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I.  UVOD

Rostliny produkuji velmi rozmanitou Skalu sekundarnich metabolitd, tedy latek, které
se primo nepodili na jejich rdstu ¢i rozmnoZovani, ale hraji vyznamnou roli zejména pfi jejich
adaptaci na podminky vnéjSiho prostfedi. Pro ¢lovéka jsou sekundarni metabolity rostlin
odedavna zdrojem léciv, aromatickych latek, barviv a mnoha dalSich produktl. PrestozZe jiz
bylo izolovano vice nez 100 000 latek a kazdy rok pribyva asi 4 000 dalsich, dosud byla z
tohoto hlediska chemicky prozkoumana jen asi 4 % rostlinnych druhd.?

Alkaloidy jsou terapeuticky nejvyznamnéjsi skupinou sekundarnich metabolit( rostlin.
Jednd se o rozsdhlou a pestrou skupinu latek, v jejichz strukture se obvykle vyskytuje
heterocyklicky vazany dusik, ktery je zdrojem bazicity. Celd fada ucinkd alkaloidd (casto
velmi silnych a specifickych) se jiz vyuziva k [é¢ebnym ucelim — napft. jako analgetika, lokalni
anestetika, narkotika, antiarytmika, chemoterapeutika, antiparazitika a anticholinergika.?

Patrani po novych Gcinnych latkdch za¢ind etnobotanickym prizkumem - studiem
informaci o rostlinach pouzivanych k 1é¢bé v rlznych tradi¢nich systémech. U rostlin
podezrelych ze zamysleného Uc¢inku nasleduje pokus o izolaci a identifikaci aktivnich latek a
ovéreni jejich farmakologické aktivity. Pokud latka projde uspésné celym procesem testovani
vCetné klinickych studii, je tfeba zajistit jeji produkci v mnoZstvi pokryvajicim poptavku, a to
pfi zohlednéni ekonomické rentability. Pokud rostlina nevytvafi pozadovanou latku
v dostatecném mnoZstvi nebo nelze zajistit jeji obnovitelny zdroj, hledd se alternativni
feseni, kterym muze byt jiny druh produkujici stejnou latku, chemickd syntéza latky nebo
produkce latek in vitro pomoci bunéénych a organovych kultur.?

Nejuspésnéjsimi latkami v Iécbé Alzheimerovy choroby (AD) jsou zatim centralné
pUsobici inhibitory cholinesteras (ChEl). VyuZiti alkaloidd jako ChEl zacalo u alkaloidu
fysostigminu a védci se snazili o syntézu analogu s lepsim klinickym profilem. V fadé rostlin
byly nalezeny alkaloidy inhibujici ChEl, napf. Galanthus nivalis, Huperzia serrata nebo Evodia
rutaecarpa. Problémem mnoha nadéjnych kandidat( vSak zUstavaji periferni cholinergni
nezadouci G¢inky (NU), hepatotoxicita nebo $patna biologickd dostupnost a tak stale probiha
hleddni vhodnéjsich?, jehoZ drobnou soucasti je i tato prace.

V terapii zhoubnych nador0 zaujimaji latky objevené v rostlindch také vyznamné
misto a podnétem pro jejich zkoumani miZe byt pouZivani v tradi¢nich systémech lécby.
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V praxi se jiz po mnoho let pouzivaji alkaloidy Vinca rosea nebo komplexni slouceniny rodu
Taxus (taxany), obé skupiny pUsobi interakci s mitotickym vieténkem. Z noholistu
(Podophyllum peltatum), mezi laiky znaméjsiho pod nazvem mandragora, pochazeji
inhibitory topoizomerasy — etoposid a teniposid. Dalsi inhibitory topoizomerasy, topotekan a
irinotekan, byly odvozeny od pfirodniho alkaloidu kamptotecinu.*> Pfirodni cytostatika
mohou byt velmi uzitecna také v kombinaci se standardnimi chemoterapeutiky, a to na
zakladé aditivniho nebo synergického plsobeni, které zajisti lepsi |éCebny efekt nebo umozni
podani nizSich a bezpecnéjSich davek. Klasickym prikladem muizZe byt vyuZiti kombinace
taxanu a platiny v [écbé karcinomu ovarii, dosahujici mnohem lepsich vysledk( neZ podani
jednotlivych latek, ktera se jiz pred nékolika desetiletimi stala standardnim rezimem v této
indikaci. Jednim z problému terapie je i schopnost zhoubnych nador( vyvinout postupné
rezistenci k aplikované 1é¢bé a relabovat.® | proto je stdle potfeba hledat dalsi rostlinna

cytostatika, ucinnéjsi a méné toxicka, k cemuz se snazi prispét i tato prace.



Il.  CiL PRACE

Tato prace je soucasti vyzkumné série katedry farmakognosie a farmaceutické
botaniky, usilujici o zjisténi pritomnosti alkaloidd v predem vytipovanych rostlinnych
taxonech a o predbéiny odhad jejich potenciadlu vyuziti jako IéCiv s anticholinesterasovou
nebo cytotoxickou aktivitou.

Prace si klade za cil spInéni nasledujicich bodu:

1. Zpracovani literdrni reserse k vybranym druhdm rostlin (zaméreno na obsahové latky a
biologické ucinky)

2. Pfiprava sumdrnich extrakt( a alkaloidnich extrakt(

3. Analyza alkaloidnich extraktl plynovou chromatografii/hmotnostni spektrometrii (GC/MS)
4. Stanoveni biologické aktivity alkaloidnich extrakt( na inhibici acetylcholinesterasy (AChE)
a butyrylcholinesterasy (BuChE)

5. Stanoveni protinadorové aktivity alkaloidniho extraktu

6. Vyhodnoceni vysledk(l a sepsani prace
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I1l.  TEORETICKA CAST

111.1 PRIRODNI LATKY V LECBE ALZHEIMEROVY CHOROBY

AD je zavainé neurodegenerativni onemocnéni, klinicky se projevujici vyvojem
demence a vedouci aZ ke smrti.” Vyskyt AD dramaticky stoupd s rostoucim vékem a odhaduje
se, ze 30-50 % osob ve véku nad 80 let trpi ve vétsi ¢i mensi mire priznaky AD. V roce 2006
bylo na svété 26,6 miliont diagnostikovanych pfipadl a odhaduje se, Ze do roku 2050 to
bude dokonce ¢tyfikrét vice.®

V patofyziologii AD se uplatiiuji genetické i zevni faktory (napf. nejspiSe toxiny
prostupujici do mozku pres Cichovy nerv). Byly nalezeny rizné genetické defekty na rlznych
chromozomech, napf. vadny gen na chromozomu 21 pro prekurzor B-amyloidu (pfi trisomii
chromozomu 21 — Downové syndromu — je také cCasty vyvoj demence s depozity amyloidu)
nebo urcitd forma apolipoproteinu E (APOE4). Rozdilné genové mutace a zevni faktory maji
obdobny vysledek — vedou k usazovani amyloidu v urcitych ¢astech mozku a tim k vytvareni
extracelularnich senilnich plakd a také k tvorbé abnormalnich intracelularnich neurofibril.

Béhem téchto patologickych procesli dochdzi kzaniku neuronll v postizenych
oblastech. Peptidy B-amyloidu mohou reagovat s receptory RAGE (receptor pro finalni
produkty pokrocilé glykace), RA (scavenger receptor) a NMDA (N-metyl-D-aspartatovy
receptor) na neuronech, ¢imz se spoustéji kaskady podporujici smrt neuront. Aktivace RAGE
a RA na mikroglidlnich burikach stimuluje uvolnénim NO, prostaglandind, cytokin(, tumor
necrosis faktoru (TNFa) - a dalSich pGsobk( - tvorbu zanétu, ktery také postihuje neurony. Pfi
nedostatku nervového rlstového faktoru (NGF) nebo jeho receptorl muize byt zdnik
neuron( jesté vice urychlen.

Zanik nervovych bunék, zejména cholinergnich neuron(, je provazeny sniZzenou
tvorbou a koncentraci neurotransmitert, obzvlasté acetylcholinu (ACh). V kare velkého
mozku a v hipokampu byva az o 90% snizena koncentrace cholin acetyltransferasy, ktera je
nutna ktvorbé ACh. Klesaji i koncentrace napf. noradrenalinu, serotoninu a dalSich
neurotransmiter(.’ Je snizen také pocet nikotinovych acetylcholinergnich receptort, narozdil
od muskarinovych. Pomér dvou forem AChE je zménén ve prospéch formy G1, ktera je ve
zdravém mozku minoritni oproti majoritni G4. V oblastech senilnich plakll se vytvareji také

BuChE odbourdvajici ACh. Molekuly cholinesteras byly v mozku nalezeny i mimo lokalizaci
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acetylcholinergnich vlaken a odhaduje se, Ze se podileji na tvorbé a toxicité B-amyloidu.
Poruseni centralniho acetylcholinergniho systému ma mimo jiné znacny dopad na

mechanismy paméti. Obrazek 1 ukazuje v pfehledu nékteré priciny AD.

— A. Priciny Alzheimerovy choroby

T i dalii geneticks i A T s
normalni protein faktory faktory Zivotniho prostredi

defaktni prekurzor - |

diouhé raménko

chromozomu 21
AA
GZ

S zanat

abnormialni
neurofibrily

MO, exciloloxin,
TNFa. TGF],
bFGF

e

Obr. 1: Pfi¢iny Alzheimerovy choroby®

S postupujici progresi AD dochazi k postizeni glutamatergniho systému mozku, ktery je
rovnéz velmi dllezZity pro mechanismy uceni a paméti (zprostfedkovava postupné zesilovani
postsynaptického potencialu pfi opakovaném plsobeni stejného podnétu). Pti pokrocilé AD
se nadmérné uvoliuji molekuly glutamatu a dalSich excitacnich kyselin, coZ zpUsobuje
,Sumy“ na receptoru NMDA, znemoziujici pfenos spravnych signdld. Navic mohou spustit
apoptozu buriky.” Ktomu dochazi pfi aktivaci NMDA receptord lokalizovanych mimo

synapsi.t?
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Udajné v dobé, kdy se u pacienta projevi klinické p¥iznaky, jiz dochazelo k ukladani -
amyloidu 15-20 let.!? N&sledkem neurodegenerativnich zmén se u pacienta postupné
objevuji stale vétsi vypadky paméti, nedbalost pfi osobni hygiené, faze zmatenosti, neklid
nebo letargie, v pozdni fazi také motorické vypadky, naprostd nesobé&stacnost a smrt.’

Na AD zatim neexistuje kauzalni [écba. Pouzivanou farmakoterapii miiZzeme rozdélit na
kognitivni (ovliviiujici pamét, vnimani a pozornost, které jsou primarné postizeny) a
nekognitivni (feSici pfidruzené poruchy chovdni, emoci ¢i spdnku). Dale je samoziejmé
dllezitd i lécba pripadnych dalSich somatickych onemocnéni, aktivace nemocného,
reedukace zakladnich navykd a dovednosti, osetfovatelskd a rehabilitaéni péce.” Dale uvadim
prehled kognitivni 1éCby.

V kognitivni terapii AD jiz bylo zkouseno mnoho rGznych typ( latek. Nékolik z nich je
pro nizsi ucinnost pouzivano spiSe jako doplnkova podpurna lécba. Jedna se o latky uvolnujici
prekurzory ACh (napf. sojové lecitiny), které pravdépodobné nedostatecné prostupuji
hematoencefalickou bariérou, latky zlepSujici mozkovy metabolismus, znichz
nejperspektivnéjsi se zatim zda byt extrakt z Ginkgo biloba, latky likvidujici volné kyslikové
radikaly, kde uspokojivych vysledkd v klinické studii dosahl vitamin E, a prekurzory NGF
(Cerebrolysin — hydrolyzat veprové mozkové tkané, podavany vi.v. infuzich v pulroc¢nich
intervalech).” Nejuéinnéjsimi a standardné pouZivanymi léky prvni volby jsou v soudasné
dobé 2 skupiny latek - centralné plsobici inhibitory ChEl a parciélni inhibitory NMDA.3

Centralné pUsobici ChEl se pouzivaji v terapii lehkych az stfredné pokrocilych stadii AD.
Zablokovanim zejména AChE prodluzuji vazbu ACh na receptory a tak zvysuji cholinergni
prenos. Maji efekt zejména na oddaleni prechodu AD do tézkych stadii, u nékterych pacientd
pFinaseji i dotasné vyrazné zlepseni.’

VyuZiti alkaloid( jako ChEl zacalo u indolového alkaloidu fysostigminu, jako prototypu
AChEI a védci se snazili o syntézu analogl s pouzitelnym klinickym profilem.3 Centrélni ChEl
musi dobre prostupovat hematoencefalickou bariérou, pUsobit specificky na mozkové formy
cholinesteras, byt dobie tolerovany (nejé¢astéjsi NU jsou nevolnost, zvraceni a bradykardie) a
nesmi byt pfili§ rychle deaktivovany.” V¥adé rostlin byly nalezeny alkaloidy vykazujici
inhibi¢ni aktivitu na AChE, BuChE, nebo oboji a jednou z nich je napt. i Geissospermum
vellosii. Problémem mnoha nadé&jnych kandidatl viak zlstavaji periferni cholinergni NU,

hepatotoxicita nebo $patna biologickd dostupnost a tak stale probiha hledani vhodnéjsich.3
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V soucasnosti jsou u nas v klinickém pouziti 3 latky ztéto skupiny — donepezil,
rivastigmin a galantamin. Jsou srovnatelné ucinné. Donepezil se vyznacuje delSim polocasem
odbourdvani, ktery umozniuje podavani p.o. jednou denné. Rivastigmin ma vyhodu dualisty -
inhibuje AChE i BuChE.” Galantamin byl poprvé izolovan ze snézenky Galanthus woronowi,
ale vyskytuje se ve vSech druzich tohoto rodu i dalSich rodech celedi Amaryllidaceae. Pro
terapeutické pouziti se vyrabi synteticky. Kromé ucinné AChE inhibice rovnéz allostericky
moduluje nikotinové receptory, coz zvysuje hladinu ACh. V klinickych studiich se pouziva jako
standard AChE ucinku.*?

