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1. Uvod

Povedomie o rastlindch a ich liecivych ucinkoch siaha do davnych dob. Aj napriek tomu, ze
I'udia nemali dostatocné mnozstvo vedomosti o pricinach chordb, vyuzivali rastliny na zaklade
skusenosti a ziskané vedomosti si predavali tradovanim.! Rastliny maji nezastupitel'ny vyznam
v kazdom ekosystéme, pretoze st hlavnymi producentami organickej hmoty. Ich dolezitost’
moézeme najst’ v kazdodennom zivote, nakol’ko produkuju pre nas vel'mi doélezity kyslik, su
zdrojom potravy pre Cloveka, ale aj pre zvieratd a moZeme ich vyuzivat’ pre ich lie¢ebné ucely.
BeZne rastliny vyuzivame pre ich hojivé, protizapalove, upokojujice ucinky, uéinky zlepSujiuce
travenie a to najmd vo forme Cajov, odvarov, tinktar. No nielen to. Rastliny v sebe skryvaju
nespocetné mnozstvo ucinnych latok, ktoré¢ maju vyuZzitie pre menej aj viac zdvazné ochorenia.
Pouzivaju sa ako Cisté latky alebo ako zmesi latok, ktoré sluzia ako zdroj lieciv. Lie¢iva ako
kodein, morfin, chinin, galantamin a mnoh¢ iné st vSetko latky, ktoré su ziskané z rastlin a su
vyuzivané az dodnes.

Rastliny st bohaté na pritomnost” primarnych a sekundarnych metabolitov. Primarne
metabolity tvoria zakladni molekuldrnu Struktaru rastlinného organizmu, vyskytuja sa v kazdej
zive] bunke a zacastnuji sa zakladnych metabolickych pochodov bunky (primamny
metabolizmus). Produktami primarmeho metabolizmu st sekundarne metabolity, ktoré sa
vyskytuji ndhodne a nemajii zdsadny vyznam pre zivot organizmu. Rastlinné sekundarne
metabolity plnia ochrannu funkciu, zabezpecuju transport kovov alebo posobia ako signalne
molekuly. St to latky, ktoré z rastlin ziskavame a vyznacCuju sa biologickou aktivitou.
Typickym prikladom sekundarnych metabolitov st alkaloidy, terpenoidy ¢i flavonoidy.? Latky
obsiahnuté v rastlindich aich castiach v sicasnosti vieme mnohymi metédami izolovat,
identifikovat’ a vyuzivat' v terapii. Cesta prirodnej latky k lieCivu je sprevadzand réznymi
postupmi kombinujic botanické, fytochemické, biologické a molekuldrne techniky. Zaciatok
19.storocia bol vel'kym mil'nikom pre izolaciu latok z rastlin v Cistej forme a jednymi z prvych
boli alkaloidy, ako napriklad alkaloidy z maku, uragogy, strychninovniku a postupne pribudali
dalsie.!

Alkaloidy st zluceniny, ktoré vo svojej Strukture obsahuju heterocyklicky viazany dusik
a vacSinou maju zasadity charakter. Tieto latky si produkované rastlinami, baktériami, hubami
a zriedka zivoc¢ichmi, ako produkty sekundarneho metabolizmu, vyznacujiice sa biologickou
aktivitou. Biosyntéza tychto latok je vel'mi zlozita a nie u vSetkych druhov je presne znama.3
Vel'ké mnozstvo alkaloidov pdsobi na nervovy systém a interaguje na nervovych zakonceniach.

Téato aktivita vyplyva aj ztoho, ze mnoho alkaloidov je Struktirme vel'mi podobnych
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fyziologickym neurotransmiterom, ktoré sa viazu na tieto v tele sa nachadzajice receptory.
Jednou z najvyznamnejSich skupin tychto latok je skupina indolovych alkaloidov. Medzi
najznamejSie patri napriklad jed strychnin, skor pouzivany rezerpin ¢i dnes Casto pouzivané
protinddorovo pdsobiace vinka alkaloidy.*

V tejto praci bola venovand pozornost’ izolacii alkaloidov a Studiu ich biologickej
aktivity z kory Geissospermum vellosii Alemdo, ktord sa vyznacuje vysokym obsahom
indolovych alkaloidov. Geissospermum vellosii Alemdo je pdvodom z Amazonského
dazdového pralesa av minulosti bol vo velkej miere vyuzivany indidnmi pre svoje
antipyretické vlastnosti.> Gustav Peckolt, lekarnik a vedec, ho zaradil medzi jeden z desat’
najviac terapeuticky vyuZivanych brazilskych stromov.® Extrakt z kory bol dlht dobu
vyuZivany v komplementarnej a alternativnej medicine u pacientov s rakovinou a bola uniho
zistena cytotoxicka aktivita vo¢i nadorom prostaty, vajeénikov a pankreasu.” DalSou zistenou
aktivitou je efektivne potlacenie proliferaicie HIV a herpes virov. Bol vyuzivany aj pre
stimuldciu imunitného systému pri liecbe malarie atieZz sa vyznacuje antinociceptivnym
posobenim.>? Alkaloidy izolované z Geissospermum vellosii Alemdo maji obrovsky potencial
aj preto, lebo sa vyznacuju anticholinesterazovou aktivitou.®

Uz od roku 1838 bol objektom vyskumu kvdli jeho vlastnostiam z hl'adiska chemického
aj farmakologického.® Doposial’ viak nemame zastupcu, ktory by sa vyuzival v terapii, ale pri
vacSom sktimani a Stadiu biologickej aktivity by sme z rady alkaloidov mohli najst’ potencialne

lie¢ivo.
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2.Ciel’ prace

1. Spracovanie kory, ziskanie sumarneho a nasledne alkaloidného extraktu a nasledna stipcova
chromatografia Et2O vytrepku.

2. Izolacia aspoi jedného alkaloidu v ¢istej forme z frakcie GV-4 v dostatoénom mnozZstve, za

pomoci preparativnej tenkovrstvovej chromatografie a rekrystalizacie.

3. Podielanie sa na identifikacii izolovanych latok za pomoci spektralnych a fyzikalne
chemickych metdd.

4.Stanovenie biologickej aktivity vybranych alkaloidov izolovanych z G.v. aich testovanie
v ramci projektu Erasmus+.

5. Teoretické spracovanie témy.
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3.Teoreticka ¢ast’

3.1 Celad’ Apocynaceae

Celad’ Apocynaceae je jednou z najvicsich a najdoleZitejsich &el'adi krytosemennych rastlin.
Pozostava zo 424 radov a zviac ako 4600 druhov, ktoré¢ st rozdelené¢ v podceladiach
Rauvolfioideae, Apocynoideae, Periplocoideae, Secamonoideae a Asclepiadoideae. Niekol'ko
Studii ukdzalo antioxidacnu, protizdpalovi, antimikrobidlnu a cytotoxicku aktivitu surového
extraktu ako aj jednotlivych latok izolovanych z roznych druhov tejto Cel'ade.!”

Rastliny z ¢el'ade Apocynaceae su vytrvalé byliny, polokry, malé kry, liany alebo
stromy, ktoré sa vyskytuji prevazne v tropoch. Ich plodom je najmi mechurik, tobolka, bobul’a
alebo kostkovica. Pre celad’ je typicky vyskyt kardioaktivnych glykozidov, indolovych
alkaloidov, sekoiridoidnych a iridoidnych monoterpénov atiez kaucuky (polyterpény)
rozptylené v latexe. V ¢el'adi Apocynaceae sa vyskytuje niekol'ko vyznamnych druhov, ako je
napriklad Catharanthus roseus (L.), Vinca minor (L.), Rauvolfia serpentina (L.) a druhy rodu
Strophanthus.(obr.1)!! Catharanthus roseus (L.) produkuje indolové alkaloidy a je bohaty na
vinblastin, ktory ma antimitoticky G¢inok ¢&i vinkristin s cytostatickym u¢inkom.!?-13 Vinca
minor (L.), trvalka zndma po celej Eurdpe je poloker obsahujuci vinkamin, ktory pdsobi ako
periférne vazodilatans.' Rauvolfia serpentina (L.) je ker, rastuci v tropickych oblastiach Azie
a jej typickou u¢innou latkou je rezerpin, ktory ma hypotenzivny uc¢inok.!>-'! Strophanthus
gratus (L.) je stromovitd liana, ktora rastie v lesoch tropickej Afriky a obsahuje hlavne

alkaloidy, ale aj kardioaktivne glykozidy (strofantin), ktoré sa mézu pouzivat’ pre posilnenie

srdcovej Cinnosti. '

Obriazok 1 Catharantus roseus(L.), Vinca minor(L.), Rauvolfia serpentina(L.), Strophantus gratus(L.)!7:18:1920
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3.1.1 Taxonomické zaradenie a charakteristika rodu Geissospermum

RiSa: Plantae
Podrisa: Tracheobionta
Oddelenie:  Magnoliophyta
Rad: Gentianales
Celad’: Apocynaceae
PodcelPad’: Apocynoideae

Rod: Geissospermum Alemao?!

Rod Geissospermum je rod stromov, prirodzene sa vyskytujucich v Juznej Amerike, ktory sa
rozprestiera od Guyany az po Braziliu.?> Vodné infazie z kory druhov Geissospermum boli
rodakmi vo velkej miere vyuzivané za mnohymi lieCebnymi ucelmi. UZivanim tychto infuzii
sa preukdzal antimalaricky, protinadorovy, antioxida¢ny, nociceptivny a antibakteridlny
ucinok. Z tohto rodu bolo popisanych 12 druhov a pit’ z nich bolo toho ¢asu preskimanych
(G. argenteum, G.fuscum, G.laeve, G.reticulatum, G.sericeum).?> Niekol’ko druhov rodu
Geissospermum vratane G.laeve a G.sericeum s zname svojimi antimalarickymi vlastnost'ami.
Tieto st najcastejSie uzivané vo forme vodnych odvarov alebo alkoholickych maceratov z kory.
G.laeve je najviac prestudovanym druhom s asi 22 izolovanymi indolovymi alkaloidmi. °
Rastliny rodu Geissospermum su zndme svojou vel'mi intenzivnou horkost'ou. Vnutorna kora

druhov rodu Geissospermum je vel'mi cennd pre lieGebné vlastnosti.’

3.1.2 Charakteristika Geissospermum vellosii Alemao

Geissospermum vellosii (G.v.) (obr.2, 3) alebo Pao Pereira, zndmy aj ako Geissospermum laeve,
Geissospermum martianum, Tabernaemontana laevis je stredne vel'ky vzdyzeleny strom
s hustou korunou, ktory sa vyskytuje v oblasti Amazonského dazd’'ového pralesa, povodom z
oblasti Surinamu. Vyskytuje sa najmé v nezaplavenych castiach lesa, kde dorasta do vysky 80
metrov, s priemerom 3-4 metre. Kvety st biele, ve'mi napadné. M4 svetlo hnedy az zlty kmen.
Plody predstavuju dva Spicaté, zmité segmenty, ktoré su fizované a zlté, ked’ dozrievaji. Jeho

mnohopodetné semienka su biele a ploché. Plody a koncové ¢asti vetviciek produkuju latex.>
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Obrazok 2 Geissospermum vellosii Alemio (L.)?* Obrazok 3 Geissospermum vellosii Alemao (L.)%°

3.1.3 Obsahovélatky rodu Geissospermum

Rastlinné druhy rodu Geissospermum st terapeuticky vyznamné rastliny kvoli G€inkom
podporujicim zdravie.?* Najviac preskimanym druhom z hl'adiska obsahovych latok je G.v.,
no vyznamné obsahové latky najdeme aj v ostatnych druhoch.

