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1 UVOD

Rostliny jsou dilezitym zdrojem latek, které maji v dnesni dobé vyuziti v mediciné
a farmacii. Pouzivaji se ptimo latky ziskané z rostliny, nebo jsou tyto vzorem pro piipravu latek
novych. Rostliny jsou schopny v sobé¢ shromazd’ovat metabolity sekundarniho typu, které maji
v rostlindch funkci ochrannou (proti predatorim, fyzikalnim vliviim), pfipadné funkci signalni
molekuly, naptiklad atraktantu pro hmyz. Sekundéarni metabolity patii mezi vyznamné zdroje
biologické aktivity.!
charakteristické spiSe pro rostliny (hlavné dvoud€lozné), nez pro zivocichy. Odhaduje se, ze
10-20 % veskerych rostlin obsahuje metabolity alkaloidniho typu.?

Celed’ Apocynaceae piedstavuje velmi poéetnou skupinu rostlin, které jsou rozsiteny
v zemich celého svéta, nejvice vSak v tropickych a subtropickych oblastech. Tyto rostliny se
mohou vyskytovat v podobé stromil, keitl, polokeii nebo také jako tropické liany. Casto byvaji
jedovaté. Do této Celedi patfi nejen rostliny, které slouzi jako okrasné, ale z vétSiny téchto
rostlin se ziskavaji jejich ucinné latky, naptfiklad mono nebo polyterpeny (kaucuky),
kardioaktivni glykosidy, pfedevSim ale alkaloidy, a hlavng alkaloidy indolové. Tyto latky se
pouzivaji pro rizné ucely.

Mezi nejvyznamnéjsi zastupce této Celedi patti Catharanthus roseus (L.) G. Don (Vinca
rosea L.), neboli katarant rGZzovy a Vinca minor L., neboli barvinek mens$i, Rauwolfia
serpentina (L.) Benth., neboli zmijovice hadova a Strophanthus gratus (Wall. Et Hook. Ex
Benth.) Baill., krutikvét cenny.!->*

Vinca minor L. je modie kvetouci jedovata rostlina, kterd je jedinym volné rostoucim
zastupcem Celedi Apocynaceae u nds. Mezi jeji obsahové latky patii predevsim latky alkaloidni
povahy. Typické jsou zde indolové alkaloidy, do kterych se fadi i Vinca alkaloidy, které jsou
charakteristické pro tuto rostlinu.>%’

Alzheimerova choroba (AD) je nevratné neurodegenerativni onemocnéni, pii kterém
dochazi k postupnému odumirani nervovych bunék a jejich naslednému rozpadu.® Nejvice
postihuje pacienty ve vékové kategorii nad 65 let, u kterych plsobi jako nejcastéjsi ptic¢ina
demence, pfi¢emz s nartistajicim vékem se incidence onemocnéni zvysuje.® Z pocatku jsou u
téchto jedincii patrné pouze problémy se zapomindnim a zmatkovanim. Byva to pfi¢itano
piirozenému procesu starnuti. Postupné se pridavaji komplikace jako poruchy feci, orientace

nebo potize s rozpoznanim zndmych osob, dokonce i z vlastni rodiny. V pozdnich stadiich neni



doty¢ny schopen obstarat ani bézné denni potieby. Nemoci je tak ovlivnén nejen on sam, ale i
jeho blizci, na kterych je poté plné zéavisly.

Doposud nebyla objevena 1éCba, diky které by bylo mozné AD vylécit, jsou vSak
dostupna 1é¢iva, kterda mohou zpomalit jeji progresi a prodlouzit tak pacientiv Zzivot az
o n¢kolik let.

V soucasné dobé existuji dva pfistupy v 1&cbé AD, pfi¢emz v praxi se vetSinou voli
jejich kombinace. Jedna se o pfistup farmakologicky a nefarmakologicky. Mezi pouzivana
1é¢iva fadime inhibitory acetylcholinesterasy (AChE) a butyrylcholinesterasy (BuChE) a dale
inhibitory N-methyl-D-aspartitovych (NMDA) receptorti. Do skupiny 1é¢iv s mechanismem
inhibice cholinesteraz patii alkaloidy galanthamin, rivastigmin a donepezil. Pro tyto latky je
typické, ze blokuji enzymy, které v synaptické Stérbiné rozkladaji acetylcholin. Druha
jmenovanad skupina zahrnuje lé¢ivo memantin, jehoZ plsobenim ve funkci parcidlniho
antagonisty NMDA receptori dochazi ke sniZeni excitotoxicity, kterd je zpiisobena
glutaméatem,% 10 1112, 13,14
Tato prace se zabyva izolaci alkaloidu z frakce ziskané z rostliny Vinca minor L., déle

identifikaci izolovaného alkaloidu a studiem jeho biologickych aktivit.



2 CIL PRACE

1) Vypracovani odborné reserse dle zadani skolitele.

2) Zpracovani piidélené frakce za ucelem izolace alespoi jednoho alkaloidu v Cisté formée
3) Strukturni identifikace izolovanych latek (MS, NMR apod. analyzy)

4) Ptiprava izolovanych latek pro co nejsirsi spektrum biologickych aktivit

5) Zpracovani vsech ziskanych vysledkd, jejich analyza a vyhodnoceni.

6) Sepsani a odevzdani diplomové prace



3 TEORETICKA CAST

3.1 Celed’ Apocynaceae

Celed” Apocynaceae (tojestovitych) &ita okolo 415 rodd a 4600 druht kvetoucich
rostlin, které se vyskytuji spise v teplej$ich oblastech zemé&koule.* Radime ji do fadu Gentiales
(hotcotvaré) spoleéné s Celedémi Loganiaceae (kul¢ibovité), Rubiaceaec (mofenovité),
Menyanthaceae (vachtovité), Asclepiadaceae (klejichovité), Gentianaceae (hofcovité).!*

Rostliny této ¢eledi jsou vytrvalé, maji listy s hladkymi okraji, kvéty jsou oboupohlavné,
uspofaddané v klastrech. Pletiva obsahuji mlécnice, ze kterych pii poranéni vytékd jedovatéd
§tava (latex). Plodem miize byt bobule, peckovice, méchytek nebo tobolka.!* Rostliny mohou
byt stromovitého, kefovitého nebo lidnovitého typu. Vyskytuji se v teplejSich oblastech
zemcékoule, tedy ptedevs§im v tropech a subtropech. Rostliny ¢eledi jsou nejen okrasné, ale také
obsahuji latky, které maji praktické vyuziti. 4

Celed’ ¢itd mnoho vyznamnych zastupctl. Patii sem rostlina s ndzvem Rauwolfia
serpentina (L.) Benth., ¢esky zmijovice hadova (Obrazek 3-1). Tato chranéna rostlina je typicka
pro oblast Indie. Jeji listy jsou koZzovité a stalezelené, kvéty biloriizové. Plodem je peckovice.!
Rostlina obsahuje latky alkaloidniho typu, mezi néz patii terciarni indolinovy alkaloid ajmalin

a terciarni indolové alkaloidy yohimbinového zékladu reserpin a yohimbin (Obrazek 3-2).

Nejvyznamnéj$im alkaloidem je reserpin, ktery ma hypotenzni Gi¢inky. "1

Obrazek 3-1: Rauwolfia serpentina'®
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Obriazek 3-2: Strukturni vzorec ajmalinu, yohimbinu a reserpinu

Lidnovity nebo ne¢kdy také ketovity krutikvét cenny (Strophanthus grauts,(Wall. Et
Hook. Ex Benth.) Baill.) rostouci v Africe m4 listy kiizmostojné postavené a kvéty riZovobile
zbarvené¢ (Obrazek 3-3). Jejich soucésti je vinova trubka. Plody jsou tenké dvojité
méchyikovité.! Rostlina obsahuje hlavné alkaloidy, déle kardioglykosidy, naptiklad oubain,

ktery ma kardiostimulativni G¢inky a dle také lignany."!”
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Obrazek 3-3: Strophanthus gratus'®

Vyznamnym zastupcem této Celedi je Catharantus roseus (L.) G. Don (katarant razovy)
(Obrazek 3-4). Jedna se o polokef, ktery pochazi z Madagaskaru, dnes se vSak vyskytuje
1 v jinych, pfedevsim teplejSich, oblastech svéta. Vyznamné alkaloidy ziskdvané z katarantu -
vinblastin a vinkristin (Obrazek 3-5) - patii mezi dimerni indolové alkaloidy, které maji

antineoplastické Gi¢inky.!

Obrazek 3-4: Catharanthus roseus"®

12



Vinkristin

Obrazek 3-5: Strukturni vzorce vinblastinu a vinkristinu

Rod Vinca je rostlinny rod typicky pro oblast Evropy, jihozdpadni Afriky
a Severozapadni Asie. Patii sem nékolik konkrétnich druht rostlin, mezi né€z se fadi Vinca
erecta Regel & Schmalh., Vinca difformis Pourr., Vinca herbacea Waldst. & Kit., Vinca
major L., Vinca minor L., Vinca pubescens d’Urv. (syn. Vinca major subsp. hirsuta (Boiss.)

Stearn.) a Vinca sonerei. Posledni uvedeny zastupce je zaroven zastupcem nejpozdéji

popsan}']m'ZOJ 1,22,23,24,25
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3.1.1 Vinca minor L.

Rad: Hotcotvaré (Gentiales)

Celed: Tojestovité (Apocynaceae)

Rod: Barvinek (syn. bréal)

Druh: Barvinek mensi (Vinca Minor L.)%1°

Vinca minor L. neboli barvinek mensi je jedinad volné¢ rostouci rostlina této Celedi
v Ceské republice. Roste v lesich, parcich, zahradach i podél silnic, nejlépe se ji daii na stinnych
vlhéich mistech. Tato modie az modro-fialové (nékdy vsak i bile nebo rizove) kvetouci
jedovata bylina (Obrazek 3-6) s kvéty rostoucimi jednotlivé na stopkach je 20-40 cm vysoka,
pokud se jedna o kvétonosné lodyhy. Lodyhy, které kvéty nenesou, mohou byt az 80 cm vysoké.
Pti bazi oddenku rostlina dfevnati. Kvete v obdobi od bfezna do ¢ervna. Listy jsou protistojné,
nejcastéji elipsovitého tvaru a neopadaji. Plodem je méchytek. Vyskytuje se v rtiznych
kultivarech, které se 1isi barvou kvétii a listd a jejich velikosti.!?*?” RozmnoZovani probiha
vegetativnim zpuisobem pomoci oddenktl. Barvinek je odolny a nepati mezi chranéné rostliny,
jelikoZ je zplanély a hojné& péstovany.?®*

Rostlina je pouzivana jak v léCitelstvi, tak v lékarstvi. Extrakt z nati je prospéSny
pfi snizovani krevniho tlaku ¢i mirnéni kasle. Dale se pouzivaji listy pro 1€cbu krvacivych stavii
(krvéaceni z nosu, nadmérného menstruacniho krvaceni i vnitfniho krvaceni) nebo zanétlivych
a cévnich onemocnénich (ateroskler6za a demence zpisobend nedostatecnym zasobovanim
mozku krvi). V rozdrcené formé maji listy adstringentni G¢inky na rany a plisobi na n€ hojive,
proto se pouzivaji 1 ustni vody k 1é€bé ustnich a krénich infekci. Kofen ma, stejné jako nat’,

hypotenzivni G&inek. Vinca minor L. ma své misto také v protinadorové terapii.?s30-!

14



Obrazek 3-6: Vinca minor — kvét, list a cela rostlina3>3334

3.1.1.1 Obsahové latky

Celed” Apocnyaceae obsahuje hlavné latky alkaloidniho charakteru. Vedle alkaloidt se
u zastupci této celedi vyskytuji také terpeny sekoiridoidniho a iridoidniho typu,
kardioglykosidy, polyterpeny a indolové alkaloidy.!

