UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE
KATEDRA FARMACEUTICKE BOTANIKY A EKOLOGIE

DIPLOMOVA PRACE

Biologicka aktivita obsahovych latek rostlin XIX. Alkaloidy Peumus
boldus MOL.

Biological activity of plants metabolites. XIX. Alkaloids of Peumus
boldus MOL.

Vedouci katedry: Prof. RNDr. Ludék Jahodar, CSc.
Vedouci diplomové prace: Doc. RNDr. Lubomir Opletal, CSc.

Hradec Kralove, 2012 Matej Bakyta



Prohlaseni

Prohlasuji, ze tato prace je mym ptivodnim autorskym dilem. Veskera literatura a dalsi zdroje,
z nichz jsem pfi zpracovani ¢erpal, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury a v praci fadné

citovany. Prace nebyla vyuzita k ziskani jin¢ho nebo stejného titulu.

Tato prace vznikla za podpory Specifického vysokoskolského vyzkumu SVV 265 002.

Hradec Kralové, 2012 e



Podékovani

Dakujem doc. RNDr. Lubomirovi Opletalovi, CSc. za pomoc, trpezlivost a vietky rady
poskytnuté pri vypracovavani mojej diplomovej prace. Dakujem tieZ doc. PharmDr. Jitimu
KuneSovi, CSc. za zmeranie NMR spektier aich interpretaciu, Mgr. Anne Host'dlkovej
za pomoc so stipcovou chromatografiou, zmeranie MS spektier a pomoc s interpreticiou
vysledkov, Ing. Katefine Macékovej za stanovenie anticholinesterdzovej a antioxidacnej
aktivity a vSetkym, ktori mi akokol'vek pomohli s vypracovanim diplomovej prace. Napokon

d’akujem svojim rodi¢om a priatelom za vS§emoznli podporu.

Matej Bakyta



ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze

Farmaceutické fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické botaniky a ekologie

Kandidat: Matej Bakyta

Konzultant: Doc. RNDr. Lubomir Opletal, CSc.

Nézov diplomovej prace: Biologicka aktivita obsahovych latek rostlin XIX. Alkaloidy
Peumus boldus MOL.

Z listov Peumus boldus Mol. bol pripraveny chloroformovy extrakt (pH 9-10, terciarne
alkaloidné bazy). Spracovanie extraktu stipcovou chromatografiou a nasledna krystalizacia
spojenych frakcii 34-39 viedli k izolacii latky oznacené MB-1, ktord bola na zaklade
vysledkov spektralni analyzy (MS a NMR S§tadii) a porovnania vysledkov s literatarou
identifikovana ako aporfinovy alkaloid (+)-izokorydin (t. t. 183-184 °C). Izolovany alkaloid
bol testovany na inhibi¢nt aktivitu voci l'udskej erytrocytarnej acetylcholinesteraze (AChE)
a plazmatickej butyrylcholinesterdze (BuChE) ana antioxida¢nu aktivitu (DPPH test).
(+)-Izokrydin neprejavil v porovnani s referenénymi latkami vyznamna inhibi¢na aktivitu
voc¢i l'udskym cholinesterazam (AChE: 1Csop >1000 pM; BuChE: 1Csop = 657,1 uM) a
v porovani s referenénymi antioxidantami neprejavil vyznamny antioxidacny ucinok (ECs

>1000 uM).

KTlucové slova: Peumus boldus, (+)-izokorydin, acetylcholinesterdza, butyrylcholinesteraza,

antioxida¢na aktivita



ABSTRACT

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical Botany and Ecology

Candidate: Matej Bakyta

Consultant: Doc. RNDr. Lubomir Opletal, CSc.

Title of Diploma Thesis: Biological activity of plants metabolites. XIX. Alkaloids of Peumus
boldus MOL.

A chloroform extract (pH 9-10, tertiary alkaloidal bases) was prepared from the leaves
of Peumus boldus Mol. Processing of this extract by column chromatography and subsequent
crystallization of fractions 34-39 led to the isolation of a compound named MB-1. The
compound was identified as an aporphine alkaloid (+)-isocorydine (m. t. 183-184 °C) on the
basis of results of spectral analysis (MS and NMR studies) and their comparison
with literature. The isolated compound was tested for human blood acetylcholinesterase
(AChE) and human plasma butyrylcholinesterase (BuChE) inhibition activity and
for antioxidative activity (DPPH test). (+)-Isocorydine did not show significant human
cholinesterase inhibition activity (AChE: ICsp >1000 uM; BuChE: ICsy = 657,1 puM)
in comparison with reference compounds and did not show significant antioxidative effect

in DPPH test (ECso >1000 uM) in comparison with reference antioxidants.

Key words: Peumus boldus, (+)-isocorydine, acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase,

antioxidative activity
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ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

AChE acetylcholinesteraza

AChEI inhibitor acetylcholinesterazy

APP amyloidovy prekurzorovy protein

BHA butylhydroxyanizol

BuChE butyrylcholinesteraza

CDCl deuterochloroform

CNS centralny nervovy systém

DNA kyselina deoxyribonukleova

DPPH 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

DTNB kyselina 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoova

ECso koncentracia, pri ktorej nastala 50% redukcia volnych radikalov
ESI-MS hmotnostna spektrometria vyuZzivajica elektrosprejovil ionizaciu (z anglického

electrospray ionization mass spectrometry)

ESI-MS/MS tandemova hmotnostnd spektrometria vyuzivajuca elektrosprejovll ionizaciu
(z anglického tandem electrospray ionization mass spectrometry)

FRS zhdSanie volnych radikdlov; volné radikdly zhaSajuci (z anglického

free-radical scavenging)

GABA kyselina y-aminomaslova

GLUT2 transportér pre glukozu typu 2

HIV-1 virus l'udskej imunodeficiencie typu 1

HSV-1 virus herpesu simplex typu 1

ChNO chronické nezdiel’atelné ochorenia

ICso koncentrécia, pri ktorej nastala 50% inhibicia

LDL lipoproteinové Castice s nizkou hustotou

MS hmotnostna spektrometria

NmLT N-metyllaurotetanin

NMR nukledrna magnetickd rezonancia (z anglického nuclear magnetic resonance)
PPAR peroxisome proliferator-activated receptor

SCso koncentracia, pri ktorej zhaslo 50 % vol'nych radikalov
SGLT1 transportér pre glukozu zavisly na sodnych kationoch typu 1
SZO Svetova zdravotnicka organizacia
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telesna hmotnost’

ultrafialova (radiacia)



1 UVOD

V poslednych rokoch sa v diskusidch o zachovani, podpore a navrateni zdravia, pouziva
slovné spojenie civilizaéné ochorenia alebo civilizacné choroby. Napriek svojej popularite je
toto sthrnné oznacenie pomerne nejasné ¢i zavadzajuce. Mdze vyvolavat dojem, Ze ide
o problém, ktory sa tyka predovSetkym vysokoprijmovych populacii a rozvinutych krajin.
Napriek takejto predstave priblizne 80 % tmrti spdsobenych tymito ochoreniami sa vyskytuje
v krajinach s nizkym a strednym prijmom a vo vicSine krajin je to vObec najcastejsia pric¢ina
smrti. Vynimkou. je africky region, o¢akava sa vSak, Ze do roku 2030 nastane i v tejto oblasti
rovnaka situacia.'

Vhodnejsie je pouzit' pojem zaloZzeny na medicinskej terminolégii — chronické
neinfekéné ochorenia.” Poukazuje sa tym na charakter tychto ochoreni. Po prvé, ich vyvoj je
dlhodoby, k manifestacii dochadza po pretrvavajicom poOsobeni rizikovych faktorov.
Po druhé, v podstate st nezdielateIné infekénou cestou. V niektorych pripadoch je vSak
infekény agens sucastou rizikovych faktorov — priblizne 5 % onkologickych ochoreni je
zapri¢inenych Pudskym papilomavirusom, virusom hepatitidy B a C a Helicobacter pylori' —
alebo je Casto pritomna chronicka infekcia, ktord méze zohravat’ vyznamnu tlohu vo vyvoji
ochoreni, napriklad neurodegenerativnych’.

Chronické neinfek¢éné, respektive nezdielateIné ochorenia (ChNO) st obsiahlym
anie jednozna¢ne uréenym suborom ochoreni. Svetovd zdravotnicka organizdcia (SZO)
uvadza predovSetkym kardiovaskularne a niektoré onkologické ochorenia, diabetes mellitus
druhého typu a chronické pl'icne ochorenia. V SirSom rozsahu su zahrnuté tiez ochorenia
gastrointestinalne, renalne a neurologické a mentalne poruchy'. Uviest’ moZno i osteopordzu’,
vekom podmienenti makularnu degeneraciu® a neurodegenerativne ochorenie demenciu
Alzheimerovho typu’.

Podl'a SZO bolo v roku 2008 celosvetovo priblizne 57 milidnov umrti, z toho takmer
dve tretiny boli zapri¢inené ChNO. VicSina z nich je priinne spita so Styrmi konkrétnymi
navykmi: s uzivanim tabaku ¢ize tabakizmom, nedostato¢nou fyzickou aktivitou, nezdravym
stravovanim a Skodlivym uzivanim alkoholu. Tieto ndvyky vedu k nasledujucim metabolicko-
fyziologickym stavom, ktoré st rizikovymi faktormi uvedenych ochoreni: zvySenému
krvnému tlaku, nadvéhe a obezite, hyperglykémii a hyperlipidémii'. V pripade vekom
podmienenej makuldrnej degenerdcie a Alzheimerovej demencie zohrava tlohu Specifického

rizikového faktora tiez vek; s vekom totiZ stupa incidencia pripadov™®”.



S ohl'adom na zmienené skutoc¢nosti a na fakt, Ze narast ChNO v krajinach s nizkym
astrednym prijmom je urychleny negativnymi dopadmi globalizdcie, neplanovanej
urbanizacie a rozmahajlicim sa sedavym spdsobom Zivota (I'udia v rozvojovych krajinach
vo vacsej miere konzumuju potravu s celkovo vySSim obsahom energie a maju lepsi pristup
k tabakovym a alkoholickym produktom), javi sa oznacenie chronickych nezdielatelnych
ochoreni ako chordb civilizaénych do uréitej miery opravnené.'

Tymto ochoreniam je mozné do znaénej miery predchadzat.’® V zavislosti
od konkrétneho ochorenia moze podpornti ulohu zohrat’ pouzitie preventivnych prostriedkov
v podobe doplnkov stravy. Zaklad prevencie mal by vSak spocivat’ v snahe o odstranenie
alebo aspont obmedzenie rizikovych okolnosti, ¢o je pri ochoreniach, ktoré prevazne
vyplyvaji zo spdsobu zitia, pomerne dobre dosiahnutelné. SZO odporuca v prvom rade
redukovat’ spomenuté hlavné rizikové navyky a potlacat’ chronické infekcie (napr. formou
imuniza¢nych programov), ktoré su kI'aicové pre niektoré typy onkologickych ochoreni. SZO
dalej uvadza, ze je priamy vztah medzi fyzickou aktivitou aznizenim rizika
kardiovaskularnych ochoreni, cievnej mozgovej prihody, diabetus mellitus druhého typu
a tiez rakoviny prsnika a hrubého creva. V suvislosti so zdravym stravovanim SZO odportca
dosiahnut’ prostrednictvom fyzickej aktivity rovnovdhu medzi energetickym prijmom
a vydajom a udrZanie primeranej telesnej hmotnosti, obmedzit’ energeticky prijem v podobe
tukov tak, aby nepresahoval 30 % celkového energetického prijimu, d’alej zvysit' prijem
nenasytenych mastnych kyselin, eliminovat mastné kyseliny typu frans, obmedzit’ prijem
sodika a napokon zvysit konzumaciu ovocia, zeleniny, strukovin, celozrnnych vyrobkov
a orechov.'

