viragmintdk vékonyréteg-kromatografias és denzitometrids alkaloid vizsgélata
alapjan megallapitottak, hogy a kiilonbozd virdgszint cultivarok kozel ugyanabban az
id6pontban leszedett mintdiban az atropin- és a szkopolamin-tartalom valtozatos: vannak
alkaloidmentesek, de tobbségiik alkaloidban gazdag. Az atlagok ugyan nem tiikrozik a
sz€lsbségeket, de arra alkalmasak, hogy megéllapithat6 legyen a novények alkaloid-fel-
halmozé képessége. A cserjés maszlag levele, kiilonosen pedig virdga potencidlis hallu-
cinogén, akdrcsak a csattand maszlag levele (MIKLOSNE ES MTSAI 2001).

A ndvény alkaloidjainak antikolinerg hatdsa miatt a hallucinacidk mellett szamos
egyéb stilyos, gyakran életveszélyes tiineteket is okozhat. A fogyaszték édltaldban nem
rendelkeznek megfeleld informacidkkal a novény veszélyességérdl, illetve a magok
alkaloid tartalmardl, igy felhasznalasuk gyakran vezet stilyos mérgezésekhez. Az atropin
2-3 mg-os adagban még csak fizikalis tiineteket valt ki, 3—5 mg mar pszichés tiineteket
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is okoz, 10 mg pedig delirézus tudatzavar kialakuldsahoz vezet (KNOLL 1990, PETHO
1989), haldlos mérgezés 100-150 mg utdn kovetkezik be. Mivel egy mag kb. 0,1 mg
atropint tartalmaz, 100-150 mag elfogyasztdsa mar stilyos mérgezést jelent. Az elfo-
gyasztds, illetve a felhaszndlds utan a tiinetek dltalaban 30-60 perc milva mutatkoznak.
Ilyenkor a pszichés és a szomatikus tiinetek egymassal szovédve alakitjdk ki a jellegze-
tes klinikai képet (DIGIACOCO 1968, GOLDSMITH ES MTSAI 1968). A novény fogyasztisa
atropinmérgezést, igy antikolinerg deliriumot is okozhat, melynek felismerése gyakran
nehézséget jelent a mindennapi orvosi gyakorlatban, és a paciensek intoxikalt allapota
miatt pedig érdemi anamnézis a szerhaszndlatra vonatkozéan legtobbszor nem nyerhetd.
Kis mennyiségii minta — akdr gyomortartalombdl is — lehetévé teszi, hogy a D. stramo-
num vagy D. arborea ltal okozott mérgezéseket megéllapitsuk, ill. megkiilonboztessiik.

Anyag és modszer

A vizsgalatokat friss és szaritott mintdkkal végeztiik.

Friss mintdk (2002. szeptember, Pécs): Datura stramonium levél (varos hatardn
szantéteriiletr6l), D. arborea levél (hazi kertbdl), D. arborea fiatal levél (hazi kertbdl).

Szaraz mintdk és szarmazasuk: Datura stramonuim levél (1995. Pécs), D.
stramonium levél (2001. 07. 10. Pécs), D. arborea fiatal levél (2000. 08. 30. Kapos-
mérd), D. arborea levél (2000. 09. 12. Kaposmérd).

A DNS izoléldsdhoz Zenogene kitet hasznaltunk. Az ITS régi6é amplifikdldsa ITS4 és
ITSS primerekkel tortént PTC-200 GradientCyclerTM (MJ Research, INC.) késziilék-
kel. A PCR reakci6 50 pl végtérfogat volt, mely tartalmazott 2ul-t mindkét primerbdl (10
pmol/ul), 8ul templdt DNS-t, 13ul 4xPCR mixet (4x Taq puffer, 0,8 mM dNTP, 6mM
MgCl,) és 1 Unit Taq polimerdzt. Az amplifikdcids reakcid tartalmazott egy kezdeti
94°C-os denaturacidt 2.30 percig, melyet 35 ciklus kovetett: denaturacié 94°C-on 45
sec, elongéci6 72°C-on 7 perc, extensio 72°C-on 1.45 perc. A PCR terméket 1%-os aga-
r6z gélen valasztottuk el és etidium bromiddal tettiik 1athatéva. A gélképeket UVP Bio-
Doc It videokameraval felszerelt rendszer segitségével fot6ztuk és taroltuk.

