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1 Uvod

Rostlinna fiSe je nezmérnym zdrojem organickych latek rizné chemické struktury
a biologické aktivity. V. mnoha kulturach, nachdazejicich se v riznych koutech svéta, je uzivani
samotnych rostlin, nebo jejich vytazk(, prostfredkem tradi¢ni mediciny. Diky znalostem, které
jsou predavany po generace, jsme dnes schopni selektovat ty, u nichZ existuje vétsi
pravdépodobnost nalezeni vhodného léku pro konkrétni symptomy nebo onemocnéni.
Pomoci fytochemickych a na né navazujicich farmakologickych studii je poté mozné

identifikovat pfislusného nositele téchto vlastnosti.

V této diplomové praci jsem se snazila izolovat obsahové latky, a to konkrétné alkaloidy
ze stromu Geissospermum vellosii (GV) Allemao, pochazejiciho z Amazonského tropického
destného pralesa. JelikozZ se v kdre tohoto stromu jiz v minulosti nalezla fada latek vykazujici
farmakoterapeuticky zajimavou biologickou aktivitu, je zde snaha o pokracovani v izolaci latek
dalSich. [1] V pfipadé této diplomové prace, pak jejich testovani na mozné vyuziti

ve farmakoterapii Alzheimerovy choroby.

Toto téma jsem si vybrala z divodu aktudlnosti dané problematiky. S neustale rostouci
populaci vzrista i pocet lidi trpicich chorobami spojenymi se stafim. Knim se radi
i Alzheimerova choroba, typ demence spjaty s negativnim dopadem jak na postiZzenou osobu,
tak i na jeji okoli. Toto onemocnéni nelze, na rozdil od mnoha dalSich, skryt. Kromé toho,
projevy s nim spojené maji velky socialni i ekonomicky dopad. Bohuzel, v dnesni dobé neni
portfolio farmak k lé¢bé Alzheimerovy choroby pfilis Siroké a k dlouhodobému zvladnuti
projevujicich se symptom@ ani pfili§ G&inné. Casem tak, pres zpocatku pozitivni
farmakoterapeutickou odezvu, dochdzi k nevratnému zhorsSeni symptomu specifickych pro
tuto chorobu. Jejich pfitomnost postupné zbavuje danou osobu sobéstacnosti, coz prohlubuje
ztratu lidské dlstojnosti nemocného. Porucha paméti dokonce dokaze nejen zbavit danou
osobu schopnosti orientovat se v ¢ase a prostoru, ale také nemocného izolovat od svych
bliznich. Zhorsena kvalita Zivota, kterou tato nemoc pfinasi a fakt, Ze jeji pfitomnost v lidské
populaci je dle Svétové zdravotnické organizace na vzestupu, dala podnét mnoha védclim
k hledani jak cild farmakoterapie, tak i latek, které by se k ni daly vyuzit. Jeden z téchto cild
predstavuji cholinesterasy, enzymy uplatiiujici se v degradaci dulezitého neurotransmiteru

acetylcholinu (ACh), jehoz deplece hraje v patofyziologii dané nemoci vyznamnou roli. [2, 3]
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Izolované alkaloidy byly, na zakladé dtive ziskanych informaci o Ucincich dané rostliny,
vtéto praci podrobeny testovani inhibi¢ni aktivity vGc¢i acetylcholinesterase (AChE)
a butyrylcholinesterase (BuChE). JelikoZz se v soucasné mediciné uzivaji léciva na principu
inhibice téchto enzymd, je jiz ucinnost |éCby pfi vyuZiti tohoto cile prokazana. Stale je vSak

VeV

hledani v rostlinné Fisi.
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2 Cil diplomové prace

1.

Izolace alespon tfi alkaloidd v Cisté formé z frakce GV-5 z alkaloidniho extraktu kdry
Geissospermum vellosii Allemdo pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC)
a rekrystalizace

Podileni se na identifikaci izolovanych alkaloidli pomoci plynové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii (GS-MS) a nuklearni magnetické rezonance (NMR) analyzy
a porovnani s literaturou

Stanoveni biologické aktivity izolovanych latek: urceni inhibi¢ni aktivity viéi AChE
a BuChE

Teoretické zpracovani tématu

Vyhodnoceni vysledk
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3 Teoreticka cast

3.1 Geissospermum vellosii Allemao

3.1.1 Apocynaceae Amazonského pralesa

Apocynaceae (tojestovité) predstavuji velmi rozsahlou celed krytosemennych rostlin,
Citajici priblizné 5100 druh( patficich do 360 rodu. Vytrvalé byliny, polokere, kefe, stromy
a nékdy také liany Ize nalézt v tropickych i subtropickych oblastech zemékoule, vyjimkou vsak

neni ani jejich pfitomnost v oblastech mirného pasma. [4, 5]

Amazonsky tropicky destny prales je bohatym zdrojem rostlin, které mohou slouzit
pro izolaci latek s potenciondlné lécivym ucinkem. U tady izolovanych latek z rlznych
rostlinnych druhl probiha testovani biologické aktivity ve snaze ziskat konkrétni metabolity

¢i vzory, jejichz struktury bude mozno obménit za Gc¢elem dosazeni vice aktivnich latek. [6]

V Amazonském pralese lze nalézt priblizné 234 druhl celedi Apocynaceae [4].
Jako nazorny priklad lze uvést rostlinu Himatanthus sucuuba, Aspidosperma subincanum

nebo Tabernaemontana sananho (7, 8, 9].

Himatanthus sucuuba, az 30 metrl dorlstajici strom, je zkoumdan pro své
antibakteridlni, analgetické a protizanétlivé ucinky. Jeho obsahové latky jsou vsak zajimavé
i pro jejich nemaly potencidl kuplatnéni vlécbé leishmanidzy (napt. iridoid plumericin
vykazuje vyznamnou aktivitu proti axenickym amastigotlim Leishmania amazoniensis

s 1Cso = 0,21 uM) nebo inhibi¢ni plisobeni na nddorové buriky. [7, 10]

Podobnymi ucinky se vyznacuje i dalsi rostlina, kterd se vlJizni Americe vyuziva
v tradiéni mediciné. Aspidosperma subincanum, kolem 20 metr( vysoky strom, nékdy
nazyvan Carapanauba (komafi strom), u kterého, kromé cytotoxického plisobeni nékterych
izolovanych latek (napf. alkaloidu ellipticinu s IC50 = 0,67 £ 0,06 um proti bunécné linii leukémie
HL-60), byla zaznamendna také aktivita diuretickd. Ta byla pozorovana na zvifecich modelech
(krysach) pomoci oralné aplikovaného ethanolického extraktu klry (kumulativni exkrece moci

byla signifikantni, kdy pfi 120 mg/kg tvofila 10 + 0,9 ml s vétsi exkreci Na* nez K*). [8]

Strom malého vzrlstu, Tabernaemontana sananho, také nékdy nazyvan domorodym
obyvatelstvem Sikta, je jiz dlouhd léta prostfedkem tradi¢ni mediciny komunity Kichwa

z Pakayaku, sidlici v Ekvadoru. Diky tomu vznikla snaha o izolaci obsahovych latek,
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které jsou zodpoveédné za prislusné |écivé vlastnosti. Jednou z nich se stal napriklad indolovy

alkaloid, coronaridin, vykazujici analgetickou ¢i antiparazitickou aktivitu. [9]

V neposledni fadé je nutné zminit rod Geissospermum, Citajici pfiblizné 12 druhq,
z nichz jiz nékolik bylo podrobeno blizsimu zkoumani biologické aktivity. Jedna se napftiklad

o druh G. argenteum, G. fuscum, G. reticulatum, G. sericeum, G. urceolatum a také G. leave

(G. vellosii), ktery je predmétem této diplomové préace. [11]

3.1.2 Taxonomické rozdéleni Geissospermum vellosii Allemao

LATINSKY CESKY
RISE Plantae Rostliny
PODRISE Streptophyta Streptofyty
ODDELENI Tracheophyta Cévnaté
PODODDELENI Spermatophytina Semenné
PODODDELENi Angiospermae Krytosemenné
TRIDA Magnoliopsida Dvoudélozné
RAD Gentianales Hofcotvaré
CELED Apocynaceae Tojestovité
ROD Geissospermum Geissospermum
DRUH Geissospermum vellosii Allemdo | Geissospermum vellosii Allemao

Tabulka 1: Taxonomické rozdéleni Geissospermum vellosii Allemao [12, 1]

3.1.3 Vyskyt a botanické aspekty

Geissospermum vellosii Allemao [syn.: Geissospermum laeve], nékdy také znamy
pod nazvy Pao Pereira, Pao-de-penta, Quinarana (,falesny chinin”), Triguaaba ¢i Pinguaciba,
je jednim z druht rodu Geissospermum [1, 13]. Tento stalezeleny, az 30 metrd vysoky strom,
pochdzi ze severni casti Jizni Ameriky [14]. Zde ho lze nalézt v Amazonském pralese
na slunnych ¢i polostinnych mistech ve statech jako je Bolivie, Ekvador, Peru, Venezuela,

Guayana, Surinam, Francouzska Guayana, prestoze plivodem je pfisuzovan hlavné Brazilii [1,

15].
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Tato dfevina, disponujici vétvemi se stfidavé postavenymi listy, se stala stfedem zajmu
mnoha védeckych pracovnikd pro biologicky zajimavé obsahové latky, které Ize ziskat z jeji

zvrasnéné hnédozluté kary (Obr.1). [1]

Obrazek 1: 1. Listy, 2. kmen, 3. koruna stromu Geissospermum vellosii Allemao [16]

3.1.4 Vyuiziti

Kdra kmene tohoto stromu nasla jiz dfive vyuZiti pro své lécivé vlastnosti v tradi¢ni mediciné
domorodého obyvatelstva. To z ni pfipravovalo odvar ve vodé (pouzivano ve statech: Brazilie,
Guyana, Surinam). V jinych c¢astech Jizni Ameriky z ni pfipravovali alkoholickou tinkturu
(vyuzivano v oblastech Francouzské Guyany). [17] Stala se tak prostfedkem k [é¢bé horecky,
malarie, Zaludecnich potizi, zacpy, jaternich problémd, ale nasla také uplatnéni pri 1écbé

bolesti nebo jako afrodiziakum. Pfi Ié¢bé zaZivacich potizi a ztraty apetitu mohla sehrat roli



ijeji velmi horka chut, kterou se tato rostlina vyznacuje. [1] V praxi se v tradi¢ni
mediciné na |écbu malarie, zvraceni a na bolest jater pouziva 500 g nastrouhané kiry kmene.
Ta se ma varit 15 minut ve 2 litrech vody a nasledné se podava 1 $alek 2x denné do vymizeni

pfiznaka. [18]

Hlavni obsahové latky, které byly z GV izolovany, a ve védeckych studiich projevuji
vyznamnou biologickou aktivitu vic¢i mnoha patofyziologickym procesiim Zivocisnych
organismu, se fadi predevsim do skupiny alkaloid(i. Vyznamnou skupinu aktivnich latek této

rostliny pfedstavuji indolové alkaloidy B-karbolinového typu. [1, 13]

3.2 Indolové alkaloidy

Indolové alkaloidy predstavuji pocetnou skupinu pfirodnich latek, které lze nalézt
nejen v suchozemskych rostlindch, ale jejich zdstupce je mozno hledat i v organismech mofi
a oceanu, jako jsou néktefi pfislusnici plasténcli, c¢ervenych fas ¢i houbovcl [19, 20].
Vrostlinné Fisi se nachazeji v zastupcich celedi Apocynaceae, Rubiaceae, Nyssaceae,

Loganiaceae, ale také v mnoha dalSich [20].

Jiz bylo popsdno pres tisic riznych indolovych alkaloidli a mnoho z nich vykazalo
pfi testovani jejich biologické aktivity vyznamnou Gcinnost pfi atakovani rlznych
terapeutickych cil(i [21]. Doposud bylo zjisténo, Ze v této skupiné latek se nachazi zastupci,
ktefi se vykazuji antibakterialni [voacafricin A a B — Voacanga africana (Apocynaceae)] [22],
antimykotickou [hamacanthin A a B — Hamacantha sp. (Biemnidae)] [23],
antimykobakterialni [globospiramin — Voacanga globosa (Apocynaceae)] [24] nebo
antivirotickou [17-nor-excelsinidin — Alstonia scholaris (Apocynaceae)] [25] aktivitou.
Nékteré alkaloidy dokonce projevily vyznamnou aktivitu proti parazitickym prvokam, ktefi
zpUsobuji malarii [ellipticin — Aspidosperma vargasii (Apocynaceae)] [26] Ci leishmaniozu
[ramiflorin A a B — Aspidosperma ramiflorum (Apocynaceae)] [27]. Dale byly identifikovany
latky, projevujici analgetické [umbellatin — Psychotria umbellata (Rubiaceae)] [28],
protizanétlivé [scholarisin | — Alstonia rupestris (Apocynaceae)] [29], antitrombotické
(protidestickové) [harman, harmin — Peganum harmala (Zygophylaceae)] [30], spasmolytické
[glypetelotin — Glycosmis petelotii (Rutaceae)] [31], hypolipidemické a antidiabetické
[vincamin — Catharantus roseus (Apocynaceae)] [32] nebo hypotenzivni Ucinky

[reserpin — Rauwolfia serpentina (Apocynaceae)] [33].
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Nékteri zastupci indolovych alkaloidl se vsak stali stfedem zajmu pro svou
cytotoxickou aktivitu. Dnes se pfilécbé urcitych onkologickych onemocnéni mizeme napftiklad
setkat s latkami vinkristin a vinblastin, izolovanych z polokefe Cataranthus roseus. Tyto latky
tak prestavuji jedny z nejzndméjSich zastupcl indolovych alkaloidl. V oblasti vyzkumu
patofyziologickych procesl nervové soustavy si ziskala pozornost i inhibi¢ni aktivita nékterych
indolovych alkaloidd vici enzymu AChE [physostigmin — Physostigma venenosum (Fabaceae)].
[33] Tento ucinek Ize farmakoterapeuticky aplikovat na Iécbu Alzheimerovy choroby. Je také
nutné podotknout, Ze jeden alkaloid mUZe byt nositelem nejen jedné, ale i vice z vyse

zminénych vlastnosti. [1, 20]

Spole¢nym chemickym zakladem téchto organickych latek je bicyklickd heterocyklicka
sloucenina indol. Ten je tvofen pyrolovym kruhem, napojenym na benzenové jadro.