Alkaloidy jsou vyznamné pifirodni produkty z hlediska biologického, chemického
1 komercniho. Jedna se o slouceniny tvofené uhlikem, vodikem, kyslikem a dusikem, kdy dusik
je v téchto slouceninach vazan prevazné heterocyklicky. VéEtsina z nich ma alkalicky charakter
(odtud nazev alkaloid), vzdy tomu tak ale byt nemusi. Byvaji spise pevné a bezbarvé, ve vode
se rozpousti méné nez v tucich. Podle struktury se alkaloidy déli na alkaloidy vlastni,
protoalkaloidy a pseudoalkaloidy. Pro vlastni alkaloidy je typické, Zze je dusik soucasti
heterocyklu, kdezto u protoalkaloidd neni heterocyklicky vazan. Biosyntéza pseudoalkaloidii
nevychdzi z aminokyselin, dusik je ale v jejich molekule obsazen. Déle je mozné alkaloidy d¢lit
podle latky, ze které vychazi jejich biosyntéza. Mezi tyto latky patfi ornithin, kyselina
nikotinova, tyrosin, kyselina anthranilova, tryptofan, histidin, lysin, arginin. Nékteré alkaloidy

jsou diky svym uéinkdm pouzivany pii 1é¢bé riiznych onemocnéni.>>>
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Celed Apocynaceae je jednou z nejvyznamnéjsich &eledi obsahujicich alkaloidy.
Vyuzivaji se pfi 1é€bé onkologickych onemocnéni u déti i dospélych diky jejich antimitotické
a antimikrotubul4rni aktivit&.®

Vinca minor L. obsahuje kromé¢ alkaloidii také slou¢eniny flavonoidné-glykosidického
a tfislovinného plivodu. Alkaloidni ¢ast tvoii predevSim alkaloidy indolové (0,3-1 %).
Nejvyznamnéj$im alkaloidem je vinkamin, ktery je alkaloidem monoterpenickym indolovym
typu erbunaminu. Déle jsou zde obsazeny naptiklad vinkadifformin, apovinkamin a vinkamon.

Celkem obsahuje Vinca minor L.vice nez 50 latek.>?’

3.1.1.1.1 Indolové alkaloidy

Indolové¢ alkaloidy jsou alkaloidy vychdzejici z tryptofanu. Alkaloidy odvozené od této
aminokyseliny mohou byt rtizného typu, konkrétné ergotové, pyrroloindolové, chinolinové,
jednoduché indolové, jednoduché beta-karbolinové, nebo terpenoidni. Vinca alkaloidy patfi
do posledni jmenované skupiny, ptesnéji do skupiny monoterpenickych indolovych
alkaloid.*®

Tato skupina ¢itd ptiblizné 3000 zastupci, kteti maji vyznamnou biologickou aktivitu.
Patii sem jedovaty strichnin, antimalaricky chinin, ale zejména pravé Vinca alkaloidy. Ty se
vyskytuji hlavné ve 4 &eledich - Nyssaceae, Loganiaceae, Rubiaceae a Apocynaceae.®’

Syntéza vinblastinu a vinkristinu a dalSich monoterpenickych indolovych alkaloidu je
zobrazena nize (Obrazek 3-7).

Aminokyselina tryptofan vznika Sikimatovou biosyntetickou cestou. Terpenoidni ¢ast
secologanin ma pivod v geraniolu. Geraniol je nejprve hydroxylovan v poloze C10 pomoci
enzymu geraniolhydroxylasy. Z 10-hydoxygeraniolu vznikne loganiova kyselina, ktera je
nasledné¢ preménéna na loganin. Oxida¢nim Stépenim jeho cyklopentanového kruhu
sekologaninsynthasou je ziskan sekologanin.

Dekarboxylaci tryptofanu pomoci tryptofandekarboxylasy vznika strictosidine.
Syntézou strictosidinu a sekologaninu za ptlisobeni strictosidin synthasy ziskame
glukoalkaloid-3-strictosidin, ktery je prekurzorem vSech monoterpenickych indolovych
alkaloidii. Strictosidine-p-glukosidasa zpiisobi odStépeni glukozové cCasti, ¢imZz vznikne
nestabilni aglykon. Z tohoto vzniklého produktu vznikne ptes n€kolik nestabilnich sloucenin
4,21-dehydrogeissoschizine, ze kterého je dale tvofen vindolin a catharanthin.

Meziprodukt 4,21-dehydrogeissoschizine je nejprve pfeménén na stammadenin,

piicemz u této slouceniny se biosynteticka cesta vétvi. Prvni fetézec vede k syntéze vindolinu
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pies meziprodukt tabernosin. Ten je hydroxylovan tabernosin-16-hydroxylasou v poloze C-16,
¢imz dostavame  16-hydroxytabersonin. Nasleduje jeho methylace =za vzniku
16-methoxy-54-abersoninu enzymem S-adenosyl — N-methioninem. Déle vznika methylaci
indolu  16-methoxy-2,3-dihydro-3-hydroxytabersonin. Poslednim krokem je pfeména
deacetoxyvindolinu na vindolin jeho C-4 hydroxylaci.

Syntézou  vindolinu a  katharanthinu  pomoci anhydrovinblastinsynthasy
vznikne 3', 4'-anhydrovinblastin, coz byl prvni popsany dimericky Vinca alkaloid. Z n€ho poté

vznikaji i ostatni dimerni alkaloidy vinblastin a vinkristin.*’
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Obrazek 3-7: Biosyntéza vinblastinu a vinkristinu (monoterpenickych indolovych alkaloidi) 3
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3.1.1.1.2 Vinca alkaloidy

Nejstarsimi cytostaticky piisobicimi alkaloidy jsou Vinca alkaloidy.*®> Byly objeveny
v 50. letech diky hypoglykemickému t&inku listt z Catharantus roseus (L.) G. Don. 3>

Nejznamnéj$Sim Vinca alkaloidem izolovanym z rostliny Vinca minor L. je alkaloid
vinkamin. Rostlina obsahuje dalSich piiblizn€ 50 latek alkaloidniho ptivodu. Nékteré dalsi jsou

uvedeny v nasledujici tabulce (Tabulka 3-1).%

Tabulka 3-1: Strukturni vzorce nékterych Vinca alkaloidG3%40-41:42:43

Nazev Puvod Vzorec

Vinkamin3%4° Vinca Minor L.
Vi . 41 semisynteticky
Inpocetin derivat vinkaminu

1,2-

Vinca minor L.
dehydroaspidospermin®

0
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semisynteticky

Apovinkamin® derivat vinkaminu
Desoxyvinkaminol** d semisynteticky
erivat vinkaminu
Minovin3%40 Vinca minor L.
Minovincin®® Vinca minor L.

19




Vinkadifformin*’ Vinca minor L.
: . semisynteticky
Vinkaminol derivat vinkaminu
Vinkaminorein3’+# Vinca minor L.
Vinkaminorin3®*° Vinca minor L.
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Vinkamon*?

semisynteticky
derivat vinkaminu

Vinkarubin*’

Vinca minor L.

viz |

3.1.1.1.3 Biologicka aktivita Vinca alkaloida

Nejznaméj$imi Vinca alkaloidy rostliny Vinca minor L. jsou vinkamin a v dnes$ni dobé&

vice studovany vinpocetin.

39,40,44

vvvvv

diky pfimé inhibici komplexu kindz IkB. Tohoto mechanismu je vyuZivano naptiklad

pii aterosklerotickém onemocnéni a cerebrovaskuldrnich onemocnéni, ktera jsou zpiisobena

zéanétem. Ma vazoaktivni G¢inky a puisobi tedy dilataci cév. Tim dochézi k vétSimu pratoku

krve mozkem, a je tak urychlen mozkovy metabolismus, coz se projevi zvySenou produkci

adenosintrifosfatu (ATP) v mozkovych bunkach. K tomu je potieba vice kysliku a glukozy.
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Pomah4 téZ zvySenim hladiny neurotransmiterd uZitenych pro pamét.*'*** Vinpocetin
podporuje pritok krve mozkovou tkani. Dé&je se tak na zdkladé mechanismu inhibice
CA/kalmodulin dependentni cGMP fosfodiesterazy. Tim je v hladké cévni svalovin€ zvySovéana
koncentrace cGMP. V mozku ma antikonvulzivni a neuroprotektivni uc¢inek. Inhibuje totiz
napétoveé fizené sodikové kandly, ¢imz sniZzuje poskozeni mozku. Tato latka dale ptlisobi
v mozku pfi snizovani u¢inkl oxidacniho stresu. Snizuje také excitotoxicitu neurotransmitert,
které se uvolnuji kvali nedostatku kysliku, ptfipadné ischemie. Takovym neurotransmiterem je
napfiklad glutamat. Tohoto ucinku dosahuje snizenim koncentrace intraceluldrnich iontt
véapniku. Diky tomu brani zah4jeni molekulovych kaskad, které zptisobi poskozeni neurond.*!
Chrani kardiovaskuldrni systém pomoci modifikace mitochondridlniho piechodu pory.
ZlepSuje kinematickou viskozitu a rigiditu erytrocyti a snizuje hladinu fibrinogenu.
Snizovanim viskozity krve je prosp&$ny u pacientl s cerebrovaskularnimi onemocnénimi.
Vinpocetin dale piisobi neuroprotektivné aktivaci perifernich benzodiazepinovych receptori.*

Mechanismus protinadorového ucinku rostliny Catharanthus roseus (L.) G. Don ma
puvod v reakcei alkaloidtl této rostliny s tubulinem, ¢imz dojde k naruseni funkce mikrotubuli,
a to zejména téch, které obsahuji mitotické vieténko. Je tak zastavena metafaze buniky. Vinca
alkaloidy maji vliv hlavné€ na nemitoticky bunéény cyklus.

Vinca alkaloidy se vdZou na vazebna mista tubulinu, pfi¢emz v kazdém mikrotubulu je
1617 vazebnych mist, umisténych u koncti mikrotubul. Navézanim na tato vazebnd mista
dojde k zastaveni shlukovani mikrotubul. Diisledkem pisobeni i malych koncentraci 1é¢iv
muze byt zastaveni rustu nebo zkraceni koncl mikrotubuly. Diky tomu muze vzniknout
tzv ,,mitotické vicko*, které mé za nésledek potlaceni funkce mikrotubul. Takto tedy dojde
k zastavé metafaze.

Jsou dikazy 1 pro maligni angiogenezi in vitro pomoci vinca alkaloidd. Jsou jimi
blokovéna jednotlivé stadia angiogeneze, tedy endotelidlni proliferace, chemotaxe a rozsifovani
na fibronektin. Pokud jsou kombinovany s protildtkami proti vaskuldrnimu endotelialnimu

faktoru nizké davky, napiiklad vinblastinu, vyznamné zvysuji protinadorovou odezvu.*’

3.1.1.1.4 Vyuziti Vinca alkaloidu v terapii

Vinpocetin je jednou z latek patticich mezi latky alkaloidniho piivodu, konkrétné mezi
Vinca alkaloidy. Jedna se o ethylester apovinkaminu izolovaného z listl rostliny Vinca
minor ... Je to latka polosyntetické povahy, kterd je zndma svymi neuroprotektivnimi a

vazoaktivnimi Uc¢inky, proto se pouziva pii 1écbé cerebrovaskularnich onemocnéni cCasto
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zpusobenych hypoperfuzi (snizeny prutok krve v mozku). Pii téchto stavech dochazi
k nevratnym patologickym zménam mozkové tkané. U pacienta se mohou v disledku tohoto
jevu vyskytnout nékteré typy demenci. Vinpocetin se v téchto stavech uziva jako vazoaktivum
a také nootropikum, jelikoz zvysi prutok krve mozkovou tkani. LéCivo s obsahem vinpocetinu
je mozné uzivat 1 dlouhodobéji diky nizkému vyskytu nezddoucich u¢inki. Stejné tak je mozné
ho pouzit pfi zrakovych problémech cévniho plivodu a také poruchach sluchu. Dale ma své

uplatnéni v oblasti neuropsychologie a geriatrie. Mimo jiné je studovan pro 1é&bu ztraty viast.**

3.1.1.1.5 Dalsi Vinca alkaloidy a jejich vyuZiti

Vyznamnou rostlinou pro izolaci Vinca alkaloidid je také Catharanthus
roseus (L.) G. Don. Jeho listy se diive pouzivaly pro snizovani hladiny glykemie. Diky tomuto
ucinku byla rostlina déle testovana a byly objeveny alkaloidy vinblastin a vinkristin, které maji
vyznamnou roli v cytostatické 1écbé. Byly to prvni pfirodni latky vlbec, které se
v protinddorové terapii zacaly uzivat. Z rostliny v§ak bylo mozné izolovat pouze malé mnozstvi
téchto latek, proto zacaly byt zkoumany moznosti, jak ptipravit tyto latky synteticky.

