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1 UvoD

Prirodné liecivé prostriedky, hlavne lieCivé rastliny, boli dlho jedinym zdrojom lieciv
pre ludi a zakladom surovin na vyrobu liekov. V ddvnych dobach si lekari pripravovali
sami lieky, za pouZitia surovin, ktoré ziskali od predavacov liecCivych rastlin a
bylinkdrov. Rastlinné suroviny sluzia na izolovanie ucinnych latok a vyrobu dalsich
lieCebnych prostriedkov. Ludové lekarstvo a bylinkdrstvo dodnes udrZiava lie¢ebnu
tradiciu, ktora siaha aZ do zaciatkov ludstva. Pacienti sa opat vracaju k moZnosti
rastlinnej terapie pri roznych tazkostiach a chorobdach. Velké mnoiZstvo liekov sa aj
dnes vyrdba vo farmaceutickom priemysle z rastlin a rastlinnych prekurzorov.
Rastlinné drogy vSak nie su vidy vhodné na lie¢bu, ¢i samolieCbu choréb. Nesprdvnym
a nadmernym pouZitim mo6zu vykazovat potencionalne riziko poSkodenia zdravia. No
v _mnohych pripadoch pomdhaji chorym navratit zdravie, pricom nacieraju do

najvacdej lekdrne, do samotnej prirody. !

LiecCivé rastliny, ktoré sa dalej technologicky upravujd, obsahuju celd paletu
latok, z ktorych vaésina poOsobi priaznivo na fudsky organizmus. Farmakognozia je
veda zaoberajica sa rastlinnymi drogami a ich obsahom, ktora uUzko suvisi s
farmakoldgiou, vedou skumajicou ucinky lieCivych prostriedkov na [ludsky
organizmus. U&inné latky obsiahnuté v lie¢ivych rastlindch sa rozdeluju na dva typy.
A to na produkty primarneho metabolizmu, ktoré su potrebné pre Zivot rastliny.
Druhy typ predstavuju latky sekundarneho metabolizmu, ktoré moézu mat Siroké
uplatnenie ako fytoterapeutikd. Medzi tieto produkty mézeme zaradit: alkaloidy,

glykozidy, saponiny, triesloviny a mnoho dalsich. !

Dalej méZeme rozdelit liec¢ivé rastliny podla ich G¢inku na fudsky organizmus.
Podla farmakologického uUcinku sa drogy rozdeluju do skupin, ktoré urcuju okruh ich
pouzitia. U¢inok drogy nie je vidy jednoznaény, jedna droga mozie byt pouzitd proti
viacerym chorobam, kvéli bohatému obsahu G¢innych latok. Liecivé prostriedky su
pripravované v réznych formach z farmaceutickych surovin, z rastlinnych drog
a chemikalii. Jednou ztychto foriem mobzZe byt priprava rastlinného extraktu.
Extrakcia, je postup, pri ktorom su ucinné latky z drogy pod vplyvom rozpustadla,
vylihované do roztoku. Vyluh z rastliny moéze byt ovplyvneny teplotou, dobou

extrakcie ale aj druhom rozpustadla, na konci moze byt dany extrakt zahusteny. Takto
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bol pripraveny aj extrakt z rastliny Geissospermum vellosii Alemao, ktory bol dalej
vyuzity na izolaciu alkaloidov obsiahnutych v tejto rastline a Studium ich biologickej

aktivity, ¢o je vlastne hlavnou témou tejto diplomovej prace. ?

Geissospermum vellosii Alemdo sa vyznacuje bohatym obsahom indolovych
alkaloidov, ktoré su obsiahnuté v kére kmena stromu rastiuceho v amazonskych
pralesoch v severnej juZnej Amerike od Guyany aZ po Braziliu. 2 Domorodci z
amazonského regidénu €asto pouzivali kéru a listy druhov Geissospermum na pocetné
liecebné Ucely. Existuje niekolko dokazov, ktoré dokazuju, Zze druhy Geissospermum
vykazuju antimalarické, antibakteridlne, anticholinesterdzové, protinddorové a
antinociceptivne udinky.® Vdaka svojim vlastnostiam bola tato rastlina uvedend ako

jeden z desiatich najuZitoénejdich lie¢ivych brazilskych stromov. 2

Prdve izoldcia obsahovych latok z G. vellosii, hlavne indolovych alkaloidov
prispela k vyskumu a potvrdeniu ucinnosti extraktu, ktory bol pouzivany na jednotlivé
ochorenia u? od davnych déb. Studie, podielajice sa na vyskume tejto rastliny
odhalili, Ze napriklad geissospermin, ktory sa poklada za jej hlavny indolovy alkaloid
sa vyznacuje anticholinesterazovou aktivitou, ktora by mohla byt potencionalnou
lie¢bou kognitivnych poruch pri Alzheimerovej chorobe (AD). # Dalsi G¢inok, ktory bol
preskimany je protinddorovy. Zistilo sa, Ze prave flavopereirin, izolovany z G. vellosii,
selektivne inhibuje syntézu DNA v rakovinovych bunkach a tak pdsobi cytotoxicky na
rakovinu prostaty a aj kolorektalny karcindm. > Kéra kmena G. vellosii sa uz tradi¢ne
pouzivala na lieCbu malarie pévodnou populaciou v severnej Juznej Amerike, no
neboli preskimané latky, ktoré su za tento ucinok zodpovedné. Jedna z dalSich studii
poskytuje dékazy na podporu pouzivania G. vellosii ako antimalarického agensu a Ze

geissolosimin je vedticou molekuldrnou $truktdrou pre moziny vyvoj antimalarik. 2

Kvoli svojim vlastnostiam je tato rastlina predmetom rozsiahleho vyskumu uz
od roku 1838 a to z hladiska chemického aj farmakologického. # Aj na zdklade toho

bola rastlina G. vellosii zvolena ako hlavny predmet skimania v tejto praci.



2 CIEL PRACE

1.

Spracovanie rastlinného materialu a priprava etherového a chloroformového
alkaloidného vytrepku.

Stipcova chromatografia etherového vytrepku.

Izolacia alkaloidov z podfrakcie GV-11 etherového vytrepku, ziskaného po
spracovani kory z rastliny Geissospermum vellosii Alemao.

Ziskanie aspon jedného sekundarneho metabolitu alkaloidnej povahy ako
¢istu latku a v dostatoénom mnoizstve za pouzitia tenkovrstvej preparativnej
chromatografie a rekrystalizdacie.

Podielanie sa na identifikdacii a uréeni Struktury izolovanych latok za pouZitia
spektralnych a fyzikdlne-chemickych metdéd (GC/MS, NMR, opticka otacavost)
Stanovenie biologickej aktivity u izolovanych latok a vyvhodnotenie vysledkov.
Teoretické spracovanie témy so zameranim na farmaceuticky vyznamné

rastliny z ¢elade Apocynaceae a rastliny obsahujuce indolové alkaloidy.



3 TEORETICKA CAST

3.1. Celad Apocynaceae

Celad Apocynaceae je jednou z najvacsich a najvyznamnejsich ¢eladi. Sklada sa z 424
rodov s viac ako 4600 druhmi, ktoré su rozdelené v piatich podceladiach:
Rauvolfioideae, Apocynoideae, Periplocoideae, Secamonoideae a Asclepiadoideae. ©
Patri medzi krytosemenné, dvojkli¢nolistové rastliny, ktoré su trvalé byliny
obsahujuce mlie¢ny latex, polokry, malé kry, v trépoch prevaine liany, kry alebo
stromy s jednoduchymi, celokrajnymi, kozZovitymi listami ktoré, su najcastejsie
postavené protistojne v praslenoch alebo striedavo. 7 Vyskyt tejto celade je
najc¢astejSi v tropoch a subtrépoch. Pévodom su rastliny tejto celade z Indie,

Pakistanu, Ciny, Bangladésu a zo Sri Lanky. Plodom médZe byt mechurik, tobolka,

bobula alebo kdstkovica. ’

Clenovia ¢elade Apocynaceae s bohati na obsahové latky ako su alkaloidy,
steroidy, terpenoidy, flavonoidy, glykozidy, fenoly, laktony uhlovodiky, ¢ ale z tychto
obsahovych latok maju najvacési vyznam kardioaktivne glykozidy, indolové alkaloidy,
sekoiridoidné a iridoidné monoterpény a taktiez kaucuky (polyterpény), ktoré su

rozptylené v latexe. ’

3.1.1 Farmaceuticky vyznamné drogy celade Apocynaceae

Celad Apocynaceae je jednou z najrozmanitej$ich ¢eladi v rastlinnej risi. Je
vyznamnou pre bohaty obsah latok, p6sobiacich terapeuticky na ludsky organizmus.
Rastliny tejto ¢elade nasli uplatnenie nie len v tradi¢nej, ale aj v konvenénej medicine.
Na lieCbu gastrointestinalnych ochoreni, horucky, malarie, bolesti, cukrovky a taktiez
koZznych a ektoparazitickych ochoreni sa v tradiénej medicine vyuzZivaja dodnes.
Lie¢ivé vlastnosti tychto rastlin sa pripisuju hlavne pritomnym indolovym, steroidnym

alkaloidom a kardioaktivnym glykozidom. 8

Medzi medicinalne doélezité rastliny z tejto celade patria hlavne Carissa
carandas, Catharanthus roseus, pochadzajuci z Madagaskaru, teraz uz rozSireny do
celého sveta, Nerium oleander ¢asto sa vyskytujuci v nasSich zdhradach ako okrasny
strom, Holarrhena antidysenterica, Plumeria alba, Tabernaemontana divaricata,

Ichnocarpus frutescens, ® Thevetia peruviana ¢asto zndma ako Zlty oleander, Alstonia
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scholaris, Strophantus gratus, Rauwolfia serpentina a Vinca minor. ® Niektoré z tychto

rastlin, su opisané v nasledujicom texte.

3.1.1.1 Catharanthus roseus

Vyznamnou rastlinou z ¢elade Apocynaceae je Catharanthus roseus (vid. Obrazok 1)
v preklade Zimozelen ruzova, tiez znama ako bréal alebo Madagaskarsky bréal. Je vidy
zelena, trvald bylina, rastica v tropickom a subtropickom padsme. P6vodom je z Indie

a Madagaskaru ale v sidasnosti je distribuovand do celého sveta. °

Rastlina je farmaceuticky vyznamnd kvoéli obsahu dimérnych cytotoxickych
alkaloidov ako su vinkristin a vinblastin. Okrem alkaloidov sa v réznych ¢astiach
rastliny potvrdila pritomnost aj dalSich obsahovych latok ako su fenoly, polyfenoly,
flavonoidné glykozidy, antokyédny, steroidy a iridoidné glykozidy. ° Vo vsetkych
Castiach rastliny boli ndjdené alkaloidy s indolovym zvySkom. Priblizne 130 indolovych
alkaloidov bolo extrahovanych z tejto rastliny, avSak len 5 z nich sa vyuziva. Medzi ne
patri vinkristin, vinblastin, 3', 4'-anhydrovinblastin, serpentin a ajmalicin. ! Vinka
alkaloidy, vinkristin a vinblastin sa naj¢astejsie pouzivaju v reZimoch chemoterapie na

lieébu nddorov ako napriklad Hodgkinov lymfém a na lie¢bu leukémie. 1°

Tieto protirakovinové alkaloidy inhibujd proliferaciu buniek vdzbou na
mikrotubuly, nasledne blokujd mitézu a tak vedu k apoptdze buniek. Lesklé zelené
listy rastliny Catharanthus roseus su jedinym znamym zdrojom latok vinkristinu a
vinblastinu. Tie sa vyskytuju v listoch len v extrémne nizkych vytazkoch. Pricom
odhadovany roény dopyt je priblizne 3kg, ¢o predstavuje spracovanie 300 ton

susenych listov Catharanthus roseus. *?
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Obrdzok 1 Catharanthus roseus Obrazok 2 Vinca minor 14
3.1.1.2 Vinca minor
Daldou vyznamnou rastlinou s obsahom Vinka alkaloidov je Vinca minor (vid. Obrazok
2) (Zimozelen menSsia) tiez nazyvand maloploSny a trpasli¢i brcal. Je stale zeleny

plazivy poloker, rastuci v zapadnej, strednej a juznej Eurdpe.

