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IL-6 interleukin 6, pleiotropni prozanétlivy cytokin
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STAT signalni transduktor a aktivator transkripce

Kl kmen chlorochin senzitivni Plasmodium falciparum
MAPK mitogenem aktivovana proteinkinasa

ERK1/2 kinasa regulovana bunécénym signdlem 1 a 2
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MTT thiazolyl blue tetrazolium bromid
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ORAC absorpcéni kapacita kyslikovych radikald

ORSA oxacillin-rezistentni Staphylococcus aureus

p. a. pro analyzu
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TNF-a tumor nekrotizujici faktor a

uv ultrafialové zareni

WCSP Svétovy kontrolni seznam vybranych rodin rostlin
AABL pokles absorbance slepého vzorku béhem 1 min
AASA absorbance testovaného vzorku béhem 1 min



1 UvoD

Znalost rostlin a jejich vyuZiti sehrala v historii pfirodnich [éCiv vyznamnou roli, pficemz
vétSina svétové populace stdle spoléha na tradi¢ni léCiva z pfirodnich produktl a IéCivych
rostlin. Mnohé rostliny jsou ¢asto suseny a pfipadné mohou byt ddle zpracovany na extrakty -
vyslednd forma se oznacuje jako droga. V této formé rostliny poslouzily jako suroviny pro
izolaci ucinnych latek uplatiujici se v terapii nejriznéjSich nemoci. Ve své dobé mély
rozhodujici postaveni a mnohé z nich neprestaly byt v okruhu zadjmu vyzkumu pfirodnich latek
ani dnes (1). Na to poukazuje i fakt, Ze analyza pfirodnich produktd je esencialni ¢asti vyvoje
novych IéCiv (2).

Podstatnou cast z prirodnich léCivych latek tvori pocetna skupina alkaloid(. Jednd se o
chemicky velmi rlznorodé substance, mezi které se tradicné a konvenéné radi primarné latky
s obsahem dusiku. Poc¢atky vyzkumu alkaloid(i spadaji nejspiSe do roku 1817, kdy byl prvné
izolovan morfin. V poslednich desetiletich byly studovany alkaloidy v tisicich druzich rostlin, a
i presto je alkaloid( s ptfinosnym farmakologickym a terapeutickym ucinkem velmi malo.
Mnoho alkaloid( bylo také jiz pIné chemicky syntetizovdno, avsak z finan¢nich dlvodu je
ziskavani latek z biologickych zdroju stéle v popredi (3).

Cilem této diplomové prace byla izolace a biologicka studie alkaloidi jihoamerického
druhu Geissospermum vellosii Allemao (GV). U nékolika druhl rodu Geissospermum byly
zaznamenany lécivé a preventivni Ucinky v tradiéni mediciné, coZ podnitilo nasledné védecké
vyzkumy k jejich bliz§imu prostudovani. Prvni zaznamy pochazi jiz ze Ctyficatych let 19. stoleti,
kdy byla ze stromu GV v Brazilii izolovana smés alkaloid( nazvana pereirine (4). Postupem let
byly izolovany jednotlivé alkaloidy, predevsim indolové, u kterych byly testovany biologické
aktivity. Potvrzeny byly aktivity antimalarické, protizanétlivé, antinocicep¢ni, antineoplastické
a anticholinesterasové.

Anticholinesterasova aktivita je podstatna pro lécbu Alzheimerovy demence (AD), ktera
predstavuje zavaziny problém pro budouci generace a je povazovdna za globalni problém
verejného zdravi. AD je nemoc spojena s vyssim vékem a tvofi pfiblizné 60 % vSech demenci.
Populace v Evropé starne, ¢imz se zvySuje pocet osob trpici AD. Zdvojnasobeni ¢i ztrojnasobeni
poctu nemocnych bude v budoucnu znamenat velkou finanéni zatéz na zdravotnictvi a vysoké

naroky na pecovatelskou sluzbu. Az u 70 % lidi je pravdépodobné diagnostikovana AD pfilis



pozdé, v pokrocilé fazi nemoci, kdy je tézké l1éCivy zpomalit jeji pribéh a zachovat sobéstacnost
pacientd.

V soucasnosti probiha intenzivni vyzkum potencialnich 1é¢iv. Dostupna léciva tlumi pouze
pfiznaky onemocnéni a nefesi jeho komplexni podstatu. V pfiStich 10 letech nelze
pravdépodobné ocekavat, Ze by bylo vyvinuto léCivo fesici podstatu AD, ale mohou se objevit

|éCiva, ktera by vyznamné zlepsila symptomatickou Iécbu (5).

10



2 CIiLPRACE

1)
2)

3)
4)
5)

Zpracovani literarni reSerse o druhu GV a jeho Ucincich.

Izolace alkaloidd z frakce GV-3 ziskané po sloupcové chromatografii etherového
vytfepku.

Ziskani nékolika cCistych alkaloid(i v dostatecném mnozstvi pro biologické testy.
Urceni struktury izolovanych latek na zdkladé jejich fyzikdlné-chemickych vlastnosti.

Stanoveni biologické aktivity a vyhodnoceni vysledkd.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 CELED APOCYNACEAE

3.1.1 Botanicky popis a morfologie

Celed Apocynaceae (tojestovité) patii mezi deset nejpocetnéjsich eledi kvetoucich rostlin
zahrnujici 400 rodd a asi 4500 druhd. Celed se vyskytuje prevainé v subtropech a tropickych
oblastech. Jednim ze zastupcli hojné rostouci v nasi oblasti je napf. barvinek mensi (Vinca
minor L.). Celed Apocynaceae zahrnuje mnoho kefd, polokefd, strom(, vytrvalych bylin,
sukulentd a lidn (6; 7). V tropickych oblastech prevladaji nejvice liany (8). Védce vidy
fascinovaly rostliny z této Celedi pfedevsim jako rozsahly zdroj vyznamnych I[atek nachazejici
uplatnéni ve védé a mediciné. Mezi tyto latky patfi zejména alkaloidy, na které je tato Celed’
bohata. S vysokym obsahem alkaloid( ale v mnoha p¥ipadech souvisi i toxicita. Rada druhd se
vyznacuje svymi atraktivné vypadajicimi kvéty a listy, proto nasla své misto rovnéz mezi
okrasnymi rostlinami (9).

Nejobecnéjsi popis Celedi Apocynaceae uvadi tyto charakteristiky — listy vétSinou byvaji
jednoduché, nedélené, v postaveni vstficném, preslenitém nebo vzacné stfidavém. Cepele
jsou celokrajné, nékdy zubaté se zpefenou Zilnatinou. Palisty vidy chybi nebo se vyskytuji jako
trny. V pletivech Ize nalézt neclankované mlécnice, diky kterym se u vétSiny zdstupct vylucuje
z vétvi Ci stonkUl latex. Péticetné kvéty jsou oboupohlavné, pravidelné, rostou jednotlivé nebo
usporadané do raznych vrcholi¢natych kvétenstvi. Maji trubicovity nebo zvonkovity kalich,
soucasti byvaji i nektaria. Koruna ma nélevkovity, kulovity tvar a ma navzajem srostlé korunni
listky (10). Plody jsou méchyrky, bobule ¢i peckovice rostouci v parech. Méchyrky se pti zrani
oteviraji a uvolnuji kfidlata nebo ochmyrena semena. U nékterych rodl byvaji také semena

zplostéld, nebo vyplnéna olejovitym endospermem (9; 11; 12).

3.1.2 Biologicky nejvyznamnéjsi druhy

Z hlediska obsahovych latek, uplatniujici se v I1ékafrstvi Ci IéCitelstvi, miZeme jako vyznamné
zastupce uvést Catharanthus roseus (L.) G.Don, Vinca minor L., Rauwolfia serpentina (L.) Benth
ex Kurz., Strophantus gratus Baill., Alstonia scholaris (L.) R.Br., Nerium oleander L. a
Taberanthe iboga Baill.

Catharanthus roseus (L.) G.Don (barvinkovec rGzovy) (Obrazek 1) obsahuje pfiblizné 130
monoterpenovych indolovych alkaloidd. Jedna se o tropickou rostlinu s riZzovofialovymi kvéty.
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V tradi¢nim indickém lékafstvi se rostlina pouzivala k Ié¢bé malarie, Hodgkinova lymfomu a
také diabetu, ackoliv bylo védecky vyvraceno, ze by méla jakykoliv vliv na sniZzeni hladiny cukru
v krvi (13). Predevsim je vSak hlavnim zdrojem bioaktivnich latek vinblastinu a vinkristinu,

které jsou klicové v konvencni IéCbé rlznych typU rakoviny, nejcastéji leukémie (14).

Obrazek 1 Catharanthus roseus (L.) G.Don. (15)

Rod Rauwolfia L. se nachazi v tropickych oblastech Afriky, Asie a latinské Ameriky. V Indii
se stala nejcastéji pouzivanym druhem R. serpentina (L.) Benth. ex Kurz. (zmijovice hadova)
(Obrazek 2). Z koren( tohoto kere byly ziskany extrakty obsahujici velké procento alkaloid(i
reserpinu, ajmalicinu, ajmalinu, serpentinu, vomilinu, yohimbinu a fady dalSich, které v
minulosti nasly uplatnéni v 1é¢bé hypertenze, neurologickych a psychickych nemoci. Z divodu
znacného zajmu a pouzivani se z néj v soucasnosti stal ohrozeny druh, a proto se tyto alkaloidy
zacaly také v mensim mnozstvi ziskdvat z Rauwolfia hookeri S.R.Sriniv. & Chithra, R. micrantha

Hook. fil., R. tetraphylla L. a R. vomitoria Afzel. (16; 17).

Obrazek 2 Rauwolfia serpentina (L.) Benth., (18)
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Vinca minor L. (barvinek mensi) (Obrazek 3) plvodné pochazi z oblasti severniho
Spanélska, zapadni Francie a dalich zemi sméfujicich na vychod pfes jizni a stiedni Evropu a?
po Kavkaz. Postupné byl rozsifen do zbylych ¢asti Evropy a dalSich kontinentd. V listech této
nizké rostliny s modrofialovymi kvéty je obsazeno vysoké procento indolovych alkaloid(
erbunaminového typu — vinkaminu a vinkadifforminu. V lidovém |écCitelstvi se rostlina uzivala
pfi potizich s prokrvenim, na podporu metabolismu mozku, pfi ztratach paméti, hypertenzi a
nékterych zdnétlivych onemocnéni. Vinkamin ma vasodilatacni Ucinky a zvySuje pratok krve

v mozku (19; 20).

Obrazek 3 Vinca minor L. (21)

Strophantus gratus Baill. (krutikvét cenny) (Obrazek 4) je mohutny lidnovity kef rostouci
v jizni a zapadni Africe. Nékteré odrudy Ize také najit v Asii. Domorodi lidé rostlinu vyuZivali pfi
antioxidacni ucinky, pro které byl tento druh tradi¢né vyuzivan, nebyly zatim mnoha studiemi
potvrzeny. Jedna ze studii z roku 2019 testovala ucinky ethanolového extraktu z listu na
edémech vyvolanych u slepic druhu Gallus gallus. Pfi experimentu byl edém redukovan a tim
byla prokazana protizanétlivd aktivita extraktu (22). Ze semen se ziskavaji kardioaltivni
glykosidy, kde vyznamnou roli ma g-strofantin, neboli ouabain, ktery je historicky pouZivan

jako kardiotonikum (7).
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Obrazek 4 Strophanthus gratus Baill. (23)

Tabernanthe iboga Baill. (iboga) (Obrazek 5) se vyznacuje svymi halucinogennimi
vlastnostmi. Jedna se o africky kef, ktery byl po staleti soucasti spiritudlnich ritual( nékterych
kmen(. Orezana kara z kofene v malych davkach zmirfiovala Unavu, hlad a Zizen. Nejvice
prostudovany alkaloid izolovany ztéto rostliny je alkaloid indolového typu ibogain. Pfi
vyzkumech se ukdzalo, Ze ma znacny vliv na snizeni zavislosti navykovych latek (heroinu,
morfinu, kokainu a nikotinu). Mechanismus Ucinku neni pIné objasnén, ale véfi se, Ze zavislost
snizuje metabolit noribogain vazbou na opioidni receptory (1 a k). Nevyhodou jsou jeho
halucinogenni a kardiotoxické ucinky, a nakladovost potencidlni terapie. V soucasnosti se

pozornost védcl ubira na jeho synteticky analog tabernanthalog, ktery se zda byt bezpecné;si

(24; 25).

