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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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1 UVOD

Ptirodni latky provazi existenci ¢loveéka od nepaméti, at’ uz slo o otravy, 1écbu, ¢i nabozenské
ritudly. Jako samotné izolované latky, ¢i rostlinné extrakty, pfirodni 1é¢iva spolu s jejich
semisyntetickymi derivaty a syntetickymi latkami snazici se napodobit jejich strukturu,
piedstavuji az dvé tretiny vSech ,,malych* molekul schvalenych FDA v letech 1981-2014".
Mnohé pfirodni latky jsou také soucasti doplnku stravy a nutraceutik, at’ uz ve form¢ extrakt
z mateénych rostlin, nebo samostatné?. Toto §iroké zastoupeni dokazuje, Ze piirodni latky jsou
stale nejvyznamnéj$im zdrojem pro vyvoj novych 1é¢ivych molekul!, za coz vdééi své bohaté
strukturni rozmanitosti a Sirokému spektru biologickych ué&ink®®. Jejich nejvyznamnéjsi
skupinou jsou sekundarni metabolity rostlin, znichz nejvice 1éCiv najdeme ve skupiné
alkaloidfi, které patfi k nejlidkavé&jsim pfirodnim ptedlohovym strukturam®. Mezi 1é¢iva
vychazejici z alkaloid patii naptiklad morfin a jeho fada analog pro 1é¢bu bolesti, atropin jako
mydriatikum, vinkristin a vinblastin jako antineoplastika, nebo napiiklad stimulujici kofein.
DalSim vyznamnym alkaloidnim lé¢ivem je galantamin, uplatiujici se pii [é€bé Alzheimerovy
choroby (AD). Pfi 1é¢bé této nemoci se rovnéz uplatiuje i synteticky rivastigmin, jehoz
piedlohova struktura fysostigmin je také p¥irodniho piivodu®.

V soucasnosti trpi néjakou formou demence zhruba 50 milion lidi. Nej€astéjsi demenci je
Alzheimerova choroba, zodpovédna za 60 az 70 % piipadd. Soucasné se jednd i o patou
nejcastéj$i pri¢inou umrti u lidi starSich 65 let. Je odhadovano, Ze mnozstvi osob s touto
chorobou se miize b&hem piistich 30 let az ztrojnasobit®’. Kromé komplikaci u pacientii, nemoc
vyznamn¢ snizuje kvalitu zivota i jejich pfibuznym a okoli, jez se o postizené museji starat,
pecovat, a zarovén sledovat nezvratny rozklad osobnosti. V konecném dusledku je znatelna
ujma i na celosvétové ekonomice, nebot’ az 1 % svétového HDP piipadne prave na 1€¢bu a péci
o pacienty s demenci®. Tato nemoc zpiisobuje nevratné, degenerativni poskozeni mozku, které
se navenek projevuje snizenim kognitivnich schopnosti a paméti. Poznatky mediciny bohuzel
nejsou zatim schopny poskytnout kauzalni 1é€bu nemoci, ackoliv je jednim ze svatych gralt
mnoha vyzkumi. V ¢ervnu 2021 byla americkou FDA schvélena nova monoklonalni protilatka
aducanumab (Aduhelm™)°, kterd se zda byt schopna 1é¢it pri¢inu nemoci odstrafiovanim

B-amyloidnich plakd'®!!

, ale kvuli nedostatku kvalitnich dikazi vyvolalo toto urychlené
schvaleni zna¢nou kontroverzi a vedlo k rezignaci tfi ¢lendl poradniho vyboru'?. Standardni
1é€bou AD stale zistava podavani 1éciv, které napomahaji zpomaleni postupu choroby a
docasnému zlepSeni mentalnich schopnosti. V sou€asnosti se u nas jednd o antagonistu

N-methyl-D-aspartatovych receptori. memantin a inihibitory cholinesteras donepezil,
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rivastigmin a galantamin'3. V Ciné je dal§im schvalenym inhibitorem cholinesteras huperzin A,
alkaloid z vrance Huperzia serrata (Thunb.) Trevis. (Lycopodiaceae)', ktery byl ale zatim
FDA klasifikovan pouze jako doplnék stravy; v soucasnosti je stale ve 3. fazi klinického

testovani!®

. Je zfejmé, ze uspokojivych latek je k1écbé této devastujici choroby stale
nedostatek, a je potfeba hledat nové a lepsi ucinné struktury.

Mnozstvi inhibitori acetyl- a butyrylcholinesterasy bylo izolovano z nejriznégjsich
ptirodnich zdroji. Mezi témito inhibitory jsou nejslibnéjsimi kandidatnimi latkami pro 1écbu
AD pravé alkaloidy diky bohatému mnozstvi riiznych dusikatych struktur®. Monoterpenové
indolové alkaloidy pfitahuji zdjem diky jejich vSeobecné znamému lécebnému vyznamu,
strukturni rozmanitosti, a komplexni biosyntéze'®!7. V rdmci celé fady studii byly intenzivné
studovany pro Sirokou $kalu farmakologickych aktivit jako protizanétlivé uginky!'®,
cytotoxicita'®, a inhibice cholinesteras’.

Jednim z rostlinnych rodd, bohatych na skupinu indolovych alkaloidd, je rod Vinca L.
z ¢eledi Apocynaceae, ktery se sklada ze sedmi druhti vyskytujicich se v Evrop¢, severozapadni
Africe a jihozapadni Asii?!. Fytochemicky nejvyznamnéj$im druhem je Vinca minor L., Sesky
barvinek mensi, vytrvala rostlina poloketovitého charakteru, vyskytujici se volné v ptirodé od
severniho Spanélska, pies zapadni Francii, na vychod pies stiedni a jizni Evropu az na Kavkaz’.
V lidovém IéCitelstvi je vnitin¢ uzivana na problémy s obéhovym systémem mozku, a na
podporu jeho metabolismu. Dale bylo prokazano, ze zlepSuje i dalsi potize, jako hypertenzi,
zangty (cystitidy, gastritidy, enteritidy), prijem, a zvySeny krevni cukr. Zevné se pouziva na
bolavy krk, krvaceni z nosu, modfiny, abscesy, ekzémy a krvaceni*. Vinca minor L. obsahuje
hlavné eburnaminovy typ alkaloidii zahrnujici vinkamin, ktery je schopny modulovat mozkovy
krevni ob&h a neuronovou homeostazu?*. V minulosti bylo ve V. minor L. celkové objeveno
ptes 50 indolovych alkaloidd, které jsou stale pfedmétem zajmu biologickych studii. Napiiklad
v neddvné dobé& byl zkouman vliv vystaveni listi plisobeni methyl-jasmonatu a sledovan vliv
na produkci alkaloidu, kde se zjistilo, ze tento rostlinny hormon zpiisobuje zmény v produkci a
obsahu, véetn& vyskytu i novych struktur’*. V roce 2012 turecky tym védch zjistil silnou
anticholinesterasovou a antioxida¢ni aktivitu alkaloidniho extraktu z V. minor L. a V. major L.%
Jako léCivy ptipravek na predpis je u nas registrovan semisynteticky derivat vinkaminu
vinpocetin (obchodni nizev napt. CAVINTON®). Jeho indikaci je symptomatickd 1é¢ba
cerebrovaskularnich poruch jako napft. ischemicka hypoperfuze a vaskuldrni demence vcetné
snizeni jejich psychickych a neurologickych nasledk?. V jinych zemich je k podpiirné 1é¢bé

poruch prokrveni mozku a demence registrovan jako dopln€k stravy i samotny vinkamin
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(napt. Oxybral™), jeZ je vniman jako relativné bezpe¢n4 latka. Studie publikovana v minulém
roce poukazuje na jeho vyznamny antineoplasticky potencial®’.

Vyzkumnym cilem skupiny ADINACO je hledani novych zajimavych latek z ptirodnich
zdroji, které by byly vyuzitelné v terapii neurodegenerativnich, onkologickych a invazivnich
onemocnéni ptimo jako takové, nebo ve formé ,,lead-structure* pro jejich dalsi vyvoj?. V ramci
standardniho screeningu extraktii rostlin proti inhibici cholinesteras bylo zjisténo, ze alkaloidni
extrakt z nati Vinca minor L. vykazuje zajimavou inhibi¢ni aktivitu, pfedev§im proti lidské
butyrylcholinesterase. Spolu s nedostatkem aktualnich fytochemicko-farmakologickych studii,
vedla tato skutenost k vybéru této rostliny pro detailni fytochemickou a biologickou studii.
Izolované alkaloidy byly nésledn¢ studovany z pohledu jejich inhibi¢niho potencidlu vici

enzymum souvisejicich s moznou terapii AD.
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2 CiL PRACE

Cilem této disertacni prace byla izolace alkaloidii z naté Vinca minor L. z ¢eledi Apocynaceae

za Ucelem testovani jejich biologickych aktivit ve vztahu k vyzamnym chorobam.

Dil¢i cile byly:

e zpracovani literarni reSerSe tykajici se vyskytu indolovych alkaloidi v rod¢ Vinca L. a jejich
biologické aktivity,

e izolace alkaloidu z extraktu naté Vinca minor L.,

e urceni struktury izolovanych latek na zaklad¢ jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti (NMR,
MS, opticka otacivost a dalsi),

e stanoveni biologickych aktivit jednotlivych alkaloidd va¢i enzymim patofyziologie
Alzheimerovy choroby (inhibi¢ni aktivita vici lidskym cholinesterasam, prolyl oligopeptidase
a glykogen syntase kinase 3-f3),

¢ zhodnoceni cytotoxicity alkaloidli na panelu naddorovych a zdravych bunéénych linii,

e objasnéni strukturnich aspektl nejaktivnéjsich latek metodami molekulédrniho dockingu.
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3 TEORETICKA CAST
3.1 Rod Vinca L.

RiSe: Rostliny (Plantae)

Podrise: Cévnaté rostliny (Tracheophyta)
Oddéleni: Krytosemenné (Angiospermae)
Trida: Dvoudélozné (Magnoliopsida)
Rad: Hoicotvaré (Gentianales)

Celed’: Tojestovité (Apocynaceae)

Rostliny rodu Vinca L. jsou doméci v Evropé, severozdpadni Africe a jihozapadni Asii. Jedna
se o plazivé stalezelené, nebo opadavé vytrvalé polokefe fadici se do sedmi druhti?!. Plazivé
stonky mohou mit 1 az 2 m dlouhé, ale nedosahuji do vysky vice jak 70 cm nad zem. Stonky
Casto kofeni pfi styku se zemi, coz pfispiva k jejich Sifeni. Listy maji vstiicné, jednoduché,
kopinaté az ovalné, 1 az 9 cm dlouhé a 0,5 az 6 cm Siroké. Kvéty jsou trubkovité, na konci
roztazené do péti okvétnich listkil, které maji obvykle nafialovélou az bilou barvu. Plodem je
méchytek; suché plody praskaji podél jednoho mista a uvoliiuji tim semena’. Druhy Ize rozlisit
podle makroskopickych znakil i morofologickych rozdiléi pylovych zrn?!. Z hlediska poctu
fytochemickych studii zaméfujicich se na biologicky aktivni indolové alkaloidy jsou nejvice

probadanymi druhy Vinca minor L. a Vinca major L. (Tab. 1).

3.1.1 Vinca minor L.

3.1.1.1 Botanicky popis

Vinca minor L. (barvinek mensi) patii mezi jediné volné rostouci zastupce ¢eledi u nés. Jedna
se o vytrvalou a plazivou rostlinu, 15-20 cm vysokou, ktera pfi bazi dievnati. Plazivé pryty
jsou nekvetouci a kotfenuji, zatimco vystoupavé pryty jsou kratké a kvetou. Charakteriské jsou
péticetné dlouze stopkaté modrofialové kvéty a kozovité vstiicné elipticky kopinaté neopadavé
listy, které jsou na vrchu lesklé a tmavsi nez na rubu®® (Obr. 1). Kvéty lze spattit v obdobi od
biezna do ervna, plodem je potom dvojity méchyiek’!. Tento stile zeleny polokef je rozsiteny
v zapadni, stiedni i jizni Evrop&’. Rostlina se vyskytuje v lesich, luzich, skalach, v oblasti nizin

az podhtifi. Casto je u nas péstovana jako okrasna rostlina mnohych zahrad a parka?®!.
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Obr. 1 Vinca minor L. porost a kvét, autor: R. Vrabec

3.1.1.2 Farmakognostické a lidové pouZiti

Drogou je suSena nat’ sbirana pted rozkvétem. V minulosti se v lidovém lé¢itelstvi uzivala proti
vysokému krevnimu tlaku, cukrovce, na uklidnéni®, pti problémech s ob&hovym systémem
mozku a na podporu jeho metabolismu. Bylo také prokazéano, Ze zlepSuje 1 dalsi potize jako
zanéty (cystitidy, gastritidy, enteritidy) a prijem. Zevné se pouziva na bolavy krk, krvaceni
z nosu, modfiny, abscesy, ekzémy a krvaceni?2. Dnes se droga oficialné pouziva jenom k izolaci
indolového alkaloidu vinkaminu®. Vzhledem k obsahu toxickych alkaloidii je barvinek mensi
unas povazovan za jedovatou rostlinu®®, i kdyz dosud nebyl zaregistrovan 7adny piipad
otravy’!. Pfi intoxikaci lze pfedpokladat hypotenzi, bradykardii, paralyzu kosternich svald a
kieCe. Pii dlouhodobém uzivani jsou obsazené alkaloidy neurotoxické. Za jedovatou je

povazovéna celd rostlina’!.

3.1.2 Vinca major L.

Mezi dal§i vyznamny druh rodu Vinca L. patii Vinca major L. (barvinek vétsi). Jedna se o az
60 cm vysoky vytrvaly polokef rostouci predevsim ve Stiedomoii. M4 vstiicné vejcité listy,
které jsou 3-9 cm dlouhé™? (Obr. 2). Na rozdil od V. minor L. ma okraje listi pokryté trichomy
a jako jediny z druhfi ziistdva pfes zimu zeleny bez odumieni nadzemni ¢asti**. Osamocené
kvéty jsou modrofialové a obvykle 3—5 cm $iroké®?, u stfedu bélavé, kvetouci od biezna do
gervence®. Miize byt nalezen po celém svété, kam byl z Evropy zavlegen, hojné ho miizeme
najit v USA, Stfedni Americe, na jiznim cipu Australie, Novém Zélandg, ¢i Jizni Africe®?. U

nas ho mizeme nalézt v zahradach ¢i parcich. Roste voln€ napt. na okrajich lest, biezich a
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v kfovinach. Obgas se vyskytuje v kultivaru se Zlutobile panasovanymi listy**. V. major L.
v nékterych ¢astech svéta byva povazovana za invazivni druh, nebot’ svym hustym porostem
miize blokovat pfisun svétla sazenicim mistnich rostlin a velice snadno se §if1*. V lidovém

lécitelstvi byla napf. ve Francii pouZivana jako abortivum, adstringens a tonikum?>®.

Obr. 2 Vinca major L., autofi: J. Kok ©Nova-Photo-Graphik GmbH (vlevo) dostupné z
https://www.rostlinky.cz 17.2.2022, L. Kovai (vpravo)**

3.1.3 Vinca herbacea Waldst. et Kit.

Vinca herbacea Waldst. et Kit.,, synonymem Vinca libanotica Zucc., je vytrvaly poloker
doriistajici 60-80 cm, domaci v jizni Evropé skrz Stfedni Vychod a jizni Rusko aZz po
kazachstansky Turkistan®®. Listy ma tzce eliptické aZ kopinaté, na bazi klinovité s nepatrné
brvitymi okraji. Kvéty ma modrofialvé, na okrajich brvité, rozmisténé podél stonkt, kvetouci
od dubna do kvétna (Obr. 3). Tento druh nejéastéji roste ve stepnich oblastech a nema velkou
toleranci vici ekologickym stresorim. V. herbacea Waldst. et Kit. je proto vzhledem ke svému

vzacngj$imu vyskytu v nékterych oblastech chranéna’’.
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Obr. 3 Vinca herbacea Waldst. et Kit., autor: A. Fateryga © 2012, dostupné z
https://www.plantarium.ru 21.3.2022

3.1.4 Vinca erecta Regel et Schmalh.

Vinca erecta Regel et Schmalh., jakozto dalsi zastupce rodu Vinca L., je az 40 cm vysoka trvala
rostlina s eliptickymi az ovalnymi listy 4-5 cm dlouhymi a 2-2,5 cm Sirokymi, brvitymi a
ziZzenymi na obou koncich. Kvéty ma bled€ azurové, nebo uvnitf bilé a zvnéjsku rizové, trubka
je svétle fialova (Obr. 4). Roste hlavné ve stfedni Asii na ¢ernozemi a jemnych az hrubozrnych
pudach. Vyskytuje se vzacné a po malych mnozstvich®®. V misté jejiho vyskytu se lidové
pouzivaji odvary z nadzemnich ¢asti k 1é€bé horecky, a odvary z kotfent jako emetikum. Listy
se jako ¢aj pouzivaji k 1écbé prijmu, bolesti hlavy, zavrati, gastrointestinalnich potizi a pro

vyplach st pii bolesti zubti. Obklad z Sestvych listii se pouZiva na rany?®,

Obr. 4 Vinca erecta Regel et Schmalh., autor: A. Naumenko, dostupné z
https://www.plantarium.ru 17.2.2022
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3.1.5 Vinca difformis Pourr.

Dalsim, avsak mén¢ fytochemicky probadanym druhem, je Vinca difformis Pourr. (synonymum
Vinca media Hoffmanns. et Link). Je to bujny, stalezeleny polokef dorGstajici az 50 cm do
vysky s vejCitymi listy a kratkymi vzpiimenymi listovymi stonky s bledé modrymi kvéty o
pruméru 4 cm (Obr. 5). Mtize tvorit porost az do Sitky 1,5 m. Vyskytuje se v jihozapadni Evropé
i severni Africe. Kvete brzy — na pielomu zimy a jara. Snadno se péstuje skoro na vSech ptidach

a ve stinnych mistech, miize proto byt az invazivni*’.

Obr. 5 Vinca difformis Pourr., autor: Lucio De Lucia — Alliste, dostupné z
http://luirig.altervista.org 1.18.2022

3.1.6 Vinca soneri Koyuncu

Dalsim, spiSe okrajovym zéastupcem, je novéji (2011) popsany druh Vinca soneri Koyuncu
(Obr. 6) z tzemi Turecka. Jde opét o vytvaly poloket az 60 cm vysoky, lodyha je vzpfimena
s temné zelenyni listy, které jsou jednoduché, eliptické, a s jemnym okrajem. Kvéty ma modro-
bilé. Tento druh je zna¢né podobny Vinca herbacea Waldst. et Kit., ale vykazuje jisté odlisnosti
jako napt. chybéjici plazivé vyhonky, vétsi a Sirsi listy, které nejsou tolik protahlé, dvojnasobné
delsi pestiky a méchyiky; typicka je i pozd¢jsi doba kvéteni (kvéten az Cerven). Tento druh
roste na suchych kamenitych svazich v nadmotské vysce 12002800 m. Vzhledem k malé
specifické oblasti vyskytu v turecké provincii Erzincan, pfirodnim vliviim a lidské ¢innosti,
navrhuji botanici, ktefi tento druh popsali, zatadit ho do kriticky ohrozenych*’. Navzdory této
studii a popsanym odliSnostem podle serveru World Flora Online neni vSak zatim Vinca soneri
Koyuncu zaregistrovanym druhem*!, a¢koliv na serveru Plants of the World Online

provozovaném Royal Botanic Gardens, Kew pfijatym druhem je*2.
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: -':, & ’T. . ' HE: _.' o 4 X R L | 2 ‘
Obr. 6 Vinca soneri Koyuncu, autofi: M. Koyoncu®® (habitat) a M. Unlii (kvét), dostupné z
https://turkiyebitkileri.com 11.2.2022

3.1.7 Vinca ispartensis Koyuncu et Eksi

Poslednim druhem z rodu Vinca L., popsanym v roce 2015, je Vinca ispartensis Koyuncu et
Eksi (Obr. 7), opét se vykytujici na izemi Turecka. Stonky dortstaji az 50 cm s koncovymi
plazivymi vyhonky. Listy jsou podsedlé nebo kratce rapikaté, cepel je celokrajna, elipticka az
vejcitd. Kvéty s husté plstnatymi laloky ma modré az svétle modré. Roste na kamenitych
svazich a vapnitych skalnich mistech ve vySce 1300-1700 m n. m., kde kvete v dubnu az
kvétnu®. Podle morfologickych znakti pylovych zrn, ma tento druh blize k V. herbacea Waldst.
et Kit., nez k V. soneri Koyuncu?!. Podle serveru World Flora Online neni zatim Vinca
ispartensis Koyuncu et Eksi registrovanym druhem*', zatimco na serveru Plants of the World

Online uz je**.

L

Obr. 7 Vinca ispartensis Koyuncu et Eksi, autofi: M. Cigek (habitat), K. Terzioglu (kvét),
dostupné z https://turkiyebitkileri.com 11.2.2022
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3.1.8 Obsahové latky rodu Vinca L.

Krom¢ flavonoidnich glykosidi a tfislovin, hlavni podil bioaktivnich sekundarnich metaboliti
pfedstavuji monoterpenové indolové alkaloidy®. Biosyntéza téchto alkaloidli vychazi
z aminokyseliny tryptofanu*’. Jeji dekarboxylaci vznikd vyznamny meziprodukt tryptamin.
Dalsim meziproduktem klicovym k biosyntéze monoterpenovych indolovych alkaloidi je
iridoidni glykosid sekologanin, vznikajici hydroxylaci geraniolu a naslednou pfeménou
loganiové kyseliny na loganin, u kterého je cyklopentanovy kruh oxida¢né rozstépen. Pictet-
Spenglerovou kondenzaci tryptaminu a sekologaninu vznika striktosidin, ktery je prekurzorem
vSech  monoterpenovych indolovych alkaloidi. Z ného postupné¢ pies 4,21-
dehydrogeissoschizin vznika dal§i meziprodukt stammadenin, u kterého se biosyntetické cesty
dale vétvi* (Obr. 8). Podle uspoiadani uhlikového skeletu se monoterpenové indolové
alkaloidy déli do ti zékladnich strukturnich typt — Corynanthe, Iboga a Aspidosperma®.
Indolové alkaloidy rodu Vinca L. vychazeji z indolinu, indolu, hydroxyindolu a 3H-indolu®’.
Tyto zakladni typy mohou byt podle riiznych autorti déleny do dalSich podtypt. Studie z roku
2019 zjistila, ze alkaloidy nejsou lokalizovany v apoplastickém prostoru, jak se dfive
piedpokladalo, nybrz se vyhradné vyskytuji symplasticky uvnitt bun&k listi*®. U nékterych

alkaloidi bylo zji§téno, Ze jsou sekretovany i na povrch listG*.
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Obr. 8 Zjednodusené schéma biosyntézy monoterpenovych indolovych alkaloidi®.
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Prvni fytochemicka studie na rodu Vinca L. byla publikovana v roce 1859, kdy francouzsky
doktor Prosper Lucas izoloval ztohoto rodu nespecifikovanou latku alkaloidni povahy3®.
Vétsina fytochemickych praci na rod¢€ Vinca L. vSak pochdzi hlavné z 60. a 70. let minulého
stoleti. V této dob¢ jesté ale nebyly pln€ rozvinuté nékteré vyznamné analytické metody jako
napi. NMR, coz vedlo k ob¢asnému chybnému urceni struktury, jez se ukazalo az pozd¢ji.
V literatufe proto u n¢kterych alkaloidi dochazi k neptesnostem a neporadku. Problematické je
rovnéz tradiéni ¢islovani podle biogeneze, které neodpovidd smérnicim IUPAC?. Pfesto se
Tab. 1 snazi podat uceleny ptehled vSech dosud zjisténych alkaloidt rodu Vinca L. a jejich
druzich (kromé vysledki této disertace a s ni souvisejicich diplomovych praci vyzkumné
skupiny ADINACO, viz kapitola 6 Diskuze). Nejznaméjsi a prvné popsany alkaloid tohoto rodu
byl vinkamin, izolovéan z listi V. minor L. na pocatku 50. let v Rusku, ktery byl strukturné
rozlustén az o nékolik let pozdg&ji**. Nové popsané druhy V. soneri Koyuncu a V. ispartensis
Koyuncu et Eksi vzhledem ke svému omezenému vyskytu na uzemi Turecka nebyly zatim
fytochemicky studovany. Mezi strukturni podtypy indolovych alkaloidi doposud
indentifikovanych v rostlindch rodu Vinca L. patii:

Ajmalicinovy podtyp spada pod zékladni skupinu Corynanthe alkaloidt a ve V. minor L. ho
zastupuje Sest latek (Obr. 9). Charakteristicky péti¢etny cyklus indolo[2,3-a]pyrano|3,4-
g|chinolizidinu je v pfipadé vallesiachotaminu a isovallesiachotaminu v misté

heterocyklického kysliku rozstépen®>.

vallesiachotamin . . . i
isovallesiachotamin serpentin

Obr. 9 Alkaloidy V. minor ajmalicinového typu.
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Ajmalinovy podtyp, rovnéz pattici pod typ Corynanthe, je charakteristicky hlavné pro druh
V. major L., ve V. minor L. je reprezentovan pouze vinkamajinem a vinorinem (Obr. 10). Ma
indolochinolizidinové jadro s ethylenovym mistkem, a je rovnéz strukturné zaraditelny pod

skupinu 3H-indolg*’.

I
A

vinorin vinkamajin

Obr. 10 Alkaloidy V. minor L. ajmalinového typu.

Akuammilinovy podtyp je také charakteristicky indolochinolizidinovym skeletem, ktery je
ale propojeny methylenovym mistkem, jako je napf. u vinkamidinu, nebo
deacetylakuammilinu (Obr. 10). Strukturni podvariantou akuammilinového skeletu
s etherovym mustkem jsou alkaloidy pikralinového typu, napft. pikrinin (Obr. 11) a akuammin.
Informace o alkaloidech patfici do této skupiny byly v nedavné dobé¢ shrnuty v publikovaném

¢lanku!.

