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1. UVOD

Clovék se nachazi na vrcholu své fyzické vykonnosti ptiblizné ve véku 30 let. Poté
lidsky organizmus ztraci kazdym rokem primérné 0,8 % své energie a vykonnosti. Pfi¢iny
tohoto jevu, tj. starnuti, nejsou dosud zcela znamé. Existuje nékolik teorii, jez polemizuji
o pri¢inach starnuti a nepfimo tak i o pfi¢indch neurodegenerativnich zmén spojenych
s ptibyvajicim v€kem. Diky zlepSeni Zivotnich podminek a vyznamnym pokrokiim
v medicing se stile prodluzuje primérnd délka Zzivota. OvSsem v pokrocilém veéku uz
funkce, které nejsou pro zivot zcela esencialni, postupné zanikaji. Jako kazdy jiny organ,
také mozek mize byt postizen chorobou, a to piedevS§im pravé pii procesu starnuti, v jehoz
prib&hu se mnozstvi a kvalitativni zastoupeni molekul a bun€k méni. Jesté pred nckolika
desitkami let bylo na zhorSovani paméti ve vy$S§im véku nahlizeno jako na jev zcela bézny,
normalni, a proto nebylo povazovano za nutné vénovat zvySenou pozornost né¢emu, co je
»prirozené“. Jenze dnes, v dobé modernich vysoce citlivych vySetfovacich metod, jsou
povazovany za cCtvrtou nejcastéjSi pfiinu umrti pravé progresivni ztradta nejprve
kratkodobé, nasledné téz dlouhodobé paméti, a s tim souvisejici organické zmeény v CNS
loveka'.

Nejcastéjsi pfi¢inou syndromu demence je Alzheimerova choroba (AD). Jde
o nemoc, pfi které dochézi k naruSeni mnoha vyssich korovych funkci, jez se projevuje
progresivni ztrdtou paméti, poruchou mysleni, orientace, chapani, uvazovani, schopnosti
uceni, ovlivnéna je rovnéz fe¢ a usudek. I pfes vysoky stupeit mentdlniho ipadku neni
védomi postizen¢ho &lovéka naruieno”. Poet nemocnych AD se od véku 65 let kazdych
5 let pfiblizn¢ zdvojnasobuje. Ve veéku nad 85 let by tudiZ mélo touto chorobou trpét
odhadem 20 — 50 % populace’. Typickymi patologickymi znaky AD jsou senilni plaky,
neurondlni klubka a ubytek neuront, a to predevsim cholinergnich. Deficit acetylcholinu se
pak podili na kognitivnich poruchéach, poklesu pozornosti a rychlosti zpracovani informaci

v v e ;A
a rovnéz na poruchach chovani'.



I ptes obrovské pokroky nejen v oblasti mediciny neni do dneSniho dne etiologie
AD plné objasnéna. Proto dosud nelze tuto nemoc 1é€it kauzaln€é. Ovliviluyji se tudiz
patogenetické mechanizmy zndmé, coz ovSem umoziluje pouze zpomaleni progrese
choroby. Farmakoterapeutické piistupy tzv. zaloZzené na dikazech (,,evidence-based*) jsou
zatim pouze dva — 1é¢ba pomoci inhibitorti cholinesteraz (IChE) a inhibitortt N-methyl-D-
aspartatovych (NMDA) receptord. IChE ovliviiuji narusenou acetylcholinergni
neurotransmisi. Jsou indikovany hlavné u lehkych a stiedné tézkych stadii AD. Z této
skupiny latek se v soucasnosti u nis a ve vétSin¢ zemi svéta pouzivaji donepezil,
rivastigmin a galanthamin’. Velmi nad&jné vysledky pak poskytuje huperzin A, ktery je
v souCasné dob¢ intenzivné studovan. Pfedpoklada se, Zze by mohl v blizké dobé obohatit
spektrum vyuzivanych IChE®. Dosud jedinym v praxi pouZivanym lé&ivem ze skupiny
inhibitorti NMDA receptorti je memantin, indikovany u t&Zkych stadii AD’.

Izolace galanthaminu z Galanthus woronowii (Amaryllidaceae) a jeho uvedeni do
terapie AD podnitily snahu o nalezeni dal§ich U¢innych IChE piirodniho ptvodu.
V poslednich letech probiha intenzivni screening rostlinnych extraktii a jejich jednotlivych
slozek jakoZzto potencialnich pfirodnich zdroji IChE se silnéj$imi ucinky terapeutickymi a
slabsimi U¢inky vedlejSimi. Inhibi¢ni aktivita vi¢i AChE nebo BuChE byla prokdzana
u pomérné Sirokého spektra latek, predevSim u alkaloidi riznych rostlinnych druhg.
Piestoze mnohé z nich projevily silngjsi cholinesterdzovy inhibi¢ni efekt nez latky dosud
v terapii vyuZzivané, jejich nezadouci ucinky byly natolik zévazné, Ze nemohou byt
zatazeny do klinického testovani jako nova nad&jné l1éciva AD. Také z tohoto diivodu se
zvySuje zdjem i o nealkaloidni pfirodni substance, které¢ by mohly postradat nckteré

toxické Gi¢inky alkaloidt’.



2. CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo:
1. zpracovani 9,6 kg suché drogy Zanthoxylum nitidum, ptiprava alkaloidnich frakci
dle pH,
2. chromatografie jedné frakce za Ucelem izolace alesponl jednoho alkaloidu v Cisté
forme,
3. stanoveni zékladnich fyzikalné-chemickych charakteristik ziskanych latek,
4. ptiprava vzorkd pro stanoveni biologickych aktivit izolovanych latek (inhibicni

aktivita vici acetylcholinesteraze a butyrylcholinesteraze, antioxidaéni aktivita).



3. TEORETICKA CAST

3.1. Demence

Demence je syndrom, ktery vznikd v dasledku chronického nebo progresivniho
onemocnéni mozku. Projevuje se narusenim mnoha kognitivnich funkei, napt. poruchou
paméti, mySleni, chipani, uvazovani, orientace v prostoru, schopnosti uceni, fec¢i ¢i
tsudku. V&domi vsak neni kvalitativng ani kvantitativng naruseno™®.

Prestoze incidence demence stoupa s vékem, nejednd se o piirozeny proces
doprovazejici starnuti. Dochdzi pii ni k patologickych procesim v mozkové kife a
podkoii’.

Pii stanoveni klinické diagndézy syndromu demence je nutné nejprve vyloucit
delirium, depresi a Iékoveé navozené symptomy demence. Teprve poté se uplatiiuji zejména
DSM-1IV kritéria demence (Diagnosticky a statisticky manual duSevnich chorob), ktera
vyhodnocuji demenci jako poruchu paméti a navic postizeni alespon jedné dalsi funkce —
feCi, mysleni, orientace, poznavani, usudku, uceni, planovani, abstraktniho mysleni,
pozornosti. Postupné se snizuje celkové Uroven vykonnosti a pracovni ¢i spolecenské
zapojeni pacienta. K vyhodnoceni urovné kognitivniho deficitu slouzi tada
neuropsychologickych testi, které se zabyvaji funkci frontilnich lalokd, paméti a
kognitivnim tempem. Jednim znich je naptiklad test MMSE (Minimental State
Examination — Kratka Skala mentalniho stavu) ¢i ,,Test kresleni hodin“. Pies vSechna
platnd diagnostickd kritéria umoziiuje findlni diagndézu demence aZ neuropatologické
vySetieni ziskané biopticky nebo nekropticky *°.

Demence lze zjednodusené klasifikovat na n€kolik typt:

1. primarni degenerativni demence — napi. Alzheimerova choroba, Parkinsonova
choroba s demenci, demence s Lewyho télisky, Huntingtonova choroba, Pickova
nemoc aj.

2. vaskularni demence — multiinfarktovd demence, onemocnéni malych cév

s demenci, ischemicko-hypoxickd demence, hemorhagicka demence aj.
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3. sekundarni demence — stavy, v jejichz disledku se mohou vyskytnout ptiznaky
demence — metabolické poruchy, poruchy vyzivy, zdnéty CNS, nadory mozku,
urazy apod.

I r . ’ v , sy -8
4. smiSené demence — kombinace vice onemocnéni vyvolavajicich demenci'.

3.2. Alzheimerova choroba

Celosvétove nejcastejsi pri¢inou demence je Alzheimerova choroba (AD).
Incidence i prevalence této nemoci vyrazné roste s vékem. Pocet nemocnych se od véku
65 let kazdych 5 let piiblizné zdvojnasobuje’. Ve vysokém v&ku jsou Zeny ohrozengjsi
nez muzi. Riziko vyskytu demence Alzheimerovského typu je uzen az 3krat vySsi
nez u muzi'".

Dle vyskytu prvnich ptiznakii nemoci se rozliSuji dvé formy AD:

1. rana (presenilni) forma — klinické projevy choroby se objevuji ptfed 65. rokem
véku; obvykle byva podminéna geneticky. Presenilni forma se vyskytuje pomérné
vzacné.

2. pozdni (senilni) forma — pfiznaky se objevuji po 65. roce v€ku, priibéh nemoci je

oproti rané formé delsi. Senilni forma je vyskytem mnohem ¢ast&jsi'’.

3.2.1. Klinicky obraz

Piiznaky AD se typicky wvyvijeji plizivé, nendpadné. Zpocatku nemusi byt
jednoduché odlisit je od b&znych projevii doprovazejicich normalni starnuti'*.

Symptomy AD Ize primarné rozdélit na poruchy kognitivni a nekognitivni:
1. Kognitivni poruchy
Poruchy paméti a uceni, potize s vybavovanim cerstvé ulozenych pamétovych dat,
poruchy vizuospacialnich funkci, planovani, usudku, neschopnost orientace v prostoru a
Case, poruchy soudnosti, logického mySleni, obsahové prazdnad fe¢, ztrdta vyznamu

slovnich spojeni, potize s rozpoznavanim piedméti i lidi apod.
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Zpocatku je postizena zejména pamét’ recentni, v prubéhu onemocnéni je vSak zasazena
rovnéz pamét’ dlouhodoba.
2. Nekognitivni poruchy
Jedné se o poruchy chovani, které zpiisobuji potize pacientovi, oSetfovateli nebo osobam
v okoli pacienta. Mezi poruchy chovani bez agresivity se fadi zejména neklid, nevhodné
upoutavani pozornosti, vykiiky, nafikani, toulani se venku. Je-li pfitomna agresivita, at’ uz
verbalni ¢i brachialni, miZe byt namifena jak na véci, tak n¢kdy téZ proti lidem, a to
zejména proti nejblizSim osobam. Ve stfednich a pozdnich stadiich nemoci doprovazi
poruchy chovéni také psychotické ptiznaky — bludy a halucinace. 25 — 50 % nemocnych
trpi depresi. Casté jsou rovnéz poruchy spanku.

Uvedené kognitivni 1 nekognitivni poruchy vedou, spole¢né s progresi nemoci, az
k porucham béznych dennich aktivit. Nejprve jsou naruSeny sloZzitéj$i ¢innosti, pozdéji
dochazi k upadku veskerych zakladnich ukonli jako naptiklad hygienické néavyky,
oblékani, chiize atd. To vSe pochopitelné¢ znemoZziiuje pacientovi schopnost pracovat a
ucastnit se spolecenského zivota. V zavéru zivota byvaji tito pacienti nesobéstacni a plné
odkazani na pomoc druhych™''*. Od objeveni se prvnich piiznaki choroby do umrti

obvykle uplyne 7 — 10 let'".

3.2.2. Neuropatologie

Patofyziologii AD charakterizuji tfi zakladni d&je: ukladani extracelularnich depozit
(senilnich plak), ukladdéni intraceluldrnich depozit (neuronalnich klubek) a ubytek
neuronti'*,

Senilni plaky se v mozku vyskytuji v malém mnozstvi u vSech starSich lidi jako
projev normalniho starnuti mozku. U AD se v8ak v mozku tvoii plaky ve vét§im rozsahu.
Uvniti  téchto utvard se pak nachdzi B-amyloid, ktery vznika zamyloidového
prekurzorového proteinu (APP)"°. APP je dlouhy transmembranovy protein s dosud

nevyjasnénou fyziologickou funkci. U zdravych lidi je APP S$tépen pievazné enzymem

a-sekretdzou na kratké rozpustné fragmenty o délce 40 aminokyselin. U AD se vSak na
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Stépeni APP podileji hlavné enzymy B- a y-sekretaza, jez tvoii segmenty o délce 42 a vice
aminokyselinach, které jsou silng amyloidogenni'"'®. B-peptidsx nejprve oligomeruje.
Takto dvé spojené molekuly jsou velmi neurotoxické. Nésledné dochazi ke koagulaci a
polymeraci peptidd, ¢imZ vznika patologicky B-amyloid. V misté vyskytu senilnich plak
dochazi ke sterilnimu zanétu, kdy se uvoliuji z aktivované mikroglie pusobky akutni
zanétlivé faze, aktivuji se zanétlivé enzymy cyklooxygendzy, uvoliiuje se nadmérné
mnozstvi excitanich aminokyselin, volnych radikalti atd''. p-amyloid je pokladan za
klicovy patogeneticky ¢lanek degenerativnich procest pii AD, jelikoZ pfitomnost senilnich
plak koreluje s poskozenim kognitivnich funkci'.

