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1 UVOD

Svétovd populace stdrne, pokroky ve zdravotni péci v minulém stoleti pfispély lidem
k prodlouzeni a zkvalitnéni jejich Zivot(. Nicméné tento trend také prinesl vyssi pocet pacientl
s chronickymi nemocemi véetné demenci. Pfestoze demence postihuje prfedevsim starsi lidi,
neni pfirozenou soucdsti starnuti. Demence je syndrom, vétSinou chronické nebo progresivni
povahy, zpusobeny onemocnénim mozku rdzného pavodul. Dle zpravy zroku 2015 se
odhaduje, Ze na svéteé Zije 46,8 milionu lidi s demenci a kazdym rokem ptibude pfes 9,9 milionu
novych pfipadd?. Nejéastéjsi formou demence je Alzheimerova nemoc. Déle sem fadime
vaskularni demence (v disledku iktu), demence s Lewyho télisky a skupinu nemoci fazenych
do frontotemporélnich demenci?.

V soucasnosti dostupna terapie zahrnuje lIécbu symptom( a pomaha tak oddalit tézsi
stadia nemoci. K dispozici jsou inhibitory cholinesteras (donepezil, rivastigmin a galanthamin)
nebo memantin pro pacienty ve stfednim a tézkém stadiu AD, ktery je nekompetitivnim
antagonistou glutamatovych N-methyl-D-aspartatovych (NMDA) receptord3.

Pti hledani novych léciv s komplexnim plsobenim proti rozvoji AN se pozornost vénuje
mimo jiné sekundarnim metabolitim Iécivych rostlin. V posledni dobé stoupd zdjem o enzym
butyrylcholinesterasu (BChE) v souvislosti s AN a o mozny pfinos inhibitord BChE na progresi
nemoci*°. Na farmaceutické fakulté v Hradci Kralové se studiu G¢inku rostlinnych metabolitd
na patofyziologické procesy ovliviujici rozvoj AN vénuje vyzkumna skupina ADINACO z katedry
farmaceutické botaniky a ekologie.

Rostlina Vinca minor L. neboli barvinek mensi patfi do ¢eledi Apocynaceae. Tato Celed’
¢ita pres 2000 rostlinnych druht prevainé z tropl, z nichZ se nékteré druhy pouZivaji v tradicni
mediciné proti gastrointestinalnim potizim, horecce, malarii, bolesti nebo pfi Ié¢bé diabetu.
Typické obsahové latky této Celedi jsou indolové alkaloidy. Nejvyznamnéjsi jsou vinblastin a
vinkristin z druhu Catharanthus roseus L., které se pouZivaji jako antineoplastika® .

Z druhu V. minor bylo izolovano pres 50 indolovych alkaloidl. Nejvyznamnéjsi z nich je
vinkamin. Vinkamin ma hlavné vasodilataéni a neuroprotektivni G¢inky®. V praxi se uZiva jeho

semisynteticky derivat vinpocetin jako nootropikum a antioxidant®.



Testovani inhibiéni aktivity sumarniho alkaloidového extraktu z V. minor na lidské
cholinesterasy ukazalo slibné vysledky. Zajimava byla zejména inhibi¢ni aktivita vi&i BChE?®.
Klinicky vyznam inhibice enzymu BChE pfi AN spociva v nékolika aspektech. BChE dokaze pfi
nedostatecné aktivité acetylcholinesterasy (AChE) tento enzym zastoupit a sniZzuje tak nadale
hladinu acetycholinu v CNS, podili se také na tvorbé deposit AB. Inhibici BChE lze tedy docilit
zvySeni hladin acetylcholinu v CNS bez nezadoucich perifernich a centralnich cholinergnich
ucink(. Hledani selektivnich inhibitord BChE pro klinické pouziti dozajista pomuze |épe

pochopit funkci tohoto enzymu pfi AN a muizZe také pfinést nové terapeutické moznosti°.
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2 CIL PRACE

Cilem mé prace bylo:
e izolace alespon jedné latky v Cistém stavu z vybrané frakce ziskané ze sumarniho
alkaloidniho extraktu z nati Vinca minor L. za pouZiti chromatografickych metod,
e podil na urceni struktury izolovanych alkaloidd pomoci GC/MS analyzy,

e stanoveni biologické aktivity izolovanych alkaloid(i na lidskou acetylcholinesterasu a

butyrylcholinesterasu.

11



3 TEORETICKA CAST

3.1 Alzheimerova nemoc

Alzheimerova nemoc (AN) se fadi mezi atroficko-degenerativni onemocnéni mozku a celkové
tvofi pfiblizné 60 % vsech demenci (obr. 1). Jedna se o primarni onemocnéni Sedé kury
mozkové projevujici se charakteristickym Ubytkem kognitivnich funkci, postizena je zejména
pamét nemocného. Primérnd délka nemoci je 9 let!™.

Vroce 1906 nemoc poprvé popsal u starSi pacientky némecky psychiatr Alois
Alzheimer!2. Odhaduje se, 7e v Ceské Republice Zije pres 152 000 lidi s demenci, celosvétové
pak 46,8 milionu'® 2, Vyznamnym rizikovym faktorem pro vyskyt AN je vysoky vék, u lidi nad
65 let dochazi kazdych 5 let ke zdvojnasobeni rizika vyskytu demence. Zeny maji pfitom 3x
vy$3i riziko onemocnéni nez muzi'?. Daldimi faktory mohou byt rodinna predispozice, genové
mutace, pritomnost alely pro apolipoprotein €4 nebo poranéni hlavy, koureni ¢i vaskularni

onemocnénil? 11,14,

Cisté vaskularni demence (VD) (10 %)

Alzheimerova nemoc (AN)

(50-60 %) Smigené demence (AN+VD)

(20-40 %)

Demence s Lewyho télisky (10%)
Ostatni demence (5-10 %)

Obrazek 1: Pfiblizné rozloZeni vsech typ( demence®®

3.1.1 Klinicky obraz

Onemocnéni je zpocatku pomalé a nendpadné, ma vsak progresivni charakter s celkovym
postizenim kognitivnich funkci, narusenim aktivit bézného Zivota a s priznaky behavioralnich
a psychologickych zmén'4. Prvnimi symptomy mohou byt drobné zmény osobnosti, chovani a
zvykl. Vyskytuje se zapomnétlivost presahujici béziné starecké zapominani, napt. Spatné

vybavovani si jmen, dat a udalosti. Poru$ena je také plynulost feéi'l.
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S postupem onemocnéni se vyznamné snizuje slovni zadsoba pacienta, fec se stava stereotypni.
Mysleni je rozbihavé, zmatené, mohou se objevovat bludy a v tézkych stadiich i halucinace.
Porusena je také asova a prostorova orientace. Dochdzi k naruseni osobnostnich rys(, typické
jsou emocionalni poruchy se stfidavymi projevy depresi nebo euforie, mohou se vyskytovat i
navaly vzteku a stavy uzkosti.

Jeden z hlavnich pfiznakd, odlisujici AN od vaskularnich demenci, je zména osobnosti
pacienta. Typicky je egocentrismus, sobeckost, egoismus a podeziravost. Pacient ztraci zajmy,
motivaci, pfestdva o sebe pecovat a upousti od drivéjsich aktivit.

V tézkém stadiu demence pacient témér nekomunikuje s okolim, pamét je vyznamné
postizena, vyskytuji se deliria, projevuji se jiz také neuromotorické zmény jako porucha chize
a hybnosti. V termindlnim stadiu je pacient zcela imobilizovany, pamétova funkce je témér

vymizeld, Fe¢ nesrozumitelnd a emoce témér 7zadné'l. Nemocny pozdéji obvykle umird na

pFidruzend onemocnéni nap¥. bronchopneumonie nebo na nasledky trazul®.

3.1.2 Patofyziologie

Béhem starnuti lidského organismu se snizuje hmotnost a objem mozku a to prevainé po 55.
roce Zivota, sniZuje se také tloustka mozkové kliry a po 60. roce se zacinaji rozsifovat mozkové
komory. U pacientll s AN dochazi k podobnym zménam jako u normalniho starnuti, avsak
Ubytek neuron( je v pribéhu AN vyssi nez u bézného starnuti. Postizena byva zejména klra
mozkova a oblast hippocampu. Naruseni cholinergniho systému se projevuje kognitivnimi
poruchami®?.

Zatim neni zndma presna pfi¢ina onemocnéni. Nejvyznamnéjsi extracelularni
patologickou zménou je ukladani B-amyloidu, ze kterého vznikaji shlukovanim plaky.
Intraceluldrné lze pozorovat vznik neurdlnich klubek tzv. tangles, zplsobeny degeneraci t-
proteinu. Tyto a ndsledné degenerativni procesy vedou k zaniku neuront'!. V soudasnosti

existuje nékolik dalSich teorii o plvodu a rozvoji AN, z nichz amyloidova a cholinergni teorie

jsou povazovany za hlavni faktory v patologii ANY’.
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3.1.2.1 Tvorba B-amyloidu

AB je proteolytickym produktem transmembranového glykoproteinu APP (amyloidovy
prekurzorovy protein). Tento glykoprotein prokazatelné prispiva k vyvoji CNS. APP podléhd
proteolytickému Stépeni, bud amyloidogenni nebo neamyloidogenni cestou.

V ramci neamyloidogenni cesty je APP Stépen a-sekretasou vazici se na membranu AB
domény tohoto glykoproteinu. Tento enzym Stépi priblizné 90 % APP za vzniku rozpustného
fragmentu sAPPa s neuroprotektivni funkci a fragmentu C83, ktery ovliviauje aktivitu urcitych
genU branicich vzniku AP.

V pfipadé amyloidogenni cesty je APP Stépen B-sekretasou na rozpustny sAPPB a
fragment C99 vazany na membrané. Postupnym Stépenim fragmentu C99 y-sekretasou vznika
intracelularni doména APP a B-amyloid. Amyloid je tvoren nékolika peptidy, z nichz
nejvyznamnéjsi podil predstavuje peptid AP1-42. Tento peptid se hromadi pfedevsim
v neuronech, vyvolava oxidacni stres a tim urychluje degeneraci neuron(i. Hromadénim AR
vznikaji polymerni senilni plaky, na jejichz povrchu dochazi k tvorbé sterilniho zanétu.

Vysledkem je aktivace apoptotické kaskady a zanik neuronu®- 7,

3.1.2.2 Tvorba neurofibrilarnich klubek

Neurofibrildrni klubka tzv. tangles (NFTs) jsou tvoreny patologicky fosforylovanym
T-proteinem. T-protein je za normdlnich podminek bézné pfitomny v neuronech, podili se na
zaclenéni tubulinu do mikrotubull, na jejich stabilizaci a ovliviiuje transport v axonech.

Intracelularni NFTs se skladaji z parové helikalnich vidaken a pdarové helikalnich filament
vzniklych v pribéhu AN. Hlavni slozkou téchto vldken je pravé hyperfosforylovany t-protein,
ktery narusuje tvorbu a strukturu tubulinu a tim zplsobuje destabilizaci buriky. Jako vyznamny
faktor hyperfosforylace t-proteinu se ukdzal vliv cyklin-dependentni kinasy 5 (CDK5) a
glykogensynthasy kinasy-3f (GSK-3B). Soucasné studie ukdzaly, Ze procesy, které vedou
k nadmérné tvorbé AP také zvysuji aktivitu GSK-3B. Interakce mezi AB a t-proteinem jsou také

spojovany s mitochondrialni dysfunkci. Vzajemnym putsobenim zvySuji neurotoxicitu?’.

3.1.2.3 Zmény v metabolismu acetylcholinu

Acetylcholin (ACh) ma vyhradni funkci jako neuromediator. Je zapojen v neurotransmisi a v

utvareni paméti, zasahuje také do produkce a sekrece ostatnich neuromediatori v CNS.
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Jedna z teorii patofyziologie AN je zamérena pravé na cholinergni hypotézu. ACh je
tvoren v presynaptické oblasti neuronu za pomoci enzymu cholinacetyltransferasy (ChAT),
odtud je vyplaven do synaptické Stérbiny. Aktivita ACh ve Stérbiné je ukonéena enzymem
acetylcholinesterasou, ktera rozkldda ACh na cholin a kyselinu octovou?’.