Vinblastin a vinkrisin (Obrazek 3-5) jsou dimerické alkaloidy terpenoidniho charakteru,
které se od sebe strukturné 1i8i pouze jednou funkéni skupinou na indolovém dusiku, kterou je
u vinblastinu methylova a u vinkristinu formylova skupina. Cytostaticka aktivita vinkristinu je
zalozena na reakci s tubulinem, pfesny mechanismus G¢inku zndm ale dosud neni.

Alkaloidy jsou sloZeny ze dvou odlisnych indolovych terpenoidnich jednotek, které tak
tvofi dimerni slouceninu. Ty jsou odvozeny od prekurzorti kataranthinu a vindolinu
(Obrazek 3-9), ze kterych pies meziprodukt 3 ', 4'-anhydrovinblastin vznikne vinblastin a dale

vinkristin.
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Kataranthin Vindolin

Obrazek 3-8: Strukturni vzorce kataranthinu a vindolinu

Vyraznéjsi odliSnosti mezi témito dvéma alkaloidy jsou vSak patrné v u¢inku, kdy kazdy
z nich piisobi Iépe na jiné typy nadort.

Vinblastin je souc¢asti kombinované protinadorové 1€cby, samostatné se uziva pro lé€bu
Hodgkinova lymfomu a jinych lymfomut. Dale je 1éCivem proti histocystoze X, Kaposiho
sarkomu ¢i karcinomu varlat. Miize byt pouzit také u nddort zarodecnych bunék a karcinomu
prsu. Nevyhodou tohoto 1éCiva je poskozeni kostni dfené a v dasledku toho hematotoxicita.
Jsou poskozeny bilé¢ krvinky, pacient miize trpét horeckami, nauzeou, zvracenim nebo
dugnosti.®

Vinkristin je vuci krvi toxicky méné, proto je uzivan jako soucast chemoterapeutickych
rezimi, pouziva se v kombinované 1é¢bé Hodgkinova lymfomu, sarkomi, karcinomi
a leukémii. AZ u 90 % détskych pacienti trpicich akutni lymfoidni leukémii nedochazi po 1écbé
vinkristinem k navratu onemocnéni. Miize mit u€inky i na nemaligni hematologické poruchy,
naptiklad hemolyticky uremicky syndrom. Castym problémem je zde ale nezadouci ucinek
v podobé& neurotoxického pisobeni. Dale se muze vyskytnout nevolnost, zvraceni ¢i potlaceni
aktivity kostni deng.>>-7

Vindesin (Obrazek 3-10) byl schvalen jako prvni polosynteticky derivat ziskany
z vinblastinu a vinkristinu. Tato latka byla pfipravena obménou vindolinové ¢asti dimeru za
ucelem zlepSeni cytostatického uCinku a snizeni nezadoucich ucinka. Tento derivat nachézi
pouziti pfi 1€cbé nemalobunééného plicniho karcinomu, melanomu nebo akutni lymfoblastické
leukemie, chronické myeloidni leukémie, prsnich, jicnovych a renalnich karcinomd, solidnich

détskych nadori. >’
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Vindesin

Obrazek 3-9: Strukturni vzorec vindesinu

Modifikaci meziproduktu 3',4'-anhydrovinblastinu byl pfipraven alkaloid vinorelbin
(Obrazek 3-11). Jeho hlavnim neZaddoucim ucinkem je hematologicka toxicita. Vyskyt
nezadoucich ucinkti je u nc€ho ale oproti predchozim alkaloidim niz§i. Muze dojit
k nevolnostem a dalSim zazivacim obtiZim, inave, brnéni v rukou a nohou, ¢i sniZzené odolnosti
vici infekeim. PouZiva se pii 1é¢bé karcinomu prsu a nemalobunééného karcinomu plic. Déle

mize byt pouZzit pfi karcinomu prostaty, nadorové onemocnéni jicnu a lymfomy, ptipadné

35,37

osteosarkomu.
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Obrazek 3-10: Strukturni vzorec vinorelbinu
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V ramci dalSich experimentii byl ziskan difluorovany derivat vinorelbinu vinflunin
(Obrazek 3-12). Tato latka ma méné nezadoucich ucinkii nez predchozi zastupci a je oproti nim

i u¢innéjsi. V soucasné dobé je jiz také schvalen pro 1é¢bu naptiklad karcinomu prsu nebo
nemalobuné&éného plicniho karcinomu.?>>’

CHy &> o
“ o

Vinflunin

Obrazek 3-11: Strukturni vzorec vinfluninu
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3.2 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD) je neurodegenerativni onemocnéni mozku, které je
nejcastcj$i formou demence u starSich lidi, pfi¢emz tvoii asi 60-80 % z celkového poctu

demencig’9’46’47'

V roce 2015 bylo touto chorobou postizeno pfiblizn€¢ 35 milioni jedincii
po celém svété.*® AD se projevuje snizenim vykonnych, poznavacich a kognitivnich funkci,
konkrétné poruchami inteligence, pamétovych schopnosti, logického uvazovani, fatickych
funkci, vnimani, chapani, planovacich schopnosti a motivace.*® V posledni dobé pacientii s AD
pribyva. Jednou z pficin vzristu onemocnéni je starnuti populace, kdy se zvysuje podil starSich
zé4stupcll populace oproti po¢tu jedinct v populaci celkové.®#¢ V roce 2014 bylo zaznamenéno
pies devadesat tisic umrti na AD, &imZ se tato choroba stala $estou nejcastéjsi pti¢inou tmrti.’
Onemocnéni trva od vypuknuti do smrti ptiblizné sedm az deset let. V dneSni dobé se hlavné
diky kvalitni zdravotni péci a 1é¢bé doba pieziti v mnoha ptipadech prodlouzila. Existuje vSak

stale ¢ast pacienttl, ktefi zlistava bez 1é¢by, jelikoZ jesté nebyli diagnostikovani.*

3.2.1 Teorie vzniku Alzheimerovy choroby

Pfesna pficina onemocnéni dnes stdle neni zndma. Existuje ale nékolik teorii jeho
vzniku.

Prvni teorii je teorie proteinova. Podle ni nastdva problém, pokud jsou degradovany
ptirozené proteiny a patologicky protein, tzv. f-amyloid se za¢ne usazovat v okoli neuront a
tau protein v prostoru uvnitt neurondl, coz jsou jevy typické pravé pro AD.*¢ Beta-amyloid
vznikd z vétstho mnozstvi jednotek APP. Ten je b&zné Stépen enzymem o-sekretdzou na
fragmenty o délce 40 aminokyselin. Pokud je ale Stépen - a y-sekretazou, tvoii fragmenty delsi
(42 nebo 43 aminokyslin), které nejsou rozpustné a shlukuji se za vzniku shlukti f-amyloidu.
Tyto B-amyloidové plaky zpusobuji odumirani cholinergnich neuront. Tau protein, ktery se
béZné nachazi uvnitt neurond a je za fyziologickych podminek zodpovédny za polymeraci
mikrotubuld, zabranuje pfi AD ptisunu Zivin do jednotlivych neurond, coz vede také k apoptéze
neurond. Nadmémeé hyperfosforylovany tau protein je toxicky. Tvofi vlakna, tzv. neuronalni
tangles, jejichz plsobenim nastava apoptéza nervovych vldken. Dochazi k hromadéni
cytokini, >46:48:49.5051

Pii AD je negativné ovlivnéna funkce neuromediatorli, nejvice téch cholinergnich.

Acetylcholin je v synaptické Stérbin¢ v nedostatku, jelikoz je sniZena aktivita acetyltransferasy,
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ktera je zodpovédna =za tvorbu acetylcholinu. Nastdva tedy snizeni cholinergni
neurotransmise.'*>°

AD né¢kdy byva ptipodobiiovano k diabetu mellitu (DM), kdy pro obé onemocnéni je
typicky defekt inzulinovych drah. Stejné jako u DM se zde objevuje oxidativni stres, inzulinova
rezistence, cytokiny zplsobeny zanét, toxicita glukozy atd. Proto jsou testovana néktera
antidiabetika i v terapii AD.

Pii AD muze byt v téle piitomno nadmérné mnozstvi volnych radikala (ROS), coz je
charakterizovano nerovnovahou mezi tvorbou a odbourdvanim téchto ¢astic. Pti AD nastava
nadmérnd exprese mutované formy APP. Dochazi tak ke zvySenému uvoliiovani ROS a je
poskozen metabolismus mitochondrii, jelikoZ je snizena vykonnost mitochondridlnich enzymn,
které jsou schopny likvidovat volné radikaly. Z téchto enzymi miizeme jmenovat cytochrom
oxidasu nebo superoxid dismutasu-2.3!

Svou roli hraje také genetika. Dédicnad forma AD je spojovana s mutaci genu pro
apolipoprotein E (APOE) (viz dale kapitola Neovlivnitelné rizikové faktory), genu pro
presenilin 1 a 2 (PSEN 1 a 2), mutace genu pro amyloidovy prekurzorovy protein (APP). Pii
zdédéné mutaci pro tyto geny je vyssi pravdépodobnost vzniku onemocnéni AD. VétSinou se
AD rozviji po 65. roce Zivota jedince, pii zdédéni mutace jednoho z té€chto gent se onemocnéni

vyskytne &asto jiz pied 65. rokem.”%!

3.2.2 Projevy Alzheimerovy choroby

V lidském mozku se nachézi ptes sto miliard neurond, které obsahuji rozvétveni, diky
nimz se jednotlivé neurony propojuji pomoci tésnych spojeni, synapsi. Diky vybojim
mezi tésnymi spoji synapse muze mozkovou tkani prochézet vzruch. Vytvoii se takto bunécny
zéklad pohybovych dovednosti, myslenek, vzpominek a emoci.”**4’

Ptiznaky AD nemusi byt u vSech pacientll stejné, mohou se u jednotlivych jedinct
projevovat odli$né. Stejné tak rychlost, jakou se choroba u jednotlivych pacientl rozviji, je
Casto rizna. Poruchy mozku a degenerace neuront, které u nemoci nastavaji, jsou bohuzel
nevratné. Z pocatku je mozek schopen dané zmény kompenzovat do té miry, ze se zmény
navenek neprojevi. Po delsi dobé¢ jsou ale zmény takové, Ze jsou jejich projevy jiz znatelné.

Stadiu, nez se naplno projevi AD, predchdzi stav zvany MCI. Vyskytuje se pfiblizné
u 15-20 % populace starsi Sedesati péti let. Dochazi v ném ke zménam, které jsou jiZ patrné,

jelikoz se navenek projevi tak, ze je jiz zaznamena doty¢ny i jeho blizci. Piesto je postizeny
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schopen dale vykonavat kazdodenni bézné cinnosti. U lidi, kteti jiz maji MCI, je
pravdépodobné;jsi, Ze se u nich ¢asem rozvine Alzheimerova choroba.’