R=H vinkamidin (striktamin) R=H deacetylakuammilin
R=0CHj; 10-methoxyvinkamidin R=0CH; 10-methoxydeacetylakuammilin
0 0
/
ST \\\\\O N \\”\ - pikrinin
W N ~ AN
DA u RN + O
N N
\ \

Cl H Cl

4-methylstriktamininium chlorid 4-methylraukubaininium chlorid

Obr. 11 Alkaloidy V. minor L. akuammilinového typu.
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Stejné jako akuammilinovy typ, sarpaginové alkaloidy maji indolochinolizidinové jadro s
methylenovym mustkem, ktery ale vychézi zjinych uhlikd. Ve V. minor L. je jedinym

piikladem téchto slou¢enin tombozin®? (Obr. 12).

tombozin

Obr. 12 Alkaloid V. minor L. sarpaginového typu.
Nejpocetnéjsim typem indolovych alkaloidd v rodé Vinca je aspidosperminovy typ

(zékladni typ Aspidosperma), ktery ma indolizino[8,1-cd]karbazolovy pentacyklicky skelet.

Ve V. minor L. je reprezentovan rovnéz $irsi fadou alkaloid'* (Obr. 13).

R=H —)-vinkadifformin tabersonin
R=0CHj; ervincein

R{=R,=R3=H, R4=CHj (=)-minovin

R1=0CH3, R,=R3=H, R4=CHj3 16-methoxyminovin

R1=H, Ry+R3=0, Ry=H (=)-minovincin

R{=0CHj, Ry,+R3=0, R4;=H 16-methoxyminovincin
R{=H, R,=0OH, R3=R,4=H minovincinin

R1 |I? H eburenin (1,2-dehydroaspidospermidin)
2
R4=0CHs;, R,=COCH; aspidospermin
R1=H, Ry=CHj N-methylaspidospermidin

Obr. 13 Alkaloidy V. minor L. aspidosperminového typu.

Za podskupinu aspidosperminového typu lze povazovat aspidofraktininovy typ, ktery byl
vrodé Vinca L. nalezen pouze v druzich V. herbacea Waldst. et Kit. a V. erecta Regel et
Schmalh. (napf. kopsinin, pseudokopsinin, a venalstonin — Obr. 14). Kromé svého
aspidosperminového skeletu ma uhliky C2 a C5 spojené ethylenovym mistkem, ktery je

v ptipadé pseudokopsininu zaménén za methylmethylenovym mustek™ (Obr. 14).
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kopsinin pseudokopsinin venalstonin

Obr. 14 Priklady alkaloidt aspidofraktininového typu v rod¢€ Vinca L.

S pyrrolo[ 1,3-ab]azepinovym uspotadani uhlikového skeletu byva ozna¢ovan vinkoranovy

5 56,57

typ, reprezentovany ve V. minor L. vinkorinem>*, 1-norvinkorinem® a vinkoridinem

(Obr. 15).

vinkorin

H
CH3 1-norvinkorin vinkoridin

Obr. 15 Alkaloidy V. minor L. vinkoranového typu.

Kebraaminovy typ byvd nékterymi autory fazen pod aspidosperminovy typ™, ale
pentacyklicky skelet aspidosperminu je zaménén za methanoazacykloundecino[5,4-b]indol.

Vétsina alkaloidl tohoto typu byla identifikovana v druhu V. minor L. (Obr. 16).

vinkaminorin R=H vinkadin

R=H 5a-kebracamin H
OCHj3 vinkaminoridin R=CHj vinkaminorein

R=CHj3; N-methylkebracamin

R=
R=

Obr. 16 Alkaloidy V. minor L. kebraCaminového typu.
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Nejznaméj§im podtypem Aspidosmera alkaloidi je eburnamoninovy, ktery je
charakteristicky hlavné pro V. minor L. (Obr. 17). — v ostatnich druzich je reprezentovén jen
par zastupci (Tab. 1). NejznaméjSim alkaloidem tohoto typu je vinkamin, ktery byl
identifikovan i ve vSech fytochemicky studovanych druzich Vinca L. (Tab. 1). Pentacyklicky
skelet této skupiny je tvofen indolo[3,2,1-de]pyrido[3,2,1-if][1,5]naftyridinem.

HO

eburnamin isoeburnamin

R4=R,=H eburnamonin
R1=0CHj;, R,=H 11-methoxyeburnamonin
R1=R,=0CHj3 11,12-dimethoxyeburnamonin

R4=H, R;=CH,CHg vinkamin
R4=H, R,=COCHj" vinkaminin
Ry=OCHj, R,=CH,CHj vincin
R4=0OCHj3; R,=COCHj; vincinin isovinkamin apovinkamin

Obr. 17 Alkaloidy V. minor L. eburnamoninového typu.

Z derivatlh hydroxyindolu vychéazi oxindolovy strukturni typ, ktery byl identifikovan ve
vSech fytochemicky zkoumanych druzich kromé& V. difformis Pourr. V druhu V. minor L. se
jednd o vinerin, vineridin, vinkatin, majdin a isomajdin (Tab. 1) (Obr. 18). Obsahuje

heterocyklicky systém spiro[pyrrolidin-7,7 -oxindolu]*.
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vinkatin

vinerin N
vineridin

Obr. 18 Alkaloidy V. minor L. oxindolového typu.

Ackoliv rod Vinca L. alkaloid strychnin neobsahuje, jemu strukturné podobné alkaloidy
strychninového podtypu (zdkladni typ Corynanthe) se v rod¢ vyskytuji. Ve V. minor L. se

jedna zejména o akuammicin a dal$i podobné metabolity? (Obr. 19).

R1=H, R,=COOCHj; akuammicin
R1=0OH, R,=COH vinkanidin

R;=H, R,=COH vinkanin N-methylakuammicinium chlorid  N,-methyl-28,16B-dihydroakuammicin

N4-methochlorid

Obr. 19 Alkaloidy V. minor L. strychninového typu.

Jedingym yohimbanovym podtypem zrodu Vinca L. je reserpin (Obr. 20), ktery byl

identifikovan v druzich V. minor L.>®, V. major L.°" a V. herbacea Waldst. et Kit.5’.

26



reserpin

Obr. 20 Alkaloid V. minor L. yohimbinového typu.

Z dimernich bisindolovych alkaloidii byl dosud v rodu Vinca L. objeven pouze vinkarubin

(Obr. 21), slozeny z modifikovaného 1-norvinkorinu a 16-methoxyminovinu®’.

e

vinkarubin

Obr. 21 Alkaloid V. minor L. bisindolového typu.

Mezi indolové alkaloidy, které nepatii ani do jedné z uvedenych skupin a maji sviij unikatni
skelet, patii epipleiokarpamin vyskytujici se ve formé N-oxidu a vinoxin (Obr. 22), které byly
z nati V. minor L. izolovany a identifikovany®®??®, V ostatnich druzich byly nalezeny jadiffin®',

difforlemenin® a herbarinin®.

epipleiokarpamin N-oxid vinoxin

Obr. 22 Alkaloidy V. minor L. nezatezeného indolového typu.
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Kromé¢ hlavniho podilu indolovych alkaloidii, rod Vinca L. obsahuje 1 nékolik
chinolinovych®, pyridinovych®, a jednoho zistupce specifického rhazinilamového typu®

(Tab. 2) (Obr. 23).

R | N o
+110OH NH
Rav., X NINZ

venoterpin —

- N/
rhazimin R{=COOCH3, R,=OCH,CH, vinmajpyridin A

R{=COOCHj3;, R,=0OCHj vinmajpyridin B
R4=H, R,=OCH,CHj3 vinmajpyridin C

rhazinilam

Obr. 23 Vybrané neindolové alkaloidy z rodu Vinca L.

V rodu Vinca L. se vyskytuje nékolik glykosidickych alkaloidi jako indolovy
5B-karboxyvinkosid a striktosamid ve V. major L.% Ve V. minor L. se nachazi i pyrimidinovy
glykosid vicin (Obr. 24), u kterého je ale z hlediska biosyntézy zafazeni mezi alkaloidy
diskutabilni®’ (Tab. 2).

vicin

Obr. 24 Dusikaty glykosid z V. minor L.

Pro uplnost uvadi Tab. 1 i ¢tyfi nazvy alkaloidt jez jsou v literatufe zminény, ale nelze k nim
dohledat strukturu.

Z primarnich metabolitl stoji za zminku obsah mastnych kyselin, kde nadzemni ¢asti druhti
V. minor L. a V. herbacea Waldst. et Kit. obsahuji kvalitativné stejné sloZeni s pievahou
stearové, linoleové a olejové kyseliny (obsah v susing cca 2 %)°®®. Z hlediska obsahu fenolickych
latek, v porovnani s V. minor L. a V. herbacea Waldst. et Kit. ma V. major L. jejich obsah

nejvyssi®.
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Tab. 1 Indolové alkaloidy identifikované v rodu Vinca L.

: . BN
— — NV = .2
5 5 S5 T E ¥
Alkaloid S 5 Y = S 3
N N < ° “k) [95] N A
~ =~ N S N
= N
Ajmalicinovy typ
11-hydroxyajmalicin 64
ajmalicin 0 64,71
dihydrositsirikin 04
ervin 52 72 73,74 75,76
herbacein 77-82
herbain 77,78,80,81,83
hervin 80,84
isoreserpinin 85,86
isositsirikin 64
isovallesiachotamin » 71
reserpinin (pubescin) 52.87 64,71,88-04 80,85,95,96 76,97
serpentin 98,99
sitsirikin 64
tetrafyllin pseudoindoxyl 71
vallesiachotamin » 64,71
vallesiachotamin lakton 7
Ajmalinovy typ
10-methoxyperakin 71,100
10-methoxyraucaffrinolin 71 101
10-methoxyvinorin 71,100,102
19,21a-dihydroxyl-10- 102
methoxy-19,20-dihydrovinorin
19-hydroxyl-10-methoxy- 102
19,20-dihydrovinorin
19-0O-acetyl-10-methoxy-19,20- 102
dihydrovinorin
herbadin 53,95,103-105
herbamin 53,73,95,104,105
majoridin 71,90,102,106-108
majorinin 7291
perakin 71
kebracidin %
71,72,89,91,93,106,109-
vinkamajin 52 . 53,78,95 112
vinkamajinin 13
vinkamajorein 65,71,72,89,90,92,109
vinkamajorin A 14
vinkamedin 71,93,102,106 112,115,116
vinkarin 110 104,117 76,97,118
vinkawajin 100
vinmajin A 71
vinmajin B 71
vinmajin C 71
vinmajin D 71
vinorin 19 71,102
Akuammilinovy typ
10-hydroxydeacetylakuammilin 64 120
88

10-hydroxykathafolin
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Tab. 1 Indolové alkaloidy identifikované v rodu Vinca L. (pokraCovani).

o ©
i i S M & = 2
5 5 S %S s
Alkaloid S 5 Lo = S 2
g g 23 S 3 Sl
N EN NS 3 w
= N
10-hydroxystriktamin ! 120
10- 121
methoxydeacetylakuammilin
10-methoxyvinkamidin 122
11-hydroxystriktamin 120,123
11-methoxyburnamin 101
17-hydroxypseudoakuammigin !
17-methoxypseudoakuammigin &
4-methylraukubaininium 124,125
chlorid
4-methylstriktaminium chlorid 124,125
burnamin (deacetylpikralin) 101
deacetylakuammilin 121 120
ervincin 126
katafolin 1127
lanceomigin 71,128
pikrinin 129,130 95,101
pseudoakuammigin 64,71,88
Vinkamajoridin (akuammin) 64,71,88,89,91,92,102,108,110,131 132,133 123,134
vinkamidin (striktamin) 130,135-138 s
vinkaricin 139,140
vinkaridin 140,141
vinkarinin 142
Aspidofraktininovy typ
6,7-didehydro-8-oxokopsinin 143
6,7-didehydro-8-oxokopsinin |44
N-oxid
kopsanon 145
kopsinilam 33 126
kopsinin (ervinin) 53,146 134,147,148
kopsinin N-oxid 149
pseudokopsinin 33 134,147
pseudokopsinin chloromethylét 150
pseudokopsinin N-oxid 149
venalstonin % 144
Aspidosperminovy typ
1,2-dehydroaspidospermidin 145
11-methoxyvinkadifformin 74
16-methoxyminovincin 151-153
(minoricein)
16-methoxyminovincinin 154
16-methoxytabersonin 33,77,80,155 156,157
3-oxolochnericin 71
3-oxotabersonin 71
aspidospermin 158
eburenin 130,135
ervamin 123
ervincein 67,159 53,146 156,160
ervincinin 16,161
ervinidinin 162
lochnericin &
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Tab. 1 Indolové alkaloidy identifikované v rodu Vinca L. (pokraCovani).

. . S = EX .
- 3 g g S E St
Alkaloid = 3 S ¢ S S S 3
= g <2 S 3 e
=~ N N S N
= N
lochnerinin 80,155
(-)-minovin 130.151,153,163
(+)-minovin 34,164
(-)-minovincin 151,152,165
(+)-minovincin 163,166
minovincinin 151,152,165,167 150
N-methyl-6,7- 68
dehydroaspidospermidin
N-methylaspidosperimidin 133
tabersonin 87,9899 77.80,95,117,146,155
(-)-vinkadifformin 130,151 53
(£)-vinkadifformin 67,164 64,71,169 74 12
vinkolin 95
Bisindolovy typ
vinkrarubin 130,170,171
Eburnamoninovy typ
11,12- -
dimethoxyeburnamonin
11-methoxyeburnamonin 173
14,15-dehydrovinkamin 7
apovinkamin 67.87 145
eburnamenin 135,174
(-)-eburnamonin 130,135,174,175
(+)-eburnamonin 135,174,176,177
eburnamin 130,135,174 =
epivinkamin 130,135,174,178
isoeburnamin 130,135
isovinkamin 136,179-183
vincin 165,184-191 89 118,192
vincinin 185,189,193
24,52,98,130,136,137,151,163,165,178- I a0 o "
vinkamin 186,188,189,191,194-203 S ’ :
vinkaminin 177,183,185,189,193
Oxindolovy typ
16-karboxyherbavin 85,206
erycinin 207
herbalin 80,208
herbavin 85,209
herboxin 71 53,210
isoherbavin 85
isomajdin 211 71 53,80,101,212
kaboxin A 101
majdin 52 64,71,88,106,109 53,80,212 213
N-acetylvinerin 192
reserpinin oxindol 71
vineridin 52 71 134,148
vineridin N-oxid 213
vinerin 52 71 134,148
vinerin N-oxid 143
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Tab. 1 Indolové alkaloidy identifikované v rodu Vinca L. (pokraCovani).

Alkaloid

V. minor L.

V. major L.

V. herbacea

Waldst. et Kit.
V. erecta Regel
et Schmalh.

V. difformis
Pourr

vinerinin

[
—
S

vinkatin

175,215

vinmajin G

Pyridino-indolo-
chinolizidonovy typ

19-O-methylangustolin

71

angustidin

71

nauklefin

65

vinmajin H

71

vinmajin [

71

Kebracaminovy typ

5o-kebracamin 135

145

ervinidin

76,162

()-N-methylkebracamin 216

vinkadin

54,130

vinkaminorein

130,136,138,153,163,217

vinkaminoridin 56,57

130,136-
138,153,163,182,217

vinkaminorin

Sarpaginovy typ

10-methoxyvellosimin

71,89,90,127

11-hydroxypolyneuridin

25

akuammidin

75,147

112

difforin

218

ervincidin

145

lochvinerin

90

majvinin

219

O-benzoyltombozin

149

sarpagin

116

tombozin 32

76

218

vellosimin

220

vinkadiffin

220

vinkamajorin B

114

vinmajin E

71

vinmajin F

71

vinmajorin C

64

vinmajorin D

64

vinmajorin E

64

Strychninovy typ

akuammicin 32211

72,88

205,221 118,123

akuammicin N-oxid

71

N'-methyl-2B,16p-
dihydroakuammicin
N*-methochlorid

60

N-methylakuammicinium 124,125

chlorid

vinervin

76,118,134,147,222

vinervinin

76,123

vinkanicin

223

vinkanidin 52
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Tab. 1 Indolové alkaloidy identifikované v rodu Vinca L. (pokraCovani).

= ©
: SEY 8 o ©
= 2
" " 3% 23 S
. S = g ° s E 3 E
Alkaloid = > 5 s = S 3
S S <5 A |
N N NS R N
=2 N
vinkanin 52
vinkanin N-oxid 144
Vinkoranovy typ
1-norvinkorin 33
vinkoridin 56,57
vinkorin 54
Yohimbinovy typ
reserpin 52,224 106,109,225 53,83,146,226
Nezarazené indolové alk.
difforlemenin 62
epipleiokarpamin N-oxid 60
herbarinin 63
jadiffin 6l
vinoxin 130,135,227,228
Glykosidické indolové alkaloidy
5B-karboxyvinkosid 66
striktosamid 64,66,71,88
. i idy 1 ifikované v rodu Vinca L.
Tab. 2 Ostatni alkaloidy identifikované v rodu Vi L
: 5 = X .
— — Q M o = .2
5 5 S5 % g S &
Alkaloid S S5 T g = S 3
g g < 5 A S
=~ ~ NS S N
= N
Chinolinové alkaloidy
rhazimin o4
skimmianin 229
tetrahydromeloscin 64
Pyridinové alkaloidy
venoterpin 20

vinmajpyridin A

65

vinmajpyridin B

65

vinmajpyridin C

65

Pyrimidinovy glykosid

vicin

67

Rhazinilamovy typ

rhazinilam

64

Bez struktury

maidinin

143

vincesin

175

vinomin

231

vintsin

136
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3.1.9 Biologicka aktivita indolovych alkaloidd Vinca minor L.
Kizolaci a zkoumdani biologickych aktivit Cistych latek cCasto vede analyza a zajimavé
biologické aktivity sumarnich extraktii rostlin. V tomto ohledu napt. alkaloidni extrakt

z V. minor L. a V. major L. vykdzal silnou anticholinesterasovou aktivitu, stejn¢ tak jako

antioxidaéni aktivitu zabrafiovanim peroxidace lipidé a vychytdvanim DPPH radikalt?’.

Extrakt z V. minor L. (ale i z V. herbacea Waldst. et Kit. a V. major L.) vykazoval cytotoxickou
aktivitu proti bunéénym liniim keratinocyti HaCaT a melanomu A375; navic, extrakt
z V. minor L. mél i antibakterialni aktivitu®®. Alkaloidni extrakt z listii V. herbacea Waldst.

et Kit. rovnéz prokazal in vitro anticholinesterasovy efekt srovnatelny s galantaminem a

101 )232

antioxidacni aktivitu™", k niz pfispiva vysoky obsah flavonoidu (kvercetin, rutin)=>~. Néasleduje

[ 24

uceleny piehled nejvyznamnéjSich biologickych aktivit vSech indolovych alkaloidt
Vinca minor L.

Biologicky nejvyznaméj$im alkaloidem z V. minor L. je vinkamin, jehoz semisynteticky
derivat vinpocetin se pouziva k podptirné 1é¢bé poruch prokrveni mozku a demence

cebrebrovaskularniho pivodu?®. Vinkamin je sdm o sobé& v nékterych statech registrovan jako

bezpeény doplngk stravy (viz kapitola 3.2.2)*”. Byla na ném provedena fada biologickych i

klinickych studii, kde se projevil vyznamnymi aktivitami indikujicich jeho pouziti jako

nootropika pii degenerativnich i cerebrovaskuldrnich demenci®****°, Jeho hlavnim i¢inkem je

236

zvySeni pritoku krve v mozku dilataci cév>® a zlepSeni metabolismu glukosy. Jednim z

mechanismi zlepSeni glukosové homeostdzy je agonismus GPR40 receptori®®’, coz muiize

vysvétlit 1 jeho antidiabetické plsobeni, které bylo prokdzano u mys$i hypoglykemickym,

238

hypolipidemickym a antioxida¢nim U¢inkem~’°. U mozku starnoucich mySich zvySoval jeho

aktivitu, coZ bylo sledovdno zvy$enym vychytidvanim deoxyglukosy**’. Neuroprotektivni

pusobeni bylo rovnéZ prokézano v ramci celé fady studii. Vinkamin byl schopny chranit buiiky

240

PC12 proti apoptéoze navozené peroxidem vodiku“™, mél protektivni efekt na bunéény

metabolismus ~ alveoldrnich makrofagli pfi hypoxii**!, zkracoval ¢as k objeveni

h242

neuroelektrického signalu po navozeni hypoxie v pokusu na mysic a zlepSeni EEG signalu

mozku bylo pozorovanu i u nékolika starSich pacientll s chronickym cerebrovaskularnim

onemocnénim po intravendzni aplikaci®*®. Vinkamin rovnéZ pilisobi jako blokator napétoveé

fizenych sodikovych kandli,, coz naznacuje jeho mozné anitkonvulzivni a neuroprotektivni

pusobeni pii ischemickém poskozeni***. Dal§im mechanismem je snizovani oxidaéniho stresu

snizenim koncentrace Zeleza v mozku®*. Podle studie na buiikach PC12 je vinkamin schopny

46

snizovat oxida¢ni stres navozeny toxickym P-amyloidem®¥. V jinych studiich vykézal

247 248

hypotenzivni G€inky~*’ a pozitivni hemodynamicky efekt na ischemické zony v mozku
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Pti dalsim testu na mysich rovnéz vykézal antihypoxicky efekt, kdy zvySoval schopnost pieziti
v prostiedi bez kysliku?*’. Nejnovéjsi studie zjistila jeho antineoplasticky uéinek na buiiky
lidského plicniho karcinomu A549 stimulaci na kaspase-3 dependentni apoptdzy, véetné jeho
schopnosti zhaset radikaly?’.

Jeho 3-epimer isovinkamin a derivat apovinkamin po intravoznim podani psim zlepSovaly

krevni mozkovy obéh stejné efektivné jako samotny vinkamin®,

DalSim vyznamnym alkaloidem, ktery se vyuZzival v minulosti jako antihypertenzivum, je

ajmalicin, ktery byva oznacovany i jako raubasin nebo y-yohimbin. Mechanismus jeho uc¢inku

je blokace ai-adrenergnich receptori®>!. Dnes je viak obsoletni a dava se prednost novéjsim

252

1écivim™~. V jedné studii ajmalicin projevil schopnost neuroprotekce pied AP+, a peroxidem

vodiku, a rovnéz inhiboval MAO-B a BACE1 v zavislosti na koncentraci?>?. Kromé toho v dalsi

in vitro studii indukoval apoptézu u Trypanosoma brucei®*. Ajmalicin je rovnéz slabym
nekompetitivnim reverzibilnim antagonistou nikotinovych receptorti®>’. Jedna se o silny
inhibitor CYP2D6%.

Akuammicin projevil mirnou toxicitu proti bunéénym liniim karcinomu plic A549%7. Je
schopny zlepsovat utilizaci glukosy adipocyti?*® a na morcatech byl pozorovan jeho agonismus

9

opioidnich k-receptori®*®, coz bylo potvrzeno i v nejnovéjsi studii z roku 20212, Pi testovani

inhibice AChE nevykézal vyznamnou aktivitu (ICso = 221 pM)*!.
Aspidospermin vykazuje antiprotozoalni u¢inek na Trypanosoma cruzii prostiednictvim

262

inhibice trypanothion reduktasy”™~. Na rtiznych urogenitalnich tkdnich byla studovana jeho

adrenergné inhibi¢ni aktivita®®. Jeho analoga (i latka sama o sob&) vykazuji antiplasmodidlni

264 2265

aktivitu™". Byla studovana 1 jeho cytotoxicka a genotoxicka aktivita na bunééné linii HepG

Ve studii na morcatech zvySoval jejich pteziti po anafylaktickém Soku, na jejich pradusnici
navozoval myorelaxaci**®. U mysich rovnéz chranil pred arytmii navozenou chloroformem, mél
antihypertenzivni u¢inky a ptsobil bronchodilate¢n&®®’.

Eburenin vykazal stfedni inhibi¢ni aktivitu proti Sesti kmeniim kvasinek (amfotericin B jako
pozitivni kontrola)®®® a byl mirné cytotoxicky proti nadorovym bunéénym liniim HCT-116,
PC-3 a HepG22%°,

Intenzivné studovanym alkaloidem byl eburnameonin, zndmy téZ pod synonymy vinburnin
a vinkamon, jeZ se jako vasodilatans mozkovych cév a neuroprotektivum dostal i do klinickych
studii. Zpocatku byl studovan naptiklad na psech, kde zlepSoval hemodynamické parametry a

metabolickou aktivitu mozku dokonce vice neZ vinkamin?®’°

. U mysi signifikantn¢ zvySoval
vychytavani deoxyglukosy v mozku a snizoval pokles mozkového elektrického naboje po

hypoxii; zaroven stimuloval glykolyzu ¢ervenych krvinek na zdravych dobrovolnicich, coz
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naznacilo jeho potenciondlni vyuziti jako metabolického stimulantu mozku s antihypoxickym

271 272

ucinkem®”". Dal$i studie na myS$ich ukazala jeho schopnost snizovat nasledky edému mozku

U mysi rovnéZ snizoval nasledky retrogradni amnézie navozené skopolaminem?’®, za coz miize

byt odpovédna jeho allosterickd modulace muskarinovych receptorti a nasledna stimulace

274

cholinergni transmise”’". V klinické studii na 129 pacientech s cerebrovaskularnim postizenim

zlepsoval mozkové funkce?’; widinnost byla ovéfena i v dalsich klinickych studiich?’®.
Eburnamomin prokazal i pozitivni u¢inky v klinické studii pfi angiopatii dolnich koncetin pfi
diabetu?”’. V dalsi malé klinické studii zlepSoval rheologické vlastnosti krve a pienos
kysliku?’8. Vzhledem k u¢inn&jsimu vinpocetinu, ktery se vyznacuje podobnymi ¢inky, se
vSak v klinickém pouzivani eburnamonin neprosadil®). Kromé neuroprotektivnich a
vasodilatacnich vlastnosti rovnéz vykazal i stiedni aktivitu proti nddorovym buéénym liniim
A549, HT-29 a HCT-116 (pozitivni kontrolou byl docetaxel)*”.

Isomajdin, n€kdy oznacovany jako elegantin, po intravendzni aplikaci kockdm a psim

zplsoboval hypertenzi**

, avSak vjiné studii zpusobil u laboratornich zvitat kratkou
hypotenzivni odezvu®®!. Studovana byla jeho antioxida¢ni aktivita a indukce apoptézy na
temporalni kortikalni tkani mys$iZ®2,

Isovallesiachotamin ma vyznamnou cytotoxickou aktivitu proti bunéénym liniim plicniho
karcinomu A549%%% a H1299?%, glioblastomu U87, karcinomu tlustého stteva HCT-116, a
zdroveh ma protizanétlivy Gi¢inek inhibici produkce NO mikroglii®®.

