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1 Uvod

Neuvéftitelny pokrok v oblasti lidského zdravi a mediciny v pribéhu posledniho stoleti je
nepopiratelny fakt. Avsak stdle existuji oblasti vyzadujici dalsi prozkoumani. Jednou z cest,
které mohou vést k dal§im objeviim novych 1é¢ivych latek, mize byt i inspirace v ptirodé. Na
svéteé existuje nepieberné mnozstvi riiznorodych rostlinnych druhti, z nichz se nékteré z jejich
obsahovych latek ¢lovek naucil pouzivat k terapii riznych onemocnéni. Nékteré rostliny jsou
lidmi vyuzivany jiz od pradavna, 1éCivé vlastnosti dalSich byly objeveny az s ptichodem
moderni védy. Casto s postupnym pokrokem dochézi i ke zlep§ovani vlastnosti takovych
latek, napiiklad strukturnimi obménami nebo vytvotfenim novych, syntetickych molekul na
podkladu téch ptirodnich.

I z tohoto dlivodu je vhodné vénovat se studiu dosud neprobadanych druhti. Takovym
ptipadem je 1 Geissospermum vellosii. I ptesto, ze v nasich kon¢indch tato rostlina neni pfilis
znama, a ani nema vlastni ¢esky nazev, se ve své domaci jihoamerické oblasti t&si velké
oblib¢ a je tradi¢n€ pouzivana na 1é¢bu rozliénych zdravotnich problémi, naptiklad malarie.
A jelikoz v soucasné dobé¢ stale stoupa pocet rezistentnich kmeni tohoto onemocnéni, je vice
nez vhodné podrobit i tyto méné znamé druhy zkoumani. Tradované ucinky nezahrnuji pouze
pozitivni vliv na lidské zdravi pfi onemocnéni malarii, ale i mnoho dalSich zdravotnich
problémd, veetné kognitivnich deficiti souvisejicich s neurodegenerativnimi zménami ve
stdrnoucim organismu.

Pravé demence ve vysokém veku, ¢asto zpusobend Alzheimerovou chorobou, piedstavuje
nejen zdravotnicky, ale i socidlné-ekonomicky problém. Moderni medicina ve vyspélych
statech za posledni stoleti vyznamné prodlouzila ptfedpokladanou délku Zivota, a prave proto
se zvySujicim se v€kem rapidné narlsta 1 vyskyt stafeckych demenci[1]. Odhaduje se, Ze po
85. roce zivota takovym onemocnénim trpi téméf kazdy druhy ¢lovék [2]. Alzheimerova
nemoc je ¢asto odhalena az pozdé, a i kdyz neni pfimym diivodem umrti, vyznamné se na
mortalité podili pfidruzenymi faktory, mezi které patii naptiklad poruchy ptijmu potravy a
tekutin nebo zvySené riziko vzniku krevnich srazenin u pacientti upoutanych na ltizko.
Odhaduje se, Ze sttedni délka doziti po stanovené diagndze je asi 6 let [3]. Péce o postizené je
finan¢né 1 emocné narocna jak pro blizké osoby, tak pro oSettujici zdravotnicky personal.

Vé&ifim, Ze pokud je rostlina pouZivana po cela staleti v lidové mediciné, urcité existuje
Sance, Ze skutecné obsahuje néjaké latky s pozitivnim t¢inkem na lidsky organismus. Prave
Geissospermum se fadi mezi fytochemicky zajimavé rostliny. Obsahuje indolové alkaloidy,
které jsou znamé svou biologickou aktivitou. Na zaklad¢ screeningové studie, tykajici se
cholinesterasové aktivity, ktera byla v pfedchozich letech provedena na katedrach
farmakognozie a farmaceutické botaniky, byla pro dalsi praci vybrana prave tato rostlina.

Z fytochemického hlediska se jedna o relativné neprozkoumanou rostlinu, doposud z ni bylo
1zolovano 22 alkaloidti, z nichZ cela fada prokazala zajimavou biologickou aktivitu.



2 Cil prace

1) Zpracovani kliry z Geissospermum vellosii, ziskani sumarniho a nasledné
alkaloidniho extraktu.

2) Sloupcova chromatografie etherového vytiepku a izolace alespoii jednoho
alkaloidu v Cisté formé.

3) Podil na identifikaci ziskanych latek za pomoci fyzikalné-chemickych metod
(NMR, MS, opticka otacivost).

4) Stanoveni biologickych aktivit izolovaného alkaloidu.

5) Teoretické zpracovani tématu.



3 Teoreticka ¢ast

3.1 Geissospermum vellosii Allemao

3.1.1 Taxonomické zarazeni [4]

Odd¢leni: Magnoliophyta
Ttida: Rosopsida

Rad: Gentianales

Celed’: Apocynaceae

Rod: Geissospermum Allemao

Druh: Geissospermum vellosii Allemao

3.1.2 Charakteristika

Geissospermum vellosii je vy$$i dvoudélozna rostlina z ¢eledi Apocynaceae
(tojestovité), n€kdy v literatute dohledatelna také pod nazvy Geissospermum laeve nebo
vzacnéji Tabernaemontana laevis. Vyjimecné byva také oznacovana jako Wheelera. [5]

Jedna se o vzdyzeleny stfedné vysoky strom, ktery dosahuje vysky az 25 metri,
puvodem z Jizni Ameriky. V pln€ vzrostlém stavu mlze Sitka kmene dosahovat 40-60cm [6].
Nejcastéji ho mizeme nalézt na slunnych mistech v oblastech deStnych pralest, konkrétné na
uzemi Brazilie, Surinamu a Guyany [7]. Do rodu Geissopermum, poprvé popsaného jiz
v prvni poloving 19. stoleti doktorem Freire Allemao [8], patii 1 dal$i druhy — G.sericeum,
G.reticulatum nebo G.argenteum. Celkovée je popsano Sest druhti, vS§echny jsou doméci
v jithoamerické oblasti.

Spole¢nou charakteristikou pro rod jsou stiidavé listy s celokrajnym okrajem, kmen
pokryty silnou vrstvou Zlutohnédé kiiry a hotké chut’. Plody jsou trnovité, zralé maji Zlutou
barvu a obsahuji n¢kolik bilych plochych semen (Obrazek 1). Z vrcholi vétvicek a ploda
vytékd malé mnozstvi lepivého latexu [8]. Kvéty jsou uspotfadany ve vrcholi¢natych
kvétenstvich, coz je typické pro celou Celed’ tojestovitych [9].
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Obrazek 1: Geissospermum vellosii na ndkresu z 19. stoleti [10]
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GEISSOSPERMIUM Vellosii

3.1.3 Lidové lécitelstvi

Geissospermum vellosii, v jihoamerickych oblastech ¢asto ozna¢ované také jako pao
pereira, je jiz po n€kolik stoleti soucasti tradicni lidové mediciny. Cela rostlina obsahuje
rozli¢né mnozstvi B-karbolinovych a indolovych alkaloidti, nicméné v lidovém IéCitelstvi se
uplatiiovalo predevsim pouziti kliry. Z ni se ptipravovaly odvary ve vodé nebo alkoholické
tinktury pro peroralni aplikaci. Od takto zpracované drogy si 1é€itelé slibovali zlepSeni
horecnatych stavi, jeji plisobeni proti pivodciim malérie nebo zastaveni prijmovych
onemocnéni a celkové zlepSeni funkce travici soustavy. Kromé toho stoji za to zminit také
udajné tonické plisobeni odvart na lidsky organismus, jeho pouziti na zvySeni sexualniho
apetitu a ptisobeni proti télnim parazitim [11].Nelze opomenout také topickou formu aplikace
odvart, ptipadné také pouziti roztokii na 1écbu infekei na riznych ¢astech téla [10].

Pouziti v lidovém léCitelstvi na izemi Jizni Ameriky pozdéji upoutalo pozornost i
védeckych pracovnikt. Jiz béhem 19. stoleti se v odborné literatufe objevily ¢lanky, které
popisovaly piisobeni extraktl z pao pereira proti horecce provazejici maldarii, a to u n¢kolika
etnickych skupin pacienti, u kterych 1écba chininem nedosahovala zaddanych ucinku [12]. I pfi
zvySovani davek nedochézelo k tak silnému rozvinuti nezddoucich t¢inkl ve srovnani s
chininem. V roce 1887 v Belgii byl dokonce alkaloid pereirin, v té€ dobé extrahovany z listil
stroml Geissospermum, oficidln¢ prohlaSen za nové 1é¢ivo pouzivané proti malarické
horecce. Jednotliva peroralni davka 2 g soli ve formé hydrochloridu méla idajné byt u€inng;si
nez soudob¢ pouzivany chinin [13].

Kromé lécebného vyuziti rodu Geissospermum lze také dohledat pouziti odvaru z kliry
jako soucasti Sipového jedu. Indidnsky kmen Wai-Wai, Zijici na izemi dneSni Francouzské
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Guyany, tento jed oznacuje jako balaitu. Odborna literatura, vénujici se mén¢ zndmym
rostlinam z této oblasti, nicméné popftela, ze by za Gcinkem jedu staly nékteré alkaloidy
z Geissospermum argenteum [14].

3.1.4 Obsahové latky

Jak jiz bylo zminéno vyse, rod Geissospermum obsahuje velké mnozstvi alkaloidu.
Vsechny jsou indolového typu, nékteré z nich maji B-karbolinovy skelet (Obrazek 2). Dale
jsou v rostling ptfitomné monoterpenické indolové alkaloidy.

B-karbolinové alkaloidy jsou biosyntetizovany z L-tryptofanu, kdy v prvnim kroku
dochazi k dekarboxylaci a vytvoieni tryptaminu. Dale dochézi k reakci tryptaminu
s aldehydovou nebo ketonovou skupinou za vzniku nestabilni Schiffovy baze. Nestabilita
vzniklé molekuly vede k intramolekuldrni Mannichové reakci, diky které dojde k cyklizaci.
Vznika tetrahydrokarbolin, ktery mize byt dale oxidovan na dihydrokarbolin a konecné B3-
karbolin (Obrazek 2)[15].

NH QY
A\ H 5 7 N\ ’}
N N R
H R H
L-tryptamin Schiffova baze
N NH
N R N R
H H
Dihydrokarbolin Tetrahydrokarbolin

B-karbolin

Obrazek 2: Biosyntéza 3-karbolinovych alkaloidl

Mezi vyznamné biologicky aktivni 3-karbolinové alkaloidy obsazené
v Geissospermum vellosii mizeme zatadit naptiklad flavopereirin (Obrazek 3). Tento alkaloid
prokdzal zajimavou in vitro inhibi¢ni aktivitu vii¢i parazitim Leishmania amazonensis (1Cso =
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0,23 pg/ml) po 24h ptisobeni alkaloidu [16]. V dalsi studii byla prokazana jeho protinddorova
aktivita u kolorektalniho karcinomu [17]. Molekula se tedy jevi jako velmi perspektivni
z hlediska vyvoje novych IéCiv.

Obrazek 3: Chemicka struktura flavopereirinu

Dal$im vyznamnym typem indolovych alkaloidl vyskytujicich se v rodu
Geissospermum jsou monoterpenické indolové alkaloidy (MIA). Jedna se o velmi poc¢etnou
skupinu alkaloidi, do které patii nékolik tisic latek. Nejcastéji se vyskytuji pravé v celedi
tojeStovitych (Apocynaceae), ale jejich zastupce nalezneme i v ¢eledich kul¢ibovitych
(Loganiaceae) nebo motenovitych (Rubiaceae). Mezi hlavni podtypy MIA obsazené v GV
patii aspidospermanové, korynathové a quebrachaminové alkaloidy. Vzhledem k tomu, Ze je
rostlina z fytochemického hlediska relativné malo prozkoumana, nelze s jistototu uvést, které
vSechny podtypy alkaloidil jsou v ni obsazené. Z tohoto ditvodu jsou v praci zminény
predevsim latky, u kterych byla prokazana zajimava biologicka aktivita, ptipadné ty, které
z biosyntetického hlediska piedstavuji prekurzory pro syntézu takovych latek.

