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OSSZEFOGLALO

Az izokinolin vazas alkaloidokat tartalmazo vérehulld fecskefli spazmolitikus, gyulladasgatlo,
mikroba- és tumorellenes hatdsai miatt alkalmazott gyogyndvény. Bar a nagyszamu publikacio
tantisaga szerint targyat képezi a legtjabb kutatasoknak is, racionalis terapias felhasznalasa nem
kell6en megalapozott. Sajatos aktualitast ad a ndvény ujraértékelésének a Chelidonii herba drog
hivatalossa valasa a VIII. Magyar Gyogyszerkonyvben. Munkéankban olyan ismeretekkel
kivantuk bdviteni a vérehullé fecskefli adatbazisat, amelyek eldsegitik a Chelidonium drogok és
készitményeik gyogyszerészeti és terapias mindségének biztositasat.

A begylijtésbdl szarmazd Chelidonium drogok felhasznalasa mindig tobb bizonytalansagot rejt
magaban, mint a termesztett drog-alapanyag alkalmazasa, ezért vizsgalataink megkezdésekor
mindsitettiik a sajat begytijtésbol szarmazé névénymintakat.

Ajanlast fogalmaztunk meg az Osszalkaloid tartalom gyogyszerkdnyvben — elGirt
spektrofotometrias meghatarozasi modszerének modositasara, amely figyelembe veszi a tercier
és kvaterner alkaloidok egyiittes el6fordulasat. A meghatdrozas fontosabb Iépéseit és
eredményességét HPLC vizsgalatokkal tamasztottuk ala.

Az alkaloid aranyok meghatarozasara alkalmas munka és iddigényes HPLC eljaras mellett
alternativ modszerként hasznalhatdo egyszerii VRK-denzitometrids eljarast fejlesztettiink ki.
Utdbbi kiilondsen alkalmas nagyszami novényminta rutin mérésére, mert gyors, olcsd, €s a
kvaterner N-t tartalmaz6 alkaloidok fluoreszkalo tulajdonsagat kihasznalva a HPLC modszerrel
Osszehasonlitva is megfeleld érzékenységli (RSD = 0,67-1,24%) ¢és kielégitd pontossagu
(RSD = 3,3,-4,8%) (1).

Az Osszalkaloid tartalom ¢és a terapids hatds szempontjabol fontos alkaloid aranyok
megismerésében kromatografidas modszerekkel alatamasztott adatokat szolgaltattunk. A
novényrészek alkaloid tartalma sorrendben: generativ szervek (1,54%), gyokér (1,43%), levél
(0,71%), szar (0,68%). Megallapitottuk, hogy a fold feletti részek f6 alkaloidja a koptizin. A
gyokérben a kelidonin talalhato legnagyobb mennyiségben, de jelentds a szangvinarin, koptizin,
keleritrin és berberin tartalma is. Legmagasabb alkaloid értékek a novény nyugalmi
periddusaban (két viragzas kozott) gyijtott mintakban mérhetdk. Ezzel kijeloltiik a Chelidonii
herba ¢s -gyokér drogok eldallitasara alkalmas gyiijtési idot.

egyes alkaloidok tradicionalis gyogyszerformakba vald kioldodasahoz.

ICP-OES modszerrel vizsgaltuk a drogban talalhato asvanyi elemek (Al, As, B, Ba, Ca, Cd, Co,
Cr, Cu, Fe, Hg, K, Li, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, P, Pb, S, Ti, V, Zn) mennyiségét, valamint azok
kioldodasat a tradicionalis gyogyszerformakba (2).

BioArena moddszerrel végzett bioldgiai vizsgalataink megerésitették a Chelidonium alkaloidok
antibakterialis aktivitasat, és alatamasztottak azt a feltételezést, hogy a hatasmechanizmus a
demetilalodast kovetd formaldehid képzddésen keresztiil valosul meg (3).

(1) Sarkozi, A., Janicsak, G., Kursinszki, L., Kéry, A. (2006) Chromatographia 63, 81-86.

(2) Sarkézi, A., Then, M., Szentmihalyi, K. (2005) Acta Alimentaria 34, 113-120.

(3) Sarkozi, A., Moricz, A.M., Ott, P.G., Tyihak, E., Kéry, A. (2006) J. Planar Chromatogr. 19,
267-272.
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SUMMARY

The greater celandine is a medicinal plant well-known for the spasmolytic, anti-inflammatory,
antimicrobial and antitumor effects of its isoquoinoline alkaloids. Although this medicinal herb
is a subject of recent investigations its successful therapeutic applications has not been
corroborated so far by scientific results. Re-evaluation of the aerial parts of the plant has
become especially timely with its adoption as an official drug in the VIII"™ Hungarian
Pharmacopoeia. We wished to offer new data to the plant database, in order to ensure the
pharmaceutical and therapeutic quality of Chelidonium drugs and preparations.
The application of Chelidonium drugs obtained by collection always involves higher risks than
those of cultivated drugs, therefore herbal samples from our own collection have been qualified
according to pharmacopoeia.
Determination of the total alkaloid content by spectrofotometry has been modified so as to
allow the measurement of tertiary and quaternary alkaloids as well. The main steps and results
of determination have been confirmed by HPLC assessment.
For the investigation of main alkaloids — usually carried out by HPLC method, a highly accurate
but rather laboursome procedure— taking the advantage of the fluorescence property of
quaternary alkaloids we developed a simple, low-cost TLC-densitometry method. This is
applicable for routine determination of a large amount of samples (sensitivity: RSD =0.67 —
1.24% and accuracy: RSD = 3.3 — 4,8%) (1).
For a closer knowledge of alkaloid ratios, important from the aspect of total alkaloid content
and therapeutic effect we supplied data obtained by chromatographic methods. Measurement of
the total alkaloid content of the plant parts gave the following results: generative organs
(1,54%), root (1,43%), leaf (0,71%), stem (0,68%). The main alkaloid of the aerial part was
determined as coptisine. In the root part, chelidonine can be found in highest amount, but the
concentration of sanguinarine, coptisine, chelerythrine and berberine is also considerable.
Highest total alkaloid content was measured in samples collected during the rest period,
therefore this time is most appropriate for the collection of both the herb and the root.
In order to contribute to the phytotechnology of Chelidonium preparations, we measured the
results of alkaloid dissolution from traditional extracts of the herb.
The mineral element composition of Chelidonium drugs and their traditionally applied extracts
were analysed by ICP-OES for Al, As, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, K, Li, Mg, Mn, Mo,
Na, Ni, P, Pb, S, Ti, V and Zn content (2).
Our biological studies performed by the BioArena method confirmed the antibacterial activity
of Chelidonium alkaloids and also support the assumption that the reaction mechanism is
realized by the formation of formaldehyde due to demethylation (3).

(1) Sarkozi, A, Janicsak, G., Kursinszki, L., Kéry, A. (2006) Chromatographia 63, 81-86.
(2) Sarkoézi, A., Then, M., Szentmihalyi, K. (2005) Acta Alimentaria 34, 113-120.
(3) Sarkozi, A., Moricz, A.M., Ott, P.G., Tyihak, E., Kéry, A. (2006) J. Planar Chromatogr. 19,

267-272.



1. BEVEZETES ES CELKITUZES

A ndvényi készitmények terdpidban torténd alkalmazasa szadmos jelentds eredménnyel
jarult hozza a modern orvostudomany fejlddéséhez, felhasznaldsuk napjainkban is
boviil. A folyamatban kiemelkedd szerepet jatszik a nemzeti gyogyszerkdnyvekben is
régdta szerepld tradiciondlis gyogynovények értékeinek tjrafelismerése, amelyek
hosszli évek tapasztalatai alapjan eredeti, vagy feldolgozott allapotukban,
gyogyszerkészitmények alkotérészeként is hatdsosnak bizonyultak. Ilyen 6sidék oOta
alkalmazott gyégynovény a vérehullo fecskefii (Chelidonium majus L.), mely az
irodalomban taldlhatd nagyszamu publikacié taniisaga szerint targyat képezi a legiijabb
kutatdsoknak is.

A gyogyndvények felhasznalasa az utobbi évtizedben vilagszerte novekedett, aminek az
oka, sok mas mellett, a szintetikus gyodgyszerekkel ellentétben a novényi készitmények
iranyaba tapasztalhatdo egyre novekvd bizalom, valamint az a felfogas, amelyben a
természetes fogalma mellé a biztonsadgossag is kapcsolodott.

Ahhoz, hogy a novekvd informécios igény adatbazisat ne csak a gyogyndvények
tradicionalis felhasznaldsabol szarmazo hagyomanyok ¢és tapasztalatok képezzék,
sziikség van a gyogynovények, méginkabb a gyogyndvénykészitmények tudomanyos
eredményekkel alatdmasztott fitokémiai és farmakoldgiai vizsgélatara.

A Chelidonium majus L. szamos gyogyszerkonyvben és monografia gyiijteményben
megtalalhato, valamint fold feletti hajtasa a 2006. augusztus 1-én érvénybe Iépett VIII.
Magyar Gyodgyszerkonyvben eldszor emelkedett Magyarorszagon is hivatalos drog
rangjara. Ezzel egyiddben a vérehullo fecskefli és drogjai (Chelidonii herba és -radix),
valamint a novénybdl eldallitott torzskdnyvezett készitmények irant ndvekszik a
szakszeri tajékozodas €s tajékoztatas igénye.

A vérehulld fecskefiivel kapcsolatos novénytani, fitokémiai és farmakologiai adatok
felkutatdsa a meglévd nagyszadmul ismeretanyag Osszegzésének sziikségességérol és
tovabbi fitokémiai €s biologiai kutatasok elvégzésének idOszertiségérdl gydzott meg.
Célkittizéseink kozott szerepelt gyors €s egyszerii modszerek kidolgozasa az Eurdpa-

szerte jelentds felhasznalast Chelidonium majus L. drogjainak és készitményeinek



fitokémiai ¢s biologiai vizsgélatara, hozzajarulva a fitoterapias alkalmazéasok
biztonsagosabba tételéhez €s a tovabbi gyogyszerfejlesztéshez.

Mivel a vérehullo fecskefii gorcsoldo, gyulladasgéatld, mikroba- és tumorellenes
hatdsaiért elsdsorban izokinolin vézas alkaloidjai felelések, a Chelidonium alkaloidok
vizsgalata képezte kutatdsaink fO0 iranyat. A gyogyszerkonyvekben (10. Német
Gyogyszerkonyv, 5. Europai  Gyogyszerkonyv, VIII. Magyar Gyogyszerkonyv)
hivatalos Gsszalkaloid tartalom meghatarozasok mellett fontosnak tartottuk az egyes
alkaloid komponensek mennyiségi mérésére is alkalmas modszerek adaptalasat, kritikai
értékelését, osszehasonlitasat és sziikséges modositasat is. A fo alkaloidok vizsgélatara
a pontos, ugyanakkor id6é ¢és munkaigényes HPLC eljaras mellett egy egyszerd,
gazdasagos, és nagyszdmu minta rutin meghatarozasara megfeleld6 VRK-denzitometrias
modszer kifejlesztését is célszerlinek tartottuk, remélve, hogy a kvaterner N-t tartalmazo
alkaloidok fluoreszkalo tulajdonsagat kihasznalva, a denzitometrias modszer pontossaga
ugy novelhetd, hogy alternativ lehetdség lehet a HPLC mellett.

Munkankban célul thztik ki a gyogynovények felhaszndldsa sordn kiemelkedd
jelentdségli, altalanosan elterjedt tradiciondlis vizes és alkoholos gyogyszerformakba
torténd alkaloid kioldédas vizsgalatdit is. A komplex kémiai Osszetétel nagy
hatékonysagt ¢és kiemelkedd érzékenységli analitikai modszer alkalmazasat kovetelte
meg, melyeket célszerli volt ugy optimalizélni, hogy a drog analizisén kiviil a
kiilonb6z6 extraktumok vizsgélatara is alkalmas legyen.

Biologiai vizsgalatainknal felvetddott a novényben taldlhaté makro- és mikroelemek
hatést befolyasol6 szerepe. Mivel a Chelidonium drogokra vonatkozo kellden részletes
¢és pontos dsvanyelem meghatarozast nem talaltunk az irodalomban, célkitiizéseink koz¢
soroltuk a drogok, illetve a herbabdl a tradicionalis gyogyszerkészités szabalyai szerint
eloallitott vizes (fozet, forrazat) és alkoholos (tinkturak) kivonatok asvanyelem
tartalmanak korszerli, induktiven csatolt plazma emisszids spektrofotometrias (ICP-
OES) modszerrel valo feltarasat is.

Az érvényes gyogyszerkonyvek nem definidljdk a Chelidonium drogok pontos
begylijtési idejét, az irodalombol megismert ajanlasok pedig ellentmonddak, és
nincsenek megfeleld eredményekkel aldtamasztva. Ezért fontosnak ¢éreztikk az

Osszalkaloid tartalom és a terdpids hatds szempontjabol lényeges alkaloid aranyok



valtozasat tanulmanyozni a vegetacios periodus alatt, valamint korszer(i kromatografias
modszerekkel meghatarozott adatokat szolgaltatni a helyes gytijtési 1d6 kivalasztasdhoz.
A Chelidonium alkaloidok, valamint kivonatok antiviralis, antibakterialis és antifungalis
hatdsa széleskorben ismert az irodalomban. A vérehull6 fecskefii izokinolin vazas
alkaloidjai N-, illetve O-atomjan konnyen lehasadé metilén csoportokat tartalmaznak,
igy potencialis formaldehid-adé molekulaknak tekintheték. Fent emlitett okok miatt
igéretesnek tlint a Chelidonium alkaloidok BioArena modszerrel torténd antibiotikus
hatasvizsgalatanak elvégzése, valamint az altalunk feltételezett demetilalodast kovetd

formaldehiden keresztiil kialakul6 hatds mechanizmusanak tanulmanyozésa.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A vérehullo fecskefii (Chelidonium majus L.) farmakogndziai bemutatdsa

A vérehullo fecskefii (1.4bra) feltlind szinli tejnedve miatt koran felkeltette az
érdeklddést. Legkorabban Teofrastus (Kr. e. 287) irdsaiban taldlkozunk a ndvény
emlitésével. Plinius (Kr. e. 79-23) ugy vélte, hogy a fiatal vak fecskéket az dregek a
fecskefii tejnedvével gyogyitottdk meg. Az alkimistdk az ¢g adomanyanak (coeli
donum) nevezték, benne vélték felfedezni a négy elemet. Hildegard von Bingen (1098-
1179) figyelmeztet a ndvény mérgezd hatdsara. Diirer 1526-ban festményben orokiti
meg a novényt (Habrich 1993). Papai Paricz Ferenc (1764) kiilséleg (halyog és fogfajas
esetén) és belsdleg (sargasag €s hasgoresok ellen) is ajanlja hasznalatat.

A chelidon sz6 gorogil fecskét jelent, mely a novény virdgzasara (amikor a fecskék

jonnek) és elszaradéasara (amikor a fecskék elkoltdznek) utal (Halmai és Novak 1963).

1.abra Vérehullo fecskefti (Chelidonium majus L.)

10



2.1.1. Farmakobotanikai jellemzés

A vérehull6 fecskefli a Papaverales (makviraguak) rendjébe, ezen beliil a Papaveraceae
(makfélék) csaladjaba tartozik (Danos 1997, Danos 1998).

Tudomanyos neve: Chelidonium majus L. (2.4bra).

Magyar szinonim nevek: arannyal versengd, cinadd, cinadégodirc, godavere, vérrel
harmatoz¢ fii, vereslofii, sarga fest6fii.

Idegen nevei: (angol) greater celandine, swallowort; (német) Schollkraut, Goldwurz,
Gelbkraut, Augenkraut, Warzenkraut; (francia) chélidonine; (olasz) cinerognolle (Mills
¢s Bone 2000, WHO Monografia 2006).

Egész Europaban, Azsia mérsékelt és hideg éghajlati tajain, valamint Eszak-
Amerikdban €16 floraelem. Amerikédban nem volt honos, valésziniileg behurcoltak.
Rudedlis teriileteken: erddk szélén, arokpartokon, akacosokban, parlagokon, keritések
mentén, kertekben €16 kozonséges gyomndvény. Mint ,hangya cipelmény” azonban
szokatlan helyeken: varfalak repedéseiben, meredek sziklafalak hasadékaiban is
el6fordulhat. A hangyak ugyanis a magon taladlhaté fehér olaj tartalmi dudorokat
eloszeretettel fogyasztjak, igy a magvakat széthurcoljak.

A novény lagyszara, éveld. Jellemzd ra, hogyha barhol megsebezziik vordsessarga,
keserti iz{i, ragados tejnedv csordul ki.

Gyokerei rostszertiek, gyoktorzse htisos, hengeres, kissé elagazo, tobbfejli és tobb szarat
is fejleszt. Szara 30-80 cm magas, tompan szdgletes, felsd részén alvillasan elagazo,
kékeszold, gyéren puha szOrii, tovén gyapjas, beliil csoves. Levelei véltakozo allasuak,
sziniikon vilagoszoldek, fondkjukon kékeszoldek, szérdsek. Tdlevelei hosszlinyeliiek,
szarlevelei rovidnyeliiek, vagy tilok. A levelek szarnyasan szeldeltek, a szeletek részben
nyelesek, hosszukas tojas alaktiak, durvan csipkézettek. Virdgzata 3-8 virdgh erny0Os
forgo; az also viragok alatt apré6 murvak vannak. Két csészelevele tojas alaku, zdldes,
szOrds ¢és virdgfakaddskor lehullik. Négy aranysarga szinii, forditott tojas alaku, 1-
1,5 cm hosszu és sok, a szirmoknal révidebb porzdja van.

Termdje husos, hengeres, bibéje kétlebenyli, bibeszala rovid. Termése husos, hengeres,
kopasz becdszerti tok, alulrdl felfelé kovad. Szadmos magja van, melyek ferde tojas
alakuak, feketék, vagy sotét olajzoldek fehér, husos dudorral. A ndvény aprilis-majus,

ill. szeptemberben (masodvirdgzas) viragzik (Halmai és Novak 1963).
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2.4bra Chelidonii herba (A), (1 - bibe; 2 - pollen; 3 —bibe és porzdszalak egyiitt , 4 -
porzdszal; 5 —felnyilt toktermés a magokkal; 6—zart toktermés; 7 -bibe
keresztmetszete; 8 - mag; 9 — mag keresztmetszete) (Deutschmann és mtsai 1979)

A legtobb orszagban — foleg Kelet-Eurdpaban - vadon eléforduld alloméanybdl gytijtik
drogjait, de a ndvény szelektalt valtozatanak termesztését is megoldottdk pl.
Lengyelorszagban (Cynober fajta) (Hagers Handbuch 1993). Franz és Fritz (1979)
kisérletei szerint a terméshozam &svéanyi talajon nagyobb, viszont a szerves talajon

fejlodd novények magasabb alkaloid tartalmuak voltak.
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Drogként a névény viragzo hajtasa (Chelidonii herba) ¢és gydkere (Chelidonii radix)
hasznalatos. Herbéjat viragzaskor, gyokerét kora tavasszal vagy késd Osszel gytjtik
(So6 1973).

A vérehullo fecskefii fold feletti része (Chelidonii herba) hivatalos a Német
Gyodgyszerkonyvben (DAB 10 - 1999), valamint egyike annak a nagyszamu drognak,
amely — minthogy szerepel az érvényes Eurdpai Gyodgyszerkonyvben (Ph.Eur.5. -
European Pharmacopoeia 2004) — a 2006. augusztus 1-én érvénybe 1épett VIII. Magyar
Gyogyszerkonyvben (Ph.Hg.VIIIL. 2004) elészor emelkedett Magyarorszagon is

hivatalos drog rangjara.

2.1.2. A vérehull6 fecskefii novénykémiaja

A vérehull6 fecskefii botanikai és kémiai rokonsadgban van, egy ndvénycsaladba tartozik
a makkal. Amint e csalad tagjaira jellemz0, a fecskefii is alkaloid tartalmu, alkaloidjait
savakkal alkotott sok forméjaban sarga tejnedvében akkumuldlja. A ndvény alkaloidjai
izokinolin védzasok. Ezen alkaloid-csalad 2000-nél tobb izolalt képviseldjével eldkeld
helyet foglal el az alkaloid-csoportok kozott (Petri 1991, Toth 2005).

A vérehullo fecskefii alkaloidjai heterociklusuk alapjan harom tipusba sorolhatok:

- benzofenantridin (kelidonin, keleritrin, szangvinarin)

- protoberberin (berberin, koptizin, sztilopin)

- protopin (a,B-allokriptopin, protopin) vazas alkaloidok (3. abra) (Schilcher 1997).

A Chelidonium alkaloidok N atomja a fenilalaninbol szarmazik, mely aminosavbol a
bioszintézis soran tirozin, DOPA, késébb dopamin keletkezik. Dopaminbdl és fenil-
pirosz6lésavbol képz6dd termék a norlaudanozolin, mely kiinduldsi anyaga a
fecskefiiben talalhat6 benzilizokinolin vazas alkaloidokon kiviil a makfélék morfinan és
aporfin vézas alkaloidjainak is. Norlaudanozolinbdl retikulin, majd gytirtizarodassal
szkoulerin képzddik. Szkoulerinbdl kialakulnak a protoberberin- és protopin vézas
Chelidonium alkaloidokra jellemzd heterociklusok. A protoberberin vazbodl (sztilopin)
benzofenantridin vaz (kelidonin) a B gyliri felnyilasa, majd atrendezddést kovetd

gyurtizarodassal képzddik (4.4bra).
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Benzofenantridin vazas alkaloidok:

Kelidonin Szangvinarin

Protoberberin vazas alkaloidok:

OCH,

Sztilopin Koptizin Berberin

Protopin vazas alkaloidok:

Protopin Allokriptopin

3.abra Benzofenantridin-, protoberberin- és protopin-vazas Chelidonium alkaloidok

A herbaban és a gyokérben 23 alkaloidot irtak le és jellemeztek egyértelmtien (Téborska
és mtsai 1994). Néhany alkaloid nevét a Chelidonium szobol képezték az elsé leirok
(kelidonin, keleritrin). A 90-es években azonositott 11j alkaloidok a ndévényben a
turkijenin (Kadan és mtsai 1990); izokelidonin (De Rosa és Di Vincenso 1992);
norkelidonin (Kadan és mtsai 1992); koridin, norkoridin (Shaffee és Jafarabadi 1998).

A Chelidonii herba ¢és -radix f6 alkaloidjanak sokdig a kelidonint tartottdk, mai
ismereteik szerint a gyokér fo alkaloidja a kelidonin, magas keleritrin €s szangvinarin
tartalommal; a herba f6 alkaloidjdnak a vegetacids periddustol fliggden a kelidonint, a
protopint, illetve a koptizint irjak le (Kustrak és mtsai 1982, Fulde és Wichtl 1994,
Tomé és Colombo 1995).
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Eltéréen a tobbnyire szintelen vagy fehér alkaloidoktol, a fecskefiiben talalhatd
kvaterner N atomot tartalmazo alkaloidok jellemzd ¢€lénk szintiek: a berberin
zoldessarga, a keleritrin és a koptizin sarga, a szangvinarin narancssarga. Utobbiak
adjéak a kicsorduld tejnedv feltling szinét.

A gybgyszerkonyvekben eldirt sprektrofotometrids modszerrel mért kelidoninban
kifejezett Osszalkaloid tartalom széles hatarok kozott valtozik: fold feletti hajtasban
(herba): 0,1-1%; a gyokérben: 1-3% (Wichtl 1994).

A ndvény egyéb tartalom anyagai az aminok (kolin, metilamin, tiramin) és szerves
savak (kelidonsav, almasav, citromsav, borostydnkdsav). A herba tartalmaz tovabba
kavésav-szarmazékokat (2-kaffeoil-D-glicerinsav, kaffeoil-L-almasav, 4-kaffeiol-
trihidroxivajsav) (Hanh és Nahrstedt 1993) és flavonoidokat is (Colombo ¢és Bosisio
1996).

Az utobbi években tobb olyan vegyiiletet irtak le a ndvényben, melyek nem alkaloid
jellegiiek, de hozzajarulnak a drogok korabban dokumentalt hatdsaihoz (pl.: lektin
frakcio, kelidocisztein nevili protein, proteolitikus enzimek) (Fik és mtsai 1995, Fik ¢és
mtsai 2001, Song és mtsai 2002, Song ¢s mtsai 2003, Rogelj és mtsai 1998).

Tekintve, hogy munkank célja az alkaloidok vizsgalata, e dolgozat kereteit meghaladja
a fent emlitett szerves tartalomanyagok részletes ismertetése.

A gybgyndvények ¢€s kivonataik terapids hatdsanak kialakuldasdban a benniik 1évd
szerves komponenseken (bioaktiv anyagok) kiviil a szintén jelenlévd szervetlen elemek
is részt vehetnek (Parmar és mtsai 1993). A drogok kivonataiba kioldodott elemeket
(makro- ¢és mikroelemek) bizonyos mindségi ¢és mennyiségi megszoritasokkal
ugyancsak hatéanyagnak tekinthetjiik.

Tolgyesi (1969) kolorimetrias modszer alkalmazasaval elvégezte néhany elem (Ca, P,
Fe, Mn, Zn, Cu) meghatarozasat a vérehulld fecskefii herbaban és gyokérben.
Chelidonium drogokra vonatkozo6 korszerlibb asvanyelem meghatarozast nem talaltunk

az irodalomban.
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2.1.3 A vérehull6 fecskefii farmakologiai jellegzetességei

A Chelidonium alkaloidokkal, illetve kivonatokkal végzett hatastani vizsgalatok foként
a hagyomanyos orvoslasban megfigyelt spazmolitikus, antimikrobés, gyulladasgatlo és
tumorellenes hatasokra iranyulnak.

* A vérehulld fecskefii alkoholos kivonatat, alkaloidjai koziil a koptizint, protopint,
kelidonint és berberint, valamint a ndvényben taldlhaté kdvésav szdrmazékokat hatdsos
spazmolitikumnak talaltak in vitro Aallatkisérletes modellekben. A vizsgalatokat
tengerimalac, patkdny- ileum- ¢és fundus simaizomzatan végezték. Standardként
papaverin-klorid oldatot alkalmaztak. A Chelidonium kivonat 0,5 mg/ml, a kelidonin és
protopin 0,01-0,1 mg/ml, a berberin 0,03 mg/ml koncentraciéban volt hatasos (Ustiines
¢s mtsai 1988, Ko és mtsai 1992, Lin és Chang 1995, Boegge ¢és mtsai 1996, Piacente és
mtsai 1997, Hiller és mtsai 1998).

* Friss fecskefli kivonat 50%-kal novelte a kutydk epekivalasztasat (Kreitmair 1950).
Rentz ¢és mtsai (1947) csak koncentralt friss kivonat hasznalatakor észlelt kolerézist
patkdnyokon ¢és tengerimalacokon végzett kisérletei sordn. Német kutatocsoport a
novény alkoholos dsszkivonatanak vizsgalatakor epefolyast eldsegitd hatasrdl szamolt
be. Sem az dnmagaban alkaloid- (0,4 mg/ml), sem a csupan fenoloid komponenseket
(1 mg/ml) tartalmazé frakciok nem bizonyultak olyan hatdsosnak, mint az §sszkivonat
(10 mg/ml) (Valensieck és mtsai 1994).

* Lenfeld ¢és mtsai (1981) a Chelidonium majus gyOkerébdl izolalt kvaterner
benzofenantridin alkaloidok (szangvinarin és keleritrin 25 — 250 pg/ml) gyulladasgatlo
hatasat vizsgaltak patkanytalpon kivaltott karragén 6déma modellben. A vizsgalatot a
két alkaloid Gram pozitiv baktériumokra kifejtett hatasaval, illetve egereken végzett
kisérletek toxicitasi adataival egészitették ki. A szangvinarint alacsony toxicitdsa, jo
gyulladasgatld €és antimikrobas hatdsa miatt a szajlireg gyulladdsos betegségeinek
kezelésére ajanljak.

A ndvény levelébdl izolalt sztilopin hatdsos nitrogén-monooxidaz és ciklooxigenaz-2
gatld, valamint csokkenti a prosztaglandin E, képzddését. Ez a hatdsmechanizmus

feltételezhetden hozzajarul a fecskefli gyulladasgatlo hatdsahoz (Jang és mtsai 2004).
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* Vavrekova ¢és mtsai (1996) human keratinocita sejtek novekedésgatlo
hatasvizsgalataban hatékony vegyiiletnek talaltak a Chelidonium majus-bol izolalt
keleritrin (3,2uM) és szangvinarin (0,2uM) alkaloidokat.

 Haberlein és mtsai (1996) szerint a Chelidonium alkaloidok agonistaként viselkednek
a GABA,-receptorokon, valamint az egyes alkaloidok kozott sikerdiilt szinergizmuson
alapul6 receptorhatast kimutatniuk.

* A fecskeflibdl eldallitott tinktara (5 napon at 25 mg/testtomeg kg) per os adagolasa
csOkkentette a szén-tetraklorid okozta majkarosodast patkanyokban (Cerni és mtsai
1970). Mitra és mtsai (1996) a Chelidonium alkaloidok patkany majsejtekre gyakorolt
hepatoprotektiv hatasat vizsgélta mikroszkop segitségével. Egyszerre adagolt szén-
tetraklorid és Chelidonium kivonat esetén nem taldltak elvaltozast a majsejteken.

» Régikeletli a ndvény alkalmazasa rosszindulati daganatos megbetegedésekben. Tobb
kutatocsoport kisérelte meg a Chelidonium alkaloidok ¢és kivonatok tumorellenes
hatasigazolasat (Sokoloff 1968, Stermitz és mtsai 1973). Sokoloff és mtsai (1964) vizes
¢s alkoholos Chelidonium extraktumokkal kezelt szarkémdas és Erlich karcindmas
egerek vizsgalata soran tumorgatld hatdsrol szamolt be. A hatast a kivonatbdl izolalt
kelidonin és protopin alkaloidoknak tulajdonitottak.

A gyokérbol készitett alkoholos kivonat in vitro rdkos sejteken citotoxikus hatast
mutatott. A tumorellenes hatdsért felelés 6 komponensnek a koptizin nevii alkaloidot
jeloltek meg (Kim és mtsai 1969).

Lengyel kutatok az N-metil kelidonin metil-szulfat szarmazéknak in vitro nagyobb
antitumor hatast tulajdonitanak, mint a kelidoninnak. Erdekesség, hogy in vivo
allatkisérletekben eldbbi vegyiiletek azonos hatékonysagunak bizonyultak (Zbierska és
Kowalewski 1979). Kelidonin N-oxid és mas kelidoninbdl eldallitott félszintetikus
vegyliletek vizsgalatakor jelentdésebb tumorellenes hatast észleltek, mint kelidonin
hatdsara (Zbierska és Kowalewski 1980).

Bocharova és mtsai (1999) negyven ndvényi kivonat antiproliferativ hatasat vizsgalta
méhrak sejteken, hogy egy hatdsos ndvényi készitményt fejleszthessenek ki. A
kisérletek soran a Chelidonii herba kivonata 10 mg/ml koncentraciéban jo

tumorndvekedés gatlo hatast mutatott.
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Japan kutatok egy szintetikus benzofenantridin alkaloid (NK109) tumorellenes hatasat
vizsgaltdk ¢és hasonlitottdk Ossze természetben eléforduldé benzofenantridin
alkaloidokkal (keleritrin és szangvinarin). In vivo Aallatkisérleteik szerint csak az
NK109-nek tulajdonithat6 tumorellenes hatas (Nakanishi és mtsai 1999).

Torok kutatok Chelidonii herba vizes és alkoholos kivonatok, valamint a herbaban
talalhatd kelidonin és protopin alkaloidok citotoxikus hatasat tanulmanyoztak. A két
alkaloid enyhe citotoxikus hatdst mutatott, mig a fold feletti részbdl eldallitott vizes €s
alkoholos kivonatok joval toxikusabbnak bizonyultak (Saglam és Arar 2003).

A tumorellenes hatds bizonyitasara tett eréfeszitések ma is folytatodnak. Nowicky és
mtsai (1987) Ukrain (NSC-631570) néven eldallitottak €s szabadalmilag is levédtek egy
Chelidonium 6sszalkaloid-tiofoszforsav komplex son alapulo készitményt.

Elvégezték a termék teratogén hatasvizsgalatit (Juszkiewicz és mtsai. 1992),
bizonyitottak citotoxikus, tumorndvekedés gatld, valamint immunmodulalé aktivitasat
(Nowicky ¢és mtsai 1992, Nowicky ¢és mtsai 1991, Liepins ¢és Nowicky 1996).
Vizsgaltdk tovabba az Ukrain antivirdlis és antibakteridlis (Lozjuk és mtsai 1996,
Boyko ¢és mtsai 1996, Ciebiada és mtsai 1996a) hatdsat és szdmos allatkisérletben
igazoltdk a készitmény tumorellenes aktivitasat (Briiller 1992, Jagiello-Wojtowicz és
mtsai 1996, Ciebiada €s mtsai 1996b).

A félszintetikus vegyliletet eredményesen alkalmaztdk Ewing szarkdmaban, kissejtes
tiidérakban és Kaposi szarkdmaban szenvedd betegeken (Lohninger és Hamler 1992,
Staniszewski és mtsai 1992, Voltchek és mtsai 1996), valamint melanoéma, mellrék,
méhnyakrak, hererdk, hugyholyagrak és nyeldcsorak kezelésénél (Stabuc és Benedicic
1996, Hamler és mtsai 1996, Schramm ¢és mtsai 1996, Kroiss és mtsai 1996, Lohninger
¢s mtsai 1996, Sakalo és mtsai 1996, Kadan ¢és mtsai 1996, Vyas és Jain 1996).
Németorszagban human II. fazis vizsgdlatokat végeztek Ukrain-nal 90
hasnyalmirigyrakos betegen. A betegek jol toleraldk a készitményt. A vizsgalok orvosi
feliigyelet mellett potencidlis tumorellenes szernek tartjdk az Ukraint (Gansauge és
mtsai 2002).

