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1. UVOD



e

Slo pouze o vyuZzivaniizné upravenych celych rostlin nebo jejic¢hsti aniz by bylo
znamo, ktera latka je zatibek zodpowdna. Teprve s rozvojem chemickychkdvse
vyzkum z&al zabyvat izolaci jednotlivych obsahovych latekzkoumanim jejich
acinka. Spektrum obsahovych latek rostlin je velmi Siraitéjre tak, jako spektrum
jejich &inka a skyta mnoho dodnes pro lidstvo skrytych mozngaki I&it néktera
onemocgni.

Jednou z nejvyznandjsich skupin latek obsazenych v rostlinach jsowalaikly.
Tyto sekundarni metabolity vznikajici z aminokyselikteré byvaji v mnohych
piipadech silad €inné, rostliny syntetizuji i@devSim jako ochranuigd Skidci
(tzv. fytoalexiny). Jsou to toxické latky, ale wzkych subletalnich davkach mivaji
vyhodné farmakologické vlastnosti. Do dneSni dobyobpopsano kolem 10 000
alkaloidi. Podle své strukturystl na rekolik skupin.

Velmi vyznamné jsou z terapeutického hlediska barmmtridinové alkaloidy
patici mezi alkaloidy isochinolinového typu, kteryna sabyva i tato diplomova prace.
Nachazeji se vékolika rostlinnychceledich Papaveraceag-umariaceae Meliaceae
Capriofilaceae, MeliaceaeRanunculaceaea Rutaceap a maji Siroké spektrum
ainku'? Jejich biologick& aktivita zahrnujefgrlevdim antimikrobialni, antifugalni,
antivirovy nebo prozatlivy Gcinek®. Nekteré také interaguji s bilkovinami, jsou
cytotoxické nebo indukuji apoptézu

Nemeér vyznamna je také schopnosikterych benzofenanthridinovych alkaléid
inhibovat cholinesterazy (acetylcholinesterazaytyitholinesteraza). Inhibiciéthto
enzymi lze zpomalit piibéh Alzheimerovy choroby, nemoci, ktera tv@az 50-60%
vSech demenci a postihujeedevSim parft, e, orientaci a zrakay prostorové
funkce. Studium dinké benzofenantridinovych alkalaigkteré v sotiasnosti probiha,
je velkym gislibem do budoucnosti v terapii tohoto v &asné dob nevyl&itelného

onemocini’.



V dnesSni dob jsou nej@inngSimi I&ivy pro terapii lehkych az wsdre
pokrasilych alzheimerovskych demenci inhibitory acetylibhesterdz, z nichz se
vyuzivaji ti latky: donepezil, rivastigmin a galanthamin. Tytatky zpisobuji
zpomaleni pibshu nemod. V tZ8ich stadiich se vyuZivaji inhibitory N-metyl-D-
aspartatovych receptarTato I&€ba vede k udrzeni kognitivnich funkci a ke zpomialen
progrese Alzheimerovy choroby. Jedinym pouzivangtivém této skupiny v praxi je
memantin.

Vyznamnym zdrojem benzofenantridinovych alkaioige Chelidonium majus
(vlastoviinik v&tsi) zcelediPapaveraceage? se vyskytujeiedevsim v Evropa Asif.
Ma Sirokou Skalu biologickycheinki a byla u ®j studovana antivirova, antitumordzni,
antibakterialni, antimykotickd nebo protizflivd aktivite’. Chelidonium majus
obsahuje Siroké spektrum isochinolinovych alkaloitNejvySSi obsah alkalaid ze
vSecheasti této rostliny je v keni'.

Predmétem této prace byla izolace jednotlivych benzofémdinovych alkaloidi
z této rostliny a fiprava na studie jejich biologické aktivity (inhtlei cholinesteraz,

antiprotozoalni a antioxidai inek).



2. CIL PRACE



Cilem diplomové prace bylo:
1. zpracovani alkaloidniho vigpku zChelidonium majus

(benzofenanthridinové alkaloidy),

2. izolace alespibjednoho alkaloidu ¥isté forng,
3. stanoveni zakladnich fyzikarchemickych charakteristik ziskanych latek,
4. a aktivni podileni se na stanoveni jejich biologatkaktivit (inhibice

cholinesteraz, antioxidai a antiprotozoalni aktivita).



3. TEORETICKA CAST
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3.1. Benzofenanthridinové alkaloidy, historie, stridtura, biosyntéza,

rostlinné zdroje a biologicka aktivita

Alkaloidy jsou obec# nizkomolekularni sekundarni rostlinné metabolkigré
obsahuji ve své molekule dusik. Jejich biosyntédzhazi z aminokyselin, pdpmohou
také vznikat z meziproduktbiosyntézy terpenoid steroidi, n¢kterych kyselin nebo
purini, &inkem amiri a amoniakll. V urité rostlins nebyva ¥tSinou obsaZen jen
jeden alkaloid, ale né&jstji jejich smés. MnoZstvi a typ alkaloid byva v fiznych
¢astech jednotlivych rostlin zavislé na tom, z kt&ééti rostliny se ziskavaji, zda ze
semen, lidl, kary ¢i z jiné ¢asti, a na vegetaim obdobi.

Benzo(c)fenantridinové alkaloidy jsou biogenetickgivozené od fenylalaninu.

Radi se do skupiny isochinolinovych alkalbid vyskytuji se weledichPapaveraceae
(makovité), Fumariaceae (zemédymovité), Rutaceae (routovitéf, Meliaceae
(zederchovité),Caprifoliaceae (zimolezovité) aRanunculaceae(pryskynikovité)2
Jejich zastoupeni v jednotlivych rostlinach éeni, mohou zde byt jak dominantnimi
alkaloidy, tak i minoritnimi. K nejbohatSim zdéojp tchto alkaloidi pa¥i Sanguinaria
canadensis L.(krevnice kanadska)Chelidonium majus L.(vlaStovEnik wetsi),
Dicranostigma lactucoidés Escholtzia californica (sluncovka Kkalifornskd) nebo
Macleaya cordata Tyto alkaloidy jsou také povazované za fytoalgximoz jsou
sekundarni metabolity, které rostlina produkuje pahranu ped patogennimi
mikroorganism§.

Biologicka aktivita #&chto alkaloidi je velmi Siroka. Maji antimikrobialni,
antifugalni, antivirové nebo protizé&tivé «inky, nékteré mohou inhibovat
proteinkinazu C, cholinesterazyus$dbi také na buidny cytoskelet a interaguji s DNA.
Mnohé studie se v sdasné dob zabyvaiji jejich schopnosti vyvolat apoptézu a také

cytotoxickymi GEinky*.
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3.1.1. Historie benzofenanthridinovych alkaloigk

Jeden z nejzn&gsich benzofenanthridinovych alkaldid sanguinarin  popsal
poprvé James Dana roku 182¥zoloval ho jako hlavni barevnou sloZ@anguinaria
canadensisPozdji bylo zjisténo, Zze se nejednalo dsty alkaloid, ale o sis. Teprve
Gadamer a Stichel izolovalisty sanguinarin £helidonium majus Také chelerythrin
byl nejprve popsan Probstem v roce 1839 véssmekolika alkaloidh a az pozéi se
Konigovi poddilo izolovat cisty alkaloid? V padesatych letech 19. stoleti byly
Slavikem izolovany a strukturpopsany dalSi benzofenanthridinové alkaloidy, &
v rostlinach vyskytovaly spiSe minorénSlo o chelilutin a chelirubin izolované v roce
1954 zChelidonium maju$ a o makarpin izolovany o rok pagd z Macleaya
microcarp&. Roku 1960 pak izoloval dalsi alkaloidy $anguinaria canadensis
sanguirubin a sanguilutin. DalSimiédci, ktai se zaslouzili o objev novych
benzofenanthridinovych alkalaidbyli: Arthur, ktery izoloval avicin a nitidin, Masner

izoloval fagaronin nebo Torto, ktery izoloval faigkn®.

OMe

"SCH,
OMe

chelerytrin

chelilutin chelirubin
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Obr.1: Struktury benzofenanthridinovych alkaloid
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3.1.2. Struktura benzofenanthridinovych alkaloidi
Z chemického hlediska jsou temy tetracyklickym skeletem, kde jsattyfi
aromatické kruhy ozreny A, B, C, D a vpozici 5 se nachazi dusikovymato

(obr.2p12

Obr.2. Zakladni struktura benzofenanthridinovydtakdidi

Vyznamnou skupinou benzofenanthridinovych alkaloidjsou alkaloidy
sanguinarinového typu majici schopnosénih svou strukturu v zavislosti na pH.
Pti nizSich hodnotach pH se nachéazeji v kiadabité forn¢ s kvartérnim dusikovym
kationtem. Alkalizaci pechazi do tercialni formy tzv. pseudobaze (obri3}o dw
formy maji velmi rozdilné vlastnosti. Kvartérni foa je polarni, relativh dokre
rozpustnd ve vaga vzdy vyrazt zbarvena, zatimco terciarni forma je nepolarnipma

rozpustna ve vaga nebarevra

o) O
D on >
_NZt H* N
(@) \CH3 9] ™~ CH,
\—~O \—-o OH
kvartérni forma tercialni forma

Obr.3: Strukturni formy kvartérnich benzofenanthridinovyatkaloidi*?
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3.1.3. Biosyntéza benzofenanthridinovych alkalos