V.minor produkuje viac ako 50 indolovych alkaloidov, ako je napriklad
vinkamin, akuammacin, minovincin, lochnericin a vinkadifformin, niektoré z nich su
farmaceuticky vyznamné. Vinkamin a vinkadifformin sa vyskytujd hlavne na povrchu
listov V. minor. Ich koncentrédcia tam je vyrazne vys$Sia ako vo vnutri listov rézneho
veku. Vinkamin a jeho semisynteticky esterovy derivat vinpocetin su periférnymi
vazodilatdtormi, zvySuju mozgovy prietok krvi a tak sa pouzivaju na lieCbu ischemickej

mozgovej prihody a inych cerebrovaskuldrnych ochoreni. 1°

Studie hovoria o dalsich moZnych G¢inkoch, ako napriklad neuroprotektivny
Géinok vinkaminu a vinpocetinu a tak o ich moZnom vyuziti pri lie¢be demencie. Dalej
o protizapalovej aktivite vinpocetinu, ktory by mal inhibovat aktivaciu nukledrneho
faktoru kappa B (NF-kB) buniek a nasledne regulovat prozapalové cytokiny.
Vinpocetin je aj u nas komeréne zndmym lie¢ivom, ktoré je k dispozicii pod
obchodnym ndzvom Cavinton ako psychostimulancium a nootropikum. Je indikovany
na prevenciu a liecbu cievnej mozgovej prihody, poruchy pamati a senilnej

demencie.l®
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3.1.1.3 Alstonia scholaris

Alstonia scholaris (vid obrdzok 3) patri do rodu Alstonia a ¢elade Apocynaceae. Ako
vidy zeleny strom sa najéastejdie vyskytuje v tropickych oblastiach Afriky a Azie.
SusSené listy a kora z tohto stromu sa pouZzivaju v ludovej medicine na lieCbu kaslu,

astmy, chronickej bronchitidy a inych infekcii dychacich ciest. 7

Fytochemické Studie ukazali, Ze Alstonia scholaris je rastlina bohatda na
monoterpenoidné indolové alkaloidy, ako su alistonitrin A, scholarizin A,
alstoscholarin, scholarizin P, 19-epischolarizin, vallesamin a picrinin. Bolo zistené, ze
indolové alkaloidy z tejto rastliny pdsobia antitusickym, antiastmatickym,
expektoraénym, antialergickym, protizdpalovym, antineoplastickym,
antibakteridlnym a analgetickym ucinkom. 7 1 Tieto Géinky su spdsobené inhibi¢nou
aktivitou zlucenin z tejto rastliny na NF-kB. Je zndme, Ze NF-kB je dbleZity prozapalovy
transkripény faktor, ktory hra kldc¢ovu dlohu v mechanizme bunkovej signalizacie na
zépaly vyvolané oxidaénym stresom a imunitne. Studie hovoria, Ze tri hlavné alkaloidy
picrinin, vallesamin a scholarizin rastliny Alstonia scholaris vyvolavali periférne

protizdpalové a analgetické Gcinky in vivo. 8

NavysSe niektoré alkaloidy izolované z listu Alstonia scholaris vykazovali
inhibi¢nd aktivitu na mediatory zapalu cyklooxygendzu 1 a 2 a 5-lipooxygendzu
protizdpalovym testom in vitro. Zapalové procesy v tele su sprevadzané zvysSenou
produkciou prostaglandinov a leukotrienov z kyseliny arachiddnovej. Cyklooxygenaza
1 a 2 sU zodpovedné za produkciu prostaglandinov a lipooxygenaza za tvorbu
leukotrienov, Cize zablokovanim tychto medidtorov zdapalu alkaloidmi rastliny

Alstonia scholaris dochddza k protizdpalovému ac&inku. °

Obrazok 3 Alstonia scholaris 2°
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3.1.1.4 Tabernaemontana divaricata

Daldou vyznamnou rastlinou celade Apocynaceae a rodu Tabernaemontana je
Tabernaemontana divaricata. (vid. obrazok 4) Rozsirend hlavne v tropickych a
subtropickych oblastiach Azie, Afriky a Ameriky. Patri medzi vidyzelené kry rasttce

nadivoko alebo ako okrasné rastliny. 22

Vyznamna je prave pre obsah monoterpenoidnych indolovych alkaloidov ako
napriklad, tabercorymin A, ervachin C a kofylin, u ktorych bola preukdzana vyznamna
protinddorova aktivita. 2! Dalgie ucinky boli preukdzané pésobenim extraktu z réznych
Casti Tabernaemontana divaricata (kvetov, listov, stoniek, korenov), ktory pdsobil

antikonvulzivne, protizdpalovo, antidiabeticky a cytotoxicky. 22

In vitro studia ukazala, Ze extrakt z korenov a stoniek Tabernaemontana
divaricata po6sobi inhibicne na acetylcholinesterdzu (AChE). Nasledne sa skumali
obsahové latky korerna tejto rastliny, ktoré by mohli byt zodpovedné za inhibi¢ny
uc¢inok na AChE. Tento inhibi¢ny ucinok bol pripisany dvom indolovym alkaloidom
19,20-dihydrotabernaminu a 19,20-dihydroervaaninu A, ktoré dokonca boli silnejSimi
inhibitormi AChE ako galantamin, ktory sa pouziva na liecbu AD. Okrem toho bol
odhaleny neuroprotektivny uc¢inok extraktu na kognitivne deficity vyvolané Ap25-35
peptidmi. Tieto peptidy Ap25—-35 zvysuju hladinu AChE v mozgovej kére a hipokampu,
¢o pravdepodobne vedie k konsStantnému nedostatku acetylcholinu (ACh), ¢im je
spOsoend strata pamate. Subchronickd predlie¢ba extraktom z Tabernaemontana
divaricata alebo galantaminom by vSak mohla zvratit tieto Gcinky a to inhibiciou
AChE, ¢oho vysledkom je zvySena hladina ACh v neurondlnej synaptickej Strbine a
zlepSenie behaviordlnych deficitov vyvolanych peptidmi Ap25-35. Preto vznikla
myslienka potencionalneho pouzitia rastliny Tabernaemontana divaricata na liecbu
demencie u pacientov trpiacich na AD alebo ako doplnok stravy na podporu pamate
u beznych ludi. Je vSak potrebny dalsi vyskum s cielom preskimat moziné zapojenie
dalSich mechanizmov zodpovednych za vlastnosti Tabernaemontana divaricata

zlep$ujuce pamat. 23
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Obrazok 4 Tabernaemontana divaricata > Obrazok 5 Holarrhena antidysenterica 2°

3.1.1.5 Holarrhena antidysenterica

Holarrhena antidysenterica (vid. obrdzok 5), taktiez rastlina patriaca do celade
Apocynaceae je typickou indickou liecivou rastlinou. Kéra a semena sa pouzivaju na
liecbu amébovej uplavice, hnacky, astmy, bronchopneuménie a maldrie. Uvadza sa,
Zze rastlina ma anthelmintické, cholagogické, analgetické, antidiarhoické a
adstringentné vlastnosti. Tieto vlastnosti si spdsobené pritomnostou steroidnych
alkaloidov konainového a aminopregnanového typu, pricom hlavnym alkaloidom je

konessin. 26

Studie taktiez potvrdili inhibi¢nt aktivitu extraktu zo semien Holarrhena
antidysenterica na AChE. Konessin, izokonessimin, conessimin, conarrhimin a conimin
su steroidné alkaloidy izolované zo semien Holarrhena antidysenterica, u ktorych bola
preukdzana silnd inhibi¢cna AChE aktivita. Celkovy alkaloidny extrakt zo semien
Holarrhena antidysenterica inhiboval AChE s hodnotou ICsp 6,1 ng/ml, pricom
jednotlivé izolované alkaloidy s vynimkou izokonessiminu vykazovali silnd inhibi¢nu
aktivitu voCi AChE s ICso hodnotami v rozmedzi od 4 do 28 uM. NajaktivnejSim
inhibitorom je conessimin s ICs0=4 uM, ktory p6sobi reverzibilne a nekompetitivne.
Zistilo sa, Ze inhibi¢na aktivita AChE je vyznamne ovplyvnena pritomnostou a polohou
metylovych skupin na N-atdmoch. Odstranenie N-methylovej skupiny na pyrolidine
viedlo k vyznamnému zvySeniu aktivity a naopak Stiepenie jednej alebo dvoch N-
methylovych skupin v polohe C-3 viedlo k zniZeniu inhibi¢nej uc¢innosti, preto N, N-

dimetyl skupina na C-3 a nesubstituovana NH skupina na pyrolidine su doélezité
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skupiny na zvySenie inhibicie AChE. Tieto zistenia naznacuju, Ze steroidny skelet moze
mat dobru afinitu k molekule AChE, ¢o predstavuje potencial pre vyvoj novych liekov
na liecbu AD a to modifikdciou a transformaciou tychto steroidnych alkaloidov. 2°
R

\1 CH
N 3

konessin R1=R,=R3=CHj

izokonessimin=R{=R,=CHj3; R3=H
H3C conessimin=R,=R3=CHj3 R{=H

conarrhimin=R;=R,=R3;=H
conimin=R4=R3=H, R,=CH,

Obrazok 6 Struktura alkaloidov rastliny H. antidysenterica®®

3.1.1.6 Nerium oleander

Nerium oleander (vid obrdzok 7) nazyvany tiez Ruzovy oleander, je stredomorsky
vidyzeleny ker s dlhymi, kopijovitymi, koZovitymi listami a bielymi alebo ruzovymi
kvetmi v zhlukoch. Je jedinym zastupcom z rodu Nerium patriaci do celade

Apocynaceae %7

Zatial €o v nasSich zahradach je tato rastlina okrasnym krom, v tradi€¢nej indickej
medicine sa pouzivaju listy a korene tejto rastliny na liecbu ochoreni koze, diabetu a
reumatickej bolesti. 22 Okrem toho $tudie preukdzali, Ze niektoré ludové liedivé
pripravky z kvetov oleandra vykazuju rozne aktivity, ako su cytotoxické,
protizdpalové, analgetické, antioxidacné, kardioprotektivne, hepatoprotektivne a
neuroprotektivne. 2° Vsetky &asti rastliny su toxické, hlavne listy, stonky, semend a
koren. Toxicky poOsobiace su kardioaktivhe glykozidy obsiahnuté v tejto rastline,
ktorymi su oleandrin, neriin, folinerin, rosagenin a digitoxigenin. Su to latky podobne
posobiace ako digoxin, sposobuju inhibiciu sodno-draselnej pumpy ( Na-K-ATPazy).

Konzumdécia 15 g korefia alebo 5-15 listov m6Ze byt fatdlna. 28

Okrem kardioaktivhych glykozidov sa taktiez preukazala pritomnost
triterpénov, steroidov, pregnanov a flavonoidov, ktoré predstavuju sekundarne
metabolity z réznych orgdnov Nerium oleander. Cim dalej, tym viac sa preukazuje
uc¢innost Nerium oleander v lieCbe AD. Bolo zistené, Ze metanolovy extrakt z kvetov

rastliny zvracia demenciu vyvoland medou a hlinikom u potkanov a polysacharidy z
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kvetov maju neuroprotektivne ucinky v primarnych potkanich kortikalnych,

neurondlnych kultirach proti sérovej deprivécii a B-amyloidnej toxicite. 3°

V studii, ktord porovnavala inhibi¢énd aktivitu extraktov na AChE z Nerium
oleander, za poutZitia roznych rozpustadiel ako boli napriklad etanol, etylacetat, n-
hexan a dichlormetan, mal najvy$Siu AChE inhibi¢nu aktivitu extrakt pripraveny z
etylacetatu. Jej hodnota bola (0,93 + 0,01 mg GALAE / g extraktu). Inhibi¢na aktivita
AChE bola vyjadrend ako miligram ekvivalentu galantaminu na gram extraktu (mg
GALAE / g extraktu). 32 Z toho dévodu su &im dalej, tym viac predmetom vyskumu
rastliny, ktoré poOsobia ako inhibitory AChE a tym sa zaradzuju medzi rastliny

potenciondlne pdsobiace na liecbu AD.