Pti biosyntéze MIA se kromé¢ tryptofanu uplatniuje také monoterpenicka jednotka
sekologanin (Obrazek 4). Reakci vznika striktosidin, ktery uz svoji chemickou strukturou
pfipomina nékteré z alkaloidd obsazenych v rostlin€. V ramci biosyntézy MIA proces
pokracuje odstépenim glykosidické ¢asti striktosidinu hydrolyzou. Vznikaji nestabilni
meziprodukty, ze kterych ptes n€kolik intramolekularnich reakci a pfesmykt vznika
dehydrogeissoschizin (Obrazek 5) [18]. Ten je prekurzorem pro syntézu dalSich obsahovych
latek.
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Obrazek 4: Prvni krok biosyntézy terpenovych indolovych alkaloidi.

Obrazek 5: Chemicka struktura dehydrogeissoschizinu

Do této skupiny latek, vyskytujici se v Geissospermum vellosii, patti dimerni alkaloid
geissolosimin, a produkty jeho Stépeni kyselou hydrolyzou, vellosimin a geissoschizolin. Tyto
latky byly izolovany a zkoumany americkymi védci béhem 50. a 60. let 20. stoleti [19].
Geissoschizolin, ktery ve své molekule obsahuje devitiuhlikaty skelet terpenové jednotky,
patii do aspidospermanového podtypu. Takové alkaloidy jsou charakteristické nejen pro rod
Geissospermum, ale 1 pro dalsi rody jithoamerickych stromt z ¢eledi Apocynaceae, jako tieba
Aspidosperma[20]. Neni prekvapenim, Ze i tyto blizké rody nachéazi vyuziti v tradi¢nim
lidovém lécitelstvi dané oblasti.

Geissospermum, sloZzeny bis-indolovy alkaloid geissospermin (Obréazek 6). Geissospermin byl
zkouman jiz v poloviné 20. stoleti americkymi védci z kalifornské univerzity. Je pro néj
typicka pritomnost cyklické etherové funkéni skupiny, ktera predstavuje relativné nestabilni
¢ast molekuly. V kyselém prostiedi proto dochdzi ke Stépeni na dva indolové alkaloidy,
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geissoschizin (Obrazek 7) a geissoschizolin (Obrazek 7)[21]. Pro geissoschizolin se
v literatufe uziva také synonymni oznaceni pereirin nebo apogeissoschizin [22].

Geissoschizolin Geissoschizin Geissovelin

Obrézek 7: Chemicka struktura geissoschizolinu, geissoschizinu a geissovelinu

Stejnymi védci byl pozdéji v 70. letech objeven dalsi dihydroindolovy alkaloid,
geissovelin (Obrazek 7). Stejné jako v predchozim ptipadée byl izolovan z extraktu z ktry
Geissospermum vellosii [23]. Ptitomnost tohoto alkaloidu byla dale prokazana v extraktu
z Geissospermum sericeum [24].

Pozdé&jsi vyzkumy odhalily v GV pfitomnost dalSich latek. Naptiklad izolovany
alkaloid z dichlormethanové frakce, 12-methoxy-1-methylaspidospermidin (Obrazek 8), pfi in
vivo testovani prokazal plisobeni proti vedeni bolestivych vzruchti. Hypotéza je takova, Ze
serotonin hraje roli pfi signalni draze bolesti. U mysi, kterym byly po 4 dny pied testovanim
podavany inhibitory syntézy serotoninu nebo antagonisté 5-HT1a receptoru, takovy ucinek
nebyl patrny. U jinych mysi, kterym byly podavany antagonisté 5-HT> (ketanserin) a 5-HT3
(ondansetron) receptorti, byl antinociceptivni u¢inek pozorovan. Vyzkumniky byl za ucinek
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oznacen praveé zminény alkaloid, za jeho uc¢inky pravdépodobné stoji interakce s 5-HT1a
receptory. U dalSich alkaloidli obsazenych v GV takova aktivita nebyla prokazana. [25].

Dalsi latkou izolovanou z GV je indolovy alkaloid pausperadin A (Obrazek 9). Tato
latka nebyla doposud testovana na zddnou biologickou aktivitu [26].

Obrazek 8: Chemicka struktura 12-methoxy-1-methylaspidospermidinu

Obrazek 9: Chemicka struktura pausperadinu A

Studium obsahovych latek probéhlo i u dalSich druhii rodu Geissospermum. Z kiiry a
listh Geissospermum argenteum byly na konci 70. let za pomoci chloroformové extrakce a
sloupcové chromatografie ziskany dalsi aspidospermanové alkaloidy, napiiklad
demethoxyaspidospermin, aspidospermin (Obrazek 10) nebo aspidoscarpin [27].

Obrazek 10: Chemicka struktura aspidosperminu

Dal§im zkoumanym druhem byl Geissospermum reticulatum. V extraktu z jeho kiry a
listh byly detekovany alkaloidy aspidospermanového typu, které jsou strukturné odvozené od
geissovelinu. Mezi nové identifikované latky patfil naptiklad 10-demethoxy-12-hydroxy-
17,19-epoxygeissovelin. Izolovany alkaloid obsahuje n¢kolik chiralnich center. U této latky
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byla za pomoci vibrac¢niho cirkuldrniho dichroismu (VCD) a spektroskopie stanovena
absolutni konfigurace, ktera byla ur¢ena jako (+)-2R,7R,15R,17S,195-10-demethoxy-12-
hydroxy-17,19-epoxygeissovelin. Kromé této latky byly v rdmci této studie izolovany dalsi
soudob¢ neznamé alkaloidy, O-demethylaspidospermin a geissoreticulatin (Obrazek 11) [28].

Obrazek 11: Chemicka struktura geissoreticulatinu

3.2 Alzheimerova choroba

3.2.1 Popis

Jedna se o chronické progresivni onemocnéni nervové soustavy, které predstavuje
velkou vyzvu pro ekonomiky i zdravotnictvi ptedevsim vyspélych zemi. Poprvé byla popsana
v roce 1906 némeckym lékatem Aloisem Alzheimerem, podle kterého ziskala své oznaceni.
Vyskyt tohoto onemocnéni nariista se zvysujicim se v€kem, podle odhadii svétové
zdravotnické organizace je ptic¢inou 60-70% demenci celosvétoveé [29]. Nastup onemocnéni je
pozvolny a mirny, prvotni symptomy, mezi které patii zapominani nedavnych udalosti a nové
ziskanych informaci, mohou byt bagatelizovany a ptisuzovany staii. Z toho vyplyva, Ze velké
mnozstvi ptipadil neni fadné diagnostikovano, a ze skute¢né pocty nemocnych jsou
mnohonasobné vyssi nezZ oficialné uvadéna cisla. Jak jiz bylo zminéno vySe, onemocnéni ma
progresivni priibéh, postupem cCasu se tedy pocatecni symptomy zhorSuji a ptidavaji se dalsi,
stadiu je pfitomna téméef plnad nebo Gplna ztrata paméti, pacient je nesob&stacny pii béznych
ukonech a vyzaduje nepretrzity dohled oSettujiciho personalu. Po diagnoze se primérnéa doba
preziti pohybuje mezi 5 a 8 roky, nemocny neumiré ptimo na Alzheimerovu nemoc, ale na
pridruzené problémy, naptiklad urazy, poruchy piijmu potravy nebo embolie [30]. Naklady na
1é€bu AN a s ni neptimo spojenych faktorit mohou jenom v USA dosahovat az 300 miliard
dolart ro¢né [31].

3.2.2 [Etiopatogeneze

Konkrétni ditvod vzniku onemocnéni neni dosud zcela objasnén. Obecny
predpokladem je, Ze se na vzniku podili kombinace mnoha riznych faktort. Velky vyznam je
v soucasné dobé piisuzovan genetickym predispozicim, které patii mezi neovlivnitelné
faktory. Pokud onemocnénim trpi rodi¢e nebo sourozenci, existuje zvySené riziko manifestace
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u dal$ich rodinnych ptislusniki [32]. U lidi, ktefi trpi onemocnénim, je ve 40 az 80% ptipadi
pfitomna alespon jedna alela pro APOg4 lipoprotein, ktery ma podil na lipidové rovnovaze

v nervovych bunkéch a udrzovani jejich fyziologické funkce [33]. Mezi dalsi neovlivnitelné
faktory patii také Zenské pohlavi a vyssi veék [1].

Pro onemocnéni je charakteristické ukladani B-amyloidnich plaki do mozkové tkan€.
Tyto plaky vznikaji patologicky §tépenim z amyloidového prekurzorového proteinu za tcasti
[ a y-sekretas, ¢imz vznikaji fragmenty o délce 42 - 43 aminokyselin, které jsou nerozpustné,
dochazi k jejich shlukovani a finaln¢ ke tvorbé polymernich plakt. V postizenych oblastech
dochazi k odumirani neuronti, charakteristickd je pfitomnost sterilniho zanétu [30]. Roli
v manifestaci onemocnéni také mohou hrat abnormality t-proteinu. Pii nich dochazi
k hyperfosforylaci okrajovych ¢asti proteinu, ten prestava plnit svou fyziologickou funkei pii
tvorbé mikrotubulii uvniti buniky a nasledné se tvoii neurofibrilarni uzlicky [34].

DalSim pfitomnym jevem je neuronalni degenerace, kterd je pravdépodobné
zpusobena vyse uvedenymi mechanismy. Dale se na jejim vzniku mohou podilet reaktivni
kyslikové radikaly, které poskozuji lipidovou membranu neuronti [30]. Kromé samotného
poskozeni neuronti dochazi také k ubytku neurotransmiterti, zejména acetylcholinu
v presynaptické ¢asti neuronu. Prave tato teorie patii mezi nejstarsi vysvétleni divodu vzniku
onemocnéni a soucasnd terapie Alzheimerovy choroby spoc¢iva pfedevsim v ovlivnéni
cholinergni neuronalni transmise pomoci inhibitorii acetylcholinesterasy.

3.2.3 Terapie

Inhibitory acetylcholinesterasy (AChE1) jsou hlavni skupinou 1¢€kd, které se na 1écbu
ptiznaki Alzheimerovy choroby pouZzivaji. V minulosti jejich zastupce piedstavoval tieba
fysostigmin nebo takrin. Od jejich vyuzivani v praxi bylo zejména kvili nezadoucim G¢inkiim
a nizsi terapeutické hodnoté upusténo. Dnes jsou vyuZzivany modernéjsi molekuly, od
fysostigminu odvozeny rivastigmin, donepezil nebo galanthamin. Podle dostupnych meta-
analyz se v uCinnosti ptili§ nelisi, nejlepSich vysledk dosahuji v mirném a stfedné
pokrocilém stadiu onemocnéni [35]. Bohuzel je choroba progresivni, takze zastavit
onemocnéni a zlepsuji kvalitu Zivota pacientll. Problém predstavuji také nezadouci ucinky
vyplyvajici z pasobeni acetylcholinu, mezi které patii zejména prijem a zvraceni. Tyto NU se
projevi zhruba u pétiny pacientti a Ize je zvladat racionélni volbou ddvek AChEi a jejich
postupnym zvySovanim [36]. U stfedné tézkych a tézkych forem je také v praxi vyuzivan
memantin. Jedna se o nekompetitivniho antagonismu glutamatovych NMDA receptorti. Miize
byt pouZzit v monoterapii nebo v kombinaci s AChEi, v tomto pfipadé se vyuziva donepezil
[37]. Memantin i AChEi jsou podavany peroralné, pouze rivastigmin mize byt pouZit i ve
formé néplasti, které ustaluji plazmatické koncentrace 1é¢iva v krvi a snizuji nezddouci G€inky
lé¢iva na gastrointestinalni trakt. Dal$i vyhodou rivastigminu je, Ze neovliviiuje metabolismus
dalSich 1é¢iv na cytochromu P450.

Kromé vyuziti vyse zminénych 1é¢iv 1ze dohledat snahy o vyuziti dalSich latek, tteba
seskviterpenického alkaloidu huperzinu A, ktery prokéazal obstojné vysledky pii inhibici
ACHE [38]. Huperzin A je v sou¢asné dobé pouzivan jako 1é&ivo na AN v Cinské lidové

18



republice, v USA je dostupny v dopliicich stravy [39]. V 1ékarnach na tzemi Ceské republiky
nebyl v dobé¢ sepisovani prace k dispozici zddny doplné€k stravy s obsahem tohoto alkaloidu.
Neékdy lze v literatufe také dohledat pouziti standardizovanych extraktii z Ginkgo biloba,
které ma mit antioxidacni a nootropické ti€inky, nicméné se neprokazal aditivni ucinek a
zlepseni kognice [40].

