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Seznam pouZzitych zkratek

ABAD
AD
ACh
AChE
AChEi
APP
ATP
AB
BDNF
BChE
DM2
GSK-3
HEB
HDL
IDE
MAO-B
NGF
NMDA-receptor
NSAID
rAGEs
Rf
ROS
SSRI
VLDL

amyloid vazajici alkoholdehydrogenasu
Alzheimerova demence

acetylcholin

acetylcholinesterasa

inhibitory acetylcholinesterasy
amyloidni prekurzorovy protein
adenosintrifosfat

B-amyloid

mozkovy neutroficky faktor
butyrylcholinesterasa

diabetes mellitus 2. typu
glykogensynthasa-kinasa 3
hematoencefalicka bariéra

lipoprotein o vysoké hustoté

inzulin degradabilni enzym
monoaminooxidasa B

nervovy rlstovy faktor
N-metyl-D-aspartat receptor
nesteroidni antirevmatika-antiflogistika
receptory pro koncové produkty pokrocilé glykace
retencni faktor

reaktivni formy kysliku

selektivni inhibitory zpétného vychytavani serotoninu

lipoprotein o velmi nizké hustoté



1 Uvod

Demence — skupina symptom, které mohou byt zplisobeny mnoha chorobami. Mezi tyto
symptomy fadime snizeni intelektu, poruchy paméti, orientace, soudnosti, pozornosti,
chapani, abstraktniho mysleni, chovani, osobnosti; problémy s feci, Spatny ¢i zhorsujici se
raciondlni Usudek, ztratu iniciativy. Vysledkem je naruseni socidlni a ekonomické aktivity
jedince, ten se tak stdva nesamostatnym a odkdazanym na pomoc rodiny ¢i péci instituci k tomu
urenych a prizpGsobenych. Do skupiny demenci fadime vaskuldrni demence, demence
s Lewyho télisky, smiSené demence, demence u Parkinsonovy choroby, frontotemporalni
demence a Alzheimerovu demenci. [1-4]

Dne 3. listopadu 1906 némecky neuropatolog a psychiatr Alois Alzheimer popsal
vSeobecny Upadek mentdlnich funkci, provazeny zvlastnimi zménami v mozkové kire,
u pacientky Auguste D. Dr. A. Alzheimer upozornil na formu senilni demence u prekvapivé
mladé osoby a uvedl| pfedpoklad, Ze se tento typ demence muiZe vyskytovat i u osob ve véku
40-50 let. Onou osobou, kterd vyznamné pfrispéla k tomu, Ze obé formy demence dnes
oznacujeme za Alzheimerovu demenci, byl Emil Kraepelin. Ten roku 1910 publikoval 8. vydani
Kompendium der Psychiatrie, v némz Alzheimerovu popisu onemocnéni Auguste D. pfisuzuje
status samostatné nemoci. [5]

Lidi s demenci neustale pfibyva [6]. Alzheimerova choroba je progresivni
neurodegenerativni onemocnéni, které dosud nelze vylécit ani nelze tento proces rozvoje
poruchy kognitivnich funkci zastavit. Spektrum pouzivanych [é¢iv je omezené, IéEba zahrnuje
IéCiva zvySujici koncentraci acetylcholinu v CNS a léciva ovliviujici glutamatové receptory.
Déle se vyuZivaji kognitiva — |éCiva, ktera zlepsuji pozornost, vnimani i pamét a nootropika,
mezi ktera fadime také Ié¢iva s vazodilataénimi Gcinky, jako jsou flunarizin (jiz neni v CR
registrovdn), cinnarizin nebo pentoxyfylin [7]. Oviem symptomatickd |écba pouze zmirfiuje
projevy behaviordlnich a psychologickych priznakl demence a mizZe pouze oddalit nastup
tézké demence a jejich komplikaci.

V posledni dobé se vénuje pozornost obsahovym latkam z celedi Apocynaceae —
indolovym alkaloidlim, jejichz zdkladni strukturu tvofi indol a jejichz biosyntéza vychazi
z aminokyseliny tryptofanu. Do této Celedi také patfti rostlina Vinca minor L. neboli barvinek
mensi, mezi jehoz obsahové latky (,,vinka alkaloidy“) patfi mimo jiné daleZita pouZivana léciva

vinkamin, vinblastin a vinkristin. Ug&inky této skupiny alkaloid( se uplatfiuji jako nootropika



(vinpocetin), v |1é¢bé nadorovych onemocnéni (vinblastin, vinkristin a jejich polosyntetické
derivaty), v tradi¢ni ¢inské mediciné se vyuZivaji pro své antidiabetické a antimalarické ucinky
[8]. Nejzndméjsim alkaloidem ze skupiny vinka alkaloid(i je bezesporu vinkamin, ktery ma
hlavné antihypertenzni, vazodilatacni, neuroprotektivni a antioxidac¢ni ucinky [9].

Alkaloidy z V. minor L. se staly naplni mé diplomové prace, nebot béhem screeningu na
katedfe farmaceutické botaniky FAF UK, alkaloidni extrakt ztéto rostliny vykazoval
signifikantni a selektivni inhibici butyrylcholinesterasy — jednoho z potencidlniho

terapeutického zasahu u Alzheimerovy choroby.
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2 Cil prace
Cile diplomové prace:

1. pfiprava reSerSe na zadané téma,

2. izolace alesponi 1 Cistého alkaloidu z vybrané frakce 215-258 ziskané béhem sloupcové
chromatografie alkaloidniho extraktu z Vinca minor L.,

3. podil na stanoveni struktury izolovanych alkaloid(i (pfiprava vzorkd pro NMR a MS
analyzu, stanoveni optické otacivosti)

4. podil na stanoveni cholinesterasové inhibi¢ni aktivity izolované slouceniny,

5. intepretace ziskanych dat a sepsani diplomové prace.
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3 Teoreticka cast

3.1 Alzheimerova choroba

Alzheimerovu chorobu (Alzheimer’s disease; AD) fadime mezi demence, pro které je
charakteristicky podstatny ubytek kognitivnich funkci. Jedna se o nejcastéjsi demenci viibec

[1,10]. Toto onemocnéni je smrtelné s délkou trvani 2—-12 let [4].

3.1.1 Klasifikace

RozliSujeme presenilni (AD s ¢asnym zacatkem) a senilni (AD s pozdnim zacatkem) formu.
Presenilni forma se zacind symptomaticky projevovat do 65. roku Zivota, zatimco projevy

pozdni formy AD zacinaji po 65. roce [1].

3.1.2 Etiologie

Ackoli neni presné znama pficina vzniku a rozvoje AD, predpoklada se, ze je vysledkem vice
faktorQ. Ty zahrnuji tvorbu a ukladani intraceluldrnich klubek polymerizovaného t-proteinu,
depozita extracelularniho amyloidu a také degeneraci neuront. Dale se uvaZuje i o nadmérné
glutamatergni aktivité, které aktivuje N-metyl-D-aspartat receptory (NMDA-receptory) a mlze

tak prispivat k odumirani neuront [7].

3.1.2.1 Cholinergni hypotéza
Cholinergni hypotéza hleda souvislost mezi poklesem neuromediatoru acetylcholinu (ACh)
a projevy nemoci [11]. ACh se vytvafi v nervovém zakonceni z cholinu, cholin je zde acetylovan
pomoci enzymu cholinacetyltransferasy za pfitomnosti acetylkoenzymu A, nasledné je ACh
uskladnén v synaptickych vezikulach. Pfi aktivaci nervového zakonceni je ACh z téchto vezikul
uvolfiovan exocytézou do synaptické Stérbiny, ve které mize stimulovat své receptory.
Aktivita ACh je pak ukonCena rozkladem  acetylcholinesterasou (AChE)
a butyrylcholinestarasou (BChE) na cholin a acetat. Cholin je néasledné vychytavan zpét do
nervového zakonceni za pomoci cholinového prenasece. [7]

S rozvojem AD klesd aktivita AChE v synaptické stérbiné a na odbouravani ACh se pak
muzZe ve vétsi mife podilet i BChE (hlavné v krevni plazmé, dale v odlisnych ¢astech mozku),

coz vede k dalsimu Ubytku ACh. Zablokovanim mozkovych cholinesteras dochazi ke zvyseni
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poctu molekul ACh schopného navazat se na své receptory, ¢imZz dochazi ke zlepSeni

cholinergni transmise a tim ke zlepSeni kognitivnich funkci. [12]

3.1.2.2 Hyperfosforylace t-proteinu

T-Protein je neurocytoskeletalni protein vyskytujici se ve vétSim mnoZstvi v axonech neurond.
Podili se na stabilizaci sité cytoskeletu neuronu a vazbou na mikrotubuly udrzuje transportni
systém axonu funkéni. Jeho funkce je fizena fosforylaci a defosforylaci. Defosforylovany
T-protein, ktery se vyznacuje vyssi afinitou k mikrotubulim, umoznuje jejich polymerizaci
a stabilizaci. Fosforylace t-proteinu je naopak spojena s poklesem jeho vazebnych schopnosti.
Fosforylovany t-protein se uvolfiuje z vazby s mikrotubuly, které se potom rozpadaji.
Za fyziologickych okolnosti je udrZovana rovnovaha mezi fosforylaci a defosforylaci tak, aby
byla zachovdna potfebna stabilita mikrotubull. Uvolnéné molekuly fosforylovaného
T-proteinu agreguji za vzniku neurofibrildarnich klubek, které se obtizné odbouravaji, a proto
vytvareji intracelularni depozita. A pravé tato depozita blokuji pfistup vyzivy a dalSich

potiebnych molekul dovnitf neuronu a pfispivaji tak k zaniku buriky. [13]

3.1.2.3 Senilni plaky

Senilni plaky jsou obvykle okrouhlé, heterogenni uUtvary velké asi 10-200 um obsahujici
B-amyloid (AB). Mnozstvi plakl doprovazejici AD je vyssi, nez je tomu u normalniho starnuti

mozku. [14]

3.1.2.4 Ukladani AB

Hlavni patologickou zménou u AD je ukladani AB. V neuronech je transmembranové ulozen
amyloidni prekurzorovy protein (APP). Tento protein mlZe byt proteolyticky Stépen
neamyloidni nebo amyloidni cestou, a to tfemi enzymy: a-, B-, y-sekretasou. Neamyloidni
cesta vyuziva Stépeni pomoci a- a y-sekretas a vysledkem jsou potom nepatogenni fragmenty.
Zatimco amyloidogenni zpUsob proteolyzy je uskutec¢riovdn pomoci B- a y-sekretasy na jiném
misté avedouci tak k nerozpustnym produktim, jez se mohou hromadit vné neuron(
a vytvaret tzv. AB plaky [15,16]. Pravé hromadéni AP zasahuje do mezineuronové komunikace
pomoci synapsi a zplUsobuje bunécnou smrt. Ukladani extraceluldrniho AB vede také
k oxidativnimu stresu, mitochondrialni dysfunkci a nedostatku energie v burikach [17]. MozZné
je, Ze AB neni ani tak toxicky, nybrz zvysSuje citlivost neuront vici dalSim poskozujicim vliviim,

napfiklad nedostatku glukosy nebo vlivim excitacnich aminokyselin [14]. AB se také uklada
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i v mozku lidi klinicky normalné starnoucich, bez znamek demence. Ukladani AB v mozku

nekoreluje se ztratou neuronl a kognitivnim upadkem [18].

3.1.2.5 Porucha mitochondrialniho metabolismu

Mitochondrie — membranova bunécna organela, jejiz funkci je produkce energie pro
organismus. Distribuce mitochondrii v burikach tkani zavisi na energetické narocnosti.
Vzhledem k vysoké energetické narocnosti, vysoké produkci a spotfebé adenosintrifosfatu
(ATP) v mozku, vétSina mitochondridlnich mutaci nebo mitochondridlnich toxin poskozuje
mozkovou funkci a vede k neurologické patologii [17]. U osob s AD jsou vyrazné postizeny
mitochondridlni funkce, coz ma za nasledek snizeni produkce molekul ATP jako nosice energie
a také se vytvari méné acetylkoenzymu A jako substratu pro tvorbu ACh [12].

Prace Catariny Oliveiry a jejich kolegl ukazala, Ze buriky bez mitochondrii byly in vitro

vici AB mnohem odolnéjsi nez bunky obsahujici mitochondrie [19].

3.1.2.6 Volné radikaly a oxidacni stres

NejbohatSim zdrojem reaktivnich forem kysliku (ROS) je dychaci fetézec v mitochondriich,
ovsem samotné mitochondrie jsou velmi nachylné k oxidacnimu poskozeni ¢&i poskozeni AB
[20]. Starnutim nebo vlivem nemoci mlze dochazet k Unikdim téchto radikal(. ROS ma vliv na
oxidaci protein(, peroxidaci lipidi, hromadéni a ukladani A ¢i inaktivaci enzym(. Neurony,
u kterych doslo k peroxidaci, podléhaji apoptdéze [4]. Za patofyziologickych podminek se
objevuje nerovnovaha mezi produkci a odstrafiovanim ROS. Vysledkem je pak zvySena hladina

ROS, ktera muze hrat roli v rozvoji nejen AD.

3.1.2.7 Poruchy metabolismu glukosy
Epidemiologické Udaje a vysledky experimentalnich praci naznacuji vztah mezi onemocnénim
diabetes mellitus typu 2 (DM2) a poruchami kognitivnich funkci a vyskytem AD. Inzulinova
rezistence, hlavni patogeneticky faktor DM2, je také spojena s vyskytem neuropsychiatrickych
onemocnéni [21].

V mozku nemocnych se nachazeji snizené hladiny inzulinu. S progresem AD kles3
hladina inzulinu i hustota jeho receptor( v mozku. Inzulin a AB jsou dva kompetitivni substraty
inzulin degradabilniho enzymu (IDE), které tento enzym rozklada. Kompetice inzulinu a AB pfi

zvySené hladiné inzulinu maze prispivat ke zvysené zatézi AB [21].
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3.1.2.8 Starnuti

S vékem se snizuje hmotnost i velikost mozku spole¢né s tloustkou mozkové kary. Po
Sedesatém roce Zivota se zacinaji rozSifovat mozkové komory. U AD probihaji podobné zmény
jako pfti starnuti, dochazi ke sniZovani hmotnosti a velikosti mozku, sniZzuje se tloustka

vvvvv

vétsi) jsou ndapadnéjsi u presenilni formy. [14]

3.1.3 Genetické abnormality zpUsobujici AD

U nékterych forem familiarni AD byly popsany mutace genu pro APP, ktery je lokalizovén na
21. chromozomu.

Mutaci mohou podlehnout také geny pro presenilin 1 a presenilin 2. Gen pro presenilin
1 je lokalizovan na chromozomu 14. a nese informaci pro tvorbu proteinu presenilin 1. Gen
pro presenilin 2 je uloZzen na 1. chromozomu. Preseniliny jsou transmembranové proteiny,
jejichz funkci je mezibunécna signalizace, prenos apoptickych signall a taktéz jsou soucasti
y-sekretasy. [15]

Do genetickych abnormalit miZeme zaradit i trizomii 21. chromozomu — Downiv
syndrom. Kazda burika téla ¢lovéka, trpiciho timto onemocnénim, obsahuje jeden chromozom
navic, takze misto obvyklych 46 chromozom( (ve 23 parech) jich maji 47 (22 pard a jednu
trojici). Vzhledem k faktu, Ze na 21. chromozomu je uloZzen gen pro APP, je pravdépodobné

i zvySeni jeho hladin a hladin jeho produkt(. [16]

3.1.4 Rizikové faktory

Ackoli neni presné znama pficina vzniku a rozvoje AD, predpoklada se, Ze je vysledkem vice
faktor( [7,12,22,23]. Ty oznacujeme jako rizikové faktory a radime mezi né vék, vyskyt AD
vroding, gen pro apolipoprotein E, pohlavi, obezitu, diabetes, koureni, hypertenzi,
kardiovaskularni onemocnéni, nizsi dosazené vzdélani, poranéni hlavy ¢i mozku, osamélost,
sloZeni stfrevni mikroflory, dlouhy spanek, uzivani benzodiazepin(.

Nékteré rizikové faktory jako vék, pohlavi a rodinnou historii nemoci ovlivnit
nemlzeme, nékteré vSak ano. Obezita, diabetes, koureni, hypertenze, kardiovaskularni
onemocnéni patfi pravé mezi tyto ovlivnitelné faktory. Pravidelna fyzickd aktivita, zdrava

strava a potazmo zdravy Zivotni styl sniZzuje riziko kognitivniho Upadku a muze snizit riziko
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vzniku demence [23,24]. Také celozivotni procvi¢ovani a trénink mozku a paméti redukuje

riziko poklesu kognitivnich funkci [23].

3.1.4.1 Vék

Nejpodstatnéjsim faktorem podporujicim rozvoj AD je vék. VétSina lidi trpicich timto
onemocnénim je ve véku od 65 a vySe. Plati zde pfimd uméra - ¢im vyssi vék, tim vyssi
pravdépodobnost rozvoje AD. Ackoli vyssi vék je rizikovym faktorem, vék samotny neni

dostatecny k vyvolani tohoto onemocnéni. [23]

3.1.4.2 Vyskyt AD v rodiné

Vyskyt AD v rodiné zvysuje riziko rozvoje AD. Jedinci, ktefi maji rodice ¢i sourozence s touto
nemoci, maji vy$si pravdépodobnost, Ze se u nich rozvine AD, ve srovnani s lidmi, ktefi nemaji
pribuzné prvniho stupné trpici AD. Obecné Ize fici, Zze pokud se v rodiné vyskytuje v podstaté
jakékoliv dédiéné onemocnéni, hraje roli nejen genetika, ale také rodinné zazemi a Zivotni

styl. [23]

3.1.4.3 Gen pro apolipoprotein E

Dalsim z neovlivnitelnych rizikovych faktor(l je gen pro apolipoprotein E a jeho produkt
apolipoprotein E, ktery je zodpovédny za transport cholesterolu. Je totiz soucasti lipoproteinu
o velmi nizké hustoté (VLDL) a lipoproteinu o vysoké hustoté (HDL) a chylomikron( a slouzi
jako ligand pro vazbu na bunécné receptory. Tento gen se vyskytuje v nékolika podobach —
apoE2, apoE3, apoE4. Clovék sformou apoE4 méa vyssi riziko rozvoje AD v porovnani
s ¢lovékem s apoE3 formou a jedinec majici ve své genetické vybavé apoE2 ma snizené riziko
rozvoje této choroby oproti lidem sformou apoE3. OvSsem samotnd alela pro apoE4d

nezarucuje rozvoj AD. [23]

3.1.4.4 Pohlavi

Riziko vyskytu jakékoli demence u Zen je 1,9krat vyssi nez u muz(, riziko vyskytu AD je u Zen
3,1krat vys$si nez u muzli [14]. A to pravdépodobné v disledku postmenopauzdalniho deficitu
estrogenu [25]. Zatimco incidence vaskularni demence byla vyssi u muzd nezavisle na véku,

coZ predstavuje 25 aZz 30 % vSech pripad(l demence a pouze 10 aZ 15 % u Zen [26].
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3.1.4.5 Niz3i dosazené vzdélani
Lidé s niz§im dosazenym vzdélanim maiji vyssi riziko rozvoje AD a jinych demenci ve srovnani
slidmi s wvy$Sim vzdélanim. Tito lidé maji totiz wvyssi pravdépodobnost pracovat
v zaméstnanich, jez jsou méné mysl stimulujici. Navic, nizsi dosazené vzdélani mlaze mit za
nasledek i niz8i socioekonomickou Zivotni uroven, ktera mlze naopak zvySovat riziko Spatné
vyZivy Ci snizovat dostupnost zdravotni péce. [23]

U lidi s dosazenym zakladnim vzdélanim se na syndromu demence kromé AD casto

spolupodili vyssi vyskyt alkoholické demence. [14]

3.1.4.6 Traumatické poranéni mozku
Také zavainé a stfedné zavazné traumatické poranéni mozku zvysuji riziko rozvoje AD a jinych

demenci [23].

