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1 UVOD

Demenci, jejiz nejcastéjSi formou je Alzheimerova choroba (AD), trpi ve svétovém meétitku
odhadem pfiblizné 47 milionl obyvatel. Po¢et nemocnych bude s prodluzujici se délkou Zivota
stoupat. V roce 2050 by podle odhadu Svétové zdravotnické organizace mélo byt jiz 136
miliond pacientld. Demence postihuje znatelné vice Zeny neZ muZe, coZ souvisi s delsi
pramérnou délkou Zivota Zen. VétSina pacientd s demenci je z méné rozvinutych statd [1].
V Ceské republice byla diagnostikovdna AD zhruba u dvou tfetin pacient( trpicich demenci.
Pfesto mezinarodni organizace (Alzheimer’s Disease International) tvrdi, Ze i v nejvyspélejsich
statech polovina lidi s demenci neni diagnostikovana spravné. Informace o stavu nemocnych

zUstava tak stale jen odhadem [2].

Spektrum pouzivanych Iéciv u AD je Uzké, soucasna terapie zahrnuje I1é¢bu kognitivnich funkci
a pridruzenych onemocnéni, mezi néz patfi deprese, nespavost, poruchy chovani a uzkost.
Mezi kognitiva fadime inhibitory cholinesteras (donepezil, rivastigmin, galantamin), které se
pouzivaji pro lehkou az stfedni formu nemoci, vtézSich stadiich potom antagonisty
N-methyl-D-aspartatovych receptord (memantin). Lécba je pouze symptomaticka, oddaluje

tézsi stadia nemoci a nesamostatnost pacient( [3].

Pfirodnim latkdm je v posledni dobé vénovano stale vice pozornosti. V této oblasti mezi
vyznamné Celedi patfi celed Apocynaceae, kterd zahrnuje mnoho lécCivych rostlin, které byly
odedavna vyuZivany v lidovém lécitelstvi a mediciné [4]. Tato diplomova prdce se zabyva
izolacemi indolovych alkaloid( z Vinca minor L. (barvinku mensiho) a jejich biologické aktivité
vztazené k AD. Indolové alkaloidy jsou hlavnimi sekundarnimi metabolity V. minor, pficemz
mezi majoritni alkaloidy patfi vinkamin, pUsobici antihypertenzivné, terapeutickym vyznamem

hraji dulezitou roli alkaloidy vinkristin a vinblastin, které nasly uplatnéni v onkologii [5].

Vyzkumna skupina ADINACO, pod zastitou Katedry farmaceutické botaniky, se dlouhodobé
zabyva vyzkumem sekundarnich metabolitli izolovanych zrostlin v souvislosti s jejich

potencidlnim vlivem na patologické procesy spojené s AD a nadorovym bujenim [6].
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2 CiL PRACE

Cilem této prace bylo:

e vypracovani odborné reserse na zadané téma,

e vybér vhodnych chromatografickych metod k izolaci alkaloid(,

e izolace alespon jednoho alkaloidu v Cisté formé zvybrané frakce ziskané na
chromatografickém sloupci ze sumarniho alkaloidniho extraktu z Vinca minor L.,

e podilet se na stanoveni struktury izolovanych sloucenin (ptiprava vzork(i na MS, NMR
analyzu a urcéeni optické otacivosti),

e podilet se na stanoveni biologické aktivity (pfiprava vzorkd na zméreniinhibice lidskych
cholinesteras, glykogensynthasy kinasy 3 a prolyl oligopeptidasy),

e zhodnoceni dosaZzenych dat a sepsani diplomové prace.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Alzheimerova choroba

AD je primarni neurodegenerativni onemocnéni postihujici parietotemporalni oblast klry
mozku. Je nejbéznéjsi pri¢inou demence predstavujici 60—80 % vSech pripadd [7]. Onemocnéni
poprvé popsal némecky neuropatolog Alois Alzheimer roku 1906 na prednasce v Tubingenu,
o rok pozdéji uz nese choroba jeho jméno. Byla popsana jako vzacné presenilni onemocnéni

vyskytujici se pred 65. rokem véku [8].

3.1.1 Epidemiologie

Vyskyt demence stoupd s vékem, ve vétsiné pripadd v Evropé a USA je zplisobena AD. Ve véku
kolem 65 let ji trpi cca 2 % populace, ve véku kolem 80 let kolem 30 %. Zeny jsou zasazeny 2x

¢astéji nez mui [9]. Podle odhadd v roce 2020 v CR trpi AD pfiblizné 183 tisic lidi [2].

3.1.2 Etiologie

PFi¢ina vzniku nemoci zatim neni presné zndmd, proto ji neumime v soucasnosti |écit
kauzalné [7]. Casnd forma ma vétdinou geneticky vyskyt, pozd&jsi forma se vyskytuje bez
zjevné priciny. Od 2. poloviny 20. stoleti se zkoumaji rGzné mechanismy vzniku AD
(cholinergni, B-amyloidni a teorie t-proteinu) a s nim souvisejici neuropatologicky nalez, ten
je dan onemocnénim, Urazem nebo jinym poskozenim mozku, které vedou ke stalé nebo
prechodné mozkové dysfunkci [10]. V posledni dobé se objevila teorie, podle niz je AD fakticky
metabolickou chorobou, zplsobenou nezdravym Zivotnim stylem. Kvlli souvislosti se

snizenou citlivosti na inzulin v mozku se nazyva diabetem 3. typu [11].

3.1.2.1 Cholinergni hypotéza

Jiz v pocatku onemocnéni dochazi k poruse cholinergni aktivity CNS. Ubyva koncentrace
mediatoru acetylcholinu (ACh) na nervovych synapsich v dlsledku sniZeni jeho syntézy
enzymem cholinacetyltransferasou. Soucasné je snizen i pocet nikotinovych receptord,
zatimco pocet muskarinovych receptor( zUstava relativné nezmeénén. Tento systém je dlleZity
m. j. pro mechanismy kratkodobé paméti a vstipivosti paméti. ACh je odbouravan v synaptické

Stérbiné enzymem acetylcholinesterasou (AChE) nebo butyrylcholinesterasou (BuChE). BuChE
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je tvorena v oblasti akumulaci patologického B-amyloidniho proteinu (AB). Na zakladé této

teorie byly do praxe zavedeny inhibitory acetylcholinesteras [12].

3.1.2.2 B-amyloidni hypotéza

Teorie zaloZena na souvislosti mezi Stépenim transmembranové uloZzeného prekurzorového
proteinu pro amyloid (APP) v mitochondridlni membrané nejprve B-sekretasou a nasledné
y-sekretasou na tzv. AB. Nasledné dochazi ke kumulaci hydrofobniho AB do plakd, které se
ukladaji v nervovych bunkach CNS a postupné zplsobuiji jejich apoptdzu. Plati pfima uméra

mezi poctem plakl a funkénim postiZzenim, tedy tizi demence [9,13].

3.1.2.3 Teorie t-proteinu

Dalsim vyznamnym patogenetickym faktorem je degradace intraneuronalniho t-proteinu.
Hyperfosforylaci t-proteinu spousti aktivovany enzym glykogensyntasa kinasa 3B (GSK-3pB) za
Ucasti enzymu cyklindependentni kinasy 5 (CDK-5). Vlivem fosforylace tohoto proteinu
dochdzi k polymeraci postizenych neuronovych vlaken, ktera jsou podkladem

tzv. neurofibrildrnich uzli¢k(. Postizené neurony podléhaji apoptdze [14].

3.1.2.4  Apolipoprotein E

Apolipoprotein E (apoE), ktery je tvofen 299 aminokyselinami, zprostfedkovava spojovani
lipoproteinl a transport cholesterolu. Gen pro apoE je polymorfni, vyskytujici se ve tfech
alelach, které kdduji 3 isoformy (apoE2, apoE3, apoE4) [15]. Alela genu pro apoE4 je hlavnim
rizikovym faktorem pro vznik onemocnéni a je spojovana s dédicnym typem AD. ZvySeny
vyskyt apoE je patrny v senilnich AB placich a neurofibrilarnich shlucich v posmrtném vysetreni
mozku nemocnych. U homozygotnich pacientt s alelou E4 je mnohem castéji vyskyt senilnich
plakd nez u jinych. TudiZ, apoE4 muZze pfispivat k patogenezi AD. V mensi mife mize dochazet
k mutaci gen(. ApoE4 vtomto pripadé interaguje s APP, presenilinem 1 nebo

presenilinem 2 [16].

3.1.2.5 Oxidacni stres a volné radikaly

Volné kyslikové radikaly (peroxidy, hydroxyskupina, singletovy kyslik a oxid dusnaty) jsou latky
télu vlastni, které maji kratké trvani i své fyziologické funkce. U neurodegenerativnich zmén,

vaskularnich mozkovych poruch, mozkovych traumat i dalSich druh( postizeni mozkové tkané
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jsou volné kyslikové radikdly vytvareny nadmérné a vedou pak k fadé poskozeni mozkové

tkdné. Dochazi k peroxidaci lipidd neurondlnich membran, k inaktivaci nékterych enzym( [17].

3.1.3 Klinicky obraz

AD se déli na 3 stadia, které se dale rozlisuji podle stupné samostatnosti nemocného, resp.
podle rozsahu péce o néj. Vzhledem k vieklému pribéhu této formy demence jsou i pfechody

mezi jednotlivymi stupni pozvolné [7].

Neurodegenerativni procesy zacinaji vétSinou fadu let pred prvnimi pfiznaky AD. Postizeny
nebo jeho blizci si ¢asto nejprve vSimnou ztraty paméti, zpocatku predevsim kratkodobé
epizodni, pozdéji se pfipojuje i dlouhodoba. K tomu se pridruzi vyjadfovaci potize a ubyvajici
schopnost orientace v ¢ase a prostoru. U mnoha nemocnych zacdind dochazet ke zménam
osobnosti, ktera se zvlast vyrazné projevi v pokrocilém stadiu nemoci. Postupné ma pacient
problémy is kazdodennimi dovednostmi, jako jsou hygienické navyky ¢i pfijimani potravy, jsou
inkontinentni a plné odkazani na pomoc okoli [2]. V termindlni fazi nemocny vétSinou pobyva
v oSetrovatelském uUstavu. Nemoc trva nékolik let, lisi se délkou a pribéhem, je nevylécitelna

a po 5-10 letech kon¢i pacientovou smrti [18].

3.1.4 Diagnodza

Potvrzeni diagndzy Ize provést pouze histologickym vysetifenim tkané, biopsii nebo diagnézou
post mortem. Dochazi k rozsahlému zaniku neuron(, predevsim v mozkové kiife, mnohé ze

zbyvajicich bunék obsahuji mikroskopické shluky tvorena neurofibrilami [19].

