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1 UVOD

Béhem 20. stoleti dosSlo u pramyslové rozvinutych zemi diky pokroku mediciny
a farmaceutického primyslu  k poklesu zdvainych prabéhd akutnich ainfekcnich
onemocnéni a bohuzel, k zfetelnému nardstu takzvanych civilizaénich chorob. ! Tento termin
oznaceni je spojovan svyraznym rozvojem nejriznéjSich technologii, potravinarstvi
a primyslem. 2 Vyznamnou roli pro vznik civiliza¢nich onemocnéni hraje Zivotni prostfedi,
zZivotni styl lidi, pficemz rozhodujici vliv maji socidlni faktory. Mezi civilizacni nemoci se radi
aterosklerdza, alergie, astma, cévni mozkova prihoda, diabetes mellitus, infarkt myokardu,
hypertenze, obezita, revmatoidni artritida, osteoporéza, Zlucové a ledvinové kameny,
migréna, predcCasné starnuti, deprese, Alzheimerova choroba (AD) a také ndadorova
onemocnéni.! Védecka skupina ADINACO, ktera plsobi pod zastitou katedry farmaceutické
botaniky, se zabyva dlouhodobé vyzkumem sekundarnich metabolitli izolovanych z rostlin

a hub, jeZ mohou mit potencionalni vyuZiti pfi Ié¢bé AD a proti nddorovému bujeni. 3

Lidstvo postupné starne. Jedna se o celosvétovy trend, ktery se tykd takté? Ceské
republiky. Jak lidskd populace starne, tim castéji se u ni objevuji hlavné zdravotni, socidlni
a narustd ekonomicka zatéz statu. * Mezi nejéastéjsi a nejobavanéjsi nemoci, které se vyskytuji
u lidi ve vy$sim véku, patfi demence. Zakladni rozpoznavaci znaky této nemoci jsou snizena az
omezena schopnost vykondvat Cinnosti, ¢lovék prestava chapat okolni déni a stava se zavisly
na neustdlé oSetrovatelské péci. Uvadi se, Ze lidskad populace trpi demenci vice jak z 6 % nad

65 let, s pfibyvajicim vékem procento vzrlsta exponencidlné nad 80 let je to vice jak 50 %.

Studie uvadi, Ze vic jak polovina vSech demenci je zplsobena AD. °

AD je ireverzibilni a neurodegenerativni onemocnéni s vysokou progresi zasahujici do
Zivota pacienta a nasledné do celé jeho rodiny. Typickym rysem této nemoci je jeho
nenapadny zacatek, kterého si spiSe povSimne pacientovo blizké okoli nez pacient sam.
Onemocnéni kondi letalné, jednd se o Ctvrtou az patou nejcastéjsi pficinu smrti v lidské
populaci. ® Pacienti umiraji nejéastéji v disledku neurodegenerace na bronchopneumonii,
na Urazy a dalsi priciny, na které by jinak ¢lovék bez AD realné nezemrel. Celkové selhava

neurohumoralni fizeni homeostdzy, adaptabilita organismu a dochazi k imunitni odpovédi. ’

Spektrum pouzivanych |éciv, které jsou v soucasné dobé schvaleny na lécbu AD,

je velmi omezené. Prozatim nemame zadnou kauzalni lécbu, pouze léky, ktera pomahaji
10



oddalit tézka stadia tohoto onemocnéni. 8 Prvni skupinou lé¢iv, kterd zmirfiuji progresi
a symptomy patfi inhibitory acetylcholinesterasy (AChE) a butyrylcholinesterasy (BuChE).
Do této skupiny fadime rivastigmin, pusobici na oba enzymy, dalSimi [atkami jsou galantamin
a donepezil plsobici selektivné na AChE. Druha skupina zahrnuje antagonisty
N-methyl-D-aspartatovych receptorii (NMDA) a zahrnuje pouze jednu latku (memantin),

ktery pusobi jako nekompetitivni antagonista pfi nadmérné receptorové aktivaci. °

Nadorova onemocnéni jsou dalSim celosvétovym vyznamnym problémem, ktera maji
kazdy rok na svédomi amrti milion( lidi po celém svété. V soucasné dobé jim patfi druha pricka
v nejcastéjsich pripadech smrti v lidské populaci. Predpoklada se, Ze v pfistich nékolika letech
pfekonaji srde¢ni onemocnéni, ktera jsou nejéastéjsim pri¢inou imrti. X2 Alkaloidy rostlinného
plvodu, mezi které fadime i Vinca alkaloidy, jsou nedilnou soucasti 1é¢by u malignich
onemocnéni. ! Z Vinca alkaloidi se terapeuticky nejéast&ji vyuZivaji u nadorovych

onemocnéni vinkristin a vinblastin. 12

Tato diplomova prace je zaméfena na izolaci alkaloid( z Vinca minor L. (barvinku

mensiho) a testovani jejich biologické aktivity vzhledem k AD a nddorovym onemocnénim.
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2 CiL PRACE

Cilem moji diplomové prace bylo:
e vypracovani odborné reserse,

e izolace jednoho ¢i vice alkaloidd v cisté formé zvybrané frakce ziskané na
chromatografickém sloupci ze sumdrniho alkaloidniho extraktu z Vinca minor L.

(Apocynaceae),

e podilet se na identifikaci obsahovych latek pomoci spektralnich a spektrometrickych

metod (MS, NMR, zméreni optické otacivosti),

e podilet se na pripravé vzork(l pro biologické testy in vitro — inhibice lidskych

cholinesteras, prolyloligopeptidasy a cytotoxicita,

e vyhodnoceni vsech dat a sepsani diplomové prace.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Alzheimerova choroba

Jde o velmi progresivni neurodegenerativni onemocnéni, u néhoz dochazi k degeneraci
a destrukci neuron(, zejména cholinergniho systému. Typickym nalezem u nemocnych lidi je
vyskyt extraceluldrnich senilnich plak( a intraceluldrnich depozit neurofibrildrnich klubek. 3
Onemocnéni bylo popsano némeckym neuropatologem Aloisem Alzheimerem na setkani
spolecnosti jihonémeckych psychiatr(i v Tlibingenu 3. listopadu 1906, o rok poté, jiz nesla tato
nemoc jeho jméno. 14 Rozliduji se dvé formy AD. Prvni méné &astd je familidrni forma, ktera ¢ini
5-10 % vSech pfipad( tohoto onemocnéni. Familidrni forma se rozdéluje na dvé casti,
s ¢asnym zacatkem do 60 let roku Zivota a s pozdnim zacatkem nad 60 let. Druhou formou je
forma sporadickd (90-95 %), ktera se vyskytuje bez rodinného prokazatelného vyskytu. °
Jedny z pfi¢in sporadické formy AD jsou vysoky vék pacienta, nadmérny ptijem kalorii,
nasycené tuky ve stravé, hypertriglyceridemie, metabolicky syndrom, hypertenze a diabetes

mellitus typu 2. 16

3.1.1 Epidemiologie

Pocet lidi ve svété s demenci neustdle narista. Odhaduje se, Ze v roce 2020 bylo postizeno
demenci v Ceské republice okolo 183 tisic pacientl. Jedna se pouze o odhad, nebot zdaleka
ne vsichni lidé trpici touto demenci, méli nemoc diagnostikovanou. Mezindrodni organizace
uvadi, Ze i nejvyspélejsi staty svéta nejsou schopny presné diagnostikovat pacienty,
a proto stéle zlstava pfiblizné polovina nediagnostikovanych pacientll. Rozvojové staty svéta
jsou schopny podchytit méné nez 10 % pacientl ze vSech, ktefi trpi demenci. Obecné Ize fict,

e v Ceské republice vice jak dvé tFetiny lidi trpici demenci, jsou Zenského pohlavi. 17

Soucasny celosvétovy odhad lidi trpici AD je okolo 35 milion(, do roku 2050 se pocit3, Ze takto

onemocnéno muze byt aZz 115 milion( lidi. 8

3.1.2 Klinicky obraz

Pro spravnou lécbu demence a jeji odliSeni od dalSich poruch je nezbytné, aby se pacienti véas
diagnostikovali. > Onemocnéni zadina pozvolna, nékdy se nespravné zamériuje jako projev

starnuti. Diky tomu, Ze pacienti zapominaji, co napfriklad pravé chtéli udélat, zapominaji na
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osobni véci i schlizky. Nejprve je postizena kratkodoba epizodicka pamét, tykajici se proZzitych
udalosti z osobniho Zivota. Postupnou progresi onemocnéni dochazi k poruse sémantické

paméti — védomosti a pojmu. 7

AD se projevuje kognitivnimi a nekognitivnimi poruchami. Kognitivni poruchy se
objevuji spie na zacatku onemocnéni a ovliviiuji pamét pacienta. Radi se sem naptiklad
poruchy vizuospacidlnich funkci, afazie, apraxie a agnozie. Nekognitivni poruchy se oznacuji
také jako behaviordlni poruchy. Tyto poruchy mohou zpusobit nemilé potiZze pacientovi,
jeho oSetfovateli nebo lidem vjeho blizkém okoli. Mezi né tadime napftiklad touldni,

agresivitu, vokalizaci, poruchy stravovani, halucinace a bludy. 2°

Stadium, které predchazi AD, se oznacuje jako amnestickd mirna kognitivni porucha
(aMCl), jejimz typickym projevem je rlizny typ poskozeni paméti, ale zatim se zachovalou
sobéstacnosti. Pfiblizné 15 % lidi s aMCl progreduje do AD za jeden rok. 2! AD se rozliSuje na
tfi stadia a to: lehkou, stfedni a tézkou demenci. VétSinou dochazi k plynulému zhorSovani bez
vétsich vykyvl. V tézkém stadiu demence je pacient zcela dezorientovan, nepoznava sv(j byt
a ani lidi v jeho blizkém okoli, a dokonce ani sam sebe. Pacient je upoutdn na lizko, neudrzi
moc &i stolici. 22 Obvykle od prvnich pfiznakd po smrt uplyne okolo 7 a7 10 let. U lidi v mladsim

véku byla shleddna doba pfeZiti okolo 15 a vice let. #

3.1.3 Patogeneze

Pfi¢inou, proc¢ vznikd AD, se véda zabyva od 2. poloviny 20. stoleti. Zrodilo se nékolik teorii
tohoto onemocnéni — cholinergni, amyloidni a teorie T-proteinu. Casto se za¢ina vyskytovat
teorie, Ze AD je ve skute€nosti metabolickou chorobou, jejiZ pficinou je nezdravy Zivotni styl
stravovani. Hovofi se jako o diabetu 3. typu se sniZenou citlivosti inzulinu v mozku. 18
V soucasné dobé je |étba AD omezena pouze na symptomatické podavani Iéka,
protoze doposud neni presné znama podstata patofyziologie AD a i mechanismus

neurodegenerace. 23

Diky magnetické rezonanci (MRI), jsme schopni zjistit patologické zmény v mozku,
ktera se vyskytujici u AD dfiv, nez je potvrzena samotna diagndza pomoci klinickych priznaka.
Mezi tyto patologické zmény patfi atrofie hypokampu a entorindlni klry, bytek cholinergnich
neurond v mozkové klUze a také snizeny pocet cholinergnich neurond v nukleus basalis

