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TLC Tenkovrstva chromatografie

1 Uvod

Tato prace je soucdsti vyzkumu katedry farmaceutické botaniky a ekologie Farmaceutické
fakulty Univerzity Karlovy, kde pUsobi vyzkumna skupina ADINACO. Skupina ADINACO se
zabyva studiem latek pfirodni povahy, které mohou byt potencidlnimi léCivy Alzheimerovy

demence (AD).

Demence je a vidy byla velkym socidlnim problémem. Lidé trpici demenci v obdobi do
16. stoleti byli povazovani za blazny. Rodina se téchto nemocnych vzdala a oni se tak ¢asto
ocitali na ulici a v chudobincich. Postupem ¢asu se situace zlepSovala. V 16. stoleti zacala byt
demence brana jako onemocnéni. Ne vSak jako onemocnéni mozku, ale spisSe jako porucha
chovani. Na prelomu 18. a 19. stoleti byly zfizeny psychiatrické 1é¢ebny, kde byli tito nemocni
chranéni pred okolnim svétem. Zacali se zde i léCit a od roku 1950 se témto nemocnym

podavaly psychotropni léky.

AD jako takova byla objevena a popsana vroce 1906 némeckym neuropatologem
a psychiatrem Aloisem Alzheimerem. Ten poprvé AD objevil u pacientky Auguste D., ktera byla
v roce 1901 pfijata do nemocnice pro dusevné choré a epileptiky v némeckém Frankfurtu.
Tato pacientka jiz nékolik let trpéla ztratou paméti, nespavosti, neklidem a postupné jiz nebyla
schopna fyzické ani duSevni prace. Po jeji smrti mohl Alzheimer zkoumat jeji mozek a popsat

tak jeho zmény?.

V soucasné dobé patii AD mezi onemocnéni, které postihuje mozek lidi predevsim ve stfednim
a vys$Sim véku. AD tvofi asi 65 — 75 % vSech demenci. Obecné lze Fici, Ze incidence AD je zhruba
1 pfipad na 100 obyvatel za rok u lidi ve véku 70 — 80 let, po 80. roce uzZ jsou to na 100 obyvatel

pFipady 22.

Podle vyse uvedeného je ziejmé, ze AD je velkym problémem populace, ktera diky pokrokdm
moderni mediciny vice starne. Terapie AD je pouze symptomaticka, protoZe stdle jesté

nezndme presnou etiologii nemoci. V soucéasnosti vyuZivdme predevsim inhibitory



acetylcholinesterazy (AChEi), které blokaci cholinesteraz zvy3suji nabidku acetylcholinu (ACh)
k vazbé na receptory. Podle cholinergni hypotézy souvisi pokles hladiny ACh s projevy AD.
Symptomatickd lé¢ba mlze zmirnit projevy nemoci, zpomalit jeji progresi, ale ne ji zcela

zastavit. Stale tedy hledame novd potencionalni Iéciva a to i v oblasti pfirodnich zdroja.

Celed Apocynaceae je velmi dilezitou ¢eledi, ktera zahrnuje fadu lékafsky uzitkovych rostlin.
Rostliny pattici do této celedi jsou zdrojem rlznych alkaloid(, z nichz nékteré nachazeji

uplatnéni v klinické praxi.

Alkaloidem je biologicky aktivni heterocyklicka sloucenina, ktera obsahuje dusik a vétSinou
prokazuje farmakologické ucinky. Jsou to bezbarvé krystalické latky, horké chuti malo
rozpustné ve vodé, ale velmi dobre rozpustné v etanolu, chloroformu, benzenu a etheru. Diky

svému bazickému charakteru maji schopnost tvori ve vodeé rozpustné soli.

Farmaceutickému primyslu se podafrilo izolovani alkaloidll, které se nyni pouzivaji k terapii
rdznych nemoci. Doslo napftiklad k vyvoji antimalarickych cinidel (chinin, chlorchinin), latek
podporujicich prokrveni mozku (vinkamin) nebo latek pusobicich protinadorové (taxol,

vinblastin, vinkristin).

Druhy alkaloid(l pattici do ¢eledi Apocynaceae jsou odvozeny od aminokyseliny L-tryptofanu.
Alkaloidy, které jsou v rostlinach rodu Vinca napf: ajmalicin, katarantin, vindolin, vinblastin,
vindesin, vinkristin a dalsi, se uplatiuji pfedevsim v Ié¢bé nddorovych onemocnéni, ddle se

pouZivaji také jako antihypertenziva, adstringentia a maji antibakteridlni Gcinky3.

Dle vySe uvedeného lze soudit, Ze Vinca alkaloidy mohou mit jesté dalSi nezjisténé
farmakologické ucinky. Proto je tfeba jim vénovat vétsi pozornost a zkusit vyizolovat alkaloidy,

které nam pomohou vyresit dalsi problémy.
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4. Vypracovani literarni reSerse



s v

3 Teoreticka cast

3.1 Alzheimerova choroba

V dnesni dobé neustdle pribyva pacientd s demenci. Alzheimerova demence patii mezi
10 nejéastéjsich pficin umrti*. Stala se také jednou z hlavnich priorit Evropského parlamentu,
kdy poslanci ptijali prohlaseni, kterym zadaji spojeni sil ve védé a vyzkumu, aby tato nemoc

mohla byt dfive diagnostikovédna a v&as lé¢ena U¢inn&jsimi medikamenty?.

Alzheimerovu chorobu poprvé popsal Alois Alzheimer v roce 1906 na prednasce v Tubingenu,

v roce 1907 dostdva tato choroba jeho jméno®.

Nemoci, kterd je doprovdzena degenerativnimi zménami v mozku a tvorbou patologickych
bilkovin, trpi hlavné lidé nad 65let. V Americe jsou timto onemocnénim postizené vice jak

4 miliony pacientud’.

3.1.1 Klinicky obraz

Pocatky onemocnéni jsou nejprve pro okoli nendpadné, ale postizeny si je zacind brzy
uvédomovat, avsak vétsSinou se za své problémy stydi, proto trva déle, nez se onemocnéni
zacne resit. Nejdrive je dalezZité odlisit AD od benigni stafecké zapomnétlivosti. Nemoc tedy
zacinad poruchami novopameéti, neschopnosti pamatovat si a udit se, vykyvy nalad a zménou
osobnosti®. V fedi jsou problémy s vybavovanim slov, ¢asto dochdzi k neporozuméni humoru
a pacient pUsobi zpomalené a nechapavé®. Pfechodné byva problém i s ¢asoprostorovou
orientaci. U nemocnych se zacinaji projevovat emoce, které v Zivoté skryvali nebo se je snazili

korigovat, napf.: zlost, nepratelstvi, vznétlivost.

V dalsi fazi, tj. stfedné tézka demence, se prohlubuji potiZe prvni (¢asné) faze®. Je zde zavainé
postiZzeni paméti, nemocny zapomina témata a je bez empatii ke spole¢nosti®. V této fazi se
nemocny o sebe nedokaze postarat, potifebuje pomoc pfi zakladnich dennich ¢innostech (jidlo,

oblékani, WC). Zcela ztrati vnimani ¢asoprostoru.



V termindlni fazi je nemocny jiz zcela zavisly na okoli, dochazi k rozkladu osobnosti. Nemocny
ztraci pamét i rec, je imobilni, inkontinentni a hrozi zde nebezpeci imobilizacniho syndromu
(pady, pneumonie, dekubity). V této posledni fazi je nemocny vétSinou umistén do Ustavu

péce.

Doba prefZiti je pramérné 7let (2 aZ 20 let) od stanoveni diagndzy?.

3.1.2 Etiologie

Pri¢ina tohoto onemocnéni neni pfesné zndma, studuji se proto rlizné mechanismy vzniku AD

(genetické, metabolické, infekéni a toxické), s kterymi souvisi i neuropatologické nalezy.

3.1.2.1 Cholinergni hypotéza

Tato hypotéza je prvni teorii vzniku AD. Zabyva se hledanim souvislosti mezi poklesem hladiny
acetylcholinu a projevy AD. Za Uubytek ACh muazZe snizeni aktivity enzymu
cholinacetyltransferazy, kterd v organismu ACh syntetizuje. Rozklad ACh v synapsich ovliviiuje
acetylcholinesteraza (AChE). Na zakladé tohoto zjisténi byly do 1éCby AD zarazeny inhibitory

acetylcholinestedzy?°.