Hlavnymi obsahovymi latkami rodu Geissospermum su indolové alkaloidy, ktorych
zakladnt Struktiru tvori indol. Tieto alkaloidy st odvodené od aminokyseliny tryptofanu,
ktorého dekarboxylaciou vznikd tryptamin (obr.c.4). Okrem zékladnych druhov indolovych
alkaloidov, ktoré sit uvedené na obrazku ¢.4, pozndme aj mnoh¢ d’alSie druhy ako st napriklad
jednoduché  tryptaminové, chaetocinové, euodia, indolaktamové, karbazolové,
indolo[2,3- AJkarbazolové a indolonaftyridinové alkaloidy.?® Mnoho indolovych alkaloidov
obsahuje vo svojej Struktire izoprénové jednotky a takymito alkaloidmi su terpénové indolové
alkaloidy alebo secologanin-tryptaminové alkaloidy.?” Vo vSeobecnosti mdézeme podla
pritomnosti izoprénovej jednotky alkaloidy rozdelit do dvoch zikladnych skupin na
izoprenoidné a neizoprenoidné alkaloidy. Alkaloidy s izoprenoidnym skeletom su terpénové
indolové alkaloidy (monoterpenoidné indolové alkaloidy), bisindolové a ergolinové alkaloidy.
Do skupiny neizoprenoidnych alkaloidov patria jednoduché indolové alkaloidy
(indolylalkylaminovy typ), B-karbolinové alkaloidy, pyrroloindolové alkaloidy.*® Mimoriadne
dolezitou arozmanitou skupinou, ktord je aj vyrazne obsiahnutd v G.v je skupina
monoterpenoidnych indolovych alkaloidov a alkaloidov od nej odvodenych, ktoré vznikajua

kondenzaciou tryptofanu so secologaninom za vzniku strictosidinu, ktory nasledne konvertuje
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na 4,21-dehydrogeissoschizin, ktory cyklizuje na katenamin a jeho redukciou poskytuje
korynantheanové alkaloidy. Biosyntéza ostatnych Strukturnych typov prebieha premenou
4,21- dehydrogeissoschizinu na preakuamicin (korynantheanovy typ), z ktorého nésledne
vznikaju dalSie typy ako je iboga ¢i aspidospermanovy typ. Skupina monoterpenoidnych
indolovych alkaloidov v kone¢nom dd&sledku disponuje niekolkymi (42) Struktarnymi

variantami alkaloidov.26-28

COOH NH;
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H H
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N-gr
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N X
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jednoduché indolové alkaloidy

ergolinovy typ

H
pyrroloindolovy typ

N

N\_/ Y H
o<Ns__0O

N )

H N

7
R-karbolinovy typ N\ HN R
R

bisindolovy typ

Obrazok 4 zakladné §truktirne typy indolovych alkaloidov!1-28

Druhy rodu Geissospermum s bohatym zdrojom indolovych alkaloidov
B- karbolinového typu a indolovych monoterpenoidnych alkaloidov najmé strychnidinového,

korynantheanového a aspidosperma nového $truktarneho typu.?’ V najvicsej miere sa indolové
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alkaloidy vyskytuju hlavne v kore G.v., ale aj v listoch ¢i kore Geissospermum reticulatum
(G.r.) alebo v kore Geissospermum sericeum (G.s.).>%31 Najviac preskimanym druhom je G.v.,
ktorého jednotlivé alkaloidy budu popisané v dalsej kapitole.

Vel'mi dobre preskimanym druhom je i1 G.r., z ktorého bolo doposial’ izolovanych
sedem  indolovych  alkaloidov = nachadzajucich sa v listoch ato  najmid
10- Methoxygeissospermidin, geissospermidin, 10 - Demethoxy-12-hydroxy-17,19-
epoxygeissovellin, (Z)-10-Demethoxy-12-hydroxygeissovellin, O-Demethylaspidospermin,
N- deacetyl-N-butanoylgeissospermidin, (E)-10-Demethoxy-12-hydroxygeissovellin. Z kory
G.r. boli izolované tri indolové alkaloidy ako napriklad 11-Methoxygeissospermidin,
flavopereirin a geissosretikulatin.3! Dal§im menej preskimanym druhom je G.s., v ktorého kore
moézeme najst’ indolovy alkaloid geissoschizolin a jeho derivaty ako geissoschizolin N-4-oxid
a 1,2- Dehydrogeissoschizolin a tieZ vySSie spominany flavopereirin.3?

Okrem alkaloidov sa v G.v. v menSej miere vyskytuju aj iné sekundarne metabolity, ako
napriklad latky zo skupiny terpenoidov a ligndnov. Terpenoidy st velkou a rozmanitou
skupinou prirodzene sa vyskytujicich organickych latok, ktoré si odvodené od terpénov.
Struktira tychto latok je &asto mnohocyklickd s kyslik obsahujicou funkénou skupinou.3?
Terpenoidy mozeme rozliSovat’ na zaklade poctu izoprénovych jednotiek na hemiterpenoidy,
monoterpenoidy, seskviterpenoidy, diterpenoidy, sesterpenoidy, triterpenoidy, tetraterpenoidy,
polyterpenoidy. Aj napriek velkym Struktirnym rozdielom medzi terpenoidmi, su tieto latky
odvodené od C5 izoprénu. (obr.7) Skelet terpenoidov je syntetizovany z dvoch prekurzorov,
ktorymi su isopentenyl pyrofosfat (IPP) a dimethylallyl pyrofosfat (DMAPP). Tieto prekurzory
vznikaji prostrednictvom mevalonatovej biosyntetickej cesty (MVA) a prostrednictvom
2c- methyl-D-erythritol-4-fosfatovej cesty (MEP), zktorej vznikd 1-deoxy-D-xyluloza-5-
fosfat. Z tychto prekurzorov vznika terpenoidny skelet prostrednictvom réznych preskupeni

a cyklizaénych reakcii. (obr.5)3?
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Obrazok 5 biosyntéza terpenoidov3*

Prikladom terpenoidu vyskytujuceho sa v G.v. je péatcyklicky triterpenoid lupeol.
(obr.6) Lupeol je prirodny triterpenoid, patriaci do skupiny fytosterolov vyznacujlici sa Sirokym
spektrom biologickych aktivit. Jeho vyskyt je prevazne v ovoci (figy, mango, jahody), zelenine
(biely salat, paprika, uhorka), ale tiez je zloZkou niektorych lieCivych rastlin aj v ¢eladi
Apocynaceae (4spidosperma nitidum, Hemidesmus indicus, Himatanthus sucuuba).>> Lupeol
je latka, u ktorej boli zistené protizdpalové, antimutagénne, antibakteridlne, antidiabetickeé,
antidiarhoické ucinky, a tiez strava bohatd na fytosteroly moze znizovat’ riziko vzniku rakoviny

hrubého &reva, prsnika, prostaty.3°

CH3
z CH
CHs H,CZ N2
Obrazok 6 $truktira lupeolu’’ Obrazok 7 $truktira izoprénu’?

Dalsou skupinou latok vyskytujacich sa v G.v. st lignany. Lignany sa polyfenolické
zIieniny vyskytujlce sa v rastlinich.3® Lignany st odvodené od koniferylakoholu a d’alSich
fenylpropdnov. Vznikajii spojenim dvoch fenylpropanovych derivatov cez B-uhlikovy atom
postranného propanového ret'azca.?® Lignan, ktory je hlavnou aktivnou zlozkou semien rastliny
Sesamum indicum, ale jeho pritomnost’ bola potvrdena aj v G.v. sa nazyva sezamin. Sezamin je
lignan furofuranového typu ajeho biosyntéza vychadza z koniferylalkoholu. Viacerymi
reakciami vznikd pinoresinol, z ktorého prostrednictvom piperitol/sezamin syntazy cez
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piperitol vznika sezamin.(obr.8) Sezamin ma zna¢né posobenie na metabolizmus cukrov, tukov

a tiez antikancerogénne ¢i protizapalové posobenie.*041

H
O  OcCH, —

PSS

(CYP81Q1) PSS
(CYP81Q1)

Pinoresinol Piperitol

Sezamin

Obriazok 8 biosyntéza sezaminu*?

V rastlinich tohoto rodu st obsiahnuté aj latky z rddu polyfenolickych latok
a flavonoidov.?? Flavonoidy su skupinou latok prirodného pdvodu s rozliénymi fenolickymi
Struktirami. St hojne zastupené v ovoci, zelenine, zrnach, koretioch, kore, kvetoch, ¢aji a vine.
Tieto prirodné produkty st vel'mi zname pre ich zdraviu prospesné ucinky a byvaji zlozkou
nutraceutik, kozmetiky ¢i lieCiv. Ich vyuZitie je pripisované najmd pre ich antioxidativne,
protizapalové, protimutagénne, protirakovinové vlastnosti.*? Pre pouZitie v terapii st vyuzivané
vo forme Cistych latok, Standardizovanych extraktov alebo vo forme drog.3® Kora G.r. sa
vyznacuje vysokou hladinou fenolickych zlu¢enin, ktoré mdézu byt potencidlnym zdrojom
prirodnych antioxidantov. Konkrétne izolované¢ latky zo skupiny polyfenolov alebo
flavonoidov neboli popisané, ale testy etanolického extraktu kory preukdzali ich vysoku

pritomnost’.?3
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3.1.3.1 Alkaloidy izolované z Geissospermum vellosii Alemao

B karbolinovéindolové alkaloidy

Flavopereirin

Dihydroflavopereirin

Geissolaevin

O-Methylgeissolaevin

Monoterpenoidné indolové alkaloidy

N

Aspidospermanovy skelet:

Aspidospermin

12-Methoxy-1-methyl-

aspidospermidin
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Akuamicinovy skelet:

N

H HsC CH,

H,C

Anhydropereirin

Geissoschizolin

Condylocarpanovy skelet:

Geissovelin

Corynantheanovy skelet:

Apogeissoschizin
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Corynantheidol

Geissoschizin

Quebrachaminovy skelet:

Quebrachamin

Rhazinilamovy skelet:

0« _N on FHs
Leukonolam =/0
N\
H
CHj
3C /™
A \ \N
Sarpaginovy skelet: N
H
CH,4
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Tombozin

Vellosimin

Vellosiminol

Strychnidinovy skelet:

Geissoschizon

Uleanovy skelet:

Pausperadin A (Ulein N-
\
oxid) 3Ci
N
b CH,

Bisindolové alkaloidy

Dimér strychnidinového a corynathaenového skeletu:
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Geissospermin

Geissolosimin

N
N\

Tabulka 1 Alkaloidy Geissospermum vellosii Alemao?637

3.2 Biologicka aktivita Geissospermum vellosii Alemao

3.2.1 Rakovina

Rakovina je ochorenie vyznacujuce sa nekontrolovateI'nym rastom buniek, stratou diferencidcie
buniek, invazivnost'ou ¢i tvorbou metastaz. Pred vyse nez sto rokmi rakovina nebola bezne sa
vyskytujicim ochorenim.*? V su¢asnosti je znamych viac ako 100 typov rakoviny, no nasledné
riadky budu venované typom, voci ktorym G.v. vykazuje urciti biologicka aktivitu ako je
napriklad kolorektalny karcinom (CRC), rakovina prostaty, vajecnikov, pankreasu, prsnika.
Pocas niekol'kych poslednych dekéad incidencia rakoviny vel'mi narasta a pri¢inou
narastu méze byt rychlo sa meniaci Zivotny $tyl, chronicky stres, vys$si vek, predlzujuca sa
dizka Zivota, prekonand rakovina, fajCenie, alkohol, naduzivanie analgetik, antibiotik,
kortikosteroidov.? Pre vznik samotného CRC je vysokym rizikom prave nezdravy Zivotny $tyl
(nadvéha, nedostatok vlakniny, vysoky obsah tukov v strave), vyssi vek (50+), ulcer6zna
kolitida v anamnéze, Crohnova choroba, CRC v rodinnej anamnéze.** Pre vznik rakoviny

prostaty je najrizikovejsi vysoky vek, ale taktiez riziko narasta u pacientov s rakovinou prostaty
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a prsnika v rodinnej anamnéze, strava s vysokym obsahom tukov, fajéenie ¢i hormonalne
vplyvy.#5 Dal§im z ochoreni je rakovina pankreasu, na vzniku ktorej sa podiel'a mnoZstvo
faktorov, ako je napriklad vek, nadvaha, fajéenie, nadmernd konzumacia alkoholu, chronicka
pankreatitida, rodinna anamnéza a v neposlednom rade vysoké riziko je u pacientov
s ochorenim diabetes mellitus.*® Ochorenie typické najmd pre zenské pohlavie, ktoré sa ale
vyskytuje aj u muzov je rakovina prsnika, ktora moze byt podmienend vekom, estrogénmi,
rodinnou anamnézou ¢i génovymi mutaciami a to konkrétne najcastejsSie tumor supresorovych

génov rakoviny prsnika (BRCA1/2).47

3.2.1.1 Ethiopatogenéza

Rakovina je povazovana za genetické ochorenie, ktoré¢ je spdsobené zmenami génov, ktorych
hlavnou tulohou je kontrolovat’ rast a delenie buniek. Genetické zmeny, ktoré spdsobuji
rakovinu moézu byt dedicné alebo moézu byt ziskané pocas zivota v dosledku chyb, ktoré
vznikaji pri deleni buniek alebo v désledku poSkodenia deoxyribonukleovej kyseliny (DNA)

environmentalnymi vplyvmi (chemikélie v tabakovom dyme, UV Ziarenie zo slnka).*3

3.2.1.1.1 Ethiopatogenéza kolorektalneho karcinOmu

Kolorektalne rakovinové ochorenie, je ochorenie, ktoré moze vznikat’ bud’ na tirovni hrubého
¢reva alebo rekta. Tento typ ochorenia najcastejSie vznika rastom buniek na vnatornej strane
vystielky hrubého ¢reva alebo rekta. Vzniknuté bunky moézu vytvérat’ vyrastky, ktoré nazyvame
polypy. Polypy sa mdzu, ale aj nemusia menit’ na rakovinové ttvary, ktoré moézu prerastat’ az

do najvnutomejsej vrstvy (mucosa). Najcastej$im zhubnym nadorom byva adenokarcinom.*?