Ako uz bolo zmienené, jednou zo skupin ChNO st neurodegenerativneho ochorenia,
predovietkym Parkinsonova choroba’ a Alzheimerova choroba®, ktord je najcastejSou
pri¢inou demencie’ aktorej incidencia stipa s predlzujicim sa vekom populacie'.
Jednozna¢né pri¢iny tejto choroby nie su v suasnej dobe zname®; je pravdepodobné, Ze sa
na jej vzniku podiel'a niekolko prigin'', vratane dedi¢nosti', oxidaéného stresu' a niektori

' Pri Alzheimerovej chorobe je v uréitych oblastiach

autori uvazuji io Gcasti infekcif®
4 e J 10 ’ . .
mozgu pozorovany nadmerny ubytok neuronov -, pokles tvorby a vydaja neurotransmiteru
;s . . e 8 . . i
acetylcholinu’, porucha glutamatergného systému” a vyskyt patologickych proteinov, najma
. r ’ 10 ;v , . 7
B-amyloidu a hyperfosforylovaného t-proteinu . Sucasnd farmakoterapia spociva
v ovplyvitovani symptomatolégie ochorenia a spomalovani jeho progresie’, k dispozicii je
vSak len obmedzené mnozstvo G¢innych latok. Preto pretrvdva intenzivna snaha vyvinit’ noveé

predlohové Struktury. Vyznamny zdroj pri hl'adani novych latok potencidlne uplatniteI'nych



v liecbe Alzheimerovej demecie su poznatky 'udovych medicin, respektive latky prirodného
povodu. Prikladom takej latky, ktord sa uspeSne uplatnila v klinickej praxi, je alkaloid
galantamin a v blizkej buducnosti k nemu snad’ pribudne i alkaloid huperzin A", respektive
jeho derivaty.

Stadiom alkaloidov sa zaoberi i pracovna skupina na Katedre farmaceutickej
botaniky a ekologie Farmaceutickej fakulty Univerzity Karlovej. Medzi skimanymi Gi¢inkami
je aj schopnost’ ovplyviiovat' aktivitu cholinesteraz, kli¢ovych katabolickych enzymov
metabolizmu acetylcholinu, a -sekretdz, enzymov podiel'ajucich sa na vzniku B-amyloidu.
Jednym z cielov tohto Studia je tieZ vytvorenie kniznice latok pre d’alsi vyskum, napriklad
aktivity na N-metyl-D-aspartatovych receptoroch.

Peumus boldus Mol. je rastlinny taxén lieCebne pouzivany uz povodnymi
obyvatelmi Cile, dnes je suastou oficidlnych liekopisov mnohych krajin, uplatiiuje sa
v liebe hepatobilidrnych a traviacich porach.'® Medzi jeho obsahové latkami patria
benzylizochinolinové alkaloidy'’, ktorych schopnost’ ovplyvnit cholinesterazova aktivitu

nebola dodnes dostato¢ne Studovana.



2 CIEL PRACE

Ciel'om diplomovej prace bolo:

1.

Spracovanie prehladu obsahu alkaloidov v listoch Peumus boldus Mol. aich
biologickej aktivity.

Chromatografické spracovanie extraktu poskytnutého Skolitelom, izolacia jedného
alkaloidu v ¢istom stave.

Urcenie zékladnych fyzikalno-chemickych chrakteristik latky.

Spolupraca na zisteni Ui€¢inku izolovaného alkaloidu na cholinesterazy (tj. acetylcholin-
esterazu a butyrylcholinesterdzu) a jeho antioxida¢ného uc¢inku (DPPH test).

Vyhodnotenie vysledkov a spracovanie pisomnej prace.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Alzheimerova choroba

Degenerativne  ochorenia CNS  patria medzi chronické neprenosné ochorenia.
Neurodegeneracia je situdcia, pri ktorej dochadza k ubytku Specifickych skupin neurénov
anaslednému  klinickému prejavu.'® Prikladmi neurodegenerativneho ochorenia je
Parkinsonova’ a Alzheimerova choroba®. Demencia je syndrom spdsobeny chronickym alebo
progresivnym poskodenim mozgu. Dochadza k poruche vysSich nervovych kortikalnych
funkecii, napriklad pamite, myslenia, orientacie, chépania, re¢i, usudku a schopnosti u¢enia sa.
Vedomie ale nebyva zastreté.'> NajéastejSou pri¢inou demencie je Alzheimerova choroba,
tvori 50-70 % vsetkych pripadov.” Okrem porGch kognitivnych funkcii vyskytuju sa
u alzheimerovskych pacientov tiez poruchy nalad a afektov, spravania a spanku a oznacuju sa
ako behaviordlne a psychologické symptomy demencie. Alzheimerovu chorobu moZno
charakterizovat’ ako postupne a kradmo rozvijajicu sa demenciu s globalnym postihnutim
kognitivnych funkcii a aktivit denného zivota as cCastym vyskytom behaviordlnych
a psychologickych symptémov, bez vyrazneho kolisania, s linedrnym zhorSovanim. Konci
smrtou. Ochorenie je velmi narocné z hladiska zdravotného, socidlneho iekonomického

a vyrazne znizuje kvalitu Zivota opatrovnikov, predovietkym rodinnych prislusnikov.'

3.1.1 Epidemiologia

Incidencia je pocet novych pripadov ochorenia zaznamenanych v ur¢itom ¢asovom obdobi
v populdcii s rizikom vyskytu ochorenia. Prevalencia je pocet pripadov ochorenia v celej
skimanej populacii. Incidencia iprevalencia Alzheimerovej choroby svekom stipa,
pretrvava vSak diskusia o tom, ¢i je rastici vyskyt viazany na vek alebo na proces starnutia.
Vo vyssom veku si Zeny ochorenim postihnuté &astejsie nez muzi.'® U ochorenia su
rozliSované dve formy: familiarna (5-10 % vsSetkych pripadov) a sporadicka (90-95 %
vsetkych pripadov). Okrem toho existuje familarna forma s rannym, skorym zaciatkom, ked’
nastup priznakov nastane do 60. roku Zivota, a familidrna forma Alzheimerovej choroby
s neskorym zagiatkom, s nastupom priznakov po 60. roku.'* Incidencia presenilnej formy sa
pohybuje vo vekovej skupine 40-60 rokov okolo 2,4/100 000 osob/rok, u neskorej formy to je

okolo 120-130/100 000 osdb/rok. Pocinajuc vekom 62,5 roku zdvojnasobuje sa prevalencia



Alzheimerovej choroby kazdych 4,5 roka.'® Ochorenie postihuje priblizne 5 % populacie
vo veku 65 rokov, vo veku nad 85 rokov nim trpi aZ polovica populacie.” Alzheimerova
choroba je teda ochorenie predovsetkym vysSieho veku a s predlzujicim sa vekom populacie

pribuda pocet alzheimerovskych pacientov.

3.1.2 Patofyziologia

Prirodzeny proces starnutia sprevadzajii zmeny mozgu. Tieto zmeny sa prekryvaji do urcitej
miery so zmenami pozorovanymi pri Alzheimerovej chorobe. Dochadza k poklesu hmotnosti
a velkosti mozgu, k roziirovaniu mozgovych komor ak numerickej atrofii neurénov.'?
Numericka atrofia neurénov v priebehu ochorenia prevysuje atrofiu sprevadzajucu klinicky
normalne starnutie. Deje sa tak v mozgovej kore i podkorovych oblastiach a dosledkom je
poskodenie projekénych oblasti. Mechanizmus zaniku neurénov nie je objasneny. Vyvoj
choroby sprevadzaji tiez zmeny dendritickych systémov vratane synapsii, zmeny
zodpovedajii stupiiu postihnutia kognitivnych funkcii.'® Klasické diagnostické znaky
Alzheimerovej choroby si1 senilné plaky a neuronalne klbka, anglicky tangles.'* Senilné plaky
sa v histologickych rezoch javia obvykle ako 10-200 pum velké, nepravidelne okruhle,
heterogénne utvary obsahujice amyloid. Vyskytuji sa nendhodne i v priebehu fyziologického
starnutia. mozgu, Alzheimerovu chorobu viak sprevadzaji vo vy$Som poéte.'’
Pri Alzheimerovej chorobe sa ukladd v jadrach senilnych plakov, ale iv stenach ciev
amyloidovy [-protein (tiez: B-amyloid). Vznikd odStiepenim z prekurzorov sthrnne
nazyvanych amyloidovy prekurzorovy protein (APP) &innostou enzymov sekretaz.'® '
Pozostava z 39 a7 43 aminokyselin.'” APP je transmembranovy glykoprotein, ktory sa
pravdepodobne podiela na raste a plasticite neurénov atym i na procesoch ucenia sa
a pamitania si.'”> Neuronalne klbka vyzeraju v optickom mikroskope ako chumage hrubsich
vlakien, pripadne pripominaju plamienok alebo tenisovu raketu, ktoré prestupuji cytoplazmu
neuréonu. Imunochemické Stadie dokazali, ze ich podstatnou zlozkou je t-protein, protein
s nizkou molekuldrnou hmotnost'ou asociovany s mikrotubulmi; vézba t-proteinu na tubulin
Startuje jeho polymerizaciu a defosforylovany protein sa zuCastiiuje na stabilizacii
mikrotubulov. V klbkdch sa rt-protein objavuje v jednoduchSej izoforme améd vysSiu
molekulovi hmotnost, ktord je podmienena hyperfosforylaciou. Okrem hyperfosforylacie
mbZe sa na vzniku klbiek z¢astiovat’ aj glykozylacia a ubikvitinizacia.'’

Nie je jasné, ktord udalost’ je z pohl'adu zaniku neur6énov a rozvoja Alzheimerove;j

choroby rozhodujuca, ale do popredia sa dostavaju dve hypotézy. Prva povazuje za klicovu
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udalost’ poruchu metabolizmu APP. APP podliecha aktivite PB- andsledne y-sekretazy,
produktom Stiepenia je PB-amyloidsy a B-amyloids, (indexy vyjadruji po€et aminokyselin
vretazci). Tie po agregacii vytvaraji jadro neuritickych plakov. Nasleduje retazec
neurotoxickych javov (tzv. amyloidova kaskada), napriklad oxidac¢ny stres, excitotoxické a
imunologické deje, ktorych ddsledkom je zénik neurénov a rozvoj demencie. Vznik
neurondlnych klbiek ma byt az druhotnd udalost. Naopak, druhd hypotéza povazuje
za rozhodujuci vznik neurondlnych klbiek: pri Alzheimerovej chorobe amyloid zvySuje mieru
fosforylacie t-proteinu, nastava porucha vystavby mikrotubulov a agregicia t-proteinu
do tangles. Dosledkom je opdt zanik neurénov a demencia. Vyskum naznacuje spojitost’

oboch javov prostrednictvom zmien v uréitych signalnych kaskadach. '

3.1.2.1 Cholinergna hypotéza

Prvé tedria, ktora sa pokusila o vysvetlenie biochemickej podstaty Alzheimerovej choroby,
bola tzv. cholinergna hypotéza.'” Podla nej je za jeden z najddlezitejsich nélezov suvisiacich
s ochorenim povazovany deficit cholinergnej (tj. acetylcholin vyuzivajicej) neurotransmisie a
predpokladd, Ze kognitivny rozvrat v priebehu ochorenia je vo vztahu k nedostatocnosti
centralnych cholinergnych funkcii.'' Pri Alzheimerovej chorobe je patologicky znizena tvorba
i vydaj acetylcholinu.’

