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1. UVOD

Neurodegenerativni onemocnéni jsou charakterizovana predcasnym zdnikem nebo degeneraci
nervovych bunék. Vétsina se prevazné projevuje demenci. Demence je hlavni pficina invalidity a patfi
mezi sedm nejéastéjSich pricin Umrti na svété. V soucasné dobé trpi demenci vice nez 55 milion( lidi
av CR v roce 2021 bylo okolo 161 tisic lidi trpicich timto onemocnénim. Kazdy rok se objevuje stéle

vice novych pfipadl nemoci, pfi¢emz vétsina zemi na tento vyvoj neni pfipravena. [1,2]

Riziko vzniku demence se zvySuje s rostoucim vékem, mohou ji ale vyvolat také genetické faktory,
poranéni hlavy, cévni onemocnéni, infekce, faktory prostfedi a jako jedna z nejcastéjSich pficin
Alzheimerova choroba. Alzheimerova choroba (AD) je charakteristicka pozvolnym rozvojem kognitivni

dysfunkce, dopadem na béZné denni funkce a neuropsychiatrickymi symptomy. Lidé se mohou doZivat

v es

Onemocnéni je ¢asto spojovano s akumulaci proteind amyloid-p (AB) a t-proteinu v mozku. Historie
AD zacala v roce 1907, kdy némecky neuropatofyziolog Alois Alzheimer poprvé popsal tuto nemoc

mozku. [3,4]

v ey

choroby. ProtoZe tato nemoc nelze zcela vylécit, bylo by vhodné pokracovat ve vyzkumu novych Iéciv.
Prestoze je AD problémem na celém svété zUstavaji v soucasné terapii jen memantin, antagonista
N-methyl-D-aspartatu (NMDA) a donepezil, rivastigmin a galanthamin. Donepezil, rivastigmin
a galanthamin jsou latky blokujici enzymy cholinesterasy [acetylcholinesterasa (AChE)
a butyrylcholinesterasa (BuChE)], které rozkladaji acetylcholin (ACh), coz vede ke zvyseni hladiny ACh
v synaptické Stérbiné. Memantin brani nadmérné aktivaci glutamatového receptoru NMDAR a tim
i vtoku Ca?* do buriky a diky tomu nedochdazi k poklesu kognitivnich funkci a neuronovy butiky

nepodléhaji apoptdze. [1]

Celed Apocynaceae je jednou z nejvétsich a nejvyznamnéjsich ¢eledi krytosemennych rostlin. Nékolik
rostlin této ¢eledi ma 1é¢ivé vlastnosti. Do této ¢eledi fadime i okrasnou rostlinu rostouci v CR, kterou

se zabyva i tato diplomova préce, Vinca minor L. [5]

Vinca minor L., u nas znamy jako barvinek mensi z rodu Vinca, je stdlezelena rostlina, pochazejici z jizni
a stfedni Evropy. Je zdrojem indolovych alkaloidd prevainé monoterpenovych. Vinca alkaloidy se
mohou pouZit nejen pro boj s nddorovymi onemocnénimi. Mezi hlavni Vinca alkaloidy, které se klinicky

vyuzivaji fadime: vinblastin, vinkamin, vinkristin a jejich polosyntetické derivaty vindesin a vinorelbin.



Za pomoci zjisténi biologické aktivity prirodnich latek véetné alkaloid, mGzeme urdit jejich potencial

pti lécbé AD. [6,7]

Inhibiéni aktivita rostlin viéi cholinesterasam je dlouhodobé sledovana na katedfe farmakognozie
a farmaceutické botaniky. BEhem tohoto screeningu byla zjiSténa vyznamna inhibicni aktivita Vinca
minor vic¢i obéma cholinesterasdm — AChE (ICso= 7,35 + 2,32 uM) a BuChE (ICso= 80,13 + 0,89 uM),

proto byla vybrana jako zdroj sekundarnich metabolitl pro podrobnéjsi studium.
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2. ZADANI - CiL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo:
e nalezeni vhodné frakce pro izolaci
e nalezeni vhodnych metod pro izolaci alkaloid( a vlastni izolaci
e izolace alkaloid( z frakce alkaloidniho extraktu z naté Vinca minor L.
e krystalizace a stanoveni fyzikalné-chemickych vlastnosti Cistych alkaloidd

e pfiprava vzorkd pro méreni inhibice acetyl- a butyrylcholinesterasy, ptipadné cytotoxicity

a dalsich testu biologické aktivity izolovanych alkaloid(
e vyhodnoceni vysledkl a porovnani s literaturou

e vypracovani literdrni reSerse (prehled potencialné vyznamnych ptirodnich latek rostliny,

uplatnitelnych v dalsim studiu jako potencialni léciva)

11



3. TEORETICKA CAST

3.1 Alzheimerova choroba

AD je stale rostouci celosvétovy zdravotni problém, primarné kv(li starnuti svétové populace, s dopady
pro jednotlivce i spolecnost. Tato choroba je pojmenovana po némeckym psychiatrovi Aloisovi
Alzheimerovi, jako jeden z prvnich popsal tuto nemoc. Jedna se o progresivni neurodegenerativni

onemocnéni, které se typicky projevuje pfiznaky ztraty kognitivniho vykonu. [4,9-11]

Nemocny muZe mit prohlubujici se problémy s vyjadfovanim, rozhodovanim, mize byt zmatenéjsi
a nedokoncuje své myslenky. Po dosaZzeni 65 let, se u nemocného pacienta prevalence klinickych
pfiznakll nemoci zhruba kazdych 5 let zdvojnasobuje. V poslednich stadiich nemoci neni schopen se

sam o sebe postarat a je odkazan do péce. [8]

Zdravy Zivotni styl mUZe sniZovat riziko rozvoje demence a je tedy doporuc¢ovano mit vyrovnanou
skladbu jidelnic¢ku, nekoufit, mit kvalitni spanek, pravidelné se vénovat fyzickému cvi¢eni a pravidelné

procvicovat pamét. [8]

3.1.1 PricCiny a rizikové faktory Alzheimerovy choroby

3.1.1.1 Vliv genetiky

Dédic¢nost u AD byla odhadnuta aZz na 79 %. Mezi faktory, které zvysuiji riziko vyskytu AD, fadime APOE
€4. Oblast apolipoproteinu E (APOE) byla po vice nezZ deset let pouze jedinym genetickym rizikovym
faktorem. Alela APOEg4 je umisténa na chromozomu 19g13. APOE m3 izoformy kédované tremi
alelami, APOEe2, €3 a €4. Jedind alela APOE-€4 je spojena s dvoundasobnym az tfindsobnym zvysenim
rizika AD, navic kazda zdédéna alela APOEe4 sniZuje vék pfi ndstupu onemocnéni o 6-7 let. APOE je
vyznamné asociovan s AB11,35,36,40. Pfedpoklada se, ze APOE pfispiva k akumulaci B-amyloidu.

[14, 17]

Vzacna familidrni forma AD je zaloZena na podkladé autozomalné dominantnich mutaci vamyloidovém
prekurzorovém proteinu (APP), presenilin 1 (PSEN1) a presenilin 2 (PSEN2) genu. Maji spolecny
patogenni mechanismus zahrnujici zvySenou tvorbu a agregaci amyloidniho B proteinu. Autozomalné
dominantni mutace predstavuji méné nez 1 % pripad(. U pacient(, u nichZ je zndmo, Ze jsou nositeli
téchto mutaci (tj. mutace APP, PSEN1, PSEN2), je pravdépodobné, Ze se u nich AD v urcitém véku
rozvine. [14, 16]
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3.1.1.2 Cholinergni systém

Porucha cholinergniho systému se podili na fadé chorobnych stavli. ACh ma dlleZitou roli
v kognitivnich procesech, proto je cholinergni systém oznacen za dulezZity u mnoha forem demence,
véetné AD. Béhem onemocnéni dochazi ke snizeni produkce ACh, kterd je zpUsobena vyznamnym
Ubytkem cholinacetyltransferasy (ChAT). ChAT je enzym, ktery je odpovédny za syntézu ACh. Tim
dochazi na neuronovych synapsich ke snizeni koncentrace ACh. Za pomoci enzymu AChE nebo méné

specifického enzymu BuChE je acetylcholin hydrolyzovan. [18, 19, 21]

V asymetrickych formach (formach A4, A8 a A12) existuje AChE. Tyto asymetrické formy, obsahujici
katalytické jednotky, jsou pfipojené k tzv. collagen-like tail. AChE existuje i ve tfech globuldrnich
formach (G formy) obsahuijici jednu, dvé nebo c¢tyri katalytické podjednotky (monomerni G1, dimerni
G2 a tetramerni G4). G1 AChE existuje pouze jako rozpustna entita, zatimco G4 AChE existuje
v rozpustné i membrdnové vdzané formé. V lidském mozku je AChE pritomné ve formach G1 a G4,
jejichz podily se lisi v riznych oblastech mozku. BuChE také existuje v molekularnich formach G1, G2

a G4, ale podobné jako AChE je G4 prevladajici izoformou v mozku. [22]

V mozku pacientl s AD je hladina G4 AChE sniZzena 0 90 % nebo vice v dUsledku ztraty presynaptickych
zakonceni v hipokampu a amygdale. Nicméné, hladiny G1 AChE z(stavaji do znacné miry nezménény.
Narast hladin G1 AChE miZe nastat kolem AB plakd. G1 forma BuChE je v mozku u pacientd s AD
zvySena o 30—60 %, pravdépodobné v dusledku zvyseni poctu BuChE-pozitivnich glii, zatimco forma G4

klesd, respektive zUstava na stejné Urovni jako v mozku zdravych lidi. [22]

V ramci cholinergni léze prochdzeji zménami i nikotinové receptory a muskarinové receptory mozkové
klry. U pacientli s AD miZe dochazet k poklesu nikotinovych receptor v mozkové kiife. S ohledem na
muskarinové receptory mozkové kilry je zajimavé, Ze muskarinové (Mi) receptory (vétSinou

postsynaptické) nejsou snizeny, zatimco M, receptory (vétSinou presynaptické) jsou snizeny. [20, 23]
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3.1.1.3 Senilni amyloidni plaky a neurofibrilarni klubka

Amyloidni plaky a neurofibrilarni klubka (NFT) jsou uznavdny jako histopatologické projevy AD.
Zakladni slozkou NFT je fosforylovany t-protein, zatimco plaky jsou sloZeny ze skladanych vrstev AB
peptidu. Pro AD je typickd kombinace amyloidnich plakd a neurofibrilarnich klubek, coz AD odliSuje od
vétsiho poctu neurodegenerativnich onemocnéni, jako napfiklad frontotemporalni demence.

