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Seznam zkratek

AChE — acetylcholinesterasa

AD — Alzheimerova choroba

APP — amyloidni prekurzorovy protein
ApoE — apolipoprotein E

AR — androgenni receptor

BHP — benigni hyperplazie prostaty
BuChE — butyrylcholinesterasa

Cp — karboplatina

CRPC —rakovina prostaty odolna kastraci
CRC —rakovina tlustého stfeva

DHT — dihydrotestosteron

EE — ethanolovy extrakt

EtOH — ethanol

Fin —finasterid

Gem — gemtacibin

GV — Geissospermum vellosii

iAChE — inhibitory acetylcholinesterasy
NMDA — N-methyl-D-aspartat

NS — nebylo stanoveno

PC - pocitac

PCNA — proliferativni nuklearni bunécny antigen
PCPA - p-chlorofenylalaninmethylester
PPAC — ethanolova frakce z kliry G. vellosii

PSA - prostaticky specificky antigen



St - standard
TLC — tenkovrstva chromatografie

TP — testosteron-propionat
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1 Uvod

Medicina se s kazdym dnem posouva kuptredu velkymi kroky. Ledacos uz v dnesni dobé umime
vylécit, operovat a technologie jsou stdle vyspélejsi. | presto stale existuji nemoci, na néz lécbu
nemdme nebo mdame, ale ta je bud s neuspokojivymi vysledky, nebo casem prestava fungovat.
Vznikajici rezistence, mutace genl zplsobujicich nemoci nebo mutace gen(, které jsou pro urcité
zpUsoby 1éCby nezbytné, to jsou jen jedny z mala pficin, kvlli kterym stale potrebujeme pokracovat
v hledani. Hleddme nové zplsoby, nové technologie, ale i nové latky a to jak mezi syntetickymi

slouceninami, tak z pfirodnich zdroju. Struktury latek z prirodnich zdroja se pak ¢asto stavaji predlohou

pro vytvoreni pravé polosyntetickych derivatd.

V praci se vénuji izolaci alkaloid( z rostliny Geissospermum vellosii, jejiz obsahové latky jsou
v tomto sméru velmi nadéjné. Zatim se z rostliny podafilo celkem izolovat 20 alkaloid(i a u nékterych

ve

byly prokazany lécebné ucinky u nékolika riznych nemoci. Klra strom( byla uzivana uz domorodymi
obyvateli v Jizni Americe, nasledné se zde zacala uZivat i v ramci mediciny a nyni probiha snaha o izolaci

jejich alkaloid(i, popsani nalezenych struktur a moznosti jejich vyuZiti v sou¢asné medicing.

Prvni z téchto nemoci je malarie, na niz byl extrakt z G. vellosii pouzivan jiz domorodymi
kmeny. @ Dal$i Uspé3nost byla prokdzana pfi studiu nékolika riiznych druhd rakoviny. Jak vime, tato
nemoc je velmi nebezpecna s ne pfilis vysokou Sanci na uzdraveni a metody uZivané pro jeji vyléceni
jsou mnohdy k télu pomérné drastické. Je proto dilezité pokracovat v hledani léku. V praci podrobné
rozebiram rakovinu vajec¢nik(, prostaty, tlustého stfeva a slinivky, u kterych byl extrakt s nadéjnymi

vysledky zkousen. /(4 ) ()

Nemoci, u které stdle nemame zadnou lécbu vedouci k vylééeni onemocnéni, je Alzheimerova
choroba. Léky uZivané u této nemoci nam zatim umoznuji snizeni symptom{ onemocnéni, zpomaleni
progrese nemoci a zlepSeni kvality Zivota nemocného. Nalezeni léku, ktery by nemoc vylécil, je proto

dlouhodobé nezodpovézenou otazkou. )

Ucinnost extraktu z G. vellosii byla déle sledovéna i u dal$ich onemocnéni a z tohoto diivodu

byla rostlina vybrana pro dalsi fytochemickou praci.



2 Cil diplomové prace
Cile diplomové prace:

1. Zpracovani klry z kmene stromu Geissospermum vellosii Allem3o.

2. Rozdéleni extraktu na jednotlivé frakce provedenim sloupcové chromatografie.

3. lzolace alespori jednoho alkaloidu z kliry stromu Geissospermum vellosii (Apocynaceae) v Cisté
formé z jedné z frakci ziskanych pomoci sloupcové a flash chromatografie.

4. Identifikace ziskaného alkaloidu a jeho struktury spektralnimi metodami (NMR a GC-MS
analyza) a nasledné porovnani s literaturou.

5. Vyhodnoceni vysledk(l a teoretické zpracovani tématu.
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3 Teoreticka cast

3.1 Geissospermum vellosii Allemao

Geissospermum vellosii Allemdo (Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.) neboli Pao pereira
(Apocynaceae) je nejznaméjsim ze Sesti znamych druhl rodu Geissospermum. Jedna se o strom
rostouci v Brazilii, jehoZ kidra je vyuZivana predevsim pro svoji hofkost a obsah lé¢ivych latek, mezi
nimiz hlavni skupinu tvofi indolové alkaloidy. Klra G. vellosii nasla mimo jiné tradi¢ni vyuZiti pro 1é¢bu

bolesti, horecky, ztraty chuti k jidlu, zacpy nebo maldarie.

Extrakt z kGry bohaty na jiz zminéné monoterpenové indolové alkaloidy nachazi sirsi vyuZiti
G. vellosii taktéz projevily ucinek antinociceptivni a alkaloid geissospermin by se se svou
anticholinesterasovou aktivitou mohl stat vyznamnym pfi |écbé Alzheimerovy choroby. Védecky
prokazan byl i ucinek indolovych alkaloidl proti malarii. Vtomto pfipadé se jednalo predevsim

o alkaloid geissolosimine:*)

Obrazek 1 - Geissospermum vellosii Allem&o 34
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3.1.1 Botanické aspekty G. vellosii Allemao

3.1.1.1 Taxonomické zarazeni

Rise Plantae (Rostliny)

Podfise Tracheobionta (Cévnaté rostliny)
Oddéleni Magnoliophyta (Dvojkli¢nolistové)
Trida Magnoliopsida (Dvojklicnolistové)
Podtfida Asteridae

Rad Gentianales (Hofcotvaré)

Celed' Apocynaceae (Tojestovité)

Rod Geissospermum Allemao

Druh Geissospermum vellosii Allemao

Tabulka 1 — Taxonomické zarazeni

3.1.1.2 Morfologicky popis

Jedna se o listnaty strom se st¥idavymi listy dosahujici vy$ky az 22 metrd. Sitka zvrasnéného
kmene se pohybuje od 25 do 55 cm s prechody barev od svétle hnédé po zlutou a vyznacuje se malym
nebo témér zadnym mnozstvim latexu, ktery je produkovan pouze v plodech a na koncich vétvicek.

V kvétu se na koncich téchto vétvicek objevuji pocetné kvéty jasnych barev a plody jsou podlouhlé

bobule horké chuti, ve kterych se nachazi 5-15 semen.

V soucasné dobé je uznavano Sest druhi

Geissospermum, z nichZ vSechny pochdzeji z Brazilie

a nachdzeji se pfedevsim v oblasti Amazonie. (Tabulka 2) (Y ®

Uznavany nazev druhu

Vyskyt

Geissospermum vellosii (leave) Miers

Guaiana az Brazilie

Geissospermum argentum Woodson

Brazilie az Venezuela, Guaiana

Geissospermum fuscum Markgr.

Venezuela az Brazilie

Geissospermum reticulatum A. H. Gentry

Venezuela, Brazilie, Peru

Geissospermum sericeum Benth. & Hook f.

Guaiana, Brazilie

Geissospermum urceolatum A. H. Gentry

Brazilie

Tabulka 2 - Druhy rodu Geissospermum a jejich vyskyt (1)
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3.1.1.3 Toxicita
G. vellosii obsahuje mnozstvi alkaloidd, z nichZ nékteré mohou byt i toxické. Prokazana byla
toxicita u geissosperminu v pfipadé, Ze se do téla dostane subkutdannim, intravenéznim nebo
intraperitonealnim podanim, v pfipadé peroralniho podani je jeho toxicita mirna. Extrakty s obsahem
geissosperminu byly dfive pouzivany domorodymi kmeny v Brazilii jako Sipovy jed pro usmrceni zvitat.
Naopak alkaloidem s velmi dobrym bezpecnostnim profilem je flavopereirin, ktery vykazoval dobrou

snasenlivost v preklinickych studiich a stejné tak i v klinickém testovani. ®

3.1.2 Obsahové latky G. vellosii Allemao

Mezi hlavni obsahové latky rodu Geissospermum patfi B-karbolinové indolové alkaloidy.
(Tabulka 3) Prvni alkaloid z G. vellosii byl izolovdn uz v roce 1877. Od té doby jich bylo izolovano a
popsano celkem 13, posledni pausperadin v roce 2005. Prvni 4 alkaloidy (geissospermin, geissoschizin,

apogeissoschizin a geissoschizolin) byly uréeny jako hlavni obsahové latky G. vellosii. !

Struktura alkaloidu Nazev alkaloidu

Geissospermin

Geissoschizin

13



Apogeissoschizin

Geissoschizolin

Pereirin

Flavopereirin

7 R=CHO
8 R=CH,0H

Vellosimin

Vellosiminol

14




Geissolosimin

10 Geissovelin
11 Geissoschizon
N
CHj 12-methoxy-1-
12
methylaspidospermidin
N
\
o) CH,

15




13

Pausperadin

Tabulka 3 - Obsahové latky G. vellosii Alem3o (V)
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3.1.2.1 Zdkladni struktury B-karbolinovych alkaloidii
Zakladnim skeletem B-karbolinovych alkaloid( je 9H-pyrido[3,4-blindol. Biosyntéza probiha
z tryptofanu. (Obrazek 2) Tyto alkaloidy se dale podle svého oxidacniho stavu déli na derivaty B-

karbolinll a na dihydro-B-karboliny.

CHj
NH3 Vytvoreni Schiiffovy /
baze + Mannichova reakce
\:O

Noy

H
Tryptamin

@Q Oxidace @jQ Oxidace @jQ

B-karbolin Dihydro-B-karbolin Tetrahydro-B-karbolin

Obrazek 2 — Biosyntéza indolovych alkaloid( 9/
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3.2 Onemocnéni s potencialni moznosti vyuziti alkaloidti izolovanych z kary
G. vellosii

3.2.1 Malarie

Jednd se o onemocnéni zplisobené parazitem rodu Plasmodia. Tento parazit je na clovéka
prendsen kousnutim nakaZzeného komara rodu Anopheles. Po nakazeni cestuji parazité (v této fazi
znami jako sporozoita) krevnim obéhem do jater, v nichz se vyvijeji, dospivaji a vypousti dal dalsi formu
parazitll, tzv. merozoity. V této Zivotni fazi se vraci zpét do krevniho recisté a napadaji cervené krvinky,
v nichZ se mnozZi a po 48 az 72 hodinach krvinka praska a vypousti do krevniho fecisté dalsi a dalsi
parazity, ktefi pokracuji v invazi do ostatnich ¢ervenych krvinek.