U majdinu byla po podéni laboratornim zvifatim pozorovana kratka hypotenzivni
odezva®®!. Stejné jako isomajdin mél antioxida¢ni aktivitu a u temporélni kortikalni tking mysi
indukoval apoptozu®®?.

N-Methylakuammicinium chlorid vykézal bronchodilatacni u€inky pfi histamin-fosfatem
indukované kontrakci izolované hladké svaloviny plicnich organti morcat?®.

Mezi biologické aktivity pikrininu patii napf. antiastmaticky a antitusicky G¢inek®®’, dale
analgeticky a protizanétlivy efekt inhibici 5-LOX?®®) nebo antibakterialni wcinek proti
Enterococcus faecalis a Pseudomonas aeruginosa (MIC = 1,56 ng/ml)**°. Byl pozorovan jeho
tlumivy vliv na CNS?*°. Spolu s nékolika dal§imi indolovymi alkaloidy se uplatiiuje v patentech
na ptipravky k 1é¢bé zanétu a symptomii respira¢nich onemocnéni?®!-2%,

Reserpin byl v minulosti pouzivan jako jedno zprvnich antihypertenziv diky jeho
schopnosti snizovat koncentraci noradrenalinu v adrenergnich nervech. Vzhledem k jeho
getnym nezadoucim u¢inkdm jako sedace, deprese, bradykardie, atd. se ale prestal pouzivat>®>.

Byla u néj objevena i1 vyznamnd anticholinesterasova aktivita (AChE ICso = 1,7 uM,

36



BuChE ICsp = 2,8 uM), inhibice agregace B-amyloidu se sniZenim jeho toxicity, a rovnéz
inhiboval MAO-B a BACE1 v zavislosti na jeho na koncentraci?>.

Alkaloid reserpinin, neboli také pubescin, v experimentu na mysich snizoval jejich
pohybovou aktivitu, mél hypotenzivni Gi¢inky a prodluzoval téinek uspavacich prostredka®®.
Existuje patent na piipravek s jeho obsahem, ktery ma pomahat ke zvyseni pigmentace kize**’.

Serpentin byl piivodné studovan jako antiarytmikum, kdy v nékolika studiich intraven6zné
podany u psi snizoval ventrikularni tachykardii navozenou ouabainem?*83%, V pozdé&jsi studii
vykazal zajimavou selektivni inhibici syntézy DNA kancerogennich bunék vii¢i zdravym?3®!.
Byla studovéna i jeho schopnost inhibice ee/AChE (ICso = 0,78 uM), a zaroven se projevil jako
reverzibilni kompetitivni antagonista muskarinovych receptori®>*. Disponuje také antioxidaéni
aktivitou za jejimZ mechanismem by mohla stat inhibice jaderné translokace nuklearni faktoru
kappa B (NF-kB)*®2. Jde o silny inhibitor CYP2D6>%,

Tabersonin je dalsi signifikantné cytotoxickou latkou vii¢i nddorovym liniim SW480,
SMMC-7721, HL-60, MCF-7 a A549°%. Vyznamnou antitumorovou aktivitu projevil na
nékolika dalsich bunéénych liniich, coz dokladé patent z roku 2017°%, nebo nova studie z roku
20213%, Z t&chto diivoddi se objevuje v patentech na 1é¢bu karcinomu jicnu®® i jiné maligni
tumory®”’. Tabersonin by mohl byt rovnéz potencialné vyuzitelny v 1é¢bé Alzheimerovy
nemoci, protoze se vaze na patologické APi.42 oligomery a zabrafiuje jejich agregaci pii
formovani B-amyloidnich plak&®®. V ramci in vitro i in vivo studii se zjistilo, Ze ma i
vyznamnou protizdnétlivou aktivitu komplexnim mechanismem u¢inku (inhibice signalni
kaskady prozanétlivych mediatort)**”®. Na mysich byl studovan jeho antiateroskleroticky efekt
mechanismem aktivace proteinu CREB?!?, V dal§im experimentu na mysich chranil pied

311

dexametazonem navozenou osteopordzou” . V roce 2017 byl registrovan patent na piipravek

s tabersoninem pro prevenci vypadavani vlast a podpofeni jejich ristu diky jeho udajné inhibici

androgenni signalni drahy>'?

. Rovnéz existuje 1 patent na piipravek s tabersoninem, ktery ma
pomahat regeneraci koznich bunék?!?.

U tombozinu (Casto zminovaném jako normakusin B) byly na mySich studovany jeho
hypotenzivni a spasmolytické ucinky>'*. Rovnéz vykazal sedativni efekt projevujici se
zpomalenim reflexil a bioelektrické aktivity mozku®'>.

Vallesiachotamin je vyznamné cytotoxickou latkou, coz byl prokazano na bunéénych
liniich promyelocytické leukémie HL-60, hepatokarcinomu SMMC-7721, plicniho
adenokarcinomu A549, karcinomu prsu SK-BR-33'%, karcinomu nosohltanu KB, leukémie

318

P388%7 melanomu®'® a karcinomu plic H1299?%. Kromé jeho vyznamnych cytotoxickych

aktivit ma 1 protizanétlivé ucinky prokazané na larvach rybek Danio rerio snizenim produkce
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TNF-a a IL-63'°. V ramci jiné studie in vitro inhiboval COX-22%8. Dale in vitro prokazal inhibici
epigenetickych enzymi uplatitujicich se pfi neurodegenerativnich onemocnénich (sirtuiny)*?° a
je relativné silnym inhibitorem BuChE (ICso= 7,1 pM) a MAO-A (ICso = 2,1 uM)*?!. Rovnéz
ma antibakteridlni aktivitu proti Enterococcus faecalis a Pseudomonas aeruginosa
(MIC = 1,56 pg/ml)*.

U vincinu (11-methoxyvinkaminu) byl pozorovan jeho lokalné anesteticky a antitusicky
(cinek®*,

Vinkadifformin je cytotoxicky alkaloid, u kterého byla tato aktivita zjiSténa na bunkach
leukémie P388, kde prokazal odli$ny mechanismus uéinku nez dimerni indolové alkaloidy*?*.
Cytotoxicitu vykazoval i vii¢i bunéénym liniim plicniho karcinomu A549?%. Byl studovan i
jako vychozi latka pro piipravu cytotoxickych a antiplasmodialnich derivati®*3%>. Ve studii na
kockach vyvolaval pokles krevniho tlaku v podobné mife jako reserpin?®327,

Vinkamajin v in vivo studii na kockach, kralicich i potkanech prokazal antiarytmické
(¢inky??,

Vinkamidin, neboli striktamin, je zajimavy pro jeho schopnosti inhibovat MAO in vitro 1

in vivo (mys$i)*?°, ma signifikantni antivirové G&inky proti Herpes simplex a adenoviru®’,

nadorovym bunéénym liniim HCT-116, PC-3 a HepG2%%°.

Vinkaminorein a jeho stereoizomer vinkaminorin byly zatim pouze testovany v jedné
studii, ktera ukazala jejich cytotoxicky uéinek na buiiky leukemie P388°%,

Vinkanidin m4 spise toxické i¢inky, které se projevovaly u psii zvracenim®*!, poklesem
krevniho tlaku a snizenim srde¢nich kontrakci**?. Pii testovani na mysich, potkanech i kralicich
vykazal také tlumivé G¢inky na CNS*¥. Dalsi studie studovala jeho vyuziti proti lamblioze**.

Vinkanin in vitro inhiboval AChE (ICso = 26,8 uM) a zaroven prokazal analepticky efekt
podobny strychninu’.

Dimerni alkaloid vinkarubin prokézal cytotoxicitu na buiikach leukemie P388°°.

Vineridin v in vivo studii na mySich vykazoval sedativni a hypotenzivni Gc¢inky, jez by
mohly byt zplisobené relaxaci hladkych svald. Jeho intravendzni injekce kockam vSak ptlisobila
uterotonicky>>°.

U vinerinu byl ve studii na mysich popsan hypotenzivni ucinek, ktery byl zptisobeny blokaci
gangliovych bungk*’.

Vinorin v in vitro studii vykéazal inhibi¢ni aktivitu proti cholinesterasam

(AChE ICso = 35 uM, BuChE ICsp = 36 uM)**®. U mysi urychloval regeneraci poskozeného
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sedaciho nervu regulaci nervového rastového fatkrou (NGF) a extracelularné regulované kinasy
(ERK)*¥.
Ostatni indolové alkaloidy vykytujici se ve V. minor L. zatim ve studiich vyznamnou

biologickou aktivitu neprokazaly, nebo jesté nebyly studovany.

3.2 Alzheimerova choroba

Prvni dokumentovany piipad této nemoci popsal némecky 1ékat Alois Alzheimer v roce 1906
u pétapadesatileté pacientky, u které posléze provedl i pitvu mozku. Jeho poznatky byly ze
zaCatku odbornou vefejnosti vnimany pouze jako kuriozita, ale po nékolika letech dalsiho
vyzkumu mozkovych tkani bylo toto neurodegenerativni onemocnéni po ném pojmenovano>+.
S prevalenci az 1 % v populaci se jednd o ¢tvrtou az patou nejéastéjsi pri¢inu umrti u lidi
starSich 65 let a nejéastéjsi formou demence (zodpovédnou za 50-70 % ptipad)**°. Soudasné
se predpokladd, ze mnozstvi pacientl se za dalSich 30 let miiZze az ztrojnasobit na vice nez

136 miliona®.

3.2.1 Struc¢ny prehled patofyziologie

Existuje nékolik teorii o patofyziologickém vzniku této choroby. Je vSak jasné, Ze se jedna o
cely komplexni mechanismus biochemickych dé&ju, které v 5-10 % piipadd jsou podminéné
destrukci neuronové tkané k ubytku tvorby acetylcholinu a zvySeni tvorby enzymi, které ho
rozkladaji, coz vede k poruse kognitivnich funkci a paméti**!. Jak dochézi k postupné destrukci
neuronové tkdné miize vysvétlovat hypotéza amyloidni kaskady, kdy se z amyloidniho
prekurzorového proteinu (ktery je normalné Stépen a-, B- a y-sekretasami) tvoii extracelularné
nerozpustné B-amyloidni plaky. Na né se nasledné¢ adhezuji mikroglie (makrofagy CNS), které
potom produkuji prozanétlivé cytokiny a ROS/RNS vedouci ke sterilnimu zan&tu**?. Tim
dochazi k destrukci tkané a piispiva to i k produkci dalsich plak®*. V disledku zanétu také
dochazi k poruSse HEB a jejich receptor. ZvySuje se naptiklad aktivita RAGEs, jeZ rovnéz
spousti zanétlivou reakci, a snizuje se aktivita LRP-1 receptoril, coz zase vede ke snizeni
clearance amyloidu a opét zvysené tvorbé plaki***. Tieti hlavni uzndvanou teorii je hypotéza
mikrotubularni nestability, kdy uvniti neuront dochazi k ukladani neurofibrilarnich klubek
hyperfosforylovaného t-proteinu a ubikvitinu (NFTs). T-Protein se za fyziologickych podminek
vaze na tubulin a zpeviuje ho, ale vlivem AD a jeho hyperfosforylaci je tento proces naruSen a

dochazi k polymerizaci tubulinu na parové spirdlni vlakna, coz vede ke smrti buiiky, poruse
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345 Na tomto procesu se podili dalsi enzymy jako

funkce axonalniho transportu a dalsi toxicité
cyklin-dependentni kinasa 5 (CDKS5) a glykogen syntasa kinasa-3f (GSK-3)**¢. Dalsi teorii je
toxicita glutamatu, kdy vlivem AD dochdzi ke zvySenému uvoliovani excitacnich
aminokyselin jako je glutamat a aspartat, které plsobi na NMDA receptory. Ty jsou
zodpovédné za otevieni kanalG pro vapnikové ionty. ZvySeny influx vapnikovych ionti do

bun¢k vede k patologickym procestim a dochézi k apoptdze, €ili k dalSimu ubytku neuronové

tkan&*’. Mezi dal§i aviak okrajové teorie vzniku AD patii napiiklad koncepce mirnych

Kognitivnich poruch®®, teorie oxida¢niho stresu a nerovnovahy’®, teorie oxidu
dusnatého®*’, a novéji i infekéni teorie®®!. V kone¢ném diisledku zminénymi komplexnimi

mechanismy dochézi k ubytku mozkové tkadn¢€, neuromedidtori a k celkové neurodegeneraci,

coZ se projevi postupnou ztratou kognitivnich funkci, paméti az nakonec smrti>*.

3.2.2 Farmakoterapie

Soucasna 1écba je zatim hlavné symptomaticka a neni kauzalni, ¢ili snazi se mirnit ptiznaky a
projevy demence a zpomalit postup onemocnéni. Pouzivaji se pfevazné inhibitory AChE, které
zvySuji hladiny acetylcholinu, jednoho z neuromediatoru zodpovédného za kognici a pamét’,
kterého je pravé pii této chorobé nedostatek®>?. Z piirodnich 1é¢iv se pouziva isochinolinovy
alkaloid galantamin (Obr. 26), pavodné izolovany z Galanthus woronowii Losinsk.
(Amaryllidaceae)'*. Lécivy piipravek s timto alkaloidem v minulosti vyrdbéla i ¢eska firma
Teva Pharmaceuticals CR, s.r.o., kterd galantamin ziskévala izolaci z cibuli Narcissus
pseudonarcissus L. cv. Carlton (Amaryllidaceae)*?. Dalsi pouzivanou latkou je rivastigmin
(Obr. 26), jejiz predlohovou stukturou byl alkaloid fysostigmin z Physostigma venenosum Balf.
(Fabaceae). Fysostigmin sdm o sob& ma inhibi¢ni plsobeni na ob& cholinesterasy (AChE,
BuChE), ale piisobi jen kratkodob& a ma vyrazné nezadouci uinky®>*. Ttetim pouzivanym
inhibitorem je donepezil (Obr. 26), ktery byl objeven pfi hledani derivati takrinu. Takrin se
jako duélni inhibitor v minulosti pii 1€¢b¢ také vyuZzival, ale byl biologicky Spatné dostupny a
hlavng hepatotoxicky®>. V pozdé&jsim stddiu Alzheimerovy choroby (stfedné t&7ky aZ t&zky
priibéh) se pouziva derivat adamantanu memantin'> (Obr. 26). Memantin je antagonistou
glutamatovych NMDA receptord, ktery timto omezuje influx vapnikovych ionti do bunky a
snizuje toxicitu glutamatu*¥’. Posledni latkou charakteru ,,malé molekuly*, ktera je oficidlné
schvalenym 1é¢ivem zatim jenom v Cing, je huperzin A (Obr. 26). Jedna se o chinolizidinovy
alkaloid z vrance Huperzia serrata (Thunb.) Trevis. (Lycopodiaceae), kterd je pouzivand v
tradicni Cinské mediciné jako antiflogistikum a antipyretikum. Huperzin A ptlisobi dvéma

mechanismy — jako silny selektivni inhibitor AChE isoformy G1 a jako antagonista NMDA
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receptord'®. Podle americké FDA je zatim klasifikovan pouze jako doplnék stravy, protoZe stale

probih4 3. faze jeho klinického testovani'®.

donepezil

~

0 galantamin

H

T 0
huperzin A
N NH,

memantin

rivastigmin

Obr. 25 Struktury pouzivanych konvencnich 1é¢iv pfi terapii AD.

Soucasny vyzkum novych 1é¢iv proti AD se soustied’uje i na monoklonalni protilatky.
V cCervnu 2021 byla FDA schvalena monoklonalni protilatka aducanumab pod obchodnim
ndzvem Aduhelm™ °. Tato protilatka je schopna vézat se cilené na plaky nerozpustného i
rozpustného B-amyloidu a napomadhat tim k jeho odstrafiovani. Timto se jednd o prvni
registrované 1é¢ivo jeZ je schopno 1é¢it kauzalni pficinu nemoci'®!'!. V odbornych kruzich vsak
toto schvaleni vyvolalo zna¢nou kontroverzi z divodu nedostatecnych dikazi, coz vedlo az k
rezignaci tii ¢lenti poradniho vyboru FDA'?. Standardni 1é¢bou zatim stéle ziistava podavani
lé¢iv, které napomadhaji ke zpomaleni postupu choroby a docasné zlepSuji kognitivni
schopnosti.

Kromé konvenc¢nich 1é€iv se pfi neurodegenerativnich onemocnénich vyuziva 1 adjuvantni
lé¢ba (Obr. 26). V této oblasti dominuji predevsim ptirodni latky; jejich uc¢innost vSak postrada
dolozeni klinickymi studiemi. Jedna se napiiklad o standardizované extrakty z listd Ginkgo
biloba L. (Ginkgoaceae), které obsahuji flavonoidy, seskviterpenovy lakton bilobalid, a
diterpenové ginkgolidy. Tyto latky zlepsSuji kognitivni schopnosti vasodilataci mozkovych cév,
maji antiagregacni plsobeni, a zaroven pusobi antioxida¢né, coz je pfi tvorbé sterilniho zanétu
u AD rovnéz vyznamnym lécebnym mechanismem. Dalsi vyznamné antioxidanty pouZivajici
se vtéto souvislosti jsou vitamin E, ®-3 mastné Kkyseliny zrybiho oleje (kyselina
dokosahexaenovéa a ikosapentaenova), koenzym Q10, komercéni potravni doplngk Acutil®
(obsahujici dokosahexaenovou kyselinu a fosfolipid fosfatidylserin), nebo ptipravky ze soji
obsahujici cholin a fosfatidylserin®**°. Mezi dal3i latky ptirodniho ptivodu uplatiiujici se jako
nootropika patii vinpocetin. Jeho hlavni indikaci je terapie demenci spojenych s poruchou

prokrveni, protoze ma vasodilatatni schopnosti a zlepSuje utilizaci glukosy a kysliku v
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neuronech?®. Vinpocetin je semisynteticky hydroxyderivat pfirodniho indolového alkaloidu
vinkaminu, ktery ma podobny uéinek a je v nékterych zemich mimo CR rovn&z registrovan
jako doplnék stravy k podptirné 16é¢bé& poruch prokrveni mozku a demence?’. Vasodilataci cév
vmozku rovnéZ plsobi nootropika dihydroergotoxin a nicergolin, jez jsou opét
semisyntetickymi derivaty pfirodnich namelovych alkaloidli s monoterpenovou indolovou
strukturou. Diky jejich neziddoucim u¢inkéim se vSak od nich upousti**®. Mezi adjuvantni
kognitiva nepfirodniho plvodu patfi potom nootropikum piracetam (cyklicky derivat
y-aminomaselné kyseliny), u kterého byla potvrzena i schopnost neuritogeneze in vitro®>’.
Neuroprotektivni G¢inek byl studovan i u lazaroida (21-aminosteroidy, konkrétné napf.
tirilazad), jez jsou antioxidanty, které¢ chrani pfed peroxidaci fosfolipidy membran napt. po
cévni mozkové piihodé*®. Na druhou stranu metaanalyza piinos téchto 1é¢iv vyvraci a
upozoriiuje dokonce na zhorSeni nemoci**’. Dal§im zajimavym moZnym piistupem k 1é&bé
neurodegenerativnich onemocnéni je podpora tvorby novych mozkovych bunék. Napt. pokusy
in vitro 1 in vivo na mysich prokazaly, ze N,N-dimethyltryptamin (DMT), halucinogenni

indolovy alkaloid obsazeny v ritudlnim napoji ayahuasca, neurogenezi podporuje. V pokusu se
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Obr. 26 Vybrané struktury adjuvantnich 1é¢iv pouZzivanych pfi terapii AD.
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3.2.3 Vybrané enzymy patofyziologie jako cilové struktury lé¢iv

3.2.3.1 Acetylcholinesterasa a butyrylcholinesterasa

Acetylcholinesterasa (AChE, EC 3.1.1.7) je serinova proteasa, ktera hraje klicovou roli
v cholinergni transmisi centralniho nervového systému a na neurosvalovych spojich.
Fyziologickou funkci AChE je hydrolyza acetylcholinu na cholin a kyselinu octovou®*!. AChE
je primarné exprimovana nervovou tkani, nervosvalovymi spoji, plasmou i krvinkami®>3¢,
V lidském mozku se vyskytuji jeji dva strukturné odlisné typy — monomerni Gl, a
mnohonasobn¢ pievazujici tetramer G4. V jinych tkanich se vyskytuje i dimerni forma G2. Pti
AD je mnozstvi typu G1 znaéné zvysené®**,

Dalsi cholinesterasou, jez je schopna Stepit acetylcholin, je butyrylcholinesterasa (BuChE,
EC 3.1.1.8). Ackoliv za normalnich podminek je BuChE zodpovédna pouze za 20 % Stépeni,
v pozd¢jsim stadiu AD jeji aktivita znacn€ stoupd, az na 90 %, a ptebirad tim hlavni Stépici roli
AChE’®, Na perifériich amyloidnich plaki je aktivita AChE zvys$end, coz miize naznacovat, Ze
tyto plaky mohou mnozstvi AChE ovliviiovat. Zménéna exprese AChE v mozku pacientti s AD
naznacuje, Ze aktivita AChE se zvySuje kolem periferiich amyloidnich plaki, a Ze A mohou
hladinu AChE ovliviiovat. Bylo zjisténo, Ze rozdilné isoformy AChE v mozku a mozkomi$ni

tekuting u pacientli s AD jsou zmé&nény v souvislosti s abnormélni glykosylaci*®®

. Ackoliv je
role AChE u neurodegenerativnich onemocnéni relativné dobie znama, role BuChE jesté stale
neni kompletné objasnéna. Tato pseudocholinesterasa totiz v organismu postradd pfirozeny
substrat®®*, Ne&které studie ukazaly, ze BuChE miiZe nepiimo pfispivat k patogenezi cukrovky
typu 2 (T2DM) zvy$ovanim insulinové resistence®®’. Podobnost nékterych patofyziologickych
znakli AD a T2DM (zvySend agregace B-amyloidu, abnormalni hladiny cholinesteras) dala
vzniknout teorii, Ze inhibitory cholinesteras (ChEIs) by mohly byt prospésné pii terapii obou
nemoci. Ac¢koliv ChEIs poskytuji hlavné symptomatickou ulevu AD pacientiim, vyvoj novych
ChEls jako multifunkénich ligandd, nebo selektivnich inhibitort BuChE, zlstava predmétem
z4jmu v lécbé neurodegenerativnich poruch. Kromé toho, zacilenim na nikotinové receptory
v nervosvalovych spojich mohou byt ChEIs vyuZzity v 1é€bé autoimunitniho onemocnéni
myasthenia gravis, nebo jako profylakticka lé¢ba otravy neurotoxickymi organofosfaty>¢83¢,
Inhibi¢ni selektivita latek vi¢i AChE nebo BuChE je predmétem k debaté, ackoliv v jedné
studii se naznaduje, Ze vys$§i selektivita vii¢i AChE miize vést k niz§im nezddoucim a&inkim?*7°.

V ramci biologickych in vitro testii na inhibici AChE hraje dtleZitou roli zdroj, ze kterého
je enzym ziskan. BéZné se pro in vitro testy pouzivala a stale jesté pouziva AChE z elektrického

uhote FElectrophorus electricus (eelAChE), kterd ale muze v porovnani s lidskou

cholinesterazou (AAChE) davat odlisné vysledky’’'372. Casto se pouzivala pro in vitro a
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in silico studie AChE z uhote Torpedo californica (TcAChE). Navic v roce 1991 byla u této

AChE popséna prvni 3D struktura tohoto enzymu®”

. Vroce 2012 se poté podafilo zachytit
krystalografickou strukturu lidské AChE v komplexu s donepezilem, a zjistilo se, Ze vazebné
misto enzymu z 7. californica je znatné odlisné. Lidskd AChE tedy poskytuje mnohem
piesnéjsi model pro in vitro a in silico studie*’. Piiprava enzymu rekombinantni technologii je
rovnéz mnohem vyhodnéjsi nez ziskdvani erytrocytarni AChE z lidské plazmy, nebot’ produkce
miize probihat za 1épe kontrolovatelnych a standardizovanych podminek®”>. Studiu BuChE
nebylo v tomto ohledu vénovano tolik pozornosti, vétSinou je dnes jako zdroj enzymu pro
in vitro studie vyuzivano koniské sérum (egBuChE), nebo lidskda BuChE (#BuChE) ziskavéana
z plazmy, a nebo rekombinantné. BuChE z riznych zdroja vSak opét mize poskytovat odlisné
vysledky in vitro studii*’®.

Rozséhly ptehled o piirodnich latkdch inhibujicich AChE i BuChE uvadi napt. diserta¢ni

prace Jakuba Chlebka’”’.

3.2.3.2 N-Methyl-D-aspartdtové receptory

Excita¢ni glutamatergni transmise ptfes N-methyl-D-aspartatové receptory (NMDARs) je
klicova pro synaptickou plasticitu a Zivotnost neuronti. Glutamat je nejhojnéj$im transmiterem
v savéi CNS, kde se nachazi skoro vyhradn& uvnité bungk®’®. Nadméra aktivita NMDARs
muze zplUsobovat excitotoxicitu a urychlovat bunéénou smrt, coz dava podklad k moznému
mechanismu neurodegenerace u AD. Glutamatergni hypotéza fikd, Ze postupny kognitivni
upadek u pacientii s AD je zptisoben smrti neuronti zptisobenou nadmérnou aktivitou NMDARs
a naslednym zvySenim intracelularniho véapniku. N&kolik studii ukéazalo, ze rozpustné AP
oligomery a t-protein mohou reagovat s glutamat-signalizujicimi proteiny zapojenymi
v glutamatovém vychytavani a recyklaci, jako pravé napt. NMDARs, coZ poté vede
k glutamatergni excitotoxicité’”®. Neni tedy divu, Ze ngkteré 1écebné postupy AD jsou
soustfedény pravé na tento mechanismus. V soucasnosti je v CR jakoZto antagonista NMDARs
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jedinou schvalenou lé¢ivou latkou memantin™, nicméné v soucanosti probihd 3. faze

klinickych testi u kombinace deuterizované¢ho dextrometorfanu (Obr. 27) a chinidinu

(AVP-786)%!.
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Obr. 27 Deuterizovany dextrometorfan.
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3.2.3.3 Glykogen syntasa kinasa-3f

Dutlezitou roli ve formaci NFTs, které jsou neuropatologickou charakteristikou AD, hraje
glykogen syntasa kinasa-3f (GSK-3, EC 2.7.11.26). Jedna se o multifunkcni serin/threonin
kinasu, ktera je kli¢ovou soucasti mnoha signalnich drah®®?. Hraje velmi dileZitou roli pii
bunécnych procesech, jako je regulace bunécného cyklu, diferenciace a proliferace. Nedavno
bylo vsak zjisténo, ze GSK-3p hraje velmi dulezitou roli i v neurodegeneraci, a to obzvlaste pti
AD*®. Piilisna exprimace a aktivita GSK-3B u AD pfispiva k poskozeni paméti,
hyperfosforylaci t-proteinu, zvysSené tvorby P-amyloidu a zanétlivé odpovédi mikroglii
zptisobené mistnimi plaky®®’. Jelikoz fosforylace t-proteinu je primarné zavisla na GSK-3p a
cyklin-dependentni kinase 5 (CDKS, EC 2.7.11.22), jejich inhibice se jevi jako dal§i slibna
strategie pro boj s AD4 Rada latek s aktivitou proti GSK-3B byla uz v minulosti
dokumentovana*®>*%, Inhibi¢ni potencial vykazuji i n&které rostlinné alkaloidy, jako napf.
bisindolové derivaty indirubiny z rostlin tradi¢ni ¢inské mediciny Indigofera tinctoria L.

