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Seznam pouzitych zkratek

AD Alzheimerova choroba

AChE acetylcholinesterasa

BChE butyrylcholinesterasa

c-Myc bunéc¢na cytomatoza

CNS centralni nervova soustava

CRCP kastracné rezistentni karcinom prostaty
DPPH 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

GC plynova chromatografie

GC-MS plynova chromatografie s hmotnostnim detektorem
GV Geissospermum vellosii

HIV lidsky virus imunitni nedostatec¢nosti
ICso inhibi¢ni koncentrace enzymu na 50 %
LNCaP karcinom lymfatickych uzlin prostaty”
MCF-7 bunécna linie karcinomu prsu

MDA-MB-231 bunécna linie lidského adenokarcinomu prsu

MF mobilni faze

MS hmotnosti spektrometrie

NMR nuklearni magneticka rezonance
ORSA oxacilin-rezistentni Staphylococcus aureus
P21 protein 21

P27 protein 27

P53 protein 53

PC3 bunécna linie karcinomu prostaty
TLC tenkovrstva chromatografie

USA Spojené staty americké

uv ultrafialovy

WHO Svétova zdravotnicka organizace
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1 Uvod

Lécivé rostliny byly lidstvem pouzivany k prevenci a 1€¢b¢ raznych onemocnéni
jiz od nepaméti V tfetich zemich, kde se nachdzi velka vétSina svétové populace,
pfedstavuje 1éCba zalozena na rostlinnych drogach nebo extraktech priméarni zdroj
zdravotni péce cCasto zdivodu lepsi kulturni pfijatelnosti, lepSi dostupnosti
a kompatibility s lidskym télem. Dodnes jsou v nékterych komunitach rostliny mnohdy
jedinym zptsobem 1écby nékterych onemocnéni. Znalost 1é¢ivych rostlin a jejich vyuziti
v tradi¢nim lidovém léCitelstvi ptispéla k objevu novych biologicky aktivnich molekul,
a to vedlo k vyvoji souc¢asné pouzivanych 1é¢iv. [1]

V tradi¢nim 1écCitelstvi 1 v konvenéni mediciné je velmi vyznamna celed’
Apocynaceae (tojestovité). Rostliny z této celedi byly pouzivany v lidovém lécitelstvi
po celém svéte. Jejich 1€civa aktivita je prevazné dana obsahem alkaloidd indolového
a steroidniho typu. [2] Soucasti této Celedi je 1 strom Geissospermum vellosii Alemao
pochazejici z amazonského destného pralesa. Tato rostlina byla v tradi¢ni mediciné hojné
vyuzivana k 1écbé riznych patologickych stavli zahrnujicich bakterialni, zanétliva
a plisiiova onemocnéni. Z tohoto divodu byla rostlina vyzkumniky usilovné zkouméana.
Od Sedesatych let minulého stoleti se zacaly objevovat analytické studie dokumentujici
ptitomnost indolovych alkaloidii v kmenové kuie tohoto stromu. Indolové alkaloidy
z G. vellosii prokazaly ve studiich vyznamné biologické aktivity, a to pfedevSim
antineoplastickou, antiplazmodiélni a anticholinesteraovou aktivitu. Vzniklo také malé
mnozstvi studii dokumentujici antinociceptivni, protizanétlivou a antimikrobialni
aktivitu. [3, 4]

Alkaloidy, u kterych byla objevena vyzna¢na biologicka aktivita, mohou slouzit
jako potencidlni terapeutické alternativy nebo se jejich molekularni struktura mize vyuzit
pro vyvoj novych léciv. Dle biologickych aktivit mohou byt alkaloidy G. vellosii uZite¢né
pii terapii nddorovych onemocnéni, malarie a Alzheimerovy choroby (AD). Tyto typy
onemocnéni v soucasnosti predstavuji zavazny celosvétovy problém a jsou piicinou imrti
miliont lidi. [4] Dle statistik jsou nddorové onemocnéni druhou nej€astéjsi pficinou umrti
ve Spojenych statech, a 1 kdyz imrtnost na rakovinu kvili pokroku v 1€cb¢ klesa, stale
roste incidence rakoviny prostaty, prsu a délozniho ¢ipku s velkymi rasovymi rozdily
v umrtnosti. [5] Pozornost je tfeba vénovat i malarii, u které potieba vyvinout nova lé¢iva

prameni ze vzniku rezistence ptivodcl na soucasnd antimalarika a také kvili stoupajici
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odolnosti vektord na dostupné insekticidy. [6] Nemén¢ zavaznym onemocnénim je AD,
u které dochdzi ke zvySeni incidence z divodu prodlouzeni primérné délky Zzivota.
V soucasnosti dostupna 1é¢iva pouze ovliviiuji progresi tohoto onemocnéni a neexistuje
1€k, ktery by onemocnéni dokazal zcela vylécit. [7]

Pii terapii AD se pievazné vyuziva 1€Civ cilicich na cholinesterasy. Jedna se
oenzymy, jejichz blokddou dochdzi k zabranéni nadmérmému odbouravani
acetylcholinu, a to vede ke zlepSeni acetylcholinergni transmise. Tento pfistup sice
nevede k vyléceni AD, ale ovlivni postizené kognitivni funkce a zmirni tak projevy tohoto
onemocnéni. Jelikoz je téchto 1éCiv zatim nedostatek a zdroven dostupna 1é¢iva vykazuji

fadu nezddoucich Gc¢inkd, je stale snaha vyvinout 1éCiva nova. [7]
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2 Cil prace

1) Zpracovani literarni reSerSe se zaméfenim na alkaloidni rostliny celedi
Apocynaceae

2) Izolace alespon 3 Cistych alkaloidii a podil na urceni jejich fyzikalné-chemickych
vlastnosti

3) Podil na stanoveni biologické aktivity u izolovanych latek

4) Vyhodnoceni vysledk.
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3 Teoreticka ¢ast

3.1 Celed’ Apocynaceae

Celed’ Apocynaceae (tojestovité) patii mezi deset nejvétsich a nejvyznamnéjsich
Celedi kvetoucich rostlin. [8] Jednd se o krytosemenné, dvoudélozné rostliny z fadu
Gentianales (hoifcotvaré). Tato cCeled se de€li na pét podceledi: Apocynoideae,
Asclepiadoideae, Periplocoideae, Rauvolfioideae, Secamonoideae a zahrnuje ptiblizné
4500 druht zatazenych do cca 370 rodi. [8, 9] Celed zahrnuje velké i malé stromy, kefe,
polokefe, liany, sukulenty, trvalky a vzacné i jednoleté bylinky. [10] Zastupci této celedi
jsou rozSifeny globdln¢ s nejveétsim vyskytem v tropickych a subtropickych
oblastech. [8, 9] Na tizemi Ceské republiky se vyskytuji pivodni druhy Vinca minor L.
(barvinek mensi) a Vincetoxicum hirundinaria Medik. (tolita 1ékafskd) a invazivni druh
puvodem z vychodniho pobfezi Severni Ameriky Asclepias syriaca L. (klejicha

hedvabna). [11, 12]

3.1.1 Morfologicky popis

Pro tuto Celed’ jsou charakteristické jednoduché listy s pfevazné vstiicnym
postavenim. Ve vyjimecnych ptipadech se mize vyskytovat i postaveni preslenité nebo
sttidave. Listy byvaji nejCastéji fapikaté, ale u nckterych rostlin mohou byt 1 piisedlé.
Cepele jsou vétsinou celokrajné, vzacné vroubkované nebo s ostny na okraji. [10] Listy
maji dle Cepele tvar vejcCity, obvejCity, carkovity, kopinaty nebo elipticky. [13] Palisty
vétSinou chybi. Obvykle je pfitomen v mlé€nicich vznikajici latex, ktery je nejCasté;i bilé
barvy. Piilezitostné se mize vyskytovat latex Ciry, krémovy, Zluty nebo nartzoveély.
Razné zbarvené kvéty jsou Casto usporadany do cymoéznich (vrcholi¢natych) kvétenstvi
nebo se vyskytuji jednotlivé. Kvéty jsou vzdy oboupohlavné, vétSinou 5¢etné a vzacné
4¢etné (rod Leuconotis Jack). Koruna byva pravidelna a tvofend navzajem srostlymi
korunnimi listky. Plodem muze byt bobule, peckovice, méchytek, nazka a popiipadé
tobolka. [10] Pro semena, ktera mohou byt ochmytena nebo kiidlata, je typicky olejovity

endosperm. [14]

15



3.1.2 Zastupci ¢eledé Apocynaceae s terapeutickym vyznamem

Zastupci Celedi Apocynaceae se stali bohatym zdrojem 1éCivych latek, které
nachdzeji uplatnéni v tradiéni i konvenéni medicing. [1] Jejich biologicka aktivita
pravdépodobné souvisi s pritomnosti sekundarnich metabolit rtiznych strukturnich typa
napt. alkaloidii, flavonoidl, terpenickych latek, ale i uhlovodikii a jednoduchych
fenolt. [15] Vyznamné jsou piedevsim indolové alkaloidy, které jsou v této celedi hojné
zastoupeny. [1] Tradi¢né se druhy celedi Apocynaceae pouzivaji k 1€¢bé horecky, bolesti,
gastrointestindlnich onemocnéni a diabetu mellitu. [9] Uplatiiuji se i v 1é¢beé koznich
a ektoparazitickych onemocnéni. [1] Kromé& mediciny se riizné ¢asti rostlin této celedi
pouzivaji jako potraviny, krmivo, jedy i parfémy. Hojné se v primyslu vyuziva i jejich
dievo. Diky velkym a barevnym kvétim se staly oblibenymi i jako okrasné rostliny. [1]

Mezi terapeuticky vyznamné druhy se fadi Catharanthus roseus G. Don, Alstonia
scholaris R. Br., Carissa carandas L., Nerium oleander L., Plumeria rubra L., Rauvolfia
serpentina Benth. Ex Kurz, Strophanthus gratus Baill., Tabernaemontana divaricata L.,

Thevetia peruviana K. Schum., Vinca minor L. a dalsi. [1, 16, 17]

3.1.2.1 Catharantus roseus G. Don

Catharanthus roseus G. Don (barvinkovec rizovy) (Obrazek 1) je z medicinského
riznych typl rakoviny. [1] Jednd se o stdlezeleny ket nebo bylinu plvodem
z Madagaskaru. V soucasnosti je C. roseus rozsifen celosvétoveé s nejvetsi distribuci
v tropickych a subtropickych oblastech. Ve volné pfirodé je vniman jako ohroZeny
druh. [1, 18] Charakteristické jsou leskle zelené ovalné az podlouhlé listy uspotadané
v protilehlych parech. Kvéty se vyznacuji bilym az tmavé rGzovym zbarvenim s tmavée
cervenym stfedem. Plodem je souplodi méchytku. [18, 19]

V minulosti se droga pouZivala v lidovém lécitelstvi na sniZzeni hladiny glukézy
v krvi, protoze se vétilo, ze podporuje produkei inzulinu nebo zvySuje spotfebu cukra
z potravy. [1, 18] Droga se dale tradi¢né pouziva zevné pti krvaceni z nosu a dasni, vosich
bodnuti a bolesti svalii. Rovnéz se pouzivd vnitin¢ k 1écbé ztraty paméti, gastritidy,
enteritidy a cystitidy. [18]

Udava se, ze se vtéto rostliné vytvaii vice nez 100 monoterpenoidnich

alkaloidt. [18] Alkaloidy obsazené v rostliné se vyznacuji hypotenznim, sedativnim
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a protirakovinnym c¢inkem, dale mohou zplsobovat relaxaci hladkého svalstva
a depresi CNS. [1] Mezi nejdtlezitéjsi izolované alkaloidy s antineoplastickym t¢inkem
se fadi vinblastin a vinkristin, jejichz hlavnim zdrojem jsou listy. Tyto alkaloidy
se pouzivaji v 1é€bé Hodgkinovych lymfomi, lymfoblastické leukemie, rakoviny prsu
aktze. [19] Od téchto latek byla déale odvozena nckterd dnes pouzivana
chemoterapeuticka 1é¢iva. Z kotenti byly izolovany dalsi biologicky aktivni alkaloidy,
které diive nalezly uplatnéni v terapii, jako ajmalicin, serpentin a reserpin. Tyto alkaloidy

se vyznacuji antihypertenznim ucinkem. [18]

Obrazek 1: Catharanthus roseus G. Don [20]

