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1 UVOD

Znalost léCivych rostlin a jejich pouziti saha az do davnych dob. S rozvojem
farmaceutického priamyslu mohou byt v dnedni dobé tradi¢ni rostlinna Iéciva

opomijena, existuje vS8ak mnoho zemi, kultur a jedincU, ktefi na né nedaji dopustit.

Védci se snazi hledat stale nové a nové |éCivé latky vzhledem ke zvySujicim se
narokum na léCiva, novym nemocem, rozvoji rezistence, pochopeni patofyziologickych
aspektd chorob, objevovani cilovych struktur v lidském téle, které je mozno léCivy
ovlivnit, rozvoji technologii a mnoho dalSiho. Jednou z metod vyvoje novych I€Civ je
vyuzivani poznatkl o Iéebnych ucincich rostlin. Zakladem je izolace jejich
obsahovych latek a stanoveni biologické aktivity. Nékteré latky jsou vyuzivany dodnes,
jiné se kvali svym nevyhovujicim vlastnostem prestaly pouzivat. U latek, které nemaiji
vhodné vlastnosti pro pfimeé pouZiti, je potfeba hledat jejich derivaty, které maji méné
nezadoucich ucinku, delSi nebo naopak kratSi biologicky polo€as, vystupriovany
Zadouci ucCinek, lepSi farmakokinetické vlastnosti a dalSi aspekty ovliviujici

bezpecnost a uc€innost I€Civych pripravka.

Vyznamnou skupinu pfirodnich latek s Sirokou Skalou biologickych aktivit pfedstavuji
alkaloidy. Jejich uCinky mohou byt analgetické, protinadorové, protizanétlive,
protimikrobialni, sedativni, psychoaktivni, neurotoxické, antioxidantni, ovlivAuji
kardiovaskularni systém, vegetativni nervovy systém atd. Mezi alkaloidni IéCiva
pouzivana dodnes muzeme zminit galantamin, morfin, kolchicin, vinkristin, vinblastin

nebo pilokarpin.

Na katedfe Farmakognozie a farmaceutické botaniky byla provedena screeningova
studie na stanoveni aktivity vic&i cholinesterasam AChE a BChE. Vysledky sumarniho
extraktu GV prokazaly inhibiéni aktivitu na tyto enzymy
(AChE: ICs0 = 15,19 £ 0,96 ug/ml, BChE: 1Cs0 = 0,37 £ 0,049 pg/ml). Na zakladé
dosazeni téchto hodnot byla vybrana rostlina Geissospermum vellosii Allemao (GV)
pro tuto diplomovou praci, jejimz cilem je izolovat alkaloidy obsazené v GV a urdit jejich

biologickou aktivitu vici cholinesterasam.

Geissospermum vellosii Allemao je jihoamericky strom, obsahujici velké mnozstvi
indolovych alkaloidl. Stejné jako alkaloidy obecné i tyto alkaloidy maiji Siroké spektrum

ucinku. Za zminku stoji pfedevSim anticholinesterasova a protinadorova aktivita, diky
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¢emuz se jevi jako potencionalni |éCiva nebo predlohové struktury ve vyvoji I€Civ na
Alzheimerovu chorobu a rtzné druhy karcinomu (karcinom prostaty, prsu, pankreatu,

kolorektalni a ovarialni karcinom) [1].
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2 CiL DIPLOMOVE PRACE

a) Zpracovani literarni reSerSe na zadané téma.

b) Pouziti standardnich chromatografickych metod pro izolaci alkaloidu z vybrané
frakce.

c¢) Stanoveni struktury a biologické aktivity izolovanych alkaloidu.

d) Vypracovani diplomové prace.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Geissospermum vellosii Allemao

Geissospermum Allemao je rod, ktery fadime do Celedi Apocynaceae (tojestovité).
Databaze The World Flora Online (WFQO) uznava Sest druhu Geissospermum Allemao,
nejznaméjsi je vSak pravdépodobné popisovany druh Geissospermum vellosii
Allemao. Jedna se o tropicky strom rostouci ve Stfedni a Jizni Americe. Pro druh GV
se mlUzeme setkat s nazvy: Geissospermum leave Miers, Geissospermum martianum

Miers, Tabernaemontana leavis Vell., je znam také pod lidovym nazvem Pao Pereira

[1112].

Nazev rostliny a jeji rod byly stanovené v roce 1845 brazilskym Iékafem a botanikem
Francisco Freire Allemado de Cysneiros (*1797 — 11874) po nékolika predchozich
chybnych klasifikacich. Rostlinu pojmenoval Geissospermum vellosii Allemé&o
a do nazvu zakomponoval na poCest i jméno prvniho botanika, ktery rostlinu popsal,
Frei José Mariano da Conceicao Velloso (*1741 — 11811) [3].

3.1.1 Botanicka charakteristika

Geissospermum vellosii Allemao je strom stfedni velikosti dorUstajici az do vysky
20-30 metru. Kmen ma prumér okolo 1 metru a je svétle hnédy az nazloutly s lehce
ryhovanou strukturou kary. Listy jsou jednoduché, stfidavé postavené. Kvétenstvi patfi
mezi vrcholinaté s bilymi kvéty. Plody ma trubkovité, které jsou po dozrani Zluté

s plochymi a bilymi semeny. Plody a konce vétvi produkuiji latex [4].

Obrazek 1: Geissospermum vellosii — Botanicka zahrada Rio de Janeiro, Brazilie
(osobni sbirka M. R. Almeida) [30]
13



3.1.2 RozSireni

Geissospermum vellosii Allemao se vyskytuje ve vihkych oblastech naSi planety,
konkrétné v oblasti Amazonie, v destnych pralesech. Dnes je hojné rozSifen do mnoha
zemi Amazonského deStného pralesa jako: Brazilie, Bolivie, Ekvador, Francouzska

Guiana, Peru a Venezuela [5].

3.1.3 Tradiéni vyuziti

Pro |éCebné uCely se zpracovava zejména kura stromu. Gustav
Peckolt (*1861 —11923), némecky farmaceut a pfirodovédec, ktery se zabyval

brazilskou flérou, a pfedevsim Ié€ebnymi ucinky téchto rostlin, oznacil GV za jednu

vvvvvv

V tradi¢ni mediciné se kara vyuziva zejména pro svou horkost a IéCivé ucinky, které
se uplatiuji pfi 1é€bé bolesti, horecky, zavrati, zacpy, onemocnéni jater, ztraté chuti

k jidlu, Spatném traveni a malarii [6].

PFi vyzkumu bylo objeveno, Ze alkaloidy GV plsobi jako neuromuskularni blokatory,
maji anticholinesterasovou aktivitu, antinociceptivni a hypotenzni ucinky [7]. Diky svym
u¢inkilm mohou pusobit |é€ebné na urcité typy karcinomu, AIDS a Alzheimerovu
chorobu [1].

3.1.4 Obsahové latky

Obsahové latky GV se zacCaly zkoumat v 19. stoleti v Brazilii a Evropé. GV byl prvnim
druhem sveého rodu, u kterého zacala studie chemického slozeni. U tohoto druhu bylo
objeveno mnoho alkaloidl. Zbyvaijici druhy tohoto rodu nebyly tolik studovany. GV

obsahuje terpenové a B-karbolinové indolové alkaloidy [1].

14



3.1.4.1 Indolové alkaloidy

Alkaloidy jsou sekundarni metabolity produkované rostlinami, houby, ZzivocCichy
a ruznymi mikroorganismy. Ve své struktufe obsahuji dusik. Indolové alkaloidy jsou
odvozené od aminokyseliny tryptofan. Tato aminokyselina ve své struktufe obsahuje

aromaticky indolovy kruh, ktery pochazi ze Sikimatové biosyntetické drahy [8].

H

N

Y

NH,

COOH
Obrazek 2: Prekurzor indolovych alkaloidu L-tryptofan

Prvnim krokem syntézy indolovych alkaloidi je pfeména tryptofanu na tryptamin

za UcCasti enzymu tryptofan dekarboxylasa [9].

COOH
- Tryptofan dekarboxylasa
\ N H2 T \ N H2
N
N H
Tryptofan Tryptamin

Obrazek 3: Prvni krok syntézy indolovych alkaloid( [9]

Patfi sem jednoduché a sloZené alkaloidy, které navic obsahuji v molekule
monoterpenoidni nebo diterpenoidni jednotky [10]. Vyskytuji se zejména v Celedich
Apocynaceae, Rubiaceae, Annonaceae a Loganiaceae [11]. Maji velké vyuZiti
a rozpéti biologickych aktivit, kam se fadi ucinek protizanétlivy, analgeticky,
protirakovinny, protimikrobialni, proti HIV, malarii, leishmanioze, antihypertenzni,
antidiabeticky, antihistaminovy, antikonvulzivni a mohou také inhibovat nékteré

enzymy [12].
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Rozdéleni indolovych alkaloidu

1.

Indolalkylaminovy typ

Patfi sem napf. alkaloidy butofenin, gramin, psilocin a psilocybin [13].
Ze struktury tryptofanu také vychazi 5-hydroxytryptamin (5-HT, serotonin)
a dimethyltryptamin (DMT). Serotonin je neuromediator, ktery zpusobuje
vazokonstrikci, ovliviiuje naladu, spanek, pamét, bolest a mnoho dalSiho.
LécCivé latky, které ovliviiuji serotoninovy systém se pouzivaji pfi léCb& migrény
a duSevnich poruch [8]. Alkaloidy, vyskytujici se v houbach rodu Psilocybe, dale
butofenin a DMT, maji své halucinogenni ucinky pravé diky strukturni
podobnosti se serotoninem, konkrétné pusobi jako agonisté 5-HT2a receptoru
[14]. H

N
Y
NH,

Obrazek 4: Indolalkylaminovy typ [13]

. Fysostigminovy typ

Alkaloid fysostigmin je cholinomimimetikum diky reverzibilni inhibici
acetylcholinesterasy (AChE). Jeho ucinky se daji vyuzit pfi Ié€bé glaukomu, pfi
intoxikaci anticholinergnimi latkami (atropin) a diky prostupu do centralni
nervove soustavy (CNS) zvrati periferni i centralni pfiznaky [15]. Z karbamatové
struktury fysostigminu vychazi rivastigmin, ktery ma vyhodnéjsi vlastnosti

a vyuziva se tak na lécbu Alzheimerovy choroby [16].

