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1. UVOD

Rastliny byvaji vystavené mnohym stresovym faktorom z vonkajSieho prostredia. Okrem
nevhodnych vplyvov z okolia, existuje aj neustala hrozba zo strany predatorov a patogénov.
Aby sa mohli vysporiadat’ s rozmanitostou tychto nepriaznivych podmienok, museli prejst
evolu¢nou adaptéaciou. A to vypracovanim sofistikovanych stratégii obrany a syntézou Siroke;j
Skaly prirodnych bioaktivnych zlucenin.[1] Zaujimavi skupinu latok predstavuji
zluCeniny inhibujice cholinesterazy (ChE), spomalujice inaktivaciu acetylcholinu (ACh)
po synaptickom uvolneni. Potencidlnym zdrojom inhibitorov cholinesterdz (IChE)
st sekundarne metabolity rastlin, kde najvacSiu cast' tychto prirodnych metabolitov
s potencialnou inhibi¢nou aktivitou tvoria alkaloidy. Dalej sem moZeme zaradit’ terpény a latky
odvodené od Sikimovej kyseliny.[2] V centralnom nervovom systéme (CNS) sa nachadzajia dva
typy enzymov ChE, a to acetylcholinesteraza (AChE) a butyrylcholinesteraza (BuChE).[3]
Ukazalo sa, ze niektoré rastlinné druhy, ktoré vykazuju inhibi¢nu aktivitu vo¢i spominanym
enzymom su relevantnou moznostou v terapii réznych neurodegenerativnych porach, a to

najmé Alzheimerovej demencie (AD).[4]

V poslednych rokoch sme svedkami rozsiahlych vyskumov zameranych na hl'adanie
novych molekul s inhibi¢nou aktivitou voc¢i spominanym ChE. Skuto¢nost, Ze sa prirodne
vyskytujuce zluceniny z rastlin povazuju za potencialny zdroj novych inhibitorov, viedla
k objaveniu vyznamného poctu sekundarnych metabolitov arastlinnych extraktov
vykazujucich inhibi¢nu aktivitu vo¢i danym enzymom. [5] Zial’ u mnohych rastlin a zla¢enin,
ktoré preukdzali danu aktivitu, relevantnl v terapii alzheimerovej demencie, st klinické udaje
vel'mi obmedzené. Klinick4 G¢innost’ a potencidlna toxicita niektorych rastlin preto vyzaduje

podrobnejSie skiimanie.[4]

Historicky prvou latkou prirodného povodu, u ktorej boli potvrdené
acetylcholinesterazové inhibi¢né ucinky, bol indolovy alkaloid fyzostigmin, izolovany zo
semien Physostigma venosum Balf. K d’alSim zaujimavym IChE patri terapeuticky vyuZzivany
galantamin, ktory sa vo velkej miere vyskytuje v Celadi Amaryllidaceae a terapeuticky
perspektivny lykopodiovy alkaloid huperzin A, izolovany z ¢inskeho plavina Huperzia serrata
(Thunb. ex Murray) Trevis.[4] Zaujimavu cholinesterdzovll inhibi¢nu aktivitu vykazuju aj

alkaloidné extrakty rastlin z ¢el'ade Apocynaceae.[6]

Rastlina Vinca minor L.a je jednym z volne rasticich zastupcov u nds. Tato Celad’
zahfiia viac ako 2000 rastlinnych druhov vyskytujucich sa prevazne v tropickych
a subtropickych oblastiach. V tradi¢nej medicine nasli svoje uplatnenie v terapii horucky,
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maldrie, cukrovky, bolesti a gastrointestinalnych ochoreni. Mnohé z nich su bohatym zdrojom
vyznamnych sekundarnych metabolitov, iné poskytuju tvrdé drevo alebo sa pestuju len ako
okrasné rastliny. Typickymi obsahovymi latkami vyskytujucimi sa skrz celou ¢elad’ou su
indolové¢ alkaloidy, kardioaktivne glykozidy, sekoiridoidné a iridoidné monoterpény a taktiez

kaucuky, ktoré su rozptylené v latexe.[7,8]

Druh V. minor zahtiia vyse 50 alkaloidov indolového typu. Vinkamin je najddlezitejSim
alkaloidom vykazujicim vyrazny cerebrovaskularny a neuroprotektivny cinok.[9]
V sucasnosti nachadza uplatnenie jeho semisynteticky derivat vinpocetin, ktory sa vyznacuje
Sirokou skalou farmakologickych a biochemickych ucinkov, vratane stimulacie vazodilatacie
mozgu, zvySenia tolerancie mozgového tkaniva voc¢i hypoxickym a ischemickym ttokom, ¢i

dokonca inhibiénym uc¢inkom na fosfodiesterazu (PAD).[5]

Izol4ciou indolovych alkaloidov z V. minor L. sa zaobera vyzkumna skupina
ADINACO na katedre farmaceutickej botaniky v Hradci Kralové.[10] Ciel'om tejto diplomove;j
prace je pokusit’ sa o izolaciu biologicky aktivnych alkaloidov namierenych voci vybranym

terapeutickym cielom AD.
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2. CIEL: PRACE
Ciel’ diplomove;j prace:

» izolacia aspoil jedného alkaloidu v ¢istej forme za pouzitia chromatografickych metod
z vybranej frakcie ziskanej na chromatografickom stipci zo sumarneho alkaloidného
extraktu z vnate V. minor,

» podiel na identifikacii obsahovych latok spektralnymi metddami MS/NMR a zmeranie
optickej otacavosti,

» podiel na stanovenie biologickej aktivity izolovanych latok na Tudsku
acetylcholinesterazu, butyrylcholinesterazu, prolyloligopeptidazu a glykogensyntazu-

kinazu 3p.
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3. Teoreticka c¢ast’

3.1. Demencie

Povod slova demencia pochadza z latinského de- (od, z) a mens- (mysel’) a doslovne ho m6zeme
prelozit’ ako nemysliaci, nerozumny ¢i Sialeny.[11] Toto slovo sa objavilo v nasej historii davno
pred tym, nez bolo pomenované. Jeho vyznam je mozné vystopovat u antickych lekarov ¢i
filozofov, ktori upadok dusevnych funkcii pripisovali vysokému veku. Demenciu ako lekarsky
termin zaviedol az Franctz Philip Pinel v roku 1797 a nazval nim r6zne choroby, ktoré vedu
kpoklesu intelektovych schopnosti. Rozlisit' syndrém demencie od inych poruch bolo aj
v priebehu 19. storocia pomerne nejasné. Za prelom v dejinach pojmu demencie povazujeme
90. roky minulého storocia, kedy sa zacalo hovorit’ o AD, ktort prvykrat popisal nemecky
psychiater a neuropatolog Alois Alzheimer.[12—14] Demencia je podla medzinarodnej
klasifikacie chorob charakterizovand ako ,,syndrom sposobeny chorobou mozgu, zvycajne
chronickej alebo progresivnej povahy, kedy dochadza k poruSeniu mnohych vyssich nervovych
kortikalnych funkcii, ku ktorym patri pamit, myslenie, orientdcia, chdpanie, pocitanie,
schopnost’ ucit’ sa, jazyk a usudok. Zvyc€ajne je pridruzené porusené chépanie a prilezitostne

mu predchédza i zhorSenie emocnej kontroly, socidlneho spravania alebo motivacie.” [15]

Demencie zaradzujeme medzi tzv. organické mozgové ochorenia. Etiologicky sa
uplatiiuji hlavne choroby, ktoré poskodzuju mozgové tkanivo. U atroficko-degenerativnych
demencii je hlavnym etiopatogenetickym cCinitelom atrofia mozgu, ktord je sprevadzana
tvorbou a ukladanim patologickych proteinov. Preto ich niekedy moZno oznacit’ aj ako
proteinopatie. Svoju ulohu nezohrdvaju len samotné proteiny, ale uplatiiuji sa aj iné
mechanizmy, ktoré vysokou mierou vplyvaji na priebeh daného ochorenia. Sekundéarne
symptomatické demencie vznikaji na podklade vaskuldrnych, metabolickych a traumatickych

zmien na mozgu.[16-18].

V literatire sa Castokrat stretivame s terminom tzv. starecka demencia, ktora nadobuda
vyznam len ak flou oznacujeme demenciu, ktora nastala vo vy$Som veku tzv. seniu (65+) alebo
ak ju chceme odlisit’ od presenilnej demencie, ktord nastala v preseniu, teda vo veku mladSom.
Spéjat’ ju s prirodzenym starnutim je Castokrat mylné a zavadzajuce, pretoze demencia vznika
vzdy na podklade chorobného procesu a starnutie rozhodne nepovazujeme za jej

synonymum.[ 18]
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3.1.1. Alzheimerova demencia

AD je zavazné postupne progredujuce a irreverzibilné neurodegenerativne ochorenie, ktoré sa
prejavuje syndromom demencie a konci letdlne. Zaradzujeme ju medzi najCastejSie priciny
demencie vobec a celosvetovo sa odhaduje, Ze predstavuje 50 — 60 % vSetkych pripadov

demencie.[19,20]

3.1.1.1. Epidemiologia

V suvislosti so starnutim populdcie narastd pocet pacientov trpiacich zdvaznymi poruchami
paméte az demenciou. Zhodnotit’ zdravotny stav vo vysSom veku je pomerne naro¢né skrz fakt,
ze niektoré menej napadne ochorenia, kam radime psychiatrické poruchy ako st demencie ¢i
depresie, st Castokrat nedostatone diagnostikované alebo dokonca neliecené.[21] Podla
Alzheimer’s Disease International je v najvyspelejsich krajinach v rukéach lekarov takmer
polovica pacientov, naopak v tych menej rozvinutych ¢i Statoch so strednymi prijmami menej

nez 10 %.[22]

Demencie v utlom detskom a strednom veku st pomerne vzacne a ojedinelé. Zlom
nastava az v déchodkovom veku, kedy sa s kazdym pribidajicim rokom zvysuje jej vyskyt. Vo
vekovej kategorii nad 60 rokov trpi demenciou kazdy 5 — 8. ¢lovek a celosvetovo sa odhaduje,

ze postihuje takmer 50 miliénov I'udi.[23,24]

Odpovedat’ na otazku, kol’ko Pudi v Ceskej republike postihuje AD &i ind forma
demencie alebo dokonca, ktoré vekové skupiny ¢i pohlavie st najviac ohrozené, nie je vobec
jednoduché. V domécich podmienkach totiz doposial’ neexistuje Ziaden relevantny vyskum,
ktory by tieto parametre mapoval. Preto sa vo vicSine pripadov opierame o vysledky zo
zahrani¢nych prevalenénych $tudii. Avsak podla demografickych odhadov trpi dnes v Ceskej
republike demenciou 150 000 az 200 000 l'udi, z toho takmer viac nez dve tretiny st

zeny.[16,23]

3.1.1.2. Rizikové faktory

Za najvyznamnejs$i a neovplyvnitelny rizikovy faktor AD mozZno povazovat’ vek. Druhym
najdoleZitejSim faktorom je pritomnost’ apoliproteinu E4 (ApoE4), ktory je povaZovany za
hlavny geneticky rizikovy faktor. U l'udi, u ktorych nenachddzame pritomnost’ alely pre ApoE4
je riziko vzniku AD 9%, najvysSie riziko predstavuju heterozygoti 83%. Mutéacie génu pre
amyloidny prekurzorovy protein (APP), presenilinu 1 a presenilinu 2 vedud k vcasne
nastupujucej familiarnej AD. Studie tykajuce sa celého genému identifikovali viac ako 20

lokusov spojenych so zvySenym rizikom vzniku AD, ukazujliice na imunitné, zdpalové reakcie,
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recyklaciu endozomalnych veziktl a metabolizmus lipidov. Kardiovaskularne a psychosocidlne

faktory povazujeme za hlavné modifikovateIné faktory AD.[16,25-27]

3.1.1.3. Patofyziolégia

Na molekulovej trovni je cholinergnd hypotéza prvym a najviac Studovanym pristupom
popisujucim patofyzioldgiu AD. Bola definovana pred viac ako 30 rokmi minulého storocia
ako primarny degenerativny proces, schopny seletivneho poskodenia skupiny cholinergnych
neurénov v hippocampe, frontalnom kortexe, amygdale a ostatnych Struktar podielajucich sa
na kognitivnych procesoch. Tieto zmeny su zodpovedné za znizent regulaciu cholinergnych
markerov, ako je acetyltransferdza a AChE, ktoré¢ uzko koreluju s nastupom kognitivnej
poruchy. Okrem iného dochédza k zhorSenému uvolfiovaniu celkového mnozstva ACh
a deficitu v expresii nikotinovych ¢i muskarinovych receptorov.[28] Zaujimavé je, Ze hladina

BuChE vyznamné stupa.[29]

Za syndrémom demencie sa ukryva mnoho pricin preto je nasledujuci prehlad Cisto

vyberovy, popisujuci zakladné klinickopatologické aspekty daného ochorenia.[23]

3.1.1.3.1. Senilné plaky

Za jednu z hlavnych kl'i¢ovych histopatologickych charakteristik pacientov trpiacich AD,
mozno povazovat pritomnost’ extracelularnych senilnych plakov pozorujuc v okoli neurénov,
¢i glii. Hlavnou zlozkou tychto plakov je B-amyloid (AB), ktory je zlozeny zo 40 — 42
aminokyselin avznikd enzymatickym Stiepenim APP, koédovaného génom na 21.
chromozome.[30] APP je exprimovany na intra- aj extracelularnych membranach a jeho hlavna
uloha v organizme byva stale nejasna. No z hl'adiska mnozstva moznych izoforiem ktoré ma,
sa vedcom podarilo niektoré z jeho funkcii objasnit’. Medzi jeho mozné funkcie patri modulacia

synaptickej plasticity, stabilizacia vnutrobunkovej hladiny vapnika ¢i rast axoénov.[31]

Ako uz bolo spomenuté, APP podlieha proteolytickému Siepeniu, ktoré sa moZze uberat’
dvomi smermi, ato podla toho, ¢i AP vznikne alebo nie. a-Sekretdaza je zodpovedna za
neamyloidogénnu drahu Stiepenia APP, kedy vznikaji solubilné N-termindlne fragmenty
(sAPPa), po ktorych uz AP nevznika. sAPPa zohrdva ddlezitu ulohu v neuronalnej plasticite
aregulécii proliferacie nervovych kmenovych buniek, dolezitych pre vcasny vyvoj CNS.
Produkcia AP v amyloidogénnej drdhe zahfila postupné Stiepenie APP pomocou
B- a y-sekretazy. K dosiahnutiu optimalnej aktivity, vyzaduje B-sekretdza kyslé prostredie,
ktoré je zabezpecené endozoOmami. Expresia B-sekretdzy sa prirodzene zvySuje vekom, ale

vyrazné zvysenie pozorujeme v mozgovej kore pacientov s AD. Po Stiepeni APP pomocou tejto
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sekretazy dochddza k uvolneniu rozpustého peptidu sAPPB, ktory je zodpovedny za
odumieranie neurénovych buniek. Po zisahu o- a p-sekretdzy zostavaji karboxylové
termindlne fragmenty (CFTs) aCFT a BCFT asociované s membranou, kde vyckavaju na d’alSie
Stiepenie sprostredkované pomocou y-sekretdzy. Ukézalo sa, ze nadprodukcia BCFT ma
cytotoxicky ucinok a spdsobuje degeneraciu neurdénov. Spracovanie oCFT pomocou
y-sekretdzy vedie k tvorbe p83 peptidu, ktory podliecha naslednej degradacii. Za zaklad
senilnych plakov povazujeme AB40 a AB42, ktoré vznikaju Stiepenim BCFT.[32-34]