Za patologickych podminek AN je presynaptickd ¢ast acetylcholinergniho neuronu
narusena. Dochazi k ovlivnéni vstupu prekurzorti ACh do neuronu a k nedostatecné syntéze a
uvolfiovani ACh. To ma za nasledek nedostatek ACh pro neurotransmisi a z toho vyplyvajici
kognitivni a dalSi poruchy. Receptory pro ACh se nachazeji v celé CNS, zejména pak v mozkové
kiGre, thalamu, hippokampu a bazalni ¢asti predniho mozku. Pravé postiZzeni téchto oblasti
mozku je typické pro AN. Pokles cholinergni transmise vede k amyloidové tvorbé a pfispiva ke
kognitivni dysfunkci. Dlezitym faktorem je aktivita cholinesteras.

AChE pfirozené Stépi ACh, zatimco druhy enzym butyrylcholinesterasa ma za
normalnich podminek jen nizkou afinitu k ACh. BChE je pfitomna v odliSnych ¢astech mozku
nez AChE, naptiklad v endotelidlnich bunkach, ¢astecné v neuronech a gliovych bunkach,
placich a klubkach. Pokud dojde k utlumu aktivity AChE, naptiklad rozvojem AN nebo vlivem
inhibitor( cholinesteras, mGze BChE zastoupit jeji funkci. Dochazi tak k dalSimu ubytku ACh

transmisel’.

3.1.2.4 Poruchy glukézového metabolismu

Vysledky experimentalnich praci poukazuji na tuzké vazby meziinzulinovou rezistenci, diabetes
mellitus Il a poruchami kognitivnich funkci. Tyto vztahy spojuji procesy spojené s poruchou
metabolismu glukdézy v mozku, i proto néktefi autofi oznacuji AN jako diabetes mellitus
3. typu®®,

Vlivem hyperglykémie v urcitych oblastech mozku nebo jinymi patologickymi stavy
dochazi k tvorbé tzv. produktl pokrocilé glykace (AGEs). Tyto slouceniny se vdZzou na své
receptory (RAGEs) a tim aktivuji kaskadu zpUsobujici zanét, oxidacni stres a nasledné
bunécnou smrt. Jako idealni substraty pro glykaci se jevi i depozita intraceluldrnich klubek a
extracelularnich plak( vznikajicich v pribéhu AN. Samotny AR muzZe byt také ligandem pro

RAGEs, ¢imZ pfispiva k rozvoji zanétlivé reakce'’.
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3.1.2.5 Mitochondridlni dysfunkce

Metabolismu této organely se v souvislosti s patogenezi a pribéhem AN vénuje znacna
pozornost. Béhem normdlniho bunécného dychani vznikaji spontannimi reakcemi
v mitochondrii reaktivni formy kysliku a dusiku (ROS a RNS). Za béZznych podminek jsou tyto
radikaly redukovény systémem antioxidantd?’.

Béhem starnuti nebo vlivem nemoci vSak dochazi k unikim téchto radikal(. Jejich
akumulaci maze dojit k poskozeni dulezitych biomolekul, zejména lipidl, proteinl a
nukleovych kyselin. ROS narusuji také funkci samotné mitochondrie. M{iZe dojit k poskozeni
mitochondridlni DNA, struktury organely nebo enzymi dychaciho fetézce. Narusena je také
homeostdza vapniku v bunce. To vSe vede k nedostatecné tvorbé ATP a zvysené produkci ROS

a RNS majici za nasledek spousténi apoptotickych procest a zvy$eny oxidaéni stres® 20,

3.1.2.6 Oxidacni stres

Vysoké hladiny volnych radikal( a dalsich latek s oxidac¢nim uc¢inkem maji velmi negativni vliv
na pribéh AN. Pravé mozek je diky svym naroklm na kyslik a pfitomnosti polynenasycenych

mastnych kyselin vysoce nachylny na oxida¢ni poskozeni'’.

3.1.2.7 Nedostatek neurotropnich faktor(

Neurotropni faktory tvofi skupina malych aktivnich proteinl podilejicich se na udrzovani
funkce a Zivotnosti specifickych nervovych populaci. Kontroluji rist axont a maji zasadni
vyznam v utvareni paméti a pfi procesu pozndvani. Pfi nervovém poskozeni jsou zapojeny do
regeneracnich procesu. Jednim z nejvyznamnéjsich neurotropnich faktorl je nervovy ristovy
faktor (NGF). Pfi nedostatku NGF dochazi k ubytku cholinergnich neuront, nedostatecna je

také tvorba enzym0 transmise ChAT a AChE. Nasledkem je pokles cholinergniho pfenosu?’.

3.1.2.8 Prolyloligopeptidasa

Prolyloligopeptidasa (POP) je serinova peptidasa zapojend do syntézy a degradace
peptidovych hormon(i a neuropeptidl, nalézajicich se v extracelularnim prostoru mozkové
tkdné. Prvni prazkumy ukazaly na mozné zapojeni POP do zpracovani APP v procesu tvorby

AB. Inhibici POP by se docililo snizené tvorby AB. Po pfehodnoceni poznatk(l se objevila nova
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teorie, kterd zkouma zvySenou expresi POP v hippokampalni oblasti jako moziny faktor

kognitivniho deficitu v rané fazi AN. Inhibice POP tak moZna zlepsi kognitivni funkce'” 2%,

3.1.3 Diagnostika

Pro spravnou diagnézu demence je zapotrebi provést sérii testll a vySetieni, jez maji zavedena
kritéria. Mezi zakladni vySetieni pfi podezieni na demenci se fadi klinické vysSetfeni, anamnéza
pacienta a hodnoceni kognitivnich funkci. K hodnoceni kognitivnich funkci se vyuzZivaji rlizné
testy, které se zaméruji napf. na pamétové funkce, fe¢ pacienta, exekutivni a symbolické
funkce nebo na celkovou miru kognitivniho deficitu. DlleZita je také analyza behaviordlnich a
psychiatrickych symptom(, aktivit kaZzdodenniho Zivota a pfidruzenych onemocnéni??.
K diferencidlni diagnostice AN lze vyuZit pomocna vysSetieni. Ze zobrazovacich metod ma
vyznam magneticka rezonance, ukazujici projevy AN jako atrofii mozku a jednofotonova
emisni pocitacova tomografie (SPECT) posuzujici metabolickou aktivitu neuron(i na zakladé
prokrveni. VysSetfeni mozkomisniho moku stanovuje zmény hladin Tt-proteinu,
fosforylovaného t-proteinu a AB®. | pfes tato dukladnd vySetfeni Ize diagndzu AN pouze

predpokladat. S jistotou lze prokdzat AN pouze z posmrtného vy3etfeni mozku?3.

3.1.4 Terapie

Vzhledem ke skutecnosti, Ze stale nezndme jasnou pfi¢inu vzniku AN, jsou soucasné
terapeutické moznosti omezeny na symptomatickou Iécbu kognitivnich poruch zplisobenych
postizenim cholinergniho systému. Cilem [éCby je zpomalit progresi nemoci a oddalit tak tézka
stadia spojena se zhorSenou kvalitou Zivota a nutnosti odkazat se na plnou péci osetfovatell
nebo pFibuznych?*.

V 1é¢bé se také casto vyuziva farmakoterapie nekognitivnich ptiznakQ spojenych

s poruchami chovani a psychologickymi projevy demence?3.

3.1.4.1 Soucasna lécba

Podle mediciny zaloZzené na dikazech (EBM) jsou schvalené 2 farmakoterapeutické pfistupy

zaméfené na zlep3eni acetylcholinergni transmise?,
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3.14.1.1 Inhibitory cholinesteras

Podle obecné pfijimané cholinergni teorie, odpovidd mira postizeni kognitivnich funkci
prevazujicimu nedostatku acetylcholinové neurotransmise zplsobené neurodegeneraci a také
pUsobenim cholinesteras, acetylcholinesterasy a butyrylcholinesterasy, které ACh rozkladaji.
Zatimco je ACh pfirozenym substratem pro AChE, afinita BChE k ACh je za normalnich
podminek pomérné nizkd. S progresi nemoci ovSem aktivita AChE klesa a naopak u BChE
stoupd. Navic BChE dokdZe zastoupit funkci AChE a podili se tak na sniZovani hladiny ACh.
Inhibici cholinesteras tedy dochdzi zpomaleni Ubytku ACh a ke zlep$eni neurotransmise®® 3.
IChE také sniZuji tvorbu AR a jeho toxicitu?>. Terapie by méla byt uréena pro lehka az stfedné

té7ka stadia demence3. V klinické praxi jsou k dispozici 3 latky:

Galanthamin
Tento alkaloid byl plvodné izolovan v padesatych letech minulého stoleti z rostliny Galanthus
woronowii Losinsk. z ¢eledi Amaryllidaceae?® (obr. 2). Jedna se o reverzibilni kompetitivni

inhibitor AChE a allostericky moduléator nikotinovych receptord usnadrujici transmisi ACh?°.

HsC

Obrazek 2: (-)-Galanthamin

Rivastigmin
Zastupce karbamatovych derivatl, ktery jako jediny reverzibilné inhibuje AChE i BChE®
(obr. 3). Velmi dobfe také ovliviiuje psychotické pfiznaky u AN s Lewyho télisky?4. Rivastigmin

je k dispozici také ve formé transdermalnich naplasti?’.
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Obrazek 3: (S)-Rivastigmin

Donepezil
Donepezil je nejdéle pouzivanym inhibitorem AChE, jednda se o piperidinovy derivat
(obr. 4). Pasobi vysoce selektivné reverzibilni nekompetitivni inhibici AChE?>. Mimo inhibice

AChE brani také tvorbé AB cestou a-sekretdz, které se podileji na odbouravéani APP1,

0
HaC”
HaC
3 \O Nv©
o)
Obrazek 4: Donepezil

V minulosti se pouZival také akridinovy derivat takrin. U&inkoval jako reverzibilni
inhibitor AChE, byl ale z uzivani stazen kvuli hepatotoxicité. Z organofosforovych slouéenin byl
klinicky zkouSen metrifonat jako ireverzibilni inhibitor, z jeho pouzZiti ale sesSlo pro casté
nezadouci ucinky*.
3.1.4.1.2 Antagonisté NMDA receptor(

N-methyl-D-aspartatové receptory jsou propojeny s otevirdnim iontovych kanald pro Ca®* a
Na* ionty. Tyto receptory jsou aktivovany vlivem excitatnich aminokyselin glutamatu a
aspartatu. V pozdéjsich stadiich AN dochazi k nadmérnému uvolfovani téchto aminokyselin
vedoucimu k hyperexcitaci receptor(. To ma za nasledek nadmérny vstup vapnikovych iontd
do neuronl a aktivaci kaskady procesli vedouci kapoptéze a zaniku neuronu.
Z farmakologického hlediska je tedy Zadouci pUsobit proti hyperaktivaci NMDA receptor(

vhodnym antagonistou. V terapii je uZivan zatim jeden 1ék?*.
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Memantin

Jednd se o nekompetitivniho antagonistu glutamatovych NMDA receptorl (obr. 5). Brani
chronické hyperaktivaci receptord a tedy i ndaslednému odumirani neuronl vlivem
nadmérného vtoku vapniku do bunky. Jeho pouZiti se doporucuje u stredné tézké az tézké
AN3. Memantin se miiZe pouZit i v kombinaci s donepezilem, kdy vyznamné zmirriuje poruchy

chovani®.