3.1.2.2 Alstonia scholaris R. Br.

Alstonia scholaris R. Br. (Obrazek 2) je velky stalezeleny strom pochazejici
z Indo¢iny. Dnes hojné roste v Indii, jizni Cing, severni Australii, na Sri Lance
a Salamounovych ostrovech. [21] V poslednich letech se A. scholaris. zaéala vysazovat
1v teplejSich oblastech USA, kde se pied tim nikdy nenachazela. [22] Latinsky nazev
rostlina ziskala, jelikoz se jeji dievo Casto pouzivalo na vyrobu Skolnich tabuli. Typicka
je hrubd, Sedavé hnéda kira, z které po poranéni vytéka mlécny latex. Kozovité, eliptické
listy vyrtstaji v preslenu. Zelenaveé bilé kvéty jsou uspotfddany v ocnicovych latach.
Plodem je méchytek obsahujici papil6zni semena s nahnédlymi vlasky. [21]

Droga se vminulosti pouzivala klécbé chronickych respirac¢nich
onemocnéni. [23] Rostlina se tradi¢né pouziva k 1écbe dalsich onemocnéni, kdy se kiira

ve form¢ odvarl pouziva pii horecce, prijmu, dyspepsii, malarii, Gplavici a koznich
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chorobach. Mlé¢ny latex se v ramci tradicni mediciny aplikuje na bércové viedy a ulevuje
pii revmatickych bolestech. Stava z listu se spoleéné s Gerstvym kofenem zazvoru podava
Zzenam po porodu pro zvySeni laktace, zlepSuje traveni a zmirfiuje poporodni slabost.
Droga se rovnéZz uplatiiuje jako antidotum pii hadim uStknuti. [21, 22]

Z rostliny bylo doposud izolovano a identifikovano témét 400 sloucenin. Jedna se
o alkaloidy, flavonoidy, steroidy a fenolové kyseliny. [21, 22] Mezi izolované indolové
alkaloidy patfi pikrinin, vallesamin a scholaricin. Tyto alkaloidy v in vitro testech
prokdzaly analgetickou a protizanétlivou aktivitu inhibici zanétlivych mediatorti
cyklooxygenasy 1 a 2 a arachidonat 5 -lipoxygenasy. [23] Rostlina také diky obsahovym
latkam vykazuje antioxidacni, antineoplastickou, antimikrobidlni, antimalarickou

a antiastmatickou aktivitu. [21]
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Obrazek 2: Alstonia scholaris R. Br. [24]

3.1.2.3 Carissa carandas L.

Carissa carandas L. (karanda obecnd) (Obrazek 3) je stalezeleny opadavy ket
s Sirokou distribuci v tropickych a subtropickych oblastech. Pravdépodobné pochézi
z Himal4ji, ale néktefi botanici ptisuzuji jeho pivod na Javu. Vyznacuje se ostrymi ostny
na veétvich, podlouhlymi kuzelovitymi listy a bilymi kvéty. Plodem jsou bobule
usporadané ve shlucich po 3 az 10 plodech. [1, 25]

C. carandas je znama jako tradi¢ni 1éCiva rostlina jiz po tisice let. [25] Kofeny
jsou prospéesné pii problémech s moc¢ovymi cestami. PouZzivaji se také jako stomachikum

a anthelmintikum. Kofenova pasta je tradicné pouzivana jako repelent proti hmyzu a pii
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diabetickych viedech. Z listi se pfipravuje odvar vhodny v raném stadiu remitentni
horecky. Antipyretické uc¢inky maji i nezralé razove bilé plody. Naopak zralé Cervené az
tmave¢ fialové plody pomahaji ulevit od zluCovych potizi. [1]

Za hlavni farmakologicky aktivni metabolity se povazuji alkaloidy, flavonoidy,
kardioaktivni glykosidy, saponiny, fenoly, triterpenické latky a tfislovin. V kotenech jsou
obsazeny latky jako 2-acetylfenol, karinol, lupeol, seskviterpeny karisson a karindon,
[-sitosterol a a-amarin. Listy jsou bohaté na tfisloviny a triterpenoidy. Zatimco u plodi
se vyskytuje karisol, linalool, karisson, kyselina karissova, karindon, kyselina ursolova,
kyselina askorbova a dalsi. Diky obsahovym latkdim ma rostlina Sirokou S$kalu
farmakologickych 1ucinkli a to protirakovinné, antioxidacni, kardiovaskularni,
protizanétlivé, analgetické, antipyretické, antikonvulzivni, antidiabetické,

antimikrobialni a mnoho dalSich uc¢inkt. [25]

Obrazek 3: Carissa carandas L. [26]

3.1.2.4 Nerium oleander L.

Nerium oleander L. (oleandr obecny) (Obrazek 4) je péstovan jako okrasny
stalezeleny ket nebo maly strom. Pochazi se stfedomoiskych oblasti Afriky
a Evropy. [27] Pro N. oleander jsou charakteristické tmavé zelené az Sedozelené
carkovité, kozovité listy s vyraznou Zilnatinou a bilé, Cervené, riZzové nebo fialové kvéty,
které jsou uspofadany ve shlucich a umistény na Spickéach vétvicek. [1, 27] Plodem je
uzky lusk obsahujici mnoho ochmytenych semen. [27]

Vsechny ¢asti této rostliny mohou zptisobit smrtelnou otravu. Tato toxicita je

zpusobena produkci kardioaktivnich glykosidl, mezi které patii oleandrin, folineriin,
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adynerin a digitoxigenin. Nejvetsi mnozstvi téchto latek obsahuji kofeny a semena.
Srde¢ni glykosidy inhibuji Na+/K+-ATPasu na cytoplazmatické membrané srdecnich
bunck. To vede k pozitivné inotropnimu u¢inku, zvySeni klidového membranového
potencidlu a hyperkalemii. [27] Kromé glykosidi N. oleander obsahuje alkaloidy,
flavonoidy, tfisloviny, fenoly, saponiny, pregnany, triterpeny a steroidy. [28]

V lidovém lé¢itelstvi byla rostlina navzdory toxicité pouzivana k 1€¢bé srde¢niho
selhani, malarie, lepry, koznich a gastrointestinadlnich onemocnéni. [27] Tradi¢né se
pfipravuje odvar z listli ke sniZeni otokii. Macerované listy pfispivaji ke sniZzeni miry
vypadavani vlast. Kvéty se pouzivaji k 1écbé zanétt, chronické bolesti kloubt a svali,
bolesti hlavy a lumbaga. [1] V minulosti byla rostlina zneuzivana jako abortivum. [27]
Uplatnéni oleandr nalezl také v 16¢bé rakoviny, diabetu mellitu a nékterych mikrobialnich

infekei. [29]

Obrazek 4: Nerium oleander L. [30]

3.1.2.5 Plumeria rubra L.

Plumeria rubra L. (plumerie Cervend) (Obrazek 5) je opadavy ket nebo maly
strom Casto péstovany jako okrasnd rostlina. Pochdzi z Mexika, odkud doslo k rozsiteni
do celého svéta. [31] P. rubra se vyznacuje silnymi vétvemi s Sedou kirou. Pii jejich
poranéni dochazi k vytékani bilého latexu, ktery muze iritovat pokozku. [32] Tmavé
zelené listy obvejcitého nebo kopinatého tvaru jsou stiidave usporadany. [32, 33] Rostlina
je péstovana hlavné kviili krasn€ vonicim kvétim cervené, rizové, zluté nebo bilé barvy.

Plodem je souplodi méchytku. [31]
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Tradicné se droga pouziva na lécbu riznych onemocnéni. Odvar z klry je
v domorodém [éCitelstvi pfipravovan k 1é¢bé pohlavnich chorob, revmatismu, lepry
a priymu. Odvar rovnéz slouzi k 1é¢bé astmatu, podpoie menstruace a zmirnéni horecky.
Listy jsou napomocny pii 1écbé viedl, zanéth a lepry. Kvéty a latex se tradicné vyuzivaji
pii zastaveé vagindlniho krvaceni a pfi bolesti zubi. [33]

Z rostliny bylo izolovéano vice nez 110 latek. Mezi obsahové latky se fadi iridoidni
glykosidy, terpeniody, flavonoidy, alkaloidy, kardioaktivni glykosidy, estery mastnych

vvvvvv

latkou s vyznamnou farmakologickou aktivitou je cytotoxicky iridoid fulvoplumierin,

u kterého byla prokazana schopnost inhibice HIV-1 a HIV-2 reverzni transkiptésy.

Obrazek 5: Plumeria rubra L. [34]

3.1.2.6 Tabernaemontana divaricata L.

Tabernaemontana divaricata L. (Obrazek 6) je maly stalezeleny ket. [1] Rostlina
je Siroce rozsifena v tropickych a subtropickych oblastech. Pievazné se péstuje v Thajsku
a Cing. [35] Charakteristické jsou vodorovné vétve se stiibfité sedou kiirou, mléény latex
avelké, lesklé, syt¢ zelené listy. Bilé voskové kvéty vypadajici jako vétrniky jsou
shromaZdény v malych shlucich na $pickéch stonku. [36, 37] Plodem jsou oranzové az

cervené mechyiky vyskytujici se vzacné. [37]
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V tropech se T. divaricata velmi hojn€ pouziva jako 1éCiva rostlina. Povazuje se
za ,,vSelék* na gastrointestinalni a dermélni onemocnéni. Odvar z kofenli zmiriuje
prijem a biisni obtize. Kofeny, listy a kvéty se pouzivaji jako antidota pii uStknuti hady
a Stiry. Nalev z rostliny se podava pii tropické horecce. [1]

Z T. divaricata bylo doposud izolovéano a identifikovano vice nez 66 alkaloida.
Mezi dalsi izolované slozky patii flavonoidy, terpenoidy, fenolové kyseliny a steroidy
Diky obsahovym latkdm ma rostlina antioxida¢ni, antineoplastické, protiinfekéni
a anestetické Uc¢inky. Také zplsobuje zvyseni cholinergni aktivity v centralni a periferni
nervové soustaveé, tato biologickd aktivita muze pfindSet benefity pii 1écbé

neurodegenerativnich onemocnéni zahrnujici Alzheimerovu chorobu a myastenii

gravis. [36]

Obrazek 6: Tabernaemontana divaricata L. [38]

3.1.2.7 Vinca minor L.

Vinca minor L. (barvinek mensi) (Obrazek 7) je vytrvaly poloket péstovany jako
vyznamnd 1é¢iva rostlina. Diky krasnym Sefikové modrim kvétim se V. minor stala
oblibena 1 jako okrasna rostlina. Pivodné pochazi ze sttedni a jizni Evropy. Dnes je jiZ
rozsifena po celém svété véetnd uzemi Ceské republiky. [11, 39]

V. minor se v evropském lidovém léCitelstvi pouziva vnitin€ na 1é€bu poruch
mozku a paméti. [40] Zejména podporuje latkovou vyménu a zlepSuje prokrveni mozku.
Kromé mozkovych poruch se uziva vnitin€ pii hypertenzi, zvySené hladiné glukézy

v krvi, gastritid€, enteritidé, cystitidé, prijmu a také pomaha pii odvykani. Rostlina se
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pouziva i zevné pii bolestech v krku a k zastaveni krvaceni. Zarovenn podporuje 1écbu
ekzému, abscest a podlitin. [11, 40]

Z rostliny bylo doposud izolovano vice nez 60 alkaloidi. [39] Mezi
nejvyznamnéjsi patfi vinkamin — indolovy alkaloid eburnaminového typu s nejveétsi
koncentraci v listech. Vinkamin se vyznacuje modula¢nimi U¢inky na mozkovou
cirkulaci a neurondlni homeostdzu. Zaroven maé antihypoxické a neuroprotektivni
ucinky. [40] Mezi dal$i alkaloidy, které byly z rostliny izolovany se tadi napiiklad
vinkamidin, vincamon, vincaminol, vincaminorin, reserpin a minovin. Neddvno doslo
k izolaci dvou novych alkaloidl — vallesiachotamin a isovallesiachotamin. Bylo zjisténo,
ze alkaloidni extrakt zrostliny vykazuje vysokou inhibi¢ni aktivitu vuci lipidové
peroxidaci a jsou schopny vychytavat DPPH radikaly. Tato schopnost umoznuje jejich
vyuziti v terapii riiznych typt malignich nadorid. [39, 41] Kromé alkaloidl rostlina

obsahuje dalsi latky jako napt. hot¢iny a flavonoidy. [42]

L 4 |

Obrazek 7: Vinca minor L. [43]

3.2 Geissospermum vellosii Allemao

Geissospermum vellosii Allemao (Obrazek 8) je stiedné velky strom zndmy i pod
nazvem Geissospermum laeve, Tabernaemontana leavis, Pau-Pereira, Pao-de-pente,
Pereiroa, Paoforquilha, Uba-agu, Camara-de-bilro, Camara-domato, Canudo amargoso,
Triguaaba nebo Pinguaciba. Tento strom byl v nékterych védeckych pracich zatazen mezi

deset nejvyznamnéjsich brazilskych 1é¢ivych stromt. Diky svym 1é¢ivym vlastnostem se
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od roku 1838 stal predmétem rozsdhlého zdjmu a zkouméni zchemického a

farmakologického hlediska. [6, 7]