Meynerti. DalSimi patologickymi znamkami v mozku jsou tyto dva biomarkery: neurofibrilarni
14



klubicka (tangles), tvofena z <asti hyperfosforylovanym t-proteinem, ktery se vaie
k mikrotubulim a extraceluldrni senilni plaky, tvofené hlavné B-amyloidem (AB), jez obklopuji

alterovand nervova vlakna a reaktivni gliové buriky. 24

3.1.3.1 Cholinergni hypotéza

Pro spravnou funkci mozku a plného védomi je nutné, aby byla zachovana funkce
cholinergniho systému. 2°> Cholinergni systém ma vliv na vyvoj a aktivitu mozkové kary,
podilise na pratoku krve v mozku, na spankovém cyklu, uéeni, paméti a poznavani. %°
Cholinergni systém je jedno z prvnich poskozenych mist u AD, béhem néhozZ dochazi ke snizeni
neuromediatoru acetylcholinu (ACh). 2> PFi¢inou snizeného uUbytku ACh je sniZeni syntézy
enzymu cholinacetyltransferasy, kterd je vorganismu zodpovédna za jeho tvorbu.
V synaptické $térbiné je ACh odbourdvdn enzymem AChE a BuChE. 2’ Tyto dva enzymy se lii
ve specifité substratu, v kinetice a hlavné v aktivité v rGznych oblastech mozku. 2 Rozdily mezi
vlastnostmi enzym( AChE a BuChE v mozku vedly k zavéru, Zze v normalnim stavu mozku je
pfirozené se vyskytujici AChE zodpovédnd za degradaci ACh, pficemZ BuChE ma podpurnou
funkci a vyskytuje se v mensi mire. Zajimavé je, ze béhem AD BuChE progresivné stoup3,
hlavné v oblasti akumulace patologického AB. 2’ Hlavnim cilem této hypotézy je inhibice AChE,
inhibice BUChE neni jesté pIné objasnéna, i kdyz ji Ize povaZovat za platny pfistup k obnoveni
cholinergni funkce u lidi s AD. 26 Cholinergni deficit pFispivd ke kognitivnim porucham
ovliviiujici pozornost, koncentraci a nemalo i chovani u pacient s AD. 27 Diky této teorii se

zavedly do praxe inhibitory acetylcholinesterasy (IAChE). 18

3.1.3.2 B-Amyloidni hypotéza

Podstatou této hypotézy je, Ze se v senilnich placich nachazi AB v agregované formé. AB vznika
Stépenim amyloidového prekurzoru proteinu (APP) B-sekretasou a nasledné y-sekretasou.
Za fyziologickych podminek se nachazi v mozku a-sekretasa, kterd ma schopnost vytvaret
z APP solubilni neamyloidni fragmenty, jeZ vykazuji neuroprotektivni funkci. 32> Mutace na
lidském 21. chromozomu zpUsobuje tvorbu AB. AP se intenzivné secernuje z bunék do
extraceluldrnich prostor, je pfitahovan burikami schopné fagocytdzy, jezjsou schopny
poskodit samotny neuron. 28 AB se vytvafi jako dlisledek zmény konformace AB na B-sklddany
list. Tato konformace je silné ovliviiovdna oxidacnim stresem a radikalovym posSkozenim

fidicich molekul. 2° AB se vyskytuje ve dvou izoforméch: prvni izoforma je AB40 zastoupena
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vétsSinové, druha izoforma je AB42. lzoforma AB42 se agreguje rychleji a je ¢asto spojena
s familarni AD. Agregovany AB plsobi neurotoxicky pravé proto, Ze je schopen tvofit kalciové
kanaly s nefizenym vstupem vapniku do buriky. Burika neni schopna takové mnozstvi vapniku
pufrovat a hyne. Diky této teorii jsou zkoumany inhibitory B-sekretas a y-sekretas,

ale prozatim bez Uspéchu. 132

3.1.3.3 Teorie t-proteinu

Treti teorii tohoto onemocnéni je teorie T-proteinu. t-Protein je fosfoprotein, jehoZ funkci je
spojovat mikrotubuly v axonech. t-Protein se ucastni polymeraci, usporadani a podili se na
stabilité mikrotubuld. Jednou z dal3ich duleZitych funkci t-proteinu je axonidlni transport. 3°
T-Protein je kédovan jedinym genem MAPT (mikrotubuldrni t-protein), ktery se nachazi
na lidském 17. chromozomu. V lidském mozku se rozliSuje celkem Sest izoforem tohoto
proteinu, které se li$i v po¢tu aminokyselin a v pfitomnych vazbéch. 3! Nastanou-li patologické
podminky, dochazi pomoci enzymui glykogensyntasy-kinasy 3B (GSK-3B) a cyklin-dependentni
kinasy 5 (CDK-5) khyperfosforylaci t-proteinu. Ndsledné dojde k shlukovani
hyperfosforylovaného t-proteinu do parovych heliakalnich filament, jez jsou podkladem
Utvar( zvanych neurofibrilarni klubicka (neurofibrilary tangles). 16 Za patologickych podminek
neurofibrilarni klubi¢ka zpUsobi rozpad cytoskeletu, narusi se transport v axonu a dojde

k zaniku neuronu a vzniku demence. 32

3.1.3.4 Glutamatergni hypotéza

Glutamat je nejvic zastoupenym excitaénim neurotransmiterem v CNS pUlsobici zejména na
ligandem Fizené inotropni glutamatové receptory (iGIuR). 32 Terapie AD se zaméfuje na NMDA
receptory, které pUsobi na principu aktivace vstupu vdapenatych kationtl do bunky.
Tyto kationty maji vliv na synapticky prenos a plasticitu béhem uceni a paméti. V pripadé
patologickych podminek je burika nadmérné stimulovdna a probiha u ni excitotoxicita (dochazi
k velkému vyplavovdni glutamdtu ajeho omezenému zpétnému vychytdvani),®*
pfi kterém jsou buriky poskozeny nebo usmrceny. Pfidlouhodobém pfilivu vapenatych
kationt( do burky dochazi k postupné ztraté synaptické funkce a konecné smrti neuronovych
bunék. Klinicky koreluje tento stav s progresivnim poklesem paméti a uceni, ktery je typicky

u pacientd sAD. 3 Glutamatergni systém je poskozen vtéikych stadiich AD,
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proto se u pacientl se stfedné tézkou az tézkou formou AD uZivd memantin, ktery plsobi jako

nekompetitivni antagonista inotropniho glutamatového receptoru NMDA. 34

3.1.3.5 Apolipoprotein E

Apolipoprotein E (Apo-E) je protein, tvofeny z 299 aminokyselin. 3¢ Apolipoproteiny slouzi
v organismu jako informacni molekuly, které jsou schopny zajistit vazbu na dané specifické
vazebni misto. Gen, ktery kdduje Apo-E ma tfi alely — €2, €3, €4. Tyto alely kdduji celkem
tfi izoformy proteinu Apo-E2, Apo-E3, Apo-E4. Nejvétsi riziko pro vznik AD ma izoforma
Apo-Ee4, kterd zpUsobuje zvySenou akumulaci AB, ma vliv na neurotoxicitu a na oxidativni
stres. 37 Lidé, ktefi trpi familidrni nebo i sporadickou formou AD maji vétsi frekvenci vyskytu
alely Apo-E<4. 3¢ 7 vysledkd studii vyplyva, Ze Apo-E€4 nema vliv na mnoZstvi vytvofeného AB,

ale je jednou z pfi¢in polymerizace AB, jenZ ma vliv na pokles kognitivnich funkci. 37

3.1.3.6 Oxidacni stres a volné radikaly

Nejcastéjsi volné radikaly, které vznikaji v lidském organismu (superoxidovy, hydroxylovy
a peroxonitrity) a dale latky, které ochotné prechazeji v télu na radikaly (peroxid vodiku, oxid
dusny) jsou nedilnou slozkou aerobnich procesi v organismu. Radikadly vznikaji
v mitochondriich jako vedlejsi produkty dychaciho tetézce a ATP (adenosintrifosfat),
pfi kterém dochazi k preméné kysliku na vodu za uvolnéni energie. Je-li narusena fyziologicka
rovnovdha mezi oxidanty a antioxidanty ve prospéch oxidant(i, mluvime o stavu zvaném
oxidacni stres. Oxidacni stres je schopen vainé poskodit vSechny typy makromolekul
v organismu, a tak poskodit fyziologické chovani bunék. Patologické procesy, které se vyskytuji
u AD, jsou provazany oxidacnim stresem. Tyto procesy dokladaji rdzna radikalova poskozeni
makromolekul, jez vedou u pacientd s AD k neurodegeneraci. Prozatim neni jasné, jestli je
oxidacni stres jednou z primarnich pfi¢in AD nebo jako sekundarni pfic¢ina na patologické

zmény v mozku. %°

3.1.3.7 Genetickd podminénost

U nékterych pacientd s casnou familidarni formou AD jsou mutace zjistovany na
21. chromozomu, na kterém se vyskytuje gen pro APP a zaroven se zde nachazi trisomie,
kterd je disledkem chybného rozestupu chromozomu v pribéhu meidzy, zvanda jako Downuv
syndrom. Odhaduje se, Ze priblizné vsSichni jedinci s Downovym syndromem, ktefi jsou starsi
35 let, maji zmény v mozku charakterizujici AD. Ddle u nékterych pacientl s familidarnim
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vyskytem jsou zjiStovany mutace na 14. a 1. chromozomu pro kdédovani tzv. presenilind.
Na 14. chromozomu je kdédovan presenilin 1, zatimco na 1. chromozomu je zakddovan
presenilin 2. Pojmem preseniliny se oznacuji transmembranové proteiny, které za
patologickych podminek interferuji s APP a podileji se tak na vzniku AB. Dale se zkoumaji
i geneticky podminéné rizikové faktory u AD (napt. na 19. chromozomu jsou zakdédovany

izoformy pro Apo-E). 36:38

3.1.3.8 Diabetes mellitus

U pacientll, ktefi trpi onemocnénim diabetes mellitus a zdrovenn AD, dochazi k naruseni
glukosového metabolismu, neni ndm znam dokonale mechanismus, jak k tomu dochazi.
Jako jedna z moZnosti se jevi naruseni inzulinové cesty v mozku. Inzulin v mozku ovliviiuje
metabolismus AB a zvySuje proteinovou fosforylaci. Tyto procesy napomahaji rozvoji
demence. Nové vyzkumy v oblasti diabetu a AD mohou ptispét k nalezeni novych biologickych

markerd, které hraji vyznamnou roli v AD. 3°

3.1.4 Diagnoza

Pro spravnou diagnostiku AD je nezbytné, aby se potvrdila demence. Ktomu ndm slouzi
psychiatrickd vysetteni, objektivni anamnéza a Skdlovaci metody typu MMSE (kratka skala

mentalniho stavu), kresleni hodin apod. 32

K diagnostice AD se pouzivaji hlavné NINCDS-ADRDA kritéria. Tato kritéria ndm rozdéli
diagnézu AD na pravdépodobnou, mozZnou, nepravdépodobnou a jistou. Z mozkomisniho
moku se zjistuji abnormalni biomarkery (AB 42, t-protein a fosfo-t-protein). Pomoci MRI se
stanovuji temporalni struktury a temporalni rohy postrannich komor, pomoci pozitronové
emisni tomografie se identifikuji depozita AB a dalsi. Jistou diagndzu AD Ize urcit pouze pomoci

mozkové biopsie (post mortem ji stanovuje patolog dle platnych kritérii). 4°

3.1.5 Léc¢ba Alzheimerovy choroby

Lécba AD se rozdéluje na lé¢bu farmakologickou (farmakoterapii) a nefarmakologickou.
Farmakoterapii AD Ize jeSté rozdélit na |écbu kognitivnich a lé¢bu nekognitivnich funkci.
V |écbé kognitivnich funkci AD se pouzivaji dvé skupiny lééiv zalozenych na dukazech

(,evidence-based medicine”) a to inhibitory mozkovych cholinesteras a parcialni antagonisté
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NMDA ionotropnich receptortd excitacnich aminokyselin. Lé¢ba nekognitivnich funkci se

ovliviiuje poddnim antipsychotik, antidepresiv, poptipadé anxiolytik.