Obrazek 5 Tabernanthe iboga Baill. (26)
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Alstonia scholaris (L.) R.Br. a A. macrophylla Wall. (Obrazek 6) jsou dalsi tradi¢né znamé
stromy této Celedi, uplatiujici se v mnoha asijskych statech a v Africe. Slouzi zde k 1é¢eni celé
rady nemoci (napf. horecky, prajmu, respiracnich onemocnéni, lepry, malarie a rakoviny),
pricemzZ se v praxi zpracovavaji vsechny ¢asti rostliny, at uz jednotlivé ¢i dohromady. V listech
A. scholaris (L.) R.Br. jsou naptiklad obsaZzeny iridoidy, kumariny a flavonoidy; v kire a
kofenech zase terpenoidy. Vétsina latek je pak obsaZena ve vSech orgdnech. V obou druzich
najdeme az 70 rGznych alkaloidli, které jsou nejvice obsazeny v ke kmenu. Diky
fenotypickym podobnostem se v mnoha zemich druhy zaménuiji i pfesto, Ze jsou odlisné. Tyto
okolnosti vytvari problémy ve sjednocovani informaci. Z listu A. scholaris (L.) R.Br. byly
izolovany indolové alkaloidy pikrinin, scholaricin a vallesamin, u kterych bylo prokazano, Ze

7 Ve

maji protizanétlivé, antitusické, expektoracni a analgetické ucinky (27; 28).

Obrazek 6 Alstonia scholaris (L.) R.Br. (29)

Nerium oleander L. (oleandr obecny) (Obrazek 7) patfi mezi okrasné kere vyskytujici se
v tropickych a subtropickych oblastech, a také ve Stfedomofi. Je vyznamny pro obsah
kardioaktivnich glykosidll, pfedevsim oleandrinu a jeho derivatu oleandrigeninu. Tyto latky

Ve

jsou divodem jeho toxicity. Listy oleandru maji kardiotonické a antimikrobialni Ucinky a v
lidovém lécitelstvi se s nim miZeme setkat také jako s protijedem hadiho kousnuti. BéZné se
ddle uziva v lidovém lécitelstvi k |écbé malarie, lepry, srdecniho selhani, na traveni a proti
zanétim. Oleandrin ma kromé silného efektu na srdce, také schopnosti inhibovat rist
nékterych rakovinnych bunék, jmenovité karcinomu stfev, nemalobunééného karcinomu plic,

leukémie, rakoviny kliZze, pankreatu a prostaty. K lécbé tumorl a koZnich onemocnéni se

rostlina uZivala ve formé praskd a odvarl v arabském l|écitelstvi (30; 31).
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Obrazek 7 Nerium oleander L. (32)
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3.2 ROD GEISSOSPERMUM ALLEMAO

Rod Geissospermum Allemao je zndm od roku 1846, kdy o ném poprvé publikoval ¢lanek
doktor Francisco Freire Allemao (33). K tomuto rodu bylo postupné pfifazeno dvanact druhd.
Svétovy kontrolni seznam vybranych celedi rostlin (WCSP) je vyznamna databaze, ktera
poskytuje prehled o nejnovéjSich pfijatych védeckych nazvech vybranych celedi rostlin.
Databaze uvadi dvé skupiny druhovych jmen rodu Geissospermum Allemao — ta ktera byla
vytvorena a dnes nahrazena synonymy, a jména, ktera byla pfijata a jsou v sou¢asnosti obecné
uznavana (34).

Geissospermum excelsum Kuhlm. (1935) byl nahrazen synonymem Aspidosperma
carapanauba Pichon. Tento druh patfi také do celedi Apocynaceae a je rozsifen na Uzemi
Francouzské Guyany a Peru. Geissospermum martianum Miers (1878) je synonymem
Geissospermum laeve Miers stejné jako Geissospermum vellosii Allemao (1846).
Geissospermum ramiflorum Miers (1878) byl nahrazen synonymem Aspidosperma ramiflorum
Mull., roustouci v Bolivii a Brazilii, Geissospermum myristicifolium Markgr. (1933) bylo zase
obdobné nahrazeno nazvem Aspidosperma myristicifolium Woodson, rostouci na Uzemi
Kostariky, Peru a také Brazilie. Geissospermum solandri Miers (1878) je druh, ktery neni
uzndvan v WCSP databazi a ani k nému neni uvedeno zadné synonymum (34).

Dnes jsou celosvétové schvalené a pouzivané nazvy: Geissospermum argenteum
Woodson, Geissospermum fuscum Markgr., Geissospermum laeve (Vell.) Miers,
Geissospermum reticulatum A.H.Gentry, Geissospermum sericeum Miers a Geissospermum
urceolatum A.H.Gentry. Téchto Sest druhU se stalo v poslednich letech predmétem zajmu
mnoha védeckych tymU a jsou studovany kvili obsahu fady latek se zajimavou biologickou

aktivitou (35).
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3.2.1 Geissospermum vellosii Allemao

RISE (Regnhum) Rostliny (Plantae)
KMEN (Phylum) Cévnaté rostliny (Tracheophyta)
ODDELENI (Divisio) Krytosemenné rostliny (Magnoliophyta)
TRIDA (Class) Vyssi dvoudéloiné (Eudicots)
RAD (Order) Hofcotvaré (Gentianales)
CELED (Family) Tojestovité (Apocynaceae)
ROD (Genus) Geissospermum
Geissosperum vellosii Allemao
DRUH (Species) (Synonyma: Geissospermum leave Miers, Geissospermum
martianum Miers, Tabernaemontana leavis vell.)

Taxonomické zarazeni (31)

Tento druh se stal hlavnim cilem mnoha védeckych studii v poslednich desetiletich a zajem
o néj stdle roste primarné pro vyuziti jeho potencialnich uc¢ink v mediciné. Jedna se o tropicky
strom (Obrazek 8) vyskytujici se nejvice v jiznich, jihovychodnich a severovychodnich
regionech Brazilie, ddle v Surinamu, v Bolivii, v Peru, ve Venezuele, v Guyané a také ve
Francouzské Guyané (34). Tradi¢né je nazyvan Pao Pereira a v soucasnych databdzich je mu
pfifazeno synonymum G. laeve Miers, prestoze bylo v minulosti popsano nékolik odlisSnych
znakd mezi témito druhy (36). Jako dalsi synonyma jsou také uvadény nazvy G. martianum
Miers a Tabernaemontana leavis Vell. | kdyZ je oficialné akceptovanym ndzvem rostliny G.
laeve (Vell.) Miers, v literature se nejcastéji setkdvame praveé s oznacenim G. vellosii Allemao

(34).
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Obrazek 8 G. vellosii Allem3o (37)

3.2.1.1 Botanickad charakteristika

Strom se vyznacuje velkou schopnosti regenerace. Dosahuje vysky asi 20-30 metrQ s
pramérem kmene okolo 50 cm. Klira ma svétle hnédou az Zlutou barvu. Mladé vétve mivaji
rezavou barvu. Listy jsou jednoduché a byvaji v postaveni stfidavém. Spodni (abaxidlni) strana
bifacidlniho listu se odliSuje od druhé strany hnédo-rezavou barvou. Na pocatku vyvoje listu
se objevuje ochlupeni na jeho povrchu, které postupem ¢asu mizi a list se stava lysym. Kvéty
jsou svétle zbarvené a kvetou od zafi do listopadu (Obrazek 9). Kvétenstvi jsou vrcholi¢nata a
plodem je duZnata bobule s mlécnou stavou a 5 az 15 semeny (37). V literature se také
objevuje podrobny popis rostliny z roku 1878 od Johna Mayerse. John Mayers tehdy
shromazdil od botanik(i dosavadni informace o jednotlivych objevenych druzich. Zajimavé
bylo, Ze zdlrazrioval morfologické rozdily mezi druhy Geissospermum laeve Miers a

Geissospermum vellosii Allem3ao, které se dnes ale povazuji za synonyma (36).
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Obrazek 9 GV, vétev (37) (vlevo), kvét (vpravo) (38)

3.2.1.2 PouZiti

Kdra z kmene pusobi adstringentné, antipyreticky, hlistopudné, anebo jako tonikum.
V tradi¢ni mediciné se po staleti vyuziva ve formé tinktur k [éCbé malarie. Odvary se pfipravuji
v pfipadé zazivacich potizi, diabetu, jaternich onemocnénich, na rlizna svédiva, bolestivd mista

a pohlavni infekce (39; 40).

3.2.1.3 Obsahové latky

Kdra je bohata predevsim na indolové alkaloidy, které jsou povazovany za hlavni divod jeji
riznorodé biologické aktivity. Celkoveé je v literature popsano asi 15 alkaloid(l, které se dosud
podafilo ztohoto druhu izolovat. Hlavni alkaloidy, které vrostliné najdeme, jsou
monoterpenové indolové alkaloidy, které se ddle déli do nékolika podtypl. Vyjimkou je
alkaloid flavopereirin, ktery se vyznacuje pritomnosti heterocyklu B-karbolinu a patti proto do
skupiny B-karbolint (41).

Primarné jsou vsechny indolové alkaloidy odvozeny od aminokyseliny tryptofanu. Ten je
ddle preménén dekarboxylaci na tryptamin, ktery je bud hlavnim stavebnim kamenem, i jsou
k nému pripojeny dalsi terpenové jednotky, napfiklad monoterpeny ¢i diterpeny. Biosyntéza
B-karbolinu z tryptofanu probihd v nékolika krocich. Reakci tryptaminu s aldehydem se vytvori
Schiffova bdze. V molekule meziproduktu dochazi podle Mannichovy reakce k zacykleni.

Vznika tetrahydro-B-karbolin, jez se oxidaci preméni do zminéné findIni struktury B-karbolinu
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(42). Monoterpenové indolové alkaloidy maji spolecnou strukturu striktosidin, ktera vznika
kondenzaci tryptaminu s iridoidnim terpenem sekologaninem. Proménlivost molekuly
striktosidinu prinasi celou fadu podtypl monoterpenovych alkaloid(. V nésledujici Tabulce 1
jsou nékteré podtypy pfifazeny k vybranym nejznamé;jsim alkaloid(im izolovanych z druhu GV.

(43 - 45).

Tabulka 1: Struktury indolovych alkaloidd druhu G. vellosii Allem&o

1 B-KARBOLINOVE:

e Flavopereirin (41)

2 MONOTERPENOVE:

a) Korynanteanovy podtyp

e Geissoschizin (41)

e Apogeissoschizin (41)

b) Sarpaginovy podtyp

e Vellosiminol (41)

e Vellosimin (41)
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Geissolosimin (41)

c) Akuammilinovy podtyp

e Geissoschizolin = pereirin (41)
d) Uleanovy podtyp

e Pausperadin (41)

e) Kondylokarpanovy podtyp

e Geissovellin (41)

e Geissoschizon (41)

f) Rhazinilamovy podtyp

(-)-Leukonolam (46)
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g) Aspidosperminovy podtyp

e Aspidospermin (41)

h) Korynanteanovy a akuammilinovy podtyp

e Geissospermin (41)
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3.2.1.4 Biologickad aktivita

Antinocicepcni, protizanétliva aktivita: Analgetické ucinky GV byly jihoamerickymi
domorodci ¢asto vyuzivany pfi riznych typech bolesti. To podnitilo mnohé vyzkumy ke snaze
objasnit Ucinnou latku a mechanismus Gcinku stojici za timto pisobenim. Pfedpoklada se, ze
indolové alkaloidy mohou zasahovat do serotonergniho systému v mozku jeZz ma mimo jiné
vyznamnou roli v kontrole bolesti (47).

Bylo provedeno nékolik studii zabyvajici se touto problematikou. Ke stanoveni aktivity bylo
zvoleno nékolik klasickych model(i bolesti a zanétu in vivo (na laboratornich mysich), které
jsou bézné vyuzivany pfi testovani novych |éciv. Extrakty z G. vellosii Allemdo byly mysSim
podany peroralné hodinu pfed chemickym vyvolanim bolesti a spusténi zanétlivych reakci
(kyselinou octovou, formaldehydem, ¢i karagenanem). Vysledky prokazaly antinocicepéni a
protizanétlivou aktivitu extraktl z kdry. Ukazalo se, Ze potlacuji zanétlivou, visceralni bolest a
snizuji otok. Naopak bylo vyvraceno pusobeni pres centralni systém, jeZ se uplatiiuje napt. u
opioidnich analgetik. Podle studie z roku 2016 byl protizanétlivy a antinocicepcni Ucinek
extraktu stejny jako u léciva indometacin (48). Studie z roku 2009 zaznamenala v porovnani
s aspirinem nékolikandsobné vys$i antinocicepéni aktivitu dichlormetanové frakce a
izolovaného alkaloidu 12-methoxy-1-methyl-aspidospermidinu. Predpoklada se, Ze diky
tomuto alkaloidu vykazuje klra tyto farmakologické vlastnosti (47).

Pfi zjistovani podilu serotonergniho systému na vliv antinocicepéniho Gcinku, byli k
experimentu pouzity selektivni antagonisté 5-HT receptorl. Cilem bylo sledovat snizeni
antinocicepcni aktivity extraktl pfi jejich sou¢asném podavani. Pouze selektivni antagonisté

5-HT1a receptort se podileli na snizeni tohoto ucinku (47; 48).

Antibakteridalni a antimalarickd aktivita: Sumarni ethanolovy extrakt kdry prokazal
inhibi¢ni ucinek vici kulture oxacillin-rezistentni Staphylococcus aureus (ORSA) a nabizi tak
moznou terapeutickou alternativu pro vyvoj novych Ié¢iv v boji proti tomuto
multirezistentnimu kmenu (49).