H
N
%H
H-C

3

Obrazek 5: Fysostigminovy typ [13]

B-karbolinovy typ
Do této skupiny se fadi jednoduché alkaloidy harmin, harman a jejich pfibuzné
alkaloidy. PuUsobi pfedevSim inhibicné na monoaminoxidasu A (MAO-A), diky
¢emuz mu antidepresivni ucinky [17]. Z Jizni Ameriky pochazi tzv. ayahuasca,
ktera se tradicné vyuziva klécbé psychickych a fyzickych obtizi. Je to
kombinace rostlinnych drog ve formé& napoje s psychoaktivnimi ucinky. Hlavni
slozky ayahuascy jsou DMT a harmala alkaloidy [18]. Dale se sem fadi sloZzené
16



alkaloidy, které vznikaji spojenim tryptaminu a monoterpenického prekurzoru
sekologaninu. Takto vznikaji alkaloidy typu reserpinu, yohimbinu a ajmalinu [13].
Reserpin inhibuje ukladani katecholaminu do vezikul, tim snizuje aktivaci
sympatiku a pasobi antihypertenzivné. Pro velké mnozstvi vedlejSich ucinka se
uz témer nepouziva. Yohimbin je selektivni antagonista a2 receptort, rozSifuje
periferni cévy a snizuje tak krevni tlak. Ajmalin pusobi jako antiarytmikum diky

blokadé sodikovych kanald [19].
H
N

/\N

f—

Obrazek 6: Karbolinovy typ [13]

. Ergolinovy typ

Od zakladniho skeletu 3-methyl-2-butenyldifosfatu (DAPP) se odvozuji
jednoduché derivaty 6,8-dimethylergolinu a terapeuticky ucinné amidy a peptidy
kyseliny lysergoveé. Jedna se o namelové alkaloidy se zastupci typu ergotaminu,
ergometrinu a ergokristinu [13]. Plasobi na fadu receptort, pfedevSim na
dopamin, noradrenalin a serotonin. Inhibici D1 receptoru, aktivaci a1 a 5-HT
receptoru pusobi vazokonstrikci. Aktivaci D2 receptord zvySuji hladiny
dopaminu a tim snizuji uvolfiovani prolaktinu. Téchto uc€inku Ize vyuzit pfi 16¢bé
migrény, Parkinsonovy choroby, perifernich vaskularnich poruch a poporodniho
krvaceni. Diethylamid kyseliny lysergové (LSD) je zneuzivan pro své
halucinogenni ucinky, které vznikaji pusobenim na serotoninové a dopaminové
receptory v CNS [20].

NH

N\
N
H

Obrazek 7: Ergolinovy typ [13]
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5. Strychninovy typ

Strychnin, brucin a dalSi alkaloidy obsazené v droze kurare (toxiferin,
tubokurarin) patfi mezi slozené terpenové alkaloidy. Tyto alkaloidy jsou silné
toxické a pfipravuji se znich Sipové jedy [13]. Strychnin jako inhibitor
glycinovych receptorl zvySuje tonus svalstva, ktery ve vys8ich davkach
pfechazi v kieCe a muze skoncit selhanim dechu [21]. ZaCatkem 20. let
minulého stoleti se strychnin vyuzival jako analeptikum pfi otravé barbituraty
[22]. Tubokurarin plsobi opaénym ucinkem jako svalovy relaxans. Antagonizuje
nikotinové receptory v kosternim svalstvu a zpusobuje az svalovou paralyzu
[23].

Obrazek 8: Strychninovy typ [13]

Mezi indolové alkaloidy Ize také =zafadit alkaloidy, nachazejici se v rostlinach
Vinca minor L. a Catharanthus roseus (L.) G.Don, vinkristin a vinblastin znamé pro svj
antineoplasticky ucCinek [13]. Jejich mechanismus uc€inku spociva v depolymerizaci
mikrotubull, ¢imz zastavuji bunécné déleni. Vinblastin je 4¢inny zejména na karcinom
plic, varlat, prsu, mozku a Hodgkinuv lymfom. Vinkristin se vyuziva pfi [éEbé lymfom(,

akutni leukémie, karcinomu prsu, vaje€niku a také na Hodgkintv lymfom [24].

Terpenové indolové alkaloidy

Tento typ alkaloidu tvofi velkou skupinu alkaloidl obsahujici vice nez 3000 latek [8].
Jedna se o sloZené indolové alkaloidy vychazejici ze struktury tryptofanu
a monoterpenického prekurzoru sekologaninu. Prekurzorem sekologaninu je
isopentenyldifosfat (IPP), ktery je prekurzorem vSech terpenoidd a pochazi bud
z triosofosfatové/pyruvatové nebo nemevalonatové biosyntetické drahy. Po pfeméné
tryptofanu na tryptamin dochazi k stereoselektivni kondenzaci se sekologaninem
pomoci enzymu strictosidin syntasa a vznika strictosidin [25]. Ten je nasledné
deglykolyzovan pomoci enzymu strictosidin deglykosidasa, otevira se hemiacetal
aodhali se aldehydova skupina, ktera je schopna reagovat se sekundarni

aminoskupinou za vytvofeni kvarterniho iminiového iontu. Vytvofi se
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dehydrogeissoschizin, ktery cyklizaci pfechazi na katenamin, z néhoz vznikaji rozlicné

struktury alkaloidu [8].

\ NH,
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+
H__O
CHj3 OH
‘\\O,,/ O \\\\l
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HaCO,C~ " HO” > “oH
OH
Sekologanin

Strictosidin syntasa

>

Strictosidin

Obrazek 9: Kondenzace tryptaminu a sekologaninu [25]

CH,

Strictosidin

dehydrogeissoschizin

4
wHOGIc  strictosidin deglykosidasa

>
-Glc

Strictosidin aglykon

katenamin

Obrazek 10: Biosyntéza terpenovych indolovych alkaloidu [8]
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Ze struktury sekologaninu vychazi korynanthovy typ (alkaloidy ajmalicin, akuammicin)
a jeho pfeskupenim v terpenové Casti molekuly vznikaji typy aspidosperma (alkaloid

tabersonin) a iboga (alkaloidy katharanthin, iboganin) [26].

3.1.4.2 Alkaloidy izolované z Geissospermum vellosii Allemao

Alkaloidy nachazejici se v GV lIze zafadit do strychninového, korynanthového,

aspidosperma a B-karbolinového typu [27].

V roce 1838 brazilsky farmaceut Ezequiel Corréa dos Santos poprvé izoloval alkaloid,
ktery nazval pereirin. O nazvu a zda byl Santos opravdu prvnim, kdo alkaloid izoloval,
se vedly diskuse, faktem ale je, Zze se jednalo o UpIné prvni izolovany alkaloid v Brazilii.
Védci si mysleli, Ze se jedna o jediny alkaloid pfitomny v GV, ve skutecCnosti to byla
pravdépodobné pouze smés nékolika alkaloidd a v roce 1877 v Némecku O. Hesse
izoloval dalSi alkaloid a pojmenoval ho geissospermin. V roce 1893 byl dale objeven
alkaloid vellosin [3] a v roce 1958 [(-karbolinovy alkaloid flavopereirin [28]. V roce
1960 jako produkty kyselého Stépeni geissosperminu byly objeveny alkaloidy
geissoschizin, apogeissoschizin a geissoschizolin [29]. Alkaloid pereirin je podle
nékterych védcl dle vzorce, ktery predstavil pro pereirin O. Hesse, stejna latka jako
alkaloid geissoschizolin [30]. Nasledné byly v roce 1962 izolovany tfi nové alkaloidy
vellosimin, vellosiminol a geissolosimin. Posledné jmenovany geissolosimin je
dimericky alkaloid, ktery se kyselym stépenim rozklada na vellosimin a geissoschizolin
[31]. Dal$i alkaloid objeveny v kufe GV byl v roce 1973 geissovellin [32]. V roce 2005
byl objeven alkaloid pausperadin A [33]. Pfi studiu antinociceptivniho u€inku kiry GV
byl v roce 2009 izolovan alkaloid 12-methoxy-1-methylaspidospermidin [34].
Azvroce 2012 byl poprvé izolovan alkaloid geissoschizon pfi zkoumani

antiplazmodialni aktivity indolovych alkaloidd GV [35].
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Nejcastéji a v nejvétsim mnozstvi byl v kiife GV nalezen alkaloid geissospermin [36].
Nékteré z nalezenych alkaloidi byly zkoumany pro jejich biologické uginky, které by
mohly vést v budoucnu k vyvoji novych Iéka, slouzit jako prevence onemocnéni nebo
jako doplnky stravy. U flavopereirinu byla zjiSténa protinadorova, antiplazmodialni,
antileishmanialni aktivita a u€inky na benigni hyperplazii prostaty (BHP) [37]. Dale ma
antivirotické ucinky, zejména proti viru HIV [38]. Na anticholinesterasovou aktivitu byly
testovany alkaloidy geissospermin, geissoschizolin, geissoschizon
a 3'4',5',6'-tetradehydrogeissospermin a vSechny ¢tyfi urcitou inhibiéni aktivitu vUidi
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enzymu AChE vykazuji [39]. Geissolosimin, geissospermin, geissoschizolin
a geissoschizon jsou alkaloidy, které jsou ucinné na malarii [35]. U geissoschizolinu
byl kromé anticholinesterasového a antimalarického ucinku potvrzen jesté ucinek

protizanétlivy [39].

3.1.4.3 Nealkaloidni latky izolované z Geissospermum vellosii Allemao

Mezi dalSi latky, které se daji v mensi mife v GV nelézt se fadi lupeol a sesamin [28].
Sesamin je lignan, u kterého byly zjiStény ucinky antioxidacni, protizanétlive,
protinadorové, antihypertenzni, antihyperlipidemické a chrani
pfed neurodegenerativnimi procesy [40]. Lupeol patfi mezi triterpeny a jeho hlavni

ucinky jsou protizanétlivé a protinadorové [41].

3.1.5 Biologicka aktivita

3.1.5.1 Anticholinesterasova aktivita

Lécba Alzheimerovy choroby vychazi z cholinergni hypotézy. Poskozeni mozku
a zhorSeni kognitivnich vlastnosti u starSich osob a osob s Alzheimerovou chorobou
je pravdépodobné zpusobeno nedostatkem centralni cholinergni aktivity. Na zvySeni
této aktivity se vyuziva inhibice enzymu AChE, ktera snizi $tépeni acetylcholinu (ACh),

a tak zvysi jeho hladiny [42].

V roce 2009 Lima et al. provadéli in vitro a in vivo studie AChE mozku mysi, AChE
z elektrického uhore a butyrylcholinesterasy (BChE) z koriského séra. Byly stanovené
prumérné hodnoty ICso pro AChE mozku mysi (39,3 ug/ml), AChE z elektrického uhofe
(2,9 pg/ml) a BChE z koriského séra (1,6 pug/ml). Z vysledku jde vidét jiz znama
mezidruhova variabilita citlivosti AChE. Dale byl zjistén pozitivni efekt ethanolového
extraktu GV na zlep3eni paméti u mySi po podani skopolaminu a zmirnéni pfiznaku
s premedikaci alkaloidnim extraktem a poté az podani skopolaminu. Jako u jinych
latek s anticholinestrasovou aktivitou se pfi vysSich davkach snizoval u€inek. Nejvyssi
uc¢inna davka 60 mg/kg nezplsobila vyrazné vedlejsi ucinky, avSak pfi davce
200 mg/kg byly u mysi pfitomny kieCe s naslednou smrti. Inhibiéni aktivita na AChE je
v této studii pfipisovana alkaloidu geissospermin [43].
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Po této praci nasledovala dalSi studie z roku 2010 provadéna Lima et al. s cilem odhalit
zpusob vazby geissosperminu do aktivniho mista AChE. Diky srovnavaci molekularni
dokingové simulaci se odhalily ¢tyfi vodikové vazby, hydrofobni a -1 interakce. Tato
zjisténi vychazejici ze studie slouzi jako zaklad pro strukturalni obmény molekuly
geissosperminu, ktera by mohla vést k potencionalnim novym IéCivim

na Alzheimerovou chorobu [44].