[14, 24, 26]

AB peptidy se skladaji z rGzného poctu aminokyselin a jsou vytvareny stépenim APP nékolika
enzymovymi komplexy zndmymi jako sekretasy. Stépeni a-sekretasou a nasledné komplexem
y-sekretasy vede ke vzniku AB40, proteinu, ktery nezplsobuje patologické akumulace v mozku. Ke
kumulaci nerozpustnych AB proteini AB42 dochazi tim, Ze se $tépi APP nejprve za pomoci B-sekretasy
a nasledné komplexem y-sekretasy. K této alternativni amyloidogenni cesté dochazi u pacientl s AD.
Za apoptdzu bunék, kterd je zpUsobena nekontrolovatelnym influxem véapniku do bunky, je
zodpovédny amyloidogenni protein, ktery je v mozku hlavni slozkou amyloidnich plak(l. Tim, Ze se
kumuluji AB dochazi ke spusténi neurotoxické kaskady, ktera vede k tvorbé plakd, fosforylaci
T-proteinu, tvorbé neurofibrilarnich klubek, zanétu, synaptické ztraté a nakonec zaniku neurond.
Odhalit pacienty s AD mlzeme diky tvorbé amyloidnich (senilnich) plakl, které jsou objeveny mezi

prvnimi zménami onemocnéni AD. [14, 16, 25, 26]

3.1.1.4 t-Protein

T-Protein je dllezity pro axonalni transport neuronli v mozku. U AD dochazi k fosforylaci t-proteinu, to
se projevuje nékolika patologickymi modifikacemi t-proteinu. Tyto zmény vedou k agregaci t-proteinu
a ke vzniku NFT. Akumulace NFT m(Ze ovliviovat axondlni transport a rdst neuron(ll, coZ vede
k apoptdze a ztraté neurond, to se projevuje jako kognitivni poskozeni mozku. Patologie t-proteinu je
sledovdna v hipokampu a odtud se poskozeni rozsifuje po celém mozku. Hladiny fosforylovaného

T-proteinu lze stanovit z mozkomisniho moku, tyto hladiny jsou béZznym ukazatelem AD. [27-29]

3.1.2 Klinicky obraz

Drive neZ je pacientovi diagnostikovana AD, dochazi k strukturdlnim zménam v mozku, véetné ztraty
objemu hipokampu a snizeného metabolismu glukosy. Proces onemocnéni m{ze trvat roky, nez se
projevi na pacientovi, proto je pacienta s demenci tézké rozpoznat. V pozdéjsich stadiich zpUsobuje
degeneraci bunék v mozku, kterd se vyznacuje poklesem kvality mysleni a samostatnosti
v kazdodennich cinnostech. Postupné se pii nemoci muZe objevit zména chovani, zhorSena
pohyblivost, halucinace a zachvaty. [8,12, 14]
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Prabéh choroby je vysoce heterogenni. Tato heterogenita predstavuje problémy, protozZe je obtizné
predpovidat budouci symptomy a funkéni poruchy. AD mize zpUsobit jak kognitivni, tak i nekognitivni
pfiznaky. Mezi kognitivni pfiznaky se fadi problémy s paméti, fe¢i a s €asovou a prostorovou
dezorientaci. Nekognitivni pfiznaky zneschopnuji pacienta. Mezi né fadime behavioralni

a psychiatrické symptomy, zahrnujici poruchy ndlad (deprese, Uzkost), podrazdéni. [13]
Alzheimerovu chorobu mizZeme rozdélit na 4 faze.

1. Presymptomaticka faze je charakterizovana mirnou ztratou paméti a mohou se vyskytovat
patologické zmény v mozku, bez funkéniho postizeni v kazdodennich ¢innostech a bez
klinickych zndmek a symptoma.

2. Mirna faze AD tzv. mild cognitive impairment faze (MCl), mirné kognitivni poruchy, kdy se
u pacientl zacinaji objevovat ptiznaky, jako jsou potiZe se ztratou koncentrace a paméti,
dezorientaci, zménou nalady a rozvoj deprese.

3. Stredné tézka faze AD, ve kterém postihuje mozek ve vétsSim rozsahu, nasledkem je zvysena
ztrdta paméti a tim i problém s rozpoznanim rodiny a pratel, potize se ctenim, psanim
a mluvenim.

4. Téika faze AD, které zahrnuje rozsifeni onemocnéni do celé oblasti kdry, coZ vede
k progresivnimu funkénimu a kognitivnimu poskozeni, kdy pacienti viibec nerozpoznaji svou
rodinu. Pacienti se o sebe neuméji postarat, a proto mohou byt upoutani na lGzko, mlze
dochazet k uniku modi, mohou mit potize s polykdnim, a nakonec muiZe tento stav vést

k pacientové smrti v dsledku dalSich komplikaci. [1,8,14,15]

3.1.3 Farmakologicka terapie

Lécba AD je dnes pouze symptomatickd, miZeme postup choroby pouze zpomalit a zamezit zhorseni
choroby, protoZe dodnes nebyly nalezeny Zadné latky, u kterych by byl prokazan potencial kauzdlné
[é¢it toto onemocnéni. Soucasnd farmakologickd |é¢ba se soustfedi na zachovani mentdlnich

schopnosti, oddaleni progrese a tim zpomaleni vzniku ptiznaki onemocnéni. [30]

V |écbé AD a demence je podstatné se zaméfrit i na nefarmakologickou Iécbu, vzhledem k Ucinnosti
soucasné farmakologické lécby. Nefarmakologicka Ié¢ba mizZe zlepsit sobéstacnost, kvalitu Zivota a je
zamérena hlavné na nejrizné;jsi aktivity. VZzdy by se méla tykat fyzické i psychické stranky pacienta.
Farmakologickd |écba zahrnuje dva zplsoby terapie, terapii kognitivnich poruch a terapii
tzv. behaviordlnich a psychologickych priznakli demence (BPSD) spojenych s AD. Terapie BPSD

zahrnuje terapii podrazdénosti, deprese a Uzkosti. K [éCbé psychdz, které se vyskytuji u nékterych
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pacientd s AD jsou v ramci BPSD terapie béZné pouZivany tzv. atypicka antipsychotika. Dlouhodoba
terapie antipsychotiky by mohla zhorsovat kognitivni funkce pacienta. Zakladem |écby kognitivnich
poruch jsou inhibitory cholinesterasy (donepezil, galanthamin a rivastigmin) a antagonista NMDAR

(memantin). [4, 8, 21, 30-33]

3.1.3.1 Donepezil

Donepezil je reverzibilni, selektivni inhibitor AChE se zanedbatelnym ucdinkem na BuChE. Ve své
strukture obsahuje piperidin, zakladni skelet struktury léciva, od kterého je odvozen. Donepezil byl
v roce 1996 schvélen Uradem pro kontrolu potravin a lé&iv (FDA) pro Ié€bu mirnych aZ stfedné tézkych
pripadl AD. Pozdéjii pro lé¢bu téZzkych pfipadl AD. Je to jediny inhibitor, ktery byl schvalen pro poufziti
ve vSech stadiich AD. Donepezil je odpovédny za blokaci centralné aktivni acetylcholinesterasy, ¢imz
se zabranuje hydrolyze acetylcholinu a diky tomu dochazi ke zvyseni hladin acetylcholinu v mozku.
Vyznaduje se pomérné dobrou snasenlivosti pacientl, zplsobuje mirné nezadouci Ucinky jako jsou
svalové kiece, bolest hlavy, zavraté a gastrointestinalni nezadouci G¢inky jako zvraceni a prijem. [1, 19,

34-36]

N C
Obrazek ¢.1: Vzorec donepezilu

3.1.3.2 Galanthamin

Galanthamin je selektivni tercidrni isochinolinovy alkaloid, jednd se o kompetitivni a reverzibilni
inhibitor acetylcholinesterasy. Ma mnohem vyssi selektivitu pro AChE ve srovnani s BUChE. Kromé
pUsobeni na AChE a BUChE také plisobi na nikotinové receptory, ma tedy aktivizujici icinek a diky tomu
zlepSuje mikrocirkulaci mozku. Toto lécivo bylo schvdleno FDA v roce 2001 a je povaZovano za
standardni Iék pro mirné az stfedné tézké pripady AD. MUZe se syntetizovat organickou syntézou, ale
plvodné se izoloval z rostlin, primarné izolovan z narcisu (Narcissus spp.), snézenky (Galanthus spp.)
a bledule letni (Leucojum aestivum). | s uzivanim galanthaminu se mohou vyskytovat nezadouci Ucinky,
zpUsobuje silnou nevolnost, Zaludecni kiece a zvraceni. MlZe prodlouzit QT interval a tim zpUsobit

arytmie. [1, 34, 35, 37-39]
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Obrazek €.2: Vzorec galanthaminu