Mezi klinicka kritéria pravdépodobnosti demence patfi DMS-4 (Diagnosticky a statisticky
manuadl dusevnich poruch, 4. vydani) a MKN-10 (Mezinarodni statisticka klasifikace nemoci
a pfidruzenych zdravotnich problém0, 10. revize). Podle jejich definic je porucha paméti,
trvajici alespon pUl roku, dominantni pfiznak. Zaroven je pfidruzena dalsi kognitivni porucha
jako je afazie, apraxie, agndzie a porucha exekutivni funkce. Dohromady zpUsobuiji zfetelné

sniZzeni Urovné fungovani v socidlnim a pracovnim prostfedi oproti pfedchozi Urovni [20].

Onemocnéni ma chronicky charakter, pro posuzovani je tfeba vyloucit akutni poruchy v rdmci

somatického onemocnéni nebo zpomaleni psychomotorického tempa pfi unavé [10].
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3.15 Rizikové faktory

Riziko onemocnéni demenci zvysuje, vedle stafi a prokazatelnych dédi¢nych vloh, i nékolik
dalsich faktord, ke kterym patfi vysoky krevni tlak, diabetes, poruchy srde¢niho rytmu, pfilis
vysokd hladina cholesterolu a homocysteinu, deprese, poranéni hlavy a mozku a cévni
mozkova prihoda. K tomu je nutno pripocitat i Spatnou Zivotospravu, koureni, nadmérnou
konzumaci alkoholu, nedostatek pohybu, nadvahu a stejné tak i nepatrnou dusevni

a spolecenskou aktivitu [21].

3.1.6 Lécba AD

Zatim nebyly naleze zadné natolik ucinné latky, které by chorobu vylécily Uplné. Lécba je
zamérena predevsSim na zlepSeni nebo stabilizaci kognitivnich (poznavacich) funkci, takto
pusobici skupina |é¢iv se oznacuje jako kognitiva. Mirnd az stfedné tézkda froma AD je indikaci
pro léc¢bu inhibitory AChE (IAChE), u tézké demence je predepisovan memantin, jako
antagonista receptori pro N-methyl-D-aspartatovou kyselinu (NMDA) [20]. Uginnost
dlouhodobé 1écby nootropiky (napf. piracetam, pyritinol, nicergolin) neni dostatecné

podloZzenad [7].

Druhou metodou je terapie nekognitivnich poruch, predevsim deprese, agresivniho chovani

nebo nespavost. Vynechavame latky s anticholinergni aktivitou [10].

Nefarmakologicka IéCba spociva hlavné v kognitivnim tréninku a aktivizaci pacienta [20].

3.1.6.1 Inhibitory acetylcholinesteras

U pacientl s AD jsou postizeny predevsim acetylcholinové mozkové neuronalni drahy vedouci
z bazalni ¢asti predniho mozku do mozkové kliry a hippocampu. Jejich hlavni ulohou je
zajisténi pozornosti, schopnosti uc¢eni, paméti. Prekurzory cholinu a IAChE, plsobici v CNS,
zvysuji nabidku ACh a zlepsuji tak kognitivni schopnosti pacienta. Z klinickych studii vyplyva
dobra ucinnost reverzibilnich inhibitord rivastigminu, donepezilu a galantaminu a zaroven
i jejich dobra tolerance. Zlepsuji schopnost vykondvat bézné denni aktivity pacientd, coz vede

ke zlepsSeni kvality Zivota a k prodlouzeni obdobi jejich sobéstacnosti [22].
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Takrin

Prvnim léCivem z této skupiny pouzivanym u AD byl tetrahydroaminoakridin takrin, ktery mél
ale zdvainé nezadouci ucinky, jako napf. reverzibilni poruchy jaternich funkci a nevyhodnou
farmakokinetiku [23]. Byly zkouSeny i jiné derivaty, které vSak nebyly zavedeny do praxe, napf.

u nas 7-methoxytakrin [11].

Nejcastéjsi nezadouci ucinky, hlavné v obdobi zvySovani davek, jsou gastrointestinalni

priznaky —nechutenstvi, dyspepsie, priijmy, nauzea a zvraceni, dale bradykardie, kiece, bolesti

hlavy [12].
NH,
\\
-
N
Obrdzek 1 vzorec takrinu
Rivastigmin

Rivastigmin je pseudoireverzibilnim inhibitorem AChE a BUChE. Je jako jediny registrovan také
na |é¢bu demence u Parkinsonovy choroby. Jako vSechny ,,stigminy‘ patfi i rivastigmin mezi
derivaty karbamatového typu a jeho metabolizace probihda samotnou AChE [24]. Ma minimum
lékovych interakci, a proto je vhodny pro pacienty uZivajici mnoho rlznych IéCiv nebo
antikoagulacni |éCbu. Terapie je symptomatickd a indikace odpovidd mirné az stredné tézké

AD. Nové je k dispozici také ve formé transdermalnich naplasti [25].

Obrdzek 2 vzorec rivastigminu

Donepezil

Donepezil je pomérné znacné selektivni IAChE piperidinového typu. Existuje nékolik dikaza,

Ze zaroven brani ukladani AR v CNS, ma antioxidacni vlastnosti a celkové neuroprotektivni
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ucinek [26]. Vyhodou je velmi dlouhy biologicky polocas dosahujici 70 hodin. Jeho uéinek

pretrvava az 6 mésicl po ukonceni terapie [27].

| O

0O

Obrdzek 3 vzorec donepezilu

Galantamin

DalSim zastupcem IAChE je galantamin s benzazepinovou strukturou. Plivodné byl izolovdn
jako alkaloid z Galanthus woronowii Losinsk [28]. Jako jediny je navic alosterickym
moduldtorem centralnich pre- i postsynaptickych nikotinovych receptorli, coz jesté vice

zesiluje cholinergni pfenos [29].

Obrdzek 4 vzorec galantaminu
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Huperzin A

Z rostliny Huperzia serrata (Thunb. ex Murray) Trevisan byl izolovan lykodinovy alkaloid
huperzin A, plsobici jako reverzibilni IAChE a zaroven jako antagonista NMDA receptoru.
Vedle ostatnich IAChE je huperzin A 2-8x ucinnéjsi dlouhodobé zvysit hladinu ACh
v cerebralnim kortexu. Pfipisuji se mu i antioxidacni uc¢inky a zmirnéni apoptickych procesl
zplisobenych neurotoxickym ptsobenim AR [30]. V Ciné je dostupny jako 1é&ivo prvni volby
v |é¢bé AD, u nds neni registrovany, ale nachazi se v nékterych doplnicich stravy [31].

H3C

HN

Obrdzek 5 vzorec huperzinu A

3.1.6.2  Inhibitory NMDA receptortu

S postupujici progresi AD dochdzi k postizeni mozkového systému excitacnich aminokyselin
(glutamatonergniho systému). Tento systém je velmi vyznamny pro mechanismus uceni
apaméti. U AD a dalSich neurodegenerativnich onemocnéni dochazi k nadmérnému
uvolfovani molekul glutamatu i dalSich excita¢nich kyselin. Na receptorové urovni pak dochazi

k tvorbé prenosovych sum [9].
Memantin

Memantin je derivatem adamantanu. Je nekompetitivnim parcidlnim antagonistou NMDA
receptorl pro excitatni neuromediator glutamat. Memantin brdani, vazbou uvnitf kanalu
receptoru, aktivaci NMDA receptoru pfi zvySené hladiné glutamové kyseliny, kterd je pritomna
v CNS pri AD. Memantin zlepSuje kratkodobou pamét a pouZiva se pro Iécbu v pokrocilejsich
stadiich choroby [32]. Jeho neuroprotektivni Uéinky jsou vyuzivany také v [é¢bé Parkinsonovy
nemoci, traumatech CNS aj. [33]. Nové bylo zjisténo, Ze memantin pusobi inhibi¢né na enzym

GSK-3B, coZ je enzym spoustéjici degeneraci intraneuronalniho t-proteinu [34].
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NH-

Obrazek 6 vzorec memantinu

3.1.6.3 Ostatni kognitiva — prekurzory syntézy ACh

Lecitin

Z ostatnich kognitiv jsou nékdy pouzivany latky, které zvysuji aktudlni lokalni nabidku Ach. Jsou
to predevsim sdjové lecitiny nebo cholin-alfoscerat. U téchto latek vsak nebyl prokazén
dostatecny efekt, coz je vysvétlovdno predevSiim malou prostupnosti pres
hematoencefalickou bariéru (HEB). Séjové lecitiny a cholin-alfoscerdt se pouzivaji jako
nutraceutika k zajisténi dostatecného privodu fosfolipidl nebo jako pomocnd IéCiva pfi
zakladni terapii IAChE ¢i kzmirnéni anticholinergnich Gcink( pfi terapii nékterymi

antiparkinsoniky, antidepresivy a antipsychotiky [23].

3.1.6.4 Nootropika

Mechanismus a ucinnost nootropik nejsou dostatecné ovéreny. Do jisté miry vSak zlepsuji
oxidativni a glukosovy metabolismus neuron(. LécCiva radéji podavame nitrozilni infuzi, jelikoz
u pacientd, ktefi jsou neklidni a nejsou orientovdni v ¢ase ani misté, dochazi k poddavkovani

vlivem zapomnétlivosti [35].

Ke klasickym nootropikum patii piracetam a pyritinol, ovliviiuji metabolické procesy
v nervovych burikdch a zlepsuji mikrocirkulaci. Dihydropyridinovy blokator vapenatych kanal(i
nimodipin zlepSuje prokrveni ischemickych loZisek a brzdi také rozvoj demence. U starsich
pacientd jsou rozsifenymi a osvédéenymi léCivy dihydroergotoxin, nicergolin a vinpocetin.
Tato léciva priznivé ovliviuji pfiznaky mozkové ischémie a mnoho psychickych priznak(

souvisejici se starnutim mozku [23].
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Vinpocetin

Vinpocetin je semisynteticky derivat vinkaminu, ktery byl poprvé syntetizovan v 60. letech
minulého stoleti. Prochazi pfes HEB a dostava se tak prfimo do mozku. Ma antioxidacni,
vazodilatacni a neuroprotektivni Ucinky, zlepSuje mikrocirkulaci, a zvySuje tak vstfebavani
a spotifebu glukosy a kysliku, tim stimuluje metabolismus mozkové tkané [36]. V soucasné
dobé je registrovan jako lécivy pripravek Cavinton®, ktery se pouziva pfi symptomatické Iécbé
cerebrovaskularnich poruch rtizného plivodu, jako je vaskuldrni demence nebo hypoperfuze

zpUsobena ischemickymi stavy [37].