3.2.1.1.2 Ethiopatogenéza rakoviny prostaty

Rakovina prostaty je ochorenie postihujuce muzov. Prostata je zI'aza nachadzajuca sa pod
mocovou trubicou a oproti rektu. Pri¢iny vzniku tohto ochorenia nie su presne zndme, ale vel'ky
vplyv na vznik maji faktory vonkajSiecho a vnutorného prostredia. Podobne ako u CRC,
najCastej$im typom byva adenokarcindm.*® Niekolko $tudii preukazalo, Ze v rakovinovych
bunkach prostaty dochadza k nadmernej expresii receptorov steroidnych hormonov. St

pritomné vysoké hladiny testosteronu a dihydrotestosterénu v rakovinovych bunkéch.3?
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3.2.1.1.3 Ethiopatogenéza rakoviny pankreasu

Pankreas je dolezitym orgdnom nasho tela, ktoryma exokrinnt aj endokrinnt funkciu. Pri¢inou
vzniku rakoviny pankreasu moze byt dedi¢nost alebo ziskana mutacia génov (onkogény, tumor
supresorové gény, gény bune¢ného cyklu, gény pre apoptdzu). Najcastejsie pripady mutacie
v skupine onkogénov je pri géne nazyvanom KRAS (Virusovy onkogén sarkému potkana
Kirsten), ktorého mutacia je pritomna v 90 % pripadov rakoviny pankreasu. Zo skupiny tumor

supresorovych génov je mutacia pritomna najviac u génu pre transkripény faktor p53.4

3.2.1.1.4 Ethiopatogenéza rakoviny prsnika

Rakovina prsnika je nadorové ochorenie, ku ktorému zvycajne dochadza v dosledku spojenia
genetickych a environmentalnych faktorov. Drdhy MAPK/ERK (mitogénom aktivovana
protein kindza/ extracelularnym signadlom regulovana kinaza) a PI3K/AKT (fosfatidylinositol-
3-kinaza/protein kinaza B) ochraiiuju normalne bunky pred bunecnou smrtou. Ak dojde k
mutacii génov pre tieto ochranné drahy a viac nepotrebné bunky nebudt schopné smrti, vedie
to ku vzniku rakovinovych buniek.’! Rakovina prsnika mdze vznikat’ na viacerych miestach
v prsniku avSak najviac v rarkach, ktoré vedu mlieko do bradaviek alebo v Zl'azach, ktoré

vytvaraji materské mlieko.*

3.2.1.2 Symptomy ochorenia

V pociatocnych Stadiach méze byt rakovina bezpriznakova a preto je dodlezité, aby l'udia
podstupovali pravidelny screening a tiez eliminovali rizikové faktory.3? Jedna sa o skupinu
ochoreni, ktoré mozu vyvolat’ akykol'vek symptom v zavislosti od lokalizacie, velkosti a od

toho, ako vel'mi je dané tkanivo alebo organ poskodeny.*’

3.2.1.3 Terapia rakoviny
3.2.1.3.1 Nefarmakologicka terapia

Nefarmakologicka terapia pozostdva z niekol’kych typov ako je terapia chirurgicka, pri ktorej
dochadza k chirurgickému odstraneniu nadoru alebo celého organu. Tento typ liecby nie je
mozny u vSetkych typov ochorenia avsak najcastejSie to byva u rakoviny prsnika, prostaty ¢i
plic.53 Dalsou pouzivanou metédou je radioterapia, ktora vysokymi hladinami radiacie zabija
rakovinové bunky alebo spomal'uje ich rast zni¢enim ich DNA. Nésledkom radiacie nastdva

zastava buneéného delenia alebo smrt’ buniek.*?
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3.2.1.3.2 Farmakologicka terapia

Pre farmakoterapiu rakoviny existuje niekol’ko skupin lie¢iv od alkylaénych latok,
antimetabolitov, cytotoxickych antibiotik, derivatov cisplatiny, monoklondlnych protilatok
hormondlnych lieCiv az po cielenti protinadorovu terapiu, imunoterapiu ¢i terapiu kmenovymi
bunkami. Svoje zastupenie v terapii majii aj rastlinné alkaloidy, ako st napriklad vinka
alkaloidy aich analégy povodom z Cataranthus roseus (vinblastin, vinkristin, vinoreblin),
derivaty podofylotoxinu pévodom z Podophyllum peltatum (etoposid), derivaty kolchicinu
povodom z Colchicum autumnale (demekolcin), taxadny pdévodom z Taxus brevifolia

(paklitaxel, docetaxel), ktoré maju vyuzitie az dodnes.>*

3.2.1.4 Protinadorova aktivita

Protinadorovou aktivitou sa vyznacuje B-karbolinovy alkaloid, flavopereirin, ktoré¢ho aktivita
bola preukdzana voci bunkdm CRC arakoviny prostaty. Jeho presny mechanizmus Uc€inku
zatial’ v8ak zostava neobjasneny.>>

CRC je celosvetovo zavaznou pri¢inou morbidity a mortality. Flavopereirin ma
schopnost’ znizovat’ zivotaschopnost’ rozlicnych druhov rakovinovych buniek. Tato schopnost’
bola Studiami preukdzana u viacerych bunecnych typov, ale najlepSiu aktivitu preukazal
u buniek HCT116 (ICso= 8,15 uM). V danej studii bolo zistené, Ze bunky rezistentné voci
oxaliplatine boli citlivé prave na flavopereirin. Tym padom by sa teoreticky mohol vyuzit’ prave
voc¢i bunkam, ktoré st voci doposial’ poznanym lieCivam rezistentné. Na zaklade poznatku
o znizovani zivotaschopnosti buniek bolo d’alej zistené a testované, ze flavopereirin posobi tiez
apopticky, zabraiuje G2/M faze bunecného cyklu, najmd tak, ze zvySuje up-regulaciu p53,
sposobuje downregulaciu signalnej drahy JAK/STAT (Janus kindza/ Signélne trandsuktroy
a aktivatory) a jej transkripénych faktorov , ktoré maji funkciu pri progresii CRC.>>

Protinddorové aktivita G.v. bola tiez testovana in vitro aj in vivo voci bunecnej linii
LNCaP l'udskej rakoviny prostaty. Bolo preukézané, Ze extrakt G.v. silno inhibuje rast kulttr
bunecnej linie LNCaP o viac ako 75- 80 % v zavislosti na davke (10 a 20 mg/kg) a posobi
apopticky a tiez redukuje proliferdciu rakovinovych buniek.5¢ Ciasto¢ne inhibuje NF-kB
(nuklearny faktor), aktivaciu v rakovinovych bunkach prostaty a méze pdsobit’ ochranne voci
vzniku kastrane rezistentného karcindmu prostaty (CRPC).>7 Aj naprick tomu, Ze presny
mechanizmus uinku extraktu nie je uplne znamy, predpoklada sa, ze jeho ucinok spociva
v pritomnosti B- karbolinovych alkaloidov, ktoré suprimuju aktivitu cyklin dependentnej

kindazy (CDK), ktora je potrebnd pre riadenie bune¢ného cyklu normalnych a rakovinovych
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buniek. Dal§im pdsobenim flavopereirinu je zastava buneéného cyklu buniek rakoviny prsnika
a signélnej drahy hlavnych proliferaénych faktorov zahtiajuic AKT, MAPK, ERK v bunkach.>®

Okrem Ccistych izolovanych latok aj samotny extrakt G.v. vykazuje protinadorova
aktivitu voci rakovinovym bunkam vaje¢nikov s vyrazne nizkou toxicitou voci normalnym,
zdravym bunkam. Pri porovnani citlivosti na posobenie extraktu, rakovinové bunky preukazuju
ICso vrozmedzi 180-235 mg/ml, zatial ¢o ICso nerakovinovych buniek bola takmer
dvojnasobna, 537 mg/ml. Na zaklade zistenia nizkej toxicity boli vykonané §tiidie kombinujuce
G.v. a karboplatinu, pricom sa preukdzala takmer Uplna inhibi¢na aktivita vo¢i nadoru (97%)
a ascites, ktory casto vznikd v dosledku malignit, bol uplne vymiznuty. G.v. pOsobi
v kombindcii s karboplatinou synergicky.>® Extrakt z G.v. je schopny inhibovat’ aj pankreatické
kmenové bunky (CSCs). CSCs bunky su malou skupinou rakovinovych buniek, ktoré su
rezistentné voci chemoterapii a radioterapii a si zodpovedné za vytvéranie novych nadorov
avznik recidiv.®® Majii samo obnovujicu schopnost a umozfiuju rast vSetkym buneénym
typom nachadzajicim sa v urcitej Casti nadoru. Tento alkaloidny extrakt indukuje apoptozu
v pankreatickych kmeniovych bunkach a zvysuje citlivost’ rakovinovych pankreatickych buniek
pri lietbe gemcitabinom.” Studium inhibicie proliferdcie viacerych linii CSCs preukazalo
aktivitu s hodnotou 1Cso v rozmedzi 125-325 pg/ml a vyznacovalo sa vel'mi limitovanou
cytotoxicitou pre normalne epitelidlne bunky. Populdcia pankreatickych CSCs buniek,
identifikovana pouzitim povrchovych markerov CD24+ CD44+ EpCam+ alebo nadorovych
sféroidov bola vyznamne redukovana s hodnotou ICso= 100 pg/ml po 48h a pri dlhodobej
terapii s hodnotou ICso= 27 pg/ml. Vdaka schopnosti tvorit’ nadorové sféroidy vieme zistit’
seba obnovujucu schopnost’ a kapacitu tvorby nddorov in vitro. Pri koncentracii 100 pg/ml

a viac, extrakt G.v. kompletne eliminoval naddorové sféroidy bune¢nej linie PANC-1 s hodnotou

ICs0=27 pug/ml a sféroidy MIA PaCa-2 s hodnotou ICso= 35 pug/ml.”

3.2.2 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD) je celosvetovo najbeznejSou pri¢inou demencie. Jednd sa
o progresivne, neurodegenerativne ochorenie, ktorého presna etiologia nie je iplne znama. Toto
ochorenie je spdsobené najmd stratou cholinérgnych neurénov v mozgu aje sprevadzané
ubytkom hladiny neurotransmiteru acetylcholinu (ACh). Vyskyt AD je tiez sprevadzany
vznikom depozitov B-amyloidnych (AB) senilnych plakov a neurofibrilarnych uzlov (NFTs)

v mozgu.61-62.63
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Za najvacsi rizikovy faktor AD mdzeme povazovat’ vek a néasledne druhym hlavnym
rizikovym faktorom je pritomnost’ jedného alebo viacerych alel apolipoproteinového génu E4
(APOE4). Medzi dalsie by sme mohli zaradit' nizku trovenn vzdelania ¢i povolania, AD
vrodinne] anamnéze, stredne tazké alebo tazké mozgové prihody, kardiovaskularne

problémy.°!