Parcialni inhibitory NMDA cili na zmirnéni poruch v glutamatergnim systému. V praxi
se pouziva pouze memantin. Je uréeny predevsim klécbé stfednich az tézsich stadii AD,
velmi dobfe tolerovany a Ize jej kombinovat s ChEI.”

Velmi perspektivni latkou v [éCbé AD muzZe byt také huperzin A — alkaloid izolovany
z Cinské rostliny Huperzia serrata. Jedna se o velmi silny AChEl a je také nekompetitivnim
antagonistou NMDA. Navic ma i antioxidaéni a neuroprotektivni vlastnosti.’® Intenzita NU je
slabsi ne? u galantaminu a vynikd také vyhodnéj$im farmakokinetickym profilem.?
Dostupnost této latky z pfirodniho zdroje je omezend, védecké tymy se proto snazi o ziskani
syntetického analogu nebo derivatu, v pripadé derivatu hledaji také modifikacemi huperzinu
A nového NMDA antagonistu. V Ciné byl huperzin A schvalen pro [é¢bu AD jiZ v roce 1994.1°
V Evropé a USA stale registrovany neni, coZz naznacuje, jak obtiZznd je cesta k registraci i
v pfipadé takto nadéjné latky. Mnoho dalSich nadéjnych ChEl pfirodniho plvodu je
predmétem vyzkumu, nicméné samotnd schopnost inhibice AChE samozfejmé nestaci
k tomu, aby se latka mohla stat ucinnym a bezpecnym lécivem, a tak mnoho latek béhem
dlouhé cesty od izolace kregistraci vypadne ze hry. Proto ma smysl hledat stale dalsi
kandidaty.

Zaroven probihaji také vyzkumy dalSich moZnych mechanism( lé¢by AD (napf.
plasmaferézy, monoklonalnich protilatek proti B—amyloidu nebo implantace embryonalnich
kmenovych bunék ke zvysSeni hladiny NGF). Z této oblasti bych rada na zavér zminila tfi
soucasné nadéjné projekty. Dva z oblasti monoklondlnich protilatek proti B—amyloidu a
jeden, ktery se objevil v poslednich nékolika letech a pfinasi zajimavou latku pfirodniho
plvodu s odliSnym mechanismem Gcinku.

MUDr. Martin Tolar, ¢esky lékar plsobici v USA, proved! peclivou metaanalyzu dat z

dlouhodobych klinickych studii AD a identifikoval nékolik nadéjnych latek cilicich na B-
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amyloid. Injekéné aplikované protilatky aducanumab a BAN2401 prokazaly ucinnost v
klinickych i laboratornich parametrech. Nejlepsich vysledkd vsak dosahla mald molekula s
oralnim podanim ALZ-801, ktera vznikla optimalizaci tramiprosatu. Prokazala vyznamnou
klinickou ucinnost u vysoce rizikové populace homozygotl pro alelu apolipoproteinu E -
APOE4. Tato molekula bude podrobena dalSimu zkoumani ve 3. fazi klinického hodnoceni
zaméFeného na populaci homozygotli APOE4, ale v ¢&asném stadiu AD. 13

Latku aducanumab FDA pred nékolika mésici schvalila v urychleném procesu pod
obchodnim nazvem Aduhelm. Vzbudilo to vinu kritiky, nebot Aduhelm dostatecné
neprokazal zlepsSeni klinického stavu pacientll. Prokazal vSak ucinnost pfi odstranovani B-
amyloidovych plakd, coZz mize mit velky vyznam v sekunddrni prevenci — u pacient(, ktefi jiz
Celi usazovani B-amyloidu, ale dosud u nich nedoslo k rozvoiji klinickych pfiznaka. 14

Cinsky tym Wang et al. vsoudasnosti testuje latku nazvanou prozatim GV-971
v rozsahlych kontrolovanych experimentech na mysich modelech s akumulaci B-amyloidu.
GV-971 je oligosacharid morského plvodu. Vyzkum navazuje na nékolik neddvnych praci
poukazujicich na souvislost mezi perifernim imunitnim systémem (IS) a rozvojem AD (je
doprovazena prlnikem bunék periferniho IS do mozku), na souvislost mezi perifernim IS a
stavem stfevniho mikrobiomu a nasledné i na souvislost poruseného stfevniho mikrobiomu a
patogeneze AD. Vyzkum tymu Wang et al. popisuje mechanismus, kdy zménény strevni
mikrobiom ovliviiuje metabolismus fenylalaninu a isoleucinu, zvySuje mnoZstvi Thl
(pomocnych T-lymfocytd skupiny 1) v plasmé a jejich pranik do mozkového parenchymu, kde
se podileji na zanétlivych mechanismech patogeneze AD popsanych vyse. GV-971 tento
mechanismus Udajné potlacuje Upravou stfevniho mikrobiomu. Je mozné, ze GV-971 pusobi
jesté dalSim, dosud neodhalenym mechanismem. Vysledky v ubytku plakd B-amyloidu a
zlepseni kognitivnich funkci u mysich modeld se jevi jako slibné.!?

NejucinnéjSimi a standardné pouzivanymi léky prvni volby vSak nadale zUstavaji
centralné pulsobici inhibitory ChEl a je tfeba hledat jejich dalsi zastupce s jesté lepSimi
vlastnostmi. Dle vstupni literarni reserse by se takové latky mohly vyskytovat v tropickych
rostlindch vybranych pro tuto prdci, velké nadéje vklddame zejména do Geissospermum

vellosii.
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111.2 PRIRODNI LATKY V PROTINADOROVE TERAPII

Zhoubné nadory se objevuji na prednich mistech statistik pficin amrti napfi¢ vSemi
vékovymi skupinami, jejich vyskyt v Ceské republice dlouhodobé stoupa a postihuji osoby
stale mladsiho véku. Pricin nardstu je mnoho - od civilizacnich faktorl jako expozice
chemickému znecisténi (véetné koureni a konzumace alkoholu) a zareni, nadvaha a stres
pres vliv nékterych vir( a poruchy IS aZ po zvysujici se primérny vék obyvatelstva a Uroven
diagnostiky. Incidence nadorovych onemocnéni stoupa celosvétové. Nékteré typy ndador(
jsou Castéjsi ve vyspélych zemich (napfr. kolorektalni karcinom nebo karcinom prostaty), jiné
v zemich rozvojovych (napf. nadory jater), dle pfitomnych faktor(l. Diky pokrokim v
mediciné alespon klesd imrtnost na zhoubné nadory.**>16

Podstatou nadorového bujeni je nekontrolované mnoZeni bunék. Za normalnich
podminek je proces déleni buriky (mitdzy) peclivé fizen prostfednictvim lokalniho vyplaveni
rastovych faktor( a navazujicich kaskad receptorl a dalSich faktort, vedoucich nakonec diky
aktivaci transkripénich faktord k expresi genl potiebnych k bunéénému déleni. Mitdza je
umozZnéna pouze tam, kde je to v danou chvili zapotrebi. Na vSech mistech téchto kaskad
latky nebo zareni.

Mutaci gen(, které koduji proteiny zapojené do kaskad fizeni proliferace, vznikaji
onkogeny a mohou produkovat onkoproteiny, které pak spoustéji déleni bunky i bez
fyziologickych stimuldtord. Mezi onkoproteiny patfi tedy napft. rlistové faktory, receptory pro
rastové faktory, transkripéni faktory, tyrozinkinasy, serin/treonin kinasy, G-proteiny nebo
receptory pro hormony Sstitné Zlazy, které jsou vyprodukovany mutovanymi burnkami, bez
regulace systému. Diky komplexnosti téchto kaskad a balancovani faktorl podporujicich a
tlumicich bunécné déleni musi dojit mnohondsobné k ¢etnym mutacim, aby se bunka zvrhla
v nadorovou.

Poruchy reparace DNA podporuji pretrvavani mutaci. Bunky, které prochazeji mitézou
jsou nachylnéjsi k mutacim. Bunécné déleni je stimulovano u zanétl a lézi tkani, kde je tedy
vetsi riziko vzniku nadorové burky. Mutace také mohou byt v burikach jiz zdédéné, nebo je
tam muZe zanést virus.® Podrobnéjsi pfedstavu o kaskddach kontrolujicich bunééné déleni

nabizi obrazek 2.
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Obr. 2: Mechanismy vzniku naddoru®

Pri 1éCbé zhoubnych nador( se vyuziva chirurgickd a radioterapeuticka lokalni 1écba,
celkova chemoterapie a ovlivnéni regulacnich mechanizm( organizmu (imunoterapie,
hormondlni a biologickd terapie). Tyto postupy se velmi ¢asto kombinuji. Hormonalni a
zejména biologicka lécba prosla v poslednich dekadach dynamickym vyvojem a k dispozici je
jiz velké mnozstvi novych latek, napf. monoklonalnich protilatek. Obrovskou vyhodou takové
[éCby je moZnost presné zacilit Ucinek — napf. na urcitou strukturu vyskytujici se pouze na
povrchu nadorové burky apod., a tedy Ié¢it efektivn&ji pfi mendim mnoZstvi NU. Naopak
klasicka chemoterapie neboli cytostatika bohuzel Ucinkuji nejen na buriky nadoru, ale i na
télesné tkané s rychlejsSim bunéénym délenim, napf. kostni dfen, stfevni sliznice a vlasové
kofinky, a tak dochazi ke klasickym NU — docasny utlum krvetvorby, gastrointestinalni potize
a vypadavani vlasl. Podrobnéjsi pfehled imunoterapie, hormonalni a biologické 1é¢by je nad
rdmec této prace, v nasledujicich odstavcich se zaméfim na cytostatika z pfirodnich zdroju.
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V chemoterapii zhoubnych nddor( zaujimaji latky objevené v rostlinach zasadni
misto. Pres jejich silné NU se bez nich stdle neobejdeme. Podnétem pro jejich zkoumani
muzZe byt pouzivani v tradi¢nich systémech I[écCby. V soucasné |ékaFské praxi se jiz po mnoho
let pouzivaji alkaloidy Vinca rosea nebo komplexni slouceniny rodu Taxus (taxany), obé
skupiny puUsobi interferenci s mikrotubuly mitotického vreténka, stejné jako kolchicin,
alkaloid z ocunu (Colchicum autumnale). Mezi vinkaalkaloidy patfi vinblastin a vinkristin a
semisyntetické derivaty vindezin a vinorelbin. VyuZivaji se zejména pfi 1écbé leukémii nebo
bronchidlniho karcinomu. Taxany reprezentuji paklitaxel a docetaxel, které se pouZzivaji
k léCeni metastazujictho karcinomu ovaria a prsu. Kromé obvyklych neZadoucich Gcinka
pUsobi vinkaalkaloidy i taxany také periferni neuropatii - na zakladé poskozeni mikrotubulQ
axond.

Inhibitory topoizomerasy zpUsobuji zlomy v DNA proliferujicich bunék (jednoho nebo
obou vladken). Z noholistu (Podophyllum peltatum), mezi laiky znaméjsiho pod nazvem
mandragora, pochdzeji inhibitory topoizomerasy Il — etoposid a teniposid, derivaty
podofylotoxinu. Samotny podofylotoxin je pfi lokalni aplikaci Ucinny proti condylomata
acuminata. Inhibitory topoizomerasy |, topotekan a irinotekan, byly odvozeny od pfirodniho
alkaloidu kamptotecinu z plodl cinského stromu Camptotheca acuminata. PouZivaji se u
pokrocilych karcinom, kdy jiné terapeutické postupy selhaly (topotekan u karcinomu ovarii,
irinotekan u kolorektalniho karcinomu).

Latky vyvolavajici interkalaci a tim zlomy DNA jsou ¢asto produkty streptomycet nebo
aktinomycet. Patfi mezi né aktinomycin D a bleomycin, ktery je smési glykopeptidl ze
streptomycet a u asi 10% lécenych vyvolava plicni fibrézy. K antibiotikim se zakladni
strukturou antracyklinu patfi daunorubicin a doxorubicin, které jsou vsak silné kardiotoxické.
Proto byly vyvinuty méné kardiotoxické slouceniny epirubicin, idarubicin a mitoxantron.
Dalsi cytotoxickou latkou izolovanou ze streptomycet je mitomycin, ktery je po intracelularni
preméné schopny alkylovat DNA. MuZe zplsobit poskozeni ledvin a instersticialni
pneumonie. Ze streptomycet se ziskava také pentostatin — antimetabolit s ,faleSnou
purinovou bazi“, ktery se pouziva k 1écbé trichocelularni leukemie.

Z bakterii E. coli pfipadné Erwinia chrysanthemi se ziskdvad enzym asparaginasa,
Stépici asparagin na aspartat a ¢pavek. U téch nadorovych bunék, které jsou zavislé na
ziskavani asparaginu z intersticialni tekutiny, zpUsobi pfivod enzymu vycerpani tohoto zdroje.

Asparaginasa se pouZziva v kombinované terapii akutni lymfatické leukémie. Nezddouci
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ucinky jsou zpusobené poruchou syntézy nékterych proteini — nedostatek inzulinu vede
k hyperglykémii a vypadky faktor( regulace krevni srazlivosti k trombdzam nebo vzacnéji ke
krvaceni. Uvolnéni épavku mize vyvolat komatézni stavy.*>

Pfirodni cytostatika mohou byt velmi uZitecna také v kombinaci se standardnimi
chemoterapeutiky, a to na zékladé aditivniho nebo synergického pUsobeni, které zajisti lepsi
|éCebny efekt nebo umozni podani nizsich a bezpecnéjsich davek. Klasickym prikladem muze
byt vyuZiti kombinace taxanu a platiny v |é¢bé karcinomu ovarii, dosahujici mnohem lepSich
vysledkll nez podani jednotlivych latek, ktera se jiz pred nékolika desetiletimi stala
standardnim rezimem v této indikaci. Jednim z problém{ terapie je i schopnost zhoubnych
nadord vyvinout postupné rezistenci k aplikované 1é¢bé a relabovat.? | proto je stéle potfeba
hledat dalsi rostlinna cytostatika, Uc¢innéjsi a méné toxicka. V nasledujicich odstavcich se
zamérim na nékolik novych nadéjnych objev( v této oblasti.

