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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AChE acetylcholinesterasa

Apo-E IV apolipoprotein E-IV

APP amyloidni prekurzorovy protein
BuChE butyrylcholinesterasa

CNS centralni nervovy systém

COX-2 cyklooxygenasa typu Il

DMSO dimethylsulfoxid

DTNB 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina
GC plynova chromatografie

MAO monoaminooxidasa

MCI mirna kognitivni porucha

MS hmotnostni spektrometrie
NMDA N-methyl-D-aspartatova kyselina
NMR nukledrni magneticka rezonance
PDE-1 fosfodiesterasa typu |

TLC tenkovrstvd chromatografie
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1 UVOD

Diky moderni mediciné a jejim pokrokiim dochazi k tomu, Ze populace starne a lidé se dozivaji
mnohem déle. Pravé toto je jednim z ddvodU narlstu poctu onemocnéni, které se projevuji
zejména v pozdé&jsim véku. Demence patfi pravé meziné. V roce 2000 v CR trpélo demenci zhruba
90 tisic lidi a v roce 2015 se zvysil pocet dokonce na 156 tisic. Pocet lidi, ktefi trpi demenci, tak

neustale narasta. [1]

Pravé mezi nejcastéjSi druhy demence patfi Alzheimerova choroba. Jednda se
o neurodegenerativni progredujici onemocnéni, které postihuje predevsim starSi populaci.
Poprvé byla tato nemoc mozku popsana jiz ve 20. stoleti neuropatofyziologem Aloisem
Alzheimerem. V pocatecnich stadiich maji pacienti problémy s organizaci, u¢enim, postupné vsak

Vv

a jsou odkdazani na pomoc a péci ostatnich. [2—6]

Lécba Alzheimerovy choroby je pouze symptomaticka a spociva ve zpomaleni a oddaleni
zavaznéjsich stadii choroby. Je tedy potieba neustale hledat nova a nova léciva, ktera by mohla
nemoc vylécit. V soucasné dobé se vyuzivaji 2 skupiny latek, inhibitory N-methyl-p-aspartatovych
(NMDA) receptort a inhibitory cholinesteras. Mezi inhibitory NMDA receptord patfi memantin,
ktery snizuje influx vapenatych iontl do neuron(l a zabranuje tak apoptdze bunék v mozku. Do
druhé skupiny patfi galanthamin, donepezil a rivastigmin. Tyto latky funguji na principu inhibice
enzymu, ktery odbourdva acetylcholin. Dochazi tedy ke zvySeni hladin acetylcholinu v mozku.

[5, 7]

Celed Apocynaceae je vyznamna celed, do které fadime mimo okrasnych rostlin pravé také
mnoho druh( rostlin [éCivych, které se vyuZivaji v lidovém |éCitelstvi nebo v mediciné. Mezi
vyznamnou rostlinu, kterou se také zabyva tato diplomova prace, patfi Vinca minor L. Jedna se
o stalezelenou rostlinu z rodu Vinca, kterd pivodem pochazi z jizni Evropy. Hlavnimi obsahovymi
l[atkami v rostliné jsou indolové alkaloidy. Jejich hlavni uplatnéni je zejména v [é¢bé nadorovych

onemocnénich. Mezi nejvyznamnéjsi alkaloidy patfi vinkamin, vinkristin a vinblastin. [8, 9]
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V posledni dobé se vénuje pozornost pravé pfirodnim latkam, predevsim alkaloidiim a zkouma se

jejich biologicka aktivita, kterd by potencialné mohla byt vyuzita v |écbé Alzheimerovy choroby.
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2 CIL PRACE

Cilem mé diplomové prace bylo:

e vypracovani literdrni reSerSe o Vinca minor L. jako rostlinném druhu, jeho obsahovych
latek véetné biologické aktivity

e vybér vhodnych metod k izolaci alkaloid(

e izolace alkaloid(i z vybrané frakce alkaloidniho extraktu Vinca minor L.

e podil na identifikaci alkaloid(i a vyhodnoceni jejich aktivity

e zasazeni ziskanych vysledkl v kontextu soucasného vyzkumu a zhodnoceni jejich

potencialu pro vyuZiti ve farmakoterapii

13



3 TEORETICKA CAST

3.1 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je jedna znejcastéjSich druhl demence, kdy tvori kolem 70 %
zaznamenanych pripadd. Jedna se o progredujici a nevratné onemocnéni mozku, které postihuje

zejména starsi osoby. [2, 10]

Tato choroba nese jméno po némeckém neuropatofyziologovi Aloisi Alzheimerovi, ktery tuto

nemoc jako prvni popsal v roce 1906. [4]

Jde o onemocnéni mozku, kdy postupné dochazi k poruse paméti, uvazovani, chapani a mysleni.
Pro udrzeni kognitivniho zdravi je doporucovano pravidelné cvicit, mit dostatek kvalitniho spanku,
nekoufit, nepozZivat alkoholické napoje a pravidelné procvicovat pamét. Priimérné po 7-10 letech

od nastupu prvnich klinickych priznak( dochazi ke smrti. [3, 7, 11, 12]

3.1.1 Klinicky obraz

Prvotni pfiznaky demence jsou obtizné diagnostikovatelné. Onemocnéni se postupné Sifi
a projevy neustdle prohlubuji. V pozdéjsich stadiich jsou naruseny denni aktivity clovéka.
Postupné se zhorsuje pamét, dochazi ke sniZeni intelektu, prostorového vnimani a objevuji se

problémy s Fedi. Casto se vyskytuje také apatie, bloudéni a abulie. [5, 7, 13, 14]

Podle symptomU mlzZeme rozlisit poruchy kognitivni a nekognitivni. Mezi kognitivni poruchy pat¥i
pravé poruchy pameéti, uceni a Usudku. Tito lidé maji problémy také s planovanim, organizaci
a abstrakci. Co se tyka nekognitivnich poruch, patfi sem naptiklad poruchy pfijmu potravy

(bulimie, anorexie), agresivita, deprese nebo halucinace az dokonce i bludy. [3]

Existuji 3 stadia Alzheimerovy choroby. V pocate¢nim mirném stadiu pacient nepocituje Zadné
subjektivni potiZze, avsak v mozku se mohou uz nachazet patologické znamky tohoto onemocnéni.
Onemocnéni poté progreduje do tzv. mild cognitive impairment faze (MCI), mirné kognitivni
poruchy, kdy si poruchy kognice zacina vsimat okoli. Pfi MCI fazi maji lidé casto problémy

s paméti, ale jesté nedochazi k naruseni jejich dennich aktivit. Ve 3. fazi uz dochazi k naruseni
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¢innosti, které jsou potreba pfi béznych dennich aktivitach. V tomto zavaznéjsim stadiu nejsou
pacienti schopni se sami obléct, najist a mize dochazet k inkontinenci. Lidé jsou tak vétSinu ¢asu

na lUzku a jsou zcela odkazani na pomoc druhych. [2, 6, 7]

3.1.2 Patofyziologie

Uz 15 let pred zacatkem nastupu demence a projeveni prvnich priznak( dochazi k patologickym
zménam v mozku. Dlvody Alzheimerovy choroby byly zkoumany uz od 2. poloviny 20. stoleti.