Obrdzek 7 vzorec vinpocetinu

Ginkgo biloba

Ginkgo bilobae extracctum je standardizovany extrakt z list( jinanu dvoulalo¢natého [38].
Jednd se o nootropikum s vazodilatacnim a mirnym antiagregacnim ucinkem, zaroven
vychytava volné kyslikové radikaly. Vyuzivda se predevsim u starSich pacientd pfi
cerebrovaskularni nedostateénosti, napf. poruchy paméti, pozornosti, emocni labilita, dale pfi

poruchdch prokrveni, zavratich, tinnitu [39].
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3.1.6.5 Dalsi potencidlni zdsahy v lécbé AD

Nové zkoumana léciva jsou prevazné cilena na ovlivnéni amyloidové kaskady za predpokladu,
Ze primarnim etiopatogenetickym mechanismem je ukladani neuritickych plakud, které vznikaji

chybnym stépenim APP B- a y-sekretasou za vzniku neurotoxického AR [31].
Inhibitory sekretas

Inhibitory B-sekretasy hlre prochazeji pres HEB a ovlivnéni kognitivnich funkci neni pfilis
vyznamné. Inhibitory y-sekretasy maji zdvainé nezadouci ucinky na imunitni systém. Byly
testovany i modulatory y-sekretasy (tarenflurbil) a latky blokujici oligomeraci a polymeraci
Castecek AB (tramiprosat), které vSak neprokdzaly vyznamnou ucinnost v |écbé AD a z téchto

dlvodu se 7adna léciva zatim klinicky neuplatnila [34].
Imunizace

Podstatou pasivni imunoterapie je zvyseni hladiny IgG protilatek branici tvorbé AP tak, ze
napomahaji vylu¢ovani AP z mozku a maji protektivni efekt proti jeho neurotoxicité. U¢innost
je vyssi u ¢asnych stadii AD, kdy se uklada toxicky AB. Ve fazi klinického testovani je fada latek,
jako jsou monoklonalni protilatky (bapineuzumab, gantenerumab a solanezumab) nebo

intravendzné podavané imunoglobuliny [40].
Plazmaferéza

Plazmaferéza snizuje sérovou koncentraci AB, a nepfimo tim i v likvoru. Terapie se vyuziva za
predpokladu dynamické rovnovahy mezi koncentraci AR v krvi a likvoru. Lécba je narocnd
v nékolika ohledech, jako je personalni zatiZzeni, monitoring pacienta nebo zajisténi
centralniho Zilniho katétru. Prvni dostupné vysledky vSak prokazuji zlepSeni kognitivnich

funkci [41].
Inhibitory prolyl oligopeptidasy

Prolyl oligopeptidasa (POP) je serinova peptidasa Stépici malé, peptiddm podobné hormony,
neuropeptidy a jiné bunécné faktory v misté, kde se nachdazi aminokyselina prolin. Tato
peptidasa byva spojovana s fyziologickymi procesy jako jsou udeni a pamét, ale také
s psychiatrickymi onemocnénimi. Byl zjistén vyssi vyskyt POP v mozku u pacientl s AD [42].

Pfesny mechanismus ucinku dokazujici zdsah POP do tvorby paméti a u¢eni nebyl potvrzen
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a je stale zkouman. Je moziné, Ze inhibitory POP zlepsuji pamét tim, Ze inhibuji metabolismus

endogennich neuropeptidd, které za normalnich okolnosti zvySuji kognitivni vlastnosti [43].
Inhibitory GSK-3f

GSK-3pB je povazovana za molekularni spojeni mezi dvéma histopatologickymi znaky nemoci,
AB a t-proteinem [9]. Jeji dysregulace podporuje zanétlivé procesy v mozkové tkani. Selektivni
inhibitory GSK-3B brani hyperfosforylaci a nasledné polymeraci intraneuronalniho t-proteinu.
Mezi zkousenymi latkami je tideglusib, vysledky zatim neprokazuji dostateéné klinicky efekt

[44].
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3.2 Vinca Minor L. — barvinek mensi

DCCCCVI.

E. B 917. Vinca minor. Lesser Periwinkle.

Obrdzek 8 Vinca minor L. [95]

3.21 Taxonomické zarazeni

Tabulka 1 taxonomické zarazeni Vinca minor L. [38]

Rige: Plantae

Oddéleni: Magnoliophyta

Trida: Rosopsida

Rad: Gentianales

Celed: Apocynaceae

Rod: Vinca L.

Druh: Vinca minor L. - barvinek menSi
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3.2.2  Celed Apocynaceae
8 X K(5) [C(5-4) A5] G(2) [5]

Celed zahrnuje vytrvalé byliny, polokefe a kefiky, v tropech a ¢asteéné v subtropech prevaziné
jako drevinné lidny, kefe nebo stromy. Obsahové latky jsou zastoupeny kardioaktivnimi
glykosidy, indolovymi alkaloidy, sekoiridoidnimi a iridoidnimi monoterpeny, a také kaucuky
(polyterpeny) rozptylenymi v latexu. Nékteré alkaloidy se vyuZivaji terapeuticky, jiné tvori

soucdst smrtelné jedovatych Sipovych jedl [33].

3.2.3 Rod Vinca

Rod Vinca zahrnuje 7 zndmych druh( rostoucich v Evropé, severozapadni Asii a severni Africe,
mezi nézZ patfi Vinca minor L., Vinca major L., Vinca erecta Regel & Schmalh., Vinca herbacea
Waldst. & Kit., Vinca difformis Pourret, Vinca soneri Koyuncu [46] a posledni Vinca ispartensis
Koyuncu & Eksi [47]. U nds rostou prvni dva jmenované, tedy Vinca minor L. a Vinca major L.

[48].
Vinca major L.

Ceskym nazvem barvinek vétsi, je na bazi dfevnatéjici celoro¢né stalezelend bylina, kterd je
domaci predevsim v teplejSich oblastech Stfedomofi, ale setkavame se s ni i u nas [49]. Od
barvinku mensiho se odliSuje svou vétsi velikosti a tvarem okraj listd, jeZ jsou mirné brvité.

Kvete od bifezna do ¢ervence v modré az fialové, u stredu bélavé kvéty [50].
Vinca herbacea Waldst. & Kit.

Cesky barvinek bylinny je mirné jedovata bylina, ktera u nas neroste, na Slovensku je chranéna.
Vyskytuje se na hlavné na vapencovych plidach Balkdnu, Madarska, Rakouska, jihu Ruska
a [rdnu. Rostlina je poléhavd, béhem zimy odumira celd jeji nadzemni ¢ast. Okraje list( i kvétl

jsou brvité. Kvete od kvétna do Cerva a ¢asto i v zafi v modrofialové, zfidka bilé kvéty [51].
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Obrdzek 9 Vinca major L. [96] Obrazek 10 Vinca herbacea Waldst. & Kit. [97]

Vinca erecta Regel & Schmalh.

Bylinna trvalka rostouci na Uzemi Kyrgyzstanu, Tadzikistanu, Uzbekistanu a Afganistanu.

Stonek je vztyéeny, 15-50 cm vysoky. Kvete od dubna ve svétle fialové az bilé kvéty [52].
Vinca difformis Pourret

Stejnojmenné také Vinca acutiflora Bertol. ex Koch nebo Vinca media Hoffmanns. & Link, je
stalezeleny poloker. Kvéty jsou bledé modré, obcas bilé v obdobi od Unora az do kvétna [53].
Nejcastéji byva zastréen v stinné vlhké oblasti zdpadniho Stredomori. Od V. major se odlisuje

tim, Ze ma o néco malo mensi kvéty, kvete dfive a nema brvité okraje list( [54].

Obrdzek 11 Vinca erecta Regel & Schmalh. [98] Obradzek 12 Vinca difformis Pourret [99]
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Vinca soneri Koyuncu

Na kamennych suchych stranich Turecka byl nalezen v 90. letech minulého stoleti dalsi druh
barvinku. Od ostatnich se liSi vzpfimenym postavenim, tmavé zelenymi listy a bledé modrymi
az bilymi kvéty. Doba kvétu je od kvétna do cervna. Nadzemni ¢ast rostliny béhem zimy

hyne [46].
Vinca ispartensis Koyuncu & Eksi

Posledni nedavno objeveny druh na suchych kamennych stranich je vytrvaly polokef. Kvete od

dubna do kvétna v namodralé kvéty. Béhem zimy opadaji listy a odumira celd jeho nadzemni

¢ast [47].

Obrdzek 13 Vinca soneri Koyuncu [100] Obrdzek 14 Vinca ispartensis Koyuncu & Eksi [101]

3.2.4 Botanicka charakteristika Vinca minor L.

Barvinek je polokfovitd, vytrvala bylina. Jeho oddenek s lodyhou je tenky, valcovity, plazivy, az
70 cm dlouhy, pfi bazi dfevnatéjici [5]. LodyzZni listy ma kratce Fapikaté, kopinaté az eliptické,
tupé nebo kratce Spicaté, koZovité, na svrchni strané lesklé a vidy zelené. Jednotlivé, dlouze
stopkaté kvéty jsou v Uzlabi list(. Maji pétidilny kalich a nalevkovitou, péticipou, nejcastéji
modrou, zfidka bilou korunu. Kvete od brezna do Cervna. Plodem je dvojity méchyrek.

RozmnoZuje se prevainé pomoci oddenkd [55].
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Obrdzek 17 kvét Vinca minor L. [102] Obrdzek 18 vétvicka Vinca minor L. [102]

3.2.5 Naroky na prostredi

s

Domdci je v Evropé, hranice rozsiteni se tahne od severozapadu Pyrenejského poloostrova az
k Podnépfi, na severu sahd priblizné ke stfednimu Némecku a CR. Byl zavle¢en i dale na sever
a na jiné kontinenty. Je jediny u nas volné rostouci zastupce Celedi Apocynaceae. Vyskytuje se
priblizné do nadmorské vysky 800 m, v pasmu podhlri az pahorkatin [56]. BéZné roste
v chladnych lesich, v kiovinach a na zarostlych skaldch. Casto se péstuje jako pldopokryvna

rostlina v zahradkach a parcich a nékdy zplanuje [57].

3.2.6 Vyuziti v lidové mediciné

s

Barvinek, téz jako brcal je znam jiz od starovéku, dfive byval hojné uzZivan v |écitelstvi, dnes uz
jen minimalné [58]. Shiranou Casti je nat, Herba vincae, sbér trva od ¢ervna do ¢ervence, susi
se ve stinu nebo uméle pfiteploté do 45 °C. Droga snizuje krevni tlak, potlacuje drazdivy kasel,

7 Ve

plUsobi sedativné a byva uzivana pfi cukrovce. Potlacuje rovnéz krvacivé stavy rGzného
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pavodu. V lidovém lécitelstvi se poziva ve formé nalev(, pfi davkovani 1 ¢ajova lzicka na Salek

vody, denné 2 $alky [4].

