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1 UvoD

Lidé od nepaméti vyuZivaji léciva pfirodniho plvodu k Ié¢bé rlznych druhd
onemocnéni. V mnoha kulturdch tvofi tradi¢ni medicina zaloZzenda na obsahovych latkach
|éCivych rostlin zékladni pilif péfe o zdravi. Mezi produkty rostlinného metabolismu patfi
kromé primarnich metabolitl také sekundarni metabolity. Jednou z nejrozmanitéjsich skupin
sekundarnich metabolitl jsou alkaloidy. Pravé alkaloidy jsou velmi vyznamné z hlediska
biologické aktivity a staly se tak pfedmétem mnoha studii. Alkaloidy poskytuji Sirokou Skalu
biologickych aktivit, mezi které patfi napt. anticholinergni, antimalarickd, antipyreticka,
a mnohé dalsi (Debnath et al., 2018).

Cilem této diplomové prace bylo studium biologické aktivity testovanych alkaloid(
izolovanych zrodu Geissospermum Allemdo celedi Apocynaceae, konkrétné zdruhu
Geissospermum vellosii Allemdo. Jednad se o vyznamny rod, vyskytujici se na Uzemi Jizni
Ameriky, a to zejména v oblastech Brazilie, Bolivie, Guyany a Venezuely. Tento rod je zdrojem
pfedevsim indolovych alkaloid(i, u kterych byla prokdzana vyznamna biologickd aktivita.
Za objevem rodu Geissospermum Allemado stoji doktor Francisco Freire Allemao, ktery
tak ucinil ve Ctyricatych letech 19. stoleti. Od té doby bylo predevsim z kliry strom( tohoto
rodu izolovdno mnoho alkaloid(, u kterych je zkoumdna jejich biologicka aktivita (zejména
antimalaricka, antineoplasticka, anticholinesterasova a analgetickd) (Camargo et al., 2013).
V této diplomové praci se zaméruji na studium anticholinesterasové aktivity testovanych
alkaloidl, studium prechodu testovanych alkaloid(i pres hematoencefalickou bariéru (HEB)
a stanoveni jejich cytotoxicity. Testované alkaloidy byly izolovany v ramci diplomovych praci
na Katedre farmakognozie a farmaceutické botaniky na Farmaceutické fakulté Univerzity
Karlovy v Hradci Kralové.

Jiz v minulosti byly izolované alkaloidy z kiiry stromu G. vellosii podrobeny studiu
anticholinesterasové aktivity, a nékteré z nich se jevi jako velmi slibné molekuly (Lima et al.,
2009; Lima et al.,, 2020). Vyznamnd anticholinesterasova aktivita testovanych alkaloid(
predstavuje slibny zdroj pro vyvoj novych Iéciv k Ié¢bé Alzheimerovy choroby. Alzheimerova
choroba je progresivni neurodegenerativni onemocnéni, které postihuje centralni nervovou
soustavu (CNS). Tato choroba je povaZovana za celosvétovy zdravotni problém. V soucasné
dobé se kterapii této choroby vyuZivaji predevSim inhibitory cholinesteras, jejichz
mechanismus spociva v blokaci enzym, které odbouravaji acetylcholin (ACh), ¢imz dochazi
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ke zvySeni hladiny ACh v CNS a zmirnéni pfiznakh onemocnéni. Inhibitory cholinesteras
spolecné s antagonisty N-methyl-D-aspartatového receptoru cili na zlepSeni kognitivnich funkci
pacientl, nicméné nezabranuji progresi tohoto onemocnéni. Vzhledem k limitovanym
mozZnostem stavajici |écby a jejich nezddoucim Ucinkim je snaha o vyvoj inovativnich |éCiv stale

aktualni (Breijyeh & Karaman, 2020).



2 CILE PRACE

e Navazani na predeslé diplomové prace, v ramci kterych byly izolovany alkaloidy.

e Vypracovani literarni reSerSe se zamérenim na fytochemicky zpracované druhy rodu
Geissospermum Allemao.

e \/ypracovani literarni reSerSe se zamérenim na porovnani metod, které se uplatiuji
pfi hodnoceni inhibiéni aktivity cholinesteras, hodnoceni prechodu Ilatek
pres hematoencefalickou bariéru a hodnoceni bunécné viability.

e Stanoveni biologické aktivity testovanych alkaloid(i, konkrétné stanoveni inhibiéni
aktivity vici rekombinantni humanni acetylcholinesterase a butyrylcholinesterase
s pouzitim Ellmanovy metody. Stanoveni prechodu testovanych alkaloid(
pres hematoencefalickou bariéru pomoci testu paralelniho pronikdni umélou
membranou. Stanoveni bunééné viability s pouzitim metody MTT.

e Zpracovani a vyhodnoceni vysledka.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Alkaloidy

Alkaloidy se fadi mezi vyznamné sekunddrni metabolity, které jsou produkovany
zejména vysSimi rostlinami, ale i nizSimi houbami, bakteriemi nebo napf. obojzZivelniky.
Alkaloidy jsou charakterizovdny jako heterocyklické slouéeniny odvozené predevsim
od aminokyselin (AMK). Jednd se o organické dusikaté baze, které ve své strukture obsahuji
alespon 1 atom dusiku. Vétsina alkaloidl se jevi jako pevné bezbarvé latky, které vykazuji
lipofilni charakter a Spatnou rozpustnost ve vodé. Pokud se vyskytuji ve formé soli, jsou naopak
velmi dobfte rozpustné ve vodé. Casto obsahuji jedno nebo vice chirdlnich center, jednd se tedy
o opticky aktivni latky. Stavebnimi kameny vétSiny alkaloid(i jsou AMK, jako je napft. lysin,
ornitin, fenylalanin, tyrosin, tryptofan a dalsi. Mezi alkaloidy najdeme i ty, které vznikaji
z kyseliny nikotinové (nepatfi mezi AMK). Struktura nékterych alkaloid(i mize byt zaloZena
i na terpenoidnim nebo napf. steroidnim skeletu. Pravé alkaloidy, na rozdil od protoalkaloid(
a pseudoalkaloid(i, obsahuji dusik integrovany do struktury heterocyklu, ktery pochazi
z prekurzorové AMK. Protoalkaloidy obsahuji uhlovodikovou ¢ast prekurzorové AMK a dusik
maji zabudovany mimo heterocyklus. Ackoliv u pseudoalkaloidl dusik v jejich strukture
pochazi z AMK, zbylé ¢asti jsou produkty odlisnych biosyntetickych drah. Dle strukturniho typu
Ize alkaloidy délit na chinolinové, isochinolinové, tropanové, indolové a mnohé dalsi. Alkaloidy
jsou vyznamné z hlediska biologické aktivity a asto se jejich ucink( vyuziva v praxi (Aniszewski,

2007).

3.1.1 Indolové alkaloidy

Zakladem indolovych alkaloidi je indolové jadro, které je tvofeno bicyklickou
strukturou skladajici se z pyrrolu a benzenového jadra. Z rostlinnych material(i bylo izolovano
velké mnoistvi sloucenin s indolovou strukturou. Byly prozkoumadny jejich farmakologické
vlastnosti a zjistilo se, Ze indolové alkaloidy se vyznacuji silnou biologickou aktivitou. Mezi
vyznamné terapeutické vlastnosti indolovych alkaloidi patfi protirakovinnd, antibakterialni,

.....

v rostlinach z ¢eledi Apocynaceae, Loganiaceae nebo napf. Rubiaceae (Omar et al., 2021).

3.1.1.1 Zakladni strukturni typy indolovych alkaloidt
Indolové alkaloidy jsou odvozeny od AMK tryptofanu a jeho dekarboxyla¢niho produktu
tryptaminu. Indolové alkaloidy lze klasifikovat na jednoduché a slozené. Mezi jednoduché
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indolové alkaloidy se radi psilocybinovy typ a fysostigminovy typ. Zastupci psilocybinového
typu jsou latky psilocin a psilocybin, halucinogenni alkaloidy z rodu Psilocybe nebo napf.
Conocybe. Alkaloidem fysostigminového typu je fysostigmin, nachdazejici se v semenech
rostliny Physostigma venenosum Balf. (Fabaceae), ktery je typicky svoji anticholinesterasovou
aktivitou. Mezi slozené indolové alkaloidy patfi B-karbolinové alkaloidy, jejichz zastupci jsou
napt. harman, harmin a harmalin (Peganum harmala L., Nitrariaceae). Mezi sloZzené indolové
alkaloidy patfi dale ergolinovy typ, ke kterému se tadi ndmelové alkaloidy (ergotamin,
ergometrin, rod Claviceps). DalSim strukturnim typem indolovych alkaloid( je strychninovy
typ, do kterého patfi jedovaté alkaloidy strychnin a brucin, pochazejici ze semen Strychnos nux-
vomica L. (Loganiaceae) (Aniszewski, 2007). V Tabulce 1 je uveden prehled vybranych

indolovych alkaloidd jednotlivych strukturnich typa.

Tabulka 1 Zdkladni strukturni typy indolovych alkaloidi (Aniszewski, 2007)

Strukturni typy Chemicka struktura Strukturni typy = Chemicka struktura
NH. .—’;\N
’ B-karbolinovy /!
Prekurzorova AMK A\ N
" typ N CHs
L-tryptofan !
L-tryptofan harman

Psilocybinovy typ

/CHs

(indolalkylaminovy N \cH3 Ergolinovy typ
typ) N
psilocin
CH;
| HiC
Fysostigminovy ””\ro l Strychninovy
typ ° N typ
fysostigmin
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3.2 Celed Apocynaceae

Celed Apocynaceae (tojestovité) predstavuje velmi riznorodou ¢eled krytosemennych
rostlin. Do této Celedi fadime sukulenty, byliny, ale i stromy, polokere, kete a lidny. Vyskytuji
se po celém svété, s dominanci stromd a lidn ve vlhkych tropech a subtropech, sukulenty
se nachazeji prevazné v suddich oblastech. Celed Apocynaceae je velmi vyznamna diky
bohatému obsahu alkaloidl s celou fadou farmakologickych aktivit. Mimo jiné je také zdrojem
dalSich obsahovych latek jako jsou napf. terpenoidy, flavonoidy, glykosidy ¢i fenoly. Alkaloidy
z Celedi Apocynaceae vykazuji Siroké spektrum biologickych aktivit zejména diky svym
se péstuji také jako okrasné rostliny (Bhadane et al., 2018). Tabulka 2 shrnuje taxonomické

zarazeni Celedi Apocynaceae.

Tabulka 2 Taxonomické zarazeni ¢eledi Apocynaceae (Global Biodiversity Information Facility,

2024)
Latinsky Cesky
Rise Plantae Rostliny
Podrise Streptophyta Streptofyty
oddéleni Tracheophyta Cévnaté
Pododdéleni Spermatophytina Semenné
Pododdéleni Angiospermae Krytosemenné
Trida Magnoliopsida Dvoudélozné
Rad Gentianales HoFcotvaré
Celed’ Apocynaceae Tojestovité

3.2.1 Vyznamné druhy celedi Apocynaceae

Mezi vyznamné druhy c¢eledi Apocynaceae z hlediska biologické aktivity obsahovych
latek jsou fazeny napi. Catharanthus roseus (L.) G.Don, Rauwolfia serpentina (L.) Benth
ex Kurz., Alstonia scholaris (L.) R.Br. a dalsi. Obsahové latky vinblastin a vinkristin, druhu
Catharanthus roseus (barvinkovec rliZzovy), jsou velmi dlleZité z hlediska antineoplastické
aktivity. Vinblastin a vinkristin funguji na principu inhibice mitézy. Vazi se na bunécné
mikrotubuly (konkrétné tubulin) a znemoznuji tak jejich funkci. V praxi se pouzivaji pfi éCbé

raznych typu rakoviny jako je napr. détska akutni lymfoblasticka leukémie, Hodgkinova choroba
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¢i rakovina prsu. Dalsi vyznamnou obsahovou latkou je reserpin, ktery je ziskavan z kofene
Rauwolfia serpentina (zmijovice hadova) a Rauwolfia vomitoria (zmijovice daviva). Reserpin je
znamy pro svoje antipsychotické a antihypertenzni ucinky. Africky kef Tabernanthe iboga
(iboga) je zdrojem alkaloid(i ibogainu a coronaridinu. Ibogain je psychoaktivni indolovy
alkaloid, ktery muze byt izolovan z kiry a kofene Tabernanthe iboga. V soucasnosti neexistuje
zadné schvdlené lékarské pouziti ibogainu. Coronaridin, izolovany z klry, kofene a listl
Tabernanthe iboga, vykazuje antihypertenzni a anticholinesterasovou aktivitu. Indolovy
alkaloid voacangin, izolovany z listu, kofene a klry Tabernaemontana catharinensis, je
zajimavy z hlediska antioxidacni, anticholinesterasové a expresivni protinadorové aktivity

(Aniszewski, 2007; Debnath et al., 2018).

3.2.2 Rod Geissospermum Allemao

Rod Geissospermum Allemdo byl objeven zhruba v poloviné 19. stoleti a je fazen
do Celedi Apocynaceae. Za objevem tohoto rodu stoji doktor Francisco Freire Allemao.
Zastupci rodu Geissospermum Allemao jsou stromy, které se vyskytuji predevsim na tzemi Jizni
Ameriky. V oblasti tradi¢ni mediciny hraji obsahové latky izolované z rodu Geissospermum
Allemao dulezitou roli. Jiz po mnoho let jsou vyuZivany k |é¢bé malarie, nddor(, bakteridlnich
infekci a bolesti. Do rodu Geissospermum Allemao je fazeno celkem 12 druh, z toho ale pouze
6 druh( bylo fytochemicky analyzovéno (G. argenteum, G. fuscum, G. vellosii, G. reticulatum,

G. sericeum a G. urceolatum) (Sajkowska-Kozielewicz et al., 2020).

3.2.2.1 Geissospermum vellosii Allemao

Druh Geissospermum vellosii Allemao (synonymum G. laeve Miers) (Apocynaceae) je
strom (Obrazek 1), vyskytujici se na uzemi Jizni Ameriky, a to konkrétné na Gzemi Brazilie
az Guyany. Jedna se o nejvyznamnéjsi druh rodu Geissospermum Allemao, ktery je také znamy
pod nazvem Pao pereira (PP). Klra G. vellosii je zdrojem indolovych alkaloidl, u kterych byla
zjisténa vyznamna biologicka aktivita. Tradi¢né se klra tohoto stromu vyuZziva pro svoje ucinky
proti bolesti, travicim obtizim, malarii a mnoha dalSim onemocnénim. V klinické praxi
se vyuzivaji extrakty z tohoto druhu k 1écbé onemocnéni jako je rakovina prostaty ¢i HIV/AIDS
(flavopereirin). Nékteré izolované alkaloidy jevi aktivitu a potencialni vyuZiti v oblasti |écby
Alzheimerovy choroby. Z kliry stromu G. vellosii bylo doposud izolovano 15 alkaloidd, prvni jiz
vroce 1877 (Camargo et al., 2013). Seznam vybranych izolovanych alkaloid(i je uveden

v Tabulce 3.
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Obrdzek 1 Geissospermum vellosii Alleméo (Global Biodiversity Information Facility, 2024)

Tabulka 3 Seznam vybranych izolovanych alkaloid(i z G. vellosii (Camargo et al., 2013)

Rod Izolované alkaloidy

12-methoxy-1-methylaspidospermidin
apogeissoschizin
flavopereirin
geissolosimin
geissoschizin
geissoschizolin
Allemao geissoschizon
geissospermin
geissovelin
pausperadin
pereirin
vellosimin
vellosiminol

Geissospermum vellosii

Lima et al. (2009) se ve svém vyzkumu zabyvali in vivo a in vitro hodnocenim
anticholinesterasové aktivity alkaloidniho extraktu a izolovanych alkaloidd z kiry G. vellosii.
Stanoveni inhibi¢ni aktivity bylo méreno vic¢i enzymdm ziskanych z rGznych druhi zvitat.
Vyznamnou inhibi¢ni aktivitu vykazovala frakce 1 pfi pH 7 v(déi acetylcholinesterase (AChE)
i butyrylcholinesterase (BuChE) v zavislosti na koncentraci. Testovani in vivo bylo zaméfeno
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na zkoumani vlivu frakce 1 na kognitivni funkce a prostorovou pamét mysi, které byly nejprve
utlumeny pouzitim skopolaminu. Test ukdzal, Ze frakce 1 zlepSila chovani a uceni mysi, ¢imz
potlacila Ucinek skopolaminu. Z hlediska prostorové paméti po podané frakci 1 doslo také
k vyraznému zlepsSeni. V zdvéru studie byla potvrzena silnad inhibi¢ni aktivita pfi testovani
in vitro vc¢i AChE a BUChE s mirnou selektivitou v(ici BUChE. In vivo testy potvrdily zlepSeni
kognitivnich funkci. Studie prokazala, Ze hlavnim inhibitorem cholinesterasy v PP je
geissospermin (Lima et al., 2009). V novéjsi studii z roku 2020 se Lima et al. zabyvali izolaci
4 indolovych alkaloid( z G. vellosii, jednalo se o geissoschizolin, geissoschizon, geissospermin
a 3',4',5',6'-tetradehydrogeissospermin. Cilem studie bylo hodnoceni anticholinesterasové
aktivity s vyuzitim modifikované Ellmanovy metody a stanoveni bunécné cytotoxicity MTT
testem in vitro. Na zakladé vysledk( vykazovaly vSechny testované alkaloidy inhibicni aktivitu
vUc¢i AChE i BuChE, svyjimkou geissosperminu, ktery inhiboval pouze BuChE. Z hlediska
testované cytotoxicity byl bezpecny pouze geissoschizolin, ktery na zakladé zjisténych vysledku
predstavuje velmi slibnou molekulu (Lima et al., 2020).

kmenové kary G. vellosii. Testovani probihalo s klasickym mySim modelem zanétu a bolesti.
Hodnocena byla frakce a ethanolovy extrakt kiry G. vellosii. Bolest a zanétliva reakce byly
vyvolany chemickymi ¢inidly (kyselina octova, formaldehyd, karagenan). Vysledkem testovani
bylo potladeni abdominalnich kfe¢i a snizeni zdnétu, a tedy potvrzeni protizanétlivé
a antinociceptivni aktivity u testované frakce in vivo. Ze studie také vyplyva, Ze mechanismus
pUsobeni testovanych latek pravdépodobné nesouvisi s opioidnim systémem,
ale s anticholinesterasovou aktivitou (Lima et al., 2016).