3.1.3.3 Rivastigmin

Rivastigmin je pseudoireverzibilni inhibitor AChE a BUChE, pro symptomatickou lIé¢bu mirné az stfedné
tézké AD, byl schvalen FDA v roce 2000. MUZe byt uZivan ve formé tablet nebo kapek, podava se
i v transdermalnich naplastech. A pravé transdermalni naplasti umoziuji kontinudlni uvolfiovani do
cévniho recisté po dobu 24 hodin, ¢imZ se zabrani gastrointestinalnim nezadoucim Gcinklm, které jsou
u rivastigminu typické. Je vSak nutné stfidani aplikacnich ploch, protoZze mohou vyvolat erytém, edém

nebo dermatitidu v misté aplikace. [1, 34, 35, 37]

0
/\TJ\O/Q\(N\

Obrazek ¢.3: Vzorec rivastigminu

3.1.3.4 Memantin

Memantin je nekompetitivni antagonista NMDA- receptorového podtypu glutamatového receptoru,
¢imZ zabranuje nadmérné aktivaci glutaminovych receptorl. Dochazi ke snizeni vtoku vapniku do
neurond a zabranuje tak apoptdze neuronl. Je to léCivo schvalené FDA v roce 2002 pro
symptomatickou IéCbu stfedné tézké az tézké AD a z(stava tak jedinym lékem ve své tfidé. Memantin
je relativné bezpecny a ma dobrou snasenlivost. S Ié¢bou mohou vzacné souviset vedlejsi ucinky jako

je zmatenost, zavrat, zacpa, bolest hlavy a ospalost. [40-42]
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Obrazek ¢.4: Vzorec memantinu

3.1.3.5 Dalsi latky

Rlzné preklinické studie podporuji nazor, Ze standardizovany extrakt Ginkgo biloba EGb761 muze byt
ucinny pfri lécbé a prevenci AD, prevazné u pacientd s AD v casném stadiu po uzivani vysokych davek
a dlouhodobém podavani extraktu. Pfes jeho uzndvané postaveni v [éCbé stadle panuji spory o pfesném

mechanismu jeho ucinku, stejné jako o jeho klinické Gc¢innosti. [43-45]

V roce 2021 se aducanumab, monoklondlni protilatka, stal prvnim lékem, ktery cili na zakladni
patofyziologicky prvek AD, schvalenym FDA. Rozhodnuti bylo zaloZzeno na schopnosti aducanumabu
odstranovat AB plaky. Toto rozhodnuti vyvolalo zna¢nou debatu ve védecké komunité, zejména proto,
ze vysledky dvou studii faze 3, byly rozdilné, a dokonce nebyly Udaje dostatec¢né k prokazani ucéinnosti
aducanumabu. Navzdory kontroverzi se ukdzalo, Ze aducanumab ovliviiuje patologii T-proteinu, coz by

mohlo byt vyhodné pro kombinovanou terapii AD. [46]

V roce 2022 zacaly studie u humanizované monoklonalni protilatky 1gG1, lecanemab, ktera se vaze na
rozpustné protofibrily AB, je testovdna u osob s ¢asnou AD. Lecanemab sniZil markery amyloidu v ¢asné
fazi AD a vedl k mirné mensimu poklesu kognice, neZ tomu bylo u placeba po 18 mésicich, ale byl spojen
s nezadoucimi Ucinky, které ve studii nebyly bliZze specifikovany. Nicméné nejcastéjsi nezadouci ucinky
zahrnuji zarudnuti, zimnice, horecka, vyrazka a bolesti téla, které souviseji sinfuznim podanim.

Pro stanoveni uc¢innosti a bezpecnosti lecanemabu u ¢asné AD jsou planovany dalsi studie. [47, 94]
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3.2 Vinca minor L.

3.2.1 Taxonomické zarazeni

Tabulka €.1: Taxonomie Vinca minor L. [55]

Rige: Plantae

R4d: Gentianales
Celed: Apocynaceae
Rod: Vinca

Druh: Vinca minor L.

3.2.2 Celed Apocynaceae

Celed Apocynaceae je jednou z deseti nejvétsich ¢eledi v krytosemennych rostlinach, zahrnujicich 378
rod( a kolem 5000 druh rostlin. Do fadu Gentianales (hofcotvaré) se fadi spolu s ¢eledémi Rubiaceae,
Loganiacee, Gentianaceae a Asclepiadaceae. Celed Apocynaceae se déli na 5 podéeledi Apocynoideae,

Asclepiadoideae, Periplocoideae, Rauvolfioideae a Secamonoideae. [57]

Zastupci této Celedi zaujimaji habitus kefe, polokere, byliny, ale také stromu nebo liany. Vyskytuji se
prevazné v teplych krajinach jako jsou subtropy a tropy. Charakteristickym rysem celedi je produkce
mlécné zabarveného latexu. Nékteré druhy celedi poskytuji kaucuk. Srlistem ctyf aZz péti korunnich
listku je tvorena stavba kvétu. Kvéty jsou oboupohlavné a pravidelné usporadané. Listy jsou vstficné,
vyjimecné stfidavé nebo fidceji preslenité. Plodem muze byt méchyrek rizného tvaru, ale také

tobolka, bobule, peckovice nebo nazka. [55-57]

Rostliny této celedi jsou oblibené jako okrasné (Vallaris glabra, Plumeria obtusa), nékteré jsou toxické
(Nerium oleander) a jiné mohou byt |ékarsky vyuZitelné (Catharanthus roseus). Hlavnimi obsahovymi
latkami rostlin této celedi jsou monoterpeny, indolové alkaloidy a kardioaktivni glykosidy. Diky témto
u¢innym obsahovym latkdm nasly uplatnéni v mediciné. Vpraxi se vyuzivaji k lécbé

gastrointestinalnich, metabolickych, koZnich a ektoparazitickych onemocnéni. [56]
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3.2.3 Rod Vinca

V soucasnosti je rozliSovano nékolik konkrétnich druhl rodu Vinca. Nejnovéjsimi nalezenymi druhy
jsou Vinca soneri Koyuncu a Vinca ispartensis Koyuncu & Eksi. Dale se do tohoto rodu fadi Vinca
difformis Pourr., Vinca erecta Regel & Schmalh., Vinca herbacea Waldst. & Kit., Vinca major L. Vétsina
rostlin z tohoto rodu byla nalezena v Evropé, vyjimkou je Vinca erecta Regel & Schmalh. pochazejici

ze severozdpadni Asie. Jeho nalezistém jsou horska luka v Uzbekistanu. [50, 58, 59, 61, 62].

Uvedeny zastupce Vinca major L. je svym vzhledem nejvice podobny Vinca minor L. Vinca major L.
znamy jako brcal velky nebo brcéal vétsi se odlisuje vyssim vzristem, také chlupatymi a brvitymi okraji

listdl. [63, 64]

3.2.4 Botanicky popis Vinca minor L.

Vinca minor L., také znamy jako barvinek mensi, pfedstavuje na tzemi CR jediny ptivodni druh z &eledi
Apocynaceae (tojestovité). Aredl rozsifeni zahrnuje hlavné jizni a stfedni Evropu. Je Casto péstovan
jako okrasna rostlina, je zndmy také jako jedovata rostlina, nicméné ma své vyuziti i v mediciné nebo
v lidovém lécitelstvi, kde je pouZivan pro ucinky snizujici vyluCovani materského mléka, ke snizeni

krevniho tlaku a podpofe mozkového metabolismu. [48, 49]

Jednd se o stélezeleny, plazivy polokef, ktery dorlstd vysky 5az 20 cm. Roste ve svétlych lesich,
kiovinach, na zarostlych skaldch a na vinicich. Casto se péstuje v zahradkach nebo na hrbitovech.

Rostlina se rozmnoZuje vegetativné pomoci oddenkda. [48]

Lodyhy jsou poléhavé, snadno koreni. Listy podlouhlé, kopinaté az eliptické s kratkymi fapiky vyrastaji
vstficné, jsou neopadavé, na lici lesklé, na rubu svétlejsi s vyraznou stfedni Zilkou. Kvéty rostou
termindlné na vétvickach jednotlivé. Péticetna koruna je velka 2 az 3 cm v priiméru, modré az fialové
modré barvy. Kvét obsahuje 2 svrchni semeniky a 5 volnych tycinek. Plod je souplodi dvou méchyrka.