Mnohé nadory produkuji enzymy (indolamin 2,3-dioxygenasu 1 a tryptofan 2,3-
dioxygenasu), které metabolizuji tryptofan na latky potlacujici IS pacienta a zpUsobuji tim
nepfiznivy pribéh onemocnéni. Védci provedli virtudlni screening pfiblizné 6,7x10*
prirodnich latek, vhodné kandidaty otestovali na 3 liniich nebezpeénych nadorovych bunék a
identifikovali 3 latky se schopnosti inhibice obou téchto enzym( - dostaly pracovni nazev
TD12, TD18 a TD34. TD34 dosahl nejlepsich vysledkd s ICso 3,42 um pro linii prsniho nadoru
BT549.Y

V suseném korenu rostliny Sophora flavescens, pouzivaném v tradi¢ni cinské
mediciné pod nazvem kushen, byl objeven novy flavonoid pojmenovany kushenol Z. Brani
proliferaci a zplsobuje apoptdzu u linii nemalobunécného plicniho karcinomu (A549 a NCI-
H226), pfi¢emZ nabizi Siroké terapeutické okno.!®

Dalsi flavonoid, kvercetin, obnovuje citlivost bunék karcinomu prsu, které vyvinuly
rezistenci, k docetaxelu. Mechanismem tohoto ucinku je inhibice Lefl ,reguldtoru gena
rezistence”. V klinické studii I. faze bylo jiz ovérené bezpecné podani kvercetinu lidem. V
budoucnu by tedy mohl byt vyuzity jako vyznamnd adjuvantni terapie pfi |écbé
docetaxelem.?®

S bunkami karcinomu prsu rezistentnich k radioterapii by mohl pomoci 10-gingerol —
hlavni fenolicky lipid oddenk( zazvoru (Zingiber officinale). Diky své amfifilni povaze ma

schopnost zabudovat se do bunéénych membran a upravovat jejich vlastnosti. 10-gingerol
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potlaCoval proliferaci, migraci, invazivitu a vyvolaval apoptdézu trojité negativnich,
k radioterapii rezistentnich bunék karcinomu prsu.?°

Kyselina taninova (gallotannova), ktera se nachazi napf. v dubénkach a ma jiz dalsi
|éCebné indikace, je také nadéjnou latkou v protinadorové |écbé. Byla zaznamendna ucinnost
proti nékolika solidnim nador(im, synergie skonvencnimi chemoterapeutiky a snizeni
rezistence. Ovliviiuje nékolik kaskad onkologického procesu. Limitem jejiho vyuziti byl Spatny
farmakokineticky profil. Tento problém by mohly odstranit nové organické a kovové
nanonosice, které jsou v sou¢asnosti zkoumdany.?!

Bylo zjiSténo, Ze bioaktivni Ci7 a Cis acetylenové oxylipiny se vyznamné podileji
na cytotoxickych a protizanétlivych ucincich mnoha suchozemskych rostlin (napf. celedi
mirikovité - Apiaceae, aralkovité - Araliaceae a hvézdnicovité - Asteraceae). Dokazi u
nadorovych bunék vyvolat zastavu bunécného cyklu a/nebo apoptdzu, ¢imz se stdvaji dalsi
slibnou skupinou latek ve vyzkumu protinddorové [é¢by.??

Takalonolidy jsou novou skupinou latek interagujicich s mitotickym vreténkem.
Narozdil od Siroce pouZivanych taxanl, které se potykaji s problémem castého vzniku
rezistence, funguji mechanismem, ktery vznik vSech 3 typu rezistence k taxanim obchazi.
Takalonolidy byly izolovany z kofen( nékterych druhi rostlin rodu taka (Tacca) a pro jesté
lep$i téinnost jsou vyvijeny jejich semisyntetické derivaty.?

Dle vstupni literarni reSerSe by se podobné zajimavé latky mohly vyskytovat v
tropickych rostlinach vybranych pro tuto praci, velké nadéje vkladame zejména do

Geissospermum vellosii.
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1.3 POPIS BIOLOGICKEHO MATERIALU A JEHO BIOLOGICKA AKTIVITA

I11.3.1 GEISSOSPERMUM VELLOSII (LAEVE) (KURA)

Geissospermum vellosii Allem je 1 z6 druhl rodu Geissospermum z Celedi
Apocynaceae (tojestovité).?* Jednd se o amazonsky strom rozsifeny od Guajany po Brazilii
véetn&.? V literatufe jej ¢asto nalezneme pod synonymem Geissospermum laeve (Vell) Miers
nebo mistnim pojmenovanim Pao Pereira. Méné casto se setkdme i soznadenim
Geissospermum laeve (Vell.) Baillon, Tabernaemontana laevis (Vell), Pao-de-pente, Pereiro3,
Triguaaba, Camara-de-bilro, Canudo amargoso a daldimi mistnimi nazvy3. Casto pouzivané
pojmenovani Pau-pereira mlzZe byt zavadéjici, protoZze pod timto ndzvem milzZeme na
internetu najit i druhy z jinych celedi. Domnivam se, Ze totéz muze platit i o jinych mistnich
nazvech. V dalSich literarnich zdrojich mGzZeme nalézt nékteré botanické odlisSnosti mezi
Geissospermum vellosii Allem a Geissospermum laeve (Vell.) Miers, zejména vyrazné mensi
vzrist a mnohem uzsi a kopinaté listy G. laeve (Vell.) Miers, nicméné oba jsou povaZovany za
1 druh.

Geissospermum vellosii je mohutny stalezeleny tropicky strom s hluboce
Zldbkovanym kmenem a hustou korunou, dorustajici vysky az 30 m. Narozdil od vétsiny
tojestovitych neobsahuje témér Zadny latex. Ma malé, rovné, Sedohnédé vétve, které, ¢im
jsou vzdalenéjsi od kmene, jsou stale vice hladké. Listy jsou stfidavé, zperené, s
vroubkovanymi okraji, textura pfipomina papir, mladé listky maji jemné chloupky a vyraznou
Zilnatinu, listova Cepel je elipticka, 5 az 7,5 cm dlouhd a 2,5 az 3,8 cm Siroka, s Uzkou bazi,
dlouze fapikatd. Vytvari hroznovita kvétenstvi typu lata s vrcholovymi troj-Ctyféetnymi
svazky kvétl nad listencem, na stopkach 0,7 cm dlouhych. Kalisni listky jsou kopinaté, 1,2 cm
dlouhé. Korunni trubka 3 cm dlouhd, chlupata zvenku, lysa na vnitfni strané, s vyjimkou
uzkého vlasového prstence v Usti. Podlouhlé, tupé cipy korunniho lemu jsou 2,3 cm dlouhé,
nevyrazné svétle Zluté az svétle fialové barvy. Kvéty jsou oboupohlavné. 5 tycinek se sklada
z volnych vejCitych prasnikll a z kratkych chlupatych vldken a jsou tésné pridruzené
k svrchnimu semeniku tvorfenym 2 plodolisty. Kazdy plodolist vytvari 1 Zluty lusk o délce 5,3
cm a Sifce 3 cm se 4-5 semeny.?%?’ Kresba a fotografie Geissospermum vellosii jsou

zobrazeny na obrazcich 3 a 4.
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V tradi¢nim lécitelstvi pouZivanou c¢asti této rostliny je kara (jako vodny nebo
alkoholovy extrakt, dle mistniho zvyku), ve které byla v poslednich 6 desetiletich také
védecky potvrzena pfitomnost mnohych terapeuticky Gcéinnych latek, zejména
monoterpenovych indolovych alkaloid(?> — viz tabulka 1. Hlavnimi alkaloidy kary by mély byt

geissospermin, geissoschizin a geissoschizolin?*,

GEISSOSPERMUM Vellosii.

Obr. 3 a 4: Geissospermum vellosii — detailni kresba?® a fotografie rostliny®®

V Geissospermum vellosii byly identifikovany i dalSi indolové alkaloidy - s dosud
neprokdzanou biologickou aktivitou. Apogeissoschizin, geissovellin, vellosimin303%32 3
pereirin®3 byly objeveny pfevainé v Sedesatych letech minulého stoleti, objev pausperadinu
A se datuje do roku 200534, Pereirin je v brazilské literatufe uvadén jako vibec prvni alkaloid
izolovany v Brazilii, pouzivany lékafi k |é¢bé zejména riznych horecnatych stav(ll jiz od roku
1838. Pozdéjsi chemické analyzy vsak naznacuji, Ze se mohlo jednat spiSe o smés alkaloidu
s prevladajicim geissosperminem nebo geissoschizolinem, nazory autor( se li$i.3> Bertho a

Koll urdili ndzev pereirin struktufe velmi podobné geissoschizolinu33, neni viak jasné, zda se

jedna o plavodné pouZzivany pereirin.
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Tab. 1: Alkaloidy kiry Geissospermum vellosii a jejich biologicka aktivita

Typ Nazev Biologicka aktivita Literatura
slouceniny
B- Flavopereirin Snizeni vychytavani serotoninu synaptosomy z hippocampu mysi - in vitro 36
karbolinové Stfedné silny myorelaxa¢ni U¢inek na kosterni svaly zprostfedkovany nikotinovymi receptory a 37
alkaloidy inhibice AChE srovnatelna s galantaminem — in vitro
Selektivni inhibice syntézy DNA v rakovinotvorné burice — in vitro 38
Selektivni inhibice mnoZeni BCNU- rezistentnich bunék glioblastomu (U251) zavisla na davce — in 39
vitro
Selektivni inhibice rlstu bunék karcinomu prostaty (LNCaP — androgen senzitivni), indukce 5*
apoptdzy zavislad na davce - in vitro, potlaceni rlistu xenograftovaného nadoru u mysi az o 80 % pfi
nejefektivnéjsim davkovani (10-20 mg/kg/den; U-krivka) oproti kontrolni skupiné
Selektivni inhibice ristu bunék karcinomu prostaty (CRPC — androgen nesenzitivni), indukce 40 *
apoptdzy a zastava bunécného cyklu zavisla na davce a Case - in vitro
Selektivni inhibice ristu vSech 5 testovanych linii bunék karcinomu pankreatu (PANC-1, AsPC-1, 41 *

HPAF-II, BxPC-3 a MiaPaCa-2) a kompletni inhibice tvorby kolonii PANC-1 na agaru, indukce
apoptdzy zavisla na davce a €ase, vyrazné zvyseni cytotoxicity gemcitabinu (umoZnujici snizeni
jeho davky, zejména u rezistentni linie AsPC-1) - in vitro

Potlaceni ristu xenograftovaného PANC-1 karcinomu u mysi o 70-72 % pfi monoterapii a




v kombinaci s gemcitabinem zfetelné omezil metastazy na peritoneu

Selektivni inhibice rlstu bunék ovaridlniho karcinomu a kompletni inhibice tvorby jejich koloniina | 6 *
agaru, indukce apoptdzy zavisla na davce a ¢ase —in vitro
Potlaceni rastu ovaridlniho karcinomu na peritoneu mysi o 79 % pfi monoterapiia 0 97 %
v kombinaci s karboplatinou a snizeni objemu ascitu o 55 % pfi monoterapii a jeho kompletni
vymizeni v kombinaci s karboplatinou, to ve pfi nizké toxicité
Vysoka aktivita in vitro proti Plasmodium falciparum (chlorochin senzitivni kmen T9-96), stfedni 42 **
proti Plasmodium falciparum (chlorochin rezistentni kmen K1), ale spojena se stfedni toxicitou
Geissolaevin Nizkd nebo zadnd antimalarickd (chlorochin-rezistentni kmen FcB1) aktivita in vitro, nizka nebo 25
O-methyl zadna aktivita proti Leishmania donovani (LV9) pfi 50 uM in vitro, Zddna cytotoxita
Geissolaevin
Indolové Geissolosimin Aktivita proti Leishmania donovani (LV9) pfi 6,25 uM in vitro, submikromolarni antimalaricka 25
alkaloidy aktivita (chlorochin-rezistentni kmen FcB1), avsak soucasna submikromolarni cytotoxicita
naznacuje nizkou selektivitu
Vysoka aktivita in vitro proti Plasmodium falciparum (chlorochin senzitivni kmen D10), ale spojena | 43
s vysokou toxicitou
Geissoschizolin | SniZeni vychytavani serotoninu synaptosomy z hippocampu mysi - in vitro 36
Dobra aktivita in vitro proti Plasmodium falciparum (chlorochin senzitivni kmen D10) bez toxicity | 43
% %k k
Geissoschizon Stredni aktivita in vitro proti Plasmodium falciparum (chlorochin senzitivni kmen D10) bez toxicity | 43
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Geissospermin

Inhibice AChE z mozku krysy (ICso— 39,3 pug/ml) a elektrického thore (ICso— 2,9 pg/ml) a jesté
vyraznéjsi inhibice BUChE ze séra koné (ICso— 1,6 pug/ml) — in vitro
Vyznamné snizeni amnézie vyvolané skopolaminem (u mysi pfi 30 mg/kg i.p.), bez cholinergnich

nezadoucich ucinkl pti efektivni davce

3 %k %k %k k

Snizeni amnézie vyvolané skopolaminem (zvifeci modely) 36 *Hk*
SniZzeni vychytavani serotoninu synaptosomy z hippocampu mysi - in vitro 36
Mirny myorelaxacni ucinek na kosterni svaly zprostfedkovany nikotinovymi receptory a slaba 36
inhibice AChE — in vitro
Vyrazné snizeni nocicepce (2x Uc¢innéjsi nez indometacin ve stejné ddvce) a protizanétlivy Gcinek 44 Fx**
zprostfedkovany zejména pres ACh, bez tGcasti opioidniho systému (v davce 30 mg/kg a 60 mg/kg
u mysi)
Dobra aktivita in vitro proti Plasmodium falciparum (chlorochin senzitivni kmen D10), ale spojena | 43
se stfedni toxicitou
Ibogamin ***** | Dlouhodobé (zejména R-enantiomer) sniZzeni samostatného uzivani kokainu a morfinu u krys, bez | 45
vyvolani tresu, snizeni uvolnovani dopaminu v nucleus accumbens a ve striatu (R- enantiomer)
(-)-leukonolam Stfedni aktivita proti Leishmania donovani (LV9) - in vitro 25
Vellosiminol Nizka aktivita in vitro proti Plasmodium falciparum (chlorochin senzitivni kmen D10) 43
12-methoxy-1- | Vyrazné sniZeni nocicepce zprostifedkované 5-HTia receptory bez ovlivnéni motorickych funkci (v | 36

methyl-

aspidospermidin

davce 0,001-1mg/kg u mysi), idajné mnohem ucinnéjsi nez kyselina acetylsalicylova
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Quebrachamin Blok adrenergnich receptort v fadé urogenitdlnich tkani (obdoba yohimbinu) 46

ko ko

Raubasin ***** | Gnizeni krevniho tlaku (antagonista ai-adrenergnich receptoru spise nez a2) 47

Serpentin ***** | \/yraznd inhibice AChE in vitro (ICso - 0,78 uM), nedostatecny ucinek na ex-vivo nerv diafragmy | 48
krysy (mald modifikace by mohla poskytnout Gcinny selektivni AChE inhibitor)
Selektivni inhibice syntézy DNA v rakovinotvorné burice — in vitro 38
Selektivni inhibice bunék lymfomu (YC8) a karcinomu (Ehrlich) v ascitu u mysi 49
Interkalacni vazba na DNA, stabilizace kovalentniho komplexu topoizomerasa II-DNA a stimulace | 50
Stépeni DNA topoizomerasou Il.