Prvni symptomy se obvykle vyskytnou v ¢asovém odstupu 10 dni az 4 tydny od nakazeni
a od té doby se objevuji v 48 az 72hodinovém cyklu. Vétsina symptomu je pfipisovana uniku merozoitt
do krevniho fecisté, anemii vznikajici v dlsledku uUbytku cervenych krvinek a velkému mnozstvi
hemoglobinu, ktery taktéz z ¢ervenych krvinek unika. Mezi symptomy radime anemii, horecku, zimnici,
kreée, kdma, bolesti svall, zvraceni, nevolnost a poceni. Problémem u malarie mizZe byt i pfenos
z matky na jeji nenarozené dité a prenos infekce krevni transfuzi. Parazitim se dobfe dafi v horkém
podnebi, pfes zimu vétSinou vymizi.

Tato nemoc je problémem predevsim v tropickém a subtropickém podnebném pasmu,
pricemz kazdy rok je zaznamenano 300-500 milion( pfipad( nakazy malarii. Vice nez milion lidi ro¢né
na tuto nemoc umird. Komafi v nékterych ohrozenych zemich si jiz vyvinuli rezistenci na insekticidy
a stejné tak si néktefi parazité dokdazali vyvinout rezistenci na néktera antibiotika.

Co se tyce lécby malarie, je lékem volby chlorochin. Oviem nékteré druhy plvodcl si jiz
na chlorochin vyvinuly rezistenci a témto malariim proto fikdme ,chlorochin-rezistentni”. MoZnostmi
|é€by u téchto infekci jsou derivaty artemisinu, atovachon, proguanil, 1é¢ba zaloZzend na kombinaci
chininu s doxycyklinem nebo klindamycinem a meflochin vkombinaci s doxycyklinem nebo
artesunatem. Ve vétsiné lécenych pripad(l malarie je prognéza dobra, s vysokou pravdépodobnosti

uzdraveni, s vyjimkou infekci zplsobenych Plasmodium falciparum s pFidruzenymi komplikacemi. (19
3.2.2 Rakovina

3.2.2.1 Rakovina vajecnikii
Rakovina vajeénikQl neni aZ tak béina, ale zpUsobuje vice umrti neZ jakakoli jind rakovina
7enského reprodukéniho systému. Cim dFive je rakovina diagnostikovéna a zahajena terapie, tim vyssi
je Sance na vyléceni. Z divodu nedostatecnych moznosti screeningovych testli v rané fazi onemocnéni

je viak ve vétsiné pripadl (az 63 %) diagnostikovana pfilis pozdé.

18
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Zeny s rakovinou vaje¢nikd nevykazuji Zadné symptomy onemocnéni nebo vykazuji symptomy
pfilis nezfetelné, a kdyzZ se objevi prvni z nich, je nemoc vétsinou jiz v zavazné fazi. Mezi tyto symptomy
patfi pocit tézkosti v oblasti panve, bolest v podbfrisku, krvaceni z vaginy, pfibirani nebo naopak ubytek

na vaze, nepravidelné periody, nevysvétlitelna bolest zad a dale zvraceni nebo nevolnost.

Neni zcela jasné, co je pricinou rakoviny vajec¢nik(, ale obecné se riziko onemocnéni zvysuje
diky mutacim v bunécné DNA. K rizikovym faktorm patfi vyssi vék, vrozené genové mutace, rodinna
historie rakoviny vajec¢nik(, substitucni |écba estrogenem a pocatek menstruace v brzkém véku nebo

naopak jeji ukonéeni v pfilis pozdnim véku.

U pacient( s rakovinou vajecnikl v pokrodilejsich stadiich jiz neni pfilis pfizniva progndza a je
zde velmi snizena kvalita Zivota. Predpoklddana doba doziti je zde kolem 5 let diky uziti primarni terapie
a toto Cislo se béhem let pfili$ nezvysuje, protoZe u vétsiny pacientl (vice nez 70 %) se dfive nebo
pozdéji vyvine rezistence na lécbu. V poslednich stadiich Zivota se u 28 % pacientll dale vyvine maligni

ascites, zcela rezistentni na chemoterapeutickou [é¢bu. ¥

3.2.2.2 Rakovina tlustého stieva

Rakovina tlustého stfeva je druhym nejcastéji diagnostikovanym onemocnénim na svété.
Objevuje se jak u muz(, tak i u Zen a riziko vyskytu se zvySuje po 50 letech Zivota. Mezi rizikové faktory
ddle patfi kolorektalni polypy, rodinnd historie rakoviny tlustého stfeva, ulcerativni kolitida, Crohnova
choroba nebo strava svysokym obsahem tuk(l. Symptomy se nemusi projevit hned
na zacatku. Patfi mezi né prijem nebo zacpa, pocit nedostatecného vyprazdriovani, krev ve stolici,
Castéjsi krece, Ubytek vahy, zvraceni a nevolnosti. Je proto dilezZité podrobit se screeningovym testiim,
pficemz kazdy Clovék nad 50 let by se mél nechavat pravidelné vysetfit. Testy zahrnuji kolonoskopii
a test na krev ve stolici.

Prestoze se jedna o druhé nejcastéji diagnostikované onemocnéni na svété, uspésnost lécby,
mezi niz se fadi chirurgické odstranéni nadoru v casné fazi, odstranéni nadoru zmraZenim
(kryoterapie), radiofrekvencni ablace (vyuZiti specialnich elektrod, které zabiji rakovinné burky), cilena
terapie (Iéky nebo jiné substance vyuzivané k oznaceni a zniceni rakovinnych bunék, mize se jednat
o monoklonalini protilatky nebo inhibitory angiogeneze), imunoterapie (posileni imunitniho systému,
aby byl schopen bojovat s nddorovymi burikami), chemoterapie a radioterapie, neni pfilis vysoka a je
nezbytné& nutné najit nové mozZnosti terapie. *?

3.2.2.3 Rakovina prostaty
Rakovina prostaty se nejcastéji vyskytuje u starSich muzd, u muzd mladsich 40 let je velmi

vzacna. Mezi rizikové faktory patfi vék nad 65 let, rodinnd historie a také jsou Castéji postiZeni
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afroameric¢ané. Nador prostaty se obvykle zvétsuje pomalu a Casto se z prostaty ani nesifi dal. Nékteré

typy ovsem muZou byt i agresivnéjsi a Sifit se rychle.

vevs

Mezi nejvyznamnéjsi symptomy patfi problematické moceni, sniZujici se sila proudu moci, krev
v ejakuldtu, nepfijemné bolesti v oblasti panve nebo erektilni dysfunkce. V pocatecnich stadiich
nemusi nemoc vykazovat vibec Zadné priznaky. Pokud je ovSsem diagnostikovana vcas, je jeji 1éCba
pomérné Uspésnd. Problematicka je u rakoviny prostaty i diagndza. Vedou se debaty o tom, zda rizika
nakonec neprevazuji nad vyhodami pravidelného screeningu. Ani jeden z provadénych testl totiz
100 % nezaruci spravnost svého vysledku. Objevuji se jak falesné-pozitivni, tak faleSné-negativni
vysledky. Ty potom mohou vést bud’ k neléceni nemocného ¢lovéka nebo naopak k biopsii s rizikem
bolestivosti, krvaceni nebo infekce u ¢lovéka zdravého. Lékafi navic ani nedokazou s jistotou fict, zda
rakovina objevend pfi screeningu je nebezpeénd nebo ne. Potom se stava, ze u pacienta, kde by
nezhoubny nador nikdy nemusel vést k vétsim problémim nebo umrti, je provddéna chemoterapie,
jednak proto, Ze Iékar nevi, jak rychle se dany nador Sifi nebo mizi a jednak proto, Ze pacientovi,

kterému je diagnostikovana rakovina by mohlo byt neptijemné zlstat bez 1éCby.

U pacientd s rakovinou prostaty je nékolik mozZnosti 1éCby. Nékteré z nich jsou pravidelné
pouzivané a nékteré jsou teprve testovany v ramci klinickych studii. Klinické studie maji za ukol jednak
vylepsit stavajici |éCbu a jednak vyzkouset Uplné nové mozZnosti pro IéCbu rakoviny prostaty. V 1écCbé je
mozno vyuZit sedm typl postupl. Prvnim z nich je vyckavani a pozorovani. Provadi se u muzd, u kterych
se zatim neprojevily Zddné symptomy nemoci. V této fazi se provadi rizné testy, jako rektdlni vysetreni
prostaty, PSA, transrektalni ultrazvuk nebo transrektélni biopsie a zjistuje se, zda nezacal nador rist.
Pokud rlst zacne, je nasazena |écba. Druhou moZnosti u jinak zdravych pacientd, u kterych je nador
pouze v prostaté, mlze byt operace pro mechanické odstranéni nadoru. Existuje nékolik zplisobu, jak
nador z prostaty odoperovat. Po operaci se mohou u pacientd objevit obtize jako impotence, inik moci
nebo zkraceni penisu. Treti moZnosti je radioterapie, ktera mize byt externi, za poufZiti pfistroji mimo
télo k seslani radiace, nebo interni, ktera vyuzivd radioaktivni substance aplikované jehlami pfimo
do téla do mista nebo pobliz mista nddoru. U muzu Ié¢enych radioterapii mlze dojit k rozvoji rakoviny
mocového méchyfe nebo traviciho traktu. Také mdze navodit impotenci a Unik mogi. Ctvrtou moznosti
je hormonalni terapie, ktera diky blokaci nebo presunu hormon( zabrani rakovinnym bunkam v rlstu.
MuzZe spocivat v odstranéni varlat nebo podavani hormonu, které zabranuji tvorbé testosteronu.
Vedlejsi ucinky zahrnuji ztratu sexualniho apetitu, impotenci a oslabeni kosti. Patou mozZnosti je
chemoterapie, pfi které jsou vyuZivany léky k zastaveni rlstu nadorovych bunék. Mze byt podavana
systémové nebo piimo do oblasti postizené rakovinou. Sestou moZnosti je biologicka terapie, ktera

vyuziva pacientova imunitniho systému a umozni tak jeho povzbuzeni v boji proti rakovinnym burikam.
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Sedmou a posledni moZnosti je  bisfosfonatova terapie, kterd je vyuZivana

ai v pfipadé rozsifeni rakoviny do kosti a v pfipadé hormonalni terapie, kdy dochazi k jejich oslabeni.®*3)

3.2.2.4 Rakovina pankreatu
Rakovina pankreatu je jednim z nejletalnéjsich typl rakoviny. Pacienti s touto chorobou maji
Sancinab5 let preziti kolem 3-5 %, coz se pfilis nezménilo béhem poslednich 30 let. Je to ddno predevsim
omezenymi moznostmi pfi 1é¢bé tohoto onemocnéni, jeho agresivnosti a problémem s véasnou

diagndzou. Rakovinou jsou obvykle jako prvni napadeny buriky produkujici zaludeéni $tavy.