3.1.2.2 Produkce patologickych protein(

Tvorba patologickych protein( je hlavnim nalezem u AD. DileZitym degenerativnim proteinem
je B-amyloid. Tento protein se v mozku objevuje v prlibéhu starnuti a Alzheimerovy nemoci.
Najdeme ho predevsim v senilnich plakach, cévnich sténach nebo leptomeninx.
Polymerizovany B-amyloid tvofi v alzheimerovskych plakach druzy, okolo kterych se tvori
gliovy lem (odumrelé neurony). Zdrojem amyloidu je amyloidovy prekurzorovy protein (APP),
ktery ma nékolik forem. APP je Stépen a-sekretdazou na ¢asti o velikosti do 40 aminokyselin. Za
patologickych podminek se ke Stépeni APP kromé a-sekretdzy pridavajii B- a y-sekretazy, které
APP S$tépi najinych mistech. Vjadrech senilnich plak jsou tedy amyloidové uloZeniny
obsahujici peptidy, které tvofi 42 az 43 aminokyselin. B-amyloid, ktery je tvoren

42 aminokyselinami, se G€astni uz rané faze vyvoje AD112,
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U nemocnych s genetickou predispozici je toto patologické stépeni APP podminéno mutacemi.
Vzniklé atypické fragmenty APP jiZz nejsou solubilni a za¢nou vytvaret oligomery, které jsou
neurotoxické. Tyto oligomery v kortexu koaguluji a polymeruji a dochazi tedy ke vzniku

B-amyloidu.

Daldi pfi¢inou AD je zfejmé nadmérna fosforylace t-proteinu neuronovych mikrotubuldt?l.
Fyziologickou funkci T-proteinu je zajistovani struktury a stability mikrotubuld v neuronech®3.
Hyperfosforylovany t-protein vede k polymeraci neuralnich tubul(l. Degenerovany t-protein
je zakladem tangles (neurofibrilarni uzlicky). Hyperfosforylaci t-proteinu spousti nékteré
proteinkinazy (glykogensyntazakinaza-3B). Aktivaci téchto enzyma zfejmé spousti B-amyloid.

Takto zasazené neurony potom zanikaji.

Z degenerativnich protein( je zfejmé primarni B-amyloid, ktery dale svou toxicitou zpUsobi

degradaci t-proteinu®’.

3.1.2.3 Apolipoprotein E

Apolipoprotein E (ApoE) je tvoren 299 aminokyselinami. Je to latka télu vlastni, ktera slouzi
naptiklad k transportu cholesterolu. V roce 1991 bylo objeveno, Ze senilni plaky i angiopatické

cévy jsou oznacovany protildtkami proti ApoE*2.

ApoE je znamy ve tfech isoformach E2, E3, a E4, které se liSi jen dvéma aminokyselinami.
Isoforma ApoE3 se vyskytuje u vétSiny populace (77-78 %), oproti tomu isoforma ApoE2 je
vzacna a ApoE4 se vyskytuje u 16-17 % populace. U lidi s AD se isoforma ApoE4 vyskytuje
s vétsi frekvenci nez u lidi, ktefi touto nemoci netrpi. Lidé homozygotni v alelach E4 inklinuji
podstatné vice ke vzniku AD neZ lidé, ktefi jsou heterozygoti anebo alelu E4 vibec nemaji. Tito
lidé vétSinou i AD onemocni dfive neZ ostatni. Zvlastnim zjisténim je to, Ze lidé trpici AD

a vlastnici alely E4, maji pribéh AD méné agresivni nez ti, ktefi nosici alely E4 nejsou.

PFfi vySetfovani imunohistochemicky obarvenych plak byly zjiStény jisté rozdily meazi
uloZeninami ApoE a B-amyloidu. UloZeniny ApoE se objevuji na periferii ulozenin B-amyloidu.
V nékterych uloZeninach vsak ApoE neni a to predevsim ve zralych plakach s amyloidovym

jadrem. Ztoho tedy vyplyva predpoklad, Zze k ukladani B-amyloidu zfejmé dochazi aZ po
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ukladani ApoE. Je vSak moiné, Ze tato skutecnost nemd Zadny patogeneticky vyznam.
B-amyloid je totiz absorbentem mnoha proteind, které byly nalezeny v jadrech senilnich plak,
avsak neni prokazano, zda tyto proteiny maji ve vyvoji AD néjaky patogeneticky vyznam.

Imunohistochemicky byl ApoE prokdzan i v neuronalnich klubkach?®2.
Apo E4 neni nezbytnym faktorem pro vznik AD, je to pouze faktor rizikovy?!?.

3.1.2.4 Oxidacni stres a volné radikaly

Teorie o patogenezi AD maji mnoho spole¢ného. B-amyloid ma zfejmé schopnost zplisobovat
oxidacni stres a také se predpoklada, ze se B-amyloid ve tkani tvori jako odpovéd na oxidaéni
stres jiz probihajici, protoze v mensich koncentracich méa ucinky antioxidacni. B-amyloid ma
také vysokou afinitu ke kovovym iontim, které jsou velkym zdrojem oxidaéniho stresu's.

V mozcich pacientll s AD je zvy$ené mnoiZstvi Zeleza, rtuti a hliniku®2.

V misté poskozeni tkdané nebo zanétu se tvori reaktivni formy kysliku, které funguji jako
signalni molekuly, ale ve vysokych koncentracich buriku poskodi a mohou zpUsobit i bunécénou
smrt. Volné radikaly, které zplsobuji oxidacni stres a uplatiuji se pri AD, jsou vétsSinou
produkty oxidalni fosforylace v mitochondriich'3. Reakce volnych radikdlii mohou kriticky
posSkozovat vyznamné molekuly jako je napf. DNA, bunécné proteiny a lipidy bunécnych

membran'?.

Mitochondrie maji v patogenezi AD zfejmé dulezitou roli. Mitochondrie jsou hlavnim
intraceluldarnim zdrojem reaktivnich forem kysliku, ale zaroven jsou velmi nachylné
k oxida¢nimu poskozeni a také k poSkozeni B-amyloidem a hyperfosforylovanym t-proteinem.
Bylo zjisténo, Ze v mozku pacienta trpiciho AD je snizené vyuzivani glukdzy, které mulzie byt

zpUsobeno selhanim funkce mitochondrii*3.

3.1.3 Farmakologicka lécba

Kauzalni a dostatecné ucinna lé¢ba dosud neni k dispozici zdlvodu ne zcela znamé
etiopatogeneze AD*. PouZivdme proto kognitivni terapii, kterd zlepSuje nebo alespori na

néjaky &as stabilizuje prabéh choroby?!?.
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Terapie AD ma byt komplexni. Proto zahrnuje vice lé¢ebnych postupt (farmakoterapie,
psychosocioterapie, lécba interkurentnich onemocnéni, rehabilitace, prace srodinou

a dal$imi pecovateli nemocného)?*2.
Soucasna lécba AD je prezentovana dvéma skupinami latek:

a) Inhibitory acetylcholinesterazy

b) Inhibitory N-methyl-D-aspartatovych receptor(

3.1.3.1 Inhibitory acetylcholinesterazy

AChE je enzym, ktery odbourdvd ACh v centralni nervové soustavé (CNS), na periferii je
odbourdvan i enzymem butyrylcholinesterdzou (BuChE), jejiz mnozstvi se pfi AD neiumérné
zvySuje. ACh je témito esterdzami rozkladdan na cholin a kyselinu octovou. Cholin se pak
reuptakem vraci do presynaptického oddilu neuronu, kde zné&j opét vznikd ACh®.
Zablokovanim cholinesterdz dojde ke zvySeni nabidky ACh kvazbé na muskarinové

a nikotinové receptory!314,

AChEi v dnesni dobé predstavuji hlavni terapeuticky pfistup k 1écbé lehkych azZ stfedné tézkych
fazi AD. MGzZeme je rozdélit do dvou generaci. Prvni generaci predstavuje takrin, u kterého
byla zjisSténa urcitd hepatotoxicita, a proto byl stazen z trhu. Objevuji se vSak nové netoxické
derivaty takrinu, jako je u nas vyvinuty 7-methoxytakrin (7-MEQOTA) nebo slouceniny takrinu

s oxidem dusnatym (Obr. 1)

NH, NH;
o]
\‘\ ch/ \\
/ /
N N
takrin 7-MEOTA
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hybridy takrinu a oxidu dusnatého
Obr. 1: Struktura takrinu a jeho derivatu

Do druhé generace AChEi fadime méné toxicky donepezil, rivastigmin a galantamin®. Prvnim
v této generaci byl fyzostigmin, ktery se pouziva uz jen experimentdlné. Nevyhodou je jeho
kratky polocas, nezadouci Ucinky a velmi tézko se zde hledda terapeutické okno. Prodluzovanim
postranniho fetézce fyzostigminu doslo k objeveni rivastigminu, ktery se v soucasnosti bézné

pouzival?,

AChEi zpomaluji prabéh choroby, oddaluji vznik tézkych stadii, ale nejsou schopny AD vylécit
nebo trvale zamezit progresi onemocnéni. Mohou zlepsit kvalitu Zivota nemocnych, jejich
pecovatell a dalSich blizkych. U kazdého pacienta vSak nemusi byt uc¢inné. Pokud jeden
inhibitor mozkovych cholinesteraz nezabird, prechazime na inhibitor druhy, nejdrive vSak po

pual roce podavani. Na AChEi pfiznivé reaguje 70 % pacientd.