“3C

NH,

Obrazek 5: Memantin

V soucasné dobé probiha klinické testovani velmi perspektivni latky huperzinu A.
Huperzin A je seskviterpenovy alkaloid izolovany z plavuné Huperzia serrata Thunb. z ¢eledi
Huperziaceae (obr. 6). U¢inkuje jako silny reverzibilni inhibitor AChE a soucasné také jako
antagonista NMDA receptord. Popsany byly téZ antioxidaéni vlastnosti?® 2% 39, v Ciné se jiz
vyuzivad huperzin A k Ié¢bé AN, v Evropé a USA je dostupny jako slozka nékterych doplrik(
stravy?>.

NH.

\ N
H
H CHg

Obrdzek 6: (-)-Huperzin A

3.1.4.2 Antioxidanty a zametacCe ROS a RNS

Oxidacni stres a volné radikaly se mohou podilet na patogenezi AN, obzvlasté pokud pfirozené
antioxidacni reakce nezvladaji udrzovat hladinu volnych radikdll a dalSich prooxidacnich

molekul v rovnovaze!2.
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Antioxidanty lze vyuZit spiSe jako preventivni dopliikovou lé¢bu. Na podporu funkce
télu prirozenych antioxidacnich systém( lze vyuzit suplementaci koenzym Q10. Vyznam maji
také dva prvky jako kofaktory enzymi s antioxidacni aktivitou — selen, ktery je soudasti
glutathionperoxidasy a zinek, ktery je duleZity pro funkci superoxiddismutasy3*.

Vyznamnéjsi jsou antioxidanty rostlinného plvodu. Bézné se vyuZiva ucinek vitaminu
C a E, karotenoidli nebo pyknogenol(i ze semen vinné révy a z ajového prachu. Zajimavou
skupinu latek zpomalujicich rozvoj neurodegeneretivnich chorob predstavuji kurkuminoidy
pochazejici z oddenku rodu Curcuma. Pozornost si zaslouzi také flavonoidy pfitomné v ovoci a

zeleniné3!,

3.14.3 Latky podporujici metabolismus CNS

Nootropika se uplatiuji u funkéné poskozenych ¢asti mozku, kde dochdzi k projevim
hypometabolismu. Jejich pouzitim se zlepSuje metabolismus glukdzy, zvySuje se vyuziti kysliku
a prokrveni mozku, nékteré latky také zlepsuji reologické vlastnosti krve nebo plsobi jako
lapace ROS.

Nejpouzivanéjsi je piracetam, kromé metabolického plsobeni zlepsuje také plasticitu
erytrocyt(. Pyritinol Gcinkuje navic i jako zametac volnych radikall. Nicergolin zlepsuje
uvolfovani ACh z nervovych zakonceni. Extrakt z Ginkgo biloba ma antioxidacni, antiagregacni

a neuroprotektivni efekt3?.

3.14.4 Antiamyloidni terapie a nové terapeutické pfistupy

Vzhledem ke komplexni povaze onemocnéni a novym poznatklm o patogenezi AN se
v posledni dobé rozviji nové terapeutické pfistupy s cilem najit kauzalni |é¢bu nebo alespon
efektivné zpomalit progresi nemoci. Rada studii se vénuje amyloidové teorii a moZnostem
zasahu do kaskady tvorby AB. Testuji se naptiklad inhibitory enzym( B-sekretdz a modulatory
y-sekteretdz nebo statiny jako aktivatory a-sekteretdz33. Velkd pozornost se vénuje studiu

pfirodnich latek jako potencionalnich Ié¢iv v terapii AN 28,
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3.1.5 Butyrylcholinesterasa

Butyrylcholinesterasa je enzym z rodiny cholinesteras. Své pojmenovani dostal podle vysoké
afinity k uméle vytvorenému substratu butyrylcholinu, ktery se v lidském téle bézné
nevyskytuje34.

Fyziologickd role BChE v téle nebyla zatim kompletné objasnéna, byl vsak zjistén podil
enzymu v prvni fazi metabolismu nékterych 1é¢iv a dalSich exogennich latek34.
BChE dokazZe také chranit organismus pfed toxickymi uginky organofosforovych sloucenin.

V posledni dobé se vénuje pozornost zkoumani vlivu BChE na rozvoj a prabéh AN,

3.1.5.1 Funkce BChE v téle

Nejvétsi zastoupeni ma BChE v krevni plazmé, kam je pfivadéna z jater. Méfeni aktivity
plazmatické BChE lze tak vyuZit jako test jaterni funkce34. Dale miZeme BChE v téle nalézt ve

slinivce bfisni, hladkém svalu, stfevni mukdze a CNS36.
3.1.5.1.1 Metabolismus Iéciv a exogennich latek

BChE dokazZe Stépit mnoho exogennich latek, které obsahuji ve své molekule esterovou vazbu.
Jejimi substraty jsou napfiklad myorelaxacia sukcinylcholin nebo mivakurium34, lokalni
anestetika, kyselina acetylsalicylova nebo navykové latky heroin a kokain3°. DlleZitou roli ma
BChE také pfi ochrané organismu pfed toxickymi Ucinky organofosforovych sloucenin a
karbamatu, které se pouzivaji jako bojové latky a pesticidy a plsobi jako silné inhibitory

AChE?.

3.1.5.2 Vyznam BChE v patogenezi Alzheimerovy nemoci

V lidském mozku je moziné BChE nalézt v burikdch neuroglie, bilé hmoté a v neuronech
lokalizovanych ¢astec¢né v amygdale, hippokampu a thalamu, tedy strukturach podilejicich se
na schopnosti poznavani, uéeni a ovliviujici chovani. Tyto funkce jsou typicky postizené
v prib&hu AN38, Za patologickych podminek AN lze pozorovat pfitomnost BChE v senilnich

placich a klubkéch tvofenych AB3® (obr. 7).
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Obrazek 7: BChE pfitomna v senilnich placich (¢ervené Sipky) a klubkach (modré Sipky)
v mozkové klFe pacienta s AN3°

3.1.5.3 Inhibitory BChE

Studie prokdzaly, Ze BChE ma za normalnich podminek nizkou afinitu k ACh a hydrolyzuje ho
tedy minimalné. Jind situace nastava pfi nedostatecné aktivité AChE (napf. po podavani
selektivnich inhibitord AChE), kdy BChE zastoupi funkci AChE a zvySuje svou hydrolytickou
aktivitu vG& ACh, ¢&miZ snizuje jeho hladinu v CNS*. Na zikladé tohoto zjisténi lze
predpokladat ucinnéjsi Ié¢bu pomoci latek s inhibicni aktivitou vici obéma enzymim nebo se
selektivhim pGsobenim na BChE a mensimi nezddoucimi Géinky na cholinergni systém?3 >,

Z jiz schvalenych léciv pro terapii AN vykazuje inhibi¢ni aktivitu v(ici obéma enzymim
pouze rivastigmin ze skupiny karbamatovych derivatl. Ze stejné skupiny maji podobnou
aktivitu také pyridostigmin, fysostigmin a neostigmin. Slibné Gcinky jako dualni inhibitory mély
také metrifonat a takrin, od jejich testovani ale bylo upusténo kvali nezddoucim Géinkam*.

Jako silné ireverzibilni inhibitory obou enzymi pUsobi organofosforové slouceniny,
které se vyuZivaji jako bojové latky (sarin, soman, tabun a VX) nebo jako pesticidy (paraoxon,
parathion, malathion, malaoxon, dichlorvos)3>36 Tetraisopropylpyrofosforamid (iso-OMPA) je
selektivnim inhibitorem BChE, v praxi se vyuZiva pouze pro diagnostické ucely3>4L,

Zajimavé vysledky prineslo testovani isochinolinového alkaloidu berberinu jako léku
proti AN. Berberin vykazuje Siroké farmakologické ucinky, ptsobi inhibici AChE i BChE, inhibuje

také enzymy MAO-A a MAO-B, mé antioxida¢ni aktivitu a snizuje hladinu AB*2.
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Z léCivych rostlin bylo izolovdno nékolik latek s inhibiéni aktivitou vici BChE. Vétsina

sloucenin pochdazi zceledi Buxaceae, Amaryllidaceae, Huperziaceae, Lamiaceae,

Chenopodiaceae, Papaveraceae a Apocyanaceae a jedna se predevSim o latky povahy
alkaloidu, terpend, sterold, flavonoid( a glykosid(#3. Pfiklady rostlinnych druh( i konkrétnich

pfirodnich latek s cholinesterasovou inhibi¢ni aktivitou ukazuji nasledujici dvé tabulky.

Tabulka 1: Anticholinesterasovd aktivita rostlinnych extrakt( proti AChE a BChE**

Inhibice v %
Rostlina
AChE (1 mg/ml) BChE (1 mg/ml)
Corydalis solida subsp. solida 87.56+1.24 93.18 £ 0.89
Glaucinum corniculatum 86.55 + 0.67 81.45+0.74
Rhododendron ponticum subsp. 93.03 + 1.12 95.23 + 1.28
ponticum
Buxus sempervirens 61.76 £ 0.76 93.64 + 0.87
Tribulus terrestris 37.89+0.77 78.32+£1.27
Zygophyllum fabago 13.25+0.45 78.37 £0.95
Lycopodium clavatum 49.85 + 1.33 71.05+0.25
Fumaria vaillantii 94.23 £ 0.47 99.32+0.25
Fumaria capreolata 96.89 + 0.17 89.24 + 0.83
Fumaria asepala 91.99+0.70 93.12+0.28
Fumaria densiflora 93.42 +0.92 85.66 +1.24
Fumaria flabellata 92.14+1.01 87.91+0.61
Fumaria petteri subsp. thuretii 89.45 +0.86 87.32+0.76
Fumaria macrocarpa 93.43+0.64 88.74 £ 0.34
Fumaria parviflora 87.02+0.31 87.09+1.45
Fumaria judaica 96.47 £ 0.63 98.43 +0.39
Galanthamin?® 48.80+0.31 80.31+1.14

@ referencni latka
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Tabulka 2: Ptiklady ptirodnich latek s inhibi¢ni aktivitou proti butyrylcholinesterase

Nazev latky Typ slouceniny Rostlina ICso Literatura
(Celed) (LM)
. Isochinolonové Corydalis cava
(+)-bulbokapnin . . 67.0+2.1 45
alkaloidy (Fumariaceae)
. Isochinolinové Corydalis cava
(+)-korydalin alkaloidy (Fumariaceae) >2.0 43
. L . Buxus hyrcana
Cyklobuxophyllin | Steroidni alkaloidy (Buxaceae) 45.0 43
Sarkodin Steroidni alkaloidy sarcococca saligna 18.31 43
(Buxaceae)
. Haloxyl
Lawsaritol Rostlinné steroly gloxylon rejcurvum 3.9 43
(Chenopodiaceae)
(+)-chelidonin Isochinol.inové Chelidonium majus 319+ 14 46
alkaloidy (Papaveraceae)
Ursolové kyselina Trlterpetnova M/cromeirla cilicica 411 43
kyselina (Lamiaceae)

3.2 Vinca minor L. (Apocynaceae)

Cesky nazev: barvinek mensi (bréal mensi)’
Synonyma: Vinca humilis Salisb., Vinca intermedia Tausch, Vinca ellipticifolia Stokes, Vinca

acutiflora Bertol., Perivinca minor Scop.*’

Taxonomické zarazeni’

Oddéleni: Magnoliophyta
Trida: Magnoliopsida
Podtrida: Lamiidae

Rad: Gentianales
Celed: Apocynaceae
Rod: Vinca L.

Druh: Vinca minor L.
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Obrézek 8: Vinca minor L. (barvinek mensi)*®

3.2.1 Botanicka charakteristika

Barvinek je vytrvald, drevnatéjici rostlina s plazivym az 80 cm dlouhym stonkem. Listy jsou
stdlezelené, kratce rapikaté, vstficné, elipsovitého tvaru s kozovitym povrchem. Ndpadné
doleva stocené péti¢etné kvéty maji typickou modrou aZ? modrofialovou barvu®. Rostlina
kvete v obdobi od bfezna do cervna. Plodem je méchyrek, ale rozmnoZuje se prevainé

vegetativné pomoci oddenki®°.