[6, 15]

3.1.2.1 Genetické predispozice

Jako jednim z predispozicnich faktor(, které zvysuji riziko vyskytu Alzheimerovy choroby, patfi
apolipoprotein E-IV (Apo E-IV). Apo E-IV hraje vyznamnou roli v metabolismu B amyloidnich plaku.
Gen pro tento lipoprotein se nachazi na chromozomu ¢. 19. Toto onemocnéni se vSak nerozvine
u vSech, ktefi jsou nosici pravé genu Apo E-1V, ale zasadné zvysuje riziko ¢asného ndstupu tohoto

onemocnéni. [4, 16, 17]

Malé procento pripadl( je zaloZeno také na podkladé mutace jednoho z téchto tfi gena:
amyloidniho prekurzorového proteinu (APP), presenilinu 1 a presenilinu 2. U osob, které maji

mutaci téchto gend, je velmi pravdépodobny rozvoj Alzheimerovy choroby v pribéhu Zivota. [16]

3.1.2.2 Cholinergni systém

PFi tomto onemocnéni je jiz na zacatku porusen cholinergni systém. Dochazi k naruseni produkce
acetylcholinu v duasledku sniZeni aktivity cholinacetyltransferasy, enzymu, ktery je potfeba
k syntéze acetylcholin. V. mozku je koncentrace tohoto enzymu snizena az o témér 90 %.
Vysledkem je pak nedostatek medidtoru acetylcholinu na synapsich. Hlavni roli tvofi 2 enzymy:
acetylcholinesterasa (AChE) a butyrylcholinesterasa (BuChE). Pomoci obou téchto enzymU se
odbourava acetylcholin. Tyto enzymy se vyskytuji v 6 formach, které se déli do 2 tfid, do tridy
globularni a do tfidy asymetrické, v zavislosti na tom, zda maji nebo nemaji tzv. collagen-like tail.
Formy G1, G2 a Ga patfi meziglobuldrni. G4 je forma, ktera prevlada v CNS a zodpovida za degradaci
acetylcholinu na synapsich. G; forma se pfirozené vyskytuje v mozku v malém mnozZstvi. Pfi

Alzheimerové chorobé se postupné forma G1 AChE i BUChE zvySuje, G1 AChE je zvySena predevsim
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kolem B amyloidnich plak, zatimco G4 forma AChE se snizuje hlavné v amygdale a hipokampu.
Gi1 a G, formy AChE se snizuji v nucelus caudatus a putamen, v parietalni a frontalni klre jsou
hladiny nezménéné. Pocet nikotinovych receptorl u Alzheimerovy choroby muize byt snizen,

zatimco mnozZstvi muskarinovych receptori je zachovano. [10, 18-22]

3.1.2.3 Senilni plaky

Za normalnich podminek je APP v mozku Stépen a-sekretasou na velmi kratké rozpustné
fragmenty, které maji neuroprotektivni ucinek. U Alzheimerovy choroby vSak dochazi ke Stépeni
prekurzorového proteinu pomoci B- a y-sekretasy na daleko delsi Useky, které se shlukuji
a polymeruji, az dochazi ke vzniku abnormalnich a neurotoxickych tzv. amyloidnich (senilnich)
plakl. Plaky zpUsobuji nekontrolovany a prebytecny vtok vapniku do burky a nasledné dochazi
k apoptoze bunék. Pravé tvorba plakd patfi mezi jednu z prvnich zmén, kterou lze odhalit.

(6, 7, 23]

3.1.2.4 t-Protein

Také dochazi k fosforylaci T-proteinu, ktery zplsobuje naslednou apoptdzu bunék. Postupné tak
zdravé neurony prestavaji fungovat a postupné se ztraci i spojeni s ostatnimi neurony. K témto
zméndm dochazi predevsim zpocatku v hipokampu, nasledné ale dochazi k poskozeni po celém
mozku. Fosforylovany t-protein Ize odhalit z mozkomisniho moku a je pomérné specifickym

ukazatelem Alzheimerovy choroby. [2, 6, 7]

3.1.3 Terapie

BohuZel doposud nejsou Zzadné ucinné léky, které by toto onemocnéni zcela vylécily.

[5, 16]

U pacientll s Alzheimerovou chorobou je dllezité kombinovat oba pfistupy
v |écbé: farmakologicky i nefarmakologicky. Nefarmakologicka 1é¢ba zahrnuje hlavné aktivizaci
pacienta. Je dullezité povzbuzovat a motivovat pacienta. Farmakologicka lécba se sklada ze
2 pristupl: terapie kognitivnich a nekognitivnich poruch. Do terapie nekognitivnich poruch patfi

predevsim terapie deprese, agresivity nebo poruch spanku. Rozhodné nepodavame léky, které
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podporuji anticholinergni aktivitu. U agresivnich pacientl se casto pouZivaji tzv. atypicka
antipsychotika, jelikoz benzodiazepiny by mohli zhorSovat pravé kognitivni funkce pacienta.
V terapii kognitivnich poruch se pouzivaji IéCiva ze 2 skupin: inhibitory cholinesteras a inhibitory
NMDA receptord. Mezi inhibitory cholinesteras, které inhibuji AChE a BuChE v mozku, patfi
donepezil, galanthamin a rivastigmin. Diky témto latkdm nedochdzi k nezddoucimu odbouravani

acetylcholinu. [3, 7]

3.1.3.1 Donepezil

Donepezil se pouziva k symptomatické Iécbé lehké az stiredné tézké formy Alzheimerovy choroby.
Je jedna z prvnich lé¢ivych latek, kterd byla Ufadem pro kontrolu potravin a Ié¢iv schvélena pro
tuto indikaci. Jedna se o piperidinovy inhibitor AChE, ktery navic ma aktivizujici ucinek na
nikotinové receptory. Pravé diky tomuto aktivizujicimu Gcinku zlepsSuje mikrocirkulaci mozku. Diky
inhibici AChE, kterd hydrolyzuje acetylcholin, dochazi ke zvySeni hladin acetylcholinu v mozku.
Mezi nejcastéjsi nezadouci UcCinky patii bolesti hlavy, nevolnost a gastrointestinalni potize.

[24-27]

—0

Obrazek 1: Vzorec donepezilu

3.1.3.2 Rivastigmin

Rivastigmin patfi mezi derivat karbamatu, ktery irreverzibilné inhibuje oba typy cholinesteras.
Jednd se tedy o dudlni inhibitor, ktery blokuje AChE i BUChE. Jako nezadouci uc¢inky jsou &asté

gastrointestindlni potiZe, proto se tato latka vyuziva i ve formé transdermalni naplasti, kdy jsou
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tyto nezddouci ucinky minimalizovany. Vyhodou transdermalni ndplasti je také postupné

uvolfovani do cévniho rfecisté a tim zajisténi kontinualni davky. [27-29]

Dot

Obrazek 2: Vzorec rivastigminu

3.1.3.3 Galanthamin

Jedna se o alkaloid, ktery vykazuje malou inhibi¢ni aktivitu BuChE, ale dokaze vyznamné blokovat
AChE. Také se vaze na nikotinové receptory, které dokdzie modulovat. Galanthamin lze
syntetizovat organickou syntézou, nicméné i rostliny jsou stéle zdrojem této latky. Jako prvni se
izoloval z Galanthus woronowii, ale obsazen je napft. i v rodu Narcissus (Narcissus Pseudonarcissus
cv. Carlton), Lycoris radiata, Leucojum aestivum nebo Galanthus nivalis. Mezi hlavni nezadouci

ucinky patfti bradykardie a strevni potize. [27, 28, 30-33]

|-LOH

Obrazek 3: Vzorec galanthaminu
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3.1.3.4 Memantin

Tato latka ma vyznamny klinicky ucinek u pacienti se stfedné tézkou az tézkou formou
Alzheimerovy choroby. Na rozdil od inhibitorG AChE, ma tato latka odliSny mechanismus
plsobeni. Jedna se o antagonistu glutamatovych NMDA receptor(. Snizuje vtok vapniku do
neurond, zabranuje tedy hyperaktivaci receptorii a brani tak apoptdéze neuroni. Jedna se

o neuroprotektivni latku a nezadouci G¢inky jsou velmi vzacné. [27, 28, 34]

NH-

Obrazek 4: Vzorec memantinu

3.1.3.5 Dal3i latky

Nékolik klinickych studii prokazalo, Ze pfi uzivani extraktu Ginkgo biloba EGb761 doslo u pacient(
s Alzheimerovou chorobou ke zlepseni. Tento extrakt se vSak pouziva spiSe jako doplnék Iécby

k inhibitordm AChE nebo memantinu. [27]

U pacient(, ktefi uzivali estrogeny se ukdazalo, Ze bylo riziko vzniku této nemoci podstatné nizsi.
Jedna se spiSe o protektivni efekt u Zen v klimakteriu. Pfi |écbé Alzheimerovy choroby nemélo

uzivani estrogent Zadné klinické vysledky. [27, 35]