Acetylcholin pdsobi v organizme ako neurotransmiter centralneho i periférneho
nervového systému. V mozgu poOsobi stimulacne, prostrednictvom tzv. muskarinovych
a nikotinovych receptorov. Nikotinové receptory sa uplatiuji vo velkej miere ako
heteroreceptory na glutamatergnych, serotoninergnych, GABA-ergnych i dopaminergnych
neurdnoch, ich stimuldcia zvySuje uvolfiovanie prisluSnych transmiterov. Acetylcholin je
vyznamne zapojeny Vv procesoch suvisiacich s pamédtou, ucenim sa, pozornostou,
motorikou.'"*’

V cholinergnych neurdnoch je syntetizovany acetyldciou cholinu acetylkoenzymom
A prostrednictvom enzymu cholinacetyltransferdzou. Degraddciu na cholin a acetat
zabezpecuju hydrolytické enzymy cholinesterdzy. V neurénoch a v okoli synapsii to je
predovSetkym  substratovo  SpecifickejSia  acetylcholinesteraza, v plazme, peceni
a za normalnych okolnosti len v obmezdenej miere tieZ v neurénoch butyrylcholinesterdza
(tiez: pseudocholinesteraza).”® Aktivita butyrylcholinesterazy je ale pri Alzheimerove;

chorobe v CNS patologicky zvysena.’
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V druhej polovici 70. rokov 20. storoCia bolo zistené, ze v mozgoch pacientov
trpiacich Alzheimerovou chorobou je obvykly pokles cholinergnej aktivity. Tento fakt sa
spolu s experimentalnymi Studiami, ktoré skimali poruchy pamite u mladych l'udi navodené
latkou s centralnym anticholinergnym posobenim a schopnost’ zvratit' tato poruchu
nepriamym cholinomimetikom fyzostigminom, stal zakladom cholinergnej hypotézy."’

Uvedené skutocnosti viedli k vyvoju latok oznaCovanych ako inhibitory
cholinesteraz, pripadne inhibitory acetylcholinesterazy (AChEI), ak ich zavéadzaniu
do klinickej praxe v nadeji, ze zabrania kognitivnemu upadku alzheimerovskych pacientov.
Klinické skusenosti viedli k poznatku, Zze AChEI sice poskytuju ur¢ité symptomatické
zlepSenie stavu, no z dlhodobej perspektivy nezabrania postupu ochorenia. Navyse, nie vSetci
pacienti vykazuju pozitivnu odozvu na liecbu v porovnani s placebom. Preto myslienka, Ze
nedostatocnost’ cholinergnej neurotransmisie je sama o sebe pri¢inou ochorenia, nie je dnes
vieobecne uznavana.'’

Craig et al.'’ vSak maju na vyznam poklesu cholinergnej aktivity iny pohlad.
Predpokladaju, Ze acetylcholin sprostredkiva kompenzacné mechanizmy (napriklad
neurogenézu, produkciu neurotrofnych faktorov, zmeny v dendritickom vetveni), ktoré su
sucastou procesov ucenia, paméite a funkénej obnovy po poskodeni. Deficit cholinergne;j
neurotransmisie by tak obmedzoval moZnosti mozgu vyrovnat’ sa s rizikovymi faktormi, ktoré

sa vo zvySenej miere vyskytujli pocas starnutia.

3.1.3 Etiologia

v . - , , . v 7 s . . 8 )
V sucasnej dobe nie st zname jednoznacné priciny Alzheimerovej choroby.” Pravdepodobna

je multifaktorialna etiologia, na ktorej sa podielajii genetické i environmentélne &initele.''

3.1.3.1 Dedi¢nost’, vek

Overenymi rizikovymi faktormi pre vznik Alzheimerovej choroby st vek a familiarna
agregacia pripadov ochorenia. Predpoklada sa, ze familidrna agregacia spojend s vysokym
relativnym rizikom je podmienend kombinaciou genetickych vplyvov s vplyvmi vonkajSieho
prostredia. Je popisanych niekol'ko mutacii génov pre APP a proteiny presenilin 1 a 2.
Takmer u vSetkych nositelov tychto mutécii dojde k vyvoju ochorenia. Tieto gény sa preto
oznatujii ako deterministické. Stvrtym genetickym faktorom, ktory ovplyviluje vyvoj

ochorenia, je gén pre apolipoprotein E. Polymorfizmus génu kédujiceho apolipoprotein E je
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dedicny rizikovy faktor ovplyvilujuci vnimavost’ pre neskord formu ochorenia; nositelia
réznych genotypov st vystaveni roznej miere rizika ochorenia. Alzheimerova choroba je
geneticky komplexné a heterogénne ochorenie. Deterministické gény spolu s génom

pre apolipoprotein E vysvetluju asi 30 % genetického rozptylu choroby.'?

3.1.3.2 Oxidacny stres

Nerovnovaha medzi vznikom latok (peroxidovej a radikalovej povahy), ktoré maju oxida¢nt
aktivitu, a antioxidaénymi procesmi, ktord je vychylend na stranu oxidantov, vedie
k poskodzovaniu bunkovych Struktir, najmid proteinov, lipidov a DNA. Takuto situaciu
oznatujeme ako oxida&ny stres."

Cai et al."’ poukazujii na ulohu oxida¢ného stresu v patogenéze Alzheimerovej
choroby. Oxidacny stres je javom, ktory podnecuje, sprevadza a prepdja navzijom dalSie
patogenetické procesy, predovsetkym tvorbu a ukladanie neurotoxického B-amyloidu, rozvoj
chronického neuronalneho zapalu a rozsiahlu apoptoézu. Vztah oxida¢ného stresu k uvedenym
procesom ma charakter ,,zacarované¢ho kruhu®. Ich sucast'ou je totiz produkcia d’al§ich latok
s oxidacnymi vlastnostami. Napriek tomu, Ze stale nie je isté, ¢i je oxidacny stres zékladnou
pri¢inou vzniku a rozvoja Alzheimerovej choroby, jeho zdsadny vyznam je pravdepodobny.

Preto je potencidlnym cielom pre terapeuticky zasah.

3.1.3.3 Mitochondrialna dysfunkcia

Zdé sa, ze mitochondrie by mohli zohravat’ kIi¢ovu ulohu v rozvoji Alzheimerovej choroby.
Somatické mutacie mitochondridlneg DNA mozu sposobit’ poruchy energetického
metabolizmu, vzostup oxidaéného stresu ahromadenie p-amyloidu. Uvahy o alohe
mitochondridlnej dysfunkcie by mohli vysvetlit mnohé biochemické, genetické a patologické
rysy sporadickej formy ochorenia. No napriek dokazom o poruchach funkcii mitochondrii
pri Alzhemerovej chorobe addokazom o poskodeni kognitivnych funkcii u pacientov

. o .. . , . 1 21
s mutadciami mitochondridlnej DNA, nebola ziadna mutécia s ochorenim spojené kauzalne.

3.1.3.4 Infekcie

V poslednych desatrofiach sa zvazuje moznost, Ze infiltrdcia mozgu infekénymi

organizmami moZe vyustit do vyvoja Alzheimerovej choroby. Z mnoZzstva predpokladanych
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povodcov CNS infekcii najviac zvazované su virus herpesu simplex typu 1 (HSV-1),
Chlamydophila pneumoniae a niekol’ko typov spirochét.'* Skumany je i vyznam Helicobacter
pylori.* V suvislosti s inicidciou ochorenia alebo dokonca urychlenim progresie vzbudzuj

zéujem i periférne infekcie.'*
3.1.3.4.1 Virus herpesu simplex typu 1

V populacii starsej ako 50 rokov az 100 % jedincov je nositelom latentnej formy virusu.'*
Prepokladd sa, Ze v spojitosti s ur€itymi genetickymi faktormi nositel'a mohol by HSV-1
migrovat’ do niektorych oblasti mozgu a po reaktivacii sposobit’ lokalizovanu encefalitidu
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zodpovednt za patologické zmeny pozorované pri Alzheimerovej chorobe. ™

3.1.3.4.2 Chlamydophila pneumoniae

Chlamydophila pneumoniae je intracelularny patogén, ktory spdsobuje mnozstvo réznych
akatnych i chronickych infekcii.”* Praca Balina et al.”> poukazala na mozny vztah
Chlamydophila pneumoniae a Alzheimerovej choroby; u 90 % vzoriek mozgov postihnutych
ochorenim bol pozitivny nalez patogénu. Holmes a Cotterell'* uvadzaji, Ze bola popisana
schopnost’ patogénu uviest neurén do stavu chronického zapalu a nepodliehat’ apoptoze.

Predpokladanym désledkom je vzostup produkcie amyloidu.
3.1.4 Farmakoterapia

Pretoze nie je znamy jednoznacny kliacovy faktor, ktory by bol zodpovedny za vznik
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ochorenia’, a dneSny stav poznania skor naznacuje, Ze etiologia ochorenia je komplexna,
neexistuje zatial’ kauzalna liecba. Terapia sa zameriava na zasah do moZznych patogenetickych
mechanizmov.” Efektivnej$iu lietbu umozni aZ objasnenie ich prepojenosti a vzajomnych
vztahov.® Stdasnia farmakoterapia Alzheimerovej choroby spoéiva v ovplyvitovani
symptomatologie a priebehu ochorenia s cielom spomalit’ progresiu a zlepsit' kognitivne

i nekognitivne funkcie.” *%

K dispozicii st dve hlavné skupiny latok, ktorych pouzivanie je
zalozené na dostatoénych dokazoch: inhibitory cholinesterdz a antagonisty N-metyl-

D-aspartatovych receptorov (jedinou prakticky pouzivanou latkou je memantin) .*
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3.1.4.1 Inhibitory cholinesteraz (kognitiva)

Vyuzitie inhibitorov cholinesterdz vychadza z cholinergnej hypotézy.27 V pripade
Alzheimerovej choroby st dnes lickom prvej volby™, a to predovietkym pre tadia ahkej
astredne tazkej demencie, ale §tadie dokézali Gginky aj pritazkych demenciach.®?°
Priaznivo ovplyviiuju kognitivne aj behavioralne symptomy ochorenia®®. Zakladnym
mechanizmom uc¢inku je inhibicia enzymov katabolizujucich acetylcholin, tj. inhibicia
acetylcholinesterazy, pripadne i butyrylcholinesterdzy. Tym dochddza k zvySeniu aktivity
acetylcholinu v synaptickej $trbine a posilneniu cholinergnej neurotransmisie. Jednotlivé latky
odliuje navzajom podrobnejiia farmakologicka a klinicka charakteristika.”® V s¢asnej dobe

sti v Ceskej republike k dispozicii tri latky: donepezil, rivastigmin a galantamin.® **

3.1.4.1.1 Syntetické latky

3.1.4.1.1.1 Donepezil

Donepezil je po chemickej strdnke derivat piperidinu. Vyvoldva reverzibilna
a nekompetitivnhu inhibiciu acetylcholinesterazy. Pdsobenie na butyrylcholinesterazu je
relativne slabé, ma teda maly G&inok v oblasti periférie. Je obvykle dobre znaany.”
3.1.4.1.1.2 Rivastigmin

Rivastigmin, ktorého chemicka §truktura vychadza z kyseliny karbamovej”, je dualny
inhibitor, sucasne blokuje obe formy cholinesterdzy. Blokdda ma pseudoreverzibilny
charakter (latka je do svojej metabolizdcie viazand na enzym niekol'ko desiatok minut,
inhibicia v§ak pretrvava az 12 hodin), ¢o prispieva k minimu neziaducich G&inkov.*®

3.1.4.1.2 Latky prirodného povodu

Prirodné latky sa ukazali byt perspektivnym zdrojom Struktir s terapeutickym potencidlom.