A polimeraz lancreakciét kovetéen a minta DNS-fragmentjeit agaréz gélelektroforé-
zissel valasztottuk szét. Az izoldlni kivant fragment elé a gélbe Whatman DE 81 papirt
helyeztiink és 20 perces 60 V fesziiltségre bedllitott elektroforézis utdn az izoldland6
fragment a papirra kertilt. A papirt Eppendorf cstbe tettiik, és a DNS-t 100 pl 1M néatrium-
klorid oldattal mostuk le kétszer egymds utdn. A DNS kicsapdsdra 20 ul 3M nétrium-
acetat oldatot és 120 pl izo-propanolt hasznaltunk. 20 perces -20°C-os inkubdlds, és az
azt kovetS centrifugdldst, majd szaritast kovetSen 20 il desztillalt vizben oldottuk fel a
csapadékot.

A direkt szekvendldshoz a PCR termékeket agaréz gélelktroforézissel ellendriztiik,
pontos nagysiagukat moélsilymarker segitségével hatdroztuk meg. A szekvendldsi reak-
ciét ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit-tel és Ampli-
taq DNA Polymerase FS (Applied Biosystems) éllitottuk el6. A vizsgdlt DNS szakaszok
szekvendlasahoz az amplifikdldsukndl haszn4lt primereket hasznaltuk. Az elektroforézis
ABI PRISM 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems) géppel a Godol16-i Mezdgaz-
dasagi Biotechnoldgiai Kutatdintézetben tortént a gyart6 intézet leirdsa szerint.
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A két fajszekvencidjat szamitégépes programok segitségével Osszeillesztettiik, és
szekvenciaszint( kiilonbségeket kerestiink. Ezt kovetSen pedig olyan enzimet kerestiink,
melynek a hasitasi helyében szerepel a szekvenciaszint( kiilonbség Az emésztési reakcid
a kivélasztott enzim tulajdonsdgai alapjan tervezhet6 meg. Az enzimhez specidlis puffer
és emésztési koriilmények (homérséklet, idStartam, mennyiségek) sziikségesek. Az
emésztési reakciok lejatszéddsa utdn a mintdkat agaréz gélben megfuttattuk, hogy az
emésztés eredményét ellendrizhesstik.

A fitokémiai vizsgélatok a hatéanyagok kivondsaval kezd6dtek. Az alkaloidok kivo-
nasa lagos feltarassal tortént. A vékonyréteg-kromatografids elvalasztas el6tt a kivonatot
tisztitottuk. A mintdkat és a referenciaoldatokat (atropin-szulfat: 1mg/ml, szkopolamin-
bromid: 1mg/ml) 10x20 cm-es szilikagél abszorbens( iiveglapos rétegre (Pre-Coated
TLC Plates SILICA GEL 60 F-254) vittiik fel 5 pl-es osztott jelii tiveg kapillarissal.
A kromatografalé kamraba (12x4x12 cm belsé méretti) 20 ml 0,2 M natrium-acatit —
metanol — kloroform 1:6:3 ardnyu elegyét toltottiik, és ebbe helyeztiik a réteglapot.
A szobahdmérsékleten megszaradt réteglapot 5 percre 90 °C-os szdritészekrénybe rak-
tuk, majd Dragendorff-el6hivéoldat segitségével lathatéva tettiik az elvéalasztast. A pon-
tos mennyiségi kiérékelést CAMAG SCANNER II V3. 15 tiptsi késziilékkel kapott
denzitogram segitségével végeztiik.