DalSi studie v roce 2020 opét od skupiny Lima et al. porovnava cCtyfi alkaloidy izolované
z GV (geissospermin, geissoschizolin, geissoschizon
a 3',4',5',6'-tetradehydrogeissospermin). Jediny geissospermin inhibuje AChE pouze
z 25 %, zbylé alkaloidy jsou hodnoceny jako neselektivni inhibitory BChE a AChE.
PFi testovani Zivotaschopnosti mySich mikrogliovych bunék vi&i nékolika GV
alkaloidim byl za nejvic bezpecny alkaloid oznacen geissoschizolin, ktery byl
nasledné vybran pro dalSi testovani protizanétlivého ucinku, ktery byl jiz zjiStén
v CNS pii Alzheimerové chorobé. Ugastni se ho aktivované astrocyty a mikroglie, které
uvoliuji prozanétlivé cytokiny (TNF, IL-1B, IL-6, IL-18, NO, ...) a vedou spole¢né
k destrukci neuronu, stimulaci syntézy amyloidnich plaku, uvolfiovani y-aminomaselné
kyseliny (GABA) a glutamatu a dalSim dé&jim [45]. Geissoschizolin pfi testech vyrazné
snizil produkci tumor nekrotizujiciho faktoru (TNF) a oxidu dusnatého (NO) aktivované
mikrogliovymi burikami. PFi molekularnim dokovani také inhiboval kromé aktivniho
mista také periferni aniontové misto (PAS) enzym0 AChE a BChE, ¢imz brani tvorbé
neurotoxického  komplexu  AChE - B-amyloid. = Geissoschizolin ma tedy
neuroprotektivni, protizanétlivé ucinky a podporuje synapticky pfenos zvySenim

hladiny ACh. Tyto vlastnosti mu davaji pfedpoklad pro vyvoj novych IéCiv [39].
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3.1.5.2 Protinadorova aktivita

Karcinom prostaty

Bemis a jeho spolupracovnici v roce 2009 zkoumali in vitro a in vivo vliv alkaloidti GV
na nadorové buriky LNCap, které jsou pfitomny u karcinomu prostaty. Extrakt z kary
obohaceny o B-karbolinové alkaloidy (celkovy obsah B-karbolinovych alkaloidu byl
54 %) podavali mysSim, kterym byly implantovany praveé tyto nadorové buriky. Aplikovali
jej oralné po dobu 6 tydnu. Vysledkem prace bylo zjisténi, Ze u nékterych skupin doslo
k zastaveni ristu az o 80 % ve srovnani s kontrolnimi skupinami. In vivo byly u€inné;jsi
niz8i davky o velikosti 10 nebo 20 mg/kg/den pfi indukci apoptdzy a inhibici proliferace

nadorovych bunék nez davky vyssi (50 mg/kg/den) [46].

Nositelem uc€inku je flavopereirin. Pfesny mechanismus ucinku neni znam, ale
predpoklada se vliv B-karbolinovych alkaloidi na potlaeni aktivity cyklin dependentni
kinasy 5 (CDK5) s vysokou selektivitou na nadorové buriky, stejné jako u ostatnich
rostlin s obsahem B-karbolinovych alkaloidl jako je, napf. Rauvolfia vomitoria Afzel.
Jejich mechanismy ucinku se Castecné liSi, a tak se da vyhodné pouzit spojeni GV

a Rauvolfia vomitoria Afzel, ktera také zmirfiuje pfiznaky BHP [1] [46].

Kdyz se nador prostaty stane rezistentni na hormonalni IéCbu, hovofi se
o tzv. kastracné refrakternim karcinomu prostaty (CRPC). Nador roste i pfes nizké
hladiny testosteronu [47]. Tim, zda i na tento typ karcinomu prostaty je ucinny stejny
extrakt z GV jako v pfedchozi studii, se zabyvali Chang et al. v roce 2014. Testovali
in vitro UCinky extraktu na lidské PC3 bunky vyskytujici se u CRPC. V zavislosti
na davce a ¢asu dochazi extraktem z GV k potlaceni rlstu téchto bunék. Davky 125,
250 a 500 pg/ml inhibovaly rist PC3 bunék ve srovnani s kontrolni skupinou o
52,65 %, 79,13 % a 100 %. Pfi davce 125 mg/ml dochazelo k zastavé bunécného
déleni, pfi vysSSich davkach se pfidaval také uCinek na apoptézu. Stejné tak snizuji
schopnost bunék migrovat, a tak snizuji jejich metastazujici schopnost. Hlavnim
mechanismem ucinku je ovlivnéni signalni drahy NFkB (nuklearni faktor kappa B) [48].
NFkB jsou transkripéni faktory ovliviujici expresi gend zapojenych do imunitnich a
zanétlivych odpovédi a Fidi bunéCnou smrt a proliferaci. Snizenim aktivity NFkB

dochazi k potlaceni nadorovych bunék [49].

V navaznosti na kladné vysledky studie na ucinky proti rakoviné prostaty, provedli

védci také testovani ucinku proti BHP. Vysledek prace je slibny a naznacuje, ze GV by
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mohl byt vhodnym bylinnym prostfedkem na IéCbu BHP, avSak je zapotiebi jeSté dalSi

testovani [50].

Ovarialni karcinom

Po pfedesSlych zjisténich protinadorové aktivity GV se provadél v roce 2014 dalSi
vyzkum tohoto ucinku. In vitro byly sledovany ucinky ethanolického extraktu GV,
obsahujici flavopereirin, na rakovinové bunky vaje¢nikd. K nadorovym burikam
vykazoval vy$Si selektivitu nez k bufkam zdravym. Hodnota 1Cso extraktu pusobici na
buriky rakoviny je 180 az 235 pg/ml , zatimco u zdravych bunék Cini hodnota ICso az
537 pug/ml. Dale se testovala kombinace ethanolického extraktu GV s karboplatinou a
vysledkem bylo zvySeni u€inku karboplatiny, coz umoziuje redukci jeji davky, a tudiz
snizeni nezadoucich ucinkt [51].

Pro potvrzeni in vitro studie se nasledné délalo in vivo testovani. MySim byly
intraperitonealné aplikovany nadorové buriky (SHIN-3). Extrakt GV pfi davkach
20 a 50 mg/kg/den snizil hmotnost nadoru o 58 % a 79 %, karboplatina o 45 %
pfi davce 15 mg/kg/tyden. Pfi kombinaci obou doS$lo k vyraznému zvySeni uc€inku
karboplatiny, dohromady doslo k poklesu hmotnosti o 89 % pfi davce 20 mg/kg
extraktu GV a 97 % pfi davce 50 mg/k. Také doslo ke snizeni obsahu ascitické tekutiny,
dokonce az k jejimu uplnému vymizeni pfi kombinaci s karboplatinou. Na konci studie
byly pozorovany hlavni organy mysi jako jatra, ledviny a slezina, které nejevily

vyznamné poskozeni vici kontrolni skupiné [51].

Karcinom pankreatu

Byly provadéné in vitro a in vivo studie nejen samostatného extraktu z GV, ale také
v kombinaci s cytostatikem gemcitabinem. Studie probihala obdobné jako pfedchozi
popisovana. P¥i in vitro testovani byl uc€inek zavisly na davce a hodnota ICso se
stanovila na 75-215 pg/ml. PFi testovani na mySich gemcitabin pUsobil pouze na rané
faze nadoru, kdy byl nador jesté maly, postupem Casu se vSak efekt vytracel. Extrakt
GV vykazoval ucinek po celou dobu podavani. Na rozdil od in vitro byl efekt nezavisly
na davce, dokonce lehce zvySeny ucinek mély nizsi davky, podobné jako u rakoviny
prostaty. Pfi davce 20 mg/kg/den doslo ke snizeni hmotnosti nadoru o 72 % a pfi davce

50 mg/kg/den o 70 %. V kombinaci s gemcitabinem byl efekt podobny jako
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u samotného extraktu z GV a to 82 % a 78 %. Stejné tak inhibicni vliv na schopnost

rakovinovych bunék tvofit metastaze se pfi vySSi davce snizuje [52].

PFi pozorovani mechanismu plsobeni bylo detekovano Stépeni kaspasy-3 a PARP
v nadorovych burikach. Vysledny efekt je indukce apoptézy se selektivitou
k poSkozenym bunikam. Po konci experimentu byly sledovany organy mysi, které

nevykazovaly posSkozeni ve srovnani s kontrolni skupinou [52].

Flavopereirin byl dale testovan na aktivitu vici kolorektalnimu karcinomu [53],
karcinomu prsu [54], dlazdicobunéénému karcinomu dutiny ustni (OSCC) [55],
hepatocelularnimu karcinomu (HCC) [56] a v nové studii z roku 2024 na karcinom

§titné zlazy [37].

3.1.5.3 Antinociceptivni a antiflogisticka aktivita

Studie od Werner et al. z roku 2009 a Lima et al. z roku 2016 prokazaly ucinnost
obsahovych latek v GV pfi pokusech na snizeni abdominalnich kfeci vyvolané

kyselinou octovou a inhibici bolesti indukovanou formalinem [34] [57].

Studie zroku 2016 pojednava pficinu analgetické a protizanétlivé aktivity GV
v souvislosti s ovlivnénim cholinergniho systému inhibici AChE a dalSi navaznosti
na léEbu Alzheimerovy choroby [57]. V druhé studii zroku 2009 se pfisuzuje
antinociceptivni aktivita vlivu na serotoninergni systém, a to konkrétné stimulaci
5-HT1a receptord, za kterou je zodpovédny alkaloid

12-methoxy-1-methyl-aspidospermin [34].

3.1.5.4 Antimalaricka aktivita

Druhim rodu Geissospermum Allemao je obecné pfipisovan ucinek na malarii.
Pfi rdznych studiich se setkavame s lehce odliSnymi vysledky. Brandao et al. v roce
1992 odhalili, Ze v oblastech brazilské Amazonie se na tyto ucely vyuziva
Geissospermum sericeum Miers [58]. V Bolivii v roce 2000 Mufoz et al. hodnotili
in vitro a in vivo rostliny, pouzivané indianskym kmenem Chacobo, na malarii,
mezi kterymi byl GV a vykazoval dobré vysledky [59]. Ve Francouzské Guyané se
pouziva vice druhG véetné GV a jsou ucinné spiSe jako prevence proti malarii
nez na samotné propuknuti nemoci [60].
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Mbeunkui et al. v roce 2012 zkoumali in vitro antiplazmodialni aktivitu GV vadi
Plasmodium falciparum citlivy na chlorochin a zaroven zjiStovali cytotoxicitu
na vajecCnicich ¢inského kreCka. Bylo izolovano pét alkaloidu geissolosimin,
geissospermin, geissoschizolin, geissoschizon a vellosiminol. Posledni nevykazoval
Zzadnou antimalarickou aktivitu. NejvysSi aktivitu vykazoval prvni alkaloid geissolosimin
(ICs0 0,55 g/ml), ktery v8ak mél vysokou toxicitu. Zbylé tfi alkaloidy mély hodnoty
ICs0 okolo 3—4 g/ml, ale vysly Iépe v testu cytotoxicity. VSechny Ctyfi alkaloidy Ize tedy

povazovat za potencialni strukturni zaklady pro nova IéCiva [35].

