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1. Uvod

Odedavna lidé vyuzivali rostliny jako zdroj obzivy, ale také jako zdroj 1éCivé sily. I dnes
asi dvé tfetiny svétové populace vyuzivaji rostlinné extrakty a suSené rostlinné ¢asti v rdmci
své 1écby. Témer 400 miliont lidi, zejména v rozvojovych zemich, je na tento zpisob 1éCby
zcela odkazano. "2 Fytoterapie se fadi mezi nejstarsi zptisoby 1é&eni, které jsou mezi lidmi
po celém svété praktikované. Rostlinné zdroje byly pro lécbu riznych nemoci vyuzivany
po tisicileti a 1é¢ebné znalosti se predavaly z generace na generaci.

Kvelkému rozvoji fytoterapie doSlo zejména v Indii. Pochézi odsud
Ajurvéda — nauka o Zivoté, kterd vznikla pfiblizné v poloviné druhého tisicileti pfed naSim
letopoétem. Na tizemich jako je Indie, Cina a dalsich asijskych a jihoamerickych stati se stale
velké mnozstvi obyvatel spoléha na fytoterapii i z déivodi jeji lepsi finanéni dosazitelnosti. !

Rostliny jsou v dnesni dob¢ velice diillezitym zdrojem 1é¢iv. Po celém svété jsou rostliny
vyuzivany pro lécbu nemoci i jako prostiedek pro udrzeni dobrého zdravi (rtiznéd fytofarmaka
a nutraceutika). Koncem minulého stoleti se dostaly ptirodni latky do upadku, protoze doslo
k rozvoji strategie zalozené¢ na molekularnich cilech. V sou€asnosti se ale zase dostavaji
ptirodni latky do popftedi.

Rostliny jsou povaZovany za velice cenny zdroj bioaktivnich slou¢enin. [*4
V poslednich desetiletich bylo vynalozeno hodné prostiedkt a Usili na izolaci bioaktivnich
latek pochazejicich pravé z rostlinného materialu. I°! Je tfeba davat pozor na davky rostlinnych
extraktl, stejné jako u konvencnich 1éCiv, protoze mnoho zastupct rostlin produkuje toxické
metabolity nebo obsahuje latky, které jsou ve veétsim mnozstvi Skodlivé (t€zké kovy, toxiny,
bakterie, pesticidy), proto 1ze v ramci l€kopisu nalézt ¢lanky, které se na stanoveni a limity
téchto latek zamétuji.

Studiem pftirodnich latek se zabyva farmakognozie, ktera fesi uc€inek drog rostlinného
1 zivo€isného plivodu na lidsky organismus. Rostliny produkuji dva typy slouc¢enin — primarni
a sekundarni metabolity. Primarni metabolity jsou takové latky, které rostlina pottebuje pro
svoji existenci. Sekundarni metabolity maji spoustu aktivit a pouziti. Jedna se o alkaloidy,
saponiny, flavonoidy, tfisloviny atd. Mnoho syntetickych molekul vznikalo na podkladé
piirodni piedlohy (cca 61 %). (%71 To je diivod, pro¢ je dilezité stale hledat v rostlinach nové
molekuly, které by mohly pfispét k vyvoji nového 1éCiva pomoci strukturnich obmén. Velmi
bohatym zdrojem novych sloucenin jsou rostliny z tradi¢ni ¢inské a indické mediciny. DalSim

podstatnym zdrojem jsou rostliny z Amazonie, jako je naptiklad Geissospermum vellosii (GV).
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Tato rostlina se v Jizni Americe fadi mezi 10 nejpouzivangjSich rostlin. Hlavni skupinou
obsahovych latek s biologickym ucinkem jsou indolové alkaloidy. Z této rostliny se jiz povedlo
izolovat okolo 20 alkaloidt a jisté skryva mnoho dal$ich struktur, které by mohly pomoci pfi
vyvoji novych 1éciv. Lidove se pouiivé.na 1éCbu malarie, na kterou stale stoupa rezistence.
Zékladni molekulou s touto aktivitou je geissolosimin. Extrakt z ktry a listG prokazuje
antimalarickou, antibakteridlni, anticholinesterasovou, protinadorovou a antinociceptivni
aktivitu. Aktivita proti acetylcholinesterase (AChE) a butyrylcholinesterase (BChE) miize

piispét k vyvoji novych 1é¢iv na Alzheimerovu chorobu (AD). 3]
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. Cil prace

provedeni literarni reSerse na uvedené téma a zajiSténi potiebné originalni literatury

vybér a utfidéni fakti

izolace alkaloidli z vybrané frakce za pouziti standardnich chromatografickych metod
vcetné jejich precisténi a urceni jejich struktury pomoci analytickych metod

podil na stanoveni biologické aktivity

napsani prace podle zvyklosti na pracovisti
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3. Teoreticka cast

3.1. Alkaloidy

Sekundarni metabolity rostlin muizeme rozdélit do nékolika kategorii. Mezi

Alkaloidy se vzhledem ke své struktute fadi mezi heterocyklické struktury, které jsou
odvozeny od aminokyselin (AMK). Jsou to pfirodni slou¢eniny organického ptvodu, které maji
ve své struktufe vazany dusik pochazejici z AMK. Kdyz dusik neni vazan v heterocyklickém
systému, jde o protoalkaloidy. Pokud dusik nepochazi z AMK, jedna se o pseudoalkaloidy. Jde
o velmi rozséhlou skupinu pfirodnich latek. Jsou typické zvlasteé pro krytosemenné rostliny
(zastoupeni alkaloiddi je asi u 25 % zastupct) '% a plni pro rostliny dilezitou ochranou funkci.
(671 Vznikaji z AMK, které obsahuji jeden nebo vice atomi dusiku. Podle prekurzoru
biosyntetick¢é drahy lze alkaloidy klasifikovat na odvozené od tryptofanu, ornithinu,
fenylalaninu atd. Déle je délime podle struktury: piperidinové, pyrrolidinové, pyrrolové,
indolové, isochinolinové, tropanové, B-karbolinové atd. [ Tato prace se zabyvéa na indolové
alkaloidy, které jsou odvozené od tryptofanu.

Jak nazev alkaloidy uZ napovida, tyto latky maji alkalickou povahu. Maji schopnost
reagovat s kyselinami za vzniku soli. Ve form¢ volné baze jsou Spatné€ rozpustné ve vodé,
lipofilni a vétSinou pevné bezbarve latky. Soli jsou naopak ve vodé pomérné dobie rozpustné
a nerozpustné v nepolarnich rozpoustédlech. Dalsi formou jsou N-oxidy, které jsou poléarni,
rozpustné ve vodé, ale méné stabilni, proto je jejich izolace obtiZzna. Jde o transportni formu
alkaloidd, ktera je zapojena do metabolickych pochodil v butice. Primarnim zdrojem alkaloida
jsou vyssi rostliny.

SloZenim puady, klimatem a prostfedim lze ovlivnit kvalitativni 1 kvantitativni obsah
alkaloidii. Také dochazi ke kolisani obsahu alkaloidi béhem razného vegetacniho obdobi
rostliny. Obecné lze fict, ze tvorba alkaloidl se sniZuje nebo je Uplné zastavena na zacatku
kveteni. Vyziva rostlin je také jednim z faktord, ktery miZze vyznamné ovliviiovat tvorbu

alkaloid (amonné soli).
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3.1.1. Indolové slouceniny

Obecn¢ indolové slouceniny jsou pfirodni produkty, které jsou zndmé pro svou
antikancero6zni aktivitu. Mohou vyvolat bunéénou smrt u riznych typt bunéénych liniich. Tyto
latky Ize ziskat z uhelné smoly nebo riznych rostlin. Také vznikaji ve stievé bakterialnim
rozkladem aminokyseliny tryptofanu. Indol byl poprvé syntetizovan reakci znédmou jako
Fischerova syntéza indolu. Indolové slouceniny slouzi jako signalni molekuly v rostlinach nebo
zvitatech. Indoly jsou pomérn€ hojné zastoupeny v brukvovité zeleniné (kvétak, zeli, tufin,
brokolice, rizickova kapusta). Konzumace této zeleniny je spojovdna se sniZzenim rizika

rakoviny tlustého stfeva, prsu a prostaty (antimutagenni a antikarcerogenni vlastnosti). 1]

3.1.2. Indolové alkaloidy

Skupina indolovych alkaloidi je velice rozsahld a ¢itd vice nez 4000 zéstupct.
Bicyklicka struktura je tvofena benzenovym jadrem a pfikondenzovanym pyrrolovym kruhem.
Tento typ alkaloidl je velice zajimavy pro velké mnozstvi terapeutickych vlastnosti:
antiflogistické, antinociceptivni, antikancerdzni, antibakterialni, antimalarické, antifungalni,
antiparazitarni, antivirové, anticholinesterasové. ['%
[12]

Jsou zastoupeny hlavné v ¢eledich Apocynaceae, Rubiaceae, Loganiaceae.

Indolové alkaloidy, odvozené od tryptofanu (Obr. 1), mizeme rozdélit na nékolik zakladnich

typt:
COOH
Ny, NH;
H
N

Obrazek 1: prekurzor tryptofan [0

¢ indolalkylaminovy typ (bufotenin, gramin, psylocybin — Obr. 2)

/N/R
\, R

H

N

Obrazek 2: indolalkylaminovy typ [
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e fysostigminovy typ (fyzostigmin — Obr. 3)

Cr$-
N
H

Obrdzek 3: fysostigminovy typ [0

e [-karbolinovy typ (harmin, harman, rauwolfiové alkaloidy — Obr. 4)

N
H

Obrazek 4: p-karbolinovy typ (0]
e crgolinovy typ (namelové alkaloidy — Obr. 5)

NH

X
N
H

Obrdzek 5: ergolinovy typ 9

e strychninovy typ (rod Strychnos, kurare — Obr. 6) ¢!

Obrazek 6: strychninovy typl©]
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3.1.2.1. Biosyntéza indolovych alkaloidui

Nejvétsi podskupinou indolovych alkaloidli jsou monoterpenoidni indolové alkaloidy
(MIA), které ¢itaji asi 2000 zastupci. [”! Monoterpenoidni indolové alkaloidy (MIA) jsou
slozeny zindolového skeletu (benzenovy kruh kondenzovany s péticlennym pyrrolovym
kruhem). Pyrrolovy kruh je zodpovédny za zakladni vlastnosti indolovych alkaloida. Dalsi ¢ast

molekuly je terpenoidniho charakteru. [!

Aminokyselina tryptofan je biogenetickym
prekurzorem vSech indolovych alkaloidii. Prvnim krokem v syntéze je dekarboxylace
tryptofanu za pfitomnosti tryptofan dekarboxylasy za vzniku tryptaminu. Tryptamin
s iridoidnim terpenem secologaminem projde stereoselektivni kondenzaci za katalyzace

enzymem strictosidin syntasou. Vznikne strictosidin (Obr. 7). [!!]

COOH
NH,  Tryprofan dekarboxylasa NH,
N — AN
N
Tryptofan Tryptamin

Stritosidin syntasa

—
nemevalonatova biosyntéza terpent H 0 =4 OH MeO,0C
» 0. o |
strictosidin
MeO,C X oHO ; OH
OH
secologamin

Obrazek 7: prvni krok biosyntézy monoterpenoidnich indolovych alkaloidii '3

KaZzda rostlina ma trochu jinou strukturu indolovych alkaloidl. Nékteré se 1i$i nepatrné,
jiné maji ve struktufe zna¢né rozdily. )
Indolalkylaminovy typ alkaloidi

Dimethyltryptamin (DMT) vznikd ztryptaminu methylaci za pfitomnosti-
S-adenosylmethioninu (SAM). Z dimethyltriptaminu oxidaci vznika psylocin apoté se

fosforyluje na psylocybin.
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p-karbolinovy typ alkaloidi

Syntetizuji se ze Schiffovy baze, kterd vznikne reakci tryptofanu a aldehydu nebo
ketokyseliny. Nasleduje intramolekuldrni Mannichova reakce, pficemz uhlik v poloze
2 indolového skeletu ptisobi jako nukleofil. Nasledné dojde k obnoveni aromaticity eliminaci
protonu na atomu C2. Tetrahydro-B-karbolinovy skelet se oxiduje na dihydro-B-karbolin
a B-karbolin (Obr. 8). [!!]

NH2 N
H O @ D NH
©j\g\< _> )‘\®<R - Q:Q
N R N H R

L-tryptamin Schiffova baze Tetrahydrokarbolin
ox¢
—
OX.
N N
H R H R
R-karbolin Dihydrokarbolin

Obrazek 8: syntéza B-karbolinovych alkaloidii 13!

Bisindolové (indolindolinové) alkaloidy maji vyssi aktivitu neZ monomerni alkaloidy.

v

Nejznaméjsi jsou vinka alkaloidy z Catharanthus roseus. Jsou to prvni klinicky

pouzivané alkaloidy jako antineoplastika (od 60. let 20. stoleti). [%]

Ergolinovy typ alkaloidi

Vznikaji alkylaci tryptofanu pifes dimethylallylpyrofosfat (DMAPP), ktery na atom
uhliku v poloze 4 indolového skeletu ptlisobi jako dillezity facilizator nukleofilu. Nasledné
4-dimethylallyl-L-tryptofan podstoupi N-methylaci. Namelové alkaloidy maji tetracyklickou
strukturu, kdy kruh A a B pochazi z aminokyseliny L-tryptofanu a kruhy C, D pochézeji
z cyklizace DMAPP. 1]

Strychninovy typ alkaloidii

Alkaloidy strychninového typu vychazi ze syntézy MIA. Vznikaji reakci tryptaminu
a sekologaninu (Mannichova reakce) za vzniku striktosidinu. Dal§im krokem je pifeména
na dehydrogeissoschizin, ktery pfechdzi na preakuammicin coz je corynanthovy typ respektive
strychninovy podtyp. Preakuammicin miize dale pfechazet na dalsi alkaloidy strychninového

podtypu.
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Fysostigminovy typ alkaloidu

Alkaloidy fysostigminového typu (pyrroloindolovy skelet) vzniké
z 5-hydroxytryptofanu. Nejprve dojde k dekarboxylaci na tryptamin. Nésleduje acetylace
aminu. DalSimi kroky jsou C5 karbamylace a C3 methylace. Vznika reaktivni meziprodukt
(iminiovy ion), ktery je atakovan aminovym nukleofilem za vzniku pyrroloindolového skeletu.

Dal§imi methylacemi a acetylaci vznika fysostigmin. [!%!
3.1.3. Celedé s vyznamnym obsahem indolovych alkaloidt

3.1.3.1. Celed Apocynaceae

Celed’ Apocynaceae, znama také jako ,.Dogbane, je vyznamnym zdrojem alkaloidi.
Zahrnuje celkem 5 podceledi: Periplocoideaec, Rauwolfioideae, Asclepiadoideae,
Secamonoideae a Apocynoideae. Celed’ &ita kolem 4600 druhti v 424 rodech.

Zastupci jsou rozmaniti, jde o stromy, dfevité kefe i byliny. ) Vétveni byva vétsinou
sympodidlni. Listy jsou nejCastéji vstiicné nebo v pfeslenech, témét vzdy bez palistl,
celokrajné, Casto koZovité nebo sukulentni. V uZlabi listil se Casto nachazi trichomové utvary
vylu€ujici pryskytici. Kvéty jsou ve vrcholi¢natych kvétenstvich. Plodem byva méchytek,
tobolka, bobule nebo peckovice. ['% Vé&tsina zastupcl pfi poranéni vypousti mléénou mizu
s latexem. Sekundéarni metabolity jsou vyznamnég zastoupeny ve vSech ¢astech rostliny.

Tato celed’ je v Indii 1vjinych zemich vyuzivana od nepaméti v tradi¢ni lidové
mediciné jako antipyretikum, analgetikum, antimalarikum, antidiabetikum a k lécbé
onemocnéni gastrointestinalniho traktu. 17!

Nékolik farmakologicky vyuzivanych struktur vzniklo napodobenim ¢i upravou nebo
piimym vyuzitim ptirodnich produktti z této Celedi (kardiotonika — srde¢ni glykosidy, terpeny,
flavonoidy a alkaloidy — antiprolifera¢ni ucinek pro 1écbu rakoviny, hypercholesterolémie,
neuroprotektivni aktivita). Také se prokdzala antimikrobidlni aktivita (nékteré silice,
terpenoidy, glykosidy, flavonoidy, taniny, alkaloidy). To je slibné pro pfekonani mnohocetné

lékové rezistence. '8 Z této Geledi bylo jiZ izolovano pies 2600 alkaloidnich sloucenin. [1”]
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3.1.3.1.1. Rauwolfia serpentina

Zmijovice hadova z ¢eledi Apocynaceae, znama t€Z pod oznacenim indicky hadi kotfen
nebo Sarpagandha. '¥! Kei malého vzriistu pochazejici z Indie, Pakistanu, Barmy, Vietnamu
a Bangladése. Je hojné rozsifeny v Asii, Africe a Americe. [?Y Listy jsou koZovité stilezelené,
kvéty béloriizové, plodem peckovice.

V tradi¢ni indické mediciné se pouziva proti horecce, hypertenzi, dysentérii, uStknuti
hadem a bodnuti hmyzem. Dale se pouziva na 1é¢bu nervovych onemocnéni a dusevnich
chorob.

Mezi sekundarni metabolity obsazené v tomto keti patii steroly (7-dihydrositosterol)
a predevsim indolové alkaloidy (ajmalicin, ajmalin, reserpin, serpentin — Tab. 1). Ty se
vyuzivaji pti lécbe hypertenze, HIV, malarie, prijmu, onemocnéni kardiovaskularniho systému
(KVS), n&kterych psychoz, diabetu mellitu (DM) a rakoviny. ['#2!] Dale vykazuji hypnoticky
ucinek. Prokazal se inhibi¢ni vliv na centralni nervovy systém (CNS).