Neurondlni klubka (tangles) se na rozdil od senilnich plak nachédzeji uvniti neuronti.
Hlavni slozku klubek tvofi parova spirdlni vlakna, kterd obsahuji pfedev§im nadmérné
fosforylovany protein 1. Jednd se o vazebny protein s nizkou molekulovou hmotnosti
asociovany s mikrotubuly. t-protein se vaze na tubulin mikrotubuld, a tim startuje jejich
polymeraci. Pti hyperfosforylaci je tato vazba naruSena. Na hyperfosforylaci t-proteinu se
podili n¢kolik typh kindz a fosfatdz, avSak jako nejvyznamnéjsi se jevi glykogen syntdza
kinaza 3-B (GSK3p)'"".

Neurony postizené neurondlnimi klubky ¢i oxidaénim stresem podléhaji
neurodegeneraci, a tim dochazi k atrofii mozku''. Nejvyznamngjsi v patofyziologii AD je
ztrata cholinergnich neuront, jelikoz deficit acetylcholinu se podili na kognitivnich
poruchach, poklesu pozornosti, koncentrace a rychlosti zpracovani informaci a rovnéz na
poruchach chovéni. U lidi postizenych AD jsou zasazeny vSechny oddily cholinergniho
systému. Nejvice poruSena je presynaptickd ¢ast acetylcholinergniho neuronu — je snizena
syntéza acetylcholinu enzymem cholinacetyltransferdzou (CAT), kterd syntetizuje
neuromediator z cholinu a acetylkoenzymu A. Po uvolnéni z vazby na receptor je
acetylcholin v mozku odbourdvan ptednostné acetylcholinesterazami (AChE) na kyselinu
octovou a cholin. U AD se vSak vmozku zvySuje navic hladina jinak minoritni

butyrylcholinesterazy (BuChE), a to zejména v oblastech senilnich plak™'”.
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Pro mechanizmy uceni je kromé cholinergniho systému velmi vyznamny také
systém glutamatergni, ktery je s postupnym zhorSovanim AD rovnéz postizen. U AD totiz
dochazi ke zvySenému uvolnovani excitacnich aminokyselin, které plsobenim na
N-methyl-D-aspartatové (NMDA) receptory oteviraji kalciové kandly, a proto do neuronil
proudi vice vapenatych iontd. Tim se narusSuje stabilita vnitinitho prostiedi neuronu,

2,18,19

aktivuji se chorobné geny vcetné genu pro apoptozu . Toto spolecné s predchozimi

patologickymi d&ji napomaha rozvoji AD.

3.2.3. Rizikové vlivy pro rozvej Alzheimerovy choroby

Jak rana, tak i pozdni forma AD se vyskytuje preferencné v nékterych rodinéach.
Predpoklada se proto, Ze na vyskytu nemoci se podili kombinace vlivli zevniho prostiedi
s vlivy genetickymi** >,

Pro pozdni formu AD je rizikovym faktorem nosicstvi alely eta-4 apolipoproteinu E
(apoE) na chromozomu 19 a ziejmé mutace genu A2M na chromozomu 12>, ApoE se
nejcastéji vyskytuje ve tfech izoformach — apoE2, apoE3 (nejcastéjsi) a apoE4. Jednotlivé
izoformy se li$i pouze (ne)pfitomnosti cysteinu v uréitém misté proteinového fetézce.
ApoE2 pravdépodobné snizuje riziko vzniku AD'.

Casna forma AD vykazuje mnohem vyrazngjsi rodinnou zavislost***. Asi polovinu
dédicnych forem AD predstavuji mutace gend, jejichz vysledkem je postizeni procesu
zrani a Stépeni APP. Mezi tyto geny patii gen APP na chromozomu 21, gen presenilinu 1
(PS1) na chromozomu 14 a gen presenilinu 2 (PS2) na chromozomu 1*°. Biologické funkce
presenilinti nejsou dosud znamé. Piedpoklada se, ze PS1 usnadniuje Stépeni APP nebo by
mohl byt ptimo y-sekterazou®®. Mozna také interaguje s GSK3g a stimuluje tak fosforylaci
t-proteinu®’.

Obecnymi rizikovymi faktory jsou vysoky vék, zenské pohlavi, zvySeny oxidacni
stres. Mezi dalSi mozné rizikové faktory se zafazuji poranéni hlavy, niz8i vzd¢lani a

koufeni cigaret'”,
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3.2.4. Terapie Alzheimerovy choroby

Jelikoz neni zatim zcela znama etiologie nemoci, neni ji mozno lécit kauzalné.
Lécba se proto alespoit zaméfuje na procesy jiz znamé, jejichz ovlivnénim Ize zpomalit
progresi nemoci a oddalit tak tézka stadia spojend se zhorSenim kvality Zivota a odkdzanim

na pééi okoli™®.

3.2.4.1. Kognitiva
Jedné se o latky, které zlepSuji funkci hlavné centralniho cholinergniho systému.
Radi se mezi né prekurzory acetylcholinu, inhibitory cholinesterdz a agonisté

muskarinovych a nikotinovych receptort®”.

a) Prekurzory acetylcholinu
Nejcastéji jsou uzivany sojové lecithiny, které uvolnuji cholin k syntéze
acetylcholinu. Lecithin $patné prostupuje pies hematoencefalickou bariéru, proto je jeho

efekt nedostateény a samostatné uzivani neopodstatnéné®.

b) Inhibitory cholinesteraz

IChE ptedstavuji 1€ky prvni volby v 1é€bé lehkych az stiednich forem AD. Jejich
podavani je zaloZeno na ditkazech a je ovéfeno mnoha kontrolovanymi studiemi. U¢inek
spocivd v zablokovani enzymu, které odbourdvaji v mozku dilezity neuromedidtor
acetylcholin, a tim prodluzuji vazbu acetylcholinu na své receptory. Dilezité je, aby
centralni IChE dobte pronikaly hematoencefalickou bariérou do mozku a tam ovliviiovaly
specifické formy cholinesteraz a byly dobfe tolerovany™.

IChE jsou chemicky nejednotné latky, které se mj. lisi hlavné v tom, zda vyznamné
odbouravaji nebo neodbouravaji enzym BuChE'’. U nds se momentaln& z této skupiny
1é¢iv vyuzivaji k terapii 3 latky:

e Donepezil (Aricept) — piisobi jako selektivni inhibitor AChE s dlouhym polo¢asem,
coz umoziuje perordlni poddvani v jedné denni davce.
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e Rivastigmin (Exelon) — je cholinergni dualista, inhibuje AChE i BuChE, peroralné
se podava 2 x denn¢.

e Galanthamin (Reminyl) — selektivn¢ inhibuje AChE a navic allostericky moduluje
nikotinové receptory, jeho polocas je kratsi, ovsem ve formé s postupnym
uvoliiovanim se podava 1 x denn&™.

Lécba IChE probiha ve dvou fazich. Béhem tvodni eskala¢ni faze se postupné
zvySuji davky 1éciva az do dosazeni terapeutického ucinku nebo maximalné tolerované
terapeutické davky. V této fazi mlize podavani IChE vést k akutnim gastrointestinalnim
(GIT) nezddoucim ucinkiim, napt. k nausee, zvraceni, prijmim, nechutenstvi apod.
V udrzovaci fazi 1écby IChE se pak mohou objevit riizné nezddouci G€inky neurologické
(bolesti hlavy), svalové (kiece), kardiorespirac¢ni (zpomaleni srdecni ¢innosti) ¢i ubyvani
na vaze vlivem snizené chuti k jidlu®.

Kontraindikaci pro terapii IChE je vifedovd choroba gastroduodenalni a t&zsi
prevodni poruchy srde¢ni'’.

V Cing se jiz k 16&b& AD vyuziva dal§i pifrodni IChE — huperzin A. Jedna se
o alkaloid izolovany zplavuné Huperzia serrata (Lycopodiaceae). Latka je silnym
reverzibilnim inhibitorem centralni AChE. Vykazuje tak neuroprotektivni ucinek, zlepsuje
pamét, proces uceni, snizuje také tzkost. Nezddouci ucinky terapie se mohou projevovat
jako nausea, poceni, rozmazané vidéni. Intenzita vedlejSich U€inkli je ovSem slabsi nez
u galanthaminu®. Vyhodou huperzinu A je delsi ptisobeni oproti donepezilu &i rivastigminu
a rychlejsi prestup pies hematoencefalickou bariéru a lepsi biologickd dostupnost
pti oralnim podani nez u ostatnich IChE®'. Struktura pfirodnich IChE huperzinu A a

galanthaminu je uvedena na nasledujicim obrazku (Obr. 1).
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Obr. 1: Struktury ptfirodnich latek vyuZzivanych v terapii AD jako IChE

IChE maji nejvétsi vliv na zpomaleni prub¢hu choroby. Predpoklada se, ze tomu
napomaha ziejmé i to, ze pravdépodobné snizuji tvorbu f-amyloidu ovlivnénim y-sekretaz.
ZlepSeni kognitivnich funkci nad vychozi hodnoty méfitelné riznymi testy trva obvykle
pul roku az jeden rok. Poté se hodnoty vyrovnavaji s piivodni hodnotou a postupné se
snizuji. Kromé ptiznivého vlivu na kognitivni funkce dokazuje mnoho klinickych studii, Ze
IChE zéaroven pozitivné ovliviiuji aktivity denniho Zivota 1 tzv. behaviordlni a

psychologické piiznaky demence, piedeviim poruchy chovani'’.

c¢) Agonisté muskarinovych a nikotinovych receptorti

Jako pfimy stimulator acetylcholinergnich receptorti se terapeuticky vyuZziva pouze
galanthamin®. Jedna se o terciarni alkaloid izolovany z rostlin ¢eledi Amaryllidaceae a
kromé reverzibilni selektivni inhibice AChE allostericky moduluje pre- i1 postsynaptické
nikotinové receptory. Tim potencuje produkci acetylcholinu a neurotransmisi

zprostiedkovanou t&mito receptory’>.

3.2.4.2. Inhibitory NMDA receptorii glutamétergniho systému
V terapii se dosud vyuzivd jedina latka této skupiny, a to memantin (Ebixa). Je
uréeny predevsim k 1écbe stfednich az tézsich stadii AD. Jeho podavéani je podpofeno

rozsédhlymi klinickymi studiemi, které zaroven potvrdily jeho pozitivni vliv na stabilizaci
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stavu, kognitivni funkce a aktivity denniho Zivota. Tento UCinek je navic mnohem
vyrazn&jsi v kombinaci memantinu s IChE>'®""%,

Memantin jako parcidlni inhibitor NMDA receptorti vyrazné snizuje nadmérny
influx véapenatych ionti do neuronti pfes iontové kandly NMDA receptori trvale
aktivované zvySenou koncentraci glutamatu, a tim omezuje excitotoxické piisobeni na
neurony. K jeho dal§im pozitivnim G€inkiim patii inhibi¢ni vliv na proteinkindzu GSK3g,
ktera se podili na spusténi degenerace neuronalniho t-proteinu®®. Peroralné se latka podava
2 x denné a zpocatku se davka titruje. Obecné je 1écba memantinem dobie snédsena,
ptipadné nezadouci U€inky se projevuji jako ptiznaky excitace nebo prechodné halucinace

&i jiné psychotické symptomy' ',

3.2.4.3. Nootropika a dalsi latky zvySujici mozkovy metabolizmus

U demenci vcetné AD byl dokdzan v mozkové kufe sniZzeny neurondlni
metabolizmus, zejména pokles oxidativniho metabolizmu glukézy a bunécné
proteosyntézy, dale pak snizena perfuze a mira extrakce kysliku z krve'>**. Z toho diivodu
se zjistuje terapeuticky ucinek nootropnich 1éCiv a dalSich latek zvySujicich cerebralni
metabolizmus™. PrestoZe jsou tyto latky v klinické praxi hojné vyuZzivany, doposud neni
jejich pouZzivani raciondlni, jelikoz klinické studie neprokézaly vyrazné ovlivnéni pribéhu
AD. Proto se tato 16¢iva vyuzivaji pouze jako 1é&iva doplitkova™'®"?,