3.2 Vinca minor L.

Vinca minor L., ¢esky barvinek mensi, patfi do Celedi Apocynaceae (tojestovité). Tato rostlina
plvodem zejména ze severniho Spanélska a zapadni Francie, je péstovana nejen jako okrasna, ale
také jako lékarsky vyuZitelna rostlina. Jako jedina rostlina z celedi Apocynaceae se volné vyskytuje
i na Uzemi CR, kde je povaZovana za jedovatou. Vinca minor L. je vytrvala p¥izemni rostlina, ktera
je vlidovém lécitelstvi zndma pro svilj ucinek sedativni, hypotenzni, antidiabeticky a také

pro Ié€bu poruch krevniho obéhu v mozku nebo podporu mozkového metabolismu. [8, 9, 36, 37]
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Dorusta vysky kolem 10-20 cm. Roste hlavné na vlhkych, propustnych a stinnych mistech. Mezi
nejcastéjsi mista vyskytu patfi listnaté lesy, kioviny, skalky. M(iZe se nachdazet také v okoli kosteld,
hrbitovd, zficenin ¢i hradd. Kvete v obdobi od brfezna do ¢ervna. RozmnoZuje se vegetativné

pomoci oddenkd. [38]

Lodyha je poléhavd, na bazi dfevnati. Listy jsou vstficné, fapikaté, kozovité tuhé a lesklé. Maji
vyraznou tmavé zelenou barvu, na rubu jsou vsak svétlejsi. V listech dochazi k produkci alkaloidd,
které maji vyznamnou neuroprotektivni a cerebrovasodilatac¢ni aktivitu. Obsah alkaloidl mizeme
zvysit pomoci hnojiv, které obsahuji vétsi mnozstvi dusiku. Také v zavislosti na obdobi se obsah
alkaloidt lisi. V obdobi kvétu je obsah alkaloidl nejvyssi. Plodem je 7-8 mm dlouhy kuZelovity,
dvojity méchyrek, ktery praskd na vnitfnim Svu. Semena maji hnédou barvu. Kvéty jsou
pravidelné, péticetné a oboupohlavné. Vyznacuji se jasné modrou barvou. Koruna je péti¢etna,

obsahujici 2 svrchni semeniky a 5 volnych tycinek. [8, 9, 38, 39]

i/ { o [

Obrazek 5: Vinca minor L. — kvét [40] Obrazek 6: Vinca minor L. — kvét [40]
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7 il 3 L
Obrazek 8: Vinca minor L. [40]

3.2.1 Taxonomické zarazeni, klasifikace

Tabulka 1: Taxonomie Vinca minor L. [8]

Rise: Plantae
Oddéleni: Magnoliophyta
Trida: Magnoliopsida
Podtfida: Lamiidae

Rad: Gentianales
Celed: Apocynaceae
Rod: Vinca

Druh: Vinca minor L.

3.2.2 Celed Apocynaceae

Celed Apocynaceae patii do Fadu Gentianales (hofcotvaré) spolu s dal$imi ¢eledémi Loganiacee,

Rubiaceae, Aslepiadaceae, Gentianaceae. [8]

Do této Celedi se fadi byliny, kefe, polokete a v tropickych oblastech hlavné stromy a lidny. Jde
o velmi obsahlou celed' s vice nez 5000 druhy rostlin. Pro tuto Celed je charakteristicky vyskyt
zejména v subtropickych a tropickych oblasti. Monoterpeny, indolové alkaloidy a kardioaktivni

glykosidy jsou hlavnimi latkami obsazenymiv rostlinach této celedi. Alkaloidy jsou ¢asto vyuzivany
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v mediciné. Pro obsah kaucuku jsou znamé predevsim tropické druhy. Kvéty jsou Ctyr- az
péticetné, listy vstficné nebo v preslenech, vyjimecné stfidavé. Plodem je nejéastéji méchyrek,

vyskytuje se vSak i tobolka, peckovice, nazka nebo bobule. [8, 39, 41]

Rostliny této ¢eledi maji mnoho vyuziti. Urcité druhy se vyuZivaji jako surovina pro farmaceuticky
pramysl (Catharanthus roseus), nékteré druhy se péstuji pro okrasné ucely (Plumeria rubra,

Carissa spp.). Patfi sem i rostliny, které jsou povazovany za jedovaté (Nerium oleander). [41]

3.2.3 Rod Vinca

Do rodu Vinca radime celkem 7 druh(: Vinca minor L., Vinca major L., Vinca herbacea Waldst.
& Kit., Vinca soneri Koyuncu, Vinca erecta Regel & Schamlh., Vinca difformis Pourr., Vinca

ispartensis Koyuncu & Eksi. [9, 42]

Vinca major L. — Cesky barvinek vétsi nebo brcal vétsi, je polokef, ktery se svym vzhledem velmi
podoba Vinca minor L. Roste predevsim v oblasti Stfredomoti. Od barvinku mensiho se odlisuje
tim, Ze okraje listd jsou mirné brvité (u V. minor L. lysé) a celkové je rostlina vétsi. Od ostatnich
druh se da rozlisit také tim, Ze po celou dobu zimy zUstava zeleny véetné nadzemni ¢asti rostliny.

[43]

Vinca herbacea Waldst. & Kit. — ¢eskym nazvem barvinek bylinny nebo brcal bylinny. Roste
pfedevsim v Madarsku, Rakousku, v jizni ¢asti Ruska a v irdnu, a to na vépencovych pGdach.
Lodyha je vysokd do 20 cm, poléhava s postrannimi vyhonky, které dorlstaji az do 60 cm. Kvete
nejcastéji v obdobi duben—kvéten. Kvét ma modrofialovou barvu a korunni listky jsou na okrajich

brvité. V zimé zahyne celd nadzemni ¢ast rostliny, kofen ale preziva. [42, 44]
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Obrazek 9: Vinca major L. [45] Obrazek 10: Vinca herbacea Waldst. & Kit. [46]

Vinca soneri Koyuncu — tento druh roste hlavné na suchych stranich v Turecku. Lze ho poznat

podle absence plazivych postrannich vyhonkt. Kvete bile, od kvétna do ¢ervna a v zimé nadzemni

¢ast odumira. [42]

Vinca erecta Regel & Schamlh — tento druh roste na Uzemi Uzbekistanu, Afghdnistanu

a Kyrgyzstanu. Kvéty jsou zabarveny do svétlé modré azZ bilé barvy. Dale ma rostlina Uzké a brvité

listy. [47]

AV Tk TleT o]

3 : L.
Obrazek 11: Vinca soneri Koyuncu [48] Obrazek 12: Vinca erecta Regel & Schamlh [49]

Vinca difformis Pourr. (syn. V. acutiflora Bertol. ex Koch) - stalezeleny polokef s poléhavymi
vyhonky. Vyskytuje se predevSim v oblasti Stfedozemniho more, kde kvete na konci zimy

a zacatku jara, kvéty jsou bledémodré az do bila a listy jsou bez brv. [50]
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Vinca ispartensis Koyuncu & Eksi — vyskytuje se hlavné na kamenitych mistech a na vapenatych
padach, postranni vyhonky dosahuji délky 25-50 cm. Kvete v obdobi od dubna do kvétna a kvéty

maji modrou barvu. V zimé odumira nadzemni ¢ast rostliny a listy opadaji. [51]

Obrazek 13: Vinca difformis Pourr. [52]

Obrazek 14: Vinca ispartensis Koyuncu
& Eksi [53]

3.2.4 Obsahové latky

Hlavnimi latkami Vinca minor L. jsou predevsim indolové alkaloidy, jejichz mnoiZstvi kolisa
v rozmezi 0,1-3 %. Dominantnim alkaloidem je vinkamin, ddle vinblastin a vinkadifformin. Jako
dalsi latky se vyskytuji tfisloviny, saponiny, hoirciny, polysacharid pektin a kyselina ursolova.

[36, 54]

3.2.4.1 Vinca alkaloidy

Vinca alkaloidy patfi mezi organické slouceniny a pivodné byly izolovany z rostliny Catharanthus
roseus. Byly objeveny v 50. letech zasluhou dvou kanadskych védc(, Robert Noble a Charles Beer.
Diky jejich cytotoxickému a hypoglykemickému ucinku se dfive pouZivaly v |écbé diabetu,
vysokého krevniho tlaku nebo jako dezinfekcni prostfedky. Dnes jsou pfedevsim hodné vyuZivané
latky pti lé¢bé rakoviny. V metafazi, diky vazbé na tubulin, poskozuji funkci mikrotubull, zastavuji

tak bunécéné déleni, a nakonec dochazi k apoptdze buriky. [55, 56]

Hlavnimi metabolity jsou terpenoidni indolové alkaloidy. Doposud bylo izolovdano pres

50 indolovych alkaloidG z nadzemni ¢asti Vinca minor L. Vinca alkaloidy fadime do 5 hlavnich
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skupin dle struktury: eburnamoninovy, sarpaginovy, ajmalinovy, oxindolovy a akuamminovy typ.