Mezi rizikové faktory patfi kouteni, diabetes, chronickd pankreatitida a jisté dédicné
predpoklady. Problém je toto onemocnéni véas zachytit, protoZe v prvotnich fazich nevykazuje zadné
symptomy. Kdyz uz se prvni symptomy objevi, jsou ¢asto sotva znatelné a pacient jim nevénuje pfilis
velkou pozornost. Symptomy zahrnuji Zloutnuti o¢i a klize, ztratu vahy, bolest v abdominalini oblasti
a v zadech a unavu. Navic z toho dlvodu, Ze je slinivka ukryta mezi ostatnimi organy, nemuze lékar

nadorové zmény vycitit pfi béZném vysetfeni pacienta.

Vzhledem k obvykle pozdnimu nalezu u rakoviny pankreatu je obtizné ji lécit. U tohoto
onemocnéni se v soucasné dobé nabizi pét moznosti IéCby. Prvni z nich je chirurgické vyjmuti nddoru.
Pokud nador jesté neni rozsifen, tim lépe, vyjme se cely. Pokud jiZ rozsifen je, provadéji se také razné
operace jako napftiklad pankreaticky nebo Zaludeéni bypass, ty ovSem slouzi hlavné k ulevé
od priznaka. Dalsi moZnosti je opét vnéjsi a vnitfni radioterapie, nasledovana chemoradiaci, cilenou
terapii s vyuZitim inhibitorl tyrosinkinasy, a chemoterapii. Zakladnim lécivem v této problematice
zUstava uz po dlouhou dobu gemcitabin (Gem), diky kterému dochazi k prodlouzeni Zivota o dalSich 12
mésicl v porovnani s terapii fluorouracylem. Nové se pouziva i kombinace 5-fluorouracylu, lekovorinu,
irinotekanu a oxaliplatiny, ktera prokazuje jeSté o 5 mésicl delSi prodlouZeni Zivota oproti Gem. U této

kombinace se zase na druhou stranu objevuje vice nezadoucich uginka. 4

3.2.3 Benigni hyperplazie prostaty

Prostata u muzll je Zlaza, kterd napomaha k tvorbé spermatu a oklopuje mocovou trubici.
Se zvysujicim se vékem se u muz(l prostata postupné zvétsuje, coz nemusi zplsobovat zadné problémy
az do té doby, kdy je pfilis velka a problémy zplsobi. Tento stav je také nazyvan benigni hyperplazie
prostaty (BHP) a objevuje se u vétsiny muzl nad 50 let. BHP neni rakovinou a ani se nezd3, Ze by riziko
vzniku rakoviny prostaty zvy$ovala. Rané symptomy jsou ovéem rakoviné prostaty velmi podobné. Radi
se mezi né ¢asté nutkani k moceni, slaby proud moci, problém se zahajenim moceni, pocit neustalé
potfeby jit mocit nebo malé mnozstvi krve v moci. Pokud je onemocnéni vaznéjsi a Ié€ba zahajena pfilis
pozdé, mohou se pridavat komplikace jako casté infekce mocovych cest nebo poskozeni mocového

méchyyre a ledvin.
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PFic¢ina vzniku BHP neni tak Uplné jasna. Existuje vsak nékolik teorii, jak by toto onemocnéni
mohlo vznikat. BHP se objevuje u muz( se vzrastajicim vékem, ale u muzd, u nichz byla jiz v détském
véku odstranéna varlata, se neobjevuje vibec. Jednou z teorii je tedy ta, Ze faktory pro BHP jsou
starnuti a zména pomeéru produkovanych hormon(. Béhem Zivota muzi produkuji muzsky hormon
testosteron a v mensim mnozstvi zensky hormon estrogen. Produkce testosteronu s vékem klesd
a prenechava tak vétsi prostor pro estrogen. Tato teorie tedy pfedpokladd, ze vyssi hladina estrogenu
zpUsobuje rlst bunék prostaty. Druha teorie se zaobira dihydrotestosteronem (DHT). Opét se jedna
o muzsky hormon, ktery oviem zplsobuje rlst prostaty. Védci vyzkoumali, Ze pokud se hromadi DHT
v prostaté, potencuje jeji rist. Pokud muz DHT neprodukuje, potom se u néj BHP nevyvine.

Lécba BHP zahrnuje v pocatecnich stadiich zménu Zivotniho stylu, jako snizeni ptijmu tekutin,
kofeinovych pripravkl, antidepresiv, diuretik nebo cvi¢eni. Dale je nasazena medikace. Léciv
vyuzivanych pfi BHP je nékolik. Prvnimi z nich jsou a-blokatory. Jejich plsobenim dochazi k uvolnéni
hladké svaloviny prostaty a mocového méchyre a patfi sem terazosin, doxazosin, tamsulosin, alfuzosin
a silodosin. Dalsi skupinou Iéku jsou inhibitory 5-fosfodiesterasy, které jsou ¢asto predepisovany jako
léky na erektilni dysfunkci a ty uvolfiuji hladké svalstvo ve spodni ¢asti mocového traktu. Patfi sem
tadalafil. Treti skupinou jsou inhibitory 5a-reduktasy, které blokuji produkci DHT, ktery se hromadi
v prostaté a zpUsobuje jeji rist. Do této skupiny se fadi finasterid a dutasterid. Jako posledni se vyuZiva
kombinovana terapie, pficemz kombinace nékterych skupin IéCiv miZe vyrazné zvysit ucinek oproti
tomu, kdyZ jsou vyuZivany jednotlivé. Mezi uZivané kombinace patfi finasterid + doxazosin, dutasterid

+ tamsulosin nebo a-blokatory + antimuskarinika. (*> (26)

3.2.4 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD) je jednim z nejcastéji se vyskytujicich neurodegenerativnich
onemocnéni u starsich lidi. Projevuje se jako pomalu progredujici demence, tedy onemocnéni mozku,
které zdvazné ovliviiuje schopnost pacienta samostatné vykondvat bézné denni ¢innosti. Zacatek AD je
pozvolny a pribéh je u kazdého pacienta odlisSny. Nejprve napada ¢asti mozku ovliviiujici mysleni,
pamét a jazyk. Pacienti maji problém rozvzpomenout se na nedavné udalosti nebo na jména svych
blizkych. S postupem ¢asu se tyto pfiznaky zac¢nou zhorSovat a pacienti maji problém své blizké
rozpoznat, maji problém se ¢tenim, mluvenim, mohou si zapominat vycistit zuby nebo ¢esat vlasy.
Pozdéji mohou zacit byt agresivni nebo zabloudit na cesté domu. V pozdéjsich fazich jiz potfebuiji, aby
se o né nékdo neustdle staral. Ve velmi malém mnoZstvi pfipadd se AD rozvine ve véku od 30 do 60 let.
(10)

Bylo prokazano, Zze u 2-5% pripadl je AD zpUsobena autozomalné dominantni mutaci
na chromozomech 21, 14 a 1, které jsou nositeli gent pro amyloidni prekurzorovy protein (APP),

presenilin 1 a presenilin 2. Dalsi geneticky faktor, ktery zpUsobuje az 20% onemocnéni AD,
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je pritomnost apolipoproteinu E (ApoE). Tento druhy faktor je zodpovédny za obé formy AD,
ale predevsim za tu ¢asnou. Mezi dalsi rizikové faktory fadime koufeni, hypertenzi, diabetes mellitus
nebo zvy3eny cholesterol. (7 (18)(19)

Tato nemoc je nevylécitelnd, je mozné pouze zmirnit symptomy a zpomalit pribéh nemoci.
Prednimi IéCivy uzivanymi v terapii AD jsou inhibitory acetylcholinesterasy (iAChE). Tyto léky by mély
pomoci zmirnit symptomy probihajici AD. Mezi tyto |éky fadime donepezil, rivastigmin a galantamin.
Jesté neni zcela porozuméno mechanismu, jakym pomahaji pfi kontrole AD, ale zatim vime, Ze
pomahaji inhibovat odbouravani acetylcholinu, ktery je medidtorem v mozku dileZity pro pamét
a mysleni. S postupujici AD produkuje mozek ¢im dal méné acetylcholinu a iAChE pak ztraceji svij
Ucinek. | presto, Ze maji léky témér stejny mechanismus Gcinku, miZe pacient reagovat |épe na jeden
neZ na druhy. iAChE se vyuZivaji pro lécbu mirnych az stfedné tézkych forem AD. Novéjsim lékem
vIécbé AD je memantin, antagonista NMDA receptor(, ktery je predepisovan pro lécbu jiz
pokrocilejSich stadii onemocnéni. Tento lék by mél pomoci zmirnit symptomy projevujici
se nesobéstacnosti v kazdodennim Zivoté. Mechanismem ucinku je nejspiSe regulace dalsiho
dileZitého medidtoru v mozku, glutamatu. Kdyz je glutamat totiz produkovan v pfilis velkém mnozstvi,
mUZe jeho produkce vést ke smrti mozkovych bunék. MozZnosti je i predepsani kombinace 1éciv, a to

vidy kombinace iAChE a memantinu, protoZe kazdy z nich funguji jinym mechanismem. (*)
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3.3 Biologicka aktivita B-karbolinovych alkaloidti izolovanych z ktiry G. vellosii

3.3.1 Lécba malarie
V lidovém léCitelstvi byla klira stromu G. vellosii vyuzivdana domorodymi kmeny severni ¢asti

Jizni Ameriky k [é¢bé maldarie.

Extrakt z G. vellosii byl pro svou antimalarickou aktivitu poprvé zkouman béhem druhé svétové
valky, kdy vyzkum prokazal ucinnost extraktu z kiry podobnou ucinnosti chininu po tom, co byl

podavan kufatim nakazenym Plasmodium gallinaceum. ?%

Béhem studie tohoto extraktu, tradicné uzivaného komunitou Chacobo Amerindian
v Bolivijské ¢asti Amazonie, prokazal ethanolovy extrakt z klry G. vellosii inhibi¢ni aktivitu jak proti
Plasmodium falciparum senzitivnimu na chlorochin (1Cso = 3,1 ug/mL), tak i na chlorochin rezistentnimu
(ICso = 2,0 pg/mL). PFi ¢tyfdennim testu na mysich nakaZenych P. vinckei a P. berghei byly mysim
podavany davky extraktu v mnozstvi 50 mg/kg a vysledky ukazaly potlaceni parazitl o 36 a 41% oproti

kontrolnim skupindm. Toxické davky byly zjistény aZ pfi koncentraci 100 mg/kg. (2!