Indolové alkaloidy z klry G. vellosii byly podrobeny také testovani z hlediska
antineoplastické aktivity. Li et al. (2019) zkoumali funkéni mechanismus a terapeuticky
potenciadl B-karbolinového alkaloidu flavopereirinu pro lécbu kolorektalniho karcinomu.
Testovani bylo provedeno na bunéénych liniich kolorektdlniho karcinomu in vitro a in vivo.
Vysledky studie ukazaly, Ze flavopereirin sniZuje viabilitu nékterych bunécénych linii
kolorektéIniho karcinomu, dale podporuje zastavu bunééného cyklu G2/M faze a podporuje
vnitfni a vnéjsi apoptézu testovanych bunék kolorektalniho karcinomu (Li et al.,, 2019).
Antineoplastickou aktivitu extraktu z kiry G. vellosii potvrzuje také studie zabyvajici se ucinky
tohoto extraktu na karcinom prostaty (Bemis et al., 2009). Dalsi studie z roku 2013 zamérena

na testovani antineoplastické aktivity izolovanych alkaloidd G. vellosii uvadi, Ze pouzity extrakt
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z kary prokazal silnou protirakovinnou aktivitu na buriky karcinomu vajec¢nik(l. Zaroven také
bylo prokdzano zesileni uc¢ink( karboplatiny s pouZzitim tohoto extraktu (Yu & Chen, 2013).

V ramci hodnoceni biologické aktivity alkaloid(i izolovanych z G. vellosii byla hodnocena
také antibakterialni a antimalaricka aktivita. Klira stromu G. vellosii byla pouzivana tradicné
obyvateli oblasti Jizni Ameriky kIécbé malarie. Hodnocenim antiplazmodialni aktivity
se zabyvali napt. Mbeunkui et al. (2012). Studie porovnavd aktivitu sumdrniho extraktu
a izolovanych alkaloid( geissolosiminu, geissosperminu, geissoschizolinu a geissoschizonu vici
plvodci malarie Plasmodium falciparum senzitivnimu na chlorochin. Nejvyssi antimalarickou
aktivitu vykazoval geissolosimin, ktery se jevi jako potencidlni ldtka pro vyvoj antimalarika

(Mbeunkui et al., 2012).

3.2.2.2 Geissospermum reticulatum AH Gentry

Druh Geissospermum reticulatum AH Gentry (Apocynaceae) je strom, ktery je rozSiteny
na Uzemi Jizni Ameriky, a to ve Venezuele, Peru, Brazilii a Bolivii (Camargo et al., 2013).
G. reticulatum je zdrojem indolovych alkaloid(, které se vyznacuji zejména antimalarickou,
protinddorovou, antioxidac¢ni, analgetickou a antibakterialni aktivitou. Vyzkumny tym izoloval
z kary a listd stromu G. reticulatum 10 alkaloidd s potencidlni biologickou aktivitou (Reina et
al., 2012). Na zakladé vyzkumu Sajkowska-Kozielewicz et al. (2020) byl charakterizovan novy
alkaloid (geissospermiculatin) pochazejici z kiry stromu G. reticulatum. Geissospermiculatin
byl podroben hodnoceni cytotoxicity in vitro na malignich burnikdach THP-1 (Sajkowska-
Kozielewicz et al., 2020). Prehled izolovanych alkaloidli stromu G. reticulatum je uveden

v Tabulce 4.

Tabulka 4 Seznam izolovanych alkaloidi z G. reticulatum (Reina et al., 2012; Sajkowska-

Kozielewicz et al., 2020)

Rod Izolované alkaloidy Izolované alkaloidy
(E)-10-demethoxy-12- N-deacetyl-N-
hydroxygeissovellin butanoylgeissospermidin
Geissospermum (2)-10-demethoxy-12-

. . eissospermiculatin
reticulatum AH hydroxygeissovellin g P

10-demethoxy-12-hydroxy-17,19-

i ticulati

Gentry epoxygeissovellin gelssosreniculatn

10-methoxygeissospermidin geissospermidin
11-methoxygeissospermidin O-demethylaspidospermin

flavopereirin -
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Védecky vyzkum vedeny Reina et al. (2012) zkoumal biologickou aktivitu izolovanych
alkaloidl z G. reticulatum. Extrakty zlistd a klry prokazaly antiparazitickou aktivitu vaci
Leishmania infantum a Trypanosoma cruzi, coz jsou puvodci Chagasovy nemoci a leishmanioz.
V rdmci vyzkumu byla zkoumdna také cytotoxicita izolovanych alkaloidd na savc¢ich burikiach
(ovarialni buriky krecika cinského), kde viabilita bunék byla analyzovana kolorimetrickou
metodou MTT. Vysledky studie ukazuji, Ze nékteré alkaloidy izolované z listl stromu (O-
demethylaspidospermin, N-deacetyl-N-butanoylgeissospermidin) vykazuji antiparazitickou
aktivitu vQci jiz zminénym plvodcim. O-demethylaspidospermin jevil vysokou aktivitu vaci
L. infantum a mensi aktivitu vaci T. cruzi. V ramci testovani cytotoxicity u tohoto alkaloidu byla
zjisténa pouze nizkd cytotoxicita v porovnani s referenénimi slouc¢eninami nifurtimoxem
a amfotericinem B. Alkaloid N-deacetyl-N-butanoylgeissospermidin vykazoval aktivitu pouze
vUci L. infantum. Z ddvodu zjisténych nezadoucich ucinkd je nezbytné dale zkoumat danou
problematiku v rdmci navazujicich studii (Reina et al., 2012).

Sajkowska-Kozielewicz et al. (2020) zkoumali nové izolovany indolovy alkaloid
geissospermiculatin z hlediska cytotoxicity in vitro na malignich burikach THP-1. Experiment
potvrdil, Ze testovany alkaloid vykazuje cytotoxicitu vici malignim burikam, zatimco nizkou
cytotoxicitu vic¢i nemalignim bunkam. Z toho vyplyvd, Ze geissospermiculatin se jevi slibné

pro dalsi testovani (Sajkowska-Kozielewicz et al., 2020).

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

Druh Geissospermum sericeum Benth. et Hook.f. ex Miers (Apocynaceae) je strom,
ktery se vyskytuje na Uzemi Jizni Ameriky, a to zejména v Guyané a Brazilii (Camargo et al.,
2013). Z kary tohoto stromu byly izolovany indolové alkaloidy (Tabulka 5), u kterych byla

testovana biologicka aktivita (Steele et al., 2002).

Tabulka 5 Seznam izolovanych alkaloidi z G. sericeum (Steele et al., 2002; Bastos et al., 2023)

Rod Izolované alkaloidy

1,2-dehydrogeissoschizolin
Geissospermum sericeum flavopereirin
geissoschizolin
geissoschizolin N*-methylchlor
geissoschizolin N*-oxid

Benth. et Hook.f. ex Miers
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Steele et al. (2002) se ve svém vyzkumu zabyvali hodnocenim antiplazmodialni aktivity
vuci plvodci Plasmodium falciparum rezistentnimu na chlorochin (K1) a chlorochin-
senzitivnimu (T9-96). Testovani byly podrobeny extrakty z kiry G. sericeum. Zaroven byla
hodnocena cytotoxicita izolovanych alkaloidli na lidské bunécné linii (KB), kterd byla
hodnocena pomoci modifikovaného MTT testu. Vysledky studie uvadéji, ze nejvyssi
antiplazmodialni aktivitu proti kmenlm K1 a T9-96 P. falciparum vykazoval B-karbolinovy
alkaloid flavopereirin. Nicméné zadny z testovanych alkaloid(i nejevil vyssi antiplazmodidlni
aktivitu nez chlorochin (pozitivni kontrola). In vitro studie prokazala, Ze extrakty a alkaloidy
z G. sericeum pUsobi proti P. falciparum, coz potvrzuje historické vyuziti této rostliny v boji proti
malarii (Steele et al., 2002).

Bastos et al. (2023) zkoumali vliv izolovanych alkaloid( z G. sericeum na bunécénou linii
ACP02 (lidsky adenokarcinom Zaludku). Testovdni byl podroben flavopereirin,
dihydroflavopereirin a PB-100 (smés flavopereirinu a dihydroflavopereirinu). Mimo jiné byl
také v této studii popsan postup ziskdni nového alkaloidu (geissoschizolin N*-methylchlor).
Cytotoxicita alkaloidd byla hodnocena na zdkladé MTT testu s pouzitim bunécnych linii
hepatocelularniho karcinomu (HepG2) a ledvinovych bunék africké opice Cercopithecus
aethiops (VERQ). Ze studie vyplyva, Ze geissoschizolin N*-methylchlor a alkaloidni frakce
inhibovaly kaspasy 3 a 8, coZ jsou enzymy dUlezité pro apoptdzu (bunécnou smrt). Alkaloidni
frakce byla U¢innéjsi nez geissoschizolin N*-methylchlor v inhibici rdstu rakovinnych bunék,
ale zérover geissoschizolin N*-methylchlor byl méné toxicky pro zdravé buriky nez alkaloidni
frakce. Alkaloid geissoschizolin N*-methylchlor se jevi slibné z hlediska selektivni cytotoxicity
v Zaludecnich nadorovych burikdch, nicméné je zapotrebi dalSich ovérovacich studii (Bastos et

al., 2023).

3.2.2.4 Geissospermum argenteum Woodson

Druh Geissospermum argenteum Woodson (Apocynaceae) je strom, ktery je rozsifeny
na Uzemi Jizni Ameriky, a to pfedevsim v oblastech Guyany a Brazilie az Venezuely. Tento strom
je znamy pod lidovym ndzvem quinarana-da-fruta-pequena. V roce 1978 byla zkoumana kira
a listy tohoto stromu a doslo k Uspésné izolaci alkaloidd z tohoto druhu. Podafrilo se izolovat

celkem 4 alkaloidy (Tabulka 6) (Camargo et al., 2013).
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Tabulka 6 Seznam izolovanych alkaloidt z G. argenteum (Camargo et al., 2013)

Rod Izolované alkaloidy

(-)-aspidospermin

(+)-aspidospermin

Woodson (-)-demethylaspidospermin
(+)-demethylaspidospermin

Geissospermum argenteum

Correia et al. (2008) se vénovali vyzkumu antimikrobialni aktivity u rostlin z oblasti
brazilského amazonského destného lesa. Pfedmétem zkoumani byly i ethanolové extrakty
ziskané z G. argenteum. Antimikrobidlni aktivita byla testovana v(ci bakteriim z kolekce ATCC
(z angl. American Type Culture Collection) a vic¢i kmenam rezistentnim na vice Iéciv, které byly
ziskany z nemocnicni sbirky. Testovany extrakt z G. argenteum vykazoval vyznamnou inhibi¢ni
aktivitu proti bakterialnim kmenim, a to Pseudomonas aeruginosa a meticilin-rezistentnimu
Staphyloccocus aureus (Correia et al., 2008). V novéjsi studii z roku 2011 byla opét zkoumana
antimikrobialni aktivita extraktl a frakci G. argenteum. Byl zkoumdn vodni extrakt z listd
a ethanolovy extrakt z kdry, které vykazovaly antimikrobidlni aktivitu vici bakterialnimu kmeni
S. aureus. Zkoumanim byla také prokazana inhibi¢ni aktivita proti bakteridlnimu kmeni
S. mutans, a to u methanolového extraktu z kiry a jeho hexanové frakce (Camargo et al.,

2013).

3.2.2.5 Geissospermum urceolatum AH Gentry

Druh Geissospermum urceolatum AH Gentry je strom z ¢eledi Apocynaceae, ktery je
rozsiteny na Uzemi Jizni Ameriky, a to hlavné v Brazilii. Kira stromu se pouZzivd zejména
v lidovém [écitelstvi tamnimi obyvateli k 1écbé malarie a horecky. Dostupnost informaci

o tomto druhu je doposud zna¢né omezend (Camargo et al., 2013).
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3.3 Stanoveni inhibicni aktivity cholinesteras

3.3.1 Role acetylcholinu, acetylcholinesterasy a butyrylcholinesterasy v lidském

organismu

ACh je neurotransmiterem periferni nervové soustavy (PNS) a CNS. Neurotransmitery
jsou nezbytné pro fungovani nervového systému, jelikoz zprostredkovavaji pfenos informaci.
ACh je uvoliovany z neuronl na zakladé depolarizace bunécné membrany a po uvolnéni
umoznuje komunikaci mezi nervovymi burikami a dalSimi specializovanymi burikami (myocyty,
7lazovymi burikami) (Swit et al., 2023). ACh je syntetizovdn v nervovych zakoné&enich
pUsobenim enzymu cholinacetyltransferasy, kterd katalyzuje reakci mezi cholinem
a koenzymem acetyl-CoA za vzniku nové molekuly ACh. V axonovém zakonceni se nové
syntetizovany ACh shromazduje ve vezikuldch a jen mala ¢ast se volné nachazi v cytosolu.
Uvolnéni vezikul s ACh do synaptické Stérbiny nastdva po preneseni akéniho potencialu, ktery
dosahne konce axonu. Poté jiz zminéna depolarizace zplUsobuje otevieni napétové fizenych
kalciovych kandld a uvolnéni vezikul. Kdyz ACh dosahne synaptické Stérbiny, mlzZe se vazat
na ACh receptory, konkrétné muskarinové a nikotinové receptory (Colovi¢ et al., 2013).

Ukonceni pusobeni ACh je zplsobeno pfitomnosti cholinesteras (enzymu), které
katalyzuji Stépeni ACh na cholin a acetat. Jednim z nejdllezitéjSich enzymd je AChE,
oznacovana také jako specifickd esterasa, ktera je rozsifrena v CNS i PNS. AChE patfi do skupiny
serinovych hydrolas a svym puUsobenim hydrolyzuje vyhradné ACh na postsynaptické
membrané zejména nervosvalovych spojeni a cholinergnich mozkovych synapsi. Mimo jiné
se AChE nachazi také v tkanich jako je membrdana éervenych krvinek, kde neni role enzymu
zcela objasnéna. Hlavni fyziologickou ulohou AChE je hydrolyza ACh, a tedy ukonceni
nervového prenosu na cholinergnich receptorech. Enzym BuChE, oznadovany také jako
pseudocholinesterasa Ci plazmaticka cholinesterasa, patii mezi serinové hydrolasy stejné jako
AChE. Pritomnost BUChE je rozSifena na cely organismus, zejména na krevni sérum, jatra,
slinivku bfisni a CNS (Mushtaq et al., 2014; Chatonnet & Lockridge, 1989). Fyziologicka funkce
BuChE nebyla dosud objasnéna, nicméné bylo zjisténo, Ze BuChE se podili na hydrolyze
cholinovych esterd, ale také latek jako jsou prokain, kokain, bupivakain ¢i suxamethonium.
Testovano bylo také exogenni podani BuChE jako antidota pfi otravé organofosfaty (Patocka et

al., 2004).
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Oba enzymy AChE i BUChE mohou byt inhibovany fadou pfirodnich a syntetickych latek.
Mezi ireverzibilni inhibitory AChE a BUChE se fadi napt. organofosforové inhibitory. Pfikladem
takovych latek je sarin, soman a tabun, které prochdzi pres HEB a byly zneuzivany pro své
nervové paralytické ucinky (Pohanka, 2014). Mezi organofosforové inhibitory se radi také latky
pouzivané jako pesticidy (napt. chlorpyrifos, fosmet, fenitrothion a dalsi). Jedna se o latky,
které maji rizné stupné toxicity, a to vuci rostlinam, hmyzu, zvifatlim, ale i lidem. Akutni otrava
organofosfaty u clovéka zplsobuje pocatecni priznaky jako je nevolnost, zavraté, zvraceni
¢i prijem. V pozdéjsi fazi otravy se dostavuji pfiznaky jako je svalovy ttes, kfeCe a tézka otrava
organofosfaty vede az ke smrti (Kaushal et al., 2021).