Inhibi¢ny uc¢inok na cholinesterazy prejavili napriklad niektoré alkaloidy.
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3.1.4.1.2.1 Galantamin

Galantamin je benzoazepinovy alkaloid®!, po prvy raz bol izolovany z Galanthus woronowi
z elade Amaryllidaceae."” Bol zisteny i v inych ¢eladiach (napriklad Agavaceae), rastliny
z Amaryllidaceae st ale najbohat$im prirodnym zdrojom. Galantamin reverzibilne a prakticky
selektivne inhibuje acetylcholinesterdzu. Okrem toho posobi ako alostericky modulator
na nikotinovych receptoroch. Moduldcia zahffia zvySenie afinity acetylcholinu k vézbe
na receptor a zvysSenie priepustnosti jeho iénového kanalu. To podporuje uvolfiovanie
acetylcholinu 1dalSich neuromedidtorov a priaznivo ovplyviiuje kognitivne funkcie
i behavioralne a psychologické symptémy choroby.’ Slazi tiez ako §tandard pri posudzovani

inhibiénej aktivity voéi acetylcholinesteraze."

3.1.4.1.2.2 Huperzin A

Huperzin A je seskviterpénovy alkaloid®, po prvy raz izolovany z Huperzia serrata'
z delade Huperziaceac™. H. serrata ma uplatnenie v tradi¢nej ¢inskej medicine pri lietbe
horacky, zapalov, schizofrénie. Huperzin Aje silny reverzibilny inhibitor
acetylcholinesterazy, uc¢inny v nanomolarnych koncentraciach. Okrem toho potlaca ubytok
neurénov, ktory je zapriCineny neurotoxicitou sprostredkovanou glutamatom. Vyhodné
farmakologické vlastnosti a minimum vedlajsich u¢inkov vzbudzuji zaujem; v CLR je
klinické vyhodnocovanie uz vo $tvrtej faze.”> Je mozné olakévat, Zze huperzin A sa dostane

v dohladnej dobe na zoznam lie¢iv uréenych pre terapiu Alzheimerovej choroby."

3.2 Peumus boldus Mol.

3.2.1 Popis rastliny

Peumus boldus Mol., slovensky boldovnik lie¢ivy’®, &esky boldovnik vonny’®, z elade
Monimiaceae (boldovnikovité) je vzdyzeleny dvojdomy az 6 metrov vysoky ker alebo maly
strom s hustou korunou®’. Rastie hojne v centralnom Cile, medzi 33° a39° juznej $irky,
v oblasti so stredozemskou klimou'’, na suchych aslneénych pahorkatinach, kde spolu
s dalsimi krovinami tvori husté hustiny. Vytvara hroznovité stikvetia bielych alebo zltych
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vyrazne vonlavych kvetov s poc¢etnymi ty¢inkami. Plodom su Zltasté aromatické kostkovice.
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Vo farmacii sa uplatiiuje list tvoriaci drogu Boldo folium®®, okrem toho sa listy v Cile
pouzivaju ako korenina a pre garbiarske a farbiarske ucely sa vyuziva tiez kora s obsahom

trieslovin®’.
3.2.2 Boldo folium (boldovnikovy list)

Listy maju $edozelené sfarbenie, st silné, tuhé a krehké®®, 3 az 6 cm dIhé a 2 az 4 cm §iroké®’,
s kratkou listovou stopkou. Listovy vrchol je tupy, slabo zaspicateny alebo hrotity, na baze su
listy utaté alebo zaokrthlené. Listova cepel ma tvar vajcovity alebo elipsovity, je
celistvookrajova, mierne zvlnenad, jej okraj je zhrubnuty a mierne podvinuty. Vrchna strana
Cepele je drsnd, s mnohymi malymi vyklenutymi hrbol'¢ekmi as vpadnutou perovitou
zilnatinou, na spodnej strane je Zilnatina vyklenuti a hrboldeky st menej zretelné®
(obrazok 1).

Mikroskopické pozorovanie upraskovanej drogy ukazuje charakteristicky obraz’™:
pod pokozkou vrchnej strany listu sa nachddza hypoderma pozostavajiica z jedného az troch
radov buniek’’ srovnymi alebo mierne zvlnenymi ruzencovito zhrubnutymi stenami’*;
hypoderma je miestami roziirena do viacvrstvych hrboléekov nesucich krycie trichomy’’.
Po hypoderme nasleduje dvojrady palisadovy parenchym a hubovity parenchym, v ktorom st
pritomné velké okruhle silicové bunky; bunky hubovitého parenchymu obsahuju jemné
ihlickovité krystaly. Na spodnej strane listovej ¢epele st pocetné prieduchy, ktoré sprevadza
Styri az sedem podpornych buniek’®, apritomné trichdmy su zasadené v pokozke
bez hrboléekov’’. Krycie trichomy si jednobunkové, dvojklanné alebo hviezdicovito
usporiadané®. Cievne zvizky sprevadzaju sklerenchymatické vlakna’” a zdrevnatelé
bodkované parenchymatické bunky’®.

Droga mé charakteristicky pach.”® Je vyrazne korenisty, pripomina askaridol a métu

. - 37
piepornt.
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. a
Obr. 1 Snimka rozdrobeného ususeného listu boldovnika; zretel’ny je tuhy a krehky charakter drogy,
hrbol’¢eky licnej strany a Zilnatina vystupujica na rubovej strane cepele

3.2.3 Obsahové latky

Boldovnik, predovsetkym jeho list, v menSej miere ikora, je zpohladu sekundarnych
metabolitov zaujimavy a vyuzivany najmi pre obsah silice a fenolickych latok sensu lato

a alkaloidov.
3.2.3.1 Silica

Boldovnikové listy obsahuju priblizne 2 % silice; Schindler®® uvadza 2 % az 2,6 %, podiel,
ktory ziskali destilaciou suchych listov s vodnou parou Urzua et al.*’, predstavoval 2 %.
Bruns aKoehler*' identifikovali s vyuzitim plynovej chromatografie a hmotnostnej
spektrometrie 38 zloziek, Miraldi et al.** a Vila et al.*® az 46, Urzua et al.** zmiefuju 18 latok.
Podra Vila et al.* pozostava silica prakticky z monoterpénov (90,5 %).

Udaje o jednotlivych zlozkach a ich zastipeni sa do zna¢nej miery roznia. Ako
hlavné zlozky boli najéastejsie identifikované askaridol (Bruns a Koehler*' cca 16 %; Miraldi
et al.*? cca 21 %, resp. 39 %; Urzua et al.* cca 6 %), 1,8-cineol (Bruns a Koehler*! 16,0 %;
Miraldi et al.** a Vila et al.** cca 12 %; Urzua et al.*’ cca 27 %) a p-cymén (Bruns a Koehler"'
cca 29 %; Vila et al.” cca 14 %; Urzua et al.** cca 27 %). Podla Vila et al.*® mal najvyssie
percentudlne zastupenie limonén (17,0 %). Okrem tychto uvadzaju sa tiez sabinén,

4-terpineol, B- inén40, -felandrén® a dralsie.
p P
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3.2.3.2 Fenolické latky

Simirgiotis a Schmeda-Hirschmann®, ktori chromatografickymi metédami analyzovali vodné
nalevy pripravené z boldovnikovych listov, zistili v droge viac ako 40 fenolickych latok:
predovsetkym 26 flavonolovych glykozidov (aglykony ktorych boli kvercetin, izoramnetin
a kempferol), (+)-katechin, 20 proantocyanidinov s roznym stupiiom polymerizacie (dimér az
tetramér) a fenolické kyseliny (ferulova, hydroxychlorogenova, kavova a syringova). Autori
pripist’aji moznu variaciu obsahu fenolickych latok v zavislosti od pohlavia a miesta vyskytu

zdrojovej rastliny.

3.2.3.3 Alkaloidy

h45, 46, 47, 48 49, 50, 51

Pritomnost’ alkaloidov bola zaznamenana v listoc i kore . Zastupenie
jednotlivych latok aich mnoZstvo v organoch rastliny je do urcitej miery rozdielne. Obsah
alkaloidov ovplyviiuju tiez niektoré faktory, napriklad intenzita svetla pocas rastu listov
a obdobie ich zberu.”® Podiel alkaloidov v kére (v suvislosti s ich predpokladanou tlohou
v patofyziologickych procesoch) mdze vyznamne zavisiet na stresovych podmienkach
prostredia, na veku rastliny, okolnostiach skladovania a podobne. '

Analyza alkaloidnych frakcii z listov boldovnika pomocou chromatografickych
met6d odhalila minimalne 17 latok™, ktoré sa chemickou §truktirou radia do rozsiahlej
skupiny derivatov benzylizochinolinu'’ M (tabulka 1). Za hlavny alkaloid boldovnika —

listovej drogy i kory — je povazovany boldin'® (obrazok 2).

) Zaujimavy je tdaj o vyskyte chinolizidinového alkaloidu sparteinu v listovej droge, ktory uvadzaju
Schindler’” a Valonzuela a Rebolledo™. Vzhladom na to, 7e neskorsia literatira sa o sparteine nezmiefiuje’’,
ana odlisnu biosyntetickii cestu vzniku ako u benzylizochinolinovych alkaloidov, je namieste zdrzanlivost’
k faktu jeho pritomnosti v Peumus boldus Mol.

19



Tab. 1 Niektoré z alkaloidov Peumus boldus Mol.; zvyraznené su tie, ktoré boli podPa dostupnych udajov
v literature identifikované v listovej droge

Alkaloid \ Strukturalny typ
boldin’’ aporfinovy
izoboldin" aporfinovy
6a,7-dehydroboldin™ aporfinovy
glaucin™ aporfinovy
izokorydin" aporfinovy
norizokorydin® aporfinovy
izokorydin-N-oxid ™ aporfinovy
laurotetanin’’ aporfinovy
N-metyllaurotetanin® aporfinovy
laurolitsin”’ aporfinovy
pronuciferin® proaporfinovy
sinoakutin® morfinanovy
retikulin™® benzyltetrahydroizochinolinovy
koklaurin®' benzyltetrahydroizochinolinovy

) Substituenty
boldin CH; — OH | OCHj; — OCHj3; OH
izoboldin CH; — — OCHj3; — OH OCHj3;
izokorydin CH; - - OCH; OH OCH; | OCH;
norizokorydin H — — OCH; OH OCH; | OCH3
izokorydin-N-oxid CH3 o) — OCH; OH OCH; | OCH;
laurotetanin H — OH OCH; — OCH; | OCH;
N-metyllaurotetanin | CHj — OH | OCH; — OCH; | OCHj3
laurolitsin H — OH OCH; - OCH; OH

Obr. 2 Struktiira aporfinovych alkaloidov Boldo folium (upravené podl’a Blaschek et al.”")
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H5CO

HO CH3

HO

H3CO
Obr. 3 Struktira retikulinu

3.2.3.3.1 Obsah

Celkovy obsah alkaloidov v liste sa pohybuje najcastejSie medzi 0,2 % az 0,5 % hmotnosti
zdrojovej drogy. Schindler”” udava 0,25 % az 0,535 %, podla Riieggera® tvoria alkaloidy
0,4 % az 0,5 % hmotnosti materidlu susenych listov. Na alkaloidy bohatd vzorka drogy,
s ktorou pracoval Vanhaelen48, obsahovala az 0,70 % alkaloidov.

O celkovom obsahu alkaloidov v kére del Valle et al.'®

tvrdia (s odvolanim
na Cassels a Speisky), Ze priblizne 75 % kérovych alkaloidov zodpoveda boldinu, a d’alej
uvadzajl, Ze jeho obsah variuje od 2,6 % (s odvolanim na Cassels a Speisky™) do 6,3 %
(s odvolanim na Urzua a Acuna®’) hmotnosti.