V pozdégjsich stadiich onemocnéni se mohou objevit také dalsi nekognitivni projevy
AN, mezi které patii poruchy spanku nebo chovani. Poruchy spanku lze zvladat s vyuzitim Z-
drugs, mezi které patii zolpidem nebo zopiklon. Pokud se u pacientl objevi deprese nebo
poruchy nalad, je nutné vyuzit takové latky, které nemaji anticholinergni ptisobeni. S vyhodou
tedy lze vyuzit inhibitory zpétného vychytavani serotoninu (SSRI), pfipadné serotoninu a
noradrenalinu (SNRI). Pouziti tricyklickych antidepresiv je nevhodné. Poruchy chovani, jako
napiiklad agresivita, agitace nebo psychomotoricky neklid, jsou léceny za vyuziti
antipsychotik. Zde dtilezitou roli hraje tiaprid, ktery je vhodny i u star§ich pacientd. Kromé
zlepseni vySe zminénych symptoml miize také upravit ptitomné poruchy spanku.

Dulezitou soucasti terapie jsou také nefarmakologicka opatieni. Jelikoz jsou pacienti
dasledkem progrese onemocnéni ¢aste¢né nebo tpln€ nesobéstacni, je nutné jim zajistit
dohled a oSetfovatelskou pomoc. Tu mohou vykonéavat bud’ rodinni ptislusnici, nebo
specializovani pecovatelé pracujici v centrech zaméfujicich se na péci o nemocné
s diagnostikovanou AN. Prostiedi v nich by mélo byt uzplisobené tak, aby se pacienti citili
bezpecné a minimalizovala se mira zmateni a rozruseni. Toho lze dosahnout napiiklad
viditelné umisténymi hodinami, kalendafi s vyzna¢enym datem, dobie osvétlenym a
pfehlednym prostiedim nebo zajiSténim kontroly spravného podévani 1é¢iv v pozadovanych
intervalech. U leh¢ich forem onemocnéni Ize také vyuzit procvi¢ovani mySleni a paméti,
popiipade provadéni riiznych praktickych ukoni pod dohledem.

3.3 Malarie

3.3.1 Popis

24

je vyvolana prvoky druhu Plasmodium (P.falciparum, P.ovale, P.vivax a P.malariae) a je na
¢lovéka prenaSena pies sami¢ky komart rodu Anopheles. Pti sani krve se ze slin komara
dostanou do krevniho fecisté budouciho hostitele infekéni sporozoity. Ty se nasledné krevni
cestou béhem 15 - 60 minut dostanou do jaternich bun¢k. V hepatocytech v pribéhu asi dvou
tydnt dochazi k jejich dozravani a mnoZeni. Toto obdobi je zpravidla bezptiznakové. Po
uplynuti této doby se zpét do krve uvoliiuje dalsi stadium, merozoit, ktery napada krevni
erytrocyty. Po priiniku merozoitu do buiiky dochazi k jeho nepohlavnimu mnoZeni a nasledné
se erytrocyt rozpada, pticemz se do krve uvolnuji dal$i merozoity, které mohou napadat dalsi
¢ervené krvinky. Uvoliiovani parazita probihd v nékolikadennich cyklech v zévislosti na
konkrétnim druhu, obvykle se pohybuje mezi 3 a 4 dny. Tento masovy rozpad erytrocyta
odpovida charakteristickym malarickym zachvatiim neboli atakdm, pro které je pfiznacna
predevsim rekurentni horecka. S horeCkou se mohou objevit také zimnice nebo tiesavky.

A%

Vyznamnym klinickym obrazem je také zvétSeni jater a sleziny [41]. U t&€zSich infekei je
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charakteristické pfitomnost anémie z disledku zvyseného rozpadu erytrocytd a poruchy
mikrocirkulace, které mohou vést az ke komatéznim staviim.

Podle zpravy WHO ptibylo v roce 2018 228 milionii novych ptipadi malarie [42].
Vétsinu nakazenych tvoii mladsi 15 let [43]. Prvoci z rodu Plasmodium zpusobili za rok 2018
pies 400 tisic umrti [42]. Jelikoz v posledni dob¢ nartista vznik rezistence na soucasné
pouzivanou terapii, je na misté snaha ziskat nova 1éciva, kterd by na tyto parazity byla u¢inna.

3.3.2 Terapie

K léCeni malarie se vyuzivaji antimalarika, mezi které patii chinin, hydroxychlorochin,
meflochin, proguanil v kombinaci s atovachonem nebo latky odvozené od piirodnich
artemisininll. Zminéné latky maji G€¢inek proti erytrocytarnim stadiim parazita, pouzivaji se
také jako prevence pfi cestach do oblasti s vyskytem tohoto onemocnéni. Ke zvladnuti relapst
1ze vyuzit primachin, ktery ovliviiuje také hypnozoity v jaternich bunikéach. Predstavuje tedy
1é¢ivo, které se vyuziva ke kompletni eradikaci parazita z lidského téla. Z divodu vysokého
vyskytu nezadoucich ucinkt je ale vyuzivan omezené. Pti téz§im pribéhu onemocnéni je
mozné nejdiiv vyuzit terapii antimalariky a po jejich vysazeni jesté ptidat preventivni uzivani
primachinu, aby se zabranilo ndvratu onemocnéni [44].

Pfti terapii nekomplikovanych forem onemocnéni se ve vyspélych zemich chinin jiz
nevyuziva, zejména kvili svym nezddoucim U¢inkiim, naptiklad navozovani arytmii. Léky
prvni volby piedstavuji kombinované derivaty artemisininu, artemeter s lumefantrinem nebo
artenimol s piperachinem (registrovany pod nazvem Eurartesim, v sou¢asné dob¢€ neni
vyuzivanych antimalarik. Z d@ivodu nedostupnosti téchto 1ékii se na izemi CR v praxi vyuziva
kombinace atovachonu s proguanilem (Malarone) nebo meflochinu (Lariam).

A4

T&73i piipady malarie jsou v Ceské republice 1é¢eny intravendzné podavanym chininem
v kombinaci s antibiotiky, napfiklad doxycyklinem nebo klindamycinem. V ptipadé zlepSeni
stavu l1ze pozd¢ji vyuzit magistraliter pfipraveny peroralni chinin v tobolkach. V zahranic¢i
jsou Casto vyuZzivany intravenozni artemisininoveé derivaty v kombinaci s dalS§imi antimalariky
nebo zminénymi antibiotiky. Pfi vyuZiti t€chto derivatu byla u 1é¢enych pacientll pozorovana
niz8i mortalita neZ pfi vyuZiti i.v. aplikace chininu [44].

3.4 Nadorova onemocnéni
3.4.1 Popis

Nédorova onemocnéni predstavuji velmi riznorodou skupinu chorob a jsou jednim
z nejcastéjSich ditvodii umrti celosvétoveé. Za normalnich podminek je rtst bunék ovliviilovan
rustovymi faktory a signaly, pokud se v jejich genetické informaci objevi n¢jaka mutace,
kterou burika neni schopna opravit, prob&hne programovana buné¢na smrt pomoci apoptozy.
Rakovinné buiiky se mnozi nekontrolované a jsou nezavislé na bunécnych signalech, které by
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jejich déleni mély zastavit a indukovat bunécnou smrt. Dale také vykazuji schopnost
stimulovat rtst krevnich kapilar ve svém okoli, ¢imz dochazi k zdsobovani nové vzniklé tkané
zivinami. Nékteré z nadorii jsou schopné se pomoci metastaz rozsitit do dalSich ¢asti téla a
napadnout tak i jiné organy. Obecné se nadory déli na pravé a nepravé, dale na benigni a
maligni. Benigni nadory byvaji ohranic¢ené a netvofi metastazy. Naopak maligni prorustaji i
do okolni tkan¢ a mizou se rozsifovat i do dalSich orgéant.

3.4.2 Terapie

Po dlouhou dobu bylo jedingym moznym feSenim chirurgické odstranéni nadorové
tkan€. V prabéhu a hlavné ke konci 20. stoleti se moznosti 1€Cby znateln€ rozsitily a dnes
existuje nekolik raznych piistupt k terapii nddorovych onemocnéni. Obecné lze terapii
rozd¢lit na specifickou, kterd relativné cilené zasahuje pouze nekontrolovatelné rychle se
délici buniky, a nespecifickou, kterd svym mechanismem uc¢inku miiZze poskozovat 1 buniky
zdravé.

V nékterych piripadech lze vyuzit nepftilis specifické terapie ionizujicim zatenim, které
poskozuje predevsim rychle se délici buiikky. Aby se minimalizovalo poskozeni zdravych
bungk, je vhodné takovou 1écbu cilit pouze do mist s vyskytem nadoru. Jednou z dalSich
moznosti, ktera je vhodna pouze u neékterych druhii nddort, je hormonalni terapie. Tu lze
vyuzit naptiklad u nékterych nadorovych onemocnéni, jejichz rast je zavisly na hladinach
pohlavnich hormon, tedy rakoviny prsu, vaje¢nikl nebo prostaty. Lze ji povazovat za 1éCbu
se specifickym ptisobenim. V neposledni fadé mezi moznosti 1écby samoziejmeé patii vyuziti
cytostatik.

Cytostatika zastavuji bunécné déleni nékolika odliSnymi mechanismy G¢inku. Jednim
z nich je inhibice replikace DNA, kterd miiZe probihat plisobenim antimetaboliti a
alkylacnich ¢inidel nebo inhibici topoisomeras. Nékteré obsahové latky z Podophyllum
peltatum vykazovaly Zadouci aktivitu pii inhibici topoisomerasy II, v sou¢asné dob¢ je
pouzivan polosyntenticky derivat etoposid [46]. Kromé& néj je také v praxi vyuZivan
topotekan, odvozeny od kamptotecinu obsazeného v Camptotheca acuminata (Nyssaceae)
[47]. Dalsi mechanismus G¢inku pfedstavuje inhibice bunééné mitoézy. Mezi latky ptirodniho
puvodu, které inhibuji polymeraci mikrotubulti, patii naptiklad vinca alkaloidy (vinkristin
nebo vinblastin). Tyto latky byly pivodné izolovany z barvinkovce rtizového (Cantharanthus
roseus), ktery patii do Celedi Apocynaceae. Funkce mikrotubuldi, potfebnych k déleni buriky,
muze také byt naruSena ptisobenim taxant. Paklitaxel, nékdy také oznacovany jako Taxol,
ptipadné podobny docetaxel byly strukturné odvozeny od obsahovych latek tisu (7Taxus spp) a
jsou v soucasné dob¢ vyuzivany v terapii nékterych nddorovych onemocnéni vcetné
karcinomu prsu. Jejich Gc€inek byl potvrzen v mnoha studiich [48].

Nejmoderngjsi piistup v terapii nddorovych onemocnéni predstavuji monoklondlni
protilatky. Umoziuji velmi specifické ptisobeni pouze v misté¢ nadorového bujeni. Jejich
cilem mohou byt nékteré enzymy, charakteristické pouze pro nadorovou tkan, ptipadné
mohou slouzit jako nosice cytostatik pro aktivni targetting na potfebna mista. Pouzivani
monoklonalnich protilatek v terapii je doménou nékolika poslednich desitek let. Zna¢nou
nevyhodou je vysoka cena, mens$i dostupnost a moznost vyvolani neptedvidatelné alergické
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reakce. Nepochybné se ale jedna o velmi perspektivni ptistup, ktery s velkou
pravdépodobnosti bude v budoucnosti hrat dilezitou roli v terapii nadorovych onemocnéni.

3.5 Biologicka aktivita Geissospermum vellosii
3.5.1 Inhibi¢ni aktivita vii¢i cholinesterasam

Jelikoz extrakty z rostliny v riznych formach byly vyuzivany pivodnim
obyvatelstvem na Siroké spektrum riznych onemocnéni po dobu stovek let, logicky
ptitahovaly zajem védct z Jizni Ameriky i dal$ich statd. Nejprve se jednalo o snahy poznat
chemickou strukturu latek obsazenych v Geissospermum vellosii, pozdé&ji probihaly 1 studie
usilujici o prokazani néjakych konkrétnich biologickych aktivit tykajicich se lidského zdravi.