3.2.2 Rozsifeni

Barvinek je jediny zdstupce &eledi Apocynaceae volné rostouci u nds’. Na evropském
kontinentu je rozsifren od Pyrenejského poloostrova, az po Podnépfi. Severni hranici vyskytu
tvori stredni Némecko a CR, zavlecen byl ale i dale na sever?’. U nas se vyskytuje pfiblizné do
nadmoriské vysky 800 m. Jeho stanovisti jsou listnaté i misené lesy, kde roste prevazné na
vlhkych, malo kyselych puddach s dostatkem Zivin v polostinu azZ stinu. Mozné je ho také najit

v okoli lidskych sidel jako dusledek zplanéni a ¢astého péstovani*.
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3.2.3 Pouziti v lidové mediciné

V minulosti se barvinek mensi hojné vyuzival v lidovém [éCitelstvi. Sbirala se kvetouci
nat — Vincae minoris herba, ktera se susila pfi teplotach do 45 °C. Nejvyznamnéjsi obsahové
latky v barvinku tvofi indolové alkaloidy, dale obsahuje tfisloviny, saponiny, barviva, hofciny a
flavonoidy. V lécitelstvi se vyuzival napriklad jako stomachikum, tonikum, pfi 1é¢bé rGznych
krvaceni nebo pfi zanétech dutiny ustni, tlustého streva, ¢i zanétu plic a pradusek. Nejcastéji
se uzival jako odvar z nati, v poméru 1 ¢ajova lzi¢ka na Salek s davkovanim 2 x denné 1 salek.
Ve formé masti se uzival na lécbu lupénky. Vzhledem k obsahu alkaloidd se barvinek mensi
fadi mezi jedovaté rostliny, Zddné otravy nebyly zatim zaznamendny*® 5% 52 33,

V soucasnosti se droga vyuZivd pouze kizolaci alkaloidu vinkaminu®?, ktery ma
hypotenzni ucinky, pouzivad se k lé¢bé poruch prokrveni mozku, sitnice a vnitiniho ucha a
k podpore mozkového metabolismu®*. Cerstva kvetouci nat nasla uplatnéni také v homeopatii

proti slizniénimu krvaceni a jako antidiabetikum a diuretikum>.

3.2.4 Obsahové latky rodu Vinca L. a jejich biologicka aktivita

Celed Apocynaceae &itd okolo 2000 druhil rostlin rozdélenych do pfiblizné 200 rod®°. Rod
Vinca L. zahrnuje celkem 8 druh@ a poddruhi rostlin6. Radime sem druhy V. minor L., V. major
L., V. herbacea Waldst. et Kit., V. erecta Regel et Schmalh. a V. difformis Pourr.>’

V celém rodu Vinca L. se vyskytuji monoterpenové indolové alkaloidy z eburnamin-
vinkaminové a sarpagin-ajmalinové skupiny. Nejcastéji se vyskytujici alkaloidy jsou isomajdin,
majdin, reserpin, vinkamajin a vinkamin (obr. 9). Dalsi vyznamné obsahové latky jsou

triterpenova kyselina ursolova a cyklitoly?®.
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Obrazek 9: Priklady alkaloid(i z rodu Vinca L.

(+)-Vinkamin

Monoterpenové indolové alkaloidy vznikaji biosyntézou z tryptofanu a iridoidniho

terpenu sekologaninu (obr. 10), jejichz kondenzacni produkt striktosidin je wvychozi

slouéeninou pro dalsi biosyntézu®. Charakteristické skupiny indolovych alkaloidd rodu Vinca

jsou: eburnaminové, sarpaginové, ajmalinové, akuamminové a oxindolové derivaty°.

COOH

tryptofan-
\ NH, dekarboxylasa WNHE

N N
H H
tryptofan tryptamin
H o) _
ne-mevalonatova e
terpenova biosyntéza
N
MeO,C HO 7 OH
sekologanin N

striktosidin
(S - konfigurace na C-5)

Obrézek 10: Vychozi latky pro biosyntézu terpenickych indolovych alkaloidd®®



3.2.4.1 Biologické ucinky druh( rodu Vinca L.

Biologické testovani sumarnich alkaloidovych extrakt( V. herbacea u zvirat ukazalo nasledujici
ucinky. U koc¢ky a krdlika vedlo podani extraktu k zablokovani nervosvalového prenosu
podobnému ucinklim kurare. U abdominalniho svalového preparatu z Zaby vedlo podani nizké
davky ke svalovym kontrakcim. V zavislosti na davce doslo po podani sumarnich alkaloidd u
kocky a krdlika ke snizeni krevniho tlaku o 10 az 40 %. Podani nizkych davek extraktu zpUsobilo
u krdlika kontrakce hladké stievni svaloviny, naopak vys$si davky mély spasmolytické Géinky>®.
Testovana byla také antioxidacni a anticholinesterasova aktivita extraktl z V. herbacea.
Alkaloidni extrakty projevovaly silnou inhibi¢ni aktivitu vi¢i AChE a BChE (tab. 3) a také slibnou
antioxidacni aktivitu a inhibi¢ni Gcinky proti peroxidaci lipidd. Zajimavé vysledky ukdazalo i

pusobeni jako lapace volnych radikal®®.

Tabulka 3: Anticholinesterasova aktivita sumarnich extrakt( z V. herbacea®

Vzorek® Inhibice AChE v % Inhibice BChE v %
Methanolovy ext. 24.85 +4.33 61.31+ 3,22
Nealkaloidni ext. 17.26 £ 1.49 63.37 +5.46
Alkaloidni ext. 78.54 + 1.06 81.39+2.94
Galanthamin® 80.50 + 0.52 75.03 £ 0.60

3 primérné hodnoty ze tfi paralelnich méreni pri koncentraci 200 pg/ml
b referenéni latka

Laboratorni testy na zvifatech ukdzaly po podani sumarniho alkaloidniho extraktu z
V. major tyto ucinky: snizeni krevniho tlaku, pozitivné inotropni ucinky na srdce, dilatace cév
véetné koronarnich cév, anestetické ucinky, zablokovani stfevnich kontrakci vyvolanych ACh a
celkové sympatolytické a parasympatolytické ucinky. Vodny extrakt z ¢erstvych listi snizoval
in vitro aktivitu cholinesteras z lidského séra o 50 %°°. Testovéni cholinesterasové inhibiéni
aktivity alkaloidového extraktu ukazalo slibny potencial této rostliny (tab. 4). Stejné dobré

vysledky ukazaly antioxidaéni aktivita a pdsobeni proti volnym radikalim?°.
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Tabulka 4: Anticholinesterasova aktivita sumarnich extraktd z V. major'®

Vzorek? Inhibice AChE v % Inhibice BChE v %
Methanolovy ext. V. major -10.4+ 4.5 40.5+7.7
Nealkaloidni ext. V. major 25143 63.1+£34
Alkaloidni ext. V. major 76.5+1.9 84.5+29
Galanthamin® 80.5+0.5 75.0+ 0.6

@ primérné hodnoty ze tfi paralelnich méreni pti koncentraci 200 pg/ml
b referenéni latka

3.2.4.2 Vinca minor L.

Barvinek mensi obsahuje pfes 50 alkaloid(i8. Obsah v susené droze se pohybuje v rozmezi 0,15
az 0,68 %. Nejvyznamnéjsi alkaloid je (+)-vinkamin, ktery tvofi 25 az 65 % vsech alkaloid(
vdroze. Zdalsich alkaloidd byly izolovany: akuammilin, 11,12-dimethoxyeburnamonin,
(+)-eburenin, (+)-eburnamenin, (-)-eburnamin, 19-epimonovincinin, (-)-16-epivinkamin,
19-hydroxyvinkamin, (+)-isoeburnamin, majorinin, 11-methoxyeburnamonin,
11-methoxyminovincinin, N-methylquebrachamin, minoricein, minovin,
N-methylaspidospermidin, (-)-minovincin, (-)-minovincinin, nervobskurin, 1-norvinkorin,
pikrinin, raufloricin, (-)-reserpin, rhazimol, striktamin (vinkamidin), (-)-vinkadifformin,
vinkadin, vinkaminin, vinkaminorein, vinkaminoridin, vinkaminorin, vinkamon, vinkanorin,
vinkarubin, vinkantin, vincin, vincinin, vincoridin, vinkorin, vinorin, vinoxi, vincalutin,
vinkamirin, vincesin, vinkovin a vinomin>®. Do klinického pouZiti jako Ié&ivo se dostal pouze
semisynteticky derivat vinpocetin®.

Z dalsich sloucenin byly izolovany: kyselina ursolova, B-sitosterol, flavonoidy a fenolové
slouceniny napf. 2,3-dihydroxybenzoova kyselina, vinkosid, kaempferol, kvercetin a robinin®®.

Triterpenova kyselina ursolovd se vyznacuje protizanétlivymi, protirevmatickymi
a antiulceréznimi  vlastnostmi, plsobi také analgeticky, podobné jako kyselina
acetylsalicylova®l. Kaempferol ma Siroké spektrum biologickych aktivit, pisobi antioxidaéné,
protimikrobidlné, kardioprotektivné, neuroprotektivné, antidiabeticky, proti rakovinnému
bujeni, analgeticky a také antialergicky®?. Kvercetin je zejména silny antioxidant, dile ma
protizanétlivé, antialergické a antidiabetické uUcinky. Plsobi také proti rozvoji
kardiovaskuldrnich onemocnéni®®. Pfehled biologické aktivity vybranych alkaloidi a

alkaloidnich extrakt( z V. minor je uveden nize (tab. 5-7).
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Obrdzek 11: Ptiklady alkaloidU Vinca minor L.
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Tabulka 5: Obsahové latky Vinca minor L. a jejich biologicka aktivita

Typ slouceniny Nazev Biologicka aktivita Literatura
Bisindolové (-)-vinkarubin In vitro cytostaticky ucinek na buné¢né | 8
alkaloidy linie leukemie P388
, In vitro Cytostaticky uUcinek na 8
Indolové . L i ae .
. (+)-vinkaminorin | leukemické bunky linie P388 v davce
alkaloidy
100 pg/ml
, In vitro Cytostaticky ucinek na 8, 64
Indolové . . . i a .
. (+)-vinkaminorein | leukemické burky linie P388 v davce
alkaloidy
100 pg/ml
In vitro inhibice 5-lipoxygenasy 65, 66, 64
, , v koncentraci 100 pM, in vivo (10
Indolinové S vl v
. (-)-pikrinin mg/kg) protizanétlivy ucinek u mysi, in
alkaloidy . e ..
vivo analgeticky uc¢inek u mysi (10
mg/kg) po intra gastrickém podani
, Pozitivni ucinky na metabolismus 8, 64
Indolové . . iy x
. (+)-vinkamin v CNS, neuroprotektivni ucinky, l1écba
alkaloidy L,
cerebrovaskularnich poruch
) , In vitro zvySené vstiebavani glukosy 67, 68, 64
Indolinové - . . o
. (-)-akuammicin | adipocyty, agonista na K-opioidnich
alkaloidy . N
receptorech in vivo (morce)
Oxindolové . Proapoptotickd, antioxidadni, 69, 64
. majdin - e L
alkaloidy chelataéni a zametacova aktivita in vitro
Indolové . Hypotenzni Gcinky in vivo u mysi 70,71, 64
i reserpinin ,
alkaloidy v davce 1mg/kg
Oxindolové o Hypotenzni Géinky u mysi, 72,64
) vinerin . A
alkaloidy ganglioplegické ucinky
) , In vitro Cytostaticky ucinek na 56, 64
Indolinové . . . s .
. (-)-vinkadifformin | leukemické buriky linie P388 v davce
alkaloidy
100 pg/ml
indolove 71, 64
Oxmd9 ove vineridin Sedativni ucinky /6
alkaloidy
Indolinové . .. Antiarytmické ucinky in vivo u kocky, 73, 64
. (-)-vinkamajin L,
alkaloidy kralika a krysy
Indolinové ())-vinkanin Analeptikum pro lé&bu nemoci CNS, 71,64
alkaloidy |é¢ba neuritid akustického nervu
| li 2 71, 64
ndo ||j10ve vinkanidin Emetické ucinky /6
alkaloidy
Indolové . . s 10, 74
. vallesiachotamin | Cytostatické ucinky
alkaloidy
Ucinek proti adenovir@im a HSV, 75, 76, 65,
3H-Indolové (+)-striktamin inhibice monoaminoxidas in vitro a in 64
alkaloidy (vinkamidin) vivo u mysi, selektivni inhibice COX2 in

vitro pfi koncentraci 100 uM
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Tabulka 6: Biologické ucinky extraktu ze susené drogy®

Forma extraktu

davka

Biologické ucinky

Vodny extrakt ze
susené nati

25— 200 mg/kg
(s.c.)