U pacientli, u kterych je jiz onemocnéni v rozvinutéjSim stadiu, je patrné postizeni
natfech urovnich, konkrétné¢ v kazdodennich aktivitach, kognitivnich funkcich,
psychologickych zménach a zménach chovani.*® Co se kazdodennich aktivit tyce, nezvladaji
pacienti nejprve slozitéjsi ukony, naptiklad ty, které jsou spojené se zaméstnanim — obsluha
pocitace €i pouzivani penéz, telefonovani. Postupem casu dochazi ke snizené schopnosti
zvladat Cinnosti jednodussi, naptiklad vafeni. V pozdni fazi je pro postizeného problémové
obstarani denni hygieny a samostatné oblékani.’->2

Pro pacienty mlze byt zpocatku obtizné zapamatovat si nové informace, coz je
zpusobeno tim, ze vétSinou jako prvni odumiraji neurony, které lezi v oblasti mozku, jez je
diilezita pro tvorbu novych vzpominek.’ Pro postizené se stava vétsim problémem zapamatovat
si nové naucené informace a terminy dillezitych udalosti. ZhorSuje se koncentrace a ptichazi
zpomaleni pfi konani nauc¢enych ¢innosti. Pro pacienty byva tézké dokoncit kazdodenni bézné
¢innosti nebo jet na misto, které dobfe znaji.

Znakem AD mohou byt také problémy se zrakem, neschopnost ptecist text, moznost
rozostfen¢ho vidéni, nerozpoznavani barev a v diisledku zhor§eného zraku potize s fizenim
automobilu. Pacient ztraci a zapomina véci, neni schopen si vzpomenout, kde je odlozil a miva

ree

tendenci obvitiovat z jejich ,,zmizeni“ ostatni.” Postizeny neni schopen piedméty ani rozeznat,
prestoZe senzorické funkce jsou stale v poradku. Tento jev nazyvame agnozii.*®

Postupné se ptidavaji problémy s fe¢i a vyslovovanim (tento jev byva nazyvan afazii,
coz znamena potize s feci, pokud je zachovana funkce sluchu a mluvidel), pacient ¢asto neumi
dokonc¢it mySlenku, jelikoZ zapomind souvislosti uprostied vety. Prestavd umét nazyvat
pfedméty spravné.

Pro jedince s AD je typické, ze se strani spolecnosti a omezuje své spolecenské aktivity.
M3 sniZzené organizacni a pldnovaci schopnosti a Casto dava vypovéd z prace. Je naladovy
a uzkostny. Miva potize s poruchami chovani, v n&kterych piipadech byva i agresivni.
Agresivita miiZe mit podobu slovni, ve vaznéjSich ptipadech i fyzickou, pficemz nejvice byvaji
napadani blizci nemocného, tedy ti, kdo o n¢ho pecuji. TéZ se na sebe snazi nadmérné upozornit,
vydava neobvyklé zvuky a Casto také odchazi z domova, ptipadné jiného mista, kde pobyva.
Zaroven u nékterych jedincii trpicich touto chorobou pozorujeme psychotické obtize, naptiklad

halucinace a bludy.”!*4
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Problémy nastavaji také u motorickych funkci, kdy se postupem ¢asu dostavi stav zvany
apraxie, coz znamend, ze ma pacient motorické funkce zachované, ale neni schopen vykonu
motorickych aktivit, které m4 jiz nau¢ené, napiiklad jizdy na kole.*®

Béhem nékolika let se tedy nemoc postupné zhorsSuje, az nakonec konci smrti. Rizikova
je imobilita pacienta, ktery kvili ni mize byt ndchylnéjsi k mnoha infekénim onemocnénim,
smrt v disledku plicnich onemocnéni tedy neni vyjimkou. Mize dojit k poSkozeni oblasti
mozku, kterd kontroluje polykani, coz mize vést k nasledné¢ dehydrataci a podvyziveni

a nasledné smrti pacienta.’

3.2.3 Rizikové faktory onemocnéni
3.2.3.1 Faktory ovlivnitelné

3.2.3.1.1 Rodinna anamnéza

Pokud ma nékdo v rodin€ jedince Alzheimerovu chorobu, nemusi to nutné znamenat,
ze dany jedinec onemocni Alzheimerovou chorobou také. Svou roli hraje 1 Zivotni styl jedince,

napiiklad to, jak zdravé se stravuje nebo kolik svého ¢asu vénuje aktivnimu pohybu.’

3.2.3.1.2 Vék

Vek je nejcastéjSim rizikovym faktorem vzniku demenci a tedy 1 AD. S rostoucim
vékem pravdépodobnost vzniku AD stoupd. VétSina pacientl patii do v€kové skupiny 65 let
a vice. Nad 65 let se zvySuje prevalence onemocnéni rychleji, kdy ve v€kovém rozmezi 65-74
let trpi touto nemoci okolo 3 % populace. Mezi 75 a 85 lety se zvySuje pocet jedinct na 17 %,

nad 85 let dokonce na 32 %. %4647

3.2.3.1.3 Geny APOE e4

APOE je apolipoprotein, dilezity prvek pro piendSeni cholesterolu v krvi. BéZzn¢ jsou
jeho formy APOE e2, €3 a e4, z nichz forma e4 je druhou nejcastéjsi po formé e3. Pokud n¢kdo
zdedi alelu e4, mize byt u n¢j zvysSena pravdépodobnost vyskytu AD (a to azu 70 % pacientit)
ve srovnani s alelou e3, a je zde oproti aleldm e3 a e2 zvySené riziko rozvoje choroby v niz§im

véku. Naopak pokud ma pacient alelu 2, pak tato alela mize riziko vzniku snizovat.” 3
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3.2.3.2 Faktory ovlivnitelné

Genetické poruchy ¢i rodinnou anamnézu nemizeme nijak ovlivnit, jsou vSak i faktory,

na jejichz ovlivnéni se miizeme sami podilet.

3.2.3.2.1 Kardiovaskuldrni rizikové faktory

Rizikové faktory, které ovlivituji zdravi srdce a cév mohou téz negativné ptsobit na stav
mozku. Mozek potiebuje, aby byl do ného pumpovan dostatek krve za ucelem dostatecného
prisunu kysliku, a tim padem jeho spravné funkce. Spotiebovava totiz az dvacet procent
spotieby télesného kysliku, piestoze jeho hmotnost ¢ini pouze 2 % celkové télesné hmotnosti.
Problém tedy miliZze nastat, pokud jsou cévy nebo srdce ohrozovéany rizikovymi faktory
negativné plsobicimi na jejich funkce, coz se ddle promita i do fungovani mozku a ¢asto vede
tento stav pravé k demenci. K negativnimu ovlivnéni mozku tedy dochézi pti zvysSené hladiné
krevniho cukru, cholesterolu, vysokém tlaku nebo obezité.*’

Naopak faktory, které plisobi pozitivné na stav srdce a cév, mohou plisobit pozitivné
ina stav mozku a snizovat tak pravdépodobnost vzniku demence. Pozitivni vliv ma hlavné

dostatek fyzické aktivity a zdrava strava.’

3.2.3.2.2 Traumatické poranéni mozku

Ke zvySenému riziku vzniku poruch  kognitivnich  funkci, demenci,
neurodegenerativnich onemocnéni, a tak 1 Alzheimerovy choroby mulZe dojit
diky mikrotraumatiim zplsobenym poranénim mozku, a to zpravidla prudkymi otfesy nebo
narazy, €1 proniknutim ciziho télesa do mozku, coZ muze byt nasledek padu nebo
automobilovych nehod. Moznost vzniku mozkového traumatu existuje také pii kontaktnich
sportech. Témito se mysli naptiklad fotbal, box nebo dalsi bojové sporty, pii kterych je castéjsi
poranéni hlavy obvyklé. Pfi sportech, pii kterych dochazi k opakovanym uderim do hlavy, se
pozdéji mizZe rozvinout takzvand chronickd traumaticka encefalopatie, ptfi které jsou patrné

mozkové zmény, které mohou postupné vést az k demenci.’
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3.2.3.2.3 Vzdélani

Vzdélani miize mit vliv na vznik Alzheimerovy choroby.*” Lidé, ktefi dosdhli nizsiho
vzdélani, maji vyssi Sanci rizika vzniku demenci nez ti, ktefi maji vzdélani vyssi a u nichz jsou
neurony propojovany na vice urovnich nez u lidi s niz§im vzdélavanim. Diky vétSimu poctu
propojeni neuronu je poté mozné fesit kognitivni tkoly pomoci cest neuront, které¢ u lidi
s niz§im vzdelanim nemusi byt vytvoieny. Vzdélani mé navic vliv i na Groven zivota. Zdravy
a aktivni zivotni styl miize znamenat mensi riziko vzniku chorob spojenych se zZivotnim stylem
Spatnym. U téchto lidi je vétsi moznost snizeni kardiovaskularnich rizikovych faktora hrajicich

roli pii vzniku AD.’

3.2.3.2.4 Socialni aktivita

Zdravi mozkovych bunék milize byt podpoieno také tim, jak hodné je jedinec béhem
svého zivota socidln¢ a psychicky aktivni. Diky zvySené socialni angazovanosti mize byt nizsi
pravdépodobnost, ze jedinec onemocni AD. Je vSak stile pfedmétem vyzkumu, jakym
mechanismem pfesné plsobi vysSi socidlni aktivita na sniZeni rizika vzniku tohoto

onemocnéni.’

3.2.4 Diagnostika Alzheimerovy choroby

Nez je mozné piistoupit k samotné terapii, je tfeba nemoc spravné diagnostikovat.
Dulezité¢ je mit informace o pacientové rodinné diagnéze. Dale jiz mlze byt diagndza
potvrzovana také pomoci testovych a klinickych zkouSek. Jako screeningové vySetieni slouzi
test MMSE. Spolehlivost tohoto testu nemusi byt vzdy dostacujici a i1 clovék, ktery dle tohoto
testu ma dobré vysledky, mize onemocnét AD. Pouzit mize byt i test kresleni hodin.
K potvrzeni diagnozy slouzi nékteré znaky tzv. markery znaéici, Ze se jedna o AD. Radi se sem
poruchy epizodické paméti, zobrazovacimi metodami zjisténa atrofie temporalnich struktur,
rozdilny pomér proteinli v likvoru oproti zdravym osobam. Celkové mohou vysSetfeni trvat

i nékolik tydni.*1°
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3.2.5 Terapie Alzheimerovy choroby

Existuji dva pfistupy v 1écbé AD - piistup nefarmakologicky a pfistup farmakologicky,
pfiCemz oba maji v terapii této choroby dtlezitou funkci. Ani jednim z nich vSak nelze

dosahnout uplného vylééeni pacienta.’*¢->*

3.2.5.1 Nefarmakologicka léc¢ba

Nefarmakologickou nazyvame takovou 1é¢bu, kterd se nevyznacuje podavanim léciv.
Diky ni je mozné zvysit kvalitu Zivota pacienta, ale také snizit vedlej$i nezadouci projevy
zpusobené timto onemocnénim, napi. poruchy spanku, agresivitu, psychomotorickou excitaci,
depresivni stavy aj. Existuje n¢kolik nefarmakologickych opatieni, kterd je dobré dodrzovat,
pokud trpi pacient AD. Je tieba, aby mél pacient pravidelny rezim, ve kterém budou nastavat
zmeény co nejméné. Doty¢ny tak bude 1épe schopen zvladat béznou denni rutinu. Neméla by byt
uzivana léciva s anticholinergnim c¢inkem, kterd by mohla zpiisobit zhorSeni onemocnéni. Je
potieba 1¢cit faktory, které by mohly onemocnéni zhorsit. Mezi takové fadime vysoky krevni
tlak, diabetes mellitus, hyperlipidémii ¢i malnutrici. Dale miizeme uvést vyvolani vzpominky
pomoci oblibené hudby ¢i pohybovou aktivitu, kterd hlavné v podob& kombinace aerobniho

a anaerobniho cvi¢eni zpomaluje pokles kognitivnich funkei u pacientt s AD.%>*

3.2.5.2 Farmakologicka lécba

Farmakologicka 1é¢ba se vyznacuje pouZitim 1éc¢iv k terapii daného onemocnéni. Dosud
vSak zatim nebylo objeveno 1é¢ivo, diky kterému by bylo mozné AD uplné vylécit. Toto
onemocnéni je tedy nakonec fatdlni. Pomoci farmakoterapie l1ze alesponi doCasné zlepsit
symptomy tohoto onemocnéni a oddalit nastup tézkych stadii. Diive, nez se piistoupi k samotné
1écbe, je tieba prokazat, zda je choroba u konkrétniho pacienta opravdu pfitomna. K témto
diukazim slouzi aktudlni doporucené postupy. Léciva jsou prospésna piredevsim k do¢asnému
zlepSeni kognitivnich funkci, byvaji proto nazyvana kognivivy, ptipadné antidemencii dle ATC
klasifikace. V dneSni dobé se pozivaji dvé skupiny léCiv, konkrétné inhibitory AChE

a inhibitory NMDA receptorii.”!446:34
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3.2.5.2.1 Inhibitory cholinesteraz