Ve Francouzské Guyané byla taktéZ provedena studie na tradi¢né vyuZzivané extrakty z kdry
stroml druhu Geissospermum. Béhem této studie byla klra z G. vellosii uvafena, zchlazena
a macerovana v rumu po dobu jednoho mésice. Po odpareni a otestovani se ukazalo, Ze extrakt byl
in vitro neaktivni proti P. falciparum rezistentnimu na chlorochin. Tento extrakt vSak prokazal aktivitu
in vivo proti Sifeni parazitd P. yoelli. MySim byl podavan v davce 23 mg/kg a oproti kontrolnim

skupinam bylo 3iFeni parazitd potlaéeno o 35%. (22

Dalsi dikaz aktivity G. vellosii proti P. falciparum citlivému na chlorochin byl ziskan o nékolik
let pozdéji, pfi testovani metanolového extraktu in vitro (ICso = 2,22 ug/mL). Z tohoto extraktu byly
izolovany jednotlivé alkaloidy, aby se prokdzalo, ktery z nich je nositelem ucinku. Izolované alkaloidy
byly geissospermin, geissoschizolin, geissolosimin a geissoschizon, z nichZ nejvyssi aktivitu vykazoval

geissolosimin (ICso = 0,96 uM) a vellosiminol byl naopak inaktivni (ICso = 157 pM). @

Aktivita jednotlivych alkaloidl byla znovu in vitro otestovana v roce 2012. Jednalo se o stejné
alkaloidy jako v predchozi studii a vysledky byly velice podobné. Geissolosimin, jakoZto alkaloid
s nejvyssi aktivitou proti plasmodiim, se proto stal jednou z hlavnich struktur pro vyzkum lé¢by malarie

za vyuZiti extraktu z G. vellosii. ¥

3.3.2 Lécba rakoviny

3.3.2.1 Rakovina vajeénikii
V Jizni Americe byl vytaZzek z G. vellosii dlouhodobé vyuzivan onkologickymi pacienty a lékafi

integrativni mediciny, ale jeho protirakovinné ucinky nebyly do té doby podrobné studovany. Proto
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byla vroce 2013 provedena studie, diky niZz se zacala zkoumat protirakovinna aktivita extraktu
z G. vellosii obsahujici B-karbolinové alkaloidy bud samostatné nebo v kombinaci s karboplatinou (Cp),

primarnim lécivem v terapii rakoviny vajecnikd.

V pribéhu studie byla nejprve na nékolika liniich lidskych nadorovych bunék otestovana
cytotoxicita extraktu z G. vellosii. Cytotoxicita byla sledovdna v porovnani s nenddorovymi burikami
epitelidlni tkané a bylo zjiSténo, Ze nddorové burky vykazovaly mnohem vétsi citlivost k extraktu, nez
ty nendadorové, coz je u cytotoxického ucinku velmi vitané. V jedné z nadorovych bunéénych linii byla
v pouzité ddvce zaznamenana i apoptdza, ktera byla v tomto pfipadé na davce zavisla a byla hlavnim

dlvodem umrti nddorovych bunék po vystaveni extraktu.

V dalsi fazi byla sledovana ucinnost extraktu G. vellosii v kombinaci s konvencéné uZivanou Cp
a ve vsech testovanych bunécnych liniich tato kombinace prokdazala jednak zvySeni ucinku a jednak
moznost sniZeni uZivanych ddvek Cp. Diky tomu by bylo moZné se stejnym ucinkem uZivat nizsi davky

Cp, ¢imz by se sniZilo i mnoZstvi nezadoucich ucinka.

K testovani in vivo byly pouzity mysi, které byly intraperitonedlné nakazeny rakovinou
vajecnik(. Lécba probihala pouZitim extraktu G. vellosii o koncentracich 20 nebo 50 mg/kg/den
a nékterym z nich byla v davce 15 mg/kg/tyden podavana i Cp. Po porovnani vysledkd bylo zfejmé,
Ze nevyznamnéjsi pokles rlistu nadoru vyvolala kombinace G. vellosii a Cp (87 a 97%), vyznamné bylo
Cp (pouhych 15%). Po ukonceni 1éCby ani jedna z mysi nevykazovala zndmky poskozeni dualeZitych
organu, coZ nasvédcuje tomu, Ze v téchto davkach by extrakt z G. vellosii nemusel mit ani zadné

zavazné nezadouci Gcinky.

3.3.2.2 Rakovina tlustého stieva
Jiz dfive bylo zjisténo, Ze B-karbolinové alkaloidy maji schopnost inhibovat DNA rakovinnych
bunék, aniZ by inhibovaly DNA zdravych bunék. 3 Flavopereirin a dihydroflavopereirin jsou sou&asti
protirakovinného séra PB-100, které dokdaze selektivné inhibovat rdst rakovinnych bunék tlustého

stfeva. Pfesny mechanismus tohoto uc¢inku neni dosud znam.

Pfi testovani ucinku flavopereirinu se zjistilo, Ze potlaceni rlistu rakovinnych bunék probiha
predevsim cestou pres P-53. Tento mechanismus uzamyka fazi G2/M bunééného déleni a navozuje tak

apoptdzu. Presny mechanismus tohoto déje z(stava zatim neobjasnény.

U¢inné navozeni apoptdzy nastalo diky flavopereirinu i u obou wild typld a mutaci
kolorektalniho karcinomu, ovsem pouze za predpokladu, Ze byla funkéni exprese P-53. Pokud dojde

k mutaci P-53, je ucinnost terapie CRC snizena o 35-40%. Za jednu z efektivnich strategii je tedy
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v soucasné dobé povaZovana reaktivace P-53, coZ se zatim podafilo pouZitim chetominu. Bylo tak
docileno jeho pretvoreni do wild typu a nasledného navozeni apoptdzy. (24) DalsSim alkaloidem
ze skupiny PB-karbolinovych alkaloidd je krukovin, izolovany zrostliny Abuta grandifolia
(Menispermaceae), u néjz se prokazala uc¢innost u mutace Kras. Na zakladé tohoto zjisténi byl provéren

i flavopereirin a sniZeni Zivotaschopnosti rakovinnych bunék s mutaci Kras se prokézala i u ngj. ©

3.3.2.3 Rakovina prostaty

Extrakt z klry G. vellosii byl taktéZ zkouman in vitro i in vivo pro U¢inky na rakovinu prostaty.
Bylo prokazano, Ze tento extrakt po pfidani k rakovinnym burikdm prostaty linie LNCaP zpomalil jejich
rast a navodil apoptdzu v zavislosti na ddvce. Zajimavym zjisténim této studie bylo, Ze extrakt byl
uéinny pouze v nizsich davkach. Pokud davka presahovala 50 mg/kg/den, byly vysledky s kontrolni
skupinou srovnatelné. Toto zjisténi bylo potvrzeno jak sledovanim velikosti nddoru, tak sledovanim
navozeni apoptdzy. Tento efekt byl nejspise zplsoben vyssi zatéZzi na travici trakt, u mysi ovSem nebyla

pozorovana ztrata vahy, ani jiné obtiZe na zvy3enou z&té7 poukazuijici. ¥

Pro prevenci a lé¢bu rakoviny prostaty byla pfipravena nova uc¢inna kombinace smichanim
extraktu z kdry G. vellosii a extraktu z rostliny Rauwolfia vomitoria (Apocynaceae). U&innymi latkami
ve smési jsou flavopereirin z G. vellosii a alstonin z R. vomitoria. Kazdy z nich zpomaluje jiné
mechanismy, obecné vsak dochazi k vyvolani apoptdzy pomoci destabilizace DNA nadorovych bunék.

Zaroven dochazi ke snizeni PSA, jednoho z hlavnich markerd pro rakovinu bunék tohoto typu.

V roce 2014 byl také vyzkouman mechanismus, kterym extrakt z G. vellosii plsobi v ptipadé
rakoviny prostaty rezistentni na kastraci (CRPC). Dochazi zde k zastaveni bunécéného rlistu a navozeni
apoptdzy prostiednictvim inhibice aktivace NF-kB v nddorovych bunkach. Zaroven burky vystavené
extraktu z G. vellosii vykazovaly az o 65% nizsi schopnost invaze. CRPC je jednim z nejhir 1écitelnych

druht rakoviny prostaty a extrakt z G. vellosii by v tomto sméru mohl byt velmi ndpomocny. )

3.3.2.4 Rakovina pankreatu

Uc¢innost extraktu z G. vellosii byla po ptedchozich Uspé$nych pokusech u ostatnich typd
rakoviny zkoumana i u rakoviny prostaty. Po otestovani cytotoxicity extraktu, kterd prokdzala Umrtnost
bunék z 85-100%, byla ucinnost extraktu ovéfena i v kombinaci s Gemtacibinem (Gem), jednim
z hlavnich chemoterapeutik uzivanych v lécbé rakoviny pankreatu. V porovnani se samostatné uzitym
Gem byl ucinek vyrazné zvysen jak pfi testech in vitro, tak in vivo. Gem vykazoval inhibi¢ni ucinek
v ranych fazich lécby (prvnich 20 dni), v pozdéjsich fazich uz vsak inhibice nebyla nijak vyrazna. Oproti
tomu extrakt z G. vellosii prokazoval zpomaleni ristu nadoru po celou dobu Iécby. Lé¢ba v kombinaci

byla obdobnd jako léc¢ba extraktem z G. vellosii samostatné. Z tohoto pokusu vyplyvd, Ze extrakt
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z G. vellosii by mohl byt velmi nadéjnym lékem v I1éCbé rakoviny pankreatu a to jak samostatné, tak

i v kombinaci s Gem. 28

Problémem u rakoviny pankreatu je vyskyt nadorovych kmenovych bunék, které odolavaji
|écbé chemoterapii a jsou zodpovédné za metastazovani a navraceni nadorl. Znakem schopnosti
sebeobnovy kmenovych bunék je i schopnost vytvaret sféroidni Utvary, jejichZ pocet byl po vystaveni
extraktu z G. vellosii vyrazné snizen a pfi vysSich koncentracich Uplné eliminovan. U sebeobnovy
a vzniku sféroidnich Utvarll u nadorovych kmenovych bunék hraje velkou roli i signdlni cesta
Whnt/B-katenin. Hlavnim znakem aktivace pres tuto cestu je hromadéni B-kateninu v jadre, jehoz
degradace je regulovana genem zvanym Nanog. Ten navozuje jeho fosforylaci a degradaci tak
urychluje. Po vystaveni extraktu z G. vellosii byla zvySena exprese genu Nanog a tim sniZena
koncentrace B-kateninu v jadfe. Po 48 hodinach byla exprese genu naopak snizena, coz je nejspise

dano zpétnou vazbou, tedy tim, Ze sniZeni hladin B-kateninu vedlo k inhibici exprese genu Nanog.

Testy na mysich prokdzaly ucinek extraktu z G vellosii na rakovinu pankreatu az po 6 dnech
|éCby. Ve 20. dni, kdy nddory mysi v kontrolni skupiné dosahly 100% velikosti, dosahly nddory mysi

|é¢enych extraktem 30%. (©

3.3.3 Lécba testosteronem navozené BHP

Na zakladé objevené ucinnosti extraktu z G. vellosii u rakoviny prostaty byl zkouman jeji
potencial i pro Iécbu testosteronem navozené benigni hyperplazie prostaty (BHP). ZvySeni hladiny
testosteronu naockovanim testosteron-propionatem (TP) u mysi vedlo ke zvétSeni prostaty
v porovnani s kontrolni skupinou. BEhem pokusu byla jedna skupina |é¢ena bézné pouZivanym lékem
finasteridem (Fin), druhd extraktem z G. vellosii a tfeti nelécena. U prvnich dvou skupin bylo zmenseni
prostaty srovnatelné, oproti |é¢bé Fin vSak léCba extraktem z G. vellosii nezplsobila snizeni poctu

spermii ani snizeni hmotnosti.