Dalezitymi inhibitory cholinesteras pouzivanymi v praxi k |é¢bé Alzheimerovy choroby
jsou galanthamin, donepezil a rivastigmin. Alkaloid galanthamin je reverzibilni, selektivni,
kompetitivni inhibitor AChE. Donepezil je reverzibilni, selektivni, nekompetitivni inhibitor
AChE. Rivastigmin je pseudoireverzibilni inhibitor AChE i BUChE. Jednd se o latky, které pUsobi
na centralni Urovni a svym pulsobenim ovliviiuji kognitivni funkce azpomaluji progresi

Alzheimerovy choroby (Pohanka, 2014).

3.3.2 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je progresivni neurodegenerativni onemocnéni, které postihuje
CNS. Jedna se o nejéastéjsi pricinu demence, ktera se projevuje zhorSenim kognitivnich funkci
a ztratou sobéstacnosti v béZznych dennich ¢innostech. Charakteristickym znakem onemocnéni
je tvorba neuritickych plakd a neurofibrilarnich klubek vlivem akumulace amyloid-beta
peptidu. Tato choroba je povazovana za multifaktorialni onemocnéni, ackoli zdkladni pticina
vzniku choroby je doposud neznama. S rozvojem onemocnéni souvisi abnormalni akumulace
B-amyloidu v mozku, kterd vede k tvorbé plak(i a neurodegeneraci. V disledku progrese
onemocnéni dochazi také k Gbytku ACh, neurotransmiteru, ktery je dlleZity pro pamét a uceni.
Existuje také rada rizikovych faktord pro vznik onemocnéni, mezi které patti zvysujici se vék,
genetické faktory, poranéni hlavy, cévni onemocnéni ¢i infekce a mnohé dalsi. Vyvoj
onemocnéni Ize rozdélit do nékolika fazi. Prvni fazi je preklinické (presymptomatické) stadium,
které muaze trvat v fadu nékolika let. V prvni fazi onemocnéni zatim nedochazi k zasazeni
do kazdodennich aktivit, dochazi vsak k ¢asnym patologickym zménam v kafe mozku
a hipokampu. MUze se objevit lehké sniZzeni paméti. Nasleduje stadium mirné (rané), v tomto

pripadé jiz pacienti pocituji zasazeni do béznych dennich aktivit. Hlavnimi projevy jsou ztrata
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koncentrace a paméti nebo také dezorientace v ramci mista a ¢asu. Choroba se postupné
rozviji ve stadium stfedni, ve kterém dochazi k silnéjSimu zasazeni paméti vlivem rozsiteni
onemocnéni do oblasti mozkové kiry. Nasledkem jsou potize se psanim, ¢tenim, feci a mlze
nastat také problém srozpoznanim pratel a rodiny. Posledni je stadium pozdni (tézké),
v takovém pripadé je onemocnénirozsiteno do celé oblasti kliry a pacienti jsou v této fazi ¢asto
upoutani na lGzko. Vlivem rozvijejicich se komplikaci pacienti s Alzheimerovou chorobou
umiraji (Breijyeh & Karaman, 2020).

Jako prvni volba pfi farmakoterapii Alzheimerovy choroby se pouzivd kognitivni
farmakoterapie. Porucha kognitivnich funkci zahrnuje napf. poruchu paméti a uceni, poruchu
orientace, Usudku ci exekutivnich funkci jako je planovani nebo organizovdni. Pfi terapii
kognitivnich funkci jsou schvaleny léciva ze skupiny inhibitor( cholinesteras (donepezil,
rivastigmin, galanthamin) a ddle nekompetitivni antagonista N-methyl-D-aspartatového
receptoru (memantin) (chemické struktury uvedené v Tabulce 7). Inhibitory cholinesterasy
jsou latky, u kterych je podminkou plsobeni prechod prfes HEB do mozku. Princip pUsobeni
inhibitor( cholinesteras spocivd v blokaci enzymu, které odbouravaji ACh, ¢imZ dochazi

ke zvyseni hladiny ACh v CNS a zmirnéni pfiznakll onemocnéni (Scheltens et al., 2021).

Tabulka 7 Farmakoterapie Alzheimerovy choroby (Anand & Singh, 2013; Scheltens et al.,

2021)
Farmakoterapie Farmakoterapie
Alzheimerovy Chemicka struktura Alzheimerovy Chemicka struktura
choroby choroby
. e 0 |
Galanthamin Rivastigmin ’/\N)LO N_
|
o NH,
Donepezil \/@ Memantin ,
—a CH,
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3.3.3 Prehled metod pouzivanych ke stanoveni inhibi¢ni aktivity cholinesteras

Ke stanoveni inhibi¢ni aktivity cholinesteras bylo navrzeno mnoho metod, které ¢asto
vychazi z kvantifikace vzniklého produktu ¢i nezreagovaného substratu dané reakce. Z hlediska
pouzitého substratu mizeme metody rozdélit na ty, které vyuZivaji jako substrat pfirozeny ACh
a ty, které vyuzivaji synteticky substrat. Pfirozeny substrat ACh je enzymaticky hydrolyzovan,
rozkladem vznikd cholin a kyselina octova, ¢imz dochazi k okyseleni, a tedy zméné pH. Tohoto
principu pro stanoveni aktivity enzymu vyuZivaji potenciometrické metody, pti kterych je
mérfena zména hodnoty pH respektive potencidlu enzymatické hydrolyzy pfirozeného
substratu (ACh) (Holas et al., 2012). ACh ma oproti neptirozenym substratim pro stanoveni
aktivity cholinesteras nékolik vyhod, véetné vyssi citlivosti a biochemické relevance. Avsak jeho
obtizna detekce predstavuje nevyhodu, jelikoz ACh neabsorbuje v UV pdsmu, nevykazuje
fluorescenci, neni redoxné elektroaktivni a je obtizné jej derivatizovat, coz ztézuje jeho
monitorovdni v testech. V praxi se proto pouzivd jak ACh, tak i nepfirozené substraty,
a to v zavislosti na konkrétnich pozadavcich testu (Cuartero et al., 2012).

Pfi pouZiti syntetického substrdtu misto prirozeného, se casto vyuzivaji estery
thiocholinu, napf. acetylthiocholin (ATCh) nebo butyrylthiocholin (BuTCh). Synteticky substrat
podléhd enzymatické hydrolyze a vzniklé mnozstvi produktu Ize nasledné kvantifikovat (Holas
et al., 2012). Mezi metody vyuZzivajici syntetickych substratl ke stanoveni inhibi¢ni aktivity
cholinesteras se radi metody spektrofotometrické, které jsou jedny z nejvice pouzivanych
metod. Nejpouzivanéjsi spektrofotometrickd metoda je Ellmanova metoda (kapitola 3.3.3.1).
Jednd se o test provadény v UV-VIS oblasti, kde pomoci pfistroje dochazi k méreni pohlceného
zareni vzorkem. Mérena je absorbance, vztah mezi absorbanci a koncentraci analytu vychazi
z Lambertova-Beerova zdkona. DalSim typem spektrofotometrické metody, kterd vyuzivd
syntetické substraty, je metoda fluorimetrickd, zaloZzena na méreni fluorescenéniho produktu.
Metoda fluorimetrickd ma tu vyhodu, Ze je ve vétSiné pfipadli mnohondasobné citlivéjsi nez
odpovidajici chromogenni metody. Tato metoda vyuZiva ¢asto nefluorescenéni substraty, jako
je napf. indoxylacetat, resorufinové estery nebo naftylestery. Tyto substraty podléhaji
enzymatické hydrolyze a poskytuji vysoce fluorescenéni produkty, které jsou kvantifikovany
fluorimetricky pfi konkrétni excitacni a emisni vinové délce v zavislosti na pouZitém substratu.
Mezi spektrofotometrické metody ke stanoveni inhibicni aktivity cholinesteras se radi také

hmotnostni spektrometrické testy. Metody vyuZivaji kombinaci vysokoucinné kapalinové
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chromatografie s hmotnostni spektrometrii, coz se uplatiiuje napf. pfi screeningu inhibitoru
AChE v pfirodnich extraktech (Miao et al., 2010).

Mezi metody vhodné ke stanoveni velmi nizké aktivity cholinesteras jsou tazeny
radiometrické metody, jejichZ prednosti je zejména vysoka citlivost. Je ale tfeba vzit v vahu
i jisté nevyhody v podobé vysoké ceny, jelikoZz dochazi k radioaktivnimu znaceni substratu.
Jednotlivé radiometrické metody se liSi zejména ve zplsobu, kterym dochdazi k oddéleni
radioaktivné znaceného produktu (acetatu) od nehydrolyzovaného radioaktivné znaceného
substratu (ACh). Jeden ze zplsob( provedeni radiometrické metody popsali Johnson a Russell
(1975). Jako substrat je v testu pouzit ACh, u kterého je acetyl radioaktivné znacen
radioisotopem 3H. V pribéhu testu dochazi k enzymatické hydrolyze ACh a uvolnéni
radioaktivné znadeného acetdtu, ktery je nasledné extrahovan (toluenem) a méren scintilacni
technikou. Metoda umoZfiuje selektivné méFit enzymaticky produkt (3H znadeny acetét),
zatimco nehydrolyzovany 3H znadeny ACh zGstane neextrahovany v malém vodném reakénim
objemu (Johnson & Russell, 1975).

Pro méreni aktivity cholinesteras se mohou pouzivat také testy zaloZzené na tenkovrstvé
chromatografii (TLC, z angl. thin layer chromatography). Enzymova aktivita je zjiSténa
na zakladé produkce bilych skvrn na barevném pozadi TLC desti¢ky. Tato metoda je vhodna
krychlému a jednoduchému stanoveni inhibi¢ni aktivity cholinesteras a to zejména
pfi screeningu rostlinnych extraktd. Vyhodou metody je, Ze lze testovat vice rostlinnych

extrakt( najednou (Marston et al., 2002).

3.3.3.1 Ellmanova metoda

In vitro Ellmanova metoda je nejvice vyuzivand metoda ke stanoveni inhibiéni aktivity
cholinesteras. Tato metoda patfi mezi spektrofotometrické metody, kde je v UV-VIS oblasti
mérena zména absorbance. Plvodni Ellmanova metoda vychazi z hydrolyzy substratu
acetylthiocholinu (ATCh) enzymem AChE nebo substratu butyrylthiocholinu (BuTCh) enzymem
BuChE za vzniku pfislusné kyseliny a thiocholinu (Obrazek 2). Meziprodukt thiocholin dale
reaguje s Ellmanovym cinidlem (DTNB), neboli kyselinou 5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoovou),
za vzniku 5-merkapto-2-nitrobenzoatového aniontu (TNB). Absorbance Zlutého produktu je
mérena spektrofotometricky pfi vinové délce 412 nm, jelikoZ pfi této vinové délce vykazuje

produkt silnou absorpci. Intenzita barvy produktu je pfimo Umérna enzymatické aktivité. Tato

23



metoda umozZnuje snadno a pomérné rychle stanovit stfedni inhibi¢ni koncentraci enzymu ICso,

coz je koncentrace inhibitoru, ktera sniZuje aktivitu enzymu o 50 % (Ellman et al., 1961).

acetylthiocholin thiocholin
\ﬁ:,ﬂm_,sm,cn-|3 AChEMH,0 /\ﬁ)ﬂ\/sH
“\ o CH,COOH \
/
O,N R
L T
HOOG g5 COOH Nog-® COCH

QS COQOH

Zluty produkt (TNE aniont)

Ellmanovo &inidlo (DTNB)

Obrdzek 2 Reakcni schéma Ellmanovy metody (modifikované podle: Dingovd et al., 2014)

Plvodni Ellmanova metoda je jednoduchou, rychlou a finanéné relativné nenakladnou
metodou, ma ale i své limity. Tyto limitujici faktory mohou ovliviiovat spolehlivost
standardniho Ellmanova testu, a proto byly vyvinuty modifikace Ellmanovy metody. Nevyhody
pavodni Ellmanovy metody zahrnuji nizkou citlivost detekce pro nizké aktivity cholinesterasy,
citlivost DTNB na svétlo, ktera se rozklada pod vlivem svétla, ¢imz se snizuje koncentrace DTNB,
ato nasledné muze ovlivnit vysledky testu (Dingova et al., 2014). DalSim omezenim je interakce
volnych SH skupin thiocholinu ve vzorku s DTNB nebo napf. spontanni hydrolyza esteru
thiocholinu, ktera je urychlena zvySenou teplotou nebo pH s hodnotou nad 8 (Holas et al.,
2012).

Jiz zminéné Uuskali standardni metody nastdva pfi pouziti pro biologické vzorky.
Ellmanovo Cinidlo je v tomto pfipadé nestabilni, reaguje s volnymi sulfhydrylovymi skupinami
ve vzorku a mlze ovlivnit aktivitu enzymu. Z tohoto divodu se Dingova et al. (2014) zabyvali
modifikaci standardni Ellmanovy metody. Modifikovany test se zaméruje na prekonani limitd
standardni metody v oblasti nizké aktivity cholinesteras a stanoveni aktivity cholinesteras
pfi pouZiti biologickych vzorkd. Prvni krok metody spociva v hydrolyze substratu (ATCh
nebo BuTCh) pfisluSnym enzymem (AChE nebo BuChE) na meziprodukt reakce thiocholin

za nepfitomnosti DTNB ve smési. V druhém kroku je priddvana DTNB v ¢asovych intervalech
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a sleduje se ¢asova zavislost produkce thiocholinu na priddvani DTNB. Absorbance Zlutého
produktu je mérfena okamzité pfi vinové délce 412 nm. Touto modifikaci je eliminovana
nestabilita DTNB v &ase a interference s aktivitou cholinesteras. Studie potvrzuje také
nestabilitu DTNB ve fosfatovém pufru a snizujici se stabilitu DTNB v zavislosti na rostoucim pH.
V zavéru studie je doporuceno pouzivat testovany HEPES pufr. Pokud je pouziti fosfatového
pufru nevyhnutelné, je dllezité zvolit pH v rozmezi 7 az 7,5 ke zvySeni stability DTNB (Dingova

etal., 2014).
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3.4 Stanoveni pruchodu latek do mozku

3.4.1 Hematoencefalicka bariéra

Mozek je soucasti CNS a je zdsobovany kyslikem a dalSimi potfebnymi Zivinami diky
mozkovym krevnim cévam. Regulace pohybu iontd, molekul a bunék je zprostfedkovana HEB,
kterd tvofi bariéru mezi mozkovou tkdni a krevnim ob&hem. Ukolem bariéry je udrzeni
homeostazy CNS, komunikace s periferii a ochrana nervové tkané pred patogeny a toxiny z krve
prochdazejici do mozku. Bariéra je také nezbytna pfi regulaci transportu latek do mozku,
na kterém se podileji transportni mechanismy (kapitola 3.4.2). HEB je fyziologicka,
semipermeabilni, specializovand bariéra tvorena nefenestrovanymi endotelovymi burikami,
které predstavuji zdkladni stavebni jednotku mozkové kapilarni stény. Sousedni endotelové
buriky kapilarni stény jsou spojeny tésnymi spoji (Obrazek 3), které vytvari nepropustné spoje
a reguluji tak pohyb molekul, iontd a bunék z krve do mozku (Daneman & Prat, 2015).

Endotelové buriky spolecné s bazdlni membranou, pericyty, mikrogliemi, astrocyty
a neurony tvofi neurovaskularni jednotku (NVU) (Obrazek 3). Bazdlni membrana je vyznamnou
soucasti HEB, jelikoz zpevriuje povrch endotelu, obklopuje pericyty a formuje spojeni
s okolnimi burikami mozku. Astrocyty jsou gliové buriky, které maji podputrnou funkci a tvori
spojeni mezi sténou endotelu a neuronem. Dodavaji rastové faktory a Ziviny,
¢imz zprostfedkovavaji vyZivu neuronl a jejich spravnou funkci (Cardoso et al., 2010).
Mikroglie se vyskytuji ve dvou formach, a tedy v aktivované a klidové formé. Jejich funkce
se uplatniuje pti imunitnich odpovédich CNS, kdy v reakci na poruchu homeostdzy CNS napf.
vlivem infekce dochazi k jejich aktivaci (Sloan et al., 2012).