Methanolové extrakty vykazuji hypoglykemické, hypolipidemické a antioxidacni
ucinky. Reserpin je silné antihypertenzni a trankviliza¢ni ¢inidlo (schizofrenie, paranoia), déle
je mozné jeho pouziti pti Parkinsonové chorobé (PD) a rakoving prsu (v ajurvéde se suSeny

kofenovy prasek uziva na lé¢bu rakoviny). (20211

ALKALOID POUZITI
ajmalin antihypertenzivum, antiarytmikum
ajmalicin antihypertenzivum, cévni onemocnéni
serpentin antihistaminova aktivita (ustknuti hadem)
yohimbin pouziti u erektilni dysfunkce, afrodiziakum — doplnék stravy
indobin a indobinin testovany jako inhibitory aldosoreduktasy

Tabulka 1: Rauwolfia serpentina, alkaloidy a jejich pouziti 120211

Vzhledem k hojnému vyuzivani kotenové drogy se ket fadi mezi celosvétoveé ohrozené

druhy. [1822]

3.1.3.1.2. Alstonia scholaris

Rod Alstonia z ¢eledi Apocynaceae €itd asi 60 druht, z nichz A. scholaris je nejvice
prozkouman. Tento stalezeleny strom pochazi z jihovychodni Asie a Indie. Hojné se vyskytuje
iv Africe. "® Prvni zminky byly zaznamenany jiz v ajurvédské dokumentaci. 23! Alstonia

scholaris je nazyvana také jako d’dbliv strom, blackboardtree, saptaparni a dalsi. !
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Dfevo z tohoto stromu je tvrdé, trvanlivé a vyuziva se pii vyrob¢ buniiny, papiru a také na
desky Skolnich tabuli (odtud pochdzi druhové oznaceni scholaris a synonymum
blackboardtree). (2324

V lidové medicin€ se pouzivaji susené listy a kara z kmene na léCbu kasle, astma
a chronické bronchitidy.[>>) Dale se vyuziva k 1é¢b&é anémie, chronického priijmu, tplavice,
menstruacnich  poruch, malarické horecky, akutni artritidy, vfedi a nddorovych
onemocnéni.?426]

Fytochemické studie prokazaly obsah cca 300 sloucenin, které zatazujeme mezi
iridoidy, kumariny a flavonoidy. V listech, v kiife a kofenech najdeme terpenoidy, v kvétech
jsou nejvice zastoupeny triterpeny (lupeol, B-amyrin). V celé rostlin€ jsou pritomné flobafeny,
jednoduché fenoly, steroidy, saponiny a predevsim alkaloidy (kolem 70 druhi). [!8-23-24]

Nejvice jsou zastoupeny MIA (alistonitrin A, scholarisin A, alstoscholarin,
19-epischolarisin, vallesamin, pikrinin, echitamidin, echitamin, ditain). ** V zavislosti na
regionu se obsahové latky li§i. Zatimco v Cing, Indii, Pakistanu a Thajsku je predev§im
pikriminovy typ MIA, v Indonésii a na Filipinach je spi$e angustilobinovy typ. [2°]

Studie doloZily antimikrobidlni a antifungalni aktivitu (bylo zkouSeno proti Fusarium
oxysporum, Aspergilus niger, Candida albicans, Escherichia coli, Streptococus aureus,
Pseudomonas  aeruginosa). Déle  antiflogistickou, antipyretickou, analgetickou,
anthelmintickou, antitusickou, antineoplastickou, antidiarrhoickou, antioxidacni,
antidiabetickou, antiplasmodialni a hepatoprotektivni aktivitu. [>!8:23-23]

Alkaloidy scholarisin I a scholarisin II prokazaly kardiotonické vlastnosti. [
Protizanétlivy tc¢inek je docilen inhibici nuklearniho faktoru k¥ B (NF-xB), coz je dilezity
protizanétlivy transkripéni faktor. Periferni analgeticky a antiflogisticky Uc¢inek prokazaly
picrinin, vallesamin a scholarisin (in vitro a in vivo) **! Inhibici kyseliny arachidonové, resp.
cyklooxygenasy (COX) 1,2 a lipooxygenasy (LOX) dojde ke snizeni prostaglandinti

a leukotrienti, coZ jsou hlavni mediatofi zdnétu. 27

3.1.3.1.3. Catharanthus roseus

Catharanthus roseus je tropicky vytrvaly poloket ¢eledi Apocynaceae. I’ Lidové je
zndmy jako bréal madagaskarsky nebo Vinca rosea. 1?8 Tento rod zahrnuje celkem 8 druhd,
z nichz sedm je endemickych na Madagaskaru a jeden v Indii. [**)

Dnes je rozsiten do celého svéta jako okrasna rostlina. Dosahuje vySky az 90 cm. Listy

[28

jsou dlouhé asi 7 cm. [28] Rostlina je velice bohatym zdrojem alkaloid®. Obsahuje jich vice nez
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400. B% Jejich nejvyssi zastoupenti je po odkvétu. B Kromé alkaloidii jsou zastoupeny fenolové
slouéeniny (fenylpropanoidy, derivaty kyseliny skoficové, flavonoidy, anthokyany). 3?1

Lidové 1é¢itelstvi v Cing, Indii, Malajsii a Jizni Americe vyuziva rostlinu k 1é¢bé bolesti
hlavy, DM (hypoglykemicky efekt je vysvétlovan zlepSenim piijmu glukézy v pankreatickych
nebo svalovych buiikach.). 31 Na Madagaskaru se pouzivaji hoiké listy jako adstringens
a emetikum, kofen jako projimadlo, hemostatikum a proti bolesti zubl. V Jizni a stfedni
Americe se rostlina pouzivé jako 1ék na nachlazeni, zanéty a bolest v krku. 3!

Farmaceuticky vyuzivané (Tab. 2) jsou hlavné dimerni alkaloidy vinkristin (VCR)
a vinblastin (VBL) jako antineoplasticka ¢inidla. Pro 1é¢bu hypertenze je vyuzivany ajmalicin.
(28]

VCR a VBL se pouzivaji na 1é¢bu leukémie, Hodgkinovych lymfomt, neuroblastomd,
rhabdomyosarkomti, Wilmsova nadoru a dalich. Casto jsou tyto latky zahrnuty
v kombinovanych rezimech chemoterapie. **# Tyto antineoplastické alkaloidy vykazuji také
silnou antimikrobialni a antiparazitarni aktivitu (napf. proti Trypanosoma cruzi). *°!

Mechanismus spociva v pusobeni na bunky v prubéhu mitdzy, blokuji B-tubulin
anedojde k polymerizaci s a-tubulinem. Nevytvoii se mikrotubuly, tedy ani mitotické
vieténko, chromozomy se rozptyli a dojde k apoptoze buiiky. [**) Maji také nezadouci &inky.
VBL je toxicky pro bil¢ krvinky, zptisobuje nevolnost, zvraceni, zacpu, dusnost, sipani, horecku
a vzacné sekreci antidiuretického hormonu (ADH). Vinorelbin (VRL) je v terapii pouZivanym
derivatem VBL, sniZuje odolnost vii¢i infekcim, zplisobuje anémii, zacpu, prijem, nevolnost,
periferni neuropatii, zanét v misté vpichu. ** VCR a VBL jsou obsaZeny v listech v malém
zastoupeni, rocné se izoluje asi 3 kg alkaloidd, tedy 300 tun susenych listi. Rostlina je

ohroZena. 4]

ALKALOID POUZITI
vinorelbin (derivat) protinadorova aktivita (na rakovinu prsu, prostaty
a plic)
vinflumin synteticky derivat schvaleny pro lécbu karcinomu
urotelidlnich bunék
vinkamin vazodilatans, hypoglykemicky, fedi krev, zlepsSuje
pamét’ (zmirnuje demenci a AD)
ajmalicin a serpentin antihypertenzivni a protizanétlivy
yohimbin 1é¢ba erektilni dysfunkce, antivirotikum
vindolicin, vindolin, vindolidin | potencialni zdroj pro vyvoj novych antidiabetik
a vindolinin

Tabulka 2: Catharanthus roseus, akaloidy a jejich pouZiti %30

24



3.1.3.14. Nerium oleander

Rod Nerium z eledi Apocynaceae ma pouze jediného zastupce, a to druh oleandr B,
znamy téz jako rtizovy ¢i bily oleandr podle barvy kvétu. Ukazuje se, ze bily oleandr ma nizsi
obsah kardenolidd. %1 ! N&kdy byva oznacovan synonymem Nerium odorum nebo Nerium
indicum. 3°)

Oleandr je stélezeleny ket az maly strom, ktery se dor@ista vysky 2 az 6 m. *¢! Pivodem
je ze sttedomoii, vyskytuje se v oblasti Afriky a Evropy. Je kultivovan jako okrasny kef. Listy
jsou kozovité, linedrni tmavé zelené az Sedozelené s vyraznymi svétle zlutymi zilkami, dlouhé
10-15 cm. P73 Kvéty jsou nédlevkovité s 5 laloky a vyskytuji se pouze na koncovych
vétvich.*® Plodem je lusk s obsahem velkého mnozstvi semen. [**]

Vsechny casti rostliny jsou jedovaté vlivem obsahu srdeCnich glykosidi (neriin,
folineriin, oleandrin, adynerin, digitoxigenin). 1*>37%1 Smrtelnou otravu zptsobi poziti
5-15 listlh nebo 15 g kotene. Pokud je pozit ve formé caje, je nastup otravy rychlejsi nez
u syrové drogy. Pfiznaky jsou velice podobné otravé digoxinem, a proto je shodna i 1écba
aktivnim uhlim. Na akutni intoxikaci Ize pouzit digoxin specifické protilatky (Fab), které jsou
ovsem hodné drahé. 17

Po poziti nastoupi nevolnost, zvraceni, bolest bficha, prijem, dysrytmie, hyperkalémie.
Z farmakologického pohledu po GIT potizich nasleduje bradykardie s prodlouzenym PR a QRS
intervalem, mize dojit k sinusové zastaveé, riznym stupiitim AV bloku, junkéni tachykardie,
komorové ektopie. 1%/

Mechanismus plsobeni: srdeéni glykosidy se vazi na Na'/K™ ATPasovou pumpu na
cytoplazmatické membrang bunék srdce a tim ji blokuji. To m4 za nasledek ovlivnéni Na*/Ca?*
kanalli, vzroste koncentrace Ca*" uvnitf buiiky, a to vede ke zvy3eni kontraktility myokardu
(pozitivné inotropni ti¢inek). 37!

V lidovém lécitelstvi ma Siroké uplatnéni: zazivaci potize, kozni onemocnéni, malarie,
srde¢ni selhani, abortivum, diuretikum (pfedevsim list). Kofen je vyuZivan na lé€bu rakoviny,
vieddi, malomocenstvi a revmatoidni artritidy. 78]

Oleandr je bohaty zdroj sekundarnich metaboliti: fenolické latky, tfisloviny,
terpenoidy, alkaloidy, saponiny, antrachinony. Fytochemické studie ukdzaly, Ze v listech je
obsah saponintl, riboflavinu, thiaminu a tfislovin. Kofen obsahuje vysokou koncentraci

kyseliny askorbové a stopy alkaloid@ B-karbolinového typu (reserpin). [

! pozn.: Zluté kvetouci druh je blizce piibuzna Thevetia peruviana.”)
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Methanolovy extrakt zlisti prokéazal silnou antidiabetickou aktivitu (inhibuje
a-glukosidasu a a-amylasu, coz jsou enzymy zodpovédné za traveni sacharidd, zpomali se tim
rychlost uvoliiovani glukézy z potravy v tenkém stievé, tak jako akarbosa). [4*)

Obsahuje vysokou koncentraci kyseliny p-kumarové, k. jasminové, k. gallové,
k. vanilové, k. 4-hydroxybenzoové a rutinu. Prokazal se také vliv na AD svym
neuroprotektivnim u¢inkem ptedevsim z oblasti kvétl. Hexanovy extrakt obsahuje skvalen
a o -tokoferol. Dichlormethanova frakce obsahuje k. ellagovou, methylgallat, katechin, reserpin
(navzdory jaterni toxicité ma hepatoprotektivni potencial). 3]

Dalsi aktivity, které se podafilo prokazat jsou: antineoplasticka (rakovina tlustého stieva
a prsu), antivirové, antifungalni (proti C. albicans)!'®) antibakterialni (G'/G"), analgeticka,
neuroprotektivni, antioxida¢ni (k. skoficova, k. chlorogenova, rutin, katechin, kvercetin), a také

anticholinestrasova. [32-36:41]

3.1.3.1.5. Tabernaemontana divaricata

Znama také jako ,,Crape Jasmine“. 2! Tento rod zahrnuje asi 120 druhf. [

T. divaricata se fadi mezi nejvyznamnéjsi zastupce rodu. 1°

Charakteristické jsou bilé trubkové kvéty, mléény nebo vodnaty latexovy exudat. [4?!
Jde o béZné rozifenou zahradni rostlinu jihovychodni Asie. Je rozSifena v Africe, Asii,
Oceanii, Americe. ['®]
V zépadni Indii se pouzivd latex k hojeni ran. Koagulovany latex mé stiptické

421 proti bolesti bficha a bolesti v krku. 1! Semena a kira se vyuzivaji pii 16¢bé

vlastnostil
srdecnich chorob a rakoviny. Zatimco odvar z kofene pfi plicnich onemocnénich.
Rostlina obsahuje hlavné¢ MIA a bisindolové alkaloidy. Dale terpeny, laktony, steroidy,

fenoly, flavonoidy. [

Ethanolicky extrakt plsobi tlumivé na CNS, dale vykazuje
antinociceptivni a hypotenzni aktivitu, také ptisobi jako kosterni myorelaxans. 3 Alkaloid
koronaridin vykazuje antifungalni aktivitu proti Penicillinum chrysogenum srovnatelnou
s nystatinem. Dichlormethanova frakce ma vyznamnou aktivitu proti houbovym kmenin
C. albicans, C. glabrata, C. neoformans, C. cerevisiae, A. flavus, A. fumigatus. **!

Alkaloidy vykazuji dalsi Gcinky: antiflogistické, analgetické, sedativni, cytotoxickeé,
na menstruacni potize, projimavé, afrodiziakdlni, antidiabetiké, antikonvulzivni, antivirotiké
(aktivita proti viru herpes simplex typu 1) **# Extrakt z kotene i stonku vykazuje inhibi¢ni
aktivitu proti AChE (nejvyssi aktivitu maji 2 bis-indolové alkaloidy 19,20-dihydrotabernamin
a 19,20-dihydroervahanin). 3! Extrakt z kvét mél slibnou bakteriostatickou aktivitu proti

E. coli a S. aureus.''¥ Také vyuziti pro prevenci zapominéni a zlepseni paméti [*)
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Ibogamin, 3-oxokoronaridin,12-methoxy-4-methylvoachalotin maji protinadorovou
a cytostatickou aktivitu na rakovinu prsu, prostaty a tlusté¢ho stieva. Isovoacagin, voacangin
pak na rakovinu ledvin, prsu, plic, varlat, vaje¢niki, tlustého stieva a leukémii.

Conophyllin vykazuje antidiabetickou aktivitu. [

3.1.3.1.6. Vinca minor

Barvinek mensi, téZ znamy jako barvinek trpasli¢i, je bylina z ¢eledi Apocynaceae. [*°!

4] pivodem ze severniho

Rod Vinca je pomérné rozsifeny v oblasti Stftedozemniho more, |
Spanélska. Déle je rozsifen v zdpadni Francii, Evropé i na Kavkaze. ') Barvinek je jediny
zastupce Celedi, ktery se u nas voln& vyskytuje v diisledku zplanéni. [7! Jedna se o vytrvalou
plazivou rostlinu, pfi bazi dievnatéjici. Listy jsou kozovité, protistojné, zelené barvy. Kvéty

jsou modré. Plodem je méchyiek. [

Tato rostlina je blizce piibuznd srodem
Tabernaemontana. ''®)

V lidovém IéCitelstvi je pouzivan na poruchy krevniho ob&hu (i v mozku), podporu
metabolismu v mozku, pii ztrat€¢ paméti, hypertenzi, cystitidé, gastritid¢, enteritide, prijmech
a DM. Zevné pak na bolest hrdla, podlitiny, abscesy, ekzémy a zastavu krvaceni. [+!”]

Obsahuje predevS§im MIA (vinkamin, akuamicinin, minovicinin, lochericinin,
vincadifformin). Nékteré alkaloidy maji bisindolovou strukturu, stejné jako u Catharantus
roseus (vinkristin, vinblastin). [+

Extrakt vykazuje antineoplastické (bunécné linie karcinomu tlustého stieva HT-29
a kolorektalniho karcinomu Caco-2), antidiabetické, baktericidni, antihypertenzni, analgetické,
antiflogistickeé, antioxidacni, antimalarickou, antiulcerozni, anticholinesterasové
a antitrombotické Uc¢inky. Stale probihaji dalSi studie, které se snazi najit nové aktivity.
[18,19,45,46]

Bylo vyizolovano vice nez 50 MIA, né&které maji vysokou biologickou aktivitu
a nachazi vyuziti ve farmaceutickych ptipravcich.

Vinpocetin, synteticky derivat vinkaminu, je pouzivan pro lécbu cerebrovaskuldrnich
poruch (mrtvice, senilni demence a poruchy paméti). Vinpocetin v terapeutickych davkach
nevykazuje nezadouci u¢inky a je vhodny pro dlouhodobou terapii. "1 Dokaze prekonat
hematoencefalickou bariéru (HEB) a vstoupit do mozku. Spolu s vinkaminem vykazuji
vazodilatacni aktivitu a pouzivaji se tak k 1é¢bé kardiovaskularnich poruch. Také vyznamné

posiluji pritok krve mozkem — mozkové vazodilatatory (inhibitor PDE-1). 7! Nachazi vyuziti

pii neurodegenerativnich onemocnénich jako je Alzheimerova choroba (AD), PD,
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4] Také vykazuji silny protizanétlivy ucinek (inhibuje expresi

Huntingtonova choroba.
NF-«B a TNF-q. [+7]
Zastoupeni alkaloidtl v rostlin€ je nizké, proto je nutnd rozsahla sklizen, coz je financné

naro¢né a rostliny ohrozuje, hrozi tak jejich vyhynuti.
3.1.3.2. Celed’ Loganiaceae

Celed’ je tvofena vy$§imi dvoud&loznymi rostlinami. Zastupci éeledi jsou hlavn byliny,
kefe, lidny a vzacné stromy. Listy jsou vstficné, nékdy stiidavé, celokrajné. Zilnatina zpefena
nebo od baze 3-7 zilna. Nékdy mlzZzeme pozorovat Uzlabni trny nebo uponky. Kvéty jsou
oboupohlavné okolikovité nebo redukované na jeden kvét. Listeny byvaji obvykle malé, kalich
i koruna jsou 4-5 lalocné. Semenik je svrchni nebo polospodni. Plodem je tobolka, bobule nebo
peckovice.

Celed’ zahrnuje asi 350 druhii v 15 rodech. Vyskytuje se v tropech a subtropech, nékteré

druhy zfidka i v mirném podnebném pésu. Hlavni obsahové latky jsou indolové alkaloidy,

strukturné blizké ¢eledi Apocynaceae. (484
3.1.3.2.1. Strychnos nux-vomica
Patii do ¢eledi Loganiaceae. ! Stilezeleny strom doristajici do vysky 15 metrd.

Pochazi z Indie, Cejlonu, Malajsie. Péstuje se v zapadni Africe. ["°°) Semena jsou jemné
plstnaté, zplostéla, ulozena v bobulich. Plody jsou zdrojem iridoidnich glykosidi. %

Hlavnimi alkaloidy jsou strychnin a brucin. Strychnin je centrdlni analeptikum
s dlouhym ucinkem a také zvysuje tonus svalll. V toxickych davkach piisobi jako kieCovy jed.
Terapeutické rozmezi je velice uzké. Brucin lze pouZit jako standard hotkosti. Jeho Ucinek je
asi 50x niz8i neZ u strychninu. [

Semena jsou v ajurvéde dlouho vyuzivana pro 1écbu ochrnuti, DM, kapavky, anémie,
bronchitidy. Tradi¢ni ¢inskd medicina pouZziva semena k 1é¢bé revmatoidni artritidy, otokové
bolesti, trauma, zlomeniny kosti, myastenia gravis. [°!]