Extrakt z G. vellosii vyrazné snizil ztencovani epitelidIni bunécné vrstvy a stejné tak i proliferaci
bunék prostaty. Tento aspekt byl méren prostfednictvim hladiny proliferativniho bunécného

nuklearniho antigenu (PCNA), jehoz hladiny se po vystaveni extraktu vyrazné snizily.

Dalsi cestou proliferace bunék prostaty je cesta pres androgenni receptor (AR). Jak Fin, tak
extrakt z G. vellosii jaderné hladiny AR vyrazné sniZily, stejné tak jako hladiny 5a-reduktasy a v kaskadé

po AR nasledujicim PSA.

U lidské BHP dochazi také ke zmnoZeni epitelidlni tkané prostaty, pricemz po vystaveni extraktu
z G. vellosii se tato proliferace taktéz snizila, zvlasté pak po delSim ¢asovém useku, kdy po 48 hodinach

klesla Zivotaschopnost bunék o 30% a po 6 dnech o 70%. Mechanismus, jakym se tak déje, spociva
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v uzaméeni bunééného cyklu v G2/M fazi déleni. U lidskych bunék byl prokazan pokles exprese

AR, 5a-reduktasy a PSA protein(.

Za ucinnou slozku extraktu byl stejné jako u rakoviny tlustého stfeva oznacen flavopereirin,
ktery tedy u testosteronem navozené BHP zpUsobuje inhibici proliferace bunék prostaty zablokovanim
déleni v G2/M fazi, snizeni ztencovani epitelidlni vrstvy a potlacuje hladiny AR, 5a-reduktasy a PSA.

Extrakt z G. vellosii by tak mohl byt Usp&$nym, G€innym a bezpeénym lé¢ivem v terapii BHP. )

3.3.4 Lécba Alzheimerovy choroby

Dalsi onemocnéni, jehoz lécba prostfednictvim jednoho z alkaloidl izolovanych z G. vellosii
byla zkoumadna, je Alzheimerova choroba. V terapii této choroby se uplatnil prfedevsim indolovy
alkaloid s nazvem geissospermin. Tento alkaloid prokdzal schopnost inhibice acetylcholinesterasy
(AChE) v mozku mysi. Geissospermin podany 45 minut pred zahdjenim testu v davce 30 mg/kg/den
vyrazné snizil skopolaminem navozenou amnézii. V nejvy3si efektivni davce (60 mg/kg/den)
nevykazoval Zadné nezadouci centralni ani periferni cholinergni G¢inky. Az po davce 200 mg/kg/den
se dostavily zavaziné krfece doprovazené umrtim zvirete. Diky této studii je zfejmé, Ze alkaloidy kliry
G. vellosii vykazuji anticholinergni aktivitu a mohou byt proto vyuZivany pro zvraceni kognitivnich

poruch spojenych se snizenou funkci cholinergniho systému.

Vyznamnym zjiSténim této studie bylo i to, Ze in vitro je extrakt z G. vellosii mnohem

selektivnéjsi k inhibici bytyrylcholinesterasy (BuChE) nez AChE. %

Dale byl objeven i mechanismus, kterym se geissospermin vaze na AChE, ¢imzZ byl poskytnut
zaklad pro navrhovani strukturdlnich zmén ve strukture geissosperminu, jako je zjednoduseni molekuly

nebo isosterickd zaména, pro vyzkum dal3ich potencialnich inhibitor& AChE. )

3.3.5 Lécba bolesti
Tradi¢né domorodci v Brazilii vyuZzivali kiru z G. vellosii i k 1é¢bé bolesti. Ve studii z roku 2009

védci zkoumali pisobeni tohoto extraktu pres 5-HT(1A) receptory.

Tato studie prokazala, Ze surovy extrakt G. vellosii nebo jeho dichlormethanova frakce
(1-100 mg/kg) vykazovaly vyrazné antinociceptivni Ucinky v chemickych modelech nocicepce. Tyto
modely zahrnovaly bolest navozenou v mysich kyselinou octovou nebo formalinem. Pouzité davky
(1, 10, 30 a 100 mg/kg) nijak nenarusovaly pfirozeny pohyb zvifat. Antinociceptivni efekt
dichlormethanové frakce zahrnoval interakci s 5-HT serotoninergnim systémem. Lécba touto frakci
byla vyznamné narusena, pokud byly mysi pfed podanim Iéceny p-chlorophenylalaninmethyl esterem
(PCPA, inhibitor serotoninové syntézy, 100 mg/kg/den po dobu 4 dni) nebo WAY-100635 (antagonista

receptoru 5-HT(1A), 0,3 mg/kg). Naopak predléceni ketanserinem (antagonista 5-HT(2) receptoru,
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0,3 mg/kg) nebo ondansetronem (antagonista 5-HT(3) receptoru, 0,5 mg/kg) antinociceptivni efekt

dichlormethanu nijak neovlivnilo.

Ze zavér( této studie vyplyva, Ze antinociceptivni ucinek extraktu G. vellosii prochazi pres
5-HT(1A) receptory. Izolaci z extraktu bylo dale zjisténo, Ze alkaloid zodpovédny za tento ucinek

je 12-methoxy-1-methyl-aspidospermidin.

Dalsi studie z roku 2016 probéhla na zdkladé snahy o propojeni znalosti o anticholinergni
aktivité extraktu z G. vellosii ®° a védomostech o roli cholinergniho systému pfi protizanétlivé [é¢bé.
Cilem bylo pfijit s terapii, kterd by spojovala anticholinesterasovou aktivitu s aktivitou podporujici
kognitivni funkce a mohla by tak vnést novy vhled do IéCby patologickych onemocnéni zahrnujicich

neurologické zanéty a ztratu paméti, jako je Alzheimerova choroba.

V této studii doslo k testovani frakce z kliry (PPAC) a jejiho ethanolového extraktu (EE) na
klasickych modelech bolesti a zanétu. Oboji bylo v davce 30 mg/kg podavano mysim, u kterych doslo
k vyraznému snizeni kfe€ovitych abdomindlnich bolesti navozenych kyselinou octovou o 34,8% (EE)
a47,5% (PPAC). U formalinového testu doslo ke snizeni bolesti az ve druhé fazi o 82,8% (EE, 30 mg/kg),
84,9% (PPAC, 30 mg/kg) a 100% (PPAC, 60mg/kg). V porovnani s indometacinem byly davky EE a PPAC
témér dvojnasobné ucinnéjsi pfi navozovani nocicepce. Pfi hot plate testu nebyla PPAC frakce
efektivni, ale sniZila protizanétlivou odpovéd béhem druhé (50,6%) a treti (57,8%) hodiny trvani

zanétlivého edému na tlapce mysi navozeném karagenanem.

Podle téchto vysledkl je ziejmé, Ze slozky obsazené v PPAC frakci maji protizanétlivou
a antinociceptivni aktivitu, jejiz mechanismus zjevné neni spojen s opioidnim systémem. Vzhledem
k podobnostem s plsobenim indometacinu je ucinek PPAC frakce nejspiS spojen hlavné s G¢inkem

acetylcholinu. 2
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Material a vybaveni

4.1.1
[ ]
L]

4.1.2

4.1.3

Rozpoustédla a chemikalie

Amoniak vodny roztok 25-29% ¢ (NHs), Penta, Praha
Destilovana voda (H,0)

Diethylamin p.a. (EtzNH), LachNer, CZ

Diethylether €. (Et,0), LachNer, CZ

Dichlormethan p. a. (CH,Cl;), Balex, Ing. Kroupa

Dusi¢nan bismutity (Bi(NOs)s)

Ethanol 95%, denaturovany metanolem (EtOH), p. a., Penta, Praha
Ethylacetat (EtOAc), p. a., Penta, Praha

Chlorid draselny (KCI)

Chlorid rtutnaty (HgCl,)

Chloroform p. a. (CHCls), Penta, Praha

Jodid draselny (KI)

Kyselina chlorovodikova 5% p.a. (HCl), Penta, Praha
Lékaisky benzin lIékopisné kvality CL 2009 (LB), Penta, Praha
Metanol p. a. (MeOH), Penta, Praha

Uhli¢itan sodny (Na,COs)

Pomocné latky

Kfemelina Celite C 535 John’s Manville (Sigma - Aldrich)

Vyvijeci soustavy pro tenkovrstvou chromatografii

S1: EtOH + MeOH (9:1)

S2: CHCI; +MeOH (9:1)

S3: EtOAc + CHCl; + MeOH (7:3:2)

S4: CHCl; +MeOH (8:2)

S5: To + EtOAC + Et:NH (7:2:1)

4.1.4

Chromatografické adsorbenty
e Komer¢ni desky silikagel 60 GF2ss (Merck, Praha)

e Neutralni Al,Os3, velikost zrn 50 — 200 um, Across, deaktivovany pfidavkem 6% H,0
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e Silikagel (SiO,), 0,063 — 0,2 mm, deaktivovany pfidavkem 10% H,O (Fluka, Bukurest)

o Silikagel pro preparativni chromatografii Kiegsel GF 254 (Merck, Praha)

4.1.5 Pristrojové vybaveni
e Vakuova odparka Biichi rotavapor R-114 (Biichi, Flavil, Switzerland)
e Flash chromatograf, kontrolni jednotka C-620 (Biichi, Switzerland)
e UV spektrometr
e Plynovy chromatograf s hmotnostnim detektorem Agilent 7890 A GC 5975 inert MSD

e Polarimetr P3000, A. Kriis Optronic, Germany

4.1.6 Detekéni Cinidla

4.1.6.1 Dragendorfovo ¢inidlo
Cinidlo vyuzivané pro detekci alkaloidd a sloucenin, které ve své struktufe obsahuji navazany

dusik. Sklada se z roztokl A a B pfipravenych v poméru 1:1.

Roztok A — pfipraven rozpusténim 1,7 g dusi¢nanu bismutitého zdsaditého a 20 g kyseliny vinné

v 80 ml destilované vody
Roztok B — pfipraven rozpusténim jodidu draselného ve 40 ml destilované vody

4.1.6.2 Meyerovo Cinidlo
Cinidlo vyuZivané pro zjisténi alkaloidd v organickém rozpoustédle. Vznikd rozpu$ténim 1,36 g
chloridu rtutnatého a 5 g jodidu draselného ve 100 ml destilované vody. Po jejich rozpusténi dochazi

ke vzniku tetrajodortutnatanu draselného, ktery nasledné reaguje s alkaloidy.