Vradmci CNS existuji také oblasti, které neobsahuji HEB a jsou charakterizovany
fenestrovanym endotelem. Jedna se o specializované neparové struktury oznacované jako
cirkumventrikularni organy (CVOs), které se déli dle funkce na senzorické a sekrecni. Funkci
senzorickych CVOs zastava area postrema, subfornikdlni organ a organum vasculosum laminae
terminalis. Mezi CVOs sekre¢ni se fadi eminentia mediana, neurohypofyza, epifyza
a subkomisuralni organ. Kvali pfitomnosti fenestrovanych kapilar u CVOs je umoZnéna
oboustranna komunikace mezi mozkem a krvi, coZ je dilezité pro neuroendokrinni interakce.
CVOs predstavuji oblasti, které umoznuji také prestup latek (endogennich i exogennich) z krve

do intersticidlni tekutiny mozku a do mozkomisniho moku (Kaur & Ling, 2017).
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Obrdzek 3 Schematické zndzornéni slozek tvoricich NVU (HEB) (modifikované podle: Chen &
Liu, 2012)

3.4.2 Mechanismy transportu latek pres hematoencefalickou bariéru

Na transportu latek do mozku se podileji rizné mechanismy a jejich prinik je regulovan
HEB, kterd predstavuje kritické rozhrani pro vyménu latek mezi mozkem a krvi. Jednim
z moznych mechanism( transportu je difuze. Pfenos zprostfedkovany difuzi mlZe probihat
paracelularné nebo transceluldarné. Paraceluldrni pfenos difuzi probihd vyhradné pasivné (bez
vyuziti energie) u malych hydrofilnich molekul. Tyto molekuly difunduji v omezené mire
pfes tésnd spojeni mezi endotelovymi burikami mozkovych kapilar (Chen & Liu, 2012). Volna
paraceluldrni difuze hydrofilnich latek pfes HEB je ve zdravém mozku inhibovana pomoci
tésnych spoju. K poruseni bariérové funkce ale dochazi v pfipadé patologickych zmén v rdmci
mozku, kde pfikladem je autoimunitni neurozanét CNS. V takovém pripadé dochazi k snizeni
integrity tésnych spojeni a nasledkem je zvySend paracelularni permeabilita
(Engelhardt & Sorokin, 2009). Latky mohou pres HEB prechazet difuzi také transcelularné,
a to pasivné (Chen & Liu, 2012). To se tykd malych neionizovanych molekul rozpustnych
v tucich, o nizké molekulové hmotnosti <400-500 Daltonu. BohuZel pouze malé procento Iéku
vyhovuje témto kritériim (Pardridge, 2003).

DalsSim typem mechanismu pro transport latek pres HEB je transcelularni transport

zprostfedkovany transportnimi proteiny (transport zprostfedkovany nosicem rozpusténych
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latek), ktery prendsi latky jako aminokyseliny, glukézu, hormony, mastné kyseliny a dalsi.
Prikladem je influxni transportér pro prenos glukézy GLUT1, ktery zasobuje mozek energii
a probiha ve sméru koncentracniho gradientu. V tomto pfipadé probiha pfenos z jedné strany
membrany na druhou stranu po navazani solutu na proteinovy transportér (Sweeney et al.,
2019).

DalS$im mechanismem pro prenos latek do mozku je receptorem zprostfedkovana
transcytdza, typickd pro prenos rlstovych faktord, enzym a plazmatickych protein(. Transport
probihd interakci makromolekul (napf. inzulinu) s receptory, které se nachdazi ve
specializovanych Usecich plazmatické membrany (tzv. povlecené jamky z angl. prekladu coated
pits). Po vazbé makromolekuly na receptor dochazi k invaginaci povlec¢ené jamky s receptory
a navazanym ligandem do cytoplazmy, kde se nasledné uvolni z plazmatické membrany za
vzniku vezikul. Poté, co endozom (vnitfni membranovy vacek vytvoreny endocytdzou)
podstoupi okyseleni, dojde k oddéleni ligandu od receptoru, a ligand prekroci druhou stranu
membrany. DalSim typem transportu je adsorpéné zprostifedkovana transcytéza (AMT, z angl.
adsorptive-mediated transcytosis), téZ nazyvand pinocytéza, kterd se odehravd diky
elektrostatické interakci mezi kladné nabitou latkou a zdporné nabitym povrchem plazmatické
membrany. PFi pouziti AMT se typicky vyuZivaji kationtové proteiny jako soucédst procesu
dorucovani léciv (Chen & Liu, 2012).

Vyznamny pro udrZeni spravné koncentrace iontli a funkce CNS je endotelidlni
transport iontl pres HEB, ktery reguluje pohyb napt. sodnych, draselnych, chloridovych
a vapenatych iontl. Regulaci koncentrace iontl zprostredkovava napf. abluminalni sodikova
pumpa (Na*/K*-ATPasa, typ aktivniho prenasece). Tato pumpa reguluje pritok sodnych iontt
a odtok draselnych iont(, coZ je dlleZité pro udrZeni elektrofyziologické rovnovahy (Sweeney
et al., 2019).

Typem transportu vyuZivajici adenosintrifosfat (ATP, z angl. adenosine triphosphate)
jako zdroj energie je endotelidlni aktivni eflux, ktery vyuZiva receptory nachazejici se primarné
na lumindlni strané endotelu HEB. Prikladem je efluxni transportér P-glykoprotein, ktery patfi
mezi klicové, nebot sehrava dlleZitou ulohu pfi zabranéni prichodu léciv a toxinl pres HEB

a zaroven usnadnuje jejich prepravu z mozku do krve (Chen & Liu, 2012).
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3.4.3 Stanoveni pirechodu latek pires hematoencefalickou bariéru

HEB predstavuje velmi dlleZité rozhrani pro prechod latek do mozku. Reguluje
tak mimo jiné i transport |éCiv do mozku, coz mlze byt prekazkou pro lécbu rlznych
onemocnéni. Ke zkoumani transportu latek pres biologické bariéry byly vyvinuty in vivo, in vitro
a in silico metody, které svyuzitim umélych membran, bunécénych kultur i Zivych zvifat
umoznuji lepsi porozuméni prechodu latek pres HEB (Mihlbacher et al., 2011). Pro spravnou
predikci permeability HEB by nemély byt vykonany pouze metody méreni in vitro, a tedy je

dllezitd korelace méreni provedena metodou in vitro se studiemi in vivo (Pardridge, 1999).

3.4.3.1 In vivo metody stanoveni prechodu latek pfes hematoencefalickou bariéru

Existuji rGzné in vivo metody pro stanoveni prechodu latky pres HEB, mezi které patfi
jednak invazivni metody jako technika in situ perfuze mozku, kvantitativni autoradiografie i
intracerebralni mikrodialyza. Neinvazivni in vivo metody zahrnuji pozitronovou emisni
tomografii nebo zobrazovani magnetickou rezonanci (Mensch et al., 2009).

Mezi vyuZivané parametry mérené ke stanoveni permeability HEB je fazen pomér
koncentrace latky namérené v mozku ku koncentraci latky mérené v krvi v ustadleném stavu.
Pomér koncentrace |é¢iva v mozku ku koncentraci |éCiva v krvi je vyjadren jako logBB a udava
distribuci mérené latky mezi mozkem a krvi (Carpenter et al., 2014).

_ [c] brain
LOgBB - log ([C] blood)

Kde (c brain) vyjadfuje koncentraci latky v mozku a (¢ blood) koncentraci latky v krvi
(Muhlbacher et al., 2011). Urceni logBB pouze v jednom ¢asovém bodé ma nizkou vypovidajici
hodnotu, jelikoZ je zavislé na zvoleném ¢ase a vztahu mezi koncentracemi v plazmé a mozku
v daném momenté. Vhodnéjsim ukazatelem je pomér ploch pod kfivkou (AUC, z angl. area
under curve) pro koncentrace v mozku a v plazmé (Abbott, 2004). Latky, u kterych je zjistén
pomér (mozek/plazma) >1 pronikaji pres HEB snadno, latky s pomérem (mozek/plazma) >0,3—
0,5 pronikaji omezené do mozku a latky s pomérem (mozek/plazma) <0,1 nemusi byt schopny
proniknout pres HEB (Mensch et al., 2009). Méreni logBB je Casové narocné a zaroven
nakladné zejména z hlediska vétSiho mnozstvi testovanych zvifat. LogBB neni dokonalym
méritkem propustnosti HEB, jelikoZ nebere v Uvahu vsechny faktory, které ovliviuji distribuci

latek v mozku (Abbott, 2004).
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Dalsi metodou, ktera se pouZiva pro stanoveni prechodu latky pfes HEB je metoda
injekéni aplikace jednordzové davky do karotické tepny. Do kréni tepny zvifete v anestezii
(nejcastéji potkana) je vstriknuta jednorazova injekce obsahujici radioaktivné znacenou
testovanou latku (znadend 3H) a referen¢ni standard (znaceny 4C), nebo naopak. Nasledné je
zvife dekapitovdno 5-15 sekund po aplikaci injekce, z mozkové tkané je zjisténa koncentrace
testované a referencni slouceniny, které se porovnaji s plazmatickymi koncentracemi. Zjisténé
hodnoty jsou zakladem pro vypocet BUI (z angl. brain uptake index), tedy indexu vychytavani
mozku. Referenéni slou¢enina umoznuje kvantifikovat mnozstvi vstfiknutého materidlu, které
proniklo do mozku, a slouzi tak jako vnitfni standard. Pouze zhruba 20 % vsttiknutého objemu
se dostane do vnitfni kréni tepny a zbylych 80 % dosahne vnéjsi kréni tepny (Mensch et al.,
2009). Predpokladem pro vypocet BUI je, Ze vnitini standard volné prochazi skrz HEB,
testovanad latky neprochdzi zpét skrz HEB do krve a nedochazi k metabolismu testované latky
pfed provedenim dekapitace (Nicolazzo et al., 2006).

Index vychytavani mozku je vyjadreny nasledujici rovnici:

BUI =100 x ( [3H] dpm / [“C] dpm (mozek ) )

[H] dpm / [**C] dpm (injeké¢ni roztok)

kde dpm je dezintegrace za minutu. Nevyhodou metody je kratka expozice testované latky
mozku, proto testované latky musi se stfedni az vysokou propustnosti prochazet pres HEB
(Mensch et al., 2009).

Dals$im in vivo méfenym parametrem pro kvantifikaci prichodu latky pres HEB je
permeabilita povrchem plochy (permeability surface, PS) vyjadrena jako logPS. Méreni logPS
probihd s vyuzitim perfuzni metody (viz nize), ktera je sice technicky naro¢na, ale nabizi pfimé
méreni pravdépodobné permeability HEB diky eliminaci sérové vazby mérené slouceniny.
Tudiz je tento deskriptor vice informativni v porovnani s parametrem logBB. Méreni logPS
nemusi probihat v ustdleném stavu (Carpenter et al., 2014). Technika in situ perfize mozku
vychazi z perfuze mozku kréni tepnou, do které je umistén perfizni katetr, metoda je
provadéna u zvifete v anestezii. Kréni tepnou pronikd do mozku perfuzat (testovana latka
rozpusténa v umélé krvi ¢&i fyziologickém roztoku), regulovany pomoci perfizni pumpy. Cas
ukonéeni perfuze zkoumané latky do mozku je predem dan a poté je zvife dekapitovano
a stanoveno mnozstvi latky, kterd pronikla do mozku. Do méreni by méla byt také zahrnuta

radioaktivné znacenad referencni sloucenina (napf. radioaktivné znacend sachardza) slouzici
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pro ureni objemu mozkové plazmy (Nicolazzo et al., 2006). Parametrem méfenym
pro kvantifikaci pfechodu latky pfes HEB je zde permeabilita povrchem plochy (PS), ktera je
vyjadrena nasledujici rovnici:

ps = (222

t
kde t je doba trvani perfuze, Vd je distribu¢ni objem testované slouceniny a Vo je objem
distribuce pro slouceniny v plazmatickém objemu (sacharéza). Perfize mozku in situ ma tu
vyhodu, 7Ze testovand sloucenina se nedostane do celého organismu, a proto
se nemetabolizuje v jinych orgdnech. Metabolismu v mozkové mikrocirkulaci se vSak vyhnout
nelze. Dalsi vyznamnou prednosti metody je, Ze umozniuje dokonalou kontrolu nad koncentraci
rozpusténych latek v perfuzatu. Diky tomu je moZné snadno ovlivnit i dalsi slozky perfuzni
tekutiny. V porovnani s metodou injekéni aplikace jednorazové davky je metoda in situ perflize
mozku citlivéjsi, protoZe dochazi k prodlouZeni expozice latky na dobu delsi nez 15 sekund
(Mensch et al., 2009). Nevyhodou metody je velky pocet zvifat nutny pro ziskani relevantnich
udajl a nespecifickd adsorpce testované latky do mozkové tkané (Sloan et al., 2012).

In vivo metody k méreni parametr(i pro predikci prechodu latek do mozku jsou financné
i Casové narocné a pracné. Proto se Casto pfi primarnim screeningu testovanych latek vyuzivaji
nejprve in vitro a in silico metody, které se uplatiuji zejména v ranych fazich vyzkumu

(Carpenter et al., 2014).

3.4.3.2 In vitro metody stanoveni prechodu latek pres hematoencefalickou bariéru
Permeabilita |éCiva je dulezitym parametrem pro dosazeni terapeutického ucinku
a k jejimu odhadu bylo vyvinuto mnoho in vitro metod, které vyuZivaji jak bunécné testy,
tak i umélé membrany. Mezi nebunécéné testy vyuzivajici umélou membranu ke stanoveni
predpokladu priichodu testované latky skrz biologické bariéry je fazena metoda PAMPA (z angl.
parallel artificial permeability assay) nebo také chromatografie s imobilizovanou umélou
membranou. Metoda PAMPA ma znac¢né vyhody v podobé komercni dostupnosti, vysoké
vykonosti a malé spotrebé vzorku testovanych latek. Oproti tomu metody vyuzivajici bunééné
kultury jako je napf. bunécny Caco-2 model nebo modely vyuZivajici monovrstvy PBCEC
(primarni buriky endotelu krevnich mozkovych kapilar), jsou finanéné nakladnéjsi metody,
které jsou zaroven i ¢asové ndroCnéjsi. V praxi jsou Casto bunééné a nebunééné metody

kombinovany k zajisténi ucinnosti a reprodukovatelnosti vysledk( (Mensch et al., 2009).
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Pro predikci prlichodu latek pres HEB se pouziva metoda PAMPA, ktera se provadi v 96-
ti jamkové aparature skladajici se z donorové a akceptorové Casti. Tato metoda byla poprvé
predstavena Kansy et al. vroce 1998. V pribéhu testu pfechazi testovana latka z donorové
do akceptorové Casti pres umélou lipidovou membrdnu pasivni difuzi. Pribéh testu spociva
v rozpusténi testované latky v DMSO (dimethylsulfoxid) za vzniku zasobniho roztoku. Urcité
mnozstvi tohoto zdsobniho roztoku je odebrano a zfedéno fosfatovym pufrem PBS (z angl.
phosphate buffer saline) kvytvoreni sekundarniho zasobniho roztoku (méreny roztok)
o konkrétni koncentraci. Na dné donorové desticky se nachazi filtratni membrana, na kterou
je nanesen polarni mozkovy lipid (PBL, z angl. polar brain lipid) rozpustény v dodekanu. Do 96-
ti jamkové donorové ¢asti je pipetovano urcité mnozstvi méreného roztoku. Do 96-ti jamkové
akceptorové casti je pipetovan pufr PBS o pH 7,4, tyto dvé ¢asti jsou spojeny do tzv.
,,sendvicového” usporadani. Pfi inkubaci za pokojové teploty testovand latka difunduje
z donorové do akceptorové ¢asti pres uméle vytvorenou lipidovou membrdanu, kterd simuluje
»HEB” (Kansy et al., 1998). V prliibéhu testu se v definovanych ¢asovych intervalech odebiraji
vzorky z obou kompartmentl ke stanoveni permeability (permeacniho koeficientu, Pe).
Koncentrace slouceniny se kvantifikuje pomoci LC-MS systému nebo mérenim absorbance
s vyuzitim spektrofotometru. Zjisténé koncentrace testovanych latek slouzi k vypoctu
permeacniho koeficientu Pe. Metoda PAMPA se nejprve pouzivala pro predikci peroralni
absorpce testovanych latek z gastrointestinalniho traktu. Di et al. (2003) modifikovali
a validovali tuto metodu a rozsitili jeji pouZziti i na hodnoceni prichodu latek pres HEB (Di et
al., 2003).

Fosfolipidy pouzivané pro tvorbu umélé lipidové membrany jsou pevné latky, které
se rozpousti v nepolarnich rozpoustédlech, jako je napf. n-dodekan. Di et al. (2003) vyuzili
extrakt z prase¢i mozkové tkané rozpustény v dodekanu jako modelovy lipid. Pomoci této
metody se jim podafilo Uspésné rozlisit slouceniny, které dokazi prochazet lipidovou
membranou centralniho nervového systému (CNS+), a témi, které tuto bariéru prekonat
nemohou (CNS-) (Kansy et al., 2004). Di et al. (2003) tedy vyvinuli a validovali modifikaci
PAMPA testu s pouzitim lipid( z prasec¢iho mozku, coz mélo za cil zlepSeni predpovédi
penetrace HEB. Experiment porovnavd PML (fosfatidylcholin rozpustény v dodekanu), ktery se
vyuZiva pro predikci gastrointestindlni permeace, s PBL. Vysledky experimentu ukazuji, ze
pouzity PBL poskytl méné falesné negativnich dat nez PML, a tedy test PAMPA s pouzitim PBL

je pro svoji vysokou Uspésnost vhodny pro predikci permeability HEB. Aby se v testu PAMPA
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dosahlo presné predikce perordlni absorpce, méri se permeabilita pfi rlznych hodnotach pH.
Timto zpUsobem se simuluje proménlivé pH gastrointestinalniho traktu. Naproti tomu v testu
PAMPA pro predikci permeace pres HEB je kvuli konstantnimu pH v krevnim kompartmentu
nutné pouze pH 7,4 (Di et al., 2003).