Kvete v bfeznu az ¢ervnu a zadroven ma rostlina v tuto dobu nejvyssi obsah alkaloid(. [48, 50-53]
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3.2.5 Obsahové latky

Hlavnimi obsahovymi latkami Vinca minor L. jsou predevsim indolové alkaloidy napf. vinkamin
a vinblastin, celkovy obsah se pohybuje v rozmezi 0,1-3 %. MUZe obsahovat i dalsi typy latek jako jsou

napf. saponiny, kyselina ursolova, flavonoidy, tfisloviny a hofciny. [55, 66]

3.2.5.1 Indolové alkaloidy

Rostliny z celedi Apocynaceae jsou vyznamnym zdrojem indolovych alkaloidd. Mnohé z nich jsou
zndamé pro svij farmakologicky ucinek. Radime sem latky s rozlicnou chemickou strukturou.
Aminokyselina tryptofan slouZzi jako prekurzor pro Siroké spektrum indolovych alkaloidd. Na jejich
biogenezi se kromé aminokyseliny Ucastni také terpenové jednotky. Podle toho je dale muizeme

rozliSovat na jednoduché, sloZzené a dimerni indolové alkaloidy. [67, 68]

3.2.5.2 Vinca alkaloidy

Vinca alkaloidy jsou ziskané alkaloidy z rostlin z rodu Vinca. Tyto alkaloidy byly poprvé ziskany izolaci

z rostliny Catharanthus roseus (L.) G. Don (dfive pouZivané synonymum Vinca rosea L.) v 50. letech
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kanadskymi védci Robertem Noblem a Charlesem Beerem. Mnoho Vinca alkaloidd je toxickych,

zaroven jsou vsak dlouhodobé zkoumany pro své lécivé ucinky, které je Cini uzite¢nymi. [7]

Vinca alkaloidy jsou jedny z nejdéle pouzivanych rostlinnych alkaloid( k 1écbé rakoviny. Vazi se na
B-tubulin a nasledné narusuji rlst a sestavovani mikrotubull, coz mlZe zpUsobit mitoticky blok

a apoptodzu. [7, 69]

V klinické praxi jsou pouZivany zejména vinblastin, vinkristin a jejich polosyntetické derivaty vindesin
a vinorelbin. Tyto latky jsou v USA schvaleny pro moznou lé¢bu karcinomu varlat, prsu, leukémie a plic.
V Evropé je schvalen pro Iécbu nadorl urotelu polosynteticky derivat vinflunin, ktery byl poprvé
syntetizovan v roce 2008. Dfive se nékteré Vinca alkaloidy pouzivaly k Ié¢bé vysokého krevniho tlaku

a diabetu. [7, 69, 95]

Vinca alkaloidy jsou alkaloidy terpenoidniho chrakteru. Na zékladé jejich struktury je mGZeme rozdélit

na ajmalinovy, akuamminovy, eburnaminovy, oxindolovy a sarpaginovy typ. [67, 6]
1. AJMALINOVY TYP

Alkaloidy ajmalinového typu se vyskytuji v eledi Apocynaceae a vychazi ze struktury alkaloidu
ajmalinu, ktery je pouzivany v lé¢bé arytmii. Poprvé byly alkaloidy tohoto typu izolované z rodu
Rauwolfia a zaroven se v tomto rodu vyskytuji nej¢astéji. Vyskytuji se i v dalSich rodech jako naptiklad

Alstonia, Aspidospenna, Cabucala, Melodinus a Vinca. [70-72]
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Obrazek €.7: Vzorec ajmalinu

Tabulka ¢.2: Alkaloidy ajmalinového typu

Nazev alkaloidu Vyznamny vyskyt v rostliné
quebrachidin Vinca herbacea

vinkarin Vinca herbaceae, V. erecta
vinkamajin Vinca difformis, V. major
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2. AKUAMMINOVY TYP

Z ndzvu vyplyva, Ze se jedna o typ odvozeny od alkaloidu akuamminu, syn. vinkamajordin, ktery byl
prvné nalezen v semenech stromu Picralima nitida rovnéz z ¢eledi Apocynaceae. Pozdéji byl objeven

a izolovan z Vinca major. [73, 74]

QU] }=

Obrazek €.8: Vzorec akuamminu

Tabulka ¢.3: Alkaloidy akuamminového typu

Nazev alkaloidu Vyznamny vyskyt v rostliné
akuammicin Vinca major
akuammilin Alstonia scholaris

pikralin Alstonia scholaris

3. EBURNAMINOVY TYP

Eburnamin je svou strukturou podobny monoterpenoidnim indolovym alkaloidim, obsahuje
pentacyklicky skelet. V ramci ¢eledi Apocynaceae byl izolovan z rostlin rodu Hunteria, Vinca a Kopsia.

Vyznamné alkaloidy eburnaminového typu jsou uvedeny v niZze uvedené tabulce. [75-78]

Obrazek €.9: Vzorec eburnaminu
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Tabulka ¢.4: Alkaloidy eburnaminového typu

Nazev alkaloidu | Vyznamny vyskyt v rostliné

vinkamin Vinca minor, V. major, V. difformis

eburnamonin Kopsia pauciflora, Hunteria umbellata

4. OXINDOLOVY TYP

Alkaloidy s oxindolovou strukturou v molekule. Oxindol se sklada z Sesti¢lenného benzenového kruhu
s péti¢lennym pyrrolidinovym kruhem a karbonylu. Poprvé byl tento alkaloid izolovan z kofen( rostliny
Gelsemium sempervirens z Celedi Gelsemiaceae. Alkaloidy tohoto typu byly nasledné nalezeny

a izolovany i z rodi Rauwolfia a Vinca. [79-82]

ZT

Obrazek ¢€.10: Vzorec oxindolu

Tabulka ¢.5: Alkaloidy oxindolového typu

Nazev alkaloidu | Vyznamny vyskyt v rostliné
vineridin )
— Vinca erecta
vinerin
majdin Vinca major
herbalin Vinca herbacea

5. SARPAGINOVY TYP

Alkaloidy, které fadime mezi sarpaginové, maji ve své struktufe polycyklicky kruhovy systém
(viz. obrazek ¢.11). Mnoho sloucenin tohoto typu alkaloidd bylo izolovano predevsim z rodd Alstonia,
Rauwolfia a Vinca. Vzhledem ke strukturalni podobnosti s ajmalinovymi alkaloidy Ize alkaloidy
sarpaginového typu pouZzit jako prekurzory pro jiné struktury indolovych alkaloid(, které byly odvozené

od ajmalinu. [72, 83, 84]
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Obrazek €.11: Vzorec sarpaginu

Tabulka ¢.6: Alkaloidy sarpaginového typu

Nazev alkaloidu | Vyznamny vyskyt v rostliné
reserpin ] .
— Rauwolfia serpentina

reserpinin
striktamin ] )

- - Vinca minor
norvinkorin
lochvinerin Vinca major
rhazin Vinca difformis, V. erecta

Z rostliny Vinca minor L. bylo doposud izolovano vice nez 50 indolovych alkaloid(. Nejvyznamnéjsi
z nich jsou vinblastin, vinkristin, vinkamin a vyznamné jsou i jejich polosyntetické derivaty vinorelbin,

vindesin, vinflunin a vinpocetin. [67, 85, 86]
Vinkamin

Vinkamin je monoterpenoidni indolovy alkaloid izolovany z listd Vinca minor L. MUzZe tvofit 25-65 %
indolovych alkaloid(. Podle jeho struktury ho fadime mezi alkaloidy eburnaminového typu. MizZeme

ho najit i v jinych rostlindch ¢eledi Apocynaceae, kde se hojné vyskytuje. [87, 89]

Je prospésny svymi vlastnostmi jako je vasodilatace, diky tomu zvySuje pratok krve mozkem. Vyuziva
se k prevenci cerebrovaskularnich onemocnéni, chronické ischemické cévni mozkové prihody a snizeni
vaskularni demence nebo poruchy paméti. Nez jen pouziti jako IéCivo, je vinkamin také prekurzorovou
slouceninou pro dalsi syntetické derivaty Vinca alkaloid(i pro IéCebné tcely, jako je 11-bromovinkamin,

ethylvinkamin a vinpocetin. [88, 89]
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Obrazek €.12: Vzorec vinkaminu

Vinblastin

Vinblastin je pfirodni alkaloid z rodu Vinca, ktery byl plvodné izolovany z rostliny Catharanthus roseus.
Vykazuje vyznamnou cytotoxickou aktivitu, a proto se pouzivda v protinadorové terapii jako
antineoplastikum. Jeho mechanismem Ucinku je pfilnuti k tubulinu, ndslednd inhibice tvorby
mikrotubull, coZ zplsobuje naruseni mitotického vieténka a zastaveni mitdzy ve fazi metafaze.
PouzZivd se také k lécbé Hodgkinovych a non-Hodgkinskych lymfomu, rakoviny prsu, rendlniho

karcinomu a rakoviny varlat. MudZe zplsobovat typické vedlejsi ucinky, jako je myelosuprese,

mukositida, horecka, anémie a alopecie. [89, 91]

/Illlm.,

HO

Obrazek ¢.13: Vzorec vinblastinu
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Vinkristin

Hlavnim zdrojem vinkristinu je Catharanthus roseus. Mechanismus Gclinku je témér stejny jako
u alkaloidu vinblastinu, s tim rozdilem, Ze dochazi k zastaveni nadorovych bunék jak v syntetické, tak
v mitotické fazi bunécného cyklu. Béziné se pouziva jako chemoterapeuticky |ék podavany
intravendzné k 1é¢bé leukémie, lymfomu, myelomu, rakoviny prsu. Radi se mezi nejpouzivanéjsi Vinca
alkaloid u détskych pacientl s rakovinou. Neurotoxicita je zavaznym a castym vedlejsim ucinkem.
Vyvolana bolestiva periferni neuropatie ma nezadouci ucinky na kvalitu Zivota pacienta a také m(ze
zpUsobit zpoZdéni nebo preruseni lécby. Existuje madlo uclinnych Iékl, které mohou periferni

neurotoxicité zabranit nebo ji zmirnit. [89, 92, 93]

/Iluu..,

HO

Obrazek ¢.14: Vzorec vinkristinu

Vinorelbin

Vinorelbin je semisynteticky derivat alkaloidu Vinca, jeho ucinkem je zasah do funkce mitotického
vieténka, ktery zpUsobi setrvani bunky ve fazi G2/M béhem mitdzy. Prokézal se vyznamnym Gcinkem
u gliovych nador( s nizkou proliferaci. Jeho cytotoxicita byla prokazana proti Sirokému spektru lidskych
nadorovych bunéénych linii (tlustého stieva, plice, myelom, prsa, leukémie, melanom a CNS). PouZiva
se pro |é¢bu metastaticky se Sifictho nemalobunééného karcinomu plic, ktera byla schvalena v USA.
Podava se peroralné nebo intravendzné, samostatné nebo se mize také kombinovat s dalsimi léCivy
(napft. cis-platinou). Toxicitou vinorelbinu, kterd omezuje podavani nebo davkovani, je leukopenie.