3.2.1 Taxonomické zarazeni

Tabulka 1: Taxonomické zaiazeni G. vellosi Allemao. [45, 46]

Klasifikace Nazev
Cesky Latinsky Cesky Latinsky
Rise Regnum Rostliny Plantae
Kmen Phylum Cévnaté rostliny Tracheophyta
Oddéleni | Divisio | Krytosemenné rostliny | Magnoliophyta
Ttida Cladus Vyssi dvoudélozné Eudicots
Rad Ordo Hoftcotvaré Gentianales
Celed Familia Tojestovité Apocynaceae
Podceled’ | Subfamilia Rauvolfioideae
Rod Genus Geissospermum
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3.2.2 Rozsireni a morfologicky popis

G. vellosii pochazi ze severu Jizni Ameriky, kde je v soucasnosti Siroce rozsiten.
Roste zde na uzemi amazonského pralesa rozkladajiciho se v Brazilii, Venezuele,
Kolumbii, Bolivii, Ekvadoru, Surinamu, Guyané¢ a Francouzské Guyang¢. [6]

G. vellosii doristd do vySky az 30 metrd. Kmen stromu (Obrazek 9) byva
nepravideln¢ a hluboce rozpukany v podélném sméru s malym mnozstvim latexu. Bélavy
latex je nejCastéji pozorovan na koncich mladych vétvi. Vélcovité vétve mohou byt
hnédé, bilé, naSedlé nebo nazelenalé. Jednoduché listy jsou uspofadany stiidave

(Obrazek 9). Kvétenstvi tohoto stromu jsou vrcholi¢nata. [15]

1§y

Obrazek 9: G. vellosii kmen (vlevo) a listy (vpravo) [47]

3.2.3 Lidové lécitelstvi

Domorodé nérody zijici v Amazonském pralese pouZzivaji Casti stromu k 1é¢bé
nekolik riiznych onemocnéni. Nejcastéji se pouziva kiira charakteristicka svoji hotkosti,
z které se pfipravuji nalevy a vodné odvary. Droga naSla velice Siroké uplatnéni jako
sexualni stimulant 1 travici tonikum. [15] Podava se pfi onemocnéni malarii, ale rovnéz
1v ramci jeji prevence. [6] Zmirfiuje horeCku a bolest, tudiz plsobi antipyreticky
a analgeticky. Pouzivda se také klécbé plisnovych onemocnéni, zavrati, zacpy

a nechutenstvi. Ptispiva k prevenci a 1é¢b¢ rakoviny prostaty. [15] Kromé medicinského

25



vyuziti se dfevo tohoto stromu pouzivalo na stavbu a vyrobu nasad zemédé€lskych

nastroji. [48]

3.2.4 Obsahové latky

Kmenova kira G. vellosii je bohatym zdrojem indolovych alkaloidt. Prvni izolaci
ucinné latky z ktiry G. vellosii provedl v roce 1838 brazilsky Iékarnik Ezequiel Corréa
dos Santos. [15] Latka byla povazovana za prvni alkaloid z G. vellosii, ackoli se dle
dalsich studii mohlo jednat spiSe o komplexni smés alkaloidt. [48] Corréa dos Santos
nazval tento alkaloid (sm¢s alkaloidil) pereirin. [15] Pereirin byl nasledn€ pouzivan 1ékati
z Rio de Janeira ke zmirnéni hore¢ky rtzného plvodu. V nasledujicich letech doslo
k objevu né€kolika dal$ich monoterpenoidnich indolovych alkaloidii. Jako hlavni alkaloid
G. vellosii byl stanoven geissospermin. [48] Krom¢ monoterpenoidnich indolovych
alkaloidi byl z rostliny izolovan i B-karbolinovy alkaloid flavopereirin. [49] Izolace
a identifikace ptfirodnich latek je velmi dilezitd z divodu objevovani novych U¢innych
1é¢ivych latek na nejriznéj$i onemocnéni. [51] V nasledujici tabulce (Tabulka 2) jsou
uvedeny alkaloidy izolované z G. Vellosii, u kterych byly provedeny studie biologické
aktivity.
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Tabulka 2: Piehled chemickych struktur alkaloidii izolovanych z G. vellosii
s provedenymi studiemi biologické aktivity [7, 15, 51, 53, 54]

Molekul.
Nazev alkaloidu hmotnost Sumarni a strukturni vzorec
(Mr)
Cs0H4gN4O3
con | H CH3
Geissospermin 638.,2 (illlH O——CHj
H
CHs
C19H26N2O
Geissoschizolin
298.4
(pereirin)
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Molekul.

Nazev alkaloidu hmotnost Sumarni a strukturni vzorec

(Mr)

C41H44N305

N
CH,3
3'.4',5",6'-
326,5
tetradehydrogeissospermin

Ci19H22N.0
Vellosiminol 2943
Geissolosimin 572.,8
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Molekul.
Nazev alkaloidu hmotnost Sumarni a strukturni vzorec
(Mr)
Co0H26N2O
Geissoschizon 310,4
HaC
C21H30N2O
N
12-methoxy-1-methyl
y y 326,5
aspidospermidin S,
N
O\ lHa
CHj,
Flavopereirin 2473

3.2.5 Biologicka aktivita

U G. vellosii byla zjisténa a prokazana Siroka Skala léCebnych pouziti. Byly

provedeny klinické studie, které rostliné pfipisuji antineoplastickou, antimalarickou,

anticholinesterasovou,

antitrypanozomalni, antioxida¢ni a anti HIV aktivitu. G. vellosii je biologicky aktivni

diky pfitomnosti indolovych alkaloidii hojné obsazenych v kmenové kuie toto

stromu. [15]

antinociceptivni,
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3.2.5.1 Antineoplasticka aktivita

Na antineoplastickou aktivitu G. vellosii probéhlo teprve od roku 2008 nekolik
studii. Byly zkoumény extrakty z kiry rostliny obohacené o a-karbolinové alkaloidy.
Extrakty vykazovaly vyraznou antineoplastickou aktivitu in vitro 1 in vivo vuci
prototypické bunécné linii rakoviny prostaty LNCaP. Po dobu 6 tydnt byl rostlinny
extrakt nebo kontrolni vehikulem podavan zalude¢ni sondou imunodeficientnim mysSim
s implantovanymi LNCaP bunkami. V zavislosti na davce doslo k vyznamnému
potlac¢eni bunééného ristu, coz vedlo k apoptédze. Rust nddoru byl potlacen az o 80 % ve
srovnani s mySimi modely oSetfenymi vehikulem. Studie tak podporuje potencialni
vyuziti extraktu z klry pii 1écbé rakoviny prostaty, ackoli jeho uinnost muze byt
omezena uzkym rozmezim terapeutickych davek. [15, 55]

Pozd¢ji byla provedena studie zaméfena na protirakovinnou aktivitu extraktu
z kiiry obohaceného o B-karbolinové¢ alkaloidy. Rostlinny extrakt byl testovan samostatné
a v kombinaci s chemoterapeutickym lé¢ivem karboplatinou. Oba extrakty vykazovaly
u my$iho modelu selektivni inhibici ristu rakovinovych bunck vaje¢niku. Samostatny
rostlinny extrakt inhiboval rist nddoru o 79 %. Extrakt v kombinaci s karboplatinou
potlacil rist nadoru o 97 %. Bylo vyhodnoceno, Ze rostlinny extrakt ma potencial pfi
lécbe rakoviny vajecniki, jelikoZ vysoce zvySuje cytotoxickou aktivitu karboplatiny.
Diky tomu muize dojit ke snizeni davky karboplatiny 1,2-10 X% a tim dojde 1 ke sniZeni
jeji toxicity. [15, 56]

Pomoci dalSiho experimentu byla popséna protirakovinna aktivita extraktu
z G. vellosii vi¢i bunkdm metastatického kastracné rezistentniho karcinomu prostaty
(CRPC). Vysledkem byla inhibice rastu bunék PC3 karcinomu prostaty prostfednictvim
indukce apoptdzy a zastaveni bunééného cyklu. Doslo k indukci inhibitor bunééného
cyklu, proteinu 21(P21), proteinu 27 (P27) a k potlaceni proliferujictho buné¢ného
jaderného antigen (PCNA), cyklinu A a cyklinu D1. Diky této studii z roku 2014 se zda,
ze extrakt z G. vellosii by mohl byt uZite¢ny jako ochrana proti CRPC. [6, 57]

Vyznamnou antineoplastickou aktivitu prokézal f-karbolinovy alkaloid
flavopereirin. Studie zroku 2019 udavd jeho pusobeni na bunky kolorektalniho
karcinomu. Flavopereirin u téchto rakovinovych bunék indukoval zastavu bunééného
cyklu v G2/M fazi a podpotil apoptdzu. Rovnéz se zjistilo, ze flavopereirin zvysil expresi

a fosforylaci proteinu 53 (P53) v bunkdch karcinomu. Zarovenn doslo k upregulaci
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P53 a P21 a kindukci apoptézy a tim se vyznamné potlacil rist xenograftl bunék
kolorektalniho karcinomu. Jelikoz studie prokdzala supresi rakovinovych bunék
v zavislosti na davce prostfednictvim signalni drahy P53-P21 (nezavisi na signalni draze
JAKs-STATs-c-Myc), ma flavopereirin potencial stat se vyuzitelny ke klinické 1é€bé
kolorektalniho karcinomu. [58]

Antineoplasticka aktivita flavopereirinu byla prokazand u dalSich typt lidskych
rakovin, naptiklad u rakoviny prsu. Zde byla odhalena schopnost flavopereirinu narusit
G0/G1 fazi v bunkdch MCF 7 a narusit S fazi v buitkkich MDA-MB-231. Doslo se
k z&véru, ze flavopereirin indukuje zastavu bunééného cyklu a apoptoézu rakovinovych

bungk, a to v zavislosti na signalni draze AKT/p38 MAPK/ERK1/2. [59]

3.2.5.2 Antiplazmodialni aktivita

Malarie v soucasnosti patii mezi velmi vazna onemocnéni. Dle WHO je polovina
svétové populace ohroZena touto nemoci. Malari¢ti parazité si navic postupné vytvareji
rezistenci na fadu antimalarickych 1€kii. Zaroven komaii, ktefi parazity pfendseji, jsou
stale odolné&jsi vici dostupnym insekticidim. Z tohoto divodu je potieba nalézt nova
uc¢inna antimalarickd 1éCiva. [6]

Antiplazmodialni aktivita G. vellosii byla podrobnéji zkoumana béhem druhé
svétové valky, jelikoZ byla rostlina tradi€né vyuZivana prevazné k prevenci a nckdy
1 k samotné 1écbé malarie. Surovy extrakt kiry G. vellosii byl oralné podavan kufatim
infikovanym sporozoity Plasmodium gallinaceum. Extrakt prokazal velmi vysokou
antimalarickou aktivitu ekvivalentni antimalariku chininu. [6]

V roce 2000 byl proveden screening extraktl z tficeti rostlin véetné G. vellosii.
Hodnocené rostlinné extrakty G. vellosii jsou pouZivany jako antimalaricka léciva
puvodnim etnikem zvanym Chacobo Zijicim na tzemi bolivijské Amazonie. Studované
extrakty byly podrobeny in vitro testovani na kmenech Plasmodium falciparum citlivych
na chlorochin a rezistentnich na chlorochin. Nasledn¢ byl proveden klasicky 4denni
supresivni test s 28 extrakty na hlodavcich infikovanych P. berghei a s 16 extrakty na
hlodavcich infikovanych P. vinckei. G. vellosii byl v in vitro testech vyhodnocen jako
rostlina s velmi dobrou antiplazmodidlni aktivitou vi¢i chlorochin citlivych
i rezistentnich kment. Antiplazmodiélni aktivita se potvrdila i v in vivo experimentech.
V nésleduji tabulce jsou uvedeny vysledky testovani antiplazmodidlni aktivity G. vellosii

in vitro (Tabulka 3) a in vivo (Tabulka 4). [15, 60]
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Tabulka 3: Antiplazmodialni aktivita extraktu G. vellosii testovana in vitro [60]

Testovany kmen ICso
P. falciparum citlivy na chlorochin 3,1 pg/ml
P. falciparum rezistentni na chlorochin | 2 pg/ml

Tabulka 4: Antiplazmodialni aktivita extraktu G. vellosii in vivo [60]

Testovany kmen | Davka extraktu | Inhibice ristu
P. vinckei 50 mg/kg 42 %
P. berghei 50 mg/kg 36 %
P. berghei 100 mg/kg > 50 %