Mezi Ié¢ebna opatfeni jednoznacné patfi nefarmakologicka |é¢ba. Jedna se o dusevni
aktivitu a kognitivni trénink pacienta. Ddle sem mulzZeme zafadit muzikoterapii, arteterapii,
|écbu tancem, |écbu pomoci zvifat nebo CEteni. Nezbytnad je i podpora socidlnich vazeb

pacientd. 4

3.1.5.1 Inhibitory cholinesteras

Radi se mezi nejuspésnéjsi lé¢iva pro lehkou a stfedné tézkou formu AD. Zarover patii i mezi
léCiva prvni volby u nové diagnostikovanych pacientl. Vychazi se z podstaty cholinergni
hypotézy pro vznik AD, kde nedostatek ACh odpovida mife poskozeni kognitivnich funkci.

vvvvvv

hydrolyze ACh v synaptické Stérbiné. Jejich pfinos byl potvrzen v nékolika klinickych studiich.
IAChE puUsobi na poruchy pozornosti, koncentrace ¢&i rozpoznavani senzorickych viemu. 42

Dobré uéinnost byla klinicky ovéfena u rivastigminu, galantaminu a donepezilu. ?’
RIVASTIGMIN

Rivastigmin je derivat karbamatu, ktery pdsobi jako inhibitor mozkovych AChE a BuChE. 1825
Zaroven ho lze uzit, jako jediny z této skupiny léCiv, i na IéEbu demence u Parkinsonovy
choroby. Slouéenina ma naprosté minimum Iékovych interakci, coZ je pfinosné
u polymorbidnich pacient(, kteti uzivaji napfiklad antikoagula¢ni lé¢bu. Mezi nejcastéji
vyskytujici se nezadouci ucinky patfi gastrointestinalni potize (nauzea, bolesti bricha, prijem

a zvraceni), které se nejcastéji vyskytuji béhem titrovani davky. Nové mizZeme tyto nezadouci

uéinky minimalizovat uZitim transdermdlnich naplasti. 222°
C|3H3 O CH;
N J
H,;C 4 0] ITI
H CHj CH,

Obrazek 1: vzorec rivastigminu

19



GALANTAMIN

Galantamin patfi mezi reverzibilni IAChE a zdroven alostericky moduluje nikotinové
receptory. 22 Pivodné byl tento alkaloid izolovan z Galanthus woronowii Losinks. Struktura je
tvofena benzofurobenzazepinovym skeletem. Velmi dobfe se perordlné vstfebdva,
avsak v organismu tvofi depo v tukové tkani. 2 Jeho uZivani je kontraindikovano u lidi s tézkou
jaterni a ledvinovou nedostatec¢nosti. DalSimi nezadoucimi Ucinky jsou gastrointestinalni

potize (zvraceni, prijem, nauzea) a bradykardie. %

Obrazek 2: vzorec galantaminu

DONEPEZIL

Dalsim [é¢ivem této skupiny je donepezil, ktery predstavuje piperidinovy derivat se
selektivnim inhibi¢nim ucinkem v{ci AChE. Dale bylo u néj zjisténo, Ze zabranuje ukladani AP
plakll v CNS, vykazuje neuroprotektivni a antioxidacni ucinky. Lé¢ivo ma dobrou biologickou
dostupnost, dlouhy polocas ucinku (az 70 hodin) a zpravidla je dobfe tolerovdn s minimem

nezadoucich u&inka. 1823

0O
H3C

HaC
>0

O

Obrazek 3: vzorec donepezilu
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HUPERZIN A

Tato latka, byla prvné izolovana z plavuné Huperzia serrata (Thunb. ex Murray) Trevisan v roce
1986. *3 Jedna se o lykodinovy alkaloid, ktery je silnym reverzibilnim IAChE a zarover pGsobi
jako antagonista NMDA receptord. % Huperzin A ma del$i puUsobeni neZ rivastigmin
¢i donepezil, rychleji prochazi pres hematoencefalickou bariéru a lépe se vstfebava
po perordlnim podanim. #* V Ciné je alkaloid lékem volby u lidi s poruchou paméti.#*
Huperzin A je spojovan se zlepSenim kognitivniho, klinického, funkéniho a behavioralniho
stavu u pacientl s AD bez vyznamnych nezadoucich Gcinkd. K vétSimu posouzeni jeho Gcinku
viak budou zapotfebi velké randomizované studie u pacientd sAD. 26 Huperzin A
neni schvalen jako lék pro Ié¢bu AD v Ceské republice, ani v Evropé ¢&i v USA. U nas jej ale

mUzZeme najit v uréitych doplricich stravy. 44

Obrazek 4: vzorec huperzinu A

3.1.5.2 Inhibitory NMDA receptort

Jedno zdalSich mist, které Ize terapeuticky ovlivnit, vychazi z pozorovani chronické
hyperaktivace  NMDA receptorli pfi zvySené koncentraci extraceluldrniho glutamatu.
Hyperaktivita zplUsobuje zvySeny vtok vapenatych iontll do neuronli a jeho excitotoxicitu

vedouci a7 k apoptdze postizenych neuron(. 42
MEMANTIN

Nekompetitivni antagonista NMDA receptorl uZivany pacienty se stfedné tézkou az tézkou
formou AD. Ma dlouhy biologicky polocas 60 az 100 hodin a jeho davky je tfeba postupné
titrovat. 42 NeZadouci Géinky jsou velmi vzacné (zavraté, bolest hlavy, halucinace).
Klinickymi studiemi bylo zjiSténo, Ze pfi uzivani memantinu se udrzuji kognitivni funkce

pacienta a zdroveri se zpomaluje progrese AD. 22
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Obréazek 5: vzorec memantinu

3.1.5.3 Nootropika

Nootropika jsou latky upravujici kvantitativni a kvalitativni poruchy védomi.
Mechanismus ucinku nootropik spociva, Ze zlepsuji metabolismus neuron( a fluiditu jejich
membran, zaroven zvysuji utilizaci kysliku a glukosy, a hlavné zvysuji rezistenci bunék proti
hypoxii a ischemii. Dalsi jejich schopnosti spocivaji ve zlepSeni reologickych vlastnosti krve,

snizeni jeji viskozity a potlacuji arteridlni spazmy. 38

Mezi klasickd nootropika zafazujeme piracetam a pyritimol, jenZ jsou schopna zlepsit
regionalni utilizaci kysliku a glukosy. Pyritimol navic zvySuje plasticitu erytrocytd a ma
protizanétlivé ucinky. K nejstarsim nootropnim léciviim patfi dihydroergotoxin. Jeho funkci
v mozku je distribuce kysliku a sniZeni permeability cév. Mezi dalsi osvédcena léciva sem
fadime nicergolin, vinpocetin nebo Ginkgo biloba L. Nootropika zlepSuji poruchy paméti

a uéeni, aviak nemame Zadné klinické studie, které by prokazaly jejich dostateény efekt. 4°
VINPOCETIN

Vinpocetin je semisynteticky derivat alkaloidu vinkaminu, ktery se izoluje z Vinca minor L.
Vinpocetin prechazi pres hematoencefalickou bariéru do mozku, vykazuje vlastnosti
vazodilata¢ni, antioxida¢ni, neuroprotektivni a zlepuje mikrocirkulaci v mozku. #¢ V Ceské
republice je registrovan tento pripravek pod nazvem Cavinton®. Uzivan je jako symptomaticka

lé¢ba raznych cerebrovaskuldrnich poruch. 4’

Obrazek 6: vzorec vinpocetinu
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GINKGO BILOBA L.

Lécivé pripravky, obsahujici standardizovany extrakt EGb 761 z jinanu dvoulaloénatého,
patfi mezi podplrny prostiedek lécby demence, véetné AD. Plsobi pfiznivé na krevni tok
v cévach a kapildrach, vychytavd volné radikdly a ma antitromboticky efekt. *® U nas je

standardizovany extrakt EGb 761 obsaZen v léCivych ptipravcich Tanakan® nebo Tebokan®. 4°

3.1.5.4 Dalsi mozné potenciondlni zasahy lécby
Mezi nové zkoumané terapeutické pristupy u AD patfi latky ovliviujici amyloidni kaskadu.
Pfredpoklddame, Ze primarnim mechanismem pro vznik demence je ukladani neuritickych

plak(, jeZ se tvofi pfi $patném $tépeni APP enzymy B-sekretasou a y-sekretasou. 44
INHIBITORY SEKRETAS

Zkousely se latky na urovni inhibitor( B-sekretas a y-sekretas. U inhibitor( B-sekretas nebyl
shledan dostatecny ucinek, ktery by zlepSoval kognitivni funkce nebo kvalitu Zivota u lidi s AD
a zaroven kvlli obavdm o mozné nezadouci ucinky byl vyvoj farmaceutickymi firmami
zastaven. Inhibitory y-sekretas prokazovaly zavainé nezddouci Ucinky na Urovni imunitniho
systému. Testovaly se i modulatory y-sekretas, které by ovliviovaly pouze tu cast
enzymu, jenz zodpovida za chybné Stépeni APP. Jednalo se o tarenflurbil, ale nebyl u néj

prokdzdan Gc¢inek na pamét, ani na kvalitu Zivota pacienta. *
PLAZMAFEREZA

Pouzitim této metody dochazi ke snizeni sérové koncentrace AB v krvi a také nepfimo se
snizuje koncentrace v likvoru. Z prvnich dostupnych studii vyplyva, Ze tato metoda prokazuje

zlep3eni kognitivnich funkci, ale vét$imu rozsifeni brani proceduralni ndro¢nost 1é¢by. *°
IMUNIZACE

Podstata pasivni imunizace spociva ve zvyseni hladiny 1gG protilatek, branici vzniku AB
a napomahajici jeho vylu€ovani z mozku. ! Ve . fazi klinického testovédni jsou C&tyfi
monoklondlni protilatky (solanezumab, crenezumab, gantenerumab, aducanumab).
Tato terapie ma svoje Uskali, musi se opakované podavat protilatky v infuzich, musi se urcit
presny cil pro antigeny, riziko imunitni reakce po aplikaci a je zde stale hrozba nezadoucich

ucinkd pfi dlouhodobé 1écbé. 2
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Apo-Ee4

V IlI. fazi klinického testovani je prolécivo ALZ-801 nesouci U¢innou latku tamiprosat. Latka ma
Sanci u lidi s nosi¢stvim Apo-Eg4. Tamiprosat plsobi jako inhibitor polymerizace AB. Jednalo by
se o peroralni formu (ALZ-801), kterd by se uZivala 2x denné. Latku pomahd vyvijet v USA

i Eesky neurolog MUDr. Martin Tolar Ph.D. >%>3
INHIBITORY PROLYLOLIGOPEPTIDASY

Dal$im moznym zasahem v |écbé AD je prolyloligopeptidasa (POP). POP je cytosolova serinova
peptidasa, jeZz je schopna Stépit malé, peptidim podobné hormony, neuroaktivni peptidy
a dal$i bunécné faktory s relativné malou molekulovou hmotnosti na karboxylovém zbytku
prolinu. POP se mimo jiné podili na mnoha fyziologickych procesech, ale hraje i svoji roli pfi
nékterych psychiatrickych poruchédch. >* Studiemi bylo zji$téno, Ze vysoké urovné POP se
vyskytuji u pacient(, ktefi jsou postizeni onemocnénim AD. Pfesny mechanismus Ucinku,
jak POP plsobi na pamét a uéeni ndm neni znam a je stale predmétem zkoumani. Pfi vyuziti
v lé¢bé inhibitorl POP miiZe dojit ke zvySeni kognitivnich funkci u pacienta tim, Ze se
zabrani metabolismu endogennich neuropeptid(. Zjistilo se, Ze POP hraje i svoji roli pfi Stépeni
APP — pouziti inhibitorl POP by mohlo vést ke sniZeni depozit AB. Je zfejmé, Ze inhibitory POP

se jevi jako slibny terapeuticky cil AD. >

INHIBITORY GSK-38

Glykogensyntasa-kinasa 3 (GSK-3) je aktivni serin-threoninova kinasa, kterd se zapojuje do
mnoha regulaci bunécnych biologickych cest. Jedna se o klicovy reguldator syntézy
glykogenu a metabolismu glukosy. GSK-3 se nachazi ve dvou izoformach (GSK-3a a GSK-3B),
pficemZ GSK-3B je hojné zastoupena v CNS. >® GSK-3B md vysokou afinitu k substratim
zejména APP, preseliny, t-proteiny a jiné. Podle nepifeberného mnozZstvi substratd,
na které GSK-3 pusobi, se jevi tato kinasa jako hlavni reguldtor fyziologickych procesu
v lidském téle. Zda se, Ze GSK-3 m{iZe ovliviiovat i jiné nemoci nez jen AD, napfiklad nadorova
onemocnéni, onemocnéni ledvin a mnoho dalSich. V souéasné dobé je to jeden z nejvic
studovanych enzym( pro sv{j velky terapeuticky potencional. U pacientl s AD, GSK-3
pfispivd k neurodegeneraci pfimou podporou hyperfosforylace t-proteinu, napomaha

k produkci AB, vykazuje prozanétlivé funkce a prohlubuje deficit ACh. 26
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Mezi inhibitory GSK-3B muzZeme zaradit velké mnozZstvi strukturné rlznorodych latek,
jsou to naptiklad thiadiazolidindiony, paullony, maleimidy, indirubiny. Tideglusid je odvozen
od thiadiazolidindionu, plsobici jako nekompetitivni inhibitor GSK-3B. Latka se dostala az do
II. faze klinického testovani, ale kvuli malé velikosti vzorku skupiny nepfinesla tato latka zadné
statistické vyznamnosti. Paullony a maleimidy vykazovaly zvySenou selektivitu vici inhibitor(
GSK-3B, celkové data ktémto latkdm wvykazuji slibny potencidl pro vyvoj novych [éCiv.
Indirubiny jsou bis-indolové slouceniny, které lze ziskat z pfirodnich zdroju. Indirubin je uzivan
jakou soucdst Cinského lécivého pripravku (Danggui Longhui Wan) pro terapii chronickych
onemocnéni, vcéetné leukémie. Indirubin pUsobi jako ATP-kompetitivni inhibitor GSK-3j,
jeho derivaty vykazuji jesté vétsi aktivitu vaci GSK-3B neZ indirubin samotny (napfiklad