3.1.1.7 Thevetia peruviana

Thevetia peruviana (vid obrazok 7), tiez znama pod ndzvom Zlty oleander je okrasny,
vzdy zeleny ker alebo strom patriaci do ¢elade Apocynaceae, beine rastuci v
tropickych a subtropickych oblastiach. 32 Listy tejto rastliny si tmavo zelené, lesklé a
linedrne. UZ podla ndzvu je zrejmé, Ze kvety su zltej farby, si umiestnené v zhlukoch

na $pi¢kach vetviciek. 33

Thevetia peruviana je dobre zndma pre jej toxické ucinky. Vo vSetkych €astiach
rastliny sa nachadzaju kardioaktivne glykozidy, ktoré si zodpovedné za tento toxicky
ucinok. Najvyssia koncentracia kardioaktivnych glykozidov sa nachadza v jadre
semien. 33 Preto po poZiti semien alebo inych ¢asti rastliny mdze déjst k intoxikacii.
Okrem toxicity maju kardioaktivne glykozidy aj farmakologicky vyznam, pouzivaju sa
na lieCbu srdcovej nedostatoénosti. Terapeuticky index kardioaktivnych glykozidov sa
bliZi toxickej davke, preto musi byt kontrolovana ich hladina v krvi, taktiez velkd rolu
zohrdva aj individualna senzitivita pacienta. Semend Thevetia peruviana obsahuju
zmes niekolkych kadioaktivnych glykozidov. Medzi primdrne thevetiové glykozidy
patri thevetin A, thevetin B a aj acetylthevetin A a B a medzi sekundarne patria
neriifolin, peruvosid a cerberin. 34 Studie hovoria o dal$ich moznych terapeutickych
ucinkoch Zltého oleandru ako napriklad antimikrobidlny, antiparaziticky a taktiez o
protirakovinovej aktivite. Pre potvrdenie tejto protinddorovej aktivity boli prevedené
cytotoxické testy s pouzitim nadorovych bunkovych linii HL-60 (bunky akutnej
promyelocytovej leukémie), HepG2 (fudskej bunky hepatoceluldrneho karcindému),
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PC-12 (bunky mySieho feochromocytému), ktoré boli oSetrené r6znymi koncentaciami
pripraveného methanolového extraktu z Thevetia peruviana. Potvrdilo sa, Ze
pritomné kardioaktivné glykozidy v pripravenom extrakte posobili na tieto tri linie
nadorovych buniek, pricom u typu HL-60, bola Uc¢innost zavisla na davke a v pripade
HEP-G2 a PC-12 nebola pozorovand koreladcia zavislosti od davky. Test cytotoxicity
preukazal inhibiciu replikdcie buniek a preto Thevetia peruviana obsahuje latky, ktoré

sa mozu pouzit na boj proti rakovine. 3°

Obrazok 7 Nerium oleander 3° Obrazok 8 Thevetia peruviana 37

3.2. Indolové alkaloidy

Indolové alkaloidy su vyznamné pre ich Sirokospektralnu biologicku aktivitu. P6sobia
protinadorovo, antimalaricky, antimikrobne, antihypertenzivne a taktiez stimuluju
centralny nervovy systém. UZ z ndzvu je zrejmé, Ze indol je hlavnou chemickou

Strukturou tychto alkaloidov.

NajcastejSie sa vyskytuju v rastlinach celade Apocynaceae, Rubiaceaea,
Loganiaceae a Nyssaceae. Ilde o rozmanitl a najpocetnejsiu skupinu alkaloidov, z

ktorej bolo izolovanych priblizne 2000 zlGéenin. 38
3.2.1 Biosyntéza indolovych alkaloidov

Chemicka sStruktura indolovych alkaloidov je odvodend od aminokyseliny tryptofanu,
jej dekarboxylaéného produktu tryptaminu a iridoidného terpénového secologaninu.

Enzym tryptofan dekarboxyldza je zodpovedny za prevod tryptofdnu na tryptamin. 3°
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Obrazok 9 Prvé kroky biosyntézy indolovych alkaloidov 3°

Tryptamin a secologanin su dolezitymi prvkami v prvom zavdaznom kroku biosyntézy
indolovych alkaloidov. V tomto kroku dochddza k stereoselektivnej kondenzacii medzi
tryptaminom a secologaninom za vzniku strictosidinu, tdto kondenzdcia je
katalyzovand enzymom strictosidin syntdzou. Enzym zodpovedny za tuto délezitu
reakciu, strictosidin syntdza, bol izolovany a z neho boli charakterizované bunkové
kultdry mnohych druhov, vratane Rauwolfia serpentina, Cinchona robusta a

Catharanthus roseus a mnozstvo dalsich izoforiem. 40

Kazda skupina rastlin z celadi Apocynaceae, Loganiaceae a Rubiaceae
produkuje indolové alkaloidy s vyrazne odliSnymi Struktdrami. Maju bicyklickd
Struktiru pozostavajucu z benzénového kruhu kondenzovaného k patélennému
pyrrolovému kruhu obsahujucemu dusik. Tento pyrrolovy kruh s atdémom dusika vedie
k zakladnym vlastnostiam indolovych alkaloidov, vdaka ktorym su obzvlast
farmakologicky aktivne. %0 Tieto alkaloidy su klasifikované podla svojej biogénnej
drahy do troch hlavnych skupin, corynanthe, aspidosperma a iboga. Rozdiel medzi
tymito molekulami je pritomnost karbonylovych, metoxylovych a hydroxylovych
skupin v roznych polohach. Preto prestavby boéného skeletu vytvorili velku
Strukturalnu rozmanitost indolovych alkaloidov, ktoré podporuju rozne biologické
aktivity. 4! TaktieZ je zndme, Ze zloZitejsie indolové alkaloidy obsahuju ¢ast molekuly,

ktora nie je odvodend od tryptofdanu, ale od kyseliny mevalonovej. U namelovych
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alkaloidov tvori tuto cast C5-izopentenylova jednotka a u indolovych alkalodov ¢elade

Apocynaceae, Rubiace a Loganiaceae je to jednotka C10-geraniol. 42

3.2.2 Zakladné podtypy idolovych alkaloidov

Indolové alkaloidy sa dalej rozdeluju na jednotlivé podtypy:

1. Indolové alkaloidy typu indolalkylaminu
2. Indolové alkaloidy typu fyzostigminu
3. Indolové alkaloidy karbolinového typu
4. Indolové alkaloidy ergolinového typu
5. Indolové alkaloidy typu strychninu 43
CH,
| X
| N~ _N
CH
CHy 3 NN N
N H H H
indolylalkylaminovy typ fyzostigminovy typ B-karbolinovy typ
NH N
X
AN N
NH o
ergolinovy typ strychninovy typ

Obrazok 10 Struktura zékladnych podtypov indolovych alkaloidov 43

3.2.2.1 Indolové alkaloidy indolalkylaminového typu

Indolové alkaloidy tohoto typu patria medzi derivaty 5-hydroxyindolu, medzi ktoré sa
radia gramin, psilocybin, psilocin a bufotenin. Gramin je alkaloid nachadzajuci sa
v travach, hlavne v jaémeni (Hordeum vulgare), ktory zohrava vyznamnua ulohu v
alopatickom potenciali jacimena a jeho obrane proti burindm, hmyzu alebo
patogénom. #* Bufotenin je alkaloid nachadzajuci sa v koZnom sekréte ropuchy. 4°
Psilocin a jeho fosforyloxyderivat psilocybin st indolové alkaloidy, ktoré sa prirodzene
vyskytuju v halucinogénnych hubach patriacich do rodu Psilocybe. Psilocybin,

podobne ako iné halucinogénne latky, je agonista serotoninového receptoru 2A (5-
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HT2a). Alkaloidy tohto typu po6sobia halucinogénnymi ucéinkami, prdve kvoli tymto
ucinkom im v minulosti nebola venovana az takd pozornost, no opat sa dostavaju do

popredia pri skimani farmaceuticky vyznamnych rastlin. 4®

3.2.2.2 Indolové alkaloidy fyzostigminového typu

Hlavnym alkaloidom tejto skupiny je fyzostigmin, jeho Struktira je odvodend od
tryptofanu. VedlajSimi alkaloidmi su eserin, eseramin, izofyzostigmin, fyzin, génerin,
N-8-norfyzostigmin, kalamatin a kalabacin. SU to latky nachddzajuce sa rastline
Physostigma venenosum. Je to liana udomdcnena v tropickej zdpadnej Afrike patriaca
do celade Fabaceae. Pre tuto rastlinu su typické papildarne kvety, plodom je asi 15cm

dlhy drevnaty lusk, v ktorom su priblizne 1-3 semend. 42

Physostigmatis semen, tieZz zndme pod ndzvom Calabar semen, v preklade
Kalabarské semeno je hlavnou c¢astou rastliny s najvaésim obsahom indolovych
alkaloidov fyzostigminového typu. Fyzostigmin, najcennejsi alkaloid semena Calabar,
je vysoko nestabilny, po vystaveni na svetlo, vzduch a hlavne teplo oxiduje na ¢ervenu
zlu€eninu, rubreserin. Posobi ako silny inhibitor AChE (1C50=0,15 uM), ktory ucinne
zvySuje koncentrdciu ACh v miestach cholinergického prenosu, teda ucinkuje ako
parasympatomimetikum. Tento alkaloid sa pouziva v oftalmologii ako silné miotikum
na znizenie vnutroo¢ného tlaku a tym na lieCbu glaukdmu a na liecbu myasténie

gravis. %7

3.2.2.3 Indolové alkaloidy karbolinového typu
Rastliny Peganum harmala (Harmala stepnd) a Passiflora incarnata (Mucenka
opletavd) su bohaté na obsah indolovych alkaloidov s jednoduchou Strukturou

karbolinovych bazi.

Medzi tieto alkaloidy patria harmin, harmalin, harman, harmol a harmalol. O
vacéSine karbolinovych alkaloidov je zname, Ze su silnymi inhibitormi
monoaminooxidazy, ktord metabolizuje katecholaminové neurotransmitery. Harmin
posobi priaznivo na ochorenie extrapyramidového systému a na liecbu amoebovej

dyzentérie. 48
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Peganum harmala, rastlina patriaca do celade Zygophyllaceae, je vytrvala
bylina rastica vo vyprahnutych oblastiach Ciny, USA, Indie, Afriky a Irdnu. Prave
semena tejto rastliny si bohaté na u? vy$sie spominané karbolinové alkaloidy. Studie
hovoria o ich dalSich moinych farmakologickych vyuZitiach a to, Ze tieto alkaloidy
vykazuju vyznamné cytotoxické ucinky proti niekofkym nadorovym bunkovym liniam
a taktiez, Ze vykazuju potencidlne vyhody pri liecbe mozgovych porich vratane

depresie a AD. #°

Daldou rastlinou, ktorej sa pripisuje vyznam prdve kvdli obsahu karbolinovych
alkaloidov je Passiflora incarnata, zaradend do ¢elade Passifloraceae a rastuca hlavne
v tropickych a subtropickych oblastiach Juinej Ameriky. Alkaloidy tohto typu sa
najviac vyskytuju v nadzemnej €asti rastliny a to hlavne vo viati. Rastlina sa pouziva
ako sedativum a na liecbu réznych psychickych poridch ako je anxieta, nervozita,
neuralgia. ®° Niekolko $tudii naznacilo, Ze Passiflora incarnata ma farmakologicky
profil podobny benzodiazepinom a jej pO6sobenie je prostrednictvom receptorov
kyseliny gama-aminomaslovej. Struktira benzodiazepinovych lieéiv pozostdva z
benzénového kruhu kondenzovaného k diazepinovému systému, ktory obsahuje
sedemdélennu heterocyklickl skupinu s dvoma atdémami dusika v polohdch 1. a 2.
kruhu. Indolové alkaloidy izolované z Passiflora incarnata, konkrétne harman,
harmol, harmin, harmalol a harmalin, pozostdvaju z benzénového kruhu

kondenzovaného k patélennému heterocyklu obsahujicemu jeden atém dusika. 4°

Medzi indolové alkaloidy karbolinového typu méZzeme dalej zaradit aj alkaloidy
skupiny yohimbinu, alstoninu a ajmalinu. Vznikajd spojenim tryptaminu s
monoterpenickymi prekurzormi a tak je ich skelet rozSireny o dalSie heterocykly.
Rastliny Rauwolfia serpentina a Pausinystalia yohimbe sa vyznacuju obsahom

alkaloidov tohto typu.

Rezerpin, ajmalicin, ajmalin, serpentin a yohimbin su izolovanymi alkaloidmi z
korena rastliny Rauwolfia serpentina. Rezerpin je hlavnou ucinnou latkou a pouziva
sa na lie¢bu hypertenzie, schizofrénie a Parkinsonovej choroby. °! Ajmalicin a ajmalin
posobia taktieZz antihypertenzivne. Ajmalin ma okrem toho aj antiarytmicky ucinok.