Pti AD dochazi ke snizenému uvoliiovani neurotransmiteru acetylcholinu a zaroven
k jeho snizené tvorbé, a tedy k jeho nedostatku. Inhibitory AChE a BuChE maji za ukol
inhibovat tyto enzymy, které maji vychytavat volny acetylcholin. Tim dojde ke zvySeni hladiny
tohoto neurotransmiteru v synaptické Stérbin€. Hladina acetylcholinu mé vliv na pamétové
schopnosti a kvalitativni iroven védomi. Také je pomoci inhibitorii cholinesteraz zpomalovéano
tvofeni beta-amyloidu, ¢&imZ je podpoten Gi¢inek pii terapii této nemoci.*>*

Je tteba, aby byla 1écba zahajena co nejdiive. Pokud se tak nestane, onemocnéni se

A4

prokazan u mirng&jich az sttednich stadii onemocnéni.>*

Z této skupiny se dnes uZivaji tii lé¢iva. Radime sem galanthamin, donepezil
arivastigmin. U vSech téchto 1éCiv je tieba na pocatku vytitrovat davku pro konkrétniho
pacienta, aby byly sniZzeny nezadouci G¢inky, napiiklad zazivaci obtize, které jsou pii uzivani
té&chto medikamentii celkem &asté.'*4%3* Je také nutné monitorovani terapeutickych hladin
danych latek.>

Takrin (Obréazek 3-13) byl prvnim inhibitorem acetylcholinesterazy, ktery byl pouzivan
v souvislosti s AD. Nakonec byl vSak stazen z trhu jen kratce po jeho zavedenti, jelikoz nebyl
pacienty dobie tolerovéan a piisobil toxicky na jatra.’®>’ Pfes jeho t¢innost tedy neni takrin
1é¢ivem vhodnym k preskripci praveé z diivodu tohoto vyrazného nezddouciho tcinku.

Tato latka pisobi mechanismem nekompetitivni inhibice AChE a BuCHE, kdy zvySuje
aktivitu acetylcholinu na cholinergnim receptoru.”® Vaze se totiz nedaleko aktivniho mista
receptoru pro acetylcholin. PfestoZe inhibuje obé cholinesterasy, je selektivnéjsi k AchE nez
k BuCHE. Takrin mize také plisobit pfimo na mukarinovy chholinergni receptor K jeho
metabolizaci dochézi v jatrech pomoci cytochromu CYP1A2. Metabolicka dostupnost takrinu
je niz&i, pohybuje se v rozmezi piiblizng 2-40 % intravenozni davky.>®

Mezi nezadouci ucinky takrinu patii zazivaci obtiZe, stejné¢ jako u nésledujicich
zastupct, zpusobené vlivem na cholinergni receptory. Dale se muze projevit insomnie, izkost,

agitovanost a jiz vySe zmiflovand hepatotoxicita.
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Takrin

Obrazek 3-12: Strukturni vzorec takrinu

Donepezil (Obrizek 3-14) (ALZIL®, ARICEPT®, DONEPEZIL ACCORD®,
DONEPEZIL ACTAVIS®, DONEPEZIL KRKA®, DONEPEZIL MYLAN®, DONEPEZIL
SANDOZ®, DONPETHON®, DOSPELIN®, KOGNEZIL®, LANDEX®, PROMEMORE®,
YASNAL®)* se tadi do druhé generace ihibitort AChE, na kterou piisobi selektivngji nez
na BuCHE, jelikoz ta se oproti AChE umisténé spiSe v mozku vyskytuje ptredevSim
v perifernich ¢astech nervové soustavy.*~® Latka je pouzivana jako standartni 1é&ivo pii 16&bé
AD. Byla u ni prokdzana bezpecnost a dobra tolerovatelnost u pacientli s mirnou az zdvaznou
formou AD. Biologicky polo¢as dosahuje okolo 60 az 90 hodin, v n¢kterych ptipadech az
104 hodin. Latka ma téz vysokou biologickou dostupnost. K metabolizaci dochazi pomoci
cytochoromu CYP3A4 a také CYP2D6.>°

Diky tomuto 1é¢ivu je zpomalovéana progrese AD.*® Davka, ktera byvé uzivana je 5 mg,
piipadné 10 mg. U vyssi davky se vice projevuji cholinergni neZadouci t€inky. Z téchto diivodi
je nutné davku navySovat postupné. V nékterych piipadech sttedné tézké a tézké formy
onemocnéni byl prok4zan prospéch z davky 23 mg/den. S takto vysokou davkou ale souvisi
vys$i projev nezadoucich G¢inki.?*® Stejné jako u ostatnich inhibitort AChE mezi nejcast&jsi
nezddouci uCinky patii zaZzivaci potiZe, tedy nauzea, zvraceni nebo prijmy. Je mozné
zaznamenat také nespavost. Pomoci tohoto 1é¢iva nelze zabranit ptechodu z MCI na AD, ale
miizeme pomoci ného docilit zvyseni kvality Zivota.>* U donepezilu byl prokazan pozitivni vliv
na zvladani kazdodennich ¢innosti samotnym pacientem, zlepSeni kognitivnich funkci zejména

sivr 53,56
V ptipadé€ vysazeni léCiva se urychli progrese onemocnéni a pacient ¢asto kon¢i v Gstavni péci

do dvanacti mésicti po vysazeni 1é&by.>®
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Donepezil

Obrazek 3-13: Strukturni vzorec donepezilu

Rivastigmin (Obrazek 3-15) (EXELON®, NIMVASTID®)® ma vétsi selektivitu
k AChE nez kBuChE. Inhibice enzymi je vjeho piipadé pseudoireverzibilni.
Na cholinesterasy piisobi inhibi¢n& po dobu ptiblizné 10 hodin.®! Poté, co je latka podana
peros, je pomérmné rychle vstfebavdna, maximalni koncentrace je dosazeno
za 0,80-1,67 hodiny. Biodostupnost 1é¢iva je nizké. Na plazmatické bilkoviny se vaZze pouze asi
ze 40 %.%! Metabolismus této latky neprobiha v jatrech, ale po navazani na AChE, je jeho
karbamatova ¢ast hydrolyzovéna. Poté dochazi k jejimu $tépeni, nasledné konjugaci se zbytkem
kyseliny sirové (sulfatem) a vyloudeni z t&la.®*% Nez4ddouci ucinky jsou obdobné, jako
u ostatnich inhibitort cholinesterdz. Projevuji se hlavné neZadouci Gi€inky spojené se zaZivanim
a dale napftiklad ospalost a malatnost. Od vySe uvedeného takrinu se rivastigmin lisi tim, Ze
nezpusobuje hepatotoxicitu. Nezadouci uc¢inky mohou byt zpomaleny postupnym titrovanim
1é¢iva. 3362
Rivastigmin je mozné jako jediny z lé¢iv pouZivanych u tohoto onemocnéni podavat
1 pomoci naplasti, kdy G¢inna latka pronika do t€la ptes kizi. LéCivo zlepsSuje nejen kognitivni,
ale také afektivni funkce u pacienti s AD. Pisobi pozitivné u lehké az stiedné tézké formy

nemoci.”
0 CHj
HsC N o) CHs
CH; CHs
Rivastigmin

Obrizek 3-14: Strukturni vzorec rivastigminu
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Galanthamin (Obrazek 3-16) (GALANTAMIN MYLAN®)%je latka bazické povahy,
konkrétn¢ se jedna o terciarni alkaloid, ktery je =ziskavan zrostliny Galanthus
woronovii Losink.%, neboli snézenky kavkazské, ktera plisobi mechanismem inhibice enzymu
AChE. Tato inhibice je vratna a kompetitivni. K BuCHe ma galanthamin afinitu niz§i. Druhym
mechanismem jeho ucinku mize byt zvySovani citlivosti nikotinovych receptort
k acetylcholinu pomoci modulace téchto receptort. Je to jedina latka vyuzivana k 1é¢bé AD,
kterd ma dva mechanismy G¢inku.®*®” Uvoliuji se i jiné neurotransmitery, které se pii AD
vyskytuji v nedostateéném mnozstvi.’>*® K témto neurotransmiterim patii naptiklad glutamat,
ktery ma i¢inek na pamétové procesy a procesy uéeni.>

Zaudrzovaci davku povazujeme 16-24 mg galanthaminu na den. Latka dosahuje rychle
maximalni koncentrace, je malo vdzana na plazmatické bilkoviny. Ma dlouhy polocas,
diky ¢emuz pisobi v organismu déle. K metabolizaci dochazi zejména v jatrech pomoci
cytochromu CYP3A4 a CYP 2D6. Pokud by byl tedy podan zaroven s 1éCivy, kterd pisobi
inhibici téchto izoenzym, doslo by ke zvySeni hladiny galanthaminu a zvySeni jeho ucinkt
na cholinergni systém, coz by se projevilo naptiklad vyssim vyskytem nevolnosti ¢i zvraceni.
Mezi tyto inhibitory poéitdme napiiklad antibiotikum erythromycin.®

Latka je dobfe tolerovana a ma pozitivni charakter v plisobeni nejen na kognitivni
funkce, ale zaroven i1 na chovani pacienta a zvladani kazdodennich ¢innosti, coz ukazuji

i randomizované studie za pouziti galanthaminu a placeba.’%,

Jeho pfinos je navic
prokazatelné vyssi neZ u rivastigminu a donepezilu.

Bylo prokézano, Ze galanthamin zlepSuje stav pacienta i bez ohledu na to, zda je dany
pacient nositelem alely APO e4.%® Pdisobi pfiznivé pfi AD kombinované s cerebrovaskularni
demenci snizovanim piiznak®®

U galanthaminu se také vyskytuji nékteré nezadouci ii€inky. MiiZeme jmenovat ty, které
jsou spojené se zazivanim, naptiklad nevolnost, zdvrat’, zvraceni nebo prijem, snizovani télesné
hmotnosti., bolest hlavy a déale nezadouci Uc¢inky spojené se zvySenim cholinergni aktivity,
naptiklad slabost svalti. Nezadouci u¢inky se mohou projevit ve snizené mite, pokud je davka
postupné titrovana. Bylo zjiSténo, Ze galanthamin nezptsobuje, oproti jinym léciviim ptsobicim
cholinergnim mechanismem, snizovani kvality spanku.’*¢” Je-li nasazena 1é&ba u pacienta
s mirnou formou AD vc¢as, je vyrazné zpomalena progrese daného onemocnéni a vétsi Sance

na oddéleni typickych projevii nemoci.®
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Obrazek 3-15: Strukturni vzorec galanthaminu

3.2.5.2.2 Inhibitory NMDA receptori

Dalsi skupinou 1é€iv ptisobicich proti onemocnéni AD jsou inhibitory NMDA receptort.
Pii AD je vyrazné ovlivnéna pamét’ kvili excitotoxicité zplisobené nadmérnou produkcei
glutamatu, excitaéné pusobici aminokyseliny. Pfi nadmérné excitaci se dostdva nadbytek
vapenatych ionti do neuronu, coZ vyvold nepfiméfené zvySené uvolnovani faktort
vyvolavajicich apoptozu, ke kter¢ poté dochdzi. Je to zplisobeno tim, Ze enzymy jsou
aktivovany nespravnym mechanismem, coz mé za ndasledek uvolnéni proapoptotickych
enzymu. Inhibici NMDA receptort je zlepSeno fungovéani neuronu a vysledkem je usnadnéni
synaptického ptenosu.