Udaje o mnozstve alkaloidov, ktoré uvadza literatiira, mézu zavisiet na zvolenej

analytickej metode.'®

3.2.3.3.2 Metddy izolacie

VSeobecny postup izolacie alkaloidnych latok zrastlinného materidlu spociva v ziskani
sumarneho extraktu, ktory by obsahoval vSetky alkaloidy pritomné v listovej droge, a v jeho
naslednom precisteni. Pri tom mozno s vyhodou vyuzit' pritomnost’ dusikového atomu
v molekule. U primarnych, sekundarnych a tercidrnych alkaloidov disponuje dusikovy atom
volnym elektronovym parom, ktory posobi ako Lewisova baza. Vhodnymi opakovanymi
upravami pH extrakénych cinidiel dochddza k rozdeleniu alkaloidov medzi nepolarne
organické rozpusitadld avodni fazu. Riiegger™ listova drogu upravil zvlh&enim 5%
hydroxidom aménnym andsledne extrahoval alkaloidy nepolarnym organickym

rozpustadlom. Po jeho odpareni a rozpusteni odparku v metanole ziskal sumdrny extrakt.
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Speichert et al.>® extrahovali alkaloidy z listov acidifikovanou vodou, z ktorej po alkalizacii
reextrahovali alkaloidy trichloretylénom, nasledne 10% hydrogénsiranom sodnym
a chloroformom. Po zahusteni previedli alkaloidny extrakt do nepolarneho organického
rozpuitadla (petroléter) a pritomné alkaloidy separovali. Van Hulle et al.’’ ziskali extrakty
perkolaciou etanolom.

Na separaciu jednotlivych alkaloidov sa najastejSie pouZzivaji chromatografické
metody. Riiegger” vykonal kvalitativnu analyzu pomocou papierovej chromatografie
(formamid ako stacionarna faza, zmesi chloroformu a butanolu ako mobilna faza), na d’alSie
pregistenie pouzil oxid hlinity. Vanhaelen®™ zaloZil separciu na chromatografii s kyslym
oxidom hlinitym a naslednej extrakcii eluatov. Jednotlivé alkaloidy identifikoval pomocou

tenkovrstvovej chromatografie na silikagéli.
3.2.3.3.3 Biologicka aktivita

Alkaloidy st latky s velkym potencidlom interagovat so Struktirami organizmov, ako su
receptorové komplexy ¢i enzymy. Ddsledkom je Siroké spektrum ich biologickych ucinkov.
Niektoré alkaloidy su tiez schopné zasiahnut' do oxidacnych procesov sprostredkovanych
radikédlovymi Casticami a ovplyviiovat' tak urcité patologické stavy. Alkaloidy pritomné
v listoch boldovnika (tabulka 1) boli v minulosti i v sucasnej dobe predmetom vyskumu,

ktory prakticky u vsetkych viedol k popisu biologickej aktivity.
3.2.3.3.3.1 Antioxida¢na aktivita

Schmeda-Hirschmann et al.”® dokazali, Ze vodny extrakt boldovnikovych listov ma schopnost’
zhéasat’ vol'né radikély (FRS). V teste schopnosti inhibovat’ peroxidaciu lipidov v erytrocytoch
prejavil boldin (ICso = 12,5 pg/ml) priblizne Sestkrat vysSiu aktivitu ako (+)-katechin (ICso =
75,6 pg/ml). Napriek tomu, ako vyplynulo z d’alSich analyz, FRS uc¢inok extraktu je odvodeny
najmi od pritomnych fenolickych latok, predovsetkym (+)-katechinu, ked’ze stanoveny pomer
obsahu (+)-katechinu a celkového obsahu alkaloidov, pocitaného ako boldin, v droge bol

159

37:1. Kpodobnym zaverom dospeli iQuezada et a Zo starSich prac dokazujucich

antioxidaéné vlastnosti boldinu mozno zmienit' §tadiu z roku 1991, v ktorej Valenzuela et al.*
popisali jeho schopnost’ inhibovat’ spontdnnu i indukovanu oxidéaciu rybieho oleja. Okrem
boldinu prejavili vyznamné antioxidacné vlastnosti tiez d’alsie alkaloidy. Udaje o schopnosti

izoboldinu inhibovat’ peroxidaciu lipidov prezentovali vo svojej praci Martinez et al.”' Lee et
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al® stanovili  inhibi¢na aktivitu izokorydinu voéioxidacii LDL ICsy = 2,4 pM
(pre porovnanie: hodnota aktivity probukolu, ktory v teste pouzili pre pozitivnu kontrolu, bola
ICso = 6,8 pM). Podra vysledkov tudie autorov Arango et al.%> prejavil N-metyllaurotetanin
v porovnani s butylhydroxyanizolom, ktory pouzili ako Standard, miernu schopnost’ FRS
(NmLT: ICsp = 90,6 uM; BHA: ICso = 44,4 uM). FRS vlastnosti niekol’kych izolovanych
alkaloidov vratane boldinu, norizokorydinu, laurotetaninu, N-metyllaurotetaninu, laurolitsinu
a retikulinu skamali Zhao et al.®* Vsetky menované latky prejavili s roznou intenzitou
pozoruhodnu schopnost’ zhaSat” DPPH radikaly, aporfinové alkaloidy boli vSak vSeobecne
ucinnejSie ako retikulin. NajvysSia aktivita bola stanovena u norizokorydinu (SCso=

14,1 pg/ml).

3.2.3.3.3.2 UtinKy sivisiace s antioxida¢nou aktivitou

Niektoré stadie uvadzaji cytoprotektivne, antinocicepéné a d’alSie ucinky, ktoré vyplyvaja
zuvedenych antioxida¢nych, respektive FRS vlastnosti alkaloidov. V tomto zmysle sa
vyskum zameral predovSetkym na hlavny alkaloid boldin.

V devidesiatych rokoch minulého storocia boli uverejnené Studie, v ktorych autori

61, 65, 66, 67, 68 : - .6l i
00 P P8 P 1izoboldinu” pred oxidaénym

popisuju in vitro protektivne vlastnosti boldinu
poskodenim hepatocytov, respektive pecenovych mikrozémov navodenym roéznymi
chemickymi noxami. Fernandez et al.® pozorovali, e nalev zboldovnikovych listov
vyznamne obmedzil peroxidaciu lipidov v peceni pokusnych mySi, ktorym bola podana
cisplatina. Autori predpokladaju, Ze tento ochranny ucinok je odvodeny od antioxidantov
obsiahnutych v néleve, predovsetkym (+)-katechinu a boldinu.

Na cytoprotektivny efekt antioxidacne posobiaceho boldinu na vaskularny systém
poukazujii prace autorov Santanam et al.”’ a Lau et al.”". Santanam et al.” §tudovali in vitro
ain vivo vplyv na tvorbu aterosklerotickych zmien. Boldin v zavislosti na ddvke vyvolal
pokles hladiny protilatok proti modifikovanym plazmatickym proteinom a tiezZ mierne znizil
plazmatickl hladinu celkového cholesterolu i LDL a mierne zvysil hladinu triglyceridov.
Vysledny 40% pokles tvorby aterosklerotickych zmien u pokusnych myS$i v porovnani
s kontrolnou skupinou prisudzuju autori predovsetkym antioxidaénym vlastnostiam alkaloidu.
Vplyv boldinu na dysfunkciu endotelu v modeli hypertenzie skamali Lau et al.”' Vychadzali
ztézy, ze sa na jej vzniku podiela oxidacny stres. Pouzitie boldinu v skupine spontanne
hypertenznych mysi endotelidlne funkcie zlepsilo. Podl'a autorov sa na vysledkoch podiel'ala

inhibicia tvorby superoxidu.
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Na zaklade vysledkov svojej $tadie Youn et al.’”> vyvodzuji, Ze boldin
prostrednictvom schopnosti inhibovat’ tvorbu melaninu a oxidaciu tiolovych funkcii a zhéasat’
kyslikové radikdly dokaze zmiernit’ mitochondridlnu dysfunkciu v mozgu, ktoru vyvolala
oxidacia katecholaminov. V pripade buniek pouzitych v experimente prejavil schopnost
obmedzit' apoptézu indukovanii dopaminom. Konrath et al.”’ vystavili in vitro nervové
tkanivo hipokampu krysy podmienkam glukézovej a kyslikovej deprivacie a naslednej
reoxigendcii. Tieto okolnosti napodobniujiice podmienky ischémie mali vyznamne negativny
dopad na zivotaschopnost” buniek, autori zaznamenali zvySeny Unik laktatdehydrogenazy
do inkuba¢ného média a zvySent tvorbu volnych radikdlov. Vo vzorkach tkaniva, ktoré boli
pocas expozicie uvedenym podmienkam apo nej inkubované v pritomnosti boldinu
v koncentrécii 10 uM, sa prejavila zvySend Zivotaschopnost’ buniek. Autori tiez uvadzaja, ze
vo vysSich koncentraciach (100 pM) ma boldin prooxidaéné U¢inky a mbze spoOsobit
tkanivové poskodenie.

Zhao et al.®* skumali v dvoch in vivo experimentoch antinocicepéné uéinky boldinu,
norizokorydinu, laurotetaninu, N-metyllaurotetaninu, laurolitsinu a retikulinu. V prvom
experimente vSetky testované alkaloidy znatelne potlacili u mysi v davke 20 mg/kg t. h.
prejavy bolesti (abdominalne kontrakcie) vyvolané intraperitonedlnou aplikéciou roztoku
kyseliny octovej. Norizokorydin mal spomedzi testovanych alkaloidov najvysSiu aktivitu,
s 83,5% inhibiciou prejavov dokonca prekonal referencnu latku indometacin, ktora v davke
10 mg/kg t. h. navodila 67,8% inhibiciu. Druhy experiment mal ukazat’, ¢i sa na pozorovanom
antinocicepénom ucinku podiela centralne posobenie. Autori sledovali, kol’ko casu stravili
pokusné mysi olizovanim miesta aplikacie po vstreknuti roztoku formaldehydu do zadnej
koncatiny. VSetky alkaloidy v davke 20 mg/kg t. h. do urcitej miery skratili v priebehu prvych
piatich minut (tj. faza I; bolest’ vyvolana priamou stimuldciou C vlakien) dobu prejavov
v porovnani s kontrolnou skupinou, €o naznacuje ucast’” centrdlneho antinocicepéného
poOsobenia. Norizokorydin opdt prejavil najvysSiu aktivitu, navodil 47,5% inhibiciu.
Pre porovnanie: referencna latka morfin (5 mgkg t. h.) vyvolala 86,7% inhibiciu,
indometacin (10 mg/kg t. h.) 9,6% inhibiciu prejavov vo faze 1. Autori na zaklade vysledkov
Studie predpokladaji, ze vysSie zmienend FRS aktivita tzko suavisi s popisanymi

antinocicepnymi u¢inkami testovanych alkaloidov.
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3.2.3.3.3.3 Aktivita na receptoroch pre neurotransmitery

Boldin posobi na a-adrenergnych receptoroch ako antagonista.”* > 7

Prejavuje priblizne
25-krat vyssiu afinitu k podtypu a4 ako k podtypu a5 a 15-krat vysSiu v porovnani s afinitou
k podtypu aip. Vizbova afinita k podtypom 024, tz a azc dosahuje porovnatelna urovef.”
Boldin pdsobi in vitro ako antagonista na D; a D, receptoroch pre dopamin, avSak
podl'a in vivo experimentov prejavuje v mozgu len slabu antidopaminergnt aktivitu; jednym
z vysvetleni je vtomto smere nepriaznivy charakter jeho farmakokinetiky.”” Chung et al.”®
uvadzajl, ze boldin prostrednictvom kompetitivnej vizby pdsobi na 5-HT»a receptoroch ako
agonista alebo antagonista. Na zaklade in vifro experimentu, v ktorom boldin v zavislosti
na davke inhiboval kontrakcie denervovanej mysej branice navodené acetylcholinom (ICsy =
13,5 uM), predpokladajii Kang et al.” schopnost’ priamej interakcie medzi boldinom
a postsynaptickymi nikotinovymi receptormi. V centrdlnom nervovom systéme hmyzu posobi
boldin ako $pecificky antagonista nikotinovych cholinergnych receptorov.™

V suvislosti s pozorovanym vazorelaxaénym u¢inkom izokorydinu na izolovani

krysiu aortu Sotnikova et al.*' pripustaju jeho mozny antagonizmus na o-adrenergnych

receptoroch.