Jednotliva nootropika se li§i svymi vlastnostmi. Piracetam (Nootropil) kromé vlivu
na cerebralni metabolizmus zlepSuje reologické vlastnosti krve. Pyritinol (Encephabol)
napomaha vychytavat volné kyslikové radikaly. Nicergolin (Sermion) ovliviiuje
mikrocirkulaci v mozku a sniZuje agregaci krevnich desti¢ek. Extractum ginkgo biloba
(selektivni extrakt EGb 761 Tanakan, neselektivni extrakt Gingium) mimo nootropni

piisobeni vykazuje rovnéz efekt vazoaktivni, antioxidaéni a antiagregaéni™'>'®".
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3.2.4.4. Dalsi perspektivni latky a ptistupy k 1é€bé Alzheimerovy choroby

a) Antioxidacni latky

V patogenezi AD se mj. uplatiiuje nadmeérna tvorba volnych kyslikovych radikald,
které nasledné¢ zplsobuji lipoperoxidaci neuronalni membrany, coz urychluje apoptické
déje. Latky, které jsou schopny vychytavat tyto radikély, se oznacuji jako scavengery
(zametace) volnych kyslikovych radikalti a jsou pouzivany jako dopln€k k terapii IChE.
Nejcastéji se uziva vitamin E (a-tokoferol), vitamin C (kyselina askorbovd), pyritinol,
retinol a B-karoten, melatonin aj. Velké mnozstvi volnych radikald vznika pfi odbouravani
dopaminu, proto sem Ize ztohoto hlediska zafadit rovnéz inhibitor enzymu
monoaminooxidazy B selegilin, navic obsah tohoto enzymu se v mozkové tkani zvySuje

v v vr 37,38
s vékem, a to pfedevsim u AD” """,

b) Nervové riistové faktory

U nékterych typti demenci vcetné alzheimerovskych byl prokdzan nedostatek
nervovych ristovych faktord, které maji vliv na plasticitu a pfeziti neuront,
v embryonalnim stadiu stimuluji rist neuronii. Klinicky se vyuziva piipravek Cerebrolysin,
hydrolyzat vepfovych mozki, ktery obsahuje aminokyseliny a velmi kratké peptidy jako
prekurzory tvorby nervovych ristovych faktor. Ptipravek musi byt podavén vi. wv.
infuzich v opakujicich se intervalech, coz spolecné s ne zcela presvédcivym efektem
snizuje jeho pouziti'>?’.
c) Estrogenni substituce u postklimakterickych Zen

Za preventivni pfistup proti rozvoji AD je povaZovana estrogenni substituce
u postklimakterickych Zen. Bylo totiz zjisténo, Ze postmenopauzélni zeny bez hormonalni
substituce estrogeny maji vys§i riziko vyvoje AD oproti Zenam substituovanym®* .
Jednim z vysvétleni mize byt to, ze estrogenni hormony zvySuji uvolnéni nervovych

rastovych hormonli prostfednictvim svych receptord v mozku, navic také zlepSuji
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cerebralni mikrocirkulaci u¢inkem na hladké svalstvo cév. Preventivni podévani estrogenti

viak nebylo dosud prokazano klinickymi studiemi®”.

d) Jiné nad¢jné pristupy k terapii Alzheimerovy choroby

Z dal$ich nadé&jnych pfistupt jsou ve fazi klinického zkouSeni néktera nesteroidni
antirevmatika, kterd by méla potlacovat sterilni zanét v oblastech akumulaci B-amyloidu.
Dale pak né¢ktera antidiabetika, jez by prostfednictvim PPAR-y receptorii méla sniZzovat

tvorbu p-amyloidu &i ptimo vakcinace lidskym p-amyloidemy,' ™’

3.2.4.5. Farmakoterapie poruch chovani u alzheimerovskych pacientii

K potlateni nevhodného chovani u pacienti s AD se nejvice vyuzivaji
antipsychotika (neuroleptika). Nékdy se podéavaji pouze jednorazové ke ztlumeni akutniho
neklidu, jindy pfi pfetrvavajicich poruchach chovani se podavaji dlouhodobé. Preferovana
jsou antipsychotika II. generace, ktera maji oproti 1é¢iviim I. generace méné nezadoucich
ucinkd, jez byvaji vyvolany blokadou vice receptorovych systému. Nejcastéji se indikuji
1é¢iva tiaprid, melperon, risperidon ¢i quetiapin.

Pii vyskytu deprese jsou nejuzivanéjSimi léCivy antidepresiva III. generace, tj.
selektivni inhibitory zpé&tného vychytavani serotoninu (SSRI — citalopram, sertralin,
escitalopram aj.), nebo antidepresiva IV. generace (venlafaxin, mirtazapin, milnacipran).
Antidepresiva 1. a II. generace nejsou vhodna pro anticholinergni plsobeni, vyjimkou je
v terapii pouzivany trazodon'.

Pii odsrtaniovani poruch spanku je nevhodnd medikace benzodiazepinovymi
hypnotiky, jelikoZ mohou zhorSovat kognitivni poruchu a plisobit sedativné i béhem dne.
V praxi se pouzivaji nebenzodiazepinova hypnotika zolpidem a zopiklon. Tato 1é¢iva by se
méla podavat pouze kratkodobé. Pfi nutnosti dlouhodobého podavéani je vhodnéjsi
doporucit sohledem na povahu nemoci antidepresiva ¢i atypickd neuroleptika se

sedativnim u¢inkem’.
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3.2.4.6. Nefarmakologické pfistupy v terapii Alzheimerovy choroby

Velmi dualezité je zamétit se béhem terapie AD také na reedukacni piistupy
vzhledem k paméti, dalSim kognitivnim funkcim i aktivitdim denniho Zivota — je potieba
s nemocnymi procvicovat ty funkce, které jest¢ zlstaly zachovany. Neméné dilezitd je
edukace peCovateld pacientli. Spravny pfistup k nemocnym totiz poméha sniZzovat m;.

11,13

1 vyskyt neklidu

3.2.5. DalSi latky potencidalné vyuzitelné v terapii Alzheimerovy choroby jako
inhibitory cholinesteraz

Jelikoz se dosud jako nejucinnéjsi v terapii AD osvédCily IChE, logicky tak vzrista
snaha o nalezeni novych, at’ uz zcela ptirodnich ¢i syntetickych, latek plsobicich timto
mechanizmem. V poslednich letech proto probiha intenzivni screening mnoha latek
ovliviiujicich funkci AChE &i BuChE. Casto se vyzkum potencialnich IChE opira o latky
jiz zavedené do terapie AD. Pozornost se upird hlavné na rizné derivaty nebo piibuzné
rostlinné zdroje téchto slouCenin, nejcastéji alkaloidi. OvSem zvySuje se rovnéZ snaha

o nalezeni u¢innych substanci i mimo skupinu téchto latek.

3.2.5.1. Ptirodni alkaloidni zdroje inhibitort cholinesteraz

Po uvedeni galanthaminu do klinické praxe se vyzkum v oblasti inhibi¢ni aktivity
vii¢i AChE soustfedil na rostlinné druhy celedi Amaryllidaceae. Z mnoha izolovanych
alkaloidii nakonec vykézal inhibi¢ni G€inek pouze galanthaminovy a lykorinovy typ.
Nejsilnéji pak plisobily sanguinin a 11-hydroxygalanthamin, které jsou az 10krat silnéjsi
inhibitory AChE, ale jejich limitujicim faktorem je dostupnost v ptirodnich zdrojich**.

Hlavnimi obsahovymi latkami rodu Sarcococca celedi Buxaceae jsou steroidni
alkaloidy. Nékteré z nich byly rovnéZ testovany jako potencialni inhibitory cholinesteraz.

Vétsina zkoumanych alkaloidd vykazala selektivni nebo siln&jsi u¢inek vii¢i BuChE"?*,
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3.2.5.2. Ptirodni nealkaloidni zdroje inhibitort cholinesteraz

Dosud nejprozkoumanéjsimi v oblasti ,,nealkaloidni® inhibice cholinesterdz jsou
terpenoidy’. Jako kompetitivni inhibitory AChE ptisobi nékteré monoterpeny, jeZ tvoii
Casto hlavni slozku esencidlnich oleji. Terpenické ketony (napf. (+)-pulegon) pak
zptsobuji silngjsi inhibici oproti terpenickym alkoholim (napf. (-)-menthol)*’. Tradiéné se
ke zlepSeni paméti v n¢kterych oblastech svéta vyuziva Salvéj (Salvia spp., Lamiaceae),
u které byl inhibi¢ni ucinek potvrzen. Pfedpoklada se u ni synergicky ucinek slozek silice,
jelikoz celkovy extrakt pisobil silngji nez jednotlivé monoterpeny™®. Také triterpenicka
kyselina ursolové izolovand z Origanum majorana (Lamiaceae) vykdzala inhibi¢ni efekt
viigi AChE". Dalii perspektivni skupinou latek se zdaji byt kumariny — tento fakt potvrzuji
vysledky testd provedenych s kumariny a furanokumariny izolovanymi z rostlin rodu
Angelica, Murraya &i Scopolia™™.

Ve snaze objevit dal$i nové nealkaloidni IChE se néktefi védci zamétili na testovani
latek vylu€ovanych mikroorganizmy nebo zivocichy. V této sféfe nejlepsi vysledky

vykazali houby a mof$ti bezobratli’.

3.2.5.3. Syntetické zdroje inhibitort cholinesteraz

Také vyzkum v oblasti syntetickych latek zaznamenal nékolik zajimavych
vysledkl. Na bazi klasickych IChE je zaloZena struktura huprint, hybridnich sloucenin
spojujicich molekulu takrinu a huperzinu A®'. Takrin nejenze kompetitivng inhibuje AChE
a interaguje s muskarinovymi receptory, ale souasné¢ inhibuje i monoaminooxidazy
(MAO). Prevladajici afinita vii¢i BuChE a zédvazna hepatotoxicita limituje jeho samostatné
pouziti’>>. Hupriny prokazaly vysii afinitu k HUAChE neZ jednotlivé molekuly, z nichz
jejich struktura vychazi. Pokusy na mySich ukazaly vyssi selektivitu k AChE nez BuChE a
také mirnéjsi vedlejsi ucinky. Ackoli u mysi pasobily kratkodobé, pfedpoklada se, Ze u lidi
by biologicky pologas mohl dosahovat vyssich hodnot'.

Dalsi velmi perspektivni latka byla syntetizovana vroce 1997. Tento

benzazepinovy derivat — TAK-147 — zlepSoval v preklinickych testech na potkanech
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cholinergni deficit, vykazoval dobry prinik do CNS, vyssi selektivitu vii€éi AChE a mirné
vedlejsi ucinky na periferii. Tato sloucenina rovnéz zvySovala monoaminoergni
neurotransmisi a energeticky metabolizmus. Navic v koncentraci inhibujici aktivitu AChE
pusobila na centralni cholinergni neurony podobné jako nervové riistové faktory. VSechny
tyto vlastnosti predurcuji tuto latku jako velmi perspektivni molekulu, kterd by mohla
piisobit preventivng proti vzniku AD nebo rozvoj této choroby zastavit™*>>.

Novym typem IChE by pak mohly byt AChE-serotoninové transportérové a
AChE-MAO dualni inhibitory. Spojenim rivastigminu a fluoxetinu do jedné molekuly
vznikl predpoklad, Ze by tato sloucenina kromé cholinergni aktivity mohla zamezit
depresim, které postihuji pacienty trpici AD. V pokusech s potkany zlepSila latka oznacena
RS-1259 po delsi dobu oproti donepezilu jejich kratkodobou pamét’, zvysila koncentraci
acetylcholinu v hippokampu a serotoninu v CNS, ackoli v in vitro studii RS-1259 ptisobil
3 — 4krat slab&ji nez donepezil’®. Druhy typ dualnich inhibitori piedstavuje slouéenina
TV-3326, kterd je odvozena od rasagilinu, selektivniho MAO-B inhibitoru, a
rivastigminu®’. Tato molekula by méla spojovat neuroprotektivni u¢inek a zlepSeni
kognitivniho deficitu doprovazejici AD. U potkant, kralikti a opic plsobil TV-3326
selektivni inhibici MAO-A 1 MAO-B v mozku, tim se zvysila koncentrace serotoninu
v CNS, ktery pak puisobil antidepresivn&’®. V pokusech na bunéénych kulturach TV-3326
rovnéz stimuloval a-sekretazu ke $tépeni APP”. Obr. 2 uvadi struktury vyse zminénych

syntetickych latek, které by mohly byt potencialné vyuZzivany jako nové IChE.