Benzofenanthridinové alkaloidy gaimezi alkaloidy syntetizované z fenylalaninu.
Jejich  syntéza vychazi  z norkoklaurinu, ktery vZnik zdopaminu a
4-hydroxyfenylacetaldehydu. Nasleduj&kalik kroka, jejichz vyuasénim je vznik
prvniho alkaloidu s benzofenanthridinovym jadremhydrosanguinarinu. Z&n se
nasled® syntetizuji dalsi benzofenanthridinnové alkaldfdyCeld tato biosyntéza je

popsana ¥lanku M.H. Zenka z roku 199%

3.1.4. Vyskyt benzofenanthridinovych alkaloig

Benzofenanthridinové alkaloidy jsou nejhgjn zastoupeny \eledich
Papaveraceaémakovité) a Rutaceagroutovité¥. Dalsimiceledsmi obsahujicimi tyto
alkaloidy jsou: Fumariaceae (zentdymovité), Meliaceae (zederchovité),

Caprifoliaceae(zimolezovité) eRanunculaceaéryskynikovité)2

3.1.4.1.Celed’ Papaveraceae
Benzofenanthridinové alkaloidy jsou nejhgjreastoupeny ¥elediPapaveraceae
kde jsou nejbohatSimi zdrojChelidonium majusSanguinaria canadensidlacleaya

cordataneboStylophorum lasiocarpum

3.1.4.1.1Chelidonium majus

Benzofenanthridinovymi alkaloidy izolovanymigalevSim z kifene zChelidonium
majus jsou: sanguinarine, chelerythrine, chelirubmechelilutin€, chelidoniné®,
8-hydroxydihydrosanguinarine, 8-hydroxydihydrochnglerine, dihydrochelerythrine,
dihydrosanguinarié, homochelidonin, chelamin, chelamidin, hydroxyidenin,
oxysanguinarin, dihydrochelirubin, dihydrocheliytimakarpit®. Struktury zmignych

alkaloidi jsou uvedeny na nasledujicim obrazku (obr.5).
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Izolované alkaloidy byly podrobenyiznym biologickym studiim a jejich vysledky

jsou shrnuty v nasledujicim textu.

OMe OH OMe

8-hydroxydihydrochelerytrin dihydrochelerytrin

chelamidin chelamidin
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dihydrochelirubin dihydrochelilutin

Obr.5: Alkaloidy izolované £helidonium majus

3.1.4.1.2Sanguinaria canadensis

Sanguinaria canadensi&revnice kanadska) obsahuje velké mnozZstedevsim
kvartérnich benzofenanthridinovych alkalbid90% €chto alkaloidi se nachazi
v karenit,

Jednd se o sanguinarin, chelerythrin, sanguil(glr.6), chelilutin, chelirubin,

sanguirubif®, dihydrosanguilutitf, oxysanguinariti.

17



Obr.6: sanguilutin
3.1.4.1.3Macleaya cordata
Benzofenanthridinové alkaloidy jsou obsazenytedevSim kéeni Macleaya
cordata Doposud byly izolovany tyto alkaloidy: sanguimarchelerythrin, chelirubin,
chelilutin®®, 6-methoxy-dihydrosanguinarin, norsanguinarin,
6-acetonyl-dihydrochelerythrin,  6-acetonyl-dihydanguinarin, sanguidimerin,
chelidimerin, dihydrosanguinarin, dihydrochelerjih#?® Tyto alkaloidy jsou

zobrazeny na nasledujicim obrazku (obr.7).

4o L

6-methoxydihydrosanguinarin norsanguinarin

6-acetonyl-dihydrosanguinarin
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sanguidimerin

Obr.7: Alkaloidy obsazenéMacleaya cordata
3.1.4.2 Celed Rutaceae
NejvyznamijSim rodem tétaeledi obsahujici benzofenanthridinové alkaloidy je
rod Zanthoxylum Do tohoto rodu se&adi mnoho druln ale nejvice studii bylo
provedeno n&anthoxylum nitidum DalSimi druhy jsou:Zanthoxylum simulans,
Zanthoxylum ailanthoides, Zanthoxylum myriacantiudgnthoxylum bungeanum,
Zanthoxylum austrosiense, Zanthoxylum schinifoliu@anthoxylum avicennae,

Zanthoxylum acanthopoidum, Zanthoxylum myriacanthum
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3.1.4.2.1 Zanthoxylum nitidum

Z riznych ¢asti rostlin (kden, kKira, devo) Zanthoxylum nitidunbyly izolovany
tyto benzofenanthridinové alkaloidy: chelerithrisanguinarin, decarin, rhoifolin,
avicin, nitidin, dihydrochelerythrynyl-8-acetaldehy  dihydrochelerythrin,
8-hydroxydihydrochelerythrin, 8-methoxydihydrochstarin®, 5,6-dihydro-6-
methoxynitidirf?, (R)-8-[(R)-1-hydroxyethyl]dihydrochelerythrin,

8-methoxynorcheletythrin, oxyavicih 8-methoxysanguinarin, 8-methoxyisodectin

3.1.4.3.Celed Fumariaceae

V ¢eledi Fumariaceaebyl podroben studiim fiedevSim rodCorydalis z kterého
bylo izolovano Siroké spektrum benzofenanthridirdvalkaloidh.

Prehled benzofenanthridinovych alkaldidzolovanych z roduCorydalis by byl
velmi rozsahly. Byl pednetem diplomové prace Kaiey Sal&ové vroce 2009 a

podrobny pehled alkaloid tohoto rodu Ize nalézt v této praci

3.1.4.4Celed Ranunculaceae
Tato celed’ byla pro obsah benzofenanthridinovych alkaloidké studovana.

Avsak oproti vySe uvedenytieledim neni filis vyznamna.

3.1.5. Biologicka aktivita benzofenanthridinovych #aloidd

Rostliny s obsahem benzofenanthridinovych alkdloiolyly pro své dinky
vyuzivany uz od pradavna jak v evropskeé tak i tiaidiinské medici&

Ameri¢ti indiani pouzivali extrakt obsahujici sanguina@n chelerythrin jako
expektorans®.

Extrakt ze Sanguinaria canadensise ve smsi se ZnCJ pouzival, diky svym

nekrotickym @&inkam, na ote¥ené koZni nadofy Extrakt zChelidonia se vyuZival

20



k lésbé bradavic, hemeroidnebo infekcim dutiny GsthiV sowasnosti byva saidsti
nékterych spasmolytik, cholagog a zubnich past

Dnes se zéchto silre ucinnych rostlin ¥da snaZzi izolovat jednotlivé alkaloidy a
ziskat tak latky, které by naSly uplati v terapii gkterych nemoci.

Skupina benzofenanthridinovych alkaldidahrnuje velké mnozstvi latek, z nichz
mnohé nesou vyznamnou biologickou aktivitu. Jejiginky jsou antimikrobialni,
antimykotické, protizagtlivé, antiplakové a v s@asné dob se také studuje jejich

protinadorovy efekt nebo vyuZiti v terapii Alzheiroey choroby*17%

3.1.5.1. Inhib#ni aktivita vic¢i cholinesterazam

Benzofenanthridinové alkaloidy jsou povazovany zatepcionalni inhibitory
cholinesteraz a cel@da jich byla podrobena studiim jejich inktilich aktivit. Protoze
zdroje acetylcholin- (AChE) a butyrylcholinestera@uChE) byvaji v jednotlivych
publikacich odli§né, je obtizné vzajetrporovnavat ziskané hodnotysif.

Doposud testované benzofenanthridinové alkaloidyy byolovany pedevsSim
z Chelidonium majusVe studii uvéejnéné v roce 1983 byly stanoveny hodnotydC
pro acetylcholinesterazutpodem z elektrického ule pro nasledujici alkaloidy:
chelirubin, sanguirubin, sanguinarin, chelilutianguilutin, chelerythrin, chelidorfih

Vysledky studie jsou shrnuty v nasledujici tabyiEab.1) :

Tab.l. Inhib&ni aktivita Wiici AChE

Alkaloid 1Cs0 (LM) Alkaloid 1Cso (LM)
chelirubin 90 sanguilutin 11
sanguirubin 60 chelerythrin 9,4
sanguinarin 35 chelilutin 20
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V roce 2006 se podi¢o z Chelidonium majus izolovat
8-hydroxydihydrochelerythrin a 8-hydroxydihydrosaimarin, které byly podrobeny
studii jejich inhibéni aktivity vici AChE a BuChE. BuChe na zakiagoslednich
studii hraje vyznamnou roli v{isshu Alzheimerovy choroby (ABY. AChE byla
puvodem z elektrického ule a BuChE z kiského séra, oboji dodané firmou
Sigma-Chemicals Co., L. U obou slogenin vychazely, ve srovnani gepchazejici
studii, dobré hodnoty I§, pricemz oba alkaloidy byly vice aktivnia#i AChE. Jako
standard byl v této studii pouZzit takrin. Vyslediéto studie jsou shrnuty v nésledujici

tabulce (Tab.ll).