Antihistaminovou aktivitou sa vyznacuje serpentin, ktory sa pouZiva na liecbu po

21



posStipani hadom. R. serpentina v preklade Rauvolfia hadovita patri do celade

Apocynaceae. Je to maly krik rastdci v Indii, Pakistane, Barme a Thajsku. >2

Na izoldciu yohimbinu sa pouziva kora zo stromu Pausinystalia yohimbe,
rastuceho v tropickej zapadnej Afrike a patriaceho do ¢elade Rubiaceae. Yohimbin ma
potencidlne klinické vyuZitie na liecbu erektilnej dysfunkcie a pouZiva sa ako
afrodiziakum v doplnkoch stravy. Okrem toho p6sobi hypotenzivne, teda zniZzuje krvny

tlak a rozsiruje periférne cievy. >3

3.2.2.4 Indolové alkaloidy ergolinového typu

Ergolinové (namelové) alkaloidy su skupinou indolovych derivatov produkovanych
rodmi Ascomycota vratane Claviceps, Aspergillus, Penicillium a Epichloé, ale hlavne
druhom Claviceps. Tieto alkaloidy boli ako prvé izolované z namelu, ktory je suSenym
skleréciom huby Claviceps purpurea (v preklade Kyjani¢ka purpurovd) patriacej do
¢elade Clavicipitaceae. Kyjani¢ka purpurova je parazitujuca vreckovytrusnd huba,
ktord napadd semenniky trav, ale hlavne Zita a pretvéra ich v sklerécium (ndmel). >4
Vsetky namelové alkaloidy maju spoloc¢nu tetracyklickd kruhovd Struktdru odvodenu
od indolu (ergolin), pricom kruhy A a B su z L- tryptofanu a kruhy C a D pochddzaju z

cyklizacie dimetylallylpyrofosfatu (DMAPP). °°

COOH
NH, NH
A\ —
N
H HN J
Tryptofan tetracyklicky ergolinovy kruh

Obrazok 11 Tetracyklicka $truktira ndmelovych alkaloidov °®

Ergolinové alkaloidy su 3,4-substituované indolové derivaty. Na zaklade
substituentov pripojenych k ergolinovému kruhu sa mézu rozdelit do dvoch skupin:
prvou skupinou su amidové derivaty kyseliny D-lyzergovej, v ktorych amidovou
skupinou méze byt primarny amid, jednoduchy alkylamid alebo maly peptid. Druhou
skupinou su farmakologicky nevyuzivané klavinové alkaloidy, ktoré su derivatmi 6,8-

dimetylergolinu alebo tricyklickymi prekurzormi. Farmakologicky vyznamné
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namelové alkaloidy patria do prvej skupiny, kde karboxylovd skupina kyseliny D-
lyzergovej tvori amid alebo peptidickd vazbu s aminoskupinou réznych aminokyselin
alebo s peptidickymi zvySkami. Pocas izolacie a taktiez pri skladovani drogy, moze
dochadzat k jej izomerizacii na derivaty kyseliny D-isolyzergovej, ktoré nie su

farmakologicky ucinné. >’

Ergoamidy a ergopeptiny si amidy a peptidy kyseliny D-lysergovej. Dblezitymi
ergoamidmi su prirodzene sa vyskytujuci ergometrin a jeho semisynteticky derivat
metylergometrin. V tychto Strukturach je kyselina D-lysergova amidovana 2-
aminopropanolom alebo 2-aminobutanolom. Ergometrin je uterotonikum, sp6sobuje

kontrakcie maternice a pouZiva sa na zastavenie krvacania po pérode. °°

Ergopeptiny su derivaty kyseliny lyzinovej s tripeptidovymi skupinami
naviazanymi na svoju karboxylovu skupinu prostrednictvom peptidovych amidovych
vazieb. Ergotamin je najdolezitejSim ergopeptinom a hlavnym namelovym
alkaloidom. Chemicky je to peptidovy amid kyseliny D-glykolovej s peptidom
odvodenym od aminokyselin L- alaninu, L- fenylalaninu a L- prolinu. Ergotamin a jeho
semisynteticky derivat dihydroergotamin su agonisti 5-HT receptora. Klinicky sa

pouzivaju na lieébu akutnych zachvatov migrény a bolesti hlavy. >* 57

Ergolinové alkaloidy interaguju s réznymi receptormi centrdlneho nervového
systému. Ich ucinky su zaloZzené na podobnosti Struktir ndmelovych alkaloidov s
noradrenalinom, dopaminom a serotoninom (5-hydroxytryptaminom). Niektoré
namelové alkaloidy pOsobia ako agonisti, zatial ¢o iné po6sobia ako antagonisti.
Rozdiely vo fyzikalnych, fyziologickych a farmakologickych vlastnostiach ndmelovych
alkaloidov su spO6sobené réznymi substituentami pripojenymi ku karboxylovej skupine

kyseliny D-lyzergovej. >4

Daldimi alkaloidmi st bromokriptin, a-dihydroergokryptin, cabergolin,
nicergolin a pergolin. Bromokriptin, pergolin a cabergolin su agonistami dopaminu,
okrem toho cabergolin inhibuje sekréciu prolaktinu v hypofyze. Bromokriptin sa
pouziva na liecbu Parkinsonovej choroby a hyperprolaktinémie. Nicergolin posobi ako
antagonista a-1a adrenérgnych receptorov, jeho pozitivna U¢innost sa preukdzala pri

liecbe demencie a vaskularnych pordch, ako aj mozgovej trombdzy. oa-
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Dihydroergocryptin je a-adrenérgny antagonista a agonista dopaminu, jeho ucinnost

sa preukdzala v monoterapii v skorych $tadidch Parkinsonovej choroby. °°

3.2.2.5 Indolové alkaloidy strychninového typu

Strychnin a brucin sd hlavnymi predstavitelmi skupiny indolovych alkaloidov
strychninového typu. Medzi menej vyznamné patri a-kolubrin, B-kolubrin, icajin, 3-
metoxyicajin, protostrychnin, vomicin, novacin, N-oxystrychnin, pseudo-strychnin a
izostrychnin. Su to alkaloidy obsiahnuté v niektorych rastlindch rodu Strychnos
patriace do ¢elade Loganiaceae. Hlavnym zastupcom je strom Strychnos nux vomica
rastici v juhovychodnej Azii, Sri Lanke, juhozdpadnej Indii a severnej Australii.
Plodom je bobula, v ktorej je ulozenych 3-5 semien, prdve v tychto semendch su

najviac zastupené indolové alkaloidy strychninového typu. 8

Strychnin je centrdlne analeptikum s dlhodobym uc¢inkom. V terapeutickych
davkach zvysSuje tonus svalstva a ma potencujuci u¢inok na dychaci systém a krvny
obeh. Naopak toxickd davka spdsobuje krfée svalstva. Rozpatie medzi terapeutickou a
toxickou davkou je vSak velmi Uzke, davka v rozmedzi 30-90 mg mobzie byt uz

smrtefnou ddvkou. Oproti tomu brucin méa asi 50-krat slabsi uéinok. >°

Moderné farmakologické studie preukazali, Ze suSené zrelé semena Strychnos
nux-vomica, indukuju inhibiciu naddorov, pésobia ako antidiabetikum, antiarytmikum
a podielaju sa na lie¢be reumatoidnej artritidy a myasténie gravis. Avsak klinicka
aplikacia tejto rastliny je obmedzend, z dévodu jej zavaznych uz vysSie spominanych

toxickych ucéinkov. 60
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3.3 Geissospermum vellosii Allemdo
Hlavnou témou tejto prace je rastlina Geissospermum vellosii, patriaca do celade

Apocynaceae. Taktiez znama pod ndzvom Pao pereira alebo dalSimi synonymami

Geissospermum laeve, Geissospermum martianum, Tabernaemontana laevis. *

3.3.1 Taxonomické zaradenie Geissospermum vellosii Allemdo
Risa: Plantae (Rastliny)

Podrisa: Tracheobionta (Cievnaté rastliny)

Oddelenie: Magnoliophyta (Krytosemenné)

Trieda: Magnoliopsida (Dvojkli¢nolistové)

Podtrieda: Asterids

Rad: Gentianales (Horcotvaré)

Celad: Apocynaceae (Zimozelefiovité)

Rod: Geissospermum Allem.

Druh: Geissospermum vellosii Allemio 6!

Obrazok 12 Geissospermum vellosii Allemé&o ©2

3.3.2 Popis Geissospermum vellosii Allemédo

Je rastlinou pochadzajucou z Brazilie, rasticou v daZzdovych pralesoch a c¢asto
pouzivanou ako liek na horucku juhoamerickymi indidnskymi kmenmi. Okrem

antipyretického ucinku tato rastlina vykazuje dalSie ucinky ako su antimalaricky,
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protinddorovy, antioxydacény, antinociceptyvny, anticholinesterazovy, antibakterialny

a antiviroticky. Kéra kmenia tohto stromu je bohata na indolové alkaloidy. 4

Je to stredne vysoky strom, rastlUci v amazonskom daZdovom pralese
dosahujuci vysku az do 80 metrov a priemer do 3 metrov. Ma svetlohnedy az Zlty
kmen a listy usporiadané striedavo. Kvety su bielej farby, kvitnice od septembra do
novembra. Plodmi su pravidelné alebo nepravidelné zrnd neSpecifickej vone a horkej
chuti s masitou duZinou, v ktorej sa zvycajne nachddza 5-15 plochych semien bielej

farby. Plody a konéeky vetviciek produkuju latex. ©3

3.3.3 Obsahové latky Geissospermum vellosii Allemdo

Tak ako ostatné rastliny ¢elade Apocynaceae, tak aj Geissospermum vellosii je bohata
rastlina na r6zne chemické zlu¢eniny. Hlavnymi obsahovymi latkami tejto rastliny su
indolové alkaloidy, ktoré sa obzvlast vyskytuju v kére kmena. Ako prvy izolovany
indolovy alkaloid z Geissospermum vellosii bol geissospermin v roku 1877, ktory bol
nasledne kyslou hydrolyzou rozStiepeny na dalSie tri zluceniny geissoschizin,
apogeissoschizin a geissoschizolin. Daldimi izolovanymi alkaloidmi st geissolosimin,
vellosiminol, flavopereirin, vellosimin, geissovellin, pausperadin, 12-methoxy-1-

metyl-aspidospermidin, aspidospermin, geissoschizon. %4
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3.3.4 Biologicka aktivita alkaloidov rastliny Geissospermum vellosii Allemao

Biologicka aktivita alkaloidov obsiahnutych v tejto rastline je rozmanita. UZ oddavna
bola tato rastlina vyuZzivana pévodnou populdciou, ktora si z kéry pripravovala odvary
vo vode alebo v alkohole na liecbu malarie, bolesti peCene, horucky, Zalidocnych
poruch, zdpchy, zavratov a ako sexualny stimulant. Nesk6ér sa u rastliny potvrdili
dalSie biologické aktivity ako su anticholinesterazovd, antinociceptivna,
antiplazmodialna, antivirotickd a protinddorova aktivita, ktoré su stdle predmetom

vyskumu. ©°

3.3.4.1 Anticholinesterazovd aktivita

Acetylcholinesterdzova aktivita bola objavena studiou aj u rastliny zaujmu a to u G.
vellosii za pouzitia Ellmanovho kolorimetrického testu na tenkovrstvovej
chromatografii. Zistilo sa, Ze v mozgu potkanov a pauhrov elektrickych bola AChE
inhibovand koncentracne zavislym sp6sobom a to frakciou obsahujicou indolovy
alkaloid geissospermin, ktory bol izolovany a identifikovany z kéry G. vellosii a je
zname, Ze je hlavnym alkaloidom tejto rastliny. Okrem toho sa tento alkaloid silne

viaze na ludsky enzym AChE. 4 6>

Hlavnou Ulohou tejto Studie bolo vyhodnotit AChE aktivitu alkaloidov z kéry G.
vellosii in vitro a ich vlastnosti zvySujuce pamat in vivo. Ziskané frakcie obsahujtce
alkaloidy z G. vellosii boli vyhodnotené in vitro na ich moznu inhibi¢na aktivitu AChE
a BuChE, ako aj na ucinky spravania mysi proti amnézii vyvolanej skopolaminom in
vivo. Frakcia z G. vellosii pri pH 7 vykazovala inhibi¢né ucinky na AChE aj na BUChE v
zavislosti od koncentrdcie. Stredna inhibi¢na hodnota ICso AChE u pauhora bola asi
15-krat nizsia (ICso 2.9 pg/mL) ako hodnota AChE v mozgu potkana. (ICso 39.3 pg/mlL)
Je zndme, Ze medzi citlivostou AChE na anticholinesterdzové zIluceniny existuje velka
medzidruhova variabilita. Tadto ziskand frakcia bola priblizne 25-krdt Gc¢innejSia proti
BuChE ako AChE v mozgu potkana, ale iba 1,8-krat G¢innejsia proti AChE pathora. Co
ale naznacuje, Ze doslo k inhibicii oboch cholinesterdz s miernou selektivitou voci
BuCheE. Zistilo sa, Ze u pacientov s AD uroven AChE aktivity klesd a aktivita BuChE sa
zvySuje. Test na tenkovrstvej chromatografii potvrdil, Ze alkaloid geissospermin,