3.2.7 Sekundarni metabolity

Droga obsahuje 0,3-1 % alkaloidi. Nejvétsi zastoupeni ma vinkamin, predstavuje
kvantitativné okolo 10 % veSkerého mnozstvi alkaloid(i, proto se dnes rostlina vyuZiva
prevainé k jeho izolaci [58]. Vedle vinkaminu se vyskytuje pfiblizné 30 jinych indolovych
alkaloidl ajmalinového, akuamminového, eburnaminového, oxindolového a sarpaginového

typu [59].
3.2.7.1 Strukturni typy Vinca alkaloidi
Ajmalinovy typ

Alkaloidy celedi Apocynaceae strukturné odvozené od ajmalinu, ktery se nejhojnéji vyskytuje
v rodu Rauwolfia. Diky své farmakologické aktivité, blokdadé srdecnich draselnych kanald, se

fadi mezi antiarytmika la tfidy [60].

Tabulka 2 Ajimalinové alkaloidy

ajmalin [61]

Akuamminovy typ

Akuammin je hlavni alkaloid izolovany zesemen Picralima Klaineana a P. nitida
(Apocynaceae). Nezdvisle na to byl pozdéji izolovan vinkamajoridin z Vinca major L., ktery mél

stejnou strukturu. Z tohoto divodu se radi k Vinca alkaloidlim [62].
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Tabulka 3 Akuamminové alkaloidy

HO OCHs

akuammin = vinkamajoridin [71,72] o) N

pikrinin [65]

Eburnaminovy typ

Alkaloidy tohoto typu jsou odvozeny od vinkanu nebo eburnanu. Oba se nachazeji v rodu

Vinca a jsou si navzajem enantiomery [66].

Tabulka 4 Eburnaminové alkaloidy

(=)-eburnamin [67]
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Tabulka 4 Eburnaminové alkaloidy (pokracovdni)

(£)-eburnamonin [67,68]

(+)-isoeburnamin [67]

vinkamin [69,70]

isovinkamin [68]

16-epivinkamin [67,68]
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Tabulka 4 Eburnaminové alkaloidy (pokracovdni)

11-methoxyvinkamin = vincin [71]

vincinin [71]

vinkaminin = vinkarein [71]

minovin [72,73]

minovincin [70]
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Tabulka 4 Eburnaminové alkaloidy (pokracovdni)

minovincinin [74]

(+)-vinkadifformin = ervamin [69]

16-methoxyvinkadifformin [74]

vinkaminorin [70]

vinkaminoridin [75]
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Tabulka 4 Eburnaminové alkaloidy (pokracovdni)

vinkaminorein [70]

N
(+)-kebracamin [67] | CH3
N
H
N
(£)-N-methylkebra¢amin [68] | CH3
N
HsC

Oxindolovy typ

Alkaloidy tohoto typu byly poprvé izolovany z Gelsemia sempervirens [54].

Tabulka 5 Oxindolové alkaloidy

HsCO

majdin [68,74]
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Tabulka 5 Oxindolové alkaloidy (pokracovadni)

vinerin [74] H3CO

vineridin [59] H3CO

()-vinkatin [74]

Sarpaginovy typ

Indolové alkaloidy sarpaginového typu byly izolovany hlavné zrodu Alstonia a Rauwolfia

Celedi Apocynaceae. Byly hojné vyuzivany v lidovém lécitelstvi proti rlznym nemocem. Maji

.....

[49].
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Tabulka 6 Sarpaginové alkaloidy

striktamin =

vinkamidin [74]

sarpagin [77]

vinkorin [77]
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Tabulka 6 Sarpaginové alkaloidy (pokracovdni)

HsCO

(-)-1-

norvinkorin [78]

vinkoridin [75]

reserpin [74]
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Tabulka 6 Sarpaginové alkaloidy (pokracovdni)

reserpinin [74]

:

H,CO

H,CO
OCH,

3.2.8

Alkaloidy Vinca minor L. a jejich biologicka aktivita

Tabulka 7 alkaloidy Vinca minor L. a jejich biologickd aktivita

akuammicin in vitro zvySené vstfebavani glukosy adipocyty [79]
in vivo agonista k-opioidnich receptor(i [64]
majdin in vitro antioxidacni, chelatacni, proapopticky ucinek [74]
pikrinin in vitro inhibice 5-lipoxygenasy
in vivo analgeticky a protizanétlivy ucinek (inhibice COX-1, COX-2) [80]
reserpinin hypotenzni Ucinek [74]

vinkadifformin

in vitro cytostaticky ucinek proti leukemickym burikam P388 [73]

vinkamidin =

striktamin

in vitro selektivni inhibice COX-2, inhibice monoaminoxidas

in vivo ucinek proti adenovirdm a HSV, inhibice monoaminoxidas [81]

vinkaminorein

silny cytotoxicky ucinek proti leukemickym burikdm P388 [70]

vinkaminorin =

aspidospermin

silny cytotoxicky ucinek proti leukemickym burikdm P388 [55]

vinkanidin emeticky ucinek [82]

vinkanin analeptikum pfi onemocnénich CNS, Ié¢ba neuritid zvukového
nervu [82]

vinkarubin cytotoxicky ucinek proti P388 leukemickym burikdm [70]
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Vinkamin

Vinkamin je kvantitativné nejvice zastoupenym alkaloidem list(i rostliny Vinca minor L., ze
kterého byl i v 50. letech minulého stoleti izolovan. Nachazi se vsak i v dalsi druzich Celedi
Apocynaceae, jako je Vinca major L. nebo Catharanthus roseus (L.) G. Don. [28]. Struktura

eburnaminového typu byla uréena z pocatku 60. let minulého stoleti ceskymi védci [83].

Jeho prokazané ucinky na obéhovy systém jsou snizeni krevniho tlaku a zména srdecniho
vydeje a tepu. V CNS mad schopnosti vazodilatacni a zlepSuje se tak perfuze mozku, proto je
dllezitym Iékem u mozkovych poruch, roztrousené sklerdzy a pfi pooperacnich stavech. Jako
nootropikum se vyuzivad pfi |écbé neurodegenerativnich onemocnéni, jako je AD

a Parkinsonova choroba [84].

Obradzek 19 vzorec vinkaminu

Vinorelbin

Polosyntetickou cestou se zvinblastinu ziskdva vinorelbin, ktery puUsobi stejnym
mechanismem ucinku [85]. Poddva se u metastazujicich pokrocilych nador( vajecnikd, jicnu,
pfi terapii u neuroblastomu, osteosarkomu ¢i u akutnich leukémii. V kombinaci s cis-platinou

se pouziva u karcinomu plic [86].
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Obrdzek 20 vzorec vinorelbinu

Vinblastin

Vinblastin byl piivodné izolovan v 50. letech minulého stoleti z rostliny Catharantus roseus, ve
kterém se nachazi nejhojnéji [85]. Pouziva se pfi terapii nékterych druhl leukémii, napfr.
u Hodgkinova a non-Hodgkinova lymfomu nebo u jinych typU karcinomu jako je pokrocila fazi
zhoubného nadoru varlete, mocového méchyrfe a ledvin, také u Kaposiho sarkomu.
Mechanismus ucinku spocivd v zastaveni M-faze bunécného cyklu, tedy k inhibici syntézy
mikrotubull. Chemoterapeutikum je nespecifické a s nim souvisi i fada nezadoucich ucinka,
protoZe puUsobi i na bunky nezasaiené nadorovym bujenim. Mezi né patfi myelosuprese,
neurotoxicita, gastrotoxicita a v neposledni fadé také imunosuprese. Abychom mohli jeho
vedlejsSim ucinkdm predchazet, kombinujeme podavani s netoxickymi pomocnymi

[dtkami [86].

Obrazek 21 vzorec vinblastinu
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Vindesin

Vindesin je dalsi polosynteticky derivat vinblastinu [85]. Plisobi v M-fazi bunécného cyklu tak,
Ze zastavuje polymeraci tubulinu.[86] V praxi se vyuziva pfedevsim u lymfocytarni leukémie
u déti, pokud je Ié€ba vinkristinem neucinna. Dalsi indikaci je rakovina maligniho melanomu,

rakovina prsu, tlustého streva a konecniku [87].

Obrdzek 22 vzorec vindesinu

Vinflunin

Prvnim fluorovanym Vinca alkaloidem je vinflunin, jeZ je derivat vinorelbinu [85]. Zastavuje
bunécny cyklus vazbou pfimo na tubulin a navozuje apoptdézu bunék, oproti ostatnim
derivatlim je tak méné toxicky. Pouzivd na lécbu karcinomu mocového méchyre po

predchozim selhani I1éCby cis-platinou, dale pak u rakoviny prsu a plic [88].

Obrdzek 23 vzorec vinfluninu
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Vinkristin

Vinkristin, stejné jako jemu velmi podobny alkaloid vinblastin se ziskdva z rostliny

Catharanthus roseus, a taktéz strukturné patfi mezi tzv. Iboga indolové alkaloidy [85].

Obrdzek 24 vzorec vinkristinu

Z hlediska mechanismu U¢inku se nendvratné vaze na mikrotubuly v S-fazi bunééného cyklu
a blokuje tak vznik mitotického vieténka. Je méné myelosupresivni nez vinblastin, a proto byva
Castéji vyuzivan v chemoterapeutickych procesech [89]. Nejcastéji se pouziva v terapii akutni

lymfocytdrni leukemie a nador mozku. Hlavni nezadouci ucinek je neuropaticka bolest [90].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 VVSeobecné postupy

4.1.1 Priprava a CiSténi rozpoustédel

Vsechna pouzivand komercni rozpoustédla byla predem precisténa destilaci. Chranéna pred
svétlem béhem uchovdvani byla vtmavych sklenénych stojatkdch nebo v plechovych

kanystrech a uloZena v kovové skfini.

4.1.2 Priprava litych desek na preparativni TLC

Sklenéné desky o rozméru 15 x 15 cm byly pred pouzitim vycisténé chloroformem a poté
ethanolem. Nasledné byla na suché a ocisténé desky nanesena homogenni suspenze, kterd
odpovidala davce 6,5 g silikagelu pro preparativni TLC a 20 ml vody na jednu sklenénou desku.
Tato smés byla na deskach dikladné rozetfena a poté se nechala schnout pfi pokojové teploté

alespon po dobu 24 hod pred jejich pouzitim.