3.1.4.7 Koureni

Koufeni, kromé karcinogennich ucink(i, také zvySuje riziko kardiovaskularnich chorob
a zhorsuje mozkovou perfuzi. Nikotin, na druhou stranu, jako agonista nikotinovych receptor,
muzZe zvySovat jejich pocet a tim pfiznivé ovliviiovat kognitivni funkce. Kuraci jsou vice

ohrozeni vznikem AD, méné i jinymi typy demenci nez nekuraci. [27]

3.1.4.8 Deprese

Uvadi se, Ze deprese je rizikovym faktorem i prodromem AD a jinych demenci, a je také béZznou
komplikaci demence ve vSech stadiich. Deprese raného Zivota je spojena se zvySenym rizikem

demence, deprese pozdniho Zivota je prodromem demence. [28]

3.1.4.9 Osamélost

Urcité studie také uvadi za jeden z rizikovych faktorl osamélost. Tento termin oznacuje
subjektivni Uzkostny pocit odcizeni. Samotné vnimani osamélosti je spojeno se zvySenym
rizikem kardiovaskuldarniho onemocnéni, zvySenym krevnim tlakem, mortalitou zplsobenou
vSemi pri¢inami a zvySenou zanétlivou a metabolickou reakci na stres. Osamélost je spojena
s vy$Si amyloidni zatézi, coz je neuropatologicky rys AD. Osamélost je také Uzce spojena

s depresi, kterd je spojena s vyssim rizikem rozvoje demence. [29]
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3.1.4.10 Nezdrava strava

Nadmérna konzumace potravin bohatych na jednoduché sacharidy, nasycené a trans-mastné
kyseliny a nezpracované cervené maso, hranolky aj. maji prozanétlivy vliv na mozek pacient(
s AD. Zanétlivé procesy mohou byt také urychleny kvili obezité stfedniho véku, zejména

v souvislosti s hypertenzi, dyslipidemii, ateroskler6zou a DM2. [30]

3.1.4.11 SloZeni stirevni mikrofléry

Studie provadéné na zvifatech prokdzaly, Ze antibiotika, mikrobidlni infekce, probiotika
a fekalni transplantace mikrobioty mohou ovlivnit nejen sloZeni stfevni mikrofléry, ale také
kognitivni chovani nebo patogenezi AD [31,32].

Strevni bakterie jsou schopny vylu¢ovat enormni mnozstvi lipopolysacharidd (slozky
membrany gramnegativnich bakterii, vyuZivajici se k vyvolani zdnétu) a amyloid(, které
mohou pfispivat k patogenezi AD, zejména béhem starnuti, kdy jsou epitel
gastrointestinadlniho traktu a hematoencefalickd bariéra propustnéjsi. Je tedy moiné, Ze
zmény stfevni mikrofléry souvisejici s vékem usnadnuji zdnétlivé procesy, které mohou

pfispivat k rozvoji AD. [32]

3.1.4.12 Dlouhy spanek
Dlouhy spanek, v porovnani s normalni dobou spanku, je spojen s vys$sim rizikem vzniku AD

i ostatnich demenci [33].

3.1.4.13 Uzivani benzodiazepin(

Dale se objevuji ndznaky, Ze uzivani benzodiazepinl mulzZe souviset se vznikem AD [12].
Ve studii bylo prokazano, Ze riziko AD vzrista o 43-51 % u pacientq, ktefi v minulosti uzivali
benzodiazepiny, a Ze toto riziko je vyssi pfi uzivani dlouhodobé plisobicich benzodiazepint
oproti kratkodobym. Problémem zUstava fakt, Ze priznaky, na které jsou benzodiazepiny
predepisovany (Uzkost, nespavost, depresivni epizody) mohou byt jiz pfiznaky samotné
demence. Vzhledem k tomu, Ze benzodiazepiny akutné zhorsuji kognitivni funkce, mohlo dojit

ke zkresleni vysledkd studie. [12,34]

3.1.5 Klinicky obraz

Mozkové zmény, které jsou spojované s AD, mohou zacinat jiz 20 i vice let prfed nastupem

symptom(. Pocatecni zmény je mozek schopen kompenzovat, ale jak poskozeni postupuje
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zacinaji se postupné projevovat zndmky kognitivniho Upadku. Pozdéji nastoupi onemocnéni
v plném rozsahu se viemi svymi klinickymi znaky. [23]

Jednotlivé symptomy AD se mohou mezi postizenymi ponékud liSit. Nastup nemoci je
plizivy a klinické obtiZe jsou progresivni [23]. NejbéZnéjSim prvotnim priznakem je zhorSovani
schopnosti zapamatovat si nové informace a vybavnost z paméti, proto v pozdéjsich stadiich
nahrazuji pacienti vypadky paméti konfabulacemi, tj. ndhodnou vymyslenou odpovédi, kterd
sice zapada do kontextu otdzky ¢i probiraného tématu a pacient je v té chvili presvédcen
o pravdivosti svého tvrzeni, ale ve skutec¢nosti toto tvrzeni neodpovida pravdé. Také dochazi
k drobnym zménam osobnosti a chovdni. PostiZzeny ztraci zadjem o své okoli, konicky, stava se
emocné oplostélym. Objevuje se egocentrismus, sobeckost a podeziravost. Vyrazné jsou také
poruchy motivace, napfiklad péce o sebe sama, proto byvaji neupraveni. Dochazi ke ztraté
usudku a objevuji se problémy pfi kazdodennich ¢innostech at uZ v praci ¢i doma. Pozdéji
nastupuje dezorientace jak ¢asova, tak prostorova. Byva zhorSend schopnost abstrakce, coz se
projevi napriklad v tom, Ze pacienti nedokazou vylozit smysl pfislovi. Postupem ¢asu vyrazné
chudne slovni zdsoba i mysleni takto postizenych pacientl. V feci se mohou objevovat
verbigerace (opakovani jednoho slova vickrat za sebou), perseverace (ulpéni na jediné
myslence, kterou pacient neustale opakuje), palilalie (vicenasobné opakovani vlastnich zvuka,
slabik, slov ¢i vét, zejména téch poslednich) a logoklonie (komoleni slov, koncovek, ¢i produkce
slabik a slov nedavajicich smysl). U pacientli s AD mizeme také pozorovat korové poruchy jako
jsou afdzie (naruseni schopnosti porozuméni a tvorby feci), apraxie (ztrata schopnosti
vykondvat koordinované, ucelné a naucené pohyby), agndzie (porucha poznavani), deprese
a deliria. V termindlnich stadiich se u nékterych pacientl muze rozvinout poruchy chiize nebo
dokonce extrapyramidovy hypertonicko-hypokineticky syndrom. Nemocny pak umird na
pfidruzena onemocnéni nebo Urazy, vétsSinou po nékolika letech. Pro pozvolny a nenapadny

nastup byva obtizné zjistit pocatek onemocnéni, coz ¢asto zkresli dobu trvani choroby [1].

3.1.6 Diagnostika

K 1écbé a pozitivnimu ovlivnéni kazdé nemoci je nutnd sprdvnd a vcasnd diagnostika

onemocnéni. ZkuSenost z praxe pritom fika, Ze u nemocného s ¢asné diagnostikovanou

a dobre lé¢enou demenci je mozno azZ o dva roky oddalit pokrocila stadia onemocnéni [10].
Vhodnou metodou ¢asné diagnostiky, at u kognitivnich ¢i jinych poruch, je screening,

proto by se orientacni vySetfeni kognitivnich funkci mélo stat soucasti pravidelné preventivni
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prohlidky. U lidi starSich 65 let jedenkrat za dva roky, u mladsi populace, pokud pocituji
deprese ¢i zmény osobnosti, pokud u nich dochazi ke zhorseni chronickych chorob, pokud se
u nich vyskytuji nevysvétlené pady a zavraté. Vzhledem k moznym porucham paméti a zméné
nahledu je vhodné anamnézu doplnit i od blizkych ¢i pe€ovatel(l postizenych osob. Vhodny je
Mini-Cog test, ktery spociva v zapamatovani si tfi slov a kresleni hodin. Pfi negativnim vysledku
tohoto testu nasleduje kontrola pacienta za 2 roky (u osob s vyssi inteligenci m(iZe tento test
selhat), pfi pozitivnim vysledku je nutno provést MMSE (kratka skala mentalniho stavu) [3].
Pokud vyjde tento test negativné, ndsleduje kontrola pacienta za 2 roky. Pfi pozitivnim
vysledku nasleduje vySetfeni pacienta pomoci geriatrické Skaly deprese, laboratorni vySetreni
— krevni obraz, biochemie véetné hladiny vitaminu D, vitaminu B1y, folatu, tyreotropniho
hormonu; sono karotid, EKG pfipadné EKG-Holter a podrobnéjsi neurokognitivni vysetreni

[10,22].

Proveden(

Mini-Cog
Mini-Cog Mini-Cog
pozitivni negativni

v v

Provedeni MMSE kontrola za
MMSE > negativni > 2 rokyu PL
MMSE

pozitivni

vylouteni sekundarni poruchy
provedeni skaly deprese, proveden( béznych odbérh + vit. D, vit. B12, TSH, folat
EKG, Holter, sono karotid (PL, komplement)

v v

sekundarni porucha sekundarni porucha
potvrzena nepotvrzena

v v

odeslan( k neurologovi, geriatrovi nebo psychiat-
e rovi/psychologovi k dosetien( a zavedeni terapie

v 4

kontrola odbérd a MMSE > MMSE nezlepseno,

po tiech mésicich vysledky zlepseny

MMSE nezlepseno, MMSE zlepseno,
vysledky nezlepseny vysledky zlepieny
dosetfeni na interng, pokratovan(

geriatrii kauzalni lé¢by

Obrazek 1: Schematické znazornéni diagnostiky AD [10]
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Vsichni pacienti by méli absolvovat vysetfeni mozku zobrazovaci metodou (CT, MR),
aby mohly byt vylouceny pficiny demence jako jsou nadory, intrakranidlni hematomy (i
vaskularni poruchy [22]. SPECT (jednofotonova emisni pocitacova tomografie) posuzuje
metabolickou aktivitu mozkovych bunék na zadkladé prokrveni. PET (pozitronova emisni
tomografie) prokazuje pokles metabolismu znacené glukosy v hipokampu [3]. Prfesnou

diagndzu urci mozkova biopsie ¢i diagndza post mortem [3,4].
3.1.7 Strategie léCby

V soucasné dobé jesté neni ptic¢ina AD objasnéna. Jsou sice zndmy neurodegenerativni déje
vedouci ke vzniku demence, ale neni zndm jejich spoustéc a také neni plné znama jejich
vzajemna podminénost. Proto kauzdlni terapie v sou¢asnosti neni mozna. [12]

AD sice jesté neumime vylécit, jsme ale schopni prodlouzit lehka stadia a oddalit tak
tézka stadia nemoci, atim zlepsit kvalitu Zivota nemocnych, proto je tfeba zacit lécit
co nejdrive. Problémem ale z(stdva fakt, Ze nadstup AD je nendpadny a pliZivy, a pfiznaky jsou

pokladany za bézné znamky starnuti. [35]

3.1.7.1 Protektivni faktory

3.1.7.1.1 NESTEROIDNI ANTIREVMATIKA-ANTIFLOGISTIKA

Nesteroidni antirevmatika-antiflogistika (NSAID) se vétSinou pouzivaji k ulevé od bolesti nebo
zanétlivych stavl. Epidemiologické studie naznacily, Ze jejich pouZiti mize mit protektivni
ucinek na vyvoj AD [36]. Tuto hypotézu podporuji mechanismy uUcinku NSAID. NSAID blokuji
cyklooxygenasu, coz vede ke snizeni hladin prostaglandind, prostacyklinu a tromboxan, které
jsou dualezitymi latkami v patogenezi AD. Kromé toho jsou NSAID také zapojeny do zpracovani
APP vedouci ke snizeni amyloidogennich forem. [37,38]

PfestoZe observacni a epidemiologické studie naznaclily pfinosnou roli NSAID pfi
snizovani rizika AD ¢i jejiho rozvoje, metaanalyzy a randomizované kontrolované studie tento
nazor jednoznacné nepotvrdily. U lidi, s jiZz existujicim kognitivnim poklesem
a diagnostikovanou AD, by nemély byt NSAID podavany, protoze nebyl prokazan zadny klinicky
dlikaz jejich prospéchu. [39]

3.1.7.1.2 ESTROGENNI SUBSTITUCE U ZEN PO MENOPAUZE
Estrogen se dlouhodobé pouzZiva k lécbé fyzickych priznakl menopauzy a pfi prevenci

osteopordzy u Zen po menopauze. Klinicky vyzkum naznacuje, Ze estrogen také hraje
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vyznamnou neuromodulacni a neuroprotektivni roli. K ¢etnym estrogennim ucinkim v mozku
patfi modulace synaptogeneze, zvySeny pritok krve mozkem, ochrana pfed apoptdzou,
protizanétlivé ucinky a antioxidacni vlastnosti. Dlikazy z epidemiologickych studii podporuji
zlepsenou kognitivni funkci u Zen s AD uZivajicich estrogenovou substitu¢ni terapii a také
snizené riziko rozvoje AD u zdravych Zen, které dostavaji estrogenovou substituéni terapii.
Dalsi klinické dikazy naznacuji, Ze estrogen mlize modulovat specifické kognitivni funkce, jako
je pracovni pamét a verbalni uceni a pamét. Vysledky z novéjsich kontrolovanych studii vsak

neprokazaly trvale pozitivni uc€inek estrogenu na kognitivni funkce Zen s AD. [25,40,41]

3.1.7.1.3 ANTIOXIDANTY
Mezi tyto latky patfi napfiklad vitamin E, retinol, B-karoten, kyselina lipoova atd. AD je
spojovana s oxida¢nim stresem v mozku, vitamin E je lipofilni antioxidant, ktery prostupuje
pres hematoencefalickou bariéru (HEB) do mozku, kde brani oxidaci. V jedné studii, pacienti
s AD uzivajici vitamin E, vykazovali vyznamné zpozdéni ztraty kognitivnich schopnosti spojené
s onemocnénim. Oviem tento fakt byl zpochybnén jinymi vyzkumnymi skupinami. U mnoha
jinych nemoci se ukazalo, Ze lidé nereaguji jednotné na lécbu vitaminem E. Jednotlivé reakce
Ize prisuzovat k expresi proteinll transportujicich alfa-tokoferol. Coz vede ke zvazeni moznosti,
Ze by mohly existovat dvé rizné subpopulace, pokud jde o reakci na vitamin E, jako |écba u AD.
[19]

U pacientd s AD byly zjistény nizké hladiny vitaminu D. Kdyz byl soucasné
s memantinem podavan také vitamin D, byl jeho Ucinek lepsi, nez kdyz byl podavéan
samostatné. [42]

Vitamin A hraje hlavni roli ve vyvoji neuron(l a zstava pritomen v nervovém systému
po cely Zivot. Hraje také roli s beta-karotenem pfi ochrané a regeneraci neuronli béhem
procesu neurodegenerace, inhibovani tvorby a agregace AR plak(. Studie prokdazaly nizkou

hladinu vitaminu A a betakarotent u pacientd s AD ve srovnani se zdravymi lidmi. [42]

3.1.7.1.4 KOGNITIVN[ TRENINK

Kognitivni trénink jako prevence vzniku a rozvoje AD se zda byt uéinny, bohuzel lidé s jiz
pfitomnym kognitivnim deficitem a s demenci z kognitivniho tréninku neprofituji tak
jednoznacéné. Z toho dlvodu je doporucovano vyuZivat kognitivni trénink jen v casnych

stadiich demence a jen u pacientd, ktefi k tomu jsou sami motivovani. [27]
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3.1.7.1.5 FYZICKA AKTIVITA
Stfedni a vysoka intenzita cviceni prokazala neuroprotektivni icinek prostiednictvim produkce
antioxidacnich enzym a rlistovych faktorq, jako jsou nervové rlistové faktory a rdstovy faktor
vaskuldrniho endotelu a snizenim produkce ROS, koncentrace AR plak(, coz vede ke zlepSeni
pratoku krve mozkem a zlepSeni paméti. [43]

Fyzickd aktivita tak mQZe snizit pravdépodobnost rozvoje demence a AD. Neni ale
jasné, zda je vztah zavisly na davce, ale zd3 se, ze vyssi fyzickd aktivita vede ke snizeni rizika.