Cordes és mtsai (2002) megallapitottak, hogy e félszintetikus Chelidonium készitmény a
tumorsejeket nem, de a human fibroblasztokat védi az ionizald sugarzas ellen. A
szerzOk szerint ez a szer alkalmas lehet a sugarterapia kérositd mellékhatdsanak

csOkkentésére.
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* A vérehullo fecskefii kivonatai, valamint izolalt alkaloidjai in vitro és in vivo
allatkisérletekben is hatasosnak bizonyultak influenza virussal szemben (Lozyuk 1977,
Furusawa és mtsai 1970). A herba kivonatanak H. simplex ellenes hatdsat mar a 70-es
években bizonyitottdk (Amaros és mtsai 1977).

Kéry és mtsai (1987) a kivonatbdl oszlopkromatografia segitségével elvalasztott F-4
alkaloid frakciot hatasosnak talaltdk 5 és 12 tipusu adenovirus, illetve Herpes simplex
virus ellen. Az alkaloid frakci6t kombindlva mar ismert antivirdlis vegyiilettel
hatasndvekedést tapasztaltak.

A benzofenantridin alkaloidok reverz transzkriptdz gatloként erdsebb hatdsunak
bizonyultak, mint a protoberberin vazas vegyiiletek Tan €s Sethl vizsgélatai szerint (Tan
¢s mtsai 1991, Sethl 1985).

A Baxter cég kutatdi érdekes eredményeket tettek kozzé, miszerint a frissen gytijtott
fecskefiibol eldallitott nyers kivonatbol izolalt poliglilkdz-aminogliikdn anti-retrovirus
hatdsu in vitro €és in vivo kisérletekben. A hatas-szerkezet Osszefiiggést még nem
tisztaztak. (Gerencer és mtsai 2006).

* A Chelidonium majus gyokerének alkoholos kivonata erds antibiotikus hatést
gyakorolt a Bacillus cereus (MIC = 15,65 mg/ml), Staphylococcus aureus
(MIC = 62,5 mg/ml) baktérium és a Candida albicans (MIC = 62,5 mg/ml) gomba
fajokra. Referenciaként amfotericin, eritromicin ¢és gentamicin antibiotikumokat
alkalmaztak a vizsgalatokban (Kokoska és mtsai 2003).

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella galinarium, és Klebsiella
pneumoniae baktériumokat vizsgalva tiszta Chelidonium alkaloidokkal, a keleritrin és
szangvinarin erds, mig a protopin ¢és kelidonin gyenge antibakteridlis hatast mutatott
(Mitscher és mtsai 1978).

A novénybdl eldallitott kvaterner benzofenantridin frakciot hatasosnak talaltdk Gram
pozitiv, de hatastalannak Gram negativ baktériumokkal szemben (Lenfeld és mtsai
1981). Standardként indometacin antibiotikumot hasznaltak az antibiotikus hatas-
vizsgalatok elvégzésekor.

A berberin antibiotikus hatasa jol ismert, és a Tavol-Keleten ma is alkalmazott szer. A
hatds hordozojanak a kvaterner amin struktarat tartjak (Pitea és Margineanu 1972, Iwasa

¢és mtsai 1996).
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Egy bostoni fogaszati centrumban végzett kisérlet sordn a szangvinarin alkaloid 52
széjiiregben jelenlévd baktérium ellen bizonyult hatdsosnak (Dzink és Socransky 1985).
A szangvinarin (50 pg/ml), keleritrin (100 pg/ml) és berberin (12,5 pg/ml) alkaloidok
viszonylag kis koncentracidban gatldé hatassal voltak a Helicobacter pylori
szaporodasara (Mahady és mtsai 2003). Osszehasonlitdsként amoxicillint (0,02 pg/ml)
hasznaltak a vizsgalatban.

Angol kutaték a keleritrint hatékony ellenszernek taldltdk a meticillin-rezisztens
Staphylococcus aureus altal okozott kérhazi fertézésekben (Gibbons és mtsai 2003). A
vizsgélatban a norfloxacin (32 pg/ml), eritromicin (64 pg/ml) és tetraciklin (0,5 pg/ml)

antibiotikumok legkisebb gatldé koncentracioit hasonlitottak a keleritrin MIC értékéhez
(8 pg/ml).

Trichophyton torzs, Microsporum canis, Epidermophyton floccosum ¢és Aspergillus
fumigatus gombafajokra kifejtett fungisztatikus hatdsat igazoltak. Nagyobb
koncentracioban alkalmazott keleritrin fungicid hatdsinak bizonyult 7. rubrum
gombafaj vizsgalatakor. (Hejtmankova és mtsai 1984, Vukusik és mtsai 1991).
Chelidonium majus-bol izolalt protopin ¢és kelidonin alkaloidok (10-10 pg
mennyiségben) gombaellenes hatasat igazoltdk japan kutatok (Wei és mtsai 2000). A
vizsgalatban referenciaként 0,1 pg propikonazolt hasznaltak.

Matos ¢és mtsai (1999) a vérehullo fecskefii vizes ¢és alkoholos kivonatainak
hatasossagat vizsgaltak tiz Fusarium torzs novekedésének gatlasaban. Megallapitottak,
hogy az alkoholos kivonatok jelentdsebb gombaellenes hatassal rendelkeznek, mint a
vizes kivonatok. Bizonyitottdk tovabba, hogy a gyokérbdl eldallitott kivonatok joval
hatasosabbak a herba-bol készitett kivonatoknal. Mivel a Chelidonium gyokér alkoholos
kivonata Ot Fusarium torzsre fingicid hatdssal volt, a vizsgalat elvégz6i terapias
kiprobalast javasolnak.

A drogok farmakoldgiai hatasanak kialakitasaban az alkaloidok jatsszédk a fOszerepet.
Az utobbi években a ndvénybdl azonositott egyéb, nem alkaloid jellegli vegyiiletek (pl.
lektin frakcid, kelidocisztein nevii protein, proteolitikus enzimek), tobb kutatdocsoport
vizsgalatai szerint is hozzajarulnak a drogok korabban dokumentélt hatdsaihoz (Fik és
mtsai 1995, Fik és mtsai 2001, Song és mtsai 2002, Song és mtsai 2003, Rogelj és mtsai
1998).
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2.1.4. Klinikai kisérletekben igazolt hatasok

A klinikai jellegli vizsgalatok adatai két f6 forrasbol szdrmaznak: a mar forgalomban
1év6, Chelidonium-ot tartalmazd készitményekkel torténd orvosi kezelések soran
végzett adatfeldolgozasokbol és 11j készitmények fejlesztésére engedélyezett, kiilonb6zo
fazisi human kisérletekbdl. Ezen vizsgalatokban szinte kizarolag a Chelidonium
készitmények gasztrointesztinalis rendszerre, féleg a maj- és epe-elvalasztasi funkciokra
gyakorolt hatasat tanulmanyoztak.

* Retrospektiv klinikai tanulmany 206 epekoves, illetve epeholyagmiitéten atesett beteg
hathetes eredményes kezelésérdél szamol be. A tartdos hasi fajdalmak, puffadas,
valtakoz6 hasmenés és székrekedés, taplalék tolerancia tlinetei egyarant lényeges
javulast mutattak. A vizsgalatban Chelidonium fluid extraktumot hasznaltak (0,675 mg
kelidonin tartalom naponta 3 x 20 cseppben beadva) (Baumann 1971).

* Ritter és mtsai (1993) placebo kontrollos, kettdsvak klinikai kisérlet eredményét
kozolték. Felsd emésztdszervi és epeelvalasztds eredetli, gyakori gorcsokkel jaro
panaszokban Chelidonium extraktummal (kelidoninban kifejezett 6sszalkaloid tartalma
24 mg/100 g) folytatott kezelés (60 kezelt, 60 placebo) utdn a kivonatot fogyasztd
paciensek 60%-anal, mig a placebo csoport 27%-anal regisztraltak 1ényeges javulast.

* Multicentrikus, prospektiv tanulmanyban 608 beteg részvételével folytattak
vizsgalatokat. Az emésztéssel Osszefliggd gorcsos hasi fajdalommal kiiszkdodé betegek
standardizalt Chelidonium kivonatot kaptak tabletta formajaban (2,85 mg Osszalkaloid
tartalom ¢és 0,79 mg kelidonin tartalom tablettanként) naponta 6t alkalommal.
Megallapitottak, hogy a betegek 62,3%-anal 30 percen beliil jelentkezett a hatds és
42,1%-uknal a kezelés harom 6ran at hatékonynak bizonyult. Osszességében a kivonatot
a betegek 97,4%-a jol toleralta és 87%-uknal szamoltak be eredményes terapiarol

(Kneibel és Urlacher 1993).

2.1.5. Chelidonium drogok alkalmazasanak indikacioja

A Chelidonium majus j6 példa a gyogynovények alkalmazasara a hagyomanyos, népies

orvoslasban, a fitoterapidban, a klasszikus orvoslasban és a homeopatiaban egyarant.
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Kevés tiszta empirian alapuld gyodgynovény alkalmazas van, mely olyan altalanosan
ismert lenne, mint a vérehulld fecskefii vordses tejnedvének csepegtetése, bedorzsolése
virusos eredetli szemolcsokre.

Jellegzetes sotétsarga tejnedve alapjan évszédzadok oOta azoknak a drogoknak a
megtestesitdje, melyet a ,hasonlot a hasonloval” elképzelés alapjan a majfunkciok
javitasara, epe elvalasztasi zavarok kezelésére tartottak alkalmas szernek. Tény, hogy a
ma is folytatédé kutatdsok eredményei egyre hatdrozottabban alatamasztjak ezeket az
hagyomanyos indikacidkat.

Jelent6sebb kézikonyvek, monografidk a névénnyel kapcsolatban a gasztrointesztinalis,
elsésorban epeelvalasztassal kapcsolatos (puffadéssal jaré emésztési zavarok enyhitése,
epe elvalasztds és irités fokozédsa, fajdalmak enyhitése) belsdleges alkalmazdsokat
tartjak elfogadhatonak. Kiilséleges (borgyodgyaszati) alkalmazasok koziil a verruca,
papilloma, kondiloma eltavolitasara, illetve pszoriazis kezelésére ajanljak (Hagers
Handbuch 1993, Herbal Drugs 1994, ESCOP Monografia 1996, Mills és Bone 2000,
WHO Monografia 20006).

Jo Osszefoglalast ad az Egészségiigyi Vilagszervezet altal kiadott Chelidonii herba
monografia, mely a drog alkalmazésait harom kategoridba sorolja. A szakértok a hdrom
kategoria kozott a kiilonbséget a rendelkezésre allo kisérletes és klinikai bizonyitékok
meglétében vagy hidnydban latjdk. Az els6 kategoridba a népi orvoslas szintjén leirt
alkalmazésokat sorolja, melyeket nem tadmasztanak ala kisérletes vagy klinikai adatok.
Ezek a kovetkezOok: bronchitisz, pertuszisz, szem irritacid, epekd, sargasag, irritabilis
bélszindroma, migrénes fejfajas, férgek, szemolcsok és tyukszem.

A maésodik kategéridba a gydgyszerkdnyvekben ¢és hagyoményos orvoslasi
rendszerekben szerepld alkalmazasokat sorol: hasi fajdalmak, gasztritisz, gyomorfekély,
enteritisz.

A harmadik kategoria az alatdmasztott, igazolt alkalmazasokat tartalmazza: gyomor-
bélrendszeri eredetli enyhe és kozépsulyos gorcsok oldasa, enyhébb foku epeholyag
panaszok, emésztési panaszok (puffadassal jard diszpepszia) (WHO Monografia 2006).
Az ESCOP Monografia (1996) altal 6sszegytjtott indikaciok megegyeznek a WHO
oldéséra, valamint epehdlyag panaszok kezelésére ajanlja a vérehullo fecskefii drogok

alkalmazasat.
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A német E-Bizottsag altal készitett monografia a javallatok korét kizardlag a
gastrointesztinalis és epe-elvdlasztd rendszer fajdalommal jard gorcsds panaszaira
korlatozza. Csak ezt tartja kielégitd szinten bizonyitottnak egy esetleges gyogyszer
regisztracidhoz (Kommission — E 1985).

A pozitiv kimenetelii sejt-, szovet-, €s ¢ldallat-kisérleti szintii eredmények utan
(Uglyanitsa és mtsai 2000) sem tekinti egyetlen mértékadd értékelés sem elfogadhatd
szinten igazoltnak a ndvény tumorellenes hatdsat vagy klinikailag bizonyitottnak az
alkalmazas eredményességét rosszindulati daganatokban (Kommission—E 1985,
ESCOP-Monografia 1996, WHO-Monografia 2006).

Egy 2005-ben megjelent atfogd tanulmany siirgeti fiiggetlen szakértd allasfoglaldsat az
Ukrain rakterapiaban betoltott szerepével kapcsolatban (Ernst és Schmidt 2005).

2.1.6. Chelidonium drogokbdl eléallitott készitmények

A torzskonyvezett Chelidonium-tartalmu készitmények alapvetden két kategoriaba
sorolhatok: teakeverékek és alkoholos-vizes kivonatok tovabbi feldolgozasaval
eldallitott készitmények (cseppek, tablettdk). Eldbbiekben a ndvény herbajat,
utdbbiakban mindkét drogot alkalmazzak nyersanyagként.

Bar a vérehulld fecskefiibol eldallitott készitmények alkalmazasa tobb évszazados
multra tekint vissza €és tobb kultirkoérben hasonld, a drog és az ipari feldolgozassal
eldallitott készitmények csak nagyon kevés orszagban emelkedtek gyogyszer szintre.
Erdekes, hogy a magyar viszonylatban sillyos kozegészségiigyi jelentéséggel bird maj-
és epe-elvalasztasi panaszok kezelésére csak egyetlen teat taldlunk, az j FoNo-ba
felvett Species choleretica-t (FoNo VII. 2003), mely a Menthae piperitac folium,
Absintii  herba, Achilleae herba, Ononidis radix ¢és Taraxaci radix drogok
kombinaciojaban tartalmazza a Chelidonii herbat (spazmilitikum, kolagogum,
analgetikum).

Magyarorszagon 1988-ban keriilt forgalomba az els6 Chelidonium-termék, a
gyogyszernek nem mindsiild gyodgytermék kategdridban a Chelident gyogyfogkrém és
szajviz, mely inygyulladds ¢és fogagybetegségek kezelésére, tehat szajhigiénés és

fogaszati célokra alkalmazhaté (Vademecum 1995-1997, OGYI 2004). Kidolgozésa a
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nyolcvanas évek elején a Chelidonium alkaloidok régdta megfigyelt, majd szamos
vizsgalatban igazolt jelentds antimikrobas aktivitdsan alapult.

Késébb megjelentek a fecskefiivet tartalmazd teakeverékek, instant tedk, vizes-
alkoholos, olajos kivonatok, kiilonb6zd gyogyszerformakban (csepp, ecseteld, oldat gél,
kendcs, tabletta).

A ma mar Magyarorszagon is kaphaté homeopatias készitmények tobbsége friss, illetve
szaritott herbabodl vagy gyokérbdl eldallitott alap-tinktirabdl késziilnek a homeopatia
higitasi és készitmény gyartasi szabalyai szerint (Pathak 1996).

A torzskonyvezett Chelidonium tartalmu készitmények kozott talalhato egy teakeverék,
négy feldolgozott készitmény - ebbdl harom kiilsdleges, egy belsdleges alkalmazésra.
Megjegyzendd tovabba, hogy a forgalomban 1évd gyodgytermékek egy kivétellel

(Vérehullo fecskefii ecseteld) kombinécios készitmények (1.tablazat).

1.tablazat A Magyarorszagon torzskonyvezett Chelidonium-tartalmua
gyogyszerek/gyogyhatasu készitmények €s ajanlott indikacioik

Készitmény Jelleg Ajanlott indikaciok

Vesevédo teakeverék kombinacios vesemiikodést javito, veseko
képzddést gatld

Depsorin kendcs kombinacios enyhe- és kdzepsilyos
pszoridzis kezelése

Herpesil ecseteld és gél kombinacios Herpes simplex helyi kezelése

Dr. Kleinschrod’s Leber und kombinacids epekd-, epehdlyag bantalmak

Gallenpflege tabletta kezelése

Vérehullo fecskefli ecseteld monokomponensii | szemdlcs, tyukszem eltavolitasa

Species choleretica (FoNo VII)* | kombinacios epehajtod

* gyogyszer

Emlitett indikaciokra a Rote Liste (2006) szdmos Chelidonium (foként herba) drogot
tartalmazé készitményt sorol fel a teakeverékektdl a tablettakig, pl. Panchelidon®
kapszula és cseppek (monokomponensil), Carduocatt-T® tabletta, Cefachol® cseppek,
Cholhepan® S drazsé, Cholongal Saft® oldat, Esberigal® N drazsé¢ és cseppek,
Heumann Leber- und Gallentee Solu-Hepa®r N por (Ernst és Weihmayr 1998,
Schilcher és Kammerer 2000).

Erdemes megegyezni, hogy az eurdpai ismertségen tal jelentds a Chelidonium hasznalat

a Tavol-Keleten (Kina, Korea) is. A Chelidonium alkaloidok koziil egyediil a berberint
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allijak eld tiszta formaban gyodgyaszati célra, nyersanyagként mas ndvényfajokat
hasznalnak (Berberis sp., Hydrastis sp.).

Kiilonosképpen belsdleges alkalmazds esetén a megbizhatdo terdpids hatas
kialakulasdban fontos a készitmények megfeleld dozirozasa, ami teaként 2-5 gramm
herba drogot, kivonatok esetében pedig ennek megfeleléen legaldbb 12-30 mg
Osszalkaloidot jelent napi atlagos adagként (ESCOP Monografia 1996, WHO
Monografia 2006). Mindez 1:2 aranyban késziilt kivonatnal 1-2 ml-t, mig 1:5 ardnyban
készitett tinktarabol 2-4 ml-t jelent naponta (ESCOP Monografia 1996, Mills és Bone
2000).

Chelidonium-tartalmt készitmény hosszantartd fogyasztasat kovetden akut hepatitisz,
sargasag kialakuldsat irtdk le. Igazoltdk az Osszefiiggést a tiinetek és a készitmény
kozott, az adagolas felfliggesztésével a tlinetek megsziintek (Greving és mtsail 998,
Benninger és mtsai 1999, Bone 2000).

Kosina és mtsai (2004) 90 napon at adagoltak per os sertéseknek szangvinarin és
keleritrin alkaloidot tartalmzé kivonatot. Megallapitottdk, hogy 5 mg/ testtomeg kg
keleritrin, illetve szangvinarin nem okozott karosodast az allatok szervezetében. A
szerzOk a fecskefiiben taladlhaté6 alkaloidokat, illetve kivonataikat tartalmazo
készitményeket megfeleld alkalmazas esetén biztonsagosnak tartjak.

Adler ¢és mtsai (2006) human madjsejteken végezett vizsgalatai szerint a 6,2 mg/g
Osszalkaloid tartalmi vérehulld fecskefii kivonat nem mutat hepatotoxikus hatéast
(ECso = 5,9 ng/ml). Osszegzésiikben kijelentik, hogy a ndvénybdl eldallitott
készitmények nem jelentenek farmakologiai kockazatot.

Tartés hasznalatbol szadrmazd artalmak elkeriilésére a Chelidonium-tartalmi
készitmények alkalmazasat lehetdleg rovid (1-4 hét) tartamura kell korlatozni.

Kell6 tapasztalat hidnyaban terhesség vagy szoptatas idején kizarolag kezeldorvossal
tortént konzultacio utan javasolt a készitmények belsdleges alkalmazasa.

Epeut elzarddas, korabbi, vagy aktiv mdajbetegség esetén hasznélatuk kontraindikalt,
ezért alkalmazisukat gondos diagnozis kell, hogy megelézze (ESCOP Monografia
1996, Mills és Bone 2000).

26



2.2. A Chelidonium alkaloidok analitikdja

2.2.1. Gyors azonositasra alkalmas médszerek

A vérehulld fecskefii azonositdsara hasznalt vizsgéalatok dontéen kelidonsav
kimutatason alapulnak. A poritott drogot 20%-o0s kaliliggal lecseppentve a drog koriili
folyadék sargara szinezddik, majd finom cseppecskék, végiil hajlott, eldgazd szdrszerli
kristalyok figyelhetok meg. A kelidonsav lig hatdsara xanthidrokelidonsavva alakul,
melynek kaliumsoéja kikristayosodik.

A drog metanolos oldatanak 2 ml-¢hez 1 ml 10 g/V% kalilagot adva, a folyadék
zavarossa valik és kék opaleszenciat mutat.

E két reakcid a kelidonsav kimutatasara alkalmas, de a hasonld szerkezetli mekonsav
mar nem adja. A kelidonsav viszonylag kevés drog tartalomanyaga: Urginea maritima,
Colhicum autumnale, és egyes Lobelia fajok, igy lehetdséget ad kelidonsavat nem
tartalmaz6 drogoktol torténé megkiilonboztetésére is.

Gombostithegynyi drogot targylemezen 1-2 ml 5-10%-0s tannin-oldattal lecseppentve
¢s feddlemezzel lefedve, kb. 100 x-os nagyitassal sarga hodlyagok, majd hossza
ostorszerlien elhajloé hajszélszeri képletek lathatok, melyek egy id6 mulva eltlinnek,
illetve olajszerti cseppekké tomoriilnek. Ez a Kwasniewski-féle kelidonsavas alkaloidso
mikroreakci6 (Hahn-Deinstrop 1994).

A vérehullo fecskefii éteres kivonata a novény kvaterner N-t tartalmazo alkaloidjai miatt
ultraibolya fényben intenziv, vildgos narancssarga szinben fluoreszkal (Halmai és

Novak 1963).

2.2.2. Chelidonium majus L. 6sszalkaloid tartalmanak meghatarozasara alkalmas

modszerek

A Kelet-Német Gyogyszerkonyv (AB —DDR 1975) az alkaloid kémiaban jol ismert
titrimetrias modszerrel hataroztatta meg a Chelidonii herba 0Osszalkaloid tartalmat.
Acidimetrias titralast irt eld, melyben a kivonathoz feleslegben adott erds sav

visszatitralasaval allapihato meg a bazikus alkaloidok mennyisége (Arzneibuch der

Demokratischen Republik 1975).
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Az Osszalkaloid tartalom spektrofotometrids mérését a Német Gyogyszerkonyvben
(1999) tették hivatalossd, melyet kisebb modositasokkal atvett az Eurdpai
Gyogyszerkonyv (2004) és a VIII. Magyar Gyogyszerkonyv (2004) is.

Az alkaloid-tartalom meghatarozasa — a hig savas kivonds, majd tisztitas utan —
szarmazékképzést kovetd spektrofotometrias (A =570 nm-en) méréssel torténik. A
szarmazekképzEés soran sav hatasara a metiléndioxi csoport az alkaloid molekuldbol
kihasad és a keletkez6 formaldehid a kromotropsavval ibolyaszinli kondenzacios
terméket képez. A meghatarozas reakciomechanizmusat az 5.abra mutatja be (Stahl és
Schild 1981). A gydgyszerkdonyvek a % m/m-ban kifejezett Osszalkaloid tartalmat
kelidoninra vonatkoztatva adjak meg.

A jelenleg érvényben 1év0 szabdlyozds szerint a vérehulldo fecskefiivet tartalmazo

készitmények standardizalasara altalaban elfogadjak az 6sszalkaloid tartalom mérését.

H

OH _ho H B
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Kelidonin Formaldehid

‘ OH HCHO . e ‘
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S.4abra A Chelidonium  majus  spektrofotometrias ~ Osszalkaloid  tartalom
meghatarozasanak kémiai reakcidja.
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Német szerzOk az eltérd szamu metiléndioxi csoportot tartalmazd Chelidonium
alkaloidok miatt a gydgyszerkdnyvekben hivatalos spektrofotometrids mérés
kvantitativitasat megkérddjelezik (Fulde és Wichtl 1994).

Véleménylink szerint a mérés pontatlansdganak okozoja az is, hogy a kvaterner

alkaloidok nagyrésze elveszik a tisztitas soran.

2.2.3. Chelidonium alkaloidok elvalasztasa vékonyréteg kromatografias (VRK)

modszerrel

A Chelidonium drogok azonositasdra ujabban a kiemelt hat6anyagok, az alkaloidok
kimutatdsan  alapulé  vékonyréteg kromatografidt (VRK) alkalmazzak. A
gyogyszerkonyvekben (DAB 10, Ph.Eur.5. és Ph.Hg.VIIL.) hivatalos vékonyréteg
kromatografidas modszer hordozoként szilikagél Fass-et, kifejlesztd rendszerként
hangyasav : viz : n-propanol (1 : 9 : 90 V/V/V) oldoszer elegyet hasznaltat. Az értékelés
UV (254 + 365 nm) fényben kezeletleniil, majd kélium-tetrajodo-bizmutét(Il)-oldattal
(Dragendorft-reagens) lepermetezve torténik (Wagner ésBladt 1996).

A Kelet-Német Gyogyszerkonyv a Chelidonii herba alkaloidjainak elvalasztisara
aluminium-oxid hord6zon kloroform : benzol : éter (50:40:10 V/V/V) eluenst
hasznalt. A leirat nem nyujtott segitséget a kiértékeléshez (Arzneibuch der
Demokratischen Republik 1975).

Kustrak ¢és mtsai (1982) a Chelidonium alkaloidok szilikagél hordozon torténd
elvalasztasara Uj mozgofazist fejlesztettek ki: xilén : metil-etil—
keton : metanol : dietilamin (20:20:2:0,5 V/V/V/V). Tanulmanyoztak tovabba az
Osszalkaloid tartalom valtozasat a vegetacios periddus alatt. Vizsgalataik szerint a
legmagasabb alkaloid tartalommal mind a herba (1,48%), mind a gyokér (1,86%)
augusztus végén, illetve szeptember elején rendelkezik, €és a begyljtésre ezt az
iddészakot javasoljak.

Wolf (1996) mikro modszert ajanl a Chelidonium kivonatok alkaloid komponenseinek
vékonyréteg kromatografias elvalasztasara. Mozgd fazisnak toluol : metanol (90 : 10
V/V) oldészerelegyet alkalmaz és hordozoként kisebb szilika réteglapok (2 % 6 cm)
hasznélatara 0sztondz. A kifejlesztés iddigénye e modszer hasznélatival jelentdsen

csokken. Mig a toluol : metanol (90 : 10 V/V) rendszerben torténd kifejlesztés 15 percet
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vesz igénybe, addig a gyogyszerkonyvek modszerét (hangyasav : viz : n-propanol;
1:9:90 V/V/V) alkalmazva 77 perc kifejlesztési idovel kell szamolni (Hahn-Deinstrop
1994).

Matysik és Jusiak (1990) a Chelidonium alkaloidok elvélasztasara hatlépéses gradiens
vékonyréteg kromatografids modszert fejlesztett ki. Toluol — etilacetat (1 :1 V/V) és
metanol kiilonbozd aranyu elegyeit alkalmazva jo elvalashoz jutottak (szangvinarin
R¢=0,12, homokelidonin Rf=0,24, keleritrin R¢= 0,64, allokriptopin R¢= 0,69,
protopin R¢ = 0,75, kelidonin R¢ = 0,79).

Lengyel kutatok mikropreparativ oszlopkromatografidss modszer segitségével
elvalasztottak a Chelidonium majus kvaterner €s tercier alkaloidjait a gyokér kivonatbol.
A kvaterner alkaloid frakcid szilikagélen torténd vékonyréteg kromatografias
elvalasztdsa soran toluol : etil-acetat : metanol (78 : 20 : 2 V/V/V) kifejlesztd rendszert
hasznaltak. A ko6zolt denzitogramon lathato, hogy a keleritrin €s szangvinarin elvalasat
zavartak a minor komponensek (kelilutin és kelirubin) (Golkiewicz ¢és mtsai 1993).
Késdbbi publikacidjukban modositott modszerrel, kétlépéses gradiens eliciot hasznalva
denzitogrammal igazoltdk nyolc kvaterner major ¢és minor alkaloid komponens
(kelirubin, szangvinarin, kelilutin, keleritrin, korizamin, berberin, koptizin ¢&s
magnoflorin) kielégité elvalasztasat. Elsd Iépésben toluol : etil-acetat : metanol
(80:15:5 V/V/V), majd masodik 1épésben etanol : kloroform : ecetsav (67 :30:3
V/V/V) mozgoéfazist alkalmaztak (Golkiewicz és Gazdikowska 1999).

Szumilo és Flieger (1999) Chelidonium és mak alkaloidok elvalasztasara kiilonbozo
szilikagélek (extra tiszta, normal, impregnalt), valamint fémionokkal (Ni(Il), Zn(II),
Cr(IlI), Co(Ill)) impregnalt normal szilikagél rétegek hasznalhatosagat tesztelte. A
vérehullo fecskefii vékonyréteg kromatografias vizsgéalata soran a legjobb elvélast az
extra tiszta szilikagélen toluol : aceton : etanol : ammonia-oldatot (45:45:7:3
V/V/V/V) eluenssel torténd kifejlesztéssel kaptak. Az impregnalt fémionok rontottak a
szelektivitast.

Lengyel kutatok specidlis vékonyréteg kromatografids modszereket (egydimenzids
tobbszori kifejlesztés, normal gradiens modszer, forditott gradiens mddszer) dolgoztak
ki a Chelidonium alkaloidok elvalasztasara. A kifejlesztésekhez szilika €s aluminium-
oxid szorbenseket hasznaltak. Haromszori kifejlesztéssel javult a kvaterner alkaloidok

elvalasa szilikagélen (eluens: toluol : etil-acetat : metanol (83 : 15 : 2 V/V/V)). Gradiens
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rendszert hasznalva jo elvalast figyeltek meg a kvaterner alkaloid frakcio esetében az
eluens oldoszererdsség folyamatos novelésekor, mig tercier alkaloidok elvalasztasakor a
mozg6 fazis oldoszererdsségének csokkentése bizonyult eredményesnek. Aluminium-
oxid hordozék mind a kvaterner (berberin Ry= 0,11, keleritrin R¢= 0,65, szangvinarin
R¢=0,67, dihidrokeleritrin Ry= 73, dihidroszangvinarin Ry=0,77), mind a tercier
(allokriptopin R¢= 0,47, protopin R¢=0,60, homokelidonin R¢= 0,71, kelidonin
R¢=0,78) alkaloid frakcidk esetében jol alkalmazhatok (Waksmundzka-Hajnos és mtsai
2000).

Golkiewicz és mtsai (2001) milligramm mennyiségii nagy tisztasdgu szangvinarint és
keleritrint izolaltak Chelidonii radix-bol mikropreparativ VRK modszerrel. A tercier €s
kvaterner alkaloidok elvalasztdsdra oszlopkromatografiat hasznéltak. A savas-vizes
ndvényi kivonatot az oszlopra jutattdk, melyen a kvaterner alkaloidok erdsen kotddtek,
mig a tercier alkaloidok konnyen eludlodtak. A kvaterner alkaloid frakciok oldasdhoz
folyamatosan novelték a mozgdfazis metanol tartalmat. A 20% metanolt tartalmazo
savas-vizes mozg6 fazis alkalmas volt keleritrint és szangvinarint tartalmazé frakcio
eludldsara. A két alkaloidot mikropreparativ rétegen (0,2 mm) torténd elvalasztast
(szilikagél hordozo és kloroform : metanol : ecetsav (82:15:3 V/V/V) kifejlesztd
rendszer) kovetden izolaltak, melyet UV-spektrum alapjan azonositottak.
Waksmundzka-Hajnos és mtsai (2002) a vérehulld fecskefli kvaterner alkaloid frakcio
preparativ  elvalasztdsdnak optimalizdldsa sordn az egydimenzidés hdromszori
kifejlesztéssel jo alapvonal elvalast értek el, mely tobbszori kifejlesztéssel nem mutatott
tovabbi javulast.

Kvaterner és tercier Chelidonium alkaloid frakciok tilnyomadsos rétegkromatografias
(OPLC) eljarasa soran a 350 —400 pul / perc kifejlesztési sebesség nyujtott kielégitd
elvalast. Ugyanakkor reprodukalhatosag szempontjabol a legoptimalisabb 250-
300 pl / perc kifejlesztési sebesség volt. Gyorsabb, illetve lassabb elicios sebességet
valasztva a kalibracio nem volt linedris. Kvaterner alkaloidok esetében toluol : etil-
acetat : metanol (83 :15:2 V/V/V) mozgofazist, tercier alkaloidoknal toluol : etil-
acetat : metanol (70 : 15 : 15 V/V/V) eluenst alkalmaztak az OPLC-s elvalasztas soran
(Malinowska és mtsai 2005).

Petruczynik ¢és mtsai (2005) izokinolin alkaloidok kétdimenziés vékonyréteg

kromatografalasanal az elsd kifejlesztéshez ammonidt tartalmazd vizes eluenst, a
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masodik kifejlesztéshez dietil-amint tartalmazd nemvizes kifejleszté rendszert
ajanlanak, mellyel jo alapvonal elvalast értek el.

A Chelidonium alkaloidok denzitometrids irodalmat attekintve minddssze két irodalmat
talaltunk.