3.1.1.3.2. Neurofibrilarne klbka

1-Protein patri do skupiny pribuznych proteinov, viazucich sa na mikrotubuly a zohrava vel'mi
dolezita ulohu v zachovani ich stability.[35] Kodovany je génom, ktory je umiestneny na dlhom
ramienku chromozému 17 v pozicii 17¢21, a pozostdva najmenej zo 16 exénov.[36] 1-Protein
je zlozeny z N-termindlnej Casti (projekénd doména), ktord obsahuje kyslu a oblast’ bohatli na
prolin. Vdaka tejto oblasti st t-proteiny schopné prepojit mikrotubuly s cytoskeletom
a eliminovat’ ich pruznost. Nasleduje C-termindlna bazicka oblast’, ktorej vyznam spociva

v polymerizacii mikrotubulov.[37-39]

Stupen fosforylacie t-proteinu reguluje samotnu stabilitu mikrotubulov. Kinazy,
zodpovedné za fosforylaciu a Specifické fosfatazy, zodpovedné za defosforylaciu, reguluju
tento stupen. V nativnej nefosforylovanej forme je tento protein dezorganizovany, flexibilny
a tepelne stabilny. Ked’ sa t-protein stane patologickym, podstipi rozne posttranslacné Gpravy
ako je glykozylacia, nitracia, ubikvitinacia alebo hyperfosforylacia. Posttranslaénymi tipravami
dochadza k zmene konformacie proteinu, ktoré¢ vedu k neschopnosti vdzby na mikrotubuly
a k naslednej agregécii fosforylovanych t-proteinov. Tento proces je spdsobeny deregulaciou
kindz a fosfatdz posobiach na tento protein.[40] K hyperfosforylacii t-proteinu dochadza

prostrednictvom proteinkinaz, ktoré mozeme rozdelit’ do dvoch skupin:

e prolin-directed kindzy*: glykogensyntdza kinaza-3B (GSK-3pB), cyklin dependentna
kinaza a mitogénom aktivovana proteinkinaza,
e _non-prolin directed kinazy*“: proteinkindza A, proteinkindza C a kalmodulin,

modifikujice aminokyseliny v blizkosti kyslej ¢asti proteinu.[41,42]

Ukézalo sa, ze nadmernd expresia GSK-3f utransgénnych mySi indukuje
hyperfosforylaciu a nasledne jeho neurodegeneraciu. Oba tieto procesy mozeme zvratit
posobenim litia alebo inhibitormy GSK-3p. Okrem iné¢ho sa podiel’a na proliferacii buniek,

apoptoze a embryondlnom vyvoji.[43]
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Po fosforyléacii dochadza k rozpleteniu proteinu a naslednému zdruzovaniu jeho vlakien
do parovych helikalnych filamentov, tvoriacich zaklad pre tvorbu neurofibrilarnych kibkov
(NFT). Vnutrobunkovy depozit tychto kibkov porusuje cytoarchitektoniku buniek, o nasledne
vedie k ich apoptdze.[16]

3.1.1.3.3. Apoliprotein E

ApoE je multifunkény protein zohravajuci velmi ddleziti ulohu v metabolizme lipidov,
neurobiologickych a neurodegenerativnych procesoch.[44] Ludsky ApoE je zlozeny z 299
aminokyselin s molekulovou hmotnostou 34 kDa. ApoE existuje v troch izoforméach.
Jednotlivé izoformy ApoE kdédované tromi génovymi alelami sa od seba liSia v polohach 112
a 158, kde je pritomny bud’ cystein alebo arginin: ApoE2 (Cys112, Cys158), ApoE3 (Cys112,
Argl58), a ApoE4 (Argl12, Argl58). Ukazalo sa, Ze prave tieto polymorfizmy jednotlivych
aminokyselin podstatne menia Struktiru a funkciu ApoE, ¢im dochiddza k modulacii ich
viazbovych vlastnosti k lipidom ¢i receptorom. Napriklad vdzba ApoE4 mé vysSiu afinitu
k lipoproteinom s vel'mi nizkou hustotou nez ApoE3 a ApoE2, ktoré sa prednostne viazu na

lipoproteiny s hustotou vysokou.[45,46]

Hlavnou funkciou ApoE je sprostredkovat’ vézbu lipoproteinov alebo lipidovych
komplexov v plazme ¢i intersticidlnych tekutinach na Specifické receptory, ¢im sa uplatiiuje na

homeostatickej kontrole obsahu lipidov v plazme a tkanivach.[44]

Vedci zistili, Ze hlavnym miestom syntézy ApoE st hepatocyty. ApoE taktieZ mézeme
najst’ v nadoblickach, semenikoch, slezine, makrofagoch ¢i mozgu. V CNS je produkovany

hlavne astrocytmi, kde zabezpec€uje hlavny transport lipidov v mozgomiechovom moku.[45,46]

Imunohistopatologické dokazy poukazuju na to, Ze ApoE vyrazne ovplyviiuje depoziciu
AP do senilnych plakov, ¢im dochadza k rozvoji amyloidovej angiopatii. Depozicia AP vo
forme senilnych plakov je intenzivnejSia u pacientov, u ktorych pozorujeme pritomnost’ alely

pre ApoE4.[45]

3.1.1.3.4. Oxidacny stres a mitochondrialna dysfunkcia

Oxidac¢ny stres je redoxny stav vyplyvajici z nerovnovahy medzi generaciou a detoxifikaciou
reaktivnych druhov kyslika (ROS). Tieto reaktivne formy su fyziologicky nevyhnutné vedl'ajsie
produkty, ktoré posobia ako dvojsecny me¢ v biologickom systéme. St sucastou mnohych

patologickych, fyziologickych ¢i biochemickych pochodov.[47]
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Hoci l'udsky mozog predstavuje len 2 % telesnej hmotnosti, spotrebuje priblizne 20 %
kyslika dodavané¢ho dychacim systémom. Vysokd spotreba energie mozgu znamena vyssiu
nachylnost’ voc¢i oxidaénému stresu ako ktorykol'vek iny organ. Neuron, ako zakladna funkéna
jednotka mozgu je obzvlast citlivd na oxidacné poskodenie, pretoze ma vysSiu rychlost’
metabolizmu ako iné bunky. Oxidacia lipidov, proteinov a nukleovych kyselin v neurénoch
mozno povazovat za cCasty patologicky rys AD. Neurdny obsahuju velké mnoZstvo
polynasytenych mastnych kyselin, ktoré moézu interagovat s ROS, ¢o nasledne vedie

k samovol'nej kaskade peroxidacie lipidov a deStrukcii molekul.[48]

Mitochondrie st hlavnym zdrojom oxida¢ného stresu, z dovodu konstantnej produkcie
superoxidového anionu, ktory je aj napriek pritomnosti mitochondridlneho antioxidacného
systému zodpovedny za vznik 90 % endogénneho ROS. Dysfunkéna mitochondria je menej

efektivnym vyrobcom adenosintrifosfatu (ATP) , ale i¢innej$im vyrobcom ROS.[47]

3.1.1.3.5. Rastové faktory

Neurotrofiny zahfnaju Sirokt Skalu Strukturne pribuznych peptidov, ktoré reguluja
diferenciéciu, rast a prezitie neurdnov v centralnom aj periférnom nervovom systéme.[49,50]
Do skupiny tzv. ,klasickych neutotrofinov* zaradzujeme NGF (nervovy rastovy faktor), BDNF
(mozgovy neurotroficky faktor), neurotrofin 3 a neurotrofin 4,5.[51] Povodne vznikaju
prekurzorové pro-peptidy, vykazujuce odlisné biologické vlasnosti nez zrel¢ formy.[52]
Funkcia neurotrofinov zavisi od ich hlavnych receptorov, selektivnej tyrozinkinazy (Trk)
a pan-neurotrofického receptoru p75 (p75NTR). Po vidzbe na Trk receptory dochadza
k fosforylacii proteinov tyrozinu a spusteni signadlnej kaskady vSeobecne spojenej s prezitim
neuronov. Naopak vdzba na p75NRT receptor a sortilin vyvolava apoptozu buniek. Zrely NGF
(matNGF) sa viaze na p75NTR s nizSou afinitou v porovnani s pro-NGF. Aktivacia drah
prostrednictvom p75NTR moéZe spustit’ pro- alebo anti-apopticky signal. Vedci zistili, ze
v kortikalnych oblastiach mozgu pacientov s AD je znizend expresia génov TrkA a hladina
proteinov, zatial’ ¢o hladiny p75NRT ostavaja nezmenené. [53—58] Z toho vyplyva, Ze novymi

potenciondlnymi pristupmi v terapii AD su antagonisti p75NRT alebo agonisti TrkA.[59]

3.1.1.3.6. Zapalové mechanizmy

Mikroglie su rezidentné makrofagy, ktoré tvoria priblizne 10 % vSetkych buniek v CNS. Su
jedny z prvych imunitnych buniek aktivnych pocas zapalovej reakcie a predstavuja prva liniu
bunkovej obrany proti napadajucim patogénom, ¢i inym druhom poskodenia mozgu. Tieto

bunky sa diferencuji z kmenovych buniek v kostnej dreni anasledne putuji do mozgu
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a miechy. Za normalnych podmienok existuju v tzv. pokojovom stave a ich hlavnou ulohou je
pozorne sledovat’ CNS pred bliziacim sa patogénom. K aktivacii a zmene ich morfologickych
vlastnosti dochédza pri r6znych inzultoch mozgu (trauma, infekcia, neurodegeneracia) a ich
hlavnym cielom je detekovat’ pripadné poSkodenie. Aktivované mikroglie zohravaju vel'mi
dolezit ulohu vo fagocytéze patogénov ¢i odstranovani degenerujucich buniek v mieste
poskodenia. Pribudajuce dokazy poukazuji na skutoCnost, ze =zapalové procesy
sprostredkované mikrogliami maju nie len protektivny, ale aj Skodlivy t¢inok. Po ich aktivacii
dochadza k produkcii zapalovych medidtorov vratane cytokinov, chemokinov, indukovatel'nej
syntazy oxidu dusnatého, cyklooxygenaz-2 a volnych radikalov ako su ROS, ktoré mézu rusit’
neuronové funkcie a spdsobit’ tak ich poskodenie. Aktivované mikroglie tiez produkuju Siroka
Skalu neuroprotektivnych faktorov, ktoré pomahaji predchadzat’ neurénovym poskodeniam,

ako napriklad BDNF, NGF ¢i neurotroficky faktor odvodeny od gliovych buniek.[60,61]

V zavislosti od ich aktivovaného stavu mozeme mikroglialne bunky vo vSeobecnosti
klasifikovat’ na protizapalovy fenotyp M1 a M2. Fenotyp M1 je aktivovany ,klasicky*
pomocou Toll-like receptoru alebo interferonu y. Je zodpovedny za produkciu prozapalovych
cytokinov, ktoré nakoniec vedl k poskodeniu neurénov v mieste tkaniva. Naopak fenotyp M2
je alternativne* aktivovany interleukinom 4 (IL-4) alebo IL-13 a podiela sa na uvol'novani

vysokych hladin protizapalovych latok, ktoré maju za tlohu dané tkanivo opravit’.[60,61]

Posledné vyskumy preukazuji pritomnost’ aktivovanych mikroglii na miestach
depozicie AB, ¢o naznacuje, ze tieto gliové bunky moézu fyzicky interagovat’ s A a regulovat’
ich hladiny v mozgu. Dalsi dokaz poskytujiici stvislost medzi dysfunkciou mikroglii
a patogenéziou AD pochadza z genetickych $tadii a poukazuje na fakt, Ze nulova mutacia génu
TREM 2, ktory je Specificky exprimovany mikrogliami v CNS, tzko koreluje so zavaZnou

hyperfosforylaciou t-proteinu.[60,61]

3.1.1.4. Diagnostika

V ranom §tadiu AD je vel'mi ddlezita v€asna a spravna diagnostika a diferencidlne odliSenie
choroby, napriklad od benignej zabudlivosti starntcich osob, alebo od miernej kognitivnej
poruchy.[20] K tomu ndm moze dopomoct’ dokladna anamnéza, fyzikélne aj testovacie metody.
Ako skriningovy test byva najcastejSie pouzivany kratky test kognitivnych funkcii alebo test
kreslenia hodin. AvSak ani jeden z nich nie je plne Specificky, preto sa s vyhodou pouZzivaju
zloZitejSie testy kognitivnych funkcii, predovSetkym , ,Alzheimer disease assessing
scale-cognitive subscale. Diagnosticky dolezity je tiez samotny priebeh a prejavy
demencie.[62]
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Medzi podporujuce nalezy patri pritomnost’ medidlne temporalnej atrofie vzniknutej
v dosledku zniZenia objemu hipokampu, entorhinalneho kortexu a amygdaly, preukazatel'na
metddou magnetickej rezonancie. Vyznamna je taktiez abnormadlna pritomnost’ biomarkerov
v mozgovomiechovom moku. Jednd sa o nizku koncentraciu AP, vysSiu koncentraciu
celkového t-proteinu alebo zvySenu koncentraciu fosforylovaného t-proteinu. Medzi d’alSie
diagnostické prvky mézeme zaradit’, dokaz autozomalne dominantnych mutacii v rodine alebo
nalazy na molekularnom zobrazeni mozgu pomocou pozitronovej emisnej topografie. Jedna sa
o metddu, ktord identifikuje zhluky AP pomocou protildtky oznaCovanej ako pittsburska
zluCenina b, alebo preukazuje hypometabolizmus pomocou znacenej fluorodeoxyglukozy

v temporalnych a parietalnych lalokoch.[19]

3.1.1.5. Klinicky obraz

Pre AD je charakteristicky velmi pomaly a nendpadny zaliatok, ktory je niekedy az tak
nendpadny, Ze si prvé priznaky vSimne skor okolie nez samotny pacient. AD zaradzujeme
medzi kortikdlne demencie. Preto prvé priznaky reprezentuji poruchy z oblasti kognitivnych
funkecii, kedy dochadza k defektu tzv. epizodickej pamite. Tato porucha sa ¢astokrat prejavuje
zabudanim, kedysi zauzivanych, kazdodennych ritudlov. Pomerne Casto sa vyskytuji tzv.
vizuospacialne poruchy, ktoré sa v praxi prejavuju stratou orientdcie v Case a v priestore. Pri
vyraznejSom postihnuti pacient straca schopnost’ logického myslenia, ¢i dokonca logickych
uvah. Pridruzuje sa porucha reci, ktord je sice plynuld, ale obsahovo velmi jednoducha

a stereotypna.[21]

Okrem kognitivnych porach mdZeme u pacientov pozorovat konStantny vyskyt
behavioralnych a psychologickych priznakov demencie (BPSD). Casto st tak nipadné, Ze
neznepokojujui len samotného pacienta, ale i okolie. U chorého pozorujeme hlavne agitovanost’,
vybusnost, zmeny nalad, ¢i dokonca tzkost' a depresiu. S BPSD stvisia aj pridruZené
psychotické priznaky, ktoré sa vyskytuji velmi zriedkavo, a to halucinicie a bludy.
V terminalnom S$tadiu dochadza k absolttnemu rozpadu osobnosti. Pacienti nie s schopni
verbalne komunikovat’, su imobilni, inkontinentni a plne odk4dzani na pomoc ostatnych. AD
konc¢i letalne po 7—15 rokoch od stanovenia diagnozy. Bezprostrednou pric¢inou smrti obvykle
byva plucne ochorenie (hypostaticka pneumodnia, bronchopneumonia), dekubitnd sepsa alebo

nasledok urazu.[13,23]
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3.1.1.6. Terapia

Doposial’ sa nepodarilo objasnit’ komplexnu etiopatogenéziu tejto choroby. Preto sa pristupy
pouzivané v sucasnosti opieraju uz o zname patogenetické mechanizmy. Napriek intenzivnej
snahe vo vyvoji novych liekov, médme v dneSnej dobe k dispozicii len dva zakladné
farmakologické pristupy ovlyvitujuce acetylcholinergny a glutamatergny systém. Nasledujtci
text pojednava o farmakoterapii kognitivnej, teda tej, ktord moduluje klinicky obraz daného

ochorenia.[63—65]