4.1.7 Rostlinny material

Na izolaci bylo pouzito 43 kg kiiry Geissospermum vellosii Alleméao od dodavatele Amazon Herbs
Surinam. Materidl byl na fakultu dodan dne 10. 10. 2018. Po pfijeti byla kdra na kulovém mlynu
rozemleta na kusy o velikosti 5 mm a dale pouZita k izolaci alkaloidd. Alkaloidni extrakt vykazoval

zajimavou inhibiéni aktivitu vici BUChE (ICso= 11,79 + 0,74 pg/ml).
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4.2 Obecné postupy

4.2.1 Priprava a uchovavani rozpoustédel
Vsechna rozpoustédla byla pred pouzitim dle laboratornich zvyklosti predestilovdna

a uchovavana v tmavé hnédych stojatkach za Uc¢elem jejich ochrany pred svétlem.

4.2.2 Odparovani extraktd a frakci
Ziskané frakce byly odpafovany na vodni lazni o teploté 40°C za snizeného tlaku na vakuové
odparce. Tim dosSlo kodpareni rozpoustédel jednotlivych alkaloidnich frakci, ziskanych

z chromatografickych sloupct a preparativni TLC.

4.2.3 Chromatografické metody

4.2.3.1 Sloupcovd chromatografie
Sloupcova chromatografie spociva v naplnéni sloupcové kolony adsorbentem (neutralni Al,Os,
velikost zrn 50 — 200 um, Across, deaktivovany pridavkem 6% H,0), na néjz je navrstven predem
pripraveny roztér (extrakt naadsorbovany na Al,0s). K separaci alkaloid( byla vyuZita stupriovita eluce

zvySovanim polarity mobilni faze.

4.2.3.2 Tenkovrstvd chromatografie
Metoda TLC nam umozZnuje zjistit pritomnost a zaroven i Cistotu alkaloidd obsaZenych
v extraktu. Pracuje se s deskami pokrytymi silikagelem, na ktery se kapilarou nanese vzorek. Desticka
se vzorkem se nasledné vloZi do komory s vyvijeci smési, kterou jsme si nechali alespori pal hodiny
nasytit. Pod UV lampou Ize vidét tmavé skvrny. Pokud se objevi i po prestiikani Dragendorffovym

¢inidlem, jedna se o alkaloidy.

4.2.3.3 Flash chromatografie
Flash chromatografie umoznuje rychlou a presnou separaci v plastovych kolonach plnénych

rlznymi typy sorbentu. Soucasti pristroje jsou dvé pumpy pro rozpoustédia.
A —méné polarni (dichlormethan)
B — vice poldrni (metanol + amoniak).

Nejprve se pumpy musi proplachnout rozpoustédly, kterd chceme pouzivat. Nasledné probiha
kondiciovani kolony — necha se protéct 3-5 ndasobek objemu kolony, coZ z ni odstrani vzduch, nedochazi
ke vzniku turbulenci a nelini to problémy pti méreni. V poslednim kroku se umisti predkolona

s alkaloidnim roztérem, ktery chceme délit pred kolonu, a zahaji se samotné déleni.

VSe probihd automaticky, jednotlivé frakce jsou odchytavany do predem pfipravenych

zkumavek, polarita rozpoustédel v pribéhu déleni narusta, jedna se o gradientovou eluci.
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4.2.4 Strukturni analyza

4.2.4.1 GS/MS analyza

Analyza struktury izolovaného alkaloidu byla provedena pomoci plynového chromatogramu
Agilent 7890A GC 5975, ktery pracuje s hmotnostnim detektorem pfi elektronové ionizaci 70 eV.
Pro separaci byla vyuZita kolona HP-5 MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 mm, Agilent Technologies, USA)
a teplotni program 100°C — 180°C (7 minut), 180°C (1 min), 180°C — 300°C (24 min). Nosnym plynem
bylo helium s priatokovou rychlosti 1 ml/min a teplota pfi nastfiku vzorku ¢inila 180°C. Alkaloidni roztok
byl na kolonu nasttiknut v mnozstvi 1 pl o koncentraci 1 mg/mlv poméru 1:10 ve ,,split mode”. Vznikla
spektra alkaloidd byla porovnavana se spektry dostupnymi v komercéni knihovné spekter NIST 11
(National Institute of Standards and Technology Library, USA), daty publikovanymi v odborné literature

a se standardy latek, které jiz byly izolovany na naSem pracovisti.

4.2.4.2 NMR (Nukledrni magnetickd rezonance)
NMR spektra byla mérena na spektrometru VNMR S500 v roztocich CDCls pfi teploté 25°C.
Spektrometr pracuje pfi 499,87 MHz pro jadra *H a 125,70 MHz pro jadra 3C. K ozafovani a detekci

signalu byla vyuzita Sirokopasmova dvoukanalova gradientova sonda s regulaci teploty (OneNMR).

4.2.4.3 Meéreni optické otdcivosti
Optickd otacivost byla mérfena na polarimetru P3000 v metanolovych nebo chloroformovych

roztocich alkaloidu.

4.2.5 Méreni biologické aktivity

4.2.5.1 Testovdni inhibicni aktivity ziskanych alkaloidii proti cholinesterasam

Chemikalie:

Acetyltiocholin jodid (Sigma-Aldrich) (pouzity 10mM roztok)

e Butyryltiocholin jodid (Sigma-Aldrich) (pouzity 10mM roztok)

e 5,5 -ditiobis-2nitrobenzoova kyselina 298% (Sigma Aldrich) (pouZity 5mM roztok)

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

e Galanthamin hydrobromid 95% (Changsha Organic Haerb Inc., China)

e Huperzin A 95% (TAZHONGHUI) (Tai‘an zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd., China)
e 5mM fosfatovy pufr pH 7,4

o  5mM fosfatovy pufr pH 7,4 obsahujici 150 mM chloridu sodného

e 100mM fosfatovy pufr pH 7,4

e Rekombinantni AChE (Univerzita Hradec Kralové)

e Rekombinantni BUChE (Univerzita Hradec Kralové)
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Pfistroje:
e Reader SynergyTM HT Muti-Detection Microplate Reader (BioTek, USA)
Podminky méfeni:

e Teplota 37 °C
e Prostiedi fosfatového pufru (pH 7,4)

e Spektrofotometrické stanoveni barevnych produktl pti vinové délce 436 nm (AChE) a 412 nm

(BuChE)
Vlastni stanoveni inhibiéni aktivity izolovanych alkaloidt

Pro stanoveni hodnoty ICso byla pouzita Ellmanova spektrofotometrickd metoda s pouZzitim
5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB)178 [A = 436 nm (AChE), nebo A = 412 nm (BuChE)].
B&hem stanoveni byl sledovan narlst absorbance za 1 min. Hodnoty ICso byly vypoditany ze ziskanych
hodnot poklesu aktivity AChE nebo BUChE nelinearni regresi v programu GraphPaD Prism (verze
pro Windows; vyrobce GraphPaD Software, San Diego, CA, USA). Vysledky byly porovnany s hodnotami
ICso znamych inhibitor( cholinesteras - galanthaminem a huperzinem A. Procenta inhibice (% 1) byla

vypocitana podle vzorce:

AApg;

%I = 100 — (100 X
%I = 100 — (100 v

)

% | — procento inhibice; AAg — pokles absorbance slepého vzorku béhem 1 min; AAs, — absorbance

testovaného vzorku béhem 1 min.

Stanoveni aktivity latek

Nejprve byl proveden screening pti 100 mM, pokud byla inhibi¢ni aktivita vy$si nez 50%, doslo
ke stanoveni ICso. Pro méreni inhibi¢ni aktivity latky byly pouzity koncentrace 40; 10; 4; 1 a 0,4 mM,
pfipadné dalsi série koncentraci v tomto pocetnim modu, byla-li aktivita vysoka. Do posledni 6. fady

byl pipetovan DMSO jako slepy vzorek.

Ziskané inhibic¢ni aktivity 1Cso AChE a 1Csp BUChE pro jednotlivé latky byly porovnavany
s inhibi¢nimi aktivitami referencnich latek — Galanthaminem (ICso AChE = 1,710 + 0,065 puM, ICso
BuChE = 42,301 + 0,065 uM), Huperzinem A (ICso AChE = 0,033 + 0,001 uM, ICsp BUChE > 1000 uM) a
berberinem (ICso AChE = 0,705 + 0,104 uM, ICso BUChE = 30,721 + 3,492 uM).
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4.2.5.2 Stanoveni inhibi¢ni aktivity vici GSK-36

Chemikalie

Dimethylsulfoxid p.a. (DMSO) (Sigma-Aldrich)

e Adenosin 5-trifosfat (ATP) (Sigma-Aldrich)

e GSM (Sigma-Aldrich)

e  GSK-3pB (Sigma-Aldrich)

e SB 415286 (Sigma-Aldrich)

e Souprava Cinidel Kinase-Glo (Promega) (Sigma-Aldrich)

e Pufr pH 7,4(sloZeni: octan horecnaty (Sigma-Aldrich)

e Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) (Sigma-Aldrich)
e Tetra sodna stl EGTA (Sigma-Aldrich)

e 2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethansulfonova kyselina (HEPES) (Sigma-Aldrich)

P¥istroje

e Multireader Victor X3

Vlastni stanoveni inhibi¢ni aktivity izolovanych alkaloid(

Stanoveni inhibiéni aktivity probéhlo ve spoluprdci s dr. Vincenzou Andrisano z Department for
Life Quality Studies University of Bologna. Stanoveni bylo provedeno pomoci Kinase-Glo Kit (Promega
Biotech Iberica, S.L., Madrid, Spanélsko), humanni rekombinantni GSK-3p a GSM substratu
napodobujiciho svalovou glykogen synthasu (Merck Millipore, Darmstadt, Némecko) luminiscenéni
metodou podle Bakiho et al. Stanoveni bylo provedeno v bilych 96-jamkovych destickach s plochym
dnem. V kazdé jamce bylo 10 pl roztoku testované latky v DMSO o vysledné koncentraci 1 mM
naredéného pufrem (50 mM HEPES, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA a 15 mM octanu horecnatého)
na pozadovanou koncentraci. K tomuto roztoku bylo pfidano 10 ul ATP (vysledna koncentrace 1 uM),
10 pl 100 uM GSM a 10 ul GSK-3B (20 ng). Negativni kontrola byla vytvorena pfidanim dalsich 10 pl
pufru a do pozitivni kontroly bylo pfiddno 10 ul standardu SB-415286. Celkova koncentrace DMSO
ve vysledné smési neptfesahla 5 %. Reakcni smés byla 30 min inkubovana pfi teploté 37 °C, poté byla
enzymaticka reakce zastavena pfidanim 40 pl Kinase-Glo cinidla a po dalSich 10 min byla mérena
luminiscence (dlouhodoby typ luminiscence). Hodnoty ICso byly spocitany a vyhodnoceny pomoci

programu GraphPaD Prism (verze pro Windows; vyrobce GraphPaD Software, San Diego, CA, USA).
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4.3 lzolace alkaloidu

4.3.1 Priprava alkaloidniho extraktu

K pfipravé alkaloidniho extraktu bylo pouzito 43 kg susené rozemleté drogy Geisospermum
vellosii Allemao. Droga rozemleta na casti o velikosti 5 mm byla ndsledné po 250 g extrahovana
do 95% ethanolu za varu po dobu 30 minut. Objemové vychazel pomér rozpoustédlo:droga 4:1. Vznikly
extrakt byl vzdy zfiltrovan pres vliselin a odparen pfi snizené teploté. Celkem vzniklo 5 kg primarniho

extraktu tmavé hnédého zbarveni a viskdzni konzistence.