Tab.ll: Inhibiéni aktivita 8-hydroxydihydrochelerythrinu a
8-hydroxydihydrosanguinarinuiwi AChE a BuChE

ICs0 (ULM) Selektivita
AChE BuChE BuChE/AChE
8-hydroxydihydrochelerythrin 0,61 34,6 56,7
8-hydroxydihydrosanguinarin 1,37 12,8 9,3
takrin 0,12 0,006 0,05

V praci publikované v roce 2002 byly izolované bafenanthridinové alkaloidy
sanguinarin a chelidonin @helidonium majugestované na inhibni aktivitu Wici
erytrocytalni AChE a sérové BuChE. Vzhledem kiebfednosti publikovanych
vysledki jsou za¥ry této prace dostupné v nasledujici litereftt

Kompletni grehled girodnich inhibitof je prehled uveden spol&¢ s hodnotami

ICso v praci zvéejnéné v roce 2008,
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3.1.5.2. Antimikrobialni aktivita

Mnohé benzofenanthridinové alkaloidy vykazujétdi ¢i menSi aktivitu Wi
mikroorganisnim. Byla u nich popsana jak aktivita bakteriostadictak i baktericidni
vici gram-negativnim i gram-pozitivnim bakteriim. Ungainarinu a chelerytrinu byla
stanovena minimalni inhimi koncentrace (MIC) &i Staphylococcus aureus
Escherichia colineboSalmonella gallinarunMIC = 6,25 pg mf ®*% V roce 2008 byla
provedena studie ¢innosti 8-hydroxydihydrosanguinarinu a
8-hydroxydihydrochelerythrinu i z&vazné nozokomialni infekci &pobené
meticilin-rezistentninStaphylococcus aureRSA). Na tuto nakazu je v séasnosti
acinny pouze vankomycin, ale byly hlaSeny uz i vankoim-rezistentni kmeny. Proto
se intenzivi hledaji dalSi mozna d¢&a. VySe uvedené alkaloidy vykazovaly silny
i¢inek proti kmefim MRSA s MIC 8-16 pg mil a budou dale zkoumany jako

potencionalni moZnosgeseni &chto infekct’.

3.1.5.3. Antifugalni aktivita

Benzofenanthridinové alkaloidy jako chelerytrin aedanguinarin jsoudinné \ici
nékterym mykozam, nap Tricophyton strains, Microsporum canis, Epidermdpiny
floccosum, Aspergillus fumigatmeboCandida albicans Jejich mozné vyuZiti v praxi

je stale objektem vyzkuii

3.1.5.4. Antivirova aktivita

Uginky extraktu zChelidonium majusbyly studovanyin vitro i in vivo. Bylo
zjisttno, Zein vitro inhibuji virus chipky i virus encefalomyokarditidy Jejich
antivirova aktivita se také ukazala proti lidskéadenoviru typu 5 a 12 a proti herpes
viru simplex.

Vyznamné antivirové dinky byly zjiStny také u nitidinu a fagaroninu. Nitidin

vykazoval antimalarickou aktivitu a spolu s faganem inhiboval HIV-1 a HIV-2
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reverzni transkriptaZt, DNA ligazu F* a topoizomerazu®l. Fagaronin sam ma také

schopnost inhibovat topoisomerazt.|i

3.1.5.5. Protizatlivé ucinky

Jako latky svelmi silnym protizétivym Ucinkem se ukézaly dva kvartérni
benzofenanthridinové alkaloidy: sanguinarin a alyehein®’. Ficem? vy3si aktivita
byla zjis&na u sanguinarifu U sanguinarinu nastupujetiiek okamzi¢ a je kratsi,

u chelerythrinu je nastup pomalejsi ale za to rphmvarjsi*.

3.1.5.6. Indukce apoptdzy a cytotoxicita

Apoptoza je typ programovanéimgné smrti. Mohou k ni vést éwsignalni drahy.
Prvni je zprosedkovana proapoptickymi signaly a fizena vzajemnym gsobenim
molekul rodiny Bcl-2. Spoudtim mechanismem druhé drahy je aktivace recéptor
na plazmatické membrénburgk. Vysledkem fsobeni obou drah je aktivace
specifickych proteolytickych enzyirkaspa$

Benzofenanthridinovym alkaloidem, ktery je schopegvolat apoptdézu je
sanguinarin. Jeho tgobeni bylo pozorovano u bitmé linie A431 odvozené
od lidského karcinomutiZe, lidskych prsnich a prostatickych nadorovyché&dogpch
linii, bunék melanomu, é&ozniho cipku, leukemické buftné linie, lidskych
imortilizovanych keratinocyt a fibroblast. DalSim alkaloidem, ktery ma schopnost
vyvolat apoptézu je chelerythrin. Vysledky studiboo €chto alkaloidi prokéazaly,
Ze tyto alkaloidy indukuji apoptické faktory, aled&lSimu moznému terapeutickému
vyuZiti je nutné Gplné objasni mechanismu jejich vlivu na apopézu

Cytotoxicita benzofenanthridinovych alkal@icchelidoninu a sanguinarinu byla
popsana uz v roce 1973. Cytotoxicitaichto alkaloidi se také zabyva Z#éiova A.
ve své praci z roku 2006 kde je v pehledné tabulce uvedena jejich cytotoxicita

vuaci fack burgk.
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3.1.5.7. Interakce s bilkovinami

Vyznamné je také gsobeni &chto alkaloid na mnohé fyziologicky wezité
enzymy. Zm@sobuji tak inhibici enzyi jako jsou: elastaza, pyruvatdehydrogenazovy
systém, C&-ATPaza, M§*-ATPaza, diaminooxiddza, N&'-ATPaza,
alaninaminotransferaza, asparataminotransferaza.elidohin je  specifickym
inhibitorem protein kindzy C PK-C Sanguinarin se vaZe na angiotensinovy receptor
ATy, ¢imZ se vysttluje jeho pouzivani v lidovém déelstvi ke snizovani krevniho

tlaku (vyuZiti extraktu z kieni Bocconia frutesten$
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3.2.Chélidonium majus

Rige: Plantae (rostliny)
Podise: Tracheobionta (cévnaté rostliny)
Nadoddleni: Spermatophyta (semenné rostliny)

Oddtleni: Magnoliophyta (krytosemenné)

Trida: Rosopsida (vysSi dvogldZzné rostliny)
Rad: Ranunculales (pryskgikotvaré)

Celed”: Makovité (Papaveraceae)

Nazev: Vlastovinik wtsi (Chelidonium majus 1%

Chelidonium majugvlastovinik vétsi) je jedinym zastupcem svého rodu se 3-4
subspeciemi, které byvajékdy povaZovany za samostatné dflihy
Lidové ndzvy pouzivané Weské republice: dmové kaeny, celidon, hadi mii,

mlic.

3.2.1. Morfologicky popis

Lodyha této vytrvalé byliny byva vysoka 30-90 cnutdal Wtvena a roztrouseén
chlupata. Dolni listy jsou dlouze, horni kratéapikaté stejného tvaruCepel je
jednoduse aZiptrhovas lichozpéena. Lic je syt zeleny, rub si¥ zeleny.

Kvétenstvi tvdi 2-6kwty okolik, kwty maji v paméru 1-2 cm. Kalich je Zluty,
prchavy, kalisni listky 2 volné. Korunni listky jsd celokrajné se Zlutymi &nkami a
kyjovité ztlustlymi nitkami. Blizna je dvoulatma ac¢nélka velmi kratka. Plodem jsou
tobolky pripominajici SeSuli otevirajici se odspodwma chlop®mi. Semena jsou

¢erna az 1,5 mm dloufr®,
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Pheliguzion majes L,

Obr.8:Chelidonium majugbotanical.com ©f°

3.2.2. Vyskyt

Chelidonium majuse vyskytuje v jizni a sdni Evrog, jizni Skandinavii, mirném
az subarktickém pasmu Asiéetns Japonska a&dniCiny. Byl zavlgen i do Severni
Ameriky.

Roste na mirh zastignych, vihkych a na dusik bohatyclidach. Nejasgji ho

nalezneme na navsich, zahradach, rumistich, oRregist nebo v huméznich hajich
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Obr.9: Chelidonium majus- detail, (types-of-flowers.com &)

3.2.3. PouZiti v lidovém léitelstvi a medicirg
UZ ve starovku se vyuZival extrakt €helidonium majusUplatreni naSel v 1&b¢
bradavic, hemeroidnebo artritidy.

V lidovém |&itelstvi je droga dopoktiovana pi dn¢, vodnatelnosti jako diureticky
prostedek, pi syfilidé, malarii, na regulaci menstruacdi kozni tuberkul6ze, #iBnim
tyfu, rakovirs kiize, psoridze. Migha $ava se pouziva na odstovani bradavit.

Chelidonium majusna Sirokou Skalu biologickychéiinkia. Byla u r&j studovana
antivirova, antitumorézni, antibakterialni, antinoyick& nebo protizatiliva aktivita’.

V sowasné dob byva herbaChelidonii sowasti cholagog, ifipravki pouzivanych
pii cholecystopatiich, spasmolytik, pouziva se naé&gwli posthepatickych stéay
pii dyspepsii a zltovych kamenech. Jeji pouzivani ale byva stale gjp@ovano

s hepatopati
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3.2.4. Obsahove latky

Chelidonium majusbsahuje Siroké spektrum isochinolinovych alkaloiejvyssi
obsah alkaloidl ze vSechcasti této rostliny je v Keni, ktery obsahuje az 2,5 %
alkaloidi. MnoZstvi alkaloid se ale mini v zavislosti na vegetaim obdobf’.