3.2.2.1 Ethiopatogenéza

Vznik tohoto ochorenia je sprevadzany tvorbou extraceluldrnych zhlukov AP plakov
a intracelularnych zhlukov NFTs, ktoré¢ si zlozené z hyperfosforylovanych s mikrotubulmi
asociovanych 1 proteinov. AP plaky sa vyskytuju najmd v bazdlnej, temporalnej,
orbitofrontdlnej mozgove; kore a v neskorSich Stadiach progreduju az do hippocampu,
amygdaly, medzimozgu a bazalnych ganglii. Vysoka pritomnost’ AP je spistacom pre tvorbu
klbiek t proteinov. AP plaky vznikajii zmenou v Stiepeni prekurzorového proteinu pre amyloid
(APP) prostrednictvom B-sekretdzy (BACEL) a y-sekretdzy. Plaky nésledne polymerizuju,
aktivuji glykogénsyntdzu kindzu-3f (GSK-3B) a CDKS5, ktoré vedu k hyperpolarizacii t
proteinov a nasledne ku vzniku nerozpustnych NFTs. Vzniknuté plaky a klbka ved k aktivacii
mikroglii a lokalnemu zapalu a vyust'ujii do neurotoxicity.*

Pri AD je tiez postihnuty cholinérgny systém, u ktorého dochadza k strate neurdonov
v mozgu, byva pritomny nedostatok enzymu cholinesteraztranferazy, ktory je zodpovedny za
syntézu ACh. K tomuto acetylcholinergnemu deficitu prispieva aj zvySend tvorba
butyrylcholinesterazy (BuChE). Tento systém je dolezity pre kratkodobu pamét’ a ziskavanie
novych vedomosti.®!

Jednou z dalSich postihnutych oblasti je glutamatérgny systém, u ktorého dochadza
k nadmernému uvolneniu excitatného glutamatu a v najviac zasiahnutych oblastiach kory
dochadza k jeho zniZzenému spitnému vychytavaniu. V dosledku tohoto procesu dochadza
niekol’kymi krokmi k neurondlnej apoptoze. Receptory pre glutamat nazyvané NMDA (N-
methyl-D-aspartat) receptory st zodpovedné za proces ucenia a pri ich hyperexcitacii je tento

ich u¢inok naruseny.¢!

3.2.2.2 Symptomy ochorenia

Priebeh tohoto ochorenia je spojeny najméd s kognitivnym deficitom. V rannom S§tddiu ma
pacient problém s epizodickou kratkodobou pamitou, kedy ma uchované spomienky z davnej

minulosti, no neddvne spomienky chybaji. U pacienta su pritomné t'azkosti s hP'adanim slov ¢i
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mierne problémy s priestorovou orientaciou, ktoré sa postupom casu zhorSuju. Pacienti ¢asto
opakuji otazky na uZz zodpovedané veci, nesprdvne umiestiiuju bezné osobné veci. Toto
ochorenie so sebou nesie aj neuropsychiatrické priznaky, ktoré sa na zaciatku prejavuju najmi
ako apatia, uzkost’ ¢i podrazdenost a Casto sa aj na zaciatku pridruzuje mierne az stredne t'azka
depresia. V neskorsich stadiach su pritomné poruchy spanku, strata chuti do jedla, zmeny vo

vnimani ¢i mysleni.®

3.2.2.4Terapia

V sucasnosti su pre terapiu AD vyuzivané dve skupiny latok atymi su inhibitory AChE
(donepezil, galantamin, rivastigmin), z ktorych rastlinnym zastupcom je galanthamin ziskany
z Galanthus woronovii a inhibitory NMDA receptorov (memantin). Nakolko nepozndme
presnu pri¢inu ochorenia, tieto lie€ivd poOsobia najmd na spomalenie progresie ochorenia

a oddialenia t'azkych $tadii.!

3.2.2.5Inhibicia cholinesteraz

Cholinesterazy su latky patriace do skupiny enzymov, ktoré katalyzuji hlavne hydrolyzu ACh
na cholin a kyselinu octovu. Tento proces je podstatny pre obnovenie cholinérgneho neuronu.
Tieto enzymy vSak moéZeme rozdelovat’' do dvoch zékladnych skupin, ktorymi st AChE
a BuChE. Expresia AChE prebieha v nervovych akrvnych bunkdch. BuChE, ktorej
fyziologicka funkcia nie je vel'mi preskimand, je zndma ako plazmaticka cholinesteraza alebo
pseudocholinesteraza. Obidve cholinesterazy st vyznamnymi ciel'mi pre toxiny a lie¢iva.6®
Schopnost’ inhibovat’ prave cholinesterdzy je vyznamna pri terapii neurodegenerativneho
ochorenia AD, ktorého prevalencia dramaticky rastie s vekom a dvojndsobne po 65 roku
Zivota.®3 V rastlinnej risi bolo objavenych vel'a extraktov a izolovanych zli¢enin, ktoré maji
inhibi¢ni aktivitu vo¢i AChE, BuChE alebo voc¢i obidvom tymto enzymom. Spomedzi
mnozstva rastlin je to napriklad Huperzia serrata, Stephania tetraanda, Narcissus confusus,
Tabernaemontana divaricata.®

Alkaloidné frakcie kory G.v. sa vyznacuju inhibicnou aktivitou vo¢i AChE a tiez
BuChE.%7 In vitro bolo preukazané, Ze inhibi¢na aktivita frakcie G.v. je viac selektivna pre
BuChE, nez pre AChE. Studie ukazujt inhibi¢né pdsobenie G.v. s hodnotami ICso vo&i AChE
2.9 pg/ml (pri ¢ 1,1-7,8 ug/ml) a ICso vo&i BuChE 1.6 pg/ml (pri ¢ 0,5-5,5 pg/ml).® Vyznamnu
antiacetylcholinesterazovii aktivitu frakcie preukazuje alkaloid geissospermin, ktory je

povazovany za hlavny alkaloid izolovany a identifikovany z kéry G.v. a mé schopnost’ sa silno
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viazat' na lPudski AChE. ° Geissospermin dokaze zvratit kognitivny deficit v pripadoch
kognitivnej hypofunkcie. Tato schopnost moze byt vyuzitd pre objav lieCiv vyuZivanych

v symptomatickej lie¢be AD.>7

3.2.3 Malaria a leishmanioza

3.2.3.1 Malaria

Malaria je parazitarne ochorenie, ktorého povodcom je protozodlny parazit rodu Plasmodium
(Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale wallickeri, Plasmodium ovale
curtisi, Plasmodium malariae, Plasmodium knowlesi), ktory je prenaSany na cloveka
prostrednictvom Stipnutia komarom rodu Anopheles. Druhy rodu Plasmodium maja zivotny
cyklus, pocas ktorého prechadzaji viacerymi morfologickymi Stddiami a delia sa zjednej
bunky az na 10 000 a viac buniek.®® Nakol'’ko vyskyt tohoto ochorenia je typicky najmd pre
tropické oblasti, ako je Afrika, pobyt v tychto oblastiach méze byt vel'’kym rizikom. Rizikovou
skupinou st najmi detido 5 rokov, tehotné Zeny, pacienti s HIV/AIDS. Pred ustipnutim sa da
ochranit’ pouzivanim ochrannych sieti v obdobi od zapadu slnka az po svitanie a pouzivanim

repelentov.®?

3.2.3.1.2 Ethiopatogenéza- Zivotny cyklus

Infikovana samicka prendsa pri uhryznuti sporozoity, ktoré prenikaji do peceniovych buniek,
kde sa premenia na primarne tkanivové schizonty. Nasledne niekol'kymi bune¢nymi deleniami
vznikaji merozoity, ktoré vstupuji do krvi. Nastava obdobie bez priznakov, ktoré nazyvame
preerytrocytarne. Ndasledne dochddza k prenikaniu parazita do erytrocytov, kde sa d’alS$im
delenim vytvaraji nové merozoity, ktoré sa pri rozpade erytrocytov vyplavuji do krvi
a sposobuju zdchvat horucky a infikuju nové erytrocyty. Doba vyvoja merozoitov urcuje

intervaly medzi jednotlivymi zachvatmi hortacky.”?

3.2.3.1.3 Symptomy ochorenia

Prejavy ochorenia sa mozu dostavit’ asi po 10-15 diloch od ustipnutia komarom. Toto ochorenie
sa modze typicky prejavovat vysokou horuckou, tnavou, zvracanim a bolestami hlavy.

V pripade nelieenia do 24 hodin moze viest' ku vzniku Zltej koze, zachvatom az k smrti.®°
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3.2.3.1.4 Terapia a chemoprofylaxia
Pri ceste do endemickej krajiny je vhodné uzivat’ lieCivd ako profylaxiu pred hroziacou
malariou. Vyber lie¢iva zavisi od samotnej cielovej oblasti, dizky cesty, veku osoby, druhu
plazmédia, ktory sa v danej oblasti vyskytuje. Ako prevencia sa pred zaciatkom cesty uZzivaju
najméd lieivda ako doxycyklin, kombinacia atovachonu a proguanilu, hydroxychlorochin,
meflochin, primachin, ktoré su odvodené od chininu ziskaného z Cinchona officinalis.>%-7!
Lieciva pouzivané na lieCbu a prevenciu malarie su chlorochin, primachin, amodiachin,
proguanil, chinin, meflochin, pyrimetamin, atovachon, doxycyklin, klindamycin, artemisin
povodne ziskany z Artemisia annua ajeho derivaty (dihydroartemisin, artesunat, artemeter,

artenimol).3%-34

3.2.3.2 Leishmanioza

Leishmaniéza je parazitdrne ochorenie spdsobené prvokmi zrodu Leishmania, ktoré je
prenasané ustipnutim bodavym hmyzom rodu Phelobotomus alebo Lutzomyia. Toto ochorenie
postihuje najmd chudobnejSich T'udi a zaroven suvisi spodvyzivou, slabym imunitnym

systémom, nedostacujicimi zivotnymi podmienkami ¢&i presidlenim obyvatel'stva.®®

3.2.3.2.1 Ethiopatogenéza- Zivotny cyklus

Leishmanioza je prenaSand na cloveka prostrednictvom samicky, ktord saje krv z koze
ainjikuje infekéné promastigoty v pricbehu nasdvania krvi zkoZze.”>’3 Promastigoty
nachadzajice sa v rane st pohlcované makrofagmi a tranformuji sa do amastigotnej vyvojovej
formy. V zavislosti od druhu leishmanie sa amastigoty mnozia a postihuju rézne tkaniva.

Nasledne sa objavuji klinické priznaky.”*

3.2.3.2.2 Symptomy ochorenia

Leishmani6za mdze mat’ podobu viscerdlnu, tiez zndmu ako kala-azar, podobu koznu ¢i
mukokutannu. Inkuba¢na doba koznej formy leishmaniézy méze byt od 2 tyzdnov az po 4
mesiace. Tato forma je charakterizovana vredovitymi léziami na kozi, ktorej lie€ba nie je vel'mi
zavazna, ale vzniknuté rany sa hoja dlhsiu dobu a mézu po nich zostavat jazvy. Zavaznou

formou je visceralna forma, ktord napada rézne organy ako je napriklad slezina, pecen a kostna
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dreni a jej inkubacnd doba je zviac¢sa od 10 dni do 2 rokov. NajCastejsimi symptomami st

horti¢ka a strata hmotnosti, ktoré st spojené so zvi¢Senim velkosti sleziny a pecene.®”

3.2.3.2.3 Terapia

Najviac vyuzivanou latkou v lie€be leishmanidzy je polyénové Sirokospektralne antibiotikum,
lipozomalny amfotericin B. Stdle pouzivanym je aj paronomycin (aminosidin),
aminoglykozidové antibiotikum, ktoré sa podava obvykle jedenkrat denne intramuskularne.
Prvymi pouzivanymi latkami boli zIu€eniny pdt'mocného antimonu, ktoré sa pouzivaju este aj
dnes v endemickych oblastiach. Tymito latkami st stiboglukonit sodny a meglumin

antimonat.”>

3.2.3.2.4 Antimalaricka a antiprotozoalna aktivita

Stadium antiplasmodidlnej aktivity je vel'mi délezité, pretoze jednym z ochoreni spdsobenych
tymto parazitom je malaria, ktord je zdvazné parazitarne ochorenie vyskytujice sa prevazne v
oblasti tropického pasma. Jedna sa o ochorenie sposobené prebiehajicimi fazami Zivotného
cyklu protozoi z rodu Plasmodium v hostujicom ¢loveku.”® Pocas poslednych rokov sa riziko
vzniku tohoto ochorenia zvysilo z dovodu zvySenia rezistencie parazitov vo¢i mnozstvu
antimalarickych lie¢iv, ako je napriklad chlorochin, pyrimetamin, sulfadoxin.””