4.3.1.1 Ziskani tercidrnich bazi
Ktomuto extraktu bylo pfiddno cca 500 ml 95% EtOH, extrakt byl rozpustén, preveden
do destila¢ni bariky. V destilacni barnce bylo pfidano 1,5 | destilované vody, smés byla zahtata na 60°C
a EtOH oddestilovan. Ke zbytku bylo pridano 5 litra horké destilované vody o teploté 80°C a takové
mnozstvi 5% HCI, aby bylo vysledné pH filtratu v rozmezi 1,3 — 1,5. Roztok byl doplnén destilovanou
vodou na cca 15 litrl a ponechan pres noc sedimentovat. Po sedimentaci byla provedena opatrna
dekantace, roztok pokojové teploty byl zfiltrovan pres neutralni kiemelinu a zbytek promyt malym

mnozstvim vody. Timto zplsobem bylo ziskano 17,5 litr( primarniho extraktu.

Pred vytfepavanim alkaloidl byl filtrat naredén destilovanou vodou v poméru 1:1. Kazdy litr
tohoto roztoku byl alkalizovan 200 ml 10% Na,COs v Erlenmayerové barice a bylo pfidano 500 m| CHCls.
Prvotni tfepdani bylo provedeno v Erlenmayerové barice a roztok byl zfiltrovan do tfepacky pres vliselin.
Vytrepavani terciarnich bazi bylo provedeno celkem 5x a chloroformovy vytrepek byl odparen. Celkem

se vytfepavanim extraktu ze 43 kg drogy ziskalo 1530 g tmavé hnédého velmi viskdzniho odparku.

4.3.1.2 Cisténi tercidrnich bazi (vytfepky Et,0 a CHCls) - AL-674

1530 g hnédého viskdzniho odparku bylo rozpusténo v CHCI; a rozdéleno do 6 banék po 255 g.
Odparek v kazdé barice byl zpracovavan zvlast. Kazda barka, obsahujici 255 g odparku, byla zahtata
do ztekuceni (pfi cca 70°C) a bylo pfiddano 200 ml 5% HCI. Na vodni lazni bylo vie dikladné promichano,
nasledné se pridalo 300 ml vody a opét dikladné promichano. Suspenze byla ponechana chvili
zchladnout, kysely hnédy roztok byl slit a postup opakovan znovu s tim rozdilem, Ze na konci byla
provedena sonikace po dobu 5 minut. Rozpusténé zbytky ze vSech 6 banék byly nakonec spojeny
a pridalo se 500 ml 5% HCI. Po dikladném protfepani s 600 ml destilované vody, bylo zahfato na 70°C,
sonifikovano a vodna vrstva opét slita. Kyselé roztoky alkaloid( byly zfedény vodou a tento roztok byl

po zchladnuti zfiltrovan. Z tohoto postupu vzniklo 12,5 litru hnédého, kyselého roztoku.
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4.3.2 Extrakce do etheru

12,5 litru ziskaného hnédého, kyselého roztoku bylo vytfepavano po 1 litru. V délici ndlevce bylo
k 1 litru roztoku ptiddano 230 ml 10% Na,COs; a pfi prvnim protifepavdni 600 ml Et,O. Pfi dalSich
4 protfepavanich bylo postupné prfidavano 300 ml Et,0. Etherova vrstva se délila dobfe a déleni vedlo
k vylouceni hnédosSedé srazeniny. Etherové vrstvy byly ndsledné slity a rozpoustédlo oddestilovano.
Vysledkem byl svétle Zluty medovity velmi viskdzni odparek. Z 1250 g primarniho alkaloidniho vytrepku
jsme ziskali 50,4 g tohoto odparku. Zbyly vodni roztok byl testovdan Mayerovym ¢inidlem a reagoval
velmi silné na pfitomnost alkaloid(. Byl proto znovu vytfepan (1x 500 ml CHCl; a 5x 350 ml CHCls),
vytfepky spojeny a odpareny za vzniku Sedohnédého nafouknutého odparku. Celkovd hmotnost

odparku z 1250 g primdrniho alkaloidniho vytfepku byla tedy 53,8 g.

4.3.3 Sloupcova chromatografie

Roztér byl pfipraven smichanim 53,8 g alkaloidniho extraktu rozpusténého v CHCl; s 200 gramy
neutralniho oxidu hlinitého (Al,O3, velikost zrn 50 — 200 um, Across, deaktivovany 6% H,0). Na vodni
ldzni byl z roztéru za stdlého michdni CHCl; odparen a ten byl ndsledné umistén do exsikatoru

na 24 hodin.

K separaci alkaloid(l byla vyuzZita stuprovita eluce zvySovanim polarity mobilni faze. Nejprve byl

pouzit CHCls: Iékarsky benzin, poté Cisty CHCl; a nakonec CHCls: EtOH.

Jednotlivé frakce byly jimany po 250 ml a timto zptsobem bylo ziskano 272 frakci. Kazda z frakci
byla zkousena pomoci TLC, shodné faze slouceny k sobé a vysledkem bylo 16 frakci GV-(1-16).

(Tabulka 4)
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Nazev frakce

GV-1

GV-2

GV-3

GV-4

GV-5

GV-6

GV-7

GV-8

GV-9

GV-10
GV-11

GV-12

GV-13
GV-14

GV-15

GV-16

Cislo frakce
13-18
19-27
28-31
32-36
37-42
43-56
57-66
67-72
73-79
80-87
88
89-103
104-105
106-119
120-131
132-149
150-156
157-171
172-182
183-188
189-199
200-214
215-217
218-221
222-231
232-233
234-250
251-256
257-264
265-272

Elucni systém
CHCl3:Benzin 1:1
CHCls:Benzin 1:1
CHCl3:Benzin 52:48
CHCl3:Benzin 52:48
CHCl3:Benzin 55:45
CHCl3:Benzin 55:45
CHCls:Benzin 60:40
CHCl3:Benzin 60:40
CHCl3:Benzin 65:35
CHCl3:Benzin 65:35
CHCl3:Benzin 65:35
CHCl;:Benzin 70:30
CHCl3:Benzin 75:25
CHCl3:Benzin 75:25
CHCl3:Benzin 80:20
CHCl3:Benzin 85:15
CHCl3:Benzin 90:10
CHCl3:Benzin 95:5
CHCl3 100
CHCI3:EtOH 99:1
CHCl3:EtOH 99:1
CHCI3:EtOH 99:1
CHCI3:EtOH 97:3
CHCI5:EtOH 95:5
CHCI5:EtOH 95:5
CHCI5:EtOH 95:5
CHCl3:EtOH 90:10
CHCl3:EtOH 85:15
CHCI5:EtOH 80:20
CHClI5:EtOH 50:50

Hmotnost odparku (g)
0,0793

0,0977

1,3746

5,1969

0,7862

1,5764

8,2681

1,0337

17,964

1,2305
3,0227

2,2376
0,3827

1,3326

2,8556

0,536

47,9746

Tabulka 4 - Jednotlivé frakce po rozdéleni vzorku pfi sloupcové chromatografii
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Jednotlivé spojené frakce byly naneseny na souhrnné TLC (adsorbent SiO, 60 F254 Merck). TLC
bylo nasledné vyvinuto v soustavé S5 a detekce probéhla pod UV lampou a pomoci Dragendorffova

Cinidla. (Obrazek 3) Diky detekci byla prokazana pritomnost jednotlivych alkaloidd.

Obrazek 3 - TLC po sloupcové chromatografii, Dragendorffovo
¢inidlo
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4.3.4 Separace alkaloidti GV-8

4.3.4.1 Flash chromatografie
Pomoci flash chromatografie doslo k rozdéleni frakce GV-8 na dalsi frakce GV-8 (1-8). Provedli
jsme pfipravu pristroje, naplnéni kolony a predkolony, nastavili pfislusné parametry do PC (absorpcni

maxima alkaloid(i, zména polarity) a déleni jiz probéhlo na pfistroji automaticky.

Po ukonceni déleni latek bylo provedeno souhrnné TLC vybranych frakci (kazda treti zkumavka
+ kazdd zkumavka v mistech, kde zaznam na PC ukazoval pik). Detekce probéhla pomoci UV zareni
a postfikdni Dragendorffovym cinidlem. (Obrazek 4) Na zakladé TLC vyvinutém v soustavé S2 byla

frakce GV-8 rozdélena na podfrakce 1-8.

Obrazek 4 - TLC po flash chromatografii
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4.3.4.2 Separace alkaloidii GV-8-4
Pro dalsi separaci byla vybrana frakce GV-8-4 o hmotnosti 0,1219 g. Nejprve byly vyhledany
vhodné mobilni soustavy. Nejlépe se alkaloidy oddélily po postupném vyvinuti v mobilnich soustavach
S1 a S2. Cela frakce byla nanesena na sklenéné desky (15x15 cm) a po pohledu pod UV rozdélena
na podfrakce A, B a C. Jednotlivé frakce byly z desky seskrabany do kadinek, eluovany (pres vatu,
kfemelinu a prolévanim EtOH a CHCls, kontrola obsahu alkaloid( provadéna pomoci Dragendorffova

¢inidla) a smés etanolu a chloroformu odparena na vakuové odparce.

V dalsi fazi bylo pracovdno s frakci GV-8-4-A. Po nalezeni vhodné mobilni faze, ve které
se alkaloidy od sebe rozdélily jesté |épe, byla tato frakce vyvinuta na hlinéné komeréni desce dvakrat
po sobé ve vyvijeci soustavé S3. Diky tomu doslo k rozdéleni vzorku GV-8-4-A na A, B, C, D, E.
Z komercéni desky byly jednotlivé alkaloidy opét seskrabany, eluovadny a odpareny na vakuové odparce

stejnym postupem, jako ve fazi predchozi.

Z podfrakce GV-8-4-A-B bylo ziskano 60 mg bilych krystald.

41



5 Vysledky

5.1 GV-8-4-A-B
Z frakce GV-8-4-A-B bylo v Cisté formé izolovano 60 mg alkaloidu, ktery byl identifikovan jako

vellosimin. (Obrdzek 5) Jednotlivd spektra byla porovnana s literaturou a knihovnou spekter.