Hlavni alkaloidy jsou benzofenanthridinové alakigickteré jiz byly zmigny
v predchazejicim textu.
DalSimi typy isochinolinovych alkaloidizolovanych z2ZChelidonium majugsou:

a) protoberberinové alkaloidy: koptisin, berberin lspmn, korysamin (Obr.10)

b) protopinové alkaloidy: protopin, allokryptopin (©bl)

c) aporfinové alkaloidy: magnoflorin (Obr.12)

DalSi obsahové latky izolovanéChelidonium majugsou flavonoiidy, silice a

biogenni aminy jako cholin, methylamin, tyraministamin®*3

stylopin korysamin

Obr.10: Protoberberinové alkaloi@helidonium majus
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allokryptopin

Obr.11: Protopinové alkaloidghelidonium majus
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Obr.12: Aporfinové alkaloidhelidonium majus
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3.3. Metody pouzivané pi izolaci benzofenanthridinovych alkaloidi

3.3.1. Extrakce benzofenanthridinovych alkaloid
Extrakce benzofenanthridinovych alkalbige provadi z nadzemnich i podzemnich
casti rostlin jako je rta koren, plody nebo oplodfl. Extrahuje se jak organickymi tak i
anorganickymi rozpoudtlly (nag. methanol, ethanol, kyselina sirova, kyselina
chlorovodikova).
Bézr¢ pouzivanou metodou extrakce je vyuZziti Soxhletpkiatroje, kdy se ale
extrakt permanentnzaltiva, a vznika tak riziko vzniku artefakinebo niize dojit
k rozkladu drogy. Vyhodfjsi je z tohoto pohledu perkolace, kterd se provadigzné
DalSi moznosti extrakce je macerace za studenasddyoga zalije rozpoustiem
a necha se macerovat za pokojoveé teploty. Alteroatiohoto postupu je macerace

za horka, kde se droga s rozpédim vloZi do vodni lazha zaliiva se na 100°€.

3.3.2. Analyza benzofenantridinovych alkaloid

K analyze benzofenanthridinovych alkalbide vyuzittadu klasickych metod jako
jsou: papirova chromatografie, tenkovrstva chrogyatiie, vysokotinna kapalinova
chromatografie a plynova chromatografie.

Papirova chromatografie je velmi zdlouhava a palaivse pedevSim tive.
V sowasné dob uz je nahrazena n&gimi a moder§Simi metodami. Bzn¢
pouzivana je dnes tenkovrstva chromatografie.

K nejpresrgjSim metodam pétvysokoiinna kapalinova chromatografie.
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3.4. Alzheimerova choroba

NejcastjSim typem neurodegenerativniho onentoin v sokasné dob je
Alzheimerova choroba, kterd zaujima aZ 50-60% v&kshencl. BohuZel lidi s touto
nemoci neustale fpyva. Jednim s hlavnich tdodi je celos¢étové starnuti

obyvatelstva, jelikoZ incidence a prevalence tolostemociini se zvySuje sdkent.

3.4.1. Charakteristika a klasifikace

Alzheimerova choroba je definovana jako primarniofatko-degenerativni
onemocgni mozku nejasné etiologie, jejimz znakem je pasfupozvoj demence.
K hlavnim giznakiim této nemoci pait progredujici porucha paitn (predevsim
kratkodobé) a prostorové orientace, ztrata intalkich a socialnich dovednosti
s emocionalni labilitou projevujici se agitovanpstzkosti, depresi nebo agresivitou
Déle byva narusen cyklus spanekshid®.

Podle doby p&atku vzniku onemoaimi mizeme Alzheimerovu nemoc rod
na onemocEni scasnym zaatkem (tj. do 65. roku dku) a na onemoemi s pozdnim
zatatkem (tj. po 65. roku &ku). Pro prvni typ je charakteristicky rychly ngsta
progrese onemoeni u druhého je typicky pozvaijsi, postupny nastup aiieh a jako
jedno z diagnostickych kritérii byva taky udavanaevaha zhorSeni paitn

nad zhor$enim intelektovych schopndsti

3.4.2. Patofyziologie

Ke zménam dochazi jak na arovni makroskopické, tak nasmironikroskopicke.
Z makroskopického hlediska dochazi ke zmenSovamii gy rozStovani sulk a
v navaznosti na to se mohouéBovat i mozkové komory. K atrofii neurbrdochazi

zejména v oblasti hippokampu a enterohinalnihosixoft
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Mikroskopické zmény miZzeme rozdlit na extracelularni a intracelularni.
Extracelularni jsou spojenytgdevsim s ukladaninf-amyloidu. Tato patologicka
bilkovina vznika z proteinudiné obsazeného v neuronech, ktery se za fyziologickych
podminek &ipi a rozpousti. AvSak za patologického stavu ddclkdzadngrnému
odbouravani tohoto proteinu a k shlukovani vzniklgepu v amyloidni plaky. Tyto
Gtvary se poté vyskytuji v mozkovéiie, podkorovych jadrech a make. Ve velmi
malém mnozstvi se mohou vyskytovat v mozkufii flyziologickém starnuti.
Intracelularni zrdny jsou spojeny s degeneraciproteinu. Ten je za normalnich
okolnosti vazan v mikrotubulech neutor¥i Alzheimerov chorol& ale dochazi k jeho
uvoliovani z této vazby a stdva se zékladem pro vznikyeto spiralnich vlaken,
ze kterych nasledanvznikaji neuronalni klubka. Neurony s timto po&kaim postup
zanikajP*"®

Na rozvoji Alzheimerovy choroby se prajgmbdobré podileji i dalSi mechanismy.
Jednim znich je ndp sterilni zagt, ktery vznika v mist senilnich plak,
kde poskozena nervova tk&yvolava imunitni reakci. DalSi z reakci, kteréolpiha
v takto poSkozené mozkové tkani, je na&dny vznik volnych radikal a jejich
nedostaténé odbouravani. Tyto radikaly naslédmorusSuji membranu neurbma vedou
k jejich apoptéze. V mistech plakaké dochazi ke snizenému metabolismu néidfon

Z neuromediatorovych systémje nejvice posSkozen systém cholinergni a to
piedevsim v oblastech mozku vyznamnych pro kognitienipandtové funkce.
Vyznamré je snizena tvorba a uvmvani acetylcholinu z presynaptyckych zasemi.
Dochazi také ke snizeni aktivity acetylcholintran&$y a denzita cholinergnich
receptofi. Na odbouravani acetylcholindi jAlzheimerow chorol& se také vyznanin

podili enzymy BuChE*.
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3.4.3. Farmakoterapie

Vzhledem k tomu, Ze neni znamigegna picina vzniku Alzheimerovy choroby, je
v sowtasné dob mozné léit pouze jeji symptomy.

Farmakoterapii rizeme rozdlit na dw skupiny I€iv: kognitiva (latky zlepSujici
funkci centréiniho acetylcholinergniho systéfma)nootropika (latky zlepSuji¢innost

mozku a jeho metabolismds)

3.4.3.1. Kognitiva
Zde seftadi skupina latek fiznivé ovliviwujici poznavaci (kognitivni) funkce,
pouzivané zejména kterapii demenci. PosilufiedpvSim cholinergni ipnos

na mozkovych synapsith

3.4.3.1.1. Inhibitory cholinesteraz

Doposud nejéinngjsi  I&iva pro terapii lehkych az istdre pokratilych
alzheimerovskych demenci jsou inhibitory AChEEkgeré z nich inhibuji zarovei
BUChE). Tyto latky zpsobuji zpomaleni jibchu nemoci a oddaleni#Sich faz.

Principem jejich dinku je zablokovani enzyinodbouravajicich acetylcholin a tim
prodlouZeni vazby acetylcholinu na své receptovseni cholinergni transmfse
Bylo také prokazano, Ze inhibice cholinesterazigeifoxicitu i tvorbu beta-amyloidu a
zasahuje tak do neurodegenerativnich mechadni&toheimerovy choroby Zakladni
podminkou je, Ze centralni inhibitory cholinestendasi prochazet hematoencefalickou
bariérou, ovliviovat specificky mozkové formy cholinesteraz a hylie tolerovany.

Inhibice cholinesterdz #ie probihat bdi reverzibilnim zgsobem nebo
pseudoireverzibilnim Zisobem, jehoZ dinek je delSi. V sotasnosti jsou z této skupiny
ve tSing zemi Evropy i v USA vyuzivanyitlatky: rivastigmin (Exelon®), donepezil
(Aricept®) a galanthamin (Reminyl®). Tyto latky maiblizné stejnou dinnost, ale

liSi se v délce a mistpasobeni. Donepezil je pafime selektivni inhibitor AChE a mé&
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relativné dlouhy pol@as (podava se jedenkrat dépnRivastigmin inhibuje AChE i
BuChE pseudoireverzibigna podava se dvakrat dennGalanthamin je reverzibilni
inhibitor AChE a kron toho také alostericky moduluje nikotinové a aagtglinove
pre- i postsynaptické receptdnprive pouzivany takrin se jiz neuziva pro své zavazné
hepatotoxické neZzadoudtinky (u 15-30% paciei)*.

Potencialni antiacetylcholinesterazovacit@ jsou v sotasné dob velmi
intenzivre zkoumana (studuji se jak syntetickiipgpavené latky, tak i latky izolované
z piéfrodnich zdraj). Studium se za#iiuje zejména na potencialni¢iéa s duélnim
icinkem (inhibujici AChE i BUChE}"®2 Pozornost je za#tena zejména na skupinu

alkaloidi, kde se jako velmi perspektivni v posledni &lakazuje huperzin &.

3.4.3.1.2. Latky uvaiujici prekurzory acetylcholinu

DalSimi latkami vyuzivanymi v terapii Alzheimerowhoroby, jejichz tinek ale
neni dostainé potvrzen Kklinickymi studiemi, jsou d&a uvokujici prekurzory
acetylcholinu. K nejznamgim pati sojovy lecitin. Tyto latky ale maji nizkou
prostupnost f&s hematoencefalitickou bariéru, a proto se ¥a&snosti pouzivaji pouze

jako dophkova terapi&’.