Svou strukturou je tento typ alkaloid(i odvozen od aminokyseliny tryptofanu. [20, 33]

Indolové alkaloidy lze ddle délit jeSté detailnéji, podle toho, jaké dalsSi organické
struktury se navazi na indol a v jaké ¢asti tak ucini [33]. V GV se nachazi indolové alkaloidy

B-karbolinového typu [1], jejichZ ¢astecny vznik Ize shrnout v nasledujici reakci (Obr.2).

NH2 RCHO NH
\ v\“‘ 5
-9
” tvorba C H R
Schiffovy Mannichova reakce
tryptamin baze
oxidace N oxidace NH
AN/ < A\
N R N R
H H
B-karbolin dihydro-B-karbolin tetrahydro-B-karbolin

Obrazek 2: Biosyntéza B-karbolinovych alkaloidd [34]

V uvodu reakce vznika z tryptofanu vlivem dekarboxylace tryptamin. Nasledné dochazi
ke vzniku Schiffovy baze, kterd podléhd intramolekuldrni Mannichové reakci, za nasledného

zacykleni. Oxidacemi v dalSich krocich pak vznika tricyklickd slou¢enina B-karbolin. Ta poté
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v dUsledku navazani rlGznych substituentd muiZe vykazovat farmakoterapeuticky zajimavé

biologické ucinky. [34]

3.3 Obsahové latky izolované z Geissospermum vellosii Allemao

3.3.1 Alkaloidy izolované z Geissospermum vellosii Allemao

Diky zkusenostem vzeslych z pouzivani kidry GV Allemao v lidovém lécitelstvi, vznikla
snaha izolovat hlavni sekundarni metabolity, které mohou byt vtéto rostliné nositeli
konkrétnich biologickych ucink(. Tyto latky v mnoha pripadech predstavuji alkaloidy, které

vykazuji rozmanitou Skalu, ve farmacii potencialné aplikovatelnych, biologickych aktivit. [1]

3.3.1.1 Aspidospermin

N~z
/O /gg

Obrazek 3: Aspidospermin [35]

Indolovy alkaloid aspidospermin (Obr.3) se vyznacuje schopnosti plsobit proti rdznym
parazitickym prvokidm z rodu Leishmania, Plasmodium a Trypanossoma. Jak je zndmo, zastupci
téchto rodd mohou vyvolavat rlizné nepfijemné se projevujici druhy onemocnéni, jako
je napftiklad leishmanidza (L. brasiliensis, L. amazoniensis), Chagasova choroba (T. cruzi), spava
nemoc (7. brucei gambiense, T. rhodesiense) a malarie (P. falciparum). [36, 37] Pti testovani
na antimalarickou aktivitu vykazoval aspidospermin po 72 h inkubaci s chlorochin rezistentnim
kmenem P. falciparum inhibicni aktivitu s ICso=5,6 £ 1,3 uM [37]. Studie provedena Galarretou
et al. zjistila, Ze 100 uM aspidosperminu dokazalo inhibovat L. amazonensis v promastigotnim

stadiu 0 89 % [36].

Dalsi biologickou aktivitou, kterou se aspidospermin vyznacuje, je cytotoxicita
a genotoxicita. Tato vlastnost byla zkoumana na HepG2 bunécéné linii, burikdch jaterniho
karcinomu. Z vysledk(l dané studie vyplynulo, Ze po pozménéni struktury aspidosperminu,

ktera by méla vlastnosti, jez nenesou riziko cytotoxicity a mutagenity pro nenadorové bunky,
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by dana molekula mohla predstavovat dalsi z potencionalnich |éciv na nadorové onemocnéni.

[38]

3.3.1.2 Flavopereirin

Obrazek 4: Flavopereirin [35]

B-karbolinovy alkaloid flavopereirin (Obr.4) se vyznacuje Sirokym spektrem ucinka,
at uz biologickou aktivitou proti rdznym parazitickym plvodcdm nemoci, proti viru lidské

imunodeficience (HIV), tak i proti nddorovym onemocnénim. [1]

Vroce 2002 byla publikovdna studie, ve které je popsano testovani aktivity
flavopereirinu a dalSich alkaloid( izolovanych z G. sericeum, proti plivodci malarie. Konkrétné
se jednalo o dva typy P. falciparum: ty, které byly na chlorochin senzitivni (kmen T9-96) a ty,
které si jiz na chlorochin vybudovaly rezistenci (kmen K1). Antiplasmodidlni aktivita byla
pozorovana v obou pfipadech, ato s ICso = 11,53 uM proti kmeni K1 a s ICso = 1,83 uM proti
kmeni T9-96. [39]

DalSim parazitickym prvokem, vici kterému flavopereirin projevil svou aktivitu,
je L. amazonensis. Tento druh je zodpovédny za anergickou difuzni kozni formu leishmanidzy
a kozni formu sdiseminovanymi lézemi. [40] Aktivita alkaloidu byla zkousSena proti
promastigotnimu stadiu parazita a jiz v prvnich hodinach se dostavil inhibi¢ni efekt. Dokonce
se tento alkaloid ukazal jako selektivnéjsi nez amphotericin B, |écivo, které se v dnesni dobé
k [é¢bé této nemoci pouziva. Navic spliuje Lipinského pravidlo péti, a to ho v budoucnu ¢ini

potencialné nadéjnou molekulou pro vyvoj nového lécivého pripravku. [35]

Jiz v drivéjsich studiich se objevila informace, Ze flavopereirin dokaze selektivné
inhibovat syntézu deoxyribonukleové kyseliny (DNA) v rakovinotvornych burkach, a to
predevsim v rychle se délicich, nez v téch, co jsou pfitomné v pomalu rostoucich tumorech.
Védecti pracovnici z Taiwanu poté prisli s daty, ktera dokladaji ovlivnéni nddorovych bunék

rakoviny tlustého stfeva pravé prostifednictvim tohoto alkaloidu a snazZili se objasnit jeho

19



mechanismus ucinku. Dospéli k vysledkim, jeZ dokazuji zvySeni exprese a fosforylace P53. [41]
Tento protein je povaZovan za takzvaného ,strazce genomu”, reaguje na poSkozeni DNA
a kupfikladu aktivuje gen p21, coz vyusti v zastaveni bunééného cyklu [42]. Zastavenim
bunécného cyklu v G2/M-fazi a indukci apoptdzy nadorovych bunék tak maze flavopereirin

ovlivnit rist kolorektalniho karcinomu [41].

3.3.1.3 Geissolosimin

Obrazek 5: Geissolosimin [35]

U alkaloidu geissolosiminu (Obr.5) byla zkoumana in-vitro antiplasmodialni aktivita
proti chlorochin senzitivnimu kmeni P. falciparum. S namérenou biologickou aktivitou
(ICs0=10,96 + 0,008 uM) se ukazal jako potenciondlni strukturni vzor pro vyvinuti nového

antimalarického |éciva. [17]
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3.3.1.4 Geissoschizon

L

H
0]

Obrazek 6: Geissoschizon [35]

Geissoschizon (Obr.6) projevil urcitou antimalarickou aktivitu proti chlorochin
senzitivnimu kmeni prvoka P. falciparum. Ovsem v porovnani s geissolosiminem nebyla tato

aktivita pfilis vyznamna. [20]

Déle u néj byla provedena studie na aktivitu vic¢i enzymim AChE a BuChE. Vysledky
prokazaly neselektivni inhibici vici cholinesterasam, avsak s rostouci koncentraci tohoto

alkaloidu, se zacaly projevovat i jeho cytotoxické vlastnosti viici mikrogliovym burkam. [43]

3.3.1.5 Geissoschizolin

N
H H

/Ill-
T

OH

Obrazek 7: Geissoschizolin [35]

Geissoschizolin  (Obr.7) byl zkouman hlavné pro inhibi¢ni puasobeni vUci
cholinesterasam. Bylo prokazano, Ze vykazoval vyssi inhibi¢ni aktivitu vaci humanni BuChE
nez humanni AChE. Pomoci molekulového dockingu doslo k zjisténi, Zze se tato molekula vaze
nejen na aktivni misto enzymu, ale také na periferni aniontové misto (PAS) enzymu. Tento
podstatny fakt pfic¢itd geissoschizolinu dalsi pfinosnou vlastnost, a to snizeni mnozstvi
komplexu AChE-AB. PAS je za normalnich podminek schopné reagovat s B-amyloidem (AB).
Vzniklé spojeni pak vede k vytvoreni komplexu cholinesterasy s timto peptidem a disledkem

je vznik struktury s jeSté vyssi toxicitou, nez predstavuje pritomnost samotného AB. [43]
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Dalsim pozitivnim zjisténim byla schopnost redukovat sekreci tumor nekrotizujiciho
faktoru a (TNFa) a NO, tedy zdnétlivych mediatoru, které jsou uvolfiovany mikrogliemi. Tato
sekrece vznikda na podkladé prozanétlivého stimulu, jako je napriklad vznikajici AB, neuronalni
poskozeni nebo vyskyt lipopolysacharidd (LPS). Prdvé pomoci LPS byl proveden test,
na zakladé kterého se dospélo k zavéru, Ze alkaloid geissoschizolin zpusobuje signifikantni

redukci vySe zminénych zanétlivych mediatoru jiz od koncentrace 1 uM. [43]

Z obou zjisténi tak vyplyva, Ze geissoschizolin pomaha jak v pfedchdazeni poskozeni
neuronalnich bunék, zabranénim vzniku toxic¢téjSich komplexl, tak i v reSeni jiz vzniklé
neuroinflamace, zpUsobené rliznymi prozanétlivymi pUsobky. Lze tedy konstatovat, Ze dand
molekula predstavuje zajimavy vzor pro dalsi studie v oblasti Alzheimerovy choroby,
avbudoucnu pfipadné prototyp Iéciva klécbé tohoto neurodegenerativniho

onemocnéni. [43]

3.3.1.6 Geissospermin

Obrazek 8: Geissospermin [35]

Geissospermin (Obr.8) je jeden z nejhojnéji zastoupenych alkaloid kiry GV. Taktéz
unéj se prokdzalo urcité inhibi¢ni puasobeni proti P. falciparum. V dalSich studiich
geissospermin projevil pfitomnost inhibi¢niho pldsobeni proti AChE, enzymu, ktery je jednim

z cild terapie Alzheimerovy choroby. [1, 44]
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3.3.1.7 12-methoxy-1-methyl-aspidospermidin

Obrazek 9: 12-methoxy-1-methyl-aspidospermidin [35]

Jak jiz bylo zminéno dfive, klira stromu GV predstavuje pro domorodé obyvatelstvo
i prostfedek k [éCbé bolesti. Tento poznatek ved| védce z Brazilskych univerzit k provedeni
studie na ovlivnéni nocicepce peroralné administrovanym extraktem z kdry. Béhem této
studie byl pozorovan vliv na 5-hydroxytryptaminové (5-HT) receptory na mysich modelech,
kdy dochdzelo kinterakci na 5-HT1a receptorech. Ktomuto zavéru se dospélo na zdkladé
predléceni testovanych mysich subjekt rGznymi latkami, které byly selektivnimi antagonisty
uréitého typu receptort. WAY-100635 (0,3mg/kg; s.c.) antagonizoval 5-HTi, katanserin
(0,3mg/kg; i.p.) predstavoval antagonistu 5-HT2a receptoru a ondasetron (0,5 mg/kg; i.p.) byl
antagonista receptoru 5-HTs. Za 20 minut ndsledovalo podani dichlormehtanové frakce GV.
0 60 minut pozdéji byla podana kyselina octovd, kterd byla zodpovédna za vyvoldvané
bolestivé vzruchy. Pouze v pfipadé podani antagonisty 5-HTi, dochdazelo k pretrvavani
nocicepce, tedy kzabranéni ucinku dichlormethanové frakce. Jako hlavni alkaloid,
ktery je pravdépodobné zodpovédny za tento ucinek, byl oznaden pravé

12-methoxy-1-methyl-aspidospermidin (Obr.9). [45]
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3.3.1.8 Vellosiminol

Obrazek 10: Vellosiminol [35]

Rovnéz dalsi z alkaloid(i pfitomnych v GV, vellosiminol (Obr.10), také nékdy k nalezeni
pod nazvem Normacusin B, byl podroben zkoumani biologické aktivity [17, 46]. Studie
provedena F. Mbeunkui et al. zkoumala in-vitro antiplasmodidlni plsobeni methanolového
extraktu kdary GV, a poté z néj izolovanych alkaloidG. U vellosiminolu dospéla k vysledkim,
které potvrzovaly urcitou pfitomnost této aktivity, avSak celkové, a to i v porovnani s jinymi
zkousenymi alkaloidy, jako byl napfiklad geissolosimin (ICsp = 0,55 * 0,05 pg/mL), bylo
pUsobeni proti chlorochin sensitivnimu kmeni P. falciparum nevyznamné (ICso = 46,16 + 0,88

ug/mL). [17]

Tento alkaloid byl objeven také v kire kofene rostliny Strychnos atlantica. Studie
provedena v Brazilii, u néj zjistovala a potvrdila jeho in-vivo hypotenzivni a spasmolytickou

aktivitu na krysich modelech. [47]
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3.3.1.9 Dalsi alkaloidy izolované z Geissospermum vellosii Allemao

Apogeissoschizin

Geissoschizin

Geissovellin

H
Pausperadin O @
N
H

Vellosimin

Tabulka 2: Alkaloidy Geissospermum vellosii Allemao [35]

25



3.3.2 Latky nepfislusici do skupiny alkaloid
Také dalsi latky nachazejici se v GV vykazuji zajimavou biologickou aktivitu. Nazornymi

priklady je sesamin, ktery spada do skupiny lignant a lupeol patfici mezi triterpeny. [35, 48,

49]

3.3.2.1 Sesamin

Obrazek 11: Sesamin [35]

Lignan sesamin (Obr.11) se vyznacuje fadou vyznamnych farmakologickych ucinka.
Jeden z nich predstavuje cytotoxické plsobeni této latky. Na nddorové bunécéné linii HepG2
sesamin zprostfedkoval zastaveni bunécného cyklu a indukoval apoptdzu, ¢imzi se stal
potencialnim kandidatem na vyvoj nového |éciva proti rakoviné jater. [48] Také u néj byla

zaznamendna urcitd protizanétliva a antioxida¢ni aktivita [50, 51].