6-bromoindirubin-3-oxim). 26

3.2 Nadorova onemocnéni

Jednou z hlavnich pfi¢in umrti ve svété jsou nddorova onemocnéni. Podle statistik doslo
v roce 2012 k 14 milionlim novych pfipadud a v nasledujicich letech se zvysi az na 22 miliond.
Tyto Cisla nam dokladaji, Ze naprosto spolehliva a uc¢innd lé¢ba narodovych onemocnéni
nebyla dosud nalezena. Diky této souvislosti predstavuji latky pfirodniho plvodu neocenitelny

zdroj pro objevovani novych antiproliferativnich 1é¢iv. 7

3.2.1 Pfirodni latky

Pfiroda je bohatym zdrojem pro hledani novych léciv. Odhaduje se, Ze asi 50 % |éCivych
pripravkl, které se vsoucCasné dobé uZivaji na rGznd onemocnéni, vychazi strukturné
z pfirodniho pdvodu. Podobné jsou na tom i lééiva na onkologickd onemocnéni. 8
V soucasnosti v terapii nddorovych onemocnéni Cini vice nez z 60 % |éCiva pfirodniho pivodu,

véetné pochazejicich z rostlin, mofskych organism( a mikroorganisma.>’
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Obrézek 7: procentudlni zastoupeni latek pfirodniho plivodu u vybranych onemocnéni 58
Dilezitou skupinou pfirodnich latek, které se vsoucasné dobé uzivaji v terapii
malignich onemocnéni, jsou Vinca alkaloidy. PGvodné byly izolovany kanadskymi védci
Robertem Noblem a Charlesem Thomasem Beerem z Catharanthus roseus (L.) G. Don.
v 50. letech minulého stoleti. Byly prvnimi antimitoticky plsobicimi [dtkami z rostlinné fise,

které byly uvedeny na trh. >’

3.2.1.1 Vinca alkaloidy

V soucasné dobé se v klinické praxi uzivaji hlavné alkaloidy vinblastin a vinkristin.

Terapeuticky se uzivaji i syntetické derivaty vindesin, vinflunin a vinorelbin. >’
VINBLASTIN

Tento alkaloid nasel uplatnéni v terapii rdznych malignit (Hodgkinova choroba, zhoubny
lymfom nehodgkinského typu, rekurentni nebo metastazujici karcinom prsu, pokrocily
testikuldrni karcinom, histiocytéza Langerhansovych bunék zvand téZ histiocytéza X). °°
Mechanismus ucinku alkaloidu spociva v inhibici polymerace mikrotubull béhem M-faze
buné&éného déleni. 8 Neziddouci G¢inky vinblastinu odpovidaji vy$i podané davky. Mezi ¢asté
nezadouci Ucinky patfi leukopenie, parestezie, ztrata hlubokych Slachovych reflex(, nauzea,

zvraceni a/nebo vypadévani vlasg. >°
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Obrazek 8: vzorec vinblastinu

VINKRISTIN

Vroce 1961 byl vinkristin poprvé izolovan, ktery se pouZiva k lécbé leukémie, myelomu,
rakoviny prsu a rakoviny mozku. Vinkristinu plsobi na B-podjednotku tubulinového
heterodimeru, jez brani polymeraci a inkorporaci do mikrotubul( a tim blokuje délici se buriky
v metafazi. Vinkristin ovliviiuje také B-podjednotky v nervovych vldknech, proto mize tato
latka vyvolat axonialni senzomotorickou neuropatii. 6492 Mezi dal$i nezddouci Géinky mizeme

zaradit alopecii, trombocytézu, bronchospasmus, ztrata hlubokych Slachovych reflexa,

nevolnost, zvraceni, bolesti bficha a dalsi. 3

Obrazek 9: vzorec vinkristinu

VINDESIN

Vindesin je semisynteticky derivat vinblastinu, ktery lze pouZit v terapii onemocnéni akutni
lymfoblastické leukémie u déti, ktera je rezistentni vici jinym antineoplastikiim, u maligniho

melanomu nereagujiciho na jinou formu terapie, u pokrocilého karcinomu prsu aj. %
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Obrazek 10: vzorec vindesinu

VINFLUNIN

Derivat vinorelbinu, prvni fluorovany derivat Vinca alkaloidu. Vinflumin se vaZe na
mikrotubuldrni proteiny tubulinu atim ukoncuje jejich formulaci, vyvoldva jejich
depolymerizaci, kterd nasledné vede k inhibici mitdzy. Od roku 2009 se uZiva vinflumin jako
[é¢ba druhé volby u nemocnych surotelidlnim karcinomem mocového méchyre,

ktefi neodpovidaji dostate¢né silné na podani cis-platiny.5°

Obrazek 11: vzorec vinfluninu

VINORELBIN

Vinorelbin je dalsi semisynteticky derivat Vinca alkaloidu, jehoZz mechanismus plsobeni je
podobny jako u pfedchozich alkaloidd. % Jeho indikace spodivd v 1é¢bé nezhoubného
karcinomu plic. Dale se indikuje pacientim s metastazujicim karcinomem prsu, u nichZ uz
selhala nebo neni jind moZnost chemoterapie. Mezi nejéastéjsi nezadouci ucinky |écby
mlzZeme zaradit Utlum kostni dfené s neuropenii, gastrointestinalni toxicita, alopecie,

neurologické potize a pfechodné zvyseni jaternich testd. ¢’
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Obrazek 12: vzorec vinorelbinu
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3.3 Vinca minor L. — barvinek mensi

68

Obrazek 13: Vinca minor L.

3.3.1 Taxonomické zarazeni

Tabulka 1: zafazeni Vinca minor L.taxonomicky

Rige: Plantae
Oddéleni: Magnoliophyta
Trida: Magnoliopsida
Podtrida: Lamiidae
Réd: Gentianales
Celed: Apocynaceae
Rod: Vinca L.
Druh: Vinca minor L.

3.3.2 Botanicka charakteristika

Vinca minor L., neboli ¢esky barvinek mensi, je vytrvald, 10 az 20 cm vysoka plaziva rostlina,

kterd se rozrlistd tenkym, plazivym oddenkem az do délky 70 cm. Sterilni lodyha rostliny je
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poléhava, kterd na bazi dfevnati. Kvétonosné lodyhy jsou pfimé nebo vystoupavé. LodyzZni listy
jsou koZovité, stalezelené, elipsovité, protistojné, svrchni strana listu je tmaveé zelena a leskl3,
spodni strana listu je svétle zelend a matna, se zretelnou stfedni Zilkou. Kvéty jsou jednotlivé,
oboupohlavné, pravidelné. Kalich rostliny je ndlevkovity, lysy. Koruna je fepicovita, ktera na
bazi srlista v trubku, zbarvuje se vétSinou do modra az fialovo modra, nékdy mlze byt i rGzova,

vzacné lze nalézt i bilou barvu. Plodem je méchyrfek. Rostlina se rozmnoZuje hlavné

vegetativné oddenky. Barvinek mensi kvete od bfezna do &ervna. 872

A Aa'l

Obrazek 17: Vinca minor L. - p-o.rost‘68 L
3.3.2.1 Vyskyt

Vinca minor L. je jedinym volné rostoucim zastupcem z &eledi Apocynaceae v Ceské
republice. 8 Autochtonni populace barvinku se vyskytuje pfedevdim na Moravé, dalsi vyskyt
je ve vychodnich a severnich Cechach. Barvinek se vyskytuje hlavné v listnatych lesich
(dubohabfiny a bukové lesy), na skaldch &i v kiovindch. 7* Zplanény se nachdzi ¢asto v mistech

lidského obydli, jako pudokryvna rostlina v polostinnych i stinnych mistech zejména
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v zahradach, parcich, na hibitovech, okolo kostel(, hradd, zamk( ¢i hradnich zficenin. Jedna se
o velmi odolnou rostlinu, kterd vzhledem svému castému vysevu nepatfi mezi ohroZzené
druhy. 72 Barvinek mensi je ptuvodni evropsky druh, oblasti jeho rdstu jsou od Pyrenejského
poloostrova pres celou stfedni Evropu aZ k Podnépfi. Rostlina je zavle¢ena i vic na sever ai na

jiné kontinenty svéta. 7°

3.3.3 Dalsi druhy v rodu Vinca L.

Kromé Vinca minor L. patfi do rodu Vinca L. dalSich téchto 6 druh(i: Vinca difformis Pourr.,
Vinca erecta Regel & Schmalh., Vinca herbacea Waldst. & Kit., Vinca ispartensis

Koyounci & Eksi, Vinca major L. a Vinca soneri Koyuncu. 73
Vinca difformis Pourr. (Obrazek 18)

Je stalezeleny polokef, rostouci v zemich zapadniho Stfredomoti a severni Afriky. Listy jsou
vejcité, lesklé tmavozelené barvy, 3—6 cm dlouhé. V jarnich mésicich kvete svétle modrymi

nebo bilymi kvéty. Dordsté do vysky okolo 30 cm, ale rozrdstd se pomalu do neomezené $ife. 74
Vinca erecta Regel & Schmalh. (Obrazek 19)

Vytrvald bylina pochazejici z podhorskych a horskych oblasti Afganistanu, TadZzikistanu,
Kyrgyzstanu a Uzbekistanu. Dorlsta do délky 15-50 cm. Od mésice dubna kvete rostlina ve

svétle fialovych aZ bilych barvach. 7°
Vinca herbacea Waldst. & Kit. (Obrazek 20)

Vinca herbacea Waldst. & Kit., neboli barvinek bylinny, je rostlina v Ceské republice
nevyskytujici se, ale v nejteplejSich ¢astech Slovenska ji miUZeme spatfit ve volné prirodé,
je zde chranénad. Dalsi jeji rozsifeni je v oblastech Balkdnu, Madarska, Rakouska, v jiznich
¢astech Ruska a franu, hlavné na véapencovitych podlozich zemé&. V zimnich mésicich nadzemni
¢ast rostliny odumira celd, avsak kofen zimu prezZiva. Nej¢astéji kvete od kvétna do cervna

v modrofialovych barvach. 7®
Vinca ispartensis Koyounci & Eksi (Obrazek 21)

Poslednim objevenym druhem barvinku je Vinca ispartensis Koyounci & Eksi., pochazejici
z oblasti Turecka, objeven byl v roce 2015. Roste v nadmofrskych vyskach okolo 1 300 az 1 700
metrd na suchych kamenitych svazich. Postranni vyhonky doristaji do délky 25-50 cm,
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na zimu celd nadzemni ¢ast rostliny odumira. Kvete od mésice dubna do kvétna a jeji kvéty

maji namodralou barvu. ”’
Vinca major L. (Obrazek 22)

Vinca major L., neboli barvinek vétsi, je stalezeleny polokef s drfevnatymi stonky,
puvodné pochazi ze Stredomofri. Nekvetouci stonky jsou az 2 metry dlouhé, kvetouci stonky
jsou dlouhé okolo 30 cm. Kvete od konce jara az do zacatku podzimu, kvéty maji jasné modrou
barvu. 7 V Ceské republice se s nim mQZe setkat v zahradach anebo v parcich v teplejsich

oblastech. 78
Vinca soneri Koyuncu (Obrazek 23)

Tento druh byl objeven na suchych kamennych stranich Turecka v nadmorské vysce 1 600
az 1900 m. Jednd se o vzpfimeny polokef s tmavé zelenymi listy, bez postrannich vyhonkd.
Kvéty md modré az bledémodré barvy. Tento druh patfi mezi kriticky ohrozené rostliny,

za pficinou je lidska ¢innost, pastevectvi a eroze. 73

Obrdzek 18: Vinca difformis Pourr. 7° Obrézek 19: Vinca erecta Regel & Schmalh. 8
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Obrézek 20: Vinca herbacea Waldst. & Kit. & Obrézek 21: Vinca ispartensis Koyounci & Eksi &