3.2 Chromatografie

Chromatografie je skupina fyzikalné-chemickych separacnich analytickych metod
zaloZenych na ruzné interakci délenych latek (analytd) k stacionarni a mobilni fazi.
Muzeme diky ni rozdélovat smési latek na jednotlivé analyty a urCovat u nich jak
kvalitativni, tak i kvantitativni vlastnosti. Principem metody je rozdélovani smési latek
mezi 2 faze: stacionarni faze (nepohybliva) a mobilni faze (pohybliva). K rozdélovani

dochazi na zakladé rlzné afinity separovanych latek ke stacionarni a mobilni fazi [61].

Distribuce analytl mezi stacionarni a mobilni fazi se hodnoti distribu¢ni (rozdélovaci)
konstantou Kp, kde cs oznacuje koncentraci latky ve stacionarni fazi, cm koncentraci
latky v mobilni fazi, n je latkové mnozstvi a V je objem analytu, opét v mobilni

a ve stacionarni fazi.

K, =S =T W
Cm nm [/S
Rovnice 1: Vypocet distribuCni konstanty

Se vzrlstajici hodnotou Kp roste zadrzovani analytu ve stacionarni fazi a tim padem

i retence v chromatografickém systému, ktera je popisovana reten¢nimi faktory (k). Pro

idealni separaci latek ve smési jsou zapotiebi rozdilné hodnoty retencnich faktor(
jednotlivych latek [62].

Vs

=K, —

k Dy

Rovnice 2: Vypocet reten¢niho faktoru
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Na zakladné chromatografického modu pouzitého pro separaci, rozdélujeme
stacionarni faze na: normaini, reverzni, iontové vyménné, faze pro hydrofilni interakcéni
chromatografii (HILIC), faze pro hydrofobni interakéni chromatografii (HIC), gely
a molekulova sita (napf. pro rozmérové-vyluCovaci chromatografii — SEC), faze pro
chiralni a faze pro afinitni chromatografii. Pfi normalnim chromatografickém maodu je
stacionarni faze polarni (napf. silikagel anebo silikagel modifikovany propylkyano,
propylamino nebo diolovym ligandem). Pfikladem stacionarni faze v reverznim modu
je silikagel s navazanymi alkylovymi (napf. C1s, Cs), halogenalkylovymi (CsF1s, linearni
nebo vétveny CsF13), arylovymi nebo halogenarylovymi ligandy (fenyl, propylfenyl,
pentafluorofenyl nebo bifenyl) [62]. V normalnim médu chromatografie se jako mobilni
faze vétSinou pouziva binarni smés rozpoustédel rizné polarity. Majoritné zastoupena,
meéné polarni slozka je vétSinou alifaticky uhlovodik (pentan, hexan). Polarnéjsi sloZzku
s vysSi elucni silou muze tvofit napfiklad propan-2-ol, chloroform, dichlormethan,
ethylacetat nebo tetrahydrofuran. V reverznim médu chromatografie je to pfesné
naopak. Majoritni, vic polarni slozka je nejCastéji voda, resp. voda s pfidavkem aditiva
(kyselina mravenci, kyselina octova, kyselina fosfore¢na nebo trifluoroctova, amoniak
anebo anorganické nebo organické pufry o rGzném pH). Roli méné polarni slozky
s vySSi eluCni silou zde zastava napfiklad acetonitril, methanol, ethanol nebo

propan-2-ol [63].

3.2.1 Rozdéleni chromatografickych metod dle principu vzniku

interakce k jednotlivym fazim

a) Adsorpcni chromatografie

Déli se na: liquid-solid chromatography, ¢esky kapalinovou adsorpéni chromatografii
(LSC) a gas-solid chromatography, ¢esky plynovou adsorp¢ni chromatografii (GSC).
Rozhoduje rizna adsorbovatelnost smési na stacionarni fazi podle polarity obou fazi
a jednotlivych latek smési. Latky, které jsou silnéji vazany sorpcnimi silami jsou
stacionarni fazi vice zadrzovany nez latky, které jsou mobilni fazi rychleji unaseny.
Mezi nejCastéjSi polarni sorbenty patfi silikagel (hydratovany oxid kifemicity)
a hydratovany oxid hlinity a hofeCnaty. Rozpoustédla vhodna pro pouziti jako mobilni

faze jsou podle vzrustajici polarity uspofadana v tzv. eluotropni fadé [64].
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Polarity Solvent Viskosita n Hustotz p Teplota varu Index = (Al;03) UV Cutoff

Index [mPa.s; 20°C] [a.cm™ [101.325 lomu (nm)
20 °C] kps; °C] n
0,0 Heptan 0,42 0,684 98,3 1,388 0,01 200
0.0 Hexan 031 0,664 68,7 1,375 001 200
0.0 Cyklohexan 098 0,773 80,7 1,426 0,04 200
0,0 n-Pentan 0,23 0,626 36,2 1,358 0,00 190
0,3 n-Decan 0,92 0,730 174,1 1,412 0,04 200
0,4 Oktan 0,50 0,703 99,2 1,397 0,01 215
17 Dibutylether 0,70 0,768 142,2 1,400
18 Triethylamin 038 0728 89,5 1,400 235
2,2 Di-£propylether 033 0,724 6g3 1,368 0,28 220
2.3 Taluen 0,59 0,867 101,6 1,495 0,29 285
2.4 pXylen 0,70 0,861 138,0 1,500 0,26 280
2,9 Diethylether 0,23 0,714 34,6 1,353 0,38 202
3,0 Benzen 0,65 0,873 80,1 1,501 0,22 280
3,2 1-Oktanol 10,6 (1) 0,827 194,5 1,429
33 Dibenzylether 5733 1,043 288,3
34 Dichlormethan 044 1,326 398 1,424 042 232
34 Chlorofarm 0,57 1,483 61,2 1,443 0,40 245
37 1,2-dichlorethan 0,79 1,252 83,5 1,445 049 230
3,9 FButylalkohol 3,00 0,803 117,7 1,400
4,2 Tetrahydrofuran 0,55 0,899 66,0 1,407 0,45 230
43 Ethylacetat 0,47 0,901 77,1 1,370 0,58 256
43 1-Propanol 2,30 0,804 97,2 1,380 082 210
43 2-Propanal 2,35 0,785 117,7 1,380 0,82 205
4,5 Methylethylketon 0,43 80,0 1,379 0,51 230
4,5 Cyklohexanon 2,24 0,998 155,7 1,451
4,5 Nitrobenzen 2,03 1,208 210,8 1,556
4.6 Benzonitril 122 1,005 1911 1,529
4,8 1,4-Dioxan 154 1,034 101,3 1,422 0,56 215
5,2 Ethanol 1,20 0,789 78,3 1,361 0,88 210
53 Pyridin 0,94 0,982 115,3 1,510 0,71 330
53 Nitrosthan 0,68 1,051 114,0 1,392
54 Aceton 032 0,791 36,3 1,359 0,56 330
54 Ethylenglykol 2,10 1,113 198 1,432 111 210
55 Benzylalkohol 5,80 1,046 205,5 1,540
57 2-Methoxyethanal 172 0,966 1246 1,402
6,2 Acatonitril 0,37 0,783 81,6 1,344 0,65 190
6.2 Kyselina octova 1,26 1,049 1179 1,372 230%)
64 N,N- 0,90 0,945 153,0 1,435 310
dimethylformamid

6,5 Dimethylsulfoxid 224 1,101 189,0 1,477 0,60
6,6 Methanol 0,50 0,796 54,7 1,329 0,95 205
6,8 Nitromethan 0,67 1,138 101,2 1,382 0,64 380
73 Formamid 3,76 1,132 210,5 1,448 210
9,0 Voda 1,00 1,00 100,0 1,333 180

Obrazek 12: Eluotropni rfada [65]

b) Rozdélovaci chromatografie

Rozhoduje odliSna rozpustnost analyzovanych latek ve stacionarni (kapalna) a mobilni
(podle ni rozliSujeme liquid-liquid chromatography, Cesky kapalinova rozdélovaci
chromatografie (LLC) a gas-liquid chromatography, ¢esky plynova rozdélovaci
chromatografie (GLC)) fazi. Latky, které jsou vice rozpustné ve stacionarni fazi, jsou

v ni také vice zadrzovany, a tedy pomaleji unaseny mobilni fazi [64].
c) lontové vyménna chromatografie

Zakladem je pfitahovani iontd s opacnymi naboji. Dllezitou roli hraje pfi analyze pH
pouzité mobilni faze. Materialy pro stacionarni fazi se oznacuji jako iontoménice.
Maiji-li kladny naboj, nazyvaji se anexy a déli se na SAX (Strong Anion Exchange)
a WAX (Weak Anion Exchange). Na anexech se déli zaporné nabité latky jako proteiny,
peptidy, nukleové kyseliny nebo karboxylové kyseliny. Maji-li zaporny naboj, jsou to
katexy a déli se na SCX (Strong Cation Exchange) a WCX (Weak Cation Exchange).
Na katexech se déli kladné nabité proteiny, monoklonalni protilatky nebo alkaloidy [64]
[66] [67].
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d) Gelova chromatografie

K separaci dochazi na zakladé velikosti molekul. Stacionarni fazi je porézni material
(gel), ktery obsahuje péry naplnéné rozpoustédlem. Do péru pronikaji latky s malymi

molekulami a velké molekuly jsou mobilni fazi unaseny dal [64].

e) Afinitni chromatografie

ZaloZena se specifickych interakcich typu ligand-protilatka. Vyuziva se pro latky jako

enzymy, protilatky, hormony a nukleové kyseliny [68].

3.2.2 Rozdéleni chromatografickych metod dle pouzité mobilni faze

Na zakladé povahy mobilni faze délime chromatografické metody na kapalinovou

a plynovou chromatografii.
a) Kapalinova chromatografie

Mobilni fazi je kapalina a stacionarni fazi maze byt pevna latka nebo i kapalina. Patfi
sem tenkovrstva chromatografie (TLC), vysokoucéinna tenkovrstva
chromatografie (HPTLC) a dneska jiz tolik nepouzivana papirova chromatografie
(PC). Jejich spoleCnym znakem je, Ze se provadi v ploSném usporadani. Dale se sem
fadi vysokouéinna kapalinova chromatografie (HPLC), ultra-vysokouéinna
kapalinova chromatografie (UHPLC) a flash chromatografie, kiera se provadi

v koloné.