3456 - Stredné silnd antimalaricka (chlorochin-rezistentni kmen FcB1) aktivita in vitro, aktivita proti 25

tetradehydrogei | Leishmania donovani (LV9) pfi 50 uM in vitro, stfedni cytotoxita

ssospermin

%k %

% %k *x

Testovano s frakci extraktu obsahujici 54 % B-karbolinovych alkaloid(, Ucinek je pfisuzovany flavopereirinu
Izolovan z Geissospermum sericeum

V jiné studii*? nebyla antimalaricka aktivita geissoschizolinu prokazéna, mozna z diivodu pouZiti jinych kment Plasmodium

falciparum - chlorochin senzitivni kmen T9-96 a chlorochin rezistentni kmen K1

%k %k k *x

**kx%k Ramos poprvé prokdzal obsah téchto jiz dfive zndmych alkaloid u Geissospermum vellosii?®, u ostatnich studii uvedenych u

Testovano s frakci extraktu bohatou na geissospermin

téchto alkaloidd byla latka ziskdna z jiné rostliny
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https://en.wikipedia.org/wiki/Alpha-1_adrenergic_receptor

Nékolik zajimavych studii se zabyvalo ucinky geissoschizin methyl etheru izolovaného
zrostlin rodu Uncaria (vyraznd inhibice AChE®!, neuroprotektivni a antipsychotické
ac¢inky>2°3, snizeni lokomotorické aktivity pfes centrdlni dopaminergni systém> a
vasorelaxaéni ucinky>®). V Geissospermum vellosii tento zajimavy alkaloid nebyl zatim
nalezeny, narozdil od geissoschizinu, u kterého naopak nebyly zatim prokdzany biologické
ucinky. Geissoschizin ma nicméné mezi monoterpenovymi indolovymi alkaloidy unikatni
postaveni biogenetického progenitoru, proto byla popséna jeho efektivni syntéza®, kterd je
dale vyuzivana.

Geissospermum vellosii ma bohatou historii pouzivani v tradi¢nim [écitelstvi i
|ékaFstvi. Domorodci vyuZzivali tradi¢ni extrakty z klry Geissospermum vellosii na malarii,
horecku, bolest, Zzaludeéni potiZze a nechutenstvi, zacpu, bolest a onemocnéni jater, zavrat a
jako sexudlni stimulant.3243%57 Geissospermum vellosii bylo uvedeno v prvnim vydéni

brazilského |ékopisu.?* Brazilti |ékafi pak po dvé stoleti (19. a 20.) lé&ebné vyuZivali rizné

pFipravky z kiry Geissospermum vellosii, a to hlavné na horec¢ku.®



111.3.2 CALOTROPIS GIGANTEA (NAT)

Calotropis gigantea (Linn) je 1 z6 druhlG rodu Calotropis z ¢eledi Apocynaceae
(tojestovité), podcéeledi Asclepiadoideae. Jedna se o velky kef hojné rozsifeny v Africe a Asii.
V anglicky psané literature jej také nalezneme pod oznacenim giant milkwood, crown flower
a shallow wort, v hindi dialektu Madar>® v sanskrtu Arka>°.

Calotropis gigantea je velky tropicky kef nebo maly strom se silnymi vztyéenymi
vétvemi (az 20 cm v priméru), dorlstajici vysky 3 az 4 m (v SirSim rozmezi 1-5 m). Jako
vétsSina tojestovitych obsahuje v listech a stoncich mlééné bilou jedovatou s$tavu. Listy jsou
vstficné, svétle zelené, tuhé, koZovité, zejména mladé listky maji jemné chloupky a slabé
zbarvenou Zilnatinu, listova Cepel je Siroce elipticka aZ obvejcita, 8 az 20 cm dlouhd a 4 az 12
cm Sirokd, obvykle se srdéitou bazi, kratce rapikatd. Vytvafi termindlni, chocholi¢nata
kvétenstvi, o priiméru 5 aZ 12 cm, na stopkach 5 az 12 cm dlouhych. Kvéty jsou voskovité a
maji pramér 2,5 az 4,5 cm. Kalisni listky jsou vejcité kopinaté az vejcité, 0,5 az 0,7 cm dlouhé.
5 masitych korunnich platkd, pfiblizné 1,5 cm dlouhych, krémové bilé az svétle fialové barvy,
ma okraje stazené smérem dol(. Kvéty jsou oboupohlavné. Uprostied kvétu je pétihranna
pyramida pripominajici korunu, asi 1,5 cm vysoka, s bazi protaZzenou do nazpét obracenych,
asi 0,5 cm dlouhych utvarl. Je obvykle trochu tmavsi nez korunni platky a obsahuje vysoce
modifikované tyCinky a zelenavé Zlutou bliznu. Vytvafi modravé zelené plody o délce 7 az 10
cm a Sifce 2,5 a7 4 cm, na bazi ohnuté, s mnoha semeny, na vrcholu s chocholkou chlup(.6%61

Fotografie kvétenstvi, kefe a plodu Calotropis gigantea jsou zobrazeny na obrazcich 5,6 a 7.

Obr. 5, 6 a 7: Calotropis gigantea — fotografie kvétenstvi®?, fotografie kefe®® a fotografie

plodu®3
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V tradiénim léCitelstvi se po staleti vyuZivaji rlizné ¢asti této rostliny (nat, listy, kvéty,
kdra, kofeny a zejména latex - dle mistniho zvyku a indikace)>®>°. V poslednich desetiletich
probiha také rozsahly védecky vyzkum obsahovych latek Calotropis gigantea a jejich
farmakologickych ucinkd ve snaze ziskat nové ucinné latky. Jiz byla védecky potvrzena
pritomnost nékolika terapeuticky aktivnich skupin obsahovych latek a mnohé latky byly také
izolovany a identifikovany. V ptipadé Calotropis gigantea vsak v popredi zajmu nestoji
alkaloidy, ale glykosidy - zejména kardenolidy a flavonoidy. Nékolik experimentdlnich
védeckych praci nicméné pritomnost alkaloid( v listech, stoncich a kvétech Calotropis
gigantea prokazalo — proto byla jako droga pro ucely screeningu v této praci vybrana nat
Calotropis gigantea. Naopak napf. podrobné review zroku 2016 pritomnost alkaloid(
v Calotropis gigantea neuvadi®. DGvodem muZe byt, Ze alkaloidy nepatii mezi hlavni skupiny
jejich Iatek - vyzkumnici vétSinou upozoriuiji, Zze jejich kvantitativni zastoupeni je v Calotropis
gigantea mensi oproti dominantnim skupinam latek. V tabulce 2 jsem se pokusila shrnout
mné dostupné informace o pritomnosti alkaloidl v nadzemni casti Calotropis gigantea a
biologické aktivité této drogy. Rlzni autori zkoumaji rdzné ¢asti rostliny a rdzné typy extraktd
z pfislusnych ¢asti, néktefi se zaméruji na identifikaci obsahovych latek, jini na
farmakologické Gcinky extraktl bez vztahu ke konkrétni obsahové latce. To vSe tento souhrn
komplikuje, a tak tabulka zaroven ukazuje, jak nekompletni jsou dosud shromazidéné
védecké poznatky o Calotropis gigantea. V tabulce uvadim i dalsi skupiny latek nalezené
spolu s alkaloidy.

Mnohé védecké prace se také vénuji fytochemické a farmakologické analyze korene
pripadné klry kofene Calotropis gigantea, kde byly identifikovany kardenolidy, kalotroposidy
A-G a nékolik dalich latek>%%4, Mezi prokdzané farmakologické ucinky extraktl kofene patfi
ucinky cytotoxické (pripisovany kalotropinu, frugosidu, jeho derivatu a koroglaucigeninu),
antipyretické, analgetické, hepatoprotektivni a abortivni,>%:64.6>66,67

Calotropis gigantea byla po tisicileti pouzivana v tradi¢ni ¢inské medicing, ajurvédé a
dalsich tradi¢nich systémech lécby napt. ke snizeni horecky, proti prtjmu, kasli nebo pfi
revmatickych potizich. Pfed objevem penicilinu byla mléénd Stava Calotropis gigantea

uzivana také k 1é6¢bé syfilis.>8
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Tab. 2: Biologicka aktivita a obsahové latky nadzemnich ¢asti Calotropis gigantea

Cast Typ Skupina latek Nazev Biologicka aktivita * Literatura
rostliny | extraktu alkaloidu
List EtOH Alkaloidy, Saponiny, Taniny Antimikrobialni, Cytotoxicka 68
---------------- Mirné trombolyticka
MeOH Alkaloidy, Kumariny, Fenoly, Flavonoidy | === Antimalaricky 69 **
EtAc Srdecni glykosidy, Flavonoidy, Saponiny, Steroidy, Antibakterialni 70
Terpenoidy, Alkaloidy, Taniny |
---------------- Alkaloidy, Glykosidy Mudarin 59
Latex | ---—--------- Kardenolidy, terpeny 59
Kvét EtOH Alkaloidy, Taniny, Fenoly, Flavonoidy, Steroly, | 4"-metyl-2- 60
Antrachinony, Proteiny, Chinony fenylindol
EtAc Antimikrobialni, Cytotoxicka 71,72
---------------- Srdecni glykosidy, Alkaloidy Mudarin 59
Nat DCM:MeOH | Terpenoidy Cytotoxicka 64
DCM Kardenolidy, Flavonoidy | Antimalaricka
Alkaloidni Protizanétliva 73

* Biologické aktivity, které autofi prace prisuzuji pfitomnosti alkaloid(, jsou vyznaceny silné.

** Alkaloidy nalezeny také v CHClz extraktu z list( a z kvét, MeOH extraktu ze stonk( a EtAc extraktu ze stonk( a kvét(.




111.3.3 CISSAMPELOS PAREIRA (STONEK)

Cissampelos pareira (Linn.) je jednim z37 druhlG rodu Cissampelos 1z Celedi
Menispermaceae (lunoplodovité). Jedna se o popinavy kef tropickych a subtropickych oblasti
Asie (Indie, Cina a dalsi), vychodni Afriky a Ameriky. Z fady rliznych mistnich nazvd se asi
nejcastéji setkame s pojmenovanim patha nebo akanadi, pouZivanym v Indii, pareira nebo
abuta v Brazilii, v angliCtiné se pouziva vyraz velvet leaf.

Cissampelos pareira je tropicky vytrvaly popinavy kef dorlstajici 2 az 5 m, Stihly
s dfevnatou podnoZzi a ztlustlym kofenem, dvoudomy, variabilniho vzhledu. Listy jsou
Stitovité nebo kulaté ledvinovité se srdCitou bazi, o priméru 3 az 12 cm, blanité nebo
koZovité, s vyraznou Zilnatinou, rapikaté, lysé nebo chlupaté. Kvéty jsou Zlutozelené, drobné,
samci vyrUstaji v hroznovitych shlucich, 10 az 12 cm dlouhych, z axil malych listkd a jsou
Ctyréetné, samici jsou zavéseny v 6 az 10 cm dlouhych Uzkych hroznech az klasech, s malym
kulatym listkem na bazi kazdého kvétu, a maji pouze 1 okvétni platek. Vytvari cervené

peckovice tvaru obriceného vejce, asi 0,5 cm dlouhé. Semena maji tvar podkovy.”*7>76

Fotografii samci rostliny a kresbu Cissampelos pareira ukazuji obrazky 8 a 9.

Obr. 8 a 9: Fotografie sami rostliny Cissampelos pareira’’ a kresba Cissampelos pareira A
habitus samci rostliny B samci kvét C samci kvét s kaliSnim listkem, korunou a ty¢inkami D
ty&inky E habitus samidi rostliny F samiéi kvét G listen H plod”®
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V tradiénim lécitelstvi se vyuZzivaji listy a korfeny Cissampelos pareira, ve kterych jsou
alkaloidy uvadény jako hlavni sekunddrni metabolity.”#7° Tato pfijemné aromaticka rostlina
je velmi populdrni v indické Ayurvédé, v tradi¢ni ¢inské i africké medicing, ale i v bylinkarstvi
moderniho svéta.’®8 Od 19. stoleti byla také védecky zkoumdna — jiZz v roce 1840 byl z
Cissampelos pareira izolovan prvni alkaloid pelosin a dal3i brzy nasledovaly.8!