Mezi prokdzané aktivity patfi cytotoxicita (proti bunkdm epidermalniho hrtanu,
karcinomu prsu), analgetikum, antipyretikum, antiflogistikum (tyto aktivity jsou
pravdépodobné Castecné zplsobeny piitomnosti fenolovych sloucenin), antioxidant, ptsobi
proti hadimu kousnuti. Extrakt ze semen vykazuje antioxidacni aktivitu (zabraiiuje peroxidaci
lipidl), potlacuje aktivitu na alergenové specifickou odpovéd’ IgE protilatek. Antiprolifera¢ni
a cytotoxicka aktivita je pravdépodobné zpisobena alkaloidy strychninem a brucinem, které se

vyskytuji v kofenech.
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V listech je strychnin a vomicin. Extrakt z listh ma silnou antinociceptivni aktivitu.
Periferni analgeticky uc¢inek miize byt zprosttedkovany inhibici cyklooxygenasy
a lipooxygenasy. Flavonoidy (derivaty kaemferolu, quercetinu a rutin) inhibuji biosyntézu
prostaglandinti (konecné produkty COX a LOX). Centralni analgeticky u¢inek muze byt

zprostiedkovan inhibici centralnich receptori bolesti. !
3.1.3.3. Celed Fabaceae

Do této celedi patii byliny i dieviny. Kofeny maji pfevazné hlizky (symbidza
s nitrogennimi bakteriemi rodu Rhizobum). Listy maji usporadani stiidavé, jednoduse zpefené
nebo dlanité¢ slozené, vzacné jsou i1 jednoduché, palistnaté. Palisty nékdy vytvaieji trny
(trnovati). Kvétenstvi byvaji vétSinou hroznovitd, nékdy se vyskytuji jednotlivé kvéty. Jsou
oboupohlavné, soumérné, kalich i koruna srostlé¢ z péti listkti. Plodem je lusk, ktery puka
v jednom nebo dvou Svech, je bez ptepazky, vzacné s podélnou prepazkou. Nekdy mize byt
lusk nepukavy (obdoba naZzky) sjednim nebo vice semeny bez endospermu nebo
s endospermem jen nepatrn¢ vyvinutym.

Zastupci Celedi jsou rozsifeni po celém svété. Existuje cca 12000 druht ve 480 rodech.
Zastupci ve formé dfevin se nachézeji predevsim v teplych podnebnich pasech. Celed je

vyuzivana hlavné pro dievo a plody. 523!

3.1.3.3.1. Physostigma venenosum

Jde o lianu, vyskytujici se v tropické zapadni Africe. Kvéty jsou velmi podobné kvétim
fazoli. Plodem je dfevnaty lusk dlouhy aZ 20 cm s obsahem 1-3 semen ledvinovitého, mirné
zploStélého tvaru (lidov€ nazyvana jako semena kalabar). Jsou bez zapachu s moucnou
nasladlou chuti. Mezi domorodci je rozSifené oznaceni ,.esere* a pouZzivaji je k tzv. boZim
soudiim, kdy obzalovany musel vypit ndpoj ze semen a tim prokazat svoji vinu (pokud zemie)
nebo nevinu. [67]

Nejdilezitéjsi  alkaloid je fysostigmin. Jde osilny reverzibilni inhibitor
acetylcholinesterasy, ptisobici jako parasympatomimetikum. ZvySuje mnozstvi acetylcholinu
v oblastech cholinergniho pienosu (na periferii i v CNS) [®**1'V ophtalmologii se pouziva jako
silné miotikum, pouzivéa se pii 1écbé glaukomu, stahuje o€ni zornici a tim usnadiiuje odtok

(67551 Fysostigmin také zlepSuje ukladani informaci do dlouhodobé paméti. 541 Pri

vody.
rozkladu fysostigminu vzniké jako hlavni metabolit eserolin (s uc¢inky podobnymi morfinu),
ktery vede k nezddouci stimulaci CNS, zptsobuje smrt neuronalnich bunék disledkem ztraty
adenosintrifosfatu (ATP). Na svétle a v teple je fysostigmin nestabilni a rychle se degraduje na

rubreserin (ervena barva) 54
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Zékladem mechanismu piisobeni fysostigminu je vazba karbamatové funk¢ni skupiny
na aktivni misto cholinesterasy. Miize slouzit také jako ochrana pted organofosfaty (bojové
latky zpasobujici intenzivni svalové kiece), které se vazou. Dalsi vyuziti fysostigminu je pfi
patologické tinavé, presenilni demenci.

Dalsi alkaloidy zastoupené v semenech jsou geneserin, eseramin, fysovelin, kalabarin,

eseridin, fytosterin. °* Alkaloidni zastoupeni v semenech je kolem 0,5 %. Zbytek tvoii primarni

metabolity — bilkoviny (25 %), $krob (50 %) a olej. (!
3.1.34. Celed Zygophylaceae

Celed’ je zastoupena jednoletymi &i vytrvalymi bylinami nebo kefi. Pryskyfi¢naté
palisty jsou casto silné vonné a lepkavé, v parech jsou na bazi listli, volné, vytrvavajici nebo
vzacné 1 opadavé. Pripadné¢ mlze dojit k metamorféze v trny. Listy jsou Casto lichozpetené,
vzacné jednoduché, s palisty. Kvéty se vyskytuji v uzlabi listenti jednotlivé nebo ve
vidlanovych kvétenstvich. Kvéty jsou oboupohlavné, vétSinou péticetné. Plod se rozpada na
jednoplodolistové plidky, popf. méné Easto na tobolky nebo bobule. 56571

Existuje asi 25 rodd, zahrnujici asi 170 druht. Pfevazné v suchych polopoustnich
a poustnich oblastech subtropti na obou polokoulich. Nékteti zastupci jsou bohati na obsah

dusi¢nani a mohou byt jedovati pro ovce a dobytek. °67]
3.1.34.1. Peganum harmala

Harmala stepni je poloket, ktery patii do Celedi Zygophyllaceae. Rod Peganum
zahrnuje 6 druhii. ®® Roste v Iranu, na severu Afriky, jihozapadu Ameriky i v Australii. [

Je to vytrvala bylina dortstajici do vysky 30-60 cm. Koteny jsou kratké, plazivé. Kvéty
jsou svétle zluté az bilé. Listy ma uzké, stiidave uspotfadané na tuhém zeleném stonku. Plodem
jsou tobolky trojuhelnikovitého tvaru. Zelené plody jsou nezralé¢ a postupné méni barvu na
oranzovohnédou. 1)

Bylo izolovano vice nez 300 sloucenin riiznych strukturnich typd. ¥ Hlavnimi
obsahovymi latkami jsou [-karbolinové alkaloidy (harmin, harmalin, harmanol)
a chinazolinovy typ alkaloidii (peganin, vascin, vascinon, deoxyvascinin s antitusickymi,
expektoraénimi, bronchodilataénimi G¢inky). [*°% Nejvice alkaloidnich latek obsahuji semena

58:591 Stonky a listy maji pouze nizky obsah alkaloidii a v kvétech nejsou zastoupeny

a koteny. [
viibec. 8 V tradiéni medicing se pouzivd jako karminativum, galaktagogum, diuretikum,
emetogogum, antitrombotikum a analgetikum. °°! Odvar se pouziva pii onemocnéni plic a jater.
Obklady ze semen se vyuzivaji pii paralyze, bolesti kloubti a bolesti zad. Kadidlo ze semen

se pouziva na bolest zubti. **) Aktivni alkaloidy maji §iroky rozptyl farmakologickych t&inkii:
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analgezie (centraln¢ 1 periferné¢), halucinace, antidepresiva, neuroprotekce, iIMAO
(antiparkinsonismus iMAO-B). 5%

Studie prokdzaly pomérné velké mnozstvi ucink(: na KVS (sniZzeni systémového
arterialniho tlaku, snizeni periferniho cévniho odporu, bradykardie, zvySeni srdecni kontraktilni
sily), antimikrobidlni aktivita (antifungalni, antibakterialni, insekticidni, antileishmanialni)
a antiproliferativni aktivita. Studie prokazaly 1 uCinky neurologické, insekticidni,
antineoplastické, gastrointestinalni, antiemetické a antidiabetické (ke snizeni hladiny glukozy
v krvi stejné u¢inny jako metformin), *® posilujici vidéni. Dale plisobi jako antiepileptikum

(51 M4 také spoustu nepiiznivych wginkd: neurosenzorické pftiznaky,

a antipsychotikum.
vizualni halucinace, bradykardie, hypotenze, agitovanost, tfes, ataxie, potraty a zvraceni.
Béhem tehotenstvi je uzivani kontraindikovéno, kvuli abortivnim a mutagennim U¢inktim
(interkalace do DNA). [

Harmin nachézi pouziti pfi onemocnéni extrapyramidalniho systému (PD) a amébové
dysenterii. ¢! Inhibuje AChE. 8 Dale prokazal u¢innost proti C. albicans, A. fumugates,
A. niger, A. flavus. ®) Harman vykazuje vy$§i aktivitu proti E. coli a A. niger. Harmalin je

acinngjsi proti C. albicans. 10

Harmin i harmalin maji antiplasmodialni aktivitu proti Plasmodium falciparum °!

a protinddorovy ucinek diky inhibici topoizomerasy DNA, vykazuji aktivitu

na hepatokarcinom, fibrosarkom, myelom, rakovinu prsu, rakovinu vaje¢nikti, melanom.
Harmalin je 2x toxic¢t¢j$i nez harmin. Zplsobuje tfes a klonické kiece.

Harman, norharman piisobi antidepresivné pies BZD receptory. 58!

3.1.3.5. Celed’ Clavicipitaceae

Zastupcem tohoto rodu je Claviceps purpurea (paliCkovice nachova). Jedna se
o parazitujici vieckovytrusnou houbu, kterd napadd semeniky trav, hlavné Zita. Semeniky
preménuje v razkaté sklerocium — ndmel. Sklerocium poté vypadava z klasu na zem, kde
pfezimuje. Na jafe z néj vyrlstaji plodnice — stromata, které jsou stopkaté, rizové a kulovite.
Vyprodukuji nitkovité vytrusy, z kterych vznikaji askospory. Ty jsou undSené vétrem na
kvetouci zito. Askospory vykli¢i v hyfy pronikajici do semeniku, ktery rozrusuji. Semenik poté
spolu s houbovym pletivem produkuje slizovitou hmotu. Asi 14 dni po infekci vylucuje sladkou
lepkavou tekutinu — medovici. Ta je prostoupena konidiemi, které jsou roznaSené hmyzem na
dalsi kvéty, tim dochazi k sekundarni konidiové infekci. Behem vyzivovani hostitelské rostliny
se sfacelium rychle vyvine a ve sklerociu se opét pretvari na namel. Takto se cely cyklus

opakuje. [*!
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3.1.3.5.1. Secale cornutum

Patii mezi vyznamné ptirodni toxiny, ale i 1é¢iva. Namelové alkaloidy maji tradi¢ni
vyuziti proti migréné, pii porodech a potratech. [*!]

Namel je produkovan piedevsim rodem Claviceps. Jednotlivi zastupci se lisi
hostitelskou specifitou. Jedna se o parazitujici houby na vice nez 600 druzich jednodéloznych
rostlin, v¢etné diilezitych obilovin jako Zito, jeCmen, ryze, proso, kukufice a oves.

Claviceps purpurea je rozsiteny v Evropé a dokaze nakazit ptes 400 druhii rostlin
namelem (bézny nazev ,,Ergot Fungus®). Tmavé sklerotie jsou bohatym zdrojem farmaceuticky
vyznamnych ndmelovych alkaloida.

Ve stiedoveku bézné dochdzelo ke konzumaci zitného chleba, ktery byl kontaminovan
namelem, a tak dochazelo k hromadnym otravam (ergotismy). [6%!

Existuji tfi skupiny namelovych sloucen:

. peptidy (ergopeptiny) — ergotamin,
o klavinové alkaloidy (derivaty 6,8-dimethylergolinu),
o amidy kyseliny lysergové — ergometrin, methylergometrin (]

Farmakologicka aktivita je zpiisobena podobnosti slouc¢enin od kyseliny D-lysergoveé
s neurotransmitery jako noradrenalin, dopamin a serotonin. Namelové alkaloidy mohou
interagovat s receptory pro tyto neurotransmitery (agonisté i antagonisté — v zavislosti na
substituentech karboxylové skupiny). (#1921 Bylo objeveno pies 40 sloudenin z nichZ 6 miize
zpusobit toxicitu interakci s neurotransmitery (ergotamin, ergokornin, ergokryptin, ergokrystin,
ergosin, ergometrin). (63

Namel na rostlinach je vysoce rizikovy i1 pro zvifata. U lidi je dnes otrava namelem
velice vzacna. Diive byl pouzivan klébé Parkinsonismu a dalSich endokrinnich
a neurologickych poruch. Ergotamin se vyuzival v porodnictvi k zastaveni poporodniho
krvaceni. Dal§im alkaloidem, ktery ovliviiuje délohu je ergometrin, ktery mize zpisobit
kontrakce délohy a lze ho téZ pouzit k zastavé poporodniho krvaceni. Dnes se pouZziva hlavné
ergotamin a dihydroergotamin k zastaveni laktace, pfi migrenoznich stavech (receptory
5-HTip, 5-HTp, 5-HT1r — 1é¢ba a profylaxe migrény, ve srovnani s triptany ptisobi déle). (64!

Bromokriptin se pouziva pti 1écbé AML (akutni myeloidni leukemie — druh rakoviny,
ktery postihuje krev a kostni dfel). Indukuje apoptézu bunék AML. Dale k 1é¢b¢ rakoviny prsu
(downregulace prolaktinu, tim snizuje az potlacuje proliferaci buné&k) [*! a hyperprolaktémie

nebo PD.

Nicergolin se pouziva na Iécbu demence a vaskularnich poruch (cerebralni tromboza).
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Alkaloidy jako dihydroergokristin, dihydroergocornin, dihydroergokryptin mohou byt
prospeésné pro lécbu demence a s vékem souvisejicich kognitivnich poruch (Alzheimerova
choroba).

Namel také vyvolava cytotoxické a apoptotické ti€inky, pouziva se jako protirakovinova
terapie. Dulezité je postupovat opatrné, protoze namel je silny vasokonstriktor a mize mit vazné
nezadouci ucinky na kardiovaskularni systém (arytmie, koronarni vasospasmus a smrt). Miize
vyvolat serotoninovy syndrom — dochdzi k serotoninergni hyperstimulaci a mize dojit k rozvoji
kieCového ergotismu (charakterizovany ptiznaky zmén chovéni a dusevnich poruch). Namel

neni vhodny pro pacienty s HIV, kdy dochazi k interakci s protivirovou 1é&bou. 64
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3.2. Geissospermum vellosii

3.2.1. Taxonomické zafazeni

Doména: Eukarya

Rige: Plantae

Podfise: Tracheobionta
Kmen: Spermatophyta
Oddéleni: Magnoliophyta
Ttida: Rosopsida.
Podtrida: Asteridae.
Nadrad: Gentiananae.
Rad: Gentianales

Celed: Apocynaceae
Podceled: Rauvolfioideae.

Rod: Geissospermum

Druh: Geissospermum vellosii Allemao 1%

3.2.2. Charakteristika

G. vellosii je nejzndméjsi druh rodu Geissospermum (dal$i druhy jsou G. argenteum,
G. reticulatum, G. sericum, G. urceolatum — maji podobné tradi¢ni pouziti). ) Pochazi
z Bolivie, Brazilie, Kolumbie, Ekvadoru, Francouzké Guyany, Peru a Venezuely. (") Znamy
také jako G. leave, G. martianum, Tabernaemontana laevis, Pao pereira, Pau-pereira,
quinara-na (,,faleSny chinin®), quina-quina (odkazuje na hotkost chininu), acari, acariquara
a dalsi. [6¢]

Strom roste v amazonském pralese, je vysoky az 80 m s primérem kmene do 3 metrti.
Kmen je rozbrazdény, svétle hnédy az zluty. Listy jsou uspofddané stfidave, kvéty jsou
napadné, bilé barvy. Kvete od zafi do listopadu. Plody jsou rohovité (2 folikulovité segmenty
jsou srostlé), zralé maji Zlutou barvu, masita duzina je hotké chuti. Semena jsou bild, plocha
(v kazdém plodu je obsazeno 5-15 semen). Plody a konce vétvi produkuji latex. [6¢!

Prvni zminky o rodu Geissospermum uéinil v 19. stoleti doktor Freire Allemdo. 6%
Je zajimavé, Ze rozliSeni mezi Geissospermum avelice podobnou rostlinou zvanou

Aspidosperma se povedlo jiz v roce 1876. (&)
3.2.3. Lidové Iécitelstvi

Druhy Geissospermum jsou Siroce rozsifeny v lidovém lécitelstvi v oblasti Amazonie.

[69

Domorodi jihoameri¢ti indiani vyuZivaji jejich ktiru a listy. (%! Kiira stromu je horkd a ma
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spoustu 1éCivych vlastnosti. V lidovém léCitelstvi se pouziva na 1€¢bu bolesti, onemocnénti jater,
horecku, ztratu chuti k jidlu, Spatné traveni, jako sexudlni stimulant, na posileni imunitniho

[70]

systému "' | zavraté, zacpu, prujem, krvaceni, astenie, malarii a mnoho dalSich. Odvar z ktiry

miZe vyvolat potrat. (6]

3.2.4. Pouziti

Druhy rodu Geissospermum vykazuji antiplasmodidlni, antibakteridlni, antivirové,
antinociceptivni, antiflogistické ucinky a také antineoplastickou aktivitu (na rakovinu prostaty,
vaje¢niki a pankreatu). [’!1 Obsahuje MIA a B-karbolinové alkaloidy. ") Kromé alkaloidi jsou
zastoupeny flavonoidy a daldi polyfenolické latky. 72! V soudasné dobé zijem o rostliny

z Jizni Ameriky roste, divodem jsou zajimavé aktivity téchto rostlin. [7?!

3.2.5. Obsahové latky

Obsahuje velké mnoZstvi indolovych alkaloidli. Hlavné v kife stromu (Tab. 3).

Alkaloid Biologicka aktivita
flavopereirin lé¢ba rakoviny, HIV/AIDS
12-methoxy-1-methyl-aspidospermin antinociceptivni
geissospermin a dalsi anticholinesterasova
flavoperein, aspidokarpin, geisolosimin antiplasmodidlni
flavopereirin, geissoschizolin, geissospermin snizuji vychytavani serotoninu

Tabulka 3: aktivity alkaloidii obsazenych v G.vellosii 16673

Geissospermin je prvni alkaloid izoloany z G. vellosii (1877). Obsahuje ve své struktuie
cyklickou etherovou skupinu, kterd je relativné nestabilni. Po provedeni kyselé hydrolyzy
poskytl tento bisindolovy alkaloid 3 S$tépné produkty geissoschizin, apogeisoschizin

a geissoschizolin (Obr. 9). [66-74]
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geissoschizolin

Obrézek 9: geissospermin a produkty jeho kyselé hydrolyzy %)
Geissoschizolin mé protizdnétlivé ucinky (sniZzuje mikroglidlni uvoliiovani NO
a TNF-a). [7¢]
Pereirin (geissoschizolin) byl prvni izolovany alkaloid v Brazilii. Své vyuZziti nasel pfii

16¢b& malarie. [°]
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Dal$im dimernim alkaloidem je geissolosimin, ktery se hydrolyzuje na vellosimin

a geissoschizolin (Obr. 10).

\
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geissolosimin

\
N
h

vellosimin geissoschizolin

Obrdazek 10: geissolosimin a produkty jeho kyselé hydrolyzy U3

3.2.6. Biologicke aktivity

Ptirodni latky, zeyména alkaloidy, které jsou zastoupeny v Geissospermum vellosii

Allemio maji fadu zajimavych aktivit, z nichZ ty nejdtileZit&jsi jsou v této praci zminény. 7]

3.2.6.1. Antinociceptivni aktivita

Bolest je percepce nocicepce, kterd se uskute¢ni v mozku. Pocit bolesti je jedine¢ny pro
kazdého Cloveka a je odlisny od nocicepce. Bolest neni stimul, ale komplexni percepce, ktera
ma hluboké afektivni a kognitivni vlastnosti. Nocicepce je aktivita, kterd se odehrava
v perifernich nociceptivnich drahach. Zprostiedkuje pienos informaci o Skodlivych udélostech
(poskozeni tkani, vznik zanétu atd.), stimul pokracuje do dorzalnich spinalnich roht a déle
do mozku. Po vystupu z mozku jiZ mluvime o bolesti. [7®!