3.2.3.3.3.4 Vplyv na hladku a srdcovu svalovinu

Viacero tadi®> ®" * uvadza relaxaény efekt izokorydinu na hladka svalovinu pokusnych
zvierat. Uéinok je pravdepodobne sprostredkovany aktivaciou guanylatcyklazy® a inhibiciou
influxu vapenatych kationov do bunky i1 uvolnenia intraceluldrnych zasob vapenatych

.y 82, 81
katidonov™~

. Izokorydin tiez ovplyviiuje elektrické deje nervového tkaniva a svaloviny
srdca.® ¥ % Chen et al.*’ $tudovali posobenie laurotetaninu na izolovanti krysiu aortu.
V zéavislosti od davky inhiboval laurotetanin kontrakcie vyvolané draselnymi a vapenatymi
kationmi, inhiboval tiez kontrakcie navodené fenylefrinom. Autori predpokladaju, ze
vazorelaxacny ucinok je sprostredkovany potlacenim influxu véapenatych kationov kanalmi
riadenymi napétim i kanalmi spriahnutymi s receptormi. I v pripade retikulinu je interakcia
s kanalmi pre véapenaté kationy, ktora vedie k poklesu cytosolickej koncentracie vapenatych
katibnov, pravdepodobne hlavnou pri¢inou jeho relaxaénych ucinkov na hladka

. 88, 89
svalovinu.”™
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3.2.3.3.3.5 Neurologicka aktivita

Boldin v experimente na mysiach® inhiboval stereotypické chovanie, ktoré bolo navodené
metylfeniddtom a apomorfinom, inhiboval stavanie sa na zadné koncatiny a navodil pokles
o¢nych viedok, katalepsiu a hypotermiu. Predizil trvanie anestézie vyvolanej tiopentalom a
vo¢i posobeniu harmanu a pikrotoxinu ucinkoval antikonvulzivne. Autor tiez pozoroval
vplyvom boldinu zniZené vnimanie bolestivych podnetov. Antinocicepéné Uc¢inky boldinu,
izokorydinu a niektorych d’alsich alkaloidov uvadzaji i Zhao et al.** Izokorydin inhiboval
u krys podmienené tnikové reflexy, u maciek vyvolal salivaciu, lakrimaciu, katalepsiu a

1.2 studovali

poruchu koordinacie. Podobné u¢inky sa prejavili ina psoch.”’ Watanabe et a
vplyv retikulinu na dopaminergny systém. V davke 100 pg/zviera vyvolal u pokusnych mysi

katalepsiu a pokles pohybovej aktivity.

3.2.3.3.3.6 Vplyv na povodcov infekénych ochoreni, antineoplasticka aktivita

Zo studie autorov Boustie et al.” vyplyva, Ze alkaloid N-metyllaurotetanin ma inhibi¢ni
aktivitu voci cytopatickému efektu virusu poliomyelitidy typu 2. U laurolitsinu je tato aktivita
slaba, podla Zhanga et al.”* ale prejavil vyrazny inhibi¢ny efekt na integrazu HIV-1.

Niektoré $tadie”™ °° popisali G&inok izokorydinu proti kmetiom Plasmodium
falciparum. Schopnost’ boldinu inhibovat’ rast epimastigotov Trypanosoma cruzi Studovali
Morello et al.”” Autori predpokladaju, Ze latka moZe v stvislosti s antioxidagnou aktivitou
posobit’ prostrednictvom blokddy transportu elektronov v mitochondriach trypanozom.
Antiprotozoalnu aktivitu niektorych boldovnikovych alkaloidov skumali i Fournet et al.”® a
Mollataghi et al.”” V praci Mollataghiho et al.”’ prejavili boldin, izoboldin a laurolitsin tiez
zaujimavu antifungéalnu aktivitu.

Izokorydin disponuje silnym antibakterialnym G¢inkom na stafylokoky.'*

Gerhardt et al.'"”' skiimali potencial boldinu pdsobit’ antiproliferativne na niektoré
gliomové bunkové linie. Antineoplasticku aktivitu u laurotetaninu a N-metyllaurotetaninu

uvadzaju Wang et al.'”?

3.2.3.3.3.7 Vplyv na imunitny systém

Z in vitro $tadie'® vyplyva, e boldin je efektivny inhibitor biosyntézy prostaglandinov. To je

pravdepodobne v priamej suvislosti s jehoin vivo pozorovanym antipyretickym
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a protizapalovym G&inkom. Protizipalové pdsobenie boldinu pozorovali i Gotteland et al.'**
v experimentalnom modeli akutnej kolitidy. Alkaloid obmedzil edém a tieZz zredukoval
infiltraciu tkaniva neutrofilmi. Philipov et al.'® a Zhang et al.** zaznamenali schopnost

izoboldinu potlacit’ indukovanu proliferaciu splenocytov.

3.2.3.3.3.8 DalSie biologické u¢inky
U boldinu bol zaznamenany protektivny efekt pred UV radiaciou.'** '’

Ishihara et al.'” a Yadav et al.'”” popisuju gastroprotektivne u¢inky boldinu,
izokorydinu a laurolitsinu.

Po podani boldinu a N-metyllaurotetaninu pozorovali Chi et al.''’ od davky zavisly
pokles hladiny glukézy v plazme normalnych i diabetickych pokusnych krys. Lin et al.'"
zaznamenali, Ze boldin, izokorydin, norizokorydin, N-metyllaurotetanin a laurolitsin maja
urcity inhibi¢ny efekt na intestinalnu absorbciu glukozy, respektive na glukdézové transportéry
SGLTI a GLUT2.

Boldin, laurotetanin, N-metyllaurotetanin, laurolitsin a retikulin  disponuja
antiagregaénou aktivitou.''> !> 14

Zo stadii' > ' 7 o genotoxicite boldinu vyplyva, Ze boldin neprejavil Ziadne, alebo
prejavil len slabé ovplyvnenie genetickej informacie pokusnych organizmov.

Kubinova et al.''"® a Salminen et al.'" popisuju schopnost’ boldinu, respektive
izokorydinu inhibovat’ enzymy, ktoré sa zucastiiuju na metabolizacii xenobiotik. Inhibi¢né
posobenie izokorydinu voé&i butyrylcholinesteraze $tudovali Ulrichova et al.'*® a jeho
inhibi¢ny efekt vo&i acetylcholinesteraze Hung et al.'*' V roku 2012 $tudovali vplyv troch
alkaloidov pritomnych v Peumus boldus Mol. (boldinu, izoboldinu a laurotetaninu)
na acetylcholinesterazu Mollataghi et al.”’ Laurotetanin prejavil vyrazna inhibiénu aktivitu

(ICso = 3,2 uM), porovnatelnt s aktivitou huperzinu A (ICsp = 1,8 uM).

3.2.4 Utinok a poutZitie

Spektrum indikacii pre Boldo folium je relativne $iroké a nie vzdy odévodnené.'” Najéastejsie
sa uplatiiuje v liecbe dyspeptickych poruch, hepatobilarnych ochoreni a gastrointestindlnych
spazmov.** Blaschek et al.’’ d’alej zmiefiuje u¢inok anthelminticky, sedativny, diureticky a
antireumaticky, priaznivé pdsobenie pri dne, syfilide akvapavke. Uplatiiuje sa aj

v homeopatii. Prili§ vysoké davky drogy posobia emeticky a prehanavo.
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 VSeobecné postupy

4.1.1 Priprava a uchovavanie rozpustadiel

Rozpustadla boli pred pouzitim precistené destilaciou. Prvych cca 5 % objemu
predestilovaného rozpustadla bolo kvoli moznej pritomnosti vodného azeotropu zachytenych
a odstranenych. Objem hlavnej frakcie predstavoval maximalne 95 %.

Predestilované rozpustadla boli uchovavané v nadobach z hnedého skla.
4.1.2 Odparovanie rozpust'adiel z roztokov
Rozpustadla z chromatografickych frakcii boli odparované pomocou rotacnej vakuovej
odparky za zniZeného tlaku a pri teplote 40 °C.

Rozpustadla z roztokov alkaloidov, ktoré boli uréené k Stidiu biologickej aktivity,
boli rychlo odparené pradom vzduchu v 5ml injekénych ampuliach vo vodnom kupeli
s teplotou 60 °C. Po vysuSeni boli ampule s odparkami naplnené argéonom, zatavené
a uchovavané pri -22 °C.

4.1.3 SuSenie latok

Susenie latok prebiehalo za znizeného tlaku (1,33 kPa) aizbovej teplote v zatemnenom

exsikatore pomocou silikagélu po dobu 24 hodin.

4.1.4 Tenkovrstvova chromatografia

Chromatografia na tenkej vrstve bola vykonand vzostupne v systéme normalnych komor.

Sytenie komor mobilnou fazou prebiehalo 30 mintt.
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4.1.5 Stipcova chromatografia

Stipcova chromatografia bola vykonana s vyuzitim gradientovej elucie. Stipec bol naplneny
naliatim suspenzie adsorbentu v rozpustadle. Separovany extrakt bol nandSany vo forme

trituracie s adsorbentom.

4.2 Potreby

4.2.1 Rozpustadla

Benzin, p.a.

Destilovana voda

Dietylamin, p.a. (Et,NH)

Dietyléter, p.a. (Et,O)

Etanol 95%, ¢. denaturovany metanolom (EtOH)
Chloroform, p.a. (CHCL)

Toluén, p.a. (CcHsCH3)

4.2.2 Chemikalie

Dusi¢nan bizmutity zasadity, p.a.
Jodid draselny, p.a.

Kyselina chlorovodikova, p.a. (HCI)
Kyselina vinna, p.a.

Siran sodny bezvody, p.a.

Uhli¢itan sodny, p.a.

4.2.3 Speciélne potreby pre Studie biologickej aktivity
4.2.3.1 Chemikalie

Acetyltiocholinium-jodid (Sigma-Aldrich)
Butyryltiocholinium-jodid (Sigma-Aldrich)

Citrat sodny, ¢. (Biotika)
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2,2-Difenyl-1-pikrylhydrazyl (Sigma-Aldrich)

Dihydrogénfosforecnan sodny bezvody, p.a. (NaH2POy4)

Dimetylsulfoxid, p.a.

Galantaminium-bromid (Changsha Organic Herb Inc., CCR)

Huperzin A (Tai'an Zhonghui Plant Biochemical Company Ltd., CCR)

Chlorid sodny, p.a.

Kvercetin, ¢. (Sigma-Aldrich)

Kyselina 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoova, ¢.

Trolox, €. (Sigma-Aldrich)

4.2.3.2 Pufre

P1:

P2:

P 3:

Fosfatovy pufer (pH 7.4) SmM

Roztok a: 10mM roztok NaH,PO4: 1,20 g NaH,PO, (alebo 1,38 g NaH,PO4.H,O
alebo 1,56 g NaH,P04.2H,0) sa rozpusti v 1000 ml vody.