)*87_ né&které alkaloidy ¢eledi Amaryllidaceae®®®,

(Fabaceae) a Isatis tinctoria L. (Brassicaceae
nebo alkaloidy z motskych hub (hymenialdisin, agelastin A**°, manzaminy>*°). Jako inhibitor
hyperfosforylace t-proteinu je v soucasnosti ve 3. fzi klinického testovani derivat methylenové

modii LMTM?3! (Obr. 28).

indirubin manzamin A LMTM

Obr. 28 Vybrané ptirodni inhibitory GSK-3p.

3.2.3.4 Prolyl oligopeptidasa

V poslednich letech ziskala prolyl oligopeptidasa (POP, EC 3.4.21.26) na vyznamnosti jakozto

cilova struktura pro lécbu schizofrenie, bipolarni afektivni poruchy a kongnitivnich poruch,

které jsou ptitomny i pii AD. POP je cytosolova serinova proteasa, ktera §tépi peptidovou vazbu

na karboxylovém konci prolinu®!, a je primarné exprimovéna v hipokampu, hypothalamu,
1392

amygdale, mozkové klife a v oblastech bazalnich ganglii®”“. Ma regulatorni funkci v mnoha

fyziologickych procesech, nebot’ jejimi substraty jsou hormony, neuroaktivni peptidy a riizné
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bunééné faktory>**3**. Jeji redukovana aktivita koreluje s patologii t-proteinu a zavaznosti
stavu AD*%. Podil na §tépeni neuropeptidii ukazuje na spojeni POP s uenim a paméti. Z téchto
pohledd se inhibice POP jevi jako zajimavy podpirny cil pii 1é¢bé AD*%, coz je implikovéano i
v n&kolika dalsich studiich®**%*7. Mezi nejvyznamnéjsi piirodni inhibitory patii isochinolinovy
alkaloid berberin®*® a flavonoidni glykosid baikalin®*’, které se pouzivaji jako standardy pii
stanoveni této aktivity. Aktivita byla nalezena i u alkaloidi napt. z Peumus boldus Molina
(Monimiaceae) *°°, Fumaria officinalis L. (Papaveraceae)*! a nékterych alkaloidi rostlin ¢eledi

Amaryllidaceae*’?.

¢
N*
\o A
o

- berberin baikalin

Obr. 29 Vybrané prirodni inhibitory POP.

3.2.3.5 p-Sekretasa 1

B-Sekretasa, neboli ,,beta-site APP cleaving enzyme 1 (BACEI1, EC 3.4.23.46), na rozdil od
a-sekretasy u zdravych jedinct, $tépi amyloidni prekurzorovy protein amyloidogenni cestou,
kdy vznikaji nerozpustné fragmenty o 42 a vice aminokyselinach (AP42). Ty se nasledné
kumuluji a tvofi B-amyloidni plaky. Jeji inhibitory ptfedstavuji dalsi potencidlni cil 1é¢ivych
struktur®®. Prozatim se v klinickych testech jako reverzibilni inhibitor BACE1 udrzel pouze

t381

atabecestat®®’. Zarovenl je snaha najit latky schopné podpofit funkci neamyloidogenni

a-sekretasy. Ve 2. fazi klinickych testli se jako jeji stimuldtory nachézeji etazolat, acitretin a

t381

(—)-epigallokatechin-gallat’®’, zatimco u bryostatinu (makrocyklicky lakton z motského Cerva

Bugula neritina) 2. faze uz Gspé$né prob&hla*® (Obr. 30). Do ptirodnich inhibitort BACE1

495 furanokumariny*®®, derivaty stilbenu (vitisin A, B)*7,

patfi dale napf. kurkuminoidy
katechiny ze zeleného ¢aje*®®, protoberberiny z Coptis chinensis Franch. (Ranunculaceae)*®’,

nebo isochinolinové alkaloidy z Corydalis cava (L.) Schweigg. et Korte (Fumariaceae)*®>.
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Obr. 30 Vybrané latky ovliviujici tvorbu B-amyloidnich plaki.

3.2.3.6 Monoaminooxidasa

Je znamo, Ze patologické procesy jako neurodegenerace a deprese souvisi s nizkymi hladiny
monoaminovych neurotransmiterti. Aktivovand monoaminooxidasa (MAO, EC 1.4.34) v
mozku pacientd s AD je jejim biomarkerem a piedpoklada se, Ze zpusobuje nadmérnou
produkci hydroxylovych radikald, coz spousti biochemickou kaskddu vedouci k ukladani
AB-plaki*!®*!, Lidska MAO se vyskytuje ve dvou isoformach (MAO-A, MAO-B), které jsou
odliSeny rozdilnymi aminokyselinami, 3D strukturou, distribuci v tkanich a organech, inhibi¢ni
senzitivitou a substratovou specifitou. Aktivovana MAO-B vede ke kognitivnim dysfunkcim,
ni¢i cholinergni neurony, zplsobuje rozvrat cholinergniho systému a pfispiva k formaci
amyloidnich plakii*'?. Inhibitory MAO maji neuroprotektivni G¢inky spojené s oxidaénim
stresem, coZ je zadouci vlastnosti pro vyvoj multi-cilovych 1é¢iv AD. V soucasnosti je jako
inhibitor MAO-B v 1. fazi klinického testovani fenylhydrazidovy derivat J1473%!. Mezi ptirodni
inhibitory MAO-B patii napf. derivaty kumarinG*"®, methylpiperat, alkaloid norharman,
derivéty chinolinonu, flavonoid gankaonin A, xanthon swertianin, tetrahydrokannabinol, aj.*!*

(Obr. 31).
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Obr. 31 Vybrané inhibitory MAO-B.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Materialni vybaveni

4.1.1 Chemikalie pro izolaci a urceni struktury alkaloida

Aceton ACS cistota (VWR International, Francie) (Me2CO)
Acetonitril HPLC gradient (Lach-Ner, Neratovice) (MeCN)
Amoniak 25% vodny roztok p. a. (Lach-Ner, Neratovice) (NH3)
Benzin 1ékaisky RN (Ing. Petr Svec — PENTA, Praha)

Cyklohexan p. a. (Ing. Petr Svec — PENTA, Praha) (CsH))
Diethylamin p. a. (Ing. Petr Svec — PENTA, Praha) (EtoNH)
Diethylether p. a. (Ing. Petr Svec — PENTA, Praha) (Et,0)
Dusi¢nan bismutity zasadity (Lachema, Brno)

Ethanol 95% (Lihovar Chrudim, Chrudim) (EtOH)

Ethanol absolutni ACS ¢istota (VWR International, Francie)
Ethylacetat HPLC gradient (VWR International, Francie) (EtOAc)
n-Hexan (Lach-Ner, Neratovice) (CsH14)

Chloroform ¢&isty (Ing. Svec — Penta, Praha) (CHCl5)

Chloroform deuterizovany pro NMR analyzu — Chloroform-d 99,8 atom % D
(Sigma-Aldrich, Praha) (CDCl3)

Jodid draselny ¢isty (Lach-Ner, Neratovice) (KI)

Kyselina chlorovodikova 35% p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (HCI)
Kyselina mraven¢i LC/MS gradient (VWR International, Francie)
Kyselina trifluoroctova, ReagentPlus®, 99% (Sigma-Aldrich, Némecko) (TFA)
Kyselina vinna p. a. (Balex, Pardubice)

Methanol HPLC gradient (VWR International, Francie)

Methanol LC/MS gradient (VWR International, Francie)

Methanol p. a. (Ing. Petr Svec — PENTA, Praha) (MeOH)

Toluen p. a. (Ing. Petr Svec — PENTA, Praha) (C¢HsCH3)

Uhli¢itan sodny bezvody p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Na,CO3)
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4.1.2 Pomocny material pro izolaci alkaloidui a urcéeni struktury

Analytické TLC desky Silica gel 60 F2s4 20 x 20 cm (Merck, Némecko)
Bézné laboratorni sklo od lokalnich dodavatelt

Ktemelina Celite C 535 John‘s Manville (Sigma-Aldrich, Praha)
Neutralni oxid hlinity (63—200 um) (Lach-Ner, Neratovice)

Silikagel Kieselgel 60 GF2s54 (Merck, Némecko)

Silikagel (63—200 um) (Fluka, USA)

Silikagel susici perly (Ing. Svec — Penta, Praha)

4.1.3 Chemikalie a enzymy pro méreni inhibice cholinesteras

5,5’-Dithio-bis-(2-nitrobenzoova) kyselina (Sigma-Aldrich, Praha) (DTNB)
(Ellmanovo ¢inidlo)

Acetylthiocholin jodid (Sigma-Aldrich, Praha) (ATCh)

Berberin (Sigma-Aldrich, Praha)

Butyrylthiocholin jodid (Sigma-Aldrich, Praha) (BuTCh)
Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha)
(NaH2POq4 . 2H,0)

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

Eserin (Sigma-Aldrich, Praha)

Fosfatovy pufr (pH = 7,4) (Sigma-Aldrich, Praha)

Galantamin (Sigma-Aldrich, Praha)

Hydrogenfosfore¢nan disodny bezvody p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Na,HPOx)
Chlorid sodny p. a. (Lachema, Brno) (NaCl)

Lidské rekombinantni acetylcholinesterasa (Sigma-Aldrich, Praha) (#AChE)
Lidské rekombinantni butyrylcholinesterasa (Sigma-Aldrich, Praha) (ABuChE)

4.1.4 Rostlinny material

SuSena nat’ Vinca minor L. (60 kg) byla zakoupena od firmy Megafyt s. r. o. (Vrané nad
Vltavou, rok 2013, polozka ¢. 15607, Sarze 11062013, laboratorni protokol 10195/13, kvalita V)

v drobn¢ fezaném stavu. Botanickou verifikaci provedl prof. RNDr. Lubomir Opletal, CSec.

Zalozni vzorek byl uloZen v herbariu Katedry farmakognozie a farmaceutické botaniky

Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové, pod kodem AL-350.
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4.1.5 Pristroje a software

e Spektrometr MS-EI na GC/MS systému Agilent 7890A GC 5975 inertni MSD; EI méd
70 eV; kolona HP-5 MS (30 m x 0,25 mm X 0,25 um) (Agilent Technologies, Santa
Clara, California, USA)

e Spektrometr MS-ESI Waters Acquity qDa a detektor s diodovym polem Waters 2998
na HPLC systému Waters Autopurification™ (Milford, USA)

e Spektrometr HRMS-ESI, Waters Synapt G2Si s hybridnim analyzatorem quadrupole-
time-of-flight (Q-TOF) ptipojeny na Waters Acquity [-Class UHPLC System (Waters
Corporation, Milford, Massachusetts, USA)

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

e Polarimetr P3000 (A. Kriiss Optronic, Hamburg, Némecko)

e Rotacni vakuova odparka (RVO 004, INGOS, Praha)

e Rotacéni vakuova odparka pro poloprovozni pouziti (Laborota 20 Heidolph, Némecko)

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

e UV reader Synergy HT (Biotek, USA)

e GraphPad Prism v. 6.07 for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA)

4.2 Obecné postupy

4.2.1 Priprava Dragendorffova ¢inidla pro detekci alkaloida

Zasobni roztok byl pfipraven smiSenim roztokli @ a b v poméru 1 : 1, kde roztok a byl slozen
z 1,7 g zasaditého dusi¢nanu bismutitého a 20 g kyseliny vinné rozpusténé v 80 ml vody.
Roztok b byl slozen z 16 g jodidu draselného rozpusténého v 40 ml vody. Detekéni roztok pro
postiik TLC desek byl ptfipraven smisenim 5 ml zdsobniho roztoku s 10 g kyseliny vinné
v 50 ml vody. Toto detekéni ¢inidlo tvoii s alkaloidy intenzivni hnédo-oranzové skvrny na

svétle rizovém pozadi*!>,

4.2.2 Priprava litych desek pro preparativni TLC

Desky byly ptipraveny nalitim a rozprostfenim suspenze komercniho silikagelu Kieselgel 60
GF2s4 v destilované vodé na sklenénou podlozku. Byly pouzity dva rozméry — na sklenéné
desky s rozméry 15 x 15 cm byla nalita suspenze 6,5 g silikagelu v 18,5 ml vody; na desky
s rozméry 20 x 15 cm byla nalita suspenze 8,7 g silikagelu s 25 ml vody. Desky byly pted

pouzitim vysuSeny volnym ponechanim pfi laboratorni teploté po dobu 24 h.
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4.2.3 Preparativni TLC

Chromatografovana alkaloidni smés byla vzdy pfed d€lenim rozpusténa ve smési ethanolu a
chloroformu (1 : 1) s koncentraci 5-8 % a v tenké Cafe nanaSecim perem nanesena na
chromatografickou desku. TLC desky byly vyvijeny v chromatografickych komorach
nasycenych parami pouzité vyvijeci soustavy. Vyvijeci drdha na analytickych komercnich
deskéch byla 9 cm, na litych ptipravenych deskéach 13,5 cm. V ptipad¢ vicendsobného vyvijeni
byly desky ptred dal§im vyvijenim nejdfive v digestofi vysuSeny. Detekce délenych zon byla
provedena pod UV svétlem (A = 254 nm, A = 366 nm). Alkaloidni zény byly detekovany
postiikem krajni ¢asti desky Dragendorffovym cCinidlem (kap. 4.2.1). Separované zony se
stejnym retenénim faktorem byly spojeny; eluce latek byla provedena prolitim smési
separovanych zon s kiemelinou (1 : 1) smési ethanolu a chloroformu (1 : 1) v chromatografické
kolon¢ za snizen¢ho tlaku. Objem smési elucnich rozpoustédel byl tvofen piiblizné
15nasobkem objemu eluovaného adsorbentu. Na konci eluce byla smés prolita Sndsobnym

objemem ¢istého ethanolu pro Uplné vymyti v§ech navazanych latek.

4.2.4 Analyticka TLC

Pribézna analytické/kontrolni TLC separovanych zon byla provedena s pouZitim komer¢nich
analytickych desek TLC Silica gel 60 Fas4 20 x 20 cm, v chromatografické komote nasycené
parami pouzit¢ mobilni faze. Desky byly stfihany na vysSku 10 cm se Sitkou dle potieby.

Vyvijeci dréha byla 9 cm.

4.2.5 Analyticka HPLC/MS-ESI

Vzorky (0,2-0,3 mg) byly rozpuStény v 1 ml MeOH ¢istoty LC/MS a méfeny pomoci systému
Waters Autopurification™ HPLC/MS (Milford, USA). Ptistroj se skladal z modult Waters
Sample Manager 2767, System Fluidics Organizer, bindrni gradientové pumpy Waters 2545,
Waters 2998 detektoru s diodovym polem a Waters Acquity gDa hmotnostniho spektrometru.
Vzorky byly analyzovéany pii laboratorni teploté. Pro separaci byla pouzita kolona s reverzni
fazi XSelect® CSH™ C18 OBD™ (100 mm X 4,6 mm, 5 um) (Milford, USA). Jako mobilni
faze byly pouzity voda s 0,1% kyselinou mravenc¢i (rozpoustédlo A) a metanol s 0,1% kyselinou
mravenci (rozpoustédlo B). Pritok mobilni faze byl 1 ml/min. Elu¢ni program s gradientem byl
naprogramovan nasledovné (v/v): 0 min 5 % B, 5 min 100 % B, 8,5 min 5 % B, poté 1,5 minuty
v pocatecnich podminkach pro ekvilibraci. Optimalni hodnoty parametrd MS-ESI byly:
kapilarni napéti 0,8 kV; teplota proby 600 °C; kuzelové napéti 15 V. HPLC/MS hmotnostni
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spektra byla zaznamenéna v rozmezi od 200 do 800 m/z. Pro detekci byl rozsah PDA detektoru
nastaven od A = 190 do A = 700 nm. HPLC/MS-ESI analyzy byly provedeny v pozitivnim

iontovém rezimu.

4.2.6 Preparativni HPLC

Mnozstvi vzorku k dispozici bylo rozpusténo v MeOH Ccistoty LC/MS v koncentraci cca
10 mg/ml. Separace byla provedena na stejném systému jako analyticka HPLC (kap. 4.2.4)
s nasledujicimi podminkami pfizpisobenymi pro preparacni proces. Byla pouzita kolona
s vétSim primérem XSelect® CSH™ Prep C18 OBD™ (100 mm x 19 mm, 5 um) (Milford,
USA). Jako mobilni faze byly pouzity opét voda s 0,1% kyselinou mravenéi (rozpoustédlo A)
a methanol s 0,1% kyselinou mravenci (rozpoustédlo B). Pritok mobilni faze byl 25 ml/min s
nastiiknuty objemem vzorku 900 pl. Elu¢ni program s gradientem byl pro prepara¢ni podminky

nastaven nasledovné (v/v): 0 min 0 % B, 8 min 26,7 % B, 9 min 0 % B.

4.2.7 GC/MS-EI analyza

Vzorky pro analyzu (0,2—0,3 mg) byly rozpustény v 1 ml MeOH c¢istoty LC/MS a zmé&feny na
plynovém chromatografu Agilent 7890A GC 5975 s kolonou HP-5. Na kolonu byl aplikovan
objem 1 pl analyzovaného vzorku se splitem 1 : 10 pii teploté 280 °C. Pro analyzu byl pouzit
nasledujici teplotni gradient: 0 min 100 °C, 1 min 180 °C, 15 min 300 °C. Nosnym plynem bylo
helium s pritokovou rychlosti 0,8 ml/min. K detekci byl pouzit hmotnostni spektrometr
s elektronovou ionizaci pti 70 eV. Vysledky analyz izolovanych alkaloidi byly porovnany

s knihovnou spekter NIST 11 (National Institute of Standards and Technology Library, USA).

4.2.8 HRMS analyza

Vzorky (0,2-0,5 mg) byly pfed métenim rozpustény v MeCN. Spektra HRMS-ESI byla ziskana
na spektrometru Waters Synapt G2Si s ionizaci elektrosprejem v kladném modu a hybridnim
analyzatorem kvadrupdl s analyzatorem doby letu (Q-TOF) pfipojenym na Waters Acquity
[-Class UHPLC Systém (Waters Corporation, Milford, USA). U zméfenych latek bylo

porovnavano teoretické a experimentalni m/z.

4.2.9 NMR analyza
Vzorky 5-10 mg byly rozpustény v CDCI; a jejich NMR spektra zmétena na piistroji VNMR
S500 s pracujici frekvenci magnetického pole 499,87 MHz pro jadra 'H, a frekvenci
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125,70 MHz pro jadra '*C. K ozafovani a detekci signalu byla pouzita Sirokopasmova
dvoukandlovéa gradientni sonda s regulaci teploty OneNMR. Hodnota chemickych posuni byla
meétena jako 6 ppm (pars per milion) nepiimo vztazena ke standardu TMS pomoci zbytkového
signalu rozpoustédla. Pro rozpoustédlo CDCIl3 jsou hodnoty chemického posunu pro atom
'"H § = 7,26 ppm a pro atom '3C & = 77,0 ppm. Ziskana data méfeni jsou uvedena v poiadi:
chemicky posun §, integrovana intenzita spekter 'H, multiplicita (s: singlet, d: dublet, dd: dublet
dubletu, t: triplet, q: kvartet, m: multiplet) a integrani konstanta J [Hz]. Méfeni probihalo
za laboratorni teploty 25 °C.

Dvoudimenzionalni (2D) NMR experimenty gCOSY, gHSQC, gHMBC a NOESY byly
meéieny standardnimi sekvencemi dodanymi firmou Varian. Parametry méfeni byly stanoveny
podle mnozstvi vzorku, jeho Cistoty a molekulové hmotnosti.
gCOSY (gradient corelation spectroscopy): crosspeak se objevuje mezi protony, které maji
piimé spojeni proton-proton pies tfi vazby, 3JHH.
gHSQC (gradient heteronuclear single quantum coherence): jedna osa ptedstavuje 1H a druha
13C. Tato spektra predstavuji korelace mezi H a C ptes jednu vazbu.
gHMBC (gradient heteronuclear multiple bond coherence): technika, jez pomaha urcit
korelace C s H pies 3 vazby (ptipadné i 2 nebo 4 vazby).

NOESY (nuclear overhauser effect spectroscopy): crosspeak se objevuje mezi protony od sebe

vzdalenymi do 6 A a jeho intenzita kles4 se zvysujici se vzdalenosti protonii v prostoru.

4.2.10 Opticka otacivost
Opticka otacivost izolovanych alkaloidii rozpusténych v MeOH, nebo CHCI3 byla zmétfena

pomoci polarimetru P3000 jako specificka otacivost podle nasledujiciho vzorce:

100 - a

[alb = 1

kde: t je teplota pti méfeni [°C]; D je vinova délka D-linie sodikového polarizovaného svétla
(A =589,3 nm); a je naméfena opticka otacivost [°]; ¢ je koncentrace dané latky [g/100 ml];

[ je délka méftici kyvety [dm]. Vysledek byl vypocitan jako primér z péti méfeni.

4.2.11 Ptiprava cCinidel a enzymu pro méfeni biologickych aktivit

4.2.11.1 Roztoky cinidel pro méieni inhibicni aktivity hAChE, hBuChE

Roztok 5 mM DTNB byl piipraven rozpusténim navaZzeného mnozstvi DTNB ve 100 mM
fosfatovém pufru o pH 7,4. Roztok byl ¢iry az mirné Zluty. Roztok byl uchovéavan v chladnic¢ce

pii 4 °C maximalné po dobu jednoho tydne.
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Roztok 10 mM ATChI byl pfipravem rozpusténim odpovidajiciho mnozstvi latky ve vode¢ tak,
aby bylo dosazeno koncentrace 10 mM. Pripraveny Ciry roztok byl uchovavan v chladnicce
pfi 4 °C maximalné po dobu jednoho tydne.

Roztok 10 mM BuTChlI byl pfipraven rozpusténim odpovidajiciho mnozstvi latky ve vodé
tak, aby bylo dosazeno koncentrace 10 mM. Takto pfipravené Ciré ¢inidlo bylo uchovavano

v chladnicce pii 4 °C maximalné po dobu jednoho tydne.

4.2.11.2 Priprava fosfatového pufiru

Fosfatovy pufr o koncentraci 100 mM s pH 7,4 byl pfipraven smisenim 57 ml roztoku A, 243 ml
roztoku B a 300 ml vody. Zéasobni roztok A byl 200 mM roztokem NaH>PO4 (1 litru roztoku
obsahoval 24,0 g NaH>POy4). Zasobni roztok B byl 200 mM roztok Na;HPOj4 (1 litru roztoku
obsahoval 28,4 g Na,HPO,).

4.2.11.3 Priprava enzymii

Enzymy byly pfipraveny rekombinantni technologii na Katedie chemie Pfirodovédecké
fakulty, Univerzity Hradec Kralové. Bylo pouzito médium obsahujici enzymy, které byly v ¢as
potfeby nafedény 100 mM fostatovym pufrem o pH 7,4 tak, aby hodnota absorbance byla pro
AChE 0,08-0,15 a pro BuChE 0,15-0,20. Médium bylo podle potieby rozdéleno, zamrazeno a

uchovavano pfi teploté —22 °C do doby pouziti.

4.2.11.4 Stanoveni vlastni aktivity enzymii

Do Sesti jamek mikrotitratnich desticek bylo napipetovano 8,3 ul fosfatového roztoku
rekombinantni cholinesterasy (#AChE, nebo #ABuChE), bylo ptidano 283 pl 5 mM DTNB a
8,3 ul DMSO. Po promichani byla smés inkubovana v komote readeru pii 37 °C po dobu
5 minut, potom bylo pfidano 33,3 pl roztoku substratu (10 mM ATCh, nebo BuTCh) a byla
zméfena absorbance pii A = 412 nm vInové délce svétla v casovém rozmezi 1 minuty. Podle

vzorce v kap. 4.4.1 byla stanovena aktivita a byl vypocten primér se smérodatnou odchylkou.

4.3 1zolace alkaloida z nati Vinca minor L.