[89, 94]
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Obrazek €.15: Vzorec vinorelbinu

Vindesin

Je semisynteticky derivat, ktery je syntetizovan z vinblastinu. Pfi podani vindesinu dochazi k zamezeni
vstupu bunék do metafaze mitdzy. Na zdkladé tohoto mechanismu se ukdzal jako slibny lécivo
u pacientll s nemalobunéénym karcinomem plic a chronické lymfocytarni leukémie, u kterych doslo

k relapsu po podani vinkristinu. Klinickou toxicitou vindesinu jsou nejc¢astéji neurologické potize. [89,
97]

Obrazek €.16: Vzorec vindesinu
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Vinflunin

Vinflunin je bifluorovany semisynteticky derivat vinorelbinu. Jeho hlavni antineoplastické uc¢inky také
vyplyvaji z jeho interakce s tubulinem a ndsledného zastaveni bunécného déleni. V roce 2009 byl
schvédlen Evropskou lékovou agenturou u pacientl s metastatickym urotelidinim karcinomem pro
[éCbu druhé volby, u nichZ selhala lécba cis-platinou. Podava se intravendzné. Vyskytujici se toxicita
omezujici davku je myelosuprese (hlavné neutropenie), dale se mohou vyskytovat gastrointestinalni
symptomy (napf. zadcpa, nevolnost, zvraceni, stomatitida a bolest bticha), reakce v misté vpichu

a Ubytek hmotnosti. [98-103]

Obrazek €.17: Vzorec vinfluninu

Vinpocetin

Vinpocetin je synteticky derivat vinkaminu, byl objeven na konci 60. let 20. stoleti. Je charakterizovan
rdznymi mechanismy pusobeni, inhibuje fosfodiesterasu typu 1, kterd vede kvazodilataci, dale
inhibuje uvoliovani prozanétlivych cytokinl, ma potencidlni neuroprotektivni t¢inky prostfednictvim
inhibice napétové fizeného sodikového kanalu, snizuje pfisun vapniku do neuron a také ma
antioxida¢ni ucinek se zvySenim metabolismu dopaminu. Bylo prokazano, Ze zlepSuje mozkovou
mikrocirkulaci, protoze zvysuje prutok krve mozkem tim, Ze inhibuje agregaci krevnich desticek.
Doporucen k Iécbé cerebrovaskuldrnich poruch, kognitivniho poklesu a demence. Byl také
doporucovan pro akutni cévni mozkovou pfihodu a pro tuto indikaci se stale pouziva v nékolika zemich.
Béhem pouzivani se vyskytly vedlejsi ucinky, jako je bolest hlavy, uzkost, sucho v ustech, navaly horka,

a nevolnost. [104-108]
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Obrazek €.18: Vzorec vinpocetinu
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Priprava pred izolaci

4.1.1 Priprava rozpoustédel

Pouzivana rozpoustédla byla pfed pouzitim precisténa destilaci. Ndsledné byla uchovavana v nddobach

z hnédého skla a tim byla chranéna pred svétlem.

4.1.2 Priprava litych desek na preparativni TLC

Cisté desky pro preparativni TLC, o rozmérech 15 x 15 cm s litou vrstvou byly odmastény ethanolem,
abychom mohli nanést na desku suspenzi tvofenou 6,5 g silikagelu a 19,4 ml vody. Vznikla suspenze
byla rovhomérné rozprostfena po celé desce a nechala se schnout pftiblizné 24 hodin pti pokojové

teploté.

4.1.3 Odparovani extrakta a frakci

Na vakuové rotacni odparce pfi snizeném tlaku a o teploté 40 °C probihalo odparovani roztokd frakci
a precisténych alkaloidd, pokud nedoslo k dostate¢nému odpareni, tak byly dosuseny v exsikatoru nad

vrstvou silikagelu. Nasledné byly uskladnény pfi sniZzené teploté 2—8 °C.

4.2 Pouzita metodika

4.2.1 Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Pomoci smési rozpoustédel CHCl; + EtOH (1 : 1) nebo za pouziti MeOH byla rozpusténa smés alkaloidU
a nanesena na chromatografické desky po vyznacené linii startu. Pro vyvijeni byly pouzity vyvijejici
komory, které byly nasyceny zvolenou mobilni fazi. Po nasyceni vyvijejicich komor do nich byly vloZzeny
pfipravované lité sklenéné desky nebo komercni hlinikové desky se silikagelem jako adsorbentem, na
kterych byly naneseny smési alkaloid(i. Po odpareni rozpoustédel mohly byt chromatogramy v pripadé
potifeby opakované vyvijeny. Po déleni probéhla detekce alkaloidli, bylo pouzivdano UV zareni
a Dragendorffovo Cinidlo, v pfipadé preparativni TLC bylo pouZito pouze na ¢ast desky, pfi analytické
TLC byla postfikovdna celd deska. Preparativni jehlou byly oznaceny zény vyvinutych TLC desek

a jednotlivé vyskrabany. Zény na rliznych deskach se stejnym retenénim faktorem byly spojeny.
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4.2.2 Detekce alkaloidu

Pod UV lampou o vinové délce A = 254 nm nebo A = 366 nm byla provedena detekce alkaloid(, které
byly viditelné jako Cerné skvrny zakryvajici fluorescenéni latku na deskach nebo jako barevné skvrny.
Zda je v konkrétni zéné prfitomna latka alkaloidniho typu, bylo zjisténo pomoci Dragendorffova Cinidla.

Jde o barevnou reakci s terciarnim ¢i kvarternim dusikem typickou pro vétsinu alkaloida.

Detekce alkaloidl byla provedena vidy po odvétrani rozpoustédel pouZitych jako vyvijeci smés pfi TLC.

4.2.3 Eluce alkaloidu

Adsorbent ziskany separaci zén alkaloidd z vyvinutych chromatografickych desek byl smichan
v poméru silikagel + kfemelina C 535 Celite (1 : 1). Tato smés byla promyvana rozpoustédlem

CHCl; + EtOH (1: 1).

Ve

4.3 Pouzivany material priizolaci latek

4.3.1 Chemikalie a rozpoustédia
Chemikalie a rozpoustédla, ktera byla pouzivana béhem prace, sefazena abecedné:

e Aceton p. a. (CHsCOCH;s) Penta, Praha

e Amoniak 25% p. a., vodny roztok (NHs), Penta, Praha
e Cyklohexan €. (cHx), Lachner, Neratovice

e Diethylamin p. a. (DEA), Penta, Praha

e Ethanol 95% (EtOH), Lihovar Chrudim, Chrudim

e Ethylacetat p. a. (EtOAc), Penta, Praha

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

e Methanol p. a. (MeOH), Penta, Praha

e Toluen ¢. (To), Penta, Praha

e Voda Cisténa (H.0), Merck Millipore, Darmstadt
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4.3.2 Pomocny material

e Kremelina C 535 Celite John’‘s Manville (Sigma-Aldrich, Praha)
o Silikagel Kieselgel 60 GF3s4 (Merck, Némecko)
o C(isténa vata

e Komeréni hlinikové TLC desky Silica gel 60 F3s4 20 x 20 cm (Merck, Praha)

4.3.3 Cinidlo pro detekci alkaloidd

Detekce alkaloidd na chromatografickych deskach byla provedena pomoci Dragendorffova cinidla.
Dragendorffovo cinidlo je konkrétné vodny roztok jodidu draselno-bismutitého, ktery je pfipraven
promisenim roztoku 1,7 g Bi(NOs)s a 20,0 g kyseliny vinné v 80,0 ml vody s roztokem 16,0 g Kl ve 40 ml
H,0 v poméru 1 : 1. Zasobni roztok byl skladovan pfi snizené teploté (2—8 °C). Smichanim roztoku 10,0 g
kyseliny vinné v 50,0 ml vody s 5,0 ml zasobniho roztoku bylo pfipraveno ¢inidlo pro detekci alkaloidd

na chromatografickych deskach, v pfitomnosti alkaloid(l vznikaly po postfiku ¢inidlem oranzové skvrny.