Freytag (1980) Chelidonium drogokban (herba és radix) denzitometrids modszerrel
hatdrozta meg harom alkaloid mennyiségét eltérd hullamhosszakat alkalmazva
(kelidonin: A =285nm; szangvinarin: A=325nm; keleritrin: A=315nm). A
kifejlesztéshez toluol : metanol (93 :7 V/V) mozgdfazist hasznalt, mely jo elvalast
eredményezett (kelidonin Ry = 0,51; szangvinarin R ;= 0,67; keleritrin Ry = 0,57).
Nikolic és mtsai (2002) a fecskefii olajos kivonatdban VRK-denzitometrias modszerrel
0,017% (m/m) kelidonin tartalmat mértek. A kifejlesztéshez sziligagél réteget és
toluol : metanol (90 : 10 V/V) eluenst alkalmaztak (kelidonin Ry értéke 0,53).
Osszegezve a nagyszami vékonyréteg kromatografidval foglalkozo irodalmat
megallapithatjuk, hogy a novényben talalhatdé nagyszamu ¢€s eltérd kémiai sajatsagu
alkaloid elvalasztasi nehézségei Gjabb és tjabb modszerek kifejlesztésére 0sztondznek.
A vérehulld fecskefli alkaloidjainak rétegkromatografias elvéalasztasaval ellentétben
kevés VRK-denzitometrias modszerrel torténd kvantitativ mérés ismert, mely eljarasok

alkalmazasa soran harom vagy kevesebb alkaloid mennyiségét hatarozzak meg.

2.24. Chelidonium alkaloidok elvalasztasa nagyhatékonysagu

folyadékkromatografias (HPLC) maédszerrel

Tekintettel a Chelidonium alkaloidok nagy szdmara és eltérd baziserdsségére a
nagyhatékonysdgu  folyadékkromatografidss modszerek  nagy része  ion-par
kromatografiat alkalmaz vizsgalatukra.

Freytag (1986) Chelidonium extraktumok tanulméanyozasara izokratikus forditott-fazisu
ion-par HPLC modszert dolgozott ki (eluens: metanol : 0,1M NaH,PO4 puffer-oldat
(pH=2,1) : trietanolamin 70 :55:1,2 m/m/m, oszlop: Cig). Osszehasonlitasként
normalfazisu és gradiens forditott-fazisti ion-par modszert is bemutat a szerzd, azonban
kelidonin, keleritrin és szangvinarin alkaloidok elvalasztasara, illetve kvantitativ
meghatarozasara az izokratikus forditott-fazisu ion-par HPLC modszert tartja a

legjobbnak.
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Dzido (1988) forditott-fazisi ion-par HPLC mddszerrel valasztotta el a fobb tercier
alkaloidokat (kelidonin, protopin, allokriptopin) a vérehulld fecskefiiben. Ion-par
reagensként di-2-etilhexil-ortofoszforsavat hasznalt.

Bugatti és mtsai (1987) normal-fazisi HPLC moédszert alkalmaztak a friss gyokér
szangvinarin, keleritrin és berberin (kvaterner alkaloidok) tartalmanak kvantitativ
mérésére. Mozgd fazisként 0,005M Na-acetat tartalmu metanol : 1,4-dioxan : ecetsav
88 :10:2 (V/V/V) aranyu elegye szolgalt. Az elvalasztast Alltech szilika oszlopon, a
detektalast 290 nm-en végezték. Kisérleteik sordn szamos forditott-fazisti és ion-par
kromatografidas moddszert prébaltak ki, legmegfelelobbnek a kvaterner alkaloidok
mérésére az eldbbiekben ismertetett normal-fazisit modszert talaltak. Megallapitottak,
hogy a tavasszal gy(jtott friss gyokérben az alkaloid komponensek mennyisége: 0,33%
keleritrin, 0,38% szangvinarin, 0,07% berberin (m/m). A szerz6k késobbi
publikacidjukban ezzel a normal-fazisu HPLC mddszerrel vizsgaltak a frissen gyiijtott
herba, gyokér, valamint a tejnedv alkaloid komponenseinek valtozasat a hdmérseklet €s
a megvilagitas fliggvényében (Tome és Colombo 1995).

Rey ¢és mtsai (1993) a sztilopin alkaloid mérésére alkalmas izokratikus normal-fazisu
HPLC modszert publikaltak. Az elvalasztdas Superspher Si 60 oszlopon, 0,1%
trifluorecetsavat tartalmazo kloroform: metanol (90 : 10 V/V) eluenssel tortént és
292,5 nm-en detektaltak a virdgz6é hajtas (6,3; m/m), valamint a gyokér (4,9%; m/m)
sztilopin tartalmat.

Nowicky ¢és mtsai (1992) vizsgalataikban megallapitottdk, hogy kiilonb6zo sok (pl.
kalium-jodid) eredményesen alkalmazhatok a tailinges csiics megsziintetésére €s a
kationos molekuldk retencidjanak csokkentésére a Chelidonium alkaloidok forditott-
fazist HPLC elvalasztasa soran.

Han és mtsai (1991) a vérehulld fecskefii etanolos kivonatabdl tizenhdrom tercier és
kvaterner alkaloid komponens elvalasztasat oldottdk meg gradiens forditott-fazisu ion-
par HPLC moédszer segitségével. Hypersil ODS (Cig) oszlopot, mozgédfazisként
viz : acetonitril : metanol (50:20:30V/V/V — 15:55:30 V/V/V / 15 perc) elegyét
hasznaltak. A viz pH-jat 7,5-re éllitottak be propilaminnal, a metanol 0,15mM kalium-
jodidot tartalmazott. Kvantitativ mérésre a modszert nem hasznaltak.

Han és mtsai (1992) a vérehull6 fecskefli alkaloidok kapacitds faktoranak homérséklet

fliggését vizsgaltak az allofazis feliiletének deaktivalasat kovetden forditott-fazist

33



HPLC elvalasztas soran. A van’t Hoff gorbék alapjan két csoportra osztottak a
Chelidonium alkaloidokat: az alacsony bdazicitasi tercier (metoxikelidonin,
allokriptopin, protopin, kelidonin) és az erésen bazikus tercier és kvaterner alkaloidok
(berberin, sztilopin, oxiszangvinarin, szangvinarin, dihidrokeleritrin ¢s
dihidroszangvinarin) csoportjara.

Niu és He (1991) a Chelidonii radix-bdl nyolc izokinolin vazas alkaloid elvalasztasat
oldottdk meg izokratikus forditott-fazisu ion-par HPLC moédszerrel. Eluensként 0,05M
borkdsav : metanol : acetonitril 44 :10:46 (V/V/V) aranya elegyét, oszlopként
oktadecil-szilan oszlopot hasznaltak. Vizsgaltdk a kiilonboz0 ion-par reagensek
(natrium-decilszulfat, -dodecilszulfat ¢és -tetradecilszulfat) alkalmazhatosagat. A
natrium-dodecilszulfatot 0,5%-ban az eluenshez adva megfeleld elvalast és
szimmetrikus csucsokat kaptak. A modszer segitségével Kina teriiletén julius honapban
gyljtott fecskefii gyokér mintak alkaloid Osszetételét vizsgaltak. A kiilonb6zo
tertiletekrdl szdrmazé gyokér mintak Osszalkaloid tartalma 0,86% - 1,94% (m/m,
kelidoninban kifejezve) kozott valtozott. A legnagyobb mennyiségben minden radix
minta a kelidonin alkaloidot tartalmazta.

Taborsaka és mtsai (1994) Osszel gyujtott Chelidonium drogokbdl huszonegy alkaloid
elvalasztasdra €s azonositdsara alkalmas komplex gradiens forditott-fazisi ion-par
HPLC modszert dolgozott ki. A mintaeldkészitésiik egyszerii, azonban a moédszerrel
kvantitativ méréseket nem végeztek.

Kursinszki és mtsai (2006) izokratikus, forditott-fazisi HPLC moédszert dolgoztak ki a
az ot 0 alkaloid komponens elvalasztasara €és kvantitativ mérésére a vérehullo fecskefii
kivonatokban. Savas-metanolos kivonast kdvetden szilard fazist extrakciot alkalmaztak
a kivonatok tisztitdsara. Mind az extrakcid, mind a tisztitds jol reprodukalhato volt.
Luna C;3 0j generaciés szilika alapu allofazist, 14,7:18:67,3 (V/V/V) aranyu
acetonitril : metanol : 30mM ammonium-formiat-oldat (pH = 2,8) elegyét alkalmaztak
mozg6 fazisként. A modszer részletes ismertetése keriilt az ,,Anyag és Modszer” fejezet
3.2.3.4. pontjaban. A kivalasztott oszlop, illetve az egyszerli Osszetételli eluens jo
elvalast és szimmetrikus csucsokat eredményezett. A modszer alkalmas tercier
(kelidonin, protopin) ¢és kvaterner (koptizin, berberin és szangvinarin) alkaloidok

egyidejii meghatdrozasara. A moddszert mind ismételhetdség, mind visszanyerés

34



szempontjabol validaltdk. A legkisebb mérheté mennyiség koptizin esetében 0,2 ng,
szangvinarin esetében 0,4 ng, protopin, kelidonin és berberin esetében 0,5 ng.

Az utobbi kromatografids rendszer eldnye a korabban leirt eljarasokkal Osszevetve,
hogy izokratikusan, ion-par reagens nélkiill oldja meg a vérehullo fecskefli
alkaloidjainak (kelidonin, protopin, koptizin, berberin, szangvinarin) elvalasztasat,

valamint kvantitativ mérését.

2.2.5. Chelidonium alkaloidok elvalasztasa egyéb elvalasztastechnikai modszerekkel

Az irodalomban szépszammal talalunk elvalasztas technikakat, melyeket a Chelidonium
alkaloidok meghatérozasara, illetve vérehulld fecskefiivet tartalmazd készitmények
standardizalasara alkalmaznak.

Walterova és mtasi (1984) a Chelidonium majus benzofenantridin alkaloidjainak
izotachoforetikus elvalasztasat oldotta meg, mely moddszer alkalmas a kivonatok
keleritrin és szangvinarin tartalmanak gyors meghatarozasara.

Pietta és mtasi (1995) vérehullo fecskefii levelébdl és gyokerébdl hat izokinolinvazas
alkaloid elvalasztasara és mennyiségi mérésére alkalmas kapillaris elektroforézis (CE)
modszert publikaltak. Az elvalasztott alkaloidok a kelidonin, szangvinarin, koptizin,
keleritrin, berberin és sztilopin voltak.

Stuppner és Ganzera (1995) megallapitottak, hogy a Chelidonium alkaloidok CE-sel
torténd elvalasztasahoz nélkiilozhetetlen a puffer-oldathoz adagol f—ciklodextrin.

Sturm és Stuppner (1998) izokinolin vazas alkaloidok elvalasztasara alkalmas CE-
tomegspektrométer (MS) technikat dolgozott ki. A modszer elénye, hogy a nyers
metanolos kivonatbdl az alkaloid komponensek elvalasztisa és azonositdsa tisztitasi
1épések nélkiil oldhaté meg.

Sevcic ¢és mtsai  (2000) w3} CE modszert dolgoztak ki kivonatok ¢és
gyogyszerkészitmények szangvinarin és keleritrin tartalmdnak meghatarozasara.

Kinai kutatok egyszerii, gyors HPLC-MS moddszert alkalmaztak a mézben jelenlévd
szangvinarin ¢és keleritrin mennyiségének mérésére, mely alkaloid komponensek
megvaltoztatjadk a méz iz€t €s mindségét. A modszer érzékenységét alatamasztja, hogy
milliliterenként 1,6 ng szangvinarin, illeteve 1,1 ng keleritrin mérésére alkalmas (Luo

¢és mtsai 2004).
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Suau ¢és mtsai (2005) izokinolinvdzas alkaloidok azonositasara ¢és kvantitativ
meghatarozasara gaz kromatografias (GC)-MS modszert fejlesztettek ki. A modszerrel
Sarcocapnos-fajok alkaloid komponenseit vizsgaltdk, melyek koziil a protopin,
dihidroszangvinarin és kelidonin a Chelidonium majus-ban is megtalalhato, igy a leirt
GC-MS mddszer nagy valdszinliséggel a vérehullo fecskefii alkaloid meghatarozasara is

alkalmazhato.

2.3. A formaldehid szerepe a biolégiai rendszerekben

2.3.1. A formaldehid elofordulasa

A formaldehidet (HCHO) a kdzelmultig csupan kornyezetszennyezd anyagnak tartottak,
mely nagyobb mennyiségben talalhaté meg szdmos hdztartdsi aruban, pl. ruhakban,
butorokban, fényképészeti ¢és ¢élelmi anyagokban, valamint dohéanyfiistben,
kipufogogazban és ipari lizemek levegdjében, és igy konnyen bekeriilhet az emberi
szervezetbe (Walker 1964, IARC 1995).

Kozismert tény, hogy a HCHO az elsdként azonositott szerves molekula a vildgtirben.
Tobb mint 80 csillagkdzi felhd vizsgalata mutatta, hogy a HCHO diffuz és sirll
fellegeket is alkot. A hat legnagyobb mennyiségben eléforduld elem a vilagegyetemben
a H C, N, O, S, P, melybdl harom alkotécleme a formaldehidnek. E reaktiv
molekuldnak meghataroz6 szerepet tulajdonitanak az élet keletkezésében (Greenberg
1989).

Mig korabbi tanulmanyokban és kézikonyvekben azt olvashatjuk, hogy a HCHO
toxikus molekula és ezért nem fordul eld €16 sejtekben szabadon, mara bizonyitott az
exogén eredeti HCHO-en tal human, allati és ndvényi szévetekben mérhetd
mennyiségli, anyagcsere folyamatokban keletkez6 endogén HCHO jelenléte (féleg
kotott formaban) (Tyihak és mtsai 1978, Tyihdk és mtsai 1980, Burgyan és mtsai 1982,
Szarvas €s mtsai 1982, Merk és Speit 1998).

Mar a 70-es években kimutattadk HCHO keletkezését a limfocitakban és granulocitakban
a metil-tetrahidro-folat tetrahidro-folatta torténd atalakuldsa soran (Thorndike és Beck
1977). Vizsgalataik szerint a mérhet6 HCHO termelés joval nagyobb leukémias, mint

normdl limfocita sejtekben. Korai megfigyelést tettek a HCHO hasonlo szintl
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felhalmozodasara vesében, majban és agyszovetekben is (Laduron €és mtsai 1975,
Taylor és Hanna 1975). Tyihdk és mtsai (1978) pedig megéallapitottdk, hogy a
dohéanylevelekben eredetileg mérhet6 HCHO mennyisége TMV (dohdny mozaik
virus) - fert6zés hatdsara jelentdsen megnd.

Az endogén HCHO keletkezése tilnyomo részben a sejtekben végbemend metilezési-
demetilezési / oxidacids-redukcids folyamatokhoz kapcsolhatd (Tyihdk és mtsai 1980,
Tyihdk és Széke 1996, Merk és Speit 1998, Tyihdk 2006). A HCHO féleg kotott
formaban van jelen a biologiai rendszerekben, mégpedig kiillonb6zé molekuldkhoz (pl.
glutation, L-arginin) kiilonb6z6 erdsséggel kototten.

A metilezett vegyiiletek ¢és altalaban az enzimatikus metilezés hosszu id6 ota jelentds
szerepet jatszik a karcinogenezis és az antikarcinogenezis kutatisaban. Vannak olyan
metilezett vegyiiletek, pl. dimetil-nitr6zamin, melyek részben ismert folyamatokon at
rosszindulatl sejtszaporodast generdlnak (Lin és Hollenberg 2001), mig mas metilezett
vegyiiletek, pl. 1’-metil-aszkorbigén antitumor hatassal rendelkeznek (Szende €és mtsai
1995).

Ma mar nyilvanvald, hogy a metilezett vegyiiletek — igy az alkaloidok jelentds része is -
potencialis HCHO-el6anyagok. Bizonyitott tovabba az is, hogy a kiillonbozé vegyiiletek
enzimatikus metilezése HCHO-en keresztiil megy végbe, mely felfedezés 1j
lehetdségeket nyit a rakkutatdsban, normalis és abnormaélis folyamatok megismerésében

egyarant (Huszti és Tyihak 1986, Tyihak 2006).

2.3.2. A formaldehid ciklus elemei és jelentosége

Az S-adenozil-L-metionin (SAM) szolgal metildonorként valamennyi enzimatikus
transzmetilezési reakcioban, beleértve a DNS-metilezést is (Adams és Burdon 1985).
Megallapitottak, hogy a SAM radioaktiv S-metil-csoportjabdl radioaktiv formaldemeton
képzddott dimedon, mint HCHO-befogd molekula jelenlétében a hisztamin N-metil-
hisztaminna torténd enzimes atalakitasa soran (Huszti és Tyihak 1986). Ebbdl a ténybdl
az kovetkezik, hogy a HCHO eltavolitasa a reakcioelegybdl a transzmetilezés aranyos
elmaradasat eredményezi. Ez volt az els0 megfigyelés arra vonatkozoan, hogy az
enzimes transzmetilezés HCHO-n keresztiil megy végbe, és ebben a folyamatban a

SAM S-metil csoportjanak a specialis demetilezése az elsd 1épés.
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Kisérleti bizonyitékok és biokémiai elvek alapjan nyilvanvalova valt, hogy a biologiai
rendszerekben gyors, elsédleges HCHO ciklus 1étezik, melyben a metionin S-metil
csoportjanak a képzdédése HCHO-bol és SAM HCHO-ad6 funkciodja az adott biokémiai
rendszer alapvetd Osszetevoi (Tyihdk 1987c). Gyors HCHO utak sokasaga létezik
kiilonb6zé  szovetekben, hidroximetil csoportokon 4t kotddvén az  akceptor
molekuldkhoz (Tyihadk és mtsai 1998). Az elsddleges, egyszertsitett HCHO ciklus

biotranszformacids lépéseit a 6.4bra foglalja dssze.

S-adenozil-L-
metionin
ATP (SAM) CH,0

S-adenoazil-L-
homocisztein
(SAH)

L-metionin

CH,0 H,0
L-homocisztein

6.abra Az egyszerusitett formaldehid ciklus biotranszformacids lépései (Tyihak 2002)

Az €16 szervezetben a HCHO harom kiilonb6z0 forrasbol szarmazik:

- HCHO képzddése ellendrzott koriilmények kozott (formaldehid ciklus),

- endogén HCHO képzddésbdl, pl. véletlenszerii indukcid hatésara,

- exogén eredeti HCHO-bAI (Tyihak és Szende 2004).

A HCHO ciklus rendellenességei, kiilonds tekintettel a kontrollalatlan koriilmények
kozott képzodott HCHO-re, patologids folyamatokban jatszhatnak szerepet.

Az emberi szervezetben a HCHO ciklus 1épéseit befolyasolni, és sziikség szerint
normalizalni is lehet, mindez kémiai-biokémiai uton, valamint taplalkozason at

kozelitheté meg.
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Az L-aszkorbinsav (C-vitamin) kedvezd bioldgiai hatasait egyebek kozott rosszindulata
daganatok kezelésében probaltak felhasznalni, mégpedig nagy dozisokat adagolva.
Mara kidertilt, hogy preciz kezeléssel sem sikertilt egyértelmii javulast elérni a klinikai
vizsgalatokban (Padayatt és Levine 2000 a,b). Ennek az lehet az oka, hogy az L-
aszkorbinsav, mint redukdlé anyag elimindlhatia a HCHO molekuldkat, és ezzel
befolyasolhatja a HCHO ciklust. Azonban az un. kotott C-vitamin, az aszkorbigén
aszkorbigén) immunstimuldld, antimikrobidlis, valamint tumorgatld hatastinak
bizonyult (Szende és mtsai 1995, Bocsi és mtsai 1998, Katay és Tyihak 1998, Katay és
mtsai 2002). Megallapitast nyert, hogy e hatasok a metilcsoportbdl szarmazé HCHO-
nek, illetve reakciotermékeinek tulajdonithatok. Ebben az esetben tehat a kedvezd
hatasért egy HCHO-generator a felelds.

Az elmult évtizedben fontos biokémiai kutatdsok targyat képezte a transz-rezveratrol
megismerése (Szende és mtsai 2000, Tyihak és mtsai 2003). Mara e kozonséges €lelmi
anyaggal elért sokrétli, kedvezd biologiai hatdsokat két nagy csoportra oszthatjuk:
kémiai védo és 0l6-gatld hatdsokra. A hatdsok értelmezésénél altaldban a molekula
antioxidans jellegét hangstlyozzak. Az antitumor, s ezen beliil a leukémids sejteket
szelektiven 610 hatdsokat nem magyardzza az antioxidans tulajdonsag. Eziranyu
kutatasok szerint a transz-rezveratrol mobilizalja a labilisan kotott endogén HCHO-
molekuldkat, azaz befolyasolni tudja a HCHO ciklus 1épéseit is (Tyihdk és mtsai 1998,
Tyihak és mtsai 2001, Tyihak 2006).

Az L-arginin erdsen bazikus guanidincsoportja miatt jelentds szerepet jatszik a biologiai
rendszerekben lejatsz6dd molekularis kdlcsonhatasokban. Ezen reakciok koziil az L-
arginin ¢s a HCHO kozotti folyamat kiilondsen érdekes és meghatarozo faktor a
bioldgiai rendszerre. A reakcioban hidroxi-metil-arginin szarmazékok képzddnek (Csiba
¢és mtsai 1982), melyek jelentdés tumorgatld €s apoptdzist okozod hatasuak (Bocsi és
mtsai 1998, Szende és mtsai 1998, Trézl és mtsai 1998, Trézl és mtsai 2003). A hatas
kialakuldsdban a hidroxi-metil csoportokbol felszabadulé HCHO alapvetd szerepet
jatszik. Az eddigi megfigyelésekbdl az is kideriil, hogy a biologiai rendszerbe adagolt
L-arginin azonnal megkdti a jelenlévd szabad, illetve labilis kotésben 1évé HCHO
molekulakat, s az igy kotott allapotban 1évé HCHO jelentds biologiai hatds hordozoja
lehet.
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2.3.3. A formaldehidom elemei és jelentosége

Az egyszerusitett HCHO-korfolyamat (6.4bra) a legfontosabb biokémiai utakat foglalja
Ossze, de nem fejezi ki teljes egészében a HCHO bioldgiai rendszereket atszovo
szerepét, kiilonos tekinettel az wjra metilezést is magukban foglalé dinamikus
metilezési-demetilezési folyamatokra. Ezért az egész ¢éldvildgra kiterjeszthetd
formaldehidom, mint 0j neologizmus bevezetése indokolt, amely bonyolult rendszert
takar. Mivel megismeréséhez kiilonleges reakcidutakat kell kovetni, vizsgalata
modszertani Ujitasok bevezetését igényi.

A formaldehidom tehat adott bioldgiai rendszer vagy egység HCHO cikus altal
szabalyozott és nem szabalyozott metil-, hidroximetil-¢s formil-, stb. csoportok Gsszes
¢s a proteom. A 7.ibra a formaldehidom fontosabb elemeit mutatja be, ahol az

enzimatikus metilezés és demetilezés 1épései a meghatarozok (Tyihék 2006).

Formaldehidom
Kolcsdnhatasi reakciok

Demetilezett
vegyiilet Akceptorok
Oxidacio Alkilezés
e HCHO ;
hidrolizs eredete redukcio
Metilezett Metilezett
vegyiiletek vegyiiletek

DEMETILEZES METILEZES

és egyéb forrasok

7.abra A formaldehidom alapelemei (Tyihak 2006)
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2.3.4. A formaldehid toxikus hatasai

Az exogén formaldehidnek toxikus vegyliletként elsésorban a 1égzdrendszer, de mas
szervek daganatos megbetegedéseinek kialakulasaban is fontos szerepet tulajdonitanak
(Swenberg és mtsai 1980, Casanova és mtsai 1989, Heck és mtsai 1990, Laforest és
mtsai 2000, Collins €s mtsai 2001). A szervezetbe keriilt exogén HCHO DNS-DNS,
valamint DNS-fehérje keresztkotéseket (DPX) alakithat ki, melyek genotoxikus hatasa
pl. a DNS replikaciéo gatlasdban nyilvanul meg (Tyihdk és mtsai 1980). Fontos
megjegyezni, hogy rosszindulatu daganatok keletkezésének ez a megkdzelitése mai
napig vitatott.

Tobb DNS-DNS és DNS-fehérje keresztkotéseket kialakito vegytiletet megvizsgalva azt
talaltak, hogy a keresztkotések kialakitasdhoz sziikséges koncentraciok egyediil a
HCHO esetén maradtak a citotoxikus értékek alatt (Tyihdk 2002). Mivel a sejtek a
HCHO kezelés alatt megorizték €letképességiiket, a kialakult keresztkotések pedig tobb
oran at megmaradtak, igy ténylegesen fennall a DNS karosoddsdnak lehetdsége az
osztodds soran. Ezeket a megfigyeléseket tobb modszerrel is egyértelmiien
alatamasztottdk. A HCHO kezelést kdvetden 24 o6raval ugyanakkor mar nem sikertilt
kimutatni a DPX-ek jelenlétét, ami a javitdO mechanizmusok hatékonysagat jelzi.
Azonban a HCHO esetében, mely a leghatékonyabb molekuldk egyike, - igy egyéb
molekulakkal (pl. repair fehérjék) is reagalhat - indirekt DNS karositd hatasok szintén
érvényesiilhetnek. Mas kutatdsok eredményei nem talaltdk bizonyitottnak az exogén
HCHO génmutacion keresztiil kialakul6 karcinogén hatasat (Merk és Speit 1998).

A sejteken beliil HCHO képzddhet szamos exogén és endogén eredetii, N-, O-, vagy S-
metil csoportot tartalmazd vegyiiletbdl oxidativ demetilezés sordn (demetilazok
kozremikodésével), tovabba nem kontrollalt enzimatikus reakciok eredményeként (pl.
SSAO [szemikarbazid érzékeny amino-oxiddz] koézremukodésével), mely utdbbiak
patoldgias folyamatok elinditasaban jatszanak szerepet.

A dohanyfiist nagy mennyiségben tartalmaz metilamint, mely egyben a SSAO enzim
endogén szubsztratja. A nikotin metabolizmus végterméke szintén a metilamin,
melynek SSAO altal toérténd dezaminalasa soran HCHO, ammonia, valamint vizbdl
hidrogén-peroxid (H,O,) egyarant keletkezik. A dohdnyzas és a nikotin hatdsara

felszabaduldé adrenalinb6l monoamin-oxiddz (MAQO) hatdsdra szintén metilamin
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képz6dik. Egy vizsgalatban triciummal jelzett nikotint (N-metil->’H-nikotin) alkalmaztak
egerekben a metabolizmus nyomon kdvetése, a keletkez6 HCHO indirekt kimutatasa
céljabol (Yu 1998). A szerz6 megallapitotta, hogy az alkalmazast kovetd radioaktivités
tulnyomo része makromolekuldkban jelentkezik, melyek HCHO hidakkal 6sszekapcsolt
fehérje komplexeknek bizonyultak. A komplex kialakulasa sikeresen blokkolhato volt a
SSAO inhibitorokkal (pl. szemikarbazid). Mivel a HCHO ¢és H,O, reakcidjanak
eredményeként kiilondsen reaktiv singulett oxigén ('0,) és gerjesztett HCHO (H*CHO)
képzddik (Trézl és Pipek 1988, Tyihdk és mtsai 1993, Tyihdk és mtsai 1994), tovabba a
dohanyzas soran nagyobb mennyiségben keletkezé6 HCHO keresztkotések kialakitasaval
karosithatja a makromolekulakat, ezen molekuldknak alapvetd szerepet tulajdonitanak a

dohanyzas kéros hatdsainak kialakuldsdban.

2.3.5. A szingulet oxigén és gerjesztett HCHO képzodésének altalanos lehetésége a

biologiai redszerekben

Erdekes megfigyelés, hogy a lombhullatd fik levelének HCHO szintje tavasszal
dramaian megemelkedik a metilezett vegyiiletek szintjével egyiitt, mely a fiatal
szovetekben zajloé intenziv osztodassal ¢€s novekedéssel, valamint az enzimes
metilezésekkel hozhato dsszefiiggésbe. Hasonloan megné a HCHO-szint dsszel is, de a
metilezett vegyliletek szintje dramaian lecsokken. Ez utobbi esetben elsdsorban a
demetilezési folyamatok dominalnak. A szerzok szerint levélhullaskor a HCHO
gerjesztett formaban lehet jelen (Tyihak és mtsai 1998). HCHO ¢és H,O, reakciojaban
szingulet oxigén ('0,) és gerjesztett HCHO (H*CHO) keletkezik, mely szerepet jatszhat
a programozott sejthalal (pl. levélhullds) folyamataban (Trézl és Pipek 1988, Tyihak és
mtsai 1994).

Wentworth és mtsai (2000) kimutattdk, hogy az antitest-katalizalta vizoxidacidoban
dihidrogén-trioxid (H>O3) képzddik, melynek természetes bomlasakor — tobbek kozott —
kiilonosen reaktiv 6zon (O;) keletkezik. A szerzok szerint ezek az oxidansok
jatszhatnak szerepet az antitestek nemspecifikus baktériumolé hatdsaban (Babior és

mtsai 2003, Wentworth és mtsai 2003).
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A mara ismertnek nevezhetd HCHO ¢és H,0, kdlcsonhatasi reakciojatol igy juthatunk el
a kiilonosen reaktiv gaznemii 6zon helyi képzddéséhez, mely alapvetd szerepet tolthet

be a bioldgiai rendszerek védekezési mechanizmusaban (8.abra) (Tyihak 2006).

Biolbgiai egység

- ¥

HCHO + H,0,
- .
10, H*CHO
+H,0 ?
H,0;
O; H,0,+3%0, 0,
x10, + YH,0 «—» [H,04(y-1)H,0] H,0, + (x-1)°0,

8.abra A HCHO ¢és H,0O, molekula feltételezett szerepének bemutatdsa a biologiai vilag
védekezd mechanizmusaban (Tyihak 2006)

A molekularis oxigén nélkiilozhetetlen az aerob ¢éldlények szdmara, ugyanakkor
potencialisan toxikus anyag. Alapallapotban a két paratlan elektronnal rendelkezé O,
viszonylag inert molekula. Gerjesztés hatasara két energiaszintjében eltérd allapot
alakulhat ki, melyek koziil a magasabb energiaszintli rendkiviil rovid id6 alatt a kisebb
energiaszintli 4allapotba keriil, melynek hosszabb ¢életideje lehetdvé teszi, hogy
kiilonb6zé reakciokban vegyen részt. Ez utdobbi molekuldt nevezziik szingulet
oxigénnek ('O,) (Briviba és mtsai 1997). Az 'O, rendkiviil reaktiv molekula, mely
karositja a biomolekuldkat, genotoxikus, citotoxikus hatdsu, tovabba szerepe van a

génexpresszid aktivalasaban is. Fotokémiai ¢és kémiai uton egyarant eldallithato,
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tovabba a sejtekben endogén koriilmények kozott is 1étrejohet (pl. gyulladasos
folyamatok soran) (Briviba és mtsai 1997).

Kisérleti eredmények azt mutatjak, hogy a 'O, a H,0»-nal nagysagrendekkel toxikusabb
molekula (Dahl és mtsai 1987). A 'O, a H,O, apoptozis indukalé hatdsanak alaposabb
vizsgalata feltarta, hogy a HL-60 sejtekben a p38 protein-kinaz aktivaciojat mindkét
molekula eldidézheti, ezzel szemben a citokrom C felszabadulasa a mitokondriumokbol
és a kaszpaz 3 aktivacioja csak a 'O, hatasara kovetkezik be (Kochevar és mtsai 2000,
Zhuang ¢és mtsai 2000).

Egyes eredmények arra utalnak, hogy az antitestek kozvetve képesek 'O, termelésére,
annak vizmolekuldkkal torténd reakcidjaval H,O, eldallitasara. Kimutattdk, hogy ezen
folyamatok segitségével az antitestek képesek a baktériumok elpusztitdsara
immunsejtek kozvetitése nélkiil. Antitestek szerkezetének vizsgalataval megallapitottak,
hogy bizonyos aktiv centrumok jelenléte, a kiilonb6z0 aminosavak elhelyezkedése

lényeges a 'O, keletkezése szempontjabol (Service 2001).

Osszességében a sokasodo kisérleti eredményekbdl megallapithatjuk, hogy a biologiai
rendszerekbe keriild exogén HCHO, valamint a kotott formaban (pl. labilis hidroxi-
metil csoportok) talalhatdé endogén HCHO fontos szerepet tolthet be a fiziologias és
patoldgias folyamatok elinditdsaban és szabdlyozéasaban.

A legujabb biokémiai vizsgalatok alatdmasztjak ezeket a kovetkeztetéseket. Lin és mtsai
(2005) leirtak, hogy az endogén HCHO karosithatja a patkany aorta sejteket. Shi és
mtsai  (2004) beszamoltak arr6l, hogy a hiszton-demetilaz hatdsara még a
peptidkotésben 1€v6 teljesen N°-metilezett lizin (N*-trimetil-L-lizin) is demetilezddik, és
szabad lizin, valamint 3 molekula HCHO keletkezik.

Mindezekbdl az kovetkezik, hogy a HCHO nem egy melléktermék hanem - nagyrészt
még ismeretlen funkciokkal - alapvetd és nélkiilozhetetlen Gsszetevdje a a biologiai
rendszereknek. Eldforduldsanak, reakcidinak, valamint biokémiai Utjainak a

megismerése segit funkcidinak jobb megértésében.
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2.4. Bioautogrdfiatol a BioArena-ig

A mikroorganizmusokkal szembeni védekezésben jelentds szerepet toltenek be az
antibiotikumok. Ezeknek az anyagoknak a rendszeres hasznalatdval azonban megnétt a
rezisztens torzsek szama, ezért vilagviszonylatban mindinkabb eldtérbe keriilnek olyan
védekezéstechnologiai  kutatdsok, melyek a korokozok antagonistdinak, vagy
természetes hatdoanyagoknak (pl. ndvényi kivonatok) a mikroorganizmussal szembeni
hatdsvizsgalatara iranyulnak. Jelentdségiik kiilonosen kornyezetkiméld ¢€s egyben
human-egészségiigyi szempontbol fontos.