Hypotenzni Gcinky rlizné intenzity v zavislosti
na druhu zvitete. (pes, kocka, krysa, mys)
U psa a kocky negativni chronotropni ucinek

Sumarni alkaloidni
extrakt

6 — 10 mg/kg (i. v.)

Snizeni krevniho tlaku o 60 — 100 mmHg
béhem 10 — 30 minut. (pes v narkdze)

Sumarni alkaloidni
extrakt

1-3 mg/kg (i. v.)

Hypotenzni ucinek (krysa, krélik, kocka)

macerat (1 g drogy
macerovany ve 100
ml horké vody po
dobu 30 minut)

1 ml maceratu,
podani do orgdnu

Vasodilata¢ni uc¢inek na koronarni cévy
(morce)

Sumarni alkaloidni
extrakt

5—10 mg/kg (i. v.)

Pozitivni inotropni ucinek (pes)

Vodny extrakt ze
suSené nati

Vyssi davky

Spasmolytické ucinky na cévy
(pes, krysa, zaba)

Vodny extrakt ze
susené nati

Vyssi davky

Zvysena peristaltika a svalovy tonus tenkého
streva (kocka, kralik)

Sumarni alkaloidni
extrakt

1-10 mg ,aplikace
do organu

Zvyseni krevniho pratoku o 100 % v
izolovaném uchu (kralik)

Vodny extrakt ze
susené nati

50 mg/kg (i. v.)

Snizeni hladiny krevniho cukru béhem 3
hodin o 20 % (kralik)

Sumarni alkaloidni
extrakt

5a 10 mg/kg (i. v.)

Sympatolytické a parasympatolytické ucinky
(pes)

sumarni roztok
alkaloidt

1 % roztok, lokalni
podani

Lokalné anestetické plsobeni na o¢ni
rohovku odpovidajici 0,7% roztoku kokainu
(kralik)

Sumarni methanolové, alkaloidni a nealkaloidni extrakty z Vinca minor L. byly
otestovany na inhibi¢ni aktivitu proti lidskym cholinesterasdm. Zejména sumarni alkaloidni
extrakt ukazal slibné vysledky a to hlavné pfi ucinku na BChE (tab. 7). V oblastech antioxidacni
aktivity a zhaseni volnych radikdll poskytlo testovani alkaloidniho extraktu také velmi

zajimavé vysledky?©.
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Tabulka 7: Anticholinesterasova aktivita sumarnich extrakt( z V. minor®®

Vzorek? Inhibice AChE v % Inhibice BChE v %
Methanolovy ext. V. minor -2.7+25 37938
Nealkaloidni ext. V. minor 17.4+3.0 34.1+5.2
Alkaloidni ext. V. minor 61.1+2.0 73.9+t4.4
Galanthamin® 80.5+0.5 75.0+£ 0.6

aprimérné hodnoty ze tfi paralelnich méreni pfi koncentraci 200 pg/mi
b referenéni latka

Vinkamin

Vinkamin je eburnaminovy derivat, ktery byl poprvé izolovan z barvinku mensiho v 50. letech
minulého stoleti, jeho strukturu objasnily za¢atkem 60. let ¢esti védci (obr. 12). Studie tohoto
alkaloidu ukdazaly ucinky na obéhovy systém: snizeni krevniho tlaku a ovlivnéni srdec¢niho
vydeje a tepu. Byl prokdzan také dilatacni uc€inek na mozkové cévy a tim zlepSena perfuze
mozku’’. Vinkamin a jeho syntetické derivaty (vinpocetin, vinkanol) se ukazaly jako u&inné
blokatory napétové fizenych Na* kanald v mozku, ¢imZz pUsobi neuroprotektivné proti
toxickym ucink(im nékterych latek na CNS. Zkoumana byla také moznost vyuziti vinkaminu a
jeho derivatd jako potencidlnich antikonvulsiv’®. Laboratorni testovani na krysach prokazalo
antioxidacni, neuroprotektivni a inhibi¢ni cholinesterasovou aktivitu vinkaminu a vinpocetinu
v malych davkach (10 nebo 20 mg/kg) pfi neurotoxicité navozené podavanim AlCls. Vyssi davky
naopak ucinkovaly spi$e prooxidaéné a prozanétlivé’®. Studie se 142 pacienty s Alzheimerovou
a vaskularni demenci, po podavani vinkaminu 30 mg 2 x denné 12 tydn(, prokdzala lepsi

terapeutické G¢inky vinkaminu oproti kontrolni skupiné s placebem?®.

Obrazek 12: (+)-Vinkamin
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Vinpocetin

Druhou atraktivni latkou je vinpocetin (obr. 13), semisynteticky derivat, poprvé syntetizovany
z vinkaminu koncem 60. let minulého stoleti®’. Vyrdbi se pod obchodni znackou Cavinton® a
pouziva se k symptomatické I1é¢bé cerebrovaskularnich poruch napt. ischemicka hypoperfuze,
vaskularni demence a celkové ke snizeni psychickych a neurologickych nasledk( pti poruse
prokrveni mozku®2.

Predpoklada se, Ze vinpocetin plsobi nékolika mechanismy, které podminuji jeho
antioxidac¢ni, vazodilatacni a neuroprotektivni aktivitu. Neuronalni ochrana se pfipisuje
schopnosti inhibovat napétové fizené Na* kanaly a tim chranit nervovou tkan pred nasledky
ischemie a oxidativniho stresu vychdazejictho z anoxie. Dalsi ulinek predpoklada inhibici
fosfodiesterasy-1 enzymu, ktery stépi cAMP, coz vede ke zvySeni hladin cAMP a diky snizeni
agregace trombocytu také ke zlepSeni mozkové cirkulace a metabolismu. Vinpocetin pulsobi i
jako zametac volnych radikald a inhibitor lipidové peroxidace®!.

V [é€bé AN zatim vinpocetin neprokazal vyznamné;si u¢inek®-83, Studie z roku 2011 u
110 pacientd s mirnou kognitivni poruchou sledovala vliv cerebrolysinu a pfipravku Cavinton®
(vinpocetin) na progresi kognitivniho deficitu a na oddaleni rozvoje AN. Vyslednd data

dokdzala oddaleni diagndzy AN u skupiny pacient( lé¢enych cerebrolysinem?®,

Obrazek 13: (+)-Vinpocetin
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 VsSeobecné postupy

4.1.1 Priprava rozpoustédel

Vsechna rozpoustédla byla pfed pouzitim precisténa frakéni destilaci. Prvnich 5 % destilatu
bylo odstranéno kvali moznému znecisténi vodou, zbytek vydestilované frakce byl uchovan

v hnédych nadobach chranény pred svétlem.

4.1.2 Sloupcova chromatografie

Chromatograficky sloupec byl pfipraven nalévanim suspenze silikagelu v mobilni fazi do

kolony.

4.1.3 Priprava desek pro preparativni TLC

Na sklenéné desky uréené pro preparativni TLC byla nalita suspenze silikagelu ve vodé a
rovnomeérné rozetfena. Poté se hotové desky susily minimalné po dobu 24 hodin. MnoZstvi

pouZitého silikagelu na desky bylo 0,03 gv 0,1 ml vody na 1 cm?.

4.1.4 Detekce alkaloidl na chromatografickych deskach

Pro detekci alkaloid( na TLC deskach byla pouzita UV lampa pfti vinovych délkdch 254 a
366 nm, poté byl proveden postfik Dragendorffovym cinidlem — vznik oranzové zbarvenych

skvrn.

4.1.5 Odparovani rozpoustédel z extrakt(

Extrakty obsahujici rozpoustédla z kapalinové chromatografie nebo z preparativni TLC byly
odpareny na rotacni vakuové odparce pfi snizeném tlaku na vodni lazni o teploté 40 °C. Ziskané
roztoky alkaloidi ze sumarniho extraktu byly odpareny ve sklenénych ampulkach na vodni
[dzni pfi 60 °C pomoci proudu vzduchu. Koneéné dosuseni bylo provedeno ve vakuovém

exsikatoru za snizeného tlaku nad silikagelem po dobu 24 hodin.
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4.1.6 Uchovavani vzorkl

Ziskané odparky frakci a vzorky alkaloid( ze sumarniho extraktu byly v pribéhu jejich
docistovani uchovavany v lednici pfi 5 °C pod ochrannou atmosférou argonu. Findlni vzorky

byly pfed dalsim testovanim uloZzeny v mrazaku pfi -22 °C pod argonem.

4.2 Potreby a chemikalie pro izolaci latek

4.2.1 Rozpoustédla

benzin lékarsky lékopisné kvality CL 2009 (Penta) (Bz)
chloroform p. a. (Penta) (CHCls)

diethylamin p. a. (LachNer) (Et:NH)

diethylether p. a. (LachNer) (Et20)

ethanol 95%, denaturovany methanolem p. a. (Penta) (EtOH)
ethylacetat p. a. (Penta) (EtOAc)

methanol p. a. (Penta) (MeOH)

n-Hexan p. a. (Penta) (n-Hx)

toluen p. a. (Penta) (To)

4.2.2 Chemikalie a pomocné latky

argon (5.0)

hydroxid sodny 5% (NaOH)

kfemelina Celite 535 John’s Manville (Sigma-Aldrich)
kyselina chlorovodikova p. a. (LachNer) (HCl)
uhli¢itan sodny, bezvody (Penta) (Na,COs3)

4.2.3 Detekcni Cinidla

D1: Dragendorffovo ¢inidlo®

Roztok A byl pfipraven rozpusténim 1,7 g bazického dusi¢nanu bismutitého a 20 g kyseliny
vinné v 80 ml vody.

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

Zasobni roztok vznikl smichanim roztokd A a B v objemovém poméru 1: 1.
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Roztok pro detekci byl pfipraven pfidanim 5 ml zasobniho roztoku k roztoku 10 g kyseliny
vinné v 50 ml vody. Detekéni roztok byl uchovavan v lednicce pfi 4 °C.

Detekéni Cinidlo se pouziva pro detekci alkaloid(i na TLC. Odvétrané desky zbavené
zbytk( rozpoustédel z vyvijeci soustavy se posttikaji ¢inidlem. Na svétle riZzovém podkladu

vznikaji intenzivni oranzové skvrny. Detekce je velmi citliva.

4.2.4 Vyvijeci soustavy pro TLC

S1: EtOAc+MeOH (9:1)
S2:  n-Hx+ EtOAc + EtzNH (30 : 11 : 1)
S3: To+Et:NH (96:4)

4.2.5 Chromatografické adsorbenty

komercni desky Merck Silicagel 60 F2s4 (Merck)

komercni desky Silufol UV 254 nm (Kavalier)

nalévané desky se silikagelem Kieselgel G UV 254 (Merck)
Silikagel Fluka 0,063-0,200 mm, deaktivovany 10 % vody

4.2.6 Poutzité pristroje
vakuova odparka Blichi Rotavapor R-114

4.3 Postup pro stanoveni cholinesterasové aktivity

4.3.1 Chemikalie

Acetylcholin jodid (10mM roztok) (Sigma-Aldrich)

Butyrylcholin jodid (10mM roztok) (Sigma-Aldrich)

Dimethylsulfoxid p. a. (Sigma-Aldrich) (DMSO)

5,5’-Dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina > 98% (5mM roztok) (Sigma-Aldrich) (DTNB)
Galanthamin hydrobromid (Changsha Organic Hearb Inc., China)

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

5mM Fosfatovy pufr pH 7,4

Zdsobni roztok A: 10 mM roztok NaH,POg4 (1 litr roztoku obsahuje 1,20 g NaH,PO4).