Metoda PAMPA se bézné pouziva v rané fazi vyzkumu IéCiv jako primarni screeningovy
nastroj, ktery poskytuje informace o pasivni transceluldrni difuzi testovanych sloucenin,
ale nezahrnuje jiz facilitované, paracelularni a efluxni transportni mechanismy. Proto je
vhodné kombinovat metodu PAMPA s dalSimi testy biologického transportu pro rozliseni jiz
zminénych mechanisma transportu (Kansy et al., 2004).

Mezi bunécné in vitro metody patfi technika vyuZzivajici Caco-2 bunécnou linii, ktera
umoziuje stanovit permeabilitu biologickych membran. Tato metoda se pouziva zejména pro
in vitro predikci stfevni absorpce po peroralnim podani, ale byla testovana také jako metoda
pro stanoveni pravdépodobnosti prichodu latek pfes HEB (Mensch et al., 2009). Rubas et al.
(1996) se zabyvali chybéjicimi daty v literature, které by pfimo srovnavaly, jak se rGizné latky
vstfebdvaji v monovrstvach Caco-2 a v lidském tlustém stfevé a konecniku. Charakteristiky
vychytavani v lidském tlustém stievé a konecniku se zdaji byt podobné jako u monovrstev
bunék Caco-2, a tedy Caco-2 model by mohl slouzit jako predikce pro propustnost lidského
tlustého streva a konecniku pro rlizné typy IéCiv (Rubas et al., 1996). Vyhoda metody s pouzitim
monovrstvy bunék Caco-2 spociva v tom, Ze zahrnuje také aktivni transport testovanych latek.
Lohmann et al. (2002) se ve své studii zabyvali rliznymi in vitro testy pro predikci permeability
HEB. Pro simulaci HEB vyuzili také jiz zminénou monovrstvu z bunécéné linie Caco-2, ktera je
odvozend z diferencovanych bunék lidského karcinomu tlustého stfeva. Z vysledkd studie
vyplyva, Ze Caco-2 bunéény model poskytl nejlepsi korelaci s vysledky z modelu HEB in vitro,
ale stale existuji znacné rozdily mezi burikami stfevniho a mozkového pavodu. Z toho vyplyva,
Ze monovrstvy Caco-2 nemusi vzdy presné predpovidat propustnost HEB. Pro presnéjsi in vitro
predikci permeability HEB je lepsi vyuzit monovrstvy PBCEC (primarni buriky endotelu krevnich
mozkovych kapildr), které lépe odrdzi vlastnosti HEB, a poskytuji tak spolehlivéjsi vysledky
(Lohmann et al., 2002). Zna¢nou nevyhodou bunécnych metod je ovsem jejich mnohonasobné
vySSi cena a ¢asova narocnost v porovnani s metodou PAMPA (Mensch et al., 2009).

Jako model HEB se vyuzZiva také lidska cerebralni endotelialni bunécna linie hCMEC/D3,
ktera predstavuje model lidské HEB pro studium transportnich mechanisma v ramci CNS. Tato

bunécnd linie je odvozena z tkané, konkrétné z mikrocév lidského temporalniho laloku.
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Bunécna linie hCMEC/D3 ma schopnost vytvaret kontaktem inhibovanou monovrstvu
prodlouzenych bunék kolagenového typu | nebo IV. Buriky hCMEC/D3 exprimuji funkéni efluxni
transportéry, z nichz nejvyznamnéjsi je P-glykoprotein, dale protein rezistence k rakoviné prsu
a proteiny asociované s multirezistenci. U bunék hCMEC/D3 bylo taktéz prokazano, Ze
exprimuji ve vysoké mire zejména glukdzovy transportér GLUT1, ddle také transferinovy
receptor, neutralni a kationtovy prenase¢ AMK nebo také kationtovy transportér OCT-1
a v mensi mife OCT-2 a OCT-3 a dalsi. Bunéc¢na linie hCMEC/D3 byla zkoumana také z hlediska
interakce mezi lidskym mozkovym endotelem a imunitnimi burikami (lymfocyty, monocyty),
které jsou aktivovany na zakladé probihajiciho zdnétu CNS. V takovém pfipadé dochazi
k zvySené paracelularni permeabilité vramci HEB. Bunécna linie hCMEC/D3 slouZi jako
uzite¢ny model pro testovani odezvy na tyto zanétlivé podnéty. Bunécna linie hCMEC/D3 také
slouzi jako vhodny model pro zkoumani toxickych ucink( testovanych latek na mozkovou
mikrocirkulaci v rdmci neurodegenerativnich onemocnéni jako je napf. Alzheimerova choroba.
Studie efluxnich a transceluldrnich transportnich systém( vyjadienych mozkovymi
endotelidlnimi bufikami jsou nezbytné pro pochopeni mechanism(, kterymi léky pronikaji
do mozku, a pro predikci jejich Uc¢innosti a toxicity. Bunécna linie hCMEC/D3 predstavuje
vyznamny model lidské HEB, ktery je stabilni a Ize snadno péstovat. Mimo jiné u této bunécné
linie bylo také prokazano, Ze si zachovava expresi vétSiny transportérl a receptoru
exprimovanych in vivo v lidské HEB (Weksler et al., 2013).

Dalsi bunécnou linii, kterd je vhodna jako model lidské HEB, je bunécna linie hBMEC.
Jedna se o lidské mozkové mikrovaskularni endotelidlni buriky, které jsou odvozené z lidskych
pluripotentnich kmenovych bunék (hPSC). Bylo prokazano, Ze tato bunécna linie opét
poskytuje strukturalni a funkéni charakteristiky, které pripominaji in vivo HEB. Nicméné u této
bunécné linie je obtiznd izolace z mozkové tkané a vyssi finanéni narocnost, z toho dlivodu je

lepsi mozZnosti vyuzit bunéénou linii hCMEC/D3 (Stebbins et al., 2016).
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3.5 Metody ke stanoveni bunécné viability

Zivotaschopnost (viabilita) bunék, tedy pocet zdravych bunék v daném vzorku,
a proliferace bunék, predstavuji klicové parametry pfi screeningu lé¢iv. Bunécné kultury slouzi
jako dlezity nastroj pro in vitro hodnoceni téchto zkousenych latek. Testovani na bunécénych
kulturdch umoznuje sledovat vliv zkoumané latky na rust, toxicitu a dalsi aspekty fungovani
bunék. Na zakladé typu bunécné reakce, cytostatického (zastaveni rlistu) nebo cytotoxického
(posSkozeni a smrt), Ize vyhodnotit potencidlni terapeuticky efekt zkousené Iatky. Existuje celd
fada metod, které se pouZivaji ke stanoveni bunécné viability a cytotoxicity. Tyto metody lze
klasifikovat napft. dle cileni na bunécné funkce, podle toho, zda cili na enzymovou aktivitu,
permeabilitu bunééné membrany, bunécnou adherenci, produkci ATP, produkci koenzym Ci
aktivitu pfijmu nukleotidd (Adan et al., 2016). Kromé vyse uvedeného déleni miZzeme metody
ke stanoveni bunécné viability a cytotoxicity také rozdélit dle pouZitého typu méreni
na metody kolorimetrické, fluorimetrické, luminometrické a dye exclusion metody (Aslantirk,

2018).

3.5.1 Dye exclusion metody

Pfikladem dye exclusion metody je metoda vyuZivajici trypanovou modf. Princip
metody spociva v propustnosti barviva, kdy zivé buriky maji neporusenou membranu a dokazi
barvivo vyloucit, zatimco mrtvé bunky maji propustnou membranu a barvivo propusti dovnitf.
Trypanovda modf je diazobarvivo, které Zivé bunky diky vysoké selektivité neporusené
membrany nepropoustéji dovniti bunky (zlistanou bezbarvé). Naproti tomu mrtvé bunky
absorbuji toto barvivo, jelikoZ selektivita bunééné membrany je porusena (zmodraji). Tato
metoda je béZnou laboratorni metodou, u které je pocet Zivych/mrtvych bunék vztazen
na jednotku objemu. Kvantifikace bunécné populace se provadi mikroskopicky (Strober, 1997).
Znacnou vyhodou metody je jeji finan¢ni nendrocnost a snadnd proveditelnost, ovsem
pfi velkém poctu vzorkd se stava ¢asové naro¢nou metodou. Nelze opomenout ani to, Ze tato
metoda nedokdze rozlisit apoptdzu od nekrdzy bunky a ma mnohem nizsi citlivost nez jiné testy
ke stanoveni bunécné viability a cytotoxicity. Trypanova modf je nejcastéji pouzivanym
barvivem pro tuto metodu, i kdyZ se v praxi pouzivaji i dalsi, jako je eosin, Congo cerven
a erythrosin B. Metody zaloZzené na vylu¢ovani barviv se bézné pouzivaji pro burnky rostouci

v suspenzi, ale pro nizké pocty bunék neni tato metoda vhodna (Aslantiirk, 2018).
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3.5.2 Kolorimetrické metody

Kolorimetrické testy funguji obecné na principu hodnoceni metabolické aktivity bunék.
Pouzitd bunécénd linie interaguje s chemickymi cinidly za vzniku barevného produktu
v zavislosti na Zivotaschopnosti téchto bunék. Barevny produkt je méren spektrofotometricky
pfi dané vinové délce. Vysledkem je hodnota absorbance, ze které se dale vypocitd
procentudlni viabilita nebo cytotoxicita. Kolorimetrické metody zahrnuji Sirokou $kalu testq,
z nichZz nejrozsirenéjsi jsou ty, které pouzivaji jako cinidla rGzné typy tetrazoliovych soli
(kapitola 3.5.2.1). | kdyz testy s tetrazoliovymi solemi predstavuji nejrozsitenéjsi skupinu
kolorimetrickych test(, existuji i dalsi typy testl, které do této kategorie spadaji. Mezi ostatni
testy se radi napf. laktatdehydrogendzovy test (LDH test), Sulforhodamin B test, test

s krystalovou violeti (CVS test) ¢i test s neutrdlni ¢erveni (Aslanttirk, 2018).

3.5.2.1 Metody vyuzivajici tetrazoliové soli

Kolorimetrické metody s vyuZitim tetrazoliovych soli, mezi které patfi napt. MTT test,
MTS test a XTT test, pfedstavuji Siroce pouzivanou skupinu analytickych technik pro kvantifikaci
bunécné viability, proliferace a cytotoxicity. Tyto testy se opiraji o princip redukce
tetrazoliovych soli metabolicky aktivnimi burikami na barevné produkty (formazany), které Ize
nasledné spektrofotometricky méfit (Stockert et al., 2018).

Jednim z hojné vyuZivanych testl je MTT test, ktery byl poprvé popsan Timem
Mosmannem jiz v roce 1983. Mosmann (1983) se zaméfil na pouziti substratu, ktery je zivymi
burikami metabolizovan na barevny produkt, mrtvymi burfkami vSak nikoli. K tomu vyuZil
tetrazoliovou sal MTT neboli (3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid),
u které je tetrazoliovy kruh Stépen mitochondriemi Zivych bunék. Princip metody vychazi
z enzymatické metabolizace Zluté tetrazoliové soli MTT, ktera je ve vodé rozpustna, na fialovy
formazan, ve vodé nerozpustny (Obrazek 4) (Mosmann, 1983). Redukce soli MTT na formazan
probihd na zakladé pusobeni mitochondridlnich enzymd (zpravidla dehydrogenas
a oxidoreduktas). Vznikly formazan se vyznacuje lipofilitou, kterd mu umoznuje pronikat
bunéénymi membranami, avsak ve fyziologickém prostfedi bunék je Spatné rozpustny.
Ke zméreni absorbance se musi krystaly formazanu nejprve rozpustit v organickych
rozpoustédlech. Mosmann (1983) pouzil k extrakci formazanu kysely isopropylalkohol, ktery
mél jisté limity v podobé nizkych hodnot optické absorpce. Z toho ddvodu navrhli Carmichael

et al. (1987) poutziti organického rozpoustédla DMSO, které se pouzivd i v dnesni dobé
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(Stockert et al., 2018). Vznikly fialovy roztok formazanu se méri spektrofotometricky pfi vinové
délce 570 nm a referenéni vinové délce 630 nm. Intenzita fialového zbarveni roztoku
formazanu odpovida poctu metabolicky Zivotaschopnych bunék, tedy ¢im vice fialovy roztok,

tim vice bunék je Zivotaschopnych pfi dané koncentraci (Mosmann, 1983).

NADH NAD*
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MTT Formazan

Obradzek 4 Redukce MTT na formazan (modifikované podle: Kamiloglu et al., 2020)

Pouziti MTT testu pro hodnoceni bunécéné viability, proliferace a cytotoxicity ma mnoho
vyhod. Mezi vyznamné vyhody testu patfi zejména rychlost a jednoduchost provedeni.
Metoda umoznuje odeditani vysledkd testu bez nutnosti odstranovani ¢i vymyvani vzork(. Test
muZe byt hodnocen chvili po pfidani organického rozpoustédla a barva vzniklého roztoku
zGstava stabilni i nékolik hodin po rozpusténi. Navic mazeme intenzitu zbarveni roztoku
hodnotit i vizualné (Mosmann, 1983). K minimalizaci faleSné pozitivnich a falesné negativnich
vysledkl zplisobenych interferenci pozadi z ¢astic je nutné provést dalsi kontrolni experimenty,
aby nedoslo k nadhodnoceni Zivotaschopnosti bunék. Pro zamezeni zkresleni vysledk( vlivem
pozadi je nezbytné zahrnout do experimentu negativni kontrolu. Tato kontrola by méla
obsahovat pouze médium bez bunék a/nebo testované barvivo (Aslantirk, 2018).

Nevyhodou MTT testu je tvorba nerozpustnych formazanovych krystalt, ktera ztézuje
a prodluZuje tento test. To vedlo k vyvoji rozpustnych sulfonovanych tetrazoliovych soli, jako je
napf. XTT, MTS, WST-1 a WST-8, coZ predstavuje vyznamny pokrok v oblasti testovani
Zivotaschopnosti bunék. Formazany téchto tetrazoliovych soli se rozpoustéji pfimo
v kultivacnim médiu bunék, ¢imz se prace s metodou stava jednodussi a casové méné
narocnou (Stockert et al., 2018). XTT test s vyuzitim tetrazoliové soli XTT neboli 2,3-bis(2-
methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrazolium-5-karboxanilid, byl poprvé predstaven Scudiero

et al. (1988). Princip XTT testu vyuZiva schopnost metabolicky aktivnich bunék redukovat
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tetrazoliovou sl XTT na ve vodé rozpustny oranzovy formazanovy produkt. Intenzitu
barevného produktu Ize méfit spektrofotometrem pfti vinové délce absorpéniho maxima, a to
pfi 475 nm. Cim vice Zivotaschopnych bunék je v testovaném vzorku, tim intenzivnéjsi je
oranzové zbarveni a tim vyssi je hodnota absorbance namérend spektrofotometrem. Vyhodou
XTT testu je eliminace solubilizace vzniklého formazanu, coZ zkracuje a zjednoduSuje proces
testu. Vétsina lidskych nadorovych bunécnych linii metabolizuje XTT méné ucinné nez MTT. To
znamena, Ze produkuji méné formazanu, a proto je absorbance nizsi. Pridani fenazin
methosulfatu vyrazné zvysuje bunécnou redukci XTT. To vede k silnéjsSimu zbarveni formazanu

a umoznuje snazsi a presnéjsi méfeni absorbance (Scudiero et al., 1988).

3.5.2.2 Ostatni kolorimetrické metody

Kromé testl s tetrazoliovymi solemi je dllezité zminit i dalsi typy kolorimetrickych
testl, které se pouzivaji ke stanoveni bunécné viability a cytotoxicity. Jednim z nich je
laktatdehydrogenazovy test (LDH test), ktery méfi toxicitu latky na zakladé mnozstvi enzymu
LDH, ktery se uvolfiuje z poSkozenych bunék. Tento test vyuziva LDH jako indikdtor poskozeni
bunék, jelikoZ zdravé burnky LDH neuvoliuji. Uvolnény enzym LDH je kvantifikovan pFidanim
diaforasy, ktera katalyzuje preménu tetrazoliové soli na ¢erveny formazan. Barevny produkt je
stanoven spektrofotometricky pfi vinové délce 490 nm (Decker & Lohmann-Matthes, 1988).
Tato metoda je rychld a jednoduchd, nicméné je duleZité zminit to, Zze metoda muze byt
omezena vlastni aktivitou LDH pouzitého séra ¢i dalSich slouc¢enin (Aslantiirk, 2018).