Potencidlni uplatnéni G. vellosii Allemao v Ié¢bé malarie naléza své pocatky v tradicni
mediciné, kdy zpracovany rostlinny material slouzil primarné k prevenci tohoto onemocnéni.
Jeho antimalaricka aktivita byla zkoumana poprvé béhem druhé svétové valky. Experiment byl

proveden na modelech kurat infikovanych parazitem Plasmodium gallinaceum. Vysledkem
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bylo potvrzeni silné aktivity, kterd se ukazala byt ekvivalentni aktivité antimalarického léciva
chininu. Novodobéjsi studie zkoumaly plGsobeni také vici ostatnim parazitlim — P. berghei a
P. falciparum. Ve studii z roku 1999 prokazal extrakt z kiiry silnou antimalarickou aktivitu in
vitro (1Cso 3,1 pg/ml) vaci kmendm P. falciparum, ale pfti testech in vivo na mysich modelech,
nebyla zaznamenana aktivita vici P. berghei a projevila se vysoka toxicita tohoto extraktu. Ve
studii se domnivaji, Ze by za u¢inkem mohl stat alkaloid flavopereirin, u kterého byla
zminovand antimalarickd aktivita zaznamendna pfi zkoumani jinych druhl rodu
Geissospermum (50). V in vitro studii z roku 2011 byla porovnana aktivita sumarniho extraktu
a jednotlivych izolovanych alkaloid( vici kmenu P. falciparum senzitivnim na chlorochin.
Nejvyznamnéjsi aktivitu vykdazaly alkaloidy geissolosimin, geissospermin, geissoschizolin a
geissoschizon. Nejsilnéjsi aktivita byla ale zaznamendana u alkaloidu geissolosiminu, ktera byla
také jako jedina z téchto alkaloidl vyssi nez aktivita sumarniho extraktu. U ostatnich alkaloid(
se aktivita odvijela podle toho, jak byla jejich struktura podobnd struktufe geissolosiminu.
Geissoschizolin byl i dfive izolovan z druhu G. sericeum Miers, ale pfi testovani inhibi¢ni
aktivity vici kmenu P. falciparum nebyly antimalarické Ucinky potvrzeny. Studie doporucuje
testovani téchto alkaloidd in vivo a nevylucuje, Ze by jejich struktury mohly v budoucnu

napomoci k tvorbé novych antimalarickych Iéciv (51).

Antineoplasticka aktivita: Extrakt z GV je jednim z mnoha rostlinnych pfipravku
vyuzivanych dlouhodobé v tradicni lé¢bé onkologickymi pacienty i bez plné podlozenych
védeckych zavéru. Prvni studie, zabyvajici se touto problematikou, zkoumala vliv extraktu kdry
nespecifického sloZzeni na bunécéné linie rakoviny vajecniku bud samostatné, anebo spolec¢né
s pfidanym chemoterapeutikem karboplatinou. Z vychozich dat vyplyva signifikantni inhibicni
efekt vici tumorovym burikdm (in vitro i in vivo) a zaroven relativné nizky toxicky efekt vici
zdravym bunkam. V kombinaci s karboplatinou byla dosazena prakticky plnd inhibice rlstu
tumoru (97 %) a diky pouZiti extraktu se podafilo sniZit terapeutické davky tohoto IécCiva, ¢imz
byla snizena i jeho toxicita. Nebylo vSak objasnéno, které slouceniny v extraktu a mechanismy
ucinku za timto vysledkem stoji a jaky byl dlivod preferencni cytotoxicity vici tumorovym
burikdm (52). V poslednim desetileti se vSak situace zménila a velkou pozornost ziskal alkaloid
flavopereirin, u kterého byla zaznamendna antineoplasticka aktivita u rznych typd nadora. U
kolorektdlniho karcinomu bylo odhaleno, Ze aktivuje P53-P21 signalizaci, ¢imzZ zastavuje

bunécny cyklus a rast rakovinnych bunék v G2/M-fazi, a navozuje jejich apoptdzu vnéjsi i
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vnitfni cestou (53). U rakoviny prsu bylo zjisténo, Ze zastavuje vSechny bunécné cykly a
navozuje apoptdzu regulaci pres AKT/p38 MAPK/ERK1/2 signalni cestu (54). Flavopereirin
taktéZ snizuje Zivotnost a inhibuje IL-6 aktivovanou proliferaci bunék u terapeuticky
rezistentniho glioblastomu. Zaznamenano bylo také potlaceni proliferace bunék u melanomu.
Tento alkaloid také zvySuje expresi proteinu LASP1 vedouci kinaktivaci signdlni drahy
JAK/STAT. Timto procesem se podili na inhibici vyvoje rakoviny Ustni dutiny. U&inky byly
testovany in vitro i in vivo a flavopereirin by tak mohl do budoucna predstavovat potencialni

|écivo pro tato onemocnéni (55).

Anticholinesterasovad aktivita: Tato aktivita hraje dulezitou roli v obnové kognitivnich
funkci zpudsobenych nedostatkem medidtoru acetylcholinu objevujici se pfi Alzheimerové
demenci (AD). V nékolika studiich byla testovana inhibicni aktivita vi¢i obéma enzymim AChE
a BChE u alkaloidniho extraktu z kiiry G. vellosii Allemao a jednotlivych alkaloid(. Studie z roku
2009 se zabyvala stanovenim anticholinesterasové aktivity in vitro a in vivo. Zajimava
biologickd aktivita byla namérena u frakce 1 (pfi pH7), z niZ byl nasledné izolovan indolovy
alkaloid geissospermin. Mérena byla inhibic¢ni aktivita frakce 1 vic¢i enzymam ziskanych z vice
zivocisnych druht (z krysi mozkové tkané, elektrického uhore a z koriského séra). Inhibice
AChE byla 39,3 pg/ml (krysi enzymy) a 2,9 pug/ml (z Uhofe). Koriské sérum poslouZilo ke
zméreni inhibi¢ni aktivity vici BChE, kterd Cinila 1Cso 1,6 pg/ml. Testy in vivo posuzovaly
chovani a snizenou schopnost u¢eni u mysi, které byly predem utlumeny latkou skopolaminem
(vyvola amnézii). Soucasné aplikovana frakce 1 v rdznych koncentracich méla tyto kognitivni
funkce posilit a utlumit tak pisobeni skopolaminu. Test potvrdil jeji Gcinek, ktery se zvysoval
s rostouci koncentraci (10, 30, 60 mg/kg). Dalsi test zkoumal prostorovou pamét mysi, opét
po poddani skopolaminu a rGznych davek frakce 1. Mély za ukol projit vodnim labyrintem.
Pozorovana byla rychlost, jakou prosly ve dvou rdznych dnech. U subjektl lé¢enych frakci 1
doslo kviditelnému zlepsSeni prostorové paméti a k dosazZeni cile jim stacilo méné casu.
V zavéru studie se testovaly rlizné koncentrace frakce 1 na vyskyt centralnich cholinergnich
vedlejsich ucink a maximalnich toxickych ddvek. Pfi vyssich koncentracich se pfilis vedlejsich
ucink( neprojevilo. Kratké zachvévy a tfesy nastaly pfi podani davky 100 mg/kg. Vyssi davky
(200 a 300 mg/kg), zpUsobily brzkou smrt subjektl projevujici se kfecemi celého téla (39).

Nejaktualnéjsi studie z roku 2020 navazovala na vysledky té pfedchozi, kdy jejim cilem bylo

stanoveni anticholinesterasové aktivity a cytotoxicity izolovanych alkaloidd namisto extraktu.
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Izolovany byly alkaloidy 3',4',5',6'-tetradehydrogeissospermin, geissoschizolin, geissoschizon
a geissospermin. Stanoveni inhibice pomoci Ellmanova testu probéhlo in vitro za pouZiti
enzymu acetylcholinesterasy z uhore (EeAChE), erytrocytarni (hAChE) zlidské plazmy a
enzymu butyrylcholinesterasy z koniského (EgBChE) a z lidského (hBChE) séra. Aktivity byly
porovnany s fyzostigminem, coz je selektivni inhibitor AChE, ktery se kvuli velmi kratkému
polocasu a mnozstvi nezadoucich ucinkl vyuZiva spiSe jen pfi experimentech nez pfi 1écbé
(56). Ve vysledku byla inhibi¢ni aktivita alkaloid( proti AChE mnohondsobné nizsi nez aktivita
fyzostigminu. Geisosspermin prokazal jako jediny alkaloid selektivni inhibici vici BChE oproti
ostatnim, které byly neselektivni. Dale byla testovdna cytotoxicita, pfi které byl netoxicky
pouze geissoschizolin, coZ vedlo kjeho dalSimu prostudovani. Byly provedeny studie
enzymové kinetiky a bylo zkoumano molekuldrni dockovani alkaloidu s BChE a fada dalSich
testl. Geissoschizolin se ukazal byt velmi zajimavou molekulou. Kromé vyznamné inhibic¢ni
aktivity vici obéma enzymUm — EeAChE (ICso = 5,86 uM), hAChE (ICso = 20,40 uM), EqBChE
(ICs0 = 7,89 uM) a hBChE (ICso = 10,21 uM), dokazal také snizit neurozadnét (redukci TNF-a a
uvolnéni NO) a projevil neuroprotektivni schopnosti, které by mohly sniZit progresi zanétlivych

procestli (57).

3.2.2 Geissospermum argenteum Woodson

3.2.2.1 Botanickd charakteristika a pouZiti

G. argenteum Woodson je strom vysoky asi 20-30 metr(i plvodem pochazejici
z Francouzské Guyany (34). Vyznacuje se stfidavé postavenymi pyritymi listy s kratkymi rfapiky
(Obrazek 10). Existuje nékolik studii zabyvajici se timto stromem, ktery je spolu s dalSimi druhy
G. sericeum Miers a G. laeve (Vell.) Miers, znam a tradi¢né uzivan amazonskymi kmeny v
Brazilii jako antimalarikum. Svymi ucinky dokdZe narusit intrahepatalni obéh parazita P.

falciparum (58; 59).
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Obrazek 10 Stavba kvétu a listu G. argenteum Woodson (60)

3.2.2.2 Obsahové ldatky

Vroce 1978 byla provedena studie, ve které se podafrilo extrahovat Ctyfi alkaloidy ze
suchych ¢asti listl a kmenové kiry za pomoci chloroformu a nasledné alkalizace amoniakem.
Dohromady se zrostlinného materidlu podafilo ziskat 0,8 % smési alkaloid(
aspidosperminového podtypu. Ze smési byly chromatograficky izolovany alkaloidy:
(-)-demethoxyaspidospermin, (-)-aspidospermin, (+)-demethylaspidospermin a  (+)-
aspidocarpin, ktery by mohl byt dlivodem jiz zminéné antimalarické aktivity. Silnd aktivita byla
stanovena (ICsok1 = 19 nM) po izolaci tohoto alkaloidu z rostliny Aspidosperma desmanthum

Benth. ex Mill.Arg. (61).

3.2.2.3 Biologickad aktivita

Antimikrobidlni aktivita: V roce 2008 byla zkoumana antibakteridlni aktivita ethanolovych
extraktl (macerovanych 7 dni za pokojové teploty) z kdry 10 rlznych druhl amazonskych
rostlin, mezi nimiz byl i G. argenteum Woodson. Testovala se MIC nékolika bakterii ze sbirky
ATCC (American Type Culture Collection) a ze sbirky nemocnic¢nich multirezistentnich kmenu
v Brazilii. Extrakt z G. argenteum Woodson prokazal signifikantni inhibi¢ni aktivitu vaci
bakterialnim kmenlm Pseudomonas aeruginosa a Staphyloccocus aureus (62). V pozdéjsi

studii z roku 2011 byl pfipraven methanolovy extrakt z listu a klry. Extrakt byl dale rozdélen
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do dvou frakci (ethylacetatové a vodné-methanolové). Obé frakce prokazovaly ¢astecnou
antimikrobidlni aktivitu v0Qc¢i bakterii S. aureus. Samotny methanolovy extrakt a z néj

pfipravena hexanova frakce byly ¢astecné aktivni i vici S. mutans (35).

3.2.3 Geissospermum reticulatum A.H.Gentry

3.2.3.1 Biologickad charakteristika a pouziti

G. reticulatum Woodson je strom, ktery roste ve vSech ¢astech amazonskych destnych lesu
jizni Ameriky. Tradi¢né se pfipravuji vodné extrakty z kliry jeho kmene, které jsou vyuzivany
k 1écbé rdznych nemoci. Maji predevsim antimalarické, antineoplastické, analgetické,

antioxidac¢ni a antibakteridlni ucinky (63).

3.2.3.2 Obsahové ldatky

Z list( a klry stromu G. reticulatum Woodson se védcim podafilo izolovat 10 alkaloid(:
10-demethoxy-12-hydroxy-17,19-epoxygeissovellin,  geissosretikulatin, geissospermidin,
(2)-10-demethoxy-12-hydroxygeissovellin, (E)-10-demethoxy-12-hydroxygeissovellin,
N-deacetyl-N-butanoylgeissospermidin, 10-methoxygeissospermidin, flavopereirin,

11-methoxygeissospermidin a O-demethylaspidospermin (63).