Zdsobni roztok B: 10 mM roztok Na;HPOas (1 litr roztoku obsahuje 1,42 g Na;HPOa).

Pufr byl ptipraven smichanim 57 ml roztoku A se 283 ml roztoku B a 300 ml vody.

5mM Fosfatovy pufr pH 7,4 obsahujici 150 mM chloridu sodného

8,766 g chloridu sodného p. a. bylo rozpusténo v 5mM fosfatovém pufru pH 7,4 a dopinéno
do 1000 ml.

100mM Fosfatovy pufr pH 7,4

Zdasobni roztok A: 200 mM roztok NaH,POg (1 litr roztoku obsahuje 24,0 g NaH2POa).

Zdsobni roztok B: 200 mM roztok Na;HPO;4 (1 litr roztoku obsahuje 28,4 g Na;HPOa).

Pufr byl ptipraven smichanim 57 ml roztoku A se 243 ml roztoku B a 300 ml vody.

4.3.3 Biologicky materidl®®

Jako zdroj AChE byl pouZit hemolyzat lidskych erytrocytl. Zdrojem BChE byla lidska plazma.
Erytrocyty a plasma jsou ziskany z ¢erstvé odebrané krve, oSetfené citratem proti srazeni. Krev
rozdélend do zkumavek se podrobi centrifugaci pfi rychlosti 4000 rpm pfti 4 °C po dobu 10
minut. Plazma nad usazenymi erytrocyty se odsaje a uchova k naslednému stanoveni aktivity
BChE v lednicce pfi 4 °C.

Z erytrocytll se odsaji zbytky prebytecné plazmy, odecte se objem erytrocytarni masy
a poté se sediment ziedi 5 mM fosfatovym pufrem pH 7,4 s obsahem 150 mM chloridu
sodného. Tato suspenze se promicha, rozdéli do zkumavek a provede se centrifugace. Takto
se erytrocyty 3 x promyji, poté se promyvaci kapalina odstrani a pfida se 5 mM fosfatovy pufr
pH 7,4 v objemovém pomeéru erytrocyty : pufr (1 : 9). Smés se prelije do Erlenmayerovy barky
a erytrocyty se nechaji spontanné hemolyzovat za stalého michani. Po skonéeni hemolyzy se

ihned provede stanoveni aktivity AChE.
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4.4 |zolace alkaloidl

4.4.1 Rostlinny material pro izolaci

Jemné fezana susena nat Vinca minor L. (Apocynaceae) komercné dodana od firmy Megafyt
s. r. 0., Vrané nad Vltavou, sbér 2013 (polozka cislo 15607, Sarze 11062013, laboratorni
protokol 10195/13, kvalita V).

4.4.2 Extrakce drogy a dalsi zpracovani extraktu

Tato ¢ast prace byla provedena nad ramec mé diplomové prace.

4.4.2.1 Priprava sumarniho extraktu a chloroformového vytrepku (CHCl3-A)

K pfipravé extraktu bylo pouzito 62 kg jemné fezané drogy. Extrakce byla provedena po
Castech, vzdy 500 g drogy se 3 litry 95% EtOH bylo uvedeno k varu na vodni lazni po dobu 30
minut. Po filtraci se extrakce provedla stejnym zplsobem. Spojeny ethanolovy extrakt byl
zbaven ethanolu pfi snizené teploté a tlaku. K zahfatému extraktu byla za horka ptidana voda.
Celkovy objem extraktu byl 70 litrd. Vyloucila se Sedavo-zelenda usazenina (chlorofyl + kyselina
ursolovd), ktera byla odfiltrovana na Blichnerové nalevce pres papirovy filtr. Hnédy filtrat byl
alkalizovan 25% amoniakem na pH 9-9,5. Vyloucena usazenina alkaloidd a dalSich latek byla
vyjmuta vytfepdnim 5x 15 litry CHCl3 vidy po ¢astech. Chloroformovy vytiepek byl odparen

do sucha. Takto bylo ziskdano 454 g tmavé hnédého velmi viskézniho odparku.

4.4.2.2 Priprava predcistéeného chloroformového vytrepku CHCls-A

Bylo provedeno precisténi extraktu pomoci sloupcové chromatografie. Na 1 g extraktu bylo
pouzito 10 g neutralniho Al>Os. Na rozpusténi 1 g extraktu bylo pouzito 20 ml CHCls. Po filtraci
pres sloupec Al>O3 byl sloupec promyt potfebnym mnozstvim chloroformu a nasledné smési

CHCIls + EtOH (9 : 1), filtraty byly odpareny.
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Tabulka 8: Predcisténi chloroformového vytfepku CHCls-A

MnoZstvi odparku 454 g
CHCI5 na rozpusténi odparku 9,1 litru
Neutralni Al,0s3, st. aktivity I,
A
dsorbent 100-250 pig
Rozméry adsorbentu @ 18 x 45 cm
v H
Cislo eluce Eluce motnost Vzhled
odparku
1 CHCls, 10,3 litru 201 g Tmaveé hnédy, velmi viskdzni
odparek
CHCIs + EtOH 9 : 1, T "
2 10,3 litru 9 g Hnédy, pénovity odparek

Vysledek chromatografie uvadi nasledujici obrazek.
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Obrazek 14: TLC chromatogram po ¢isténi vytfepku CHCI3-A
TLC deska Kieselgel G UV 254 nm Merck, draha 8,5 cm, soustava EtOAc + MeOH 9 : 1,
komora nasycena, vyvijeni 1x, detekce Dragendorffovym Cinidlem.
I — puvodni chloroformovy vytrepek alkaloidd z nati
1 — Cisténi na Al,O3 — eluce sloupce CHCI3

2 — Cisténi na Al,03 — eluce sloupce CHCI3 + EtOH 9 : 1
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4.4.2.3 Sloupcova chromatografie predcisténého vytrepku CHCl3-A

Tabulka 9: Preparativni sloupcova chromatografie predcisténého CHCI3-A

MnozZstvi odparku 200,0g
CHCI5 na rozpusténi odparku 300 ml
Adsorbent na roztér 500g
Neutralni Al,03 (100 um) Sigma-Aldrich No. 199974-5 kg,
Adsorbent ] ]
deaktivovany 6 % vody; 6,0 kg
Délici vrstva ve sloupci @ 15x35cm
Vrstva s extraktem @ 15x2,9cm
Frakce 500 ml
Pocet frakci 531
Doba toku jedné frakce ca. 25 minut

Chromatografie byla provedena stupnovitou eluci rozpoustédly: Bz-CHCls, CHCIs-EtOH a EtOH
o stoupaijici eluéni sile. Frakce byly monitorovany pomoci TLC v rliznych chromatografickych
soustavach. Pro dalsi zpracovani byly pouzity spojené frakce 147-214 (hnédy, velmi viskdzni
odparek, hmotnost 27,03 g), které byly ze sloupce eluovany smési Bz + CHCl3 75 : 25 azZ

65 : 35.

%1

®Te
-
——— ) PO
o T24-%  Te2e ISP H-29 ZF2-148
Obrazek 15: Chromatogram spojenych frakci ze sloupcové chromatografie vytfepku CHCIs-A
(frakce 147-214 druhy chromatogram zleva)

TLC deska Kieselgel G UV 254 nm Merck, draha 8,5 cm, soustava n-Hx + EtOAc + Et,NH

30:11: 1, komora nasycena, vyvijeni 2x, detekce Dragendorffovym Cinidlem.
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Obrazek 16: Chromatogram frakce 147-214 z predcisténého vytifepku CHCIs-A
TLC deska Kieselgel G UV 254 Merck, drdha 8,5 cm, soustava n-Hx + EtOAc + Et;NH
30:11:1, komora nasycena, vyvijeni 1x, detekce Dragendorffovo Cinidlo (vlevo), UV 254 nm

(uprostred) a 366 nm (vpravo).

4.4.3 Sloupcova chromatografie spojenych frakci 147 — 214

Chromatografie byla provedena stupriovitou eluci rozpoustédly Bz-CHCls, CHCls, a CHCIs-EtOH
o stoupajici eluéni sile. Frakce byly monitorovany za pomoci TLC v soustavé
n-Hx + EtOAc + Et;NH 30: 11 : 1. Pro dalSi zpracovani byly pouzity spojené frakce 28-34 (hnédy
krystalicky odparek, hmotnost 0,59 g), kterd byla ze sloupce eluovdna chloroformem

(tab. 10-11).
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Tabulka 10: Sloupcova chromatografie spojenych frakci 147-214

MnozZstvi odparku

269¢g

Adsorbent na roztér

83¢g

Adsorbent

Silikagel Fluka 0,063-200 mm deaktivovany 10 % vody

Délici vrstva ve sloupci

@7x63cm

Vrstva s extraktem @7x%x25cm
Mrtvy objem 2200 ml
Frakce 500 ml
Pocet frakci 97

Doba toku jedné frakce

ca. 35-40 minut

Kontrolni TLC

Silikagel Merck UV 254 nm, drdha 60 mm, n-Hx + EtOAc
+ EtoNH 30 : 11 : 1, vyvijeni 2%, detekce UV 254 nm a
Dragendorffovo Cinidlo

Tabulka 11: Sloupcova chromatografie spojenych frakci 147-214 — priibéh chromatografie

Spojené .. , Odparek .
Frakce Eluéni systém Popis
frakce (8)
1-21 | CHClz +Bz80:20 0 0
1-27
22-27 | CHCl3 0 0
28-34 28-34 | CHCI3 0,59 Hnédy, krystalicky
35-37 | CHCl3

35-55 38-53 | CHCl3 + 1 % EtOH 11,82

Svétle zeleno-hnédy, velmi viskdzni,

nafoukly
54-55 | CHCl3 + 2 % EtOH
56-57 56-57 | CHCl3 + 2 % EtOH 1,36 Svétle hnédy, fidky
58-63 58-63 | CHCl3 + 2 % EtOH 3,13 Svétle hnédy, olejovity

64-67 | CHCls +2 % EtOH

64-68 1,02 Svétle hnédy, hrubé krystalicky
68 CHCl3 + 5 % EtOH

69-75 69-75 | CHClz +5 % EtOH 0,87 Svétle hnédy, viskdzni, drobné kryst.
76-78 76-78 | CHCl3 + 5 % EtOH 0,41 Svétle hnédy, velmi viskdzni

79-83 | CHClz +5 % EtOH . L L
79-97 2,38 Svétle hnédy, velmi viskdzni

83-97 | CHCl; + 10 % EtOH

Celkem 21,58
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28-34 35-55 56-57 58-63 64-68 76-78 79-97 28-34 35-55 56-57 58-63 64-68 76-78 79-97

Obrazek 17: Kontrolni TLC spojenych frakci ze sumarni alkaloidové frakce 147-214 ze
suSené nati Vinca minor L.
TLC deska Kieselgel G UV 254 Merck, draha 8,5 cm, soustava n-Hx + EtOAc + Et;NH

30:11:1, komora nasycena, vyvijeni 2x, detekce UV 254 nm (vlevo) a 366 nm (vpravo).

Experimentalni ¢ast popsana vyse byla provedena mimo radamec mé diplomové prace.

4.4.4 Zpracovani frakce 28-34

Z predchozi sloupcové chromatografie bylo ziskano spojenim frakci 28-34 0,59 g hnédého
odparku, ktery obsahoval Siroké spektrum latek (Obr. 17). K odparku bylo pfidano ca 0,4 ml
95% EtOH, roztok byl zahfan a ponechan krystalizovat. Vyloucila se svétle okrova praskovita
latka. Suspenze byla zfiltrovana pfes mikro-Blichnerovu nédlevku, zbytek na filtru byl promyt
95% EtOH a vysusen. Filtraty byly spojeny s mate¢nym louhem.