NH

\

takrin R=Cl huprin Y
R=F huprinZ
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Obr. 2: Struktury potencialnich syntetickych IChE

Zanthoxylum

3.3. Zanthoxylum nitidum (Roxb.) DC. (Rutaceae) a dalSi druhy rodu

Celed Rutaceae zahrnuje asi 150 rodti a az 1800 druhii rostlin roziifenych
v tropickych, subtropickych i mirnych klimatickych oblastech. N&které druhy slouzi pouze
pro okrasné Gdely, jiné poskytuji jedlé plody nebo uzitkové dievo®. Jelikoz je &eled’
druhové velmi rozmanitd, ¢leni se na nékolik niz§ich podceledi. Déleni je vSak velmi
nejednotné. PodcCeledi Aurantioideae a Rutoideae se ovSem vyskytuji ustilené ziejme ve

viech klasifikacich®'. Podgeled’ Rutoideae dale zahrnuje diléi kmeny, které pak sjednocuji

nékolik druhi rostlin dle riznych spole¢nych kritérii.
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3.3.1. Taxonomické zarazeni Zanthoxylum nitidum
Rise: Plantae (rostliny)
Podfise: Tracheobionta (cévnaté rostliny)
Nadoddéleni: Spermatophyta (semenné rostliny)
Oddéleni: Magnoliophyta (krytosemenné rostliny)
Ttida: Magnoliopsida (dvoudélozné rostliny)
Rad: Sapindales (mydelnikotvaré)
Celed’: Rutaceae (routovité)
Podceled’: Rutoideae
Rod: Zanthoxylum (Zlutodiev)

Druh: Zanthoxylum nitidum (Roxb.) DC®.

Obr. 3: Zanthoxylum nitidum (Roxb.) DC®.
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3.3.2. Morfologicky popis Zanthoxylum nitidum

Zanthoxylum nitidum je morfologicky rozlicnd rostlina. Obvykle se jedna
o vytrvaly Splhavy ¢i vzpfimeny ket s plstnatymi vétvemi a trny. Lichozpetené listy tvoti
1 — 5 para vejcité eliptickych listkti na vrchu koZovitych, ze spodu n¢kdy srstnatych,
dorastajici do délky 3 — 15 cm a Sitky 1,5 — 8 cm. Kvéty vyristaji v terminalnich nebo
uzlabnich latach ¢i chocholi¢natych vrcholicich, jsou malé, jednopohlavné, Zlutozelené
barvy, tvofené ctyrlaloénym kalichem a 4 korunnimi listky. Plodem je jedly méchytek

obsahujici kulovita ¢erna leskla 4 mm velk4 semena®®.

3.3.3. Vyskyt rostlin rodu Zanthoxylum
Obecné kefe ¢i liany rodu Zanthoxylum rostou v tropickych a subtropickych
oblastech celého svéta. Druh Z. nitidum je mozno nalézt volné riist v rozlehlych oblastech

. , v . , ;Mo 64,66
od Indie po severni Queensland v Australii, hlavné vSak v jithovychodni Cing™"™".

3.3.4. Pouziti rostliny Zanthoxylum nitidum v lidovém lécitelstvi

Vice jak tisic let je koten Z. mitidum vyuzivan v tradiéni ¢inské mediciné jako
protizanétlivy a analgeticky prostfedek®’. Nejvice se uplatiiuje pii bolestech zubii, Zaludku,
horecce, revmatismu, parézach a rovnéz jako pesticid ¢i insekticid. Plod se pouziva pfi
travicich potizich, kasli, kolikovitém zvraceni, prijmech, parézach, dale jako koteni a
stimulacni pfisada nebo jako pesticid. V nékterych oblastech lidé zvykaji vétvicky ¢i
samotnou kiiru vétvi jako prostiedek pti bolesti zubli a zdnétu désni nebo pridavaji extrakt

z rostliny do zubnich past®®®.

3.3.5. Sekundarni metabolity izolované ze Zanthoxylum nitidum
Mezi nejvyznamnéjsi biologicky aktivni latky izolované z kotenti, vétvi nebo celé
rostliny Z. nitidum patii izochinolinové a chinolinové alkaloidy. Dosud bylo z tohoto druhu

izolovano piiblizné 50 alkaloidd, které délime do nekolika strukturnich typt:
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3.3.5.1. Benzo[c]fenanthridinovy typ

Benzofenanthridinové alkaloidy se fadi do skupiny izochinolinovych alkaloidd,
jejichz biosyntéza vychazi z aminokyselin fenylalaninu &i tyrosinu’. Struktury téchto latek
se vzajemné velmi podobaji. Zaklad molekuly tvoii tetracyklicky skelet, ktery je
substituovan nejcastéji methoxylovymi, methylendioxidovymi nebo hydroxylovymi
skupinami. Podle charakteru zékladniho skeletu se dale rozliSuji kvartérni a tercidrni
alkaloidy.

Kvartérni benzofenanthridinové alkaloidy izolované ze Z. nitidum jsou
charakterizovany methylsubstituci na atomu dusiku v poloze 5 zékladniho tetracyklického
skeletu, ktera udili molekule kladny naboj. Z tohoto rostlinného druhu se dosud podaftilo
izolovat vyznamné alkaloidy sanguinarin a chelerythrin a dale pak jejich derivaty nitidin,
8-methoxynorchelerythrin a 8-methoxysanguinarin’' ™.

Terciarni benzofenanthridinové alkaloidy druhu Z. nitidum jsou neutralni molekuly
bez kladného naboje. Dusik v molekule zékladniho skeletu je nesubstituovany, jak to
dokazuji struktury dekarinu, rhoifolinu A, 8-methoxyisodekarinu a norchelerythrinu’*".

Isoarnottianamid, arnottianamid a integriamid’>™* se 1i§i od predchozich latek tim,
ze je jejich zékladni skelet rozstépeny, a to v misté¢ kruhu obsahujicim atom dusiku.

Struktury vySe jmenovanych alkaloidli izolovanych ze Z. nitidum jsou uvedeny na

nasledujicim obrazku (Obr. 4).

R; =H, R, = OCH;, R; = OCHj;, Ry =H chelerythrin

R; = OCHj;, R, = OCH;, R; = H, R, = H nitidin

R, =H, R, + R; = OCH,0, R, = H sanguinarin

R; =OCHj;, R, = OCH;3, R; = H, Ry, = OCH; 8-methoxynorchelerythrin
R; =H, R, + R; = OCH,0, R, = OCH; 8-methoxysanguinarin
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R; =H, R, =0H, R; = OCH;, R4 =H dekarin

R; + R, = OCH,0, R; = OCHj, R4 = H rhoifolin A

R; =H, R, = OCHj;, R; = OH, R, = OCH; 8-methoxyisodekarin
R; =H, R, = OCH;, R; = OCH;, Ry = H norchelerythrin

R; = OCH;, R, = OCHj3, R3; = H isoarnottianamid
R; =H, R, = OCHj, R; = OCH; arnottianamid
R; + R, =0OCH,O, R; =H integriamid

Obr. 4: Struktury alkaloidii benzo[c]fenanthridinového typu

3.3.5.2. Dihydrobenzo[c]fenanthridinovy typ

Dihydrobenzofenanthridinové  alkaloidy se rovnéz tadi do  skupiny
izochinolinovych alkaloid. Obvykle se jedna o latky odvozené od struktury sanguinarinu
i chelerythrinu. Jejich molekula je castecné hydrogenovana, terciarni dusik zakladniho
skeletu nese opét methylovou skupinu. V ramci celé¢ fady fytochemickych studii
zabyvajicich se izolaci alkaloidli ze Z. nitidum byly izolovany a strukturné popsany
nasledujici dihydrobenzofenanthridinové alkaloidy’"">"*"" — dihydrochelerythrinyl-8-
acetaldehyd, dihydrochelerythrin, 8-(1'-hydroxyethyl)dihydrochelerythrin,
8-hydroxydihydrochelerythrin,  8-methoxydihydrochelerythrin,  8-(2’-cyklohexanon)-
dihydrochelerythrin, oxyavicin, oxynitidin, oxychelerythrin, 5,6-dihydro-6-methoxynitidin,
6-acetonyldihydrochelerythrin a 6-acetonyl-8-O-demethyldihydrochelerythrin. Struktury

téchto alkaloidl jsou uvedeny na nasledujicim obrazku (Obr. 5).
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0]

N
MeO CH

OMe R

3

R = CH,CHO dihydrochelerythrinyl-8-acetaldehyd
R =H dihydrochelerythrin
R =O0H 8-hydroxydihydrochelerythrin
R =0OCH; 8-methoxydihydrochelerythrin
)

\C
R= 8-(2’-cyklohexanon)dihydrochelerythrin
R =CH(OH)CH; 8-(1'-hydroxyethyl)dihydrochelerythrin

R; + R, = OCH,O, R; =H oxyavicin
R; = OCHj;, R, = OCHj3, R; = H oxynitidin
R; =H, R, = OCHj;, R; = OCH; oxychelerythrin

@)
MeO O>
N
MeO CH,
OMe

5,6-dihydro-6-methoxynitidin
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R =0OCH; 6-acetonyldihydrochelerythrin
R =H 6-acetonyl-8-O- demethyldihydrochelerythrin

Obr. 5: Struktury alkaloidt dihydrobenzo[c]fenanthridinového typu

V praci z roku 2008 se Yang a kol. zaméfili na studium nepolarni frakce ziskané
extrakci kmenové kiry Z. nitidum a podafilo se jim izolovat dosud nepublikované
dihydrobenzofenanthridinové  alkaloidy = zanthomuurolanin, epi-zanthomuurolanin,
zanthokadinanin A, zanthokadinanin B a epi-zanthokadinanin B’®. V roce 2009 pak navic
popsali dal$i novy alkaloid tohoto charakteru, a to epi-zanthokadinanin A”*. Struktury

uvedenych nepolarnich alkaloidl zobrazuje nasledujici obrazek (Obr. 6).

H3C bMe

epi- zanthokadinanin A zanthomuurolanin
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MeO

zanthokadinanin A

MeO

HSC/ OMe

zanthokadinanin B epi- zanthokadinanin B

Obr. 6: Struktury nepolarnich alkaloidl dihydrobenzo[c]fenanthridinového typu

3.3.5.3. Aporfinovy typ
Z izochinolinovych alkaloidi odvozenych od aporfinu byly ze Z. nitidum
izolovany liriodenin, N-acetyldehydroanonain, N-acetylanonain’’*. Struktury téchto latek

uvadi obr. 7.
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liriodenin N-acetyldehydroanonain

I
o N—H—CH3
H O

N-acetylanonain

Obr. 7: Struktury alkaloidi aporfinového typu

3.3.5.4. Protoberberinovy typ
Studie alkaloidG druhu Z. nitidum z roku 2006 mj. popisuje izolaci kvartérnich

sloucenin koptisinu a berberrubinu’? (Obr. 8).

R; + R, =0OCH,O koptisin
R; = OH, R, = OCH; berberrubin

Obr. 8: Struktury alkaloidii protoberberinového typu
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3.3.5.5. 2-chinolonovy typ

Biosyntéza chinolinovych alkaloidi vychazi zaminokyseliny tryptofanu a
terpenickych jednotek”. Tento typ latek neni v druhu Z. nitidum pfilis Casty, presto se z n&j
podatilo izolovat 2-chinolonové alkaloidy flindersin, 4-methoxy-1-methyl-2-chinolon’®,
N-methylflindersin”, (-)-(S)-edulinin, zanthodiolin a edulitin”. Struktury t&chto alkaloidi

jsou znazornény na nasledujicim obrazku (Obr. 9).

H,C_ CH,
0 | OMe CH, OMe
OH
X
AN CH, AN
OH

[Tj o) ITI @) N @)
R CH

3 3

R =H flindersin (-)-(S)-edulinin 4-methoxy-1-methyl-2-chinolon
R =CH; N-methylflindersin

H,C, .CH,

OMe
OH N
) Vo
OMe CH, OMe H
zanthodiolin edulitin

Obr. 9: Struktury alkaloidi 2-chinolonového typu

3.3.5.6. Furochinolinovy typ

72,74,75,71,79 - 79
I a haplopin” se

Skimmianin, y-fagarin, diktamnin, 5-methoxydiktamnin
rovn¢z fadi k chinolinovym alkaloidiim. Oproti pfibuznym 2-chinolonovym derivatim je
izolace téchto latek ze Z. nitidum popisovana Casteji. Obr.10 popisuje struktury uvedenych

furochinolinovych alkaloidu.
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R; =H, R, =H, Ry =H diktamnin

Ry =H, R, =H, R; = OCHj y-fagarin

R; =H, R, = OCHj;, R; = OCH; skimmianin
R;=0CH;, R, =H, R; =H 5-methoxydiktamnin
R; =H, R,= OH, R; = OCHj; haplopin

Obr. 10: Struktury alkaloidti furochinolinového typu

3.3.5.7. Dalsi alkaloidy
4,5-dihydroxy-1-methyl-3-oxo0-2-(trichlormethyl)-3H-indolium chlorid a 4-(2-
methoxyethyl)-V,N- dimethylbenzenamin jsou alkaloidy, jez byly izolovany v roce 2007

jako do té doby neidentifikované latky z druhu Z. nitidum®. Jejich struktury uvadi obr. 11.