Dalsi studie zaméfend na antiplazmodialni aktivitu byla provedena v roce 2005.
Pojednava o tradi¢nich pfipravcich pouzivanych k 1é¢bé malarie ve Francouzské Guyané.
Antiplazmodiélni aktivita zde byla testovana in vitro ve formé tradicniho pfipravku
(alkoholovy macerat) vuci P. falciparum rezistentnim na chlorochin. Rovnéz byla
provedena in vivo analyza na hlodavcich infikovanych P. yoelii. Vysledek in vitro
experimentu byl vyhodnocen jako negativni vici P. falciparum. Naproti tomu pfi in vivo

experimentu doslo k inhibici parazitémie vici P. yoelii (Tabulka 5). [15, 61]

Tabulka S: In vitro a in vivo analyza alkoholového maceratu G. vellosii [61]

ICso P. falciparum | Davka alkoholovéhého | Inhibice ristu P. yoelii
(in vitro) maceratu (in vivo)
neaktivni 23 mg/kg 35%

Vroce 2011 byla provedena studie zabyvajici se antiplazmodialni aktivitou
indolovych alkaloidii izolovanych z methanolového extraktu kiry G. vellosii.
Antiplazmodidlni aktivita byla testovana in vitro na methanolovém extraktu a na
precisténych alkaloidech proti kmeni P. falciparum citlivému na chlorochin. Alkaloidy,
na kterych byl experiment proveden, zahrnovaly geissolosimin, geissospermin,
geissoschizolin, geissoschizon a vellosiminol. Nejvétsi aktivitu z purifikovanych latek
vykézal indolovy alkaloid geissolosimin, proto je mozné jeho molekuldrni strukturu
vyuzit pro vyvoj nového antimalarického 1é¢iva. Naproti tomu vellosiminol byl
vyhodnocen jako neaktivni vic¢i P. falciparum. V nasledujici tabulce (Tabulka 6) jsou

zaznamenany vysledky studie antiplazmodialni aktivity. [4, 6]
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Tabulka 6: Piehled antiplazmodialni aktivity methanolového extraktu a alkaloidii
z kiiry G. vellosii vuci kmeni P. falciparum citlivému na chlorochin [6]

Zkoumany vzorek | ICso P. falciparum
Geissolosimin 0,96 + 0,08 uM
Geissospermin 5,02+0,74 uM

Geissoschizolin 13,96 + 1,57 uM
Geissoschizon 10,29 + 1,32 uM
Vellosiminol 157,00 + 3,00 uM

Methanolovy extrakt | 2,22 + 0,23 pg/ml

3.2.5.3 Anticholinesterasova aktivita

AD je progresivni neurodegenerativni onemocnéni, které se projevuje
pamétovymi deficity. [52] U seniort je AD nejcastéjsi formou demence (tvoti 60-80 %
pfipadi demence celosvétove). Odhaduje se, ze vice nez 45 miliont lidi trpi timto
onemocnénim. Ocekava se, Ze do roku 2050 se pocet nemocnych ztrojnasobi z ditvodu
prodlouzeni primérné délky Zivota. [7] Zavaznost poruchy paméti souvisi se stupném
cholinergni hypofunkce. Z tohoto divodu se vyuzivaji centralné pusobici inhibitory
acetylcholinesterasy (AChE), které zvySuji hladinu acetylcholinu v mozku. Diky tomu
dochdzi ke zmirnéni symptomii a k odddleni progrese onemocnéni. V soucasnosti
zpusobuji nékteré pouzivané inhibitory AChE hepatotoxicitu a vyskyt perifernich
cholinergnich nezadoucich uc¢inkl. To vede k omezeni jejich ptfedepisovani. Proto je
potfeba vyvinout nova Uc¢inna lé€iva s minimem nezadoucich ucinkd. [52]

V roce 2009 byla vypracovana studie zamétena na anticholinesterasovou aktivitu
extraktu alkaloidl z kiiry G. vellosii in vitro (Tabulka 7) a na vliv tohoto extraktu na
pamét'ove testy. Hlavnim anticholinesterdsovym indolovym alkaloidem identifikovanym
z extraktu byl geissospermin. Rostlinny extrakt zptsobil inhibici AChE krysiho mozku
s hodnotou ICso 39,3 pg/ml a elektrického tthote s hodnotou ICso 2,9 pg/ml a také doslo
k inhibici sérové butyrylcholinestarasy (BChE) koné s hodnotou ICso 1,6 pg/ml.
Nasledn¢ byl alkaloidni extrakt podavany mySim v davce 30 mg/kg. Podani zapfticinilo
vyznamné snizeni amnézie vyvolané skopolaminem v behavioréalnich testech pasivniho
vyhybani se a v Morrisové vodnim bludiSti. Nejvyssi terapeuticky ucinna davka
(60 mg/kg) se vyhodnotila bez vyraznych centrdlnich a perifernich vedlejSich
nezadoucich ucinka. Pii podani davky 200 mg/kg se u mysi objevily kiece celého téla

vedouci k jejich smrti. Tato studie prokazala vyznamnou anticholinesterdsovou aktivitu
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latek obsazenych v klife stromu in vitro s mirnou selektivitou pro BChE oproti AChE.
Zaroven studie prokézala zlepSeni paméti in vivo na mySich modelech s cholinergnim
deficitem. [52] Na tuto studii navazala studie z roku 2011. Prace se zabyvala interakcemi,
konformaci a orientaci geissosperminu vuc¢i aktivnimu mistu AChE. Byly navrzeny
strukturni zmény v molekule geissosperminu s cilem poskytnout zaklad pro navrzeni
novych potencidlnich inhibitort AChE, které by se mohly vyuZzit pii [é€bé AD. [51]

Z G. vellosii byly vroce 2020 izolovany c¢tyfi indolové alkaloidy -
geissoschizolin, geissoschizon, geissospermin a 3'4',5',6'-tetradehydrogeissospermin.
Nasledné byla u téchto alkaloidii provedena zkouska jejich anticholinesterasové aktivity
(Tabulka 7). Geissospermin inhiboval vyhradné¢ BChE, zatimco ostatni alkaloidy byly
vyhodnoceny jako neselektivni inhibitory AChE a BChE. Déle byla zkouméana schopnost
cytotoxicity izolovanych alkaloidl na mikrogliové butiky, kde pouze geissoschizolin tuto
schopnost nepotvrdil. Z tohoto divodu byly u geissoschizolinu provedeny testy u¢innosti
na lidské cholinesterasy (Tabulka 7). Geissoschizolin dvakrat silnéji inhiboval BChE
(ICs0=10,21 £ 0,01 pM) nez AChE (ICso =20,40 + 0,93 pM). Dale byly provedeny
molekularni dokovaci studie, které prokazaly dvoumistny inhibi¢ni profil, a to interakci
geissoschizolinu s aktivnim mistem a perifernim aniontovym mistem AChE a BChE
(diky inhibici periferniho aniontového mista dochézi k neuroprotekci). Vysledkem studie

bylo zjiSténi, Ze geissoschizolin je latka potencialné vyuzitelnd v terapii AD. [7]

Tabulka 7: Souhrnny piehled vysledki testii anticholinesterasové aktivity. [7, 52]

Zkoumany vzorek ICs0 AChE ICso BChE
Extrakt alkaloidii 39,3 pg/ml (krysa) 1,6 pg/ml (kin)
2,9 pug/ml (elektricky
uhot)
Geissoschizolin 5,86 + 0,31 uM 7,89 + 0,33 uM
Geissoschizon 8,50+ 043 uM 11,46 £ 0,44 uM
Geissospermin > 100 uM 82,98 £ 0,95 uM
3'.4'.5',6'- 0,45+0,01 uM 0,32 = uM
tetradehydrogeissospermin
Geissoschizolin 10,21 £ 0,01 uM (lidska 20,40 + 0,93 uM
AChE) (lidskd BChE)
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3.2.5.4 Antinociceptivni aktivita

Vroce 2009 byl proveden experiment zkoumajici antinociceptivni aktivitu
G. vellosii na behavioralnich modelech nocicepce. Oralné byl mySim samctim podavan
surovy extrakt G. vellosii nebo jeho dichlormethanova frakce o koncentraci 1-100 mg/ml.
Kontrolnim mysim byl podan stejny objem vehikula. Po 60 minutach byla mySim
aplikovana intraperitonealni injekce kyseliny octové nebo formalinu, kterd nocicepci
vyvolala. Jelikoz doslo k inhibici nocicepce, studie potvrdila tuto aktivitu. Zaroven
naznacuje, ze do antinocicepce je zapojena interakce latek obsazenych v G. vellosii
se serotoninovymi receptory 5-HT1A. Rovnéz se zjistilo, ze alkaloid 12-methoxy-1-
methyl-aspidospermidin, izolovany  z dichlormethanové frakce v koncentraci
0,001-1 mg/ml také vykazuje antinocicepci. [53]

Hodnocenim antinociceptivnich G¢inkli se zabyvala i studie zroku 2016.
Na experiment byla pouzita frakce kmenové kiiry a ethanolovy extrakt G. vellosii. Oba
vzorky byly v davce 30 mg/ml ordlné podavany mySim modeliim obou pohlavi. 60 minut
po aplikaci vzorku nebo vehikula byla kyselinou octovou vyvoldna abdominalni
konstrikce. Oba vzorky zpiisobily vyznamné snizeni této konstrikce (ethanolovy extrakt
0 34,8 % a frakce kiry o 47,5 %). Experiment byl také proveden s formalinem jako
indukénim c¢inidlem bolesti. I zde doslo k vyznamné inhibici nocicepce. Vysledky testl
se porovnaly s nesteroidnim antiflogistikem indometacinem. U testu s kyselinou octovou
byla antinocicepce vzorkl srovnatelnd s indometacinem. U testu s formalinem byly
vzorky dvakrat u€innéj$i ve vyvolani antinocicepce nez podobna davka indometacinu.
Dle vysledki méa G. vellosii antinociceptivni aktivitu nesouvisejici s aktivaci opioidniho

systému. [62]

3.2.5.5 Antimikrobialni aktivita

Infekéni onemocnéni predstavuji v soucasnosti zavazny problém o to predevSim
zdivodu vzniku multirezistentnich organismii. Jedna se pfedevSim o bakterie
Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa. Bakterialni infekce postihuji miliony
lidi po celém svéte a jsou jednou z hlavnich pficin tmrti. Proto je dilezité vyvinout nova
ucinné antimikrobialni 1éCiva. Toho by se dalo docilit hledanim novych terapeutickych

alternativ pomoci rostlin vykazujicich antimikrobialni ucinky. [63]
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Ve studii z roku 2012 byla posouzena antibakteridlni aktivita extraktu z G. vellosii
proti kmeniim S. aureus rezistentnim na oxacilin (ORSA) a multirezistentnich kment
P. aeruginosa z lidskych vzorki (Tabulka 8). Tato studie je prvni a dosud jedinou praci
zabyvajici se antibakterialni aktivitou G. vellosii. Vysledek testu potvrdil aktivitu proti
ORSA (v koncentraci extraktu 500 a 250 pg/ml), ale nepotvrdil aktivitu proti
P. aeruginosa. Z tohoto divodu by se G. vellosii mohl stat potencidlni terapeutickou

alternativou pro vyvoj novych 1€kt vyuzitelnych pii infekcich zptisobenych ORSA. [63]

Tabulka 8: Vysledky antibakterialni aktivity ethanolového extraktu G. vellosii
diskovou diftizi na agaru (v zavorce jsou uvedeny zony bakterialni inhibice) [63]

Koncentrace S. aureus | S. aureus | P. P. P.
ethanolového (Kmen 1) | (Kmen 2) | aeruginosa | aeruginosa | aeruginosa
extrakt G. vellosii (Kmen 1) (Kmen 2) (Kmen 3)
500 pg/ml Citlivy Citlivy Rezistentni | Rezistentni Rezistentni
(10 mm) | (10 mm) (0 mm) (0 mm) (0 mm)
250 pg/ml Citlivy Citlivy Rezistentni Rezistentni Rezistentni
(9 mm) (8 mm) (0 mm) (0 mm) (0 mm)
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Material a laboratorni vybaveni

4.1.1 Rozpoustédla

Tabulka 9: Prehled pouzitych rozpoustédel

Rozpoustédlo Vyrobce
Acetonitril p. a. (CH3CN) Penta a.s., Praha
Amoniak p. a. (NH3) Penta a.s., Praha
Benzin Iékarsky p. a. Penta a.s., Praha
Cyklohexan p. a. (cHex) Penta a.s., Praha
Diethylamin p. a. (EtzNH) Penta a.s., Praha
Diethylether p. a. (Et20) Penta a.s., Praha
Dichlormethan (CH2Cl) Penta a.s., Praha
Ethanol 95 % (EtOH) Lihovar Chrudim
Ethylester kyseliny octové p. a. Penta a.s., Praha
(EtOAc)

Chloroform (CHCI3) Penta a.s., Praha
Isopropylalkohol p. a. (IPA) Penta a.s., Praha
Methanol p. a. (MeOH) Penta a.s., Praha
Toluen p. a. (To) Penta a.s., Praha

Voda destilovana (H>O) Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta, Katedra

analytické chemie, HK

4.1.2 Chemikalie

Tabulka 10: Prehled pouzitych chemikalii

Chemikalie Vyrobce

Dusi¢nan bismutity [Bi(NO3)3] Penta a.s., Praha

Chlorid rtutnaty (HgClz) Fisher Scientific, Pardubice
Jodid draselny (KI) Lach-Ner, Neratovice

Kyselina chlorovodikova 35 % (HCI) Penta a.s., Praha

Kyselina vinnd (C4H¢Os) Penta a.s., Praha

Siran sodny bezvody (Na>SOg4 Penta a.s., Praha

Uhli¢itan sodny (CaCOs) Penta a.s., Praha
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4.1.3

4.14

4.1.5

Chromatografické sorbenty

Komer¢ni analytické desky pro TLC Silica gel 60 GF2s4 (Merck, Praha)

o velikost 20 x 20 cm

o tloustka 0,2 mm
Silica gel 60 GF2s4 (Merck, Praha) pouzity pro pfipravu preparativnich litych
desek

Pomocny material

Cisténa vata

Kiemelina Celite C 535 John’s Manville (Sigma-Aldrich, Praha)

Detek¢ni ¢inidla

4.1.5.1 Dragendorffovo ¢inidlo

Jedna se o ¢inidlo, které se pouZziva k diikkazu alkaloidd. Po postiiku dochéazi k

reakci s alkaloidy a k tvorbé oranZové az oranZovocervené srazeniny.