3.1.1.6.1. Acetylcholin

ACh je vSestrannda molekula, ktora pdsobi nielen ako neurotrasmiter, ale tiez ako
neuromodulator nervového systému.[66] Syntéza ACh prebieha v cytoplazme cholinergnych
neurénov  zcholinu a acetyl-koenzymu A  (Acetyl-CoA), pdsobenim enzymu
cholinacetyltransferdzy = (ChAT). Nasledne je ACh transportovany vezikularnym
acetylcholinovym transportérom z cytosolu do synaptickych vezikul. Acetyl-CoA je dodavany
mitochondriou, kdeZzto vicSina cholinu pochddza priamo z potravy. Po depolarizécii
cholinergnych neurénov je ACh exocytovany zo synaptickych vezikul a nasledne uvolneny do
synaptickej Strbiny, kde interaguje s muskarinovymi a nikotinovymi receptormi. Jeho uc¢inok
netrva prili§ dlho a hned’ potom je inaktivovany AChE alebo BuChE na kyselinu octova
a cholin. Cholin, ktory je produkovany pri tejto degradécii sa recykluje, tj. prendsa sa za pomoci
aktivneho transportného systému do nervovych zakonceni, kde sa z neho syntetizujii nové

molekuly ACh.[67]

RozliSujeme dve hlavné skupiny cholinergnych receptorov: nikotinové, asociované
sionovymi kandlmi a muskarinové, sprazené¢ s G-proteinom. Oba tieto receptory su
exprimované v centrdlnom a periférnom nervovom systéme. V mozgu su receptory pre ACh
exprimované pre- aj postsynapticky a sluzia k sprostredkovaniu neuromodulacnych funkeii
ACh. Nikotinové receptory pozostavaju z piatich podjednotiek, ktorych vzdjomna kombinacia
urcuje farmakologické a fyziologické vlastnosti. V sti€asnosti je znamych dvanast’ ro6znych
podjednotiek (a2-a10 a B2- B4). a4B2 maji najvyssiu afinitu k nikotinu. a7 nikotinovy receptor
sa lisi od inych tym, Ze je vysoko priepustny pre Ca?* a hra jedineénu Glohu v synaptickej

modulacii.[66]

Muskarinové receptory st Siroko distribuované v 'udskom tele a sprostredkuvaju

odlisné fyziologické funkcie, ktoré zavisia od miesta pdsobenia a podtypu receptoru. Je zname,
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ze existuje pat roznych podtypov muskarinovych receptorov (M1-MS5), hoci presna lokalizacia

a funk¢na loha vsetkych tychto podtypov nebola tplne objasnena.[68]

3.1.1.6.2. Cholinesterazy
ChE je genericky pojem oznacujuci rodinu pribuznych enzymov, ktoré hydrolyzuju cholinové
estery rychlejsie, ako iné estery za optimalnych podmienok. Jedna sa o serinové hydrolazy,

patriace do rodiny esteraz. V l'udskom tele existuju dva typy ChE a to: AChE a BuChE.[69]

AChE, ako uz bolo uvadzané, patri do skupiny serin-proteinovych hydrolaz pritomnych
v cholinergnych nervovych synapsiach a nervosvalovej platnicke. Specifickym substratom pre
AChE je ACh, ktory ¢innost'ou tohoto entymu rychlo hydrolyzuje na acetat a cholin. Touto
hydrolyzou je terminovana fyziologicka funkcia ACh ako neuromediitora prenasajuceho
nervové vzruchy v cholinergnom systéme. Struktirne sa jedna o a/p protein obsahujici dvanast
B-skladanych listov, ktoré obklopuje Strnast’ a-skrutkovic.[70] Samotna hydrolyticka reakcia
prebieha v katalytickom mieste, ktoré sa nachddza na dne uzkej a 20 A hlbokej kavity, ktort
lemuje Strnast’ aromatickych kyselin. Toto najdolezitejSie, inak nazyvané esteratick¢é miesto
obsahuje tri esencidlne aminokyseliny Ser200, His440 a Glu327, a spolu vytvaraju katalyticka
triddu. Podiel’'aju sa na prenose acetylovej skupiny z ACh na Ser200. Zasadnu ulohu v procese
hydrolyzy zohrava aj anionické miesto zlozené z Trp84, Tyr130, Phe330 a Phe331.
Je zodpovedné za vizbu kvartérnej amoniovej skupiny substratu s kationovymi n-interakciami.
V dosledku interakcie s anibnovym miestom je zabezpe€ena spravna orientacia ACh v kavite.
Medzi d’alSie vyzndmné sucasti AChE povazujeme oxyaniovy otvor, acylovu kapsu a periférne
anionické miesto. Oxyanidonovy otvor je komplex vytvoreny a stabilizovany Gly118, Gly119
a Ala201 z AChE. Uloha acylovej kapsy spo¢iva v substratovej $pecifickosti. Tvar acylovej
kapsy je determinovany dvoma zvySkami ato: aromatickymi aminokyselinami Phe288
a Phe290. Phe288 a Phe290 brania pristupu vacsich molekul priamo do katalytického centra.
Periférne anionické miesto (PAS), inak oznacované aj ako B-anionické, pozostava z piatich
aminokyselin Tyr70, Asp72, Tyr121, Trp279 a Tyr334. PAS sa nachadza pri vstupe do aktivnej
kavity a zodpoveda za d’alSie Cinnosti vratane interakcie s AP. S PAS st schopné interagovat’

nekompetitivne inhibitory AChE.[70-72]

Znalost’ Struktiry a vlastnosti katalytickej triddy AChE vedie k navrhu a vyvoji novych
inhibitorov AChE (IAChE) ako potencionalnych terapeutik pre lie€bu AD. Mechanizmus ich
inhibicie sa uplatiiuje tieZ pri vyvoji reaktivatorov ako antidot pri liecbe otrdv nervovo

paralytickymi latkami. Dalsie uplatnenie IAChE je v lie¢be myasténie gravis.[73]
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BuChE, inak oznacovand aj ako pseudocholinesteraza ¢i nesSpecifickd cholinesteraza,
byva v 'udskom tele syntetizovand v mnohych tkanivach vratane svalov, obliciek, srdca, pl'ic

a pecene, ktora je povazovana za najvacsi rezervoar tohto enzymu.[74,75]

Niektori vedci sa domnievaji, ze BuChE nezohrava v tele ziadnu zadsadnt rolu skrz fakt,
ze na rozdiel od AChE nemé ziaden fyziologicky substrat. Okrem AChE moéze ACh
hydrolyzovat' taktiez BuChE, avSak rychlost’ jej hydrolyzy je podstatne nizS$ia. Ludia
s deficitom BuChE, t.j. pacienti trpiaci na hypocholinesterasemiu, vykazuji minimalnu alebo
ziadnu aktivitu tohto enzymu v plazme, a preto su zranitel'nejsi voci niektorym drogam. BuChE
je hlavnym detoxifikacnym enzymom prirodného i syntetického kokainu v plazme a jeho
neaktivne metabolity produkované BuChE, metylestery ekgoninu a kyseliny benzoovej
s rychlo vylu¢ované l'advinami. Exogénne podavanie BuChE teda urychl'uje metabolizmus

kokainu, ¢im znizuje jeho behavioralne a toxické uc€inky.[69,75,76]

Za patologickych podmienok pozorujeme signifikantne zvysent aktivitu BuChE a jeho

pritomnost’ v senilnych plakoch tvorenych AB.[77]

3.1.1.6.3. Inhibitory cholinesteraz

Jednou z variant ako docielit’ zvySenie cholinergnej transmisie je spomalit’ odburavanie ACh
zo synaptickej Strbiny. ACh je odburavany AChE, ktord sa nachadza v synaptickej Strbine
a BuChE bezne sa vyskytujucou v krvi. Hoci BuChE byva ¢asto ignorovand, v rozvoji AD
moze byt jej uloha vel'mi dodlezita, pretoze v najviac poskodenych oblastiach mozgu, ako je
hipokampus ¢1 temporalny kortex, stipa jej aktivita o 40 — 90 %.[78] Sucasnd terapia AD
funguje na principe inhibicie ¢asti enzymu AChE, &o v koneénom désledku sposobi predizenie
casu zotrvania ACh pritomného v synaptickej Strbine.[79] Zlatym Standardom v terapii AD st
bezpochyby IChE — donepezil, rivastigmin a galantamin, ktoré napomdhaji stabilizovat’
postupné zhorSovanie kognitivnych funkcii. Jednd sa preto o symptomaticku liecbu, ktora
napomaha zmieriiovat’ priznaky daného ochorenia.[80] Uginok IChE je omnoho komplexnejsi
nez sa na prvy pohl'ad méze zdat. Zistilo sa, Ze niektoré z vyssie spominanych latok zaroven
interaguju s nikotinovymi receptormi. To by mohlo viest’ k zaveru, preco ich klinicky G¢inok
nie vzdy koreluje sich cholinesterdzovou inhibi¢nou aktivitou. Napriklad galantamin
napomaha cholinergnej transmisii aj po ukonceni jeho podéavania, co by mohlo signalizovat’, Ze
jeho ucinok nie je obmedzeny len na inhibiciu AChE, ale mohol by zahfnat’ aj systematické
zmeny. Dal§im z jeho mechanizmov t¢inku je prave interakcia s nikotinovymi receptormi, na

ktoré posobi pozitivnou alosterickou modulaciou.[81-83]
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Prvou latkou, u ktorej boli zistené ucinky spojené s inhibiciou AChE bol fyzostigmin.
Ziskaval sa zo semien Physostigma venosum Balf., ¢. Fabaceae ako parasympatomimeticky
rastlinny alkaloid a svoje uplatnenie ziskal v terapii glaukomu ¢i gastroparéze. Napriek
schopnosti prechadzat’ hematoencefalitickou bariérou, boli u neho objavené zavazné neziaduce

ucinky, pre ktoré nebol nikdy schavaleny k terapii AD.[84]

Donepezil (Obr. 1) je vysoko selektivny a reverzibilny piperidinovy derivat, vykazujici
inhibi¢né vlastnosti vo¢i AChE.[85] Okrem inhibicie AChE vykazuje aj d’alSie mechanizmy
ucinku, a to na molekulovej a bunkovej urovni. Blokuje r6zne aspekty excitotoxickej kaskady

indukovanej glutamatom, zmierfiuje G¢inky oxidacného stresu ¢i znizuje expresiu zapalovych

Obr. 1 Struktira donepezilu

cytokinov.[86]

Rivastigmin (Obr. 2) je zéastupca karbamdatovych derivatov a ako jediny pdsobi
reverzibilnou inhibiciou na AChE a BuChE. Metabolizovany je priamo AChE a preto u neho
nepozorujeme vyznamné liekové interakcie. Farmakokineticky profil rivastigminu ukazal, Ze
transdermélna naplast’ v porovnani s peroralnou aplikaciou, poskytuje plynulejSiu a nepretrzita
suplementéciu lieciva po dobu 24 hodin, ¢o v konecnom dosledku vyrazne eliminuje jeho

neziaduci vplyv na gastrointestinalny trakt.[87]

HsC CH;
CHj
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Obr. 2 Struktura (S)-rivastigminu
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Galantamin (Obr. 3) je izochinolinovy alkaloid pévodne izolovany z Galanthus woronowii
Losinsk., ale pre komercné ucely sa ziskava synteticky alebo extrakciou z bylin rodu Narcissus
L. a Leucojum L. patriace do ¢el'ade Amaryllidaceae.[88] Je to reverzibilny IAChE (inhibicia
BuChE je nevyznamnd) a zéaroven alostericky modulator nikotinovych receptorov.[64]
Galantamin je vyrazne metabolizovany pecenovym systémom cytochromov P450 (popripade
CYP 2D6 a 3A4), po ktorom nasleduje glukuronidacia. Hepatotoxicita sa méze vyskytnut
v dosledku jeho idiosynkratického metabolizmu na toxicky alebo imunogénny medziprodukt.

Obecne mozno galantamin povazovat’ za dobre tolerovanu latku.[89]

Obr. 3 Struktura galantaminu

3.1.1.6.4. Inhibitory NMDA receptorov

Glutamatovy systém je dalSim neurotransmiterovym systémom, u ktorého dochadza
k poskodeniu jeho zakladnej fyziologickej funkcie. Miera poSkodenia zavisi od progresie
daného ochorenia. Glutamat posobi excitacne takmer na vSetky neuréony v CNS a jeho spravna
funkcia je nevyhnutnd v mechanizmoch paméite aucenia. Viaze sa na svoje ionotropné
receptory, umoziujice influx katidnov (Na*, Ca?", K*) do vnutra bunky. Za fyziologickych
podmienok je i6novy kanal N-methyl-D-aspartatovych (NMDA) receptorov zablokovany Mg**
aaZ po uvolneni glutamatu dochidza k depolarizacii membrany, ¢im sa Mg?" iény nutené
opustit’ kanal. Po stimulacii NMDA receptoru dochadza po vstupu Ca?* i6nov k dlhodobému
ovplyvneniu synaptickej plasticity. Pri rozpade neuronov dochddza k nadmernému vyluc¢ovaniu
excitacnych aminokyselin s ¢im je spojena hyperexcitacia ionotropnych NMDA receptorov.
Tento jav je zosileny tym, Ze v niektorych oblastiach mozgu dochadza k zniZenému spatnému

vychytdvaniu glutamatu. Pri vyraznej stimulécii tychto receptorov, spojenych s otvaranim
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ionovych kanalov, dochadza k nadmernému influxu Ca®" iénov do neurénov. To ma za
nasledok spustenie celej kaskady dejov veducich k destabilizacii vnutorného prostredia
neurénov a aktivacii proteinkinaz, ¢im dochadza k odhaleniu patologickych génov a k bunecnej
apoptoze. Z farmakologického hl'adiska je teda ziadané pdsobit’ proti tejto hyperexcitacii

vhodnym antagonistom. V stcasnosti sa v klinickej praxi pouziva zatial’ jeden liek.[90]

Memantin (Obr. 4) je nekompetitivny antagonista glutamatovych NMDA receptorov.
Blokuje ich chronicki hyperaktivitu atym aj zvySeny vtok vapnika do neurdnov, ¢o
v konecnom désledku vedie k ich smrti. Za d’alsi predpokladany efekt memantinu mozno

povazovat’ znizenie degeneracie t-proteinu inhibiciou enzymu GSK-3[.[91,92]

NH,

Obr. 4 StruktGra memantinu

3.1.1.6.5. Rastliny tradi¢nej ¢inskej mediciny a ich pozitivny vplyv v terapii AD

Tradi¢na &inska medicina sa v Cine praktizuje viac ako 2000 rokov. V poslednych rokoch sa
vedcom podarilo izolovat mnoho aktivnych farmakologicky tc¢innych latok. Mnohé z nich
vykazovali pozitivny vlyv v terapii AD s mensim vyskytom vedlajSich u¢inkov ako bezné lieky
pouzivajuce sa v sucasnej medicine. V nasledujicom prehl'ade sumarizujem najnovsi pokrok
vo vyskume tradi¢nych ¢inskych bylin a ich obsahovych latok, ktory poukazuje na ich ulohu

v liecbe AD a mozné farmakologické U€inky.[93]

Huperzin A (HupA) (Obr. 5) je prirodny lykodinovy alkaloid extrahovany z ¢inskej
byliny Huperzia serrata (Thunb. ex Murray) Trevis., €. Lycopodiaceae, ktory je povaZzovany za
najucinnej$i IAChE.[94,95] V porovnani s ostatnymi komercne dostupnymi liekmi vykazuje
Hup A vysSiu biologicku dostupnost’ a priechodnost’ cez hematoencefaliticku bariéru.[96] Hup
A ma neuroprotektivne vlastnosti spocivajuce v schopnosti chranit’ bunky pred peroxidom

vodika, AP, glutamatom ¢i ischémii.[97] V poslednej dobe je znacny zaujem o tzv. syntetické
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hupriny, zlic¢eniny kombinujice Strukturdlne vlastnosti HupA a takrinu. Huprin X nielenze
vykazuje inhibiciu vo¢i AChE, ale taktiez sa u neho pozoruju priaznivé ucinky pri zniZovani
amyloidogénnych procesov. Zial' do dne$nej doby neboli publikované Ziadne klinické §tadie

s pouzitim tejto zluceniny.[98]
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Obr. 5 Struktura huperzinu A