OH
HO O
+ o CH
/ - 3
CH, CH,
4,5-dihydroxy-1-methyl-3-oxo-2- 4-(2-methoxyethyl)-N, N-dimethylbenzenamin

(trichlormethyl)-3 H-indolium chlorid
Obr. 11: Struktury dal$ich alkaloidl izolovanych ze Z. nitidum

3.3.6. Dalsi obsahové latky

Kromé¢ alkaloidi popisuji nékteré prace izolaci dalSich obsahovych latek, a to
zejména kumarind, lignant®', benzenoidi a steroida™.

V praci publikované roku 2011 popisuji Chen a kol extrakci a izolaci myj.
6 benzenoidi — (E)-4-(4-hydroxy-3-methyl-2-enyloxy)benzaldehydu, (E)-methyl 3-{4-

[(E)-4-hydroxy-3-methylbut-2-enyloxy]fenyl}akrylatu, (Z)-methyl 3-{4-[(E)-4-hydroxy-3-
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methylbut-2-enyloxy]fenyl}akrylatu,  4-(3-methylbut-2-enyloxy)benzoové  kyseliny,
4-hydroxybenzaldehydu a syringaldehydu; 3 kumarini — aeskuletin dimethyletheru,
6,7,8-trimethoxykumarinu a skopoletinu; 4 lignanli — (+)-episesaminu, (+)-sesaminu,

piperitol- 3,3-dimethylallyletheru a sesaminonu’”.

3.3.7. Biologicka aktivita alkaloidii izolovanych ze Zanthoxylum nitidum

V poslednich letech byly extrakty rostliny podrobeny nékolika pfinosnym studiim,
které se zamétovaly na rizné farmakologické ucinky. Nejvyznamngj$imi se nakonec
ukézaly G&inky antivirové a antifungalni’’, protinadorové®, protizanétlivé a analgetické’".
Nov¢jsi studie se zamé&fuji rovnéZ na zkoumani mozného uplatnéni obsahovych latek této

rostliny pfi terapii AD”**,

3.3.7.1. Antivirova a antifungélni aktivita

V praci zroku 2006 se Yang a Chen poprvé zaméfili na studium in vitro
antivirovych 0¢inkli benzofenanthridinovych a chinolinovych alkaloidd proti viru
hepatitidy B. Vyznamny inhibi¢ni efekt vici sekreci HBsAg byl zjiStén u chinolinovych
alkaloidii  5,6-dihydro-6-methoxynitidinu a 5-methoxydiktamninu. Tyto alkaloidy
inhibovaly sekreci antigenu pfi koncentraci 0,2 umol/ml z43,3 % a 49,3 %, zatimco
pozitivni standard lamivudin inhiboval pii koncentraci 1,0 pmol/ml z 29,6 %. Oba tyto
alkaloidy lze povaZovat za silngjsi inhibitory nezli pouzity standard’’.

HBsAg je povrchovy antigen vnéjSiho obalu viru hepatitidy B (HBV). V krvi se
objevuje Casné pred propuknutim ptiznakii onemocnéni (1 — 10 tydnli). U chronickych
forem zanctu jater pfetrvava tento antigen déle nez 6 mésicii v krvi pacientli. Pfitomnost
HBsAg tedy prokazuje nakazu HBV a je detekovatelny ve viech télnich tekutinach®.

Dalsi slibny ucinek prokazaly skimmianin a 5-methoxydiktamnin viici HBeAg.
V koncentraci 0,2 pumol/ml inhibovaly sekreci tohoto antigenu z 31,9 % a 43,2 % oproti
standardu lamivudinu, ktery inhiboval tento antigen pii koncentraci 1,0 pmol/ml

2354 %"
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Pritomnost HBeAg v séru pacienta je povazovana za dikaz aktivni replikace virové
DNA v hepatocytech. Prikaz HBeAg je povazovan za alternativni ukazatel pfitomnosti
virové DNA HBV™.

Z téchto vysledkd vyplyva, Ze 5-methoxydiktamnin si zaslouzi dal$i podrobné&jsi
zkouméani jakoZto potencialni inhibitor sekrece HBsAg a HBeAg'’.

Ve stejné praci se Yang a Chen zabyvali rovnéz antifungdlni aktivitou vuci
fytopatogenni houbé Pyricularia oryzae. Za projev ulinku zkoumanych latek byla
povazovana inhibice rdstu hyfovych vladken nebo deformace konidii. Jako pozitivni
standard byl pouzit rhizoxin sMIC 1,56 pg/ml. Diktamnin, vy-fagarin a
5-methoxydiktamnin prokézaly antimitotickou a antifungélni aktivitu pii MIC 6,25 pg/ml.
Skimmianin projevil slabou inhibici az pfi MIC 25,00 pg/ml a 5,6-dihydro-6-
methoxynitidin byl inaktivni’’.
3.3.7.2. Protizanétliva a analgeticka aktivita

V roce 2006 byla uvetejnéna studie, kterd porovnava protizanétlivé a analgetické
ucinky néckolika alkaloidi izolovanych ze Z. nitidum — nitidinu, dihydrochelerythrinu,
oxyavicinu, 8-methoxychelerythrinu a 8-hydroxydihydrochelerythrinu.

Antinociceptivni efekt alkaloidi byl zkouman na mysich, kterym byla aplikovéna
intraperitonealné 0,8% kyselina octova. Zanétlivy otok pro posuzovani protizanétlivého
ucinku byl vyvolan aplikaci 0,04 ml xylenu do pravého ucha mys$i. Aplikovaly se dvé
davky roztokid alkaloidi — 10 mg/ml a 40 mg/kg. Vysledky jednotlivych latek byly
porovnavany s kontrolni mysi a uc¢inkem hydrokortisonu v ddvce 20 mg/kg. Nejsilnéjsi
efekt jak analgeticky, tak protizanétlivy vyvolal nitidin. Autofi ¢lanku pfedpokladaji, Ze na
tomto vysledku se podili pfitomnost vazby C=N ve struktufe nitidinu oproti ostatnim

’ v e 71
testovanym slouceninam’ .
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3.3.7.3. Protinadorova aktivita

Yang a kol. se vroce 2009 soustfedili na studium protinddorovych ucinka latek
izolovanych ze Z. nitidum vi¢i vybranym bunéénym liniim. Zaméfili se hlavné na bunééné
linie MCF-7 (lidsky prsni adenokarcinom), NCI-H460 (nemalobunéény karcinom plic) a
SF-268 (glioblastom). Jako pozitivni standard pouzili aktinomycin D. Nejsilnéjsi
cytotoxicky efekt vyvolal liriodenin, dal$im potencidlnim alkaloidem pro 1é¢bu nadord by
mohl byt také skimmianin™. Vysledky této studie jsou shrnuty v nasledujici tabulce

(Tab. 1):

Tab. 1: In vitro cytotoxicka aktivita skimmianinu a liriodeninu vi¢i vybranym bunénym

liniim™
Latka 1Cs0 (ug/mD)"

MCF-7 NCI-H460 SF-268
Skimmianin 8,03 +0,49 >13 >13
Liriodenin 3,19+ 0,29 2,38+ 0,35 2,19+0,11
Aktinomycin D’ 0,127 £ 0,002 0,012 + 0,002 0,020 = 0,009

* Kazdé méfeni bylo opakovano tfikrat
®Referenéni latka
3.3.7.4. Anticholinesterazova aktivita

Inhibitory cholinesteraz jiz v praxi prokazaly vyznamny efekt v terapii AD. Nékteré
znich byly ziskany z pfirodnich zdroji, a proto probihaji rGzné screeningové studie
rostlinnych extraktli za icelem objeveni dalSich potencidlnich IChE.

Studie uvetejnénd roku 2011 popisuje silny inhibicni efekt celkového alkaloidniho
extraktu kofene Z. nitidum vG¢i aktivit¢ AChE. Zjisténa ICsy extraktu byla 10,7 +
0,4 pg/ml, zatimco referencni latka fysostigmin vykazoval ICso 0,013 £+ 0,002 pg/ml.
Nasledné chromatografické ¢iSténi smési riznych latek a dalS$i méfeni inhibic¢ni aktivity
vii¢i AChE vedlo k ziskéni alkaloidu se silnym inhibi¢nim t¢inkem — skimmianinu (ICs
8,6 = 0,7 pg/ml). Mezi ziskanymi latkami byly téz alkaloidy s obdobnou strukturou jako

skimmianin — diktamnin, y-fagarin a haplopin. Ani jeden znich ovSem nevykazal
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vyznamnou inhibi¢ni aktivitu viici AChE. Autofi ¢lanku tento vysledek vysvétluji tim, ze
pfitomnost methoxy skupiny na C-7 furochinolinového skeletu vyznamné zesiluje
inhibi¢ni aktivitu. Z toho vyplyva, Ze methoxy skupina na C-7 je dilezitym faktorem pro

AChE inhibici”.

3.3.8. Dalsi zastupci rodu Zanthoxylum a biologicka aktivita jejich sekundarnich

metabolitu

3.3.8.1. Zanthoxylum capense

Dal§im zajimavym druhem patficim do rodu Zanthoxylum je rostlina Z. capense,
ktera se vyskytuje pfirozené v oblasti Zimbabwe, Jizni Afriky a Mozambiku®’. Zdejsi
lécitelé pouzivaji odvar z kofenl pifi hadim uStknuti a odvar z kofenové kury k 1écbé
tuberkulozy, paralyzy a ke zmirnéni bolesti zubt*®.

Vroce 2012 byla uvefejnéna prace, ktera se zabyvala izolaci Gc¢innych latek
z kotene této rostliny, jez byly nasledné testovany in vitro na antibakteridlni aktivitu. Vedle
2-arylbenzofuranovych neolignani se podafilo izolovat a urcit strukturu nékolika
alkaloidl, mezi kterymi autofi popsali zcela novy dihydrobenzofenanthridinovy alkaloid
zanthokapensin. Ziskané latky — neolignany zanthokapensol a zanthokapensat,
benzofenanthridinové alkaloidy zanthokapensin, dekarin, norchelerythrin,
dihydrochelerythrin, 6-acetonyldihydrochelerythrin, tridekanonchelerythrin a
6-acetonyldihydronitidin — byly podrobeny in vitro testu na antibakterialni ¢inek vici G+
Staphylococcus aureus (ATCC 6538 a 25923) a Enterococcus faecalis (ATCC 51299) a
vuci G- Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) a Escherichia coli (ATCC 25922). Jako
referencni latky byly pouZzity kanamycin a gentamicin. Jako jedind byla zaznamenéana
signifikantni aktivita v0¢i bakterii Staphylococcus aureus 6538, ostatni bakterie byly
k testovanym  latkdm rezistentni. Nejsiln¢j$i  antibakteridlni  aktivitu  vykazal
6-acetonyldihydronitidin s MIC 12,5 pg/ml, zatimco kanamycin pisobil pii MIC
1,56 pg/ml a gentamicin pii 0,19 pg/ml. Zanthokapensat, zanthokapensin a dekarin pak
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pusobily pifi MIC 25,0 pg/ml. Ostatni latky vykéazaly vici S. aureus 6538 velmi slabou

antibakterialni aktivitu®. Struktury latek izolovanych v této studii uvadi obr. 12.

OMe MeO
OH OMe CH,CO (CH,),, CH,

zanthokapensin tridekanonchelerythrin

6-acetonyldihydronitidin

Obr. 12: Struktury vybranych alkaloidt Z. capense

3.3.8.2. Zanthoxylum integrifoliolum

Z. integrifoliolum je stalezeleny strom rostouci na severu Filipin a na taiwanském
ostrové Lanyu”. Jeho kira byla vyuZivana domorodci k 16¢b& hadiho ustknuti a slouzila
té jako zdroj antiagregaénich latek”'.