4.3.1 Vyvijeci soustavy pro preparativni a analytickou TLC
e S1:Ce¢His: EtOAc: ENH (30:11:1)
e S2: C¢HsCHj3 : EtOAc : EbNH (40 : 15: 1)
e S3: CeHi: Benzin : Et2NH (40 : 10 : 2)

55



e S4: CHCIl;3 : EtOAc : MeCN : TFA (40:5:5:0,1)
e S5:CHCIl3: MeCN : TFA (40:10:0,1)

e S6: CHCIl3: MeCN : TFA (25:25:0,1)

e S7:CeH; : Benzin : ENH (20 : 30 : 4)

o S8:CeHi: EtNH (95 :5)

e S9: CeHi : C¢HsCHj3 : EtoNH (65 : 30 : 5)

e S10: C¢H; : C¢HsCHs : Et2NH (20 : 80 : 2)

e S11: C¢H; : C¢HsCHs : Et2NH (50 : 50 : 2)

e S12: C¢H; : EtOAc : EtNH (70 :30: 1)

e S13: C¢HsCHj3 : Et2NH (95 : 5)

e S14: C¢His : CeHsCHs : EtoNH (45 : 45 : 10)

e S15: C¢Hs5CH3 : CHCIls : EtaNH (70 : 25 0 5)

e S16: C¢His : CéHsCH3 : EtOAc : EoNH (20:10: 11: 1)
e S17: EtOAc: MeCN : TFA (40 : 10:0,1)

e S18: C¢Hi : Me2CO : EtoNH (60 : 40 : 2)

o S19: C¢His : CéHsCHs : EtoNH (45 : 45 :5)

o S20: C¢His : EtNH (90 : 10)

e S21: EtOAc : MeOH : Et:NH (40 : 10 : 2)

e S22: MeCN : MeOH : TFA (40 : 10:0,1)

o S23: C¢HsCHj3 : EtOAc : EoNH (30 : 20 : 4)

4.3.2 Priprava precisténého alkaloidniho extraktu

Drobné fezana suché nat’ Vinca minor L. (60 kg) byla dale rozemleta do velikosti ¢astic 2 mm
a postupné extrahovéana 95% ethanolem (500 g drogy vateno 2x s 3 1 EtOH po dobu 30 minut).
Spojeny sumarni extrakt byl odpatfen na vakuové odparce. Po rozpusténi v 5% HCl byla vznikla
Sedo-zelena sedlina odfiltrovana. Hnédy filtrat byl alkalizovan vodnym roztokem 25% NH3 na
pH 9-9.,5. Precipitat alkaloidi byl extrahovan CHCI3 (celkem 5% 15 1). Chloroformovy
alkaloidni vytfepek byl odpafen do sucha s vytézkem 454 g tmavé hnédého, viskézniho
odparku. Vodna faze nebyla dale zpracovana. Tento odparek byl s 9 1 CHCI3 prefiltrovan pies
neutralni oxid hlinity (4,5 kg; deaktivovany 6 % vody). Takto ptecistény extrakt byl na odparce
zakoncentrovan na 200 g tmavé hnédého zbytku. Tento postup byl rovnéz popsan v predchozich

diplomovych pracech z Katedry farmaceutické botaniky*!6-41°,
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4.3.3 I1zolace alkaloidii
Precistény alkaloidni extrakt byl na velké sloupcové chromatografii (Tab. 3) rozdélen na 531
frakci, které¢ byly nésledné na zéklad¢ kontrolniho TLC spojeny do 19 alkaloidné bohatych
frakci (Obr. 32-34). Tab. 3 je ptevzata a doplnéna z ptedchozich diplomovych praci z Katedry
farmaceutické botaniky*'®*!°. Pro izolaci alkaloidd byla v rAmci této prace vybrana spojena
frakce €. 8, kterd po odpareni rozpoustédla méla nejvétsi hmotnost (27 g). Kontrolni TLC
rovnéz ukdzalo bohaty podil alkaloidi (Obr. 32). Vybrand frakce byla separovdna dalsi
sloupcovou chromatografii na 97 frakci (Tab. 4), které na zéklad¢ kontrolniho TLC byly
spojeny do frakci A—H (Obr. 35). Tyto frakce byly pro izolaci Cistych alkaloidnich latek dale
zpracovany metodami tenkovrstvé chromatografie a krystalizaci.

Vsechny frakce, podfrakce a izolované latky byly pro pribézné skladovani vysuSeny ve
vakuovaném exikatoru nad perlami silikagelu po dobu min. 12 hodin, a poté uloZeny

v chladnicce v uzaviené sklenéné vialce pii 2—6 °C.

Tab. 3 Sloupcova chromatografie piecisténého alkaloidniho extraktu*!6-419,
Mnozstvi odparku 200 g
CHCI3 na rozpusteéni odparku | 300 ml
Adsorbent na roztér 500 g
1.7 . e . . : ’ 0 .
Adsorbent Iglilétralm oxid hlinity (63—200 pm); deaktivovany 6 % vody;
Délici vrstva ve sloupci J15x35cm
Vrstva s extraktem @15 x2,9cm
Mrtvy objem 4,41
Frakce 500 ml
Doba toku 1 frakce 25 min
Silica gel 60 F2s4 (Merck); soustavy S1, S20, S22, S23;
Kontrolni TLC vyvijeni 1-2x%; detekce pod UV % =254 nm a Dragendorffovo
¢inidlo
Spojené Odparek .
frakce & Frakce Eluce (2) Popis
1-16 Benzin + 5 % CHCI3 5 o
1 ; 0 Vylouceno, bez alkaloidi
17-26 Benzin + 10 % CHCI3
2 27-48 Benzin + 10 % CHCl; 0,82 Zluty, voskovity
49-66 Benzin + 10 % CHCI3 5 .
3 - 0 Vylouceno, bez alkaloida
67-72 Benzin + 12,5 % CHCl;
73-90 Benzin + 12,5 % CHCIl3 o ’ '
4 9198 | Benzin+ 15 % CHCL 1,44 Hnédocerveny, velmi
viskdzni
99-105 Benzin + 15 % CHCI3
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Spojené Odparek .
frakee & Frakce Eluce () Popis

106-110 Benzin + 20 % CHCls

5 111-120 Benzin + 20 % CHCI; 0,26 Zlutohnéd}'/, velmi viskdzni

6 121-127 Benzin + 25 % CHCI3 0,28 Zlutohnéd}'/, velmi viskozni

7 128-146 Benzin + 25 % CHCl3 10,81 Ridky, svétle hnédy
147-154 Benzin + 25 % CHCl3
155-180 Benzin + 30 % CHCI

8 enzin + 30 % CHCI, 27,03 Hnédy, velmi viskozni
181-194 Benzin + 30 % CHCl3
195214 Benzin + 35 % CHCl3
215218 Benzin + 35 % CHCls
219-232 Benzi 40 % CHCI

9 cnzn 7 o L 20,75 Tmavé hnd§, pevny
232-246 Benzin + 40 % CHCl;
247-258 Benzin + 45 % CHCl;
259-266 Benzi 45 % CHCI )

10 enzin + 45 % CHCL, 1,51 Tmavé hnédy velmi fidky
267271 Benzin + 50 % CHCl;
272-294 Benzin + 50 % CHCI1

11 enz%n 2 s 4,82 Hnédocerveny, pevny,
295-298 Benzin + 55 % CHCls

1 299-318 Benzin + 55 % CHCl3 8 64 Tmavé hnédy, velmi
319-322 Benzin + 60 % CHCl; ’ viskozni
323-338 Benzin + 60 % CHCl; T < hmadd. velmi

13 339-362 | Benzin + 70 % CHCls 12,93 maviis?{zzi’i veimt
363-377 Benzin + 85 % CHCl;
378-382 Benzin + 85 % CHCI

14 cnzin : > 1,74 Tmavé hnédy, pevny
383-389 CHCIl5 + 2 % EtOH

15 390-399 CHCI; + 2 % EtOH 8,79 Tmavé hnédy, pevny
400406 CHCIls + 2 % EtOH

16 407-414 CHCl; + 2 % EtOH 18,38 Tmavé hné&dy, pevny
415-430 CHCIs + 4 % EtOH
431-434 CHCIs + 4 % EtOH

' 435-442 CHCL; + 6 % EtOH 1270 Tmavé hnédy, pevny,
443-466 CHCIls + 8 % EtOH ’ snadno lze rozetfit
467-483 CHCI; + 12 % EtOH

18 484-494 CHCls + 20 % EtOH 4,81 Tmave hnédy, pevny,

snadno lze rozetfit

495-507 | CHCIs + 30 % EtOH o ,

19 508-528 CHCls + 40 % EtOH 6,47 Tmave hnédy, pevny,

snadno lze rozetfit
529-532 EtOH
Celkem 142,27 g
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U.l v

Obr. 32 Kontrolni TLC spojenych frakci 27-298. Soustava S1, vyvijeni 2x, detekce

Dragendorffovym ¢inidlem*!641%,

Obr. 33 Kontrolni TLC spojenych frakci 272-430. Soustava S23, vyvijeni 2%, detekce

Dragendorffovym ¢inidlem*’!.
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Obr. 34 Kontrolni TLC spojenych frakci 431-531. Soustava S22, vyvijeni 2%, detekce
Dragendorffovym ¢inidlem.

Tab. 4 Sloupcova chromatografie spojenych frakei ¢. 8.

Mnozstvi odparku

27g

Adsorbent na roztér

8¢g

Adsorbent

Silikagel 63—200 pm; deaktivovany 10 % vody; 1,5 kg

Délici vrstva ve sloupci &7 %63 cm
Vrstva s extraktem d7%x25cm
Mrtvy objem 2200 ml
Frakce 500 ml
Doba toku 1 frakce 35-40 min

Silica gel 60 F2s4 (Merck); soustava S1; vyvijeni 2x; detekce pod

Kontrolni TLC UV piiA=254nmai=355nm
Oznaceni Sg g;r;é Frakce Eluéni systém Od%)ga)rek Popis

B 157 1-21 CHCI3+ 20 % Benzin 0 0
22-27 CHCl; 0 0

A 28-34 | 28-34 CHCl; 0,59 Hnédy, krystalicky
35-37 CHCI3 5 - ‘

B 35-55 | 3853 | CHC+1%EtOH | 11,82 Svetieisfgzgz'ﬁfgélgelml
54-55 | CHCL+ 2 % EtOH

C 56-57 | 56-57 | CHCIs; + 2 % EtOH 1,36 Svétle hnédy, tidky

D 58-63 | 58-63 | CHCI; + 2 % EtOH 3,13 Svétle hnédy, olejovity

E 64-68 | 64-67 | CHCI; +2 % EtOH 1,02
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Svétle hnédy, hrubé
0 )
68 CHCI; + 5 % EtOH krystalicky
Svétle hnédy, viskozni
__ __ [} B )
F 69-75 | 69-75 | CHCIl; + 5 % EtOH 0,87 drobné krystalicky
G 76-78 | 76-78 | CHCI; + 5 % EtOH 0,41 Sveﬂev?srllfgl’ivelml
79-83 | CHCls+ 5 % EtOH viskézni. sy
H 79_97 3 0 2.38 Velmi Vlskvoz?l, svetle
84-97 | CHCIs + 10 % EtOH hnédy
Celkem 21,58

Obr. 35 Kontrolni TLC spojenych frakci A-H (zleva do prava). Soustava S1, vyvijeni 2x,
detekce pod UV pii A = 254 nm (vlevo) a A =355 nm (vpravo)*!°.

Z frakce A (0,59 g) krystalizaci z roztoku EtOH bylo vylou¢eno 29,3 mg bilé praskovité latky
nealkaloidni povahy. Z matecného louhu byly preparativni chromatografii dvojitym vyvinutim
v soustavé S2 ziskany 3 alkaloidni zony (A1l: 85,3 mg s Rr 0,83; A2: 25,8 mg s Rr 0,70;
A3: 12,4 mg s Rr 0,55). Alkaloidni zéna A1 po krystalizaci ze smési CHCI3 : EtOH (1: 1)
poskytla 54,4 mg bilé krystalické latky VR-1, zatimco alkaloidni zoéna A2 po krystalizaci ze
stejné smesi rozpoustédel poskytla bilou krystalickou latku VR-2 (25,8 mg). Ze tfeti zony A3

se nepodafilo identifikovat pfitomnou alkaloidni latku.
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Frakce B (11,82 g) byla rozpusténa ve 30 ml 5% HCI za tepla (pH 1), roztok byl zfedén na
50 ml vodou, zfiltrovan pfes vrstvu kiemeliny, ochlazen a zfedén na 200 ml. Kysely roztok
chloridt byl vytiepan 4x 50 ml Et;O, éterova frakce byla oddestilovana. Takto pted¢istény
roztok chloridl byl alkalizovdn vodnym roztokem 10% Na;COs na pH 9-10, kdy se vyloucila
husta bila srazenina. Suspenze byla vytfepana 5x 50 ml Et,O, éterova frakce byla poté opét
oddestilovéana. Tento postup byl opakovan jeste jednou. Pevny vypadek alkaloidi byl zfiltrovan
pfes fritu, promyt destilovanou vodou a vysusen ve vakuu. Eterovy extrakt z kyselého roztoku
byl vyloucen. Vzniklo 5,21 g svétle okrové, praskovité latky. Mnozstvi 85 mg této latky bylo
rozpusténo ve 2 ml EtOH a postupné bylo pfidano 40 ml destilované vody. Tato suspenze byla
zahuSt'ovéana na odparce pii 40 °C. Pfi odpafovani krystalizovala bil4 latka, kterd byla nasledné
odfiltrovana na frité, promyta vodou a vysusena. Bylo ziskdno 37,5 mg drobné¢ krystalické latky

VR-3.

Frakce C (1,36 g) byla rozdélena preparativni tenkovrstvou chromatografii dvojitym
vyvinutim v soustavé S1 na 6 alkaloidnich zén (C1: Rr 0,90; C2: Rr 0,80; C3: Rr 0,72; C4:
Rr 0,65; CS5: Rr 0,55; C6: Rr 0,45).

Zbéna C1 (172,2 mg) byla n€kolikanasobné preciSténa na analytickych TLC deskéch.
Nejprve vyvijenim v soustavé S3 (vyvijeni 2X) bylo ziskdno 147,4 mg zoény C1-1 (Rr 0,69).
Precisténim této zony v dalsi soustavé S4 na analytickych TLC deskach bylo ziskano 61,2 mg
z6ny C1-1-1 (Rr 0,84). K dal§imu preciSténi bylo pouZito znova vyvinuti na analytickych TLC
deskach v soustavé S5. Bylo ziskano 26,0 mg latky (Rr 0,81), které bylo potieba znovu precistit
na analytickych TLC deskach, tentokrat v soustavé S6. Konec¢nych Cistych 12,6 mg pattilo
cervené amorfni latce VR-4 (Rr 0,90).

Zdbna C2 (121,8 mg) byla podle kontrolniho TLC spojena se zénou G1 (viz niZe) a separaci
na TLC analytickych deskach v soustavé S3 (vyvijeni 2%) bylo po piecisténi ziskano 27,3 mg
oranzového prasku latky VR-5 (Rr 0,55).

Zona C3 (355,6 mg) byla preparativni TLC na litych deskach v soustavé S3 (vyvijeni 3x)
rozdélena na 3 dalsi alkaloidni zony, z nichZ jenom jedna se ukazala jako vhodna k ziskani cisté
alkaloidni latky (C3-1: Rr 0,54). Tato zéna (245,4 mg) byla na litych TLC deskach opét
ptecisténa v soustavé S7 s poskytnutim 120,0 mg hlavni zony (C3-1-1: Rr 0,44). Tato zona po
findlnim ptecisténi na analytickych TLC deskach v soustavé S6 poskytla 98,1 mg latky VR-6
(Rr 0,67) tmavé Zluté barvy a viskdzni konzistence.

Zo6na C4 (130,3 mg) byla preparativni TLC na litych deskach v soustavé S8 (vyvijeni 2x)
rozdélena na n¢kolik zon, z nichZ celkovych 69,0 mg hlavni alkaloidni zény (Rr 0,49) bylo
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pouzito pro dalsi precisténi na analytickych TLC deskach v soustavé S5. Timto se ziskalo
44,4 mg cisté bilé krystalické latky VR-7 (Rr 0,87).

Zona C5 (230,2 mg) byla preparativni TLC na litych deskach v soustavé S5 rozdélena na
dvé podzony (C5-1: Rr 0,79; C5-2: Rr 0,67). Podzona C5-1 se skladala ze 128,2 mg ¢isté zluté
praskovité latky VR-8. Podzona C5-2 (34,1 mg) byla ptecisténa na analytickych TLC deskach
v soustavé S9 (vyvijeni 2x) se ziskem 18,8 mg svétle hnéd¢ krystalické latky VR-9 (Rr 0,54).

Zdbna C6 (75,4 mg) po opakovaném precisténi na analytickych TLC deskach v soustavé S8
(vyvijeni 4%) poskytla 19,7 mg zluté praskovité latky VR-10 (Rr 0,40).

Frakce D (3,13 g) byla preparativni TLC na litych deskach v soustavé S8 (vyvijeni 2x)
rozdé¢lena na 4 hlavni alkaloidni zony (D1: Rr 0,58; D2: Rr 0,47; D3: Rr 0,40; D4: Rr 0,33).
Zdbna D1 (545,5 mg) byla precisténa na litych TLC deskéach v soustavé S10 (vyvijeni 3x) se
ziskem 450 mg podzony D1-1 (Rr 0,41). Tato podzéna musela byt déle pfeciSténa na litych
TLC deskéch v soustavé S6 se ziskem 77,3 mg jediné alkaloidni zony D1-1-1 (Rr 0,71). Tato
zona po finalnim precisténi na komerénich TLC deskach v soustavé S11 (vyvijeni 2x) poskytla
33,9 mg bézové praskovité latky VR-11 (Rr 0,45).
Zb6na D2 (51,5 mg) byla nekolikrat ptfecisténa na komercnich TLC deskéch v soustavé S6
se ziskem 9,8 mg bilého prasku latky totozné s VR-3 (Rr 0,44) rovnéz ziskané z frakce B.
Zéna D3 (138,1 mg) byla separovdna na analytickych TLC deskach v soustavé S12
na 3 hlavni dalsi alkaloidni podzony (D3-1: Rr 0,47; D3-2: Rr 0,37; D3-3: Rr 0,26). Podzona
D3-1 se skladala jenom z 26,0 mg Cisté slouCeniny, ktera presné odpovidala latce VR-9 z frakce
C5-2. Podzéna D3-2 (33,1 mg) byla pteciSténa na komercénich TLC deskach v soustavé S5 se
ziskem 24,4 mg bilé krystalické slouCeniny (Rr 0,82) odpovidajici latce VR-8 z frakce C5-1.
Podzona D3-3 (15,3 mg) byla také opakované pieciSténa na komercnich TLC deskach
v soustaveé S5 se ziskem 8,2 mg Zlutého prasku (Rr 0,67) odpovidajici latce VR-10 z frakce C6.
Zona D4 (625,5 mg) obsahovala bilou krystalickou latku VR-12 (499,4 mg), ktera byla
ziskéana krystalizaci ze smési CHCIl; : EtO (1 : 2).

Frakee E (1,02 g) byla preparativni TLC na litych deskéach dvojitym vyvinutim v soustavé S1
rozdélena na 3 alkaloidni zény (E1: Rf 0,50; E2: Rr 0,36; E3: Rr 0,22), které byly dale
zpracovany.

Zo6na E1 (180,0 mg) byla n€kolikrat pfe€isténa na analytickych TLC deskach v soustavé S3
(vyvijeni 3%) se ziskem 36,8 mg (Rr 0,44) svétle hnédého prasku latky VR-13.
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Zona E2 (219,8 mg) byla na zakladé kontrolniho TLC spojena se zonou G3 (viz nize). Tyto
spojené zony (dohromady 241,6 mg) byly nejdiive precistény na litych TLC deskach v soustave
S3 se vznikem nékolika dalSich zon, z kterych pro dal§i zpracovéani byla vybrana hlavni
alkaloidni zona E2-1 (Rr 0,28). Tato zoéna (52,3 mg) byla dale ptecisténa na analytickych TLC
deskach v soustavé S13 s poskytnutim 11,7 mg hlavni alkaloidni latky (Rr 0,67). Tuto latku
bylo potieba dale precistit. Vzhledem k malému mnozstvi bylo pouzito semi-preparativni
HPLC. Timto kone¢nym ptecisténim bylo ziskdno 10,0 mg bezbarvych krystala latky VR-14.

Zona E3 (76,2 mg) byla podle kontrolniho TLC spojena se zonou H3-1-1 (viz nize). Tyto
zony (dohromady 208,4 mg) byly dale d€leny na litych TLC deskach v soustavé S5
(vyvijeni 5%) se ziskem dvou alkaloidnich zén (E3-1: Rr 0,56; E3-2: Rr 0,47). Z6na E3-1
(62,8 mg) byla potom opakované precisténa na analytickych TLC deskach v soustavé S14
(vyvijeni 2x) se ziskem 8,9 mg oranzového prasku latky VR-15 (Rr 0,33). Ze zony E3-2 (145,3
mg), kterd byla n€kolikrat pfe€isténa na analytickych TLC deskéach v soustavé S15 (vyvijeni
2x), bylo ziskano 27,4 mg nazloutlé drobn¢ krystalické latky VR-16 (Rr 0,55).

Frakce F (0,87 g) byla zahtata na vodni 14zni, bylo do ni pfidano 0,5 ml 96% EtOH, a byla
ponechana v chladni¢ce krystalizovat. Krystalky byly odsaty, promyty EtOH a vysuSeny.
Matecny louh této frakce byl chromatografovan v soustavé S1 (vyvijeni 2x). Byly separovany
ctyti zony (F1: Rr 0,34; F2: Rr 0,34; F3: Rr 0,31; F4: Rr 0,22). Zo6ny F1, F2 a F3 odpovidaly
kontrolnimu TLC smési vyloucenych krystali. Smé&s krystali byla chromatografovana stejnym
zpiisobem jako mate¢ny louh a latky se stejnym Rk byly spojeny. Dal§im zpracovanim TLC se
vSak nepodafilo ziskat Cisté alkaloidy v dostateném mnozZstvi k urceni struktury.

Zona F4 byla preciSténa dalS$i preparativni chromatografii za stejnych podminek a

opakovanou krystalizaci z EtOH bylo ziskéno 26,5 mg bilé drobn¢ krystalické latky VR-17.

Frakce G (0,41 g) byla preparativné chromatografovana na preparativnich TLC deskach v
soustave S1 s poskytnutim 3 hlavnich alkaloidnich zon (G1: Rr 0,81; G2: Rr 0,55; G3: Rr0,31).
Zdbéna G1 (17,8 mg) byla podle kontrolniho TLC spojena se zonou C2 (viz vyse).
Zdbéna G2 (105,2 mg) byla opakované precisténa na analytickych TLC deskach v soustavé S2
se ziskem 40,3 mg bilé krystalické latky (Rr 0,80) totoZzné s VR-7, rovnéz ziskané z frakce C4.
Zob6na G3 (21,8 mg) byla podle kontrolniho TLC spojena se zoénou E1 (viz vyse).
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Frakce H (2,38 g) byla separovana TLC na litych deskéch za trojnasobného vyvinuti v soustave
S16. Bylo vybrano 5 hlavnich alkaloidnich zon (H1: Rr 0,70; H2: R 0,60; H3: Rr 0,51;
H4: Rr 0,42; HS: RF 0,12), které byly jako podfrakce dale ptecistény na TLC.

Podfrakce H1 (182,2 mg) byla na analytickych TLC deskach 2x vyvinuta v soustavé S8.
K dalsimu zpracovéni byly vybrany dvé alkaloidni zony (H1-1: Rr 0,64 a H1-2: Rr 0,33).
Ze zony H1-1 (46,2 mg) spojené se zonou H2-1 (viz nize) bylo po trojndsobném vyvinuti
na analytickych deskdch v soustavé S17 ziskdno 37,1 mg hnédé velice viskozni latky VR-18
(Rr 0,65). Zona H1-2 (48,3 mg) byla né¢kolikrat precisténa v soustavé S1 na analytickych TLC
deskach (vyvijeni 2x) se ziskem 27,5 mg tmav¢ ¢ervené amorfni latky VR-19 (R 0,66).

Podfrakce H2 (623,9 mg) byla na litych TLC deskach v soustavé S8 (vyvijeni 3X) rozdélena
na Ctyii dalsi alkaloidni zony, z nichz pro dalsi precisténi byly vybrany dvé (H2-1: Rr 0,62;
H2-2: Rr 0,51). Z6na H2-1 (9,2 mg) byla spojena s ptedchozi zénou H1-1, zatimco zéna H2-2
(265,7 mg) byla nejdiive pfecisténa v soustavé S3 (vyvijeni 3x) na litych TLC deskach, z ¢ehoz
prvni zéna (Rr 0,45; 177,6 mg) po dal$im precisténim na analytickych TLC deskéach v soustavé
S3 (vyvijeni 3x) poskytla 65,6 mg nazloutlé¢ praskovité latky VR-20 (Rr 0,50).

Podfrakce H3 (358,2 mg) byla na litych TLC deskach v soustavé S18 po jednom vyvinuti
rozdé€lena na nékolik zon, kde k dal$imu zpracovani byla vybrana nejvétsi zona H3-1 (Rr 0,33;
179,5 mg). Tato zéna byla dale separovana na analytickych TLC deskach v soustavé S19
(vyvijeni 3x). Nejvyraznéjsi zéna H3-1-1 (Rr 0,51; 132,2 mg) byla spojena se zénou E3 (viz
vyse).

Podfrakce H4 (241,3 mg) byla na analytickych TLC deskach rozdélena v soustavé S20
(vyvijeni 3x) na dv¢ alkaloidni zony (H4-1: Rr 0,59; H4-2: Rr 0,41). PieciSténim zony H4-1
ve stejné soustavé bylo ziskano 89,3 mg nacervenalého prasku latky VR-21. Zéna H4-2
(19,5 mg) po opakovaném preciSténi na analytickych TLC deskach v soustavé S5 poskytla
3,8 mg nazloutlé praskovité latky VR-22 (Rr 0,32).

Podfrakce HS (62,9 mg) byla n€kolikrat pfe€isténa na analytickych TLC deskéach v soustavé
S21 se ziskem 12,4 mg tmave Zluté praskovité latky VR-23 (Rr 0,45).

4.3.5. Urceni struktury alkaloidu

Izolované latky byly po zhodnoceni ¢istoty na analytickém TLC, GC/MS-EI, a HPLC/MS-ESI
podrobeny NMR analyze. Na zaklad¢ porovnani molekularni hmotnosti, fragmentacnich
spekter, optické otacivosti a signalii z NMR s literaturou byla ur€ena struktura. V piipadé latek
s novou strukturou nebo nedostatenymi NMR spektry v literatuie, byla tato data doplnéna a

bylo zméteno HRMS.
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4.4 Biologicka aktivita izolovanych alkaloidi

4.4.1 Stanoveni inhibi¢ni aktivity vii¢i cholinesterasam
Ke stanoveni inhibi¢ni aktivity izolovanych alkaloidl vii¢i rekombinantni ZAChE (EC 3.1.1.7)
a rekombinantni ABuChE (EC 3.1.1.8) izolovanych alkaloidii byla pouzita modifikovana

Ellmanova metoda*®?