[44]

3.1.7.1.6  MEDITACE
Vyzkum naznacuje, Ze meditacni technika zvana Kirtan Kriya zlepSuje pamét a snizuje riziko
AD tim, Ze zlepSuje spanek, snizuje depresi, zvySuje pohodu, reguluje imunitni systém, zlepsSuje

metabolismus glukosy, také zlepsuje fadu aspekt dusevniho zdravi. [45]

3.1.7.1.7  VCASNA LECBA DEPRES/
Deprese je spojena se zvySenym rizikem AD. Pro prevenci demence a zlepSeni progndzy
pacienta je proto dulezité zabranit a léCit depresi. [46]

Ve studii u pacientd s mirnou kognitivni poruchou a depresi v anamnéze byla
dlouhodoba Iécba selektivnimi inhibitory zpétného vychytdvani serotoninu (SSRI) (pfes 4 roky)
spojena se zpozdénym rozvojem AD, a to pfiblizné o 3 roky ve srovnani s kratkodobou Ié¢bou
SSRI, 1é¢bou jinymi antidepresivy nebo bez |é¢by a ve srovnani s pacienty s mirnou kognitivni
poruchou, ovSiem bez anamnézy deprese. Zavérem této studie je fakt, Ze dlouhodobad |éc¢ba

SSRI mlze oddalit progresi z mirné kognitivni poruchy na AD. [47]

3.1.7.1.8  VYSSIVZDELAN{

Lidé s dosazenym vyssim vzdélanim maji nizsi riziko rozvoje AD a jinych demenci ve srovnani
s lidmi s nizsim vzdélanim. [48] Lidé, ktefi dosahli vyssiho stupné vzdélani si zaroven vytvofili
tzv. kognitivni rezervu. To znamen3, Ze jednotlivé neurony v mozku maji mezi sebou vyssi
pocet spojeni, coz ndsledné umoznuje vyuziti téchto alternativnich komunikacnich drah

ke kompenzaci prvotnich symptoma AD. [14]

23



3.1.7.1.9 APOE2 A APOE3
Clovék s formou apoE2 ma nizsi riziko rozvoje AD v porovndnim s ¢lovékem s apoE3 formou
a jedinec majici ve své genetické vybavé apoE3 mad snizené riziko rozvoje této choroby oproti

lidem s formou apoE4. [23]

3.1.7.1.10 VELIKOST MOZKU
Cim vétsi je objem mozku premorbidné, tim vétsi je rezerva pro uchovani kognitivnich funkci

pfi postizeni AD. [49]

3.1.7.2 Rezimova opatieni

PFistup musi byt komplexni a mél by zahrnovat nejen individualni pfistup k pacientovi
samotnému, ale mél by taktéz zahrnovat i jeho rodinu a vSechny oSetfujici [50], ktefi by méli
poskytnout primérenou pomoc a také prizpUsobit komunikaci s nemocnym — nenafizovat,
ale presvédcovat, byt trpélivi, vénovat nemocnym pozornost a stimulovat k dusevni
aktivité [1]. Tato komplexnost by méla zahrnovat také spradvnou vyZzivu a hydrataci
nemocného, jeho celkovou dobrou kondici, vhodnou télesnou aktivitu [35].

Vedle farmakoterapie je nutnai Uprava Zivotniho prostredi, ve kterém pacient prebyva.
Vybaveni bytu by mélo byt jednoduché, bezpecné a dostatecné prostorné [2]. Zvyraznéni
dvefti, kam chceme, aby nemocny ¢lovék chodil, ¢i zamaskovani dvefi, kudy naopak nechceme,
aby chodil, vyndani kli¢( ze dvefi, i tyto ,nepodstatné” detaily, hraji velkou roli [51].

Je také zapotiebi stanoveni a dodrzovani denniho reZimu, diky kterému se nemocny
bude schopen zorientovat v ¢ase [52].

Také je zapotrebi, aby mél pacient osobu (nejlépe rodinny pftislusnik), ktera bude lécbu
koordinovat a zajistovat napf. seznam aktualnich uzivanych 1ékd a jeho predkladani pri
lékarské kontrole [35].

Lze vyuzit muzikoterapie, kterd pozitivné ovliviiuje kognitivni (pamét, pozornost)

a behaviordlni (Uzkost, deprese) symptomy AD [53].

3.1.7.3 Farmakoterapie
Samotna farmakoterapie zahrnuje vice pfistup(, které se casto kombinuji a vzajemné doplnuji.
Soucasné lécebné postupy vyuzivaji inhibitory acetylcholinesterasy, cholinomimetika, IéCiva

ovliviujici glutamatové receptory, nootropni farmaka, lé¢iva s vazodilatacnimi ucinky,
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protizanétlivé pusobici |é¢iva, modulatory imunitniho systému, antioxidanty, latky ovliviujici

tvorbu AB a dalsi. [54]

3.1.7.3.1 INHIBITORY CHOLINESTERAS
Do skupiny kognitiv — Iéciva zlepSujici pozornost a kapacitu paméti, jsou fazeny inhibitory
cholinesteras ze skupiny nepfimych cholinomimetik. AChE je enzym lokalizovany predevsim
na membrané nervovych zakoncenich, jehoz Ukolem je rozklad ACh v synaptické stérbiné na
cholin a acetat (kyselina octova). Vysledkem inhibice tohoto enzymu je zvySeni koncentrace
ACh v synaptické stérbiné, coz vede ke stimulaci muskarinovych ¢i nikotinovych receptoru.
S rozvojem AD aktivita tohoto enzymu klesa a na odbouravani ACh se pak mlzZe ve vétsi mire
podilet i BChE, se stejnym ucinkem avsak nachazejici se v plazmé, kizi, GIT, jatrech a dalSich
mistech [12].

Podobné jako v ostatnich statech jsou v CR k 1é¢bé& mirné a? stiedné téiké AD

pouzivany 3 léciva z této skupiny.

DONEPEZIL

Donepezil — inhibitor AChE piperidinového typu s velmi malou afinitou k BChE. Vyhodou jeho
pouziti je dobra biologicka dostupnost, dlouhy biologicky polocas (70—80 hodin) a minimalni
vedlejsi ucinky. Je ovsem metabolizovan pomoci CYP3A4 a v mensi mire také CYP2D6 na dva
ucinné metabolity. [12]

Inhibice acetylcholinesterasy donepezilem je do uréité miry tkanové specificka —
inhibice je slabsi v hladkém a pfi¢éné pruhovaném svalstvu a v myokardu nez v CNS. ZlepSeni

kognitivnich funkci se obvykle projevi béhem 12 tydn( od zahajeni terapie. [54]

HsC

HsC

N

Obrazek 2: donepezil

25



GALANTHAMIN

Galanthamin byl poprvé izolovan jako alkaloid z rostliny Galanthus woronowii Losinsk., oviem
dnes uZ je béZné syntetizovan. Struktura je tvofena benzofurobenzazepinovym skeletem. [11]

Galanthamin je kompetitivni inhibitor mozkovych AChE, zatimco inhibice BChE je
minimalni. Jeho dal$im mechanismem U¢inku je alostericka modulace nikotinovych receptord,
¢imz zvysSuje uvolfiovani a produkci ACh a prenos nervovych vzruch(. Biologicky polocas je

kolem 7 hodin. Je odbourdvan enzymatickym systémem CYP2D6 a CYP3A4. [12]

HsC

Obrazek 3: galanthamin

RIVASTIGMIN

ProtoZe rivastigmin primo interaguje s aktivnim mistem (karbamyluje) AChE, jedna se
o kompetitivni inhibitor AChE, ktery je odvozen od kyseliny karbamové. Karbamat je vice
stabilni a hydrolyzuje pomaleji neZ acetdt, proto je biologicky polo¢as 2—4 hodiny (v zavislosti
na lékové formé), ale samotny ucinek trva déle [12]. Diky pfitomnosti terciarni aminoskupiny
je umoznén jeho prunik pfes hematoencefalickou bariéru, a tak plsobi v CNS. [11]

Indikaci rivastigminu je vedle mirné azZ stfedné tézké AD také mirna az stfedné tézka

demence doprovazejici Parkinsonovu chorobu [12].

0 CHj

H;C N O Sk

CHj3 CHj3

Obrazek 4: rivastigmin
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HUPERZIN A

LevotocCiva forma huperzinu — obsahovd latka z nati vrance pilovitého (Lycopodium
serratum Thunb.), ucinkuje jako reverzibilni inhibitor AChE. V soucasné dobé se alkaloid
vyuzivd u léby AD v Ciné. [56]

Huperzin A ma lepsi biologickou dostupnost pfi oralnim podani, prochazi rychleji pres
HEB a ma delsi plsobeni neZ ostatni pouzivana |éciva. Také plsobi jako antagonista NMDA
receptorll a chrani tak neurony pred toxicitou glutamatu. Po podani se mohou objevit
nezadouci ucinky, které jsou ale mensi nez u jinych IéCiv vyuZivajicich se pro zlepSeni

kognitivnich funkci. [57]

CH3

Obrazek 5: huperzin A

3.1.7.3.2 ANTAGONISTE NMDA RECEPTORU

Do skupiny kognitiv miZeme zaradit také blokatory NMDA receptord. Receptor — bunécna
makromolekula, kterd je spojena pfimo a specificky s prenosem chemického signdlu uvnitf
a mezi burikami. NMDA receptor pak radime do skupiny excitacnich ionotropnich receptorf
(ligandem oteviranych iontovych kandld). K aktivaci tohoto receptoru je nutné soucasné
navazani glutamatu i glycinu, coz nasledné vede k otevreni kalciovych kanal( a k proudéni
vapenatych iontd do bunék. Tyto receptory hraji zdsadni roli v procesech uceni a paméti,
konkrétné se podileji na synaptické plasticité. Ovsem nadmérna stimulace téchto receptort
vede k nadmérnému pfisunu Ca?* iontd do bunék, nasledné jsou aktivovany nékteré
proteinkinasy, fosfatasy a proapoptotické faktory a dochazi tak az k neurondlni apoptoze.

Timto mechanismem pak v pozdéjsSich stadiich AD dochazi k excitotoxicité. [12]
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MEMANTIN

Derivat adamantanu memantin je nekompetitivni antagonista NMDA receptor(l. Jejich
blokdadou brani aktivaci NMDA receptor( pfi zvySené hladiné glutamové kyseliny, ktera je
pfitomna v CNS u AD a ma tak neuroprotektivni Uc¢inky. [11]

Memantin se po perordlnim podani dobfe vstfebdva a z malé ¢asti se metabolizuje
v jatrech, zbytek je vyloucen v nezménéné podobé moci a v daleko mensi mire i zluci. Jeho

biologicky polocas je 60—80 hodin a prodluZuje se pfi zvySeni pH moci. [54]

NH,

CH;j

CH;

Obrazek 6: memantin
3.1.7.3.3 NOOTROPNI LECIVA
Ke zlepSeni mozkovych funkci, zlepSeni koncentrace, u€eni a zmirnéni poruch paméti jsou
pouzivana také nootropni [éCiva jejichZ vysledkem dochazi zpravidla ke zvySeni vyuzZiti energie

neurony, zlepseni pritoku krve mozkem ¢i inaktivaci volnych kyslikovych radikald.

GINKGO BILOBAE EXTRACTUM

Standardizovany extrakt z listd jinanu dvoulaloéného EGb761 zvysSuje syntézu ACh a jeho
uvolfiovani v CNS, ma antioxidacni a vazodilataéni ucinky. Dale zvysuje pritok krve mozkem,
ocnim pozadim a dalSimi tkanémi véetné koncetin. MoZnou nevyhodou tohoto extraktu maze
byt schopnost snizeni agregace trombocytl sniZzenim hladin tromboxanu A;. [57]

Extrakt Egb761 se obvykle pouZiva u pocinajicich demenci, kde jesté nejsou indikovany
inhibitory AChE, anebo je tento extrakt poddvdan do kombinace s inhibitory AChE i
memantinem. Uzivani extraktu vedlo ke zlepSeni kognitivnich funkci u pacientl trpicich
demenci. U¢inek je zavisly na ddvce, vyrazné vyssi efekt byl prokdzan u davek 240 mg

denné. [58]

PIRACETAM

Zakladem struktury piracetamu a od néj odvozené skupiny racetam( je substituovany laktam

kyseliny y-aminomaselné [11]. Mechanismus ucinku spociva ve zvySeni tvorby ATP v mozku,
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stabilizaci trombocytl a zlepseni reologickych vlastnosti krve, snizeni adhezivity erytrocytq,
ve zvySeni cholinergni transmise a uvolfiovani dopaminu. [54]

Stinnou strankou tohoto léciva vedle moznych nezadoucich ucinkd je fakt, Ze se
v organismu nebiotransformuje a vylu¢uje se v nezménéné podobé prakticky Uplné moci.
Snadno se tak dostava nejen do odpadnich vod a mize tak predstavovat budouci problém

zZivotniho prostredi. [59]

Obrazek 7: piracetam

VINPOCETIN
Derivat pfirodniho alkaloidu vinkaminu, je vyuZivan pro zlepSeni paméti, zvySeni cerebrdlniho
krevniho pritoku, pro zlepseni metabolismu mozkové tkané pri kognitivnich odchylkach a AD,

prevenci morbidity a mortality po iktu a snizeni rizika jejiho vzniku a kinetdz. [57]

e} CH3

Obrazek 8: vinpocetin
3.1.7.3.4 POTENCIALNI LECIVA
Pfirodni produkty rostlin jako alkaloidy, flavonoidy, terpenoidy, polyfenoly aj. mohou mit
na nas organismus rGzné ucinky, mimo jiné mohou pUsobit protizanétlivé, antioxidacné,
mohou také zlepSovat kognitivni funkce mozku. A protoze soucasna lécba AD klasickymi [éCivy

zpUsobuje také znacné nezadouci ucinky, pokousime se nalézt vhodnéjsi |éCiva.
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SALVIA LAVANDULAEFOLIA

Tento druh Salvéje obsahuje predevsim dvé hlavni obsahové latky a to 1,8-cineol a kafr. Tyto
terpeny vykazuji inhibi¢ni cholinesterasovou aktivitu, alosterickou modulaci GABA,
nikotinovych a muskarinovych receptord. Oviem u nékterych z téchto mechanismi ucinku
zavisi jejich celkova ucinnost na synergickych interakcich mezi jejich monoterpenovymi
slozkami. [60]

Studie dokazuiji, Ze uzivanim standardizovaného extraktu S. lavandulaefolia 1ze zlepsit

kognitivni funkce u zdravych jedincl (i nad 65 let) [60,61].

RESVERATROL
Biologicky aktivni formou je (E)-izomer. Protizanétlivy ucinek v dusledku inhibice COX-1
a COX-2 je vyssi nez u acetylsalicylové kyseliny a ibuprofenu. SnizZuje aktivitu zanétlivych
cytokinl a tim vede ke sniZzeni mortality na kardiovaskularni onemocnéni. [57]

Resveratrol inhibici ribonukleosidreduktasy ma negativni vliv na bunécnou proliferaci.
PUsobi vazodilata¢né, indukuje apoptézu nékterych bunék, interferuje s procesy krevni
koagulace — sniZuje agregaci trombocytll, priznivé ovliviiuje aterogenni index, ma
neuroprotektivni G¢inky a antioxidacni ucinky. Resveratrol snizuje tvorbu proteinl potfebnych
pro proliferaci viru Herpes simplex a inhibuje tak jeho replikaci. Stilbenova struktura je
zodpovédna za inhibi¢ni monoaminooxidasovou aktivitu. [62]

Ucinnost, bezpe¢nost a farmakokinetika resveratrolu byla dokumentovana ve vice ne?
244 klinickych studiich, pfiéemz v soucasné dobé probiha dalSich 27 klinickych studii. Uvadi se,
Ze resveratrol potencidlné zlepSuje terapeuticky vysledek u pacientl trpicich diabetes
mellitus, obezitou, kolorektalnim karcinomem, rakovinou prsu, mnohocetnym myelomem,
metabolickym syndromem, hypertenzi, AD, mrtvici, kardiovaskularnimi chorobami, ledvinami,
zanétlivymi onemocnénimi a rinofaryngitidou. Bohuzel ve 2. fazi klinického hodnoceni

resveratrolu nebyly prokazany zadné vyznamné ucinky pfi terapii AD. [63,64]
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Obrazek 9: resveratrol

3.1.8 Potencialni zasahy

Rozsifeni znalosti patogeneze AD podpofilo hledani novych lé¢ebnych postupl blizsich

kauzalni terapii tohoto onemocnéni.

3.1.8.1 Inhibitory cholinesteras

Béhem AD je sniZzeno uvolnéni ACh, Ié¢ba nemoci pomoci inhibitorli AChE spociva v tom, Ze

snizené mnozstvi ACh je kompenzovano jeho prodlouzenym ucinkem. U AD se ale kromé AChE

uplatriuje jesté dalSi enzym, ktery je za normalnich podminek naprosto minoritni —BChE. Proto

se z hlediska terapie ukazuji jako nejucinnéjsi latky schopné blokovat oba tyto enzymy. [56]
Prvnim pouzivanym inhibitorem cholinesteras byl takrin, ten byl ale staZen z trhu

z dlivodu hepatotoxicity a gastrointestindlni toxicity. V soucasné dobé jsou vyvijeny jeho

derivaty, které maji zachovanou terapeutickou ucinnost, ale jsou méné toxické. [65—67]

N
s

F

NHa

Obrazek 10: takrin

3.1.8.2 Inhibitory monoaminooxidasy B
Monoaminooxidasa A katalyzuje biodegradaci neurotransmiter(l jako jsou noradrenalin,
dopamin, serotonin, tyramin. Monoaminooxidasa B (MAO-B) se vice uplatiuje pfi
biodegradaci dopaminu. Blokace téchto enzymU vede ke zvySeni koncentrace noradrenalinu,
serotoninu a dopaminu v cytoplazmé neurond v mozku. [7]

U pacientll s AD byla pozorovana zvySenda exprese MAO-B v astrocytech vedle

amyloidnich plak(. Vysokd aktivita MAO-B muZe vést ke zvySené tvorbé kyslikovych radikald,
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¢imZ muze pfispivat k patologii AD. Snizeni oxidacniho stresu vyvolaného ROS inhibici aktivity
MAO-B proto mUlze oddalit progresi onemocnéni. [68]

Sembragilin je silny, selektivni, dlouhodobé plsobici a reverzibilni inhibitor MAO-B
vyvinuty pro potencidlni [é¢bu AD [68]. Ve studii se ovSsem neprojevily Zadné rozdily mezi
|[é¢enymi skupinami timto |é¢ivem a placebem a to ani v nezadoucich ucincich ani v ovlivnéni
ADAS-Cog (stupnice ur¢ena na hodnoceni zdvaznosti symptom{ AD, vyuZiva se k hodnoceni

kognitivnich funkci) [69,70].