Nékteré studie se zabyvaly antiosteoporotickymi ucéinky sesaminu. Byla u néj zjisténa
osteogeneticka aktivita vlivem up-regulace Wnt/B-kateninu a vlivem down-regulace NF-kB

signalizace také potlaceni osteoklastogeneze. [52, 53]
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3.3.2.2 Lupeol

Obrazek 12: Lupeol [35]

Lupeol (Obr.12) Ize chemicky zafadit mezi triterpeny lupanového typu [49]. Tato latka
je zastoupena v nékteré zeleniné a ovoci, jako je napfiklad okurka, rajce, bilé zeli, mango, fik,
jahoda atd. Lze se s nim v3ak setkat i v mnoha lécivych rostlindch jako je Tamarindus indica,

Himatanthus sucuuba, Bombax ceiba nebo Sebastiania adenophora a mnoha dalSich. [54]

Lupeol se vyznacuje fadou farmakologickych Gcinkd a stal se stfedem zajmu mnoha
prozanétlivych cytokind jako je TNFa nebo ILB u lipopolysacharidy aktivovanych makrofaga.
Protizanétlivd aktivita byla také zkouSena na mysich subjektech klécbé bronchidlniho
astmatu. Vysledky ukdzaly sniZzeni hladin eozinofilG v bronchoalveolarni tekuting, redukci
mnozstvi hlenu a celkové snizeni zdnétu v plicich postizenych jedincl s protizanétlivym

ucinkem rovnym lécbé dexamethasonem. [54]

Lupeol byl rovnéz testovan na rGznych druzich nadorovych bunécnych linii, a nasledné
byla potvrzena jeho protinadorova aktivita. Aratanechemuge et al. provedli studii
na myeloidni bunécné linii promyelocytarni leukémie HL-60, kdy vlivem tohoto triterpenu byla
indukova apoptéza nadorovych bunék [54]. Cmoch et al. testovali in-vitro aktivitu lupeolu,
ktera byla mérena po 72hodinové expozici nddorovych bunéénych linii této slouceniné. Bylo
provedeno 6 sériovych fedéni lupeolu s faktorem fedéni 4 a nasledné byla vyhodnocena jeho
ICs0. Z testovanych bunéénych linii: T-lymfoblastické leukémie CEM, karcinomu prsu MCF-7,
karcinomu plic A-549, mnohocetného myelomu RPMI 8226 a dalSich, byla nejvyznamnéjsi
protinddorova aktivita zaznamenana vuci bunécné linii CEM (ICso = 27,6 £ 1,4 uM) a RPMI 8226
((1ICs0=37,5 £ 5,6 uM) [55]. Budouci uplatnéni lupeolu v této problematice tak neni nerealné,

avsak je nutné podrobit tuto latku dalSim studiim. [54]
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3.4 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je nejrozsifenéjSim typem demence a z hlediska mortality
je jednou z chorob na vrcholu Zebti¢ku ve starnouci populaci. Samotnd nemoc casem
postupné zbavuje postizenou osobu sobéstacnosti a ta je tak odkdzana na své okoli. Diky své
chronické a progresivni povaze ma toto neurodegenerativni onemocnéni fyzicky,
psychologicky, socidlni a ekonomicky vliv nejen na nemocného, ale i na jeho okoli
a na spole¢nost jako celek. BohuZel, prozatim neexistuje efektivni a bezpecna lé¢ba na tento
typ demence, presto jsme vSak schopni vyuzit doposud ziskané informace k tlumeni

symptomU a zpomaleni progrese tohoto typu onemocnéni. [2]

3.4.1 Epidemiologie

3.4.1.1 Svét

Alzheimer’s Disease International ve World Alzheimer Report 2021 uvadi, Ze na svété
trpi demenci kolem 55 milion( lidi a ztohoto mnoiZstvi tvofi nemocni s Alzheimerovou
chorobou pfiblizné 60-80 % [56]. Dle Svétové zdravotnické organizace pocet lidi s timto typem
demence neustdle roste s tim, Ze v roce 2050 by se mohl po¢et nemocnych vysplhat pfiblizné
k ¢islu 135,5 milidonU. Predpoklad doziti u lidi s diagnostikovanou demenci se odhaduje mezi

sedmi aZ deseti lety. [57]

3.4.1.2 Ceska republika

Podle Ceské alzheimerovské spoleénosti v Ceské republice tvofil v roce 2015 podil
nemocnych s demenci 1,48 %, coi fadi Ceskou republiku do evropského priiméru. Redlny
pocet lidi s demenci, véetné Alzheimerovy choroby, je vSak neznamy a zlstdva pouhym
odhadem. Na zakladé zahranic¢nich prevalencnich studii byl stanoven odhad, ktery v roce 2015
predpoklddal 155,9 tisic lidi trpicich demenci, z ¢ehoz dle vypoétl Ceské alzheimerovské
spolecnosti dvé tretiny (105 tisic) tvori zastupci zenského pohlavi a jednu tfetinu (50,9 tisic)
tvofi zastupci pohlavi muziského. Demence, aobzvlast Alzheimerova choroba, je téice
diagnostikovatelny syndrom a byva také ¢asto poddiagnostikovan. Podle Alzheimer’s Disease
International se odhali pouze priblizné 50 % nemocnych v nejvyspélejsich statech, v ostatnich
pak i méné neZ 10 %. Z dGvodu této skuteénosti lze jen téice uréit, kolik nemocnych se v Ceské

republice i ve svété redlné nachazi. [57]
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Riziko rozvoje demence je pevné spojeno se stafim. Vék vtomto ohledu hraje
vyznamnou roli, kdy nad 65 let kfivka prevalence prudce stoupa a ve véku nad 80 let trpi

demenci pfiblizné kazdy paty ¢lovék. [57]

3.4.2 Rizikové faktory

Existuje mnoho obecnych predpokladll, co mlZe za vznik nebo progresi Alzheimerovy
choroby, bohuzel jen malu z nich se dd vsoucasné dobé predchdzet. Napfiklad starnuti
organismu a pohlavi, jako prvni a zaroven jedny z nejpodstatné;jsich rizikovych faktor( ovlivnit
nelze. Mezi dalsi faktory lze zaradit infekce, Urazy hlavy, genetické faktory, environmentalni
faktory, kardiovaskularni choroby, diabetes a dalsi. To, co Ize vyrazné ovlivnit, je nezdravy
Zivotni styl a ve vétsSiné pripad(l obezita. Otazkou vsak zUstava, do jaké miry tyto faktory
pfispivaji k rozvoji a progresi daného typu demence. Po objasnéni tohoto problému by bylo

mozné podniknout cilené kroky k zajisténi véasné prevence. [58]

3.4.3 Priznaky a stadia onemocnéni

U Alzheimerovy choroby lze zaznamenat 2 hlavni typy priznakl: kognitivni poruchy

a nekognitivni poruchy. [59]

»Mezi poruchy kognitivnich funkci fadime poruchy paméti a uceni, poruchy
vizuospacidlnich funkci, orientace, usudku, korovych symbolickych funkci (afdzie, agnozie,
apraxie), exekutivnich  (vykonnych) funkci (pldnovdni, organizovdni, ndslednosti,

abstrakce)”. [59]
Pro blizsi objasnéni odbornych terminu:

1. ,Afazie — ztrdta symbolické funkce reci, vztahujici se k chdpdni a vyjadrovdni
myslenek prostifednictvim slov

2. Apraxie — neschopnost provddét motorické aktivity, navzdory neporusenym
motorickym funkcim,

3. Agnozie - neschopnost rozpozndvat nebo identifikovat véci navzdory

neposkozenym senzorickym funkcim®. [60]

Do poruch nekognitivnich patfi poruchy behaviordlni a psychologické, do kterych
mulzZeme zaradit napriklad agresivitu, apatii, depresi, anxietu, manii, halucinace, bludy, atd.,

které znepfijemnuji Zivot nejen nemocné osobég, ale i jejimu okoli [59].
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Jako kazdou nemoc i Alzheimerovu chorobu Ize délit do jednotlivych fazi.

1. Prvni obdobi, pre-klinické nebo pre-symptomatické stadium, se vyskytuje jesté bez
klinicky vyznamnych projevli nemoci a bez znatelného zasazeni do dennich aktivit
postizeného. Navzdory tomu se jiZz objevuji ranné patologické zmény v mozkové kire
a hipokampu a Ize zaznamenat lehké sniZzeni paméti. [58]

2. Po této fazi, ktera mlze trvat i nékolik let, ptichazi pocdtecni stadium, kde se jiz
setkdvame s detekovatelnymi symptomy, jako je sniZzeni koncentrace a paméti,
dezorientace v ¢ase a prostoru [58]. U dané osoby Ize zaznamenat snizenou schopnost
pldnovat, vytvaret si Usudek a organizovat, snizena je taky schopnost vyjadfovani,
kdy se slovni zasoba stava znatelné omezenou. Kromé toho se mohou objevit zmény
nalad, které nékdy prerostou az v depresi [61].

3. Ve stfednim stddiu dochazi k rozsiteni postizenych oblasti v mozkové klre, pamét
je velmi poskozena, objevuje se problém s psanim, ¢tenim, fe¢i. Dand osoba navic
muze mit problém rozpoznat své pratele, a dokonce i svou rodinu [58]. Také sniZzena
schopnost logického uvazovani, pldnovani a vyjadifovani omezuje danou osobu
v zafazeni se do spolecnosti a je nutné, aby nékdo v dennich ¢innostech na nemocného
dohlizel [61].

4. V prGbéhu pozdniho stadia mUze byt jiz postizena celd oblast mozkové kliry, nemocny
neni schopen poznat své blizké a mizZe skoncit upoutany na lGzko [58]. Nemocny
se vyjadfuje pouze kratkymi vétami nebo dokonce jen slovy a jeho agresivita i apatie
stoupd [61]. Mohou se objevit problémy s polykdanim, mocenim, defekaci a dalSimi
fyziologickymi funkcemi [58, 59]. Tuto fazi doprovazi vyskyt fady komplikaci, jako jsou
napriklad rdzné interkurentni infekce, Urazy, zapal plic a do par let proto nemocny

s Alzheimerovou chorobou umira [59, 61].

3.4.4 Etiopatogeneze

Industrializované i rozvojové zemé se potykaji s rapidnim narustem demence jako
je Alzheimerova choroba. Rychlost, s jakou tato nemoc postihuje lidstvo, nuti védeckou obec
pfichazet s novymi alternativami, jak objasnit jeji etiologii a definovat tak konkrétni cile,
na které se v pribéhu prevence a |écby zamérit. [62] Ohledné prevence nebylo dosazeno
takového pokroku, jako u brzdéni progrese. Neustale se vyvijejici zdravotnictvi dnes dokaze

poskytnout molekuly léciv, které zpomali pribéh tohoto onemocnéni a prodlouzi
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tak pacientovi a jeho okoli kvalitu Zivota o par let. Tato IécCiva jsou symbolem redlného
a nadéjného uspéchu a vznikla tak snaha o objeveni dalSich molekul, které by ucinkovaly
na stejny cil, ale pfinasely by méné nezadoucich ucinkd nebo by svymi pozitivnimi vlastnostmi

jiz pouzivané molekuly ptesahovaly. [3]

Alzheimerova choroba, jakoZto neurodegenerativni onemocnéni postihuje rGzné
oblasti mozku. Dochazi k akumulaci B-amyloidnich plakl a hyperfosforylaci Tau proteinu
v neurofibrilarni shluky v ¢astech mozku jako je nucleus basalis Meynerti, pars basalis
telencephali, lobus frontalis, hipokampus, gyrus cinguli, amygdala, substantia nigra, v mnoha
jadrech v truncus cerebri a v cortex cerebri. Objevuje se také zména v komunikaci neuronf,
ztrata synapsi a degenerace, az zanik neuron(. [63] Navic se v mozkové kire a limbickych
strukturach sniZzuje mnoiZstvi cholinacetyltransferasy a v mozkové kilife osob s Alzheimerovu
chorobou se prokazal ubytek syntézy ACh [62]. Setkdvdme se tak s poskozenim
jak na podkladé akumulace (vyskytuje se zvySené mnoizstvi distrofickych neuritd, AB tvofi
amyloidni plaky, tau protein zase neurofibrilarni klubka a neuropilova vlakna), tak na podkladé

ubytku a atrofie (neuront, neuropilu a neurondlnich drah, diky ztraté synapsi) [58, 62].