NejcastéjSimi nezadoucimi ucinky AChEi jsou gastrointestindlni pfiznaky (zvraceni, nauzea,

nechutenstvi), nékdy také bolesti hlavy a kiece®>.

Rivastigmin

Rivastigmin (Obr. 2) je latka karbamdatového typu a v pribéhu inhibice AChE reverzibilné
inhibuje misto kyseliny karbamové. Rivastigmin je odvozen od fyzostigminu, ma terciarni
aminoskupinu, kterou je umoznén jeho prunik pres hematoencefalickou bariéru (HEB) a pak
snadno pusobi v CNS. Pro zvySeni rozpustnosti se pouZiva ve formé soli (tartrat). Pfitomnost
této latky v plazmé je kratsi nez doba, po kterou ma schopnost odbouravat cholinesterazy,
s jinymi léCivy proto tolik neinteraguje a je v tomto sméru velmi bezpeény. Rivastigmin blokuje

mozkové AChE i BuChE.

14



Pri 1é¢bé rivastigminem je nutno davku titrovat. Perordlné se podava 2x denné 1 kapsle: prvni

mésic 2x 1,5 mg, druhy mésic 2x 3,0 mg, tfeti mésic 2x 4,5 mg a od ¢tvrtého mésice 2x 6,0 mg.

Rivastigmin jako kompetitivni AChEi ma vedlejsi gastrointestinalni (GIT) ucinky, které lze
minimalizovat transdermalnim poddnim ve formé naplasti. Tato Iékova forma se vyuziva pfi
intoleranci formy peroralni. Davka je titrovdna i naplastmi: prvni mésic se uvoliiuje 5 mg
rivastigminu/den, dalsi mésice 10 mg/den. Lécba rivastigminem je vhodna predevsim pro

demence s poruchami chovéni a pfidruzenymi psychotickymi pfiznaky?%*°.

0 CHs

0 CH,
Ha CH,

rivastigmin

Obr. 2: Vzorec rivastigminu

Galantamin

Galantamin (Obr. 3) je alkaloid, ktery byl poprvé syntetizovan ze snézenky (Galanthus
woronowii), dnes se ziskava i z Narcissus spp. nebo Leucojum aestivium, vyuZiva se ijeho

synteticka vyroba.

Galantamin dobfe inhibuje AChE, ale je velmi malo ucinny vic¢i BUChE. Ma dva mechanismy
ucinku. Kromé selektivni inhibice AChE také alostericky moduluje nikotinové receptory,
zvysuje tak presynaptické uvolfiovani ACh a postsynapticky pfenos nervovych vzruchG?l’.
Plsobi pfiznivé na omezeni tvorby alzheimerovskych plak. PouZiva se u pacientl s lehkou az

stfedné téZkou formou demence’.

Vyhodou galantaminu je velmi dobré vstfebavani po peroralnim podani. Pacienti by méli byt
pouceni, aby galantamin uzivali po jidle, pak se snizi vyskyt nezadoucich GIT ucink(. Tyto
nezadouci ucinky se objevuji pfedevsim na zalatku lééby, pfi titraci davek®. Podava se ve
formé retardovanych nebo neretardovanych tablet. Neretardované tablety se uzivaji

2x 4 mg/den prvni mésic, 2x 8 mg/den druhy mésic a 2x 24 mg/den po zbytek lécby. Pokud
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pacient uzivd retardované tablety, uzivd dvojnasobnou davku podle pfedchoziho modelu

1x denné®.
Obr. 3: Vzorec galantaminu

OH

0 T
H,C

CHa

galantamin

Donepezil

Donepezil (Obr. 4) se fadi mezi preferencni AChEi a je nejucinnéjsim centralnim AChEi. Ddle
brani ukladani amyloidnich plak, ma antioxidac¢ni vlastnosti a celkové puUsobi
neuroprotektivné. Kompetitivné inhibuje AChE, ale témér neovliviiuje BUChEg, kromé toho
aktivuje specifické nikotinové receptory. Déle bylo objeveno, Ze zlepsuje mozkovou

mikrocirkulaci aktivaci muskarinovych receptori®.

Donepezil je piperidinovy derivat s dlouhym poloc¢asem vylucovani (vice nez 70 hodin).
Vzhledem k dlouhému polocasu se pouziva 1x denné 5 mg, pfi dobré toleranci 1x denné
10 mg. PFi uzivani donepezilu musime davat pozor na lékové intereakce. Donepezil je
metabolizovan pomoci CYP 3A4 a CYP 2D6. Musime proto ddvat pozor na soucasné uzivani
s léky blokujici CYP 3A4 (erytromycin, ketokonazol, diltiazem) aléky blokujici CYP 2D6
(amiodaron, chinidin, propafenon, fluoxetin, paroxetin), jinak by mohlo dojit k nezddoucimu
zvyseni plazmatickych hladin donepezilu. SniZit plazmatické hladiny donepezilu a tim i jeho
uc¢inek mohou naopak induktory CYP 3A4 (karbamazepin, fenobarbital, fenytoin).
Kontraindikaci donepezilu je aktivni gastroduodenaini viedova choroba a tézsi poruchy

prevodniho systému srdce.
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Na zakladé klinickych studii v USA bylo zji$téno, Ze donepezil pisobi i na t&z3i formy AD.

o]

donepezil

Obr. 4: Vzorec donepezilu

Huperzin A

V Ciné je huperzin (Obr. 5) registrovan jako ptipravek na lé¢bu AD. Huperzin byl ziskdn

z plavuné Huperzia serrata. Zapadni medicina zatim jeho UGclinky pfi |écbé AD odmita, ale

T

Mechanismem ucinku je centralni reverzibilni inhibice AChE. Tento alkaloid je
neuroprotektivni, ma schopnost zmirnit oxidacni stres, reguluje expresi apoptickych proteint
a zabranuje i bunécné smrti mitochondrii. Tato latka je opticky aktivni a uc¢inna je pouze
v levotocivé formé. Huperzin snadno prochazi HEB a zvySuje hladiny ACh v mozku. Pri
pouzivani huperzinu se objevuje mensi mnozstvi nezadoucich Ucinkd neZ u jiz pouzivanych

AChEi®®7.

HaC

huperzin

Obr. 5: Vzorec huperzinu
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3.1.3.2 Inhibitory N-methyl-D-aspartatovych receptord (NMDA)

V pokrocilejSich stadiich AD se nadmérné uvolfiuje glutamat a v postizenych oblastech se
sniZzuje jeho zpétné vychytavani, to zplsobi presyceni glutamatergnich receptorll. Dostatecny
vydej glutamatu je daleZity pro pamét a ueni. Nadmérnym pfisunem glutamatu pro NMDA
receptor je narusen jeho metabolismus dlouhodobé potenciace, ktery slouzi pro uceni
a pamét. Dusledkem nadmérné stimulace NMDA receptorll je nadmérny vstup kalcia do
neurond, ¢imzZ dojde k destabilizaci jejich prostfedi a nakonec k apoptdze. Proto v terapii AD

vyuzivame antagonistd NMDA receptor(®®.

Memantin

Memantin (Obr. 6) je nekompetitivni antagonista NMDA receptorl. PUsobi navazanim se
uvniti kanalu NMDA receptord, tim zabrani jejich aktivaci. Pri¢inou aktivace NMDA receptort

je zvySend hladina glutamatové kyseliny, ktera je pfi AD pritomna v CNS.

Memantin se diky svym neuroprotektivnim G¢inkdm vyuZiva i v terapii Parkinsonovy choroby
atraumat CNS*9, pozitivné ovliviiuje i chovani pacient s AD. Obvykle je velmi dobFe tolerovan,
u nékterych pacientll mlzZe dojit k nezadouci excitaci nebo k pfechodnym halucinacim. Davka
se musi titrovat, zacind se 5 mg/den a kazdy tyden se pfida 5 mg. Terapeuticka davka je

20 mg/den a to bud'v davce jedné, nebo ve 2 stejnych dennich davkach.

V soucasnosti se osvédcila terapie pomoci kombinace memantinu a AChEi. Jedinou jeji

nevyhodou je finanéni naro¢nost?*>.

NH2

“CH,
H;

mernantin

Obr. 6:Vzorec memantinu

18



3.1.3.3 Neuroprotektiva

Neuroprotektiva jsou latky, které chrani nervové bunky a jejich funkce pred poSkozenim.
V poslednich letech se zacalo hojné vyuzivat prirodnich latek rostlinného plvodu. Mnoho
studii potvrzuje pozitivni plsobeni téchto pfipravkd na kognitivni funkce. V soucasnosti se
vyuziva predevsim vinpocetin, Ginkgo biloba L., Bacopa monniera L. a dalsi. UZivani téchto

latek zlepsuje IéCbu a priibéh neurodegenerativnich onemocnéni.