3.1.8.3 Latky snizujici tvorbu AB

B-Amyloidni hypotéza vedla k zaméreni vyzkumu na ovlivnéni kaskdady tohoto proteinu.
Komplikaci vyvoje inhibitort B- a y-sekretas je nutnost prestupu téchto latek pres HEB a fakt,
Ze sekretasy Stépi pres sto jinych substrat(. Jednim z téchto substratl y-sekretasy je i Notch
protein, ktery reguluje bunécnou proliferaci, diferenciaci a rlist bunék. Diky tomu neselektivni
inhibitory y-sekretas vykazovaly mnoho neZadoucich ucinkl jako je hematotoxicita,
gastrointestinalni obtize, kozni reakce, zmény barvy vlasl. Proto byla vyvinuta druhda generace
selektivnich inhibitor( y-sekretas (tzv. Notch Setfici inhibitory), které, a¢ mély lepsi
bezpecnostni profil, v klinickych studiich nejsou pfilis nadéjné. [65,71,72]

B-Sekretasa je dal$im zajimavym terapeutickym cilem terapie AD. Cetné studie
prokazaly shodné patofyziologické mechanismy mezi AD a diabetes mellitus, jako je oxidacni
stres, mitochondridlni dysfunkce, zanét a inzulinova rezistence. Jsou proto zkouseny latky
pouzivané jako perordlni antidiabetika pioglitazon a rosiglitazon [73]. V zavérecnych fazich
klinickych studii je dalsi inhibitor B-sekretasy memapsin 2 [74], dal$i nové molekuly jsou
intenzivné syntetizovany a preklinicky zkouseny [65].

Také jsou zkouseny latky stimulujici aktivitu o-sekretasy. Zvyseni aktivity tohoto
enzymu muze vést ke snizeni produkce AP zvySenim proteolyzy APP neamyloidni cestou,
jejimz vysledkem jsou nepatogenni fragmenty. Na druhé strané je vysledek chronické
upregulace pozorovany pfi Stépeni jinych substrati zprostfedkovanych a-sekretasou stale

nedefinovany. [65,72]
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3.1.8.4 Latky zvysujici clearance AB

Aktivni i pasivni imunoterapie vyuZiva strategii zaloZzené na zvySené clearance A Ci prevenci
jeho agregace v mozku. Preklinické studie u zvifat prokazaly ucinnost imunoterapie. Klinické
studie s lidskymi pacienty ukazaly taktéz znacnou ucinnost, ale i nezadouci Ucinky. [75]

Aktivni imunizace zahrnuje vakcinaci pacienta pfislusSnym antigenem, jejimz cilem je
vytvoreni vlastni imunitni odpovédi organismu. Klinicka studie, ktera zkousela aktivni vakcinu
proti AP byla zastavena z dlivodu nedostate¢ného ucinku a nezadoucim ucinkim. [65]

PFi pasivni imunizaci jsou pacientovi intravendzné podany imunoglobuliny. Jedna se
o smés prirozenych lidskych imunoglobulinl véetné protilatek proti AB, které brani tvorbé AB,
napomahaji jeho vyluéovani z mozku a chrani neurony pred toxicitou zplisobenou AB. Tyto
imunoglobuliny nerozpoznavaji chemické sloZzeni AB, ale identifikuji jeho Spatné sloZzeni nebo
tercidlni strukturu, a tak nechavaji ,,zdravé” molekuly intaktni. [76]

Ovlivnit hladinu AB muZeme i nepfimo metodou plazmaferézy. Tato metoda je
zalozena na predpokladu, Ze existuje dynamicka rovnovaha mezi pomérem AR v likvoru
a v periferni krvi. Mechanismus této |é¢by funguje na jednoduchém principu, a to, Ze snizeni
hladin v periferni krvi vede ke snizeni hladin v likvoru [77]. Tento novy smér se jevi jako
nadéjny, ale praktickému Sirokému vyuziti bude urcité branit zejména proceduralni sloZitost
|éCby (zajisténi centrdlniho Zilni pfistupu, doba |écby, monitorace pacienta, personalni
zatizeni). [76]

Insulin a AB jsou 2 kompetitivni substraty insulin degradabilniho enzymu (IDE), které
jsou spojovany s rozvojem AD. IDE je spojen s odstrariovanim AP, vyvoj aktivatort IDE by proto

mohl byt jednim z moznych lékovych zasah( proti tomuto onemocnéni. [21]

3.1.8.5 Terapie zamérena na T-protein

Terapie se snazi modulovat fosforylaci T-proteinu a branit tak jeho agregaci. Glykogensyntasa-
kinasa 3 (GSK-3) je zodpovédna za fosforylaci, a tedy inaktivaci glykogensynthasy, kontrolu
metabolismu glykogenu, regulaci bunécné proliferace a bunécéného cyklu. Aktivace GSK-3
zpusobuje hyperfosforylaci t-proteinu, kterd vede k agregaci t-proteinu a tvorbé
neurofibrilarnich klubicek [78]. Prvnim GSK-3 inhibitorem bylo lithium, u kterého ale nebyl

prokazan jeho ucinek na kognici [65].
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3.1.8.6 Serotonergni latky

U pacientd s pokrocilou formou AD mohou byt zapotiebi vys$si davky inhibitor( AChE, tato
strategie je ale omezena zvySenymi nezadoucimi Ucinky v dlsledku perifernich cholinergnich
ucinkd (napf. nevolnost, zvraceni a prlijem). Proto se zkouma moznost kombinace antagonisty
5-HT6 receptor( a inhibitor( AChE pro usnadnéni centrdlniho cholinergniho pfenosu, coz dale
zvySuje kognitivni zpracovani a vykonnost, ale bez vyvolani perifernich cholinergnich
vedlejsich ucinka. [79]

Serotoninové 5-HT6 receptory jsou odpovédné za kognitivni procesy a pamét. Blokada
téchto receptor( zvySuje uvolfiovani ACh a zlepsuje tak cholinergni transmisi. [65]

Idalopirdin je novy selektivni antagonista 5-HT6 receptorli, ktery je testovan
v kombinaci s donepezilem. Klinické studie ale neprokazaly zadny pfiznivy Ucinek idalopirdinu

jako doplrikového Iéku pfi |écbé donepezilem. [79]

3.1.8.7 Agonisté nikotinovych receptort

Centralni cholinergni systém hraje dllezitou roli v kognitivnich funkcich, vysledky studii
naznacuiji, Ze nikotinové receptory jsou zapojeny do patofyziologie AD. Zkousen byl napriklad
vareniklin, agonista nikotinovych receptor( a latka pouzivana k odvykani koureni. Studie

ovsem neprokazaly pozitivni efekt na kognitivni funkce. [80]

3.1.8.8 Antagonisté receptort pro kone¢né produkty pokrocilé glykace

Koncové produkty pokrocilé glykace (AGEs) po vazbé na své bunécné receptory (rAGEs)
mohou vést k chronickému oxidacnimu stresu a zanétu [65]. Na tyto receptory je schopen se
vazat také AP [81]. Azeliragon pUsobi jako antagonista rAGEs, jehoZ Ucinnost potvrdily klinické
studie [81,82].

3.1.8.9 LécCiva interagujici s mitochondrialnimi enzymy

Nékolik mitochondridlnich protein( interaguje pfimo s AB, coZ pravdépodobné ovliviiuje
mitochondridlni metabolismus. Jednim takovym proteinem je enzym amyloid vazajici
alkoholdehydrogenasa (ABAD), znamy také jako 178-hydroxysteroidni dehydrogenasa typu 10
(HSD10). Fyziologickou funkci ABAD je ziskavani energie B-oxidaci mastnych kyselin, pokud
jsou nizké hladiny glukosy nebo pokud je metabolismus glukosy vyrazné snizen. ABAD ma
pomérné malou substratovou specifitu a experimentalné pro néj bylo popsano mnoho

potencialnich substratl. [83-85]
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ZpUsob, kterym AP po navazani na ABAD zplsobuje svou neurotoxicitu neni zcela
objasnén, ale existuje zde nékolik teorii. Prvni teorie predpokladd, Ze ABAD po navdzani na AB
produkuje toxické aldehydy 4-hydroxynonenal (HNE) a malondialdehyd (MDA), které
za normalnich podminek naopak detoxikuje. DalSi teorie predpokladd, ABAD po interakci s AR
ve zvysené mire metabolizuje hormon estradiol, ktery pUsobi protektivné vici toxickym
ucinkdm APB. Toxicita interakce ABAD s AB muZe byt také zprostfedkovana proteinem
endofilinem | (EP-I), a ktery ma v disledku této interakce zvySenou expresi. EP-l aktivuje enzym
JNK (c-Jun N-termindlni kinasa), ktery je soucdsti proapoptotické signalni kaskady, coz mlze
vést k zaniku buriky. [83]

Mozné pristupy k 1écbé AD predstavuji jak pfima inhibice ABAD enzymu, tak naruseni

interakce AB s ABAD.

3.1.8.10 Neurotropni faktory, neutrofiny
Do skupiny neurotropnich faktor(i oznacované také jako neutrofiny, patfi nervovy rlstovy
faktor (NGF), neurotroficky faktor odvozeny z mozku (BDNF), neurotrofin-3 (NT-3), NT-4/5
a NT-6. Tyto proteiny ovliviuji preziti a proliferaci vybranych neuronli v centralnim
a perifernim nervovém systému. [86]

Je popsdna souvislost mezi dysbalanci NGF a neurodegeneraci u AD, v mozcich

pacientd byly zjistény snizené koncentrace BDNF. [63]

3.1.8.11 Latky ovlivAujici zanétlivé procesy

K Ié¢bé AD byly zkouSeny i derivaty NSAID. Testovany byly napf. naproxen, lornoxikam,
rofekoxib, tarenflurbil, ovSem studie skoncily negativnim vysledkem — nebylo prokazano
vyznamné zlepseni paméti, kognitivnich funkci ¢i schopnosti vykonavat bézné denni aktivity.

[65,87,88]

3.1.8.12 Statiny
Nékteré studie prokazaly vliv statin( (inhibitory 3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A

reduktasy) ve snizeni incidence AD a redukce neuropatologickych zmén [89-92].
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3.2 Vinca minor

Cesky nazev: Barvinek mensi, Bréal mensi

3.2.1 Taxonomické zarazeni

Rige: Plantae

Oddéleni: Magnoliophyta
Trida: Rosopsida

R4d: Gentianales

Celed: Apocynaceae

Rod: Vinca

Druh: Vinca minor L. [94]

Jaw"

P A LN T

- -

N~

Ay

‘JJ
¥

\'a

L P

e _‘" f":' 3( e
.- .1. A 4
- ]

L

Obrdzek 11: Vinca minor L. [95]
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Obrdzek 12: Vinca minor L. kvét [95]

Obrazek 13: Vinca minor L. list [95]
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3.2.2 Botanicka charakteristika

Vinca minor L. je plaziva vytrvald bylina s poléhavymi na bazi drevnaticimi lodyhami
s koZovitymi stalezelenymi elipsovitymi az kopinatymi vstficnymi listy. Nekvetouci stonky jsou
plazivé, kvetouci stonky vystoupavé. Jednotlivé kvéty vyrlstaji z Uzlabi list(i na dlouhé stopce.
Pétidilny kalich prechdzi v péticipou doleva sto¢enou korunu. Korunni listky jsou modré, nékdy
prechazeji do rlizova, mohou byt i bilé. Kvete v dubnu az ¢ervnu. Oddenek je plazivy, plodem
jsou méchyrky. Drogou je nat, ktera se sbira pred rozkvétem. [93,96—-98]

V Ceské republice se mizeme setkat s V. minor, ktery diky ¢astému vysazovani na
zahraddch a hrbitovech casto zplanuje. Ve volné pfirodé je pomérné vzacny, aje proto

i chranény. [93,96]

3.2.3 Vyutiti v lidovém lécCitelstvi

V nasem prostfedi je V. minor povazovan za jedovatou rostlinu, a proto se od jeho uzivani
v lidovém lécitelstvi ustupuje [93].

Lécba barvinkem se vyuziva predevsim kvali jeho vlivu na kardiovaskularni systém —
snizuje krevni tlak, zlepsuje prokrveni srdecniho svalu pfi ischemii, plisobi mirné mocopudné,
snizuje hladinu krevniho cukru. Vyuziva se také jako adstringens, zejména pfi krvaceni z nosu,

kdy se jeden listek barvinku pokrci, stoci do rolicky a vlozi se do krvacejici nosni dirky. [96]

3.2.4 Obsahové latky

V. minor a ostatni rostliny z ¢eledi Apocynaceae jsou bohatym zdrojem indolovych alkaloidu
(0,3 - 1 %), vedlejsimi latkami jsou flavonoidni glykosidy a tfisloviny. Z V. minor bylo dosud

izolovano pres 45 alkaloid(. [99]

3.2.4.1 Indolové alkaloidy

Biosyntéza indolovych alkaloidd vychdazi z aminokyseliny tryptofanu. RozliSujeme 5 typU:
ergotové, pyrroloindolové, chinolinové, jednoduché indolové, jednoduché B-karbolinové

a terpenové. Vinca alkaloidy patfi mezi terpenové alkaloidy.

3.2.4.2 Vinca alkaloidy

Jako Vinca alkaloidy oznacujeme alkaloidy rodu Vinca, jedna se o jednu z nejvyznamnéjsich

skupin terpenovych alkaloid(i. Z chemického hlediska se jednd o dimery sindolovym

38



a dihydroindolovym seskupenim. Dale je délime na eburnaminovy, ajmalinovy, sarpaginovy,

akuamminovy a oxindolovy typ.

3.2.4.2.1 EBURNAMINOVY TYP

Zakladni skelet tvoren tetrahydrofuranovym kruhem s (20R, 21R) [(208, 218)] konfiguraci
nazyvame eburnan. Enantiomerem tj. optickym antipodem s konfiguraci (20S, 215)
[(20a, 21a)] eburnanu je vinkan. [100]

Alkaloidy eburnaminového typu byly poprvé izolovany z barvinku mensiho
Zabolatnayaou a nezavisle i Schlittlerem a Furlenmejerem. Prvni farmakologické studie byly
provedeny Raymondem-Hametem a Quevauvillerem, ktefi popsali pfiznivy vliv vinkaminu na
cirkulaci snizenim krevniho tlaku, srde¢niho vydeje a srde¢niho tepu. Pfi poddvani vinkaminu
pacientdm stéZujicim si na zavraté, bolesti ¢i motani hlavy doslo k Ustupu téchto potizi, coz je
vysvétlovano rozsifenim mozkovych cév. [100]

Do této skupiny patfi: eburnamin, vinkamin, epivinkamin, apovinkamin,
deoxyvinkamin, vinkaminol, epivinkaminol, vinpocetin, vindeburnol, vinburnin

(L-eburnamonin), eburnamenin. [100,101]

Tabulka 1: Alkaloidy eburnaminového typu

eburnamin vinburnin

HO

CHj3
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Tabulka 1: Alkaloidy eburnaminového typu (pokracovani).

vinkamin deoxyvinkamin

CH; © CHs

apovinkamin vinkaminol

e

HO CH;

epivinkamin epivinkaminol

OH 5\\

vindeburnol

CHa

vinpocetin

é\ HO

0 CH3
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3.2.4.2.2 AJMALINOVY TYP

Ajmalinové alkaloidy obsahuji polycyklicky ajmalinovy kruhovy systém. Ajmalinovy typ Vinca

alkaloidli se vyskytuje v Celedi Apocynaceae. Nejhojnéji se vyskytuji v rodu Rauwolfia,

ale najdeme je i v dalSich rodech. [102]

Radime sem napfiiklad: ajmalidin, ajmalin, isoajmalin, vinorin, vincamajorein,

12-methoxyajmalin a dalsi. [102]

Tabulka 2: Alkaloidy ajmalinového typu

ajmalinovy kruhovy systém

CHs

ajmalidin

O

CHs

vinorin

ajmalin

CH;,

isoajmalin

HO,

%,
/,”

CHs

12-methoxyajmalin

H3C

CHs
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3.2.4.2.3 SARPAGINOVY TYP
Sarpaginové alkaloidy jsou strukturné podobné ajmalinovému typu alkaloidl. V soucasnosti
do této skupiny rfadime vice nez 200 latek, z nichZz 120 latek jsou monomerni indoly, zbytek
pak tvoti bisindolové alkaloidy. Indolové alkaloidy sarpaginového typu jsou rozsifeny ve 25
druzich rostlin, predevsim ¢eledi Apocynaceae. [103]

Do této skupiny radime: vellosimin, makrokarpin E, alstonoxin A, rauverin B

a dalsi [103].

Tabulka 3: Alkaloidy sarpaginového typu

vellosimin makrokarpin E

H

alstonoxin A rauverin B

CHs

OH

o,
H
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3.2.4.2.4 AKUAMMINOVY TYP

Akuammin, izolovany ze semen Picralima nitida (Apocynaceae), byl popsan jako 5-hydroxy-N-

methylindolin se sumarnim vzorcem C;H2604N> [104]. Pozdéji byl izolovan vinkamajoridin

z rostliny Vinca major a byl také popisovan jako 5-hydroxy-N-methylindolin o stejném

sumarnim vzorci. Nasledné dikazové reakce potvrdily, Ze se jedna o jednu a tu samou latku.

[105]

Do této skupiny muiZieme kromé akuamminu zaradit také vinkorin, pikrinin,

scholarisin A a dalsi. [106]

Tabulka 4: Alkaloidy akuamminového typu

HiC

akuammin (vinkamajoridin) vinkorin

HsC

/\CHg
0
ch/
CH;
pikrinin scholarisin A
N
HO
N
CHs
‘N‘_‘-

0

/ o
HiC
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3.2.4.2.5 OXINDOLOVY TYP
Do skupiny oxindolového typu patfi isomajdin, majdin, herbalin, hervin [107-109], a ve své
strukture obsahuji oxindol. Oxindol je slozen z benzenového jadra, na které je pfipojen

pyrrolidin, vznikd tak 2,3-dihydroindol, ktery v poloze 2 obsahuje oxoskupinu [110].

Tabulka 5: Alkaloidy oxindolového typu

oxindol
0
N
H
0
HiC—
vinerin vineridin

N

o]
Iz

3.2.5 Aktivita alkaloidd v rodu Vinca

VINKAMIN

U vinkaminu byl prokdzan vliv na obéhovy systém, konkrétné alkaloid sniZzuje krevni tlak
a ovliviuje srdecni vydej a tep [111,112]. Studie popisuji pozitivni U¢inek vinkaminu v lé¢bé
mozkové ischemie a hypoxie diky jeho vazodilatacnimu plsobeni na mozkové cévy, ¢imz

zlepSuje prokrveni mozku. Ma vliv na produkci ATP a efektivni vyuziti glukosy a kysliku
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[113,114]. Vinkamin mUze zlepsit dopaminergni, serotoninergni a noradrenergni funkce a ma
také neuroprotektivni Ucinek dany pravdépodobné svou antioxidacni aktivitou [9].