3.4.4.1 P AMYLOIDNI PLAKY

Pro objasnéni etiologie Alzheimerovy choroby bylo vzneseno mnoho hypotéz. Jedna
z nejznaméjsich se tyka B-amyloidnich plakd (BAP) a je tedy nazvana ,,Amyloidni hypotézou”.
Ta vznikla na podkladé objeveni abnormalniho mnozstvi BAP v centralni nervové soustavé

(CNS) nemocnych s Alzheimerovou chorobou. [58]

Ve zdravych neuronech je amyloid prekurzorovy protein (APP) Stépen a a y sekretasou
na solubilni polypeptidy. To znamena, Ze pak mohou byt rozloZzeny a produkty degradace
tak mohou byt pouzity znovu jako stavebni kameny pro dal$i bunééné pochody. Avsak tento
transmembranovy protein mlzZe byt Stépen také pomoci B a y sekretasy. Touto cestou
pak vznikaji nerozpustné peptidy, AB, jejichz ndsledné spojeni pak mize dat za vznik BAP. Tyto
patologické Utvary se mohou vmezefit mezi zdravé neurony a prerusovat tak signaly, které
mezi nimi probihaji. Dalsi problém nastava, pokud je BAP zaznamenan imunitnim systémem,
ktery svou odpovédi rozpoutd zanét, jenz také mlze poskodit zdravé neurony v okoli. Navic
se mohou depozity plakl hromadit na sténach cév a tato angiopatie pak muize byt podkladem

ke vzniku ruptury cévy s nasledkem intracerebralniho krvaceni. Vsechny tyto fenomény vedou
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ke ztraté neuronlU nebo mezi nimi probihajicich signall, coz mliZe mit negativni vliv

na kognitivni a jiné mozkové funkce. [58, 64]

ProtozZe se BAP nachdzeji i v mozcich starnoucich, avsak jinak zdravych jedinc(, vznikaji
urcité pochybnosti, zda pravé ony maji zasadni vliv na propuknuti tohoto onemocnéni.
Nicméné, i pres tento fakt zlistdvd tato hypotéza nejvice akceptovanou pro objasnéni

mechanismu dédi¢né Alzheimerovy choroby a ma nepochybné na jeji progresi vliv. [58]

3.4.4.2 TAU PROTEIN

Cytoskelet je slozity Utvar uvnitf buriky, ktery predstavuje jak oporu bunky, tak i jeji
transportni systém, jenz dopravuje potfebné latky do réiznych bunéénych segmentd. Casteéné
je tvoren z mikrotubuld, na jejichZ povrchu jsou umistény Tau proteiny, které podporuji jejich
strukturdlini stabilitu. Je zdokumentovano, ze BAP mohou byt spoustéci aktivity urcitych kinas,
které pak mohou hyperfosforylovat tento protein, a tak zpUsobit jeho oddéleni
od mikrotubul( [64]. Navic se tyto separované proteiny mohou parovat, obtacet kolem sebe
a také se shlukovat do takzvanych neurofibrilarnich klubek uvnitf buriky. [58] To vse
ma za nasledek destabilizaci bunécné oporné sité a negativni zménu v transportnim systému
bunky, coz muZe vést az k apoptdze postizeného neuronu. Pokud tedy predpokladdme
postiZzeni vice nervovych bunék, dochazi tak k dbytku mozkové tkdné, a tedy k adekvatnimu

poskozeni funkci CNS. [64]

3.4.4.3 CHOLINERGNI SYSTEM

Ovlivnéni cholinergniho systému v terapii Alzheimerovy nemoci se zaklada
na dvou hlavnich principech. Prvni z nich se zaméruje na stimulovani cholinergnich receptort
pomoci selektivnich agonistd. Druhy z nich spocivd ve snizeni hydrolyzy tzn. degradace
ACh cholinesterasami, zvySeni jeho pritomnosti v synaptické Stérbiné, a tudiz k zachovani
dostatecné neurotransmise pomoci tohoto neurotransmiteru, kterd je z dlivodu jeho deplece

vyrazné omezena. [62]

3.4.4.3.1 Acetylcholin
ACh je jednim z hlavnich neuromediator(, které je mozné v lidském organismu najit.
Ovliviiuje jak periferni systém, tak i CNS, kde hraje velmi dileZitou roli pro zachovani

kognitivnich funkci ve fyziologickych mezich. [63] Pamét, uceni, mysleni, pozornost, vnimani,
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odpovéd na stres atd. jsou funkce organismu, které jsou spjaté s plUsobenim této latky

na prislusné receptory, nachdazejici se v riznych ¢astech mozku [63, 65].

Na jeho vzniku se podili enzym cholinacetyltransferasa, ktery je pfitomen v cytoplazmé
cholinergnich neuronll. Zde se ACh syntetizuje z cholinu a acetyl koenzymu A (acetyl-CoA).
Vesikularni transporter acetylcholinu dale prenese vznikly neurotransmiter do synaptickych
vezikul a ten je poté vlivem depolarizace neuronu vypustén do synaptické Stérbiny.
Zde se m{iZe navazat na muskarinové (M) ¢i nikotinové (N) receptory, pomoci kterych je signal
prenasen dal. ACh je vSak velmi rychle v synaptické stérbiné degradovan na cholin a acetat
pomoci enzymu AChE, jednoho zkineticky nejefektivnéjSich enzymu, ktery je schopen

hydrolyzovat az 5000 molekul ACh za sekundu. [65]

3.4.4.3.2 Acetylcholinesterasa a butyrylcholinesterasa a jejich role v patogenezi
Alzheimerovy choroby

AChE je specificka esterasa, tedy enzym radici se do skupiny karboxyesteras. Nachazi
se hlavné v erytrocytech, v neuromuskularnich ploténkach a cholinergnich synapsich v mozku.
Naproti tomu BuChE je nespecificka cholineseterasa, coz znamena, Ze hydrolyzuje rizné typy
ester(l cholinu. V téle je tento enzym vSudypfitomny, ale nejvice je zastoupen v krevnim séru,
jatrech a slinivce bfisni. Také ho hojné nachazime v CNS, kde je asociovan predevsim
s gliovymi burikami a endotelidlnimi burikami. BuChE v mozku zastava podpurnou funkci.

Stejné jako AChE se podili na hydrolyze ACh a koreguluje tak jeho hladinu v mozku. [66]

V pripadé nizké koncentrace ACh je uc¢innost AChE mnohondasobné vyssi nez ucinnost
BUChE. V pfipadé zvySeného pfilivu ACh vSak dochazi k inhibici AChE substratem a hydrolyza
ACh BuChE vyrazné stoupa. V pfipadé Alzheimerovy choroby, hladina AChE v mozku kles3,
a to v urcitych mozkovych segmentech az o 85 %. Naopak mnozstvi BUChE s progredujici
nemoci stoupd, a tento fakt zvysuje dalezitost tohoto enzymu v ramci redukce hladiny ACh.

Tak z néj ¢ini dal$i mozny cil farmakoterapie Alzheimerovy choroby. [66]

AChE vsak neni cilem inhibitorl AChE jen pro jeji schopnost sniZzovat mnozstvi ACh
v synaptické Stérbiné. C-konec lidské AChE je slabé homologni k N-konci AB. In-vitro studie
dokazuji vysokou stimulaci shromazdovani fibril AB, a to pravé na podkladé
této esterasy. Existuji  fyzikdlni, biochemickd i morfologickd data, ktera dokladaji,

Ze AChE zvysuje shromazdovani AB v AB - AChE komplexy, které jsou v mozku vice toxické nez
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pouha pritomnost fibril AB. Tento fakt prispiva k patologickému ubyvani neuronli v mozkové

tkdni v pribéhu tohoto typu demence. [66]

Také BuChE zastava urcitou roli pfi tvorbé amyloidnich plakd a neurofibrilarnich shlukd
v mozkové klre, a to pfrevdiné G1 forma BuChE, kterd se v téchto strukturach shromazduje.
Ukazalo se, Ze BUChE se objevuje jiz v pocatcich tvorby BAP a zpevnuje jeho konformaci
B-skladaného listu. Pfedpoklada se tak vyrazna role tohoto enzymu v ramci tvorby maligni

formy BAP. [66]

3.4.4.3.3 Acetylcholinové receptory

ACh, jako neurotransmiter, aktivuje v CNS rlizné typy receptorli a moduluje tak jeji
funkce. V zavislosti na lokalizaci a typu receptorl zplsobuje jejich obsazenim aktivaéni
¢i inhibi¢ni procesy. V lidském organismu lze pozorovat 2 typy acetylcholinovych receptord,

atoNa M. [65]
a) Muskarinové receptory

M receptory jsou receptory sprazené s G proteinem a existuje 5 izoforem téchto
receptorl: M1-M5. M1, M3 a M5 jsou receptory sprazené s Ggq a jsou zodpovédné
za excitabilitu bunék, naopak M2 a M4 sprazené s Gq bunécnou excitabilitu snizuji. M1 a M3
jsou lokalizovany hlavné postsynapticky. Oproti tomu M2 a M4 jsou receptory presynaptické
a stavaji se tak autoreceptory, které ovliviiuji hladinu ACh v synaptické stérbiné. [65] Posledni
zminéné M5 receptory se vyskytuji v mozku pouze v malych hladinach a hraji roli napfiklad

pfi uvolfiovani dopaminu [67].

Ovsem nejen druh receptoru, ale i jeho lokalizace v mozku urcuje jeho funkce.
M receptory umisténé v hipokampu a mozkové kare ovliviiuji kognitivni procesy a pamét,
naproti tomu M receptory ve striatu a motorické oblasti mozkové kury ovliviiuji motorické

funkce organismu. [67]

Pri Alzheimerové chorobé dochazi k poklesu hladin hlavné M1 a M2 receptort
v hipokampu a mozkové kire a M4 receptorli v mozkové klre. Snizené mnoizstvi téchto

receptorll prispiva ke kognitivnimu deficitu. [67]

Bylo zjisténo, Ze aktivaci M1/M3 receptorl dochazi ke spusténi Stépeni APP

neamyloidogenni cestou, a tedy k poklesu tvorby AB v hipokampu a mozkové kire [67]. Navic
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aktivace M1 receptoru snizuje Tau hyperfosforylaci tim, Ze aktivuje protein kinasu C (PKC)
a inhibuje GSK-3 [65]. Ubytek téchto receptor tak pfispiva k opaénému Géinku. Kromé toho
snizeni po¢tu M2/M4 receptor(l ma vliv na snizeni uvolfiovani ACh do synaptické stérbiny, ¢imz

vznika dalsi faktor, ktery pfispiva k negativnimu ovliviiuji kognitivnich funkci organismu. [67]
b) Nikotinové receptory

N receptory patfi mezi iontové Fizené kanaly selektivni pro kationty (K*, Na* a Ca?*)
a jejich aktivace vede k rychlé bunécné odpovédi. Mohou byt tvofeny z 5 rliznych subjednotek
(a, B, 6, vy, €) vrozdilnych kombinacich, to znamend, Ze mohou vzniknout N receptory
s rozdilnymi vlastnostmi a funkcemi. V perifernim nervovém systému vede aktivace téchto
receptorl k rychlé synaptické transmisi. AvSak v CNS maji tyto receptory spiSe funkci
modulacni neZz excitacni nebo inhibi¢ni. Presynapticky umisténé receptory tak reguluji
nasledné uvolfiovani neurotransmitert jako je glutamat, kyselina y-aminomaselna (GABA),
dopamin, serotonin, noradrenalin a ACh. Agonisté téchto receptor(i tak pozitivné ovliviiuji

kognitivni funkce, naproti tomu antagonisté na né maji vliv negativni. [65]

Nejvice zastoupend subjednotka v CNS je a7, kterd se hojné nachazi ve striatu,
thalamu, mozkové ke a limbickém systému. Bylo zjiSténo, Ze a7 N acetylcholinovy receptory
reaguji s AB, pozdéji mUze dojit i k aktivaci B2 subjednotky a ty se mohou spojit a vytvorit a7p2
N receptory. Takto vznikly komplex N acetylcholinovy receptor-AB negativné ovliviiuje
cholinergni transmisi a kognitivni funkce. Navic toto spojeni vyvodi v aktivaci a7 N receptoru,
a nasledné pomoci signaliza¢nich kaskad, ke zvyseni hyperfosforylace Tau proteinu. [63, 65,

67]

Dalsi vyznam a7 N receptoru vsak spociva v aktivaci mikroglii, které hraji dllezitou

/////

Pres tato zjisténi, se vSak agonisté téchto receptorl jevi jako lepsi volba, prestoze
z objevl vyplyva, Ze i antagonistické plisobeni by mélo v urcitém sméru na kognitivni funkce

pozitivni vliv [67].

Avsak nejen a7 N receptory, ale i a4B2 N receptory jsou hojné zastoupeny v CNS
a podili se na ovlivnéni kognitivnich funkci. Po smrti pacientd s Alzheimerovou chorobou, byla

v jejich mozcich zjisténa vyznamna redukce téchto receptort [63].
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V souhrnu lze tedy fict, Ze i ovlivnéni M i N receptorll, miZe pfinaset urcité benefice

v lé¢bé Alzheimerovy choroby (obr.13).

(2)thar ©*
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acetylcholine  receplors
via AR resulis in
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receptors or degeneration
of cholinergic  neurons
results in altered post hyperphosphorylation  of
translational modifications A tau, resulting in its
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protein (APP) which leads s microtubules and
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Obrazek 13: Role cholinergnich receptortd v ramci patogeneze Alzheimerovy choroby [67]

3.4.4.4 GLYKOGEN SYNTASA KINASA 3

GSK 3 je jednou ze serin-threonin protein kinas, ktera je hojné zastoupena v CNS.
Jde tedy o enzym, ktery fosforyluje serin a threonin mista na svych substratech. [68, 69] Jeho
jméno je odvozeno od jeho ¢innosti, tedy fosforylace a inhibice glykogen syntasy, avsak kromé

role v metabolismu glukosy ma i sv(ij vyznam v regulaci jinych bunéénych funkci [68].