[57]
EBURNAMONINOVY TYP

Do této skupiny patfi alkaloidy, které maiji strukturu podobnou eburnamoninu. Eburnamonin,
¢asto nazyvan vinburnin, patfi mezi indolové alkaloidy s pentacyklickou strukturou, které se

vyskytuji v ¢eledi Apocynaceae. [58-60]

Tabulka 2: Alkaloidy eburnamoninového typu

(x)-eburnamonin [61]

vinkamin (+)-isoeburna-
[9,57] min [62]
11-methoxy-
14-epivin-
eburnamonin
kamin [63]
(64]
vinkarein =
isovinkamin
vinkaminin
[65]
[65, 66]
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11-methoxy-

(-)-eburnamin

vinkamin =
[62]
vincin [66—68]
11,12-dime-
vincinin [66] thoxyeburna-
monin [69]
(+)-N-methyl- 16-methoxy-
aspidosper- minovincin
midin [62, 70] [70]
1,2-dehydro- 16-methoxy-
aspidosper- minovincinin
midin [62, 71] [70]
16-methoxy-

minovincinin

[66,70]

vinkadifformin

[72]
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(%)-vinkadiffor- minovincin
min [66,70,73] [9, 66, 70]
N N
vincesin [74] O o ’ﬂ( minovin [9] O ‘
N OH
“ |
o O\ fo) ((
(+)-kebrat- | (+)-N-methyl- N

amin [62]

kebracamin

[75]

vinkaminoridin

[66, 76]

vinkaminorin

[9, 66]

vinkaminorein

[9, 66]
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AKUAMMINOVY TYP

Akuammin, nazyvan také jako vinkamajoridin, byl izolovan ze semen Picralima nitida z Celedi
Apocynaceae. Tato latka vykazuje sympatomimetickou aktivitu, ddle antipyretickou a také
antimalarickou. V odborné literatufe je mozné se setkat s hypotézou, ze akuammin je zodpovédny

za antilipasovou aktivitu extraktu Vinca minor. [77, 78]

Tabulka 3: Alkaloidy akuamminového typu

akuammin [57]

desacetylakuammilin

[80]

pikrinin [79]
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SARPAGINOVY TYP

Sarpagin, synonymem raupin, patfi mezi indolové alkaloidy, které maji 4 centra chirality na Cs, Cs,
Cis a Ci6. Tento alkaloid je obsazen zejména v ¢eledi Apocynaceae, predevsim v rodech Alstonia

a Rauwolfia. Sarpaginové alkaloidy jsou svou strukturou velmi podobné ajmalinovym. [81, 82]

Tabulka 4: Alkaloidy sarpaginového typu

sarpagin [83]

vinkamidin =
striktamin

[66,84,85]

vinkorin [66]

(-)-1-norvinkorin

(87]

vinkoridin [66, 86]

vallesiachotamin

(88]

isovallesiachotamin

(88]

29



reserpin [66, 85]
SN
()\
reserpinin [57, 85]
/ 0\
0/
~

AJMALINOVY TYP

Tato skupina obsahuje alkaloidy, které maiji strukturu velmi podobnou s alkaloidem ajmalinem.
Ajmalin byl izolovan z kofene rostliny Rauwolfia serpentina a patfi mezi antiarytmika la tfidy diky

blokadé K*kanald v srdci. [82, 89]

Tabulka 5: Alkaloidy ajmalinového typu

ajmalin [89]

vinorin [90]
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OXINDOLOVY TYP

Do této skupiny patfi alkaloidy, které ve své strukture obsahuji oxindol. Oxindol se sklada
z pyrrolidinového jadra pfipojeného k benzenu (vznika 2,3-dihydroindol), kdy v poloze 2 obsahuje

oxoskupinu. [91]

Tabulka 6: Alkaloidy oxindolového typu

oxindol [91]

majdin vineridin
[57, 85] [57, 85, 92]
\
o]
vinerin (+)-vinkatin i} Y =
[57, 85, 92] [74, 93]
(e]
N
H
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Tabulka 7: Dalsi alkaloidy

vinoxin [62, 94]

THim|

eburnamenin [62]

akuammicin [85]

vinkarubin [9]

vinkadin [66, 95]
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3.2.5 Biologicka aktivita nativnich alkaloid( ¢i jejich vyznamnych derivati
Mezi klinicky nejvyznamnéjsi patfi predevsim vinblastin, vindesin, vinorelbin a vinkristin.
Zavazinym problémem téchto latek jsou vedlejsi ucinky. Pravé kvali snizeni toxicity latek byla
vyvinuta fada modernich technologii, jako jsou lipozomy nebo chemicky modifikovana léciva.

[57, 96]

Tabulka 8: Biologicka aktivita alkaloid z V. minor

vinkarubin cytotoxicky ucinek proti leukemickym bunkam P388 [9]

neuroprotektivni a antihypoxicky ucinek [9]

Ié¢ba a prevence poruch cerebrovaskularniho systému [9]

vinkamin zlepsuje tok krve v mozku, spotrebu kysliku a utilizaci glukdzy [9]

priznivy Gcinek u pacientl s poruchami mozku (vertigo, poruchy paméti)
(9]

aspidospermin = | inhibi¢ni U¢inek proti trypanothionové reduktase [97]

vinkaminorin cytotoxicky ucinek na buriky P388 [98]

vinkaminorein | cytotoxicky ucinek na burnky P388 [98]

antiastmaticky a antitusivni Gcinek in vivo (v davce 10 mg/kg) [99]

pikrinin analgeticky a protizanétlivy ucinek in vivo (v ddvce 10 mg/kg) [100]

inhibi¢ni ucinek na 5-lipoxygenasu [100]

mirny cytotoxicky Ucinek proti A549 burnikam lidského karcinomu plic [101]

agonista na K-opioidnich receptorech in vivo u morcat [102]

akuammicin
zvysuje prijem glukdzy v adipocytech 3T3-L1 [103]
stimuluje vychytavani glukdézy v diferenciovanych adipocytech [103]
indukce apoptdézy in vitro [104]
majdin
antioxidacni a chelatacni ucinek in vitro [104]
vinkamedin vasorelaxa€ni aktivita ex vivo v aorté potkana [105]

antiplasmodialni aktivita [106]
vinkadifformin

cytotoxicky ucinek na buriky P388 [98]

reserpinin hypotenzni Ucinek [107, 108]
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cytotoxicita proti lidské bunécné linii promyelocytické leukémie (HL-60)

[109]

cytotoxicita proti lidské bunécéné linii hepatokarcinomu (SMMC-7721) [109]
vallesiachotamin

cytotoxicita proti lidské bunécné linii plicniho adenokarcinomu (A549) [109]

cytotoxicita proti lidské bunécné linii rakoviny prsu (SK-BR-3) [109]

cytotoxicka aktivita proti melanomovym burikam (SK-MEL-37) in vitro [110]

inhibi¢ni aktivita proti adenoviru a herpes simplex viru [111]

striktamin inhibi¢ni uc¢inek na COX-2 [100, 109]

inhibi¢ni aktivita MAO in vitro v mozku krys a in vivo u mysi [112]

Vinkamin

Vinkamin patfi mezi indolové alkaloidy izolované z Vinca minor L. Jeho struktura vychazi
z eburnamoninu. PouzZiva se pfi mozkové sklerdéze a také v terapii metabolickych poruch mozku,
zejména u pacientl s cerebralni ischemii. ZplUsobuje vasodilatace a zlepsuje tak pratok krve
v mozku. Vinkamin se pouzivd jako nootropikum. Mezi neZadouci patfi leukocytopenie,

proarytmogenni Ucinek, sedace, nauzea. [113-115]