Roztok b: 10mM roztok Na;HPOy: 1,42 g Na,HPO, (alebo 1,78 g Na,HPO4.2H,0O
alebo 3,58 g Na,HPO4.12H,0) sa rozpusti v 1000 ml vody.

Zmiesa sa 57 ml roztoku a s 283 ml roztoku b a 300 ml vody.

Fosfatovy pufer (pH 7.4) SmM

V pufti sa rozpusti tol’ko chloridu sodného, aby vznikol 150 mM roztok.

Fosfatovy pufer (pH 7.4) 100mM

Roztok a: 200mM roztok NaH,POs: 24,0 g NaH,PO, (alebo 27,6 g NaH,PO4.H,O
alebo 31,2 g NaH,P0O4.2H,0) sa rozpusti v 1000 ml vody.

Roztok b: 200mM roztok Na,HPO,: 28,4 g Na,HPO, (alebo 35,6 g Na,HPO4.2H,0
alebo 71,63 g Na,HPO4.12H,0) sa rozpusti v 1000 ml vody.

Zmiesa sa 57 ml roztoku a s 243 ml roztoku b a 300 ml vody.

4.2.3.3 Cholinesterazy

Acetylcholinesterdza pouzita k stanoveniu inhibi¢nej aktivity pochadzala z puzdier 'udskych

erytrocytov, pouZita butyrylcholinesteraza pochadzala z 'udskej plazmy.

122

Podl'a upravenej metédy ““ bola zdravym dobrovolnikom odobrata krv, ku krvi bol

pridany citrat sodny (1 ml 10% roztoku na 10 ml krvi) a s pouZzitim centrifagy (4000 ot./min.;
Boeco U-32R, rotor Hettich 1611) bola oddelena plazma.
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Erytrocyty, premiestnené do 50ml skumaviek, boli trikrat premyté pufrom P 2
(12000 ot./min.; Avanti J-301, rotor JA-30.50). Premyté erytrocyty boli nésledne 10 minut
mieSané s pufrom P 1, ¢im doSlo k ich rozruSeniu. Lyzét erytrocytov bol centrifugovany
pri 20000 ot./min. VzniknuvSie puzdra erytrocytov boli premyté trikrat pufrom P 1,

adjustované do mikroskumaviek a uchovavané pri teplote -22 °C do doby pouZitia.

4.2.4 Detekéné Cinidla

D 1: Dragendorffovo ¢inidlo podl'a Muniera

Roztok a: 1,7 g zasaditého dusi¢nanu bismutitého a 20 g kyseliny vinnej sa rozpusti
v 80 ml vody.

Roztok b: 16 g jodidu draselného sa rozpusti v 40 ml vody.

Zasobny roztok: roztoky a a b sa zmieSaju v objemovom pomere 1:1.

Detekény roztok: 5 ml zasobného roztoku sa prida k roztoku 10 g kyseliny vinnej

v 50 ml vody.

4.2.5 Vyvijacie sustavy pre tenkovrstvovu chromatografiu

S1: C¢HsCH;-CHCl;-EtOH-Et,NH 70:20:10:5

4.2.6 Chromatografické adsorbenty

A 1l: Oxid hlinity neutrdlny 40-250 pm, deaktivovany 6 % vody (ACROSS LachNer,

Neratovice)

A 2: Silikagel Merck, UV 254 nm ind.

4.3 Izolacia alkaloidu

4.3.1 Priprava chloroformového extraktu z listov Peumus boldus Mol.

8,7 kg suchych listov Peumus boldus Mol. (Megafyt-R, spol. s r.0., Vrané nad Vltavou,
dodavatel’ Dr. Kottas, 2010) bolo dvakrat 20 minut extrahovanych patnadsobnym mnoZstvom

95% etanolu. Etanolové extrakty boli spojené a zahustené. Vzniknuvsi odparok bol kratkym

zahriatim na 80 °C zriedeny 2 litrami horucej destilovanej vody. Po pridani 2,5 litra 2% HCI
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nechal sa roztok schladntt’. Na druhy deil bol hnedy roztok sfiltrovany cez vlizelin. ZvySok
v banke bol rozohriaty na cca 80 °C a opédtovne premyty najprv 1 litrom 0,5% HCI a nasledne
1,5 litrom horacej destilovanej vody. Spojeny filtrat bol zriedeny destilovanou vodou
na objem 14 litrov (pH 1,5).

14 litrov pripraveného filtratu bolo zalkalizovanych 10% roztokom uhli¢itanu
sodného (cca 2,4 litra) na pH 9,5 a vzniknuvsia suspenzia bola po castiach vytrepand 3x4
litrami chloroformu. Fazy sa rozdelovali zle, pretoze po pridani d’alSej vody (resp. roztoku
uhli¢itanu sodného) sa vylucila vel'mi jemnd praSkovitd latka, ktora branila rozdeleniu féz.
Chloroformovy vytrepok bol vysuSeny bezvodym siranom sodnym a odpareny pri 40 °C.
Bolo ziskanych 48,2 g riedkeho tmavo hnedého extraktu, ktory silne pachnol silicou
boldovnika.

Extrakt bol pri zvySenej teplote (60 °C) rozpusteny v 300 ml 1% HCI, bolo
pridanych 200 ml vody a suspenzia bola vytrepana 3x200 ml Et,O. Takmer ¢iry kysly vodny
roztok alkaloidov bol zalkalizovany 10% roztokom uhli¢itanu sodného na pH cca 9,5 a opéat’
vytrepany 3%200 ml chloroformu. Chloroformovy vytrepok bol vysuseny bezvodym siranom
sodnym a odpareny.

Bolo tak ziskanych 12,5 g tmavo hnedého velmi viskozneho extraktu, ktory
prakticky nepachol silicou.

Uvedena priprava extraktu bola vykonand mimo rdmec mojej diplomovej prace;

extrakt som dostal od veduiceho diplomovej prace.
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Obr. 4 Chromatogram alkaloidov v chloroformovom extrakte z listov Peumus boldus Mol.; adsorbent A 2,
50x75 mm, vyvijacia sustava S 1, komora nasytena, vyvijané 2%, detekcia D 1

4.3.2 Stipcova chromatografia chloroformového extraktu z listov Peumus boldus Mol.

Separacia alkaloidov obsiahnutych v chloroformovom extrakte bola vykonana za podmienok

uvedenych v tabulke 2.

Tab. 2 Podmienky stipcovej chromatografie chloroformového extraktu z listov Peumus boldus Mol.

Extrakt 125¢g
Adsorbent pre triturdciu [|A 1;100 g
Rozpuastadlo chloroform
Adsorbent Al1;420 g
Vrstva s extraktom 3,58 cm
Deliaca vrstva 3,5%36 cm
Objem frakcie/doba toku || 100 ml/25 minut
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Tab. 3 Frakcie zo stipcovej chromatografie chloroformového extraktu z listov Peumus boldus Mol.;

zvyraznené su frakcie, ktoré boli zvolené pre d’alSie spracovanie

Spojené . Zlozenie eluc¢nej Hmotnost’ .
frakcie Frakeia sustavy odparku (g) Popis odparku
1-14 30 % CHCIl; v benzine iy .
1-33 1533 40 % CHCl; v benzine vylicené — bez alkaloidov
34-39 34-39 | 40 % CHClyv benzine 0,9546 svetlo hnedy,
krystalicky
40-42 40-42 | 40 % CHCls v benzine 0,1587 hnedocerveny,
s kry$talikmi
43.53 43-50 40 % CHCL v benzine 09511 hnedocerveny,
51-53 50 % CHCL; v benzine ’ vyrazne s krystalmi
54-63 54-63 | 50 % CHCl; v benzine 01245 | hnedocerveny,
malo krystalov
64-68 64-68 50 % CHCIl; v benzine vylucené — bez alkaloidov
69-74 50 % CHCIls v benzine hnedocerveny
69-84 0,1020 . b
75-84 60 % CHCL; v benzine naznaky krystalov
85-90 60 % CHCIls; v benzine i .. )
85-92 91-92 70 % CHCL v benzine vylicené — minimum alkaloidov
93-114 70 % CHCIls v benzine ) hned?. velmi
115-130 | 85 % CHCI; v benzine ravo anedy, vetm
93-138 2,0210 viskdzny,
131-136 100 % CHCl; nekry3talicky
137-138 | 2% EtOH v CHCly Y
139-147 2 % EtOH v CHCly
148-160 2 % EtOH v CHCl; tmavo hnedy, vel'mi
139-202 161-181 5 % EtOH v CHCly 1,8974 viskozny,
182-192 5 % EtOH v CHCl; nekrystalicky
193-202 10 % EtOH v CHCl3
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Obr. 5 Sumarny chromatogram jednotlivych spojenych frakcii zo stipcovej chromatografie
chloroformového extraktu z listov Peumus boldus Mol. — ¢isla vPavo oznacuju jednotlivé alkaloidy;
adsorbent A 2, vy§ka 100 mm, vyvijacia sustava S 1, komora nasytena, vyvijané 2x, detekcia D 1

4.3.3 Cistenie litky obsiahnutej v spojenych frakcich 34-39

K d’alSiemu spracovaniu (izolacii alkaloidu) boli zvolené spojené frakcie 34-39 (tabulka 3).
Rozpustadla v spojenych frakcidch 34-39 boli odparené, vzniklo 0,9546 g svetlo hnedého
krystalického odparku. Odparok bol dvakrat kryStalizovany z etanolu 95% Svobodovou
technikou. Bolo ziskanych 0,4975 g latky, ktord dostala oznacenie MB-1. Boli ur¢ené jej
zakladné fyzikalno-chemické charakteristiky: teplota topenia 183-184 °C a Specificka opticka
ota¢avost [a]p>* +208° (¢ 1,0; CHCL).

4.4 Urcenie Struktury izolovaného alkaloidu

Pre urcenie Struktury izolovaného alkaloidu boli uskuto¢nené MS a NMR Sstudie.

Hmotnostné spektrd (ESI-MS a ESI-MS/MS) boli namerané na pristroji Thermo
Finnigan LCQ Duo Spektrometer.

NMR spektra (‘H-NMR a >C-NMR) boli namerané na pristroji Varian Inova 500
Spectrometer. Pracovna frekvencia v pripade 'H jadier je 499.9 MHz, v pripade Bc
jadier 125,7 MHz. Meranie prebiehalo v deuterochloroforme (CDCl;) pri teplote 25 °C.
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4.5 Stanovenie inhibi¢ného icinku izolovaného alkaloidu na cholinesterazy

Pre stanovenie inhibi¢éného ucinku izolovaného alkaloidu voc¢i erytrocytarnej
acetylcholinesteraze (AChE) asérovej butyrylcholinesterdze (BuChE) bola pouzita

Ellmanova spektrofotometrickd metoda'”:

ako substraty, ktoré podliehaju aktivite
cholinesteraz, vyuzivaju sa estery tiocholinu (acetyltiocholin, resp. butyryltiocholin). Ich
enzymatickou hydrolyzou vznikaji zodpovedajiice kyseliny a tiocholin, ktory obsahuje
redukovanu tiolova funkénu skupinu. Tiolova funkéna skupina tiocholinu reaguje s kyselinou
5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoovou (DTNB) za vzniku zlto sfarbené¢ho produktu, ktory sa
spektrofotometricky stanovuje pri vhodnej vinovej dizke; meria sa narast absorbancie pocas
1 minuty.

Priprava slepej vzorky: do jamiek mikrotitratnej dosticky bolo postupne
napipetovanych 8,3 ul suspenzie puzdier z l'udskych erytrocytov, resp. plazmy, 67,0 ul DTNB
(5mM roztok), 8,3 ul rozpustadla vzoriek izolovaného alkaloidu (dimetylsulfoxid), 215,0 ul
pufra P3 a33,5 pl substratu, tj. acetyltiocholinium-jodidu (10 mM roztok), resp.
butyryltiocholinium-jodidu (10 mM roztok).