Zasobni roztok:

Vznikne smisenim roztoku A s roztokem B v objemovém poméru 1:1.

Roztok A se sklada z bazického [Bi(NOs3)3] (1,7 g) a z CsHeOs (20 g)
rozpusténych ve vode (20 ml).

Roztok B tvoii KI (16 g) rozpustény ve H>O (40 ml).

Detekéni roztok:

K z&sobnimu roztoku (5 ml) se piida C4HsOs (10 g) a H2O (50 ml).

4.1.5.2 Mayerovo ¢inidlo

Cinidlo se pouziva pro stanoveni piitomnosti alkaloida v roztoku, ktera se projevi

vytvoienim bilé opalescence ¢i zakalu.

Ptipravuje se rozpusténim KI (5 g) ve vodé (30 ml). Do takto ptipraveného

roztoku se pfida HgClz (1,35 g). Nasledné se objem roztoku doplni vodou do 100 ml.
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4.1.6

4.1.7

Mobilni faze pro chromatografii na tenké vrstvé

Tabulka 11: Mobilni faze pro chromatografii na tenké vrstvé

Soustava Vyvijeci smés Pomér
S1 To:MeOH (0,1 % NH3) 5:0,1
S2 cHEX: EtoNH 95:5
Ss3 cHex:EtOac: Et,NH 50:50:5
S4 To:EtOAc: EtNH 50:70:5
Ss To:IPA:Et,NH 50:50:5
Se To:EtOAc: EtaNH 20:70:5
Sy Benzin:ACN:IPA 25:5:15
Ss cHEX:IPA: EtoNH 95:3:2
S Benzin:ACN:IPA: EtoNH | 25:5:5
S0 Benzin:ACN:IPA: EtoNH | 25:3:1:1

Pristrojové vybaveni

Analytickd vdha KERN ABJ (KERN & SOHN GmbH)

Magnetickd michacka s ohfevem Heidolph MR3001 K (Heidolph Instruments
GmbH & Co)

Vakuova rota¢ni odparka Heidolph HEI-VAP Advantage (Heidolph Instruments
GmbH & Co)

Ultrazvukova lazent Sonorex Super 110P (Bandelin, Germany)

UV lampa

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

Spektrometr VNMR S 500 (Varian, Palo Alto, USA)

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

Flash chromatograf BUCHI Sepacore flash systém X10, kontrolni jednotka
BUCHI C-620, sbéra¢ frakci BUCHI C-660, detektore UV C-640, pumpa BUCHI
C-605

Sklenéné predkolona 150 x 125 mm (YMC, Chromservis, Praha)

Sklenéna kolony 15 x 200 mm (YMC, Chromservis, Praha)
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4.1.8 Rostlinny material

Na experiment byla pouzita kiira jihoamerického stromu Geissospermum vellosi
Allemao, dodana firmou Amazon Herbs Surinam. Konkrétn¢ se jednalo o 43 kg nafezané
suSené¢ kury. Droga byla na katedfe podrobena screeningu, ktery odhalil zajimavou
inhibi¢ni aktivitu vic¢i lidskym cholinesterasam (AChE: ICso = 15,19+0,96 pg/ml,
BuChE: ICso = 0,370,049 pg/ml). [64] Rostlinny material byl ndsledné zpracovan.
V ramci ptedchozich diplomovych praci byla provedena sloupcové chromatografie,
pomoci které se extrakt predrozdélil na 16 frakci. V mé diplomové préci byly zpracovany

frakce GV-2, GV-4 a GV-7.
4.2 Obecné postupy

4.2.1 Priprava rozpoustédel a skladovani

Rozpoustédla pouzita v experimentu prosla pied pouzitim destilaci. Pro zachovani
jejich kvality byla uchovavana ve tmavych sklenénych lahvich slouZzicich jako ochrana
pred svétlem. Veskera rozpoustédla byla skladovana za laboratorni teploty na tmavém

misté za neptistupu svétla.

4.2.2 Priprava litich desek

Sklenéné desky o rozméru 15 % 15 cm byly nejprve ociStény od piedchozich
necistot pomoci CHCI3. Smisenim 6,5 g silikagelu a 20,5 ml vody byla pfipravena
suspenze silikagelu. Nasledné byla suspenze nanesena na desky a rovhomérné rozetfena
pomoci sklenéné ty€inky. Schnuti sklenénych desek trvalo minimaln¢ 24 hodin, poté byly

desky ptipraveny k pouziti.

4.2.3 Deaktivace adsorbentii pro flash chromatografii

Pro separaci na silikagelu 60 15 um byla provedena deaktivace adsorbentu 5 %
vody. K odvazenému mnozstvi adsorbentu (25 g) se postupné ptidalo vypoctené mnozstvi

vody a silikagel se nechal promichdvat na magnetické michacce po dobu 60 minut.

4.2.4 Priprava suchého roztéru do predkolony

Frakce byly rozpustény v CH2Clo/MeOH (1:1) a smichany s dvojndsobnym

mnozstvi silikagelu k hmotnosti frakce. Na ptipravu roztéru byl pouzit adsorbent stejné
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kvality jako pro naslednou separaci. Odpatrenim rozpoustédel na vodni lazni pii 60 °C za
stalého michéni doslo k adsorpci smési alkaloidii na chromatografické adsorbenty.

Ptipravené roztéry byly dosuseny v exsikatoru za snizené¢ho tlaku po dobu 24 hodin.

4.2.5 Tenkovrstva chromatografie

Smeés alkaloidli se rozpustila ve velmi malém mnozstvi rozpoustédla nebo
kombinaci rozpoustédel. Mezi pouzitd rozpoustédla patiil MeOH, CHCIs;, EtOAc
a CHCl. Ze sklenéné trubicky a vaty se vyrobilo chromatografické pero, které se plnilo
roztokem alkaloidl. Pomoci pera se alkaloidy v tenké vodorovné linii 1-2 cm od spodniho
okraje nanesly v n€kolika vrstvach na chromatografické desky, tak aby celkova navazka
na desce odpovidala 35 mg. Nasledné se rozpoustédlo z TLC desek nechalo vytékat a poté
se desky umistily do pfedem pfipravenych chromatografickych komor nasycenych
mobilni fazi (MF). Kdyz doslo k vyvinuti (MF dosahla stanoveného cela desky), byly
desky z komor vyjmuty a suSeny v digestofi pod proudem teplého vzduchu, dokud se

rozpoustédlo neodpafilo.

4.2.6 Detekce alkaloidu

Chromatografické desky byly po odpafeni mobilni fdze umistény pod UV lampu.
Detekce byla provadéna pii vinové délce 254 nm. Alkaloidy pod UV lampou byly
zobrazeny jako tmavé skvrny (z divodu pohlceni UV svétla) na zelené fluoreskujicich
TLC deskach. Pro dal§i ovéfeni pfitomnosti alkaloidl bylo na desky nastfiknuto
Dragendorffovo ¢inidlo, diky kterému doSlo ke zviditelnéni skvrn (vznik oranZové az
oranzovocervené srazeniny). Toto Cinidlo bylo pouzito pii hledani optimalni mobilni
faze. Po vytfepani alkaloidli z vodné do organické faze (z ditvodu odstranéni necistot)
byla vodna faze piekontrolovana pomoci Mayerova ¢inidlo. Do vodné faze se ptidala
HCI, aby ve vodném prostiedi vytvotila pH okolo 3-4. Poté se do takto pfipravené smeési
pfidalo par kapek cinidla. Nesmi se vytvofit bila opalescence nebo zékal. Pokud by
k tomu doslo, znamenalo by to, ze ve vodné fazi jsou stile pfitomny alkaloidy

a vytfepavani by se muselo opakovat.

4.2.7 Eluce a odpareni rozpoustédel

Pomoci eluce byly alkaloidy oddéleny od silikagelu. Jednotlivé zony alkaloidt se

stejnym  retencnim  faktorem byly spoleéné se silikagelem  seSkrabany
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z chromatografickych desek a spojeny. Seskraband smés se smisila s kfemelinou
v poméru 1:1. Smés se vlozila do sklenéné elu¢ni trubice, ve které byla na dn€¢ umisténa
vata. Jako elucni ¢inidlo k vymyvéni alkaloidi se pouzil MeOH. Béhem eluce byla
pritomnost alkaloidii kontrolovdna po naneseni na maly kousek komer¢ni desky nanesena
pomoci UV lampy a Dragendorffova ¢inidla. Pfi nepfitomnosti alkaloidli byla eluce
ukoncena.

V¢Etsi mnozstvi rozpoustédel byl ze vzorkil odpaten za snizeného tlaku pomoci
rotaéni vakuové odparky pii teploté kolem 40 °C. Na odpafeni malého mnoZstvi

rozpoustédel byla pouzita vodni lazen o teploté 50 °C.

4.2.8 Vytiepavani

Vytifepavani bylo provedeno u nékterych vzork z divodu odstranéni tuki
a dalSich necistot. Vzorek byl rozpustén v HCI a takto pripraveny roztok (vodna faze) byl
pfeveden do délici nalevky. Nasledn¢ bylo kroztoku ptfidano organické
rozpoustédlo — Et20. Vytiepavani probihalo v digestofi. Poté byl k oddélené vodné fazi
pridam EtOAc a 10 % Na>COs3 z divodu zvyseni pH na hodnotu okolo 10. Probéhlo dalsi
vyttepavani v digestofi. Do oddé€lené organické faze s alkaloidy bylo pfidano suSidlo pro
odstranéni zbylé vodné faze NaSOs4. Smés byla prefiltrovana do odpatfovaci banky
a nasledné bylo organické rozpoustédlo odpaieno pomoci vakuové odparky. Vodna féze,
ktera po vyttepani zbyla, se okyselila HCI na pH 3-4. Nasledn¢ bylo pfidano par kapek
Mayerova ¢inidla. Pokud by vznikl bily zakal nebo opalescence vytiepavani by se muselo

opakovat.

4.2.9 Skladovani alkaloidua

Veskeré vzorky byly skladovéany v ledni¢ce pfi teploté 2-8 °C. Izolované Cisté

alkaloidy byly pted vloZenim do chladnicky vysuSeny v exsikatoru.
4.2.10 Strukturni analyza

4.2.10.1 GS-MS analyza

K dalsi analyze separovanych alkaloidi byl pouZit plynovy chromatograf Agilent
7890A GC 5975 s hmotnostnim detektorem pii elektronové ionizaci 70 eV. GC-MS
analyza probihala v teplotnim programu 100 °C (1 min), 100-180 °C (15 °C/min), 180 °C
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(1 min), 180-300 °C (10 °C/min), 300 °C (12 min). Na analyzu byla pouzita kolona Hp-
SMS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm, Agilent Technologies, USA). Jako nosny plyn (MF)
bylo pouzito Helium (He) s pritokovou rychlosti 1 ml/ min. Byl proveden nastiik 1 ul
methanolického roztoku alkaloidu v split poméru 1:10 pii teplot¢ 270 °C. Jednotlivé
alkaloidy byly identifikovany pomoci porovnani vyslych spekter se spektry dostupnymi
v komer¢ni knihovné spekter NIST 11 (National Institute of Standards and Technology

Library, USA) a se standardy jiz izolovanymi na pracovisti.