Listy stromu Ginkgo biloba L., ¢. Ginkgoaceae, boli po staroCia stcatou tradi¢nej
¢inskej mediciny. Na zaciatku 70. rokov Dr. Willmar Schwabe Pharmaceuticals navrhol postup
k extrakcii a Standardizécii vysoko koncentrovanych a stabilnych extraktov prave z tychto
listov.[99] Standardizovany extrakt z G. biloba (EGb761) je zmes mnohych aktivnych latok
s rozdielnymi farmakologickymi ucinkami avSak vysledny efekt je synergicky. Hlavnymi
nositelmi farmakologickej aktivity st flavonové glykozidy (kvercetin, kempferol,
isoharmnetin) a terpenové laktony (ginkgolidy a bilobalidy). Ochranu mitochondrii
a protizapalovy Uc¢inok sprostredkiivaji predovsetkym gingkolidy a bilobalidy. Diskutuje sa aj
0 moZznosti inhibicie faktoru aktivujuceho krvné dosticky zablokovanim jeho receptoru. Extrakt
pravdepodobne zabraiiuje tvorbe AP a zvySuje hladiny niektorych neurotransmiterov v mozgu.
Nedavne stadie potvrdzuju aj mierne anxiolytické a prostistresové ucinky, vzladom k moZnosti

inhibicie monoaminooxidaz A,B.[100,101]

Gastrodia elata Blume, ¢. Orchidaceae je saprofyticka rastlina vyskytujlica sa najmé
v horskych oblastiach vychodnej Azie.[102] Hlavnou liedivou &astou je jej podzemok,
nazyvany Rhizoma Gastrodiae. Od 50. rokov minulého storocia bolo izolovanych viac nez 81
zlucenin vratane fenolov, polysacharidov, organickych kyselin ¢i sterolov. Gastrodin (Obr. 6)
ako fenolicky glykozid bol druhou izolovanou zla¢eninou hned’ po vanilyalkohole a povazuje
sa za hlavnu bioaktivhu zloZku Rhizomy Gastrodiae. Pri Standardizacii kvality sa obsah
gastrodinu povazuje za najdoleZiteji fytochemicky marker.[103] Stadie in vivo ain vitro

preukdzali vyznamné terapeutické u€inky gastrodinu v lieCbe AD. Tieto Gc¢inky st spojené so
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zvySenou expresiou ChAT ainhibiciou AChE. Iné¢ S$tadie odhalili, ze extrakt zvysuje
a-sekretazou sprostredkované spracovanie APP, ¢o v konecnom désledku potvrdzuje jeho

neuroprotektivne ucinky.[98,103]

OH

OH

Obr. 6 Struktira gastrodinu

Kurkumin (Obr. 7) je fenolova zlic¢enia extrahovana z podzemku vytrvalej byliny
Curcuma longa L., ¢. Zingiberaceae.[104] Jeho pozitivny vplyv v neuropatologii AD spociva
v prevencii oxidativneho poskodenia vyvolaného AP a zdpalovymi procesmi. Okrem toho
reguluje aj d’alSie aspekty participujuce vo vzniku AD. Znizuje hladinu cholesterolu, reguluje

mikrogidlnu aktivitu, inhibuje AChE a pdsobi antioxida¢ne.[105]

HO OH

Obr. 7 Struktara kurkuminu

Zaujimavé vysledky prinieslo testovanie izochinolinového alkaloidu berberinu (Obr. 8),
ktory je izolovany z korenov ¢inskej byliny Coptis chinensis Franch., ¢. Ranunculaceae.[104]

Jedna sa o ZIty rastlinny alkaloid s horkou chutou, ktory sa v ¢inskej a ajurvédskej medicine
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pouziva uz najmenej 3000 rokov. Historicky sa berberin pouzival aj ako zIté farbivo kvoli svojej
charakteristickej farbe. Ukazalo sa, Ze berberin zohrava neuroprotektivnu ulohu pri r6znych
neurologickych a neurodegenerativnych poruchach. Nielenze obmedzuje patogenéziu
extracelularnych senilnych plakov ¢i intracelularnych NFT, ale taktiez uneho pozorujeme

inhibi¢nu aktivitu vo¢i AChE, BuChE a monoaminooxidaze A a B.[106,107]

N
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Obr. 8 Struktara berberinu
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3.1.1.6.6. Potencionalne pristupy v terapii AD

V poslednych desatro¢iach nam rozsiahly vyskum v oblasti molekularneho a bunkového
patomechanizmu AD poskytol vyznamny pokrok v porozumeni tejto choroby. Hlavnym
predmetom vyskumu st terapeutikd zalozené na schopnosti modulovat’ tvorbu AP a NFT, ktoré
by sa v blizkej budicnosti mohli stat’ vedicou skupinou v terapii AD. V predklinickych
Studiach bolo testovanych mnoho potencidlnych kandidatov, zial mnohé z nich nepriniesli
v klinickych Stadiach sl'ubné vysledky. V nasledujtcich kapitolach su zhrnuté sti€asné ciele

hodnotené z hl'adiska terapeutického prinosu v terapii AD.[108]
Antiamyloidova terapia

V snahe znizit' cerebralne hladiny AP, povazujeme za najslubnejSiu stratégiu lieCby AD
prevenciu mozgove] amyloidogenézy, a to inhibiciou patologickej AP oligomerizacie.
Dimerizacia monomérneho AP je predpokladom tvorby agregatov, ktoré st neurotoxické a ich

sérové hladiny u pacientov s AD koreluju s klinickym prejavom daného ochorenia.[109,110]

B-Sekretdza je transmembrdnova aspartylprotedza, podiel’ajuca sa na primarnom

Stiepeni APP za sAPPB a membranovo viazaného CTFf, ¢o v kone¢nom dosledku vedie
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k vzniku AP. Ukdazalo sa, ze B- sekretdiza ma mnoho dalSich substratov. Jednym z prvych
identifikovateI'nych a pomenovanych bol neuregulin, ktorého spracovanie pomocou tohto
enzymu je potrebné k regulacii axonovej myelinizacii v CNS. Po sérii klinickych studii 1. fazy
preukazajucich bezpecnost, znaSanlivost a ucinnost’ v znizovani hladin A, pokrodili
inhibitory B-sekretdzy do IL a III. fazy. Zial momentalne nie st k dispozicii Ziadne vysledky,

ktoré by podporovali ich benefit.[110]

v-Sekretdza je vyznamnym terapeutickym cielom v liebe AD, pretoze sa vyznamnou
mierou podiel’a v regulacii posledného kroku za vzniku AP. Stidie u zvierat signalizujt, Ze
inhibitory y-sekretazy, ktoré boli podané oralnou alebo parenteralnou cestou su realne schopné
znizit’ cerebralnu hladinu AP. Semagacestat je inhibitor y-sekretazy, ktory postupil do III. fazy
klinického hodnotenia. Avsak stiidia nebola dokoncend, pretoze predbezna analyza ukazala, ze
liecba semagacestatom nebola ucinnd a dokonca viedla k zhorSeniu kognitivnych funkcii.
U pacientov, ktori podstupili liecbu semagacestatom pozorovali aj vyznamné gastrointestindlne
neziaduce ucinky, infekcie a nemelanomové rakoviny koze. Zmeny oproti vychodiskovym
laboratérnym hodnotam, ktoré boli spojené s podavanim semagacestatu, zahfnali znizenie
hladin IgG a IgA. Tieto neuspokojivé vysledky si vyZadovali dokladnejSiu analyzu. Jednou
zmoznych pri¢in zlyhania terapie je prdve interferencia inhibitorov y-sekretazy
s transmembranovym receptorom Notch, ktory je podla vsetkého zodpovedny za vysSie
spominané neziaduce ucinky. Medzi d’alSie skimané inhibitory y-sekretazy zaradzujeme

begacestat a avagacestat, ktoré s momentalne v II. faze klinického hodnotenia.[111,112]
Blokatory agregacie Ap

Tramiprosat je glykosaminoglykan viaZzuci sa na monomérny AP a tym zabranuje jeho
naslednej oligomerizacii a agregécii. Podavanie tramiprostatu viedlo k vyraznému zlepSeniu

kognitivnych funkcii.[108]

ELNDO0O05 je dalSou zluceninou s antioligomeriza¢nymi vlastnostami. Tato latka G¢inne

zniZila pokles AP a zvratila kognitivny deficit u transgénnych mysi.[108]

Kolostrinin je peptid bohaty na prolin a pévodne bol izolovany z ov¢ieho mledziva.
Proteinovy komplex ma silné imunoregula¢né vlastnosti. Experimentalne $tidie naznacuju, Ze

kolostrinin vyrazne inhibuje agregaciu AP a rozpusta uz vopred vytvorené fibrily.[108]

elsolin je protein viazuci aktin a zaroven klI"a¢ovym regulatorom aktinovych vldkien.
Gelsol t kt kI lat kt h vlak

Vnutrobunkovy gelsolin je pritomny v cytozole a mitochondridch, extracelularny v plazme
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a mozgovomiechovom moku. Stidie potvrdili jeho schopnost’ viazat’ sa na Ap a blokovat’ jeho

naslednu agregéciu.[108]

Imunoterapia zamerana proti Ap

Vakcinacia je d’alSim potenciondlne sl'ubnym pristupom umoziujicim predchadat’ tvorbe
a hromadeniu senilnych plakov. AN1792 bola prva aktivna vakcina testovand na l'udskych
pacientoch. Avsak u 6 % z nich sa postupne vyvinula meningoencefalitida a preto Studie
nemohli nad’alej pokracovat’. Pociato¢né vysledky boli odradzajice a nepreukazali vyznamné
rozdiely v kognitivnych funkciach. Az neskor sa ukdzalo, ze priblizne 60 % pacientov si

postupne vytvorilo prislusné protilatky.[108]

Bapineuzumab je monoklondrna protilatka 3D6 namierend proti AP. Druhd féza
klinického hodnotenia nepreukazala Ziadne klinicky vyznamné vysledky. Problémom pri
podavani bapineuzumabu bol vyskyt parenchymalneho vazogénneho edému. Na zaklade tychto
vysledkov sa zastavil jeho klinicky vyzkum a vo vyzkume pokracuje jeho nova forma

AAB- 003.[113]

Solanezumab bola druhou monoklonarnou protilatkou, ktord vstupila do klinického

hodnotenia. Této latka sa viaze na monomérny rozpustny A, ¢im znizuje jeho patoldgiu.[113]

Dalsou slubnou protilatkou je gantenerumab, ktory prednostne interaguje
s agregovanym AP a zaroven neovplyvnuje jeho hladiny v plazme. Momentalne prebieha jeho

tretia faza klinického vyzkumu.[108]
Inhibitory prolyloligopeptidazy

Prolyloligopeptidédza (POP) je enzym zo skupiny serinovych protedz, kam okrem iného radime
aj dipeptidylpeptidazu IV (DPP-IV) a oligopeptiddzu B. DPP IV zohrava doleziti ulohu
v regulacii absoprcie glukozy a metabolizme degradacie inkretinov (GLP-1 a GIP). Inhibitory
DPP 1V teda zvy$uji sekréciu inzulinu a predizuju poléas rozpadu GLP-1 a GIP. POP je
exprimovana hlavne v mozgu a prvykrat bola spomenutéd v stvislosti s inaktivaciou oxytocinu
v maternici. Tento enzym hydrolyzuje peptidy obsahujice prolyl na C-konci prolinovych
zvySkov. Substraty enzymatického Stiepenia POP si vo vécSine pripadov vyznamnymi
modulatormi kognitivnych funkcii. Aj ked’ ich Stiepenie pomocou POP povazujeme za proces
fyziologicky, moZze wurychlit priebeh starnutia, alebo navodit proces veduci

k neurodegeneracii.[114]
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Posledné Studia poukazuju na jej vyznam v terapii schizofrénie, bipolarnej afektivne;j
pouchy a poruch kognitivnych, napriklad tych, ktoré sa vyskytuju pri AD, a to najmi z dovodu
jej ucasti na metabolizme inositol-1,4,5-trifosfatu (IP3), ktory je kli¢ovou molekulou
v transduk¢nej kaskade neuropeptidovej signalizacie. Neuropeptidy indukujt a zvySuju hladiny
IP; vézbou na svoj receptor v membrane endoplazmatického retikula a néslednou indukciou

uvoltiujit Ca?", o ktorom sa predpoklada, e hra rozhodujicu tlohu v uéeni a paméti.[115]

Potencionalne vlastnosti inhibitorov POP v oblasti zlepSenia kognitivnych funkcii
uputali zaujem farmaceutickych firiem a bolo Studovanych niekolko latok. AvSak doteraz
postupila iba latka S 17092, a to do prvej fazy klinického hodnotenia. Aj cez zaujimavé

vysledky v tejto klinickej faze, jej d’alsi vyvoj literatira uz neuvadza.[116]

Inhibitory GSK-3p

GSK-3B je hlavnym kindazovym fosforylacnym enzymom podiel'ajucim sa na fosforylacii
t-proteinu. Tideglusib je irreverzibilny inhibitor tohoto enzymu. Ukéazalo sa, ze denné
podavanie tideglusibu transgénnym mySiam v davke 200 mg/kg pocas troch mesiacov viedlo
k zlepSeniu kognitivneho a behaviordlneho deficitu, vyraznému poklesu fosforylacie
T ¢i zabraneniu tvorbe a ukladaniu  AB. Okrem iného vykazoval protizapalové
a neuroprotektivne U¢inky in vivo. Zaverom mozno povedat’, ze tideglusib je vSeobecne dobre
tolerovana latka, vykazujiuca prvé ndznaky potencialnej terapeutickej ucinnosti u pacientov

s miernou az stredne zavaznou formou AD.[117]
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3.2. Vinca minor L. (Apocyanaceae)

3.2.1. VSeobecna charakteristika
Slovensky nazov: Zimozelenn mensia

Synonyma: Vinca humilis Salisb., Vinca intermedia Tausch, Vinca ellipticifolia Stokes, Vinca

acutiflora Bertol., Perivinca minor Scop. [118]

Tab. 1 Taxonomické zaradenie Vinca minor L.

RiSa Plantae

Oddelenie = Magnoliophyta

Rad Gentianales
CePad’ Apocyanaceae
Rod Vinca

Druh Vinca minor L.