zodpoveda za pozorovanu anticholinesterazovu aktivitu. 4

28



In vivo sa zistilo, Ze u mysi, ktoré boli oSetrené alkaloidnou frakciou G. vellosii,
doslo k zvrateniu skopolaminom indukovanej amnézie, tato frakcia pri hodnote pH 7
vykazovala na davke zdavislé zvrdtenie kognitivhych deficitov vyvolanych
skopolaminom u mysi, ale jeho ucinky sa pri vy$Sich davkach zniZili. Je mozné, Ze
zluceniny z tejto frakcie vo vysSich davkach vedu k nadmernej stimulacii pre-
synaptickych muskarinovych receptorov M2, ¢o vedie k znizenému uvolfiovaniu ACh.
Vysledky tejto Studie naznacuju, Ze zliéeniny pritomné v kére G. vellosii maju
anticholinesterazovu aktivitu a moézu priaznivo ovplyvnit kognitivny deficit v modeli

cholinergnej hypofunkcie. 4

3.3.4.2 Antinociceptivna aktivita

Nocicepcia je taka aktivita v periférnych nociceptivnych drdhach, ktora prendsa alebo
sprostredkuje informéciu o Skodlivych udalostiach, obycajne spojenu s poSkodenim
tkaniva. ®® Ked nociceptivny stimul dosiahne dorzdlne spindlne rohy, méZeme tento
proces nazyvat nocicepciou, ked vsak vystiupi k mozgu, stava sa bolestou.
Nociceptivna bolest je vyvoland poskodenim tkaniva a je spojena so zapalom. Zapal

je obranné reakcia tela, ktord je skoro vidy spojend s bolestou. 7

Aj antinociceptivna aktivita bola skimand u rastliny Geissospermum vellosii.
Ukdzalo sa, Ze surovy extrakt, jednotlivé frakcie a zluceniny izolované z
Geissospermum vellosii vykazovali antinociceptivny U¢inok proti visceralnej bolesti
vyvolanej intraperitonealnou injekciou kyseliny octovej u mysi. Okrem toho, surovy
extrakt z Geissospermum vellosii alebo jeho dichlérmetanova frakcia tiez inhibovali
reakcie na neurogénnu (skoru fazu) aj zdpalovu (neskoru fazu) bolest, spésobenu
formalinovou injekciou u mysi. Kyselina octova a formalin boli pouzité v chemickych
modeloch nocicepcie. Tieto modely boli navrhnuté tak, aby za pouzitia kyseliny
octovej a formalinu dochadzalo k vyvolavaniu bolesti u mysi. Antinociceptivny ucinok
dichlérmetdnovej frakcie zahrnal interakciu so serotoninergnym systémom 5-HT1A.
Serotoninergny systém hra velmi d6lezitd Ulohu pri potlacani bolesti. Niekol'ko Studii
preukdazalo, Ze serotoninergny systém v mieche moze potlacit prichadzajuci skodlivy
vnem do miechy a inhibovat vznik bolesti. Zistilo sa, Ze niektoré alkaloidy izolované z
Geissospermum vellosii zniZzuju absorpciu serotoninu potkanimi synaptosémami in

vitro. Tieto nalezy spolo¢ne naznacuju, Ze serotoninergny systém by sa mohol
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skutoéne podielat na antinociceptivnych uc¢inkoch dichlérmetanovej frakcie z
Geissospermum vellosii na mysi. Alkaloid, ktory bol izolovany z dichlérmetanovej
frakcie a podiela sa na tejto interakcii, je 12-metoxy-1-metyl-aspidospermidin, ¢o

vysvetluje antinociceptivne vlastnosti rastlinného extraktu. 8

3.3.4.3 Protinadorova aktivita

Jednou z najcéastejsich pri¢in dmrtia v dnesSnej dobe su onkologické ochorenia.
Rakovina je vSeobecnym pojmom pre velkd skupinu onkologickych chorob
charakterizovanych nekontrolovanou bunkovou proliferaciou. Sucasnd terapia
zalozend na syntetickych chemoterapeutikdch sa vyznacuje radou vedlajsich
neziaducich ucinkov. Z toho dovodu sa neustale hladaju nové latky, ktoré by tieto
vlastnosti nemali a posobili by selektivnejSie na nddorové bunky. Prirodné produkty

sa v tomto ohlade javia ako slubny zdroj novych Géinnych latok na lie¢bu rakoviny. ©°
Kolorektdlny karcindm

Rakovina hrubého ¢reva a konecnika je jednou z najcastejSie diagnostikovanych
druhov rakoviny. Okrem toho je tretim najrozSirenejSim novotvarom na svete a
druhou najcastejSou pri¢inou Umrtia na rakovinu. Vacésina z tychto novotvarov je
ojedineld kvoli somatickym mutaciam, ale asi 15 % je dedi¢nych. Napriek tomu, Ze je
to ten isty nddor, ma zretelné odlisné klinicko-patologické a molekuldrne vlastnosti,
ako aj rézne progndzy. ’° V sucasnosti je radikdlna chirurgicka resekcia $tandardnou
liecbou kolorektdlneho karcindmu. Mnoho pacientov vSak progreduje do

systémovych metastdz a relativna miera prezitia tychto pacientov sa zniZi iba na 5%.?

Jedna z dalSich studii na tejto rastline preukdzala, Ze flavopereirin, B-
karbolinovy alkaloid extrahovany z G. vellosii, selektivne inhibuje syntézu DNA v
rakovinovych bunkach. Bol zpozorovany vacsi inhibicny ucinok flavopereirinu po 24
hodinach a 72 hodinach (ICso, 2an0d= 0,023 pg/ml, 1Cs0,72 hoda= 0,015 pug/ml). Cielom tejto
Studie bolo skimat funkény mechanizmus a terapeuticky potencial flavopereirinu na

bunkdch kolorektdlneho karcindmu in vitro a in vivo. 72

Flavopereirin selektivne potlaé¢a syntézu DNA in vitro tym, Ze vytvara komplexy
alkaloid-DNA s rakovinovymi ale nie s normalnymi bunkami. Tento komplex skor

inhibuje syntézu neZ predlZovanie retazca DNA v rakovinovych bunkach. Flavopereirin
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zvySuje expresiu P53 a fosforyldciu v bunkdch kolorektalneho karcindmu sp6sobom
zavislym od davky. P53 sp6sobuje zastavenie bunkového cyklu v reakcii na poSkodenu
DNA, taktiez hrd délezitu ulohu v bunkovych drdhach pri reakcii na opravu DNA,
apoptdézu a starnutie buniek. 73 Preto branenim inicidcie syntézy DNA v bunkach
kolorektdlneho karcindmu moze flavopereirin zvySovat aktivitu P53 a spustat
zastavenie rastu buniek, indukciu apoptdzy a zniZenie reguldcie signdlov preZitia.
Tento mechanizmus funkéne obmedzuje rast kolorektdlneho karcindému a dalsSich

rakovinovych buniek. °
Rakovina prostaty

Rakovina prostaty je €astou rakovinou u muZov vo veku nad 50 rokov. Napriek
terapeutickym pokrokom predstavuje rakovina prostaty stale hlavné urologické
ochorenie spojené so znacnou chorobnostou a Umrtnostou. Androgén-deprivacna
terapia (ADT) bola zakladnym kamefom u pokrocilych a metastatickych rakovin
prostaty. Napriek pociato¢nej vysokej miere odpovede je liecba rakoviny s ADT
obmedzend; takmer u vSetkych muZov sa po ADT vytvoril progresivny karciném

prostaty nazyvany: kastraéne rezistentny karciném prostaty (CRPC) 74

Okrem pbsobenia flavopereirinu, B-karbolinového alkaloidu z extraktu G.
vellosii, na kolorektalny karcindm, ma taktiez tento alkaloid inhibi¢né ucinky na dve
linie buniek rakoviny prostaty a to liniu LNCaP a PC3. 7> Tento extrakt potlad¢a rast a
indukuje apoptdzu buniek LNCaP rakoviny prostaty zavislych od androgénov in vitro
a in vivo. Dalim skimanim tejto rastliny sa potvrdili protirakovinové uéinky G. Vellosii
extraktu na bunky prostaty CRPC odolné voéi metastatickym kastraciam. G. Vellosii
extrakt potlaca rast vysoko malignych metastatickych buniek CRPC PC3 v zavislosti od
davky a ¢asu a to indukciou apoptdzy a zastavenim bunkového cyklu. Zistilo sa, Ze
tento extrakt zvysil hladiny expresie inhibitorov bunkového cyklu, p21 a p27 a znizil
expresiu proliferaénych proteinov. Dalej vykazoval protinddorové uéinky
prostrednictvom inhibicie signalizdcie AKT/NFkB. 7® NF-kB hra rozhodujucu tlohu pri
reguldcii indukovatelnej génovej expresie vimunite, stresovych reakcidch a zdpaloch,
okrem toho sa podiela na regulacii prezitia buniek. AKT je serin-treoninkinaza, ktora
je zndma svojou schopnostou inhibovat drahy bunkovej smrti. Expresia a aktivita AKT
je regulovand NF-kB. 7/
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Vysledky pobsobenia extraktu z Pao pereira, potvrdzuju jeho silné
protinddorové ucinky na CRPC bunky, ktoré podporuju zastavenie rastu, apoptdzu a
naruduju proliferaciu buniek. Ulohou Pao extraktu je supresia aktivacie NFkB a jeho
proliferaCnej a metastatickej génovej expresie, tieto ucinky vyvoldvaju myslienku
mozného pouzitia tohto extraktu, ako potencidlneho terapeutického kandidata pri

lie¢be pacientov s CRPC. 76

3.3.4.4 Benigna hyperpldzia prostaty

Benigna hyperpldzia prostaty (BHP) je jednou z hlavnych urogenitdlnych patolégii
postihujucich starnucich muzov. Vyznacduje sa progresivnym prerastanim
glandularneho a stromdlneho tkaniva, ktoré sp6sobuje zvaésenie velkosti prostaty.
Kompresia mocovej trubice je spésobena rasticim tkanivom BHP, ktora vyvolava
neprijemné priznaky dolnych mocovych ciest vrdtane urinarnej naliehavosti,
obstrukcie vystupu mocového mechura a nelplného vyprazdnenia mocového
mechura. PreruSovanym mocenim a naruSenim trvalého spanku BHP zniZuje kvalitu

Zivota postihnutych muZov. 78

BHP je spo6sobend hormondlnou nerovnovdhou medzi testosterénom a
dihydrotestosteronom (DHT), ktory vznikd z testosterdnu po6sobenim 5a-reduktdzy.
DHT maé trojndsobne vysSiu afinitu k androgénnym receptorom ako testosterdn.
Vdzbou DHT na androgénne receptory dochadza k ich aktivacii a k proliferacii buniek
prostaty. Jedna z dalSich Studii odhalila, Ze extrakt z Pao pereira potla¢a benignu
hyperplaziu prostaty (BHP) indukovanu testosterénom u potkanov, inhibiciou 5a-
reduktazy. Tato prevedena $tudia, ktora signifikantne preukazala, Zze vytazok z Pao
pereira zabranuje vzniku BHP, indukovanej testosteronom na potkanom modeli.
Kastrovanym potkanom bol podany testosterén propionat a nasledne Ccasti
testovanych potkanov bol podany extrakt z Pao pereira a druhej ¢asti bol podany
finasterid ( inhibitor 5a-reduktazy), ktory sluzil ako pozitivha kontrola. Po 28 drioch
boli odobraté a zvazené vzorky jednotlivych potkanich prostat a bola preukazana
vyznamna podobnost inhibi¢nych ucinkov extraktu z Pao pereira a finasteridu na BHP.
Extrakt z Pao pereira pouzZivany v tejto Studii obsahoval predovsetkym flavopereirin
a niekolko dalsich indolovych a p-karbolinovych alkaloidov pritomnych v mensich

mnozstvach vratane alkaloidného geissolosiminu, geissosperminu, geissoschizolinu a
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vellosiminolu. Zistilo sa, Ze uUcinnost Pao extraktu proti BPH bola aspon cCiastocne
sprostredkovana flavopereirinom. Vysledky studie potvrdzujd anti-BHP Gcinnost Pao
pereira extraktu in vivo a tym naznacuju, Ze extrakt z Pao pereira by mohol byt

slubnym rastlinnym liekom na lie¢bu BHP. 7°

3.4 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba, tieZ nazyvand presenilnd demencia je chronické
neurodegenerativne ochorenie spojené so selektivhou stratou cholinergnych
neurénov v mozgu. TaktieZ je sprevadzand klesajucou hladinou neurotransmiteru
ACh. Vyskyt AD koreluje so zvySenym hromadenim senilnych plakov bohatych na B-
amyloidy (AB) a neurofibrilarnych klbiek v mozgu. Ochorenie je klinicky
charakterizované progresivnym poklesom kognitivnych funkcii a stratou pamati, ¢o