3.4.3.1.3. Inhibitory NMDA receptér

Pro spravnowinnost mozku je také nezbytridnnost glutamatergniho systému.
Ten byva v&zSich stadiich Alzheimerovy choroby naruSen. Dotchézadngrnému
uvolovani glutamatu a dalSich exeidgch kyselin. Na Urovni recepiompak dochazi
k tvorbs prenosovych Suid.

Proto se vterapii vyuzivaji inhibitory NMDA (N-mgdtD-aspartatovych)
receptodi. Vysledky Kklinickych studii nazwraji, Ze tato |éba vede k udrzeni
kognitivnich funkci a ke zpomaleni progrese Alzhamiavy choroby. V praxi se

v soukasné dob pouZiva pouze memantin (Ebixd®)
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3.4.3.2. Nootropika

U demenci i lehkych poruch poznavacich funkci hidten defekt oxidativniho
mozkového metabolismu. To vedlo k zavedeni nodtiopoz jsou latky zlepSujici
metabolismus mozkovyatinnostf.

Jejich &inek je podmian dlouhodobym uzivanim. Ale zatim zadna klinickédss
jednoznény prosgch &chto I&iv neukazala. V této oblasti se vyuZzivaji vazodihatia
jako nap. pentoxyfylin (Trental®, Agapurin®) nebo naftidtof/l (Enelbin®). Z latek
zvySujicich mozkovy metabolismus se pouZziva pieaoetktery kromd toho zlepsSuje
reologické vlastnosti krve, pyritinol, ktery ma aaei protizarétlivé inky nebo
nicergolin, ktery zlepSuje mozkovou mikrocirkulabalSi z terapeutickych moznosti je
vyuZiti extraktu 2Ginkgo bilob&®.

Diive se vyuZivaly dihydrondmelové alkaloidy, od tér se ale k&#li nizké
acinnosti  postupé ustupuje stejh jako od vazodilainich gipravki s obsahem
papaverinli

K terapii behavioralnich poruch sedéchto gipadech vyuZzivaji jak antipsychotika,

tak i antidepresiva.
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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4.1. VSeobecné postupy

4.1.1. Destilace a odpavani

Rozpou&dla byla ged pouzitim destilovana, nejprve byl zachycéadpk (asi
5%; wtSinou s vodnym azeotropem), poté bylo vydestilovabylych cca 90 %
rozpoustdla. Rozpoug&dla byla uchovavana v Bdych nddobéch.

Odpaovani chromatografickych frakci bylo prowdwd na vakuové odparceighi
Rotavapor R 114 vybavené vodni lazricBi Waterpath B-480ip40 °C za snizeného

tlaku.

4.1.2. Chromatografie

4.1.2.1. Tenkovrstva chromatografie

Chromatografie na tenké vrstbyla provadna v systému normalnich komor. Ty
byly nasyceny mobilni fazi. Syceni komor trvalo &@inut. V gipadt komor
pro preparativni tenkovrstvou chromatografii 60 mirChromatografie byla provésa

vzestups.

4.1.2.2. Sloupcova chromatografie

Sloupcova chromatografie byla pro¢ad systémem gradientové eluce
na silikagelu L, 0,1 - 0,2 mm, desaktivovaném 10végly. Suspenze adsorbentu
v rozpou&dle byla nalita do chromatografické kolony. N&ppaveny sloupec byl

nanesen vzorek rozpdaly v malém mnozstvi rozpodsia.

38



4.2. Material a vybaveni

4.2.1. Rozpoustdla

Diethylamin, p.a., Lachner

Ethanol 95%, denaturovany methanolem, p.a.
n-hexan, p.a., PENTA

Chloroform, p.a., PENTA

Toluen, p.a., PENTA

Cyklohexan, p.a., PENTA

4.2.2. Chemikalie
Dusiknan bismutity zasadity, p. a., (RNDr. Jan Kulich,cs)
Hydroxid sodny, p. a. (PENTA)

Kyselina vinna, p. a., (RNDr. Jan Kulich, s.r.0.)
Kyselina chlorovodikova 35%, p. a. (Lachema)
Uhli¢itan sodny bezvody, p. a., (RNDr. Jan Kulich, s)r.o

4.2.3. Chemikalie a material ke stanovenidinku erytrocytarni AChE a BuChE
Chemikalie:

10 mM acetylthiocholin jodid, (Sigma-Adrich)

10 mM butyrylthiocholin jodid, (Sigma-Adrich)

0,1 M fosfatovy pufr, pH 7,4

5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina98% (Sigma-Aldrich)

Dihydrat dihydrogenfosfotmanu sodného, p.a. (Lachema)

Dodekahydrat hydrogenfostieanu disodného, p.a. (Lachema)

Huperzin A, (TAZHONGHUI — Tai"an zhonghui Plant Bleemical Co., Ltd., China)
Galanthamin hydrobromid, (Changsha Organic Haech ®hina)

Dimethylsulfoxid, (Sigma-Adrich)
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Material:

Jako zdroj acetylcholinesterazy byl pouzit hemalyzskych erytrocyi:

- plna krev byla odgedtna po dobu 15 minutfpl0000 ot./ min, ziskana erytrocytarni
masa byla 3 x promyta 0,1 M fosfatovym pufrem, p# aby byly odstraimy zbytky
plazmy; 10% (v/v) hemolyzat bykipraven ve vod.

Zdrojem butyrylcholinesterazy byla lidska plazma.

Jednorazové semimikro-polystyrenové kyvety 1,5 bASTIBRAND®

4.2.4. Chemikalie a material ke stanoveni antioxid@i aktivity

2,2"-diphenyl-1-pikrylhydrazyl radikal, (Sigma-Adh)

Kvercetin

Trolox

4.2.5. Chemikalie a material ke stanoveni antiprotmalni aktivity

3-[4,5-dimethyl-thiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazoim bromid, (Sigma-Adrich)
Dichroman draselny, (Sigma-Adrich)

Tetrahymena pyriformis — prvok (dodano katedrowapiwlogie, Pirodowdecké

fakulta, UK Praha)

4.2.6. Fistroje pouZité pfi stanovovani biologickych vlastnosti izolovanychaktek
Centrifuga typ MPW-340 (Mechanika precyzyjna, VaesaPolsko)

pH metr® 72 METER (Beckmann, USA)

Spektrofotometr UV-1601 CE SHIMADZU

FIA lab 3000 analyser (FIAlab Instruments Inc.,|Belie, WA, USA)

USB 2000-UV/VIS spektrofotometr se zdrojenttda LS-1 (Ocean Optics, USA)

CMA-Z pratokova cela (1- cm délka)
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4.2.7. Detekni ¢inidla

D 1: Dragendorffovainidlo modifikované podle Muniera

- pro alkaloidy a dalSi sl@eniny obsahujici dusik.

- roztok A pripraven rozpughim 1,7 g zasaditého dasanu bismutitého a 20 g
kyseliny vinné v 80 ml vody.

- roztok B pripraven rozpughim 16 g jodidu draselného ve 40 ml vody.

- zasobni roztakziskame smisenim rozidl a B v pongru 1:1.

- dinidlo pro analyzubylo pripraveno rozpughim 5 ml kyseliny vinné v 50 ml vody a

5ml zasobniho roztoku

4.2.8. Chromatografické adsorbenty

A 1: Kieselgel 60 Es4, Merck, 5 x 10 cm 32

Hlinikova deska s vrstvou silikagelu pro tenkovest\chromatografii. Silikagel 60,k
tloug’ka vrstvy 0,2 mm.

A 2: Silufol UV 254, Kavalier Votice, 20 x 10 cmlifikova deska s tlow&ou vrstvy
0,1 mm pro tenkovrstvou chromatografii

A 3: Silikagel, 0,063-0,20 mm desaktivovany 10 %dywdcometni adsorbent

4.2.9. Vyvijeci soustavy pro tenkovrstvou chromatagfii (TLC)
S1: Toluen + CHGI+ EtOH + EgNH 77:20:3:3

4.2.10. Vyvijeci soustavy pro preparativni TLC

S1: Hexan+ BNH 9:1
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4.3. Extrakce alkaloidi z nati Chelidonium majus a zpracovani

vytirepku A

Priprava sumarniho extraktu a jednotlivych feytki nebyla sotiasti této
diplomové prace. Tato prace byla provedena Doc. RND Opletalem na kated
farmaceutické  botaniky vroce 2008. Postup fipgavy  pseudokyanid

benzofenanthridinovych alkalaide uveden v nasledujicim textu.

4.3.1. Rwvod drogy

SuSenou na s kaeny dodala firma JUGODRVO AD. 8b byl proveden
v Chorvatsku v obdobi odtervence do Z& Droga byla ¢iSttna a usuSena
za normalnich podminek a jeji makroskopickou, mnskopickou a chemickou

identifikaci provedl Doc. RNDr. L. Opletal, CSc.