Neurodegenerativni nemoci spojené se starnutim jsou charakterizovany
nerovnovahou stopovych prvkl v mozku. Zelezo je potfebné pro normalni neurondlni funkce
(role v oxidativnim metabolismu, biosyntéze neurotransmiterl a tvorbé myelinu).
Koncentrace tohoto prvku se zvySuje s pokrocilym vékem a pfi neurodegenerativnim
onemocnéni, u kterych zprostfedkovava oxidacni poskozeni a bunéénou smrt [115]. Bylo
prokdzano snizeni koncentrace Zeleza v mozku po pouziti vinkaminu [9].

Na zdkladé predchozich klinickych studiich zamétujicich se na |écbu zavrati a zvonéni
v usich vinkaminem, a které naznacuji pozitivni vliv vinkaminu na stfedni ucho, je
predpokladdn a zkoumdn také vliv vinkaminu na kochlearni funkce poskozené Meniérovou
chorobou. [116]

Vinkamin vykazuje silnou antioxidacni aktivitu a sniZzuje hladiny ROS. Také vykazuje
protizdnétlivy ucinek snizenim exprese IL-6, IL-8, TNF-a, TGF-B. [117]

Vinkamin a jeho syntetické derivaty mohou také pUlsobit jako blokatory napétové
fizenych Na* kanall v mozku, proto byla zkoumana také mozZnost jejich vyuziti jako
potencialnich antikonvulsiv. [118]

Byla zkoumdna i antidiabeticka a antihyperlipidemickd aktivita vinkaminu. Studie
na diabetickych mysich potvrdila pozitivni uc¢inek vinkaminu. Tento ucinek byl dokonce

srovnatelny s Uéinkem glibenklamidu. [119]

0
[ |3C/ \[ i
[ OH
0

Obrazek 14: vinkamin

CHj

VINPOCETIN

Tento synteticky derivat prirodniho alkaloidu vinkaminu, zvysuje pritok a mikrocirkulaci krve
v mozku zlepSenim plasticity erytrocytd, snizenim cerebrdlniho vaskularniho odporu a inhibici
agregace trombocytd. ZvySenim Ucinku adenosinu mizZe také neurony chranit pred rozvojem

hypoxie, neovliviiuje vSak periferni pritok. Stimuluje cerebrdini metabolismus, zlepsSuje
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utilizaci kysliku a glukézy. Vede ke zvySeni dostupnosti dopaminu a noradrenalinu v CNS
a celkové zvySuje obrat mozkovych katecholamin(. V Evropé ma charakter IéCiva, zatimco

v USA je dostupny jako doplnék stravy. [57,117,118]

0 CHs

Obrazek 15: vinpocetin

VINBLASTIN
Vinblastin spolu s vinkristinem patii mezi tzv. fazové specificka cytostatika — plisobi v M-fazi
bunécného cyklu, ve které =zastavuje bunécné déleni. Zastavuji mitézu interakci
s mikrotubuldrnim systémem — blokuji polymeraci mikrotubularniho proteinu a brani tak
vzniku déliciho vieténka. Toto naruseni mitdzy vede k aktivaci kontrolnich bod( mitotického
vieténka, k zastavé mitdzy a pripadné az k mitotické bunééné smrti, a to pfedevsim rychle
délicich se nadorovych bunék. Nicméné i tak se projevi nezddouci UcCinky zahrnujici
neurotoxicitu (periferni neuropatie, zastrené vidéni, bolesti hlavy, poruchy nervosvalového
prenosu...), hyperurikémie, utlum krvetvorby (leukopenie, trombocytopenie, anémie)
Ci zvySeny vyskyt infekénich onemocnéni. Indikaci jsou hodgkinské i nehodgkinské lymfomy,
histiocytdza X a testikularni karcinomy [54].

Pravé mnozstvi nezadoucich Ucinkd vede k terapeutickému vyuziti polosyntetickych

derivat( jako je napf. vinorelbin.
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Obrazek 16: vinblastin

VINORELBIN

Vinorelbin je derivat vinblastinu s modifikovanou zdkladni strukturou, ovSsem s vlastnostmi
vinkristinu. Nepusobi na mikrotubuly axondlni, ale prevazné na mikrotubuly bunécéné, diky
¢emuz je méné neurotoxicky. Jeho indikaci je nemalobunéény bronchogenni karcinom,

pokrodily karcinom prsu, karcinom prostaty (po selhani hormonalni terapie).

HiC

H3C —

o CHs
CH, I
0

N

Obrazek 17: vinorelbin

VINKRISTIN
OdlisSnosti vinkristinu je, kromé chemické struktury, SirSi spektrum ucinnosti. Mezi jeho
indikace patfi akutni lymfoblastické leukémie, hodgkinské i nehodgkinské lymfomy,

neuroblastom, Wilmsiv tumor, mnohocetny myelom, rabdomyosarkom, meduloblastom

a Ewingliv sarkom. [54]
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HsC,

Obrazek 18: vinkristin
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Material a rozpoustédla pro izolaci alkaloidd

4.1.1 Rozpoustédla

aceton p. a. (Ing. Petr Svec — Penta) (CH3COCHs)

e benzin IékaFsky lékopisné kvality CL 2017 (Ing. Petr Svec — Penta) (Bz)
e cyklohexan p. a. (Ing. Petr Svec — Penta) (CHx)

e diethylamin p. a. (Lach-Ner, Fisher Scientific) (DEA)

e diethylether p. a. (Lach-Ner) (Et,0)

e dichlormethan p. a. (Ing. Petr Svec — Penta) (DCM)

e ethylacetét p. a. (Ing. Petr Svec — Penta) (EtOAc)

e chloroform p. a. (Ing. Petr Svec — Penta) (CHCl3)

e methanol p. a. (Ing. Petr Svec — Penta) (MeOH)

e n-hexan p. a. (Ing. Petr Svec — Penta) (n-Hx)

e toluen p. a. (Ing. Petr Svec — Penta) (To)

4.1.2 Chemikalie a pomocné latky

e hydroxid amonny 25% p. a. (Lachema) (NH4OH)
e kyselina chlorovodikova 35% p. a. (Lachema) (HCl)
e kremelina Celite 535 John’s Manville (Sigma-Aldrich)

e uhli¢itan sodny bezvody p. a. (Ing. Petr Svec — Penta) (Na,COs)

4.1.3 Detekéni Cinidla

Dragendorffovo ¢inidlo — vznika smichdnim roztoku A a roztoku B v poméru 1:1.

Roztok A vznika rozpusténim 20 g kyseliny vinné a 1,7 g dusi¢nanu bismutitého zasaditého
v 80 ml vody. Roztok B vznikd rozpusténim 16 g jodidu draselného ve 40 ml vody. Detekcni
roztok se vytvori smisenim 5 ml zdsobniho roztoku (roztok A+B) s roztokem 10 g kyseliny vinné
v 50 ml vody.

Mayerovo ¢inidlo vzniklo rozpusténim 5 g Kl ve 30 ml vody a pfidanim 1,35 g HgCl, v prasku.

Bylo michdno do rozpusténi vzniklé srazeniny. Cinidlo bylo uchovavano v lednici p¥i 2—8 °C.
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4.1.4 Vyvijeci soustavy pro TLC

DCM + MeOH + NH40OH (95:5:0,1)

CHx + CH3COCH3 + NH4OH (70:30:0,2)
CHx + CH3COCHs + NH4OH (40:60:2)
n-Hx + CH3COCH3 + NH4OH (60:40:0,2)

4.1.5 Adsorbenty a materidl pro chromatografii

neutrdlni oxid hlinity HPLC Flash grade 32—-63 um (Alfa Aesar, Fisher Scientific)

neutralni Al,03 Across 50-200 um (deaktivovany 6 % vody)

silikagel 60 40—63 um (Merck Millipore)

komeréni TLC hlinikové desky silikagel 60 F254, tloustka vrstvy adsorbentu 0,2 mm (Merck
Millipore)

polypropylenové (PP) kartridze 40 x 150 mm (Biichi, Svycarsko)

komeréni PP Sepacore kartrid? (Silikagel 40-63 pm, 120 g) (Biichi, Svycarsko)

sklenénd predkolona 26 x 100 mm (Biichi, Svycarsko)

4.1.6 Pouzité pfistroje

vakuova odparka Rotavapor R-114 (Biichi, Svycarsko)

UHPLC systém UPLC I-Class (Waters, Millfor, USA) spojeny s hmotnostnim spektrometrem
s vysokym rozliSeni (HRMS) Synapt G2-Si (Waters, Manchester, Velkd Britanie) zaloZzeny na
Q-TOF

spektrometr VNMR S500 (Varian, USA)

polarimetr Automatic P 3000

Sepacore Flash X10 systém (Biichi, Svycarsko)

4.2 Metody

4.2.1 Obecné postupy

4.2.1.1 Pfiprava a Cisténi rozpoustédel

Vsechna rozpoustédla byla pred pouzitim precisténa frakéni destilaci. Prvnich 5 % destilatu

bylo odstranéno kvali moznému znecisténi vodou, zbytek vydestilované frakce byl uchovan

v hnédych nadobiach, aby byl chranén pred svétlem.
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4.2.1.2 Odparovani rozpoustédel

Ziskané frakce nebo Cisté latky rozpusténé ve vétsich objemech rozpoustédel byly odparovany
za snizeného tlaku na vakuové odparce pfi teploté do 40 °C. Vzorky rozpousténé v nékolika
malo ml ve sklenénych vialkach byly zbavovany rozpoustédel odfukovanim proudem vzduchu
na vodni lazni pfi teploté cca 60 °C. FindIni dosuseni bylo provedeno ve vakuovém exsikatoru

za snizeného tlaku nad susicimi perlami ze silikagelu.

4.2.1.3 Uchovavani vzorkd
Ziskané odparky frakci a vzorky alkaloidl byly v pribéhu jejich zpracovavani uchovavany

v chladniéce pti 2—8°C.

4.2.1.4 Ptiprava desek pro preparativni TLC

Na sklenéné desky 15 x 15 cm uréené pro preparativni TLC byla nalita suspenze silikagelu (6,5 g

silikagel + 20 ml vody) a rovhomérné rozetfena. Poté se hotové desky susily po dobu 24 hodin.

4.2.1.5 Preparativni TLC chromatografie

Vzorky byly nandseny na pfipravené sklenéné nebo komercni hlinikové desky po rozpusténi
tak, aby byl start nejméné 1 cm od okraji, a aby mnoZstvi smési nepfesahovalo 3 mg.cm™
u sklenénych laboratorné pfipravovanych preparativnich desek a 1 mg.cm™ u komerénich
hlinikovych desek. Podle toho byl zvolen odpovidajici pocet desek. Po naneseni a odpareni
rozpoustédel byly desky vyvijeny v nasycenych komordch (doba nasyceni min. 20 min).
Nékteré desky byly vyvijeny opakované stejnou mobilni fazi nebo i jinou, ale vidy az
po odpareni rozpoustédel. Po vyvinuti byly chromatogramy detekovany pod UV (A = 254 a 366
nm), zény byly oznaeny preparativni jehlou. Zény o stejném retencnim faktoru (Rf) ze vSech
pouzitych desek byly vySkrabany, smichany se stejnym objemovym mnoiZstvim kifemeliny

a v koloné eluovany MeOH.

4.2.1.6 Detekce alkaloidi na chromatografickych deskach

Pro detekci alkaloidd na TLC deskach byla pouzita UV lampa pfi vinovych délkach 254
a 366 nm. Pfitomné alkaloidy, obsahujici ve strukture aromaticky systém, se na desce pod UV
zarenim zbarvi tmavé, prfipadné fluorescenci. Déle byl proveden postiik Dragendorffovym

¢inidlem, kdy se alkaloidni skvrny zbarvi do oranZova az cerveno-oranzové barvy.
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Pfitomnost alkaloid(l ve vodné fazi byla zjistovana pomoci Mayerova cinidla. Po okyseleni
vodné faze obsahujici alkaloidy zfedénou HCl na pH 2—-3, bylo k roztoku pfiddano nékolik kapek

Cinidla. V pfipadé pritomnosti alkaloid( vznikla v roztoku bila srazenina.

4.2.1.7 Flash chromatografie
Flash chromatografie byla provedena Sepacore Flash X10 systémem (Biichi), ktery se sklada
ze dvou bindrnich pump C-605, UV detektoru C-640, frakéniho kolektoru C-660 a fFidici
jednotky C-60. Cely systém je ovladan PC, programem SepacoreControl 1.2.
Prvni flash separace byla provedena na aktivnim neutrdlnim oxidu hlinit¢m HPLC Flash grade
32-63 um (Alfa Aesar). Separovana frakce byla rozpusténa v DCM a MeOH a smichana
s 4nasobnym mnozstvi oxidu hlinitého. Odparenim rozpoustédel ze suspenze na vodni lazni za
stdlého michani pfi teploté 50 °C byl ptipraven roztér. Pfed separaci alkaloid( byla nejprve
polypropylenova (PP) kartridz 40 x 150 mm, naplnénd neutralnim oxidem hlinitym,
kondiciovdna promytim mobilni fazi odpovidajici 3 — 5ndsobku mrtvého objemu kolony.
Nasledné byla pred kartridz (kolonu) zapojend sklenénd predkolona obsahujici roztér.
Jednotlivé frakce byly jimany do 50 ml vdlci podle nastaveného objemu sbéru. Pratok Cinil
30 ml/min. VInové délky UV detektoru byly nastaveny na 220, 254, 280 a 366 nm (vinové délky
byly nastaveny podle pfedchoziho pfeméreni absorpcnich spekter alkaloid( PDA detektorem,
ktery je soucasti LC-MS Waters systému).

Pfi druhé flash chromatografii byl pouzit silikagel 60 40—-63 um (Merck Millipore).
Jednotlivé frakce byly jimany do 50 ml vdlci podle nastaveného objemu sbéru. Pritok Cinil

60 ml/min. VIinové délky UV detektoru byly nastaveny 254, 280, 290 a 366 nm.

4.2.1.8 LC-MS analyza

Vzorky (0,2-0,3 mg) byly rozpustény v 1 ml MeOH C¢istoty LC-MS a méfeny pomoci systému
Waters Autopurification ™ HPLC-MS (Milford, USA). Pfistroj sestava z moduli Waters Sample
Manager 2767, Systém fluidics Organizer, binarni gradientové pumpy Waters 2545, Waters
2998 detektoru s diodovym polem a Waters Acquity gDa hmotnostniho spektrometru. Vzorky
byly analyzovany pfti laboratorni teploté. Na separaci byla pouZita kolona s reverzni fazi
XSelect® CSH ™ C18 OBD ™ (100 mm x 4,6 mm i. d., 5 pum) (Milford, USA). Jako mobilni faze
byly pouzity voda s0,1% kyselinou mravendéi (rozpoustédlo A) a MeOH s 0,1% kyselinou

mravenci (rozpoustédlo B). Prlitok mobilni faze byl 1 ml/min. Elu¢ni program s gradientem byl
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naprogramovan nasledovné (v/v): 0 min 5% B, 5 min 100% B, 8,5 min 5% B, poté 1,5 minuty
v pocatecnich podminkdch pro ekvilibraci. Optimalni hodnoty parametrd ESI-MS byly:
kapilarni napéti — 0,8 kV; teplota préby — 600 °C; kuzelové napéti — 15V. LC / MS hmotnostni
spektra byla zaznamenana v rozmezi od 200-800 m/z. Pro detekci PDA byl rozsah detektoru
nastaven od 190 do 700 nm. LC ESI-MS analyzy byly provedeny v pozitivnim iontovém rezimu.
Eluce sloucenin nastava v poradi od vice poldrnich k méné polarnim, s narlstajici elu¢ni silou
mobilni faze. V pribéhu chromatografické analyzy z(stdva koncentrace kyseliny mravenci

konstantni.

4.2.1.9 NMR analyza

Pro méreni NMR spekter byl pouzit spektrometr VNMR S500, méreni probihalo za teploty
25 °C. Pfistroj pracoval pfi frekvenci 499,87 MHz pro jadra *H a 125,70 MHz pro jadra 3C.
Chemické posuny byly zaznamenavany jako hodnoty & vyjadiené v pars per milion (ppm)
a byly vztazeny na hodnoty vnitfniho standardu (TMS). Spektra byla mérena v rlznych
prostiedich. V CDCls byly hodnoty chemického posunu pro atomy H & = 7,26 ppm a pro
13C 6 =77,0 ppm. V CD30D byly pro *H 6 = 3,30 ppm a pro 3C & = 49,0 ppm. NaméFend data
jsou ve vysledcich uvddéna v poradi: chemicky posun (8), integrovand intenzita *H NMR
spekter, multiplicita (s = singlet, d = dublet, t = triplet, g = kvartet, dd = dublet dubletd,

m = multiplet, bs = Siroky singlet) a interakéni konstanta J (v Hz).

4.2.1.10 Opticka otacivost
Opticka otacivost izolovanych sloucenin byla méfena v CHCI; na polarimetru Automatic P 3000

pfi laboratorni teploté 25° C.

4.3 lzolace alkaloidU

4.3.1 Separace frakce VM 215-258 (20,75 g)

Cilem mé diplomové prace byla separace vybrané frakce VM 215-258, ktera byla ziskdna
separaci sumarniho alkaloidniho extraktu, pfipravena Ing. Miroslavem Loc¢arkem béhem jeho
doktorského studia. Popis pfipravy alkaloidniho vytfepku a jeho separace je popsdna
v diplomové praci Mgr. Anety Vitovcové. [120]

Vybrana frakce VM 215-258 byla pred separaci na Sepacore Flash systému precisténa

rozpusténim v 5% HCl (200 ml), prefiltrovana pres kiemelinu a naredéna destilovanou vodou
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na objem 500 ml. Okyselena vodna faze byla nasledné vytfepdvana 4x Et,0 (150 ml). K vodné
fazi byl nejprve pfidan EtOAc (300 ml), nasledné byla provedend alkalizace vodné faze 10%
Na>COs na pH 9-10 a extrakce alkaloid(i byla provedena 4x EtOAc (300 ml). JelikoZ ve vodné
fazi zdstavaly alkaloidy (jejich pfitomnost byla potvrzena slabym zakalem po pfidani Mayerova
Cinidla), vytfepdvani pokracovalo CHCl3 (8% 300 ml). Po extrakci CHClz ve vodné fazi jiz nebyly
alkaloidy pritomny. Spojené EtOAC a CHCls vytfepky byly odpareny dosucha za snizeného tlaku

na vakuové odparce a celkova hmotnost precisténé frakce cinila 10,9 g.
4.3.2 Flash chromatografie vybrané frakce VM 215-258

4.3.2.1 Separace na oxidu hlinitém

8,6 g alkaloidni frakce VM 215-258 bylo separovano flash chromatografii na neutralni Al,O3
HPLC Flash grade 32—-63 um (210 g), ktery byl naplnén do PP kartridze (40 x 150 mm). Roztér
byl umistén do sklenéné predkolony (26 x 100 mm). Eluce alkaloid( z pfedkolony probihala

stupniovitou eluci ve dvou krocich (detail nastaveni skokovité eluce — tabulka 6).