. VSechny ¢inidla a enzymy byly piipraveny podle kapitoly 4.2.10. Méfeni
bylo provedeno na 96-jamkovych mikrodestickach z polystyrenu (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA). Médium bylo slozeno z 10 ul roztoku cholinesterasy o potiebné aktivité
(zméfené dle kap. 4.2.11.4), 20 ul DTNB (0,01 M) a 40 pl fosfatového pufru (0,1 M). Roztoky
testovanych alkaloidti (10 pl v nékolika koncentracich pottebnych k sestrojeni inhibi¢ni kiivky
pro ICso) byly 5 min v testovacim médiu preinkubovany a poté bylo ptfidano 20 pl substratu
(0,01 M ATCh, nebo BuTCH), které¢ zah4jilo reakci. Métfeni probihalo 1 min pti vinové délce
svétla A = 412 nm na pfistroji Multimode microplate reader Synergy 2 (BioTek Inc., Winooski,

VT, USA). Pro vypocet naméfené aktivity byl pouzit nasledujici vzorec:

I :(1_%) . 100,

kde A4; vyjadiuje zménu absorbance pfimo umérné inhibici enzymu a A4o znazoriiuje zménu
absorbance slepého vzorku, kdy misto roztoku inhibitor byl pfidan stejny objem fosfatového
pufru. Cim vét§i je inhibice enzymu, tim mensi je nardst absorbance. Inhibiéni aktivita
testovanych latek byla vyjadifena jako ICso a porovnana s referenénimi standardy znamych
inhibitorti (galantamin, eserin, berberin — Tab. 5). K vypo¢tim byl pouzit program GraphPad
Prism v. 6.07 for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

4.4.2 Stanoveni inhibi¢ni aktivity viici prolyl oligopeptidase

Alkaloidy, jez byly izolované v dostateném mnozstvi, byly podrobeny studiu inhibi¢niho
potencialu viici enzymu POP (EC 3.4.21.26) ve spolupraci s Katedrou toxikologie a vojenské
farmacie Fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity Obrany. Spektrofotometricky stanovena
inhibi¢ni aktivita testovanych alkaloidii byla vyjadiena jako ICso; pozitivnim standardem byl
berberin. Detailni postup je mozno nalézt v dopliikovém materidlu publikace spojené s touto

praci*?°.

4.4.3 Stanoveni inhibi¢ni aktivity viici glykogen syntase kinase-3
Studium inhibi¢ni aktivity izolovanych alkaloidii vii¢i enzymu GSK-3p (EC 2.7.11.26) bylo
provedeno ve spolupraci s katedrou Life Quality Studies na Boloniské univerzité¢ v Italii.

421

Stanoveni inhibi¢ni aktivity bylo provedeno podle luminiscenéni metody™ za pouZiti
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Kinase-Glo kitu (Promega Biotech Iberica, S.L., Spanélsko). Inhibi¢ni aktivita testovanych
latek vyjadfend jako procento inhibice enzymu pii dané koncentraci byla porovndna
s maximalni inhibi¢ni aktivitou referen¢niho standardu SB-415286 a maximalni aktivitou
enzymu bez zadného inhibitoru. Detailni postup méfeni Ize nalézt v doplitkovém materidlu

20

publikace spojené s touto praci*®, nebo v jiné publikaci vyzkumné skupiny ADINACO

zaméfené na Amaryllidaceae alkaloidy>*®.

4.4.4 Stanoveni cytotoxicity na panelu nadorovych bunék
Stanoveni cytotoxicity izolovanych alkaloidt bylo provedeno ve spolupraci s Ustavem 1ékaiské
biochemie na Lékatské fakulté¢ Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. Metoda byla provedena

podle diive publikované metody WTS-1422:423

na deviti vybranych lidskych nédorovych
bunéénych lini a jedné nenadorové. Jedna se o kolorimetrickou metodu, kterd vyuziva
tetrazoliové soli 4-[3-(4-jodofenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzen disulfonatu,
jez je v prubéhu reakce redukovan na fialovy formazan mitochondridlnimi dehydrogenasami
zivych bunék. Tato metoda je velice podobnéd rozsifené metodé MTT, méa vSak vyhody
citlivgjsiho a rychlejsiho stanoveni***. Bun&end viabilita jako procento riistu byla spocitina
v porovnani s negativni kontrolou (100 %), kdy k buiikdm namisto roztoku alkaloidd byl pfidan

pouze DMSO (do finalni koncentrace 0,1 %). Pro pozitivni kontrolu byl pouzity cytotoxicky

doxorubicin. Byl spo¢itan primér ze tfi nezavislych méteni se smérodatnou odchylkou.

4.4.5 Vypocet logBB

Na zéaklad¢é molekularni struktury byla u latek vypoctena hodnota logBB, coz je logaritmicka
hodnota poméru koncentrace latky v mozku ku koncentraci latky v krvi. Vypocet byl proveden
zadanim molekularni vzorce ve formatu SMILES do webové aplikace dostupné na

http://www.way2drug.com/geb.

4.4.6 PAMPA

PAMPA, neboli “parallel artificial membrane permeability assay®, je in vitro metoda pro
predikci priichodu potencidlniho 1é¢iva ptfes hematoencefalickou bariéru (HEB), kdy k simulaci
této membrany se pouziva polarni lipid z prase¢iho mozku*?. Stanoveni bylo provedeno ve
spolupraci s Biomedicinskym vyzkumnym centrem fakultni nemocnice v Hradci Kralové. Pro
negativni kontrolu byla vybrana znama léCiva, jez nepiestupuji pfes HEB (furosemid,

chlorothiazid, cefuroxim). Pozitivni kontrolou byla 1é¢iva, jez jsou svoji piestupnosti do CNS

67


http://www.way2drug.com/geb

znama (donepezil, rivastigmin, takrin). Detailni postup lze nalézt v doplikovém materialu

publikace spojené s touto praci*?’.

4.4.7 Stanoveni farmakokinetickych parametri

Kineticka studie pro inhibici #BuChE byla provedena jiz zminénou modifikovanou metodou
podle Ellmana (kap. 4.4.1) s tim rozdilem, Ze byly pouzity ¢tyfi rozdilné koncentrace substratu.
Stanoveni prob¢hlo ve spolupraci s Biomedicinskym vyzkumnym centrem fakultni nemocnice
v Hradci Kralové. Z rychlostnich kiivek substratu méfenych pii riznych koncentraci mérené
latky byl ur€en typ enzymatické inhibice a afinitni parametr K;. Vice detailti k postupu Ize nalézt
v publikovaném ¢lanku souvisejim s touto praci*?®, nebo v ¢lanku skupiny ADINACO

zabyvajici se alkaloidy z Berberis vulgaris L. (Berberidaceae)*?°.

4.5 Dockingova studie nejaktivnéjsi latky vici butyrylcholinesterase
Dockingova studie byla provedena ve spolupraci s Katedrou toxikologie a vojenské farmacie,
Fakulty Vojenského Zdravotnictvi Univerzity Obrany. Pfedlohova X-ray struktura proteinu

hBuChE byla ziskana z databaze www.rcsb.org s ID: 4BDS*’

. Nadockovand pozice s nevyssim
skore byla dale ovétena a vylepSena 10 ns molekularni dynamickou simulaci. Vysledna vazebna
pozice testované latky byla porovnina se znimym inhibitorem ABuChE takrinem*?® z
originalniho X-ray obrazu proteinu a 3D vizualizovana. Detailni postup dockingové studie je

k nalezeni v publikovaném ¢&lanku souvisejicim s touto praci*?°.
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5 VYSLEDKY

5.1 Izolované alkaloidy a jejich strukturni analyza

5.1.1 VR-1: (+)-Vinkaminorin

Létka na zakladé shody s experimentdlnimi daty byla uréena jako (+)-vinkaminorin!6342,

Sumarni vzorec

C22H30N20:

Molekulova hmotnost

354,49

MS-EI analyza

[M+H]* m/z (%) = 355(4), 354(15), 230(16), 229(100), 228(8), 210(5), 184(4), 177(3), 170(5),
169(3), 168(5), 167(3), 144(3), 126(8), 124(10), 110(6), 96(3), 55(4), 44(4), 42(6), 41(3)
NMR analyza

Spektra 'H i 13C byla v naprosté shodé s referenéni literaturou!®*4%
Opticka otacivost

[0]7) = +46,6° (¢ = 0,10 g/100 ml; CHCL3)
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5.1.2 VR-2: (+)-Vinkaminorein

Latka na zaklad¢ shody s experimentdlnimi daty byla urCena jako (+)-vinkaminorein, ackoliv

3

v literatute'®® byly odhaleny drobné nepfesnosti. Jejich detailni popis je dostupny

0

v publikovaném ¢&lanku souvisejicim s touto disertacni praci*?

Maiikové°.

a v diserta¢ni praci dr. Jany

Sumarni vzorec

C22H30N20;

Molekularni hmotnost

354,49

MS-EI analyza

[M+H]* m/z (%) = 355(9), 354(35), 230(17), 229(100), 228(7), 211(9), 210(56), 184(11),
177(8), 170(13), 169(6), 168(11), 167(6), 158(9), 157(7), 154(5), 144(8), 138(12), 126(9),
125(10), 124(38), 123(7), 122(6), 110(19), 96(10), 57(6), 55(6), 44(5), 42(13), 41(7)

HRMS analyza (Q-TOF/ESI)

teoretickd m/z C2oH31N203* [M+H]"= 355,2380

experimentalni m/z C2oHz1N203" [M+H]*" = 355,2390

NMR analyza:

'TH NMR (500 MHz, CDCl3) ¢: 7,50 (1H, d, J= 7,8 Hz, H14), 7,26 (1H, d, J=7,8 Hz, H17),
7,18 (1H, t, J=7,8 Hz, H15), 7,09 (1H, t, J=7,8 Hz, H16), 3,90 (1H, dd, J=4,8 Hz,
J=2,8 Hz, H3), 3,71 (3H, s, 3-COOCH3), 3,54 (3H, s, N1-CHs), 3,16 (1H, d, J=12,5 Hz,
H19), 3,00-2,89 (2H, m, H11), 2,55-2,50 (1H, m, H10), 2,46 (1H, dd, J= 13,7, J=2,8 Hz),
2,38-2,32 (1H, m, H8), 2,32-2,20 (2H, m, H8, H10), 1,97 (1H, d, J= 13,7 Hz), 1,61 (1H, d,
J=12,5 Hz, H19), 1,54-1,44 (1H, m, H7), 1,43-1,36 (1H, m, H6), 1,35-1,24 (2H, m, H7, H20),
1,24-1,12 (2H, m, H6, H20), 0,95 (3H, t, /= 7,5 Hz, H21)

13C NMR (125,7 MHz, CDCls) 6: 175,2 (C=0), 139,3 (C2), 136,8 (C18), 127,1 (C13), 120,6
(C16), 118,5 (C15), 118,0 (C14), 110,0 (C12), 108,6 (C17), 57,9 (C19), 55,3 (C8), 53,3 (C10),
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52,5 (3-COOCH3), 38,1 (C5, C3), 34,2 (C6), 33,9 (C4), 31,0 (C20), 30,2 (N1-CH3), 22,5 (C7),
22,3 (C11), 7,4 (C21)
Opticka otacivost

[a]?) =+27,6° (¢ = 0,10 g/100 ml; CHCL)
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5.1.3 VR-3: (-)-Eburnamonin

Na zakladé shody experimentdlnich dat s literaturou byla latka VR-3 urcena jako

(—-)-eburnamonin!"**3°, Latka byla v minulosti téZ ozna¢ovana jako vinkamon*!.

Sumarni vzorec

Ci9H22N20

Molekularni hmotnost

294,40

MS-EI analyza

[M+H]* m/z (%) = 295(20), 294(100), 293(85), 266(8), 265(28), 264(6), 263(6), 238(8),
237(33), 236(6), 235(4), 225(5), 224(23), 223(4), 222(8), 209(4), 208(3), 196(4), 194(4),
193(3), 181(5), 180(14), 169(5), 168(13), 167(17), 154(3), 147(4), 115(4)

NMR analyza

Spektra 'H i 1*C byla v naprosté shodé s referenéni literaturou! 7443,
Opticka otacivost

[0]70 =~72,1° (¢ = 0,11 g/100 ml; CHCL)
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5.1.4 VR-4: (—)-Minovin

Na zakladé shody experimentdlnich dat s literaturou byla latka VR-4 urcena jako

(—)-minovin!34?,

Sumarni vzorec

C22H23N>0;

Molekularni hmotnost

352,48

MS-EI analyza

[M+H]" m/z (%) = 353(6), 352(24), 267(3), 252(3), 168(6), 167(5), 125(9), 124(100)
NMR analyza

Spektra 'H i 13C byla v naprosté shodé s referenéni literaturou!6>4%,
Opticka otacivost

[0]?® = -11,1° (¢ = 0,11 g/100 ml; CHCls)

73



5.1.5 VR-5: (-)-16-Methoxyminovin

Na zdklad€¢ porovnani analytickych dat s literaturou latka VR-5 odpovidala struktute

432,433

N-methylerviceinu , avSak vzhledem k podobnosti naSich experimentalnich dat s VR-4 se

nazev (—)-16-methoxyminovin, jakozto methoxy-derivat minovinu, zdd mnohem vhodnéjsi.
Problematika je podrobnéji popsdna v publikovaném ¢lanku souvisejicim s touto praci*?® a

v disertaéni praci dr. Jany Matikové™.

Sumarni vzorec

C23H30N203

Molekularni hmotnost

382,50

MS-EI analyza

[M+H]* m/z (%) = 383(5), 382(20), 198(3), 125(9), 124(100)

HRMS analyza (Q-TOF/ESI)

teoretickd m/z C23H31N203+ [M+H]" = 383,2329

experimentalni m/z C23H31N203+ [M+H]* = 383,2336

NMR analyza

'H NMR (500 MHz, CDCl3) é: 7,10 (1H, d, J = 8,1 Hz, H14), 6,44 (1H, dd, J=8,1 Hz,
J=22Hz, HI15),6,40 (1H, d, J=2,2 Hz, H17), 3,82 (3H, s, 16-OCH3), 3,75 (3H, s, 19-OCH3),
3,23 (3H, s, N1-CH3), 3,15-3,08 (1H, m, H8), 2,93 (1H, dd, /= 8,4 Hz, /= 6,1 Hz, H10), 2,89
(1H, d, J = 16,3 Hz, H4), 2,62-2,56 (1H, m, H10), 2,48-2,38 (2H, m, ptekryv, H8, H4), 2,47
(1H, s, prekryv, H5a), 1,99 (1H, td, /= 11,2 Hz, J= 6,5 Hz, H11), 1,90-1,77 (2H, m, H7, H6),
1,63 (1H, dd, J= 11,4 Hz, J=4,6 Hz, H11), 1,56-1,49 (1H, m, H7), 1,29-1,15 (1H, m, H6),
0,94-0,86 (1H, m, H21), 0,70-0,56 (1H, m, H21), 0,66 (3H, t, ptekryv, J = 6,7 Hz, H20)

I3C NMR (125,7 MHz, CDCl3) d: 168,1 (C19), 167,4 (C2), 160,0 (C16), 148,2 (C138), 131,3
(C13), 120,9 (C14), 104,8 (C15), 96,3 (C17), 93,1 (C3), 75,3 (C5a), 56,0 (C12), 55,5
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(16-OCH3), 51,8 (C10), 50,9 (19-OCH3), 50,4 (C8), 47,1 (C11), 37,5 (C5), 36,0 (N1-CH3), 32,5
(C6), 30,1 (C4), 29,3 (C21), 22,0 (C7), 7,1 (C20)
Opticka otacivost

[a]?? =-21,2° (¢ = 0,17 g/100 ml; CHCL)
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5.1.6 VR-6: Vinkatin (smés diastereomeru 2 : 3)
Na zakladé¢ shody experimentalnich dat s literaturou byla latka VR-6 urcena jako
vinkatin?!>#4435 " nicméné NMR analyza odhalila, Ze se jedna o diastereoizomerni smés

v pom¢éru cca 2 : 3, kterou neslo rozdélit béznymi chromatografickymi metodami.

*) chiralni centra

Sumarni vzorec

C22H30N203

Molekularni hmotnost

370,49

MS-EI analyza

[M+H]* m/z (%) = 371(19), 370(76), 341(4), 339(14), 298(5), 297(25), 283(6), 267(7), 227(4),
215(26), 211(15), 200(4), 183(12), 182(92), 174(12), 173(30), 172(9), 159(7), 158(17),
144(16), 131(5), 130(12), 125(14), 124(100), 122(5), 115(5), 109(6), 108(5), 67(5), 55(9)
NMR analyza

'H i 13C spektra byla v naprosté shodé s referenénimi daty?!>#4433,
Opticka otacivost

Nebyla métena.
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5.1.7 VR-7: (-)-Minovincin

Na zakladé shody experimentdlnich dat s literaturou byla latka VR-7 urcena jako

(—)-minovincin!63:436-438,

Sumarni vzorec
C21H24N203
Molekularni hmotnost
352,43
MS-EI analyza
Latka nezplytiuje.
MS-ESI analyza
[M+H]* m/z (%) = 353
NMR analyza

P 163,436-438
Opticka otacivost

[0]?? =-557,0° (c = 0,11 g/100 ml; CHCl3)
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5.1.8 VR-8: (-)-16-Methoxyminovincin

Na zéklad¢€ porovnani analytickych dat s literaturou latka VR-8 odpovidala struktufe s ndzvem
(—)-16-methoxyminovincin*®, dive publikovanou pod nazvem minoricein '**. Vice informaci
k uréeni struktury a ustanoveni nazvu lze nalézt v publikaci vychazejici z této dizertace**® a

v disertaéni praci dr. Jany Matikové™.

Sumarni vzorec

C22H26N204

Molekularni hmotnost

382,45

MS-EI analyza

Latka nezplynuje.

MS-ESI analyza

[M+H]* m/z (%) = 383(100)

HRMS analyza (Q-TOF/ESI)

teoretickd m/z C22H27N204* [M+H]" = 383,1965

experimentalni m/z C23H31N203* [M+H]* = 383,1972

NMR analyza

'TH NMR (500 MHz, CDCls) d: 8,74 (1H, bs, NH), 7,18 (1H, d, J = 8,2 Hz, H14), 6,45 (1H, dd,
J=8,2Hz,J=2,3 Hz, H15), 6,38 (1H, d, /= 2,3 Hz, H17), 3,78 (3H, s, 16-OCH3), 3,77 (3H,
s, 19-OCH»), 3,24 (1H, d, J=2,1 Hz, H5a), 3,16-3,09 (1H, m, H8) 3,04 (1H, d, /= 15,0 Hz,
H4), 2,95 (1H, dd, J=8,3 Hz, J=6,2 Hz, H10), 2,80 (1H, dd, J= 15,0 Hz, J=2,1 Hz, H4),
2,71 (1H,ddd, J= 11,4 Hz, J= 8,4 Hz, J= 4,3 Hz, H10), 2,47 (1H, td,J= 11,2 Hz, J= 3,1 Hz,
HS), 2,00-1,91 (2H, m, H6, H11), 1,91-1,83 (1H, m, piekryv, H7), 1,89 (3H, s, piekryv, H20),
1,75 (1H, dd, J= 11,4 Hz, J=4,3 Hz, H11), 1,66-1,60 (1H, m, H7), 1,43 (1H, td, /= 13,0 Hz,
J=15,1 Hz, H6)
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13C NMR (125,7 MHz, CDCIl3) 6: 212,1 (C21), 168,7 (C2), 168,2 (C19), 159.6 (C16), 143,6
(C18), 130,6 (C13), 121,0 (C14), 105,5 (C15), 96,9 (C17), 91,8 (C3), 67,7 (C5a), 55,5 (C12),
55,4 (16-OCHa), 54,0 (C5), 51,4 (C10), 51,1 (19-OCH3), 49,8 (C8), 45,3 (C11), 31,1 (C6), 25,8
(C4), 25,2 (C20), 22,3 (C7)

Opticka otacivost

[0]70 =~400,0° (c = 0,10 g/100 ml; MecOH)
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5.1.9 VR-9: (+)-Vinkaminorudein

NMR analyza odhlalila, ze se jedna o dosud nepopsanou latku, podobnou VR-2, avSak
s pfidanou hydroxyskupinou v poloze C20. Kviili nedostatenému mnozstvi vyhovujiciho
vzorku pro X-ray analyzu vsak jeji konfigurace nemohla byt stanovena. Vice detaili k urceni
struktury je k nalezeni v publikovaném ¢lanku souvisejicim s touto praci*?® a v disertaéni praci

dr. Jany Maiikové. Latka byla pojmenovan jako vinkaminorudein.

Sumarni vzorec

C22H29N203

Molekulova hmotnost

370,49

MS-EI analyza

[M+H]* m/z (%) = 371(14), 370(59), 325(10), 311(6), 230(21), 229(100), 227(13), 226(91),
185(7), 184(20), 182(7), 170(14), 169(7), 168(16), 167(9), 158(15), 157(11), 155(8), 154(15),
144(12), 142(26), 141(8), 140(42), 139(10), 133(7), 124(18), 111(7), 110(34), 108(11), 96(17)
HRMS analyza (Q-TOF/ESI)

teoretickd m/z C22H30N203+ [M+H]"=371,2329

experimentalni m/z C22H3zoN203+ [M+H]*=371,2339

NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, CDCl3) 6: 7,53 (1H, dd, J= 7,8 Hz, J= 1,1 Hz, H14), 7,27 (1H, d, J=7,8
Hz, H17), 7,19 (1H, dd, J = 7,8 Hz, J= 1,1 Hz, H16), 7,09 (1H, dd, J=7,8 Hz, /= 1,1 Hz,
H15), 4,39 (1H, t, J = 3,8 Hz, H3), 3,75-3,70 (1H, m, ptekryv, H19), 3,72 (3H, s, piekryv, 3-
COOCHs), 3,54 (3H, s, N1-CH3), 3,47 (1H, q, J= 6,5 Hz, H20), 3,05-2,85 (2H, m, H11), 2,63—
2,55 (2H, m, H10, H4), 2,38-2,22 (3H, m, HS, H10), 1,92 (1H, dd, J= 14,3 Hz, /= 3,8 Hz,
H4), 1,64 (1H, d, J= 12,5 Hz, H19), 1,52-1,39 (1H, m, H7), 1,36-1,21 (2H, m, ptekryv, H7,
H6) 1,29 (3H, d, ptekryv, J = 6,5 Hz, H21), 1,06 (1H, td, /= 12,5 Hz, J= 5,5 Hz, H6)

80



I3C NMR (125,7 MHz, CDCls) 6: 177,0 (C=0), 139,1 (C2), 136,7 (C18), 127,0 (C13), 120,7
(C16), 118,5 (C15), 118,1 (C14), 110,3 (C12), 108,6 (C17), 74,2 (C20), 56,6 (C19), 55,2 (C8),
53,6 (C10), 52,7 (3-COOCH3), 42,9 (C5), 38,7 (C3), 31,7 (C6), 31,1 (C4), 30,3 (N1-CH3), 22,3
(C11),22,3 (C7), 17,6 (C21)

Opticka otacivost

[a]¥ =+27,8° (c = 0,12 g/100 ml; CHCl5)
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5.1.10 VR-10: (-)-Demethoxyalstonamid
Na zaklad¢ shody experimentalnich dat s literaturou byla latka VR-10 urCena jako

(—)-demethoxyalstonamid*4°.

/

O

Sumarni vzorec

C22H26N204

Molekularni hmotnost

382,46

MS-EI analyza

[M+HT* m/z (%) = 383(7), 382(29), 355(24), 354(100), 353(4), 340(8), 339(35), 326(8),
295(11), 281(9), 267(4), 266(4), 252(4), 231(4), 216(4), 210(4), 200(5), 199(4), 198(5), 187(4),
186(6), 184(4), 174(5), 173(5), 160(5), 158(6), 154(5), 115(4), 79(5), 77(6)

NMR analyza

Spektra 'H i 13C byla v naprosté shodé s referenéni literaturou*®,

Opticka otacivost

[a]28 = —82,8° (¢ = 0,17 g/100 ml; CHCl:)
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5.1.11 VR-11: (-)-Vinkorin

Na zaklad¢ shody experimentalnich dat s literaturou byla latka VR-11 urcCena jako

(—)-vinkorin>*#4!,

Sumarni vzorec

C22H2sN203

Molekularni hmotnost

368,48

MS-EI analyza

[M+H]* m/z (%) = 370(3), 369(24), 368(100), 354(6), 353(26), 309(6), 281(5), 280(4), 266(5),
264(3), 245(7), 212(3), 201(8), 200(3), 188(4), 187(3), 184(4), 174(5), 172(4), 168(3)

NMR analyza

Experimentalni 'H i '*C spektra byla v naprosté shodé s referenénimi daty**!.
Opticka otacivost

[a]28 = -156,0° (¢ = 0,10 g/100 ml; CHCl:)
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5.1.12 VR-12: (-)-Minovincinin

Na zaklad¢ shody experimentalnich dat s literaturou byla latka VR-12 urcCena jako

(—)-minovincinin!32167:442:443

Sumarni vzorec

C21H26N203

Molekularni hmotnost

354,44

MS-EI analyza

[M+H]* m/z (%) = 336(27), 122(100)

NMR analyza

Experimentalni 'H i '*C spektra byla v naprosté shodé s referenénimi daty**?.
Opticka otacivost

[a]26 = —517,4° (¢ = 0,11 g/100 ml; CHCl:)
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5.1.13 VR-13: (+)-Aspidospermidin

Na zaklad¢ shody experimentalnich dat s literaturou byla latka VR-13 urcCena jako

(+)-aspidospermidin**4-446,

Sumarni vzorec

CioH26N2

Molekularni hmotnost

282,43

MS-EI analyza

[M+HT* m/z (%) = 283(5), 282(23), 281(4), 255(3), 254(18), 156(3), 152(6), 144(5), 143(5),
130(8), 125(10), 124(100)

NMR analyza

Spektra 'H i 13C byla v naprosté shodé s referenéni literaturou*®.

Opticka otacivost

[a]28 = +29,4° (c = 0,11 g/100 ml; CHCl:)

85



5.1.14 VR-14: (-)-19-Oxoeburnamonin

Na zaklad¢ shody experimentalnich dat s literaturou byla latka VR-14 urcCena jako

(-)-19-oxoeburnamonin®”°.

Sumarni vzorec

Ci9H20N20;

Molekularni hmotnost

308,38

MS-EI analyza

[M+H]" m/z (%) = 308(12), 266(20), 265(100), 264(5), 263(18), 238(10), 237(54), 236(4),
235(3), 223(4), 222(6), 209(4), 207(3), 194(3), 193(4), 180(10), 168(4), 167(8), 133(3), 118(3),
115(3)

NMR analyza

Spektra 'H i 13C byla v naprosté shodé s referenéni literaturou?”.

Opticka otacivost

[a]28 = -7,6° (c = 0,11 g/100 ml; CHCls)
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5.1.15 VR-15: (-)-Akuammicin
Na zaklad¢ shody experimentalnich dat s literaturou byla latka VR-15 urcCena jako
(—-)-akuammicin**’.

ST

Sumarni vzorec
C20H22N20;

Molekularni hmotnost
322,41

MS-EI analyza

Latka nezplynuje.