3.2.2.1 Tenkovrstva chromatografie

U TLC je stacionarni faze nanesena na vhodny nosi¢ (hlinikova desticka, sklenéna
desticka). Jako stacionarni faze se nejCastéji pouziva silikagel a oxid hlinity. Jako
mobilni faze se pouzivaji organicka rozpoustédla. Analyzovany vzorek se nanese
na startovni ¢aru 1-2 cm od spodniho okraje a necha se vyvijet v nasycené komore
s vhodnou mobilni fazi [64]. Mobilni faze vzlina nahoru po stacionarni fazi na zakladé
kapilarnich sil [68].

Skvrny jsou poté detekovany nejCastéji pomoci UV zafeni a detekénich Cinidel.

Nékteré latky jako napfiklad kumariny sviti pod UV zafenim samy o sobé. U jinych
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latek je tfeba pouzit stacionarni faze s pfimési fluoreskujici latky s maximem
pfi 254 nm [64].

Slouzi ke kvalitativnimu stanoveni, pfi kterém je rozhodujicim ukazatelem retencni
faktor (Rr), ktery udava pomér mezi vzdalenosti skvrny od startu ku vzdalenosti startu
od Cela desky. Porovnava se poté Rr zkouSené latky s Rr standardu pfi analyze
za stejnych podminek. DalSim ukazatelem muaze byt charakteristické zbarveni skvrn

po postfiku detekCnimi Cinidly.

CELO

vz st START

Obrazek 13: TLC chromatogram

Miaze se také pouzit ke kvantitativni analyze. Vyuziva se metody
s fotodenzitometrem, ktery z jednotlivych skvrn vytvofi piky, které jsou pfimo umérné
mnozstvi analytu ve vzorku. Druhy zplsob je preparativni TLC, pfi kterém
se vyextrahuje analyt z chromatogramu a nasledné se ur€i mnozstvi analytu vhodnou
metodou [69].

3.2.2.2 Flash chromatografie

Jedna se o sloupcovou chromatografii, pfi které je v koloné (sloupci) umisténa
stacionarni faze a nad ni se nachazi analyzovany vzorek. Kolonou protéka mobilni
faze, ktera unasi vzorek na zakladé vzajemnych interakci. Na konci kolony jsou

jednotlivé separované cCasti sbirany.

Flash chromatografie vychazi z pavodni sloupcové chromatografie, pfi které mobilni
faze protéka kolonou pouze na zakladé gravitacni sily. Tento typ je Casové velice
narocny. Proto u flash chromatografie proudi mobilni faze pod tlakem vzduchu

nebo pod vakuem, a tak je vysledny €as mnohem kratsi [70].
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Tlak, pod kterym kapalina pfi flash chromatografii proudi do kolony, je mnohem mensi
nez pfi HPLC. Obvykle se pracuje s 0,1-5(10) bary nebo u chromatografie pfi stfednim
tlaku s 5(10) —50 bary [71].

Pro nastaveni chromatografickych podminek se prvné provadi TLC s analyzovanym
vzorkem. Hleda se vhodna volba mobilni faze. Rr latek by se mél pohybovat
okolo 0,15-2. Vyhodné je pouziti gradientové eluce, pfi které se zvySuje eluéni sila

a analyty, jsou tak rychleji vymyvany z kolony a rychleji separovany [70].

Stacionarni faze je umisténa v koloné, ktera mize byt sklenéna a musi se ru¢né plnit
nebo jsou na trhu jiz pfipravené komeréni kartridZze. Nékteré mohou mit odnimatelny
vrSek, kam se aplikuje vzorek nad stacionarni fazi. U ostatnich je potfeba zapojit
.predkolonu® se vzorkem, stejné tomu je tak i u klasickych sklenénych kolon. Vzorek
se muze plnit v suché formé, pfi které se udéla tzv. roztér s 2—10nasobnym mnozstvim
sorbentu podle mnozstvi analyzovaného vzorku. U komer&nich sloupcu se da vzorek

rozpustit ve vhodném rozpoustédle a nanést do vrchni ¢asti sloupce [72].

Obrazek 14: Pouzivany flash chromatograf

3.2.2.3 Vysokoucéinna kapalinova chromatografie

HPLC se vyvinula z klasické sloupcové chromatografie a je dnes dullezitym

analytickym nastrojem. Slouzi k separaci, identifikaci i kvantifikaci latek [73].

Mobilni faze je pumpovana do kolony pod vysokym tlakem. Smés je mobilni fazi
separovana na jednotlivé ¢asti, které jsou detektorem pfevedeny na odpovidajici piky
na chromatogramu. Jako stacionarni faze muze byt pouzita pevna nebo také kapalna

latka, ktera je zakotvena nebo chemicky vazana na nosi€ v koloné. Mezi pouzivané

32



stacionarnimi faze patfi silikagel, oxid zirkoniCity, oxid hlinity, chemicky modifikovany
silikagel, polymery (polystyrendivinylbenzen, polyvinyl alkohol), polymery navazané na
silikagel [62].

Existuje nékolik detektort, které se daji u HPLC pouzit, jako napf.: detektory
ultrafialové/viditelné (UV/VIS), hmotnostni spektrometrické (MS), refraktometrické,

konduktometrické, elektrochemicke, fluorescenéni a infraCervené [74].

V pfipadé, ze jsou vlastnosti latek pfilis odliSné a jejich reten¢ni Casy jsou za stejnych
podminek nadmiru vzdaleny, vyuziva se gradientova eluce, ktera zkrati dobu trvani
separace. B&hem ni dochazi ke zméné slozeni mobilni faze se zvySujicim se
pomérem té slozky, ktera ma vys3Si elucni silu. Opacnym typem je isokraticka eluce,

pfi které je mobilni faze konstantniho slozeni [62].

b) Plynova chromatografie

Jedna se o analytickou metodu, ktera separuje jednotlivé slozky vzorku za ucelem
uréeni jejich kvalitativnich ale i kvantitativnich vlastnosti. Mobilni fazi je plyn (vodik,
dusik, helium). Stacionarni faze muze byt pevna nebo kapalna, podle toho
rozeznavame GSC a GLC. Podminky, za kterych analyza bézi, mohou byt neménné,

tj. isotermicka a isobaricka eluce, anebo se teplota a tlak v ase méni [75].

Mezi nejCastéji pouzivané detektory patfi hmotnosti spektrometr (MS), tepelné
vodivostni detektor, detektor elektronového zachytu, termoionizacni, fotoionizacni,

plamenoioniza¢ni a plamenofotometricky detektor [64].

Plynovy chromatograf s hmotnostnim spektrometrem (GC-MS)

MS funguje na principu ionizace molekuly a vzniklé ionty jsou separovany a nasledné
detekovany. Rozdéleni jednotlivych iontd se provadi na zakladé poméru m/z
(hmotnost iontu/naboj iontu) [76]. Kazdy MS obsahuje tfi zakladni ¢asti: iontovy zdroj,
analyzator a detektor. V iontovém zdroji vznikaji ionty nékolika moznymi typy ionizace,
jako napft. elektronova, chemicka, ionizace elektrosprejem, UV zafenim nebo laserem.
V analyzatoru se vzniklé ionty separuji podle jiz zminéného poméru m/z. Existuje

mnoho analyzatort, které se mohou také mezi sebou kombinovat a vytvaret
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tandemové usporadani. Mezi nejCastéjSi patfi kvadrupdl, iontova past, elektrostaticka
iontova past a prlletovy analyzator [77]. Jednotlivé separované ionty poté dopadaji
na detektor, ktery vygeneruje signal k odpovidajicimu iontu. Jako detektor u MS byva
elektronovy nasobic, fotonasobic, Faradayova klec a dalSi [78].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzivané materialy a laboratorni vybaveni

4.1.1 Rozpoustédia

e Methanol (MeOH) (Penta, Praha)

e Ethanol 96% (EtOH) (VWR chemicals)

e Amoniak (NHs) (Penta, Praha)

e Ethylacetat (EtOAc) (Lach-Ner, Neratovice)

e Diethylamin (DEA) (Penta, Praha)

e Cyklohexan (CHx) (Penta, Praha)

e Dichlormethan (CH2Cl2) (Penta, Praha)

e |sopropylalkohol (IPA) (Lach-Ner, Neratovice)
e Acetonitril (ACN) (Fischer chemical)

e Aceton (Ace) (Penta, Praha)

4.1.2 Chemikalie

e Kyselina chlorovodikova 36% (Penta, Praha)

e Kyselina mravenci 98% (FA) (Penta, Praha)

e Kyselina mravenci LC-MS 99% (VWR chemicals)
e Kyselina trifluoroctova (TFA) (Acros Organics)

e Siran sodny bezvody (Penta, Praha)

e Dusi¢nan bismutity (Penta, Praha)

e Kyselina vinna (Penta, Praha)

e Jodid draselny (Penta, Praha)

4.1.3 Rostlinny material

V ramci pfedchozich diplomovych praci bylo zpracovano 43 kg susené kury GV [79].

Etherovy extrakt byl rozdélen na 272 podfrakci a v ramci této diplomové prace byla

zpracovana podfrakce GV-6 o hmotnosti 1,5764 g.
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4.1.4 Chromatografické sorbenty

Komeréni TLC desky TLC Silica gel 60 F2s4 (Merck Millipore, Praha)
Lité desky se silikagelem Silica gel 60 GF254 (Merck Millipore, Praha)

4.1.5 Pomocny material

e Kremelina (Celite 545) (Sigma Aldrich, Praha)
e Silikagel (Silica gel 60 GF254) (Merck, Praha)
e Vata

4.1.6 Mobilni soustavy pro tenkovrstvou chromatografii

‘ Rozpoustédla Pomér
St EtOAc+MeOH (0,1% NHs) 75:15
S2 CHx+EtOAc+Ace+DEA 45:20:30:5
Ss3 Ace+MeOH (0,1% NHs3) 75:15
S4 CHx+EtOAc+Ace+DEA 40:40:15:5
Ss ACN+H20 60:20
Se CHx+EtOAc+Ace+DEA 25:20:50:5
S7 H20+Ace+EtOAC+IPA 6:1:1:2
Ss MeOH (0,1% TFA) 1

Tabulka 1: Pouzité mobilni faze

4.1.7 Detekéni cinidla

Dragendorffovo €inidlo (jodidbismutitan draselny — K[Bil4])

Vyuziva se pro detekci alkaloidli, kdy spoleénou reakci vznika oranzova

az oranzovodervena srazenina.

e Zasobni roztok cinidla pfipravime smichanim roztoku A a roztoku B v poméru
1:1.
o Roztok A: 1,7 g Bi(NOs3)s (bazicky dusi¢nan bismutity) a 20 g C4HsOs

(kyselina vinnd) se rozpusti v 80 ml destilované vody.

o Roztok B: 16 g Kl (jodid draselny) se rozpusti ve 40 ml destilované vody.
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Detekéni roztok pripravime pfidanim C4HsOs (10 g) a destilované vody (50 ml)

k 5 ml zasobniho roztoku.