A természetes eredetli kivonatoknak tobbféle antimikrobds sziirdvizsgalata ismert. Az
egyik ilyen sziir6vizsgalati modszer az un. bioautografia, mely lehetové teszi az
antibiotikus hatds lokalizalasat kozvetlenlil a rétegkromatogramon. Eldnye, hogy
komplex kivonatok vizsgalatara is alkalmas, az eljaras gazdasagos, kiértékelése konnyti.
Hatranya, hogy nem alkalmas a mikrdba azonositasara.

A mikroba ellenes szerek vizsgalatat sokaig nehezitette az elvalasztas-tudomanyi
technikak hianya, melyek kifejlesztése csak az 1930-as évektdl vett lendiiletet. A
bioautografiat kezdetben papirkromatogramon 1évé antibiotikum foltok kimutatdsara
(Goodall ¢és Levi 1964, Fischer és Lautner 1961), majd késébb vékonyrétegen
elvalasztott komponensek vizsgalatira hasznaltdk (Betina 1973). Rios és mtsai (1988) a
bioautografia harom tipusat kiilonbozteti meg: kontakt-, immerzioés- és direkt
bioautografiat.

Billow és Speaker (1972) egyszerli és gyors mddszert irtak le, mely egyarant
hasznalhato aluminium-oxid, szilikagél, poliamid ¢és cellulozrétegek esetében. A
kromatografalas el6tt a rétegeket savokra osztottak és UV fénnyel sterilizaltdk, majd ezt
kovetden a sdvokat szétvagtdk. A bioautografidhoz az agar-agar oldatot két részre
ontottek. Eldszor ontotték a mikroorganizmust nem tartalmaz6 alapagar réteget, majd az
agar feliiletének megszilarduldsa utdn erre illesztették a rétegesikokat hordozdval
felfelé, és végiil rarétegezték a mikroorganizmust (Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, stb.) tartalmaz6é masodik agar réteget. A csikok k6zé védOcsatornat vagtak a
diffazio elkeriilésére, 37°C-on 24 o6Oran at inkubaltdk a rétegeket, majd a felsd

agarréteget levagtak, liveglemezre helyezték, és denzitometrids modszerrel értékelték.
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Napjainkban a direkt bioautografias mddszer az elterjedtebb, mivel komplex kivonatok
antimikrobialis hatdsanak vizsgélatara alkalmas (Botz ¢s mtsai 2001). A kivonat
komponenseit rétegkromatografidval valasztjdk el. A tesztelendd mikroorganizmust
kozvetleniil a réteg feliiletére juttatjuk, hogy szaporodjon. Az inkubacids id9 eltelte utan
a gatlasi zénak elhelyezkedésébdl kovetkeztethetiink az elvalasztott komponensek
antimikrobialis hatdsara. A gatlasi zona megfeleld festékkel (pl. tetrazolium festék,
mely dehidrogendz aktivitast detektal) lathatéva tehet6. A direkt bioautografia
felhasznalasakor tobb tetrazolium sé sikerrel alkalmazhaté: MTT (3-[4,5-dimetil-
tiazolil-2]-2,5-difenil- tetrazolium bromid), TTC (2,3,5-trifenil- tetraz6lium klorid), TB
(2,2°,5,5 -tetradenil-3,3’-[dimetoxi-4,4’-bifenil ]-ditetraz6lium klorid). A gatlasi zona a
festés utan vilagos foltként jelentkezik a sotét hattéren.

A direkt bioautografia eredményességét a kromatografids vizsgalat mindsége
nagymértékben befolyasolja. A kovetkezo tényezdket kell figyelembe venni:

- megfeleld oldoszer hasznalata a ndvényi kivonat készitésekor,

- a szorbens tipusanak célzott megvalasztasa,

- a minta koncentralt felvitele (kompakt foltokra valo torekvés),

- a bioldgiai detektalast nem zavard oldoszer hasznalata eluensként,

- a kifejlesztés pontos kivitelezése,

- ¢les felbontas elérése (1-nél nagyobb Rg érték) (Botz és mtsai 2001).

A direkt bioautografids vizsgéalatok eredményességét tovabbi tényezdk s
befolyasolhatjak:

- adszorbens rétegen jol szaporodé tesztmikroorganizmus kivalasztasa €s tenyésztése, és
- optimalis hdmérséklet és id6 megvalasztasa (Botz 2005).

A bioautografidsan detektalt kromatogramokat nem lehet hosszutavon tarolni, mert a
sOtét hattér idovel elhalvanyodik. A réteglapokat ezért kelld idoben sziikséges
dokumentélni (Drake 1950): fényképezéssel, fénymasoldssal vagy szkenneléssel.

Nagy és mtsai (2002) optimalizaltdk a tesztmikrdba életképességét vékonyrétegen bio-
luminesszencias ATP/fehérje modszer alkalmazéasaval.

Tyihak és mtsai (2004) a direkt bioautografiat tovabbfejlesztve megalkottak a BioArena
rendszert, mely jabb jelenségek megismerésére ad lehetdséget.

A BioArena komplex bioautografias rendszer, mely vékonyréteg kromatografias (TLC),

ill. tilnyomasos rétegkromatografias (OPLC) elvalasztds és bioautografids kimutatés
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kombinalasat jelenti (Tyihdk és mtsai 2003). Az OPLC kompaktabb foltok nyerésére
alkalmas, mely a modszer nagy eldnye (Tyihak 1987 a, b, Tyihak és Mincsovics 1991,
Tyihdk és mtsai 1992 Mincsovics €s mtsai 1999). Az elvalasztott, kémiailag, valamint
spektroszkopiailag jellemzett anyagok foltjait tartalmazé réteglapot mikroba
lathatova teszi az altaluk tanulmanyozott hatast (pl. antibakterialis). A réteglapon
torténd valtozasokat napokon 4t figyelhetjiik. A BioArena vizsgéalatokhoz tartozik az
antimikrobialis anyag kolcsonhatasi reakcidinak vizsgalata a kromatografias kifejlesztés
utan. Endogén és exogén anyagokat juttathatunk a mikrobatenyészettel egyiitt vagy mas
modon a szorbens rétegre (Tyihdk és mtsai 2003, Tyihak és mtsai 2004).
A rétegrendszerli szorbensdgyban végzett kdlcsonhatasi reakciok alapvaltozatai:
- 1d6 valtoztatasa a mikroba tenyészetbe martott réteg festése eldtt, ill. a festési miivelet
utan,

- exogén ¢és endogén ko-faktorok adagoldsa a kulturmédiumhoz vagy a szorbensagyhoz:

- kis molekuldk: aminosavak, bio-tiolok, nyomelemek

- nagy molekulak: hisztonok, protaminok,
- stresszorok alkalmazésa:

- biogén: mas mikrébak,

- abiogén: sugarzas, ho, kémiai anyagok (Tyihdk és mtsai 2001).
A BioArena ma mar széleskorii felhasznaldsnak 6rvend, mellyel szdmos eddig is ismert
¢s ismeretlen jelenség kap magyarazatot.
Tyihdk és mtsai (2003, 2004) vizsgaltdk a transz-rezveratrol antibakteridlis hatasat,
valamint Moricz és mtsai (2003) az aflatoxinok 616 hatdsat tanulmanyoztdk e modszer
segitségével.
Az antibakteridlis hatas mechanizmusat vizsgalva endogén HCHO megvono6 anyagokat
(L-arginine és glutation) juttattak a rétegre (Csiba és mtsai 1982, Huszti és Tyihdk 1986,
Heck ¢és mtsai 1990), és hatdscsokkenést allapitottak meg (Tyihak és mtsai 2004,
Moricz és mtsai 2003). Bizonyos nyomelemek azonban fokoztdk a mikrébaellenes
hatast (Tyihak és mtsai 2005). A vizsgalatokbol egyértelmiien megallapithato volt, hogy
az antibiotikus hatas kialakulasdhoz HCHO ¢és reakciotermékei sziikségesek. Ezaltal a

BioArena modszer lehetdséget ad a formaldehidom tanulméanyozaséra is.
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A Chelidonium alkaloidok kémiai szerkezetiikbél adodoan jo lehetOséget kinalnak
tovabbi adatgytijtéshez a BioArena modszert illetden. Az izokinolin alkaloidok 2.1.3.
fejezetben targyalt jelentds mikrobaellenes hatdsa ujabb aldtdmasztast nyerhet, méasrészt
a Chelidonium alkaloidok hatdsmechanizmusadnak megértését is eldsegitheti. Sokrétii
hatasukat ugyanis csak részben sikeriilt eddig értelmezni, kiilonds tekintettel azok
hatdsmechanizmusara. A vérehullé fecskefii alkaloidjai N-, illetve O-metilaltak, de
jellemzd a metilén-dioxi csoportok jelenléte is, tehat az alkaloidok tobbsége labilisan
kotott endogén HCHO-et tartalmaz. A metilcsoportok metilezési ¢és demetilezési
folyamatokon  keresztiil  szerepet jatszhatnak a  Chelidonium  alkaloidok
hatdsmechanizmusaban, azaz eldzetes feltételezésiink szerint befolyasolhatjak a HCHO-
ciklus Iépéseit. Ilyen szempontbol figyelemre érdemes Iwasa és mtsainak (1996) a
protoberberin-analdg alkaloidok antibakteridlis hatas-szerkezet 0sszefiiggés vizsgalatai.
Megallapitottak, hogy a kvaterner N atom, a 13-as C atom alkilszubsztitudlasa, valamint
a 2-es ¢és 3-as C atomhoz kapcsolodd metilén-dioxi csoport antibakterialis
hatasndvekedést eredményeznek.

A Chelidonium alkaloidok tehat fontos szerepet tolthetnek be a fizioldgias és patologias
folyamatok elinditasaban és szabalyozasaban. Hozzajarulhatnak a Chelidonium drogok
és készitményeik bizonyitékokon alapuld sokoldalt hatdsanak megismeréséhez ¢és

biztonsagos alkalmazasahoz.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Vizsgalati anyagok

3.1.1. Novénymintak

A vizsgalatokhoz sajat begyljtésti Chelidonium majus L. (Papaveraceae) mintakat
hasznaltunk. Az analitikai médszerek kidolgozasa (VRK-denzitometria, spektroszkopia
¢s HPLC), a ndvény szervenkénti vizsgalata (levél, szar €s generativ szerv [viragzat és
becd], és gyokér), valamint a tradiciondlis gyogyszerkészités szabalyai szerint eldallitott
kivonatok (fozet, forrazat, illetve 40, 70 és 90 V/V%-os alkohollal késziilt tinktura)
alkaloid és 4svanyelem tartalom meghatarozdsa a 2004.évben Budapesten
(Htvosvolgy) (A minta) és Nagymaroson (B minta) begylijtott novényrészek
felhasznaldséaval tortént.

Az alkaloid tartalom valtozas vizsgalatat a vegetacids periddus alatt a 2005. aprilis eleje
és oktober eleje kozott kb. 20 naponként Osszesen tiz alkalommal (4prilis 10.,
aprilis 30., majus 20., junius 10., junius 30., jalius 20., augusztus 10., augusztus 30.,
szeptember 20. ¢és oktober 10.) Budapest (Hlivosvolgy) és Budakeszi teriiletén gyiijtott
herba és gyokér mintakbol végeztiik.

A Chelidonium majus-t a Semmelweis Egyetem Farmakognézia Intézetében
azonositottuk, ahol elhelyeztiik a vizsgalati ellenmintakat.

A vérehulld fecskefli drogok, valamint ndvényrészek szaritdsa szobahdmérsékleten,
szaraz, szellés helyen tortént. A mintdkat kozvetleniil a vizsgéalatok el6tt poritottuk a
VIII. Magyar Gyogyszerkonyvben eldirt —szitafinomsadgura. A porpreparatum
készitéshez 355-0s, a vékonyréteg kromatografidhoz, illetve tartalmi meghatdrozashoz
710-es fonalstiriségli szitat hasznaltunk. A vizsgalatok el6tt meghataroztuk a drogok

szarazanyag tartalmat (3.2.1. fejezet).
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3.1.2. Kémiai reagensek

A fitokémiai és bioautografids vizsgalatokhoz hasznalt kelidonin -, szangvinarin -,
keleritrin-, berberin-, és protopin-klorid tesztvegyiiletek, valamint a bioautografias
vizsgalatokhoz hasznalt festékanyag az MTT (3-[4,5-dimetil-tiazolil-2]-2,5-difenil-
tetrazolium bromid), illetve a Triton X-100, L-arginin és glutation vegyiiletek Sigma-
Aldrich (Budapest, Magyarorszag), a koptizin-klorid alkaloid tesztanyag Chromadex
(Santa Ana, CA, USA) szarmazasuak voltak. A HPLC vizsgalatokat a Farmitalia Carlo
Erba (Milan, Italy) HPLC tisztasaga olddszereivel végeztik. A vékonyréteg
kromatografids kvalitativ és kvantitativ vizsgdlatokhoz Kieselgel 60 Fjs4 jelzésti 20x10
cm-es (Merck, Darmstadt, Germany) alufolias ¢és iivegréteget hasznaltunk. A mintdk
elemtartalom meghatarozasanal a Merck ICP tesztoldataival dolgoztunk (Al, As, B, Ba,
Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, K, Li, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, P, Pb, S, Ti, V, Zn). A
vizsgalatokhoz 0,2 pm porusatmérdjii szlirén (Millipore, Billerica, MA, USA) tisztitott
vizet hasznaltunk. A felsorolasban nem szerepld valamennyi oldészer és reagens
analitikai tisztasagu volt és a Reanal Finomvegyszergyar Rt. (Budapest, Magyarorszag)-

tol keriilt beszerzésre.
3.1.3. Mikroorganizmus és taptalaj

A bioautografias vizsgalatainkban alkalmazott babkorokozd Pseudomonas savastanoi
pv. phaseolicola baktérium térzset a Londoni Egyetemtdl kaptuk (Department of
Biological Sciences, Imperial College, London University, Wye, UK). A reagens
baktérium szuszpenzi6 elkészitéséhez a tesztbaktériumokat King’s B broth taptalajon
novesztettilk 28°C-on folyamatos razatassal (170 rpm). Ezutan egy olyan baktérium
szuszpenziot allitottunk eld, melynek optikai denzitasa 560 nm-en 0,7 volt, és amely kb.
1,5x10° sejtet tartalmazott milliliterenként. K&zvetleniil a felhaszndlds elétt (merités) a

baktérium kulturdhoz 50% (V/V) friss taptalajt adtunk.
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3.2. Vizsgalati modszerek

3.2.1. Drogok szaritasi veszteségének meghatarozasa

A drogok szaritdsi veszteségének meghatarozasat a VIII. Magyar Gydgyszerkonyv
(2004) 2.2.32. cikkelye alapjan 2-2 g, virdgok esetén 0,5-0,5 g drog felhasznalasaval
végeztiik. A vizsgalat soran a drognak a 105°C homérsékleten torténd szaritas hatasara
bekovetkezd egy tizedes szadmjegyii értékre kerekitve megadott tomegveszteségét

(% m/m) mértiik.

3.2.2. Mintaelokészitési miiveletek és extrakcios modszerek és

3.2.2.1. TRADICIONALIS GYOGYSZERFORMAK KESZITESE

A Chelidonium  drogok  népgyogyaszati  felhaszndldsa ~a  hagyomdanyos
gyogyszerkészitési eljardsok széleskorti alkalmazésaval torténik. A népgydgyaszat
gyakorlatdban leggyakrabban eldallitott készitmények a fOzet, forrdzat, valamint
tinktura gyogyszerformak.

A tradiciondlis gyogyszerformak készités¢éhez Chelidonii herba drogot, illetve a
kivonoszert 1:40 aranyban alkalmaztuk. Kétféle vizes kivonat mellett harom tinktarat
Fozet (decoctum): 5 g drogot 5 percen at forraltuk vizzel (200 ml), majd forron sziirtiik
¢s kihtilés utan térfogatat 200 ml-re egészitettiik ki.

Forrazat (infusum): 5 g drog 200 ml forré vizzel torténd leforrazasa utan lefedve
30 percig allni hagytuk, majd sziirtiik és térfogatat 200 ml-re egészitettiik ki.

Tinkturak: 5g drog 200ml etanollal (40 V/V%, 70V/V%, 90 V/V%)
szobahdémérsékleten, 6 napon at torténd aztatdsa utan a kivonatot sziirtilk, majd

térfogatat 200 ml-re egészitettiik ki.
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3.2.2.2. LIOFILIZATUMOK ELOALLITASA

A vizes kivonatokat (teakat: decoctum és infusum), valamint a tinktarakat (40 V/V%,
70 V/IV%, 90 V/V%) LABOR-MIM liofilezd berendezéssel fagyasztva szaritottuk.
Tinkturdk esetében az etanolt eldzetesen vakuum desztillacioval tavolitottuk el. A
liofilezésnél a polc hdmérséklete 60°C, a mintdké -20°C — 30°C, a szaritas id6tartama
13 6ra volt.

A fenti modszerekkel eldallitott tradicionalis kivonatok kiilonb6zd részleteit hasznaltuk

asvanyelem tartalom, valamint HPLC-vel torténd alkaloid 6sszetétel meghatarozasahoz.

3.2.2.3. MINTAELOKESZITES HPLC VIZSGALATOKHOZ

Chelidonium drogok, illetve ndvényrészek alkaloid komponenseinek elvéalasztasat,
valamint Osszetétetelének vizsgalatat nagyhatékonysagi folyadékkromatografias
modszerrel végeztiik.

A mintakbol metanolos kivonatot allitottunk el ugy, hogy a 0,1000 g poritott mintat
20ml 0,05M sosavat tartalmazd metanollal kétszer 10 percig extrahdltunk
ultrahangflirdében (Braun Labsonic U, Melsungen, Germany) (27 £2°C). A
szuszpenziot centrifugéltuk (6000 rpm /2500 g), majd a feliiliszot alacsony nyoméson,
rotacidos vakuumbeparld késziiléken (Rotavapor R-200, Biichi, Flawil, Switzerland)
60°C-ot meg nem haladé hodmérsékleten szarazra paroltuk. A szaraz maradékot 1,25 ml
0,05M sosavat tartalmazd metanolban és 3,75 ml 0,05M n-heptanszulfonsavat (HS)
tartalmazo vizes oldatban oldottuk, és szilard fazisu extrakcioval tisztitottuk (3.2.3.4.

fejezet).

3.2.2.4. GYOGYSZERKONYVEK EXTRAKCIOS MODSZEREI

Poritott drogot (0,500 g) 12 V/V%-os ecetsavval (100 ml) vizfiirddn visszafolyd-hiit6t
alkalmazva 30 percen at melegitettiink, majd lehiitottiikk és leszlrtiik. A sziiredéket
tomény ammonia-oldattal meglugositottunk (pH =28-9), és 100 ml kloroformmal
(DAB 10 — Médszer 1), 100 ml diklormetannal (Ph.Eur.5, Ph.Hg.VIII. — Mddszer 2),
illetve 100 ml n-butanollal (Modszer 3) 30 percig ultrahang fiirdoben extrahaltuk, majd
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a szerves fazist vakuumbeparlon széarazra paroltuk és a maradékot 3 ml metanolban
oldottuk. A fentiek szerint eldallitott kivonatokat hasznaltuk a gyogyszerkonyvek
spektroszkopias vizsgalomodszereinek Osszehasonlitdsara, a novényrészek alkaloid-
Osszetételének HPLC-s és VRK-denzitometrids moédszerrel torténd meghatarozésara,

valamint a BioArena eljarassal végzett antibakterialis hatds vizsgalatokra.

3.2.3. Fitoanalitikai modszerek

3.2.3.1. ALKALOID TARTALOM MEGHATAROZASA

Az Osszalkaloid tartalom mérésére alkalmazott spektrofotometrids modszert a Német
Gyodgyszerkonyvben (1999) tették hivatalossa, melyet kisebb modositasokkal atvett az
Eurdpai Gyogyszerkonyv (2004) és a VIII. Magyar Gyogyszerkonyv (2004).

A vizsgalati oldat 0,750 g poritott droghoz adott 200 ml 12 V/V%-os (higitott)
ecetsavval késziilt. A keveréket gyakori razogatds kozben 30 percig vizflirdon
melegitettiik, majd lehiitottik és higitott ecetsavval 250,0 ml-re egészitettiik ki.
Megsziirtiik, €és a sziiredék elsé 20 ml-ét elontottiik, majd a sziirlet 30,0 ml-ét kb. 6 ml
tomény ammonia-oldattal meglugositottuk (pH = 8-9). A megltugositott oldatot 100 ml
kloroformmal (DAB 10— Modszer 1), illetve 100 ml diklérmetannal (Ph.Eur.5. és
Ph.Hg.VIII. — Modszer 2), valamint n-butanollal (Modszer 3) 30 percig ultrahang
fiirdoben extrahaltuk. Az elvalasztott szerves fazisok 50,0-50,0 ml-é&t 100 ml-es
gémblombikban szarazra paroltuk. A maradékokat 2-3 ml etanolban enyhe melegités
kozben oldottuk és 9,8%-0s kénsavval 25,0 ml-re egészitettiik ki. Az oldatok 5,0 ml-ét
25 ml-es mérélombikban kromotropsav (dinatriumsd) tomény kénsavval késziilt, 10 g/l
toménységli oldatanak 5,0 ml-ével elegyitettiik és tomény kénsavval 25,0 ml-re
egészitettiik ki, majd a lombikot lezartuk.

Egyidejiileg kompenzald oldatot készitettiink, melyben kromotropsav tomény kénsavval
késziilt, 10 g/l toménységli oldatanak 5,0 ml-ét elegyitettiik tdmény kénsavval (25,0 ml),
majd a lombikot lezartuk. Mindkét oldatot 10 percre vizfiirdére helyeztiik, majd 20°C-ra
hutottiik és ha sziikséges volt térfogatukat tomény kénsavval 25,0 ml-re egészitettiik ki.

A vizsgélati oldatok abszorbanciajat 570 nm-en mértiik a kompenzal6 oldattal szemben.
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Az 0Osszes alkaloid-tartalmat kelidoninban (%) kifejezve adtuk meg, a kovetkezd
egyenlet segitségével szamoltunk:
6250 x A/ Ao x 3 xm
A =570 nm-en mért abszorbancia,
m = a vizsgalathoz bemért anyag tdmege grammban,

Al%lcm = kelidonin fajlagos abszorbcios koefficiense (Al%lcm =933).

3.2.3.2. VEKONYRETEG-KROMATOGRAFIAS (VRK) VIZSGALATOK

Vizsgdlatainkhoz az eldzdekben ismertetett moddon eldallitott kivonatokat és
tesztanyagokat 0,02 - 1 mg/ml koncentracidban metanolban oldottuk, sziikség szerint
higitottuk és 1-10 pl-es részleteit vittiik hordozora az alabbi koriilmények kozott.

» Kvalitativ vékonyréteg kromatografias modszer:

Réteg: Kieselgel 60 Fpss (Merck 0,2 mm) 10 x 20 cm; eluens: hangyasav : viz : n-
propanol (1:9:90 V/V/V); felvitt mennyiség: 10 ul savok formdajaban (3 mm),
Osszehasonlito oldatok: kelidonin — (1 mg/ml - 5 pl), szangvinarin — (0,02 mg/ml - 2 pl),
keleritrin— (0,2 mg/ml - 2 pl), berberin— (0,2 mg/ml - 3 pl), ¢és koptizin-klorid
(0,1 mg/ml - 2 pl); start: 1,2 cm, kifejlesztés: 9,2 cm fronttdvolsagig, szaritas levegén. A
mintafelvitelt mikrofecskendovel (Hamilton, Bonaduz, Switzerland), ¢és felszallo
kromatografids szétvalasztast alkalmaztunk béleletlen Desaga iiveg kamraban (hossz:
20,7 cm, szélesség: 7,2 cm, magassag: 20,5 cm).

Ertékelés: UV (254 +365nm) fényben kezeletleniil, majd kalium-tetrajodo-
bizmutat(Ill)-oldattal (Dragendorff-reagens) lepermeteztiik, levegdn megszaritottuk és
nappali fényben értékeltiik (Wagner 1996, DAB 10, Ph.Eur.5. és Ph.Hg.VIIL.).

A kromatogramok értékeléséhez megadtuk a foltok retencios faktorat (Ryf), [Rf = a folt

tavolsaga a starttol (cm) / fronttavolsag (cm)].

» Vékonyréteg kromatogramok készitése denzitometrias vizsgalatokhoz:

Réteg: Kieselgel 60 Fys4 (liveg) 10 x 20 cm; elues: diklormetan : metanol (97 : 3 V/V)
[kelidonin, szangvinarin ¢és keleritrin alkaloidok elvélasztasara] és kloroform : metanol

(60 : 30 V/V) [berberin és koptizin alkaloidok elvalasztasara]; 60 perces telitési id0,
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felvitel pontokban: nyolc minta és 6t tesztanyag (kiilonbozé koncentracidoban -
kalibracio) egymastol 13 mm-re.

A mintafelvitelt mikrofecskendével (Hamilton, Bonaduz, Switzerland) végeztik. A
kifejlesztések szobahOmérsékleten (20-24°C) torténtek, 60% relativ paratartalom
mellett. Felszalld kromatografids szétvalasztast alkalmaztunk béleletlen Desaga iiveg
kamraban (hossz: 20,7 cm, szélesség: 7,2cm, magassag: 20,5 cm) 90 mm-es
fronttdvolsdgig. A kromatogramokat szobahdmérsékleten széritottuk, ¢és UV
(254 + 365 nm) fényben ellendriztikk. Minden felvitelt kétszer ismételtiink a felviteli
pontossag ellendrzésére ¢és a kivalasztott modszerrel a kromatogramokat denzitometrias
modszerrel mennyiségileg értékeltiik.

Az altalunk kifejlesztett modszer részletes ismertetése az ,Eredmények és

Megbeszélés™ fejezetben (4.3.2.) keriil sor.

» Vékonyréteg kromatogramok készitése bioautografias (BioArena) vizsgalatokhoz:

Réteg: Kieselgel 60 Fysq4 (Merck 0,2 mm) 10 % 20 cm; eluens: diklormetan : metanol
(97 : 3 V/V), kloroform : metanol (60:30 V/V), és n-propanol : viz (90:4 V/V);,
felvitel modja: savok (3-5 mm) formajaban felvitt mennyiség (0,02 - 1 mg/ml-es teszt-
oldatokbdl): kelidonin-klorid (1,5 - 10 ul), szangvinarin-klorid (5 — 20 ul), keleritrin-
klorid (2,5—10 pl), berberin-klorid (2,5—10 pl), és koptizin-klorid (2,5 — 10 pl),
valamint kivonatokbol (3.2.2.4.): 2,5-5ul. A mintafelvitelt mikrofecskendével
(Hamilton, Bonaduz, Switzerland) végeztiik. A kifejlesztések szobahémérsékleten (20-
24°C), 60 perces telitési id6t alkalmazva torténtek, 60% relativ paratartalom mellett.
Felszall6 kromatografids szétvalasztast alkalmaztunk Desaga iiveg kamrdban (hossz:
20.7 cm, szélesség: 7,2 cm, magassag: 20,5 cm) 90 mm-es fronttdvolsagig. A
kromatogramokat szobahdmérsékleten szaritottuk, UV (254 + 365 nm) fényben

ellendriztiik, illetve denzitometrids modszerrel kvalitative értékeltiik (A = 305 nm).

3.2.3.3. VRK-DENZITOMETRIAS MERESEK ERTEKELESE

A novényrészekbol  eldallitott  kivonatok  (3.2.2.4.)  alkaloid-Osszetételének

meghatdrozasara az altalunk kifejlesztett VRK-denzitometrias modszert alkalmaztuk. A

méréseket IBM szamitogép altal vezérelt Simadzu CS-9301PC (Kyoto, Japan) tipusu

55



denzitométerrel végeztiikk. Az UV spektrumokat kdzvetleniil a rétegrdl vettiik fel, hogy
meghatarozzuk a legnagyobb elnyeléshez tartozo A értéket, mely altalaban a mennyiségi
meghatarozasok optimalis hulldmhosszat jelenti. Ez a kelidonin alkaloid esetében, ahol
a mérés reflexidos abszorbancia modban torténik megfelelé modszernek bizonyult.
Ahhoz, hogy fluoreszcencids méréseknél megallapitsuk az optimalis mérési
hullamhosszat 280 nm ¢és 370 nm kozott lemértik a tesztanyagok foltjait, ¢és
meghataroztuk a legintenzivebb emissziot biztositd gerjesztési hulldmhosszat. A
reflexios fluoreszcencids méréseknél tovabbi feladatot jelentett a megfeleld sziird
kivalasztasa. FO szempontként azt vettilk figyelembe, hogy a gerjesztd fény kisziirése
mellett az emittalt fénynek minél nagyobb hanyadat engedje at.

A modszerfejlesztés 1épéseit részletesen az ,,Eredmények és megbeszélés” fejezetben

(4.3.2.) ismertetjiik.

3.2.3.4.. NAGYHATEKONYSAGU FOLYADEKKROMATOGRAFIAS VIZSGALAT

* Szilard fazisu extrakcio

A 3.2.2.3., valamint a 3.2.2.4. szerint eldallitott mintdkat Supelclean LC;s oszlopon
(500 mg, 3 ml) tisztitottuk. A miiveletet egy 12 helyes vakuumkamra (LiChrolut,
Merck) segitségével végeztilk. Az oszlopot 5 ml acetonitrillel, 5 ml 95%-o0s vizes
heptanszulfonsavas (0,05 M-os) metanollal, majd 5 ml vizes heptanszulfonsav-oldattal
(0,05 M-os) aktivaltuk. A 0,1000 g drognak megfeleld szarazra parolt mintakat 1,25 ml
0,05M sosavat tartalmazo metanol és 3,75 ml vizes heptanszulfonsav-oldat (0,05 M-os)
elegyében vettilk fel és vittiik az LC;s oszlopra. Az oszlopot 5 ml 30%-o0s vizes
heptanszulfonsavas (0,05 M-os) metanollal mostuk, majd vakuum segitségével
szaritottuk. A mintat 2,50 ml 95% vizes heptanszulfonsavas (0,05 M-os) metanollal

elualtuk 0,5 ml / perc atfolyasi idot alkalmazva.

* HPLC analizis
A mintdk alkaloid komponenseinek elvalasztdsa és mennyiségi mérése Surveyor
(Thermo Finnigan, San Jose, CA, USA) HPLC berendezésen tortént, mely kvaterner

gradiens pumpaval, integralt vdkuum gézmentesitével, automata mintaadagoloval és
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fotodiodas detektorral volt ellatva. Az adatok gytijtése, elemzése €s kiértékelése Thermo
Finnigan ChromQuest 4.0 szoftver segitségével tortént.

A HPLC vizsgalatokhoz Phenomenex Luna 5 um C,g forditott fazisu oszlopot (250 mm
x 4,6 mm i.d., Torrance, CA, USA), valamint Phenomenex SecurityGuard C,s-as eldtét
oszlopot hasznaltunk. Az oszlop hémérséklete 30°C, az injektalt minta mennyisége 5 pl
volt. Eluensként acetonitril : metanol : 30 mM ammoénium formiat (14,7 :18:67,3
V/V/V) izokratikus elegye szolgalt, melynek dramlési sebessége 1ml/perc volt.

A cslcsok azonositasa spektrum elemzés és standard addicid segitségével tortént. A
kvantitativ meghatarozasokat kiils6 standard modszerrel végeztik 280 nm-en, 1,25 —

80 ug/ml terjedelemben.

3.2.3.5. ASVANYELEM TARTALOM MEGHATAROZASA ICP-OES MODSZERREL

A Chelidonium drogok, illetve a tradiciondlis gyogyszerkészités szabalyai szerint
eléallitott kivonatok asvanyelem tartalom meghatarozasat induktiven csatolt plazma
emisszios spektrofotometrids (ICP-OES) modszerrel végeztiik.

A vizsgalt elemek (Al, As, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, K, Li, Mg, Mn, Mo, Na,
Ni, P, Pb, S, Ti, V, Zn) mennyiségeinek meghatirozasa a kivonatokban induktiven
csatolt plazma emisszids spektrométerrel tortént az Orolt drog kivonasat, illetve a
beparolt mintak (0,5 g drog vagy 50 ml szarazra parolt minta) feltarasat kdvetden (5 ml
65%-0s salétromsav és 3 ml 30%-os H,O, elegyével MARS X mikrohullamu
késziilékben).

Az elemtartalom mérésére Atom Scan 25 (Thermo Jarrell Ash) ICP-OES-t hasznaltunk,
melyben 2 kW teljesitményii radidfrekvencids generator (27,12 MHz) éaltal indukalt
8000-10000°K-os argonplazma gerjesztédik. Optikai rendszerébe Czernyi-Turner
vakuum-monokromatort és két fotoelektron sokszorozot (R 427 és R 889) épitettek be,
optikai racs: 2400 és 1200 vonal / mm.