Vinpocetin

Vinpocetin je derivat vincaminu, ktery je izolovan z barvinku (Vinca minor L.) nebo bfeétanu
(Hedera helix L.). Pouziva se pfti |lé¢bé demenci véetné AD, cerebrovaskularnich onemocnéni a
pfi neurodegenerativnich onemocnénich vaskularniho typu. Mechanizmus uc¢inku neni znamy.
Predpoklada se, Ze bez ovlivnéni periferni cirkulace zvysuje pratok krve mozkem a stimuluje
jeho metabolismus. Dalsi studie prokazaly, Ze vinpocetin je schopen chrénit astrocyty pred
hypoxickym poskozenim a jejich zni¢enim. Toto plsobeni zpUsobuje inhibice kaspasy 3

a zvyseni mitochondridlnich funkci’.

Vinpocetin ma nizkou toxicitu a minimum neZadoucich ucink(. V Evropé ho mizeme znat jako

lék pod ndzvem Cavinton?.

Ginkgo biloba

Standardizovany extrakt zlistd Ginkgo biloba (EGb 761) se pouZiva jako doplnék lécby
demenci, v€etné AD a zejména rliznych typ( vaskuldrnich demenci. Obsahuje smés ucinnych
latek s rlznymi mechanismy Gc¢inku (antiagregacni a antioxidac¢ni pusobeni, zlepsSeni
neurondlniho metabolismu), zlepsuje krevni tok v cévach a kapilarach. Pozitivni vliv ma pfi
mozkovych poruchach spojenych se ztratou paméti, pfiproblémech s koncentraci, pfi
bolestech hlavy, zavratich. Plsobi také jako prevence pred vznikem depresi, chrani pred

vznikem trombodz.

Extrakt Ize uzivat samostatné anebo v kombinaci s AChEi nebo memantinem. Podle nedavné

Svycarské studie je dokdzano, Ze standardizovany extrakt je svymi Ucinky srovnatelny s ucéinky
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AChEi. Nyni se provadéji experimenty s preventivnim poddvanim preparatd, které by plisobily

pfed moznym vznikem AD”2L,
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3.2 Vinca minor L.

Cesky nazev: Barvinek mensi, Bréal mensi

3.2.1 Taxonomické zarazeni??

Oddéleni: Magnoliophyta
Ttida: Magnoliopsida
Podtrida: Lamiidae

Rad: Gentianales
Celed: Apocynaceae
Rod: Vinca

Druh: Vinca minor L.

3.2.2 Botanicka charakteristika

3.2.2.1 Celed Apocynaceae

g * K(5) [C(5-4) A5]G(2)

Obr. 7: Kvétni vzorec Celedi Apocynaceae

Do celedi Apocynaceae (tojestovité) patfi byliny, malé kere, stromy i lidny. Vyskyt téchto
rostlin je prevazujici v tropech a subtropech. V pletivech tojestovitych se vyskytuji mlécnice.
Kvéty jsou barevné, pravidelné, kvétni obaly jsou rozliSené (koruna je tvorena ¢tyfmi az péti
srostlymi listky a je srostla s andrecenem, kalich ma pét volnych listk(), kvét je oboupohlavny
(tyCinek je pét, pestik je srostly ze dvou plodolistli, semenik je svrchni). Plodem mize byt

tobolka, méchyrek, bobule nebo peckovice.

Obsahovymi latkami této celedi jsou kardioaktivni glykosidy, sekoiridoidni a irioidni

monoterpeny, indolové alkaloidy a také polyterpeny rozptylené v latexu??.

Tojestovité maji velké vyuziti v tradicni mediciné. PouZivaji se klécbé horecky, bolesti,

Zaludecnich a stfevnich onemocnéni. U nékterych druht bylo zjisténo, Ze maji protirakovinové
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a antimalarické vlastnosti?®. Radime sem mnoho velmi vyznamnych a v klinické praxi
vyuzivanych druhd. Mezi hlavni zastupce patti Catharanthus roseus, Carissa carandas, Vinca

major, Rauvolfia serpentina, Tabernaemontana coronaria a v neposledni fadé i Vinca minor?®.

3.2.2.2 Rod Vinca

Do tohoto rodu v soucasnosti fadime asi 5 druhG?® (Obr. 8, Obr. 9, Obr. 10): Vinca difformis,
Vinca erecta, Vinca herbacea, Vinca major a Vinca minor, se kterym se miZeme setkat i

v Ceské republice. Mezi posledni nové objevené a zkoumané druhy patii Vinca soneri a Vinca

ispartensis 25?7,

Obr. 9: Vinca difformis®°, Vinca herbacea®' (zleva)
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Obr. 10: Vinca erecta®?, Vinca ispartensis®3, Vinca soneri**(zleva)

Rod Vinca pavodné pochazi z Evropy a zapadni Asie a postupné se dostaval do dalSich zemi
svéta. Tyto rostliny se vyskytuji predevsim jako polokere nebo byliny na suchych mistech nebo

v listnatych lesich. PouZivaji se pro své Ié¢ivé vlastnosti nebo jako dekorativni rostliny3®.

3.2.2.3 Druh Vinca minor L.

Vinca minor L. (Obr. 11) je stalezeleny poloker pivodem z jizni Evropy. Postupné se rozsitil do
stfedni Evropy a Severni Ameriky3®. Je jediny z ¢eledi Apocynaceae, ktery volné roste i na

uzemi Ceské republiky, ¢asto jako disledek zplanéni?2.

Barvinek je 10-20 cm vysoka plaziva vytrvala rostlina s na bazi zdfevnatujici lodyhou. Rozrlista
se svymi poléhavymi oddenky a vytvafi tak kompaktni plochy. Listy jsou tmavé zelené,
koZovité, neopadavé, kratce rapikaté, vstficné, kopinaté az eliptické. Kvéty jsou jednotlivé,
dlouze stopkaté, pravidelné, 5 ¢etné a oboupohlavné. Koruna vétSinou modr3, fialové modr3,
nékdy ale i rGZova az bild. Plodem jsou méchyrky. Kvete prevazné v jarnim obdobi, od bfezna

do ¢ervna3’-38,

RozmnoZovani probihd predevsim vegetativné oddenky. V populacich na sever od Alp se
zfidka vyskytnou zralé plody a semena, ale pomér pohlavniho a nepohlavniho rozmnozovani

zatim nebyl molekuldrné zkouman3®.
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Dobre roste na stinnych mistech, ale nevadi mu ani slunné prostredi, pokud ma dostatecny
pfijem vldhy?4. U nds ho najdeme vysazovany v zahraddch a parcich jako pidopokryvnou
rostlinu. Dale ho najdeme na hrbitovech, u kapli a kostel(, na skalkdch a jinych stinnych

mistech3.

Vinca minor L. je v CR povaZovdn za bylinu jedovatou??. Obsahuje viak latky, které se hojné
vyuzivaji v lécitelstvi i |ékarstvi. Historicky se uzival pfedevsim jako adstringent pfi silném
menstruacnim krvaceni, pfi krvaceni dasni a Ustnich viedech, ale také k tlumeni drazdivého

kasle.

V tradi¢ni mediciné se dnes vyuZiva rlizné v raznych ¢astech svéta. V Asii a Evropé se vyuZivaji

v

jeho baktericidni vlastnosti, pouziva se také jako adstringent a collyrium. Uplatriuje se v 1é¢bé
prijmu a zazivacich potizich, hypertenze, posiluje mozkové funkce a pamét, plsobi sedativné,

7

byva uzivan pfi cukrovce a koZnich problémech?4.

Obr. 11: rostlina, vétvitka, porost Vinca minor L.28

3.2.3 Obsahové latky

Mezi hlavni obsahové Iatky rostliny Vinca minor L. patfi indolové alkaloidy (obsah asi 1,3 %),
z dalsich latek jsou to tfisloviny, saponiny, pektin, hof¢ina vincin, flavonoidy a kyselina

ursolova®.

3.2.3.1 Indolové alkaloidy

Rostliny celedi Apocynaceae jsou velmi bohaté na indolové alkaloidy. Mnohé z téchto
alkaloidl, jako napf. reserpin, yohimbin, kamptothecin, jsou jiz dlouho vyuzivany pro své

farmakologické uginky?.
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Indolové alkaloidy jsou latky s riznorodou chemickou strukturou. Biochemickym prekurzorem
je aminokyselina tryptofan. Ve strukturach indolovych alkaloidi se objevuji terpenické

jednotky. Proto jsou rozliSovany non-izoprenoidni a izoprenoidni indolové alkaloidy**.