Na zakladé predbéiného prlizkumu literatury jsme pro zpracovani v této praci vybrali
nat Cissampelos pareira. Béhem podrobné reSerse se vsak ukazalo, Ze velmi zajimavy v
oblasti anticholinesterasové aktivity a cytotoxicity by mohl byt i kofen této rostliny, zatimco
stonek a listy mohou mit nejvétsi potencial v antimikrobidlnim a antioxidacnim ucinku. Proto

v tabulce 3 a 4 uvadim prehled identifikovanych alkaloid( a biologickych aktivit v celé

rostliné.

Tab. 3: Alkaloidy Cissampelos pareira a jejich biologicka aktivita

Typ slouceniny | Nazev Biologicka aktivita Literatura
Isochinolin Berberin Snizeni krevniho tlaku 80
Antifungalni, antimikrobialni
Cissamparein Cytotoxicky k linii KB (karcinom nosohltanu) | 81
Myorelaxacni 80
Cycleanin* Cytotoxicky k linii KB (karcinom nosohltanu) | 82
Hayatin* Myorelaxacni (klinickd studie) ** 83
Hayatinin* Cytotoxicky k linii KB (karcinom nosohltanu) | 82
a A549
Homoaromolin | Cytotoxicky k linii HT29 (ICsp 7.89 uM) 84
Obamegin AChE inhibitor (ICsp 3.26 uM) 84
Pareirubrin A Antileukemicky 85
Pareirubrin B Antileukemicky 85
Pelosin Cytotoxicky k linii KB (karcinom nosohltanu) | 81
Tetrandrin Snizeni krevniho tlaku 80
Azafluoranthen | Norimelutein Cytotoxicky 76

* Tyto alkaloidy byly izolovany z listl Cissampelos pareira.”

** Ve studii byl pouzit hayatin methiodid.
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V Cissampelos pareira byly nalezeno mnoZstvi dalSich alkaloidd s dosud

neprokazanou biologickou aktivitou. Jednd se o pyrrolovy alkaloid cissampelin,

azafluoranthenovy alkaloid norruffscin a o mnoho dalSich prevainé isochinolinovych
alkaloidld — bebekrin, bebeerin, bulbokapnin, buxin, cissamin, cyclanolin, dehydrodicentrin,
dicentrin, d-4”-O-methylbebeerin, grandirubin, hayatidin*, chondrokurin, insularin,
isochondrodendrin, isoimerubrin, koklaurin, korytuberin, kurin, laudanosin, L-berberin*,

magnocurarin, magnoflorin, menismin, nor-N'-chondrokurin, nuciferin, obaberin, oblongin,

pareirin, pareitropon, seepeerin a trans-N-feruloyltyramine.’>76:80.82,84

Tab. 4: Extrakty Cissampelos pareira a jejich biologicka aktivita

Cast rostliny Typ extraktu Biologicka aktivita Literatura
List MeOH Antioxidacni 86
Vodno-alkoholovy | Antidiabeticka 87
Vodny Antidiabeticka 80
Vodno-alkoholovy | Antikoncepcni 76
Vodny Protikrvaciva 76
EtOH Anxiolyticka 88
Stonek EtOH Antibakterialni (G-), antifungalni, 89
antioxidacni
MeOH Antibakterialni (G-), antioxidacni 86
Nadzemni ¢ast | EtOH Protizanétliva 75
EtOH Antivirova (4 typy dengue) 90
Oddenek MeOH, EtOAc Antibakterialni (G+,G-) 91
Koren EtOH Antioxidacni 75
EtOH Snizujici bolest a protiartriticka 76
MeOH Antibakterialni (Sirokospektrd véetné 92
Mycobacterium tuberculosis)
Antibakterialni (G-) 86
MeOH Antidiabeticka 75
EtOH Gastroprotektivni 75
EtOH Kardioprotektivni 75
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EtOH Protiprajmova 75
Vodno-alkoholovy | Hepatoprotektivni 75
Vodno-alkoholovy | Zlepsujici pamét 75
Vodno-alkoholovy | Chemopreventivni 76

Listy a kofeny Cissampelos pareira jsou v rozmanitych podobach pouzivany v mnoha
tropickych a subtropickych oblastech svéta — ve stiedni a jizni Americe, v Indii, Thajsku, Ciné i
Africe. Aplikuji se bud’ lokdlné na kGZi napf. k oSetfeni poranéni, popalenin, abscesli nebo
hadiho ustknuti. V téchto indikacich se uplatfiuje ucéinek antisepticky, protizanétlivy a
protikrvacivy. V mnoha dalsich indikacich se uziva vnitfné. Je velmi popularni v tradicni
Zenské mediciné — k ulevé od menstruacnich bolesti, zmirnéni krvaceni po porodu nebo pfi
hrozicim potratu, proto se ji prezdiva “bylina porodnich bab”. Dale pomaha ke snizeni
horecky a bolesti, pti [écbé infekci mocovych cest, pfi zaZivacich potizich a prijmech a také
pfi kasli. V neposledni fadé, jako jiné mocné rostliny s Sirokym spektrem ucinku plsobi jako

tonikum, k regeneraci a posileni celého organismu.”6°1,92,93
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11.3.4 VIROLA SEBIFERA (KURA)

Virola sebifera (Aubl.) je jednim z druh( pocetného rodu Virola z celedi Myristicaceae
(muskatovnikovité). Jedna se o stihly strom tropickych pralesd Stredni a Jizni Ameriky, hojné
rozsifeny.%* Z fady rlznych mistnich ndzvi se asi nej¢astéji setkdme s pojmenovanim ucuuba,
pouzivanym v Brazilii.®

Virola sebifera dorlstd do vysky az 40 m, md rovny kmen, nékdy s pilifi kofenl na
bazi, a dlouhé vétve, v mladi ochlupené. Klira je tmava, drobné rozpraskana, vlockovité se
odlupujici a aromaticka. Pfi nafiznuti vytékd prahledny exudat, zahy Cervenajici. Listy jsou
kozovité, podlouhlé se srdcitou bazi a Spicatym vrcholkem, 6 az 15 cm dlouhé a 1,5 az 4,7 cm
Siroké, s vyraznymi pficnymi Zilkami s vétSimi odstupy, rapikaté, naspodu bélavé a plstnaté.
Kvéty jsou jednopohlavné, umisténé v kvétenstvich typu lata. Samci je dlouhé i Siroké 8 az 23
cm, vné ochlupené. Vlastni kvéty maji nalevkovité kalichy délky 1,8 az 3 mm, krémové,
Zlutohnédé nebo oranZové barvy, s 3 az 5 laloky a obvykle 3 prasniky. Samici kvétenstvi je
dlouhé 3 az 7 cm, s husté plstnatymi semeniky. Plody jsou zelené, postupné cervenajici,
eliptické az kulaté, duinaté, zpocatku ochlupené, dlouhé 1 az 1,5 cm, pukavé,
jednosemenné, nejednoznacného charakteru. Uvnitf je semeno vzhledu muskatového
ofFisku.?®97 Detailni kresbu a fotografie kmenu a plod( Virola sebifera ukazuji obrazky 10, 11
al2.

Odliseni jednotlivych druhd rodu Virola je velmi komplikované, obecné lze fici, Ze
identifikacnimi znaky druhu Virola sebifera jsou urcité charakteristiky ochlupeni vsech casti
rostliny, morfologie Zilnatiny list(i a detaily ve vzhledu kvétl a plodu. Podrobné informace
uvadi rozsahly ¢lanek z roku 2019.%

V tradi¢nim |écitelstvi se vyuZival olej ze semen, listy a klira Virola sebifera. Stejné
jako nékteré dalsi druhy rodu Virola proslul tento druh hlavné pouzitim v nabozenskych
ritudlech pdvodnich amazonskych kment.** Tento fenomén zkoumalo mnoho védeckych
praci, ptriemz bylo zjisténo, Ze za navozeni halucinogennich ucinkl jsou zodpovédné
indolové alkaloidy obsaZené v kiife Virola sebifera — derivaty tryptaminu.®® Diky specifické
upravé kambia Virola pfi ziskavani halucinogenniho pfipravku dochazi pravdépodobné k
zakoncentrovani Uc&innych latek aZ 100x oproti obsahu v samotné kiFe.®®*® Z dlivodu
prokazané pritomnosti alkaloidl byla pro ucely této prace vybrdna pravé klira a obsaziené

alkaloidy jsou shrnuty v tabulce 5.
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Je nicméné potreba upozornit, Ze pokusy o prlikaz a identifikaci alkaloid( ve vzorcich
klry a lista rGznych druhl rodu Virola maji zna¢né variabilni vysledky a to i v rdmci stejného

druhu. %%

Obr.10, 11 a 12: Virola sebifera — detailni kresbal®, fotografie kmenul®! a fotografie plodd®?

Tab. 5: Alkaloidy kiry Virola sebifera

Typ slouceniny Nazev Literatura

Indolové alkaloidy N-metyl-N-acetyltryptamin 103
N-metyl-N-formyltryptamin 103
N,N-dimetyltryptamin 103, 104
N,N-dimetyltryptamin-N-oxid 103
N-monometyltryptamin 103

B-karbolinové alkaloidy | 2-methyl-1,2,3,4-tetrahydro-B-karbolin 103

V oblasti testovani cytotoxicity jsem narazila na jednu studii se zajimavymi vysledky,
bohuzel byly testovany pouze rdzné extrakty listd Virola sebifera, nikoli extrakty klry, nebo
jeji obsahové latky, zajimavy by mohl byt napt. 2-methyl-1,2,3,4-tetrahydro-B-karbolin. DCM
extrakt z listd dosahl nejlepsich vysledk( a selektivity vici linii plicnich bunék (NCI-460) - I1Cso:
4,46 pg/mL.>*

Kromé alkaloidl byly v kiife, semenech a listech Virola identifikovany také mastné
kyseliny, flavonoidy, lignany, polyketidy, taniny a terpeny. V tradi¢ni mediciné se klra

vyuZivala jako antiulcerogenikum a antirevmatikum.®* Zluty olej ze semen se pouzival
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k oSetfeni k(ize a vlas(i pro své hydratacni, zmékcujici a antiseptické vlastnosti a stdle se
pouZiva v soulasné kosmetice.?® V lidové mediciné se v3ak uplatfioval i v 1é¢bé astmatu,

revmatu nebo stfevnich parazit(.°

11.3.5 VIROLA SURINAMENSIS (KURA)

Virola surinamensis (Warb.) je dalsim z mnoha druhlG rodu Virola z celedi
Myristicaceae (muskatovnikovité). Jednd se rovnéz o Stihly strom tropickych pralest Stfedni

a Jizni Ameriky, rostouci zejména podél fek, hojné rozsifeny'®

a pfesto ohroZeny!%®,
Z mnoha rGznych mistnich ndzvl se asi nej¢astéji setkdme s pojmenovanim ucuuba branca,
pouzivanym v Brazilii, tedy , ucuuba bild”.1% Zd4 se, Ze oznadeni se vztahuje spise k bélavému
zbarveni listd, nez k barvé kvét(, které jsou Zluté. MiZeme se setkat také s dalSim latinskym
ndzvem Virola nobilis A. C. Sm., pod kterym je tento druh popsany v &ldnku z roku 2019.%®

Virola surinamensis dorutsta do vysky az 40 m, ma rovny kmen, nékdy s pilifi korent
na bazi, a zacina se vétvit az ve znacné vysce nad zemi. Kira ma nacervenalou barvu a pfi
nafiznuti vytéka cerveny exudat. Listy jsou koZovité, podlouhle eliptické se Spi¢atym
vrcholkem, 9 az 17 cm dlouhé a 2,5 az 5 cm Siroké, s vyraznymi pfi¢nymi Zilkami, ¢etnéjSimi
nez u Virola sebifera, fapikaté, svétlé az bélavé a na spodni strané s nenapadnymi chloupky.
Kvéty jsou jednopohlavné, umisténé v kvétenstvich typu lata. Vlastni kvéty maji nalevkovité
kalichy Zluté barvy. Plody jsou Zluté az oranzové, eliptické az kulaté, duznaté, o velikosti 2,5 x
2,3 cm, s tlustSim oplodim neZ u Virola sebifera, pukavé, jednosemenné, nejednoznacného
charakteru. Uvnitf je Utvar vzhledu muskatového ofisku. Fotografie kmenu a kvétl Virola
surinamensis ukazuji obrazky 13 a 14.