4.3.2. Kiprava sumarniho extraktu

Priprava extraktu byla provedena perkolaci 41,8 kag@ro5% etanolem a bylo
ziskano 480 | extraktu, ktery byl zahtr§ha vakuové odparcei0°C. Ridanim asi 2 |
vody vznikl temi hneédy, dehtovity, sirupovity roztok. Po zati asi na 40°C bylo
piidano 8 | 1,5% kyseliny sirové. Poté byl oranZoeytok slit a nerozpustnyseskraban
a rozpu&in v bezvodé kyselihoctové. Po fdani 7,5 | vody byl kalny roztok slit a
pryskyicny roztok ogt rozpustn v kyselire octové a oft vysrdzen vodou. Spojené
dekantaty byly Zzfiltrovany iges polyamidovy filtr, na ¢mzZ se po promyti vyldiil
hnédo-oranzovy sediment. Filtraty z kyseliny sirové&yseliny octové byly spojeny.
Vyloucila se klava srazenina, ktera na sebe adsorbovala soloalka Tato suspenze
byla zfitrovana pes polyamidovou plachetku a promyta vodou. Obayfilbyly

suspendovany v 1,5% kysalirsirové a suspenze byla naskeddiltrovana. Vznikly
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filtrat byl spojen s kyselym extraktem roztoku.akto @ipraveného extraktu byly dale

ziskany vytepky A, B, J a E.

4.3.3. Kiprava vytiepeku A z primarniho extraktu

Po g@idani praskového, bezvodého dfihnu sodného se kysely roztok siran
zakalil (doSlo k neutralizaci na pHiplizné 9). Poté byl roztok vyepan 5x15 litry
étheru. Etherové vrstvy byly spojeny a olddly od zbytku vodné faze. Rozpaidib
bylo nasleda oddestilovano. Po prvnim ugpani se oddil praskovity, Sedoderny
podil, ktery byl oddlen a vytepan 2x400 ml étheru &igan k étherovym vyepkim.

Po odp#eni rozpou&dla vznikl odparek A.

4.3.4. Kiprava pseudokyanidi benzofenanthridinovych alkaloida z vytfepku A
Gadamerovou metodod®

Odparek A byl rozpush v 0,05 M HSO,, byl pridan KCN do alkalické reakce a
roztok byl opt okyselen 0,05 M bBQO, Zroztoku se vylodily nerozpustné
pseudokyanidy, které odsaty, promyty vodou a vysyzea snizeného tlaku.

Ziskané pseudokyanidy byly pro dalSi praci rozlgZzkodinovym varem ve s&si
chloroform:ethanol:konc. HCI (1:2:1), chloroform @&@thanol byly nésledn
oddestilovany, vodny roztok zalkalizovan amoniak&mvolrené baze byly vyepany
etherem (5 x 2000 ml). Timto byly o#ldny od fialovych rozkladnych produkt
Spojené etherové faze byly spojeny, oddestilovanysaSeny. Bylo ziskano 6 g tmav
hnédého, gnového odparku, ktery byl nasledapracovavan v ramci této diplomove

prace.
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Vytrepek zpracovany
v této diplomovwé pract

Obr. 13: Detekce vigpki z Chelidonium majusvytirepek A vyistény
(Kieselgel UV 254 Merck, 10 cm (drdha 8,5 cm), ToHEtOH+ELNH = 70:20:10:3,
komora nasycena, vyvijeni 1x, detekce Dragendoyffosinidlem podle Muniera).

— A2 fenolické

— benzofenanthridiny (chelerythrin ad.)

— baze z chloriél nerozpustnych ve veéd

— AC: chloridy rozpustné v chloroformu

— AD: chloridy nerozpustné v chloroformu

OO WN

4.4. Sloupcova chromatografie vytepku benzofenanthridinovych

alkaloidi z Chelidonium majus

6,0 g vytepku benzofenanthridinovych alkaléidbylo rozpu&®no v 50 ml
chloroformu, naneseno na kolonu a chromatografovaamokelem ziskanicistych

alkaloidi. Frakce obsahujici shodné alkaloidy byly na z&klagtnkovrstvé
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chromatografie spojeny. Vysledky chromatografie ujsshrnuty v nasledujicich

tabulkach (Tab. IlI, V).

Tab. Ill: Sloupcovéa chromatografie

Benzofenanthridinové alkaloid@helidonium

Oznaeni vzorku majus

Hmotnost vzorku 69, a Ena

Druh a mnozstvi adsorbentu Silikagel 0,063-0,2masalitivovany 10% vody
Vrstva s extraktem 40x40 mm

Délici vrstva 40x510 mm

Frakce (ml)/doba toku (min.) 100 ml/ 20 minut

Mrtvy objem 0,51

Tab. IV: Vysledky sloupcové chromatografie

C. frakce Eluéni systém Popis (Poznamka)
1-5 CHCE neobsahuje alkaloidy
6-7 CHCE 1,1 g oranZové krystaly
8 CHCE 0,448 g oranzove krystalky
9 CHCE 0,081 g Zlutohéda olejovita hmota
10 CHCE neobsahuje alkaloidy
11 CHCg 0,057 cervenohidé krystalky
12-13 CHC} 0,185 g oranzove krystaly
14 CHCg 0,211 g oranZovokué krystalky
15-17 CHC} 0,856 g oranZovol&a gEna
18-19 CHC} 0,727 g hada olejovita hmota
20-21 CHC} 0,492 g nazloutlagma
22-23 CHC} 0,409 g Zlutohéda gna
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24-27 CHC} 0,320 g hada gna

28 CHCg 0,116 g hada olejovita hmota
29-30 CHC} 0,207 g hada olejovita hmota

31 CHCg 0,510 g oranZovol&a olejovitd hmota
32-34 CHC} 32-42 spoléené odpaeno
35-37 CHC}+ 3%EtOH 32-42 spote¢ odpdeno
38-42 CHC}+ 5%EtOH 32-42 0,5309 ZlutooranZownp

43 CHCE+ 10%EtOH 0,758 g stle hneda gEna

44 CHCE + 10%EtOH neobsahuje alkaloidy

45 EtOH neobsahuje alkaloidy

4.5. Zpracovani frakci 11-14

0,057 gcervenohidych krystalk frakce 11 bylo rozpu&ho v chloroformu a
piecisSténo pres kolonu o pméru 1 cm s 2 cm AD; neutralizovaného 6% vody.
Kolona byla promyvana chloroformem.

Frakce 12-13 byly na z&kladhodné tenkovrstvé chromatografie spojeny a také
precisStény pres kolonu o piméru 1 ¢cm s 2 cm AD; neutralizovaného 6% vody.
Nasledr byla provedena TLC frakce 11 a spojenych frakcil32 ktera potvrdila,
Ze olg frakce jsou totozné a bylo provedeno jejich spogerspoléné odpéeni. Byl
ziskan oranzovy odparek olejovité konzistence. bgh nasleds prekrystalizovan
ze snési chloroform:hexan (1:1).

Frakce 14 byla za mirného zati rozpu&tna v chloroformu a uloZena do lednice,
kde do druhého dne doslo k vyt@ami krystah, které byly zpracovany stejnjako
predchézejici frakce. Krystaly z frakce 11-13 bylfilb@vany, promyty a vysuSeny

v exikatoru.
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Spojené frakce 11-13 a frakce 14 byly podrobeny thogini spektrometrii.
Vysledek byl u obou frakci totoZzny a na tomto zéklayly ziskané krystalky spojeny a
oznaeny jako LS1. Celkova hmotnost ziskanych alkaldigla 0,123 g. Krystaly byly
podrobeny NMR studii. Dale byl uizolovanych alkdio stanoven bod tani

198-200 °C.

4.6. Zpracovani frakci 18-19

Frakce 18 a 19 byly na zakkghodného vysledku tenkovrstvé chromatografie
spojeny. K ziskani cistého alkaloidu byla vyuZita preparativni tenkdvés
chromatografie, kde byla jako vyvijeci soustava Zi@usnes hexanu a dietylaminu
v ponegru 9:1. Chromatografie byla provedena na 16 desKA@) a bylo naneseno
celkem 400 mg frakce 18-19 rozpirsgch v chloroformu. Vyvijeni kazdé z desek
trvalo 25-30 minut a bylo provedeno dvakrat. Z #ebgla na zéklatl UV detekce
izolovana spodni zona. Stacionarni faze byla prancyioroformem (100 ml). Filtrat
byl promyt na kolo# o prmiméru lcm s 2cm AlO; neutralizovaného 6% vody.
Po odp&eni byl alkaloid za mirného z&i rozpu&in v chloroformu a ulozen do
lednice. Vzniklé krystalky byly zdekantovanyjiefistény v ethanolu a vysuSeny
v exsikatoru. Takto bylo ziskano 0,136 @stého alkaloidu, ktery byl ulozen

pod ozn&enim LS2.
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- Izolovanavrstva

Obr.14: Preparativni tenkovrstva chromatogratddi 18-19

4.7. Uréeni struktury izolovany latek

4.7.1. Méfeni hmotnostniho spektra (MS)
Spektra byla m¥ena na LC/MS Thermo Finningan LCQDuo, iontova past,
ionizace elektrosprejem v kladném modu (ESI+). MS/Mpektra byla gfena

pii kolizni energii 40 eV. Latka byla rozpgsa v metanolu.

4.7.2. Méfeni NMR spektra

Spektra byla ena na spektrometru Varian Inova 500 s pracovkivéeci 499.9
MHz pro'H a 125.7 MHz prd>C jadra.’*C NMR spektra byla gfena v 5 mm SW
Sirokopasmové soid 'H a vSechna’D spektra v inverzni 5mm ID PFG sand
svyuitim  standardnich  pulznich  sekvenci.  Experimenty ly by méreny

v deuterochloroformuip25 °C.
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Hodnoty chemickych postinjsou v ppm a jsou vztazeny k internimu standardu
(hexamethyldisilan, 0,04 ppm,'# spektrech) nebo signalu solventu (76,99 ppmiCv
spektrech). (Dr. M. Kurfiirst, Ph.D., Ustav chemickyproces, AV CR, Praha).