A késziilék standardizalasdhoz a mintdkbdl készitett oldatok hasonld Osszetételi €s
matrixi Merck atomabszorpcios és ICP standardokbdl késziilt oldatokat hasznaltunk.
Két pontos kalibralast, 3 x3 masodperces integralasi iddt, hattérkorrekciot és
automatikus vakleolvasast alkalmaztunk. Minden minta esetében harom parhuzamos

mérés tortént. A vizsgalatok paramétereit a 2.tablazat tartalmazza.
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2.tablazat Az 4svanyelem tartalom meghatarozas koriilményei

Elem Hullamhossz Plazma Kimutatasi Alkalmazott
(nm) teljesitmény hatar koncentracio
W) (mg/l) (mg/1)
Al 396,152 1350 0,020 10
B 249,773 1350 0,002 10
Ba 455,403 1150 0,002 10
Ca 393,366 950 0,0005 10
Co 228,616 1550 0,003 2
Cr 267,716 1750 0,004 2
Cu 324,754 1150 0,002 2
Fe 259,940 1750 0,002 20
K 766,490 1150 0,100 100
Li 349,231 1150 0,002 10
Mg 279,553 1150 0,0005 50
Mn 257,553 1150 0,001 5
Mo 327,665 1350 0,004 20
Na 589,592 1150 0,010 5
Ni 471,743 1150 0,002 10
P 185,943 1350 0,010 35
S 185,943 1750 0,030 33,33
Ti 334,941 1350 0,002 2
\Y 266,719 1150 0,001 2
Zn 206,200 1350 0,002 2

3.2.4. Antibakterialis hatasvizsgalat BioArena modszerrel

Az antibakterialis hatas vizsgalatat az ,,Irodalmi attekintés” (2.7.) fejezetben ismertetett
BioArena modszerrel a 9.4bran Osszefoglaltak szerint végeztilk. A bioautografias
moddszerhez hasonloan a szaritott vékonyrétegeket (3.2.3.2.) 20 ml reagens baktérium
szuszpenzioba martottuk 20 masodpercre, majd parakamraban inkubaltuk 2 o6ran at
(100% relativ paratartalom, 28°C homérséklet). Inkubalas utan a réteglapokat MTT (3-
[4,5-dimetil-tiazolil-2]-2,5-difenil- tetrazolium bromid) vizes oldataval (80 mg MTT és
100 mg Triton X-100 100 ml vizben oldva) festettiikk (merités 5 masodpercre), hogy a
gatlasi zonat lathatova tegyiik. Az €16 baktérium sejtek a sdrga MTT-t kék szintt MTT-
formazanna redukaljak (Beuge és Kline 1972, Hamburger és Cordell 1987):

NADH-dehidrogenaz
NADH + tetrazolium s6 (MTT) » formazan + NAD"
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A Triton X-100 hasznalta az MTT egyenletesebb eloszlasat biztositja az oldatban,
valamint stabilizalja a MTT-formazant (Stowe és mtsai 1995).

A szaritast kovetden a festett rétegeket parakamraban inkubaltuk 2, illetve 18 6ran at.
Ezt kovetéen a rétegeket lathaté fényben vizualisan értékeltiik és szkenneléssel
dokumentéltuk.

A alkaloid komponensek antibiotikus hatdsanak igazolasat denzitometrias modszerrel
végeztiik. Az elvélasztott komponenseket a kifejlesztés utan (A = 305 nm), majd a réteg
festését kovetden (A = 590 nm) denzitometraltuk.

Az Chelidonium alkaloidok hatdsmechanizmusanak tanulmdnyozédsahoz L-arginin

crer

szulfatot (4, 6, 8 mg/100 ml) adtunk a baktérium szuszpenziéhoz.

3.3. Statisztikai analizis

A vizsgalatok eredményeit harom, illetve 6t parhuzamos mérés atlaga és szorasa alapjan
értékeltiik. Két mérés atlaga szignifikansan kiilonbozott, ha a p<0,05 volt. A mérési
eredmények matematikai-statisztikai értékeléséhez regresszid analizist, valamint a
Student-féle egy- ¢és kétmintds t-probat alkalmaztuk ANOVA  statisztikai
programcsomag felhasznéaldsédval. A tabldzatokban a mérési eredmények atlaga és
szorasa (x £ SD), illetve a relativ standard deviacié (RSD) értékek lathatok, az abrakon
minden esetben az atlag és szords értékek szerepelnek.

Eredményeink statisztikai kiértékeléséhez Microsoft Excel 2003, valamint az egyenesek
egyenletének ¢és a korrelacios koefficiensek kiszdmitasdhoz Origin 2003

programcsomagokat hasznaltunk.
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1. Baktérium szuszpenzi6
készités

Baktérium teszt torzs
PSEHG'GMGHCIS savastanoi

N el eoTs 2. Vékonvyréteg-kromatografias

l elvilasztis
Baktérium kultiarak : .
A kultarak névesztése King's B broth Llpsaietvitel
folyékony taptalajon (28°C, 170 rpm) l
l Réteg kifejlesztés
Baktérium szuszpenzio Y
560 nm-en mérés, 0,7 optikai denzitas Szorbens szaritas
(1,5x10° sejt/ml) l
! Detektalas
Felhasznalas elott higitas 50% Vizualis és/vagy denzitometrids

friss taptalajjal

3. Elvalasztas utani lépések

Merités a baktérium szuszpenzioba
t = 20 sec, (L-arginin, glutation, Cu(II) ion)

!

Szorbens szaritas

l

Parakamra
T=28°C,t=2h

!

MTT vizes oldataba merités
t= 5 sec, (80 mg MTT + 100 mg Triton-X-100/100 ml)

d

Réteg szdritisa

!

Parakamra
T=28C,t=2hilletve 18 h

d

Detektalas
Vizudlis és/vagy denzitometrids

9.abra A BioArena mddszer folyamatabréja
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4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

4.1. A Chelidonii herba vizsgalata a VIII. Magyar Gyogyszerkonyv szerint

A VIII. Magyar Gyogyszerkonyv a Chelidonii herba-t a vérehullo fecskefii —
Chelidonium majus L. - viragzo allapotban gyiijtott egész vagy apritott, szaritott fold
feletti hajtasaként definialja (Ph.Hg.VIIL. 2004).

Vizsgalataink megkezdésekor mindsitettik a sajat  begyiijtésbol  szdrmazo
novénymintédkat (Herba A és B) a Ph.Hg.VIII. Chelidonii herba-ra vonatkozo cikkely

szerint (3.tablazat).

3.tablazat A gyjtott Chelidonii herba drogok jellemz6i

Gytijtés helye Gyljtés ideje Novény allapota
Herba A Budapest 2004. majus 2. viragzé
Herba B Nagymaros 2004. aprilis 30. viragzé

Elvégeztik a herba drogok makroszkopos, mikroszkopos ¢€s vékonyréteg
kromatografids azonositasat. Mértiik a novényben talalhaté idegen anyagok
mennyiségét, a szaritdsi veszteséget ¢és Osszes hamu tartalom értékeket.
Spektrofotometrias mddszerrel meghataroztuk a Chelidonii herba drogok 0sszalkaloid

tartalmat.

4.1.1. Makromorfologiai vizsgalat

A hengeres, bordazott, 3-7 mm (Herba A — 6 mm, Herba B - 4 mm) atmérdji, ¢és kissé
szOr0s szar lreges, de altaldban 0sszenyomoddott, sargas-zoldes-barna szinii. A levelek
vékony lemeziiek, szabalytalanul szarnyasak, a levélszeletek alakja tojasdadtol
hossztkas szogletesig valtozhat, a sz¢éliikk durvan fogazott, a végallo levélszelet gyakran
haromkaréju; a levelek szini oldala kékeszdld és csupasz, a fondki felszin halvanyabb és

bolyhosan szOrds, kiilondsen az erek felett. A viragtakard két mélyén kioblosodo,
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konnyen lehulld csészelevélbdl, és négy sarga, széles-tojasdad, 8-10 mm hossza
sziromlevélbdl épiil fel; a porzok sargak és szamosak, a felsé allasit maghdzrol rovid

bibeszal ered; ritkan eléfordulnak hosszu, éretlen toktermések is (10.4bra).

10.abra Chelidonii herba drog

4.1.2. Mikromorfologiai vizsgalat

A gyogyszerkonyvekben a mikroszkopos vizsgalatokhoz ajanlott kloral-hidrat-oldattal
torténd lecseppentés helyett, a szintén altaldnosan alkalmazott kalium-hidroxidos
deritést hasznaltuk. Eszrevételeinket a gyogyszerkonyvi leirassal vetettiik dssze.

A drogpor sotét sziirkészold-barnaszold szinli, benne - mikroszkop alatt - szamos
levéltoredék észlelhetd, feliilnézetben hullamos fali bérszoveti sejtekkel; anomocitikus
sztoma apparatusokat csak a fondki epidermisz tartalmaz; lathatok még hosszl
egysoros, gyakran darabokra toredezett feddszorok is. A levélbdl vagy a szarbol
szarmazo szallitoszovet rostok, illetve a godorkés €s spiralis sejtfalvastagodasu edények
csoportosan jelennek meg. Ezekhez szorosan kapcsolddnak a sargasbarna anyagot
tartalmazo tejesovek. Ritkan a sziromlevelek toredékei is jelen lehetnek, vékony fall és

részben papillas felszinii sejtekkel, melyek halvanysarga olajcseppeket tartalmaznak. A
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pollenszemek gomb alakuak, atmérdjiik 30-40 um, harom csirakapu jellemzi és az exin

finoman go6dorkés (11.4abra).

11.4bra A Chelidonii herba porprepardtuma (a — levéltoredékek keresztmetszete; b —
szini epidermisz téredék; ¢ — fonak epidermisz gazcserenyildsokkal, d — sziromlevél
toredék; e —pollenszemek; f—maghaz  szovet; g—termésfal; h— maghéj
keresztmetszete; 1 - maghéj toredék kristalytarto sejtjei, k - fed0szor)

4.1.3. Vékonyréteg-kromatografias vizsgalat

A VIII. Magyar Gyogyszerkonyv eldirdsainak megfeleléen az ,,Anyag és modszer”
fejezetben leirtak szerint (3.2.2.4. és 3.2.3.2.) a vérehullo fecskefli Herba A és B
mintdibodl készitett kivonatokat vékonyréteg kromatografias analizisnek vetettiik ald. A
gyogyszerkonyvek altal ajanlott papaverin-hidroklorid és metilvoros oldatok helyett
kelidonin-, szangvinarin-, keleritrin-, berberin-, €és koptizin-klorid tesztvegyiiletek
metanolos oldatat vittiink a rétegre Osszehasonlitoként és UV fényben, 365 nm-en

vizsgaltuk az elvalasztott komponenseket (12.4abra).
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Herba A minta
Herba B minta
Koptizin
Berberin
Keleritrin

Szangvinarin

N R =

Kelidonin

12.abra A Chelidonium majus herbajanak vékonyréteg kromatografias vizsgalata UV
fényben (365 nm); eluens: hangyasav : viz : n-propanol (1:9:90 V/V/V), hordoz6:
Kieselgel Fas4

A referencia vegyiiletek zondjaval megegyez0 magassagban (koptizin Ry x100 = 12,
berberin R¢x100 = 22, keleritrin Ry x100 =23, szangvinarin R x100 =20) a vizsgalt
kivonatokban narancssargan (szangvinarin), sargan (koptizin és keleritrin) és zdlden
(berberin) fluoreszkaldo vegyliletek foltjai jelentek meg. A kelidonin ezen a
hullamhosszon nem azonosithat6. A méjus elején gyiijtott Herba A és B drogok kevés
kelidonint tartalmaznak, ezért Dragendorff reagenssel torténd eléhivas utan sem adtak
jol lathat6 foltot a rétegen. Ezért a novényrészekbdl eldallitott kivonatok vékonyréteg
kromatogramjan mutatjuk be a kelidonin kalium-tetrajodo-bizmutat(IIl)-oldat hatdséra
barnara szinezddott foltjait (Re 100 = 54), hiszen mig a herba kevés, addig a generativ

szerv, illetve a gyokér jelentds mennyiségii kelidonin alkaloidot tartalmaznak (13.4bra).
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1. Chelidonium levél minta

2. Chelidonium szar minta

3. Chelidonium generativ szerv
minta

4. Chelidonium gyokér minta

5. Kelidonin

13.4bra A Chelidonium majus szerveinek vékonyréteg kromatografids vizsgalata
Dragendorff reagenssel torténd eldhivas utan; eluens: hangyasav : viz : n-propanol
(1:9:90 V/V/V), hordozo: Kieselgel Fis4

4.1.4. Tisztasagi vizsgalat

4.1.4.1. IDEGEN ANYAG

A Ph.Hg.VIII. Chelidonii herba-ra vonatkoz6 cikkelye legfeljebb 10% idegen anyag
jelenlétét engedélyezi, mely szarmazhat a novény egyéb részeibdl (anyandvénybol
szarmazd, de nem a drogként meghatarozott anyagok), illetve idegen eredetl
szennyezésbdl (nem az anyandvénybdl szarmazod, ndvényi vagy 4asvanyi eredetli
anyagok).

Az idegen anyag jelenléte egyik mintaban sem haladta meg a 0,5%-ot.

4.1.4.2. SZARITASI VESZTESEG
A vonatkozo6 cikkely a szaritdsi maradékra eldirt mennyiséget 1,000 g poritott drog 100-

150°C-on 2 oran at tartd szaritdst kovetden hatdroztatja meg. Az eldirat alapjan a

szaritasi vesztesége nem lehet tobb, mint a drog kiindulasi tomegének 10,0%-a.
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Mindkét  vizsgalt drog megfelelt a  kovetelménynek (Herba A = 6,45%;
Herba B =7,23%)).

4.1.4.3. OSSZES HAMU TARTALOM

A Ph.Hg.VIIIL. el6irata szerint 1,00 g drog platinatégelyben tomegallanddsagig torténd
izzitast (600 + 25°C) kdvetden a visszamaradt hamu mennyisége nem haladhatja meg a
13,0%-ot.

Mindkét drog hamutartalma az eldirt hatarértéken beliil volt: Herba A = 6,8%;
Herba B = 6,2%.

4.1.5. Tartalmi meghatarozas

Az Osszalkaloid tartalom spektrofotometrids mérését a Német Gyodgyszerkdnyvben
tették hivatalossa (Mddszer 1), melyet a kivondszer mddositasaval (kloroform helyett
diklormetan) atvett az Eurdpai Gyogyszerkonyv és a VIII. Magyar Gyogyszerkonyv
(Modszer 2). Gyodgyszerkonyvi mindségli az a Chelidonii herba drog, melynek Osszes
alkaloid tartalma légszaraz drogra vonatkoztatva, kelidoninban kifejezve legalabb 0,6%
(m/m).

A Ph.Hg.VIII. szerint meghatarozott dsszalkaloid tartalom értékeket 6sszehasonlitottuk
a DAB 10 mddszerével kapott eredményekkel.

A spektrofotometrids mérés analitikai hatterét az ,Irodalmi attekintés” fejezetben
targyaltuk (5.4bra; 2.2.2.fejezet). Az Osszalkaloid tartalom mérések a 3.2.3.1. fejezetben
leirtak szerint torténtek. Az Osszalkaloid tartalom meghatarozasara alkalmas
spektofotomertias modszerek kozotti eltérés a savas kivonast kovetd meglugositott oldat
megvalasztdsaban van (4.tablazat).

A sajat begylijtésbdl szarmazd Chelidonii herba drogok kiilonbozé gyogyszerkdnyvek
(DAB 10 — Médszer 1; Ph.Hg.VIIL.; Ph.Eur.5. — Mddszer 2) alapjan mért 6sszalkaloid
tartalom értékeit 1égszaraz drogra vonatkoztatva, kelidoninban kifejezve a 14.4bran

mutatjuk be.
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4.tablazat Az 0Osszalkaloid tartalom meghatdrozasara alkalmas moédszerek szerves
oldoszer valasztasa a faziscseréhez

Forras Szerves olddszer
Moédszer 1 DAB 10 Kloroform
Médszer 2 Ph.Hg.VIIL.; Ph.Eur.5. Diklérmetan

A két begylijtési helyrdl szarmazod, teljes virdgzas allapotaban 1évd herba drogok
Osszalkaloid tartalom értékei alatta maradtak a gyogyszerkonyvi elvarasnak. A Német
Gyodgyszerkonyv (Modszer 1) eldirata alapjan alacsonyabb 0Osszalkaloid értékeket
mértiink (Herba A =0,44%, Herba B =0,34%), mint a VIII. Magyar Gydgyszerkdonyv
modszerével (Modszer 2) (Herba A =0,53%, Herba B=0,42%). A kloroform
(Modszer 1) helyett diklormetannal végzett faziscsere (Modszer2) tobbszor
megismételt modellkisérleteinkben mindig 20-24%-kal magasabb alkaloid tartalom

adatot eredményezett.

0.6

E Herba A
0.5 O Herba B

0.42
0.4 -

0.3 -

0.2

Osszalkaloid tartalom (%)

0.1 -

Médszer 1 (kloroform) Médszer 2 (diklérmetan)

14.abra A sajat begyiijtésbodl szarmazo Chelidonii herba drogok dsszalkaloid tartalom
meghatarozasa (g/100g) a gyogyszerkonyvek spektrofotometrias modszerével (n =5)
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A VIII. Magyar Gyogyszerkonyv (Ph.Hg.VIIL.) eldirasai alapjan értékelve a Herba A ¢€s
Herba B jelzéssel ellatott drog mintakrol a kdvetkezdket allapitottuk meg:

Az elvégzett mikro- és makromorfologiai, valamint vékonyréteg kromatografias
vizsgalatok eredményeként mindkét drogot Chelidonii herba-ként azonositottuk. A
vonatkoz6 cikkely kovetelményeinek a drogok az Osszalkaloid tartalom kivételével
megfeleltek, azonban egyik drog alkaloid tartalma sem érte el a Ph.Hg.VIIL.-ban
megkivant értéket (Herba A = 0,53%; Herba B = 0,42%).

4.2. Osszalkaloid tartalom meghatdrozds kritikai értékelése és a mddszer

modositasa

A Chelidonii herba jelentdsen eltérd baziserdsségli alkaloidjainak egyidejli jelenléte
miatt részletesebben is megvizsgaltuk a faziscserére alkalmazott szerves olddszer
szerepét. A Herba A és B mintdk Ph.Hg.VIII. szerinti spektrofotometrids tartalmi
mérésekor a diklormetanos extrakcid utdn visszamaradt vizes fazist vékonyréteg-
kromatografidsan vizsgaltuk. A vizes fazissal nem elegyedd, de a diklérmetannal
polarosabb oldoszerrel, n-butanollal extrahdlva a herbdk kivonatait a beparlas utan nyert
maradékok jelentds alkaloid tartalmat jeleztek a réteglapon. Ezért a vizsgalatokat
kvantitativ spektrofotometrias modszerrel is megvizsgaltuk. Eredményeinket az

5.tablazatban foglaltuk 6ssze.

5.tablazat Az oldoszerek Osszalkaloid tartalom kioldodasara gyakorolt hatasa (g/100g)

Kelidoninban kifejezett 6sszalkaloid tartralom (g/100g)
Folyadek-folyadek Herba A Herba B
extrakcid
Diklérmetan 0,53 +0,03 0,42 + 0,02
Diklérmetant kdvetéen 0,28 + 0,01 0,25 + 0,01
n-butanol
Osszesen 0,81 0,67

+ a szoras értékei, n =5
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A tablazatbol jol lathato, hogy a diklormetannal végzett folyadék-folyadék extrakciod
utdn még jelentds mennyiségili alkaloid volt a vizes fazisban, melyet n-butanollal térténd
faziscserét kovetden spektrofotometrids modszerrel meghataroztunk (Herba A = 0,28%;
Herba B = 0,25%; m/m).

Elvégeztiik a Herba A as B minta gyogyszerkonyvi Osszalkaloid tartalom mérését ugy,
hogy a diklormetannal torténd faziscsere helyett kozvetleniil n-butanollal extrahaltuk a
vizes kivonatot (Modszer 3) és Osszehasonlitottuk a Ph.Hg. VIII. (Mddszer 2) és DAB
10 modszerével (Modszer 1) kapott értékekkel (15.4bra).

Az Osszalkaloid tartalom meghatdrozasara hasznalt kiilonbozé eldiratokat értékelve
megallapitottuk, hogy az Aaltalunk javasolt modszerrel (Modszer 3) kapjuk a
legmagasabb alkaloid tartalom értékeket (Herba A = 0,77%; Herba B = 0,63%; m/m). A
Német Gyogyszerkonyv modszerével (Modszer 1) a herbak alkaloid tartalmanak
mindossze 54-57%-at mértilkk az altalunk javasolt meghatirozas eredményéhez
(Modszer 3) képest. A diklormetan (Modszer 2) helyett n-butanollal végzett faziscsere
(Moddszer 3) 45-50%-kal tobb alkaloid meghatarozasat tette lehetové.

0.9

0.8 B Herba A 0.77
O Herba B

Osszalkaloid tartalom (%)

Maédszer 1 Médszer 2 Médszer 3
(kloroform) (diklormetan) (butanol)

15.4bra A kiilonb6zé moddszerekkel meghatarozott Chelidonii herba mintak (Herba A
¢s B) Osszalkaloid tartalom értékei (g/100g) kelidoninban kifejezve (n = 5)
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A fenti megallapitaisok mélyebb megismeréséhez tovabbi méréseket végeztiink.
Modellként a Herba A jelzésli mintat hasznaltuk. HPLC modszer segitségével
meghataroztuk a minta alkaloid Osszetételét diklérmetannal (Mddszer 2) és n-butanollal

(Modszer 3) végzett faziscsere utan (6.tablazat).

6.tablazat A kiilonb6z6 oldoszerek alkaloid komponensek kioldodasara gyakorolt
hatasa (mg/100g)

Protopin | Kelidonin Koptizin | Szangvinarin | Berberin

Modszer 2

46,7+3,1 | 31,618 | 251,9+9,5 62,6 +2,1 12,709
(Diklérmetén)

Modszer 3

584+3,7 | 458+2,2 | 432,2+12,9 88,5+33 16,8 £ 1,1
(n-Butanol)

+ a szoras értékei, n =3

Az altalunk javasolt n-butanolos faziscserével (Modszer 3) mind az 6t f6 alkaloid
esetében magasabb koncentracidkat mértiink. A legnagyobb eltérés a herba f6
komponensénél, a koptizinnél figyelhetd6 meg. A diklormetanos szerves fazisban a
dominéns alkaloid (koptizin) mindossze 58%-at mértiik. A tercier alkaloid kelidonint és
protopin elényodsebben, 70-80%-ban oldodott ki diklérmetdnnal a n-butanolos
extrakcidohoz képest.

A Herba A as B mintak Osszalkaloid tartalom, illetve alkaloid komponensek megoszlas
vizsgalatakor nyert eredményeinket Osszegezve megallapitjuk, hogy bar a
Ph.Hg.VIIL. / Ph.Eur.5. (Mddszer 2) el6irata alapjan magasabb alkaloid tartalom értékek
mérésére nyilt lehetdség, mint a DAB 10 moédszerével (Modszer 1), még jelentds
mennyiségli alkaloid marad megméretleniil a vizes fazisban. A pontosabb 0sszalkaloid
tartalom meghatarozasra a folyadék-folyadék extrakcidhoz egy polérisabb szerves
oldoszer, a n-butanol haszndlatat javasoljuk. A sperkrofotometrids modszerrel torténd
meghatdrozas soran a faziscseréhez a n-butanol hasznalatat a kontrollként alkalmazott
HPLC vizsgélatok alapjan els0sorban a herbaban legnagyobb mennyiségben eléfordulod

alkaloid, a koptizin jobb kinyerése indokolja.
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4.3. Novényrészek vizsgalata

A kereskedelemben kaphato Chelidonii herba drog eltéré mennyiségben tartalmazhatja
a levelet, szarat és generativ szerveket. A fold feletti részbe keriilt gyokérdarabok, a
szaritas, eltartas soran lemorzsoldodd levél miatt feldasuld szarrészek a herba drog
mindségét jelentésen megvaltozhathatjdk. Ez nem kozombds a beldle eldallitott
készitmények szempontjabdl sem. Az alkaloidok ardnya jelentdsen kiilonbozhet a
nyersanyagok fiiggvényében (Schilcher 1995). Ebbdl kovetkezik, hogy gydgyszerészeti
¢s terapids mindség szempontjabol fontos kérdés az alkaloid komponensek mennyiségi
megoszlasa az egyes drogokban, illetve az azt alkotd ndvényi szervekben. Ezért
megvizsgaltuk a Chelidonium majus szerveinek Osszalkaloid tartalmat, illetve alkaloid

Osszetételét.

4.3.1. Osszalkaloid tartalom meghatarozas a novényrészekben

Vizsgalatainkhoz a 2004. majus elején Budapesten gytijtott, majd szervekre bontott
(levél, szar, generativ szerv és gyokér) vérehulld fecskefiivet hasznaltuk. A generativ
szerv megjelolés a generativ hajtastengellyel egyiitt a virdgot, illetve a termést jelenti.

A széritott novényrészek Osszalkaloid tartalom meghatdrozasat a VIII. Magyar
Gyogyszerkonyv (Modszer 2) és a kordbban ismertetett modositott spektrofotometias
modszerrel (Modszer 3) végeztiik. Eredményeinket a 16.4bran foglaltuk 6ssze.

A magasabb alkaloid tartalom értékeket minden szerv esetében az altalunk ajanlott
modszer (Mddszer 3) hasznalatdval kaptuk, mely eldiratban a faziscseréhez hasznalt
oldoszer a n-butanol volt.

A vizsgalt novénymintak alkaloid tartalméanak szervenkénti megoszlasat tanulmanyozva
megallapitottuk, hogy a legtobb hatéanyagot a generativ szerv (1,54%) tartalmazta,
melyet kis kiilonbséggel a gyokér (1,43%) kovetett. A levélben (0,71%), illetve szarban
(0,68%) meghatarozott alkaloidok mennyisége messze elmaradt a generativ szervben

mérttol.
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1.43
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0.8 0.71 0.68

0.6 1 0.46
0.4 -

Osszalkaloid tartalom (g/100g)

0.2

Levél Szar Generativ szerv Gyokér

16.abra A Chelidonium majus L. ndvényrészeinek alkaloid tartalma (g/100g) (n = 5)

4.3.2. VRK-denzitometrias modszer Kkidolgozasa az alkaloid 0Osszetétel

meghatarozasara

A gyogyszerkonyvekben az  Osszalkaloid tartalom meghatdrozdsara  eldirt
spektrofotometrias mérés nem alkalmas az alkaloid 6sszetétel meghatarozasara.

A természetes vegyiiletek vizsgéalatira napjainkban a kiilonbozé kromatografias
modszerek a legaltaldnosabban hasznéltak. A novénymintak kvantitativ dsszetételének
meghatarozasara nélkiilozhetetlenné valt a gazkromatografia és a nagyhatékonysagu
folyadékkromatografia (HPLC). Széleskoru elterjedésiikkel alkalmazasuk korlatai is
felszinre keriiltek és 0j modszerek alkalmazasat, valamint ndévényi készitményekre
torténd optimalizalasat tette sziikségessé. Munkéank célkitlizései kozott szerepelt olyan
hatékony, gyors ¢€s kielégitd pontossagh vizsgaldé moddszer kidolgozdsa, amely
kiilonboz6 fitotechnologiai eljarasok hatékonysagéanak, valamint az elkésziilt ndvényi
kivonatok mindségének ellendrzésére alkalmazhato.

A HPLC modszerek a nagy pontossadg mellett idé és munkaigényesek, tehat nagyszamu
minta sorozatvizsgalatara kevésbé alkalmasak. Ezért egy VRK-denzitometrids modszert
fejlesztettiink ki a vérehullo fecskefii gyokér, levél, szar, generativ szervei f0 alkaloid

komponenseinek (kelidonin, keleritrin, szangvinarin, koptizin €s berberin) mennyiségi

72



mérésére (17.4bra). Az eljards egyszerli, gazdasdgos ¢€s nagyszami minta rutin

meghatarozasara ad lehetdséget.

0
(L

+
O Ncn

Kelidonin Szangvinarin

3

L

Berberin Keleritrin

17.abra A Chelidonium mintdk VRK-denzitometrids modszerrel meghatarozott alkaloid
komponensei

432.1. A DENZITOMETRIAS MEREST MEGELOZ VEKONYRETEG

KROMATOGRAFIAS MODSZER KIKIDOLGOZASA

A denzitometrids vizsgalatok két jol elkiilonithetd munkafazisra tagolodnak. Az els6 a
VRK analizis, melyet az elkészitett réteg miiszeres mérése kovet. Megbizhato
eredményekhez csak megfeleléen elvalasztott komponensek ¢és jo mindségi
vékonyréteg kromatogramok esetén juthatunk. Az utdbbi kdvetelmények kozott tartjuk

szdmon a lapok gyartasi mindségén tul a kifejlesztés és esetleges eldhivas utdni
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homogén hatteret, stabil szineket, a mérendd foltok kelld intenzitasat, valamint
megfeleld Ry érték kiilonbségeket.

A fent emlitett bizonytalansagi tényezok mellett a VRK-denzitometria alkalmazésaval
szamos elényhdz is jutunk. Egyszerre tobb minta analizisére nyilik lehetdség, melyek
legtobbszor minden el6tisztitas nélkiil a kivonatbol kozvetlentil felvihetdk a rétegre. Ily
modon nem csak a hatéanyag veszteség keriilhetd el, de a vizsgalat is egyszeriibb,
gyorsabb ¢és olcsobb lesz. Tovabbi elény még, hogy a mérendd vegyliletek bizonyos
kiilonleges tulajdonsagai is kihasznalhatéak, pl. fluoreszencia, mely igen nagy
érzékenységet biztosithat, ezaltal minor mennyiségek detektalasat is lehetové teszi
(~ I ng).

A gyogyszerkonyvekben (DAB 10, Ph.Eur.5. és Ph.Hg.VIIL.) eldirt vékonyréteg
kromatografidval torténd elvalasztas (szilikagél rétegen, hangyasav : viz : n-propanol -
1:9:90 V/V/V kifejlesztd rendszerrel) alkalmas a Chelidonium alkaloidok kvalitativ
vizsgalatara, azonban az alkaloid komponensek kozeli Rex 100 értékei miatt a
kvantitativ mérés denzitometridval nem végezheté el (pl. berberin R¢x 100 =22;
keleritrin R¢ x 100 = 23). Az 6t jellemz6 alkaloid komponens megfeleld elvélasztasara
ezért Uj mozgofazist fejlesztettiink ki.

Az ot alkaloid denzitometrias mérés szempontjabol is megfeleld elvalasztasara két
rendszer adott megoldast. A koptizin és berberin alkaloid komponensek jo elvalast
mutattak a kloroform : metanol (60 : 30 V/V) mozgé fazis alkalmazasakor, azonban a
masik harom alkaloid a frontra futott. A kelidonin, kelerirtin és szangvinarin
elvalasztasa nehezebb feladat volt, megoldasara tobb kifejleszté rendszert is
alkalmaztunk (7.tablazat).

Az A rendszerben a kelidonin és szangvinarin alkaloid tal kozeli Ry értékkel
rendelkezett, kdzeli volt az R¢ értéke a B kifejlesztd rendszerben a kelidonin és keleritrin
alkaloidoknak is. A C mozg6fazis alkalmazédsanal az alkaloidok foltjai kozel estek a
fronthoz, és nem voltak kelléen kompaktak denzitometrids méréshez.

Igy az alkalmazott A-B-C-D kifejlesztd rendszerekkel végzett kisérletek koziil a D
eluens (diklormetan : metanol; 97 : 3 V/V) bizonyult az elvalasztas hatadsfoka alapjan a
legjobbnak (46.abra). E rendszerben a berberin és koptizin alkaloidok foltja a starton
maradt, a kelidonin, szangvinarin ¢és keleritrin viszont kompakt, denzitometrias

modszerrel jol mérhetd foltokat eredményeztek.
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7.tablazat Kifejlesztd rendszerek (V/V) kelidonin, keleritrin és szangvinarin alkaloidok
elvalasztasara; a hatékonysag jellemzése Ry értékek alapjan

R¢ > 100 R¢ > 100 R¢x 100
Mozgé fazis
kelidonin keleritrin szangvinarin
n-Propanol : viz
A 74 49 76
(96 : 4)
Toluol : metanol
B 46 48 77

(95:5)

Diklormetan : metanol :

hexan (85 :7,5:7,5)

Diklormetan :metanol

(97 : 3)

4.3.2.2. A DENZITOMETRIAS VIZSGALAT OPTIMALIZALASA

Altalanossagban elmondhaté, hogy a kiilonb6z6 hatéanyagok rutinszerli denzitometrias
mérését minden esetben optimalizéldsnak kell megeléznie. Ennek célja a megfeleld
reprodukélhatdsagot €s pontossagot biztositdé paraméterek kidolgozasa.
A denzitometrias médszertani vizsgalataink a kovetkezd szempontok tanulmanyozasara
terjedtek ki:

- optimalis mérési hulldmhossz

- szinstabilitas

- kalibracios gorbék linearitasa

- érzékenység

- reprodukélhatosag
4.3.2.2.1. Meérési hullamhossz meghatarozasa
A mennyiségi meghatarozasokat — figyelembe véve a Chelidonium alkaloidok UV-

fényben tapasztalhatd fluoreszkald tulajdonsagat - fluoreszencids lizemmodban volt

célszerli végezni.
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Az optimalis gerjesztési hullamhossz megallapitdsa céljabol, ismerve a mérendd
alkaloidok UV-spektrumat (18.abra), 280 nm ¢és 370 nm kozotti tartomdnyban 5 nm-
enként lemértilk a tesztanyagok foltjait. E moddszer segitségével meghataroztuk a
legintenzivebb emisszidt biztositd gerjesztési hullimhosszat.

A fluoreszcencids méréseknél tovabbi feladatot jelentett a megfeleld sziird kivalasztasa.
F6 szempontként azt kellett figyelembe venni, hogy a gerjesztd fény kisziirése mellett
az emittalt fénynek minél nagyobb hanyadat engedje at.