4.1.8 Pouzité pristroje

Rotaéni vakuova odparka Heidolph Hei-VAP Advantages (Heidolph
Instruments GmbHR & Co)

UV lampa

Analytické vahy KERN ABJ-NM/ABS-N (KERN & SOHN GmbH)

Vahy (Heidolph)

Magneticka michaéka Heidolph MR3001 K (Heidolph Instruments GmbH &
CO)

Flash chromatograf puriFlash 535XL (puriFlash)

Exsikator

Ultrazvukova lazen Sonorex Super 10P (Bandelin Sonorex)

Magnetickd michacka s ohfevem Heidolph MR Hei-standard (Heidolph
Instruments GmbHR & Co)

Preparativni HPLC systém (Waters)

NMR spektrometr Varian Iniova 500 (Varian, USA)

GC-MS systém Agilent Technologies 7890A s hmotnostnim detektorem Agilent
Technologies 5975 (Agilent Technologies Santa Clara, California USA)

4.2 Obecné postupy

4.2.1 Priprava rozpoustédel a jejich skladovani

Pouzivana rozpoustédla se pfed pouzivanim precistila procesem destilace.

Pfi skladovani je tfeba pro zachovani kvality rozpoustédel je skladovat ve tmavych

sklenénych lahvich, které je chrani pfed pasobenim svétla. Lahve se potom uchovavaiji

pfi laboratorni teploté na tmavém misté.
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4.2.2 Tenkovrstva chromatografie

4.2.2.1 Priprava litych desek pro preparativni tenkovrstvou chromatografii

Sklenéna deska o velikosti 15 x 15 cm se dikladné odcisti od necistot za pouziti
chloroformu. Poté se pfipravi suspenze silikagelu, smichanim 6,5 g silikagelu
a 20,5 ml destilované vody. Pfipravena suspenze se rovnomeérné v tenké vrstvé
rozetfe pomoci sklenéné tyC€inky ve tvaru hokejky po celé ploSe sklenéné desky. Ty se
nasledné nechaji minimalné 24 hodin susSit pfi laboratorni teploté a poté jsou

pfipraveny k pouZiti.

4.2.2.2 Preparativni tenkovrstva chromatografie

Vzorek se rozpusti v malém mnozstvi rozpoustédla (v zavislosti na mnozstvi vzorku
ml az desitky ml) (CH2Cl2 a MeOH 1:1) a nanese se na lité desky nebo komer¢né
pfipravené chromatografické desky. Pro nanaseni vzorku se pouZziva pero pfipravené
ze sklenéné trubice a malého mnozstvi vaty. Do pera se postupné pfidava roztok
vzorku za souCasného nanaseni vzorku na desku v nékolika vrstvach ve vodorovneé
linii, 1-2 cm od spodniho kraje desky. Na jednu litou desku se muze nanést maximalné

35 az 40 mg vzorku a na komeréni desky se muze nanést az 15 mg vzorku.

Po naneseni se necha deska chvilku uschnout a poté se vlozi do chromatografické
komory, ktera je pfedem nasycena mobilni fazi. Necha se vyvijet do doby, nez mobilni

faze dosahne Cela desky, vyjme se a vysusi v digestofi pomoci fénu.
Vyvijeni se mize provadét i opakované ve stejné Ci jiné mobilni fazi k zajisténi co
nejlepsi separace jednotlivych zén.

Po detekci alkaloidi se seSkrabou a spoji do kadinek jednotlivé zény se shodnym

retenénim faktorem.

4.2.2.3 Detekce alkaloidu

Detekce alkaloidli se provadi na chromatografické desce po odpareni mobilni faze pod
UV lampou pfi vinové délce 254 nm. Alkaloidy zpravidla pfedstavuji tmavé skvrny,

protoze jimi dochazi k prekryti fluoreskujiciho sorbentu.
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Zda se jedna o alkaloidy se dokazuje detekci pomoci Dragendorffova Cinidla. Skvrny

s alkaloidy se zbarvuji do oranzova.

4.2.3 Eluce alkaloidu

Slouzi k uvolnéni alkaloidli ze silikagelu po seSkrabani z desky. Nejprve se ziskana
frakce smisi v poméru 1:1 s kfemelinou. Do pfipravené sklenéné elucni kolonky
s kouskem vaty ve zuzZeni se nasype smés s kiemelinou a promyva se MeOH do doby,
nez jsou vSechny alkaloidy z kolonky eluovany. Kontrola probiha odebranim vzorku pfi
odkapavani z kolonky pomoci kapilary a nanesenim na maly kousek komeréni TLC

desky s naslednou detekci pomoci Dragendorffova Cinidla.

Po kompletni eluci je tfeba zbavit frakci rozpoustédla odpafenim za pomoci rotaéni

vakuové odparky a nasledné vysusit v exsikatoru pod vakuem po dobu 24 hodin.

4.2.4 Odparovani rozpoustédel

K odpafovani rozpoustédel se pouziva rotaCni vakuova odparka. V prostfedi vakua
dochazi ke snizeni teploty varu jednotlivych rozpoustédel, coz umoznuje zvolit nizsi
teplotu vodni lazné v porovnani s konvenénim procesem odparovani na vodni lazni.
Vodni lazen byva vytemperovana na teplotu 30—40 °C v zavislosti na typu pouzitého

rozpoustédla.

MensSi objemy rozpoustédel, zejména ve vialkach, se odpafuji zahfatim na vodni lazni

a odfoukanim rozpoustédla za pomoci proudu vzduchu.

4.2.5 Extrakce kapaliny-kapalinou

Extrakce kapaliny-kapalinou (LLE, ,vytfepavani) slouzi k odstranéni nezadouciho
kyselého a neutralniho balastu nealkaloidniho charakteru. Extrakce probiha v délici
nalevce za pouziti soustavy dvou nemisitelnych kapalin. Extrahovana latka pfechazi

do jedné faze, zatimco necistoty zUstavaji v druhé.

Pro vyextrahovani alkaloid( (bazi) se alkaloidni frakce rozpusti v 2% HCI a odtucni se

pomoci lipofilniho rozpoustédla nemisitelného s vodou. Poté se zbyla vodni faze
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zalkalizuje na pH 9-11 pomoci 2% NHs a nasleduje vytfepavani pomoci CH2Cl2
ev. jiného rozpoustédla nemisitelného s vodou. Alkaloidy pfechazi do vrstvy s CH2Clz,

ktera se nasledné vysusi pomoci siranu sodného a prefiltruje se pres filtracni papir.

4.2.6 Uchovani a skladovani vzorku

Vznikla frakce s alkaloidy se pfenese do vialky nebo malé banky a uchovava se

pfi teploté 2—-8 °C v lednici.

4.2.7 Flash chromatografie

4.2.7.1 Priprava roztéru pro flash chromatografie

Vzorek se rozpusti v CH2Clz2 a smisi se v odpafovaci misce se silikagelem nebo
kfemelinou. Za soustavného michani se necha odpafit na vodni lazni do sucha, aby

vznikl sypky svétle hnédy prasek.

4.2.7.2 Samotny postup flash chromatografie

Sklenény kolonovy hardware se naplni silikagelem (Ize pouzit komercni, pfedem
naplnény hardware) a ,pfedkolona“ se naplni roztérem se vzorkem. Mobilni faze
(kapalina) je pfivadéna kvarterni pumpou na kolonu. Nejprve se provede ekvilibrace
kolony (v naSem pfipadé 15 min) a poté se pfipoji na kolonu ,pfedkolona“ se vzorkem.
Programem je fizena koncentrace jednotlivych slozek mobilni faze, ktera se v pribéhu
analyzy méni, tzv. gradientova eluce. Rychlost pritoku mobilni faze byla 15 ml/min.
Detekce pomoci UV/UV-VIS detektoru (200-800 nm).

Vysledné frakce se sbiraji do jednotlivych zkumavek, které se poté spojuji
do spole¢nych banék na zakladé shodnych Rr z provedeného TLC nebo podle

chromatografického zaznamu.
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4.2.8 Strukturni analyza

4.2.8.1 Plynovy chromatograf s hmotnostnim spektrometrem

Pro analyzu latek ve vzorku byl pouzit plynovy chromatograf Agilent 7890A GC 5975
s hmotnostnim detektorem pfi elektronové ionizaci 70 eV. Analyza se provadéla
pfi teplotnim programu: 100—-180 °C (7 min), 180 °C (1 min) a 180-300 °C (24 min).
Pro separaci latek byla pouzita kolona Hp-5 MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um, Agilent
Technologies, USA). Jako nosny plyn (mobilni faze) bylo pouZzito helium o pratokové
rychlosti 1 ml/min. Nastfik vzorku probihal za teploty 180 °C o objemu

1 ul methanolického roztoku o koncentraci 1 mg/ml ve ,split mode“ v poméru 1:10.

Vysledna spektra slouzi kidentifikaci alkaloidu, ktera se provadi porovnanim
s dostupnymi spektry v komeréni knihovné NIST 11 (National Institute of Standards
and Technology Library, USA), s daty publikovanymi v odborné literatufe a se spektry

latek izolovanymi dfive na pracovisti.
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4.3 Samotna izolace alkaloidu
4.3.1 Frakce GV-6
Frakce GV-6 byla rozpusténa v chloroformu a nanesena na lité desky se silikagelem.

Vzhledem k maximalnimu mozZnému nanosu vzorku 40 mg na jednu desku bylo

pouzito 31 desek. V nejvhodnéjsi nalezené mobilni soustavé S1byly poté desky jednou

vyvijené.
Obrazek 16: Lita deska s frakci GV-6 Obrazek 15: Lita deska s frakci GV-6
vyvijena v Sy postrikana Dragendorffovym vyvijena v S; zobrazena pod UV svétlem

Ginidlem

Na obrazcich (Obrazek 16 a Obrazek 15) vidime, ze doslo k rozdéleni frakce do péti
zon. Ty byly nasledné seskrabany a eluovany methanolem, ktery byl poté odpafen na

vakuové odparce a jednotlivé frakce byly zvazené (Tabulka 2).

Podfrakce ‘ Vytézek
GV-6-A 121,4 mg
GV-6-B 40,8 mg
GV-6-C 31,0 mg
GV-6-D 63,7 mg
GV-6-E 820,5 mg

Tabulka 2: Podfrakce GV-6-A az GV-6-E a jejich hmotnosti
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4.3.2 Zpracovani podfrakce GV-6-A

Na zpracovani podfrakce GV-6-A byla pouzita flash chromatografie. Udélal se roztér
s dvojnasobnym mnozstvim kifemeliny. Po ekvilibraci se mohla spustit samotna
separace. Jako mobilni faze byl pouzit CH2Cl2 (A) a MeOH (B). Elucni program byl
naprogramovan nasledovné: prvnich 21 minut isokraticka eluce pomoci slozky A;
nasledovala gradientova eluce z 0 % slozky B na 100 % B za 67 minut (Obrazek 17).
Podle pikl na zaznamu se rozdélily zkumavky na 7 podfrakci, odpafily a zvazily
(Tabulka 3).
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Solvent B: MeOH UV channel 2: 280 nm UV channel 4: 232 nm
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Obrazek 17: Zadznam z flash chromatografie podfrakce GV-6-A

Podfrakce Vytézek

GV-6-A-0A 2,6 mg
GV-6-A-0B 0,7 mg
GV-6-A-0C 0,9 mg
GV-6-A-1 19,2 mg
GV-6-A-2 5,6 mg
GV-6-A-3 4,2 mg
GV-6-A-4 2,2mg

Tabulka 3: Podfrakce GV-6-A-0A az GV-6-A-4
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4.3.2.1 Podfrakce GV-6-A-1
Na preparativni HPLC se rozdélila podfrakce GV-6-A-1, ktera obsahovala hlavni pik

na zaznamu z Flash chromatografie GV-6-A. Ziskalo se pét dalSich podfrakci
(Tabulka 4).