Obrdazek 22: Vinca major L. 78

3.3.4 Obsahové latky Vinca minor L.

Hlavnimi obsahovymi latkami Vinca minor L. jsou indolové alkaloidy. MnoZstvi téchto alkaloid
kolisa vrozmezi 0,3 az 1 %. Hlavnim alkaloidem je vinkamin, dale sem patfi apovinkamin,
vinkamon, vinkadifformin a dal3i. 8 Vedlejsi obsahové latky, které se v rostliné vyskytuji,

jsou flavonoidni glykosidy, tfisloviny, saponiny, pektin a kyselina ursolova. &

3.3.4.1 Alkaloidy

Do soucasné doby bylo izolovano pfriblizné vice jak 50 alkaloidd z nadzemnich ¢asti a kofene

Vinca minor L. V tabulce 2 uvadim vybrané zastupce izolovanych alkaloidd. 8
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Tabulka 2: vybrané alkaloidy Vinca minor L. 82

(=)-vinkadifformin

16-methoxyvinkadifformin

vinkadifformin

minovincinin

minovincin

16-methoxyminovincin

N-methylvinkadifformin

16-methoxyminovincinin

5-oxominovincinin

N-methylaspidospermidin

pikrinin

vinkorin

vinkanol

guebrachamin

N-methylquebrachamin

vineridin

vinkaminorein

vinkaminorin

vinkaminoridin

vinkamin

16-epivinkamin

(x)-eburnamonin

(-)-eburnamin

(£)-vinkatin

eburnamenin

(+)-isoeburnamin

11-methoxyeburnamonin

11,12-dimethyl-

10-methoxydesacetyl-

vinkarubin
oxyeburnamonin akuammilin
vinkaminin vinerin reserpin
majdin vinorin vinkamidin (striktamin)

Jeden z prvnich alkaloidl, ktery byl z rostliny izolovan, je vinkamin. Mezi alkaloidy

Vinca minor L. nachdzime monomerni indolové a bis-indolové alkaloidy. &
l. MONOMERNI INDOLOVE ALKALOIDY
AJMALINOVY TYP

Tato skupina alkaloidl vychazi svoji strukturdlni podobou z latky ajmalinu, ktery byl prvné
izolovan z kofene Rauwolfia serpentina (L.) Benth. ex. Kurz a pouziva se jako antiarytmikum la
tfidy (srdeéni blokator draselnych kanal(). ® Z tohoto strukturniho typu byl z Vinca minor L.

izolovan alkaloid vinorin. 87.%¢

Obréazek 24: vzorec vinorinu
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AKUAMMINOVY TYP

Akuammin patfi do skupiny indolovych alkaloidl, plivodné byl izolovadn ze semen Picralima
nitida (Stapf) T. Durand & H. Durand a Picralima klaineana Pierre. Z Vinca major L byl izolovan
vinkamajoridin, majici stejnou chemickou strukturu a podobné vlastnosti. Diky tomuto

poznatku jej mGZeme zafadit k Vinca alkaloidam. °7°8

Z akuamminového strukturniho typu byly z Vinca minor L. izolovany alkaloidy pikrinin,

10-methoxydesacetylakuammilin a desacetylakuammilin. 87:°1

Obrazek 25: vzorec pikrininu Obrazek 26: vzorec Obrazek 27: vzorec
10-methoxydesacetylakuammilinu desacetylakuammilinu

EBURNAMINOVY TYP

Indolové alkaloidy, které patfi pod tento typ, vychazi ze struktury eburnaminu nebo
z vinkaminu. Typickym rysem této skupiny je pentacyklické seskupeni. Oba alkaloidy byly

detekovany v rodé Vinca. %2

Z eburnaminového strukturniho typu byly z Vinca minor L. izolovany vinkamin, isovinkamin,
14-epivinkamin,  16-epivinkamin, (—)-eburnamin, (%)-eburnamonin, quebrachamin,
N-methylquebrachamin, vincin, 20-hydroxyvinkamin, vincinin, N-methylaspidospermidin,
11-methoxyeburnamonin, 11,12-dimethoxyeburnamonin, vincesin, (+)-isoeburnamin,
eburnamenin, minovincin, minovincinin, vinkarein, vinkaminorein, vinkaminorin,
vinkaminoridin, vinkanol, vinkamol, 16-methoxyminivincin, 16-methoxyminovincinin,
5-oxominovincinin, (=)-vinkadifformin, 16-methoxyvinkadifformin, vinkadifformin

a N-methylvinkadifformin. 86:87,89,92,93
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Obrazek 28: vzorec vinkaminu Obrazek 29: vzorec Obrazek 30: vzorec vincininu
(£)-eburnamoninu
OXINDOLOVY TYP

Alkaloidy této skupiny obsahuji ve své struktuie oxindolové uskupeni. Oxindol se lisi od indolu

tim, Ze ma navic na pyrrolidinovém jadfe v poloze 2 oxoskupinu. *°
Z oxindolového strukturniho typu byly z Vinca minor L. izolovany alkaloidy:
(+)-vinkatin, vinerin, vineridin, majdin 94100

H3C,

Obrazek 31: vzorec (t)-vinkatinu Obrazek 32: vzorec vineru Obrazek 33: vzorec majdinu

SARPAGINOVY TYP

Indolové alkaloidy, které patfi pod sarpaginovy typ byly izolovany hlavné z cCeledi
Apocynaceae, presnéji z rostlin rodt Alstonia a Rauwolfia. Mizeme je ale najit i v celedi
Gelsemiaceae v rodé Gelsemium. 1°! Alkaloidy sarpaginového typu se odvozuji od struktury
sarpaginu, maji celkem 4 centra chirality a to na Cs, Cs, Cis a C16. Strukturalné maji sarpaginové

alkaloidy blizko k alkaloidim ajmalinového typu. *°
Ze sarpaginového strukturniho typu byly z Vinca minor L. izolovany:

vinkorin, vinkoridin, (=)-1-norvinkorin, reserpin, vinkamidin (striktamin)&8°

37



Obréazek 34: vzorec vinkoridinu Obréazek 35: vzorec vinkorinu Obréazek 36: vzorec vinkaminu
(striktaminu)

Il. BIS-INDOLOVY ALKALOID

Jediny alkaloid s bis-indolovou strukturou, ktery se uvadi u rostliny Vinca minor L.,

je vinkarubin. 86

Obrazek 37: vzorec vinkarubinu

3.3.4.3 Biologicka aktivita alkaloid( Vinca minor L.

VINKAMIN

Vinkamin je hlavni indolovy alkaloid Vinca minor L. 1°2 Svoji strukturou patfi do skupiny
indolovych alkaloid(i eburnaminového typu. 1% Vinkamin pGsobi jako periferni vazodilatator,
ktery zvysuje regionalni pritok krve mozkem. Prospésny je pfi vyZivé a ochrané bunék
nervového systému, pouzivd se jako adjuvans u lidi s cerebrovaskuldrni nedostatecnosti,
jako geriatrickd podpora zlepsujici pamét a schopnost mysleni, pfi traumatech hlavy
a je doporudovan i po mrtvici. Vinkamin patfi mezi nootropika. °2 Vinkamin byl pfedlohou pro

semisynteticky analog vinpocetin.
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Obrazek 38: vzorec vinkaminu

Tabulka 3: biologicka aktivita dalSich alkaloidG

Nazev Biologicka aktivita

in vivo u&inek u mysi — agonista k-opioidni receptord %

akuammicin

stimuluje zvy$eny pfijem glukosy 3T3-L1 v adipocytech 104

in  vitro Gcinek antioxida¢ni, proapopticky, antiradikalovy,
majdin

a chelataéni 87105

in vitro ma protizanétlivy a analgeticky ucinek (inhibici COX-1 a COX-2)
pikrinin 106

in vitro vykazoval alkaloid inhibiéni Géinek na 5-lipoxygenasu 10®

vinkadifformin

in vitro antiplasmodidlni aktivital®’

vinkaminorein

silna cytotoxickd aktivita vici leukemickym burikdm P388 108

vinkaminorin

silna cytotoxicka aktivita vici leukemickym burikdm P388 108

(striktamin)

vinkarubin vykazuje cytotoxickou aktivitu viéi leukemickym burikdm P388 8¢
in vitro blokace napétové ftizenych Na* kanalli, neuroprotektivni
vinkanol
Gcinek 109
vinkamin in vitro Gcinek selektivniho inhibitoru COX-2 106

vyznamna inhibiéni aktivita proti herpes simplex a adenoviru %0

reserpin

antimikrobiadlni a antivirulentni aktivita proti Staphylococcus aureus,

antihypertenzni G¢inek, antiparazitikum !

cytotoxicka aktivita in vivo a také in vitro 12

eburnamonin

in vitro vykazoval zlepSeni cerebrovaskuldrnich funkci a zmirroval

poruchy paméti 12
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pristroje a material

4.1.1 Rozpoustédla a chemikalie

e Acetonitril p.a. (ACN), (Penta, Praha)
e Amoniak 25% p.a., vodny roztok (NHs), (Penta, Praha)
e Cyklohexan p.a. (cHx), (Lach-Ner, Neratovice)
e Ethanol 95% (EtOH), (Penta, Praha)
e Ethyl-acetat p.a. (EtOAc), (Penta, Praha)
e Chloroform p.a. (CHCIs), (Penta, Praha)
e Kyselina mravenci 98% p.a. (HCOOH), (Penta, Praha)
e Kyselina trifluoroctova p.a. (TFAA), (Merck Milipore, Praha)
e Methanol p.a. (MeOH), (Penta, Praha)
e Toluen p.a. (To), (Penta, Praha)
e Destilovana voda (H;0)
4.1.2 Pomocny material
e Kremelina Celite C 535 Cedlite, (Sigma-Aldrich s.r.o., Praha)
e Vata
4.1.3 Detekacni Cinidla
e D1: Dragendorffovo Cinidlo *13
ROZTOK A: 20 g kyseliny vinné a 1,7 g dusi¢nanu bismutitého se rozpusti v 80 ml vody.
ROZTOK B: v 40 ml vody se necha rozpustit 16 g jodidu draselného

ZASOBNI ROZTOK: vznikne, kdy? se smichaji ROZTOKY A a B v poméru 1:1.
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DETEKCNI ROZTOK: pFipravi se smisenim 5 ml zasobniho roztoku a 10 g kyseliny vinné,

kterd se rozpusti v 50 ml vody. Roztoky se nechaji v lednici pfi teploté 4 °C.

e D2: jodoplaticité Cinidlo
ROZTOK A: 100 mg hexachloroplaticité kyseliny (H2ClsPt. xH;0) se smisi s 1 ml vody.
ROZTOK B: 6 g jodidu draselného se rozpusti ve 100 ml vody.

DETEKACNI ROZTOK: se pfipravi smisenim ROZTOKU A a B.

4.1.4 Vyvijejici soustavy pro tenkovrstvou chromatografii

e S1:To+ EtOAc + MeOH (6:2:2)

e S 2:cHx + EtOAc + MeOH + NH3 (45:45:10:0,2)

e S3: EtOAc + MeOH + H,0 (100:13:10)

e S4:MeOH + H;0 + TFAA (90:10:0,1)

e S5:ACN + H,0 + HCOOH (50:50:0,2)
4.1.5 Chromatografické adsorbenty

e Komerc¢ni hlinikové TLC desky Silikagel 60 Fas4, (Merck, Praha)

e Komer¢ni hlinikové TLC desky Silikagel 60 RP-18, Fzsas, (Merck, Praha)
4.1.6 Pristroje

e Polarimetr Automatic P3000, (A. Kriss Optronic, Hamburg, Némecko)

e Spektrometr Varian Inova VNMR S500, (Varian, USA)

e Ultrazvukova lazen Sonorex Super 10P, (Bandelin, Némecko)

e Vakuova odparka Laborota 4000, (Heidolph, Némecko)

e Waters Autopurification ™ HPLC-MS (Milford, USA)

e plynovy chromatograf spojeny s hmotnostnim spektrometrem Agilent 7890A GC 5975

(Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornia, USA)
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4.2. Metody — obecné postupy

4.2.1 Priprava a Cisténi rozpoustédel

Destilaci byla precisténa veskera komeréni rozpoustédla, kterd byla pfi této praci pouZita.

Pfedestilovana rozpoustédla byla uchovavana v tmavych sklenénych stojatkach.

4.2.2 Odparovani rozpoustédel

Ziskané frakce nebo Cisté latky z preparativni TLC byly odpafeny na vakuové odparce
za snizeného tlaku na vodni l4zni, pfi teploté 40 °C. Roztoky alkaloid(i ve sklenénych

penicilinkach byly vysuseny proudem vzduchu na vodni lazni pfi teploté 60 °C.