Identifikacnimi znaky druhu Virola surinamensis jsou urcité charakteristiky tvaru,
Zilnatiny a ochlupeni list( a detaily ve vzhledu kvét( a plodu. Podrobné informace uvadi opét
rozsahly ¢lanek z roku 2019.%¢

V tradi¢nim |écCitelstvi se vyuZivaly listy, semena a klra Virola surinamensis. Stejné
jako Virola sebifera proslul tento druh hlavné domnivanym pouzitim v nabozZenskych
ritudlech puavodnich amazonskych kmenl. Ve Virola surinamensis vSak pritomnost
indolovych alkaloidt, které maji byt dle védeckych praci zodpovédné za navozeni

halucinogennich G¢inkd, zatim nebyla prokdzana.”®
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Obr. 13 a 14: Virola surinamensis — fotografie kmenul?’ a fotografie kvét(%’

Pro ucely této prace byla vybrana klira Virola surinamensis na zakladé priikazu
pfitomnosti alkaloidli v kUre pribuzného druhu - Virola sebifera. Pokusy o prlkaz a
identifikaci alkaloidt i dalSich obsahovych latek ve vzorcich kary, listl i semen rGznych druhd
rodu Virola maji bohuZel znacné variabilni vysledky a to i v ramci stejného druhu z rliznych
lokalit.%%9°,108

Virola surinamensis pres moznou nepfitomnost alkaloidd nicméné disponuje rfadou
biologickych ucink, jejichz nositeli se zdaji byt zejména neolignany a flavonoidy. Prehled

obsahovych latek s biologickym Ucinkem a zaroven prehled tradi¢ni éCby Virola surinamensis

uvadi tabulka 6, kterou jsem pFevzala z prace 19, upravila a doplnila.
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Tab. 6: Obsahové latky s biologickym ucinkem a tradi¢ni |écba Virola surinamensis

109

Cast Typ Tradi¢ni [éCba Biologicky ucinek Typ slouceniny | Nazev latky Literatura
rostliny extraktu
Pryskyrice | EtOH Vred, zanét, nador Inhibice Zaludecnich lézi Flavonoidy Epikatechin 110
Miza Cytotoxicky 111
Kdra EtOH Zanét, nador Antibakterialni, antifungalni Flavonoidy Katechin 112
kmene Fenoly, Taniny
Listy Odvar Kolika, dyspepsia SniZeni nocicepce, protizanétlivy Neolignany Grandisin 113
Hexan Aktivita  proti  Schistosoma Neolignany Surinamensin® 114,115,
Leishmania 116
Esenc. olej | Malarie Antimalaricky Seskviterpeny | Nerolidol 117
Vétvicky DCM Aktivita proti T.cruzi Lignany Veraguensin 118
Neolignany Grandisin
Inhibice CYP2C9 a CYP3A4/5 Neolignany Grandisin 119
Koreny DCM Antifungalni Flavonoidy 7-hydroxyflavanone 120
7-hydroxy-4'-
methoxyisoflavone
Semena Olej KoZni zanéty, hojeni 109

* Dle vysledk(

116

za tento Ucinek pravdépodobné nezodpovida surinamensin




IV. EXPERIMENTALNI CAST

IV.1 VSEOBECNE POSTUPY

IV.1.1 UPRAVA ROZPOUSTEDEL PRED POUZIVANIM

Vsechna rozpoustédla, ktera byla pfi praci pouzita, byla pfedem precisténa destilaci.
Po zachyceni destilacniho predku byla dle tabeldarni hodnoty teploty varu daného
rozpoustédla jimana hlavni frakce (bylo predestilovano maximalné 95 % objemu

rozpoustédla). VSechna rozpoustédla byla uchovavana ve sklenénych tmavych lahvich.

IV.1.2 ODPAROVANI ROZTOKU A SUSEN{ EXTRAKTU

Rozpoustédla byla z extraktl v bankach odstrafiovana pomoci vakuové rotacni
odparky Laborota 4000 (Heidolph) pfi teploté 40 az 50 °C na vodni |azni za snizeného tlaku.
Velmi mald mnoistvi extraktd v 5 ml injekénich ampulkach byla odparena na jehle v proudu
filtrovaného vzduchu pfi teploté maximdalné 50 °C na vodni [dzni. Ampulky se susily ve

vakuovém exsikatoru nad perlami silikagelu.

IV.1.3 OBECNE PODMINKY PROVEDENI TENKOVRSTVE CHROMATOGRAFIE
(TLC)

TLC byla provadéna v systému normalnich komor (N), vzestupné. Pouzité komory byly
nasyceny mobilni fazi, pficemz syceni komory trvalo pfiblizné 1 hodinu.

IV.2 POTREBY

IV.2.1 PRO PRIPRAVU EXTRAKTU, TLC A GC/MS ANALYZU

IV.2.1.1 ROZPOUSTEDLA

Diethylamin p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Et2NH)
Diethylether p. a. (Lach-Ner, Neratovice) (Et,0)
Ethanol €. 95%, denaturovany methanolem (EtOH)

Ethylacetét p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (EtOAc)



n-Hexan p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (CsHu4)
Chloroform €. (CHCl3)
Methanol p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (MeOH)

Toluen p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (To)

IV.2.1.2 CHEMIKALIE

Dusi¢nan bismutity (Lach-Ner, Neratovice) (Bi(NOs)s)

Chlorid rtutnaty (Lach-Ner, Neratovice) (HgCl,)

Jodid draselny (Lach-Ner, Neratovice) (Kl)

Kyselina chlorovodikova 36% p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (HCI)
Kyselina vinnd (Lach-Ner, Neratovice) (C4aHsOs)

Siran sodny (Lach-Ner, Neratovice) (Na2SOa)

Uhli¢itan sodny (Ing. Svec — Penta, Praha) (Na,COs)

IV.2.1.3 DETEKCNI CINIDLA

D 1: Dragendorffovo Cinidlo [Munier R.: Bull. Soc. Chim. Biol. 35, 1225 (1953)]

Roztok A byl pfipraven rozpusténim 1,7 g zasaditého dusi¢nanu bismutitého a 20 g
kyseliny vinné v 80 ml vody.

Roztok B byl pfipraven rozpusténim 16 g jodidu draselného ve 40 ml vody.

Zasobni roztok byl pripraven smisenim roztokd A a B v objemovém poméu 1:1.
Detekéni roztok byl pfipraven pfiddnim 5 ml zasobniho roztoku k roztoku 10 g
kyseliny vinné v 50 ml vody.

Detekénim roztokem se postfikd chromatografickd deska po skonéeni UV detekce.
Pokud jsou ve vzorku obsazeny alkaloidy, reaguji s Cinidlem za vzniku oranzové az
oranzovocervené srazeniny.

Zasobni i detekcni roztok mize byt uchovavan v chladniéce pfi teploté 4 °C po dobu
nékolika mésicd.

D 2: Mayerovo &inidlo [Ceskoslovensky |ékopis, vyd. 3. dil I., Avicenum, Praha 1971]

5 g jodidu draselného bylo rozpusténo v 30 ml vody a do vzniklého roztoku bylo
pridano 1,35 g chloridu rtutnatého. Objem cinidla byl doplnén do 100 ml. Vznikly

roztok byl Ciry, nazloutlé barvy.
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Cinidlo se pouZivd k detekci alkaloidi v organickém rozpoustédle po okyseleni -
tetrajodortutnatan draselny reaguje s alkaloidy za vzniku mlééného zakalu.

Cinidlo maze byt uchovavéano v chladniéce pfi teploté 4 °C po dobu nékolika mésica.

IV.2.1.4 VYVIJECI SOUSTAVY PRO TENKOVRSTVOU CHROMATOGRAFII

S 1: To-Eto2NH 95:5
S 2: To-CHCls- Et;NH 70:25:5

IV.2.1.5 CHROMATOGRAFICKE ADSORBENTY

Komeréni analytické TLC desky Silicagel 60 GF254 (Merck Millipore, Praha) o
rozmérech 20 x 20 cm. Pro analytické ucely byly pouzity desky o vysce 10 cm a variabilni

Sifce podle poctu analyzovanych vzorkd.

IV.2.1.6 POMOCNY MATERIAL

Kfemelina (Sigma Aldrich, Praha)
Silikagel susici perly (Ing. Svec — Penta, Praha)
Vata

Vliselin

IV.2.1.7 PRISTROJE

Ultrazvukova lazen Sonorex Super 10P (Bandelin, Berlin, Némecko)

Vakuova odparka Laborota 4000 (Heidolph, Schwabach, Némecko)

Spektrometr EI-MS na GC-MS system using an Agilent 7890A GC 5975 inertni MSD; El méd
70 eV; kolona DP-5 MS (30m x 0,25 mm x 0,25 um) (Agilent Technologies, Santa
Clara, California, USA)

Laboratorni mlynek IKA A11 basic (IKA - WERKE GMBH & CO. KG, Staufen, Némecko)

IV.2.2 PRO STANOVENI ANTICHOLINESTERASOVE AKTIVITY

IV.2.2.1 CHEMIKALIE

Acetylthiocholin jodid (Sigma Aldrich, Praha) (pouzit 10 mM roztok)
Butyrylthiocholin jodid (Sigma Aldrich, Praha) (pouzit 10 mM roztok)
Citrat sodny (Sigma Aldrich, Praha) 3,4%
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Dimethylsulfoxid p. a. (Sigma Aldrich, Praha) (DMSO)

5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina > 98% (DTNB) (pouzit 5 mM roztok)
Galantamin hydrobromid 95% (Changsha Organic Herb Inc., China)

Huperzin A 95 % (TAZHONGHUI — Tai'an Zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd., China)

Pufry:

5mM fosfatovy pufr o pH 7,4 byl pfipraven smisenim 57 ml roztoku A, 283 ml roztoku B a
300 ml vody. Zasobni roztok A je 10 mM roztokem NaHPOas (1 litr roztoku obsahuje 1,20 g
NaH;POa4) a zasobni roztok B je 10 mM roztokem NazHPO4 (1 litr roztoku je obsahuje 1,42 g
NazHPO,).

5mM fosfatovy pufr o pH 7,4 s obsahem 150 mM chloridu sodného byl pfipraven z 8,766 g
chloridu sodného p. a., jez byl rozpustén v 5mM fosfatovém pufru pH 7,4 a poté jim doplnén
do 1000 ml.

100mM fosfatovy pufr o pH 7,4 byl pfipraven smisenim 57 ml roztoku A, 243 ml roztoku B a
300 ml vody. Zasobni roztok A je 200 mM roztokem NaH;POas (1 litr roztoku obsahuje 24,0 g
NaH;POa4). Zasobni roztok B je 200 mM roztokem Na;HPOs (1 litr roztoku obsahuje 28,4 g
NazHPO,).

IV.2.2.2 PRISTROJE

Centrifuga

Mikrotrepacka

Pocitac s programem GraphPad Prism

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

Reader SynergyTM HT Multi-Detection Microplate Reader (BioTek Instruments,
Inc., Winooski, Vermont, USA)

Microplate ELISA reader AL80O (Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, Vermont, USA)

Kultivaéni mikrotitraéni desti¢ky (TPP, Svycarsko) — plastové, sterilni, 96-jamkové
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IV.3 IZOLACE

IV.3.1 BIOLOGICKY MATERIAL

Pro pfipravu extraktl byly pouzZity komercné dostupné drogy dodané firmou Amazon

herbs (Surinam), jejichZ prehled je uveden v tabulce 7.

Tab. 7: Pfehled pouZitého biologického materidlu

Cislo Taxon Cast Zemé Vyrobce Zplisob Upravy
vzorku puavodu

AL-674 | Geissospermum vellosii | Klira Surinam Amazon herbs | Rezana
AL-675 | Calotropis gigantea Nat Surinam Amazon herbs | Rezana
AL-677 | Cissampelos pareira Stonky | Surinam Amazon herbs | Rezana
AL-678 | Virola sebifera Kdra Surinam Amazon herbs | Rezana
AL-679 | Virola surinamensis Kdra Surinam Amazon herbs | Rezana

IV.3.2 PRIPRAVA SUMARNIHO EXTRAKTU

Jednotlivé drogy byly v laboratornim mlynku rozemlety na velikost ¢astic ca 1 az 2 mm.
Do Erlenmayerovy bariky bylo vsypano celé mnoZstvi odvazené drogy (cca 30 g), které bylo
nasledné prelito 250 ml EtOH 95% - droga byla ponofena a nad ni cca 3 cm kapaliny. Byly
vloZzeny varné kaminky a obsah banky se vafil pod zpétnym chladi¢em na vodni lazni 20
minut. Poté se banka s obsahem ponechala asi 15 minut zchladnout mimo vodni lazen a
tekutina byla zfiltrovana pres filtr ze silnéjsiho vliselinu. Toto vyvareni bylo provedeno
celkem 3x. Spojené filtraty byly nakonec prelistény pres vrstvicku neutralni kfemeliny
vakuovou filtraci v tubusu (fotografie - obrazek 15). Z vysledného filtratu se na rotacni
odparce zcela odstranilo rozpoustédlo (fotografie - obrazek 16). Snesenim nezbytné nutného
mnozZstvi vysuseného extraktu ze stén destilaéni barnky byl ziskan material pro navazeni cca
50 mg vzorku do penicilinky (fotografie - obrdazek 17). Ke vzorku se pfidalo minimaini
mnozstvi EtOH a provedlo se odpareni na jehle v proudu vzduchu. Vzorky téchto sumarnich
extraktl byly uloZeny na Katedire farmakognozie pod oznacenimi AL-674-A, AL-675-A, AL-
677-A, AL-678-A a AL-679-A.
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Obr. 15, 16 a 17: Vakuova filtrace pres kiemelinu; odpareni rozpoustédla na rotacni odparce;

navazeni vzorkd sumarnich extraktud

IV.3.3 PRIPRAVA ALKALOIDNIHO EXTRAKTU PRO SCREENING

Zbyly odparfeny sumarni extrakt v barnce byl smichan s200 ml 2% HCl (kterd byla
pfipravena naredénim 36% HCI) a zahfivan na vodni lazni. Po vychladnuti byla barika se
suspenzi umisténa do ultrazvukové 1azné SONOREX a sonikovana pfi normalni teploté a
stupni 10 po dobu 5 minut. Zakaleny obsah barky byl poté vakuové zfiltrovan pres nizkou
vrstvu kfemeliny. Ciry filtrdt byl 3x vytfepan s 1/3 svého objemu pFedestilovanym n-
hexanem, ¢imzZ dosSlo k odstranéni nezddoucich necistot (silice, tuky). Vodna kyseld vrstva
byla po prevrstveni EtOAc zalkalizovdna 10% roztokem Na,COs na pH 10 a 3x vytfepana s 1/3
svého objemu predestilovanym EtOAc (fotografie - obrazky 18 a 19). Ve zbylé vodné fazi byla
po okyseleni na pH 3 (pfidanim 2% HCI) ovéfena nepfitomnost alkaloidd reakci s Mayerovym
Cinidlem. Spojené EtOAc vytfepky byly vzabrousené barice po dobu cca 30 minut
prerusované protfepdvany s nékolika g bezvodého Na,SOs - aZ do vycéereni kapaliny — a timto
zpUsobem byly zbaveny zbytkl vody. Poté byl alkaloidni extrakt zfiltrovan pres malou vrstvu
vaty a filtrat byl zcela zbaven EtOAc na vakuové odparce. Alkaloidni extrakty byly oznaceny
jako AL-674-E, AL-675-E, AL-677-E, AL-678-E a AL-679-E, byly zvaZeny jejich vytézky a
provedena kontrolni TLC (podrobnéji v nasledujici kapitole).