Tercier Chelidonium alkaloidok nem mutatnak jelentés fluoreszenciat: a kelidonin
alkaloid abszorbancia reflexios modban mért csucs alatti teriilete magasabb volt a
fluoreszencias reflexios modban mértnél. Ezért a kelidonin pontos mennyiségi

meghatarozasara alkalmasabbnak latszott a reflexiéos modban torténd abszorbancia

mérés.
—— Berberin
—— Keleritrin
0.4 Kelidonin
03 | Szangvinarin
—— Koptizin
0.2
0.1
0 L
<01 1 Jﬂ\\hrﬂ//—r_\/
02 /
-0.3 -
-0.4
-0.5 T T T T T T T T
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380
hullamhossz (nm)

18.abra A vizsgalt Chelidonium alkaloidok UV-spektruma

A Chelidonium alkaloidok VRK-denzitometridas mérésére kidolgozott vizsgalati

koriilményeket a 8.tablazatban foglaltuk Gssze.
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8.tablazat A denzitometrias mérés paraméterei

Meérési Szkennelés Ablak
hullamhossz ~ Sziird Meérési mod ‘1 méret
modja

(nm) (mm)

Koptizin 360 I11. fluoreszencids linear 0.4x5

Berberin 340 II. fluoreszencias linear 0.4x5
Keleritrin 320 II1. fluoreszencias linear 0.4x10

Szangvinarin 330 I1. fluoreszencias linear 0.4x5
Kelidonin 286 ~ abszorbancias zig-zag 0.4x0.4

4.3.2.2.2. Szinstabilitasi vizsgalat

Szinstabilitasi vizsgalat sordn azt a rétegek miiszerbe torténd behelyezésétdl szamitott
id6intervallumot kerestilk, melynek soran a foltok szinintenzitisa legfeljebb
elhanyagolhatd mértékben valtozik. Ellenkez6 esetben a mérések reprodukélhatdsaga
nem biztositott.

Ugyanannak a mintdnak a denzitometrids mérését a kifejlesztést kovetd 10 perc
szaradasi 1d6 letelte utan (0. 6ra) 15 oran at dranként megismételtiik. A mért intenzités
fluoreszencia értékek %-os valtozasat az id6 fiiggvényében a 19.4bran mutatjuk be.
Tapasztalataink szerint a kifejlesztés utan a fluoreszencias moédban mérendd vegyiiletek
foltjaindl intenzitds ndovekedés lépett fel, ezzel mintegy tovabb javitva a vizsgalat
érzékenységét. Mivel a fenti jelenség a meghatarozds szempontjabol mindenképp
elényosnek tekinthetd, varakozasi iddt iktattunk be a miiszeres mérés megkezdése elott.
A kifejlesztett rétegeket 12 ora sotétben tarolas utan denzitometraltuk.

A reflexios modban mért kelidonin esetében nem tapasztaltunk 1ényeges eltérést (100-
103%) a kiilonb6z6 iddpontokban torténd denzitometrias mérések soran (19.4abra), igy a
kelidonin alkaloid vékonyrétegre vitt foltjait is 12 6ra sotétben tarolds utan mértik

VRK-denzitometrias modszerrel.

77



140
—o— Koptizin

—B— Berberin

135

130 Szangvinarin

—<— Keleritrin
—*%— Kelidonin

-
N
(3,

-
N
o

Intenzitas (%)
=

105

100

95

90

0 1 2 3 4 5 6 9 10 11 12 13 14 15

7 8
1dé (6ra)

19.abra A Chelidonium alkaloidok fluoreszencia intenzitas véaltozasa (%) az 1d6
fliggvényében

4.2.2.2.3. A kalibracios gorbék felvétele

« ey

tesztoldatokbol, illetve 0,01 mg/ml berberin- és keleritrin-klorid tesztoldatokbdl,
valamint 2 mg/ml kelidonin-klorid tesztoldatbol egységesen 1 — 10 pul) két-két
parhuzamos felvitel tortént a réteglapokra.

A réteglapokra felvitt alkaloidok mennyisége ¢és a mért teriiletértékek linearis

kapcsolatat jol mutattdk a 0,993 - 0,999 kozé esé korrelacios koefficiens értékek
(9.tablazat).
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9.tablazat A kalibracios egyenesek paraméterei a vizsgalt alkaloidokra

Kalibracios Reoresszia n Korrel4ci
Alkaloidok intervallum cgressz SS Egye ©s OIrelaclos
egyenlete ‘y=ax +b koefficiens
(ng)

Koptizin 5-50 y=17,44x+ 104 0,999
Berberin 10-100 y =45,66x + 77 0,997
Keleritrin 10-100 y=32x + 65,5 0,996
Szangvinarin 5-50 y =35,34x + 60 0,997
Kelidonin 200-2000 y=1,76x + 80,7 0,993

%y = teriilet, X = mennyiség (ng)

4.2.2.2.4. A legkisebb detektdalhato mennyiség megallapitdsa

A modszer érzékenységének eldontésére a kalibracidos gorbék felvételéhez elkészitett
mennyiségi sorok ugyancsak elegendd informaciot szolgaltatnak.

A legkisebb, denzitometridsan még detektalhatd anyagmennyiség értéke fiigg a
detektalas modjatol. A vizsgalt alkaloidok fluoreszkalod sajatsaga igen kis mennyiségek
pontos ¢és jol reprodukalhaté mérését is lehetévé teszi. Modellvizsgalataink szerint a
koptizin és szangvinarin alkaloidok esetében az 1-1 ng, mig a keleritrin és berberin
vegyliletek esetében a 2-2 ng a legkisebb detektdlhaté mennyiség. A reflexiés mddban

mért kelidonin alkaloid 100 ng mennyiségtol detektalhato.

4.2.2.2.5. A mérések reprodukalhatosdaga

A VRK-denzitometrids meghatarozas reprodukalhatosdganak vizsgalatdit a gyokér

kivonatbol mar ismertetett moédon készitett réteg hatszor ismételt denzitometrias

mérésével végeztiik (10.tdblazat). A jo reprodukalhatosagot a szamitott 0,67 — 1,24%

kozotti relativ standard deviacids értékek megfeleléen bizonyitottak.
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10.tablazat A VRK-denzitometrids meghatarozas reprodukalhatéosdganak vizsgalata
gyokér kivonatbol

Mennyiség (mg/100g)
Koptizin Kelidonin Keleritrin ~ Szangvinarin ~ Berberin

1 279 391 163 321 97

2 281 383 166 316 96

3 283 387 165 318 99

4 282 392 167 322 98

5 283 382 166 319 96

6 285 383 165 319 98
Atlag 282,2 386,3 165,3 319,2 97,3
RSD (%) 0,72 1,13 0,83 0,67 1,24

RSD — relativ standard deviacid

4.2.2.3. A VRK-DENZITOMETRIAS MEGHATAROZAS ISMETELHETOSEG VIZSGALATA

NOVENY MINTAN

A VRK-denzitometrias meghatarozas ismételhetéségének vizsgalatat a gyokér kivonat
alkaloid komponenseinek mérésével végeztilkk. A Chelidonii radix kivonat Gtszor
ismételt kromatografias kifejlesztését kovetd mérés eredményeit a 11.tabldzat mutatja
be.

Az ismételhetdségi vizsgalatok relativ standard devidcios értékei (3,3 —4,8%) a
modszert alkalmassa teszik a Chelidonium mintdk f6 alkaloid komponenseinek

meghatarozasara.
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11.tablazat A Chelidonii radix alkaloid komponensek VRK-denzitometrids mérés
eredményeinek ismételhetdség vizsgalata

Ismétlések Mennyiség (mg/100g)

s Koptizin Kelidonin Keleritrin ~ Szangvinarin ~ Berberin

1 264 379 171 315 98

2 277 369 162 307 87

3 291 399 173 334 97

4 285 366 168 314 93

5 282 403 157 325 97

Atlag 279 383 166 319 94

RSD (%) 3,8 4,4 4,0 3,3 4,8

RSD — relativ standard deviacio

4.3.3. Alkaloid dsszetétel meghatarozasa VRK-denzitometrias modszerrel

A vérehulld fecskefli novényrészek alkaloid Osszetételének mérésére az altalunk
kifejlesztett és  optimalizalt ~VRK-denzitometrids eljardst alkalmaztuk. A
meghatarozashoz a 2004. majus 2-4n, Budapesten (A minta) gytjtést kdvetden
szervekre elkiilonitett mintakat hasznéltuk.

A minta el6készitést a 3.2.2.4. fejezetben leirtak szerint végeztiik, a folyadék-folyadék
faziscseréhez n-butanolt hasznalva (Moddszer 3). A vékonyréteg kromatogramok
elkészitése a 3.2.3.2. fejezetben ismertetett modon tortént.

Az ot vizsgalt Chelidonium alkaloid koziil a kelidonin (tercier alkaloid) mennyiségi
mérésére abszorbancids reflexiés modot alkalmaztuk. A gyokér kivonat vékonyréteg-
kromatografias kifejlesztését kovetden felvett kelidonin denzitogramjat a 20.abra

mutatja be.
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A kvaterner alkaloidok (koptizin, berberin, szangvinarin, keleritrin) meghatarozasa
fluoreszcens reflexidos modban tortént, a gyokér kivonatbol felvett denzitogramjaikat a

21.4abra szemlélteti.
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20.abra Az abszorbancias reflexiés modban (286 nm) mért kelidonin folt denzitogramja

gyokér kivonatbdl [1,85 mg/ml; 2 pl]

Torekedtink  arra, hogy a  kifejlesztett =~ VRK-denzitometrids  moddszer
alkalmazhat6sagardl még biztosabb képet nyerjiink, ezért eredményeinket dsszevetettiik

a HPLC moddszerrel meghatarozott értékekkel. Eredményeinket a 12.tablazat 6sszegzi.
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21.abra A fluoreszcens reflexiés mddban mért (keleritrin: 320 nm, szangvinarin:
330 nm, koptizin: 360 nm, berberin: 340nm) alkaloidok denzitogramjai Chelidonium
gyokér kivonatbdl (a — keleritrin [0,185 mg/ml; 2 pl], b — szangvinarin [0,037 mg/ml;
4 ul], ¢ — koptizin [0,148 mg/ml; 2 ul], d — berberin [0,37 mg/ml; 2 ul])
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12.tablazat A Chelidonium majus novényrészek alkaloid osszetétele HPLC és VRK-denzitometrias modszerrel (mg/100g)

Levél Szar Generativ szerv Gyokér
HPLC YRK_ ) HPLC YRK_ . HPLC VRK . HPLC YRK‘ )
denzitometria denzitometria denzitometria denzitometria
Koptizin 509,0 + 18,5 491,3+21,1 2893+112 2753+11,6 970,7+334 945,3 +37,6 284, 7+11,2 277,3+12,0
Kelidonin 17,7+ 1,0 >k h. 78,2+ 3,6 85,5+ 5,1 458+ 2.5 51,4+3,5 376,3+17,2 385,7+22,1
Keleritrin n.d. >k.h. n.d. 273+2,0 n.d. >k.h. n.d. 168,7 + 9,0
Szangvinarin 18,4 + 0,8 16,2+ 1,1 107,9 £ 4,1 94,5+ 5,1 88,4 +32 76,1 £4.,4 335,7+11,4 312,0+ 15,1
Berberin 25,4+ 1,0 21,3+ 14 20,3+0,9 17,4 +£1,1 61,3+2,7 51,9+33 101,7 +4,2 90,7 + 5,1

+ a szoras értékei, n = 3; <k.h. = kimutatasi hatar alatt; n.d. = nem detektalt
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A két modszerrel is megerdsitett mérési eredmények alapjan megallapitottuk, hogy a
Chelidonium majus szervenkénti alkaloid dsszetétele szignfikdnsan kiilonbozik.

A fo6ld feletti részek (levél, szér, generativ szerv) f6 alkaloidja a koptizin. A levél és
generativ szerv alkaloid dsszetételében a f6 komponens koptizin mellett a tobbi alkaloid
igen kis mennyiségben van jelen. A szarban mért koptizin koncentraci6 alacsonyabb, de
jelentds komponensek a kelidonin és szangvinarin is.

A gyokérben a kelidonin talalhat6 legnagyobb mennyiségben, ezt kdveti a szangvinarin
¢és koptizin magas koncentracidja, de jelentds a fold alatti szerv keleritrin és berberin
tartalma is.

A ndvényrészek vizsgalata fejezetben (4.3.1.) meghatérozott Osszalkaloid tartalom
eredményeit is figyelembe véve a VRK-denzitometrids modszerrel mért Chelidonium
alkaloid komponensek adatai alapjan meghatarozhaté a tovabbi (minor) alkaloid

komponensek 6sszmennyisége is az egyes szervekben (22.4abra).

@ Minor komponensek

m Berberin

0O Szangvinarin
O Keleritrin

m Kelidonin

O Koptizin

Levél Szar Generativ Gyokeér
szerv

22.abra Chelidonium alkaloidok felhalmozodasa a ndvény kiillonbozo szerveiben
(VRK-denzitometrias és 0sszalkaloid mérés alapjan)
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4.3.4. Alkaloid dsszetétel meghatarozasa HPLC modszerrel

A 3.23.4. fejezetben ismertetett izokratikus, forditott fazisi HPLC modszert
alkalmaztuk az 6t alkaloid komponens elvélasztasara és kvantitativ mérésére a vérehulld

fecskefiibol eldallitott kivonatokban (23.abra).

HO 0 fo)
goe ~ Ly
0 Ny = N:CH

_J CH, d

Kelidonin Szangvinarin

3

Berberin Protopin

23.abra A Chelidonium mintak HPLC moédszerrel meghatarozott alkaloid komponensei

Mint mar ott is kiemeltiik, a moddszer tercier (kelidonin, protopin)- és kvaterner
(koptizin, berberin és szangvinarin)- alkaloidok egyidejli meghatarozasara is alkalmas
(24.4bra). A VRK-denzitometrids modszerrel 0sszevetve érdemes hangstlyozni, hogy a
Chelidonium majus-ban minor komponensként eléforduld tercier alkaloid: protopin
mérésére is alkalmas, ugyanakkor nem ad lehetdséget a VRK-denzitometriaval
meghatarozhat6 keleritrin feldasulasanak jellemzésére. Ilyen szempontbodl a két eljaras

ki is egésziti egymast.
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24.abra Chelidonium alkaloidokat tartalmazo tesztoldat HPLC kromatogramja

A 25. és 26.abran bemutatott levél és generativ szerv kivonatok HPLC kromatogramjai
jol mutatjdk, hogy a f6 komponens koptizin mennyire domindns a mintdkban

(12.tablézat).
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25.abra Chelidonium majus levél kivonat HPLC kromatogramja
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26.abra Chelidonium majus generativ szerv kivonat HPLC kromatogramja

A szarban mért koptizin mennyisége alacsonyabb, de jelentds a kelidonin ¢és
szangvinarin eléfordulédsa is (12.tablazat; 27.4bra). A gyokérben egyenletesebb eloszlast

mutatnak a kiilonb6zo alkaloidok (12.tablazat; 28.abra).
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27.abra Chelidonium majus széar kivonat HPLC kromatogramja
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28.abra Chelidonium majus gyokér kivonat HPLC kromatogramja

A novényrészek vizsgalata fejezetben (4.3.1.) mért Osszalkaloid tartalom meghatarozas
eredményeit Osszevetve az altalunk HPLC modszerrel mért Chelidonium alkaloid
komponensek adataival meghatdrozhaté a tovabbi (minor) alkaloid komponensek

Osszmennyisége az egyes szervekben (29.4bra).

100%-
90%-
80%-
70%-
60% O Minor komponensek
50%.] @ Berberin
O Szangvinarin
40%- : .

. m Kelidonin
30%- O Koptizin
20%-

10%-
0%-
Levél Szar Generativ Gyokeér
szerv

29.abra Chelidonium alkaloidok felhalmozdddsa a ndvény kiilonbozd szerveiben
(HPLC mérés és 0sszalkaloid alapjan)
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4.3.5. VRK-denzitometrias és HPLC modszer 6sszehasonlitasa

A Chelidonium majus gyokér, levél, szar, generativ szervek alkaloid 0Osszetétel
meghatarozasat mind az elézbéek szerint kidolgozott VRK-denzitometrids, mind HPLC
modszerrel elvégeztik. Az eredmények jo egyezést mutattak a két modszer
Osszehasonlitasakor (13.tablazat).

A VRK-denzitometrids modszerrel mért tercier kelidonin alkaloid mennyisége
magasabb a HPLC méréssel meghatarozott értékeknél (103-110%). A kvaterner
alkaloidok (koptizin, keleritrin, szangvinarin, berberin) esetében a HPLC moddszer
alkalmazéasaval mértiik a nagyobb értékeket (12. és 13.tablazat).

A két modszerrel mért koptizin értékei mutattak a legkisebb eltérést. A pontosabb
HPLC méréshez viszonyitva a VRK-denzitometrias meghatarozassal 95-97%-osan
sikeriilt a koptizin mennyiségének meghatirozasa. Tekintve, hogy a fold feletti
szervekben f0 alkaloid komponensrdl, a gyokérben pedig jelentds aranyban eléfordulod
alkaloidrél van sz6, a kidolgozott VRK-dentitometrids moddszer alkalmazhatdsaga
vitathatatlan a kivonatok rutin analizisében.

A szangvinarin mennyiségi meghatarozasanal a VRK-dentitometrids modszer 86-94%-
os, mig a berberin esetében 84-89%- pontossaggal mérhetd denzitometridsan a HPLC
modszerrel meghatarozott eredményeket 100%-nak tekintve.

A két modszer 6sszehasonlitasa soran a gyokér eredményei mutatjak a legjobb egyezést
(koptizin: 97%; kelidonin: 103%; szangvinarin: 93%; berberin: 89%), melyet a nagyobb
alkaloid tartalom pontosabb meghatarozhatosagaval magyarazunk.

Osszegezve eredményeinket megallapithatjuk, hogy az 4ltalunk kidolgozott VRK-
denzitometrids modszer nagyszamu ndvényminta rutin mérésére gyorsan, olcson,
megfeleld érzékenységgel, jo reprodukélhatosaggal ¢és kielégitd pontossaggal

alkalmazhato.
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13.tablazat A Chelidonium majus novényrészek HPLC és VRK-denzitometrias modszerrel meghatarozott alkaloid Osszetételének
Osszehasonlitasa (%)*

Levél Szar Generativ szerv Gyokér

HPLC/VRK- | Osszeha- | HPLC/VRK- | Osszeha- | HPLC/VRK- | Osszeha- | HPLC/VRK- | Osszeha-

denzitometria sonlitas denzitometria sonlitas denzitometria sonlitas denzitometria sonlitas
(mg/100g) (%) (mg/100g) (%) (mg/100g) (%) (mg/100g) (%)
Koptizin 509 /491 96 289 /275 95 970/ 945 97 285 /277 97
Kelidonin 18 / <k.h. - 78 /85 109 46 /51 110 376 /386 103
Szangvinarin 18/16 89 108 /95 88 88 /76 86 336/312 93
Berberin 25/21 84 20/ 17 85 61/52 85 102 /91 89

<k.h. = kimutatasi hatar alatt

* HPLC moédszer eredményei: 100%
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4.4. Chelidonium alkaloidok tradiciondlis gyodgyszerformakba valo

kioldodasanak vizsgalata

Ahhoz, hogy a hatdéanyagok a szervezet szamara hasznosithatoak legyenek, a kivonasi
eljarassal fel kell szabadulniuk a novényi sejtb6l. A kivonas lényegében diffuzios
folyamat, amely sordn az apritott és szaritott drogbdl olddszer alkalmazasaval kivonjuk
a hato- és kiséréanyagokat.

A nyers drog feldolgozasaval altalaban arra toreksziink, hogy a megfeleld
technologidval eldallitott termék hatéanyag tartalma magasabb, Osszetétele optimalis,
mig a kisér0 anyagok (altalaban csekély terapids hatdssal rendelkezd komponensek)
el6fordulasa alacsonyabb legyen, mint a kiinduldsi mintaban.

A népgyodgyaszatban leggyakrabban alkalmazott gyogyndvény kivonat a tea, melyet
fozet vagy forrdzat készitéssel dllitanak eld. Egyszerli, hézilag is kivitelezhetd
kivonatkészitési eljarasnak tekintjik még a kiilonbdzd etanol-tartalma tinktardk
készitését. Vizes (fozet és forrazat) és alkoholos (40 V/V% 70 V/V% ¢és 90 V/V%
etanollal késziilt tinktura) kivonatok (tradicionalis gyogyszerformak; 3.2.2.1. fejezet)
alkaloid kioldodés vizsgélatanak tanulmanyozasaval adatokat kivantunk szolgéltatni a
gyogyszerészeti €s terapids mindség szempontjabol egyardnt jelentds alkaloid
Osszetételre. Méréseinket spektrofotometrids (Osszalkaloid tartalom meghatarozas) és

HPLC (alkaloid 6sszetétel meghatarozas) modszerekkel végeztiik.

4.4.1. Alkaloidok kioldédasanak vizsgalata spektrofotometrias osszalkaloid

tartalom meghatarozassal

A Nagymaroson gyijtott Chelidonii herba drog (Herba B minta) (3.1.1. fejezet) a
Ph.Hg.VIIl.-ban  hivatalos  0sszalkaloid tartalom meghatdrozassal 4,2 mg/g,
kelidoninban kifejezett alkaloid tartalmt (0,42%; m/m). Az Osszalkaloid tartalom
kiilonb6z6 technologidval késziilt kivonatokba torténd kioldodasat a 30.abra foglalja
0ssze.

A mérési eredények azt mutatjak, hogy a kivonatok mindségét (mas paraméterek
valtozatlansaga mellett) foként a kivonoszer tulajdonsadga, a hdmérséklet és a kivonas

id6tartama befolyasolta.
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30.abra Alkaloidok kiolddédasa (%) a Chelidonii herba kiilonbdz6 technologiaval
késziilt kivonataiban (spektrofotometridas mérés alapjan) (n=35) [100% = herba
Osszalkaloid tartalma]

A kivonatkészitési eljarastol fiiggden jelentdsen eltérd alkaloid tartalom értékeket
kaptunk (0,14 — 0,39%; m/m). A legmagasabb alkaloid tartalmu készitmény a 90 V/V%
alkohollal eldallitott tinktara volt (0,39 g/100g). Az alkaloidok kioldddasa a kiilonb6zé
gyogyszerformakba 33,2% (f6zet) és 92,9% (90 V/V% alkohol tartalmu tinktara) kozott
valtozott. A tinkturdk kioldodési értékei alatdmasztjdk a Chelidonium alkaloidok jo
oldékonysagat szemipolaros oldészerekben (69,1 — 92,9%).

A vizes gyogyszerformak koziil a forrazat alkaloid tartalma (0,19 g/100g) bizonyult
magasabbnak. Ebben az esetben minden bizonnyal a kivonatkészités iddtartama a
legfobb befolydsold tényezd, hiszen a fozet készitésének mindossze 5-7 percével (az
elegy felmelegitésének idétartamat is beleszamolva), a forrazatkészités 30 perce all
szemben. Bar a fozet esetében magasabb hdofokon tortént a kivonas (100°C), a forrazat
készitése soran a forrd elegy szobahdmérsékletre torténd lehiilése joval hosszabb iddt
vett igénybe, mint a forrdsban tartds 5 perce, tehat hosszabb difftizids iddvel
szamolhattunk. Az apritas soran sériilt ndvényi sejtekbdl szabad-, az ép sejtekbdl gatolt
diffuzidoval torténik a kioldédas. Hosszabb iddtartamu kivonatkészitési eljarassal
elérhetjik a diffuzios egyensuly allapotat, mely magasabb hatdanyag tartalmu

készitményt eredményez.
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4.4.2. Alkaloidok kioldodasanak vizsgalata HPLC modszerrel

Elvégeztiik a Chelidonii herba drog valamint a drogbdl tradicionalis fitotechnologiai
modszerekkel késziilt kivonatok alkaloid Osszetételének vizsgalatat HPLC modszerrel.
Az extrakcié és mintaelOkészités az ,,Anyag és Modszer” fejezetben (3.2.2.3. és
3.2.3.4)) leirtak szerint tortént. Az eredményeket a 13.tablazat foglalja 6ssze. A herba és
tradicionalis kivonatai HPLC ujjlenyomatait a 31/a és 31/b.abra, az egyes alkaloidok
kioldodas jellemzoéit (%) a 32.4bra mutatja be.

100
O Protopin
920
Ml Kelidonin
& ® Koptizin
70 O Szangvinarin
g 60 @ Berberin
3
:8 50 =
K]
2 J
- 40
30 -
20 -
10
0
Fézet Forrazat Tinktura 40 V/V% Tinktira 70 V/IV% Tinktara 90 VIV%

32.4abra Alkaloidok kiolddédasa (%) a Chelidonii herba kiilonbdz6 technologiaval
késziilt kivonataiban (HPLC mérés alapjan) (n=3) [100% =herba alkaloid
komponensei]

A mintak f6 komponenseként a koptizint azonositottuk, melyet a vizes és alkoholos
kivonatok eltérd mennyiségben tartalmaztak (126,5 —354,1 mg/100g). A kioldddas
értekek ismeretében megallapithatjuk, hogy legnagyobb mennyiségben a 90V/V%
alkohollal késziilt tinktirdba olddédott ki a koptizin (98%). JO kioldodast mutatnak a
tinktardk esetében a tercier kelidonin (79,9 —91,9%) és protopin alkaloidok (80,2 —
94,2%), valamint a kvaterner berberin is (80,5 — 85,7%). A szangvinarint azonban a

90V/V%-os tinktara is csak 54,4%-ban oldotta ki. 37%-kal jobb kiodddast mutat a
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koptizin a 90V/V%-os alkohollal késziilt, mint a 40V/V%-os alkohollal eldallitott
tinktaraba. Kétszer annyi szangvinarin oldédott ki a 90V/V% alkoholtartalmu
tinktaraba, mint a 40V/V% alkohollal késziiltbe.

A vizes kivonatok (fozet és forrazat) kevesebb alkaloidot oldanak ki, mint a tinktarak. A
vizes gyogyszerformdk koziil a forrazat készités mind az o6t altalunk tanulmanyozott
alkaloid komponens tekintetében jobb kivonatkészitési eljardsnak bizonyult. A
kelidonin (fézet: 45,3%; forrazat: 47,9%) és protopin (fézet: 46,7%; forrazat: 50,9%)
alkaloidok vizes kivonatokba torténd kiolddasértékei kisebb eltérést mutatnak, tehat a
kivonasi id6 és alkalmazott homérséklet kevésbé befolyasolja a kioldodasukat, mint a
kvaterner koptizin (fézet: 35,0%; forrazat: 47,5%) és berberin (fozet: 36,1%; forrazat:
48,8%) esetében. A szangvinarin kioldodas vizes kivonatokba meglepden alacsony

értéket mutat (fozet: 2,7%; forrazat: 5,1%).

Osszességében megallapitottuk, hogy a tintirdkba torténd kioldodast a kioldando
vegylilet szerkezete mellett foként az oldoszer molekularis sajatsagai befolydsoltdk. Az
egyes alkaloidok kioldddasa vizes gyogyszerformékba a ndvényi sejtben uralkodo
viszonyokt6l nagymértékben fligg. Esetiinkben a hosszabb kioldodasi id6 (forrazat)
jobb kinyerést tett lehetové, mint a magasabb homérséklet alkalmazésa (fozet).

A kvaterner alkaloidok (ionos allapot) esetében a vizes kivonatokban mért kioldddas
értékek elmaradtak az altalunk vart értékekhez képest, melyet a nagy hidrofoéb
molekulaszerkezetiikkel magyarazhatunk.

A szangvinarin vizes kivonatban mért drasztikusan alacsony kioldddas értékeire (fozet:
2,7%; forrazat: 5,1%) magyarazatot adhat az irodalombdl ismert semleges pH-n
kialakulé pszeudobazis (karbinolamin) forma, mely szerkezet a koptizin és berberin
alkaloidok esetében csak magasabb pH viszonyok mellett alakul ki (Haberlein és

Tschiersch 1994, Nakanishi és mtsai 1999).
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31/a.abra A Chelidonii herba és kivonatainak HPLC kromatogramja
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31/b.abra A Chelidonii herba és kivonatainak HPLC kromatogramja
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14.tablazat A Chelidonii herba és a drogbol késziilt kivonatok alkaloid dsszetétele mg/100g koncentracidoban (kiolédasa %-ban)

Herba Fézet Forrazat Tinktara 40 V/V% | Tinktidra 70 V/V% | Tinktidra 90 V/V%
20,3+0,7 22,1+ 1,4 348+25 37,6 £ 1,6 40,9 + 1,7
Protopin 434+ 1,9
(46,7%) (50,9%) (80,2%) (86,6%) (94,2%)
14,0 + 0,6 14,8 + 0,7 24,7+ 1,6 26,7+0,8 284+25
Kelidonin 30,9+09
(45,3%) (47,9%) (79,9%) (86,4%) (91,9%)
126,5 £ 8,7 171,6 £ 9.9 259,2 + 18,6 335,4 + 10,7 354,1 + 182
Koptizin 361,384
(35,0%) (47,5%) (71,7%) (92,8%) (98,0%)
1,1+£0,1 2,1+0,2 11,6 + 0,7 19,8+ 1,5 22,3+0,8
Szangvinarin 41,0 £ 1,6
(2,7%) (5,1%) (28,3%) (48,3%) (54,4%)
4,8+0,2 6,5+0,3 10,7+ 0,5 11,1+ 0,5 11,4+ 0,6
Berberin 13,3 £ 0,7
(36,1%) (48,8%) (80,5%) (83,5%) (85,7%)
Osszesen 489,9 + 19,0 166,7+ 11,3 217,1 + 14,1 341,0 + 23,2 431,2+27,4 457,1 + 23,1

+ a szoras értékei, n =3
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4.5. A Chelidonium drogok és a tradiciondlis kivonatok dsvanyelem

tartartalmdnak vizsgalata

A szakirodalom tanulmanyozésakor megallapitottuk, hogy egyediil Tolgyesi (1969)
kozol adatokat a vérehullo fecskefli dsvanyelem tartalmarél (kolorimetrias médszerrel).
Mivel antibakterialis hatadsvizsgalatainknal felvetédott a novényben talalhatdo makro- és
mikroelemek hatdst modositd szerepének lehetdsége, ezért célkitiizéseink koz¢ soroltuk
a Chelidonium drogok, illetve a herbabol a tradicionalis gyodgyszerkészités szabalyai
szerint eldallitott vizes (fozet, forrazat) és alkoholos (tinktirak) kivonatok asvéanyi
elemtartalmanak korszeri modszerrel valo feltarasat.

A vizsgalatainkat a 2004. aprilis 30-4&n Nagymaroson gyujtott Chelidonii herba (B
minta) és radix drogmintakbol induktiven csatolt plazma emisszids spektrofotometrias
(ICP-OES) moédszerrel végeztiik. Méréseink a kovetkezd 24 elemre terjedtek ki: Al, As,
B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, K, Li, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, P, Pb, S, Ti, V, Zn.

4.5.1. A Chelidonii herba és radix asvanyelem tartalmanak vizsgalata

A Chelidonium drogok (herba és radix) elemtartalma mas gydgyndvényekhez hasonléan
rendkiviil Osszetett. A drogok és a herbabdl késziilt kivonatok ezirdnyu értékelését
irodalmi adatok alapjan az dasvanyi elemek novényvilagban eléforduld atlagos
mennyiségeinek (Szentmihalyi és mtsai 1999a, Szentmihdlyi és mtsai 1999b,
Szentmihalyi és Then 2000, Maday ¢s mtsai 2000, Lemberkovics €s mtsai 2002),
valamint a US Recommended Dietary Allowances (RDA 1989) altal meghatarozott
emberi szervezet szdmara sziikséges napi mennyiségek, illetve ugyanezen forrds az
egyes taplalékokkal kiilon-kiilon torténd asvanyi elemfelvételre vonatkozd ajanlasai
alapjan végeztiik el.

A Chelidonium drogok asvanyelem tartalom meghatarozasanak mérési eredményeit a
15.tdblazatban foglaltuk 6ssze, valamint a konnyebb attekinthetdség kedvéért a 33.abran

is bemutatjuk.
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Meérési adataink nagysagrendileg j6 egyezést mutattak az irodalomban a fecskeflirdl
kozolt adatokkal (Tolgyesi 1969), és 0Osszhangban vannak mas szerzok egyéb
novényekben mért értékeivel (Mengel 1976, Guil-Guerrero 1998, Kataba-Pendias és
mtsai 2000, Then és mtsai 2000). A toxikus elemek (arzén, kadmium, higany és 6lom)
koncentracioja egyik drog esetében sem érte el a detektalhatd szintet, valamint a herba

esetében a kobalt mennyisége is a kimutatasi hatar alatt volt.

100000
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| mn
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33.abra Asvényi elemek felhalmozodasa a Chelidonii herba és radix drogokban

A két drogot Osszehasonlitva jol lathato, hogy a gyokérben négy elem (barium, réz,
foszfor és kén) kivételével magasabb az dsvanyelem tartalom. Jelentds koncentraciot ér
el a gyokérben az aluminium, kalcium, vas, kalium, foszfor és kén, ugyanakkor a
legmagasabb foszfor (5383 mg/kg) és kén (2850mg/kg) tartalmat a herbaban hataroztuk
meg. Az aluminium (964,7 mg/kg), vas (1088 mg/kg) ¢és litium (3,17 mg/kg)
koncentracid a gyokérben hatszor magasabb a herbaénal (165,4 mg/kg, 188 mg/kg,
0,52 mg/kg).