4.2.3 Suseni a skladovani

Dosuseni frakci a Cistych latek z Vinca minor L. probéhlo v exsikatoru za snizeného tlaku,
nad perlami silikagelu po dobu 24 hodin. Samotné skladovani vzorku pred detekci

bylo v lednici, ktera méla teplotu okolo 2—-8 °C.

4.2.4 Tenkovrstva chromatografie

Chromatografie na tenké vrstvé (TLC) probihala dle presné stanovenych pravidel.
Na komer¢nich hlinikovych deskach o tloustce 0,2 mm byl nanesen vzorek (1 cm od okraje),
jenz byl nejprve rozpustén ve smési CHClz a EtOH (1:1). Vzorek byl nanesen takovym
zplsobem, aby mnoistvi délené smési nepfesdhlo 1 mg.cm™ u preparativniho TLC na
komerénich hlinikovych deskach. Na zakladé toho byl vypoéten pfislusny pocéet odpovidajicich
desek. Chromatografie probihala v chromatografickych komorach, které byly 20 min pred
pouZzitim nasyceny parami nami zvolené mobilni smési. Pfed vloZzenim desek do nasycenych
komor byly vysuseny proudem horkého vzduchu. V chromatografickych komorach byly desky
vyvijeny, dokud nedosahly jejiho ¢ela. Pokud bylo tfeba, byly desky vyvijeny ve stejné soustavé
vicekrat nebo byla i moznost zamény za jinou mobilni fazi, ale az kdyz byla odpafena vSechna
rozpoustédla z desky. Po vyvinuti byly jednotlivé desky vyjmuty z chromatografickych komor.
Dale byla provedena detekce alkaloid(i pod UV lampou pfi vinové délce 254 nm nebo 366 nm
a zaroven byly oznadeny jednotlivé zény preparativni jehlou. Oznacené zény se stejnym
retencnim faktorem (Rf) byly vyskrabany ze vSech pouzitych komercnich desek, byly smiseny

s priblizné stejnym objemem kifemeliny a byly eluovany smési CHCI; + EtOH (1:1) nebo MeOH.
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4.2.5 Detekce alkaloidU

Byla provedena detekce pod UV lampou pti vinové délce 254 nm a 366 nm. Ndasledoval postrik
Dragendorffovym (Cinidlem (tetrajodobismutitan draselny K[Bil4]) u kontrolnich TLC.
Reakce timto Cinidlem zpUsobila zbarveni do oranzové, oranzovo-Cervené a oranzovo-hnédé
barvy. Takto jsou detekovany alkaloidy, jez maji ve své strukture tercidlni nebo kvartérni

dusik. 114

Detekce alkaloid( na komerénich chromatografickych deskach RP-C18 byla provedena
jodoplatic¢itym cinidlem. Reakce timto <(cinidla zpuUsobila zbarveni do svétle modré

aZ modro-hnédé barvy. 11°

Detekce byla vidy mozna, az kdyz byla odparena vSechna prebytecnd rozpoustédla

z desky.

4.2.6 EI-MS analyza

Pouzitim plynového chromatografu Agilent Technologies 7890A, ktery obsahoval hmotnostni
detektor Agilent Technologies 5975 byla provedena analyza izolovanych alkaloidli. Kolizni
energie byla 70 eV pfi teploté 230 °C. Pro separaci slozek byla zvolena kolona HP-5, 30 m
x 0,250 mm x 0,250 um. Nosné médium bylo Helium 5.0 (Linde) a priitok nosného plynu Cinil
0,8 ml/min. Teplotni program byl zvolen nasledovné ze 100 °C na 180 °C (bylo temperovano
rychlosti o 15 °C za 1 min), 1 min udrZovaci teplota 180 °C, z teploty 180 °C na 300 °C (bylo
temperovdno rychlosti o 5 °C za 1 min), 40 min udrZovani pfi teploté 300 °C.
Zkouseny izolovany alkaloid byl rozpustén v MeOH pro MS o koncentraci 0,2 mg-ml?,
nastrik injektorem byl proveden v split médu vpoméru 1:10 a za teploty 280 °C.
Data izolovanych alkaloid(i byla porovnana s dostupnymi spektry v komeréni knihovné NIST,
ddle s odbornou literaturou a taktéz se spektry referencnich latek, které jiz drive izolovala

védecka skupina ADINACO.

4.2.7 LC-MS analyza

Vzorky (0,2 — 0,3 mg) pro méreni LC-MS byly rozpustény v 1 ml MeOH a byly zméreny pomoci
Waters Autopurification ™ HPLC-MS (Milford, USA). Tento pfistroj byl sestaven z Waters
Sample Manager 2767 modulu, System fluidics Organizer, dale byl tvofen z binarni

gradientové pumpy Waters 2545, z detektoru Waters 2998 s diodovym polem a v neposledni
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fadé z hmotnostniho spetrometru Waters Acquity qDa. Méreni probihalo za laboratorni
teploty 25 °C. Pro separaci latek byla zvolena kolona C-18 XSelect® CSH ™ OBD ™ (100 mm
x 4,6 mmi.d., 5 um) (Milford, USA). Jako mobilni faze byla zvolena smés 0,1 % HCOOH ve vodé
(rozpoustédlo A) a 0,1 % HCOOH a MeOH (rozpoustédlo B). Pritok mobilni fazi v pfistroji Cinil
1 ml/min. V nasledujicim poradi byl nastaven elu¢ni program (v/v): 0 min 5 % B, 5 min 100 %
B, 8,5 min 5 % B a poté bylo nechano 1,5 minuty v po¢atec¢nich podminkach pro ekvilibraci.
Kritéria hodnot pro ESI-MS byly stanoveny: kapildrni napéti - 0,8 kV; teplota préby - 600 °C;
kuZelové napéti—15 V.V rozpéti od 200 do 800 m/z byla vynesena LC-MS hmotnostni spektra.
Nastaveni detektoru pro detekci PDA bylo uréeno od hodnot 190 do 700 nm. V pozitivnim
iontovém rezimu byly realizovdny ESI-MS analyzy. S rostouci silou eluce mobilni faze, byly
eluovany latky v poradi od vice polarnich sloucenin po méné polarni slouceniny. V pribéhu

celé chromatografické analyzy zlistala ponechdana stejna koncentrace HCOOH (0,1 %).

4.2.8 NMR analyza

K identifikaci alkaloid(i byla také pouzita NMR. Pro analyzu byl zvolen spektrometr VNMR
S 500 pracujici s frekvenci 499,87 MHz pro jadra 'H a 125,70 MHz pro jadra 13C.
Méreni probihala pfiteploté 25 °C za pouZiti rozpoustédla CDClz (deuterovaného
chloroformu). Hodnoty & pars per milion (ppm) byly pouZity pro vyjadreni chemickych posunt
latek a byly vztazeny ktetramethylsilanu (TMS) jako wvnitfnimu standardu.
Hodnoty chemického posunu CDCls byly pro atomy H & = 7,26 ppm a pro 13C & = 77,0 ppm.
Data, ktera byla ziskana mérenim, byla uvadéna ve vysledcich vtomto poradi: chemicky posun
(6), integrovana intenzita *H NMR spekter, multiplicita (s je singlet, d je dublet, t je triplet, q je

kvartet, dd je dublet dublet(i, m je multiplet) a interakéni konstanta J (Hz).

4.2.9 Opticka otacivost

Méreni optické otacivosti izolovanych alkaloid( probihalo na polarimetru Automatic P3000 za
laboratorni teploty 25 °C. Pfed méfenim byly roztoky rozpustény v chloroformu.
Specificka otacivost latek byly propoctena podle vzorce:

100 X «

t _
lalb = c X 1

o = namérena optickd otacivost [°]; t = teplota pfi méreni [°C]; D = D-Cara sodikové vybojky
0 A =589,3 nm; c = koncentrace zméreného alkaloidu [g/I]; | = délka kyvety [dm].
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4.3 Izolace alkaloid(

4.3.1 Postup izolace alkaloid( z vybrané frakce VM 215-258

Diplomova prace navazuje na predchozi prace zamérené na izolaci alkaloidl z Vinca minor L.,
mj. i na diplomovou praci Mgr. Alzbéty Vasickové zabyvajici se frakci VM 215-258, ktera byla
separovdna flash chromatografii. Cilem moji prace byla separace alkaloid( z vybranych

podfrakci VM 34-41, VM 86 a VM 87-113.

4.3.2 Izolace alkaloid( z dil¢ich podfrakci

4.3.2.1 VM 34-41 (151,5 mg)

Frakce byla délena pomoci preparativni TLC. Frakce byla rozpusténa v minimalnim mnozstvi
CHCI; + EtOH (1:1) a dale byla nanesena celkem na 8 hlinikovych komerénich TLC desek se
silikagelem. Nasledné byly vloZzeny do chromatografické komory nasycené parami mobilni
faze. Jako vyvijejici soustava byla zvolena smés S 1, pocet vyvijeni 2x. Timto zplsobem byly
ziskany 4 alkaloidni zény (VM 34-41/1, VM 34-41/2, VM 34-41/3, a VM 34-41/4). Jednotlivé
z6ny (podfrakce) byly oznaceny, vyskrabaly a poté s pfimési kiemeliny byly eluovany smési

CHCls + EtOH (1:1).

ZONA VM 34-41/1 (12 mg)

Prvni alkaloidni zéna byla nanesena na 1 komeréni TLC hlinikovou desku se silikagelem 60 Fasa.
Podfrakce byla precisténa ve vyvijejici smési S 2. Pro zfetelné oddéleni stacilo nechat vyvinout
desku pouze 1x. Precisténim podfrakce byl ziskan alkaloid VH-1 o hmotnosti 5 mg. Kontrolni

TLC je na obrazku (obrazek 39), po postriku Dragendorffovym Cinidlem.
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Obrazek 39: kontrolni TLC frakce VM 34-41/1

ZONA VM 34—-41/2 (36 mg)

Tato podfrakce byla podrobena preparativni TLC na 3 komercnich chromatografickych
hlinikovych deskach se silikagelem 60 F2s4. Jako vyvijejici soustava byla zvolena vyvijejici smés
S 3 a TLC desky byly vyvinuty 1x. Z této podfrakce byly ziskdny po odpareni rozpoustédel
celkem dvé dalsi alkaloidni zény 34-41/2A a 34-41/2B. U izolované zény VM 34-41/2A byl
detekovan alkaloid s molekulovou hmotnosti 334. Jednalo se 0 5 mg smési, jez obsahovala
kromé zminéného alkaloidu i zna¢né mnoizstvi lipofilnich nedistot, alkaloid se nepodafilo
identifikovat pomoci NMR analyzy. Po provedeni GC/MS analyzy nebyla bohuZel v knihovné
nalezena shoda. V pfipadé zény VM 34-41/2B, byl nalezen Cisty alkaloid, ktery na zakladé
GC/MS a NMR byl oznacen jako VH-2 (m = 11 mg). Kontrolni TLC je na obrazku.

Obrazek 40: kontrolni TLC frakce VM 34-41/2
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ZONA VM 34-41/3

Hmotnost této podfrakce Cinila 25,9 mg. Vzorek byl nanesen na 2 komercni TLC desky se
silikagelem 60 F2s4 a jako mobilni faze byla pouzita S 3. Desky byly vyvijeny celkem 1x v této

soustavé. Po vyvinuti, vySkrabani a eluovani byla ziskana latka VH-2 o hmotnosti 9 mg.

ZONA VM 34-41/4

Tato zéna obsahovala smés asi 9 latek, které byly zastoupeny pfiblizné ve stejném

pomeéru. Tato frakce nebyla dale zpracovavana.

4.3.2.2 Frakce VM 86 a VM 87-113

Na zdkladé shodného alkaloidniho profilu bylo rozhodnuto, Ze budou tyto dvé frakce VM 86
a VM 87-113 spojeny a budeme s nimi pracovat jako se spojenou frakci. Pfi hledani vhodné
mobilni faze pro separaci alkaloidd na vrstvé silikagelu jsme dosli kzavéru,
Ze se jednd o smés velmi poldrnich latek a rozhodli jsme pro pouZiti separace na komercnich
reverznich deskdch silikagel 60 RP-C18 F254S. Vzorek byl nanesen celkem na 15 komercnich
TLC deskdach. Jako mobilni faze byla zvolena smés S 4 a pocet vyvijeni byl 2x. Oddélilo se
nam celkem 5-zdén, z nichz pouze 3 zény po detekci jodoplatic¢itym Cinidlem byly alkaloidni
(VM 86-113/1, VM 86-113/2, VM 86-113/3). Zény byly vyznaceny, vyskrabany a pak
s pfidavkem kifemeliny byly eluovany smési EtOH + CHCI3 (1:1). Nasledné byla rozpoustédla

odstranéna odparenim za sniZzeného tlaku. Kontrolni TLC na obrdazku.