Pomoci inhibitort NMDA receptorli se zpomaluje progrese onemocnéni. Lécba témito

wewvr

¢innosti samostatné delsi dobu, neZ by tomu bylo bez této 1écby. 4465

Do této skupiny fadime memantin (Obrazek 3-17) (EBIXA®, MANTOMED®,
MARIXINO®, MEMABIX®, MEMANTIN APOTEX®, MEMANTIN MYLAN®,
MEMANTIN SANDOZ®, MEMANTIN STADA®, MEMANTIN RATIOPHARM®,
MEMANTIN VIPHARM®, MEMIGMIN®, MEMIXA®, MEMOLAN®, MORYSA®,
NEMDATINE®, POLMATINE®).!446-546% Jeho peroralni podani neni zavislé na potravé.
Maximalni koncentrace je dosazeno za 9-12 hodin. Lécivo se vaZze na plazmatické proteiny
ze 45 %. Memantin se vyhne efektu prvniho prichodu jatry, proto zde cytochrom P450 nehraje
pii metabolizaci pfili§ velkou roli.*’” P¥iblizné 48 % memantinu je vyloudeno z organismu

v nezménéné formé.”® Ve formé piipravku IR je memantin uzivan 2 x denné v jednotlivé ddvce
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10 mg. Pokud se jednd o memantin ER, mtze byt podavan v davkach 7(pocatecni davka), 14,
21, 28 mg/den (udrzovaci a zroveti maximalni udrzovaci davka memantinu ER).*’

Lécivo je dobfe tolerovano a pouziva se v praxi pii 1é¢be stiedné t€zké az tézké formy
onemocnéni AD.*” Divku memantinu je nutné natitrovat podle individudlni potieby
pacienta.!#4647-34 J 1é¢iva se mohou projevit nékteré nezadouci u¢inky, nejéastéji se jedna
o bolesti hlavy, zavraté, prijmy. 4/

Memantin je dnes pouzivan také v kombinaci s donepezilem v davce 28 mg memantinu
a 10 mg donepezilu. Bylo zjisténo, ze pouziti 1éCiv v této kombinaci je vyhodnéjsi nez pouziti
léciva kazdého zvlast. Memantin muize byt pouzit i v kombinaci s jinymi inhibitory
cholinesteraz.*”-’® Lékova forma s prodlouZenim uvoliiovdnim je vyhodni z diivodu jejiho
podavani pouze v jedné denni déavce, ktera je predpokladem pro vyssi adherenci pacienta

k 16¢bg.

NH»

""""’CH3

CH;

Memantin

Obrazek 3-16: Strukturni vzorec memantinu

3.2.5.2.3 Ostatni pripravky

Huperzin (Obrazek 3-18) je latka pfirodniho charakteru izolovana z rostliny
Huperzia serrata (Thunb.) Trevis, kterd piisobi mechanismem reverzibilni inibice AChE. Je
soucasti tradi¢ni ¢inské mediciny.”!’>"* Huperzin miiZze byt prospésny pii 1é¢bé Alzheimerovy
choroby a mé relativné malou pravdépodobnost vyskytu cholinergnich nezddoucich ucinki. Co
se tykd inhibi¢ni koncentrace IC50 viici AChE, huperzin byl dokonce ucinnéjsi nez
galanthamin, fyzostigmin a takrin. Huperzin také tlumi toxicitu vyvolanou NMDA. Ukézalo se,
7ze lécivo zlepSuje kognitivni funkce a zvlddani kazdodenniho Zivota u pacientd

s Alzheimerovou chorobou.”® Byly u n&ho zjistény i antioxida¢ni a neuroprotektivni uéinky.”*
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Huperzin

Obrizek 3-17: Strukturni vzorec huperzinu

Extrakt z Ginkgo biloba muze mit téz prospesné ucinky pii 1écbé AD, proto se pouziva
dle provedenych studii uziti 240 mg za den oproti 120 mg za den, kdy v mnoha ptipadech neni
dosazeno uplné odpovédi. Pfi podani dochazi ke zlepSovani mozkové cirkulace, paméti
a schopnosti ucit se, k antioxida¢nimu a protizanétlivému ptisobeni. Nebyl ale prokézan
preventivni ucinek uzivani Ginkgo biloba na vznik AD. Rostlina obsahuje ptredevSim
flavonoidy, které maji za kol inaktivovat toxicky aktivni kyslik, latky terpenoidni, konkrétné
bilobalid a ginkgolidy typu A, B a C. Ty pisobi neuroprotektivné¢ v mozku a zaroven
antagonizuji faktor aktivace desticek. V rostliné je pfitomno menSi mnozstvi kyseliny
ginkgolové, ktera je ¢asto ptivodcem alergickych reakci. Uginek Ginkgo biloba na AD je stale

predmétem zkoumani.”>7677

3.2.5.2.4 Lécba pridruZenych obtizi

AD se muze projevovat nejen Cisté demenci, ale i1 dalS§imi pfiznaky, které zhorSuji
celkovy stav pacienta. Je potieba tyto pfiznaky snizit pomoci vhodné 1écby. V téchto ptipadech
jsou podavana naptiklad 1é¢iva plisobici proti porucham chovani, konkrétné antipsychotika
(haloperidol, tiaprid, melperon, risperidon, olanzapin, quetiapin), avSak u téchto 1é¢iv je snaha
podavani vzdy opravdu jen v zavaznych ptipadech poruch behavioralnich funkci. U pacienta
s AD se mohou vyskytnout izkostné stavy. Tyto symptomy jsou lé¢eny anxiolytiky (oxazepam,
alprazolam, lorazepam, diazepam). Uzkost pak ¢asto ustupuje, proto je v mnoha piipadech
mozno lécbu anxiolytiky ukoncit z divodu vymizeni ptiznakll. Dale byvaji v nckterych
pfipadech uZivana antidepresiva, pokud se u pacienta s AD vyskytnou depresivni stavy. (SSRI
— sertralin, citalopram, IMAO — moklobemid, selegilin). Poruchy spanku jsou nejcastéji 1éCeny

pomoci nebenzodiazepinovych hypnnotik (zolpidem, zopiklon), pii dlouhodobéjsi potiebé
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1é¢by jsou volena spiSe antidepresiva (mirtazapin, amitriptylin, trazodon), pokud dochazi

i k porucham cyklu spanek-bdéni, mohou byt volena i antipsychotika (tiaprid, melperon).>*
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzity material a chemikalie

4.1.1 Frakce pouzita k izolaci

Pro vlastni izolaci alkaloidii byla pouzita frakce, ktera byla jiz dfive pfipravena
na Katedfe farmaceutické botaniky Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové z rostliny Vinca

minor L. Jednalo se konkrétné o frakci VM 378-389.

4.1.2 PouZita rozpoustédla

Etanol, p. a. (Penta)
Chloroform, p.a. (Penta)
Toluen, p. a. (Penta)
Diethylamin, p.a. (LachNer)

4.1.3 Pouzita detekéni ¢inidla

Dragendorffovo ¢inidlo

4.1.4 Vyvijeci soustavy pro tenkovrstvou chromatografii (TLC)

S: To: EtOH :DEA 90:5:5

4.1.5 Pouzity material pro analytickou a preparativni tenkovrstvou chromatografii

Kiesel gel Si0, F254, Merck, 20 cm % 20 cm, hlinikova deska s vrstvou silikagelu
pro TLC; vrstva 0,2 mm

4.2 1Izolace alkaloidu

4.2.1 Sloupcova chromatografie

Pomoci sloupcové chromatografie byla ziskana dana frakce VM 378-389. Provedeni
této metody nebylo pfedmétem diplomové prace, bylo provedeno na Katedie farmaceutické

botaniky.
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4.2.2 Tenkovrstva chromatografie

4.2.2.1 Tenkovrstva chromatografie frakce 378-389

Tenkovrstva chromatografie byla provadéna klasicky ve vyvijecich komorach, které
byly nasyceny parami mobilni faze. Poté byly do komory vkladany jednotlivé desky
s nanesenym vzorkem a po piiklopeni vika komory se nechala deska vyvijet po dobu ptiblizné
dvaceti minut. Nasledn¢ byla zjiStovana ptitomnost alkaloidi nejprve pomoci detekce
UV lampou pfti vlnové délce 254 a 366 nm a poté pomoci Dragendorffova ¢inidla aplikovaného

na desku.

4.2.2.2 Hledani vhodné mobilni faze

Nejprve bylo vyzkouSeno vyvinuti vzorku naneseného na analytické desce v soustave
To:DEA v poméru 95:5. Po prvnim vyvinuti nebyla zéna rozd¢€lena, proto byla deska vyvinuta
jesté jednou. Pfesto vSak nedoSlo k oddéleni. Dan4 mobilni faze tedy byla pozménéna na fazi
To:EtOH:DEA v poméru 90:5:5. Diky této fazi doSlo k dostate¢nému oddéleni vzorku na vice

z6n, mohla byt tedy pouZita pro dalsi praci

4.2.3 Alkaloidni frakce

V této diplomové praci byla zpracovavana alkaloidni frakce 378-389 o hmotnosti 1,74 g
ziskand extrakci z nati rostliny Vinca minor L. jiz dfive na Katedie farmaceutické botaniky

(Obrazek a tabulka 4-1).

Tabulka 4-1: Charakteristika zpracovavané frakce

TA
Spojené frakce | Frakce Eluce (g) | Odparek (g) Popis
378-389 378-382 | Bz+CHCl3=15+85 | 9,501 1,74 Tmavé hnédy, pevny

Bz=benzin lékatsky
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Obrazek 4-1: Zpracovavana frakce

4.2.4 Postup samotné izolace

Z dané frakce bylo odebrano asi 400 mg a naneseno celkem na 19 desek k preparativni

tenkovrstvé chromatografii.

Vzorek se pomoci preparativni tenkovrstvé chromatografie za vyuziti mobilni faze

rozdélil po 2 vyvinutich na 4 zony VM 1- VM 4 (Obr. 4-2)
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VM 1: smés latek

I I VM 2: alkaloidni zona

I I VM 4: smés litek

Obrazek 4-2: Zony ziskané po TLC puvodni frakce

Jednolivé zony byly nasledné vySkrabany z desky a kazda byla promyta pomoci smési
CH3CL:EtOH vpoméru 1:1. Po odfoukani byl zbytek rozpustén v menSim mnoZstvi
chloroformu s malym ptidavkem ethanolu. VSechny Ctyfi zony byly naneseny na spole¢nou
analytickou desku a vyvinuty v dané soustavé To:EtOH:DEA v poméru 90:5:5. Vysledek této

preparativni tenkovrstvé chromatogrrafie je zndzornén na nasledujicim obrazku. (Obrazek 4-3)
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Obrazek 4-3: Analyticka deska zon VM 1-VM 4

K dal§imu zpracovani byly vybrany zony VM 2 a VM 3 (obr. 4-3, zona VM2 a VM3).
Dale byla provedena analytickd TLC pouze téchto zon, kdy zona VM3 se dé€lila na 3 dalsi zony
auzoény VM 2 se zdalo, Ze dale obsahuje 2 latky obtiZzné separovatelné.

Mnozstvi izolované ze zony VM 2 €inila 3,4 mg. Hmotnost izolované zony VM 3 ¢inila
33,9 mg. Postupné bylo izolovéano jesté dalsi mnozstvi slozek VM 2 a VM 3.