Podfrakce Vytézek

GV-6-A-1-A 1,6 mg
GV-6-A-1-B 0,8 mg
GV-6-A-1-C 4,7 mg
GV-6-A-1-D 7,3 mg
GV-6-A-1-E 5,1 mg

Tabulka 4: Podfrakce GV-6-A-1-A az GV-6-A-1-E a jejich hmotnosti

Podfrakce GV-6-A-1-E se dala pfecistit na preparativni HPLC a ziskala se frakce
o hmotnosti 3,8 mg. Na GC-MS stale byly pfitomny nealkaloidni necistoty. Z frakce se
nasledné pomoci vytfepavani s CH2Cl2 odstranily balastni latky nealkaloidniho
charakteru. Hmotnost vysledné frakce byla 1,8 mg. Po kontrole na GC-MS bylo znovu

vidét vice latek.

4.3.3 Zpracovani podfrakce GV-6-B

Podfrakce se rozdélila na jedné sklenéné desce se silikagelem. Jako mobilni soustava
byla pouZita soustava S2. Po vyvinuti bylo vidét na chromatogramu pét skvrn, po
postfikani Dragendorffovym cCinidlem vSak pozitivné reagovali pouze dvé skvrny
(Obrazek 18). Tyto dvé zdny byly vyskrabnuté, eluované a po odpareni rozpoustédla

se vysledné frakce zvazily (Tabulka 5).

Po postiikani Dragendorffovym
tinidlem se zbarvily do

oranZova tyto dvé skvrny.

Obrazek 18: TLC podfrakce GV-6-B
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Podfrakce Vytézek

GV-6-B-1 12,6 mg
GV-6-B-2 4,1 mg
Tabulka 5: Podfrakce GV-6-B-1 a GV-6-B-2 a jejich hmotnosti

4.3.3.1 Podfrakce GV-6-B-1

Podfrakce GV-6-B-1 se vyvijela na jedné komercni desce se silikagelem o rozmérech
10 x 20 cm mobilni soustavou S3 (Obrazek 19). Vysledné podfrakce byly zvazeny

a zaznamenany (Tabulka 6).

Obrazek 19: TLC podfrakce GV-6-B-1

Podfrakce ‘ Vytézek
GV-6-B-1-A 3,9 mg
GV-6-B-1-B 6,9 mg

Tabulka 6: Podfrakce GV-6-B-1-A a GV-6-B-1-B a jejich hmotnosti

U obou podfrakci byla provedena GC-MS analyza. V podfrakci GV-6-B-1-A se nejevila
zadna zasadni latka. Podfrakce GV-6-B-1-B svym zaznamem odpovidala matefrské

podfrakci GV-6-B-1. Dale se tato podfrakce uz nezpracovavala.
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4.3.4 Zpracovani podfrakce GV-6-C

Podfrakce se dala vyvijet na Ctyfi komercni desky se silikagelem o rozmérech
10 x 20 cm (Obrazek 20). Mobilni fazi byla soustava Sa4. Tfi vzniklé podfrakce byly

zvazeny a zaznamenany (Tabulka 7).

Obrazek 20: TLC podfrakce GV-6-C

Podfrakce Vytézek

GV-6-C-1 5,3 mg
GV-6-C-2 5,7 mg
GV-6-C-3 3,5 mg

Tabulka 7: Podfrakce GV-6-C-1 az GV-6-C-3 a jejich hmotnosti

VSechny tfi podfrakce se daly na analyzu GC-MS a vzhledem k vysledku, ktery ukazal,

Ze obsahuiji stale vice latek a mensim hmotnostem se s nimi dale nepracovalo.

4.3.5 Zpracovani podfrakce GV-6-D

Na rozdéleni podfrakce GV-6-D byla pouzita mobilni soustava Ss (Obrazek 21).
Vzhledem k mnozstvi 63,7 mg byla frakce nanesena na 2 lité desky se silikagelem

a rozdélena na tfi podfrakce (Tabulka 8).
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Obrazek 21: TLC podfrakce GV-6-D
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Podfrakce Vytézek

GV-6-D-1 10,9 mg
GV-6-D-2 4,0 mg
GV-6-D-3 26,9 mg

Tabulka 8: Podfrakce GV-6-D-1 az GV-6-D-3 a jejich hmotnosti

4.3.5.1 Podfrakce GV-6-D-3

Z podfrakce GV-6-D bylo dale pracovano s podfrakci GV-6-D-3. Na komer&nich
deskach o rozméru 10 x 20 cm byla rozdélena na dvé zony, jednu hlavni a druhou
vedlejSi, pomoci mobilni soustavy Ss (Obrazek 22). Podfrakce byly seSkrabany,

eluovany, odpareny a zvazeny (Tabulka 9).

Obrazek 22: TLC podfrakce GV-6-D-3

Podfrakce Vytézek

GV-6-D-3-A 2mg
GV-6-D-3-B 19 mg
Tabulka 9: Podfrakce GV-6-D-3-A a GV-D-3-B a jejich hmotnosti

Po GC-MS analyze podfrakce GV-6-D-3 byl na chromatogramu pfitomen jeden velky
pik a jeden maly pik. Po rozdéleni na dvé podfrakce se udélalo kontrolni TLC
podfrakce GV-6-D-3-B, které ale ukazalo vice alkaloidnich skvrn. S podfrakci se dale

nepracovalo.
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4.3.6 Zpracovani podfrakce GV-6-E

Cela podfrakce se dala rozdélit na flash chromatografii. Rozpustila se v CH2Cl2
a udélal se roztér s trojnasobnym mnozstvim silikagelu. Poté probihala ekvilibrace
kolony a samotna separace frakce. Byla pouZita gradientova eluce, kdy jako mobilni
faze byl pouzit CH2Cl2 (A) a 0,1% FA v MeOH (B). Gradientova eluce byla
naprogramovana z 0 % B na 100 % B za 89 minut (Obrazek 23). Pritok mobilni faze
byl 15 ml/min. Po skonCeni analyzy se spojily zkumavky, odpafily se rozpoustédla
a frakce se zvazily (Tabulka 10).
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Solvent A: DCM UV channel 1: 254 nm UV channel 3: 280 nm
Solvent B: 0.1% FA v methanolu UV channel 2: 270 nm UV channel 4: 290 nm

UV channel 5: 200-400 nm

Obrazek 23: Zaznam z flash chromatografie podfrakce GV-6-E

Podfrakce Vytézek

GV-6-E-1 0,20 mg

GV-6-E-2 14,10 mg
GV-6-E-3 12,30 mg
GV-6-E-4 16,60 mg
GV-6-E-5 61,00 mg
GV-6-E-6 70,30 mg
GV-6-E-7 180,20 mg
GV-6-E-0 80,64 mg

Tabulka 10: Podfrakce GV-6-E-1 az GV-6-0 a jejich hmotnosti
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4.3.6.1 Podfrakce GV-6-E-5

Dale se izolovaly alkaloidy z podfrakce GV-6-E-5 opét pomoci flash chromatografie.
Roztér se udélal s dvojnasobnym mnozstvim kiemeliny. Jako mobilni faze byl pouZzit
IPA (A) a 0,1% DEA v MeOH (B). Elu¢ni program byl naprogramovan nasledovné:
prvnich 21 minut isokraticka eluce pomoci slozky A; nasledovala gradientova eluce
z 0 % slozky B na 100 % B za 85 minut (Obrazek 24). Pét vzniklych podfrakci bylo

zvazeno a zaznamenano (Tabulka 11).
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Solvent A: IPA UV channel 1: 254 nm UV channel 3: 280 nm

Solvent B: 0.1% DEA v methanolu UV channel 2: 270 nm UV channel 4: 290 nm
UV channel 5: 200-400 nm

Obrazek 24: Zadznam z flash chromatografie podfrakce GV-6-E-5

Podfrakce Vytézek
GV-6-E-5-A 4,6 mg
GV-6-E-5-B 2,0 mg
GV-6-E-5-C 6,6 mg
GV-6-E-5-D 8,3 mg
GV-6-E-5-E 3,6 mg

Tabulka 11: Podfrakce GV-6-E-5-A az GV-6-E-5-E a jejich hmotnosti

Dale se s zadnou z podfrakci jiz nepracovalo.
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4.3.6.2 Frakce GV-6-E-0

Frakce se dala rozdélit na flash chromatografii. Na roztér bylo pouzito dvojnasobné
mnozstvi kfemeliny. Jako mobilni faze byl pouzit CH2Cl2 (A) a 0,1% FA v MeOH (B).
Elucni program byl naprogramovan nasledovné: prvnich 21 minut isokraticka eluce
pomoci slozky A; nasledovala gradientova eluce z0 % slozky B na 100 % B
za 67 minut (Obrazek 25). Cela podfrakce byla rozdélena na sedm dalSich podfrakci
(Tabulka 12)
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Solvent A: DCM UV channel 1: 254 nm UV channel 3: 260 nm
Solvent B: 0.1 FA% v methanolu UV channel 2: 280 nm UV channel 4: 232 nm
UV channel 5: 200- 400 nm

Obrazek 25:Zaznam z flash chromatografie podfrakce GV-6-E-0

Podfrakce Vytézek

GV-6-E-0-A 0,9 mg
GV-6-E-0-B 12,0 mg
GV-6-E-0-C 3,2mg
GV-6-E-0-D 6,8 mg
GV-6-E-0-E 1,0 mg
GV-6-E-0-F 4,8 mg
GV-6-E-0-G 59,1 mg

Tabulka 12: Podfrakce GV-6-E-0-A az GV-6-E-0-G a jejich hmotnosti

Z této podfrakce se dale pracovalo s podfrakci GV-6-E-0-B a GV-6-E-0-G.

Podfrakce GV-6-E-0-B se dala rekrystalizovat. Nejdfive se zahfivala pod zpé&tnym
chladi€em, poté se dala zchladit do mrazaku. Z roztoku vypadly bilé krystaly

o vysledné hmotnosti 3 mg. Pfed NMR analyzou se provedla jesté kontrolni GC-MS,
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ktera ukazala, Ze podfrakce neni Cista a pravdépodobné doslo k rozkladu alkaloidu,

a tak se uz NMR neprovadéla.