Chen a kol. uvefejnili vroce 2005 praci, ve které se jako prvni zaméfili
na biologicky aktivni latky v kofenové kufe tohoto stromu. Podafilo se jim izolovat tii

nové alkaloidy -  7,8-dehydro-1-methoxyrutaekarpin, isodekarin a  8-O-
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demethyloxychelerythrin (Obr. 13). Ddéle izolovali jiz znamé benzofenanthridinové
alkaloidy norchelerythrin, oxychelerythrin, dekarin, dihydrochelerythrinylacetaldehyd,
6-acetonyldihydrochelerythrin a arnottianamid, indolopyridochinazolinové alkaloidy
rutaekarpin a 1-hydroxyrutaekarpin, furochinolinové alkaloidy y-fagarin a skimmianin.

Dale v extraktu stanovili lignany a triterpenoidy.

MeO

7,8-dehydro-1-methoxyrutaekarpin isodekarin

OMe O

8-0-demethyloxychelerythrin
Obr. 13: Struktury novych alkaloidd izolovanych ze Z. integrifoliolum

Ziskané cCisté latky poté Chen a kol. podrobili in vitro zkouskdm na cytotoxickou
aktivitu vici nadorovym bunéénym liniim P-388 (lymfaticka leukemie) a HT-29 (lidsky
kolorektalni karcinom) za pouziti mithramycinu jako pozitivni referencni latky. Za
vyznamny vysledek byly povazovany hodnoty EDsg < 4,0 pg/ml. Vaci P-388 pisobil

nejsilngji dihydrochelerythrinylacetaldehyd, vi¢i HT-29 skimmianin®®. Vysledky testu

shrnuje nasledujici tabulka (Tab. 2):
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Tab. 2: Cytotoxicka aktivita alkaloidii izolovanych z kotenové kiiry Z. integrifoliolum vici

P-388 a HT-29 bunéénym liniim’

Létky EDso (pug/ml)*
P-388 HT-29

7,8-dehydro-1-methoxyrutackarpin 3,88 + 0,42 8,54 +£0,82
Isodekarin 4,71 £ 0,56 10,3+ 1,1
8-demethyloxychelerythrin 4,41 +0,52 6,17 +£0,70
Norchelerythrin 2,32 +£0,23 6,56 £ 0,56
Oxychelerythrin 3,25+0,44 5,48 £0,46
Dekarin 4,27 £0,56 8,79 +£0,73
Dihydrochelerythrinylacetaldehyd 1,15 + 0,22 4,08 + 0,34
6-acetonyldihydrochelerythrin 3,77+ 0,45 5,39 +£0,42
Rutaekarpin 10,5+0,9 33,6+2,9
I-hydroxyrutaekarpin 3,72 £0,36 7,44 + 0,86
y-fagarin 3,58 +0,39 22,5+2.6
Skimmianin 2,62 +0,28 0,15+0,02
Arnottianamid 7,28 £0,63 4,74 £ 0,41
Mithramycin® 0,06 = 0,01 0,08 + 0,01

*Kazdé méfeni bylo opakovano tikrat
®Referenéni latka

3.4. Dalsi vyznamné rody podceledi Rutoideae

3.4.1. Rod Pilocarpus

Velice zajimavym rodem z hlediska obsahovych latek i farmaceutického vyuZiti je
rod Pilocarpus, ktery zahrnuje 17 druhl ket a stromu, jez patii mezi piirozenou floru
tropickych oblasti od jizniho Mexika pres stiedni Ameriku az k Argenting. 14 druhii roste
na izemi Brazilie, kde tyto rostliny nazyvaji Jaborandi’>.

Ackoli jsou tyto rostliny znamé po dlouhou dobu, vyzkumy tykajici se jejich
obsahovych latek ustrnuly u nejvyznamnéj§i znich — pilokarpinu. Pilokarpin je

imidazolovy alkaloid obsaZeny vyhradn& v rostlinich tohoto rodu’. Pro svou
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parasympatomimetickou aktivitu na muskarinovych receptorech se dosud vyuziva v terapii
glaukomu. Aplikuje se pouze lokdlné¢ ve formé ocnich kapek, jelikoz pii systémové
aplikaci by mohl vyvolat zdvazné poSkozeni srdecnich funkci. Mechanismus ucinku
spoc¢iva v tom, ze po aplikaci latky do oka dojde k midéze a nésledné se rozsiii odtokové
cesty komorové vody, tim se snizi nitroo¢ni tlak. Mezi dal§i vyuZzivané uCinky patii
podpora salivace a perspirace pii nedostatecné funkci ptisluSnych zlaz a také podpora
tvorby slz””. Mezi nejvyznamnéjii zdroj pilokarpinu patti listy druhu P. microphyllus.
Ostatni druhy obsahuji pilokarpinu mén&’®. U P. spicatus nebyl pilokarpin identifikovan
viibec. Mezi dalsi izolované alkaloidy patii hlavné rizné derivaty imidazolu, které se velmi
podobaji pilokarpinu, obvykle se jedna o derivaity & isomery pilokarpinu’.
Farmakologicka a toxikologicka aktivita byla zkouména pfedevsim u epiisopilosinu. Bylo
zjisténo, ze ve vysokych davkach stimuluje parasympaticky systém podobné jako
pilokarpin, ackoli jeho LDs je oproti pilokarpinu vyssi, tudiz by mél byt epiisopilosin
mnohem méné toxicky’’. Studie tykajici se pilokarpinu a rostlin rodu Pilocarpus se
zabyvaji predev§im moZznostmi, jak pozitivné ovlivnit syntézu pilokarpinu rostlinou
k ziskani vyssiho zastoupeni tohoto alkaloidu oproti ostatnim minoritné syntetizovanym
latkam. Struktura pilokarpinu a epiisopilosinu je uvedena na ndsledujicim obrazku (Obr.

14).

pilokarpin epiisopilosin

Obr. 14: Struktury imidazolovych alkaloidt rodu Pilocarpus
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3.4.2. Rod Agathosma

DalS§im zajimavym rodem je rod, jehoz hlavni zéastupci Agathosma betulina a
Agathosma crenulata (dfive byl tento rod nazyvadn Barosma) jsou vytrvalé kete
s dfevnatymi vétvickami a malymi tuz$imi listy se silicnymi zldzkami, tvofici typicky
te¢kovany efekt. Oba tyto druhy patii do pirozené kvéteny Jizni Afriky’®. V nékterych
oblastech oba druhy slucuji pod jednotné oznaceni ,,Buchu®. Lé€ivé ucinky téchto rostlin
byly po dlouha léta tradicn€ vyuZzivany zejména v Kapské oblasti. Lidé je pouzivaly pfi
kasli, chiipce, nachlazeni, horecce, déle jako antisepticky prostifedek pii infekcich ledvin a
mocového traktu, pii hematurii nebo prostatitidé. RovnéZ nachazely uplatnéni pii cholefe a
jinych zazivacich potizich nebo se uzivaly ke zmirnéni revmatismu, dny a pourazovych

~ 99,100

potizi . Také v kosmetice byl vyuZit jejich antibakterialni, antifungalni, repelentni nebo

1 Mnoha ztéchto vyuziti byla nakonec zakotvena v riiznych

deodoracni efekt
I€kopisech, kam se ,,Buchu‘ zatadilo jako diuretikum, antiseptikum mocového traktu, dale
jako prostfedek k terapii arthritidy, cystitidy, prijmu, nadymani, ledvinovych infekci,
nausey, revmatismu a raznych poranéni. ,,Buchu® se dale vyuziva jako ptirodni repelentni
prostiedek a tabornici si jim mnohdy potiraji lizka, aby tak odehnali mravence a

12 Ptes veskera tradiéni uplatnéni se v dne$ni dobé& rostliny rodu Agathosma

komary
nejvice vyuzivaji v potravinaiském a kosmetickém pramyslu pro jejich ovocnou chut’ a
viini. Nejvice pfipominaji aroma &erného rybizu’.

V roce 1987 byla provedena Campbellem a jeho kolegy velka screeningova studie
zabyvajici se obsahem alkaloidii v nadzemnich ¢astech 42 rtznych taxonii véetné rodu
Agathosma, ovsem paradoxné nejvyznamngjs$i dva druhy tohoto rodu — A. betulina a A.
crenulata — testovany nebyly. Pfesto se podafilo zjinych druhti izolovat alkaloidy
halfordamin a skimmianin'®. Praci, které se zabyvaji obsahem alkaloidnich latek v t&chto
druzich rostlin, je poskrovnu. VétSina fytochemickych studii se totiz soustfedi na zkoumani

esencidlnich oleji uloZzenych predevsim v listech. Tyto latky velmi pestrého slozeni se pak

zfejmé podileji na biologickych Ucincich téchto rostlin, jeZ se vyuZivaji po mnoho
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generaci, ackoli jejich Uc¢inky nejsou dosud v mnoha ptipadech ovéfeny klinickymi

studiemi’®.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. VSeobecné postupy

4.1.1. Destilace a odparovani

Rozpoustédla byla pred pouzitim precisténa predestilovanim. Nejprve byl zachycen
predek (asi 5 %, vétSinou s vodnym azeotropem), poté bylo vydestilovano zbylych asi
90 % rozpoustédla.

Rozpoustédla byla uchovavana v hnédych sklenénych nadobach.

Odpatovani chromatografickych frakci bylo provadéno na vakuové odparce Biichi
Rotavapor R 114 vybavené vodni 14zni Biichi Waterpath B-480 pti 40 °C za snizeného

tlaku.

4.1.2. Chromatografie

4.1.2.1. Sloupcova chromatografie

Sloupcova chromatografie byla provedena systémem gradientové eluce na oxidu
hlinitém neutrdlnim. Suspenze adsorbentu v rozpoustédle byla nalita do chromatografické
kolony obvyklym zplisobem. Na povrch sloupce byl nanesen vzorek rozpustény v malém

mnozstvi rozpoustédla.

4.1.2.2. Tenkovrstva chromatografie
Chromatografie na tenké vrstvé byla provadéna v systému norméalnich komor, které
byly nasyceny mobilni fazi. Syceni komor trvalo 30 minut. Chromatografie byla provadéna

vzestupné.
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4.2. Material a vybaveni

4.2.1. Rozpoustédla
Benzin, p.a. (Penta)
Diethylether, p.a. (Penta)
Ethanol 95%, denaturovany methanolem, p.a. (Penta)
Chloroform, p.a. (Penta)

n-Hexan, p.a. (Penta)

4.2.2. Chemikalie
Dusi¢nan bismutity zasadity, p.a. (RNDr. Jan Kulich, s.r.0.)
Hydroxid sodny, p.a. (Penta)
Jodid draselny, p.a. (Penta)
Kyselina chlorovodikova 35%, p.a. (Lachema)
Kyselina vinnd, p.a. (RNDr. Jan Kulich, s.r.0.)

Uhli¢itan sodny bezvody, p.a. (RNDr. Jan Kulich, s.r.o.)

4.2.3. Chemikalie a material pouZité ke stanoveni cholinesterizové inhibi¢ni aktivity

4.2.3.1. Chemikalie
10mM acetylthiocholin jodid (Sigma-Aldrich)
10mM butyrylthiocholin jodid (Sigma-Aldrich)
0,IM fosfatovy pufr, pH 7,4 (chemikdlie pro piipravu pufru: dihydrat
dihydrogenfosforecnanu sodného, p.a. (Lachema); dodekahydrat
hydrogenfosfore¢nanu disodného, p.a. (Lachema)
5mM 5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoové kyselina, > 98% (Sigma-Aldrich)
Huperzin A (TAZHONGHUI — Tai’an zhonghui Plant Biochemical Co.,Ltd.,

China)
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Galanthamin hydrobromid (Changsha Organic Haerb Inc., China)
Dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich)

Eserin (Sigma-Aldrich)

4.2.3.2. Material
Jako zdroj acetylcholinesterdzy byla pouzita pouzdra lidskych erytrocytd. Zdrojem
butyrylcholinesterazy byla lidska plazma. M¢éteni bylo provadéno v mikrotitracnich

destic¢kach.