Obsah ziskany ze zony VM2 byl nanesen na dalsi 2 desky, na které bylo pouzito 22,8 mg
této slozky. Z obsahu ziskané¢ho ze zény VM 3 bylo pouzito 42,4mg a naneseno na 4 desky
TLC o rozmérech 10x20 cm.

Ziskanych 22,8 mg ze zony VM 2 bylo naneseno na 2 desky a 42,4 mg ze ziskané zony
VM3 na 4 desky. Déle bylo pouzito jesté dalSich 202,8 mg z prvni ptivodni frakce VM 378-389
a naneseno na 16 desek.

Latka ziskand postupné¢ z plvodni zoény VM2 se ukdzala byt stile nedocCiSténa
1 ptes nékolik postupnych zpracovani pomoci TLC, kdy kazda deska byla vyvinuta miniméalné
2%, Navic se ukazalo, Ze se nejedna o latku alkaloidniho piivodu, ale tukového charakteru. Dale

se s ni tedy nepracovalo.
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Latka ze zony VM3 se izolovala obtizné, jelikoz se vZzdy po dalsim naneseni na desku,
vyvinuti, vySkrabani, promyti a znovunaneseni ukazalo, ze se dale dé€li na dalsi zony. Nejprve
bylo z piivodni frakce doizolovano vice zony VM3. Cela ¢ast ziskana ze zony VM3 byla poté
nanesena na dalsi desky, kdy se tato zona rozd¢lila na 3 dalsi zony (VM3a-c). Prostfedni zona
(VM3b), ktera se po aplikaci Dragendorffova Cinidla jevila jako alkaloidni byla vySkrabana
a opét nanesena na dalSi desky. Tentokrat se po 3 dvou vyvinutich rozdélila na 3 zony
(VM3b1.3). Posledni zona (VM3bs) byla vySkrabana, promyta a nanesena na analytickou desku,
kdy uz se latka jevila jako ¢istd. Po nékolika ptecisténich se tedy podafiilo izolovat latku VM3b3
v mnozstvi 45,6 mg vysledné latky, kterd dokonce krystalizovala.

Desky musely byt vyvijeny 2% az 3%, aby se konkrétni ¢ast frakce dostate¢né¢ separovala

na jednotlivé zony.

4.3 Strukturni analyza jednotlivych sloZzek

4.3.1 GC-MS analyza alkaloidni frakce VM 378-379

K GC-MS analyze byl pouzit chromatograf Agilent Technologies 7890 A GC 5975 inert
MSD ktery pracuje v EI rezimu pii 70 eV. Typ kolony, ktera byla pouZzita k separaci, byl DB-
5 MS (30 m x 0.25 mm % 0.25 pm). Pomoci GC-MS analyzy byla zjiStovana molekulova
hmotnost vzorki.

M¢éfteni probihalo pii teplotdch 100-300 °C. Nejprve dochéazelo ke zvySovani teploty
postupné po 15 °C za minutu. Takto tomu bylo v rozmezi od 100 °C do 180 °C.

Po dobu jedné minuty pak byla pifi dosazeni 180 °C tato teplota udrZzovana. Déle byla
po 15 °C zvySovana, tentokrat rychlosti 5 °C/min, dokud nebylo dosazeno horni teplotni hranice
300 °C. Tato teplota pak byla udrzovana jesté dalSich 40 minut.

Naéstiik vzorku na kolonu probihal pfi teploté 180 °C. Rychlost priitoku nosného plynu
(helia) €inila 0,8 ml/min. Detekovany byly fragmenty v detekénim rozmezi m/35-600. Bylo

ziskano spektrum izolovaného alkaloidu, které bylo porovnano s daty uvedenymi v literatufte.

4.3.2 Analyza NMR

Za laboratorni teploty byla naméfena NMR spektra daného alkaloidu, konkrétné

na spektrofotometru Varian Iniova 500, ktery pracuje pii 499,87 MHz pro 'H jadra
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a 125,70 MHz pro '’C jadra. Méfeni probihalo v roztocich CDCl; pfipadné CD;OD a to
pfi teploté 25 °C.

Pomoci OneNMR sondy, kterd je dvoukanalova, gradientni a Sirokopdsmova, a je
mozné u ni regulovat teplotu, doslo k ozafovani a detekci signalu. Byly zméteny chemické
signaly jako hodnoty o pars per milion (ppm), které byly neptimo vztazeny ke standardu, zde
konkrétné¢ TMS, pomoci zbytkového signalu rozpoustédla.

Studie NMR byla provadéna na Farmaceutické fakulté¢ Univerzity Karlovy v Hradci
Kralové, na Katedie organické a bioorganické chemie. Méfeni 1 interpretaci spekter provedl

doc. PharmDr. Jifi Kunes.

4.3.3 Analyza ESI-MS

Analyza byla provadéna na LC/MS Thermo Finningan LCQDuo,iontova past. Probihala
pomoci elektrospreje v kladném modu (ESI+). Dany alkaloid byl zde analyzovan pomoci této
metody ES], jelikoZ neionizoval za podminek méteni El spekter. Byla tak zjistovana Mr dané¢ho

alkaloidu. Latka byla rozpusténa v methanolu (c=1mg/ml).

4.3.4 Opticka otacivost

V roztoku alkaloidu byla zméfena optickd otacivost. Méfeni probéhlo pii 20 °C
na automatickém polarimetru ADP 220 BS v prostfedi chloroformu. Specifickd opticka

otacivost byla vypoctena ze vzorce:

100 X a
cX1

lalb =
t — teplota méfeni
D - linie sodikového svétla
o — nametend optickd otacivost [°C]
¢ — koncentrace naméfeného alkaloidu [g x 100 ml™']

1 — délka kyvety [dm]

48



4.4 Metody pro screening biologickych aktivit izolovaného alkaloidu

4.4.1 Stanoveni inhibi¢ni aktivity izolovaného alkaloidu vu¢i erytrocitarni AChE

a sérové BuChE

Toto méfeni bylo provadéno na Katedie farmaceutické botaniky Farmaceutické fakulty
v Hradci Kralové prof. RNDr. Lubomir Opletalem, CSc. Byla zjiStovana inhibi¢ni aktivita
alkaloidu vic¢i enzymiim AChE a BuChE. Podrobny postup metody je uveden v nasledujici

literatufe. (Cahlikova et al., 2015)"®

4.4.1.1 Podminky méfeni

Me¢fteni bylo provedeno pfi vinové délce 453 nm, teploté 37 °C. Probihalo v prostiedi

fosfatového pufru v mikrotitracnich desti¢kach.

4.4.1.2 Pouzity material

AChE pro méfeni byla ziskana z jader lidskych erytrocyti, BuChE z lidské plazmy.

4.4.1.3 Pouzité chemikalie

acetylthiocholin jodid, p. a. (Sigma — Aldrich, Praha)(ATChI)

- butyrylthiocholin jodid, p. a. (Sigma — Adrich, Praha)

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

- 0,1 M fosfatovy pufr, pH 7.4 (chemikélie pro pfipravu pufru: dodekahydrat
hydrogenfosforecnanu disodnéhoo, p. a. (Lanchema), dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu
sodného, p.a. (Lanchema))

- galanthamin hydrobromid, (Changsha Organic Haerb Inc., People republic of China)
(C17H21NO3)

- huperzin A, (Tai’an zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd., People Republic of China)

- dimethylsulfoxid, p. a. (Sigma-Aldrich)

- chlorid sodny p. a. (Lachema, Brno) (NaCl)
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4.4.1.4 Pouzita ¢inidla

- Roztok 10mM ATCAhI byl pfipraven rozpusténim piislusného mnozstvi latky ve vode¢.
Roztok musel byt ¢iry. Cinidlo bylo uchovavano v chladni¢ce pii 4°C po dobu maximalné
1 tydne.

- Roztok 10mM BuTChl byl piipraven stejnym postupem jako roztok ATChI.

- Roztok 5SmM DTNB byl pfipraven pfimym rozpousténim piislusného mnozstvi DTNB
v 100 mM fosfatovém pufru pH 7,4. Roztok smi byt jen slabé nazloutly. Cinidlo bylo

uchovévano v chladnicce pii 4°C po dobu maximalné¢ 1 tyden.

4.4.1.5 Pouzité pufry

- 5mM fosfatovy pufr pH 7,4 obsahujici 150 mM chloridu sodného 8,766 g chloridu sodné¢ho
p. a. se rozpusti v SmM fosfatovém pufru pH 7,4 a doplni se jim do 1000 ml

4.4.1.6 Pristroje

- mikrotitra¢ni destiCky 96 jamek (Fisher, Pardubice)
- odstfedivka Boeco U-32R (Boeco, Hamburg, Germany) s rotorem Hettich 1611

(Hettich, Tuttlingen, Germany)
- statisticky program GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, California,
USA, 2006)

4.4.1.7 Priprava pouzder erytrocytu

Erytrocytarni pouzdra byla ziskdvana z Cerstvé odebrané krve zdravych dobrovolnikd,
ke které byly ptidany 2 ml 3,4 % citratu sodného na mnozstvi 18 ml krve. Krev byla rozd€lena
po stejnych ¢astech do Sml Sroubovacich zkumavek. Nésledné byla provedena centrifugace,
ktera probihala rychlosti 4000 rpm po dobu 10 minut za teploty 4 °C. Po skonceni prvni
centrifugace byla plazma odséana tak, aby v ni neziistaly erytrocyty a uchovavala se v lednici
pfi teploté 4 °C do té doby, nez mohla byt stanovena aktivita BuChE (takto v§ak bylo mozné
vzorek uchovéavat maximalné 6 hodin).

Zbyla plazma ziskand ze sedimentl erytrocytli byla Setrné odsdna bezpopelovym

filtracnim papirem, ktery mél hlazeny povrh a sestfizenou $picku. Poté se odecetl objem masy
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erytrocyti a sediment byl zfedén fosfatovym pufrem o pH 7,4 a koncentraci 5 mM, ktery
obsahoval 10 mM NaCL. Pufr byl pouzit v takovém mnozstvi, aby objem suspenze byl 13 ml.
Vse se peclivé promichalo a byla provedena centrifugace za podminek uvedenych vyse.
Promyti bylo takto provedeno celkem 3%, ¢imz doSlo k uplnému odstranéni promyvaci
kapaliny. Poté byl pfidan fosfatovy pufr o koncentraci 5 mM, pH 7,4 a bez obsahu chloridu
sodného v takovém mnozstvi, aby byl objemovy pomér erytrocyty pufr 1+8-9. Smés byla
zhomogenizovana a vpravena do Erlenmayerovy baiky. Erytrocyty se nechaly spontanné
hemolyzovat pti michdni teflonovym michadlem a 300 rpm. Poté, co byla fizend hemolyza
ukonce, Slo jiz u této suspenze stanovit acetylcholinesterazovou aktivitu. Bylo mozné
popiipad¢ upravit absorbanci za pomoci fosfatového pufru o koncentraci 5 mM (absorbance
musela mit hodnotu 0,08 — 0,15). Pfed pouzitim byl nafedény hemolyzat uchovéavan pii
teploté -22 °C.

Stejnym zpiisobem byla stanovovéana butyrylcholinesterdzova aktivita plazmy, kdy
absorbance musela byt 0,15 — 0,20. Uchovavani zde probihalo také za stejnych podminek jako

u hemolyzatu.