Mind a herba (45,5 mg/kg), mind a gyokér (141,2 mg/kg) magas cink tartalommal
rendelkezik més novényekkel dsszehasonlitva (Szentmihdlyi és Then 2000), és ennek
szerepe lehet a ndvény gyulladdsgatlo és sebgyogyulast eldsegitd hatdsdban. A
Chelidonii herba (18,12 mg/kg) és radix (14,34 mg/kg) réz felhalmozodasa jelentés mas

drogok ICP moédszerrel mért réztartalmaval 6sszehasonlitva (Cichorii herba: 8,8 mg/kg;
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Equiseti herba:

8,74 mg/kg; Myrtilii folium: 5,48 mg/kg; Chamomillae herba:

3,45 mg/kg és Chamomillae radix: 6,91 mg/kg). (Szentmihalyi és Then 2000, Maday és

mtsai 2000, Lemberkovics és mtsai 2002) A ndvényvilagban ritkan eléforduld litium

eléfordulasa Chelidonium drogokban kiilonos figyelmet érdemel. A gyokérben mérhetd

magas aluminium, krom, vas és titin mennyiség a talaj szennyezettségére utal.

15.tablazat A Chelidonii herba és radix drogmintak elemtartalma (mg/kg)

Herba Radix

Al 165,4 + 11,3 964,7 + 15,4
B 18,7 £ 2,25 12,39 £ 0,26
Ba 10,4 £ 0,41 24,95 + 0,37
Ca 11871 +111 19240 + 1407
Co <k.h. 0,92 + 0,02
Cr 0,32 + 0,02 1,53 £ 0,54
Cu 18,12 +0,65 14,34 + 0,56
Fe 188 £3,2 1088 + 69
K 33054 + 610 46733 £ 570
Li 0,52 + 0,16 3,17 £ 0,64
Mg 1785 + 17 2148 + 39
Mn 22,4 +0,78 31,02 £ 0,65
Mo 0.12 + 0,02 0,33 + 0,05
Na 2145+ 5,42 484,3 + 16,2
Ni 1,42 + 0,08 2,51+ 0,25
P 5383 + 77 3609 + 72
S 2850 + 43 2265 + 55
Ti 413 +0,48 20,24 + 7,6
Vv 1,05+ 0,17 2,07 £0,51
Zn 45,5+ 27 141,2+ 7,55

+ a szoras értékei, n = 3; <k.h. = kimutatasi hatar alatt
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4.5.2. Asvanyi elemek kioldodasanak vizsgalata a Chelidonii herbabél késziilt

tradicionalis gyogyszerformakba

A legaltalanosabban alkalmazott kivonasi modszer a teakészités, melynek sordn
nemcsak a szerves hatéanyagok, hanem a szervetlen anyagok jelentds része is a vizes
oldatba keriil. Emésztés (epefolyas) eldsegitésére, gorccsel jard gyomorpanaszokra
régota alkalmazzak a novénybdl készitett tedkat. Szamos gydgyszerkonyvben és
monografiaban is taldlunk Chelidonii herba-t tartalmazé teakeveréket (pl. FoNo VII.
2003).

Fontos leszégezni, hogy a Chelidonium készitményeket erds hatast alkaloidjaik terapias
hatasaért, nem ¢élelmi értékiikért fogyasztjak. A drogokhoz képest a kivonatokban az
asvanyelemek mindig alacsonyabb koncentracidban vannak jelen. Ez a megallapitas
vizsgélataink szerint igaz a Chelidonii herbabdl eldallitott tradicionalis készitményekre
is (16.tablazat).

A szignifikancia vizsgéalatot (ANOVA teszt) elvégezve az o6t kiilonb6zdé kivonat
esetében minden elem koncentracidja szignifikans eltérést (p <0,05) mutatott.
Magasabb szignifikancia szinten (p<0,001) a kivonatokban mért &asvanyelem
koncentraciok harom elem kivételével — réz (P = 0,0132), mangan (P = 0,0286), natrium
(P =0,0194) - megfeleltek az elvarasnak.

A varakozasnak megfeleléen a vizes kivonatok d&svanyelem tartalma &ltalaban
meghaladta az alkoholos kivonatokban mérheté mennyiségeket. Legnagyobb
koncentracioban az elemeket a forrazat tartalmazta. A vas (0,175 mg/l) és a cink
(0,41 mg/l) legnagyobb mennyiségben a fézetben volt, mig a legtobb magnéziumot
(19,2 mg/1), foszfort (78,3 mg/l) és titant (0,006 mg/l) a 40 V/V% alkohollal késziilt
tinkturdban mértiik.

A vizsgalatok alapjan a 90 V/V% alkoholtartalm tinktira mindsiilt az 4svanyi elemek
legrosszabb forrasanak. A 70 V/V% és 90 V/V% alkohollal késziilt tinktardkban egyik
elem sem volt jelentds koncentracioban mérhetd.

Igen kedvezd, hogy a Chelidonii herbabdl készitett tedkban és tinktirakban egyetlen
toxikusnak nevezett elem (arzén, kadmium, higany és 6lom) sem volt kimutathatd. A
mikroelemek koziil a krém, litium, molibdén, nikkel és vanadium koncentracioja nem

érte el a detektalhaté mennyiséget.
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Kivéncsiak voltunk arra is, hogy a mért elemtartalmak milyen mértékben dusulnak fel a
Chelidonium drogokbdl eldallitott készitményekben (tedk €s tinktirak). Eredményeinket
a 17.tablazat foglalja 6ssze.

A vizes kivonatok kioldodas értékei 10% — 65% kozott valtoztak, mig a tinkturdk
esetében 1,3% - 58,1% kozotti kioldodas értékeket mértiink. A legjobban kioldodo
formaban a kalium (35,7% - 64,9%), valamint a foszfor (29% - 58,1%) van jelen. A
kalium legjobban a forrazatba (64,9%), mig a foszfor a 40 V/V% alkoholtartalmt
tinktaraba (58,1%) oldodik ki. A magas kioldodasi értékli elemekre vonatkozé adatokat
a 34.abra mutatja be. Az aluminium, réz, vas, natrium és titan elemek vizben rosszul
0ldodo vegyiiletek formajaban vannak jelen (10% alatti kioldddas); 20-40% kozotti a
magnézium, kén és cink kioldodasa. A 90 V/V% alkohollal késziilt tinktaraba oldodott
ki legkevésbé a vas, de jelenléte minden kivonatban alacsony volt (1,8% - 3,7%). Az
alkoholos kivonatokban rosszul kiold6dé elem még a réz (3,35 —4,6%) a natrium
(4,3% - 5,8%) és a titan (2,9% - 5,8%). Altalanosan megallapithatjuk, hogy névekvd

alkohol koncentracioval csokken az asvanyelemek kioldodésa a tinkturakba.

70
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34.abra  Asvanyelemek kioldédasa a Chelidonii herbabol a tradicionalis
kivonatokba (%) (n = 3)
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16.tablazat A kiilonb6z6 technoldgidval késziilt Chelidonii herba kivonatok asvanyelem tartalma (mg/1)

Fozet Forrazat Tinktura 40 v/iv%  Tinktura 70 v/iv%  Tinktura 90 v/v%

Al 0,32+0,07 0,45+0,05 0,30+0,06 0,22+0,05 0,19+0,04
B 0,085+0,005 0,195+0,011 0,080+0,013 0,075+0,008 0,069+0,007
Ba 0,023+0,002 0,038+0,007 0,025+0,006 0,016+0,002 0,011+0,003
Ca 50,3+2,5 67,4+3,6 47,5+4,1 42,7 +4,2 38,4+3,7
Co <k.h. <k.h. <k.h. <k.h. <k.h.

Cr <k.h. <k.h. <k.h. <k.h. <k.h.
Cu 0,025+0,007 0,035+0,008 0,021+0,007 0,018+0,001 0,015+0,006
Fe 0,175+0,025 0,120+0,014 0,102+0,021 0,085+0,002 0,061+0,007
K 382+25,2 537+21,4 365+14,8 327+31,1 295122 4
Li <k.h. <k.h. <k.h. <k.h. <k.h.
Mg 14,7+0,8 16,3+1,7 19,2+2,2 12,5+0,6 10,8+0,7
Mn 0,075+0,015 0,125+0,014 0,098+0,034 0,075+0,023 0,065+0,023
Mo <k.h. <k.h. <k.h. <k.h. <k.h.

Na 0,35+0,08 0,47+0,13 0,31+0,09 0,25+0,02 0,23+0,06
Ni <k.h. <k.h. <k.h. <k.h. <k.h.

P 54,2+2 11 72,4+1,17 78,3+2,47 45,0+3,24 39,1+£3,8
S 20,8+0,15 26,4+0,85 21,6+0,41 18,7+0,42 16,3+0,34
Ti 0,002+0,0001 0,003+0,0004 0,006+0,0007 0,003+0,0008 <k.h.

Vv <k.h. <k.h. <k.h. <k.h. <k.h.

Zn 0,41+0,04 0,29+0,13 0,22+0,05 0,17+0,015 0,13 £0,05

+ a szoras értékei, n = 3; <k.h. = kimutatasi hatar alatt
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17.tablazat A kiilonb6z6 technoldgiaval késziilt Chelidonii herba kivonatok asvanyelemeinek kioldodasa (%)

Fozet Forrazat Tinktura 40 v/iv%  Tinktura 70 v/iv%  Tinktura 90 v/v%
Al 7,7% 10,8% 7,30% 5,3% 4,6%
B 18,2% 41,9% 17,1% 16,0% 14,8%
Ba 8,9% 14,6% 9,6% 6,2% 4,2%
Ca 16,9% 22,7% 16,0% 14,4% 12,9%
Co <k.h. <k.h. <k.h. <k.h. <k.h.
Cr <k.h. <k.h. <k.h. <k.h. <k.h.
Cu 5,5% 7,7% 4,6% 3,9% 3,3%
Fe 3,7% 2,30 21% 1,8% 1,3%
K 46,2% 64,9% 44,2% 39,5% 35,7%
Li <k.h. <k.h. <k.h. <k.h. <k.h.
Mg 32,4% 36,5% 43,0% 28,0% 24,2%
Mn 13,4% 22,9% 17,5% 13,4% 11,6%
Mo <k.h. <k.h. <k.h. <k.h. <k.h.
Na 6,5% 8,5% 5,8% 4,7% 4,3%
Ni <k.h. <k.h. <k.h. <k.h. <k.h.
P 40,3% 53,8% 58,1% 33,4% 29,0%
S 29,2% 37,1% 30, 3% 26,3% 22,9%
Ti 1,9% 2,9% 5,8% 2,9% <k.h.
Vv <k.h. <k.h. <k.h. <k.h. <k.h.
Zn 38,8% 25,5% 19,3% 14,9% 11,4%

<k.h. = kimutatési hatar alatt
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Gyakran tobbet mond az elemek abszolit mennyiségének megadasa helyett egyes
elemparok aranyéanak értékelése (pl. szinergista hatds). Nagyszamu vizsgalatunk alapjan
néhany ilyen érdekes aranyra vonatkoz6 eredményiinket ismertetjiik a tovabbiakban.

A kélcium-magnézium aranya helyes taplalkozas mellett 3 : 1 (Bir6 és Lindner 1995). A
vérehulld fecskefii herba drogban ez az érték 6,6 : 1, a kivonatokban pedig 2,4-4,1 : 1
értékre csokken (35.4bra), mely megfelel a helyes taplalkozasban ajanlott aranynak. A
cink és a réz arany atlagos taplalkozas mellett 5 : 1, az optimalis arany azonban 3 : 1
(Bir6 és Lindner 1995). A Chelidonii herba drogra ez az arany 2,5:1, mely a
kivonatokban 8-16 : 1 értékre valtozik. A vas és a réz megfeleld ardnya 10 : 1 (Bir6 és

Lindner 1995), ez a herba esetében igaz, de a kivonatokban 5-7 : 1 -re csdkken.

Ca/Mg arany

Herba Fozet Forrazat Tinktara Tinktira Tinktura
40VN% T70VN% 90 VN%

35.4bra Kalcium-magnézium ardny a Chelidonii herbdban ¢€s kivonataiban

A terapias felhasznalas szempontjabol értékelve az eredményeket, 1ényeges tapasztalat,
hogy sem a vérehulld fecskefii fold feletti része és a gydkere, sem a herbabdl a
tradicionalis gyogyszerkészités szabalyai szerint készitett kivonatok (fézet, forrazat,
tinktarak) nem tartalmaztak mérhetd mennyiségben toxikus elemeket (artalmatlansag).

A Chelidonii herba ¢s radix drogokban jelentds a réz felhalmozodas, mely elemnek a
fecskefli alkaloidjaira jellemzd antibakterialis aktivitasra gyakorolt hatdsat a 4.7.5.

fejezetben vizsgaltuk.
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4.6. A vérehullo fecskefii osszalkaloid tartalmanak és alkaloid osszetételének

valtozdsa a vegetdcios periodus alatt

A Chelidonium majus életciklusa viszonylag révid. A novény elsd viragzasa aprilis-
majus honapban van, majd nyar-6sz folyaman tobbszori virdgzas jellemzi.

Irodalmi adatokat tanulmédnyozva az optimalis begyiijtési id0 meghatarozéasara eltérd
informaciokat talaltunk. Kustrak és mtsai (1982) szerint a herba és gyokér dsszalkaloid
tartalma az elsd virdgzas idején a legalacsonyabb (herba: 0,58%, radix: 0,88%, m/m). A
masodviragzas idején (augusztus vége — szeptember eleje) mérték a legmagasabb
alkaloid tartalom értékeket mind a herbaban (1,48%), mind a gydkérben (1,86%). Az
els6- ¢és masodviragzas kozotti idoszakbol azonban nem kozolnek Osszalkaloid
tartalomra vonatkoz6 adatokat. Bugatti ¢s mtsai (1987) a tavasszal gyljtott friss gyokér
alkaloid Osszetételét hataroztdk meg (0,33% keleritrin, 0,38% szangvinarin, 0,07%
berberin, m/m). Niu és He Kina teriiletén julius honapban gyiijtott gyokér mintak
Osszalkaloid tartalom értékeit kozolték (0,86% - 1,94%; m/m).

A Hagers Handbuch (1993) Chelidonii herba monografidja optimalis gytijtési idonek a
viragzas végét tekinti, ezért a termés érésekor torténd gylijtést javasolja. Ajanldsat nem
tamasztja ald mérési eredményekkel.

Fulde és Wichtl (1994) julius és december kozott vizsgaltak a Chelidonium levél és
gyokér Osszalkaloid tartalom valtozasanak dinamikajat. A legmagasabb értékeket
oktober kozepén mérték mindkét ndvényi rész esetében, de julius eldtti mérési
eredményeket nem kozoltek.

Az érvényes gyogyszerkonyvek nem definidljadk a pontos begytijtési iddt, valamint az
irodalombdl megismert ajanlasok pedig nincsenek megfeleld eredményekkel
alatdmasztva. Ezért fontosnak éreztiik, hogy az 0sszalkaloid tartalom és a terapids hatas
szempontjabol 1ényeges alkaloid ardnyokra korszerii kromatografids modszerekkel is
alatamasztott adatokat szolgaltassunk a helyes gytijtési id6 kivalasztdsdhoz.

A vérehullo fecskefii alkaloid tartalma valtozasanak tanulmanyozasara a vegetacios
periodus alatt két gytlijtési hely kijelolésével (Budapest - Hlivosvolgy €s Budakeszi)
2005. éprilis 10. és 2005. oktober 10. kdzott kb. 20 naponként Gsszesen tiz alkalommal
gyljtottiik a ndvény fold feletti részét, illetve a gyokerét (18.tablazat).
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18.tablazat Gytjtési idOpontok €s a herba fenotipusa a vegetacios periodus alatt
(Budapesten, illetve Budakeszin begytijtdtt mintak)

Minta szama Gyiijtés idépontja Herba fenotipusa
1. Aprilis 10. Viragzas kezdete, bimbos allapot
2. Aprilis 30. Teljes viragzas
3. Majus 20. Termésérés
4. Janius 10. Termés elszaradasa, magok széthullasa
5. Janius 30. Nyugalmi allapot
6. Julius 20. Nyugalmi allapot
7. Augusztus 10. Masodviragzas kezdete
8. Augusztus 30. Masodviragzas
0. Szeptember 20. Termésérés
10. Oktober 10. Termés elszaradasa, magok széthulldsa

A szaritott novényrészek (herba és radix) Osszalkaloid tartalom valtozasat a vegetacios
periddus alatt a 36.4bra mutatja be. A mérést a VIII. Magyar Gyogyszerkdnyv altal
eldirt spektrofotometrids modszerrel végeztiik (3.2.3.1. fejezet).

A majus 20. és oktober 10. kdzott a két helyrdl begytijtott herba drogok minden esetben
megfeleltek a VIII. Magyar Gyogyszerkonyv eldirasanak (6sszalkaloid tartalom: 0,65-
1,06%), azonban az aprilis 30-an teljes viragzast mutaté herba drog Osszes alkaloid
tartalma (0,46-0,52%) alatta maradt a gydgyszerkonyvi elvarasnak (0,6%).

A julius 20-an Budapesten gyijtott herba (1,06%) és gyokér (1,71%) drogokban
kiemelked6 Osszalkaloid tartalom értékeket mértiink. Szeptember 20. utdn az alkaloid
tartalom értékek herba drogokban csokkenést, mig gyokér drogokban emelkedd
értékeket mutattak.
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36.abra A két begylijtési helyrél szarmazo herba és gyokér drogok 0Osszalkaloid
tartalom valtozasa a vegetacios periddus alatt (g/100g; n = 3)

Mivel az Osszalkaloid tartalom valtozdsok tendencidja a vegetdcios periddus alatt
alapvetden azonos volt, részletes alkaloid Osszetétel vizsgalatot csak a Budapesten
gyljtott mintakbol végeztiink.

A herba és gyokér kivonatok elkészitése a 3.2.2.3. fejezet szerint tortént, a tisztitast és
mérést a 3.2.3.4. pontban ismertetett modon folyadékkromatografids modszerrel
végeztik.

A legnagyobb Osszalkaloid tartalommal rendelkezd herba és gyokér mintak HPLC
kromatogramjait a 37. és 38.4bra mutatja be.

A Budapesten gytijtott vérehulld fecskefii herba és gyokér mintak alkaloid Osszetétel

valtozasat a vegetacios periddus alatt a 19. és 20.tablazat foglalja dssze.
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37.abra A jalius 20-4n Budapesten gyttt (legnagyobb 0Osszalkaloid tartalommal
rendelkezd) Chelidonii herba HPLC kromatogramja
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38.abra A julius 20-4n Budapesten gytijttt (legnagyobb 6sszalkaloid tartalommal
rendelkezd) Chelidonii radix HPLC kromatogramja
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19.tablazat A vegetacios periodus alatt gylijtott herba mintak alkaloid dsszetétele (mg/100g)

Gyiijtés idopontja Protopin Kelidonin Koptizin Szangvinarin Berberin
Aprilis 10. 352+20 33,6+ 14 320,3+9,3 61,2+25 16,8+ 1,0
Aprilis 30. 57,4 +£3,1 45,8 +£2,0 418,9 + 14,7 87,3+4,1 25,3+ 1,5
Majus 20. 72,2 +32 77,3 42,9 638,3+ 19,8 100,9 + 4,2 34,9 +2,1
Janius 10. 80,7+ 3.8 125,1 £ 4,8 631,0 £ 18,3 126,6 + 6,2 32,7+ 1,9
Janius 30. 41,7 £ 2,1 207,2 £6,0 680,9 +17,0 171,4+ 6,5 44,3 +2.7
Jalius 20. 42,6 £2,5 2753+ 8.8 840,5+ 21,8 152.7+ 6,0 51,3 +3,0
Augusztus 10. 38,4+22 177,462 5258+ 14,7 110,5+ 4.9 352422
Augusztus 30. 40,7 +2,5 192,6 + 7,3 631,4+ 19,6 130,1 5,1 374+23
Szeptember 20. 41,6 £ 2,1 259,5+ 8.9 625,7 + 20,7 1754+ 7,2 393+24
Oktober 10. 29.1+1,7 230,4 + 6.9 531,6 + 13,3 165,1+7.8 298+ 1,9

+ a szoras értékei, n =3
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20.tablazat A vegetacios periddus alatt gylijtott gyokér mintak alkaloid dsszetétele (mg/100g)

Gyiijtés idopontja Protopin Kelidonin Koptizin Szangvinarin Berberin
Aprilis 10. 1374+ 7,1 2459+ 7,9 217,4+£6,2 216,1 £10,2 120,7 + 6,6
Aprilis 30. 158,7+9.,5 3703+ 11,5 282,1+7,6 336,4 + 15,1 101,2+54
Majus 20. 161,4 +8.1 431,5+ 159 210,3+7,2 418,8 £ 17,2 90,6 = 5,3
Janius 10. 1623 +£8.6 5378+ 17,4 151,7 £ 4,3 4753 + 20,4 60,4 £3.6
Junius 30. 167,2+93 570,4 + 19,4 198,4 + 6,2 536,2 + 21,0 55,7+32
Julius 20. 110,1 £ 6,6 1247,2 + 36,2 342,1 +£8,1 469,3 £ 19,2 65,5+4,0
Augusztus 10. 75,5 +4,7 897,7 +£29,6 2446 + 7,1 437,1 £ 20,5 62,4 +3,9
Augusztus 30. 111,7+ 5,2 947,6 + 34,1 304,1+£79 464,6 + 19,9 61,7 +£3,6
Szeptember 20. 117,0 5.8 1057,7 + 32,8 2478 £ 6,7 512,6 + 23,6 70,6 = 3,9
Oktober 10. 121,3+6,3 1136,2 + 37,5 213,4+4,9 557,1 £ 20,6 91,5+5.,6

+ a szoras értékei, n =3
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A 19.tdblazat adataibol szerkesztett 39.abran jol lathato, hogy a tiz kiilonb6zo
idépontban begyiijtétt herba minta mindegyikében a koptizin alkaloid dominal. A
legmagasabb koptizin mennyiséget a julius 20-an (nyugalmi allapot) begytijtott
mintaban mértiik (840,5 mg/100g). A 300mg/100g koncentracidt egyetlen tovabbi
alkaloid sem haladta meg egyetlen vegetacidés allapotban sem. A kelidonin ¢és
szangvinarin alkaloidok viszonylag nagyobb koncentracidban, mig a protopin ¢és
berberin alkaloidok alacsonyabb koncentracidban vannak jelen az egyes mintdkban. A
vegetacios periodust végig tekintve az 6t mért alkaloid komponens koziil a berberin
(16,8 — 51,3 mg/100g) talalhato legkisebb mennyiségben a herba mintaiban. Az elsd
viragzas és termésérés alatt a szangvinarin mennyisége meghaladta a mintak kelidonin
tartalmat, mig a masodvirdgzas alatt a kelidonin mennyisége joval magasabb volt, mint
a szangvinariné. Az aprilisban gyjtott (viragzas kezdete, viragzas) herba mintak kozel
azonos koncentracidban tartalmaztak a kelidonin és protopin alkaloidokat. A nagyobb
mennyiségben jelenlévd alkaloidokrdl elmondhatd, hogy eléfordulasuk hasonlo

idépontokban mutatott ndvekedést, illetve csokkenést, melynek mértéke eltérd volt.
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39.4bra A vegetacios periddus alatt Budapesten gylijtott Chelidonium herba mintdk
alkaloid dsszetétel (mg/100g) valtozasa
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A vegetacios periodus alatt gyljtott gyokér mintdk alkaloid Osszetétel (mg/100g)
valtozasat szemlélteti a 40.4abra. Jol lathato, hogy a tiz kiilonb6z6 idépontban begytijtott
gyokér minta mindegyikében a kelidonin alkaloid talalhato legnagyobb mennyiségben,
dominans alkaloid komponensnek azonban csak a julius 20-an, illetve utana begytijtott
mintakban tekinthetjilk. A legnagyobb kelidonin koncentraciét a herba mintdkhoz
hasonloan a julius 20-an gytijtott gyokérben mértiik (1247,2 mg/100g). A kelidonin és
szangvinarin koncentracidja egyiitt novekedett az els¢ virdgzas és termésérés alatt
(kozel azonos értékeket mértiink), a masodviragzasnal az egyiitt novekedés hasonldéan
megfigyelhetd, de a kelidonin mennyiségi értékei joval meghaladjdk a mért
szangvinarin értékeket. A gyokér mintdkban a herbdban domindns koptizin az els6
virdgzaskor alig marad el a kelidonin és szangvinarin mdogott, viszont a
masodviragzasnal aranyat tekintve jelentéktelen a kelidoninhoz képest. A vegetacios
periodust végig tekintve az 6t mért alkaloid komponens koziil a berberin (55,7 -

120,7 mg/100g) talalhato legkisebb mennyiségben a gydkér mintaiban is.
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40.abra A vegetacios peridodus alatt Budapesten gyljtott Chelidonium gydkér mintak
alkaloid 6sszetétel (mg/100g) valtozasa
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Az egyes alkaloidok mennyiségi viszonyait megvizsgaltuk a Chelidonium herba ¢és
gyokér drogokban a vegetacios periddus alatt.

A 41.abran jol lathato, hogy a protopin joval magasabb koncentracidban van jelen a
gyokérben, mint a herba mintaiban. Erdekes, hogy amig az Osszalkaloid értékek
maximumot mutatnak (jalius 20-an gyujtott herba és gyokér), addig a protopin szint a
herbadban junius eleje utdn nem emelkedik, illetve a gyokérben jinius vége utan

csokkenés mutat, majd augusztusi minimum érték utan mérsékelten emelkedik.
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41.abra Protopin koncentraciok (mg/100g) a vegeticids periddus alatt Budapesten
gyljtott Chelidonium herba és gyokér mintakban

A kelidonin mennyiségi viszonyait vizsgalva a vegetacios periodus alatt gyiijtott herba
¢s gyokér mintadkban lathatd, hogy a maximum értékek mind a gyokér, mind a herba
esetében a nyugalmi fazis idejére esnek (julius 20-an gyijtétt minta). A nyugalmi
fazisban a gyokérben mért kelidonin tartalom (1247,2 mg/100g) négy ¢€s félszer annyi,
mint a herba esetében (275,3 mg/100g) (42.4abra).

Az alkaloidok koziil egyediil a herbaban mért koptizin koncentraciok haladjak meg a
gyokérben meghatarozott értékeket. A legmagasabb koptizin értékeket hasonloan a
kelidoninhoz mind a gyokér (342,1 mg/100g), mind a herba (840,5 mg/100g) esetében a

ndvény nyugalmi fazisdban mérhettiik (43.4bra).
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42.4bra Kelidonin koncentraciok (mg/100g) a vegetacios peridodus alatt Budapesten
gyljtott Chelidonium herba és gyokér mintakban
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43.abra Koptizin koncentraciok (mg/100g) a vegetacids periddus alatt Budapesten
gyljtott Chelidonium herba ¢és gyokér mintakban
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A szangvinarin alkaloid feldusuldsa hasonld viselkedést mutat a Chelidonium gyokér,
illetve herba mintdkban (44.4bra). Els6 és masodviragzas, illetve terméséréskor novekvo
szangvinarin mennyiségeket mértiink de értékeik jelentds eltérést mutatnak a két
drogban mért alkaloid tartalom Osszehasonlitdsakor. A szangvinarin koncentracio
maximumat mindkét drog (herba: 171,4 mg/100g; gyokér: 536,2 mg/100g) esetében a
nyugalmi fazisban (junius 30.), de nem az Gsszalkaloid tartalom maximumdat mutato

herba, illetve gyokér mintakban mértiik (julius 20.).
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44.abra Szangvinarin koncentraciok (mg/100g) a vegetacios peridodus alatt Budapesten
gyljtott Chelidonium herba és gyokér mintakban

A herbédban, illetve gyokérben mért berberin alkaloid értékeket Osszehasonlitva
szokatlan eredményeket kaptunk (45.4bra). A két drogban a berberin alkaloid
felhalmozodasa eltéré a vegetacios periddus alatt. A gyOkér berberin tartalma a
nyugalmi fazis eléréséig folyamatosan csokken, majd a maésodvirdgzas alatt lassan
emelkedik. A herbat vizsgalva megallapitottuk, hogy a nyugalmi fazis végéig
folyamatosan emelkedd, majd a masodviragzas alatt szinte allandé berberin tartalom

jellemzi.
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45.abra Berberin koncentraciok (mg/100g) a vegetacids periddus alatt Budapesten
gyljtott Chelidonium herba és gyokér mintdkban

Osszegezve a vegetdciés periddus tanulmanyozasa soran nyert eredményeinket
megallapithatjuk, hogy a legmagasabb 0Osszalkaloid értékeket a ndvény nyugalmi
periddusaban (két viragzas kozott) gyljtott drogokban mértik. Ez az id6 egyarant
alkalmas a herba ¢és gyokér begytijtésére.

A VIII. Magyar Gyogyszerkonyv eldirasanak az altalunk 2005. majus 20-an és azt
kovetden oktober 10-ig Budapesten €s Budakeszin gyiijtott herba mintdk mindegyike
megfelelt az 6sszalkaloid tartalom tekintetében.

A HPLC mérés eredményei jO egyezést mutattak a VIII. Magyar Gydgyszerkdnyvben
hivatalos spektrofotometridss meghatarozassal a legmagasabb alkaloid tartalom
vonatkozasaban ¢€s lehetdséget adtak az alkaloid Osszetétel pontos tanulmanyozésara,
igy az egyes alkaloid komponensek el6forduldsi maximumainak, illetve felhalmozddasi

dinamikajanak megismerésére.
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4.7. A Chelidonium alkaloidok antibakteridalis hatasanak vizsgalata BioArena

modszerrel

A novekvd szamu antibiotikum-rezisztens torzs megjelenése miatt novényi eredeti
kivonatok ¢és azok komponenseit egyre nagyobb arinyban vizsgaljdk patogén
mikroorganizmusok ellen. A természetes eredetli kivonatoknak ilyen egyre szélesebb
korben alkalmazott sziirdvizsgalati modszere az un. bioautografia, mely lehetové teszi
az antibiotikus hatas lokalizalasat kozvetleniil a kifejlesztett rétegkromatogramon.
Elénye, hogy komplex kivonatok vizsgélatira alkalmas, az eljards viszonylag olcso,
kiértékelése egyszert.

Kisérleteinket indokolta a Chelidonium alkaloidok, valamint a fecskefiibl késziilt
kivonatok az irodalombdl széleskorben megismert mikrobaellenes hatdsa. A vérehullo
fecskefll izokinolin vazas alkaloidjai N-, illetve O-atomjukon kdnnyen lehasad6 metil-
csoportokat tartalmaznak, igy potencidlis formaldehid-adé molekuldknak tekinthet6k. A
metilcsoportok metilezési €s demetilezési folyamatokon keresztiil szerepet jatszhatnak a
Chelidonium alkaloidok hatasmechanizmusaban, azaz eldzetes feltételezésiink szerint
befolyasolhatjak a HCHO-ciklus 1épéseit.

A Chelidonium alkaloidok antibakteriais hatasanak, valamint az altalunk feltételezett
demetiladlodast kovetd formaldehiden keresztiil kialakuldé hatds mechanizmusanak
tanulmanyozasara a konvenciondlis bioautografia egy tovabbfejlesztett valtozatat, a

BioArena moddszert hasznaltuk.

4.7.1. A vékonyréteg-kromatogramok kifejlesztése

A direkt bioautografids vizsgalat soran iigyelni kellett arra, hogy a kromatogramok
kifejlesztésekor alkalmazott olddszerek a miroorganizmusokra kifejtett gatlé hatasuk
révén befolyasolhatjak az eredményt. Az irodalombdl ismeret, hogy az 5%-os kénsav,
5%-0s sosav, a tetrahidrofuran és az 5%-os ammoénium-hidroxid koézvetlen hatasuk
miatt modosithatjdk a mikrobioldgiai hatdsossagot egyes baktériumok esetében (Botz és
mtsai 2001). Ezért bioautografias rendszeriinkben elsd 1épésként megvizsgaltuk azokat

az oldoszereket, melyeket a kifejlesztések soran alkalmazni terveztiink. Ezek a
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kovetkezOk voltak: kloroform, toluol, metanol, etanol, n- és izo-propanol, butanol,
diklérmetan és hangyasav.

Eredményeink alapjan keriilniink kellett a hangyasavat tartalmazo kifejleszt6 elegyeket,
mivel e kémiai anyag Onmagaban is gatolta a baktériumok ndvekedését. A
gyogyszerkonyvek (DAB 10, Ph.Eur.5. és Ph.Hg.VIIL.) a Chelidonii herba azonosito
vizsgalataként ismertetett vékonyréteg kromatografias eljarasanak kifejleszté rendszere
[hangyasav : viz : n-propanol (1 :9:90 V/V/V)] mindossze 1% hangyasavat tartalmaz
ugyan, de kisérletileg is igazoltuk, hogy a BioArena rendszerben az el6bb emlitett okok
miatt nem hasznalhato.

A kelidonin, keleritrin, szangvinarin alkaloidok egyenként torténd vizsgélatanal a
hangyasavat elhagyva, a viz : n-propanol ardny egyszerli modositasaval (4 : 90 V/V)
megfeleld eluenshez jutottunk.

A kivonatok esetében ez a megoldds nem bizonyult megfelelonek, mert az alkaloidok
elvalasa nem volt kielégitd tovabbi bioautografias vizsgalatra. A denzitometrias
mérésekre kifejlesztett rendszerek (4.3.2.1. fejezet) nem befolyédsoltdk a bioldgiai
értékmérést és megfeleld elvalast biztositottak a Chelidonium alkaloidok kivonatokban
vald vizsgalatara is (Sarkozi és mtsai 2006). A kelidonin, keleritrin, szangvinarin
alkaloidok elvalasztasara a diklérmetan : metanol (97 : 3 V/V) volt a megfeleld6 mozgd
fazis (46.4bra), ez esetben a berberin és koptizin a starton maradt; mig a berberin ¢és
koptizin alkaloidok a kloroform : metanol (60 :30 V/V) kifejlesztd rendszerben -
amikor a tobbi alkaloid a frontra futott — megfelelden elkiiloniilt foltokat

eredményeztek.