Non-izoprenoidni indolové alkaloidy

Mezi non-izoprenoidni indolové alkaloidy fadime jednoduché alkaloidy odvozené od indolu.
Hydroxylaci tryptaminu vznika nejjednodussi alkaloid serotonin, ktery se nachazi v téle rostlin
i Zivocichl a proto neni obecné oznacovan jako alkaloid. DalSim vyznamnym jednoduchym
alkaloidem je psilocin, ktery po esterifikaci kyselinou fosfore¢nou prechazi na psilocybin (Obr.
12)#. Psilocin a psilocybin jsou halucinogenni indolové alkaloidy, které se pfevdiné objevuiji

v houbdéch ¢eledi Agaciaceae: Stropharia sp., Psilocybe sp., Conocybe sp., Panaeolus sp*.

Obr. 12: Biosyntéza psilocybinu; 1 — dekarboxylace, 2 — metylace, 3 — oxidace, 4 — fosforylace
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psilocybin

Do skupiny non-izoprenoidnich alkaloid(i dale radime jednoduché derivaty B-karbolinu. Jadra
B-karbolinu vznikaji Mannichovou reakci z tryptaminu. Zastupci této skupiny jsou: harman,

harmin, harmalin a elaeagnin®2.

Izoprenoidni indolové alkaloidy

Izoprenoidni indolové alkaloidy dale délime do dvou skupin podle poctu obsaZzenych

izoprenovych jednotek a to na monoterpenické (MIAs) a hemiterepenické.

Monoterpenické indolové alkaloidy

MIAs jsou nejvice biologicky aktivni skupinou alkaloidd, které najdeme v tisicich druzich rostlin
z Celedi Apocynaceae, Rubiaceae a Loganiaceae. Vyznamnym druhem je Catharantus roseus
s alkaloidy vinblastin, vinkristin, ajmalicin. Biosyntézy MIAs se kromé aminokyseliny
tryptofanu Ucastni také sekologanin. Jejich kondenzaci vznikne strictosidin, ktery je pak

pfeveden na jednotlivé MIAs (Obr. 13)%4,
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Obr. 13: Biosyntéza MIAs v Catharantus roseus®; GES (geraniolsyntaza), G80
(geraniol 10-hydroxyldsa/8 oxidasa), GPP (geranyldifosfat), STR (strictosidinsyntaza), TDC

(tryptofandekarboxylaza), TS (tryptofansyntaza)

MIAs délime podle struktury monoterpenické slozky secologaninu. RozliSujeme typy
Aspidosperma, Iboga a Corynanthe, které jsou tak oznaceny podle rodu nebo druhu rostliny,
kde se typicky vyskytuji*®#742 Struktury jednotlivych terpenovych jednotek jsou zobrazeny na

Obr. 14.
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Obr. 14: Strukturni typy MIAs*?

Aspidosperma Iboga Corynanthe
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Hemiterpenické indolové alkaloidy

Do této tfidy indolovych alkaloidd fadime alkaloidy namelové, které se vyskytuji predevsim
v FisSi hub u druht Claviceps. RozliSujeme 3 skupiny namelovych alkaloid(: klavinové alkaloidy,
derivaty kyseliny lysergové a ergopeptiny. Jednotlivé druhy Claviceps se lisi schopnosti
produkovat rdzné druhy alkaloidll. Ergopeptiny, jako finalni produkty biosyntézy namelovych

alkaloid(i, mohou produkovat jen nékteré druhy (Claviceps purpurea a Claviceps africana)®®.
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3.2.3.2 Vinca alkaloidy

Alkaloidy rodu Vinca oznaCujeme jako Vinca alkaloidy. Tyto alkaloidy byly objeveny v roce
1950 kanadskymi védci Robertem Noblem a Charlesem Beerem. Vinca alkaloidy jsou
dlouhodobé zkoumany pro své léCivé vlastnosti*®. Jsou jednou z nejvyznamnéjsich skupin
terpenoidnich alkaloid(i. Dale rozliSujeme 5 hlavnich typ(: eburnaminovy typ, ajmalinovy typ,

sarpaginovy typ, akuamminovy typ a oxindolovy typ?.

Zastupci vinblastin, vinkristin, vinorelbin a vindesin jsou ¢tyfmi hlavnimi klinicky vyuZivanymi
alkaloidy schvalenymi v USA. V Evropé je schvalen alkaloid vinfluin, ktery se pouziva pro lé¢bu
nadord. Vinca alkaloidy jsou druhymi nejuZivanéj$imi 1éCivy v 1é&bé karcinoma®.
Mechanismem antineoplastického Ucinku je jejich interakce s tubulinem, kdy dojde k naruseni

funkce mikrotubul v mitotickém aparatu%+°.

Eburnaminovy typ

Alkaloidy eburnaminového typu byly poprvé objeveny vrodu Vinca. Podle toho také
nazyvame zakladni skelet (tetrahydrofuranovy kruh) jako vinkan. Enantiomerem vinkanu je

eburnan. Pfehled nékterych eburnaminovych Vinca alkaloid( je uveden v tabulce 1°*.

Tabulka 1: Eburnaminové Vinca alkaloidy

Nazev alkaloidu Vybrany druh Vinca
Dimethoxyebrunamon Vinca minor
11-methoxyeburnamon Vinca minor
Vinkamin Vinca minor

Ajmalinovy typ

Ajmalinové alkaloidy jsou alkaloidy celedi Apocynaceae. Rodem ve kterém se vyskytuji
nejhojnéji je rod Rauvolfia, najdeme je ale i v dalSich napft.: Alstonia, Aspidosperma, Cabucala,

Vinca. Zakladni zastupci vyskytujici se v rodu Vinca jsou uvedeny v tabulce 2°2.
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Tabulka 2: Ajmalinové Vinca alkaloidy

Ndzev alkaloidu Vybrany druh Vinca
10-methoxytetraphyllicin Vinca major
10-methoxyvinorin Vinca erecta, major
Majoridin Vinca erecta, major
Majorinin Vinca major
Quebrachidin Vinca herbacea
Vinkamajin Vinca difformis, major
Vinkamajinin Vinca major

Vinkarin Vinca erecta, herbacea,

Sarpaginovy typ

Indolové alkaloidy sarpaginového typu se vyskytuji pfedevsim v celedi Apocynaceae, ale

vvvvvv

poprvé objeven. Dalsimi rody, které obsahuji sarpagine alkaloidy jsou: Alstonia,
Aspidosperma, Catharanthus, Vinca a dalsi. Nékteré alkaloidy tohoto typu jsou uvedeny

v tabulce 3°3.

Tabulka 3: Sarpaginové Vinca alkaloidy

Nazev alkaloidu Vybrany druh Vinca
Lochvinerin Vinca major
O-benzoyltombozin Vinca erecta

Rhazin Vinca difformis, erecta
Vellosimin Vinca difformis
Vellosiminol Vinca difformis, erecta

Akuamminovy typ

Tento typ je odvozen od alkaloidu akuamminu, zndmého také jako vinkamajoridin, plvodné
izolovaného ze semen stromu Picralima nitida z ¢eledi Apocynaceae. Vinkamajoridin je
alkaloid, ktery byl izolovan z Vinca major, ale svou strukturou je totoZzny s akuamminem. Proto

tento typ fadime i k Vinca alkaloidGm>*.

Oxindolovy typ

Oxindolovy typ indolovych alkaloid( byl poprvé objeven v kofenech rostliny Gelsemium

sempervirens. Postupné se do této skupiny pfidavaly alkaloidy z rod( Aspidosperma,
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Mitragyna, Rauwolfia, Ourouparia a Vinca. Prehled nékterych oxindolovych Vinca alkaloid( je

uveden v tabulce 4°°.

Tabulka 4: Oxindolové Vinca alkaloidy

Ndzev alkaloidu Vybrany druh Vinca
Erycinin Vinca erecta
Herbalin Vinca herbacea
Herbarin Vinca herbacea
Isomajdin Vinca major

Majdin Vinca major
Vineridin Vinca erecta
Vinerin Vinca erecta

Vinin Vinca major

Z rostliny Vinca minor L. bylo jiZ izolovano vice neZ 50 indolovych alkaloid(°6. NejduleZité;si
znich jsou vinblastin, vinkristin, vinkamin, vinkamidin, izovinkamin, vinkaminorein,

vinkaleukoblastin a leukokrystin.

Vinkamin

Vinkamin (Obr. 15) radime do skupiny Aspidosperma indolovych alkaloid( a oznacujeme jako
typ eburnaminovy?®. Je hlavnim alkaloidem listG rostliny Vinca minor L., mdZeme ho v$ak najit

i v dal3ich druzich jako je Catharanthus roseus, Vinca major nebo Crioceras longiflorus®*.

Vinkamin je dlleZzitym |ékem v oblasti mozkovych poruch, vyuziva se v [éCbé roztrousené
skler6zy a také pfi pooperacnich stavech centralniho nervového systému. PuUsobi
vazodilatacné a ma nootropni vlastnosti. Timto je tedy zajimavy pro Ié¢bu neurogenerativnich

onemocnéni typu AD a Parkinsonovy choroby®’.