4.7.3. Méfeni bodu tani

Teploty tani byly nifeny na Koflero¥ bloku a nejsou korigovany.

4.8. Stanoveni inhibéni aktivity alkaloidu v u¢i AChE a BuChe

4.8.1. Podminky n&reni

Experimenty byly provaghy za €chto podminek:
- pti teplok 25 °C

- v prostedi PB

- pii pH 7,4

- pii vinové délce spektrofotometru 436 nm

- v jednoréazovych plastovych kyvetach o tlouStaaml

4.8.2. Stanoveni inhikini aktivity

Pro stanoveni inhibni aktivity latek byla pouzita Ellmanova spektrafotetricka
metoda s pouzitim 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoovésdédiny (DTNB). Jako substraty se
pouZzivaji estery thiocholinu, které jsou cholinestami Stpeny na thiocholin a
piislusnou kyselinu. Stanovuje se SH- skupina thibehpktera se navaze na DTNB.
Vysledkem je Zlut zbarveny produkt, ktery se stanovuje spektrofotosiey pri vinové
délce 436 nm. Sleduje se fgr absorbance za 1 minutu. Hodnoty8yly vypatitany
z nangrenych hodnot poklesu aktivity acetylcholinesteraspo butyrylcholinesterasy
nelinearni regresi v programu GraphPaD Prism (v&22 pro Windows; vyrobce

Graph PaD Software, San Diego, CA, USA). Vysledklyporovnany s hodnotami
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ICs0 znamych inhibitak cholinesteraz: galathaminem (WAChE = 6,898uM, BUChE
= 156uM), Huperzin A (IGo AChE = 0,25uM, BuChE >100Q:M)®°.

4.9. Stanoveni antioxid@ni aktivity ziskanych alkaloida

Antioxidacni aktivita byla testovanan vitro DPPH testem. Metoda je zaloZena
na reakci stabilniho 2,2"-difenyl-1-pikrylhnydrazyDPPH) se vzorkem. SniZeni
absorbance DPPH drené pi 525 nm je zavislé na koncentraci antioxidantu
ve sledovaném vzorku. Byly pouzity FlAlab pro Wingo software, FlAlab 3000
analyser (FlAlab Instruments Inc., Bellevue, WA, AJS 2,5-ml syringe pump,
USB2000-UV/VIS spektrofotometr se zdrojemétta LS-1 (Ocean Optics, USA) a
SMA-Z priatokova cela (1-cm délka). Antiradikalova aktivitaovka byla vyjadena
jako 50% winna koncentrace (&), ktera byla vypsitana pomoci programu GraphPad
Prism 3.02, a byla porovnana se znamymi antioxiddeercetinem Egy = 25,3uM a

troloxem EGo = 27,8uM>.

4.10. Stanoveni antiprotozoalni aktivity ziskanyclalkaloidi

Pro stanoveni antiprotozoalni aktivity byla pouZ#pektrofotometrickd metoda
vyuZivajici redukci MTT barviva (3-[4,5-dimethyliizol-2-yl]-2,5-diphenyl-
tetrazolium bromide), ktery je ukazatelem mitochidldi activity a viability prvoka
Tetrahymena pyriformjsna fialow zbarveny formazan, ktery se stanovujeyinove
délce 562 nm. Hodnoty EEbyly vypciitany nelinearni regresi v pro-gramu GraphPaD
Prism (verze 3.02 pro Windows; vyrobce Graph Paiiw#oe, San Diego, CA, USA) a

porovnany se standardem dichromanem draselnyng, (E€,095:M)>.
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5. VYSLEDKY
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Na zéaklad MS a NMR studii a porovnani dat s literaturou biglglované latky
identifikovany jako stylopin (6,7,12,13-tetrahyddiH-Big1,3]benzodioxolo[5,6-
a:4'5'-g]quinolizin}’ a  chelidonin  (5,6,7,12,13,14-hexahydro-13-mefty]-

benzodioxolo[5,6]-1,3-dioxolo[4,5-]phenanthridine®®®.

5.1. Strukturni analyza stylopinu

5.1.1. MS studie stylopinu
ESI-MSm/z[M+H]+ 342.22(100). MS/MSn/z307.14 (18), 277.15 (11), 176.18 (100),

149.04 (52).
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F:\Lucie\Lucka 93 MS2 324 09/30/07 02:42:28 PM Lucka 93 MS2 324
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Obr. 15: MS a MS2 spektrum stylopinu

5.1.2. NMR studie stylopinu
Struktura izolované latky byla tena na zakladinterpretacéH- a**C-NMR

spekter a jejich porovnani s daty v litetaft.
g
O N

Obr. 13: Struktura stylopinu
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5.1.2.1.*H-NMR spektrum stylopinu

'H NMR (CDCI3, 25°C):

2.69 br, 1H, H-5; 2.72 br, 1H, H-6; 2.89 br, 1H18: 3.18 br, 1H, H-5"; 3.20 br, 1H,
H-6"; 3.25 dd, {4=16.1 Hz,2}4=3.7 Hz), 1H, H-13; 3.61 br, 1H, H-8; 3,67 br, 1,
14; 4.14 d{0,=16.1 Hz), 1H, H-8"; 5.92 s, 2H, H-2a; 5.93W,€1.5 Hz), 1H, H-9a;
5.96 d {3y=1.5 Hz), 1H, H-9a"; 6.60 s, 1H, H-4; 6.64°4,€8.0 Hz), 1H, H-12; 6.69 d
(*J4=8.0 Hz), 1H, H-11; 6.72 s, 1H, H-1.

12a

T T T
6.5 6.0 55 4.5
f1 (ppm)

Obr. 16:*H-NMR spektrum stylopinu

5.1.2.2.2*C-NMR spektrum stylopinu
3¢ NMR (CDCI3, 25°C):
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29.41, C-5; 36.31, C-13; 51.29; C-6; 52.88, C-8939C-14,; 101.10, C-2a; 101.36, C-
9a; 105.73, C-1; 107.20, C-11; 108.70, C-4; 121C322; 125.08, C-8a; 127.66, C-4a;
128.36, C-12a; 130.26, C-14a; 143.58, C-9; 14823%0; 146.41, C-3; 146.53. C-2.
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Obr. 17:**C-NMR spektrum stylopinu

5.2. Strukturni studie chelidoninu

5.2.1. MS studie chelidoninu
ESI-MSm/z354,2 [M+H]+ (100). MS/MSn/z323,1 (100), 305,0 (73), 275,1 (36).
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5.2.2. NMR studie chelidoninu
Struktura izolované latky byla tena na zakladinterpretacéH- a**C-NMR

spekter a jejich porovnani s daty v litetafa

Obr.19: Struktura chelidoninu

5.2.2.1.*H-NMR spektrum chelidoninu

'H NMR (CDCI3, 25°C):

2.29's, 3H, H-6a; 2.99 1X,=2.7 Hz), 1H, H-12; 3.10 ddJ;=17.4 Hz2}=4.7 Hz), 1H,
H-14; 3.23 dd{0.=17.4 Hz,3J,=1.5 Hz), 1H, H-14"; 3.44 §,=15.5 Hz), 1H, H-7;
3.58 m, 1H, H-5; 4.09 \§=15.5 Hz), 1H, H-7"; 4.24 m, 1H, H-13; 5.948(=1.5
Hz), 1H, H-8a; 5.94(2) f:=1.5 Hz), 1H, H-2a; 5.96 d3;=1.5 Hz), 1H, H-2a’; 6.00
d @=1.5 Hz), 1H, H-8a’; 6.65 s, 1H, H-4; 6.67 s, 1H1H6.75 d {34=8.1 Hz), 1H,
H-11; 6.77 d {%4=8.1 Hz), 1H, H-10;
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Obr. 20:*H-NMR spektrum chelidoninu

5.2.2.2.3%C-NMR spektrum chelidoninu

13C NMR (CDCI3, 25°C):

39.85, C-14; 42.18, C-12; 42.67, C-6a; 54.16, 63/08, C-5; 72.57, C-13; 101.22, C-
2a; 101.48, C-8a; 107.69, C-10; 109.72, C-1; 11Z2X09; 117.18, C-7a; 120.62, C-11;
125.74, C-4a; 128.97, C-14a; 131.42, C-11a; 143’18, 145.40, C-3; 145.75, C-9;
148.28, C-2.
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Obr. 21:**C-NMR spektrum chelidoninu

5.3. Antioxidaéni aktivita

Izolované alkaloidy byly podrobeny testovani jejafitioxida&ni aktivity. Vysledky této

studie a hodnoty Efgjsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tab.X)..

Tab. V: Antioxid&ni aktivita alkaloid

Latky ECso(uM)
Stylopin > 1000
Chelidonin > 1000
Kvercetrin® 253+1,2
Trolox” 27,8+0,8

4Kazdé n#teni bylo opakovano dvakrat
® Referertni latka
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5.4. Inhibiéni aktivita viéi AChE a BUChE

Ziskané alkaloidy byly testovany na jejich inkii aktivitu \i¢i erytrocytarni
acetylcholinesterdze a sérové butyrylcholinesteraxgsledky jsou uvedeny

v nasledujici tabulce (Tab.VI).

Tab. VI: In vitro inhibi¢ni aktivita izolovanych alkaloidvici AChE a BUChE

Latky ICs0 (uM)?