Surovy extrakt G. vellosii ijeho dichlormethanova frakce podana intraperitonedlné
dokazala inhibovat visceldrni nocicepci (vyvolanou kyselinou octovou) a také neurogenni
1 pozd¢jsi zanétlivou fazi bolesti (vyvolanou injekci formalinu). Studie byla provedena na

mysich.
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Z vysledkt se doslo k zavéru, ze antinociceptivni ucinek dichlormethanové frakce je
spojen s interakci s 5-HT receptory (5-HT1a, 5-HT2, 5-HT3 — moduluji nociceptivni ptenos).
Serotoninergni systém je dulezity pro mechanismus potlaceni bolesti. Tento systém muze
potlagit skodlivy vjem piichazejici do michy a zabranit tak vzniku bolesti. 7!

Ve srovnani s indometacinem byly podobné davky ethanolového extraktu Pao pereira
dvakrat ucinnéj$i. Predpokladd se, ze G. vellosii nemd centralni analgeticky ucinek
(antinociceptivni aktivita nesouvisi s opioidnim systémem). )

Zjistilo se, Ze ne€které alkaloidy z G. vellosii snizuji absorpci serotoninu synaptosomy

potkani in vitro (flavopereirin, geissoschizolin, geissospermin). Z toho se usuzuje,

7e serotoninergni systém se skutecné podili na antinociceptivnich tcincich extraktu (Obr. 11).

Obrazek 11: flavopereirin [°]
Antinocicepce byla vyznamné oslabena u mysi, kterym byl poddan PCPA (methylester
p-chlorfenylalanin), inhibitor syntézy serotoninu. Hlavni alkaloid s antinociceptivni aktivitou

izolovany z dichlormethanové frakce je 12-methoxy-1-methyl-aspidospermidin (Obr. 12). [7*]

Obrazek 12: 12-methoxy-1-methylaspidospermidin [

3.2.6.2. Anticholinesterasova aktivita

Studie, kterd byla provedena, dokéazala, ze extrakt G. vellosii ma
acetylcholinesterasovou inhibi¢ni aktivitu (1IAChE) v mozku potkani a elektrickych thoit
(Electrophorus electricus). Byl pouzit Ellmaniv kolorimetricky test na tenkovrstvé
chromatografii. Frakce, kterd méla tuto aktivitu, byla bohata na geissospermin (hlavni alkaloid
G. vellosii). Extrakt prokazal také inhibici butyrylcholinesterasy (iBChE) koiniského séra.
Zalezelo na koncentraci. U uhoie byla ICso asi 15x nizs$i (2,9 ug/ml) nez u potkant
(ICso = 39,3 pg/ml). Mezi jednotlivymi druhy AChE je citlivost na iAChE zna¢n¢ variabilni.
Testovana frakce extraktu (o pH=7) byla 25x ucinnéjsi proti iBChE nez iAChE. Tim muze

zlepsit kognici a potencionalné kontrolovat neurozanét.”! Testovania frakce bohata
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na geissospermin prokazala, ze se dokaze vazat na lidsky enzym AChE. Zptsob vazby
do aktivniho mista enzymu AChE neni zatim znamy.

U pacientd s AD bylo zjisténo, Ze aktivita AChE klesd, zatimco BChE aktivita stoupa.
Ve studii se kromé AChE aktivity in vitro hodnotil vliv na zlepseni (zvyseni) paméti in vivo.
Mysim, na kterych byla studie provadéna, se podaval skopolamin, ktery u nich vyvolal amnézii.
Doslo ke zvraceni amnézie navozené skopolaminem. Mira odstranéni kognitivnich deficiti
zalezela na koncentraci. Predpokladd se, ze ve vysSich davkach extraktu dochazi
k presynaptické stimulaci muskarinovych M receptorii. To zpiisobuje pokles uvolnéného
acetylcholinu, coZ se negativné ovliviiuje kognitivni deficit. ]

Cilem je navrh novych potencidlnich inhibitord AChE, které jsou relevantni pro 1écbu

AD. BT

3.2.6.3. Antiplasmodialni aktivita

[ 24

mortalitu i morbiditu. Rocné se vyskytne asi 247 miliont pfipadl, ztoho asi 1 milion
nakazenych nemoci podlehne. Vyskytuje se nejcastéji v tropickych oblastech odkud
se roz§ifuje do vSech ¢asti svéta. Nakaza je vyvolana prvoky druhu Plasmodium a je roznaSena
vektory — komary rodu Anopheles. Toto onemocnéni pienasi jen samice.

Ptenos probiha tak, Ze komar nasaje krev z nakaZzen¢ho jedince. V travicim traktu, télni
duting 1 slinnych Zlazach komadra ziistanou gametocyty obsazené v erytrocytech. Ty se vyvinou
v tzv. sporozoity — sexualni faze d¢leni. Pokud komar saje krev zdravého ¢loveka, zanese do
jeho krevniho fecisté sporozoity, ty se krvi se §iii do jater, kde se asi 14 dni mnoZi a dozrévaji
v merozoity, které se dostavaji do krve a napadaji erytrocyty. Tato faze je bezptiznakova.
V erytrocytech dochdzi k dal§$imu mnoZeni, tentokrat nepohlavnimu, coz postupné vede k jejich
Iyze. Nekteré merozoity se méni v gametocyty a cely cyklus se opakuje.

Pokud jde o mirnou nekomplikovanou formu nemoci, pak mezi klinické projevy patii
piedevsim horecka, zimnice a poceni. Dale se objevuje bolest hlavy, zvraceni, vodnaty prijem,
nékdy 1 anémie.

Tézka forma ma vysSi umrtnost. Mezi klinické projevy patii malaricka anemie,
hemoglobinurie, hypoglykémie, metabolicka acidéza (vede k respiratnim potizim), akutni
selhani ledvin, ob&hovy kolaps az nezvratné kéma (cerebralni malarie). 7301
V dnes$ni dobé se vyskyt malarie opet zvySuje, Plasmodium falciparum je stale vice

rezistentni k dostupnym antimalarikiim. WHO odhaduje, ze kazdym rokem se objevi po celém
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svéte asi 300-500 miliont novych piipadi. Hlavni misto vyskytu je Afrika, Asie a Jizni
Amerika.

Pouzivané Iéky jsou odvozené od chininu a artemisinu. Rezistence na tyto 1éky nartsta,
proto je snaha o vyvoj novych 1ékl, a¢innych proti parazitim, jejichz bunécna sténa je velice
$patné propustna. 8!

Také pti 1€cbé malarie prokdzal extrakt z G. vellosii aktivitu (i tam, kde ani chinin
nepomohl) zvIasté v 1é€be intermitentnich horecek.

Alkaloid pereirin pouzivany k 1é¢bé v tradicni medicin€ je G¢innéjsi nez chinin, pfesto
se G. vellosii pouziva spiSe jako prevence nez lécba (pro 1écbu pouze pokud selhala 1éc¢ba
chininem). (8%

Probéhly fytochemické studie a bylo izolovano nékolik sloucenin, které podstoupily
testovani na aktivitu proti kmenu P. falciparum, ktery je citlivy na chlorochin.

Methanolova frakce extraktu, kterd je bohatd na polarni latky, prokdzala pomérné
vyraznou antileishmanidlni aktivitu (flavopereirin je hlavnim alkaloid v této frakci), zatimco
hexanova a ethylacetatova frakce neprokazaly slibnou aktivitu. Alkaloid flavopereirin je
aktivni proti P. falciparum (antiplasmodialni aktivita G. vellosii souvisi pfedevS§im s timto
alkaloidem). Ve srovnéni s amfotericinem B bylo prokazano, Ze flavopereirin je selektivnéjsi
(po 24 172 hodinach). DalSim alkaloidem je geissolosimin, ktery vykazoval nejvyssi
antiplasmodialni aktivitu. Hledani novych terapeutickych alternativ k amfotericinu B je
diilexité kviili jeho obtiznému pouziti (pomérné vysoka toxicita). 74

Vyvoj antimalarik je dileZity, protoZe parazité jsou stile vice rezistentni vuci

pouzivanym slou¢eninam. (¥

3.2.6.4. Benigni hyperplazie prostaty

Benigni hyperplazie prostaty (BHP) arakovina prostaty jsou dveé nejcastéjsi
urogenitalni patologie u starSich muZzd, které Casto koexistuji u stejného pacienta.

BHP je progresivni zvétSeni prostaty, které pfichazi s vékem (50 % u muZza po 50. roce,
80 % po 80. roce). Zvetsujici se tkan vyvolava neptijemné symptomy dolnich cest mocovych
v disledku komprese mocové trubice a mo¢ového méchyie. Tim naruSuje moceni a ovlivni
i spanek (no¢ni nutkani k moceni) a dochazi tak celkové ke snizeni kvality Zivota. (&%)

BHP vznika pouze v centralni zldze prostaty. Mechanismus plivodu BHP neni zcela
pochopen. Dtlkazy naznacuji, Ze jde o naruSeni homeostazy androgenni regulace, ktera

upfednostiuje proliferaci pied bunécnou smrti apoptéozou. Hlavnim androgenem je
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dihydrotestosteron (DHT), ktery vznika ztestosteronu enzymatickym piisobenim
Sa - redukasy.

Zména rovnovahy testosteronu a DHT je podminéna vékem. DHT ma az 3x vyssi afinitu
k androgennimu receptoru. Je tedy dulezitym mediatorem rozvoje BHP. Vysoké hladiny DHT
zvysuji hladinu prostatického specifického antigenu (PSA). [¢)

Lécba je feSena pomoci inhibitori Sa - redukasy (SARI) a a1 blokatorti. Tato 1é¢iva maji
nékolik vedlejsich u¢ink (erektilni dysfunkce a kardiovaskularni rizika). () Hlavnim u¢inkem
5ARI je podpora bunécné atrofie a apoptdzy v epiteliarnim kompartmentu prostatické tkané
(dojde ke zmenSeni celé prostaty, a tim uvolni kompresi podél mocové trubice, coz zmirni
symptomy dolnich mo¢ovych cest indukované BHP). [#3]

Pouziti 5ARI, jako chemoprevence ke snizeni incidence a oddaleni progrese rakoviny
prostaty, se ukazuje jako slibna strategie. Uginky na riist nadoru prostaty nejsou zatim zcela
pochopené. Pfedpoklada se, Ze podporuji apoptdozu nddorovych bunék. Také indukuji zmenseni
prostaty, coz ale snizuje inhibi¢ni ucinek na néadory. Prostata se bézné zvétSuje
s vékem — mechanické namahani. Soupefeni mezi mechanickym u¢inkem a apoptotickou
upregulaci vede ke kontroverznim nazoriim na vliv SARI na rakovinu prostaty.

Zvyseni apoptozy je zietelné vyssi v prvnich mésicich terapie, pak ale prevlada spiSe
zmen$ovani prostaty. 8]

Bylinna 1écba je povazovana za dobrou alternativu, protoze nékdy vykazuje srovnatelné
vysledky a méné nezaddoucich u¢inkl. Mezi nejpouzivanéjsi patii extrakty ze Serenoa repens,
Pyogenum africanum, Secale cereal.

Pti podavani extraktu z G. vellosii potkaniim s BHP (vyvolano podéavanim testosteronu)
doslo ke snizeni hmotnosti prostaty, srovnatelné s potkany, kterym byl podavan finasterid
(inhibice exprese AR). Extrakt obsahuje flavopereirin, u kterého byla objevena cytotoxicka
aktivita na epitelu lidské prostaty (zastaveni bunétného cyklu ve fazi G2/M). Flavoperein
potlacoval expresi SRDSA1, AR a PSA. Jako dalsi alkaloidy byly v extraktu pfitomny
geissolosimin, geissospermin, geissoschizin. Pouziti extraktu nesnizuje pocet spermii
u potkanti (coz je vedlejsi uc€inek finasteridu).

Extrakt G. vellosii mze potlacit BHP snizenim tloustky vrstvy epitelidlnich bunék

prostaty a zvétSenim plochy lumenu. Jevi se tedy jako velice prosp&sny v 1é¢bé BHP. [¢°]

3.2.6.5. Protinadorova aktivita:

Onkologicka onemocnéni jsou v dnesSni dobé velice Castou pficinou umrti. Dnesni

terapie je zaloZzena predevSim na syntetickych chemoterapeutikach (hodné vedlejSich ucinkd,
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Casto se objevuje rezistence), proto se hledaji stale nové latky. Diky novym latkdm je mozné
snizit davky chemoterapeutik a tim i omezit nezadouci u¢inky.34!

Tumor supresorové geny funguji jako brzda cyklu riistu bunék, replikace DNA a déleni
bunék. Pokud tyto geny nefunguji spravne, dochazi k nekontrolovanému ristu — rakoving.

Protein p53 byl popsan poprvé v roce 1979. Témér u vSech typt rakoviny u lidi bylo
prokézano, ze tento protein nefunguje spravné. Protein p53 je aktivovany pouze pii stresu nebo
poskozeni bun¢k. Protein p53 zastavi bunécny cyklus téchto bunck a dojde k jejich apoptoze.
Protein p53 muze zpiisobit smrt pfimou stimulaci mitochondrii a produkei nadbytku toxické
reaktivni formy kysliku.[!

Ptirodni produkty a pozd¢ji i jejich derivaty jsou jiz po staleti povazované za vyznamny
zdroj novych lé¢iv. Vinka alkaloidy byly prvnimi alkaloidy pouzivanymi v klinické praxi. Dalsi
byly taxany, kampoteciny a topotekan.®¥ Protirakovinna ¢inidla byla obvykle hodnocena
z hlediska jejich schopnosti indukovat apoptéozu. Mechanismt stimulace apoptozy je nékolik:

e downregulace antiapoptotickych genovych produkti, jako je Bcl-2 (B-bunécény
lymfom 2) a Bcl-XL (extra large),

e downregulace inhibitoru proteinti apopt6zy, napt. CIAPs, XIAP (X- chromozom
vazany inhibitor apoptézového proteinu),

e upregulace proapoptotickych faktorti (gen Bax), uvolnéni mitochondridlniho
cytochromu C, inhibice NF-«B signélni drahy.

Rakovinné bunky jsou schopné pohybovat se lymfatickymi a krevnimi cévami a mohou

obsazovat dal$i zdravé tkané tzv. metastazovat. [
3.2.6.5.1. Kolorektalni karcinom

Kolorektalni karcinom (CRC) je agresivni maligni nador. Je roz§ifen po celém svéte a je
pric¢inou vysoké morbidity a mortality. Jde o tieti nejcastéjsSi nddorové onemocnéni. Progndza
pacientll neni pfizniva, a proto je nutné pracovat na vyvoji nové strategie 1écby.

Jako prvni volba je chirurgicka operace a chemoterapie, ale itak se Casto objevuji
recidivy a systémové metastdzy, coz snizuje Sanci na pieziti pacienta az na 5 %. Proto je nutné
vyvoj ucinného terapeutického ¢inidla s nizkou toxicitou.

Irinotekan (IRN) je vysoce u€inny 1ék proti CRC, ktery pisobi na topoizomerasu I, tim
ovlivni replikaci DNA a také transkripci. Dlouhodobé systémové podavani IRN ma za nasledek
mnoho nezadoucich u¢inki (cholinergni syndrom, priijem, neutropenie). (¢!

Flavopereirin (3-ethyl-12H-indolo[2,3-a]-chinolizinin chloristan) prokdzal pomérné

vyrazné snizeni zivotaschopnosti nddorovych bun¢k CRC (pouze nadorovych). VéEtsi inhibi¢ni
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uc¢inek byl zpozorovan po 24 hodinach (ICso = 0,023 pg/ml) nez po 72 hodinach
(ICs0 = 0,015 pg/ml). Zpisobil vnitini i vnéjsi apoptdzu a indukoval zastavu bunééného cyklu
v G2/M fazi. Flavopereirin také zpasobil downregulaci Janusovy kinasy — pfevodnik signalu
a aktivator transkripce (JAKs — STATs) a bunééné myelocytomatozy (c-Myc). Aktivuje spise
p21-p53 nez JAKs STATs ac-Myc signalizaci k potlaceni CRC. Dale zvysil expresi
a fosforylaci p53 v CRC bunkach. Flavopereirin podporuje vnitini a vngjsi apoptézu v bunkach
CRC, stimuluje zastavu bunécného cyklu G2/M faze v CRC buiikach. Exprese a aktivita
proteinu P53 je dilezita pfi omezeni ristu malignich bunék (zastava bunécéného cyklu
a apoptoza). (%871 Flavopereirin selektivné potladuje syntézu DNA — tvoii komplexy

flavoperein — DNA pouze u nadorovych bungk. 58
3.2.6.5.2. Rakovina ovarii

Rakovina vajecnikli zplisobuje vice imrti nez jakakoli jina rakovina postihujici Zensky
reprodukéni systém. Kvili nedostateénému screeningu casto dojde k diagnostice az
v pokrocilém stadiu. Piestoze terapie zlepSila pétileté preziti, celkovou miru vyléceni nezvysila.
U vice nez 70 % pacientek s rakovinou vajecnikti dojde k relapsu a rozvoji rezistence vici
chemoterapeutikiim na bazi taxanu a platiny. Proto je nutné hledat nové G€inné latky pro
pokrocilou rakovinu vajecnikd.

Chemoterapeutika mohou vzdjemné plsobit aditivné nebo synergicky pii likvidaci
rakovinnych bunc¢k. Diky kombinaci je mozno aplikovat niz§i davky jednotlivych
chemoterapeutik, a tim dosahnout vyssi bezpecnosti a niZsi toxicity 1écby.

Piikladem muze byt napt. taxol (izolovany z tichomoiského tisu — Taxus brevifolia
Nutt.) kombinovany s platinou. U pacientek s rakovinou vaje¢nikli bylo dosazeno mnohem
lepsich klinickych vysledkd.

Extrakt z kiiry G. vellosii v kombinaci s platinou, dovolil snizit davky platiny 1,2 az 10x
(v zavislosti na typu buné&nych liniich). Vysledky jednoznaéné potvrzuji, Ze extrakt

v kombinaci s karboplatinou prokdzal vys§i inhibi¢ni aktivitu. (88!
3.2.6.5.3. Rakovina prostaty

Rakovina prostaty (PCa) je druhy nejcastéjsi typ rakoviny u muzi. Je casto
diagnostikovana u muzi nad 50 let. %) Dnes dok4zeme detekovat i 1é¢it PCa jiz v raném stadiu.
V pocatku roste v zon€, kde vznikla, postupné se stadva maligni a metastazuje do dalSich tkani.
Je zajimavé, ze nadory ve zvétSené prostaté vykazuji ptiznivejsi patologické rysy (maly objem,
nizka agresivita, mirné invazivni chovani). Mechanicky stres, napt. BHP, brani riistu nadoru.

Dtlezitym faktorem rozvoje jsou paradoxné androgeny, které jsou dilezité i pro vyvoj a funkci
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prostaty. 33 Nejvice imrti na PCa je zpisobeno metastizemi, které jsou odolné vici terapii
androgenni ablaci. Pro tyto pacienty neexistuje zddny zptsob 1éCby a jejich relativni mira pteziti
péti let je asi 30 %. [

Androgenni deprivacni terapie (ADT) byla zakladem 1écby pokrocilé a metastatické
PCa. Tato lécba je jen doCasnd (doCasné zvySuje proapoptotickou aktivitu). Nakonec dojde
k progresi rakoviny.