Podfrakce GV-6-E-0-G se nanesla na Ctyfi hlinikové desky, které se vyvijely v komofe
s mobilni soustavou S7. Po vysuSeni se desky daly znova vyvijet, tentokrat do mobilni
faze Ss (Obrazek 26 a Obrazek 27). Jednotlivé zény se vyskrably a spojily do Sesti
podfrakci (Tabulka 13).
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Obrézek 26: TLC podfrakce Obrazek 27: TLC podfrakce GV-6-E-0-G

GV-6-E-0-G pod UV svétlem po dukazu Dragendorffovym Cinidlem

Podfrakce Vytézek

GV-6-E-O-G-1 8,0 mg
GV-6-E-O-G-2 0,8 mg
GV-6-E-0-G-3 0,3 mg
GV-6-E-O-G-4 2,8 mg
GV-6-E-O-G-5 9,8 mg
GV-6-E-O-G-6 11,6 mg

Tabulka 13: Podfrakce GV-6-E-O-G-1 aZz GV-6-E-O-G-6 a jejich hmotnosti

Z podfrakcemi se dale jiz vzhledem k vytézkim nepracovalo.
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5 VYSLEDKY

Pfi praci na experimentalni Casti diplomové prace se nepodafilo vyizolovat zadny
alkaloid z frakce GV-6, ktera pochazi z kary stromu GV. Dvé podfrakce GV-6-A-1-E
a GV-6-E-0-B se jevily slibné, ale bohuzel u nich doSlo pravdépodobné v zavérecné

Casti pfed méfenim na NMR k rozkladu alkaloidu.

Podfrakce GV-6-A-1-E vznikla po preparativnim HPLC a na chromatografickém
zaznamu predstavovala jeden hlavni pik. Podfrakce se dala znova precistit
na preparativni HPLC. Po analyze na GC-MS byly stale vidét nealkaloidni necistoty,
které se vytfepavanim s CH2Clz2 odstranily a podfrakce GV-6-A-1-E nasledné méla
1,8 mg. Pfed NMR analyzou se dala podfrakce jesté zkontrolovat na GC-MS, které
ukazalo vice pikl, coz znamena, ze pavodni alkaloid vlivem rliznych faktord podilehl

degradacnim reakcim.

V podfrakci GV-6-E-0-B byly vidét po flash chromatografii krystaly. Podfrakce se dala
rekrystalizovat a z roztoku nasledné vypadly bilé krystaly o hmotnosti 3 mg. Pfed NMR
analyzou se provedla kontrola na GC-MS, které ukazalo pravdépodobny rozklad

alkaloidu.

5.1 Stanoveni biologické aktivity

Jednim zcild diplomové prace bylo zméfit biologickou aktivitu alkaloidl vaci
cholineserasam. Nepodafilo se vSak izolovat zadny alkaloid v Cisté formé, u kterého

by se mohla jeho aktivita zméfit. Méfeni biologické aktivity tedy nemohlo probéhnout.
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6 DISKUSE A ZAVER

| pfes to, Ze je GV vyuzivana v tradi¢nim I|écCitelstvi v oblastech Jizni Ameriky,
pro zbytek svéta neni tolik znama a prostudovana jako jiné rostliny. Zajem o ni ale
postupné stoupa. Byly provedeny studie biologické aktivity rostliny GV, u které byly
zjistény vyznamné anticholinesterasove, protinadorove, protizanétlive,
antinociceptivni, antiplazmodialni, antileishmanialni a antivirotické ucinky. Tyto studie
ve vétsiné pfipadu zatim pouze informuji o zakladnich parametrech jejich biologické
aktivity. Nejnadéjnéjsi uCinky mohou byt anticholinesterasové a protinadorové, které
budou vyZadovat dalSi studie k dosazeni kompletnich informaci o alkaloidech a jejich

moznych derivatech.

Bylo pracovano s frakci GV-6, ktera vznikla po zpracovani kiiry GV. Na izolaci alkaloidd
bylo pouzito nékolik chromatografickych metod (TLC, preparativni TLC, flash
chromatografie, preparativni HPLC a GC-MS). Ziskaly se Cisté podfrakce GV-6-A-1-E
a GV-6-E-0-B, u kterych ale doSlo k rozkladu alkaloidi a nebylo dale mozné u nic

vykonat analyzu pomoci NMR a zméfit jejich biologickou aktivitu.

Faktoru, které mohou vést k rozkladu indolovych alkaloidi je cela fada. Abychom
zabranili degradaci téchto latek je tfeba zvazit a zajistit stabilitu nékolik faktor(
prostfedi, jako je teplo, svétlo, pfistup kysliku a hodnotu pH. Pfi zajisténi stability
a urCitych hodnot téchto fyzikalné-chemickych vlastnosti minimalizuje moznost

rozlozeni alkaloidnich latek.

Teplota je dulezitym bodem pfi uchovani alkaloidd, jelikoz vy$Si teplota mize urychlit
jejich degradaci. Alkaloidy uchovavame v nizkych teplotach, typicky se pro uchovani
pouziva chladni¢ka (2—8 °C) nebo pfi delSich skladovani mrazak (-18 °C). Proto se pro

vysuSeni muze vyuzit neobvyklého postupu lyofilizace.

Stejné tak by se mély chranit pfed svétlem a pusobenim vzdudného kysliku, aby se
pfedesSlo jejich nechténé oxidaci. Skladovany vzorek je potfeba fadné vysusit
v exsikatoru, aby se eliminovala vihkost, ktera by mohla vést k hydrolytickym reakcim.
Jednim ze zpusobU, jak ochranit vzorek prfed oxidaci, mize byt jeho uchovani pod
inertnimi plyny, jako jsou dusik nebo argon. Tyto plyny vytésni nechtény kyslik ze
skladovaci vialky a tim zabrani jeho oxidaci.

53



Rostlinné extrakty neni vhodné uchovavat v rozpoustédle déle nez den nebo dva. Pred
uchovanim by se mélo rozpoustédlo vzdy nechat odpafit, aby se pfedeslo zvySenému
riziku nechténého rozkladu latek. Je potfeba dat si pozor na teplotu, pfikteré
k odpafovani dochazi, aby nedoSlo k rozkladu termolabilnich latek. K tomu lze
efektivné pouzit napfiklad rotacni vakuovou odparku [80]. Pfi praci se musela
u podfrakce GV-6-A-1-E odpafovat smés rozpoustédel obsahujici vodu po preparativni
HPLC. Pfi odpafovani se vyuzilo pouziti ethanolu pro rychlejsSi proces, ale i tak
presahovala teplota pfes 40 °C, coz muZze vést k rozkladu nestabilnich alkaloid(. Bylo

by vyhodnéjsi pouzit jina rozpoustédla s nizSi teplotou varu.

Rozpoustédla mohou narusovat a rozkladat alkaloidy svymi necistoty. U ethanolu,
chloroformu, dichlormethanu, ethylacetatu a diethyletheru se mohou vlivem oxidace
vyskytovat necistoty v podobé formaldehydu a acetaldehydu, které jsou schopny
reagovat s aminoskupinami alkaloidi [81]. Rozpoustédla je nutno uchovavat

v tmavych lahvich, chranéna pfed svétlem a pfi laboratorni teploté.

Béhem experimentalni casti bylo zjiSténo, Ze nékteré alkaloidy se rozkladaji
v pritomnosti chloroformu, ktery byl posléze nahrazovan dichlomethanem. Obecné pro
halogenované rozpoustédla plati, Ze latky v jejich pfitomnosti nemusi byt dostatecné
stabilni. CHCI3 muze s alkaloidy reagovat sam o sobé jako v pfipadé berberinu nebo
u indoloveého alkaloidu reserpinu dochazi k jeho fotooxidaci v pfipadé vystaveni CHCIs
svétlu. PFi pouziti CH2Cl2 mohou vznikat z terciarnich aminoskupin alkaloid
prostfednictvim alkylace kvartérni aminy, takovy rozklad byl zaznamenan napf.
u alkaloidi strychnin, brucin a atropin [82]. Ve studii z roku 2024 byl porovnavan
CH2Cl2 pfi izolaci harminu metodou LLE s rozpoustédly ethylacetatem a tert-amyl
methyl etherem, které dopadly v extrakCni ucinnosti, selektivité, ale takeé
v enviromentalnich aspektech Iépe néz CH2Cl2 [83]. PFi experimentalni ¢asti se na LLE
pouzival CH2Cl2, bylo by vhodné zvazit pouziti jiného rozpoustédla, napf. jiz zminény

ethylacetat.

Alkaloidy obsazené v GV pfedstavuji zajimavou moznost pro vyvoj novych I[€Civ.
Zejména pro lécbu Alzheimerovy choroby a terapii nadord mohou byt nadéjnou

strukturou, ktera by mohla vést k objeveni nové 1éCivé latky.
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V této diplomové praci byly zkoumany alkaloidy stromu Geissospermum vellosii
Allemao, pochazejiciho z Jizni Ameriky. Jeho kura se tradi¢né vyuziva zejména proti
bolestem, horeCkdm, malarii a Spatnému traveni. Pozdé&ji byly z kury izolované
alkaloidy, u kterych byly zjistény zajimavé ucinky (anticholinesterasové, protinadorove,
protizanétlivé, antinociceptivni, antiplazmodialni, antileishmanialni a antivirotické).
Cilem prace byla izolace alkaloidu z kdry stromu a urceni jejich biologické aktivity vici
cholinesterasam.  Inhibiéni  aktivita  alkaloidd  va&i  acetylcholinesterase
a butyrylcholinesterase je predpoklad pro ucinek pfi terapii Alzheimerovy choroby.
V dfivéjSich studiich tato aktivita jiz byla potvrzena u nékterych alkaloidd,
pochazejicich z kliry tohoto stromu [1] [2]. Diky tomu mohou alkaloidy s t&€mito u€inky

slouZit pro vyvoj novych IéCiv na Alzheimerovu chorobu.

Pracovalo se sfrakci GV-6, ze které byly alkaloidy izolovany pomoci
chromatografickych metod. Pouzivalo se TLC, preparativni TLC, flash chromatografie,
preparativni HPLC a GC-MS.

Pfi praci nedoslo ke kone¢nému ziskani Cistého alkaloidu, u kterého by se mohla
zméfit jeho struktura pomoci NMR a jeho biologicka aktivita. Pfi€inou nevyizolovani

Cistého alkaloidu byl jeho rozklad.
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In this thesis, the alkaloids from the tree Geissospermum vellosii Allemao, native to
South America, were investigated. Its bark is traditionally used against pain, fever,
malaria and digestive problems. Later, alkaloids isolated from the bark have shown
interesting effects, including anticholinesterase, anticancer, anti-inflammatory,
antinociceptive, antiplasmodial, antileishmanial, and antiviral effects. The aim of this
work was to isolate alkaloids from the bark of the tree and determine their biological
activity against cholinesterases. The inhibitory activity of alkaloids againt
acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase is a precondition for the effect in the
therapy of Alzheimer's disease. In earlier studies, this activity was already confirmed
for some alkaloids, originating from the bark of this tree [1] [2]. Thanks to this, alkaloids
with these effects can be used for the development of new drugs for Alzheimer's

disease.

We worked with the fraction GV-6, from which alkaloids were isolated using
chromatographic methods. TLC, preparative TLC, flash chromatography, preparative
HPLC and GC-MS were used.

During the work, we did not achieve a final pure alkaloid that could be analyzed for its
structure using NMR and its biological activity. The reason for not isolating a pure

alkaloid was its degradation.
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