Tabulka 6: Detail nastaveni stupnovité eluce provedené ve 2 navazujicich krocich

1. krok eluce: 2. krok eluce:

DMC+EtOAc obsahuijici 0,25% DEA MeOH + EtOAc obsahujici 0,25% DEA
Start % B |Konec % B | min S Start % B | Konec % B min s
0 0 7 30 100 100 0 5
0 1 0 5 100 98 0 5
1 1 7 30 98 98 7 30
1 2 0 5 98 96 0 5
2 2 7 30 96 96 7 30
2 5 0 5 96 92 0 5
5 5 7 30 92 92 7 30
5 10 0 5 92 85 0 5
10 10 7 30 85 85 7 30
10 20 0 5 85 70 0 5
20 20 7 30 70 70 7 30
20 40 0 5 70 50 0 5
40 40 7 30 50 50 7 30
40 60 0 5 50 25 0 5
60 60 7 30 25 25 7 30
60 80 0 5 25 0 0 5
80 80 7 30 0 0 7 30
80 100 0 5 Celkovy ¢as: 01:00:45

100 100 7 30

Celkovy cas: 01:15:45
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Jednotlivé frakce byly jimany frakénim kolektorem do zkumavek o objemu 50 ml.
Separace frakce byla monitorovana UV detektorem nastavenym na 4 prislusné vinové délky
a TLC na komerénich deskach silikagelu 60 F254 s vyvijejici soustavé CHx + CH3COCHs + NH4OH
(40:60:2). Timto zplsobem bylo ziskano 144 frakci (obrazek 19, obrazek 20), eludty

s potencidlné stejnym obsahem byly spojeny do celkem 15 frakci (tabulka 7).
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Obrazek 19: Flash chromatografie Al,03 1. ¢ast: A: DCM + DEA (100:0,25), smési B: EtOAc + DEA (100:0,25)
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Obrazek 20: Flash chromatografie Al,03 2. ¢ast: A: MeOH + DEA (100:0,25) a smési B: EtOAc + DEA (100:0,25)
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Tabulka 7: Podfrakce ziskané flash chromatografii frakce VM 215-258

Cislo frakce | spojené frakce | odparek [mg]
1 4-21 7674

2 22-27 521,5

3 28-75 176,2

4 76-95 71

5 96-108 bez alkaloid(
6 109-114 136,6

7 115 29,9

8 116-119 157,1

9 120 62,4

10 121 33,7

11 122-123 31,5

12 124-128 376,8

13 129-132 464

14 133-139 362,3

15 140 230,3

4.3.2.2 Separace spojené frakce 4—21 (7,67 g) na silikagelu

Jelikoz separace frakce VM 215-258 na oxidu hlinitém probéhla s nedostatec¢nou separaci,
byla spojena frakce 4-21 separovana flash chromatografii na silikagelu 40-63 um (Sepacore
kartridz hmotnost 120 g). Roztér byl pfipraven rozpusténim podfrakce v DCM a MeOH
a pridanim silikagelu v poméru 2:1 ku vaze frakce a odpafenim rozpoustédel do sucha. Eluce
alkaloidl z predkolony probihala stupriovitou eluci za pouziti smési mobilni faze A: DCM

a B: MeOH + NH4OH (100:0,1). Detail nastaveni eluce je popséan v tabulce 8.
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Tabulka 8: Nastaveni skokové eluce pouzitim mobilni faze A (DCM) a B (MeOH + NH;OH (100:0,1).

Start % B | Konec % B | min S
2 2 10 0
2 4 0 5
4 4 10 0
4 8 0 5
8 8 10 0
8 14 0 5
14 14 10 0
14 20 0 5
20 20 10 0
20 30 0 5
30 30 10 0
30 50 0 5
50 50 10 0
50 75 0 5
75 75 10 0
75 100 0 5
100 100 10 0
Celkovy ¢as: 01:18:10

Frakce byly sbirané frakénim kolektorem na zakladé nastaveni UV detektoru na
pfislusné vinové délky a monitorovany a TLC na komerc¢nich silikagelovych deskach v soustavé
DCM + MeOH + NH4OH (95:5:0,1). Bylo ziskano 113 frakci (obrazek 21), eludty s obsahem

potencialné stejnych alkaloid( byly spojeny do celkem 16 frakci (obrazek 22, tabulka 9).
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Obrazek 21: Flash chromatografie: silikagel, A: DCM, B: MeOH + NH,OH (100:0,1)

Tabulka 9: Podfrakce ziskané flash separaci spojené frakce 4-21 na siliagelu

Cislo frakce |spojené frakce | odparek [mg]
1 5 307,8
2 6—-10 1192,2
3 11-16 157,4
4 17-26 1487,7
5 27-29 293,1
6 30-34 82,6

7 35-38 217

8 3941 120,1
9 42-44 + 48 493,6
10 45-53 1064,3
11 54-60 803,6
12 31-79 479

13 80-84 80,4
14 85 18,4
15 86 43,7
16 87-113 168,5
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Obrazek 22: souhrnny chromatogram ve smési DCM + MeOH + NH4OH (95:5:0,1)

4.3.2.2.1 Separace alkaloidu z vybranych podfrakci ze spojené frakce 4-21
Pro dalsi zpracovani byly pouzity frakce ¢. 17-26, 27-29 a 45-53.

Separace alkaloidl z frakce 17-26

Frakce 17-26 (1,48 g) byla délena na silikagelu na 30 litych deskach preparativni TLC 15x15 cm.
Jako vyvijeci smés byla pouzita soustava CHx + CHsCOCHsz + NH4OH (70:30:0,2), pocet
vyvijeni 1x. Celkem byly ziskany 3 zény:
e 17-26/1 m =79 mg (smés nejméné 3 latek); Rf = 0,6
e 17-26/2 m =784 mg (témér Cista sloucenina); Rf = 0,55
e 17-26/3 m =223 (smés latek), Rf = 0,30

Podfrakce 17-26/2 byla precisténa ve smési To + EtOAc (1:1) pres vrstvu neutralniho
Al;03 Across 50—-200 um (deaktivovany 6 % vody). Po odpareni byla frakce krystalizovéna za

horka z To, ziskané nazloutlé krystaly byly promyty smési Bz + To (9:1). Byla ziskana slou¢enina

oznacena jako AV-1 (243 mg).

Separace alkaloid( z frakce 27-29

Frakce 27-29 (293 mg) byla separovana na 6 litych deskach 15x15 cm na silikagelu.
Jako vyvijeci smés byla pouZita soustava n-Hx + CH3COCHs+ NH4OH (60:40:0,2), pocet vyvijeni

3x. Bylo ziskano 5 zén:

e 27-29/1 m = 3,2 mg (smés latek, dale nepokracovano), Rf = 0,75
e 27-29/2 m=95 mg (smés latek, dale nepokracovano), Rf = 0,63

e 27-29/3 m=11,2 mg (smés latek, dale nepokracovano), Rf = 0,55
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e 27-29/4 m =63 mg (témér Cista sloucenina), Rf = 0,42
e 27-29/5m = 11mg (smés sloucenin, dale nepokracovano), Rf = 0,25

Podfrakce 27-29/4 byla podrobena opakované preparativni TLC na 4 komercnich
deskach se silikagelem, jako vyvijeci smés byla pouzita soustava n-Hx + CH3COCHsz+ NH4OH
(60:40:0,2), pocet vyvijeni 3x. Byla ziskdna oranZovohnéda cista amorfni sloucenina AV-3

(21,8 mg).

Separace z frakce 45-53

Frakce 45-53 (1,04 g) byla podrobena krystalizaci z Et;0, ziskané snéhové bilé krystaly, které
byly promyty smési 20% Et,0 v lIékarském benzinu (destilacni frakce benzinu o t. v. 40-60 °C).

Celkové bylo ziskano 134 mg krystalické slouceniny AV-2.
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4.4 Materidl a chemikalie pro stanoveni cholinesterasové inhibi¢ni

aktivity izolovanych alkaloid(

4.4.1 Chemikalie pro stanoveni inhibi¢ni aktivity

e acetylthiocholin jodid 10mM roztok, Sigma-Aldrich

e butyrylthiocholin jodid 10mM roztok, Sigma-Aldrich

e dimethylsulfoxid pro biologické testy, Sigma-Aldrich (DMSO)

e galanthamin hydrobromid 95% (Changsha Organic Herb Inc., China)

e fysostigmin 99% (Sigma-Adrich)

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

4.4.2 Pufry

o fosfatovy pufr 5mM, pH 7,4
o fosfatovy pufr 5mM, pH 7,4 s obsahem 150 mM NacCl
o fosfatovy pufr 100 mM, pH 7,4

4.4.3 Pristroje

e centrifuga Boeco U-32 R, Boeco, Germany a rotor Hettich 611, Hettich, Némecko

e reader Synergy ™ HT Multi-Detection Microplate Reader, BioTek, USA

4.4.4 Biologicky material

Jako zdroj lidské AChE byl pouzit hemolyzat lidskych erytrocytl a jako zdroj lidské BChE byla

poutzita lidska plazma.

4.5 Stanoveni inhibi¢ni aktivity alkaloidd

4.5.1 Priprava plazmy a hemolyzatu

Hemolyzat a plazma byly ziskdny z éerstvé krve, ktera byla odebrana a nasledné smichdna
s citronanem sodnym v poméru 1:9 (odpovida 2 ml 3,4% citronanu na 18 ml krve) z dGvodu
zabrany koagulace. Nasledné byla krev rovhomérné rozdélena do zkumavek. Byla provedena
centrifugace rychlosti 4000 ot.min™! pfi teploté 4 °C po dobu 10 min. Doslo k oddéleni plazmy,

ktera byla zdrojem BChE.
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Z usazenych erytrocytd se odsdly zbytky plazmy a sediment byl zfedén 5mM fosfatovym
pufrem o pH 7,4 s obsahem 150mM NaCl. Vznikld suspenze byla dostatecné promichdna
a rozdélena do zkumavek. Nasledné byla provedena jejich centrifugace za stejnych podminek.
Erytrocyty byly promyty centrifugaci celkem 3x, poté byla odstranéna promyvaci kapalina
a byl pfidan 5mM fosfatovy pufr o pH 7,4 v poméru 1:9 (erytrocyty a fosfatovy pufr). Tato smés
byla pfevedena do Erlenmayerovy barky a za stdlého michani na magnetické michacce byla
nechana hemolyzovat.

Po skonceni procesu hemolyzy byla zmérena aktivita hemolyzatu. Hodnoty absorbance
AChE v hemolyzatu i BChE v plazmé byly upraveny pomoci 5mM fosfatového pufru podle

potieby. Hemolyzat i plazma, které byly ziskany, byly uchovavany pfi teploté -22 °C.

4.5.2 Stanoveni cholinesterasové inhibi¢ni aktivity

Hodnoty inhibi¢ni aktivity byly stanoveny pomoci Ellmanovy spektrofotometrické metody
s pouzitim DTNB. Metoda je zaloZena na hydrolyze esterld thiocholinu cholinesterasou
za vzniku thiocholinu a pfislusné kyseliny. Thiolova skupina thiocholinu nasledné reaguje
s DTNB za vzniku Zlutého zbarveni (dochdzi ke vzniku 5-sulfanyl-2-nitrobenzoové kyseliny).
Nasledné je sledovan spektrofotometrickou metodou nardst absorbance po dobu 1 min pfi
vinovych délkach A =436 nm pro AChE a A =412 nm pro BChE.

Ke stanoveni aktivity enzym( bylo pipetovdno na mikrotitraéni desticku 8,3 pl hemolyzatu pro
AChE, nebo 8,3 ul krevni plazmy pro BChE. Nasledné bylo pfidano 283 pl 5mM DTNB a 8,3 pl
DMSO. Smés byla dikladné promichavana v mikrotfepacce po dobu 1 min a poté inkubovana
5 min pfi 37 °C. Nésledné bylo pfidano 33,3 ul roztoku 10nM acetylthiocholin jodidu nebo
10nM burytylthiocholin jodidu jako substratu a pfi vinové délce A = 436 nm pro AChE
a A =412 nm pro BChE byla zjistovana hodnota absorbance.

Ke stanoveni inhibi¢ni aktivity izolovanych latek bylo pipetovano na mikrotitracni desticku
8,3 ul hemolyzatu pro AChE, nebo 8,3 ul krevni plazmy pro BChE. Nasledné bylo pfidano
283 pl 5mM DTNB a 8,3 pl roztoku latek s DMSO v sestupné koncentraci 40mM, 10mM, 4mM,
1mM a 0,4mM. Smés byla dostatecné promichavana v mikrotfepaéce po dobu 1 min a poté
inkubovana 5 min pfi 37 °C. Nasledné bylo pfidano 33,3 ul roztoku 10mM acetylthiocholin
jodidu, nebo 10mM butyrylthiocholin jodidu a hodnoty namérené absorbance byly po 2 min

odecteny.
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Vypocet hodnot ICso byl provedeny v programu GraphPad Prism. Poté byly ziskané hodnoty

porovndny se znamymi hodnotami ICso. Procenta inhibice byla vypocitana podle vzorce:

AA
%1=100—( 5L

x 100
A A5A>

% | — procenta inhibice
A Ag. — narlst absorbance u slepého vzorku za 1 min

A Asp — nardst absorbance u méreného vzorku za 1 min
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5 Vysledky

5.1 Strukturni analyza

5.1.1 AV-1 (-)-minovincinin
Sumadrni vzorec: C21H6N203

Molekulovd hmotnost: 354,44 g.mol™*

H CH;

OH

Iz

CHj

Obrazek 23: (-)-minovincinin
5.1.1.1 LC-MS analyza
ESI-MS m/z % [M+H]* 355.

5.1.1.2 NMR analyza

Sloucenina byla uréena na zakladé porovnani NMR spekter s literaturou. [121]

5.1.1.3 Opticka otacivost
[a]ZDS= -356° (¢ 0,267; CHCls)

5.1.2 AV-2 (+)-striktamin

Sumarni vzorec: C2oH22N20;

Molekulovd hmotnost: 322,40 g.mol™*
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CHs

Obrazek 24: (+)-striktamin

5.1.2.1 LC-MS analyza
ESI-MS m/z % [M+H]* 323 (100), 324 (46). [M+Na]* 345 (8).

5.1.2.2 NMR analyza

Sloucenina byla uréena na zakladé porovnani NMR spekter s literaturou. [122]

5.1.2.3 Opticka otacivost

[@]% = +66° (c 0,302; CHCl3)

5.1.3 AV-3 nova sloucenina

Sumarni vzorec: Ca3Hs2N4O0g

Molekulovd hmotnost: 720,91 g.mol*

Obrdzek 25: AV-3

5.1.3.1 LC-MS analyza
ESI-MS m/z % [M+H]* 721.
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5.1.3.2 NMR analyza

14 NMR (500 MHz, CDCls) &: 7.40 (1H, s), 7.31 (1H, s), 6.77 (1H, s), 6.63 (1H, s), 6.16 (1H, d,
J=10.3 Hz), 5.45 (1H, q, J = 7.0 Hz), 4.04 (1H, d, J = 15.4 Hz), 3.86 (3H, s), 3.81 = 3.77 (1H, m,
overlap), 3.80 (3H, s, overlap), 3.66 (3H, s), 3.59 (3H, s), 3.04 (1H, d, J = 15.4 Hz), 2.98 — 2.81
(4H, m), 2.81-2.78 (1H, m), 2.78 — 2.69 (2H, m), 2.65 — 2.50 (2H, m), 2.49 — 2.43 (1H, m), 2.40
(1H,d,/=14.5Hz),2.36-2.30 (1H, m), 2.29 (1H,d,J=11.9 Hz),2.02-1.92 (2H, m), 1.93 - 1.85
(3H, m), 1.83 - 1.72 (1H, m), 1.68 — 1.60 (1H, m, overlap), 1.66 (3H, dd, overlap, J = 7.0 Hz,
J=1.8Hz), 1.58 —1.50 (1H, m), 1.44 — 1.32 (1H, m), 1.13 — 0.96 (3H, m), 0.71 (3H, t, J = 7.4 Hz)

13C NMR (125.7 MHz, CDCls) &: 187.5, 175.0, 172.7, 164.6, 158.0, 153.8, 146.5, 139.3, 138.5,
135.9,130.8, 123.3,123.0, 121.5, 120.3, 118.1, 112.3, 104.0, 91.8, 60.9, 59.1, 56.8, 56.2, 54.1,
53.8,53.5,52.2,51.9,50.3, 41.0, 39.0, 38.9, 35.7,35.7,35.1, 35.1, 31.1, 27.7, 26.7, 26.7, 23.1,
13.8,7.5

5.1.3.3 Opticka otacivost

[oL]ZD5 =-326° (c 0,086; CHCl3)

5.2 Inhibi¢ni aktivita izolovanych alkaloidU

Tabulka 100: Inhibi¢ni aktivita izolovanych alkaloidG

Alkaloid AChE (ICso pM) | BChE (ICso uM)
AV-1 (=)-minovincinin | >100 >100

AV-2 (+)-striktamin >100 >100

AV-3 (nova sloucenina) | >86,3 + 2,3 >100

Standardy

Galanthamin 1,71 £ 0,06 42,30+ 1,30
Fysostigmin 63,0+1,0x 103 | 130,0+4,0x 103
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6 Diskuse

Frakce VM 215-258 z rostliny Vinca minor L. byla pomoci flash chromatografie rozdélena do
15 frakci. Prvotni déleni na oxidu hlinitém neprobihalo optimalné, vyhodnéjsi pro separaci
bylo pouZiti SiO,, pti kterém byla spojena frakce 4—-21 mnohem Iépe separovdna (obr. 21), coz
muze byt dano silnéjsi adsorpci indolovych alkaloid( tohoto typu na silikagel (na oxidu
hlinitém doslo prakticky k eluci za danych podminek, nebot z plvodnich 8,6 g frakce bylo
najednou eluovano 7,67 g alkaloidd.