Bylo ziskano 29,3 mg bilé praskovité latky, oznacené LB-1 nealakloidni latky (detekce
Dragendorffovym cinidlem byla negativni). Tato latka nebyla alkaloidni povahy a byla proto
odloZena pro pozdéjsi reSeni struktury. Po odpareni EtOH bylo ziskdno 540 mg viskézniho

nekrystalizujiciho odparku hnédocervené barvy. Vysledek je na obrazku 18.
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Obrazek 18: GC/MS analyza matecného louhu spojenych frakci 28-34
(Plynovy chromatograf Agilent Technologies 7890A s Triple-Axis hmotnostnim detektorem
Agilent Technologies 5975C, nastfik pfi 280°C, V = 1 ul, split v poméru 15:1, kolona Agilent
Technologies HP-5MS, 30 m x 0.250 mm pfi teplotnim programu 15°C/min ze 100°C na
180°C, 1 min na 180°C, 5°C/min ze 180°C na 300°C, 40 min na 300°C, nosny plyn He 5.0
(Linde), pratok 0,8 ml/min. lonizace probéhla pfi 230°C elektrony 70 eV, detekovany
fragmenty v rozmezi 40-600 m/z). LB-2: t, = 24,51 min; LB-3: t, = 26,33 min. (tyto hodnoty

byly potvrzeny po opétovné analyze Cistych latek).

Tento odparek byl rozpustén v 11 ml chloroformu a roztok byl zfiltrovan pres malou
chromatografickou kolonu (primér x vyska = 1 x 5 cm) obsahuijici 5,5 g neutralniho Al,Os3, st.
Aktivity 11l (deaktivovany 6 % vody) a po této sorpci byla chromatograficka kolona nasledné
promyta jesté 8 ml chloroformu (kontrola eluce alkaloidli na papife Dragendorffovym
Cinidlem). Spojené filtraty byly zahusStény obvyklym zplsobem a vysusSeny v exsikatoru.
Vzniklo 465 mg svétle hnédého nekrystalujiciho odparku.

Odparek byl rozpustén v 11 ml smési CHCl3 + EtOH 1 : 1 a separovan pomoci TLC za

nasledujicich podminek:
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Tabulka 12: Podminky TLC matecného louhu ze spojenych frakci 28-34

Adsorbent Silufol UV 254 nm, 15 x 15 cm
Pocet desek 65
Vyvijeci draha 13 cm
Soustava To + Et;NH 96 : 4
Komora Nasycena, 30 minut po naliti elu¢ni soustavy
Vyvijeni 1x
UV 254 nm (na odstfizeném prouzku pti okraji také Dragendorffovym
Detekce o
¢inidlem)

LB-2

LB-3

Obrdazek 19: TLC vycisténé smési latek (Z) a jednotlivych izolovanych slouéenin LB-2 a LB-3

TLC deska Kieselgel G UV 254 nm Merck, drdha 8,5 cm, soustava To + EtoNH 96 : 4, komora

nasycenad, vyvijeni 1x, detekce UV 254 nm, Dragendorffovo cinidlo.

Jednotlivé zony s latkami byly vyskrabany, adsorbent vsypan s prfimési kfemeliny do
Pasteurovych pipet odpovidajicich velikosti a promyt 20ndsobnym mnozstvim eluéniho
rozpoustédla (CHCl; + EtOH 1 : 1). Eluaty byly odpareny a monitorovany pomoci TLC (Kieselgel
G UV 254 Merck, draha 8,5 cm, soustava To + Et;NH 96 : 4, komora nasycend, vyvijeni 1x,
detekce UV 254 nm). Kazidy z odparkd byl jesté jednou precistén za pouziti jmenované
soustavy a vySe uvedeného zplsobu (postup jako pfi pouziti desek Silufol UV 254 nm) tak, ze

na 1 cm chromatografické desky bylo naneseno maximdlné 0,5 mg odparku.

Vysledek ukazuje nasledujici tabulka:

47




Tabulka 13: Vysledek preparativniho déleni smési alkaloid(l z frakce 28-34

. Hmotnost . . Hmotnost .
Latka Mmotnos Popis Rekrystalizace Motnos Popis
(mg) (mg)
LB-2 162 svétle béZovy z MeOH 91 Bily, praskovity
LB-3 181 svétle bézovy 2 MeOH 108 | Bezbarvy, drobné
krystalicky

4.5 Obecné podminky pro identifikaci izolovanych latek

4.5.1 Stanoveni teploty tani

Teplota tani (t. t.) byla korigovana a byla stanovena na pftistroji Boétius.

4.5.2 Meéreni optické otacivosti

Opticka otacivost byla mérena ve 2 cm kyvetach na pfistroji Perkin-Elmer 142 Automatic

Spectropolarimeter a je uvadéna pfi prislusné teploté a koncentraci.

4.5.3 Méreni hmotnostniho spektra

Hmotnostni spektra pro predbéznou identifikaci alkaloid(i byla zjisténa s pouzitim plynového
chromatografu Agilent Technologies 7890A s Triple-Axis hmotnostnim detektorem Agilent
Technologies 5975C. Nastfik byl pfi 280°C, v objemu 1 pl a split v poméru 15:1. Déleni smési
probéhlo na koloné Agilent Technologies HP-5MS, 30 m x 0.250 mm pfi teplotnim programu
15°C/min ze 100°C na 180°C, 1 min na 180°C, 5°C/min ze 180°C na 300°C, 40 min na 300°C.
Nosny plyn byl He 5.0 (Linde) pfi pritoku 0,8 ml/min. lonizace probéhla pfi 230°C elektrony
70 eV a detekovany byly fragmenty v rozmezi 40-600 m/z.

Alkaloidy byly pfedbéziné identifikovany pomoci porovnavani jejich spekter se spektry
dostupnymi v komeréni knihovné spekter NIST 11 (National Institute of Standards and

Technology Library, USA), v literatute a se standardy izolovanymi v laboratofi KFBE.
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4.5.4 Nuklearni magneticka rezonance

Spektra NMR (*H-NMR a '3C-NMR) byla méfena v roztocich latek v CDCl; s pouZitim pFistroje
Bruker Avance DRX 500 Spectrometer operating (500 a 125 MHz), jako vnitini standard byl
pouzit tetramethylsilan (TMS). Chemické posuny (6) jsou vyjadfeny v ppm a interakéni

konstanty (J) v Hz.
4.6 Stanoveni cholinesterasoveé inhibi¢ni aktivity (1Cso)

Pro stanoveni hodnoty ICso byla pouZita Ellmanova spektrofotometrickd metoda s pouzitim
5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB)®. Jako substrdt byly pouZity estery
thiocholinu. Ty jsou Stépeny cholinesterasami za vzniku Zluté zbarvenych produktl. Nasledné
se spektrofotometricky stanovy nardst absorbance za 1 minutu pfi dané vinové délce
(AChE A = 436 nm; BChE A = 412 nm).

Pro stanoveni aktivity izolovanych latek se do mikrotitracnich desticek napipetuje 8,3
ul krevni plazmy (BChE) nebo hemolyzatu (AChE), pfida se 283 ul 5 mM DTNB a 8,3 pl roztoku
l[atek v DMSO v klesajici koncentraci 40,0; 10,0; 4,0; 1,0 a 0,4 mM. Smés se po 1 minutovém
promichani v mikrotfepacce inkubuje v komofe readeru pfistroje pfi 37 °C po dobu 5 minut.
Poté se prida 33,3 ul roztoku substratu (10mM acetylthiocholinjodidu nebo 10mM
butyrylthiocholinjojidu) a po 2 minutach se odectou pfislusné hodnoty absorbance. Takto bylo
zméreno 6 fad po 3 jamkach pro kazdou koncentraci stanovované latky véetné DMSO jako
slepého vzorku.

Hodnoty ICso byly vypocitany z namérenych hodnot poklesu aktivity AChE nebo BChE
v programu GraphPad Prism. Stanoven byl primér se smérodatnou odchylkou. Vysledky byly
porovnany s hodnotami ICsp znamych inhibitorl cholinesteras: galanthaminem, huperzinem A

a eserinem. Procenta inhibice (% 1) byla prepoctena podle vzorce:

% | = 100-(AAsL/AAsA)*100

Kde: AAg.— narlst absorbance slepého vzorku za 1 minutu

AAsp — narlst absorbance méreného vzorku
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5 VYSLEDKY

5.1 Identifikace izolovanych latek

Na zakladé vysledkd z hmotnostni spektrometrie (MS) a nuklearni magnetické rezonance, po
porovnani s literaturou, byly izolované latky LB-2 a LB-3 identifikovany jako (+)-vinkaminorein

a (+)-vinkamin.

5.1.1 Strukturaizolované latky LB-2

Na zakladé spektrdlni analyzy byla tato latka identifikovana jako (+)-vinkamonorein

(CAS 2411-51-0). Bila, praskovita latka, t. t. 125-126 °C, [a]p?? +26,1 (c = 1,01; méfeno v CHCl3).

N

Obrazek 20: (+)-Vinkaminorein

5.1.1.1 MS analyza

m/z (rel. int.): 354 (83, M*), 399 (3), 325 (3), 295 (8), 268 (9), 229 (100), 210 (60), 184 (13), 170
(19), 149 (9), 124 (43).
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Obrazek 21: MS spektrum (+)-vinkaminoreinu
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5.1.1.2 'H-NMR analyza

IH-NMR (500 MHz, CDCls) 6: 7,50 (d, J = 7.1, 1H, H-9), 7,24 (1H, H-12), 7,17 (t, ) = 7, 1H, H-10),
7,07 (t, J = 7, 1H, H-11), 3,70 (s, 3H, OMe), 3,52 (s, 3H, NMe), 3,16 (d, J = 15, 1H, H-21a),
2,93-2,95 (m, 2H, CH2-17), 2,49-2,51 (m, 1H, H-3a), 2,29-2,33 (m, 1H, H-5a),
2,27-2,29 (m, 1H, H-5b), 2,24-2,27 (m, 1H, H-3b), 1,93-1,96 (m, 1H, H-16), 1,61 (d, J = 15, 1H,
H-21b), 1,47-1,54 (m, 1H, H-14a), 1,36-1,41 (m, 1H, H-6a), 1,30-1,35 (m, 1H, H-15a),
1,25-1,29 (m, 1H, H-14b), 1,20-1,25 (m, 2H, CH2-19), 1,18-1,20 (m, 1H, H-15b), 1,16-1,18 (m,
1H, H-6b), 0,93 (t, J = 7.2, 3H, Me-18).

5.1.1.3 3C-NMR analyza

13C-NMR (125 MHz, CDCls) &: 175,17 (CO), 139,27 (C-2), 136,74 (C-13), 127,05 (C-8), 120,59
(C-10), 118,49 (C-11), 117,96 (C-9), 109,96 (C-7), 108,59 (C-12), 57,88 (C-21), 55,27 (C-5), 53,29
(C-3), 52,48 (OMe), 34,21 (C-6), 33,79 (C-16), 31,01 (C-15), 30,23 (NMe), 24,88 (C-20), 22,45
(C-17), 22,32 (C-14), 14,19 (C-19), 7,39 (C-18) (13).

5.1.2 Struktura izolované latky LB-3

Na zakladé vysledk( spektralni analyzy vyplynulo, Ze se jednd o (+)-vinkamin
(CAS 1617-90-9). Bila, drobné krystalicka latka, t. t. 230-232 °C, [a]p?? +15,1 (c = 0,11; mé&Feno
v AcOH).