4.7.2. A Chelidonium alkaloidok antibakterialis hatasanak vizsgalata

A kifejlesztett rétegeket az ,,Anyag és modszer” fejezetben (3.2.4.) leirtak szerint
antibakterialis hatdsvizsgalatnak veztettiik ala.

A vérehulldo fecskefli kelidonin, keleritrin, szangvinarin, berberin ¢és koptizin
alkaloidjainak bioautografiaval torténd tanulmanyozasanal megallapitottuk, hogy
valamennyi markans antibiotikus hatassal rendelkezik a Pseudomonas savastanoi pv.

phaseolicola baktérium sejtekre.
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46.abra A Chelidonium gyokér kivonat és a kelidonin teszt vékonyréteg-
kromatogramja UV spektrumokkal. Eluens: diklormetan : metanol (97 :3 V/V);
Detektalas: UV fényben(254nm)

A 47.4bran A jelzéssel ellatott kromatogramokon a kvaterner N-t tartalmazo
szangvinarin, mig a 48.4bran A jelzéssel ellatott kromatogramokon a tercier N-t
tartalmazo kelidonin Pseudomonas savastanoi baktériumra gyakorolt antibiotikus
hatasat demonstraljuk 2, illetve 18 6raval a festés utan. Az A jelzésii kromatogramokon
jol lathat6 az alkaloidok jelentds antibakterialis hatasa.

A gatlasi zéna a festés utan vilagos foltként jelentkezik a sotét hattéren. A
bioautografias vizsgalat soran ugyanis az €16 baktérium sejtek a sarga MTT-t kék szin
MTT-formazanna redukaljak (Beuge és Kline 1972, Hamburger és Cordell 1987), mig a

fehér foltok az €16 baktériumok szdmanak drasztikus csokkenését mutatjak.
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5 10 20pg 5 10 20pg 5 10 20pg

47.abra 2 mg/ml L-arginin (B) és 2 mg/ml glutation (C) hatdsa a szangvinarin altal
okozott antibiotikus aktivitdisra. A —a kontrol kromatogram (a szangvinarin
Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola baktériumra gyakorolt antibakterialis hatasa);
a—2 orava, b — 18 draval a festés utan
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48.abra 5 mg/ml L-arginin (B) ¢s 5 mg/ml glutation (C) hatasa a kelidonin altal okozott
antibiotikus aktivitdsra. A —a kontrol kromatogram (a kelidonin Pseudomonas
savastanoi pv. phaseolicola baktériumra gyakorolt antibakterialis hatasa);

a—2 orava, b — 18 draval a festés utan

123



4.7.3. A Chelidonium alkaloidok antibakterialis hatasmechanizmusanak vizsgalata

Bar a Chelidonum alkaloidok mikroba ellenes hatdsa eddig is ismert volt (2.3.1. fejezet),
bioautografias modszerrel ezt mindezidaig nem vizsgaltdk. Nem talaltunk irodalmat az
izokinolin alkaloidok antibiotikus hatdsmechanizmusénak vizsgalatdra és igazolasara
sem.

Az altalunk feltételezett hatdsmdd bizonyitasara L-arginin és glutation vegyiileteket
hasznaltunk, melyek endogén formaldehid-befogé molekuldk (Csiba és mtsai 1982,
Heck és mtsai 1990) (49.4bra).

_ CHOH

_tHoHO M\NA\N __CH,0H

“~CH,0H

trihidroximetil-L-arginin

H
+ HCHO \)I\ /Y OH

s
¢

i

H Ll) H
H

redukalt glutation hidroximetil-glutation

49.abra A HCHO ¢és HCHO-befogé molekuldk (L-arginin és glutation) kozott
lejatszodo reverzibilis reakcidok

A HCHO-befogo vegyiileteket (L-arginin és glutation) a baktérium szuszpenziohoz
adagolva a festést kovetéen mindkét alkaloid vizsgalatakor (47. és 48.abran B és C
rétegek) az antibakterialis hatas csokkenését tapasztaltuk. A festés utan 2 oraval torténd
megfigyelés szerint az L-arginin kevésbé, mig a glutation erdsebben csokkentette a

kontrol, A jelzésii vékonyrétegen lathatd antibiotikus hatast, melyet a kisebb gatlasi

124



zona jelez. A festés utani 18. 6raban az L-arginin formaldehid-befogd hatdsa csokkenést
mutat, és ismét kialakul az alkaloidok erds antibakterialis hatasa (reverzibilis reakcio),
ugyanakkor a glutation szinte teljesen megsziintette az alkaloidok antibiotikus hatasat.
A formaldehid-befogd molekuldk koncentracidit emelve drasztikusabb antimikrdbas
hatascsokkenést regisztralhattunk.

Ez a kisérlet alatdmasztotta a korabbi megfigyeléseinket, miszerint a formaldehid
jelenlétének specidlis szerepe van a mikréba ellenes, valamint mérgezd hatasok

kialakulasédban (Katay és mtsai 2002, Méricz és mtsai 2004, Tyihdk és mtsai 2004).

4.7.4. A Chelidonium gyokér kivonat antibakterialis hatasanak vizsgalata

Mivel a kvaterner N atomot tartalmazd Chelidonium alkaloidok szinesek nehezebb a
szinreakcid6 megfigyelése. Ezért a kivonatok vizsgalatanadl az Osszehasonlitds a
kelidoninra tortént, mely alkaloidnél az antibakterialis hatas egyértelmiien €szlelhetd.
Az 50.4bra a Chelidonium gydkérbdl eldallitott kivonat antibakterialis aktivitasat, illetve
a formaldehid-befogé molekuldk (L-arginin, glutation) hatdst mddositd szerepét
mutatja.

A kivonat alkaloid komponenseit megfigyelve hasonld antibakterialis hatdscsokkenést
¢észleltiink, mint kordbban az egyes alkaloidok esetében (A kromatogramokon). A
Chelidonium alkaloidok antibiotikus hatasahoz sziikséges HCHO az alkaloidok N-,
illetve O-metil csoportjair6l hasadhatnak le demetilezési reakcié soran, valamint szabad
formaban jelen lehet a baktérium sejtekben is. A B és C rétegeken jol megfigyelhetd az
L-arginin és glutation reverzibilis formaldehid-fogé tulajdonsaga, mely igazolast adhat a
formaldehiden keresztiil torténd antimikrobas hatas kialakulasara.

A vékonyréteg-kromatogramon elvalasztott alkaloid komponensek antibiotikus hatdsat a
kifejlesztés utan (A = 305 nm), majd a réteg baktérium szuszpenzioba torténd meritését
¢s festését kovetden (A = 590 nm) denzitometrids mddszerrel igazoltuk (51.4bra).

Az a és ¢ denzitogramok csucsai pontos tiikkorképei lettek a ,,negativ’” denzitogramokon

lathat6 ,,negativ’’ csucsoknak (b és d).
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50.abra 5 mg/ml L-arginin (B) ¢és 5 mg/ml glutation (C) hatdsa 5 ul Chelidonium
gyokér kivonat (1 —2,5 ul) és 3 pg kelidonium teszt alkaloid (2 — 1,5ul) altal okozott
antibiotikus  aktivitdsra. A —a kontrol kromatogram (Chelidoniumalkaloidok
Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola baktériumra gyakorolt antibakterialis hatasa);
a—2 orava, b — 18 draval a festés utan

126



Kelidonin

Kelidonin

IWEWIP

20000

Detector signal

zo0c0p.

Detector signal
Detector signal

1mmap

51.abra A kelidonin teszt alkaloid (a,b) és a Chelidonium gydkér kivonat (c,d)
denzitogramja bioautografia el6tt A = 305 nm-en (a,c) és utan (b, d) A = 590 nm-en

4.7.5. A Cu(Il)-ion hatasa a Chelidonium alkaloidok antibakterialis aktivitasara

A tovabbiakban a Cu(ll) ion Chelidonium alkaloidok 4&ltal okozott antibiotikus
aktivitdsra gyakorolt hatasat vizsgaltuk a vérehullo fecskefli gyokerébdl eldallitott
kivonatdban. A Cu(Il) ion koztudottan nélkiilozhetetlen eleme a bioldgiai
rendszereknek. Eredményeink az mutatjdk, hogy a baktérium szuszpenzidhoz adagolt
réz(Il)-szulfat oldat (4, 6 és 8 mg/100 ml koncentracidban) dramai (harom-négyszeres)
antibakterialis hatasndvekedést mutatott (52.4bra). Megfigyeléseink 0Osszhangban
vannak a fitoalexin transz-rezveratrol, illetve a mikotoxinok (aflatoxinok, ochratocin A)
esetében tapasztalt Cu(Il) ionok altal kozvetitett hatdsnovekedéssel (Tyihdk és mtsai

2005).
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52.abra 4, 6 és 8§ mg/100 ml koncentracioju (B, C, D) CuSO, oldatok hatdsa a
Chelidonium gyokér extraktum (1 - 2,5 ul), illetve a kelidonin tesztanyag (2 - 1,5 ul)
altal kivaltott antibiotikus aktivitdsra. A —a kontrol kromatogram (Chelidonium
alkaloidok Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola baktériumra gyakorolt
antibakterialis hatasa);

a—2 orava, b — 18 draval a festés utan
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5. OSSZEFOGLALAS

A gyogynovények kizarolag hagyomdnyokra timaszkodo, népgyodgyaszati felhasznalasa
helyett egyre nagyobb hangsulyt kell kapnia a tudoméanyos tényeken alapuld
fitoterapianak. A vérehulld fecskefii 6sidok ota alkalmazott gydgyndvény, mely targyat
képezi a ma folyd kutatasoknak is. Sajatos aktualitast ad a novény ujraértékelésének a
Chelidonii herba drog hivatalossa valasa Magyarorszagon a 2006-ban életbe 1épett VIII.
Magyar Gyogyszerkdnyv révén.

Célkittizéseink kozott szerepelt gyors €s konnyen kivitelezheté modszerek kidolgozasa
a tradicionalis alkalmazasat tekintve Europa-szerte jelentds felhasznalastu Chelidonium
majus drogjainak és készitményeinek fitokémiai és farmakoldgiai vizsgalatara.

A gyogyndvények és készitményeik biztonsagos felhaszndlasadnak egyik kritikus pontja
az alapanyag mindsége. A begylijtésbdl szarmazd Chelidonium drogok felhasznélasa
mindig tobb bizonytalansagot rejt magaban, mint a termesztett drog-alapanyag
alkalmazésa. A globalizal6do vilagpiac és hazank Eurdpai Unidhoz torténd csatlakozasa
Magyarorszagon is szamos Chelidonium készitmény megjelenését teszi lehetévé. Ezzel
parhuzamosan egyre tobb népszerlisitd anyag juthat el a felhasznalékhoz is, mely
ugrasszeriien megnovelheti az érdeklddést a vérehullo fecskefii és készitményei irant.
Munkankkal szeretnénk hozzdjarulni a vérehullo fecskeflivel kapcsolatos adatbazis
teljesebbé tételéhez, valamint adatokat szolgéltatni a Magyarorszdgon is hozzaférhetd
Chelidonium készitmények megalapozott terapias felhasznaldsdhoz nélkiilozhetetlen
bizonyitékok feltarasdhoz. A kiilonboz6é fitoanalitikai moddszerek alkalmazasi
lehetdségeit vizsgalva igyekeztiink olyan egyszerii, koltség-hatékony tesztrendszert
Osszeallitani, amely a drogmindsités folyamataban eredményesen alkalmazhato.

Az éltalunk gytjtott herba mintdk (A és B) makro- és mikromorfologiai azonositasa
utdn elvégeztiik az eldirt tisztasagi, szaritasi veszteség és 0sszes hamutartalom, valamint
a tartalmi anyagokat vizsgald kvalitativ vékonyréteg-kromatografids és a megkovetelt
kvantitativ alkaloid tartalmi meghatarozast.

A vonatkozo6 cikkely kdvetelményeinek a drogok az dsszalkaloid tartalom kivételével
megfeleltek. Az alkaloid tartalom meghatarozas alapjan viszont egyik drog sem érte el a

Ph.Hg.VIII. el6irataban szerepld értéket (Herba A = 0,53%; Herba B = 0,42%).
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A Chelidonii herba jelentdsen eltérd baziserdsségli alkaloidjainak egyidejii jelenléte
miatt részletesebben is megvizsgaltuk a spektrofotmetrias Osszalkaloid mérés soran a
faziscserére alkalmazott szerves olddszer szerepét. A gyogyszerkonyvben hivatalos
alkaloid tartalom meghatdrozas sordn a folyadék-folyadék extrakcidhoz hasznalt
oldoszer megvaltoztatdsaival nyert modszereket [Modszer 1 - kloroform (DAB 10);
Modszer 2 - diklormetan (Ph.Eur.5., Ph.Hg.VIIIL.); Maodszer 3 — n-butanol (altalunk
javasolt modositéds)] dsszehasonlitottuk.

Megallapitottuk, hogy a bar a Ph.Hg.VIIL. / Ph.Eur.5. (Moddszer 2) eldirata alapjan
magasabb alkaloid tartalom volt mérhetd, mint a DAB 10 modszerével (Modszer 1),
még jelentds mennyiségi alkaloid maradt megméretlentil a vizes fazisban. A pontosabb
Osszalkaloid tartalom meghatarozasra a folyadék-folyadék extrakcidhoz egy polarosabb
szerves olddszer, a n-butanol hasznélatat javasoltuk (Mddszer 3). A spektrofotometrids
modszerrel torténd meghatarozas soran a féaziscseréhez a n-butanol hasznalatit a
kontrollként alkalmazott HPLC vizsgalatok alapjan elsdsorban a herbaban legnagyobb
mennyiségben eléfordul6 alkaloid, a koptizin jobb kinyerése indokolta.

A mindségi drog eldallitasat Schilcher (1995) és mas szerzok nyomatékos figyelem
felhivasa alapjan is alapvetden befolyasolhatja a novényrészek aranya. Kiilonosen igaz
lehet ez a Chelidonium majus drogjai esetében. A nagyszamu alkaloid egymashoz
viszonyitott ardnya ugyanis jelentés mértékben lehet eltérd a nyersanyag fliggvényében.
A hatdanyagok szintézise, transzlokacidja, felhalmozdodasi dinamikaja miatt fontos
kérdés az egyes novényrészek egymastol elkiiloniilt vizsgalata is.

A novénymintak Osszalkaloid tartalmanak szervenkénti megoszlasat tanulmanyozva
megallapitottuk, hogy a legtobb hatéanyagot a generativ szerv (1,54%) tartalmazta,
melyet kis kiilonbséggel a gyokér (1,43%) kovetett. A levélben (0,71%), illetve szarban
(0,68%) meghatarozott alkaloidok mennyisége messze elmaradt a generativ szervben
meérttol.

Mivel a gydgyszerkonyvekben az Osszalkaloid tartalom meghatarozasara eldirt
spektrofotometridas mérés nem alkalmas az alkaloid Osszetétel meghatarozésara,
munkank célkitlizései kozott szerepelt olyan hatékony, gyors és kielégité pontossagu
vizsgald modszer kidolgozasa, amely az alkaloid komponensek kiilon-kiilon torténd
meghatarozasdn kiviill a kiillonbozd fitotechnologiai eljarasok hatékonysagéanak,

valamint az elkésziilt ndvényi kivonatok mindségének ellendrzésére is alkalmazhato.
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A HPLC modszerek a nagy pontossag mellett id6 és munkaigényesek, tehat nagyszamu
minta sorozatvizsgalatara kevésbé alkalmasak. Ezért egy VRK-denzitometrias modszert
fejlesztettiink ki a vérehullo fecskefii gyokér, levél, szér, generativ szervei f6 alkaloid
komponenseinek (kelidonin, keleritrin, szangvinarin, koptizin és berberin) mennyiségi
mérésére.

Az 0ot alkaloid denzitometridls mérés szempontjabol is megfelelé vékonyréteg
kromatografids elvalasztasara két kifejleszté rendszer adott megoldast. A koptizin és
berberin alkaloid komponensek jo elvalast mutattak a kloroform : metanol (60 : 30 V/V)
mozgd fazis alkalmazasakor, azonban a masik harom alkaloid a frontra futott. A
kelidonin, keleritrin, szangvinarin alkaloidok elvalasztasdra a diklormetan : metanol
(97 : 3 V/V) volt a megfeleld kifejlesztd rendszer, ez esetben a berberin és koptizin a
starton maradt. A kvaterner N-t tartalmazo6 alkaloidok esetében fluoreszcens reflexios,
mig a tercier kelidonin pontos mennyiségi meghatarozasara alkalmasabbnak latszott a
abszorbancids reflexios moddban torténd mérés. A megfeleld detektalasi mod
kivélasztasat kovetden megallapitottuk az optimalis mérési hulldmhosszakat (keleritrin:
320 nm, szangvinarin: 330 nm, koptizin: 360 nm, berberin: 340 nm, kelidonin: 286 nm).
A kifejlesztés utan a fluoreszencids moédban mérendd vegyiiletek foltjainal intenzitas
novekedés 1épett fel, ezzel mintegy tovabb javitva a vizsgalat érzékenységét, ezért a
kifejlesztett rétegeket 12 6ra sotétben tarolas utdn denzitometraltuk. A kalibracios
gorbék felvételekor a réteglapokra felvitt alkaloidok mennyisége és a mért
tertiletértékek linearis kapcsolatat jol mutattdk a 0,993 - 0,999 kozé esé korrelacios
koefficiens értékek. Modellvizsgalataink szerint a koptizin és szangvinarin alkaloidok
esetében az 1-1 ng, mig a keleritrin és berberin vegyiiletek esetében a 2-2 ng a legkisebb
detektalhatdé mennyiség. A abszorbancids reflexios modban mért kelidonin alkaloid
100 ng mennyiségtdl detektalhatdé pontosan. Ugyanazon folt hatszor ismételt
denzitometrias mérésének adataibol szamitott 0,67 — 1,24% kozotti relativ standard
devidcios értékek bizonyitottadk a miiszeres mérések megfeleld reprodukalhatosagat. Az
ismételhetdségi vizsgalatok relativ standard devidcios értékei (3,3 —4,8%) a modszert
alkalmassa tették a Chelidonium mintdk f6 alkaloid komponenseinek meghatarozésara.
Hogy a kifejlesztett VRK-denzitometrias modszer alkalmazhatdsagarol még biztosabb
képet nyerjiink, eredményeinket Osszevetettik a HPLC modszerrel meghatarozott

értekekkel. Az alkalmazott HPLC eljards a Chelidonium majus-ban minor
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komponensként eléfordulo tercier alkaloid: protopin mérésére is alkalmas, ugyanakkor
nem ad lehetdséget a VRK-denzitometriaval meghatdrozhato keleritrin feldasulasanak
jellemzésére. Ilyen szempontbol a két eljaras ki is egésziti egymast. Megéllapitottuk,
hogy az altalunk kidolgozott VRK-denzitometrids mddszer nagyszamu ndvényi minta
rutin mérésére gyorsan, olcson, megfeleld érzékenységgel, jo reprodukalhatosaggal és
kielégitd pontossaggal alkalmazhatd. A kifejlesztett VRK-denzitometrids mérés tehat
alternativ lehetéség a HPLC mellett a Chelidonium drogok, illetve készitmények
alkaloid 6sszetételének vizsgalataban.

A két modszerrel (VRK-denzitometria és HPLC) is megerdsitett mérési eredmények
alapjan megallapitottuk, hogy a fold feletti részek (levél, szar, generativ szerv) f6
alkaloidja a koptizin (levél: 509 mg/100g, szar: 289,3 mg/100g, generativ szerv:
970 mg/100g). A levél és generativ szerv alkaloid Osszetételében a f6 komponens
koptizin mellett a tobbi alkaloid igen kis mennyiségben van jelen. A szarban mért
koptizin  koncentraci® alacsonyabb, de jelentds komponensek a kelidonin
(78,2 mg/100g) és szangvinarin (107,9 mg/100g) is. A gyokérben a kelidonin talalhato
legnagyobb mennyiségben (376,3 mg/100g), ezt kdveti a szangvinarin (335,7 mg/100g)
¢és koptizin (277,3 mg/100g) magas koncentracidja, de jelentés a fold alatti szerv
keleritrin (168,7 mg/100g) és berberin (90,7 mg/100g) tartalma is.

A biologiai hatés €16 szervezetben torténd kialakuldsadnak szamos feltétele van, melyek
kozott  legfontosabb  szerepe a  gyogyszerformédba torténd kioldodasnak, a
biohasznosuldsnak, valamint a vegyiilet és szervezet kolcsonhatasainak van.

Az alkalmazott gydgyszerforma hatdéanyag-tartalmat jelentds mértékben befolyasolja a
gyogyszerkészités alkalmazott technologidja. Az aktiv komponensek mennyiségeinek
ellendrzése a technologiai folyamat soran idedlis hatdanyag-tartalmia készitmények
elkészitését teszi lehetdvé. Munkank soran a gyogyndvények hagyomanyos
alkalmazasanak modszereire vald tekintettel harom kiilonbozé gyogyszerformat
vizsgaltunk (fézet, forrazat és tinktura). A kiilonb6zd fitotechnoldgiai moddszerek
alkalmazaséaval lehetdség nyilt a Chelidonii herabol a tradicionalis gyogyszerkészités
szabalyai szerint eldallitott kivonatok hatdéanyag-tartalom valtozasanak vizsgalatira a
kivonasi eljaras paramétereinek fliggvényében. Méréseinket spektrofotometrids
(0sszalkaloid tartalom meghatdrozés), HPLC (alkaloid 6sszetétel meghatarozas) és ICP-

OES (4svanyelem tartalom meghatarozas) modszerekkel végeztiik.
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A kivonatkészitési eljarastol fiiggden jelentdsen eltérd Gsszalkaloid tartalom értékeket
kaptunk (0,14 -0,39%; m/m). A legmagasabb Osszalkaloid tartalmi készitmény a
90 V/V% alkohollal eldallitott tinktira volt (0,39 g/100g). Az alkaloidok kioldodasa a
kiilonboz6 gyodgyszerformakba 33,2% (fézet) és 92,9% (90 V/V% alkohol tartalmt
tinktura) kozott valtozott. A tinktarak kioldddasi értékei alatamasztjak a Chelidonium
alkaloidok jo oldékonysagat szemipolaros olddszerekben (69,1 —92,9%). A vizes
gyogyszerformdk koziil a forrdzat alkaloid tartalma (0,19 g/100g) bizonyult
magasabbnak. Eredményeink alapjan feltételeztiik, hogy a hosszabb kioldodasi idd
(forrazat) okozza a jobb kioldodast, és a magasabb homérséklet (fozet) szerepe kisebb.
A herba drogbdl eldallitott tradicionalis készitmények fo alkaloid komponenseként a
koptizint azonositottuk, melyet a vizes és alkoholos kivonatok eltérd mennyiségben
tartalmaztak  (126,5 —354,1 mg/100g). A  kioldodas  értékek  ismeretében
megallapitottuk, hogy legnagyobb mennyiségben a 90V/V% alkohollal késziilt
tinktaraba oldodott ki a koptizin (98%). Jo kioldodast mutatnak a tinktarak esetében a
tercier kelidonin (79,9 —91,9%) és protopin (80,2 —94,2%), valamint a kvaterner
berberin is (80,5 — 85,7%). A szangvinarint azonban a 90V/V%-os tinktira is csak
54,4%-ban oldotta ki. 37%-kal jobb kiod6édast mutat a koptizin a 90V/V%-os alkohollal
késziilt, mint a 40V/V%-os alkohollal eldallitott tinktirdba. Kétszer annyi szangvinarin
oldoédott ki a 90V/V% alkoholtartalmu tinkturaba, mint a 40V/V% alkohollal késziiltbe.
A vizes kivonatok (fézet és forrazat) alkaloid tartalma alacsonyabb. Koziiliik a forrazat
készités mind az 6t altalunk tanulmanyozott alkaloid komponens tekintetében jobb
kivonatkészitési eljarasnak bizonyult. A kelidonin (fézet: 45,3%; forrazat: 47,9%) ¢és
protopin (fozet: 46,7%; forrazat: 50,9%) alkaloidok vizes kivonatokba torténd
kiolodasértékei kisebb eltérést mutatnak, tehat a kivonasi id6 és alkalmazott
hémérséklet kevésbé befolyasolja a kioldodasukat, mint a kvaterner koptizinét (fozet:
35,0%; forrazat: 47,5%) ¢€s berberinét (fézet: 36,1%; forrazat: 48,8%). A szangvinarin
kioldodédsa vizes kivonatokba drasztikusan alacsony értéket mutatott (fézet: 2,7%;
forrazat: 5,1%).

A kvaterner alkaloidok (ionos allapot) vizes kivonatokban mért kioldodasi értékei
elmaradtak az altalunk vartaktol, melyet a nagy hidroféb molekulaszerkezetiikkel
magyarazhatunk. A szangvinarin vizes kivonatban mért meglepden alacsony kioldddas

értekeire (fozet: 2,7%; forrdzat: 5,1%) magyarazatot adhat az irodalombol ismert
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semleges pH-n kialakuld pszeudobazis (karbinolamin) forma, mely szerkezet a koptizin
¢s berberin alkaloidok esetében csak magasabb pH viszonyok mellett alakul ki
(Haberlein és Tschiersch 1994, Nakanishi és mtsai 1999).

Vizes (fézet és forrazat) és alkoholos (40 V/V% 70 V/V% és 90 V/V% etanollal késziilt
tinktara) kivonatok alkaloid kioldédas vizsgalatanak tanulmanyozéasaval adatokat
kivantunk szolgéltatni a gydgyszerészeti és terapids minds€g szempontjabol egyarant
jelentds alkaloid Osszetételre.

Mivel antibakteridlis hatdsvizsgélatainknal felvetddott a novényben talalhaté makro- és
mikroelemek hatast modositd szerepének lehetdsége, és a vérehulld fecskefiire
vonatkoz6 részletes asvanyelem meghatarozast nem taldltunk az irodalomban, ezért
célkitlizéseink kozé soroltuk a Chelidonium drogok, illetve a herbabdl a tradicionalis
gyogyszerkészités szabdlyai szerint eldallitott kivonatok &svanyelem tartalmanak
korszerti ICP-OES modszerrel valo feltarasat.

A varakozasnak megfelelden a vizes kivonatok &svanyelem tartalma 4ltalaban
meghaladta az alkoholos kivonatokban mérhet6 mennyiségeket. Legnagyobb
koncentracioban az elemeket a forrdzat tartalmazta. A vizes kivonatok kioldodas értékei
10% — 65% kozott valtoztak, mig a tinktaradk esetében 1,3% - 58,1% kozotti kioldodas
értekeket mértiink. A legjobban kioldodé formaban a kalium (35,7% - 64,9%), valamint
a foszfor (29% - 58,1%) van jelen. A kalium legjobban a forrazatba (64,9%), mig a
foszfor a 40 V/V% alkoholtartalmu tinktaraba (58,1%) oldodik ki. Az aluminium, réz,
vas, natrium és titdn elemek vizben rosszul oldodo vegyiiletek formdjaban vannak jelen
(10% alatti kioldodas); 20-40% kozotti a magnézium, kén és cink kioldddasa.
Altalanosan megallapithatjuk, hogy novekvé alkohol koncentracioval csokken az
asvanyelemek kioldodasa a tinkturakba.

A terapias felhasznalds biztonsaga szempontjabol értékelve az eredményeket lényeges
tapasztalat, hogy sem a vérehullo fecskefii fold feletti része és a gyoOkere, sem a
herbabdl a tradiciondlis gyodgyszerkészités szabdlyai szerint készitett kivonatok (fézet,
forrazat, tinktirak) nem tartalmaztak mérhetd mennyiségben toxikus elemeket.

Ugy gondoljuk, hogy a kivonatok alkaloid és asvanyelem kioldodas vizsgalatanak
eredményei segitséget nyuUjthatnak a Chelidonii herba drog eredményesebb
felhasznalasdhoz. A vizsgalatok  tapasztalatai  felhasznilhatok a  tovabbi

gyogyszerfejlesztéshez is.
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A monografidk pontatlan begytjtési 1d6 megjelolései, valamint az irodalmi adatok
sokfélesége miatt tovabbi vizsgalatainkban valaszt kerestiink a Chelidonii herba és -
radix optimalis gylijtési idejére.

Vizsgalataink szerint a majus 20. és oktober 10. kozott két helyrdl begylijtott herba
drogok minden esetben megfeleltek a VIII. Magyar Gyogyszerkonyv eldirdsanak
(0sszalkaloid tartalom: 0,65-1,06%), azonban az &prilis 30-4n teljes virdgzast mutato
herba drog Osszes alkaloid tartalma (0,46-0,52%) alatta maradt a gydgyszerkonyvi
elvarasnak (0,6%).

A jalius 20-an Budapesten gyiijtott herba (1,06%) és gyokér (1,71%) drogokban
kiemelkedd Osszalkaloid tartalom értékeket mértiink. Szeptember 20. utan az alkaloid
tartalom értékek herba drogokban csokkenést, mig gyokér drogokban emelkedd
értekeket mutattak. A vegetacios periddus alatt gylijtott herba és gydkér mintdinkban az
Osszalkaloid tartalom mellett az egyes alkaloid komponensek valtozasat is nyomon
kovettiik. A legmagasabb koptizin mennyiséget a julius 20-an begytjtott herba
mintdban mértiik (840,5 mg/100g). A 300mg/100g koncentracidt egyetlen tovabbi
alkaloid sem haladta meg egyetlen vegetacids allapotban sem a Chelidonii herba
vizsgédlata soran. A kelidonin (33,6 —275,3 mg/100g) ¢és szangvinarin (61,2 —
171,4 mg/100g) alkaloidok viszonylag nagyobb koncentracioban, mig a protopin (29,1-
80,7 mg/100g) ¢és  berberin (16,8 51,3 mg/100g) alkaloidok alacsonyabb
koncentracioban voltak jelen a herba mintdkban.

Gyokérben a legnagyobb kelidonin koncentraciot a herbahoz hasonldan a jalius 20-an
gyljtott mintaban mértiik (1247,2 mg/100g). A kelidonin (254,9 — 537,8 mg/100g) és
szangvinarin (216,1 —475,3 mg/100g) koncentracidja egylitt ndvekedett az elsd
viragzas ¢és termésérés alatt (kozel azonos értékeket mértiink), a masodvirdgzasnal az
egyltt novekedés hasonloan megfigyelhetd, de a kelidonin mennyiségi értékei (897,7 -
1136,2 mg/100g) joval meghaladjdk a mért szangvinarin értékeket (437,1 —
557,1 mg/100g). A gydkér mintdkban a herbaban dominans koptizin az elsd
virdgzaskor alig marad el a kelidonin és szangvinarin mogott, a masodvirdgzasnal
viszont aranyat tekintve jelentéktelen a kelidoninhoz képest. A vegetacids periddust
végig tekintve az 6t mért alkaloid komponens koziil a berberin (55,7 -120,7 mg/100g)

talalhato legkisebb mennyiségben a gyokér mintdiban is.
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Az Osszalkaloid tartalom €s a terapias hatds szempontjabol Iényeges alkaloid aranyok
korszerli kromatografias modszerekkel is aldtdmasztott adatokat szolgaltatnak a helyes
gylijtési id6 kivalasztasahoz. Osszegezve a vegetacios periddus tanulmanyozéasa soran
nyert eredményeinket megallapitottuk, hogy a legmagasabb Gsszalkaloid értékeket a
névény nyugalmi periodusaban (két virdgzas kozott) gytijtott drogokban mértiik. Ez az
1d6 egyarant alkalmas a herba és gyokér begytijtésére.

Az antibiotikumok rendszeres hasznalataval megnétt a rezisztens mikrobatorzsek
szama, ezért  vildgviszonylatban = mindinkdbb  el6térbe  keriilnek  olyan
védekezéstechnologiai  kutatdsok, melyek  természetes  hatdanyagoknak a
mikroorganizmusokkal szembeni hatdsvizsgéalatara irdnyulnak. A  Chelidonium
alkaloidok, valamint kivonatok antivirdlis, antibakteridlis ¢és antifungalis hatisa
széleskorben ismert az irodalomban. A vérehulld fecskefii izokinolin véazas alkaloidjai
N-, illetve O-atomjan kdnnyen lehasadd metil csoportokat tartalmaznak, igy potencialis
formaldehid-ad6 molekuldknak tekinthetok, melyek a metilezési ¢és demetilezési
folyamatokon  keresztiil  szerepet jatszhatnak a  Chelidonium  alkaloidok
hatasmechanizmusaban. A Chelidonium alkaloidok antibakteriais hatasanak, valamint
az altalunk feltételezett demetilalodast kovetd formaldehiden keresztiil kialakuld hatés
mechanizmusanak  tanulméanyozasara a  konvencionalis  bioautografia  egy
tovabbfejlesztett valtozatat, a BioArena mddszert hasznaltuk.

A vérehull6 fecskefli kelidonin, keleritrin, szangvinarin, berberin és koptizin alkaloidjai
markans antibiotikus hatdssal rendelkeznek a Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola
baktérium sejtekre.

A HCHO-befog6 vegyiileteket (L-arginin és glutation) a baktérium szuszpenzidhoz
adagolva az antibakteridlis hatas csokkenését tapasztaltuk. A festés utan 2 6raval torténd
megfigyelés szerint az L-arginin kevésbé, mig a glutation erdsebben csokkentette az
antibiotikus hatdst. A festés utani 18. 6raban az L-arginin formaldehid-befogd hatasa
csokkent, ¢és ismét kialakult az alkaloidok erds antibakterialis hatasa (reverzibilis
reakcid), ugyanakkor a glutation szinte teljesen megsziintette az alkaloidok antibiotikus
hatasat. Eredményeink alatamasztjdk azt a feltételezést, hogy az alkaloidok
antibakterialis hatdsdnak kialakulasaban a demetilalodast kovetd formaldehid

képzddésen keresztiil megvaldsuld hatds mechanizmus érvényesiil.
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