Obrazek 15: Vzorec vinkaminu

Vinblastin

Vinblastin, nazyvan také vinkaleukoblastin nebo vinkoblastin, je pfirodni alkaloid, ktery byl poprvé
izolovan roku 1958 z Catharanthus roseus. Alkaloid pUsobi pres tubulin, kdy zastavuje syntézu

mikrotubull a zastavuje tak bunéény cyklus v M-fazi. Pouziva se pfti |éCbé karcinom( varlat,
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non-Hodgkinovych a Hodgkinovych lymfom{, neuroblastomd, nadorl prsu, Kaposiho sarkomu

a histiocytozy. Mezi nejcastéjsi nezddouci UCinky se u této latky uvadi toxicita bilych krvinek,

horecka, zvraceni a zacpa. Také se mlze objevit mukositida. [55, 96, 116]

Obrazek 16: Vzorec vinblastinu

Vinorelbin

Vinorelbin patfi mezi polosyntetické alkaloidy, derivat vinblastinu, ktery opét brani v tvorbé
mitotického vreténka a zplsobuje nasledné apoptdézu bunky. Je pouZivan predevsim v |écbé
pokrocilé rakoviny prsu rezistentni na trastuzumab, dale v Ié¢bé neuroblastomu, osteosarkomu,
karcinomu vajecnikl a v terapii akutni leukémie nebo rakoviné jicnu. V USA se vyuziva pfi |éCbé
pokrocilého karcinomu plic bud samostatné nebo i v kombinaci s cis-platinou. Jako nezddouci

ucinky se uvadéji neutropenie, myelosuprese, modfiny, anémie, krvaceni, gastrointestinalni

obtize (zacpa, prlijem, zvraceni, nauzea) nebo Unava a celkova slabost. [55, 96, 117]

Obrazek 17: Vzorec vinorelbinu
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Vindesin

Vindesin je synteticky derivat vinblastinu. Plsobi tak, Ze zastavuje polymeraci tubulinu a déleni
bunky je v metafazi zastaveno. Dnes je vyuzZivan hlavné pfi lymfocytarni leukémii u déti, kdy
nezabird |écba vinkristinem, nemalobunééného karcinomu plic, metastatickych karcinomu
tlustého streva, konecniku nebo prsou, a vterapii maligniho melanomu. Neutropenie je
nejcastéjsim nezddoucim ucinkem, dale se ale muiZe vyskytnout myelosuprese nebo

neurotoxicita. [55, 118]

Obrazek 18: Vzorec vindesinu

Vinkristin

Vinkristin, synonymem leurokristin, je nativni alkaloid, ktery byl izolovan z rostliny Catharantus
roseus. Nevratné se vaze na mikrotubuly v S-fazi a blokuje vznik mitotického vieténka. Tato latka
také ovliviiuje metabolismus aminokyselin, glutathionu, cyklického adenosinmonofosfatu,
bunécného dychani a biosyntézy nukleovych kyselin. Je vyuZivan v lécbé kolorektalniho
karcinomu a gliomu. Také je klicovou latku v l1é¢bé akutni lymfoblastické leukémie, lymfoma,
neuroblastomu a rabdomyosarkomu. Vinkristin ma nejvétsi neurotoxicky potencial. Zalezi vSak na

davce a dobé trvani a je charakterizovdn parestéziemi (mravenceni, brnéni), ztratou smysld,

neuropatiemi a svalovou slabosti. Casto zptisobuje deprese, halucinace, nespavost a zmatenost.

[55, 96, 119, 120]
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Obrazek 19: Vzorec vinkristinu

Vinflunin

Vinflunin patfi mezi prvni fluorovany vinca alkaloid, presnéji bifluorovany derivat vinorelbinu,
ktery také zastavuje bunécné déleni a navozuje bunécnou smrt pomoci apoptdzy. Od roku 2009
je schvalen Evropskou lékovou agenturou, jako druha linie |é¢by karcinomu mocového méchyre

po selhani cis-platiny. Oproti ostatnim latkam je méné neurotoxicky. [55, 96, 121]

Obrazek 20: Vzorec vinfluninu

Vinpocetin

Vinpocetin je alkaloidy, ktery byl v 60. letech syntetizovan z vinkaminu, alkaloidu izolovaného
z listh Vinca minor. Inhibuje fosfodiesterasu typu 1 a sniZuje uvoliovani marker( zanétu. Jeho
ucinky také souvisi s inhibici napétové fizenych sodnych kanald a nepfimou inhibici zpétného
vychytavani adenosinu, ktery pusobi jako inhibi¢ni mediator. Také dokaze zvysit hladinu
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neuromediatoru jako je noradrenalin, dopamin a acetylcholin. Lécivé pripravky s vinpocetinem se
vyuzivaji jako nootropika, k prevenci priznakd spojenych se starnutim a jako prevence
cerebrovaskularnich poruch, kdy zlepsuje pritok krve v mozku a zvysSuje metabolismus mozku.
Vinpocetin také poskytuje vyznamny neuroprotektivni GcCinek. Tato latka prochazi pres
hematoencefalickou bariéru a dostava se tak pfimo do mozkové tkané. Bylo prokazano, ze
vinpocetin ma i vyznamny vasodilata¢ni ucinek a snizuje agregaci krevnich desticek. Proto tato
latka ma nejvétsi klinicky ucinek u pacientll s chronickou mozkovou prihodou, akutni cévni
mozkovou pfihodou, riznymi druhy demence nebo mocovou inkontinenci. Pfi uZivani vinpocetinu

se mohou objevit vyrazky, navaly horka nebo gastrointestindini potize. [122-124]

Obrazek 21: Vzorec vinpocetinu
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 VSeobecné postupy

4.1.1 Priprava a CiSténi rozpoustédel

Rozpoustédla, kterd byla pti praci pouzivana, byla pomoci destilace precisténa. Nasledné byla

uchovdvéana v tmavych stojatkach ze skla, aby byla chrdnéna pred svétlem.

4.1.2 Odparovani rozpousteédel

Extrakty byly odpafovany pomoci rota¢ni vakuové pfi snizeném tlaku a o teploté do 40 °C,
pfipadné byly dosuseny pres proud vzduchu na vodni lazni. Zavérecné dosuseni probéhlo
v exsikatoru, ve vakuu, nad perlami silikagelu, po dobu nejméné 24 hod. Po dosuseni byly

nasledné skladovany pfi teploté 2—8 C° v lednici.

4.1.3 Flash chromatografie

Frakce byly déleny pomoci flash chromatografie. Vzorky byly naneseny na komerc¢ni kolonu a

déleni probihalo pfi rychlosti pratoku 30 ml-mint. Ndsledna detekce latek probihala pfi 254 nm.

4.1.4 Tenkovrstva chromatografie

Chromatografie na tenké vrstvé byla provadéna standardnim zplsobem v chromatografickych
komorach, které byly nasyceny po urcitou dobu parami zvolené mobilni faze a poté do nich byly
vkladany komercni hlinikové desky o tloustce 0,2 mm nebo pripravené sklenéné desky, pokryté

vrstvou silikagelu, na kterych byly naneseny vzorky.

4.1.5 Priprava sklenénych desek na preparativni TLC

Sklenéné desky o rozmérech 150x150 mm, které byly pouzivany pro preparativni TLC, byly
nejdfive omyty vodou a poté odmastény ethanolem. Suspenze byla pfipravena z 6,5 g silikagelu
a 22,4 ml vody. Dobfe promichana suspenze byla nanesena na desku a rozprostfena na celou jeji

plochu. Takto pfipravené desky byly nechany minimalné na 24 hod schnout pfi pokojové teploté.
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4.1.6 Detekce alkaloidU

Detekce alkaloidl byla provedena nejprve pod UV lampou o vinové délce 254 nm a 366 nm.
Nasledné desky byly postfikany Dragendorffovym cinidlem (jednd se o tetrajodobismutitan
draselny K[Bil4]), kdy v pfitomnosti alkaloidli dosSlo k oranZovému, oranZzovo-Cervenému nebo
oranzovo-hnédému zbarveni. Reakce se vyuziva k dikazu pritomnosti alkaloid( ve vzorcich, které

ve své molekule obsahuji kvartérni nebo terciarni dusik. Detekce je pomérné citliva.
Detekce byla provedena vzdy po odpareni zbytkovych rozpoustédel.
4.2 Potreby a chemikalie pro izolaci latek
4.2.1 Rozpoustédla a chemikalie