Eredmények és megvitatasuk

Mindkét fajbdl kb. 750 bp nagysagi DNS-szakaszt kaptunk a PCR segitségével. A szek-
vendlast kovetSen a szekvencidkat tisztitottuk, ismertté valt a fajok ITS- régi6janak
pontos bdzissorrendje: a D. stramonium fragment hossza 600 bazispar, a D. arborea
fragment hossza 623 bazispar. A két faj szekvencidjanak Osszeillesztésével kapott szek-
vencia-szint{ kiilonbségek a fragment elsé és utolsé harmadaban taldlhatéak, ezek az
ITS szekvencidk. A frgment k6zEéps6 részében az 5S rDNS kdédol6 régié er6sen konzer-
valédott, itt az eltérések valdszinlisége csekély. Az enzimkeresés sordn a Dral enzim
(hasitasi helye: TTTAAA) megfelelének bizonyult, mert: az enzim hasitasi helyét tartal-
maz0 szekvencia szintli kiilonbség a fragmentek °-e és @-e kozé esik, a D. stramonium
fragmentben két hasitdsi hely taldlhat6: 25-30 és a 221-226 bdazisok, a D. arborea
fragmentben ugyanitt a bazissorrend eltérd, ezért a Dral enzim nem hasitja, a D. arborea
fragmentben a Dral enzimnek egyetlen hasitasi helye sincsen. Az emésztési reakciok
utdn agardz gélben megfuttatott mintdk gélfotdja a vart eredményt mutatta. A D. arborea
fragment ez emésztést kovetSen egészben maradt, az emésztett D. stramonium frag-
mentbdl kett§ darabot latunk (a fragmentben szerepld két hasitdsi hely (25-30 és 221-
226 bp), harom emésztett darabot eredményez, de az els6é 25 bazisparnyi szakasz (kis
mérete miatt) az alkalmazott agar6éz gélelektroforézissel nem kimutathatd), a két darab a
hasitasi helyeknek megfelelen egy kb. 220 és egy kb. 450 bp nagysagu. (1. dbra)
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1. dbra A Datura fajok emésztés el6tti és utdni ITS régidja
Figure 1. S

A vékonyréteg-kromatografias vizsgalatok értékelése: a D. stramoniumban az alka-
loidok mennyisége tobbszorose a D. arboredban taldlhatékéndl. A D. arborea levelek
koziil a fiatalban magasabb a hatéanyag tartalom. A szkopolamin és az atropin ardnya a
D. stramoniumban és a D. arboredban kozel azonos, a fiatal D. arborea levélben a szko-
polamin mennyisége nagyobb. A D. arborea fajokban jelentds a tars-alkaloidok jelenléte
is.

A kordbbi és a sajat vizsgdlatok alapjan is megéallapithatd, hogy a hatéanyag-tartalom
és a megoszlas is szdmottevs szérdst mutat mind a fajokon beliil, mind a fajok kozott,
de mindenképpen potencidlis veszélyt jelentenek toxikoldgiailag. A szérdsnak rendkiviil
sok oka lehet, pl.: a novény fejlettségi stddiuma, a begytijtés id6pontja és helye, tkolo-
giai hatds stb. A kovetkeztetés egyszeriibb a széls6 értékek és az dtlagok (1. tablazat)
figyelembe vételével.
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1. tabldazat: A vizsgélt mintdk alkaloid-tartalma

Table 1.
D. arborea D. arborea D. stramonium
fiatal levél
Atropin
(mg/g novény) 9,2228%10-3 1,74%10-2 1,605%10-1
1,75%10°-1,67*107 0-3,48*107 6,19%10°-0,26

Szkopolamin
(mg/g novény) 3,247%10* 1,4178*10" 1,8793*10"

0-6,49*10 1,06%10°-0,27 7,5%10°-0,39
Osszalkaloid
(mg/g novény) 4,1693*10? 1,5918*10" 3,4843*%10"

Az alkaloidok egymadshoz viszonyitott ardnyat oszlopdiagramokkal szemléltettiik.
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2. dbra Alkaloidok eloszlasa
Figure 2. S
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SOME CHARACTERISTICS OF DNA AND TROPANOID PATTERN
IN DATURA STRAMONIUM AND DATURA ARBOREA
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Summary: The investigations covered two species Datura stramonium and Datura arborea. In recent years
paralell to increasing drug consumption in Hungary, besides using classical drugs alternative substances are
becoming wide-spread. The latter category includes also Datura species, which are hallucinogens due to their
alkaloide content. The amount of alkaloids was compared with thin layer chromatography in the two species.
Recognising an atropine posoning is often difficult in routine medical practice. Molecular methods were used
to determine and distinguish poisonings caused by Datura stramonium and D. arborea. The first step was
DNA isolation from the samples then ITS4-ITS5 region was amplified. Afterwards sequence level differences
were established with aligning sequences and finally enzymes were specified. The distinction was succesful
both with chromatographic and molecular methods. The results serve as a basis for further studies.