Surovy metanolovy extrakt, ale aj Cisté latky izolované z G.v., ako je napriklad
geissolosimin, geissospermin, geissoschizolin, geissoschizon a vellosiminol dokéazu in vitro
poOsobit’ inhibi¢ne voci bunkam chlorochin senzitivneho kmenia (D10) rodu Plasmodium
falciparum.57 Studie preukazali in vitro inhibiénu aktivitu metanolového extraktu s hodnotou
[Cs0= 2,22 pg/ml. Spomedzi vSetkych alkaloidov sa najvdcSou antiplasmodialnou aktivitou
vyznacuje geissolosimin (ICso= 0.66 uM), zatial’ o aktivita ostatnych zli€enin je nizSia alebo
rovnaka. Vellosiminol sa spomedzi tychto alkaloidov povazuje za neaktivny s hodnotou ICso=
157 uM.>7 Dva alkaloidy, geissoschizolin a flavopereirin, pdsobia aj vo¢i dals§im dvom
kmeniom rodu Plasmodium falciparum, chlorochin rezistentnému (K1) a chlorochin
senzitivnemu (T9-96). Geissoschizolin preukazuje nizku selektivitu a flavopereirin sa
vyznacuje vysokou selektivitou aaj aktivitou k chlorochin senzitivnemu kmenu (T9-96)
ICso= 1,83 uM.37 Tieto &isté zluceniny boli testované proti chlorochin senzitivhemu kmefiu
rodu Plasmodium falciparum in vitro apreukdzali znacnu antimalarickt aktivitu, ale je

potrebné preukazat’ in vivo antimalaricka aktivitu.”’
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Dalsim ochorenim, voéi ktorému je G.v. aktivne, je parazitarne ochorenie leishmaniéza,
ktoré je spOsobené prvokmi rodu Leishmania avyskytuje sa najmd v rozvojovych
a chudobnych krajinich, v ktorych ma smrtelné nasledky a spdsobuje Casté epidémie.”
Pdsobenim voci leischmanioze sa vyznacuje B-karbolinovy alkaloid, flavopereirin, u ktorého
bola zistend vysoka aktivita voci promastigotnej forme Leishmania amazonensis s hodnotou
ICso= 0,23 uM. Flavopereirin bol viacej selektivny nez v terapii bezne pouzivany

amfotericin B.37

3.2.4 Antinociceptivne, antiflogistické a antiamnestické posobenie

Bolest azapal s0 najcastejSimi  symptomami, ktoré sa vyskytuji v medicine.
Antinociceptivnym pdsobenim rozumieme poOsobenie, ktoré zabratiuje vzniku a prenosu
signalu bolesti.

Viacero testov preukazuje, ze extrakt aj frakcia z G.v. vykazuje antinociceptivne a
protizapalové pdsobenie, ktoré je vel'mi podobné pdsobeniu indometacinu, avSak tato aktivita
nesavisi s pdsobenim na opioidny systém, ale pdsobi prevazne na periférii. %-%7 Na periférii sa
viaze najmd s ACh, hlavnym neurotransmiterom bludivého nervu. Mechanizmy, ktoré st
pripisované tomuto antinociceptivnemu a antiflogistickému posobeniu by mohli stvisiet
s anticholinesterdzovou aktivitou, ktord by zosilnila protizapalové tc¢inky cholinérgnej drahy.
U tejto frakcie je pritomna vysSia selektivita k BuChE, ktora by mohla zvysit' kognitivne
funkcie a ovplyvnit’ neurologicky zéapal, ¢im by bola vhodna aj pre vyuzZitie v liecbe AD.?

Samotnym antinociceptivnym pdsobenim sa vyznacuje najmé Cisty izolovany alkaloid
12-methoxy-1-methyl-aspidospermin.®’” Toto pdsobenie je sposobené prostrednictvom
interacie so serotoninovymi receptormi typu 5-HTIA 8

Antiamnestické posobenie frakcie G.v. bolo testované na mysSiach, u ktorych bol
skopolaminom vyvolany pamétovy deficit. U mysi sa sledovalo ich spravanie a hl'adanie ciest
v uzavretom priestore. Anivysoké davky G.v. extraktunevyvolali znané periférne ¢i centralne
cholinérgne neZiaduce ucinky a mysi, ktorym bol podany G.v. mali ovela viac zlepSenu

priestorova pamit’.
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4. Experimentalna Cast’

4.1. Pouzity material

4.1.1. Rozpustadla

Aceton (Ac) (Penta a.s.)
Amoniak (NH3) (Penta a.s.)
Cyklohexan (cHex) (Penta a.s.)
Diethylamin (EtoNH) (Pentaa.s.)
Diethyléter (Et2O) (Penta a.s.)
Ethylacetat (EtOAc) (Penta a.s.)
Ethanol (EtOH) (Penta a.s.)
Chloroform (CHCIl3)(Penta a.s.)
n-Hexan (n-Hex) (Penta a.s.)
Methanol (MeOH) (Penta a.s.)
Toluén (To) (Penta a.s.)

4.1.2 Chemikalie

Kyselina chlorovodikova 5% ( HCI) (Penta a.s.)
Uhli¢itan sodny ( Na2CO3) (Penta a.s.)
Dusi¢nan bizmutity [Bi(NO3)3] (Penta a.s.)
Jodid draselny (KCIl) (Penta a.s.)

Kyselina vinna (C4H¢Og) (Penta a.s.)

4.1.3 Detekéné ¢inidla

Dragendorffovo ¢inidlo- zasobny roztok ¢inidla: vznikne zmieSanim roztoku A a roztoku B
v pomere 1:1. Roztok A je vzniknuty rozpustenim 1,7 g bazického Bi(NO3)3 a 20 g C4HeOs
v 80 ml vody. Roztok B je vzniknuty rozpustenim 16 g KClv 40 ml vody.

Dragendorffovo ¢inidlo- detekéné: vznika pridanim 10 g C4HeOs a 50 ml vody k5 ml

zasobného roztoku.

Mayerovo ¢inidlo vznika rozpustenim 5 g KIv 30 ml vodya pridanim 1,35 g HgCl za staleho

mieSania.
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Roztoky su skladované v chlade pri teplote 4 °C.

4.1.4 Mobilné fazy pre tenkovrstvovii a stipcovii chromatografiu
e Sl1:To: MeOH (0,1 % NH3)(5:0,1)
e S2:cHex:EtzNH(9:1)
e S3:To:Et2NH (95:5)
e S4:To : EtOAc:NH3(40:60:0,3)
e S5:n-Hex: Ac: MeOH : EtoNH (50:35:10: 10)
e S6:cHex: EtOAc: Et2NH (50 : 50 :5)
e S7:cHex: To: Et2NH (50: 50 : 10)
e S8:To: EtOAc:EtoNH (70 :20:10)
e S9:To : EtOAc:EtoNH (60 :30:10)
e S10: To : CHCI3 : EtOH : EtoNH (80: 80 : 30 : 10)

4.1.5 Adsorbenty pre tenkovrstvova chromatografiu

o Silikagel LS 5/40 UV254; pre preparativnu TLC

o Kieselgel 60 F254, Merck; hlinikova doska s rozmermi 20 x 20 ¢cm s 0,2 mm vrstvou

silikagélu

4.1.6 Pomocny material
e Kremelina

e Vata

4.1.7 Rastlinny material

Kora Geissospermum vellosii Alemdo zakipend od Amazon Herbs Surinam, dodana
10.10.2018. Dokladna vzorka je ulozena na katedre farmaceutickej botaniky pod kodom
AL- 674 E. Vzorka bola pre d’alSie skimanie vybratd na zdklade vysokej inhibi¢nej aktivity
voci AChE ICs0=15,19+ 0,96 uM a BuChE ICs50=0,37 £+ 0,049 pM.

4.2 Pristroje

e Vakuova odparka Biichi Rotavapor R- 114 (Biichi Labortechnik AG, Svajéiarsko) 45
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e Ultrazvukovy vodny kupel’ Sonorex Super 10P (Bandelin, Nemecko)

e Plynovy chromatograf s hmotnostnym detektorom Agilent Technologies 7890 A GC
5975 inert MSD (Agilent Technologies Santa Clara, USA)

e Polarimeter P3000 (A .Kriiss Optronic, Germany)

e NMR Varian Iniova 500 (Varian, USA)

4.3 Pouzité metody
4.3.1 Destilacia

Vsetky rozpustadla, ktoré boli pri praci pouzité, boli najprv preCistené¢ destilaciou. Tieto

rozpustadla boli nasledne uchovavané vo flasiach s tmavym sklom, chranené pred svetlom.

4.3.2 Odparovanie

Rozpustadla zo ziskanych frakcii boli odparované pomocou vakuovej odparky za zniZzené¢ho
tlaku vo vodnom kupeli pri teplote 40 °C. MenSie objemy, ktoré boli v ampulkéach, boli

odparené pomocou vodného ktipel’a pri teplote 60-80 °C za urychlenia pradom vzduchu.

4.3.3 SuSenie a skladovanie

SuSenie ziskanych frakcii prebiehalo vo vakuovom exsikatore nad silikagélom po dobu

minimalne 24 hodin a po vysuSeni boli uchovavané v chladnicke pri teplote do 8 °C.

4.3.4 Priprava liatych dosiek pre preparativnu tenkovrstvova
chromatografiu

Pre preparativnu TLC boli pouzivané sklenené dosky s rozmermi 150 x 150 mm, ktoré musia
byt’ pred kazdym pouzitim ocistené a odmastené chloroformom. Na tieto dosky bola naliata
rovnomerna vrstva suspenzie, ktora vznikla zmieSanim 6,5 g silikagélu a 20,5 m1 vody. Dosky

sa nasledne nechali uschnut’ po dobu minimalne 24 hodin.

4.3.5 Preparativna tenkovrstvova chromatografia

Alkaloidny extrakt bol rozpusteny v zmesi CHCI3 : EtOH (1 : 1) a v tenkej rovnomernej vrstve
bol naneseny na vopred pripravené sklenené dosky, pripadne hlinikové dosky. Po odpareni

rozpustadla boli dosky vyvijané v uzatvorenych komorach, nasytenych parami mobilnej fazy.
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Pre nasytenie komory mobilnou fazou, bolo potrebnych aspoit 20 mintit. Chromatogramy boli
detekované pod UV lampou pri vinovej dizke 254 nm a 366 nm. Jednotlivé zony na doskéch
boli oznacené preparativnou ihlou a nésledne vyskrabané. Pri pouziti viacerych dosiek boli
rovnaké zoény spojené dokopy. Ziskané zony boli zmieSané priblizne rovnakym dielom

kremeliny a v kolone boli eluované zmesou CHCls a EtOH.

4.3.5.1 Detekcia alkaloidov

Pre detekciu pritomnosti alkaloidov bolo pouzité Dragendorffovo ¢inidlo, ktorym bola
postrickand doska. Pri pritomnosti alkaloidov toto ¢inidlo reaguje za vzniku oranzového az

oranzovocerveného zafarbenia

4.3.6 Stipcova chromatografia

Kolona pre stipcovii chromatografiu bola pripravena naliatim suspenzie silikagélu v mobilnej
faze. Alkaloidny extrakt bol naneseny na kolénu v podobe rozteru. Extrakt bol rozpusteny

v potrebnom mnozstve CHCl3 a zmieSany s adsorbentom.

4.4 Izolacia alkaloidov

4.4.1 Priprava sumarneho alkaloidného extraktu

Dodana vysusena koéra o hmotnosti 43 kg bola rozomletd na kusy velkosti do 5 nm
a extrahovana 95% EtOH za varu po dobu 30 minit v pomere droga : rozpustadlo (1 : 4).
Nasledne bol extrakt sfiltrovany a odpareny pri znizenej teplote. Po tejto prvej extrakcii vzniklo
priblizne 5 kg primarneho extraktu, ktory sa vyznacoval tmavo hnedou farbou a viskéznou
konzistenciou.