4.2.10.2 NMR analyza

K identifikaci alkaloidl byla také pouzita NMR analyza, ktera byla provedena na
katedie organické chemie. Pro zméfeni NMR spekter byl zvolen spektrometr VNMR
S 500 pracujici s frekvenci 499,87 MHz pro jadra 1H a 125,70 MHz pro jadra 13C.
Me¢éieni probihala pfi teplot¢ 25 °C za pouziti rozpoustédla CDCIl; (deuterovany
chloroform). Hodnoty o pars per milion (ppm) byly pouzity pro vyjadieni chemickych
posunti latek a byly vztazeny k tetramethylsilanu (TMS) jako vnitinimu standardu.
Hodnoty chemického posunu CDCI3 byly pro atomy 1H 6 = 7,26 ppm a pro 13C
0 ="77,0 ppm. Data, ktera byla ziskana méefenim, byla ve vysledcich uvedena v tomto
pofadi: chemicky posun (9), integrovana intenzita 1H NMR spekter, multiplicita
(s =singlet, d = dublet, t = triplet, q = kvartet, dd = dublet dubletli, m = multiplet) a

interak¢ni konstanta J (Hz).

4.2.10.3 Opticka otacivost

Hodnota optické otacivosti jednotlivych izolovanych alkaloidii rozpusténych
v methanolu byla zméfena polarimetrem P3000. Pomoci naméfené otacivosti byla

vypoctena specifickd otacivost dle nasledujiciho vzorce:

[ 100 X «
IE T T

Vzorec pro vypocet optické otacivosti
t....teplota méfeni [°C]
D....spektralni linie sodikového svétla (A = 589,3 nm)
a....namétena optickd otacivost [°]
c....koncentrace latky [g/100 ml]

l....délka kyvety [dm]

43



4.3 Stanoveni biologické aktivity

4.3.1 Chemikalie

Tabulka 12: Prehled pouzitych chemikalii

Chemikalie Vyrobce
Acetylthiocholin jodid p. a. (ATChI) Sigma Aldrich, Praha)
Butyrylthiocholin jodid p. a. (BTChI) (Sigma Aldrich, Praha)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny bezvody p. a. (Lach-Ner, Neratovice)
(KH2PO4)
Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat p. a. (ing. Svec — Penta, Praha)
(NaH2POq4 . 2H20)
Dimethylsulfoxid p. a. (DMSO) (Sigma Aldrich,
Némecko)
5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina > 98% (DTNB) (Sigma Aldrich, Praha)
Hydrogenfosfore¢nan disodny bezvody p. a. (NaH2PO4) | (ing. Svec — Penta, Praha)
Chlorid sodny p. a. (NaCl) (Lachema, Brno)

4.3.2 Cinidla pro stanoveni inhibi¢ni aktivity vii¢i FZAChE a hnBChE

Roztok SmM DTNB: roztok byl pfipraven piimym rozpusténim navaZeného
mnozstvi DTNB v takovém mnozstvi 100mM fosfatovém pufru pH 7,4, aby vznikl SmM
roztok. Roztok je slab& nazloutly. Cinidlo bylo uchovavano v chladni&ce pti 4 °C po dobu
maximalné 1 tyden.

Roztok 10mM ATChI: roztok byl pfipraven rozpusténim odpovidajiciho
mnozstvi latky ve vodé, aby bylo dosaZeno koncentrace 10 mM a roztok zlstal Ciry.
Cinidlo bylo uchovavano v chladni&ce pii 4 °C po dobu maximalné 1 tydne.

Roztok 10mM BTChI: roztok byl pfipraven rozpusténim odpovidajiciho
mnozstvi latky ve vodé, aby bylo dosazeno koncentrace 10 mM a roztok zilstal Ciry.

Cinidlo bylo uchovavano v chladnicce pfti 4 °C po dobu maximalné 1 tydne.

4.3.3 Pufry

100mM fosfatovy pufr o pH 7,4 byl pfipraven smisenim 57 ml roztoku A, 243 ml
roztoku B a 300 ml vody. Zésobni roztok A je 200mM roztokem NaH>POjs (1 litr roztoku
obsahuje 24,0 g NaH>PO4). Zasobni roztok B je 200mM roztokem NaHPOs (1 litr
roztoku obsahuje 28,4 g Na,HPO,).
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4.3.4 Rekombinantni enzymy

Enzymy jsou pfipravovany rekombinantni technologii na Katedfe chemie,
Ptirodovédné fakulty, Univerzity Hradec Kralové. Pouzivd se médium obsahujici
enzymy, které se v Cas potieby nafedi 100mM fosfatovym pufrem o pH 7,4 tak aby
hodnota absorbance byla pro AChE 0,08 — 0,15 a pro BChE 0,15 — 0,20. Médium je
rozpipetovano dle potieby (dle vypocitaného mnozstvi potiebného pro nasledné fedéni k
méteni) do eppendorfek, zamrazeno a uchovavano v mrazaku pfi teploté pii -22 °C do

doby pouziti.

4.3.5 Vlastni stanoveni inhibi¢ni aktivity izolovanych alkaloidi

Pro stanoveni hodnoty ICso byla pouZzita Ellmanova spektrofotometrickd metoda
s pouzitim 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB) [A = 436 nm (AChE), nebo
A =412 nm (BChE) pfi pouziti krve, pfi pouziti rekombinantnich enzymi se oboje méfi
pii A =412 nm]. Béhem stanoveni je sledovan nértst absorbance za 1 min. Hodnoty ICso
jsou vypocitany ze ziskanych hodnot poklesu aktivity AChE nebo BuChE nelineéarni
regresi v programu GraphPaD Prism (verze pro Windows; vyrobce GraphPaD Software,
San Diego, CA, USA). Vysledky byly porovnany s hodnotami ICso znamych inhibitort
cholinesteras — galanthaminem, fysostigminem a huperzinem A. Procenta inhibice (% I)

jsou pocitana podle vzorce:

A ABL

% 1=100~(100 x 25=0)

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

AASA — absorbance testovaného vzorku béhem 1 min.

Stanoveni aktivity enzymii: do 6 jamek mikrotitraéni desticky je napipetovano
8,3 ul plazmy, hemolyzatu nebo média a ptidano 283 ul SmM DTNB a 8,3 pul DMSO,
vSe je po dobu 1 min promichavano na mikrotiepacce a poté je smes inkubovana v komote
readeru pii 37 °C po dobu 5 minut. Po inkubaci je pfidano 33,3 pl roztoku substratu
(10mM ATChInebo 10mM BuTChl) a pii vinové délce 412 nm je prométena absorbance.
Zpisobem popsanym vyse je vypocten rozdil a stanovena primérna hodnota inhibice se

smérodatnou odchylkou.
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Stanoveni aktivity latek: do mikrotitracni desticky jsou pouzity stejné objemy
¢inidel a roztoku substratu a shodny je téZz postup meéfeni jako u stanoveni aktivity
enzymt, ale misto 8,3 ul DMSO se pipetuje roztok latky ptislusné koncetrace. Pro kazdou
latku je pouzito 6 jamek (1 fada) a do posledni fady je pipetovan DMSO jako slepy
vzorek. Nejprve se provadi screeningové méieni, kdy se vSechny latky méfi pfi
koncentraci 4 mM. U latek, které vykazuji pfi této koncentraci inhibi¢ni potencial vyssi
nez 60 %, je stanovena ICso.

Ziskané inhibi¢ni aktivity ICso hAChE a ICso hBChE pro jednotlivé latky byly
porovnavany s inhibi¢nimi aktivitami referen¢nich latek — galanthaminem
(ICs0, hAChE = 2,01 + 0,14 uM, ICso, hBChE = 33,69 + 2,66 uM), fysostigminem
(ICso, hAChE = 0,20 += 0,01 uM, ICso, hBuChE = 0,30 = 0,01 uM) a huperzinem A
(ICs0, hAChE = 0,04 + 0,01 uM).

4.4 1zolace alkaloidu

4.4.1 Frakce GV-2

Frakce GV-2 (Fr — 19 — 31) o hmotnostni 100 mg byla rozpusténa v CHCl;
a MeOH v poméru 2:1. Pomoci chromatografického pera byl rozpustény vzorek nanesen
na 9 komercnich analytickych desek o rozmérech 10 x 20 cm (na jednu desku se vejde
10-15 mg latky). Komer¢ni desky byly vyvijeny v soustavé Si. Po dokonceni vyvijeni
byly TLC desky vysuSeny pod digestoii proudem teplého vzduchu. Pod UV lampou bylo
vyznafeno 6 zon, které se oznalily jako A-F (Tabulka 13). Jednotlivé zony byly
vyskrabany a vyskrabky se stejnym retencnim faktorem byly spojeny a eluovany. Jako
eluéni ¢inidlo, kterym se alkaloidy vymyly, se pouZil MeOH. Po dokonceni eluce se
eluéni Cinidlo nechalo odpafit v rotaéni vakuové odparce. Izolované latky se znovu
rozpustily v malém mnoZzstvi MeOH a pfefiltrovaly pies vatu z divodu odstranéni
zbylého silikagelu.

Tabulka 13: Hmotnosti frakci GV-2-A — GV-2-F

Frakce | Hmotnost
GV-2-A | 54,4 mg
GV-2-B | 19,8 mg
GV-2-C | 10,3 mg
GV-2-D| 8,2mg
GV-2-E | 11,5mg
GV-2-F | 28,7mg
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Pro dalsi zpracovani byla vybrana frakce GV-2-B (19,8 mg) a GV-2-F (28,7 mg).

4.4.1.1 Frakce GV-2-B
Frakce GV-2-B (Obrazek 10) o hmotnosti 19,8 mg byla rozpusténa v malém
mnozstvi MeOH. Alkaloidy byly nanesen na dvé komer¢ni chromatografické desky. Na

separaci byla pouZzita soustava S,. Byly izolovany 2 podfrakce oznacené jako B-A a B-B
(tabulka 14).

Tabulka 14: Hmotnosti frakci GV-2-B-A a GV-2-B-B

Frakce Hmotnost
GV-2-B-A| 69mg
GV-2-B-B | 6,6 mg

Obrazek 10: Chromatogram frakce GV-2 vyvinuty v soustavé Sz po detekci
Dragendorffovym ¢inidlem se zaméienim na podfrakci B a F

Ziskané latky byly analyzovany pomoci GC/MS. Frakce GV-2-B-B byla
vyhodnocena jako témér Cista latka, kterd byla nasledné pretfepana. PO vytfepani bylo

ziskdno 2,2 mg Cisté latky.

4.4.1.2 Frakce GV-2-F

Frakce GV-2-F (Obrazek 10) o hmotnosti 28,7 mg byla rozpusténa v malém
mnozstvi MeOH a vyvijena na lit¢ desce v soustavé S. Byly ziskany 3 podfrakce
oznacené F-1 — F-3 (Tabulka 15).
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Tabulka 15: Hmotnosti frakci GV-2-F-1 —- GV-2-F-3

Frakce | Hmotnost
GV-2-F-1 1,6 mg
GV-2-F-2 5,9 mg
GV-2-F-3 | 154mg

Ziskané latky byly podrobeny GC/MS analyze. Frakce GV-2-F-3 byla
vyhodnocena jako latka s molekulovou hmotnosti Mr = 294,39. Z dvodu piitomnosti
drobnych necistot byla frakce nanesena na desky a pfecisténa soustavou S3. Vysledné

mnozstvi Cistého alkaloidu ¢inilo 12,0 mg.

4.4.2 Frakce GV-7-D

Frakce GV-7-D o hmotnosti 125 mg byla rozpusténa v MeOH a nanesena na 3 lité
desky. Tyto desky byly vyvijeny v soustavé S4. Vzorek byl rozdélen na 5 podfrakei
oznacenych jako Di-Ds (Tabulka 16). VSechny podfrakce byly po zpracovani zvaZeny.

Tabulka 16: Hmotnosti frakeci GV-7-D-1 — GV-7-D-5

Frakce | Hmotnost
GV-7-D-1| 10,1 mg
GV-7-D-2 | 44mg
GV-7-D-3 | 19,3 mg
GV-7-D-4 22 mg
GV-7-D-5| 35,1 mg

Pro dalsi zpracovani byly vybrany frakce GV-7-D-3 a GV-7-D-5.

44.2.1 GV-7-D-3

Frakce GV-7-D-3 o hmotnosti 19,3 mg byla po rozpusténi v MeOH nanesena na
dvé komeréni TLC desky. Pro separaci se pouzila soustava Ss. Z chromatogramu byla
vySkrabana pouze jedna zéna. Po eluci a odpafeni rozpoustédla byla ziskdna bila
krystalicka latka. Vzorek byl nasledné¢ analyzovan pomoci GC/MS jako Cista latka o

molekulové hmotnosti Mr = 294.