Dalsi kolorimetrickou metodou je napr. CVS test. Zakladni princip metody spociva
v odstranéni odumfelych bunék proplachovanim kultivované vrstvy. U adherentnich bunék
totiz dochazi k oddéleni od desti¢ky s bunéénou kulturou béhem bunééné smrti. Nasledné se
Zivé bunky pfrilnuté k podkladu obarvi krystalovou violeti. Toto barvivo se specificky vaze na
DNA a proteiny Zivych bunék, ¢imz je zbarvi do fialova. Pro spektrofotometrické hodnoceni je
nutné do bunécné kultury pridat rozpoustédlo (napf. methanol). V tomto pfipadé opét plati,
Ze ¢im vice je fialové zbarveni intenzivni, tim vice je Zivotaschopnych bunék (Feoktistova et al.,
2016). Tato metoda je pomérné rychla, ale nedokaze hodnotit zmény v bunééné metabolické
aktivité. Mimo jiné je také dulezité zminit, Ze pouZzitim CVS testu dochazi k usmrceni bunék

a jedna se tedy o end-point esej (Aslantiirk, 2018).
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3.5.3 Fluorimetrické metody

Zkoumani novych metod prispélo k objevu citlivéjsi alternativy k béZinym
kolorimetrickym a dye exclusion metoddm, a tedy ke vzniku fluorimetrickych metod. Princip
spociva v enzymatickém Stépeni nefluoreskujici slouceniny, ¢imzZ vznika fluoreskujici produkt.
Ten je ndsledné detekovan a umoziuje kvantifikaci analytu. Fluorometrické metody se tési
rostouci oblibé diky své citlivosti a jednoduchosti (Kamiloglu et al., 2020). Mezi nejzndmé;si
priklady fluorimetrickych eseji k hodnoceni viability bunék a cytotoxicity patfi resazurinova
(Alamar Blue) esej, Calcein-AM esej Ci test markerl Zivotaschopnosti proteasy (Aslantirk,

2018).

3.5.3.1 Alamar Blue test

Alamar Blue test (také znamy jako test redukce resazurinu) se stal populdrnim
nastrojem pro zkoumani vlivu testovanych sloucenin na cytotoxicitu a zivotaschopnost bunék.
Test vyuzivd resazurin, fluorimetricky redoxni indikdtor, ktery je zpocatku modry
a nefluorescencni. Po vstupu do bunék se v redukénim prostiedi cytosolu resazurin redukuje
na resorufin, rGZové fluorescencni latku. Resorufin je dale redukovan na bezbarvy
hydroresorufin, ktery ztraci schopnost fluorescence. Kredukci dochazi pouze
u Zzivotaschopnych bunék, které redukuji resazurin na resorufin, ¢imz ovliviuji fluorescenci
a barvu média, ve kterém jsou kultivovany. Ke kvantitativnimu vyhodnoceni Zivotaschopnosti
bunék dochazi nejéastéji mérenim fluorescence s pouzitim fluorometru. Alamar Blue test je
také mozné vyhodnotit spektrofotometricky mérenim absorbance, cozZ se ale jevi jako méné
citlivé oproti méreni fluorescence. Jednou z hlavnich prednosti tohoto testu je jeho netoxicita
pro bunky. Diky tomu je mozné bunky po testovani znovu pouzit, ¢imz se Setfi zejména finanéni
prostiedky vynaloZené na vyzkum. Pred provedenim testu je vhodné zkontrolovat, zda
resazurin neinteraguje s testovanou latkou, aby nedoSlo ke vzniku faleSné pozitivnich ¢i
negativnich vysledkd. Je také dulezité optimalizovat podminky testovani (koncentrace
resazurinu a doba inkubace), aby nedochdzelo k nadmérné redukci na nefluoreskujici

hydroresorufin (O’Brien et al., 2000).

3.5.3.2 Calcein-AM esej
Test s vyuZitim calcein-AM (calcein acetomethoxyester) je citlivd a rychld metoda
vhodna k hodnoceni bunécné viability. Metoda spocivda v metabolizaci calcein-AM

(nefluoreskujici derivat fluoresceinu) na zelené fluorescencni calcein. Calcein-AM prochazi
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pasivné skrz buné¢nou membranu Zivotaschopnych bunék. K metabolizaci dochazi pisobenim
cytosolovych esteras za vzniku hydrofilniho calceinu, ktery skrz membrany neprochazi.
Fluorescenéni signal calceinu je méfen fluorometrem pfi excitacni vinové délce 485 nm
a emisni vinové délce 530 nm. Pouze Zivé buriky s aktivnim metabolismem fluoreskuji, protoze
cytoplazmatické esterasy v poskozenych nebo mrtvych burikdch nemohou byt aktivni (Bratosin

et al., 2005).

3.5.4 Luminometrické metody

Luminometrické metody, téz bioluminiscencni, jsou velmi citlivé metody, které jsou
zaloZeny na detekci luminiscencniho signalu, ktery je umérny poctu Zivotaschopnych bunék.
Nevyhoda téchto metod spodivda zejména vtom, Ze jsou finan¢né nakladné z hlediska
specialniho vybaveni potfebného k méreni. Mezi luminometrické metody se fadi napf. ATP test

nebo test Zivotaschopnosti v realném case (Aslantiirk, 2018).

3.5.4.1 ATP test

Crouch et al. (1993) se zabyvali vyuzitim bioluminiscence ATP ke stanoveni bunécné
proliferace a cytotoxicity. Nukleotid ATP je pfitomen ve vSech Zivotaschopnych burkach a je
nepostradatelny z hlediska energetické vymény v biologickych procesech bunék. VSechny Zivé
buriky potfebuji k plnéni specializovanych funkci ATP, pokud je burnka poSkozena ¢i nema
dostatek kysliku/substratu, dochazi ke snizeni produkce ATP. V pfipadé bunééné smrti dochazi
postupem ¢asu k vy€erpani hladin ATP vlivem probihajici hydrolyzy ATP. Ke stanoveni bunééné
viability prostfednictvim stanoveni intracelularniho ATP je zapotfebi vhodného €inidla. Cinidlo
zpUsobuje lyzu bunék, coz vede k uvolnéni ATP, ktery je stanoven reakci s enzymem luciferin-
luciferasou. Na zakladé této reakce vznika oxyluciferin a dochazi k emisi svétla, ktera je mérena
pomoci luminometru. Intenzita luminiscence se zvySuje s narustajicim obsahem ATP, jelikoz
koncentrace ATP pfimo odpovida poctu Zivotaschopnych bunék (Crouch et al., 1993). Test ATP
je rychla metoda, kterd je také v porovnani s ostatnimi metodami nejcitlivéjsi. Vyhodou je také
to, Ze luminiscencni signal je ustalen zhruba do 10 minut po pridani ¢inidla a poté zlstava

stabilni az nékolik hodin (Aslantiirk, 2018).
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Testované alkaloidy

Pfehled testovanych alkaloid( a molekulovych hmotnosti je uveden v Tabulce 8.

Tabulka 8 Molekulovd hmotnost a strukturni vzorce testovanych alkaloidu

Molekulova
Testované alkaloidy Strukturni vzorec
hmotnost
N
Quebrachamin 282.4 CHa
\
N
|
H
Geissosreticulatin 296,2
1,2-didehydroaspidospermidin 280,0
N
Nova latka 1 590.4
HO
H
. . - H
Diastereomer geissoschizolinu 2982
N
>N
V4 V4 N
Nova latka 2 294.4
M
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4.2 Biologicka aktivita testovanych alkaloidti

4.2.1 Stanoveni inhibi¢ni aktivity vici rekombinantni humanni acetylcholinesterase

a butyrylcholinesterase

Pro stanoveni inhibi¢ni aktivity testovanych latek vici rekombinantnim humannim
enzymOm AChE a BuChE byla vyuZita in vitro metoda, a to Ellmanova spektrofotometricka

metoda. Princip metody a reakéni schéma jsou uvedeny v kapitole 3.3.3.1.

4.2.1.1 Testované latky
Méreni inhibi¢ni aktivity vic¢i enzymim bylo provedeno s testovanymi alkaloidy

geissosreticulatinem, novou latkou 1, diastereomerem geissoschizolinu a novou latkou 2.

4.2.1.2 Pouiity biologicky materidl a chemikalie
e Acetylcholinesterasa, rekombinantni lidsky enzym (Katedra chemie, PFF UHK, CR)
e Acetylthiocholin jodid, p. a. (Sigma Aldrich, CR)
e Butyrylcholinesterasa, rekombinantni lidsky enzym (Katedra chemie, PFF UHK, CR)
e Butyrylthiocholin jodid, p. a. (Sigma Aldrich, CR)
e Dimethylsulfoxid, p. a. (Sigma Aldrich, Némecko)
e Fosfatovy pufr (Dulbecco's phosphate buffer saline, pH = 7,4) (Sigma Aldrich, USA)
e Kyselina 5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoova), > 98% (Sigma Aldrich, CR)

4.2.1.3 Pouzité pristroje

e Spektrofotometr Synergy HT (BioTek, USA)

4.2.1.4 Pouzité rekombinantni enzymy

Rekombinantni enzymy AChE a BuChE byly pfipraveny na Katedfe chemie,
Pfirodovédné fakulty na Univerzité Hradec Kralové. Médium s enzymy bylo v ¢as potreby
nafedéno 100 mM fosfatovym pufrem o pH 7,4. Médium s enzymy bylo uchovano do doby

pouZziti v mrazaku pfi teploté —22 °C.

4.2.1.5 Postup méreni

Ke zjisténi procentudlni inhibice cholinesteras bylo provedeno screeningové méreni
pfi koncentraci 100 uM. Do mikrotitraéni desti¢ky bylo pipetovdno 8,3 ul roztoku enzymu
(AChE nebo BuChE), 283 ul 5 mM DTNB a 8,3 pl testované latky rozpusténé v DMSO, vse

v triplikatu pro kazdou z mérenych latek. K méreni byl pfipraven také slepy vzorek v triplikatu,
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kde do kazdé jamky bylo pipetovano 8,3 ul roztoku enzymu (AChE nebo BuChE), 283 pul 5 mM
DTNB a 8,3 pul DMSO. Poté po dobu 1 minuty byla desticka umisténa k promichani
na mikrotfepacku a ndsledné byly latky inkubovany v komofre readeru pfi teploté 37 °C po dobu
5 minut.

Po uplynuti ¢asu byla mikrotitracni desticka vyjmuta z pfistroje a do kazdé z jamek bylo
pfidano 33,3 ul roztoku substratu (ATChl nebo BuTChl) v koncentraci 10 mM. Po pfidani
substratu byla mérena absorbance pfti vinové délce 412 nm. Pfi méreni byl sledovan nar(st
absorbance za 1 minutu.

K vypoctu procentudlni inhibice (% /) byl pouzit nasledujici vzorec:

%1=100 — (100 x SACIpIvEore) )

AA (testovana latka)

Kde % I je procentudlni inhibice, AA (slepy vzorek) je nérGst absorbance slepého
vzorku béhem 1 minuty a AA (testovana latka) je absorbance testované latky béhem 1
minuty.

U latek, které vykazovaly pfi testované koncentraci inhibi¢ni aktivitu vyssi nez 50 % byla
stanovena hodnota stfedni inhibi¢ni koncentrace ICso. Ke zjisténi hodnoty ICso byla pfipravena
koncentracni fada roztokll a pomoci Ellmanovy spektrofotometrické metody byla stejnym
zplUsobem, jako u stanoveni procentudlni inhibice, méfena absorbance pfi vinové délce 412
nm.

Hodnoty ICso byly vypoéteny z namérenych hodnot poklesu aktivity AChE nebo BuChE
nelinedrni regresi v programu GraphPad Prism (verze pro Windows, vyrobce GraphPad
Software). Hodnoty ICsp byly porovnany s hodnotami znamého inhibitoru cholinesteras,

a to galanthaminem.

4.2.2 Test paralelniho pronikani umélou membranou
S vyuzitim metody PAMPA byla ovérena pasivni difuze latek pres umélou lipidovou
membrdanu, a tedy predpoklad pro prostupnost latek pfes HEB. Princip metody je uveden

v kapitole 3.4.3.2.

4.2.2.1 Testované latky
Méreni paralelniho pronikani latek pres umélou membranu bylo provedeno
s testovanymi alkaloidy guebrachaminem, geissosreticulatinem, 1,2-

didehydroaspidospermidinem a s novu latkou 2.
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4.2.2.2 Pouzité chemikalie
e Dimethylsulfoxid, p. a. (Sigma Aldrich, Némecko)
e Dodekan (Sigma Aldrich, USA)
e Fosfatovy pufr (Dulbecco's phosphate buffer saline, pH = 7,4) (Sigma Aldrich, USA)
e Polarni mozkovy lipid (Avanti, USA)

4.2.2.3 Pouzité pristroje

e Spektrofotometr Spark (Tecan Group Ltd., Svycarsko)

4.2.2.4 Priprava roztoku testovanych latek a sestrojeni kalibracni kfivky

Prvni den byly navdzeny testované latky, které byly rozpustény v 90 upl DMSO.
K snazSimu rozpusténi latek byla vyuZita ultrazvukova lazen pfi teploté 35 °C, po dobu 5 az 10
minut, a ddle vortex k promichdni. Ze vzniklého zasobniho roztoku bylo odebrdno potrebné
mnozstvi pro pripravu 100 uM mérfeného roztoku, u kterého byla mérena absorbance
ke zjisténi maxima absorpcéniho spektra. Méreny roztok byl pfipraven smisenim 11 ml PBS
a odebraného mnoizstvi zasobniho roztoku, tak aby koncentrace DMSO v roztoku neptekrocila
0,5%. U kazdé ztestovanych Iatek bylo mérfeno absorpcni spektrum s vyuZitim
spektrofotometru v oblasti 200 nm — 700 nm. Bylo zjisténo absorpéni maximum pro kazdou
z testovanych latek a byla odectena vinova délka pro nadchazejici méreni absorbance. Zjisténa

vinova délka testovanych latek pro méreni absorbance je uvedena v Tabulce 9.

Tabulka 9 Zjisténd vinova délka testovanych ldtek pro méreni absorbance

Testované alkaloidy Vinova délka [nm]
Quebrachamin 280
Geissosreticulatin 234
1,2-didehydroaspidospermidin 234
Nova latka 2 248

Pro sestrojeni kalibracni kfivky byla pfipravena kalibra¢ni rfada s vychozi koncentraci
roztoku 100 uM, dale s pouzitim pufru PBS byly naredény koncentrace 50 uM, 25 uM, 12,5 uM

a 6,25 uM, a to pro kazdou z testovanych latek. Do 96-ti jamkové mikrotitracni desticky bylo
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pipetovano 200 ul v triplikatu pro kazdou z péti koncentraci a 200 pl slepého vzorku v triplikatu
pro kazdou ztestovanych latek. S vyuZitim spektrofotometru byla zmérfena absorbance
testovanych latek pfi vinové délce daného absorpcniho maxima. Z vyslednych udaju byla
sestrojena kalibracni kfivka a zjiSténa jeji rovnice linearity. Kalibra¢ni kfivka vyjadfuje zavislost

mérené absorbance na koncentraci mérenych roztokd.

4.2.2.5 Meéreni prostupu latek pres umélou lipidovou membranu

Pro kontrolu stability koncentrace vychoziho 100 uM roztoku bylo provedeno méreni
absorbance v ¢ase pfipravy a nasledné po 24 hodinach, 27 hodinach a 30 hodindach od pfipravy.
Vidy bylo pipetovano 200 ul v triplikatu pro kazdou z testovanych latek a 200 pl v triplikatu
slepého vzorku.

Druhy den byla provedena zkouSka prostupu testovanych latek pres lipidovou
membranu. K tomu byla vyuZita aparatura slozena z 96-ti jamkové prihledné donorové a 96-
ti jamkové bilé akceptorové mikrotitracni desticky (Obrazek 5). Vrchni donorova desticka
obsahovala na dné membranu, na kterou byly naneseny 4 ul PBL rozpusténého v dodekanu
o koncentraci 20 mg/ml, po naneseni vznikla uméla lipidovd membrana. Do jamek dolni
akceptorové casti bylo pipetovdano 300 pl PBS, ddle do jamek horni donorové casti bylo
pipetovano 300 ul nejvyssi koncentrace od kazdé z testovanych latek v kvadruplikdtu pro
kazdou hodinu (tzn. pro odebrani mérenych latek po 3, 4, 5 a 6 hodinach). Déle byla donorova
a akceptorova ¢ast spojeny poloZzenim na sebe a byly inkubovany ve tmé za laboratorni teploty.
V prabéhu inkubace dochdzelo k pasivni difuzi testovanych latek pres umélou lipidovou

membranu z donorové do akceptorové ¢asti.

/ — Vrchni kryt

Donorové ¢dst

Akceptorova ¢ast

Lipidova membrana

Obrdzek 5 96-ti jamkovd aparatura s donorovou a akceptorovou ¢dsti (modifikované podle:

Ask et al., 2019)
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Po 3 hodinach od inkubace ve tmé bylo odebrano 200 ul z donorové i akceptorové ¢asti
odpovidajicich jamek pro kazdou ztestovanych latek a téchto 200 ul bylo pipetovano
do mikrotitracni desticky, taktéz bylo do destic¢ky pipetovano 200 pl slepého vzorku pro kazdou
z mérenych latek. Poté byla mérena absorbance pfi odpovidajici vinové délce s pouzitim
spektrofotometru.

Po odebrani byly testované latky opét inkubovany za laboratorni teploty ve tmé.
Odebrani latek a méreni absorbance bylo zopakovano stejnym zplsobem po nasledujicich 4, 5
a 6 hodinach od ptipravy.