Dalsim krokom extrakcie bolo ziskavanie terciarnych béazi. K primarmemu extraktu bolo
pridanych asi 500 ml 95% EtOH, v ktorom bol extrakt rozpusteny a nésledne bol prevedeny do
destila¢nej banky. Po pridani 1,5 1 vody a zahriati na 60 °C prebehlo oddestilovanie pritomného
EtOH. Ku zbytku po destilacii bolo za poriadneho premiesania pridanych asi 5 1 horucej
destilovanej vody (80 °C) a nasledne 5% HClv takom mnoZzstve, aby vysledné pH filtratu bolo
1,3-1,5. Vysledny roztok bol doplneny destilovanou vodou asi na 15 1 a pocas noci sa nechal
sedimentovat’. Po sedimentacii bol roztok opatrne dekantovany a bol prefiltrovany cez
neutralnu kremelinu. Zbytok bol premyty malym mnoZzstvom vody, pricom vo vysledku bolo

ziskanych asi 17,5 | primarneho extraktu.
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Nasledne bolo prevedené vytrepavanie alkaloidov, ktorému predchadzalo zriedenie
filtratu destilovanou vodou v pomere 1 : 1. Kazdy liter tohoto roztoku bol zalkalizovany 200
ml 10% Na2COs3 v Erlenmayerovej banke. Do banky bolo pridanych 500 ml CHCIl3, v ktorej
bolo prevedené prvé trepanie. Roztok bol nakoniec prefiltrovany do trepacky cez vliselin.
Vytrepavanie terciarnych bazi bolo prevedené celkom 5x a chloroformovy vytrepok bol
odpareny. Vyslednd hmotnost’ vytrepku tercidrnych béazi zo 43 kg drogy bola 1530 g tmavo
hnedého velmi viskdzneho odparku Takto ziskané terciarne badze boli nasledne Cistené
vytrepavanim CHCls a Et2O. Odparok tercidrych bazi bol rozpusteny v CHCl3 a bol rozdeleny
do 6 baniek po 255 g. Kazda banka s 255 g odparku bola zahriata na vodnom kupeli pri 70 °C
az do stekutenia, po ktorom bolo pridanych 200 ml 5% HCI. Po d6kladnom premiesani bolo
pridanych 300 ml vody a opdtovne dokladne premieSané. Zo vzniknutej suspenzie bol po
vychladnuti kysly hnedy roztok, ktory bol =zliaty a predchadzajici postup bol znovu
zopakovany, ale na konci bola naviac prevedena sonikacia po dobu asi 5 minut. Vsetky
nerozpustené zbytky z jednotlivych baniek boli nakoniec spojené a bolo pridanych 500 ml 5%
HCI. Zmes bola dokladne pretrepand so 600 ml vody, zahriata na 70 °C, sonikovana a vodna
vrstva bola opét’ zliata. Spojené kyslé roztoky alkaloidov boli zriedené vodou a po vychladnuti
bol tento roztok prefiltrovany. Celkovo bolo ziskanych 12,5 1 hnedého, kyslého roztoku
alkaloidov.

Ziskané mnozstvo roztoku bolo po 1 litri vytrepavané v deliacom lieviku. K 1 I roztoku
bolo pridanych 230 ml 10% Na>COs3, 600 m1 Et20 a potom uZ len 4x 300 ml Et2O. Eterova
vrstva sa dobre oddel’ovala a pritom bola vylu¢ovana hnedosed4 zrazenina. Eterové vrstvy boli
zliate a rozpustadlo oddestilované za vzniku svetlo zltého, medovitého, vel'mi viskdzneho
odparku. Z primarneho alkaloidného éterového vytrepku o hmotnosti 1230 g sme ziskali 50,4 g.
Zbytky vodného roztoku reagovali vel'mi silno na pritomnost’ alkaloidov za pozitia Mayerovho
¢inidla. Tento vodny roztok bol 1 x vytrepany 500 ml CHCl3 a 5 x 350 ml CHCl3. Jednotlivé
chloroformové vytrepky boli spojené a odparené za vzniku Sedo-hnedého nafuknutého
odparku. Tymto dalSim vytrepanim bolo v kone¢nom dosledku z 1230 g primarneho
alkaloidného chloroformového extraktu celkovo ziskanych 53,8 g bazického extraktu vo forme
tercidrnych bazi. Ziskané tercidrne baze boli ndsledne prevadzané na kvartérne baze vo forme
jodidov. Extrakt bol po vytrepani terciarnych bazi prefiltrovany cez vliselin (25 1). 1200 ml
tohto roztoku bolo opatrne zneutralizovaného pomocou HCI v 2 litrovej banke v pomere 2 : 1
az pokial’ roztok pocas mieSania nepeni (na pH 3), nasledne bolo po Castiach a za staleho
mieSania pridanych 19,5 g roztoku KI v 30 ml vody. Doslo k vyliceniu slabo bielej zrazeniny.

Vzniknuta suspenzia bola ponechana stat’ asi 15 minat za obCasného premiesania. Do banky
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bolo pridanych 300 ml CHCI3 a jej obsah bol pretrepany. Zrazenina sa nésledne rozpustila
a roztok vyciril. Vzniknutd tekutina bola vliata do trepacky cez vliselin a znovu bola dokladne
pretrepand. Vytrepanie chloroformom za tychto podmienok bolo prevedené celkom 3x.
Chloroformovy vytrepok bol odpareny a vodny zbytok sa d’alej neuchovaval. Celkovo bolo
ziskanych 75,6 g zItého, nafiknutého odparku kvartémych jodidov. VSetky extrakty boli

uskladnené v mraznicke a d’alej sa pracovalo iba s éterovym alkaloidnym extraktom.

4.4.2 Stipcova chromatografia

Ziskany éterovy vytrepok bol podrobeny stipcovej chromatografii, vd’aka ktorej sme ziskali

jednotlivé frakcie. Z jednotlivych frakcii boli nasledne izolované cisté alkaloidy.

Hmotnost’ odparku 50,4 g

Adsorbent na rozter 200 g

Adsorbent A1O3 2,05 kg

Deliaca vrstva v stipci 7,2:50 cm

Mrtvy objem 1600 ml

Objem frakcie 250 ml

Doba toku 20 min
S7:cHex : To : Et2NH 50:50: 10
S8: To : EtOAc: Etz2NH 70: 20 : 10

Kontrolny TLC Silica gél 60 F254 S9: To : EtOAc: ENH 60 : 30 : 10
S10: To : CHCIls : EtOH : Et2NH 80: 80 : 30 : 10

Tabulka 2 Podmienky stipcovej chromatografie

Z kolény boli po 15-20 minutovom odkapavani ziskavané jednotlivé frakcie. Celkovy pocet
ziskanych frakcii bol 272 aukazdej bola kontrolovana pritomnost’ alkaloidov pomocou
kontrolnych TLC. Frakcie s podobnym obsahom alkaloidov boli nasledne spojené. Takto
spojenych a ziskanych frakcii bolo 16, zktorych bola nasledne urobena sthrnnd TLC,
zobrazené¢ pod UV lampou a pritomnost’ alkaloidov bola detekovand Dragendorffovym

¢inidlom.
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Nazov frakcie

Cislo frakcie

Eluény systém

Hmotnost’ odparku

[g]

GV-1 13-18 CHCl3:Benzin 1 : 1 0,0793
19-27 CHClz3:Benzin 1 : 1
GV-2 0,0977
28-31 CHCIls3:Benzin 52 : 48
32-36 CHCIls3:Benzin 52 : 48
GV-3 1,3746
37-42 CHCIlz:Benzin 55 : 45
43-56 CHCIl3:Benzin 55 : 45
GV-4 5,1969
57-66 CHCI3:Benzin 60 : 40
67-72 CHCI3:Benzin 60 : 40
GV-5 0,7862
73-79 CHCIls3:Benzin 65 : 35
GV-6 80-87 CHCls3:Benzin 65 : 35 1,5764
88 CHCI3:Benzin 65 : 35
GV-7 8,2681
89-103 CHCls3:Benzin 70 : 30
GV-8 104-105 CHCIl3:Benzin 75 : 25 1,0337
106-119 CHCI3:Benzin 75 : 25
120-131 CHCl3:Benzin 80 : 20
132-149 CHCIl3:Benzin 85 : 15
GV-9 17,964
150-156 CHCl3:Benzin 90 : 10
157-171 CHCIlz::Benzin 95 : 5
172-182 CHCI13 100
GV-10 183-188 CHCl3: EtOH 99 : 1 1,2305
GV-11 189-199 CHCl3: EtOH 99 : 1 3,0227
200-214 CHCl3: EtOH99 : 1
GV-12 2,2376
215-2017 CHCl3: EtOH97 : 3
GV-13 218-221 CHCIl3: EtOH95: 5 0,3827
GV-14 222-231 CHCl3 : EtOH 95 : 5 1,3326
232-233 CHCl:: EtOH95: 5
GV-15 234-250 CHCIl3: EtOHO9 : 1 2,8556
251-256 CHCl3: EtOH 85: 15
257-264 CHCIl3: EtOH 80 : 20
GV-16 0,536
257-272 CHCI3: EtOH 50 : 50
Celkom 47,9746

Tabul’ka 3 Alkaloidné frakcie ziskané zo stipcovej chromatografie
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Obrazok 9 Sithrnné TLC pod UV lampou

Frakcia GV-4 vzniknutd spojenim frakcie ¢islo 43-66.

Obrazok 10 Sihrnné TLC detekované Dragendorffovym ¢inidlom

4.4.3 Spracovanie frakcie GV-4

Frakcia GV-4 o hmotnosti 5,2 g bola nésledne rozpustena v chloroforme a nanesend na liate
dosky. Dosky boli vyvijané v komorach nasytenych mobilnou fazou S6. Pomocou preparativnej
TLC bola tato frakcia eSte d’alej separovana a zény s rovnakym Rf boli z jednotlivych dosiek
vySkrabané, spojené a ndsledne eluované. Elucia prebehla pridanim kremeliny k ziskanej
podfrakcii v pomere 1:1 a naslednym premytim zmesou ethanol a chloroform (1 : 1) cez vatu.

Z frakcie GV-4 bolo ziskanych 5 podfrakcii GV-4-a aZ GV-4-e.
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4.4.3.1 Separacia alkaloidov z podfrakcie GV-4-B

Podfrakcia GV-4-B bola néasledne spracovana pomocou preparativnej TLC liatymi doskami,
ktoré boli 2x vyvijané v komore nasytenej sistavou S2. Po vyvinuti boli dosky vysuSené
a zobrazené pod UV lampou, kde boli vyznacené a zoskrabané jednotlivé zény alkaloidov.
Zony s rovnakym Rfboli nasledne spojené a eluované. Tato podfrakciabola dalej rozdelena na
podfrakcie GV-4-B-1 az GV-4-B-8. Pre ziskanie Ccistej latky bola spracovand podfrakcia
GV-4- B-2, u ktorej bola prevedena preparativna TLC, vyvijana v nasytenej komore vo faze
S1. Nasledne bola vykonand separicia na zoény, elicia apo odpareni rozpustadla
a rekrystalizacii bola ziskana latka v Cistej podobe, GV-4-B-2-D, o hmotnosti 20 mg, u ktorej
bola nasledne vykonand Struktirna analyza a testy biologickej aktivity. Bola ziskana latka vo

forme bielych krystalov.

4.5 Testovanie inhibi¢nej aktivity GV-4-B-2-D  vodi
cholinesterazam

4.5.1 Chemikalie

e Acetyltiocholin jodid p.a. (ATChI) (Sigma-Aldrich, Praha)

e Butyryltiocholin jodid p.a. (BuTChI) (Sigma-Aldrich, Praha)

e Dihydrogenfosforecnan draselny bezvody p.a. (KH2PO4) (Lach-Ner, Neratovice)

e Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat p.a. (NaH2PO4. 2H0) (Ing.Svec- Penta, Praha)
e 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoova kyselina > 98% (DTNB) (Sigma-Aldrich, Praha)

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

e Hydrogenfosfore¢nan disodny bezvody p.a. (NaH2PO4) (Ing. Svec- Penta, Praha)

e Chlorid sodny p.a. (NaCl) (Lachema, Brno)

e 100mM fosfatovy pufor pH 7,4

e Rekombinantna AChE (Univerzita Hradec Kralové)

e Rekombinantnd BuChE (Univerzita Hradec Kralové)

4.5.2 Cinidla

Roztok 5 mM DTNB: bol pripraveny rozpustenim DTNB v 100 mM fosfatovom pufri pH 7,4
za vzniku 5 mM roztoku DTNB. Vzniknuty roztok bol slabo nazltnuty.
Roztok 10 mM ATCAhI: bol pripraveny rozpustenim pozadovaného mnoZzstva latky vo vode, za

vzniku roztoku o koncentracii 10 mM. Vzniknuty roztok bol Ciry.
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Roztok 10 mM BuTChlI: bol pripraveny rozpustenim pozadovaného mnozstva latky vo vode,
za vzniku roztoku o koncentracii 10 mM. Vzniknuty roztok bol Ciry.

Vsetky pripravené Cinidla boli uchovavané maximalne tyzden v chladnicke pri teplote 4 °C.

4.5.3 Pristroje

e Reader Synergy TM HT Multi-Detection Microplate Reader (BioTek, USA)

4.5.4 Podmienky merania

Meranie bolo prevedené pri teplote 37 °C v prostredi fosfatového pufru pH 74.

Spektrofotometrické stanovenie farebnych produktov bolo prevedené pri vinovej dizke 412 nm.