U pacientq, ktefi dostavaji SARI jako ur¢itou chemoprevenci, je vétsi pravdépodobnost,
7e se u nich vyvine kastracné rezistentni karcinom prostaty (CRPC) nebo neuroendokrinni
rakovina prostaty (NEPC). Predpoklada se, Ze podporuji apoptézu nadorti, ale také indukuji
globalni zmensSeni prostaty coz snizuje inhibi¢ni G¢inek na naddory. Apoptoticky ucinek SARI
pfevazuje v prvnich mésicich 1écby. Dlouhodobé zalezi na konkurenci mezi sniZzenim
hydrostatického stresu diky smr§tovani prostaty a riistu nadoru. 83

Mechanismy rezistence maji za nasledek epigenetické zmény, zvySeni nebo utlumeni
transkripéni aktivity. Epigenetické zmény transkripéni regulace zahrnuji metylaci DNA,
modifikace histonti a chromatinu. Studie naznacuji, ze metylace DNA, integrita chromatinu
a dostupnost pro regulaci transkripce hraji dulezitou roli v iniciaci a progresy rakoviny
prostaty. 18]

Nadory, které nejsou zavislé na androgennich signdlnich drahach, mohou po 5ARI
vykazovat hor§i up-regulaci apoptozy a tim je pak horsi kontrola riistu. 3]

Jediny terapeuticky prostfedek ¢asto nestaci k 1écbé pokrocilého karcinomu prostaty.
Proto se pro 1é¢bu pouzivaji kombinace 1€¢iv, napf. olaparib v kombinaci s karbazitaxelem,
karboplatinou, prednisonem atd. Kombinace platiny a docelataxelu je bézna pro 1é¢bu NEPC.
Nejsme ale schopni dosahnout dostate¢né specifity pro nddorové buiky, a tak dochazi
i ke vzniku fady nezadoucich uginkd. (¥}

Podle nedavné studie prokéazal extrakt G. vellosii zna¢nou aktivitu proti riistu bunck
rakoviny prostaty. Konkrétn€ na linii bunék LNCaP a PC3 zavislych na androgenech. Extrakt
potlacoval rist bunck CRPC — PC3 v zavislosti na ddvce a Case prostfednictvim indukce
apoptozy a zastaveni bunécného cyklu prostfednictvim zvySeni exprese p21 a p27 a sniZeni
exprese proliferac¢nich proteind (in vitro i in vivo). Kromé toho extrakt indukoval upregulaci
proapoptotického Bax, snizeni antiapoptotickych Bcl-2, Bel-xL.

Dal$im mechanismem, ktery extrakt vykazoval, byla inhibice signalizace AKT/NF«kB,
ktera hraje velice diilezitou roli pii regulaci genové exprese v imunitnim systému, pii zancétech

a stresovych reakcich a také reguluje preziti bun&k. *®) AKT je serin-treoninkinasa, ktera je
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schopna ovlivnit (inhibovat) drahy apoptozy. Exprese a aktivita je regulovana pomoci
NF«B. P!
Extrakt se tedy jevi jako vhodny kandidat pro terapeutické vyuziti u pacientii s CRPC.

3.2.6.54. Rakovina Pankreatu

Rakovina pankreatu je jednim z nejsmrtelnéjSich typt rakoviny. Tento typ neni pfili§
Casty (asi 2 % diagnostikovanych rakovin), ale ma vysokou mortalitu a morbiditu. Prognéza
zustava velice Spatnd. U vice jak 90 % pacienti dochazi k vyvoji metastazi.

Lécivem 1. linie je gemcitabin, ktery davd vyssi Sanci na pfeziti ve srovnani
s S-fluorouracilem (o 12 mésic)). Nové se vyuziva rezim FOLFIROX (5-fluorouracil,
leukovorin, irinotekan a oxaliplatina), ktery zvysuje ptreziti o 5 mésicti oproti gemcitabinu.

Ptirodni latky maji niz$i toxicitu, coz je vyhoda oproti syntetickym chemoterapeutikiim.
Extrakt prokéazal potencidlni vliv na 1écbu rakoviny pankreatu in vitro i in vivo. Ma potencial
samostatné, ale jeho uplatnéni ma budoucnost spiSe v kombinaci s jinymi chemoterapeutiky.
Extrakt G. vellosii dokéazal vyvolat apoptézu v zavislosti na davce u péti testovanych linii
rakoviny slinivky bfisni.

Synergicky ucinek extaktu s gemcitabinem byl pozorovan u nékolika bunéénych linii
rakoviny (PANC-1, AsPC-1, HPAF-II a BxPC-3). >93]

Mechanismus, kterym extrakt inhibuje cancer stem-like cell (CSC) je tifeba dale
prozkoumat. Prozatim studie ukazaly, Ze snizuje jadernou hladinu B-katechinu PANC-1. Dale
doSlo ke sniZzeni hladiny mRNA né&kolika gent souvisejicich s CSC (Dppa4, EsRRb atd.).
Samotny extrakt dokézal potlacit rist nadoru az o 70 %. V kombinaci byla tato inhibice jeste

vy$3i (aZ 82 %) a také bylo zaznamenano vyrazné snizeni metastatickych 1ézi v peritoneu. >
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3.3. Alzheimerova choroba

3.3.1. Definice

Alzheimerova choroba (AD) je progresivni neurodegenerativni porucha CNS, ktera se
klinicky projevuje syndromem demence. Pro tento typ demence je charakteristicka rozsahla
porucha kognitivnich funkci neurologickym poskozenim, ktera se projevuje poruchou paméti,

emocni poruchou a v pozdnich fazich zménou osobnosti. 43941

3.3.2. Historie

Alzheimerova choroba ma ndzev po némeckém psychiatrovi Aloisovi Alzheimerovi,
ktery tuto nemoc poprvé popsal. Pozoroval u své pacientky kognitivni deficit a postupnou ztratu
sobéstacnosti. Behem pitvy byla popsana atrofie kortexu a senilni plaky. Ve stejné dobé ucinil
obdobny nalez i ¢esky psychiatr Oskar Fischer. ! Jde o nej¢ast&jsi druh demence u starsich
lidi. ¥4 Alzheimerovu chorobu nedokazeme vylé¢it, miizeme pouze ovlivnit jeji pribéh, se
snahou oddalit t¢zké stadium nemoci. Dnes je intenzivni snaha o vyvoj 1éka, které by dokazaly

nemoc zastavit nebo dokonce zvratit. °>1

3.3.3. Epidemiologie

V CR se poéet pacientii s demenci odhaduje asi na 164 tisic, pfi¢emz asi dvé tietiny
tvofi Zeny. Ve véku nad 65 let trpi demenci kazdy tfindcty, nad 80 let kazdy paty a nad 90 let
kazdy druhy. Do roku 2050 se predpoklad nariist na 383 tisic pacientd. [°*! Ve skute¢nosti jich
bude mnohem vice, protoze mnoho lidi neni viibec diagnostikovano. ! V roce 2000 postihla
AD po celém svété 25 miliont lidi. Ocekava se, ze v dusledku prodluzovéni Zivota dojde

do roku 2050 ke zvyseni na 114 milion{ pacientt. 768
3.3.4. Rizikové faktory

Rizikové faktory (RF) lze rozdélit na ovlivnitelné (diabetes mellitus, hypertenze,
dyslipidémie, koufeni, alkohol, obezita, urazy hlavy, deprese atd.) a neovlivnitelné (pohlavi,
vek, vyskyt nemoci v rodin€¢ nebo vyskyt polymorfismu ApoE4 v genu pro
apolipoprotein E) %!

Faktory miiZzeme rozdé€lit na genetické, kardiovaskularni, RF souvisejici s Zivotnim
stylem (koufeni, alkohol, nedostatek pohybu, nizka urovenl vzdélani, vyziva), RF souvisejici
s prostiedim (kvalita ovzdusi, UV zafeni, pfitomnost radonu, hliniku, vliv pesticidd). ¢

Polovinu pacienti s Downovym syndromem postihuje demence. Pti nedostatku spanku se

zvysuje produkce B-amyloidu a tim se miiZze zvySovat i riziko vzniku AD. [*°]
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3.3.5. Klinicky obraz a pribéh nemoci

Mnoho struktur mozku a jejich funkce jsou ovlivnény dfive, nez je AD
diagnostikovana. °°! Pfedpoklada se, ze nemoc za¢ina 20-30 let pted nastupem piiznaki. Jsou
ocekavany nové 1écebné postupy, které jsou samoziejmé nejucinnéjsi v pocatecnich fazich
nemoci. Mezi nejdiive postizené funkce patii pamét’ epizodicka, sémanticka, slovni. Pacienti
s AD casto trpi depresi (asi v 50 % ptipadl). Deprese je spojena s horsi kvalitou zivota, vétSim
postizenim kazdodennich aktivit, rychlejsi kognitivni deterioraci. 1%l

Nemoc se mize vyskytovat ve dvou formach — presenilni, tj. s Casnym zacatkem,
kdy se klinické ptiznaky objevuji do 65 let v€ku. Tato forma, také oznaovana jako familiarni,
je pomérné vzacna. Mnohem castéjsi je vyskyt pfiznakd az po 65. roce zivota, mluvime tak
o sporadické formé. Ptiznaky nastupuji nendpadné a pozvolna, proto se ¢asto stava, ze pacienti,
ani jejich blizci, nezaznamenaji zmény v€as nebo jim neptikladdaji zvySenou pozornost a vse
ptikladaji projevu starnuti.

Mezi prvni pozorovatelné zmény patii degenerace neurondlniho systému. Stupeni
degenerace odpovidad zavaZnosti zhorSeni paméti. V hippokampu a kife mozku spojené
s paméti zacne dochazet ke ztrat¢ presynaptickych prvkd cholinergniho systému.
Postsynaptické prvky zlstavaji neporuSené (kromé pozdniho stadia, tehdy jsou vSechny
neurotransmitery na velice nizké urovni a dochdzi ke ztraté mozkové hmoty). 511 Dochazi
ke vzniku patologického B-amyloidu, ktery se postupné extracelularné uklada. Déle dochézi
k degeneraci 1 proteinu, vznikaji neurofibrilni klubka (intracelularn¢). Soucasné probihaji dalsi
neurodegenerativni procesy. VSe vede ke snizeni poctu synaptickych spoju a k apoptoze

neuron, 76971011

S postupujicim onemocnénim zacnou mit pacienti problémy se slozit&jSimi
kazdodennimi aktivitami (napf. obsluha pocitaCe, fizeni auta). Nakonec jsou problémové
i banalni ¢innosti jako oblékani, osobni hygiena apod. Casto se vyskytuje deprese nebo poruchy
cyklu bdéni a spanku. V pozdnich stadiich jsou nemocni naprosto nesobéstacni. Dochézi u nich
k inkontinenci mo¢i 1 stolice a maji problém s poznavanim blizkych osob. Alzheimerova
choroba trva od objeveni do exitu cca 7-10 let, ale n€kdy piezivaji pacienti i déle nez 15 let,
jindy zase umiraji do 3 let po objeveni nemoci.

Prib¢éh nemoci délime na tfi stadia. Prvni stadium, téz preklinické stadium, probiha
asymptomaticky. Jiz nékolik let pied objevenim prvnich klinickych piiznaki je mozné pomoci
pozitronové emisni tomografie (PET), kdy se aplikuje radioaktivné znacena latka, zaznamenat

depozita f-amyloidu v mozku.
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Druhé stddium doprovazi mirna kognitivni porucha, kdy je postiZzena epizodicka pamét’.
Nedochézi v§ak k postizeni dennich aktivit bézného Zivota a pacienti jsou sob&stacni.

Ttetim stadiem je demence. Ta se klinicky dé€li na lehkou, stiedni a tézkou. Dochazi
k naruSeni aktivit vSedniho dne a mohou se projevovat psychologické a behavioralni

poruchy. 81 Dohled je potiebny pro stfedné tézké a t&7ké demence. [1%%

3.3.6. Cil lécby

Cilem 1écby by obecné méla byt zlepSend kvalita zivota. Koncepce ABC:
e A —activities of daily living (aktivity denniho zivota)
e B —behavioural changes (zmény chovani)
e C — cognition (kognitivni funkce)

Mezi poruchy kognitivnich funkci fadime poruchy orientace, usudku, poruchy
vizuospacialnich funkci, poruchy paméti a uceni, poruchy korovych symbolickych funkci
(agnozie, apraxie, afazie), exekutivnich (vykonnych) funkci (organizovani, planovani,
naslednosti, abstrakce).

Nekognitivni behavioralni poruchy Ize definovat jako chovani, kter¢ muzZe
znepokojovat pacienta nebo zpisobovat potize nejen pacientovi, ale také pecovateli a dalSim
osobam v jeho okoli.

Symptomy: agresivita, toulani, apatie, agitace, poruchy mysleni (bludy), poruchy
stravovani (zmény v chuti, anorexie, bulimie), vokalizace (sténani, kiik), sexudlni desinhibice,

afektivni poruchy (deprese, manie, anxieta), poruchy vnimani (halucinace, iluze). 1%

3.3.7. Diagnostika

Pii pouziti zobrazovacich metod jako CT a MRI je patrnad atrofie medialnich
temporalnich struktur (hippokampus a amygdala). "1 Diky témto metoddm jsme schopni
odhalit nemoc dfive, nez dojde k projevu prvnich ptiznak.

V mozkomi$nim moku mizeme ve vztahu kAD prokazovat 3 hlavni
biomarkery — likvorovy triplet: fosforylovany t protein, B-amyloid, celkovy 1 protein. %4

Kognitivni porucha musi byt pro klinickou diagnoézu dostatetné zdvazna, aby byla
kompromitovana ¢innost kazdodenniho Zivota. [1%%]

Nejpouzivangjsi je kratky test kognitivnich funkci (MMSE), ktery vSak neni pokazdé
spolehlivy a nékdy vykazuje faleSn€ negativni vysledky. Specifickym testem pro AD je kresleni

hodin.  Slozit¢jsi  testy  kognitivnich  funkci  poskytuji 1  vyS§i  spolehlivost,
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napi. Alzheimer disease assesing test (ADAS). 7] Pe¢livé neuropatologické vysetieni mize

odhalit i velmi mirné kognitivni poruchy pét let pied klinickymi projevy. [1%%]

3.3.8. Etiopatogeneze

ey e

co vSe onemocnéni piedchézi a jak presné probiha. Na vzniku AD se podili mnoho faktort.

Dva hlavni patologické procesy jsou vznik p-amyloidu a ukladéni t proteinu. [**!

3.3.8.1 Teorie p-amyloidu

Amyloidovy prekurzorovy protein (APP) je pfirozené se vyskytujici peptid, ktery je
uloZen transmembranové. 2 Za béznych fyziologickych podminek je $tépen a-sekretasami
na solubilni kratké fragmenty — B peptid, ktery je fyziologicky dulezity pro tvorbu novych
neuronalnich synapsi.

U AD dochazi ke Stépeni APP B a nasledné y sekretasou (jejich hladiny jsou u AD
zvysené) na delsi B peptid — B-amyloid (AB) 40 a 42 (AB 40 je izoforma, které ptevlada, AB 42
agreguje rychleji a je Casto spojena s familiarni AD), ktery oligomerizuje, stava se nerozpustny
a postupné difunduje do synaptické Sté€rbiny. Dochézi ke zméné konformace AP na B-skladany
list. Tato konformace je podminéna oxidacnim stresem a radikalovym poSkozenim fidicich
molekul. [1%%!

V extracelularnim prostoru dochazi ke shlukovani B peptidu v amyloidni fibrily, které
dale agreguji a tvofi senilni plaky. Toxicita plaki vede k neurodegenerativnim dé&jiim.

V oblasti plakl tak dojde ke vzniku lokalniho sterilniho zanétu, to zpisobi aktivaci
mikroglii. Jejich aktivace vede k uvoliovani interleukinu 1 (IL-1), ¢imZ dochézi k aktivaci
cyklooxygenasy, a tim k syntéze prostaglandini. Dojde k uvolnéni excitovanych AMK
(glutamat, aspartat), které se navazou na N-methyl-D-aspartatové (NMDA) receptory. Jejich
aktivaci dojde k influxu Ca** do neuronu. Ve vede k aktivaci proapoptotickych enzymi a tim
k apoptdze neurond.

Plaky AP se ze zacatku vyvijeji v bazalni, temporalni a orbitofrontalni neokortexové
oblasti mozku. V pozdéjsich stadiich je nachdzime v hipokampu, amygdale, diencephalonu

a v bazalnich gangliich, [7695-97:102,104.106,107]

2 Gen pro tento peptid je uloZeny na 21. chromozomu. Mutace APP piedstavuji 10-15 % familiarni AD s ¢asnym
nastupem. U pacientl s Downovym syndromem (trizomie 21 chromozomu) se vyvinou amyloidni depozita,
ktera zptsobuji neuropatii. 1!
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3.3.8.2. Teorie neurofibrilarnich klubek

Fyziologicky se t protein podili na spojovani mikrotubuli v axonech neurond.
Podporuje polymeraci a podili se na uspofadani a stabilit¢ mikrotubul. TéZ podporuje rist
neurittl. Tau proteiny maji déileZitou funkci v axonalnim transportu. °>1% t-protein je kodovan
genem MAPT, ktery se nachazi na 17. chromozomu. t-protein ma vice nez 30 fosforylovanych
mist, ale mize byt fosforylovan asi na 80 mistech, nejcastéji na AMK serinu nebo
threoninu. 1%

Za patologickych podminek je T protein nadmérné fosforylovan prostfednictvim
glykogensyntasy-kinasy 3 (3f-GSK) a cyklin dependentni kinasy 5 (CDK-5).
Hyperfosforylovany t protein agreguje a vznikaji parové heliakalni filamenta, ze kterych
vznikaji neurofibrilarni klubka NFT (neurofibrilary tangles), které jsou nerozpustné. NFT
zpusobi naruSeni cytoskeletu, ktery nasledné podléha rozpadu. Také se narusi axondlni
transport, coz vede k zaniku neuronti a rozvoji AD. 31041

Vazba fosforylovaného t-proteinu na mikrotubuly zptisobuje jejich nestabilitu a je
typicka pro AD.

Koncentrace T-proteinu v mozkomignim moku je asi 3x zvysena. 1%

3.3.8.3. Cholinergni teorie

Acetylcholin (ACh) putsobici jako neurotransmiter, ktery inhibuje indukci

-----

551 Mechanismus degradace

enzymem acetylcholinesterasou (AChE) na acetat a cholin. [
acetylcholinu: ACh reaguje se serinovym zbytkem na aktivhim mist¢ AChE za vzniku
kovalentniho meziproduktu acetyl-enzymu a dochédzi k uvolnéni cholinu. Acetyl-enzym
reaguje s vodou za vzniku acetitu a regenerace enzymu. 7!

AChE podporuje vznik amyloidnich agregéti urychlenim sestaveni amyloid  do Ap
fibril. ) AChE je pfitomna v celém t&le a m4 i jiné funkce ne degradaci acetylcholinu. Nachazi
se vsynaptické Stérbiné cholinergnich neuront, kde je vazana vsiti kolagenu
a glukosoaminoglykant. Existuje ji jesté velice blizky enzym — butyrylcholiesterasa (BChE).
551 BChE zpomaluje proces tvorby Ap fibril stabilizaci rozpustnych Ap agregati. (7%

Cely proces rozstépeni acetylcholinu je velice rychly (asi 40 mikrosekund). Synapse
dokdze prenést az 1000 impulsi za vtefinu (za piedpokladu, ze membrana obnovi svoji

polarizaci — klidovy potencidl). > Pfirozené se v mozku vyskytuje ve vétsim mnozstvi AChE.