Za zminku urcité stoji inhibi¢ni vliv extraktu pao pereira na cholinesterasy, konkrétné
acetylcholinesterasu a butylcholinesterasu. V ptirod¢ nalezneme mnoho latek, které pisobi
jako inhibitory téchto enzym, naptiklad alkaloidy fysostigmin nebo huperzin A [49], [50].
Také u dalSich rostlin z ¢eledi tojestovitych, rodu Rauwolfia, byla prokdzana
anticholinesterasova aktivita [51]. I tyto latky maji strukturu indolovych alkaloidd, a taktéz
byly pouzivany jiz ptivodnim obyvatelstvem mimo jiné ke zmirnéni zhorSujici se paméti u
starSich ¢lenti kmene. Pravé degenerace neuront a snizené mnozstvi neurotransmiteru,
zejména acetylcholinu, hraje velkou roli v manifestaci demence pii AN. Z tohoto diivodu bylo
v prubéhu druhé poloviny 20. stoleti provedeno n¢€kolik studii, které zkoumaly vliv
obsazenych latek GV na zminéné enzymy.

V jedné ze studii byl zkouman vliv extraktu z kiiry GV na kognitivni schopnosti mysi
[52]. Prvnim pouzitym testem byl test pasivniho vyhybani, pfi kterém ma zvite k dispozici
dvé rizné osvétlena prostiedi, ze kterych jedno preferuje. V jednom prostiedi zvife dostane
mirny elektricky Sok; tomuto prostfedi se nasledné vice vyhyba [53]. Druhym testem byl
Morristv vodni labyrint. V tomto ptipadé mél kruhovity labyrint primér 180 cm a byl
naplnén smési vody a inkoustu. Na jednom misté je pod vodni hladinou umisténa ploSina,
kterou musi mys najit, aby nemusela dale plavat. Pro ur¢ité usnadnéni orientace byly
v riznych okrajovych ¢astech kruhu umistény riizn€ barevné karty. Mys se vlozila do vodniho
prostiedi ¢elem k okraji nadoby a poté mohla 120 sekund hledat skrytou ploSinu. Pokud se ji
to nepodafilo, byla po uplynuti této doby umisténa na ploSinu a ponechéna zde po dobu 15
sekund. Test se opakoval nékolikrat denné nékolik dni po sobé¢.

Samciim o hmotnosti mezi 25-35 g byl podan skopolamin v mnoZzstvi 1 mg/kg
hmotnosti. Tento alkaloid vyvolava poruchy paméti, usudku a orientace. Tticet minut poté
bylo zkoumano jejich chovani pfi testu pasivniho vyhybani. Pii podani pouze skopolaminu se
dle predpokladu kognitivni vykon mysi zhorsil. Pokud bylo jesté 15 minut pted poddnim
skopolaminu podano mezi 30 a 60 mg/kg extraktu z kiiry Geissospermum vellosii, zhorSeni
vykonu nebylo tak patrné [52].

V ptipad¢ vodniho labyrintu byl pti pétidennim podavani skopolaminu patrny
postupny pokles kognitivniho vykonu. Cas potiebny k dosaZeni skryté plosiny se stale
zvySoval, paty den testlh dosdhnul 103,5 + 8,3 s. Pii podani 30 mg/kg extraktu 15 minut pred
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skopolaminem byl paty den potiebny Cas 66,4 + 11,2 s. Efekt extraktu zmiriiujici kognitivni
deficit byl tedy vice nez patrny a Ize srovnat s kontrolnim podavanim takrinu (10 mg/kg),
ktery je prokdzanym reverzibilnim inhibitorem acetylcholinesterasy [54]. U mysi, kterym byl
podavan, byl paty den ¢as potiebny k dosazeni ploSiny 59,4 + 13,7 s[52].

Soucasti prace tohoto tymu bylo i zkoumani vlivu extraktu vici cholinesterasam in
vitro. Acetylcholinesterasa ziskana z mozku laboratornich krys vykazovala asi 15x mensi
inhibici (ICso = 39,3 ug/ml) extraktem GV nez AChE z pathote elektrického (Electrophorus
electricus) (ICso = 2,9 pg/ml). Rozdil je dan vysokou interindividualni variabilitou citlivosti
AChE [55]. Zkouman byl také vliv na butylcholinesterasu z koniské krve, ke které ma;ji latky
z extraktu vyssi selektivitu (ICso = 1,6 pg/ml). Za latku, zodpovédnou za inhibici esteras, byl
veédci oznacen geissospermin [52]. Nelze vSak vyvratit ani ucast dalSich latek obsazenych
v extraktu.

Geissospermin byl stejnou skupinou vyzkumnikti podroben dal§imu zkoumani in
silico. Pomoci molekulédrniho dokovani se zkoumala jeho vazba na aktivni ¢ast
acetylcholinesterasy parejnoka kalifornského (Torpedo Californica). Tyto simulace byly
provedeny za vyuziti po¢itacovych programli AutoDock a Molegro Virtual Docker. Pro
porovnani byly nejdifiv sledovany vazby dosud znamych ligandi na AChE, naptiklad
galanthaminu nebo takrinu. Nasledné byl navrzen model vazby geissosperminu. Bylo
zjisténo, ze skute¢né dochazi k interakcim mezi n€kterymi ¢astmi molekuly alkaloidu a
enzymu. Mezi n¢ patii naptiklad tvorba vodikovych mistkll, n-m interakce mezi aromatickymi
jadry nebo hydrofobni interakce [56]. Autofi vyzkumu déle uvedli, ze by piisobeni
geissosperminu na AChE mohlo byt ovlivnéno jeho strukturnim zjednodusenim, nebot” se
jedna o pomérné velkou molekulu s bis-indolovou strukturou.

Do budoucna se tedy zda vhodné podrobit obsahové latky GV dalsimu zkoumani.
V nékolika na sob¢ nezavislych studiich se prokazalo, ze skute¢n¢ dochazi k interakci mezi
alkaloidy a cholinesterasami. Vliv na kognitivni funkce byl prokézan in vivo testy.

3.5.2 Antimalaricka aktivita

------

malarie. K tomuto ucelu se nejvice vyuzivaji odvary, v zavislosti na tradici pfipravované bud’
ve vodé, nebo v alkoholu. Takto pfipravené odvary se maji uZivat 2-3x denné, vzdy po jedné
sklenici, dokud ptfiznaky onemocnéni neustoupi [57]. Dle tradi¢ni receptury kmene Chacobo,
ktery obyva oblast amazonského pralesa na izemi Bolivie, je na pfipravu dvou litri odvaru
potieba pouzit 500 g nastrouhané kliry z Geissospermum vellosii. Ta se musi dale po dobu 15
minut vafit ve vodé, poté je pfipravena ke konzumaci [58]. Jako obvykle uZivana denni davka
je popsano vypiti dvou sklenic za den. Pozitivni vliv takto uzivaného extraktu je diskutabilni.
Problém muiZe spocivat také v toxickém plisobeni obsazenych latek na lidsky organismus.

Védecky vyzkum tykajici se i€inkl extraktl z riznych tropickych rostlin proti
puvodcim malarie, véetné€ nékterych z rodu Geissospermum, probihal jiz po druhé svétové
valce a byl provadén americkou armédou. Bohuzel se v literatufe nepodarilo dohledat
presvédcivé prameny, které by k G€innosti extraktu z GV podaly né¢jaky konkrétni zavér.
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Dalsi studie s diivéryhodnymi vysledky pfiSly az se zacatkem nového tisicileti.
Z nadrcené kury Geissospermum vellosii byl ptipraven surovy methanolovy extrakt, ktery byl
dale pomoci protiproudé chromatografie rozdélen do n¢€kolika frakei. Z nékterych vybranych
frakci bylo pomoci TLC ptecisténo a ziskdno mensi mnozstvi alkaloidi. Jesté pred samotnym
zkousenim byla pomoci NMR a LC/MS urcena struktura majoritnich latek obsazenych
v extraktu. Jednalo se o geissolosimin, geissospermin, geissoschizolin, geissoschizon a
vellosiminol. Zkoumal se jak samostatny vliv téchto alkaloidd, tak i celkovy efekt frakce, ze
které byly ziskany. Parazité¢ druhu Plasmodium falciparum, citlivi na 1é¢bu chlorochinem
(D10), byli in vitro vystaveni u¢inkiim nékterych ziskanych alkaloidti z GV. Pifedmétem
zkoumani bylo zjistit koncentraci latek, pii které dojde k 50% inhibici Zivotniho cyklu
parazita (ICso). Pocatecni koncentrace byla 100 yg/ml, dale dochézelo k fedéni. Pouze
geissolosimin byl u¢innéjsi samostatné (ICso pio = 0,55 £ 0,05 pg/ml), v ostatnich piipadech
byl vyssi uinek u frakei [59], 1ze tedy brat v potaz synergistické ptisobeni obsahovych latek.
Jako referenc¢ni latka byl pouzit chlorochin.

I pres slibné vysledky z in vitro testovani je nutné antimalarické ptisobeni potvrdit také
in vivo testy na savcich. Dal§im problémem mitize piedstavovat pfipadna toxicita latek
obsazenych v extraktu. Jak jiz bylo zminéno vySe v uvodu, mezi nakazené malarii ¢asto patii
déti, u kterych se mize toxické plisobeni manifestovat jesté vice nez u dospélych jedinct. Pti
objeveni takové nové ucinné latky by jeji toxicita teoreticky mohla byt odstranéna nebo
sniZzena néjakou strukturni modifikaci, to ale musi byt pfedmétem dal§iho zkoumani.

Dalsi vyzkum, ktery se vénoval druhu Geissospermum sericeum, porovnaval
antimalarické ptsobeni nékterych obsazenych alkaloidl proti chlorochin-rezistentnimu
kmenu Plasmodium falciparum (K1) ve srovnani s referencni latkou, kterou byl chlorochin.
Zkouman byl naptiklad flavopereirin nebo geissoschizolin a jeho oxidacni produkty, kterymi
jsou napftiklad geissoschizolin-N-oxid nebo 1,2-dihydrogeissoschizolin. Vyskyt poslednich
dvou zminénych latek v rostlin¢ nebyl potvrzen zadnou studii, jedna se tedy pravdépodobné o
latky vzniklé oxidaci v pribéhu zkoumani a zpracovavani extrakt [60]. Flavopereirin
prokézal nejvyssi aktivitu, byt’ ani zdaleka nedosahl takovych hodnot jako referenéni
chlorochin. Navic se projevily 1 jeho cytotoxické vlastnosti vii¢i lidskym bunéénym liniim.
Uplné nejlepsich vysledkt dosahnul celkovy surovy extrakt (ICso ki = 1,78 uM) [60], z &ehoz
je mozné usuzovat, ze se jednotlivé obsahové latky svymi Gc¢inky dopliuji. Tento fakt dale
taky potvrzuje, ze vyuzivani ethanolovych extrakti v lidovém Ié¢itelstvi ma néjaké
opodstatnéni, ale spiSe jako podplirnd 1é¢ba, nez ke kompletni eradikaci parazita z lidského
téla.

V jednom z dalSich vyzkumi byla zkoumana antimalaricka aktivita nékolika tradi¢né
uzivanych rostlin na uzemi Francouzské Guyany, v¢etné Geissospermum vellosii,
Geissospermum sericeum a Geissospermum argenteum. Odvary z kiry zminénych rostlin
byly vyuzivany mistnim obyvatelstvem preventivné proti manifestaci malarického
onemocnéni a jsou znamy podle tradi¢né pouzivaného nazvu ,,Maria Congo®. Pfi zkoumani
antimalarické aktivity in vitro 1 in vivo testech na mySich byly pouzity jak odvary pfipravené
vafenim klry ve vodé po kratSi dobu, tak maceraty v alkoholu (rumu) macerované po dobu
jednoho mésice. Nekteré z vodnych extraktli prokazaly slibnou aktivitu in vitro, ale pfti in vivo
testech uz vysledky tak zajimavé nebyly. Samotnymi vyzkumniky bylo zpétné uvedeno, ze pfti
in vivo testovani mozna nebyly pouzity dostatecné vysoké davky. Naopak solidni vysledky
byly prezentovany u alkoholovych extraktl, konkrétn€ u Geissospermum argenteum. Zde byl
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zaznamenan inhibi¢ni vliv na jaterni stadium parazita Plasmodium yoellii, kdy doslo k snizeni
hepatalniho mnozeni az o 83% [61]. Zavérem je tedy mozné konstatovat, ze pro dosazeni
zadouciho preventivniho piisobeni proti mnozeni ptivodcii malérie v lidském organismu je
vhodnéjsi vyuzit spiSe ethanolové extrakty, do kterych 1épe prechazeji obsahové latky

z rostlinné drogy.