Existuje predpoklad, Ze GSK-3 fosforyluje vice substratl nez jakdkoliv jind kinasa,
a presto, Ze se zvelké Casti vyskytuje prevainé v cytosolu, jeji zastoupeni lze pozorovat
i v mitochondriich a jadru bunék [68]. Jeji substraty tvofi jak metabolické proteiny,
transkrip¢ni faktory, translacni faktory, tak i proteiny cytoskeletu. Diky tomu slouzi jako
reguldtor mnoha procesd bunky, ovliviiuje neurogenezi, rGst axonul, vyvoj dendritQ,

synaptogenezi a celkové vyvoj a preziti neuronl. Na mysich modelech pak byla doloZena
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dilezitost tohoto enzymu pfi vyvoji mozku, uceni a paméti, vliv na emoce, depresivni chovani

a senzomotorické funkce. [70]

3.4.4.4.1 lzoformy GSK-3

U savcl se vyskytuji 2 izoformy, a to GSK-3a a GSK-3, které navzdory jejich podobnosti
pUsobi na odlisné substraty [70]. Na mysSich modelech vedlo celkové vyrazeni GSK-3p z funkce
k embryonalni letalité subjektd. Naproti tomu mysi, u kterych byla komplexné ukoncena
funkce GSK-3a, vykazovaly ,pouze” zkraceni délky Zivota a rozvinuti vékové-zavislych
patologickych funkci. [68] | pfesto, Ze je vétsi pozornost ve vyzkumech vénovdna GSK-3f3

nez GSK-3a, obé tyto izoformy hraji zasadni roli v procesech odehravajicich se v mozku [70].

3.4.4.4.2 Role GSK-3 pfi tvorbé amyloidu 8

Role GSK-3 vramci B-amyloidni hypotézy, jako jedné z podstaty patogeneze
Alzheimerovy choroby, byla prokazana jak v in-vitro, tak i v in-vivo studiich. Jak jiz bylo dfive
zminéno, tvorba BAP vznikd na podkladé Stépeni APP B a y sekretasou, coz zapfiCifuje
produkci AB, které vytvari fibrily, oligomery a tvofi depozity AR v mozku. [69] Zjistilo se,
Ze GSK-3B stimuluje pfeménu APP pravé na AP, protoze pfi inhibici enzymu GSK-3 byl
zaznamendn pokles tvorby AR v CNS [68].

Dalsi studie prokazaly, Ze pfi zvySené aktivaci GSK-3f se zvysi i funkce presenilinu 1,
jedné z katalytickych komponent y sekretasového komplexu, a také jeho lokalizace v CNS.
Také zvySena aktivace BACE 1, tedy B-sekretasy 1, je ovlivnéna zvySenym mnozstvim GSK-3f3

a zvysuje tak pravdépodobnost stépeni APP pravé pomoci BACE-1. [69]

Objevil se vsak i dalsi negativni fakt, a to pozitivni zpétnovazebna smycka. ZvySené
mnozstvi AB aktivuje GSK-3, ztoho dlvodu je véts$i mnoiZstvi APP podrobeno Stépeni

na nerozpustné AB a cyklus se opét opakuje. [68]

3.4.4.4.3 Role GSK-3 a tau proteinu

Tau je protein asociovany s mikrotubuly. Mikrotubuly stabilizuje a napomadha jejich
vzniku, zabezpecenim shlukovani tubulinu. Funkce a afinita Tau k mikrotubulim zavisi
prevazné na jeho stupni fosforylace. [69] Pfi Alzheimerové chorobé |ze zaznamenat zvySené
mnozstvi hyperfosforylovaného tau proteinu, cozvede krozlozeni mikrotubull, ztraté
neuronalni integrity a vlivem disociace tau proteinu z mikrotubuld, ktvorbé fibril

a neurofibrildrnich shlukd. [68] Obé izoformy GSK-3 hraji vtomto procesu roli, prestoZe
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komplex Tau-GSK-3pB se vyskytuje Castéji a povaZzuje se za hlavni Tau-kinasu, ktera je s nejvétsi

pravdépodobnosti zahrnuta v patologii tohoto onemocnéni [70].

3.4.4.4.4 GSK-3 a cholinergni systém

V Alzheimerové chorobé se objevuje sniZzend cholinergni transmise na podkladé
mnoha faktord. Dochazi ke snizeni hladin ACh, sniZeni aktivity cholin acetyltranferasy a ztraté
cholinergnich neuronl v urcitych segmentech mozku. GSK-3 zastava svou roli i vramci
regulace cholinergnich funkci. SniZzuje mnoZstvi vzniklého ACh ve striatu, nucleus basalis
Meynerti, a frontdlni kife mozku. GSK-3 fosforyluje a inaktivuje pyruvat dehydrogenasu,
enzym zodpovédny za preménu pyruvatu na acetyl-CoA v mitochondriich, coz zapficini
nedostatek acetyl-CoA pro syntézu ACh. Cholin acetyl transferasa pak nemd dostatek

substratu na tvorbu ACh z acetyl-CoA a cholinu a hromadi se v télech bunék, coz zapfi¢inuje,

poruchy v transportu signalli pomoci cholinergnich neuront. [70]

3.4.4.4.5 GSK-3 a neuroinflamace

Kolem B-amyloidnich plakl a dystrofickych neuritl lze pozorovat neuroinflamaci.
zanétlivé cytokiny. GSK-3 je dlleZity reguldtor zanétlivé odpovédi v mikrogliich a aktivace této
kinasy podporuje uvolfiovani interleukinu-1 (IL-1), IL-6, TNF-a, ale také pfispiva k aktivaci
urcitych transkripénich faktord, jako je naptiklad nuklearni faktor kappa B (NF-kB), coZ vede
k dalSimu uvolfovani prozanétlivych cytokin a chemokinl. Prestoze jejich hlavnim cilem,
je eliminace danych patologickych struktur, dlouhotrvajici zanét mulze vygradovat
i v posSkozeni struktur fyziologickych. Dochazi tak jak k ubytku synapsi, a tedy neurondlnich

drah, tak i k celkovému poskozeni a smrti neuront (obr.14). [68, 69]
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Obrazek 14: Souhrn plUsobeni GSK-3 v ramci patogeneze Alzheimerovy choroby [71]

3.4.4.5 CYKLIN-DEPENDENTNI KINASY (CDK)

CDK jsou enzymy, patfici mezi serin-threonin kinasy a hraji velmi dUlezitou roli
pfi regulaci transkripce a bunééného cyklu. Existuje vice typa CDK. Napfiklad CDK-5 vyznamné
ovliviiuje synaptickou plasticitu, uéeni, pamét a pfi in-vitro testovani byla prokazana jeji role
v ochrané neuron( pred apoptdzou. V patogenezi Alzheimerovy choroby se CDK-5 ukazala
jako nejvlivnéjsi z cyklin-dependentnich kinas a spolu s GSK-3 patfi mezi hlavni kinasy

zodpovédné za neurodegenerativni onemocnéni. [68, 72]

ZvySend aktivita CDK-5 pfispiva k vyssi tvorbé BAP nékolika mechanismy. Vlivem
zvySené aktivity CDK-5, dochazi k transkripéni upregulaci BACE1 i stimulaci aktivity BACE1
a presenilinu 1. [68, 73] ZvySené mnoZstvi AR vSak mUlZe vyustit v dalsi aktivaci CDK-5, a tak
mlzeme pozorovat, stejné jako u GSK-3, zpétnovazebnou pozitivni smycku, kdy dochazi

k neustalé elevaci hladin AB [74].

ZvySena aktivita CDK-5 pUsobi i na podplrné bunky neuron(. Uvnitf gliovych bunék
zpUsobuji neuroinflamaci, ktera vyvodi k dalSimu uvolfiovani zanétlivych plsobkl a tento

proces pak také prispiva k celkové neurodegeneraci. [68]

Kromé predeslych mechanismU, pfispiva deregulovana CDK-5 i k odlouceni tau
proteinu z mikrotubul(l. Tento jev je nasledovan shlukovanim tau do agregatd, jejichz vznik
vede k neurondlni smrti. p25 jako patologicky aktivator hraje vyznamnou roli pfi preméné
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CDK-5 na ,hyperreaktivni CDK-5“ a tak spolu vytvari stabilnéjsi komplex, ktery prispiva
k hyperfosforylaci tau v mozku. [74] Nicméné nejen CDK-5, ale i jiné podtypy CDK, jako
je CDK-1 a CDK-2, se na hyperfosorylaci tau podileji (Obr.15) [68].

vyvoj neurond

piefivani neurond ﬁT | fosforylace Tau proteinu
CKD 5

p35

normalni aktivita COK 5

- amyloid B
- stres
- cytokiny (IL-6, IL-18)

deregulovana sktivita CDK 5

| CDK 5
f p25

hyperfosforylace Tau proteinu| — 4 | neurodegenerace
a smrt bunék

Obrazek 15: Patologickd aktivita CDK-5 pfi konverzi p35 na p25 [72]

Dalsi patologicky mechanismus, ve kterém hraje CDK-5 roli, je inaktivace
peroxiredoxinu-1 a peroxiredoxinu-2. Tato akce vyusti v oxidativni stres a mitochondrialni

dysfunkci v neuronech mozkové kary. Tyto procesy pak zapti€ini smrt nervovych bunék

a zpUsobi tak sniZzeni hustoty mozkové tkané. [74]

Z vySe uvedeného vyplyva, Ze i inaktivace CDK, a to hlavné CDK-5 mlzZe pfispét
k deaktivaci urcitych patologickych proces(, které se na progresi Alzheimerovy choroby podili

[74].

3.4.5 Terapie Alzheimerovy choroby

Alzheimerova choroba predstavuje multifaktoridlni onemocnéni, z ¢ehoz vyplyva,
Ze pro zacileni farmakoterapie existuje mnoho moznosti. Mlze jimi byt modulace funkce
¢i inhibice B a y-sekretasy, sniZzeni tvorby B-amyloidnich plakd nebo jejich eliminace z mozku,
snizeni agregace Tau proteinu, redukce oxidativniho stresu nebo také zvySeni cholinergni

transmise atd. [3, 75] Prestoze vyzkum etiopatogeneze a patologie této neurodegenerativni
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choroby odhalil mnoho mechanism0, které prispivaji ke vzniku ¢i progresi poruch s ni
spojenych, sou€asna terapie se zaméruje predevsim na dva hlavni cile. Prvnim z nich je zvyseni
hladiny ACh v mozku inhibovanim jeho degradacnich enzyml, choliesteras (lécivé latky:
donepezil, rivastigmin, galantamin). Druhym pak sniZzeni glutamatem navozené neurotoxicity
prostfednictvim antagonizace N-methyl-D-aspartatovych (NMDA) receptort (léciva latka:

memantin).[3]

Inhibitory cholinestesteras se vyuZivaji predevsim v lehcich azZ stfedné tézkych stadiich
této demence a mohou vést k prechodnému zlepseni symptoma a prodlouzeni doby setrvani
v mirnéjsich fazich onemocnéni. [76] Piperidinovy derivat, donepezil, predstavuje reverzibilni
nekompetitivni a vysoce selektivni centralné puasobici inhibitor AChE, ktery existuje ve formé
perordlniho |éc¢ivého pripravku. Ze tfi zminénych inhibitord cholinesteras ma nejdelsi
biologicky polocas eliminace (70 hodin), coz umoznuje poddni 1x za den a v organismu
podléhd metabolizaci cytochromem P450, coz mlzZe vést ke zvySeni mnoZstvi interakci
s dalsimi lécCivy. [3] Lécba se kvdli snizeni ¢i eliminovani vyskytu nezadoucich ucinkl zahajuje
nizsi davkou, ktera se v pfipadé dobré tolerance po 4-8 tydnech terapie navySuje na davku
10 mg/den. [3, 76] Dalsi latkou je karbamatovy derivat rivastigmin, ktery je jak reverzibilnim
inhibitorem AChE, tak rovnéz inhibitorem BuChE. Jako jediny z této skupiny latek mize byt,
kromé peroralni formy, aplikovan také ve formé transdermalni naplasti. Transdermalni podani
predstavuje vyznamnou vyhodu oproti peroralnimu poddani, protoZe snizuje vyskyt
gastroinestindlnich potizi, které jsou s rivastigminem spojeny. [3] Poslednim zastupcem
je isochinolinovy alkaloid galantamin, dfive ziskavany predevsim z Galanthus woronovii
(snéZenka woronova), v soucasné dobé zcibuli druhl Narcissus spp. [33]. Ten, kromé
reverzibilni kompetitivni inhibice AChE, dokaZze alostericky modifikovat N receptory a tim
usnadnit cholinergni transmisi [3]. Také podléha metabolizaci cytochromem P450
a pacientlim je jeho davka vétSinou titrovana ve tfech stupnich do maximalni davky
24 mg/den, kdy Ize podavat bud 2x za den nebo alternativné 1x denné ve formé retardované

(3, 77].