Béhem AD stoupa mnozstvi BChE, a to hlavné v oblasti kumulace Ap.
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Tvoii se vysoce toxicky produkt AChE-amyloid B s vysokou neurotoxicitou. To je
diivod, pro¢ se 1é¢bou snazime obnovit cholinergni pienos zvysenim hladiny Ach. ) Soucasné

.....

mozku. 7%
3.3.84. Glutaminergni teorie

Nadmérné uvolilovani excitatnich AMK, které se vazou na NMDA receptory (glutamat
a aspartat), zptsobi otevieni Ca®" kandld a influx Ca?" iontd do neuront, tim dojde k naruseni
synaptické funkce a k aktivaci proteinkinas a fosfatas. Timto mechanismem dojde k apoptoze
neurontl. Klinicky se tento stav projevi naruSenim paméti a uceni — typické pro AD. [7]

Viz teorie AP.
3.3.8.5. Oxidacni stres

Vlivem oxida¢niho stresu dochédzi ke vzniku vétSitho mnozstvi volnych radikalt. Nejcastéji
vznikaji kyslikové radikaly (reaktivni formy kysliku — ROS). V mensim zastoupeni vznikaji
reaktivni slouceniny dusiku (NOS). Tyto radikaly maji schopnost napadat vSechny typy
makromolekul (sacharidy, proteiny, lipidy, DNA). To v disledku vede k poskozeni funkce
bunék i1 tkdni. Oxidacni stres, tzn. nadprodukce volnych radikalt, provazi mnoho nemoci. Mezi
tyto nemoci patii i neurodegenerativni onemocnéni jako je AD.

Amyloidni plaky vznikaji v disledku zmény konformace amyloidniho proteinu
na P skladany list. Tato zména konformace mize byt siln€ potencovdna oxida¢nim stresem
a radikalovym poskozenim fidicich molekul. Mozkova tkén je oproti ostatnim tkdnim v téle

vice nachylné k oxidaénimu poskozeni (dochézi k naruseni ATP, glukdzy atd.). 1%

3.3.8.6. Apolipoprotein E

Na 19. chromozomu se nachéazi gen pro apolipoprotein E (ApoE). M4 tfi alely € 2,3,4,
které koduji izoformy proteinu Apo-E 2, 3, 4. ApoEe4 podporuje ukladani B-amyloidu,
neurotoxicitu a oxidacni stres. I lidé bez genu ApoEe4 mohou onemocnét AD. Naproti tomu
u nositeli genu onemocnéni nemusi propuknout. Kdyz je pfitomna jedna alela, je
pravdépodobnost vzniku AD 3x vyssi.

Lidé s familiarni AD, maji vyssi vyskyt Apo-Ee4. Pravdépodobnost vzniku AD se pii

vyskytu dvou alel zvysuje az 15x. ¢
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3.3.8.7. Diabetes mellitus Il a inzulinova rezistence

Inzulinova rezistence (IR) je jednim z hlavnich patogenetickych faktori manifestace
diabetu mellitu 2 (DM 2). Je spojena i s vyskytem dalSich neuropsychiatrickych onemocnéni.
Riziko AD je pfitomnosti DM2 (ale i samostatnou IR) zvySovano.

DM je charakterizovan dysfunkci B bunék pankreatickych ostrivki sekretovat
dostatecné mnozstvi inzulinu tak, aby jeho hladina byla normalni nebo dokonce zvySena
(hyperinzulémie).

Inzulin prostupuje do CNS pies HEB a véze se na inzulinové receptory. Inzulin se mize
v mozku tvofit lokalné€. Inzulinové receptory jsou v mozku nejvice zastoupené v hippokampu,
hypotalamu, amygdale a mozkové ktife. V neuronech inzulin zvySuje degradaci Af.

Signalizace  inzulinu  cestou inzulinového receptoru  plisobi  inaktivaci
glykogensyntasy-kinasy 3 B (GSK-3p) fosforylaci, zatimco inzulinova rezistence podporuje
defosforylaci, a tak aktivaci GSK-3f. To vede k fosforylaci t proteinu a tvorb€ patologickych

tangles. [1%8]

3.3.9. Farmakoterapie

Farmakoterapii 1ze délit na farmakologickou a nefarmakologickou. Farmakologickou
pak dale délime na kognitivni, kterd ovliviiuje postizené kognitivni funkce (spiSe kauzalni
1é¢ba) a nekognitivni, ktera ovliviiuje predevSim postizené behavioralni a psychologické

piiznaky demence (pouziti antipsychotik a antidepresiv). 7!
3.3.9.1 Kognitivni farmakoterapie

Jiz v poc¢atcich nemoci je naruSen centralni acetylcholinergni systém. Tento systém je
dalezity mimo jiné pro mechanismy kratkodobé paméti a pamétové konsolidance (vStipivosti
paméti).

Soucasné je sniZen i pocet nikotinovych acetylcholinergnich receptort, zatimco pocet
muskarinovych acetylcholinergnich receptori ziistava relativné nezménén. Acetylcholin je

v synaptické §térbiné odbouravan enzymy acetylcholin esterasami. [1%]

3.3.9.1.1. Inhibitory AChE

Pti 1écbé AD jsou tato 1é¢iva pouZzivéana jako prvni volba.
Centralni inhibitory cholinesteras museji dobfe prochazet HEB, ovliviiovat specificky
mozkové formy cholinesteras a byt dobfe tolerovany. Podstata terapeutického pusobeni je

zablokovani enzymi odbouravajicich acetylcholin. Maji efekt na zpomaleni priib&hu AD. [1%]
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Inhibitory mohou byt reverzibilni, kdy jsou inhibitor a jeho aktivni metabolity
odbouravany v jatrech a jejich plisobeni trva po dobu jejich pritomnosti v plazmé.

Pseudoireverzibilni inhibitory jsou odbourdvény piimo cholinesterasami a jejich
pusobeni trva déle, neZ je jejich piitomnost nebo piitomnost jejich aktivnich metabolit. [1%%]

Tato 1éciva pasobi centralné, v mozku mohou zvySovat hladinu acetylcholinu a tim

zmirnit piiznaky. Problém tvoii periferni nezidouci t¢inky (Tab. 4). 18]

Lécivo NeZadouci ucinky

‘ bolest hlavy a bolest celkové, Uinava, zavraté, nevolnost, zvraceni, prijem,
donepezil .
anorexie, hubnuti, svalové kiece, nespavost

rivastigmin | hubnuti, anorexie, zavraté

‘ nevolnost, zvraceni, prijjem, anorexie, ztrata hmotnosti, cévni
galanthamin ‘ ‘
onemocnéni (srdecni infarkt, mrtvice)

Tabulka 4: nezadouci vicinky inhibitorit acetylcholin esterasy °%1

Rivastigmin (Obr. 13) méa nejméné neZadoucich uUc¢inki, které mohou byt jesté

redukovény pouzitim transdermalni naplasti. Inhibuje AChE i BChE. 7!

SO

Ho ™ |
Obrdzek 13: rivastigmin 11
Galanthamin (Obr.14) je reverzibilni inhibitor AChE a také alostericky moduluje

nikotinové receptory. Nelze ho pouzit u pacientli s jaterni a ledvinovou insuficienci. P71l

Obrazek 14: galanthamin ']
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Donepezil (Obr. 15) inhibuje AChE a také zabranuje ukladani AP plakd v CNS.
Prokézal téz neuroprotektivni a antioxida¢ni uéinky. Lécivo ma dlouhy biologicky polocas a je

pomémé dobfe tolerovano. 0%112]

Obrdzek 15: donepezil 'V

AChEi jsou kontraindikovéany u aktivni viedové choroby gastroduodenalni a u poruch

[97

prevodniho srde¢niho systému. ) AChE inhibitory mohou zmirnit symptomy, ale nedokaZou

zastavit progresi onemocnéni — piisobi pouze symptomaticky. 8! Mira zlepseni je im&ma

tirovni inhibice enzymu AChE i BChE. [

3.3.9.1.2. Inhibitory NMDA receptorii

S postupnou  progresi dochdzi k postizeni mozkového systému excitacnich
aminokyselin. Tento systém je nejrozsifendjsi neuromediatorovy systém mozku. 1%

Dochazi ke zvySenému uvolilovani excitacnich aminokyselin (glutamat, aspartat). Tato
aktivita je také navySena tim, Ze napt. v hippokampu dochézi ke sniZeni zpétného vychytavani
glutamatu. Nadméma aktivace NMDA receptori vede k otevieni iontovych kanald
pro Ca*" aNa" ionty. To zp@isobuje nadmérny vstup Ca>" do neuront, aktivaci enzym@ ménicich
strukturu proteinti (proteinkinas) a zvySenou expresi nekterych gent. To vede k destabilizaci
vnitiniho prostiedi a zvy$ené apoptdze neuronti. Jedinym zastupcem je memantin, 710

Memantin ( Obr. 16) je nekompetitivni antagonista NMDA receptorti, pouzivajici se u
pacientl
ve stiedné tézkych a tézkych stadiich AD. Jeho biologicky polocas je az 100 hodin a jeho davku
je nutné postupné titrovat. Nezadouci u€inky nejsou Casté. Jedna se hlavné o zavraté, bolesti
hlavy a halucinace. Memantin pomaha udrzet kognitivni funkce a také ptispiva ke zpomaleni

postupu AD. [107,109,112]
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Obrazek 16: memantin 110

3.3.9.1.3. Podptirna 1éc¢ba

Jako doplnkovou 1é¢bu lze pouzit n¢které latky, které zlepsuji mozkovy metabolismus:

e Vasodilatancia jako je pentoxifylin a naftidrofuryl.

e Nootropika — latky zlepSujici mozkovy metabolismus, prokazali pfinos u AD.
Nootropika dokazou zlepsit utilizaci glukdzy i kysliku v mozku. Zlepsuji pamét’ a uceni.
Nejvyuzivangjsi jsou piracetam, pyritinol, nicergolin a extrakt z Ginkgo biloba.

e Latky snizujici tvorbu volnych radikala: vitamin E, vitamin A, pfipravky se selenem.

e Inhibitory MAO-B (selegilin) — sniZuji tvorbu volnych radikalii, zamezuji biodegradaci

dopaminu, jsou pomérné ¢asto pouzivané k 1é¢bé demenci. (199
33.9.14.  Nové pristupy k 16&b& AD

Novinkou v klinické praxi jsou nové aplikacni formy dostupnych kognitiv (néplast,

roztok), které zmiriiuji nékteré nezadouci ti€inky a umoziuji jednodussi podani.
3.3.9.1.4.1.  Latky snizujici tvorbu f-amyloidu

B ay sekretasa jsou zodpovédné za vznik toxického B-amyloidu. Inbititory  a y sekretas
museji byt dobfe prostupné pies HEB, coz stézuje jejich vyvoj.

Problémem inhibitort y sekretas je, ze §tépi i jiné dtlezité molekuly nez Ap. Pikladem
je Notch protein, ktery reguluje bunécnou proliferaci, diferenciaci a rast bunc¢k. Latky také
vykazovaly hematotoxicitu, GIT potiZe a alergické kozni reakce.

Druha generace inhibitorlt y sekretas — Notch Setfici, prokazala vétsi bezpecnost.
Vysledky klinickych studii ale nevypadaji ptili§ nadéjné.

Jako inhibitory B sekretas prvni generace byly pouzity perordlni antidiabetika (PAD),
napf. pioglitazon nebo rosiglitazon. Stimuluji jaderny receptor PPARy, ktery se podili
Blc-2. V klinickém hodnoceni jsou 3 molekuly — verubecestat, AZD3293, E2609.

Stimulaci a-sekretasy se snizi produkce AP a zvysi se mnozstvi solubilniho B amyloidu.

Testované jsou napi. bryostatin-1, exebryl-1, ale nejevi se piili§ perspektivng. 1]
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3.3.9.1.4.2. Latky zvySujici clearence B-amyloidu
3.3.9.1.4.2.1. Imunoterapie

Aktivni imunizace proti AP je stale zkouSena u pacientli s prodromalnimi symptomy
AD.

Pasivni imunizace dosahuje nejvétSich uspécht. V klinickych testech jsou Ctyfi
monoklondlni protilatky: solanezumab, crenezumab, gantenerumab, adacanumab. Tento typ
imunizace je vyhodny z dGvodu vyskytu mensiho mnozstvi nezadoucich t€inki. Nevyhodou je
nutnost opakovaného podédvani protilatek v infuzich. Pasivni imunoterapie vyuziva principu
zachovani umélych hladin protilatek proti Ap pomoci imunoglobulinu G (IgG). U nich je
predpokladana vyssi efektivita u casnych stadii AD mechanismem zabranujicim akumulaci

B amyloidu. 1!

3.3.9.1.4.2.2. Plazmaferéza

Dal$i moznosti jak dosahnout sniZzeni AP je pomoci plazmaferézy. Mechanismus
spociva v jednoduchém zjisténi. Snizeni hladin AP v periferni krvi vede ke snizeni hladiny
v likvoru. Tato metoda je vSak naro¢nd na provedeni, proto k jejimu masivnimu vyuZiti

113

pravdépodobné nedojde. [!'3] Slibné se jevi také vakcinace lidskym B amyloidem. [1%”]

3.3.9.1.43. Terapie zaméfena na T protein
3.3.9.1.4.3.1. Inhibitory GSK-3

V psychiatrii jsou vyuzivané lithium a valproat jako stabilizatory nalady. Tyto latky
snizuji fosforylaci T proteinu a piisobi neuroprotektivné. Vysledky klinickych studii spojenych
a AD vSak nebyly uspokojivé. Dalsi moznosti byla nova latka tideglusid, kterd neprokéazala
ucinek a testovani bylo ve druhé fazi pferuseno. Nad¢jny je LMTM, ktery je ve 3. fazi
klinickych testli. Jednd se o derivat methylenové modii, ktery plsobi jako inhibitor

hyperfosforylace t proteinu. !!]

3.3.9.1.4.3.2. Serotonergni latky

Za kognitivni procesy a pamét jsou zodpovédné 5-HTe receptory. Jejich blokada
zvysuje uvolilovani acetylcholinu do synaptické Stérbiny. Nadéjnou latkou je antagonista
5-HTs idalopirdin, ktery je testovan v kombinaci s donepezilem. V soucasné dobé¢ je ve 3. fazi
klinického hodnoceni. Neni ale jasné¢, zda za uspéchem nestoji pravé piitomnost

donepezilu. !
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3.3.9.1.4.3.3. Antagonisté receptorii pro konecné produkty pokrocilé glykace (rAGEs —

advanced glycation end products)

Tyto latky hraji  roli v patogenezi chronickych onemocnich, vcetné
neurodegenerativnich jako je AD. Napiiklad azeliragon antagonista rAGEs, ktery byl ptivodné
vyvijen k 1écb¢ diabetické neuropatie. Zabranuje vzniku zanétu v neuronech. Latka se dostala

do tieti faze klinického hodnoceni. [

3.3.9.1.4.4. Pfirodni zdroje léCiv

Takrin byl prvni pouzivany inhibitor cholinesteras. Jeho pouziti v praxi bylo velmi
komplikovano toxicitou (hepatotoxicita, GIT dyskomfort). Stale je snaha o vyvoj novych
derivatd takrinu a 7-methoxytakrinu. !

Dalsi rostlina s vyraznou aktivitou je Huperzia serrata. Huperzin A, ktery ptsobi jako
silny reverzibilni inhibitor AChE a také jako antagonista NMDA receptort, je vyuZivan v Asii,
kde je schvalenym ptipravkem. %]

Vyznamné jsou také extrakty z Ginkgo biloba, které zvysSuji aktivitu a sekretasy. Extrakt ¢aje
a resveratrol inhibuje aktivitu B sektetasy. Kurkuminoidy (kurkumin) — inhibuji agregaci Ap
na oligomery. Omega 3 MK (EPA, DHA) zvysuji aktivitu a sektretasy. [®]

V poslednich letech se v populaci rozsifila prevence AD oralnim podavanim doplika

stravy — pifrodnich antioxidantti, ziskanych z 1é&ivych bylin i z motskych Zivogichi. [

3.3.9.2. Nekognitivni farmakoterapie

U behavioralnich a psychickych pfiznakii demence (BPSD) volime atypicka
antipsychotika — olanzapin, risperidon (klasicka jako je haloperidol nebo chlorpromazin nejsou
vhodna pro svoji neselektivitu).

U anxiety a poruch spanku se uzivaji atypickd neuroleptika — risperidon, quetiapin
(snaha vyhnout se BZD). [1%3]

Pro 1écbu deprese se pouzivaji antidepresiva 3. generace — SSRI (citalopram, sertralin,

fluoxetin, paroxetin) a 4. generace (mirtazapin, reboxetin). Antidepresiva 1. a 2. generace
,,,,,, 97]
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3.3.10. Nefarmakologicka lécba

Lécbu AD nelze zalozit jen na farmakoterapii, je nutny také psychoterapeuticky
a socioterapeuticky pfistup. Je nezbytné procvicovat ty funkce, které =zistaly jeste
zachované. P71V ramci t&chto pfistupi se mizeme setkat s:
e muzikoterapii, arteterapii, Iécbou tancem nebo 1é¢bou pomoci zvitat nebo ¢tenim
¢ nezbytna je podpora existujicich socialnich vazeb pacientt (kontakt s rodinou
a prateli) P71

Reedukace zékladnich aktivit miZe probihat pomoci PC programi. [1%%
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4. Prakticka cast

4.1. Laboratorni potieby
4.1.1. Rozpoustedla

e Chloroform p.a. (CHCIs), (Penta, Praha)
e Ethanol 95 % (EtOH), (Lihovar Chrudim)
e Ethylacetat p.a. (EtOAc), (Penta, Praha)

e Toluen p.a. (To), (Penta, Praha)

e Diethylamin p.a. (Et2NH), (Penta, Praha)
e Amoniak p.a. (NH3), (Penta, Praha)

e Aceton p.a. (Ac), (Penta, Praha)

e Cyklohexan p.a. (cHx), (Penta, Praha)

e Heptan p.a. (Hept), (Penta, Praha)

e Isopropylalkohol p.a. (IPA), (Penta, Praha)
e Methanol p.a. (MeOH), (Penta, Praha)

e Diethylether p.a. (Et20), (Penta, Praha)

4.1.2. Chemikalie

e Siran sodny bezvody (Na2SOs), (Penta, Praha)

e Uhlicitan sodny (Na,COs), (Penta, Praha)

e Jodid draselny (KI), (Lach-Ner, Neratovice)

e Kyselina chlorovodikova 35 % (HCI), (Penta, Praha)

¢ Dusi¢nan bismutity zasadity [Bi(NO3)s], (Lachema, Brno)

e Kyselina L-vinna p.a. (C4HsOs), (Penta, Praha)

e Chlorid rtutnaty (HgCl,), (Fisher Scientific, Pardubice)

e Kyselina hexajodoplaticita (H2PtCls . x H20), (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe)

4.1.3. Pomocny material

e Kiemelina C 535 Cedlite, (Sigma-Aldrich, Praha)

e Vata ¢isténa
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4.1.4. Detekéni ¢inidla

Dragendorffovo ¢inidlo dle Muniera !4l

Zasobni roztok

Zasobni roztok Dragendorffova ¢inidla vznikne smisenim pfipraveného roztoku A a B

v objemovém poméru 1:1.

Roztok A Roztok B
1,7 g zasaditého dusi¢nanu bismutitého 16 g jodidu draselného
20 g kyseliny L-vinné 40 g destilované vody

80 g destilované vody

Detekéni roztok

Tento roztok se pfipravi smisenim 5 ml zasobniho roztoku s 10 g kyseliny L-vinné

rozpusténé v 50 g destilované vody.