Vzorec ¢el’ade Apocynaceae: § * K(5) [C(5-4) A5]G(2)

Rastlinu Vinca minor L., radime do &el'ade Apocyanaceae. Cel'ad’ ma priblizne 4600 druhov
rastlin rozdelenych do 424 rodov. Clenovia tejto rodiny st distribuovani predovietkym
v tropickych a subtropickych oblastiach a vacSina z nich je jedovatd. Mnohé z nich sa pestuji
ako okrasné rasliny. Apocyanaceae patri do radu Gentianales, kam okrem iného zaradzujeme
aj Gelseminaceae, Gentianaceae, Loganiaceae a Rubiaceae. Mnohé z nich su bohaté na zdroj
vyznamnych chemickych zlucenin, iné poskytuju tvrdé drevo aiba niektoré rdzne druhy
ovocia.[119] Rod Vinca L. je povodom z Eurdpy, severozapadnej Afriky a juhozapadnej Azie.
Celkovo zahfna 8 druhov a poddruhov rastlin medzi ktoré radime V. difformis Pouret, V. erecta
Regel & Schmalh, V. pubescens d’Urv., V.herbacea Waldst. & Kit., V. major L., V. minor L.,
V. Soneri a V. ispartensis Koyuncu & Eksi.[120,121] Monoterpenoidné indolové alkaloidy
tvoria najviacSiu a najheterogénnejSiu skupinu sekundarnych metabolitov a st Siroko
distribuované vramci celého rodu.[122] Ich biosyntéza vychédza z tryptofadnu a iridoidného
terpénu sekolaganinu, ktory je sdim o sebe prirodnym produktom a jeho biosynteticka draha
doposial’ nebola uplne objasnend. Striktosidin je ich vyslednym kondenza¢nym produktom
a zaroven predlohovou zliceninou v d’alSich postupoch biosyntézy.[123] Pre rod Vinca L. su
charakteristické nasledujice skupiny indolovych alkaloidov: sarpaginové, akuamminové,

eburnaminové, ajmalinové a oxindolové.[124]
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3.2.2. Botanicka charakteristika

Zimozelen mensia je vytrvald polokrovitd pri bazi drevnatejiica bylinné rastlina rastiica do
vysky 15-20 cm. Podzemok je dlhy, plazivy a zakoreniujuci. Ma malo stopkaté, protistojné,
kozovité, kopijovité az elipsovité, na lici lesklé a rube svetlejsie listy. Kvety su obojpohlavné,
dlho stopkaté, vyrastajuce jednotlivo v pazuchach listov na vzty¢enych vyhonkoch. Kolorit
modry az modrofialovy. Plodom je mechurik. Zimozeleni je myrmekochorna, kedy Sirenie
semien zabezpecuju mravce. Rozmnozuje sa hlavne vegetativne pomocou vyhonkov. Kvitne

v obdobi od marca do jala.[7,125,126]

Tato rastlina pochadza zo severného Spanielska, strednej a juznej Eurdpy, zapadného
Franctizska a Kaukazu. U nas je jedinym volne Zijucim zastupcom Celade Apocyanaceae
vyskytujucim sa predovietkym na Morave a vo vychodnych a severnych Cechach. Rastie
roztrusene na polotienistych az tienistych miestach, listnatych a zmieSanych lesoch. Preferuje

vlhké a malo kyslé pody, bohaté na ziviny.[8,127]

Obr. 9 Rastlina Vinca minor L.

3.2.3. Pouzitie v Pudovom lieéitePstve

Kedysi sa s velkou obl'ubou vyuzivala v 'udovom lieCitel'stve. Zbierala sa jej kvitntica vnat’,
Herba vincae, z ktorej sa v sucasnosti izoluju jednotlivé alkaloidy. Zber vnate prebiehal

v lethom obdobi a susil v ¢o najkratSom c¢ase pri teplote do 45 °C. Okrem spominanych
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alkaloidov obsahuje saponiny, triesloviny, pektin a derivaty kyseliny ursolovej a flavonove;.
Staroveki Iékari ju ordinovali pri hnackach tuplavicového charakteru a na bolest zubov
odportcali prezivanie jej stonick a listov. V Cine sa vyuZivala pre svoje adstringentné,
diuretické a antitusické ucinky av Indii sa jej Stava z listov vyuzivala k osetreniu osieho
bodnutia. K terapii krvacavych stavov sa podavala vo forme odvaru, podavaného v pomere
1 Cajova lyzicka vnati na 2,50 — 3,00 dcl vody. Vzhl'adom k toxicite jej alkaloidov, povazujeme

drogu za jedovati.[125,128,129]

3.2.4. Obsahové latky Vinca minor L.

Z V. minor L. sa doposial’ podarilo izolovat’ viac nez 50 indolovych alkaloidov.[8] V suSene;j
droge sa ich obsah pohybuje vrozmedzi od 0,15 — 0,68 %.[130] (+)-Vinkamin je
najdolezitejSim alkaloidom izolovanym z listov V. minor L. ajeho kvantitativne zastipenie
v droge tvori 25 —65 %. Ma vyznamny vplyv na cerebrovaskularny systém a potvrdené
neuroprotektivne ucinky.[8,130] Kyseliny ursolovd, B-sitosterol, flavonoidy a fenolové
zluceniny (vinkosid, kvercetin, robinin, kaempferol, 2,3-dihydroxybenzoovéa kyselina) su

dal$ie zo zlucenin izolovanych z tejto rastliny.[ 130]

3.2.4.1. Alkaloidy rodu Vinca L.

Alkaloidy najdené v rastlinach z rodu Vinca L., patria medzi tzv. Vinca alkaloidy. Objav Vinca
alkaloidov, vinblastinu a vinkristinu, povodne izolovanych z Catharantus roseus (L.) G. Don
tiez znamej ako Vinca rosea L. bol vyznamnym medznikom vo vyvoji novych liekov na
prirodnej baze. Po ich objaveni v 50. rokoch 20. storoCia sa Vinca alkaloidy stali prvymi
prirodnymi protirakovinovymi latkami, ktoré sa v terapii zadali uplatiiovat. Zial' z rastliny
nebolo moZzné izolovat’ potrebné mnoZzstvo tychto latok, pretoZe k ziskaniu 1 g vinblastinu, bolo
potrebnych priblizne pol tony suchych listov a preto sa hladali moznosti ako tieto latky
pripravit’ synteticky. Okrem toho je zname, Ze bisindolova povaha tychto alkaloidov priniesla
zistenie, ze bisindoly st ovel'a aktivnejSie nez sa na prvy pohl'ad mohlo zdat’. V doésledku toho
tieto latky hlboko stimulovali vyhl'addvanie a vyvoj novych liekov zaloZenych na prirodnych

latkach alkaloidovej povahy.[131,132]

Rod Vinca zahtna Sirokt skupinu rastlin, ktoré st bohaté na indolové alkaloidy r6znych
Struktarnych vzorcov, z ktorych mnohé maju zna¢nu terapeutickt hodnotu. Jednotlivé druhy sa
lisia spektrom a mnozstvom jednotlivych alkaloidov.[133] Ako uZ bolo vysSie uvadzané pre

rod Vinca su charakteristické nasledujuce skupiny indolovych alkaloidov:
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e typ sarpaginovy

e typ ajmalinovy

e typ akuamminovy
e typ eburnaminovy

e typ oxindolovy
Sarpaginové alkaloidy

Alkaloidy spojené so sarpaginom su vyznamnymi predstaviteI'mi ¢el'ade Apocyanaceae, a to
predovsetkym rody Rauwolfia a Alstonia. Svoje uplatnenie nasli v l'udovom liecitel'stve pre
svoje protirakovinové, antibakteridlne, protizapalové a antimalarické Uc¢inky. Sarpaginové

alkaloidy su svojou Struktirou podobné ajmalinovym.[134]

Tab. 2 Priklady sarpaginovych alkaloidov u niektorych druhov rodu Vinca

Nazov alkaloidu Vyskyt Literatara
isovallesiachotamin V. minor [6]
vallesiachotamin V. minor [6]
vinkoridin V. minor [135]
1-norvinkorin V. minor [136]
vinkorin V. minor [137]
(—)-reserpin V. minor, V. major [138,139]
reserpinin V. minor, V. major [138,140]
tombozin V. erecta [141]
6-hydroxytombozin (ervincidin) V. erecta [141]
O-benzoyltombozin V. erecta [141]
akuammidin V. erecta [141]
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Ajmalinové alkaloidy

Ajmalinové alkaloidy obsahuju polycyklicky ajmalinovy kruhovy systém. Jedna sa o alkaloidy
cel'ade Apocyanaceae a najviac rozsirené si v nasledujucich rodoch; Alstonia, Aspidosperma,
Melodinus, Cabucala, Vinca. Z nich je zd’aleka najdolezitejSim rod Rauwolfia.[142] Hlavnym

predstavitel'om tejto skupiny je klinicky vel'mi délezity indolovy alkaloid ajmalin, izolovany

Obr. 10 Struktira reserpininu

z korena rastliny Rauwolfia serpentina Benth. [142,143]

Tab. 3 Priklady ajmalinovych alkaloidov u niektorych druhov rodu Vinca

Nazov alkaloidu Vyskyt Literatiara
(—)-vinorin V. minor [142]
10-methoxytetraphyllicin V. major, V. elgantissima [142]
var. V. major
(+)-10-methoxyvinorin V. erecta, V. major [142]
(-)-majoridin (majdinin) V. erecta, V. major, V. [142]
pubescens
majorinin V. major [142]
(+)-quebrachidin V. libanotica, V. erecta [141,142]
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Tab. 3 Priklady ajmalinovych alkaloidov u niektorych druhov rodu Vinca (pokracovanie)

Nazov alkaloidu Vyskyt Literatara
V. difformis, V. major, V.
(-)-vinkamajin herbacea, V. libanotica, V. | [138,139,141,142]

minor, V. erecta

17-epivinkamajinin
) o V. major [142]
(vinkamajinin)

. ' V. erecta, V. herbacea, V.
(+)-vinkarin [142]
major

Obr. 11 Struktara vinorinu

Akuamminové alkaloidy

Akuammin, v literatire uvadzany aj ako vinkamajoridin, bol pévodne izolovany zo semien
stromu Picralima nitida Stapf., €. Apocyanaceae. Ukdzalo sa, Ze zvySuje hypertenzivne u€inky
adrenalinu, hoci pri samostatnom podani vykazuje ucinky hypotenzivne. Okrem toho ma
vyrazné lokélne anestetické uCinky, zrovnate'né s kokainom. Niektori vedci sa dokonca
domnievajl, Ze prave akuamin je zodpovedny za antilipdzovu aktivitu extraktu Vinca minor

L.[144,145]
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Tab. 4 Priklady akuamminovych alkaloidov u niektorych druhov rodu Vinca

Nazov alkaloidu Vyskyt Literatara
akuammin V. major [140]
pikrinin V. minor, V. herbacea [146]
(+)-striktamin (vinkamidin) V. minor [147]

Obr. 12 Struktira (—)-pikrininu

Eburnaminové alkaloidy

Alkaloidy tejto skupiny patri medzi indolové alkaloidy s pentacyklickou Strukturou rovnake;j
konstitucie, niekedy tiez nazyvanej vinkan a eburnan. Obe kostry vyskytujice sa v roznych

prirodnych latkach vSak nie st identické, ale enantiomérne. [148]

Tab. 5 Priklady eburnaminovych alkaloidov u niektorych druhov rodu Vinca

Nazov alkaloidu Vyskyt Literatara
(+)-vinkamin V. minor [138]
apovinkamin V. minor [149]

(+)-eburnamonin V. minor [149]

11-methoxyeburnamonin V. minor [148]

11,12-dimethoxyeburnamonin V. minor [148]
minovin V. minor [6]

vincaminoridin V. minor [135]
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Tab. 5 Priklady eburnaminovych alkaloidov u niektorych druhov rodu Vinca (pokracovanie)

Nazov alkaloidu Vyskyt Literatara
(£)-vinkadifformin V. minor [150]
minovincin V. minor [150]
minovincinin V. minor [150]
9-methoxyvinkamin V. minor [150]
16-methoxyvinkadifformin V. minor [151]
vinkaminin V. minor [152]
vinkaminorein V. minor [152]
vinkaminorin V. minor [152]
vincesin V. minor [152]
vincinin V. minor [152]
vincin V. minor [152]
(-)-eburnamine V. minor [152]
isovinkamin V. minor [152]
epivinkamin V. minor [152]

Obr. 13 Struktara (—)-minovinu
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Oxindolové alkaloidy

Oxindolové derivaty su charakteristické pritomnostou heterocyklického systému
spiro[pyrolidin-7,7 -oxindolu] a Struktirnou podobnostou s alkaloidmi z heteroyohimbanove;j
skupiny. Ich typické chemické vlastnosti a Casté obmeny molekuly vychadzaju z vysokej
reaktivity substituentu na C;. Tieto bazy su Struktirne analdégy karapanaubinu a liSia sa
polohami a konfiguraciami na Cs, Cis,C 19 a C20. Vynimku tvori alkaloid vinkatin, ktory ako

jediny obsahuje heterocyklicky skelet aspidospermidinu.[153]

Tab. 6 Priklady oxindolovych alkaloidov u niektorych druhov rodu Vinca

Nazov alkaloidu Vybrany druh Vinca Literatara
vinerin V. erecta, V. minor [138,153]
(+)-vinkatin V. minor [153]
N-acetylvinerin V. erecta [153]
vineridin V. erecta, V. minor [138,153]

V. major, V. herbacea, V. erecta,
majdin V. pubescens, V. elegantissima | [138,140,153]

var. V. major, V. minor

V. major, V. pubescens, V.

isomajdin herbacea, V. elegantissima var. [153]
V. major
V. herbacea, V. elegantissima
herboxin [153]
var. V. major
herbalin V. herbacea [153]
vinin V. major [139]
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Obr. 14 Struktura (+)-vinkatinu

3.2.4.2. Obsahové latky Vinca minor L. a ich biologicka aktivita

Struény prehl'ad biologickych aktivit jednotlivych alkaloidov izolovanych z V. minor je

uvedeny v nasledujtcej tabul’ke.

Tab. 7 Obsahové latky Vinca minor L. a ich biologicka aktivita

Nazov alkaloidu Biologicka aktivita Literatira

Antibakterialny G¢inok proti Enterococcus

(+)-striktamin (vinkamidin) [154]
faecalis.
Cytotoxicky uc¢inok namiereny proti bunkam
(—)-vinkarubin [8]
leukémie P388.
Cytotoxicky uc¢inok namiereny proti bunkam
(+)-vinkaminorin (8]
leukémie P388.
] ] ) Cytotoxicky uc¢inok namiereny proti bunkdm
(+)-vinkaminorein [8]
leukémie P388.

Antitusické a antiastmatické ucinky.
o Inhibicia Na'/glukdzového kotransportu
(—)-pikrinin ‘ ‘ [146]
zapojeného do reabsorpcie glukézy

v obli¢kach.
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Tabulka 7 Obsahov¢ latky Vinca minor L. a ich biologicka aktivita (pokracovanie)

u potkanov po podani injekcie v davke 15-30 mg/kg.