Pisobeni proti piivodcim malérie nemusi byt vyhrazeno pouze jedné rostliné. Tomu
nasvédcuje vyse uvedeny ethnofarmakologicky vyzkum. V ném byla zkoumana tc¢innost
ruzn¢ piipravenych extraktli z riznych casti rostlin. Za zminku urcité€ stoji pouziti kombinace
nekolika ptirodnich latek, ziskanych tieba z Passiflora sprucei nebo Quassia amara [62].
Kombinaci n€kolika mechanismi u€inkti mize dojit jesté k lepSim vysledkiim. Nelze
opomenout ani piidani tradi¢ni rostlinné 1é¢by k terapii antimalariky, coz by pii podlozeni
ucinnosti a vyvraceni nezadouciho toxického plisobeni na lidské buniky mohlo byt zajimavou
formou maximalizace Gc¢inku 1écby.

3.5.3 Protinadorova aktivita

Lé&ba nadorovych onemocnéni za posledni stoleti prosla rapidnim vyvojem. Castym
problémem souvisejicim s pouzivanim cytostatickych 1éCiv je jejich nespecifické plisobeni,
z ¢ehoz vyplyva i mozné poskozeni zdravych bunék. Nékteré z B-karbolinovych alkaloidd,
mezi které patii i flavopereirin, vykazovaly v n€kterych studiich schopnost inhibice syntézy
DNA rakovinnych bunék in vitro, aniz by ovliviiovaly syntézu DNA zdravych bunék.
Hypotéza je takova, ze struktura zdravé DNA je vice stabilizovana, napiiklad vodikovymi
mustky, zatimco v uvolnéné struktuie DNA probihéd nekontrolované déleni, pro které je
charakteristickd pfitomnost vice jednovlaknové DNA. Prave tato vldkna maji poskytovat
idealni vazebny prostor pro alkaloidy s kvartérnim dusikem, mezi které kromé flavopereirinu
patii naptiklad serpentin (izolovany z Rauwolfia serpentina) nebo alstonin (izolovany z
Rauwolfia vomitoria). Tyto latky maji mit schopnost se navazat specificky pouze na DNA
rakovinnych bunék, ¢imZ maji vykazovat vysokou specifitu pouze k poskozenym buiikam
[63]. V navazujicim vyzkumu byly za hlavni latky zodpovédné za tyto vlastnosti oznaceny
flavopereirin a dihydroflavopereirin. Smés dvou alkaloidii byla autorem oznacena jako PB-
100, pticemz jeji koncentrace 100 pg/ml méla mit za nasledek zastaveni déleni rakovinnych
bun¢k az z 98%. Zdravé buiikky nemély podle hypotézy byt alkaloidy ovlivnény. Plivodné
byly tyto latky ziskané z piirodniho extraktu, pozd&ji probéhla i jejich syntéza. Uginek latek
chemického i ptirodniho piivodu mél byt srovnatelny na nékolik linii rakovinnych bunék,
vcetné glioblastomu nebo karcinomu prostaty [64]. Ackoli byly prezentované vysledky velmi
slibné, nebyly nikdy potvrzeny in vivo studiemi, které by dokézaly, Ze extrakt skute¢né velmi
selektivné ptisobi proti buiikam karcinomu. Vérohodnost celého vyzkumu je narusena i tim,
ze samotny vyzkumnik Mirko Beljanski odmital spolupracovat pfi oficidlnim zkoumani
zodpovédnymi organy [65].

V dalSich studiich vlivu flavopereirinu na rakovinné buiiky byla zkoumana jeho
schopnost in vitro inhibovat rist bunék karcinomu prsu pomoci zastaveni bunééného cyklu a
indukce apoptdzy. Pro vyzkum byly vybrany MCF-7 a MDA-MB-231 linie bun¢k karcinomu
prsu. Flavopereirin prokazal schopnost sniZeni zZivotaschopnosti a déleni takovych bunék
v zavislosti na ddvce a Casu. ICso MDA-MB-231 (5,96 uM) byla zhruba polovi¢ni nez ICso
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MCF-7 (12,43 uM). Po 48 hodinéach ptsobeni flavopereirinu (15 pM) byla pozorovéana vétsi
mira apoptozy u bunék MDA-MB-231, ty proto byly oznaceny za citlivéjsi na ptisobeni
tohoto alkaloidu. Apoptoza téchto bunck byla vyvolana vétsi expresi aktivované kaspasy-3 a
kaspasy-9. Déle se na flavopereirinem indukované apoptéze MDA-MB-231 buné¢k ¢aste¢né
podili signalni draha AKT/p38 MAPK/ERK, i kdyZ pfesny mechanismus u¢inku zlstava
nejasny [66]. Aktivace p-38 mitogen-aktivované protein-kinasy mize v nékterych piipadech
indukovat zanik bunky [67]. Néktera ze soucasné pouzivanych chemoterapeutik, véetné
cyklofosfamidu nebo cis-platiny, indukuji apoptézu nddorovych bunék prave pres aktivaci
této signalni kaskady [68].

Schopnost zastavit déleni nadorovych bun¢k za ucasti flavopereirinu byla
prezentovana také u kolorektalniho karcinomu. Pfi in vivo testech flavopereirin zptisobil up-
regulaci proteinu p53 a néasledné p21 [17]. Tyto dva proteiny ptisobi tumor-supresivn¢, pokud
naleznou v buiice poskozenou DNA, zastavi jeji replikaci az do té doby, dokud neni chyba v
informaci opravena. Pokud chybu nelze opravit, dochézi k indukci apoptoézy poskozené bunky
[69]. Prezentované vysledky se zdaji byt slibné, nicméné je vhodné je podpoftit dal§imi
studiemi. Potvrzeni ziskanych vysledk by mohlo do budoucna ptinést dalsi molekuly
vyuzitelné v terapii nddorovych onemocnéni, ptipadné by mohlo piedstavovat adjuvantni
1é¢bu k soucasné pouzivané terapii doposud zndmymi chemoterapeutiky.

Prave pouziti extraktl z rostlin jako adjuvantni terapie mize pifinést zddouci vysledky
pfi 1é€be nadorovych onemocnéni. V jedné z dalSich studii, vénujici se vlivu flavopereirinu na
tumory, byla sledovana jeho inhibicni aktivita na nddorové buiiky karcinomu vajecniku
(OVCAR-5, OVCAR-8, SHIN-3) v porovnani s inhibi¢nim vlivem na zdravou linii lidskych
bun¢k (MRC-5). Samotny flavopereirin vykazoval urcitou selektivitu vii¢i rakovinnym
bunkam (ICso pro nadorové buniky se pohybovalo mezi 180 a 235 pg/ml, zatimco ICso pro
zdravé buiiky bylo stanoveno na hodnotu 537 pg/ml). Indukce apoptozy byla zavisla na
pouzité davce alkaloidu. Poté, co byla potvrzena selektivita latky k nddorovym bunkam, bylo
provedeno srovnani inhibice ristu pii pouziti konvencné pouzivané karboplatiny a pouziti
karboplatiny v kombinaci s flavopereirinem. Pii pouZiti kombinace doslo k synergistickému
pusobeni obou latek, bylo tedy mozné snizit potfebnou koncentraci karboplatiny k dosazeni
stejného zadouciho efektu.

Nasledné byla testovéana aktivita in vivo, kdy laboratornim mysim byla intraperitonealné
implantovéna linie SHIN-3 bun¢k. Samotny flavopereirin zaznamenal pfi pouZité koncentraci
20 mg/kg a 50 mg/kg denné sniZzeni hmotnosti nadoru o 58, resp. 79%. Samotna karboplatina
pfi tydenni davce 15 mg/kg sniZila hmotnost nadoru o 45%. Kontrolni skupin€ mysi byl
podavan dimethylsulfoxid. V ptfipadé€ pouziti kombinace karboplatiny a flavopereirinu byly
ziskany solidni vysledky. Objem nadoru se snizil o 89% pfti pouziti koncentrace 20 mg/kg
alkaloidu a uvedené davky karboplatiny a dokonce o 97% pfi pouZiti vyssi koncentrace
alkaloidu v kombinaci s karboplatinou, v porovnani s kontrolni skupinou. Kombinace B-
karbolinu a chemoterapeutika zaznamenala i vyrazné snizeni objemu ascitu, ktery byl
ptitomny. Pfedchozi in vitro zkoumani bylo tedy potvrzeno témito in vivo studiemi. Pii
pouziti uvedenych koncentraci nebyla u mysi pozorovana toxicita latek na jejich vnitini
organy [70].
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Laboratorni potieby

4.1.1 Rozpoustédla
e chloroform p.a. (CHCI5) (Ing. Svec, Penta-Praha)

e diethylether p.a. (Ing. Svec, Penta-Praha)

e diethylamin p.a. (ENH) (Ing. Svec, Penta-Praha)

e cthylacetat p.a. (EtOAC) (Ing. Svec, Penta-Praha)

e cthanol 95% (EtOH) (Lihovar Chrudim)

e methanol p.a. (MeOH) (Ing. Svec, Penta-Praha)

e toluen p.a. (To) (Ing. Svec, Penta-Praha)

e benzin lékatsky vyhovujici CL a CSN 656544 (Ing. Svec, Penta-Praha)
e cther p.a. (Ing. Svec, Penta-Praha)

e cyklohexan p.a. (cHex) (Ing. Svec, Penta-Praha)

e aceton p.a. (Ac) (Ing. Svec, Penta-Praha)

e chloroform deuterizovany pro NMR analyzu (Sigma Aldrich, Praha)

4.1.2 Chemikalie
e siran sodny bezvody (Ing. Svec, Penta-Praha)

e uhligitan sodny (Ing. Svec, Penta-Praha)

e kyselina chlorovodikova (Ing. Svec, Penta-Praha)
e kyselina L-vinna p.a. (Balex, Pardubice)

e dusi¢nan bismutity zésadity (Lachema, Brno)

e jodid draselny (Lach-Ner, Neratovice)

e uhli¢itan sodny bezvody (Ing. Svec, Penta-Praha)

e chlorid rtutnaty p.a. (Fisher Scientific, Pardubice)
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4.1.3

4.1.4

4.1.6

4.1.7

Detekéni Cinidla
Dragendorffovo ¢inidlo

Zasobni roztok Dragendorffova ¢inidla se ptfipravi smisenim roztoku A a roztoku B v
poméru 1 : 1 (v/v).

Detek¢ni roztok se pfipravi smisenim 5 ml zadsobniho roztoku s roztokem 10 g
kyseliny vinné v 50 ml vody.

roztok A: 1,7 g zasaditého dusi¢nanu bismutitého a 20 g kyseliny vinné se rozpusti v
80 ml vody.

roztok B: 16 g KI se rozpusti ve 40 ml vody.

Zasobni i detekéni roztok byly uchovavany v chladnicce pfti teploté 4°C.
Mayerovo ¢inidlo

Roztok byl pfipraven rozpusténim 5 g KI ve 30 ml vody. Nasledné bylo ptidano 1,35
g praskového chloridu rtutnatého a michdno do rozpusténi.

Vyvijeci soustavy pro preparativni a analytickou TLC
Si:cHex : ENH 9 : 1

So: To: EpNH9 1 1
S3: To : EtOAC : MeOH 1 :1: 0,1

Chromatografické absorbenty
komeréni hlinikova deska Merck 60 Silicagel GF2s4 for TLC

nalévand deska s oxidem hlinitym Merck Silicagel 60 GF2s4

neutralni oxid hlinity (Al2O3) pro chromatografii, 63 — 200 pm

Pristrojové vybaveni
Vakuova odparka Laborota 20 Heidolph (Heidolph, Schwabach, Germany)

Spektrometr EI/MS na GC/MS systému Agilent 7890A GC 5975 (Agilent
Technologies, Santa Clara, California, USA)

Spektrometr Varian VNMR S500 NMR (Varian, Palo Alto, California, USA)
UV lampa

Polarimetr P3000 (A.Kriiss Optronic, Hamburg, Germany)

Rostlinny material
suSend drcena klra Geissospermum vellosii

28



4.1.8

4.1.9

Cinidla pro stanoveni cholinesterasové inhibi¢ni aktivity
Roztok 5SmM DTNB:

Roztok se pfipravi rozpusténim navazeného mnozstvi DTNB v takovém mnozstvi 100
mM fosfatového pufru pH 7,4, aby vzniknul 5 mM roztok. Vznikly roztok je ¢iry nebo
mirné nazloutly a skladuje se v chladnicce pfi teploté 4°C po dobu maximalné jednoho
tydne.