Na konci méreni byly pfipraveny roztoky s tzv. koncentraci ekvilibria, u kterych byla
zmérena absorbance. Koncentrace ekvilibria, tedy teoreticka koncentrace, ktera simuluje
rovnovazny stav v pfipadé, Ze je membrana idedlné propustnd. Roztok s teoretickou
koncentraci byl ptipraven smisenim 700 ul 100 uM roztoku testované latky a 700 ul PBS.

U takto nafedéného roztoku byla zmérena absorbance pti odpovidajici vinové délce.

4.2.2.6 Vypocet koeficientu permeability Pe

Vyhodnoceni méreni prlichodu latek pres membranu bylo provedeno v tabulkovém
softwaru Microsoft Excel, kde byla sestrojena kalibraéni kfivka a jeji rovnice linearity
z predchoziho méreni. Na zakladé kalibra¢ni kfivky a rovnice linearity byla vypoctena
koncentrace donorové a akceptorové ¢asti a taktéz koncentrace v ekvilibriu. S pouZitim nize
zminéné rovnice byl vypocitan koeficient permeability Pe pro kazdy ¢asovy bod a z vysledné

hodnoty byla uréena pravdépodobnost priichodu testovanych latek pres HEB.

Vypocet koeficientu permeability Pe podle nasledujici rovnice:

Log Pe= log[C X —In (1 __[latka] akceptor )]

[latka] ekvilibrium

= ((Vd I?/:)V:a X t)

Kde Vd je objem v donorové jamce (300 ul), Va je objem v akceptorové jamce (300

ul), (latka) akceptor je koncentrace latky v akceptorové jamce, (latka) ekvilibrium je

koncentrace latky v teoretické rovnovaze, a je plocha jamky (0,28 cm?) a t je ¢as méfeni (s).
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4.2.3 Stanoveni cytotoxicity za pomoci MTT testu s CHO-K1 a SH-SY5Y linii
Ke stanoveni cytotoxicity testovanych alkaloid( in vitro byl vyuzit MTT test, ktery je

popsany v kapitole 3.5.2.1.

4.2.3.1 Testované latky

Stanoveni cytotoxicity s CHO-K1 linii bunék bylo provedeno s testovanymi alkaloidy
guebrachaminem, geissosreticulatinem, 1,2-didehydroaspidospermidinem a s novu latkou 2.
Stanoveni cytotoxicity s SH-SYS5Y linii bylo provedeno s testovanymi alkaloidy quebrachaminem
a 1,2-didehydroaspidospermidinem, které vykazovaly vyznamnou inhibi¢ni aktivitu vaci

BuChE.

4.2.3.2 Pouzité chemikalie
e Dimethylsulfoxid, p. a. (Sigma Aldrich, Némecko)
e Fetalni bovinni sérum (Sigma Aldrich, USA) (FBS)
e Fosfatovy pufr (Dulbecco's phosphate buffer saline, pH = 7,4) (Sigma Aldrich, USA)
e L-glutamin (Sigma Aldrich, USA)
e Methylenova tetrazoliova sul (3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium
bromid) (Sigma Aldrich, USA)
e Penicilin (10 000 U)/ streptomycin (10 mg/ml) (Sigma Aldrich, USA)
e Trypsin: trypsin/ EDTA (0,25%) (Sigma Aldrich, USA)
e Zivné médium DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) (Biosera, Francie)

e Zivné médium F-12 Ham (Nutrient mixture F-12 Ham) (Sigma Aldrich, USA)

4.2.3.3 Pouzité bunécné linie

Bunécna linie CHO-K1 (Chinese hamster ovary cell line). Jedna se o adherentni ovaridlni
buriky kiecika Cinského (Cricetulus griseus), které byly kultivovany v zivném médiu F-12 Ham.
Zivné médium spfidavkem 10% FBS, 1% L-glutaminu a 1% roztoku antibiotik
penicilin (10 000 U)/ streptomycin (10 mg/ml). Inkubace probihala pfi teploté 37 °C, 5 % CO;
a 95 % vlhkosti. Bunécna linie SH-SY5Y je linie lidskych neuroblastomovych bunék, ktera se
vyuziva pro testovani neurotoxicity jako model bunék nervového systému. Tyto bunky byly
kultivovany v médiu DMEM s pfidavkem 10% FBS, 1% L-glutaminu, 1% roztoku antibiotik
penicilin (10 000 U)/ streptomycin (10 mg/ml) a 1% roztoku neesencialnich aminokyselin.

Inkubace probihala v inkubatoru pfi teploté 37 °C, 5 % CO; a 95 % vlhkosti.
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4.2.3.4 Pouiité pristroje
e Lamindrni box Heal Force (HFsafe-1200LA, Cina)

e Spektrofotometr Spark (Tecan Group Ltd., Svycarsko)

4.2.3.5 Postup kultivace adherentnich bunék

Prace s bunkami byla vykondvana v sterilnim prostfedi laminarniho boxu. Kultivace
bunék byla provddéna dvakrat az trikrat tydné, podle rychlosti rlistu bunék. Znadoby
s burikami bylo odebrano staré kultivacni médium a bunky byly oplachnuty 5 ml PBS, které
bylo nasledné odebrano. Po oplachu bunék byl pfidan 1 ml trypsinu a kultivaéni nadoba byla
umisténa do inkubdatoru (37 °C) na 5 min. Trypsin, ktery byl rovhomérné rozprostfen po dné
nadoby, byl vyuZit pro uvolnéni bunék ze dna. Po inkubaci byly bunky preneseny
do laminarniho boxu, kde byly k burikam pipetovany 4 ml nového kultivaéniho média. Vznikla
bunécnd suspenze byla pouZita pro stanoveni cytotoxicity, které predchazelo pocitani bunék

v Burkerové komdurce.

4.2.3.6 Postup pripravy experimentu

Postup pocitani a nasazeni bunék byl stejny pro obé bunééné linie. Pfed stanovenim
cytotoxicity bylo nutné zjistit pocet Zivych bunék v médiu, a to s vyuzitim Birkerovy komurky.
Prace s bunkami byla provedena v lamindrnim boxu, kde bylo do mikrozkumavky pipetovano
1,8 ml ¢istého média a 0,2 ml média s bunikami. Z takto pfipraveného roztoku bylo pipetovano
10 pl na Birkerovu komUrku pod kryci sklicko. Za pouZziti mikroskopu byl spocitan pocet bunék
a proveden vypocet. Na zdkladé vypoctu byl zjistén objem cistého média a objem média
s burikami, které byly smiseny a pipetovany do mikrotitracni desticky. Vypocet byl proveden
tak, aby kazda jamka obsahovala 10 000 bunék.

Multikanalovou pipetou byly nasazeny bunky (pasdz 7-18) do 96-ti jamkové
mikrotitraéni desti¢ky. Do kazdé jamky bylo pipetovdno 50 pl média s burfikami. Vyjimkou byl
posledni sloupec desticky, do kterého bylo pipetovano 50 pl ¢istého média, a ktery slouzil jako
tzv. blank (slepy vzorek). Timto zplsobem byly nasazeny burnky pro provedeni testu
cytotoxicity, které byly 24 hodin inkubovany pfi teploté 37 °C, 5 % CO; a 95 % vlhkosti.

Kultivaéni nddoba byla doplnéna médiem na celkovy objem 10 ml a taktéz umisténa

do inkubatoru. Na nadobu byl zapsan datum a Ciselné poradi provedené pasaze.
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4.2.3.7 Postup MTT testu

Postup provedeni testu byl totoZzny pro obé bunécné linie. Druhy den byla nejprve
zkontrolovana Zivotaschopnost a konfluence bunék v desticce pod mikroskopem. Poté byly
pfipraveny zdsobni roztoky testovanych latek rozpusténé v DMSO a zfedéné Cistym médiem
na pozadovanou koncentraci. Koncentrace DMSO ve finalnim roztoku aplikovaném na buriky
by neméla presahnout 0,5 % (v/v). U kazdé z testovanych latek byla nejvyssi koncentrace
nafedéna tzv. dvojkovym redénim na 8 koncentraci, které se nachdzely v koncentrac¢nim
rozmezi quebrachamin (800 — 6,25 uM), geissosreticulatin (1 000 — 7,81 uM), 1,2-
didehydroaspidospermidin (600 — 4,69 uM), nova latka 2 (1 000 — 7,81 uM). Po ziedéni
testovanych latek bylo do 96-ti jamkové mikrotitracni desticky pfipravené z pfedchoziho dne
pipetovano 50 pl v tripletu ¢istého média do jamek pro kontrolu a slepého vzorku a 50 pl
v tripletu od kazdé koncentrace testovanych latek do jamek s nasazenymi burikami. Celkem
bylo v kazdé jamce 100 ul roztoku. Mikrotitracni desti¢ka byla umisténa do inkubatoru na 24
hodin pfi teploté 37 °C, 5 % CO; a 95 % vlhkosti.

Treti den byla po pfichodu provedena s pomoci mikroskopu kontrola bunék a kontrola,
zda doslo k vysrazeni latek. V laminarnim boxu bylo do kazdé jamky pipetovano 13 ul MTT
a mikrotitracni desti¢ka byla umisténa na 1 hodinu do inkubatoru. Po inkubaci byly pozorovany
vzniklé fialové krystaly pod mikroskopem, které vznikly redukci tetrazoliové soli MTT
na formazan. Poté byl z desticky opatrné odsat veskery roztok do sucha, tak aby nedoslo
k odstranéni vzniklych krystal(i ze dna desticky. Po odsati bylo do vSech jamek pipetovano
100 pl DMSO a desticka byla umisténa na tfepacku na 2 minuty. Pfiddnim DMSO doslo
k rozpusténi krystald a u vzniklého roztoku byla méfena absorbance s vyuZitim
spektrofotometru pfi vinové délce 570 nm a 650 nm.

Hodnoty stfedni inhibiéni koncentrace ICso byly vypocteny z namérenych hodnot
nelinedrni regresi v programu GraphPad Prism (verze pro Windows, vyrobce GraphPad

Software).
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5 VYSLEDKY

5.1 Inhibicni aktivita latek vUci acetylcholinesterase a butyrylcholinesterase

Ke stanoveni inhibi¢ni aktivity testovanych latek byla vyuZita in vitro Ellmanova
spektrofotometricka metoda. Pfi screeningovém meéreni testovanych latek byly zjiStény
hodnoty inhibi¢ni aktivity v{i¢i rekombinantnim humannim enzym{m AChE a BUuChk. V Tabulce
10 jsou uvedeny procentudlni hodnoty inhibi¢ni aktivity testovanych alkaloidd vUci
cholinesterasam. V Tabulce 10 je také uvedena hodnota inhibi¢ni aktivity vic¢i AChE
pro standard galanthamin. Jednda se o priimérné hodnoty z 3 samostatnych méreni, veskeré
hodnoty jsou zaokrouhleny na 2 desetinnd mista.

U testovanych alkaloid(, které vykazovaly inhibi¢ni aktivitu vyssi nez 50 % byla dale
stanovena hodnota stfedni inhibi¢ni koncentrace 1Cso. Z divodu nedostate¢ného mnozstvi
nové latky 1 nebylo stanoveni hodnoty ICso provedeno. Vysledné hodnoty ICso jsou uvedeny

v Tabulce 10.

Tabulka 10 Procentudlni hodnoty inhibi¢ni aktivity testovanych alkaloid( vici cholinesterasam

Inhibice Inhibice
|C50 BUChE
Latka AChE [%]+ = BuChE [%] £
[UM] £ SEM
SEM SEM

Geissosreticulatin 1,89+2,13 | 46,18+0,29 -

Nova latka 1 16,21+3,96 | 55,08 + 1,47 -

Diastereomer geissoschizolinu | 29,65+ 3,22 | 34,24 + 3,28 -

Nova latka 2 19,50 +2,13 | 45,46+ 1,38 -
Quebrachamin 9,95+1,92  9507+1,91 3,7240,05
1,2-didehydroaspidospermidin | 17+273 | 89,20+0,38 10,71 +2,72
Galanthamin * 94,41+0,49 68,23+1,24 33,69+2,66

st standard
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5.2 Test paralelniho pronikani umélou membranou

Pomoci metody PAMPA byl ovéren predpoklad priniku testovanych alkaloid( ptes HEB.
Vysledky méreni byly zpracovany v tabulkovém softwaru Microsoft Excel. K zajisténi pfesnosti
méreni byla pro kazdou z testovanych latek nejprve sestrojena kalibracni kfivka a stanovena
jeji rovnice linearity, ktera byla vyuzita pro vypocet koncentrace testovanych latek v donorové
a akceptorové jamce a k vypoctu koncentrace v ekvilibriu. Na Obrazku 6 jsou zobrazeny
kalibracni kfivky testovanych latek s jejich rovnicemi linearity.

Nasledné byla vypoctena hodnota koeficientu permeability Pe, kterd byla zjisténa
z primérnych hodnot kvadruplikat( pro kazdy ze ¢tyfech casovych usekd, tedy pro 3,4,5a 6
hodin. Vysledna hodnota Pe zobrazend v Tabulce 11 je primérnou hodnotou z 2 samostatnych
méreni, ktera byla zaokrouhlena na 2 desetinna mista.

Z vyslednych hodnot koeficientl permeability Pe byl stanoven predpoklad priniku
testovanych alkaloid(i pfes umélou lipidovou membranu, a tedy predpoklad pro pranik latek

pres HEB. V Tabulce 11 jsou uvedené také mérené hodnoty standardnich latek (donepezil,

obidoxim).
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Obrazek 6 Kalibracni kfivky a jejich rovnice linearity
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Tabulka 11 Koeficient permeability Pe a predpokladany prinik testovanych latek pres HEB

Pe
CNS
Latka [x10°¢ cm/s]
(+/-)
+ SEM

Quebrachamin 27,78 +4,12 CNS +
Geissosreticulatin 20,81 +2,41 CNS +
1,2-didehydroaspidospermidin 12,41 + 2,65 CNS +
Nova latka 2 14,66 £ 1,91 CNS +
Obidoxim s 2,59 +0,28 CNS -
Donepezil 24,93 +1,90 CNS +

ststandard

Testované alkaloidy mulzeme rozdélit na ty, které dokadzi prochazet lipidovou
membranou centrdlniho nervového systému (CNS+), a ty, které tuto bariéru prekonat
nemohou (CNS-). Pokud jsou latky oznaceny jako (CNS+), predpoklada se vysokd permeace
HEB, coz odpovida hodnotam Pe (x107 cm/s) >4,0. Latky, u kterych neni permeace HEB zcela
jista, jsou oznaceny jako (CNS+/-), coz odpovida hodnotam Pe (x107® cm/s) od 4,0 do 2,0. Latky
s hodnotami Pe (x107® cm/s) <2,0 jsou oznaceny jako (CNS-) a pravdépodobné pres HEB

neprochdzi (Di et al., 2003).
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5.3 MTT test s CHO-K1 linii

Hodnoceni cytotoxicity testovanych alkaloidd in vitro bylo provedeno s linii

adherentnich bunék CHO-K1. Z namérenych hodnot byly vypocteny hodnoty stfedni inhibi¢ni
koncentrace ICso pro kazdou z testovanych latek, které jsou uvedeny v Tabulce 12. Vysledna
hodnota ICsp udava koncentraci, pti které je usmrceno 50 % bunék. Hodnoty ICso a nize
znazornéné grafy byly zjistény s pouzitim programu GraphPad Prism (verze pro Windows,
vyrobce GraphPad Software). Hodnoty ICsp a viability uvedené v Tabulce 12 jsou priimérnou

hodnotou z 3 samostatnych méfeni a jsou zaokrouhleny na 2 desetinnd mista.

Tabulka 12 Hodnoty ICso testovanych alkaloidi (s bunécnou liniif CHO-K1)

Testované alkaloidy ICs0 [uM] = SEM
Quebrachamin 505,35+ 7,75
Geissosreticulatin 775,30+ 7,50
1,2-didehydroaspidospermidin 252,35 + 29,25
Nova latka 2 1757,50 £ 52,50
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Obradzek 7 Grafy zdvislosti koncentrace testovanych alkaloidt na viabilité CHO-K1 linie bunék
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5.4 MTT test s SH-SY5Y linii

Hodnoceni cytotoxicity testovanych alkaloid(i s bunécnou linii SH-SY5Y (lidské
neuroblastomové buriky) bylo provedeno u alkaloidd quebrachaminu a 1,2-
didehydroaspidospermidinu, které vykazovaly vyznamnou inhibi¢ni aktivitu vic¢i BuChE.
Z namérenych hodnot byly vypocteny hodnoty stfedni inhibi¢ni koncentrace ICso pro obé
z testovanych latek, které jsou uvedeny v Tabulce 13. Hodnoty ICso a niZe znazornéné grafy byly
zjistény s pouzitim programu GraphPad Prism (verze pro Windows, vyrobce GraphPad
Software). Hodnoty ICso uvedené v Tabulce 13 jsou primérnou hodnotou z 3 samostatnych
méreni a jsou zaokrouhleny na 2 desetinnd mista. Grafy zavislosti koncentrace testovanych

alkaloidU na viabilité SH-SY5Y linie bunék jsou uvedeny na Obrazku 8.