Nazov alkaloidu Biologicka aktivita Literatiara
Pozitivne modulac¢né ucinky v metabolizme CNS
a neurondlnej homeostazy, antihypoxické
(+)-vinkamin a neuroprotektivne ucinky, zlepsenie prietoku krvi [8,155]
v mozgu, spotreby kyslika a vyuzitie glukozy.
Sedativne a hypotenzivne Gcinky.
reserpinin Antipsychotické a antihypertenzivne Gc¢inky. [155]
Antihypertenzivne U¢inky suvisiace s jeho
‘ schopnostou vycerpat’ katecholaminy z periférnych
(—)-reserpin _ [156]
sympatickych nervovych zakonceni.
Sedativne a cytotoxické ucinky.
. . . Antiplazmodidlna aktivita in vitro
(—)-vinkadifformin ) ) [157]
cytotoxicky ucinok.
(-)-akuammicin Plny agonista k-opioidnych receptorov. [158]
o Indukcia apoptozy, antioxidacny a chelata¢ny ucinok
majdin [159]
in vitro.
‘ Vazodilata¢né ucinky (v porovnani s vinkaminom
(+)-eburnamenin . [156]
vyraznejsie).
_ _ In vitro cytotoxické u€inky voci l'udskym
vallesiachotamin . . [160]
melandémovym bunkam pri koncentracii 50 pM.
) ) Neuroprotektivny, antioxidacny a antiischemicky
apovinkamin [161]
ucinok.
Cytotoxicky ucinok v koncentracii 50-100 uM.
vinorin Regenericia a senzibilizdcia sedacieho nervu [162]

Vinkamin je zastupca eburnaminovych derivatov. Studie preukézali jeho priaznivy vplyv na

obehovy systém, ktory spociva v zniZeni arterialneho krvného tlaku, srcového vydaja a srdcovej

frekvencie. K jeho neuroprotektivhym uc¢inkom, prispela skuto¢nost, Ze vinkamin a jeho

polosyntetické derivaty (vinpocetin a vinkanol) blokuji napédtovo riadené sodikové

kanaly.[163,164] Laboratorne testy u zvierat, presnejSie u potkanov zistili, ze po opakovanom

dennom podévani toxického AICI3 doslo k zvySeniu oxidacného stresu, zvySenym hladinam
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oxidu dusnatého, prostaglandinu E2 a naruSeniu centrdlnej cholinergnej neurotransmisie
spojenej s abnormalnou aktivitou AChE. Po podani vinkaminu v davke 10 — 20 mg/kg doslo
k ovplyvneniu tychto nepriaznivych uc¢inkov. VysSie zvolené davky naopak vykazovali

prooxidacné a protizapalové vlastnosti.[165]
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Obr. 15 Struktara vinkaminu

Vinpocetin je synteticky etylester apovinkaminu, prvykrat syntetizovany koncom 60. rokov
minulého storo¢ia.[166] V stdasnosti je znamy pod obchodnym nazvom Cavinton® a jeho
terapeutickd indikacia spociva v lie€be cerebrovaskularnych portach, kam radime vaskuldrnu
demenciu a ischemicku hypoperfuziu.[167] Zd4a sa, ze vinpocetin vykazuje niekolko
pozitivnych farmakologickych a biochemickych Uc¢inkov, zahriujice vazodilaticiu mozgu,
zvySenie tolerancie mozgového tkaniva voci hypoxickym aischemickym utokom,
antikonvulzivny a inhibi¢ny u¢inok na PDE ¢i dokonca zlepSenie hematologickych tokovych
vlastnosti. Neuroprotektivne G¢inky vychadzaju z jeho schopnosti inhibovat’ napiatovo riadené
sodikové kandly, ¢im Uc¢inne blokuje hromadenie sodika v neurénoch, zniZuje reperfizne
poskodenie a moze byt prospesny pri znizovani toxického poskodenia vyvolaného tc¢inkami
oxida¢ného stresu v dosledku anoxie.[9] Dal§im zo spominanych w&inkov je inhibicia
kalmodulin dependentnej PDE, ktora navodi zvySenie intracelularnych hladin cyklického
guanozinmonofosfatu. Vysledny efekt spociva v zniZzeni agregacie trombocytov a zvySeni

mikrocirkulacie mozgu.[166]
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Obr. 16 Struktira vinpocetinu
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4. Experimentalna cast’

4.1. Material

4.1.1.

Rozpustadla a chemikalie

aceton p. a. (CH;COCH3) (Ing. Svec-Penta, Praha)

acetyltiocholin jodid > 99% (Sigma-Aldrich)

amoniak vodny roztok p. a. (NH3) (Ing. Svec-Penta, Praha)

bajkalin 95% (Sigma-Aldrich)

butyryltiocholin jodid > 99% (Sigma-Aldrich)

cyklohexan p. a. (CHx) (Ing. Svec-Penta, Praha)

dietylamin p. a. (Et2NH) (Ing. Svec-Penta, Praha)

dietyléter p. a. (Et2O) (Lechner, CZ)

dimetylsulfoxid > 99,5% (DMSO) (Sigma-Aldrich)
5,5-ditiobis-2-nitrobenzoova kyselina > 98% (DTNB) (Sigma-Aldrich)
etanol 95% (EtOH) (Lihovar Chrudim, CZ)

etyl-acetat p. a. (EtOAc) (Ing. Svec-Penta, Praha)
etyléndioxytetraoctova kyselina (EDTA) (Sigma-Aldrich)

fyzostigmin > 98% (Sigma-Aldrich, CZ)

galantamin hydrobromid > 98% (Changsha Oeganic Herb Inc., China)
huperzin A 98% (Tai’an Zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd., China)
hydrat disodnej soli adenozin 5’ -trifosfatu > 99% (ATP) (Sigma-Aldrich)
chloroform p. a. (CHCI3) (Ing. Svec-Penta, Praha)

izopropanol p. a. (IPA) (Ing. Svec-Penta, Praha)

kyselina chlorovodikova 35% (HCI) (Ing. Svec-Penta, Praha)

kyselina mravcia p. a. (HCOOH) (Sigma-Aldrich)

metanol p. a. (MeOH) (Ing. Svec-Penta, Praha)
Z-Gly-Pro-p-nitroanilid > 99% (Sigma-Aldrich)

octan amonny > 98% (Sigma-Aldrich)

octan hore¢naty tetrahydrat > 98% (Sigma-Aldrich)

Z-Pro-prolinal > 98% (Sigma-Aldrich)

prolyloligopeptidaza (Sigma-Aldrich)
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4.1.2.

4.1.4.

4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-etansulfonova kyselina 95,5% (HEPES) (Sigma-
Aldrich)

tetrasodna sol’ etylénglykol-bis(-aminoethyléther)-N,N,N,N-tetraoctovej kyseliny >
97% (EGTA) (Sigma-Aldrich)
3-[(3-chlor-4-hydroxyfenyl)amino]-4-(2-nitrofenyl)-1H-pyrol-2,5-dion >

98% (Sigma-Aldrich)

Pomocné materialy a roztoky

kremelina Celite C 535 John's Manville (Sigma-Aldrich, CZ)
kyselina sirova 2% (w/w) (Ing. Svec-Penta, Praha)

silikagel perly (Ing. Svec-Penta, Praha)

siran sodny bezvody &. (Ing. Svec-Penta, Praha)

uhli¢itan sodny 10% roztok (w/w)

vata

. Tlmivé roztoky

SmM fosfatovy roztok o pH 7,4 obsahujuci 150 mM chloridu sodného
S5mM fosfatovy tlmivy roztok o pH 7,4
100mM fosfatovy tlmivy roztok pH 7.4

Detekéné ¢inidla

D 1: Dragendorffovo ¢inidlo

Roztok A bol pripraveny rozpustenim 1,7 g bazického dusi¢nanu bismutitého a 20 g kyseliny

vinnej v 80 ml vody.

Roztok B bol pripraveny rozpustenim 16 g jodidu draselné¢ho v 40 ml vody. Zasobny roztok

vznikol zmieSanim roztoku A a B v objemovom pomere 1:1. Roztok pouzity k detekcii bol

pripraveny pridanim 5 ml zasobného roztoku k roztoku 10 g kyseliny vinnej v 50 ml vody.

Detekény roztok bol Standardne uchovavany v chladnicke pri 4 °C.[168]

D 2: Mayerovo ¢inidlo

Bol pripraveny rozpustenim 1,36 g chloridu ortutnatého a 5 g jodidu draselného v 100 ml

vody.[169]
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4.1.5. Chromatografické adsorbenty

e stlpcovd chromatografia: silikagel (Fisher Scientific, CZ); Silikagel Fluka 0,063 — 0,200
mm deaktivovany pridavkom 10 % vody
e analyticka TLC: Kieselgel 60 F2s4 (Merck, CZ), TLC dosky s rozmermi 20x20 cm

e preparativna TLC: dosky nalievané s 0,2 cm vrstvou silikagelu; Kieselgel 60 GF2s4

(Merck)

4.1.6. Pristrojové vybavenie

e polarimeter P3000 (A. Kriiss Optronic, Germany)

e vakuova odparka Laborata 4000 efficient (Heidolph, Germany)

e ultrazvukova kapel’ Sonorex Super 10P (Bandelin, Berlin, Germany)

e centrifuga Boeco U-32R (Boeco, Hamburg, Germany) vybavena rotorom Hettich 1611
(Hettich, Tuttlingen, Germany)

e reader SynergyTM HT Multi - Detection Microplate Reader (BioTek, USA)

o Statisticky program GraphPad Prism 6.07 Windows (Graph PaD Software, San Diego,
CA, USA) a GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software Inc., CA, USA)

e spektrometer ESI-MS Thermo Finnigan LCQDuo (GenTech Scientific, Inc., New York,
USA)

e spektrometer VNMR S500 (Varian, Palo Alto, California, USA)

e spektrometer Synapt G2Si (Waters, Manchester, UK)
4.2. Metody
4.2.1. VSeobecné postupy

4.2.1.1. Priprava a Cistenie rozpustadiel

Pred pouzitim boli vSetky komer¢ne pouzivané rozpustadla precistené destilaciou. Prvych 5 %
destilatu sme odstranili (kvoli moznému znecisteniu vodou), pricom sme nasledne zvysnych asi
90 % rozpustadla vydestilovali a nasledne uchovali v tmavych stojatkdch chranenych pred

svetlom.

4.2.1.2. Odparovanie rozpust’adiel

Frakcie obsahujuce zvySkové rozpustadla z kvapalinovej chromatografie ¢i preparativnej
tenkovrstevnej chromatografie boli odparené na rotacnej vakuovej odparke Laborota 4000

Heidolph pri znizenom tlaku vo vodnom ktpeli pri teplote 40 °C.
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4.2.1.3. SuSenie a uchovavanie frakcii a izolovanych ¢istych latok

Ziskané frakcie pochadzajuce z chromatografickych stipcov aizolované ¢isté latky boli
umiestnen¢ v exikatoru nad silikagelom, kde sme po dobu minimélne 24 hodin ziskali suché

produkty. V tejto podobe boli uchovavané v chladnicke v teplotnom rozmedzi 2 — 8 °C.
4.2.2. Chromatografia

4.2.2.1. Detekcia alkaloidov

e detekcia pomocou tenkovrstvej chromatografie (TLC): TLC detekcia spocivala
v zisteni vyskytu alkaloidov v samotnych frakciach pochadzajicich zo stipcovej
chromatografie alebo Cistoty izolovanych alkaloidov. K tomu bola pouzita detekcia
v oblasti UV svetla (samotné dosky boli pozorované pod UV lampou pri vinovej dizke
254 nm a 366 nm). Sledovala sa pritomnost’ jednotlivych ohrani¢enych Skvrn, ktoré boli
nasledne oznacené a postriekané Dragendorffovym ¢inidlom, ktory sluzil ako detekéné
¢inidlo.

o detekcia alkaloidov 7 roztoku: k priprave alkaloidnych koncentratov ziskanych
opatovnym vytrepavanim z vodnej fazi do organického rozpustadla bolo pouzité
Mayerové¢ ¢inidlo, ktoré sluzilo k priebeznému monitorovaniu pritomnosti alkaloidov

prave vo faze vodne;.

4.2.2.2. Priprava sklenenych dosiek pre preparativnu TLC

Preparativne TLC vrstvy boli pripravené naliatim suspenzie pozostavajlicej zo 6,5 g silikagelu
Kieselgel 60 GF2s4 (Merck, CZ) a priblizne 20 ml destilovanej vody na sklenené dosky (15x15
cm) vopred ocistené a odmastené etanolom a chloroformom. Po rovnomernom rozprestreni po

celej ploche dosky sa nechali susit’ po dobu 24 hodin.

4.2.2.3. Stipcova chromatografia

Stipcova chromatografia prebichala stupiiovitou eluciou. Chromatograficky stipec bol

pripraveny naplnenim suspenzie silikagelu v mobilnej faze do kolony.

4.2.2.4. Tenkovrstevna chromatografia

TLC prebiehala nanesenim rovnomernej vrstvy sorbentu na sklenenu dosku alebo boli vyuzité
komercne dostupné TLC chromatogramy. Dosky boli vyvijané v sklenenych komorach vopred
nasytenych parami mobilnej fazy, ktorému predchddzalo nanesenie vzorkov na Start

chromatogramu. Po dostatocnom vyvinuti chromatogramu boli §kvrny pozorované pod UV
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lampou najéastejsie pri vinovej dizke 254 nm. Skrvny analyzovanych latok sa pod UV svetlom
sfarbili do zelena a preto bolo na mieste ich oznacit' ceruzkou. Vyvinuty chromatogram bol
nasledne detekovany postrekom pomocou Dragendorffového cinidla. Nakoniec sme takto

detekované zony alkaloidov mohli vyizolovat.
4.2.3. Struktiirna analyza

4.2.3.1. HRMS analyza
HRMS analyza prebiehala v systéme UHPLC Acquity triedy UPLC I (Waters, Millford, USA)

spojen¢ho s hmotnostnym spektrometrom s vysokym rozliSenim (HRMS). K meraniu spektier
slazil Synapt G2Si (Waters, Manchester, UK). Chromatografia prebiehala na koléne Acquity
UPLC BEH C18 (2,1x50 mm, 1,7 um) za pouzitia gradientovej elucie s acetonitrilom a 0,1%
kyseliny mravcej pri prietoku 0,4 ml/min. Ionizacia elektrosprejom prebiehala v pozitivnom
mode. Spektra ESI boli zaznamenavané v rozmedzi 200 — 1200 m/z. Za Standard bol vybrany

leucin-eukefalin a ku kalibrécii sa pouzil mravencan sodny.

4.2.3.2. ESI/MS analyza

Za Ucelom ziskania Mr hodndt bola ukutocnend analyza pomocou ionizécie elektrosprejom
v kladnom mode na spektrometri LC/MS Thermo Finnigan LCQDuo. Alkaloidy pre ESI/MS
analyzu boli nariedené na koncentraciu 0,2 mg/ml v methanole pre prislusna MS analyzu.

K analyze bola pouZitd metdda priameho nastreku.

4.2.3.3. NMR analyza

NMR spektra boli namerané pristrojom spektrofotometer Varian VNMR S500 doc. PharmDr.
Jitim Kunesom, Ph. D s frekvenciou 499,9 MHz pre 'H a 125,7 MHz pre '3C jadra. Spektra 'H
boli namerané v inverznej 5 mm ID PFG sonde a vyuZitim Standardnych pulznych frekvencii a
BC v 5 mm SW sirokopasmovej sonde. Experiment prebiehal pri teplote 25 °C v prostredi

deuterochloroformu. Hodnoty chemickych posunov boli vyjadrené v jednotkach ppm.

4.2.3.4. Opticka otacavost’

Opticka otaCavost’ bola merand v 10 cm kyvetach na prisluSnom polarimetri P3000 (A. Kriiss

Optronic) pri 25 °C v prostredi chloroformu.
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4.3. Izolacia alkaloidov

4.3.1. Rastlinny material

Jemne rezana viiat’ Vinca minor L. (Apocyanaceae) komercne dodana od firmy Megafyt s.r.0,
Vrané nad Vltavou, ktorej zber prebehol v roku 2013 (polozka ¢islo 15607, Sarze 11062013,
laboratorny protokol 10195/13, kvalita V).

4.3.2. Priprava sumarneho extraktu a stipcova chromatografia chromoformového

vytrepku CHCI3-A

Predmetom mojej diplomovej prace bola izolacia alkaloidov z frakcie VM 323 —327 o celkovej
hmotnosti 12,93 g, ktora bola ziskana stipcovou chromatografiou alkaloidného extraktu Vinca
minor L. Pripravu a preéistenie suméarneho alkaloidného extraktu, jeho naslednu stipcovii
chromatografiu a ich vysledky poskytli katedre farmaceutickej botaniky pan prof. RNDr.

Lubomir Opletal a pan Ing. Miroslav Locarek.

4.3.3. Chromatograficka separacia spojenych frakcii VM 323 — 337

Precisteny alkaloidny koncentrat o hmotnosti 4,72 g bol podrobeny separdcii pomocou
stipcovej chromatografie, a to obvyklym spdsobom. Koléna bola naplnena staciondrnou fazou
(silikagel Fluka, 473 g, zrnitost’ 0,063 — 0,2 mm, deaktivovany pridavkom 10 % vody). Priprava
rozteru prebichala rozpustenim 4,72 g alkaloidného extraktu v chloroforme a naslednym
zmieSanim s 10 g adsorbentu SiO> (pomer 2:1). Separacia alkaloidov prebiehala skokovitou
eliciou za pouzitia mobilnej stistavy CHCl; + EtOH v r6znych pomeroch (Tab. 8). Mftvy objem
kolony bol 740 ml. Eluat bol odoberany po 250 ml s rychlost'ou prietoku 500 ml/hod. Celkovo
sa ndm podarilo ziskat’ 81 podfrakcii, ktoré boli pomocou kontrolnej TLC (Si0; 60 F254, draha
8,5 cm, CHx + Et:NH + IPA (85:10:5), komora nasytena, vyvijanie 1%, detekcia
Dragendorffovym ¢inidlom) rozdelené do 7 sthrnych podfrakeii (Obr. 17).
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Tab. 8 Stipcova chromatografia spojenych frakcii VM 323 — 327!