Jak jiz bylo zminéno, druhou mozZnosti |é¢by Alzheimerovy choroby, je pouziti
antagonisty NMDA receptorld, memantinu [78]. Béhem tohoto onemocnéni dochazi
k hyperexcitaci NMDA receptord, z didvodu zvysené hladiny glutamatu a aspartatu v prostoru

synaptické Stérbiny. Tato skutecnost vznika na podkladé zvySeného uvolfiovani, tak v pripadé
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glutamatu i diky sniZzeni jeho re-uptaku v nékterych oblastech mozku, jako je napfriklad
hipokampus. Zvysend aktivace NMDA receptord zplsobi zvyseny tok Ca?* do neurond
a naslednou aktivaci pfislusnych enzyml, coz zvysi expresi nékterych genud. [77]
Také se objevuje nadmérnd tvorba kyslikovych radikdld a cely proces je nasledovan
poskozenim az apoptdzou jak glutamatergnich, tak i cholinergnich neurond. Memantin dokaze
blokovat vstup Ca?* iontl do neurondlnich bunék a tim sniZit excitotoxické pUsobeni
excitacniho neurotransmiteru, glutamatu. Presto vsak plsobeni memantinu v terapeutické
davce cili pouze na patologickou aktivitu receptoru a jejich fyziologicka aktivita tak z(stava
zachovdna. Navic se u této lécivé latky projevuje i urcité inhibi¢ni plsobeni na proteinkinasy,
GSK3-B a na 5-HTs receptory. [77, 78] Antagonizace 5-HT3 serotoninovych receptor( dokdaze
potladit nauzeu a narusenou gastrointestinalni motilitu, coZ napriklad zvyhodruje kombinacni
terapii s donepezilem, u kterého se nezadouci ucinky spojené s gastrointestinalnim traktem
obcdas vyskytuji [78]. ZvySe zminéného vyplyvd, Ze memantin je moiné podat jak
v monoterapii, tak i vkombinaci s inhibitory cholinesteras. VSeobecné se vSak doporucuje

|é¢bu memantinem preskribovat az v pripadé vyskytu stfedni az tézké demence. [76]

Aducanumab je nejnovéjsi 1é¢ivo, které bylo v USA schvaleno Ufadem pro kontrolu
potravin a léCiv. Jedna se o humanni IgG1 monoklonarni protilatku, kterd se vaze na N-konec
AB. [79] Tento |ék je podavan 1x za mésic ve formé intravendzni infuze. Bohuzel, v prabéhu
[é€by se mohou vyskytnout nezadouci Ucinky, jako je otok nebo krvaceni do mozku [80].
V Ceské republice, podle informaci ze zasedani Vyboru pro humanni 1é¢ivé ptipravky Evropské
agentury pro lécivé ptipravky z prosince 2021, zatim Aduhelm, léCivy pfipravek obsahuijici

[é¢ivou latku aducanumab, pro Ié¢bu Alzheimerovy choroby registrovan nebyl [81].

Jak jiz bylo dfive uvedeno, portfolio 1éCiv k farmakoterapii Alzheimerovy choroby neni
pfilis rozsahlé, prestoze vyzkum v oblasti [éCby tohoto onemocnéni neustale posouva hranice
dosavadniho zjisténi. VzrUstajici pocet lidi s demenci je vSak ndasledovdn neutuchajici
poptavkou po novych léCivych latkach. Tato skutecnost tedy dava obrovsky prostor
pro vyzkum v této oblasti. Diky modernim metodam a novym technologiim se tak snad v blizké

budoucnosti do¢kame novych lécivych pripravkl k terapii této choroby. [77]
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Material a vybaveni

4.1.1 Rozpoustédla a chemikalie

e Acetonitril HPLC gradient (CH3CN) (Lach-Ner, Neratovice)
e Amoniak vodny roztok 25-29% (NHs) (Penta a.s., Praha)

e Cyklohexan ¢. (cHex) (Penta a.s., Praha)

e Diethylamin p. a. (Et2NH) (Penta a.s., Praha)

e Ethanol 95% (EtOH) (Penta a.s., Praha)

e Ethylester kyseliny octové ¢. (EtOAC) (Penta a.s., Praha)

e Chloroform ¢. (CHCI3) (Penta a.s., Praha)

e Isopropylalkohol p. a. (IPA) (Penta a.s., Praha)

e Methanol HPLC gradient (MeOH) (J. T. Baker, Deventer,

Netherlands)

e n-Propanol p. a. (n-Prop) (Penta a.s., Praha)

e Toulen p. a. (To) (Penta a.s., Praha)

e Chlorid rtutnaty p. a. (HgClL) (Penta a.s., Praha)

e Dusi¢nan bismutity zdsadity [Bi(NO3z)s] (Penta a.s., Praha)

e Jodid draselny ¢. (KN (Lach-Ner, Neratovice)
e Kyselinavinna p. a. (C4He0s) (Penta a.s., Praha)

e Voda destilovana (H20)

4.1.2 Chromatografické adsorbenty

e Pro pfipravu preparativnich litych desek pro TLC byl pouzit: Silica gel 60 GF2s4 (Merck
Millipore, Praha)
e Komercéni analytické desky pro tenkovrstvou chromatografii Silica gel 60 GF2s4 (Merck

Millipore, Praha)

4.1.3 Pomocny material

e Kfemelina Celite C 535 John’s Manville (Sigma Aldrich, Praha)
e Susici perly silikagelu (Penta a.s., Praha)

e Vata
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4.1.4

4.1.5

4.1.6

Mobilni faze pro tenkovrstvou chromatografii

Soustava
Rozpoustédla Pomér
(Sx)
S1 cHex + IPA + EtaNH 90:5:5
S2 cHex + EtoNH 9:1
S3 cHex + To + EtoNH 2:7:1
S4 To + EtOAc + MeOH (0,1% NHs) 10:3:1
S5 IPA + nProp + ACN + NH3 5:85:10:0,05
S6 cHex + To + EtoNH 4:3:1
S7 nProp + ACN + NH3 90:10:0,05
S8 To + EtoNH 9:1
Tabulka 3: Mobilni faze pro tenkovrstvou chromatografii
Pristroje

Vakuova rotacni odparka Heidolph HEI-VAP Advantage (Heidolph Instruments GmbH
& CO)

Magneticka michacka Heidolph MR3001 K (Heidolph Instruments GmbH & CO)
Analytickd vdha KERN ABJ (KERN & SOHN GmbH)

Ultrazvukova lazen Sonorex Super 110P (Bandelin, Germany)

GC-MS systém s GC zafizenim typu 5975 inert MSD a MS detektorem typu Agilent
Technologies 7890 (Agilent Technologies Inc.)

Spektrometr Varian INOVA-500 NMR (Varian Inc.)

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

Detekcni cinidla

Dragendorffovo cinidlo
Slouzi k detekci alkaloid(i a sloucenin, které ve své strukture obsahuji navazany dusik.

Zasobni roztok Cinidla: vznikne smichanim roztoku A a roztoku B v poméru 1:1
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o Roztok A: vznikne rozpusténim 1,7 g bazického Bi(NOs); a 20 g C4HsOs v 80 ml
H.0
o Roztok B: vznikne rozpusténi 16 g Kl ve 40 ml H.0
Dragendorffovo Cinidlo detekcni: vznikne pfidanim 10 g C4HeéOs @ 50 ml H,0 k5 ml

zasobniho roztoku

4.2 Obecné postupy

4.2.1 Priprava a uchovavani rozpoustédel

Veskera rozpoustédla byla pred vlastnim pouZitim predestilovdna a pro zachovani

poZadované kvality byla dale uchovana v obalech z tmavého skla (chranéna pred svétlem).

4.2.2 Priprava litych desek pro preparativni TLC

Sklenéné desky pouZité pro preparativni TLC byly pfed nanasenim dlkladné zbaveny
za pouziti chloroformu necistot a mastnoty. Na sklenéné desky, o rozméru 15 x 15 cm, byla
nanesena v tenké rovnomérné vrstvé suspenze silikagelu (6,5 g silikagelu ve 20,5 ml vody),

ktera se nechala schnout po dobu minimalné 24 hodin.

4.2.3 Nanos vzorku a preparativni tenkovrstva chromatografie
Obsah  bantky spfislusSnou smési  alkaloidd byl rozpustén v malém
mnozstvi chloroformu, ethanolu, ethylacetatu nebo methanolu, pfipadné kombinaci

rozpoustédel.

Roztok byl nanesen pomoci pera ve vodorovné linii na komercni nebo lité TLC desky
tak, aby byla linie ndnosu alespori 1 cm od kraji a aby mnoZstvi nepfesahovalo 3 mg.cm™
u desek litych a 1 mg.cm™ u komerénich desek. Po naneseni se roztok nechal zaschnout
a nasledné se lité desky vyvijely v komorach nasycenych mobilni fazi. Po ukonéeni vyvijeni
se desky vyjmuly z komory a nechaly odstat nebo se susily pod proudem teplého vzduchu.
K vyvijeni mohlo dochazet i opakované za poutiiti stejné ¢i jiné mobilni faze, tak aby byla

zajisténa dostatecna separace jednotlivych zén alkaloidd.

4.2.4 Detekce alkaloidi pod UV lampou

Po vytékani mobilni faze byly chromatogramy detekovany pod UV pfi vinové délce

254 nm, oblast vyskytu alkaloidu byla tmava (dochdzelo k pohlceni vinové délky a nedochazelo
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k fluorescenci prisady v silikagelu). Zény o stejném Rt byly poté seskrabany a spojeny

v kadinkach.

4.2.5 Eluce

Po seSkrabani danych z6n bylo nutné oddélit alkaloid od silikagelu. Nejprve
byl vySkrabany silikagel smisen s kfemelinou v poméru 1:1 a nasledné byla tato smés umisténa
na vrstvicku vaty do eluéni trubice. Material byl vymyvan smési rozpoustédel EtOH + CHCls
1:1, pfipadné Cistym methanolem. V pribéhu eluce byla detekovana pritomnost alkaloidu

kapildrou a nanesenim na maly kousek TLC hlinikové desky pomoci Dragendorffova Cinidla.

4.2.6 Odparovani
K odpafeni rozpoustédel zrlaznych fazi zpracovani frakce byla pouzita vakuova
odparka, kde za snizeného tlaku pfi teploté 30—40 °C. Mensi objemy byly odpafovany

v digestofri na vodni |azni pfi teploté 50°C.

4.2.7 Suseni a skladovani
Alkaloidy a jejich smési byly skladovany v lednici za teploty 2-8 °C, pfipadné
pak v mrazdku, pokud byl detekovdn jejich rozklad (viditelnd zména barvy zbilé

do Zluto-oranzova).

Suseni pak probihalo v exsikatoru po minimalni dobu 24 hodin.

4.2.8 Strukturni analyza

4.2.8.1 GS-MS analyza

Pro analyzu danych alkaloidl byl pouzit plynovy chromatograf Agilent 7890A GC 5975
s hmotnostnim detektorem pfti elektronové ionizaci 70 eV. Pro tento proces byl nastaven
teplotni program 100 °C (1 min), 100-180 °C (15 °C/min), 180 °C (1 min), 180-300 °C
(10 °C/min) 300 °C (12 min) a separace probéhla na koloné HP-5MS (30 m x 0,25 mm x
0,25 um, Agilent Technologies, USA). Helium, které zde zastupovalo funkci nosného plynu
mélo pratokovou rychlost 1 ml/min. Nastfik 1 pl methanolického alkaloidniho roztoku
(zfredény v poméru 1:10) probéhl pfi teploté 270 °C ve split modu. Alkaloidy byly detekovany
na zakladé porovnani vystupnich spekter sjiz zndmymi spektry, kterd byla dostupna
v komeréni knihovné spekter NIST 11 (National Institute of Standards and Technology Library,

USA).
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4.2.8.2 NMR analyza

Pro méfeni NMR spekter byl pouzit spektrometr VNMR S500, méreni probihalo
za teploty 25 °C. Pfistroj pracoval pfi frekvenci 499,87 MHz pro jadra 'H a 125,70 MHz
pro jadra 3C. Chemické posuny byly zaznamendvany jako hodnoty & vyjadiené v pars per
milion (ppm) a byly vztaZzeny na hodnoty vnitfniho standardu (TMS). Spektra byla mérena
v riznych prostfedich. V CDCls byly hodnoty chemického posunu pro atomy H & = 7,26 ppm
a pro 3C 6 = 77,0 ppm. NaméFend data jsou ve vysledcich uvddéna v pofadi: chemicky posun
(6), integrovana intenzita 1H NMR spekter, multiplicita (s = singlet, d = dublet, t = triplet,
g = kvartet, dd = dublet dubletd, m = multiplet, bs = Siroky singlet) a interakéni konstanta

J (v Hz).

4.2.8.3 Polarimetrie
Optickd otacivost ziskanych alkaloidlii byla mérena pomoci polarimetru P3000.
Alkaloidy byly pred vlastnim mérenim rozpustény v CHClz. Ndsledné se podle niZze uvedeného

vzorce vypocetla specifickd otacivost, ktera byla poté porovnana s odbornou literaturou

100 X a

t _

t —teplota méreni [°C]

D — sodikova ¢ara (A = 589,3 nm)
o — namérenad otacivost [°]

¢ —koncentrace latky [g x 100ml)]

| — délka kyvety [dm]
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4.3 Stanoveni biologické aktivity

4.3.1 Chemikalie

e Acetylthiocholin jodid p. a. (ATChl) (Sigma Aldrich, Praha)

e Butyrylthiocholin jodid p. a. (BuTChl) (Sigma Aldrich, Praha)

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

e Dihydrogenfosforecnan sodny dihydrat p. a. (NaH2PO4. 2H,0) (Penta, Praha)

e Dimethylsulfoxid p. a. (DMSO) (Sigma Aldrich, Némecko)
e 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina > 98% (DTNB) (Sigma Aldrich, Praha)

e Hydrogenfosforec¢nan disodny bezvody p. a. (NaH,PO4)  (Penta, Praha)

e Chlorid sodny p. a. (NacCl) (Lachema, Brno)

e Galantamin hydrobromid 95% (Chengasha Organic Herb
Inc., China)

e Huperzin A 95% (TAZHONGHUI) (Tai’an zhounghui Plant

Biochemical Co., Ltd., China)

4.3.2 Pristroje pro stanoveni inhibic¢ni aktivity vuc¢i hAChE a hBuChE

e Reader Synergy TM HT Muti-Detection Microplate Reader (BioTek, USA)

4.3.3 Cinidla pro stanoveni inhibi¢ni aktivity vii¢i hAChE a hBuChE

Roztok 5mM DTNB: roztok byl pfipraven pfimym rozpusténim navazeného mnozstvi

DTNB v takovém mnozstvi 100mM fosfatovém pufru pH 7,4, aby vznikl 5mM roztok. Roztok

je slabé& nazloutly. Cinidlo bylo uchovéavano v chladniéce pti 4 °C po dobu maximalné 1 tyden.