3.2.3.3 Biologickd aktivita

Antiparaziticka aktivita: U studie zroku 2012 byl potvrzen antiparaziticky ucinek
alkaloidniho extraktu z listu a klry. Studie testovala extrakt na paraziteh Trypanozoma cruzii
a Leishmanii infantum. Latky obsaZené v extraktech z kliry (pfedevsim indolové alkaloidy) by
mohly byt potencidlné urceny pro lé¢bu Siroce rozsifené Chagasovy nemoci a leishmanioz.
Tato mozZnost je bohuZel zatim nepfijatelna kvili vyskytu nezddoucich ucink(l. Téma zlstava
oteviené pro dalsi vyzkumy konkrétnich obsahovych latek, ¢i od nich odvozenych derivatid

(63).

Antioxidacni aktivita: Vyzkum byl zaméfen na extrahovani fenolickych sloucenin a
flavonoidl z kry G. reticulatum Woodson. Pfi experimentu byly pripraveny ze suché klry
ethanolové extrakty, tinktury a vodni infuze. Ve vysledku roztoky obsahovaly vysoké hladiny
fenolickych latek 212-1253 mg GAE/kg (vyjadreno jako pfislusny ekvivalent kyseliny gallové
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mg/kg), coz znamena, Ze by klra z této rostliny mohla byt hodnotnym zdrojem pfirodnich
antioxidantld. Obsahové bylo ve vSech typech extraktll vice polyfenoll neZ flavonoidd.
V pripadé flavonoid(i byly ve vysledcich velké rozdily dany typem rozpoustédla, kdy se vice
latek uvolfiovalo do ethanolu neZ do vody. Pro zjisténi antioxidacni aktivity byla provedena
dalsi méreni. U drive pripravenych extraktu, tinktur a infuzi byla méfena absorpcni kapacita
kyslikovych radikald (ORAC), schopnost vychytdvat volné radikaly pomoci elektronové
paramagnetické rezonance (EPR) a schopnost plazmy redukovat Zelezité ionty (FRAP). Tato

méreni potvrdila vyznamnou antioxidacni aktivitu kary (64).

Cytotoxicka a antiproliferativni aktivita: Vodné a ethanolové extrakty slouzily také pro
stanoveni cytotoxické a antiproliferativni aktivity. Testovalo se plsobeni na linie nddorovych
bunék, na proliferaci T-lymfocytd a na vyvoj embryi rybek Danio renio. Z vysledkl plyne, Ze
ethanolové extrakty z kliry G. reticulatum Woodson pusobi vyznamné cytotoxicky na kultury
malignich bunék a inhibuji rdst zdravych CD3+ lymfocytl. Plisobenim na embrya nebyla
prokazana teratogenni aktivita. Studie doporucuje rostlinu pro dalsi zkoumani a nevylucuje
potencialni pouZiti ve farmaceutické pramyslu v budoucnu (64). Vyse zminéna studie z roku
2012, testovala pusobeni alkaloidniho extraktu a nékterych alkaloid( na kultury zdravych
ovarialnich bunék ¢inskych kreckd. Extrakt vykazoval stifedni cytotoxickou aktivitu a stejné tak
izolovany alkaloid O-demethylaspidospermin, u kterého byla o néco nizsi nez u referencnich
latek amfotericinu B a nifurtimoxu (63).

Nejnovéjsi poznatky pfinesla studie, v niz byl izolovan dalsi alkaloid geissospermikulatin. Ze
100 g kiiry byl ziskdn v mnozstvi 1,8 g. Byla testovana aktivita alkaloidu vici malignim THP-1
burikdm (monocytarni lidska bunécéna linie z krve pacienta s leukemii). V zavéru experimentu
byla prokdzana jeho cytotoxicita vic¢i malignim bunkam a zaroven nizkd toxicita vaci
nemalignim burikam embryi rybek Danio renio, coz znamena slibny potencial pro dalsi studie

(65).

3.2.4 Geissospermum sericeum Benth. et Hook.f. ex Miers

3.2.4.1 Botanickd charakteristika a pouZiti

Strom G. sericeum Benth. et Hook.f. ex Miers Ize nalézt na Uzemi Francouzské Guiney,

Bolivie a Brazilie (34). Podle mistni literatury je popisovan jako jedna z nejdUlezitéjsich rostlin
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v |éCbé malarie. K |éCbé a profylaxi této nemoci je strom vyuzivan domorodymi kmeny (napfr.
Macuxi, Wai-Wai atd.), které z jeho klry pfipravuji odvary vidy na konci mésice. Nékdy je také
vyuZivan jako abortivum. Je prezdivan jako quina-quina a vyznacuje se velmi hotkou chuti, coz

by podle nékterych ndzort mohlo souviset s jeho toxicitou (35; 66).

3.2.4.2 Biologickad aktivita

Ve studii z roku 2002 byla provedena extrakce kiry ve formé prasku (39 g) Soxhletovym
extraktorem smési MeOH a vody (9 : 1), pfi které bylo ziskano 7,1 g extraktu. Z extraktu byly
nasledné izolovany ¢tyfi alkaloidy indolového typu: geissoschizolin, geissoschizolin N*-oxid,
1,2-dehydrogeissoschizolin a flavopereirin. Déle byla u téchto alkaloidl a celkového extraktu
zmérena antimalarickd aktivita na chlorochin senzitivni (K1) a chlorochin rezistentni (T9-96)
kmen Plasmodium falciparum a dale cytotoxicita vici bunécnym liniim lidského epitelialniho
karcinomu. Vyznamna antimalaricka aktivita byla namérena u flavopereirinu s ICso k1 = 12 uM,
ICs0 19-96 = 1,8 UM a stfedné vyznamnd u 1,2-dehydrogeissoschizolinu s ICso k1 = 27,2 UM,
ICs019-96 = 35 UM. Zbylé dva alkaloidy nebyly vyznamné aktivni. Ani jeden z alkaloid( vSak nebyl
ucinnéjsi nez lécivo chlorochin s ICsok1 = 0,32 UM, 1Cs019-96 = 0,03 uM. Stfedni cytotoxickou
aktivitu vykazoval alkaloid flavopereirin (ICso = 10,7 uM), ostatni nebyly toxické. Tato studie
potvrzuje, Ze uzivani extrakt( ziskanych z G. sericeum Benth. et Hook.f. ex Miers domorodymi

kmeny k [é¢bé malarie bylo opodstatnéné (67).

3.2.5 Geissospermum urceolatum A.H.Gentry

3.2.5.1 Botanickd charakteristika a pouZiti

Dalsi druh z rodu Geissospermum roste v severni Brazilii a v severovychodni ¢asti Bolivie
(34). Kara z kmene je jako u ostatnich druh( povéstna svymi léCivymi Ucinky a vyuZiva se

v tradi¢nim |éCitelstvi. Délaji se z ni vyluhy k 1é¢bé malarie, horecky a bolesti bricha (68).

3.2.5.2 Biologickd aktivita

O tomto druhu neni dostupnych pfilis mnoho informaci a jsou o ném zminky pouze
v nékolika studiich. Vysledky z téchto studii nejsou pfili$ jasné a specifické. V jedné se podafrilo

izolovat nékolik latek mezi kterymi byl i alkaloid aspidokarpin (izolovan i z G. argenteum
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Woodson), u kterého byla testovana antimalaricka aktivita in vitro. U tohoto alkaloidu byla

namérena inhibicni aktivita vic¢i kmenu P. falciparum (1Cso = 2,42 pg/ml) (68).
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3.3 ALZHEIMEROVA CHOROBA

3.3.1 Popis

Alzheimerova choroba je neurodegenerativni onemocnéni patfici mezi nej¢astéjsi typy
demence. Némecky psychiatr a neuropatolog Alois Alzheimer poprvé pfedndsel o zndmkach
této nemociv roce 1906 na lékarské konferenci. PFi pitvé své zemrelé pacientky z psychiatrické
kliniky objevil v jejim mozku neobvykly vyskyt plakl a vldken. Béhem nékolika dalSich let
prozkoumal mnoho pfipadl s podobnou diagndzou a charakterizoval tyto zmény mozkové
tkdné, které po ném byly nasledné pojmenovany (69).

Diagndza se stanovuje rozpoznanim syndromu demence. Demence znamena snizeni
intelektovych schopnosti oproti pfedchozi Urovni. Nezbytnym ptiznakem je porucha paméti a
alespon jedné z dalSich kognitivnich funkci. K popisu Syndromu demence muZe poslouZit
koncept ABC (A-activities, B-behaviour, C-cognition), jeZ je dobrou pomuckou pfi stanoveni
diagndzy. Prvni pismeno A popisuje potize pfi naruseni aktivit kazdodenniho Zivota. Pacient
nalady a chovani (napt. apatie, agrese, atd.) a za C je myslena porucha predevsim kratkodobé

pameéti a naruseni prostorové orientace (70).

3.3.2 Epidemiologie

Aktualné je asi 44 milion( lidi, ktefi trpi demenci. Z toho 50-75 % pfipadl se fadi mezi
Alzheimerovu demenci (AD). Prevalence tohoto onemocnéni bude postupné stoupat
s pribyvajicim poctem lidi vyssiho véku. V nejblizsich desetiletich se ocekava vyrazny narist
poc¢tu nemocnych. Pfedbézny odhad je ztrojnasobeni aktualniho poctu lidi trpici demenci do
roku 2050. Problém, kromé ekonomickych naklad(i na [é¢bu, bude predevsim v narocich na

pecovatelskou sluzbu (71; 72).

3.3.3 Etiologie

AD lze rozdélit na dva typy: sporadickd a familidrni. Familiarni forma je vzacnéjsi (méné
nez 0,5 %) a postihuje nemocné v nizSim véku (mezi 30-50 rokem). Hlavnim faktorem je
genetickd zatéz. Dochazi k mutaci genl kddujici: amyloidni prekurzorovy protein (APP),
presenilin 1 (PSEN1) a presenilin 2 (PSEN2). Velkd role genetiky je ptipisovana také

sporadickému typu AD, kde se odhaduje jeji vliv az na 70 %. Tykda se predevsSim
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apolipoproteinu E (Apo E), ktery se vtéle béiné nachazi a ucastni se metabolismu
cholesterolu. U lidi, ktefi inklinuji ke vzniku nemoci, se vyskytuje specificka alela, ktera kéduje
nebezpecnou izoformu proteinu E4/E4. Dalsi rizikové faktory jsou enviromentalni. Obezita
byla povaZiovana za rizikovy faktor, ale v posledni dobé je tento predpoklad spise
zpochybriovan. Nékolik epidemiologickych studii potvrzuje jako rizikovy faktor vliv

vaskuldrnich poruch, jejichZ mechanismus je vSak zatim neznamy (69; 72).

3.3.4 Neuropatologie a patofyziologie

Patogeneze vzniku AD neni zatim zcela odhalena. Jsou znamy urcité biochemické a
morfologické zmény, diky kterym vzniklo nékolik hypotéz tykajicich se patofyziologie nemoci.
Ty nejzndméjsi jsou napt. amyloidni hypotéza, hypotéza o genetické varianté ApoE, hypotéza
zalozend na hyperfosforylaci tau-proteinu, hypotéza oxidacniho stresu, ¢i hypotéza
neurozanétu. Jejich obsah se nékdy vzajemné prolina (73).

Charakteristickymi znaky patologického procesu Alzheimerovy choroby jsou agregaty
abnormadlnich proteind v mozkové tkani. V prvni fadé je mGzeme odliSit mistem vyskytu.
Uvnitf nervovych bunék CNS se nachdzi intraneurondlni neurofibrildrni klubka
z nerozpustného tau-proteinu. V extracelularnim prostoru (mimo bunku) je nerozpustny
protein B-amyloid ve formé plak(l. Ddle se odlisuji casovou posloupnosti. Nejprve se ukladaji
klubka tau-proteinu uvniti bunky a posléze (asi za 10 let) se za¢nou ve vnéjSim prostoru
hromadit B-amyloidni plaky. V obou pfipadech se léze postupné a systematicky Siti do
nezasazenych ¢asti mozku. V pozdni fazi choroby se kombinace B-amyloidnich plak( a
dystrofickych neuritd s klubicky tau-proteinu oznacuji jako neuritické plaky (74).