Roztok 10mM ATChI:

Roztok se pfipravi rozpusténim odpovidajiciho mnozstvi latky ve vodé, aby vznikla
koncentrace byla 10 mM a roztok zistal &iry. Cinidlo se skladuje v chladniéce pii
teploté 4°C po dobu maximalné jednoho tydne.

Roztok 10 mM BuTChlI:

Roztok se ptipravi rozpusténim odpovidajiciho mnozstvi latky ve vodé, aby vznikla
koncentrace byla 10 mM a roztok ziistal &iry. Cinidlo se skladuje v chladni&ce pii
teploté 4°C po dobu maximalné jednoho tydne.

Pufry
100 mM fosfatovy pufr pH 7,4

Pufr se pfipravi smisenim 57 ml roztoku A a 243 ml roztoku B a 300 ml vody.
Zasobni roztok A je 200 mM NaH>POg4 (1 litr roztoku obsahuje 24,0g NaH,POj).
Zasobni roztok B je 200 mM Na;HPOq (1 litr roztoku obsahuje 28,4 g Na;HPOu).

4.2 Testovani biologické aktivity izolovanych latek

4.2.1

Chemikalie
acetyltiocholin jodid (Sigma-Aldrich) (10mM roztok)

butyryltiocholin jodid (Sigma-Aldrich) (10mM roztok)

5,5" -ditiobis-2nitrobenzoova kyselina >98% (Sigma Aldrich) (5SmM roztok)
dimethylsulfoxid p.a. (Sigma-Aldrich) (DMSO)

galanthamin hydrobromid 95% (Changsha Organic Herb Inc., China)

huperzin A 95% (TAZHONGHUI) (Tai'an zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd.,
China)

SmM fosfatovy pufr pH 7,4
S5mM fosfatovy pufr pH 7,4 obsahujici 150 mM chloridu sodné¢ho
100mM fostatovy pufr pH 7,4

Rekombinantni AChE (Univerzita Hradec Kralové)
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e Rekombinantni BuChE (Univerzita Hradec Kralové)

4.2.2 Pristroje
e Reader SynergyTM HT Muti-Detection Microplate Reader (BioTek, USA)

Podminky méfent:

Meéieno pfi teploté 37 °C v prostiedi fostfatového pufru (pH 7,4). Spektrofotometrické
stanoveni barevnych produkti pti vinové délce 436 nm pro AChE a 412 nm pro
BuChE

4.3 Vlastni stanoveni inhibi¢ni aktivity izolovanych alkaloidu

Pro stanoveni hodnoty ICso byla pouzita Ellmanova spektrofotometrickd metoda s
pouzitim 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB)178 [A =436 nm (AChE), nebo A =
412 nm (BuChE)]. Béhem stanoveni je sledovan nartst absorbance za 1 min. Hodnoty ICso
jsou vypocitany ze ziskanych hodnot poklesu aktivity AChE nebo BuChE nelinearni regresi v
programu GraphPaD Prism (verze pro Windows; vyrobce GraphPaD Software, San Diego,
CA, USA). Vysledky byly porovnany s hodnotami ICso zndmych inhibitora cholinesteras -
galanthaminem a huperzinem A. Procenta inhibice (% I) jsou pocitdna podle vzorce:

AAg
AASa

%1 =100— (100 x )
% I — procento inhibice; AABI — pokles absorbance slepého vzorku béhem 1 min; AASa —
absorbance testovan¢ho vzorku béhem 1 min.

4.3.1 Stanoveni aktivity latek

Nejprve byl proveden screening pii 100 mM, pokud byla inhibi¢ni aktivita vyss$i nez
50%, doslo ke stanoveni ICso. Pro méfeni inhibi¢ni aktivity latky jsou pouzity koncentrace:
40; 10; 4; 1 a 0,4 mM, piipadné dalsi série koncentraci v tomto pocetnim modu, je-li aktivita
vysoka. Do posledni 6. fady je pipetovan DMSO jako slepy vzorek.

Ziskané inhibi¢ni aktivity ICso acne a ICso Buche pro jednotlivé latky byly porovnavany s
inhibi¢nimi aktivitami referen¢nich latek — galanthaminem (ICso ache = 1,710 + 0,065 uM,
ICs0 Buche = 42,301 £ 0,065 uM), Huperzinem A (ICso ache = 0,033 £+ 0,001 uM, ICso Buchi >
1000 uM) a berberinem (ICso ache = 0,705 £ 0,104 uM, 1Cso Buche = 30,721 + 3,492 uM).
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4.4 Stanoveni inhibi¢ni aktivity vi¢i GSK-3

4.4.1 Chemikalie
¢ Dimethylsulfoxid p.a. (DMSO) (Sigma-Aldrich)

e Adenosin 5-trifosfat (ATP) (Sigma-Aldrich)

e GSM (Sigma-Aldrich)

e GSK-3p (Sigma-Aldrich)

e SB 415286 (Sigma-Aldrich)

e souprava ¢inidel Kinase-Glo (Promega) (Sigma-Aldrich)

e Pufr pH 7,4(sloZeni: octan hote¢naty (Sigma-Aldrich)

e Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) (Sigma-Aldrich)
e Tetra sodna sil EGTA (Sigma-Aldrich)

e 2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethansulfonova kyselina (HEPES) (Sigma-
Aldrich)

4.4.2 Pristroje
e Multireader Victor X3

4.4.3 Stanoveni inhibi¢ni aktivity

Stanoveni inhibi¢ni aktivity prob&hlo ve spolupraci s dr. Vincenzou Andrisano z
Department for Life Quality Studies University of Bologna. Stanoveni bylo provedeno
pomoci Kinase-Glo Kit (Promega Biotech Iberica, S.L., Madrid, gpanélsko), humanni
rekombinantni GSK-3f a GSM substrat napodobujici svalovou glykogen synthasu (Merck
Millipore, Darmstadt, Némecko) luminiscen¢ni metodou podle Bakiho et al. Stanoveni bylo
provedeno v bilych 96 jamkovych destickach s plochym dnem. V kazdé jamce bylo 10 pl
roztoku testované latky v DMSO o vysledné koncentraci 1 mM nafedéného pufrem (50 mM
HEPES, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA a 15 mM octanu hofe¢natého) na pozadovanou
koncentraci. K tomuto roztoku bylo ptidano 10 ul ATP (vysledna koncentrace 1 uM), 10 pl
100 uM GSM a 10 ul GSK-3p (20 ng). Negativni kontrola byla vytvofena pfidanim dalSich
10 pl pufru a kdo pozitivni kontroly bylo pfidano 10 pl standardu SB-415286. Celkova
koncentrace DMSO ve vysledné smési nepiesahla 5 %. Reakéni smés byla 30 min
inkubovana pfi teploté 37 °C, poté byla enzymaticka reakce zastavena ptidanim 40 pl Kinase-
Glo ¢inidla. Po dal$ich 10 min byla méfena luminiscence (dlouhodoby typ luminiscence).
Hodnoty ICso byly spocitany a vyhodnoceny pomoci programu GraphPaD Prism (verze pro
Windows; vyrobce GraphPaD Software, San Diego, CA, USA).
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4.5 Obecné postupy:

4.5.1 Priprava a ¢isténi rozpoustédel

Vsechna komeréné dodévana rozpoustédla byla pied pouzitim predestilovana dle
béznych laboratornich zvyklosti.

Po tomto procesu byla rozpoustédla uchovavana v tmavych lahvich pro zamezeni
pusobeni slune¢niho zafeni.

4.5.2 Odparovani

Ziskan¢ alkaloidni extrakty byly odpateny na rota¢ni vakuové odparce Heidolph za
sniZzeného tlaku a ve vodni l4zni o teploté 40°C.

Pro odpateni mensich mnozstvi extrakti byla pouzita pouze vodni lazen o teploté
45°C a proud vzduchu.

Zahusténé extrakty byly skladovany v chladnicce pfi teploté 3 °C.

4.5.3 Tenkovrstva chromatografie

Podle potteby se vyuzily bud’ komeréné vyrabéné hlinikové desky, nebo individualné
nalité sklenéné desky. Vzorky byly naneseny na startovni ¢aru rozpusténé v malém mnozstvi
chloroformu. Sklenéné komory riznych velikosti byly naplnény vybranou mobilni fazi a
nasyceny po dobu 20-25 minut. MnoZstvi mobilni faze bylo zvoleno tak, aby v ni byl spodni
okraj desky ponofen a zaroven hladina nedosahovala ke startovni Care.

Po vyvinuti byly desky vysuSeny.

4.5.4 Priprava litych desek

Sklenéné desky o rozméru 15x15 cm byly oplachnuty chloroformem. Do kadinky bylo
navazeno 6,5 g silikagelu a pfidano cca 20 ml vody. Po dikladném zamichani se vznikla
suspenze rovnomeérné nalila na desku a nechala 24 hodin zaschnout.

4.5.5 Detekce

Vyvinuté chromatogramy se po dikladném vysuseni vlozily pod UV lampu. Detekce
probihala pii 254 nm. Silikagel z desek plisobenim UV zateni zelené fluoreskoval, oblasti
s alkaloidy se projevily jako tmava mista — dochazelo na nich ke zhaSeni UV zateni. Pak byl
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chromatogram podroben nastfiku Dragendorffovym ¢inidlem. Pozitivni reakce potvrzujici
pritomnost alkaloida se projevila oranzovym zbarvenim.

4.5.6 Sloupcova chromatografie

Kolona byla pfipravena nalévanim suspenze Al,O3 v mobilni fazi. Néasledovalo
vytvofeni roztéru (etherovy extrakt a malé mnozstvi rozpoustédla) a jeho naneseni na kolonu.
Poté byla kolona promyvana mobilni fazi na principu gradientové eluce, kdy se postupné
ménil pomér jednotlivych slozek (Tabulka 2). Pti preruseni eluce byla cela kolona chranéna
pfed pfimym slune¢nim zafenim vrstvou latky.

4.5.7 GC/MS analyza

Analyza izolovanych latek byla provedena na plynovém chromatografu Agilent
7890A GC 5975, ktery pracuje s hmotnostnim detektorem pii elektronové ionizaci 70 eV a za
teplotniho programu 100-180°C (7 minut), 180°C (1 minuta) a 180-300°C (24 minut).
Pouzitou kolonou byla Hp-5 MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um, Agilent Technologies, USA).
Jako nosny plyn bylo pouzito helium o pritokové rychlosti 1 ml/min. Nésttik vzorku byl
proveden pfi teploté¢ 180°C a objem byl 1 pl methanolického roztoku (split 1:10).

Identifikace alkaloidd probéhla porovnanim jejich spekter se spektry dostupnymi
v komer¢ni knihovné NIST 11 (National Institute of Standards and Technology Library
USA), s daty publikovanymi v odborné literatute a se standardy latek, které jiz byly izolovany
na naSem pracovisti.

4.5.8 NMR analyza

NMR spektra (IH-NMR a 13C-NMR) byla métena na pfistroji Bruker Avance DRX
500 Spectrometer, a to pfi pracovni frekvenci 500 MHz pro 1H a 125 MHz pro 13C. Méfeni
bylo provadéno v CDCI3 (deuterochloroformu) pfti teploté 25 °C. Chemické posuny 6 byly
zaznamenavany v jednotkach pars per milion (ppm). Hodnoty 1H-NMR spektra jsou vztaZeny
k inertnimu standardu (tetramethylsilan; 7,26 ppm) a hodnoty 13C-NMR spektra k signalu
rozpoustédla (77,0 ppm).

4.5.9 Meéreni optické otacivosti

Opticka otacivost methanolovych nebo chloroformovych roztoki izolovanych latek
byla méfena na polarimetru P3000. Specificka otacivost jednotlivych latek byla vypoctena na
zaklad€ niZe uvedeného vzorce.
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100 X a
[o]'=——~
a — nam¢fena otacivost [°]
¢ — koncentrace métené latky [g/100ml]

1 — délka kyvety [dm]

t — teplota méfeni [°C]
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5 1zolace

5.1 Zpracovani drogy

Od dodavatele Amazon Herbs Surinam bylo v tijnu 2018 objednano celkem 48 kg
suSen¢ kiiry. Kiira byla rozemleta na kousky o velikosti do cca 5 mm.