Eliminacni polo¢as vinkaminu je pfiblizné 2 hodiny po peroralnim podani. Metabolizuje se
pfedevsim v jatrech a vyluéovan je ledvinami®®. Jeho biologickd dostupnost po peroralnim

podani je ale pouze 20 %. Z chemického hlediska je to vysoce lipofilni krystalickd latka®’.
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Obr. 15: Vzorec vinkaminu
Vinblastin

Vinblastin (Obr. 16) fadime do skupiny Iboga indolovych alkaloid(*?. Najdeme ho pfedevsim

v rostliné Catharanthus roseus, odkud byl plvodné izolovdn®°.

Vinblastin je Siroce vyuzivan v terapii nékterych nadorovych onemocnéni. V kombinaci
s jinymi cytotoxickymi preparaty se pouziva pro léceni Hodgkinovy choroby, non-Hodgkinova
lymfomu nebo pokrocilého karcinomu varlete. Lze také pouzit pro |é¢bu rakoviny mocového
méchyfe a karcinomu nebo melanomu ledvin. Podava se intraven6zné®®. Mechanismem
ucinku je ovlivnéni faze mitdzy inhibicnim plsobenim na mikrotubuly. Timto dojde k blokaci
rychle se délicich nadorovych bunék. BohuzZel toto chemoterapeutikum nerozliSuje bunky
zdravé od bunék nadorovych, z toho dlvodu ma vinblastin fadu nezadoucich U¢inkd, mezi
které patfi potlaceni imunity, neurotoxicita, gastrotoxicita nebo myelosuprese. Pro
predchazeni témto nezddoucim ucinklm se poddava predevsim v kombinaci s jinou netoxickou

pomocnou latkou®?.
Vinkristin

Vinkristin (Obr. 16) je velmi podobny alkaloidu vinblastinu. Radime ho také mezi Iboga

indolové alkaloidy a ziskava se z Catharanthus roseus.

Od vinblastinu se lisi predevsim nizsi myelosupresivni toxicitou a proto byva zarfazen do mnoha
chemoterapeutickych rezim(. Mechanismus Ucinku je stejny jako u vinblastinu. Pouziva se

predevsim pro lé¢bu akutni lymfocytarni leukemie, lymfom( a nddord mozku obecné® a to
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bud samostatné, nebo vkombinaci sjinymi protinddorovymi ¢Cinidly. | toto
chemoterapeutikum vsak neni bez toxicity. Hlavnim nezadoucim ucdinkem je neuropaticka
bolest, kterd je odolnda vici standardnim analgetikim. Bylo zjisténo, Ze tento vedlejsi ucinek
je na davce zavisly a bohuzel ¢asto pretrvava i po ukonceni podavani chemoterapeutika.
Neuropatické bolesti zplsobené vinkristinem by se vSak podle nedavnych studii mohly fesit

podavanim topisetronu®?.

R=CH; vinblastin
R=CHO vinkristin

Obr. 16: Vzorec vinblastinu a vinkristinu
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Vseobecné postupy

4.1.1 Priprava a CiSténi rozpoustédel

Vsechna rozpoustédla, kterd byla pfi praci pouzita, byla precisténa destilaci komercénich
rozpoustédel. Takto precisténad rozpoustédla se dale uchovavala v tmavych sklenénych

stojatkach a byla tak chrdanéna pred svétlem.

4.1.2 Odparovani extrakta

Ziskané extrakty byly odpareny na vakuové odparce za snizeného tlaku pfi teploté do 40 °C.

4.1.3 Priprava litych desek na preparativni TLC

Lité desky pro preparativni TLC musi byt pfipraveny alespon den pred jejich pouzitim. Sklenéné
desky urcéené pro toto TLC se musi pred nalitim umyt a odmastit. Nasledné se preliji suspenzi
silikagelu (na 1 cm? pFipadd 0,03 g silikagelu v 0,1 ml vody). Tato suspenze se dikladné na

desce rozetre a poté se necha schnout.

4.1.4 Detekce alkaloidt

Pritomnost alkaloid( na chromatografickych deskach se provadi pod UV lampou pfi vinové
délce 254 a 366 nm. Alkaloidy na desce pfitomné se pod UV zafenim zbarvi modie nebo tmavé.
Detekce alkaloidl na desce se dale provadi postfikem Dragendorffovym ¢inidlem. Alkaloidni
skvrny jsou po postfiku oranzové az ¢erveno-oranzové. Tyto skvrny je tfeba hodnotit velmi

pozorné, protoze nékdy muze byt reakce relativné slaba i pres to, Ze alkaloidy jsou pfitomny.

4.1.5 Flash chromatografie

Nékteré frakce alkaloid( byly déleny pomoci Flash chromatografie. Flash chromatografie je

rychlejsi a automatizovana forma chromatografie sloupcové.
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Frakce, ktera se ma délit, je nanesena na horni ¢ast komeréné dodavané kolony. Zbytek
sloupce je vyplnén izokraticky nebo gradientem rozpoustédla, které za pomoci tlaku propusti
naneseny vzorek dal do kolony, kde je délen do dalSich frakci. Po rozdéleni frakce a nasledném

odpareni ziskanych frakci se provadi kontrolni TLC a kvantitativné stejné frakce se spojuiji.

4.2 lzolace alkaloidu

4.2.1 Pouzity materidl a vybaveni pro izolaci

4.2.1.1 Rozpoustédla

Acetonitril (CH3CN), p. a. (LachNer)

Diethylamin (Et2NH), p. a. (LachNer)

Diethylether, Cisty destilovany bez stabilizatoru (Et,0) (Penta)
Ethanol 95%, denaturovany metanolem (EtOH) (Lihovar Kolin)
Ethylacetat (EtOAc), p.a. (Penta)

Chloroform (CHCIs), p. a. (Penta)

Lékarsky benzin lékopisné kvality CL 2009 (Bz) (Penta a.s.)
Methanol, LC-MS CHROMASOLV® (MeOH) (Sigma-Aldrich)

Toluen (To), p. a. (Penta)

4.2.1.2 Chemikalie

Amoniak, 25% vodny roztok, p. a. (Lachema)
Hydroxid sodny 2%, €. (Lachema)
Kyselina chlorovodikova 2%, p. a. (Lachema)

Siran sodny bezvody, €. (Penta)

4.2.1.3 Pomocné latky

Kfemelina Celite C 535 Jonh’s Manville (Sigma-Aldrich)

4.2.1.4 Detekéni Cinidla

Dragendorffovo cinidlo —vznika sloZzenim roztoku A a roztoku B v poméru 1:1
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Roztok A vznikd rozpusténim 20 g kyseliny vinné a 1,7 g dusi¢nanu bismutitého zasaditého
v 80 ml vody.

Roztok B vznikd rozpusténim 16 g jodidu draselného ve 40 ml vody.

Detekéni roztok se vytvori smisenim 5 ml zasobniho roztoku (roztok A+B) s roztokem 10 g

kyseliny vinné v 50 ml vody.

Meyerovo ¢inidlo — Vznika rozpusténim 5 g jodidu draselného a 1,36 g chloridu rtutnatého

ve 100 ml vody.

4.2.1.5 Vyvijeci soustavy pro TLC

Bz + CHCI; (87,5:12,5,85:15,80:20, 75: 25)
EtOAc+ MeOH (9: 1)

To + CH3CN (100 : 15)

To + EtOAc + EtoNH (45:10: 2)

4.2.1.6 Chromatografické adsorbenty

Kieselgel 60 GF2s4 (Merck, CZ) — nalévané desky
Oxid hlinity neutralni (100 um) deaktivovany 6 % vody (Sigma-Aldrich)
TLC Silicagel 60 F2sa (Merck, CZ) — komercni desky

Sepacore Silica Flash Cartridge, 120g (Biichi)

4.2.1.7 Pristroje

Vakuova odparka Blichi Rotavapor R-114
Kontrolni jednotka Blichi Sepacore C-620 s pumpou C-605, detektorem C-640 a kolektorem
frakci C-660

4.2.1.8 Biologicky material

Nat rostliny Vinca minor L. byla dodana komercéné od prodejce Megafyt s. r. 0. (Vrané nad
Vltavou) jako droga jemné fezanda. Verifikaci provedl Prof. RNDr. Lubomir Opletal, CSc.

Dokladové vzorky jsou uloZeny v herbafi Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy.
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4.2.2 Extrakce drogy a zpracovani extraktu

Po castech bylo extrahovano 62 kg nati. 500 g drogy se extrahovalo vyvarenim s 3 litry
95% EtOH na vodni [dzni po dobu 30 minut. Tato extrakce se po filtraci provadéla jesté jednou.
Nasledné spojené ethanolové extrakty byly zahustény do celkového objemu pfiblizné 70 litrQ.
Na Blichnerové nalevce byla odfiltrovdana Sedavo-zelenda sedlina (chlorofyl + kyselina
ursolova). Hnédy filtrat o objemu pfriblizné 65 litrd byl alkalizovan 25% amoniakem na pH 9 —
9,5 a suspenze byla vytfepana 5x 15 litry CHCls. Vodnd faze se dale nezpracovavala.
Chloroformové vytrepky (vytiepky X) byly odpafeny do sucha. Timto zptGsobem bylo ziskano

454 g tmavé hnédého velmi viskdzniho produktu.