Kazdy odparek byl ndsledné rozpustén v malém mnoZstvi odméreného EtOAc a
pfeveden do zvaZenych injekénich ampulek. U vzork(i, kde kontrolni TLC detekovala

alkaloidy, do 3 ampulek tak, aby hmotnost v prvnich dvou ampulkach byla 10 az 12 mg

45



v kazdé ampulce a ve 3. ampulce byl zbytek vytfepku. Pfesného rozplnéni bylo dosazeno
metodou pocitani kapek. U ostatnich vzorkl bylo celé mnoZstvi prevedeno do 1 ampulky.
Rozpoustédlo bylo z ampulek odstranéno na jehle v proudu vzduchu, ozna¢ené ampulky byly

dosuseny ve vakuovém exsikatoru nad perlami silikagelu (po dobu 16 h) a nakonec zvazeny.

Obr. 18 a 19: Vytiepavani filtratu s EtOAc (po vycisténi n-hexanem a alkalizaci)

IV.3.4 KONTROLNI TENKOVRSTVA CHROMATOGRAFIE

Priblizné 1 mg kazdého extraktu byl rozpustén v mikrozkumavce nejprve v1 az 2
kapkach EtOH, pak byly pfidany 1 az 2 kapky CHCls. Po usazeni zakalu na dné zkumavky byl
Ciry roztok svrchu kazdé zkumavky nanesen na chromatografickou desku, kterd se nechala
vyvinout v soustavé S 1 (To-EtoNH 95:5). Stejny postup byl zopakovan pro soustavu S 2 (To-
CHCI3-Et;NH 70:25:5). Po vysuseni desek se skvrny extrakt detekovaly pod UV (pfi 254 a 366

nm) a nasledné byly postfikany Dragendorffovym cinidlem.

IV.3.5 GC/MS ANALYZA ALKALOIDNIHO EXTRAKTU

Analyza alkaloidnich extrakt( vSech vzorkd rostlin byla provedena pomoci plynového
chromatografu Agilent 7890A GC 5975 inertni MSD, ktery pracuje s hmotnostnim
detektorem pfi elektronové ionizaci 70 eV (Agilent Technologies, Santa Clara, California,

USA), kolona HP-5 MS (30m x 0,25 mm x 0,25 um; Agilent Technologies, Santa Clara,
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California, USA). Pro analyzu byl zvolen nésledujici teplotni program: 100 °C — 180 °C (15
°C/min), 180 °C (1 min), 180 — 300 °C (5 °C/min), 300 °C (15 min). Jako nosny plyn bylo
pouZzito helium o pratokové rychlosti 0,8 ml/min. Vzorky byly nastfikovany pfi teploté 280 °C
v mnoZstvi 1 pl methanolického roztoku alkaloidniho extraktu (koncentrace 1 mg/ul) pfi

splitu 1:10.

IV.3.6 STANOVENI BIOLOGICKE AKTIVITY ALKALOIDNIHO EXTRAKTU NA
INHIBICI ACETYLCHOLINESTERASY A BUTYRYLCHOLINESTERASY

IV.3.6.1 BIOLOGICKY MATERIAL A JEHO UPRAVA

Enzymy pro testovani byly ziskany z cerstvé krve zdravych dobrovolnikd — AChE z
hemolyzatu erytrocytl (jejich pouzder) a BUChE z plazmy.

K odebrané krvi byl pfidan 3,4% citrat sodny jako protisrazlivé ¢inidlo (1 ml na 10 ml
krve). Plazma byla z krve odstfedéna centrifugou pfi rychlosti 4000 ot./min., oddélena pro
stanoveni inhibi¢ni aktivity vi¢i BUChE a uchovavana ve zkumavkach pfi teploté 4 °C do
dalsiho zpracovani (maximalné 6 hodin).

Erytrocyty byly premistény do zkumavek o objemu 50 ml a 3x promyty 5mM
fosfatovym pufrem (pH 7,4) obsahujicim 150 mM NaCl (centrifugaci 12000 ot./min.).
K promytym erytrocytim se pridal 5mM fosfatovy pufr (pH 7,4) v poméru 9:1
(erytrocyty:pufr) a tato suspenze byla asi 10 minut michana, pficemz hemolyzovala.
Okamzité se zmérila aktivita hemolyzatu, v pripadé potreby byla upravena jeho absorbance
na hodnotu 0,08-0,15 pomoci 5mM fosfatového pufru. Nasledovala dalsi centrifugace
(20000 ot./min.) a promyti pouzder erytrocytl 3x fosfatovym pufrem. Upraveny material byl
prenesen do mikrozkumavek a uchovavan pfi-22°C do doby poufziti.

Byla stanovena cholinesterasova aktivita plazmy, v ptipadé potieby byla upravena jeji
absorbance na pozadovanou hodnotu 0,15-0,20 a ziskana plazma byla uchovavana stejnym

zpUsobem jako hemolyzat.

IV.3.6.2 STANOVENI CHOLINESTERASOVE INHIBICNI AKTIVITY (ICso)

Cholinesterasova aktivita byla stanovena s pouzitim Ellmanovy spektrofotometrické
metody. Tato metoda je zaloZzena na barevné zméné DTNB po navazani SH-skupin

thiocholinu (vznikd Zluté zbarveny produkt). Cholinesterasy (enzymy) ptidané k pfislusnym

47



esterdm thiocholinu (substraty) je Stépi na kyselinu a thiocholin, jehoZ nardstajici
koncentrace se spektrofotometricky stanovuje pfi vinovych délkach 436 nm (pro AChE) a 412
nm (pro BuChE). Byl zméren narlist absorbance za 1 minutu, odpovidajici narUstu
koncentrace barevného produktu reakce DTNB a thiocholinu.

Do jamek mikrotitracnich desti¢ek se napipetovalo 8,3 pl hemolyzatu (AChE) nebo
plazmy (BuChE), pridalo se 283 ul 5 mM DTNB (pfipravené naredénim 100mM fosfatovym
pufrem) a 8,3 ul DMSO (rozpoustédla pouzitého pro redéni vzork(). Pro méreni aktivit
enzym( bez inhibitoru (v 6 jamkach) a vytvoreni slepého vzorku byl pouzit samotny DMSO,
pro méreni testovanych extraktl pak DMSO obsahujici jejich rizné koncentrace (20, 2, 0,2,
0,02 a 0,002 mg/ml). Po promichani na mikrotfepacce po dobu 1 minuty se smés inkubovala
v komore pfistroje Reader SynergyTM HT Multi-Detection Microplate Reader po dobu 5
minut pfi teploté 37 °C. Ndasledné se pfidalo 33,3 pl roztoku substratu (10 mM
acetylcholinthiojodidu nebo 10 mM butyrylthiocholinjodidu) a po 2 minutach se zjistila
absorbance pfi pfislusné vinové délce.

Z namérenych hodnot poklesu aktivity AChE nebo BUChE v pritomnosti potencialniho
inhibitoru (testovaného vzorku) byly nasledné vypocéteny hodnoty ICso (50% inhibicni
koncentrace) nelinedrni regresi v programu GraphPad Prism. ZjiSténé vysledky byly
porovnany s hodnotami ICso referencnich inhibitord AChE — galantaminem (ICsp AChE = 1,71
10,07 uM, ICso BUChE = 42,30 £+ 1,30 uM) a huperzinem A (ICso AChE = 0,033 + 0,001 uM, ICso
BuChE > 1000 puM). Inhibice (1) v % byla vypoctena z nasledujiciho vzorce: | = 100 — (AABL /
AASA) x 100, kde AABL je narlist absorbance slepého vzorku za 1 minutu a AASA je ndrist
absorbance méreného vzorku. Vyse popsanym zpUsobem se vypocetl rozdil a stanovil

pramér a smérodatna odchylka.

IV.3.7 STANOVENI PROTINADOROVE AKTIVITY ALKALOIDNIHO EXTRAKTU

Cytotoxicitu proti vybranym bunécnym liniim stanovoval RNDr. Radim Havelek, Ph.D.
z Ustavu lékafské biochemie Lékafské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.

Stanoveni probihalo na bunécnych liniich Jurkat (akutni leukémie T-bunék), MOLT-4
(akutni lymfoblasticka leukémie), A549 (karcinom plic), HT-29 (kolorektdlni adenokarcinom),
PANC-1 (epitelidalni karcinom pankreatu), A2780 (karcinom ovarii), Hela (adenokarcinom
délozniho Cipku), MCF-7 (adenokarcinom prsu), SAOS-2 (osteosarkom) a na jedné kontrolni

linii nenddorovych bunék MRC-5 (primarni lidské plicni fibroblasty).
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U jednotlivych extraktd se méfila bunécna viabilita po jejich 48hodinovém plsobeni,
kterd je vyjadrena jako procento prezivSich bunék. Referencni slouceninou byl doxorubicin.
Buriky byly vystavovany extraktim o koncentraci 50 pg/ml a doxorubicinu 1 pumol/L.

Detekce byla provedena metodou MTT testu, ktery je zaloZzen na bunécném
vychytavani Zlutého barviva MTT (3-(4,5-dimethyllthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromid) a jeho nasledné redukci v mitochondriich prezivsich bunék na tmavé modry

krystalicky formazan, jehoZ absorbance je spektrofotometricky mérena pfi 440 nm.
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V. VYSLEDKY

V.1 PRIPRAVA ALKALOIDNICH EXTRAKTU

Zpracovani morfologickych ¢asti vybranych taxond prineslo data shrnutd v tabulce 8.

Nejvyssi vytézek poskytlo zpracovani Geissospermum vellosii, naopak z Virola surinamensis

byl ziskan vytézek témeér 4x nizsi.

Tab. 8: Zpracovani morfologickych ¢asti vybranych taxon(

Cislo | Taxon Cast Pavod Mnozstvi Extrakt EtOAc | VytéZek
vzorku (g) (g) (%)
AL-674 | Geissospermum | Klra Amazon 30,02 0,1095 0,36
vellosii herbs,
Surinam
AL-675 | Calotropis Nat Amazon 10,33 0,0593 0,20
gigantean herbs, 19,70
Surinam
AL-677 | Cissampelos Stonky | Amazon 30,02 0,0434 0,14
pareira herbs,
Surinam
AL-678 | Virola sebifera Klra Amazon 30,03 0,0503 0,17
herbs,
Surinam
AL-679 | Virola Klra Amazon 30,03 0,0299 0,10
surinamensis herbs,
Surinam
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V.2 KONTROLNI TENKOVRSTVA CHROMATOGRAFIE

Kontrolni TLC potvrdila (detekce UV, Dragendorffovo Cinidlo) pfitomnost alkaloidG v
extraktech Geissospermum vellosii, Calotropis gigantea a Virola sebifera. Fotografie vysledk
ukazuji obrazky 20 a 21, nicméné skvrny byly nejlépe viditelné ihned po postfikani

Dragendorffovym Cinidlem, fotografie byly potizeny o néco pozdéji.

Obr. 20: Kontrolni TLC sumarnich extraktd AL-674-A, AL-675-A, AL-677-A, AL-678-A a AL-679-

A, To-EtoNH 95:5, komora nasycend, vyvijeni 2x, detekce Dragendorffovo cinidlo.

Obr. 21: Kontrolni TLC spojenych frakci z alkaloidnich vytfepk( AL-674-E, AL-675-E, AL-677-E,
AL-678-E a AL-679-E, To-CHCls-Et;NH 70:25:5, komora nasycend, vyvijeni 2x, detekce

Dragendorffovo ¢inidlo.



V.3 GC/MS ANALYZA ALKALOIDNICH EXTRAKTU

Pripraveny extrakt z Geissospermum vellosii byl podroben GC/MS analyze za uUcelem
identifikace obsahovych latek. Screening ukazal pritomnost alesponi 13 latek, které bylo
mozné pomoci této metody zaznamenat (obrazek 22). Po porovnani spekter pritomnych
latek s knihovnou mlizeme predpokladat v extraktu pfitomnost didehydroaspidospermidinu,
eburnameninu, quebrachaminu, 3-methylquebrachaminu a normacusinu B. Dalsi latky vsak
nemusi zplyfiovat, a proto se predpoklada pfitomnost dalSich zajimavych latek, které patfi do
skupiny indolovych a B-karbolinovych alkaloidd.

Ostatni extrakty po analyze nevykazovaly pfitomnost sekunddrnich metabolitd, proto

nebyly v ramci prace pouzity zdznamy z plynového chromatografu.
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Obr. 22: GC/MS analyza alkaloidniho extraktu AL-674-E (Geissospermum vellosii).
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V.4 STANOVENI BIOLOGICKE AKTIVITY ALKALOIDNICH EXTRAKTU NA
INHIBICI ACETYLCHOLINESTERASY A BUTYRYLCHOLINESTERASY

U extraktd s TLC potvrzenou (detekce UV, Dragendorffovo Ccinidlo) pritomnosti
alkaloidl (Geissospermum vellosii, Calotropis gigantea a Virola sebifera) byla dale stanovena
jejich inhibiéni aktivita vuci lidské AChE a BUChE pomoci Ellmanovy metody a porovnana se
standardy (galantamin, huperzin A a rivastigmin). EtOAc extrakt kliry Geissospermum vellosii
dosahl hodnot inhibi¢ni aktivity s ICso pro AChE 15,19 + 0,96 pg/ml a pro BuChE 0,37 + 0,049

ug/ml. Vysledky zobrazuje tabulka 9.