Aceton p. a. (CH3COCHs3), Penta, Praha

Acetonitril p. a. (CH3CN), Balex, Pardubice-Rosice

Amoniak 25% p. a., vodny roztok (NHs), Penta, Praha

Kyselina octova 99% (CH3COOH), Penta, Praha

Cyklohexan €. (cHx), Lachner, Neratovice

Diethylamin p. a. (Et2NH), Penta, Praha

Ethanol 95% (EtOH), Lihovar Chrudim, Chrudim

Ethylacetat p. a. (EtOAc), Penta, Praha

Chloroform p. a. (CHCI3), Penta, Praha

Kyselina mravenci 98% p. a. (HCOOH), Penta, Praha

Kyselina trifluoroctova > 99,5% (TFAA), Fluka, Bukurest

Methanol p. a. (MeOH), Penta, Praha

Toluen ¢. (To), Penta, Praha
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4.2.2 Pomocny material

Kfemelina C 535 Celite, Sigma-Aldrich, Praha
Vata

4.2.3 Detekéni Cinidla

D 1: Dragendorffovo Cinidlo [125]

Roztok A: 20 g kyseliny vinné bylo rozpusténo s 1,7 g dusi¢nanu bismutitého (bazického) v 80 ml

vody
Roztok B: ve 40 ml vody bylo rozpusténo 16 g jodidu draselného
Zasobni roztok: smiseni roztoku A + B (1 : 1)

Detekéni roztok: 5 ml zasobniho roztoku bylo smichano s roztokem 10 g kyseliny vinné v 50 ml

vody a tento roztok byl pouzivan k detekci alkaloidd. Roztoky byly uchovavany pfi 4 °C v lednici.

4.2.4 Vyvijeci soustavy pro tenkovrstvou chromatografii

S 1: cHx + CH3COCHs + Et;NH (75 : 25 : 2)

S 2: CHsCN + MeOH + TFAA (40:10:0,1)

S 3: EtOAc + HCOOH + CH3COOH + H,0 (100:11:11:27)

S4:To+cHx+Et;NH (6:3:1)

S5:To+ CH3COCHs3 + EtOH + NH3 (40:40:6: 2)

4.2.5 Chromatografické adsorbenty

Komer¢ni hlinikové TLC desky Silica gel 60 F2s4, Merck, Praha

Silikagel pro pfipravu litych vrstev pro TLC: Silica gel Kieselgel 60 GF3s4, Merck, Praha

Sepacore Silica Flash Cartridge, 12 g, Biichi, Switzerland
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4.2.6 Pristroje

Vakuova odparka Laborota 4000, Heidolph, Germany
Ultrazvukovad lazen Sonorex Super 10P, Bandelin, Germany
Spektrometr ESI/MS Thermo Finnigan LCQDuo, GenTech, USA
Spektrometr VNMR S500, Varian, USA

Flash systém s kontrolni jednotkou C-620 s detektorem C-640, kolektorem frakci C-660 a pumpou
C-605, Buchi, Switzerland

Polarimetr P3000, A. Kriis Optronic, Germany

4.3 Potreby a chemikalie pro stanoveni inhibicni aktivity
4.3.1 Chemikalie ke stanoveni inhibi¢ni aktivity

Acetylthiocholin jodid 10mM roztok, Sigma-Aldrich, Praha

Butyrylthiocholin jodid 10mM roztok, Sigma-Aldrich, Praha

Dimethylsulfoxid p.a. (DMSQ), Sigma-Aldrich, Praha

Galanthamin hydrobromid, Changsha Organic Haerb Inc, China

Huperzin A, Tai’an zhonghui Plant Biochemical Co, Ltd., China

5mM roztok 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina > 98% (DTNB), Sigma-Aldrich, Praha
4.3.2 Pufry

Fosfatovy pufr 5mM, pH 7,4

Fosfatovy pufr 5mM, pH 7,4 s obsahem 150 mM NacCl

Fosfatovy pufr 100 mM, pH 7,4

4.3.3 Pristroje

Centrifuga Boeco U-32 R, Boeco, Germany a rotor Hettich 1611, Hettich, Germany
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Reader Synergy™ HT Multi-Detection Microplate Reader, BioTek, USA

4.3.4 Biologicky material

Jako zdroj lidské AChE byl pouzit hemolyzat lidskych erytrocytll a jako zdroj lidské BuChE byla

pouzita lidska plazma.

4.4 1zolace alkaloidu

4.4.1 Extrakce a ziskana frakce

V diplomové priaci byla pouzita frakce VM 299 o hmotnosti 8,3 g, ktera byla ziskana sloupcovou
chromatografii alkaloidniho extraktu Vinca minor L. (rostlinnd droga byla nejprve extrahovana
ethanolem, roztok odparen a posléze extrahovan rozpoustédly vytrepavanim pfti rlzném pH).

Tyto prace odvedli prof. RNDr. Lubomir Opletal, CSc. a Ing. Miroslav Lo¢arek na Katedre

farmaceutické botaniky.

Tabulka 9: Charakteristika frakce VM 299

nazev frakce

vaha odparku (g) popis

VM 299

8,3 tuhy, Cerveno-hnédy

Obrazek 22: Tenkovrstva chromatografie frakce VM 299, Silikagel
Kieselgel 60 gr254 Merck, cHx + CH;COCH;s + Et;NH (75 : 25 : 2),
detekce Dragendorffovo Cinidlo
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4.4.2 Rozdéleni extraktu na frakce

Frakce VM 299 byla dale délena metodou flash chromatografie. Déleni probihalo na koloné, kdy
adsorbentem byl silikagel, 12 g. Frakce byla nandsena v mnozstvi 500 mg ve formé 10% roztoku
CHCI; + EtOH (1:1). Mobilni faze byla tvofena cHx + CH3COCH3 + Et;NH v poméru 75 : 25 : 2.
Pritokova rychlost byla 30 ml-min a detekce jednotlivych alkaloid( byla provadéna pfi vinové
délce 254 nm. Flash chromatografii bylo ziskdano z extraktu celkem 302 frakci. Frakce byly
prabézné kontrolovany pomoci TLC a na zadkladé podobnosti obsahu byly nékteré frakce spojeny.
Vysledny pocet po spojeni byl 48 frakci, z nichz 2 frakce byly vylouceny z divodu nepotvrzeného
obsahu alkaloidd. Dale byly pomoci preparativni chromatografie zpracovavany frakce 35 a 39 viz

tabulka 10.

Tabulka 10: Dale zpracovavané frakce flash chromatografie

. Spojené
Cislo Odparek (g) Popis
frakce
35 224-225 0,0821 cervenohnédy;
viskdzni
39 239-256 0,2457 Zluty; ridky

4.4.3 Izolace jednotlivych alkaloidu

4.4.3.1 Frakce ¢. 35

Frakce ¢. 35 o hmotnosti 82,1 mg byla dale délena pomoci preparativni tenkovrstvé
chromatografie. Frakce byla nanesena na celkem 5 komercnich hlinikovych TLC desek a vyvinuta
v chromatografickych komorach, které byly nasyceny parami mobilni faze. Mobilni fazi tvofila
smés CH3CN + MeOH + TFAA v poméru 40 :10:0,1. Frakce byla pomoci preparativni TLC rozdélena
na 3 podfrakce 35-A, 35-B a 35-C. Jednotlivé podfrakce byly vyskrabany a spolu s pfimési
kifemeliny promyty 10nasobnym mnozstvim smési CHCls3 + EtOH (1 : 1). Poté byla rozpoustédla
odpafena a byla provedena TLC vsoustavé CH3CN + MeOH + TFAA vpoméru
40:10:0,1. Vysledek je zndzornén na obrazku (Obrazek 23).
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Pro dalsi praci byl vybran vzorek 35-B, ktery byl nasledné precistén na 3 komercnich hlinikovych
TLC deskach a vyvinut v soustavé To + cHx + EtoNH v poméru 6 : 3 : 1. Bylo ziskano 25,3 mg Cisté

latky PS-1, ktera byla poté podrobena zkoumdni biologické aktivity.