4.3.4 Vyuvijejici soustavy pro TLC

S1: EtOAc + MeOH + NH;3(100: 8 : 3)

S2: To + CHCI; + DEA (80 : 15 : 5)

S3: cHx + CHCl; + MeOH (5:90: 5)

S4: cHx + EtOAc + DEA (50 : 45 : 5)

S5:To + Aceton + H,O + NH3(17:75:8: 1)
S6: To + Aceton + H,O + NH3 (15:75:10:0,1)

S7: EtOAc + MeOH (95 : 5)

4.3.5 Pristroje

CAMAG® UV Cabinet 4 s UV lampou CAMAG® 4 s dualni vinovou délkou 254/366 nm (Muttenz,

Svycarsko)

Ultrazvukova lazen Sonorex Super 10P (Bandelin, Némecko)
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Spektrometr EI/MS na GC-MS Agilent 7890A GC 5975 inertni MSD; El méd 70 eV; kolona DP-5 MS

(30 x 25 mm x 0,25 um) (Agilent Technologies, Santa Clara, California, USA)
Spektrometr Varian VNMR S500 (Varian, Palo Alto, California, USA)
Polarimetr P3000 (A. Kriis Optronic, Hamburg, Némecko)

Vakuova rotacéni odparka (Laborota 4000, Heidolph, Némecko)

4.4 1zolace alkaloidu

4.4.1 Extrakce rostlinné drogy a sloupcova chromatografie

Nat Vinca minor L. o hmotnosti 60 kg byla nejprve 2x extrahovana 95% ethanolem 15 minut za varu,
jednotlivé extrakty byly spojeny, zfiltrovdny, odpareny a poté extrahovany rozpoustédly vytfepdvanim
pfi rGzném pH. Organicka vrstva byla oddélena, vysuSena Na,SO4, odpafena a zvazena. Z provedené
sloupcové chromatografie alkaloidniho extraktu Vinca minor L. byla ziskana frakce pojmenovdna VM

259 o hmotnosti 1,0428 g, kterd byla v této praci nasledné zpracovavana.

Pfiprava extraktu z drogy ani naslednd sloupcova chromatografie nebyly soucasti této diplomové
prace. Tyto prace byly provedeny prof. RNDr. Lubomirem Opletalem, CSc. a Ing. Miroslavem Loc¢arkem

na Katedre farmaceutické botaniky.

Tabulka ¢€.7: Frakce VM 259

Nazev frakce | Hmotnost odparku (g) Vzhled

VM 259 1,0428 Cerveno-hnédy; viskézni

4.4.2 Rozdéleni na frakce

Za pomoci preparativni TLC byla zpracovavana frakce VM 259. Na pfedem pfipravenych 27 sklenénych
litych desek 15 x 15 cm byla nanesena tato frakce. Byla nanesena za pomoci chromatografického pera.
V parami mobilni faze nasycenych chromatografickych komorach byla 1x vyvinuta. Soustava
S1: EtOAc + MeOH + NHs3 (100 : 8 : 3) tvorila optimalni mobilni fazi pro vyvijeni. Bylo separovano 6 zon,
které byly za pomoci UV lampy oznaceny, vyskrabany a rozpoustédlem CHCls + EtOH (1 : 1) byly
promyvany. Vzniklo 6 jednotlivych frakci (viz. Tab.¢.8). Dragendorffovym cinidlem byla ovérena

spravnost provedené eluce. Po promyti bylo rozpoustédlo odpareno a byla zjisténa hmotnost odparka.
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Pro ziskané frakce byly hledany optimalni vyvijeci smési pro dalsi separaci. Dale byla pomoci
preparativni chromatografie zpracovavana frakce E a frakce F, pficemz u frakce F vzhledem k ¢asové
narocnosti izolace alkaloidl nebyly izolac¢ni prace dokonceny a frakce pro dalsi zpracovani zlstava

otevrena.

Tabulka €.8: Zpracovdvana frakce VM 259

Nazev frakce | Hmotnost odparku (mg)
A 199,2
B 51,3
c 29,7
D 128,1
E 319,2
F 225,9

4.4.3 lzolace jednotlivych alkaloidu

4.4.3.1 Zpracovani frakce VM 259-E

Za pomoci preparativni tenkovrstvé chromatografie byla dale rozdélena frakce VM 259—E o hmotnosti
319,2 mg. Na 10 komer¢nich hlinikovych TLC desek 20 x 10 cm byla nanesena tato frakce, desky byly
vyvijeny v chromatografickych komordach nasycenych parami mobilni faze, sloZzeni mobilnich fazi pro
vyvijeni bylo nékolikrat optimalizovano. Jako optimalni mobilni faze byla zvolena soustava
S2:To + CHCls + DEA (80 : 15 : 5). V této soustavé probéhlo vyvijeni 2x. Po detekci pod UV lampou byly
oznaceny ziskané 4 zény, vyskrabany a dostatecnym mnozstvim smési EtOAc + MeOH (1 : 1) promyty.

Byly tak ziskany 4 podfrakce Ei-4. Po odpareni rozpoustédel byla zjisténa hmotnost odparkd.

Tabulka ¢.9: Rozdéleni frakce VM 259-E

Nazev podfrakce | Hmotnost odparku (mg)
E: 40,1
E; 178,1
Es 68,0
Es 18,2
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Byly vybrany podfrakce E; a E3 pro nasledujici praci, u nich byla provedena rtizna TLC, dokud nebyla

nalezena vhodnd mobilni faze pro vyvijeni.

4.4.3.1.1 Podfrakce E;

Dale byla pomoci preparativni tenkovrstvé chromatografie precisténa podfrakce E; o hmotnosti
178,1 mg. Na 4 komer¢ni hlinikové TLC desky 20 x 10 cm byla nanesena tato frakce, TLC desky byly
vyvijeny v chromatografickych komorach nasycenych parami mobilni faze soustavy
S5: To + Aceton + H,0 + NH; (17 : 75 : 8 : 1) a S1: EtOAc + MeOH + NHs (100 : 8 : 3). Podfrakce byla
vyvijena pomoci S5 do poloviny komeréni hlinikové TLC desky. Po odpareni par mobilni faze S5, byla
pouzita S1 pro nasyceni komory, kde byla nasledné vyvijena tato podfrakce na celé komeréni hlinikové
TLC desce. Podfrakce byla pomoci preparativni TLC rozdélena na 5 zén. Jednotlivé zény byly vyskrabany
a dostate¢nym mnozstvim smési EtOAc + MeOH (1 : 1) promyty. Ziskano bylo 5 podfrakci Eza, Ezs, Eac,

Eahorni1 @ E2horniz. PO Nasledném odpareni rozpoustédla byly odparky podrobeny dalsi analyze.

Na zakladé analyzy byla latka E;a povaZovana za Cistou a dale byla latka porovnana v riznych vyvijecich
smésich se standardem odpovidajici predikci podle knihovny spekter NIST. Byla ziskana cista latka

o hmotnosti 33,3 mg.

Na jedné lité desce 15 x 15 cm byla dale precisténa podfrakce Ezs, TLC deska byla vyvijena
v chromatografické komore nasycené parami mobilni faze. Pro vyvijeni desky byly postupné pouzity
Soustavy S6: To + Aceton + H,O + NH; (15:75:10:0,1) a po odvétrani S7: EtOAc + MeOH (95 : 5).
Podfrakce Ezg byla vyvijena pomoci S6 do poloviny lité desky. Po odpafeni par mobilni faze S6, byla
pouzita S7 po nasyceni komory, kde byla nasledné vyvijena tato podfrakce. Smés byla rozdélena na
dvé zény Ejs1 a Ezsa. Jednotlivé zény byly vyskrabany a dostatecnym mnoZstvim smési EtOAc + MeOH
(1 : 1) promyty. Byly tak ziskany dvé podfrakce E;s1 a Ezsa. Poté byla rozpoustédla odpafena a odparky

byly podrobeny dalsi analyze.

Vyznamné vysledky vykazovala podle GC/MS analyzy, podfrakce Ezsi. Byla ziskana cCista latka

o hmotnosti 4,2 mg.
Na zakladé vysledkd analyzy podrfrakci E,a a Ezg1, bylo zjiSténo, Ze se jedna o totozné latky.
Podfrakce E;

Za pomoci preparativni tenkovrstvé chromatografie byla dale precisténa podfrakce Es o hmotnosti
68 mg. Tato frakce byla nanesena na 3 komercni hlinikové TLC desky 20 x 10 cm, které byly vyvijeny
v chromatografickych komorach nasycenych parami mobilni faze. Mobilni fazi tvorila soustava

S4: cHx + EtOAc + DEA (50 : 45 : 5). Podfrakce byla rozdélena pomoci preparativni TLC na 4 zdény.
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Jednotlivé zény byly vyskrabany a mnozstvim smési EtOAc + MeOH (1 : 1) promyty. Byly tak ziskany 4

podfrakce Esap. Poté byla rozpoustédla odparena a odparky byly podrobeny dalsi analyze.

Byla ziskana latka Esc o hmotnosti 17 mg. Latka byla povaZovana za Cistou na zakladé analyzy a byla

odeslana na NMR analyzu.

4.4.3.2 Zpracovani frakce VM 259-F

Pomoci preparativni tenkovrstvé chromatografie byla ddle rozdélena frakce VM 259-F o hmotnosti
225,9 mg. Na 15 komercnich hlinikovych TLC desek 20 x 10 cm byla frakce nanesena a po odvétrani
rozpoustédel byly TLC desky vyvijeny v chromatografickych komorach nasycenych parami mobilni faze.
Pfi ziskavani idealni mobilni faze se postupovalo stejnym zplsobem jako pfi zpracovavani frakce VM
259-E viz. kap. 4.4.3.1. Mobilni fazi tvorila soustava S6: To + Aceton + H,O + NH3 (15:75:10:0,1). Bylo
vyvijeno dvakrat. Frakce byla separovdna na 7 zén. Nasledné byly jednotlivé zdény vyskrabany
a dostate¢nym mnozZstvim smési EtOAc + MeOH (1 : 1) promyty. Bylo tak ziskano 7 podfrakci Fi-7. Poté

byla rozpoustédla odparena a zjisténa hmotnost jednotlivych odparkd.