W\, Wo- 7774
V.00 1)

lwm. m)

/!/9

Obrazek 41: TLC frakce VM-87-113
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ZONA VM 86-113/1

Celd tato podfrakce méla hmotnost 64 mg. Pro docisténi byla zvolena smés S 5 jako mobilni
faze a desky byly vyvijeny 3x. Timto zp(isobem bylo ziskdno celkem 40 mg latky. Cistota byla
ovérena prostrednictvim HPLC/MS. Analyzou bylo zjisténo, Ze se jednd o smés tfi latek, z nichz
jedna tvofi vétSinu této smési. Latka se nam na dostupnych staciondrnich fazich pro

preparativni TLC bohuZel nepodafila dodistit.

ZONA VM 86-113/2 a VM 86-113/3

Tyto podfrakce nebyly ddle zpracovany — obsahovaly smési latek o malé hmotnosti (10 mg

a9 mg).

4.4 Testovani biologické aktivity izolovanych alkaloid(

4.4.1 Stanoveni cholinesterasové inhibicni aktivity

4.4.1.1. Chemikalie

e acetylthiocholin jodid, (10mM roztok), (Sigma-Aldrich s.r.o., Praha)

e butyrylthiocholin jodid, (10mM roztok), (Sigma-Aldrich s.r.o., Praha)

e dimethylsulfoxid pro biologické testy >99,7% p.a. (DMSO), (Sigma-Aldrich s.r.o., Praha)
e galanthamin hydrobromid > 98% (Changsha Organic Herb Inc., Cina)

e fysostigmin, (Sigma-Aldrich s.r.o., Praha)

e 5,5'-Dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina > 98% (5mM roztok), (Sigma-Aldrich s.r.o.,

Praha)

4.4.1.2 Pufry

o fosfatovy pufr, (5mM), pH 7,4
e fosfatovy pufr, (5mM), pH 7,4 s obsahem chloridu sodného (150mM)

o fosfatovy pufr, (100mM), pH 7,4
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4.4.1.3. Pristroje a software

e Centrifuga Boeco U-32 R, (Boeco, Némecko) s rotorem Hettich 1611, (Hettich,

Némecko)
e GraphPad Prism verze 6.07, (GraphPad Software Inc., Kalifornie, USA)
e Jednokanalovy Reader Synergy™ HT Multi-Detection Microplate Reader, (BioTek, USA)

4.4.1.4 Biologicky material

Pro testovani biologické aktivity izolovanych alkaloidl byl zdrojem AChE hemolyzat lidskych

erytrocytd. Zdrojem BuChE byla poufZita lidskd plazma. >°

4.4.1.5 Uprava hemolyzatu a plazmy

Z Cerstvé odebrané plné krve byly ziskany lidské cholinesterasy (AChE a BUChE) od zdravého
darce. Po nasledném odbéru byla ihned priddana antikoagulacni pfisada citronan sodny
v poméru 1:9 (odpovidd 2 ml 3,4% citronanu na 18 ml krve, in vitro protisrazlivé cinidlo).
Tato krev byla rozdélena po 5 ml do ptichystanych zkumavek. Z pIné krve byla centrifugaci
oddélena plazma jako zdroj BuChE pfi rychlosti 4000 ot/min, teploté 4 °C a po dobu 10 min.
Plazma nad usazenymi erytrocyty byla odsata a nasledné byla uloZzena do lednice pfi teploté

4 °C, do doby provedeni stanoveni aktivity BuChE.

Sediment erytrocytl byl zredén 5mM fosfatovym pufrem o pH 7,4 s obsahem 150 mM
chloridu sodného (na 13 ml). Celkem 3x byl erytrocytarni sediment timto pufrem promyt
pomoci centrifugace a dokonale se odstranil tento pufr ze sedimentu. K erytrocytim bylo poté
doddno 5mM fosfatového pufru pH 7,4 (bez NaCl) v poméru (1:9, erytrocyty a fosfatovy pufr),
tato smés byla homogenizovana a byla presunuta do Erlenmayerovy bariky. Na magnetické
michacce za neustalého michani (300 rpm) byly ponechany erytrocyty k spontanni hemolyze
po dobu 10 min. Po skonceni procesu byla bezprostfedné u suspenze stanovena absorbance
AChE v hemolyzatu a i BUChE v plazmé a podle potieby byla upravena hodnota absorbance
prislusnym mnoZstvim 5 mM fosfatového pufru pH 7,4. Ziskany hemolyzat i plazma,

byly uchovavany pfi teploté -22°C do doby pouziti.

4.4.1.6 Vlastni stanoveni cholinesterasové inhibi¢ni aktivity (hodnoty 1Cso)
Pomoci Ellmanovy spektrofotometrické metody s pouzitim 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoové

kyseliny (DTNB) byla stanovena inhibi¢ni aktivita izolovanych alkaloid( viéi AChE a BuChE. >
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Tato metoda je zaloZena na principu hydrolyzy ester( thiocholinu cholinesterasou za vzniku
produktu thiocholinu a pfislusné kyseliny. Thiolova funkéni skupina thiocholinu reaguje spolu
s DTNB za vzniku Zluté zbarveného produktu (dojde ke vzniku 5-sulfanyl-2-nitrobenzoové
kyseliny). Spektrofotometricky bylo toto zbarveni sledovano, jako nar(ist absorbance za 1 min

pfi vinovych délkach A =436 nm pro AChE aA =412 nm pro BChE.

Aktivita stanoveni enzymu byla provedena tak, Zze do 96jamkové mikrotitracni desti¢ky
bylo napipetovano 8,3 ul plazmy (zdroj BuChE) nebo hemolyzatu (zdroj AChE). Dale bylo
pfidano 283 ul 5 mM DTNB a 8,3 pl DMSO. Pfipravena smés byla ponechdna 1 minutu na
mikrotfepacce, aby byla dikladné promichana a poté byla inkubovdna 5 minut pfi teploté
37 °C. Samotnd reakce byla zahdjena dodanim 33,3 pl roztoku 10 mM substratu acetylcholin
jodidu ¢i 10 mM butyrylcholin jodidu. Na spektrofotometru Synergy™ HT Multi-Detection
Microplate Readeru byla zjiSténa zména absorbance (AA) pfi vinové délce A =436 nm pro AChE

aA =412 nm pro BuChE.

Stanoveni inhibi¢ni aktivity izolovanych latek probihalo stejné, do 96jamkové desticky
bylo napipetovano 8,3 ul plazmy (zdroj BuChE) nebo hemolyzatu (zdroj AChE). Nasledné bylo
pfiddano 283 pul 5 mM DTNB a 8,3 ul zifedéného vzorku v DMSO (40 mM, 10 mM, 4 mM, 1 mM,
0,4mM a 0 mM) nebo slepého vzorku (DMSO). Smés byla stejnou casovou dobu
promichdvdna i inkubovdna. Pro zahdjeni reakce bylo pfidano 33,3 ul roztoku
10mM acetylthiocholin jodidu ¢i 10mM butyrylthiocholin jodidu, hodnoty namérené z narUstu
absorbance byly po 2 min odecteny. Toto méreni bylo opakovano 6x pro kazdou koncentraci
enzymového preparatu. Pomoci programu GraphPad Prism byly vypocéteny hodnoty ICso pro
pokles aktivity AChE a BuChE nelinedrni regresi, zaroven byly porovnany s hodnotami

ICso referencnich latek.

Procenta inhibice byla vypocitdna podle nasledujiciho vzorce:

AABL

% | — procenta inhibice, AABL — vzrlst absorbance u slepého vzorku za 1 min, AASA — vzrist

absorbance u méreného vzorku za 1 min
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4.4.2 Stanoveni inhibi¢ni aktivity prolyloligopeptidasy

4.4.2.1 Chemikalie
e bajkalin (Sigma-Aldrich s.r.o., Praha)
e dimethylsulfoxid pro biologické testy p.a. (DMSO, 10mM), (Sigma-Aldrich s.r.o., Praha)
e rekombinantni prolyloligopeptidasa, (Sigma-Aldrich s.r.o., Praha)
e Z-Gly-Pro-p-nitroanilidu, (10mM roztok), (Sigma-Aldrich s.r.o., Praha)
e Z-Pro-prolinal, (Sigma-Aldrich s.r.o., Praha)
e 1,4-dioxan, (5mM), (Lach-Ner, Neratovice)
4.4.2.2 Pufry

o fosfatovy pufr, (10mM), pH 7,4 (sloZeni: 137 mM NacCl, 2,7 mM KCl)

4.4.2.3 Pristroje a software

e ELISA Multi-mode Synergy 2 (BioTek Instruments, Inc., Winooski, Vermont, USA)

e GraphPad Prism verze 6.07 (GraphPad Software Inc., Kalifornie, USA)

4.4.2.4 Stanoveni inhibi¢ni aktivity latek vici prolyloligopeptidase

Ve fyziologickém pufrovém roztoku (PBS) byl rozpustén enzym POP, se specifickou aktivitou
0,2 U/ml. K testovani inhibi¢ni aktivity byla zvolena polystyrenovd 96jamkova mikrotitracni
desticka s plochym cirym dnem. Testované latky zasobnich roztokd byly pfipraveny
rozpusténim v 10 mM DMSO. Naredénim zdsobnich roztokl vodou, vznikly roztoky urc¢ené na
testovani (103, 10”7 M). Slepé vzorky mély stejnou koncentraci jako DMSO, ale bez testovaci
latky. Jako substrat pro POP byl zvolen (Z-Gly-Pro-p-nitroanilid), ktery vznikl rozpusténim
v50% 1,4-dioxanu (5 mM). Do kazdé mikrotitracni desticky bylo pfidano 170 ul PBS,
5 ul testované slouceniny a 5 pl roztoku POP. Ndsledné byla desticka inkubovana po dobu
5 min pfi teploté 37 °C. Po skonceni bylo do kazdé jamky pfidano 20 ul substratu a smés byla
znovu inkubovdana po dobu 30 min za teploty 37 °C. Mnozstvi vytvorenych barevnych produkt(
p-nitroanilinu bylo pfimo Uumérné aktivité POP. Spektrofotometricky pfi vinové délce
A =405 nm byly zméreny roztoky za pomoci detektoru ELISA. Inhibiéni aktivita ICso testovanych
latek byla vypoctena prostiednictvim programu GraphPad Prism a jednotlivé hodnoty byly

porovnany s hodnotami ICso referenénich latek. *>
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4.4.3 Stanoveni cytotoxicity

4.4.3.1 Chemikalie

e Dimethylsulfoxid pro molekularni biologii, (DMSO), (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA)

e WST-1 = 4-[3-(4-jodofenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzen disulfonat 1®
(Roche, Mannheim, Némecko)

e Doxorubicin (Sigma-Aldrich s.r.o., Praha)
4.4.3.2 Pristroje a software

e spektrometr Tecan Infinite M200 (Tecan Group, Mannedorf, Svycarsko)
e GraphPad Prism verze 5 (GraphPad Software, La Jolla, Kalifornie, USA)