Dokladny vzorek byl uchovan na katedfe farmaceutické a oznacen jako AL-G74.

5.2 Extrakce

Rozdrobnéna kira byla vlozena do Erlenmayerovych ban¢k a pridal se 96% EtOH tak,
aby vysledny pomér droga : rozpoustédlo byl cca 1 : 4. Droga byla dvakrat vafena po dobu 30
minut pod zpétnym chladi¢em. Vznikly extrakt byl zfiltrovan a poté odparen na rotacni
vakuové odparce. Tim byl ziskan primarni extrakt tmaveé hnédé barvy a lehce viskozni
konzistence o hmotnosti cca 5 kg.

Primarni extrakt byl rozpustén v 0,5 1 95% EtOH a pieveden do destila¢ni banky. Do
baiiky se pak ptidalo 1,5 1 vody, vznikla smés byla zahtata na 60°C a EtOH byl odpaten. Do
zbytku se ptidalo cca 5 litrti horké vody o teploté 80°C a smés byla dikladn€ promichana.

Dale bylo tfeba upravit pH smési na hodnoty mezi 1,3-1,5. Toho bylo dosazeno
pridanim 5% kyseliny chlorovodikové. Vznikly roztok byl doplnén vodou na 15 1 a ptes noc
se nechal sedimentovat. Dal$i den byl opatrné dekantovan a zfiltrovan ptes vrstvu neutralni
kfemeliny. Zachyceny zbytek na kifemelin¢ byl promyt men$im mnozstvim vody. Celkové
bylo ziskano asi 17,5 1 roztoku pro vytfepavani.

5.3 Vytiepavani terciarnich bazi

Jesté pred samotnym vytfepavanim byl vznikly roztok nafedén v poméru 1 : 1
destilovanou vodou. Kazdy jeden litr takto vzniklé smé&si byl pfeveden do Erlenmayerovy
banky, alkalizovan 200 ml 10% NaCOs3 a smichan s 500 ml chloroformu.

Prvotni tfepani se provadélo pfimo v bance, poté byl roztok prefiltrovan pres vliselin
do ttepacky. Po diikladném a pétkrat opakovaném vytiepani se vyckalo na ustanoveni
rovnovahy a spodni chloroformova vrstva byla odpusténa. Chloroformovy vytfepek byl
zfiltrovan a odpafen na odparce. Timto postupem bylo ziskano 1530 g tmavé hnédého
sirupovitého extraktu.
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5.4 Cisténi extraktu

Celkové mnozstvi 1530 g sirupovitého extraktu z ptfedchoziho kroku bylo rozpusténo
v CHCl3 a rozd€leno do 6 ban¢€k po 255 g. Baiika byla zahtata na 70°C, ¢imz doslo ke
ztekuceni obsahu. K nému bylo poté ptidano 200 ml 5% HCI a dtikladné promichano ve
vodni 1azni. K obsahu banky se pak ptidalo jesté¢ 500 ml destilované vody a znovu
promichéno. Vznikla suspenze se nechala mirn€¢ vychladnout a poté byl kysely vodny obsah
pteveden do jiné baiky. Plivodni banky obsahovaly nerozpusténé zbytky, postup se tedy
identicky opakoval. Jedinym rozdilem bylo, ze na konci byly jesté na 5 minut ponotfeny do
ultrazvukové lazné. Kazda ze Sesti banék byla zpracovavana zvlast. Na konci byly
nerozpusténé zbytky z ban€k spojeny, pielity 500 ml 5% HCI a diikkladné zamichany. Dale
bylo ptidano 600 ml destilované vody a znovu zamichéano. Kysela vodna vrstva byla
ptevedena do jiné nadoby. Obsahy jednotlivych banék byly spojeny, natedény destilovanou
vodou, ponechany vychladnout a nasledn¢ zfiltrovany. Timto postupem bylo ziskano 12,51
hnédého kyselého vodného roztoku.

Tento vodny roztok alkaloidl byl rozdélen po jednom litru do délicich nadob. Kazdy
jeden litr byl alkalizovan 230 ml 10% NaxCOs. Poté se vytiepavalo etherem. Na prvni
vyttepavani se pouzilo 600 ml, poté jest¢ 4x 300 ml. Vodna a etherova faze se dobie
rozd¢lila, kromé toho se vyloucila jest¢ hnédoseda srazenina. Spodni vodna vrstva byla
odpusténa stranou do dalsi nddoby; horni etherové vrstvy byly spojeny, ptefiltrovany a bylo
z nich odpateno rozpoustédlo. Timto postupem vznikl hnédozluty, velmi viskoézni alkaloidovy
odparek o hmotnosti 50,4 g, ktery byl vyuzit pro sloupcovou chromatografii v dalSim kroku.

Odpusténa vodna vrstva po detekci Mayerovym Cinidlem silné reagovala na
ptitomnost alkaloidl. Proto byla vytfepana chloroformem; nejprve 500 ml a poté jesté 5x 350
ml. Spojené chloroformové vytrepky byly zfiltrovany a odpateny na vakuové odparce. Pro
dalsi praci nebyl tento vyttepek vyuzivan, byl pouze uskladnén v chladni¢ce na katedfe.

5.5 Sloupcova chromatografie

Celkoveé mnozstvi 50,4 g alkaloidniho odparku bylo rozpusténo v potfebném mnoZstvi
ethylacetatu a chloroformu a v poméru 1:4 smichano s adsorbentem. DoSlo k postupné
adsorbci na stacionarni fazi, rozpoustédla byla odpatena. Takto pfipraveny roztér byl
pfipraven k naneseni na sloupec.
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Tabulka 1: Parametry sloupcové chromatografie

Hmotnost odparku 504 ¢
Hmotnost adsorbentu 2050 g
Rozméry kolony 7,2 x50 cm
Mrtvy objem 1600 ml
Objem frakce 250 ml
Doba toku 20 min

Rozdéleni na sloupci bylo provedeno postupem takzvané gradientové eluce, kdy
postupné dochazi k upravé pomért jednotlivych slozek mobilni faze za ucelem stoupajici
polarity. Prolévani sloupce zahajeno smési chloroform : benzin v poméru 1 : 1. Nésledné byl
postupné zvySovan podil chloroformu az na 100% kolem 180. frakce. Déle byl chloroform
misen s ethanolem az do poméru 1:1 (Tabulka 2).
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Tabulka 2: Priibéh sloupcové chromatografie

nazev frakce Cislo frakce Elucni systém Hmotnost odparku (g)
GV-1 13-18 CHCl;:Benzin1:1 0,0793
19-27 CHCl;:Benzin1:1
GV-2 0,0977
28-31 CHCl; : Benzin 52 : 48
32-36 CHCl; : Benzin 52 : 48
GV-3 1,3746
37-42 CHCI; : Benzin 55 : 45
43-56 CHCI; : Benzin 55 : 45
GV-4 5,1969
57-66 CHCl; : Benzin 60 : 40
67-72 CHCl; : Benzin 60 : 40
GV-5 0,7862
73-79 CHCI; : Benzin 65 : 35
GV-6 80-87 CHCI; : Benzin 65 : 35 1,5764
88 CHCl; : Benzin 65 : 35
GV-7 8,2681
89-103 CHCl; : Benzin 70 : 30
GV-8 104-105 CHCl; : Benzin 75 : 25 1,0337
106-119 CHCl; : Benzin 75 : 25
120-131 CHCl; : Benzin 80 : 20
132-149 CHCl; : Benzin 85 : 15
GV-9 17,964
150-156 CHCl; : Benzin 90 : 10
157-171 CHCl; : Benzin 95 : 5
172-182 CHCl; 100
GV-10 183-188 CHCl;: EtOH99: 1 1,2305
GV-11 189-199 CHCl;: EtOH99: 1 3,0227
200-214 CHCl;: EtOH99: 1
GV-12 2,2376
215-2017 CHCl; : EtOH 97 : 3
GV-13 218-221 CHCl;: EtOH 95 :5 0,3827
GV-14 222-231 CHCl;: EtOH95:5 1,3326
232-233 CHCl;: EtOH95:5
GV-15 234-250 CHCl;: EtOH9: 1 2,8556
251-256 CHCl; : EtOH 85 : 15
257-264 CHCl; : EtOH 80 : 20
GV-16 0,536
257-272 CHCl; : EtOH 50 : 50
Celkem 47,9746
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Béhem této prace bylo zachyceno celkové 272 frakei po 250 ml. Na zakladé
analytickych tenkovrstvych chromatografii byly jednotlivé frakce spojeny a vytvoreno tak
celkove 16 frakei (GV1 az GV 16). Rozdéleni frakci bylo ovéfeno vyvinutim na komeréné
vyrabénych hlinikovych deskéach Silica Gel 60 F254 od firmy Merck (Obrazek 12).

Obrdzek 12: Souhrnné TLC frakci GV1-GV16

5.6 Zpracovani frakce GV-9 — preparativni TLC

V ramci této diplomové prace byla nadéale zpracovéana frakce GV-9. Extrakt byl
rozpus$tén v ethylacetatu a pomoci pera v ¢afe nanesen na startovni linii pfedem pfipravenych
nalitych sklenénych desek. Desky byly nésledné vyvinuty v pfedem nasycenych komorach,
nejprve se jako mobilni faze pouZzila smés Si, pak Sz. Po vyvinuti a diikladném vysuSeni
proudem horkého vzduchu byly pod UV lampou patrné 4 oddélené vrstvy GV9-(A- D). Tyto
vrstvy byly zaznamenany a nasledné vyskrabnutim i se silikagelem rozdéleny na jednotlivé
Ctyfi zony. Poté probéhla jejich eluce ze stacionarni faze v eluéni koloné — vzorky byly
naneseny na kolonu a promyvany smési EtOH:CHCI3 (1:1). Nasledovalo odpateni
rozpoustédel a krystalizace. Jednotlivé vzorky byly podrobeny strukturni analyze.
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Obrazek 13: Chromatogram po nastiku Dragendorffovym ¢inidlem, zobrazeno rozdéleni
jednotlivych podfrakci GV9A-D.

5.7 Zpracovani podfrakce GV-9-C

Pro dalsi préci byla zvolena podfrakce C. Zpracovdvané mnozstvi o hmotnosti 210 mg
bylo rozpusténo v chloroformu a v ¢afe perem naneseno na sklenénou desku se silikagelem.
Nésledovalo vyvijeni ve vhodné mobilni fazi (S3), které bylo zopakovano dvakrat. Po
vysuSeni se pod UV lampou zobrazily tii oddélené vrstvy, které byly oznaceny jako C1, C2 a
C3. Stejné jako v pfedchozim kroku i zde probéhlo ohraniceni jednotlivych vrstev a poté
jejich vyskrabnuti, eluce a piecisténi.
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6 Vysledky

6.1 Struktura izolovaného alkaloidu

6.1.1 GV-9C: Geissoschizolin
Latka byla identifikovana jako indolovy alkaloid geissoschizolin.

Sumarni vzorec:

C19H26N20

Obrazek 14: Geissoschizolin
Molekulova hmotnost:
Mr: 298,422
MS analyza:

MS (ED): m/z (%) = 298 (13), 281 (6), 240 (3), 221 (1), 199 (25), 180 (9), 168 (100), 156 (10),
144 (46), 130 (26), 115 (10), 94 (10), 77 (8), 70 (13), 55 (10).