Roztok 10mM ATChI: roztok byl pfipraven rozpusténim odpovidajictho mnozstvi latky

ve vodé, aby bylo dosazeno koncentrace 10 mM a roztok zdstal ¢iry. Cinidlo bylo uchovévano

v chladnicce pfi 4 °C po dobu maximalné 1 tydne.

Roztok 10mM BuUTChl: roztok byl pfipraven rozpusténim odpovidajiciho mnozstvi latky

ve vodé, aby bylo dosaZeno koncentrace 10 mM a roztok zGstal €iry. Cinidlo bylo uchovavano

v chladnicce pti 4 °C po dobu maximalné 1 tydne.

100mM fosfatovy pufr o pH 7,4: pufr byl pfipraven smisenim 57 ml roztoku A, 243 ml

roztoku B a 300 ml vody. Zasobni roztok A je 200mM roztokem NaH;PO4 (1 litru roztoku
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obsahuje 24,0 g NaH,PO4). Zasobni roztok B je 200mM roztokem NazHPO4 (1 litru roztoku
obsahuje 28,4 g Na;HPO4).

4.3.4 Priprava rekombinantnich enzymu

Enzymy jsou pfipravovany rekombinantni technologii na Katedfe chemie,
Prirodovédné fakulty, Univerzity Hradec Kralové. Pouziva se médium obsahujici enzymy, které
se v ¢as potreby naredi 100mM fosfatovym pufrem o pH 7,4 tak aby hodnota absorbance byla
pro AChE 0,08 — 0,15 a pro BuChE 0,15 — 0,20. Médium je rozpipetovano dle potieby
(dle vypocitaného mnoiZstvi potfebného pro nasledné redéni k méreni) do eppendorfek,

zamrazeno a uchovdvano v mrazaku pfi teploté -22 °C do doby poufZiti.

4.3.5 Vlastni stanoveni inhibicni aktivity izolovanych alkaloidt

Pro stanoveni hodnoty ICso byla pouzita Ellmanova spektrofotometrickd metoda
s pouzitim 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB) [A = 436 nm (AChE), nebo
A =412 nm (BuChE) pfi poutziti krve, pfi pouZiti rekombinantnich enzyml se oboje méri
pfi A =412 nm]. Béhem stanoveni je sledovan nardst absorbance za 1 min. Hodnoty ICsp jsou
vypocitdny ze ziskanych hodnot poklesu aktivity AChE nebo BuChE nelinedrni regresi
v programu GraphPaD Prism (verze pro Windows; vyrobce GraphPaD Software, San Diego, CA,
USA). Vysledky byly porovnany s hodnotami ICsp zndmych inhibitord cholinesteras:
galantaminem, huperzinem A a berberinem. Procenta inhibice (% 1) jsou pocitdna podle

vzorce:

AAg,

[%] I =100 — x100

SA

% | — procento inhibice
AABL — pokles absorbance slepého vzorku béhem 1 min

AASA — absorbance testovaného vzorku béhem 1 min

Stanoveni aktivity enzymi: do 6 jamek mikrotitracni desticky je napipetovano 8,3 ul
média a pfidano 283 ul 5mM DTNB a 8,3 ul DMSO, vse je po dobu 1 min promichavano

na mikrotiepacdce a poté je smés inkubovana v komote readeru pfi 37 °C po dobu 5 minut.
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Po inkubaci je pfidano 33,3 pl roztoku substratu (10mM ATChl nebo 10mM BuTChl) a pfi
vinové délce 412 nm je promérena absorbance. Zplsobem popsanym vyse je vypocten rozdil

a stanovena prlimérna hodnota inhibice se smérodatnou odchylkou.

Stanoveni aktivity latek: do mikrotitracni desti¢ky jsou pouzity stejné objemy Cinidel
a roztoku substratu a shodny je téZ postup méreni jako pro stanoveni aktivity enzymd,
ale misto 8,3 ul DMSO se pipetuje roztok latky pfislusné koncetrace. Pro kaZzdou latku
je pouzito 6 jamek (1 fada) a do posledni fady je pipetovan DMSO jako slepy vzorek. Nejprve
se provadi screeningové méreni, kdy se vSechny latky méfi pfi 100 uM. U latek, které vykazuji
pfi této koncentraci inhibi¢ni potencial vyssi nez 50 %, je stanovena ICso. Pro méreni ICso latky

jsou dle zjisténého screeningu vybrany vhodné koncentrace.

Ziskané inhibi¢ni aktivity ICso hAChE a ICso hBuChE pro jednotlivé latky byly
porovndvany s inhibi¢nimi aktivitami referencnich latek — galantaminem, huperzinem A

a berberinem.

4.4 lzolace

4.4.1 Rostlinny material

Rostlinny material byl objednan u firmy Amazon Herbs Surinam. Drogou byla nafezana
klra stromu GV Allemao v mnozstvi 45,3 kg. Verifikace byla provedena prof. RNDr. Lubomirem
Opletalem, CSc. V ramci predchozich diplomovych praci na katedre byl proveden prvotni
screening v ramci nehoz byla zjisténa zajimava inhibi¢ni aktivita vici lidskym cholinesterdsam
(IC 50 ache = 15,19 * 0,96 pg/ml a IC 5o suche = 0,37 + 0,049 pg/ml). Nasledné byla provedena
sloupcovd chromatografie etherového alkaloidniho extraktu, kdy doslo k zakladnimu

rozdéleni na 16 frakci. V rdmci mé diplomové prace, byla zpracovana frakce GV-5.

4.4.2 Preparativni tenkovrstva chromatografie

4.4.2.1 Zpracovani frakce GV-5
Frakce GV-5 (Obr.16) o hmotnosti 0,85616 g byla podrobena GC/MS analyze, ktera byla
porovnana s TLC destickou, aby bylo orientacné zjisténo, kolik se ve frakci nachazi alkaloidd.

V ramci dalSi prace se nasla vhodna vyvijeci smés pro rozdéleni této frakce. Jako nejvhodnéjsi

50



se jevila soustava S1. Frakce GV-5 byla rozpusténa v 15ml smési EtOH + CHCls (1:1) a byla

nanesena na 24 litych desek. Doslo k rozdéleni do 9 podfrakci, ocislovanych A-I.

Obrazek 16: Souhrnné TLC frakci GV po detekci Dragendorffovym cinidlem vyvijeno 1x v soustavé
To:EtOAc:DEA 70:20:10

Rozdéleni jednotlivych podfrakci bylo detekovano pod UV lampou a ndsledné byly
jednotlivé zény oznaCeny a sesSkrabdny. Vyskrabany silikagel s alkaloidy byl promisen
s kiemelinou v poméru 1:1 a alkaloidy byly vyeluovany smési EtOH a CHClsz (1:1). Pfitomnost
alkaloidt v roztoku byla kontrolovana pomoci Dragendorffova Cinidla. Po eluci byly jednotlivé
podfrakce odpareny do sucha a nasledné zvazeny (Tab.4). Pro ovéreni spravné separace
alkaloidt bylo provedeno kontrolni TLC, které bylo vyvijeno ve dvou mobilnich soustavach (S 1

a S 2) (Obr.17). Pro dalsi zpracovani byly vybrany podfrakce GV-5-B a GV-5-C.
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Obrazek 17: TLC vSech podfrakci GV-5v S 1

Nazev frakce Hmotnost (mg)
GV-5-A 37,8
GV-5-B 188,7
GV-5-C 200,6
GV-5-D 181,7
GV-5-E 52,1
GV-5-F 8,8
GV-5-G 21,6
GV-5-H 21,7

GV-5-| 31,0

Tabulka 4: Hmotnosti frakci GV-5-A az GV-5-|
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4.4.2.1.1 Zpracovani podfrakce GV-5-B
Podfrakce GV-5-B o hmotnosti 188,7 g byla rozpusténa ve smési CHCls a EtOH (1:1)
a byla nanesena na 6 litych sklenénych desek. Byla vyvijena ve smési S 3 jedenkrat. Byly

separovany 4 zény GV-5-B-1, GV-5-B-2, GV-5-B-3 a GV-5-B-4 (Tab.5).

Nazev frakce Hmotnost (mg)
GV-5-B-1 5,9
GV-5-B-2 4,0
GV-5-B-3 152,7
GV-5-B-4 7,1

Tabulka 5: Hmotnosti podfrakci GV-5-B

Z podfrakce GV-5-B-3 byla po rozpusténi v CHClz a EtOH pomoci rekrystalizace ziskana
bila krystalicka latka, ktera byla oznacena jako GV-5-B-3-A (45 mg), matecny louh byl uchovan

pod oznacenim GV-5-B-3-B v mrazaku, protoZze dochdzelo k rozkladu smési alkaloid(.

Latka oznacena jako GV-5-B-3-A byla podrobena GC-MS analyze a byla zjisténa jeji

molekulova hmotnost Mr = 266.
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4.4.2.1.2 Zpracovani podfrakce GV-5-C
Podfrakce GV-5-C byla rozpusSténa a nanesena na 8 litych sklenénych desek. Jako
vyvijeci smés byla pouzita soustava S 4 a desky v ni byly vyvinuty 2x. Timto zplsobem bylo

separovano pét zén, které byly oznaceny GV-5-C-1 az GV-5-C-5 (Tab.6).

Nazev frakce Hmotnost (mg)
GV-5-C-1 44,3
GV-5-C-2 47,5
GV-5-C-3 22,8
GV-5-C-4 16,7
GV-5-C-5 9,1

Tabulka 6: Hmotnosti podfrakci GV-5-C

Pro dalsi izolaci alkaloidd byla pouZita podfrakce GV-5-C-2, kterd byla nanesena
na 5 komerc¢nich desek o rozméru 10 x 20 cm a byla vyvijena v soustavé S 5. Po detekci pod UV
a pomoci Dragendorffova cCinidla byly vySkrabany 3 zdny, které byly oznaceny GV-5-C-2-A, B
a C(Tab.7).

Nazev frakce Hmotnost (mg)
GV-5-C-2-A 7,7
GV-5-C-2-B 20
GV-5-C-2-C 3,1

Tabulka 7: Hmotnosti podfrakci GV-5-C-2

Podfrakce GV-5-C-2-B byla nanesena na dvé komercni desky a precisténa v soustavé S6aS 7,
ktera ndm oddélila pritomné necistoty. Byla ziskana latka GV-5-C-2-B-1 o hmotnosti 15 mg,
ktera méla bily krystalicky charakter. Tato latka byla podrobena GC/MS analyze a bylo zjisténo,

Ze predpokladana Mr = 296.
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Dale byla zpracovdna podfrakce GV-5-C-4, ktera byla rozpusténa a nanesena na dvé
komercni silikagelové desky o rozméru 10 x 20 cm. Pro vyvijeni byla pouZita soustava S 8, ktera

vedla k rozdéleni na 4 dobfe separované zény oznacené jako GV-5-C-4-A az D (Tab.8).

Nazev frakce Hmotnost (mg)
GV-5-C-4-A 4,4
GV-5-C-4-B 1,0
GV-5-C-4-C 9,2
GV-5-C-4-D 1,6

Tabulka 8: Hmotnosti podfrakci GV-5-C-4

Po vyeluovani a odpareni podfrakce GV-5-C-4-C byla ziskana bild praskovitd latka, kterd
byla detekovatelnda pomoci GC/MS. Z plynové chromatografie byla ziskana predpokladana

molekulovd hmotnost Mr = 384.
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5 Vysledky

5.1 GV-5-B-3-A — (+)-19,20-dehydrotubifolidin

Sumarni vzorec: CigH2oN>

Molekulova hmotnost: 266,39

N
H H

Obrazek 18: Strukturni vzorec (+)-19,20-dehydrotubifolidinu

5.1.1 NMR analyza

Alkaloid byl identifikovdn na zdkladé porovnani ziskanych 3C a 'H spekter s odbornou

literaturou [82].

5.1.2 GC-MS analyza
EI-MS m/z (%) M* 267 (15), 266 (73), 144 (20), 143 (25), 137 (10), 136 (100), 130 (31), 122 (17),
81 (11), 77(10)

5.1.3 Oticka otacivost

[a]2® = +152° (c = 0,38; CHCl3)
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5.2 GV-5-C-2-B-1 — Geissoreticulatin

Sumarni vzorec: Ci9H24N20

Molekulova hmotnost: 296,19

Obrazek 19: Strukturni vzorec geissoreticulatinu

5.2.1 NMR analyza
Alkaloid byl identifikovan na zakladé porovnani ziskanych *3C a 'H spekter s odbornou

literaturou [83].

5.2.2 MS analyza
EI-MS m/z (%) M* 296 (68), 278 (34), 265 (24), 236 (42), 222 (31), 194 (100), 180 (55), 167 (35),
135 (68), 123 (68), 94(62)

5.2.3 Oticka otacivost

[a]Z® =-135° (c = 0,12; CHCls)
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5.3 GV-5-C-4-C — Aspidolimidin

Sumarni vzorec: Ca2H28N204

Molekulova hmotnost: 384,20

N
OHO)\

Obrazek 20: Strukturni vzorec aspidolimidinu

5.3.1 NMR analyza

Alkaloid byl identifikovdn na zdkladé porovnani ziskanych 3C a 'H spekter s odbornou

literaturou [83].