Dale byly pfiblizné 2 g chloroformového odparku dispergovany za tepla s pouzitim ultrazvuku
10 ml 2% HCI, roztok byl zfedén na 40 ml, zfiltrovan, alkalizovan amoniakem na pH 9 — 10
a nasledné vytrepan 4x 15 ml Et,O (vytfepek Et9). Vodna faze ale stale silné reagovala
alkaloidné a proto byla jesté 4x vytfepana CHCIs (vytifepek CHf9). Odparek CHCIs byl masivni,

ale alkaloidt obsahoval malo.

Oba odparky byly znovu spojeny (cca 2 g) a rozpustény ve 40 ml CHCls. Tento roztok byl
vytfepan 3x 10 ml 2% NaOH a 2x 10 ml vody. Vodné faze byly spojeny, okyseleny na pH 1,
alkalizovany 25% amoniakem a roztok byl znovu vytfepan 3x 15 ml CHCls. Maly, olejovity
odparek F obsahoval pouze 3 alkaloidy, které byly pritomny i ve frakci alkaloid( nefenolickych
nF. Promyty chloroformovy roztok byl vysusen siranem sodnym a odpaten (odparek NF).

LC/MS ukazalo, Ze alkaloidy v odparku F jsou totozné s alkaloidy odparku nF (Obr. 17).
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Obr. 17: TLC jednotlivych vytfepkl (adsorbent silikagel Merck UV 254, MF: EtOAc + MeOH 9 : 1, vyvijeno 1x,
detekce UV 254 nm, Dragendorffovo cCinidlo); X - prvni CHCl; vytfepek, Et9 — Et,0 vytfepek z chloroformového
extraktu (alkaloidy, pH 9), Chf9 — CHCls vytifepek po vytfepani Et,0 z chloroformového extraktu, nF — nefenolické

baze, F - fenolické baze

4.2.3 Sloupcova chromatografie

Predcistény chloroformovy vytfepek VM CHCl3-A byl pfipraven separaci na sloupcové
chromatografii se stacionarni fazi oxidem hlinitym. Po filtraci byl sloupec promyt potfebnym
mnozstvim chloroformu a poté 20 ml smési CHCIs + EtOH 9 : 1, filtraty byly odpareny. Timto
délenim bylo ziskano 201 g tmavé hnédého, velmi viskdzniho CHCls odparku a 94 g hnédého,

pénovitého odparku CHClz a 10 % EtOH.

Predcistény extrakt VM CHCIs-A byl rozdélen na frakce pomoci sloupcové chromatografie. Ze
ziskanych frakci byly dale izolovany jednotlivé alkaloidy. Podminky sloupcové chromatografie

jsou shrnuty v tabulce 5.
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Tabulka 5: Chromatografie predcisténé CHCls-A

deaktivovany 6 % vody; 6,0 kg

MnozZstvi odparku 200,0g

CHClI3 na rozpusténi odparku 300 ml

Adsorbent na roztér 500 g

Adsorbent Oxid  hlinity  neutrdlni (100  um)

Délici vrstva ve sloupci

J15x35cm

Vrstva s extraktem @ 15x2,9cm
Mrtvy objem 4,4 litru
Frakce 500 ml

Doba toku 1 frakce ca 25 min

Timto zpUsobem bylo ziskano 531 frakci. Kazda z téchto frakci byla analyzovana pomoci TLC,
kdy se sledovalo kvantitativni sloZeni. Eluaty s obsahem stejnych alkaloidi byly spojeny do

celkem 17 frakci.

4.2.4 Separace alkaloidli z vybranych frakci

Pro dalsi praci byly vybrany frakce ¢. 2 a C. 5.

Tabulka 6: Vybrané spojené frakce ze sloupcové chromatografie

Cislo | Spojené frakce | Frakce Eluce Odparek | Popis
73-90 Bz + CHCI3 87,5:12,5 Hnédocerveny,

2 73-110 91-98 Bz + CHCl3 85 : 15 144 ¢ o
99-105 | Bz+CHCl;85: 15 velmi viskozni
106 —-110 | Bz+ CHCI580: 20

5 128 — 146 128 — 146 | Bz + CHCl3 75 : 25 10,81¢g Ridky, svétly

4.2.4.1 Separace alkaloid( z frakce €. 2

Frakce €. 2 (1,44 g) byla rozdélena pomoci preparativniho TLC (adsorbent SiO2, mobilni faze To

+ CH3CN 100 : 15) na 4 dalsi podfrakce 2.1 — 2.4.

Po krystalizaci (CHCIs + EtOH 1 : 1) frakce 2.1 bylo ziskdno 120 mg bilé krystalické alkaloidni
latky AV-1.
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4.2.4.2 Separace alkaloid( z frakce €. 5

Frakce ¢. 5 (10,81 g) byla délena pomoci Flash chromatografie na silikagelu (velikost c¢astic
40 — 63 um). Mobilni fazi tvorfil CHCls + EtOH, gradient od 0 do 100 % EtOH. Pratokova rychlost
byla 80 ml/min a detekce jednotlivych pik( byla provadéna pfi 254 nm. Timto délenim se

ziskalo 12 podfrakci oznacenych 5.1 — 5.12.

Frakce 5.10 (1,32 g) byla ddle délena na preparativnim TLC (adsorbent SiO2, mobilni faze
To+ EtOAc + EtoNH 45 : 10 : 2) na dalsi 4 podfrakce 5.10.1 — 5.10.4. Po krystalizaci
(CHCI3 + EtOH 1 : 1) frakce 5.10.2 bylo ziskano 37 mg bilé krystalické alkaloidni latky AV-2.

4.3 Strukturni analyza

4.3.1 GC/MS analyza a identifikace alkaloidu

Alkaloidy rostliny Vina minor L. byly identifikovany za pouziti plynového chromatografu Agilent
Technologies 7890A s hmotnostnim detektorem Agilent Technologies 5975C. Déleni probéhlo
na koloné HP-5MS (30 m x 0,250 mm). Teplotni program: 15 °C/min ze 100 °C na 180 °C, 1 min
stabilizovano na 180 °C, poté 5 °C/min ze 180 °C na 300 °C a dalsi stabilizace 40 min na 300 °C.
Nastrik byl proveden pfi 280 °C v objemu 1 pl (1 mg/ ml) alkaloidniho extraktu ve split modu
v poméru 15:1. Jako nosny plyn bylo pouZito helium s pritokovou rychlosti 0,8 ml/min. Pfi 230

°C a elektronové ionizaci 70 eV byly detekovany fragmenty v rozmezi 40-600 m/z.

Identifikace jednotlivych alkaloid(i byla provedena porovnanim jejich hmotnostnich spekter
s dostupnymi daty v knihovné spekter NIST 11 (National Institute of Standards and Technology

Library, USA) a s daty uvedenymi v literature.
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4.4 Stanoveniinhibicni aktivity alkaloidi a alkaloidnich extraktt vUci

erytrocytarni AChE a sérové BuChE

4.4.1 Pouzity materidl, chemikalie

4.4.1.1 Chemikalie

10mM acetylthiocholin jodid (Sigma-Adrich)

10mM butyrylthiocholin jodid (Sigma-Adrich)

Dimethylsulfoxid p. a. (Sigma-Adrich)

5mM 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina > 98% (Sigma-Aldrich)
Galanthamin hydrobromid (Changsha Organic Haerb Inc., China)

Huperzin A (TAZHONGHUI — Tai"an zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd., China)

4.4.1.2 Pufry

5mM fosfatovy pufr pH 7,4
5mM fosfatovy pufr pH 7,4 obsahujici 150 mM chloridu sodného
100mM fosfatovy pufr pH 7,4

4.4.1.3 Biologicky material

Zdrojem acetylcholinesterdzy byla pouzdra lidskych erytrocytl, zdrojem butyrylcholinesterazy

lidska plazma. Méfeni bylo provadéno v mikrotitracnich desti¢kach.

4.4.2 Pristroj pouzity pro stanoveni cholinesterazové inhibicni aktivity

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

4.4.3 Priprava erytrocytarnich pouzder

Erytrocytarni pouzdra byla ziskdna z ¢erstvé odebrané krve. K 18 ml krve byly pfidany 2 ml
citranu sodného. lhned po odbéru byla krev rozdélena po 5 ml do Sroubovacich zkumavek

a centrifugovana (Boeco U-32R s rotorem Hettich 1611, rychlost 4000 rpm, teplota 4 °C,

40



10 min). Po centrifugaci byla odsata plazma, bez erytrocyt(, ktera byla uchovavana v lednicce

pti 4 °C do doby stanoveni aktivity BUChE (nejdéle 6 hodin).