4.1.3 Tenkovrstva chromatografie

Tenkovrstva chromatografie probihala standardnim zplsobem ve vyvijecich komorach,
nasycenych parami zvolené mobilni faze. Po naneseni vzorku v roztoku na komeréni hlinikové
desky o Sifce 0,2 mm nebo lité desky pro preparativni TLC, byly desky pfed vloZzenim komor
vysousené proudem teplého vzduchu (odstranéni rozpoustédla ze vzorku na TLC desce). Po
zakryti vikem se desky nechaly vyvijet, dokud nedosahly jejiho ¢ela. V ptipadé potieby se desky

nechaly vyvijet v dané vyvijejici soustavé vickrat.

4.1.4 Sloupcova chromatografie

Pro sloupcovou chromatografii byl pouZity neutrdlni oxid hlinity pro sloupcovou
chromatografii 50-200 um, ktery byl nejprve ptipraven plné aktivni pfi 200 °C po dobu 12
hodin. Deaktivace vychladlého adsorbentu byla provedena postupnym pfidanim 6 %
destilované vody k adsorbentu pro nastaveni jeho aktivity na stupen Il podle Brockmanna.
Homogenizace deaktivace adsorbentu probihala rotaci sklenéné nadoby s adsorbentem po
dobu 1 hodiny. Chromatografickd kolona byla naplnéna suspenzi takto pfipraveného

adsorbentu s mobilni fazi, se kterou se zacinala eluce kolony. Po ustaleni vysky sloupce
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adsorbentu byla hladina mobilni faze v koloné upusténa tésné k povrchu adsorbentu sloupce,
na ktery byl opatrné pfidan roztér, ktery byl nejdfive pfipraven rozpousténim smési alkaloid(
v chloroformu a adsorpci na oxid hlinity odparenim rozpoustédla za stalého michani na vodni
lazni. Roztér pred pouzitim byl suSen v exikatoru za snizeného tlaku nad perlami aktivniho
silikagelu po dobu 24 hodin. Chromatografie alkaloid(i probihala skokovou eluci zvySovanim
podill polarnéjsi slozky v mobilni fazi.

4.1.5 Odparovani rozpoustédel

Odstranéni rozpoustédel nebo jejich smési, obsahujici rozpusténé alkaloidy, bylo provedeno

na rotacni vakuové odparce Heidolph Laborota 4000 pfi teploté 40 °C za snizeného tlaku.

4.1.6 Detekce alkaloid(

Po odpareni zbytkovych rozpoustédel byla provedena detekce alkaloidd nejdfive pod UV
lampou pfi vinové délce 254 nm a 366 nm. Sledovaly se pfitomné skvrny, které vznikly
v dUsledkd zhaseni fluorescence indikdtoru diky pfitomnosti dvojnych vazeb v molekule
sloucenin, tmavé skvrny byly oznaceny. Poté byly desky postfikany Dragendorffovym ¢inidlem,
jehoz reakce je zalozend na detekci alkaloid(, které maji ve své struktufe terciarni nebo
kvartérni dusik, v jejich pritomnosti dochazi k oranZovému nebo oranZovo-Cervenému

zbarveni.

4.1.7 Suseni a uchovavani izolovanych latek

Ziskané odparené frakce a izolované Cisté latky byly dosuseny v exsikatoru nad silikagelem po

dobu nejméné 24 hodin. Po dosuseni byly nasledné uchovavany v lednici pfi teploté 2—-8 °C.
4.2 Izolace alkaloidu

4.2.1 Rozpoustédl|a

Aceton (CH3COCHz3), p. a. (Ing. Petr Svec — Penta, Praha)
Acetonitril (ACN), p.a. (Ing. Petr Svec — Penta, Praha)
Cyklohexan (cHx), p. a. (Lach-Ner, Neratovice)

Diethylether (Et,0), ¢isty destilovany bez stabilizatoru (Ing. Petr Svec — Penta, Praha)
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Ethanol 95% (EtOH) (Lihovar Chrudim, Chrudim)

Ethyl-acetdat (EtOAc), p. a. (Ing. Petr Svec — Penta, Praha)

Chloroform (CHCIs), p. a. (Ing. Petr Svec — Penta, Praha)
Isopropylalkohol (IPA), p.a. (Ing. Petr Svec — Penta, Praha)

Lékafsky benzin (LB), CL 2017 (Ing. Petr Svec — Penta, Praha)

Methanol (MeOH) LC-MS CHROMASOLV® (Fisher Scientific, Pardubice)
Methanol (MeOH), p.a. (Ing. Petr Svec — Penta, Praha)

Toluen (To), p. a. (Ing. Petr Svec — Penta, Praha)

Trifluoroctova kyselina (TFAA), p.a. (Merck Millipore, Praha)

4.2.2 Chemikalie

Kyselina chlorovodikovd 35% (HCI), p.a. (Ing. Petr Svec — Penta, Praha)
Siran sodny bezvody (Na,S0a), p.a. (Ing. Petr Svec — Penta, Praha)
Uhli¢itan sodny (Na,CO3), pa. 35% (Ing. Petr Svec — Penta, Praha)

Vodny roztok amoniaku 25% (NH4OH), p.a. (Ing. Petr Svec — Penta, Praha)
4.2.3 Pomocné latky

Kfemelina Celite C 535 Cedlite (Sigma-Aldrich, Praha)

Vata bez obsahu viskozy

4.2.4 Detekcni Cinidla

D1: Dragendorffovo Cinidlo [91]

Roztok A: vznikd rozpusténim 1,7 g dusi¢nanu bismutitého zdsaditého s 20 g kyseliny vinné

v 80 ml vody.
Roztok B: vznika rozpusténim 16 g jodidu draselného v 40 ml vody.

Zasobni roztok: pfipravuje se smisenim roztoku A a roztoku B v poméru 1:1.
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Detekéni roztok: pripravuje se pridanim 10 g kyseliny vinné a 50 ml vody k 5 ml zasobniho

roztoku. Roztoky se uchovavaiji v lednici pfi teploté 4°C.

4.2.5 Vyvijeci soustavy

S1: cHx + EtOAc + DEA (50:45:5)

S2: To + EtOAc + DEA (8:1:1)

S3: cHx + IPA + DEA (85:10:5)

S4: cHx + IPA + DEA (90:5:5)

S5: To + IPA + DEA (95:2,5:2,5)

S6: cHx + To + DEA (45:45:10)

S7: To + DEA (9:1)

S8: MeOH + ACN + TFAA (10:40:0,1)
S9: cHx + CH3COCH3 + NH4OH (30:60:1)

S10: cHx + EtOAc + DEA (45:45:10)

4.2.6 Chromatografické adsorbenty

Oxid hlinity neutrdlni pro sloupcovou chromatografii 50—-200 um (Across Organics-Fisher

Scientific, Pardubice)
Silikagel 60 Fys4 pro preparativni chromatografii (Merck, CZ)

Silikagel 60 GF2s4 (Merck, CZ) — komercni hlinikové desky o rozméru 20 x 20 cm s 0,2 mm

vrstvou silikagelu

4.2.7 Pristroje

Automatic Polarimetr P3000 (A. Kriis Optronic, Hamburg, Némecko)
Spektrometr ESI/MS Thermo Finnigan LCQDuo (GenTech, Inc., New York, USA)

Spektrometr Varian Inova VNMR S500 (Varian, USA)
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UHPLC systém UPLC I-Class (Waters, Millfor, USA) spojeny s hmotnostnim spektrometrem o

vysokém rozliSeni (HRMS) Synapt G2-Si (Waters, Manchester, UK) zaloZzeny na Q-TOF
Ultrazvukova lazen Sonorex Super 10P (Bandelin, Berlin, Némecko)

Vakuova odparka Heidolph Laborota 4000 (Heidolph, Schwabach, Némecko)

4.3 1zolace alkaloidu

43.1 Rostlinny material

Nat rostliny Vinca minor L. byla zakoupena z firmy Megafyt Pharma s.r.o. (Vrané nad Vltavou)
jako jemné fezana droga. Rostlinny materidl ovéfil prof. RNDr. Lubomirem Opletalem, CSc.

Verifikovany vzorek je uloZzeny v herbafi Farmaceutické fakulty Univerzity Kalovy.

4.3.2 Priprava alkaloidniho extraktu a frakce

Samotna celkova chromatografie sumarniho alkaloidniho extraktu Vinca minor L. byla
provedena Ing. Miroslavem Locarkem v ramci doktorského studia na Katedre farmaceutické
botaniky. Cilem této diplomové prace byla izolace alkaloid( z frakce 37 — 47 a spojenych frakci
48 — 81, které byly ziskany zpracovanim frakce VM 323 - 377 sloupcovou chromatografii

v rdmci diplomové prace Martiny Jurkaninové [92].

4.3.2.1 Izolace alkaloidi z frakce 37 — 47

Frakce 37 — 47 o celkové hmotnosti 1196 mg byla délena pomoci preparativni TLC. Frakce byla
nanesena na 16 litych TLC desek o rozmérech 15 x 15 cm a vyvijela se celkem
2x v chromatografickych komorach, které byly nasyceny parami mobilni faze S1. Separovala
se do 7 podfrakci 37-47/1 — 37-47/7 s hodnotami retencnich faktord 0,77; 0,69; 0,62; 0,54;
0,46; 0,31; 0,03. Jednotlivé podfrakce byly vySkrabany, poté byly s pfidavkem kfemeliny
eluovany CHsCls + EtOH (1:1).

Dale byla zpracovavana podfrakce 37-47/6 o hmotnosti 168,7 mg. Byla nanesena na
12 komercnich TLC desek a vyvijela se celkem 3x v mobilni soustavé S2 v chromatografickych
komorach. Separovala se do 3 zény s hodnotami retencnich faktor( 0,55; 0,47; 0,39.
Jednotlivé podfrakce byly vySkrabany, poté byly s pfidavkem kifemeliny eluovany CHsCls +

EtOH (1:1), odpatila se rozpoustédla a byla provedena preparativni TLC na komercnich TLC
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deskach na SiO; v chromatografickych komorach s mobilni soustavou S3, pfi cemz se oddélily
3 latky 6-1 o hmotnosti 6,3 mg, 6-2 o hmotnosti 39 mg a 6-3 o hmotnosti 11,4 mg. Déle byla
zpracovavana pouze latka 6-2, jelikoz zbylé 2 mély velmi malou hmotnost. Alkaloidy byly ze
silikagelu eluovdny methanolem, ktery se poté odpafil ve vakuové odparce. Zéna 6-2 byla
preciSténa rozpusténim v 2% HCl a vytfepdna diethyleterem. Nasledné byl roztoky alkalizovan
10% Na,COs a vytirepan 4x do EtOAc a zbaven zbytk( vodné faze pridanim bezvodého NaSOas.