nakoniec vedie k demencii. ®°

Tak ako u inych demencii neurodegenerativnheho pdévodu dochddza u AD
k degenerdcii urcitych mozgovych proteinov a k tvorbe patologickych proteinov,
hlavne k tvorbe AB. Tento typ beta-peptidu najskér oligomeruje, dalej dochadza ku
koagulacii tychto peptidov v extraceluldrnom priestore mozgovej koéry, nasledne
Castice peptidu polymerizuju a tak dochadza k vzniku patologického proteinu AB. Ten
je zdkladnou jednotkou neurodegenerativnych plakov. V oblasti vyskytu plakov
dochadza k celej rade neurodegenerativnych dejov ako napriklad k sterilnému zapalu
s uvolfnovanim po6sobkov akutnej zapalovej fazy. V dosledku toxicity AB dochdadza
k aktivacii niektorych proteinkindz ako napriklad GSK3p (Glykogénsyntdza kindza-3
beta je protein-serinkindza, ktord sa podiela na urcovani a diferenciacii buniek,
fosforyluje niekolko regulacnych proteinov, ktoré su aktivované defosforyldciou v
reakcii na hormodny alebo rastové faktory. Je negativhym reguldtorom glukdzovej
homeostdzy a podiela sa na metabolizme energie, zapale, mitochondridlnej dysfunkcii
a apoptickych drahach. Poruchy tohto génu boli spojené s Parkinsonovou chorobou a
Alzheimerovou chorobou.)®! a k degradécii intraneurondlného proteinu TAU. Tym
dochédza k tvorbe tzv. neurofibrildrnych tangles (kibiek), a takto poskodené neurdny
potom podliehaju apoptdéze. Celkovo sa apoptéza u AD vyrazne zvySuje a preto

dochadza k kortikosubkortikalnej atrofii mozgu. Ndasledne k zniZeniu synaptickej
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plasticity, k zniZeniu tvorby niektorych rastovych faktorov mozgu a k dalSim

degenerativnym zmendm. 7°

Okrem pritomnosti patologickych proteinov AB a TAU proteinu dominuje
v patofyzioldgii AD strata cholinérgnych neurdédnov. PoSkodenie cholinergného
systému v Casnych Stadiach ochorenia prispieva ku kognitivnemu oslabeniu, stratdm
pozornosti a porucham chovania. Metabolizmus ACh je ovplyviovany dvoma
cholinesterdzami, ktoré ho Stiepia. AChE a BUChE se liSia svojou Specifitou, expresiou
a aktivitou v réznych oblastiach centralneho nervového systému. K zmendam aktivit
cholinesterdz dochdza v starSom veku a taktieZ za patologickych stavov, v pripade AD
se znizuje aktivita AChE a zvysuje sa ¢innost BUChE. Inhibitory cholinesteraz zmierfiuju
cholinérgny deficit a pozitivne ovplyviuju kognitivne, funkéné a behavioralne
symptémy ochorenia. V sucastnosti su schvalenymi inhibitormi cholinesteraz
donepezil, rivastigmin a galantamin. Jednotlivé latky se liSia svojou afinitou k

cholinesterdzam, farmakodynamickymi a farmakokinetickymi vlastnostami. &°

V patofyzioldgii AD je taktiez zahrnuta zniZzend aktivita GABAergného systému
a vySSia vulnerabilita k excitotoxicite vyvolanej glutamdatom. Nadmernou aktivaciou
ionotropnych glutamatovych receptorov dochddza k nadmernému influxu kalcia do
buniek, aktivacii rady enzymov a kaskad reakcii, ktoré mozu koncit programovanou
bunec¢nou smrtou, apoptdézou. Memantin Ucinkuje ako antagonista N-methyl-D-
aspartatovych glutamatovych receptorov, blokuje nadmernd aktivitu tychto
receptorov, ale umoziuje ich fyziologicki funkciu, nevyhnutnd pre tvorbu

pamatovych stop. 8°

AD je nevyliecitelnou chorobou, liecba spomaluje len progresiu ochorenia.
Sucasna lie€ba AD spociva v nahradeni neurotransmiterov, teda zvyseniu syntézy ACh,
dalej zvysSeniu presynaptického uvolhovania ACh a zniZzeniu ACh synaptickej
degradacie AChE inhibitormi. Inhibicia AChE ma priaznivé ucéinky na kognitivne,

funkéné a behavioralne priznaky AD. ©°
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Material, chemikalie a pristrojové vybavenie

4.1.1 Rozpustadla a chemikalie

e acetdn p. a. (CH3COCHs), (Penta, Praha)

e amoniak p. a. (NHs), (Penta, Praha)

e benzin, (Penta, Praha)

e cyklohexan p. a. (cHx), (Penta, Praha)

e dietylamin p. a. (Et2NH), (Penta, Praha)

e dietyléter p. a. (Et20), (LachNer)

e etanol 95% (EtOH), (Lihovar Chrudim, Chrudim)
e etylacetdt p. a. (EtOAc), (Penta, Praha)

e chloroform p. a. (CHCI3), (Penta, Praha)

e kyselina chlorovodikova (HCI) 35%, (Penta, Praha)
e toluén ¢. (To), (Penta, Praha)

e uhli¢itan sodny 35% (Na,COs), (Penta, Praha)

e Dusi¢nan bizmutity [Bi(NO3s)3] (Penta, Praha)

e Jodid draselny (KI) (Penta, Praha)

e Kyselina vinna (C4HeOs) (Penta, Praha)

e Chlorid rtutnaty (HgCl;) (Penta, Praha)

4.1.2 Pomocny material

e kremelina C 535 Cedlite, Sigma-Aldrich, Praha

e vata

4.1.3 Detekcné cinidla

e Zasobny roztok Dragendorffovho cinidla (modifikovany podla Muniera)
Zasobny roztok ¢inidla vznikol zmieSanim roztoku A a roztoku B v pomere 1:1. Roztok
A bol pripraveny rozpustenim 1,7 g dusi¢nanu bizmutitého zasaditého a 20 g kyseliny

vinnej v 80 ml vody. Roztok B rozpustenim 32 g jodidu draselného v 80 ml vody.

Detekény roztok bol pripraveny, pridanim vodného roztoku kyseliny vinnej, ktory bol
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zlozeny z 10 g kyseliny vinnej a 50 ml vody k 5 ml zadsobného roztoku. Cinidlo bolo

uchovdavané v chladnicke pri teplote 4°C.
e Mayerovo Cinidlo

Vzniklo rozpustenim 5 g jodidu draselného v 30 ml vody a pridanim 1,35 g chloridu

ortutnatého. Cinidlo bolo uchovavané v chladnicke pri teplote 4°C.

4.1.4 Mobilné fazy pre tenkovrstvi chromatografiu
e Sl:cHex:To:Et,NH (50:50:10)
e S2:To:EtOAc: Et;NH (70 :20: 10)
e S3:To:EtOAc: Et;NH (60:30:10)
e S4:To:CHCI3 : EtOH : Et;NH (80 : 80 : 30 : 10)
e S5:To: EtaNH (9 :1)
e S6:To:EtOAc: MeOH:Et2NH(9:1:0,1:5)

4.1.5 Adsorpény materiadl pre chromatografiu
Ako adsorbent pre stipcovi chromatografiu bol pouzity neutralny oxid hlinity (Al203),
ktory bol deaktivovany 6% vody, velkost zrna 63-200 um (Across, Lach-Ner,

Neratovice)

Silikagél (Silica gel 60 GF254) bol pouzity na pripravu liatych dosiek pre preparativnu

tenkovrstvl chromatografiu (Merck, Praha)

Komercéné chromatografické dosky potiahnuté (Silica gel 60 GF;s4) 0 velkosti 20 x 20

cm a hrubke 0,2 mm boli pouzité na kontrolné TLC (Merck, Praha)

4.1.6 Pristrojové vybavenie

e vakuovd odparka Bichi rotavapor R-114 (Bichi, Labortechnik, AG Svaj¢iarsko)

e plynovy chromatograf Agilent Technologies 7890A s hmotnostnym detektorom
Agilent Technologies 5975 (Agilent Technologies Santa Clara, California USA)

e spektrometer ESI-MS Thermo Finnigan LCQDuo (GenTech Scientific, Inc., New
York, USA)

e spektrometer Varian Iniova 500 (Varian, USA)

e polarimeter P3000 (A. Kriss Optronic Nemecko)
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4.2 Vseobecné postupy
4.2.1 Priprava rozpustadiel

Pred pouZitim boli vSetky pouZivané rozpustadla precistené destilaciou, nasledne boli

uchovavané v oznacenych nadobdach z tmavého skla, chranené pred svetlom.
4.2.2 Odparovanie

Frakcie, obsahujuce rozpustadla, boli odparené na rotacénej vakuovej odparke za
znizeného tlaku vo vodnom kupeli pri teplote 40°C. MenSie objemy v ampulkach boli
odparené pomocou vodného kupela s teplotou 60—-80°C a cely proces bol urychlovany

priudom vzduchu.
4.2.3 SusSenie a skladovanie

Jednotlivé frakcie a ziskané cisté latky boli dosusené vo vdkuovom exsikatore nad
silikagélom po dobu min. 24 hodin, po vysuSeni boli uchovdvané v chladnicke pri

teplote 2-8°C.
4.2.4 Stipcova chromatografia

Stipcova chromatografia bola prevedenad skokovou eltciou. Naliatim suspenzie
adsorbentu (neutrdlny Al,Os deaktivovany 6 % vody) v mobilnej faze bola pripravend
koléna pre stipcovii chromatografiu. Extrakt bol naneseny na koldnu vo forme
rozteru. Rozter bol pripraveny rozpustenim surového extraktu v chloroforme a
pridanim adsorbentu v pomere 1 : 4. Ndasledne bol chloroform na vodnom kupeli
odpareny. Pred aplikdciou na kolonu bol rozter dosuseny za znizeného tlaku v

exsikatore, po dobu 24 hodin.

4.2.5 Priprava liatych dosiek pre preparativnu tenkovrstvi chromatografiu

Suspenzia zlozena z 6,5 g silikagélu Silica gel 60 GF254 a 20 ml destilovanej vody bola
rovhomerne nanesend na predom ocistené a chloroformom odmastené sklenené

dosky o rozmere 15 x 15 cm. Po naneseni sa dosky nechali susit najmenej 24 hodin.
4.2.6 Preparativna tenkovrstva chromatografia

Na liate sklenené a komercné hlinikové dosky boli nanasané jednotlivé vzorky

rozpustené v zmesi etanolu a chloroformu v pomere 1 : 1.
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Dosky sa nechali vyvijat v sklenenych komorach, ktoré boli predtym aspon 20 minut

sytené prislusnou elu¢nou zmesou.
4.2.7 Detekcia alkaloidov

Jednotlivé chromatogramy boli detegované pod UV lampou pri vinovej dizke 254 nm,
nasledne boli jednotlivé zédny oznacené. Pre potvrdenie pritomnosti alkaloidov boli
dosky postriekané Dragendorffovym ¢inidlom, ktoré reaguje s alkaloidmi za vzniku

oranzového az oranzovocerveného sfarbenia.

Pocas pripravy alkaloidného extraktu sa zistovala pritomnost alkaloidov v
kyslej vodnej faze reakciou s Mayerovym ¢inidlom. Po okysleni na pH 3-4 a pridani 1-
2 ml vody sa k roztoku pridalo par kvapiek ¢inidla a za pritomnosti alkaloidov do$lo k

vyluc€eniu bielej zrazeniny.

4.3 Stanovenie biologickej aktivity
4.3.1 Testovanie inhibi¢nej aktivity ziskanych alkaloidov proti cholinesterazam

4.3.1.1 Chemikdlie
e Acetylthiocholin jodid p. a. (Sigma Aldrich, Praha) (ATChl) (pouzity 10mM

roztok)

e Butyrylthiocholin jodid p. a. (Sigma Aldrich, Praha) (BuTChl) (pouzity 10mM
roztok)

e Dihydrogenfosforecnan draselny bezvody p. a. (Lach-Ner, Neratovice) (KH2PO4)

e Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat p. a. (ing. Svec — Penta, Praha)
(NaH2PO, . 2H,0)

e 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoovd kyselina 298% (Sigma Aldrich, Praha) (DTNB)
(pouzity 5mM roztok)

e Dimetylsulfoxid p.a. (Sigma-Aldrich) (DMSO)

e Hydrogenfosforeénan disodny bezvody p. a. (ing. Svec — Penta, Praha)
(NaH2PO4)

e 100mM fosfatovy pufor pH 7,4

e Rekombinantna AChE (Univerzita Hradec Kralové)

e Rekombinantna BuChE (Univerzita Hradec Kralové)
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e Tabulka 1 Podmienky stipcovej chromatografie etherového vytrepku

Hmotnost odparku 50,4 g
Adsorbent na rozter 200 g
Adsorbent Al;03 2,05 kg
Deliaca vrstva na stipci 7,2 : 50 cm
Mrtvy objem 1600 ml
Objem frakcie 250 ml
Doba toku 20 min

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

4.3.1.3 Podmienky merania
e teplota37°C

e prostredie fosfatového pufru (pH 7,4)
e spektrofotometrické meranie farebnych produktov pri vinovej dizke 412 nm

(AChE) a 412 nm (BuChE)
4.3.2 Stanovenie inhibi¢nej aktivity izolovanych alkaloidov proti AChE a BuChE

Na stanovenie hodnoty inhibi¢nej aktivity ICso bola pouZitda Ellmanova

spektrofotometrickd metdéda s pouzitim 5,5 -dithiobis-2-benzoovej kyseliny (DTNB).