Priprava Studovanej vzorky: do jamiek mikrotitracnej dosticky bolo postupne
napipetovanych 8,3 pl suspenzie puzdier z l'udskych erytrocytov, resp. plazmy, 67,0 ul DTNB
(5mM roztok), 8,3 ul roztoku izolovaného alkaloidu v dimetylsulfoxide s réznou
koncentraciou (napriklad 40,0 az 0,4 puM), 215,0 pl pufra P 3 a 33,5 pl substratu, tj.
acetyltiocholinium-jodidu (10 mM roztok), resp. butyryltiocholinium-jodidu (10 mM roztok).

Meranie prebichalo pri teplote 37 °C, bola pouzita vlnova dizka 436 nm, bolo
vykonanych 7 merani a kazdé meranie bolo opakované trikrat.

Inhibi¢ny ucinok bol vyjadreny ako inhibi¢nad koncentracia ICs, tj. koncentracia
izolovaného alkaloidu, pri ktorej za danych podmienok nastala 50% inhibicia hydrolyticke;j
aktivity acetylcholinesterazy, resp. butyrylcholinesterdzy v porovnani so situaciou, ked’ nebol
pritomny Ziadny enzymaticky inhibitor.

Hodnoty ICsy boli vypocitané z hodnot urovne inhibicie pri roznych koncentraciach

Studovaného alkaloidu. Tie boli ziskané podl'a vzorca

urovei inhibicie (v %) = 100-(AApL/AAsA%100),

kde AAga je nérast absorbancie Studovanej vzorky a AAg; je ndrast absorbancie slepej vzorky

po jednej minate merania. Vypocet bol vykonany programom Graph PaD Prism (verzia 3.02
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pre Windows; Graph PaD Software, San Diego, USA). Stanovena hodnota ICsy bola nasledne
porovnand s hodnotami ICsy zndmych inhibitorov cholinesterdz — galantaminom

a huperzinom A.

4.6 Stanovenie antioxidaéného ucinku izolovaného alkaloidu

Pre stanovenie in vitro antioxida¢ného ucinku izolovaného alkaloidu bol pouzity DPPH test:
fialovo sfarbené 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylové (DPPH) radikdly reaguji s latkami, ktoré
posobia ako donor atdmu vodika, vznika tak ich zlto sfarbend redukovand forma
(difenylpikrylhydrazin) a dochadza k odfarbeniu pouzitého roztoku, resp. k poklesu jeho
absorbancie.

Absorbancia bola merand spektrofotometricky 40 minat po zmieSani roztokov
izolovaného alkaloidu a DPPH radikalov pri vinovej dizke 525 nm a teplote 37°C, merania
boli opakované trikrat. Bolo pouzitych 100 pl rozne koncentrovanych roztokov (napriklad
40,0 az 0,4uM) izolovaného alkaloidu v dimetylsulfoxide a 100 pl 0,2mM roztoku DPPH
radikalov v 50% etanole (w/w).

Antioxidacny ucinok bol vyjadreny ako efektivnha koncentracia ECsg, t;.
koncentrécia izolovaného alkaloidu, pri ktorej za danych podmienok nastala 50% redukcia
DPPH radikalov v porovnani so situaciou, ked’ nebol pritomny ziadny antioxidant.

Hodnota ECsy bola vypocitana z hodnot urovne redukcie pri roznych koncentraciach

Studovaného alkaloidu. Tie boli ziskané podl'a vzorca

uroven redukcie (v %) = [1-(Ara-Aa)/Agr] %100,

kde Agra je absorbancia zmesi roztoku DPPH radikalov a roztoku izolovaného alkaloidu, Ax
je absorbancia roztoku izolovaného alkaloidu a Ar je absorbancia zmesi roztoku DPPH
radikélov a Cistého rozpusStadla (tj. bez izolovaného alkaloidu). Vypocet bol vykonany
programom Graph PaD Prism (verzia 3.02 pre Windows; Graph PaD Software, San Diego,
USA). Stanovend hodnota ECsy bola nésledne porovnanid shodnotami ECsy zndmych

antioxidantov — kvercetinom a troloxom.
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5 VYSLEDKY

5.1 Struktura izolovaného alkaloidu

Na zéklade vysledkov MS a NMR $tudii a porovnania ziskanych tdajov s literatirou bola

izolovan4 latka identifikovana ako (+)-izokorydin (CAS 475-67-2) (obrazok 6).

Obr. 6 Struktiira (+)-izokorydinu

5.1.1 MS stadia (+)-izokorydinu
ESI-MS m/z 342.14 [M'H]" (100).

MS/MS m/z 311.04 (100, [M-OCH;]"), 296.18 (8, [M-CH;,-OCH3]"), 279.16 (46, [M-2x
OCH;])).
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Obr. 7 ESI-MS spektrum (+)-izokorydinu
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LC 123 MS2 342 #1 RT: 0.00 AV: 1 NL: 7.50E7
T: + ¢ Full ms2 342.00@40.00 [ 90.00-600.00]
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Obr. 8 ESI-MS/MS spektrum (+)-izokorydinu

5.1.2 NMR S$tidia (+)-izokorydinu

5.1.2.1 '"H-NMR $tidia (+)-izokorydinu

"H-NMR (CDCl, 25 °C):

2.94 (1H, dd, J = 7.0 Hz, H-4a ); 3.09-3.13, (3H, br s, N-CH3); 3.17 (1H, dd, J = 13.0 Hz,
H-7a); 3.54-3.61 (1H, m, H-7B); 3.59-3.66 (1H, m, H-48); 3.70-3.77 (1H, m, H-6aa); 3.73
(3H, s, OCH3-1); 3.77-3.84 (1H, m, H-5a); 3.92 (3H, s, OCH;3-10); 3.92 (3H, s, OCH3-2);
4.03-4.10 (1H, m, H-5B); 6.74 (1H, s, H-3); 6.86 (1H, dd, J = 8.3 Hz, H-8); 6.89 (1H, d, J =
8.3, H-9 Hz); 8.67 (br s, OH-11).
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Obr. 9 '"H-NMR spektrum (+)-izokorydinu
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5.1.2.1 PC-NMR §tidia (+)-izokorydinu

BC-NMR (CDCL, 25 °C):

26.2, C-4; 33.2, C-7; 42.4, N-CH3; 52.8, C-5; 56.0, OCH3-2; 56.2, OCH;-10; 62.3, OCH;-1;
63.3, C-6a; 111.0, C-3; 111.7, C-9; 119.3, C-11a, 119.7, C-8; 122.1, C-1b; 126.2, C-1a; 126.2,
C-3a; 143.2, C-1; 144.3, C-11; 150.3, C-10; 153.1, C-2.
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Obr. 10 ®C-NMR spektrum (+)-izokorydinu
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5.2 Inhibi¢ny ucinok izolovaného alkaloidu na cholinesterazy

U izolovaného alkaloidu bol Studovany in vitro inhibiény ucinok na ludsku erytrocytarnu

acetylcholinesterazu a sérovl butyrylcholinesterazu. Vysledky st zhrnuté v tabulke 4.

Tab. 4 In vitro inhibi¢ny ucinok izolovaného alkaloidu a referencnych inhibitorov na Pudské

cholinesterazy
, IC50 (],LM)

Latky AChE | BuChE
(+)-izokorydin >1000 657,1+15,5
galantamin 6,9+0,3 156,0+6,9
huperzin A 0,25+0,01 >1000

5.3 Antioxida¢ny icinok izolovaného alkaloidu

U izolovaného alkaloidu bol Studovany in vitro antioxidacny Gc¢inok. Vysledky su zhrnuté

v tabulke 5.

Tab. 5 In vitro antioxida¢ny ucinok izolovaného alkaloidu a referen¢nych antioxidantov

Latky | EC50 (uM)
(+)-izokorydin >1000
kvercetin 25,3+1,2
trolox 27,8+0,8
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6 DISKUSIA

V ramci mojej diplomovej prace sa podarilo z listov boldovnika izolovat’ latku oznacenti ako
MB-1. Boli stanovené jej zadkladné fyzikalno-chemické -charakteristiky a pomocou
spektralnych metod (MS a NMR) bola identifikované ako (+)-izokorydin.

(+)-Izokorydin bol v Peumus boldus Mol. zaznamenany™ uz v minulosti a jeho vyskyt
bol popisany iv inych taxénoch, napriklad Dicranostigma leptopodum® (Papaveraceae),
Lindera angustifolia® (Lauraceae), Corydalis turtschaninovii (Fumariaceae)®® a Stephania
rotunda (Menispermaceae)'”'.

(+)-Izokorydin je terciarny alkaloid zarad'ujici sa svojou Struktirou
medzi aporfinové alkaloidy. U mnohych znich bola popisand vyraznd farmakologicka

119 ; . C .
, okrem iného inhibicia acetylcholinesterazy’ alebo antioxidaény efekt®. Stidastou

aktivita
prace preto boli tiez Studie biologického uc¢inku izolovaného (+)-izokorydinu, konkrétne jeho
schopnosti inhibovat’® enzymaticka aktivitu Tudskych cholinesteraz a zhasat' radikalové
Castice. V pripade priaznivych vysledkov mohol by (+)-izokorydin potencidlne predstavovat
novu predlohovl Struktaru latok uplatnitelnych v terapii neurodegenerativnych ochoreni,
najmé Alzheimerovej choroby.

Podl'a hodnét 1Cs, ktoré boli stanovené v tejto praci, neprejavuje (+)-izokorydin
v porovnani s pouzitymi referen¢nymi latkami vyznamny inhibi¢ny G€¢inok na cholinesterazy.
Tieto vysledky sa v podstate zhoduji spracami inych autorov, podla ktorych je
(+)-izokorydin slabym inhibitorom acetylcholinesterdzy'>', resp. butyrylcholinesterazy'>.

Ani v S§tadii antioxidaéného ucinku, zalozenej na redukcii DPPH radikélov,
nedosiahol (+)-izokorydin v porovnani s referenénymi antioxidantami vyznamné vysledky.
To je v uréitom rozpore s pracou autorov Lee et al.?, podla ktorej prejavil alkaloid vysoku
schopnost’ inhibovat’ oxidaciu LDL. Vysvetlenie tejto nezrovnalosti modze spocivat
v rozliénych metddach, ktorymi boli antioxida¢né vlastnosti (+)-izokorydinu hodnotené.

V zmysle ovplyvnenia deficitnej cholinergnej neurotransmisie ¢i oxida¢ného stresu
ako patogenetického faktora nepovazujem na zaklade vysledkov §tudii biologickej aktivity
uvedenych v tejto praci alkaloid (+)-izokorydin za perspektivnu predlohovu Struktaru latok
s terapeutickym potencialom pre neurodegenerativne ochorenia.

Izolovany alkaloid vSak bude podrobeny d’al§im biologickym testom s ciel'om n4jst’
potencidlne ucinné latky, ktoré pii ovplyvilovani Alzheimerovej choroby posobia inym

mechanizmom, nez je zésah do aktivity acetylcholinesterazy a butyrylcholinesterazy.
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Napriklad inhibiciou B-sekretaz a glutaminylcykldzy, inhibiciou agregéacie B-amyloidu a
B-amyloidom indukovanej neurotoxicity alebo agonistickym posobenim na transkripénych
faktoroch PPARYy; Studie tychto mechanizmov su tiez vykondvané v ramci prace ADINACO
Research Group na Katedre farmaceutickej botaniky a ekologie Farmaceutickej fakulty

Univerzity Karlove;.
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