5.3.2 GC-MS analyza
EI-MS m/z (%) M+ 385 (7), 384 (25), 356 (27), 341 (11), 340 (37), 339 (22), 161 (13), 160 (25),
139 (10), 138 (100)

5.3.3 Oticka otacivost

[a]%® = +230° (c = 0,51; CHCl3)
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5.4 Biologicka aktivita izolovanych alkaloidu
U izolovanych alkaloid( byla zméfena jejich inhibi¢ni aktivita vici AChE a BuChE. Pokud

alkaloid vykazoval zvySenou aktivitu, byla dale stanovena ICso u pfislusné enzymatické inhibice

(Tab.9).

% inhibice
% inihibice AChE ICso BUChE
ICso AChE (uM) BuChE
(100 um) (LM)
(100 uM)
(+)-19,20-
5,30 + 3,92 - 54,31+2,12 64,06 + 7,00
dehydrotubifolidin
Aspidolimidin 3,24+ 0,39 - 31,92 +5,43 -
Geissoreticulatin n.d. n.d. n.d. n.d.
Galantamin - 1,71+ 0,07 - 42,30+ 0,07
Huperzin A - 0,03+0,01 - >500
Berberin st - 0,71+0,10 - 30,72 +3,49

Tabulka 9: Porovnani inhibiéni aktivity izolovanych alkaloidd — n.d. — neméfeno, * - standard
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6 Diskuze a zaveéer

Etiopatogeneze Alzheimerovy choroby je velmi komplikovand a doposud ne plné
objasnéna. Struktur, které Ize pfi |écbé tohoto typu demence ovlivnit, existuje mnoho a lze

u nich pozorovat vzajemné propojeni.

Plsobeni AChE a BuUCHE zapficinuje snizeni hladin ACh v synaptickych Stérbinach,
kterého je uz i tak, z dlvodu poklesu poctu cholinergnich neuron(l, nedostatek. To vede
k mensi aktivaci acetylcholinovych receptor(. Zaroven dochazi vlivem AChE a BUChE k tvorbé
vice toxického komplexu téchto enzymU a AB. AB tvofici se na podkladé stépeni nevhodnymi
sekretasami pfrispiva k poruseni neurondlnich drah a celych neurond. Ktomu se pridava
poskozeni téchto nervovych bunék zevnitf z dlivodu poskozeni vnitinich drah buriky, tedy
cytoskeletu na podkladé hyperfosorylovaného Tau proteinu. Na tom se podileji hlavné GSK-3
a CDK-5, které jesté zhorsuji situaci zpétnovazebnou pozitivni smyckou. GSK-3 zaroven snizuje
mnozstvi vzniklého ACh blokovanim vzniku jeho prekurzor( a zplsobuje tak jeho nedostatek.
Celkové maji tyto kinasy dopad i na okoli neuron( a zplisobuji tak zanét, ktery z dlouhodobého
hlediska jesté zesiluje uZ tak znatelny uUbytek mozkové tkané. Celkové propojeni tohoto
mechanismu umoznuje zacilenim pouze na jeden ¢lanek ovlivnit i dalsi, které jsou v patogenezi

této demence zahrnuty. [66, 68, 70, 74]

Cilem vsech védeckych pracovnik(, ktefi se zabyvaji problematikou Alzheimerovy
choroby, tak bude nalézt nejvhodnéjsi cilovou strukturu a lécivo, které bude mit nejvétsi
dopad na zabranéni progrese celého tohoto komplikovaného a opakujiciho se procesu. Jednim
z kandidatl muaze byt i alkaloid, ¢i alkaloidy izolované z GV, které se mohou stat lékem

nesoucim tuto schopnost, nebo alespon pfedlohou pro jeho vznik.

Obsahové latky kiry stromu GV byly jiz v mnoha studiich podrobeny testovani jejich
biologické aktivity [1]. Vrdmci prvotniho screeningu tohoto rostlinného materialu
provedeného na Farmaceutické fakulté UK, byla zaznamenana zajimava inhibi¢ni aktivita vlci
lidskym cholinesterasam (IC so ache = 15,19 + 0,96 pg/ml a IC spsuche = 0,37 + 0,049 pg/ml). Tato
skutecnost byla podnétem k hledani a blizSimu zkoumadni latky, kterd by byla nositelem
prislusného ucinku, a ktera by nejlépe inhibovala AChE nebo vykazovala vyznamnou inhibici
vici obéma zminénym enzymUm. V pfedchozich diplomovych pracich byl z klry ziskan

alkaloidni extrakt, ktery byl pomoci sloupcové chromatografie rozdélen na 16 frakci.
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Téma této diplomové prace tvofila izolace latek z frakce GV-5. Ta byla podrobena
déleni pomoci preparativni TLC, se snahou ziskat alespon 3 alkaloidy v Cisté podobé. Po prvnim
déleni bylo ziskdno 9 podfrakci, ze kterych byly ndsledné vybrany dvé, u nichz byla vyssi
pravdépodobnost ziskani Cistych latek v dostatecné hmotnosti pro ndsledné zkoumani. Prvni
znich byla podfrakce GV-5-B, ze které se pomoci preparativni TLC ziskal alkaloid
(+)-19,20-dehydrotubifolidin pod oznacenim GV-5-B-3-A o hmotnosti 45 mg. Druhou
predstavovala podfrakce GV-5-C, ktera byla rozdélena na 5 podfrakci, z nichz GV-5-C-2
a GV-5-C-4 byly podrobeny dalSimu déleni. Z podfrakce GV-5-C-2 byla ziskdna latka
GV-5-C-2-B-1, identifikovana jako alkaloid geissoreticulatin s hmotnosti 15 mg. Podfrakce
GV-5-C-4 byla rozdélena na 4 podfrakce, z nichZ podfrakce GV-5-C-4-C predstavovala indolovy
alkaloid aspidolimidin s hmotnosti 9,2 mg. VSechny zminéné latky byly identifikovany pomoci
GC-MS a NMR analyzy, na zakladé porovnani jejich spekter se spektry z dostupnych zdroju
a pomoci polarimetrie, porovnanim vypoctené specifické otacivosti s odbornou literaturou.
V dalsi fazi diplomové prace byly poté dva z izolovanych alkaloid( podrobeny testovani

na schopnost inhibice rekombinantné pfipravenych cholinesteras.

Stanoveni inhibi¢ni aktivity probéhlo pomoci Ellmanovy spektrofotometrické metody
a nasledné byla vypoctena procenta inhibice enzymd danymi alkaloidy. Aspidolimidin
vykazoval nizké hodnoty inhibice AChE (3,24 £ 0,39 %) BUChE (31,92 + 5,43 %), takZze nebyly u
dané latky stanoveny hodnoty ICso. Druhy alkaloid, (+)-19,20-dehydrotubifolidin, nevykazoval
dostatecnou procentudlni inhibici vi¢i AChE (5,30 + 3,92 %), ale vic¢i BUChE byla inhibi¢ni
aktivita dostatecné vysoka (54,31 + 2,12 %) pro nasledné stanoveni ICso. Tato hodnota cinila
ICs0 = 64,06 + 7,00 uM, ale ve srovnani se standardy galantaminem (ICso = 42,30 + 0,07 uM)

a berberinem (ICso= 30,72 + 3,49 uM) se nejevi pfilis vyznamnou.

Na zakladé ziskanych vysledkd lze tedy konstatovat, Ze izolované alkaloidy
aspidolimidin a (+)-19,20-dehydrotubifolidin nepredstavuji latky, které by byly vhodnymi
kandidaty pro potencidlni vzor nového Ié¢iva s mechanismem Ucinku na principu inhibice AChE

¢i BUChE. Nicméné by mohly slouzit jako predloha pro syntézu parcidlnich derivatu.

U téchto latek by se ddle mohla vbudoucnu zméfit aktivita vici GSK-3B, ktera

predstavuje také jeden z moznych farmakoterapeutickych cilt v 1é¢bé Alzheimerovy choroby.
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Alkaloid aspidolimidin byl jiz dfive podroben in-vitro testovani na antimalarickou
aktivitu, kterd u néj byla prokazana [84]. Tato aktivita by mohla byt zméfrena také u dalSich
izolovanych latek- (+)-19,20-dehydrotubifolidinu a geissoreticulatinu. Extrakt z klry GV jiz
v dfivéjsich studiich vykazoval zajimavé inhibi¢ni pisobeni proti nadorovym burnkam [85], dale

by tedy alkaloidy mohly byt podrobeny testovani na cytotoxickou aktivitu.

Jak jiz bylo zminéno dfive, spektrum ucinkd alkaloid( i jinych obsahovych latek z kary
GV je Siroké. Dosud vSak nebyly objeveny vSechny latky, které se v dané rostliné nachazi, a tak

se nabizi prostor pro pokracovani v jejich izolaci a ndsledné testovani jejich biologické aktivity.
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7 Abstrakt

Lucie Vanova: lzolace alkaloidG druhu Geissospermum vellosii Allemdo a studium jejich
biologické aktivity VI. Diplomova prace, Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci

Kralové, Katedra farmakognozie a farmaceutické botaniky, Hradec Kralové 2022.

Klicova slova: klira, Geissospermum vellosii Allemao, alkaloidy, preparativni TLC, GC-MS, NMR,
(+)-19,20-dehydrotubifolidin, aspidolimidin, geissoreticulatin, inhibi¢ni aktivita, AChE, BuChE,

Alzheimerova choroba

Cilem této diplomové prace byla izolace alespon tfi alkaloid( v Cisté formé z frakce
GV-5, kterd pochazela z kdry jihoamerického stromu Geissospermum vellosii Allemao. Z této
frakce se pomoci preparativni tenkovrstvé chromatografie (TLC) ziskalo 9 podfrakci (GV-5-A
az GV-5-1). Ty, které se vyznacovaly dostate¢nou hmotnosti, byly nasledné podrobeny dalSimu
déleni. PreciSténim pomoci preparativni TLC byly izolovany tti alkaloidy v Cisté formé,

a to konkrétné: GV-5-B-3-A, GV-5-C-4-C, GV-5-C-2-B-1.

Ziskané obsahové latky byly poté analyzovany prostfednictvim plynové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) a nukledrni magnetické rezonance (NMR). Pomoci
porovnani ziskanych spekter sdostupnymi daty a literaturou, byly ziskané alkaloidy
identifikovany jako: (+)-19,20-dehydrotubifolidin (GV-5-B-3-A), aspidolimidin (GV-5-C-4-C)
a geissoreticulatin (GV-5-C-2-B-1).

U identifikovanych indolovych alkaloidt (+)-19,20-dehydrotubifolidinu
a aspidolimidinu byla nasledné zkousena jejich in-vitro inhibi¢ni aktivita vicéi enzymm
acetylcholinesterase  (AChE) a bytyrylcholinesterase (BuChE) pomoci Ellmanovy
spektrofotometrické metody. Diky nizké aktivité, v porovnani se standardy galantaminem,
huperzinem A a berberinem, nebyla ani u jedné z latek stanovena ICso vici AChE a pouze
u (+)-19,20-dehydrotubifolidinu probéhlo stanoveni ICso vi¢i BUChE (ICsp = 64,06 + 7,00 uM).
Ze ziskanych vysledk( tak vyplyvd, Ze tyto alkaloidy se nevyznacuji pfilis velkym
potencialem k vyuziti v terapii Alzheimerovy choroby na principu inhibitorld cholinesteras,

které se dnes v lIécbé tohoto onemocnéni vyuzivaji.
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8 Abstract

Lucie Vanova: Isolation of alkaloids of the species Geissospermum vellosii Allemao and study
of their biological activity IV. Diploma thesis, Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec

Kralové, Department of Pharmacognosy and Pharmaceutical Botany, Hradec Kralové 2022.

Key words: bark, Geissospermum vellosii Allemao, alkaloids, preparative TLC, GC-MS, NMR,
(+)-19,20-dehydrotubifolidine, aspidolimidine, geissoreticulatine, inhibition activity, AChE,

BuChE, Alzheimer’s disease

The aim of this diploma thesis was the isolation of at least 3 alkaloids in pure form from
the GV-5 fraction, which was extracted from the bark of the South American tree
Geissospermum vellosii Allem3do. By using preparative thin layer chromatography (TLC),
9 subfracions (GV-5-A az GV-5-1) were acquired from this fraction. Those that were
of sufficient mass were subsequently subjected to further division. Three alkaloids in pure
form were isolated through purification using preparative TLC: GV-5-B-3-A, GV-5-C-4-C,
GV-5-C-2-B-1.

Gained active substances from this plant were analyzed by gas chromatography-
mass spektrometry (GC-MS) and nuclear magnetic resonance (NMR). By comparing
the obtained alcaloid’s spectra with available data and literature, those alkaloids were
identified as: (+)-19,20-dehydrotubifolidine (GV-5-B-3-A), aspidolimidine (GV-5-C-4-C)
and geissoreticulatine (GV-5-C-2-B-1).

The identified indol alkaloids (+)-19,20-dehydrotubifolidine and aspidolimidine were
subsequently in-vitro tested for their inhibition activity against acetylcholinesterase (AChE)
and bytyrylcholinesterase (BuChE) using Elleman’s spectrofotometric method. Due to low
activity of isolated alkaloids, comparing to standards galanthamine, huperzine A
and berberine, there was no ICso for inhibition of the AChE determined for any of them
and only for (+)-19,20-dehydrotubifolidine the ICsoagainst BUChE was determined (ICso =
64,06 + 7,00 uM). The obtained results from this study show that the isolated alkaloids do not
have a significant potential for use in the treatment of the Alzheimer’s disease on the principle

of cholinesterase inhibitiors drugs, which are nowadays used to cure this illness.
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