Patologicky proces AD je specificky tim, Ze jakmile zacne, tak dochazi postupné jen ke
zhorseni. NemUze prejit v remisi, regresi, ani se spontanné zlepsit. Zahrnuje velmi dlouhé
obdobi, ve kterém jesté nelze onemocnéni klinicky poznat, a relativné kratkou finalni fazi
vyznacujici se symptomy. Ztrata kognitivnich a exekutivnich funkci se manifestuje pouze
v pokrocilém véku. JelikoZ s rostoucim vékem pribyva mnoho dalsich patologii, a diky tomu,
Ze je diagnostika Alzheimerovy choroby sloZita a souvisi mnohdy s ostatnimi nemocemi, je
nékdy AD povazovana za syndrom a soucast celkové demence. Klinické priznaky se vyvijeji
nenapadné a poskozeni nervovych bunék vede k postupné ztraté jejich zakladnich funkci,

které se projevi az po prekroceni urcité hranice poskozeni (74).
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Postizena byvaji specificka predilekéni mista v subkortikdlnich jadrech a korovych
oblastech. Dochdzi ke ztenceni mozkové kiry, k atrofii v oblasti hipokampu a rozsifeni
mozkovych komor. Zvlastni je, Ze se patologie rozviji pouze v nékterych typech bunék.
Dokonce i ty, které se nachazi v tésné blizkosti postiZzenych, tak mnohdy zistavaji morfologicky
a fyziologicky v poradku. Patologie se projevi dysfunkci a mirnym ubytkem neuron(. Zasazeny
byvaji neurony glutamatergni, gabaergni, dopaminergni, norgadrenergni, serotonergni,
histaminergni a cholinergni (74). Prvni neurotransmiterovy systém, ktery byva postizen je
cholinergni, jez produkuje acetylcholin. Tento systém je dlleZity predevsim pro kognitivni
funkce (pamét, fec, vnimani, prostorova orientace a dalsi). Pozdéji byvaji pfi Alzheimerové

nemoci ovlivnény i ostatni systémy (69).

3.3.4.1 Tau-protein, taupatie

Tau-protein je bilkovina, ktera fyziologicky pomaha stabilizovat sit cytoskeletu a podili se
na funkénim transportnim systému axonu navazanim na aktinové filamenty mikrotubul(. Jeji
biologickou aktivitu reguluje stupen fosforylace (2—3 moly fosfatu na 1 mol proteinu), pficemz
v mozku nemocnych pacientl byla odhalena trikrat az ctyrikrat vyssi fosforylace. Spolu
s dalSimi chemickymi zménami, jako napfiklad polymerizace, se ztau-proteinu vytvofi
heliakalni filamenta, kterd jsou v parovém sloZeni souclasti patofyziologickych
neurofibrilarnich klubek. Taupatii se souhrnné oznacuji poruchy s vyskytem patologickych lézi,

jejichz zadkladni komponentou je hyperforsforylovany tau-protein (75).

3.3.4.2 B-amyloid

Prekurzor B-amyloidu je protein, ktery se fyziologicky podili na sloZeni bunécné
membrany. Déli se na dvé hlavni izoformy odliSujici se kone¢nou aminokyselinou — AB-40
(kratsi) a AB-42 (delsi). Za fyziologické situace v mozku prevazuje kratsi izoforma. AB-42 se
rychle agreguje a prevazuje v patologickych placich, diky ¢emuz je jeji hladina pfi onemocnéni

nizsi. Tento fakt byva vyuzivan pfi klinickém vysetteni (75).

3.3.4.3 Centrdlni acetylcholinergni systém

Acetylcholin (ACh) ma klicovou ulohu v kognitivnich funkcich c¢lovéka. Je soucasti

fyziologické cesty, ve které prenasi informace (cholinergni transmise) mezi jednotlivymi
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nervovymi bunkami. Cholinergni systém zahrnuje vice postupnych déji — syntézu ACh, jeho
uvolnéni ze zasobnich vezikul, pfenos informace vazbou na cholinergni receptory, biologicky
rozklad ACh a recyklace cholinu pro novou syntézu. Snizené mnozstvi ACh vede k deficitu
cholinergni transmise a tim k poruse kognitivnich funkci.

U AD je postiZzena predevsim presynapticka ¢ast acetylcholinergniho neuronu, ktera je
zodpovédna za syntézu ACh. Ddle je sniZzend aktivita cholin-acetyltransferasy a pyruvat-
dehydrogenazového komplexu. Pfitomnost proteinu B-amyloidu rovnéz muze ovlivnit
biosyntézu ACh zménou energetického metabolismu bunky, ¢imZ muZe vyvolat nedostatek
pyruvatu, ktery nasledné neni dodan do enzymového komplexu.

Jednim z dUleZitych proces(i cholinergniho systému, na ktery se cili v 1é¢bé AD, je rozklad
Ach vsynapsi na cholin a kyselinu octovou. Fyziologicky rozklad zajistuje enzym
acetylcholinesterasa (AChE), délici se na nékolik izoforem. Hlavni jsou izoformy G4 a G1. U
zdravého clovéka prevazuje predevsim izoforma G4, zatimco u nemocmého s AD je to pfesné
naopak. Vedle AChE je pfi AD podstatny také enzym butyrylcholinesterasa (BChE), tvoreny
aktivovanymi gliovymi elementy v oblasti plakd, a ktery ma za fyziologickych podminek funkci
ve Stépeni ACh naprosto minoritni. U AD je uvolnéni ACh z presynaptickych zakonceni snizeno
a postupné klesa pocet molekul AChE a zaroven roste pocet molekul BChE, kterd v pozdéjsi
fazi choroby prebira ulohu ve Stépeni ACh. Bylo také pozorovano, Ze v amyloidnich placich se
casto vyskytuje AChE a nejspiS se podili i na tvorbé amyloidnich fibril svym perifernim
anionickym mistem. Poskozeni se také predpoklada u cholinergnich receptort na burikach
uvoliujicich excitacni aminokyseliny (glutamat a aspartat). Regulace jejich uvoliovani je
rovnéz dulezita pro kognitivni funkce. Soucasnd léc¢ba se zamérfuje predevSim na snizeni

rozkladu ACh, k ¢emuz se pouzivaji inhibitory cholinesteras (73; 76).

3.3.5 Farmakologicka lécba

Naklady na lécbu AD se stale zvysuji a vlady po celém svété zacaly v poslednich letech
podporovat vyzkumy na hledani novych |éciv. Pfi soucasné lécbé Ize pouze docdasné tlumit

symptomy (73).
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Tabulka 2: Soucasna farmakoterapie

Inhibitory acetylcholinesterasy (mirna/stfedni faze) | donepezil, rivastigmin, galanthamin

Antagonisté NMDA receptori (stfedni/tézka faze) memantin

Donepezil je specificky a reverzibilni inhibitor AChE, ktery vykazuje tisickrat nizsi afinitu
vUci BChE. V pocatcich Iécby se uZiva nizsi davka (5 mg/den) a v pripadé kladného ucinku
pozorovaného béhem 6-9 tydna se ddvka muze zvysit na maximdlnich 10 mg/den. Cholinergni
nezadouci ucinky (nauzena, zvraceni, bolest hlavy, poruchy spanku, ¢i jiné zaZivaci potize)
byvaji mirné a prechodné, nejcastéji se vyskytujici na pocatku lécby. Postupné navysovani
davky jejich vyskyt snizuje (73).

Rivastigmin je neselektivni inhibitor AChE a BChE a fadi se mezi tzv. pseudoireverzibilni
inhibitory, jeZ jsou charakterizovany velmi pomalou disociaci enzym-rivastigminového
komplexu. VyuZiva se také k Iécbé demence s idiopatickou Parkinsonovou chorobou a jako
jediny je dostupny i ve formé transdermalnich naplasti. Specifickym ucinkem rivastigminu je
preferencni inhibice G1 izoformy AChE v hipokampu a mozkové kife; rovnéz je potvrzeno i
mozné snizeni tvorby amyloidniho prekurzorového proteinu. Davkovani je opét postupné
zdlvodu lepsi adherence klécbé (1,5; 3; 4,5, 6 mg/ 2X denné). Lépe snaseny byvaji
transdermalni ndplasti nez tablety. Uzivanim rivastigminu s jidlem sniZuje projevy nezadoucich
ucinku, predevsim zvraceni a nevolnost (73).

Galanthamin je selektivni kompetitivni a reverzibilni inhibitor AChE rovnéz zesilujici uc¢inek
ACh na nikotinové receptory (pravdépodobné alosterickou modulaci), zejména na izoformy
v hipokampu a mozkové kire. Uvodni davka (8 mg/den) byva po ¢tyfech tydnech nahrazena
udrZovaci davkou (16 mg/den). Pro lepsi biologickou dostupnost, se doporucuje uZivat
galanthamin s jidlem. Nezadouci ucinky jsou cholinergniho charakteru. Galanthamin zvysuje
produkci Zaludecnich kyselin, proto pti jeho uZivani se zvysuje riziko vzniku vied(. Uplatnéni
by toto Ié¢ivo mohlo nalézt i pfi [éCbé jinych onemocnéni. Testuji se Ucinky pfi schizofrenii,
zavislostech, Parkinsonovy choroby a dalSich (73).

Memantin se od ostatnich |é¢iv odliSuje mechanismem Uucinku. Je to nekompetitivni
antagonista NMDA (N-methyl-D-aspartat) receptor(. Na tyto receptory se vaze glutamat, coz
je primarni excitacni neurotransmiter v mozku. S AD je spojovdna abnormalni aktivita NMDA

receptorll, kdy dochazi k nadmérné aktivaci, vyvolani patologickych procesd a excitotoxicité
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(specifické smrti neuronu) (77). Memantin navazanim na receptor inhibuje jeho aktivitu. Vedle
NMDA receptori interaguje i s receptory serotonergnimi, dopaminovymi, aj. LéCivo existuje
ve dvou lékovych formach — tabletach a peroralnim roztoku. Maximalni davky (20 mg/den) je
vhodné dosdahnout postupnym navySovanim o 5 mg kazdy tyden. Interakci memantinu
s nékterymi myorelaxancii se mizZe potencovat jejich sedativni ucinek a s léCivy amantadinem,
ketaminem, dextromethorfanem ¢i fenytoinem se nedoporucuje spolecné uZiti z divodu

farmakotoxické psychdzy (73).
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 POUZITY MATERIAL A VYBAVENI

4.1.1 Rozpoustédla

e Aceton - CH3COCH3 ACS (VWR International, Francie)
e Amoniak (25% vodny roztok) - NH3 p. a. (Lach-Ner, Neratovice)

e Acetonitril - MeCN p. a. (Lach-Ner, Neratovice )

e Benzin lékaFsky RN - (PENTA, Praha)

e Cyklohexan - CsH12 p. a. (PENTA, Praha)

e Diethylamin - Et;NH p. a. (PENTA, Praha)

e Ethanol 95% - EtOH (lihovar Chrudim)

e Ethylacetat - EtOAC p. a. (PENTA, Praha)

e Chloroform - CHCls p. a. (PENTA, Praha)

e Methanol -MeOH GC/MS, (VWR International, Francie)
e Toluen - CsHsCH3 p. a. (PENTA, Praha)

e Voda destilovana - H,0 (UK, Farmaceuticka fakulta,

Katedra analytické chemie, HK)

4.1.2 Chemikalie

e Dusi¢nan bismutity - [Bi(NOs)s] p. a. (Lachema, Brno)

e Jodid draselny - KI p. a. (Lach-Ner, Neratovice)
e Kyselina vinna - C4H¢Os p. a. (Balex, Pardubice)

e Siran horecnaty - MgSOa4 p. a. (PENTA, Praha)

e Uhlicitan sodny - Na,COs p. a. (PENTA, Praha)

4.1.3 Detekcni Cinidla

e Dragendorffovo cinidlo — v ¢ase potfeby byl pfipraven detekéni roztok smichanim 5 ml
zasobniho roztoku s roztokem 10 g kyseliny vinné rozpusténé v 50 ml vody. Dtive
pfipraveny zasobni roztok se skladal ze smési dvou roztokd smichanych v poméru 1: 1.

Prvni roztok obsahoval 1,7 g zasaditého dusi¢nanu bismutitého a 20 g kyseliny vinné
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v 80 ml vody. Druhy roztok obsahoval 16 g jodidu draselného ve 40 ml vody. Ptipraveny

zasobni roztok byl uchovdvan v lednicce.

4.1.4 Pomocny material

e Kremelina Celite C 535 John‘s Manville (Sigma-Aldrich, Praha)
e Analytické TLC desky (Merck, Némecko)
- Silica gel 60 F254 20 x 20 cm
e Analytické TLC desky (Merck, Némecko)
- Aluminium oxide 60 F2s4 20 x 20 cm
o Silikagel Kieselgel 60 GF254 (Merck, Némecko)

e Vata (precisténa pres chloroform)

4.1.5 Vyvijejici soustavy pro chromatografii na tenké vrstvé
e S1:CgHi : EtOAC (95 : 5)
e S2:CgHiz: EtaNH : MeOH (95 : 5: 5)
e S3: CsHsCH3 : EtaNH (95 : 5)
e S4: CgH1z: CeHsCHs : EtNH (40:10: 2)
e S5: CgHiz: EtOAc: Et;NH (80 : 20 : 4)

4.1.6 Pristrojové vybaveni

e Analytické vahy (KERN & SOHN GmbH, Némecko)

e Flash chromatograf BUCHI Sepacore flash system X10, kontrolni jednotka BUCHI
C-620, sbérac frakci BUCHI C-660, detektore UV C-640 a pumpa BUCHI C-605

e Magneticka michacka MR3001 K (Heidolph Instruments GmbH & CO)

e Plynovy chromatograf Agilent Technologies 7890A s MS-EIl spektrometrem Agilent
Technologies 5975 (Agilent Technologies, Santa Clara, California USA)

e Polarimetr P3000 (A. Kriiss Optronic, Hamburg, Némecko)

e Rotacni vakuova odparka (RVO 004, INGOS, Praha)

e Spektrometr Varian VNMR S500 (Varian, Palo Alto, California, USA)

e UV reader Synergy HT (Biotek, USA)
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4.1.7 Rostlinny material

K fytochemické studii byla vybrana rostlina GV z divodu vyznamné anticholinesterasové
aktivity zjisténé pfi pZzedchozi screeningové studii. Ve dne 10.10. 2018 bylo pfivezeno 43 kg
suSené klry od firmy Amazon Herbs Surinam. Vzorek rostlinného materidlu byl uloZzen na
Katedie farmakognozie a farmaceutické botaniky pod kédem AL-674. Zpracovani kary a
extrahovani smési alkaloidl bylo provedeno v ramci diplomové prace A. Buldkové (78),

samotnad prace probihala na pfedem vybrané frakci GV- 3 o hmotnosti 1,37 g.
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4.2 VSEOBECNE POSTUPY

4.2.1 Priprava rozpoustédel
Vétsina zakoupenych rozpoustédel byla pred pouzitim precisténa destilaci a preplnéna do
zasobnich [ahvi z tmavého skla. Nadoby byly spravné oznaceny a uchovavany na bezpeéném

misté pfi laboratorni teploté a bez pfimého svétla.