Pri stanoveni inhibi¢nej aktivity jednotlivych alkaloidov bol najskor prevedeny
screening pri koncentracii 100Mm, pokial bola inhibiénad aktivita vyssSia nez 50 %,
prebehlo stanovenie hodnoty ICso. Na meranie inhibiénej aktivity tychto latok boli
pouzité s DMSO nariedené roztoky s koncentraciami 40 mM, 10 mM, 4 mM, 1 mM a

0,4 mM. DMSO bol pouzity aj ako slepd vzorka.

Pocas stanovenia bol spektrofotometricky sledovany narast absorbancie za 1
min pri vinovych dizkach [A= 412 nm pre AChE a aj pre BuChE]. Hodnoty ICso boli

vypocitané v uM, zo ziskanych hodnot poklesu aktivity AChE alebo BUChE nelinearnou

39



regresiou v programe GraphPaD Prism (verzia pre Windows; vyrobca GraphPaD
Software, San Diego, CA, USA). Vysledky boli ndsledne porovnané s hodnotami ICsg
vzoriek znamych inhibitorov cholinesteraz: galantaminom (ICso AChE = 1,710 + 0,065
UM, 1Cs0 BUChE = 42,301 £ 0,065 uM), a berberinom (ICso AChE = 0,705 £ 0,104 uM,
ICso BUChE =30,721 £ 3,492 uM). Percentd inhibicie (% 1) boli vypocitané podla vzorca:

% 1 =100 — (AAsL/AAsa)*100
% | — percentd inhibicie
AAgL— pokles absorbancie slepej vzorky pocas 1 minuty

AAsa - absorbancia testovanej vzorky pocas 1 minuty

4.4 lzolacia alkaloidov

4.4.1 Rastlinny material

Susena kbéra Geissospermum vellosii bola prevzata 10.10.2018 od dodavatela Amazon
Herbs Surinam. Dokladovand vzorka rastlinného materidlu je uchovand na katedre
farmaceutickej botaniky pod kédom AL-674. Rastlina bola vybratd pre fytochemicku
pracu na zaklade screeningovej Studie, pri ktorej preukdzala zaujimavi inhibi¢nu

aktivitu vodéi cholinesterdazam. (ICso AChE = 15,19 + 0,96 pug/ml, BuChE= 0,37 * 0,049

ug/ml)

4.4.2 Priprava alkaloidného extraktu

Sumarny alkaloidny extrakt bol pripraveny z 43 kg vysuSenej a rozomletej koéry
Geissospermum vellosii. Kéra drogy bola rozomletd priblizne na velkost do 5 mm.
Dvojnasobna extrakcia prebiehala za varu pod spatnym chladicom s 95% EtOH po
dobu asi 30 minut. Bolo pouZité jeden diel drogy a Styri diely rozpustadla. Extrakt bol
prefiltrovany a rozpustadlo bolo nasledne odparené za znizenej teploty. Vo vysledku
bolo ziskané mnoiZstvo primarneho extraktu priblizne 5 kg, ktory bol viskdznej

konzistencie a tmavohnedej farby.

Tercidrne bazy boli ziskané tak, ze, odparok bol rozpusteny v 500 ml 95% EtOH.
Rozpusteny primarny extrakt bol prevedeny do destilacnej banky s priblizne 1,5 I H20,

zahriaty na 60°C kvoli oddestilacii EtOH. K zbytku bolo pridané asi 5 1 80°C destilovanej
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vody, dokonale premiesané a pridané také mnozstvo 5% HCI, aby pH filtrdtu bolo v
rozmedzi 1,3-1,5. Roztok bol doplneny destilovanou vodou priblizne na objem 15 | a
pocas noci sa nechal sedimentovat. Rano bola prevedend s opatrnostou dekanticia,
nasledne bol roztok izbovej teploty prefiltrovany cez neutralnu kremelinu a zbytok
bol eSte raz premyti malym mnozistvom destilovanej vody. Takto bolo ziskané 17,5 |

primarneho extraktu.

Pred vytrepdvanim alkaloidov z primdrneho extraktu bol filtrat zriedeny
destilovanou vodou v pomere 1 : 1, nasledne bol kazdy liter tohoto extraktu
zalkalizovany pridanim 200 ml 10% Na>COsz a s 500 ml CHCI3 bolo prevedené prvotné
vytrepdvanie v Erlenmayerovej banke. Nasledne bol roztok prefiltrovany do trepacky
cez vliselin. Celkovo bolo prevedené vytrepdvanie tercidrnych bazi 5-krat.
Chloroformovy vytrepok bol odpareny. Zo 43 kg drogy bolo ziskané 1530 g vytrepku

tercidrnych bazi, ktory bol tmavohnedej farby a velmi viskézneho charakteru.

Cistenie tercidrnych bazi prebiehalo tak, ze odparok (1530 g) bol rozpusteny v
chloroforme a rozdeleny do Siestich baniek po 255 g. V kazdej banke bol odparok
spracovany zvlast. Banky boli zahriate na vodnom kupeli az do stekutenia odparku,
priblizne na 70°C. K tekutému odparku bolo pridané 200 ml 5% HCI, dokladne
premiesané a 300 ml vody a znovu dOkladne premiesané. Potom sa nechala suspenzia
vychladit. Kysly hnedy roztok bol zliaty a postup bol znovu opakovany s tym
rozdielom, Ze na konci bola prevedena sonikacia po dobu asi 5 minut. Nerozpustené
zbytky zo vSetkych Siestich baniek boli nakoniec spojené. K tomu bolo pridané 500 ml
5% HCI, dokladne pretrepané s 600 ml destilovanej vody, zahriate na 70°C a
sonifikované, nasledne bola vodnd vrstva opat zliata. Spojené kyslé roztoky alkaloidov
boli zriedené vodou a po vychladnuti bol tento roztok prefiltrovany. Bolo ziskané 12,5
| kyslého, hnedého roztoku. Tento roztok alkaloidov bol vytrepavany v deliacom
lieviku po jednom litri. K roztoku bolo vidy pridané 230 ml 10% Na,COs, 600 ml Et,0
a potom edte 4x 300 ml Et;0. Eterova vrstva bola dobre delitelnd a pritom bola
vylicend hnedosiva zrazenina. Oddelené vrstvy éteru boli zliate a rozpustadlo bolo
oddestilované. Vznikol Zlto-medovy, velmi viskézny odparok. Hmotnost ziskana z

1230 g primarneho alkaloidného etherového vytrepku bola 50,4 g.
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Pouzitim Mayerovho Cinidla bolo preukdzané este velké mnoZstvo alkaloidov
vo vodnom roztoku, z toho dévodu bol vodny roztok opat vytrepavany 1x s 500 ml
CHCI3 a 5x s 350 ml CHCIs. Spojené chloroformové vytrepky boli odparené za vzniku
sivohnedého odparku. Celkovda hmotnost z 1230 g primarneho alkaloidného

chloroformového vytrepku bola 53,8 g.

Kvartérne bdaze vo forme jodidov boli ziskané tak, zZe bdazicky extrakt po
vytrepdvani tercidarnych bazy bol prefiltrovany cez vliselin. Celkovo 25 |, z toho bolo
odobraté 1200 ml a opatrne zneutralizované v 2 litrovej banke pomocou HCl v pomere
2 : 1 aZ roztok pri mieSani prestal penit, pribliZzne na pH 3. Za staleho miesSania a po
¢astiach bol k tomu pridavany roztok z 19,5 g Kl a 30 ml vody. Nasledne bola vylucend
belava zrazenina. Tato suspenzia sa nechala za ob¢asného miesania odlezat priblizne
na 15 minat. Potom bolo k suspenzii pridané 300 ml CHCl; a obsah v banke bol
pretrepany. Zrazenina bola rozpustena a roztok sa vyceril. Nasledne bol tento roztok
vliati do trepacky cez vliselin a znovu dokonale pretrepdvany. Vytrepdvanie s
chloroformom za tychto podmienok bolo prevedené celkovo 3x. Chloroformovy
vytrepok bol odpareny a vodny zbytok sa uz dalej neuchovaval. Celkové ziskané

mnozstvo kvartérnych jodidov bolo 75,6 g ZItého odparku.
4.4.3 Stipcova chromatografia etherového vytrepku

Odparok ziskany z primdrneho alkaloidného etherového extraktu bol separovany na
jednotlivé frakcie pomocou stipcovej chromatografie, ktora prebiehala formou
stupfiovitej ellcie za pouZitia mobilnej sustavy benzin, CHCl; a EtOH. Jednotlivé
frakcie boli zbierané po objeme 250 ml, tie boli dalej spdjané podla podobného
obsahu alkaloidov na zdklade retenc¢ného casu na TLC. Pritomnost alkaloidov v
jednotlivych frakcidch bola taktiez potvrdena postrekom s Dragendorffovym ¢inidlom,
kedy za pritomnosti alkaloidov doslo k oranZovo-Cervenému sfarbeniu Skvrny.
Celkovo bolo ziskanych 272 frakcii, ktoré boli ndsledne spojené do 16 podfrakcii.

Podfrakcie boli dalej vyuZzité na izolaciu ¢istych alkaloidov.
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Tabulka 2 Stipcova chromatografia spojena do jednotlivych podfrakcii

Nazov podfrakcie | Ccislo frakcie Elucny systém Hmotnost odparku (g)
GV-1 13-18 CHCls: Benzin1:1 0,0793
19-27 CHCls: Benzin1:1
GV-2 0,0977
28-31 CHCls : Benzin 52 : 48
32-36 CHClz : Benzin 52 : 48
GV-3 1,3746
37-42 CHClz : Benzin 55 : 45
43-56 CHClz : Benzin 55 : 45
GV-4 5,1969
57-66 CHCls : Benzin 60 : 40
7-72 HCls : Benzi : 4
GV-5 6 CHCls : Benzin 60 : 40 0,7862
73-79 CHClz : Benzin 65 : 35
GV-6 80-87 CHClz : Benzin 65 : 35 1,5764
88 CHClz : Benzin 65 : 35
GV-7 8,2681

89-103 CHCls : Benzin 70 : 30

GV-8 104-105 CHCls : Benzin 75 : 25 1,0337

106-119 CHCls : Benzin 75 : 25

120-131 CHCls : Benzin 80 : 20

132-149 CHCls : Benzin 85 : 15
GV-9 17,964

150-156 CHCl; : Benzin 90 : 10

157-171 CHCl3 : Benzin 95 : 5

172-182 CHCl; 100
GV-10 183-188 CHCls: EtOH99: 1 1,2305
GV-11 189-199 CHCls: EtOH99: 1 3,0227
GV-12 200-214 CHCls: EtOH99: 1 22376

215-2017 CHCl;: EtOH 97 : 3

GV-13 218221 CHCls : EtOH 95 : 5 0,3827

GV-14 222-231 CHCl> : EtOH 95 : 5 1,3326
232-233 CHCls : EtOH 95 : 5

GV-15 234-250 CHCls : EtOH 9 : 1 2,8556

251-256 CHCls : EtOH 85 : 15

257-264 CHCls : EtOH 80 : 20
GV-16 0,536

257-272 CHCls : EtOH 50 : 50

CELKOM 47,9746

Dalej bolo pripravené sihrnné TLC alkaloidného extraktu Geissospemum vellosii z
jednotlivych spojenych frakcii stipcovej chromatografie. Silika gél 60 GF254 sluzil ako
adsorbent za pouZitia mobilnej fazy S2. Na detekciu bola pouzita UV lampa a taktiez

Dragendorffovo cinidlo na potvrdenie pritomnosti alkaloidov. (Obrazok ¢.14)
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Obrazok 14 Sihrnné TLC alkaloidného extraktu Geissospermum vellosii zo spojenych

jednotlivych frakcii stipcovej chromatografie detegované Dragendorffovym ¢inidlom

4.4.4 1zolacia alkaloidov z podfrakcie GV 11 (189-199)

Hlavnou uUlohou prace bolo spracovat podfrakciu €. 11, ktorej celkovd hmotnost bola
3,0227 g. Spracovanie prebiehalo preparativnou tenkovrstvou chromatografiou (TLC).
Z tejto podfrakcie bolo odobraté mnoZstvo 0,4922 g, ktoré bolo rozpustené v malom
objeme chloroformu a ndsledne nanesené v tenkej linii na nalievané preparativne TLC
dosky o velkosti 15 x 15cm. Separacia prebiehala 2 krat v sklenenych komorach, ktoré
boli predtym priblizne 20 minut sytené S5 mobilnou fazou. Mobilna faza bola vybrata
na zaklade najlepSej separacie jednotlivych alkaloidov. Vyber bol uskuto¢neny podla

kontrolnych TLC vyvijanych v jednotlivych mobilnych fazach.