4.5.5 Pouzité rekombinantné enzymy

Enzymy boli pripravované rekombinantnou technolégiou na Katedre chémie, Prirodovedecke;j
fakulty, Univerzity Hradec Kralové. Pre ich pripravu bolo pouzité médium obsahujiuce enzymy,
ktoré¢ bolo vc€as potreby nariedené¢ 100mM fosfatovym pufrom pH 7,4 tak, aby hodnota
absorbancie bola pre AChE 0,08 - 0,15 a pre BuChE 0,15 - 0,20. Pouzity fosfatovy pufor bol
pripraveny zmieSanim 57 ml roztoku A, 243 ml roztoku B a 300 ml vody. Zasobny roztok A je
200mM roztok NaH2POg4 (1 liter roztoku obsahuje 24,0 g NaH2PO4). Zasobny roztok B je
200mM roztok NaH2POgs (1 liter roztoku obsahuje 28,4 g NaH2PO4). Médium bolo
napipetované podl'a potreby do Eppendorfovych skumaviek, zamrazené a uchované

v mrazni¢ke pri teplote pri -22 °C do doby pouzitia.

4.5.6 Stanovenie cholinesterazovej inhibi¢nej aktivity izolovanych alkaloidov
Pre stanovenie hodnoty ICso bola pouzitd Ellmanova spektrofotometricka metoda s pouzitim
DTNB. Pocas stanovenia bol sledovany narast absorbancie za 1 minatu. Hodnoty ICs0 sa
vypocitaju zo ziskanych hodnét poklesu aktivity AChE alebo BuChE metédou nelinearne;j
regresie v programe GraphPaD Prism ( verzia pre Windows, vyrobca GraphPaD Software, San
Diego, CA, USA). Vysledky byvajii porovnavané s hodnotami ICso znamych inhibitorov
cholinesteraz- galantaminom a berberinom.

Percentd inhibicie (% I)boli vypocitané podl'a vzorca:

AABL)

%l=1 —(1 X
%o 00 00 AASA

% I- percento inhibicie
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AABL- pokles absorbancie slepého vzorku pocas 1 mintty

AASA - absorbancia testovaného vzorku pocas 1 minuty

Stanovenie aktivity enzymov bolo prevedené tak, ze do 6 jamiek mikrotitracnej dosticky
bolo napipetovanych 8,3 ul média a pridanych 283 pl 5SmM DTNB a 8,3 pl DMSO. Nésledne
doSlo k premiesaniu po dobu 1 minlity na mikrotrepacke a nésledne bola zmes 5 minut
inkubovana v komore pristroja pri teplote 37 °C. Po inkubacii bolo pridanych 33,3 ul roztoku
substratu a bola premerana absorbancia.

Pre stanovenie inhibicnej aktivity skusanych latok bolo do 6 jamiek mikrotiracnej
dosticky napipetovanych 8,3 pl média a pridanych 283 ul 5mM DTNB a 8,3 pl skusanej latky
o prislusnej koncentracii. Do poslednej rady mikrotitracnej dosticky bolo napipetované DMSO,
ktoré sluzilo ako slepa vzorka. Najprv bolo prevedené screeningové meranie vsetkych latok pri
koncentracii 4 mM. Latky, ktoré vykazovali pri tejto koncentracii inhibicny potencial vyssi nez
50 %, bola stanovend ICso. Ziskané inhibi¢né aktivity ICso huménnej AChE a ICso humannej
BuChE pre jednotlivé latky st porovnavané s inhibicnymi aktivitami referen¢nych latok —

galantaminom a berberinom.

4.6 Testovanie inhibi¢nej aktivity ziskanych alkaloidov voci
GSK- 3p

V ramci programu Erasmus+ som sa spolupodiel’ala na testovani inhibi¢nej aktivity doposial’
izolovanych dCistych alkaloidov GV-1-a, GV-8-3-B a GV-9-c vo¢i GSK-3p a tiez na merani
priechodnosti nasich latok cez HEB. Meranie bolo prevedené na pode University of Bologna,

Department for Life Quality Studies, Rimini Campus pod vedenim prof. Vincenzy Andrisano.

4.6.1 Chemikalie
e Dimethylsulfoxid p.a. (DMSO) (Sigma-Aldrich)
e Adenozin 5-trifosfat (ATP) (Sigma-Aldrich)
e GSM substrat (Merck Millipore, Darmstadt, Nemecko)
¢ Humanna rekombinantnd GSK-33 (Merck Millipore, Darmstadt, Nemecko)
e SB 415286 (Sigma-Aldrich)
e suprava ¢inidiel Kinase-Glo Kit (Promega Biotech Iberica, S.L., Madrid, Spanielsko)

e Pufor pH 7,4 zlozeny z :
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15 mM Octan hore¢naty (Sigma-Aldrich)

1 mM Kyselina etyléndiamintetraoctova (EDTA) (Sigma-Aldrich)

1 mM Tetrasodna sol' etylén glykol-bis(-aminoetyléter)-N,N,N',N’-tetraoctovej kyseliny
(EGTA) (Sigma-Aldrich)

50 mM 2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]etansulfonova kyselina (HEPES) (Sigma-
Aldrich)

4.6.2 Pristroje

e Multireader Victor X3

4.6.3 Stanovenie inhibi¢nej aktivity vo¢i GSK-3f

Stanovenie bolo prevedené podla luminiscenénej metody Baki et al., vyuzivajucej stipravu
¢inidiel Kinase-Glo systém. 1 mg kazdej testovanej latky bol rozpusteny v 1 mL DMSO a bol
zriedeny pomocou DMSO na koncentraciu 1 mM a nasledne bol zriedeny pufrom pre GSK pH
7,4 na pozadovanu koncentraciu. Pre stanovenie boli pouzivané biele 96 jamkové dosticky.
Do kazdej jamky bolo napipetovanych 10 pl testovanej latky, 10 ul ATP, 10 pl 100uM
substratu GSM, 10 pl enzymu GSK-3B. Pre pozitivhu a negativnhu kontrolu bol namiesto
testovanej latky pouzity pufor alebo pozitivny Standard SB 415286. Dosticka bola inkubovana
pri podmienkach 30 minat a 30°C. Priebeh enzymatickej reakcie bol zastaveny pridanim 40 pl
Kinase-Glo. Po desiatich minutach bola zmerana luminiscencia. Vysledna aktivita bola imerna
rozdielu celkovej a spotrebovanej ATP. Vyslednd inhibi¢na aktivita bola vypocitana na zaklade
maximalnej aktivity zmeranej za nepritomnosti inhibitoru a maximalna inhibicia bola zmerana
v pritomnosti referen¢nej latky. Hodnota ICs0 bola vypoéitana za vyuzitia programu GraphPad

Prism. Ziskané hodnoty inhibi¢nej aktivity skuSanych latok boli porovnané s ICso Standardu SB-
415286 (IC50=70,00 nM).
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4.7 Testovanie permeability hematoencefalickej bariéry pre
izolované alkaloidy

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

e Referencné zluceniny: atenolol, norfloxacin, kofein, imipramin a testosteron
e Pufor PBS (Phosphate Buffered Saline) pH 7.4
e PBL (Porcine pollar brain lipid) v dodekane 20 mg/ml

4.7.2 Pristroje
e Spektrofotometer JAS.CO V-630 BIO

4.7.3 Testovanie priechodnosti cez hematoencefalicku bariéru

Pred testovanim priechodnosti naSich latok, bolo 3x prevedené testovanie referencnych
zli¢enin. 1 mg kazdej referencnej zIuc¢eniny bol rozpusteny v 250 pl DMSO a zriedeny v PBS
pH 7,4 na pozadovanu koncentraciu 500 uM. Pred plnenim dosti¢iek boli zmerané ich spektra
UV spektrofotometrom. Pre samotné testovanie boli pouZivané dve 96 jamkové dosticky.
Vrchnd, donorové dosicka obsahovala mikrofilter a na jej povrch boli napipetované 4 ul PBL
v dodekane. Po naneseni lipidovej vrstvy bola dosticka 5 minut inkubovana pri teplote 70 °C
a nasledne 5 minut pri izbovej teplote. Takto pripravena dosticka bola nasledne zasunuta do
spodnej, akceptorovej dosticky, plnenej len 200 ul PBS s obsahom 5 % DMSO a bola naplnena
200 pl referen¢ne;j latky. Pre kazdutestovant aj referencnu latku boli zoskupené 3 jamky. Takto
pripraveny systém bol inkubovany 18 hodin pri 37 °C za konstantného mieSania 50 rpm. Po
inkubacii boli dosticky oddelené a boli zmerané UV spektra.

Experimentalne ziskané data kazdého standardu, boli vypoc¢itané podla nasledovného vzorca:

Pe

_ VD.VR n [ 100.VD ]
(VD+VR)S. t 100.VD —%T (VD +VR)

A, - v
%T = 100 x ——=

po " Up
Vb a Vr- objemy donorovych a akceptorovych roztokov v kazdej jamke (0,20 cm?)
S- plocha povrchu lipidovej membrany ( 0,266 cm?)
t- Cas inkubacie vyjadreny v sekundach

ARr- absorbancia v akceptorovej Casti po ekxperimente
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Apo- pociato¢na absorbancia v donorove;j Casti

% T- percentudlna transmitancia

Prislusnym vzorcom bola vypocitana ziskana permeabilita. Experimentalne ziskané data
boli porovnané s datami ziskanymi z literatary a bola vytvorena korela¢né krivka, z ktorej bolo
vypocitané rozmedzie pre priechodnost’ testovanych nepoznanych latok. Nasledne bol postup

opakovany v presnom poradi aj s testovanymi latkami.

4.8 Struktirna analyza

4.8.1 NMR analyza
'H-NMR a '3C-NMR spektra boli merané doc.PharmDr.Jitim KuneSom PhD., na pristroji

Varian Iniova 500. Pri merani 'H sprektra bola pouzita inverzna 5mm ID PGF sonda pri
pracovnej frekvencii 499,9 MHz. Pre meranie '3C spektra bola pouzitd 5mm SW
Sirokopasmova sonda pri pracovnej frekvencii 125,7 MHz. Meranie bolo prevedené pri teplote

25 °C v deuterochloroforme.

4.8.2 GC-MS analyza
Analyza GV-4-B-2-D bola prevedend pomocou plynového chromatografu Agilent 7890A GC

5975 s hmotnostnym detektorom pri elektronovej ionizacii 70 eV a pri teplotnom cykle 100 -
180 °C (7 minut), 180 °C (1 minuta) a 180 -300 °C (24 minut). Bola pouzita kolona Hp-5 MS
(30 m x 0,25 mm x 0,25 pm, Agilent Technologies, USA). Ako nosny plyn bolo pouzité hélium
s prietokovou rychlostou 1 ml/min. Nastrek vzorku bol prevedeny pri teplote 180 °C a objem
bol 1 pl metanolického roztoku (zriedeny 1 : 10). Identifikacia alkaloidov bola prevedena
porovnanim ich spektier so spektrami dostupnymi v komercnej kniznici NIST 11 (National
Institute of Standards and Technology Library USA), s datami dostupnymi v odbornej literature

a so Standardami l4tok, ktoré uz boli izolované na nasom pracovisku.

4.8.3 Opticka otacavost’

Opticka otaCavost’ bola zistena polarimetrom P3000 pri teplote 27 °C, v prostredi chloroformu.
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5. Vysledky

5.1 GV-4-B-2-D — Anhydropereirin

5.1.1 Ur¢enie Struktiry anhydropereirinu ( GV-4-B-2-D)
Vzorec: Ci9H24N2
Molekulova hmotnost’: 280,42

Obrazok 11 Struktirny vzorec Anhydropereirinu

5.1.2 NMR analyza

THNMR (500MHz, CDCl3) 8: 7.06 (1H, d, overlap, J = 7.5 Hz), 7.05 (1H, td, overlap,
J=17.5Hz, J=1.0Hz), 6.77 (1H, td, J=7.5Hz, J=1.0Hz), 6.58 (1H, dd, J=7.5Hz,
J=1.0Hz), 5.15 (1H, s), 4.93 (1H, s), 4.13 (1H, s), 3.26-3.15 (2H, m), 2.97 (1H, ddd, J =
11.8 Hz, J="7.8 Hz, J = 1.5 Hz), 2.85 (1H, dd,J = 11.8 Hz, J = 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).