Obrazek 22: (+)-Vinkamin
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5.1.2.1 MS analyza

m/z (rel. int.): 354 (100, M*), 339 (16), 325 (14), 307 (31), 295 (45), 284 (13), 267 (51), 252 (87),
237 (27), 224 (40), 209 (17), 180 (22), 167 (27), 149 (13), 133 (13), 115 (11).
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Obrazek 23: MS spektrum (+)-vinkaminu

5.1.2.2 'H-NMR analyza

IH-NMR (500 MHz, CDCls) &: 7,47-7,49 (m, 1H, H-9), 7,09-7,13 (m, 3H, H-10. H-11 and H-12),
4,57 (s, 1H, 14-OH), 3,92 (s, 1H, H-3), 3,82 (s, 3H, OMe), 3,32-3,35 (m, 1H, H-5a), 3,28-3,31
(m, 1H, H-5b), 2,95-3,02 (m, 1H, H-6a), 2,58-2,63 (m, 1H, H-6b), 2,54-2,57 (m, 1H, H-19a),
2,49-2,51 (m, 1H, H-19b), 2,25-2,27 (m, 1H, H-20a), 2,22 (d, J = 15.1, 1H, H-15a), 2,12
(d,J=15.1, 1H, H-15b), 1,70-1,75 (m, 1H, H-17a), 1,66-1,69 (m, 1H, H-18a), 1,47—-1,50 (m, 1H,
H-20b), 1,42-1,46 (m, 1H, H-17b), 1,35-1,38 (m, 1H, H-18b), 0,91 (t, J = 7.2, 3H, Me-21).

5.1.2.3 3C-NMR analyza

13C-NMR (125 MHz, CDCls) &: 174,89 (CO), 134,56 (C-13), 132,89 (C-8), 129,39 (C-2), 122,13
(C-10), 120,71 (C-12), 118,92 (C-9), 110,75 (C-11), 106,34 (C-7), 82,32 (C-14), 59,59 (C-3), 54,73
(OMe), 51,40 (C-5), 45,01 (C-19), 44,83 (C-15), 35,56 (C-16), 29,32 (C-20), 25,51 (C-18), 21,16
(C-17), 17,25 (C-6), 8,01 (C-21) (17, 18).
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5.2 Stanoveni inhibi¢ni aktivity vic¢i AChE a BChE

Tabulka 14: In vitro inhibi¢ni aktivita (ICso) izolovanych latek

Latka AChE (uM) BChE (uM)
(+)-vinkaminorein 1730 £ 393,35 8,71+0,49
(+)-vinkamin >5000 3782,67 + 1788,54
galanthamin?® 1,710 £ 0,065 42,30+ 1,30
huperzin A? 0,033 + 0,001 >1000
eserin? 0,063 + 0,001 0,130 + 0,004

areferencni latky
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6 DISKUSE

V rdmci mé diplomové prace jsem zpracoval frakci 28-34 ze sumarniho alkaloidového extraktu
Vinca minor L. Z vy$e uvedeného extraktu jsem izoloval dvé latky (LB-2 a LB-3), které byly dale
identifikovany. Pomoci spektralni analyzy MS a NMR a fyzikalné-chemickych metod byly latky
identifikovany jako (+)-vinkaminorein (LB-2) a (+)-vinkamin (LB-3). Latky byly podrobeny in
vitro testovani na inhibi¢ni aktivitu vici lidskym cholinesterasam.

Vinkamin je typicky alkaloid rodu Vinca L. z ¢eledi Apocynaceae, nachazi se v druzich
V. minor, V. major, V. herbacea, V. erecta a V. difformis®*. Dale byl vinkamin nalezen u druhd
Tabernaemontana rigida, Aspidosperma album, Rhazya stricta a Ambelania occidentalis
z Celedi Apocynaceae®® 820 U druhu Vinca minor je pfevazujicim alkaloidem®®,

Vyznam vinkaminu spociva v jeho ucincich na CNS a kardiovaskularni systém. Prvni
studie ukazaly pozitivni vliv na KVS snizenim krevniho tlaku, srdec¢niho vydeje a srdecni
frekvence. U pacient(l trpicich bolestmi hlavy, zavrati nebo vertigem doslo po podani
vinkaminu ke zlep3eni stavu, to je vysvétleno dilata¢nim G¢inkem na mozkové cévy’’. Na
zvitecich modelech u krys bylo zjisténo silny blok napétové Fizenych Na* kanald v CNS.
Vinkamin takto plsobi neuroprotektivné proti otravdm neurotoxickymi jedy, ma urcité
antikonvulzivni G¢inky a mGzZe omezit nasledky akutnich ischemii’®. Studie se 17 pacienty
s poruchou krevni cirkulace v mozku ukdzala po injekénim podani vinkaminu zlepSeni
hemodynamiky v ischemickych ¢astech mozku’’. Zaméreni dalsi studie bylo na terapeutické
ucinky u pacientl s primarni degenerativni nebo s vaskularni demenci. Na zakladé rGznych
hodnoticich kritérii méli pacienti uZivajici vinkamin statisticky lepsi vysledky téchto test(
oproti kontrolni skupiné s placebem?®. Vliv na spanek u kocky ukdzal zvy3eni podilu tzv.
paradoxniho spanku, tento efekt mlze souviset se zlepsenim pamétovych funkci. Jind studie
u pacient( s vaskularni demenci sledovala ucinky vinkaminu na chovani, schopnost u¢eni a na
vjemové-motorickou aktivitu. Vysledky ukazaly vyrazné zlepseni téchto parametrd’’. V nizsich
uritou antibakterialni a antivirovou aktivitu®2.

Testovani inhibi¢ni aktivity vici cholinesterasdm popsané v literature, ukazalo urcité
plsobenina AChE a BChE, av$ak z klinického hlediska spiSe nevyznamné’® %2,V prvnim pfipadé
u laboratorni krysy pfi uméle navozené neurotoxicité vedlo podani 20 mg/kg vinkaminu ke

snizeni aktivity AChE o 39,1 %, u BChE zpUsobila ddvka 10 mg/kg pokles aktivity o 42,8 %’°.
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V druhém pfipadé byla zkoumana aktivita in vitro, koncentrace 1 mg/ml vinkaminu nevedla
k inhibici AChE, aktivita proti koriské sérové BChE byla pouze 28.5 + 2.01 %°2. Mé&Feni aktivity
(+)-vinkaminu, izolovaného vramci mé prace, neukdzalo témér Zadnou inhibici lidskych
cholinesteras.

V klinické praxi se vinkamin vyuZivd jako nootropikum. ZvySuje prokrveni mozku,
spotifebu kysliku a wvyuziti glukézy v CNS. ZlepSuje tedy metabolismus vCNS a ma
neuroprotektivni Uc¢inek. Uziva se k prevenci a |1é¢bé poruch prokrveni mozku, pfi poruchdach
paméti, proti bolestem hlavy a proti vertigu® °3. Vinkamin se snadno absorbuje po p. 0. podani
a jeho biologicky polocas jsou priblizné 2 hodiny. Z velké ¢asti je metabolizovan, pouze 6-7 %
latky je vylou¢eno moci v nezménéné formé. Hlavni metabolicka cesta je Stépenim esterové
vazby”’. V zahraniéi je vinkamin dostupny jako lé¢ivo nebo jako doplnék stravy, vyrabéji se
také kombinované pfipravky s piracetamem jako nootropika®3 9.

Zvinkaminu je odvozen jeho semisynteticky derivat vinpocetin, hojné vyuzivané
nootropikum. M3 srovnatelné uUcCinky jako vinkamin, navic chrani neurony pred toxickymi
ucéinky glutamatu a N-methyl-D-aspartatu®.

Vinkaminorein je indolovy alkaloid izolovany z rostliny Vinca minor (Apocynaceae)®.
Vyskytuje se predevsim v listech rostliny®. In vitro testovani ukazalo cytotoxické pdsobeni
vinkaminoreinu na leukemické burky P388. Mechanismus plsobeni spociva v inhibici tvorby
bunécné RNA, tim je narusena syntéza protein( a rist bunék leukemie je tak potlacen. Epimer
vinkaminoreinu, vinkaminorin naopak inhibuje syntézu bunécné DNA, ¢imzZ také zasahuje do
bunééného ristu®®. V minulosti byl vinkaminorein, véetné dal3ich alkaloidd, vyuZivan ke studiu
biosyntézy indolovych alkaloid( V. minor®” %% %°_ (+)-Vinkaminorein ziskany v ramci mé prace
vykazoval silnou inhibici sérové BChE, na aktivitu AChE pUsobil minimalné.

Izolované alkaloidy byly otestovany na inhibi¢ni aktivitu proti AChE a BChE. Vysledky
ukazaly, Ze (+)-vinkamin prakticky nepusobi inhibi¢né na cholinesterasy a neni tedy zajimavy
pro dalsi studium jako inhibitor cholinesteras. (+)-vinkaminorein naproti tomu ukazal relativné
selektivni inhibici BChE (ICso: 8,71 + 0.49 uM) a mohl by tak byt atraktivni pro dalsi vyzkum

v oblasti latek ovliviujicich pribéh AN.
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8 ABSTRAKT

Bouz L.: Biologicka aktivita sekunddrnich metabolitl rostlin V. Alkaloidy Vinca minor L.
Diplomova prdce, Univerzita Karlova, Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové, Katedra

farmaceutické botaniky a ekologie. Hradec Kralové 2016.

Ze suché nati Vinca minor L. (Apocynaceae) byl ziskdn sumarni extrakt, ktery byl rozdélen
sloupcovou chromatografii za pouziti Iékafského benzinu, chloroformu a ethanolu na 531
frakci. DalSim délenim frakci, naslednou preparativni tenkovrstvou chromatografii a
krystalizaci, byly ziskany 2 latky alkaloidni povahy s oznacenim LB-2 a LB-3. Latky byly
identifikovdny pomoci GC/MS, H- a 3C-NMR spekter a za pouZiti fyzikalné-chemickych
metod. Z analyzy latek vyplynulo, Ze se jedna o indolové alkaloidy (+)-vinkaminorein (LB-2) a
(+)-vinkamin (LB-3). Obé latky byly podrobeny testovani na inhibi¢ni aktivitu vaci lidskym
cholinesterasam. (+)-vinkamin nevykazoval v porovnani se standardy (galanthamin ICso AChE:
1,710 = 0,065 uM, ICso BChE: 42,30 + 1,30 uM; huperzin A ICsg AChE: 0,033 = 0,001 uM)
prakticky Zadnou aktivitu. Naopak (+)-vinkaminorein ukazal relativné vysokou selektivni

inhibici BChE (ICso= 8,71 + 0,49 uM), na AChE nepUsobil.

Klicova slova: Vinca minor L., indolové alkaloidy, vinkamin, vinkaminorein, Alzheimerova

nemoc, acetylcholinesterasa, butyrylcholinesterasa
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Diploma thesis, Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Krdlové, Department of

Pharmaceutical Botany and Ecology, Hradec Kralové 2016.

Summary extract obtained from dried aerial parts of Vinca minor L. was separated by column
chromatography with petrol, chloroform and ethanol to 531 fractions. By further separation
of fractions, following preparative thin layer chromatography and crystallization 2 alkaloidal
compounds marked LB-2 and LB-3 were isolated. These compounds were identified by GC/MS,
'H- and 3C-NMR spectroscopy and by use of physical-chemical methods. The structure of
compounds were elucidated as indole alkaloids (+)-vincaminoreine (LB-2) and (+)-vincamine
(LB-3). Both substances were tested for their inhibition activity against human cholinesterases.
(+)-Vincamine didn‘t exhibited in comparison with standard drugs (galanthamine 1Cso AChE:
1,710 £ 0,065 uM, 1Cso BChE: 42,30 + 1,30 uM; huperzine A 1Cso AChE: 0,033 £ 0,001 uM) any
inhibition activity. On the other hand (+)-vincaminoreine exhibited fairly strong selective

inhibition of BChE (ICso = 8,71 + 0,49 uM) with no inhibition of AChE.

Key words: Vinca minor L., indole alkaloids, vincamine, vincaminoreine, Alzheimer disease,

acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase
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