4.2.4. Pristroj pouzity pro stanoveni cholinesterazové inhibi¢ni aktivity

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

4.2.5. Chemikalie a material pro stanoveni antioxida¢ni aktivity
2,2’-difenyl-1-pikrylhydrazyl radikal (Sigma-Aldrich)
Kvercetrin (Sigma-Aldrich)

Trolox (Sigma-Aldrich)

4.2.6. Pristroj pouzity pro stanoveni antioxidacni aktivity

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

4.2.7. Detek¢ni ¢inidla
Dragendorffovo ¢inidlo modifikované podle Muniera'**
- slouzi k detekci alkaloidii a dalSich slouCenin obsahujicich v molekule vazany
dusik
- roztok A byl ptipraven rozpusténim 1,7 g dusi¢nanu bismutitého zasaditého a 20 g
kyseliny vinné v 80 ml vody
- roztok B byl piipraven rozpusténim 16 g jodidu draselného ve 40 ml vody

- zasobni roztok byl ziskan smisenim roztokt A a B v poméru 1:1
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- cinidlo pro analyzu bylo pfipraveno rozpusténim 5 ml kyseliny vinné v 50 ml

vody a 5 ml zdsobniho roztoku

4.2.8. Chromatografické adsorbenty
Al: Oxid hlinity pro sloupcovou chromatografii neutrdlni, Acros Organics,
Brockmann I 50 — 200 um, desaktivovany 6 % vody
A2: Kieselgel 60 Fjs4, Merck, 20 x 20 cm, hlinikova deska s vrstvou silikagelu pro

tenkovrstvou chromatografii, tloustka vrstvy 0,2 mm

4.3. Priprava sumarniho extraktu ze Zanthoxylum nitidum

4.3.1. Puvod drogy

SuSend drcend droga byla doddna komerénim prodejcem Pragon s.r.o. (Praha,
Ceska republika). Potvrzeni pravosti vzorku bylo provedeno doc. RNDr. Lubomirem
Opletalem, CSc. Vzorek drogy byl uloZen v herbafi na Katedfe farmaceutické botaniky a

ekologie Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové.

4.3.2. Piiprava ethanolového a alkaloidniho extraktu

9,6 kg drogy, tvofené drcenymi suSenymi dfevnatymi c¢astmi rostliny, bylo
extrahovano na vodni l4dzni pod zpétnym chladic¢em 137 1 95% ethanolu. Ziskany extrakt
hnédé sirupovité konzistence byl zahustén na poloprovozni vakuové odparce (Heidolph
Instruments; Laborota 20 Control), k nému bylo nasledné ptiddno 5 | vody a odpaten
zbytek ethanolu. Ke zbylému odparku bylo pfidano 1,2 1 2% kyseliny chlorovodikové a
smés byla prefiltrovana ptfes polyamidovou plachetku a nésledné ptfes kiemelinu pomoci
VYVEvy.

6,3 | ziskaného filtratu bylo upraveno na pH 9 — 10 pfidavkem 10% roztoku

uhli¢itanu sodného a nasledné vytiepano 4 x 2.4 1 diethyletheru za ucelem odstranéni
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nepolarnich c¢astic a tukG zvodné c¢asti. Vodna faze byla nasledné znovu vytiepdna
3 x 2,01 chloroformu.

Zbyla vodna faze byla poté prevedena 50% roztokem hydroxidu sodného na pH
12 — 13 a vytfepana 3 x 2,2 | diethyletheru a 3 x 2,4 I chloroformu.

Odpatenim rozpoustédel z jednotlivych organickych vytfepkli a vysuSenim
v exsikatoru byly ziskany Ctyfi vytiepky:

o vytfepek A —pH 9 — 10, diethylether: 15,58 g

vytfepek B — pH 9 — 10, chloroform: 8,60 g

vytfepek C — pH 12 — 13, diethylether: 0,40 g

vytfepek D — pH 12 — 13, chloroform: 1,59 g

Pozn.: V této diplomové prace byl zpracovan vytiepek A. Vytiepek D byl analyzovan

kolegyni Lenkou Markovou v rdmci jeji diplomové prace.

4.3.3. Sloupcova chromatografie vytiepku A ze Zanthoxylum nitidum

15,58 g wvytiepku A bylo rozpusténo v malém mnozstvi mobilni faze
(CHCl3+Benzin = 35:65) a naneseno obvyklym zplGsobem na kolonu ALOs; a
chromatografovano za ucelem ziskani ¢istych alkaloida.

Jednotlivé frakce shodnych alkaloidii byly spojovany na zdkladé priubézné
provadéné tenkovrstvé chromatografie.

Prabéh a vysledky sloupcové chromatografie jsou shrnuty v nasledujicich tabulkach

(Tab. 3, Tab. 4).
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Tab. 3: Sloupcova chromatografie vytiepku A ze Z. nitidum

Oznaceni vzorku Vyttepek A, pH 9 — 10, Et,O
Hmotnost a popis vzorku 15,58 g, hnédéa pevnd hmota
Druh a mnozstvi adsorbentu Oxid hlinity neutralni, 50 — 200 pm,

500 g, deaktivovany 6 % vody

Vrstva s extraktem 5,5%X5cm
Délici vrstva 5,5 x 30 cm
Frakce (ml) / doba toku (min.) 100 ml / 15 min.
Mrtvy objem 500 ml

Tab. 4: Vysledky sloupcové chromatografie

~

C. Oznaceni Hmotnost
Elu¢ni systém Popis

frakce frakce odparku

1-32 / CHCIl3+Benzin (35:65) ] /

bezbarvy
33-55 / CHCl;+Benzin (40:60) /
roztok

56 - 63 / CHCIl3+Benzin (45:55) /
64 —71 A CHCIl3+Benzin (45:55) o 0,127 g
72— 76 B CHCl;+Benzin (45:55) 5 0,178 g
77— 95 C CHCl3+Benzin (50:50) E 0,517 g
96 — 99 D CHCl;+Benzin (50:50) s 0,111 g

-~
100 — 103 E CHCIl3+Benzin (60:40) ~c:s 0,528 g
104 — 106 F CHCl;+Benzin (70:30) 5 0,464 g
107 =109 G CHCl3+Benzin (70:30) £ 0,231¢g
110-112 H CHCl3+Benzin (70:30) 2 0,253 g
113 — 124 I CHCl;+Benzin (80:20) - 0,573 g
>O

125 J CHCl;+Benzin (80:20) £ 0,292 g
126 K CHCL+Benzin(100:0) = 1,653 g
127 L CHCL+EtOH (90:10) £ 2,138 ¢

Po odpateni rozpoustédel a vysuSeni byly vSechny frakce podrobeny souhrnné
tenkovrstvé chromatografii s eluénim systémem CHCl3+Benzin (80:20). Vysledek

znéazorfuje obr. 15.
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Frakce zpracovavana

/ v ramei diplomove prace

Obr. 15: Souhrnnd TLC alkaloidnich frakci ziskanych sloupcovou chromatografii vytiepku
A ze Z. nitidum (adsorbent A2, draha vyvijeni 8,5 cm, CHCls;+Benzin = 80:20, vyvijeno

1%, detekce Dragendorffovym ¢inidlem dle Muniera)

4.3.4. Zpracovani frakce G

0,231 g cervenohnédé hmoty bylo rozpusténo v chloroformu a podrobeno
preparativni tenkovrstvé chromatografii na tenkych vrstvach SiO,, vyvijeni jednotlivych
desek probihalo v chloroformu vzdy dvakrat. Na zdkladé UV detekce byla z desek
vypreparovana spodni zona (Obr. 16). Stacionarni faze byla nasledné promyta
chloroformem a prefiltrovana pfes vrstvu ALOs, aby doSlo k odstranéni mechanickych
necistot. Po odpateni chloroformu byl filtrat podroben krystalizaci za sniZzené teploty ze
smési chloroform — hexan. Vzniklé krystalky byly zdekantovany, pteciStény v ethanolu a
vysusSeny v exsikatoru. Takto ziskané Zluté krystalky Cisté latky o hmotnosti 0,065 g byly

ulozeny pod oznacenim LK-1.
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Izolovand zona s LE-1

<l
v
.

Obr. 16: Preparativni tenkovrstva chromatografie frakce G

4.4. Urceni struktury izolované latky

4.4.1. MS analyza
Hmotnostni spektra byla méfena na LC/MS Thermo Finningan LCQDuo, iontova
past, ionizace elektrosprejem v kladném modu (EST"). Latka byla rozpusténa v methanolu

LC-MS.

4.4.2. NMR analyza
NMR spektra byla méfena na spektrometru Varian Inova 500 s pracovni frekvenci
499.9 MHz pro 'H a 125.7 MHz pro "H jadra. ’C NMR spektra byla méfena v 5mm SW
sirokopasmové sonds, 'H a vechna “D spektra v inverzni 5mm ID PFG sondg s vyuzZitim
standardnich pulznich sekvenci. Méfeni byla provadéna v deuterochloroformu pfti 25 °C.
Hodnoty chemickych posunl jsou v ppm a jsou vztazeny k vnitinimu standardu
(hexamethyldisilan; 0,04 ppm, v 'H spektrech) nebo k signalu solventu (76,99 ppm, v °C

spektrech). (Dr. M. Kurfiirst, Ph.D., Ustav chemickych procesii, AV CR, Praha).
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4.5. Stanoveni cholinesterazové inhibi¢ni aktivity alkaloidu

4.5.1. Podminky méreni
Experimenty byly provadény za téchto podminek:
- pfiteploté 37 °C
- v prostiedi fosfatového pufru (pH 7,4)
- pfivlnové délce spektrofotometru 436 nm

- v mikrotitra¢nich desti¢kach

4.5.2. Priprava erytrocytarnich pouzder

Erytrocytarni pouzdra byla pfipravena z Cerstvé odebrané krve, ke které byl pfidan
1 ml citratu sodného na 10 ml krve podle lehce upravené metody Stecka a Kanta'®.
Plazma (HuBuChE) byla odstranéna z plné krve centrifugaci pti rychlosti 4000 ot./min za
pouziti centrifugy Boeco U-32R s rotorem Hettich 1611. Erytrocyty byly pfemistény do
50ml zkumavek a tfikrat promyty SmM fosfatovym pufrem (pH 7,4) obsahujicim 150mM
chloridu sodného (12 000 ot./min., Avanti J-301, rotor JA-30.50). Promyté erytrocyty byly
michdny s 5SmM fosfatovym pufrem (pH 7,4) po dobu 10 minut, ¢imz doslo k jejich lyze.
Nasledné byly centrifugovany rychlosti 20 000 ot./min a vzniklad pouzdra (HuAChE) byla

tiikrat promyta fosfatovym pufrem.

4.5.3. Stanoveni cholinesterazové inhibi¢ni aktivity (ICso)
Pro stanoveni hodnoty ICsy byla pouzita Ellmanova spektrofotometrickd metoda

s pouzitim 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB)'

. Jako substraty se pouzivaji
estery thiocholinu, které¢ jsou cholinesterazami Stépeny na thiocholin a ptislusnou kyselinu.
Stanovuje se SH- skupina thiocholinu, kterd se navdze na DTNB za vzniku Zluté
zbarveného produktu, ktery se stanovuje spektrofotometricky pii vlnové délce 436 nm.

Sleduje se narlst absorbance za 1 minutu. Hodnoty ICsy byly vypocitany z naméfenych

hodnot poklesu aktivity acetylcholinesterazy nebo butyrylcholinesterdzy nelinearni regresi
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v programu GraphPaD Prism (verze 3.02 pro Windows; vyrobce Graph PaD Software, San
Diego, CA, USA). Vysledky byly porovnany s hodnotami ICsy znamych inhibitort
cholinesteraz: galanthaminem (ICspo HUAChE = 1,71 £+ 0,065 pM, HuBuChE = 42,30 +
1,30 uM), huperzinem A (ICsp HuAChE = 0,033 + 0,001 uM, HuBuChE >1000 uM),
eserinem (ICso HuAChE = 0,063 + 0,001 puM, HuBuChE = 0,130 + 0,004 uM).

I (inhibice) byla pocitana dle vzorce %l = 100-(AApr/AAsa)*100, kde AAgpL je
narlst absorbance slepého vzorku za 1 minutu a AAga je narlst absorbance méfeného

vzorku.