Tabulka 13 Hodnoty ICso testovanych alkaloidd (s bunécnou linii SH-SY5Y)

ICs0 [uM] £
Latka
SEM
Quebrachamin 222,07 + 44,00

1,2-didehydroaspidospermidin | 44 8313 91

1.2-dihydroaspidospermidine

Quebrachamine

150+ 150-

100+

1 [ P

viahilita | %]
viabilita [ %]

T T - 1
1 10 100 1000

T T d 0
1 10 100 1000

koncentrace [uM| koncentrace [uM]

Obrdzek 8 Grafy zdvislosti koncentrace testovanych alkaloidd na viabilité SH-SY5Y linie bunék
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6 DISKUSE A ZAVER

Rod Geissospermum Allemdao (Apocynaceae) je vyznamnym zdrojem predevsim
indolovych alkaloid(i. Do tohoto rodu je fazeno celkem 12 druhf, z toho ale pouze 6 druh( bylo
doposud fytochemicky analyzovano (G. argenteum, G. fuscum, G. vellosii, G. reticulatum,
G. sericeum a G. urceolatum). Jiz po mnoho let jsou jednotlivé druhy vyuzivany v tradi¢ni
mediciné k 1é¢bé malarie, nador, bakteriadlnich infekci a bolesti (Sajkowska-Kozielewicz et al.,
2020). Siroké spektrum biologickych aktivit tohoto rodu vedlo ke vzniku mnoha studii, které
se zabyvaly antiplazmodialni, antineoplastickou, protizanétlivou ¢i anticholinesterasovou
aktivitou (Li et al., 2019; Lima et al., 2016; Steele et al., 2002). Pravé anticholinesterasova
aktivita nékterych indolovych alkaloid( tohoto rodu se stala predmétem testovani v rdmci
inhibi¢ni aktivity latek vici AChE a BUChE. Potencialni inhibi¢ni ucinek testovanych alkaloid(
vUci AChE a BUChE je klicovy v terapii Alzheimerovy choroby. Z hlediska anticholinesterasové
aktivity se jevi slibné nékteré izolované alkaloidy z G. vellosii, které byly testovdny v ramci
studie provedené Lima et al. (2009) a Lima et al. (2020).

Na zakladé primdarniho screeningu EtOAc extraktu z kliry G. vellosii byla zaznamendana
vyznamna inhibi¢ni aktivita vi¢i AChE a BUChE, s hodnotami stfedni inhibi¢ni koncentrace pro
AChE (ICso=15,19 + 0,96 pg/ml) a pro BuChk (ICso = 0,37 + 0,049 pg/ml). Vzhledem
k vysledklim studie byla klra stromu G. vellosii doporucena kdalSimu podrobnéjSimu
hodnoceni (Richter, 2022).

Cilem této diplomové prace bylo testovani biologické aktivity izolovanych alkaloid(.
Testované alkaloidy geissosreticulatin, 1,2-didehydroaspidospermidin, diastereomer
geissoschizolinu, nova latka 1, quebrachamin a nova latka 2 byly izolovany z kliry stromu
G. vellosii. 1zolace testovanych alkaloid(i probéhla na Katedre farmakognozie a farmaceutické
botaniky na Farmaceutické fakulté Univerzity Karlovy v Hradci Krdlové v rdmci diplomovych
praci (Vanova, 2022; Vlkova, 2022; Straskova, 2023; Pelnar, 2022).

Ke stanoveni inhibi¢ni aktivity cholinesteras byla vyuZita Ellmanova
spektrofotometrickda metoda. Pfi screeningovém meéreni testovanych alkaloid(i byly zjistény
procentualni hodnoty inhibi¢ni aktivity vi¢i AChE a BUChE. V ramci této diplomové prace byla
inhibi¢ni aktivita vci AChE a BUChE u alkaloid(i nové latky 1, diastereomeru geissoschizolinu,
nové latky 2 a geissosreticulatinu stanovena poprvé. Vétsina testovanych alkaloid(i vykazovala
nizkou inhibi¢ni aktivitu vac¢i cholinesterasam. U testovanych latek (geissosreticulatin,
diastereomer geissoschizolinu, nova latka 2) byly zjistény nizké hodnoty inhibicni aktivity
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(<50 %) vhOci obéma enzymim (AChE i BuChE). Testované latky (quebrachamin, 1,2-
didehydroaspidospermidin, nova latka 1) vykazovaly nizkou inhibi¢ni aktivitu (<50 %) v{ci
enzymu AChE. V rdmci hodnoceni inhibi¢ni aktivity vici BUuChE byly u testovanych alkaloidi
(quebrachamin, 1,2-didehydroaspidospermidin, nova latka 1) naméreny vyznamné hodnoty.
Nova latka 1 wvykazovala hodnotu inhibi¢ni aktivity vué¢i BuChE (55,08 + 1,47 %).
U quebrachaminu (testovany na katedie) byla namérena velmi vyznamnd hodnota inhibi¢ni
aktivity vaci BuChk (95,07 + 1,91 %), stejné tak 1,2-didehydroaspidospermidin poskytl vysokou
hodnotu inhibicni aktivity vici BuChE (89,20 + 0,38 %). U testovanych latek s inhibicni aktivitou
vysSi nez 50% byla stanovena hodnota stfedni inhibi¢ni koncentrace ICso. Z dlvodu
nedostate¢ného mnozstvi nové latky 1 nebylo stanoveni hodnoty ICso provedeno. Hodnota ICso
pro testovanou latku 1,2-didehydroaspidospermidin vic¢i BuChE je (10,71 + 2,72 uM),
pro quebrachamin je hodnota ICsp vici BUChE (3,72 + 0,05 uM). Hodnoty stfedni inhibi¢ni
koncentrace v0¢i BuChE pro testované alkaloidy 1,2-didehydroaspidospermidin
a quebrachamin jsou nizsi nez u jiz pouzivaného léciva galanthaminu (pouzity jako standard)
(ICs0 = 33,69 2,66 uM), a poskytuji tak nejlepsi vysledky v ramci hodnoceni inhibi¢ni aktivity
vUci cholinesterasdam.

Lima et al. (2020) se zabyvali hodnocenim anticholinesterasové aktivity indolovych
alkaloidl izolovanych z PP, kde alkaloid geissoschizolin poskytl nejlepsi vysledky. U tohoto
alkaloidu byla mimo jiné hodnocena také schopnost inhibovat lidskou hAChE a hBuChE, dale
byla hodnocena neuroprotektivni a protineurozanétliva aktivita nebo také bezpecnostni profil
molekuly. Geissoschizolin inhiboval oba enzymy hAChE i hBuChE, s vyssi ucinnosti inhibice v{ci
hBuChE. Na zakladé méreni byla zjiSténa vyznamna hodnota ICso geissoschizolinu vici hBuChE
(10,21 £ 0,01 uM) a také vaci hAChE (20,40 + 0,93 uM). Dale geissoschizolin prokazal v ramci
hodnoceni neuroprotektivni vlastnosti. Alkaloid geissoschizolin predstavuje nadéjnou
molekulu pro dalsi testovani a vyvoj |éCiv pro terapii Alzheimerovy choroby (Lima et al., 2020).
Na zdkladé namérenych hodnot stfedni inhibi¢ni koncentrace vici BuChE u latek 1,2-
didehydroaspidospermidinu a quebrachaminu by bylo zajimavé u téchto alkaloid(i provést
podrobnéjsi hodnoceni v rdmci anticholinesterasové aktivity.

Testované alkaloidy quebrachamin a 1,2-didehydroaspidospermidin se vyznacuji
selektivitou vici enzymu BuChE. Ve studiich (KoSak et al., 2016 a Kamal et al., 2017) se zabyvali
vyvojem in vivo aktivnich selektivnich inhibitord BuChE. V rdmci téchto studii probéhlo

hodnoceni inhibi¢ni aktivity testovanych latek vici BUuChE (na zvifecich modelech), kde byla
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potvrzena souvislost mezi etiopatogenezi Alzheimerovy choroby a aktivitou enzymu BuChE.
Zakladem terapie Alzheimerovy choroby stdle z(stavaji selektivni inhibitory AChE
(galanthamin, donepezil) a neselektivni inhibitor AChE a BuChE (rivastigmin), nicméné
selektivni inhibitory BUChE jsou predmeétem rozsahlého vyzkumu (KoSak et al., 2016; Kamal
et al., 2017). Inhibice BuChE se stdva cilem pro vyvoj novych |éCiv pro terapii Alzheimerovy
choroby, z toho divodu by testované alkaloidy quebrachamin a 1,2-didehydroaspidospermidin
mohly pfedstavovat slibny vzor pro vyvoj novych |éciv.

Latky, které se pouZzivaji pfi terapii Alzheimerovy choroby, plsobi na centrdlni drovni
aje tedy dulezité, aby pronikaly pres HEB. Ztoho dlvodu byly testované alkaloidy
(quebrachamin, geissosreticulatin, 1,2-didehydroaspidospermidin, nova latka 2) podrobeny
metodé PAMPA, k ovéreni predpokladu praniku pres HEB pasivni difuzi. Z vyslednych hodnot
permeacniho koeficientu Pe Ize predpokladat, ze vSechny testované alkaloidy budou pronikat
do mozku pasivné. Vysledné hodnoty permeacniho koeficientu Pe testovanych alkaloid( byly
porovnany s hodnotami standardd. Jeden ze standard( predstavoval donepezil, ktery
se pouziva v |écbé Alzheimerovy choroby a prlinik do mozku je u néj znamy. Naopak druhy
ze standard( obidoxim do mozku nepronika.

Nicméné metoda PAMPA nedokaze ovérit prestup latek pres HEB s vyuZitim aktivnich
transportérd. Pro komplexni hodnoceni prestupu testovanych alkaloid(i pres HEB do mozku by
bylo vhodné vyuzit také metody, které aktivni transport zahrnuji. Jako model lidské HEB
se v praxi vyuziva napf. lidska cerebralni endotelidlni bunééna linie hCMEC/D3 (Weksler et al.,
2013).

Z hlediska hodnoceni bezpecnostniho profilu testovanych alkaloid(i bylo provedeno
hodnoceni cytotoxicity s pouzitim MTT testu. U testovanych alkaloidd (quebrachamin,
geissosreticulatin, 1,2-didehydroaspidospermidin, nova latka 2) bylo provedeno meéreni
cytotoxicity na CHO-K1 bunkach. Vysledkem bylo ziskani hodnoty koncentrace ICso, pfi které je
usmrceno 50 % bunék. Cim je hodnota ICso vy33i, tim je toxicita testované latky nizsi. Testovana
latka quebrachamin vykazovala vyznamnou inhibi¢ni aktivitu vic¢i BUChE s hodnotou I1Cso=3,72
1 0,05 uM. PFi hodnoceni cytotoxicity quebrachaminu byla hodnota ICso = 505,35 + 7,75 uM,
z ¢ehoz lze vyvodit, Ze quebrachamin by mél byt pfi ucinné koncentraci pro bunky bezpecny.
Dal$i latkou, kterd vykazovala zajimavou inhibi¢ni aktivitu vi¢i BuChE byl 1,2-
didehydroaspidospermidin s hodnotou ICs0=10,71 £ 2,72 uM. Pro l[atku 1,2-

didehydroaspidospermidin byla stanovena cytotoxicita s hodnotou 1Cso = 252,35 + 29,25 uM,
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z ¢ehoz lze usoudit, Ze 1,2-didehydroaspidospermidin by mél byt opét pro bunky bezpecny
pfi u¢inné koncentraci. Vyznamna z hlediska hodnoceni inhibi¢ni aktivity vic¢i BuChE byla
taktéz nova latka 1, u které z divodu nedostatecného mnozstvi vzorku nebyla stanovena
hodnota ICso.

Hodnoceni cytotoxicity bylo provedeno taktéZz sbunécnou linii lidskych
neuroblastomovych SH-SY5Y bunék, ktera se vyuZiva pro testovani neurotoxicity jako model
bunék nervového systému. Testovani cytotoxicity s vyuzitim MTT testu bylo provedeno u latek
guebrachaminu a 1,2-didehydroaspidospermidinu, které byly vyznamné z hlediska hodnoceni
inhibicni aktivity v0c¢i BuChE. Pfi hodnoceni cytotoxicity byla zjisténa hodnota
ICs0=222,07+44,00 uM (quebrachamin) a 1Cso = 44,83 + 391 uM (1,2-
didehydroaspidospermidin). Latka quebrachamin by méla byt zhlediska hodnocené
cytotoxicity na bunkdch SH-SY5Y bezpeénd pti ucinné koncentraci. U latky 1,2-
didehydroaspidospermidinu je vyznamny rozdil z hlediska hodnoty 1Cso v rdmci hodnoceni
na buikdch CHO-K1 a bunkach SH-SY5Y. PFi hodnoceni 1,2-didehydroaspidospermidinu
na bunécéné linii SH-SY5Y byla zjisténa vyssi cytotoxicita.

Z hlediska zajimavych hodnot, zjisténych pfi hodnoceni biologické aktivity
guebrachaminu, se jevi tato latka jako vyznamna pro dalsi testovani v souvislosti s potencialni

vyuzitim k terapii Alzheimerovy choroby.
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Nazev diplomové prace: Hodnoceni biologické aktivity l1éciv pfirodniho pQvodu II.

V této diplomové praci jsem se zaméfila na studium biologické aktivity testovanych
alkaloidl izolovanych z kliry kmene Geissospermum vellosii (Apocynaceae). G. vellosii je
jihoamericky strom patfici do rodu Geissospermum Allemado, ktery je vyznamny z hlediska
pfitomnosti obsahovych latek (pfedevsim indolovych alkaloid(). V tradi¢ni mediciné se jiz
po mnoho let vyuZivaji obsahové latky tohoto rodu k Ié¢bé maldrie, nadord, bakteridlnich
infekci a bolesti. Izolované indolové alkaloidy byly zkoumany z hlediska antineoplastické,
anticholinesterasové, analgetické, antimalarické ¢i protizanétlivé aktivity. Nékteré
zizolovanych alkaloidd se wvyznacuji vyznamnou biologickou aktivitou, a pravé
anticholinesterasova aktivita se stala pfedmétem zkoumani této diplomové prace. Vyznamna
anticholinesterasova aktivita testovanych alkaloid(i pfedstavuje slibny zdroj pro vyvoj novych
[é¢iv k |1é¢bé Alzheimerovy choroby.

Testované alkaloidy byly hodnoceny z hlediska inhibi¢ni aktivity vi¢i AChE a BuChE
pomoci Ellmanovy metody. Vyznamnou inhibi¢ni aktivitu vaci BuChE vykazovaly alkaloidy
guebrachamin a 1,2-didehydroaspidospermidin, s hodnotami stfedni inhibi¢ni koncentrace
ICso=3,72 0,05 uM a ICsp = 10,71 + 2,72 uM. U testovanych alkaloidd byl ovéren predpoklad
praniku pfes HEB pomoci metody PAMPA, na zakladé kterého byl potvrzen prinik pasivni difuzi
téchto latek pres HEB. Poté probéhlo hodnoceni cytotoxicity s vyuzitim testu MTT na burikach
CHO-K1 a burikdch SH-SY5Y. Na zdkladé vysledkd MTT testu na obou bunécnych liniich byl

alkaloid quebrachamin vyhodnocen jako bezpecny pro bunky pti u¢inné koncentraci.

Klicova slova: Acetylcholinesterasa, butyrylcholinesterasa, Alzheimerova choroba,

Geissospermum Allemao, biologicka aktivita

67



9 ABSTRACT

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Krdlové

Department of Pharmacognosy and Pharmaceutical botany
Student: Nikola Kosinova

Head of diploma thesis: PharmDr. Marcela Safratova, Ph.D.
Consultant: PharmDr. Jifi Janousek, Ph.D.

Title of diploma thesis: Biological activity evaluation of substances of natural origin II.

In this thesis, | focused on studying the biological activity of the tested alkaloids isolated
from the bark of the Geissospermum vellosii (Apocynaceae) stem. G. vellosii is a South
American tree belonging to the genus Geissospermum Allemao, which is important in terms
of the presence of active substances (mainly indole alkaloids). In traditional medicine, the
active substances of this genus have been used for many years to treat malaria, tumors,
bacterial infections, and pain. The isolated indole alkaloids were studied for their
antineoplastic, anticholinesterase, analgesic, antimalarial, and anti-inflammatory activities.
Some of the isolated alkaloids have significant biological activity, and it was the
anticholinesterase activity that became the subject of this thesis. The significant
anticholinesterase activity of the tested alkaloids represents a promising source for the
development of new drugs for the treatment of Alzheimer's disease.

The tested alkaloids were evaluated for their inhibitory activity against AChE and BuChE
using the Ellman method. The alkaloids quebrachamine and 1,2-didehydroaspidospermidine
showed significant inhibitory activity against BuChE, with ICso values of 3,72 £ 0,05 uM and
10,71 £ 2,72 uM, respectively. The assumption of penetration through the HEB was verified
for the tested alkaloids using the PAMPA method, which confirmed the penetration of these
substances through the HEB by passive diffusion. Cytotoxicity was then evaluated using the
MTT test on CHO-K1 and SH-SY5Y cells. Based on the results of the MTT test on both cell lines,

the alkaloid quebrachamin was evaluated as safe for cells at an effective concentration.

Key words: Acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, Alzheimer's disease, Geissospermum
Allemao, biological activity
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