Tabulka €.10: Rozdéleni frakce VM 259-F

Nazev podfrakce | Hmotnost odparku (mg)
F1 18,4
F) 17,2
Fs 17,3
Fa 8,1
Fs 8,5
Fe 9,7
F; 9,3

Vyznamné vysledky vykazovaly podfrakce Fs a Fs, na zakladé TLC analyzy, bylo zjisténo, Ze by mohlo jit
o Cisté latky, protoze vsak nedoslo ke zplynéni Ci ionizaci téchto latek, nebyly dale zpracovany
a zGstavaji oteviené pro dalsi zpracovani. Zbyvajici podfrakce byly prevedeny do penicilinek

a skladovany za snizené teploty.
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4.5 Analyza struktury

4.5.1 GC/MS analyza

Vyuzitim spektrometru Agilent 7890A GC 5975 v médu 70 eV na GC koloné DP-5 probéhla analyza
struktury izolovanych alkaloid(, které byly nasledné porovnany se spektry dostupnymiv NIST knihovné
(National Institute of Standards and Technology Library), s daty nalezenymi v odborné literature

a s referencénimi spektry alkaloid(, které byly ziskané pracovni skupinou ADINACO.

Tabulka €.11: Parametry GC/MS analyzy

Kolona Agilent Technologies HP-5MS, 30 m x 0,250 mm x 0,250 um
Nosné médium Helium
Nastrik Délici pomér 10:1, pfi 270 °C

Teplotni program spektrometru | 15 °C/min z teploty 100 °C na 180 °C, 1 min udrZovani na
teploté 180 °C

10 °C/min z teploty 100 °C na 300 °C, 12 min udrzovani na
teploté 300 °C

Rychlost pratoku nosného 1 ml/min

plynu

Celkovy Cas analyzy 31,3 min

Zkouseny vzorek methanolovy roztok alkaloidu v koncentraci 1 mg/ml

Obrazek €.19: Teplotni rezim GC/MS analyzy

Mm — (e oC*
— Thermal Aus 2: °C

200

=C

100

i
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4.5.2 NMR analyza

NMR analyza byla provedena vroztocich CDCl; (denaturovany chloroform) nebo v CDsOD
(denaturovany methanol) na spektrometru VNMR S500 pfti teploté 25 °C. Méreni probihalo pfi
frekvenci 499,87 MHz pro jadra 'H a p¥i frekvenci 125,70 MHz pro jadra '3C. Byla pouZita sonda
OneNMR k ozafovani a detekci signdlu a Sirokopdsmova dvoukanalova gradientni sonda s regulaci
teploty. Byly zméreny chemické posuny & udavany v jednotkdch ppm (pars per milion) a nepfimo
vztaZzeny ke standardu TMS (tetramethylsilanu). Hodnoty chemického posunu pro CDCl; jsou u atomu
H 6§ = 7,26 ppm a u atomd *C 6 = 77,0 ppm, pro CD30D jsou u atom0 *H & = 3,30 ppm a u atomu
13C § = 49,0 ppm. MéFenimi ziskana data jsou prezentovéna v nasledujicim pofadi: chemicky posun (6),
integrovana intenzita *H NMR spekter, multiplicita (s: singlet, d: dublet, t: triplet, g: kvartet, dd: dublet

dubletl, m: multiplet, bs: Siroky singlet) a interakéni konstanta (Hz).

Celou NMR analyzu provedl doc. PharmDr. Jifi Kunes, CSc. a PharmDr. Jana Kfoustkova PhD. na Katedre

organické a bioorganické chemie.

4.5.3 Opticka otacivost

Za pomoci polarimetru P 3000 bylo provedeno méreni optické otacivosti. Pfed mérenim musely byt
jednotlivé alkaloidy rozpustény ve vhodném rozpoustédle v nasem pfipadé byl pouzit. Z vysledkd

méreni byla vypocitana specificka otacivost.

100 X a | — délka kyvety [dm]
= t — teplota méreni [°C]
D — D-linie ze sodikové vybojky o A =589,3 nm

¢
[odo c X1

¢ — koncentrace méreného alkaloidu [g/100 ml]
o —hodnota namérené optické otdcivosti [°]

4.6 Stanoveni biologické aktivity

Na méreni hodnot inhibi¢ni aktivity izolovanych alkaloid( vici rekombinantni lidské AChE a BUuChE byla
pouzita Ellmanova spektrofotometrickd metoda. Aby doslo ke stanoveni biologické aktivity enzymd,
byla pouzita 96-jamkova mikrotitracni desti¢ka z polystyrenu (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA). Bylo pfipravené médium, které bylo slozeno z 10 ul roztoku cholinesterasy o potiebné aktivite,
20 pl 5,5'-dithiobis-2- kyselinou nitrobenzoovou (DTNB) a 40 ul fosfatového pufru. 10 pl roztoky
testovanych alkaloid(i byly inkubovany 5 min v testovacim médiu pfi teploté 37 °C a nasledné bylo
pridano 20 ul roztoku 10 mM acetylthiocholin jodidu nebo butyrylthiocholin jodidu jako enzymového

substratu, které zahdjilo reakci. Méreni probihalo 1 min pfi vinové délce svétla A = 412 nm na pfistroji
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Multimode microplate reader Synergy 2 (BioTek Inc., Winooski, VT, USA). Vse bylo dostate¢né smiseno
v mikrotfepacce. Po protiepani byla smés vloZena do pristroje Multimode microplate reader Synergy
2 (BioTek Inc., Winooski, VT, USA), kde probihalo méreni po dobu 1 min pfi vinové délce A = 412 nm.
V programu GraphPad Prism v. 6.07 for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) se provedl|
vypocet hodnot ICso. Poté byla vyslednad inhibicni aktivita testovanych latek porovnana s referen¢nimi

standardy znamych inhibitord (eserin, galanthamin — Tab.¢.12).
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5. VYSLEDKY

5.1 Strukturni analyza ziskanych latek

5.1.1 VM 259 — E3¢c

Izolovana latka (Esc) zjiSténa pomoci vysledkd ze strukturni analyzy (GC/MS a NMR), byla identifikovana

jako norvinkorin.

Sumarni vzorec této latky: Co1Hz6N203

Obrazek €.20: Vzorec norvinkorinu

5.1.1.1 GC/MS analyza

Obrazek €.21: GC/MS analyza VM 259 — Exc
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

MS: m/z (%) = 354 (100), 339 (38,6), 295 (15,3), 326 (9,4), 174 (6,9), 200 (5,4), 267 (5,0), 115 (4,1), 143
(3,99), 238 (3,4)
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5.1.1.2 NMR analyza

Vysledky z NMR analyzy byly porovnany s literaturou, NMR spektra se shoduji s referenénimi daty.
[113]

5.1.1.3 Opticka otacivost

[a]3 =-158,1° [c= 0,172 (g/100 ml); EtOH, délka kyvety 0,5 dm]

5.1.2 VM 259 — Eza + E2p1

Izolovana latka (Eaa + Eag1) zjisténa pomoci vysledkd ze strukturni analyzy GC/MS a na zékladé TLC se

standardem potvrzenym NMR v rtiznych vyvijecich smésich, byla identifikovana jako striktamin.

Sumarni vzorec striktaminu: CyoH22N,0,

Obrazek €.22: Vzorec striktaminu

5.1.2.1 GC/MS analyza

Obrazek €.23: GC/MS analyza VM 259 — Exa + E2s1
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MS: m/z (%) = 322 (100), 263 (59,3), 180 (21,9), 234 (16,4), 154 (13,4), 121 (11,4), 194 (10,2), 291 (9,3),
77 (8,6), 53 (4,6)

5.1.2.2 NMR analyza

Frakci VM 259 Eja + Ep1 jsme ztotoznili se stejnou latkou z jiné frakce téhoz alkaloidniho extraktu,

YT

publikovanym. [112, 114].

5.1.2.3 Opticka otacivost

[oc]lz)1 = +101,0° [c=0,103 (g/100 ml); EtOH, délka kyvety 0,5 dm]

5.2 Stanoveni inhibiéni aktivity (ICso) alkaloidd

U izolovanych latek, striktamin a norvinkorin, byla stanovena inhibi¢ni aktivita vici lidské AChE
a BuChE.
Vysledky inhibi¢nich aktivit obou izolovanych alkaloidd jsou uvedeny v nasledujici tabulce

(Tabulka ¢. 12).

Tabulka €.12: Inhibicni aktivity izolovanych alkaloidG vici cholinesterasam

Nazev alkaloidu | 1Cso: AChE [uM] 1Cs0: BUChE [uM]
norvinkorin >100 15,52+ 0,92
striktamin* >100 >100
galanthamin 1,720+ 0,120 42,00 + 1,00

eserin 0,063 + 0,005 0,13+0,01

*stanovend hodnota inhibi¢ni aktivity pro jiZ izolovany striktamin PharmDr. Rudolfem Vrabcem, Ph.D.