4.4.2.2 GV-7-D-5

Frakce GV-7-D-5 o hmotnosti 35,1 mg byla opét rozpusténa v MeOH a nanesena

na tfi komer¢éni TLC desky. Pro vyvijeni se pouzila soustava Se. Precisténim na deskach
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byla ziskana bila krystalicka latka o m = 27,7 mg. Po analyze pomoci GC/MS byla
zjisténo, ze Mr =212,2

4.4.3 Frakce GV-4-F

Dalsi zpracovavanou frakci byla frakce GV-4-F o hmotnosti 1,2846 g. Frakce byla
separovana pomoci flash chromatografického systému BUCHI Sepacore flash system
X10. Kolona byla pied samotnou separaci kondicionovana (promyta) trojnasobnym
kolonovym objemem mobilni faze slozené z dichlormethanu s pritokem 40 ml/min.
Alkaloidy ve formé roztéru umisténé na predkoloné, byly separovany stuptiovitou eluct,
kdy slozeni mobilni faze je uvedeno v tabulce 16, po dobu 1 h 10 min a pratoku
15 ml/min. Sbér frakci v pritbéhu piku byl po 15 ml, sbér frakci mimo pik probihal po
50 ml. Detekce alkaloidii probihala pfi vinovych délkach 254, 270, 280 a 290 nm.
Celkové bylo jimano 166 frakci, které byly za pomoci TLC analyzy spojeny do 22 frakei
(Tabulka 18), (Obrazek 11 a 12).
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Signal [AU;V)

Detector

Tabulka 17: Elu¢ni gradient chromatografie

Start %B | End %B | min | s
0 0 510
0 1 0 |1
1 1 510
1 2 0 |1
2 2 5 10
2 3 0 |1
3 3 5 10
3 5 0 |1
5 5 5 10
5 7 0 |1
7 7 510
7 10 0 |1
10 10 510
10 15 0 |1
15 15 510
15 20 0 |1
20 20 5 10
20 25 0 |1
25 25 5 10
25 35 0 |1
35 35 5 10
35 50 0 |1
50 50 510
50 75 0 |1
75 75 510
75 100 0 |1
100 100 510

T AT o TS T T T T T

Obrazek 11: Zaznam pribéhu separace alkaloidi z flash chromatografie
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Tabulka 18: Hmotnosti frakci GV-4-F-(1-21) — GV-4-F-(166)

Frakce Hmotnost
GV-4-F-(1-21) 8,1 mg
GV-4-F-(22-26) 152,2 mg
GV-4-F-(27-28) 144,9 mg
GV-4-F-(29-30) 63,6 mg
GV-4-F-(31-42) 29,0 mg
GV-4-F-(43-48) 9,0 mg
GV-4-F-(49-51) 11,2 mg
GV-4-F-(52-59) 16,2 mg
GV-4-F-(60-70) 16,2 mg
GV-4-F-(71-72) 8,5 mg
GV-4-F-(73-78) 19,1 mg
GV-4-F-(79-80) 9,5 mg
GV-4-F-(81-84) 21,2 mg
GV-4-F-(85-94) 37,8 mg
GV-4-F-(95-101) | 22,4mg
GV-4-F-(102-127) | 158,1 mg
GV-4-F-(128-137) | 56,2 mg
GV-4-F-(138-150) | 107,2 mg
GV-4-F-(151-156) | 79,3 mg
GV-4-F-(157-159) | 30,9 mg
GV-4-F-(160-165) | 24,1 mg
GV-4-F-(166) 11,8 mg

Obrazek 12: Chromatogram spojenych podfrakci GV-4-F-(1-21) — GV-4-F-(166)
po flash chromatografii umistény pod UV lampu

Pro dalsi zpracovani byla vybrana frakce GV-4-F-(22-26) a GV-4-F-(27-28).
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4.4.3.1 Frakce GV-4-F-(22-26)

Frakce GV-4-F-(22-26) o hmotnosti 152,2 mg byla rozpusténa v MeOH a EtOAc.
Poté byla pomoci pera nanesena na 4 lit¢ chromatografické desky. Na vyvijeni se pouzila
soustava S7. Vzorek byl rozdélen na dvé podfrakce oznacené jako F-(22-26)-1 (37,7 mg)
a F-(22-26)-2 (107,1 mg). Frakce GV-4-F-(22-26)-1, ktera byla rozpusténa v malém
mnozstvi MeOH a EtOAc a nanesena na 3 komercéni TLC desky. Na vyvijeni se pouzila

soustava Sg. Vzorek byl rozdélen na 3 podfrakce oznacené jako A — C (Tabulka 19).

Tabulka 19: Hmotnosti frakci GV-4-F-(22-26)-1-A — GV-4-F-(22-26)-1-C

Frakce Hmotnost
GV-4-F-(22-26)-1-A | 4,3 mg
GV-4-F-(22-26)-1-B 8,6 mg
GV-4-F-(22-26)-1-C 8,2 mg

Izolované latky byly zanalyzovany pomoci GC/MS. Frakce GV-4-F-(22-26)-1-A

byla vyhodnocena jako ¢ist4 latka o molekulovou hmotnosti Mr = 340,5.

4.4.3.2 Frakce GV-4-F-(27-28)

Frakce GV-4-F-(27-28) o hmotnosti 144,9 mg byla opét rozpusténa v malém
mnozstvi MeOH a EtOAc. Roztok byl nanesen na 4 1ité desky a vyvijen v soustaveé So.
Frakce byla rozdélena na dvé podfrakce oznacené jako F-(27-28)-H a F-(27-28)-S
(Tabulka 20).

Tabulka 20: Hmotnosti frakci GV-4-F-(27-28)-H a GV-4-F-(27-28)-S

Frakce Hmotnost
GV-4-F-(27-28)-H | 60,8 mg
GV-4-F-(27-28)-S | 43,3 mg

Oba vzorky byly podrobeny GS/MS analyze. Frakce GV-4-F-(27-28)-H byla
zanalyzovana jako Cista latka o molekulové hmotnosti Mr = 370,5.

Frakce GV-4-F-(27-28)-S byla dle kontrolni TLC analyzy sloZena ze dvou
alkaloidd. Frakce byla opétovné rozpusténa a nanesena na 3 komercni TLC desky.

Na separaci téchto dvou alkaloidii byla pouzita soustava Sio (Tabulka 21).
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Tabulka 21: Hmotnosti frakci GV-4-F-(27-28)-H a GV-4-F-(27-28)-S

Frakce Hmotnost
GV-4-F-(27-28)-H | 13,3 mg
GV-4-F-(27-28)-S | 24,3 mg

Izolované latky byly zanalyzovany pomoci GC/MS a TLC. Jeden z vyizolovanych
alkaloidii odpovidal piedchozi izolované latce GV-4-F-(27-28)-H o molekulové
hmotnosti Mr = 370,5. Frakce GV-4-F-(27-38)-S byla vyhodnocena jako ¢ista latka o

molekulové hmotnosti Mr = 384,2.
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5 Vysledky

5.1 Izolované alkaloidy

5.1.1 GV-2-B-B - 1-acetyl-B-karbolin

Sumarni vzorec: C;3HoN.O
Molekulova hmotnost: 210,23

Strukturni vzorec:

CHj

Iz

O

Obrazek 13: Strukturni vzorec 1-acetyl-p-karbolinu

5.1.1.1 MS analyza:
EI-MS m/z (%) = 211 (11), 210 (88), 208 (10), 207 (45), 182 (48), 168 (100), 167 (36),
140 (38)

5.1.1.2 NMR analyza:

Alkaloid byl identifkovan dle spekter uvedenych v literatute. [65]

5.1.1.3 Opticka otacivost:

Z diuvodu izolace malého mnozstvi alkaloidu nebyla méfena optické otacivost.
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5.1.2 GV -2 -F -3 —Eburnamonin

Sumarni vzorec: C19oH2N>O
Molekulova hmotnost: 2944

Strukturni vzorec:

Obrazek 14: Strukturni vzorec eburnamoninu

5.1.2.1 MS analyza:

EI-MS m/z (%) = 295 (20), 294 (100), 293 (85), 237 (34), 265 (27), 180 (17), 168 (16),
167 (20)

5.1.2.2 NMR analyza:

Alkaloid byl identifkovan dle spekter uvedenych v literatute. [66]

5.1.2.3 Opticka otacivost:

[o] 2> =—74° (¢ =0,10; CHCL3)
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5.1.3 GV-7-D-3: nova latka

Sumarni vzorec: C19oH2N>O
Molekulova hmotnost: 2944

Strukturni vzorec:

CHj,

Obrazek 15: Strukturni vzorec nové latky

5.1.3.1 MS analyza:

EI-MS m/z (%) = 295 (20), 294 (100), 293 (17), 280 (14), 279 (72), 171 (16), 144 (17),
143 (16), 136 (97), 121 (47)

5.1.3.2 NMR analyza:

NMR analyza neni z ditvodu ptipravy publikace u nové latky publikovana.

5.1.3.3 Opticka otacivost:

Opticka otacivost neni z diivodu piipravy publikace u nové latky publikovéna.
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5.1.4 GV-7-D-5 - Harmin

Sumarni vzorec: Ci13H12N>O
Molekulova hmotnost: 212,2

Strukturni vzorec:

\

HsC CHa

28

N

——

Obrazek 16: Strukturni vzorec harminu

5.1.4.1 MS analyza:

EI-MS m/z (%) = 213 (16), 212 (100), 197 (21), 170 (8), 169 (58), 168 (9)

5.1.4.2 NMR analyza:

Alkaloid byl identifkovéan dle spekter uvedenych v literatute. [67]
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5.1.5 GV-4-F-(22-26)-1-A — O-demethylaspidokarpin

Sumarni vzorec: C21HsN20»
Molekulova hmotnost: 340,5

Strukturni vzorec:

OH

CHj3

CHj3

Obrazek 17: Strukturni vzorec O-demethylaspidokarpinu

5.1.5.1 MS analyza:
EI-MS m/z (%) = 341 (5), 340 (24), 339 (29), 125 (9), 124 (100)

5.1.5.2 NMR analyza:

Alkaloid byl identifkovan dle spekter uvedenych v literatute. [68]

5.1.5.3 Opticka otacivost:

[o] 2° =+74° (c =0,10; MeOH)
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5.1.6 GV-4-F-(27-28)-H — Aspidokarpin

Sumarni vzorec: C22H30N203
Molekulova hmotnost: 370,5

Strukturni vzorec:

H3C\
6}
OH
O
N CHj
CHj

Obrazek 18: Strukturni vzorec aspidokarpinu

5.1.6.1 MS analyza:
EI-MS m/z (%) =371 (10), 370 (44), 369 (35), 152 (7), 125 (11), 124 (100)

5.1.6.2 NMR analyza:

Alkaloid byl identifkovéan dle spekter uvedenych v literatute. [69]

5.1.6.3 Opticka otacivost:

[o] 2> =+89°(c=0,10; MeOH)
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5.1.7 GV-4-F-(27-28)-S — Aspidolimidin

Sumarni vzorec: C22HgN2O4
Molekulova hmotnost: 384,2

Strukturni vzorec:

Obrazek 19: Strukturni vzorec aspidolimidinu

5.1.7.1 MS analyza:

EL-MS m/z (%) = 385 (7), 384 (25), 356 (27), 341 (11), 340 (37), 339 (22), 161 (13), 160
(25), 139 (10), 138 (100)

5.1.7.2 NMR analyza:

Alkaloid byl identifkovan dle spekter uvedenych v literatute. [70]

5.1.7.3 Opticka otacivost:

[o] 2° =+230° (c=0,50 ; CHCL3)
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5.2 Biologicka aktivita izolovanych latek

Tabulka 22: Inhibi¢ni aktivita izolovanych alkaloidi

Nazev latky | % inhibice AChE |ICso AChE % inhibition ICs0 BUChE
(100 uM) uM BuChE (100 uM) uM
Aspidolimidin 3,24+ 0,39 >100 31,92+ 5,43 -
Nova latka 19,50 + 3,69 >100 45,46 +2,39 -
Harmin 35,03+ 1,14 >100 85,38 + 1,50 27,13+ 0,87
Eburnamonin 24,64 £ 2,38 >100 - 93,49 £ 15,90
Galanthamin - 2,01 £0,14 - 33,69 £ 2,66
Fysostigmin - 0,20+ 0,01 - 0,30+ 0,01
Huperzin A - 0,04 £ 0,01 - -
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6 Diskuse a zavér

Celed’ Apocynaceae je jednou z nejvyznamnéjsich &eledi kvetoucich rostlin. Jeji
vyznam souvisi s pfitomnosti sekundarnich metabolitd, pfedevsim indolovych alkaloidu.
Soucasti této Celedi je i jihoamericky strom Geissospermum vellosii, jehoz kmenova ktira
je bohatym zdrojem pravée tohoto typu alkaloidti. Diky jejich pfitomnosti droga vykazuje
cetné biologické aktivity (napt. antineoplastickou, antimalarickou,
anticholinestarasovou). Pravé ztohoto divodu byl na Farmaceutické fakult¢ UK
proveden screening zaméteny na inhibi¢ni aktivitu alkaloidniho extraktu vuci lidskych
cholinesterasam. Vysledek zékladniho screeningu prokazal zajimavou inhibi¢ni aktivitu
viuci lidskym rekombinantnim cholinesterasam (AChE: 1Cso= 15,19+0,96 pg/ml,
BuChE: ICsp = 0,370,049 pg/ml).