Zasobni i detekéni roztok se uchovava pii teploté ptiblizn€ 4 °C a je staly nekolik mésici.
Jodoplati¢ité ¢inidlo '
Detekeni roztok jodoplati¢itého €inidla vznikne smisenim 5 ml 5% hexachloroplaticité

kyseliny a 45 ml 10% vodného roztoku jodidu draselného a doplni se vodou do 100 ml.
Cinidlo se ptipravuje vzdy &erstvé, ptipadné se po kratkou dobu uchovéva pii teploté 4 °C.
Mayerovo ¢inidlo ['1¢]

5 g jodidu draselné¢ho

30 g destilované vody
1,35 g chloridu rtutnatého

Jodid draselny se rozpusti ve vod¢ a nasledné se piida chlorid rtutnaty. Nejprve dojde
ke vzniku srazeniny jodidu rtutnaté¢ho. Ta se postupné rozpousti za vzniku komplexni
slouceniny tetrajodortutnatanu draselného K>[Hgl4]. Vodou se doplni na objem 100 ml. Tento
roztok je Ciry az slabé naZloutly.

Cinidlo se uchovava pii teploté 4 °C a je stalé nékolik mésictL.
4.1.5. Vyvijeci soustavy pro preparativni tenkovrstvou chromatografii

e Si:cHx:EtzNH (9:1)

e S): Hept:Ac:CHCI3,IPA: EtoNH (70:10:10:5:5)
e S3: To:MeOH:EtOAc (9:1:1)

e S4: cHx:EtOAc:Ac: EtoNH (50:10:10:7)
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4.1.7.

Ss: To:MeOH (NH3) (8:2 (0,1%))
Se: cHx:EtOAc: EtaNH (50:50:5)
S7: Hept:IPA: EtoNH (42,5:2,5:2,5)

. Chromatografické sorbenty

Silikagel (Silica gel 60 GF2s4, Merck, Praha) pouzity pro ptipravu litych TLC desek
Komer¢ni chromatografické desky potahnuté Silikagelem 60 GF2s4 o velikosti

20 x 20 cm a tloust’ce 0,2 mm (Merck, Praha)
Ptistrojové vybaveni

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

Magnetick4 michacka s ohfevem Heidolph MR 3001 K (Heidolph Instruments
GmbHR & Co)

Analytickd vaha KERN ABJ (max 220 g, e = mg, min = 10 mg, d = 0,1 mg) (KERN &
SOHN GmbH)

Laboratorni pfedvazky VWR Science Education (VWR International s.r.0.)
Ultrazvukové lazen Sonorex Super 10P, (Bandelin, Némecko)

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

UV lampa

Polarimetr P 3000 (A. Kriiss Optronic, Hamburg, Némecko)

Bruker Avance DRX 500 Spectrometer (Bruker Corporation, USA)

. Rostlinny material

Susend kiira Geissospermum vellosii od Amazon Herbs Surinam. Tato rostlina odhalila

velice zajimavou inhibi¢ni aktivitu vii¢i cholinesterasam (ICso = 15,19+£0,96 pg/ml pro AChE

a ICs0 = 0,37+0.049 pg/ml pro BChE).

Pro pfipravu sumarniho extraktu bylo pouZito 43 kg suSeného rostlinného materialu.

Z tohoto mnozstvi materidlu vzniklo 5 kg sumarniho extraktu. Ten byl dale zpracovavan.

Hmotnost ziskanych terciarnich béazi ziskanych ze sumarniho extraktu byla 1530 g.

Po vyttepani a vycisténi vzniklo 50,4 g etherového alkaloidniho vyttepku.
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Alkaloidni vytiepek byl podroben sloupcové chromatografii. Bylo =ziskano
272 podfrakci, které byly pospojovany do vyslednych 16 frakei.

V této praci byla zpracovavana frakce GV-4 o hmotnosti 4,4 g.

4.2. Obecné postupy
4.2.1. Ptiprava a ¢isténi rozpoustédel

Rozpoustédla pouzivana pro extrakci a naslednou eluci (ethanol, methanol, chloroform,
ethylacetat, benzin) alkaloidi byly regenerované pomoci destilace a uskladnény ve tmavych

sklenénych lahvich, pro lepsi ochranu pied rozkladem svétlem a zarenim.
4.2.2. Odparovani

Rozpoustédla pouzitd na eluci alkaloidl ze silikagelu se nasledné odparovala pomoci
rotacni vakuové odparky. Tento zplsob odpafovani probihd za sniZzeného tlaku, diky cemuz
staci nizsi teplota vodni 14zné&, bézné kolem 40 °C.

Pro odpatfovani rozpoustédel z vialek, tedy mensiho mnozstvi rozpoustédel, byla
pouzita vodni lazeni o teploté 50 °C. Pro rychlejs$i odpatreni byl do vialek ptivadén proud

vzduchu.
4.2.3. Ptiprava litych desek

Pro ptipravu sklenénych litych TLC desek o rozméru 15 x 15 cm je tieba 6,5 g silikagelu
(Silica gel 60 GF2s4) a 20,5 ml destilované vody. Tato koloidni smés se rovhomérné nanasi
na sklenénou desku, kterd je odmasténa chloroformem. Voda se nechd z desek pozvolna
odpatovat po dobu nejméné 24 hodin.

Na takto pfipravenych deskach Ize rozdélit 40-50 mg smési latek.
4.2.4. Chromatografie

Chromatografie je separacni metoda vyuzivana k déleni a ciSténi latek. V této
diplomové praci je vyuZzivana tenkovrstvd chromatografie na normélnich fazich, tedy polarni

stacionarni faze a nepolarni mobilni faze.

Na desky se nanasi alkaloidni extrakt rozpustény v co nejmenSim mnoZstvi
rozpoustédla. V tenké lince se nanaSeji na startovni linii pomoci chromatografického pera
ve vysce 1-2 cm od okraje desky postupné v né€kolika vrstvach. Z naneseného vzorku se necha

dikladné odpafit rozpoustédlo. Startovni linie musi byt nad hladinou mobilni faze.
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Desky se vyvijeji ve sklenénych chromatografickych komorach. Komory se pted
vyvijenim syti parami mobilni faze alespont 20 minut. Mobilni faze se do komory nalije tolik,
aby byl ponofeny okraj desky, ale nebyla ponofena startovaci linie.

Vyvijeni v komorach probiha do té doby, nez mobilni faze dosahne stanoveného Cela
desky. Rychlost vyvijeni zalezi na n¢kolika faktorech jako napt. slozeni mobilni faze a vliv
okolnich faktort (t€snost komory, okolni teplota...).

Vyvinuté desky se susi v digestofi proudem teplého vzduchu.

V ramci diplomové prace byly pouzity dva druhy tenkovrstvé chromatografie:

o Preparativni

Preparativni TLC desky se pouzivaji pro déleni vétsiho mnozstvi alkaloidl. Pouzité

desky mély rozmér 15 x 15 cm. Deska tohoto rozméru unese 40—-50 mg délené smési.
o Analyticka

Pro  analytickou tenkovrstvou chromatografii se pouzivd komercnich

chromatografickych desek o velikosti 10 x 20 cm a tloust’ce vrstvy 0,2 mm. Byly pouzité

na kontrolni TLC a také pii hledani vhodnych mobilnich fazi.
4.2.5. Detekce alkaloidt

Vyvinuté desky lze po vysuSeni detekovat pod UV lampou pii 254 nm. Na suchych
deskach, které¢ fluoreskuji zeleng, jsou skvrny — alkaloidy, které zhaseji UV zéteni.

Diikaz, zda jde o alkaloidy, se provede Dragendorffovym ¢inidlem, kdy dojde ke vzniku
oranzového az cerveného zabarveni pfi pfitomnosti alkaloidli. Tento barevny komplex
[R3NH][Bils] vznika v diisledku reakce vzniklého tetrajodobismutitanu draselného s tercidrnim
dusikem obsazenym v alkaloidech. [''”) Po postiiku Dragendorffovym ¢inidlem se deska nechd

oschnout bez pouziti tepla, které zptisobuje blednuti skvrn.

Dalsi moznosti je pouziti jodoplati¢itého ¢inidla (svétle modré aZ modrohnédé skvrny).

Nevyhodou je nutnost ptipravy vzdy cerstvého Cinidla.

Pii vytfepavani alkaloidi z alkalické vodné fadze do organické faze se vodna faze
kontroluje, zda v ni opravdu nezbyly za4dné alkaloidy. To se provede pomoci Mayerova ¢inidla.
Vodna faze se musi okyselit pomoci HCI, aby jeji pH bylo cca 3—4. Pak se pfikapne nekolik
kapek Mayerova ¢inidla a pokud nevznikne bil4 sraZenina, jsou veskeré alkaloidy vytfepany a
tato faze je jiz bezcennd. Pokud vznikne bilé sraZzenina, je tfeba vytifepavani do organické faze

opakovat.
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4.2.6. FEluce

Na eluci alkaloidii ze silikagelu byla pouzita smés CHCIz : EtOH 1:1. Pozd¢ji byla tato
smés nahrazena EtOAc nebo MeOH, protoze chloroform ziejmé zptisoboval rozklad alkaloidt
(uvolnovanim HCI vzniklé rozkladem chloroformu).

Silikagel byl promichan s malym mnozstvim kiemeliny a nanesen do elu¢ni kolony.
Vétsi mnozstvi bylo eluovéano ve sklenénych sloupcich za pomoci vakua pro urychleni pritoku
eluéniho ¢inidla a tim urychleni celé eluce.

4.2.7. Skladovani vzorku:
Vzorky byly skladovany v chladniéce pii teploté 4 °C. Izolované Cisté latky byly pred

uskladnénim vysuSeny v exsikatoru pod vakuem.

4.3. Strukturni analyza
4.3.1. GC-MS analyza

K analyze hmotnostnich spekter byl pouzit plynovy chromatograf Agilent 7890A GC
5975 s hmotnostnim detektorem pii elektronové ionizaci 70 eV a teplotnim programu
100-180 °C (7 minut), 180 °C (1 minuta) a 180-300 °C (24 minut).

Byla pouzita kolona Hp-5 MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 um, Agilent Technologies,
USA). Jako mobilni fdze — nosny plyn, bylo pouZzito helium o pritokové rychlosti 1 ml/min.
Nasttik vzorku byl proveden pii teploté 180 °C v objemu 1 pl methanolického roztoku
(splitovaci pomér 1:10).

Identifikace latek prob&hla porovnanim jejich spekter se spektry komeréni knihovny
NIST 11 (National Institute of Standards and Technology Library USA), s daty publikovanymi

v odborné literatute a také se standardy, které jiz byly na pracovisti dfive izolovany.
4.3.2. NMR analyza

NMR spektra (‘H- a *C- NMR spektra) byla méfena na katedfe Organické a biorganické
chemie na pfistroji Bruker Avance DRX 500 Spectrometer. Pfi pracovni frekvenci 500 MHz
pro 'H a 125 MHz pro 3C.

Me¢éieni probihalo v deuterochloroformu a deuteromethanolu pii teploté¢ 25 °C.
Chemické posuny & byly zaznamenavany v jednotkdch pars per milion (ppm).
Hodnoty 'H-NMR spektra jsou vztaZzeny k inertnimu standardu (tetramethylsilan; 7,26 ppm)
a I>C-NMR spektra k signalu rozpoustédla (77,0 ppm).
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4.3.3.

Meéieni optické otacivosti

Opticka otacivost byla métena na polarimetru P 3000. Izolované latky byly méteny

v chloroformu nebo methanolu. Specifické otacivost byla nasledné vypoctena dle vzorce:

_100><a
T oexl

[a]*

a — nameétend otacivost [°]

¢ — koncentrace métené latky [g/100 ml]

1 — délka kyvety [dm]

t — teplota méfeni [°C]

4.4. Stanoveni inhibi¢ni aktivity vii¢i humannim rekombinantnim cholinesterasam

44.1.

4.4.2.

Chemikalie

Acetylthiocholin jodid p.a. (Sigma Aldrich, Praha), (ATChI)

Butyrylthiocholin jodid p.a. (Sigma Aldrich, Praha), (BTChI)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny bezvody p.a. (Lach-Ner, Neratovice), (KH2PO4)
Dihydrogenfosforeénan sodny dihydrat p.a. (ing. Svec — Penta, Praha),
(NaH2PO4 . 2H>0)

Dimethylsulfoxid p.a. (Sigma Aldrich, Némecko), (DMSO)

5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina > 98% (Sigma Aldrich, Praha), (DTNB)
Hydrogenfosfore¢nan disodny bezvody p.a. (ing. Svec — Penta, Praha), (NaH,POx)
Chlorid sodny p.a. (Lachema, Brno), (NaCl)

Cinidla pro stanoveni inhibi¢ni aktivity vii¢i ZAChE a ABChE

Roztok 5SmM DTNB: roztok byl pfipraven pfimym rozpusSténim navazeného mnozstvi
DTNB v takovém mnozstvi 100mM fosfatovém pufru pH 7,4, aby vznikl 5SmM roztok.
Roztok je slabé nazloutly. Cinidlo bylo uchovavéano v chladniéce pii 4 °C po dobu
maximalné 1 tydne.

Roztok 10mM ATChI: roztok byl ptfipraven rozpusténim odpovidajiciho mnozstvi latky
ve vodg, aby bylo dosazeno koncentrace 10 mM a roztok zistal &iry. Cinidlo bylo
uchovavano v chladnicce pii 4 °C po dobu maximalné 1 tydne.

Roztok 10mM BTChI: roztok byl ptipraven rozpusténim odpovidajiciho mnozstvi latky
ve vodg, aby bylo dosaZeno koncentrace 10 mM a roztok zistal &iry. Cinidlo bylo

uchovavano v chladnicce pti 4 °C po dobu maximalné 1 tydne.
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4.4.3. Pufry
e 100mM fosfatovy pufr o pH 7,4 byl ptipraven smisenim 57 ml roztoku A, 243 ml
roztoku B a 300 ml vody. Zasobni roztok A je 200mM roztokem NaH>POs (1 litr
roztoku obsahuje 24,0 g NaH>PO4). Zasobni roztok B je 200mM roztokem NaxHPOg4
(1 litr roztoku obsahuje 28,4 g Na,HPOy).

4.4.4. Priistroje

e Reader SynergyTM Multi-Detection Microplate Reader (BioTek, USA)
e Centrifuga Boeco U-32 R, (Boeco, Némecko) s rotorem Hettich 1611, (Hettich,

Némecko)
4.4.5. Podminky méfeni

Meéfeni probihalo za teploty 37 °C v prostiedi fosfatového pufru o pH = 7,4.
Spektrofotometrick¢é méteni barevnych produktii probihalo pii vinové délce 412 nm

pro AChE i BChE.
4.4.6. Rekombinantni enzymy

Enzymy jsou pfipravovany rekombinantni technologii na Katedfe chemie,
Prirodovédecké fakulty Univerzity Hradec Kralové. Pouziva se médium obsahujici enzymy,
které se v ¢as potieby natedi 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 nésledné fedéni k méfeni) do Eppendorfek,

zamrazeno a uchovavano v mrazaku pfi teploté -22 °C do doby pouZiti.
4.4.7. Vlastni stanoveni inhibi¢ni aktivity izolovanych alkaloidl proti AChE a BChE

Pro stanoveni hodnoty inhibi€ni aktivity ICso bylo vyuzito Ellmanovy
spektrofotometrické metody za pouziti 5,5°-dithiobis-2-benzoové kyseliny (DTNB).
Je sledovan narist absorbance za 1 minutu. Z téchto hodnot jsou vypocitany hodnoty ICso
pro AChE a BChE metodou linearni regrese v programu GraphPaD Prism (verze pro Windows;
vyrobce GraphPaD Software, San Diego, CA, USA). Ziskané hodnoty byly porovnany
se standardy — zndmé¢ inhibitory cholinesteras (galanthamin a huperzin A). Procenta inhibice

(% 1) jsou pocitany podle vzorce:
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AAg,

%1 =100 — (1
% 00 - (100 x 7=

)

% I — procento inhibice; AAg;- pokles absorbance slepého vzorku béhem 1 minuty; AAg,-

absorbance testované¢ho vzorku béhem 1 minuty.

Metoda pracuje na principu hydrolyzy esterti thiocholinu cholinesterasou za vzniku
thiocholinu a kyseliny. DTNB reaguje s -SH skupinou thiocholinu za vzniku barevného

produktu 5-sulfanyl-2-nitrobenzoové kyseliny.

Stanoveni aktivity enzymu: do 6 jamek mikrotitraéni desticky je napipetovano 8,3 ul
plazmy, hemolyzatu nebo média a ptidano 283 ul SmM DTNB a 8,3 ul DMSO, vse je po dobu
1 minuty promichdvdno na mikrotfepacce a poté je smés inkubovana v komote readeru
pti 37 °C po dobu 5 minut. Po inkubaci je pfidano 33,3 ul roztoku substratu (10mM ATChI
nebo 10mM BTChI) a pii ptislusné vinové délce (AChE a BChE rekombinantni pii 412 nm)
je promeétena absorbance. Zptsobem popsanym vyse je vypocten rozdil a stanovena primérna

hodnota inhibice se smérodatnou odchylkou.

Stanoveni aktivity latek: do mikrotitracni desticky jsou pouzity stejné objemy Cinidel
a roztoku substratu. Shodny je téZ postup méteni jako u stanoveni aktivity enzymi, ale misto
8,3 ul DMSO se pipetuje roztok latky ptislusné koncentrace. Pro kazdou latku je pouZzito
6 jamek (1 fada) a do posledni fady je pipetovan DMSO (misto métené latky) jako slepy vzorek.
Nejprve se provadi screeningové méteni, kdy se vSechny latky méti pii koncentraci 4 mM,
respektive 100 pM. U latek, které vykazuji pfi této koncentraci inhibi¢ni potencial vys$si nez 50
%, je stanovena ICso.

Ziskané inhibicni aktivity ICso ZAChE a ICso ABChE pro jednotlivé latky byly
porovnavany s inhibi¢nimi aktivitami referencnich latek — galanthaminem (ICso, ZAChE =
1,710£0,065 puM, ICso, h"BuChE = 42,301+0,065 puM) a huperzinem A (ICso AAChE =
0,033+0,001 pM, ICso ABChE > 1000 uM).

67



4.5. Stanoveni hepatotoxicity

4.5.1.

4.5.3.

Pouzité piistroje a material

Inkubator SalvisLab BC 190 S s fizenou atmosférou CO>

Laminarni box BioAir Aura 2000 M.A.C.

Centrifuga Eppendorf 5702

Inverzni mikroskop Nikon Eclipse Ts2

Reader Synergy Neo2 Multi-Mode Reader NEO2SMALPHAB (BioTek, Vermont,
USA)

Statisticky program GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, Kalifornie, USA,
20006)

Mikrotitraéni desticky 96 jamek (Techno Plastic Products, Trasadingen, Svycarsko)

Kultivaéni lahve T75 (Techno Plastic Products, Trasadingen, Svycarsko)

. Pouzita média a chemikalie

DMSO (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Minimum Essential Medium Eagle (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Fetalni bovinni sérum (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

PBS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Roztok L-glutaminu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Trypsin/EDTA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA)

RPMI 1640 médium bez fenolové Cerveni (BioTech, Prague, Czech Republic)
Doxorubicin hydrochlorid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Vlastni stanoveni hepatotoxicity

Testované latky byly rozpustény v DMSO tak, aby vznikly zasobni roztoky

o koncentraci 10 mM, a déle byly fedény v Cas potfeby na testovanou koncentraci 50 uM,

10 uM a 1 uM tak, aby koncentrace DMSO neptekrocila 0,5 %. Jako standard byl pouZit

doxorubicin hydrochlorid (¢ =50 a 10 ug/ml).