I3C NMR (125MHz, CDCl3) 8: 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

5.1.3 GC-MS analyza
EI-MS (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).

5.1.4 Opticka otacavost’
[@]27p=(-) 36 ° (c= 0,1 g/100ml, CHCl3)
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5.2. Inhibi¢na aktivita vo¢i AChE, BuChE, GSK-3f a prestupnost’

cez hematoencefalicku bariéru

Okrem anhydropereirinu boli vykonané testy aj u ostatnych vybranych latok izolovanych z G.v.

Latka Enzym
AChE BuChE GSK-3p
GSK-3p
(% inhibicia) (% inhibicia) | (% inhibicia)
(ICso pM)
(100 uM) (100 uM) (50 uM)
GV-4-B-2-D
0 44,30 £ 2,75 - -
(Anhydropereirin)
GV-1-a
- - 87,81 +£ 11,03 -
(Quebrachamin)
GV-8-3-B
- - 100,00 7,18 £1,12
(Vellosimin)
GV-9-c
. . - - 82,66 + 6,04 -
(Geissoschizolin)
Standard Enzym
AChE BuChE GSK-3p GSK-3p
(ICso pM) (ICso uM) | (% inhibicia) (ICso uM)
42,301 +
Galanthamin! 1,710 + 0,065 - -
0,065
30,721 +
Berberin! 0,705 + 0,104 - -
3,492
SB- 415 2862 - - - 70 nM

Tabulka 4 Vysledky merania inhibi¢nej aktivity

!Galanthamin a Berberin- $tandardy pre AChE a BuChE

2 SB- 415 286- standard pre GSK-3
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Klasifikacia PAMPA
. Pe z literatury Exp. Pe
Standard prestupnosti BBB
(10 -°cm.s™h) (10 -°cm.s™h)
podDP’a literatiary prestupnost’
Atenolol CNS- 0,8 - CNS-
Norfloxacin CNS- 0,1 0,066571059 CNS-
Kofein CNS+ 1,3 0,272926022 CNS+
Imipramin CNS+ 13 1,586830819 CNS+
Testosteron CNS+ 17 2,127969492 CNS+
Latka
GV-1-a (50 pM) - - 1,100466 CNS+
GV-8-3-B (50 uM) - - 0,531871 CNS=+
GV-9-c (50 uM) - - 0,66023 CNS+
Tabul’ka 5 Vysledky stanovenia priechodnosti cez HEB
Korelacna krivka standardov PAMPA BBB
2,5

2,124#969492

1,586830819

N

=
(6]

o
U

,272926022
0 0,066571059 : : : : : : : ‘

Experimentalna Pe (106 cm.s?)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Pe (10 ¢ cm.s1) z literatury y=0,1188x +0,0806
R? =0,9986

Obrazok 12 Korela¢na krivka pre porovnanie udajov ziskanych experimentilne a z literatiry
Tato krivka preukazuje, Ze experimentalne ziskané hodnoty Standardov zl'ava (norfloxacin,
kofein, imipramin, testosteron) su porovnatelné s hodnotami z literatiry (R*> = 0,9986). Po
dosadeni ¢isla x= 2 a 4 do rovnice ziskanej z tejto krivky, bol ziskany rozsah (0,316 <y> 0,552)
priechodnosti cez HEB.
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6. Diskusia a zaver

Aj napriek tomu, ze strom Geissospermum vellosii Alemao patriaci do ¢el'ade Apocynaceae je
len z Casti preskimany, obsah alkaloidov v iom obsiahnutych je vysoky a mnohé Studie
poukazuju na jeho zna¢nu cytotoxickl, anticholinesterazovii a antiprotozoalnu biologicku
aktivitu.

Stcastou experimentalnej Casti mojej diplomovej prace bolo spracovat koru
Geissospermum vellosii Alemdo a cielom bolo nasledne z jeho alkaloidného extraktu a jeho
éterového vytrepku vyizolovat alkaloid v Gistej podobe. Extrakt bol pomocou stipcovej
chromatografie rozdeleny na jednotlivé frakcie, ktoré boli eSte d’alej delené pomocou
preparativne] TLC. Alkaloid v Cistej podobe bol pomocou Strukturnej analyzy za vyuZitia
metod NMR, GC-MS analyzy a optickej otacavosti identifikovany ako indolovy alkaloid
anhydropereirin. Konkrétne mézeme anhydropereirin zaradit’ do skupiny monoterpenoidnych
indolovych alkaloidov s akuamicinovym skeletom.

Anhydropereirin bol podrobeny testom na biologickil aktivitu voc¢i cholinesterazam,
AChE a BuChE. Vo¢i AChE anhydropereirin nepreukazal ziadnu inhibi¢nt aktivitu a voci
BuChE bola percentudlna inhibicia % 1 = 44,30 = 2,75 %, co nepredstavuje vel'mi vysoku
aktivitu.

Dalsie izolované alkaloidy GV-1-a, GV-8-3-B, GV-9-c boli otestované na inhibicnu
aktivitu vo¢i GSK-3B abola otestovana ich priechodnost cez HEB. Nakol'ko vysledky
ostatnych inhibi¢nych aktivit tychto latok neboli sicast'ou tejto diplomovej prace, zaoberame
sa prave iba ich aktivitou vo¢i GSK-3p a priechodnostou cez HEB. Vsetky tieto latky
vykazovali vysoké percento inhibicie vo¢i GSK-3f aZ nad 80% a u najlepSej z nich, GV-8-3-B
(% inhibicia = 100,00 %), bola zmerana ICso s vysledkom 7,18 + 1,12 uM, ktora signalizuje
vysokll inhibi¢nt aktivitu. Referen¢nou zluceninou pre porovnanie inhibicie GSK-3p bol
pouzity Standard SB- 415 286 s ICso =70 nM. Pre testovanie priechodnosti cez HEB boli ako
referenéné zlu¢eniny pouzité atenolol a norfloxacin, ktoré cez HEB neprechadzaju. Dalim
pouzitym Standardom bol kofein, ktory bol na rozmedzi prechodnosti a imipramin
s testosteronom, ktoré HEB prestupuju. Vsetky tri alkaloidy ukazali miernu permeabilitu cez
HEB pricom hodnotau GV-1-a sa javi ako najlepsia. Vysledky tohto testu boli porovnané aj s
vypocitanymi hodnotami logBB danych latok, z ktorych sme vedeli pred stanovenim
priepustnosti predvidat’, ze tieto latky neprestupuji membranou vel'mi 'ahko, nakolko ich
logBB je mens$i ako 0,3, ale zarovenn vacsi ako -1. Znamena to, Ze je pritomna mierna

prestupnost’ cez HEB.
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Zo ziskanych vysledkov vyplyva, Ze percentudlna inhibicia cistého izolovaného
alkaloidu, anhydropereirinu, bola vyznamna iba vo¢i BuChE. Nakol'ko jeho percentudlna
inhibicia nie je prili§ vyrazna (44,30 = 2,75 %) a jeho hodnota neprevysuje 50 %, zmeranie
ICs0voc¢i AChE a BuChE nie je v buducnosti planované. U ostatnych izolovanych zla¢enin by
v buducnosti mohla byt zmerana ich 1Cso vo¢i GSK-3p z dovodu ich vysokej percentualnej
inhibicie (GV-l1-a= 87,81 + 11,03 %, GV-9-c= 82,66 £ 6,04 %), pretoze u GV-8-3-B
s najvys$im % inhibicie sa preukdzala vel'mi vysoka inhibi¢na aktivita. Dané latky by mohli
byt potencialne vyuzité ako molekuly pre liecbu AD a v pripade anhydropereirinu by mohlo

ist’ o Strukturu pouzitel'nt pre pripravu viacej u¢innych derivatov.
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7. Abstrakt

Eliska Emrichova: Izolacia alkaloidov Geissospermum vellosii Alemao a Studium ich
biologickej aktivity I'V. Diplomova praca 2020. Univerzita Karlova, Farmaceutickd fakulta

v Hradci Kralové, Katedra farmakognézie

KTucové slova: Geissospermum vellosii, kora, alkaloidné extrakty, izolacia alkaloidov, GC/MS

analyza, biologicka aktivita, acetylcholinesterdza, butyrylcholinesteraza.

Hlavnym cielom tejto prace bolo izolovat' z extraktu z kdry Geissospermum vellosii
Alemao aspoil jeden alkaloid v Cistej forme. Cely proces zahfiial spracovanie kory, ziskanie
sumarneho a alkaloidného extraktu a naslednu stipcova chromatografiu. GV-4, jedna zo 16
ziskanych frakcii, bola rozdelena na d’alSich 5 podfrakcii. GV -4b podfrakcia bola vyuzita pre
izolaciu Cistych alkaloidov, spracovand preparativnou TLC a krystalizaciou Cistej latky.
Struktura Gistej latky bola stanovena pomocou NMR, GC-MS analyzy a optickej ota¢avosti.
Latka bola identifikovana ako anhydropereirin a bola podrobena testovaniu inhibi¢nej aktivity
vo¢i I'udskym cholinesterazam, AChE a BuChE.

U alkaloidov GV-1-a, GV-8-3-B, GV-9-c, ktoré boli izolovan¢ v rdmci d’alsSich prac na
extrakte, bola testovand ich inhibicnd aktivita vo¢i GSK-3f a permeabilita HEB s vyuzitim
testu PAMPA BBB. Tieto =zluceniny boli identifikované ako quebrachamin, zmes
diastereomérov- vellosimin a geissoschizolin. GSK-3fB inhibi¢na aktivita bola stanovena
vyuzitim in vitro luminiscen¢nej metddy podla Bakiho et al. (2007). Najlepsiu % inhibiciu
vykazovalo GV-8-3-B, u ktorého bola nasledne zmerana jeho ICs0=7.18+ 1.12 pM. Testovanie
permeability HEB voc¢i nasim latkam bolo prevedené pouzitim referenénych a testovanych
latok, u ktorych boli zmerané UV spektra pouZitim UV spektrofotometra. NajlepsSia prestupnost’
bola zistend u GV-1-a, ktory je spomedzi ostatnych schopny prestupovat HEB mierne dobre.

Testovanim inhibi¢nej aktivity anhydropereirinu vo¢i AChE a BuChE bola preukézana
vel'mi nizka aktivita voci tymto enzymom. U ostatnych alkaloidov bola preukdzana zaujimava
percentudlna inhibicia a inhibi¢né aktivita vo¢i GSK-3f a bolo preukazané, ze GV-1-a, GV-9-
¢ st schopné prestupovat’ HEB mierne a GV-8-3-B moze prestupovat’ HEB horSie alebo vel'mi

malo nez predchadzajuce zliceniny.
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8. Abstract

Eliska Emrichova: Isolation of alkaloids of the species Geissospermum vellosii Allemao and
study of their biological activity IV. Diploma thesis 2020. Charles University, faculty of

Pharmacy in Hradec Kralové, Department of Pharmacognosy.

Key words: Geissospermum vellosii, bark, alkaloidal extracts, isolation of alkaloids, GC/MS
analysis, biological aktivity, acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase.

The aim of this study was to isolate at least one pure alkaloid from the extract of
Geissospermum vellosii Alemao bark. The whole process involved bark processing, to obtain
summary and alkaloid extract and subsequent column chromatography. GV -4, one of the 16
obtained fractions, was separated into 5 subfractions. The GV -4b subfraction was used to isolate
pure alkaloids, processed by preparative thin layer chromatography and crystallization of pure
compound. The structure of pure compound was determined by using NMR, GC-MS analysis
and optical rotation. This compound was identified as anhydropereirine and was tested its
inhibitory activity against human cholinesterases, AChE and BuChE.

The alkaloids GV-1-a, GV-8-3-B, GV-9-c were isolated in the course of further work
on the extract. Their inhibitory activity against GSK -3 was tested as well as their possibility
to cross the blood-brain-barieer with PAMPA BBB assay. Those compounds were identified as
quebrachamine, mixture of diasteromeres- vellosimine and geissoschizolline. GSK-3
inhibitory activity was determined by using the in vitro luminescence method of Baki et al.
(2007). The best % of inhibition showed GV-8-3-B and was tested its 1Cso with result
ICs50=7.18 £ 1.12 uM. Testing the possibility of our compounds to cross BBB was provided
by using reference and tested compounds. The results were determined by recording of UV
spectra by UV spectrophotometer. The best permeability wasshown in GV-1-a, which can cross
the BBB slightly.

Inhibitory activity of anhydropereirine against AChE, BuChE was very low. Other
tested alkaloids showed interesting % of inhibition and inhibitory activity against GSK-3f3 and
showed, that GV-1-a, GV-9-c can cross the BBB slightly and GV-8-3-B can cross the BBB

less than previous compounds.
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