. Rozmedzie Hmotnost’
Cislo podfrakcie Mobilna ststava
podfrakcie podfrakcie (mg)
1 7-8 CHCIl; + EtOH (97,5:2,5) 7,3
2 11-14 CHCI3 + EtOH (97,5:2,5) 359
CHCIls + EtOH (97,5:2,5)
3 15-36 684
CHCIz + EtOH (95:5)
4 37-47 CHCI; + EtOH (95:5) 1196
5 48 — 53 CHCI; + EtOH (95:5) 2079
6 54-59 CHCI; + EtOH (95:5) 71
CHCI; + EtOH (95:5)
7 60 - 81 142
CHCI3 + EtOH (9:1)

'pozn. farebne oznadené tie, ktoré boli nasledne spractivavané

Obr. 17 Kontrolna TLC spojenych podfrakcii zo sumarnej alkaloidnej frakcie VM 323 — 327
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4.3.4. Izolacia jednotlivych alkaloidov

Predmetom d’alSicho smerovania experimentalnej prace bola izolacia alkaloidov z pridelenej
spojenej frakcie 48 — 81 zkolony. Vzhladom k zisteniu, Ze predoslé delenie na kolone
neprebehlo podla naSich predstav, bola
stipcovej chromatografie na silikagelovom stipci (silikagel Fluka, 150 g, zrnitost’ 0,063 — 0,2
mm, deaktivovany pridavkom 10 % vody. Separécia alkaloidov prebiehala skokovitou eltuciou
za pouzitia mobilnej sustavy CHCI3 + EtOH v r6znych pomeroch. (Tab. 9) Celkovo bolo
ziskanych 5 podfrakcii, ktoré boli nasledne monitorované na kontrolnej TLC (SiO 60 F254
Merck, CHx + CH3COCH3; + NH3 (30:20:0,1), komora nasytena, vyvijanie 2x, detekcia

Dragendorffovym c¢inidlom) (Obr. 18) V nasledujucich kapitolach je uvedend izolacia

jednotlivych alkaloidov z vybranych podfrakeii.

tato spojena frakcia opit’ separovand pomocou

Tab. 9 Vysledky stipcovej chromatografie spojenej frakcie 48 — 81

Podfrakcia Mobilna ststava Hmotnost’ (mg)
20-41 CHCI3 + EtOH (95:5) 94,5
42 —48 CHCI3 + EtOH (95:5) 411,5
49 - 56 CHCI3 + EtOH (95:5) 476,8
57-80 CHCI3 + EtOH (95:5) 368,1
81-93 CHCI3 + EtOH (95:5) 84,4

Obr. 18 Kontrolnd TLC suhrného delenia podfrakcii frakcie 48 — 93 z kolony
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4.3.4.1. Spracovanie podfrakcie ¢. 81 — 93

Podfrakcia o celkovej hmotnosti 84,4 mg bola pomocou preparativnej TLC rozdelend na
6 analytickych doskach o rozmeroch 10%x20 cm (adsorbent SiO» F254 , draha 18 cm, pocet
vyvijani 3x%) amobilnou ststavou CHx + CH3COCHz + NHs (60:40:0,1) do 5 zon
s nasledujicimu reten¢nymi faktormi 0,70; 0,61; 0,55; 0,45 a 0,35. Po prevedeni jednotlivych
zon do vopred oznacenych a vytarovanych baniek a vyvakuovani v exikatoru, boli ziskané
jednotlivé hmotnosti (81 —93/1 = 7,1 mg, 81 —93/2 =5,9 mg, 81 —93/3 = 5,4 mg, 81 —93/4
= 14,4 mg a 81 —93/5 = 16,7 mg).

K d’alsiemu postupu bola upriamend pozornost’ na izolaciu latok zo zén 81 — 93/3
a 81 —93/4. Vzorka 81 — 93/3 bola rozpustend v priblizne 20 ml 2% HCI. K rozpustenej
zlucenine bolo pridanych priblizne do 1/3 jej objemu 20 ml éteru. Po vytrepavani bola vodna
faza (spodna vrstva) zalkalizovand pridavkom 10% Na,COs (pH 9 — 10) anasledne
vytrepavana 30 ml éteru. Na zaklade skusky s Mayerovym ¢inidlom sme zistili, Ze vo vodnej
faze boli aj nad’alej pritomné alkaloidy. Eterové vytrepky boli spojené a po pridani Na;SO4
naslednej filtracii ~ a odpareni na vakuovej odparke sa nam podarilo ziskat' alkaloidovy
vytrepok, ktory bol podrobeny d’alSiemu spracovaniu. Rovnaky postup bol pouzity aj pri vzorke

81 -93/4.

Zo vzorky 81 —93/4 bola preparativnou TLC na 2 analytickych doskéach o rozmeroch
10%20 cm (adsorbent Si0, F254 , draha 18 cm, pocCet vyvijani 3%) a mobilnou stistavou CHx
+ EtOAc + MeOH + EtoNH (45:45:5:5) vyizolovana o celkovej hmotnosti 6,3 mg zli¢enina
SP-2 (Rf 0,59).

Zlucenina SP-1 o vyslednej hmotnosti 2,6 mg bola vyizolovand za pouzitia
2 analytickych dosiek o rozmeroch 10x20 cm (adsorbent SiO2 F254 , draha 18 cm, pocet
vyvijani 3%, mobilné sustava CHx + CH3COCH3 + NH3 v pomere 60:40:0,1).

4.3.4.2. Spracovanie podfrakcie ¢. 57 — 80

Podfrakcia o celkovej hmotnosti 368 mg bola nanesend v tenkej vrstve na 24 dosiek (adsorbent
Si0, F254, rozmery 10%20 cm , drdha 18 cm, pocet vyvijani 2x), ktoré boli vyvijané v mobilnej
sustave zlozenej z CHx + CH3COCH3 + NH3 (30:60:1) (Obr. 19). Celkovo bolo ziskanych
5 hlavnych zén s nasledujucimu retencnymi faktormi 0,78; 0,58; 0,33; 0,19 a 0,04. Elucia
jednotlivych zon z adsorbentu bola uskuto¢nena malym pridavkom kremeliny a zmesou CHCl;3

+ EtOH v pomere 1:1. Po prevedeni jednotlivych zén do vopred oznacenych a vytarovanych
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baniek a vyvakuovani v exikatoru, boli ziskané jednotlivé hmotnosti (57 — 80/1 = 9,9 mg,

57 — 80/2=190,5 mg, 57 -80/3 =22,8 mg, 57 —-80/4 =18,5mga 57 —80/5 = 8,2 mg).

Experimentalna praca bola d’alej zamerand na izolaciu latok zo zony 57 — 80/3.
Z 57 — 80/3 (22,8 mg) bola preparativnou TLC na 3 analytickych doskach o rozmeroch 10x20
cm (adsorbent SiO> F254 , drdha 18 cm, pocet vyvijani 4x) a mobilnou sustavou

CHx + CH3COCH3 + NHj3(50:50:1) vyizolovana zlicenina SP-3 (10,2 mg).

Obr. 19 Kontrolnd TLC podfrakcii frakcie 57 — 80

4.4. Stanovenie cholinesterazovej inhibi¢nej aktivity Ellmanovou metédou

4.4.1. Priprava erytrocytarnej AChE a BuChE z plazmy

Enzymy boli ziskané z Cerstvo odobratej krvi (odobratej od zdravych dobrovol'nikov), ku ktore;j
boli pridané 2 ml 3,4% citratu sodného (protizraZanlivé ¢inidlo). Nésledne bola krv rovnomerne
rozdelené do skimaviek. Plazma ako zdroj BuChE bola odstranena z celej krvi centrifugaciou
pri 4000 ot./min po dobu 10 minut a teplote 4 °C. Do doby stanovenia aktivity BuChE bola
uchovavana v chladnicke pri teplote 4 °C. Z usadenych erytrocytov boli odsaté zbytky plazmy.
Erytrocyty boli nésledne prenesené¢ do 50 ml skumavky kde boli trikrat premyt¢ 5 mM
fosfatovym tlmivym roztokom o pH 7,4 (obsahujucom chlorid sodny) ato opdt metddou
centrifugacie. K takto premytym erytrocytom bol pridany 5 mM fosfatovy tlmivy roztok o pH

57



7,4 v pomere 1:9 (erytrocyty: timivy roztok). Tato uprava viedla po dobu 10 mintit k spontanne;j
hemolyze a po jej ukonceni sa stanovila vysledna aktivita vzniknutého hemolyzatu, ktory bol

do doby stanovenia uchovévany pri teplote -22 °C.

4.4.2. Stanovenie cholinesterazovej inhibi¢nej aktivity

Meranie inhibi¢nych aktivit bolo realizované prof. RNDr. Cubomirom Opletalom, CSc. na
katedre farmaceutickej botaniky a to podl'a nasledujiceho postupu. Vsetky izolované alkaloidy
boli podrobené testovaniu voci cholinesterazovej inhibi¢nej aktivite pomocou modifikovane;j
Ellmanovej spektrofotometrickej metdédy s pouzitim DTNB.[170] K stanoveniu inhibi¢nej
aktivity enzymov bolo do jamiek umiestenych na mikrotitracnej dosticke napipetovanych 8,3
ul plazmy (zdroj BuChE) alebo hemolyzatu (zdroj AChE). Nasledne sa pridalo 283 ul 5 mM
DNTB a 8,3 ul roztoku meranej latky v DMSO so zostupnou koncentraciou 40 mM, 10 mM,
4 mM, 1 mM a 0,4 mM. V mnozstve 8,3 ul bol ako porovnavaci roztok pouzity DMSO. Takto
vzniknutd zmes bola dostatocne premieSanad a nasledne inkubovand po dobu 5 minut a pri
teplote 37 °C. Po ukonceni inkubdcie bolo k jednotlivym vzorkam pridanych 33,3 pl roztoku
substratu (10 mM acetyltiocholin jodidu alebo 10 mM butyryltiocholin jodidu).

Tato metdda bola zalozend na hydrolyze esteru tiocholinu cholinesterazou za vzniku prislusnej
kyseliny a tiocholinu. Tiolova skupina tiocholinu reagovala s DTNB za vzniku zltého sfarbenia,
ktorého absorbancia bola zmerana pri prisluinej vinovej dizke. Kazdé meranie bolo opakované
Sestkrat pre kazda koncentraciu stanovovanej latky vratane DMSO ako slepého roztoku.
Absorbancia bola merana pri vlnovej dizke 436 nm pre AChE a 412 nm pre BuChE podas
1 minuty pri 37 °C za pouzitia spektrofotometra (SynergyTM HT Multi - Detection Microplate
Reader). Vyslednd inhibicia v percentach bola vypocitand podl'a nasledujuceho vzorca:
% 1 = 100 — (AABi /AAsa ) X 100, kde A Agi vyjadruje narast absorbancie slepej vzorky
a AAsa narast absorbancie meranej vzorky za 1 minutu. Hodnota inhibicnej aktivity

testovanych zli¢enin bola vypocitana zo ziskanych hodndt v programe GraphPad Prism.

Vysledky boli vyjadrené ako hodnoty ICso ak pozitivnej kontrole boli pouzité

nasledujuce latky; galantamin a fyzostigmin, ktoré zarovei sluzili aj ako Standardy (Tab. 10).

4.5. Stanovenie inhibi¢nej aktivity alkaloidov vo¢i POP

U zluCenin izolovanych v dostatocnom mnozstve t.j. SP-2 a SP-3 prebiehlo stanovenie
inhibic¢nej aktivity vo¢i POP. Z-Pro-prolinal (syntetické zlu¢enina) a bajkalin boli pouZité ako
pozitivne  Standardy.  Priprava  prolyloligopeptidazy  spocivala vjej  rozpusteni
v 0,01 M fosfatovom tlmivom roztoku (obsahujtci 137 mM NaCl a 2,7 mM KCI) s pH 7.4.
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K testovaniu bola pouzitd Standardna polyestyrénova mikrotitracnd dosticka s plochym
a ¢istym dnom. Specificka aktivita enzymu vykazovala hodnotu 0,2 U/ml. Zasobné roztoky
testovanych zlucenin boli pripravené rozpustenim v 10 mM DMSO. Z rezervného roztoku
s deionizovanou vodou sa nasledne pripravili jednotlivé riedenia. Slepy roztok obsahoval
DMSO v rovnakej koncentracii. Skusobné roztoky boli pripravené zmieSanim 170 pl pufru,
5 ul testovanej latky a 5 pl roztoku POP. Takto vzniknutd zmes bola po dobu 5 minut a pri
teplote 37 °C inkubovana anasledne k nej bolo pridanych 20 pl substratu POP, ktory
predstavoval Z-Gly-pro-p-nitroanilid ziskany rozpustenim v 50% 1,4-dioxane (5 mM). Zmes
opat’ podstupila inkubdciu a to za podmienok pri zachovanej teplote a dlhSej Casovej dobe.
Pritomnost’ farebného produktu p-nitroanilidu bol priamo umerny aktivite POP a podrobeny
spektrofotometrickému meraniu pri vinovej dizke 405 nm. Inhibi¢nd G&innost’ testovanych
zlucenin bola vyjadrena ako hodnota ICso a vysledky boli spracované pomocou programu

GraphPad Prism a Microsofr Excel.

4.6. Stanovenie inhibicnej aktivity alkaloidov voc¢i GSK-3f

K stanoveniu aktivity a inhibicie GSK-3f bola pouzitd luminiscen¢nd metéda podl'a Baki et
al.[171] vyuZivajiica stpravu reagencii Kinase-Glo. Reakcia prebiehala na 96-jamkovych
dostickach akazdd znich obsahovala 10 pl testovanej latky (rozpustenej v DMSO)
v koncentracii ImM a vopred zriedenej v tlmivom roztoku o pH 7,5 (obsahujicom 50 mM
HEPES, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 15 mM octanu hore¢natého tetrahydratu, 10 ul ATP, 10
ul 100 mM GSM (substrat pre GSK-3p) a 10 ul GSK-3B. K pozitivnej ¢i negativnej kontrole
bolo namiesto testovanej latky pouzito 10 pl tlmivého roztoku alebo roztoku SB-415286
(pozitivny Standard). Finalna koncentracia DMSO v reakénej zmesi neprekrocila viac nez 5 %.
Zmes sa ponechala inkubovat’ po dobu 30 minut pri teplote 37 °C. Luminiscencia bola
zaznamenana po 10 minatach od zastavenia enzymatickej reakcie. Vysledna aktivita bola
umerna rozdielu v celkovej a spotrebovanej ATP. Inhibi¢né aktivity boli vypocitané na zaklade
maximalnej aktivity (meranej pri nepritomnosti inhibitora) a maximalnej inhibicii
(v pritomnosti referen¢nej zluceniny). Testované zli€eniny boli skriningovo testované pri

findlnej koncentracii 50 pM. [172]
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5. Vysledky

5.1. Struktirna analyza

5.1.1. SP-1 (zlicenina 81 — 93/3) - nova zluc¢enina

Sumarny vzorec: C19H22N>O»

CHj COOH

N

/

Obr. 20 Struktura alkaloidu SP-1

Nahnedla, amorfna latka.