Precisténim podrakce 6-2 byla ziskana jako amorfni latka DV-1 s hmotnosti 13,6 mg.

4.3.2.2  Izolace alkaloid( ze spojené frakce 48 — 81

Spojena frakce 48 — 81 (2,292 g) byla separovéna sloupcovou chromatografii na neutralnim
oxidu hlinitém obsahujici 6 %. Parametry kolony a separace jsou uvedeny v tabulce (Tabulka

8).

Tabulka 8 parametry chromatografického sloupce

Hmotnost adsorbentu: | 140 g
Vrstva roztéru: 2,7 cm
Adsorbent na roztér: 10g

Délici vrstva: 29cm
Mrtvy objem: 92 ml
Pratok: 60 ml/min
Objem sbirané frakce: 25 ml
Kontrolni TLC: S6, S7 a S8

Skokova eluce probihala s mobilni fazi obsahujici CHCIs + LB v koncentracich 1:1, 6:4, 7:3
a 100% CHCls. Celkové byly jimano 93 frakci, které byly spojené na zakladé TLC monitorovani
do 5 podfrakci (Tabulka 9).

Tabulka 9 podfrakce ziskané sloupcovou separaci spojené frakce 48 — 81

Spojena frakce | Shirané frakce | Elucni systém (CHCIs + LB) Hmotnost (mg)
1 20-41 1:1, 3:2 94,5
2 42-48 3:2 412
3 49-56 3:2 477
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Tabulka 9 podfrakce ziskané sloupcovou separaci spojené frakce 48 — 81 (pokracovadni)

4 57-80 3:2,7:3 368

5 81-93 7:3,1:0 84,4

Obrdzek 25 podfrakce ziskané sloupcovou chromatografii frakce 48-81, Kieselgel 60 GF254 Merck,
To + DEA (9:1), pocet vyvijeni:1x, detekce Dragendorffovo Cinidlo

Izolace alkaloid( z podfrakce 2 (42-48)

Frakce 42-48 o celkové hmotnosti 412 mg byla délena pomoci preparativni TLC. Frakce byla
nanesena na 20 komercnich hlinikovych TLC desek o rozmérech 20 x 10 cm a vyvijela se celkem
4x v mobilni fazi S4 v chromatografickych komorach. Separovala se do 4 podfrakci
42-48/1 — 42-48/4 s hodnotami retencnich faktortd 0,61; 0,50; 0,38; 0,27. Jednotlivé podfrakce
byly vyskrabany, poté byly s pridavkem kifemeliny eluovany smési CHsCls + EtOH (1:1), odpafila
se rozpoustédla a byla provedena TLC v soustavé S3. Vysledek je zaznamendn na obrazku

(Obrazek 26).
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Obrdzek 26 kontrolni TLC podfrakce 2 (42-48), Silikagel Kieselgel 60 GF s, Merck,
CHx + IPA + DEA (85:10:5), pocet vyvijeni: 1x, detekce Dragendorffovo Cinidlo

Dale se pracovalo se vzorkem 42-48/2, ktery byl precistén na komeréni hlinikové TLC desce a

2x vyvijen v soustaveé S5. Byla ziskana Cista latka DV-2 o celkové hmotnosti 14,1 mg.

Nasledné byl vybran vzorek 42-48/3, ktery byl precistén na 10 komercnich hlinikovych deskach

a 4x vyvijen v soustave S5. Byla ziskana Cistd latka DV-3 o celkové hmotnosti 25 mg.
Izolace alkaloidu z podfrakce 3 (49-56)

Podfrakce 3 (477 mg) byla separovana preparativni TLC na 32 litych deskach 15 x 15 cm na
silikagelu. Jako mobilni faze byla pouzitd vyvijejici smés S9, pocet vyvijeni 2x. Byly ziskany
podfrakce 1 — 3 ze z6n s retencnimi faktory 0,60, 0,47 a 0,35 o vdaze 15, 35 a 247 mg.
Opakovanou preparativni TLC na 16 komercnich silikagelovych deskach 20 x 10 cm ve vyvijejici

soustavé S10 byla ziskana opét sloucenina DV-3 (30 mg).
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4.4 Strukturni analyza

4.4.1 ESI-MS analyza

Analyza hmotnostnich spekter byla provedena na spektrometru LC/MS Thermo Finnigan
LCQDuo. Elektrosprejova ionizace byla spusténa v kladném maédu. Energii kolize pfi méreni MS

spektra byla 40 eV. Latky byly rozpustény v methanolu pro MS (c = 0,5 mg/ml).

4.4.2 HMRS analyza

HRMS analyza byla provedena na koloné Acquity UPLC BEH C18 (2,1 x 1,7 um) UHPLC systému
Acquity UPLC nejvyssi kvality, spojeného s hmotnostnim spektrometrem o vysokém rozliseni
(UHRS) Synapt G2-Si za pouziti gradientové eluce s acetonitrilem a 0,1 % kyselinou
mravenci s pratokovou rychlosti 0,4ml/min. Elektrosprejova ionizace byla provedena
v kladném maddu. ESI spektra byla méfena vrozmeni 200-1200 m/z s pouZitim

leucin-enkefalinu jako standardu.

4.4.3 NMR analyza

Pro méfeni NMR spekter H-NMR a '3C-NMR byl pouZit spektrometr Varian Inova 500 pfi
teploté 25 °C v deuterochloroformé. Jako standard byl pouZit tetramethylsilan. Pro jadra 'H
byla pouzita inverzni 5mm ID PGF sonda a spektrometr pracoval pfi frekvenci 499,87 MHz. Pro
jadra 13C byla pouzita Sirokospektrda 5 mm SW sonda a spektrometr pracoval pfi frekvenci
125,70 MHz. Chemické posuny zaznamenané jako hodnoty & byly vyjadreny v ppm (pars per

milion).

4.4.4 Opticka otacivost

Méreni optické otacivosti bylo provedeno na polarimetru P3000. Latky byly rozpustény

v chloroformu. Specifickd opticka otdcivost se spocitala s pomoci vzorce:

100 X a

i —
[a]D CXl

t — teplota méfeni [°C]; D — D-linie sodikové vybojky o A = 589,3 nm; a — namérend hodnota

optické otacivosti [°]; c — koncentrace méreného alkaloidu [g/I]; | — délka kyvety [dm]
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4.5 Stanoveni biologickeé aktivity

45.1 Stanoveni inhibice AChE a BUChE

4.5.1.1 Chemikalie

10mM roztok acetylthiocholin jodidu (ATChl) (Sigma-Aldrich, Praha)

10mM roztok butyrylthiocholin jodidu (BTChl) (Sigma-Aldrich, Praha)
Dimethylsulfoxid 299,7% (DMSO) (Sigma-Aldrich, Praha)

Galanthamin hydrobromid >98% (Changsha Organic Herb Inc., Cina)

Fysostigmin 99% (Sigma-Aldrich, Praha)

5mM roztok 5,5‘-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny 298% (DTNB) (Sigma-Aldrich, Praha)
4.5.1.2  Pufry

5mM fosfatovy pufr o pH 7,4

5mM fosfatovy pufr o pH 7,4 se 150mM chloridem sodnym

100mM fosfatovy pufr o pH 7,4

4.5.1.3  Pristroje

Centrifuga Boeco U-32 R (Boeco, Némecko) a rotor Hettich 1611 (Hettich, Némecko)
GraphPad Prism version 6.07 (GraphPad Software Inc., CA, USA)

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

4.5.1.4 Biologicky materidl

Zdrojem lidské AChE byl hemolyzat lidskych erytrocytl a zdrojem lidské BuChE byla lidska

plasma.

4.5.1.5 Priprava enzymu pro testovdni AChE a BuChE

Lidské cholinesterasy byly ziskany z Cerstvé odebrané krve zdravého dobrovolnika, ktera byla
smichana s citronanem sodnym kvali zamezeni koagulace. Plazma s BUChE byla odstranéna od

zbytku krve centrifugaci pfi rychlosti 4000 ot/min, teploté 4 °C a po dobu 10 min. Po
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centrifugace se oddélend plazma nad usazenymi erytrocyty odsdla a uchovavala se v lednicce

pfi 4 °C pro nasledné stanovovani aktivity BuChkE.

Zbytek plazmy ze sedimentu erytrocyt( se odsal a byl pfenesen do zkumavek o objemu 50 ml
a celkem 3x promyt 5mM fosfatovym pufrem (pH 7,4), obsahujicim 150 mM NacCl.
Centrifugace probéhla za stejnych podminek. Po dobu 10 minut se ndsledné promyté
erytrocyty michaly s 5 mM fosfatovym pufrem, aby se tak zajistila jejich spontanni hemolyza.
Po skonceni procesu se zmérila aktivita hemolyzatu. Aktivita AChE v hemolyzatu i BuChE
v plazmé byla mérena okamzité po pfipravé a upravena pomoci 5 mM fosfatového pufru

v dobé potreby.

Plazma s hemolyzatem byly uchovavany pfi teploté -22 °C do doby poufiti.

4.5.1.6  Stanoveni cholinesterasové inhibi¢ni aktivity

Inhibi¢ni aktivita AChE a BuChE byla stanovena in vitro pomoci modifikované Ellmanovy
spektrofotometrické metody s pouZitim DTNB [42]. Princip metody spociva v hydrolyze estert
thiocholinu cholinesterasou za vzniku thiocholinu a pfislusné kyseliny. SH-skupina thiocholinu
dale reaguje s DTNB za vzniku Zluté zbarveného produktu, u kterého se spektrofotometricky

sleduje narlst absorbance.

8,3 ul hemolyzatu krevnich bunék (zdroj AChE) nebo krevni plazmy (zdroj BUChE), 283 ul 5 mM
DTNB a 8,3 ul ztedéného vzorku v DMSO (40 mM, 10 mM, 4 mM, 1 mM, 0,4 mM a 0 mM) nebo
slepého vzorku (DMSO) bylo pfidano do jamek polystyrenové 96jamkové mikrodesticky
s plochym a ¢irym dnem. Spusténi reakce bylo zahdjeno pfidanim 33,3 ul roztoku 10mM
substratu acetylcholin jodidu nebo butyrylcholin jodidu. Finalni podil DTNB a substratu byl 1:1.
Zména absorbance (AA) byla méfena po dobu 1 minuty pfi teploté 37 °C o vinové délce
A=436nm pro AChE a A=412 nm pro BuChE na spektrofotometru Synergy™ HT
Multi-Detection Microplate Reader. Kazdé méreni bylo zopakovano celkem 6x pro kazdou

koncentraci enzymového preparata.