Naopak, polarnéjsi alkaloidy frakce VM 215-258 se na oxidu hlinittm mnohem lépe
separovaly (obr. 20). Porovname-li oba pouZité adsorbenty, tak oxid hlinity se pro flash
chromatografii nepouziva tak ¢asto jako silikagel, ktery ma i vétsi sorpéni kapacitu nez oxid
hlinity [123]. Silikagel je i cenové dostupnéjsi, univerzalnéjsi (Ize na ném separovat Siroké
spektrum sloucenin), a proto neprekvapi, Ze je nejrozsirenéjsim pouzivanym adsorbentem pro
separaci organickych sloucenin, véetné latek prirodniho ptvodu.

Z vybranych podfrakci byly krystalizaci ziskdny 3 alkaloidy: (—)-minovincinin,
(+)-striktamin, AV-3 (nova latka). Jejich struktura byla uré¢ena na zakladé LC-MS, NMR a optické
otacivosti.

Minovincinin byl jiz dfive izolovan z V. minor, V. erecta, Alstonia venenata [124-126].
Za normalnich okolnosti je minovincinin v rostliné ve stopovém mnoiZstvi, ovSsem oSetreni
rostliny methyl-jasmonatem vede k indukci oxidac¢nich enzym( ve V. minor. Jedna se o vinca
alkaloid eburnaminového typu.

Striktamin — alkaloid sarpaginového typu byl poprvé izolovan z rostliny Rhazya stricta,
nasledné byl také izolovan z dalSich zastupcl celedi Apocynaceae jako napfiklad Alstonia
scholaris, Rauvolfia yunnanensis, Catharanthus roseus nebo Amsonia sinensis [127-132].
Striktamin izolovany z rostliny Alstonia scholaris vykazoval inhibi¢ni aktivitu na virus herpes
simplex a adenovirus [133,134].

Slouéenina AV-3, strukturné patfici mezi alkaloidy sarpaginového typu, byla izolovand
poprvé. Mozna i diky zpracovavani objemného mnozstvi rostlinného materiadlu (pfiprava
alkaloidniho extraktu probihala z 62 kg nati).

Ziskané latky proto byly testovany na inhibi¢ni aktivitu na lidské enzymy AChE a BChE
a porovnany se standardy galanthaminem a fysostigminem. Galanthamin je alkaloid se silnou

inhibi¢ni aktivitou vac¢i AChE (1,71 £ 0,06 uM), ale v(ci BChE je jeho inhibi¢ni aktivita nizsi

67



(42,30 + 1,30 uM). Fysostigmin vykazuje inhibi¢ni aktivitu jak vaci AChE, tak vici BChE
(63,0+1,0 x 103 pM, 130,0+ 4,0 x 103 uM). lzolované alkalody (—)-minovincinin
a (+)-striktamin nevykazovaly Zadnou aktivitu vic¢i AChE a BChE. Vzorek AV-3 vykazoval mirnou
inhibi¢ni aktivitu vici AChE (86,3 £ 2,3 uM).

Zavérem lze konstatovat, Ze z hlediska inhibice lidskych cholinesteras Zzadnd
z izolovanych latek nema vlastnosti, které by se potencialné daly vyuzit v [écbé AD, nicméné
nelze vyloucit bez dalSiho studia biologickych aktivit téchto sloucenin, Ze tyto latky mohou

pfiznivé ovliviiovat tuto nemoc jinym mechanismem ucinku.

68



7 Seznam pouzité literatury

[1] R. Jirdk, Demence, MAXDOREF s.r.o., Praha, 1999.
[2] Z. Seidl, Neurologie pro studium i praxi, 2., GRADA Publishing, Praha, 2017.

[3] Z. Seidl,, J. Obenberger, Neurologie pro studium i praxi, GRADA Publishing, Praha,
2004.

[4] V. Pidrman, Demence, GRADA Publishing, Praha, 2007.

[5] F. Stastny, Alois Alzheimer: pfibdh jedné nemoci, Vesmir 86 (2007).
https://vesmir.cz/cz/casopis/archiv-casopisu/2007/cislo-4/alois-alzheimer-pribeh-jedne-

nemoci.html (stazeno 7.11.2019).

[6] 0. Matl, M. Méatlova, Zprava o stavu demence 2016, Ceska alzheimerovska spoleénost.
(2016). http://www.alzheimer.cz/res/archive/004/000480.pdf?seek=1492589048 (stazeno
7.11.2019).

[7] J. Martinkova, Farmakologie pro studenty zdravotnickych obord, 1., GRADA Publishing,
Praha, 2007.

[8] E. Martino, G. Casamassima, S. Castiglione, E. Cellupica, S. Pantalone, F. Papagni, M.
Rui, A.M. Siciliano, S. Collina, Vinca alkaloids and analogues as anti-cancer agents: Looking

back, peering ahead, Bioorg. Med. Chem. Lett. 28 (2018).

[9] A.-H.A. Fayed, Brain Trace Element Concentration of Rats Treated with the Plant
Alkaloid, Vincamine, Biol. Trace Elem. Res. 136 (2010).

[10] Doporucéené postupy pro praktické |ékare Demence, Spolecnost vSeobecného Iékafstvi
CLS JEP. (2018), https://www.svl.cz/files/files/Doporucene-postupy/2017/DP-Demence.pdf
(stazeno 2.2.2020).

[11] M. Dolezal, Farmaceutickda chemie lé¢iv plsobicich na centralni nervovy systém,

Karolinum, Praha, 2016.

[12]  FI prosinec 2014, Statni ustav pro kontrolu IéCiv, http://www.sukl.cz/sukl/fi-prosinec-

2014 (stazeno 9.2.2020).

69



[13] L. Fialova, A. Bartos, J. Svarcova., D. Dolefil, I. Malbohan, Stanoveni tau proteinu v
mozkomi$nim moku pacientl s roztroudenou skleré6zou dvéma soupravami ELISA, Ceska
spolecnost klinické biochemie, http://www.cskb.cz/res/file/KBM-pdf/2011/2011-2/KBM-2-
11-113-Fialova.pdf (stazeno 7.12.2019).

[14] F. Koukolik, R. Jirdk, Alzheimerova nemoc a dalsi demence, GRADA Publishing, Praha,
1998.

[15] M. Giri, M. Zhang, Y. LU, Genes associated with Alzheimer’s disease: an overview and

current status, Clin. Interv. Aging. 11 (2016).

[16] X.-Q. Chen, W.C. Mobley, Alzheimer Disease Pathogenesis: Insights From Molecular
and Cellular Biology Studies of Oligomeric AR and Tau Species, Front. Neurosci. 13 (2019).

[17] P.R. Angelova, A.Y. Abramov, Role of mitochondrial ROS in the brain: from physiology
to neurodegeneration, FEBS Lett. 592 (2018).

[18] R. Ricciarelli, E. Fedele, The Amyloid Cascade Hypothesis in Alzheimer’s Disease: It's
Time to Change Our Mind, Curr. Neuropharmacol. 15 (2017).

[19] J. ViAa, J. Sanz-Ros, Alzheimer’s disease: Only prevention makes sense, Eur. J. Clin.

Invest. 48 (2018).

[20] L. Richterova, Reaktivni slouceniny kysliku, Bakalarska prace, Masarykova univerzita v
Brné, Pfirodovédecka fakulta, doc. RNDr. Petr  Zbofril, CSc. (2010).

https://is.muni.cz/th/00s2s/BP_Reaktivni_slouceniny_kysliku.pdf (staZzeno 3.3.2020).

[21] M. Zeman, R. Jirdk, Alzheimerova choroba a diabetes mellitus typu 2, Neurol. Praxi. 13

(2012). http://solen.cz/doi/10.nnnn/neu.2012.028.html (stazeno 4.3.2020).

[22]  R.lJirdk, Stard a nova diagnosticka kritéria pro Alzheimerovu chorobu v podminkach CR,
Neurol. Praxi. 12 (2011). http://solen.cz/doi/10.nnnn/neu.2011.033.html (stazeno
3.12.2019).

[23] 2016 Alzheimer’s disease facts and figures, Alzheimers Dement. J. Alzheimers Assoc.

12 (2016).

70



[24] M. Sharma, Preventing Alzheimer’s Disease: Some Light in the Darkness, J. Am. Coll.

Cardiol. 74 (2019).

[25] J.P. Kesslak, Can estrogen play a significant role in the prevention of Alzheimer’s
disease?, in: K.A. Jellinger, R. Schmidt, M. Windisch (Eds.), Ageing Dement. Curr. Future

Concepts, Springer Vienna, Vienna, 2002.

[26] L. Fratiglioni, M. Viitanen, E. von Strauss, V. Tontodonati, A. Herlitz, B. Winblad, Very
Old Women at Highest Risk of Dementia and Alzheimer’s Disease: Incidence Data from the

Kungsholmen Project, Stockholm, Neurology. 48 (1997).

[27] K. Sheardovd, D. Hudecek, Prevence demence a Zivotni styl, Neurol. Praxi. 12 (2011).

http://solen.cz/doi/10.nnnn/neu.2011.109.html (stazeno 5.3.2020).

[28] S. Bennett, AJ. Thomas, Depression and dementia: Cause, consequence or

coincidence?, Maturitas. 79 (2014).

[29] A. Sundstrom, A. Nordin Adolfsson, M. Nordin, R. Adolfsson, Loneliness increases the

risk of all-cause dementia and Alzheimer’s disease, J. Gerontol. B. Psychol. Sci. Soc. Sci. (2019).

[30] K. Szczechowiak, B.S. Diniz, J. Leszek, Diet and Alzheimer’s dementia — Nutritional

approach to modulate inflammation, Pharmacol. Biochem. Behav. 184 (2019).

[31] Z. Rezaeiasl, M. Salami, G. Sepehri, The Effects of Probiotic Lactobacillus and
Bifidobacterium Strains on Memory and Learning Behavior, Long-Term Potentiation (LTP), and
Some Biochemical Parameters in f-Amyloid-Induced Rat’s Model of Alzheimer’s Disease, Prev.

Nutr. Food Sci. 24 (2019).

[32] C.lJiang, G. Li, P. Huang, Z. Liu, B. Zhao, The Gut Microbiota and Alzheimer’s Disease, J.
Alzheimers Dis. JAD. 58 (2017).

[33] L. Fan, W. Xu, Y. Cai, Y. Hu, C. Wu, Sleep Duration and the Risk of Dementia: A
Systematic Review and Meta-analysis of Prospective Cohort Studies, J. Am. Med. Dir. Assoc. 0

(2019).

71



[34] S.Billioti de Gage, Y. Moride, T. Ducruet, T. Kurth, H. Verdoux, M. Tournier, A. Pariente,
B. Begaud, Benzodiazepine use and risk of Alzheimer’s disease: case-control study, BMJ. 349

(2014).

[35] V. Frankova, Optimalizace |é¢by Alzheimerovy choroby, Prakt. Lékdrenstvi. 12 (2016).
http://solen.cz/doi/10.nnnn/lek.2016.013.html (stazeno 15.12.2019).

[36] J. Benito-Ledn, I. Contador, S. Vega, A. Villarejo-Galende, F. Bermejo-Pareja, Non-
steroidal anti-inflammatory drugs use in older adults decreases risk of Alzheimer’s disease

mortality, PLoS ONE. 14 (2019).

[37] C.Zhang,Y.Wang, D. Wang, J. Zhang, F. Zhang, NSAID Exposure and Risk of Alzheimer’s

Disease: An Updated Meta-Analysis From Cohort Studies, Front. Aging Neurosci. 10 (2018).

[38] B.P.Imbimbo, V. Solfrizzi, F. Panza, Are NSAIDs Useful to Treat Alzheimer’s Disease or

Mild Cognitive Impairment?, Front. Aging Neurosci. 2 (2010).

[39] M.M. Ali, R.G. Ghouri, A.H. Ans, A. Akbar, A. Toheed, Recommendations for Anti-
inflammatory Treatments in Alzheimer’s Disease: A Comprehensive Review of the Literature,

Cureus. 11 (2019).

[40] B. Cholerton, C.E. Gleason, L.D. Baker, S. Asthana, Estrogen and Alzheimer??s Disease:

The Story So Far, Drugs Aging. 19 (2002).

[41] S. Merlo, S.F. Spampinato, M.A. Sortino, Estrogen and Alzheimer’s disease: Still an
attractive topic despite disappointment from early clinical results, Eur. J. Pharmacol. 817

(2017).

[42] J.P. Teixeira, A.A. de Castro, F.V. Soares, E.F.F. da Cunha, T.C. Ramalho, Future
Therapeutic Perspectives into the Alzheimer’s Disease Targeting the Oxidative Stress

Hypothesis, Molecules. 24 (2019).

[43] W.-W.CHEN, X. ZHANG, W.-J. HUANG, Role of physical exercise in Alzheimer’s disease,
Biomed. Rep. 4 (2016).

[44] S.P.Cass, Alzheimer’s Disease and Exercise: A Literature Review, Curr. Sports Med. Rep.

16 (2017).

72



[45] D.S. Khalsa, Stress, Meditation, and Alzheimer’s Disease Prevention: Where The

Evidence Stands, J. Alzheimers Dis. 48 (2015).

[46] Y. Gao, C. Huang, K. Zhao, L. Ma, X. Qiu, L. Zhang, Y. Xiu, L. Chen, W. Lu, C. Huang, Y.
Tang, Q. Xiao, Retracted : Depression as a risk factor for dementia and mild cognitive
impairment: a meta-analysis of longitudinal studies: Depression and cognitive function, Int. J.

Geriatr. Psychiatry. 28 (2013).

[47] C.Bartels, M. Wagner, S. Wolfsgruber, H. Ehrenreich, A. Schneider, for the Alzheimer’s
Disease Neuroimaging Initiative, Impact of SSRI Therapy on Risk of Conversion From Mild
Cognitive Impairment to Alzheimer’s Dementia in Individuals With Previous Depression, Am.

J. Psychiatry. 175 (2018).

[48] W. Xu, L. Tan, H.-F. Wang, M.-S. Tan, L. Tan, J.-Q. Li, Q.-F. Zhao, J.-T. Yu, Education and
Risk of Dementia: Dose-Response Meta-Analysis of Prospective Cohort Studies, Mol.

Neurobiol. 53 (2016).

[49] Premorbid brain size as a determinant of reserve capacity against intellectual decline

in Alzheimer’s disease, Am. J. Psychiatry. 154 (1997).

[50] M.E. de Vugt, F. Stevens, P. Aalten, R. Lousberg, N. Jaspers, I. Winkens, J. Jolles, F.R.J.
Verhey, Do caregiver management strategies influence patient behaviour in dementia?, Int. J.

Geriatr. Psychiatry. 19 (2004).

[51] N.L.Mace, P.V. Rabins, Alzheimer : rodinny pravodce péci o nemocné s Alzheimerovou
chorobou a jinymi demencemi : ztrata paméti, zmény chovani a nalad, jak vydrzet v roli
oSetrovatele, kazdodenni péce o blizké s demenci ¢i ztratou paméti, 1., Stanislav Juhanak -

Triton, Praha, 2018.
[52] J.VIcek, Klinickd farmacie, GRADA Publishing, Praha, 2010.

[53] N. Garcia-Casares, R.M. Moreno-Leiva, J.A. Garcia-Arnes, [Music therapy as a non-
pharmacological treatment in Alzheimer’s disease. A systematic review], Rev. Neurol. 65

(2017).

[54] Autorsky kolektiv, Compendium Léc&iva pouiivand v podminkach CR, 5., PharmDr.
Rostislav Simek, Praha, 2018.
73



[55] J. Martin, Z. KrSkova, J. Dusek, Huperzin A a jiné pfirodni latky v |é¢bé Alzheimerovy
choroby, Prakt. Lékarenstvi. 7 (2011). http://solen.cz/doi/10.nnnn/lek.2011.009.html
(stazeno 5.3.2020).

[56] L. Opletal, Pfirodni latky a jejich biologickd aktivita NUTRACEUTIKA Sekundarni

metabolity rostlin, 1., Karolinum, Praha, 2016.

[57] H.-F. Zhang, L.-B. Huang, Y.-B. Zhong, Q.-H. Zhou, H.-L. Wang, G.-Q. Zheng, Y. Lin,
Pfehled systematickych souhrn( studii: vyuziti extraktu z Ginkgo biloba v lé¢bé mirného

kognitivniho poSkozeni a demence, Neurol. pro Praxi. (2018).

[58] W. Wilms, M. Wozniak-Karczewska, P.F.-X. Corvini, . Chrzanowski, Nootropic drugs:
Methylphenidate, modafinil and piracetam - Population use trends, occurrence in the

environment, ecotoxicity and removal methods - A review, Chemosphere. 233 (2019).

[59] D.O. Kennedy, Phytochemicals for Improving Aspects of Cognitive Function and
Psychological State Potentially Relevant to Sports Performance, Sports Med. Auckl. NZ. 49
(2019).

[60] A.B. Scholey, N.T.J. Tildesley, C.G. Ballard, K.A. Wesnes, A. Tasker, E.K. Perry, D.O.
Kennedy, An extract of Salvia (sage) with anticholinesterase properties improves memory and

attention in healthy older volunteers, Psychopharmacology (Berl.). 198 (2008).

[61] P. Patil, A. Thakur, A. Sharma, S.J.S. Flora, Natural products and their derivatives as

multifunctional ligands against Alzheimer’s disease, Drug Dev. Res. (2019).

[62] A.P. Singh, R. Singh, S.S. Verma, V. Rai, C.H. Kaschula, P. Maiti, S.C. Gupta, Health

benefits of resveratrol: Evidence from clinical studies, Med. Res. Rev. 39 (2019).

[63] R.S.Turner, R.G. Thomas, S. Craft, C.H. van Dyck, J. Mintzer, B.A. Reynolds, J.B. Brewer,
R.A. Rissman, R. Raman, P.S. Aisen, For the Alzheimer’s Disease Cooperative Study, A
randomized, double-blind, placebo-controlled trial of resveratrol for Alzheimer disease,

Neurology. 85 (2015).

[64] ). Hroudovd, Vyzkum novych Iéciv u Alzheimerovy choroby, Prakt. Lékarenstvi. (2017).
http://solen.cz/doi/10.36290/1ek.2017.036.html (stazeno 5.3.2020).