5.1.1.1. NMR analyza

H NMR (500MHz, CD;0D) §: 8.28-8.25 (1H, m, H7), 7.48-7.44 (1H, m, H10), 7.30-7.26 (2H,
m, H9, HS), 4.67-4.64 (1H, m, H11), 4.53 (1H, q, J=6.4Hz, H6), 3.33-3.31 (2H, m, H2), 3.13
(1H, d, /~16.8Hz, H12), 2.99-2.90 (1H, m, H1), 2.66-2.53 (2H, m, H3), 2.49 (1H, td, /=11.9Hz,
J=3.5Hz, H1), 2.40 (1H, d, J=16.8Hz, H12), 1.76-1.57 (2H, m, H5, H4), 1.47-1.38 (1H, m, H4),
1.20 (3H, d, J=6.4Hz, 6-CH3), 1.09-1.01 (1H, td, J=13.8, J=4.2Hz, H5).

13C NMR (125MHz, CDCls) 8: 168.1 (C13), 134.3 (C6b), 131.9 (10c), 130.2 (10a), 124.3 (C8),
123.8 (C9), 118.0 (C10), 116.3 (C7), 112.6 (10b), 66.2 (C6), 53.1 (C11), 50.6 (C2), 44.0 (C3),
42.8 (C5a), 38.2 (C12), 27.2 (C5), 20.5 (C4), 17.3 (C1), 16.5 (6-CHs).

5.1.1.2. ESI/MS analyza

MS-ESI: m/z (%) [M+H]" 311(100).

MS/MS m/z 311(3), 293(100), 267(53), 210(87).
5.1.1.3. HRMS analyza

HRMS m/z (%) [M+H]" 311,1760.
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5.1.1.4. Opticka otacavost’

[a] 2°p=-31,3° (¢ 0,064; CHCl5)

5.1.2. SP-2 (-)-pikrinin (zlii¢enina 81 — 93/4)

Sumarny vzorec: C20H22N>03

Obr. 21 Struktira (—)-pikrininu

Nahnedla, amorfna latka.

5.1.2.1. NMR analyza

Identifik4cia prebehla porovnavanim ziskanych 'H a '3C spektier s literatarou. [173]

5.1.2.2. ESI/MS analyza

MS-EST: m/z (%) [M+H]" 339(100).

MS/MS m/z 339(2), 321(86), 296(100), 279(91), 270(39), 261(27), 234(24), 216(17), 202(13).
5.1.2.3. Opticka otacavost’

[a] °p =—49° (¢ 0,169; CHCl5)

5.1.3. SP-3 deacetylakuammilin (zlii¢enina 57 — 80/3)

Sumarny vzorec: C21H2N>0;3
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Obr. 22 Struktura deacetylakuammilinu

Amorfny biely prasok.

5.1.3.1. NMR analyza

H NMR (500 MHz, CDCL3) 8: 7.65 (1H, d, J = 7.6 Hz), 7.55 (1H, d, J= 7.6 Hz), 7.36 (1H, td,
J=17.6,1.3 Hz), 7.20 (1H, td, J = 7.5, 1.1 Hz), 5.48 (1H, q, J= 7.1 Hz), 4.62 (1H, d, J = 4.9
Hz), 4.16 — 4.08 (1H, m), 3.86 (3H, s), 3.70 (1H, J= 14.3 Hz, J= 5.9 Hz), 3.67 (1H, s), 3.16
(1H,d, J=17.1 Hz), 2.99 (1H, d, J= 12.3 Hz), 2.90 (1H, d, J = 12.3 Hz), 2.71 — 2.56 (2H, m),
2.46 (1H, ddd, J= 14.6 Hz, J= 5.0 Hz, J = 2.6 Hz), 2.06 (1H, dd, J = 15.0 Hz, J = 4.0 Hz), 1.92
(1H, dd, J= 14.6 Hz, J= 2.6 Hz), 1.64 (3H, dd, J= 7.1 Hz, J= 2.6 Hz)

I3C NMR (125.7 MHz, CDCl3) 8: 190.5, 173.6, 155.8, 144.3, 139.6, 128.5, 125.9, 124.6, 121.5,
119.6, 64.2, 60.5, 58.7, 54.6, 53.9, 52.1, 52.0, 37.9, 34.7, 30.5, 13.4.

5.1.3.2. ESI/MS analyza
MS-EST: m/z (%) [M+H]" 353(100).

MS/MS m/z 353(2), 335(36), 291(100), 323(70), 291(100), 266(90), 250(54), 228(14), 202(21),
194(24).

5.1.3.3. Opticka otacavost’
[a] °p = +76,1° (¢ 0,39; CHCI;)
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5.2. Inhibi¢na aktivita izolovanych alkaloidov vo¢i AChE, BChE, POP a GSK-3p

V nasledujtcej tabulke st uvedené vysledky inhibicnych aktivit V. minor alkaloidov voci

danym enzymom.

Tab. 10 Vysledky merania inhibi¢nych aktivit

Ly AChE BuChE GSK-3p (50 uM,
Zlucenina (ACso,uM) | (Csoudry | TOPUCSEM) 0y e hibice)
SP-1 >100 >100 ND* 76,85+ 0,99
(O)-pikrinin (SP-2) >100 >100 460 =22 66,39 + 8,37
deacetylakuammilin (SP-3) >100 >100 445 + 28 84,17 £4,97
1,710 +
r 1 > :t - -
galantamin 0.065 42,30 + 1,30
0,063 +
. 1 9 _ -
fyzostigmin 0,001 0,130 £ 0,004
bajkalin? - - 194 + 14 -
Z-Pro-prolinal® - - 3,269 £ 0,02 x107? -
SB-415286° i - : 70,00 nM (ICs0)

! galantamin a fyzostigmin; §tandardy pre AChE a BChE, 2 bajkalin a Z-Pro-prolinal; §tandardy

pre POP, * SB-415286; standard pre GSK-3p, * nedostatoéné mnozstvo k testovaniu aktivity

vo¢i POP.
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6. DISKUSIA

Cielom tejto prace bola izolacia obsahovych latok vybranymi metdédami. Na zaklade
Struktarnej analyzy a porovnania dat s literaturou boli identifikované nasledujace latky: SP-1,
(-)-pikrinin (SP-2) a deacetylakuammilin (SP-3). U latky SP-1 sa zistilo, Ze sa jedna o novu
doposial’ neizolovani zluceninu, u ktorej mdzeme pozorovat pritomnost’ pentacyklickej

Struktury, ktord je signifikantna pre eburnaminovy typ alkaloidov.

(—)-Pikrinin bol prvykrat extrahovany v roku 1965, ato zlistov stromu Alstonia
scholaris (L.) R. Br., tiez znameho pod ndzvom Dita Bark. Této latka je taktiez obsahovou
latkou Vinca minor L. a Vinca herbacea Waldst. & Kit. z ¢elade Apocyanaceae. (—)-Pikrinin
zaradzujeme medzi akuamminové derivaty, obsahujuce indolové jadro kombinované do
polycyklického skeletu. Zlozitost' tejto molekuly ma biosynteticky pdvod a vyznamnu
biologicku ucinnost’. (—)-Pikrinin vykazuje aktivitu v boji proti plazmodidlnym, virusovym
a rakovinovym povodcom. Alkaloidova frakcia ziskana z listov stromu Alstonia scholaris (L.)
R. Br ukézala n a zéklade in vivo a in vitro screeningu vyznamné analgetické a protizapalové
ucinky. Protizapalovy ucinok pikrininu spo¢iva v jeho schopnosti inhibovat enzym
5-lipooxygenazu. Okrem in€¢ho bol u neho pozorovany aj priaznivy vplyv v terapii chronickych

respiraénych ochoreni a malarie.[173—-175].

Rod Rhazya zahtta dva druhy, Rhazya stricta Decne. a Rhazya orientalis (Decne.)
A.DC. (¢. Apocyanaceae). Rhazya je bohatym zdrojom zlucenin obsahujtcich indol. Tradi¢ne
sa pouziva na liecbu réznych chordb, ako je horucka, reumatizmus, zapaly, kozné infekcie,
bolesti hrdla a Zalido¢né poruchy. Nedavna $tudia nadzemnych Casti rastliny R. stricta viedla
k vyizolovaniu niekol’kych zlucenin, ajednou znich bol prave akuamminovy derivat
deacetylakuammilin.[176] Deacetylakuammilin bol taktieZ izolovany z listov rastliny

Melodinus acutiflorus F. Muell. z ¢el'ade Apocyanaceae.[177]

U vysSie spominanych alkaloidov bola urena ich schopnost’ inhibicie vo¢i AChE,
BuChE, POP a GSK-3f. Galantamin, fyzostigmin, bajkalin, Z-Pro-prolinal a SB-415286 boli
pouzité ako Standardy k pozitivnej kontrole. Galantamin je vysoko selektivny a silny inhibitor
AChE (ICso 710 £+ 0,065uM), kdezto inhibicia vo¢i BuChE sa javi ako takmer neuc¢inna (ICso
42,30 = 1,30uM). Za silného inhibitora AChE (ICso 0,063 = 0,001 uM) a BuChE (ICs 0,130
+ 0,004 uM) povazujeme fyzostigmin. Bajkalin (ICso 194 &= 14 uM) a Z-Pro-prolinal (ICs0 3,269
+ 0,02 x10° uM) boli pouzité ako standardy voci POP. Poslednou referenénou latkou
vykazujicou inhibi¢né vlastnosti vo¢i GSK-3f3 bola vysoko selektivna zli¢enina SB-415286

vyvinuté spolo¢nostou GlaxoSmithKline (ICso 70,00 nM).
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Vysledky merania inhibi¢nych aktivit ukazali, Ze ani jedna zizolovanych latok
nevykazuje vyznamnu inhibi¢nu aktivitu vo¢i spominanym enzymom. (—)-pikrinin je v
porovnani s referencnymi latkami; AChE (ICso> 100), BuChE (ICso> 100) a POP (ICs0 460 +
22) neaktivny. Ani inhibicia vo¢i GSK-3p (% inhibicia = 66,39 + 8,37) nebola v porovnani so
Standardom dostacujuca. Porovnanim vysledkov s literatirou sa ukazalo, Ze hoci alkaloidny
extrakt pri 200 pg/ml vykazuje silnt inhibi¢nu aktivitu vo¢i AChE (% inhibicia = 78,54 + 1,06)
a BuChE (% = 81,39 + 2,94), samotny (—)-pikrinin ju nevykazuje ani len okrajovo.[174]

Podobne aj zluceniny SP-1 a deacetylakuammilin (SP-3) nevykazovali inhibi¢né
vlastnosti voci AChEsgp.1,sp-3 (ICs0> 100), BuChEsp.1,sp-3 (ICs0> 100), POPsp_3 (ICs0 445 + 28)
a GSK-3p sp-1 (% inhibicia = 76,85 = 0,99) GSK-3f sp.3 (% inhibicia = 84,17 +4,97). Latka SP-
1 vzhl'adom k nedostatocnému izolovanému mnozstvu nebola podrobena testovaniu voc¢i POP.
Z dostupnych zdrojov nebolo zrejmé ¢i u izolované¢ho alkaloidu, v nasom pripade

deacetylakuammilinu boli uskutocnené testy na inhibi¢nt aktivitu uz spominanych enzymov.
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8. ABSTRAKT

Pavukova, S.: Alkaloidy Vinca minor L. aich biologicka aktivita II. Diplomova praca,
Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Katedra farmaceutickej botaniky,

Hradec Kralové 2021.

Vinca minor L. je druh kvitnticeho polokru, povodom hlavne zo strednej a juznej Eurdpy, ktory
obsahuje viac nez 50 indolovych alkaloidov. Pri screeningu potencialnych rastlinnych
inhibitorov namierenych proti I'udskej AChE a BuChE, preukéazal alkaloidny extrakt zo
susenych nadzemnych Casti Vinca minor silnu a selektivnu inhibi¢nu aktivitu namierent voci
BuChE s hodnotou ICso 13,60 + 0,83 pg/ml avSak proti AChE bol neaktivny (hodnota ICso
>100 pg/ml). Vybrana frakcia VM 323 — 327 (4,72 g) bola rozdelena pomocou stipcovej
chromatografie na silikagelu stupfiovitou eliciou za pouzitia chloroformu a etanolu a celkovo
sa ziskalo 7 spojenych frakcii. Opakovana preparativna TLC na silikagelu viedla k izolacii troch
zlucenin; novo vyizolovanej latky SP-1, (—)-pikrininu (SP-2) a deacetylakuammilinu (SP-3).
K objasneniu ich Struktiry bola pouzitd hmotnostnd spektrometria (ESI), NMR a optické
otacavost’. Izolované alkaloidy boli podrobené testom inhibi¢nych aktivit vo¢i AChE, BuChE,
POP a GSK-3f, ezymom zohravajucim dolezita ulohu v patofyzioldgii AD. Ukdzalo sa, ze
vSetky izolované latky boli v porovnani so Standardmi takmer neucinné voci spominanym
enzymom. (—)-pikrinin (SP-2) je v porovnani s referenénymi latkami; AChE (ICso > 100),
BuChE (ICso> 100) a POP (ICs0460 + 22) neaktivny. Ani inhibicia vo¢i GSK-3f (% inhibicia
= 66,39 £+ 8,37) nebola v porovnani so Standardom dostacujuca. Podobne aj zlucCeniny SP-1
a deacetylakuammilin (SP-3) nevykazovali inhibi¢né vlastnosti vo¢i AChEsp.1,sp-3 (ICs0> 100),
BuChEsp-1,sp-3 (ICs50> 100), POPsp.3 (ICs0445 + 28) a GSK-3sp-1 (% inhibicia = 76,85 = 0,99)
GSK-3p sp-3 (% inhibicia =84,17 +4,97). Latka SP-1 vzhl'adom k nedostato¢nému izolovanému

mnozstvu nebola podrobena testovaniu voc¢i POP.

Tato diplomova praca bola podporovand grantom SVV 260 548.

Kracové slova:  Vinca minor L., indolové alkaloidy, butyrylcholinesteraza,

prolyloligopeptidaza, glykogénsyntaza kinaza-3, Alzheimerova choroba
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University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové, Department of Pharmaceutical Botany,

Hradec Kralové 2020.

Vinca minor L. is a species of species of flowering plant, native mainly to central and southern
Europe, which containst more than 50 indole alkaloids. During screening of potential plant
inhibitors against human acetylcholinesterase (hAChE) and butyrylcholinesterase (HBChE)
at our department, an alkaloidal extract from dried aerial parts of Vinca minor demonstrated
strong and selective hBChE inhibitory activity with an ICso value of 13.60 + 0.83 pg/mL,
however, against hAChE was inactive (ICso value >100 pg/mL). The fraction VM 323 — 327
(4,72 g) was separated by column chromatography on silica gel again with stepwise elution by
using chloroform and ethanol and overall 7 joined fractions were obtained.Subsequently,
repeated preparative TLC on silica gel led to isolation of three compounds; the newly isolated
substance SP-1, (—)-picrinine (SP-2) and deacetylakuammiline (SP-3). Their structures were
elucidated with mass spectrometry (ESI), NMR and optical rotation. Isolated alkaloids were
tested on ability to inhibit AChE, BuChE, POP a GSK-3f, which are enzymes playing an
important role in pathophysiology of Alzheimer 's disease. It turned out that isolated alkaloids
are inactive against mentioned enzymes. (—)-picrinine is inactive compared to reference
substances AChE (ICso> 100), BuChE (ICso> 100) and POP (ICso 460 + 22). Even inhibition
against GSK-3B (% inhibition = 66.39 + 8.37) was insufficient compared to the standard.
Compounds SP-1 and SP-3 also did not show inhibitory properties against AChEsp.1 sp-3 (ICs0>
100), BuChEsgp.1,sp-3 (IC50> 100), POPsp.3 (ICs0 445 £ 28) and GSK-3Bsp-1 (% inhibition = 76.85
+ 0.99), GSK-3Bsp-3 (% inhibition = 84.17 £ 4.97). SP-1 was not tested for POP due to

insufficient isolation quantity.

The study was supported by the grant SVV 260 548.
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