[111]
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6. DISKUSE

Naplni mé diplomové priace byla izolace alkaloidl z alkaloidni frakce VM 259, kterd vramci
experimentalni prace byla ziskana jiz dfive na Katedife farmaceutické botaniky extrakci naté Vinca
minor L. a naslednou sloupcovou chromatografii. Z dané frakce — VM 259 byly ziskany dvé cisté latky
za pouziti preparativni tenkovrstvé chromatografie, ziskané latky byly identifikovany pomoci GC/MS,
NMR analyzy a optické otacivosti. Na zdkladé téchto analyz byla zjiSténa struktura jednotlivych
alkaloidl a po porovnani téchto struktur s odbornou literaturou byly tyto alkaloidy identifikovany jako
norvinkorin (Esc) a striktamin (Eza + E2g1). U ziskanych alkaloid(l byla dale stanovena inhibi¢ni aktivita
vUci AChE, BuChE. Vysledky inhibic¢nich aktivit obou izolovanych alkaloidl byly porovnany se standardy
galathaminem — AChE (ICsp= 1,720 + 0,120 uM), BuChE (ICso= 42,00 * 1,00 uM) a eserinem — AChE
(ICs0= 0,063 £ 0,005 uM), BuChE (ICs= 0,13 £ 0,01 pM).

Striktamin byl ziskan jiz drive, plvodné z Rhazya stricta, pozdéji bylo zjisténo, Ze jeho hmotnostni
spektrum je totozné s alkaloidem vinkamidinu izolovanym z Vinca minor L. S rostlinou Vinca minor L.
pracuje tym lidi z Katedry farmakognozie a farmaceutické botaniky. Na zakladé identifikace pomoci
GC/MS, shodného NMR spektra a optické otacivosti, jsme striktamin ztotoznili se stejnou latkou z jiné
frakce téhoz alkaloidniho extraktu, ktery byl izolovan PharmDr. Rudolfem Vrabcem, Ph.D., tudiz nebylo
nutné mérit znovu biologickou aktivitu striktaminu. Inhibi¢ni aktivita vici AChE (ICso= >100 puM)
a BUChE (ICso= >100 uM) u striktaminu byla nevyznamna a moZnost vyuziti striktaminu v terapii AD je
minimalni. Opticka otacivost, ktera byla naméfena PharmDr. Rudolfem Vrabcem, Ph.D.
[oc],ZJ8 = +103,8° (c = 0,19 g/100 ml, CHCIs) byla shodna s optickou otacivosti ve srovnani s literaturou,
kterd uvadi optickou otacivost vintervalu od [0(],230 =+63,8° (c= 0,10 g/100 ml, CHCl;) do
[a]3* = +103° (c= 0,72 g/100 ml, CHCl3), co? s malou odchylkou odpovida i optické aktivité ziskané
latky Eza + Ezsr ([]3 = +101,0°), nicméné bylo poufito jiné rozpoustédlo pro méfeni (EtOH), tudiz by

bylo vhodné optickou otacivost zméfit za poutziti chloroformu. [109, 111, 112, 115, 117]

Norvinkorin byl dfive ziskan z lista z rostliny Vinca minor L., jedna se o monoterpenovy indolovy
alkaloid. Dle namérenych hodnot inhibi¢ni aktivity norvinkorin nevykazoval vic¢i AChE (ICso= >100 uM)
inhibi¢ni aktivitu, ale vykazoval mirnou vici BUChE (ICso= 15,52 + 0,92 uM). Zatim neni dostupna zZadna
literatura, kterd by popisovala inhibi¢ni aktivitu vii¢i AChE a BUChE u norvinkorinu. Optickd otacivost
ve srovnani s literaturou [a]2®> =-124,7° (c= 1,05 g/100 ml, CHCls) se neshodovala (oproti ziskané
hodnoté -158,1°), mozna z dlvodu pouZiti jiného rozpoustédla a bylo by tedy vhodné zmérit optickou

otacivost za pouZiti chloroformu. NMR spektra se shodovaly s literaturou. [110, 113]
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Vedle frakce E, méla vyznamné vysledky i frakce F, ze které byly izolované podfrakce F; a F4. U podfrakci
F3 a F4 na zakladé provedené TLC analyzy bylo zjisténo, Zze by mohlo jit o Cisté latky. Latky nebyly
analyzované pomoci GC/MS, protoze je bud nebylo mozné zplynit, nebo neionizovaly. Je nutné tyto
latky analyzovat pomoci hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci (ESI/MS), nicméné

nebylo ¢asové mozné je ddle analyzovat.

U izolovanych alkaloid(i se bude déle potvrzovat jiz zjiSténa cytotoxicka aktivita, s moznosti vyuziti

alkaloidu v terapii nddorovych onemocnéni. [114, 116]

45



7. ZAVER

V ramci diplomové prace byly izolovany 4 latky, pticemz identifikovat se podafilo 2 z nich. Tyto dva
alkaloidy jiz byly izolovany dfive rovnéz z V. minor. Byly identifikovany pomoci GC/MS, NMR analyzy
a zmétené optické otacivosti. Udaje, které byly ziskdny, byly porovnéany s literaturou a izolované

alkaloidy byly uréeny jako striktamin a norvinkorin.

Po izolaci alkaloidd a jejich identifikaci byla zmérena inhibicni aktivita vacéi lidské
acetyl- a butyrylcholinesterasy. Vysledna inhibi¢ni aktivita alkaloidd byla porovnana se standardy
eserinem a galanthaminem. Inhibi¢ni aktivita vic¢i AChE a BuChE u striktaminu byla nevyznamna.
Striktamin je tudiz pro terapii AD nevyuZitelny. Norvinkorin nevykazoval inhibi¢ni aktivitu vic¢i AChE,
ale vykazoval v(c¢i BUChE mirnou inhibi¢ni aktivitu, ale v porovnani se standardy mél vyrazné nizsi
aktivitu, a proto je inhibi¢ni aktivita vic¢i BUChE nevyznamna. Tyto dvé izolované latky patrné nejsou
zodpovédné za aktivitu vici cholinesterasam zjisténou pro frakci VM 259 ¢i alkaloidniho extraktu

drogy.
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9. ABSTRAKT

Misek, V.: I1zolace alkaloidd Vinca minor a jejich biologicka aktivita Il.
Diplomova prace, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Univerzita Karlova, Katedra farmakognozie

a farmaceutické botaniky, Hradec Kralové, 2023
Skolitel: PharmDr. Anna Hostalkova, Ph.D.

Klicova slova: sekundarni metabolity, Apocynaceae, Vinca minor, cholinesterasy, cytotoxicita,

alkaloidy, izolace, biologicka aktivita

Alzheimerova choroba (AD) je neurodegenerativni onemocnéni, které je charakteristické pozvolnym
rozvijenim kognitivni dysfunkce, dopadem na bézné denni funkce a neuropsychiatrickymi symptomy.
Ve farmakoterapii AD je omezené mnozstvi pouzitelnych latek, navic AD nelze 1éCit kauzalné. Vyzkum
a objevovani novych aktivnich latek, véetné prirodnich, by mohl byt moznosti, jak potencialné rozsitit

spektrum latek vyuzivanych v |é¢bé AD.

Plvodni extrakt byl pfipraven extrakci naté Vinca minor L. ethanolem a naslednym vytfepavanim pfi
rizném pH. Za pomoci sloupcové a preparativni tenkovrstvé chromatografie byl tento extrakt dale
zpracovavan pro ziskani ¢istych alkaloidd. Spektrometrickymi metodami (GC/MS a NMR) byla zjisténa
struktura jednotlivych alkaloidl. Po porovnani ziskanych struktur s odbornou literaturou byly tyto

alkaloidy identifikovany jako norvinkorin a striktamin. U téchto latek byla zmérena optickd otacivost.

Pomoci modifikované Ellmanovy metody byly izolované alkaloidy testovany na inhibicni aktivitu vaci
lidskym cholinesterasam, coz jsou enzymy, které jsou jednim z patofyziologickych celkd, které jsou
ovliviiovany vramci farmakoterapie AD. Norvinkorin vykazoval inhibi¢ni aktivitu v(c¢i BuChE
(ICso= 15,52 + 0,92 uM), naopak inhibi¢ni aktivita vic¢i AChE byla nevyznamna (ICso > 100 uM).
Striktamin nebyl vic¢i AChE ani BuUChE aktivni (ICso > 100 uM).

56



10. ABSTRACT
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Supervisor: PharmDr. Anna Hostalkova, Ph.D.
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alkaloids, isolation, biological activity

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disease characterized by the progressive development
of cognitive dysfunction, impact on normal daily functions and neuropsychiatric symptoms. There is
a limited number of compounds for pharmacotherapy AD, moreover, AD cannot be treated causally.
Therefore, research focused on the discovery of new active substances, including natural origin ones,

could be one of the possible options for widening the pool of substances used in AD treatment.

An extract was prepared by extracting the aerial parts of Vinca minor L. with ethanol and subsequent
liquid-luquid extractin at different pH. Using column and preparative thin layer chromatography, this
extract was further processed to isolate individual alkaloids. The structure of isolated alkaloids was
determined by spectrometric methods (GC/MS and NMR). After comparing the obtained structures
with the literature data, these alkaloids were identified as norvincorine and srictamine. The optical

rotatability was measured for these substances.

Using a modified Ellman method, the isolated alkaloids were tested for inhibitory activity against
human cholinesterases, enzymes, which are one of pharmacotherapy targets within
the pathophysiology of AD. Norvincorine inhibiting activity against BUChE (ICso= 15,52 + 0,92 uM), on
the other hand, inhibitory activity against AChE was insignificant (ICso > 100 pM). Strictamine was not

active against AChE or BUChE (ICsp > 100 uM).
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