4.2.2 Uchovavani vzorku

Separované frakce a Cisté alkaloidy byly vidy po odpareni rozpoustédla a po vysuseni

v exikatoru uchovdavany v oznacenych vialkach v lednici pfi teploté 2—8 °C.

4.2.3 Detekce alkaloidu

Nejprve byly zény detekovany pod UV lampou pfi A = 254 nm a A = 366 nm. VSechny
viditelné skvrny byly oznaceny tuzkou pfi analytické TLC. V pfipadé preparativni TLC byl
Spachtli vyryt obrys pozadované zény s alkaloidem. Nanesenim Dragendorffova ¢inidla v
digestofri byla potvrzena pfitomnost alkaloidd zbarvenim skvrny do oranzova/hnéda a zaroven
tim byly nalezeny skvrny s necistotami, jejichZ barva se po postfikani nezménila. U preparativni

TLC byla Cinidlem postfikana pouze mala ¢ast desky, ktera nebyla dale vyuzita.

4.2.4 Chromatografie

4.2.4.1 Analytickd chromatografie na tenké vrstvé

Vzorky byly nejprve rozpustény v malém objemu chloroformu a ethanolu. K analytické
chromatografii byly pouzity komeréné vyrabéné hlinikové desky s nanesenym silikagelem
Silica gel 60 F254 20 x 20 cm (Merck, Némecko), které byly nasledné upraveny na pozadovanou
velikost. Malé mnoZstvi vzorku bylo kapildarou naneseno ve formé tenké linky asi 1 cm od konce
desky a 0,5 cm od okraje ¢i vedlejsi linky. Nasledné byly desky vloZzeny svisle do elu¢ni komory
nasycené parami mobilni faze. Vyvinuté desky byly vysuseny teplym vzduchem. Oddélené
zony byly detekovany UV svétlem pfi vinovych délkach: A = 254 nm a A = 366 nm. Pfitomnost

alkaloidd byla detekovana Dragendorffovym ¢inidlem jako hnédo-oranzové skvrny. Analyticka
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TLC slouzila k porovnani ucinnosti separace pfipravenych mobilnich fazi, které byly poté

pouzity pro preparativni chromatografii.

4.2.4.2 Priprava litych desek pro preparativni TLC

Byla pfipravena suspenze z 6,5 g silikagelu a 20,5 ml destilované vody. Na sklenéné desky
velikosti 15 x 15 cm byla aplikovdna promichana suspenze a pomoci sklenéné tycinky se
zahnutym koncem byla rovhomérné rozmisténa po celé desce. Po naneseni silikagelu byly

desky pred pouzitim suseny nejméné 24 hodin pfi laboratorni teploté.

4.2.4.3 Preparativni chromatografie na tenké vrstveé

K separaci byly pouzity predem pfipravené sklenéné desky s adsorbentem (silikagel) nebo
komercné vyrabéné desky s adsorbentem oxidem hlinitym. K aplikaci poslouZilo nanaseci
pero. Délend smés byla nanasena v 5-8% roztoku CHClz a EtOH 1 : 1 souvislou ¢arou nejméné
pul centimetru od obou konct desky. Vyvijeni probihalo vidy v komorach predem nasycenych
zvolenou smési rozpoustédel. Po vyvijeni byly pomoci UV lampy detekovany zény
s jednotlivymi frakcemi, které byly spolu s adsorbentem vyskrabdny z desek pro dalsi

zpracovani.

4.2.4.4 Precisténi a odpareni rozpoustédla

Zény obsahujici alkaloidy se stejnym retencnim faktorem ze vSech pouzitych desek byly
spojeny a eluovany v chromatografické koloné. Do mista zuzeni kolony byl vioZzen kousek vaty,
pro zachyceni kiemeliny a silikagelu. MnoZstvi kfiemeliny bylo v poméru (1 : 1) se suchym
vzorkem. Kolona byla promyvana dostatecnym mnozstvim smési CHCl3 a EtOH pfipraveného
v poméru (1 : 1), do doby kdy se prestaly z kolony eluovat alkaloidy. Priibézné probihala
kontrola pritomnosti alkaloid( pomoci detekce Dragendorffovym Cinidlem.

Na rotacni vakuové odparce bylo z extrakt(l odpareno rozpoustédlo pfri teploté okolo 40 °C.
Vzorek byl z banky odebrdn rozpusténim v malém mnoZstvi rozpoustédla, prevedenim do
vialky a naslednym odparenim rozpoustédla na vodni |dzni pti teploté 60 °C. Vysledné

mnozstvi suchého vzorku bylo zvazeno.
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4.2.5 GC/MS-EIl - stanoveni Cistoty a struktury

K analyze hmotnostnich spekter byl pouZzit plynovy chromatograf Agilent 7890A GC 5975
s hmotnostnim detektorem pfi elektronové ionizaci 70 eV a teplotnim programu 100-180 °C
(7 minut), 180 °C (1 minuta) a 180-300 °C (24 minut). Byla pouZita kolona Hp-5 MS (30 m 0,25
mm 0,25 um, Agilent Technologies, USA). Jako mobilni faze — nosny plyn, bylo pouZito helium
o pratokové rychlosti 1 ml/min. Nastfik vzorku byl proveden pfi teploté 180 °C v objemu 1 pl
methanolického roztoku (splitovaci pomér 1:10).

Identifikace latek probéhla porovnanim jejich spekter se spektry komercni knihovny NIST
11 (National Institute of Standards and Technology Library USA), s daty publikovanymi

v odborné literature a také se standardy, které jiz byly na pracovisti dfive izolovany.

4.2.6 NMR analyza

Zméreni a interpretace spekter bylo provedeno na katedie organické chemie ptistrojem
Varian VNMR S500 za laboratorni teploty 25 °C. K méfeni byly pouZity rozpoustédla
deuterovany methanol (CDs0D) a deuterovany chloroform (CDCls). Frekvence magnetického
pole byla 500 MHz pro H a 126 MHz pro 3C. Signdl byl detekovan Sirokopasmovou
dvoukandlovou gradientni sondou a chemické posuny 6 byly méreny v jednotkdch ppm (pars
per milion). Hodnoty chemického posunu pro CDCls jsou u atomt 1H 6 = 7,26 ppm a u atomu
13C 8 = 77,0 ppm. Pro rozpoustédlo CD3OD je posun atom0 1H 6 = 3,30 ppm a atom(l 13C 6 =
49,0 ppm.

4.2.7 Opticka otacivost

Pro kvalitativni stanoveni latek byva méfena optickd otacivost, kterd je pro kazdou latku
charakteristickd. K méreni byl vyuzit polarimetr P3000. Od kazdého vzorku byl do vialky
odebran 1 mg latky a rozpustén v 1 ml methanolu. Vzorek J1 byl rozpustén v 1 ml chloroformu.
Pfed kazdym mérenim vzorku byla zméfena opticka otacivost Cistého rozpoustédla (slepy
pokus). Vzorky byly prevedeny do méfici kyvety a uzavieny na obou koncich sklenénymi
¢ockami, prichycenymi Srouby. Kazdy vzorek byl 5x zméren, hodnoty byly zpriimérovany a byla

vypoctena specifickd otacivost podle vzorce (79):
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100 X a
cxl
a...opticka otacivost [°]

t....teplota pfi méreni [°C]
D...spektralni linie D sodikového svétla (589,3 nm)
c....koncentrace latky v g/l

... sila mérené vrstvy [dm]

Vysledky specifické optické otacivosti byly u jednotlivych alkaloid(i porovnany s literaturou.
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4.3 1ZOLACE ALKALOIDU Z FRAKCE GV-3

Pfedmétem mé prace bylaizolace alkaloid(i z frakce GV 32-42 (GV-3), jejiZ prvotni mnoZstvi
¢inilo 1,3 g. Pomoci analytické chromatografie na tenké vrstvé (TLC) byla zjisténa vhodnda smés
mobilni faze pro rozdéleni extraktu metodou flash chromatografie. Vzorek GV-3 byl rozdélen

na 11 podfrakci oznacené pismeny A—K.

4.3.1 Priprava roztéru pro flash chromatografii

Do banky se vzorkem bylo pfiddano malé mnozstvi chloroformu na rozpusténi a promyti.
Na odparovaci misce byla vytvofena smés smichanim 2,2 g silikagelu (SILIKAGEL 60, 0,04—
0,063 mm) a chloroformového roztoku. Po dobu 20 minut bylo ze smési odparovadno
rozpoustédlo na vodni lazni (100 °C) za intenzivniho michdani. Bylo docileno jemného, svétle

hnédého prasku. Zbytkova vlihkost byla ze smési odstranéna v exsikatoru.

4.3.2 Flash chromatografie

Flash chromatografie byla pouZita na misto sloupcové chromatografie pro rozdéleni
primarniho extraktu. lzokratickd eluce probihala ve dvou krocich se skokové ménici se
koncentraci mobilni soustavy (Tabulka 3). Mobilni faze byla pomoci tlakové pumpy pfivadéna
do kolony ze dvou zasobnich lahvi. V prvnim kroku byla pouZita soustava cyklohexan /
ethylacetat, vdruhém methanol / ethylacetat. Pocitacem byla fizena poZzadovana koncentrace
mobilni faze ménici se v prabéhu déleni. V programu bylo také mozné kontrolovat zménu
tlaku, ktera znacila stoupajici odpor v koloné a pfipadné ucpani filtru. Pritokova rychlost byl
nastavena na 25 ml/min a kolona byla pred mérenim promyta mobilni fazi pro odstranéni
nezadouciho vzduchu a deaktivaci silikagelu. Kolona obsahovala 34,4 g silikagelu a pred ni byla
pfipojena predkolona se smési extraktu a silikagelu (pfipravend roztérem). Detekce pikd byla
provadéna pfi 254 nm, 270 nm, 280 nm a 366 nm. Konecné frakce byly jimany do specialnich
zkumavek a podle kontrolni TLC byly pospojovany frakce, které byly kvantitativné stejné

(Obrazek 11).
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Tabulka 3: SloZzeni mobilni faze pfi flash chromatografii a rozdéleni frakce GV-3

ca.s rozpoustédlo [%] frakce hmotnost [mg]
[min]
1. krok Cyklohexan ethylacetat A 22,2
0.-10. 80 20 B 14,2
10.-16. 75 25 C 558,6
16.-22. 70 30 D 27,1
22.-28. 60 40 E 32,6
28.-34. 50 50 F 1,9
34.-40. 35 65 G 37,7
40.-46. 20 80 H 40,6
46.-52. 0 100 | 10,1
2. krok Ethylacetat methanol J 92
0.-3. 100 0 K 84,8
3.-9. 99 1
9.-15. 98 2 celkem 921,8
15.-21. 95 5
21.-27. 90 10
27.-33. 80 20
33.-39. 65 35
39.-45. 50 50
45.-51. 0 100
T —

Obrazek 11 Kontrolni TLC chromatogram s alkaloidd v jednotlivych frakcich
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Kazda z frakci obsahovala vice nez jeden alkaloid, a proto byla prace dale zamérena na
izolaci alkaloidl z podfrakci C a J (Obrazek 11), které obsahovaly nejvétsi mnozstvi vzorku
(Tabulka 3).

Pro separaci podfrakce C, jejiz mnozstvi Cinilo 558,6 mg, bylo vyuZito 12 litych desek.
K chromatografii byla vybrdna soustava S2. Separované alkaloidy byly precistény od silikagelu
pomoci vodni vyvévy, kterd urychlila promyvani smési rozpoustédlem. Doslo k rozdéleni na 5

podfrakci oznacenych C1 az C5, jejichz mnozstvi je uvedeno v Tabulce 4.

Tabulka 4: Rozdéleni podfrakce C preparatiivni TLC

Podfrakce Hmotnost [mg]
c1 384,1
Cc2 28,1
c3 6,2
c4 23,2
(65) 16,9

K dalsi izolaci byla vybrdna podfrakce C1, ktera byla preparativni chromatografii délena
v mobilni soustavé S3 za poutziti 10 litych desek. Podfrakce byla rozdélena na tfi zény,

oznacené Cl-a, C1-b a Cl1-c (Tabulka 5).