4.4.3.2 Frakce ¢. 39

Frakce €. 39 o hmotnosti 245,7 mg byla ddle délena pomoci preparativni tenkovrstvé
chromatografie. Frakce byla nanesena celkem na 8 pfipravenych sklenénych desek a vyvinuta
v chromatografickych komorach, které byly nasyceny parami mobilni faze. Mobilni fazi tvofila
smés EtOAc + HCOOH + CH3COOH + H;0 v poméru 100 : 11 : 11 : 27. Byly ziskany 3 podfrakce
39-A, 39-B a 39-C. Jednotlivé podfrakce byly vyskrabany a spolu s primési kiemeliny promyty
10nasobnym mnozstvim smési CHCl; + EtOH (1 : 1). Poté byla rozpoustédla odparena a byla
provedena TLC v soustaveé To + cHx + Et;NH v poméru 6 : 3 : 1. Vysledek je znazornén na obrazku

(Obrazek 24).

Pro dalsi praci byl vybran vzorek 39-A, ktery byl nasledné precistén na 6 komercnich hlinikovych
TLC deskach a vyvinut v soustavé To + CH3COCHs3 + EtOH + NHsz v poméru 40:40:6:2. Bylo

ziskano 98,2 mg Cisté latky PS-2, ktera byla poté podrobena zkoumdni biologické aktivity.

Obrazek 23: Kontrolni tenkovrstva chromatografie Obrazek 24: Kontrolni tenkovrstva
frakce €. 35, Silikagel Kieselgel 60 gr25a Merck, CH3;CN chromatografie frakce €. 39, Silikagel Kieselgel
+ MeOH + TFAA (40 : 10: 0,1), detekce 60 Gr254 Merck, To + cHx + Et;NH (6 : 3: 1),
Dragendorffovo ¢inidlo detekce Dragendorffovo Cinidlo
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4.5 Analyza struktury

4.5.1 GC/MS analyza a identifikace

Analyza struktur izolovanych alkaloid( byla provadéna pomoci plynové chromatografie s detekci
hmotnostnim spektrometrem. Pro identifikaci byl pouzit chromatograf Agilent Technologies

7890A spolu s hmotnostnim detektorem Agilent Technologies 5975.

Tabulka 11: Podminky GC/MS analyzy

Typ kolony Agilent Technologies HP-5MS, 30 m x 0,250 mm x 0,250 um
Nosné médium Helium 5.0 (Linde)
Pritok nosného plynu 0,8 ml-min

15 °C/min z teploty 100 °C na 180 °C, 1 min udrZovani na
Teplotni program
teploté 180 °C

5 °C/min z teploty 180 °C na 300 °C, 40 min udrzovani na

teploté 300 °C
Nastrik Pri 280 °Cv 1 pl, split 1:10
Zkouseny vzorek methanolicky roztok extraktu v koncentraci 1 mg-ml*?

Pri 230 °C doslo k elektronové ionizaci 70 eV. Fragmenty byly detekovany pfi rozmezi 40—600 m/z.
Analyza struktur izolovanych alkaloidi byla porovnavana se spektry dostupnymi v National

Institute of Standards and Technology Library (NIST11) v USA a s daty nalezenymi v literatufre.
4.5.2 ESI/MS analyza
ESI/MS analyzu provedla PharmDr. Anna Hostalkova, Ph.D.

Za Ucelem ziskani Mr hodnot byla provedena analyza pomoci ionizace elektrosprejem v kladném
maodu na pristroji ESI/MS Thermo Finnigan LCQDuo. Spektra byla mérena pfi energii kolize 40 eV.

Latky byly rozpustény v methanolu.
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4.5.3 NMR analyza

NMR analyzu provedl| doc. PharmDr. Jifi Kune$ na Katedre organické a bioorganické chemie.

NMR spektra *H-NMR a 3C-NMR izolovanych latek, byla naméfena na spektrometru VNMR S500
pfi teploté 25 °C. Pro jadra 'H spektrometr pracoval pfi frekvenci 499,87 MHz a pro jadra *3C pfi
frekvenci 125,70 MHz. Chemické posuny & byly vyjadreny v ppm (pars per milion) a nepfimo

vztazeny ke standardu tetramethylsilanu.

4.5.4 Opticka otacivost

Méreni bylo provadéno na polarimetru P 3000. Latky byly rozpustény v CHCl; nebo EtOH.

Nasledné byla specifickd opticka otacivost vypocitana pomoci vzorce.

100xa | — tloustka vrstvy [dm]
¢ X1 t —teplota méreni [°C]
D — D-linie ze sodikové vybojky o A =589,3 nm
¢ —koncentrace namérené latky [g/l]
o - namérena hodnota optické otacivosti [°C]

[a]

o

4.6 Stanoveni inhibi¢ni aktivity alkaloidd

4.6.1 Priprava plazmy a hemolyzatu

Hemolyzat a plazma byly ziskany z Cerstvé krve, kterd byla odebrana a ndsledné smichana
s citronanem sodnym v poméru 1 : 9 (odpovida 2 ml 3,4% citronanu a 18 ml krve) z divodu
zabrany koagulace. Nasledné byla krev rovhomérné rozdélena do zkumavek. Byla provedena
centrifugace rychlosti 4000 ot-min pfi teploté 4 °C a po dobu 10 min. Oddélena plazma poté byla
zdrojem BuChE.

Z usazenych erytrocytul se odsaly zbytky plazmy a sediment byl zfredén 5mM fosfatovym pufrem
o pH 7,4 s obsahem 150mM NaCl. Takto vznikla suspenze byla dostate¢né promichdna, rozdélena
do zkumavek a byla provedena centrifugace za stejnych podminek. Erytrocyty byly promyty
centrifugaci celkem 3x, poté byla odstranéna promyvaci kapalina a byl pfidan 5mM fosfatovy pufr
opH7,4v pomérul:9 (erytrocyty + fosfatovy pufr). Tato smés byla prevedena do Erlenmayerovy

banky a za stalého michani na magnetické michaéce pomoci michadla byla nechdna hemolyzovat.
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Po skonceni procesu hemolyzy byla zmérena aktivita hemolyzatu. Hodnoty absorbance AChE v

hemolyzatu i BUChE v plazmé byly upraveny pomoci 5mM fosfatového pufru podle potreby.

Hemolyzat i plazma, které byly ziskany, byly uchovavany pfi teploté -22 °C.

4.6.2 Stanoveni cholinesterasové inhibi¢ni aktivity (I1Csp)

Méreni bylo provedeno prof. RNDr. Lubomirem Opletalem, CSc. na Katedfe farmaceutické

botaniky nasledujicim postupem.

Hodnoty inhibi¢ni aktivity byly stanoveny pomoci Ellmanovy spektrofotometrické metody
s pouzitim DTNB. Metoda je zaloZena na hydrolyze estert thiocholinu cholinesterasou za vzniku
thiocholinu a pfislusné kyseliny. SH- skupina thiocholinu nasledné reaguje s DTNB za vzniku
Zlutého zbarveni. Nasledné byl sledovan spektrofotometrickou metodou nardst absorbance po

dobu 1 min pfi vinovych délkach A = 436 nm pro AChE a A = 412 nm pro BuChe.

Ke stanoveni aktivity enzym( bylo pipetovano na mikrotitracni desticku 8,3 pl hemolyzatu (pro
AChE) nebo 8,3 ul krevni plazmy (pro BuChE). Nasledné bylo ptridano 283 pl 5mM DTNB a 8,3 pl
DMSO. Smeés byla dostatecné promichavana v mikrotiepacce po dobu 1 min a poté inkubovana
pfi 37 °C 5 min. Nasledné bylo pridano 33,3 pul roztoku 10mM acetylthiocholin jodidu nebo 10nM
butyrylthiocholin jodidu jako substratu a pfi vinové délce A = 436 nm pro AChE a A =412 nm pro

BuChe byla zjistovana hodnota absorbance.