4.4.3.3 Bunécné linie

Studie cytotoxicity in vitro probihaly na nadorovych a nenadorové bunécné linii.
Nadorové bunécéné linie byly pouZity A549 (adenokarcinom plic), A2780 (karcinom vajecniku),
MOLT-4 (akutni lymfoblastickd leukémie), Jurkat (akutni leukémie T-lymfocytd),
HT-29 (kolorektdlni  adenokarcinom),  PANC-1  (epitelidlni  karcinom  pankretu),
Hela (adenokarcinom délozniho ¢ipku), MCF-7 (adenokarcinom prsu), SAOS-2 (osteosarkom).
Nenddorova kontrolni linie bunék byla MRC-5 (zdravé plicni fibroblasty). Inkubace vsech

bunéénych linii probihala podle pokyni metod kultivace. 7

4.4.3.4 Priprava a zpracovani

Testované alkaloidy a doxorubicin (uziti pro pozitivni kontrolu) byly pfed pouzitim rozpustény
v DMSO. Vznikly takto zasobni roztoky o koncentraci (10-50 mM). Pfed praci byly zasobni
roztoky zfedény vhodnym kultivaénim médiem na pozadovanou koncentraci (na 10 uM pro
testovanou latku, 1 uM pro doxorubicin). Finalni koncentrace DMSO v eseji byla < 0,1 %,

aby bylo zabranéno toxickym ucinkim na buriky. 7

4.4.3.5 Stanoveni cytotoxicity izolovanych latek

Stanoveni cytotoxicity izolovanych alkaloidnich latek probihalo ve spolupréci s Lékarskou
fakultou Univerzity Karlovy v Hradci Kralové na Ustavu lékafské biochemie. Samotné stanovenf

cytotoxického ucinku provedl RNDr. Radim Havelek, Ph.D.
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K stanoveni cytotoxické aktivity bylo pouZito cinidlo WST-1, jenz ma charakter
tetrazoliové soli. Cinidlo WST-1 je zaloZeno na principu spektrofotometrické kvantifikace
bunécné proliferace, rlstu a Zivotaschopnosti bunék. Podstatou fotometrické detekce byla
redukce tetrazoliové soli na barevny produkt formazan. 17 Cim byl vétsi pocet
Zivotaschopnych bunék, tim to mélo za nasledek vic aktivnich mitochondridlnich
dehydrogenas, coz mélo velky vliv na mnozstvi vzniklého barevného produktu formazanu. 118
Pro testovani byla pouzita 96jamkova desticka, na kterou bylo napipetovano (1000 bunék na
1 jamku) spolu se 100 ul kultivaéniho média a tyto buriky byly inkubovany po dobu 24 hodin,
pfi teploté 37 °C a vlhkosti vzduchu 5 % CO;. Po uplynuti doby bylo na bunky naneseno bud’
100 pul zfredénych testovanych alkaloidi nebo doxorubicin. Po 48 hodindch od naneseni bylo
pfidano ¢inidlo WST-1. Po 3 hodinach od pfidaného cinidla byla zméfena absorbance ve

spektrometru pfi vinové délce 440 nm. Zivotaschopnost testovanych bunék byla porovnana

spolu s nenddorovymi burikami, které byly osetfeny pouze 0,1 % DMSO. 11/
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5 VYSLEDKY

5.1. Strukturni analyza

5.1.1. VH-1 (nova sloucenina)

Sumarni vzorec: Ca3Hs2N40g

Molekulova hmotnost: 720, 91

Obrazek 42: vzorec VH-1

5.1.1.1 LC-MS

ESI-MS m/z [M+H]* 721,4.

5.1.1.2 NMR analyza
Alkaloid je novy, dosud nebyl izolovan. Z dlivodu publikovani v impaktovaném ¢asopise nejsou

'H a 13C spektra uvadéna.

5.1.1.3 Opticka otacivost

[a]2D5 ==-325°(c 0,1 CHCl3)
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5.1.2 VH-2: (-)-Raukubainin

Sumarni vzorec: C21H6N203

Molekulova hmotnost: 354, 45

Obrazek 43: vzorec VH-2 raukubainin

5.1.2.1 EI-MS

EI-MS m/z (%) M*354(62), 210(75), 202(54), 182(20), 167(21), 166(205), 158(94), 157(100), 144(88),
125(41).

5.1.2.2 NMR analyza

Alkaloid byl identifikovan na zakladé porovnani 'H a 3C NMR spekter sodbornou

literaturou. 11°

5.1.2.3 Oticka otacivost

[a]2D5 =-21° (c 0,1; CHCls)
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5.2 Biologicka aktivita

5.2.1 Inhibice lidskych cholinesteras a prolyloligopeptidasy

U téchto dvou izolovanych latek (VH-1, VH-2) byla testovana a stanovena biologicka aktivita.

Vysledky inhibice AChE, BUChE a POP uvadi tabulka 4.

Tabulka 4: vysledky inhibice testovanych latek

ICso (LM)
Testovana sloucenina
AChE BuChE POP

VH-1 (nova sloucenina) >100 >100 M
VH-2 (—)-raukubainin >100 94+7 >1000

Huperzin A* 33+1x103 >100 -

Fysostigmin* 63 +1x 103 130+4x 1073 -

Baikalin* - - 194 +14

* referendni latka; M = méfi se.

5.3 Cytotoxicita

vvvvv

znamy (vyhodnoceni cytotoxické aktivity VH-1 a (—)-raukubaininu jesté probiha).
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6 DISKUZE

NaplIni mé diplomové prdace byla izolace jednoho nebo vice Cistych alkaloid( z frakce 215-258

a presné z podfrakci VM 34—-41, VM 86 a VM 87-113, ziskané z rostliny Vinca minor L.

Za poutziti preparativni TLC se podafilo izolovat dvé latky z podfrakce VM 34-41,
které byly dle vysledk( z MS, NMR a optické otacivosti identifikovany jako latky VH-1 a VH-2:
(=)-raukubainin. (—=)-Raukubainin, ktery spada do skupiny alkaloidd sarpaginového typu, se jiz
v roce 1981 podafilo izoloval z Rauvolfia salicifolia Griseb, pfesnéji z listd této rostliny. 119
Druhy izolovany alkaloid je novy, dosud nepopsany s bis-indolovou chemickou strukturou

a ma jasné cervenou barvu. Latka byla zatim pojmenovana jako vinkaferugin.

U ziskanych izolovanych alkaloid(l byla testovana inhibi¢ni aktivita vici AChE, BuChE,
POP a cilem této prace bylo i posoudit jejich cytotoxickou aktivitu vici vybranym nadorovym
liniim. Jako referencni latky pro testovani cholinesterasové inhibice byly zvoleny huperzin A
a fysostigmin. Huperzin A je latka, kterd pUsobi selektivné viéi AChE (ICso = 33 + 1x 1073 uM),
ale proti BUChE je neaktivni (ICso > 1000 uM). Fysostigmin vykazuje dualni inhibiéni aktivitu
v¢i AChE (ICso = 63 + 1x 103 uM) a BuChE (ICso = 130 + 4 x 103 pM). Nova slouéenina (VH-1)
neinhibovala AChE, ani BUChE (ICso > 100 uM), tudiz z hlediska inhibice cholinesteras se
alkaloid jevi jako neperspektivni pro dalsi studium. Podobné se jevi jako neperspektivni pro
dalsi studium i VH-2: (-)-raukubainin, protoze jeho inhibi¢ni aktivita AChE je zanedbatelnd
(ICs0> 100 uM). Vci BuUChE (—)-raukubainin vykazoval mirnou aktivitu (ICso = 94 + 7 uM).
Cholinergni hypotéza se bohuZel zatim orientuje jen na AChE. Inhibice BUChE neni piné
objasnéna u nemoci AD, avsak Ize poditat s tim, Ze se |éCba zaméfi i vic na BUChE, nebot BuChE
se podili na zvy$ovani akumulace AB. ¥’ U obou alkaloidi se ndsledné testovala ijejich
schopnost inhibovat POP. Jako referenini slouéenina byla pouzita latka bajkalin
(ICs0= 194 % 14 uM). (-)-Raukubainin byl vi¢i POP neaktivni (ICso> 1000 uM). Inhibi¢ni aktivita
alkaloidu VH-1 vici POP nebyla zatim zmérena. Screening cytotoxické aktivity izolovanych
Nicméné existuje urcitd predikce, Ze alkaloid VH-1 by mohl vykazovat cytotoxickou aktivitu,
nebot ze strukturniho hlediska je to bis-indolovy alkaloid, a tudiz by mohl vykazovat
vyznamnéjsi cytotoxickou aktivitu podobné jako vinkristin a vinblastin, které byly izolovany

z Catharanthus roseus (L.) G. Don. 29 Vinkarubin, zatim jediny bis-indolovy alkaloid izolovany
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z Vinca minor L., taktéZ vykazuje zndmky cytotoxické aktivity. 8 V neposledni fadé také
u alkaloidy reserpinu, jenZ spadd svoji chemickou strukturou do skupiny alkaloid(
sarpaginového typu, byla nalezena cytotoxickd aktivita in vitro a také in vivo. **2 O cytotoxické

aktivité (—)-raukubaininu nebyla dosud publikovana Zadna prace.

Z podfrakci VM 86 a VM 87-113 se nepodafilo izolovat alkaloidy v Cisté formé,
tyto podfrakce byly uloZeny pro dalSi zpracovani na preparativni HPLC. Jelikoz alkaloidy
z téchto podfrakci jsou polarnéjsi slouceniny, bylo by vhodné je separovat na C18 kolonég,
pfipadné na pentafluorfenylové koloné. Od pouziti preparativni HPLC lze ocekavat ziskani
Cistych latek, nebot obecné HPLC vykazuje mnohem lepsi separacni Gcinnost (dosahuje se

mnohem vétsiho poctu teoretickych pater) neZ pfi pouZiti TLC. 12!
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7 ABSTRAKT

V. Hojgrova: Alkaloidy Vinca minor L. a jejich biologickd aktivita VIII. Diplomova prace,
Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Krdlové, Katedra farmaceutické botaniky.

Pocet stran 69.

Tato diplomova prace se zabyva izolaci alkaloid( z Vinca minor L. z ¢eledi Apocynaceae.
Separace alkaloid( z vybrané frakce (VM 215-258), respektive z jejich podfrakci (VM 34-41,
VM 86, VM 87-113) probihala pomoci preparativni TLC. Podafilo se izolovat dva Cisté alkaloidy
z podfrakce (VH 34-41). Prvni alkaloid VH-1, ktery nebyl doposud izolovan a druhy alkaloid
VH-2: (—)-raukubainin. Alkaloidy byly identifikovany na zékladé EI-MS, LC-MS, NMR a optické
otdcivosti a byly porovnany s daty v odborné literature. Izolované alkaloidy byly testovany
na inhibi¢ni aktivitu vaci acetylcholinesterase (AChE), butyrylcholinesterase (BuChE)
a prolyloligopeptidase (POP) a na cytotoxicitu. Obé latky nevykazovaly po zméreni vyznamnou
cholinesterasovou inhibi¢ni aktivitu ICso vic¢i AChE, vici BuChE vykazoval mirnou aktivitu
pouze (—)-raukubainin (ICso = 94 = 7 uM), VH-1 byl shledan jako neaktivni (ICso >100 uM).
Inhibi¢ni aktivita vic¢i POP byla testovana zatim pouze u (—)-raukubaininu; byl shledan
neaktivnim (ICso > 1000 uM). Vysledky cytotoxické aktivity alkaloidl (—)-raukubaininu a VH-1
v dobé odevzdavani této diplomové prace nebyly zndmy (vyhodnocovani jejich cytotoxické

aktivity jeSté nebylo dokonceno).

Klicova slova: Vinca minor, Apocynaceae, indolové alkaloidy, Alzheimerova choroba,

acetylcholinesterasa, butyrylcholinesterasa, prolyloligopeptidasa, cytotoxicita
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8 ABSTRACT

V. Hojgrova: Alkaloids of Vinca minor L. and their biological activity VIII. Diploma thesis, Charles
University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové, Department of Pharmaceutical Botany.

Number of pages 69.

This diploma thesis deals with the isolation of alkaloids from Vinca minor L. from the family
Apocynaceae. Separation of alkaloids from the selected fraction (VM 215-258) or from their
subfractions (VM 34-41, VM 86, VM 87-113) was performed by preparative TLC. Two pure
alkaloids were isolated from the subfraction (VH 34—41). The first VH-1 alkaloid not yet
isolated and the second VH 2 alkaloid: (—)-raucubainin. Alkaloids were identified by EI-MS,
LC-MS, NMR and optical rotation and were compared with data in the literature.
Isolated alkaloids were tested for acetylcholinesterase (AChE), butyrylcholinesterase (BuChE)
and prolyloligopeptidase (POP) inhibitory activity and for cytotoxicity. Both substances did not
show significant cholinesterase inhibitory activity 1Cso against AChE after measurement,
only (—)-raucubainin showed a slight activity against BUCht (ICso = 94 = 7 uM), VH-1
was found to be inactive (ICso > 100 puM). POP inhibitory activity has so far only been
tested for (—)-raucubainin; was found to be inactive (ICso > 1000 uM). The results of the
cytotoxic activity of the alkaloids (—)-raukubainin and VH-1 at the time of submission of this
diploma thesis were not known (evaluation of their cytotoxic activity has not yet been

completed).

Key words: Vinca minor, Apocynaceae, indole alkaloids, Alzheimer's disease,

acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, prolyloligopeptidase, cytotoxicity
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