MS-ESI analyza

[M+H]* m/z (%) = 323(100)
NMR analyza
Experimentéalni 'H i 13C spektra byla v naprosté shodé s referen¢nimi daty**’.
Opticka otacivost

[a]2® = -388,0° (c = 0,10 g/100 ml; CHCI5)
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5.1.16 VR-16: (+)-Tubotaiwin

Na zaklad¢ shody experimentalnich dat s literaturou byla latka VR-16 urcCena jako

(+)-tubotaiwin**.

Sumarni vzorec
C20H24N>0;

Molekularni hmotnost
324,42

MS-EI analyza

Latka nezplytiuje.

MS-ESI analyza

[M+H]* m/z (%) = 325(100)
NMR analyza

Spektra 'H i 13C byla v naprosté shodé s referenéni literaturou**®,
Opticka otacivost

[a]26 = +176,0° (¢ = 0,10 g/100 ml; CHCl:)
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5.1.17 VR-17: (-)-Raukubainin

Latka VR-17 byla na zdklad¢ dikladné analyzy a porovnani s literaturou urcena jako

(-)-raukubainin®®®, konstituci odpovidajici i dFiv&ji popsanému diastereoizomeru

quaternoxinu*’. Vzhledem k nedostate¢nému mnoZstvi vzorku pro X-ray analyzu nebylo
mozné urcit relativni konfiguraci epoxidové ¢asti molekuly (C19, C20). Vice detailt k feSeni

struktury lze nalézt v publikaci vychazejici z této diserta¢ni prace**’.

Sumarni vzorec

C21H26N203

Molekularni hmotnost

354,45

MS-EI analyza

[M+H]* m/z (%) = 355(16), 354(68), 299(11), 211(12), 210(59), 202(29), 197(17), 194(12),
184(13), 183(13), 182(21), 181(11), 180(14), 170(23), 168(17), 167(19), 166(19), 159(15),
158(89), 157(100), 156(11), 145(13), 144(87), 143(20), 128(10), 125(29), 115(14), 111(13),
56(10), 42(11)

HRMS analyza (Q-TOF/ESI")

teoretickd m/z C21H27N203* [M+H]" = 355,2016

experimentalni m/z C21H27N>03" [M+H]*" = 355,2020

NMR analyza

TH NMR (500 MHz, CDCl3) ¢: 7,12 (1H, td, J = 7,6 Hz, J = 1,2 Hz, H11), 7,05 (1H, dd,
J=17,6 Hz,J=1,2 Hz, H9), 6,72 (1H, td, J=7,6 Hz, J= 1,2 Hz, H10), 6,63 (1H, dd, /= 7,6 Hz,
J=1,2 Hz, H12), 4,11 (1H, d, J = 5,1 Hz, H3), 3,83 (1H, ddd, J = 14,0 Hz, J = 14,0 Hz,
J=4,8 Hz, HS), 3,76 (3H, s, 17-OCH3), 3,49 (1H, d, J= 15,7 Hz, H21), 3,06 (1H, q, J=5,7 Hz,
H19),2.98 (1H, d, J=4,0 Hz, H16), 2,77-2,72 (1H, m, H15), 2,72-2,68 (1H, m, ptekryv, H6),
2,70 (3H, s, ptekryv, NCH3), 2,64 (1H, ddd, J = 14,0 Hz, J = 5,1 Hz, J = 3,0 Hz, H14), 2,53
(1H, dd, J = 14,0 Hz, J = 6,3 Hz, H5), 2,51 (1H, s, H2), 2,29 (1H, d, J = 15,7 Hz, H21), 1,69
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(1H, dd, J= 15,1 Hz, J = 4,8 Hz, H6), 1,63 (1H, dd, J = 14,0 Hz, J = 3,0 Hz, H14), 1,29 (1H,
d,J=15,7 Hz, H18)

13C NMR (125,7 MHz, CDCl3) é: 173,3 (C17), 153,5 (C13), 139,8 (C8), 127,4 (C11), 121,5
(C9), 119,5 (C10), 109,5 (C12), 79,4 (C2), 65,9 (C20), 65,6 (C19), 55,8 (C21), 53,5 (C16), 51,4
(17-OCH3), 50,2 (CS5), 47,0 (C3), 42,9 (C7), 39,2 (C15), 34,0 (NCH3), 33,6 (C14), 32,8 (C6),
15,8 (C18)

Opticka otacivost

[a]2° = -11,0° (c = 0,10 g/100 ml; CHCl:)
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5.1.18 VR-18: (—)-Aspidofraktinin

Na zdklad¢ porovnani experimentalnich dat s literaturou byla latka VR-18 urcena jako
(—)-aspidofraktinin**®, nicméné naméfena NMR spektra vykazovala odchylky naznadujici, Ze
se jedna o diastereoizomer. Bohuzek vzhledem k nedostupnosti vhodného vzorku pro X-ray
analyzu nebylo mozné ur¢it, o jaky diastereoizomer se jedna. Podrobnéjsi komentar k uréeni

struktury je dostupny v disertaéni praci dr. Jany Maiikové®”.

Sumarni vzorec

Ci9H24N>

Molekularni hmotnost

280,41

MS-EI analyza

[M+H]" m/z (%) = 281(16), 280(75), 279(12), 253(19), 252(100), 251(11), 224(8), 209(8),
195(8), 194(7), 182(8), 180(11), 169(8), 168(11), 167(11), 158(40), 157(21), 156(14), 144(10),
143(12), 140(9), 136(9), 130(12), 128(8), 125(7), 124(41), 115(9), 110(13), 109(98), 108(14)
NMR analyza

'TH NMR (500 MHz, CDCls) 6: 7,60 (1H, d, J = 7,5 Hz), 7,05 (1H, t, /= 7,5 Hz), 6,83 (1H, t,
J=17,5Hz), 6,64 (1H, d, J= 17,5 Hz), 3,86-3,78 (1H, m, ptekryv, H10), 3,80 (1H, s, piekryv,
H5a), 3,54 (1H, td, J=13,8 Hz, J=4,1 Hz), 3,43-3,31 (2H, m, HS, H10), 2,94 (1H, ddd,
J=15,1Hz, J=9,2 Hz, J=2,5 Hz), 2,27-2,11 (2H, m, H3, H4), 2,02-1,84 (4H, m, H3, H7,
H11, H20), 1,80-1,73 (1H, m, H7), 1,71-1,59 (2H, m, H19, H6), 1,49-1,36 (4H, m, H4, H6,
H19, H20)

I3C NMR (125,7 MHz, CDCIl3) d: 149,0 (C18), 135,5 (C13), 128,0 (C16), 123,2 (C14), 120,9
(C15), 110,8 (C17), 67,4 (C5a), 63,6 (C2), 57,3 (C12), 50,3 (C10), 46,8 (C8), 35,0 (C19), 33,2
(Co), 32,7 (C11), 30,3 (C5), 30,2 (C20), 29,4 (C4), 25,7 (C3), 15,2 (C7)

Opticka otacivost

[a]¥ =—18,5° (c = 0,17 g/100 ml; CHCls)
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5.1.19 VR-19: (—)-2-Ethyl-3[2-(3-ethylpiperidinyl)-ethyl]-1H-indol
Na zdklad¢ porovnéani experimentalnich dat s literaturou byla latka VR-19 urcena jako

(—)-2-ethyl-3[2-(3-ethylpiperidinyl)-ethyl]-1H-indol**!, rovnéz v minulosti oznacena jako

demethoxykarbonytetrahydrosekodin®>2.

Ir=z

Sumarni vzorec

Ci9H2sN2

Molekularni hmotnost

284,45

MS-EI analyza

[M+H]* m/z (%) = 284(4), 158(5), 156(3), 143(7), 127(10), 126(100), 58(11), 55(5)
NMR analyza

Spektra 'H i 13C byla v naprosté shodg s referenéni literaturou®!.
Opticka otacivost

[a]¥ =-20,3° (c = 0,16 g/100 ml; MeOH)
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5.1.20 VR-20: (—)-14,15-Dihydrovindolinin
Na zdklad¢ porovnéani experimentalnich dat s literaturou byla latka VR-20 urcCena jako
(—)-14,15-dihydrovindolinin*?. Absolutni konfigurace je viak v literatufe pro porovnani zatim

nedostupna a latka bohuzel nekrystalizovala v dostate¢cném mnozstvi pro X-ray analyzu.

*) chiralni centra

Sumarni vzorec

C21H26N20;

Molekularni hmotnost

338,45

MS-EI analyza

[M+H]* m/z (%) = 339(18), 338(75), 279(6), 230(9), 229(33), 214(7), 206(6), 197(10), 194(9),
183(6), 181(6), 180(10), 171(7), 170(43), 169(16), 168(16), 167(11), 156(15), 155(9), 154(14),
143(6), 137(15), 136(100), 128(8), 125(9), 124(75), 123(36), 122(26), 115(7), 110(33)

NMR analyza

Spektra 'H i 13C byla v naprosté shodé s referenéni literaturou®>.

Opticka otacivost

[a]¥” =-33,2° (¢ = 0,17 g/100 ml; MeOH)
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5.1.21 VR-21: (+)-Striktamin
Na zdklad¢ porovnéani experimentalnich dat s literaturou byla latka VR-21 urcena jako

(+)-striktamin®*, téZ prve oznacovan jako vinkamidin v roce 1960'37:138,

O
. \\\\\\\\\\\\\ O/

Sumarni vzorec

C20H22N20;

Molekularni hmotnost

322,41

MS-EI analyza

[M+H]" m/z (%) = 323(21), 322(100), 321(82), 291(10), 264(15), 263(62), 249(7), 241(8),
234(17), 233(9), 232(9), 220(10), 219(7), 218(10), 208(7), 206(10), 204(10), 194(11), 182(11),
181(12), 180(24), 169(7), 168(12), 167(14), 156(15), 154(15), 128(9), 121(13), 115(10), 77(10)
NMR analyza

Experimentéalni 'H i 13C spektra byla v naprosté shodé s referen¢nimi daty*>*,
Opticka otacivost

[a]28 = +103,8° (c = 0,19 g/100 ml; CHCI5)
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5.1.22 VR-22: (-)-5-Oxoaspidofraktinin
Na zdklad¢ porovnéani experimentalnich dat s literaturou byla latka VR-22 urcena jako
(—)-5-oxoaspidofraktinin*>’.

0
N

Oa®

Iz

Sumarni vzorec

Ci19H22N20

Molekularni hmotnost

294,40

MS-EI analyza

[M+H]" m/z (%) = 295(20), 294(98), 265(5), 252(4), 251(5), 224(5), 223(5), 209(5), 208(4),
195(4), 194(5), 184(4), 183(4), 180(5), 167(6), 157(17), 156(100), 155(5), 154(4), 147(3),
144(12), 143(50), 130(7), 129(4), 128(6), 115(7), 111(16), 110(5), 96(21), 77(5)

NMR analyza

Experimentéalni 'H i 13C spektra byla v naprosté shodé s referen¢nimi daty**>.
Opticka otacivost

[a]* = —38,7° (¢ = 0,10 g/100 ml; CHCL:)
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5.1.23 VR-23: (—)-Raukubain
Na zdklad¢ porovnani experimentalnich dat s literaturou byla latka VR-23 urcena jako

49 Konstituce rovnéz odpovidala diivéji popsanému quaternolinu®’, ktery ale

(—)-raukubain
postradal dostatecné analytické udaje. Vice detailli k urCeni struktury lze nalézt v publikaci

vychazejici z této disertace*?® a v disertaéni praci dr. Jany Maiikové™.

Sumarni vzorec

C20H24N203

Molekularni hmotnost

340,42

MS-EI analyza

[M+H]" m/z (%) = 341(10), 340(46), 239(6), 214(16), 213(100), 197(13), 196(52), 194(6),
184(14), 183(8), 182(21), 181(8), 180(8), 172(7), 170(14), 168(13), 167(18), 159(10), 158(82),
157(91), 156(8), 154(6), 152(7), 145(10), 144(84), 143(14), 128(8), 115(11), 70(29), 56(8)
HRMS analyza (Q-TOF/ESI)

teoretickd m/z C20H2sN>O3* [M+H]" = 341,1860

experimentalni m/z C20H2sN203* [M+H]* = 341,1871

NMR analyza

TH NMR (500 MHz, CDCl3) 6: 7,42 (1H, d, J=7,5 Hz, H9), 7,12 (1H, t, J = 7,5 Hz, H11), 6,83
(1H,t,J=7,5Hz, H10), 6,65 (1H, d, J= 7,5 Hz, H12), 3,97 (1H, d, J = 4,6 Hz, H3), 3,69-3,61
(2H, m, H19, OH), 3,41-3,32 (1H, m, ptekryv, HS), 3,35 (1H, d, ptekryv, J= 8,0 Hz, H16),
3,28 (1H, d, J=16,3 Hz, H21), 3,14-3,08 (1H, m, H15), 2,79 (1H, dd, J= 14,2 Hz, J = 7,5 Hz,
HS), 2,72 (3H, s, ptekryv, N1-CH3), 2,70 (1H, d, ptekryv, J= 16,3 Hz, H21), 2,56 (1H, s, H2),
2,12 (1H,dd, J= 14,3 Hz, J=4,7 Hz, H14), 1,99-1,88 (1H, m, H6), 1,73 (1H, dd, /= 14,3 Hz,
J=4,6 Hz, H14), 1,46 (1H, dd, J= 15,3 Hz, J= 7,5 Hz, H6), 1,29 (3H, d, /= 6,3 Hz, H18)
13C NMR (125,7 MHz, CDCl3) 6: 177,2 (C17), 153,1 (C13), 141,4 (C8), 127,0 (C11), 120,6
(C9), 120,1 (C10), 109,6 (C12), 90,6 (C20), 78,7 (C2), 68,8 (C19), 53,8 (C21), 50,4 (C5), 48,4
(C16), 45,8 (C3), 40,7 (C7), 34,5 (N1-CH3), 33,6 (C6), 32,2 (C15), 30,0 (C14), 17,6 (C18)
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Opticka otacivost

[a]¥ =-14,9° (c = 0,19 g/100 ml; CHCls)
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5.2 Inhibic¢ni aktivita alkaloida vii¢i vybranym enzymim

Vsechny izolované alkaloidy byly testovany na inhibici lidskych cholinesteras (ZAChE,
hBuChE). Alkaloidy ziskané v dostate¢ném mnozstvi byly testovany i1 na dal$i enzymy
patofyziologie AD (POP, GSK-3p). Vysledky jsou shrnuty v Tab. 5. Barevné je vyznacend
vyznamnost inhibi¢ni aktivity vic¢i cholinesterasam, kde ¢ervend znamena velmi vyznamnou
aktivitu (ICso < 1 uM), oranzova stiedné vyznamnou aktivitu (ICso < 10 uM) a zlutd méné

vyznamnou aktivitu (ICso <30 uM).

Tab. 5 Biologické aktivity alkaloidii vii¢i enzymlim patofyziologie AD.

Kod Alkaloid ICso hRAChE  1ICso ABuChE  ICs0POP + % Inhibice
+ VSO (uM)*  £VSO (ukM)* VSO (uM)*  GSK-38+ VSO
VR-1 vinkaminorin > 100" > 100" 429 +30 79,05 + 29,63
VR-2 vinkaminorein > 100" 8,71 £ 0,49" 408 + 60 72,36 £1,78
VR-3 eburnamonin > 100" 93,49 +15,90" nm. 94,09 + 8,36
VR-4 minovin > 100" 26,32 +2,52" nm. 97,12 £ 4,08
VR-5 16-methoxyminovin > 100 25,01 = 3,27 nt. nt.
VR-6 vinkatin > 100 43,47+ 3,30 nm. nm.
VR-7 minovincin > 100" > 100" 301 £ 15 83,27 + 10,05
VR-8 16-methoxyminovincin > 100 > 100 nm. nm.
VR-9 vinkaminorudein > 100 84,91 £2,98 nm. nm.
VR-10 demethoxyalstonamid > 100 56,38 £2,58 nm. nm.
VR-11 vinkorin > 100" 9,75+ 0,45" nt. nt.
VR-12 minovincinin > 100 > 100 nm. nm.
VR-13 aspidospermidin > 100 33,60 £ 1,52 nm. nm.
VR-14 19-oxoeburnamonin > 100 > 100 nt. nt.
VR-15 akuammicin > 100 38,17+ 0,84 nt. nt.
VR-16 tubotaiwin > 100 11,70 £ 0,11 nm. nm.
VR-17 raukubainin > 100 93,96 + 6,80 > 500 nm.
VR-18 aspidofraktinin > 100 > 100 nm. nm.
VR-20 14,15-dihydrovindolinin > 100 > 100 nm. nm.
VR-21 striktamin > 100 > 100 190 £ 11 nm.
VR-22 5-oxoaspidofraktinin > 100 > 100 nt. nt.
VR-23 raukubain > 100 > 100 nt. nt.
galantamin® 1,72 +£0,12 42 +1 - -
eserin® 0,063 + 0,005 0,13 £0,01 - -
berberin® 0,72+0,11 31+4 142 £21 -

?Koncentrace latky potiebna ke snizeni aktivity enzymu o 50 %, hodnoty jsou primérem s vybérovou smérodatnou
odchylkou (VSO) ze tif nezavislych méteni, kde kazdé bylo provedeno v triplikatu; » Méfeno pii koncentraci
50 uM; ©Méfeno pii koncentraci 100 uM; ¢ Referencni latka; nt. zkratka pro netestovano z divodu nedostatecného
mnozstvi; nm. zkratka pro neméfeno kviili problému s rozpustnosti; “hodnota pievzéna ze souvisejicich

diplomovych praci*!¢-41?
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5.3 Cytotoxicita izolovanych alkaloidi

Izolované alkaloidni latky, které byly ziskdny v dostatecné mnozstvi, byly testovany na

cytotoxicitu na panelu nékolika bunécnych linii. Vysledky shrnuje Tab. 6, kterd znazoriuje

procento rustu deviti linii tumorovych bunék a jedné zdravé linie (MRC-5) po aplikaci alkaloidu

do zivného média. S vyssi inhibici rastu (cytotoxicita) procentudlni hodnota bunécné linie

klesa. Cervenou barvou je rozliSena vyznamna cytotoxicita (< 25 %), oranZovou stfedni toxicita

(< 50 %) a Zlutou mirnd cytotoxicita (< 75 %). Mezi vybraymi liniemi byly Jurkat (akutni
leukémie T bunék), MOLT-4 (akutni lymfoblasticka leukémie), A549 (plicni adenokarcinom),
HT-29 (kolorektalni adenokarcinom), PANC-1 (epitelidlni karcinom pankreatu), A2780

(karcinom vaje¢nikil), HeLa (adenokarcinom délozniho ¢ipku), MCF-7 (adenokarcinom prsu),

SAOS-2 (osteosarkom) a MRC-5 (zdravé plicni fibroblasty).

Tab. 6 Cytotoxicita izolovanych alkaloidti pfi koncentraci 10 uM.

Kéd Jurkat MOLT-4  A549 HT-29 PANC-1 A2780 HeLa MCF-7 SAOS-2 MRC-5
VR-1 121£8 107+12 80+24 88+16 130x17 117+28 52+£19 97+5 135+14 135+5
VR-2 101+17 90+17 9+7 111+x15 99+7 111+15 994+4 88+3 112+4 1215
vR-3 [ 25501 75+£8 807 82+5 | 54+3 D275 63+8 5443 116+7
VR-4 75+5 72+5 1089 86+10 101%7 88 +3 92+8 88+6 1034 93+9
VR-5 99+9 89 +3 113£2 101+3 106+8 93+1 98+3 98%+5 103+2 96+5
VR-6 89+9 915 99+10 94+15 103+£9 10712 96+8 85+5 96=8 89+6
VR-7 106 + 7 102+5 97+6 1098 110x7 102+2 85+15 1015 1134 99+5
VR-8 31+£12 82+7 75+16 88+ 14 86+ 9 65+1 65+£2 79+11 84+10 105+5
VR-9 97 +6 917 1018 94+11 101 +6 98 +8 9+3 92+3 101+7 88%*3
VR-10 106+7 94 +6 87+4 98+11 96 £ 5 9+5 101+£9 96+12 102+12 106=%3
VR-11 74+ 8 79+1 9%6+5 (5119 60+23 79+15 82+9 85+8 80*11 85+3
VR-12 80 +2 85+6 102+5 876 94+4 117+40 93+12 865 92+5 87+6
VR-13 90 +6 96 + 32 90+15 80+£22 101+8 98+6 108+9 97+11 89+23 82+12
VR-14 97+ 1 93+5 99+13 97+9 93+4 101x12 89+4 966 96+6 97+3
VR-15 nt. nt. nt. nt. nt. nt. nt. nt. nt. nt.

VR-16 84+ 14 69 + 30 80+10 70£12 90+17 10217 9711 83+9  74+£14 64=%15
VR-17 nt. nt. nt. nt. nt. nt. nt. nt. nt. nt.

VR-18 107 =8 101 +2 1002 96+7 99 +7 94+7 10111 100£3 99+13 1050
VR-19 114%10 97+5 92+21 88+13 117+24 97+3 104+8 94+8 111+14 120%2
VR-20 92+6 83 +28 84+15  74+£10 86+15 1176 94+£5 88+13 81+17 90+25
VR-21 95+4 93+4 76+10 86+17 86=*12 91+7 90+4 76+9 93+19 100=*1
VR-22 nt. nt. nt. nt. nt. nt. nt. nt. nt. nt.

VR-23 104+ 10 95+2 97 £3 98+ 6 97+9 92+2 98+9 86+4 97+12 105+4
DOX* 3+1 2+1 11+2 60+ 8 88 +4 21+6 14+3 29+5 18+ 5 29+9

*DOX = pozitivni standard doxorubicin v konc. 1 pM ; nt. zkratka pro netestovano z divodu nedostate¢ného
mnozstvi
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5.4 Hodnoty logBB izolovanych alkaloidi

Tab. 7 shrnuje vysledky vypocti logBB u vsech ziskanych alkaloidl. Zelené jsou oznaCeny
latky s vysokou pravdépodobnosti piestupu (logBB nad 0,3). U ostatnich latek s logBB
mezi —1 a 0,3 je prestup pies HEB jesté teoreticky mozny; u latek s logBB pod —1 (zZadna ze

ziskanych alkaloidi) by byla ale pravdépodobnost piestupu velmi nizka*>®.

Tab. 7 LogBB izolovanych alkaloidi.

Kéd Alkaloid LogBB
VR-1 vinkaminorin —-0,262
VR-2 vinkaminorein -0,262
VR-3 eburnamonin -0,523
VR-4 minovin 0,415
VR-5 16-methoxyminovin 0,198
VR-6 vinkatin 0,595
VR-7 minovincin 0,193
VR-8 16-methoxyminovincin -0,270
VR-9 vinkaminorudein -0,864
VR-10 demethoxyalstonamid 0,023
VR-11 vinkorin -0,022
VR-12 minovincinin —-0,075
VR-13 aspidospermidin 0,492
VR-14 19-oxoeburnamonin -0,433
VR-15 akuammicin 0,116
VR-16 tubotaiwin 0,438
VR-17 raukubainin 0,210
VR-18 aspidofraktinin 0,595

2-ethyl-3[2-(3-ethylpiperidinyl)-

VR-19 cthyl]-1H-indol 0,164
VR-20 14,15-dihydrovindolinin 0,435
VR-21 striktamin 0,575
VR-22 5-oxoaspidofraktinin 0,315
VR-23 raukubain —0,291
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5.5 PAMPA pro latku VR-19

K odhadu schopnosti nejaktivnéjsi latky VR-19 piechazet pies hematoencefalickou bariéru
pasivni difuzi byl proveden in vitro test s artificidlni membranou (PAMPA) (Tab. 8). Aby u
dan¢ latky byla povazovana vysokd pravdépodobnost prestupu pies HEB, musi mit
experimentalné zjistény parametr prestupu Pe (10° cm.s™!) nad 4,0 (CNS +). U latek
s Pe (10~ cm.s ) pod 2,0 je predpovidana nizka schopnost penetrace pies HEB (CNS —). Latka

s hodnotou Pe (107® cm.s™") mezi 2,0 a 4,0 by méla schopnost priniku pies HEB nejistou*?’.

Tab. 8 PAMPA pro VR-19.

Latka Pe £+ VSO (x 10 ecm.s™) CNS (+/-)
Izolovany alkaloid VR-19 15,70+ 1,26 CNS +
Furosemid 0,19+ 0,07 CNS -
Negativni kontrola Chlorothiazid 1,14+ 0,53 CNS -
Cefuroxim 0,62+0,16 CNS —
Donepezil 21,49+ 2,05 CNS +
Pozitivni kontrola Rivastigmin 20,00 + 2,07 CNS +
Takrin 5,96 + 0,59 CNS +
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5.6 Farmakokinetické parametry latky VR-19

K ur€eni inhibi¢niho mechanismu nejaktivnéjsi latky VR-19 na ABuChE byla provedena
kineticka studie. Statisticka analyza ukazala, Ze se jednd o kompetitivni typ inhibice (p < 0,05),
coz bylo 1 v souladu s Lineweaver-Burk plotem, ktery byl pouZit pro vizualizaci ziskanych dat

(Obr. 36). Afinitni parametr pro inhibici #ZBuChE alkaloidem VR-19 byl K; = 54,9 + 8,8 nM.

hBuChE
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—= 790 um L"’ - i
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Obr. 36 Prasecik linii je lokalizovan na ose ,,y, coz na aktivnim misté¢ enzymu znamena reverzibilni
kompetitivni typ inhibice. Se zvySujici se koncentraci inhibitoru se parametr Vm.x (mezni rychlost
reakce) neménil, zatimco parametr K, (koncentrace substratu, pii niz je dosazeno poloviny mezni

rychlosti) se zvySoval.
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5.7 Dockingova studie latky VR-19

Dockingova studie a molekularni dynamicka simulace latky VR-19 v aktivnim misté enzymu
hBuChE odhalila n¢kolik vyznamnych interakci zodpovédnych za vysokou aktivitu ligandu
(Obr. 37A, 37B). Cast molekuly obsahujici 2-ethyl-1H-indol je angaZovana v patrové m-m
interakci s Tyr440 (vzdalenost 4,2 A), a dislokované n-m interakci s Trp430 (4,7 A). Tato &ast
se rovnéz nachazi v blizkosti Trp82 (4,3 A). Vodikova vazba (1,9 A) miZe byt pozorovana
mezi indolovou ¢asti VR-19 a amidovou skupinou pateiniho His438 z katalytické triddy; ostatni
aminokyselinové zbytky katalytické triady (Ser198, Glu325) stoji mimo interakci. Protonovany
dusik 3-ethylpiperidinové ¢asti VR-19 je situovan celné vici Tyr332 a poskytuje s nim
nekovalentni vazbu typu kation-m (4,5 A). Hydrofobni oblast tvofena Phe329 je obsazena
3-ethylpiperidinovym piivéskem ligandu.