Pro zpracovani byly vybrany frakce GV-2, GV-7-D a GV-4-F. Frakce byly
ziskany zetherového vytfepku extraktu ze suSené kliry pomoci sloupcové
chromatografie, kterd byla provedena v rdmci pfedchozich diplomovych praci. Celkem
bylo vyizolovano 7 Cistych alkaloidnich latek, proto je tato diplomova prace pfedev§im
fytochemického zaméfeni a biologickym aktivitdim se vénuje spiSe okrajove. V rdmci
prace jiZ nezbyl ¢as vSechny izolované latky otestovat.

Pro izolaci a separaci alkaloidl frakce GV-2 byla pouzita preparativni tenkovrstva
chromatografie. Po prvnim déleni bylo ziskano 6 podfrakci, z kterych byly vybrany dve,
jez se jevily jako vhodné pro dalsi zpracovani. Z prvni podfrakce GV-2-B byl pomoci
TLC vyizolovan alkaloid 1-acetyl-B-karbolin (oznacen jako GV-2-B-B) v mnoZstvi
2,2 mg. V ramci diplomové prace u tohoto alkaloidu nebyly provedeny testy inhibi¢ni
aktivity vici cholinesterdsam. V minulosti byl 1-acetyl-B-karbolin ziskdn fermentaci
Marinactinospora thermotolerans, dale byl kromé rostlin obsahujicih B-karbolinové
alkaloidy izolovan 1 z motskych organisml napt. Orthoscuticella ventricosa a dal$im
ponckud neobvyklym zdrojem je Cordyceps sinensis. [71, 72, 73] Zatim nebyly
provedeny testy biologické aktivity. Z druhé podfrakce GV-2-F byl ziskén alkaloid
eburnamonin (oznafen jako GV-2-F-3) v mnozstvi 12,0 mg. U eburnamoninu byla
naméfena nizkd inhibi¢ni aktivitu vi¢i AChE (24,64 + 2,38 %). Eburnamonin byl
v minulosti izolovan ze semen Hunteria umbellata a z klry Hunteria zeylonica. [74, 75]
Tento alkaloid je v nékteré literatufe uvadén pro jeho neuroprotektivni potencial,

na zaklad¢ jeho ptisobeni dochazi k lepSimu prokrveni mozkové tkané. [76] Tato aktivita

62



muze byt prospesna v ramci 1é€by demenci jiné etiologie, protoze inhibic¢ni aktivita vici
cholinesterasdm neni nijak vyznamna.

Separace a izolace alkaloidi frakce GV-7-D byla také provedena pomoci
preparativni tenkovrstvé chromatografie. Po separaci bylo ziskano 5 podfrakci, z kterych
byly dvé vyhodnoceny jako Cdisté latky. Prvni znich, oznacend jako GV-7-D-3
o hmotnosti 19,3 mg byla vyhodnocena jako nové doposud neizolovana latka. Nova latka
rovnéZ vykazala nizké hodnoty inhibice AChE (19,50 + 3,69 %) a BuChE
(45,46 + 2,39 %). Druhym vyizolovanym alkaloidem byl harmin (oznaceny jako GV-7-
D-5) o hmotnosti 27,7 mg. Harmin nevykézal dostatecnou inhibi¢ni aktivitu vii¢i AChE
(35,03 + 1,14 %), ale vii¢i BuChE prokézal vyznamnou inhibici (85,38 + 1,50 %). Proto
byla stanovena hodnota ICso, kterd ¢inila 27,13 + 0,87 uM. V porovnani se standarty
galanthaminem (ICso = 33,69 + 2,66 uM) a fysostigminem (ICso = 0,30 + 0,01 uM)
vykazuje hodnota pomérné¢ vyznamnou inhibi¢ni aktivitu vi¢i BuChE. U harminu,
izolovaném ze semen Peganum harmala, bylo jiz provedeno mnoho studii zabyvajicich
se biologickou aktivitou. Studie dokumentuji protizdnétlivou, neuroprotektivni,
antidibetickou a antineoplasmatickou aktivitu. Navic vykazuje 1 antibakteridlni,
antivirové a insekticidni Gc¢inky. [77] Zéaroven jako jediny zizolovanych alkaloida
v ramci této diplomové prace prokéazal vyznamnéj$i inhibi¢ni aktivitu viici BuChE a mohl
by tak slouzit jako ptedlohova struktura pro derivaty s vyssi biologickou aktivitou.

Jako posledni byla zpracovavana frakce GV-4-F. Tato frakce byla separovana
pomoci flash chromatografie. Celkové bylo ziskano 22 frakci, které byly dale déleny.
Pro dalsi zpracovani byly vybrany dvé frakce oznacené jako GV-4-F-(22-26) a GV-4-F-
(27-28). Prvni z frakci byla pomoci TLC rozdélena na 3 podfrakce. Byl ziskan alkaloid
O demethylaspidokarpin (oznaceny jako GV-4-F-(22-26)-1-A) v mnozstvi 4,3mg.
V ramci této diplomové prace u tohoto alkaloidu nebyla méfena inhibi¢ni aktivita viici
cholinestarasaim. V minulosti byl izolovan z kmenové kliry Aspidosperma album a zatim
nebyly provedeny Zadné studie dokumentujici jeho biologickou aktivity. [78] Z druhé
frakce byl ziskan alkaloid aspidokarpin (oznaceny jako GV-4-F-(27-28)-H) o celkové
hmotnosti 74,1 mg. U tohoto alkaloidu rovnéZ nebyla méfena inhibicni aktivita vici
cholinestarasdm. Aspidocarpin byl jiz izolovan zkiry Aspidosperma vargasii
a A. desmanthum. Tento alkaloid vykazal in vitro inhibici vici rezistentnimu kmeni

P. falciparum. [79] Zaroven byla ve studii zroku 2022 pozorovana antihypertenzni
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aktivita. [80] Dale byl z této frakce ziskan alkaloid aspidolimidin (oznaceny jako GV-4-
F-(27-28)-S) v mnozstvi 24,3 mg. Aspidolimidin vykéazal nizkou inhibi¢ni aktivitu vici
AChE (3,24 + 0,39 %) 1 BuChE (31,92 + 5,43 %). Alkaloid byl jiz izolovan z kmenové
ktry Aspidosperma megalocarpon. Byl podroben testovanim na antimalarickou aktivitu,
kde prokézal silnou inhibi¢ni aktivitu. [81]

Vramci izolacnich praci byla pouze jedind latka vyizolovana z druhu
Geissospermum. Konkrétné se jednd o aspidolimidin, ktery byl izolovan z druhu
G. reticulatum. [70] Ostatni alkaloidy jsou izolovéany z tohoto rodu poprvé.

Z izolovanych latek by pouze harmin mohl byt v budoucnu vyuzitelny jako
potencidlni vzor pro vyvoj lé¢iv inhibujicich BuChE. Ostatni izolované alkaloidy,
u kterych byla méfena inhibicni aktivita vii€i cholinesterasam, nejsou dle vysledki
vyuzitelné pro terapii AD. U vSech izolovanych alkaloidd, které vykazovaly inhibi¢ni
aktivitu, bude do budoucna zmétena jejich prostupnost skrz hematoencefalickou bariéru
a toxicita vii¢i nervovym bunkam. Zaroven by bylo vhodné u vSech alkaloidl otestovat
1jejich hepatotoxicitu a u netoxickych latek se zaméfit na ptipadnou antimalarickou

aktivitu, ktera je u tohoto rodu v rdmeci tradi¢niho vyuZiti popisovéana.
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Abstrakt

Straskova, V.: Izolace alkaloidi druhu Geissospermum vellosii Allemao a studium jejich
biologické aktivity VII. Diplomova prace, Univerzita Karlova, Farmaceutickd fakulta v
Hradci Kralové, Katedra farmakognozie a farmaceutické botaniky, Hradec Kralové 2023,
75 s.

Kli¢ova slova: Geissospermum vellosii, kura, alkaloidni extrakty, izolace alkaloidd,

GC/MS analyza, biologicka aktivita, acetylcholinesterasa, butyrylcholinesterasa.

Hlavnim cilem diplomové prace byla izolace Cistych alkaloidi z kmenové kiry
Geissospermum vellosii a otestovani jejich biologické aktivity. G. vellosii je jihoamericky
strom z ¢eledi Apocynaceae. V lidovém 1écitelstvi se vyuziva na rizné patologické stavy
(napf. bakteridlni, zanétlivd a plisiovd onemocnéni). Indolové alkaloidy izolované
zkmenové kiry tohoto stromu vykazuji vyznamné biologické aktivity jako
antineoplastickou, antimalarickou, anticholinesterasovou a dalsi.

V této diplomové praci byly pro zpracovani vybrany frakce GV-2, GV-7-D
a GV-4-F. Frakce byly ziskdny v ramci pfedchozich diplomovych praci z plivodniho
alkaloidniho extraktu kmenové kiiry vykazujici zajimavou inhibi¢ni aktivitu vi€i AchE
a BuChE (AChE: ICso = 15,19+0,96 pg/ml, BuChE: ICso = 0,37+0,049 pg/ml). Z frakci
GV-2 a GV-7-D byly s pouzitim preparativni tenkovrstvé chromatografie ziskany Ctyti
alkaloidy: I-acetyl-B-karbolin, eburnamonin, harmin a novy alkaloid. Frakce GV-4-F
byla separovana prostiednictvim flash chromatografie a preparativni tenkovrstvé
chromatografie. Byly ziskany tfi alkaloidy O-demethylaspidokarpin, aspidokarpin
a aspidolimidin. Identifikace ziskanych latek byla provedena porovnavanim nameétenych
hmotnostnich spekter ziskanych pomoci GC/MS analyzy a NMR spekter se spektry
dostupnymi v literatuie.

Na zavér byly provedeny testy biologické aktivity se zaméfenim na
anticholinesterasovou aktivitu. Cholinesterasy jsou enzymy, na které se cili pfi terapii
Alzheimerovy choroby. Blokada téchto enzymi ovliviiuje poSkozené kognitivni funkce
a zmiriiuje tak projevy dosud nevylécitelného onemocnéni. Izolované latky by pfi

prikazu vyznamné inhibi¢ni aktivity mohly slouzit jako nové terapeutické moznosti.
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Abstract

Straskova, V.: Isolation of alkaloids of the species Geissospermum vellosii Allemao and study
of their biological activity VII. Diploma thesis, Charles University, Pharmaceutical Faculty
in Hradec Kralové, Department of pharmacognosy and pharmaceutical botany, Hradec
Kralové 2023, 75 s.

Key words: Geissospermum vellosii, bark, alkaloidal extracts, isolation of alkaloids,

GC/MS analysis, biological activity, acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase.

The main goal of this diploma thesis was isolation of pure alkaloids from the stem
bark of Geissospermum vellosii and test their biological activity. G. vellosii is a South
American tree from the Apocynaceae family. It is used in traditional medicine for various
pathological conditions (e.g., bacterial, inflammatory, and fungal diseases). Indole
alkaloids isolated from the stem bark of this tree exhibit significant biological activities
such as antineoplastic, antimalarial, and anticholinesterase activities.

For processing, the GV-2, GV-7-D, and GV-4-F fractions were selected in this
diploma thesis. These fractions were obtained in previous studies from the original
alkaloid extract of the stem bark, which showed interesting inhibitory activity against
AchE and BuChE (AChE: ICso = 15,1940,96 pg/ml, BuChE: ICso = 0,37£0,049 pg/ml).
Four alkaloids, namely 1-acetyl-B-carboline, eburnamonine, harmine, and a new alkaloid,
were obtained from the GV-2 and GV-7-D fractions using preparative thin-layer
chromatography. The GV-4-F fraction was separated through flash chromatography and
preparative thin-layer chromatography, resulting in the isolation of three alkaloids:
O-demethylaspidocarpine, aspidocarpine, and aspidolimidine. The identification of the
isolated compounds was performed by comparing the measured mass spectra obtained
through GC/MS analysis and NMR spectra with spectra available in the literature.

At the end, biological activity tests were conducted with a focus on
anticholinesterase activity. Cholinesterases are enzymes targeted in Alzheimer's disease
therapy. Blocking these enzymes affects impaired cognitive functions, alleviating the
symptoms of an incurable disease. The isolated compounds, if they demonstrate

significant inhibitory activity, could serve as novel therapeutic options.
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