74



[65] V. Tumiatti, A. Minarini, M.L. Bolognesi, A. Milelli, M. Rosini, C. Melchiorre, Tacrine

Derivatives and Alzheimers Disease, Curr. Med. Chem. 17 (2010).

[66] M. Przybytowska, S. Kowalski, K. Dzierzbicka, I. Inkielewicz-Stepniak, Therapeutic

Potential of Multifunctional Tacrine Analogues, Curr. Neuropharmacol. 17 (2019).

[67] E. Borroni, B. Bohrmann, F. Grueninger, E. Prinssen, S. Nave, H. Loetscher, S.J. Chinta,
S. Rajagopalan, A. Rane, A. Siddiqui, B. Ellenbroek, J. Messer, A. Pahler, J.K. Andersen, R. Wyler,
A.M. Cesura, Sembragiline: A Novel, Selective Monoamine Oxidase Type B Inhibitor for the

Treatment of Alzheimer’s Disease, J. Pharmacol. Exp. Ther. 362 (2017).

[68] S. Nave, R.S. Doody, M. Boada, T. Grimmer, J.-M. Savola, P. Delmar, M. Pauly-Evers, T.
Nikolcheva, C. Czech, E. Borroni, B. Ricci, J. Dukart, M. Mannino, T. Carey, E. Moran, I.
Gilaberte, N.M. Muelhardt, I. Gerlach, L. Santarelli, S. Ostrowitzki, P. Fontoura, Sembragiline
in Moderate Alzheimer’s Disease: Results of a Randomized, Double-Blind, Placebo-Controlled

Phase Il Trial (MAyflOwer RoAD), J. Alzheimers Dis. 58 (2017).

[69] E. Kolibas, V. Korinkova, V. Novotny, K. Vajdickova, D. Hunakova, ADAS-cog
(Alzheimer’s Disease Assessment Scale — cognitive subscale) — validation of the Slovak
version, Bratisl. lek. listy 101 (2000). http://bmj.fmed.uniba.sk/2000/10111-03.PDF (stazeno
3.5.2020).

[70] W. Xia, y-Secretase and its modulators: Twenty years and beyond, Neurosci. Lett. 701

(2019).

[71] D. Kumar, A. Ganeshpurkar, D. Kumar, G. Modi, S.K. Gupta, S.K. Singh, Secretase
inhibitors for the treatment of Alzheimer’s disease: Long road ahead, Eur. J. Med. Chem. 148

(2018).

[72] B. Cao, J.D. Rosenblat, E. Brietzke, C. Park, Y. Lee, N. Musial, Z. Pan, R.B. Mansur, R.S.
Mcintyre, Comparative efficacy and acceptability of antidiabetic agents for Alzheimer’s
disease and mild cognitive impairment: A systematic review and network meta-analysis,

Diabetes Obes. Metab. 20 (2018).

[73] A. Ghosh, N. Kumaragurubaran, L. Hong, G. Koelsh, J. Tang, Memapsin 2 (Beta-

Secretase) Inhibitors: Drug Development, Curr. Alzheimer Res. 5 (2008).

75



[74] C.A. Lemere, E. Masliah, Can Alzheimer disease be prevented by amyloid-f

immunotherapy?, Nat. Rev. Neurol. 6 (2010).
[75] M. Valis, D. Kalnickd, Novinky ve farmakoterapii demenci, Neurol. pro Praxi. 12 (2011).

[76] M. Boada, P. Ortiz, F. Anaya, |. Hernandez, J. Mufioz, L. Nuiez, J. Olazaran, I. Roca, G.
Cuberas, L. Tarraga, M. Buendia, R.P. Pla, I. Ferrer, A. Pdez, Amyloid-targeted therapeutics in
Alzheimer’s disease: use of human albumin in plasma exchange as a novel approach for Abeta

mobilization, Drug News Perspect. 22 (2009).

[77] L.C. dos Santos Picanco, P.F. Ozela, M. de Fatima de Brito Brito, A.A. Pinheiro, E.C.
Padilha, F.S. Braga, C.H.T. de Paula da Silva, C.B.R. dos Santos, J.M.C. Rosa, L.I. da Silva Hage-
Melim, Alzheimer’s Disease: A Review from the Pathophysiology to Diagnosis, New

Perspectives for Pharmacological Treatment, Curr. Med. Chem. 25 (2018).

[78] L. Frolich, A. Atri, C. Ballard, P.N. Tariot, J.L. Molinuevo, N. Boneva, M.A. Geist, L.L.
Raket, J.L. Cummings, Open-Label, Multicenter, Phase Ill Extension Study of Idalopirdine as
Adjunctive to Donepezil for the Treatment of Mild-Moderate Alzheimer’s Disease, J.

Alzheimers Dis. 67 (2019).

[79] S.Y.Kim, S.H. Choi, H. Rollema, E.M. Schwam, T. McRae, S. Dubrava, J. Jacobsen, Phase
Il Crossover Trial of Varenicline in Mild-to-Moderate Alzheimer’s Disease, Dement. Geriatr.

Cogn. Disord. 37 (2014).

[80] A.H. Burstein, I. Grimes, D.R. Galasko, P.S. Aisen, M. Sabbagh, A.M. Mjalli, Effect of
TTP488 in patients with mild to moderate Alzheimer’s disease, BMC Neurol. 14 (2014).

[81] D. Galasko, J. Bell, J.Y. Mancuso, J.W. Kupiec, M.N. Sabbagh, C. van Dyck, R.G. Thomas,
P.S. Aisen, Alzheimer’s Disease Cooperative Study, Clinical trial of an inhibitor of RAGE-AB

interactions in Alzheimer disease, Neurology. 82 (2014).

[82] 0. Benek, K. Musilek, K. Kuca, Mitochondrialni enzym ABAD a jeho role v rozvoji a |é¢bé
Alzheimerovy nemoci, Ces. slov. Farm. 61 (2012). https://www.prolekare.cz/casopisy/ceska-
slovenska-farmacie/2012-4-7/mitochondrialni-enzym-abad-a-jeho-role-v-rozvoji-a-lecbe-

alzheimerovy-nemoci-39241 (stazeno 6.3.2020).

76



[83] L. Hroch, P. Guest, O. Benek, O. Soukup, J. Janockova, R. Dolezal, K. Kuca, L. Aitken, T.K.
Smith, F. Gunn-Moore, D. Zala, R.R. Ramsay, K. Musilek, Synthesis and evaluation of frentizole-
based indolyl thiourea analogues as MAO/ABAD inhibitors for Alzheimer’s disease treatment,

Bioorg. Med. Chem. 25 (2017).

[84] Aitken, Benek, McKelvie, Hughes, Hroch, Schmidt, Major, Vinklarova, Kuca, Smith,
Musilek, Gunn-Moore, Novel Benzothiazole-based Ureas as 173-HSD10 Inhibitors, A Potential

Alzheimer’s Disease Treatment, Molecules. 24 (2019).

[85] S. Ciafre, G. Ferraguti, P. Tirassa, A. lannitelli, M. Ralli, A. Greco, G.N. Chaldakov, P.
Rosso, E. Fico, M.P. Messina, V. Carito, L. Tarani, M. Ceccanti, M. Fiore, Nerve growth factor in
the psychiatric brain, Riv. Psichiatr. 55 (2020).
https://www.rivistadipsichiatria.it/articoli.php?archivio=yes&vol_id=3301&id=32713
(stazeno 7.3.2020).

[86] S. Karceski, S. Karceski, Can naproxen slow the progression of Alzheimer disease?,

Neurology. 92 (2019).

[87] R.C. Green, Effect of Tarenflurbil on Cognitive Decline and Activities of Daily Living in
Patients With Mild Alzheimer DiseaseA Randomized Controlled Trial, JAMA. 302 (2009).

[88] Brain Cholesterol, Statins and Alzheimer’s Disease, Pharmacopsychiatry. 36 (2003).

[89] B. Wolozin, Decreased Prevalence of Alzheimer Disease Associated With 3-Hydroxy-3-

Methyglutaryl Coenzyme A Reductase Inhibitors, Arch. Neurol. 57 (2000).

[90] M.A. Pappolla, Statins, incident Alzheimer disease, change in cognitive function, and

neuropathology, Neurology. 71 (2008).

[91] H.lick, G. Zornberg, S. Jick, S. Seshadri, D. Drachman, Statins and the risk of dementia,
The Lancet. 356 (2000).

[92] L.Jahodaf, Farmakobotanika semenné rostliny, Karolinum, Praha, 2011.
[93] Biolib. https://www.biolib.cz/cz/taxon/id40533/ (stazeno 25.4.2020).

[94] Daidalea. https://apps.faf.cuni.cz/daidalea/PlantSpecies.asp?id=10024  (stazeno
8.2.2020).

77



[95] J.Janca, Herbat léCivych rostlin 1. dil, 1., EMINENT, Praha, 1994.
[96] J. Spilkovd, Farmakognozie, Karolinum, Praha, 2016.
[97] D. Seidel, Kvétiny: kli¢ ke spolehlivému urcovani - 3 znaky, 3., REBO Production, 2009.

[98] F. Bahadori, G. Topcu, M. Boga, A. Turkekul, U. Kolak, M. Kartal, Indole Alkaloids from

Vinca major and V. minor Growing in Turkey, Nat. Prod. Commun. 7 (2012).
[99] A.Vas, B. Gulyas, Eburnamine derivatives and the brain, Med. Res. Rev. 25 (2005).

[100] V. Kovacik, 1. Kompis, Alkaloids from Vinca minor L. XXIIl. Mass spectrometry of

eburnamine-type alkaloids, Collect. Czechoslov. Chem. Commun. 34 (1969).

[101] M. Lounasmaa, P. Hanhinen, The ajmaline group of indole alkaloids, in: Alkaloids Chem.

Biol., Elsevier, 2001.

[102] O.A. Namjoshi, J.M. Cook, Sarpagine and Related Alkaloids, in: Alkaloids Chem. Biol.,
Elsevier, 2016.

[103] M.F.Millson, R. Robinson, A.F. Thomas, Notes on the alkaloids ofPicralima, Experientia.

9 (1953).

[104] M.M. Janot, J. Le Men, K. Aghoramurthy, R. Robinson, The identity of vincamajoridine

and akuammine, Experientia. 11 (1955).

[105] J.M. Smith, J. Moreno, B.W. Boal, N.K. Garg, Cascade Reactions: A Driving Force in
Akuammiline Alkaloid Total Synthesis, Angew. Chem. Int. Ed. (2014).

[106] I. Ognyanov, B. Pyuskyulev, I. Kompis, T. Sticzay, G. Spiteller, M. Shamma, R.J. Shine,
Alkaloids from vinca herbacea w.k.—X, Tetrahedron. 24 (1968).

[107] I Giilgi'n, S. Beydemi'r, F. Topal, N. Gagua, A. Bakuridze, R. Bayram, A. Gepdiremen,
Apoptotic, antioxidant and antiradical effects of majdine and isomajdine from Vinca herbacea

Waldst. and kit, J. Enzyme Inhib. Med. Chem. 27 (2012).

[108] E. Ali, V.S. Giri, S.C. Pakrashi, The oxindole alkaloids ofVinca elegantissima Hort,
Experientia. 31 (1975).

78



[109] PubChem, Oxindole, https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/321710 (stazeno
1.2.2020).

[110] J. Koch-Weser, P. Cook, I. James, Cerebral Vasodilators, N. Engl. J. Med. 305 (1981).

[111] L. Vereczkey, Pharmacokinetics and metabolism of vincamine and related compounds,

Eur. J. Drug Metab. Pharmacokinet. 10 (1985).

[112] A. Spagnoli, G. Tognoni, ???Cerebroactive??? Drugs Clinical Pharmacology and

Therapeutic Role in Cerebrovascular Disorders:, Drugs. 26 (1983).
[113] D.L. Korol, P.E. Gold, Glucose, memory, and aging, Am. J. Clin. Nutr. 67 (1998).

[114] D.J. Piflero, J.R. Connor, Iron in the Brain: An Important Contributor in Normal and

Diseased States, The Neuroscientist. 6 (2000).

[115] Y.L, Q.Zou, J. Zhang, Vincamine exerts protective effect on spiral ganglion neurons in

endolymphatic hydrops guinea pig models, Am. J. Transl. Res. 10 (2018).

[116] L. Wu, M. Ye, J. Zhang, Vincamine prevents lipopolysaccharide induced inflammation
and oxidative stress via thioredoxin reductase activation in human corneal epithelial cells, Am.
J. Transl. Res. 10 (2018). https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6079141/ (stazeno
2.2.2020).

[117] S.L. Erd6, P. Molnar, V. Lakics, J.Zs. Bence, Z. Tomoskozi, Vincamine and vincanol are

potent blockers of voltage-gated Na+ channels, Eur. J. Pharmacol. 314 (1996).

[118] H.S. Nandini, P.R. Naik, Antidiabetic, antihyperlipidemic and antioxidant effect of

Vincamine, in streptozotocin-induced diabetic rats, Eur. J. Pharmacol. 843 (2019).

[119] A. Vitovcova, Biologicka aktivita sekundarnich metabolitl rostlin IV. Alkaloidy Vinca
minor L., Diplomova prace, Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta, Ing. Miroslav Locarek

(2016). https://is.cuni.cz/webapps/zzp/detail/155458/ (stazeno 125.2020).

[120] W. Dopke, H. Meisel, Zur stereochemie eines neuen alkaloides aus vinca minor,

Tetrahedron Lett. 11 (1970).

79



[121] Z.-T. Chen, T. Xiao, P. Tang, D. Zhang, Y. Qin, Total synthesis of akuammiline alkaloid
(+)-strictamine, Tetrahedron. 74 (2018).

[122]
https://staticl.buchi.com/sites/default/files/downloads/Flash_Cartridges_Data_Shee
t_en_B_0.pdf?a0444cbaldba2b4c92915da2e716562ada8ab95a (stazeno 12.5.2020).

[123] M. Plat, J. Lemen, E. Fellion, M. Janot, Quatre Alcaloides Nouveaux Du Vinca Minor L. -
Minovincine, Methoxy-Minovincine, Minovincinine, Et (-)vincadifformine, Alcaloides Des

Pervenches, .25., Ann. Pharm. Fr. 20 (1962).

[124] M. Khalmirzaev, V. Malikov, S. Yunusov, Separation of Pseudokopsinine and

Minovincinine from Vinca-Erecta, Khimiya Prir. Soedin. (1975).

[125] B. Das, K. Biemann, Chatterj.a, A. Ray, P. Majumder, Alkaloids of Fruits of Alstonia

Venenata R Br Echitovenidine and (+)-Minovincinine, Tetrahedron Lett. (1966).

[126] H. Schnoes, K. Biemann, J. Mokry, |. Kompis, Chatterj.a, G. Ganguli, Strictamine, J. Org.
Chem. 31 (1966).

[127] H. Liu, B. Wu, Q. Zheng, X. Feng, New Indole Alkaloids from Amsonia-Sinensis, Planta
Med. 57 (1991).

[128] G. Chang-An, L. Xi-Kui, Indole Alkaloids from the Leaves of Rauvolfia yunnanensis,

Chem. J. Chin. Univ.-Chin. 31 (2010).

[129] L. Jain, S. Singh, M.B. Pandey, V.B. Pandey, Alkaloids of Alstonia scholaris, J. Indian
Chem. Soc. 86 (2009).

[130] A. Jossang, P. Fodor, B. Bodo, A new structural class of bisindole alkaloids from the

seeds of Catharanthus roseus: Vingramine and methylvingramine, J. Org. Chem. 63 (1998).

[131] L. Jain, M.B. Pandey, S. Singh, A.K. Singh, V.B. Pandey, A new indole alkaloid from
Alstonia scholaris, Nat. Prod. Res. 23 (2009).

[132] K. Pandey, C. Shevkar, K. Bairwa, A.S. Kate, Pharmaceutical perspective on bioactives
from Alstonia scholaris: ethnomedicinal knowledge, phytochemistry, clinical status, patent

space, and future directions, Phytochem. Rev. 19 (2020).

80



[133] W. Xu, W. Wang, X. Wang, Gold-Catalyzed Cyclization Leads to a Bridged Tetracyclic

Indolenine that Represses B-Lactam Resistance, Angew. Chem. Int. Ed. 54 (2015).

81



8 Abstrakt

Vasickova A.: Alkaloidy Vinca minor L. a jejich biologickd aktivita (inhibice lidskych
cholinesteras) V. Diplomova prace, Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové,

Katedra farmaceutické botaniky, Hradec Kralové 2020.

Z vybrané frakce VM 215-258 byly izolovany flash chromatografii a naslednou preparativni
TLC nebo krystalizaci 3 alkaloidy. Jejich struktura byla uréena na zakladé hmotnostni
spektroskopie, NMR a optické otacivosti a data byla porovndna s literaturou. Striktamin
a minovincinin patfi mezi alkaloidy jiz dfive izolované, alkaloid AV-3 je nové izolovana
sloucenina. Tyto Cisté alkaloidy byly testovany na schopnost inhibovat lidské cholinesterasy
a jejich inhibi¢ni aktivita byla porovnana se standardy galanthaminem a fysostigminem.
Sloucenina AV-3 vykazovala mirnou inhibiéni aktivitu vici BChE (ICso uM: > 86,3 + 2,3), jinak se

jednd o neaktivni slouceniny, jejich ICso vuci cholinesterasam byla > nez 100 uM.

Klicova slova: Vinca minor L., vinca alkaloidy, minonovincinin, striktamin, Alzheimerova

demence, acetylcholinesterasa, butyrylcholinesterasa.
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9 Abstract

Vasi¢kova A.: Alkaloids of Vinca minor L. and their biological activity (inhibition of human
cholinesterases) V. Diploma thesis, Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové,

Department of Pharmaceutical Botany, Hradec Kralové 2020.

From the selected fraction VM 215-258 were isolated 3 alkaloids by flash chromatography
followed, preparative thin layer chromatography and crystallization. Their structure was
determined by mass spectroscopy, NMR and optical rotation, and the obtained data were
compared with those in literature. Strictamine and minovincinine belong to alkaloids
previously isolated, the alkaloid AV-3 has not been isolated yet. These alkaloids were tested
for their ability to inhibit human cholinesterases and their inhibitory activity was compared to
standards galanthamine and physostigmine. Compound AV-3 showed mild inhibitory activity
against BChE (ICso uM > 86.3 + 2.3), other alkaloids were considered inactive, their 1Cso values

against cholinesterases were > 100 pM.

Key words: Vinca minor L. (Apocynaceae), vinca alkaloids, minovincinine, strictamine,

Alzheimer's disease, acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase.
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