Tabulka 5: Rozdéleni podfrakce C1 preparativni TLC

Podfrakce Mnozstvi [mg]
Cl-a 258,0
Cl-b 21,0
Cl-c 16,6

Podfrakce Cl-a se pfi analytické TLC stale délila na nékolik zén. Analyzou na plynovém
chromatografu byla zjisténa pfitomnost pouze jednoho hlavniho alkaloidu, ¢imz byla
potvrzena moznost, Ze se alkaloid rozklada v kontaktu s adsorbentem silikagelem. Vzorek C1-a

bylo jeSté potreba predistit pred strukturni analyzou od minoritnich nedistot.
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Izolovany alkaloid bylo potfeba predistit predtim, nez u néj byla uréena struktura analyzou
NMR. PreciSténi probihalo vytfepavanim do ethylacetdtu v délici nalevce. Extrakt byl
rozpustén v5 % HCl a pfidanim malého mnoiZstvi ethylacetat byly vytvoreny dvé oddélené
faze. Nasledné byl po ¢astech pridavan roztok 10 % Na,COs aZ do doby, kdy bylo lakmusovym
papirkem potvrzeno alkalické prostfedi ve vodné fazi. Ethylacetatova faze byla doplnéna
rozpoustédlem, aby zhruba odpovidala mnoZstvi vodné fazi. Vytfepdvani do ethylacetatu bylo
2x opakovdno a ziskané vytrepky byly slouc¢eny do jednoho. Pomoci vakuové odparky bylo
odpareno rozpoustédlo a pro odstranéni poslednich zbytk( vody byl k roztoku ptidan siran
horecnaty.

Podfrakce Cl-a stdle nedosahovala Cistoty vhodné pro strukturni analyzu, a proto byla
preciSténa preparativni TLC za pouziti 6 komerénich desek s adsorbentem oxidem hlinitym.
Z celkového mnoizstvi 258 mg bylo na chromatografii z ekonomickych dlivodd odebrano 91,4
mg vzorku. Podfrakce byla rozpusténa v 0,8 ml ethanolu a 0,8 ml chloroformu. Na zakladé
analytické TLC byla vybrana mobilni soustava S4. Z chromatogrami byla odebrana jedna zéna,
kterd byla eluovana z oxidu hlinitého. Rozpoustédlo byla odpafeno na vakuové odparce a
posléze na vodni lazni. Byla izolovana Zluto-bila krystalicka latka (C1-a-1) v mnozZstvi 35,3 mg.

(Obrazek 12)

Podfrakce J (92 mg) byla rozpusténa v malém objemu chloroformu a rozdélena
preparativni TLC na dvé zény v mobilni soustavé S5 (2x). K separaci byly pouzity komercni
hlinikové desky se silikagelem. Odebrané zony byly opét precistény v chromatografické koloné
za poutziti vodni vyvévy. Rozpoustédlo bylo odpafeno pomoci vakuové odparky. Byly ziskany

dvé Cisté krystalické latky oznacené J1 (4,14 mg) a J2 (29,5 mg) (Obrazek 12).
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Obrazek 12 TLC izolovanych alkaloid( C1-a-1 (nalevo) a J1,J2 (napravo)
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4.4 STANOVENI BIOLOGICKE AKTIVITY

4.4.1 Stanoveni anticholinesterasové aktivity

4.4.1.1 Chemikdlie a ¢inidla

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

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

e Chlorid sodny - NaCl p. a. (Lachema, Brno)

e Dimethylsulfoxid - DMSO p. a. (Sigma Aldrich, Némecko)

e Dihydrogenfosforec¢nan draselny bezvody - KH,PO4
p. a. (Lach-Ner, Neratovice)
¢ Dihydrogenfosforec¢nan sodny dihydrat - NaH,PO4 . 2H,0
p. a. (ing. Svec — Penta, Praha)
e 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina 2 98% - DTNB
p. a. (Sigma Aldrich, Praha)
e Hydrogenfosforecnan disodny bezvody - NaH,PO4

p. a. (ing. Svec — Penta, Praha)

4.4.1.2 Priprava cCinidel a pufru pro stanoveni inhibicni aktivity vici hAChE a hBChE

e 100 mM fosfatovy pufro pH 7,4

Pufr byl pfipraven smisenim zdsobnich roztok( A (57 ml), B (243 ml) a vody (300 ml). Pro
pfipravu 200 mM roztoku A bylo rozpusténo 24,0 g NaH;PO4 v 1 | vody a 200 mM roztoku B
zase 28,4 g NaHPO4 v 1l vody.

e Roztok 5mM DTNB
Slabé nazloutly roztok byl pfipraven rozpusténim DTNB ve fosfatovém pufru (100mM,
pH 7,4). MnoZstvi latek bylo zvoleno tak, aby vznikl 5 mM roztok. Cinidlo bylo uchovéavano pfi

4 °C maximalné 1 tyden.
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e Roztok 10mM ATChl
ATChI bylo rozpusténo ve vodé v takovém mnozZstvi, aby bylo dosazeno koncentrace
10 mM a aby byla zachovana ¢irost roztoku. Cinidlo bylo uchovavano pii 4 °C maximalné 1

tyden.

e Roztok 10mM BuTChl
BuTChl bylo rozpusténo ve vodé v takovém mnozstvi, aby bylo dosazeno koncentrace
10 mM a aby byla zachovana ¢irost roztoku. Cinidlo bylo uchovavano pfi 4 °C maximalné 1

tyden.

4.4.1.3 Priprava rekombinantnich enzym(

Enzymy AChE a BChE pro toto stanoveni byly pfipraveny rekombinantni technologii na
Katedfe chemie, Pfirodovédné fakulty, Univerzity Hradec Kralové. Enzymy se nachdazely na
nosném médiu, které bylo natedéno fosfatovym pufrem vtakovém mnoistvi, aby byla
hodnota absorbance pro AChE 0,08-0,15 a pro BChE 0,15-0,20. Ptipravend smés byla

rozpipetovana do eppendorfek a uchovdvana v mrazaku pfi -22 °C do doby pouziti.

4.4.1.4 Stanoveni procenta inhibice a inhibicni koncentrace ICso

Nejprve bylo zméfeno procento inhibice u vSech izolovanych alkaloidd vramci
screeningového méreni pfi urcité koncentraci. Inhibi¢ni koncentrace ICsp byla stanovena
pouze pokud byla inhibice vy3si nez 50 % pfi 100 uM (koncentrace vzorku v jamce). Stanoveni
bylo zapocato napipetovanim 8,3 ul Cistého média do 6 jamek mikrotitra¢ni desticky. Po
pridani 283 ul 5 mM DTNB a 8,3 ul DMSO byl roztok promichavan na mikrotfepacce po dobu
1 minuty a poté inkubovan 5 minut pfi 37 °C v komote readeru. Nasledné byl pfidan substrat
(ATChI ¢i BUTChl) a pfi vinové délce 412 nm byla zmérena absorbance a stanovena aktivita
enzyml. V druhém pripadé bylo postupovano obdobné, ale misto 8,3 pl DMSO byl
napipetovan roztok latky pfislusné koncentrace. DMSO byl napipetovdn samostatné do jedné
rady jako slepy vzorek.

Ke zméreni absorbance byla vyuZita Ellmanova spektrofotometrickd metoda (80), kdy byl
sledovan jeji narust za 1 minutu. Hodnoty ICsp jsou vypocitany ze ziskanych hodnot poklesu

aktivity AChE nebo BChE nelinedarni regresi v programu GraphPaD Prism (verze pro Windows;
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vyrobce GraphPaD Software, San Diego, CA, USA). Procento inhibice bylo vypoc¢teno pomoci

vzorce:

A ABL
0, — — -
%l = 100 (100><AASA)
kde AABL znamena pokles absorbance slepého vzorku béhem 1 min a AASA znamenad
absorbance testovaného vzorku béhem 1 min.

Vysledné hodnoty inhibi¢ni koncentrace alkaloidd byla porovnana se standardy, galanthamin

a fyzostigmin (Tabulka 6 a 7).

4.4.2 Stanoveni cytotoxicity

4.4.2.1 Chemikdlie a Cinidla

e Dimethylsulfoxid - DMSO p. a. (Sigma Aldrich, Némecko)
¢ Thiazolyl blue tetrazolium bromid - MTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e RPMI 1640 Medium, no phenol red (BioTech, Prague, Czech Republic)

4.4.2.2 Stanoveni viability bunék po expozici alkaloidy

Ke zméreni cytotoxicity byla vyuzita bunécéna linie jaterniho karcinomu HepG2 ziskana od
spole¢nosti ECACC (Health Protection Agency Culture Collections, Salisbury, UK). Bunécné
linie byly umistény do 96 jamek, pfi¢emZ v jedné bylo pfiblizné 50000 bunék. Inkubace
probihala po dobu 24 hodin. Vzorky s alkaloidy byly rozpustény v rlznych koncentracich
DMSO. Na ¢ast bunék v desticce byly aplikovany testované latky a druhd ¢ast poslouzila jako
standard. Obé skupiny bunék byly inkubovany pfi 37 °C po dobu 24 hodin v prostredi s 5%
obsahem CO.. Po inkubaci byl k vzorkiim pridan roztok MTT v RPMI 1640 médiu a nasledovala
dalsi inkubace po dobu 30 minut za stejnych podminek. Vzniklé formazanové krystaly byly
rozpustény v DMSO a u vzork( byla zmérena absorbance pfri vinové délce 570 nm pfistrojem
Synergy Neo2 Multi-Mode Reader NEO2SMALPHAB; BioTek, Vermont, USA. Hodnoty ICso byly
vypocteny nelinearni regresi v programu GraphPad Prism software (version 9; GraphPad
Software, Inc., La Jolla, CA, USA). Vysledkem experimentu byla inhibi¢ni koncentrace, ktera
snizila viabilitu (Zivotaschopnost) bunék jaterniho karcinomu z maximalni viability na polovi¢ni

(ICs0).

54



5 VYSLEDKY

5.1 IZOLOVANE ALKALOIDY

Vysledkem izolace z frakce GV-3 byly tfi Cisté alkaloidy. Latky byly analyzovany GC/MS-El a
NMR metodami. Podle ziskanych dat byly urceny jejich struktury, které se shodovaly s daty
nalezenymi v literature. U alkaloidi GV3-J1 a GV3-J2 z dlivodu nedostatku dat nemohla byt

uréena absolutni konfigurace.

5.1.1 1,2-DIDEHYDROASPIDOSPERMIDIN (GV3-C1-A-1)

Synonymum: eburenin

Sumarni vzorec
Ci9H24N;

Molekulova hmotnost
280,41

GC/MS-El analyza

[M+H]*m/z (%) = 70(22), 115(22), 124(18), 125(27), 128 (18), 154(13), 156(17), 157(14),
167(14), 168(17), 169(13), 180(15), 181(20), 182(20), 183(12), 194(39), 195(17), 196(11),
197(12), 208(31), 210(94), 211(24), 212(11), 222(13), 251(43), 252(16), 279(12), 280(100),
281(25)

NMR analyza
Spektra H i 13C byla ve shodé s referenéni literaturou (81).
Opticka otacivost

[a]5*® = +174,3° (MeOH; c = 0,1)
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5.1.2 ZENKEREN (GV3-J1)

Synonymum: Deoxydihydronorfluorokurarin

Sumarni vzorec
Ci9H22N;

Molekulova hmotnost
278,39

GC/MS-El analyza

[M+H]*m/z (%) = 77(22), 82(10), 91(18), 93(9), 108(9), 115(16), 117(12), 120(9), 122(36),
130(33), 131(33), 143(23), 144(38), 148(40), 150(9), 167 (14), 168(10), 180(20), 181(19),
182(10), 193(9), 194(15), 206(11), 208(9), 225(15), 249(11), 263(24), 277(19), 278(100),
279(21)

NMR analyza

1H NMR (500 MHz, CD30D) 6: 7,06 (dd, J = 7,5 Hz, ) = 1,2 Hz, 1H), 7,01 (td, J = 7,5 Hz,J = 1,2
Hz, 1H), 6,71 (td, J =7,5Hz, ) = 1,2 Hz, 1H), 6,61 (dd, J = 7,5 Hz, J = 1,2 Hz, 1H), 5,62-5,54 (m,
1H), 5,16 (bs, 1H), 5,07-5,06 (m, 1H), 4,10 (bs, 1H), 3,67 (d, J = 13,7 Hz, 1H), 3,41-3,37 (m, 1H),
3,35 (d, prekryv, J = 13,7 Hz, 1H), 3,33-3,25 (m, pfekryv, 1H), 3,23 (bs, 1H), 3,02 (dt, J = 11,3
Hz, ) = 6,8 Hz, 1H), 2,27 (dt, ) = 13,7 Hz, ) = 6,8 Hz, 1H), 2,20-2,11 (m, 1H), 2,06 (dt, J = 13,7 Hz,
J=2,8 Hz, 1H), 1,98 (dt, ) = 13,7 Hz, J = 3,5 Hz, 1H), 1,67 (d, J = 6,8 Hz, 3H).