Procentualni inhibice byla vypocitana podle vzorce:

ABL

A
% I =100 — (A

>><100

SA

% | — procenta inhibice; AAg;, — zména absorbance u slepého vzorku za 1 min;
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AAg, —zména absorbance u méreného vzorku za 1 min

Inhibi¢ni aktivita testovanych vzorku byla vyjadrena jako hodnota ICso (koncentrace inhibitoru,
kterd zpUsobuje 50% inhibici AChE nebo BuChE), ktera byla vypocitana v programu Graph Pad
Prism. Ziskané hodnoty inhibi¢ni aktivity ICso AChE nebo BUChE porovnany s ICsp referencnich

latek.

4.5.2 Stanoveni inhibice POP

4.5.2.1 Chemikadlie

Bajkalin 95% (Sigma-Aldrich, Praha)

Dimethylsulfoxid 299,7% (DMSO) (Sigma-Aldrich, Praha)

Prolyl oligopeptidasa (Sigma-Aldrich, Praha)

10mM roztok Z-Gly-Pro-p-nitroanilidu 299% (Sigma-Aldrich, Praha)
Z-Pro-prolinal 2 98% (Sigma-Aldrich, Praha)

1,4-dioxan 99,8% (Lach-Ner, Neratovice)

4.5.2.2  Pufry

10 mM fosfatovy tlumivy roztok o pH 7,4

4.5.2.3 Pristroje

ELISA Reader EL800 (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA)

GraphPad Prism version 6.07 (GraphPad Software Inc., CA, USA)

4.5.2.4  Stanoveni inhibicni aktivity testovanych ldtek vici POP

POP, se specifickou aktivitou 0,2 U/ml, byla pfipravena rozpusténim ve fosfatovém
pufrovaném solném roztoku (PBS) s obsahem 137mM NaCl a 2,7mM KCl. Testovani bylo
provedeno na standardnich 96jamkovych polystyrenovych mikrotitracnich destickach
s plochym ¢irym dnem. Zasobni roztoky testovanych latek byly pfipraveny rozpusténim
v 10mM DMSO, z téchto roztokl byly pfipraveny roztoky k testovani nafedénim supercistou
vodou. Slepé vzorky mély stejnou koncentraci DMSO. Substrdt pro POP

a Z-Gly-Pro-p-nitroanilid byly rozpustén v 50% 1,4-dioxanu (5 mM). Pro kazdou reakci byly
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smichano 170 ul PBS, 5 ul testované slouceniny a 5 pl roztoku POP. Vznikld smés byla
inkubovana po dobu 5 minut pfi teploté 37 ° C. Potom bylo pfiddno 20 pl substratu a smés
byla inkubovana dalSich 30 minut. Vznik barevnych produktl p-nitroanilinu je pfimo iumérny
aktivité POP. Na zavér byly roztoky proméreny spektrofotometricky pfi vinové délce A = 405
nm pomoci mikrotitracniho detektoru ELISA. Inhibi¢ni aktivita 1Cso jednotlivych latek byla
vypocitand pomoci programu GraphPad Prism a ndsledné porovnavana s ICsp referencnich

latek [42].

4.5.3 Stanoveni inhibice GSK-3f3
4.5.3.1 Chemikdlie

Adenosin-5-trifosfat (ATP) (Sigma-Aldrich, Praha)
Dimethylsulfoxid 299,7% (DMSO) (Sigma-Aldrich, Praha)
Ethylendioxytetraoctova kyselina (EDTA) (Sigma-Aldrich, Praha)
Magnesium acetat (Sigma-Aldrich, Praha)

Tetrasodna sul ethylenglykol-bis-(aminoethylether)-N,N,N,N-tetraoctové kyseliny (EGTA)
(Sigma-Aldrich, Praha)

4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonova kyselina (HEPES) (Sigma-Aldrich, Praha)

4.5.3.2 Pristroje

GraphPad Prism version 6.07 (GraphPad Software Inc., CA, USA)

Victor X3 multimode plate reader (Perkin Elmer, MA, USA)

4.5.3.3  Stanoveni inhibi¢ni aktivity testovanych Idtek vici GSK-33

Pro stanoveni inhibi¢ni aktivita GSK-3f byla in vitro pouZita luminiscencni metody podle Baki
et al. svyuzitim souboru cinidel Kinase-Glo Kit [93]. Reakce probihala v 96jamkové bilé
desticce. V kazdé jamce mikrotitracni desticky bylo smichdno 10 ul (50 uM) testované latky
rozpusténé v 1ImM DMSO a ziedéno pufrem o pH 7,5 (50mM HEPES, 1ImM EDTA, 1mM EGTA,
15mM magnesium acetat, 10 pl ATP, 10 pl GSK-3B a 10 pl substratu pro GSK-3B, GSM). Pro
zpétnou kontrolu byl v prvni fazi reakce misto testované latky pouZit tlumivy roztok nebo

standard SB-415286. Vznikla smés byla inkubovdna po dobu 30 minut ofi teploté 37 °C.
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Enzymatickd reakce byla ukoncena pfidanim 40 pl souborem Ccinidel Kinase-Glo. Po 10
minutdch byla zaznamenana luminiscencni reakce. Luminiscencni signal je pfimo Umérny
rozdilu mnozstvi pfitomného a spotfebovaného ATP a nepfimo Umérny s aktivitou kinasy.
Inhibi¢ni aktivita byla spocitana z maximalni aktivity za absence inhibitoru a maximalni aktivita
byla spocitana v pritomnosti referencni Iatky. Inhibi¢ni aktivita I1Cso jednotlivych latek byla

vypocitana pomoci programu GraphPad Prism.
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5 VYSLEDKY

5.1 Strukturni analyza

5.1.1 DV-1 (nova sloucenina)

Sumarni vzorec: C2aHa6N204

Obrdzek 27 vzorec DV-1

5.1.1.1 MS analyza

MS-ESI: m/z (%) [M+H]* 383(100). MS/MS m/z 383(5), 365(42), 353(69), 351(90), 340(44),
321(100), 296(90), 276(48), 224(72)

HRMS: m/z (%) [M+H]* — méf¥i se.

5.1.1.2 NMR analyza

14 NMR (500 MHz, CDsCN) &: 7.49 (1H, d, J = 8.5 Hz), 7.10 (1H, d, J = 2.6 Hz, 1H), 6.90 (1H, dd,
J=85Hz J=2.6Hz), 5.47 (1H, g, J = 7.3 Hz), 4.43 (1H, d, J = 4.9 Hz), 4.08 — 4.01 (1H, m),
3.80-3.79 (6H, m), 3.72 — 3.67 (1H, m), 3.64 (1H, dd, J = 14.8 Hz, J = 5.7 Hz), 3.16 (1H, d,
J=17.1Hz), 2.94 (1H, d, J = 12.1 Hz), 2.72 (1H, d, J = 12.1 Hz), 2.62 (1H, dd, J = 14.3, 5.7 Hz),
2.49 (1H, dd, J = 14.3, 4.5 Hz), 2.46 — 2.39 (1H, m), 1.93 (1H, dd, J = 14.9 Hz, J = 4.5 Hz), 1.86 (1H,
dd,J=14.3 Hz, J = 3.3 Hz), 1.64 (3H, dd, J = 7.3 Hz, J = 2.5 Hz)

13C NMR (125.7 MHz, CDsCN) 6: 189.2, 174.4, 159.1, 150.5, 147.4, 141.4, 121.9, 119.8, 113.7,
112.5, 64.0, 61.0, 59.7, 56.2, 55.4, 54.3, 52.44, 52.42, 39.0, 35.1, 31.2, 13.7
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5.1.1.3 Opticka otacivost

[a] = +96° (c 0,187; CHCl3)
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5.1.2 DV-2: Vincin

Na zakladé vysledkd MS, NMR studii a zméreni optické otacivosti a porovnani ziskanych udaju

s literaturou byla latka DV-2 identifikovana jako (—)-vincin.

Sumarni vzorec: C22H2sN204

Obrdzek 28 vzorec DV-2: (-)-vincinu

5.1.2.1 MS analyza

MS-ESI: m/z (%) [M+H]* 339(100). MS/MS m/z 321(85), 296(100), 279 (90), 270(39), 261(27),
234(24), 216(17), 202(13).

5.1.2.2  NMR analyza

Identifikace probéhla porovnanim ziskanych 'H a *3C spekter s literaturou [94].

5.1.2.3 Opticka otacivost

[a] =-29° (c 0,206; CHCIs) (literatura uvadi +36, méreno v pyridinu) [94].
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5.1.3 DV-3 (nova sloucenina)

Sumarni vzorec: C21H24N203

Obrdzek 29 vzorec DV-3

5.1.3.1 MS analyza

MS-ESI: m/z (%) [M+H]* 353(100). MS/MS m/z 353(2), 335(36), 291(100), 323(70), 291(100),
266(90), 250(54), 228(14), 202(21), 194(24).

HRMS: m/z (%) [M+H]* 353,1864

3531885 ) ) ) 31-Dec-2019 005728
P 353 1868 T 293
[M+H]*
5/205
m/z exp 353,1864
m/z teoret 353,1865
ppm -0,28
5/205
m/z exp 353,1864
m/z teoret 353,1865
ppm -0,28
54 1806
o ze22
80100 | 150 | 200 | 250 | 300 | 330 | 400 450 | 500 550 | 600 | 60 « 700 « 750 | 800« 850 ' 900 950 1000 « 4050 @ 4100 1150 "
Obrazek 30 HRMS DV-3
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5.1.3.2 NMR analyza

1H NMR (500 MHz, CDCl3) 6: 7.65 (1H, d, J = 7.6 Hz), 7.55 (1H, d, /= 7.6 Hz), 7.36 (1H, td, J = 7.6,
1.3 Hz), 7.20 (1H, td, J = 7.5, 1.1 Hz), 5.48 (1H, q, /=7.1Hz), 4.62 (1H, d, J = 4.9 Hz),
4.16 —4.08 (1H, m), 3.86 (3H, s), 3.70 (1H, J=14.3 Hz, J=5.9 Hz), 3.67 (1H, s), 3.16 (1H, d,
J=17.1Hz), 2.99 (1H, d, J = 12.3 Hz), 2.90 (1H, d, J = 12.3 Hz), 2.71 — 2.56 (2H, m), 2.46 (1H,
ddd, J = 14.6 Hz, J=5.0Hz, J=2.6 Hz), 2.06 (1H, dd, J=15.0 Hz, J=4.0 Hz), 1.92 (1H, dd,
J=14.6 Hz,J=2.6 Hz), 1.64 (3H, dd, /= 7.1 Hz, J = 2.6 Hz)

13C NMR (125.7 MHz, CDCl3) &: 190.5, 173.6, 155.8, 144.3, 139.6, 128.5, 125.9, 124.6, 121.5,
119.6, 64.2, 60.5, 58.7, 54.6, 53.9, 52.1, 52.0, 37.9, 34.7, 30.5, 13.4.