Tab. 9: Inhibice AChE a BUChE extraktt z morfologickych ¢asti vybranych taxon(

Cislo Taxon Cast ICso extrakt EtOAc a standardd (pg/ml)
vzorku AChE BuChE
AL-674 | Geissospermum vellosii | K(ira 15,19+ 0,96 0,37 £ 0,049
AL-675 | Calotropis gigantea Nat > 500 128,7 +13,42
AL-678 | Virola sebifera Kara > 500 431,45 + 58,42
Standard
Galantamin 0,51 +0,019 12,16 £ 0,37
Huperzin A 0,008 +0,0 > 242
Rivastigmin 0,009 +0,0 0,0008 +0,0
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V.5 STANOVENI PROTINADOROVE AKTIVITY ALKALOIDNICH EXTRAKTU

Také byla otestovana protinddorova aktivita téchto extraktl na nadorovych liniich
Jurkat, MOLT-4, A549, HT-29, PANC-1, A2780, HelLa, MCF-7, SAOS-2 a kontrolni nenadorové
linii MRC-5 s vyuZitim metody MTT a vysledky porovnany s referenénimi hodnotami
doxorubicinu. Vysledky stanoveni protinadorové aktivity jsou zndzornény jako aritmeticky
pramér ze tri nezavislych méreni + smérodatna odchylka. EtOAc extrakt klry Geissospermum
vellosii dosahl hodnot cytotoxicity vyznamné lepSich nez referencni doxorubicin u linii Jurkat,
HT-29, PANC-1, MCF-7, SAOS-2, totéZ ovSem plati i pro nenadorovou linii MRC-5. Na zakladé

téchto vysledk Ize kliru Geissospermum vellosii doporucit k detailnéjSimu vyzkumu.

Tab. 10: Stanoveni protinadorové aktivity alkaloidniho extraktu

Bunécna % prezivsich bunék

linie Doxorubicin

Jurkat

39,43 +7,48
62,97 £ 4,87

36,06 £ 2,41
35,90 + 13,67
25,86 + 18,70
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VI. DISKUSE

V této praci jsme studovali a analyzovali pét velmi zajimavych tropickych rostlin.
Vsechny maji bohaty Ié¢ebny potencial a dlouhou historii pouZivani v tradi¢nim |éCitelstvi.
POvodni zamér literarni reSerse, tedy vyhotoveni prehlednych tabulek obsazenych alkaloidu
a jejich biologickych ucinkl, bylo nutné pfizplsobit dostupnym informacim o jednotlivych
rostlinach. Proto jsou tabulky u kaZdé rostliny pojaty trochu jinym zplsobem, tak aby co
nejprehlednéji shrnovaly soucasné poznatky na tomto poli.

Z literarni reSerse obsahovych latek kary Geissospermum vellosii vyplynul dlouhy
seznam alkaloid( jiz identifikovanych v této rostliné, nebylo tedy prekvapenim, Ze nami
provedena kontrolni TLC jejich pfitomnost také jasné potvrdila. Kiira Geissospermum vellosii
navic poskytla nejvétsi vytézek susiny EtOAc extraktu. Pro tuto rostlinu je jiz dostupna rada
studii biologickych Gcinkd, a to nejen pouze pro jeji extrakty, ale i pro mnohé z izolovanych
alkaloidl. Tyto studie uvadéji zejména cytotoxické, antiparazitické a anticholinesterdsové
ucinky.

V nasi praci dosahl EtOAc extrakt kliry Geissospermum vellosii hodnot inhibic¢ni aktivity
s ICso pro AChE 15,19 + 0,96 pg/ml a pro BuChE 0,37 + 0,049 pg/ml a zaroven i hodnot
cytotoxicity vyznamné lepsSich nez referenéni doxorubicin u linii Jurkat, HT-29, PANC-1, MCF-
7, SAOS-2, totéZz ovSem plati i pro nenadorovou linii MRC-5. GC/MS analyza ukazala
prfitomnost alesponn 13 latek, které bylo moiné pomoci této metody zaznamenat. Po
porovnani spekter pfitomnych latek s knihovnou muZeme predpokladat v extraktu
pritomnost didehydroaspidospermidinu, eburnameninu, guebrachaminu, 3-
methylquebrachaminu a normacusinu B. Z uvedenych latek byl dle dostupné literatury dosud
v klife Geissospermum vellosii zaznamenan pouze quebrachamin. DalSi obsazené latky
nemusi zplynovat, a proto se predpoklada prfitomnost i jinych zajimavych latek ze skupiny
indolovych a B-karbolinovych alkaloid.

Na zakladé téchto vysledkl Ize kiiru Geissospermum vellosii doporucit k detailnéjsimu
vyzkumu, ktery navaze na tuto praci. Pozoruhodna je obzvlasté inhibi¢ni aktivita BUChE ve
srovnani se standardy a cytotoxicita k liniim HT-29 (kolorektalni adenokarcinom), PANC-1
(epitelidlni karcinom pankreatu), MCF-7 (adenokarcinom prsu) a SAOS-2 (osteosarkom).

V oblasti inhibi¢ni aktivity vici AChE by bylo dale zajimavé podrobnéji prostudovat

ucinky geissoschizin methyl etheru, ktery byl izolovan z rostlin rodu Uncaria. Jedna se o
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alkaloid blizky alkaloidu geissoschizinu z kdry Geissospermum vellosii a nékteré studie
uvadéji jeho vyraznou schopnost inhibovat AChE.

Literatura analyzujici Calotropis gigantea rovnéz uvadi obsah alkaloidl, a to v
nadzemnich castech rostliny. Nicméné jejich kvantitativni zastoupeni je mensi oproti
dominantnim skupinam Ilatek jako jsou glykosidy — kardenolidy a flavonoidy. Dosud byly
izolovany a identifikovany pouze dva alkaloidy. Tato prace obsah alkaloid( v nati Calotropis
gigantea potvrzuje, priCemzZ pozitivita kontrolni TLC byla viditelné méné vyrazna nez u
Geissospermum vellosii, jak lze na zdkladé reSerSe predpokladat. V oblasti biologickych
ucinkd uvadeéji védecké prace hlavné plsobeni antimikrobialni, antiparazitické a cytotoxické.
Anticholinesterasovou aktivitu jsme tedy neolekavali a neobjevila se. Nezaznamenali jsme
vsak ani cytotoxické ucinky, coz mlzZe byt zplUsobeno tim, Ze jejich nosi¢i v Calotropis
gigantea nejsou alkaloidy, ale jiné sekundarni metabolity, nejspiSe flavonoidy.

V ptipadé Cissampelos pareira jsme zaznamenali diskrepanci mezi vysledky literarni
reSerSe a naSimi laboratornimi vysledky. Védecké c¢lanky uvadéji alkaloidy jako hlavni
sekundarni metabolity Cissampelos pareira, mnoho jich bylo izolovano a identifikovano a u
nékterych z nich byly jiz také prokazany specifické biologické aktivity. Bylo pro nds proto
prekvapivé, Zze v nasi kontrolni TLC alkaloidy zachyceny nebyly a zamysleli jsme se nad
moznymi dlvody. Kromé vseobecnych vlivQi na obsah alkaloid(l v rostliné jako jsou oblast
sbéru, stddium vyvoje rostliny nebo doba sbéru (napt. u Cissampelos pareira je vyssi obsah
alkaloidi b&hem obdobi dest’®?, které sbér ponékud komplikuji) jsme identifikovali
nasledujici problém. Nase droga byla vedena jako nadzemni ¢ast, méla by tedy obsahovat i
listy, ve kterych jsme ocekavali nejvétsi obsah alkaloid(i. Droga nicméné témér zadné listové
Casti neobsahovala, jednalo se spiSe jen o stonky, které naopak alkaloidy obsahuji v mnohem
mensi mire. Béhem podrobné reserSe se také ukdzalo, Ze velmi zajimavy v oblasti
anticholinesterasové aktivity a cytotoxicity by mohl byt i kofen této rostliny, zatimco stonek
a listy mohou mit nejvétsi potencidl v antimikrobidlnim a antioxida¢nim ucinku. Vzhledem k
védeckému zaméreni nasi linie praci bych doporucila k dalSimu prozkoumani spiSe koren
Cissampelos pareira.

Rod Virola vzbudil zdjem védcl v 60. letech minulého stoleti diky halucinogennim
ucinklm vyuZivanych amazonskymi indidny a zahy v druzich Virola byly identifikovany
zejména indolové alkaloidy - derivaty triptaminu. Takovym druhem je napft. Virola sebifera.

Naopak u Virola surinamensis dosud alkaloidy identifikovany nebyly. ProtoZze ma vSak také
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bohatou historii pouzivani v tradicnim lécitelstvi, chtéli jsme tuto skutecnost ovérit. Nase
vysledky potvrzuji vysledky ostatnich védeckych praci — u Virola sebifera jsme zaznamenali
pritomnost alkaloidG v extraktu z klry, u Virola surinamensis nikoliv. Vzhledem k tomu, Ze
jsme u Virola sebifera neprokazali anticholinesterasovou ani cytotoxickou aktivitu, prozatim

nedoslo k jejimu podrobnéjsimu screeningu.
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VIIl.  ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: farmakognozie a farmaceutické botaniky

Kandidat: MUDr. et Mgr. Lucie Richter

Konzultant: PharmDr. Marcela Safratovd, Ph.D.

Nazev rigordzni prace: SCREENINGOVA STUDIE RUZNYCH ROSTLINNYCH TAXONU A

JEJICH VLIV NA LIDSKE ENZYMATICKE SYSTEMY II.

Byl proveden screening péti tropickych rostlin (kliry Geissospermum vellosii, nati
Calotropis gigantea, stonku Cissampelos pareira, kOry Virola sebifera a klry Virola
surinamensis) za Ucelem zjiSténi pritomnosti alkaloidd a predbéiného odhadu jejich
potencialu vyuziti jako léCiv s anticholinesterasovou nebo cytotoxickou aktivitou.

Z rostlin byly ziskany EtOH sumarni extrakty a z nich pfipraveny EtOAc alkaloidni
extrakty, které byly podrobeny GC/MS analyze. U extrakt(l s TLC potvrzenou (detekce UV,
Dragendorffovo Cinidlo) pfitomnosti alkaloidl (Geissospermum vellosii, Calotropis gigantea a
Virola sebifera) byla dale stanovena jejich inhibi¢ni aktivita vici lidské AChE a BuChE pomoci
Ellmanovy metody a porovnana se standardy (galantamin, huperzin A a rivastigmin). Také
byla otestovdna protinadorova aktivita téchto extraktd na nddorovych liniich Jurkat, MOLT-4,
A549, HT-29, PANC-1, A2780, HelLa, MCF-7, SAOS-2 a kontrolni nenadorové linii MRC-5 s
vyuzitim metody MTT a vysledky porovnany s referenénimi hodnotami doxorubicinu.

EtOAc extrakt kary Geissospermum vellosii dosahl hodnot inhibiéni aktivity s I1Cso pro
AChE 15,19 + 0,96 pg/ml a pro BuChE 0,37 + 0,049 ug/ml a zarover i hodnot cytotoxicity
vyznamneé lepsich nezZ referenc¢ni doxorubicin u linii Jurkat, HT-29, PANC-1, MCF-7, SAQS-2,
totéZ ovsem plati i pro nenadorovou linii MRC-5. GC/MS analyza ukazala pfitomnost alespon
13 latek, které bylo moZné pomoci této metody zaznamenat. Na zakladé téchto vysledkd Ize

kGru Geissospermum vellosii doporucit k detailnéjsimu vyzkumu.
Klicova slova: alkaloidy, Alzheimerova choroba, Geissospermum vellosii, Calotropis

gigantea, Cissampelos pareira, Virola sebifera, Virola surinamensis, cytotoxicka aktivita,

cholinesterasa.
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IX. ABSTRACT
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Department of: Pharmacognosy and Pharmaceutical Botany
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Consultant: PharmDr. Marcela Safratova, Ph.D.

Title of Thesis: SCREENING STUDY OF SEVERAL PLANT SPECIES AND THEIR EFFECT ON

HUMAN ENZYMATIC SYSTEMS 1.

Five tropical plants (Geissospermum vellosii stembark, Calotropis gigantea aerial part,
Cissampelos pareira stem, Virola sebifera stembark and Virola surinamensis stembark) were
screened for alkaloid presence and a preliminary estimate of their potential
as anticholinesterase or cytotoxic agent was performed.

Ethanolic extracts were prepared from these plants and further processed into the
ethyl acetate alkaloid extracts, which were then analysed using the GC/MS method. For
extracts with the confirmed presence of alkaloids (Geissospermum vellosii, Calotropis
gigantea and Virola sebifera) by TLC including UV detection and Dragendorff test, the
anticholinesterase activity against human AChE and BuChE was measured employing Ellman
method and compared to standards (galantamine, huperzine A and rivastigmine). Cytotoxic
activity of these extracts was also evaluated on Jurkat, MOLT-4, A549, HT-29, PANC-1,
A2780, Hela, MCF-7, SAOS-2 tumour cell lines and MRC-5 control cell line using MTT method
and results were compared to doxorubicine reference values.

Ethyl acetate extract from Geissospermum vellosii stembark inhibited human AChE
and BuChE with mean ICsp values of 15,19 + 0,96 ug/ml and 0,37 + 0,049 pg/ml, respectively.
Further, significantly higher cytotoxic activitity was present against Jurkat, HT-29, PANC-1,
MCF-7, SAOS-2 tumour cell lines compared to doxorubicine - unfortunately the same applied
also to MRC-5 control cell line. GC/MS analysis showed the presence of at least 13
substances, which could have been noticed via this method. Based on these results, we

recommend Geissospermum vellosii stembark to be further investigated in more detail.

Keywords: alkaloids, Alzheimer’s disease, Geissospermum vellosii, Calotropis gigantea,

Cissampelos pareira, Virola sebifera, Virola surinamensis, cytotoxic activity, cholinesterase.
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