Po separacii boli dosky vysusené a nasledne detekované pod UV lampou. Na
nalievanych doskdch boli pozorovatelné 4 zény. Zény s rovnakym retenénym faktorom
z jednotlivych dosiek boli spojené a eluované z adsorbentu pomocou CHs3Clz: EtOH v
pomere 1 : 1. Zény boli oznacené GV 11a a7 GV 11d. Dalej bola spracovana zéna GV
11b preparativnou TLC, a? do ziskania ¢istej latky. Cista latka bola ziskana z podfrakcie

GV 11b2, ktord bola vyvijana v nasytenej komore fazou S6. Ndsledne bola prevedena
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separacia na zény, dalej elucia a po odpareni rozpustadla a rekrystalizacii, bola
ziskand ZIta krystalickd latka, GV 11 b2D, u ktorej bola nasledne prevedend Strukturna

analaza a testy biologickej aktivity.

4.5 Strukturna analyza

4.5.1 GC-MS analyza

Analyza hmotnostnych spektier izolovanych latok bola prevedenda na plynovom
chromatografe Agilent 7890A GC 5975, ktory pracuje s hmotnostnym detektorom pri
elektrénovejionizacii 70 eV za teplotného programu 100-180°C 7 minut, potom pri 180°C
1 minutu a nakoniec pri teplote 180-300°C 24 minut. Pouzila sa kolona Hp-5 MS (30m x
0,250 mm x 0,250 um Agilent Technologies, USA). Hélium bolo nosnym plynom
s prietokovou rychlostou 1 ml/min. Vzorka bola nanesena vo forme nastreku pri teplote

180°C a objeme 1 ul metanolického roztoku (split 1 : 10).

Alkaloidnd identifikdcia bola prevedena na zaklade porovnania ich spektrier so
spektrami dostupnymi v komerénej kniznici NIST (National Institute of Standards and
Technology Library USA), s datami publikovanymi v odbornych literatirach a so

Standardami latok, ktoré uz boli izolované na nasom pracovisku.

4.5.2 Nuklearna magneticka rezonancia (NMR analyza)

Spektrd 'H-NMR a *3C-NMR boli namerané pristrojom Varian Iniova 500. Na meranie
'H spektra sa pouZilainverznd 5mm ID PGF sonda s pracovnou frekvenciou 499,9 MHz.
13C spektrum bolo namerané 5 mm SW S$irokopdsmovou sondou s pracovnou
frekvenciou 125,7 MHz. Meranie prebehlo pri teplote 25°C v deuterochloroforme

(CDCls).

4.5.3 Opticka otacavost

Opticka otacavost bola merana polarimetrom P3000 v prostredi ethanolu pri teplote

25°C.
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5 VYSLEDKY

5.1 Identifikacia Struktury izolovaného alkaloidu

Identifikdcia izolovanej latky prebehla na zaklade vysledkov hmotnostnej
spektrometrie GC-MS, nukledrnej magnetickej rezonancie NMR a porovnania

Struktury s literaturou. Izolovanou latkou je Normacusin B.

5.1.1 Normacusin B

Popis: zItd krystalicka latka

Obrazok 15 Normacusin B
5.1.1.1 NMR analyza

1H NMR (300 MHz, CDCI3) & 1.57 (3H, d, J = 6.8 Hz), 1.66 (1H, dt, J = 12.5, 3.7 Hz),
1.78 (1H, q, ) = 7.5 Hz), 1.93 (1H, t, J = 10.0 Hz), 2.61 (1H, d, J = 15.4 Hz), 2.72 (1H, s),
2.74 (1H, d, J = 6.5 Hz), 3.03 (1H, dd, J = 15.4, 5.1 Hz), 3.43-3.49 (4H, m), 4.07 (1H, d,
J =10.3 Hz), 5.26 (1H, q, J = 6.7 Hz), 7.03-7.14 (1H, m), 7.28 (1H, d, J = 6.0 Hz), 7.42
(1H, d, J = 7.0 Hz), 8.22 (1H, s).

13C NMR (75.5 MHz, CDCI3) 6 12.75, 26.95, 27.58, 33.37, 44.14, 50.48, 54.47, 55.85,
64.90, 104.52, 110.99, 116.84, 118.07, 119.35, 121.44, 127.59, 135.33, 136.33,
137.80.

5.1.1.2 GC-MS analyza
EIMS (m/z) 294 (84), 293 (85), 279 (10), 263 (30), 169 (100), 168 (79).

5.1.1.3 Optickd otdéavost

Opticka otacavost nebola z dévodu rozkladu latky merana.
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5.2 Inhibi¢na aktivita izolovaného alkaloidu

Inhibi¢na aktivita alkaloidu Normacusinu B nebola merand z dévodu jeho rozkladu.
Doslo ku krystalizacii latky, aj ked na plynovom chromatografe a pri zkdskach
v roznych mobilnych fazach sa javila latka ako Cistd, no pri rozpustani na NMR nebola
tdto Cistota dostacujuca. Rozklad alkaloidu mohol byt spdsobeny pouZitim

nevhodného rozpustadla alebo spésobom akym bol skladovany.
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6 DISKUSIA A ZAVER

Rastlina Geissospermum vellosii Allemdo bola vybratd pre tuto pracu na zdklade
screeningovej Studie, v ktorej vykazovala zaujimavd inhibiénd aktivitu voci
cholinesterdzam. Stredna inhibi¢na aktivita predstavovala hodnoty 15,19+0,96 pg/ml

pre AChE a 0,370,049 pg/ml pre BuChE.

Cielom tejto prace bolo spracovanie rastliného materidlu a to konkrétne kory
z G. vellosii do etherového a chloroformového alkaloidného vytrepku. Etherovy
vytrepok bol nasledne chromatograficky spracovany do 272 frakcii, ktoré boli spojené
do podfrakcii GV-1 az GV-16 Detekciou bola potvrdenad pritomnost alkaloidov za
pomoci Dragendorffovho cinidla. V rdmci tejto diplomovej prace bola spracovana
podfrakcia GV-11 a to vyuzitim metddy preparativnej TLC. Na zdklade TLC bola vo
frakcii potvrdena pritomnost viacerych latok, ktoré vykazovali pozitivhu reakciu
s Dragendorffovym cinidlom. Z frakcie sa podarilo izolovat jeden alkaloid, ktory bol
identifikovany na zdklade NMR a GC-MS analyzy. Ziskané vysledky boli porovnané
s odbornou literaturou a alkaloid bol uréeny ako Normacusin B. Z dovodu rozkladu
tejto latky neboli prevedené biologické testy a preto nebola merana inhibi¢na aktivita
voCi AChE a BuChE. Dochadzalo ku krystalizacii latky, aj ked sa najprv latka na
plynovom chromatografe a pri zkdskach v r6znych mobilnych fazach javila ako ¢ista,
no napriek tomu cistota nebola dostacujica pri rozpustani na NMR, ¢o mohlo byt
spbsobené skladovanim latky alebo pouZitim nevhodného rozpustadla. Dovodom
pre¢o dochddza k rozkladu alkaloidov je pésobenie faktorov ako su svetlo, teplo,
kyslik, kyslé a zdsadité prostredie, ktoré maju vplyv na ich stabilitu. U¢inkom svetla
a tepla v prostredi kyslika dochddza u tercidrnych aminovych alkaloidov k premene
na N-oxidy. PGsobenim kyselin za zvySenej teploty moze d6jst k dehydratacii za vzniku
anhydro- alebo apo-alkaloidov a k hydrolyze esterovych alkaloidov. Vplyvom zdsad
dochadza k tvorbe soli. Taktiez je zname, Ze sa u alkaloidov znizuje stabilita

prevedenim zo suchého stavu do roztoku. 82

Normacusin B patri medzi indolové alkaloidy, ktorého pritomnost bola
potvrdend vo viacerych rastlindach, konkrétne v Strychnos potatorum a Strychnos
atlantica, 8 Alstonia angustifolia, 8 Rauvolfia vomitoria, 8 Ervatamia hirta, 8°

Aspidosperma pruinosum 8" a v mnohych dalsich. U rastliny Rauvolfia vomitoria, bola
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skimand aktivita Normacusinu B voci AChE. Tento alkaloid vykazoval potencionalnu

inhibiénu aktivitu vo¢i AChE s hodnotou ICs0 186,62 + 31,71 uM. &

Z dévodu nestability izolovaného Normacusinu B nie mozné urcit, ¢i sa jedna
o latku, ktord by mohla vykazovat vyznamnu inhibi¢nu aktivitu voci cholinesterdazam

a tym padom nie je mozné ani porovnat hodnoty ziskané v inych studiach.
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8 ABSTRAKT

Buldakova, A: lzoldcia alkaloidov druhu Geissospermum vellosii Alemao a Studium ich
biologickej aktivity |I. Diplomova praca, Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta

v Hradci Krdlové, Katedra farmakognozie, Hradec Kralové, 2020.

Klfu€ové slova: Geissospermum vellosii, kora, alkaloidné extrakty, izolacia alkaloidov,

GC-MS analyza, biologicka aktivita, acetylcholinesterdza, butyrylcholinesteraza.

Geissospermum vellosii, je rastlina patriaca do ¢elade Apocynaceae, ktorej kora sa
vyznacuje obsahom indolovych alkaloidov, ktoré moéZu poOsobit aj ako inhibitory

acetylcholinesterazy.

Cielom tejto prace bolo spracovanie rastlinného materidlu ziskaného z rastliny
Geissospermum vellosii a priprava éterového a chloroformového alkaloidného
vytrepku. Eterovy vytrepok bol dalej spracovany stipcovou chromatografiou do

podfrakcii GV-1 az GV-16.

Vyuzitim preparativnej TLC metddy bola spracovana podfrakcia GV-11, z ktorej
bola izolovana jedna latka alkaloidnej povahy. Jej Struktira bola ur¢end na zaklade
GC-MS a NMR analyzy a po porovnani ziskanych udajov s literatiurou bola latka
identifikovana ako Normacusin B. Ziskand latka bola nestabilnej povahy a preto u nej

nemohla byt skimana biologicka aktivita vo¢i AChE a BUChE.

Z dévodu nestability ziskanej latky nie je mozné urdit ¢i sa jedna o latku, ktora

by mohla vykazovat vyznamnu inhibi¢na aktivitu voci cholinesterazam.
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9 ABSTRACT
Buldakova, A: Isolation of alkaloids of the species Geissospermum vellosii Allemdo and
study of their biological activity |. Diploma thesis, Charles University, Faculty of

Pharmacy in Hradec Kralové, Department of Pharmacognosy, Hradec Kralové, 2020.

Key words: Geissospermum vellosii, bark, alkaloidal extracts, isolation of alkaloids,

GC/MS analysis, biological activity, acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase.

Geissospermum vellosii as a plant belongs to the Apocynaceae family, whose bark is
characterized by the content of indole alkaloids, which can also act as

acetylcholinesterase inhibitors.

The aim of this thesis was to process the pool of ethereal and chloroformic
alcaloids from the plant Geissospermum vellosii. By means of column

chromatography, the ethereal pool was processed into subfractions GV-1 to GV-16.

Taking advantage of preparational method TLC, the subfraction GV-11 was
processed, of which one alcaloid-based substance was isolated. Its structure was
determined based on GC-MS and NMR analysis and after comparing obtained data
with the literature, the substance was identified as Normacusin B. The substance, we
extracted, was of unstable nature and because of that, we could not research its

biological activity further in relation to AChE and BuChE.

Due to the instable nature of said substance, it was not possible to determine,

whether it can emanate potential inhibitory activity towards cholinesterasies.
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