5.1.3.3 Opticka otdacivost

[a] = +76° (c 0, 394; CHCl3)
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5.2 Stanoveni inhibicni aktivity

Vysledky inhibice AChE, BuChg, POP a GSK-3B v pfipadé DV-1, DV-2 a DV-3 jsou uvedeny

v nasledujici tabulce (Tabulka 10).

Tabulka 10 hodnoty inhibicnich aktivit

Alkaloid AChE (ICso, pM) | BChE (ICso, pM) | POP (ICso, pM) | GSK-3B (50 pM,

% inhibice
DV-1 >100 >100 NT NT
DV-2 (vincin) >100 >100 346 £ 30 93,67 8,95
DV-3 >100 >100 445 +28 84,17 + 4,97
galanthamin 1,71+ 0,06 42,3+1,30 - -
fysostigmin 63,0+1,0x103 | 130.0+4,01x - -

103
bajkalin - - 194.0 £ 14.01 -
Z-pro-prolinal - - 3.27 10,02 x -
103

SB-415286 - - - 70.00 nM (ICso)

NT = netestovano
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6 DISKUZE

Diplomova prace se zabyvala izolaci alkaloid( z podfrakci VM 37-47 a VM 42-48, které byly jiz

drive ziskany na katedre Farmaceutické botaniky z rostliny Vinca minor L.

Pomoci preparativni TLC se podafilo izolovat 3 Cisté alkaloidy a na zakladé analyzy MS, NMR
a optické otacivosti byla 1 z nich identifikovdna jako (—)-vincin, ktery dle struktury patti mezi
eburnaminové alkaloidy a byl izolovan jiz roku 1960 z rostliny Vinca minor L. (Apocynaceae).
V literature je popisovan jako (+)-vincin, méreny v pyridinu, v pfipadé izolované latky se jedna
o jeho enantiomer (—)-vincin [94]. Zbylé 2 izolované alkaloidy jsou latky nové, jim podobné
slouceniny byly izolovany z rodu Strychnos, dokonce byly pfipraveny podobné slouceniny pfi
totalni syntéze tzv. Strychnos akaloidl. Nejvice se témto latkdm strukturné blizi

(£)-18,19-dinortubifolidin a (—)-20-deethyltubifolidin [103-105].

U izolovanych alkaloid( byla testovdna biologicka aktivita. Byla stanovena inhibi¢ni aktivita
vUci AChE, BUChE, POP a GSK-3. Zjisténé hodnoty ICso byly porovndny s referenénimi latkami.
Pro inhibici AChE a BUChE nimi byly galanthamin (ICso AChE = 1,7 + 0,1 uM, ICso BuChE = 42,3
+1,3 uM) a fysostigmin (ICso AChE = 63,0 £ 1,0 x 10° uM, ICso BUChE = 130.0 + 4,01 x 10°3 uM).
K porovnani inhibi¢ni aktivity vic¢i POP byl pouzit bajkalin (ICso POP = 194.0 + 14.01 uM)
a Z-Pro-prolinal (ICso POP = 2,75 x 1073 uM). Referenéni latka k porovnéni inhibice GSK-3B byla
sloucenina SB-415286 (ICso GSK-3B = 70 nM).

Izolovany alkaloid (—)-vincin nevykazoval inhibi¢ni aktivitu vici AChE (I1Csp >100 uM) ani BUChk
(IC50>100 uM). Jeho namérena hodnota POP (ICso = 346 + 30 uM) nebyla oproti referencni
latce prilis aktivni. Vincin vykazoval signifikantni inhibi¢ni aktivitu vici GSK-3pB, v koncentraci
50 uM inhiboval enzym z 93,67 + 8,95 %. Nova latka, oznacend jako DV-1, nebyla inhibi¢né
aktivni vac¢i AChE i BUChE (ICsp >100 uM; ICs0 >100 uM), aktivita vici POP a GSK-3B nebyla
testovana, jelikoZ izolované mnoistvi postacovalo pouze na urceni struktury a inhibici
cholinesteras. Dalsi nova latka oznacena DV-3 také nevykazovala inhibi¢ni aktivitu vic¢i AChE
ani BUChE (ICsp>100 uM; 1Cs0>100 puM). Aktivita vici POP (ICso= 445 +28 uM) byla v porovnani
se standardem nevyznamna. Aktivita alkaloidu viici GSK-3B byla signifikantni, inhibice enzymu
dosahovala pfi 50 uM 84,17 + 4,97 %. Z vysledkl vyplyva, Ze ani jedna latka neni vyznamnym

inhibitorem cholinesteras a POP. Inhibice GSK-3p v pfipadé vincinu a DV-3 je signifikantni.
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Schopnost sloucenin prekroc¢it HEB dosdhnout terapeutickych cild v CNS je rozhodujicim
krokem ve vyvoji novych potencialnich l1ék( proti AD. V pocdatcich objevovani I1éCiv je tedy pro
spravny vybér slouceniny velmi dlleZité provérit penetraci pres HEB. LogBB je nejbézinéjsi
numerickd hodnota predikujici prichod latky pfes HEB. Je definovana jako logaritmicky pomér
mezi koncentraci slouceniny v mozku a krvi [106]. Vypocitané hodnoty logBB pro DV-1, vincinu
a DV-3 jsou -0,270; -1,086 a 0,059 [107]. Slouceniny s logBB > 0,3 snadno prochazeji HEB,
zatimco slouceniny s logBB < -1,0 jsou do mozku distribuovany jen omezené. Dle vypoctu se
zda, Zze DV-1 bude do mozku prochdazet pasivni difuzi omezené a vincin nebude schopny
prachodu. Naopak, slou¢enina DV-3 ma hodnotou logBB vyssi neZ 0, cozZ signalizuje, Ze by

sloucenina mohla do mozku prochazet pasivni difuzi.

Tyto latky a hlavné DV-3, kterd je schopna vyrazné inhibovat GSK-3p a pravdépodobné

prestupovat HEB, by z hlediska sktruktury mohly mit sv{j vyznam ve vyvoji novych IécCiv.
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/7 ABSTRAKT

Valova, D.: Alkaloidy Vinca minor L. a jejich biologicka aktivita Ill. Diplomova prace, Univerzita
Karlova, Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové, Katedra farmaceutické botaniky, Hradec

Kralové 2020, 75 s.

Alzheimerova choroba (AD) je progresivni neurodegenerativni onemocnéni a je nejcastéjsi
formou demence. Vzhledem k tomu, Ze tuto chorobu zatim nelze kauzalné Iécit, je dualezity
vyzkum novych latek. Tato prace se zaméfila na izolaci alkaloidl z extraktu Vinca minor L. jako

potencidlniho IéCiva.

Pfiprava a sloupcova chromatografie sumarniho extraktu byla provedena Ing. Miroslavem
Loc¢arkem v ramci jeho doktorského studia. Naslednd preparativni TLC vedla k izolaci tfi
sloucenin. Chemické struktury izolovanych alkaloid( byly objasnény optickou otacivosti, NMR
a MS analyzou a porovnanim ziskanych dat s udaji v literature. Jedna ze sloucenin byla

stanovena jako (—)-vincin, zbylé 2 slouéeniny jsou nové (nebyly dosud izolované).

Tyto slouceniny byly také testovany na jejich biologickou aktivitu. Vincin, DV-1 a DV-3 byly
testovany na schopnost inhibovat acetylcholinesterasu (AChE) a butyrylcholinesterasu
(BuChkE). Déle byla také testovana inhibicni aktivita vincinu a DV-3 vuci prolyl oligopeptidase

(POP) a glykogensyntase kinase 3B (GSK-3pB).

Vsechny izolované alkaloidy byly témér neaktivni vic¢i AChE a BUChE (ICso> 100 uM; 1Cs0> 100
UM). Ve srovnani se standardy nebyla schopnost inhibovat POP vyznamna ani v pfipadé
vincinu (ICso = 346 + 30 uM) ani DV-3 (ICso = 445 +28 uM). Inhibi¢ni aktivita v(ci GSK-3p je
pomérné signifikantni pfipadé vincinu (% inhibice = 93,67 + 8,95) i DV-3 (% inhibice = 84,17 +
4,97).

Vzhledem k signifikantni inhibi¢ni aktivité vici GSK-3B by tyto slou¢eniny mohly byt slibné jako

prvotni struktura ve vyvoji novych potencialnich latek pro Ié¢bu AD.

Klicova slova: Vinca minor, alkaloidy, biologicka aktivita.
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8 ABSTRACT

Valova D.: Vinca minor L. alkaloids and their biological activity lll. Diploma thesis, Charles
University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové, Department of Pharmaceutical Botany,

Hradec Kralové, 2020, 75 p.

Alzheimer’s disease (AD) is a progressive, neurodegenerative disorder and it's the most
common form of dementia. Because we’re still not able to treat the cause of disease,
searching for a new substance is relevant. This thesis is focused on isolation of alkaloids from

a Vinca minor L. alkaloidal extract as a potential drug.

The preparation and column chromatography of the summary extract were performed by Ing.
Miroslav Locarek as a part of his doctoral studies. Subsequent preparative TLC led to the
isolation of three compounds. The chemical structures of the isolated alkaloids were
elucidated by means of optical rotation, NMR and MS analyses and by comparison of the
obtained data with those in the literature. One of the compounds was determined

as(—)-vincine, other two compounds have not been isolated yet.

Isolated compounds were also tested for their biological activity. Vincine, DV-1 a DV-3 were
tested for their ability to inhibit acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase
(BuChkE). Additionally, vincine and DV-3 were also tested for their inhibitory activity on prolyl

oligopeptidase (POP) and glycogen synthase kinase 3B (GSK-3p).

The isolated alkaloids were considered almost inactive on AChE and BuChE (ICso > 100 uM;
ICs0> 100 uM) in all of cases. In comparison to the standards, the ability to inhibit POP wasn’t
significant in case of vincine (ICso= 346 £ 30 uM) nor DV-3 (ICsp = 445 28 uM). Inhibitory
activity on GSK-3pB is quite significant, in the case of vincine (% inhibition = 93,67 + 8,95) or
DV-3 (% inhibition = 84,17 + 4,97).

Because of their significant inhibitory activity on GSK-3B, these compounds could have
promise as a lead structures for the development of new potential substances for AD

treatment.

Key words: Vinca minor, alkaloids, biological activity.
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