Mezi takrinem a Trp82 je pozorovatelna charakteristickd paralelni n-m/kation-n interakce
(vzdalenost 3,6 A) (Obr. 37C, 37D)**. Aminoskupina takrinu je ukotvena ke dvéma molekulam
vody, coz vytvaii most k dalsim AMK zbytkim jako Asp70, Ser79, and Thr120 (nezobrazeno).
Vodikova vazba miiZze byt pozorovana mezi aromatickym dusikem takrinu a karbonylovou
skupinou hlavniho fetézce His438 katalytické triady.

Prekryti latky VR-19 a takrinu je zobrazeno na Obr. 38; oba ligandy se piekryvaji svymi
aromatickymi ¢astmi, které jsou zodpovédné za m-m/kation-n interakci s Trp82. U obou jsou
rovnéz pozorovatelné rizné hydrofobni interakce s Ala328, Trp430 a Tyr332. V ptipadé
takrinu se téchto hydrofobnich interakci ucCastni aromatické jadro, kdeZto u VR-19 je
v interakcich zapojend jenom 3-ethylpiperidinova ¢ast. Diky tomuto pfivésku VR-19 obsazuje

1 dalsi oblasti aktivniho mista ZBuChE.
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Obr. 37 Nejlépe skorovana pozice alkaloidu VR-19 v aktivnim misté #BuChE (A, B; PDB ID: 4BDS)
a krystalicka struktura komplexu #BuChE s takrinem (C, D; PDB ID: 4BDS). Ligandy jsou zobrazeny
modie (A, VR-19) a zelen¢ (C, takrin). Dllezité AMK zbytky zodpovédné za ukotveni ligandid jsou
zobrazeny $ed¢; zbytky katalytické triady jsou zluté (A, C). Hlavni interakce jsou vykresleny ¢ernymi
preruSovanymi linkami; vzdalenosti jsou méfeny v angstromech (A). Zbytek receptoru je zobrazen ve
svétle $edé kreslené konformaci (A, C). Casti A a C byly generovany programem PyMOL Molecular
Graphics System, v. 2.4.1, Schrédinger, LLC. Obrazky 2D reprezentace B a D byly vygenerovany
programem Maestro 12.3 (Schrodinger Release, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2020).
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Obr. 38 Prekryv nejlépe skorované pozice ligandu VR-19 (modie) a krystalické struktury takrinu
(zelen€) v aktivnim misté ABuChE (PDB ID: 4BDS). AMK zbytky interagujici s ligandy jsou zobrazeny
Sed¢ a zluté (katalyticka triada). Zbytek receptoru je zobrazen ve svétle Sedé kreslené konformaci.

Obrazek byl vytvoren programem PyMOL Molecular Graphics System, v. 2.4.1, Schrodinger, LLC.
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6 DISKUZE

Rostlina Vinca minor L. byla vybrana pro podrobnou fytochemickou studii na zaklad¢ vysledki
screeningové studie alkaloidniho extraktu nadzemni cCasti, ktery byl testovan na inhibicni
potencial vici cholinesterasam (ICso,nache = 192 pg/ml; 1Csonsuche = 14 pg/ml). Zjisténé
vysledky byly v souladu se studii tureckého tymu z roku 2012, kterd stanovila procentualni
inhibicni aktivitu alkaloidniho extraktu V. minor L. na 61 % pro AChE a 74 % pro BuChE pii
koncentraci 200 pg/ml%.

Pro fytochemickou studii bylo pouzito 60 kg suSené¢ drobné fezané nati, ze které byl
piipraven sumarni ethanolovy extrakt. Na zéklad¢ acidobazickych vlastnosti alkaloidnich latek
byl pfetfepanim ziskan alkaloidni extrakt, ktery po piecisténi ptres sloupec oxidu hlinitého a
odpateni rozpoustédla ¢inil 200 g. Tento precistény extrakt byl nahrubo rozdé€len sloupcovou
chromatografii na oxidu hlinitém. Spojena frakce €. 8 s nejvétsi hmotnosti (27 g) a bohatym
podilem alkaloidl byla vybréana pro dalsi zpracovéni za icelem izolace alkaloidnich latek. Dalsi
sloupcovou a néslednou tenkovrstvou chromatografii na silikagelu bylo ziskano a strukturni
analyzou ovéreno 23 indolovych alkaloidi. K dosazeni potfebné Cistoty pro biologické testy
byly latky precistény opakovanou tenkovrstvou chromatogfii nebo rekrystalizaci. Jednotlivé
alkaloidy byly identifikovany za vyuZiti spektrometrickych metod jako MS-EI, HRMS a NMR.
Zarovén byla zrevidovana, opravena a doplnéna nedostatecnd NMR spektra pro znamé
alkaloidy VR-1 (vinkaminorin), VR-5 (16-methoxyminovin), VR-8 (16-methoxyminovincin),
VR-17 (raukubainin) a VR-23 (raukubain).

Alkaloidy VR-5, -9, -10, -14, -16, -17-20, -22 a -23 byly z druhu Vinca minor L. izolovany
poprvé. Alkaloidy 16-methoxyminovin (VR-5) a 5-oxoaspidofraktinin (VR-22) nebyly ptedtim
ziskany z pfirodniho zdroje, ale byly pfipraveny pouze synteticky***>. Alkaloid
demethoxyalstonamid (VR-10) byl v minulosti identifikovan v Alstonia macrophylla Wall. ex
G. Don*¥. Aspidospermidin (VR-13) byl izolovdn z Tabernaemontana bufalina Lour¥’ a
Rhazya stricta Decne.**8, stejné tak jako aspidofraktinin (VR-18) a jeho strukturné odvozena
analoga, ktera jsou k nalezeni i v rodé Kopsia Blume?”**. Rod Kopsia Blume je také zdrojem
19-oxoeburnamoninu (VR-14)?°, Raukubain (VR-16) byl v minulosti ziskan naptiklad z jiz
zminéné T. bufalina Lour®’, nebo z Haplophyton crooksii L. D. Benson?¢!
Griseb. je zdrojem alkaloid® raukubaininu (VR-17) a raukubainu (VR-23)*°. Raukubain se také
nachazi v Alstonia costata (G. Forst.) R. Br.*® Alkaloidni latka 14,15-dihydrovindolinin

. Rauvolfia salicifolia

(VR-20) byla v minulosti identifikovana v rod€ Vinca L., 1 kdyZ z rozdilnych druhi jako

V. erecta Regel et Schmalh. a V. major L.”® Viechny zde zminé&né rody a druhy patii do stejné
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celedi Apocynaceae, ktera je bohatym zdrojem indolovych alkaloidi. Dosud nepopsany
monoterpenovy indolovy alkaloid VR-9, pojmenovéan jako vinkaminorudein, byl izolovan
ve formé svétle hnédych krystali. Bohuzel nebyl v dostate¢ném mnozstvi a kvalité pro X-ray
analyzu, a ani nejsou dostupna data cirkularniho dichroismu pro latky s podobnou strukturou.

Vsechny izolované alkaloidy byly testovany na jejich inhibi¢ni potencial vici ZAChE a
hBuChE. Latky, které byly ziskany v dostate¢ném mnozstvi, byly rovnéz podrobeny testu na
aktivitu vaci dals$im enzymtim uplatiiujicich se v patofyziologii AD (POP, GSK-3p) (Tab. 5).
Z4dny z alkaloidi nebyl vyznamné aktivni proti AAChE (ICso > 100 uM), ale nékteré z nich
(VR-2, VR-4, VR-5, VR-11, VR-16 a VR-19) projevily selektivni inhibi¢ni potencial vici
hBuChE (ICsp < 30 uM). Mezi testovanymi alkaloidy nejlepsi aktivitu proti ABuChE vykazal
(—)-2-ethyl-3[2-(3-ethylpiperidinyl)-ethyl]-1H-indol (VR-19) s hodnotou ICso = 650 nM. Tento
relativné strukturné jednoduchy indolovy alkaloid byl izolovan i z né€kolika dalSich rostlin
stejné Seledi Apocynaceae, jako Haplophyton crooksii L. D. Benson®®!, Tabernaemontana
pachysiphon Stapf*®', a Aspidosperma excelsum Benth.**?, Ngkteré zizola¢nich praci se
zaroven zabyvaly stanovenim inhibice AChE zelektrického uhote. Jejich vysledek
(ICs0 = 203 uM)*®! je v souladu s vysledkem uvedenym v této disertacni praci (ICso > 100 uM,
Tab. 5), coz ukazuje na velmi slabou inhibici AChE. (+)-2-ethyl-3[2-(3-ethylpiperidinyl)-
ethyl]-1H-indol byl v minulosti izolovan z listi Rhazya stricta Decne. (Apocynaceae)®!,
nicméné aktivita tohoto (+)-izomeru nebyla zatim studovana. Vzhledem k tomu, Ze alkaloid
VR-19 je v ptirodnich zdrojich pfitomny pouze ve velmi nizké koncentraci, byly studovany
moznosti jeho totilni syntézy. Ta byla publikovana v roce 1995%%. O par let pozdgji byla
popsana vyhodnéjsi synteticka cesta vedouci k enantioselektivni piipravé obou izomerQ
prostfednictvim alkylace fenylglycinolovych bicyklickych laktamii*®4.

Z hlediska inhibice POP, alkaloid VR-19 byl v ramci této prace rovnéz nejaktivnéjsi. Jeho
inhibi¢ni aktivita ICso = 58 uM byla téméf tfikrat vySs$i v porovnani s berberinem (Tab. 5),
zndmym referenénim standardem pro inhibici POP*%. Ne vSechny izolované latky vak byly
vici POP testovany, protoze se nékteré nepodafilo izolovat v dostateCném mnoZstvi pro
vSechny studie (prioritou byla inhibice cholinesteras) a celd fada latek méla problém
s rozpustnosti (Tab. 5).

Nékteré latky bylo mozné v ramci mezindrodni spoluprace s Univerzitou v Boloni (prof.
Vincenza Andrisano) zméfit 1 vici inhibici GSK-38. Latky VR-3 a VR-4 vykazaly slibny

wewvr

hBuChE a POP VR-19 vSak vykézala pfi screeningu pouze mirnou inhibi¢ni aktivitu
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(31 % inhibice pii ¢ = 100 puM) (Tab. 6). Stejné jako v pfipadé POP, vétSina izolovanych
alkaloidii méla pfi testu problém s rozpustnosti a jejich aktivita nemohla byt proto zméfena.
K feseni tohoto problému by v budoucnu mohla pomoci piiprava hydrochlorida
problematickych latek.

K popsani mechanismu inhibice enzymu ABuChE u liatky VR-19 byla proveda
farmakokinetickd studie in vitro. Na zéklad¢ stanoveni reak¢nich kiivek a porovnani vSech
modelil inhibice, bylo zjisténo, ze VR-19 pisobi na #ABuChE reverzibilnim kompetitivnim
typem inhibice (Obr. 36). Nelinearni regresni analyzou byla vypocitana hodnota afinitniho
parametru Ki = 55 nM.

K ur€eni strukturnich aspektii zodpoveédnych za vysokou inhibi¢ni aktivitu u latky VR-19
byla provedena dockingové studie s kratkou molekuldrni dynamickou simulaci k ovéfeni

3% interaguje VR-19 svym aromatickym

stability komplexu. Stejné€ jako zndmy inhibitor takrin
jadrem v anionické ¢asti aktivniho mista ZABuChE. Latka se rovnéz vodikovou vazbou z dusiku
indolové ¢asti vaze s aminokyselinou katalytické triddy. Pozitivné nabity heterocyklicky dusik
piperidinového cyklu je dilezity pro interakci s periferni anionickou casti aktivniho mista
enzymu. Ethylpiperidinova ¢ast molekuly svymi dal§imi hydrofobnimi interakcemi, podobné
jako takrin, dale upeviiuje VR-19 v aktivnim misté. Tato ¢ast by rovnéz mohla byt mistem
zajmu pro potencidlni strukturni analoga s cilem zvySeni inhibi¢ni aktivity latky VR-19 vici
hBuChE.

Aby mohla byt latka klinicky vyuzitelnd v 1é€bé Alzheimerovy choroby, musi byt mimo jiné
schopna prestupu pifes HEB a dostat se do mozku. Jednou z nejrychlejSich orientacnich metod
in silico je vypocet parametru logBB, ke kterému staci znat pouze strukturu latky. Podle Tab. 7
by vSechny alkaloidy mély bariérou teoreticky prochazet, zejména ty s logBB > 0,3*. Dalsi
z hojné¢ pouzivanych testli penetrace pies HEB je PAMPA, ktera na umé¢lé membrané méti
schopnost pasivni difuze. Narozdil od logBB se jednd o in vitro metodu, jez poskytne
spolehlivéjsi informaci. K tomuto testu byla vybrana pouze nejaktivnéjsi latka VR-19.
V porovnanani s referen¢nimi standardy bylo zjisténo, ze tento jednoduchy indolovy alkaloid
by ptes HEB pasivni diftizi mohl ptechazet (Tab. 8).

Vsechny izolované alkaloidy, které byly ziskdny ve vétSim mnoZstvi, byly podrobeny testu
na cytotoxicitu na panelu deviti nddorovych linii a jedné zdravé linii. VétSina latek nevykézala
signifikantni toxicitu (Tab. 6) kromé& eburnamoninu (VR-3), ktery témét uplné zastavil rast
leukemickych T-lymfocytl Jurkat a vyznamné inhibival rist bun€k akutni lymfoblastické

leukémie MOLT-4 a adenokarcinomu prsu HeLa. Cytotoxicky ucinek vykazoval i proti
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nadorovym bunkam A549 (karcinom plic), HT29 (kolorektalni adenokarcinom) a HCT116
(kolorektalni karcinom) v japonské studii zroku 2014%7. Dal§i vyznamé&jsi cytotoxicitu
projevil 16-methoxyminovincin (VR-8), ktery inhiboval pfedevS§im linii lidské leukémie
T-lymfocyti (Jurkat). Dalsi latky, které projevily mirnou cytotoxicitou proti vice bunécnym
linim, byly alkaloidy VR-11 (vinkorin) a VR-16 (tubotaiwin) (Tab. 6). Biologicky nejaktivnéjsi
latka VR-19 byla netoxickd, coz muze poukazovat na jeji dobrou snaSenlivost. Pro lepsi
informace o mozné toxicité této latky v ptipad¢ vyuziti pti terapii AD by bylo potieba ud¢lat
dalsi testy, napt. na bunécnych liniich hepatocyti HepG2, neuroblastomiit SH-SY5Y a in vivo
studie na mySich. V kontrastu s piedchozimi studiemi, které popsaly cytostaticky ucinek u
alkaloidéi vinkaminorinu (VR-1) a vinkaminoreinu (VR-2) na leukemické buiiky P38823
v nasem testu byly tyto alkaloidy neaktivni (vyjma mirné inhibice buniek HeLa u alkaloidu
VR-1). Vyznamna a klinicky vyuZzivana protinddorova aktivita je rovnéz znama u strukturné
podobnych, ale dimernich monoterpenovych indolovych alkaloidi vinblastinu a vinkristinu*®®.
Tyto latky byvaji oznacovany jako Vinca alkaloidy, i kdyz podle souCasné systematické
botaniky se v rodé Vinca L. nevyskytuji. Toto oznaceni vzniklo v dob¢, kdy mate¢na rostlina
téchto latek — dne$nim nazvem Catharanthus roseus (L.) G. Don — méla oznaceni Vinca
rosea L. Nazev se vSak v odborné literatuie udrzel dodnes a mize byt zdrojem nejasnosti.
Izolaci z ostatnich frakci Vinca minor L. se vénuji kolegové z vyzkumné skupiny ADINACO
a dalsi vysledky jsou dostupné v souvisejicich diplomovych pracech. Mgr. Vasickova
vyizolovala z frakce 215-258 striktamin a minovincinin, ale i novou latku s mirnou inhibi¢ni
aktivitou proti ABuChE (ICso = 86 uM)*®’. Mgr. Hojgrova z frakce 215-258 vyizolovala
raukubainin a jeden novy alkaloid, ktery byl ale proti cholinesterasam nektivni**®. Mgr. Sipkova
z frakce 299-318 ziskala dimerni alkaloid vinkarubin, jeZ byl vii¢i cholinesterasam neaktivni,
a (-)-vinoxin, ktery mél vyznamnou selektivni aktivitu proti ABuChE (ICso =25 pM)*®,
Mgr. Pavukové se z frakce 323-327 podatilo ziskat jednu novou latku, (—)-pikrinin a
deacetylakuammilin, ale vSechny alkaloidy byly bohuzel vii¢i cholinesterasdm 1 dalSim
testovanym enzymim (POP, GSK-3B) neaktivni*’®. Mgr. Vitovcova zfrakce 73-110
vyizolovala (+)-vinkaminorin a z frakce 128-146 vinkorin*!’. Mgr. Bouz ziskal z frakce 128

146 (+)-vinkaminorein a vinkamin, jeZ ale nebyl vii¢i cholinesterasam vyznamné aktivni*!®.
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Mgr. Kucerova vyizolovala z frakce 73—110 vinkaminorein a eburnamonin™ °, Mgr. Mareckova

z frakce 128-146 (-)-minovin a (+)-minovincin*!®. Mgr. Klatilova ziskala z frakce 378-389
venoterpin, jeZ ale byl vii¢i cholinesterasim neaktivni*’!. Mgr. Valova ziskala vincin a dvé

dosud nepopsané latky, avSak vSechny mély nevyznamnou aktivitu proti cholinesterasam a
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POP*”2. Mgr. Jurkaninova z frakce 323-327 izolovala (-)-vinoxin a jeho racemat; ob& latky
byly selektivné aktivni vii¢i ABuChE (ICso = 24-28 pM)*7>,

V zévéru lze shrnout, ze fytochemicka studie nadzemni ¢asti rostliny Vinca minor L.
(Apocynaceae) vedla v rdmci této disertacni prace k izolaci dvaceti dvou znamych indolovych
monoterpenovych alkaloidnich struktur a jedné nové dosud nepopsané latce, ktera byla
pojmenovana jako vinkaminorudein (VR-9). Biologické testy soustfedici se na aktivitu vuci
enzymum patofyziologie Alzheimerovy choroby odhalily, Ze nékteré ze ziskanych alkaloida
jsou slibnymi inhibitory ABuChE, ackoliv proti ZAChE nevykazuji zadnou signifikantni
aktivitu. Nejaktivngjsi latkou v tomto ohledu byl (—)-2-ethyl-3[2-(3-ethylpiperidinyl)-ethyl]-
1H-indol (VR-19), jez byl aktivni i proti POP a zaroveii nevykazoval zadnou cytotoxicitu
aktivitu na panelu deseti riznych bunécnych linii. U této latky byla predikovana schopnost
ptechazet pfes hematoencefalickou bariéru a provedena farmakokinetické studie. Dockingova
studie pomohla objasnit, které strukturni aspekty jsou kli¢ové pro vysokou aktivitu této latky
vici ABuChE. Vzhledem k probadanym moznostem syntetické piipravy a uspokojivym
vysledkim in vitro testq, tento alkaloid pfedstavuje potencionéalniho kandidata k in vivo studiim

a strukturovou ptedlohu pro pfipravu moznych analog s lepSimi vlastnostmi.
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Znati Vinca minor L. (Apocynaceae) bylo chromatografickymi metodami vyizolovéno
23 monoterpenovych indolovych alkaloidi rGznych strukturnich typl, které byly
identifikovany pomoci kombinace analytickych technik (NMR, MS, HRMS, optické otacivost).
Mezi izolovanymi latkami se nachdzela i dosud nepopsana alkaloidni struktura, ktera byla
pojmenovand vinkaminorudein. Celkem 11 alkaloidi bylo vtomto rostlinném druhu
identifikovano poprvé. Latky, které byly ziskdny v dostatecném mnozZstvi, byly podrobeny
testim vici inhibici AAChE, ABuChE, POP, a GSK-3p — enzymim hrajici kli¢ovou roli
v patogenezi Alzheimerovy choroby. Z testovanych alkaloidt byl nejaktivné;si (—)-2-ethyl-3[2-
(3-ethylpiperidinyl)-ethyl]-1H-indol (VR-19) s ICs0 = 0,65 uM pro ABuChE, a ICsp = 58 uM
pro POP. Z dalsich alkaloidi vyznamnou inhibici vii¢i ABuChE (ICso < 30 uM) vykazovaly
vinkaminorein, minovin, 16-methoxyminovin, vinkorin a tubotaiwin. Zadny z alkaloid? nebyl
vyznamné aktivni vii¢i ZAChE. Nejaktivné;si alkaloid VR-19 byl podroben farmakokinetické
studii, jez odhalila, Ze se jedna o reverzibilni kompetitivni inhibitor s Kj = 55 nM vuci ABuChE.
Dockingova studie nasledné objasnila strukturni aspekty zodpovédné za tuto vysokou inhibi¢ni
aktivitu. Podle in vitro studie je latka schopna 1 pfestupu pies hematoencefalickou bariéru.
U vétSiny izolovanych alkaloidli byla zhodnocena i cytotoxicita na panelu deseti rtiznych

bunéénych linii. Kromé eburnamoninu latky nevykazovaly vyznamnou cytotoxicitu.
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Twenty-three monoterpene indole alkaloids of different structural types were isolated by
chromatographic techniques from aerial parts of Vinca minor L. (Apocynaceae). The alkaloids
were identified by a combination of analytical methods (NMR, MS, HRMS, optical rotation).
Among obtained compounds, one structure was undescribed so far and was named
vincaminorudeine. Eleven alkaloids were isolated for the first time from this species. Obtained
compounds that were isolated in sufficient amounts were subjected to in vitro tests for the
inhibition of ZAChE, ABuChE, POP, and GSK-3 — enzymes that play a key role in the
pathophysiology of Alzheimer’s disease. The most active alkaloid was (—)-2-ethyl-3[2-(3-
ethylpiperidinyl)-ethyl]-1H-indole (VR-19) with ICso= 0,65 uM for the inhibition of ABuChE,
and with ICso = 58 uM for the inhibition of POP. Other alkaloids which exhibited a significant
inhibition  against ABuChE  (ICso <30 uM) were vincaminoreine, minovine,
16-methoxyminovine, vincorine, and tubotaiwine. None of the isolated alkaloids were active
against h”AChE. The most active alkaloid VR-19 was further studied for its pharmacokinetic,
revealing a reversible competitive type of inhibition for ABuChE with Ki = 55 nM. A follow-up
docking study helped to explain structural aspects responsible for the high activity. This
compound can also penetrate the blood-brain barrier by passive diffusion, as was assessed by
in vitro study. Most of the isolated alkaloids were also tested for the cytotoxicity on ten different
cell lines. Except for eburnamonine, none of the alkaloids showed significant inhibition of the

growth.
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(Apocynaceae): Identification of new structural scaffold for treatment of Alzheimer's disease.
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otacivosti, pripravé a editaci rukopisu.

Vrabec R, Vokurkova D, Timova L, Cheel J. Ex-vivo Immune-stimulating Activity of
Scutellaria baicalensis and Its Major Flavonoids on Human Immune Cells. Rec Nat Prod.
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Podil na praci pri: laboratornim zpracovani materialu, méieni dat a psani rukopisu.

Cahlikova L, Vrabec R, Pidany F, et al. Recent Progress on Biological Activity of
Amaryllidaceae and Further Isoquinoline Alkaloids in Connection with Alzheimer's Disease.
Molecules. 2021;26(17):5240. doi:10.3390/molecules26175240 (IF2020 = 4,412)

Podil na praci pri: metodologii, formalni analyze, priizkumu, ptipravé a editaci rukopisu.

10.2 Konference

10.2.1 Kratké dstni prednasky
Vrabec R, Matikova J, Kordbecny J, et al. Alkaloids of Vinca minor L. — Identification of new
anti-Alzheimer’s structural scaffold. prezentovano na: 12. Postgradudlni a 10.

Postdoktorandské konference; 2022; Hradec Kralové, Ceska republika.

Vrabec R, Opletal L, Locarek M, et al. Isolation of alkaloids from Vinca minor L. and their
inhibitory activity on human cholinesterases. prezentovano na: 10. Postgradudlni a 8.

Postdoktorandské konference; 2020; Hradec Kralové, Ceska republika.
Vrabec R, Vokurkovd D, Timova L, Cheel J. Immunomodulation activity of Scutellaria

baicalensis and Azorella compacta. prezentovano na: 9. Postgradualni a 7. Postdoktorandska

konference; 2019; Hradec Kralové, Ceska republika.
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10.2.2 Kratké online prednasky
Vrabec R, Matikova J, Korabec¢ny J, et al. Indole alkaloid from Vinca minor L. with promising
activity against Alzheimer's disease. prezentovano na: 49 konference Syntéza a analyza 1éCiv;

2021; Hradec Kralové, Ceska republika.

Vrabec R, Hulcova D, Mafikova J, et al. Indole alkaloids from Vinca minor L. and their
biological activity. prezentovano na: 11. Postgradudlni a 9. Postdoktorandska konference; 2021;

Hradec Kralové, Ceska republika.

10.2.3 Postery
Vrabec R, Opletal L, Loc¢arek M, Jenco J, Kunes J. Inhibic¢ni aktivita alkaloida z Vinca minor
L. proti lidskym cholinesterasam. prezentovano na: 48. konference Syntéza a analyza 1éCiv;

2019; Bratislava, Slovenska republika.

Vrabec R, Vokurkova D, Timova L, Cheel J. Immunomodula¢ni aktivita Scutellaria
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otazky péstovani 1é&ivych, aromatickych a kofeninovych rostlin; 2018; Olomouc, Ceska
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10.3 Staz

Ttimésicni staZ pod programem Erasmus+ probéhla ve vyzkumné skupin€ Medicinalni Chemie
prof. Wolfganga Sippla na Institutu Farmacie Univerzity Martina-Luthera v Halle, Spolkova
republika Némecko, v obdobi od 1.11.2021 do 31.1.2022. Cast skupiny, ve které se staz
uskutecnila, se vénuje vyvoji 1é¢iv pomoci in silico metod jako je molekularni docking,

molekularni dynamika, virtudlni screening aj.
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