AChE BuChE
Stylopin 114+£29 >1000
Chelidonin 26,84 +1,2 31,86+1,4
Galanthamif 6,9+0,3 156 + 6,9
Huperzirf 0,25 + 0,01 >1000

4Kazdé n#teni bylo opakovano dvakrat
P Referertni latka

5.5. Antiprotozoalni aktivita

Izolované alkaloidy byly podrobeny studii antiprob@lini aktivity. Vzhledem

k nara@nosti experimerit, je studie stale ve fazidreni.
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6. DISKUZE
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Cilem této prace bylo izolovat alkaloidy wytiepku benzofenanthridinovych
alkaloidi z Chelidonium majus stanovit jejich hodnoty Kgvuci erytrocytarni AChE a
sérové BUChE. Na zakladozdilovani této frakce chromatografickymi a jinymi vyse
popsanymi metodami byly ziskany dsiaté alkaloidy. Tyto byly ozrigny jako LS1 a
LS2 a podrobeny zkouskam na jejich totoznost ahjejiologickou aktivitu.

Alkaloid LS1 izolovany zZChelidonium majudyl na zéklad MS a NMR studii
identifikovan jako stylopin (6,7,12,13-tetrahyddH-Big[1,3]benzodioxolo[5,6-a:4',5'-
glquinolizin)®’. Jedna se o protoberberinovy alkaloid, jehoZ zftaje isochinolinova
struktura. Byl zndfen jeho bod tani na Koflerédwloku a stanoven na 198-200 °C.
Vroce 1989 byl Slavikem u tohoto alkaloidu izologho z Papaver rhoeasvar.
chelidonioidesnantien bod tani 196-198°¢ a v roce 1991 byl bod tani 2ien ot
Slavikem u stylopinu izolovanéhoStylophorum lasiocarpurm jeho hodnota stanovena
na 206-207 °C°.

Druhou izolovanou latkou byl alkaloid LS2, kterylkdiky provedenym MS a
NMR studiim identifikovan jakochelidonin (5,6,7,12,13,14-hexahydro-13-methyl-
[1,3]-benzodioxolo[5,6]-1,3-dioxolo[4,5-]phenanttiiri-6-0l)°°. Chelidonin je tercialni
benzofenanthridinovy alkaloithdici se mezi isochinolinové alkaloidy.

Izolované alkaloidy byly podrobeny studii na inKiti aktivitu vici humanni
erytrocytarni AChE a serovée BuChByla pouzita Ellmanova spektrofotometricka
metoda s pouzitim 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoovésdédyny (DTNB). Inhibitory AChE
jsou v sodasné dob nej&inngSimi I&ivy v terapii Alzheimerovy choroby. Proto se
hledaji stale nové a vyhoggi latky, které by byly schopny inhibovat nejen W€Eale i
BuChE. Ta podle nejn@jsich vyzkuni hraje také velmi vyznamnou roli viiehu
Alzheimerovy choroby, protoZze maepm¢ urcitou roli v regulaci hladiny mozkového
acetylcholind’.

Hodnota 1Go stylopinu stanovena pro AChE byla 114 = 2,9 uMra PuChE

>1000 uM, takZe tento alkaloid bghledan jako neaktivni a tudiZz nevhodny pro térapi
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Alzheimerovy choroby. Stylopin byl izolovan jiz wee 2007 <ZLorydalis
turtschaninoviivédci z Jizni Koreje. Saiasré byl tento alkaloid podroben studii jeho
inhibi¢ni  aktivity wvici AChE. V tehdejSi studii byla stanovena hodnota
ICs0 = 15,8 uM™. Tato hodnota je po#mg vyrazre odlisna od hodnoty 1§ stanovené

v nasi studii, ale vzhledem k odliSnému modelu (EBQiyla ziskana z mySich magk
nelze tyto hodnoty ddb porovnéavat.

Nami ziskana hodnota ¥gpro chelidonin pro AChE byla 26,84 + 1,2 uM a pro
BuChE 31,86 + 1,4 uM, &hozZ vyplyv4, Ze chelidonin je s#igim inhibitorem nez
stylopin. Chelidonin také vykazal mnohem lepsi loimi aktivitu vi¢i BUChE neZli
standart galanthamin, u kterého bylasd@aci BuChE 156 + 6,9. &inek tohoto
alkaloidu va¢i humanni AChE a BUChE by studovan jiz v roce 200Rusku, kde bylo
Zjisténo, Ze chelidonin je kompetitivnim inhibitorem jAIChE tak i BUChE®. BohuZel
ziskané vysledky jsou velmi nigghledré zpracované a proto je nelze srovnavat s nasimi
vysledky.

Tyto dva alkaloidy byly také podrobeny studii ngicle antioxida&ni aktivitu.
JelikoZz ziskané hodnoty obou studovanych latek byB&i nez 1000 uM, nevykazuji
tyto alkaloidy Zadnou antioxidai aktivitu.

Zawerem lze konstatovat, Ze ziskané hodnoty jstadevsSim u chelidoninu velice
zajimavé z @vodu jeho schopnosti inhibovat jak AChE tak i BuCh&tylopin
vzhledem k stanovenym hodnotamsdChelze povazovat za latku, ktera by byla

v budoucnu vyuzitelna v terapii Alzheimerovy choyob
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8. SEZNAM ZKRATEK
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AChE
BuChE
DPPH
DTNB
MIC
MRSA
MS
NMDA
NMR
TLC

acetylcholinesteraza
butyrylcholinesteraza

2,2’ -difenyl-1-pikrylhydrazyl
5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny
minimalni inhib&ni koncentrace
meticilin-rezistentnStaphylococcus aureus
hmotnostni spektrometrie
N-metyl-D-aspartatovy

nuklearni magneticka rezonance

tenkovrstva chromatografie
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ABSTRAKT
Sebestova L.: Biologicky aktivni metabolity rosti1 Alkaloidy Chelidonium majud.. a
jejich inhibiéni aktivita \ici acetylcholinesteraze. Diplomova prace, Univeragtarlova
v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralovétedea farmaceutické botaniky a ekologie,

Hradec Kralové 2010, 72 s.

Cilem této prace bylo zpracovani kgpku benzofenanthridinovych alkaléid
z Chelidonium majus izolace alespa jednoho alkaloidu ¥isté forn& a stanoveni jeho
anticholinesterazové, antiprotozodlni a antio&idaktivity.

V ramci této prace byly z daného kgpku pomoci sloupcové chromatografie izolovany
dva alkaloidy. Prvni izolované latka byla ozena jako LS1 a na zakk&dMR a MS studii
identifikovana jako stylopin. Druha latka LS2 bydtejnym zgsobem identifikovana jako
chelidonin.

Oba izolované alkaloidy byly podrobeny studii inbé lidské erytrocytarni
acetylcholinesterdzy a lidské sérové butyrylchaiagazy. U stylopinu byly stanoveny
hodnoty: 1Go (AChE) = 114 + 2,9 uM, I§ (BuChE) = >1000 uM. Tyto hodnoty jsou
vyrazre vySSi nezli u pouzitého standartu a proto sefewgmklada jeho budouci vyuZziti
v terapii  Alzheimerovy choroby. U chelidoninu bylystanoveny tyto hodnoty:
ICs0 (AChE) = 26,84 + 1,2 uM, 1§ (BuChE) = 31,86 + 1,4 uM. Zajimava jéedevsim jeho
aktivita vi¢i BUChE, ktera je mnohem lepSi nez u porovnavaisédnodartu galanthaminu.

Tyto dva alkaloidy byly také podrobeny studii n@icje antioxida&ni aktivitu. Jelikoz
ziskané hodnoty obou studovanych latek byly vyg&i 1000 uM, nevykazuji tyto alkaloidy

Zadnou terapeuticky vyuzitelnou antioxtdaaktivitu.

KlicovAd slova acetylcholinesteraza, Alzheimerova choroba, bfsmemthridinové

alkaloidy, butyrylcholinesterazg&helidonium majus.



ABSTRACT
Sebestova L.: Biologically active metabolites adrb. 3. Alkaloids fronChelidonium majus
L. and their inhibiting activity to acetylcholinesase. Diploma thesis, Charles University in
Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove, Depent of Pharmaceutical Botany and

Ecology, Hradec Kralové 2010, 72 p.

The thesis aims to process the shake-out of beengpithridine alkaloids,
of Chelidonium majusto isolate at least one alkaloid in pure formnsexguently the thesis
aims to give exact figures for the anti-cholinessey, anti-protozoal a antioxidant activity of
the alkaloid.

The method of column chromatography was used tatesdhe two alkaloids of the
shake-out. The isolated substances were labellédah8 LS2 respectively. The identification
of the substances as stylopine.and chelidonineectisply, was based on NMR and MS
studies.

Both isolated alkaloids were subjected to inlbit study with respect to human
erytrocytal acetylcholinesterase and human setdyrydcholinesterase. Stylopin showed the
following set of results: 163 (AChE) = 114 + 2.9 pM, 1§ (BuChE) = >1000 uM. The results
being considerably higher in comparison with thendard used, no further usage for the
treatment of Alzheimer’s disease is expected. @baine showed the following set of results:
ICs0 (AChE) = 26.84 + 1. 2 uM, I§3 (BUChE) = 31.86 + 1.4 uM. The activity of chelidoa
with respect to BUChE,is of interest because itvpdoto be considerably better in
comparison with the standard galanthamin.

Both alkaloids were subjected to a study concerthieg antioxidant activity. Due to the
fact that the results obtained for both substamresed to be higher than 1000 uM. the

alkaloids show no possible therapeutic utilizatigth respect to their antioxidant activity.

Keywords: acetylcholinesterase, Alzheimer's diseabenzophenanthridine alkaloids,

butyrylcholinesterasé;helidonium majus