13C NMR (126 MHz, CD30D) 6: 151,8, 150,9, 134,3, 129,2, 123,2, 121,9, 120,0, 114,0, 110,5,
69,6, 65,5, 56,3, 54,9, 46,8, 42,0, 39,7, 26,6, 12,9.

Opticka otacivost

Vzorek nebylo mozné ve standardnich rozpoustédlech rozpustit v poZzadované koncentraci.
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5.1.3 19,20-DIHYDROVINKANIN (GV3-J2)

Synonymum: 2,16-Didehydrokuran-17-al

H
o= N

Sumarni vzorec
Ci9H22N20
Molekulova hmotnost
294,39

GC/MS-El analyza

[M+H]*m/z (%) = 70(14), 84(29), 94(15), 99(17), 123(48), 139(8), 154(13), 166(12), 167(58),
168(66), 169(8), 180(36), 181(17), 182(22), 194(16), 195(19), 196(19), 197(20), 207(9),
208(17), 209(15), 210(31), 221(8), 224(9), 225(100), 226(21), 238(8), 265(12), 294(41), 295(8)

NMR analyza

1H NMR (500 MHz, CDCls) 8: 10,05 (bs, 1H), 9,15 (s, 1H), 7,23 (dd, J = 7,5 Hz, J = 1,2 Hz, 1H),
7,16 (td, ) = 7,5 Hz, } = 1,2 Hz, 1H), 6,97 (td, J = 7,5 Hz, J = 1,2 Hz, 1H), 6,87 (dd, ) = 7,5 Hz, ) =
1,2 Hz, 1H), 3,96-3,91 (m, 1H), 3,09 (td, J = 11,5 Hz, J = 6,8 Hz, 1H), 3,02—2,89 (m, 3H), 2,85
(dd, ) =11,5 Hz, J = 6,8 Hz, 1H), 2,14 (ddd, J = 13,1 Hz, J = 3,6 Hz, ) = 2,5 Hz, 1H), 1,98 (t, ) = 12,0
Hz, 1H), 1,89 (dd, J = 13,1 Hz, J = 6,8 Hz, 1H), 1,78-1,67 (m, 1H), 1,41 (ddd, J = 13,1 Hz, J = 3,6
Hz, J = 2,5 Hz, 1H), 1,37-1,27 (m, 1H), 1,23-1,13 (m, 1H), 1,00 (t, J = 7,4 Hz, 3H).

13C NMR (126 MHz, CDCls) &: 190,3, 172,8, 143,8, 136,0, 127,6, 122,0, 120,0, 110,4, 108,1,
61,5,57,2, 54,3, 51,0, 43,4, 38,9, 33,1, 31,6, 26,3, 11,5.

Opticka otacivost

[]%° = - 887,1° (MeOH; c = 0,1)
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5.2 STANOVENI BIOLOGICKE AKTIVITY

5.2.1 Vysledky inhibicni aktivity vici cholinesterasam

U viech izolovanych alkaloidd bylo méfeno procento inhibice pfi koncentraci 100 uM v(ci
acetylcholinesterase a butyrylcholinesterase.
alkaloidut, které byly v dostate¢ném mnoiZstvi a u kterych dosahovala procento inhibice

hodnoty vyssi nez 50 %. Kromé namérenych hodnot alkaloid( jsou v Tabulce 6 a 7 také

uvedeny hodnoty standard(.

Inhibi¢ni koncentrace byla stanovena u

Tabulka 6: Vysledky inhibi¢ni aktivity izolovanych alkaloidd vici cholinesterasam

AChE
alkaloid
% inhibice, 100 uM ICs0 (M)
1,2-didehydroaspidospermidin 0,17 +2,73 -
zenkeren 2,49+1,25 -
19,20-dihydrovinkanin 4,64 + 3,52 -
galanthamin 94,88 £+ 0,43 2,01+0,14
fyzostigmin 100 0,20+0,01

Tabulka 7: Vysledky inhibi¢ni aktivity izolovanych alkaloid(i vii¢i cholinesterasam

alkaloid

BChE

% inhibice, 100 uM

ICs0 (LM)

1,2-didehydroaspidospermidin 89,20+ 0,38 10,71+ 2,72
zenkeren 58,30+ 2,01 -
19,20-dihydrovinkanin 58,58 + 1,89 75,69 £ 22,33
galanthamin 68,23 +1,24 33,69+ 2,66
fyzostigmin 100 0,30+0,01
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5.2.2 Vysledky cytotoxicity
Viabilita bunék jaterniho karcinomu byla méfena po inkubaci s izolovanymi alkaloidy ve
tfech rdznych koncentracich. Namérené hodnoty cytotoxicity a hodnoty standardu

doxorubicinu jsou uvedeny v Tabulce 8.

Tabulka 8: Vysledné hodnoty cytotoxicity izolovanych alkaloid(

Viabilita %
Alkaloid

¢ (50 pum) ¢ (10 um) c(1um)

1,2-didehydroaspidospermidin 79,59 +2,56 | 98,22 +2,64 | 100,85 + 4,88

zenkeren 98,14 + 3,23 | 99,93+4,82 | 102,19 +4,75
19,20-dihydrovinkanin 86,01 +2,59 | 90,24 + 8,46 -*
Doxorubicin

- 66,04 + 4,07 | 83,00+1,23
(ICso0 = 30,30 +1,74 pM)

* vzorek nebylo moZné v poZzadované koncentraci rozpustit
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6 ZAVER A DISKUZE

U extraktu zklry rostliny GV i zni izolovanych alkaloidli byla v nékolika studiich
zaznamendna vyznamnad anticholinesterasova aktivita in vitro i in vivo (39; 57). Na zakladé
téchto poznatkl byl alkaloidni extrakt vramci zaméreni vyzkumné skupiny ADINACO
podroben screeningové studii na stanoveni anticholinesterasové aktivity. Vysledky (AChE =
15,19 + 0,96 pg/ml, BChE = 0,37 + 0,049 pg/ml) byly v souladu s pfedchozimi studiemi a vedly
k vybrani této rostliny pro izolaci novych alkaloidd odpovédnych za tuto aktivitu, véetné
zhodnoceni jejich toxicity.

Izolace alkaloidd zapocala zpracovanim suSené klry z kmene a ziskdnim primarni
ethanolového extraktu. Z extraktu byla vytfepavanim do etheru a precistovanim ziskana smés
alkaloidu, kterou se podafrilo pomoci sloupcové chromatografie rozdélit na 16 frakci. Z frakce
GV-3 byly v ramci této prace izolovany 3 alkaloidy v dostatecném mnoZstvi k dalSimu testovani
- 1,2-didehydroaspidospermidin (GV3-Cl-a-1), zenkeren (GV3-J1) a 19,20-dihydrovinkanin
(GV3-J2).V literature je o téchto alkaloidech jen velmi malo informaci a Zadné studie nezminuji
jejich izolaci z druhu G. vellosii Allemao. Alkaloid 1,2-didehydroaspidospermidin byl poprvé
izolovan roku 1963 z druhu Aspidosperma quebracho blanco Schltdl (82). Je také obsaZzen
v rostlinach Rhazya stricta Decne. (83), Kopsia arborea Blume (84) a Rauvolfia serpentina (L.)
Benth. ex Kurz (85). Zenkeren byl poprvé izolovan z druhu Strychnos zenkeri Gilg et Baker roku
1997 (86). O 19,20-dihydrovinkaninu se okrajové zminuji 3 ¢lanky, nejstarsi z roku 1963, jejichz
obsah je bohuzel nedostupny (87 - 89). U alkaloidi zenkerenu a 19,20-dihydrovinkaninu byly
také prvné popsany NMR spektra, které nebyly prozatim zminény v Zadnych zdrojich. Z tohoto
divodu u téchto dvou alkaloidd nemohla byt na zakladé NMR dat uréena absolutni
konfigurace. K jeji uréeni je v budoucnu potfeba provést x-ray analyzu, ¢i zméreni cirkularniho
dichroismu.

V rdmci této prace byla u téchto alkaloidl stanovena biologicka aktivita in vitro vibec
poprvé. Nejprve bylo zjisténo procento inhibice enzym AChE a BChE pfi koncentraci 100 uM.
Inhibice AChE byla u vSech enzym(l £ 5 %, coZ znadi nevyznamnou aktivitu a nebyl zde divod
ke stanoveni inhibi¢ni koncentrace. V pfipadé druhého enzymu byly zaznamendany hodnoty >
50 %. Nejlepsi vysledek inhibi¢ni koncentrace vic¢i BChE vykazoval alkaloid 1,2-
didehydroaspidospermidin s ICso = 10,71 + 2,72 pg/ml. Tato aktivita je vyssi neZ napf. u

znamého léciva galanthaminu s ICso = 33,69 * 2,66. Inhibi¢ni koncentrace nebyla stanovena u
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alkaloidu zenkerenu, z dlivodu nedostateéného mnoizstvi. 19,20-dihydrovinkanin nevykazoval
v porovnani se standardy signifikantni anticholinesterasovou aktivitu.

Hepatotoxicita byla u alkaloidd stanovena pfi tfech koncentracich (50, 10 a 1 uM), kdy byla
sledovdna Zivotaschopnost bunécénych linii HepG2 po 24hodinovém plsobeni alkaloidd.
zenkeren. U méfeni alkaloidu 19,20-dihydrovinkaninu pfi koncentraci 1 pM vysly
nekonzistentni hodnoty, avsak lze predpokladat, ze by byla hodnota vy3si nez 90% podle
pfedchozich koncentraci. Z uvedenych vysledkd plyne, Ze izolované alkaloidy by nemély byt
hepatotoxické, avsak pro presnéjsi zhodnoceni toxicity je tfeba detailnéjsich studii.

V dostate€ném mnozstvi byly izolovany dva alkaloidy, u kterych bude mozné pokracovat
ve stanoveni dalSich biologickych testl souvisejici s patofyziologii AD jako napf. inhibice
enzymu prolyl-oligopeptidasy, ¢i glykogen synthasy kinasy 3B. V blizké budoucnosti u nich

bude rovnéz testovana i antimalaricka aktivita.
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Strom GV, béiné rostouci v Amazonskych destnych pralesich, obsahuje pocetné mnozstvi
indolovych alkaloidl, které by mohly potencidlné pfrispét klécbé neurodegenerativnich
onemocnéni jako je Alzheimerova choroba. Diplomova prace navazuje na dfivéjsi studii
skupiny ADINACO, ve které byl z43 kg suSené drcené kury ptipraven etherovy alkaloidni
extrakt a také rozdélen sloupcovou chromatografii na 16 frakci (GV). Prace pokracuje
rozdélenim frakce GV-3 (1,37g) na 11 podfrakci (A-K) za pouziti flash chromatografie. Na
zakladé vysledkl analytické TLC, byla dale prace zamérena na podfrakce C a J, ze kterych byly
izolovany 3 alkaloidy pomoci preparativni TLC. Analyzou NMR a GC/MS-EI byly uréeny
struktury latek a byla ovérena jejich Cistota. lzolované latky byly identifikovany jako
19,20-dihydrovinkanin, 1,2-didehydroaspidospermidin a zenkeren. Anticholinesterasova
aktivita byla stanovena testovanim vici lidské rekombinantni acetylcholinesterase (hAChE) a
butyrylcholinesterase (hBChE). Inhibice hAChE byla nizka u vSech alkaloidli, naproti tomu
inhibice hBChE byla signifikantné vyssi. Nejlepsi inhibi¢ni aktivitu prokazal alkaloid 1,2-
didehydroaspidospermidin s ICso = 10,7 uM (hBChE). U alkaloid(i byla také mérena schopnost
inhibice rGstu bunéénych linii jaterniho karcinomu HepG2. Zadna z latek nebyla vyznamné

hepatotoxicka.
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The Geissospermum vellosii, a tree traditionally growing in the Amazon rainforest is rich in
indole alkaloids, which showed a potential effect in the treatment of cognitive degeneration
such as Alzheimer’s disease. In the previous study of ADINACO group, a diethylether alkaloidal
extract from 43 kg of dried crushed stem bark was prepared and separated by column
chromatography into 16 fractions (GV). In this study, we used flash chromatography to further
separate the fraction GV-3 (1.37 g) into 11 subfractions (A—K). Based on control TLC, we
focused on subfractions C and J, from which three alkaloids were isolated by preparative TLC.
The NMR and GC/MS-EI techniques determined the structure and confirmed the purity of the
obtained compounds. The compounds were identified as 19,20-dihydrovincanine,
1,2-didehydroaspidospermidine and zenkerene. In order to study antineurodegenerative
activities, the alkaloids were tested against human acetylcholinesterase (hAChE) and
butyrylcholinesterase (hBChE). The measured inhibition for the hAChE was negligible, but the
inhibition activity against hBuChE was substantially higher for all compounds. The best activity
presented 1,2-didehydroaspidospermidine with 1Csp = 10.7 uM for hBChE. All compounds

were also assessed to be non-cytotoxic on hepatocarcinoma cells lines HepG2.
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