Pro experiment byla pouzita bunécnd linie hepatoceluldrniho karcinomu HepG2

(20. — 25. pasaz). Bunky byly kultivovany v Minimum Essential Eagle médiu obohaceném

o 10 % fetalniho bovinniho séra a 1 % roztoku L-glutaminu pfi teplot€¢ 37 °C v atmosféie
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obsahujici 5 % CO,. Pted pasazovanim byly buiiky oplachnuty PBS a dale byl pouzit roztok
trypsin/EDTA a buiiky byly inkubovany po dobu 5 minut pii 37 °C. Pro stanoveni cytotoxické
aktivity byly buiiky nasazeny do 96jamkové desticky s plochym dnem v hustoté 5*10* bunék
na jamku (V =200 pl) a inkubovéany 24 hodin pti 37 °C a 5% koncentraci CO,. Dalsi den bylo
odstranéno kultivaéni médium a buniky byly ovlivnény 100 pl roztokl testovanych extrakta
v médiu na jamku. VSechna stanoveni probihala v triplikatech. V experimentu byla také
zahrnuta negativni kontrola reprezentujici 100% bunécnou viabilitu, k niz misto testovaného
extraktu bylo pfidano pouze 0,5 % DMSO, a kontrola neobsahujici Zadné buiiky. Ovlivnéné
desticky byly dale inkubovany 24 hodin pfi 37 °C a 5% koncentraci CO,. Po inkubaci bylo
odstranéno médium s testovanymi latkami a k buiikam bylo pipetovano 110 pl roztoku 3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromidu v bezbarvém RPMI 1640 médiu a bunky
byly inkubovany za stejnych podminek 3 hodiny. Po této dobé byl z bun€k odstranén roztok
MTT a krystaly formazanu byly rozpustény ve 100 ul DMSO a byla zméfena absorbance
roztokd pti 570 nm na readeru Synergy Neo2 Multi-Mode Reader NEO2SMALPHAB (BioTek,
Vermont, USA). Mira zabarveni roztoku je pfimo imérna mnozstvi zivych bunck. Aktivita
testovanych extraktll byla vypocitana ze tff nezavislych experimentli a byla stanovena viabilita
bunék v porovnani s negativni kontrolou, kdy k buiitkdm nebyla pfiddna zadna ucinna latka, ale

pouze 0,5 % DMSO, coz odpovida jeho koncentraci v ostatnich jamkéch.

4.6. Izolace alkaloidua frakce GV-4

Frakce GV-4 (hnéda visk6zni hmota) byla rozpusténa v chloroformu a nanesena na lité
desky o rozméru 15 x 15 cm, kdy na jednu desku bylo vZdy naneseno maximalné 40 mg.

Vzhledem k mnozstvi délené smési 4,4 g bylo pouzito 120 desek. Jako mobilni faze
byla pouzita smés Si. Desky se vyvijely dvakrat. Po vysuSeni proudem teplého vzduchu se
pomoci Dragendorffova a jodoplati¢itého ¢inidla ovéfila pfitomnost alkaloida.

Alkaloidy se rozdélily do zon A az I (Tab. 5). Jednotlivé zony byly postupné za kontroly
pod UV lampou pii 254 nm vyskrabany. Vyskrabky jednotlivych zon ze vSech desek byly
spojeny. Jednotlivé zony byly ze silikagelu (stacionarni faze) eluovany v elu¢ni koloné. Podle
mnozstvi vySkrabaného silikagelu eluce probihala pfi norméalnim tlaku nebo pomoci vakua.
Jako elu¢ni ¢inidlo byla pouzita smés CHCIs : EtOH (1:1). Po promyti kolony se elucni ¢inidlo
pomoci rota¢ni vakuové odparky odpatilo. Odparky byly pievedeny do menSich banck a
uskladnény v lednici pfi 4 °C pro dalsi separaci. VSechny zény A az I byly naneseny na

analytickou desku a vyvinuty ve dvou mobilnich fazich (Obr. 17 a 18). Také byly analyzovany
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pomoci CG-MS. Stejnym postupem probihalo kazdé dalsi déleni jednotlivych frakci a

podfrakci.

Frakce Hmotnost [g]
GV-4-A 0,0789
GV-4-B 0,0765

GV-4-AB 0,0786
GV-4-C 0,3198
GV-4-D 0,9756
GV-4-E 0,6935
GV-4-F 1,4563
GV-4-G 0,1394
GV-4-H 0,4327
GV-4-1 0,1487

Tabulka 5: hmotnosti jednotlivych frakci A-1
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Pro dalsi zpracovani se jako nejvhodné;si zdala frakce GV-4-C (320 mg) a GV-4-D
(976 mg).

Frakce GV-4-D
Pro frakci D byla jako mobilni fdze zvolena smés S.. Frakci se podatilo rozdélit na

podfrakce D-1 az D-8 (Obr. 19).

Obrazek 19: TLC frakce D, rozdeéleni na zony D-1 az D-8

Smés S byla dale pouzita na déleni zony D-3, ze které byla izolovana zona D-3-A. Ta
byla déle ptecisténa za pouziti smési Ss. Latka GV-4-D-3-A-1 po rekrystalizaci tvofila bilé
krystaly. Vysledné mnozstvi Cisté latky bylo 20 mg.
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Jako dalsi byly vy¢€istény zony D-5 a D-6, které byly preciStény smési S4. Vzhledem
k malému mnozstvi byly pouzity komer¢ni desky 10 x 20 cm s tloustkou 0,2 mm (Obr. 20).

Obrazek 20: kontrolni TLC precisténé podfrakce D-5-3 a D-6-5

Z této podfrakce byly vyizolovany dvé bilé krystalické latky pod oznacenim GV-4-D-
5-3 (v mnozstvi 15 mg) a GV-4-D-6-5 (v mnozstvi 6 mg).

Frakce GV-4-C
Pro tuto frakci se jako nejvhodnéjsi mobilni faze osvédcila smés S7, kterou se podafilo
rozdg¢lit frakci na podfrakce C-1 az C-7.
Pro dalsi separaci byla zvolena podfrakce C-3. Byla d€lena smési S3. Pro kone¢né docisténi
byla pouZita smés Ss a probihalo na komer¢nich deskach 20 x 10 cm s tloustkou 0,2 mm. Z této

podfrakce byla ziskana bila krystalicka latka C-3-3-1(I) v mnozstvi 15 mg.
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5. Vysledky

5.1. Strukturni analyza

5.1.1. GV-4-D-3-A-1: Anhydropereirin

Latka byla identifikovana jako monoterpenoidni indolovy alkaloid akuamicinového skeletu

(Obr. 21).

Vzorec:

ZI

N

Obrazek 21: struktura anhydropereirinu

Sumarni vzorec:

Ci9H24N>

Molekulova hmotnost:

M; =280

MS analyza:
MS (EI): m/z (%) = 281 (13), 280 (65), 279 (12), 196 (11), 194 (13), 182 (13), 181 (12),
180 (16), 167 (13), 151 (12), 150 (100), 144 (30), 143 (20), 130 (28), 124 (23)

NMR analyza:

'"H NMR (500MHz, CDCl3) §: 7.06 (1H, d, overlap, ] = 7.5 Hz), 7.05 (1H, td, overlap,
J=75Hz J=1.0Hz),6.77 (1H, td, J = 7.5 Hz, ] = 1.0 Hz), 6.58 (1H, dd, J = 7.5 Hz,
J=1.0 Hz), 5.15 (1H, s), 4.93 (1H, s), 4.13 (1H, s), 3.26-3.15 (2H, m), 2.97 (1H, ddd, ] =
11.8 Hz,J=7.8 Hz, J = 1.5 Hz), 2.85 (1H, dd, ] = 11.8 Hz, ] = 3.8 Hz), 2.66-2.63 (1H, m),
2.39-2.25 (2H, m), 2.12-2.05 (2H, m), 1.95 (1H, td, J = 13.3 Hz, J = 3.5 Hz), 1.80-1.71 (1H,
m), 1.41-1.18 (2H, m), 0.97 (3H, t, J = 7.5 Hz).

3C NMR (125MHz, CDCls) &: 149.0, 146.7, 135.7, 127.8, 122.4, 119.2, 115.2, 108.7, 70.9,
66.0, 54.8,53.3,51.4,42.4,41.6, 34.6,26.9,24.2, 11.3

Opticka otacivost:

[o] % = (-) 36 ° (c= 0,1 g/100 ml, CHCL)
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5.1.2. GV-4-D-5-3: diastereomer Geissoschizolinu

Latka byla identifikovana jako monoterpenoidni indolovy alkaloid akuamicinového skeletu

(Obr. 22).

Vzorec:

HO,

ZI

N

Obrazek 22: struktura geissoschizolinu

Sumarni vzorec:

C19H24N2O

Molekulova hmotnost:

Mr =208

MS analyza:
MS (EI): m/z (%) = 341 (8,03), 281,9 (8,66), 252,7 (9,05), 208,9 (12,41), 207,9 (22,68), 190,9
(9,52), 168 (18,17), 135 (9,04), 132,9 (10,14), 95,8 (14,87), 72,9 (29,11

NMR analyza:
Struktura izolované latky byla uréena na zékladé interpretace 'H- a '>*C-NMR spekter a jejich

porovnani s literaturou.!' 1!

Opticka otacivost:

[a] &7 = (+) 20 ° (c= 0,11 g/100ml, MeOH)
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5.1.3. GV-4-C-3-3-1(I): Deoxydihydronorfluorocurarin

Latka byla identifikovana jako monoterpenoidni indolovy alkaloid akuamicinového skeletu

(Obr. 23).

Vzorec:

NH

N \
Obrazek 23: struktura deoxydihydronorfluorocurarinu

Sumarni vzorec:

Ci9H2oN>
Molekulova hmotnost:

Mr =278

MS analyza:
MS (EI): m/z (%) =279,2 (20,76), 278,2 (100), 194,1 (14,52), 143,1 (22,37), 130,1 (34,19),
122,1 (36,68), 115 (15,16), 91,1 (18,51), 77,1 (21,74)

NMR analyza:
Struktura izolované latky byla uréena na zakladé interpretace 'H- a '>*C-NMR spekter a jejich

porovnani s literaturou.!!!”]

Opticka otacivost:

a] &7 = (+) 148 ° (c= 0,09 g/100ml, CHCL3)
D
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5.1.4. GV-4-D-6-5: nova struktura

V préci je uvedena pouze hruba struktura alkaloidu, protoze se jedna o novou doposud
neizolovanou latku (Obr. 24). Z divodu dalsiho publikovani nejsou namétené hodnoty a
specifikace uvedeny.

N

Obrazek 24.: hrubd struktura nové ldatky
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5.2. Biologické aktivity izolovanych latek

5.2.1. Inhibi¢ni aktivita izolovanych latek vici cholinesterasam

, % inhibice AChE: % inhibice BChE:
Latka AChE ICso (uM) BChE ICso (uM)
(100 uM) (100 uM)
Anhydropereirin 0 n.d. 44,30+2,75 n.d.
diastereomer Geissoschizolinu n.d. n.d. n.d.
Deoxydihydronorfluorocurarin 2,49+1,25 n.d. 58,30+2,01 n.d.
nova latka n.d. n.d. n.d. n.d.
Galanthamin - 1,710+0,065 - 42,301+0,065
Huperzin A - 0,033+0,001 - > 1000
Tabulka 6: inhibicni aktivita vici cholinesterasam
5.2.2. Hepatotoxicita
Latka, c [uM] Viabilita [%]
Deoxydihydronorfluorocurarin, 50 98,14 + 3,23
Deoxydihydronorfluorocurarin, 10 99,93 + 4,82
Deoxydihydronorfluorocurarin, 1 102,19 + 4,75

Tabulka 7: vyslededky stanoveni hepatotoxicity deoxydihydronorfluorocurarin
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6. Diskuse

Celed” Apocynaceae je velice vyznamnym zdrojem pfirodnich latek. Vyskytuje se zde
velké mnozstvi indolovych alkaloid, které maji mnoho farmakologickych aktivit,
napt.: antihypertenzni, antiflogistickd, antidiabetickd, antibiotickd, antiviroticka,
anticholinesterdsova...

Cilem této diplomové prace byla izolace a separace alkaloidni frakce GV-4. Frakce byla
ziskana v predchozich diplomovych pracich pomoci sloupcové chromatografie etherového
vytiepku sumarniho extraktu z kiiry brazilského stromu Geissospermum vellosii. Tato rostlina
byla vybrana na zaklad¢ screeningu, kdy sumarni extrakt prokézal inhibi¢ni aktivitu vici
cholinesterasam (ICso = 15,19+0,96 pg/ml pro AChE a ICso = 0,37 £0.049 ng/ml pro BChE).
Inhibice acetylcholinesterasy je dnes hlavni cil pro ovlivnéni pribéhu AD. Vzhledem
k narustajici incidenci tohoto onemocnéni, v disledku prodluzovani lidského zivota, je hledani
novych zdrojii pro 1é€bu AD zadouci.

Izolace a separace probihala pomoci preparativni tenkovrstvé chromatografie. Z frakce
se podafilo ziskat 3 jiz znamé struktury: anhydropereirin, diastereomer geissoschizolinu,
deoxydihydronorfluorocurarin a jednu novou dosud neizolovanou strukturu. Vice latek
se nepodafilo ziskat v dostateCné Cistot€ a mnozstvi. Divodem byl rozklad latek vlivem
rozpoustédel, zejména chloroformu a také pravdépodobné vlivem sorbentu.

U vSech 1zolovanych latek byla provedena jejich strukturni analyza. Byla méfena hmotnostni
spektra pomoci plynové chromatografie, NMR spektra a optickd ota¢ivost. Naméiené hodnoty
byly porovnéany s odbornou literaturou.

Dale byly latky podrobeny in vitro testovani inhibi¢nich aktivit vi€éi AChE a BChE.
K urceni struktury a identifikaci byly latky podrobeny strukturni analyze NMR a GC-MS. Dale
byla u latek méfena optickd otdCivost a u latek ziskanych v dostatecném mnozstvi
hepatotoxicita.

Vsechny latky byly testovany na inhibic¢ni aktivitu vi¢i AChE a BChE na rekombinantnich
enzymech. Anhydropereirin nevykazoval Zadnou aktivitu vG¢i AChE, va¢i BChE
44,30+2,75 %. Deoxydihydronorfluocurarin velice nizkou aktivitu proti AChE 2,49+1,25 %
a 58,30£2,01 % proti BChE. V porovnani s referen¢nimi standardy galanthaminem
(ICso, hAChE = 1,710+£0,065 pM, ICso, h"BChE = 42,301+0,065 pM) a huperzinem A
(ICso AChE = 0,033+0,001 uM, ICso BChE > 1000 uM) vykazuji latky velice nizkou
biologickou aktivitu vii¢i AChE a BChE. Lze tedy fici, ze izolované alkaloidy nejsou zdrojem

aktivity sumarniho extraktu a nemaji potencial pro 1écbu AD.
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U deoxydihydronorfluocurarinu byla métena hepatotoxicita. Bylo zjiSténo, ze latka neni
hepatotoxicka, mira viability hepatocytl byla vzdy kolem 100 %.
Alkaloidy budou dale studovany na aktivitu proti prvokiim rodu Plasmodium a také pro

cytotoxickou aktivitu na nadorové bunky.
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7. Zavér

Cilem této diplomové prace bylo zpracovani alkaloidni frakce GV-4, ktera byla ziskana
z jihoamerického stromu Geissospermum vellossi. Vyizolovany byly tfi jiz zndmé latky
(anhydropereirin, diastereomer geissoschizolinu, deoxydihydronorfluorocurarin), jejichz
struktura byla ovéfena pomoci strukturni analyzy GC-MS a NMR. Déle se podatilo ziskat jednu
novou strukturu. Byla méfena opticka otacivost a také hepatotoxicita. Biologicka aktivita byla
otestovana na rekombinantnich enzymech AChE a BChE.

Latky v porovnani se standardy neprokazaly vyznamnou aktivitu vii¢i AChE a BChE.

Struktury jsou pro 1é€bu AD nevyuZitelné, ale budou déle studovany na aktivitu proti prvokiim

rodu Plasmodium a také pro cytotoxickou aktivitu na nadorové bunky.
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9.  Abstrakt

IZOLACE ALKALOIDU DRUHU GEISSOSPERMUM VELLOSII ALLEMAO
A STUDIUM JEJICH BIOLOGICKE AKTIVITY VIIL

PELNAR T. ', JANOUSEK J.2, HRADISKA BREITEROVA K. !, SAFRATOVA M. !

'Katedra farmakognozie a farmaceutické botaniky, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Karlova Univerzita
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Cilem této diplomové prace bylo zjistit aktivitu indolovych alkaloidl vcetné jejich
separace a CiSténi z jihoamerického stromu Geissopsermum vellosii, ktery se v tradi¢ni
mediciné pouziva na lécbu riiznych onemocnéni. Vykazuje mozné vyuziti pii 1é€bé benigni
hyperplazie prostaty, 1écbé nadoril, maldrie, a hlavné kognitivnich poruch. Izolované struktury
byly podrobeny testovani na inhibici lidskych cholinesteras.! Tyto latky by mohly byt pouzity
pro 1écbu Alzheimerovy choroby, coZ je onemocnéni, jehoz incidence v poslednich letech
stoupa. Nemoc zatim nejsme schopni zastavit, pouze zpomalit.

Vychozim produktem byl sumarni alkaloidni extrakt z drcené kiry stromu, ktery
vykazoval aktivitu vaéi AChE a BChE (ICso = 15,19£0,96 pg/ml pro AChE
a ICso = 0,37 £0.049 pg/ml pro BChE).

V diplomové praci byla zpracovavana frakce GV-4 pomoci preparativni tenkovrstvé
chromatografie. Byly ziskdny tfi jiZz znamé latky (anhydropereirin, diastereomer
geissoschizolinu, deoxydihydronorfluorocurarin) a jeden novy alkaloid. Latky byly podrobeny
GC-MS a NMR strukturni analyze, kvili jejich identifikaci. Nasledn¢ byly provedeny testy

na inhibici cholinesteras a také byla otestovana hepatotoxicita.
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1 Lima J A, Thiago T W, da Fonseca A C C, et al. Geissoschizoline, a promising
alkaloid for Alzheimer’s disease: Inhibition of human cholinesterases, anti-inflammatory

effects and molecular docking[J]. Bioorganic Chemistry, Academic Press Inc., 2020, 104.
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The aim of this work was to determine the activity of indole alkaloids,
including their separation and purification from the South American tree
Geissopsermum vellossi, which is used in traditional medicine to treat various
diseases. It shows possible use in the treatment of benign prostatic hyperplasia, tumor
treatment, plasmodial diseases, and especially cognitive disorders. The isolated
structures were subsequently tested for inhibition of human cholinesterases.! These
substances could be used to treat Alzheimer’s disease, which has been increasing in
recent years. We are not yet able to stop disease, just slow it down.

The starting product was a summary alkaloid extract from crushed tree bark,
which showed very interesting activity against AChE and BChE
(ICs0 = 15,1940,96 pg/ml for AChE and ICso = 0,37+0,049 pg/ml for BChE).

The GV-4 fraction has been processed using preparative thin-layer
chromatography in this work. Three already known substances (anhydropereirine,
geissoschizoline diastereomer, deoxydihydronorfluorocurarine) and one new
alkaloid were obtained. Substances were subjected to GC-MS and NMR structure
analysis for identification. Subsequently, pure compounds were tested for
cholinesterase’s inhibition and hepatotoxicity.
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