4.4.1.8 Stanoveni inhibi¢ni aktivity (ICs0) izolovaného alkaloidu VM3bs viicdi

cholinesterazam

Za pouziti Ellmanovy spektrofotometrické metody byla stanovena hodnota IC50
za pouziti 5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB) [A =436 nm (AChE), nebo
A= 412 nm (BuChE)]. Byla stanovovana SH-skupina thiocholinu (estery thiocholinu byly
pouzity jako substraty). Ta se navazala na DTNB. Nésledné vznikl Zluté zbarveny produkt,
ktery byl stanoven spektrofotometrickou metodou pii vinové délce 436 nm. Sledovany byl
narust absorbance za 1 minutu. Poté byly z namétenych hodnot poklesu aktivity AChE nebo
BuChE vypocitany hodnoty ICso pomoci nelinedrni regrese v programu GraphPaD Prism (verze
3.02 pro Windows; vyrobce Graph PaD Software, San Diego, CA, USA). Ziskané hodnoty byly
poté porovnavany s hodnotami ICsp znamych inhibitorti cholinesteraz, konkrétné huperzinem
A a galanthaminem. Nakonec byla vypocitana procentualni inhibice dle vzorce:

% 1=100-(AAsL/ AAsa)*100.
%I — procento inhibice
AAgL — narast absorbance slepého vzorku za 1 minutu

AAsa — narust absorbance méreného vzorku
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Stanoveni aktivity enzymii: na mikrotitratni desticku bylo do kazdé z 6 jamek

pipetovano 8,3 ul hemolyzatu nebo plazmy. Poté se ptidalo 283 ul 5 mM DTNB, 8,3 ul DMSO.
Vse se promichalo na mikrotfepacce a smés byla inkubovana v komote readeru pfi teploté
37 °C po dobu 5 minut. Nasledné je pfidano 33,3 pl roztoku substratu, konkrétné¢ 10 mM
acetylcholinjodidu nebo 10mM butyrylthiocholinjodidu) a pii ptislusné vinové délce zjisStovana
absorbance (AChE — hemolyzat: 436 nM; Buche — plazma: 412 nm). Nakonec byl vypocten
rozdil obvyklym zlisobem a stanoven prumeér a smérodatna odchylka.

Stanoveni aktivity latek: byly pouzity stejné objemy roztoku substratu a cinidel

(3 jamky v 6 fadéach) a stejny postup méteni. Byly pouzity koncentrace latky: 40 mM, 10 mM,
4 mM, 1 mM, 0,4 mM. Bylo mozné pripadné pouziti dalsi série koncentraci v tomto pocetnim
modu, pokud byla aktivita vysoka. Do posledni 6. fady se pipetovalo DMSO, kterd zde plni
funkci slepého vzorku.

Ziskané hodnoty byly poté porovnavany s hodnotami ICso znamych inhibitorQ
cholinesteraz, konkrétn¢ huperzinem A (ICso HuAChE = 0,033 + 0,001 uM,
ICso HuBuChE > 1000 uM) a galanthaminem (ICso HuAChE = 1,710 £+ 0,065 uM, HuBuChE
=42,301 £ 0,065 puM).

4.4.2 Stanoveni cytotoxické aktivity izolovaného alkaloidu VM3b3

Stanoveni cytotoxické aktivity izolovaného alkaloidu nebylo provedeno na
Farmaceutickeé fakulté v Hradci Kraloveé, nybrz bylo spolupracovéano s Katedrou mikrobiologie,
vyzivy a dietetiky, Fakulty agrobiologie, potravinovych a piirodnich zdroji, Ceské zemédélské
univerzity v Praze. Testovani bylo provedeno Ing. Ivo Doskocilem. Podrobné&jsi popis metody

Ize nalézt v nasledujici literatute. (Doskoéil et al., 2015)7
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5 VYSLEDKY

V diplomové praci byla zpracovavana frakce 378-389. Po vyvinuti ¢asti frakce vznikly
4 z6ny (VM 1-4), ze kterych byla dale zpracovavana zéona VM 2 a VM 3. Pficemz u latky
izolované ze zony VM 2 se ukazalo, Ze se nejedna o alkaloid, ale latku tukového charakteru.
Latka izolovana ze zony VM 3 byla alkaloidniho charakteru, jednalo se konkrétné o alkaloid

venoterpin.

5.1 Strukturni analyza venoterpinu

5.1.1 EI-MS analyza

Latka neionizovala za podminek méfeni.

5.1.2 ESI-MS analyza

m/z - [M+H] 150 (100)

5.1.3 NMR-analyza

Venoterpin

Obrazek 5-1: Strukturni vzorec venoterpinu

1H NMR (500MHz, CDCI3) &:
8.38 (1H, bs, H1), 8.37 (1H, d, J= 5.0 Hz, H3), 7.19 (1H, d, J= 5.0 Hz, H4), 4.59 (1H, td, J=

5.4 Hz, J= 2.5 Hz, H6), 3.25 (1H, m, H7), 3.12 (1H, dd, J= 16.7 Hz, J= 5.4 Hz, H5), 2.94 (1H,
dd, J= 16.7 Hz, J= 2.5 Hz, H5), 1.39 (3H, d, J= 6.9 Hz, C7- CH3).

13C NMR (125MHz, CDCI3) ¢:

150.6, 147.5, 145.1, 141.6, 120.4,75.2,42.7,41.0, 11.9.
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5.1.4 Opticka otacivost

[]2° = +32 (CHCL;, ¢=0,1)

5.2 Screening biologickych aktivit

5.2.1 Inhibié¢ni aktivita izolovaného alkaloidu vii¢i erytrocytarni AChE a sérové BuChE

Izolovany alkaloid byl podroben studiu inhibéni aktivity vi¢i cholinesterazam.
V nasledujici tabulce (Tabulka 5-1) jsou uvedeny hodnoty inhibi¢ni aktivity izolovaného

alkaloidu venoterpinu vii¢i cholinesterazam.

Tabulka 5-1: Inhibiéni aktivita izolovaného alkaloidu vi¢i AChE a BuChE

Alkaloid AChE, ICso (uM) BuChE, ICso (uM)
Venoterpin > 500 > 500
galanthamin * 1,710 + 0,065 42,301 + 0,065
huperzin A * 0,033 + 0,001 > 1000 uM

* Referencni latka

5.2.2 Cytotoxicka aktivita izolovaného alkaloidu

Izolovany alkaloid byl testovan i z pohledu jeho cytotoxické aktivity. V tabulce uvedené
niZze (Tabulka 5-2) jsou uvedeny hodnoty cytotoxické aktivity nejprve vici Caco-2 a HT-29
(bunky lidského kolorektalniho adenokarcinomu), FHs-74 (lidské zdravé epitelidlni bunky

tenkého stfeva)

Tabulka 5-2: Cytotoxicka aktivita izolovaného alkaloidu VM3bs

Bunééna linie 1Cso (UM)

Alkaloid Caco-2 HT-29 FHs-74
venoterpin >10 > 10 > 10
vinorelbin * 0,03 £ 0,01 NT 4,0+0,3

* Referenc¢ni latka, NT - netestovano
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6 DISKUSE A ZAVER

Prace se zabyvala izolaci alkaloidi z alkaloidni frakce VM 378-389 ziskané jiz dfive
na Katedie farmaceutické botaniky Univerzity Karlovy zrostliny Vinca minor L..
U izolovanych alkaloidli byla dale zjisStovana biologicka aktivita izolované latky, konkrétné
inhibi¢ni aktivita vici cholinesterdzam a cytotoxicka aktivita a moznost vyuziti alkaloidu
v terapii Alzheimerovy choroby a nddorovych onemocnéni.

Frakce VM 378-389 izolovana z rostliny Vinca minor L., byla zpracovavana pomoci
preparativni tenkovrstvé chromatografie. Nejprve byly ziskany 4 frakce VM1 — VM4, z niz déle
bylo pracovéno s frakci VM2 a VM3. Latka izolovana z frakce 2 se izolovala obtizné a ani
po nékolika opakovanich postupu TLC nebyla Cista. Z frakce VM3 byl opét po obtizné izolaci
ziskan alkaloid VM3b3, ktery byl po podrobeni GC/MS analyze a srovnani spekter se spektry
komercni knthovny NIST 11 identifikovan jako venoterpin.

Izolace byla velice problémova. Kazdou desku bylo tieba vyvinout nejméné 2%, spise
ale 3%, aby se zony dostate¢né odd¢lily. Pti kazdém dal$im vyvinuti se zona délila na vice zo6n
dalsich, postup tedy bylo nutno opakovat né€kolikrat. Navic se pracovalo s celkem velkym
poctem desek. Proto se za relativné dlouhy ¢as podatilo izolovat pouze jeden alkaloid.

Venoterpine byl poprvé ziskan z rostliny Alstonia venenata R.Br.. Pozdéji byl izolovan
také z rostlin Rauwolfia serpentina (L.) Benth. a Vinca minor L. Jedna se o monoterpenicky
alkaloid. Soucasti jeho struktury je pyridin. Alkaloid je citlivy na vzduch a svétlo, v jejich
piitomnosti fialovi. V rostlinach je p¥itomen spolu s indolovymi alkaloidy.3%-8!-82

Venoterpin byl v ramci diplomové prace podroben testovani biologickych aktivit. Pfi
testovani inhibi¢ni aktivity vi¢i cholinesterdzam neprokéazal alkaloid vyznamné hodnoty
(u obou cholinesteraz byly hodnoty ICso vys$i nez 500 uM). Venoterpin tedy neni vyznamnym
inhibitorem cholinesteraz.

Zjisténa cytotoxickd aktivita venoterpinu je >10 uM jak v pfipadé¢ zdravych
epitelialnich bunék tenkého stieva FHs-74, tak bun¢k lidského kolorektalniho karcinomu.

Latka bude dale v rdmci spoluprace studovana na panelu 10 nddorovych a zdravych

bunécnych linii. Vysledky téchto studii budou dostupné v prosinci 2018.
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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové
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Kandidat: Anezka Klatilova
Skolitel: doc. Ing. Lucie Cahlikova, Ph. D.

Nazev diplomové prace: Alkaloidy Vinca minor (Apocynaceae) a jejich biologicka aktivita

Cilem této diplomové prace bylo zpracovani ptidélené frakce izolované z rostliny Vinca
minor L. a z ni izolace alespon jednoho alkaloidu k testovani jeho biologické aktivity.

Pomoci preparativni TLC byl postupné z dané frakce izolovan alkaloid, ktery byl
nasledné podroben strukturni analyze. Zde byly pouZzity metody NMR a EI-MS analyzy. Diky
témto analyzam byl dany alkaloid identifikovan jako venoterpin. Déle byl alkaloid pfipraven
pro testovani biologické aktivity.

Izolovany alkaloid byl tedy identifikovan jako venoterpin a byl testovan na biologickou
aktivitu. Zjisténa inhibi¢ni koncentrace (ICso) viici HUAChE a HuBuChe ¢inila vice nez
500 uM, coz znadi, ze venoterpin se nefadi k vyznamnym inhibitoriim cholinesteraz. Stejn¢ tak
hodnota cytotoxické aktivity, kdy byla zjisténa hodnota této aktivity vyssi nez 10 uM vici
buikdm kolorektalniho karcinomu stejné tak, jako vici bunkdm zdravym, nepatii mezi

vyznamne.
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ABSTRACT

Charles University
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical botany

Candidate: Anezka Klatilova
Supervisor: doc. Ing. Lucie Cahlikova Ph. D.

Title of diploma thesis: Alcaloids of Vinca minor (Apocynaceae) and their biological activities

The aim of this diploma thesis was to process the assigned fraction isolated from the

Vinca minor L. plant and to isolate at least one alkaloid to test its biological activity.

Using preparative TLC, the alkaloid was sequentially isolated from the fraction, which
was then subjected to a structural analysis. NMR and EI-MS methods were used herein. Thanks
to these analyzes, the alkaloid was identified as venoterpine. Furthermore, the alkaloid was

prepared to test for biological activity.

Thus, the isolated alkaloid was identified as venoterpine and tested for biological
activity. The observed inhibitory concentration (IC50) to HuAChE and HuBuChe was more
than 500 pM, indicating that venoterpine does not rank as a significant inhibitor of
cholinesterase. Likewise, the value of cytotoxic activity, when this activity was found to be

greater than 10 uM to colorectal cancer cells as well as to healthy cells, is not significant.
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