Ke stanoveni ICso izolovanych latek bylo pipetovano na mikrotitracni desticku 8,3 ul hemolyzatu
(pro AChE) nebo 8,3 ul krevni plazmy (pro BuChE). Nasledné bylo pfidano 283 ul 5mM DTNB
a 8,3 ul roztoku latek s DMSO v sestupné koncentraci 40mM, 10mM, 4mM, ImM a 0,4mM. Smés
byla dostatecné promichavana v mikrotiepacce po dobu 1 min a poté inkubovana pfi 37 °C 5 min.
Nasledné bylo pfiddno 33,3 pl roztoku 10mM acetylthiocholin jodidu nebo 10mM

butyrylthiocholin jodidu a hodnoty namérené absorbance byly po 2 min odecteny.
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Vypocet hodnot ICso byl provedeny v programu GraphPad Prism. Poté byly ziskané hodnoty

porovnany se znamymi hodnotami ICso. Procenta inhibice byla vypocitana dle vzorce:

%1=100—(A

AABL

Asa

)><100
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% | — procenta inhibice

A Ag_— narlst absorbance u slepého vzorku za
1 min

A Asp— narlst absorbance u méreného vzorku
za 1 min




5 VYSLEDKY

5.1 Strukturni analyza latek

5.1.1 PS-1: Vinkarubin

Dle vysledk(i z MS analyzy a NMR analyzy, byla izolovand latka PS-1 identifikovdna jako vinkarubin.

Sumarni vzorec: Cs3 Hso N4 Og

o]
.\\\\\\“\ e
0

Obrazek 25: Vinkarubin

5.1.1.1 GC/MS analyza

Za danych podminek nebyla latka detekovana.

5.1.1.2 MS analyza
MS (ESI): m/z (%) = [M+H]* 719 (100), 737 (12), 611 (10), 687 (7), 360 (4), 751 (4).

5.1.1.3 NMR analyza

Spektra byla porovnavana s literaturou. [126]

5.1.1.4 Opticka otacivost

Hodnota [a]2, = - (c = 0,084; EtOH)
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5.1.2 PS-2: (-)-Vinoxin
Dle vysledkti z MS analyzy a NMR analyzy, byla izolovana latka PS-2 identifikovana jako (-)-vinoxin.

sumarni vzorec: Cao H24 N2 O3

Obrazek 26: (-)-Vinoxin

5.1.2.1 GC/MS analyza

Za danych podminek nebyla latka detekovana.

5.1.2.2 MS analyza
MS (ESI): m/z (%) = [M+H]* 280 (100), 341 (95), 220 (93), 205 (18), 251 (17), 225 (14), 424 (10),
395 (10), 309 (9), 247 (8).

5.1.2.3 NMR analyza

Spektra byla porovnavana s literaturou. [94]

5.1.2.4 Opticka otacivost

Hodnota [a]2,=-13,7° (c = 0,204; CHCls)
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5.2 Stanoveni inhibicni aktivity 1Csg

U obou izolovanych latek, PS-1 a PS-2, byla stanovovana inhibi¢ni cholinesterasova aktivita.

Hodnoty inhibi¢nich aktivit izolovanych alkaloidd jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tabulka 12).

Tabulka 12: Hodnoty inhibi¢nich aktivit

Nazev latky ICs0: AChE [uM] ICs0: BUChE [uM]
Vinkarubin 384,8 + 73,15 > 1000
(-)-Vinoxin > 1000 2461+1,71
Galanthamin 1,710 + 0,065 42,30+ 1,30
Huperzin A 0,033 £ 0,001 > 1000
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6 DISKUSE

Tato diplomova prace se zabyvala izolaci alkaloid( z frakce VM 299, kterd byla ziskana uz dfive na

Katedre farmaceutické botaniky z rostliny Vinca minor L.

Frakce VM 299 byla pomoci flash chromatografie rozdélena na frakce, které byly pomoci TLC na
zakladé podobnosti obsahu spojeny. Vysledny pocet frakci byl 48. V diplomové praci byly

zpracovavany frakce €. 35 a €. 39, ze kterych byly izolovany dvé latky.

Obé latky byly na zakladé MS a NMR analyzy identifikovany a jejich spektra porovnany
s literaturou. Latka PS-1 byla identifikovana jako vinkarubin a latka PS-2 byla identifikovéna jako
(-)-vinoxin. U izolovanych latek byla také mérena opticka otacivost, nicméné u vinkarubinu nebyla
méritelnd ani pti nizsi koncentraci pro nedostatek svétla, které bylo dano cervenym zbarvenim

alkaloidu a méreného roztoku.

Alkaloid vinkarubin byl jiz dfive izolovan z rostliny Vinca minor L. Jedna se o jediny bisindolovy
alkaloid izolovany z této rostliny, ktery byl nalezen pouze v listech ve velmi malém mnozstvi.

Alkaloid (-)-vinoxin byl také z Vinca minor L. izolovan jiz dfive. [9]

Dale u izolovanych alkaloidi byla zjiStovana biologicka aktivita. Ziskané hodnoty byly porovnavany
se standardy huperzinem A a galanthaminem. lzolovany alkaloid vinkarubin vykazoval
nevyznamnou aktivitu vici AChE (ICso = 384,8 + 73,15 uM) i BUChE (ICsp > 1000 uM). Alkaloid
(-)-vinoxin také vykazoval nevyznamnou aktivitu vici AChE (ICso > 1000uM), nicméné inhibiéni
aktivita vc¢i BUChE byla pomérné vysoka (ICso = 24,61 + 1,71 uM). Presto je aktivita (-)-vinoxinu

relativné nevyznamna.

Z vysledkd tedy vyplyva, Ze vinkarubin neni vyznamny inhibitor cholinesteras. (-)-Vinoxin inhibuje
AChE zanedbatelné, zatimco vac¢i BuChE vykazoval inhibi¢ni aktivitu vyssi nez u zminénych

standardu. Inhibi¢ni aktivita v(ici cholinesterasam dosud nebyla mérena.
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Sipkova, P.: Biologicka aktivita sekundarnich metabolitl rostlin X. Alkaloidy Vinca minor L.
Diplomova prace, Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Katedra

farmaceutické botaniky, Hradec Kralové, 2019, 66 s.
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Alzheimerova choroba je progredujici onemocnéni mozku. Pocdet pacientl zasazenych touto
chorobou neustale roste. Tuto nemoc nelze |écit kauzalné, proto objevovani a testovani novych

latek, které by mohly byt potencialné vyuZity v 1éCbé, je velmi daleZité.

Pomoci flash chromatografie byla separovana frakce po sloupcové chromatografii z rostliny Vinca
minor L. Izolace jednotlivych alkaloidd byla provedena pomoci preparativni TLC. Na zakladé NMR
a MS analyzy a nasledném porovnani s literaturou byly alkaloidy identifikovany jako vinkarubin

a (-)-vinoxin.

Izolované alkaloidy byly testovany na cholinesterasovou inhibi¢ni aktivitu pomoci modifikované
Ellmanovy metody. Acetylcholinesterasa (AChE) a butyrylcholinesterasa (BuChE) jsou enzymy,
které hraji velmi dulleZitou roli v patofyziologii Alzheimerovy choroby. (-)-Vinoxin vykazoval
pomérné vysokou inhibi¢ni aktivitu vic¢i BUChE (ICso = 24,61 £ 1,71 uM), inhibi¢ni aktivita v{ci
AChE byla nevyznamna (ICsp > 1000uM). Vinkarubin nevykazoval vyznamnou aktivitu vaci

cholinesterasam (ICso AChE = 384,8 + 73,15 uM; I1Cso BUChE > 1000 uM).
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Alzheimer’s disease is a progressive neurodegenerative disease. The number of affected patients
is constantly increasing. This disease cannot be treated casually, therefore discovering and testing

new substances that could potentially be used in a treatment is very important.

The Vinca minor L. fraction after column chromatography was separated by flash
chromatography. Isolation of the individual alkaloids was performed by preparative TLC. Based
on NMR and MS analyses and comparison with literature, alkaloids were identified as vincarubine

and (-)-vinoxine.

Modified Ellman’s method was used to test cholinesterase inhibitory activity of isolated alkaloids.
Acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BuChE) are enzymes, that play a very
important role in the pathofysiology of Alzheimer’s diasease. (-)-Vinoxine showed relatively high
activity against BUChE (ICso = 24,61 + 1,71 uM), inhibitory activity against AChE was insignificant
(ICso > 1000uM). Vincarubin did not show important activity against cholinesterase

(ICs0 AChE = 384,8 + 73,15 pM; ICso BuChE > 1000 puM).
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