4.6. Stanoveni antioxidacni aktivity ziskaného alkaloidu (ECs)
Antioxidacni aktivita byla testovana in vitro DPPH testem. Metoda je zaloZena na
reakci stabilniho 2,2'-difenyl-1-pikrylhydrazylu (DPPH) se vzorkem. SniZeni absorbance
DPPH méfené pii 525 nm je zavislé na koncentraci antioxidantu ve sledovaném vzorku.
Antiradikalova aktivita vzorkid byla vyjadiena jako 50% ucinné koncentrace (ECsy), ktera
byla vypocitdna pomoci programu GraphPad Prism 3.02, a byla porovndna se zndmymi

antioxidanty: kvercetrinem ECso = 11,11 + 0,25 pM a troloxem ECsy = 20,45 + 1,31 pM.
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5. VYSLEDKY

Na zdkladé MS a NMR studii a porovnani dat s literaturou byla izolovana latka

identifikovana jako liriodenin.
5.1. Strukturni analyza liriodeninu
5.1.1. MS studie liriodeninu

EI-MS, 70 eV, m/z (rel. int) 275 (100); 247 (20); 246 (21); 219 (10); 217 (8); 202 (1); 188
(25); 162 (10).
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Ry
5H

u

. e 246
. oo 0123 4am B2 215 ||
) qpn ol B4 4 3137 1en - . .
o il ||l bt m I 2 ||I {1 cile |] L
I ARE. AR oA e hone Aot A as 20t s B B A Ay Ragad Nimad b s KA B nagasSagnains ig st e
40 B0 &0 7O B0 50 100110 120 130 140 150 180170 180 130 200 210 220 230 240 250 260 270 280 250

Obr. 17: EI-MS spektrum liriodeninu

5.1.2. NMR studie liriodeninu

Struktura byla uréena na zékladé interpretace 'H a C NMR spekter a jejich

porovnani s udaji v literatuie'"’.
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Obr.18: Struktura liriodeninu

5.1.2.1. "H NMR spektrum liriodeninu

"H NMR (CDCl, 25°C):

6.37 s, 2H, -OCH,0-; 7.19 s, 1H, H-3; 7.57 tCJ4=7.8 Hz), 1H, H-9; 7.76 t (*J4=8.1 Hz),
1H, H-10; 7.77 d CJy=5.1 Hz), 1H, H-4; 8.58 d ("J;=7.8 Hz), 1H, H-8; 8.65 d (J;=7.8
Hz), 1H, H-11; 8.89 d (Jy=5.1 Hz), 1H, H-5.
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Obr. 18: 'H-NMR spektrum liriodeninu
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5.1.2.2. C NMR spektrum liriodeninu

BC NMR (CDCI3, 25°C):

102.4 (-OCH,0-); 103.3 C-3; 108.4 C-1a; 123.3 -1b; 124.2 C-4; 127.4 C-11; 128.6 C-8;
128.9 C-9; 131.4 C-7a; 132.9 C-11a; 133.9 C-10; 135.8 C-6a; 145.0 C-5; 145.5 C-3a;
147.9 C-1; 151.8 C-2; 182.4 C-7.
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Obr. 19: PC-NMR spektrum liriodeninu

5.2. Inhibi¢ni aktivita viiéi HuAChE a HuBuChE

Izolovany alkaloid byl testovan na inhibi¢ni aktivitu vi¢i huménni erytrocytarni
acetylcholinesterdze a sérové butyrylcholinesterdze. Vysledky jsou uvedeny v nasledujici

tabulce (Tab. 5).

Tab. 5: In vitro inhibi¢ni aktivita izolovaného alkaloidu via¢i HuAChE a HuBuChE

ICsp (LM)*
Latka
HuAChE HuBuChE
Liriodenin 51,07 + 3,23 101,10 + 5,31
Galanthamin® 1,71 £ 0,065 42,30 £ 1,30
Huperzin AP 0,033 +£0,001 >1000
Eserin® 0,063 + 0,001 0,130 + 0,004

*Kazdé méfeni bylo opakovano trikrat
®Referenéni latka
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Inhibi¢ni kiivka liriodeninu
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5.3. Antioxidaéni aktivita

Ziskany alkaloid byl testovan na antioxidacni aktivitu. Vysledky této studie jsou

uvedeny v nasledujici tabulce (Tab. 6).

Tab. 6: Antioxidacni aktivita izolovaného alkaloidu (DPPH test)

Latka ECso (M)
Liriodenin > 1000
Kvercetrin” 11,11 £0,25

Trolox” 20,45+ 1,31

*Kazdé méfeni bylo opakovano dvakrat
®Referenéni latka
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6. DISKUZE A ZAVER

Rychly vyvoj védy a techniky, zahrnujici také oblast mediciny, vyrazné zvysuje
zivotni uroven lidi, zlepSuje kvalitu zdravotnické péce, a tim sekundarné pfispiva
k prodluzovani zivota. Avsak ¢im se lidé dozivaji vyssiho veku, tim roste mj. prevalence
neurodegenerativnich chorob, mezi néz se fadi i Alzheimerova choroba. S terapii AD jsou
uzce spjaty inhibitory AChE a v poslednich letech také BuChE, jelikoZ byla potvrzena
ucast jinak minoritni BuChE na patologickych procesech, a to zejména s postupujici
progresi onemocnéni®. IChE pfispivaji ke zpomaleni rozvoje nemoci pozitivnim vlivem na
kognitivni 1 behaviordlni funkce. Pfestoze dosud v praxi vyuzivané IChE donepezil,
rivastigmin a galanthamin vykazuji dobré klinické vysledky, se zvySujicim se poctem
nemocnych AD roste usili o nalezeni novych latek, jez by tato léCiva terapeuticky
pfevySovala a byla pfijatelngj$i z hlediska vedlejSich Uc¢inkd. Uvedeni galanthaminu
izolovaného z Galanthus woronowii (Amaryllidaceae) do terapie AD vyznamné zvysilo
zajem o testovani dalSich latek pfirodniho ptivodu.

Predmétem této diplomové prace bylo ziskat alkaloidni extrakt z rostliny
Zanthoxylum nitidum (Rutaceae), chromatografickymi metodami izolovat alespoii jeden
alkaloid v Cisté formé a nasledné ho podrobit strukturni analyze a testovani na biologickou
aktivitu.

Izolovana latka byla na zdkladé MS a NMR analyzy a porovnani dat s literaturou
identifikovana jako liriodenin. Ten se tfadi do skupiny izochinolinovych alkaloidl
oxoaporfinového typu. Vyskytuje se v mnoha rodech riiznych celedi, ale jeho zastoupeni
v nich byva obvykle nizké'®. Liriodenin byl izolovan mj. z Annona foetida, A. salzmannii,
Guatteria hispida a Guatteropsis friesiana a dalSich rodi zceledi Annonaceae a je
povazovan spolu s piibuznymi oxoaporfinovymi alkaloidy za chemotaxonomicky znak této
Celedi' "%,

Liriodenin byl testovan na inhibi¢ni aktivitu vi¢i humanni erytrocytarni AChE a

sérové BuChE Ellmanovou spektrofotometrickou metodou s pouzitim 5,5 -dithiobis-2-
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nitrobenzoové kyseliny (DTNB). Jako referen¢ni latky byly pouzity galanthamin, huperzin
A a eserin. Liriodenin vykdzal hodnotu ICsy viici HUAChE 51,07 £ 3,23 uM a vici
HuBuChE 101,10 + 5,31 uM, zatimco hodnoty ICs standardi byly u galanthaminu 1,7 +
0,065 uM (HuAChE) a 42,30 + 1,30 uM (HuBuChE), u huperzinu A 0,033 + 0,001 uM
(HuAChE) a > 1000 uM (HuBuChE), u eserinu 0,063 + 0,001 pM (HuAChE) a 0,130 +
0,004 uM (HuBuChE). Z téchto vysledkt vyplyva, ze liriodenin vykazuje relativné dobrou
inhibi¢ni aktivitu viici AChE, viici BuChE pusobil slabéji.

Antiacetylcholinesterdazova aktivita liriodeninu byla pomérné neddavno studovéna
také v praci Mollataghiho a kol., kteti jej izolovali z rostliny Beilschmiedia alloiophylla
(Lauraceae). Také oni pouzili Ellmanovu metodu a v rdmci jejich studie naméftili ICso vici
AChE u liriodeninu 3,5 + 1,0 uM a u huperzinu A jako standardu 1,8 + 0,3 pM. Inhibi¢ni
aktivita viigi BuChE testovana nebyla'°. BohuZel v této studii nebyly popsany podrobng;jsi
podminky testu, predev§im zdroj AChE, proto nelze ziskané vysledky ptfimo porovnavat.

Jelikoz pii AD v mist€ vyskytu senilnich plak dochazi ke sterilnimu zanétu, ktery
vyvolava mj. uvolnovani kyslikovych radikald, byl izolovany alkaloid podroben testu na
antioxidac¢ni aktivitu (DPPH test). Hodnota ECs liriodeninu byla vy$si nez 1000 uM, tudiz
je v tomto sméru terapeuticky nevyuzitelny.

V ramci fady fytochemickych studii byl liriodenin testovan na rizné biologické
aktivity. Do budoucna se nejvice perspektivni jevi jeho ucinky cytotoxické, antibakteridlni,

antifungalni, trypanocidni a moZna téz anticholinesterazové’'**'13,
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8. SEZNAM ZKRATEK

Alzheimerova choroba
acetylcholinesterdza
apolipoprotein E

amyloidovy prekurzorovy protein
butyrylcholinesterdza
cholinacetyltransferaza
centralni nervovy systém
2,2'-difenyl-1-pikrylhydrazyl
5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina
ucinné koncentrace

ucinné davka

diethylether

grampozitivni bakterie
gramnegativni bakterie
gastrointestinalni trakt

glykogen syntdza kinaza 3-8
virus hepatitidy B

humanni acetylcholinesteraza
humanni butyrylcholinesteraza
inhibi¢ni koncentrace

inhibitor cholinesterazy
intravendzni
monoaminooxidaza

minimalni inhibi¢ni koncentrace
hmotnostni spektrometrie

N-methyl-D-aspartat
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ABSTRAKT

Krejéova L.: Biologicky aktivni metabolity rostlin 6. Alkaloidy Zanthoxylum nitidum a
jejich biologicka aktivita. Diplomova prace, Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka
fakulta v Hradci Kralové, Katedra farmaceutické botaniky a ekologie, Hradec Kralové,

2012, 71 s.

Predmétem diplomové prace bylo pfipravit alkaloidni vytfepek zpracovanim 9,6 kg
suché drogy Zanthoxylum nitidum (Rutaceae) a pomoci sloupcové a tenkovrstvé
chromatografie izolovat alespon jeden alkaloid v Cisté form¢. Ten byl nésledné podroben
strukturni MS a NMR analyze a testovan na biologickou aktivitu vaci lidskym
cholinesterazam (HuAChE, HuBuChE) a antioxida¢ni aktivitu.

Izolovana latka byla identifikovana jako oxoaporfinovy alkaloid liriodenin, jehoz
ptitomnost v Z. nitidum byla popsana jiz diive. Viici HUAChE vykazal hodnoty inhibi¢ni
aktivity I1Cso = 51,07 £+ 3,23 puM, vici HuBuChE pak ICso = 101,10 £ 5,31 puM. Jako
referencni latky byly pouzity galanthamin (ICso (HUAChE) = 1,71 £+ 0,065 puM, ICs
(HuBuChE) = 42,30 + 1,30 uM), huperzin A (ICso (HuAChE) = 0,033 £+ 0,001 uM, ICs,
(HuBuChE) > 1000 uM) a eserin (ICso (HuAChE) = 0,063 = 0,001 uM, ICsy (HuBuChE) =
0,130 = 0,004 uM).

V DPPH testu na antioxidacni aktivitu vykazal liriodenin hodnotu ECsy vysS8i nez

1000 uM, tudiz se jeho vyuziti v tomto sméru nelze ocekévat.

Klicova slova: Zanthoxylum nitidum, Rutoideae, izochinolinové alkaloidy,

Alzheimerova choroba, acetylcholinesteraza, butyrylcholinesteraza.



ABSTRACT

Krejcova L.: Biologically active metabolites of plants 6. Alkaloids from Zanthoxylum
nitidum and their biological activity. Diploma thesis, Charles University in Prague, Faculty
of Pharmacy in Hradec Kralové, Department of Pharmaceutical Botany and Ecology,

Hradec Krélové, 2012, 71 p.

The aim of the diploma thesis was to prepare alkaloidal extract from Zanthoxylum
nitidum (Rutaceae) by processing of 9,6 kg dried drug and isolate at least one pure alkaloid
by column and thin layer chromatography. Subsequently this one was subjected to
structural MS and NMR analysis and tested for biological activity against human
cholinesterases (HuAChE, HuBuChE) and antioxidant activity.

Isolated substance was identified as an oxoaporphine alkaloid liriodenine, whose
presence in Z. nitidum has already been described. Against HuAChE it exhibited values of
inhibition activity ICso = 51,07 £ 3,23 puM, against HuBuChE ICso = 101,10 + 5,31 uM.
Galanthamine (ICso (HUAChE) = 1,71 £ 0,065 uM, 1Cso (HuBuChE) = 42,30 + 1,30 uM),
huperzine A (ICso (HuAChE) = 0,033 £ 0,001 pM, ICso (HuBuChE) > 1000 puM) and
eserine (ICso (HUAChE) = 0,063 + 0,001 uM, ICso (HuBuChE) = 0,130 £+ 0,004 uM) were
used as positive controls.

In DPPH test for antioxidant activity liriodenine showed ECsy value higher than

1000 uM, hence its use can not be expected in this direction.

Keywords: Zanthoxylum nitidum, Rutoideae, isoquinoline alkaloids, Alzheimer

disease, acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase.