Zvlast bylo odebrano 500 pl plazmy, ktera byla uchovavana pfi normalni teploté za nepfistupu
svétla do stanoveni aktivity (max. 1 hodinu). Po stanoveni absorbance u plazmy, pred

rozplnénim do mikrozkumavek, byla provedena filtrace pres tenkou vrstvu bunicité vaty.

Z erytrocytarniho sedimentu byl odsan zbytek plazmy a byl ode¢ten objem erytrocytud. Poté
byl sediment zfedén 5mM fosfatovym pufrem o pH 7,4, ktery obsahoval 150 mM chloridu
sodného a byl rozdélen do 8 zkumavek pokazdé v objemu 13 ml. Po promichani suspenze se
3x provede promyti centrifugaci pouzitou jiz pfi oddélovani plazmy. Ktakto promytému
sedimentu se pfida tolik 5mM fosfatového pufru o pH 7,4, bez obsahu chloridu sodného, aby
objemovy pomér erytrocyty : pufr byl 1:9. Po homogenizaci smési se erytrocyty ponechaji
v nezabrusové Erlenmayerové barnce spontanné hemolyzovat po dobu 10 minut, za michani
teflonovym michadlem na magnetické michacce. lhned po skonceni fizené hemolyzy byla
u suspenze stanovena aktivita a naredéna suspenze byla dispenzovdna do mikrozkumavek

a uchovavana pfi -22 °C.

4.4.4 Podminky méreni

Experimenty byly provadény za téchto podminek:

- prostredi fosfatového pufru pH 7,4
- teplota37°C
- vinova délka spektrofotometru 436 nm

- poutziti mikrotitracnich desticek

4.4.5 Stanoveni cholinesterazové inhibicni aktivity (hodnoty ICso)

Hodnota ICso byla stanovena Ellmanovou spektrofotometrickou metodou s pouZzitim
5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoové  kyseliny (DTNB). Estery thiocholinu, které jsou
cholinesterdazami Stépeny na thiocholin a pfislusnou kyselinu, byly pouzZity jako substraty.

Stanovovala se SH- skupina thiocholinu, ktera se navazala na DTNB za vzniku Zlutého produktu,
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ktery byl ddle stanoven spektrofotometricky. Byl sledovan nar(ist absorbance za 1 minutu.
Hodnoty ICso se pocitaji z namérenych hodnot poklesu aktivity AChE nebo BuChE nelinearni
regresi v programu GraphPad Prism. Nasledné jsou vysledky porovnavany s hodnotami ICsg jiz

znamych inhibitord cholinesterdz: huperzinem A a galantaminem.
Procenta inhibice (% |) se pocitaji podle vzorce:

% | = 100-(AAsL/AAsa) x 100
AAg, je narlst absorbance slepého vzorku za 1 minutu

AAsa je narast absorbance méreného vzorku

42



5 Vysledky

5.1 Strukturni analyza

5.1.1 (+)-vinkaminorin (AV-1)

CAS: 1935-07-5

(+)-vinkaminorin

Obr. 18: Vzorec (+)-vinkaminorinu

5.1.1.1 GC/MS analyza

Retencni ¢as: 23,475 min

Abundance 23475
4500000
4000000
B500000
B000000
b500000 |
P000000
1500000
1000000

500000

T T T T T T T T T
ITime—> 20.00 40.00

I
60.00

Obr. 19: Chromatograficky zaznam (+)-vinkaminorinu
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EI-MS [M*]: 354 (15), 229 (100), 168 (5), 124 (12)

100+

124

2 144 168

40 80 120 160 200

Obr. 20: MS spektrum (+)-vinkaminorinu

5.1.2 Vinkorin (AV-2)

CAS: 33023-08-4

225

240

265 235 323

280

320

vinkorin

Obr. 21: Vzorec vinkorinu
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5.1.2.1 GC/MS analyza

Retencni ¢as: 26,249 min

Wbundance] 26.249

3000004

2500004

200000+

1500004

100000+

50000+

Time->  5.00 b0 150 2000 2500 3000 3500

4000

Obr. 22: Chromatograficky zdznam vinkorinu

EI-MS [M"]: 368 (100), 353 (28), 266 (6), 245 (8), 201 (9)

368
1004
504
353
Sy 201 245
— 174 266
i 41 59 77 115 224

40 80 120 160 200 240 280 320 360

Obr. 23: MS spektrum vinkorinu
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5.2 Inhibic¢ni aktivity izolovanych alkaloidt

Tabulka 7: Inhibi¢ni aktivity izolovanych alkaloid(

Izolovany alkaloid

AChEi (ICso pM)

BuChEi (ICso uM)

(+)-vinkaminorin

746,5 + 84,13

684,32 + 70,66

vinkorin > 1000 9,75 +0,45
Standardy pro ChE

galantamin 1,710 + 0,065 42,30+ 1,30
huperzin A 0,033 + 0,001 >1000
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6 Diskuse

IChE vyznamné ovliviuji stav pacienta s AD. Oddaluji progresi symptom(, zlepsuji denni
aktivity a i symptomy na neuropsychiatrické Urovni. Nemocni AD jsou velice heterogenni
skupinou. Zrejmé existuji podskupiny pacientll, ktefi profituji vyznamné vice z terapie

konkrétnim enzymem IChE®3,

Cilem této diplomové prace byla izolace alkaloid( z alkaloidniho extraktu z Vinca minor L. za
pouziti chromatografickych metod, jejich nasledna GC/MS analyza, identifikace a stanoveni

biologické aktivity vici AChE a BUChE.

Po déleni frakci ¢. 2 a €. 5 byly izolovany dva alkaloidy v Cisté formé, které na zakladé GS/MS
analyzy a po porovnanis literaturou byly oznaceny jako (+)-vinkaminorin (AV-1) a vinkorin (AV-

2).

Ziskané latky byly testovany na inhibi¢ni aktivitu pomoci spektrofotometrické Ellmanovy
metody in vitro. Ziskané aktivity byly porovnavany se standardy galantaminem
a huperzinem A. Galantamin je alkaloid se silnou inhibi¢cni aktivitou vac¢i AChE
(1,710 £ 0,065 uM), ale vici BUChE je jeho inhibi¢ni aktivita nizsi (42,30 + 1,30 pM). Inhibi¢ni
aktivity huperzinu A jsou podobné jako u galantaminu. Vykazuje inhibi¢ni aktivitu vici AChE

(0,033 £ 0,001 uM), ale na BUChE neplsobi (> 1000 uM).

Izolovany alkaloid (+)-vinkaminorin nedosahuje témér Zadnych aktivit vi¢i AChE a BUChE. Jeho
inhibi¢ni aktivita vaci AChE je 746,5 + 84,13 uM a vici BUChEk 684,32 + 70,66 uM. Tento
alkaloid tedy nem(zZe byt nositelem inhibi¢ni aktivity, kterou vykazoval sumarni alkaloidni
extrakt. Zajimavéjsi jsou ale vysledky inhibi¢nich aktivit u alkaloidu vinkorinu. Zde nebyla
namérena zadna AChE inhibi¢ni aktivita (AChE > 1000 uM), ale inhibi¢ni aktivita vi¢i BuChE

(9,75 £ 0,45 uM) je vyssi nez u obou vyse zminénych standard(.

Dle téchto vysledk( mizeme soudit, Ze alkaloid (+)-vinkaminorin neni vyuZitelny pro ovlivnéni
prabéhu AD, alkaloid vinkorin by vSak néjaké vysledky pfindset mohl. Testovani biologické

aktivity ziskanych alkaloidi bude ddle probihat v rdmci dalSich test( in vitro.
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7 Zaver
Cilem této diplomové prace byla izolace alkaloid(, jejich identifikace a stanoveni biologické
aktivity. Z alkaloidniho extraktu Vinca minor L. byly za pouziti chromatografickych metod

izolovany 2 alkaloidy, které byly po GC/MS analyze identifikovany jako (+)-vinkaminorin

a vinkorin.

Alkaloid (+)-vinkaminorin byl izolovan z frakce €. 2, ktera byla délena metodou preparativniho
TLC. lIzolace vinkorinu byla provedena z frakce ¢. 5. Tato frakce byla nejprve délena pomoci

flash chromatografie a ziskané podfrakce byly dale rozdéleny na preparativnim TLC.

Po identifikaci ziskanych alkaloidd byly provedeny testy na jejich inhibicni aktivitu.
(+)-vinkaminorin nevykazoval témér zadnou inhibi¢ni aktivitu vic¢i AChE a BuChE, proto je
v terapii AD nevyuzitelny. Inhibi¢ni aktivita vinkorinu vic¢i AChE nebyla namérena, ale vici

BuChE (9,75 + 0,45 uM) je vyznamna. Vinkorin tedy bude podroben dalSimu testovani.
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