<O

Obrazek 5 - Vellosimin

5.1.1 Molekulova hmotnost

Mr =292

5.1.2 MS analyza

EI-MS: m/z: 292 (67), 291 (43), 264 (20), 263 (100), 249 (23), 207 (29), 182 (18), 169 (83), 168 (52),
115 (16)

5.1.3 NMR analyza

H NMR (500MHz, C5D5N) 6: 11.91 (1H, bs), 9.77 (1H, s), 7.69 (1H, d, J = 7.5 Hz), 7.60 (1H, d, J = 7.5
Hz), 7.31 (1H, td, J = 7.5 Hz, J = 1.5 Hz), 7.27 (1H, td, ) = 7.5 Hz, J = 1.5 Hz), 5.24-5.16 (1H, m), 4.36
(1H, dd, J = 9.8 Hz, J = 2.4 Hz), 3.80-3.75 (1H, m), 3.64-3.51 (2H, m), 3.32 (1H, dd, J = 15.1 Hz, J = 5.0
Hz), 3.21-3.18 (1H, m), 2.75 (1H, dd, J = 15.1 Hz, ) = 1.4 Hz), 2.51 (1H, d, J = 7.6 Hz), 1.98-1.91 (1H,
m), 1.87-1.81 (1H, m), 1.56 (3H, dt, J = 6.9 Hz, J = 2.0 Hz).

13C NMR (125MHz, C5D5N) 6: 203.2, 140.0, 137.7, 136.2, 128.5, 121.4,119.3, 118.4, 116.2, 111.8,
103.6, 56.2,55.2,51.2, 50.9, 33.4, 27.8, 27.3, 12.6.
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5.1.4 Opticka otacivost
Hodnota [a]®°p =-53° (c = 0,12; MeOH)

5.2 Biologicka aktivita u izolovanych alkaloid
U izolovaného alkaloidu byla zmérena jeho inhibi¢ni aktivita vic¢i AChE, BuChE a GSK3 B.

V nasledujici tabulce jsou porovnany inhibi¢ni aktivity izolované latky s hodnotami standardd.

(Tabulka 5)

Vellosimin Galanthamin® | Huperzin A% SB-415286
% inhibice AChE (100 pm) | 15,23 £ 4,80 - - -

ICso AChE pM (pg/ml) NS 1,7£0,1 0,033+0,001 |-

% inhibice BUChE (100 uM) 83,92 + 0,65 - - -

ICs0 BUChE uM (pug/ml) 11,79+0,74 42,3+1,3 > 500 -

GSK3 B % inhibice (c=50 pM) | 100,00+0,00 | - - -

ICs0 GSK3 B (uM) 7.18 £1.12 - - 70 nM

Tabulka 5 - Porovnani inhibi¢ni aktivity vi¢i AChE a BUuChE se standardy (St) Galantaminem a Huperzinem A
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6 Diskuze a zaver

Na zakladé screeningové studie, ktera byla provedena na katedrach farmaceutické botaniky
a farmakognozie bylo zjisténo, Ze alkaloidni extrakt z Geissospermum vellosii Allemdo ma velice
zajimavou inhibi¢ni aktivitu v0c¢i lidskym cholinesterasam. Tato stanoveni probihala pomoci
spektrofotometrické Ellmanovy metody. Byla méfena inhibi¢ni aktivita alkaloidniho extraktu z kdry

vUci lidské AChE (nebyla stanovena) a BUChk (11,79 £+ 0,74um/ml).

Cilem diplomové prace bylo ziskat etherovy alkaloidni extrakt, provést sloupcovou
chromatografii a nasledné z vybrané frakce pomoci chromatografickych metod izolovat obsahové
latky. Pro chromatografické déleni byla vybrana frakce GV-8, ktera byla zpracovdna pomoci flash

chromatografie a byl ziskdn jeden alkaloid v Cisté formé, u kterého byla zmérena opticka otacivost.

Susend kdra byla nejprve rozemleta a nasledné extrahovana ethanolem, takto byl ziskan
sumarni extrakt. Sumarni extrakt byl vytfepavan postupné do etheru a nasledné do chloroformu tak,
aby doslo k rozdéleni pfitomnych alkaloidl. Bylo ziskano 50,4 g etherového extraktu a 53,8 g

chloroformového extraktu.

Etherovy extrakt byl dale zpracovdvan pomoci sloupcové chromatografie a bylo ziskano
16 frakci. Pro tuto praci byla vybrana frakce GV-8, ktera byla nasledné zpracovana pomoci flash

chromatografie tenkovrstvé chromatografie a vysledkem byla izolace jedné latky v Cisté formé.

Latka byla pomoci GC-MS méreni, NMR analyzy, méreni optické otacivosti a porovnani

s literaturou identifikovana jako vellosimin (GV-8-4-A-B).

Biologicka aktivita vellosiminu v(ci cholinesterasam byla stanovena pomoci Ellmanovy
spektrofotometrické metody a byla porovndna se standardy galanthaminem a huperzinem A.
Galanthamin je silny inhibitor acetylcholinesterasy (1,7 + 0,1 uM), vic¢i butyrylcholinesterase
nevykazuje silnou inhibici (42,3 + 1,3 uM). Huperzin A vykazuje vyssi inhibi¢ni aktivitu vici AChE nez
galanthamin (0,033 + 0,001 uM), ale v(ci butyrylcholiesterase Zzadnou aktivitu nevykazuje (> 500 uM).
Inhibi¢ni aktivita vellosiminu v(ci acetylcholiensterase je velice nizka, a proto nebyla stanovena ICs.
Naproti tomu inhibi¢ni aktivita vac¢i butyrylcholinesterase dosahuje zajimavych vysledk

(11,79 + 0,74 pM).

Izolovany alkaloid byl v navaznosti na jeho dobrou aktivitu vic¢i BUChE testovan na inhibici

GSK-3B. Jeho aktivita se v porovnani s ostatnimi l[atkami prirodniho rostlinného plvodu da povaZovat
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za velice dobrou. V porovnani se syntetickym standardem je vsak nizsi. | tak by se dalo fici, Ze
se naSe cesta hledani latek s potencidlem k |écbé AD ubird spravnym smérem. V dalSim vyzkumu
bychom se mohli zaméfit i na tvorbu polosyntetickych derivatl, pokud bude vellosimin izolovan

v dostate¢ném mnozstvi.

V budoucnu by bylo dobré izolované latky otestovat i pro jejich antimalarickou aktivitu,

protinadorovou aktivitu a pfipadné i antimikrobialni.
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7 Abstrakt

Vaclavikova, K., l1zolace alkaloidd druhu Geissospermum vellosii Alemédo a studium jejich
biologické aktivity Il., Diplomova prace, Univerzita Karlova, Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové,

Katedra farmakognozie, Hradec Kralové 2020.

Rod Geissospermum rostouci v Jizni Americe je vyznamny z fytochemického hlediska pro obsah
indolovych alkaloidll. Tento jihoamericky strom je v lidovém Iécitelstvi vyuZivan pro 1é¢bu rlznych
onemocnéni, mezi néz radime napfiklad poruchy kognitivnich funkci, malarii, ale i |é¢bu nadorovych
onemocnéni. Rostlina byla pro dalsi vyzkum vybrana na zakladé screeningové studie, ve které byla
zjisténa velice zajimavd aktivita v0c¢i cholinesterasam (ICsp AChE = 10,51 * 3,03 ug/ml

a ICso BUChE = 0,39 + 0,057 pg/ml).

Cilem diplomové prace bylo ziskani sumarniho extraktu z kdry stromu, jeho nasledné
zpracovani, izolace alesponi jednoho alkaloidu v Cisté formé a definice jeho struktury. Pomoci
chromatografickych metod byl alkaloidni extrakt rozdélen na 16 frakci, které byly ddle zpracovany.
Samotna izolace jednotlivych alkaloidl probihala z frakce GV-8, kterd byla podrobena flash
chromatografii a naslednému precisténi izolovanych latek pomoci tenkovrstvé chromatografie. Z této
frakce byla izolovana jedna Cista latka (vellosimin), u které byla pomoci Ellmanovy metody stanovena
jeji inhibicni aktivita vici lidské rekombinantni acetylcholinesterase a butyrylcholinesterase a dale byla
stanovena inhibicni aktivita vi¢i GSK-3B. V porovnani se standardy vykazoval vellosimin zajimavou

inhibi¢ni aktivitu vaci BUChE a GSK-38 (ICso BUChE = 11,79 £ 0,74 uM a ICso GSK-3B = 7,18 £ 1,12uM).

V teoretické ¢asti jsou uvedeny znamé biologické aktivity zjisténé v minulosti
u rozliénych alkaloid(l izolovanych z G. vellosii. U nékterych onemocnéni je i znamy konkrétni alkaloid,
ktery je nositelem uéinku, u jinych to zatim neni specifikovano. U&innost extraktu z G. vellosii byla
prokazadna pri lécbé malarie (geissolosimin), rakoviny vajecnikli, tlustého stfeva (flavopereirin),
prostaty (flavopereirin) a pankreatu, benigni hyperplazie prostaty (flavopereirin), Alzheimerovy
choroby (geissospermin) a IéCby bolesti (12-metoxy-1-methyl-aspidospermidin). U vellosiminu Zadna

biologicka aktivita zatim prokazana nebyla.

Klicova slova: Geissospermum vellosii, Apocynaceae, maldrie, rakovina, Alzheimerova choroba,

benigni hyperplazie prostaty, vellosimin, geissolosimin, flavopereirin, geissospermin
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8 Abstract

Vaclavikova, K., Isolation of alkaloids of the species Geissospermum vellosii Allemao and study
of their biological activity Il., Diploma thesis, Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Krdlové,

Department of Pharmacognosy, Hradec Kralové 2020.

The genus Geissospermum growing in South Amerika is important for phytochemistry because
it contains indole alkaloids. This southamerican tree is in traditional treatment used for therapy of
different diseases such as cognitive disorders, malaria or therapy of cancer. This plant was chosen for
next investigation because of screening study that has shown very interesting activity against

cholinesterases (ICso AChE = 10.51 + 3.03 pg/ml a ICso BUChE = 0.39 £ 0.057 pg/ml).

The aim of this study was to get summary extract from the stem bark, its processing, isolation
of at least one pure alkaloid and definition of its structure. Thanks to chromatographic methods the
alkaloid extract was separated into 16 fractions, which were processed afterwards. The isolation of
alkaloids was from the fraction GV-8, which was separated by flash chromatography and following
purification of isolated alkaloids by thin layer chromatography. The only pure alkaloid was isolated
form this fraction (vellosimine), in which was tested the inhibition activity against human recombinant
acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase and inhibition activity against GSK-3B. In comparison
with standart vellosimine shown interesting inhibition against BUChE and GSK-3 (ICsp BUChE = 11.79
£0.74 uM a ICso GSK-3B = 7.18 + 1.12uM).

In the theoretical part | deal with known biological activities discovered in the past in different
alkaloids isolated from G. vellosii. In some diseases there is known even alkaloid responsible for
carrying of the effect, in some it is not specified yet. Effectivness of the extract from G. vellosii was
proved in treatment of malaria (geissolosimine), ovarian, colorectal (flavopereirine), prostatic
(flavopereirine) and pancreatic cancer, benign prostate hyperplasia (flavopereirine), Alzheimer disease
(geissospermine) and pain treatment (12-metoxy-1-methyl-aspidospermidine). Vellosimine has no

proved biological activity yet.

Key words: Geissospermum vellosii, Apocynaceae, malaria, cancer, Alzheimer disease, benign

prostate hyperplasia, vellosimine, geissolosimine, flavopereirine, geissospermine.
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