NMR analyza:
Ziskana spektra byla porovnéna s literaturou [71].
Opticka otacivost:

[a]35=121,5° (c = 0,12; MeOH)
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6.2 Inhibic¢ni ucinek izolované latky vici cholinesterasam

Tabulka 3: Inhibi¢ni aktivita izolované latky (tucné) a standardt

Latka % inhibice AChE: ICs % inhibice BuChE: ICso
AChE (100uM) (LM) BuChE (100uM) (LM)
Geissoschizolin 12,82 + 2,99 > 100 40,40 £ 1,42 >100
Berberin®T - 0,71 £0,10 - 30,72 + 3,49
Galanthamin®T - 1,71 £ 0,07 - 42,30 + 0,07
Huperzin AST - 0,03 + 0,00 - > 100

Standard = ST

6.3 Inhibicni ucinek izolované latky vaci GSK38

Tabulka 4: Inhibi¢ni aktivita izolované latky (tu¢né¢) a standardu

Latka % inhibice GSK38 (50uM) GSK38: ICso (nM)
Geissoschizolin 82,66 + 6,04 >100
SB-4152865T - 70

Standard = ST
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7 Diskuze a zavér

Naplni této diplomové prace byla izolace alkaloidt z kiiry Geissospermum vellosii a
zkoumani jejich biologické aktivity se zamétenim na lidské cholinesterasy a GSK3-B. Prave
tyto enzymy piedstavuji potencialni cile pro 1éCiva, kterda mohou ovlivitovat priabéh
Alzheimerovy choroby. Pocty diagnostikovanych timto onemocnénim kazdoro¢né nartistaji,
zejména ve vyspélych zemich svéta, kde se s vyssi zivotni urovni prodluzuje predpokladany
vek doziti. Lécba demenci piedstavuje obrovsky problém pro ekonomiky téchto zemi, protoze
naklady na jejich 1écbu jsou vysoké. Kromée primych nakladt, kam lze zaradit vyvoj novych
1é¢iv, vyrobu téch stavajicich nebo vystavbu specializovanych center, se velkou ¢asti podili i
naklady nepiimé. Pacienti se stiedné t€zkym az t€zkym pribéhem demenci jsou odkazani na
neustalou pomoc pecovatelll nebo rodinnych piislusniki. Tato péce pak znemoznuje
ekonomickou aktivitu téchto jedinctl a ¢asto je pro n€ psychicky velmi naro¢na, i proto, Ze se
u ¢asti pacientd s progresivnim pribé¢hem onemocnéni mohou objevit i dalsi psychiatrické
poruchy. Dlouhodobé vystavovani stresu v kombinaci s naro¢nou péci o nemocné muiize
ptedstavovat dal$i problém do budoucna i pro dosud zdravé jedince.

Alzheimerova choroba je nevylécitelné onemocnéni. Dokdzeme tedy pouze oddalit t&zsi
stadia choroby. V soucasné dobé je paleta pouZivanych lé¢iv omezena predevSim na
inhibitory cholinesteras, jelikoZ samotné podavani acetylcholinu neni terapeuticky piinosné —
je rychle rozklddan AChE a navic neni schopen prostoupit hematoencefalickou barierou. Na
1é¢bu AN jsou v CR oficialné pouzivani pouze tii zastupci — rivastigmin, donepezil a
galanthamin. Rivastigmin vzniknul strukturni modifikaci ptirodné vyskytujiciho se alkaloidu
fyzostigminu, ktery je obsaZen v puchyinatci jedovatém (Physostigma venenosum). Dal§im
zastupcem soucasné pouzivanych AChEi je galanthamin, ktery se pfirodné vyskytuje
v né€kolika rostlinach ¢eledi Amaryllidaceae. Inhibi¢ni vliv zminénych alkaloidii na
acetylcholinesterasu je jiz dlouhodobé znam. I z tohoto diivodu je nutné uvédomit si, ze
v piirodé Ize s nejvétsi pravdépodobnosti nalézt dalsi alkaloidy, které mohou prokazat
zajimavou aktivitu vii¢i cholinesterasam. Pravé proto je vhodné podrobit vyzkumu 1 dalsi,
dosud méné prozkoumané rostliny a jejich obsahové latky. Pokud by se u nich prokézala
solidni zadouci aktivita, existuje Sance, Ze ziskdme dalsi nova l1éciva, ktera by v budoucnu
bylo mozné pouZit pfi terapii.

O to vice je vhodné podrobit vyzkumu latky z rostlin, které jsou po velmi dlouhou dobu
uzivany v tradi¢ni lidové mediciné. Jak jiZ bylo zminéno v Gvodu, véfim v urcitou lidskou
intuici. Dokladem muiZe byt naptiklad pouZivani Huperzia serrata v tradi¢ni ¢inské mediciné.
Tato rostlina obsahuje mimo jiné i alkaloid huperzin A, ktery je dnes v nékterych zemi
vyuzivan jako 1é€ivo nebo doplné€k stravy pfi terapii AN. Rlizné pfipravované extrakty
z Geissospermum vellosii jsou na Uzemi Jizni Ameriky vyuZivany stovky let, podle mého
nazoru to miiZze naznacovat, ze skute¢né n&jaky pozitivni vliv na lidské zdravi vykazuji. I
pfesto, ze se jedna spiSe o0 méné zndmou rostlinu, byla uz od dvacatého stoleti podrobena fadé
vyzkumu. Ty se tykaly pfedevs§im piisobeni obsazenych latek prave na cholinesterasy a dale
byly vénovany antimalarickému pasobeni. S né€kterymi z nich jsem se v rdmci této diplomové
prace seznamil a jsem presvédcen, ze rostlina predstavuje perspektivni predmét zkoumani
zejména z hlediska obsazenych alkaloidi.
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Pravé alkaloidy obsazené v GV maji rozli¢nou a pomérné slozitou strukturu. At uz jako
celkové extrakty nebo jednotlivé izolované latky prokézaly Siroké spektrum ptisobeni.
Provedeni dalSich studii a vyzkumi, tykajicich se naptiklad ptisobeni obsazenych latek proti
nékterym télnim parazitiim nebo jejich cytotoxické aktivity, by teoreticky mohlo piinést
zajimavé strukturni pedlohy pro nova Iéciva.

Jako velmi nadéjné se zda byt pouziti nékterych latek obsazenych v GV jako piidatné
terapii k soucasné pouzivanym konvencnim chemoterapeutikiim. Podle n¢kterych studii
dochazi k synergickému pusobeni latek, coz umoznuje snizit pouzitou davku
chemoterapeutika a zvysit selektivitu takovych latek k nddorovym buiikkam. Tim se muze
snizit mira nezadoucich ucinki, které jsou u cytostatik bohuzel Casto ptitomné. V ramci dalsi
fytochemické prace na rostlin€ s nejvetsi pravdépodobnosti probéhne snaha o izolaci
flavopereirinu, ktery podle nékterych studiich prokdzal pozitivni aktivitu pfi ovliviiovani
nadorovych bun¢k.

V ramci této diplomové prace byl ziskan alkaloidni extrakt, ktery byl na zakladé
sloupcové chromatografie rozdélen na Sestnact frakei. Pro dalsi préaci byla vybrana frakce GV-
9. Na zaklad¢ provedenych tenkovrstvych chromatografii byl izolovan indolovy alkaloid
geissoschizolin, jehoZ struktura byla uréena pomoci MS, NMR a optické otacivosti. Tato
ziskana data byla porovnana s dostupnou literaturou.

Ziskané mnozstvi alkaloidu umoznilo také testovani jeho biologické aktivity vici
lidskym cholinesterasam a vici GSK-3f. Zjisténé hodnoty inhibice cholinesteras
geissoschizolinem ACh = 12,82 +2,99 %, BuChE = 40,40 + 1,42 % naznacuji, ze latka pii
ovliviiovani cholinesteras nevykazuje zadouci aktivitu a tudiz je pro tento ucel nevyznamna.

Inhibice GSK-3p ziskanym alkaloidem se prokazala jako perspektivni. V budoucnu Ize
oc¢ekavat dalsi vyzkum tykajici se vyuziti obsahovych latek GV v terapii kognitivnich poruch
spojenych s AN.

Déle bude probihat dalsi izolace a studium obsaZenych latek. Vzhledem k ¢astému
vyuzivani extraktl z rostliny pfi terapii malarie bude zkouman vliv aktivnich latek na inhibici
prvoki rodu Plasmodium. Také v této oblasti se vyuziti alkaloidi GV zda potencialné
pfinosné.
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8 Abstrakt

Razicka, L.: Izolace alkaloidii druhu Geissospermum vellosii Allemao a studium jejich
biologické aktivity. Diplomova prace, Univerzita Karlova, Farmaceutické fakulta v Hradci
Kralové, Katedra farmakognozie, Hradec Kralové, 2020.

V ramci této diplomové prace byly zkoumany alkaloidy z jihoamerického stromu
Geissospermum vellosii, ktery je v dané oblasti tradi¢n€ pouzivan na 1é¢bu riznych
onemocnéni véetné kognitivnich deficiti spojenych se starnutim organismu'. Prace je
zalozena na ptredchozim vyzkumu, ktery se zabyval inhibici lidskych cholinesteras a
glykogensyntasy-kinasy 3 B(GSK-3 B), cehoz je mozné vyuzit v terapii Alzheimerovy
choroby. Pravé vyskyt tohoto onemocnéni v poslednich desitkach let nartista a predstavuje

velkou z4t&Z nejen pro zdravotnictvi, ale i pro ekonomiku vyspélych zemi>.

Izolace vychézela ze surové nadrcené kiiry. Postupné bylo za pomoci extrakce a
vyttepavani ziskédno 50,4 g nazloutlého hustého etherového vytiepku, ktery vykazoval
zajimavou aktivitu vii€i AChE a BuChE (ICso = 15,19 + 0,96 pg/ml pro AChE a ICso = 0,37 +
0,049 pg/ml pro BuChE). Ten byl nadéle za pomoci sloupcové chromatografie rozdélen na 16
frakei.

Pro dalsi praci byla z hlediska obsazenych latek vybrana frakce GV9, ktera byla dale
zpracovana pomoci tenkovrstvé chromatografie. Byl ziskan bily krystalicky alkaloid, u
kterého byla pomoci fyzikdlné-chemickych metod stanovena struktura.

Izolovany alkaloid byl na zakladé MS a NMR spekter po porovnéni s dostupnymi daty
v literatuie identifikovéan jako indolovy alkaloid geissoschizolin.

Izolovany alkaloid nevykazoval solidni inhibi¢ni aktivitu vii¢i lidskym
cholinesterasam (inhibice AChE = 12,82 + 2,99 %, inhibice BuChE = 40,40 + 1,42 %). Dale
byla méfena jeho aktivita i na GSK-3 B, ktera dosahovala lepsich vysledkd.

Préace byla podpotena z projektu SVV 260 550.

Klic¢ova slova:

Geissospermum vellosii, acetylcholinesterasa, butylcholinesterasa, klira, biologicka aktivita,
alkaloidni extrakty, izolace alkaloidti, GC/MS analyza

Reference:

1) Lima, J. A. et al. Antinociceptive and anti-inflammatory effects of a Geissospermum
vellosii stem bark fraction. An. Acad. Bras. Ciénc. [online]. 2016, sv. 88, 1, str. 237-
248. ISSN 0001-3765.

2) Kumar, V. et al.: Robbins basic pathology. 8. vydani. Philadelphia: Saunders/Elsevier.
2007. 960 s. ISBN 978-1-4160-2973-1.
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9 Abstract

Rizicka, L. Isolation of alkaloids from Geissospermum vellosii Allemao and study of their
biological activity. Diploma thesis, Department of pharmacognosy, Faculty of Pharmacy in
Hradec Kralové, Charles University, Czech Republic, 2020.

The aim of this diploma thesis are alkaloids from Geissospermum vellosii. This tree
native in South America is commonly used for treatment of various diseases, including
cognitive deficits in elder people!. The study is based on previous research that was focused
on inhibition of human cholinesterases and glycogensynthase 3 B(GSK-3 ), which can be
used in treatment of Alzheimer disease. Incidence of this disease is rising up in the last
decades and it represents a big burden for both health service and economy of developed
countries?.

Isolation was carried out from crude crushed stembark. After extraction and agitation,
50.4 g of thick yellowish ether extract was obtained. This extract showed activity against
cholinesterases (ICso ache = 15.19 + 0.96 pg/ml and ICso Buche = 0.37 £ 0.049 pg/ml). Later,
this extract was separated to 16 fractions by column chromatography.

Fraction GV9 was chosen for additional research. Thin layer chromatography was
carried out for purification and extraction of white crystalline alkaloid. Structure was
determined by physical-chemical methods.

Obtained alkaloid was later identified as indole alkaloid geissoschizoline, based on the
MS and NMR spectres available in literature.

Isolated geissoschizoline did not show significant inhibition activity against human
cholinesterases (inhibition of AChE = 12.82 + 2.99 % and inhibition of BuChE =40.40 £ 1.42
%). It’s activity against GSK-3 B was measured and showed better results.

This work was supported financially by project SVV 260 550.

Key words:

Geissospermum vellosii, acetylcholinesterase, butylcholinesterase, bark, biological activity,
alkaloidal extracts, isolation of alkaloids, GC/MS analysis

References:
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